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研究成果の概要（和文）：私たちは、雌雄を連続する表現型として捉え、性を再定義することを目標に研究を進
めてきた。遺伝子変異マウスの胎仔期の生殖腺は、オス型の細胞とメス型の細胞が入り混じった「卵精巣」と呼
ばれる表現型を示すことがこれまでの研究で明らかになっている。私たちの研究成果により、卵精巣ができる仕
組みにはヒストンH3の9番目のリジンのメチル化、およびDNAのメチル化によるエピジェネティック制御が深く関
わっていることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：We have been conducting research with the goal of redefining sex by 
regarding males and females as a continuous phenotype. Previous studies have shown that the fetal 
gonads of genetically mutated mice exhibit a phenotype called "ovotestis," which is a mixture of 
male and female cells. Our research results revealed that epigenetic regulation by methylation of 
lysine 9 of histone H3 and DNA contribute to the development of ovotestis.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 性スペクトラム　性決定　生殖腺

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ある種の遺伝子変異マウスの生殖腺は、オス型細胞とメス型細胞の混ざりからなる「卵精巣」を形成することが
分かっています。私たちは、このようなオスとメスの中間の生殖腺ができる仕組みには、ゲノムの後天的な修飾
である「エピゲノム」が深く関わっていることを明らかにしました。すなわち、細胞の核内に存在するヒストン
と呼ばれるタンパク質にどの程度のメチル基が付加されるかによって、胎仔の生殖腺のオス化とメス化の度合い
が決まることを見いだしました。本研究の成果は、雌雄を「二項対立的なもの」として捉えるべきではなく、
「連続する表現型（スペクトラム）」として捉えるべきとの考え方を支持します。

※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 

新学術領域研究「性スペクトラム」では、「二項対

立的な雌雄」から「連続する表現型（スペクトラム）と

しての雌雄」へと性を再定義することを目指し、

2017 年度より 9 名の研究計画代表者によって研究

を開始した。性を再定義するとの目的を達成するた

め、遺伝による基盤形成、内分泌による細胞・器官

間の同調、そして環境要因による修飾・撹乱を通じ

て雌雄のスペクトラムが成立していく分子機構を明

らかにする。申請者は過去に、Sry のエピゲノムが

ほ乳類のオスとメスの中間的な生殖腺（卵精巣と呼ばれる）の形成に密接に関わることを示した

（Kuroki et al., 2013, Science）（上図参照）。この研究成果は、生殖腺におけるオス化・メス化の度合

いが、ヒストン修飾や DNA メチル化の度合いによって定量的に評価することが可能であることを示

唆した。このような知見にもとづき、本研究では、マウスをモデル実験系として胎仔期生殖腺の性ス

ペクトラムの基盤形成のための Sry のエピゲノム構築機構を明らかにする。 

 

２．研究の目的 

オスまたはメスへの性分化過程において、性決定は最初のステップである。ほ乳類の Y 染色体

には、性決定遺伝子 Sry（Sex-determining region Y）が存在する。ほ乳類の胎仔における性的に未

分化な生殖腺体細胞は、Sry の機能によりオス型体細胞（セルトリ細胞）へと分化する。Sry は胎仔

期生殖腺で一過性に発現するが、この時間的・空間的に特異的な Sry の発現とエピゲノム制御と

の関係は不明であった。私は 2013 年に、H3K9 の脱メチル化がマウスの性決定に重要な役割を担

っていることを明らかにした。すなわち H3K9 の脱メチル化酵素である Jmjd1a を欠損したマウスで

は、Y 染色体を有しているにもかかわらず卵巣を形成する個体が出現した。Jmjd1a を欠損させる

と Sry 遺伝子座の H3K9 のメチル基が外されなくなった結果、Sry の発現活性化が起きず、オス

化が不完全な個体が出現する。この研究成果は Sry の発現制御におけるエピゲノムの重要性を世

界で初めて示した。 

Jmjd1a を欠損させた XY 胎仔の生殖腺は、オス型の体細胞とメス型の体細胞が共存する表現

型を示した。このような形態の生殖腺は卵精巣と呼ばれる。私は、器官の性スペクトラムを理解する

上で、雌雄の中間的な表現型を示す胎仔期生殖腺は格好の研究材料であると考えた。このような

知見にもとづき、Sry のエピゲノム制御機構の詳細を明らかにすることで、ほ乳類胎仔の生殖腺の

性スペクトラムを定量的に評価する。さらには、最新の遺伝子解析技術やゲノム編集技術を駆使し、

マウス胎仔生殖腺における Sry の転写産物、翻訳産物、遺伝子構造の実体を明らかにする研究も

進めていく。 

３．研究の方法 

 性決定期のマウス胎仔の生殖腺から、生殖腺体細胞を単離する。具体的には、受精後 11.5 日

の生殖腺体細胞特異的に細胞表面抗原である LNGFR を発現するトランスジェニックマウスの胎仔

から生殖腺を単離し、酵素処理にて細胞の懸濁液を得る（Kuroki et al., 2013, Science）。この懸濁

液に抗 LNGFR 抗体を反応させてアフィニティ精製を行い、性決定期の生殖腺体細胞を単離・精

製する。得られた生殖腺体細胞から mRNA を単離・精製し、Poly(A)+ RNA-seq を行う。Poly(A)+ 

RNA-seq の結果から、性決定期の胎仔期生殖腺体細胞で発現している H3K9 メチル化酵素の転

写産物をピックアップする。そのなかから、Jmjd1a に拮抗して働くと考えられる H3K9 メチル化酵素
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を選び出す。当該 H3K9 メチル化酵素の欠損マウスを CRISPR/Cas9 によって樹立し、Jmjd1a 欠損

によるオスからメスへの性転換をレスキューするのかについて検証する。 

 過去の研究成果により、マウス性決定期の生殖腺体細胞では、Sry 遺伝子座の DNA の脱メチル

化が時期的、細胞種特異的に起きることが明らかになっている（Nishino et al., J. Biol. Chem 2004）。

メチル化シトシンの脱メチル化には、メチル基の酸化酵素である Tetファミリー分子Te11、Tet2、Tet3

によるサイン化反応が深く関わっている。CRISPR/Cas9 によってそれぞれの Tet ファミリー分子の遺

伝子欠損マウスを作製し、胎仔期生殖腺の Sry 発現がどのように影響を受けるのか、胎仔期生殖

腺が卵精巣の表現型を示すのか、成体マウスの内部外部生殖器の表現型について検証する。な

かでも、Sry の転写活性化における Jmd1a による H3K9 メチル化と Tet による DNA 脱メチル化の

役割分担について特に着目して研究を進める。 

 前述したマウス性決定期の生殖腺体細胞の Poly(A)+ RNA-seq のデータをもとに、Sry の発現制

御に関わっている可能性がある新規の因子を探索する。具体的には、受精後 10.5 日から 11.5 日

までの Nr5a1 強陽性細胞（Sry が発現している生殖腺体細胞）と、Nr51a 弱陽性細胞（Sry が発現

していない生殖腺体細胞）間で転写産物の種類と量を比較する。前者で優位に発現が高い分子

を選び出し、CRISPR/Cas9 によって当該分子を欠損したマウスを樹立し、Sry の発現に異常が見ら

れるか、オス化の表現型に異常が出るのか、などについて検証する。 

これまで、Sry 遺伝子座からどのような転写産物が産生されているのかについて、詳細に解析さ

れたことがなかった。よって本研究では、Sry 遺伝子とその近傍からの転写産物についても詳細に

解析する。必要であれば、転写開始点を同定するための CAGE-seq や、長い遺伝子配列を分断

せずに解読するための Long-read RNA-seq など、最新の核酸解析の技術も取り入れる。Sry 遺伝

子座の上流と下流には、逆向きの約 50kb の相同配列が存在する（パリンドローム配列）。この Sry

近傍のパリンドローム配列に機能はコマまで明らかにされていない。このパリンドローム配列に何か

しらの機能があるのか、あるとすればどのような機能なのかについて、分子生物学的手法と遺伝学

的手法を用いて検証する。 

４．研究成果 

4-1. Sry 遺伝子座の H3K9 メチル化を触媒する酵素の同定と性決定における役割の解明 

Jmjd1a 欠損マウスの胎仔期生殖腺の体細胞で

は、モノメチル化 H3K9 およびトリメチル化 H3K9 の

亢進は観察されなかった。一方で、ジメチル化

H3K9 は野生型の生殖腺体細胞に比べて 2 倍ほど

上昇していた。この結果は、Jmjd1a はジメチル化

H3K9 を主に脱メチル化していることを意味した。加

えてクロマチン免疫沈降実験により、Sry遺伝子座の

ジメチル化 H3K9 のレベルが Jmjd1a の欠損で優位

に上昇していることが示された。これらのことから、

Jmjd1a に拮抗して働く H3K9 メチル化酵素は H3K9

のトリメチル化を触媒する Suv39h1, Suv39h2, Setdb1 ではなく、H3K9 のジメチル化を触媒する

G9a/GLP 複合体であることが強く示唆された。実際に性決定期の生殖腺体細では 200TPM 以上

の G9a mRNA、100TPM 以上の GLP mRNA が発現していた。さらに免疫組織学的な解析により、

SRY タンパク質と JMJD1A タンパク質をともに発現している生殖腺体細胞は G9a/GLP 複合体も発

現していることが分かった。 

 次に、Sry の発現制御における G9a/GLP 複合体の役割について遺伝学的な手法によって検証
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した（上図参照）。Jmjd1a 欠損によるジメチル化 H3K9 の亢進が G9a・GLP 複合体によるものであ

れば、GLP（あるいは G9a）のタンパク質量を減らすことでジメチル化 H3K9 のレベルが低下するは

ずである。これを検証すべく私たちは、GLP ヘテロ欠損、Jmjd1a ホモ欠損マウスを作製し、その性

分化の表現系を観察した。その結果、GLP のヘテロ欠損の導入により、Jmjd1a 欠損でみられた Sry

遺伝子座のジメチル化 H3K9 の亢進が抑制されることが分かった。さらに、Jmjd1a 欠損マウス胎仔

に比べて GLP ヘテロ欠損、Jmjd1a ホモ欠損マウス胎仔では Sry 遺伝子の発現が高くなっているこ

と、Jmjd1a 欠損成体マウスに比べて GLP ヘテロ欠損、Jmjd1a ホモ欠損成体マウスは精巣を持つ

個体の割合が優位に高いことが分かった。以上の結果をまとめると、Sry 遺伝子座の H3K9 のジメ

チル化のレベルは、H3K9 メチル化酵素である G9a/GLP 複合体と H3K9 脱メチル化酵素である

Jmjd1a によって厳密に制御されていることが明らかになった（Kuroki et al., PLoS Genetics）。 

4-2. Sry 遺伝子座の H3K9 メチル化を触媒する酵素の同定と性決定における役割の解明 

  性決定期の生殖腺体細胞では、DNA の脱メチル化を担う酵素である Tet1、Tet2、Tet3 の転写産

物が、それぞれ 16、20、40TPM 程度発現していた。このことから、Sry 遺伝子座の DNA の脱メチ

ル化は Tet1/2/3 のどれか、またはその組み合わせによって触媒されていることが予期された。Sry

遺伝子座の DNA の脱メチル化を担う酵素を同定する目的で、Tet1/2/3 の各遺伝子を

CRISPR/Cas9 によってゲノム編集したマウスを樹立し、Sry 遺伝子座の DNA のメチル化のレベル

を定量した。その結果、Tet1 および Tet3 の欠損マウス胎仔の生殖腺体細胞の Sry 遺伝子座の

DNA のメチル化のレベルは野生型と同等程度であった。それに対して、Tet2 欠損マウス胎仔の

生殖腺体細胞の Sry 遺伝子座の DNA のメチル化のレベルは野生型に比べて優位に高いことが

明らかになった。Tet2 欠損マウス胎仔の生殖腺体細胞における Sry mRNA の発現のレベルは、野

生型のそれより約 2 割程度低くなっていることが分かった。受精後 13 日目の Tet2 欠損胎仔の生

殖腺をオス化細胞マーカーである Sox9 に対する抗体とメス化細胞マーカーである Foxl2 抗体で免

疫染色した結果、Tet2 欠損胎仔の生殖腺はほぼ 100%オス化細胞で占められており、卵精巣の形

成は認められなかった。次に Sry遺伝子の活性化における Tet2によるDNAの脱メチル化と Jmjd1a

による H3K9 の脱メチル化の貢献に関する解析を進めた。Tet2/Jmjd1a 二重欠損マウス胎仔の生

殖腺では、Sry の転写産物量が Tet2 単独欠損あるいは Jmjd1a 単独欠損のそれよりも優位に低く

なっていた。さらに、Tet2/Jmjd1a 二重欠損マウス胎仔の生殖腺の卵精巣の表現型を調べたことろ、

Foxl2 陽性細胞の割合が Jmjd1a 単独欠損のそれよりも優位に高くなっていた。この研究成果によ

り、Sry 遺伝子座の DNA 脱メチル化を担う酵素は Tet2 であること、Tet2 による DNA の脱メチル化

と Jmjd1a による H3K9 の脱メチル化は、Sry の転写活性化に相乗的に働くことを明らかにした

（Okashita et al., Scientific Reports 2019） 

4-3. マウス Sry 遺伝子座には「隠れた第 2 エキソン」が存在することを発見 

 受精後 10 日から 11.5 日にかけての胎仔期生

殖腺体細胞のうち、Nr51a が強く発現している細

胞のみをより分けて遺伝子発現解析を行った。

Poly(A)+ RNA-seq による発現解析の結果、Sry

遺伝子を挟むように存在しているパリンドローム

配列中に転写されている領域が存在することを

見出した。Sry 近傍パリンドローム配列に転写領域があるとの報告は過去になく、これは新規の転

写産物であった。次に CAGE-seq を行って転写開始点の同定を進めた。その結果、この新規転写

産物は転写開始点を含んでいないことが分かった。すなわち、この転写産物は他の転写産物の一

部であることが強く示唆された。次に 24 個の性決定期の胎仔生殖腺から mRNA を単離し、Long-
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read RNA-seq 解析を行った。その結果、この転写産物は新規の Sry 転写産物の 3’部分であった。

この転写産物は既知の Sry 転写開始点から転写され、典型的なスプライシングモチーフ（5’の GT

配列と、3’の AG 配列およびその上流のポリピリミジン配列）によって一度スプライシングされていた。

この研究結果により、私たちが新たに同定したパリンドローム内で転写されている配列は、これまで

未同定だったマウス Sry の「隠れた第 2 エキソン」であることが明らかになった（上図参照）。すなわ

ちマウス Sry 遺伝子座からは、既知の単一エキソン型ので Sry 転写産物（Sry-S）と、新規でふたつ

のエキソンからなる転写産物（Sry-T）のふたつが転写されていることが明らかになった。 

Sry-T は 392 アミノ酸からなるタンパク質（SRY-T）をコードしていた。Sry-S がコードする既知の

SRY タンパク質（SRY-S）は 395 アミノ酸からなる。SRY-T の 377 までのアミノ酸配列は SRY-S のそ

れと共通であった。両者の違いは C 末端のアミノ酸配列であり、SRY-S と SRY-T はそれぞれ 18 個

と 15 個のユニークなアミノ酸配列を有していた。この SRY-T のユニークな C 末端アミノ酸は Sry の

第 2 エキソンによってコードされていた。 

次に私たちは SRY-T の生理的機能を明らかにするため、CRISPR/Cas9 により Sry 第 2 エキソン

を欠損させたマウスを作製した。全くの予想外だったことに、Sry 第 2 エキソンを欠損したマウスは

オスからメスへと性転換した。既知の Sry 転写産物である Sry-S の発現は Sry 第 2 エキソンの欠損

によって全く影響を受けていなかった。それにも関わらず、Sry 第 2 エキソンを欠損したマウスでは

SRY タンパク質の量が野生型に比べて激減していた。 

上述した Sry 第 2 エキソンを欠損したマウスの表現型は、SRY-S タンパク質と SRY-T タンパク質

が翻訳後に異なる制御を受けていることを強く支持した。そこで私たちは、蛍光タンパク質である

EGFP に SRY-S の C 末端の 18 アミノ酸、あるいは SRY-T の C 末端 15 アミノ酸を融合したタンパ

ク質を用いて生化学的な解析を行った。その結果、SRY-S の C 末端の 18 アミノ酸はタンパク質分

解を受けるための目印であるデグロンをコードしていることを見出した。すなわち SRY-S は翻訳後

にユビキチンプリテアソーム経路によって速やかにタンパク質分解を受けることが分かった。一方で、

SRY-T の C 末端にはデグロン配列が存在しなかった。そのため SRY-T は SRY-S に比べて数倍以

上も安定なタンパク質であった。 

前述したように、Sry 第 2 エキソンを欠損したマウス、すなわち SRY-T 欠損マウスはオスからメス

へと性転換した（下図の左のマウス）。このことから、SRY-T はマウスのオス化に必須の性決定因子

であることが証明された。次に私たちは、SRY-T の発現を誘導できるようなマウスを樹立し、SRY-T

タンパク質を胎仔期生殖腺で発現させることで XX マウスをオス化できるじかどうかについて検証を

行った。その結果、SRY-T タンパク質を生殖腺で発

現誘導させることで、XX マウスをオス化することが可

能であることを見出した（右図の右のマウス）。以上の

成果をまとめると、これまでマウスの性決定因子であ

ると考えられてきた既知の SRY（SRY-S）は、実際には

生理的条件下で性決定因子としての機能を果たせな

いこと、そして今回私たちが新たに同定した二つのエ

キソンからなる SRY（SRY-T）は生理的条件下でオス

化を誘導できる真のマウス性決定因子であることが示

された。 
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