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研究成果の概要（和文）：ヒストンの化学修飾によるエピジェネティックな制御は、高等真核生物の様々な生命
現象に密接に関わっている。我々は、ヒストンのメチル化修飾の除去がほ乳類の性分化に重要な役割を担ってい
ることを報告した。この知見に基づき、マウスの性分化に関わるエピジェネティック制御についてさらに研究を
進めたところ、ほ乳類の性決定遺伝子は、ヒストンの脱メチル化とヒストンのメチル化の拮抗した作用によって
その発現が緻密に制御されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Epigenetic regulation by covalent modification of histone tails play crucial
 roles on a wide range of biological processes in mammal. Previously we found that histone 
demethylation is required for mammalian sex differentiation. Based on this finding, we further 
studied the roles of epigenetic regulation for sex differentiation. We found that the expression 
level of mammalian sex-determining gene is finely tuned by the antagonistic activities between 
histone demethylation and methylation.      

研究分野： 分子生物学

キーワード： ヒストン　メチル化　性決定
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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 

多細胞生物における個体発生の過程は、
様々な細胞種における遺伝子発現プロファ
イルの経時的な変化として捉えることがで
きる。発生段階特異的な遺伝子群が時間的・
空間的に正しく発現するためには、クロマチ
ンの構造変換によるエピジェネティック制
御系が重要な役割を果たしている。中でもヒ
ストンのテール部分の共有結合修飾は、エピ
ジェネティック制御の中心的な役割を担っ
ている。 
ヒストン H3 の 9 番目のリジン残基

（H3K9）のメチル化修飾は、遺伝子発現の
抑制に相関するエピジェネティックマーク
である。我々は、H3K9 の脱メチル化酵素で
ある Jmjd1a がマウスの性決定に重要な役割
を担っていることを見いだした。Jmjd1a は
XY マウスの胎児期性腺において性決定遺伝
子である Sry（Sex-determining region Y）
の H3K9 メチル化を外すこと、この脱メチル
化は Sry の転写活性化に必須であること、そ
してJmjd1a欠損に起因するSry の転写レベ
ルの低下は、個体の雌化を引き起こすこと、
を明らかにした。 

 
２．研究の目的 

 ヒストン修飾によるエピジェネティック
制御には、修飾を付加する酵素（Writer）、
修飾を除去する酵素（Eraser）、修飾を読み
取る分子（Reader）の 3 者が密接に関わって
いる。発生段階特異的遺伝子は、この 3 者の
協調的な作用によって発現の時期が厳密に
制御されていると考えられる。また、細胞種
特異的な発現プロファイルの形成にもこの 3
者の機能が関わっていると想定されている。
しかしこれまでに、特定の遺伝子の発現制御
について、エピジェネティック制御の
Writer・Eraser・Reader の役割を明らかに
する研究は例がなかった。 
前述したように、私はほ乳類の性決定遺伝

子である Sry の発現制御に H3K9 メチル化
EraserであるJmjd1aが重要であることを見
出した。この知見を踏まえ、Sry 発現制御に
関わる H3K9 メチル化 Writer と Reader を
明らかにすることで、ほ乳類の性決定の制御
するエピゲノム構築因子とその機能を明ら
かにする（下図参照）。 
  

３．研究の方法 

（１）Sry 発現制御に関わる H3K9 メチル化
Writer の候補の探索 
 Jmjd1a を欠損させた XY マウス胎仔（受精
後 11.5 日）の生殖腺をメチル化 H3K9 特異的
な抗体によって免疫染色を行なった。トリメ
チル化 H3K9 およびジメチル化 H3K9 の染色強
度を観察し、野生型と Jmjd1a 欠損で差があ
るかどうかを解析した。この解析によって
Sry 発現制御に関わる H3K9 メチル化 Writer
の候補を選出した。すなわち、Jmjd1a 欠損に
よってトリメチル化H3K9が亢進していれば、
Sry の発現に関わる H3K9 メチル化 Writer と
して、Eset, Suv39h1 が候補となる。一方、 
Jmjd1a 欠損によってジメチル化 H3K9 が亢進
していれば、Sry の発現に関わる H3K9 メチル
化 Writer として、G9a/GLP 複合体が候補とな
る。 

（２） H3K9 メチル化 Writer 候補の変異マウ
スの作出 
 上記 3-1 の解析によって選出された H3K9
メチル化 Writer の候補分子について、
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集によ
って変異体を作出する。野生型マウス
(C57BL6)の受精卵に、上記候補分子のガイド
RNA と Cas9 発現プラスミドを導入する。2細
胞期胚まで発生させて仮親へと移植し、これ
に由来する産仔を FO 世代としてゲノム編集
の有無を確認する。F0 の変異体を野生型マウ
スと交配し、F1 マウスを得る。F1 世代にゲ
ノム編集されたアリルが伝わっていること
を確認する。確認の後、Jmjd1a ヘテロ欠損マ
ウスと交配し、当該 H3K9 メチル化 Writer の
遺伝子変異を Jmjd1a 欠損の遺伝子背景へと
導入する。 

（３）H3K9 メチル化 Writer 候補がマウス性
分化に果たす役割の解明 
 3-2 で得られた H3K9 メチル化 Writer の変
異を有する Jmjd1a 欠損マウスの性分化にお
ける表現型の解析を行なう。具体的には以下
の項目について、H3K9 メチル化 Writer の変
異を有する Jmjd1a 欠損マウスと Jmjd1a 欠損
マウスで比較する。 
① 胎生 11.5日の生殖腺から生殖線体細胞を
単離し、H3K9 のメチル化の抗体染色を行なう。
フローサイトメｰター解析によりH3K9メチル
化のレベルを比較する。 
② 同様に生殖腺体細胞を単離し、クロマチ
ン免疫沈降実験によってSry遺伝子座のH3K9
メチル化のレベルを比較する。 
③ 胎生 11.5 日の生殖腺における Sryの発現
について、免疫組織染色法と定量的 RT-PCR
によって比較する。 
④ 胎生 14 日目の胚を摘出し、生殖腺をオス
型体細胞マーカーの Sox9 とメス型体細胞マ
ーカーの Foxl2 で共染色を行なう。Sox9 陽性
細胞とFoxl2陽性細胞の比率について統計解
析を行なう。 



⑤ 当該マウスを成体（約 3 ヶ月齢）まで成
育させ、外部生殖器と内部生殖器の形状によ
る性分化判定を行なう。 
 
４．研究成果 

（１）Sry 発現制御に関わる H3K9 メチル化
Writer の候補の探索 
 トリメチル化 H3K9 を認識する抗体と、ジメ
チル化 H3K9 を認識する抗体で、Jmjd1a を欠
損させたマウス胎仔の未分化生殖腺の免疫
染色を行なった。その結果、Jmjd1a の欠損で
トリメチル化 H3K9 のレベルは変化が見られ
なかったのに対し、ジメチル化 H3K9 のレベ
ルは顕著に亢進していた。この結果は、生殖
腺体細胞において、Jmjd1a による脱メチル化
に拮抗している H3K9 メチル化酵素はジメチ
ル化 H3K9 を産生する酵素であることを示唆
した。よって我々は、G9a/GLP 複合体が Sry
の H3K9 メチル化 Writer の候補として、先に
実験を進めた。 
 
（２）H3K9 メチル化 Writer 候補の変異マウ
スの作出 
 G9a/GLP 複合体の変異マウスであるが、C末
の触媒部位であるSETドメインへ変異を導入
したマウスを私が過去に樹立済みであった
ため、この変異を持つマウスを実験に使用し
た。G9a/GLP 複合体で、その安定性を担って
いるのは GLP である。このため、先ずは GLP
の変異アリル(GLPΔアリル)を Jmjd1a欠損の
遺伝子背景へと導入した。 

（３）H3K9 メチル化 Writer 候補がマウス性
分化に果たす役割の解明 
① 胎生 11.5日の生殖腺から生殖線体細胞を
単離し、H3K9 のメチル化フローサイトメｰタ
ー解析により比較した。その結果、Jmjd1aΔ
/Δ生殖腺体細胞に比べて、GLP+/Δ;Jmjd1a
Δ/Δ染色腺体細胞のジメチル化H3K9のレベ
ルが有意に低いことが明らかになった。この
ことは、Jmjd1a による H3K9 の脱メチル化と
G9a/GLP 複合体による H3K9 のメチル化は、少
なくとも染色体のマクロなレベルで拮抗し
ていることを意味した 
② 生殖腺体細胞を単離し、クロマチン免疫
沈降実験によって Sry 遺伝子座の H3K9 メチ
ル化のレベルを比較した。その結果、Jmjd1a
Δ / Δ 生 殖 腺 体 細 胞 に 比 べ て 、 GLP+/
Δ;Jmjd1aΔ/Δ染色腺体細胞ではSryのジメ
チル化 H3K9 のレベルが有意に低化している
ことが明らかになった。このことは、Jmjd1a
による H3K9 の脱メチル化と G9a/GLP 複合体
による H3K9 のメチル化は、Sry の遺伝子で拮
抗していることを意味した。 
③ 胎生 11.5 日の生殖腺における Sryの発現
について、免疫組織染色法によって比較した。
その結果、Jmjd1aΔ/Δ生殖腺体細胞に比べ、
GLP+/Δ;Jmjd1aΔ/Δ染色腺体細胞で Sry 陽
性細胞の数が顕著に増加していることが明
らかになった。このことは、Jmjd1aと G9a/GLP

複合体による H3K9 のメチル化への拮抗作用
は、Sry の転写に相関していることを意味し
た。 
④ 胎生 14 日目の胚を摘出し、生殖腺をオス
型体細胞マーカーの Sox9 とメス型体細胞マ
ーカーの Foxl2 で共染色を行なった。その結
果、Jmjd1aΔ/Δ生殖腺体細胞に比べて、
GLP+/Δ;Jmjd1aΔ/Δ染色腺体細胞では Sox9
陽性の体細胞の数が顕著に増加しているこ
とが明らかになった。このことは、GLP 変異
の導入は、胎仔期生殖腺のオス化に正に働い
たことを意味した。 
⑤ 当該マウスを約3ヶ月齢にまで成育させ、
外部生殖器と内部生殖器の形状による性分
化判定を行なった。その結果、Jmjd1aΔ/Δ
欠損マウスではおよそ9割でオス化の阻害が
観察されたのに対し、GLP+/Δ;Jmjd1aΔ/Δ
マウスは全てオスに分化した。よって、GLP
変異の導入は、Jmjd1aΔ/Δ欠損マウスの性
転換の表現型を極めて効率良くレスキュー
することが明らかになった（下図参照）。 
 
研究成果のまとめ 
 本研究の推進により、ほ乳類性決定遺伝子
のエピジェネティック制御について、新たな
知見がもたらされた。すなわち、Sry の精密
な発現調節機構には、H3K9メチル化のEraser
として Jmjd1a が関与し、さらにこの活性に
拮抗している G9a/GLP H3K9 メチル化酵素複
合体によって、Sry の発現が負に制御されて
いることが分かった（下図参照）。今回の研
究では、H3K9 メチル化 Reader の同定には至
っておらず、これについては今後に残された
課題である。 
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東京一ツ橋学術総合センター（東京都千代田
区）、招待講演 
 
16. H3K9 脱メチル化酵素 Jmjd1a とそのアイ
ソザイム Jmjd1b はマウスの胚発生に必須で
ある 
立花誠（2015.03.26） 
第 3回 X染色体研究会、近畿大学農学部講義
室（奈良県・奈良市） 
 
17. H3K9 脱メチル化酵素 Jmjd1a とそのアイ
ソザイム Jmjd1b の機能 
立花誠(2015.3.20) 
国際高等研究所 研究プロジェクト「クロマ
チン・デコーディング 」第 2 回研究会、国
際高等研究所大会議室（京都府・木津川市）
招待講演 
 
18. Role of H3K9 methylation and 
demethylation enzymes on mouse sex 
determination 
黒木俊介, 馬場翔子, 立花誠（2014.12.10）、 
新学術領域研究「性差構築の分子基盤」 若
手研究者集会、熱海 伊豆山温泉・ハートピ
ア熱海（静岡県・熱海市） 
 
19. エピゲノム調節によるほ乳類の性決定
機構 
立花誠（2014.12.4） 
第 59回日本生殖医学会学術講演会・総会 教
育講演、京王プラザホテル（東京都新宿区）､
招待講演 
 
20. ヒストン修飾エピゲノムと哺乳類の性
決定制御 
黒木俊介, 馬場翔子, 立花誠（2014.11.27）、 
第 37回日本分子生物学会年会 ワークショッ
プ、パシフィコ横浜（神奈川県・横浜市） 
 
21. Expressions and functions of Histone 
H3K9 methyltransferases during tooth 
development 
Taichi Kamiunten, Hisashi Ideno, Akemi 
Shimada, Satoshi Wada, Yoshiki Nakamura, 
Makoto Tachibana, Kazuhisa Nakashima, 
Akira Nifuji （2014.11.27）、 
第 37 回日本分子生物学会年会、パシフィコ
横浜（神奈川県・横浜市） 
 
22. セルトリ細胞特異的 Eset コンディショ
ナルノックアウトマウスの表現型解析 
井手口 耕, 黒木 俊介, 眞貝 洋一, 立花 
誠（2014.11.26）、 
第 37 回日本分子生物学会年会、パシフィコ
横浜（神奈川県・横浜市） 
 



23. The Hypoxia-Inducible Epigenetic 
Regulators Jmjd1a and G9a Provide a 
Mechanistic Link between Angiogenesis and 
Tumor Growth 
上田 潤, Jolene H. Ho, Kian Leong Lee, 北
島 正二郎, Henry Yang, Wendi Sun, 福原 寛
子, Norazean Zaiden, Shing Leng Chan, 立
花 誠, 眞貝 洋一, 加藤 宏幸, Lorenz 
Poellinger （2014.11.26）、 
第 37回日本分子生物学会年会 ワークショッ
プ、パシフィコ横浜（神奈川県・横浜市） 
 
24. マウス性決定のエピジェネティック制
御機構 
立花 誠(2014.10.4)、 
東京大学先端科学技術研究センター学術講
演会、東京大学先端科学技術研究センター
（東京都目黒区）、招待講演 
 
25. マウス性決定のエピジェネティック制
御機構 
立花 誠(2014.10.8) 
新学術領域研究「性差構築の分子基盤」研究
成果報告会、舘山寺サゴーロイヤルホテル
（静岡県・浜松市）、招待講演 
  
26. マウス性決定のエピジェネティックな
制御機構 
立花 誠(2014.8.28)、 
第 26回高遠展分子生物学シンポジウム｢一つ
のゲノムが多細胞生物を産む仕組み｣､高遠
桜ホテル（長野県・伊那市）、招待講演  
 
27. マウス性決定のエピジェネティックな
制御機構 
立花 誠(2014.7.31)、 
第 32回日本受精着床学会総会・学術講演会、
シンポジウム I｢発生生物学トピックス｣、ハ
イアットリージェンシー東京（東京都新宿
区）、招待講演  
 
28. Epigenetic regulation of mouse sex 
determination by histone demethylation 
Makoto Tachibana (2014.6.20), (Oral in 
English) 
The 9th International Symposium of the 
Institute Network ｢Molecular Target for 
Diseases and Structural Life 
Science｣,Osaka University (Suita, Osaka) 
 
29. Epigenetic regulation of mouse sex 
determination by histone demethylation 
Makoto Tachibana (2014.5.29), (Oral in 
English) 
47th Annual meeting of the Japanese 
Society of Developmental Biologist, WINC 
AICHI (Nagoya, Aichi), Invited speaker 
 
30. Epigenetic regulation of mouse sex 
determination by histone demethylation 

Makoto Tachibana (2014.5.14), (Oral in 
English) 
International Institute for Advanced 
Studies Research Conference 2014, 
International Institute for Advanced 
Studies (Kizugawa, Kyoto), Invited 
speaker 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
https://ouyoukouso01.ait231.tokushima-u
.ac.jp/ 
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