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緒緒  言言  

 
我々人間を含めた高等動物は、オスかメスのどちらか一方へと分化（性分化）し、自身の遺伝情報を子孫へと伝えて

いく。ほ乳類のY染色体には、オス化を促す遺伝子が存在することが古くから提唱されてきた［1］。ほ乳類のオス化遺

伝子の強力な候補である SRY がヒトで同定されたのは今から 34 年前であり［2］、その翌年には Sry 遺伝子の外来的

な導入がXXマウスをオス化することが示された［3］。SRYタンパク質は、DNA結合ドメインを有する転写因子であ

るSOXファミリー分子群に属している。SOXファミリー転写因子は相互作用するパートナー分子と協調して機能を発

揮することが分かっているが［4］、SRYのパートナー分子はいまだ見つかっていない。このような背景から、本研究で

はSRYと協調してオス化を促すパートナー分子の同定とその機能解明を目指す。 
すべてのほ乳類の SRY は単一エクソン遺伝子であるとの概念は、性の研究領域における常識であった。対し、私た

ちは、マウスSry遺伝子座にはこれまで見過ごされてきた第2エクソンが存在し、これがマウスのオス化に必須である

ことを見出した。さらに、これまでマウスのオス化因子であると考えられてきた単一エクソン型の既知翻訳産物 SRY
（SRY-S）は、C末端にタンパク質分解モチーフのデグロン配列を有しているために速やかに分解を受けること、一方

ふたつのエクソンに由来する新規翻訳産物SRY-Tは、デグロン配列を持たないためにSRY-Sよりはるかに安定である

ことを見出した。すなわち私たちの研究成果により、SRY-S ではなくSRY-T がマウスの真のオス化因子であることが

分かった（要旨の図を参照）［5］。 
このような背景から、これまでSRY-S をもとに構築されてきたマウスのオス化の分子機構は、SRY-T をもとにして

再構築すべきであると結論した。本研究では、真のオス化因子である SRY-T と協調して働くパートナー分子を同定す

ることで、ほ乳類オス化カスケードのスイッチングの分子機構を明らかにする。ヒトのXY女性患者のうち、SRYを含

む既知の性決定・性分化遺伝子に変異がない症例は約半数にものぼる。本研究提案によってオス化に必要な新たな因子

を同定することで、性分化疾患の新たな発症機構の解明につながる可能性がある。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．SSRRYY--TT相相互互作作用用タタンンパパクク質質のの候候補補、、BBAAHHCCCC11（（BBAAHH  aanndd  CCooiilleedd--CCooiill  CCoonnttaaiinniinngg  11））のの同同定定  
マウスES細胞（TT2細胞株）にTurboIDとSRY-Tの融合タンパク質（HA-TurboID-SRY-T）の発現プラスミドを

導入し、HA-TurboID-SRY-Tを安定的に発現する株を取得した。当該ES細胞の培地にビオチンを加え、ビオチン化反

応を促した。その後グアニジンを含む lysis 溶液で ES 細胞を破砕し、変性条件下で総タンパク質を抽出した。ストレ

プトアビジンビーズによってビオチン化されたタンパク質を回収した。回収したタンパク質をトリプシンで断片化し、

LC-MS/MS によるタンパク質の質量分析を行った。質量分析は、徳島大学先端酵素学研究所の小迫英尊博士との共同

研究で進めた。 
HA-TurboID-SRY-T によってビオチン化されたペプチドは 1,000 種類以上同定された。私たちは対照試料として、

TurboID と核局在シグナルを付加した EGFP の融合タンパク質（HA-TurboID-NLS-EGFP）を安定的に発現する    
ES細胞を用い、この細胞でも同様のビオチン化実験を行った。HA-TurboID-SRY-Tによってビオチン化されたペプチ
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ドと、HA-TurboID-NLS-EGFPによってビオチン化されたペプチドを比較し、前者で有意にビオチン化される分子に

着目した。さらにそのうちで、核局在分子、DNA結合能を持つ分子、転写因子など、SRY-Tの機能を補佐する可能性

のある分子に特に着目して解析を行った。その結果、BAH and Coiled-Coil Containing 1（BAHCC1）タンパク質が有

力な候補となった。BAHCC1は、そのC末端にあるBAH（bromo-adjacent homology）ドメインにより、H3K27 me3
を認識することが分かっている［6］。H3K27me3 はマウス生殖腺のオス化に重要な役割を果たすことを我々は見出し

ており［7］、このことも、BAHCC1がSRY-Tによる性決定に関与している可能性を支持した。HA-TurboID-SRY-Tに

よってビオチン化された BAHCC1 のリジン残基を図 1 に示した。ビオチン化されたリジン残基は、主として N 末端

側に多く分布していた。またC末端のBAHドメイン近傍にもひとつだけ存在することが明らかになった（図1）。 

 
図1．HA-TurboID-SRY-Tによってビオチン化されたBAHCC1のリジン残基の位置 

 
22．．ママウウススのの胎胎仔仔期期生生殖殖腺腺ににおおけけるるBBaahhcccc11のの発発現現  
次に胎仔期のマウス生殖腺におけるBahcc1転写産物の発現解析を行った。私たちは過去に、マウス胎仔期生殖腺か

らSryを発現して性決定を担う体細胞（プレセルトリ細胞、Nr5a1-high細胞）と、Sryを発現しない体細胞（Nr5a1-
low 細胞）を分離・精製する実験系を確立していた［8］。この実験系を用い、胎生10.5 日、11.0 日、11.5 日の生殖腺

から、Nr5a1-high 細胞とNr5a1-low 細胞を精製し、mRNA-seq 解析を行った。その結果、図 2 に示すように、どの

ステージにおいても、Bahcc1 転写産物の発現は、Nr5a1-low 細胞のそれよりもNr5a1-high 細胞のそれのほうが高い

との結果が得られた（図 2）。また、Nr5a1-low 細胞では Sry の発現が検出されず、一方でNr5a1-high 細胞では Sry
の発現が胚発生とともに上昇していた。これは細胞の分画がうまくいっていることの証左であった。このようなBahcc1
の遺伝子発現プロファイルは、BAHCC1 が Sry の発現制御に正に関わっているとの仮説に矛盾しないものであった。 

 
33．．BBaahhcccc11--KKOOママウウススのの作作出出とと表表現現型型のの解解析析  
次にBahcc1-KOマウスの作出を試みた。図3示すように、Bahcc1遺伝子は28個のエクソンで構成されている。こ

のうちエクソン 5 と 6 を CRISPR/Cas システムによって欠損させるとのストラテジーで、Bahcc1-KO マウスの作出

を行った。このストラテジーではフレームシフトが生じるため、正常なBAHCC1タンパク質が翻訳されず、186アミ

ノ酸からなる truncated タンパク質が産生されると予想される。電気穿孔法により、二つの gRNA、ドナーssDNA、
およびリコンビナントタンパク質をマウス受精卵に導入した。ゲノム編集を行った胚は、翌日に仮親に移植し、出生後

の性分化の表現型観察に供した。 
上記実験の結果、計8匹の新生仔マウスを得ることができた。生後1日目にPCRによるゲノタイピングを行った結

果、Bahcc1アレルがホモで欠損したマウスが3匹存在した（#2、#3、#6）。このうち、#2および#3がXY、#6がXX
であった。これらのマウスの内部生殖器を摘出し、その形状を観察した（図 4）。XY Bahcc1-KO マウスにおいては、

#2と#3ともに内部生殖器はオス（精巣）であった。また、XX Bahcc1-KOマウスにおいては、卵巣が観察された。 
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図2．マウス胎仔生殖腺におけるBahcc1の発現 

胎仔期のマウスから生殖腺を摘出し、性決定を実行する細胞（Nr5a1-high 細胞）と性決定に

関与しない細胞（Nr5a1-low細胞を精製）に分画した。それらをmRNA-seqに供し、Bahcc1
およびSryの発現プロファイルを解析した。 

 

 
図3．Bahcc1 -KOマウスの作出 

CRISPR/Cas システムにより、Bahcc1 遺伝子のエクソン 5 と 6 を欠損させた。これにより、

フレームシフトが生じるため、エクソン7以降は正しく翻訳されなくなる。ゲノタイピンプラ

イマーの位置とアンプリコンサイズを緑色で示した。KOアレル検出PCR（980 bp）でアンプ

リコンが検出され、かつWTアレル検出PCR（398 bp）でアンプリコンが検出されなかった

ものをKOと判定した。 
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図4．Bahcc1-KOマウスの内部生殖器 
ゲノム編集により、XY Bahcc1 -KOマウスを2匹得ることができた（#2、#3）。それらのマウ

スはともに二つの精巣を有していた。また XX Bahcc1 -KO マウスを 1 匹得ることができた

（#6）。このマウスは二つの卵巣を有していた。スケールバーは2 mmを示す。 
 

考考  察察  

 
11．．SSRRYY--TTととBBAAHHCCCC11のの相相互互作作用用ににつついいてて  
図1に示すように、HA-TurboID-SRY-T によってビオチン化されたリジン残基は、BAHCC1のN末端側に集中し

ていた。この結果は、SRY-T は BAHCC1 の N 末端部分と相互作用する可能性を強く示唆した。今後は、細胞株を使

った強制発現による共免疫沈降実験を行い、SRY-TとBAHCC1の結合様式を明らかにして行く必要がある。 
  

22．．BBAAHHCCCC11ののママウウスス性性決決定定ににおおけけるる役役割割ににつついいてて  
BAHCC1タンパク質は、マウスのオス化に必須ではないとの結果が得られた。しかしこの結果は、BAHCC1がSRY-

Tのパートナー分子であることを否定するものではない。図1に示すように、BAHCC1のN末はSRY-Tと強く相互作用

する可能性があり、今後は生化学的にそれを検証していく必要がある。また、BAHドメインは様々な転写抑制分子、 
転写活性化因子に保存されている［9］。このことから、これらBAHドメイン含有タンパク質がBAHCC1の機能を相補

している可能性がある。この点を考慮し、性決定を担う細胞（Nr5a1-high細胞）（図2）で高く発現しているBAHドメ

イン含有タンパク質の機能についても、今後検討していくべきである。 
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