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研究成果の概要（和文）：メスの体細胞を初期化してiPS細胞を誘導する際、不活化されていたX染色体からの転
写の再開（再活性化）が起きるが、多能性が低いiPS細胞では再活性化が不十分であるという報告がある。そこ
で我々は、X染色体再活性化開始領域を同定し、それらの情報を元に、多能性が高いiPS細胞の誘導方法を構築す
ることを試みた。その結果、X染色体の活性化状態を定量的に解析できるSNP cDNA typing法の構築に成功し、そ
の方法を用いて、X染色体の再活性化段階の異なるiPS細胞を分離した。そして、それらのiPS細胞におけるRNA転
写プロファイルの情報から、X染色体の再活性化開始領域の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：When we produce iPS cells, a transcription of RNA from an inactivated X 
chromosome is induced. And the induction is insufficient in a partially-reprogrammed iPS cells. 
Thus, we tried to find regions from which the X chromosome reactivation starts and investigate a 
mechanism to produce well-reprogrammed iPS cells. We succeeded to develop SNP cDNA typing system 
which can determine the X chromosome reactivation and, by using the system, isolate iPS cells with 
different reactivation state. A transcriptional profile in the iPS cells made us identify the 
initiation regions of the X chromosome reactivation.

研究分野： 分子細胞生物学、幹細胞工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果を元に、X染色体の再活性化を引き起こす分子の同定を始めとして、X染色体再活性化の分子機構解析
が進むと考えられる。そしてその知見を生かして、iPS細胞誘導時にX染色体再活性化を効率良く引き起こすこと
が可能になり、最終的に、高い多能性を獲得した高品質iPS細胞を効率良く誘導する方法の確立につながること
が期待される。このような技術は、iPS細胞を用いた再生医療の実用化に大きく貢献すると考えられることか
ら、大きな学術的、社会的意義があると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

エピジェネティックな遺伝子発現調節は、ガンや細胞分化など、様々な生命現象において重
要な役割をしているが、その分子機構については未だに不明な点が多い。例えば、ヘテロク
ロマチン構造が近隣の遺伝子領域に伝播し、遺伝子発現が抑制される機構については、多く
の知見が得られているが、そのきっかけとなる最初のエピジェネティックな変化が、「どこで」
「いつ」「どのように」起きるかという分子機構に関しては、あまり詳細に解析されていない。
よって、エピジェネティクス制御の開始機構について、空間的・経時的に解析することは、
エピジェネティックな遺伝子発現制御機構を理解するために非常に重要である。 
ヒトやマウスのメスの体細胞では、二本ある X染色体のうちの一本の X染色体で、Xist RNA

を中心とした機構により、エピジェネティックに遺伝子発現が抑制（不活性化）されている。
メスの受精卵からの発生では、胚盤胞期では二本の X染色体が活性化されており（XaXa）、そ
の後発生が進むと、そのうちの一本が不活性化される（XaXi）。そのため、メスのマウス胚盤
胞の内部細胞塊から樹立されたマウス ES細胞の X染色体は、XaXa であるのに対し、それより
発生が進んだ、着床後のエピブラストから樹立されたマウスエピブラスト幹細胞では XaXi に
なっている。この二種類の細胞は、共に多能性幹細胞としての性質を有しており、三胚葉全
てに分化することが可能であるが、エピブラスト幹細胞は、キメラ形成能が無いなどの点で、
ES 細胞よりも多能性が劣ると考えられている。また、マウスのメスの体細胞を初期化して iPS
細胞を誘導する際、その過程で X 染色体の再活性化が起きるが、初期化が完全で高い多能性
を有した iPS 細胞では XaXa になっているのに対し、初期化が不完全で多能性が低い iPS 細胞
では XaXi になっているという報告がある。よって、エピブラスト幹細胞や iPS 細胞誘導の知
見から、X染色体の再活性化と多能性は大きく相関していることが示唆されている。 
iPS 細胞の再生医療への応用のためにも、高い多能性を持った、高品質な iPS 細胞を安定し

て樹立する必要があるので、X染色体の再活性化機構を解明することが非常に重要である。し
かし、従来の iPS 細胞誘導方法では、多能性が不均質な細胞群しか誘導できないため、その
ような細胞群を用いて誘導過程を解析することは困難であった。それに対し我々は、独自の
iPS 細胞誘導方法の特長を活かし、Klf4 遺伝子発現量依存的に様々な段階で初期化が停止し
た、多能性の異なる均質な細胞群（Paused iPS 細胞）を、再現性良く得ることに成功してい
る（Nishimura K. et al. 2014）。 

 
２．研究の目的 

X 染色体の再活性化段階の異なる Paused iPS 細胞を用いて、iPS 細胞誘導において、いつ、
どの部位から X 染色体の再活性化が開始されるか、空間的・経時的解析を行う。そして、再
活性化開始領域に結合する分子を同定することによって、X染色体再活性化の開始機構につい
て詳細な解析を行う。 
 

３．研究の方法 
１）誘導元体細胞の用意 

iPS 細胞誘導の元細胞には、X 染色体がランダムに不活性化された細胞ではなく、二本のう
ちいずれか一本のみが不活性化された細胞を用いる必要がある。そこで、C57BL/6J由来のHprt
遺伝子ノックアウトマウスと、野生型の M. spretus を掛け合わせて MEF を作製する。そして、
この MEF を HAT 培地で培養することにより、Hprt 発現細胞すなわち M. spretus 由来の X染色
体が活性化されている MEF を選択して、iPS 細胞誘導元細胞として用いる。 

２）SNP cDNA typing 法の構築 
MEF の二本の X染色体間の一塩基多型（SNP）を区別できる TaqMan プローブを作製する。そ

して、それを用いたリアルタイム PCR により、各 X 染色体からの RNA 転写を定量的に検出す
る系を構築する。 

３）Paused iPS 細胞に対する SNP cDNA typing 
Klf4 発現量を調節し、様々な段階で初期化が停止した Paused iPS 細胞を、bXi,sXa の MEF

から誘導する。そして、SNP cDNA typing によって各 paused iPS 細胞における X染色体の再
活性化状態を解析できることを確認する。 

４）Paused iPS 細胞の X染色体再活性化に対する空間的解析 
X 染色体の再活性化状態が異なる Paused iPS 細胞を用意し、それらについて、RNA-seq 解析

を行い、SNP を読み分けることによって、X染色体の再活性化の早い時期に転写が開始される
領域を同定する。 



４．研究成果 
１）誘導元体細胞の用意 

B6由来のHprt遺伝子ノックアウトマウスとSpを掛け合わせて、マウス胎児繊維芽細胞（MEF）
を作製した。そして、この MEF を HAT 培地で培養することにより、Hprt 発現細胞、すなわち
Sp 由来の X染色体が活性化されている（bXi,sXa）MEF を選択することに成功した。 

２）SNP cDNA typing 法の構築 
X 染色体にコードされている Lamp2 遺伝子や Msn 遺伝子上の SNP を区別できる TaqMan プロ

ーブを作製し、それらを用いたリアルタイム PCR によって、各 X 染色体からの RNA 転写を定
量的に検出することに成功した。さらにこの SNP cDNA typing で得られた比率が X 染色体か
ら転写された RNA の比率を反映しているか検討するために、転写されている RNA をクローニ
ングして実際に配列を読んでどちらの SNP を持つか調べることによって比率を検討した。そ
の結果、クローニングで得られた SNP の比率の結果と SNP cDNA typing の結果がほぼ一致し
たので、SNP cDNA typing で得られた結果は実際の RNA 転写比率を反映していることを明らか
にした。 

３）Paused iPS 細胞に対する SNP cDNA typing 
X 染色体再活性化を経時的に解析するために、我々独自の 3S reprogramming system を用い

て作製した、誘導が途中で停止した iPS 細胞に対して SNP cDNA typing を行い、X染色体の再
活性化状態の異なる iPS 細胞を誘導できるか検討した。その結果、低 Klf4 発現で誘導された
iPS 細胞では再活性化が起きていなかったのに対し、高 Klf4 発現で誘導された細胞では再活
性化が起きていた。このことから、iPS 細胞誘導の経時的な進行度と X染色体再活性化を、Klf4
発現量を調節することによって対応させることが可能であり、Klf4 を変えて誘導した iPS 細
胞を用いて、経時的な X染色体再活性化の解析が可能であることを明らかにした。 

４）Paused iPS 細胞の X染色体再活性化に対する空間的解析 
３）で得られた、X 染色体の再活性化状態の異なる iPS 細胞において、X 染色体上のどの領

域から転写が起きているか RNA-seq によって明らかにし、その情報を元に X 染色体再活性化
において転写が開始される領域を同定することを試みた。 
まず始めに、二本ある X 染色体のいずれから RNA の転写が起きているか区別するための

RNA-seq の条件を決めるために、B6と Sp を掛け合わせたマウスの体細胞から抽出した RNA に
対して RNA-seq を行い、SNP の読み分けを試みた。その結果、通常の RNA-seq より 2倍程度深
く読むことによって SNP の区別が可能であることを明らかにした。次に、同様の条件を用い
て、X 染色体の再活性化状態の異なる iPS 細胞について RNA-seq を行い、各細胞における X
染色体全体の転写プロファイルの情報を得た。SNP を用いて、各細胞において不活化 X染色体
から RNA が転写されている領域を探索した結果、X染色体上の二つの領域から、X染色体再活
性化初期に RNA が転写されていることを明らかにした。 
 
今後は、この同定した領域に結合する転写因子やヒストン修飾を明らかにすることによって、

X染色体再活性化の分子機構を明らかになることが期待される。 
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