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    学位論文題名
ImprintedXchromosome inactivationlnmice:
    Behavior of the patemalXchromosome
    in androgenetic embryos produced
    by pronuclear transplantation

    （マウスにおける刷り込み型X染色体不活性化：

前核移植により作製された雄核発生胚の父由来X染色体の行動）

学位論文内容の要旨

  哺乳類の雌体細胞は胚発生の初期に2本あるX染色体のうち1本をそのほぼ全長にわたって不活

性化する。これはXYの雄とXXの雌の間に生じるX連鎖遺伝子量の二倍の差を転写レベルで解消

するための重要な遺伝子量補正機構である。マウスの初期発生の研究から、X染色体の不活性化

(xcDは、時期、組織特異的に起きることが知られている。最初は、受精後3.5日目の栄養外胚葉

（主に胎盤を形成する）で、次に受精後4.5日目の原始内胚葉で、そして最後に受精後5.0-6.0日

目のエピブラスト（主に胚体を形成する）で起きる。工ピブラストでは、父由来のX( XP）と母由

来のX（XM）が任意に不活性化されるのに対し、・栄養外胚葉と原始内胚葉ではXPが選択的に不活性

化される。この様な組織特異的な不活性化様式はXPとXMが配偶子形成の過程で異なる行動を取る

よう運命づけられる、つまルゲノムインプリンテイング（GI）を受けるためであると考えられる。従

来の研究では、マウスのXPY雄核発生(XPY胚）胚は着床後もしばらく生存しているが、XXP雄核

発生胚くXXP胚）は着床前に失われるとされてきた。その原因として、XPが2本共不活性化して

しまうか、あるいは2本共不活性化しないためと想定されてきたが真偽のほどは明‘らかではない。

私は本学位論文で、マウスにおける雄核発生胚の発生とXCIに焦点をあて、選択的XCIに関与する

GIの性質について検討を試みた。

  XFXP胚がXCIを起こすために充分な発生能を持ってVゝ るかどうかを明ら・かにするために、まず初

めに、XCIを受けることが明らかにされて‘いるX連鎖1acZトランスジーンをへミ接合の状態に持つ

雄核発生胚を受精卵間の前核移植により作製した。仮親の輸卵管に移植し発生を進行させ7.5日後

に子宮から取，り出して胚発生を観察し、得られた胚の一部分を用いて核型を調ベ、更に残りの部分

を用いてX―gal染色を行いXXP胚であることを確認した。この検討によりX町とXPXP胚はほぼ

同じ発生能を有し、着床後も数日間は生存していることを明らかにした。YY胚は従来の報告通り観
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察されなかった。XPY、XXP胚は共に正常胚に比ベ24時間程度の発生遅延を示し、どちらかと言

えば胚体組織に影響が強かった。面白いことに、XXP胚では胚体組織のみならず胚体外組織でも1acZ

トランスジーンが発現している細胞としていない細胞のモザイク状態になっていた。従って、XFXP

胚では胚体外組織でも2本のXPの一方がランダムに不活性化している可能性が示された。

  次に、この可能性を検討するために、私はX連鎖1acZトランスジーンに加えてロパートソン型X一

常染色体転座、Rb缶．2）幺甜もしくはRb（X．9）6Hを細胞遺伝学的マーカーとして用‘いて雄核発生胚、

を作製した。仮親の卵管に移植後7．5日目で胚を回収し、X染色体の不活性化パターンを調べた。XPP

胚では胚体組織のみならず胚体外組織でもXPの一方がランダムに不活性化レていることがBrdU標

識後アクリジンオレンジ染色によるDNA複製バンド法を用いて、異周期的複製を指標にして細胞遺

伝学的及びX連鎖ぬ（Zトランスジーンの発現の有無を指標にして組織化学的研究で確認された。X叫

では、XCIが起きたことを示すッB候は認められなかった。この結果から、正常雌胚の胚体外部にお

けるXPの選択的不活性化は、XMが胚体外組織で不活性化を免れるようなGIを受けていることが原

因であ，る，とい・う，結論に至ったィ

  従来の研究によると、X．染色体不活性化の開始に当・たって細胞は核内のX染色体数を数え

（counting）、活性を維持する1本を選択（choiCe）する。残るX染色体では蛋白をコードしてい

ない始f遺伝子が活性化し、転写された‘m耐乢AはそのままX染色体上に局在して不活性化するこ

とが示された。更に、Rr・PCR法を利用した研究から、4～8細胞期正常雌胚では父性Xおf遺伝子

が優先的に発現していることが示され、選択的XP・不活性化との関連が指摘されている。このことか

ら、XPP胚で得られた知見はX染色体が2本とも不活性化したり、2本とも不活性化しなかった細

胞が淘汰された結果である可能性も考えられる。そこで、私はこの可能性を検討するために先に用

いたロパートソン型Xー常染色体転座に加えてロバートソン型常染色体転座、Rb（10；n）8Bnrもしく

はRb（11；13冫61ubを用いて雄核発生胚を作製し、Xおf遺伝子の発現の変化を、XCIの準備期（4～

16細胞期）、開始期（3．5日目の胚盤胞）及び完了期（6．5・日目の胚）．におしゝて耐岨FISH法を用い

て解 析した。そ の結果、X活fRNAは4～16細胞期のXPXP胚では2個、XPY胚では1個の、大

型のぺイントシグナルとして全ての割球で検出された。4細胞期まで観察されたYY胚ではシグナ

ルを持つ細胞は全く検出できなかった。胚盤胞期になると、X・PXP胚では1個、XPY胚ではシグナ

ルを全く持たない細胞が出現したが、過剰なべイントシグナルを持つ細胞も依然として認められた。

6．5日目のXPY、XPXP胚においても過剰なべイントシグナルを持つ細胞が胚盤胞期より頻度はかな

り低 Iゝ が依然として認められた。この結果から、4～16細胞期の早いステージでのX強fの発現はGI

依存型であり、32細胞期以降にcountmgがはじまり、GI非依存型のランダムな発現が開始し、X

PX’胚では胚体組織のみならず胚体外組織でも2本あるX’の一方がランダムに不活性化するという

結論に至った。

  最後に、正常胚では．XCI‘が完了している16ゝ 5′日目のXPXP胚、XPY胚にまだ存在している過剰

なぺイントシグナルを持つ細胞は全てのX染色体を不活性化し、活性Xを全く1本も持たないのか



を調べるために、私は6.5日目XPXP胚、XPY胚で不活性X染色体の有無を直接、細胞遺伝学的に

検討した。しかしながら、X PXP胚では不活性X染色体は1本で、XPY胚ではそのようなX染色体

は検出されなかった。このような細胞はX染色体に関して機能的に零染色体性（ヌリソミー）のた

めに細胞分裂せず、従って検出されない可能性がある。

― 1415―



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名
ImprintedXchromosome inactivationlnmlCe：
    BehaViorofthepatemalXChromOSOme
    inandrogenetiCembryOSproduCed
    bypronuCleartranSplantation

    （ マ ウス にお け る刷 り込 み 型X染色 体 不活 性化：

前核移植により作製された雄核発生胚の父由来X染色体の行動）

  哺乳類の雌体細胞は胚発生の初期に2本のX染色体のうち1本を不活性化し、XYの雄

とXXの雌の間に生じるX連鎖遺伝子量の二倍の差を転写レベルで解消する。X染色体の

不活性化(XCI)は、マウスでの研究から、時期・組織特異的に起きることが知られてい

る。先ず受精後3.5日目の栄養外胚葉で、次に受精後4.5日目の原始内胚葉で、そして最

後に受精後5.0ー6.0日目のエピプラストで起きる。工ピブラストでは、父由来のX( XP）と

母由来のX（XM）が任意に不活性化されるが、栄養外胚葉と原始内胚葉ではXPが選択的

に不活性化される。この組織特異的なXCIはXPとXMが配偶子形成の過程でゲノムイン

プリンティング（GI）を受け、異なる行動を取るよう運命づけられるためであるらしい。

従来、マウスのXPY雄核発生胚は着床後もしばらく生存するがX'XP雄核発生胚は着床前

に失われるとされてきた。その原因として、XPが2本共不活性化するか、共に不活性化

しないためと想定されてきた。当論文はマウスにおける雄核発生胚の発生とXCIに焦点

を 当 て、 選択 的 XCIに関 与す る GIの 性質 の解 析 を目 指し た もの であ る 。

  先ず、XPXP胚がXCIを起こす時期まで成長できるか検討した。XCIを受けるX連鎖1acZ

トランスジーンをへミ接合の状態に持つ雄核発生胚を受精卵間の前核移植により作製した。

仮親の輸卵管に移植し発生を進行させ7.5日後に子宮から取り出し、得られた胚の一部分

を用いて核型とX―gal染色反応を調査した。この検討によりXPYとXPXP胚はほぽ同じ



発生能を有し、着床後も数日間は生存していることを明らかにした。特筆すべきは、XPXP

胚では胚体のみならず胚体外組織でも1acZトランスジーンが発現している細胞としてい

ない細胞のモザイク状態になってしゝることである。従って、XPP胚では胚体外組織でも

2本のXPの一方がランダムに不活性化している可能性がある。

  次に、この可能性を検討するために、X連鎖ぬcZトランスジーンに加えてロバートソ

ン型X―常染色体転座であるRb（X．2）2AdまたはRb（X．9）6Hをマーカーとして雄核発生胚

を作製し、X染色体の不活性化/ヽ 夕ーンを調べた。X吹P胚では胚体、胚体外にかかわら

ずXPの一方がランダムに不活性化していたが、XPYではXCIが起きたことを示す証拠は

得られなかった。この結果から、正常雌胚の胚体外部におけるXPの選択的不活性化は、

XMが不活性化を免れるようなGIを受けているためと結論された。

  X染色体不活性化の開始に当たって、細胞は核内のX染色体数を数え（Counting）、活

性を維持する1本を選択する。残るX染色体では蛋白をコードしていない鮒sf遺伝子が

活性化し、転写されたm耐乢へはそのままX染色体上に局在して不活性化が始まる。4～

8細胞期正常雌胚では父性爾sf遺伝子が優先的に発現し、選択的X’不活性化との関連

が指摘されている。従って、X吹P胚で得られた知見はX染色体が2本とも不活性化、あ

るいは不活性化しなかった細胞が淘汰された結果である可能性もある。これを検討するた

めに、ロバートソン型転座をマーカーとして用いて雄核発生胚を作製し、卵割期における

XfSf遺伝子の発現の変化を耐乢AFISH法を用いて解析した。その結果、鮒sf恥乢へは4

～16細胞期のXPP胚では2個、Xマ胚では1個の、大型のべイントシグナルとして

全ての割球で検出された。胚盤胞期のX吹P胚では1個、Xマ胚ではシグナルを全く持た

ない細胞が出現したが、過剰なべイントシグナルを持つ細胞も依然として認められた。6．5

日目のXマ、X吹P胚においても過剰なべイントシグナルを持つ細胞が依然として低頻度

で認められた。この結果から、4～16細胞期の早いステージでのXfstの発現はGI依存型

であり、32細胞期以降にcountingがはじまり、GI非依存型のランダムな発現が開始し、

X吹P胚では胚体組織のみならず胚体外組織でも2本あるXPの一方がランダムに不活性化

するという結論に至った。

  以上のように、本論文はXX雄核発生胚が着床後まで生き延びること、そして、X染色

体はどの組織でも基本的にはランダムに不活性化されることを証明した。したがって、正

常雌胚の胚体外組織に見られる、XPの選択的不活性化はXMにある不活性化を免れさせる

刷り込みに起因することが示され、これを基にX染色体不活性化の制御機構の解明が進む

ものと期待される。

審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得な



ども併せ申請者が博士（地球環境科学）の学位を受けるのに十分な資格を有するもの

と判断した。


