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研究成果の概要（和文）： 

 セルトリ細胞は性分化のみならず、出生後の精子形成に至るまで生殖細胞を支持・栄養して
いる。性分化カスケードを明らかにすべく、46,XX 精巣性 DSD において特異的に発現する遺伝
子群を探索した。発現亢進した遺伝子には、ROCK1, PQBP1, UCP2 などが、低下した遺伝子には、
EEF1A1 遺伝子が含まれていた。ROCK1 遺伝子はセルトリ細胞内に発現し、培養細胞を用いた実
験では、SOX9 遺伝子発現が低下した。ROCK1-SOX9 シグナル伝達系が精巣発生に重要な役割を持
つことを明らかにできた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Molecular mechanisms of sex differentiation have been unraveled by gene expression 
cascade triggered by the SRY gene, but the whole picture still remains unclear. In the 
present study, to clarify the genetic characteristics of the XX testis without SRY, we 
histologically analyzed the testicular tissue of patients with 46,XX testicular DSD and 
attempted to identify the genes with differential expression compared with the XY testis 
by using PCR-based subtractive hybridization technique. We used specimens obtained from 
testicular biopsy in boys with 46,XX testicular DSD. Age-matched XY testis derived from 
hydrocele were used as the control. After PCR-based subtractive hybridization, the 
subtracted cDNAs were sequenced and analyzed. Further, distribution of candidate genes 
in the testicular tissue was clarified by immunohistochemistry. The present study was 
approved by the institutional review board in our university. We finally identified 13 
upregulated and 7 downregulated genes in the XX testis. Among the candidate genes, we 
focused on ROCK1, PQBP1, and UCP2 in the upregulated-gene group and on EEF1A1 in the 
downregulated-gene group. In immunohistochemistry, ROCK1 protein was detected in the germ 
cells and Leydig cells, PQBP1 protein in the Leydig cells, and UCP2 protein in the Sertoli 
cells. From previous reports and in vitro inhibitory assay, it is feasible that ROCK1 
phosphorylates and activates SOX9 in Sertoli cells. It is suggested that testis formation 
is initiated by an alternative signaling pathway attributed to ROCK1 activation, and not 
SRY activation, in XX testis. 
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１．研究開始当初の背景 

 有性生殖を行う脊椎動物の中でも性決定

メカニズムは非常に多様性に富んでおり、哺

乳類では、XX/XY 型の性染色体によって性決

定がなされる。1990 年、SRY（Sex-determining 

region on the Y chromosome）遺伝子が発見

されたが 1)、現在に到るまで SRY 遺伝子をは

じめとする性決定のカスケードの全貌は明

らかにされていない。ヒト性腺原基の形成は、

胎生 5週齢前後に開始され、種々の分化・誘

導因子により制御されるが、この発生メカニ

ズムの破綻が半陰陽や性腺形成不全による

様々な外陰部異常や排尿機能異常を来す。私

達は日々こうした性分化異常症患児に対し

て形成術・機能再建術といった外科的治療を

行う一方、病態解明のため (1)性分化に関わ

る因子のヒトにおける発現変化、(2)始原生

殖細胞の発生機序、(3)分化した精巣組織が

どのように成熟し、受精可能な精子まで発生

するのか、などの基礎的研究を行ってきた。 

 以上のような研究成果を踏まえ、私たちは、
雄への性分化に重要な役割を果たすセルト
リ細胞に注目した。マウスではセルトリ前駆
細胞において Sry遺伝子発現が精巣形成前の
胎生期 10-11.5日目に一過性にピークを示し、
標的遺伝子近傍の DNA鎖に結合することによ
り、その発現量を調節していると考えられて
いる 2)。従来の性分化研究では生殖細胞に注
目したものが多く、セルトリ細胞の発生・分
化・成熟のメカニズムについてはほとんど明
らかにされていない。ところで最近、性分化
の開始する時期に一致して、Sry 遺伝子の一
過性発現の後に、セルトリ細胞内にグリコー
ゲン顆粒の蓄積が認められることが報告さ
れた 3)。また Nef らはインスリン様成長因子
を変異させたマウスでは精巣分化が起こら
ないことを示し 4)、グルコースで刺激される
シグナル伝達系が性分化カスケードに関与
する可能性が示唆されている。また精子形成
過程においてもセルトリ細胞機能が重大な
影響を持つと考えられ、生殖細胞との相互作
用について研究が進められている。 
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２．研究の目的 
 精巣決定因子として SRY遺伝子が同定され
て 20 年が経過するが、性分化メカニズムの
全容は明らかにされていない。胎生期にセル
トリ細胞内で発現する SRY遺伝子をキー遺伝
子とした性分化カスケードを明らかにする
ため、性染色体が XX にもかかわらず精巣が
発生する 46,XX 精巣性性分化疾患（DSD）に
着目して、SRY を介さない新規カスケードの
同定を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 46,XX 精巣性 DSD 症例のうち、外性器形成
術や精巣固定術を行う際に採取した精巣組
織を本研究に使用した。また対照群として、
同年齢の XY 精巣組織を使用した。これらの
精巣組織から mRNA を抽出し、cDNA library
を作成した。PCR-Subtraction 法によって両
者間で発現差を示す遺伝子群の探索を行っ
た。対象とした 46,XX 精巣性 DSD はいずれも
SRY 遺伝子が陰性であった。 
なお、本研究は、本学ヒト遺伝子解析研究倫
理審査委員会の承認のもとに行った。 
 
４．研究成果 
 XX 精巣で発現亢進した 13 遺伝子、発現低
下した 7 遺伝子を同定した。発現亢進してい
た遺伝子のうち、ROCK1・PQBP1・ UCP2 の 3
遺伝子に着目した。免疫染色では下図に示す
ように、セルトリ細胞、もしくは精子形成細
胞に局在していた (図 1) 。 
 
図 1 （A: ROCK1、B: PQBP1、C：UCP2、D：negative 
control） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



この中でも、ROCK1 遺伝子は、精子形成細胞
やセルトリ細胞に局在しており、成獣マウス
精巣では、精細管ステージ特異的に発現変化
を認めた。 
 
さらに、セルトリ細胞培養株である TM4 細胞
において ROCK1 特異的阻害剤である Y-27632
を添加したところ、SOX9 遺伝子発現が抑制さ
れた。このことから、ROCK1 が SOX9 を活性化
することが示唆され、46,XX (SRY 陰性) にお
いて精巣が形成されたことを説明できる新
規カスケードを同定することができた。 
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