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研究成果の概要（和文）：哺乳類の生殖腺の支持細胞は、睾丸、卵巣への性的２型を作り出し個体の性を決定す
る。この支持細胞は、皮質-髄質側に沿って性的２型の偏った多様性が存在する。髄質側にはオスに偏った支持
細胞（オスのセルトリ細胞になりやすい卵胞の顆粒膜細胞）が存在し、皮質側にはメス型の支持細胞（性周期卵
胞の顆粒膜細胞）が存在している。本研究は、この性的２型に偏った支持細胞の分子基盤とその性転換を誘導で
きる外因性のパラクライン因子を同定した。この性転換に共通して、オス型の誘導・維持、メス型への抑制に、
FGFとテストステロンが機能していることを証明した。この特殊な性的未分化性を維持する分子基盤をscRNA解析
により解明した。

研究成果の概要（英文）：In mammals, sex differentiation is initially induced in the gonadal 
supporting cell lineages which include two minor subpopulations with intersexual states in the 
dorsal or ventral edges of the developing gonads. In this project, we have characterized the 
molecular basis of their heterogeneity and the transcriptome alterations during the sexual reversal 
processes in them. Here, we demonstrate that, by using two sex-reversal model systems, both FGF9 and
 testosterone contribute to the ectopic appearance of XX Sertoli cells in the ventral edge of the 
ovary, in addition to their induction of ectopic XY granulosa cells in the dorsal surface area of 
the testes.

研究分野：生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳動物の睾丸、卵巣の組織中に、性的に未分化性を維持した特殊な支持細胞が存在し、 外からのFGF シグナ
ルとテストステロンの作用によりこの細胞の性が逆転することと、この特殊な支持細胞の分子基盤の特徴の一端
を解明したことに学術的な意義がある。ごく一部の特殊な支持細胞の性の揺らぎが、ヒト早期卵巣不全、牛フリ
ーマーチン症などの不妊症の引き金となり得ることから、この細胞を標的とした新たな不妊症の治療、予防法の
開発につなげられるものと考えられる。

※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 
哺乳動物における生殖腺の発生は”one tissue, two fates”であり、配偶子をサポートする支持細胞
（オス型のセルトリ細胞、メス型の顆粒膜細胞）が、精巣あるいは卵巣への運命決定（性腺の性決
定）の主役を担う。この支持細胞の性決定は、Y 染色体上の性決定遺伝子 Sry に支配され、雄の
支持細胞は Sry 発現を契機として、精巣化因子 SOX9（哺乳類では精巣化因子、メダカでは生殖
幹細胞のニッチ形成因子）、GDNF（精原幹細胞の主要ニッチ因子）、AMH（ミューラー管阻害因
子）、SOX8（SOX9 の相補因子）、DMRT1（線虫、ハエの段階から保存された DM 転写因子）などの
精巣化遺伝子を正確な時間制御のもとに発現させることでセルトリ細胞へと分化し、精巣を構築す
る。雌の胎子性腺では、その支持細胞は、WNT4 や FOXL2 などの卵巣化因子を発現することで、
顆粒膜細胞へと分化し、卵胞を有する卵巣を構築する。 

申請者らは、近年、性を決定する支持細胞の性的 2 型において heterogeneity が存在し、髄質側
にはオス型、皮質側にはメス型の支持細胞が、片側の性に偏った特殊な支持細胞系譜の存在を
見出した。オス化しやすい特殊な顆粒膜細胞は、生後すぐに開始する最初の（1st wave）卵胞形成
に寄与し（Harikae et al., J Cell Sci 2013）、成体では髄質領域の卵巣間質腺の形成に寄与するこ
とを見出している（Shinomura et al., Reproduction 2014）。さらに、この精巣での相同細胞（髄質側
のセルトリ細胞）は、生後 2 週齢から直精細管を構築し、精原幹細胞ニッチとしてセルトリバルブを
形成することを明らかにしている（Aiyama et al., Stem Cells 2015）。一方、精巣の皮質側ではメス型
の二次性索を構築する支持細胞が維持されていることも見出している（Imaimatsu et al., in prep）。
しかし、この性的 2 型に偏りをもつ特殊な支持細胞の起源とその heterogeneity の分子基盤は不明
のままである。 

２．研究の目的 
本研究課題により、性的 2 型に偏りがある特殊なマウス支持細胞（セルトリ細胞、顆粒膜細胞）の皮質-
髄質に沿った heterogeneity の分子基盤を一細胞トランススクリプトーム解析により明らかにする。さらに、
マウスの胎子セルトリ細胞、顆粒膜細胞の雄性ホルモンの有無による性的 2 型の揺らぎの分子機序に
ついて、下記の雌雄双方向の性転換の誘導モデルを用いる： 

① 卵巣からの精巣化モデル：通常、雌ヌードマウス（腎
臓皮膜下）に胎子卵巣（野生型、胎齢 13 日 [E13.0]）を
移植すると正常な卵胞発育が誘導され、卵巣へと発達
する。しかし、雄ヌードマウス（父性環境）に移植した胎
子卵巣は、移植後 7 日目まで卵巣発生が維持される
が、その後、卵胞は退行し、精巣化因子の一つである
AMH の発現が一過性に上昇し、精細管様構造の形成
が誘導される。移植後 18 日までに髄質領域の精巣様構造での雌マーカーFOXL2 が発現低下し、雄マ
ーカーSOX9/GDNF 陽性のセルトリ様細胞へと性転換する（図 1）。 

② 精巣からの卵巣化モデル（AMH-TRECK による XY 卵精巣化モデル）：ヒト AMH プロモーターによ
りジフテリア毒素（DT）受容体を支持細胞で発現する AMH-TRECK 系統（Shinomura et al. 2014）を利
用して、胎齢 12.5-13.0 日の精巣からセルトリ細胞を DT 処理により除去する。除去後 2-3 日目から精
巣上皮から二次性索（卵巣皮質）の形成が開
始し、4 日目以降には FOXL2 陽性の顆粒膜
細胞が出現し、卵巣化が誘導される。この
際 、 Wnt4, Lgr5 の 発 現 の 上 昇 に 伴 い 、
FOXL2 陽性の顆粒膜様細胞が出現する。 

これらの卵巣からセルトリ細胞、精巣から顆粒
膜細胞を誘導する性転換系を用いて、この性転換を基盤とする特殊な支持細胞の遺伝子背景と性転
換へと誘導される引き金、その下流の分子カスケードを解明する。これにより、哺乳類での一部の支持
細胞の性転換と性分化疾患との関連性を紐解く。 
 
３．研究の方法 
雌雄双方向の卵精巣化の誘導モデルを用いて下記の実験を行い、そのデータを解析する。 

① 雄マウスへの移植卵巣の精巣化モデル：i）卵巣の雄ヌードマウス移植におけるホスト側の性ホルモ
ンの影響： 既に、マウス E13.0 の XX 卵巣の精巣化での網羅的なトランスクリプトーム解析を行い、父
性環境下による XX 精巣化誘導において、E12.5 の XY,XX 支持細胞での各々約 1/3 の精巣，卵巣特
異的遺伝子が、移植後 14-18 日目までに雌雄逆転することが判明している。そこで、雄ホストマウスの去
勢、去勢後のテストステロン（T）、ジヒドロテストロン（DHT）投与、雌ホストマウスと雌ホストに T、DHT 投



 

 

与した４種類ホストを作出し、そのホスト側の性ステロイドホルモンの胎子卵巣の精巣化のパターンを遺
伝子発現、形態計測により検討する。また、AR（androgen receptor）の発現部位、その下流に位置する
応答遺伝子群の発現パターンを解明する。ii）ドナーの胎子卵巣側の精巣関連因子の影響： Sox8 お
よび Amh 遺伝子の各々の欠損マウスを Crispr/Cas9 にて作出し、Sox8 -/-, Amh -/-胎子の卵巣をドナー
として雄ヌードマウスに移植する。野生型の場合と比較し、移植された Sox8 -/-, Amh -/-卵巣の卵胞退行
への抵抗性、SOX9 陽性のセルトリ様細胞の出現頻度を定量化する。これらの実験により、卵巣の髄質
領域の雄側に偏った卵胞からの雄性化過程で、ホスト側のテストステロン、卵巣側の内在性の Sox8, 
Amh 遺伝子の関与について明確化する。iii）卵巣の体細胞の heterogeneity の解析： 性転換しやすい
卵巣の髄質の顆粒膜細胞の特性を理解するため、野生型マウスの胎齢 13 日の性分化後（LGR5＋、
FOXL2＋、NR2F2＋細胞が共存するステージ）の卵巣をシングルセル化し、次世代シーケンサーにより一
細胞ごとの遺伝子発現の定量データを得る。そこから、Seurat package を用いてクラスタリング、t-SNE
解析、マーカー遺伝子解析を行い、顆粒膜細胞の heterogeneity の分子基盤を理解する。 
 
②胎子セルトリ細胞の除去後の精巣の卵巣化モデル： i） 胎子精巣の卵巣皮質形成モデルにおいて
は、AMH-TRECK Tg 精巣から DT 処理によりセルトリ細胞を除去後、２日目頃から卵巣皮質索の誘導
と XY 顆粒膜細胞の分化が誘導される。DT投与後、12 時間から 96 時間までの AMH-TRECKサンプ
ルを継時的に回収し、遺伝子発現の変化を次世代 RNAseq解析により明確化する。この卵巣皮質形成
において発現上昇する遺伝子群と正常な卵巣化で上昇する遺伝子群（既知の RNAseqデータ）の間の
共通のコア・カスケードを抽出する。 

ii） 器官培養系を用いて、卵巣皮質形成を抑制しているセルトリ細胞由来のシグナル因子の同定を試
みる。AMH-TRECK 胎子精巣を DT 存在下で 24 時間培養した後、FGF9、AMH、テストステロン etc 
の候補因子を加え、FOXL2 陽性の顆粒膜細胞（皮質索）の形成への阻害効果を検討する。 

これにより、シグナル刺激等による雌雄双方向の卵精巣化の誘導過程での性転換のコアカスケー
ドを決定する。その性転換の基盤となる支持細胞の heterogeneity の分子基盤を解明する。 
 
４．研究成果 
 
①髄質領域に存在するオス型に偏った支持細胞の特性解析：  
i) テストステロン（T）依存的な SOX9＋セルトリ様細胞の誘導： 通常の雄ヌードマウストに胎子卵巣を移
植した場合、性転換の過程（移植後 0～20 日）での遺伝子発現の変化は、初期卵巣遺伝子(Irx3, 
Nr0b1/Dax1, Emx2, Fez1/Lzts1 など) の発現が急速に減少、移植中盤に、精巣化に関わる Ar 
(androgen receptor)、Amh、Sox8 の発現が一過性に上昇し、 移植後半までに幾つかの初期精巣転写
因子(Egr2, Nr4a2, Zc3h12c etc) の発現が増加し、SOX9 陽性セルトリ様細胞が出現する。本研究では、
ホスト側の去勢雄、雌ヌードマウスに T、ジヒドロテストロン（DHT）処理を施すことで、移植卵巣での雄性
化に対するホスト側の性ホルモンの影響を検討した。その結果、T, DHT 処理により去勢雄、雌ヌードマ
ウスともに移植卵巣の雄性化が進行し、雌ヌードマウスのホストに T, DHT を処理することにより SOX9
陽性セルトリ細胞数が有意に増加することが判明した。このテストステロンの作用機序を確認するため、
移植卵巣での AR の発現を検討した結果、退行中の卵胞上皮、精細管様構造の支持細胞に強く発現
しており、さらに AR の下流遺伝子 Ube2, B4gaint1, Tubb3 の発現も上昇することを確認した。この結果
から、「移植卵巣の精巣化の引き金は、ホスト由来のテストステロンである」ことが証明された。 

一方、ドナー側を野生型、Sox8 -/-、Amh -/-胎子の移植卵巣で比較した結果、卵胞退行は野生型と比
べ Sox8 -/-、Amh -/- 群で有意に抑制され、Sox8, Amh の一過性の発現が、卵胞の退行・精巣様構造の
形成へ正に関与していることが示唆された。しかし、移植 20 日目の時点では、野生型、Sox8 -/-, Amh -

/-胎子のいずれの移植卵巣も、誘導される SOX9 陽性セ
ルトリ細胞数には有意な差異がなく、SOX9 陽性セルトリ
細胞の出現には、移植卵巣側の SOX8, AMH 活性が必
須でないことが遺伝学的に証明された。なお、興味深い
ことに、この性転換における一部の発現上昇した初期精
巣化因子は、成体雌の成熟卵胞の退行、黄体化の過程
に発現する因子と overlap していることが判明した。つま
り、テストステロンが引き金となる「移植卵巣の精巣化（精
巣様構造の形成）は、通常の卵巣の卵胞閉鎖・黄体化の
転写カスケードにより起動されている」ことが判明した
(Miura et al., PLoS ONE, 2019；右図)。  

ii) 胎子卵巣の single cell RNA seq 解析： E13.0 の胎子卵巣の 418個のシングルセル（中腎遠位側
で 184個、近位側で 234個）の遺伝子発現プロファイルを得ることに成功した。また、中腎遠位側と
近位側からそれぞれ得られたLgr5、Foxl2＋細胞の分布に偏りが認められなかったことから、中腎近
位側においても側面に位置する皮質層の細胞を多く含んでいることが想定された。次に、全ての
細胞集団において、各細胞間で発現変動がみられる遺伝子を抽出し、クラスタリングと t-SNE 解析
を行ったところ、卵巣細胞は 3 つのクラスタに分けられた。これらクラスタリングされた各細胞集団で



 

 

マーカーとなる遺伝子について数理学的処理により探索を行なった結果、卵母細胞などの生殖細
胞(Germ cell)は１つの細胞集団として分けられ、一方の体細胞は 2 つの大きな集団（Soma 1, 2） 
に区別できることが判明した。二分された体細胞集団は、H19, Fst, Cdkn1c といった増殖制御に関
与する因子の発現差により特徴づけられた。Lgr5、FoxL2、Nr2f2 遺伝子の発現は、多くの一細胞
で重複した発現が認められなかったことから、各陽性細胞は異なる体細胞集団を形成することが再
確認された。Foxl2＋、Lgr5＋、Nr2f2＋細胞に特徴的な遺伝子群として、Foxl2＋細胞で 83 遺伝子、
Lgr5＋細胞で 54 遺伝子、Nr2f2＋細胞で 44 遺伝子を同定した。また、Foxl2＋、Lgr5＋、Nr2f2＋細胞
は、 それぞれ Soma-1, -2 にまたがって分布したことから、各陽性細胞の遺伝子発現には
heterogeneity が存在することが示唆された。この時期の Foxl2＋顆粒膜細胞は、分裂を停止した休
止状態であることから、さらにその heterogeneity の分子基盤を探索するため、Foxl2陽性細胞にお
いて別クラスタに分類された細胞間の発現変動遺伝子を解析した。その結果、Soma-1 に属する群
では Hmgb2, Hdac3, Hist1h1b を含む 91 遺伝子、Soma-2 では Hmgb1 を含む 22 遺伝子の発現
がそれぞれ他方に比べて上昇していることが明らかとなり、クロマチンのリモデリング、エピジェネテ
ィック因子がこの heterogeneity を特
徴づけていることが判明した。この
結果、おそらく「髄質側（精巣網）か
らの何らかのパラクライン因子により
これらの heterogeneity が付加され
て い る 」 も の と 想 定 さ れ た
（Imaimatsu, Takano 未発表；右図）。 

iii) 髄質領域のオス型に偏った支持細胞の精巣での相同細胞の解析：上記のオス型の SOX9＋顆粒膜
細胞の雄での相同の細胞は、曲精細管の基部（最も髄質側）に存在するセルトリバルブ（SV；セルトリ細
胞で構築された弁構造）である。 SV と通常の曲精細管のセルトリ細胞の形成機序を解明するため、
AMH-TRECK マウスの SV 領域をジフテリア毒素により除去し、ドナー由来のセルトリ細胞を移植・置換
する SV 再構築実験を行った結果、SV領域に移植されたセルトリ細胞は非細胞自律的に SV を再構築
することが判明している。 この SV 領域化は、髄質側（精巣網組織）に存在するパラクライン因子により
精巣網と接しているセルトリ細胞が SV へと誘導されているものと想定されるため、SV、精巣網での遺伝
子発現解析を行なった結果、そのパラクライン因子の有力候補として、精巣網由来の FGF, TGFbシグ
ナルが同定された（Imura-Kishi et al. 2021; Uchida et al., submitted）。 

② 皮質領域に存在する雌に偏った支持細胞の特性解析： i) 胎子精巣の体腔上皮からの顆粒膜細
胞の誘導： 胎子精巣のセルトリ細胞除去による卵巣化については、AMH-TRECK 系統の Tg と同腹
の Wt の XY 胎子精巣を用いて、DT 処理後 12 時間目（セルトリ細胞除去）の培養群と卵巣形成が誘
導される 4 日目の培養群での RNA 発現変化についてマイクロアレイ/RNAseq 解析を行った（雌特異
的な 156 個の遺伝子を同定）。AMH-TRECK の胎子精巣を DT 存在下で 24 時間培養した後、DT 非
存在下で培養を継続した場合、セルトリ細胞の消失に伴い卵巣化遺伝子 Foxl2, Hmgcs2, Wnt4, Irx3, 
Esr1 の発現上昇が誘導された。 さらに、In situ hybiridization による解析の結果、発生後期から生後卵
巣の卵巣皮質索において特異的な発現が知られている Lgr5, Gng13 の皮質側における局所的な発現
が確認された。以上の結果から、「セルトリ細胞除去による卵巣索の形成は、通常の生後 1−4 日目で生
じる性周期卵胞の誘導と共通のコア・カスケードにより起動されている」ことが判明した。この精巣からの
卵巣索の誘導の引き金は、FGF シグナルによる抑制の解除で、 Foxl2 の誘導には胎子卵巣と同様の
tissue autonomous event であると想定されるが、Foxl2 発現制御に関わるエストロゲンの一過性の低下
による feedback機構が寄与している可能性も示唆された。 

ii) セルトリ細胞からの二次性索（卵巣皮質）誘導のパラクライン因子の同定：AMH-TRECK 胎子精巣
を DT存在下で 24時間培養した後、FGF9、AMH、テストステロン等の候補因子を添加した結果、FGF9
の添加により Foxl2 の発現が抑制された。また、テストステロンも同様に Foxl2 発現へと抑制的に関与す
ることが示唆された。 以上の結果から、「精巣上皮からの卵巣索（性周期卵胞系譜）の tissue-
autonomousな誘導は、セルトリ細胞からの FGFシグナルとテストステロンにより抑制される」ものと想定さ
れた。 

本研究課題により、雌雄の生殖腺には、髄質側にオス型の支持細胞（SDSI＋顆粒膜細胞、セルトリバ
ルブ細胞）が存在し、中腎（精巣網）側からのパラクライン因子により制御されているものと想定された。
皮質側にはメス型の顆粒膜細胞（性周期卵胞の顆粒膜細胞で、雄では精巣の被覆上皮が相同）が存
在しており、その卵巣皮質索の誘導は、セルトリ細胞由来のパラクライン因子により抑制されていること
が証明された。両者の共通のオス型への誘導・維持、メス型の抑制に FGF9 シグナル、テストステロンが
機能していることが共通のコア・カスケードとして同定された。卵巣の髄質内のセルトリ細胞への誘導の
引き金は、テストステロンであることが証明され、それにより通常の卵巣での卵胞閉鎖・黄体化の転写カ
スケードが精巣化誘導を起動していることが判明した。ツチガエルなどでは AR が精巣性決定に関与し、
テストステロン／エストロゲンによる双方向の個体の性転換の引き金となることが知られている。本研究
課題により、哺乳動物でもテストステロンによる精巣化の作用が一部保存されていることが証明された。
特に雌では、ヒト早期卵巣不全、牛フリーマーチン症の引き金が、胎子期のアンドロゲン暴露であること
を強く支持する研究成果となった。 
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