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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、コルチゾルが温度依存的性決定に深く関与することを見出している。そこ
で本研究では、まず、高水温が及ぼすメダカ生殖腺への影響を調べたところ、高水温またはコルチゾル処理したXXメダ
カにおいて、fshr及びcyp19a1 mRNAの発現が抑制され、gsdf mRNAの発現が誘導されることが分かった。次に、これら
遺伝子の機能解析を行った結果、GSDF過剰発現XXメダカにおいて完全な雄化が誘導された。これらの結果から、高水温
によるメダカの雄化は、コルチゾルがgsdf mRNAの発現を誘導し、fshrやcyp19a1 mRNAの発現を抑制することにより引
き起こされると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We have already reported that cortisol is deeply involved in 
temperature-dependent sex determination. Here, we first showed that exposure to high temperature (HT) or 
cortisol after hatching inhibited the expression of fshr and cyp19a1 mRNAs, and induced the expression of 
gsdf mRNA in XX gonads during gonadal sex differentiation. Next, we analyzed the phenotypes of 
FSHR-knockout, CYP19A1-knockout and GSDF-overexpressed transgenic medaka. As results, among these medaka 
lines only GSDF-overexpressed XX medaka were completely sex-reversed into phenotypic males. Furthermore, 
quantitative real-time PCR analysis showed that the overexpression suppressed the expression of fshr and 
cyp19a1 mRNAs in XX gonads during gonadal sex differentiation. These results strongly suggest that HT 
induces masculinization of XX medaka by elevation of cortisol levels, which, in turn, causes suppression 
of fshr and cyp19a1 expression while inducing gsdf expression in XX gonads.

研究分野： 比較内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 魚類を含む多くの生物は、様々な環境に適
応して子孫を存続させるため、温度等の環境
に依存した性決定システムを進化させてい
る。このシステムは、基本的に遺伝的な性決
定を行う一部の生物種においても、保持され
ていることが最近明らかとなっている。しか
しながら、この環境依存的性決定の分子機構
は、未だに不明な点が多く残されている。 
 研究代表者らは、XX-XY 型の性決定システ
ムを持つ魚類であるヒラメ、メダカを用いて、
温度依存的性決定の分子機構を研究してき
た。その研究成果としては、ヒラメ、メダカ
ともに、性分化時期に高温で飼育することに
より、生体内のコルチゾル量が上昇すること、
性分化時期に高温処理またはコルチゾル処
理を行うと XX 個体が雄化すること、高温飼
育下でコルチゾル合成阻害剤処理を行うと
XX 個体の雄化が阻害されること等である
(Hayashi et al.,2010; Yamaguchi et 
al.,2010)。さらに、XX ヒラメの生殖腺をコ
ルチゾル処理下で約２週間培養したところ、
雌化マーカーである卵巣型アロマターゼ
(cyp19a1) mRNA の発現が抑制され、雄化マー
カ ー で あ る Mullerian inhibiting 
substance(mis) mRNA の発現が誘導されるこ
とが確認された(Yamaguchi et al.,2010)。
これらのことから、コルチゾルが温度依存的
性決定に深く関与していることが明らかと
なった。  
 コルチゾル量の増加は、下垂体での副腎皮
質刺激ホルモン(ACTH)の分泌により引き起
こされ、ACTH の分泌は視床下部での副腎皮質
刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)により誘導
されることが分かっている。最近、研究代表
者らは、視床下部内のコルチゾル制御因子を
同定するため、メダカ視床下部を用いて DNA
マイクロアレイ解析を行い、高温により 10
倍以上発現が上昇する因子 65 個、抑制され
る因子 55 個を単離した。高温により発現が
上昇する因子の中には、crh に加えて、ヒー
トショックプロテイン 70(hsp70)や hsp30 等
の分子シャペロンが多く含まれていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず、高温ストレスによる雄
化と HSP、CRH との関連性を調べるため、HSP
発現誘導因子である heat-shock factor 1 
(HSF1)及び CRHのノックアウト(KO)メダカ系
統の作製及び表現型解析を試みる。次に、高
温ストレスが及ぼすメダカ生殖腺への影響
を調べるため、性分化時期におけるいくつか
の性分化関連遺伝子の発現パターンを解析
する。さらに、高温ストレスにより発現変動
した性分化関連遺伝子について機能解析を
実施する。 
 
３．研究の方法 
  ゲ ノ ム 編 集 技 術 の 一 つ で あ る
transcription activator-like effector 

nuclease (TALEN)を利用して HSF1 ノックア
ウト(HSF1-KO)メダカ、CRH ノックアウト
(CRH-KO)メダカ、卵巣型アロマターゼノック
アウト(CYP19A1-KO)メダカを作製するため、
それぞれの標的遺伝子に特異的なTALENを作
製した後、この TALEN を FLFII メダカの１細
胞期胚に顕微注入して成魚まで飼育し、変異
導入個体を選別した。次に、変異導入個体と
野生個体を交配してヘテロ変異個体を得た
後、ヘテロ変異個体同士を交配して KO 個体
を作製した。一方、濾胞刺激ホルモン受容体
KO(FSHR-KO)メダカ系統は、target induced 
local lesion in genomes (Tilling)ライブ
ラリー(Taniguchi et al.,2006)からナンセ
ンス変異を選別することにより作製された
(Murozumi et al.,2014)。さらに、分泌性増
殖因子 gonadal soma-derived growth factor 
(GSDF)の過剰発現トランスジェニック(Tg)
メダカ系統は、生殖腺体細胞特異的プロモー
ターmis (Shiraishi et al.,2008)と gsdf を
連結したプラスミドと、生殖細胞特異的プロ
モーターolvasとDsRedExpressを連結したプ
ラスミド(Hayashi et al.,2010)を同時に、
FLFII メダカの１細胞期胚に顕微注入して成
魚まで飼育し、両プラスミドが導入された個
体を選別して作製された。 
 高温処理及びコルチゾル処理は、孵化後 0
日目から 5日目まで、Hayashi et al.(2010)
の方法に従って実行された(Kitano et 
al.,2012)。生殖細胞数は、DsRed 蛍光で可視
化されたすべての生殖細胞数を計数した。ま
た、遺伝子発現パターンを調べるため、性分
化関連遺伝子の発現を RT−PCR 及び定量的リ
アルタイム PCR により解析した。エストロゲ
ン量は、enzyme immunoassay により測定され
た(Murozumi et al.,2014)。さらに、雌雄判
別については、生殖腺の組織像を観察して判
定した。 
 
４．研究成果 
(1) メダカ視床下部における高温ストレス
応答因子の機能解析 
 HSF１-KO メダカにおいては、XY 雄は妊性
があったが XX 雌は不妊となることが分かっ
た。また、この KO メダカにおける全身での
hsp70 mRNA の発現量は、高温処理を行っても
上昇しないことが確認された。一方、CRH-KO
メダカにおいては、雌雄ともに妊性があり、
この KO 個体同士を交配して次世代を作製す
ることが可能であった。今後は、これら KO
メダカ系統を利用して、高温ストレスによる
雄化と HSP、CRH との関連性を調べる必要が
ある。 
 
(2) 高水温及びコルチゾルが及ぼすメダカ
生殖腺への影響 
 通常水温で飼育したXX個体の雄化率は0％
であったのに対して、短期間(孵化後 0-5 日
間)の高水温飼育またはコルチゾル処理を行
った XX 個体の雄化率は、それぞれ 14％、80％



であったことから、短期間の高水温またはコ
ルチゾル処理でも XX メダカは雄化すること
が確認された(Kitano et al.,2012)。一方、
高水温またはコルチゾル処理した孵化後5日
目の XX 個体の生殖腺において、cyp19a1 mRNA
の発現が抑制され、逆に gsdf mRNA の発現が
誘導されることが分かった(Kitano et 
al.,2012)。さらに、この高水温及びコルチ
ゾル処理による影響は、エストロゲンの投与
により完全にレスキューされた。これらの結
果から、高水温によるメダカの雄化は、最終
的にはエストロゲン量が増加しないことが
原因である可能性が示唆された。 
 
(3) 濾胞刺激ホルモン受容体ノックアウト
メダカの表現型解析 
 メダカ性分化時期において、XX 個体の生殖
腺における fshr mRNA の発現量は、XY個体に
比べて明らかに高いが、高水温またはコルチ
ゾル処理により有意に減少することが報告
されている(Hayashi et al., 2010)。 
 そこで、Tilling ライブラリーから選別し 
た FSHR-KOメダカ系統の表現型解析を行った。
その結果、この系統の XY 個体はすべて正常
な精巣を持っており妊性が確認されたが、XX
個体においては、10 尾中１尾は機能的な精巣
を持っており、他の９尾は卵巣を持っていた
が不妊であった(Murozumi et al.,2014)。こ
れら XX 雌の生殖腺の組織学的観察を行った
ところ、卵黄形成が阻害されていることが分
かった。一方、FSHR-KO メダカの XX 個体の生
殖腺における cyp19a1 mRNA の発現量及びエ
ストロゲン量は、ともに野生型 XX 個体と比
べて有意に減少していた (Murozumi et 
al.,2014)。これらのことから、FSHR-KO メダ
カの XX 個体は、エストロゲン量が増加しな
いことにより、一部の個体が雄化する一方、
多くの個体が雌のままで卵黄形成が抑制さ
れるのではないかと考えられた。 
 
(4) 卵巣型アロマターゼノックアウトメダ
カの表現型解析 
 CYP19A1-KO メダカ成魚の生殖腺を観察し
たところ、この XX メダカの生殖腺では、卵
母細胞の退縮が確認され、一部では精子形成
が進行していた。一方、この XY メダカの生
殖腺では、野生型個体と同様に正常な精巣が
観察された。さらに、CYP19A1-KO XX メダカ
の生殖腺を用いて免疫組織化学染色を行っ
た結果、アロマターゼ抗体ではシグナルが検
出されなかったが、 GSDF 抗体では生殖腺体
細胞においてシグナルが検出された。このよ
うに、メダカにおける卵巣型アロマターゼは、
卵母細胞の維持に関与していることが示唆
された。 
 
(5) GSDF 過剰発現メダカの表現型解析 
 GSDF 過剰発現 XX メダカは、すべての個体
で正常な精巣を持っており妊性が確認され
た。また、孵化時期の生殖細胞数を計数した

ところ、GSDF 過剰発現 XX 個体では通常 XY 個
体と同程度の数であり、通常 XX 個体に比べ
て減少していた。さらに、定量的リアルタイ
ム PCR の結果、GSDF 過剰発現 XX 個体では、
fshr や CYP19A1 mRNA の発現が抑制されてい
た。これらの結果から、GSDF 過剰発現 XX メ
ダカは、高水温またはコルチゾル処理した XX
メダカと同様な雄化パターンを示すことが
分かった。 
 これらの結果から、高水温によるメダカの
雄化は、高温ストレスにより上昇したコルチ
ゾルが生殖腺での gsdf mRNA の発現を誘導し
た後、fshr や cyp19a1 mRNA の発現を抑制す
ることにより引き起こされているのではな
いかと考えられた。今後は、コルチゾルがど
のよう分子機構でgsdf発現を誘導するのか、
gsdf がどのようなシグナル伝達経路を介し
て雄化を引き起こすのか等を解析する必要
があろう。 
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