
緒 言

卵巣の遺伝学的分化制御メカニズムは，精巣と比較し
て未知な部分が多く，46，XY性分化疾患（differences

of sex development ; DSD）と比較し，46，XX DSDで
は遺伝学的原因が不明なものが多い1）．また早発卵巣機
能不全（以下 POI）の疾患に関わる多型の多くはエンハ
ンサーなどの非翻訳領域に存在するとされる2）．卵巣特
異的遺伝子のエンハンサー同定は卵巣分化に関わる疾患
の病態解明に有用と考えられる．一方，エンハンサーは
標的遺伝子から遠く離れた位置にあることが多く3），そ
の同定は容易ではない．
以前よりエンハンサーの位置を推定する方法として

DNase I hyper sensitivity領域に注目する DNase-seq

法4）や，遺伝子とエンハンサーの空間的近接性に注目す
る chromosome conformation capture法5，6）等が用いら
れ，多くの成果を挙げてきた．一方，同定した領域とそ
のエンハンサー活性が必ずしも一致しない，解析に多量
のサンプル（細胞数）を必要とする，などの制約がある．
そのため既存の手法では，胎生期の臓器発生に関わるエ
ンハンサーなど，解析のために採取できる細胞数が限ら
れている場合，特に標的遺伝子から離れた場所に位置す
るエンハンサーを効率的に同定することは困難であっ
た．
近年，活性化したエンハンサーから双方向に転写され

る enhancer RNA（以下 eRNA）が注目されるようになっ
た7―9）．この双方向に転写される eRNAの転写量は，エ
ンハンサーの活性と相関する可能性が示唆されてい
る10）．われわれは，この eRNAと標的遺伝子の発現量を
定量的・経時的に比較し，エンハンサーを同定すること
を試みた．この手法であれば，標的遺伝子から離れた位
置に存在し，胎生期卵巣発生など，採取細胞数が限られ
た臓器において重要な役割を果たす遺伝子のエンハン

サーも同定可能であると考えたためである．
eRNAを解析するにあたり，本研究では cap analysis

of gene expression（以下 CAGE）法を用いた．CAGE

法は理化学研究所が開発したトランスクリプトーム解析
手法で，メッセンジャー RNA（以下mRNA）と同様に
eRNAにも存在する5’capをキャプチャーしてシークエ
ンスを行う手法である．このような原理から正確な転写
開始点を決定でき，ひいては双方向に転写される eRNA

を効率的に同定でき8），eRNAの定量的・経時的な解析
に有用と考えた．

目 的

胎生期の卵巣分化に重要な既知の5遺伝子（Wnt4，
Rspo1，Foxl2，Bmp2，Fst）のmRNAおよび周辺領域
の eRNA発現プロファイルを，経時的，網羅的に比較
し，新規エンハンサー候補領域を同定する．

方 法

性腺支持細胞の回収には，Wt1の周辺領域150kb，お
よびWt1コード領域をmCherry―2A―EGFPに置き換え
た配列をもつWt1―mCherry―2A―EGFP（以下 PBWt1―
RG）11）を用いた．このマウスではWt1を発現する性腺支
持細胞特異的に EGFP，mCherryを発現する．卵巣分化
に関わる遺伝子の発現変化を捉えるために E13．5，E

16．5，P0の3ステージを選択し，各ステージにおいて
PBWt1―RGマウスから性腺を摘出し，fluorescence-acti-

vated cell sortingを用いて EGFP/mCherry陽性細胞を
分取した．分取した細胞から total RNAを抽出し，1ラ
イブラリあたり100 ngの RNAサンプルを用いて cDNA

ライブラリを作成した．従来の CAGE法では，1―2ug

の RNAを必要とし，胎生期性腺支持細胞から得られる
RNAサンプルで解析可能な量を直接回収することは困
難であるため，PCRによって cDNAを増幅し，ステー
ジ毎に，n＝3でライブラリを作成した．またコントロー
ルとして，E13．5の精巣からも同様に支持細胞を回収し，
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CAGE法による解析を行った．
次に卵巣の分化に重要な5遺伝子（Wnt4，Rspo1，Foxl

2，Bmp2，Fst）のエンハンサーを同定するため，CAGE

法でプロファイルした eRNAと該当遺伝子mRNAの経
時的発現量変化を解析した．エンハンサーから標的遺伝
子までの距離は1Mb程度以内が多く12），余裕をもって，
5遺伝子の上下流3Mbに存在する CAGE tagに注目し
た．続いて，転写開始点の特徴であるクラスターを形成
し，かつ卵巣特異的に発現をしている（＝E13．5の精巣
では発現を認めない）ものを選択した．このうち，経時
的発現量変化が標的遺伝子mRNAと相似する tagの領
域を，Two-way ANOVAを用いて検定，抽出した（図1

A）．Two-way ANOVAでは，帰無仮説を「エンハンサー
の経時的発現変化が標的遺伝子と相似する」とし，従属
変数を eRNA/標的遺伝子の発現量，独立変数を各ステー
ジとして設定した．Two-way ANOVAで p＜0．05となる
tagは，標的遺伝子との発現量の比がステージ毎に変化
する，すなわち eRNAの発現が標的遺伝子とは相似し
ないと判断されるため除外した．一方，p＞＝0．05の tag

は標的遺伝子との発現量の比がステージ間で変化しな
い，すなわち eRNAの発現が標的遺伝子と相似する可
能性があると判断し，エンハンサー候補として選択した
（図1B）．

図1 エンハンサー候補領域の抽出（Nakagawa et al HMG2022, Figure 2を一部改変）
（A）経時的・定量的にエンハンサー候補領域を抽出するためのフローチャート．
（B）Two-way ANOVAによる検定の概要．eRNAの発現量/標的遺伝子の発現量を従属変数，各ステージを独立変数として設定した．eRNA

の発現量/標的遺伝子の発現量は，それぞれの全ステージにおける発現量の平均で標準化した．CPM : count per million.
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結 果
PCRを併用したCAGEでは定量性が担保されていた

CAGE法のライブラリ作成において，PCRによる増
幅の有用性を確認するため，20ng/60ng/180ngの RNA

から cDNAを作成し，それぞれ11/8/6サイクル数で
PCRによる増幅を行い，得られたライブラリ間の発現
プロファイルの相関を検証した．結果，ライブラリ間で
高い相関（r＝0．96～0．97）を示し，PCRで増幅した CA-

GE法でも発現プロフィルが変化しないことを確認した
（図2）．

Rspo1とWnt4のエンハンサー候補領域を同定した

eRNA/標的遺伝子mRNAの発現量変化を経時的に解
析し，最終的にRspo1の上流1 Mb（mm9 chr4: 1236672
10―123669170，以下Rs1―E1）およびWnt4上流100 kb（mm

9 chr4:136712850―136713270，以下Wn4―E1）にそれぞ
れエンハンサー候補領域を同定した（図3）．これらの
領域は assay for transposase-accessible chromatin with

high-throughput sequencing （ATAC-seq）でいずれも
open chromatin構造をもつことを確認し，エンハンサー
領域として矛盾しない結果であった．一方，Rs1―E1/Wn

4―E1の周辺に存在する Rspo1/Wnt4以外の遺伝子が Rs1

―E1/Wn4―E1の標的となっている可能性を除外するた
め，Rs1―E1/Wn4―E1の周辺3Mbに存在する遺伝子の
mRNA発現量が，Rs1―E1/Wn4―E1の発現量と相似する
可能性の有無を検討した．結果，Rs1―E1/Wn4―E1周辺3
Mbには Rspo1やWnt4以外に該当領域と発現量変化が
相似する遺伝子は存在しなかった．このことは，Rspo1
/Wnt4が Rs1―E1/Wn4―E1による調節を受けている可能
性が高いことを示唆した．

Rs1―E1，Wn4―E1は In vitro で活性を示した

Rs1―E1，Wn4―E1を luciferase vectorにクローニング
し，KK―1細胞（マウス顆粒膜細胞由来）に Lipofection

法を用いて導入し転写活性を評価した．結果，いずれも
有意な転写活性を示し（図3），2つの候補領域のエン
ハンサー活性を in vitroで証明した．

エンハンサー候補領域周辺にヒトPOI 患者で有意
なバリアントを同定した

同定されたエンハンサー候補領域はヒトとマウス間で
比較的高い保存性を認めた（図4）．そこで，同定した
エンハンサー候補領域が臨床的にもつ意義を検討した．
卵巣分化が障害されていると考えられる日本人女性の患
者（46，XX DSD 5例，性腺異形成3例，POI16例，
計24例）について，血液から抽出された genomic DNA

を用い，ヒトにおけるエンハンサー候補領域（以下 RS1
―E1，WN4―E1）周 辺 の copy number variation（以 下
CNV）および single nucleotide variant（以下 SNV）を
検証した．結果，CNVは認められなかったが，POI患
者において稀な SNVを RS1―E1内（NC_000001．10：g．
39249689C＞G（rs975488659），Minor Allele Frequency

0．0208）とWN4―E1周 辺（NC_000001．10：g．22615333
G＞A（rs141561868），Minor Allele Frequency0．0208）
に1つずつ同定した．日本人健常人のバリアントデータ
ベースである ToMMo（Tohoku Medical Megabank Or-

ganization database）を参照して関連解析を行い算出し
た Odds Ratioはそれぞれ27．15（3．48―211．73），353．17
（21．77―5730）と有意であった．

考 察

本研究の特筆すべき点は主に以下の3つである．
第一に，PCRを併用することで，少量の RNAを用い

た CAGE法の開発に成功したこと，第二に，eRNAを

図2 PCRを併用したCAGEライブラリの定量性（Naka-
gawa et al HMG2022, Figure 1を一部改変）
RNA input＝20ng，60ng，180ng で cDNAライブラリ
に対しそれぞれ異なるサイクルのPCRによる増幅を
行い，得られたライブラリ間の発現プロファイルを比
較した．上段は各ライブラリ間の相関係数を表で表し
ている．下段は，各サンプル間の発現プロファイルの
一部を拡大したもの．
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定量することで，エンハンサー活性をもつエンハンサー
候補領域を同定することができる新たな手法を見出した
こと，第三に，ヒトにおける本法で同定された候補領域
から，ヒトにおける卵巣発生障害をもつ患者からまれな
多型を同定したことである．

CAGEの原法は解析に必要な RNA量が多く大量の細
胞を必要とする技術的な限界があるため8），過去にもい
くつかの方法が試みられてきた13，14）．本研究では，ライ

ブラリ作成前に PCRにより増幅するという比較的簡便
な方法を試みたが，この方法でも，特に遺伝子プロファ
イルに大きな変化を与えることなく増幅できることが明
らかとなった．これにより，少ない RNAを試料とする
解析，とくに胎仔マウスの臓器や特定の細胞など広く in

vivoにおける希少な細胞の解析実験への応用可能と考え
られる．
また，本研究で最も大きな問題となったのは，同定し

図3 同定されたエンハンサー候補領域の特徴（Nakagawa et al HMG2022, Figure 3を一部改変）
E13，5/E16．5/P0卵巣支持細胞のCAGEデータ，E13．5精巣支持細胞のCAGEデータおよびCAGEと同様の方法で分取した性腺支持
細胞を使ったATAC-seq のデータ（E13．5精巣支持細胞，E13．5卵巣支持細胞）をゲノムブラウザ上に表示している．縦軸はCPM（count
per million）を示し，CAGEでは eRNAが転写される方向が5’→3’の場合に＋（正），3’→5’の場合に－（負）とした．Rs1―E1と
Wn4―E1の in vitro における転写活性の評価はRenilla を内因性コントロールとし，dual luciferase assay system で解析した．CTRL
は Firefly luciferase ベクター単体．Mean±SEM，n＝3，＊：p＜0．05．

図4 エンハンサー候補領域のマウス/ヒト間における保存性（Nakagawa et al HMG2022, Figure 4を一部改変）
マウスとヒトにおけるエンハンサー候補領域の配列の保存性をVISTA（visualization tool for alignments）を用いて表示した．赤で示された
部分は，保存性が70％を超える領域を示している．青矢印は患者で同定されたバリアントを示しており，このうち濃い青の矢印は関連解析で
Odds ratio が有意に高かったバリアントを意味する．
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たエンハンサー候補領域と候補となる対象遺伝子との関
連づけである．エンハンサーは標的遺伝子から遠く離れ
た位置に存在することが多く，実際に候補となるエンハ
ンサーが対象遺伝子の制御に関わることを証明すること
は容易ではない．本研究では eRNAの定量性に着目
し7，8），絞り込んだ卵巣特異的なエンハンサー候補領域に
対して，さらにエンハンサー候補領域周辺の別の遺伝子
が逆にエンハンサー候補領域のターゲットとなる可能性
を除外することで，同定したエンハンサー候補領域と候
補となる対象遺伝子との関連づけを行った．今後はより
直接的な手法を用いた解析法の開発，例えば少量の試料
で可能な HiC法などが望まれる．
最後に，本来 genome wide association study（以下

GWAS）のような統計的手法で疾患と関連しうるバリア
ントを同定する場合，多くの患者数を含むコホートが必
要となる．その点，POIに対して GWASで解析を行っ
た既報15―18）と比較すると，本研究はより少ない症例数か
ら有意なバリアントを同定できた．マウスを用いた機能
解析結果をもとにヒトのエンハンサーを同定する手法
は，以前より用いられているが，そうした手法ではより
簡便にかつ網羅的にマウスのサンプルを用いる技術が望
まれる．本研究により開発した手法はそうした点を満た
すと考えられ，今後さらなる疾患に関連するバリアント
の探索に有用であると考えられた．
今後，本研究で示したアプローチを発展させることで，

卵巣以外の組織/臓器においてもエンハンサーを効率的
にとらえられるようになる可能性がある．これにより将
来的には，様々な組織/臓器の発生分化のメカニズムが
解明され，ひいては多くの疾患の病態解明につながるこ
とが期待される．（なお本研究は，Human Molecular Ge-

netics（2022）3に掲載された．）
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