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研究成果の概要（和文）：濾胞刺激ホルモン(FSH)、黄体形成ホルモン(LH)を作る遺伝子fshb, lhbは同一の遺伝
子が重複してうまれたパラログ遺伝子である。これらの発現様式は、哺乳類では脳下垂体の同一細胞内に共発現
するのに対し、真骨魚類では別々の細胞に発現している。本研究では、共発現種と別発現種のfshb, lhbのエン
ハンサー配列を導入したトランスジェニックメダカを作製した。脳下垂体内でレポーター活性を確認すること
で、進化上で発現パターンの変化がどのように起こったのか調べ、共発現種のfshb/lhb共発現細胞と別発現種の
fshb、lhb発現細胞の対応関係を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The genes fshb and lhb, which produce follicle-stimulating hormone (FSH) and
 luteinizing hormone (LH), are paralogous genes derived from the duplication of identical genes. 
They are co-expressed in the same pituitary cells in mammals, whereas they are expressed in separate
 cells in teleost fish. In this study, we investigated how the expression patterns of fshb and lhb 
changed during evolution by introducing the enhancer sequences of fshb and lhb from co-expressing 
and differentially expressing species into medaka and checking the reporter activity in the 
pituitary cells of medaka. Immunohistochemistry and in situ hybridization on the same sections 
revealed the correspondence between fshb/lhb co-expressing cells of co-expressing species and fshb- 
and lhb-expressing cells of differentially expressing species.

研究分野：生殖生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、パラログ遺伝子であるfshb, lhb進化上での発現パターンの変化について、種間での各発現細胞の
対応関係を実験的に示すことができた。このことは、パラログ遺伝子が発現分化するプロセスを明らかにできた
初めての例となるだけではなく、異種のエンハンサー活性をモデル動物内で再現、細胞レベルで解析することに
よって、進化の過程で起こった発現制御配列の進化をモデル動物上でレポーター発現として可視化する方法が有
効であることを示した。

※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 
新しい遺伝子は、多くの場合遺伝子重複によって生み出されている。重複直後、重複した 2つの
遺伝子は、同じ遺伝子調節配列、同じアミノ酸配列を持つため、同じ場所で発現し、同じ機能を
持つ。その後に突然変異の蓄積が起こり、①タンパク質コード領域の変異により異なる機能を獲
得すること、②発現調節配列の変異により別細胞で発現するようになること、の 2 つのプロセ
スを経てはじめて完全に異なる遺伝子として働くようになると考えられている。しかし、実際の
遺伝子で、発現調節配列の変化によって発現が分化するメカニズムの研究は皆無である。その理
由は、進化の速度は速く、現存する生物に存在する重複遺伝子(パラログ)の多くは、既に①、②
のプロセスを経たファミリー遺伝子になっているからである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、濾胞刺激ホルモン(FSH)、黄体形成ホルモン(LH)のサブユニットをコードする遺伝
子、fshb, lhb がパラログの関係にあり、現生脊椎動物で①と②の遷移過程にあることに着目し
た。これらの発現局在は、哺乳類では脳下垂体の同一の細胞に共発現しているのに対して、真骨
魚類では脳下垂体の別々の細胞に発現していることが近年明らかになっている。重複直後の遺
伝子は同一の細胞で発現することから考えると、共発現している哺乳類の発現パターンが祖先
形質で、真骨魚類の系統で発現分化が起こったことが強く示唆される。そこで、共発現種と別発
現種での fshb・lhb のレポーター発現を同一細胞内で観察することによって、共発現種と別発現
種での fshb・lhb 発現細胞の対応関係の解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
fshb，lhb の発現分化前後の種における細胞の対応関係を示すために、共発現種と別発現種での
fshb・lhb 上流ゲノム配列にレポーター遺伝子をつないだコンストラクトを導入した遺伝子組み
換えメダカ・マウスを作製し、発現パターンを細胞レベルで解析することで、共発現種と別発現
種での fshb・lhb 発現細胞の対応関係を明らかにすることを考えた。例えば、共発現種であるポ
リプテルス fshb 上流ゲノム配列に RFP をつないだコンストラクトを導入した遺伝子組換えメダ
カを作製する。そのメダカの脳下垂体で、どの細胞が RFP を発現しているか、メダカ内在性の
fshb, lhb タンパク質と二重標識して観察する
ことで、ポリプテルス fshb 発現細胞が、メダカ
のどの細胞に相当するのかを実験的に示すこと
ができる。 
本研究では、共発現種の fshb, lhb のレポータ
ー発現を調べるために、ポリプテルス fshb, lhb
上流ゲノム配列、ヒト lhb 配列をクローニング
し、それらに GFP または RFP をつないだコンス
トラクトを作製、トランスジェニックメダカを
作出した。また、別発現種の fshb,lhb のレポー
ター発現の確認のためにはスポッテッドガー
fshb, lhb 上流ゲノム配列、メダカ fshb, lhb 上
流ゲノム配列に GFP または RFP をつないだコン
ストラクトを作製した(図 1) 
 
 
４．研究成果 
各種トランスジェニックメダカを作製し、メダカ成体における
GFP/RFP レポーター発現を検証したところ、以下のトランスジェニッ
クメダカにおいて脳下垂体でレポーター活性が観察された。図 2 はそ
の例としてポリプテルス fshb 上流 + RFP を導入したトランスジェニ
ックメダカの脳下垂体の写真を示した。 
・スポッテッドガーlhb 上流 + GFP 
・ポリプテルス fshb 上流 + RFP 
・ポリプテルス lhb 上流 + GFP 
・ヒト lhb 上流 + GFP 
これらのトランスジェニックメダカについて、in situ hybridization
と免疫組織化学染色による同一切片での検出を行い、レポーター発現
の見られた細胞を詳細に同定することができた。一方で、スポッテッ
ドガーfshb 上流 + RFP を導入したトランスジェニックメダカでは脳
下垂体における蛍光が見られなかったため、このゲノム配列にはメダカの脳下垂体で発現する



のに十分な領域が含まれていなかったことが予想された。 
また、本研究とこれまでの報告から上流ゲノム領域にエンハンサー配列が含まれていることが
判明しているメダカ fshb, lhb 上流配列、スポッテッドガーlhb 上流配列にレポーター遺伝子を
つないだコンストラクトを導入したトランスジェニックマウスの作製を行ったが、調べた個体
では脳下垂体でのレポーター発現を確認することができなかった。したがって、FSH・LH が別発
現しているスポッテッドガーガー、メダカではエンハンサー活性は保存されているが、これらの
エンハンサーはマウスでは活性を持たず、発現システムの変化が起こっていることが予想され
た。 
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