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研究成果の概要：種々の遺伝子ノックアウトマウスを用い、雌雄の生殖腺（精巣と卵巣）の性
分化過程における、Ad4BP/SF-1、Emx2、M33、Fkhl18、AhR、Wnt4、Dax-1、Sox9 などの遺伝子の
関係の一端を明らかにした。なかでも、ポリコーム複合体の因子である M33が性決定遺伝子 SRY
を制御すること、ダイオキシン受容体 AhR が卵巣にて女性ホルモン産生酵素であるアロマター
ゼ遺伝子を制御することなどが明らかになった。また、Ad4BP/SF-1 遺伝子の組織特異的エンハ
ンサーに着目し、精巣にて男性ホルモンを産生するライディッヒ細胞や副腎皮質細胞における
エンハンサー、脳下垂体エンハンサー、視床下部腹内側核エンハンサーなどを同定した。これ
らのエンハンサーを用い、各種トランスジェニックマウスを作製し、副腎皮質とライディッヒ
細胞の系譜を明らかにした。また、胎仔ライディッヒ細胞-GFP マウスを作製し、胎仔精巣に
て男性ホルモンを産生する胎仔ライディッヒ細胞を単離することが可能とした。そして、純化
した胎仔ライディッヒ細胞にてマイクロアレイ解析と ChIP-シークエンス解析を行ってきた。
その結果、胎仔ライディッヒ細胞が男性ホルモンを産生するとの従来からの説が否定され、胎
仔生殖腺の性差と成獣生殖腺の性差が質的に異なることを明らかにしてきた。これらの知見は
今後の性差に主眼を置く研究の基盤を提供するものである。
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１．研究開始当初の背景
　1990 年に哺乳類の性決定遺伝子 SRY が同定
されて以降、生殖腺の分化を制御する様々な遺
伝子が同定された。これらの遺伝子は、ノック
アウトマウスの作製やヒト性分化異常症の原因
遺伝子として同定されたものであったが、これ
らの遺伝子間の関係は明らかではなかった。つ
まり、生殖腺の性分化に関与する遺伝子が同定
されていたにもかかわらず、その制御の実体は

明らかではなかった。

２．研究の目的
　哺乳類の性は強固な遺伝的支配のもとに
決定されることが知られている。この遺伝
的支配のもとに最も早く性決定が進む組織
が生殖腺で、後に生殖腺は性ホルモンの産
生を通じ、体全域に性の分化を誘導する。
従って、生殖腺の性分化は極めて重要な研
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究対象と位置付けられる。我々は性分化を制
御する多くの遺伝子（素因子）の同定と機能
解析を行ってきた。同時に、これらの素因子
によって構成される遺伝子カスケードの実体
解明を発展的研究対象と位置づけ、生殖腺の
形成に異常を示す変異マウスの作製、収集、
及び遺伝的背景の統一を行ってきた。本研究
ではこれらのマウスを用いた遺伝学的解析を
通じ、素因子間の関係を体系的に理解するこ
とで、性分化を制御する遺伝的基盤の包括的
な理解をめざした。しかし、遺伝学的解析だ
けではカスケードの実体を明らかにすること
はできない。そこで、カスケードの実体を転
写因子による調節機構として捕らえ、その実
体を遺伝子上の調節エレメントとそのエレメ
ントに結合する蛋白質の機能を通じて明らか
にできると考えた。このような異なる二つの
方向からのアプローチの有機的な統合の結果
として、性分化に関与する素因子間の相互作
用を基盤とするカスケードの全貌、すなわち
性分化を制御する遺伝的基盤を解明すること
を目的として本研究を行った。

３．研究の方法
本研究を遂行するにあたり、主に以下の３つの
方法を用いた。
１：　Ad4BP/SF-1、Emx2、M33、Fkhl18、AhR、
Wnt4 などの遺伝子ノックアウトマスを用いて、
生殖腺の分化の過程におけるこれらの遺伝子、
ならびに生殖腺の分化に重要な他の遺伝子との
相互の関係を、マイクロアレー、 in situ
hybridization、免疫染色などの手法により解析し
た。また、遺伝的関係を明らかにするために、
これらのマウスを掛け合わせ、２重変異体を作
製した。
２：　Ad4BP/SF-1 遺伝子は生殖腺以外にも副腎
皮質や脳下垂体、視床下部などに発現する。こ
のような発現は組織特異的エンハンサーによっ
て制御されることが知られている。そこで、
Ad4BP/SF-1 遺伝子座から調製した DNA 断片を用
い、トランスジェニックマウスを作製すること
で、エンハンサー活性を有する領域を同定した。
また、これらの領域に塩基置換などを導入する
ことで、領域の構造と機能の関係を明らかにす
ると同時に、本領域に結合する因子を検索した。
３：　各種エンハンサー領域を用いて、Cre-
recombinase を発現する各種トランスジェニック
マウスを作製し、胎仔副腎皮質と成獣副腎皮質
の関係、ならびにライディヒ細胞の系譜を明ら
かにした。

４．研究成果
以上の１－３の実験により、以下の点を明らか
にした。
1-1：M33が性決定遺伝子 SRYを正に制御するこ
とで、精巣の分化を進行させる。
1-2：AhRが女性ホルモン産生に不可欠なアロマ
ターゼ遺伝子を制御することで、女性ホルモン
産生に関与する。また、精巣においては 3-b Hsd
遺伝子の発現を制御し、男性ホルモン産生に関
与する。
1-3：Emx2は未分化生殖腺の上皮細胞に発現し、
上皮から間充織細胞への分化転換を制御してい

る。
1-4：フォークヘッドドメインを有する Fkhl18
は血管の pericuteに発現し、胎仔精巣の血管
構築に関与する。
1-5：ニワトリは左側の卵巣が発達し、右側
は消失することが知られていたが、そのメカ
ニズムは不明であった。ニワトリ胚における
各種転写因子や細胞増殖因子の発現を調べた
ところ、左右で非対称の発現を示す遺伝子が
存在した。これらの遺伝子の強制発現系をも
ちいて、ニワトリ卵巣の左右非対称形成のメ
カニズムを明らかにした。

2-1：胎仔副腎皮質特異的発現を制御するエ
ンハンサーを単離し、その機能が Hox/Pbx/
Meisなどの転写因子によって初期の制御が
行われること、さらにその後 Ad4BP/SF-1自
身がエンハンサー領域に働き、発現を維持す
ることを明らかにした。
2-2：脳下垂体性腺刺激ホルモン産生細胞特
異的エンハンサーを同定した。
2-3：視床下部腹内側核特異的エンハンサー
を同定した。
2-4：胎仔ライディッヒ細胞特異的エンハン
サーを同定した。

3-1：胎仔副腎皮質エンハンサー-Creライン
を用いて、胎仔副腎皮質のその後の運命を検
討したところ、非常に初期の胎仔副腎皮質細
胞は、生後の成獣副腎皮質を形成することを
明らかにした。
3-2：胎仔ライディッヒ細胞エンハンサー- Cre
ラインを用いて、胎仔ライディッヒ細胞のそ
の後の運命を検討したところ、副腎皮質とは
異なり、胎仔ライディッヒ細胞が成獣ライデ
ィッヒ細胞に分化することはなかった。
3-3：胎仔ライディッヒ細胞エンハンサー-
GFPラインを用いて、胎仔ライディッヒ細胞
を単離した。これらの細胞に発現する RNA
をマイクロアレイにて解析したところ、男性
ホルモンの合成に必要な遺伝子の発現が認め
られなかった。
3-4：胎仔ライディッヒ細胞エンハンサー-
GFPラインを用いて、出生後の精巣における
胎仔ライディッヒ細胞の消失を検討したとこ
ろ、これらの細胞は出生後も相当数が残って
いることが明らかになった。
3-5：胎仔ライディッヒ細胞エンハンサー-
GFPラインを用いて、卵巣における発現を検
討したところ、このエンハンサーは胎仔卵巣
では機能しないが、成獣卵巣の莢膜細胞で機
能することが明らかになった。
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Mechanism for asymmetric gonad development in
birds
H. Yoshioka, Y. Ishimaru, T. Komatsu, M. Kasahara,
Y. Katoh-Fukui, K. Morohashi
Special developmental biology seminar
Aug 9, Institute for Molecular Bioscience, Univ.
Queensland, Australia

Mechanism for asymmetric development of the
avian ovary. K. Morohashi
12th Adrenal Cortex and 5th Molecular
Steroidogenesis Conference  
June 20-23, Boston, USA
Two-step regulation of Ad4BP/SF-1 gene
transcription during fetal adrenal development
K. Morohashi
17th International Symposium of the Journal of
Steroid Biochemistry and Molecular Biology
May 31-June 3, Seefeld, Austria, Invited Speaker
Regulation of orphan nuclear receptor,
Ad4BP/SF-1, by SUMO
Komatsu T, Tsuchiya M, Ogawa H, Morohashi, K.
Fourth International Symposium on the Biology
of Vertebrate Sex Determination
April 10-14, Hawaii, USA (Opening Lecture)
Transcriptional Regulation of Genes implicated in
Gonad Development.
K. Morohashi, M. Kusaka, K. Miyabayashi, Y.
Ishimaru, Z. Mohamad, H. Ogawa, H. Yoshioka,
Y. Katoh-Fukui
The 52nd NIBB conference, Reproductive
Strategies, Jan 20-23, Okazaki, Japan
Genetic Program of Gonad Differentiation
K. Morohashi, Y. Ishimaru, M. Zubair, S. Oka, K.
Miyabayashi, M. Kusaka, Y. Shima, T. Baba, H.
Ogawa, H. Yoshioka, Y. Katho-Fukui
The 12th International Congress of Endocrinology,
Aug. 31-Sep. 4, Lisbon, Portugal
Transcription factors in gonadal sex
differentiation. K. Morohashi
The 11th Adrenal Cortex Conference,
June 12-15, New Orleans, UAS,
Growth factors from mesonephros implicated in
gonadal and adrenal differentiation
K. Morohashi, Y. Ishimaru, N. Sugiyama, H.
Yoshioka
The 3rd International Nuclear Receptor Meeting
in Japan  April 15-17, Osaka, Japan
Ah (dioxin) Receptor as a Key Factor in the
Regulation of Female Reproduction.
Morohashi K, Baba T, Miura J, Nakamura N,
Harada N, Yamamoto M, Fujii-Kuriyama

国内学会等招待講演
第 73 回　日本循環器学会（大阪）3 月 20-22
日　シンポジウム：循環器領域の性差医療の
展開
Genetic Program of Gonad Differentiation
諸橋憲一郎

第 3 回　生殖・発達内分泌研究会　基調講演
（東京）2月 14日
生殖腺ならびに副腎皮質特異的エンハンサー
と細胞分化のメカニズム　諸橋憲一郎

第 30 回　北海道小児内分泌研究会（札幌）1
月 24日
特別講演　ステロイドホルモン産生組織の分
化メカニズム　諸橋憲一郎



第 31 回　日本分子生物学会、第 81 回日本生化
学会　合同年会（神戸）12月 9-12日
シンポジウム：核内受容体研究の最前線
クロマチン構造変換を介した SUMO 化依存的
な転写制御システムの解析
小川英知、小松朋子、諸橋憲一郎

第 9回　Endocrine Forum on Women’s Health（青
森）5月 17日
ダイオキシン受容体(AhR)の生殖腺における機
能：性ステロイドホルモンの合成
馬場崇、藤井義明、諸橋憲一郎

第 41 回日本発生生物学会（徳島）5 月 28-30 日
ワークショップ Reproduction & Gametology
Abnormal epithelial cell polarity and migration of
Emx2 KO embryonic gonads induced by ectopic
EGFR expression
M. Kusaka, Y. Katoh-Fukui, H. Ogawa, K.
Miyabayashi, T. Baba, N. Sugiyama, Y. Sugimoto, Y.
Okuno, R. Kodama, A. Iizuka-Kogo, T. Senda, S.
Aizawa, K. Morohashi
第 85回　日本生理学会（東京）3月 25-27日
シンポジウム：性差の分子メカニズム
Genetic Program of Gonad Development and Gonad
Sex Differentiation　諸橋　憲一郎
第 30 回　日本分子生物学会、第 80 回　日本生
化学会　横浜　12月 11-15日ワークショップ
SUMO 化依存的なクロマチン構造変換を介した
転写制御システムの解析
小川英知、小松朋子、諸橋憲一郎

第 55 回　日本心臓病学会（東京）9 月 10-12 日
シンポジウム：循環器領域における性差医療「性
分化の分子メカニズム」　諸橋憲一郎

第 22 回　脳下垂体研究会（湘南国際村センタ
ー）8月 24-26日
シンポジウム　転写因子ネットワーク
「脳下垂体、副腎、視床下部、生殖腺特異的転
写制御の実体」
諸橋憲一郎、嶋雄一、モハマドズバイル、岡早
苗、福井由宇子

第 164回　生命科学フォーラム（東京）12月 11
日 招待講演「性の不思議」性分化機構の解明
に向けて　諸橋憲一郎

第１回　博多シンポジウム「内・外環境と生物
応答」（福岡）7月 27-28日
ステロイド産生組織の形成機構
諸橋憲一郎、モハマドズバイル、福井由宇子、
石丸善康、吉岡秀文

第 7回Women’s Health Forum(神戸)5月 20日
ちょっと変わったニワトリの卵巣　諸橋憲一郎

第 79 回　日本内分泌学会学術総会（神戸）5 月
19-21 日 シンポジウム：SUMO 化とユビキチン
化による遺伝子転写因子活性化機構
SUMO 化修飾を介した転写因子のクロマチン制
御機構
小川英知、小松朋子、諸橋憲一郎

第 10 回　日研シンポジウム「生命科学の最前
線」（福岡）3月 4日
性と性腺の分化の遺伝子制御　諸橋憲一郎

特定領域研究市民公開シンポジウム「性の不
思議」（東京）8月 2日　オーガナイザー
性を決める役者（遺伝子）たち　諸橋憲一郎

第 78回　日本内分泌学会学術総会（東京）　7
月 1-3日教育講演「性決定の分子メカニズム」
諸橋憲一郎

第 78回　日本内分泌学会学術総会（東京）　7
月 1-3 日 シンポジウム「核内受容体による
ホルモン作用の新展開」
Ad4BP/SF-1の SUMO化による転写調節
諸橋憲一郎、小松朋子、小川英知

第 27 回　日本分子生物学会（神戸）12 月 8-
11 日 ワークショップ「核内レセプター研究
の最前線」Ad4BP/SF-1 遺伝子の組織特異的
発現制御機構
諸橋憲一郎、モハマドズバイル、嶋雄一、日
下雅友、杉山紀之、小川英知、福井由宇子

第 9 回日本生殖内分泌学会（大阪）12 月 27
日　招請講演：性分化の分子メカニズム
諸橋憲一郎

第 1 回　特定領域「性分化機構の解明」シン
ポジウム（東京）10月 20日
転写群因子による生殖腺の分化、及び性分化
制御機構　諸橋　憲一郎
第 77 回　日本内分泌学会（京都）6 月 24-26
日 シンポジウム：内分泌代謝学におけるシ
グナル伝達と臨床応用
生殖腺の分化（性分化）メカニズム
諸橋憲一郎、吉岡秀文、福井由宇子

第 5 回 Women’s Health Forum(京都)6 月 25
日　卵巣機能とダイオキシン　諸橋憲一郎

第 3 回　ステロイドホルモンを考える会
（東京）2月 20-21日
教育講演：性分化の分子メカニズム
諸橋憲一郎

〔その他〕
ホームページ等
http://www.med.kyushu-u.ac.jp/seisaseibutu/
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九州大学・大学院医学研究院・教授
研究者番号：30183114

(2)研究分担者
福井　由宇子（KATOH-FUKUI YUKO）
国立長寿医療センター研究所・老化制御
研究部・分子制御研究室・室長
研究者番号：50342639
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