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研究成果の概要（和文）：本研究は精巣発生マスター因子SOX9遺伝子の発現調節エンハンサー候補領域(hXYSRa)
についてin vivoでの機能解析を目指して行なった。1)in vitroレポーター解析でhXYSRaの機能性を確認し、転
写因子結合部位を同定した。2)hXYSRaをマウスSox9の相同配列(mXYSRa)と置換したモデルマウス(hXYSRa subマ
ウス)を作製した。この系統で遺伝学的背景の検討やhuman SRYの過剰発現を行うことにより、hXYSRa subマウス
XY個体の一部で生殖器の雄性化が認められた。一定条件下でヒト発現調節配列がモデルマウス相同配列の機能を
代償する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： SOX9/Sox9 is a master gene for testis development. This study aimed to 
analyze function of candidate sequence for human SOX9 enhancer, hXYSRa, in in vivo setting.  1) in 
vitro reporter assay utilizing luciferase expression plasmid revealed enhancer function of hXYSRa. 
We identified one of transcriptional factor binding motifs within the sequence. 2) We generated 
genetically humanized mice of Sox9 enhancer. The homologous Sox9 enhancer region in murine genome 
was replaced with hXYSRa sequence (hXYSRa sub mice) and development of reproductive system in the 
model mice was screened. Some of hXYSRa sub/sub mice with XY karyotype showed virilization of 
external/internal genitalia when the line was backcrossed to the DBA/2 strain and overexpressed 
human SRY. This result suggested regulatory regions in human genome can compensate homologous 
sequence in murine genome and can be analyzed in the animal model.

研究分野： genome editing
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ヒトSOX9エンハンサー候補領域について関連転写因子の結合部位を明らかにし、生殖腺分化に重要
な遺伝子の発現調節解明に寄与した。また発現調節領域について、マウスゲノムの相同領域とヒト相同配列を置
換した場合、一定条件においてはヒトエンハンサーをモデル生物内で機能解析できる可能性が示唆され、non 
coding regionの機能解析において重要な知見をもたらしたと言える。

※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 
 体外において ES/iPS 細胞などの多能性幹細胞から卵子・精子を分化誘導する技術が開発さ
れ、不妊治療分野における再生医療の応用が期待されている。しかし現状では卵子・精子への
分化誘導には、生体から取り出した生殖腺（精巣・卵巣）と共に幹細胞を培養する過程が必要
である(1,2)。全工程を再生医療で賄える状況には至っておらず、更なる技術進歩のため、生殖
腺分化の詳細な理解が重要である。 
 生殖腺の分化に関わる遺伝子は、マウスモデルの解析や性分化疾患患者に対する網羅的遺伝
子解析により同定され、近年はこれらの性分化関連遺伝子の発現調節領域の重要性についても
認識されている(3)。しかしこれらの領域の研究については、従来レポーターアッセイ法が用
いられ、ゲノム内の位置情報やヒストン修飾状態を加味した機能解析は困難な状況であった。 
 
 
２．研究の目的 
 我々は、マウスとの相同性解析から精巣分化のマスター因子であるヒト SOX9 遺伝子の発現
調節エンハンサー候補領域を同定した(hXYSRa)。この領域について、より in vivo に近い状態
での解析を目指し、マウスゲノム内の相同配列とヒト候補エンハンサー配列を置換した遺伝子
改変マウスを作製し、候補領域の機能性解析・結合転写因子解析を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) hXYSRa 配列の結合転写因子候補選定および in vitro 機能解析 
公開データベース JASPAR(4)を用い、hXYSRa 内の結合転写因子の候補選定を行なった。さ
らに hXYSRa 配列、ヒトβグロブリン(HBB)プロモーター、ルシフェラーゼを繋いだコンスト
ラクトを作製し、in vitro でのレポーター解析を行った。選定した転写因子結合配列が機能配列
であるかをスクリーニングするため、候補領域に変異を挿入したコンストラクトも作製し、従来
の in vitro ルシフェラーゼアッセイにて転写因子候補配列の同定を行った。 
 
(2) マウス Sox9 発現調節領域 mXYSRa をヒト SOX9 発現調節候補領域 hXYSRa に置換した遺
伝子改変マウスの作製とその解析 
Sox9の5’上流領域に存在する発現調節領域
mXYSRa をヒトで相同な hXYSRa 置換した遺
伝子改変マウス  (hXYSRasub マウス )を
CRISPR/Cas9 シ ス テ ム に て 作 製 し た
[Fig.1A]。  
研究期間中、当初作製時のマウス遺伝学的
背景はC57BL/6 を主としたDBA/2 との交雑
種であったが、hXYSRasub homozygous XY マ
ウスが雌の表現型を示した。そのため追加で 2
種類の変更を行った。 
①  受精卵ゲノム編集にて、human SRY を
過剰発現する直鎖状 DNA をゲノム内
に有するトランスジェニックマウス



(hSRY  Tg マウス)を別途作製し[Fig.1B]、hXYSRasubマウスと交配した。 
②  マウス遺伝学的背景をDBA/2 系統に戻し交配を行った。 
以上により、hXYSRasub/sub XY; hSRY  Tg マウス(DBA/2 を主とする交雑種)を作製し、表現型
解析を行なった。 
 
 
４．研究成果 
(1) hXYSRa の in vitro assay 系確立と
SOX9 結合配列の同定 
 データベースを用いて hXYSRa 配列
内の性分化関連転写因子の結合配列検
索を行ったところ、NR5A1, SOX9, SRY
の結合配列の存在が明らかとなった。
さらに重要配列を特定するため、マウ
スゲノム相同領域 mXYSRa に保存され
た配列を明らかにした[Fig.2A] 
 in vitro 解析では当初 Sox9 promoter
を使用したluciferaseコンストラクトを
作製予定であったが、過去の文献(5)を
参考に HBB promoter の 5’側に候補配
列 hXYSRa 831bp を挿入したレポータ
ー プ ラ ス ミ ド （ pGL4.10-hXYSRa-
HBBpro）を作製し、SOX9 および
NR5A1で正の反応が得られることを確
認した。さらに前述の検索で明らかと
なった SOX9 結合配列を別配列に置換
したコンストラクトで反応低下が認めら
れた[Fig.2B]。 
 
(2) hXYSRa のマウスゲノムでの機能性 
 当初 hXYSRa sub マウスは、B6D2F1
マウス受精卵で作製後、C57BL/6 に一度
戻し交配しており、C57BL/6 を主とする
遺伝学的背景であった。本系統で
hXYSRasub/sub XY マウスを作成したとこ
ろ、XYで雌の外性器（膣・子宮卵管の形
成、性周期あり）となり(n=5)、妊孕性は
認められなかった。ただし本マウスの胎
生11.5日性腺におけるSryの発現量解析
では、発現が検出された [Fig.3A-C]。 
 マウスゲノム内での候補配列の in vivo
機能解析を実現するため、本マウス系統
の遺伝学的背景をDBA/2に戻し交配し、



さらに human SRY を強制発現するマウスと交配した。その結果、
hXYSRasub/sub XYマウスではC57BL/6の際と同様メスの表現型で
あった一方(n=2)、さらに human SRY の過剰発現があった場合、
一部内外性器が雄性化する個体が得られた(n=10)[Fig.4]。 
 
(3) 本研究の意義 
 本研究では、ヒトエンハンサー候補領域について、レポーター
遺伝子を用いた in vitro 解析を用いて、SOX9 の結合部位を明らか
にし、生殖腺分化に重要な SOX9 の発現調節解明に寄与した。 
 当初のモデルマウス解析により、hXYSRasub/sub XY マウスで外性
器が雌性化したものの、Sry 発現が検出されたことから、配列置換
が SRY 発現以降の精巣形成因子の発現異常を引き起こしたと考
えられた。またさらなる検討・追加ゲノム編集により、一部の個
体ではあったが、hXYSRasub/sub XY マウスで生殖器の雄性化が見られ、hXYSRa がマウスmXYSRa
と一定の機能互換性を有する可能性が示唆された。このことからマウスゲノムの相同領域とヒ
ト相同配列を置換した場合、一定条件においてはヒトエンハンサーをモデル生物内で機能解析
できる可能性が示唆された。本研究で異種発現調節領域のモデルマウスを作製するにあたり、マ
ウスの遺伝学的背景の違いにより、同じ遺伝子改変を行なっても表現型が異なることが知られ
ているため(6)、遺伝学的背景の検討を行なった。さらに Sry/SRY の相同性が低いことを鑑み、
SRY の過剰発現を加えた。これらにより hXYSRa sub/subXY 個体で雄性化が観察された。したがっ
て種間で発現調節領域を置換する場合に整えるべき条件として、遺伝学的背景や関与する遺伝
子の相同性の考慮が重要であることを明らかにした。しかし本研究の限界点として、遺伝学的背
景が DBA/2 を主とする hXYSRasub 系統で、SRY 過剰発現を伴わない hXYSRasub/sub XY 個体の
解析数は限られており、遺伝学的背景と SRY 発現、どちらの影響が大きいかについては結論を
得ることはできなかった。性分化疾患の分野のみならず、non coding region の機能解明は各分
野で急務である。これらの領域もクロマチン構造やメチル化などの生体内ゲノム修飾状態に機
能が依存する領域である点から、in vivo で解析できることの意義は大きく、non coding region
の機能解析において重要な知見をもたらしたと言える。 
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