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研究成果の概要：本研究は、2 種の雌雄異体魚（メダカとティラピア）を実験材料として、脊
椎動物における性決定と生殖腺の性分化の分子メカニズムを解明することを目的として行った。
その結果、DMYはメダカの雄への分化に必要かつ十分であること、魚類では、DMRT1は精巣
の形成に不可欠であること、さらに Foxl2は cyp19a1（卵巣型芳香化酵素）遺伝子の発現促進を
介して卵巣形成に重要な役割を果たすことが明らかとなった。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度 17,600,000 0 17,600,000 

２００５年度 17,600,000 0 17,600,000 

２００６年度 17,600,000 0 17,600,000 

２００７年度 17,600,000 0 17,600,000 

２００８年度 4,400,000 0 4,400,000 

総 計 74,800,000 0 74,800,000 

 
 
 
研究分野：生殖生物学、内分泌学、発生生物学 
科研費の分科・細目：基礎生物学 形態・構造 
キーワード：①性決定/性分化 ②魚類 ③性決定遺伝子 ④エストロゲン ⑤DMRT1 
      ⑥Foxl2 ⑦芳香化酵素 ⑧メダカ 
 
１．研究開始当初の背景 
 多くの脊椎動物の性は遺伝的に決定され
る。そのうち、哺乳類を含む XY型の性決定
様式を示す動物では、Y染色体に存在する性
決定遺伝子の働きで性が決定される。この場
合、性決定遺伝子が有ると雄となり精巣が形
成され、無ければ雌となり卵巣が形成される。
脊椎動物の Y 染色体に存在する性決定遺伝
子が単離、同定されたのは、1990年にヒトで
見つかった SRYと呼ばれる遺伝子が最初であ
る。その後、SRYのホモログ（Sry）はマウス
を含むいくつかの哺乳類で見つかり、哺乳類
で共通の性決定遺伝子と考えられるように

なった。哺乳類以外の脊椎動物では多くの国
内外における精力的な研究にもかかわらず
長いこと不明であった。そのような状況下、
2002年に我々は、メダカの性決定遺伝子の最
有力候補としてDMドメインを有する遺伝子
を単離し、DMYと命名した。 
一方、脊椎動物における生殖腺の性分化メ
カニズムに関する研究は、特にマウスを用い
て Sryの働きで誘導される精巣分化のメカニ
ズムが重点的に解析され、Sox９が Sryの標的
遺伝子の最有力候補として同定された。哺乳
類以外の脊椎動物では、特に鳥類や魚類を対
象とした卵巣形成に果すエストロゲンの役



割に関する研究、爬虫類における温度依存性
の性決定/分化の研究、性転換魚に関する研究
などが活発に行われた。我々は主にティラピ
アの性分化期生殖腺における遺伝子発現変
動を詳しく解析することにより、精巣形成に
DMRT1 が、卵巣形成にエストロゲンが重要
な役割を果たしていることを示唆した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、メダカの性決定遺伝子の最有
力候補として単離された DMY が真のメダカ
の性決定遺伝子であることを示す決定的な
証拠（Loss-of-function と gain-of- function）を
得ることを第一の目的とした。さらに、メダ
カとティラピアを用いて、性決定遺伝子の有
無によって誘導される生殖腺の性分化メカ
ニズム、特に精巣形成に果す DMRT1の役割、
及び転写制御因子 Foxl2 のエストロゲン合成
促進を介した卵巣形成に果す役割を明らか
にすることも目指した。 
 
３．研究の方法 
 性決定遺伝子 DMYの研究にはメダカ
（Oryzias latipes）、生殖腺の性分化に関する
研究にはティラピア（Oreochromis niloticus）
を用い、一部はメダカも使用した。メダカも
ティラピアも雌雄異体魚であり、自然界では
生涯を通じて性転換はしない。 
 性決定/分化の研究には、使用する個体の遺
伝的性を知ることが不可欠である。メダカで
は DMYの有無を PCRにより調べることで使
用個体の遺伝的性を知ることが可能であり、
またティラピアでは先に我々の研究室で作
出した XX全雌群、XY全雄群を使用するこ
とで使用個体の遺伝的雌雄の判別が可能で
ある。 
 
４．研究成果 

2種類の硬骨魚類（メダカとティラピア）
を主な実験モデル動物として、性決定と生
殖腺の性分化の分子メカニズムに関して以
下の研究成果が得られた。 

 
(１) 性決定： 
DMY（遺伝子、タンパク質ともに）は孵
化前の XY 胚生殖腺の体細胞（セルトリ細
胞）で特異的に発現する。しかし、この発
現データからだけでは DMY がメダカの性
決定遺伝子であることの確かな証拠にはな
らない。メダカの性決定遺伝子としての決
定的な証拠を得るためには機能欠失実験
（ loss-of-function ） と 機 能 獲 得 実 験
（gain-of-function）の実験が必要となる。
我々は先に、メダカ野生集団のなかから、
DMYをゲノム上にもつにもかかわらず表現
型が雌である XY個体（loss-of-function）を
見つけた。これらの個体の DMYの塩基配列

を調べたところ、DMYの第 3エクソン部分
に 1 塩基の挿入があり、その結果不完全な
DMY タンパク質がつくられていることが
わかった。この XY 雌と正常な XY 雄との
交配から得た F1では、母親由来の DMYを
もつ XY個体はすべて雌になった。 
本研究では先ず、DMYに特異的なgrip-NA
（遺伝子特異的に翻訳を抑制できる改変
RNA）を 1細胞期のXY受精卵に顕微注入す
ることによりDMYをノックダウンした時の
生殖細胞の形態を詳しく解析した。その結
果、遺伝的にはXY個体でありながら孵化日
には、すでに生殖細胞の体細胞分裂が活発
となり、一部の生殖細胞では減数分裂期の
特 異 的 遺 伝 子 マ ー カ ー で あ る SCP3
（Synaptonemal Complex Protein 3）や 42Sp43
（RNA binding protein 42Sp43）の発現が認め
られた（図１）。従って、これらの生殖細胞
は減数分裂期へと移行していると判断され
た。マウスの性決定遺伝子Sryとは異なり、
メダカにおけるDMYの発現は成熟精巣の周
辺部の精原細胞を囲むセルトリ細胞でも観
察される。これらの結果から、メダカの性
決定遺伝子であるDMYの働きの 1 つは生殖
細胞に間接的に働いて、体細胞分裂
（mitosis）を抑制しているものと推察され
た。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、DMYがメダカの性決定遺伝子である
ための十分条件を満たしていることを示す
べく XX 受精卵への DMY 遺伝子導入の実験
を行った（図２）。メダカ Y染色体の Y染色
体特異的領域（約 26万塩基対）のうち、DMY
遺伝子領域（タンパクコード領域約 5.6 万塩
基対、遺伝子上流領域約 6万塩基対、遺伝子
下流領域約 0.1 万塩基対）をクローニングベ
クターにつなぎ、これを一細胞期の遺伝的雌

XX XY

DMYノックダウン

図１ XY個体へのDMYノックダウンのSPC3発現に及ぼす影響（孵化5日後）
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図２ XX受精卵へのDMYの過剰発現の影響



（XX）卵に顕微注入法により導入した。d-rR
系統の卵を用いたので、遺伝的雌はシロメダ
カ、遺伝的雄はヒメダカとなる。親まで成長
した 58個体の遺伝的雌メダカのうち 13個体
が雄の二次性徴を示した。さらにそのうち 8
個体は受精可能な精子を作った。本来雌にな
るべき XX 個体のゲノムに DMY が導入され
たことにより正常な雄になったと結論され
る。これにより、DMYは XX個体を雄に分化
させるのに「十分な」機能をもつと結論され
た。 
本研究の結果を総合することで、「DMY 遺

伝子は、メダカの雄への分化に必要かつ十分
な遺伝子である」と結論された。DMY遺伝子
は脊椎動物で見つかった 2番目の性決定遺伝
子である。本研究は、遺伝的な雌を一つの遺
伝子導入で雄に分化させることに成功した
最初の例である。このことは、メダカのＸ染
色体とＹ染色体とが機能的には DMY 遺伝子
を除いて同一であることを示唆している。 
 

(２) 精巣分化： 
 ティラピアの精巣分化に先立って発現す
る遺伝子は DMRT1である。本研究では、精
巣分化に果たす DMRT1 の役割を直接的に
示す目的で、遺伝的全雌（XX）群の受精卵
に DMRT1 遺伝子を過剰発現させたトラン
スジェニック XX ティラピアを作製し、表
現型を解析した。DMRT1遺伝子を導入され
た XX 個体のほとんどで雄への機能的性転
換が観察された（図３）。生殖腺には少量の
卵巣組織も認められたが精巣に比べると著
しく小さかった。形成された精巣には種々
の発達過程にある生殖細胞（精原細胞、精
母細胞、精細胞、精子）とともに、著しく
活性化された 2 種の体細胞（ライディッヒ
細胞、セルトリ細胞）が認められた。特に、
ライディッヒ細胞では 3β-HSD などのステ
ロイド代謝酵素が強い発現（遺伝子、タン
パク質レベルとも）を示した。さらに、性
転換した XX 雄は正常な雄の性行動（体色
も雄型）を示すとともに、それらの個体か
ら得られた精子の運動能（運動時間）は正
常の XY雄や超雄（YY）の精子よりも著し
く高かった（2～3倍）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
一方、メダカでは DMRT1遺伝子の DMド

メイン配列に変異を起こさせると、遺伝的

には雄（XY）でも生殖腺の一部に卵巣が形
成されることがわかった。 
以上の DMRT1 の loss-of-function と

gain-of-function の実験結果、及び、すでに
我々が明らかにしているメダカやティラピ
アの生殖腺の性分化における DMRT1 遺伝
子発現パターンの結果を総合することによ
り、DMRT1は魚類の精巣の分化、形成に不
可欠であると結論された。 
 

(３) 卵巣分化： 
ティラピアでは、XX 受精卵を芳香化酵素
（エストロゲンの主要な合成酵素）阻害剤
（ファドロゾール）やエストロゲン受容体の
アンタゴニスト（タモキシフェン）を含む水
槽で飼育すると、遺伝的には XX（雌）でも、
性転換を起こして精巣を形成し、機能的な雄
となる。従って、ティラピアの卵巣分化にエ
ストロゲンが不可欠であると考えられる。 
他の脊椎動物とは異なり、魚類には 2種類
の芳香化酵素遺伝子が存在する。生殖腺、特
に卵巣に強く発現する卵巣型芳香化酵素
（cyp19a1）と主に脳に強く発現する脳型芳香
化酵素（cyp19a2）があり、ティラピアやメダ
カではこれら 2つの芳香化酵素遺伝子の相同
性は約 70%である。そこで本研究では、卵巣
型芳香化酵素遺伝子の発現制御にかかわる
因子として Foxl2に注目した。 
性分化期における Foxl2 の発現は cyp19a1

の発現と同様に XX 生殖腺で高く、XY 生殖
腺では低い。Foxl2 発現細胞は形態的性分化
が起こる前の XX生殖腺ですでに観察され、
cyp19a1と同様に間質細胞である。また、Foxl2
は単独でも芳香化酵素遺伝子のプロモータ
ー活性を高める（図４）。従って、Foxl2は芳
香化酵素遺伝子の雌特異的発現に深くかか
わっていると推察される。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、ティラピアの生殖腺分化に果す

Foxl2 の役割を調べるために、遺伝的全雄
（XY）群に Foxl2を過剰発現させたトランス
ジェニックティラピアを作製した。その結果、
形成された生殖腺は精巣であるものの、その
周辺部が著しく退行した精巣をもつ個体が

XX対照群 XX＋DMRT1

図３ XX受精卵へのDMRT1の過剰発現の影響
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図４ Foxl2による卵巣型芳香化酵素遺伝子の発現促進



出現した。また、精巣周辺部の間質組織中に
は芳香化酵素遺伝子の発現が認められた。ま
た、このような個体の血中エストロゲン（エ
ストラジオール-17β）とアンドロゲン（11-
ケトテストステロン）は著しく高かった（図
５）。一方、遺伝的全雌（XX）群に Foxl2 の
ドミナント・ネガティブ変異体を過剰発現さ
せて Foxl2 の機能を抑制させたトランスジェ
ニック個体の一部は、遺伝的に XX個体であ
りながら完全に性転換を起こし、成熟した精
巣を有していた。また、このような個体の血
中のエストラジオール-17βは正常な XX 個体
と比べて著しく低かった（図５）。従って、
本研究により、Foxl2 は XX 生殖腺特異的な
芳香化酵素遺伝子の発現を誘導することに
よって卵巣分化の制御に深くかかわってい
ることが初めて示された。 
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図５ 血中性ホルモン量に及ぼすFoxl2のドミナント・ネガティブ変異体の
過剰発現の影響
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