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研究成果の概要（和文）：哺乳類の雌（XX）は、雄（XY）との間のX染色体遺伝子量を補正する為に、発生初期
に２本のX染色体のうちの１本上の遺伝子発現を協調的に不活性化する。この不活性化はXist RNAによって開始
される。しかし、内部細胞塊及び始原生殖細胞形成過程で不活性化X染色体は再活性化される。本研究では、試
験管内再構成されたマウス始原生殖細胞様細胞における不活性X染色体の再活性化ダイナミクスを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：XX females silence one of their X chromosomes. This involves a process 
whereby a noncoding RNA known as Xist coats one of the X chromosome. An exception to this occurs in 
pluripotent lineages, the inner cell mass (ICM) and primordial germ cells (PGCs), where the inactive
 X undergo reactivation. Analyzing PGC-like cells (PGCLCs) induced from mouse embryonic stem cells 
(ESCs), we found that hallmarks of the inactive X change, providing a direct readout of X 
reactivation progression.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： マウス　X染色体　再活性化　始原生殖細胞

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の雌（XX）は、雄（XY）との間の

X染色体遺伝子量を補正する為に、発生初期

に２本のX染色体のうちの１本上の遺伝子発

現を協調的に不活性化する。この不活性化は

Xist RNA によって開始される。しかし、内

部細胞塊 (ICM)及び始原生殖細胞(PGCs)形

成過程で不活性化X染色体は再活性化される。

この事から、Xistの発現抑制は細胞が未分化

能を獲得する際に起こる再プログラム化と

密接に関連があると考えられる。始原生殖細

胞の試験管内再構成法を用いて、始原生殖細

胞形成過程における不活性化X染色体再活性

化を再現し、再活性化を解析するためのモデ

ル系として用いる事により、再活性化機構の

解明を目指す。 

 
２．研究の目的 
 本研究では試験管内再構成した始原生殖

細胞を用いて、不活性 X染色体再活性化のダ

イナミクスを明らかにする。それにより得ら

れた情報を元に Xist の発現抑制に関与する

因子を同定し、機能解析を行い、不活性 X染

色体の再活性化機構を明らかにする事を目

的とした。 

（１） 試験管内再構成した始原生殖細胞の

不活性 X染色体再活性化の解析 

多能性幹細胞（ESCs）より試験管内再構

成法を用いて始原生殖細胞を誘導して再活

性化を再現し、再活性化ダイナミクスの再

現性を明らかにする。 

（２） 始原生殖細胞における Xist遺伝子発

現抑制に関わる因子の同定 

再活性化過程で特異的に上昇する遺伝子を

Xist遺伝子の発現抑制に関わる候補遺伝子

として選定する。選定した候補遺伝子に対

する誘導型ノックダウンを行い、Xist発現

抑制の有無を指標に抑制因子を同定する。 

 

（３） 始原生殖細胞における Xist遺伝子の

発現抑制因子の機能解析 

同定された結合部位を欠損するノックアウ

ト ES 細胞を作製し、その細胞より始原生

殖細胞を誘導し、Xistの発現抑制の有無を

確認する。同時に、Tsix 非依存的に Xist

の発現が抑制されている未分化幹細胞

（ESCs）における抑制因子の発現を上記

ES 細胞で確認して、Xist の発現抑制は共

通のメカニズムにより制御されているかど

うかを明らかにする。  
 
３．研究の方法 
 始原生殖細胞特異的に発現する Blimp1

遺伝子をmVenusで、Stella遺伝子を CFP

によって可視化されたレポータートランス

ジェニックマウスより作成された雌 ES 細

胞を起点とし、試験管内再構成法で始原生

殖細胞様細胞 (PGCLCs) を誘導する。誘

導開始後、４日目、６日目の PGCLCs を

蛍光を指標に FACSにより回収する。回収

したPGCLCsは RNA FISHによりX染色

体の活性状態を解析した。 
 
４．研究成果 

（１）多能性幹細胞（ESCs）より誘導した

始原生殖細胞様細胞 (PGCLCs) 、誘導開始

後６日目の PGCLCsでは Xistの発現はほぼ

全ての細胞で消失していたが、X染色体上遺

伝子の両アリルからの発現はほとんどの細

胞で認められなかった。この事から Day6 

PGCLCsは、X染色体上遺伝子の再発現はほ

とんど開始していないE7.5から9.5のPGCs

に相当することを見いだした。 

（２）始原生殖細胞様細胞 (PGCLCs) 誘導

初期に半数の細胞でX染色体が一本欠失する

事を見いだした。本研究計画を開始当初、こ

の現象を知らずに RNA FISHのみで X再活

性化を解析していた為に結果の解釈を大き

く誤り、研究計画の進行が大幅に遅れた。ゆ

えに、始原生殖細胞様細胞 (PGCLCs)の X再

活性化解析は常に DNA FISH 等を組み合わ

せて、X染色体数を確認しながら慎重に解析



を行う必要が有ると考えられる。 

最近、始原生殖細胞様細胞 (PGCLCs)の新規

長期培養法が開発された（主な発表論文⑧）。

これを用いて、誘導開始後４日目の始原生殖

細胞様細胞 (PGCLCs)をさらに７日間培養

した場合、ほぼ全ての細胞で不活性 X染色体

のマーカーの一つである H3K27me3 のスポ

ットが消失する事が報告された。ゆえに、こ

の新規培養法を用いる事で始原生殖細胞様

細胞 (PGCLCs)における不活性 X 染色体の

再活性化を開始から完了まで試験管内で解

析が可能であると考えられる。 
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