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研究成果の概要（和文）：生殖系列細胞の性分化機構の理解を深めるために、マウスの始原生殖細胞（PGCs）の
性差について網羅的遺伝子発現・エピゲノム解析を展開した。トランスクリプトーム解析により胎齢13日の雌雄
PGCs特異的発現遺伝子群を特定した。雌雄PGCsおよび生後一日目の生殖細胞における包括的ヒストン修飾を
ChIP-seq解析で取得することに成功した。それらの結果は雌雄PGC間の性差を明らかにし、さらに遺伝子発現と
の関連を示した。さらに、Sry欠損性転換XY雌マウスをゲノム編集により作成し、XY卵母細胞の減数および機能
不全の背景を明らかにした。この研究成果は、雌雄生殖細胞の分化とエピゲノムの新たな関係を示した。

研究成果の概要（英文）：We conducted studies on mechanisms underlying sex differentiation of mouse 
primordial germ cells (PGCs). By transcriptome analysis, we identified gene expression profiles 
specific for male and female PGCs, respectively; which could lead sex differences at early stage of 
PGCs. We successfully obtained global information of comprehensive histone modifications of PGCs by 
ChIP-seq analysis. Interestingly the data demonstrated sex specific difference of histone 
modifications, which would regulate sex specific gene expression of PGCs. Furthermore, transgenic 
mice lacking Sry, sex-determining region Y, were produced by genome editing procedure and we showed 
molecular mechanism underlying depletion and dysfunction of XY oocytes. This project provides 
further insight into epigenetic regulation for differentiation of female and male germ cells.

研究分野：生殖科学
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１．研究開始当初の背景 
マウス胎齢13.5日の始原生殖細胞（PGCs）では、
DNA メチル化がほぼ完全に消失している。それで
はいったい何をランドマークとして雌雄生殖細
胞（卵子・精子）に特異的なDNAメチル化が成立
するのかという根源的な疑問が残る。一方、ゲノ
ムの高次構造を調節するヒストン修飾は重要な
エピゲノム修飾であるが、解析手法の諸問題から、
これまで生殖系列における情報は少なく、生殖系
列におけるヒストン修飾の包括的解析が急務と
なっている。また、雌雄 PGCs における遺伝子発
現の性差についても明らかにされておらず、どの
ようなプロセスを経て雌雄生殖細胞へと分化し
ているかは不明な点も多く残されている。一方、
Sry発現による性決定から、PGCsにおける性特異
的エピゲノム修飾が決定するまでの過程は、エピ
ゲノム修飾リプログラミングの理解を深める上
で、きわめて興味深い。XY性転換メスマウスは不
妊となる事が知られているが、その分子生物学的
機構は不明な点が多く残されている。同時に XY
性転換メス生殖系列細胞の形成不全の機構を追
究することは、PGCsにおけるエピゲノムリプログ
ラミングの進行を理解する上でも貴重なモデル
になり得る。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、①マウス雌雄始原生殖細胞
における網羅的ヒストン修飾情報、トランス
クリプトーム解析およびDNAメチローム情報
を取得して比較し、雌雄生殖系列細胞の分化
発生におけるエピゲノム修飾の意義を明らか
にする。②さらに、遺伝的性（XX/XY）と生殖
系列におけるエピゲノムリプログラミングの
関係を探るため、Sryおよび関連遺伝子欠損性
転換マウスをゲノム編集により作出し、XY雌
生殖系列細胞の形成障害の分子基盤を探究す
る。一連の研究から、生殖系列における性特異
的エピゲノム制御の解明に貢献する。 
 
３．研究の方法 
１）PGCs のトランスクリプトーム性差の解析  
Pou5f1-⊿PE-GFP 雄マウスと交配後のB6N雌
マウスから胎齢13.5日（E13.5）のPGCsをFACS
ソーティングにより回収した。RNA-seqにより
網羅的遺伝子発現解析を実施するため、雌雄
PGCs (10000細胞)からtotal RNAを抽出し、
RNA-seqライブラリーを構築した。cDNA合成お
よび増幅は、SMART-Seq v4 Ultra Low Input 
RNA Kitを用いて行った。さらに、シングルセ
ルRNA-seq データの取得のため、Fludigm 社
C1 Single-Cell Auto Prep Systemにより単一
細胞の捕捉、生存細胞の確認、cDNAの合成な
らびにLong-distance PCRを行った。その後、
Nextera XT DNA Library Prep Kitを用いて単
一細胞cDNAライブラリーを構築した。各ライ
ブラリーはイルミナ社Hiseq 2500 次世代シ
ークエンサーを用いてシークエンス解析した。
得られたデータはマウスゲノムmm10にアライ
メントし、情報解析した。 

２）ChIP-seq法を用いたPGCsのヒストン修飾
の解析 
Pou5f1-⊿PE-GFPマウス胎齢13.5日（E13.5）
の雌雄PGCsをFACSソーティングにより回収し
た。１回のChIP-seq実験にそれぞれ10000個の
PGCsを用いた。まず、マイクロコッカールヌ
クレアーゼ処理により２−３ヌクレオソーム
単に断片化後、固定せずに直接クロマチン免
疫沈降に供試した。用いた抗体はH3K4me3, 
H3K4me1, H3K27me3, H3K9me2, H3K9me3ならび
にH3K27acである。ついで免疫沈降産物を精製
後、KAPA Hyper Prepキットを用いてライブラ
リーを作成し、イルミナ社NextSec500次世代
シークエンサーに供試した。得られたシーク
エンスデータは、マウスゲノムmm10にアライ
メントし、情報解析した。 
 
３）性転換雌マウスの作出と卵母細胞の正常
性解析 
CRISPR/Cas9 システムを用いてSry遺伝子欠
損マウスを作出するため、独自に設計したガ
イドRNA を含むSryターゲッティンpx330プラ
スミドを構築した。これを受精卵にマイクロ
インジェクションし体外培養して得られた胚
盤胞をレシピエントマウスに移植してSry遺
伝子欠損性転換マウスを誕生させた。なお、
SRYHMG-boxドメインコード領域内の塩基の欠
損および挿入を確認し性転換の判別を行った。
性転換雌マウスの卵巣および卵子を回収し、
トランスクリプトーム解析、妊用孕性解析な
らびに卵巣組織の病理組織解析を実施した。 

４．研究成果 
１）トランスクリプトーム解析による PGCs
における性差確立の解明 
包括的なトランスクリプトーム解析により、
雌雄PGCsにおいてそれぞれ特異的（>2倍、
P<0.05）に発現する651および428の差異的発
現遺伝子を同定した。これらのなかに多くの
転写因子が同定された。遺伝子オントロジー
およびネットワーク解析により、雌雄生殖細
胞への分化に関連する遺伝子が同定され、雌
および雄PGC特異的発現遺伝子の異なる機能
が明らかになった。さらに、DNAメチル化およ
びChIP-seq解析によるヒストン修飾の分析は、
低メチル化遺伝子プロモーター領域が
H3K4me3およびH3K27me3と結合していること
を突き止めた。単一細胞トランスクリプトー
ム解析では、雌PGC67個および雄PGC77個から
データセットの取得に成功した。検出された
転写産物の平均数は6593（範囲：3787〜8763）
であった。クラスター解析および主成分解析
は、トランスクリプトームデータセットが完
全に雌雄PGCでそれぞれ独立したクラスター
を形成したことから、すでに単一細胞レベル
で性特異的な運命決定を受けていることが明
らかとなった（図１）。また、ピアソン相関
係数を算出してWelch検定を行ったところ、雄
PGCは雌PGCに比べ高い転写不均質性が認めら
れた。これらの成果は、マウスにおいてPGC



の性別特異的分化プログラムはE13.5のステ
ージで決定的に割り当てられていることを示
した。これらの成果は、これまでにない詳細
な雌雄PGCの遺伝子発現プロファイルを示し、
in vivoにおける生殖系列の分化機構の理解
を深めるばかりでなく、in vitroにおける生
殖細胞の分化誘導の研究に対しても基礎的知
見を提供している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．単一 PGC トランスクリプトームデータ
の主成分解析（赤：雌 PGC, 青：雄 PGC） 
 
２）PGCs の性特異的遺伝子発現を調節するヒ
ストン修飾の包括的検出 
胎齢 13.5 日のマウス PGC で DNA メチル化を
消失した後、ヒストン修飾による性特異的遺
伝子発現制御については不明である。そこで、
クロマチン免疫沈降および次世代シークエ
ンサー（ChIP-seq 解析）を用いて詳細に追究
した。活性化マーカーの H3K4me1、H3K4me3
および H3K27ac、抑制マーカーの H3K27me3、
H3K9me2 および H3K9me2 修飾パターンは、雌
雄PGC間で区別されることが明らかとなった。
H3K4me3 / H3K27me3 による二価標識は、雌雄
PGC 間では異なる染色体領域に集積している
こと、一方雄特異的 DNA メチル化パターンを
有する新生仔（P1）精原細胞は、異なるヒス
トン修飾を示した。さらに、最終的に精子中
で過剰メチル化される CpG アイランド（CGI）
は、PGC 中の H3K4me3 および H3K4me1 標識お
よびトランスポゼース接近可能部位を欠い
ていた。 P1 の CGI は、他の細胞型とは異な
るヒストン修飾パターンを示した。さらに、
卵母細胞および精原細胞におけるインプリ
ンティング制御領域におけるヒストンマー
クの差異は認められたが、これは PGC には適
用されなかった。これらの結果は、ヒストン
修飾が、DNA メチル化消去後の PGC における
遺伝子発現の調節において重要な役割を果
たし、雌雄生殖細胞への分化に重要な遺伝子
発現制御機構として働く事を示唆している。
これらの成果は、雌雄 PGC の分化に重要な遺
伝子発現の制御にヒストン修飾が重要な役
割を演じていることを裏付ける詳細なデー
タを提示している。新たなエピジェネティク
ス制御の重要性を示したものと評価されて
いる。 
 
３）性転換 XY 雌マウスにおける卵母細胞の
機能喪失の分子基盤 

性転換された XY 雌マウスの繁殖能力は、卵
母細胞の大量喪失および減数分裂進行の障
害が生じ、不妊となる。ここでは、近交系
C57BL / 6 において、CRISPR/Cas9 システム
を用いて性決定遺伝子であるSry欠損させ性
転換マウス（XY 雌）を効率的に作成すること
に成功した。それらの性転換マウスをもちい
て、XY 卵母細胞喪失および機能不全の分子病
因を明らかにした。Sry 欠損突然変異体マウ
スは、胎仔発達中に PGC の増殖傷害を示し、
性成熟前の卵巣において生殖細胞の枯渇を
もたらした。PGC の包括的トランスクリプト
ーム解析は、有糸分裂増殖の段階の間に、Sry
欠損メスが正常な発生プロセスから明らか
にに逸脱していることを示した。 Sry 欠損
XY 雌-PGC の増殖の障害は、異常なβ-カテニ
ンシグナル伝達および転移因子の過剰発現
と関連していた。減数分裂期に入ると、Sry
欠損 XY 雌の卵母細胞は、染色体クロスオー
バ形成の障害、原始卵胞維持の障害、および
胚発生の能力障害を含めて、広範な異常を示
した。これらの結果から性転換された XY 雌
マウスにおける卵子形成障害の原因に対す
る理解を深める重要な知見を提示した。XY 女
性の研究は重要な領域で多くの成果があげ
られているが、性転換女性不妊症の分子病因
論に関しては未だに謎が残っている。我々の
成果は、さらに典型的な女性として存在する
XY 核型の患者である「Swyer 症候群」のよう
なヒトの性分化障害に関する洞察を提供す
るものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図２．性転換 XY 雌の生殖器（左 XX雌、右 XY
雌） 
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