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研究成果の概要（和文）：メダカはXX-XY型の性決定システムをもつが、高温ストレスによりコルチゾル量が上
昇し、XXメダカが雄化することが知られている。最近、我々は、高温やコルチゾル処理により核内受容体である
PPARαシグナリングが活性化することをRNA-seq解析により見出した。そこで本研究では、PPARαノックアウト
(KO)メダカを作製して、その表現型を解析した。その結果、このKOのXXメダカは、コルチゾルやPPARα活性化剤
処理により全く雄化しなかったことから、コルチゾルによる雄化におけるPPARαの関与が示唆された。さらに、
性転換魚やウナギについても、コルチゾルやPPARαが性転換に関与するかどうか調査した。

研究成果の概要（英文）：Medaka (Oryzias latipes) is a teleost fish with an XX/XY sex determination 
system. However, under high temperature conditions, XX medaka is masculinized by elevation of 
cortisol, the major teleost glucocorticoid. Recently, we found using RNA-seq analysis that 
peroxisome proliferator-activated receptor alpha-a (pparaa) is activated by high temperature and 
cortisol. In this study, we first generated pparaa KO medaka using the CRISPR/Cas9 system and 
analyzed its phenotype. As results, treatment of pparaa KO medaka with cortisol or a PPARα agonist 
did not induce masculinization, suggesting an important role of PPARα in environmental sex 
determination in medaka. Moreover, we investigated whether cortisol and PPARα activation are 
involved in the sex reversal of protogynous wrasse (Halichoeres trimaculatus) and Japanese eel 
(Anguilla japonica).

研究分野： 魚類生理学

キーワード： コルチゾル　環境依存的性決定　メダカ　ミツボシキュウセン　ウナギ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒラメ等の養殖においては、雄よりも雌の方が成長が速い等の理由により、雌だけを作る性統御の技術開発が求
められている。しかしながら、ヒラメの遺伝的雌は高温ストレス等により雄化するため、完全な性統御が行えな
いのが現状である。本研究では、温度依存的性決定にコルチゾルが関与することを初めて明らかにし、このホル
モンの合成経路や雄化誘導経路について解析した。これらの研究成果は、安定した性統御が困難な環境依存的性
決定を持つ魚種における画期的な性統御法となりうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
 養殖魚種の中には、ヒラメ(Paralichthys olivaceus)のように雌雄で成長差がある(雄より雌
の方が成長が速い)種類や、チョウザメ科魚類のように卵巣自体に付加価値がある種類が存在し
ており、多くの魚種で雌雄のコントロール(性統御)技術の確立が求められている。一方、ヒラ
メを含む多くの水産魚種は、遺伝的な要因により性が決定するシステム(遺伝的性決定システ
ム)だけでなく、環境に依存して性が決定するシステム(環境依存的性決定システム)を保持して
いる(北野,2016)。この環境依存的性決定システムにおいては、温度、pH、社会環境など、様々
な環境要因で性が決定(転換)することが知られているが、この基本原理及び分子機構について
は、未だに不明な部分が多く残されている。 
ヒラメは、XX(雌)-XY(雄)型の性決定システムをもつ海産魚であり、成長が良い雌だけを作る

目的で全 XX集団の生産技術が確立している。しかしながら、ヒラメの XX個体は高温や低温飼
育により簡単に雄化するため、完全な性統御が行えないのが現状である(北野,2016)。研究代表
者らは、1999 年以来、ヒラメとモデル魚であるメダカを用いて、温度依存的な性決定機構に関
わる多くの重要な研究成果を発表してきた。まず、ヒラメやメダカの性分化時期のコルチゾル
量を測定したところ、高温により生体内のコルチゾル量が急上昇したため、実際にコルチゾル
を XX 個体に投与した結果、エストロゲン合成酵素(cyp19a)遺伝子の発現が抑制されて機能的な
雄へと分化することが明らかとなった(Hayashi et al.,2010; Yamaguchi et al.,2010)。次に、
ヒラメやメダカの XX 個体を高温環境下でコルチゾル合成阻害剤またはエストロゲンで処理す
ると、cyp19a 遺伝子の発現が誘導されて雄化が阻害されたことから(Yamaguchi et al.,2010; 
Kitano et al.,2012)、高温による雄化は、高温→コルチゾル量上昇→エストロゲン合成抑制→
雄化の分子カスケードが存在している可能性が考えられた。しかしながら、コルチゾルによる
雄化誘導機構の全貌は未だに明らかとなっていない。 
最近、研究代表者らは、メダカ孵化仔魚を用いて RNA シークエンシング(RNA-seq)及び定量

PCR 解析を実施したところ、高温やコルチゾル処理により Peroxisome proliferator‑activated 
receptor α (PPARα)及びその標的遺伝子の発現が上昇することを見出した(Hara et al.,2020)。
PPARαは脂肪酸を内因性リガンドとする核内受容体であり、個体のエネルギー源となる脂肪酸
代謝を調節することが知られている。しかしながら、この PPARαと性分化との関連性は全く分
かっていない。 
 ミツボシキュウセンは雌性先熟魚であり、社会環境に伴って雌から雄へと性転換することが
知られている(雌だけの環境下では、最も大きな個体が雄へと性転換)。研究分担者である沖縄
美ら島財団の中村將博士、野津了博士は、ミツボシキュウセンを含むいくつかの性転換魚にお
いて、エストロゲン合成阻害剤を投与することで雌から雄への性転換を誘導できること、性転
換に伴いエストロゲン量が減少することなどを報告している(Nozu et al.,2009)。さらに最近、
中村、野津らは、ミツボシキュウセンにコルチゾル処理を行った結果、血中のエストロゲン量
が減少し、雌から雄への性転換が誘導されることを明らかにした(Nozu and Nakamura, 2015)。
このように、コルチゾルは、ミツボシキュウセンを含む性転換魚においても、雌から雄への性
転換に関与している可能性がある。 
 ニホンウナギは重要な養殖対象魚であるが、養殖ウナギはほとんどが雄に分化するため、そ
の一部の個体にエストロゲンを投与して雌個体を作る必要があり、より安全で効率的な性統御
の技術開発が求められている。通常、捕獲される天然ウナギの性比はおよそ 1：1であることか
ら、養殖ウナギのほとんどが雄へと分化するのは大変不思議であるが、その原因は未だに分か
っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、メダカを用いて基本的な環境依存的性決定の分子機構を解析するのと同時に、

温度以外の環境依存的性決定を行う魚種(性転換魚及びニホンウナギ)を用いてこのシステムの
保存性を明らかにし、新たな性統御技術の開発に寄与することで水産業に貢献することを目的
とする。 
 
3. 研究の方法 
ゲノム編集技術の一つである CRISPR/Cas9 システムを利用して、卵巣型エストロゲン合成酵素

(cyp19a)、脳型エストロゲン合成酵素(cyp19b)、PPARα-a (pparaa)遺伝子のノックアウト(KO)
メダカを作製した(Hara et al., 2020)。一方、メダカにおけるコルチゾル及び PPARα活性化
剤処理は、Hara et al.(2020)の方法に従って実施した。遺伝子発現解析は、Kitano et al.(2012)
の方法に従って、LightCycler480 (Roche 社製)を用いて定量的リアルタイム PCR により実施し
た。性転換魚の飼育実験は、Nozu et al.(2009)の方法に従って行った。ニホンウナギの飼育実
験は、Inaba et al.(2021)の方法に従って実施した。 
 
４．研究成果 
(1) メダカ生殖腺におけるコルチゾルによる雌化抑制機構の解析 
研究代表者らは、メダカ孵化仔魚の生殖腺を用いて RNA-seq 解析を実施したところ、高温や

コルチゾル処理により cyp19b の遺伝子発現が抑制されることを見出した。そこで、ゲノム編集
技術を利用して cyp19a と cyp19b のダブル KOメダカを作製してその表現型を解析した。これら



ダブル KO メダカの生殖腺の組織学的観察を行ったところ、XY 個体においては全てで精巣が観
察されたが、XX個体においては、1カ月齢で卵巣、2カ月齢で卵精巣、6カ月齢で精巣が観察さ
れたことから、これら遺伝子は卵巣の発達や維持に重要な役割を果たしていると考えられた。 
 
(2) メダカ生殖腺におけるコルチゾルによる雄化誘導機構の解析 
  研究代表者らは、コルチゾルによる雄化誘導機構を解明するため、メダカ孵化仔魚の生殖腺

を用いた RNA-seq 及び定量 PCR 解析したところ、高温やコルチゾル処理により脂質代謝に関連
する遺伝子の発現が増加し、PPARαシグナリングが活性化することを見出した。そこで、ゲノ
ム編集技術を利用して pparaa KO メダカを作製して、その表現型を解析した。その結果、この
KO 系統の XX メダカは、コルチゾル処理により全く雄化しなかったことから、コルチゾルでの
雄化における PPARαの関与が示唆された。次に、PPARα活性化剤が XX メダカの雄化を誘導で
きるかどうか調べた。その結果、通常メダカに PPARα活性化剤である Fenofibrate や GW7647
を投与したところ、有意に雄化を誘導できた。一方、pparaa KO メダカに Fenofibrate を投与
した結果、全く雄化しなかったことから、Fenofibrate による雄化は PPARαを介していること
が示唆された。このように、研究代表者らは、環境依存的性決定には高温→コルチゾル量上昇
→PPARα活性化→雄化の分子カスケードが存在していることを初めて証明した。今後は、PPAR
αのリガンドと考えられる脂肪酸による雄化の影響を調べるのと同時に、他の PPAR サブタイプ
の役割についても調査する予定である。さらには、ストレスによる雄化の本質的意義について
も迫っていきたいと考えている。 
 
(3) 阻害剤等が及ぼす性転換魚及びニホンウナギへの影響調査 
 研究分担者らは、コルチゾルがハタ科魚類の生殖腺に及ぼす影響を調べるため、ヤイトハタ
を用いてコルチゾルの経口投与実験を実施した。1群 10 尾とし、コルチゾル(低、中、高濃度)
処理群、対照群を設定し、6 週間処理した。終了時に低濃度群は 8 尾生存したが、中濃度群は
全個体が死亡し、高濃度群は 1尾のみ生存した。組織学的観察の結果、処理群の生殖腺は対照
群の卵巣と相違なく、ハタ科魚卵巣においてコルチゾル投与の影響は認められなかった。次に、
コルチゾルをココアバターと混合し、これらをヤイトハタ雌の腹腔内に注入した。処理後の 7
個体の卵巣には影響は観察されなかったが、アンドロゲンを腹腔内注入した 10個体では全てで
精子形成が認められた。これらのことから、ヤイトハタでは、コルチゾルは雄化を誘導できな
いのではないかと考えられた。 
ミツボシキュウセンにおけるコルチゾルの関与を調べるため、ミツボシキュウセンの雌 6尾

を同一水槽に入れ、コルチゾル合成阻害剤であるメチラポン(1mg/g 餌料)を 4 週間投与した。
投与終了後に生殖腺を組織学的に観察した結果、対照群および投与群において性転換個体が出
現し、メチラポンでは性転換を抑制できないことが示された。一方、ミツボシキュウセン雌を
用いて、PPARα活性化剤である Fenofibrate の卵巣に及ぼす影響を調べた。処理開始 4週間で
は、処理した個体の卵巣に明瞭な変化は認められなかったが、コルチゾルでは精巣へと転換し
た。これらのことから、ミツボシキュウセンでは、コルチゾルは雄化を誘導できるが、
Fenofibrate は誘導できない可能性が示唆された。 
研究分担者らは、養殖ウナギの雄化とコルチゾルとの関連性を調べるため、メチラポンやコ

ルチゾル拮抗剤(RU486)を用いた飼育試験を実施した。高濃度のメチラポン(3mg/g 飼料)を混合
した餌をシラスウナギに与え、全長 30cm 以上まで飼育して雌雄判別を行ったが、雌の個体は出
現しなかった。また、RU486 を混合した餌をシラスウナギに給餌して同様の飼育試験を行った
が、雌の個体は出現しなかった。一方、コルチゾルが雄化を誘導するか検証するため、シラス
ウナギにエストラジオールを 10ug/g 飼料の割合で混合した餌を与え、全長 18cm まで雌化処理
した後に、コルチゾルを 100ug/g 飼料の割合で混合した餌を給餌した。その結果、コルチゾル
処理した個体群では雄比率が僅かに高くなったことから、コルチゾルは養殖ウナギに対しても
雄化を誘導するのではないかと考えられた。 
一方、1 尾ずつを屋外のタンクで飼育するニホンウナギの単独飼育を試みた。シラスウナギ

を全長 15cm 程度まで集団で飼育した後、単独飼育を半年間行った結果、おおよそ半数の個体が
雌へと分化した。このように、単独飼育環境下で雌雄が等しく現れることから、ニホンウナギ
には遺伝的性決定が存在することが分かり、集団飼育する養殖ウナギでは高密度ストレスによ
り雄化している可能性が示唆された。 
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