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緒　言

　性染色体の一部は，雌雄異体の生物にみられる性の決定と分化を遺伝的に制御している．性染色体をもつ生物の宿命
として，性染色体から発現される遺伝子量を雌雄間で“補償”する事が正常の発生に必須である．XX/XY システムの
我々ほ乳類は，メスの X 染色体の片方が不活性化する事で，遺伝子量補償を行っている．この機構は X 染色体の不活
性化と呼ばれている 1）．一度不活性化された X 染色体は細胞分裂を経てもその不活性化状態が維持され，次世代の細
胞に伝達される．しかしながら，胚盤胞の内部細胞塊，生殖細胞といった多能性･全能性をもった細胞では不活性化し
た X 染色体の再活性化が見られる．これは多能性･全能性の獲得にはエピジェネティックな状態を初期化する事が必
要だからと思われる．
　それでは，生殖細胞系などを除く全ての細胞，組織で X 染色体連鎖遺伝子量補償機構が本当に必要なのだろうか？
また，例えば組織幹細胞などで，一時的に X 染色体がエピジェネティックな状態をより“初期的”な状態に戻すため
に生殖細胞系などと同様に X 染色体が再活性化される事はないだろうか？
　我々は予備的解析により，発生中期の E13.5 日胚及び４ヶ月齢の心臓で，不活性化 X 染色体からの GFP 遺伝子発現
を確認していた．しかしながら，①外来性の GFP 遺伝子だけではなく，本当に内在性 X 染色体上遺伝子にも X 染色
体再活性化がおこっているのか？②もし内在性の遺伝子でも再活性化が起きているのであれば，遺伝子全体なのかそれ
ともその一部なのか？といった新たな疑問も生じた．本研究では，これら疑問を実験的に検証した．

方　法

１．実験マウス系統
　XGFP 系統 no.38 及び no.50 は大阪大学の伊川正人先生より，JF1/MS マウスは国立遺伝学研究所の城石俊彦先生よ
り，XGJF1 系統は近畿大学の佐渡 敬先生より譲渡された．

２．心臓からの GFP 陽性細胞単離と多型を用いた遺伝子発現の識別
　E13.5 日の心臓を単離し，トリプシンによって細胞を分散，血清によりトリプシンを非動化し，セルストレイナーを
用いて細胞片を取り除いた．GFP 陽性細胞を蛍光実体顕微鏡下で確認し，マウスピペットを用いて回収した．その細
胞６つを集め１サンプルとし，杉本，阿部の方法を用いて，cDNA 合成，RT-PCR 反応，各種制限酵素切断を行い，
多型を識別した 2）．

結　果

１．X 連鎖 GFP トランスジェニック系統 no.50 における不活性化 X 染色体からの GFP 発現
　成体 X∆XistXTTGFP マウスを用いて，不活性化 X 染色体からの GFP 発現の再現性を確認した． XGFP マウスは，GFP
遺伝子が X 染色体の C3 バンドに挿入されている系統 no.50 を用いた（図 1A）3）．このマウスの母親由来 X 染色体上
では，染色体不活性化を開始するのに必要な Xist 非コード RNA が欠失しているため (X∆Xist )，常に活性化 X 染色体に
選ばれる．父親由来 X 染色体には GFP 遺伝子が組み込まれており (XGFP )，X 染色体不活性化によって常に GFP の発
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現が抑えられる．また，父親由来 X 染色体にはドキシサイクリン投与により Tsix が誘導される TT アリル (Tsix-Tet)
も有しているが 4），ドキシサイクリンを投与していないので TT アリルの影響はない．結果，このマウスでは，心臓以
外の他の臓器からも GFP の発現が観察された（図 1B，表 1）．特に，以前から確認されていた心臓に加え，骨格筋，
膵臓でも顕著であった．また，胃，小腸，盲腸，大腸といった消化器官でも線上の GFP 発現が確認できた．その形状
から，平滑筋ではないかと推測された．卵巣においても強い GFP 発現が確認されたが，これは正常な生殖細胞に観察
される X 染色体再活性化を反映していると思われた．

図 1． X 連鎖 GFP トランスジェニックマウスに観察された不活性化 X 染色体からの GFP 発現．
A) 系統 no.38 及び no.50 における GFP 遺伝子の X 染色体上への挿入部位 3)．B, C) 系統 no.50 (B) および no.38
(C) で確認された不活性化 X 染色体からの GFP 発現．両系統間で共通して確認された GFP 発現組織は心臓，膵
臓，卵巣（未受精卵）であった．
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表 1． 系統 no.50 (XTTGFP) と no.38(XGJF1) との比較

２．X 連鎖 GFP トランスジェニック系統 no.38 における不活性化 X 染色体からの GFP 発現
　次に，系統 no.50 と同じ GFP 遺伝子を持つが，別の X 染色体上に組み込まれている，系統 no.38 を用いて同様の解
析を行った（図 1A，XGJF1）．この系統は，GFP 遺伝子が X 染色体の D バンドに組み込まれている．その結果，系統
no.50 で確認できた強い GFP 発現のほとんどが系統 no.38 では消失していた（表 1）．これに対して，心臓と膵臓のご
く一部の細胞では，系統 no.38 においても GFP 陽性細胞が確認できた（図 1C，表１）．

３．内在性 X 連鎖遺伝子は部分的に再活性化している
　次に，JF1 の多型を用いた解析を行った．E13.5 日胚の X∆XistXGJF1 の心臓から GFP 陽性細胞を回収し（図 2A 及び
2B），１細胞 PCR 法および制限酵素切断を用いた多型判別法を用いて 2），活性化 X 染色体（X∆Xist アリル，Mus musculus
domesticus）及び不活性化 X 染色体（XGJF1 アリル，その一部は JF1 系統，Mus musculus molossinus を含む）の内在
性 X 連鎖遺伝子からの発現を解析した．結果，X 連鎖遺伝子 Hprt 及び Rnf12 では，GFP 陽性細胞内で不活性化 X 染
色体からの発現は確認できなかった．しかしながら，X 連鎖遺伝子 Np15 では，不活性化 X 染色体からの部分的な発
現が確認された（図 2C）．
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図 2． 心臓の一部の細胞は部分的に再活性化している．
A) X∆XistXGJF1 の E13.5 日目の心臓．GFP 陽性細胞を矢印で示す．B) トリプシンにて分散した GFP 陽性細胞

（上）と陰性細胞（下）．C) 多型を用いた不活性化 X 染色体からの内在性遺伝子発現の確認．GFP 陽性細胞では
Np15 遺伝子が不活性化 X 染色体から部分的に再活性化している事がわかる．
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考　察

　今回の実験の結果，系統 no.50 では以前から確認されていた心臓に加え，骨格筋，膵臓といった別組織からも GFP
発現が観察された．同じトランスジーンを用いているにも関わらず，系統 no.50 で見られた強い GFP 発現のほとんど
が no.38 で見られなかった事は，トランスジーンの挿入部位の違いが反映されている可能性が高い．例えば，系統 no.
50 のトランスジーンが X 染色体不活性化を間逃れやすい領域に挿入された事により，一部の細胞で GFP の発現が観察
されたのかもしれない．
　両系統間で共通して見られた GFP 発現は，再活性化がおこる生殖細胞を除いては，心臓及び膵臓の一部の細胞で確
認された．心臓における内在性 X 連鎖遺伝子の発現を解析したところ，X 染色体遺伝子全体ではなく，その一部の遺
伝子でしか再活性化は起きていなかった．これは，我々の同定した GFP 発現機構は，不活性化 X 染色体全体が再活性
化する多能性･全能性細胞とは異なる事を示唆している．しかしながら，確かに GFP 陽性細胞では部分的に X 染色体
不活性化状態が弛緩していた．これは，積極的･能動的に行われているのか（例えば分化･増殖能を持った組織幹細胞や
前駆細胞といった特殊な細胞など），あるいは偶発的･受動的に起こっているのか（長期に渡って細胞停止している心筋
細胞でおこるエピジェネティクス状態の不安定化など．心臓疾患や心臓老化に関与？）今後明らかにしていきたい．
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