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研究成果の概要：研究代表者はトランスジェニックマウスを用いた解析により、Ad4BP 遺伝子

の上流領域に存在する約 1.8kbの領域に胎仔期のLeydig細胞におけるAd4BP遺伝子の発現を

制御する領域が含まれることを明らかにした。その後の詳細な解析により、この発現制御領域

には bHLH 型の転写因子が結合することを明らかにし、胎仔型 Leydig 細胞の分化機構や細胞

系譜を理解する上で非常に貴重な知見を得ることができた。 
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研究分野：医歯薬学 
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１．研究開始当初の背景 
生殖腺の性は脳を含む個体の性を支配す

ることから、生殖腺の性決定は極めて重要な
イベントであると考えられる。近年、Y 染色
体上の精巣決定因子(SRY)や核内受容体型転
写因子 Ad4BP/SF-1 を含む種々の因子の発
現と機能が時間的・空間的に厳密な制御を受
けることで、生殖腺の発生・性分化を制御し
て い る こ と が 明 ら か に な っ て き た 。
Ad4BP/SF-1 は申請者が所属する研究室で発
見された因子であり、ステロイドホルモン合
成に関わる酵素遺伝子の転写活性化、および
生殖腺・副腎の発生に必要不可欠であること

が知られている。このように重要な機能を有
しているにも関わらず、その時・空間特異的
な遺伝子発現機構に関しては不明な点が数
多く残されている。雄生殖腺（精巣）におけ
る唯一のステロイド産生細胞である Leydig 
細胞における、Ad4BP/SF-1 遺伝子の発現制
御機構も未だ明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 

Ad4BP/SF-1 は Leydig 細胞の分化および
機能発現に必要不可欠な因子であるが、
Leydig 細胞における Ad4BP/SF-1 遺伝子の
発現制御機構は未だ詳細に解析されていな



い。そこで本研究では、Ad4BP/SF-1 の
Leydig 細胞における発現を誘導するエンハ
ンサーを同定し、そのエンハンサーの解析を
通じ Leydig cell の発生過程における
Ad4BP/SF-1 を中心とした遺伝子発現カスケ
ードを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) LacZ遺伝子をレポーターとするトランス
ジェニックマウスアッセイにより、Ad4BP 遺
伝子上流領域の胎仔 Leydig 細胞特異的エン
ハンサー活性を解析する。 
 
(2) (1)により胎仔 Leydig 細胞特異的エンハ
ンサー活性を持つことが示された領域に結
合する因子を yeast-one-hybrid 法により同
定する。 
 
４．研究成果 
(1) まず、Ad4BP 遺伝子上流約 2kb の領域に
胎仔型 Leydig 細胞特異的エンハンサー活性
が存在することをトランスジェニックマウ
スアッセイにより明らかにした。 

図１ 
結果を図１に示す。本実験では、我々が比較
遺伝学的視点から同定した胎仔型 Leydig 細
胞特異的エンハンサー候補領域により LacZ
または EGFP の発現を誘導する DNA コンスト
ラクトをマウスの受精卵へインジェクショ
ンすることによりトランスジェニックマウ

スを作製し、胎生期および生後のいくつかの
時期において精巣における LacZ、EGFP の発
現を観察している。図１に示すように本領域
により誘導される LacZ、EGPF の発現は胎仔
期の Leydig 細胞に特異的に観察されること
が分かった。本実験結果により、我々が着目
した約 2kb の領域が確かに Ad4BP 遺伝子の胎
仔型 Leydig 細胞特異的エンハンサーである
ことが明らかとなった。 
その後、この約 2kb の領域に欠失・点変異を
導入することにより、約 30bp の胎仔 Leydig
細胞特異的エンハンサーのコア配列を同定
した。 
 
(2) 胎仔型 Leydig 細胞の分化機構を明らか
にするため、上記の胎仔型 Leydig 細胞特異
エンハンサーのコア配列に結合する因子を
yeast-one-hybrid 法によりスクリーニング
した。概要を図２に示す。 

図２ 
胎仔型 Leydig 細胞特異エンハンサーのコア
配列は動物種間で非常に良く保存されてい
た。特筆すべきはほ乳類間での保存に留まら
ず、鳥類に置いても保存されていたことであ
る。この事実は本領域が重要な機能を包含し
ていることを非常に強く示唆するものであ
る。このコア配列の中でも我々は特に保存さ
れた E-box 配列を含む約 30bp の領域に着目
し、この領域に３つの Bait を作製した。こ
れらの Bait を用いて yeast-one-hybrid アッ
セイを行った結果、いくつかの bHLH 型転写
因子が胎仔型 Leydig 細胞特異エンハンサー
のコア配列（Bait C）に結合することが明ら
かとなった。現在、これらの因子の Ad4BP 遺
伝子の発現、および Leydig 細胞の分化に対
する影響を検討しているところである。 
 
(3) 遺伝子の組織（細胞）特異的発現を規定
するエンハンサー配列は２つの大きな特徴
を持つ。ひとつは動物種間で進化的に保存さ
れているということである。これまでは主に
この視点から組織特異的エンハンサー配列
は同定されてきた。ところが近年、ふたつめ
の特徴が明らかにされつつある。すなわち組
織特異的エンハンサー活性を有する領域は
特殊なクロマチン修飾パターン（ヒストン H3
の４番目のリジン残基のモノメチル化、ヒス
トン H3 の２７番目のリジン残基のアセチル
化など）を示すということである。さらに近
年は特定の転写因子のコアクティベーター
（P300）の結合が組織特異的エンハンサー領
域のマーカーとなることが報告されている。



そこで、Ad4BP 遺伝子の胎仔型 Leydig 細胞特
異エンハンサーもこのような特殊なクロマ
チン修飾パターンを示すのか、また、クロマ
チン修飾パターンを指標として Ad4BP遺伝子
の他の細胞における特異的エンハンサーを
推定することができるのかということを明
らかにするために、ChIP-Seq の実験系および
ChIP-Seq により得られるデータの解析手法
の確立を行った。ChIP-Seq 法の概要を図３に
示す。 

図３ 
このように ChIP-Seq 法においては次世代シ
ークエンサーの利用、および次世代シークエ
ンサーにより得られるデータのゲノムへの
マッピングが必要不可欠となる。ゲノムへの
マッピングに関してはまだ商業的に量産さ
れたアプリケーションというものが存在し
ないため、自分自身で開発し運用する必要が
ある。そこで我々はこのようなアプリケーシ
ョンの開発を行い、実際に ChIP-Seq により
得られたデータの処理を行い、ゲノムへのマ
ッピングおよび視覚的な表示が正確に行わ
れるかどうかの予備実験を行った。予備実験
にはマウス副腎皮質由来の培養細胞(Y-1)か
ら調製したクロマチンからRNA polymeraseII
抗体および Ad4BP 抗体を用いて ChIP アッセ
イを行い、ChIP アッセイによって得られた
DNA フラグメントを次世代シークエンサーに
より網羅的に配列決定を行った。その結果得
られた配列データをゲノムにマッピングし
た結果を図４に示す。今回呼び実験に用いた
Y-1 細胞において、Ad4BP 遺伝子は高レベル
に発現している。そこで図４においては全ゲ
ノムのなかから特に Ad4BP遺伝子領域にフォ
ーカスし、RNA polymeraseII 抗体を用いた
ChIP-Seq の 結 果 を 示 し て い る 。 RNA 
polymeraseII のこの領域への結合様式は、他
の転写されている遺伝子領域同様、転写開始
点付近をピークとしてこの遺伝子領域全体
に渡るものであり、ChIP-Seq の実験系が、ク
ロマチン調製からデータマインニングにわ
たる全てのステップにおいて確立されたこ
とが明らかとなった。 
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