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研究成果の概要（和文）：性分化疾患の発症原因となる性分化機構の検討を行った．性分化疾患系統のマウス
（YPOS）の未分化生殖腺は，同一遺伝子型から多様な表現型を産出するが，その原因が性決定遺伝子Sryおよび
下流因子のわずかな発現遅延である事を明らかとした．また，哺乳類の性分化過程で機能するDmrt1の調節に対
するNon-coding領域の関与および同領域によるシス調節を明らかとし，さらに，同領域が精巣・卵巣ともに非メ
チル化状態でることも明らかとした．加えて，ニワトリでは，dmrt1の発現に一過性の左右差が認められ，セル
トリ細胞の分化過程にも左右差が存在することを明らかとした．

研究成果の概要（英文）：We examined the relationship between regulation mechanisms of gonadal sex 
differentiation and disorders of sex development (DSD). In the DSD line mice (YPOS), inappropriate 
spatiotemporal expression of sex determine gene Sry and sex differentiation related genes in the 
developing gonad cause different phenotype from the same genetic background. We found new regulatory
 mechanism about sex differentiation related gene dmrt1 using non-coding region of dmrt1 gene. The 
epigenetic status of this region was non-methylated both in the testis and ovary in adult mice. 
Furthermore, it became clear that, there were asymmetries in the expression patterns of dmrt1 and 
differentiation process of Sertoli cells in the developing chick gonad.
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の性決定機構や性分化の過程に不
明な点が多く，その背景となる制御機構の複
雑さが再認識されている．すなわち，性決定
因子Sryの発現のみで制御されるわけで無く，
体軸決定因子を含む多数の因子の時空間的
な発現制御の関与が解明され始めている．申
請者の所属研究グループでも，XY 女性にお
いて SRY のヒストンアセチル化異常を伴う
性逆転症例を報告し，また，同一遺伝子型か
ら真性半陰陽個体を含む複数の表現型を産
出する動物実験系を確立しており，エピジェ
ネティックな制御の関与も示唆している． 
一方，性決定・性分化の関連因子群時は脊

椎動物間で保存された機構が多数存在して
おり，例えば DM ドメインを含む遺伝子は広
く性決定因子として機能しているが，SRY を
獲得した哺乳類においても性分化およびそ
の維持に関与し続けている．加えて，未分化
生殖腺内の細胞は相互に作用しながら，分化
過程を進めていくことが示されている． 
そこで本研究では，生殖腺の個体発生に関

わる各種因子の発現様式と細胞特異的エピ
ジェネティック機構について時間・空間的に
解析し，生殖腺の発生・分化の多様性に関わ
る因子とそのゲノムの修飾を明らかとする
ことを目的としている． 
 
 
２．研究の目的 

Ａ．性分化疾患の発症に関与する，遺伝子座
におけるエピゲノム状態を検討する． 
（1）同一遺伝的背景から多様な表現型を産
出する原因の背景にはエピジェネティック
な制御を想定しているが，その解明の為には
標的とすべき時期・領域を限定する必要が有
る．そのため，多種の表現型について発生ス
テージや遺伝子発現を詳細に検討し，性分化
疾患の発現原因を特定する． 
（2）Dmrt1 遺伝子座近傍のエピゲノム修飾
状態を解析することで新規の転写制御領域
について探索し，さらに塩基配列の詳細な解
析を行い Dmrt1 の転写制御を担う上流転写
因子について推定する． 

Ｂ．性分化疾患の発症機構について知見を増
やすため，下記の検討を行う． 
（3）哺乳類で生殖腺の分化および維持に関
与する dmrt1 は，鳥類であるニワトリにおい
て性決定（雄性化）に関与している．その過
程を詳細に検討することにより，DM ドメイン
が性決定・性分化に関与する機構と遺伝子発
現制御機構の保存性を検討する． 
（4）始原生殖細胞（PGC）の運命決定は生殖
内の支持細胞に影響されるが，その過程には
FGF9 が関与している．FGF9 は性決定後の支
持細胞系譜より分泌され，その後の未分化生
殖腺の分化過程と関連しているため，生殖細
胞の性決定機構について詳細に検討し，その

制御機構を解明する． 
 
 
３．研究の方法 

（1）性分化疾患系統である B6XYPOSマウスを
用い，性分化前から性成熟後までの各段階の
生殖腺の性分化関連因子の発現等を免疫組
織学的，遺伝子発現量の定量，遺伝子配列に
検討した． 
（2）性分化期および成獣の B6 マウスの
DNA を用い，Dmrt1 遺伝子座近傍のエピゲ
ノム修飾状態を解析するとともに，塩基配列
の詳細な解析から転写制御に関与する上流
転写因子の推定を行った． 
（3）発生中のニワトリ受精卵を経時的に採
材し，dmrt1 発現細胞の分布の詳細を免疫組
織化学的に精査するとともに，器官培養法に
よる検証を行った． 
（4）FACS により分離した PGC を Fgf9 添加条
件下で，細胞内シグナル伝達系の阻害剤も添
加して培養し，分化・増殖マーカーの発現量
を定量的 PCR で検出した．  
 
 
４．研究成果 

（1）B6XYPOS 動物の未分化生殖腺は，同一遺
伝子型から多様な表現型を産出するが，その
原因が性決定遺伝子 Sryのわずか 4-6時間程
度の発現遅延である事を明らかとした．その
影響は Sox9 発現の誘導不全と Sry の退行遅
延を惹起し，未分化生殖腺からの分化過程を
撹乱していた．さらに，同一遺伝子型から妊
孕能を有する機能的な精巣，および成熟卵胞
を含む卵巣が産出されており，生殖腺分化の
可塑性が示されると共に，エピゲノム的な制
御が行われていることが強く示唆された． 

 
（2）哺乳類の性分化過程で機能する Dmrt1
の調節に対する Non-coding 領域の関与，お
よび同領域によるシス調節を明らかとした． 
有胎盤類から獲得した領域では，精巣分化に
必須の Sry 等の結合モチーフが認められ，真
獣類における雄性化への関与が推測された．
さらに生殖細胞の転写調節に関与するレチ
ノイン酸レセプター等の結合モチーフも存
在する点，加えて，エピジェネティック修飾



状況は精巣・卵巣ともに非メチル化状態であ
る点から，哺乳類の性分化調節機構の複雑さ
を改めて裏付ける所見が得られた． 

（3）ニワトリの雄性生殖腺分化の過程では，
性決定の有力因子であるdmrt1の発現に一過
性の左右差が生じること，また，同過程で形
成される皮質部のセルトリ細胞様の細胞が，
髄質部に移行して機能的なセルトリ細胞に
分化することを明らかとした．この一過性の
左右差は雌性生殖腺形成の影響による事を
推測しているが，dmrt1 の進化的な保存性か
ら，哺乳類においても性分化疾患の発症の潜
在的な要因である可能性を想定させる重要
な結果である． 

 
（4）PGC の雄性化制御を行う FGF9 による制
御機構が，濃度依存的に細胞増殖と分化の運
命を調整していることを明らかとした．すな
わち，高濃度下では ERK1/2 を介する細胞増
殖，低濃度下では p38 を介した分化制御が認
められたが，同機構は生殖腺内のセルトリ細
胞の分化およびその後の FGF9 の分泌と密接
に関連していた．同所見は未分化生殖腺の分
化調節機構が，細胞種毎に独立して制御され
ているのではなく，密接に関連している事を
示す重要な結果である． 
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