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研究成果の概要（和文）：本研究では、実質的な性決定因子がエストロゲンであることが分かったカンパチを用
いて、エストロゲンが駆動する初期性分化メカニズムを解明することを目的とした。
組織観察および多検体mRNA-seq解析の結果、初期性分化が始まる時期を1週間程度の期間まで狭めることに成功
した。また、多検体mRNA-seqデータを用いた発現変動遺伝子解析により、初期性分化に重要だと思われる複数の
遺伝子を同定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we sought to elucidate early sex-differentiation mechanism 
mediated by estrogen using amberjack, in which sex is determined by estrogen.
By means of histological observations and massively parallel mRNA-seq, we succeeded to narrow down 
sex-determining period within a week. Differential expressed gene (DEG) analysis identified several 
DEGs in this period.
These information will be valuable to further reveal estrogen-driven sex determination mechanism in 
amberjack and other teleosts.

研究分野：水圏生命科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々はこれまでに、エストロゲンが性を直接決定できることが明らかにした。一方、なぜエストロゲンが性を決
める（すなわち生殖腺の運命を決定する）ことができるのかは、依然として明らかになっていない。本研究では
その原因が、性決定期が分子レベルで特定されていないことにあると考え、性的に未分化な時期から性が確実に
決まっている時期まで、生殖腺の遺伝子発現変化を経時的に観察することを試みた。
その結果、分子的な性分化が始まる時期を１週間程度まで狭めること、その時期の発現変動遺伝子を複数同定す
ること、に成功した。これらの遺伝子を詳細に解析すれば、エストロゲンによる性分化メカニズムの一端が明ら
かになると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
我々はこれまでに、ブリ属の性がステロイド代謝酵素の一つである Hsd17b1 遺伝子第３エキ
ソン上の１塩基多型（SNP）（以降、ブリ属性決定 SNP）によって決定されていることを、カン
パチを用いて明らかにした（Koyama et al., 2019）。ブリ属性決定 SNPにより、HSD17B1タ
ンパク質活性中心近傍の 144番目のアミノ酸が、W染色体アリルのグリシン（祖先型）から、
Z染色体アリルのグルタミン酸（派生型）へと置換される。このアミノ酸置換により、性決定期
のブリ属生殖腺では、Wアリルをもつ遺伝的メスではエストラジオール（E2）が十分産生され、
卵巣形成へと進むのに対し、Zアリルしか持たない遺伝的オスでは E2がほとんど（あるいは全
く）作られず、精巣形成へと誘導されると考えられた。従ってブリ属では、性決定期における内
因性 E2量の性差が実質的に性を決定していることが強く示唆された。本結果は、古くから提唱
されてきた「性ステロイドによる性決定」の仮説を強く支持する、世界で初めての例となった。 
 
２．研究の目的 
E2 が性を決定できることが明らかとなった一方で、「E2 がどのように卵巣あるいは精巣形成
を誘導するのか？」は、あらゆる生物種で未だによくわかっていない。その理由は、 

(1) これまで性決定遺伝子が同定された種では、そもそも性ステロイド自体が性を決定してい
るのかよく分からない（研究材料の問題） 

(2) 組織観察や性分化に関連する遺伝子の発現解析では、性決定の時期を特定することは不可
能である（研究手法の問題） 

ためである。これらの問題は、ブリ属で性決定期の生殖腺の遺伝子発現変化を丹念に追跡するこ
とで解決できる。すなわち、 

(1) ブリ属は生殖腺内の E2量の雌雄差が現れるまで、いかなる性差も存在しない 
(2) 網羅的遺伝子発現解析を経時的に行うことで、原理的にはあらゆる遺伝子発現の性差の、
詳細な時間変化を観察できる 

ことを利用すれば、性決定期直後に内因性 E2量の雌雄差によってもたらされる卵巣・精巣への
誘導（性分化）メカニズムを明らかにできると考えた。そこで本研究では、低コスト・安価・簡
便に多検体で網羅的遺伝子発現解析する方法を、性決定が行われる時期のカンパチへ適用し、 

(1) 性分化が始まる時期を特定すること 
(2) 性分化が始まった直後に遺伝子発現の雌雄差が現れる遺伝子を特定すること 
を目的とした。 
 
３．研究の方法 

(1) 多検体網羅的遺伝子発現解析（mRNA-seq）法の立ち上げ 
 生殖腺における遺伝子発現変化を網羅的に解析するには、次世代シーケンサー（NGS）
を用いた解析が必須になる。近年発展してきた一細胞mRNA解析は、細胞特異的バーコ
ードを付加することで、一度のNGS ライブラリ調整で数千〜数万の細胞由来の遺伝子発
現情報を得ることができる。このライブラリ調整法を細胞ではなく検体に適用することで、
数百〜千程度の検体から安価にライブラリ調整する手法も考案されている。本研究ではそ
の中の手法のうち、Bulk RNA Barcoding and sequencing（BRB-seq）法と、RNA 
Fragmentation and Sequencing (RF-seq）を試みた（Alpern et al., 2019; Veeranagouda 
et al., 2019）。 

(2) 性決定期の経時サンプリングと多検体mRNA-seq 
 これまでの研究で、カンパチでは孵化後 46 日から 88 日の間にステロイド代謝に関連
する遺伝子の転写が活発化し、性決定が行われることが分かっている（Koyama et al., 
2019）。そこで、上記期間の発達段階のカンパチを飼育し、3 日毎に生殖腺と尾ビレをサ
ンプリングした。得られた生殖腺より total RNAを抽出し、§1で立ち上げた BRB-seqに
供した。遺伝的な性は、尾ビレより抽出したゲノム DNAを材料に、我々が開発した PCR-
RFLP法により判定した（Koyama et al., 2019）。 
 NGSより得られた BRB-seqデータは、一細胞 mRNA解析パッケージのMonocle3を
用いて次元圧縮して二次元平面上へプロットするとともに、DESeq2パッケージを用いて
発現変動遺伝子解析に供した。 

 
４．研究成果 

(1) 多検体網羅的遺伝子発現解析（mRNA-seq）法の立ち上げ 
 ライブラリ調整とシーケンス解析の結果、BRB-seq法と RF-seq法の双方でデータ取得
が可能だった。NEB社 RNA-seqライブラリ作製キットを用いて、同一サンプルをライブ
ラリ作製・シーケンシングに供したデータと比較した結果、相関係数は双方とも 0.8程度
であり、多検体mRNA-seqは実用に耐えうると判断した。難点として、BRB-seqは Tn5
トランスポゼースの自作が必要であること、未分化生殖腺のような少量の total RNA し



か得られないサンプルではライブラリ作製が煩雑であることが挙げられた。一方、RF-seq
は Tn5トランスポゼースが必要なく、少量の total RNAでも BRB-seqに比べると容易に
ライブラリ作製が可能だった。 

(2) 性決定期の経時サンプリングと多検体mRNA-seq 
 BRB-seq データを解析に供した結果、サンプリング期間のある時点で遺伝子発現が大
きく変化しているのが観察された。変化前は、遺伝的な性に関わらずひとつのクラスター
を形成していたが、変化後は遺伝的な性に従ってそれぞれがクラスターを形成していた。
従って、この時点でカンパチの性が分子レベルで決定されたと考えられた。 
 分子レベルで性が決定された後の、最も初期のサンプルを発現変動遺伝子解析に供した
ところ、遺伝的オスとメスの間で複数の遺伝子発現が有意に変動していた。詳細な解析が
必要だが、これらの遺伝子は E2によって駆動される初期性分化遺伝子である可能性が高
い。 
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