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研究成果の概要（和文）：ほ乳類では、性決定遺伝子Sryによってオス化が促される。30年前に発見されて以
降、Sryは単一エキソン遺伝子と信じられてきた。私たちは、マウスSry遺伝子座に隠れたエキソンが存在し、二
つのエキソンからなるSry転写産物Sry-Tを発現していることを見出した。Sry-T欠損マウスはオスからメスに性
転換し、Sry-Tを異所的に発現させたXXマウスはオスに分化した。Sry-Tが安定なタンパク質であるSRY-Tをコー
ドしていたのに対し、旧来から知られているSRY-Sは分解を受ける不安定なタンパク質であった。私たちの研究
成果は、SRY-Tこそが真の性決定因子であることを示した。

研究成果の概要（英文）：The mammalian sex-determining gene Sry induces male development. Since its 
discovery 30 years ago, Sry has been believed to be a single-exon gene. Here, we identified a 
cryptic second exon of mouse Sry and a corresponding novel transcript, two-exon Sry (Sry-T). XY mice
 lacking Sry-T were sex-reversed, and ectopic expression of Sry-T in XX mice induced male 
development. Sry-T mRNA is expressed similarly to that of canonical single-exon Sry (Sry-S), but 
SRY-T protein is expressed predominantly, due to the absence of a degron which we identified in the 
C-terminus of SRY-S. Sry exon2 appears to have evolved recently in mice, through acquisition of 
retrotransposon-derived coding sequence to replace the degron. Our findings suggest that in nature, 
SRY-T, not SRY-S, is the bona fide testis-determining factor.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 性決定遺伝子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Sryと呼ばれる遺伝子は、ほ乳類の性を決める（精巣を作る）ために必須です。ヒトを含めたすべてのほ乳類
で、Sryはたったひとつのエキソンからなる遺伝子だと考えられていました。今回の私たちの研究は、マウスの
Sryがふたつのエキソンからなることを証明しました。Sryが発見されてから30年以上も経ちます。私たちの研究
成果は、この間にすっと信じられてきた教科書の記載を書き換えるものとなりました。

※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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１．研究開始当初の背景 

ほ乳類のY 染色体には、性

決定遺伝子である Sry が存在

する。マウスの Sry の発現ピー

クは受精後 11.5 日であり、こ

れが少しでも後ろにずれると

オス化がうまく進行しないこと

が明らかになっている。このよ

うな Sry 発現の時間的・量的・

空間的（＝細胞種特異的）な

厳密性が、どのような分子機

構によって担保されているの

か、これまで大きな謎であった。こういった背景の中で私たちは、2013 年に Sry 遺伝子座の抑制的エピ

ゲノム修飾である H3K9 のメチル化を除去することがその発現に必須であることを突き止めた（Kuroki et 

al, Science 2013）。加えて、Sry 遺伝子座の H3K9 のメチル化のレベルはメチル基を付加する酵素であ

る G9a/GLP と除去する酵素である Jmjd1a の拮抗作用にって厳密なチューニングを受けることを明らか

にした（Kuroki et al, PLoS Genet 2017）。 

私たちは、Sry の発現制御に関わるシス因子を同定すべく、Sry 遺伝子座の周辺で転写される機能配

列（エンハンサーRNA など）があるかどうかを調べた。その結果、Sry 遺伝子座近傍の逆位繰り返し配列

の中にトランスポゾン配列が存在し、それが転写されていることを見出した（図 1）。このトランスポゾンは

Sry 遺伝子座のそれぞれ 7kb 上流と 7kb 下流に、全く相同な配列として存在していた（図 1、発見当初

は Srx と Srz と命名）。Srx と Srz の時間・空間的な発現の様式は、Sry のそれと一致していた。 

Srx と Srx の欠損マウスを作製したところ、Srx 欠損マウスの全ての個体がオスからメスへ性転換して

いた（図 2）。トランスポゾンの挿入は宿主にとって脅威であり、遺伝子発現に悪影響を及ぼすのが一般

的な概念である。私たちが見つけたものはそれとは異なり、トランスポゾンの挿入が性決定遺伝子の正

しい発現を導いた可能性を強く示唆するものであった。 

２．研究の目的 

上記の知見をもとに、「トランスポゾンの挿入が、ほ乳類の性決定様式の進化を加速させた」という全く新

しい概念の証明に取り組む。上述の発見は、「Sry 遺伝子そのもの以外でオス化に必須な Y 染色体領

域が存在する」という世界で初めてとなる知見であり、Y 染色体の機能の新たな側面を浮き彫りにするも

のである。加えて本申請は、ほ乳類の性決定システムの進化を探る上でも極めて重要な足がかりとなる。

ウイルス由来の外来遺伝子の挿入は、内在遺伝子の翻訳領域や制御領域の機能破壊につながるため、

生物にとって極めて危険なものとして捉えられてきた。本申請による研究提案は、このような既存の考え

方を 180 度転換させる。すなわち、外来遺伝子の挿入が性決定遺伝子の時間的・量的・空間的な発現

の厳密性の獲得をもたらした可能性を強く後押しする。このように本研究提案は、外来遺伝子の教科書

的概念を覆すものである。 

３．研究の方法 

3-1. オス化における Srx と Srz の機能 

前述したように、私たちは Srx がマウスのオス化に必須であることを明らかにしている。ゲノム編集技
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術によって Srz 欠損マウスを作製

し、Srz も Srx と同様にマウスのオス

化に必要かどうかについて検証す

る。加えて、Srx と Srz の双方を欠損

したマウスを作製し、Srx と Srz の機

能の重複性、独立性について検証

する。さらに、Srx のどの配列がオス

化に重要なのかを明らかにする。具

体的には、a) 転写終結シグナルを

任意の部分に挿入してトランスポゾ

ンの転写産物を短くする、b) 転写

調節領域に相当する LTR 部分のみ

を欠損させて発現をなくす、c) 発現

している非コード領域を別の配列

（EGFP 等）に置き換える、等の実験

を試みる。 

3-2. Sry 発現における Srx と Srz の機能 

マウスのオス化における Srx と Srz の作用点を明らかにする。その発現プロファイルから、関与が最も

疑われる作用点は Sry の活性化である。E11.5 胎仔生殖腺を回収し、Sry の発現を定量的 PCR で調べ

る。さらに、Srx 欠損、Srz 欠損、Srx/Srz 両欠損のマウスにおける Sry の発現量を調べるとともに、3-1 の

a) ~ c) で作製した各変位体の Sry の発現量を定量する。 

3-3. Sry エピゲノム構築における Srx と Srz の機能 

私たちは、Sry 遺伝子座の抑制的エピゲノム修飾である H3K9 のメチル化を除去することが Sry 発現

に必須であることを突き止めた（Kuroki et al, Science 2013）。この場面では、H3K9 脱メチル化酵素が

Srx あるいは Srz を標的として Sry 遺伝子座へとリクルートされる可能性について調べる。私たちが開発

した方法によって各変異体マウスの胎仔期生殖腺から体細胞を精製し、クロマチン免疫沈降法によって

Sry 遺伝子座の H3K9 メチル化のレベルを調べる。 

４．研究成果 

 ゲノム編集によって Srz を欠損したマウスを作製したところ、正常なオスに分化し、妊孕性にも問題が

なかった。よって、Srz はオス化に必須ではないことが示された。 

CAGE-seq によって転写開始点の解析を行ったところ、当初の予想に反し、Srx の 5’末端にも Srz の

5’末端にも CAP 構造を示すピークが見られなかった。この結果は、Srx と Srz は独立した転写産物では

なく、他の遺伝子のエキソンである可能性を強く示唆するものであった。Srz 遺伝子座を欠損したマウス

の生殖腺の遺伝子発現を検証した結果、Srx/Srz 配列に相当する転写産物は消失していなかった。そ

の一方で、Srx 遺伝子座を欠損したマウスの生殖腺の遺伝子発現を検証した結果、Srx/Srz 配列に相当

する転写産物が消失した。このことから、Sry の近傍のパリンドローム配列から転写産物が生み出されて

いるのは Srx 遺伝子座であることが推察された。Srx も Srz も全く同じ配列を有しているため、Srx 転写産

物が自動的に Srz にマッピングされていることが強く示唆された。Long-read RNA-seq 解析を行ったとこ

ろ、Srx は、これまで知られていた Sry のエキソンからのスプライシングを受けた転写産物、すなわち Sry

の第 2 エキソンであることが分かった（図 3）。  
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これまでの研究成果により、私たちは Srx が Sry の第 2 エキソンであることを示した。ふたつのエキソ

ンからなる新規の Sry 転写産物を Sry-T、ひとつのエキソンからなる既知の Sry 転写産物を Sry-S と命

名した。Sry 第 2 エキソンを欠損したマウスで、性決定期生殖腺における Sry-S の発現量の定量を行っ

たところ、当初の予想の予想に反し、Sry-S の転写量に変化がなかった。すなわち、Sry 第 2 エキソンを

欠損したマウスは、Sry-S は通常通り発現していてもオス化できないことが明らかになった。 

上述の研究背結果は、Sry-S の翻訳産物である SRY-S がは、Sry-T が存在していない状況では性決

定因子として機能していないことを意味した。そこで私たちは、SRY-S と SRY-T のアミノ酸配列の違いに

着目した。SRY-S と SRY-T は転写活性化に必須なアミノ酸は共通であるが、C 末配列が異なる。SRY-S

に特異的な C 末の 18 アミノ酸端配列を S18、SRY-T に特異的な C 末の 15 アミノ酸端配列を T15 と命

名し、それらを EGFP の C 末端に融合したタンパク質を発現させるようなレンチウイルスを作製した。そ

の発現をフローサイトメーターで解析したところ、EGFP-T15 の蛍光強度は EGFP-S18 より 10 倍以上も

高かった（図 4 の上図）。 

 EGFP-S18 を発現する細胞をタンパク質合成阻害剤であるシクロヘキシミド（CHX）で処理すると、そ

の量が大幅に低下した。プロテアソーム阻害剤である MG132 を CHX と同時に加えると、EGFP-S18 の

タンパク質の量の低下が抑えられた（図 4 の下図）。このことは、SRY-S の C 末端の 18 アミノ酸はタンパ

ク質分解モチーフであるデグロンであることを示した。一方で、SRY-T は C 末端にデグロン配列を持た

ないため、安定なタンパク質であった。これらの研究成果は、生体内では SRY-T が真の性決定因子とし

て機能しており、SRY-S はタンパク質が不安定なため、性決定因子として機能できないことを示した。 

このことを裏付けるため、Sry 第 2 エキソンを欠損したマウスを使い、SRY-S の C 末端デグロン配列を

改変したマウス（V394P マウス）を作製し、その表現型を調べた。その結果、SRY-S（V394P）の発現レベ

ルは優位に上昇が観察された。加えて、Sry 第 2 エキソンを欠損した SRY-S（V394P）マウスは正常にオ

スに分化し、妊孕性も、認められた。この実験により、既知 SRY である SRY-S はデグロン含有の不安定
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型性決定因子であり、それ単独では XY マウスのオス化に不十分であることが示された。これら一連の

研究により、マウスの生体内で機能している真の性決定因子は、単一エキソンでコードされている既知

の SRY-S ではなく、私たちが今回発見したふたつのエキソンでコードされている SRY-T であることが明

らかになった。 
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