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雌雄で性染色体構成が異なるほ乳類は,メス(XX)がオス(XY)との問のX染色体連

鎖遺伝子量の差を補償するため,2本のX染色体のうち一方を脛発生のごく初期に不活

性化する.このX染色体全域にわたる不1舌注化は,メスにおいて一方のX染色体から転

写されるXist RNAがそのX染色体を覆うことによって開始される. xist RNAは則Aポリ

メラーゼΠによって転写され,核外輸送を促進するスブライシングやポリアデニル化

などタンパク質をコードするm則A同様のブロセシングを受けるが,核タレ＼輸送される

ことなくX染色体に集積する.その後, xist 則Aと相互作用する因子によってX染色体

に様々なエビジェネティック修飾が導入され,染色体の凝縮が起こり,不活性化が確

立されていくと考えられている.最近, xist RNAのX染色体ヘの集積には,核マトリ

クスの主要構成成分である加RNPUが関与することが報告された. hnRNPUをメスの培

養細胞でノックダウンtると不t舌性X染色体はXist 郎Aの集積を失う.しかし,その

Xist 則Aは依然核内に観察されたことから, xist 則AはX染色体ヘ集積できなくてt,

クロマチンに結合しているように思、われた.一方,これまでに不活性X染色体の鳩覇病

に関わるタンパク質としてSmC即1およし田BiX1が同定されているが, X染色体の凝縮に

関わるXiSτ則A中の配列は不明であった.千木君はX染色体ヘの集積には依存しない

Xist 則Aのクロマチン結合能は, X染色体の凝縮に関わる可育を性が胴るのではないか

と考え,本研究を行った.

茎ム、 文内 ノ"、 の
E二1

不死化したマウス1甜泉i准芽細胞でlmRNPUの機能阻害を行い,その時のXist RNAの

挙動を解析した.その結果,以前の報告にある通り1槻則PUの機能を阻害するとXist

RNAのX染色体ヘの集積は失才)れるが, xist RNAは依然核内に散在していること力ⅧNA-

FIS敵こより確認された.さらに分子生物学的な解析により,散在したXist RNAは核に

留まり,クロマチンに結合していることを.見出した.

次にhn則PUを介したXiSτ則Aの不活陛X染色体ヘの集積とは独立したXist RNAのクロ

マチン結合能を担う配列を探索するために, MH313細胞においてXist 則Aの部分配列

を強制発現する系を作製した.6-kbずつに3分割したXist RNAの断片を発現させたが,

1榔則PU非依存的な挙動を示す断片を見出すことはできなかった.

そこで,ヒト培養細胞において既に報告されていたhnRNPUのCLIP-seqのデータの再

角群斤を行い, hn則PUのより詳細な結合領域を探索することにした.その結果, hnRNP

UはヒトXIS1 郡Aのほぼ全域に渡って結合しているものの,5'側のAりビートと呼ぱれ

る反復配列を含む領域ではその結合が乏しいことがわかった. Aりビート領域はXISI

RNAの引き起こす不活性化に重要な役割を果たすと考えられる配列で,種間で高度に

保存されていることから,マウスにおける当該領域(950-nt)もhnRNP Uの結合が乏

しいと考えられた.そこで, MH3T諦邇胞における発現系を和1用し,950-1北 RNA断片の

- 20 -



挙動を解祈した.その結果,950-nt断片がhnRNPUの機能阻害を行った際のXist 圈A

同様,核内に散在tるとともに,クロマチンに結合していることが示唆された.

950-ntのRNA断片の中には Xist RNAが引き起こすX染色体不活性化に彪、須なAりピート

領域が含まれることカヰハこの散在型のクロマチン結合とAりビート,およびX染色体

不活性化との関連について,さら1・こ解析を進めた.950-nt RNA断片中のAりビート領

域に変異を導入した断片四50-nt 脚τ)および950-ntのアンチセンス鎖をコードする

RNA断片四50-ntas)をNH玲13細胞で発現させ,それらの挙動を調ベた.その結果,

950一瀧 mut ,950-aSのRNA断片はいずれもゲノム中の挿入音酎立で発現が認められるだ

けで,核内に散在する様子は観察されなかった.

950-nt,950-nt mut,950-nt aSの各郎A断片の挙動について,発現レベノレやコビー数

の違い,ゲノム挿入音別立の影響などを排除した形で調ベるために,それぞれの発現コ

ンストラクトをジーンターゲティングによってC0Ⅱ紅遺伝子座に1コビーだけ導入し

たES細胞を作製した.その結果は,いずれもNIH313での発現誘導系と同様であった.
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以上の解析から,本研究{こおいてXiSτ則Aはhn熟PUを介したX染色体ヘの集積とは

独立にクロマチンに結合する能力を持つことがわかった.さらにこの結合には種間で

保存され, xist 圈AによるX染色体不t舌注化を担う機能ドメインとして知られるAリ

ビート領域が重要な役割を果たしていることが示唆された. Aりビートに変異を導入

す、ると950-nt RNA断片の挙動に変化が生じたことから,今回明らかになった加則PU

非依存的なXistRNAのクロマチン結合能がXist 黙Aが引き起こすX染色体不活陛化に

重要な役割を果たしている可官E性がある



本学位論文研究では,ほ乳類のメスに特有な遺伝子発現制御機構であるX染色体不

活性化において,中C遉勺な役割を果たす長鎖ノンコーディング則AであるXistRNAの

作用機序の解明に向けた,新たな取り組みを行っている. X染色体にコードされる

XistRN解ま,メスの脛発生初期に一方のX染色体からのみ発現され,そのX染色体全

域を覆う.これが足場となって,ヘテロクロマチンの形成や転写の抑制に関わる

様々なタンパク質がXistRNAによって覆われたX染色体に呼ぴ寄せられ,染色体全域

にわたる不活性化を引き起こすと考えられている. RNAをブルダウンする技術や微量

のタンパク質試料を用いた質量分析技術の進歩が大きなブレークスルーとなって ,

近年XistRNAと相互作用する因子が数多く同定され, xist 煎Aが染色体のへテロク

ロマチン化を引き起こす分子基盤の解明が近い将来飛躍的{こ伸展すると期待されて

いる.一方, xist 則Aがどのようにしてこれを発現するX染色体だけをシスに覆い,

他方のX染色体を覆うことがないのか, X染色体上をどのように広がってぃくのか,
などXistRNAの局在や伝播の仕組みについてはあまり理解が進んでぃない状況にあ
る.しかし,2010年Hase節Wa et al.によって,核マトリクスの主要構成因子び)ーつ

であるRNA結合タンパク質のhn則PUが, xist RNAのX染色体ヘの係留を担う重要な因
子であることが報告され,その中で示されたデータのーつが本学位論文研究に着手

する大きなきっかけを与えている. hn則PUをメスの培養ネ瑚包でノックダウンtると

不活陛X染色体はXist 煎Aの集積を失うことをHasegawa et al.は示した.しかし, X
染色体から外れたXist RNAは依然核内に観察されたことから,千木君はXist 則AはX

染色体ヘ集積できなくてもクロマチンに結合しているのではないかと老え,その実
態を明らか{こするために本研究に着手した.
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最初の取り組みとして,不死化したマウス矮線維芽細胞において, siRNAの導入によ
るhnRNP Uの機能阻害を行い,その時のXist RNAの挙動を郡A-FISHにより観察した.
その結果, Haseg小Va et a].の報告にある通りhn則P Uの機能を阻害するとXist RNA
のX染色体ヘの集積は失われるが, xist 則Aは依然核内に散在してぃることが確爽さ
れた.さらに細胞を細胞質,核,さらには核を核質とクロマチンに分画し,それぞ
れの画分のRNAを用いて,定量RT-PCRを行い,散在したXist 則Aは核に留まり,クロ
マチンに結合していることを見出している.この結果は,千木君の仮説を強く支持
するもので,以降の解析を推し進めることの妥当性を示す,非常に重要なデータと
なっている.

次に,こうして.見出されたXist 則Aのクロマチン結合能を担う領域の探素に取りか
かっている.そのために, xist 則Aの部分的な断片の発現をドキシサイクリンの添
加によって誘導できるN獺3T3細胞の解析系を作りあげ,解析に用いた.まず, xist
惑Aを3つの領域に分割し,おのおのの則A断片の挙動を解析した結果,いずれも
hn則PUを介したクロマチン結合と分籬することが困難であることが示唆された.そ
こで,千木君は既に公表されていたヒトの培養細胞を用し寸d様RNPUのC矼P-seqの紗
果に着目し,ヒト鞭ST RNAに結合するlmRNP Uの分布を解析してぃる.その糸ヒ果,
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hn煎P はXISIRNAのほぼ全域にわたって結合するものの,5'端から0.9-kbの領域は

hnRNP Uの結合が乏しいことを見出した.そこで,前述のNIH313糸醐包の育靴斤系を用い,

マウスの対応する領域950ntからなる郎A断片の挙動を調ベると,これがhnRNPUを阻

害した細胞におけるXistRNAとよく似た挙動,すなわち核内の散在とクロマチンヘ

の結合を示すことがわかった.この950n命頁域は, xist 則Aによる染色体サイレンシ

ングに不可欠なAりビートと呼ぱれるヒトとマウ,スで保存された反復配列を含んでい

たことから,千木君は950焼 RNA断片のクロマチン結合能とAりビートの機能の関連

について,さらにゑ靴斤を進めた,

彼は, Aりビート領域に変異を導入したRNA断片と9501北断片の相補鎖をコードする

則A断片をN瑞3T詠畷包に発現させ,その挙動を調ベたところ,これらが核内に散在す

ることはなく,クロマチンへの結合を示さないことが示唆された.この解祈によっ

て,千木君は95011tが持つクロマチン結合能にはXist RNAの機育をに不可欠なAりビー

ト領域の存在が重要であるという結論に至っている.しかし,これら3断片の解析が

N1脇T3に導入されたマルチコピーの発現コン,ストラクトからの発現に基づく解祈で

訪ったため,千木君は最後により明確な形でこの結論を検証している.それはジー

ンターゲティングにより,これら3つの発現コンストラクトをゲノム上の単一遺伝子

座に1コビーだけ導入し,発現レベルやコビー数の違い,ゲノム挿入部位の影響など

を排除した形で調ベるというものである.得られた結果は,やはり彼の結論を支持

するtゾ刀で島った

以上の解析から, xisT RNAは1繊RNPUを介したX染色体ヘの集積とは独立にクロマ

チンに結合する能力を持つことが才)かった.さらにこの結合には種間で保存され, X

染色体不活性化を担うXist 則Aの機能ドメインとして知られるAりビート領域が重要

な役青}を果たしていることが示唆された. Aりビートに変異を導入すると950挑則A

断片の挙動が変化することから,今回明らかになったlmRNPU非依存的なXistRNAの

クロマチン結合能はXist 煎Aが引き起こすX染色体不t舌陛化に重要な役割を果たして

いる可官を陛がある.こうした結果をもとに千木君は, rxist RNAはhnRNP Uによって

X染色体に集積する一方, Aりビート領域はそのク江マチン結合育をによって, xist

RNAが足場を提供することで形成されるへテロクロマチン領域に,順次近傍のクロマ

チンを引き込み, X染色体上の遺伝子を染色体全域にわたって不活性化していく」と

いう秦斤たなモデルを提唱している.これはAりビートの機能としてこれまでに全く議

論されたことのない辛斤しい可能'陛で,大変興味深い仮説と言える.本研究は様々な

生命現象に関与することが指摘される長鎖ノンコーディング則Ad)作用機序を考える

うぇでも重要な成果で,今後の関連分野ヘの波及効果が大いに期待できる.

よって,本論文は博士(農学)の学位論文として価値あるものと認める.なお,

審査にあたっては,論文に関ナる専攻内審査および公聴会など所定の手続きを経た

うぇ,平成30年2月20日,農学研究科教授会において,論文の価値ならぴに博士の学
位を授与される学力が十分であると認、められた.
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