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研究成果の概要（和文）：本研究で、カンパチの性がステロイド代謝酵素の一つであるHsd17b1上の1つのSNPで
決められていることを遺伝学的に見出した。このSNPはブリにも存在し、その遺伝子型はブリの性とも100%一致
していた。オス型HSD17B1は派生型で、性決定SNPにより144番目のグリシンがグルタミン酸へ置換されるために
活性中心の水素結合が阻害され、メス型よりもエストラジオール（E2）合成能が低いことが判明した。よってブ
リ属では、遺伝的メスはメス型HSD17B1により十分量のE2が作られるためメス化し、遺伝的オスはオス型HSD17B1
が十分なE2合成能を持たないためにオス化すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, using genomic, genetic, biochemical, computational, and 
histological approaches, we found that a single-nucleotide polymorphism (SNP) in one of the 
steroidogenic enzyme genes, 17β-hydroxysteroid dehydrogenase 1 (Hsd17b1), is a genetic sex 
determiner in a ZZ/ZW sex determination system of two Seriola fishes. This sex-determining SNP 
causes a non-synonymous change from glycine on the W chromosome to glutamic acid on the Z near the 
catalytic center of Hsd17b1, which disrupts the hydrogen-bond network among steroids and the 
catalytic residues of the enzyme. Consequently, inter-conversion between 17-keto and 17β-hydroxy 
steroids is attenuated in the Z. Based on these results, we conclude that homozygosity for the Z 
allele results in testis formation due to the reduced enzymatic activity of its gene product and the
 resultant shortage of estradiol, whereas Z/W heterozygosity promotes the development of ovaries due
 to active W.

研究分野： 魚類遺伝学

キーワード： ブリ属　性決定遺伝子　ステロイド
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１．研究開始当初の背景 
ブリは国内生産量第１位で、完全養殖への移
行が急ピッチで進んでいる主要養殖魚であ
る。完全養殖への移行に伴い、生産効率を改
善するための育種研究も精力的に行なわれ
ている。大型養殖魚であるブリは、育種研究
における親魚育成／管理に莫大なコストが
かかるが、初期の雌雄判別が可能になれば、
大幅なコスト削減が期待できる。以上のこと
から研究開始当初までに、ZZ/ZW 型性決定シ
ステムを持つブリで性決定遺伝子の同定を
目指して研究を行ってきた。連鎖解析により
性決定遺伝子の存在が予想されるゲノム領
域（性決定領域）が同定できたことから、そ
のゲノム配列を解読し、複数の SNP マーカー
を用いて関連解析を実施した。しかし、ブリ
では性決定領域において最低200kbに渡って
組換えが強く抑制された領域（連鎖不平衡ブ
ロック、または LD ブロック）が存在したた
めにそれ以上領域を絞り込むことができず、
性決定遺伝子を同定できなかった。 
 
２．研究の目的 
ブリ性染色体の LD ブロックは、組換えが抑
制されているゲノム領域をもつ他の生物の
ものと比較すると、非常に局所的なものであ
った。加えて近縁種間では、局所的な組換え
頻度のパターンが異なる場合があること、性
決定遺伝子を共有している場合があること
が報告されている（引用文献①〜④）。以上
のことから本研究では、性決定遺伝子周辺で
組換え抑制のパターンが異なり、かつブリと
性決定遺伝子を共有しているブリ近縁種を
探し出し、ブリ属の性決定遺伝子を同定する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ブリ属近縁種の LD パターンの解析 
ブリ、ヒラマサ、カンパチのブリ属 3種につ
いて、非血縁の雌雄各 5尾に由来するゲノム
DNA を全ゲノムリシーケンシングに供した。
得られたリードデータをブリ性決定領域ゲ
ノム配列にマッピングし、SNP 情報を取得し
た。この SNP 情報を用いて、ブリ属 3種のブ
リ性決定領域における LD の度合いを推定し
た。 
(2) カンパチ性決定領域のゲノム配列決定 
ブリ性決定領域と相同なゲノム領域をカン
パチで単離、配列決定するため、長鎖シーケ
ンサーに対応したターゲットエンリッチメ
ント法を開発した。得られた部位特異的ゲノ
ム DNA 断片を Pacific Biosciences 社 RS II
を用いてシーケンシングに供し、リードデー
タを Canu アセンブラでアセンブルした。 
(3) カンパチ野生個体を用いた領域特異的
高解像度関連解析 
⑵で得たカンパチゲノム配列よりプライマ
ーを設計し、雌雄各 48 尾からなるカンパチ
非血縁個体 96 尾のゲノム DNA から Long PCR
法によりターゲット領域の増幅を行った。得

られた PCR 産物をシーケンシングに供し、リ
ードデータを⑵で得たカンパチゲノム配列
にマッピングして SNP／InDel 情報を取得し
た。これを用いて領域特異的高解像度関連解
析を実施した。 
(4) ブリ野生個体を用いたカンパチ性決定
遺伝子（Hsd17b1）の相関解析 
⑶で得られたカンパチ性決定SNPの遺伝子型
（Z/Z 型か Z/W 型か）を判定できる制限酵素
BsaWI を用いて、PCR-RFLP 遺伝子型判別シス
テムを構築した。このシステムを用いて、雌
雄判別済みブリ野生個体 93 尾の遺伝子型判
定を行い、性と遺伝子型の関連解析を実施し
た。 
(5) カンパチ・ブリ性決定遺伝子 Hsd17b1の
cDNA クローニング 
カンパチとブリの卵巣より total RNA を抽出
し、定法に従って RACE PCR 用 cDNA を調整し
た。これを鋳型として、RACE PCR を行い、カ
ンパチ・ブリ Hsd17b1 の全長 cDNA 配列を単
離し、塩基配列決定した。 
(6) カンパチ Hsd17b1の機能解析 
⑸で得られたカンパチ Hsd17b1 全長 cDNA 配
列のうち、開始コドンから終始コドンまでの
領域を pCold ベクターに組み込んだ。このプ
ラスミドを組換えタンパク質発現用宿主大
腸菌に導入し、組換えタンパク質を調整した。
得られたタンパク質を各種ステロイド基質
と反応させ、代謝されたステロイドの種類と
量を LC/MS/MS により同定・定量した。 
また、⑸で決定した W型カンパチ Hsd17b1の
演繹アミノ酸配列と、ヒト HSD17B1 のアミノ
酸配列とをアライメントした。得られたアラ
イメント結果とヒトHSD17B1タンパク質立体
構造データを用いて、カンパチ W 型 HSD17B1
タンパク質立体構造のホモロジーモデリン
グを行った。カンパチ Z型 HSD17B1 立体構造
データは W 型立体構造データの一部を改変
（変異アミノ酸の置換）して生成した。Z 型
および W型 HSD17B1 タンパク質の水溶液中で
の振る舞いを、上記立体構造データを用いた
分子動力学（MD）シミュレーションにより検
証した。 
(7) カンパチ Hsd17b1の発現解析 
PFA 固定した受精後 46 日（形態的性分化前）
と 88 日（形態的性分化後）のカンパチ仔稚
魚より作製した切片を用いて、Hsd17b1 とそ
の他の主要なステロイド代謝酵素である
Cyp19a1aと Cyp17a1、および生殖細胞マーカ
ーである Vasa の生殖腺における発現と局在
を in situ hybridization法により検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ブリ属近縁種の LD パターンの解析 
ブリ、ヒラマサ、カンパチの全ゲノムリシー
ケンスデータより抽出した各SNPサイトのペ
アについて、総当たりで LD の度合いを推定
したところ、3種間で LDパターンの明瞭な違
いが観察された。ブリでは性決定領域を含む
約 200kb のゲノム領域で、強い LD が観察さ



れた。ヒラマサではブリよりも狭い領域で強
い LD が観察された。一方カンパチでは強い
LD は観察されなかった。以上のことから、ブ
リ属の性決定遺伝子を同定するにはカンパ
チが理想的な材料であることが強く示唆さ
れた。 
(2) カンパチ性決定領域のゲノム配列決定 
エンリッチメント産物のシーケンシングの
結果、約 1Mb のカンパチ性決定領域ゲノム配
列を決定することに成功した。このゲノム配
列とブリ性決定領域ゲノム配列を比較した
ところ、カンパチではブリ性決定領域の一部
の配列（約 20kb）が存在していなかったが、
その他の領域については大きな構造変化も
みられず、遺伝子の並び等もよく保存されて
いた。 
(3) カンパチ野生個体を用いた領域特異的
高解像度関連解析 
関連解析の結果、連続した 4つの SNP サイト
において性との有意な関連を検出した。その
うちもっとも関連値が高かった SNP は、
Hsd17b1 遺伝子のエキソン上に存在していた。 
(4) ブリ野生個体を用いたカンパチ性決定
遺伝子（Hsd17b1）の関連解析 
カンパチ Hsd17b1上に存在し、性と強い関連
を示す SNP はブリにも存在していた。ブリで
関連解析を実施したところ、この SNP の遺伝
子型はブリの性別と 100%一致していた。つま
り、Hsd17b1 遺伝子はカンパチだけでなくブ
リでも性決定遺伝子として働いていること
が強く示唆された。カンパチとブリはブリ属
の中で最初に種分化したことが報告されて
いる（引用文献⑤、⑥）。よって、Hsd17b1が
性決定機能を獲得した時期はブリ属の種分
化開始以前であった可能性が高い。以上のこ
とから Hsd17b1遺伝子はブリ属性決定遺伝子
であると結論付けた。 
(5) カンパチ・ブリ性決定遺伝子 Hsd17b1の
cDNA クローニング 
カンパチとブリでHsd17b1遺伝子の全長cDNA
配列を取得した。演繹アミノ酸配列を用いて、
Z 型 HSD17B1 と W 型 HSD17B1 を比較したとこ
ろ、ブリ属性決定 SNP は 144 番目のアミノ酸
サイトにおいて非同義置換をもたらすこと
が分かった。他生物種 HSD17B1 アミノ酸配列
と比較したところ、144 番目のアミノ酸サイ
トでグリシン（Gly144）をコードする W 型
HSD17B1 が祖先型で、グルタミン酸（Glu144）
をコードする Z型 HSD17B1 が派生型であるこ
とが明らかとなった。 
(6) カンパチ Hsd17b1の機能解析 
Z および W 型 HSD17B1 組換えタンパク質を用
いて各種ステロイドの代謝活性を調べたと
ころ、Z 型 HSD17B1 は各種ステロイド代謝活
性が W型に比べて総じて低かった。 
ヒト HSD17B1 タンパク質-エストロン
(E1)-NADP+の結晶構造解析の報告によると、
HSD17B1 アミノ酸配列の、142 番目のセリン
（Ser142）と 155 番目のチロシン（Tyr155）、
および E1 の C17 カルボニル基が水素結合ネ

ットワークを形成することにより、E1 からエ
ストラジオール（E2）が代謝される（引用文
献⑦）。MD シミュレーションで Ser142 側鎖水
素原子（Ser142_H）と Tyr155 側鎖酸素原子
（Tyr155_O）との間の距離の分布を調べたと
ころ、カンパチ W型 HSD17B1 の分布では見ら
れた 0.25nm 以下のピークが Z 型 HSD17B1 で
は消失していた。これは、Z 型 HSD17B1 では
Ser142_H がと Tyr155_O との間で水素結合が
形成されにくいことを意味している。この原
因を調べたところ、Z 型 HSD17B1 において
Ser142_H は 、 Glu144 側 鎖 の 酸 素 原 子
（Glu144_O）と頻繁に水素結合を形成してお
り、そのために Ser142_H-Tyr155_O 間で水素
結合が形成されにくくなっていることが判
明した。以上のことから、ブリ属では Z 型
Hsd17b1をホモ接合で持つ遺伝的オスでは、Z
型 HSD17B1 の Glu144_O に よ っ て
Ser142_H-Tyr155_O 間の水素結合が十分に形
成されないために E1 代謝が起こりにくい状
況が未分化生殖腺内で発生して精巣分化が
開始され、W 型 Hsd17b1 をもつ遺伝的メスで
はSer142_H-Tyr155_O間の水素結合が良く形
成されるために十分量の E2 が生殖腺で作ら
れ、卵巣分化が起こるものと考えられた。 
(7) カンパチ Hsd17b1の発現解析 
Hsd17b1 は未分化生殖腺の段階から生殖細胞
を取り囲む細胞を含む体細胞で広く発現し
ていた。一方、Cyp17a1と Cyp19a1aは形態的
性分化が始まる時期の生殖腺でしか発現が
認められなかった。また Cyp19a1a の発現は
遺伝的メスでのみ観察された。 
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