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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集によってSox3ノックアウトメダカを作出したところ、成熟したXX個体はす
べてメスに、XY個体はすべてオスに分化したことから、メダカではSox3が性分化に必要ないことが示された。こ
れらの結果から、もともと性分化に関与しないSox3が、既存の遺伝子系を流用することでインドメダカの性決定
遺伝子になった（co-option仮説）のではなく、インドメダカで新たな発現パターンを獲得することによって新
奇の性決定パスウェイを獲得したこと（de novo仮説）が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Our previous study demonstrated that Sox3 on the Y chromosome is the 
sex-determining gene in Oryzias dancena. To elucidate whether Sox3 is originally involved in sex 
determination/differentiation in Oryzias, we generated Sox3-KO Oryzias latipes using TALEN 
technique, and obtained loss-of-function type mutations. Homozygous mutants survived after sexual 
maturation, and no phenotypic defect is observed. Homozygous XX developed as phenotypic females and 
YY as males. Furthermore, testis structure of homozygous XY mutant looks normal, suggesting that 
Sox3 is not necessary for gonadal development or testis differentiation in O. latipes. These results
 suggest that sex-determining function of Sox3 arose through acquisition of the novel expression 
patten at developing gonad in Oryzias dancena.

研究分野： 遺伝学

キーワード： 性決定遺伝子

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 多くの脊椎動物では、性染色体の組み
合わせによって遺伝的に性が決定される。
哺乳類の場合、Y 染色体上の性決定遺伝
子 Sry が胎児期の生殖巣原基で一過的に
発現することによって精巣分化が開始さ
れる。この Sry の祖先遺伝子は Sox3 であ
り、原始 Y 染色体上の Sox3 が性決定機
能を獲得することによって Sry が生じた
と考えられている（Sutton et al., 2011）。
一方、哺乳類以外の脊椎動物では Sry が
見つかっておらず、性染色体の起源も分
類群によって全く異なる。また、Sox3 の
中枢神経系での発現は脊椎動物で広く保
存されているが、Sox3 が性決定機能を担
っている例はこれまでに知られていない。
そのため、脊椎動物の進化過程で何度も
新奇の性決定遺伝子が誕生し、それによ
って異なる性染色体が生じてきたと考え
られてきた。実際に、近年脊椎動物で同
定された性決定遺伝子はいずれも異なる
ことが示されている。 
ところが最近、申請者らは、哺乳類と

は独立に、魚類（インドメダカ）におい
て Sox3 の Y 染色体アリル（Sox3Y）が性
決定遺伝子として機能していることを発
見した。これまでにインドメダカの性決
定遺伝子座を X 染色体上で 140kb、Y 染
色体上で 220kb のノンコーディング領域
内に特定し、遺伝子導入実験によって候
補遺伝子を探索した。その結果、Y 染色
体上の性決定領域内には近傍遺伝子 Sox3
の生殖巣特異的エンハンサーが存在し、
この領域が性決定時期における Sox3Y の
一過的発現を誘導することによって、精
巣分化が開始されることが示唆された。
さらに、ジンクフィンガーヌクレアーゼ
（ZFN）を用いて Sox3Yをノックアウトす
ると XY 個体が雌に性転換することから、
Sox3Y が本種の性決定遺伝子であること
が確かめられた（Takehana et al., 2014）。
これらの結果は、魚類と哺乳類で進化的
に独立に、同じ遺伝子（Sox3）が性決定
遺伝子として使い回されてきたことを示
している。 
他の多くの発生プログラムでは、既存

の遺伝子ネットワークの流用（co-option）
が、新奇形質の獲得に重要な役割を果た
してきたことが示されている。そこで本
研究では、インドメダカの Sox3 が、既存
の遺伝子系を流用することで性決定遺伝
子として成立したのか（co-option 仮説）、
あるいは全く新奇に遺伝子ネットワーク
を構築することによって性決定機能を獲
得したのか（de novo 仮説）を明らかにす
る。哺乳類では、マウスにおいて Sry や
Sox3 の機能解析が行われているが、Sry
が誕生してから１億年以上が経過してい
るため、Sry と Sox3 の機能分化過程を追
跡するのは困難である。一方、インドメ

ダカの Sox3Y は性決定機能を獲得してか
らまだ数百万年程度しか経過していない
ため、進化過程の追跡が容易である。そ
こで本申請研究では、インドメダカ Sox3Y

が性決定機能を獲得するに至った過程を
解明し、これらの仮説を検証した。 

 
２．研究の目的 
本研究ではインドメダカの Sox3 が、既

存の遺伝子系を流用することで性決定遺
伝子として成立したのか（co-option 仮説）、
あるいは全く新奇に遺伝子ネットワーク
を構築することによって性決定機能を獲
得したのか（de novo 仮説）を解明する。
これにより、魚類と哺乳類で独立に Sox3
が性決定遺伝子として成立した理由を明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
 Sox3 の発現解析：in situ ハイブリダイ
ゼーションおよび，Sox3 抗体を用いた免
疫組織化学によって発現解析を行った。
メダカ各種について発生段階を追ってサ
ンプリングし、Sox3 の発現パターンを比
較した。 
 トランスジェニック系統の作出： BAC
ライブラリーが作製から Sox3 を含む
BAC クローンを単離した。大腸菌の相同
組換えを利用した BAC 改変技術を用い
て、各 BAC クローンの Sox3 遺伝子領域
を GFP に置換したコンストラクト
（Sox3-GFP）を作製した。すべてのコン
ストラクトにはTol2トランスポゾンのシ
ス配列を付加しておき、Tol2 転移酵素を
介した高頻度遺伝子導入法を利用できる
ようにした。作製した各コンストラクト
の DNA と Tol2 転移酵素 mRNA を１細胞
期の胚に顕微注入し、得られた遺伝子導
入個体を成魚になるまで（孵化後２ヶ月
以上）飼育した。これらを交配して遺伝
子導入系統を複数樹立し、Tg（Sox3-GFP）
系統についてはGFPの発現パターンを解
析した。 
 Sox3 変異体の作出と表現型解析：イン
ドメダカについてはすでにZFNによって
Sox3 変異体を作出したので、本研究では
メダカの変異体を作出した。ゲノム編集
（TALEN）によって Sox3 遺伝子に挿入・
欠失変異を導入し、F1 世代で機能欠損型
の変異をもつ個体を選抜した。選抜した
ヘテロ接合個体を交配し、F2 以降の世代
で変異ホモ（Sox3-/-）個体を作製した。
これらのノックアウト個体について表現
型解析を行い、生殖巣における Sox3 の機
能を明らかにした。これらの実験から、
インドメダカ Sox3Y が性決定機能を獲得
した過程を推定した。 
 
４．研究成果 
メダカ Sox3 ペプチドを合成してポリ



クローナル抗体の作製を試みた。しかし、
ELISA レベルでは検出可能な抗体は得ら
れたものの、免疫組織化学で使用可能な
抗体は得られなかった。 
そこで、レポーター遺伝子によって

Sox3 発現を検出できるトランスジェニッ
ク系統を作出するため、Sox3 を含む BAC
クローンをスクリーニングした。インド
メダカについてSox3YおよびSox3Xを含む
BAC クローンを単離し、その Sox3 遺伝
子領域をGFPに置換したコンストラクト
を作成した。これをインドメダカ胚にマ
イクロインジェクションすることによっ
て Sox3 発現を可視化できるトランスジ
ェニック系統を樹立し、これらの系統の
解析を行った。その結果、Sox3Xトランス
ジェニック系統では、脳や感覚器官での
発現が認められた。一方、Sox3Y系統では、
これらの組織での発現に加えて、性決定
時期の生殖巣での発現が観察された。イ
ンドメダカ以外の近縁種では、生殖巣に
おける Sox3 発現が認められなかったた
め、インドメダカ Y 染色体上の Sox3 が
新たな発現パターンを獲得することによ
って性決定遺伝子として成立したことが
示された。 
また、Sox3 の生殖巣における機能の有

無を確認するため、TALEN によって Sox3
ノックアウトメダカを作出した。その結
果、どのノックアウト個体も正常に発生
し、初期性分化過程も正常であった。さ
らに、成熟した XX 個体はすべてメスに、
XY 個体はすべてオスに分化したことか
ら、メダカでは Sox3 が性分化に必要ない
ことが示された。これらの結果から、も
ともと性分化に関与しない Sox3 が、イン
ドメダカで新たな発現パターンを獲得す
ることによって新奇の性決定パスウェイ
を獲得したこと（de novo 仮説）が示唆さ
れた。 
さらに、セレベスメダカグループのメ

ダカ近縁種２種（マーモラタスメダカお
よびプロファンディコラメダカ）でも、
性決定遺伝子の有力候補として Sox3 が
同定された。これらの近縁種では、Sox3
の近傍に Y 染色体特異的な 0.5kb の挿入
配列が同定され、この配列の有無と表現
型のオス・メスが完全に連鎖した。しか
し、この挿入配列はインドメダカの性決
定領域に存在しないため、メダカ属では
独立に２回 Sox3 が性決定遺伝子として
獲得されてきた可能性が示唆された。 
しかし、インドメダカ Sox3Yを導入した

トランスジェニックメダカや、Amh プロ
モータによって Sox3 を強制発現させた
トランスジェニックメダカを作出し、生
殖巣体細胞における Sox3 発現の誘導を
試みたが、これまでに性転換個体は得ら
れていない。今後は、これらのトランス
ジェニックメダカにおいて生殖巣体細胞

での Sox3 発現を誘導できているかにつ
いて精査する必要がある。 
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