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構の解析
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〈研究の目的と進め方〉
発生過程において蓄積されたゲノムへの修飾は、始原

生殖細胞（PGC）で起きる「ゲノム再プログラム化」に
より消去される。ゲノム再プログラム化ではインプリン
ト遺伝子のインプリントマークの消去や雌の不活性X染
色体の再活性化などの大規模な核構造の変化と遺伝子発
現変化が起きるが、胚体内のごく少数のPGCで起きる現
象であり、その分子メカニズムには不明な点が多い。本
研究は、ゲノム再プログラム化現象を捉えるための新技
術の開発を行い、さらに、遺伝子発現変化との相関を調
べる基礎研究を行うことを目的として研究を行った。

ゲノム再プログラム化の現象面の解析として、その最
も端的な例である不活性X染色体現象の可視化を目指し
た。X染色体不活性化は、タンパクをコードしないXist
RNAによって支配されているが、Xist RNAを可視化する
実験系を確立する。可視化には配列特異的RNA結合タン
パク質MS2とYFPの融合タンパク質を用い、Xist遺伝子の
中にその認識配列を導入したノックインマウスを作製し
用いる。生きた細胞内で不活性状態を可視化することに
より、X染色体の活性変化を動的に捉える。一方、ゲノ
ム再プログラム化が進行中のPGCにおける包括的な遺伝
子発現プロファイリングをマイクロアレイ解析により行
う。X染色体の活性変化とPGCにおける遺伝子発現変化
とを比較することによって、ゲノム再プログラム化現象
に伴う遺伝子発現変化の解析を行うことを目的とした。

〈研究開始時の研究計画〉
A-1. Xist遺伝子にMS2認識配列をノックインしたES細

胞及びキメラマウスの樹立。
A-2. レポーターとなるMS2-YFPトランスジェニックマ

ウスの作成。
B. PGC発生過程の各ステージにおける遺伝子発現変化

を比較することにより、ゲノム再プログラム化が起きる
前後で大きく発現に変化する遺伝子群を同定する。

C. PGCにおける遺伝子発現を染色体上に表示、共発現
する遺伝子クラスターを同定する。ゲノム再プログラム
化に関連する遺伝子クラスターの探索を行う。

〈研究期間の成果〉
A-1. Xist遺伝子座を含むBACを用い、Xist遺伝子にMS

認識配列の導入を行った。その過程で得た技術の方法論
にかんして著書を出版した(1)。

A-2. MS2-YFPおよび、MS2-HcRedレポーターマウスの

作製し、その蛍光タンパク質の発現を確認した。得られ
たトランスジェニックマウスは、理研・BRCに寄託した。

B.複数のステージの雌雄のPGCそれぞれをFACSによっ
て純化し、マイクロアレイ解析を行った。この結果はES
細胞などと比較し、PGC特異的な遺伝子発現として捉え
るために、さらに統計的な解析を行うことで多くのPGC
特異的発現を示す遺伝子群の同定を行った（投稿準備中）。
ゲノム再プログラム化の解析を目的としたPGC由来のク
ローンマウス作製にも関わった(3)。当初の計画にはなか
ったが、antisense RNAが再プログラム化に関わる可能性
も考え、研究室において進行していたantisense RNAの発
現解析を行い、これまでに知られていなかった転写産物
の存在を明らかにした(4)。さらに、共同研究により、胞
胚期の雌雄の胚において発現プロファイルを比較するこ
とで、X染色体上にマップされるPemと呼ばれる遺伝子
が、着床前の胚体外組織においてインプリントされてい
ることを発見した(5)。

〈国内外での成果の位置づけ〉
ゲノム再プログラム化をキーワードとして、マイクロ

アレイ解析、PGCの純化技術といった汎用性の高い技術
を確立してくることが出来た。これにより、複数の共同
研究計画が提案され、クローンマウス作製、antisense
RNAの解析、インプリント遺伝子の発見など、当初の研
究経過鵜になかったが、多岐にわたってゲノム再プログ
ラム化研究に関わってくることが出来た。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
海外の共同研究者より、生体内においてMS2を用いて

Xist RNAを可視化することは、非常に困難であるとの報
告を受け、研究計画を見直す必要があった。X染色体再
活性化に関しては、研究計画の中心となるテーマであっ
たが、技術確立の面で多くの問題が生じてしまい、解析
には至らなかった。

〈今後の課題〉
当初の目的であったX染色体の再活性化とゲノム再プ

ログラム化の関連については、ほとんど手を付けること
ができず、今後の研究課題として残されている。新たな
技術導入を含め、計画を立て直す必要がある。
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