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研究成果の概要（和文）：  
哺乳類雌において、X 染色体は不活性化−再活性化を繰り返すことが知られている。本研究では

Xist RNA の発現／局在の変化や DNA メチル化パターンを解析することで、将来の胚本体とな

るエピブラストにおける“再”不活性化のタイミングを明らかにし、さらに始原生殖細胞にお

ける再活性化に伴う不活性 X 染色体連鎖遺伝子のプロモーター領域の DNA メチル化パターン

の変化を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is known that the X chromosome of female mammals shows inactivation-reactivation 
cycles throughout the life cycle, especially at the peri-implantation stage, the changes of 
the X chromosome activity occur during short period. In this study, it was indicated that 
the re-inactivation of the X chromosome in the epiblast, the future embryo proper, occurs 
just after implantation. Furthermore, the dynamics of the DNA methylation of the inactive 
X linked genes during the X reactivation in primordial germ cells was elucidated. 
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類では雌雄間に生じるX連鎖遺伝子量の

差を補正するため、雌では 2 本の X 染色体の

うち一方からの発現が染色体単位で抑制さ
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れる（X 染色体不活性化）。ひとたび不活性化

したX染色体は安定的に娘細胞へと受け継が

れていくが、着床前期／着床直後期の初期胚、

および胚発生過程に生じる始原生殖細胞に

おいて、X 染色体の活性状態が変化する。つ

まり不活性状態から活性状態へ（あるいは活

性状態から不活性状態へ）切り替わることが

明らかにされてきた。しかし、哺乳類は胎生

という特有の発生様式をとる上、着床前後胚

および発生過程の始原生殖細胞は非常に微

小・微量であるため、不活性化／再活性化が

どのように進行するのか、厳密に調べること

が非常に困難であり、詳細は明らかにされて

いなかった。 
２．研究の目的 
X 染色体の活性状態の変化は、細胞の分化と

密接に関連していることがわかっており、哺

乳類ゲノムのエピジェネティック状態変化

の重要な指標となっている。X 染色体不活性

化機構を解明することは、エピジェネティク

スにおける重要な課題の一つであるが、未だ

にX染色体の活性が変化するその時にどのよ

うなことが起こっているのか、明確にはわか

っていない。本研究では、X 染色体不活性化−

再活性化機構を解明するための基盤となる

情報を得ることを目的として、着床期におけ

る不活性化のタイミングの同定と始原生殖

細胞におけるX再活性化の際のX連鎖遺伝子

の DNA メチル化パターンの変化の解析を行

った。 
３．研究の方法 
(1) 初期胚での X 染色体不活性化のタイミン

グ：X 染色体の活性が変化する時期である着

床前後のマウス初期胚を経時的にサンプリ

ングし、我々が独自に開発した whole-mount 

RNA FISH 法により Xist RNA の発現・各内

局在を調べることで、時系列に沿った組織特

異的 X 染色体活性変化の解析を行った。 

①マウス： X 染色体不活性化に必須の制御因

子である Xist を欠損したマウス系統（Δ

Xist）と、日本産野生マウス由来である

MSM/Ms 系統を用いた。ΔXist を持つ X 染

色体は不活性化を起こすことが出来ないた

め、ΔXist ヘテロの雌マウスでは始原生殖細

胞の前駆細胞も含め全ての細胞で正常 Xist

を持つ X 染色体が必ず不活性化する。このΔ

Xist と MSM/Ms の F1 固体では、MSM/Ms

由来の X 染色体が必ず不活性化する。ΔXist

マウスの遺伝的バックグラウンドである

C57BL/6 系統と MSM/Ms 系統の間に存在す

る SNPs を活性 X 連鎖アレルと不活性 X 連

鎖アレルの識別に利用した。この交配系に始

原生殖細胞で

EGFP あるい

はmRFPを発

現するトラン

スジェニック

マ ウ ス

（ dePE-EGF

P な ら び に

Blimp1-mRF
P）を組み合わ

せることで、

始原生殖細胞

を蛍光顕微鏡

下で識別でき

るようにした

（図 1）。 
②バイサルファイトシーケンシング：-80℃に

保存しておいたサンプルに 10 μl の 0.2 M 

EDTA とキャリアーとして 50 ng のプラスミ

ド DNA を加え、65℃で 5 分間インキュベー

トした。加熱融解した 10μl の 1.5 % low 

melting agarose を加え、氷上で冷却した 300 

μl の mineral oil に滴下し 5 分間冷却するこ

とでアガロースドロップを作製した。200 ul

の Lysis buffer (0.2 mg/ml Proteinase K, 



 

 

0.1% SDS, 0.1 M EDTA, 50 mM Tris-HCL 
(pH 8.0))を加え、50℃で 16 時間インキュベ

ートした。TE での洗浄後、PMSF 処理によ

り Proteinase K を抑制し、さらに TE で洗浄

した後、バイサルファイト処理を行った

（QIAGEN EpiTect bisulfite kit 付属の溶液

を使用: 99℃ 5 min-60℃ 25 min-99℃ 5 

min-60℃  85 min-99℃  5 min-60℃  175 

min-20℃ hold）。アガロースビーズを TE で

洗浄後、multiplex PCR により１サンプルか

らターゲット配列全てを同時に増幅した。そ

れぞれのターゲットに対する Nested primer

を個別に用いて PCR により増幅した。PCR

産物の TA クローニングを行い、各ターゲッ

トに対して複数クローンの配列を解析した

（図 1）。 
４．研究成果 

(1) 初期胚での X 染色体不活性化のタイミン

グ：これまでの

報告通り、雌の

卵割期胚では全

ての割球で Xist 

RNA の局在で

示される不活性

X 染色体が確認

された（図 2）。

着床直前の胚盤

胞ではすべての

細胞で不活性 X

染色体が認めら

れた（図 3）。一

方、着床直後の

E4.5 胚では将来

胎盤や胚膜を形

成することにな

る胚体外組織では父親由来X染色体の不活性

状態が維持されていたが、将来胚本体を構成

することになるエピブラスト細胞では Xist 

RNA の局在が消失し、ほとんどの細胞でス

ポット状シ

グナルが２

つ確認され

た（Fig4）。

これは Xist

のアンチセ

ンス転写で

あるTsixの

転写を示し

ている可能性が高い。さらに１日後の E5.5

胚では全てにエピブラスと細胞で Xist RNA

の局在が検出されたが、一部の細胞でこの時

期に特徴的な Xist RNA の発現・局在が検出

された（図 5）。以上の結果より、マウス初期

発生において起こる、“X 染色体の不活性化-

再活性化-再不活性化サイクル”の初期ステッ

プは着床という哺乳類特有の現象の前後に

極めて短期間の間に起こり、さらに再不活性

化の際に Xist は特徴的な発現／局在パター

ンを示すことがわかった。今後、着床期のエ

ピブラストにおいて活性状態にあったX染色

体が特有の中間段階を経てどのような経過

をたどって不活性化状態へと移行するのか

を明らかにすることで、in vivo におけるラン

ダム型不活性化のメカニズム解明に向けて

の重要な知見が得られると期待される。 

(2) 始原生殖細胞の発生過程における DNA

メチル化パターンの解析：始原生殖細胞の発

生過程において、不活性 X 染色体に局在して

いた Xist RNA の消失は E7.5 の時点ですで



 

 

に始まっており、E10.5 ではほぼすべての始

原生殖細胞で消失していることがわかって

いる（Sugimoto and Abe, ）。また、その際

のX連鎖遺伝子の再発現はE7.75でその兆候

が認められるものの、後期始原生殖細胞にお

いても一部で発現が抑制されたままである

こともわかっている（Sugimoto and Abe, ）。

この際不活性X染色体活性化過程におけるX

連鎖遺伝子の DNA メチル化パターンを調べ

たところ、E7.5 の時点で既に脱メチル化を起

こしている遺伝子群とこの時期には体細胞

と同定のにメチル化を受けている遺伝子群

が存在することがわかった（図 6）。E12.5 で

は調べたすべての遺伝子の DNA メチル化が

完全に消失していたが、X 連鎖遺伝子の再活

性化はE12.5では完全には起こっていないこ

とから、この時期における X 連鎖遺伝子の発

現抑制の維持には DNA メチル化以外の機構

（ヒストン修飾など）が関与していることが

強く示唆される。一方、不活性化を制御する

Xist の DNA メチル化を調べたところ、E8.5

の時点でほぼ完全に脱メチル化していたの

に対し、E7.5 では活性 X 染色体アレルはメ

チル化を受けており、不活性 X 染色体アレル

は脱メチル化していた。つまり、Xist は始原

生殖細胞における再活性化が起こる前の段

階では体細胞と同様の DNA メチル化修飾を

受けているにもかかわらず、わずか１日の間

で完全に脱メチル化が起こることがわかっ

た。Xist 以外の多くの不活性 X 連鎖遺伝子群

の脱メチル化の進行は始原生殖細胞の発生

に伴い徐々に進行することから、細胞増殖に

伴う受動的な DNA 脱メチル化が起こってい

ると解釈できるが、一方で Xist に関しては非

常に短い期間で脱メチル化しており能動的

な脱メチル化が起こっているとかんがえら

れる。この結果より、始原生殖細胞の発生過

程において生じる全ゲノム的な脱メチル化

の進行には受動的 DNA 脱メチル化と能動的

DNA 脱メチル化という異なるメカニズムに

よる脱メチル化が同時にかつ配列特異的に

起こっている可能性が示唆される。 
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