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研究成果の概要（和文）：自らが構築した性転換モデル魚の実験系を用いて、生殖腺の性的可塑性の起点となる
と予想される生殖幹細胞と未分化体細胞を1細胞毎に単離し、シングルセルRNA-seq解析系を構築した。解析の結
果、卵巣から精巣への転換に伴う生殖幹細胞の連続的な遺伝子発現の変化を明らかにするとともに、未分化体細
胞が卵巣型から精巣型へと分化パターンを切りかえることを初めて見出した。また、雌雄異体の小型モデル魚と
海産モデル魚を用いて比較解析した結果、生殖幹細胞の局在を明らかにするとともに、生殖幹細胞で発現する
oct4遺伝子が幹細胞性の維持に関与すること、魚種間で生殖腺体細胞の性的可塑性に違いがあることなどを解明
した。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular and cellular mechanisms of gonadal sexual 
plasticity, we investigated the germ line stem cells (GSCs) and undifferentiated somatic cells 
(SSCs) in the gonad of a sex-changing fish. These GSCs and SSCs have been suggested to be the origin
 of testicular tissue during sex change from female to male. In this study, we performed single-cell
 RNA-seq analysis of GSCs and SSCs. As a result, we revealed the heterogeneity of GSCs and SSCs, 
respectively, and clarified the change in their gene expression patterns during gonadal sex change. 
More interestingly, we also found that SSCs switch the pattern of differentiation between ovarian 
somatic cells and testicular somatic cells. On the other hand, using gonochoristic fish, the 
involvement of oct4 gene in the maintenance of GSCs was demonstrated. Moreover, the result of in 
vitro culture experiment suggests the differences in sexual plasticity of gonadal somatic cells 
among fish species.

研究分野：魚類生殖学

キーワード： 性的可塑性　生殖幹細胞　魚類　性転換　シングルセル解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
性転換魚のモデル系などを用いて魚類生殖腺の性的可塑性のメカニズムを解析した結果、卵巣から精巣への転換
に伴う生殖幹細胞の連続的な遺伝子発現変化を明らかにするとともに、未分化体細胞が卵巣型から精巣型へと分
化パターンを切りかえることを初めて見出した。また、生殖幹細胞で発現するoct4遺伝子が幹細胞性の維持に関
与すること、魚種間で生殖腺体細胞の性的可塑性に違いがあることなどを解明した。今後、これらの成果をもと
に、生殖腺全体や個体での性を統御する機構へと理解を深めることが可能となり、脊椎動物一般の性的可塑性の
分子・細胞機構の研究に貢献するとともに、水産における新たな性統御法の開発にも繋がると期待される。

※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 
これまでに性決定・性分化の分子機構、さらには性成熟時に生成される性ステロイドの作用機

序など、魚類の性に関わるメカニズムの理解が急速に進展してきた。また、性の可塑性に関して
も、性転換魚を用いての遺伝子レベルの研究が進展してきた一方で、雌雄異体魚、さらに哺乳類
においても研究が広がり、成体生殖腺の性的可塑性は、ある程度の範囲において、脊椎動物で広
く保存されていると考えられるようになった①）。こうした性的可塑性を理解する上で、性転換魚
は優れた実験材料となる。さらに、性転換魚と雌雄異体魚との比較により、各細胞レベルでの性
的可塑性のメカニズムを解明することができれば、将来はこれを軸として、生殖腺全体や個体で
の性を統御する機構へと理解を深めていくことができると考えられた。研究成果は脊椎動物一
般の性的可塑性の分子・細胞機構の研究に貢献するのみならず、本研究が目指す、水産における
新たな性統御法の開発にも繋がると期待された。 
 
２．研究の目的 
これまでに自らが構築した性転換魚のモデル系などを用いて魚類生殖腺の性的可塑性の研究

を進めた結果、生殖腺に 2種の未分化な細胞集団(生殖幹細胞と未分化体細胞)が存在し、これら
が生殖腺組織の卵巣と精巣との間の転換の起点となることが示唆された。本研究では、この 2種
の細胞集団に焦点を絞り、シングルセル解析系を導入することにより、成体生殖腺の性的可塑性
の分子・細胞メカニズムを明らかにすることを目的とする。細胞集団に含まれる 1細胞毎の遺伝
子発現プロファイルを元に集団内の細胞を分類し、生殖腺の転換に機能する“個々の細胞”を特
定するとともに、細胞毎の増殖・分化 の連続的変化と、それに関わる分子機構を解析する。さ
らに、雌雄異体魚との比較を行い、将来、全ての魚類において個体、生殖腺、及び細胞の性を自
在に統御するために必要な“細胞の共通原理”に関する情報を得る。  
 
３．研究の方法 
 性転換魚を用いた生殖腺の組織解析および幹細胞と細胞増殖に関わる分子マーカー等の解析
から、“生殖幹細胞”と“未分化体細胞”の局在および性転換に伴う変化を明らかにする。一方
で、それらの細胞を酵素分散して 1細胞毎に分取する方法を確立するとともに、ゲノム情報を整
備して性転換魚におけるシングルセル解析系を構築する。その後、雌雄および性転換個体の “生
殖幹細胞”と“未分化体細胞”についてのシングルセル RNA-seq 解析を行う。得られた結果を
もとに、細胞培養系や器官培養系により、これらの細胞の増殖および雌雄の生殖細胞への分化に
関わるメカニズムを解析する。さらに、性ステロイドホルモン受容体のノックアウト系統を用い
た解析が可能であり、性ステロイド処理により成体メスから成体オスへの人為的性転換を誘導
できる小型モデル魚のメダカ、および性ステロイド処理による人為的性転換が困難な海産モデ
ル魚のカタクチイワシについて解析を行い、性転換魚と雌雄異体魚との比較を行う。 
 
４．研究成果 
性転換モデル魚であるホシササノハベラを用いて、性転換開始時の生殖幹細胞の細胞動態を

解析した。細胞増殖マーカーの EdU(5-ethynyl-2'-deoxyuridine)を投与したメスに対して、水

槽内の社会環境調節によりオスへの性転換を誘導後、生殖腺を採取した。その後、組織切片を作

成し、組織上で EdU 陽性細胞を検出するとともに、生殖細胞マーカーの Vasaに対する免疫染色

を行った。その結果、性転換開始の 1 週間

後に EdU と Vasa ともに陽性の精原細胞が

少数確認され、6 週間後には精母細胞と精

細胞を含むすべての雄性生殖細胞が EdU 陽

性を示した。すなわち、1週目までに卵巣組

織の生殖幹細胞から増殖および分化した精

原細胞がさらに増殖・分化して精巣組織の

各雄性生殖細胞を形成すると考えられた。

一方、卵母細胞では EdU 陽性は認められず、

6 週目までに完全に消失していた。加えて、

各種ステロイドホルモンの血中量を解析し

た結果、性転換に伴い estradiol-17βの中

間代謝物である estrone の減少と 11-

ketotestosterone の中間代謝物である

testosteroneの増加が認められた。また、

性転換開始直後にストレスホルモンである 

cortisolが一時的に減少することが明らか

となり、cortisolの低下が生殖幹細胞から
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図１）シングルセルRNA-seq解析の結果
メスおよび性転換中の生殖腺における生殖幹細胞
と未分化体細胞. UMAPによるクラスタリング.



雄性生殖細胞への分化開始に関与する可能性が考えられた。 

次に、シングルセル解析系を構築するため、生殖腺を酵素処理により細胞分散した後、幹細胞

の指標となるアルカリフォスファターゼ蛍光基質により細胞標識した。それらの細胞集団から

セルソーターを用いて生殖幹細胞と未分化体細胞の細胞画分を特定するとともに、1細胞毎に細

胞を分取する方法を確立した。さらに、分取した細胞のシングルセル RNA-seq 解析を行うため

に、CEL-Seq2 法によるライブラリーを調整し、イルミナ社シーケンサーを用いてシーケンス解

析を行った。一方で、情報解析のために、全ゲノムシーケンス解析、de novo ゲノムアセンブリ、

および遺伝子のアノテーションを行い、ホシササノハベラのゲノム情報を取得して整備すると

ともに、生殖腺(卵巣、精巣、および性転換個体の生殖腺)の網羅的な遺伝子発現解析(RNA-Seq)

により発現遺伝子データを取得した。これらのデータベースを利用してシングルセル RNA-seq解

析で得られた塩基配列データをマッピングし、正規化およびクラスタリング解析を行うことに

より、1細胞毎の遺伝子発現データを取得することに成功した。 

そこで、雌雄および性転換開始１週間後の生殖腺から得られた細胞集団についてのシングル

セル RNA-Seq 解析を行った。その結果、生殖幹細胞を含む細胞集団においては、卵巣では oct4
の発現に特徴付けられる細胞が多数を占めた。興味深いことに、性転換の開始に伴い oct4に加
えて nanogを特徴的に発現する細胞群が顕著に増加した。また、oct4および nanogとともに vasa
を発現する細胞もみられたことから、これらの細胞集団は生殖幹細胞およびそれらの細胞から

分化する細胞集団であることが明らかとなった。一方、未分化体細胞を含む細胞集団においては、

卵巣では oct4と sox9の特徴的な発現を示す細胞集団が多く認められた。加えて、foxl2 を発現

する細胞集団も存在していた。さらに性転換開始に伴い、それらの細胞集団に加えて dmrt1 を発

現する細胞集団が出現した。このことから、卵巣から精巣への転換に伴い、未分化体細胞を起点

として卵巣の体細胞である顆粒膜細胞への分化パターンから、精巣の体細胞であるセルトリ細

胞への分化パターンへと切り換えが起こることが示唆された。  

小型モデル魚のメダカを用い

た解析では、oct4および vasaの
発現をそれぞれ赤色と緑色の蛍

光タンパクで可視化したダブル

トランスジェニック系統を作製

して解析を行った結果、2つの遺

伝子の発現挙動の違いにより、

生殖幹細胞と分化の進んだ生殖

系列細胞(卵原細胞または精原

細胞)が明瞭に区別された。さら

に、ステロイド処理と阻害剤を

組み合わせた実験により、メダ

カ生殖腺において oct4が生殖幹細胞の維持に関与することが示唆された。加えて、性ステロイ

ドホルモン受容体(アンドロゲン受容体とエストロゲン受容体)のノックアウト系統を用いた解

析により、エストロゲン受容体(erb2)が生殖細胞の性差に②）、アンドロゲン受容体(arb)がオス

における二次性徴の発現に、それぞれ関与していることを明らかにした。 

雌雄異体の海産モデル魚であるカタクチイワシにおいては、雌雄の生殖腺において oct4 の

発現が確認された。加えて、Oct4に対する免疫染色を行った結果、それぞれ卵原細胞様および A

型精原細胞様の細胞での局在が示されたことから、これらが生殖幹細胞として機能することが

示唆された。一方、興味深いことに、器官培養実験によりホシササノハベラとカタクチイワシの

卵巣組織片をそれぞれアンドロゲンやエストロゲン合成阻害剤などとともに培養して比較した

結果、ホシササノハベラの生殖腺では 21日以内に精巣構造と雄性生殖細胞の出現が認められた

のに対し、カタクチイワシ卵巣では精巣への組織構造の変化は認められなかったことから、生殖

腺における細胞、特に生殖腺体細胞の性的可塑性に違いがあることが示唆された。 
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