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研究成果の概要（和文）： 
温度依存性の性分化を示すアメリカンアリゲーターの温度感受性期間における生殖腺・生殖輸

官系の組織形態アトラスを作成するとともに性ホルモン受容体の発現と局在を明らかにした。
さらに温度感受性に関係する因子（主としてヒートショックタンパク質とミュラー管退縮ホル
モン）を分子生物学的に同定して、ワニにおける性分化機構の一端を証明した。これらの結果
は内分泌かく乱物質のハ虫類における生殖影響評価に貢献すると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In American alligator showing temperature-dependent sex determination (TSD), 
development of reproductive organs, ontogeny of expression of estrogen and progesterone 
receptor and candidates involved in the TSD were identified during the thermo-sensitive 
period. These results may contribute to the understanding of endocrine disrupters on 
reptiles. 
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１．研究開始当初の背景 
 内分泌かく乱物質(EDs)の人類、野生生物
に対する疑わしき影響は、多岐に及んでいる
と言われているが、関係が明確な現象はむし
ろ少ない。一方で食物連鎖による陸生動物へ
の影響より、水棲動物への影響は直接的であ
るためより深刻で、ハ虫類への影響は因果関
係が深いと考えられている。フロリダ半島の
ワニ（American alligator）が生活排水、工

場廃液、農薬などの複合汚染により、生息数
が著しく減少したことは、当時フロリダ大学
の在籍したGuillette 教授により報告されて
いる（1994,1996）。ワニの性分化は、染色体
ではなく胚発生のある時期における温度に
より、雄は 33.5℃で生じる。しかし、この温
度に感受性の高い時期にエストロゲンを投
与すると雄化が抑制されることも分かって
いる。EDs の多くはエストロゲン様作用を示
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すため、先の環境汚染がワニの生息数に影響
を及ぼしたと推測されている。 
 
２．研究の目的 
 ワニの性分化における温度感受精期（ステ
ージ 19 から 25）の胚発生は詳細に研究され
ていないうえ、温度感受性のメカニズムにつ
いても全く分かっていない。本研究はそれら
を明らかにする目的で次の 7課題の研究を実
施した。 
 
（１）アメリカンアリゲータ胚発生にともな
う生殖腺および輸管系の分化おける組織学
的研究 
 温度依存的性決定と生殖腺・輸管系の分化
との関連性を解明する目的で、発生組織図譜
を作成し、EDs 影響に関する研究への基礎デ
ータとすることを目的としている。 
 
（２）アメリカンアリゲーターの性決定にお
けるヒートショックタンパク質の作用 

胚時期の特定な時期（温度感受性期、TSP）
に働く遺伝子発現のついてはほとんど知ら
れていない。この研究では熱ストレスタンパ
ク質として知られるヒートショックタンパ
ク質とその関連タンパク質をコードする
cDNA をクローニングして、TSP における遺伝
子発現量検討した。 
 
（３）ハ虫類エストロゲン受容体の単離・機
能解析と染色体マッピング 

ステロイドホルモンはその受容体を介し
て、ハ虫類を含む脊椎動物の生殖に重要な役
割を担っている。ステロイドホルモン受容体
はホルモン依存的な転写調節因子であるが、
ハ虫類ではその遺伝子の特性等詳しい解析
がほとんど行われていない。この研究では脊
椎動物のエストロゲン受容体（ER）の分子進
化、およびハ虫類のエストロゲンが関与する
内分泌システムの調べる目的で、ハ虫類から
ER 遺伝子の単離を行った。 

 
（４）アメリカンアリゲーターからのミュラ
ー管抑制因子(AMH)遺伝子の単離・同定 
 脊椎動物において、性決定の方法は種によ
り大きく異なるが、アメリカンアリゲーター
は温度依存により性が決定される。ほ乳類に
におけるオスの初期性分化過程では、SRY、
SOX-9、DMRT1 や SF-1 など様々な因子が働い
ており、ワニやカメでもそれらの性分化因子
が働いている可能性が示唆されている。これ
らの因子のうち、ミュラー管抑制因子(AMH)
はミュラー管（M 管）の退縮を引き起こす重
要な性分化因子であるため、ワニの性決定機
構を解析する一環としてAMH遺伝子のクロー
ニングと発現機構の解析を行った。 
 

（５）雌性アメリカンアリゲーターの発生に
おける性ホルモン受容体発現について 

エストロゲンやプロゲステロンなどの性
ステロイドは受容体（ER、PR）を介して下流
遺伝子の発現を調節している。また、PR はエ
ストロゲンの誘導タンパク質でもあるので
内因性のエストロゲン分泌開始時期の見当
に都合がよい。本研究は免疫組織学的手法を
用いて主として胚時期での性ホルモン受容
体の発現、局在を調べた。 
 
（６）ワニにおけるTGFβ関連シグナル因子の
生殖腺での発現変動 

ワニ生殖腺において、ステロイド系以外の
シグナル経路に関する詳細な解析はほとん
ど行われていない。本研究では TGFβ関連遺伝
子であるアクチビン、インヒビン、フォリス
タチン、さらに成長分化因子-9(GDF-9)の生
殖腺での遺伝子発現レベルの解析を行うと
ともに、胚発生過程における環境汚染の生殖
腺への影響を考察した。 
 
（７）アメリカンアリゲーター甲状腺の性ス
テロイドと甲状腺受容体の異なった発生時
期における発現 
 甲状腺ホルモンは器官形成に多くの役割
を持っている上、成体においても恒常性の維
持や生殖機能に種々の役割を持つ。性ホルモ
ン受容体が哺乳類甲状腺で発現しているた
め、エストロゲンシグナルと甲状腺機能の関
連が推測されている。ワニ甲状腺も孵化後の
成長と性ホルモン分泌の調節に関与し、性ホ
ルモン受容体と個体成熟応じた発現の変化
が予想される。本研究では個体成長に伴う甲
状腺の性ホルモン受容体発現変化について
追究した。 
 
３．研究の方法 
 本研究で使用したワニは全てフロリダ州
政府の許可の下で、特に記載がない場合はウ
ッドラフ湖より採集したものである。雌雄は
それぞれステージ（S）20 からそれぞれ 33℃
あるいは33.5℃の孵卵器で飼育した（図1）。
孵化のステージは 26 である。 
   
（１）アメリカンアリゲータ胚発生にともな
う生殖腺および輸管系の分化おける組織学
的研究 
 採材はＳ14 から孵化時期のＳ26 までと、
孵化後 1 ヶ月に行った。2 から 3 個体の各ス
テージ胚の下半身をブアン氏液で固定した。
固定後は定法に従いパラフィン包埋を行っ
た。10µm のヘマトキシリン-エオシン染色連
続切片を作製して、生殖腺・副腎・中腎複合
体複合体(GAM)と生殖輸管系の組織検索を行
った。 
 



 

 

（２）アメリカンアリゲーターの性決定にお
けるヒートショックタンパク質の作用 
 雌雄を分化させる温度で飼育した卵から
GAM を摘出した。孵化後後 48 時間後と１カ月
の個体からもどうように GAM を摘出した。ヒ
ートショックタンパク質（HSP）のクローニ
ングは通常の方法で行い、各 HSP についてヒ
トを含む他の動物とのアミノ酸配列の相同
性を検討して相関図を作った。さらに各ステ
ージから抽出した mRNA を用いて cDNA を作成
後、各 HSPmRNA 発現を RT-PCR で定量した。 
 
（３）ハ虫類エストロゲン受容体の単離・機
能解析と染色体マッピング 
オキナワハブ、シマヘビ、アメリカワニ、フ

ロリダアカハラガメの４種類のハ虫類を使用
した。摘出した動物の肝臓と生殖腺からRNA
を精製し、逆転写反応後にcDNAを得た。プラ
イマーを使ってcDNAを鋳型とするPCR反応を
行い、ハ虫類のERの配列を決定した。さらに、
単離したエストロゲン受容体がどの染色体に
位置するのかをFISH法で解析した。 
 
（４）アメリカンアリゲーターからのミュラ
ー管抑制ホルモン(AMH)遺伝子の単離・同定 

雌雄を分化させる温度で飼育した胚から
GAM を採材した。また、孵化直後の個体も使
用した。RNA を抽出し、ゲノム DNA は DNA ウ
ォーキングによるゲノム上のAMH 遺伝子の解
析に、RNA は RACE 法による AMH 遺伝子 cDNA
の単離及び、胚発生時期などの AMH 遺伝子や
性分化関連因子遺伝子の定量的 RT-PCR 法に
よる発現解析に用いた。 
 
（５）雌性アメリカンアリゲーターの発生に
おける性ホルモン受容体発現について 
 雌雄を分化させる温度で飼育した胚から
生殖腺-副腎-中腎複合体を採材し、緩衝ホル
マリンで固定した。ポジティブコントロール
として成体雌ワニの卵管を使用した。免疫染
色に使用する抗体は、ウエスタンブロット法
により交差性を確認し、通常の ABC 法により
交差部位を可視化した。 
 
（６）ワニにおけるTGFβ関連シグナル因子の
生殖腺での発現変動 

雌雄を分化させる温度で飼育した胚を使
用した。RNA の抽出後、cDNA を合成し、リア
ルタイムPCRによりTGFβ関連シグナル因子の
遺伝子発現レベルを調べた。 
  
（７）アメリカンアリゲーター甲状腺の性ス
テロイドと甲状腺受容体の異なった発生時
期における発現 
 雌雄を分化させる温度で孵化した個体の
甲状腺をさまざまな時期に摘出し、ER 免疫染
色を行った。遺伝子発現は、RNA を抽出した

後、通常の方法で cDNA を作製してリアルタ
イム PCR 法で定量した。 
 
４．研究成果 
（１）アメリカンアリゲーター胚発生にとも
なう生殖腺および輸管系分化おける組織学
的研究 
 S14 胚においては生殖腺の分化は認められ
ず、ウオルフ管（W 管）のみ存在していた。
S20 で W 管と M 管が全長に渡って形成されて
いた。Ｓ20 以降雌の温度 30℃を維持した個
体では、生殖輸管系に関しては孵化時期であ
るS26 まで管が太くなること以外に大きな変
化がなかったが、Ｓ20 以降雄の温度 33.5℃
で維持した個体においても、生殖輸管系は
S26 で雌と大差が認められなかった。しかし、
W 管の上皮を取り巻く筋層の形成が認められ
た。孵化後 1 ヶ月の雌個体では M 管と W 管が
存在していた。一方、雄個体では M 管が退化
しており、W 管のみが存在していた。孵化後
1 ヶ月で生殖輸管系の初期の分化が終了した
と判断できる。 
 以上の結果から、生殖腺の分化が終了する
S25 以降も M 管は退化せず、中腎が消失する
まで残存することが分かった。我々の研究で
は、雄の温度で管理したＳ25 の個体では、M
管抑制ホルモンの mRNA が最大となっていた
が（Urushitani et al., 2011）、精巣の分化
である S26 においてもＭ管は存続した。M 管
の退化には、AMH の継続的分泌が必要と考え
られる。勝博士はアンドロゲンをエストロゲ
ンに変換する酵素であるアロマターゼ発現
Ｓ24 に増大することを見出しており（未発
表）、今回の組織学的検索における卵巣の分
化時期と非常に良く合致する。今回作成した
生殖器官における組織発生図譜は、今後の内
分泌かく乱の研究に極めて有効に活用でき
ると思われる。 

   図 1.ステージ 25 おける輸管系と生殖腺 
 （A-B:雄、B-C:雌） 
 
（２）アメリカンアリゲーターの性決定にお
けるヒートショックタンパク質の作用 

クローニングした 14 種の HSP 関連タンパ
ク質はブラスト後、5’-RAC 法により全長の配
列が決定し、配列の類似性を明らかにした。
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中でも HSP40 と 60 は、比較した全ての動物
種で90%以上の相同性を示した。さらにCIRBP
はヒトと 91%の相同性であり、イヌのもつ 3
種の CIRBP のイソ型の内、2 種と高い相同性
を示した。HSP90αと HSP90βの動物種相同性は
表２に示した。ワニ HSP90αと HSP90βは互い
に類似性があり、さらにこれらの HSPs は他
の動物と高い相同性を示した。 

我々はワニの温度依存性性分化はHSP 遺伝
子発現によると仮定した。この仮説に一部は
HSPs がステロイドホルモンシャペロンとし
ても働くことを示している。そのため HSP 関
連タンパク質の各ステージにおける遺伝子
発現調べ、全ての HSP 関連タンパク質は孵化
後の雌雄を含み、TSP の前後で発現すること
を示した(図 1)。生殖腺 HSP27(雄＞雌)、生
殖腺 HSP70(雄＜雌)、副腎 HSP90α(雄＞雌)の
性による二相性が認められた。これらの結果
は TDS に対して新しい見解を与え、HSPs の生
殖腺発達に対する役割の問題点を提起した。 

 図 1.温度感受生期における遺伝子発現 
 
（３）ハ虫類エストロゲン受容体の単離・機
能解析と染色体マッピング 

今回、PCR法を用いて2種類のヘビからα型と
β型のER遺伝子の単離に成功した。ワニとカメ
からERβ遺伝子の単離を行った。アミノ酸配列
をもとにした系統樹を作製したところ、ワニ
はその他のハ虫類よりも鳥類と非常に近いこ
とが分かった。PCR法を用いて様々な組織での
発現解析を行い、α型とβ型の全組織で発現を
確認した。 

ヘビのER遺伝子の染色体上の位置を調べた
ところ、α型は１番染色体の短腕、β型は１番
染色体の長腕に位置することが分かった（図
1）。なお、オキナワハブ、シマヘビともにそ
れぞれ同じ染色体に位置していた。 

 
図1.ERの染色体マッピング 
 

ハ虫類のERのホルモン依存性の解析は、生
体内でのホルモンの役割、受容体の作用機構
等のin vivo解析のための重要な知見を提供
し染色体マッピングの結果は、ハ虫類と鳥類
の類似性を大きく示唆するものであり、染色
体構造の分子進化の解明に役立つ結果と考え
られる。 
 
（４）アメリカンアリゲーターからのミュラ
ー管抑制ホルモン(AMH)遺伝子の単離・同定 

我々はアメリカンアリゲーターのAMH 遺伝
子の cDNA のクローニングならびにゲノム構
造の解析を行った。アミノ酸配列の解析から
この AMH は、鳥類の AMH と最も高い相同性を
持ち、また、ゲノム上の遺伝子構造もほ乳類
及び鳥類とよく似ていることが明らかとな
った(図 1)。これらの結果は、ワニ類の祖先
と鳥類の祖先が中生代の初期に同じ槽歯類
から分かれて進化したという報告と合うも
のである。この配列情報を基に、TSP におけ
るAMH ならびに性分化関連因子の発現解析を
行った結果、AMH は有意に増加したものの、
SOX9やDMRT1遺伝子は変化が見られなかった。
これ AMH 遺伝子の発現と SOX9、DMRT1 遺伝子
の発現に関連があると考えられたことや、ほ
乳類や鳥類においてAMH 遺伝子の発現調節に
これらの因子が性分化関連の転写因子が結
合しうる可能性が示唆された。これらのこと
は、環境要因により性が決定する種において
も、遺伝的に性が決定する種と共通の性分化
機構が存在することを明らかにした。 

図 1.ワニ AMH とその他の動物への相同性 
 

（５）雌性アメリカンアリゲーターの発生に
おける性ホルモン受容体発現について 
 ウエスタンブロット法により抗体のスク
リーニングを行い、免疫染色では、抗体 Ab-10
と C-19 を使用した。成体ワニの卵管は、上
皮細胞、間質細胞、筋細胞ともに ERαと PR
を発現しており、核が明瞭に染色された。用
いた ERαと PR 抗体が何れもワニ組織で交差
することを示している。ステージ 20 以降は
M 管と W 管のいずれも存在し、未分化の生殖
腺の卵巣への分化はステージ24 から生じた。
ステージ 20 の M 管でも卵巣においては ERα
および PR ともに発現していなかった。M 管に
おける ERαの発現は上皮よりも間質の方が早



 

 

く、ステージ 22 では僅かに核が染まる細胞
が存在した。その後間質細胞の染まりは明瞭
となった。上皮細胞における ERα発現は非常
に遅れて孵化時のステージ 26 まで発現しな
かった。卵巣の ERα発現は卵巣への分化と同
じ時期でステージ 24 となり、M 管の間質細胞
よりやや遅れた。 W 管におけ PR 発現は ERα
発現より非常に遅く、間質細胞でステージ 26
となったが、上皮細胞の発現は観察できなか
った（図 1）。卵巣での PR 発現は、ERαよりや
や遅れてステージ 25 であり、M 管より僅かに
早い。孵化後 1 ヶ月令では、M 管上皮細胞、
間質細胞ともに ERαを発現していた。一方、
PR 発現は上皮細胞に認められたが、間質細胞
の発現は弱くなった。 
 M 管の ERα発現が卵巣の分化より早く起こ
ることや PR の発現がエストロゲンで誘導さ
れると考えると M 管および卵巣での ERα発現
は、内因性のエストロゲンに依存しないかも
知れない。これに対して孵化後 1 ヶ月令にお
ける上皮細胞の発現は内因性エストロゲン
による可能性が示唆された。孵化後 1 ヶ月令
においても筋層の分化は認められず、平滑筋
細胞での発現は明らかでない。 

 図 1.ステージ 26 における M 管と卵巣の ER     
  と PR 発現(A-C:ER、B-D:PR） 
 
（６）ワニにおけるTGFベータ関連シグナル因
子の生殖腺での発現変動 

持ち帰った受精卵の90%以上が孵化し、それ
は処理温度間、または採集した湖間での差は
認められなかった。しかし、アポプカ湖から
採集した卵から孵化した個体の66%が13ヶ月
後まで生存できなかった。これはウッドラフ
湖の卵の生存率（96%）と較べ有為に低下して
いた。ウッドラフ湖の個体を30℃と33.5℃で
処理した際のオスとメスでの遺伝子発現レベ
ルの比較を行った結果を図１に示した。卵巣
では、フォリスタチン、GDF-9そして転写因子
であるFoxl2の発現が精巣より高くなってい
た。一方、インヒビンやFSH受容体の発現が卵
巣より精巣で多くなっていた。 

今回、我々はウッドラフ湖からのワニにお
いて調べた遺伝子について性的二型性の存在
することを示した。ワニではシグナル伝達系
に働く様々な因子の機能は良く調べられてい

ないが、インヒビンやFSH受容体は卵巣よりも
精巣で強く発現していることが分かった。こ
れらの遺伝子産物は、高等脊椎動物では、セ
ルトリ細胞数の調節など発生の性的分化の初
期における役割が報告されている。ワニにお
いても同様に性的発達に何らかの役割をなす
事が今回の結果から推測される。対照的に、
FSH、GDF-9は精巣よりも卵巣に多くの発現が
認められた。いずれもステロイド生合成経路
に関連する因子である。しかしながら、特に
GDF-9のオスとメスでの生殖腺での発現変化
はウッドラフ湖からの個体にのみ認められア
ポプカ湖の由来の個体では認められなかった。
アポプカ湖の個体では、フォリスタチンの発
現レベルが低値であった。マウスではGDF-9
の遺伝子破壊はフォリスタチンの現象を示し、
多卵濾胞になる。アポプカ湖の個体は多卵濾
胞を示すので、GDF-9の現象がその原因である
可能性が高いと考えられる。 

図1.各湖沼におけるTGFベータ関連遺伝子 
 発現 

 
（７）アメリカンアリゲーター甲状腺の性ス
テロイドと甲状腺受容体の異なった発生時
期における発現 
 各成長ステージの甲状腺中の ERαは免疫染
色により甲状腺濾胞細胞の核中に存在する
ことが分かった。ERαのタンパク質発現は強
く、全ての成長ステージで濾胞上皮細胞の多
くに検出された。発現した細胞の比率（発現
細胞/全ての細胞、％）は各成長ステージで
統計学的な有意差が認められなかった。 
 リアルタイムPCR 法により全ての成長ステ
ージで甲状腺組織に性ホルモンならびに甲
状腺ホルモン受容体遺伝子が発現している
ことが分かった。 
 以上の結果は、アメリカンアリゲーターの
甲状腺で哺乳類同様性ホルモン受容体（ERα、
AR）が発現していることを示しているが、ERα
の性差を証明することが出来なかった。AR、
TR についても同様に性差が認められなかっ
た。しかし、甲状腺における性ホルモン受容
体の存在は、性ホルモンによる甲状腺機能調
節への関与と、これら性ホルモンに対するリ
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ガンド機能を有する汚染物質の甲状腺発達
ならびに機能へのかく乱の可能性を示唆し
ている。 
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