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研究成果の概要（和文）：生殖細胞初期配偶子形成の分子機構をゼブラフィッシュとメダカの変異体の原因遺伝子同定
、表現型解析、遺伝子発現プロファイル解析を通じて解析した。その結果、世界で初めて生殖細胞が卵になるか精子に
なるかを決める生殖細胞の性のスイッチ遺伝子の同定に成功した。また減数分裂コミットに関わる因子を解析し、生殖
細胞内の機能の場の特定に至りつつある。そしてそこで RNA プロセシングが初期配偶子形成の背後で働いている分子
機構であることを見出した。さらに、異常生殖腺や致死性変異体の解析を目的とした系の開発を行い、全精子形成過程
と初期の卵形成過程の培養と皮下での配偶子形成が可能となった。

研究成果の概要（英文）：For the first time in vertebrates, we have identified a switch gene for sexual 
fate decision in germ cells using medaka. We are also revealing the intracellular locations in the germ 
cells where the mechanisms regulating sexual fate decision, commitment to meiosis and cystic devision, 
are functioning in early gametogenesis in zebrafish. Our results suggest that RNA processing is deeply 
involved in these mechanisms.
Our studies have successfully developed culturing system of testis and ovary where spermatogenesis is 
completely recapitulated and early oogenesis proceeds. Our development of transplantation system also 
allows generation of spermatogenesis subcateneously.

研究分野：生殖生物学
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⒈ 研究開始当初の背景 
 配偶子形成の初期過程では減数分裂の「開
始決定」と配偶子「数」の調節が行われるが、
これらの重要な現象の解析はほとんど手が
つけられていない。また幹細胞特性をもつと
される卵原細胞もしくは精原細胞は性的に
未分化であることが実験的に示されている
が、それでは生殖細胞の性、すなわち生殖細
胞が卵になるか精子になるかの運命決定が
どのようになされているかは全く明らかで
ない。またこの初期過程では生殖細胞が制御
され、特徴的なシスト分裂を行うことで急激
にその数を増して減数分裂に入るが、その詳
細も明らかでない。 
 メダカ卵巣では生殖幹細胞が存在し、最大
５回連続したシスト分裂で３２生殖細胞を
生み出すこと、またこのシスト分裂中に生殖
細胞がアポトーシスによって一定数除去さ
れることが判明した。申請者らはシスト分裂
の観察が容易な小型魚類の特徴を活かし、配
偶子形成異常を示す突然変異体を単離しつ
つある。そこで本計画ではこれら配偶子形成
の初期機構を、既存の解析系に加えてさまざ
まな系を開発しながら明らかにすることを
目的とする。 
 
２．研究の目的 
 配偶子形成初期のシスト分裂過程で行わ
れる重要な制御、「増殖」と減数分裂「開始」、
さらには卵になるか精子になるかの運命決
定の分子機構について迫る。 
 そのために変異体の原因遺伝子探索を行
い、これらの機構に関わる遺伝子を同定する。
また、培養系解析やトランスジェニックなど
を用いた生体内解析、遺伝子網羅的発現解析
を組み合わせ、変異体の遺伝子機能解析を主
軸に配偶子形成初期の分子機構解明を進め
る。 
 
３．研究の方法 
 突然変異体原因遺伝子探索によって新た
な制御因子を同定する。一方で、生殖幹細胞、
シスト分裂時の生殖細胞と体細胞から遺伝
子発現プロファイル解析を得て、配偶子形成
初期の分化段階ごとの遺伝子発現と雌雄別
の遺伝子発現の基本情報を得る。この基本情
報をもとに生殖細胞初期に関わる遺伝子を
特定する。 
 特定された遺伝子の変異体を作製し、遺伝
子の機能を、表現型解析、キメラ解析、さら
に培養型を用いた解析により明らかにする。 
 シスト分裂と減数分裂開始に関わると予
期される因子 Moto については、相互作用す
る因子を免疫共沈降法で同定しつつ、培養系
解析や変異体作製を通じて機能を明らかに
する。 
   致死性の変異体での配偶子形成初期過程
を解析する手段として、培養系と移植系の開
発を進める。移植系では生殖細胞の移植技術
を小型魚類で進めるとともに、免疫不全変異

体 rag1に移植を行い、その状態を解析する。 
 
４．研究成果 
 本研究の結果、（１）配偶子形成初期に生
殖細胞の性決定が行われることが、分子機構
から初めて明らかにされ、（２）減数分裂の
コミットに関与する因子の同定にまで至った。
また（３）シスト分裂に関わる遺伝子の同定
がすすみ、これらの３つの機構間の相互作用
と、生殖細胞反応の場が特定されようとして
いる。（４）さらに配偶子形成初期の解析を
可能とする移植系と培養系が確立された。 
  
（１）生殖幹細胞からシスト分裂細胞の遺伝
子発現プロファイルを詳細に解析することに
より、初期配偶子形成の生殖細胞の遺伝子発
現に雌雄差があることが発見された。すなわ
ち、この最初期に生殖細胞の性の制御が行わ
れていることが期待された。この発現差のあ
る遺伝子foxl3の変異体を作製し、その表現型
をキメラ解析を用いて調べたところ、foxl3 は
生殖細胞の中で精子分化開始を抑制している
性のスイッチ遺伝子であることが明らかとな
った。変異体の雌では卵巣が作られるが、そ
の中は精子で満たされる。この卵巣内の精子
を用いて人工授精を行ったところ、精子は稔
性のある機能的な精子であり、稔性のある次
世代を得ることができた。 
 生殖細胞の性、つまりどのように卵か精子
になるかの分子機構については諸説あったが、
この結果は、脊椎動物として世界で初めて、
生殖細胞内に性決定機構というものが存在す
ることを明確に示す結果となった。そして卵
巣内でも機能的な精子が産生されうるという
驚くべき結果を示している。   
 このことは卵巣という生殖器官は適切なタ
イミングで卵の成長と成熟を制御するだけで
なく、性的に未分化な生殖細胞の性を雌へ（卵
形成へ）と決定しつづけている「生殖細胞の
性決定器官」であるというまったく新たな見
方を提示している。 
 
（２）本研究はさらに、配偶子形成初期の生
殖細胞の詳細な動態を明らかにし、マーカー
遺伝子の利用を可能とすることになった。そ
の結果、フォワードジェネティクスで単離さ
れていた変異体の原因遺伝子motoが、減数分
裂開始に関わることが明らかとなった。moto
変異体の解析では、in situハイブリダイゼーシ
ョンにより、この遺伝子がシスト分裂前の未
分化な卵原細胞、精原細胞から減数分裂まで
発現していることが判明した。免疫染色によ
りこの蛋白質が生殖顆粒構成要素のVasaや
Ziwiと共局在すること、免疫沈降によりVasa
と直接結合していることが示された。そこで、
変異体の精巣においてpiRNA産生を調べたと
ころ、野生型と大きな差は認められなかった。
Motoは別のRNA制御に働いているものと推
測される。現在、このタンパクに結合するRNA
の網羅的な解析を進めている。 



 さらにこのRNA processing に関わる遺伝子
が性の制御に関与することが、この遺伝子の
変異体解析により明らかとなりつつある。実
際、減数分裂コミットの変異体motoではこの
遺伝子の細胞内の局在が変化することが示さ
れ、この局在が配偶子形成初期の生殖細胞の
反応の場であると目されつつある。このこと
は減数分裂コミットと生殖細胞の性決定が 
RNA processing という分子機構を介して制御
されている可能性を強く示唆している。 
 
（３）シスト分裂回数が減少する変異体では、
減数分裂マーカーが初期の精原細胞で発現し
始めることを見出しており、シスト分裂と減
数分裂コミットとの関連が強く示唆される。
この変異体は現在近交系と交配後、変異体と
野生型を単離しゲノム抽出を終え、ラフマッ
ピングを進めている段階である。 
 
（４）異常生殖腺や致死性変異体の解析を目
的として移植系の開発を行った。そのために
ゼブラフィッシュとメダカで免疫不全rag1変
異体をホストとして移植実験を行った。ゼブ
ラフィッシュでは、肥大化精巣を断片化し、
腹側部の皮下に移植した。その結果、移植断
片が維持され再肥大化することがわかり、機
能的精子が形成されることが見出された。 
 さらにこの肥大化精巣を用いて精原幹細胞
の培養を進めたところ、DMEM培地とヘパリ
ン、骨形成因子（BMP）の阻害剤が精原幹細
胞の増殖に効果があることを見つけた。続い
て、この培養精原幹細胞の分化誘導を進め、
セルトリ細胞株をフィーダーとすることで機
能的精子まで分化させることに動物で初めて
成功した。一方、正常精巣組織の細胞を同様
の条件で培養したところ、精原幹細胞培養条
件においても分化する細胞が認められた。こ
のことから、精原幹細胞の培養には上記の培
養液組成に加えて分化誘導しない精巣体細胞
要素が必要であることが明らかとなった。 
 またメダカでは生殖細胞をFACSで単離し
て幼魚の腹腔内に移植し、成熟生殖腺にドナ
ー由来の生殖細胞が増殖させることが可能と
なった。また卵巣の生殖細胞培養系を確立し
つつあり、その維持が可能となった。 
 培養系では種々の実験操作が容易であるた
め、低酸素の影響を調べたところ、精原幹細
胞から精子への分化が効率的に起こることを
発見した。生殖系幹細胞からシスト分裂、減
数分裂の過程を再現する細胞培養方法を確立
でき、それらの過程で働く分子をライブイメ
ージング等により解析することが可能となっ
た。 
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