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研究成果の概要（和文）：二本のX染色体が転写的に活性化している（XaXa）女性ドナー由来ヒト人工多能性幹
細胞（ヒトiPS 細胞）を誘導する条件を再検証することを目的に、マウス多能性幹細胞を用いて解析を行った。
その結果、我々の開発した培養条件下で、受精後に見られる遺伝子発現変化を伴い、着床する能力を持つ胚盤胞
に類似した構造体が形成された。この構造体をinduced blastocyst-like cyst（iBLC）と名付けて論文発表を行
った。この実験系は、ヒトiPS細胞培養条件の改良のみならず、受精後の初期発生の解明のための有用なモデル
になると考えられる。 

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to establish female human induced pluripotent stem 
(iPS) cell lines with two X chromosomes active (XaXa) to elucidate X chromosome regulation in humans
 cells. To generate XaXa hiPS lines reproducibly, we optimized a culture condition using mouse 
pluripotent stem cells. We found that self-organizing 3D floating cysts emerged under one condition 
tested. The cysts exhibited a blastocoel-like cavity. Their outer cells expressed trophectoderm (TE)
 lineage markers, and inner cells expressed pluripotency markers. Thus, they resemble natural 
blastocysts. We named the cysts induced blastocyst-like cysts (iBLCs). When transplanted to 
pseudopregnant mouse uteruses, they implanted in the uteruses. Then, they induced decidualization 
and exhibited growth and development before resorption. These results demonstrate that they are 
implantation-competent. iBLCs may contribute to the understanding of molecular mechanisms that 
underpin totipotency, embryogenesis, and implantation.

研究分野： 多能性幹細胞

キーワード： X染色体不活性化　X染色体再活性化　ヒトiPS細胞　マウス多能性幹細胞　着床　胚盤胞　初期発生　胚
性ゲノム活性化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
マウス多能性幹細胞を用いてヒト人工多能性幹細胞（iPS 細胞）の培養条件最適化を行った。我々の開発した培
養条件下で、受精後に見られる遺伝子発現変化を伴い、着床する能力を持つ胚盤胞に類似した構造（誘導性胚盤
胞様嚢胞、iBLC）が形成された。この実験系は、ヒトiPS細胞培養条件の改良のみならず、受精後の初期発生の
解明のための有用なモデルになると考えられる 。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
我々哺乳動物は性染色体として、メス細胞は 2本の X染色体(XX)、オス細胞は一本の X染色体
と 1本の Y染色体(XY)を持つ。よって、理論的には、メス(XX)細胞では X染色体上の遺伝子
(X-linked 遺伝子)は、オス(XY)細胞に比べて 2 倍の発現量となる。Y染色体上に存在する遺伝
子は、そのほぼ全てが、オスがオスである為の性決定にとって重要な機能を担うタンパク質等
をコードする。一方で、多くの X-linked 遺伝子は、雌雄に関係なく細胞や個体を維持する上で
重要な機能を持つタンパク質をコードしている。よって XX 細胞で、1000 個以上の X-linked 遺
伝子群の発現量が 2倍増加すると、細胞機能の異常を引き起こし、XX細胞の細胞死や異常増殖
等を誘導する。この雌雄間における X-linked 遺伝子発現量の違いを補償し、XX 細胞の異常を
防ぐのが X染色体不活性化(X chromosome inactivation;以下 XCI)として知られる機構である
（図１）。この機構は、XX 細胞だけで機能しているのではなく、XY 細胞では Xが一本しかない
ことを認識し、XCI が起こらないようにする機構としても考える必要がある。XCI 機構の研究は、
今から 50年以上も前、1959 年に大野乾が X染色体とバー小体と呼ばれるヘテロクロマチン構
造の関係を報告して以来(Ohno et al., 1959)、多くの研究者を引きつけてきた。そして、XCI
で中心的役割を担う long non-coding RNA 群の発見、エピジェネティックによる転写制御、核
内における染色体テリトリーの形成等、分子生物学や細胞生物学にとって多くのパラダイムを
生み出してきた (Payer et al., 2011)。 

X 染色体制御機構の解析はモデル動物であるマウスの細胞、マウス受精卵や、そこから樹立し
た未分化な培養細胞である多能性幹
細胞の１種であるマウス ES 細胞
(Embryonic stem cells)を用いて行わ
れてきた (Payer et al., 2011)。特
に、マウス ES細胞が X染色体制御機
構の解明に果たしている役割は極め
て大きい。XXマウス ES 細胞は、受精
卵が複数回の卵割を経て形成する、胚
盤胞（blastocyst)と同様に、二本の X
が転写的に活性化(XaXa)された状態
で存在する(図 1 左写真)。この未分化
な状態では、XaXa でも細胞死等の異常
が起こらない。さらに、マウス ES細
胞を分化させると、初期発生の着床直
後に見られる様に、一本の Xa がラン
ダムに不活性化を受け、XaXi(図 1 右
写真)となるのが観察される。つまり、
XX マウス ES 細胞は、マウス初期発生
で見られる、X再活性化や X 不活性化

などの X 染色体転写状態の変化を in vitro で反映し、生化学的な解析にも使用できる有用な研
究材料である。  

ところが最近になって、ヒトや他の哺乳動物の受精卵を使った研究が進み、XCI のタイミング
および制御機構が哺乳動物間で異なることが明らかとなってきた(Okamoto et al., 2011; 
Petropoulos et al., 2016)。これらの報告は、初期発生段階における性染色体の転写活性化状
態を制御する基本的な機構が、哺乳動物間における進化の対象として変化したことを示唆する。
また、これまで、ヒトでの X染色体制御機構を研究することが難しかったことも改めて印象付
けている。つまり、ヒトの受精卵を使う研究は、倫理的困難さや、分子レベルでの制御機構解
明に技術的困難がある。そこで、マウスと同様に、ヒト ES 細胞や、ES細胞と同様なエピジェ
ネティック状態や遺伝子発現パターンを示すヒト iPS 細胞（induced pluripotent stem cells)
を用いた研究が、ヒトの X染色体制御機構を進める為に、有効であると考えられる。しかし、
ほとんど全ての XX ヒト ES 細胞および、ヒト iPS 細胞は、すでに XCI が起こった状態にあり
(XaXi)(Tomoda et al., 2012)、これらの細胞を X染色体制御機構の解明、特に XCI 機構解明に
用いることは不可能であった。  
  
２．研究の目的 
 
ヒトにおける雌雄遺伝子量補償機構を解明し、性染色体制御という基本的原理における多様性
を分子レベルで明らかにする為には、XaXa ヒト細胞を効率よく作製し、安定に維持する必要が
ある。本研究では、まず、XaXa ヒト iPS 細胞を作製する技術を普遍的なものとし、今後の解析
の基盤とすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

 
図１ RNA-FISH による X-linked 遺伝子発現解析。
XaXa(左)では転写直後の X-linked 遺伝子転写産
物を検出すると一つの核内(青)で２箇所(赤と緑)
の foci が検出される。一方、体細胞などの
XaXi(右)では XIST cloud（緑）と呼ばれる Xi を
包み込んでいる領域と一箇所からの X-linked 遺
伝子（赤）の転写しか検出されない。 
 



申請者は研究申請段階で、ヒト iPS 細胞やマウス多能性幹細胞で得られた結果 (Kime et al., 
2016; Tomoda et al., 2012) を元に、XYヒト iPS 細胞と比べて、X染色体全領域で X-linked
遺伝子発現量が高い XXヒト iPS 細胞を誘導する培養条件を見出していた。このことは、誘導し
た XX ヒト iPS 細胞が XaXa である可能性を強く示唆した。そこでまず、この XXヒト iPS 細胞が
XaXa であることを検討した。検討方法としては、（１）X関連遺伝子の RNA-FISH による転写直
後の転写産物検出、（２）RNA-seq による発現量および SNP 発現解析、そして（３）ATAC-seq
による X 染色体クロマチン構造の解析を用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）いくつかの X-linked 遺伝子を用いて RNA-FISH を行ったところ、XaXa であると考えられ
たヒト iPS 細胞においても、XaXi と同様に、核内の１箇所からの転写産物しか検出されなかっ
た（図１参照）。このことから、解析したヒト iPS 細胞が XaXa でない可能性が示唆された。 

（２）RNA-seq により細胞内で発現している遺伝子発現量の総量を解析したところ、XaXa と考
えられた細胞では、発現している X遺伝子の総量と、発現している常染色体遺伝子の総量の比
（X/A)が１に近かった。一方、XaXi および XY 細胞では 0.5 付近であった。このことは、XaXa
と思われるヒト iPS 細胞では、予想どおり、２本の X染色体における転写が活性化しているこ
とを示唆した。 

（３）染色体はクロマチン構造を変化させることで、転写因子等との結合状態を調節する。例
えば、クロマチンがオープンの状態であると、染色体と転写因子等の結合が可能となり、転写
が活性化することが考えられる。ATAC-seq を用いると、この染色体の構造状態を網羅的に解析
できる。ATAC-seq を行ったところ、XaXa と考えられるヒト iPS 細胞では、XaXi のヒト iPS 細
胞と比較して、X染色体がよりオープンなクロマチン状態であることが分かった。通常、Xiは
ヘテロクロマチンチン（クロマチンが著しく閉じている状態）を形成している。このことから
も、XaXa と思われるヒト iPS 細胞では、予想どおり、２本の X染色体における転写が活性化し
ていることが示唆された。 

（４）X染色体の転写活性化状態は、多能性幹細胞の分化状態と密接な関係にある。真に XaXa
細胞であるなら、分化誘導とともに活性化していた一本の X染色体が転写的に不活性化（X不
活性化）される。そこで X不活性化が実際に起こることを確認する為に、XaXa と考えられるヒ
ト iPS 細胞を通常のヒト iPS 細胞培養条件に戻し、遺伝子発現量を解析した。RNA-seq の結果、
X遺伝子の発現量が減少することが確認でき、XaXa から XaXi への変化（X不活性化）が示唆さ
れた。そこで、X不活性化のマーカーである XIST の発現解析を行った。その結果、RNA-FISH
や発現量解析からは XIST の誘導を検出することはできなかった。以上より、XaXa であると思
われたヒト iPS 細胞が、真の XaXa 細胞でない可能性が強まった。 

（５）真の XaXa ヒト iPS 細胞を誘導する培養条件を再検証することを目的に、マウス多能性幹
細胞を用いて解析を行った。その結果、我々が新たに開発した培養条件下で、2細胞期で見ら
れる遺伝子発現が活性化した。初期発生の過程で受精直後の卵は、１回の卵割を経て２細胞期
に入る。マウスにおける 2細胞期の遺伝子発現は、受精直後の胚性ゲノム活性化 (zygotic 
genome activation, ZGA)として位置づけられ、細胞の全能性と関連がある。全能性は、多能性
が体を形成する全ての細胞に分化する能力を表すのに対して、それに加えて胎盤などの胚体外
組織をも形成する能力を示す。2細胞期で見られる遺伝子が活性化している細胞群をさらに培
養したところ、胚盤胞（blastocyst)のような形態と遺伝子発現をもつ構造が、自発的に形成さ
れた。この構造体を、擬妊娠マウスの子宮に移植したところ、低い頻度ながらも、着床した。
この構造体を induced blastocyst-like cyst(iBLC、誘導性胚盤胞様嚢胞)と名付け、論文発表
を行った (Kime et al., 2019) 。この実験系は、ヒト iPS 細胞培養条件の改良のみならず、受
精後の初期発生の解明等のための有用なモデルになると考えられる。 
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