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研究成果の概要（和文）：生殖腺（精巣と卵巣）は遺伝的制御によって性を獲得し、性ホルモンの産生を開始すること
で、雌雄の内分泌制御系を確立する。その後、遺伝的制御と内分泌制御は協調的に機能しながら生殖腺やその他の組織
の性差を構築する。本研究では、この性差構築過程における遺伝子発現の性差がヒストン修飾を介した性特異的なクロ
マチン構造によると推測し、性差構築の分子基盤を明らかにすることを目的とした。特に、生殖腺の構築に不可欠な転
写因子Ad4BPとクロマチン構造に着目し、胎児精巣において重要な働きをするセルトリ細胞（支持細胞）とライディッ
ヒ細胞（ステロイドホルモン産生細胞）の性差構築メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The gonads, testis and ovary, acquire the sexes under genetic regulation, and 
then establish endocrine regulation by starting sex steroid production. Thereafter, genetic and endocrine 
regulation, through their synergistic interaction, result in exhibition of sex differences in the gonads 
and other many organs. In the present study, based on the hypothesis that the sex-dependent gene 
expression in the establishment of the sex differences would be regulated by sex-specific chromatin 
structure via variety of histone modification, we aimed to uncover the molecular bases for establishment 
of the sex differences. In particular, we focused on the function of Ad4BP essential for gonadal 
development and the chromatin structure. As the consequence, we succeeded to elucidate the molecular 
mechanisms for sex-dependent differentiation of Sertoli (nursing cells) and Leydig cells (steroid hormone 
producing cells), both of which are crucial for testicular functions.

研究分野： 性差生物学

キーワード： ゲノム　発生　遺伝子発現　クロマチン構造　精巣　ライディッヒ細胞　セルトリ細胞
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１．研究開始当初の背景 
 多くの脊椎動物は遺伝的に性を決定し、
雄には精巣が、そして雌には卵巣が分化す
る（性差構築の第一のステップ）。次いで、
精巣と卵巣からは性ホルモンが分泌され、
その作用によって個体全域に性差が誘導さ
れる（性差構築の第二のステップ）。したが
って、生殖腺は個体の性差構築にとって最
も根源的な臓器と位置づけられ、その性決
定機構は性研究の中心的課題であった。こ
の間、国内外で転写因子や細胞増殖因子を
対象とした研究が精力的に行われ、生殖腺
の性決定機構の理解が飛躍的に進展した。
そしてその成果をもとに、性決定の後に構
築される性差と性差を取り巻く現象（性差
の維持や揺らぎなどの興味深い現象）が議
論されるに至り、同時に性差の構築機構の
解明が性の本質的理解には欠かせないと認
識するに至った。 
 われわれは生殖腺の性差構築の鍵となる
Ad4BP 遺伝子に着目し、5 種類の組織特異的
エンハンサーを同定した。また、精巣で男
性ホルモンを産生するライディッヒ細胞の
エンハンサー活性に性差があることや、胎
仔型ライディッヒ細胞が成獣型細胞へ分化
する際に、使用するエンハンサーを胎仔型
から成獣型に変換する可能性を見出してい
た。以上の結果を踏まえ、申請者はエンハ
ンサー領域のクロマチン構造の性差が遺伝
子発現に性差をもたらすと考えた。また同
時に Ad4BP 遺伝子に限らず、クロマチン構
造と性特異的遺伝子発現はリンクすると推
測した。 
 
２．研究の目的 
 性差は遺伝的制御による第一ステップと、
遺伝的制御に内分泌制御が重層する第二ス
テップによって構築される。この制御系の
基盤となる分子メカニズムの解明を目指し、
これまでに複数のエンハンサーを同定した
Ad4BP 遺伝子と、雌雄生殖腺のステロイド
産生細胞ならびに支持細胞に着目した。 
（1）クロマチン構造の性差：クロマチン構
造の性差を介した性特異的なエンハンサー
活性が、性特異的遺伝子発現には不可欠で
あるとの観点から、クロマチン構造を ChIP-
シークエンス法にて解析することで、クロ
マチン構造の性差を明らかにする。 
（2）胎仔ライディッヒ細胞の分化メカニズ
ム：胎仔ライディッヒ細胞特異的エンハン
サーを用い、胎仔ライディッヒ細胞をラベ
ルすることで、この細胞を調製することが

可能となる。この細胞は胎仔のオス化を担
うことから、本細胞の成立メカニズムを明
らかにすることは、性差構築の基本メカニ
ズムを明らかにすることにつながる。 
 
３．研究の方法 
（1）ChIP (クロマチン免疫沈降法) 
調製した細胞を 0.5% Triton X-100 を含む
バッファーで細胞ならびに核を溶解し、そ
の後クロマチンをソニケーションと
micrococcal nuclease によって断片化した
（ヒストン修飾抗体の場合）。上記の条件に
加え、調製した細胞を PFA で固定する方法
も採用している（Ad4BP抗体を用いる場合）。
これらのクロマチン断片から Ad4BP 抗体
や各種ヒストン修飾抗体によって約 250 塩
基の DNA を有するクロマチンを回収した。
このステップは用いる抗体によってバッフ
ァー組成などの条件が異なる。 
（2）遺伝子改変マウス 
Ad4BP遺伝子の胎仔ライディッヒ細胞エン
ハンサーを EGFP 遺伝子に連結し、胎仔ラ
イディッヒ細胞特異的に EGFP 遺伝子を発
現するプラスミドを作成した。このプラス
ミドを用いトランスジェニックマウス複数
ライン作出した。セルトリ細胞特異的に
EGFP 遺伝子を発現するマウス（Sox9-EGFP 
knock-in）を岐阜大学の秋山先生より、Sry
遺伝子のトランスジェニックマウスを東京
大学の金井先生より供与いただいた。 
（3）大規模シークエンスと解析 
ChIP によって得られた DNA 断片、ならび
に mRNA から得られた cDNA を次世代シー
クエンサー（九州大学の支援組織（大川先生）
で稼働しているイルミナ社製の機器）によっ
て解析した。得られたシークエンスは九州大
学の須山先生の指導のもとに解析を行った。
遺伝子セットの機能を推測するにあたり、
gene ontology解析ならびにKEGG pathway
解析を行った。 
 
４．研究成果 

（1）M33 はクロマチン構造の認識と修飾を

行うポリコム複合体の因子である。本因子の

遺伝子 KO マウスの XY 個体の精巣は卵巣と

なり性転換をきたすことから、本因子はオス

化因子の活性を有することがわかっていた。

本研究ではこの遺伝子 KO マウスを Sry 遺伝

子トランスジェニックマウスと交配するこ

とで、Syr 遺伝子が M33 遺伝子 KO の表現系

をレスキューすることを示した。このことは

M33 遺伝子産物（多分ポリコム複合体）が

Sry 遺伝子のクロマチン構造の返還を通じ、



発現を制御することを示唆するものであっ

た。また M33 KO の生殖腺（卵巣）は矮小化

しているため、この矮小化が性転換を引き起

こすと推測されていたが、レスキューされた

精巣は小型化しており、矮小化と性転換は独

立の事象であることが示唆された（発表論文

12）。 
（2）Ad4BP 遺伝子の胎仔ライディッヒ細胞

エンハンサーを同定し、胎仔ライディッヒ細

胞をEGFPによってラベルしたトランスジェ

ニックマウスラインを確立した（発表論文

13）。このマウス胎仔精巣より純粋な胎仔ラ

イディッヒ細胞を調製し、その性質を調べた。

これまで、胎仔ライディッヒ細胞はテストス

テロンを合成すると考えられてきたが、胎仔

ライディッヒ細胞はアンドロステンジオン

までしか合成することができず、胎仔精巣に

おいてはセルトリ細胞がアンドロステンジ

オンからテストステロンへの最後の反応を

行っていることを明らかにした（発表論文

11）。また、胎仔ライディッヒ細胞の分化に

は男性ホルモン受容体が不要であることを

示した（発表論文 2）。 
（3）Ad4BP/ SF-1 の標的領域とクロマチン

構造を成獣ライディッヒ細胞ならびに副腎

皮質細胞で検討した。成獣ライディッヒ細胞

においてステロイドホルモン合成の前駆物

質であるコレステロール合成経路を構成す

る遺伝子のほとんどを Ad4BP/SF-1 が制御

することが示された。また、同様にステロイ

ドホルモンを産生する副腎皮質において

Ad4BP/SF-1 が解糖系遺伝子群を制御する

ことを明らかにしたが（発表論文 7）、成獣ラ

イディッヒ細胞においても Ad4BP/SF-1 が

解糖系遺伝子座に結合していた。 
（4）胎仔ライディッヒ細胞を EGFP によっ

てラベルしたトランスジェニックマウスラ

インから、EGFP 強陽性の胎仔ライディッヒ

細胞とEGFP弱陽性細胞を分離することがで

きた。EGFP 弱陽性細胞の遺伝子発現を検討

したところ、この細胞が胎仔ライディッヒ前

駆細胞である可能性が指摘された。このこと

は、in vitro の精巣再構築系を用い、この細胞

が胎仔ライディッヒ細胞へ分化することを

示したことで証明された（発表論文 1）。 
（5）XY セルトリ細胞と XX セルトリ細胞の

クロマチン構造と機能の差を検討した。その

結果、両者では乳酸合成とコレステロール合

成に不可欠な遺伝子の発現に差があること

が示された。これらの物質は生殖細胞の分化

に必要で、セルトリ細胞が供給する。XX セ

ルトリ細胞が生殖細胞の養育のための活性

の一部を欠いている可能性が指摘された。ま

たこれらの遺伝子発現の差異はヒストン修

飾の差によることが示唆された（論文再審査

準備中）。 
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