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概 要 哺乳類における性（男女・雌雄）は、胎児期に性染色体によって生殖腺が精巣に

なるか卵巣になるかによって決定され、生後は各生殖腺から産生される性特異的なホルモンにより性分

化が起きる。この過程を制御しているのは、生殖腺体細胞であり、その性差を調べることは性決定や性

分化の解明に大きく寄与すると考えられる。本研究では、精巣の体細胞で強く発現しているものの、卵

巣では、ほとんど発現が見られない HMGCS2 と CYP26B1 遺伝子の転写調節機構に関する解析を行った。

そして、HMGCS2 は性によって異なるエピジェネティックな制御によって精巣のライディッヒ細胞に発現

することが分かった。一方、CYP26B1 は、イントロン部分に、セルトリ細胞での発現を司るエンハンサ

ー領域が存在することが分かった。
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哺乳類における性（男女・雌雄）は、胎児期

に性染色体によって生殖腺が精巣になるか卵巣

になるかによって決定される。生後、精巣と卵

巣から産生される性ステロイドを含む性特異的

なホルモンにより、からだ全体の性分化が起こ

る。これら性の決定から分化に至る一連の過程

を制御しているのは生殖腺の特定の体細胞群

（精巣のライディッヒ細胞とセルトリ細胞、卵

巣の莢膜細胞と顆粒膜細胞）である。よって、

これらの細胞の性差を調べることは、性の決定

や分化を解明することに大きく寄与できる。

上記の生殖腺体細胞は、発生学的に中胚葉に

由来し、副腎皮質と起源を共にする。これは、

生殖腺と副腎皮質がステロイドホルモンを産生

するという共通の機能を有することからも明ら

かである。このステロイドホルモン産生機能に

深く関与しているのが、オーファン核内受容体

の SF-1 である。SF-1 は、上記の生殖腺の体細

胞に発現し、ステロイド合成酵素やミュラー管

退縮ホルモン(AMH)などの性決定や分化に関わ

る遺伝子の転写を司る転写因子である。私は、

ES 細胞や間葉系幹細胞に SF-1 を導入し、培地

に cAMP を添加することによりライディッヒ細

胞や副腎皮質の細胞を分化誘導することに成功

している。現在、この細胞を用いて、ステロイ

ドホルモン産生細胞の発生・分化の詳細な解析

を行うことが可能となった (Yazawa et al.

Endocrinology, 2006, 2008, 2009; Mol Endo.

2010)。また、この系では、雌雄の生殖腺体細胞

が分化誘導できることから、生殖腺体細胞の性

差を調べるためにも非常に有用な系となると考

えられる。

私は、幹細胞由来の生殖腺体細胞を解析するこ

とにより、性差を持って生殖腺に発現する遺伝子

群を同定してきた。本研究では、この中から、精

巣の体細胞で強い発現が観察された HMGCS2 と

CYP26B1 遺伝子に着目して研究を行う。また、生

殖腺体細胞の研究をさらに進めるために、幹細胞

に加えて、新たな生殖腺体細胞の分化誘導系の開

発を試みる。本研究の遂行により、生殖腺体細胞

の分化のメカニズムが解明されると共に、特に精

巣に強く発現する遺伝子に着目することから精子

形成における新たな知見が得られることが期待さ

れる。

本年度は、精巣と卵巣で発現レベルの差がある

HMGCS2とCYP26B1の発現調節機構について主

に解析を行った。そして、エピジェネティックな

発現調節とエンハンサー領域による発現調節が、
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これらの遺伝子発現に性差をもたらしている可能

性が強く示唆された

（１）ＨＭＧＣＳ２の発現制御機構

HMGCS2 は、精巣で強い発現が見られ、ライデ

ィッヒ細胞に局在している。その遺伝子の５´上

流域を組み込んだレポーターベクターを作製し、

ライディッヒ細胞由来の細胞株にトランスフェク

ションを行ったところ非常に強いプロモーター活

性が検出された。過剰発現を含む様々なアッセイ

の結果から、このプロモーター活性は、核内受容

体の PPARが、この領域内に含まれる配列に結合

して、転写を活性化するからであることが分かっ

た（図１）。しかしながら、PPARの発現は、精巣

と卵巣では大きな差が見られないことから、エピ

ジェネティックな制御により発現量の差が規定さ

れていることが予想された。

そこで、プロモーター領域のＤＮＡのメチル化

について調べたところ卵巣由来の細胞では、この

領域が高度にメチル化されていることが分かった。

一方、ライディッヒ細胞では、この領域は、ほと

んどメチル化を受けていなかった。よって、プロ

モーター領域のメチル化というエピジェネティッ

クな調節が、HMGCS2 の雌雄の生殖腺における発

現量の違いを決めていることが強く示唆された。

（２）ＣＹＰ２６Ｂ１の転写調節機構

CYP26B1 は、精巣で強く発現しており、主にセ

ルトリ細胞に局在している。遺伝子の転写開始点

付近とその５´上流域 3Kb を組み込んだレポータ

ーベクターを作製してセルトリ細胞やライディヒ

細胞由来で CYP26B1 遺伝子を発現する細胞株に

トランスフェクションを行ったところ、全くプロ

モーター活性を検出できなかった。また、その活

性は、ベクターのみで検出される活性と全く差が

なかったことから、従来言われている CYP26B1

遺伝子の転写開始点と生殖腺における転写開始点

が異なるため、その５´領域はプロモーターとし

て働かない可能性が強く示唆された。

そこで、セルトリ細胞株を用いて、5´-RACE

を行ったところ、実際の転写開始点は、従来、他

の組織で同定されていた場所と全く異なることが

分かった。この領域付近を、レポーターベクター

に組み込んでアッセイを行ったところ比較的強い

プロモーター活性が検出された。しかしながら、

この領域には雌雄による発現を規定する配列は存

在しなかった。そこで、CYP26B1 遺伝子内で塩基

配列が種を超えて保存されている領域を同定し、

レポーターアッセイを行ったところ遺伝子のイン

トロン部分に、性特異的な発現を司るエンハンサ

ー領域があることが示唆された。ゲルシフトアッ

セイ等の結果から、この領域にはセルトリ細胞に

のみ発現する転写因子が結合することが分かった。

図１．核内レセプターによる HMGCS2 プロモーター

の活性化と生殖腺における発現
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