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研究成果の概要（和文）：本研究では哺乳類のX染色体不活性化に中心的な役割を果たすXist RNAの作用マシナリーを
理解するために，不活性X染色体に局在するタンパク質とその相互作用因子に着目し，それらがXist RNAの機能発現に
どのような役割を果たすかについて解析を行った．その結果，染色体の複製プログラムの制御についてさらに検討する
ことの重要性が見いだされた．また，作製したXist RNAの局在制御に関わるタンパク質の欠損マウスに由来する各種培
養細胞を樹立したことで，今後のXist RNAマシナリーのさらなる理解へ向けた道筋をつけた．

研究成果の概要（英文）：In this mission, we attempted to figure out the regulatory mechanisms of Xist RNA 
machinery, which has been known for many years to play a pivotal role in X chromosome inactivation in fema
le mammals. Especially, we focused on the potential role of the proteins, which has been shown to localize
 to the inactive X, and their interacting partners in Xist RNA-mediated chromatin silencing. The findings 
indicates the importance of further studies of the potential role of factors involved in replication progr
amming in the Xist RNA machinery. In addition, we have paved the way to our further understanding of the X
ist RNA machinery by deriving various cell lines from the mice we established by knocking out a protein in
volved in the regulation of Xist RNA deposition to the inactive X.
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類で保存された約 1000 にも及ぶ高分

子非コード RNA の多くは，生理機能が不明
である中，Xist RNA は，X 染色体全域にわ
たって結合することでそのヘテロクロマチ
ン化を引き起こすことが知られていたが，相
互作用因子を含めた Xist RNA の機能発現制
御機構（Xist 作用マシナリー）については，
あまりよく分かっていなかった． 
ヒストン修飾に関わるポリコーム群（PcG）

蛋白質複合体が Xist RNA 依存的に不活性 X
染色体に局在することが示されていたが，こ
れらは不活性状態の維持に関わると考えら
れ，X 染色体のヘテロクロマチン化に直接関
わると思われる因子については報告がなか
った．しかし，当該研究課題開始当初，染色
体の機能制御に重要な役割を果たす SMC 蛋
白質の関連因子である SmcHD1 が不活性 X
染色体に局在することが見出された．線虫で
は SMC 関連因子が遺伝子量補償複合体の構
成因子としてX染色体の活性制御に不可欠で
あることも報告されていたこともあり，この
SmcHD1 を含む複合体が哺乳類の X 染色体
不活性化に重要な役割を果たしている可能
性が考えられた． 
また，不活性 X 染色体に局在する別の蛋白

質として，核マトリクスの主要成分のひとつ
である RNA 結合蛋白質 hnRNP U が本領域
計画研究⑥の研究分担者である中川らの解
析によって，Xist の X 染色体への局在に関わ
る可能性が見出されていた．Xist RNA の機
能発現の大前提であるX染色体への局在制御
機構についてはどのような因子が関与して
いるかも含め，ほとんどわかっていなかった
ので，この hnRNP U の機能解析がその糸口
になると思われた．  
 
２．研究の目的 
クロマチンと相互作用し，その領域のエピ

ジェネティック修飾を制御すると考えられ
る高分子非コード RNA は，Xist RNA のほか
にもいくつも見出されており，RNA を介し
たクロマチン制御は遺伝子発現を制御する
重要な機構の一つとして広く知られるとこ
ろとなっていた．本研究では，相互作用因子
を含めた Xist RNA の機能発現制御機構
（Xist 作用マシナリー）をモデルとして，高
分子非コード RNA 作用マシナリーの多様な
調節機構の一端を明らかにすることを目指
した．そのために，不活性 X 染色体に局在す
る蛋白質に着目し，それらが Xist RNA の機
能発現にどのような効果を持つか明らかす
ることを計画した．特に染色体の機能制御に
関わる SMC ファミリー蛋白質と類似の構造
を持ち不活性X染色体の維持に重要と考えら
れる SmcHD1，およびこれと相互作用する因
子，Xist RNA の局在制御に関わると考えら

れる hnRNP U に着目し，解析を進めること
とした． 
 
 
３．研究の方法 

SmcHD1 欠損が招く X 染色体不活性化の
維持機構の異常の程度を知るために，X 染色
体 連鎖 遺伝 子の 発現 を RNA-FISH や
qRT-PCR によって詳細に調べるとともに，
メスの胎生致死を引き起こす直接的な原因
を明らかにするため組織学的解析を行った．
また，SmcHD1 欠損が招くエピジェネティッ
ク修飾の異常の有無を明らかにするため，こ
れまで不活性 X 染色体の特徴として知られ
る様々なヒストン修飾について免疫染色に
より詳細に調べた． 

SmcHD1 と相互作用する因子を同定する
ために，抗 SmcHD1 抗体を用いた免疫沈降
を行い，得られた沈降物の質量分析を行った．
その結果得られた候補因子については，
SmcHD1 との相互作用の有無，不活性 X 染
色体に局在するかなどについて，培養細胞を
用いて評価した．また，ヒトにおいて
SMCHD1 と相互作用することが共同研究者
によって見出されていた HBiX1 の機能を明
らかにするため，これのマウスオーソログを
単離するとともに，ノックアウトマウスを作
製し，詳細な解析を行った． 

Xist RNA の X 染色体への局在に関わるこ
とが示唆された hnRNP U の条件的ノックア
ウトマウスを作製し，Xist RNA の機能発現
における hnRNP U の役割，特に Xist RNA
による染色体コーティングが担うX染色体不
活性化の開始と維持にどのような影響をお
よぼすかに着目し，胚およびそれに由来する
MEF や ES 細胞を用いて解析することを計
画した．  
 
４．研究成果 
マウスにおいて SmcHD1 の機能欠損はメス
の胚におけるX染色体不活性化の維持機構を
損ない，胚発生過程でいったんは不活性化さ
れた X 染色体連鎖遺伝子の脱抑制を招く．そ
のようなメス胚は，妊娠中期で致死となるが，
これまでその直接の原因は不明であった．私
たちは，Blewit 博士（Walter and Elilza Hall 
institute of Medical Research, Melbourne）
より，SmcHD1 欠損マウスの分与を受け，致
死となる前後の胚の組織学的解析を行った．
その結果，メスの胚では胎盤において巨大栄
養膜細胞の数に著しい減少が認められた．
SmcHD1 欠損のオス胚ではそのような減少
は認められなかったことから，メスの胚が妊
娠中期で致死となる主要な原因は，巨大栄養
膜細胞が正常に形成されないためと考えら
れた．以前我々は Xist の部分的機能欠損アレ
ル（XistIVS）から転写された XistIVS RNA が



X 染色体を覆い不活性化を引き起こすものの，
その状態を維持できず再活性化を招き，妊娠
中期で致死となることを報告しているが，こ
の場合も巨大栄養膜細胞に影響が見られて
いる（Hoki et al., Development, 2011）．そ
こで，XistIVS RNA の異常と SmcHD1 の関連
を調べるため，XistIVS RNA を発現する栄養
膜幹（TS）細胞を用いて，SmcHD1 の免疫
染色を行ったが，SmcHD1 は XistIVS RNA で
覆われるX染色体に局在することが示唆され
た．このことから，XistIVS RNA の機能不全
が SmcHD1 の機能と直接関連する可能性は
低いように思われた．とはいえ，これら 2 種
類の変異マウスの表現型は，栄養膜巨大細胞
が不活性X染色体の再活性化に特に感受性が
高いことを示唆している． 
 SmcHD1 欠損胚で観察される不活性 X 染
色体上の遺伝子の脱抑制とヒストン修飾の
関連を調べるため，SmcHD1 欠損胚より調製
した胚線維芽細胞（MEF）を用いて免疫染色
を行った．ところが，調べたヒストン修飾
（ H3K27me3, H3K9me2, H3K9me3, 
H4K20me1, H2AK119ub, H4ac）については
いずれも，SmcHD1 欠損 MEF の不活性 X 染
色体で顕著な異常は認められなかった．しか
し，免疫染色で検出できる染色体全体にわた
る影響が顕著でなくても，クロマチンレベル
の解析では差が見られる可能性があるので，
現在 ChIP-seq 解析を進めている． 
 これまでに見いだされた興味深い異常と
して，野生型 MEF では不活性 X 染色体が S
期の後期に複製されるのに対し，SmcHD1
欠損 MEF では複製時期が S 期の前・中期に
シフトしていることが挙げられる．これが X
染色体連鎖遺伝子の脱抑制の原因か結果か
は不明であるが，Xist RNA の機能発現にお
ける複製プログラミング制御因子の役割を
今後検討していくことの重要性が見出され
たと考えている．SmcHD1 と Xist RNA の相
互作用について検討するために行った RIP
や CLIP では，これまでのところポジティブ
な結果は得られていない． 
共同研究者らによってヒト SMCHD1 の相

互作用因子として見いだされた新規タンパ
ク質 HBiX1 の機能について，ヒト培養細胞
において siRNA による機能阻害を行った結
果，HBiX1 が不活性 X 染色体のコンパクシ
ョンに関与していることが示唆されたが，少
なくとも解析に用いたX染色体不活性化が確
立した細胞においては不活性X染色体上の遺
伝子の脱抑制は認められなかった（Nozawa 
et al., Nat. Mol. Struc. Biol., 2013）．これと
並行して我々は、マウスオーソログ Hbix1 の
機能欠損マウスをジーンターゲティングに
よって作製し，胚発生過程における Xist 
RNA の機能発現に Hbix1 欠損がどのような
影響をおよぼすか調べた．ところが，

SmcHD1 欠損マウスの場合と異なり Hbix1
欠損マウスは雌雄とも見たところ正常で，生
殖能力についても異常は認められなかった．
ヒトの場合と同様，内在性のマウス Hbix1 が
免疫染色によって不活性X染色体に局在する
とともに，培養細胞で過剰発現した Hbix1 と
内在性 SmcHD1 の間で相互作用が確認され
たことなどを考えると，Hbix1 欠損マウスの
表現型に異常が認められなかったことは意
外であった．遺伝的背景のばらつきによる影
響を排除するために，C57Bl/6 系統と戻し交
配を繰り返し，9 世代目のヘテロ接合体同士
（99.8%が C57Bl/6 の遺伝的背景）の交配か
ら得られたホモ接合体についても異常は認
められなかった．現在は，Hbix1 と SmcHD1
の二重欠損マウスが SmcHD1 欠損単独のも
のに比べ表現型がさらに重篤になるかどう
か調べるための交配を続けている． 

hnRNP U の条件的機能欠損マウスもジー
ンターゲティングにより作製した．機能欠損
アレルに関してホモ接合体は雌雄ともに胎
生致死であることがわかったが，その時期や
雌雄差の有無など詳細については，まだ十分
解析できていない．また，条件的に cre リコ
ンビナーゼを発現するマウスとの交配も行
い，条件的機能阻害を行うための準備を進行
中である．今後この改変マウス胚およびこれ
に由来するMEFやES細胞の解析によって，
Xist RNA の局在制御を介した Xist RNA マ
シナリーの理解が進むものと期待される． 
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