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研究成果の概要（和文）：体細胞オス化遺伝子dmrt1変異体と生殖細胞性決定遺伝子 foxl3変異体の全転写物を
解析し、体細胞のシグナルを受けて第二次性徴まで精子形成を抑制する生殖細胞因子を同定した。卵濾胞形成に
関与するlhx8bと figla 、またユビキチンリガーゼ複合体因子fbxo47の遺伝子を欠損させると第二次性徴を待た
ずに精子形成が開始した。解析の結果、染色体構造変化と細胞内膜輸送の制御の関与が示唆された。さらには体
細胞シグナル下流で生殖細胞のwntシグナルが制御されていることも明らかになりつつある。
第二次性徴に於ける配偶子開始制御が生殖細胞の性と関連することを分子レベルで初めて実証する研究となっ
た。

研究成果の概要（英文）：A series of studies have successfully revealed the presence of factors that 
regulate initiation of spermatogenesis at the timing of secondary sex characteristics. These include
 lhx8b and figla, which have been recognized as folliculogenic factors in mammals, and fbxo47, a 
component of ubiquitin ligase complex, and function downstream of sexual switch gene of germ cells, 
foxl3. Loss of these factors allowed spermatogenesis before onset of secondary sex characteristics. 
Regulations of chromosomal structures and membrane trafficking are involved in this mechanism. In 
addition, we are getting evidences that these factors are under control of somatic signal downstream
 of dmrt1.
The initiation of gametogenesis has been studied in terms of endocrinological regulation in the 
brain. However, these studies, for the first time, reveal that the initiation of spermatogenesis is 
associated with the mechanism of sex differentiation in the gonad.

研究分野：生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
配偶子形成開始は脳ホルモンによる第二次性徴制御の研究がほとんどであり、その明確な開始機構は未だ不明で
あった。今回の一連の研究により、配偶子形成開始が生殖腺の性決定分化と関わることが分子レベルで初めて示
され、脳ホルモン以外の分子機構の存在を初めて明らかにした。
研究はメダカを用いて行われたが、同定された因子は脊椎動物に共通であり、哺乳類生殖腺でも発現が報告され
ている。第二次性徴は社会的医学的にさまざまな問題を包含する現象である。この研究は第二次性徴研究の新た
な分野を拓き、人間を含めた哺乳類の第二次性徴そして配偶子形成の理解を前進させる成果と理解する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 多くの脊椎動物ではある程度身体が大きくなると第二次性徴が始まり、外部生殖器官が発達

して配偶子形成が開始する。哺乳類の卵巣では原始卵胞の状態で止まっていた卵胞の発達が始

まり、精巣では生殖幹細胞から精子が形成される。ひとたび配偶子形成（特に卵形成）が開始

するとその制御は視床下部—下垂体系に支配されるようになるため、配偶子形成開始の機構は主

として神経内分泌学的観点から解析が進んできた。第二次性徴に一致して配偶子形成が開始さ

れるのかは全くと言って良いほど明らかでなかった。研究室では生殖細胞が卵になるか精子に

なるかの運命決定の遺伝子（生殖細胞の性決定遺伝子）foxl3 を同定し、この遺伝子が精子形

成開始を抑制、さらに foxl3 を発現しない生殖細胞は直ちに精子形成可能な状態であるとの知

見を得てきたことから、視床下部—下垂体系とは別に今まで知られることのない生殖腺内で働く

分子機構が存在すると考えられた。また生殖細胞の性と体細胞側の性が雄に一致していれば、

第二次性徴の時まで生殖細胞は精子形成可能な状態にありながら、その開始が抑制されている

との知見も得てきた。 

  

２．研究の目的 

研究室での研究から生殖細胞の性と体細胞側の性が雄に一致していれば、第二次性徴の時まで

生殖細胞は精子形成可能な状態にありながら、その開始が抑制されているとの知見も得てき

た。つまりそこには性に依存した体細胞と生殖細胞との「会話（相互作用）」が存在し、foxl3

変異体の卵巣内ではその抑制の「会話」が不能となったため、精子形成可能となっている生殖

細胞が精子を早くから形成するようになったと理解できる。そこで本研究では、この生殖腺側

で働く配偶子形成開始の分子機構を探るべく研究を立案した。 

 

３．研究の方法 

野生型と変異体の稚魚を雌雄に分け、生殖腺からセルソーターで支持細胞と生殖細胞とを単離

してライブラリーを作製し、次世代シークエンサーによる遺伝子発現網羅的把握を行った。 

メダカではゲノムアノーテーションが不完全であるため、NBRP, Ensembl, NCBI などの公共

データベースに個別に登録されているメダカ発現遺伝子をゲノム上に研究室内で一つに統合、

さらに網羅的発現解析で得られたリードと対応させ、固有のコードを付与した独自の解析基盤

を開発した。これと網羅的発現情報を組み合わせることで、雌雄や変異体で発現の異なる遺伝

子（DEG）を詳細に見いだすことが可能となった。 

DEGから得られた因子候補の発現解析でさらに絞り込みを行い、生殖細胞の配偶子形成開始

初期に発現が見られる遺伝子を候補として得た。それらの遺伝子の機能欠損変異体をゲノム編

集によって作製し、配偶子形成のタイミングや生殖細胞の性などから表現型解析を行った。 

 

４．研究成果 

得られた DEG を詳細に調べたところ lhx8b と figla 遺伝子の重要性が浮かび上がった。これら

の遺伝子はいずれも XX生殖腺の生殖細胞で発現が認められ、その機能を欠損させた変異体 XX生

殖腺では減数分裂前期の卵母細胞で卵形成が停止していた。この XX 生殖腺は組織学的にも遺伝

子発現からも卵巣と考えられるが、この XX 生殖腺には精子様の細胞が認められた。この精子様

細胞は精子形成のマーカーの指標となる遺伝子が発現していることも確認された。このことは

lhx8b と figla 遺伝子が早期に生殖細胞が精子形成を行うこと抑制している因子であることを



示している。さらに遺伝学的解析を行ったところ、この２つの遺伝子は生殖細胞性決定遺伝子 

foxl3 とユビキチンリガーゼ複合体因子遺伝子 fbxo47 の下流にあることが明らかとなった。 

    これらの変異体の細胞内構造を解析すると染色体構造が変化し勾玉型の構造をとるこ

とが明らかとなった。染色体の高次構造の変化が生殖細胞の性、そして配偶子形成開始に関与す

る可能性を調べるため、超高解像度顕微鏡による染色体解析を行ったところ、性染色体のみなら

ず常染色体の減数分裂における凝集過程が雌雄で異なることが明らかとなった。メスの生殖細

胞の染色体は分散が大きくはあるが有意に長いのに対して、オスの染色体は長さの分散は小さ

く、メスより明らかに早くから短くなることが判明した。現在、変異体でこの過程を調べるとと

もに、エピゲノム因子遺伝子も DEG 候補に上がっていたことから、エピゲノム因子遺伝子の変異

体でこの関係を解析しているところである。 

    また電子顕微鏡解析により生殖細胞内の膜系構造物にも配偶子形成開始前後そして

foxl3 遺伝子の発現有無で違いがあることが明らかになった。DEG 候補として膜輸送関連因子が

見出されていたことから、これらの変異体を作製して表現型を解析するところである。 

以上の因子同定の結果は、配偶子形成開始、とくに精子形成開始の分子機構が生殖細胞の

性決定と関係していることを分子レベルで初めて実証する結果となった。すなわち、生殖細胞は

卵へ分化しなければ精子へと分化する。メスとオスの相互抑制関係で性は成立しているが、精子

形成開始抑制にはメスへの（卵形成への）因子が関与していることを初めて明らかにする結果と

なった。またこれに関連した染色体高次構造と細胞内膜系の変化は、生殖腺における配偶子形成

開始の分子機構としてこれらが制御されていることを強く示唆する知見であり、研究を展開す

べき重要な方向性を明らかにする結果となった。 

一方、体細胞側での DEG 解析も同時に行ってきた。その結果、体細胞オス化に働く dmrt1

遺伝子の下流で生殖細胞の wnt シグナルが制御されていることが明らかになりつつある。wnt シ

グナルは哺乳類体細胞がのメス型への分化に重要であることは以前から知られている。しかし

配偶子形成開始における関与はまったく知られておらず、この配偶子形成開始前後での生殖細

胞での発現報告はない。今回の研究の結果、配偶子形成開始前の幹細胞型生殖細胞では axin2 や

lef1 が発現し、一方で（恐らく：まだ検定が必要）体細胞側では dkk や notum が発現している

ことが判明した。変異体を用いたエピスタシス解析や雌雄を区別した生殖細胞の発現解析から

は、axin2 や lef1 が生殖細胞の性決定遺伝子 foxl3 の制御は受けておらず、dmrt1 遺伝子の発

現の有無によってそれらの発現が制御されている知見が得られた。 

この遺伝学的解析からは、生殖細胞は基本メス型であり、卵形成開始は foxl3 依存的経路

と非依存経路の２つが働く必要があり、これらによって精子形成開始が抑制されていることを

示している。同時にその解除には体細胞側からのシグナルが必要であり、生殖腺における配偶子

形成開始の分子機序を明らかにすることとなった。 

以上、従来の配偶子形成開始の分子機構解析は脳の視床下部—下垂体系を中心としてなさ

れてきたが、その経路を操作しても配偶子形成開始のタイミングが変化する知見はなかった。し

かし今回、生殖腺の体細胞側と生殖細胞側の因子の発現とその機能を総合的に遺伝学的組織学

的に解析することにより、明らかに配偶子形成開始のタイミングを変える因子の同定に成功し、

このことは配偶子形成開始の機構が脳の視床下部—下垂体系の制御だけではなく、生殖腺の性の

制御と密接に関わっていることを分子機構として示すことができた。この成果は配偶子形成開

始の研究分野に新たな分野を拓く研究となった。 
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