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研究成果の概要（和文）：性の決定と雌雄の分化は、生物が種を存続する上で最も重要なイベントのひとつであ
る。Y染色体上の性決定遺伝子Sryを含め性決定に関わる転写因子が数多く同定されている。一方、エピゲノムの
性決定への関与はまだよく分かっていない。本研究ではヒストンH3K9脱メチル化制御酵素Jmjd1aがSry遺伝子座
を標的とするメカニズムを解明する目的で、Jmdj1aと結合するタンパク質を探索した。その結果、その候補とし
て機能未知のZnフィンガータンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Sex determination and sex differentiation are the most important events in 
the survival of a species, and many transcription factors involved in sex determination have been 
identified, including the sex determination gene Sry on the Y chromosome. On the other hand, how the
 epigenome is involved in sex determination is still poorly understood. In this study, we searched 
for proteins that bind to Jmjd1a to elucidate the mechanism by which Jmjd1a, a histone H3K9 
demethylase, targets the Sry locus. As a result, we identified a novel Zn finger protein as a 
candidate.

研究分野：発生生物学

キーワード： 性決定
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの性分化疾患（DSD, Disorders of Sex Development）は性の決定・分化が正しく進行しない場合に発症す
る病気である。DSDの半数以上の症例でその原因は未だ不明である。本研究によって同定した新規因子と性決定
の関わりを明らかにすることで、DSD発症の新たな原因解明に繋がることが期待される。

※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 
ほ乳類をはじめとした高等真核生物の個体発生の過程において、遺伝子が正しく発現するた

めには、転写因子による制御と、クロマチン構造変換を介したエピジェネティック制御の両方

が必要である。種々のエピジェネティック制御においてヒストン H3 の 9 番目リジン（H3K9）
に対するメチル化は転写の抑制マークである。 
 性の決定と雌雄の分化は、有性生殖を行う生物が種を存続する上で最も重要なイベントのひ

とつである。哺乳類は XY 型の性決定様式をもち、Y 染色体をもつ個体が雄になる。1990 年に

Y 染色体上の性決定マスター遺伝子 Sry が発見されて以来、性決定に関わる転写因子が数多く

同定されてきた。その結果、哺乳類の「性」は Y 染色体の有無という先天的ゲノム情報によっ

て決まると理解されてきた。一方、エピジェネティック制御の性決定への関与はよく分かって

いない。私はこれまでに、ヒストン H3K9 に対する脱メチル化制御酵素 Jmjd1a やメチル化酵素

GLP/G9a が H3K9 メチル化の制御を介して性決定に寄与することを示してきた (引用 1, 2)。し

かし、性決定を司るエピゲノムの全容は未だ明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 Sry の発現様式は極めて厳密である。マウスを例にとると、生涯を通じて Sry の発現が観察さ

れる細胞は、染色体 XY 型の胎仔における生殖腺のごく一部の細胞のみである。発現のタイミン

グも極めて特徴的であり、胎生 11.0 日目から発現し、11.5 日でピークを迎え、以降速やかに消

失する。興味深いことに、約 30 種類あるヒストン脱メチル化酵素の中で、胎仔性決定期で発現

の場所・タイミングが Sry のパターンと一致するのは、Jmjd1a 1 種類のみである。このことは、

Jmjd1a が Sry の厳密な発現様式のために特化したエピゲノム酵素であり、性決定におけるこの

酵素の重要性を示している。Jmj1a は構造的に DNA やヒストン修飾を認識するドメインをもた

ないことが予想されることから、Jmjd1a は未知のタンパク質との結合を介して Sry 遺伝子座に

リクルートされる可能性が高い。以上をふまえ、本研究では、Jmdj1a の相互作用因子を近年注目

される近依存性ビオチン標識法により同定し、Jmjd1a が Sry 遺伝子座を標的とする分子機構を

解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 近依存性ビオチン化標識法による Jmjd1 相互作用タンパク質の同定： 
マウス受精卵のゲノム編集により、近依存性ビオチン化酵素 TurboID (TbID)を Jmjd1a 遺伝子座

のCDS 末端に挿入したノックインマウス (Jmjd1a-TbID) を作製し、このマウス系統から Jmjd1a-
TbID 融合タンパク質を発現する ES 細胞株を樹立した。この細胞を用いて Jmjd1a と近接するタ

ンパク質を網羅的にビオチン化し、質量分析により同定した。比較用のコントロールとして TbID
に NLS を付加したタンパク質を発現する ES 細胞を用いて同様の実験を行った。 
 
(2) Jmjd1a 相互作用タンパク質の解析 
上記の実験から得られた Jmjd1a 相互作用タンパク質の候補のうち、コントロールと比べて最も

ビオチン化スコアの高い機能未知の Zn フィンガータンパク質 (仮に ZFP と表記)に着目した。

HEK293T によるタンパク質の過剰発現の実験系を使い、共免疫沈降法によって ZFP が実際に
JMJD1Aと実際に結合するか否か検討した。次に、Jmjd1aとの相互作⽤に必要な ZFPNの領域を
決定するために、ZFP⽋損変異体を⽤いて JMJD1Aとの共免疫沈降を⾏った。 
 
(3) Jmjd1a 相互作用タンパク質の in vivo 解析 
1. ZFP の生体内局在を明らかにする目的で ZFP 遺伝子座の CDS 末端に V5 タグを挿入した KI
マウスを作製し、このマウスを用いて組織免疫染色により Jmjd1a と細胞局在を比較した。 
2. もし ZFP が Jmjd1a を Sry 遺伝子座にリクルートする因子ならば、ZFP KO マウスでは Jmjd1a 
KO マウスと同様に XY 型の個体が雌への性転換を起こすことが予想される。この仮説を検証す

る目的で、ZFP の Zn フィンガードメインをコードするエキソンを欠失した KO マウスをゲノム

編集により樹立した。このマウスを用いて、性転換の表現型解析を行った。 
 



 

 

４．研究成果 
(1) 独立して 2 回の実験を行い、それぞれ 217 個

と 282 個のタンパク質ペプチドを検出し、両方

に共通する 122 個を Jmjd1a 相互作用タンパク質

の候補として得た。次に DAVID を用いて DNA
またはクロマチンに結合することが予想される

因子を絞り込み、結果、Jmjd1a と結合するクロ

マチン関連因子として 28 個の候補を得た。この

うち最もスコアの高い機能未知の Zn フィンガ

ータンパク質 ZFP に注目して以後の実験を行っ

た。 
 
(2) 共免疫沈降法によって ZFP が実際に Jmjd1a
と実際に結合することが確認された。ZFP は、
AlphaFold2を⽤いた構造予測から、Znフィンガ
ーモチーフが集約するドメインと Helix-Turn-
Helix が集約する N 末端ドメインもつことが予
想される。これらの領域の変異体 ZFPと Jmjd1a
との相互作⽤を調べた結果、ZFPと Jmjd1aの結
合には、ZFPの N末端側ドメインが重要である
ことが明らかになった (Fig.1)。 
 
(3)1.Jmja1 はマウス精巣のパキテン期生殖細胞に最も強く発現する。データベースの情報から

ZFP も精巣に高発現することから示唆されたことから、ZFP-V5 KI マウスの精巣を用いて ZFP と

Jmjd1a に対する組織免疫染色を行った。結果、ZFP タンパク質は Jmjd1 と同じくパキテン期細

胞に限局して発現していた。この結果は、Jmjd1a と ZFP は生体においても相互作用する可能性

を示唆している (Fig.2)。 
2. ZFP のヘテロ欠損マウス同士を交配し、ZFP ホモ欠損 (KO)マウスを得た。ZFP KO マウスは

メンデルの法則に従って生まれてきたが、約 70% (8/11 匹)の個体が離乳前に死亡した。出生した

11 匹の KO 個体について性染色体と内外生殖器の雌雄を判定した結果、XY 型の個体は全て生殖

器 が 雄 型 だ っ た 
(5/5 匹)。この結果か

ら、少なくとも ZFP
の Zn フィンガード

メインは性決定に

必須ではないこと

が示唆された。 
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