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研究成果の概要（和文）：性転換モデル魚を用いて雌の生殖腺（卵巣）から雄の生殖腺（精巣）組織の起源とし
て機能する生殖細胞系列と体細胞系列の幹細胞の存在を示すことに成功した。興味深いことに、同様の細胞種が
精巣にも認められるとともに、雌雄異体魚の成体生殖腺にも存在した。一方、雌特異的遺伝子と雄特異的遺伝子
のDNAメチル化パターンに雌雄差を見出すと共に、性転換に伴いこれらの性特異的因子とエピジェネティクス関
連因子の遺伝子群が著しい発現変動を示すことを明らかにした。すなわち、性的可塑性に関わる遺伝子・細胞基
盤に魚種間に共通する機構が存在し、成体生殖腺の性転換にダイナミックなエピジェネティクス機構が関与する
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To understand the molecular and cellular mechanisms of gonadal sexual 
plasticity, the epigenetic regulation and the origins of newly formed gonadal cells during sex 
change were investigated.  By using the wrasse, we found the presence of germline stem cells (GSCs) 
in both ovary and testis.  Additionally, undifferentiated somatic cell (SSC) candidates were 
isolated. These GSCs and SSCs may collaboratively co-ordinate the origin of testicular tissue during
 sex change from females to males.  Interestingly, these cells were also identified in the 
gonochoristic species, such as the Japanese anchovy and medaka highlighting that the cellular 
mechanism is conserved to some extent in fish.  
 On the other hand, together with various sex specific genes and steroidogenic enzymes, the genes 
responsible for epigenetic modifications changed drastically in association with the gonadal change 
from ovary to testis, suggesting that the epigenetic changes are involved in the gonadal sexual 
plasticity. 

研究分野：魚類生殖学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々の構築したモデル実験系を用いて、生殖細胞系列と体細胞系列の2種の幹細胞が性転換魚と雌雄異体魚の
雌雄の生殖腺（卵巣と精巣）に共通して存在することを見出すと共に、生殖腺体細胞で発現する性特異的遺伝子
のDNAメチル化パターンに性差が認められること、性転換に伴いステロイド代謝酵素、性特異的因子、およびエ
ピジェネティクス関連因子の各遺伝子群が著しい発現変動を示すことを明らかにした。こうした成体生殖腺の性
的可塑性に関わる遺伝子、細胞、エピジェネティクスの基盤情報は、魚類を含む脊椎動物一般の性的可塑性の分
子・細胞機構の研究に寄与するのみならず、水産における新たな性統御法や細胞操作技術の開発に貢献する。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 性の可塑性に関しては、最近急速に理解が進んできている。特に成体の生殖腺における性的可
塑性については、性転換魚を用いた遺伝子レベルの研究が進展してきたことに加え、雌雄異体魚
においても性ステロイド処理などにより、成熟魚に性転換を誘導できることが明らかになって
きた①, ②。一方、哺乳類においても条件付き遺伝子破壊実験から、成体生殖腺の体細胞が卵巣型
（顆粒膜細胞）と精巣型（セルトリ細胞）との間で分化転換することが示されるなど③, ④、成体
生殖腺の性的可塑性はレベルの違いはあれ、脊椎動物で広く保存されていると考えられるよう
になった。そこで、我々の構築した性転換魚と雌雄異体魚のモデル系を用い、成体生殖腺の性的
可塑性の鍵となると予想される、性転換過程で出現する新たな生殖腺組織の起源、及び生殖腺体
細胞のエピジェネティック機構について解析することにより、性的可塑性の研究が大きく進展
すると期待された。 
 
２．研究の目的 
 性統御法は水産における新たな育種・種苗生産技術の開発に不可欠な技術である。魚類の性を
統御するためには、それぞれの種が有する性的可塑性の特徴を理解する必要がある。そこで本研
究では我々の構築した性転換魚と雌雄異体魚のモデル実験系を用いて、成体生殖腺の性的可塑
性の鍵と考えられる、性転換過程で出現する新たな生殖腺組織の起源（卵巣から精巣組織、精巣
から卵巣組織）、及び生殖腺体細胞のエピジェネティック機構を解析することにより、性転換魚
と雌雄異体魚における性的可塑性の分子・細胞メカニズムの普遍性と多様性を明らかする。これ
に基づき、将来、全ての魚類において生殖腺の性を自在に統御するために必要な“共通原理”に関
する情報を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 性転換魚の実験系を用いて飼育環境調節により性転換を誘導し、生殖腺組織における細胞変
化と細胞特異的遺伝子の発現パターンから性転換過程で出現する生殖腺組織の起源細胞を探索
する。次に、これらの細胞の単離技術を構築し、遺伝子発現及び機能解析を行う。一方、性特異
的遺伝子の Bisulfite sequencing解析により、遺伝子発現に関わる DNAメチル化のパターンを明
らかにすると共に、生殖腺を用いた網羅的遺伝子発現解析により、性転換過程の各段階における
各種エピジェネティクス関連遺伝子の発現動態を解析する。雌雄異体魚においても同様に性的
可塑性に関与すると予想される細胞の解析を行う共に、ステロイドホルモン処理や遺伝子の機
能欠損実験などを用いた遺伝子及び細胞の機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
 性転換モデル魚（ホシササノハベラ)と海産モデル魚（カタクチイワシ・雌雄異体魚)において、
生殖細胞および体細胞の各分化段階において特異的に発現する各種ステロイド代謝酵素遺伝子
と性特異的遺伝子の解析系を整備した。次に、ホシササノハベラを用いて、飼育条件下で雌から
雄への性転換を誘導し、雌の生殖腺 (卵巣)から雄の生殖腺(精巣)組織の起源となる細胞の探索を
行った。生殖腺の組織切片を段階別に解析した結果、性転換の初期に卵巣薄板上皮に複数の精原
細胞からなる細胞群が出現しており、これらは少数の未分化な生殖細胞が起源であると予想さ
れた。すなわち、卵原細胞または卵原細胞のう
ちの一部の比較的未分化な生殖細胞が卵や精
子へと分化可能な生殖幹細胞として機能して
おり、性転換の開始後に速やか（3日から 1週
間以内）に精原細胞に分化・増殖し、細胞群を
形成すると予想された。そこで、これらの細胞
群の起源となる生殖幹細胞の存在を明らかに
するため、幹細胞の指標となる oct4 (pou5f1)遺
伝子について解析を行った。その結果、卵巣の
卵原細胞と精巣の精原細胞において高い発現
が認められた。次に、これらの細胞を単離する
ために、各種蛍光指示薬や抗体染色を試みた
結果、幹細胞の指標の 1 つであるアルカリフ
ォスファターゼ活性に基づく蛍光基質により、卵巣薄板上皮に散在する細胞が可視化された（図
１）。そこで、酵素処理により細胞を分散し、セルソーターを用いて蛍光強度と細胞サイズをも
とに細胞を分取した。その結果、比較的大きな細胞サイズと比較的小さな細胞サイズの異なる 2
種類の細胞を単離することに成功した。これらの細胞について遺伝子発現解析を行った結果、大
きな細胞は oct4を発現すると共に、生殖細胞の指標である vasa と nanos3を発現しており、形態
的にも生殖細胞系列の細胞と類似することから、生殖幹細胞に一致すると考えられた。一方、興
味深いことに、小さな細胞は oct4に加え、sox9bを特徴的に発現していた。また、共焦点レーザ
ー顕微鏡により細胞形態と接着特性を観察した結果、高い接着性を有していたことから、比較的
未分化な体細胞系列の幹細胞であると予想された。すなわち、卵巣組織に生殖幹細胞と体細胞系
列の幹細胞の２種の幹細胞が存在し、この 2種の細胞が性転換の際に速やかに細胞群を形成し、
精巣組織の起源として機能していると考えられた。これにより、性転換魚において生殖幹細胞を

図１：卵巣内における卵原細胞（左）と
蛍光色素による生殖幹細胞の可視化（右）



単離することに成功すると共に、それらの細胞に隣
接する体細胞系列の幹細胞（未分化体細胞）の存在
を初めて明らかすることができた。さらに興味深い
ことに、同様の特徴を有する 2 種の細胞が精巣でも
認められるとともに、雌雄異体魚(カタクチイワシと
メダカ)の成体生殖腺（卵巣と精巣）にも存在してい
た。すなわち、これら 2 種の細胞群が性転換魚と雌
雄異体魚の生殖腺に共通して存在することが示され、
成体生殖腺の性的可塑性の細胞基盤として、様々な
魚種の間で共通する可能性が示唆された。 
 また、ホシササノハベラにおいて、雌から雄への
性転換過程の生殖腺組織を用いた網羅的遺伝子発現
解析（RNA-seq）を行った結果（図２）、oct4に加え、
幹細胞関連遺伝子の sox2とアルカリフォスファター
ゼ遺伝子 (alpl)の発現が認められ、いずれも性転換開
始後に上昇した後、性転換後期まで高い値を維持し、

精巣で低下する変動パターンが認められた（図３）。すなわち、生殖腺における２種の幹細胞が
性転換過程で機能していることが考えられた。加えて、DNA メチル基転移酵素(dnmt1, dnmt3a, 
dnmt3b)、DNA脱メチル化酵素（tet2, tet3）、ヒストンアセチル基転移酵素（HATs）をはじめとす
るDNAメチル化やヒストン修飾に関わる様々なエピジェネティクス関連遺伝子の発現が認めら
れ、特にヒストン脱アセチル化酵素（HDACs）、各種ヒストンメチル基転移酵素（KMTs）、及び
各種ヒストン脱メチル化酵素（KDMs）が著しく変動し
ていた。 
 さらに、雌雄の生殖腺において発現量に差の見られる
遺伝子、すなわち、卵巣体細胞で発現する cyp19a1（エ
ストロゲン合成酵素）と精巣体細胞で発現する dmrt1（雄
特異的転写因子）について、転写開始点の上流領域の
DNA メチル化修飾の有無を Bisulfite sequencing 法によ
り解析した。その結果、cyp19a1 と dmrt1 の両遺伝子共
に特徴的な CpG 配列部位が複数存在することを見出す
と共に、これらの領域の DNA メチル化修飾パターンに
雌雄の生殖腺の間での違いがみられることを明らかに
した。先の RNA-seqによる解析では、エピジェネティク
ス関連遺伝子群と共に、cyp19a1 や dmrt1 をはじめとす
る各種ステロイド代謝酵素及び性特異的因子の遺伝子
群が卵巣から精巣への転換過程で著しく発現変動して
いた。特に性ステロイドホルモン合成に関する遺伝子発
現については、cyp19a1 を始めとするエストロゲン合成系の遺伝子群の著しい低下と cyp11b を
始めとするアンドロゲン合成系の遺伝子群の上昇によるステロイド合成系の遺伝子発現の転換
（シフト）が確認された。したがって、生殖腺におけるステロイド環境の変化が生殖幹細胞およ
び未分化体細胞の性的可塑性および卵巣組織と精巣組織への分化の基盤として関与しているこ
とが示唆された。また、それと同期して起こる性特異的因子の発現及びエピジェネティクス機構
の変化が、新たな生殖腺組織の分化のみならず、転換前に形成されていた生殖腺組織の退行や卵
巣体細胞と精巣体細胞の間の分化転換などにも関与する可能性が考えられた。 
 一方、小型モデル魚のメダカ(雌雄異体魚)を用いて性的可塑性に関わる遺伝子の機能解析を行
った。XX(遺伝的な雌)の個体に対して雌特異的遺伝子の cyp19a1 を、XY(遺伝的な雄)の個体に
対して雄特異的遺伝子の gsdf をそれぞれ機能欠損させたところ、それぞれ雄と雌に機能的性転
換することが明らかとなった。さらに、cyp19a1により生成されるエストロゲンの機能を詳しく
解析するため、XX個体に対してエストロゲン受容体遺伝子の１つである ERβ2のノックダウン
及び機能欠失実験を行った結果、生殖腺形成初期における始原生殖細胞の生殖腺原基への移動、
及びその後の卵巣形成に異常が認められ、機能的な雄への性転換もみられるなど、エストロゲン
が主に ERβ2 を介して卵巣分化及びその後の卵巣維持に機能することが証明された。さらに、3
ヶ月齢以降の成熟した XX個体にアンドロゲン処理、XY個体にエストロゲン処理を施すことに
より、それぞれ雌から雄、雄から雌への機能的な性転換を誘導し、生殖腺で変化するタンパク質
をプロテオミクス解析した結果、OCT4、SOX2、Nanog などの幹細胞関連因子に加え、DNA メ
チル基転移酵素(DNMTs)、ヒストンアセチル基転移酵素（HATs）、ヒストン脱アセチル化酵素
（HDACs）、ヒストンメチル基転移酵素（KMTs）、及びヒストン脱メチル化酵素（KDMs）など
の各種エピジェネティクス関連因子の変化が認められた。すなわち、性転換魚の生殖腺で発現変
動のみられた因子群が雌雄異体魚のメダカにおいても生殖腺の機能的転換に関与することが示
唆され、生殖腺の性的可塑性のための共通の分子基盤として機能していることが考えられた。 
 
 

図３：卵巣から精巣への性転換過程に
おける幹細胞関連遺伝子の発現

図２：性転換過程で発現に有意差
のみられた遺伝子数

卵巣 vs
性転換初期

卵巣 vs
性転換後期

卵巣 vs 精巣
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