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1、要旨 

齧⻭類の副腎⽪質は球状層と束状層(zF)からなる。このうち束状層は多彩な⽣理作

⽤を発揮する糖質コルチコイドを産⽣する。これまで、メスの zF はオスよりも⼤きく、

細胞分裂もメスの⽅が早いことが知られていたが、このような性差の形成機構やその意

義は不明であった。そこで本研究はこれらの点の解明を⽬的に⾏われた。 

zF 細胞における遺伝⼦発現と性ホルモンの関係を明らかにするため、性腺除去（精

巣もしくは卵巣の除去）と、それに続く性ホルモン投与実験を⾏った。その結果、zF 細

胞内の mRNA の総量、および zF 細胞で発現するほぼ全ての遺伝⼦発現を男性ホルモ

ン（アンドロゲン）が抑制することが明らかになった。Ad4BP (Sf-1/Nr5a1)は副腎の形

成に必須の転写因⼦であるが、本因⼦の発現量はメスよりもオスで低く、zF の性差形

成に関与する可能性があると思われた。実際に、Ad4BP 遺伝⼦のヘテロ⽋損（Ad4BP+/-）

マウスでは、野⽣型マウスに⽐べ zF におけるほぼ全ての遺伝⼦発現が減少した。そこ

で、全ゲノムレベルで Ad4BP の集積を調べたところ、zF で発現する半数以上の遺伝⼦

の近傍にその集積が認められ、多数の遺伝⼦が本因⼦により直接制御される可能性が⽰

された。zF 細胞のグローバルな遺伝⼦発現の性差は、細胞の機能に性差を及ぼすと予

想される。実際に zF の細胞内エネルギー代謝活性と糖質コルチコイドの⾎中濃度を測

定したところ、両者ともにメスと⽐較してオスで低値であった。zF は糖質コルチコイ

ドの産⽣を通じ他の細胞の機能を調節する。そこで zF の性差が他の器官・細胞に及ぼ

す影響を検討するために Ad4BP+/- マウスの⾻格筋を調べた。Ad4BP+/- マウスの副腎は

矮⼩化しており、野⽣型に⽐べ糖質コルチコイドの⾎中濃度も低下している。Ad4BP +/- 

マウスでは野⽣型マウスと⽐較して筋線維が肥⼤していた。以上の結果より、アンドロ

ゲンが Ad4BP の遺伝⼦発現を抑制し、糖質コルチコイド量を低下させることで⾻格筋

の肥⼤を招くこと、そしてその結果、⾻格筋の⼤きさに性差が⽣じることが⽰唆された。 

⾎中糖質コルチコイド濃度が性差を⽰すこと、およびその受容体が全⾝のほぼ全て
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の細胞で発現することを考慮すると、副腎⽪質 zF 細胞が産⽣する糖質コルチコイドに

よって全⾝の性差が構築される可能性が⽰唆される。本研究は zF の性差を介する新た

な性差形成機構の存在を⽰すとともに、これまで性ホルモンの直接作⽤によって全⾝の

性差が形成されるという従来の性差形成機構に修正を迫る意義深い結果を残した。 
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2、序論 

副腎⽪質は、ヒトでは三つの、マウスでは⼆つの形態・機能的に異なる細胞層から成

る 1̶4。これらのうち、最⼤の細胞層である束状層（zF, zona fasciculata）は、糖質コル

チコイドを産⽣する。糖質コルチコイドは⾎流を介し全⾝の細胞へと送達され、炭⽔化

物、タンパク質、脂質などの代謝プロセスや、炎症反応などを調節する 5。齧⻭類では

オスの副腎がメスよりも⼩さいという性差を⽰し、性腺除去やアンドロゲン投与により

そのサイズが変化することが知られていた 6。これまでの研究では、メスではオスより

も zF 細胞の数が多く 7, 8、zF 細胞の核、ミトコンドリア、細胞質内⼩器官のサイズが⼤

きいこと 9、⾎中コルチコステロン（マウスにおける糖質コルチコイド）濃度が⾼いこ

と 6, 10、zF 細胞内の脂肪滴の量が多いこと 8、そして zF 細胞の分裂速度が速いことが⽰

されている 11̶13。これらの副腎⽪質の性差を遺伝⼦発現の観点から明らかにすること

を⽬的とする研究が⾏われ、実際に発現に性差を⽰す遺伝⼦が同定されている 14̶16。 

Ad4BP (NR5A1/SF-1）はステロイド産⽣遺伝⼦ CYP11A1 と CYP11B1 を発現調節

する転写因⼦として同定された 17, 18。その後、他のステロイド産⽣遺伝⼦も本転写因⼦

の標的遺伝⼦であることが⽰された 19, 20。また、Ad4BP のノックアウトマウスからは

ステロイド産⽣器官である副腎、精巣、卵巣が消失することから、本因⼦はステロイド

産⽣細胞の分化に必須であることが⽰されている 19, 21, 22。しかし、ステロイド産⽣遺伝

⼦の発現制御のみを通じて Ad4BP がステロイド産⽣器官の分化を制御しているとは考

えづらいことから、Ad4BP の機能の全貌の解明、すなわち標的遺伝⼦の網羅的な同定

が望まれた。ChIP-seq (Chromatin immunoprecipitation-sequencing) により、ゲノム

ワイドな研究が可能となり、所属研究室を含む多くの研究グループによる研究が⾏われ

た 23̶30。その結果、Ad4BP がヘム合成 24、脂質およびステロイド合成 25、解糖系 27、コ

レステロール合成 30、NADPH 合成 29 などの多様な代謝経路、ならびに⾎管新⽣プロセ

ス 23、細胞⾻格のリモデリング 28 の制御に関与することが明らかとなった。 
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最近、細胞が特定の条件下でゲノムワイドにほぼ全ての遺伝⼦の発現を活性化、また

は抑制するような制御機構が報告されている 31, 32。このゲノムワイドな転写調節は、胚

性幹細胞や胎仔期の⽣殖細胞の分化 33、腫瘍細胞の増殖 32、リンパ球の活性化 34、そし

て細胞分裂 35 などのプロセスで認められている。このようなゲノムワイドな転写調節

は、hypertranscription、hyperactive transcription、または transcriptional amplification

と呼ばれ、細胞状態の変化を誘導する新規のメカニズムとして注⽬されている。その詳

細なメカニズムは不明であるが、hypertranscriptionにおけるMyc、Yap、そしてクロマ

チンリモデラーChd1 の関与が⽰されている 31,32,34,36。 

本研究は、副腎⽪質の性差、および性差構築メカニズムを明らかにすることを⽬的に

⾏われた。その結果、そもそも雌雄の zF 細胞の mRNA 量に性差があるという zF 細胞

の性差の基盤となる結果を⾒出した。さらにこの結果をもとに、zF 細胞における遺伝

⼦発現のグローバルな制御、そして転写因⼦ Ad4BP が関与するグローバルな遺伝⼦発

現制御の可能性を⾒出した。このような zF 細胞の性差は⾎中の糖質コルチコイド濃度

に性差をもたらす。糖質コルチコイド受容体が多くの細胞で発現することを考慮すると、

zF の性差を起点とした新たな全⾝の細胞の性差形成機構の存在が⽰唆される。本研究

は、性ホルモンの直接作⽤により説明されてきた従来の性差形成機構に修正を迫る意義

深い結果を残した。 
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3、結果 

（1）性ホルモンによる副腎サイズと重量の調節 

齧⻭類の副腎はオスよりもメスの⽅が⼤きく、重量もオスよりもメスの⽅が⼤きい

ことが知られている。また、性ホルモンは多くの細胞の性差を形成する上で重要な役割

を果たすと考えられている。そこでまず、性ホルモンが副腎の⼤きさや重量に変化をも

たらすかを調べた。図 1A に⽰すように、3週齢のマウスでは副腎の重量に有意な性差

は認めらない。しかし、4週齢以降に顕著な性差が認められることから、3週齢以降に

分泌される性ホルモンが副腎の⼤きさに性差を誘導することが⽰唆された。この点を検

証するため、偽⼿術（コントロール）、3週齢での性腺除去(オスにおける精巣除去とメ

スにおける卵巣除去)、性腺除去とその後の 5α-ジヒドロテストステロン（DHT、最も

強⼒なアンドロゲン）補充、性腺除去とその後の 17b-エストラジオール（E2、エスト

ロゲン）補充の４種の処理を雌雄のマウスに対して⾏い、それらの副腎サイズと重量を

⽐較した。内在性のアンドロゲンの恒常的な分泌を模倣するため、性腺除去の 2週間後

から、DHT を 3週間、毎⽇投与した。また、性周期におけるエストロゲンの周期的な

分泌を模倣するため、E2 は性腺除去の 2週間後から 4⽇毎に投与した（図 1B）。この

ように投与した DHT および E2 の投与が個体の性差を維持しているかを調べるため、

性ホルモンに最も感受性の⾼い精嚢腺および⼦宮の重量を各実験群で⽐較した。その結

果、性腺除去により精嚢腺および⼦宮重量は低下する⼀⽅、DHT または E2 の補充に

よってそれぞれの重量がコントロールレベルにまで回復した（図 1C‒D）。そこで以上

の実験条件のもと、上記の 8 実験群における副腎サイズおよび重量を⽐較した。図 1E‒

Gに⽰すように、コントロールオスの副腎はコントロールメスよりも⼩さかった。精巣

除去は副腎を⼤きくし、卵巣除去は副腎を⼩さくした。性腺除去後に DHT を投与する

と、雌雄ともに⼩さくなり、性腺除去後に E2 を投与すると、雌雄ともに副腎は⼤きく

なった。以上の結果は性ホルモンが副腎の⼤きさの性差を誘導することを⽰した。 
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図 1A 各週齢における雌雄のマウスの副腎重量 

⽣後 2週齢、3週齢、４週齢、8週齢の雌雄のマウスの副腎重量を測定した。各カラム
は⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によっ
て統計検定した(**p < 0.01)。 
 

図 1B 性腺除去と性ホルモンの補充スケジュール 

実験に⽤いた 8群のマウスの処理を⽰す。通常、メスは性周期を⽰し、発情前期に最
も⾼いエストロゲン濃度を⽰す。本研究では PMSGと hCG投与によって排卵を誘発
することで、エストロゲン濃度が最も低い間期のメスを作り出し、コントロールメス
として⽤いた。DHT; Dihydrotestosterone, E2; estradiol, PMSG; pregnant mare serum 
gonadotropin, hCG; human chorionic gonadotropin, Oil; corn oil。  
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図 1C‒D 性腺除去および性ホルモン補充による⼦宮および精囊腺重量の変化 

図 1B に⽰す処理を⾏った後、⼦宮重量と精嚢線重量を測定した。各カラムは⽣物学
的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計
検定した(**p < 0.01)。 

図 1E 8 実験群の副腎 

図 1B に⽰す処理を⾏ったマウスの副腎を⽰す。スケールバーは 500 µm を⽰す。 
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図 1F‒G 8 実験群おける副腎重量の⽐較 

図 1B に⽰す処理を⾏ったマウスの副腎重量を⽰す。F は副腎の絶対重量を、Gは体重
補正した副腎重量を⽰す。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差
を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 
0.001 and ****p < 0.0001)。 
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（2）アンドロゲンによるグローバルな転写の抑制 

マウスの副腎⽪質は、鉱質コルチコイドを産⽣する球状層（zG）、糖質コルチコイド

を産⽣する束状層(zF)、および出⽣後の限られた期間だけ存在する⼀時的な層（X-zone）

から成る 37,38。メスの⽅がオスよりも⼤きい副腎を持つのは、これらの細胞層のうち zF

の細胞数が多いためであり、メスの zF 細胞の増殖はオスのそれよりも活発であること

が⽰されている 11‒13。 

このような zF の性差構築機構を解明するため、雌雄間で zF 細胞の遺伝⼦発現を⽐

較した。全ての副腎⽪質細胞が EGFP で標識された Ad4BP-BAC-EGFPトランスジェ

ニックマウスの副腎を⽤い、まず顕微鏡下で zF を分画し、次いで EGFP の蛍光を指標

にセルソーターを⽤いて zF 細胞を単離した（図 2A）。得られた zF 細胞画分に他の細胞

種の混⼊の有無を確認するため zG、zF、X-zone、ならびに副腎髄質のマーカー遺伝⼦

の発現を調べた。その結果図 2B に⽰すように、調製した zF 細胞には zG、X-zone、お

よび副腎髄質細胞の混⼊は認められなかった。⾎中 E2濃度は発情周期に伴い変動する

ため、E2濃度が最も低い発情間期（diestrus）のマウスをメスのコントロールとして使

⽤した。Diestrus のマウスは、メスマウスに妊⾺⾎清性性腺刺激ホルモン(PMSG, 

pregnant mare serum gonadotropin) とヒト絨⽑性ゴナドトロピン (hCG, human 

chorionic gonadotropin)を投与することで準備した（hCG投与後 48時間のマウスの発

情周期のステージは Diestrus である）。この PMSG/hCG処理が zF 細胞の遺伝⼦発現

に影響を与えないことは、PMSG/hCG 処理マウスと未処理マウスの zF 細胞の遺伝⼦

発現の⽐較によって確認した（図 2C）。上記のマウスを⽤い、zF 細胞から total RNA と

mRNA を調製し、雌雄⽐較を⾏ったところ、興味深いことに、zF 細胞数あたりの total 

RNA 量と mRNA 量は、それぞれ 1.85倍と 1.82倍メスの⽅が多かった（図 2D）。この

ような RNA 量の性差は副腎髄質細胞では認められなかった（図 2E）。 

次に雌雄の zF 細胞における遺伝⼦発現を調べた。通常のトランスクリプトーム解析
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では、雌雄で同量の RNA を使⽤するが、zF 細胞ではそもそも RNA 量が雌雄で異なる

ため、同量の RNA を使⽤した場合、遺伝⼦発現の正確な雌雄差反映していないと考え

られた。そこで、雌雄それぞれ 104 個の zF 細胞から調製した mRNA を⽤い、単位細

胞数あたりのトランスクリプトームを取得可能な CNN RNA-seq（Cell Number 

Normalized RNA-sequencing）33 を⾏った。その結果、図 2F に⽰されるように、zF 細

胞における多くの遺伝⼦の発現量はオスでメスよりも低いことが明らかになった。この

結果は、ある⼀部分の遺伝⼦の発現が⼤幅にオスで抑制（またはメスで活性化）されて

いるのではなく、遺伝⼦発現量が全体的（グローバル）にオスで抑制（またはメスで活

性化）されているという、性差を解析する上で重要な知⾒であった。メスの遺伝⼦発現

量の平均値はオスのそれより 1.86倍⾼かった（図 2G）。精巣除去（+Oil）はコントロ

ールオスと⽐較して遺伝⼦発現の平均値を 1.27 倍増加させたが、卵巣除去（+Oil）は

コントロールメスと⽐較して有意な影響を⽰さなかった。性腺除去後の DHT 投与は雌

雄ともに遺伝⼦発現レベルをコントロールオスと同等のレベルまで減少させた。精巣除

去後の E2 処理は遺伝⼦発現を増加させたが、卵巣除去後の E2 処理は遺伝⼦発現を変

化させなかった。 

雌雄ともにアンドロゲンがグローバルな遺伝⼦発現の抑制作⽤を⽰したことから、

アンドロゲンの役割に焦点を当てた解析を⾏った。まずオスマウスにアンドロゲンの拮

抗薬であるフルタミドを投与し、zF 細胞における遺伝⼦発現を調べた（図 2H）。アン

ドロゲンシグナルの阻害は徐々にグローバルな遺伝⼦発現を増加させ、10 ⽇間の投与

後、グローバルな遺伝⼦発現はコントロールメスと同等のレベルに達した（図 2H‒I）。

この結果はアンドロゲンがグローバルな遺伝⼦発現を抑制するとの推測を⽀持した。 

アンドロゲンによるグローバルな遺伝⼦発現の抑制が転写レベルで起こるか否かを

調べるため、新⽣ RNA の合成活性を 5-ethynyl uridine (EU)の単位時間あたりの RNA

への取り込み量を測定した 33。図 2Jに⽰すように、卵巣除去後の DHT 投与は、卵巣除
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去マウスまたはコントロールメスに⽐べて RNA 産⽣量を減少させた。また、精巣除去

マウスではコントロールオスに⽐べて RNA 産⽣量が増加し、その後の DHT 投与によ

りコントロールオスと同等のレベルにまで減少した（図 2K）。以上の結果から、アンド

ロゲンが zF 細胞のグローバルな遺伝⼦発現を転写レベルで抑制することが明らかとな

った（図 2L）。 

 

図 2A セルソーティングによる zF 細胞の単離 

典型的なセルソーティングのパターンを⽰す。⾚線を囲った細胞が zF 細胞集団。 

 

図 2B 単離した zF 細胞における副腎マーカー遺伝⼦の発現 

Cyp11b2 は球状層、Cyp11b1 は束状層、Akr1c18 は⽪質全層、Thは副腎髄質、Actg1
は X-zone の細胞に発現するマーカー遺伝⼦である。 
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図 2C PMSGH/hCG投与と未投与 zF 細胞間の遺伝⼦発現の⽐較 

PMSG/hCG処理マウスと未処理マウスより zF 細胞を調製しトランスクリプトームを
得、⽐較した。R2値は直線回帰における相関係数を⽰す。 

 

図 2D zF 細胞における単位細胞数あたりの total RNA および mRNA 量 

雌雄の zF 細胞を調製し、total RNA（左）と total RNA（右）を調製した。同時に
DNA を調製した。DNA による補正を⾏うことで同数の zF 細胞から調製した RNA 量
を推定した。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、
Studentʼs t test によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01)。 
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図 2E 副腎髄質細胞における単位細胞数あたりの total RNA および mRNA 量 

図 2D で述べたように副腎髄質から total RNA（左）と total RNA（右）を調製した。
同時に DNA を調製した。DNA による補正を⾏うことで同数の髄質細胞から調製した
RNA 量を推定した。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰
し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01)。各カラムは
⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Studentʼs t test によって統計検
定した。 
 

図 2F コントロール雌雄の単位細胞数あたり遺伝⼦発現⽐較  

マゼンタのドットはメスでオスよりも 1.5倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を
⽰し、シアンのドットはオスでメスよりも 1.5倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝
⼦を⽰す。マゼンタおよびシアンのパーセンテージは全発現遺伝⼦数に対する割合を⽰
す。 
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図 2G ８つの実験群における単位細胞数あたりの遺伝⼦発現の⽐較 
⽩丸は各実験群における遺伝⼦発現の平均値を⽰し、マゼンタおよびシアンの波線はコ
ントロールメスとコントロールオスの遺伝⼦発現の平均値と⽰す。図上部の数字はコン
トロールオスの遺伝⼦発現に対する各群の各群の遺伝⼦発現の⽐を⽰す。各実験群は
Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and 
****p < 0.0001, ns; 有意差なし)。  
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図 2H フルタミド投与実験群における単位細胞数あたりの遺伝⼦発現の変化 

⽩丸は各実験群における遺伝⼦発現の平均値を⽰し、マゼンタおよびシアンの波線は
コントロールメスとコントロールオスの遺伝⼦発現の平均値を⽰す。図上部の数字は
コントロールオスの遺伝⼦発現に対する各群の遺伝⼦発現の⽐を⽰す。各実験群は
Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(**p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p < 
0.0001, ns; 有意差なし)。 
 

図 2I フルタミドを 10⽇間投与したオスとコントロールメスの 
単位細胞数あたりの遺伝⼦発現⽐較 

マゼンタのドットはコントロールメスでフルタミドを 10 ⽇間投与したオスよりも 1.5
倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を、紫のドットはフルタミドを 10⽇間投与
したオスでコントロールメスよりも 1.5倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を⽰
す。マゼンタおよび紫のパーセンテージはコントロールメス、フルタミドを 10⽇間投
与したオスでそれぞれ⾼発現する遺伝⼦数の全発現遺伝⼦数に対する割合を⽰してい
る。  
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図 2J‒K 8 実験群における新⽣ RNA の合成活性 
8 実験群の zF 細胞を調製し、5-ethynyl-uridine (EU) 存在下で 1時間培養した。培養
後直ちに細胞の固定および EU の蛍光標識を⾏い、フローサイトメーターにより解析
した。細胞毎の蛍光強度（EU取り込み量、新⽣ RNA 量）を⽰す。 

 

 
図 2L アンドロゲンによるグローバルな遺伝⼦発現の抑制 
精巣で産⽣されるアンドロゲンが zF 細胞のグローバルな遺伝⼦発現を転写レベルで抑
制することが明らかとなった。グローバルな遺伝⼦発現がオスで抑制されることによ
り、副腎サイズがオスよりもメスで⼤きくなる可能性が⽰唆された。 
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（3）アンドロゲンによって抑制される細胞内エネルギー代謝活性 

先述のように、メスの zF 細胞に含まれる mRNA 量はオスのそれよりも 1.82 倍多

い。そこでまず、メスにおける発現量がオスよりも 1.82 倍以上多い 2,451 個の遺伝⼦

がどのような機能を持つ遺伝⼦なのかを KEGG パスウェイ解析を⽤いて調べた。その

結果、図 3A に⽰されるように、「oxidative phosphorylation (OXPHOS)」、「valine, leucine, 

and isoleucine degradation」、「citrate (TCA) cycle」、「fatty acid degradation (fatty acid 

metabolism)」、「glycolysis/gluconeogenesis」などのエネルギー代謝を制御する遺伝⼦がメ

スで⾼発現していることがわかった。これらのエネルギー代謝経路に加えて、「cortisol 

synthesis and secretion」（糖質コルチコイドの合成と分泌）を制御する遺伝⼦もメスで⾼発

現していた。これらの代謝経路の制御に関わる全ての遺伝⼦の発現を 8 実験群で⽐較し

た結果をヒートマップとして⽰す（図 3B）。これらの遺伝⼦の発現は、アンドロゲン存

在下で雌雄ともに抑制されていた。 

前項で⽰した通り、メスで遺伝⼦発現が全体的に上昇していることから、zF 細胞に

おける全ての⽣物学的活性がオスよりもメスで活発である可能性が⽰唆された。この点

を検証するため、メスで⾼発現しない遺伝⼦を、遺伝⼦発現量のメス/オス⽐が 1.25倍

以下の遺伝⼦(オスで⾼発現する遺伝⼦を含む)と定義し、この遺伝⼦を対象に KEGG

パスウェイ解析を⾏った。その結果、「MAPK signaling pathway」、「C-type lectin receptor 

signaling pathway」などの制御に関与する遺伝⼦がメスで⾼発現しないことが⾒出され

た（図 3C）。これらの遺伝⼦の発現プロファイルは、上述のエネルギー代謝の制御に関

与する遺伝⼦とは異なり、性ホルモンに依存した明確な遺伝⼦発現量の変化は認められ

なかった（図 3D）。すなわち、zF の全ての⽣物学的活性がアンドロゲン依存的に抑制

されるわけではないと考えられる。 

エネルギー代謝関連遺伝⼦の発現量がメスで優位であったことから、zF 細胞のエネ

ルギー代謝活性が性差を⽰すか否かを検討した。図 3E と F に⽰されるように、解糖活
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性（ECAR: extracellular acidification rate: 細胞外酸性化速度）と酸化的リン酸化活性

（OCR: oxygen consumption rate: 酸素消費速度）はそれぞれオスに⽐べ約 2.83 倍と

3.51倍メスで⾼値であった。オスでは両活性が精巣除去後に増加し、DHT 補充によっ

てコントロールオスと同等レベルまで減少した。メスではコントロールメスと卵巣除去

マウス間に両活性の差は認められなかったが、DHT 投与によって両活性はコントロー

ルオスと同等レベルまで減少した。これらの結果から、解糖活性と酸化的リン酸化活性

の性差はアンドロゲンによるエネルギー代謝遺伝⼦の抑制に起因することが⽰唆され

た。 

先⾏研究によると、マウスの糖質コルチコイドであるコルチコステロンの⾎中濃度

はオスよりもメスで⾼値である 6,10。先に⽰した通り、糖質コルチコイドの産⽣に関与

する遺伝⼦の発現はアンドロゲンに抑制されることから、⾎中コルチコステロン濃度の

性差はアンドロゲンによって誘導されると予想される。実際、精巣除去マウスではコン

トロールオスと⽐較して⾎中コルチコステロン濃度が有意に増加し、DHT 投与ではコ

ントロールオスと同等のレベルまで減少した。 

以上の結果をまとめると、精巣で産⽣されるアンドロゲンがオスの zF 細胞の遺伝⼦

発現を全体的に抑制し、それによってエネルギー代謝活性やコルチコステロン合成など

の zF 細胞の活性が抑制されることが⽰された。そして、副腎の⼤きさと重量の性差は、

メスで低いアンドロゲンによって活性化されるエネルギー代謝活性に起因すると推測

された(図 3H)。  
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図 3A メスで⾼発現する遺伝⼦を対象とした KEGGパスウェイ解析結果 
メスでオスよりも 1.82倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦（2,451 遺伝⼦)を
対象とした、KEGGパスウェイ解析の結果を⽰す。  
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図 3B ８実験群におけるエネルギー代謝関連遺伝⼦および糖質コルチコイド産⽣遺

伝⼦の発現量の⽐較 

メスで特に活性化するエネルギー代謝および糖質コルチコイド産⽣パスウェイ（図 3A
中紺⾊で表⽰）に含まれる遺伝⼦の８実験群における遺伝⼦発現量⽐較の結果を⽰
す。各パスウェイに含まれる遺伝⼦数は、酸化的リン酸化(OXPHOS）; 90、分岐鎖ア
ミノ酸分解（V/L/I deg.）; 24、TCA回路 (TCA cycle); 11、脂肪酸分解 (FA deg.); 
18、解糖系(Glycolysis); 12、糖質コルチコイド産⽣(Cortisol); 4 であった。  
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図 3C メスで⾼発現しない遺伝⼦を対象とした KEGGパスウェイ解析結果 

メスで⾼発現しない（遺伝⼦発現量のメス/オス⽐が 1.25 倍以下の遺伝⼦(オスで⾼発

現する遺伝⼦を含む)）遺伝⼦（812 遺伝⼦）を対象とした KEGGパスウェイ解析の結

果を⽰す。 

 

図 3D ８実験群におけるメスで⾼発現しない遺伝⼦の発現量の⽐較 

図 3C のパスウェイの内、上位２つのパスウェイに含まれる遺伝⼦の８実験群におけ

る遺伝⼦発現量⽐較の結果を⽰す。各パスウェイに含まれる遺伝⼦数は、MAPK 

signaling pathway; 28、C-type lectin receptor sign.; 14 であった。 
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図 3E‒F アンドロゲン存在下で抑制される解糖および酸化的リン酸化活性 
各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重
⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001)。 
 

図 3G アンドロゲンによって抑制される⾎中コルチコステロン濃度 
各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重
⽐較によって統計検定した(**p < 0.01)。 
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図 3H グローバルな遺伝⼦発現の抑制を介したアンドロゲンによる細胞内エネルギ
ー代謝活性とコルチコステロン産⽣の抑制 
精巣で産⽣されるアンドロゲンがオスの zF 細胞の遺伝⼦発現を全体的に抑制し、それ
によってエネルギー代謝活性やコルチコステロン合成などの zF 細胞の活性が抑制され
る。副腎サイズの性差は、メスで低いアンドロゲンによって活性化されるエネルギー
代謝活性に起因すると推測される。
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（4）アンドロゲンによる Ad4BP の発現抑制 

Ad4BPヘテロ⽋損マウス（Ad4BP +/-）の副腎は野⽣型マウスに⽐べて矮⼩化するこ

とが報告されている 39。この報告から、Ad4BP の発現量が副腎のサイズに影響を与え

ることが⽰唆されている。この点を検証するため、まず CNN qRT-PCR および CNN 

RNA-seq により、雌雄の zF 細胞間で Ad4BP の発現量を⽐較した。その結果、いずれ

においても Ad4BP の発現量はオスでメスの約 50％であることが⽰された（図 4A）。こ

の結果と⼀致して、雌雄ともに 104個の zF 細胞から調製したタンパク質を⽤いたウェ

スタンブロッティングでも、AD4BP タンパク質量はオスでメスよりも低いことが⽰さ

れた（図 4B‒C）。 

次に、Ad4BP の発現量を８実験群間で⽐較した。Ad4BP の発現量は、雌雄それぞれ

のコントロールと⽐較して精巣除去により増加し、卵巣除去により減少した（図 4D）。

さらに、性腺除去後の DHT処理は、雌雄ともにコントロールオスと同等のレベルまで

Ad4BP の発現量を有意に減少させた。興味深いことに、卵巣除去後の E2 補充で Ad4BP

の発現量は増加したが、精巣除去後の E2 投与では増加しなかった。単位細胞数あたり

の AD4BP タンパク質量は、コントロールオスに⽐べて精巣除去マウスでは増加した

が、コントロールメスと卵巣除去マウス間で有意な差は認められなかった（図 4D‒E）。

性腺除去後の DHT 投与は、雌雄ともに AD4BP 量を減少させた。⼀⽅、E2 投与では

雌雄ともに性腺除去と⽐較して有意な差は認められなかった。 

所属研究室では Ad4BP 遺伝⼦座に EGFP を挿⼊した組み換えDNA を⽤い、Ad4BP

の発現を EGFP によって可視化する Ad4BP-BAC-EGFP トランスジェニックマウス 40

を作出していた。図 4Gに⽰すように、コントロールメスの EGFP蛍光強度はコントロ

ールオスよりも強く、精巣除去によりオスの EGFP 蛍光強度は増強されたが、卵巣除

去によるメスの EGFP蛍光強度はほとんど変かしなかった。また、DHT 投与によって

EGFP蛍光強度は抑制されたが、E2 投与による明確な EGFP蛍光強度の変化は認めら
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れなかった。 

さらにアンドロゲンの影響を調べるために、フルタミドを最⼤ 10⽇間マウスに投与

し、CNN RNA-seq により Ad4BP の発現量を確認した。その結果、投与⽇数の増加に

従って、Ad4BP の発現量は徐々に増加した（図 4H）。以上の結果から、アンドロゲン

が Ad4BP の発現量の性差を引き起こす可能性が強く⽰唆された。 

 

図 4A オスで低値を⽰す Ad4BP の発現量 
雌雄の zF 細胞における Ad4BP と Actg1 遺伝⼦の発現を CNN qRT-PCR（左図）と
CNN RNA-seq（右図）によって調べた。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値
±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(***p < 0.001, ****p < 
0.0001)。  
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図 4B‒C オスで低値を⽰す AD4BP タンパク質量 
B, 雌雄の 104個の zF 細胞から調製した全蛋⽩質を⽤いて、ウエスタンブロッティン
グを⾏った。C, ウエスタンブロッティングのシグナルレベルを定量した。各カラムは
⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によっ
て統計検定した(*p < 0.05)。 
 

図 4D 8 実験群間おける Ad4BP の発現量の⽐較 
各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重
⽐較によって統計検定された(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001, 
ns; 有意差なし) 
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図 4E‒F 8 実験群間おける AD4BP タンパク質量の⽐較 
E はウエスタンブロッティング、F はウエスタンブロッティングのシグナルレベルを
定量したデータを⽰している。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準
偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01)。 

 

 

図 4G 8 実験群の Ad4BP-BAC-EGFP マウスの副腎が⽰す EGFP蛍光 
図 1B に⽰す処理を⾏ったマウスの副腎を⽰す。スケールバーは 500 µm を⽰す。 
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図 4H フルタミド投与実験群における Ad4BP の発現量の⽐較 
各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重
⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, ***p < 0.001 and ****p < 0.0001, ns; 有意差な
し)。 

 

図 4I アンドロゲンによる Ad4BP の抑制 

アンドロゲンはグローバルな遺伝⼦発現と Ad4BP の遺伝⼦発現を抑制する。 
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（5）Ad4BP によるグローバルな遺伝⼦発現制御 

Ad4BP は副腎⽪質の発⽣において必須の転写因⼦であることが知られているが

19,21,22、どのようなメカニズムで副腎⽪質の発⽣を制御しているかは不明である。そこで

本研究では、zF 細胞では Ad4BP がグローバルな遺伝⼦の発現の制御に関与する可能性

について検討した。まず、Ad4BP +/- マウスから zF 細胞を調製した。次いで、CNN RNA-

seq および CNN qRT-PCR により Ad4BP の発現量を確認した。Ad4BP +/-zF 細胞にお

ける Ad4BP の発現量は雌雄ともに野⽣型 zF 細胞の 20％未満であった（図 5A）。同様

に、Ad4BP+/- zF 細胞における AD4BP タンパク質の量は⼤幅に減少していた（図 5B‒

C）。そこで、野⽣型マウスと Ad4BP+/-マウスから調製した雌雄同数の zF 細胞を⽤いた

CNN RNA-seq を⾏った。その結果、Ad4BP +/- zF 細胞における遺伝⼦発現量が雌雄と

もにグローバルかつ⼤幅に減少していることが明らかになった（図 5D）。Ad4BP+/- zF

細胞のメスおよびオスの遺伝⼦発現量の平均値は、それぞれ野⽣型 zF 細胞の 6.3％お

よび 19.0％であった。興味深いことに、野⽣型 zF 細胞で認められたグローバルな遺伝

⼦発現量の性差（図 2F‒G）は Ad4BP +/- zF 細胞において消失した（図 5E）。加えて、

Ad4BP+/- zF 細胞における RNA 合成活性は雌雄ともに野⽣型 zF 細胞に⽐べて減少して

おり、Ad4BP +/- zF 細胞の雌雄の RNA 合成活性は同等レベルであった（図 5F）。Ad4BP

は副腎⽪質におけるステロイド産⽣だけでなく、精巣および卵巣における性ホルモンの

産⽣においても重要な役割を果たしているため、Ad4BP 遺伝⼦のヘテロ⽋損は性ホル

モン産⽣に影響を与える可能性がある。そこで Ad4BP +/-マウスの⾎中性ホルモン濃度

を測定した。その結果、テストステロンおよび E2 の濃度は Ad4BP +/-マウスと野⽣型

マウス間で変化しなかった。（図 5G‒H）。従って、Ad4BP +/- zF 細胞におけるグローバ

ルな遺伝⼦発現の性差の消失は、少なくとも Ad4BP 遺伝⼦のヘテロ⽋損による性ホル

モン産⽣の変化が原因ではないと考えられる。以上の結果は Ad4BP 量の減少がグロー

バルな遺伝⼦発現の減少を誘導することを⽰しており、Ad4BP がグローバルな遺伝⼦
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発現の活性化に関与していることを強く⽰唆する。 

次に、zF 細胞における Ad4BP の標的遺伝⼦を同定するため、雌雄それぞれ 5x104 

個の zF 細胞を⽤い、CUT&RUN (Cleavage Under Targets & Release Using Nuclease) -

seq 解析 78 を⾏った。その結果、雌で 24,051、雄で 15,033 の Ad4BP の集積領域（ピー

ク）が同定された（図 5I）。これらのうち、13,637 のピークが雌雄に共通に認められ、

10,414 と 1,396 のピークがそれぞれメスとオスに特異的なピークとして同定された。

Ad4BP のコンセンサス結合配列 17 は、メスとオスで検出された Ad4BPピークの 99.0％

と 98.9％に認められた（図 5J）。AD4BP タンパク質量がメスでオスよりも多いことか

ら、Ad4BP の集積レベルはメスでオスよりも⾼いと推測されたが、実際にほぼ全ての

ピークで Ad4BP の集積レベルはメスでオスよりも⾼かった（図 5K）。 

次に、Ad4BP の標的遺伝⼦の同定を試みた。メスで同定された Ad4BP のピークの

うち 80.9％と、オスで同定されたピークの 81.5％は、遺伝⼦の近傍領域（遺伝⼦上流

領域（転写開始点から 10kb以内)、遺伝⼦内、そして遺伝⼦下流領域（転写終結点から

10kb 以内)）に局在していた。マウスの全ゲノム領域に対するこの近傍領域の割合は

53.2％であることから、Ad4BP ピークは標的遺伝⼦の近傍領域に濃縮していると考え

られる（図 5L）。エンハンサーなどの転写を活性化する領域から転写開始点までの距離

は数百 bpから 100 kbなど、様々であるが、本解析ではピークから 10 kb以内に位置す

る遺伝⼦を Ad4BP の直接的な標的遺伝⼦であると仮定した。その結果、雌雄それぞれ

9,287 および 6,858 の遺伝⼦を Ad4BP の標的候補遺伝⼦として同定した。これらの遺

伝⼦の内、zF 細胞で発現が認められたものは、メスで 4,541 遺伝⼦（発現遺伝⼦の

63.1%）、オスで 3,475 遺伝⼦（発現遺伝⼦の 49.6%）であった（図 5M̶N）。これら

の標的候補遺伝⼦の内、3,253 遺伝⼦が雌雄共通であった（図 5O）。以上の結果から、

zF 細胞で発現する遺伝⼦の約半数の遺伝⼦が、Ad4BP によって直接制御される可能性

が⽰唆された。 



 31 

先に⽰した通り、オスの zF 細胞で抑制される遺伝⼦には、エネルギー代謝およびコ

ルチコステロン産⽣に関与する遺伝⼦が含まれていた。そこで、これらの遺伝⼦の近傍

に Ad4BPピークが存在するかどうか調べた。図 5P に⽰すように、Atp5d (酸化的リン

酸化)、Bcat2 (バリン、ロイシン、イソロイシン分解経路)、Idh1 (TCA cycle)、Cpt1a (脂肪

酸分解経路)、Hk2 と Pkm (解糖系)、 Hsd3b1 と Cyp21a1 と Cyp11b1 (コルチゾール合成) 

遺伝⼦の近傍に Ad4BP のピークが認められた。これらの遺伝⼦に加え、上述の代謝経

路を構成する全ての他の遺伝⼦に Ad4BP のピークが⾒られた（補⾜図１‒4）。 

以上の Ad4BP +/-マウスを⽤いたトランスクリプトームおよび CUT&RUN-seq 解析

の結果から、zF 細胞において、Ad4BP がアンドロゲンによるグローバルな遺伝⼦発現

の抑制を仲介する可能性が⽰唆された（図 5Q）。 

 

図 5A  Ad4BP +/-における Ad4BP の発現量 
左図は CNN qRT-PCR、右図は CNN RNA-seq の結果を⽰す。各棒は⽣物学的反復デ
ータ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した
(***p < 0.001, ****p < 0.0001)。+/+; 野⽣型 zF 細胞、+/-; Ad4BP +/-zF 細胞。 
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図 5B‒C  Ad4BP +/-における AD4BP タンパク質量の⽐較 
B はウエスタンブロッティング、C はウエスタンブロッティングのシグナルレベルを
定量したデータを⽰す。各棒は⽣物学的反復データ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰
し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(**p < 0.01, ***p < 0.001, ns; 有意差
なし)。 
 

図 5D  Ad4BP +/-における単位細胞数あたり遺伝⼦発現量の雌雄⽐較 
オレンジのドットは野⽣型 zF 細胞で Ad4BP +/-zF 細胞よりも 1.5倍以上有意
（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を⽰し、緑のドットは Ad4BP +/-zF 細胞で野⽣型 zF 細
胞よりも 1.5倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を⽰す。オレンジおよび緑の
パーセンテージは野⽣型 zF 細胞、Ad4BP +/-zF 細胞それぞれで⾼発現する遺伝⼦数の
全発現遺伝⼦数に対する割合を⽰す。  
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図 5E  Ad4BP +/-における単位細胞数あたり遺伝⼦発現量の雌雄⽐較 
マゼンタのドットは Ad4BP +/-メスで Ad4BP +/-オスよりも 1.5倍以上有意（p<0.05）に
⾼発現する遺伝⼦を⽰し、シアンのドットは Ad4BP +/-オスで Ad4BP +/-メスよりも 1.5
倍以上有意（p<0.05）に⾼発現する遺伝⼦を⽰す。マゼンタおよびシアンのパーセンテ
ージは Ad4BP +/-メス、Ad4BP +/-オスそれぞれで⾼発現する遺伝⼦数の全発現遺伝⼦数
に対する割合を⽰している。 
 

図５F Ad4BP +/- zF 細胞における新⽣ RNA の合成活性 
雌雄の野⽣型ならびに Ad4BP +/- マウスの zF 細胞を調製し、5-ethynyl-uridine (EU) 
存在下で 1時間培養した。培養後直ちに細胞の固定および EU の蛍光標識を⾏い、フ
ローサイトメーターにより解析した。細胞毎の蛍光強度（EU取り込み量、新⽣ RNA
量）を⽰す。  
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図５G‒H Ad4BP +/- マウスにおける性ステロイドの⾎中濃度 

6個体のオスとメスから⾎液を採取し、テストステロンと E2濃度を測定した。Gはテ
ストステロン、H は E2 の⾎中濃度を⽰している。各カラムは⽣物学的反復データ
(n=6)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した。
+/+; 野⽣型マウス、+/-; Ad4BP +/- マウス。 

 

図５I‒J 雌雄の Ad4BP CUT&RUNピークの数とそのピーク中に認められる
Ad4BP のコンセンサス結合配列 
Normal IgG CUT&RUN-seqシグナルをバックグラウンドとして、Ad4BP CUT&RU-
N-seqシグナルが有意(q<0.05)に集積するゲノム上の領域をピークとした。雌雄それ
ぞれのピークの数、また雌雄で共通ピーク(雌雄のピークが 1 bp 以上オーバーラップ
する領域)の数をベン図に⽰す（I）。また、雌雄それぞれのピーク中に⾼頻度に存在す
る配列 (9 bp)を探査した結果得られた配列を⽰す(J)。この配列はメスで 99.0、オス
で 98.9%のピークに認められた。 
  



 35 

図５K Ad4BP CUT&RUNピーク強度の雌雄間強度⽐較 
⽩丸は雌雄におけるピーク強度の平均値を⽰す。図上部の数字はメスのピーク強度の
平均値に対するオスの⽐を⽰す。各実験群はMann-Whitneyʼs non-parametric test に
よって統計検定した(****p < 0.0001)。 

 

図５L Ad4BP CUT&RUNピーク領域のゲノム上の分布  
遺伝⼦上流領域（転写開始点から 10kb以内)、遺伝⼦本体、遺伝⼦下流領域（転写終結
点から 10kb 以内)、そして遺伝⼦間領域（上記以外）における Ad4BP CUT&RUN ピ
ークの分布を⽰す。同時に上記領域のゲノム中における割合を⽰す。 
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図５M‒O Ad4BP の標的遺伝⼦数と zF 細胞における発現遺伝⼦数 
Ad4BP CUT&RUNピークが近傍(転写開始点から 10kb上流から、遺伝⼦本体を含む
転写終結点から 10 kb下流までの領域内)に存在する遺伝⼦を Ad4BP の標的候補遺伝
⼦と定義した。その標的候補遺伝⼦数、発現遺伝⼦数、ならびに標的遺伝⼦（標的候
補遺伝⼦かつ発現遺伝⼦）の数をメス(M)、オス(N)それぞれ⽰す。メス特異的な標的
遺伝⼦、雌雄共通の標的遺伝⼦、オス特異的な標的遺伝⼦の数を⽰す(O)。 

 

図５P エネルギー代謝関連遺伝⼦および糖質コルチコイド産⽣遺伝⼦近傍に認めら
れる Ad4BP の集積 
マゼンタおよびシアンのヒストグラムは、それぞれメスとオス zF 細胞における
Ad4BP の集積を⽰し、⻘いヒストグラムは normal IgG（コントロール）を使⽤した
場合の集積を⽰す。⾚枠はピーク領域を⽰す。 



 37 

図５Q Ad4BP はアンドロゲンによるグローバルな遺伝⼦発現の抑制を仲介する  

zF で発現する約半数の遺伝⼦は、Ad4BP によってその発現を直接制御され、アンド
ロゲン存在下で抑制される。⼀⽅残り半数の発現遺伝⼦もまた、アンドロゲン存在下
でその発現を抑制されるものの、その抑制は Ad4BP によって間接的に制御される。  
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補⾜図１ エネルギー代謝関連遺伝⼦近傍の Ad4BP CUT&RUNピーク１ 
マゼンタおよびシアンのヒストグラムはそれぞれメスとオスの Ad4BP の集積を⽰
す。⿊および⾚のスケールバーはそれぞれ 500 bp および 10 kb を⽰す。⾚枠はピー
ク領域を⽰す。以降の補⾜図 2‒4 も同様に⽰す。 
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補⾜図２ エネルギー代謝関連遺伝⼦近傍の Ad4BP CUT&RUNピーク２ 
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補⾜図３ エネルギー代謝関連遺伝⼦近傍の Ad4BP CUT&RUNピーク３ 
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補⾜図４ エネルギー代謝関連遺伝⼦近傍の Ad4BP CUT&RUNピーク４ 
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（6）Ad4BP +/- zF 細胞におけるエネルギー代謝活性の低下 

野⽣型マウスと Ad4BP +/-マウス由来の zF 細胞から得られたトランスクリプトーム

データを⽤いて、OXPHOS、TCA サイクル、解糖系、およびコルチコステロン産⽣遺

伝⼦の発現を⽐較した。先に述べたように、これらの遺伝⼦の発現量は野⽣型 zF 細胞

ではメスの⽅がオスよりも多い。また予想通り、これらの遺伝⼦の発現は Ad4BP +/- zF

細胞では雌雄ともに⼤幅に減少していた。⼀⽅、Ad4BP +/- zF 細胞では遺伝⼦発現が⼤

幅に低下し性差が消失していた。この結果と⼀致して、Ad4BP +/- zF 細胞では代謝関連

遺伝⼦の発現量に性差が認められなかった（図 6A）。 

次に、野⽣型および Ad4BP +/- zF 細胞の解糖活性（ECAR）および OXPHOS 活性

（OCR）を測定した。Ad4BP +/-メスマウスから調製した zF 細胞の ECAR は野⽣型メ

スマウスの zF 細胞と⽐較して 39.5％まで低下した。また、Ad4BP +/-オスマウスの zF

細胞の活性は Ad4BP +/-メスと同等のレベルまで低下した（図 6B）。Ad4BP +/-メスの

OCR は野⽣型メスの 67.4％まで低下したが、Ad4BP +/-オスの OCR は野⽣型オスと同

等レベルであった（図 6C）。これらの代謝活性の変化に⼀致して、Ad4BP +/- zF 細胞の

細胞内 ATP濃度はメスで野⽣型 zF 細胞の 56.2％まで低下し、オスでは 65.6％に低下

した（図 6D）。さらに、Ad4BP +/-マウスの⾎中コルチコステロン濃度は、メスでは野⽣

型マウスの 25.6％まで低下し、オスでは 9.2％に低下した（図 6E）。 

NADPH はステロイド産⽣を含む複数の代謝経路に必要であり、細胞内ではペント

ースリン酸経路、⼀炭素代謝経路、リンゴ酸酵素ならびに Idh1 および Idh2 などによる

代謝が NADPH 産⽣に関与することが知られている。所属研究室では以前、Y-1 細胞

（マウス副腎⽪質ガン由来の培養細胞株）において Ad4BP が NADPH 産⽣遺伝⼦の転

写を活性化することで、細胞内 NADPH 産⽣を制御することを報告している 29。図 6F

に⽰す通り、ペントースリン酸経路の制御に関与する G6pdx および Pgd、⼀炭素代謝

の制御に関与するMthfd1、またMe2、Idh1、Idh2 遺伝⼦の発現は雌雄ともに野⽣型 zF
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細胞と⽐較して Ad4BP+/-zF 細胞で低下していた。これらの遺伝⼦の遺伝⼦近傍には

Ad4BP CUT&RUNピークが認められ（補⾜図１）、これらの遺伝⼦が全て Ad4BP の標

的遺伝⼦である可能性が⽰唆される。さらに、遺伝⼦発現の変化と⼀致して、zF 細胞内

の NADPH 量は、メスの⽅がオスよりも多く、Ad4BP +/-マウスから調製した zF 細胞で

は雌雄ともに野⽣型マウスと⽐較して減少していた（図 6G）。 

 

図 6A Ad4BP +/- zF 細胞と野⽣型 zF 細胞におけるエネルギー代謝関連遺伝⼦および
コルチコステロン産⽣遺伝⼦の発現量の⽐較 
箱ひげ図中の⽩丸は各実験群における遺伝⼦発現の平均値を⽰す。各実験群は
Wilcoxon signed rank tests によって統計検定した(****p < 0.0001, ns; 有意差なし)。
+/+; 野⽣型 zF 細胞、+/-; Ad4BP +/-zF 細胞。 
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図 6B‒D Ad4BP +/-zF 細胞と野⽣型 zF 細胞におけるエネルギー代謝活性の⽐較 
雌雄の Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウス由来の zF 細胞の解糖活性(B)、酸化的リン酸化
活性(C)、および細胞内 ATP 量（D）を⽰す。各カラムは⽣物学的反復データ(n=3)
の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, 
**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001, ns; 有意差なし)。+/+; 野⽣型マウス、+/-; 
Ad4BP+/-マウス。 
  



 45 

図 6E Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスにおける⾎中コルチコステロン濃度 
各カラムは⽣物学的反復データ(n=5)の平均値±標準偏差を⽰し、Bonferroniの多重
⽐較によって統計検定した(**p < 0.01, ****p < 0.0001)。+/+; 野⽣型マウス、+/-; 
Ad4BP +/-マウス。 
 

図 6F‒G Ad4BP +/-zF 細胞と野⽣型 zF 細胞における NADPH 産⽣遺伝⼦の発現量
と細胞内 NADPH 量 
NADPH 産⽣遺伝⼦の発現量(F)と細胞内 NADPH 量(G)を⽰す。箱ひげ図中の⽩丸は
各実験群における遺伝⼦発現の平均値を⽰す。棒グラフの各カラムは⽣物学的反復デ
ータ(n=3)の平均値±標準偏差を⽰す。データはWilcoxon signed rank tests (F)および
Bonferroniの多重⽐較(G)によって統計検定した(**p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 
0.0001, ns; 有意差なし)。+/+; 野⽣型マウス、+/-; Ad4BP +/- マウス。  
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（7）zF 細胞における Ad4BP の発現量によって調節される⾻格筋サイズと重量 

近年の研究により、アンドロゲンの⾻格筋に対する直接的な作⽤は、⾻格筋の肥⼤化

よりもむしろ、筋⼒の増強において重要であることが⽰されている 42̶45。すなわち、ア

ンドロゲンによる⾻格筋の肥⼤は、筋線維に対する間接的な作⽤により制御されている

可能性が⽰唆されている 46。⼀⽅で、糖質コルチコイド受容体の⾻格筋特異的なノック

アウトが⾻格筋の肥⼤を引き起こすこと 47、デキサメタゾン（糖質コルチコイドのアナ

ログ）の投与が⾻格筋の萎縮を誘発することが報告されている 5。これらの報告を考え

合わせると、Ad4BP +/-マウスの⾻格筋は、⾎中コルチコステロンの低下によって肥⼤化

すると推測された。 

そこでこの点を検証するため、Ad4BP +/-マウスの⾻格筋を解析した。その結果予想

通り、前肢と後肢の⾻格筋は Ad4BP +/-マウスで野⽣型マウスよりも明らかに増⼤して

いることが観察された（図 7A）。実際、Ad4BP +/-マウスの腓腹筋、⼤腿四頭筋、上腕三

頭筋の重量は、雌雄ともに野⽣型マウスよりも有意に⾼値であった（図 7B）。マウスの

⾻格筋は主に四種類のタイプの筋線維から構成されており、速筋を構成する筋線維は⼤

部分が IIB 型筋線維である。野⽣型マウスと Ad4BP +/-マウスの腓腹筋、⼤腿四頭筋、

上腕三頭筋（いずれも速筋に分類される）について、 IIB 型筋線維のマーカー

（Myh4:Myosin heavy chain 4）の免疫染⾊を⾏った（図 7C‒E）。染⾊画像をもとに IIB

型筋線維の横断⾯積（CSA: cross sectional area）を測定した。過去の報告と⼀致して、

野⽣型マウスではオスの⽅がメスよりもこれらの⾻格筋の IIB 型筋線維の CSA は⼤き

かった（図 7C）。また予想通り、これらの⾻格筋の IIB型筋線維の CSA は Ad4BP +/-マ

ウスで野⽣型マウスよりも有意に⾼値を⽰した（図 7D‒E）。以上の結果から、副腎⽪質

zF 細胞は糖質コルチコイドの産⽣を通じ、⾻格筋の⼤きさと重さの制御に関与する可

能性が強く⽰唆された。本研究は精巣で合成されるアンドロゲンが、副腎⽪質 zF 細胞

の糖質コルチコイド産⽣の抑制を介して、間接的に⾻格筋サイズの性差を誘導するとい
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う、⾻格筋の性差の構築と維持における新規のメカニズムを提唱した（図 7F）。 

 

図 7A Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスの前肢と後肢 
T; Triceps; 上腕三頭筋、 Q; quadriceps; ⼤腿四頭筋、G; gastrocnemius; 腓腹筋、+/+; 
野⽣型マウス、+/-; Ad4BP +/-マウス。 
 

図 7B Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスにおける⾻格筋重量 
Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスの腓腹筋、⼤腿四頭筋、上腕三頭筋を調製し、その重
量を計測した。各カラムは⽣物学的反復データ(n=12)の平均値±標準偏差を⽰し、
Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, 
****p < 0.0001)。+/+; 野⽣型マウス、+/-; Ad4BP +/-マウス。  
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図 7C Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスにおける⾻格筋の横断⾯図 

Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスから腓腹筋、⼤腿四頭筋、上腕三頭筋を採取し、横断
⾯を IIB型筋線維のマーカーであるMYH4（⾚）と Laminin抗体（緑）によって蛍光
免疫染⾊を⾏った。⾚く染められた筋繊維は IIB型筋線維。Lamininは筋繊維の周囲
を染めている。⽩いバーは 100 µm を⽰す。+/+; 野⽣型マウス、+/-; Ad4BP +/-マウ
ス。 
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図 7D Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスにおける⾻格筋繊維の横断⾯積の分布 
各⾻格筋横断⾯図における IIB型筋線維筋繊維(図 7C における緑のシグナルで囲まれ
た領域[筋線維]の内、その内部に⾚のシグナルを⽰す筋線維)⾯積の分布を⽰す。野⽣
型メス、Ad4BP+/-メス、野⽣型オス、および Ad4BP+/-オスマウスで解析された筋線維
の平均数は、腓腹筋では、それぞれ約 6,200、5,000、6,000、および 5,000、⼤腿四頭
筋では、それぞれ約 4,400、4,400、4,300、および 4,600、上腕三頭筋では、それぞれ
約 2,900、3,400、3,400、および 4,600 であった。  
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図 7E Ad4BP +/-マウスと野⽣型マウスにおける⾻格筋線維の横断⾯積の⽐較 
各⾻格筋横断⾯図における IIB型筋線維筋繊維(図 7C における緑のシグナルで囲まれ
た領域[筋線維]の内、その内部に⾚のシグナルを⽰す筋線維)⾯積の分布をヴァイオリ
ンプロットおよび箱ひげ図で⽰す。野⽣型メス、Ad4BP+/-メス、野⽣型オス、および
Ad4BP+/-オスマウスで解析された筋線維の平均数は、腓腹筋では、それぞれ約
6,200、5,000、6,000、および 5,000、⼤腿四頭筋では、それぞれ約 4,400、4,400、
4,300、および 4,600、上腕三頭筋では、それぞれ約 2,900、3,400、3,400、および
4,600 であった。⽩丸は各実験群における筋線維横断⾯積の平均値を⽰す（n=3）。
Bonferroniの多重⽐較によって統計検定した(****p < 0.0001)。+/+; 野⽣型マウス、
+/-; Ad4BP +/-マウス。 
  



 51 

図 7F アンドロゲンによる副腎⽪質 zF 細胞を介した⾻格筋サイズの性差誘導機構 
アンドロゲンは zF 細胞における Ad4BP の発現を抑制する。その結果グローバルな遺
伝⼦発現がオスで抑制され、細胞内エネルギー代謝およびコルチコステロン産⽣が抑
制される。オスでコルチコステロン産⽣が抑制された結果、メスよりもオスで⾻格筋
が⼤きいという性差が誘導される。 
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考察 

本研究は、副腎⽪質の性差構築機構の解明と、その性差の⽣理学的な意義を明らかに

することを⽬的に⾏われた。その結果、私は⼆つの興味深い知⾒を得た。⼀点⽬は副腎

⽪質が産⽣する糖質コルチコイドを介した新たな性差構築機構であり、⼆点⽬はグロー

バルな遺伝⼦発現制御による副腎⽪質の性差構築機構である。 

（1）副腎⽪質が産⽣する糖質コルチコイドを介した新たな性差構築機構 

ヒト副腎⽪質は球状層、束状層（zF）、網状層の三つの層から構成されている。⼀⽅、

マウス・ラットなどの齧⻭類では網状層が存在しないため、束状層（zF）、網状層の⼆

層で構成される。副腎⽪質に性差があることは以前より知られており 7‒16、本研究では

糖質コルチコイドを産⽣する zF の性差に焦点を当てた。雌雄マウスの副腎⽪質から zF

細胞を⾼純度で単離した後、mRNA 量を定量した。驚くべきことに、同数の細胞から

mRNA を調製したにもかかわらず、メスの mRNA 量はオスの 1.82倍であった。また、

アンドロゲンによって副腎のサイズが減少する 49 のと同様に、mRNA 量もアンドロゲ

ンによって減少した。 

アンドロゲンは⼀般的に、その受容体(AR)への結合を介して遺伝⼦発現を活性化す

る 50 と考えられている。⼀⽅で、AR による遺伝⼦発現の抑制作⽤についても報告され

ている 31,32,61。この抑制機構には⼆つの可能性が考えられる。⼀つ⽬の可能性は、副腎

⽪質におけるアンドロゲンによる遺伝⼦発現の直接的な抑制であり、これは副腎⽪質特

異的 AR ノックアウト（KO）マウスの副腎が肥⼤するという報告と⽭盾しない 51。も

う⼀つの可能性は、他の器官・細胞を介した間接的な抑制である。これまでの研究で、

ア ン ド ロ ゲ ン が視床下部 - 下垂体 - 副 腎軸を 抑 制 し 、 そ れ に よ っ て ACTH 

(adrenocorticotropic hormone)が減少することが⽰されている 52, 53。ACTH が減少する

と、副腎⽪質細胞の増殖とコルチコステロン合成は低下する。したがって、アンドロゲ

ンが下垂体における ACTH 合成の抑制を通じ、間接的に副腎⽪質におけるコルチコス
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テロン合成を低下させると考えるのは合理的である。 

コルチコステロンはグルココルチコイド受容体を介して、全⾝の器官・細胞に様々な

影響を与える。したがって、⾎中コルチコステロン濃度の性差が全⾝の器官・細胞に性

差を誘導する可能性が考えられる。これまでに⾻格筋や肝臓に性差が存在することが知

られているが、これらの器官・細胞の性差の少なくとも⼀部はグルココルチコイドによ

って誘導される可能性がある。実際、⾻格筋特異的グルココルチコイド受容体（GR）

KO マウスでは⾻格筋サイズの性差が減少すること 47、および肝臓特異的 GR KO では

炎症関連遺伝⼦の性差が減少すること 55 が報告されている。しかしながら、グルココル

チコイドが⾻格筋や肝臓に性差を誘導するのであれば、グルココルチコイドの⾎中濃度

や副腎⽪質における産⽣量に性差がなければならない。前述のように、グルココルチコ

イドの⾎中濃度にはメスで多いという性差が知られていたため、この性差が⾻格筋の性

差の⼀部を誘導すると考えられた。そこで本研究では、⾎中コルチコステロン（グルコ

コルチコイド）濃度が有意に減少する Ad4BPヘテロ KO マウスを⽤いて、⽣体内で実

際にグルココルチコイドが性差を作り出していることの証明を試みた。その結果、⾎中

コルチコステロン濃度が低下した Ad4BPヘテロ KO マウスでは、⾻格筋の重量、およ

び Type IIB 筋線維の断⾯積が増⼤することが⽰された。GR は全⾝のほぼ全ての細胞

で発現するため、グルココルチコイドは⾻格筋線維や肝細胞だけでなく、他の器官・細

胞における性差の確⽴にも関与していると考えられる。従来、全⾝の器官・細胞の性差

は性ホルモンによる直接作⽤により誘導されると理解されてきたが、本研究によってグ

ルココルチコイドおよび GR を介した新たな性差構築機構の存在が⽰された。 

 

（2）グローバルな遺伝⼦発現制御による副腎⽪質の性差構築機構 

副腎⽪質の性差を調べるため、過去に⼆つの研究グループによるマイクロアレイを

⽤いた解析が⾏われた 14‒16。⼀つの研究では、アンドロゲンが脂質およびコレステロー
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ル代謝に関連する遺伝⼦の発現を活性化することが⽰されたものの、彼らの結果は完全

には本研究の結果と⼀致しない。この原因として、彼らの研究と本研究で使⽤された細

胞の違いを挙げることができる。本研究では⾼純度に調製したマウスの zF 細胞の

mRNA を使⽤したが、彼らの研究では球状層と束状層両⽅を含むラットの副腎⽪質全

体から調製した mRNA14、または髄質を含むラットの副腎全体から調製した mRNA を

使⽤している 15。zF 細胞以外の細胞種を含む細胞集団から調製した mRNA を⽤いた場

合と、⾼純度に調製した zF 細胞から調製した mRNA を⽤いた場合では、後者からより

正確な結果が得られるはずである。さらに、zF 細胞から得られる mRNA 量が雌雄間で

異なるという、性差を考える上で極めて興味深い結果が得られた。この結果は⾼純度に

調製した zF 細胞を使うことで初めて得ることができた結果であった。このような雌雄

間での mRNA 量の性差を考慮して、本研究では同数の雄雌の zF 細胞から調製された

mRNA を使⽤した。⼀⽅、彼らの研究では同量の雌雄の mRNA が使⽤された。mRNA

含有量が異なる細胞間で遺伝⼦発現を⽐較する際に、同量の mRNA を使⽤したトラン

スクリプトーム解析は対象とする細胞の遺伝⼦発現の差を正確に検出できない。よって、

細胞ごとの mRNA含有量を考慮せずに得られたトランスクリプトームデータをもとに

差を議論する際には、細⼼の注意が必要であると考える。 

雄雌間で zF 細胞の遺伝⼦発現を⽐較すると、ほぼ全ての遺伝⼦発現がメスで⾼いこ

とが明らかになった。つまり、メスの zF 細胞ではグローバルに転写が活性化されてい

ることを⽰唆した。このようなグローバルな転写調節は、癌の進⾏や細胞が分化する際

に観察される 32‒35、56。また、グローバルな転写調節は、翻訳、代謝、および細胞増殖な

どの基本的な細胞活動の活性化と関連することが⽰されており、細胞の状態を劇的に変

化させる新たなメカニズムとして注⽬されている。本研究は、グローバルな転写調節に

よって性差が誘導されることを⽰した初めての例であった。 

メスの zF 細胞では遺伝⼦発現が全体的に上昇していたが、なかでもオスと⽐較して
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⾼い発現を⽰す遺伝⼦が存在した。これらの遺伝⼦は、エネルギー代謝、リン脂質の産

⽣、バリン・ロイシン・イソロイシン代謝、NADPH およびコルチゾールの産⽣など、

基本的な⽣物活動に密接に関連する遺伝⼦であった。実際、これらの遺伝⼦が制御する

代謝経路（解糖系、酸化的リン酸化、および NADPH 産⽣）の活性を測定したところ、

メスにおける活性がオスよりも⾼いことが⽰された。解糖系および酸化的リン酸化で産

⽣される ATP は、NADPH とともにコレステロール合成とステロイド合成に補酵素と

して利⽤される。したがって、これらの代謝活性がメスで⾼いことが、メスで⾼いコル

チコステロンの産⽣を可能としていると考えられる。同様に、ATP および NADPH は

細胞増殖に伴う DNA、タンパク質、および⽣体膜の合成にも利⽤される。代謝活性の

性差は、zF 細胞の増殖活性の性差にも寄与している可能性がある。 

CUT&RUN-seq 解析により、zF 細胞において、Ad4BP の集積は全遺伝⼦の約 63.1％

（メス）および 49.6％（オス）で観察され、約 4,500 および 3,500個の遺伝⼦がメスお

よびオスにおける Ad4BP の直接の標的遺伝⼦として同定された。また、ほぼ全ての遺

伝⼦の発現は Ad4BP 遺伝⼦の発現レベルに応じて変化したため、Ad4BP は直接または

間接的にグローバルな遺伝⼦調節を制御することが⽰された。これまでに、転写因⼦の

標的遺伝⼦の探索がゲノムワイドに⾏われており、その結果、多くの転写因⼦が数千の

標的遺伝⼦を有することが⽰されている 58,59。Ad4BP と同様に、これらの転写因⼦もグ

ローバルな転写調節に関与している可能性が考えられる。 

AR は転写活性化因⼦としてだけでなく、転写抑制因⼦としても作⽤することが報告

されている 50。最近、AR がMyc遺伝⼦の発現を抑制することによって前⽴腺がん細胞

においてグローバルな遺伝⼦発現を抑制することが⽰された 60。同様に、本研究では、

AR が Ad4BP 遺伝⼦の発現を抑制することによって zF 細胞でグローバルな遺伝⼦発現

を抑制すること⽰した。所属研究室で⾏われた以前の研究によって、AR がアンドロゲ

ンの存在下で Ad4BP と直接相互作⽤し、Ad4BP の転写活性を抑制することが⽰されて



 56 

いる 61。Ad4BP 遺伝⼦は⾃⾝の転写翻訳産物により転写活性化される（⾃⼰制御）を

受けることから、AR は Ad4BP の転写活性の抑制を通じ、Ad4BP 遺伝⼦の発現を抑制

している可能性が考えられる。 

アンドロゲンとは対照的に、エストロゲン(E2)は副腎の重量とグローバルな遺伝⼦

発現を増加させた。E2 は Ad4BP 遺伝⼦の発現を増加させることで、このような作⽤を

発揮した可能性が考えられたが、E2 は AD4BP タンパク質の発現に影響を与えない。

したがって、上記の E2 による作⽤は、Ad4BP の発現調節を介さない、すなわちアンド

ロゲンの作⽤機序とは異なる機序で働く可能性が強く⽰唆された。 

性ホルモンおよびその受容体は、標的遺伝⼦の発現調節を通じて我々の⾝体を構成

する全⾝の細胞に性差を誘導すると考えられている。実際、これまでに多くの性ホルモ

ン受容体の標的遺伝⼦が同定され、いくつかの表現型の性差については標的遺伝⼦の機

能によって説明されている。この従来の考え⽅に加え、本研究は副腎⽪質ならびに糖質

コルチコイド量の性差を介して全⾝の器官・細胞に性差を誘導するという新たなメカニ

ズムを提唱する(図 8)。今後は、性ホルモンの直接作⽤を通じた性差誘導に加え、副腎

⽪質を起点とする新たな性差誘導メカニズムを考慮しつつ、全⾝の性差の理解が進むこ

とが期待される。 
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図 8 副腎⽪質 zF 細胞を介した性差の誘導機構 
アンドロゲンは直接⾻格筋に作⽤するというよりもむしろ、副腎⽪質 zF 細胞を介して、
間接的に作⽤することによって⾻格筋サイズの性差（メスよりもオスで⼤きい）を誘導
する。 



 58 

実験⽅法 

（1）マウス 

副腎⽪質細胞が EGFP で標識される 2つのトランスジェニックマウス、Ad4BP-BAC-

EGFP40 と StAR-EGFP62 ならびに Ad4BPヘテロ⽋損マウス（Ad4BP+/-）63 と C57BL/6J 

を使⽤した。すべてのマウスは CRF-1（Oriental Yeast, Tokyo, Japan）を給餌され、12

時間の明暗周期で管理された環境で飼育された。すべての動物実験は九州⼤学の動物実

験委員会によって承認され、ガイドラインに従って実施された。 

 

（2）性腺除去と性ホルモン補充 

雌雄のマウスそれぞれに、偽⼿術（コントロール）、性腺除去（性腺除去＋Oil）、DHT

投与（性腺除去+DHT）および E2 投与(性腺除去＋E2)の４種の処理⾏い、計８群の実

験群を⽤意した。コントロール群では、３週齢のマウスに対し偽⼿術を⾏った。コント

ロール群以外は全て共通して、３週齢時点で性腺除去⼿術⾏った。これに続けて、性腺

除去群では５週齢時点から 1 ⽇ 1 回の 5％のエタノールを含む Corn oil を⽪下注射に

より 3週間投与した。DHT 投与群では５週齢時点から、5％のエタノールを含む Corn 

oil に溶解した DHT（5α-ジヒドロテストステロン, 50 µg/mL, Wako, Osaka, Japan）

100 µLを、1⽇ 1回の⽪下注射により 3週間投与した。E2 投与群では、5％のエタノ

ールを含む Corn oil に溶解した E2（β-エストラジオール、5 µg/mL、Sigma、St. Louis、

MO）100 µLを、出⽣後 47、51、55⽇⽬（４⽇おきに⼀回、計 3回）に⽪下注射によ

り投与した。E2 の投与⽇以外は５週齢時点から 1 ⽇に 1 回 5％のエタノールを含む

Corn oil を⽪下注射により投与した。全群８週齢時点で実験に供した。メスの場合、そ

れぞれ出⽣から 53 ⽇⽬と 55 ⽇⽬の 5 p.m.に PMSG（牝⾺⾎清ゴナドトロピン, 37.5 

units/mL, ASKA Pharmaceutical, Japan）0.2 mLと hCG（ヒト絨⽑性ゴナドトロピン、

37.5 units/mL、ASKA Pharmaceutical）0.2 mL 腹腔内に注射し、超排卵を誘導した。
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hCG投与後 4時間と 48時間のマウスを、それぞれ発情期のメスおよび発情間期のメス

として実験に供した。 

 

（3）フルタミド投与 

⽣後 74⽇からオスマウスの⽪下に corn oil に溶解した 100 µLのフルタミド（400 

µg/mL、Sigma）、または同量の corn oil（コントロール）を⼀⽇⼀回、注射した。投与

⽇数０⽇（コントロールオス）のサンプルでは、⽣後 74⽇から 10⽇間 corn oil の投与

を⾏った。投与⽇数 1⽇のサンプルでは、⽣後 74⽇から 9⽇間 corn oil の投与を⾏っ

たのち、⽣後 83⽇にフルタミドを投与した。投与⽇数２⽇のサンプルでは、⽣後 74⽇

から８⽇間corn oil の投与を⾏ったのち、⽣後 82⽇から２⽇間フルタミドを投与した。

投与⽇数３⽇のサンプルでは、⽣後 74⽇から７⽇間 corn oil の投与を⾏ったのち、⽣

後 81⽇から３⽇間フルタミドを投与した。投与⽇数 10⽇のサンプルでは、⽣後 74⽇

から 10⽇間フルタミドを投与した。コントロールメスではコントロールオスと同様の

処理を⾏った後、膣垢検査を実施し、発情間期にあるマウスのみ実験に使⽤した。全群

⽣後 84⽇⽬に実験に供した。 

 

（4）zF 細胞の調製 

8週齢の Ad4BP-BAC-EGFP または StAR-EGFP マウスの副腎を使⽤した。zF を顕

微鏡観察下で他の層が混⼊しないように顕微⼿術⽤の器具を⽤いて分取した。分取した

zF組織は、1 mM MgCl2、5 mg/ml BSA（bovine serum albumin）、1 mg/ ml collagenase

（Sigma）、0.25 mg/ ml trypsin inhibitor（Sigma）、および 0.5 mg/ ml DNase I（Roche, 

Basel, Switzerland）を添加した HBSS（Hank's balanced salt solution）中で 1時間、37°C

に加温した。加温後、35 µmセルストレーナーを通過させ、その後、300 x gで 5 分間

遠⼼分離し、2% BSA および 1 mM EDTA を添加した DMEM/F12培地に再懸濁した。
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得られた細胞を 7-AAD（7-aminoactinomycin D、BD Bioscience、Franklin Lakes、NJ）

で染⾊し、JSAN（Bay bioscience、Hyogo、Japan）を使⽤して 7-AAD および EGFP の

蛍光に基づいてセルソーティングした。zF 細胞は 7-AAD-/EGFP+として分取した。細

胞数は Countess II FL（Thermo Fisher Scientific）を使⽤して計測した。 

 

（5）単位細胞当たりの total RNA と mRNA の定量 

8 週齢の Ad4BP-BAC-EGFP マウスの副腎から zF を分取した後、溶解バッファー

（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、50 mM NaCl、1 mM EDTA、および 1% SDS）で溶解し

た。細胞溶解液を total RNA とゲノムDNA を抽出するために、2つに等分した。⼀⽅

の細胞溶解液から、RNeasy Microキット（QIAGEN, Hilden, Germany）を使⽤して total 

RNA を抽出した。もう⼀⽅の細胞溶解液はリボヌクレアーゼ A（Nacalai Tesque, Kyoto, 

Japan）を添加した後 30 分間 37°C に関した。その後フェノール/クロロホルム/イソ

アミルアルコール抽出およびエタノール沈殿法により gDNA を抽出した。1 µgの total 

RNA から NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module（New England Biolabs, 

Ipswich, MA）を⽤いて mRNA を分離した。Total RNA と mRNA の量は NanoDrop

（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA）で定量した。ゲノムDNA の量はQubit（Life 

Technologies, Carlsbad, CA）で測定した。単位細胞数当たりの total RNA と mRNA の

量は次のように計算した。まず、total RNA と DNA の測定値より、1 µgのゲノムDNA

あたりの total RNA 量（total RNA 量/µg gDNA）を算出した。この値が単位細胞あた

りの total RNA 量に相当する。次に、1 µgの total RNA から精製された mRNA 量を定

量した。この定量値が、1 µgの total RNA 中に含まれる mRNA 量に相当する（mRNA/µg 

total RNA）。最後に、「1 µgの gDNA あたりの total RNA 量」と「1 µgの total RNA 中

の mRNA 量」を掛け合わせることで、1 µgの gDNA 中の mRNA 量（単位細胞あたり

の mRNA 量）を算出した。 
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（6）単位細胞当たりの total RNA と mRNA の調製 

雌雄の Ad4BP-BAC-EGFP マウスから調製した 10,000 個の zF 細胞から、RNeasy 

Micro Kit を使⽤して total RNA を抽出した。RNA の品質は、Agilent RNA 6000 Pico 

Kit と Agilent 2100 Bioanalyzer（Agilent, Santa Clara, CA）を⽤いて計測し、RNA 

integrity numberが 8以上であることを確認した。10,000倍希釈した ERCC（External 

RNA Controls Consortium）コントロールミックス（Invitrogen, Waltham, MA）4 µLを

total RNA溶液 46 µLに添加した。その後、NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation 

Module を使⽤して mRNA溶液を精製した。 

 

（7）新⽣ RNA 鎖合成活性測定 

8週齢の Ad4BP-BAC-EGFP の副腎を使⽤し、上述の⽅法で zF 細胞を分取した。分

取した zF 細胞は、培養バッファー（D-MEM（Nacalai Tesque）に 10% FBS-charcoal 

stripped（Serana Europe GmbH、Brandenburg、Germany）を添加したもの）で 2回洗

浄した後、1mMの 5-ethynyl-uridine（EU、BLD pharmatech、Shanghai、China）を含

む培養バッファー中で 1時間、37°C で加温した。加温後の細胞は 35 µm のセルスト

レーナーを通した後、2回 PBS洗浄した。洗浄後の細胞は 0.03% Triton X-100 と 0.5%

のホルマリンを添加した PBS 中で 30 分間、固定した。固定した細胞を、0.03% Triton 

X-100/PBS で 2回洗浄した。洗浄後の細胞を 25 µMの Azide-fluor 545（red fluorescence、

Sigma）、1 mM CuSO4 と 100 mMアスコルビン酸を添加した 100 mM Tris-HCl（pH 

8.5）に中で 1時間処理し、EU が組み込まれた RNA を蛍光標識した。PBS による 2回

の洗浄と再懸濁の後、フローサイトメーター(JSAN)を⽤いて、EGFP陽性細胞（zF 細

胞）の数と⾚⾊蛍光(EU標識 RNA 量)の強度を定量した。 
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（8）CNN RNA-seq 

上述の⽅法で 104個の zF 細胞から mRNA をする際に ERCC を添加した。この mRNA

をもとに、NEBNext Ultra II Directional RNA Library Prep Kit for Illumina（New England 

Biolabs）と NEBNext Multiplex Oligos for Illumina（96 Unique Dual Index Primer Pairs、

New England Biolabs）を⽤いてライブラリーを調製した。ライブラリーは HiSeq 2500

（151-bp ペアエンド、Illumina）でシーケンスした。FastQC66、67 および Trimmomatic68

による品質管理の後、STAR（Spliced transcripts Alignment to a Reference）69 を使⽤し

てリファレンスゲノム（mm10）にマッピングした。featureCounts70 を使⽤してリード

アノテーションとリードカウントを計算した（option "-M、-O、-p"）。⽣物学的なレプ

リケート（n=3）の平均値を計算し、平均カウント値が 300 を超える遺伝⼦を発現遺伝

⼦として定義した。ERCC spike-inのリード数を対象に、DESeq271 を使ってスケーリン

グを⾏った。これにより、ERCC spike-inの size factorを算出した。この size factorを

⽤いて各遺伝⼦の発現値を補正することで、単位細胞あたりのトランスクリプトームデ

ータを取得した。マウスゲノム（mm10）および遺伝⼦アノテーションファイルのリフ

ァレンスシーケンスは、UCSC Genome Browser72 からダウンロードされ、EGFP と

ERCC の配列を追加して使⽤した。このようにして算出された Normalized read count

を遺伝⼦発現量として扱った。発現変動遺伝⼦を、DAVID73,74 を使⽤して KEGG パス

ウェイ解析に供した。 

 

（9）ECAR と OCR の測定 

Cell-Tak コートされた XF96 細胞培養マイクロプレート（Agilent）に播種（15,000

細胞/well）した zF 細胞を⽤い、Seahorse XFe96 Analyzer（Agilent）を使⽤して ECAR

（ExtraCellular Acidification Rate）測定した。基礎値の測定後、10 mMのグルコース、

0.5 µMのロテノン/アンチマイシン A、および 50 mMの 2-デオキシD-グルコース（2-
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DG）を順次注⼊し、都度測定を⾏った。すべての試薬は Seahorse XF Glycolytic Stress 

Test Kit（Agilent）のものを使⽤した。OCR（Oxygen Consumption Rate）も ECAR同

様に測定した。基礎値の測定後、1.5 μMのオリゴマイシン、0.5 μMの FCCP（カル

ボニルシアンイド 4-(トリフルオロメトキシ)フェニルヒドラゾン）、および 0.5 μMの

ロテノン/アンチマイシン A を順次注⼊し、都度測定を⾏った。すべての試薬は Seahorse 

XF Cell Mito Stress Test Kit（Agilent）のものを使⽤した。 

 

（10）⾎中ステロイドの測定 

8-12週のマウスを⽤いた。コルチコステロンの測定では 6 p.m.に、テストステロン

の測定では 8 p.m.に⼼臓穿刺により採⾎した。⿇酔薬はコルチコステロン値を上昇させ

ることが知られているため 75、⿇酔は⾏わなかった。マウスの保定から採⾎終了まで約

15秒以内に完了した。採取した⾎清は測定時まで-30℃で冷凍保存した。コルチコステ

ロン-9,11,12,12-d4（Sigma）およびテストステロン（2,3,4-13C3, 99%）（Cambridge 

Isotope Laboratories, Inc., USA）を内部標準として使⽤した。⾎清 20 µl から脂質を

Bligh and Dyer法により抽出し、内部標準とともに有機相に移し、窒素流下で乾燥した。

その後、100 µl のジラルド試薬 T（0.1%トリフルオロ酢酸を含むMeOH 中、5 mg/mL）

で脂質抽出物を 60 分間 37℃で誘導し、反応は 0.028% NH4OH を含むメタノール 100 

µLで停⽌した。誘導された脂質 1 µl を超⾼速液体クロマトグラフィー（UHPLC）-電

⼦スプレーイオン化（ESI）-タンデム質量分析（MS/MS）システムに注⼊した。LC 分

離は ACQUITY UPLC™ BEH C18カラム（1.7 µm、2.1 × 50 mm; Waters、Milford, 

MA, USA）を⽤いて⾏った。流動相 A は 0.1% (v/v) ホルム酸を含むH2O で、流動相

B は 0.1% (v/v) ホルム酸を含むアセトニトリルであった。LC グラデーションは、12

分で 95% A から 100% Bへの線形グラデーション、5 分間 100% B、5 分間 95% A の

均衡（合計 22 分のランタイム）で構成した。流速は 0.3 ml/minで、カラム温度は 25℃
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であった。多重反応モニタリング（MRM）は、ESIソースを備えた Xevo™ TQ-S マイ

クロトリプル四重極質量分析システム（Waters）を使⽤して陽イオンモードで実施した。 

E2 の測定には 12 週の雌マウス⾎清を使⽤した。雌マウスは上述の⽅法で過排卵誘

導され、hCG 注⼊後 4 時間後（発情期）に採⾎した。内部標準としてエストラジオー

ル（2,4,16,16-d4）（Cambridge Isotope Laboratories, Inc., USA）を使⽤した。⾎清 50 

µl と内部標準を 1.5 ml のポリプロピレンチューブに移し、⽔で 100 µl に希釈した。タ

ンパク質を沈殿させるために、サンプルにアセトニトリル 200 µl を加え 30‒60秒間振

盪した。その後、メチル tert-ブチルエーテル 1 ml を加え、30‒60秒間振盪した。室温

で 13,000 × gで 5 分間遠⼼分離した後、有機（上）相をクリーンな 1.5 ml のポリプロ

ピレンチューブに移し、50℃で窒素流下で乾燥した。乾燥残留物は重曹バッファー（0.1 

mM、pH10.5）50 µl で溶解し、ダンシルクロライド（1 mg/ml in acetonitrile）50 µl で

60℃で 10 分間誘導した。不溶性残渣を除去するため、室温で 13,000 × gで 5 分間遠

⼼分離し、上清の 10 µl を UHPLC‒ESI‒MS/MS システムに注⼊した。LC 分離は

CORTECS™ UPLC™ C18カラム（1.6 µm、2.1 × 100 mm; Waters）を⽤いて⾏った。

流動相 A は 0.1% (v/v) ホルム酸を含む H2O で、流動相 B は 0.1% (v/v) ホルム酸を

含むアセトニトリルであった。LC グラデーションは、6 分で 95% A から 70% Bへの

線形グラデーション、9 分で 100% Bへの線形グラデーション、5 分間 100% B、5 分間

95% A の均衡（合計 25 分のランタイム）であった。流速は 0.35 ml/min、カラム温度

は 45℃であった。ESIソースを備えた Xevo™ TQ-S マイクロトリプル四重極質量分析

システム（Waters）を使⽤して、陽イオンモードでMRMが実⾏した。ESIキャップ電

圧は 1.0 kV、サンプリングコーンは 30 Vに設定した。ソース温度は 150℃、脱溶液温

度は 500℃、脱溶液ガス流は 1000 L/hで、コーンガス流は 50 L/hであった。 
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（11）CNN qRT-PCR 

CNN RNA-seq と同様に、Ad4BP-BAC-EGFP マウスの雄雌それぞれの 104個の zF

細胞を Buffer RLT 中で溶解した。RNeasy Micro Kit を⽤いて total RNA を抽出し、こ

れを鋳型にM-MLV (Invitrogen)と Oligo dT primerを⽤いて cDNA を調製した。qPCR

は SYBR Select Master Mix (Thermo Fisher Scientific)と CFX96 (Bio-Rad)を⽤いて⾏

った。CNN qRT-PCR に使⽤されたプライマーを表１に⽰す。Total RNA の濃度、ある

いは内在性コントロール遺伝⼦の発現レベルに基づくいずれの補正も⾏わなかった。こ

れにより、CNN qRT-PCR データは 104個の zF 細胞中のターゲット mRNA の量を⽰

す。 

表１ プライマーリスト 

 

 

（12）Immunoblotting 

104個の zF 細胞を溶解バッファー（50 mM Tris-HCl（pH 8.0）、50 mM NaCl、1 mM 

EDTA、1% SDS、プロテアーゼ阻害剤カクテル（Nacalai Tesque））中で、Bioruptor

（Cosmo Bio、Tokyo、Japan）に懸濁し、超⾳波破砕した。細胞溶解液は SDSポリア

クリルアミドゲル電気泳動に供され、その後免疫ブロッティングを⾏った。⼀次抗体と

して抗 Ad4BP ウサギ抗体（1：1,000、Morohashi et al.77）と抗 pan-Histone H3 ウサギ

抗体（1：3,000、Invitrogen）が使⽤し、⼆次抗体として HRP-linked抗ウサギ IgG 抗

体（1：5,000、GE Healthcare、Chicago、IL）を使⽤した。Chemi-Lumi One L（Nacalai 

Tesque）および LAS500（GE Healthcare）を⽤いて撮像した。 
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（13）CUT&RUN-seq  

Ad4BP の CUT&RUN（Cleavage Under Target & Release Using Nuclease）78 および

その後のライブラリー作製は、⽣物学的レプリケートとして独⽴して 2 回実施した。

StAR-EGFP 由来の 50,000 個の zF 細胞を Concanavalin A ビーズ（Polyscience, 

Warrington, PA）に結合し、室温で 0.02%のジジトニンで 10 分間透過処理し、抗 Ad4BP

ウサギ抗体（1 µg/µL）または normal rabbit IgG（1 µg/µL、ZYMED Laboratories, South 

San Francisco, CA）とともに回転撹拌器上で 4°C で⼀晩インキュベートした。次に、

pAG/MNase（700 ng/mL）を 150 µL添加し、4°C で 30 分間消化した。消化後、10

分間 37°C に加温し、CUT&RUN フラグメントDNA を溶液中に抽出した。抽出した

DNA をフェノール/クロロホルム抽出とエタノール沈殿法で精製した。精製した

CUT&RUN フラグメントから、NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit（New England 

Biolabs）および NEBNext Multiplex Oligos for Illumina（96 Unique Dual Index Primer 

Pairs、New England Biolabs）を⽤いてライブラリー調製し、その後、NextSeq（Illumina）

を使⽤してシーケンスした（151-bp paired-end）。FastQC および Trimmomaticによる

フィルタリングをパスしたリードを、Bowtie279 を使⽤してリファレンスマウスゲノム

（mm10）にリードがマッピングした。リファレンスゲノムおよび遺伝⼦アノテーショ

ンファイル（mm10）は UCSC Genome Browserからダウンロードした。公平な⽐較の

ためにマッピングされたリードを SamTools80 によって、2,000万までダウンサンプリン

グした。ブラックリスト領域 81 にマッピングされたリードは除外した。MACS282 を使

⽤して normal rabbit IgG の CUT&RUNデータをバックグラウンドとして Ad4BP の

ピークコールを⾏った (q 値<0.05)。雌雄それぞれのピークを、bedtools83 を使⽤して

雌雄の間でオーバーラップ(>1 bp)しているピークと、オーバーラップしていない性別

特異的なピークに分類した。Multiple Em for Motif Extraction Suite84 を⽤いてモチーフ
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抽出を⾏った。Ad4BP のコンセンサス結合配列を同定した先⾏研究 17 に基づいて、モ

チーフの最⼤幅を指定するオプション ʻ-maxkʼ は 9 に設定した。CUT&RUN-seqピー

ク領域のセット内での最⼤中央濃度が予測と、領域の位置分布を CentriMo85 を⽤いて

可視化した。各ピーク上のリードカウントは featureCounts を使⽤して算出した。すべ

てのピークは、ChIPseeker86,87 を使⽤して上流（transcription start site から 10 kb上流

まで）、遺伝⼦本体、下流（transcription termination site から 10 kb下流まで）、および

それ以外の領域に分類した。ピークは igv genome browser88 で可視化した。 

 

（14）細胞内 ATP と NADPH 量の測定 

細胞内の ATP および NADPH 量を、それぞれ CellTiter-Glo（Promega、Madison, 

WI）および NADP/NADPH アッセイキット（DOJINDO、Tokyo、Japan）を⽤いて測

定した。いずれの測定においても、まず 104個の zF 細胞から各キット付属の溶解バッ

ファを⽤いて、細胞溶解液を調製した。次に、細胞溶解液とそれぞれキット付属の反応

バッファを混合・反応した。反応した溶液は、それぞれマルチモードプレートリーダー

EnSight（PerkinElmer、Waltham, MA）およびマイクロプレートリーダーiMark（Bio-

Rad、Hercules、CA）によって蛍光および吸光度の測定に供された。 

 

（15）筋繊維の断⾯積（CSA）の測定 

４つの実験グループ（野⽣型メス、Ad4BP+/-メス、野⽣型オス、および Ad4BP+/-オ

ス）の３種の⾻格筋（腓腹筋、⼤腿四頭筋、上腕三頭筋）の凍結切⽚を、先⾏研究 48 に

従って免疫組織蛍光染⾊した。抗MYH4（1:1,000、Sawano et al.89）ラット抗体および

抗 laminin（1:1,000、Sigma）ウサギ抗体を⼀次抗体とし、それぞれマウス抗ラット

IgG2b-Alexa Fluor® 647（1:500、SouthernBiotech、Birmingham、AL）および Alexa Fluor 

488 で標識されたヤギ抗ウサギ IgG（1:500、Invitrogen）を⼆次抗体として使⽤した。
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核は DAPI（Sigma）で染⾊した。染⾊した標本を LSM700共焦点レーザースキャニン

グ顕微鏡（Zeiss、Oberkochen、Germany）を使⽤して観察した。観察画像を Fiji90 を使

⽤して解析し、IIb型筋線維の CSA を測定した。野⽣型メス、Ad4BP+/-メス、野⽣型オ

ス、および Ad4BP+/-オスで解析された筋線維の平均数は、腓腹筋では、それぞれ約 6,200、

5,000、6,000、および 5,000、⼤腿四頭筋では、それぞれ約 4,400、4,400、4,300、およ

び 4,600、上腕三頭筋では、それぞれ約 2,900、3,400、3,400、および 4,600 であった。 

 

（16）統計解析 

パラメトリック検定は 2つのグループ間の場合は unpaired two-tailed t-test、また 2

つ以上のグループの場合は one-way analysis of variance (ANOVA) with Bonferroni multiple 

comparison test で実施した。正規分布していない 2 つのグループ間では Mann-Whitney

の U 検定、2 つ以上のグループでは Kruskal-Wallis の Dunn の多重⽐較検定を使⽤し

た。いずれの統計検定も R92 を⽤いて実施した。統計情報は図の凡例に記載した。 
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