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研究成果の概要（和文）：女性がもつ不活性X染色体は、非コードRNA であるXISTに依存して染色体１本丸ごと
凝縮したヘテロクロマチン構造を取る。これを手がかりに、常染色体においてXIST様に働く非コードRNAの探索
を行った。その結果、XISTとともにヘテロクロマチン化を促すタンパク質がPrader-Willi syndrome領域に濃縮
しており、この領域の凝縮に寄与していることが示唆された。また、RNA FISH法によりこの領域にシグナルを呈
するプローブがあり、XIST様RNAである可能性が示唆された。これらの結果は、非コードRNAが如何に常染色体上
で機能的な高次構造に寄与しているかの手がかりを与えるものである。

研究成果の概要（英文）：The female inactive X chromosome, which has heterochromtic condensed 
structure throughout the whole chromosome mediated by noncoding RNA, XIST, is a good model for 
heterochromatin formation. In this study, we searched for non-coding RNAs that act like XIST on 
autosomes. As a result, proteins that are responsible for heterochromatinization with XIST, were 
enriched in the Prader-Willi syndrome region, suggesting that these proteins contribute to the 
condensation in this region. In addition, by the RNA FISH approach, several probes in this region 
showed positive signals, suggesting the possibility that non-coding RNAs like XIST transcribe from 
this region. These results will contribute for future study; how non-coding RNA is involved in 
functional higher order structure of chromatin on autosomes.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
個体は１個の受精卵から発生し様々な細胞に
分化するが、それぞれの細胞はすべて同じ遺
伝情報を持ちながら、遺伝子の機能発現の組
み合わせによりそれぞれの細胞の表現型を発
現する。遺伝子の機能発現は、DNA のメチル
化、ヒストンの修飾、それらがもたらすクロ
マチン構造や核内配置など、いわゆるエピゲ
ノムにより支配されている。近年の次世代シ
ーケンサーを用いたエピゲノム研究の進展に
より、DNA メチル化やヒストンマークの染色
体上での分布の解析が盛んに行われている。
しかしながら、これらは単なる印であって、
この印を基に形成されるクロマチンの高次構
造や核内配置がエピゲノムの実態としてさま
ざまなクロマチン機能の制御に関与している
ことは明白である。 
	 申請者は、エピゲノムを支える高次クロマ
チン構造の一つであるヘテロクロマチンの機
能を明らかにするために、その構成因子であ
る HP1 と相互作用する因子を網羅的に探索
し機能解析を行っている（Nozawa et.al. 
Nature Cell Biol., 2010）。HP1 は９番目のリ
ジ ン が メ チ ル 化 さ れ た ヒ ス ト ン H3
（H3K9me3）を認識してクロマチンに結合す
る。申請者は、HP1 結合因子として同定した
HBiX1 (HP1 binding protein enriched in 
inactive X chromosomes)が、SMCHD1 タン
パク質と結合し、非コード RNA である XIST
に依存した不活性 X 染色体の凝縮したクロマ
チン構造の形成に必須であることを見いだし
た(Nozawa et.al., Nature Struct. Mol. Biol., 
2013)。この成果は、単なるエピゲノムマーク
として知られていたヒストン修飾や非コード
RNA が、如何にクロマチンの高次構造に変換
されるのか、その分子機構をはじめて明らか
にした画期的なものである。 
	 XIST RNA は不活性化されている X 染色体
上から転写され、そのままクロマチン上に広
がってクラウド状に局在する。この XIST 
RNA が PRC2 などのポリコーム複合体をリ
クルートしてヒストン H3 の K27 をメチル化
（H3K27me3）し、不活性なクロマチンを形
成していると考えられている。さらに、申請
者の研究により、HBiX1-SMCHD が PRC2 と
同様に XIST 依存的に不活性 X 染色体上にリ
クルートされ、不活性 X 染色体特有の凝縮し
たクロマチン構造の形成に寄与していること
が明らかとなった。本課題は、これら申請者
の知見を含む XIST の性質との類似性を想定
して、クロマチン高次構造や核内配置に関与
する XIST 様非コード RNA の探索を試みる
ものである。 
 
 
２．研究の目的 
XISTと同じ性質を持つ非コード RNAの探索
を行い、これらの非コード RNA がクロマチ
ン上のどこで、どのような機能をしているの
かについて明らかにする。 

３．研究の方法 
（１）PRC2 と HBiX1-SMCHD1 複合体が共局在
する領域を探索する。HBiX1,SMCHD1 は不活性
X 染色体上で XIST とともに働いて、不活性 X
染色体の１本丸ごとの凝縮構造（ヘテロクロ
マチン化）に寄与しているいる。したがって、
これらのタンパク質が局在し、働いていると
ころで	 XIST に代わる非コード RNA が存在す
ることが想定される。	
	
（２）（１）で明らかとなった SMCHD1-HBiX1 が
濃縮されている領域について、50	 kb ほどの
FISHプローブを隙間なくタイル状に設計する。	
	
（３）このプローブが正常に働くか否か、DNA	
FISH を用いて検証する。DNA	FISH により、父
型由来のシグナルと母型由来のシグナルが観
察されることを確認する。	
	
（４）DNA	FISH を複数のプローブを用いて行
うことにより、異なる FISH プローブ間のシグ
ナル距離を測定することにより、この領域の
凝縮度を評価する。また、凝縮度が SMCHD1 あ
るいは HBiX1 を細胞から除去することにより
影響を受けるか評価する。	
	
（５）（３）FISH プローブを用いて RNA	 FISH
を行う。クラウド状に局在する RNA を網羅的
に探索する。探索された RNA について、通常
の転写によるものなのか、転写されたものが
クロマチンと複合体を作っているクラウドな
のか、転写阻害剤であるα-アマニチン処理す
ることにより評価する。転写による FISH シグ
ナルは転写を阻害することにより消失するこ
とが知られている。	
	
	
４．研究成果	
(１）本研究では、以下の解析の結果 15 番染
色体の Prader-Willi	syndrome(PWS)領域に着
目することとした。マウスの ChIP-seq 法によ
る解析から、SMCHD1 および HBiX1 はこの領域
に濃縮されており、Smchd1 欠損マウスでは
PWS 領域の本来抑制されていた遺伝子が発現
することが明らかになった。そのため PWS 領
域は SMCHD1-HBiX1 による凝縮構造など高次
クロマチン構造をとっていることが予想され
た。PWS 領域は、父方、母方アリル間で遺伝子
の発現様式の異なる巨大な 2Mb ゲノムインプ
リンティング領域である。そこで、PWS 領域に
おいて DNA-FISH および RNA-FISH の系を確立
することとした。	
	
(２）SMCHD1-HBiX1複合体がこの領域のクロマ
チン高次構造に関与しているか、DNA-FISH 法
を用いて検討した。2Mb をカバーするように
14 種のプローブを作成した。それぞれのプロ
ーブを用いて DNA-FISH 法によって各 FISH プ
ローブにつき 2 点を検出することができた。
この 2 点は父方、母方アレルを反映している



と考えられた。	
	
(３）2 種のプローブを用いた DNA-FISH によ
って、PWS 領域内の様々な 2 ヶ所の領域につ
いて可視化した。14 種のプローブの組み合わ
せについて DNA-FISH を行い、2 点間の距離を
測定した。相同染色体間で 2 点間の距離に違
いがある領域が存在した。このことは、片方
の染色体がより弛緩し、片方の染色体がより
凝縮していることを示唆された。	
	
(４）これらの領域については、SMCHD1 をノッ
クダウンした際に、相同染色体間の 2 点間距
離の差が減少した。従って、SMCHD1 はこれら
の領域においてクロマチン高次構造に影響を
与えていると考えられた。	
	
(５）XIST 様の noncoding	 RNA の存在を検討
するため、	RNA-FISH を行った。XIST は RNA-
FISH によってクラウド様に観察され、転写阻
害剤を用いても消失しないことが知られてい
る。常染色体において SMCHD1-HBiX1 が機能す
るのであれば、共に働く RNA の存在が予想さ
れ、XIST と同じ性質を持つのではないかと考
えた。RNA-FISH を行うと点が検出できるプロ
ーブが存在した。一方で、用いた FISH プロー
ブによって検出できた点の数が 0 点、1 点、2
点のものがあった。これらの点は転写量を反
映しており、1 点のみ見えるものはアレル特
異的な転写抑制を受けている可能性が考えら
れた。あるいは、不活性 X 染色体のように片
アリルのみに形成されるクラウドの可能性も
想定された。そこで、転写阻害剤であるα-ア
マニチン処理を行ったところ、処理によって
消失する RNA	FISH シグナルが見られた。これ
らが XIST と同様に働く非コード RNA である
可能性が考えられた。プローブを短くするこ
とにより、どの転写産物がクラウドを形成し
ているのか、また、これらが実際に SMCHD1-
HBiX1 と協調して機能しているのか調べる手
がかりを得た。	
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