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研究成果の概要（和文）：両生類（ツチガエル）の性はステロイドホルモンによって転換する。アンドロゲン（雄化ス
テロイドホルモン）がはたらくにはその受容体（AR）に結合することが必要である。ツチガエルのAR遺伝子は性染色体
にある。Z染色体のZ-ARは正常に発現するがW染色体のW-ARは殆ど発現しないため、Z-AR遺伝子はツチガエルの雄化に有
利であると考えられる。そこで、Z-AR遺伝子を雌（ZW）胚に導入して性が転換するかどうかを調べた。その結果、Z-AR
の導入により雌の性が不完全ではあるが転換し卵精巣を形成した。本研究は、脊椎動物でAR遺伝子が性決定に深く関わ
っていることを世界で初めて示した。

研究成果の概要（英文）：Sex of an amphibian species Rana rugosa can be changed from female to male or in t
he opposite direction by treatment of sex steroid hormones. To induce the sex-reversal, androgens must bin
d its receptor. The androgen receptor (AR) gene is localized to the Z and W chromosome. The AR gene on the
 Z chromosome (Z-AR) is expressed normally, but W-AR is barely expressed, suggesting that this gene is pro
bably involved in male sex determination in R. rugosa frogs. To prove this hypothesis, we produced transge
nic frogs carrying an exogenous Z-AR. AR-transgenic female (ZW) frogs formed masculinized gonad or 'ovotes
tis'. Testosterone, supplied to the rearing water, completed the female-to-male sex-reversal in the AR-tra
nsgenic ZW frogs. This is the first report showing that the AR gene plays a very important role in male se
x-determination in a vertebrate species. 

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 組織構築　アンドロゲン　アンドロゲン受容体　トランスゲニックカエル　性転換　ツチガエル

基礎生物学・形態・構造



様� 式� Ｃ‐１９、Ｆ‐１９、Ｚ‐１９、ＣＫ‐１９（共通）�

１．研究開始当初の背景 
� ツチガエルは日本の殆どの地域で見

られるカエルである。このカエルは脊椎

動物では類を見ないユニークな特徴が

る。その特徴とは、同種でありながら生

息地域によってXY型或はZW型の性決定

様式をもっているのである。現存する脊

椎動物で２つの性決定様式をもつ動物

は報告されていない。このカエルも他の

多くの脊椎動物と同様、性染色体にある

性決定遺伝子が性を決めると考えられ

ているが、このカエルの性はステロイド

ホルモンによって簡単に変わる。つまり、

ステロイドホルモンが性決定の主役に

なり得るのである。ツチガエルの祖先は

アジア大陸（韓国・中国）で、大陸と日

本が陸続きの頃に日本に移動したと思

われる。日本では西日本、東海、関東集

団が XY 型で北陸・東北集団が ZW 型であ

る。XY 型性決定様式から ZW 型への移行

は性染色体に起きた逆位とその後の集

団間の交配によって性染色体が進化し

たことによると考えられている。当研究

室はツチガエルの多くの遺伝子を単離

して染色体マッピングを行ない、アンド

ロゲン受容体（AR）遺伝子、Sox3、SF1

が性染色体にあることを見つけた。AR

については、Z 染色体の Z-AR は発現す

るが、W-AR は W 染色体の逆位域にある

ため、性染色体進化の過程で転写調節領

域の塩基配列が変異して退化し、殆ど発

現しない。そのため、雄（ZZ）と雌（ZW）

胚の AR の発現比が 2:1 になることが当

研究室の研究によって明らかになって

いる。また、AR は性決定前の雄未分化

生殖腺で強く発現することも明らかに

している。これらの結果は AR がツチガ

エルの雄決定に深く関わっていること

を示唆する。�
 
２．研究の目的 

� 研究開始当初の背景でステロイドホルモン

とその受容体がツチガエルの雄決定に深

く関わることが予想される。特に、哺乳

類では性決定後、雄生殖腺の分化に重要

な役割を果たすと考えられている AR が

ツチガエルでは性を決める遺伝子である

と考えられるため、脊椎動物の性は性決

定遺伝子が決めるという通説とは別に、

下等脊椎動物（ここではツチガエル）の

性はステロイドホルモンとその受容体が

性を決めることを実証することが本研究

の目的である。�
 
３．研究の方法 
(1)研究材料：ZW 型ツチガエル（北陸集団）

を使用した。動物実験においては早稲田大

学動物実験委員会の承認を得た。人工授精

による受精卵を各発生段階まで飼育し、必

要に応じて全 RNA を調整後、逆転写酵素を

用いて cDNA を得た。雌雄判定は AAT 遺伝

子の塩基配列を基にプライマーを設計し

て PCR 法で行なった。�

(2)分子系統樹の作成：AR の転写調節領域

（1.5-kb）の塩基配列を決定し、その配列

を基に UPGMA 法で分子系統樹を作成した。�

(3)AR 発現ベクターの構築：Z-AR�cDNA

（2.3-kb）と Z-ARの転写調節領域（1.5-kb）

或は EF1α転写調節領域（1.7-kb）を
p(I-SceI)DPCG ベクターに組み込んだ DNA

コンストラクトを構築した。�

(4)AR-トランスゲニックカエルの作製：

(3)の DNAコンストラクトから I-SceI酵素

で切断したDNA断片を得てツチガエル受精

卵に注入後、変態直後までテストステロン

添加或は非添加飼育水で飼育した。�

(5)生殖腺における導入 ARの発現解析：受

精卵導入 DNA コンストラクト（Z-AR/V5）

の塩基配列を基にプライマーを作製し、

PCR法で導入 Z-ARがゲノムDNAに組み込ま

れているかどうかを解析した。更に、雄生

殖腺で発現が上昇する CYP17、Dmrt1 につ

いても発現解析を行なった。�

(6)�CYP17、AR 抗体の作製：CYP17 及び AR

蛋白質で抗原基 20 アミノ酸残基を選択し

て GST・ペプチド融合蛋白質を合成後、

BALB/c雌マウスに2週間毎に3回免疫して

抗血清を得た。�

(7)ウエスタンブロット解析：(6)で得た

CYP17及びAR抗体を通常の方法で特異性を

評価した。�

(8)細胞組織免疫染色法：AR トランスゲニ

ックカエルの生殖腺と CYP17、AR 抗体を用

いて免疫染色を行なった。2 次抗体には

Alexa�Fluor�488抗ウサギ或は抗マウスIgG

抗体を用いた。�

�
４．研究成果�

(1)AR 遺伝子の分子系統樹の作成：日本 5集

団と韓国 1 集団のツチガエルを採集してそ

れぞれの集団の雌雄からゲノム DNA を調整

して特異的プライマーを用いて各集団の AR

遺伝子の転写調節領域の塩基配列を決定し

た。その配列を基に UPGMA 法で分子系統樹



を作成した。系統樹は AR 遺伝子を指標と

すると性染色体の進化を次の様に示した。

韓国の X 染色体が祖先型でそれから 2 群

に分岐した。1つのグループには、西日本

集団の X 染色体、北陸（新潟と佐渡）集

団の Z 染色体、東海集団の Y 染色体が含

まれていた。もう 1 つのグループには、

関東と東海集団の X 染色体及び北陸（新

潟）集団の W 染色体が含まれていた。こ

の結果から、韓国集団の性染色体は、北

陸及び東海集団の Z,Y 染色体と W,X 染色

体に進化したことを示している。性染色

体の進化を分子レベルで示した世界で初

めての成果である。この解析を更に進め

るとツチガエルがアジア大陸からどのよ

うな経路で日本に移動・分散したかが解

明できる可能性がある。�

(2)AR 導入生殖腺の組織学的解析：AR 導

入による生殖腺の組織学的解析を行なっ

た。Z-ARプロモーターによる Z-ARを受精

卵に導入して変態後の生殖腺を解析する

と、3つのタイプの雄化生殖腺が形成され

た。タイプ 1 は、1 対が共に正常卵巣の

50%の大きさをもつもの、タイプ 2 は、1

対が共に正常卵巣の 25%の大きさをもつ

もの、タイプ 3は、1 対の片方が精巣の大

きさ、もう片方が正常卵巣を形成した。

タイプ 1 では、大部分が体細胞で卵細胞

が僅かに残存していた。タイプ 2 では、

卵細胞は殆ど消失し、体細胞も多くはな

かった。タイプ 3 では、精巣タイプの生

殖腺では卵細胞が殆ど消失していた。片

方の生殖腺は表現型が正常卵巣と区別で

きなかった。3つのタイプの生殖腺はどれ

も雄化していたが、正常精巣とは異なり

卵精巣の様相を呈していた。しかし、AR

トランスゲニック雌（ZW）胚をテストス

テロン添加水で飼育すると、変態後に ZZ

雄と区別ができない精巣を形成した。即

ち、W 染色体の W-AR が機能不全に陥って

いる胚に Z-AR 遺伝子を導入して AR を過

剰発現すると不完全ではあるが性転換し、

飼育水にアンドロゲンを加えると完全に

性転換することを見いだした。この事実

は、両生類のツチガエルの雄決定にはア

ンドロゲンとその受容体が深く関わって

いることを示している。アンドロゲン受

容体（AR）は、哺乳類では性決定に関与

せず、この遺伝子をノックアウトすると

雄では精子形成が停止し、雌では表現型

に変化が表れないことが知られている。

この研究成果は、AR が性決定に関わるこ

とを脊椎動物で初めて示したもので脊椎動

物の性決定機構を明らかにする上で大いに

役立つことは間違いない。�

(3)AR導入総個体数と性転換個体数：AR導

入個体の総数と性転換個体数を以下にま

とめた。AR導入受精卵数は 800 でその内、

変態直後の幼若カエルまで成育した個体

数は 126 個体であった。テストステロン不

添加水で飼育した AR 導入及び非導入個体

では、30 の雄（ZZ）個体は全て精巣を形成

し、37 の雌（ZW）個体は全て卵巣を形成し

た。しかし、9つの AR導入雌（ZW）個体は

3つのタイプ（前述）の卵精巣を形成した。

AR導入雌（ZW）9 個体は不完全ながら雌か

ら雄に性が転換した。不完全な性転換を示

す AR 導入個体をテストステロン添加水で

飼育すると、12 の AR導入雌（ZW）個体の

全てが雄（ZZ）個体の精巣と区別ができな

い完全な精巣を形成した。��

(4)導入 ARの PCR 法による発現解析：不完

全ながら性転換した3タイプの個体は全て

ゲノムDNAに Z-AR/V5遺伝子が導入され発

現していた。面白いことに、片方が卵精巣

でもう一方が正常卵巣を形成したタイプ 3

では、ゲノム中に Z-AR/V5遺伝子が導入さ

れていたが発現はしていなかった。また、

生殖腺の精巣形成では、CYP17、Dmrt1の発

現が促進するが、卵精巣を呈する生殖腺で

いずれも発現が高くなった。卵巣に分化す

る生殖腺ではこれらの遺伝子の有意な発

現は見られなかった。タイプ 3の卵巣でも

CYP17と Dmrt1の発現は見られなかった。

テストステロン添加水で飼育した AR 導入

雌（ZW）個体が形成した精巣でも CYP17と

Dmrt1の発現が促進した。�

(5)AR、CYP17 抗体の作製：AR と CYP17 抗

体を作製してウエスタンブロット法によ

る抗体の特異性を検討した。その結果、そ

れぞれ分子量に相当する86kDaと 56kDaの

位置に単一バンドが観察された。AR 抗体は、

幼若及び成体精巣では体細胞と一部の生

殖細胞の核に AR 蛋白質の局在を示した。

また、CYP17抗体は体細胞の細胞質にCYP17

蛋白質の局在を示していた。これらの結果

は作製した抗体いずれも特異性が高く免

疫染色を行なうには全く問題がない。�

(6)AR 導入生殖腺の細胞組織免疫学的解

析：AR、CYP17,�laminin,�Vasa 抗体を使用

し、ARを導入した不完全及び完全性転換個

体の生殖腺切片を用いて免疫染色を行な

った。その結果、不完全ではあるが性転換

した卵精巣では、AR と CYP17 蛋白質が発現



した。卵巣ではこれらの蛋白質は殆ど観

察されなかった。また、Vasa 抗体を用い

て生殖細胞の分布を調べると、卵精巣で

は卵巣に見られる多くの卵細胞が消失

すること、また卵細胞の消失と共に精巣

で見られる小型生殖細胞が存在するこ

とも判明した。�

(7)AR と GFP 蛋白質の共発現：ツチガエ

ル EF1αプロモーターを用いて�Z-AR/GFP
発現ベクターを作製して受精卵に導入

後、変態直後期まで胚を飼育して生殖腺

を解析した。部分的性転換をした生殖腺

では、AR 及び GFP を共発現している体細

胞が見られた。このことは、Z-AR導入卵

精巣では確かに AR 蛋白が発現している

ことを GFP をモニターとして確認した。�

以上、�

これらの結果は、少なくとも両生類（ツ

チガエル）では、雄決定にアンドロゲン

とその受容体（AR）が深く関わっている

ことを、脊椎動物で実証した世界で初め

の研究である。�
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