
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２２年 ３月３１日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 

 ツチガエルから多くの遺伝子(Dmrt1,WT1,CYP17,CYP19,Sox9,AR,SF1,Sox3 等)を単離し、FISH 法

による染色体マッピングと性決定時期におけるそれらの遺伝子の発現解析を行った。その結果、

３つの遺伝子 AR,SF1,Sox3 が性染色体の相同組み替えが起きない領域に存在することが判明した。

つまり、これらの遺伝子は塩基置換等による遺伝子の損傷が修復できない領域に存在する事から

AR,SF1,Sox3 は退化しているか、或はやがて退化する運命にあることが分かった。それを実証する

ために卵核２倍性発生法により ZZ,WW 胚を作製して両胚における SF1,Sox3,AR の発現を解析した。

ZZ,WW 胚では SF1 と Sox3 の発現が同じであるのに対し、AR の場合は ZZ 胚(Z-AR)では正常に発現

するが WW 胚(W-AR)は殆ど発現しない。W-AR が発現しないのは、W-AR の転写調節領域の塩基配列

に変異が起きたため、転写調節因子が結合できない可能性を見いだした。その他の常染色体上の

遺伝子の発現解析を行ったところ、エストロゲン合成酵素遺伝子 CYP19 が雌化に、また CYP19 の

転写調節に Sox3 が関わること、更に AR と CYP17 が雄化に深く関わることを見いだした。Sox3 蛋

白は直接 CYP19 の転写調節領域に結合して転写を調節することを、ChIP アッセイ、レポーターア

ッセイ等の分子生物学的手法を用いて明らかにした。多くの動物はステロイドホルモンの投与に

よって性が転換するが、その性転換では性決定遺伝子は関与しない。そこで、ツチガエルの性決

定にはステロイドホルモンが重要である考え、以下の研究を行った。まず最初に未分化性腺では、

ステロイド合成酵素遺伝子が発現し、酵素活性があり、雌はエストロゲンを雄はテストステロン

を多く合成する事を見いだした。また、前述した W-AR は発現しないため受容体としての役割を果

たさないが、Z-AR は正常に発現するため、ZZ（雄）,ZW（雌）胚では受容体量が２：１となり、Z-AR

とテスステロンの複合体が雄の決定に大きな役割を担う可能性あることも見いだした。更に、ツ

チガエルの卵細胞質には雌化或は雄化因子の存在が予想されているので、ツチガエル地方４集団

のミトコンドリア DNA の塩基配列を決定した。XY 型西日本、関東、及び東海集団のミトコンドリ

ア DNA の塩基数は約 17-kbp であるのに対し、ZW 型新潟集団のそれは約 21-kbp であった。塩基配

列の解析だけでは雌雄化因子をコードする遺伝子を見つけられなかったので、卵細胞質因子はミ

トコンドリアのみならずゲノム DNA も深く関わっている可能性があることも分かった。また、脊

椎動物の性決定時期は簡便な組織染色法で判定されていたが、基底膜を構成するラミニン蛋白を

指標とすると、従来の時期よりもずっと早い時期に性が決定される事も明らかにした。 

   
研究成果の概要（英文）： 
 We isolated sex-related genes such as Dmrt1,WT1,CYP17,CYP19,Sox9,AR,SF1 and Sox3 successfully 
from the frog Rana rugosa. We mapped them on R. rugosa chromosomes by FISH and examined their 
expression in the gonad during sex determination. We found that SF1,Sox3 and AR were localized to non 
recombinant region of X, Y, Z, and W sex chromosomes. After producing ZZ and WW embryos 
gynogenetically, we examined the expression of SF1,Sox3 and AR in the embryos. As a result, we found 
that SF1 and Sox3 were expressed evenly between ZZ and WW embryos. However, AR on the W 
chromosome (W-AR) was barely expressed due to unresposiveness to unknown transcription factor(s), 

研究種目：基盤研究（Ｂ） 

研究期間：2007～2009 

課題番号：19370026 

研究課題名（和文） 核とミトコンドリアによる両生類の性決定機構の解明 

                     

研究課題名（英文） The study for the mechanism of sex determination by mitochondrial 

and genomic DNA in amphibians 

 

研究代表者 

中村 正久（NAKAMURA MASAHISA） 

早稲田大学・教育・総合科学学術院・教授 

 研究者番号：40130025 



whereas Z-AR expression occurred normally, indicating that W-AR is in the middle of degeneration. We 
next examined the expression of other genes on autosomes of R. rugosa. Among genes examined. CYP17 
and Z-AR expression was up-regulated in the indifferent gonad of males during sex determination, whereas 
CYP19 expression was enhanced. Interestingly, we found by ChIP and reporter assays that Sox3 directly 
bound to the CYP19 promoter region and up-regulated its expression in A6 cells derived from Xenopus 
kidney epithelial cells. It is well-known that the sex of many animals can be reversed by steroid hormones, 
but a sex-determining gene is not required for the sex-reversal, Thus, we hypothesized that steroid 
hormones are the key factor for sex determination in R. rugosa. Of great interest, we found that 
steroigogenic genes were expressed in the indifferent gonad of R. rugosa tadpoles during sex determination, 
and that steroidogenic enzymes were biologically active in that period. In addition, testosterone was 
produced more in the indifferent gonad of male tadpoles, whereas estrogen was produced more in that of 
female tadpoles. These results suggest that steroid hormones can be the main factor for sex determination 
in R. rugosa. The previous study showed that there is a masculinizing factor in the cytoplasm of oocytes in 
R. rugosa living in western Japan, whereas a feminizing factor in that of oocytes in the frog living in 
northern Japan. Then, we determined all nucleotide sequences of mitochondrial DNA in this species living 
in four different regions of Japan. As a result, mitochondrial DNA of R. rugosa from northern Japan was 21 
kbp long, whereas that from ones living in other three different regions was 17 kbp long. Unfortunately, we 
could not find any gene edcoding those factors, indicating that mitochondrial DNA may not encode the 
factors. Instead, genomic DNA probably encodes those feminizing and masculinizing factors. Finally, by 
immunohistological staining using the antibody of laminin, a component in the basement membrane, the 
sex of R. rugosa is determined far before the stage previously reported.            
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成１９年度 6,400,000 1,920,000 8,320,000 

平成２０年度 3,200,000 960,000 4,160,000 

平成２１年度 2,900,000 870,000 3,770,000 

総 計 12,500,000 3,750,000 16,250,000 

 
 
研究分野：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：性決定、核、ミトコンドリア、ステロイドホルモン、両生類 
 
１．研究開始当初の背景 

動物の性は受精時の性染色体の組み合わせで遺伝
的に決まるだけではなく、卵の孵化温度、個体の大
きさなどでも決まり、性決定のしくみは多様である。
両生類の性決定及び性分化機構を解明する研究は哺
乳類や魚類(メダカ)に比べるとかなり遅れていた。
しかし、無尾類(ZW 型ツチガエル)初の性判別 DNA
マーカーを見出したので、ツチガエル性腺から遺伝
子を単離して性決定時の発現パターンを調べた。し
かし、遺伝子マッピングと発現解析の結果からいず
れも性決定遺伝子とは考えにくく、本体は別の遺伝
子と判断した。我々はミトコンドリアの遺伝子産物
が細胞質因子と考え、両生類(ツチガエル)の性決定
の仕みを解明するには性決定遺伝子に加え、細胞質
因子も同定して、それらの相互関係を調べる必要が
あると考えた。そこで、両生類の性決定機構を分子
レベルで解明し脊椎動物の性決定機構を明らかにす
る事が必要であると考え本研究を行うことにした。 

   
  2. 研究の目的 

(1)両生類(ツチガエル)の性決定遺伝子

を単離し、遺伝子導入によりその働きを

実証する。 

(2)性決定遺伝子に加え、細胞質因子も性

決定に関わることを明らかにする。 
  
   3. 研究の方法 

(1)性決定に関わるミトコンドリア因子

の実体を解明するため、ツチガエル４地

方集団のミトコンドリアを分離しその

DNA の塩基配列を決定する。 

(2)卵核２倍性発生法により ZZ,WW 胚を作

製し、ディファレンシャルディスプレイ法

等を用いて両胚に特異的に発現する遺伝



子を見いだす事により、ZW型性決定遺伝子を単離し、

その遺伝子の発現解析と遺伝子マッピングを行う。

また、遺伝子導入によって性を決定する遺伝子であ

るかどうかを調べる。 

 
4．研究成果 
① ツ チ ガ エ ル か ら 多 く の 遺 伝 子

(Dmrt1,WT1,CYP17,CYP19,Sox9,AR,SF1,Sox3 等)を単

離し、FISH 法による染色体マッピングと性決定時期

におけるそれらの遺伝子の発現解析を行った。３つの

遺伝子 AR,SF1,Sox3 が性染色体の相同組み替えが起

きない領域に存在することが判明した。 

②卵核２倍性発生法により ZZ,WW 胚を作製し

SF1,Sox3,AR の発現を解析した。ZZ,WW 胚では SF1 と

Sox3 の発現に差がないのに対し、AR は WW 胚(W-AR)
では殆ど発現しない。W-AR が発現しないのは、W-AR
の転写調節領域の塩基配列の変異に起因すると考え

られた。 

③常染色体上の遺伝子の発現解析を行ったところ、エ

ストロゲン合成酵素遺伝子 CYP19 が雌化に、また

CYP19 の転写調節に Sox3 が関わること、更に AR と

CYP17 が雄化に深く関わることを見いだした。 

④Sox3 蛋白は直接 CYP19 の転写調節領域に結合して

転写を調節することを、ChIP アッセイ、レポーター

アッセイ等により明らかにした。⑤未分化性腺におい

て、ステロイド合成酵素遺伝子の発現、酵素活性の存

在、雌のエストロゲン合成、雄のテストステロン合成

を見いだした。ステロイドホルモンが性決定の主役に

なり得る。 

⑥W-AR は発現しないが、Z-AR は正常に発現するため、

ZZ（雄）,ZW（雌）胚では AR 受容体量が 2:1 となるこ

とから、Z-AR とテスステロンの複合体が雄の決定に

大きな役割を担う可能性を見いだした。 

⑦ツチガエルの卵細胞質には雌化或は雄化因子の存

在が予想されていたので、ツチガエル地方４集団のミ

トコンドリア DNA の全塩基配列を決定した。その結果、

塩基配列の解析だけでは雌雄化因子をコードする遺

伝子を見つけられなかった。 

⑧脊椎動物の性決定時期は基底膜を構成するラミニ

ン蛋白の抗体を用い、従来考えられていた時期よりも

ずっと早い時期に性が決定される可能性があること

を見いだした。 
以上の成果は、脊椎動物、特に両生類の性決定機構
の解明において多大な貢献をする事は明らかである。
ステロイドホルモンが両生類（ツチガエル）の性決
定の主役になり得る事を示した成果は特筆される。
また、性染色体上の遺伝子が退化しつつある事を示
した事例はなく、世界で初めての成果として評価さ
れるべきものである。 
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