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研究成果の概要（和文）： 
受精数日後、マウス胚が子宮に着床した直後の時期にゲノム（染色体）上の広範囲にヘテロクロ
マチンが形成されることが先行研究により示唆された（ヘテロクロマチン＝遺伝子発現が不活性
化されて染色体が凝縮した領域）。本研究ではこの現象を司る遺伝子を同定し、その意義を解明し
ようと試みた。候補遺伝子をリストアップし、それらの機能阻害によりヘテロクロマチン形成へ
の関与を調べた所、強い活性を示す未知の遺伝子を４つ見出すことに成功した。 	 
 
研究成果の概要（英文）： 
EEaarrlliieerr 	 ssttuuddiieess 	 ssuuggggeesstteedd 	 tthhaatt 	 aann 	 eexxtteennssiivvee 	 hheetteerroocchhrroommaattiinn 	 ffoorrmmaattiioonn 	 ttaakkeess 	 ppllaaccee 	 
tthhrroouugghhoouutt 	 tthhee 	 ggeennoommee 	 iinn 	 ppoosstt--iimmppllaannttaattiioonn 	 mmoouussee 	 eemmbbrryyooss 	 ((hheetteerroocchhrroommaattiinn:: 	 ccoonnddeennsseedd 	 
cchhrroommoossoommee 	 rreeggiioonnss 	 wwiitthh 	 ttrraannssccrriippttiioonnaallllyy 	 iinnaaccttiivvee 	 ggeenneess)).. 	 TToo 	 eexxpplloorree 	 iittss 	 ssiiggnniiffiiccaannccee,, 	 
wwee 	 sseett 	 oouutt 	 ttoo 	 iiddeennttiiffyy 	 ggeenneess 	 iinnvvoollvveedd 	 iinn 	 tthhiiss 	 hheetteerroocchhrroommaattiinniizzaattiioonn 	 pprroocceessss.. 	 AA 	 lliisstt 	 ooff 	 
ccaannddiiddaattee 	 ggeenneess 	 wwaass 	 ggeenneerraatteedd 	 aanndd 	 wwee 	 aasskkeedd 	 wwhheetthheerr 	 ssuupppprreessssiioonn 	 ooff 	 aannyy 	 ooff 	 tthheessee 	 ccaannddiiddaattee 	 
ggeenneess 	 ccoouulldd 	 ddiissrruupptt 	 hheetteerroocchhrroommaattiinn 	 ffoorrmmaattiioonn.. 	 TThhiiss 	 lleedd 	 ttoo 	 tthhee 	 iiddeennttiiffiiccaattiioonn 	 ooff 	 ffoouurr 	 nnoovveell 	 
ggeenneess 	 iinnvvoollvveedd 	 iinn 	 tthhiiss 	 pprroocceessss.. 	 
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１．�研究開始当初の背景 
 
私の大きな研究目標�は、発生過程における細
胞の未分化状態から分化状態へのグローバ
ルな核内染色体構造変化の分子基盤の解明
である。これまでの研究により、私はこのよ
うな大きな構造変化の時期、即ち大規模にヘ
テロクロマチンが形成されるマウス初期胚
発生時期が ppoosstt--iimmppllaannttaattiioonn 	 eeppiibbllaasstt の
時期であることを明らかにした。さらに、こ
の時期に常染色体上に広く形成される条件
的へテロクロマチンはその形成時期及び様

式が雌Ｘ染色体不活性化と類似しており、両
者の分子基盤が一部重複する可能性が示唆
された。Ｘ染色体不活性化は検出の簡便性が
大きな利点である。本研究ではこの利点を生
かすために、この分子基盤重複仮説の検証と
いう形を取りながら、ppoosstt--iimmppllaannttaattiioonn 	 
eeppiibbllaasstt の時期に起きる条件的ヘテロクロ
マチン形成とその安定的維持の分子基盤を
明らかにすることを試みた。 	 
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２．�研究の目的 	 
 	 
本研究の大きな目的は、ppoosstt--iimmppllaannttaattiioonn 	 
eeppiibbllaasstt の時期に起きる条件的ヘテロクロ
マチン形成とその安定的維持の分子基盤と
生物学的意義を明らかにすることである。そ
の第一歩として、その分子基盤を規定する因
子のスクリーニングを行う。しかし、常染色
体上で起きる条件的ヘテロクロマチン形成
は可視化に手間がかかり、スクリーニングの
指標�としては適当でない。一方、雌Ｘ染色体
不活性化は、その表現型の実験的可視化が容
易である。そこで前述の仮説に立脚して、こ
の分子基盤を解明するための足がかりとし
て雌Ｘ染色体不活性化を用いる。具体的には、
まず、（１）ゲノムワイド sshhRRNNAA ライブラリ
ーを用いたスクリーニングによって雌Ｘ染
色体不活性化に関与する遺伝子群を網羅的
に同定する。その上で、（２）得られた遺伝
子群を((ii))Ｘ染色体不活性化に特異的に機能
する因子と((iiii))Ｘ染色体不活性化と常染色
体上に点在する条件的ヘテロクロマチン形
成の両方に機能する因子、の２種類に分類し、
（３）分類結果や得られた個々の遺伝子の機
能解析から、常染色体上に点在するヘテロク
ロマチン領域と不活性 XX染色体の維持・形成
の分子基盤の共通性と特異性を包括的に理
解する。 	 
 	 
 	 
 	 
３．�研究の方法 	 
 	 
（１）ゲノムワイド sshhRRNNAA ライブラリーを用
いた雌Ｘ染色体不活性化に関与する遺伝子

群の網羅的同定 	 
まず前述の通り、雌Ｘ染色体不活性化に関与
する遺伝子群の網羅的同定を本研究の起点
とする。本研究では不活性Ｘ染色体を持つ雌
ＥＣ((EEmmbbrryyoonniicc 	 CCaarrcciinnoommaa))細胞株ＭＣ１２
を sshhRRNNAA スクリーニングの材料に用いる。Ｅ
Ｃ細胞は多能性を持つ細胞でありながら不
活性Ｘ染色体を持つ点で三胚葉に分岐する
直前の EEppiiSSCC 細胞によく似ており、不活性Ｘ
染色体を形成して間もない発生段階のよい
モデルとなる。都合のよいことに、ＭＣ１２
細胞はその不活性Ｘ染色体にのみ機能的な
HHpprrtt を持つことから薬剤スクリーニングが
可能となる。即ち、ＭＣ１２細胞の不活性Ｘ
染色体が再活性化された場合は HHpprrtt 遺伝子
が発現開始し、HHAATT 	 ((HHyyppooxxaanntthhiinnee,, 	 
AAmmiinnoopptteerriinn,, 	 TThhyymmiiddiinnee))存在下で薬剤耐性
となるため生存可能となる。一方、不活性Ｘ
染色体を維持したＭＣ１２細胞は HHpprrtt 遺伝
子のみを発現するため HHAATT 存在下で薬剤致死
となる。スクリーニングにはマウス全１万６
千遺伝子を約８万 sshhRRNNAA クローンで網羅する

レンチウイルスのゲノムワイド sshhRRNNAA ライブ
ラリー[[SSiiggmmaa 	 MMIISSSSIIOONN® 	 LLeennttiiPPlleexxTTMM 	 MMoouussee 	 
PPoooolleedd 	 sshhRRNNAA 	 LLiibbrraarryy]]を用いる。この sshhRRNNAA
ライブラリーをＭＣ１２細胞に導入し、HHAATT
存在下で生存・増殖する薬剤耐性細胞クロー
ン（＝不活性Ｘ染色体が再活性化されてい
る）を回収する。これらのクローンのゲノム
DDNNAA を抽出して sshhRRNNAA 両端の共通配列を用い
た PPCCRR による増幅 DDNNAA 断片をシークエンスす
ることで各クローンに導入されていた sshhRRNNAA
を同定する。この一連の操作により雌Ｘ染色
体不活性化に関与する遺伝子群の網羅的同
定を行う。陽性及び偽陽性クローンが多い場
合は、最終的なシークエンスをハイスループ
ット（＝次世代シーケンサーやマイクロアレ
イを用いる）に行うことでスクリーニングの
効率化を計る。 	 
 	 
（２）得られた遺伝子群の分類と各遺伝子の
機能解析 	 
得られた候補遺伝子群に関しては、ＭＣ１２
細胞を用いてまず HHpprrtt の発現以外のＸ染色
体再活性化の指標�（Ｘ染色体の複製タイミン
グ、HH33KK2277mmee33 免疫染色、XXiisstt 	 RRNNAAFFIISSHH）でＸ
染色体再活性化を再確認する。確認できた遺
伝子群に関しては次にＭＣ１２細胞の常染
色体への影響を調べる。即ち、常染色体上で
不活性Ｘ染色体同様の複製タイミング制御
を受けるいくつかの領域について、ssiiRRNNAA 発
現に伴いその複製タイミングが llaattee 	 SS から
eeaarrllyy 	 SS にリセットされているか、あるいは
FFIISSHH によりその核内配置が核膜周辺から核
内部へと移動しているかを調べる。これによ
り、常染色体上の条件的へテロクロマチン領
域の「維持」に対する影響を明らかにする。
また、ssiiRRNNAA により各遺伝子をノックダウン
した EESS 細胞を分化誘導することで、それら
の遺伝子産物が不活性Ｘ染色体と常染色体
上の条件的へテロクロマチンの「形成」に関
与しているか否かを調べる。この一連の解析
により、候補遺伝子群を((ii)) 	 XX 染色体不活性
化に特異的に機能する因子と((iiii)) 	 XX染色体不
活性化と常染色体上に点在する条件的ヘテ
ロクロマチン形成の両方に機能する因子、の
２種類に分類する。さらに、条件的へテロク
ロマチンの「形成」と「維持」の両方に関与
する遺伝子群と片方のみに関与する遺伝子
群を明らかにしていくことで、最終的には常
染色体上に点在する条件的ヘテロクロマチ
ン領域と不活性 XX染色体の維持・形成の分子
基盤の共通性と特異性を包括的に理解する。 	 
 	 
 	 
 	 
 	 
 	 
 	 



 

 

４．�研究成果 	 
 	 
（１）ゲノムスケール sshhRRNNAA ライブラリーを
用いた雌Ｘ染色体不活性化に関与する遺伝

子群の網羅的同定 	 
方法欄に書いた通り、当初は SSiiggmmaa 社製の
MMIISSSSIIOONN® 	 LLeennttiiPPlleexxTTMM 	 MMoouussee 	 PPoooolleedd 	 sshhRRNNAA 	 
LLiibbrraarryy の利用を考えていた。他に選択肢が
無いと思っていたからである。しかし、その
後 CCeelllleeccttaa 社製のレンチウイルス型マウス
sshhRRNNAA ライブラリーの存在を知り、これを利
用することを思い立った[[CCeelllleeccttaa 	 CCuussttoomm 	 
DDEECCIIPPHHEERR 	 2277KK 	 LLeennttiivviirraall 	 sshhRRNNAA 	 LLiibbrraarryy 	 
PPllaassmmiidd,, 	 MMoouussee 	 MMoodduullee 	 11 および MMoodduullee 	 22]]。
MMoodduullee 	 11 と MMoodduullee 	 22 は共に 2277,,550000 種類の
sshhRRNNAA から構成され、それぞれ 44662255、44552200 種
類の遺伝子を標�的とするため（＝約 66 	 sshhRRNNAA//
遺伝子）、合計99114455個のマウス遺伝子のsshhRRNNAA
をスクリーニングすることになる。多少時間
を要したものの、このライブラリーを用いた
スクリーニングの実験系を確立した。何より
も次世代シークエンサーを用いてハイスル
ープットにスクリーニングが可能となった
ことは大きなブレイクスルーであった。実際
にまず MMoodduullee 	 11 ライブラリーを用いてスク
リーニングを行った。ＭＣ１２細胞に感染さ
せて４日後から１週間 HHAATT 選択を行い、ＨＡ
Ｔ耐性を獲得した細胞をプールとして得た
（＝独立した２つの実験群を得た）。これと
４日目（＝HHAATT 選択直前）に回収したコント
ロール群の合計３群それぞれからゲノム DDNNAA
を抽出し、各 sshhRRNNAA 配列特異的なバーコード
配列の両端にある共通配列をプライマーと
して PPCCRR を行い、その PPCCRR 産物を次世代シー
クエンサーにより大規模配列解析した。その
結果、実験群２群に共通して多く含まれてい
る導入 sshhRRNNAA 配列を数多く同定し、統計処理
によりランク付けを行い、これらの遺伝子を
リストアップした。一方、MMoodduullee 	 11 には HHpprrtt 	 
sshhRRNNAA が含まれていた。このうち３つがリス
トの最後尾 110000 位以内に３つも入っており、
HHpprrtt は MMoodduullee 	 11 に含まれる遺伝子の中で最
も低いランクの遺伝子であると言えた。HHpprrtt
をノックダウンすると HHAATT 耐性獲得の可能性
はゼロになる。従って、HHpprrtt が最低ランクで
あることは極めて rreeaassoonnaabbllee であり、スク
リーニング結果の信頼性が高いことが示唆
された。今後はリスト上位の遺伝子群につい
て解析を進めていく。 	 
 	 
（２）候補遺伝子の ssiiRRNNAA スクリーニングに
よる雌Ｘ染色体不活性化に関与する遺伝子

群の同定 	 
ゲノムスケール sshhRRNNAA ライブラリーの選択と
これを用いた実験系の確立に当初の予想以
上に時間がかかった。そこで、候補遺伝子の
ssiiRRNNAA スクリーニングも並行して行った。ま

ず、遺伝子発現プロファイルから候補遺伝子
をリストアップした。即ち、ＭＣ１２が稀に
自発的に不活性Ｘを再活性化しＨＡＴ耐性
を獲得する特性を生かし[[YYoosshhiiddaa,, 	 22000022 	 
CCyyttooggeenneett 	 GGeennoommee 	 RReess]]、Ｘ染色体再活性化
後の状態を安定維持するクローン（＝ＨＡＴ
耐性ＭＣ１２クローン）を複数単離した。不
活性化状態を維持するクローン（＝６ＴＧ耐
性ＭＣ１２クローン）も複数単離した。不活
性Ｘを維持する６ＴＧ耐性ＭＣ１２クロー
ンにおいて、ＨＡＴ耐性ＭＣ１２クローン
（＝不活性Ｘ再活性化）と比べて２倍以上発
現レベルの高い遺伝子を不活性Ｘ維持に関
与する候補遺伝子とみなし、候補のリスト最
上位６８個の遺伝子について、不活性Ｘの解
除を指標�に ssiiRRNNAA スクリーニングを行った。
いくつかの試行錯誤ののち、弱いながらもＨ
ＡＴ存在下での細胞生存率を上昇させる（＝
ＨＡＴ耐性獲得促進＝不活性Ｘ上の HHpprrtt 再
活性化）１２個の候補遺伝子 ssiiRRNNAA を得た。 	 
 	 
（３）不活性Ｘ染色体維持に必要な４つの候
補遺伝子の同定 	 
前述（２）の１２個の ssiiRRNNAA がＭＣ１２の不
活性ＸのＳ期後期複製の解除を引き起こす
か否かを細胞遺伝学的（ccyyttooggeenneettiicc）に解
析した。不活性ＸのＳ期後期複製の割合を調
べた所、コントロール ssiiRRNNAA の時にはほぼ
110000%%だったＳ期後期複製の割合を顕著に低
下させるssiiRRNNAAを４つ同定した。４つのssiiRRNNAA
はいずれも不活性ＸのＳ期後期複製の割合
を 6600%%以下に低下させるため、その活性はか
なり強いと考えている。実はこれまで文献的
にこのような因子は一つも見つかっていな
い。それが一度に４つも同定出来たことはか
なり上出来である。いずれもＸ染色体不活性
化への関与どころか分子機能のほとんど分
かっていない因子であり、今後の展�開にとて
も期待が持てる。 	 
 	 
（４）不活性Ｘ染色体と常染色体の一部が協

調制御される可能性 	 
先に挙げた４つの因子について、これらの
ssiiRRNNAA によって常染色体上の条件的へテロク
ロマチンが解除されるか否かを検討した。常
染色体上の条件的ヘテロクロマチンドメイ
ンの核内配置を調べた所、驚くべきことにＭ
Ｃ１２への ssiiRRNNAA 導入によってドメインは核
膜周辺から核内部へと移行した。この結果は
ssiiRRNNAA による条件的ヘテロクロマチン解除を
示唆しており、不活性Ｘ染色体と常染色体の
一部が協調制御されるとする仮説を支持し
た。 	 
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