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研究成果の概要： 

 脊椎動物において、卵内に存在する細胞質因子が性決定の重要な役割を担うことを明らかに

するため、ツチガエルを用いて、ミトコンドリア由来および、性染色体に由来する細胞質因子

の同定を試みた。ミトコンドリアからは D-loop内に存在する８塩基ないし１０塩基を単位とす

るくり返し配列に由来するペプチド因子をみつけ、母性因子としては主に３種類のガレクチン

分子が卵内に特異的に存在することを見つけた。機能解析を行うため、DNA コンストラクト

を用いたトランスジェネシスに取り組み、ツチガエルにおける核酸マイクロインジェクション

法を確立した。 
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１．研究開始当初の背景 
 生物の性を決定する仕組みには、孵卵温度
や社会的因子などの環境による性決定と、遺
伝子による遺伝的な性決定の２つに大きく
わけることができる。 
 遺伝的に性が決まる場合、通常は、核の性
染色体上にある遺伝子がその中心的役割を
担うが、無脊椎動物では、遺伝的に決定され
る本来の性が卵に存在するボルバキア微小
細菌や微胞子虫類によって完全な変更を受
ける例が古くから知られている。これらは、

卵の細胞質に性決定に深く関与する仕組み
の存在することを強く示している。私たちは
脊椎動物のツチガエルにおいて、集団間雑種
において卵の細胞質の組み合わせを変える
ことよって、本来の遺伝的な性が大きく変更
される実験結果を得ていた。２つの実験から、
その細胞質因子はミトコンドリア由来の因
子と、核の性染色体由来の母性因子の両方が
示唆された。そして、ミトコンドリア遺伝子
の D-loop 領域を解析したところ、10 残基を
コードしうる配列が繰り返して存在し、集団
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図２ ４種ガレクチン分子のWW卵と

ZW卵での発現差 

TATACATGTG/     MHVYTCVYMC
TATATATGTATG
TATATATG/         MYMCMYVY

関東／XY：

西日本：
ZW：  

図１ 繰り返し単位と翻訳可能なペムチド 

の間でその配列と繰り返しの数に違いがあ
ることを突き止めた。以上のように、脊椎動
物においても、卵の細胞質の中に性の決定を
支配する因子の存在することが、ツチガエル
の研究によってより具体性を帯びて来た。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、ツチガエルの卵の中に存在し、
性の決定に関与する細胞質因子の同定を目
的とする。これまでの研究から、その因子と
して、ミトコンドリア由来の因子と性染色体
由来の母性因子が予想されている。そこで、
両者の因子の詳細な探索を行い、候補分子を
実際に受精卵に RNA ないし DNA の形で導
入し、遺伝的な性が変更しうるかどうかを見
ることで、因子の同定を行い、最終的に脊椎
動物において、無脊椎動物同様、性決定に関
与する細胞質因子の存在することを明らか
にする。 
 

3.  研究の方法 
 ツチガエルには遺伝的に４つの異なる集
団が存在する。性染色体が未分化で形態学的
に区別がつかない２つの集団、関東と西日本
（いずれもXX/XY型の性決定機構）、そして、
性染色体の分化した ZW集団と XY集団であ
る。 
 ミトコンドリア因子については、正逆交配
によって性比が大きく偏る２つの集団（関東
と西日本）に加え、ZW と XY 集団の４つの
集団について D-loop 領域の配列を解析し、
さらに、全ゲノムの塩基配列を決定して４者
間の違いを調べた。母性因子については、ZZ
卵と WW 卵のサブトラクションの詳細なス
クリーニングを継続し、２つの卵で発現が異
なる因子の絞りこみを行った。次に、以上の
実験で得られた因子候補を受精卵に導入す
るため、まず、トランスジェネシスの確立を
行った。ツチガエルではこれまで受精卵への
マイクロインジェクションの実績が全くな
いため、条件設定も含めて検討した。 
 

４．研究成果 
 １）ミトコンドリア因子 
 相互交配によって性比の大きな偏りを引
き起こす２つの集団、西日本と関東について、
ミトコンドリアのサイズに約 4kbp の違いが
見られることがわかっている。その違いは
D-loop領域のサイズの違いであり、内部に存
在する繰り返し数の違いに起因する。今回、
各集団で５個体を調べたところ、D-loop領域
に 3.5kbpから 9kbまでの変異が見られ、サ
イズの違いは必ずしも集団に特異的ではな
いことがわかった。一方、D-loop領域以外に、
遺伝子配列の違いを探るため、残りの領域の
配列すべてを決定したが、遺伝子構造と配列
に注目すべき違いは認められなかった。それ

ゆえ、ミトコンドリアゲノムに由来する性決
定関連因子が存在するとすれば、当初の予想
通り、D-loop領域のくり返し配列にあると考
えられた。そこで、残り２つの XY型集団と
ZW 型集団についてくり返し単位の配列を調
べたところ、XY型は関東と同一の 10塩基を
くり返し単位とし、ZW型は西日本の 12塩基
のうちの 4塩基を欠失した 8塩基を単位とし
ていることがわかった。ZW 集団のミトコン
ドリアは西日本集団（XX/XY型の性決定機構
をもつ）に由来することがわかっていること
から、メスへテロの性決定機構を獲得するこ
とと、くり返し単位の配列変化との関連が期
待される。ZW 集団では単位が８塩基になっ
たことで、３通りのフレームいずれにおいて
も同じペプチドが翻訳可能となる（図１）。

このくり返し配列の機能解析を行うため、そ
の配列に由来する RNA を導入するマイクロ
インジェクション法の確立に取り組んだ（後
述）。 
２）母性因子 
 ZWメスにXYオスを交配してWY個体をつく
るとオスの性となるが、同じ XY オスを WW メ
スに交配すると WY 個体はメスとなる。この
実験結果は、性染色体に由来し、性の決定に
関与する母性因子が卵内に存在することを
示している。そこで、WW 卵と ZZ 卵を作成し、
RNA のサブトラクションを行ってきた。その
過程において、両サンプル間で発現差を示す
遺伝子の中でもっとも多く取られたクロー
ンはガレクチンであった。しかし、この遺伝
子は複数種類が含まれているため、分子種の

正確な同定が困難であった。本研究では、得
られた配列情報を解析し、少なくとも４種の
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図 3 I-SceI 法とメダ

カ Tol2 法によるツチ

ガエルトランスジェ
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ガレクチンが存在することを明らかにし、そ
れぞれに特異的なプライマーを設計して、リ
アルタイム PCR 法によって、WW 卵と ZW 卵で
の発現差を確認した。その結果、２種のガレ
クチンαとγは WW 卵での発現は高いが、β
に明瞭な違いはなく、δは ZW 卵の方でむし
ろ高い発現を示した（図 2；WW／ZW のΔΔCt
を示す）。よって、卵内における種々のガレ
クチン分子の発現量の違いが細胞質因子と
して機能している可能性が考えられた。 
３）マイクロインジェクション 
 以上の実験で得られた細胞質因子候補分
子を実際に受精卵に導入し、遺伝的な性が変
更されるかどうかを
調べるため、まず、
マイクロインジェク
ション法の検討を行
った。ツチガエルは
これまで核酸導入の
実績が全くないこと
から、DNA コンストラ
クト導入によるトラ
ンスジェネシスの検
討を行った。 
 両生類は卵内に卵
黄が多いため、トラ
ンスジェネシスによ
る遺伝子導入が極め
て困難であった。し
かし、近年、メガヌ
クレアーゼ I-SceIと
の共導入の方法が有効であることが報告さ
れた。そこで、この方法に基づき、CMV-GFP
コンストラクトの導入を行ったところ、生存
率が 8.9％、GFP 蛍光を発したのが 4.8%、DNA
の組み込みを確認したのが、1.2%であった
（図 3-A）。さらに高い導入効率が期待される
メダカトランスポゾン Tol2 の RNA との共導
入法を試みたところ、ふ化生存率が 8.3%で、
組換率は 2.1%（図 3−B）であった。以上のこ
とから、組換え率は低いものの、DNA のマイ
クロインジェクション法がツチガエルにお
いても有効に機能することがわかった。以上
の結果から、実験１）と２）で得られた性決
定関連の細胞質因子候補の mRNA ないし DNA
の導入を行う用意を整えることができた。 
４）まとめと展望 
 本研究では、性決定に関連する卵内の細胞
質因子の候補遺伝子を単離したが、その遺伝
子構造の解析と受精卵への導入による機能
解析までは至らなかった。現在、研究を継続
中である。無脊椎動物の性決定に特有と考え
られていた細胞質因子が、脊椎動物において
も同様に重要な機能を担っていることを明
らかにしていきたい。 
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