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研究成果の概要（和文）：哺乳動物の体細胞では、片側X染色体が不活性化(XaXi)している。一方で未分化細胞
は両X染色体が活性化状態(XaXa)を呈す。本研究では(1)同一親マウスからオス、メスES細胞を樹立し、メスがオ
スより相同組換え修復能(HR)が低下していることを証明した。さらに (2)Dox誘導性Xistを導入したメスES細胞
を用い、XaXi（Dox(+)）でオスと同程度にHR活性が回復することを証明した。 (3) X染色体上にあり相同組換え
修復の抑制に働くBRCC3がメスで高発現し、HR抑制に関与することを証明した。(4)ヒト乳がんと患者の予後に創
刊していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：In mammalian somatic cells, the unilateral X chromosome is inactivated 
(XaXi). On the other hand, in undifferentiated cells, both X chromosomes are in an activated state 
(XaXa). In this study, (1) male and female ES cells were established from the same parent mouse, and
 it was proved that females have lower homologous recombination repair ability (HR) than males.  (2)
 Using female ES cells introduced with Dox-induced Xist, it was demonstrated that XaXi (Dox (+)) 
restores HR activity to the same extent as males. (3) It was proved that BRCC3, which is on the X 
chromosome and acts to suppress homologous recombination repair, is highly expressed in females and 
is involved in HR suppression. (4) It was found that the publication was launched for human breast 
cancer and the prognosis of patients.

研究分野： 分子生物学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果はヒトの女性乳がんにおけるin silico解析で、両X染色体の活性化を示唆するXistが低発現の患者の
予後が不良で、両X染色体の活性化により発現亢進するBRCC3の高発現の患者の予後が不良であることが示唆され
た。このことは乳がんなどの女性腫瘍で両X染色体が活性化している場合は、BRCC3の発現が亢進することで相同
組換え修復が低下し、変異の蓄積やゲノムの不安定性が高まり、悪性亢進の可能性が高まることが予想される。
本研究成果は女性がん細胞においては、X染色体の活性化やBRCC3の発現を指標にした新たな予後予測が可能であ
ることを示唆しており、さらに検証を進めていく予定である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

哺乳動物の体細胞では、X染色体不活性化を誘導する長鎖ノンコーディング RNA Xist の発現

により片側 X染色体が不活性化(XaXi)している。一方で ES 細胞、iPS 細胞などの未分化細胞は

両 X染色体が活性化状態(XaXa)を呈す。また、一部の初期女性乳がん細胞でも、両 X染色体の活

性化(XaXa)が報告されていたが、発がんおよび悪性化との関係は不明である(Chaligné R et al, 

Genome Res 2015)。一方で、従来から用いられていたマウス ES細胞を用いたジーンターゲッテ

ィング法において、メス ES 細胞(XaXa)では、オス(XaYa)よりも相同組換え体の出現効率が低い

ことを経験的に認知されていた。しかしながら株間の差による可能性を排除できず、オスよりメ

ス ES 細胞で相同組換え(HR)効率が低いことの実証やその原因解明はなされていなかった。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、以下の研究によりオスよりメス ES 細胞で相同組換え(HR)効率が低いことの実証

およびその原因解明の解明を行い、さらに X 染色体の活性化状態とヒト乳がんにおける予後に

ついて分析する事を目的とする。 

1. 同一親マウスから複数のオス、メス ES細胞を樹立し、相同組換え（HR）能を比較することに

より評価する。 

2. X 染色体不活性化を開始する Xist RNA を Dox 誘導性プロモーターによる制御を可能にし、同

一細胞でX染色体が活性状態を人為的に操作し、XaXaと XaXiの状態でのHR能を比較評価する。 

3. 相同組換え（HR）修復および非相同末端結合（NHEJ）の効率の雌雄差を検証する。 

4. メスにおける HR能低下の原因を明らかにする為、1で樹立したメス、オス ES細胞を用いて、

RNA-seq による発現遺伝子解析とその機能解析を行う。 

5. 4 で見出された原因遺伝子のメス ES 細胞の HR 能における機能を解析する。 

6. 4,5 で見出された原因遺伝子のヒト乳がんにおける予後解析を in silico で行い、がんにお

ける両 X 染色体活性化の意味を考察する。 

 

３．研究の方法 

1. 野生型オス／メスマウスを交配させ、複数のオス(XaYa)、メス(XaXa)ES 細胞（129+Ter/SvJcl）

を樹立した。オス、メス ES 細胞３クローンずつを用い、DNA 修復効率および相同組換え効率を

評価した。DNA 修復効率は、①相同組換え修復能を示すカンプトテシン添加後の生存率、または

非相同末端結合能を示すエトポシド添加後の生存率、を算出した（clonogenic assay）。さらに、

②遺伝子ターゲッティングベクター（Nanog-2A-GFP）を利用した相同組換え体出現率（Nanog HR 

assay）で検証した。 

2. Xist 遺伝子上流に Dox 誘導性プロモーターをノックインした ES細胞（XJF1XTX）を樹立した。

Dox(+/-)により同一細胞で X 染色体の活性状態を人為的に操作して XaXi および XaXa 状態にし

た後、Nanog HR assay で評価した。 

3. HR または NHEJ 効率検証レポーター（HR: DRGFP, NHEJ: EJ5GFP）を、2で樹立した XJF1XTX ES

細胞に導入し、HRおよび NHEJ を検出し、それぞれの効率を算出した（HR and NHEJ reporter 

assay）。 

4. 1 で樹立したメス、オス ES 細胞３クローンずつを用いて、RNA-seq による発現遺伝子解析を

行い、メスで有意に多く発現している X 染色体上の遺伝子で、HR の抑制に機能する可能性のあ

るものを探索した。 

5. 4 で同定した BRCC3 の siRNA を合成し、 

1 で樹立したメス、オス ES細胞３クローンずつにトランスフェクトし、② Nanog HR assay で



評価した。 

6. Web ツール（Kaplan-Meier Plotter, Nagy et al 2018）を用いた in silico で予後解析を

行い、ヒト乳がんにおける予後を Xist、BRCC3 の発現の high/low で解析した。 

 

 

 

 

４．研究成果 

同一親マウスから複数のオス、メス ES 細胞(129+Tet/SvJcl)の樹立に成功した。 

また、オス、メス ES細胞３クローンずつを用いて、①カンプトテ

シン(HR)またはエトポシド(NHEJ)添加条件での clonogenic assay

を行った結果、エトポシドでは有意な差はなかったが、カンプトテ

シン添加の clonogenic assay でメスがオスよりカンプトテシン感

受性が高かった。この結果はメスがオスより相同組換え修復能が

低下していることを示唆している。また、② Nanog HR assay でも

メスがオスより HR 能が低いことが判明した。以上より、メス ES細

胞はオスより相同組換え能が低いことが証明された（図１）。 

2. 樹立した XJF1XTX ES 細胞を用い、Dox(+/-)により X染色体の活性

状態を XaXi および XaXa 状態に人為的に操作し、Nanog HR assay で

評価したところ、XaXi（Dox(+)）でオスと同程度に HR 活性が回復

することが判明した（図２）。 

3. HR または NHEJ 効率検証レポーター（HR: DRGFP, NHEJ: EJ5GFP）

を JF1XTX ES 細胞に導入し、HR および NHEJ の効率を解析したところ、

片側 X染色体の不活性化が起こった XaXi（Dox(+)）で HR効率が上

昇するが、NHEJ の効率は変化しないことが判明した。以上より両 X

染色体の活性化により相同組換え能が低下することが証明された。 

4.メス、オス ES細胞を用いた、RNA-seq による発現遺伝子解析を行

ったところ、メスで 1353 遺伝子が多く発現しており、そのうち X

染色体上の遺伝子で DNA 修復に関与する可能性のある遺伝子６つを同定した。そのうち、BRCC3

は BRCA 複合体と結合して相同組換え修復を抑制的に制御していることが報告されている。BRCC3

はメスで発現亢進していることが RT-pPCR でも確認できた。 

5. 4 で同定した BRCC3 の siRNA を、メス ES細胞にトランスフェクトすることで BRCC3 をノック

ダウンし、Nanog HR assay で評価したところ、HR能が上昇することが判明した。以上より両 X

染色体の活性化しているメス ES 細胞では BRCC3 の発現が亢進しており、それにより HR 能が抑

制されていることが示唆された。 

6. Kaplan-Meier Plotter を用いて、ヒト乳がんにおける予後と Xist、BRCC3 の発現との相関を

解析した。その結果、両 X染色体の活性化を示唆する Xist low で予後が悪いこと、BRCC3 high

で予後が悪いことが判明した。 
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