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研究成果の概要（和文）：2つのX染色体を持つ哺乳類雌では遺伝子量補正のため、一方のＸ染色体が不活性化さ
れるが、個体発生において実際に不活性化がいつ、どのようにして成立するのかについては不明な点が多い。本
研究では 、独自に開発した３次元RNA-FISH法およびX染色体不活性化状態を可視化する技術およびマウス個体
（Xvisマウス系統）を用いて、不活性化・再活性化過程の個体レベルのイメージング解析を行い、マウス胚にお
けるＸ染色体再活性化、不活性化のタイミングを特定することに初めて成功した。また、Xvisマウス系統を用い
て成体の各臓器において不活性化偏在パターン(遺伝モザイシズム)が存在することを明確に示すことに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：In mammalian females one of two X chromosomes is inactivated for gene dosage
 compensation, and this phenomenon is called X chromosome inactivation or XCI. Timing of X 
chromosome reactivation and inactivation during embryonic development remains elusive. In this 
study, we developed 3D whole-mount RNA-FISH method as well as Xvis mouse strain, in which XCI status
 can be visualized, and applied these techniques to XCI studies. Using these novel method and 
resources, we succeeded to determine timing of XCI reversal and initiation of random XCI during 
peri-implantation development for the first time. Also, by conducting image analyses of 
tissues/organs of Xvis mice, we could clearly demonstrate the presence of genetic mosaicism in 
mammalian females.

研究分野：発生遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
哺乳類の雌においては、２本あるＸ染色体の
どちらか一方が不活性化を受け、ＸＹ雄との
遺伝子量補正を行っているとされている。哺
乳類のモデル生物であるマウスでは、受精後
の雌の着床前期胚において、父由来のＸ染色
体が不活性化を受ける刷り込み型のＸ染色
体不活性化が生じる。着床期にこの刷り込み
型不活性化は、胚体外胚葉（エピブラスト）
系譜では消去され、その後、細胞ごとに父由
来、あるいは母由来のＸ染色体がランダムに
選択され不活性化を受けるランダムＸ染色
体不活性化が成立する。これが一旦確立され
ると、細胞分裂後の娘細胞においてもそのパ
ターンは維持され、以降の発生過程を通じて
継続していくものと考えられている（図１）
（胎盤などを形成する胚体外組織では、刷り
込み型不活性化が維持される）。このＸ染色
体不活性化は、哺乳類のエピジェネティック
制御の代表的な例であり、これまでも不活性
化の分子機構に関して精力的に研究が進め
られてきている。多能性幹細胞である ES細
胞では、両方のＸ染色体が活性状態にあるが、
分化を誘導するとランダム不活性化が開始
されるため、in vitro の分化誘導系を用いて
ランダム不活性化の開始やその維持機構に
ついて多くの研究が為されてきた。しかし、
この培養細胞を用いた in vitro の系のみで
は、Ｘ染色体不活性化現象の全般を知ること
はできない。例えば、ES 細胞では、すでに刷
り込み型の不活性化が解除されているため、
刷り込み型からランダム型への移行がどの
ように為されるかについては解析すること
は不可能である。また、ES細胞はエピブラス
ト系譜に属するため、胚体外組織におけるＸ
染色体不活性化に関しても解析することが
できない。子宮への着床は哺乳類発生過程で
も非常に重要な事象であり、着床前後ではエ
ピゲノムの大規模変換が起きると推測され
るが、着床とＸ染色体不活性化の関連につい
ては、実際に着床期胚を解析する必要が生じ
る。より重要な点として、この染色体一本丸
ごとを不活性化する現象が発生や疾患など
の生命機能に与える影響については、その殆
どが不明である。発生の進行や疾患感受性に
ついて雌雄差があり（Weksberg et al., Human 
Mol Genet 、2002）、また個々の女性間でも
違いが生じることが知られており、それらの
差異にはＸ染色体不活性化が関与する可能
性が高い。例えば、Ｘ連鎖遺伝子異常によっ
て生じる Duchenne 型筋ジストロフィーは、
通常は少年が罹患するが、稀な例として一卵
性双生児の姉妹の一人にのみ発症した例が
知られている（Bainbridge, D. The X in Sex, 
2003）。これは、恐らく変異を持つＸ染色体
が活性化している細胞（疾患表現型を示す）
と正常なＸ染色体が活性化されている正常
細胞の比率や組織における分布が姉妹で異
なるため、姉妹の一方にのみ疾患症状が現れ
たものと解釈できよう。哺乳類雌は 2本の X

染色体を持つが、実際は、片方の X染色体が
ランダムに選択され不活化するため、Ｘ染色
体に関して遺伝的に異なる2種の細胞が生じ
る。また図 1に示すように、一旦確立された
不活性化パターンはその後の細胞分裂時も
維持されるため、不活性化が確立された時点

のランダム性に依存して、その後の発生によ
って形成される組織や器官における 2種の細
胞の比率や局在は変化する。すなわち、哺乳
類の雌は異なるＸ染色体を持つ2種の細胞に
よって構成される遺伝的モザイクと言うこ
とが出来、全く同一のゲノムを持っていたと
しても、そのモザイクパターンで個体の表現
型に違いが生じる可能性がある。このような
遺伝的モザイシズムと表現型に関する系統
的な研究は全くなされていないのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでのＸ染色体不活性化研
究の主流を成してきた in vitro 分化系に加
えて、生体内で発生する胚体や胎児などを用
いた解析を行い、in vitro の知見と比較する
ことによりＸ染色体不活性化に関する全般
的な理解を得ることを第一義の目的とする。
不活性化状態を評価するための新規技術、リ
ソースを開発、利活用することにより、実際
に不活性化がいつ、どのようにして成立し、
発生過程において維持されていくかについ
ての知見を得る。さらに、不活性化偏在パタ
ーン（遺伝モザイシズム）を検出する新規技
術を確立し、個体の組織、臓器の解析に適用
する。最終的には、遺伝モザイシズムに起因
する、女性特有のＸ連鎖遺伝病態のモデルと
なるマウスの作製を試みる。これらの解析を
通じて、Ｘ染色体不活性化現象の生体機能へ
の関わりを包括的に理解することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
１）Ｘ染色体不活性化可視化技術の確立；Ｘ
染色体上の同一遺伝子座に異なる蛍光蛋白
質遺伝子を挿入した ES細胞の作製を行う。
不活性化中心から近位に約 100kb、約 30Mb と



遠位に約 26Mb 離れた３つの遺伝子座を対象
として、それぞれの部位にジーントラップ法
によって P1 ファージ由来の組換え配列であ
る lox 配列が挿入された ES 細胞株を単離す
る。この lox 配列を利用して部位特異的に蛍
光蛋白質を恒常的に発現させる発現ベクタ
ーを導入する。異なる蛍光蛋白質遺伝子が挿
入された ES 細胞からマウス個体を作製し、
それらの個体を交配し、同一遺伝子座に異な
る蛍光蛋白質遺伝子を導入した雌 ES細胞を
樹立する。これらの ES細胞、およびマウス
個体を用いて ES細胞の分化過程、および個
体胚発生過程でのＸ染色体不活性化の成立
のタイミングを解析する。ナイーブ型幹細胞
である ES細胞からプライム型と呼ばれる分
化程度の進んだエピブラスト幹細胞（EpiSC
細胞）へと分化誘導する系を独自に構築して
いるので、この系を用いてランダム不活性化
が確立する過程を解析し、不活性化成立前後
の細胞の遺伝子発現やエピジェネティック
ステータスの解析を行う。 
２）3D Whole-mount RNA-FISH 法による着床
期胚におけるＸ染色体不活性化状態の解析； 
蛍光タンパク質の発現と遺伝子発現の間に
は時間的なずれがあるとも考えられるので、
新生 RNA の発現を検出可能な RNA-FISH 法に
よる解析も並行して行う。通常の RNA-FISH
法は、固定時に胚体の構造を破壊してしまう
が、申請者らが独自に開発した 3D 
Whole-mount RNA-FISH 法は、マウス着床期胚
などの構造を維持したまま任意の発現解析
が可能であるため（Sugimoto and Abe, PLoS 
Genet.2007）、着床期胚を構成するエピブラ
スト、胚体外外胚葉、胚体外内胚葉における
Ｘ染色体不活性化の状態を評価することに
適している。不活性化の開始に重要な役割を
持つ非翻訳性 RNA である Xist、及び Xist 発
現に抑制的に働くアンチセンス RNA である
Tsix の発現を検出し、胚体を構成する各細胞
における不活性化状態を評価する。 
３）Ｘvis マウスを用いた各臓器における不
活性化モザイシズムとその偏在パターンの
検索； 
 研究背景に述べたように、哺乳類雌個体は、
異なる活性化Ｘ染色体を持つ 2種類の細胞か
ら構成されていると考えられる。この事象そ
のものは、三毛猫の毛色パターンなどからも
類推できるが、それによって形成されるモザ
イシズムを個々の細胞レベルで可視化する
手法は存在していなかった。そこで、方法１）
で作製するＸ染色体不活性化状態の可視化
に用いる ES 細胞由来のマウス個体から、雌

マウス個体（XVis マウスと呼称）を作製し、
その組織、臓器における蛍光蛋白質発現を解
析することにより、Ｘ染色体不活性化の偏在
パターンを明らかにする。この偏在パターン
の起源と生物学的意義を調べるため 3次元画
像解析を行い、各臓器におけるモザイクパタ
ーン情報を集積するが、そのために、研究分
担者の横田秀夫博士が開発した３次元内部
構造顕微鏡（3D-ISM）を利用する。3D-ISM は、
いわばミクロトームと顕微鏡が合体したイ
メージング装置であり、回転するナイフによ
って凍結切片を作製しながら、瞬時に撮像す
るプロセスを連続して繰り返すことができ
る自動化装置である。取得した画像を 3次元
構築し、個体内の構造を仮想空間で解析可能
であり、3D-ISM を用いることで、成獣マウス
個体全体を約 10ミクロンの解像度で撮像し、
3次元観察することが出来る。明視野と蛍光
観察が可能であり、Xvis マウスの成獣あるい
はその各種臓器について画像を取得し3次元
構築を行ない、不活性化モザイクパターンを
検索する。 
４）Xvisマウスへの変異導入によるＸ連鎖遺
伝病モデルマウスの確立と解析； 
Xvis マウスの一方のＸ染色体上の疾患原因
遺伝子にゲノム編集の技術を用いて変異を
導入し、変異遺伝子を持つ細胞をどちらかの
蛍光蛋白質で標識する。複数の個体表現型と
疾患の責任領域における X 不活化パターン
（すなわち異常細胞-正常細胞の分布）を解
析し、病態と異常細胞分布の関連付けを行う 
 
４．研究成果 
1) 研究方法の項に記したように、Ｘ連鎖遺伝
子の各アリルにEGFP緑色蛍光蛋白質遺伝子あ
るいはtdTomato赤色蛍光蛋白質を導入したES
細胞株を作製し、それぞれからキメラ個体を
作製し、導入遺伝子が伝達されたマウス個体
系統を確立した。これを交配し、同一のＸ連
鎖遺伝子座の各アリルから異なる蛍光蛋白質
遺伝子が発現する雌個体を得た。また、同様
の交配から得られた胚盤胞を用いてES細胞を
樹立し、その中からEGFP、tdTomato遺伝子の
双方を持つ雌ES細胞を選択し、核型解析によ
りXX細胞であることを確認した。 
 このマウス系統の雌成獣より各種臓器を
摘出し、蛍光顕微鏡にて観察したところ、臓
器を構成する個々の細胞ではランダム不活
性化により、どちらか一方の蛍光蛋白質しか
発現していないことが認められた(図 2)。始
原生殖細胞ではＸ染色体の再活性化が起こ
るため、卵子では予想どおり、EGFP、tdTomato



の両遺伝子が発現していた。申請者らは、Wnt
阻害剤を加えることで、プライム型幹細胞で
あるEpiSC細胞を高効率で樹立する方法を報
告し（Sugimoto ら、Stem Cell Rep.,2015）、
この培養技術を応用して ES 細胞から EpiSC
細胞へ効率良く分化誘導する系を確立した
（Kondo ら、投稿準備中）。この手法により、
雌 ES 細胞の分化誘導を行ったところ、未分
化状態では、緑色、赤色双方の蛍光蛋白質が
発現しており、分化誘導後、ランダム不活性
化によって、どちらか一方の蛍光蛋白質の発
現に収束していくことが認められた。しかし、
分化の進行とともに蛍光発現が減少してい
き、継代を続けると蛍光発現が消失する結果
となり、in vitro 系での不活性化プロセスの
モニタリングは困難であった。in vivo 胚で
はこのような蛍光発現低下は認められず、そ
の原因はなお不明である。そこで、現在は同
じ分化誘導系を用いて、不活性化プロセスに
おける転写ダイナミクスを直接シングルセ
ルレベルで検索する研究へと方向を転換し、
解析を実施中である。 
 
2．3D Whole-mount RNA-FISH 法により、受精
後 3.5日の胚盤胞から着床後の 6.5 日胚まで、
計 105個の胚を構成する 3873 細胞の 3D画像
を取得し、Xist、Tsix の発現解析を行った。
その結果、子宮への着床が起きる受精後 4.5
日までに刷り込み型の Xist 発現はエピブラ
スト系譜で完全に消失するが、この消失には
Tsix の発現増加は不要なことが明らかにな
った。4.75 日胚の少数の細胞で既に Xist 発
現が再開していることから、これらの細胞で
はランダム型不活性化が開始されているこ
とが示唆され、刷り込み型不活性化の消去と
ランダム型不活性化開始の間には、大きな時
間的ずれはないことがわかり、それぞれのタ
イミングを特定することに初めて成功した。
また、DNA メチル化やヒストン修飾に対する
免疫染色を行ったところ、ランダム型不活性
化の開始と同様なタイミングで 5—メチル化
シトシン、5−ヒドロキシメチル化シトシン、
ヒストン H3K9me2、H3K9me3 などの修飾がグ

ローバルに増大すること、一方もう一つの主
要な抑制性マークである H3K27me3 はそれよ
りも早く3.5日-4.5日の間で増加することが
示された。このことは、着床前後のエピブラ
スト系譜において、大規模なエピゲノムの変
換が生じており、ランダム型の不活性化はそ
の大規模エピゲノム変動の一つの帰結とし
て生じる可能性を示唆するものと思われる。 
 
3．当初の計画どおり、Ｘ染色体不活性化状
態を可視化するためのマウス系統の確立に
成功し、それぞれの臓器を表面から観察した
ところ、赤色、緑色の細胞が比較的均一に混
在している腎臓などの臓器もあるが、心臓や
脳ではそれぞれのＸ染色体を持つ細胞が比
較的大きな組織を形成し、偏りを持つモザイ
クパターンを形成していることが明らかに
なった。また、このモザイクパターンは、個
体によっても異なっていた。心臓、脳につい
て、3D-ISM によって内部構造も含めた観察を
行ったところ、表層だけでなく、その内部に
おいても明確なモザイクパターンの偏りが
認められた。ランダム型 X染色体不活性化は、
心臓が形成される以前に成立し、心臓の原基
は比較的少数の中胚葉系の細胞から成ると
考えられる。この始原的な細胞集団における
（異なる X が不活性化を受ける）2 種類の細
胞の比率や細胞局在の違いが、このモザイク
パターンの偏りを産み出し、さらには各個体
間において違いが生じる原因となっている
ものと考察される。現在は、この解析個体数
を増やし、モザイクパターンの形成が全くラ
ンダムなものかについての調査を実施して
いる。モザイクパターンの状態から、各種臓
器形成過程における細胞系譜の追跡などに
関する新知見が得られることが期待される。 
 
4．上記のように、雌個体の各種臓器は、活
性化X染色体の遺伝的組成が異なる２種の細
胞が混在した遺伝的モザイクということが
できる。このモザイクパターンの偏在と個体
表現型の違いを関連付けるひとつのアプロ
ーチとして、Xvis マウスの一方のＸ染色体上
の疾患原因遺伝子にゲノム編集の技術を用
いて変異を導入し、個体表現型と疾患の責任
領域における X 不活化パターン（すなわち異
常細胞-正常細胞の分布）を解析し、病態と
異常細胞分布の関連を検索する研究を計画
した。文献検索の結果、ヒト X連鎖遺伝病の
原因遺伝子に変異を導入したマウスでは、疾
患症状を示す例は殆ど無いが、神経疾患のひ
とつである Rett 症候群については、精密な
表現型解析を行えば疾患状態の評価が行え
る可能性があったため、Rett 症候群研究の専
門家に研究分担者として参加してもらい、モ
デルマウスの作製、表現型解析に関与してい
ただく計画であった。実際に Rett 症候群の
原因遺伝子であるMeCP2遺伝子にゲノム編集
技術で変異を導入することに成功したが、研



究期間中に研究分担者が退職するという不
測の事態に至った。Rett 症候群の疾患表現型
解析（行動解析、病理学的解析）については、
高度な専門性が必要とされるので、このプロ
ジェクトは一旦中断されているのが現状で
あり、より適切なマウスモデルの確立を検討
中である。 
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