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研究成果の概要（和文）：メダカゲノム中に存在する4種類のmPRの遺伝子変異メダカ系統の4重変異系統を樹立
した。4重変異系統では妊性の低下が確認された。
　排卵誘導の鍵遺伝子候補11遺伝子を選択できた。これらの候補遺伝子についてCRISPR/Cas9システムにより機
能欠失系統を樹立した。stm遺伝子ノックアウト系統では排卵には異常が見られなかったものの受精率に低下が
見られ、stm遺伝子が耳石形成だけでは無く受精にも関与するという新たな知見が得られた。また、pax2a遺伝子
ノックアウト系統でも受精率の低下、受精卵においても発生異常が観察され、受精から胞胚形成期にも機能を有
するという新たな知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：We established quadruple mutant strain of membrane progestin receptors in 
Medaka fish. The mutant stain showed defect in their fecundity. 
 We selected 11 candidate genes for induction of ovulation in zebrafish. Then we established gene 
knock-out strains of these genes by CRISPR/Cas9 system. Among them, starmaker (stm) gene knock-out 
strain showed low fertilization late and abnormal embryos were developed. The results demonstrated 
that stm gene possesses the roles in fertilization in addition to formation of ear stones. Pax2a 
gene knock-out strain also showed low fertilization rate and abnormal development. Pax2a is known to
 have a important roles in early development but also have function during on the beginning of 
development.

研究分野：生殖生物学

キーワード： ステロイド膜受容体　卵成熟　排卵　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　ステロイド膜受容体（mPR）4重変異体メダカで見られた妊性の低下は初めての知見となる。ステロイド膜受容
体を介したステロイドホルモンの作用が生理学的意味を持つことを示す実験的証拠と成り得る。今後、卵巣の細
胞レベルでの観察などにより詳細を調べる。さらにゼブラフィッシュを用いたゲノム編集技術によるmPR遺伝子
群のゲノム編集系統を樹立し、確証を得る。排卵誘導遺伝子候補については二つの遺伝子について受精前後の新
たな機能を示すことができた。引き続き残りのゲノム編集系統の表現型解析を進め、排卵誘導の鍵遺伝子の解明
を目指す。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 新規ステロイド膜受容体,mPR は長年、同定が待たれていた卵成熟誘起ホルモンの受容体と
して 2003年に発表された（Zhu et al. PNAS 2003）。本分子の発見は卵成熟誘起ホルモンの受
容体として動物生理学の分野で脚光を浴びただけではなく、ステロイドホルモンの引き起こす
急性反応であるノンゲノミック反応を仲介する新規受容体として内分泌学分野でも大きな反響
を呼んでいる。mPR分子の発表以降、ノンゲノミック反応に関する研究が世界的に進められ、
エストロゲンの膜受容体候補としてオーファン受容体である GPR30 が候補分子として報告さ
れた。 
 研究代表者らは、ジエチルスチルベストロール（DES）の卵成熟誘導作用を発見し(Tokumoto 
et al. PNAS 2004)、その標的候補である新規ステロイド膜受容体(mPR)を同定し (Tokumoto 
et al. Gen Comp Endo 2006)、DESがmPRに作用して卵成熟を誘起することを明らかにした
(Tokumoto et al. Endocrinology 2007) 。DESは人工合成エストロゲンである。エストロゲン
が全く誘導活性の無い卵成熟誘起に対して DES が作用した驚くべき結果であった。しかも通
常は核内受容体に作用するエストロゲン作用とは異なる卵細胞の細胞表面からの作用であった
ことから、内分泌かく乱物質の新規作用経路を明確に示した最初の例として注目された
（Endocrinology News 2007年 7月号掲載）。その後、個体レベルでの DESの作用を解明する
ためゼブラフィッシュ生体を用いた生体アッセイ法を確立し（特許 4501002、4528973 号、
Tokumoto et al. PLOS ONE 2011）、DESの卵成熟誘導作用がインビボでもみられることを明
らかにした。この一連の研究成果を背景として研究代表者らは卵成熟誘起ホルモン受容体とし
て、一方で内分泌かく乱物質の新規作用分子としてステロイド膜受容体の機能解析を中心にス
テロイドホルモンによる卵成熟・排卵誘導機構の解明を目指している。 
 
２．研究の目的 
 
 これまでの研究成果をもとに、本研究はステロイド膜受容体の機能について決定的な証
明をもたらすため、また、ステロイドホルモンのノンゲノミック反応とゲノミック反応と
の関係について明らかにするため、両反応の連動により誘導される卵成熟・排卵の遺伝子
経路を解明するための研究を行う。研究期間内には以下のことを明らかにする。 
 
１.ステロイド膜受容体遺伝子変異メダカの系統樹立を中心とした膜受容体の機能解析 
 システマティックな逆遺伝学の系として魚類において初めて確立された遺伝子変異メダ
カの作製系と最近になって確立された CRISPR/Cas9 システムを用いて３種類の mPR 遺伝子
の変異メダカ系統を樹立する。その表現型解析からステロイド膜受容体分子の機能につい
て明確な証明をもたらす。 
 
２. 生体アッセイ法による排卵誘導遺伝子の同定 
 研究代表者らが開発したインビボで卵成熟・排卵誘導が可能な生体アッセイ法により生
体内で卵成熟のみを誘導された状態の卵、卵成熟・排卵の両方が誘導された卵を調製し、
それぞれに発現誘導または発現が低下されている遺伝子を RNA-seq 法によりリストアッ
プする。これらのリストを誘導未処理の対照群と比較することによりそれぞれの処理で発
現変化する遺伝子を明らかにする。発現変化を定量 PCR により検証し、排卵誘導の鍵遺
伝子候補については遺伝子変異系統樹立を開始し、機能解明に繋げる。 
 
３．研究の方法 
 
ステロイド膜受容体遺伝子変異メダカの系統樹立 
 これまでの実験では確証に至っていなかった mPR の生理機能を明確にするため遺伝子変異メ
ダカ系統を樹立する。その表現型を調べることで卵巣だけでなく全身に発現する mPR 分子の機
能解明にもつながると考えられる。 
 これまでノックアウトメダカ作製系によりメダカゲノム中に存在する 4 種類の mPR（α、α
-2, β、γ）の遺伝子変異メダカ系統、15系統を樹立した。その結果、それぞれ１遺伝子の変
異では特に異常は見られず、mPR 遺伝子間で遺伝子機能に冗長性が見られることが明らかにな
った。また、これまでの変異系統は全て点突然変異であり、表現型を示す程の mPR タンパク質
の変化を起こすものではなかった可能性もある。点突然変異の結果、終始コドンに変化し、タ
ンパク質の構造に大きな変化をもたらす変異は mPRαの 1 系統のみであった。そこで、それぞ
れの掛け合わせによる 2 重、3 重の変異体の系統樹立を進めると伴に、近年、確立され急速に
普及した遺伝子編集技術である CRISPR/Cas9 システムにより確実な機能欠失系統の樹立を進め



る。その際、変異導入個体はこれまで樹立した変異系統を用いての多重変異体の作出を効率的
に進める。 
 
インビボ卵成熟・排卵誘導法による排卵誘導遺伝子の同定 
 研究代表者らが開発した新規卵成熟・排卵誘導法を用いて排卵誘導遺伝子群を同定する。卵
成熟誘起のための反応経路と排卵誘導のための反応経路を明確に区別できる新たな手法を導入
することでこれまで不明であった排卵誘導経路の解析が可能になると考える。 
 研究代表者らは内分泌かく乱物質のインビボにおける作用を調べるためのアッセイ系の開発
を進め、ステロイドホルモンや内分泌かく乱物質を飼育水に直接に添加し、サカナの生体その
ものに作用させる新しい手法を確立した。 
 この手法により魚類の卵成熟誘起ホルモンである 17,20β-DHP をゼブラフィッシュの生体そ
のものに作用させた場合、卵成熟が完了するとともに排卵まで進行し、受精可能な卵が得られ
た。これに対し、DES の場合は卵成熟のみが進行し、排卵は起きなかった。そこで、この卵の 3
種類の状態、すなわち卵成熟も排卵も誘起されていない状態、卵成熟のみ誘導されている状態、
卵成熟・排卵の両方が誘導されている状態が明確に区別された状態の試料を調製することがで
きる新しい方法を用いて排卵誘導の分子機構を解明する。これまで mRNA 発現レベルの解析はゼ
ブラフィッシュにおいて既に確立市販されているおよそ 15,000 遺伝子の解析の可能なマイク
ロアレイを使用して行ってきた。しかし、マイクロアレイ解析では偽陽性がみられる他、配列
情報の不正確さの問題があり、その後のリアルタイム PCR による各遺伝子の発現解析との不一
致が見られた。ところが平成 26,27 年度とゲノム支援プロジェクトに採択され、ゲノムシーク
エンサーによる RNA-seq による解析が実施できた。RNA-seq の場合はシークエンスデータとと
もにその遺伝子の発現量の変動が調べられることからより正確なデータが得られる。これまで
一つの転写因子（Phtf2）が排卵誘導群で特異的な発現上昇を示すことが明らかになった（2015
年動物学会発表）。本研究では 27年度分の RNA-seq のデータを含めて候補遺伝子を選択し、リ
アルタイム PCR による発現変動の確認を進める。 
 
４．研究成果 
 
 ステロイド膜受容体、mPR 遺伝子に変異をもつノックアウトメダカを逆遺伝学的手法による
分離を進め、メダカゲノム中に存在する受容体遺伝子群４種類について各３〜４系統を分離し
た。本研究ではこれらの内、特にタンパク質の構造に影響の出やすいと推定されるアミノ酸置
換の変異体を選定し、それらの４重変異系統の作出に成功した。4 重変異系統では妊性の低下
が確認された。この結果は mPR の生理学的機能を示すはじめての遺伝学的証拠となり得る。今
後、妊性低下の原因の詳細について調べていく必要がある。一方で長期間を有しているステロ
イド膜受容体の遺伝子変異動物を用いた機能証明についてゼブラフィッシュを用いてゲノム編
集技術（CRISPR/Cas9 法）による遺伝子編集も進め機能の証明を目指す。 
 研究代表者らは mPR 安定発現酵母株を樹立してホルモン結合活性を有する mPR 分子の発現、
精製に成功している（Babul et al. PLOS ONE 2015）。本研究期間に出願していた特許について
再審査請求を進め、特許の取得に至った（特許第 6516956 号）。この方法を用いた mPR の高度な
精製を進め立体構造解析を進めていく。 
 これまでのマイクロアレイ解析に加え RNA-seq 解析を実施できたことで排卵誘導の鍵遺伝子
候補 11遺伝子を選択できた。これらの候補遺伝子について CRISPR/Cas9 システムにより遺伝子
ノックアウト系統を樹立した。stm 遺伝子ノックアウト系統では排卵には異常が見られなかっ
たものの受精率に低下が見られ、stm 遺伝子が耳石形成だけでは無く受精にも関与するという
新たな知見が得られた。また、pax2a 遺伝子ノックアウト系統でも卵巣形成異常、受精率の低
下、受精卵においても発生異常が観察され、卵形成、受精から胞胚形成期にも機能を有すると
いう新たな知見が得られた。今後は、他の系統の表現型解析も順次進めていくと共に、RNA-seq
で選択した 297 遺伝子の内、排卵に関連する可能性のある遺伝子をさらに選定し、排卵誘導に
関わる遺伝子の同定を目指す。 
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