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研究成果の概要（和文）：本研究では、発生過程で生殖細胞の消失する変異体について、その生殖細胞がいつからどの
ように消失するのかを解析すると共に、染色体の位置情報を基に原因遺伝子の単離・同定を試みた。当初計画していた
交配では原因遺伝子周辺の組換え個体をほとんど得られなかったので、交配系統を別の系統にしてその子孫を解析975
個体したところ、34個体の組換え体を得ることができた。これらの子孫をさらに交配して解析した結果、XX個体におい
ては孵化後5日の時点で生殖細胞が消失しているにもかかわらず、孵化後30日の時点では卵巣腔の形成されていること
が明らかとなった。また、原因遺伝子領域を9万塩基対以内に絞り込む事に成功した。

研究成果の概要（英文）：A germ cell deficient mutant has no germ cells at 30 days after hatching stage. 
So, I analyzed when the germ cells were missing and I narrowed the chromosomal region located on the 
responsible gene. First, I searched recombinant progeny of the heterozygous mutant and the HNI strain, 
and found a few recombinants. Therefore, I mated heterozygous mutant with the Hd-rR strain and found 34 
recombinants from 975 progeny. Since these recombinants were heterozygous, I performed mating experiment 
to obtain homozygous offsprings. Analyses of phenotypes of these homozygous offsprings narrowed the 
responsible region to 87 kb.

研究分野：発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
 生殖細胞は、精子もしくは卵に分化する細
胞で、唯一次世代に DNA を受け継ぐ細胞であ
る。性決定遺伝子の同定されているメダカは
日本で開発された実験動物であり、大きな種
内変異を持つ近交系が存在するなどマウス
に匹敵する実験動物としてのポテンシャル
をもっており、ゲノムシークエンスも公開さ
れている。性に関する研究も、XX-XY 型の性
決定機構を明らかとした体色遺伝子の性連
鎖（Aida, 1921）の報告に始まり、性ステロ
イドホルモンによる性転換に関する研究
（Yamamoto, 1975）哺乳類以外の脊椎動物で、
最初の性決定遺伝子発見（Matsuda et al, 
2002）・同定（Matsuda et al, 2007）と日本
から世界に先駆ける研究がなされてきてお
り、性決定・性分化の研究モデルとして最適
な実験動物である。 
 
 また、メダカにおいて、Y 染色体特異的な
性決定遺伝子は、具体的な機能は未知である
ものの、生殖細胞周辺の体細胞で発現し、生
殖細胞数の雄特異的な分裂抑制に関与して
いること(Paul-Presanth et al, 2006) から、
生殖細胞の分裂活性に影響していると考え
られる。また一方で、生殖細胞と生殖腺分化
との関係を示す報告もある。例えば、生殖細
胞を初期の段階から欠いた場合、この個体の
生殖腺は、遺伝的性に関係なく（遺伝的雌で
も）精巣型に分化する (Kurokawa eta al, 
2007)。逆に、生殖細胞が異常増殖した突然
変異個体では、遺伝的雄の生殖腺は卵巣型へ
と分化する (Morinaga et al, 2007)。これ
らの結果は、正常な精巣や卵巣の形成には、
体細胞と生殖細胞との連携が重要であるこ
とを示唆している。 
 
 本研究で解析するのは、応募者の発見した
突然変異体(gcl)系統である。この変異体は、
誘発突然変異体ライブラリーを用いて他の
遺伝子の変異体を解析している過程で、偶然
発見された生殖細胞が消失するメダカ変異
体である。正常発生において、孵化後 30 日
の生殖腺では、多数の生殖細胞が観察され、
雌では肥大した卵母細胞が観察できる。一方、
この突然変異体では、生殖細胞が見当たらな
いか、少数の卵母細胞が観察された。また、
この形質は、メンデル遺伝し、その遺伝様式
から劣性の対立遺伝子であると推察できた。
これらのことから、このメダカは生殖細胞の
維持に関わる何らかの遺伝子に突然変異が
導入された突然変異メダカであると考えら
れる。 
 
 しかしながら、この原因遺伝子近傍の
Dmrt1に変異が導入されおり、この変異Dmrt1
対立遺伝子をホモに持つ XY 個体は、卵巣を
発達させ雌に分化する(Masuyama et al, 
2012)ため、XY 個体（未分化生殖腺が精巣に

分化した時）の表現型は不明であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 生殖細胞の消失する原因となっている遺
伝子を gcl とした場合、本研究開始時の変異
体では、gcl の座乗している染色体に Dmrt1
の変異対立遺伝子が座乗しているため、
Dmrt1 の変異体の表現型と gcl の変異体の表
現型とを区別できない。そこで、まず Dmrt1
と gcl との間の組換え個体を得て、生殖細胞
が消失するgcl突然変異体の表現型を明らか
にする。どの時期にどのような過程で生殖細
胞が消失するのかを組織学的に観察するこ
とで、生殖腺の体細胞と生殖細胞とが精巣型
に分化しているのかそれとも卵巣型に分化
しているのかを調べる。さらに、遺伝的背景
の異なる系統に交配して組換え個体を得る
事で、その責任領域を絞り込み最終的に原因
遺伝子の単離・同定を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 
 原因遺伝子同定に向けた遺伝的地図の作
成と共に生殖細胞の消失過程を解明するた
めに組織学的な解析を行った。 
 
 ゲノム情報を元に Dmrt1 周辺の DNAマーカ
ーを構築した。遺伝的背景の異なる系統間で
比較する方が、DNA マーカーの構築が容易で
あるので、まずは生殖細胞を消失する突然変
異体系統と遺伝的背景の大きく異なるHNI系
統との間で有効な DNA マーカーを構築し、組
換え個体の探索を行った。 
 
交配①：組換え個体探索 
 (gcl x HNI) F1 同士を交配し、上記 DNA
マーカーを用いて組換え個体を探索した。 
 
交配②：組換え個体探索 
 (gcl x Hd-rR) F1 同士を交配し、上記 DNA
マーカーを用いて組換え個体を探索した。 
 
交配③：上記で得られた組換え個体の表現型
を解析するための交配 
 組換え個体(gcl/+) x Hd-rR(+/+) 
                  ↓ 
           F1(gcl/+) x F1(gcl/+) 
                  ↓ 
  F2: (gcl/gcl), (gcl/+), (+/+)を比較 
 
 
４．研究成果 
 
 遺伝的背景の異なるHNI系統の核ゲノムと
突然変異体の発見されたCab系統の核ゲノム
との間の遺伝的違いは 2-3％であり、遺伝的
マーカーを得る目的には最適であると考え



られた（交配①）。この HNI との交配で得た
子孫 995 個体を調べたところ、Dmrt1 と原因
遺伝子 gclとの間での組換え個体を 2個体得
る事はできたものの、これらの個体はいずれ
も gcl 領域は野生型となっていたため、これ
以上の解析は不可能であった。 
 
 そこで、Cab 系統に近縁な Hd-rR 系統との
間で子孫を得て組換え個体を探索した（交配
②）ところ、多くの組換え個体を得る事がで
きた。具体的には、995 個体の子孫の遺伝子
型を解析することで、34 個体の組換え個体を
得た。このうち、Dmrt1 領域が野生型で、gcl
領域がヘテロとなった組換え個体を選別し
た。次に、これら選別された組換え個体同士、
もしくは、Hd-rR 系統と交配して得た戻し交
配世代同士を交配して得た子孫、またはその
戻し交配世代を親個体と交配した子孫の遺
伝子型とその表現型と調べる（交配③）事で、
原因遺伝子の責任領域を絞り込んだ。また、
上記交配により得た子孫の原因遺伝子周辺
の遺伝子型を解析すると共に、遺伝的性別、
生殖腺の組織学的解析をそれぞれの交配系
統ごとに行うことにより、原因遺伝子がホモ
の発生過程の表現型を確認した。 
 
 この結果、原因遺伝子の責任領域を 9万塩
基対以内（約 87kbp）にまで絞り込むことが
できた。一方、孵化後 5日の生殖腺において
生殖細胞の消失する表現型がすでに表れて
いることが明らかとなった。また、これまで
不明であった、生殖腺が精巣型に分化した場
合の（XY 個体における）表現型が明らかとな
った。すなわち、未分化生殖腺が精巣に分化
した場合でも生殖細胞は消失することが明
らかとなった。一方、XX 個体の生殖腺は生殖
細胞が消失しているものの、卵巣腔の形成は
行われることが明らかとなった。 
 
 現在、絞り込まれた領域内での組換え個体
が得られているので、今後その子孫の表現型
解析により、より原因遺伝子領域を絞り込む
事が可能となり、原因遺伝子同定にむけて大
きな手がかりを得る事ができた。 
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