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研究成果の概要（和文）：ヒストンの化学修飾による制御系はwriter、eraserおよびreaderの、三者の協調作用
によって成立している。本研究では、Sry遺伝子座のH3K9メチル化のreader分子を明らかにする目的で、マウス
性分化におけるクロモドメインタンパク質であるCdylファミリー分子とHP1ファミリー分子の機能解析を行っ
た。Cdyl、Cdyl2、HP1αの欠損マウスを作製しその表現型を観察したところ、性分化に異常は見られなかった。
一方で、Jmjd1a欠損背景下で遺伝学的な解析を行ったところ、当初の予想に反し、CdylとCdyl2がオス化を正に
制御することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic regulation by histone modification is achieved by the cooperative
 action of writer, eraser and reader of histones. Cdyl family molecules and HP1 family molecules are
 chromodomain-containing proteins that can recognize methylated H3K9. In this study, we analyzed the
 functions of Cdyl family molecules and HP1 family molecules in mouse sex differentiation, to 
clarify their role as the reader molecule of methylated H3K9 at the Sry locus. We established Cdyl, 
Cdyl2, and HP1α-deficient mice and then observbed their phenotypes. We did not find abnormalities n
 sexual differentiation in these mice. However, on the contrary to the initial expectation, genetic 
analysis under the Jmjd1a-deficient background  revealed that Cdyl and Cdyl2 positively regulate 
male development.  

研究分野： 分子生物学

キーワード： 性分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ほ乳類の性決定遺伝子の発現にエピゲノムが重要であることを私たちは過去に報告しました。この成果を踏まえ
本研究では、マウスの性決定遺伝子の発現を抑制すると想定される（すなわちメス化を促すと想定される）エピ
ゲノム読み取り分子、Cdylの機能を解析しました。その結果、予想に反して本分子はオス化を促す機能があるこ
とが分かりました。今後はCdylと人の性分化疾患の発症とのが関わりが注目されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 

１．研究開始当初の背景 

ほ乳類をはじめとした高等真

核生物の個体発生が正しく進行

するためには、発生段階特異的

遺伝子の正確な発現 －正しい

量の転写産物が、正しい細胞種

で正しい時期に作られること－ 

が極めて重要となる。こういっ

た発生段階特異的な遺伝子の発

現の正確性は、標的となる配列

を認識してトランスに発現を制御する転写因子による制御系と、シスエレメントとしてのクロ

マチンの構造、すなわちエピゲノム制御の二つの制御系によって担保されている。エピゲノム制

御機構のなかで、ヒストンの化学修飾は中心的な役割を担っており、遺伝子発現制御のみならず、

DNA 複製、染色体分配など多様な生命現象に深く関わっている。ヒストンの化学修飾は、修飾

を付加する酵素（writer）と修飾を除去する酵素（eraser）によって可逆的に制御されている。

加えて、それぞれの修飾（ヒストンコード）には特異的な読み取り分子が存在する。この読み取

り分子（reader）は、それぞれのコードを実質的な生体反応へと変換する役目を担う。 

私たちは 2013 年に、ほ乳類の性決定に H3K9 の脱メチル化酵素が密接に関わっていること

を明らかにした（Kuroki et al., Science 2013）。H3K9 脱メチル化酵素である Jmjd1a は、ほ乳

類の性決定遺伝子であるSry遺伝子座に作用して抑制的な修飾であるH3K9のメチル化を外し、

Sry の転写活性化を促す。さらに私たちは 2017 年に、Sry の H3K9 メチル化の責任酵素が

GLP/G9a 複合体であることを明らかにした（Kuroki et al., PLoS Genet, in press）。この研究

では、H3K9 メチル化 writer である GLP/G9a 複合体と、eraser である Jmjd1a の拮抗した活

性が Sry の発現のチューニングに深く関わっていることを示した。しかしながら、H3K9 のメ

チル化を認識し、下流のシグナルカスケードへつなぐ Sry の発現制御の実行部隊（reader）の同

定とその機能解明は依然残された課題であった。Sry のエピゲノム制御系の全体像が明らかにす

るためには、Sry の H3K9 メチル化 writer/eraser/reader を全て明らかにすることが必要不可

欠である（図 1）。よって本研究では、Sry 遺伝子座の H3K9 メチル化 reader 分子を同定と、そ

の機能の解明を目標とした。 

 

２．研究の目的 

エピゲノムの writer/eraser/reader を同定することで、特定の遺伝子の発現制御を包括的に理

解しようとする試みは、私が知る限りにおいてこれまで例がない。Sry の発現様式は極めて厳密

である。マウスを例にとると、少なくともタンパク質レベルで Sry の発現が検出される細胞は、

XY 胎仔における生殖腺のごく限られた細胞種のみである。発現のタイミングも極めて特徴的で

あり、受精後 10 日から発現し、11.5 日でピークを迎え、以降速やかに消失する。なかでも、11.5

日を中心とした 6 時間の枠内で一定量の閾値を超えた発現量がなければ、オス化が誘導されな

いことが分かっている。一方でトランスジェニックマウスの実験結果から、Sry のユビキタス、
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かつ恒常的な発現は胎仔の致死を招くことも分かっており、Sry の異所的な発現は個体発生にと

って有害であることが示唆されている。このような一連の研究結果から、Sry の正の制御の生理

学的意義はオス化を正しく推進することであり、負の制御の意義は発生への害を防ぐことであ

ると考えられる。前者については、Y 染色体の進化にともなってもはや転写因子のみでは Sry 発

現の厳密性は担保されなくなったため、エピゲノム制御機構を動員することで細胞種・時間・量

的な発現の厳密性を保証しているのではないか、との仮説を立てている。本研究では、これまで

に私たちが明らかにした二つの成果、すなわち Sry の H3K9 のメチル化 eraser の同定（Kuroki 

et al., Science 2013）、H3K9 メチル化 writer の同定（Kuroki et al., PLoS Genet, in press）に

立脚し、Sry の御御にかかわる H3K9 メチル化 writer/eraser/reader の全体像を浮き彫りにす

る。本研究の遂行は、Sry に限らず、発生段階特異的な遺伝子の時間・空間特異的な活性化（あ

るいは抑制）の分子機構の理解に大きく貢献する。 

 

３．研究の方法 

クロモ（Chromo）と呼ばれるタンパク質

の機能ドメインは、H3K9 のメチル化と親

和性を有することが生化学的に示されてい

る。本研究ではクロモドメイン含有タンパ

ク質である Cdyl ファミリー分子と HP1 フ

ァミリー分子に着目し、これらを Sry の

H3K9 メチル化 reader の候補分子に挙げ

て研究を進める。まずはこれらの候補分子

について、マウス性分化との関係を遺伝学

的に評価する。遺伝学的な相互作用が認められた分子については、Sry のエピゲノム制御との関

わりを分子レベルで明らかにする。 

3-1. H3K9 メチル化 reader 候補の遺伝学的解析 

Jmjd1a 欠損マウス胎仔の Sry の発現レベルはオス化に必要な閾値付近にまで低下していると

考えられる。このため、XY 個体で性転換するものとしないものがおよそ 1：1 になる。この性

質はショウジョウバエの Position effect variegation に類似しており、ほ乳類の性分化パスウェイ

に関わる因子のスクリーニングに好都合である（図 2）。 

クロモドメインタンパク質（Cdyl、Cdyl2、HP1α、HP1β、HP1γ）の各遺伝子をゲノム編集によ

って欠損させたマウスを樹立し、Jmjd1a 欠損の遺伝子背景に戻し交配する。Reader 候補因子の

ヘテロ欠損の導入による Jmjd1a 欠損の表現型の抑圧、あるいは促進の効果が観察された場合、

当該分子の作用点の解明（以下）を進める。 

3-2. 性分化過程における H3K9 メチル化 reader の作用点の解明 

Reader 候補分子を欠損させたマウスにおける Sry の発現レベルを解析する。受精後 11.5 日目

の当該マウスの胚から生殖腺を摘出し、免疫組織染色法および定量的 RT-PCR 法によって Sry の

タンパク質の量と mRNA 量を定量する。これにより、H3K9 メチル化 reader 分子が Sry 発現を正

に制御するのか負に制御するのかについて明らかにする。また、当該 reader 候補分子の抗体を使

ってクロマチン免疫沈降（ChIP）実験を行なう。市販抗体で適切なものがない場合は、リコンビ

ナントタンパク質を免疫することで抗体の作製を進める。平行して reader 候補分子の遺伝子座
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に HA あるいは FLAG 等のエピトープタグをノックインしたマウスを作製し、ChIP 解析に供す

る。 

 

４．研究成果 

4-1 マウス性分化におけるクロモドメインタンパク質 Cdyl の

役割 

 クロモドメインタンパク質である Cdyl はメチル化 H3K9 と

親和性を有している（Fischle et al., J Biol Chem, 2008）。このた

め、Sry の H3K9 メチル化 reader である可能性があった。これ

を検証するため、ゲノム編集によって Cdyl 欠損マウスを作製

した。Cdyl を欠損した XY マウスと XX マウスはそれぞれオ

スとメスに分化した。次に Cdyl 遺伝子欠損が Jmjd1a 遺伝子欠

損の表現型に及ぼす影響を調べた。その結果を図 3 に示す。

Jmjd1a を欠損した XY マウスは、約 5 割が卵巣をふたつ有す

る個体へ、約 2 割が精巣と卵巣を有する半陰陽個体へ、そして

約 3 割が精巣をふたつ有する個体（性転換しない個体）へと分

化する。Cdyl のヘテロ欠損、Jmjd1a 遺伝子欠損の XY マウス

のほとんどが卵巣をふたつ有する性転換個体となった。Cdyl は

Sry 遺伝子座のメチル化 H3K9 の読み取ることで Sry 発現を抑

制する、すなわちオス化を負に制御することが当初の予想であ

った。しかし得られた結果はその逆で、Cdyl はオス化を正に制

御していることが示された。 

4-2 マウス性分化におけるクロモドメインタンパク質 Cdyl2 の

役割 

 4-1 と同様に Cdyl の類似分子である Cdyl2 とマウス性分化との関りを検証した。ゲノム編集

技術によって Cdyl2 欠損マウスを作製し、その表現型を解析した。Cdyl2 を欠損した XY マウス

と XX マウスはそれぞれ正常にオスとメスに分化した。次に Cdyl で行った解析と同様に、Cdyl2

遺伝子欠損が Jmjd1a 遺伝子欠損の

表現型に及ぼす影響を調べた。その

結果を図 4 に示す。Jmjd1a 単独欠

損 XY マウスでは、およそ約 4 割が

卵巣をふたつ有する性転換個体と

なった。一方、Cdyl2 ヘテロ欠損、

Jmjd1a 欠損マウスの性転換個体は

約 7 割に、Cdyl2 ホモ欠損、Jmjd1a

欠損マウスのそれは 9 割に近かっ

た。このことは、Cdyl と同様に、

Cdyl2 はオス化を正に制御してい

ることを意味した。 

 次に、胎仔期の生殖腺の性分化における Cdyl2 の機能解析を行った。受精後 13.5 日の胎仔生
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殖腺を、転写因子 SOX9 に対する抗体（オス型生殖腺体細胞が染色される）と、転写因子 FOXL2

に対する抗体（メス型生殖腺体細胞が染色される）で二重染色を行った。Jmjd1a を欠損した XY

マウス胎仔の生殖腺は、SOX オス型生殖腺体細胞とメス型生殖腺体細胞が混在していた（図 5）。

このような胎仔期生殖腺は卵精巣（ovotesitis）と呼ばれる。図 5 に示すように、Cdyl2 ヘテロ欠

損、Jmjd1a 欠損マウスの胎仔期生殖腺では、SOX9 陽性のオス型生殖腺体細胞の数が減少してい

た。さらに、Cdyl2 ホモ欠損、Jmjd1a 欠損マウスでは、SOX9 陽性オス型生殖腺体細胞の数は、

Cdyl ヘテロ欠損、Jmjd1a 欠損マウスのそれよりもさらに低下していた。このことは、オス化経

路における Cdyl の作用点は胎仔期であることを意味した。 

 4-3 マウス性分化におけるクロモドメインタンパク質 HP1αの役割 

 上述したように、クロモドメインタンパク質である Cdyl と Cdyl2 は当初の予想に反してマウ

スのオス化を正に制御していること

が明らかになった。Sry のメチル化

H3K9 の reader として機能する分子

であれば、それを欠損することでオ

ス化が亢進するはずである。このよ

うな観点から私たちは、Cdyl ファミ

リーとは別のクロモドメインタンパ

ク質である HP1 に着目した。ほ乳類

には、3 つの HP1 パラログ HP1α、

HP1β、HP1γが存在する。私たちは、

HP1α の欠損マウスをゲノム編集によって作出した。HP1α ヘテロ欠損マウスの交配によって

HP1α ホモ欠損マウスを得ることができた。表に示すように、HP1α ホモ欠損マウスはメンデル

の法則に従って生まれてきた。各個体の外部生殖器を観察するとともに、当該個体の性染色体を

PCR により判別した。その結果、HP1αを欠損した XY マウスがメスへと性転換することはなか

った。 

 

今後の展望 

 クロモドメインタンパク質である Cdyl、Cdyl2 がオス化を正に制御していることは予想外であ

った。今後は Cdyl ファミリー分子がどのような作用機序で性分化に関わるのかについて解析す

る。まずは RNA-seq により、Cdyl あるいは Cdyl2 が胎仔期生殖腺の遺伝子発現にどのように関

わるのかを明らかにする。Cdyl ファミリー分子に対する市販抗体には、免疫染色や免疫沈降で

使えるものが無い。そのため、内在性の Cdyl、Cdyl2 遺伝子座にエピトープタグをノックインし

たマウスを作製し、生化学的な解析を進める。HP1 についいては、HP1β と HP1γ の欠損マウス

を作製し、性分化の表現型を観察する。単独欠損で顕著な表現型が出なかった場合には、Jmjd1a

欠損の遺伝子背景で性分化を評価する。 
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