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研究成果の概要（和文）：生殖細胞の雄性分化にTGF-bシグナル系、特にNodal/activin-SMAD2経路が重要である
ことを見出した。一方、雌性分化にはBMP-SMAD4経路が重要であることを明らかにした。この際、雌生殖細胞で
SMAD4に加えてRAシグナルを欠損させると、卵巣内であっても、生殖細胞が雄化し性転換が誘導できることを発
見した。この発見は、生殖細胞の雌化因子の発見と共に、雄化には、精巣特異的な誘導因子は必須でないという
予想外のモデルを提唱できた。また、Nanos2のパートナー蛋白質であるRNA結合蛋白質DND1がNanos2の標的RNAの
認識と結合に必須であることを証明した。

研究成果の概要（英文）：We found that the TGF-b signaling system, especially the Nodal/activin-SMAD2
 pathway, works upstream of Nanos2, an RNA binding protein essential for germ cell male 
differentiation. On the other hand, we found that the BMP-SMAD4 pathway is important for female 
differentiation. We showed that removal of two factors, Stra8 and SMAD4 in female germ cells 
resulted in induction of prospermatogonia, even in the ovary. Based on this finding, we proposed 
that an unexpected model that testis-specific inducers are not essential for the determination of 
maleness in germ cells. We demonstrated that RNA binding protein DND1, a partner protein of Nanos2, 
is essential for recognition and binding of Nanos2 target RNA.

研究分野： 発生遺伝学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

生殖細胞の形成機構の解明を目指した研究
は国内外で活発に行われており、昨今は、iPS
技術や、ダイレクトリプログラミングの有効
性が次々に報告され、今後、精子・卵子を培
養系で作り出せる可能性は非常に高い。しか
しそのような応用的研究の前に解決しなけ
ればならない多くの基礎的な問題がある。
我々は現在ブラックボックスになっている
生殖細胞の性分化プログラムの理解を試み
る。正常発生において雄性・雌性生殖細胞の
エピゲノムがどのように確立されていくか
というそのメカニズムの解明を目指す。我々
は、10 年ほど前からこの問題に取り組んでき
た。その鍵を握っている因子が RNA 結合タン
パク質 Nanos2 である。Nanos2 は雄の生殖細
胞に特異的に発現する因子で、この遺伝子を
欠損すると雄性生殖細胞は、減数分裂を開始
し雌のプログラムにはいる(Science, 2003. 
Genes & Develop, 2008)。一方、Nanos2を雌
性生殖細胞に強制発現すると、雌性分化が抑
制され、雄性特異的なゲノムインプリント確
立に必須な DNA メチル化因子 Dnmt3L が誘導
され生殖細胞は雄性分化プログラムにはい
る。また Nanos2 は精子幹細胞にも発現し、
幹細胞の維持に必須である(Science, 2009, 
Stem cells, 2012)。すなわち、Nanos2 が生
殖細胞の雄性分化の開始因子でありさらに
維持因子でもある。これまでの解析から
Nanos2は RNAの polyA鎖を切断するデアデニ
ル化活性をもつ CNOT 複合体と特異的に結合
し、標的 RNA の分解を介して遺伝子発現を制
御していることを明らかにしている(PNAS, 
2011, Plos One, 2012)。従って、当面の重
要問題は、雄性生殖細胞特異的な Nanos2 誘
導機構の解明（Nanos2の上流）と、雄性分化
を推進する分子機構の解明（Nanos2 の下流）
である。この上流に関しては生殖細胞のみの
問題ではなく、体細胞による生殖細胞の性分
化 制 御 に 関 連 す る 。 最 近 我 々 は 、
Nodal/Activin シグナルが上流シグナルとし
て 機 能 し て い る こ と を 明 ら か に し た
(Development, 2013)。しかしこのシグナル
がどのようにして Nanos2 を誘導するかその
メカニズムはまだ不明である。一方、雄性生
殖細胞の雄化を抑制すると必ず雌化が起こ
る。この際、必ず減数分裂が進行し、生殖細
胞の雌性分化は減数分裂開始機構と切り離
して解析することが困難である。すなわち生
殖細胞特異的な体細胞分裂から減数分裂へ
の移行と生殖細胞性分化をどのようにとら
えるかも未解決な問題である。 

 

２．研究の目的 

1) 体細胞からの生殖細胞性分化シグナルの
同定 (Nanos2 の上流)。 

シグナル系の解析により雄と雌の生殖細
胞でどのようなエピゲノム変化がいつ、何
によって引き起こされるかを問う問題に取
り組む。最終的には、生殖細胞の性分化機

構を理解し、培養系で生殖細胞の性分化制御を可
能にする分子基盤を確立する。 

2) 雄化プログラムを進行させる分子機構の解
明 (Nanos2 の下流)。 

Nanos2 は RNA 結合タンパク質で、下流の遺伝
子発現を変化させるには標的として直接あるいは
間接的に転写因子を動かしている可能性、及びク
ロマチン構造を変化させて遺伝子発現を制御する
可能性が考えられる。Nanos2 の強制発現系で誘導
される初期変化を転写レベル、クロマチンレベル
で解析し、雄性分化を積極的に進行させるプログ
ラムと同時に雌性エピゲノムを雄性エピゲノムに
リプログラムする機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

研究計画 1）Nanos2の上流解析：始原生殖細胞は、
胎生 10.5-11.5 に生殖巣に入るが、そのころの生
殖細胞の DNAは脱メチル化状態である。そして XX, 
XY の生殖細胞は雌雄どちらにでも分化する能力
を有する。生殖巣に侵入後どのようなメカニズム
でそれぞれの生殖細胞が性分化するかが問題であ
る。雄においては体細胞で SRY が発現しその下流
で FGF9, Sox9, CYp26b1 が発現する。我々はすで
に FGF が Tgfb を活性化し、CYp26b1 が RA を分解
することが、Nanos2の発現に必須であることを明
らかにしている。また生殖細胞の性分化には、TGFb
ファミリーのシグナル系が重要であり、雄では
Nodal/Activin シグナル系が (Development 2013)、
雌では BMP シグナルが体細胞・生殖細胞、両方で
活性化し機能することを明らかにしている。まず
これらのシグナル系がどの細胞でどのような機能
をもつのかを以下の conditional-KO マウスの解
析を通して行う。現在、TGFb ファミリーのシグナ
ル伝達に関わる Smad2, Smad3, Smad4 の floxマウ
スは入手ずみである。これらを発現の異なる３種
類の Cre マウス(1) Rosa-Cre-ERT2 : 全身、(2) 
WT1-CreERT2：体細胞 (3) Stella-MerCreMer: 生
殖細胞、と交配して、胎生 10.5以降にこれらの遺
伝子をノックアウトして、体細胞の分化、生殖細
胞の性分化の観点から解析する。 
2) 雄化プログラムを進行させる分子機構の解明 

(Nanos2 の下流)   

標的 RNA の同定：ハエでは Nanos が単独では特
異的な RNA に結合できないことが知られている。
マウスにおいても同様に Nanos2 単独で特異的な
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RNA に結合できない場合、そのパートナー因
子を同定で、新たな戦略を練って標的の同定
を試みる。 

  
４．研究成果 
1) 体細胞からの生殖細胞性分化シグナルの
同定 (Nanos2の上流) 
 Nanos2 の上流のシグナル同定のため行っ
たマイクロアレイ遺伝子発現解析の結果、
Nodal, Lefty1,Lefty2 などの TGFb シグナル
系の上昇が生殖細胞特異的に観察された。ま
たマウス胎児精巣の器官培養系で各種シグ
ナルの阻害剤を用いた実験から、FGF 及び、
Tgfb シグナルが顕著に Nanos2 の発現を抑制
することを確認した。これらのシグナルのリ
ガンドやレセプターは多種多様あり、解析が
困難なことから我々はこれらのシグナル伝
達に関わる Smad2, Smad3, Smad4 の条件付き
ノックアウトマウスを入手した。まず、TGF-b
系に共通に機能することが知られている
Smad4 を雄性の生殖細胞で特異的に KO した。
しかし、我々が予想した雄遺伝子の低下や、
減数分裂の開始はほとんど観察されなかっ
た。ところが、興味深いことに、Smad2/Smad3
の単独及び dKO 解析を行った結果、Smad2 の
単独の KO で Nanos2 の発現低下が認められ、
Smad2/3 の dKO では相加効果は観察されず、
生殖細胞の雄性化には、Smad2 が単独、ある
いは Smad4以外の共役因子と機能することが
明らかになった。一方、誘導因子としては、
生殖細胞自身が分泌する Nodalが重要である
ことは想定されたが、Nodal を KO しても、
Nanos2の発現は遅れるが、結局は回復するこ
とから Nodal以外の TGF-bシグナルが機能す
ると考えられる（Wu et al. Development 
2015）。 
一方、雌の場合は、減数分裂の誘導にレチノ
イン酸が必須であるが、卵胞形成を誘導する
シグナルは不明であった。我々は体細胞の
Wnt シグナルの下流で BMP シグナルが活性化
されていることから、BMP シグナルが関与す
るのではないかと考え、Smad4 に着目した。
興味深いことに雄性生殖細胞には Smad4シグ
ナルは不要である。ところが、卵巣内で Smad4
シグナルを生殖細胞特異的に欠損させると
生殖細胞は減数分裂を開始するが、卵胞形成
を開始しないことが明らかになった。また非
常に興味深いことに、生殖細胞特異的に
Smad4と Stra8をダブルにノックアウトして、
減数分裂も阻害したところ、生殖細胞は
Nanos2 やその下流の Dnmt3L を発現し、雄化
することが明らかになった。重要なことはこ
の時体細胞は正常の卵巣同様に、雌の性質を
示しており、雄化していないことである。す
なわち、生殖細胞は、２つのシグナルを受け
取れないと、環境に関わらず雄の性質を示す
という予期しない重要な事実が明らかにな
った (Wu et al. PLos Genetics 2016)。我々
は、この Smad4/Stra8のダブルノックアウト
した生殖細胞における遺伝子変動を解析し

た結果、Nanos2 の上流の Nodal シグナル系や、
Nanos2 の下流の多くの雄性化遺伝子が活性化し
ていることを見出した。すなわち、これらの２つ
の因子は、生殖細胞の雌化因子として機能するの
みならず、性分化決定因子として機能すると考え
ることができる。 

 

（２）雄化プログラムを進行させる分子機構の解
明 (Nanos2 の下流) 

生殖細胞の雄性化には Nanos2 がその決定因子
をして機能しうることは、実験的に証明されてい
るが、その分子機構はほとんど不明である。その
原因は Nanos2 の標的 RNA が同定できていないこ
とがある。我々はまず GS 細胞を用いた CRIP 解析
により Nanos2の標的 RNAの同定を試みたが、やは
りハエの場合と同様に Nanos2が直接特異的な RNA
を認識・結合するわけではないことが明らかにな
った。そこで、戦略を変更し、まず Nanos2が RNA
を認識する機構の解明に焦点を絞って解析するこ
とにした。我々は、Nanos2のパートナータンパク
質として、Dead end1（DND1）を同定した。この遺
伝子は Ter というテラトーマの原因遺伝子として
同定されていたが、生殖細胞における機能は明ら
かではなかった。我々は、Nanos2 が DND1 と直接
結合し、P-body に局在すること。また DND1 を
Nanos2 の発現後に消失させると、Nanos2 蛋白質は
発現するにもかかわらず、P-bodyが消滅し、雄性
化が阻害され、細胞はアポトーシスにより、死滅
することを見出した。DND1 不在下で Nanos2 の免
疫沈降を行うと、標的 RNAが沈降せず、Nanos2の
RNA制御に DND1が必須のコファクターとして機能
することが明らかになった(Suzuki et al. EMBO 
report, 2016)。 
 
（３）RNP-構成蛋白としての Nanos2 の機能 
Nanos2 が機能を発揮するためには P-body へのリ

クルートが重要であることが GS 細胞を用いた
P-body の構成タンパク質 DDX6 のノックダウンによ
って証明された。同様に胎生期の雄性生殖細胞にお
ける P-body の必要性を解析するために DDX6 の条件
付き KOを計画した。この際の戦略としてマウス作成
を経ずにキメラ解析で cKO を実現させることを計画
し、その実験系を構築した。まず、ES細胞に生殖細
胞特異的誘導型 Creとそのレポータを持つ ES細胞を
確立し、DDX6 の floxed allele を Cas9 により２本
の染色体に導入した。この遺伝子座はタモキシフェ



ン(TM)により KO 可能であることを確認し、ES
細胞を８細胞期胚に導入して、キメラを作成し
た。E12.5に TMを導入すると、DDX6を欠損した
生殖細胞が誘導できた。興味深いことに Nanos2
タンパク質の発現は正常であった。しかし、こ
のような細胞では P-bodyが欠損し、同時に多く
の Nanos2-欠損表現型を呈することが明らかに
なった。従て、Nanos2が機能を発揮するために
は、P-body あるいは DDX6 の機能が必須である
ことが証明できた（未発表）。 
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