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研究成果の概要（和文）：本研究は、精巣体細胞（セルトリ細胞）分化におけるepigeneticな分子制御機構の解
明を目的とした。
PAD (Peptidylarginine Deiminase)は翻訳後修飾（シトルリン化）する酵素で、ヒストンH3をシトルリン化し
epigeneticな制御に関与するとされる。今回我々は、PAD2をコードするPadi2が胎児期性腺においてセルトリ細
胞特異的に発現することより精巣発生におけるエピジェネティックな機能について注目した。その結果Padi2は
SOX9によって転写活性化すると同時に、SOX9の標的遺伝子発現を補助的に制御する新規の精巣分化関連分子であ
る可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to clarify epigenetic mechanisms in development of 
the testicular supporting cells, Sertoli cells. 
Peptidylarginine deiminases (PADs) are a family of enzymes that change the charge of target proteins
 through citrullination. We identified Padi2 which encodes PAD2 was exclusively expressed in Sertoli
 cells of fetal developing testes. Our data suggested that Padi2 was a novel gene in fetal testis 
development which was specifically expressed in Sertoli cells through the regulation of SOX9 and 
FOXL2 and supported regulation by SOX9 for target genes. The phenotype of Padi2(-/-)XY indicates 
that a redundant factor compensates for the role of PAD2 in testicular development.

研究分野：小児内分泌
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１．研究開始当初の背景 
精巣の発生異常は、性の分化に異常を来す性
分化異常症（Disorders of Sex Development:
以下 DSD）の原因となり、その多くはいわゆ
る曖昧外性器(男女の区別がつきにくい外性
器)を伴うため、養育性の決定などを含め、心
理学的、社会的な影響は臨床上大変深刻であ
る。さらに成人期以降の精巣機能低下は「男
性らしさ」を獲得する二次性徴の欠如、さら
には精子形成異常による男性不妊の原因に
も成り、その社会的影響は極めて甚大である。
従って精巣発生分化異常に伴う疾患の診断、
治療法の確立は最も望まれるものの一つで
ある。しかし今日においてもなお、精巣発生
の機構の解明は十分といえず、臨床において
も多くの問題点を残しており、詳細な病態機
構の解明が待たれている。 
精巣発生、特にその中心的役割を果たすセル
トリ細胞分化において、エピジェネティック
スが重要な役割を果たしている可能性を考
え、その機構を明らかにし、さらには幹細胞
（ES 細胞）から性腺細胞の作製法の開発お
よび性腺機能不全患者における臨床応用を
行なうことを最終目標とすることとし、検討
を行って来た。 
今回我々は予備実験において、PAD2をコー
ドするPadi2が胎児期性腺においてセルトリ
細胞特異的に発現することを見いだした。
PAD (Peptidylarginine Deiminase)は翻訳後
修飾（シトルリン化）する酵素で、ヒストン
H3をシトルリン化し epigeneticな制御に関
与するとされる。 
 
２．研究の目的 
セルトリ細胞発生におけるPAD2の転写制御
およびその役割を解明する 
 
３．研究の方法 
(1) Padi2 の転写制御機構の検討 
① セルトリ細胞のモデルとされる TM3
細胞を用い、SOX9 や FOXL2 の強制
発現し、Padi2 の発現の変化を定
量的 RT-PCR で検討をした。 

② SOX9 ノックアウトマウス、FOXL2 ノ
ックアウトマウスにおける性腺で
のPadi2の発現を定量的RT-PCRで
検討をした。 

③ Padi2 のプロモータ–領域を用いた
レポーターアアッセイによる、
SOX9 FOXL2 応答領域の同定を試み
た。 

(2) Padi2 の精巣発生における機能の検討 
① CRSPR/Cas9 を用いた Padi2 ノック
アウトマウス作成による表現型を
検討した 

② TM3 細胞において siRNA を用い、
Padi2 をノックダウンし、SOX9 の
標的遺伝子の発現の変化を定量的
RT-PCR で検討した 

(3) Padi２の機能であるヒストン H3 のシト

ルリン化について以下の検討を行った 
① 野生型マウスにおける、胎仔期性腺
（精巣卵巣）のシトルリン化をウ
ェスタンブロッティングを用いて、
定量的比較した 

② 同様にPadi2ノックアウトマウスと
野生型における性腺でのヒストン
H3のシトルリン化を定量的に比較
した。 

 
４．研究成果 
(1) Padi2は13.5dpcの胎仔マウスにおける
WISH で testes cord 特異的に発現し、
Wv/Wv マウス XY 性腺において野生型と
発現に差がないことから、セルトリ細胞
特異的に発現していることを示した。 

(2) TM3 細胞強制発現系で、SOX9 が正に
Padi2 の転写を制御し、それに対し
FOXL2 が拮抗的に作用することを示し
た。また AMH-Cre:Sox9flox/flox マウス
において Padi2 の発現は著明に低下し
ており、in vivo において SOX9 により
正に制御されることを示した。Foxl2 ノ
ックアウトマウスでは、Padi2 の発現は
野生型と比べ差がなかった。 

(3) enhancer 領域として exo1 の配列が、
SOX9 により正に応答し、FOXL2 により負
に応答することを reporter assay によ
り示した。 

(4) siRNA を用い Padi2 を knock down した
TM3 細胞では、SOX9 による Ptgds に対す
る正の転写制御が抑制された。PAD2 が
SOX9 の転写活性に対し補助的に作用す
る可能性が示唆された。 

(5) Padi2(-/-)マウスを CRISPR/Cas9 を用
いて作製し、XY マウスの表現型解析を
行ったが、妊孕性は保たれ、精巣分化に
おける明らかな表現型を認めなかった 

(6) PAD2はヒストンH3をシトルリン化しエ
ピジェネティックに遺伝子発現制御を
する可能性が知られており、H3 シトル
リン化を検討をした。野生型と
Padi2(-/-)マウスで XY 性腺では、明ら
かな差を認めなかった。 

(7) 本研究より、Padi2 は SOX9 および FOXL2
の制御によりセルトリ細胞特異的に発
現し、翻訳後修飾を介して SOX9 の標的
遺伝子発現を補助的に制御する、新規の
精巣分化に寄与する分子である可能性
を示唆した。これらは新たなエピジェネ
ティックスの機構が精巣発生に寄与し
ている可能性を示唆するもので、今後の
精巣発生の分子機構の解明、再生医療へ
の応用が期待される。 
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