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研究成果の概要（和文）：　本研究は、生殖細胞系列の性決定機構を解明することを目的としている。これまでに、始
原生殖細胞中において細胞自律的にメス化を誘導できるSxlに制御される候補遺伝子を同定するとともに、始原生殖細
胞の性差に依存して発現する遺伝子の網羅的な同定、中胚葉を持たない原始的な動物であるヒドラにおいて、生殖幹細
胞の性差に依存して発現する遺伝子の網羅的な同定を行うことに成功した。以上の成果は、生殖細胞系列における普遍
的な性決定機構を明らかにする上での基盤となる。

研究成果の概要（英文）： In this study, we have been trying to clarify the mechanism regulating sex 
determination of the germline. Here, we report the identification of the candidate genes downstream of 
Sxl, which can autonomously initiate female development in primordial germ cells. Furthermore, we have 
performed a genomewide identification of the genes differentially expressed between male and female 
germline in Drosophila and Hydra. These results provide the basis for clarifying the conserved mechanism 
of germline sex determination in animals.

研究分野：基礎生物学・発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 多くの動物において、生殖細胞系列（始原生
殖細胞）は、卵巣や精巣の原基である生殖巣と
は離れた場所に形成され、胚内を移動した後に
生殖巣に取り込まれる。この移動中の始原生殖
細胞には機能的あるいは形態的に顕著な性差
は観察されず、性差が観察されるのは生殖巣に
取り込まれた後である。このことから、始原生殖細
胞の性は、生殖巣に取り込まれた後に、生殖巣
（体細胞）の性に依存して非自律的に決定される
という考えが広く受け入れられてきた。たとえば、
ショウジョウバエでは、オスの生殖巣を構成する
体 細 胞 か ら の オ ス 化 誘 導 シ グ ナ ル 分 子
[JAK/STAT シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の リ ガ ン ド ：
Unpaired (Upd) タンパク質] により始原生殖細
胞がオス化することが報告されている。一方、始
原生殖細胞の性は、オス化シグナルによる非自
律的な機構だけでなく、始原生殖細胞自律的な
機構によっても制御されていることが予想されて
きた。 
 私たちは、この点に焦点を当て研究をおこなっ
てきた結果、以下の成果を得た。まず、生殖巣に
取り込まれる前の始原生殖細胞においてメス特
異的に Sex lethal (Sxl) 遺伝子が一過的に発現
することを見いだした（Hashiyama et al., Science, 
2011)。次いで、私たちは、Sxl 遺伝子が始原生
殖細胞のメス化のマスター遺伝子であることを明
らかにした（Hashiyama et al., Science, 2011)。  
 
２．研究の目的 
 
 以上の独創的な成果を基盤として、生殖細胞
系列の性決定機構を明らかにする以下の研究
を行う。 
研究 1：始原生殖細胞中で Sxl により制御される
メス化の遺伝子経路を解明する。体細胞の性決
定経路において Sxl 下流に位置する tra や dsx
等の遺伝子の機能は、始原生殖細胞中では性
決定に必要ない。そこで、始原生殖細胞中にお
いて Sxl により直接制御される遺伝子、さらにそ
の下流で働く遺伝子群を同定する。 
 
研究 2：メス始原生殖細胞中で Sxl が活性化され
る機構を明らかにする。これまでの予備的な結
果から、体細胞と始原生殖細胞ではメス特異的
に Sxl を活性化する機能を持つ遺伝子群は同じ
ではないという結果が得られている。そこで、始
原生殖細胞において、この機能を持つ遺伝子
群を明らかにする。 
 
研究 3：始原生殖細胞自律的なメス化遺伝子系
路の普遍性を明らかにする。研究 1 で明らかに
なった遺伝子を含めて、他の動物群において始
原生殖細胞で性特異的発現を示すか否かを明
らかにした上で、その機能を解析する研究に発
展させる。 
 
３．研究の方法 
 

研究 1：始原生殖細胞中で Sxl により制御され
るメス化遺伝子経路の解明 
 始原生殖細胞における Sxl 下流遺伝子カス
ケードを明らかにするために、以下の研究を
行なう。 
研究 1−1 : 体細胞の性決定機構において、
Sxl タンパク質はターゲット RNA に結合し、そ
の選択的スプライシングや翻訳を制御するこ
とが明らかとなっている。そこで、始原生殖細
胞内で Sxl タンパク質が結合している RNA を
同定することを試みる。この目的のため、Sxl タ
ンパク質に抗体認識タグ(GFP)を融合させた
融合遺伝子を始原生殖細胞で発現させ、抗
GFP 抗 体 ま た は 抗 Sxl 抗 体 を 用 い て
pre-mRNA と Sxlタンパク質を含む複合体を免
疫沈降させ、Sxl タンパク質に結合している
RNA を次世代シーケンサーあるいはマイクロ
アレイにより同定する（RIP 解析）。 
 
研究 1−2 : Sxl の下流候補遺伝子の網羅的探
索を行う。Sxl を強制発現させたオスの始原生
殖細胞と Sxl を発現しない正常なオス始原生
殖細胞をセル・ソーターで単離し、マイクロア
レイで発現遺伝子の比較を行なう。もしくは、
Sxl が発現するメス始原生殖細胞と発現しな
いオス始原生殖細胞を単離して RNA 発現解
析を行い、メス特異的あるいはオス特異的に
始原生殖細胞で発現する遺伝子を網羅する。
前者は、Sxl により活性化される遺伝子、後者
は逆に抑制される下流遺伝子の候補となる。
その後、それら遺伝子のノックダウンを RNAi
などを用いて行ない、始原生殖細胞のメス化
に異常が観察されるかを解析する。 
 
研究 2：メス始原生殖細胞中で Sxl が活性化さ
れる機構の解明 
 始原生殖細胞中においても、体細胞と同様
に X 染色体の数に依存して発現が制御され
ている。これまでの予備的な結果から、母性
供給される bHLH タンパク質 Daughterless 
(Da)は、体細胞と同様に始原生殖細胞中に
おいても Sxl の発現に関与する。そこで、X 染
色体にコードされる bHLH 遺伝子のうち Sxl が
活性化される時期に始原生殖細胞内で発現
するものをマイクロアレイ解析の結果をもとに
選択する。その後、in situ hybridizatiuon 等に
よる発現解析の後、突然変異を用いた解析
等により始原生殖細胞内で Sxl の活性化に関
与するか否かを明らかにする。 
 
研究 3：始原生殖細胞自律的なメス化遺伝子
系路の普遍性 
 上記の研究から明らかになるショウジョウバ
エの始原生殖細胞のメス化に関わる遺伝子
群のうちヒドラにおいてオルソログを単離し、
発現や機能解析を行う。原始的な動物（腔腸
動物）ヒドラは、生殖細胞系列のみに性差が
存在し、体細胞には性差が報告されていない。
このことから、生殖細胞系列自律的な性決定
機構は進化的に古く、進化の過程で中胚葉



を獲得し、性差を持つ生殖巣を形成して始めて、
非自律的な制御が誕生したと考えられる。この
考えを基にすると、ショウジョウバエの生殖細胞
系列自律的な性決定機構に関わる遺伝子の少
なくとも一部は、この動物に保存されていると考
えられる。 
 
４．研究成果 
 
研究１−1 
 生殖細胞系列の性差が生み出される機構は未
だ十分な解明がなされていない。私たちは、ショ
ウジョウバエの生殖系列で機能し、メス化を誘導
することができる遺伝子としてSxlを同定した。Sxl
タンパク質は、ターゲットRNAに結合し、そのスプ
ライシングや翻訳を調節するRNA結合タンパク質
である。そこで、SxlとGFP の融合タンパク質を作
成 し 、 そ れ を 始原生殖細胞のみで発現させ、こ
のタンパク質と結合するRNAをGFPに対する抗
体 を 用 い て 免 疫 沈 降 さ せ る こ と を 試 み た 。
Sxl/GFP融合遺伝子をGal4/UASシステムを用い
て、始原生殖細胞でのみ発現させた。この胚全
体から抗GFP抗体を用いて免疫沈降させること
により、始原生殖細胞のみを単離しなくても、こ
の細胞内に存在するSxlタンパク質を含むRNA複
合体を沈降させることができる。 
 抗GFP抗体を用いてSxl/GFP融合タンパク質を
含むRNP複合体を免疫沈降させ、そこに含まれ
るRNAを次世代シーケンサーで解析した(RIP解
析)。コントロール(GFPのみを始原生殖細胞で発
現させ、抗GFP抗体で免疫沈降させた標品)と比
較し実験群(Sxl/GFP融合タンパク質を始原生殖
細胞で発現させ、同様に免疫沈降させた標品)
で32倍以上enrichするRNAを選別し、そのうちSxl
タンパク質の結合モチーフを持つものを309種類
同定した。さらに、既に得られている始原生殖細
胞のみを単離し得られた時系列トランスクリプトー
ムデータから始原生殖細胞において発現が認め
られるものを119種類に絞った。 
 次いで、これら遺伝子(RNA)の機能阻害実験を
行い、Sxl下流候補遺伝子(RNA)を絞り込むことを
試みた。これらRNAに対するdsRNAを生殖系列
で発現させそれぞれの機能阻害を行った。まず、
Sxlの機能を始原生殖細胞において阻害すると、
メス化が不完全となり卵巣中で腫瘍化する。同様
に、同定した119種類の遺伝子の機能阻害を行
ったところ、唯一Su(var)2-10の機能阻害を行うと
Sxlの機能阻害と同様の表現型を生じた。このこと
は、この遺伝子がSxlの下流で働くことを強く示唆
する。現在、Sxlタンパク質が、Su(var)2-10の選択
的スプライシングに関与するのかについて解析
中である（論文未発表）。 
 上記のスクリーニングにより、Sxlの下流候補遺
伝子としてNHP2 も同定した。 Sxlは卵形成過程
においても機能を有しており、NHP2は、以下の
ように卵形成過程においてSxlの下流で働くと考
えられる。 
 ショウジョウバエ成虫卵巣において、生殖幹細
胞の分裂により生み出される2つの娘細胞のうち
一方は生殖幹細胞として維持される。もう一方の

娘細胞は4回の不完全分裂によって、2-cell 
cyst、4-cell cyst、8-cell cystを経て、16-cell 
cystに分化し、16細胞のうち1細胞から卵母細胞
が生じる。まずNHP2の生殖系列特異的なノック
ダウン (NHP2 GS-KD)により、4-cell および
8-cell cystへの分化が促進されるが、16-cell 
cystへの分化は抑制されることが明らかとなった。
また、Sxl GS-KDにより4-cellおよび8-cell cyst
への分化が抑制されるが、NHP2 GS-KDをさら
に導入すると、4-cell および8-cell cystへの分
化抑制がレスキューされることを明らかにした。
最後に、NHP2ホモログは、酵母においてrRNA
をシュードウリジン化する複合体の構成分子で
あり、ショウジョウバエでシュードウリジン合成酵
素 と し て 知 ら れ る Nop60B の GS-KD は NHP2 
GS-KDと非常に類似した表現型を示すことを明
らかにした。以上の結果は、卵形成過程におい
てSxlによりNHP2の機能が一時的に抑制される
ことが初期卵形成過程の進行に必要であること
を示唆している（論文未発表）。 
 以上の成果は、rRNAのシュードウリジン化が
卵形成過程に関与することを示唆する初めての
例であり、rRNAのシュードウリジン化の発生過
程における役割を明らかにする上での基盤にな
り得る。 
 
研究１−２ 
 Sxlの下流候補遺伝子の網羅的探索を行った。
２つの計画のうち、Sxlが発現するメス始原生殖
細胞と発現しないオス始原生殖細胞を単離して
RNA発現解析を行い、メス特異的あるいはオス
特異的に始原生殖細胞で発現する遺伝子を網
羅する研究を行った。オス／メスを問わず始原
生 殖 細 胞 で GFP タ ン パ ク 質 を 発 現 す る
vas-EGFP と始原生殖細胞でGal４タンパク質を
発現するnos-Gal4を持つメス成虫に、X染色体
にUAS-DsRedを持つオス成虫を交配させ得ら
れた胚では、オスの始原生殖細胞において
GFPタンパク質のみが、メス始原生殖細胞にお
いてGFPタンパク質とDsREDタンパク質が発現
する。これら蛍光タンパク質の発現を利用してオ
ス及びメスの始原生殖細胞を別々にセルソータ
ーにより単離し、次世代シーケンサーを用いて
RNA-seq解析を行った。その結果、ゲノム上の
約16,000遺伝子のうち、約100程度がメス及びオ
スの間でdifferentialに発現していることが明らか
となった（論文未発表）。これら遺伝子の機能、
およびSxlにより制御されるのかについては現在
解析中である。 
 以上のように、始原生殖細胞においてオスとメ
スでdifferentialに発現する遺伝子の網羅的解析
は初めてであり、始原生殖細胞の性決定機構
解明に向けた大きな進歩となる。 
 
研究２ 
 性染色体(X染色体)上のbHLHをコードする遺
伝子にターゲットを絞って、Sxl遺伝子の始原生
殖細胞における発現を活性化するか否かを指
標にスクリーニングを試みた。しかし、メス始原
生 殖 細 胞 に お い て 発 現 す る Sxl を in situ 



hybridizationやPCRなどでも検出することができ
なかった。オス／メスの始原生殖細胞において
differntialに発現する遺伝子を網羅した研究１−２
の成果から、Sxlはメスの始原生殖細胞において
オスの３倍程度発現が亢進していることが確認さ
れた。そこで、この情報を元にPCRなどのプライ
マー設計を見直し、再度実験を行う予定である。 
 
研究３ 
 ヒドラは、体細胞には性差が観察されず、生殖
細胞にのみ雌雄差が見られる。そこで、この動物
において、生殖幹細胞の雌雄性を特徴付ける遺
伝子を同定し、ショウジョウバエとの共通性を探る
研究をおこなった。ヒドラの雌性生殖幹細胞はポ
リプ中に散在する多能性幹細胞に由来し、雄性
生殖幹細胞は雌性生殖幹細胞に由来することが
明らかとなっている。そこで、多能性幹細胞、雌
性生殖幹細胞、雄性幹細胞をセルソーターで分
取するため、それぞれの細胞で異 な る蛍光タン
パク質を発現する形質転換体を作成し、それぞ
れの細胞群をセルソーターで単離した。その後、 
次世代シーケンサーによるRNA-seqを行い、発
現するRNA種の比較を行っている。残念ながら、
未だ解析途中であるが、それぞれの細胞種で
differentialに発現する遺伝子のオーソログ解析
により、ショウジョウバエの雌雄性との共通点を探
り出すことができると考えている。 
 
 本研究の成果は、ショウジョウバエの生殖細胞
系列において自律的に働く性決定機構を明らか
にする上で大きく貢献すると考えられる。さらに、
この研究期間中に、魚においても生殖細胞系列
自律的な性決定機構の存在が明らかとなり、ヒド
ラも含めて、生殖細胞系列の性決定機構の普遍
性を明らかにする研究にも発展することが予想で
きる。本研究は、これら基礎生物学における未解
決の大きな問題を解く基盤となると考えられる。 
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