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研究成果の概要（和文）：爬虫類（ワニ）と甲殻類（ミジンコ）の環境依存型性決定機構をモデルとして、性決
定時における環境シグナルの受容機構と、環境因子と生体内因子との間の相互作用の解明を目的とした。ワニで
はTRPV4による環境温度の受容機構を解明した。また、雌雄それぞれの産生温度において、エピゲノム修飾因子
が温度依存型性決定に寄与する可能性を示した。ミジンコでは幼若ホルモンと脱皮ホルモンの生合成遺伝子群の
単離と発現解析を行い、主要内分泌システムの分子基盤を整備した。さらに、性特異的なスプライシングやクロ
マチン修飾機構、雌特異的な脱皮ホルモンシグナル経路の活性化により雌雄形質の発現が制御されている可能性
を示した。

研究成果の概要（英文）：Sex determination is a critical element in animal development and evolution.
 In contrast to sex determination based on intrinsic genotypic factors, as commonly seen in many 
animals, some species show environmental sex determination (ESD), where offspring become male or 
female in response to an environmental factor(s) during development. We investigated ESD mechanism 
using American alligator and water flea (daphnia) as a models. In alligator, we identified 
thermosensitive transient receptor potential (TRP) channels as main initiation candidate. In 
addition, we revealed that epigenomic factors might be involved in temperature-dependent sex 
determination. In Daphnids, we identified several juvenile hormone and ecdysone biosynthesis-related
 genes and investigated their expression levels throughout embryogenesis and molting cycle between 
male and female. These results provide novel insights towards understanding photoperiod-dependent 
sex determination process in Daphnids.

研究分野： 内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 現在、様々な動物の性決定機構が明らかと
なりつつある。遺伝型性決定についてはショ
ウジョウバエの Sxl やヒトやマウスの Sry 
の発見を端緒にした研究により、多種多様な
性決定システムの詳細が分子レベルで明ら
かにされつつある。一方で、環境依存型性決
定は、その存在こそよく知られているが、い
まだ現象の記述のみにとどまっている。 
 爬虫類ではヘビ類を除き、多くのカメ類、
数種のトカゲ、および全てのワニ類が温度依
存性の性分化を行い、胚発生時期の温度によ
って生殖腺の性が決まる。例えばミシシッピ
ーワニの卵を 30 度で孵卵すると全て卵巣を
もつ雌に、33.5 度で孵卵すると全て精巣を
もつ雄として発生する。我々は、ミシシッピ
ーワニの温度感受性時期に、30 度で孵卵し
た個体の生殖腺ではアロマターゼ遺伝子(女
性ホルモン合成酵素)の発現が増加し、33.5 
度で孵卵した個体の生殖腺ではミュラー管
抑制ホルモン（Amh）遺伝子の発現が増加す
ることを見出している。また女性ホルモン曝
露によって、雄になる温度でも雌になること
も見出しており、温度シグナル受容後にその
下流で、女性ホルモンシグナルが作用して性
分化が制御されているものと考えられる。  
 一方、節足動物であるミジンコ類は世界中
の淡水に生息し、これまで生態学の研究に多
く用いられてきた。ミジンコは通常単為生殖
により繁殖するため、すべての卵は雌として
発生する。しかし、環境条件の変化、例えば
温度、光条件や個体密度の変化により、母親
の卵巣中で雄へと運命づけられるものが現
れる。すなわち環境の変化に伴って、性決
定・生殖戦略を変えることにより、群として
の生存環境への適応度を増やしているもの
と考えられるが、その分子メカニズムは不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 性決定や生殖戦略の多様性は、多様な種の
確立に至る生物進化の分子基盤となってい
る。動物の性決定・性分化については、多く
の場合染色体の構成で決まるが（遺伝型性決
定）、光や温度、個体密度など、周囲の環境
によって性が決まる動物がいる（環境依存型
性決定）。本研究は、ミシシッピーワニ（ミ
シシッピーアリゲーター）と節足動物のミジ
ンコの環境依存型性決定機構をモデルとし
て、環境性決定における環境シグナルの受容
機構と、そのような外部環境シグナルとホル
モンを含む生体内環境調節因子との間の遺
伝子・シグナルネットワークを明らかにする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では生物の生育環境を精密に制御
し、モデル化する必要がある。したがってワ
ニの卵の採取はフロリダ及びサウスカロラ
イナで行い、サウスカロライナ医科大学 

Louis J. Guillette Jr.教授（故人）の研究
室で厳密な温度制御下で孵卵、薬剤曝露など
を行い、胚組織及び mRNA、cDNA は許可を得
て国内に持ち帰り解析した。TRP チャネルの
電気生理学実験はゼノパス卵母細胞を使用
し、その活性化温度の同定は生理学研究所の
富永真琴教授の協力によって行った。ミジン
コに関しては、温度を含む外部環境を完全に
コントロールできるマルチチャンバー式人
工気象器内で飼育した。えさは一日一回クロ
レラを与えた。動物実験及び遺伝子組換え実
験に関しては、所属大学及び研究機関の動物
実験委員会と組換え DNA 実験安全委員会の
承認のもと行った。 
 
４．研究成果 
 ワニの温度依存型性決定に関して、我々は
電気生理学実験から温度センサーである
TRPV4 が雄産生温度域（高温度域）で活性化
され、さらに卵への薬剤塗布実験からこのタ
ンパク質が精巣分化に強く関連することを
明らかにした。一方低温度域で活性化される
TRP については、温度感受域の測定や、薬剤
による性決定への寄与に関する知見はない
ことから、今後他の TRP 遺伝子の活性化温度
域の測定及びワニの生殖腺分化状態変化に
関する実験が必要である。 
 雌雄それぞれの温度で飼育したワニ胚か
ら性腺を摘出し、RNA-seq による網羅的遺 
伝子発現解析を行った。その結果、ヒストン
修飾酵素など、それぞれの温度で特異的に発
現変化する遺伝子を複数同定した。例えば、
マウスでSry遺伝子のエピゲノム修飾を介し
て生殖腺分化を制御するJumonjiファミリー
のひとつである Kdm6b やヒストン修飾酵素/
ポリコーム複合体の構成因子の一つである
JARID2 が、雌産生温度特異的に発現が低下す
ることを見出した。このことは、環境性決定
においても、エピゲノム修飾が生殖腺分化に
関与することを示唆している。興味深いこと
に、海外の研究グループが、カメの性決定時
にも（カメもワニ同様に温度依存型性決定動
物である）、Kdm6b の発現変化を報告している
ことから(Czerwinski et al., Dev Biol. 
2016:420:166-177)、温度依存型性決定と遺
伝型性決定の共通するメカニズムとなるこ
とが示唆された。 
 ミジンコ Daphnia pulex WTN6 系統による
光周期依存的な雌雄の誘導系を用いた
RNAseq 解析やメタボローム解析によって、雄
誘導（短日）条件において幼若ホルモン経路
の活性化に関与する複数のシグナル経路や
因子（イオンチャネル型グルタミン酸経路、
protein kinase C 経路、ビタミン B5）を同
定した。今後は、これらの因子が他のミジン
コ類においても保存されているのか調べる
必要がある。 
 性決定期以前の卵母細胞から性分化過程
の後胚発生期に及ぶ計 10 時点を用いた発生
時系列 RNAseq を行なった。その結果、性特



異的スプライシングやクロマチン修飾によ
って単一のゲノム情報から雌雄それぞれへ
の発生運命が決められ、さらに脱皮ホルモン
シグナルによって雌形質の発現が制御され
ている可能性が示唆された。 
 上述の爬虫類の温度依存型性決定と同様
に、ミジンコの性決定においてもエピゲノム
修飾による制御機構の存在が示唆されたが、
依然として環境刺激の受容からエピゲノム
修飾に至る分子機序は不明である。今後、爬
虫類ではTRPを介した下流シグナル経路の解
析、そしてミジンコでは JH の制御機構の解
析から性決定を制御するエピゲノム修飾機
構の多様性や共通原理を明らかにする実験
が必要になる。 
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