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研究成果の概要（和文）：本研究課題では，鳥類であるニワトリの性を決定するマスター遺伝子ではないかと考
えられているDMRT1とHEMGN遺伝子に着目し，本遺伝子をゲノム編集技術によ りノッ クアウトし，その表現型を
様々な観点から調査した。その結果，DMRT1は生殖腺の精巣分化に関与するのみならず，精子分化そのもにも昨
日していることが明らかとなった。またHEMGNは，精巣内での精子分化において，DMRT1の発現調節に関与するこ
とも明らかになった。以上の結果は，DMRT1とHEMGNの直接的・間接的な相互作用を示しており，この２つの因子
がニワトリの雄化に重要であることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this research, I focused on the DMRT1 and HEMGN genes, which are thought 
to be the master genes that determine the sex of the chicken. At 7.5 days of incubation, neither 
normal PGCs nor DMRT1-knockout PGCs showed any change in distribution and number. In 
14-day-incubated embryos, the proportion of Nanog-expressing PGCs was high in DMRT1-knockout PGCs. 
Conversely, spermatogonial stem cell markers were low in DMRT1-knockout PGCs. Knockout analysis of 
HEMGN showed abnormalities in the hematopoietic system in females, and yellow discoloration of the 
liver, atrophy of the fallopian tubes, and underdevelopment of follicles were observed. In HEMGN 
heterozygous knockout males, gene expression of HEMGN and DMRT1 was halved at 8.5 days of 
incubation. SOX9, which is expressed in male gonads following HEMGN and DMRT1, decreased slightly, 
and AMH, which inhibits Mullerian duct differentiation, did not change. These results indicate 
direct and indirect interactions between DMRT1 and HEMGN.

研究分野： 動物生産科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題は，現在，世界中で問題となっている養鶏における動物福祉に資するものである。養鶏の現場では，
採卵が目的の場合はオスの雛を，食肉が目的の場合はメスの雛の一部が淘汰されている。EU各国では既に，雛の
殺処分を禁止する動きが強まっており，早急な対策が求められている。本研究では，将来，ニワトリでの雌雄の
産み分け技術に利用可能な知見を得るための分子生物学的な解析を行い，特定の遺伝子がニワトリの精子形成に
重要であり，またその相互作用を明らかにした。これらの知見の集積により，近い将来，ニワトリで雌雄の産み
分けが可能になるかもしれない。

※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 
 ニワトリの雌雄の産み分け技術は，養鶏メーカーにとって重要である。例えば，鶏卵生産メー
カーでは，雌が必要であり，鶏肉メーカーでは，雄が必要である。しかし，実際には雌雄の産み
分け技術は確立されておらず，孵化後に雌雄判定を行った後，約半数の雛が淘汰されているのが
現状である。もし，ニワトリで雌雄の産み分け技術が確立できれば，養鶏メーカーの生産性の向
上が計られ，動物福祉の面からも社会的な貢献が大きい。この技術を確立するためには，まず，
ニワトリにおける性決定機構を解明する必要がある。 
 動物の性決定の様式は，性染色体上にコードされた遺伝子の発現が重要な役割を持つ。哺乳動
物では，Y染色体上にコードされた Sry 遺伝子が発現すれば，精巣（雄）が形成され，発現しな
ければ卵巣（雌）が形成される。即ち，哺乳動物における Sry 遺伝子は，性を司るマスター遺伝
子であり，性決定遺伝子と呼ばれている。一方鳥類では，性染色体が Zと Wで構成されている。
また哺乳動物とは異なり，雄が ZZ のホモ，雌が ZW のヘテロである。さらにどちらの性染色体に
も Sry の相同遺伝子は見いだされていない。そこで，鳥類の性決定機構の考え方には，以下の３
つが想定さている 
（仮説） 
A： W 染色体上の遺伝子の発現で雌決定を行なう。 
B： Z 染色体上の遺伝子の発現量により雌雄が決定される。 
C：Z染色体上と W染色体上の双方の遺伝子の発現で雌雄が決定される。 
 近年，Z染色体上の DMRT1 遺伝子や HEMGN 遺伝子の解析から，DMRT1 が鳥類における性決定の
マスター遺伝子である可能性が示唆されている。それは以下の報告に基づいている。 
→DMRT1 ノックダウン ZZ 個体の胚の解析から，卵巣特異的遺伝子（Foxl2 と aromatase）を発現
した卵巣様の構造体が観察された [Smith et al, Nature 461, 2009]。 
→鳥類の ZZ 生殖腺特異的に発現する HEMGN 遺伝子が同定されたが，その発現時期は 
 DMRT1 が発現してから約 24 時間後であった [Nakata et al, Proc Natl Acad Sci USA 110, 
2013]。 
→DMRT1 の過剰発現 ZW 個体の胚の解析から，精巣特異的遺伝子（HEMGN や Sox9）の発現 
 が誘導，aromatase 遺伝子の発現が低下した [Lambeth et al, Dev Biol 389, 2014]。 
 また，これらの性関連遺伝子の中で，胚発生の最も初期に発現する遺伝子が DMRT1 であり，こ
れらのことを総合して考えると，DMRT1 が鳥類の性決定遺伝子であり，仮説の Bを支持するもの
と考えられている。すなわち，ZZ では ZW 個体よりも DMRT1 が２倍の発現量を有し，この発現量
の差により，雌雄が決定されるというものである。しかし一方で，上記の知見は，遺伝子のノッ
クダウンや過剰発現系による解析方法の結果であり，厳密な発現量の調節ができておらず，以下
の問題点が指摘されている [Kuroiwa, Nature 462, 2009]。 
・ノックダウンや過剰発現系では，完全な性転換が認められないこと。 
・ZW の生殖腺でも DMRT1 の一定量の発現が認められること。 
・W染色体上の性決定遺伝子の存在が未だ完全に否定されていないこと。 
即ち，これらの指摘は，DMRT1 が鳥類の性決定遺伝子であるかどうか未だ解決されていないこと
を示している。 
 
２．研究の目的 
 本研究での学術的な問いは，ニワトリの雌雄の産み分け技術の確立を念頭に「鳥類の性決定は
いかにしておこなわれているのか？」を明らかにすることである。そこで本研究では，未だ明ら
かになっていない鳥類の性決定における分子機構を解明することを目的に，ゲノム編集技術に
より雄化関連遺伝子で Z 染色体上にコードされた DMRT1 と HEMGN ノックアウトニワトリを作出
し，その表現型や遺伝子発現様式を解析することである。遺伝子のノックダウンや過剰発現系で
は，遺伝子の発現量を設定することが困難である。しかし，ノックアウトの系では，例えば ZZ
の性染色体の個体から片アレルの DMRT1 をノックアウトすれば，ZW 個体の遺伝子発現を導くこ
とが可能である。 
 
３．研究の方法 
（１）DMRT1 と HEMGN に関して，それぞれ４種類ずつ，翻訳開始地点の直後に変異導入できるよ
うに CRIPR/Cas9 用の guide RNA を設計し，SSA assay と Cel-1 assay により高切断活性ならび
に高変異導入活性を誘導できる guide RNA の選択を行なった。 
（２）培養始原生殖細胞（PGC）に対して，CRIPR/Cas9 によるゲノム編集を行い，クローニング
により DMRT1 および HEMGN ノックアウト PGC を選抜した。 
（３）それぞれのノックアウト PGC は初期胚へ移植し，生殖細胞キメラ候補ニワトリ（G0）を複
数作出した。 
（４）G0 世代のニワトリと野生型ニワトリとの交配を行い，G1 世代の作出を行なった。 
（５）DMRT1の精子分化に与える影響を解析するためにZsGreen発現PGCを樹立し，このZsGreen-



PGC に対してゲノム編集を行った。 
（６）HEMGN ノックアウト PGC から得られた G1 世代は，性成熟したメス個体での表現型の解析
と HEMGN の発現が最も高くなる孵卵 8.5 日胚での HEMGN, DMRT1, SOX9, AMH の発現を qPCR を用
いて解析した。 
 
４．研究成果 
（１）DMRT1 と HEMGN に関して，高切断活性ならびに高変異導入活性を誘導できる guide RNA を
1 種ずつ選択することができた。 
（２）培養始原生殖細胞（PGC）に対して，CRIPR/Cas9 によるゲノム編集を行い，クローニング
と塩基配列の解析により，DMRT1 および HEMGN ノックアウト PGC を複数種取得した。 
（３）生殖細胞キメラ候補ニワトリ（G0）をそれぞれ 4羽ずつ確保した。 
（４）DMRT1 ノックアウト G0 世代（オス）と野生型（メス）の交配実験を行い，DMRT1 ノックア
ウト G1 世代の作出を行なったが，DMRT1 ノックアウト個体は得られなかった。その原因を調べ
るために，DMRT1 ノックアウト G0 世代（オス）の精子を回収し，DMRT1 遺伝子の変異導入を Cel-
1 assay と塩基配列の解析から確認したが，いずれも変異導入は確認されなかった。このことは
DMRT1 ノックアウト G0 世代（オス）において正常な精子分化が阻害されているのではないかと
いう考えに至った。 
 HEMGN ノックアウト G0 世代（オス）と野生型（メス）の交配実験では，複数羽の G1 世代を確
保することができた。また，塩基配列の解析結果から，G1 のオス・メスともに HEMGN はヘテロ
接合型で変異導入されていることが判明した。 
（５）樹立した ZsGreen 発現 PGC は，（２）の方法と同様に CRIPR/Cas9 によるゲノム編集により
ホモ接合型での DMRT1 ノックアウトを行な
った。DMRT1 ノックアウト ZsGreen 発現 PGC
と ZsGreen 発現 PGC をそれぞれ初期胚へ移
植し孵化させ，オスのみを性成熟させた後，
精子の蛍光観察を行なったところ，ZsGreen
発現 PGC 移植オス個体では，緑色蛍光を発す
る精子が観察されたが，DMRT1 ノックアウト
ZsGreen 発現 PGC を移植した個体からは，緑
色蛍光を発する精子は観察されなかった
（図 1）。DMRT1 ノックアウト精巣では，組織
染色の結果から孵卵 14日まで ZsGreen の発
現が観察されたことから，このあたり（14 日
以前か以降）で DMRT1 ノックアウトが精子分
化に異常をもたらしていることが示唆され
た。これまでの研究成果では，DMRT1 ヘテロ
ノックアウト精巣は卵巣様に分化すること
が明らかになっているが，DMRT1 は精巣形成
のみならず．精子分化・形成にも関与するこ
とが明らかになった。そこで，次に精子分化
に影響する因子を調査するために孵卵 14日
の移植胚の解析を，FACS を用いて移植 PGC
由来生殖細胞を分取し，発現解析を行なっ
た。その結果，多能性維持因子として知られ
ている Nanog の発現が DMRT1 ノックアウト
生殖細胞で維持されていること，また DMRT1
ノックアウト個体では，精原幹細胞マーカ
ーを発現する細胞が減少していることが判
明した（図 2）。これらの知見は，DMRT1 がニ
ワトリの精子分化において，精原細胞の分
化かもしくはそれ以降の減数分裂に必須の
因子であることを示している。 
（６）ニワトリの雄化に機能すると報告さ
れていた HEMGN のノック アウト解析では，
メス個体で造血系に異常が生じ，胚性致死
にはならないものの，肝臓の黄変化，卵管の
萎縮と卵胞の未発達が観察され，生殖能力
が無くなることがわかった（図 3）。これは，ニワトリ においても HEMGN が血液細胞の分化成熟
に関与していることを示している。一方，HEMGN ヘテロノックアウトオス個体では，生殖巣への
影響は観察されなかったが，HEMGN と DMRT1 の遺伝子発現が孵卵 8.5 日目に半減していた。これ
は同時期のメス個体の発現量に一致していた。またオス生殖巣で HEMGN と DMRT1 に続き発現す
る SOX9 はわずかに減少し，ミューラー管の分化を抑制する AMH の発現は，変化が認められなか
った（図 4）。以上の結果は，DMRT1 と HEMGN の直接的・間接的な相互作用を示しており，HEMGN 
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は DMRT1 の第一次性徴（生殖腺が精巣になるか卵巣になる
か）以降の DMRT1 の発現調節を行い，精子形成を促してい
ることが示唆された。  
 ニワトリでは，精子の性染色体が ZZ 型であり，精子の
核型での雌雄の産み分けは困難である。しかし，DMRT1 が
精巣と精子分化に重要な機能をもち，その発現調節に
HEMGN が関わっていることが明らかとなった。また最近の
他研究者の知見[Ioannidis et al, Proc Natl Acad Sci 
USA 118, 2021]から，DMRT1 のヘテロ接合型では ZZ 型の
生殖巣がメス化するものの，外観的な表現型はオスのまま
であり，受精可能な卵子形成が起こらないことが報告され
ている。ニワトリでの雌雄の産み分け技術を確立するため
には，本研究で行なったような基礎研究の蓄積と第二次性
徴も含めた体細胞環境と生殖細胞自律的な分化機構の解
析が必要である。 
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