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研究成果の概要（和文）：本研究期間中に、XTTGFP/XTTGFPマウス（XTTGFP：Xistの抑制因子であるTsixの発現
誘導アリル＋X染色体連鎖GFP遺伝子）とXTX/Yマウス（XTX：Xistの発現誘導アリル）を導入・交配し、
XTTGFPXTX　ESCを樹立した。その細胞のXTX 側X染色体のHprt遺伝子座にCRISPR/Cas9法を用いてmCherry遺伝子
をノックインした後、遺伝子機能欠失スクリーニングのためのCas9遺伝子を導入し、EpiSCに変換した。CRISPR
ライブラリーを増幅し、レンチウイルス感染実験系を確立した。

研究成果の概要（英文）：In the term, I introduced and mated XTTGFP/XTTFP female mice (XTTGFP: Tsix 
inducible and X-linked GFP allele) with XTX/Y male mice (XTX: Xist inducible allele) to establish 
XTTGFP/XTX Embryonic stem cells (ESCs). Subsequently, I knocked-in the mCherry gene using 
CRISPR/Cas9 system into the XTX allele and introduced the Cas9 gene into the ESC to obtain 
XTTGFP/XTXmcherry Cas9 ESC. The ESC was converted to EpiSC. CRISPR library was amplified, and then 
the screening system has been established.

研究分野：エピジェネティクス

キーワード： エピジェネティクス　X染色体不活性化　ノンコーディングRNA
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１．研究開始当初の背景 

X 染色体不活性化は長鎖非コード RNA で

ある Xist によって開始されるが、Xist

の機能発現には未知の機能付加因子が必

要とされている。一方、iPS 細胞を代表

とする多能性細胞への変換機構（リプロ

グラミング）の重要性は急速に高まって

いる。しかしながら、それらの研究は不

明な点が多く残っていた。 

 

２．研究の目的 

X 染色体不活性化は長鎖非コード RNA で

ある Xist によって開始されるが、Xist

の機能発現には未知の機能付加因子が必

要とされている。一方、iPS 細胞を代表

とする多能性細胞への変換機構（リプロ

グラミング）の重要性は急速に高まって

いる。本研究では、独創的なシステムを

用いて Xist 機能付加因子及びリプログ

ラミング因子を同時に網羅的に同定する。

Xist 機能付加因子の同定は、X 染色体不

活性化及び長鎖非コード RNA の分子機構

といった基礎的研究分野への大きな貢献

が期待できる。リプログラミング因子の

同定は、iPS 細胞の品質向上や、効率の

良いリプログラミング法の開発などに繋

がり、再生医療分野への大きな貢献が期

待できる。 

 

３．研究の方法 

Xist 機能付加因子/リプログラミング因

子の同定に用いる、Xist/Tsix 発現誘導

[Xa:TXmCherry / Xi:TTGFP] EpiSC を以

下の方法で樹立した：(A) TTGFP/TTGFP

マウス（Ohhata et al., Genes and Dev 

2011）と TX/Y マウスを交配し、2i 培地

を用いてTX/TTGFP胚盤胞よりESCを樹立

した。(B)効率的な相同組換えを起こす事

ができる CRISPR 法を用いて、TX が存在

する X 染色体上の HPRT 遺伝子座に

mCherry 遺伝子を挿入した（緑＋赤で細

胞は黄色を示す）。(C)EpiSC 培地に移し、

EpiSC に変換した。EpiSC への分化に伴う

ランダムな不活性化によって、緑色のみ

もしくは赤色のみを示す EpiSC を得た。 

(D) 赤色を示す細胞を Facs にて回収し、

目的の細胞、[Xa:TXmCherry/ Xi:TTGFP] 

EpiSC を得た。得られた細胞に Cas9 遺伝

子を導入した。 

 

４．研究成果 

（１）[Xa:TXmCherry/Xi:TTGFP] EpiSC Cas9

細胞の樹立 

Xist 機能付加因子/リプログラミング因子の

同定に用いる、[Xa:TXmCherry / Xi:TTGFP] 

EpiSC の遺伝学的特徴は以下の通り：(A) 

[Xa:TXmCherry]：TX 及び mCherry 遺伝子が独

立して活性 X染色体（Xa）上にある。TX アリ

ルはドキシサイクリン（Dox）の添加によっ

て Xist の発現が誘導される。mCherry は赤色

の蛍光を発し、X 染色体の不活性化状態を可

視化できる（このX染色体は活性状態なので、

mCherry は発現し、細胞が赤く光る）。 (B) 

[Xi:TTGFP]：TT 及び GFP 遺伝子が独立して不

活性 X 染色体（Xi）上にある。TT アリルは

Doxの添加によってTsixの発現が誘導される。

GFP は緑色の蛍光を発し、X 染色体の不活性

化状態を可視化できる（この X染色体は不活

性状態なので、GFP は発現しておらず、細胞

は緑色に光らない）。(C)発現誘導を可能にす

る為のトランスアクチベーターrtTA 遺伝子

が、 Rosa26 領域に組み込まれている

（R26rtTA/R26rtTA。以下、表示省略）。方法

に記載した方法にて、目的の細胞、

[Xa:TXmCherry/Xi:TTGFP] EpiSC Cas9 を得

た。 

（２）CRISPR library スクリーニング系の確

立 

本研究期間中に、CRISPR/Cas9 を利用した遺

伝子破壊用のライブラリーが開発されたた

め、本申請実験を、遺伝子機能付加スクリー

ニングから、遺伝子機能欠失スクリーニング

の系に変更した。Addgene 社を介して CRISPR

ライブラリーを購入し増幅した。パッケージ

ング細胞やパッケージングコンストラクト

も入手し、レンチウイルス感染実験系を確立

した。 
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