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研究成果の概要（和文）：体細胞性物の発生・分化は、各種細胞に固有な遺伝子発現プロファイルの制御の上に
成り立っている。遺伝子が時空間的に正しく発現するためには、ヒストン修飾やDNAメチル化に代表されるエピ
ジェネティック制御が必須である。私たちは、ヒストン脱メチル化酵素のひとつJmjd1aが、マウス胎児において
Y染色体上性決定遺伝子Sryを発現を誘導することを以前報告した。本研究では、この「哺乳類の性がエピゲノム
に制御される」という知見の更なる発展を目指して、 1)H3K9脱メチル化酵素Jmjd1ファミリーによる共同的な
Sry発現制御の解明と、2) Sry遺伝子座の新規制御因子の探索、を行った。

研究成果の概要（英文）：Development and differentiation is based on the precise control of gene 
expression. Epigenetic control by histone modifications and DNA methylation is indispensable for the
 spatio-temporal proper gene expression. We previously reported that Jmjd1a, one of the histone 
demethylases, plays a critical role for the expression of sex determination gene Sry in mouse 
embryos. For further knowledge of "the mammalian sex determinetion controlled by the epigenome", we 
have perfomed the following two projects, 1) Revealing the cooperative epigenetic control of Sry 
locus by H3K9 demethylase Jmjd1 family, 2) Searching for novel regulators for Sry locus.

研究分野：分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 多細胞生物の発生は、各種の細胞に固有な

遺伝子パターンの時間的・空間的な発現制御

の上に成りたっている。遺伝子が正しく発現

するためには、クロマチン構造変換を介した

エピジェネティック制御が重要である。ほ乳

類の「性」は Y染色体上の性決定遺伝子 (転

写因子) Sry の発現の有無によって決まるが

Sry の発現制御にエピゲノムがはたす役割は

ほとんど分かっていなかった。研究代表者は

以前、抑制性エピゲノム修飾であるヒストン

H3の9番目リジンメチル化を外す脱メチル化

酵素 Jmjd1a が Sry の活性化に働くことを報

告した。（Kuroki S et al., Science 2013）。

しかし、他のヒストン修飾関連因子の性決定

への関与は未だほとんど分かっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では、「エピゲノムによるほ乳類の性

決定」という新規知見の発展を目指し「Sry

のヒストン修飾エピゲノム動態とその制御

因子の解明」を目的として、以下の 2つの研

究計画を立てた。 

 

計画Ⅰ : H3K9 脱メチル化酵素 Jmjd1 ファミ

リーによる Sry 発現制御の解明 

Jmjd1a 欠損により Sry の発現は低下するが、

その度合いは部分的であることから、Jmjd1a

と相補する因子の存在が予想された。Jmjd1

ファミリーには、Jmjd1a 以外に Jmjd1b と-c

の 2つが存在する。私はこれまでに、Jmjd1a

と Jmjd1b がマウス初期胚の発生に相補的に

機能することを見いだしていた。そこで、Sry

の H3K9 脱メチル化と発現、それに引き続く

性決定についても、同様に Jmjd1b が Jmjd1a

と相補すると仮説をたてその検証を行った。 

計画Ⅱ : Sry遺伝子座の新規制御因子の探索 

Sry は生殖腺において転写因子 Nr5a1 を高発

現する細胞（セルトリ前駆細胞）から発現す

る。これを利用してセルトリ前駆細胞の遺伝

子発現プロファイルを取得し Sryを制御する

新規遺伝子候補を抽出する。候補遺伝子が見

つかった場合はその欠損マウスをに作成し、

新規の Sry制御遺伝子の可能性を検証する。 

 

３．研究の方法 

計画Ⅰ : Cre-LoxP システムを用いて、生殖

腺体細胞特異的に Jmjd1a/Jmjd1b を二重欠損

するマウスを作出した。生殖線体細胞に Cre

を発現する Nr5a1-Cre Tgマウスと Jmjd1a お

よび Jmjd1b の flox マウスを交配した。以降

は、生殖線体細胞特異的なホモ欠損を KO, ヘ

テロ欠損を Het と表記する。 Jmjd1a 

KO/Jmjd1b KOマウス (性染色体 XY型)につ

いて、 (1) 性転換の頻度を成体マウスの内外

生殖器の組織学的解析から判定し、(2) 性決

定期である胎生 E11.5 日の生殖線における

Sry 発現細胞の割合を組織免疫染色により調

べ、また H3K9メチル化レベルの変化をフロ

ーサイトメトリーによって定量した。雄の性

決定シグナル経路における Jmjd1a/Jmjd1b の

作用点を明らかにする目的で、 (3) E11.5 日

の Jmjd1a KO/Jmjd1b KOマウス胎児から生殖

生体細胞を精製し RNA-Seq 法により網羅的

な遺伝子発現変化を調べた。また、(4) Sryの

強制発現 Tgマウスとの交配によって Jmjd1a 

KO/Jmjd1b KO マウスにおける性転換がレス

キューされるか検証した。上記の各々の実験

について Jmjd1aおよび Jmjd1bの単独 KOマ

ウスと比較することで、Jmjd1a/Jmjd1b間の相

補性を検証した。 

計画Ⅱ : Sry遺伝子座の新規制御因子の探索 

Nr5a1-LNGFR Tg マウスを用いて E11.5日のマ

ウス未分化生殖線から Nr5a1 高発現細胞(セ

ルトリ前駆細胞)を FACS ソーティングした。

比較対象として Nr5a1低発現細胞も同時に採

取した。RNA-Seq法によりこれらの細胞の遺

伝子発現プロファイルを取得し、両者の比較

からセルトリ前駆細胞に特徴的発現する遺

伝子を Sry制御の候補因子として抽出した。 



 

４．研究成果 

計画Ⅰ: 

(1) Jmjd1a and/or Jmjd1b KOマウスにおける

性転換頻度は、Jmjd1a KOで 13% (7/54 匹), 

Jmjd1a KO/Jmjd1b Hettで 91% (39/43匹), そ

して Jmjd1a KO/Jmjd1b KO では 100% (46/46

匹)だった。一方で Jmjd1a Het/Jmjd1b KO で

性転換頻度は 0%だった (0/36匹) (図 1). 

(2) E11.5日の生殖線における Sryの発現低下

の度合いは上記の性転換の頻度と相関した。

すなわち Jmjd1a KO/Jmjd1b KOではほぼ完全

に Sry の発現が観察されず、 次に Jmjd1a 

KO/Jmjd1b Het, Jmjd1a 単独 KO の順番で発

現の低下が観察された。一方で生殖腺体細胞

における H3K9me2 レベルは Sry 発現とは逆

相関の関係にあり、Jmjd1a KO/Jmjd1b KOで

そのレベルは最も大きく亢進した。  (3) 

RNA-Seq解析の結果、Jmjd1a KO/Jmjd1b KO

によって Sryの発現レベルは顕著に低下して

いたが、Nr5a1, Gata4, Wt1等の既知の上流因

子群の発現に変化はなかった。 (4) Sry Tgマ

ウスとの交配によって Jmjd1a KO/Jmjd1b KO

マウスの性転換は 100%の確立でレスキュー

された (9/9匹)。以上の一連の実験結果から、

マウスの性決定において、①Jmjd1a/Jmjd1b

の間に機能的な相補があること、②Jmjd1aが

ドミナントに働き Jmjd1b は補助的な役割を

担うこと、③Jmjd1a/Jmjd1bの作用点は Sryで

ある可能性が高いこと、を明らかにした。今

後は ChIP-qPCR または ChIP-Seq 法を用いて

Sry 遺 伝 子 上 の H3K9me2 レ ベ ル や

Jmjd1a/Jmjd1b の局在を明らかにする必要が

あるだろう。 

 

計画Ⅱ: 

セルトリ前駆細胞に特異的に発現する遺伝

子として 323 個を抽出した。既知の Sry 制御

遺伝子 13 個のうち 8 個がこの中に含まれて

いた。したがって、抽出した 323 個の遺伝子

の中には新規のSry制御遺伝子も含まれてい

る可能性が高いと考えている。現在、この中

から KO マウス作製に進む遺伝子を選別中で

ある。 
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