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研究成果の概要（和文）：ツチガエルの性決定因子がアンドロゲンとその受容体であることを(1)-(4)の結果で
示した。(1) I-SceI meganuclease法でAR遺伝子を導入した雌(ZW)胚は卵精巣を形成する。(2)アンドロゲン濃度
が0.2ng/ml以上の含水で雌(ZW)幼生を飼育すると性転換して雄になる。(3)AR遺伝子導入雌(ZW)胚を低濃度のア
ンドロゲン含水（0.2ng/ml）で飼育すると精巣を形成する。(4)CRISPR/Cas9システムでAR遺伝子をノックアウト
した雌(ZW)胚を高濃度（2ng/ml）のアンドロゲン含水で飼育しても性転換しない。更に、(5)AR遺伝子の転写調
節候補因子を見つけた。

研究成果の概要（英文）：In this study we have shown for the first time by the following results that
 the sex of the Japanese pond frog Glandirana rugosa in amphibians is determined by androgen and its
 receptor. (1) When the AR gene was introduced into G. rugosa female (ZW) embryos by the method of 
the I-SceI meganuclease, the embryos grew to become adult frogs and developed the ovotestes. (2) 
When female tadpoles were reared in water containing androgen at a concentration of more than 0.2 
ng/ml, all of them grew to be adult frogs and formed the testes. (3) The sex of the AR 
gene-introduced females were changed to males and they formed testes. (4) When the AR 
gene-knokdowned female (ZW) embryos by the CRISPR/Cas9 system were reared in water containing 
androgen at a concentration of 2 ng/ml inducing the female to male sex reversal, the sex of the 
adult females was not reversed to males. The adult females formed the ovaries.  

研究分野：分子生殖生物学、動物組織形態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在までに脊椎動物のヒト、ツメガエル、メダカなどで転写因子や分泌蛋白質が性決定因子として発見されてい
る。我々は本研究で両生類（ツチガエル）の性決定因子がステロイドホルモンのアンドロゲンとその受容体であ
ること示した。ステロイドとその受容体は脊椎動物の雌雄差形成や性転換に深く関わることはよく知られている
が、脊椎動物の性決定因子になり得ることを世界で初めて示した。本研究によってアンドロゲンとその受容体が
性決定因子であることを示すことによってステロイドホルモンの作用機序及び性転換のしくみの解明に大きく貢
献することから、本研究の成果は学術的のみならず社会的にも大きな意義がある。
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１．研究開始当初の背景 
 一般に脊椎動物の性は、性染色体の組み合せ（雄へテロ XX/XY 型と雌へテロ ZZ/ZW 型）
によって遺伝的に決まる。事実、雄決定遺伝子が哺乳類（SRY, 1990）やメダカ（DMY, 2002; 
GsdfY, 2012）で発見されている。一方、爬虫類（カメやワニなど）では種によって卵の孵化
温度によって性が決まる。ところが、遺伝的或いは温度依存的に性が決まる動物でもステロイ
ドホルモンによって性が変わる。この事実は脊椎動物の性に可塑性があること、また、ステロ
イドホルモンとその受容体が性決定の主役になり得る可能性を示している。 
 遺伝的に性が決まる脊椎動物のそれぞれの種は雄へテロ型か雌へテロ型である。しかし、日
本のツチガエル（両生類）は棲息地域によってXY型かZW型)である。つまりこのカエルは同
種に2つの性決定様式をもつ他に類がない動物で、脊椎動物の性決定のしくみ、また、性決定
様式が XY 型から ZW 型或いはその逆に変わるしくみを解明するには優れた研究材料である。
今までの研究によって我々は、アンドロゲン受容体遺伝子（AR）は性（X,Y,Z,W）染色体上に
あり（Uno et al., 2008）、W染色体のAR（W-AR）遺伝子は殆ど発現しない（Yokoyama et 
al., 2009）。従って、ZW型ツチガエルでは、雄（ZZ）と雌（ZW）胚におけるAR遺伝子の発
現比が 2:1 になる。更に、アンドロゲンによって雌ツチガエルも性転換して精巣を形成するこ
とを示した（Kato et al., 2004）。これらの結果から我々は、アンドロゲンとAR遺伝子がツチ
ガエルの性決定因子であると考え、本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
最近、我々は雌ヘテロ（ZW）型ツチガエルの受精卵に Z 染色体にあるアンドロゲン受容体

（Z-AR）遺伝子を導入（ノックイン）して発生させ、雌（ZW）個体が不完全性転換して卵精
巣を形成することを示した。この不完全性転換は雌生殖腺のアンドロゲン量が低いためと考え
た。これらの結果はツチガエルの性がアンドロゲンとその受容体によって決まる可能性を示し
ている。本研究はツチガエルの性転換に必要なアンドロゲン濃度の決定、及び AR 遺伝子ノッ
クアウト個体の生殖腺を組織及び分子学的手法で解析し、アンドロゲンと AR 遺伝子がツチガ
エルの性決定因子であることを実証すること、及び AR 遺伝子の転写調節候補因子を見つける
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究は、(1)ツチガエルの性決定因子がアンドロゲンとAR遺伝子であることを示し、(2) AR

遺伝子の転写調節候補因子を探索する。(1)と(2)の研究方法を以下に記す。(1)は、雌（ZW）胚
に I-Sec-meganuclease 法によってZ-AR遺伝子を導入（gain-of-function）すると、性が転換
して卵精巣を形成する（Fujii et al. 2014）。そこで、Z-AR 遺伝子をノックアウト
（lost-of-function）してそれが性決定因子であることを示す。そのために、CRISPR/Cas9 シ
ステムで AR 遺伝子ノックアウト胚を作製して発生させ、性転換の有無を調べる。また、雌胚
を高濃度アンドロゲン含水で飼育すると性転換して雄になるが、ツチガエルの性転換を引き起
こすアンドロゲンの閾値濃度を見つけ、閾値濃度以下或いは以上のアンドロゲンを加えた水で
AR遺伝子ノックアウト胚を飼育して性転換が起きるかどうかを調べる。次に、(2) Z-AR遺伝
子の発現量が性決定の鍵と思われるので、AR 遺伝子の転写調節候補因子を探索する。(2)は、
ツチガエルのZ-ARとW-AR遺伝子の発現は元は同じだったと思われるが、W-AR遺伝子が殆
ど発現しなくなった理由は、W-AR遺伝子の転写調節領域に変異が生じたためと考え、その領
域を調べた。その結果、W-AR 遺伝子の転写調節領域には多くの変異があることが分かった
（Yokoyama et al., 2009）。また、雌にZ-AR遺伝子を導入すると正常に発現して性転換を引
き起こす（Fujii et al. 2014）。このことは、AR遺伝子の発現を調節する転写因子は雌生殖腺
に用意されていること示している。そこで、AR 遺伝子の転写調節因子を探索するため、国内
20 箇所で採集したツチガエルの、X-、Y-、Z-、W-AR 遺伝子の転写調節領域を調べ、遺伝子
解析ソフトを用いてW-AR遺伝子の転写調節に影響を及ぼす変異を見つけ、その部位に結合す
る転写候補因子を探索することにした。 
 
４．研究成果 
従来の研究で成果(1)～(5)を得た。(1) AR 遺伝子は性（X, Y, Z, W）染色体にあり (Uno et al. 

2008)、W染色体のAR 遺伝子 (W-AR) は殆ど発現しない。(2) W-AR遺伝子の転写調節領域
には多くの変異がある (Yokoyama et al., 2009)。(3) Z-AR遺伝子は雄未分化生殖腺で強く発
現し、その発現比は雄(ZZ) : 雌(ZW)＝2:1 である (Yokoyama et al., 2009)。(4) 雄の未分化
生殖腺は雌のそれよりアンドロゲンを多く合成する (Sakurai et al., 2008) 。これらの結果か
ら我々は、アンドロゲンとAR遺伝子がZW型ツチガエルの性決定因子と考え、受精卵にZ-AR
遺伝子を導入したZ-ARトランスゲニック(Tg)ツチガエルを作製した。その結果、(5) Z-AR Tg
雌は卵精巣を形成すること、また、Tg雌幼生をテストステロン添加水で飼育すると性が転換し



て精巣を形成することを示した (Fujii et al., 2014)。これらの結果は、アンドロゲンとその受
容体（AR）が ZW 型ツチガエルの性決定因子である可能性を示している。しかしそれを実証
するには、AR 遺伝子ノックアウトツチガエルを作製し、そのカエルの生殖腺を組織学的及び
分子学的解析をして性転換の有無を調べる必要がある。また、ツチガエル AR 遺伝子の発現を
調節する転写候補因子を探索する必要がある。以上の状況を踏まえて研究を進め、以下の成果
を得た。AR遺伝子ノックアウト胚を作製して雌雄の生殖腺を調べた。正常雌幼生を0.2 ng/ml
（閾値）以上のアンドロゲン含水で飼育すると精巣を形成し、それ閾値以下のアンドロゲン濃
度で飼育すると雌は性転換せず卵巣を形成する（Oike et al., 2017）。ところが、AR遺伝子ノ
ックアウト雌胚を0.2 ng/ml 以上のアンドロゲン含水で飼育すると性転換せず、卵巣を形成し
た（Oike et al., 2017）。これらの結果から我々は、アンドロゲンとその受容体がツチガエルの
性決定因子であると結論した。次に、AR遺伝子の転写候補因子を探索するため、全国 20箇所
でツチガエルを採集してX,Y,Z,W 染色体にあるAR遺伝子の転写調節領域の塩基配列を解析し
た。W-ARと Z-AR遺伝子の塩基配列を比較するとW-AR遺伝子の転写調節領域に多くの変異
があり、変異によって結合が低下すると思われる転写因子を調べた。その結果、転写候補因子
として CREB, CDXA, SRY, GATA1, GATA2, MZF1, TATA, HFH2, P300, E201, CEBPA, CAPなどを
見つけた。  
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