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研究成果の概要（和文）：家畜などの経済動物の性統御には性決定遺伝子の情報が利用されている。水産分野において
も性統御は重要なテーマであるが、性決定遺伝子が同定された例は研究開始時にはなかった。本研究では重要水産生物
であるトラフグを材料として、性決定遺伝子の探索をおこなった。その結果、Amhr2遺伝子上にある一塩基多型がトラ
フグの性を決定していることを見出した。次に、この情報を利用して、迅速な性判別法を開発した。さらに、マーカー
アシスト選抜により、トラフグの全雄作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：Sex determination in fish is often genetic, where segregation of sex-determining 
(SD) locus assigns the phenotypic　sex. In these species, SD genes can be used for sex identification, 
potentially providing　important information regarding the ecology and conservation of many wild species, 
as well as management of　cultured species. However, no SD gene had been identified in aquaculture 
species at the time when this project started. We investigated fugu (Tiger pufferfish) that is one of the 
most important aquaculture fish in Japan. We provide a line of evidences showing that a SNP in the Amhr2 
gene determines phenotypic sex in fugu. In addition, for high-throughput sex identification of fugu, we 
developed an efficient assay for this SNP site. Moreover, we successfully produced all-male population of 
fugu through marker-assisted selection.

研究分野：魚類遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
家畜などの経済動物の性統御には性決定遺
伝子が活用されている。水産分野においても
性統御は重要なテーマであるが、性決定遺伝
子が同定された例はない。本研究では、トラ
フグを材料として、水産分野で初となる性決
定遺伝子同定をおこなう。基礎研究としても
応用研究としても意義深い成果が得られる
はずである。 
 
２．研究の目的 
(1) 性決定遺伝子の遺伝学的探索 
性決定遺伝子のゲノム上の位置を絞り込む
ため、大規模な解析家系を作出して、詳細な
連鎖マッピングをおこなう。次に、野生個体
を材料とした連鎖不平衡マッピングにより、
性決定領域をさらに絞り込む。 
 
(2)性決定遺伝子の発現解析 
性決定遺伝子候補の発現部位とその経時的
変化を明らかとする。 
 
(3)性決定遺伝子の機能解析 
性決定遺伝子のタンパク質レベルの機能と
個体レベルの機能を明らかとする。 
 
(4)性決定遺伝子の応用法開発 
トラフグの精巣は食品的価値が高いものの
効果的な雌雄判別法はなかった。そこで、迅
速で安価な性判別法の開発をおこう。さらに、
全雄作出法を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 性決定遺伝子の遺伝学的探索 
①詳細な連鎖マッピングをおこなうため、ま
ず、大規模な解析家系を作出する。次に性染
色体上に密に配置した多型マーカー座を準
備し、最後に解析家系の遺伝子型と表現型を
調べる。②別途、連鎖不平衡マッピングをお
こなうため、多数の野生トラフグ個体を採取
し、その表現型を調べる。これらの個体から
性決定領域の遺伝子型情報を取得し、各個体
の表現型との関連を解析する。 
 
(2)性決定遺伝子の発現解析 
性決定遺伝子候補の発現パターンを解析す
るため、生殖腺形態が雌雄分化を示す前後の
個体を採取し、RT-PCR 法および In situ 
hybridization 法で発現変動を調べる。 
 
(3)性決定遺伝子の機能解析 
①P19 細胞に AMHR2 を発現させた後、AMH を
添加し、リガンド・受容体コンプレックスか

ら伝わる細胞内シグナルの活性化を測定す
る。②別途、クローン化した Amhr2 遺伝子を
トラフグ受精卵に顕微注入して、トランスジ
ェニック家系を作出し、トランスジーンが
「性の表現型」におよぼす影響を検討する。 
 
(4)性決定遺伝子の応用法開発 
①迅速で安価という条件を満たすため、性判
別法には高解像度融解曲線解析法の適用を
検討する。②別途、トラフグを雌性ホルモン
で処理した後、性判別マーカーを利用して XY
型魚を選抜する。これらの中から XY 型雌を
選抜し、通常の XY 型雄と交配する。得られ
た子供の中から、超雄（YY 型）を選抜する。
これを通常の雌と交配して、子供のすべてが
雄であることを確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 性決定遺伝子の遺伝学的探索 
①人工交配により合計1445尾の兄妹を得た。
これらについて、性決定領域（性決定遺伝子
を含む領域から、性決定遺伝子が存在しない
と言い切れる領域を除いた領域）の遺伝子型
を得た後、「性の表現型」との連鎖を調べた。
その結果、約 17.5kb の領域に性決定領域を
絞り込めた。この領域には二つの遺伝子、
Znfx1 および Amhr2 が存在していた。 
②性決定領域における多型座の網羅的リス
トを作成し、多個体の解析に適した 15 の SNP
座を選び出し、SNP 判定システムを構築した。
別途、野生個体 105 尾を遠州灘・伊勢湾で採
取した。「性の表現型」と各 SNP 座の遺伝子
型との関連を調べた。その結果、Amhr2 上に
ある 1個の SNP 座の遺伝子型のみが「性の表
現型」と完全に対応することが明らかとなっ
た。全ての雌はホモ接合（C/C）を示し，全
ての雄はヘテロ接合（G/C）を示していた。C
から Gへの塩基置換はアミノ酸置換（H→D）
をもたらし，雄は雌が持たない Y 型の Amhr2 
タンパク質を持つことが判明した。 
 
(2)性決定遺伝子の発現解析 
形態的雌雄分化前後の生殖腺における Amhr2
の発現を、XX 型個体と XY 型個体について調
べた。その結果、Amhr2 は生殖細胞を取り囲
む体細胞で発現していることが分かった。雌
雄未分化期の XX型個体と XY型個体間におい
て、発現の明瞭な差は認められなかった。既
報の性決定遺伝子は、雌雄間の発現差により
片方の性に特異的な役割を果たしていたが、
本遺伝子は雄特異的なアイソフォームが雄
特異的対立遺伝子より発現するので、本遺伝
子全体（両対立遺伝子の産物）の発現差が雌



雄間でなくても、片方の性に特異的な役割を
果たすことが可能であると考えられる。 
 
(3)性決定遺伝子の機能解析 
①トラフグ Amhr2 の X型と Y型の機能差を推
定するため、ヒト AMHR2 のシグナル伝達能を
測定する培養細胞系を利用した。まずトラフ
グの X 型と Y 型に相当するヒト組換え AMHR2
タンパク質を作製した。これらをコードする
遺伝子を P19 細胞に導入した後、ヒト AMH を
添加してシグナル伝達能を調べたところ、X
型の活性がY型の活性と比べて有意に低かっ
た。この結果は、トラフグのメス（XX 型）に
おけるAmh/Amhr2シグナルの強さが、オス（XY
型）に比べて弱いということを示唆している。 
②Y 染色体上の Amhr2 遺伝子全長を含む領域
をクローン化した。これをトラフグ受精卵に
顕微注入して、生殖腺系列にトランスジーン
を持つ F0 個体を同定した。この個体を父親
とした 93 尾の兄妹群を作出したところ、ト
ランスジーンを持つ XX 型個体はすべて精巣
を持っていた。したがって、Y 染色体上の
Amhr2 遺伝子は、生殖巣の運命を精巣化する
のに十分な機能を持つことが明らかとなっ
た。以上のすべての研究を総合して、トラフ
グの性決定遺伝子はAmhr2であると結論した。
トラフグの X染色体と Y染色体の間に見られ
る差はたったの一塩基であり、この一塩基差
により生まれるAmhr2タンパク質のシグナル
伝達能の差が、精巣運命と卵巣運命の分岐を
もたらすと考えられる。この性染色体の性質
（状況）は、哺乳類のそれとは全く異なる。
真獣類の Y染色体は「退化」が著しく進んだ
染色体で、X 染色体が持つ遺伝子のほとんど
を失ってしまっている。性染色体間の塩基配
列差という観点から見ると、トラフグは退化
が進んでいない、きわめて若い性染色体を持
つ生物であると言えるだろう。 
 
(4)性決定遺伝子の応用法開発 
①コントロールとなる XX型個体と XY型個体
の DNA 試料を得るため、野外から採取した雌
雄 2 尾ずつのトラフグを材料として、Amhr2
の DNA 配列を決定した。その結果、予想どお
り、雄個体のみが exon9 上に G/C の SNP を持
っていた。この SNP 座を挟みこむように PCR
増幅を行い、高解像度融解曲線解析法に付し
た。その結果、雄個体と雌個体を明瞭に区別
できる曲線が得られた。雄特異的な SNP によ
り生じる heteroduplex は、homoduplex と比
較して DNA 二重鎖の解離温度が低いので、低
温側にシフトした融解曲線のピークが雄特
異的に現れたと考えられる。次に、大量個体

の一括判定が可能か調べたところ、96 または
384 個体の解析が同時に可能であった。さら
に、二つの遺伝的に独立な家系から得た 396
個体の判別を行ったところ、「性の遺伝子型」
と「性の表現型」は完全に一致した。野生個
体の性判別も可能であったことから、本法の
実用性はきわめて高いと考えられる。一方で
予想外なことに、飼育履歴が不明な一家系
293 尾を業者から得て調べたところ、25%の個
体で「性の遺伝子型」と「性の表現型」の不
一致が認められた。これら不一致個体はすべ
て XX 型個体で、精巣または卵精巣を持って
いた。一方、残り 75%の個体の性は Amhr2 を
含む性決定領域に厳密に支配されていたこ
とから、本家系の場合、未知の環境または遺
伝要因により本来雌になるはずの個体が雄
になってしまったと解釈した。「深層海水を
用いたトラフグの低水温飼育により、雄個体
の割合が著しく増える」という過去の報告を
考慮すると、環境要因による性転換の可能性
が高いと考えられる。トラフグは、遺伝子に
よる性決定機構と環境による性決定機構を
あわせ持つ魚のようである。以上、本法によ
り生きた個体の性が迅速に判別可能となる
ので、稚魚の雌雄別養殖や親魚管理の効率化
が進むと考えられる。また、放流の際に誤っ
て大量の性転換魚を自然界にはなってしま
うことを防ぐことにも役立つかもしれない。 
②YY 型雄個体が作出できれば、その子供がす
べて雄(XY 型)となる交配が可能となる。YY
型作出の全段階として XY 型雌を選抜した。
すなわち、女性ホルモンを餌と混合した後、
稚魚に与えて飼育した。性判別マーカーを利
用して XY 型個体を選抜し、排精個体の除去
により卵巣を持つ個体を得た。この XY 型雌
を通常ののオス（XY 型）と交配した後、性判
別マーカーを利用して YY 型オスを選抜する
ことに成功した。YY 型の子供がすべて雄であ
るか否かを確かめるため、YY 型雄を通常の雌
（XX 型）と掛け合わせ、得られた子供 80 尾
の生殖腺を調べた。その結果、すべての個体
が精巣を持っていることが分かった。以上よ
り、トラフグの全オス生産が成功したと結論
づけた。本法により、全雄集団を用いた高付
加価値型養殖が実現化される。 
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