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研究成果の概要（和文）：本研究では雌性生殖腺分化に関わる候補遺伝子として18遺伝子を対象に、細胞ベースの強制
発現系を用いた評価により、18遺伝子間の発現制御関係を明らかにした。さらに、既存の約800遺伝子の発現ベクター
セットを用いて同様の評価を行い、新規卵巣分化候補遺伝子を多数抽出した。さらにCRISPR/Cas9システムを用いてそ
の中の6遺伝子についてノックアウトマウスの作出に成功したが、いずれも顕著な生殖腺形成異常は認められなかった
。

研究成果の概要（英文）：I performed the expression and functional analysis of 18 ovarian differentiation 
candidate genes to reveal transcriptional network during ovarian differentiation. To elucidate the 
transcriptional interaction among these genes, first, luciferase assay using cultured cell based 
overexpression system was conducted. Second, high-throughput screening using same system was conducted to 
find the novel candidate genes. In addition, in order to identify the essential genes for female gonadal 
differentiation in vivo, knockout mice for six genes among them were generated using genome-editing 
technology, CRISPR/Cas9. However, no gonadal abnormality was detected so far.

研究分野：性分化
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１．研究開始当初の背景 

 哺乳類の雌における生殖腺分化は、形態的

変化が乏しい上に、既知の卵巣分化マーカー

遺伝子の数が非常に少ない(Gregory SG et 

al., 2006; Uhlenhaut NH et al., 2009, Nef 

et al., 2005)ことから、雄の生殖腺分化に

比べて研究の発展に遅れが見られている。特

に胎仔期の卵巣形成に必須な遺伝子や転写

カスケードの全容解明には、卵巣形成やホル

モン産生の理解などが重要であるが、ほとん

ど未解明である。雄では体細胞で Y染色体上

の Sry が発現し、続いて Sox9、Fgf9、Amh な

どの遺伝子が発現することで、生殖細胞や間

質細胞とともに精巣分化を進めていくこと

が明らかとなっている(Brennan＆Capel, 

2004, Kanai et al., 2005, Wilhelm et al., 

2007)。このように雄では生殖腺形成に必要

ないくつかの遺伝子の存在や、それらの分子

メカニズムが明らかにされている。以前は

Sry が発現すると雄へ、発現しないと雌へと

分化していくという考えが通説であったが、

雌雄生殖腺が分化する前の起源が同一であ

ること、機能欠損すると XX 型雄となる遺伝

子が存在することを考えると、雌でも雄と類

似の転写カスケードが存在していると考え

られる。 

 

２．研究の目的 

研究代表者らは、マウスのすべての転写因

子・転写コファクターを対象に胎生 13.5 日

の生殖腺における発現の雌雄差に着目した

Whole-mount in situ hybridization (WISH)

データベースを開発している。WISH による、

視覚的な雌雄生殖腺の発現差の観察および

DNA アレイ解析による定量的な確認の結果、

発現差のある転写因子・転写コファクターを

160 種（雄優位：142 種、雌優位：18 種)同定

しており、これらを転写カスケードに関わる

最有力候補因子と考えて解析を行う。本研究

課題では雌における転写因子ネットワーク

の概要を築くことを目的とし、独自のハイス

ループットトランスフェクションアッセイ

とゲノム編集技術によるノックアウトマウ

スの作製を行う。 
 
３．研究の方法 

(1) 卵巣分化候補因子の転写制御因子の同

定 

①発現ライブラリを用いた卵巣分化候補因

子のハイスループットスクリーニング 

 研究代表者らは MGC クローン（約 9000 遺

伝子）の発現ベクターライブラリと、マウス

のすべての転写因子・転写コファクターを対

象に行い、独自に開発した WISH データベー

スを照らし合わせ、現在利用可能な約 800 遺

伝子の発現ベクターセットを大容量スクリ

ーニング用に調整した(図 1)。それぞれの卵

巣分化候補因子（18 種類）と既知の卵巣分化

マーカー遺伝子(Foxl2, Wnt4, Rspo1)の転写

開始点から 7.5 kb 上流の配列をルシフェラ

ーゼベクターに組み込んだレポーターコン

ストラクトと、発現ベクターセットの中の遺

伝子1つずつをロボットによって培養細胞に

リバーストランスフェクションし、ルシフェ

ラーゼアッセイにより活性の増減を調べた。

各レポーターを活性化する因子を比較する

ことにより卵巣分化の上流遺伝子のスクリ

ーニングを行った。 

②卵巣分化候補因子の全長配列を用いた卵

巣分化候補因子の相互制御解析 

 研究代表者らが WISH により抽出した卵巣

分化候補因子に関しても①の発現ベクター

図 1 ハイスループットスクリーニング    

の発現ベクターの選出 



セットと同じバックボーンベクターの発現

プラスミドを作製し、また、①と同じレポー

ターコンストラクトを用いて、18 種の卵巣分

化候補因子と既知の3種の卵巣分化マーカー

に限定したルシフェラーゼアッセイを行っ

た(図 2)。この解析により、卵巣分化転写候

補因子に限定した転写カスケード、転写ネッ

トワークを明らかにすることを試みた。 

(2) CRISPR/Cas9 システムを用いたノックア

ウトマウスの作製 

 新たなゲノム編集技術である CRISPR/Cas9

システムは、切断したい標的塩基配列を含む

guide RNA と Cas9 タンパク質により，ゲノム

上の任意の配列を切断するシステムであり、

標的配列のデザインやベクターの作製が容

易で、マウスでも高効率にノックアウトでき

ることを研究代表者らも報告している。本研

究課題においては、Irx3、Dmrtc2、Egr1、Hmgb1、

Msx1, Mphosph8 の各 6遺伝子のノックアウト

マウスを作製し、エストロゲンやプロゲステ

ロンなどホルモンの分泌が活発に行われる

性成熟期前後で組織学的解析により卵巣分

化異常あるいは外性器異常の有無を調べる

こととした。 

 
４．研究成果 

(1) 卵巣分化候補因子の転写制御因子の同

定 

①発現ライブラリを用いた卵巣分化候補因

子のハイスループットスクリーニング 

 卵巣分化に関わる転写因子の上流・下流関

係を明らかにするため、各卵巣分化候補因子

のプロモーター領域（転写開始点より上流

7.5 kb）に対し、既存のマウス MGC クローン

（発現ライブラリ）約800遺伝子を作用させ、

新規卵巣分化候補因子の探索をルシフェラ

ーゼアッセイにより検討した。各遺伝子につ

いて活性を上昇させた上位 50 遺伝子を抽出

したところ、1 つないし複数のレポーター遺

伝子について活性を上昇させたものが計 155

遺伝子存在した。そのうち、卵巣特異的な活

性を示したものが133遺伝子存在することが

明らかとなった。一方で、卵巣分化因子とは

無関係のレポーターとも共通に挙がってき

たものが 19 遺伝子存在している(図 3)。後者

の遺伝子群は多数のレポーター遺伝子でも

共通に活性を上げていたことから、非特異的

に活性を挙げてしまう因子である可能性が

考えられる。 

 

図 3 卵巣分化候補遺伝子のレポーターで活

性を上げた遺伝子の内訳 

 

②卵巣分化候補因子の全長配列を用いた卵

巣分化候補因子の相互制御解析 

前項で用いたレポーター遺伝子を各因子

の全長発現ベクターに作用させ、ルシフェラ

ーゼアッセイによる遺伝子間の相互制御解

析を行った。対象とした 18 遺伝子のうち、9

遺伝子は多くの遺伝子を活性化させる

general activator として機能する一方で、

図 2 卵巣分化候補因子の全長を用

いたルシフェラーゼアッセイ 



多 く の 遺 伝 子 を 抑 制 さ せ る general 

repressor として機能する遺伝子を 3 遺伝子

同定した。さらに、自身の活性を調節する

（auto-regulation）方向に動く遺伝子も存

在していた。①、②により得られた結果は、

各遺伝子の発現細胞種を同定したのち、将来

的に細胞種ごとに転写ネットワークを繋げ

ていく。 

 

図 4 卵巣分化候補因子（18 遺伝子）の相互

制御関係 

activator として働くものを黒、repressor

として働くものを灰で示す。 

 

(2) CRISPR/Cas9 システムを用いたノックア

ウトマウスの作製 

卵巣分化候補遺伝子18遺伝子のうち、Irx3、

Dmrtc2、Egr1、Hmgb1、Msx1, Mphosph8 の各

6 遺伝子についてノックアウトマウスの作製

を行った。このうち、Mphosph8 と Hmgb1 はホ

モ欠損で胎生致死になることを確認した、

Irx3、Dmrtc2 は F2 世代で解析を行ったが、

生殖腺形成に明瞭な差は見られなかった。

Egr1とMsx1についてはF2世代まで現在維持

できているが、Egr1 はノックアウトすると

LH サージの異常により不妊、Msx1 はノック

アウトしても生殖腺形成に異常がないこと

が既に他のグループから報告されているの

で、今後確認していく。Irx3 は Irx5 と同じ

ファミリーに属することから、同時にノック

アウトすることで卵巣形成に異常が出る可

能性がある。今後、Irx3 と Irx5 のダブルノ

ックアウトを作製し、解析が必要であると考

えている。 
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