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研究成果の概要（和文）：卵母細胞の分化における性染色体の必要性について詳細に解析した。まず様々な性染
色体のセット（XX、XYおよびXO）をもつES細胞を用いて卵母細胞への誘導を試みた。その結果、XXをもつES細胞
と比較して、XOやXYをもつES細胞から得られる卵母細胞の数は1/10程度であった。またXOとXYを比較した場合、
XYの方が少数であった。詳細な解析の結果、このこれらの原因は、減数分裂の相同染色体の対合異常、X染色体
上の遺伝子の発現低下、およびY染色体上の遺伝子が卵母細胞の分化を阻害していることが明らかとなった。こ
れらの知見は、性染色体異常の個体の不妊の原因を追求する上で極めて有用な知見となった。

研究成果の概要（英文）：This study is aimed at understanding molecular mechanisms of sex chromosomes
 on oogenesis. Using an oocyte differentiation system, oocytes were produced from embryonic stem 
(ES) cells harboring XX, XY or XO chromosomes. The number of oocytes from XY and XO ES cells was 
much fewer than those from XX ES cells. Detail analyses demonstrated that the reasons of attenuated 
oocyte production from XO and XY ES cells were (1) mispairing of the sex chromosome during meiotic 
prophase I, (2) lower dosage of X chromosome, (3) a negative impact of a gene on Y chromosome. We 
identified a novel function of the Y-linked gene on meiotic progression. These results contribute to
 understanding of reasons why oocyte production is attenuated in patients with sex chromosome 
disorder.    
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１．研究開始当初の背景 
 生殖細胞系列は性差を認めない始原生殖
細胞から始まり、最終的に雌雄差の顕著な配
偶子に分化する。これまで性に応じた生殖細
胞の分化は生殖器官（卵巣または精巣）の体
細胞の性分化に先導されると考えられてき
た。しかし性転換雄（遺伝的には XX である
が表現型は雄）の精巣において精子形成が阻
害されていること、同様に性転換雌（遺伝的
には XY であるが表現型は雌）の卵巣におい
て卵子形成が阻害されていることから、生殖
細胞自身の性が細胞自律的に精子もしくは
卵子形成に寄与している可能性が示唆され
る。これらの知見に加え、X 染色体を 1 本欠
損した個体では卵子形成が軽微に阻害され
ていることから、卵子形成には性のみならず
X 染色体の量的制御も重要であることも示唆
される。 
 しかしながら、性転換個体や染色体欠損個
体を用いた解析では生殖細胞と体細胞とも
に変異をもつために、生殖細胞自律的な寄与
を解析するのは困難な状況であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、卵子形成における生殖細
胞の性特異的な制御を解明することである。
それにより、これまで盲点とされてきた卵子
形成における生殖細胞自律的な制御に焦点
をあて、卵母細胞のみで双方ともに活性化し
ているX染色体の卵子形成における生物学的
意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
研究の目的を達成するために以下の研究を
行った。 
1. 染色体組換えによる卵母細胞レポーター
XO-ES 細胞の作製 
XX-ES細胞から 1本のX染色体を人為的に欠
損させることにより XO-ES 細胞を作製する。
具体的には XX-ES 細胞の X 染色体上の任意
の位置に向かい合った loxP 配列に挟まれた
DsRed を挿入する(Matsumura et al. 2007 Nat 
Method)。その後、Cre 蛋白の発現により X 染
色体間の組換えを誘起する。X 染色体の欠失
を DsRed の発現消失により検出し、それらの
細胞を FACS により単離する。 
 
2. XX-, XY-, XO-ES 細胞からの始原生殖細胞
の誘導と疑似卵巣培養 
XX-, XY-, XO-ES 細胞から始原生殖細胞を分
化誘導したのち、それらを胚齢 12 日目の雌
の生殖巣の体細胞と凝集培養することによ
り疑似卵巣を形成させる。その後、卵母細胞
に分化させ、それぞれの性染色体構成をもつ
細胞における卵子の形成過程の違いを観察
する。 
  
3. RNA-seq解析と各性染色体構成における特
異的発現遺伝子の単離 
各性染色体構成をもつ卵母細胞を用いて

RNA-seq 解析を行う。XX 卵母細胞と XO ま
たは XY 卵母細胞性における遺伝子発現を経
時的に詳細に比較することにより、各染色体
構成における発現プロファイルの作成と性
染色体の転写活性化状態を解析する。 
 
4. 卵子形成過程の観察と減数分裂時におけ
る性染色体の動態解析 
減数分裂時における染色体の対合状態を明
らかにする。そのために、それぞれの性染色
体構成をもつ卵母細胞において免疫染色
(SYCP1、SYCP3、gH2AX)を行う。 
 
5. 卵母細胞形成における遺伝子機能の解析 
遺伝子発現解析で選定された XX 卵母細胞特
異的な遺伝子群を誘導的発現ベクターに組
み込み、XO-または XY-ES 細胞に導入する。
または Y 染色体から発現する遺伝子を
XX-ES 細胞に導入する。それぞれの ES 細胞
から卵母細胞を分化誘導することにより、こ
れらの遺伝子の卵母細胞形成における機能
を解析する。 
 
４．研究成果 
 XX-ES 細胞の X 染色体上への loxP 配列の
組み込みと Cre の発現による組み換えにより、
XO-ES 細胞を効率的に樹立することができ
た。これと XX-、XY-ES 細胞を用いて、卵母
細胞への分化誘導を行った。 
 その結果 XX-ES 細胞から誘導した卵母細
胞の数は、一つの再構成卵巣当たり約 200 個
であるのに対して、XO-、XY-ES 細胞から誘
導した場合はその数がそれぞれ約 20 個、約 5
個と有意に少ない。また XO と XY の間にも
有意差が見られた。これにより個体での解析
で不明であった卵子形成過程において生殖
細胞自身の性染色体の役割が必要であると
いうことが初めて明らかとなった。次に性染
色体異常個体での卵子形成能の低下の原因
と思われる、X 染色体の量的不足、減数分裂
異常、Y 連鎖遺伝子の阻害作用について検討
した。 
 まず減数分裂の進行を検証するために、減
数分裂マーカーの SYCP3 の抗体と体細胞分
裂マーカーの EdU を用いて、XX-、XO-、
XY-ES 細胞から誘導した生殖細胞の免疫染
色を行った。すると XX と比べ、XO や XY
では減数分裂の開始が遅延していた。XO で
も XY でも同様の遅延が認められることから、
生殖細胞自身の X 染色体の量的不足により
減数分裂の開始が遅延していると考えられ
た。これと同時に、染色体の対合状態をそれ
ぞれの性染色体構成をもつ卵母細胞におい
て免疫染色(SYCP1、SYCP3、gH2AX)により
明らかにした。その結果、XX-ES 細胞から誘
導した卵母細胞では約半数が対合している
のに対して、XO では約 5%のみが対合し、
XY では対合している細胞は観察されなかっ
た。従って、卵母細胞数の減少に対する対合
異常の影響が大きいと考えられた。 



 これらの分化過程における遺伝子発現を
解析した。X 染色体上の遺伝子の発現量の総
和について比較すると、XX をもつ卵母細胞
は XO や XY をもつ卵母細胞の 1.5 倍程度で
あった。このことは、X 染色体上の遺伝子の
発現量は単純に染色体の本数とは比例せず、
何らかの特殊な制御を受けていることが示
唆された。また Y 染色体上にある遺伝子のう
ち、この時期に特異的に発現する遺伝子を単
離した。 
 Y 連鎖遺伝子の阻害作用の原因遺伝子を特
定するために、Y 連鎖遺伝子 A について解析
した。遺伝子 A を XX 卵母細胞に発現させた
ところ、体外培養系で得られる卵母細胞の数
が有意に減少することが明らかとなった。こ
のことから遺伝子 A が卵子形成過程を阻害
している可能性が示唆された。 
 本研究によって、性染色体異常個体で卵子
形成能が低下する原因として考えられてい
た X 染色体の量的制御、減数分裂異常、Y 連
鎖遺伝子の阻害作用の詳細が明らかになっ
た。 
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