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研究成果の概要（和文）：メダカはXX-XY型の性決定システムをもつが、高温飼育によりXXメダカが雄化するこ
とが知られている。この原因としては、高温ストレスにより増加するグルココルチコイドの一種であるコルチゾ
ルが関与していることが分かっているが、詳細は不明である。そこで本研究では、まず、コルチゾル合成に関わ
る因子の機能解析を実施した。次に、高温飼育個体及びコルチゾル処理個体を用いて次世代シークエンス解析を
行った。その結果、高温及びコルチゾル処理個体両方で発現量が上昇する80遺伝子と減少する41遺伝子を同定し
た。一方、ミツボシキュウセンやウナギについては、コルチゾル合成阻害剤等の投与実験を行って影響を調査し
た。

研究成果の概要（英文）：Medaka (Oryzias latipes) is a teleost fish with a XX/XY sex determination 
system. Previously, we reported that high temperature (HT) induced the masculinization of XX medaka 
by increasing the levels of cortisol, a major glucocorticoid produced by interrenal cells in 
teleosts. However, it remains unclear how HT induces cortisol levels and the hormone causes 
female-to-male sex reversal. Here, we first generated and analyzed corticotropin-releasing hormone 
knockout medaka, arginine vasotocin knockout fish and gonadal soma-derived growth factor knockout 
fish. Next, we performed next generation sequencing analysis using the larvae treated by HT or 
cortisol. As results, we identified 80 genes expression-induced by both HT and cortisol, and 41 
genes expression-reduced by them. Moreover, we performed some treatment experiments using the 
protogynous wrasse (Halichoeres trimaculatus) and Japanese eel (Anguilla japonica).

研究分野： 比較内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒラメ等の養殖においては、雄よりも雌の方が成長が速い等の理由により、雌だけを作る性統御の技術開発が求
められている。しかしながら、ヒラメの遺伝的雌は高温ストレス等により雄化するため、完全な性統御が行えな
いのが現状である。本研究では、温度依存的性決定にコルチゾルが関与することを初めて明らかにし、このホル
モンの合成経路や雄化誘導経路について解析した。これらの研究成果は、安定した性統御が困難な環境依存的性
決定を持つ魚種における画期的な性統御法となりうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
 ヒラメ等の養殖においては、雄よりも雌の方が成長が速い等の理由により、雌だけを作る性
統御の技術開発が要望されているが、ヒラメの遺伝的雌は高温や低温飼育により雄化するため、
完全な性統御が行えないのが現状である(北野,2016)。 
 ヒラメを含む多くの水産魚種は、遺伝的な要因により性が決定するシステム(遺伝的性決定シ
ステム)だけでなく、環境に依存して性が決定するシステム(環境依存的性決定システム)を保持
している。この環境依存的性決定システムにおいては、温度、pH、社会環境など、様々な環境
要因で性が決定(転換)することが知られているが、この基本原理及び分子機構については未だ
に分かっていない。 
 研究代表者らは、1999 年以来、水産魚種であるヒラメとモデル魚であるメダカを用いて、温
度依存的な性決定機構に関わる多くの重要な研究成果を発表してきた(北野,2016)。近年の具体
的な成果としては、ヒラメ遺伝的雌の未分化生殖腺を培養したところ、高温処理での雄化は確
認できなかったが、雌化温度においてストレスホルモン(コルチゾル)で処理すると、生殖腺の
雄化が誘導された(Yamaguchi et al.,2010)。また、性分化時期のコルチゾル量を測定したとこ
ろ、高温により生体内のコルチゾル量が急上昇した。さらに、実際にコルチゾルをこれら遺伝
的雌に投与した結果、高温処理やエストロゲン合成酵素(アロマターゼ)阻害剤処理の結果と同
様に、濾胞刺激ホルモン(FSH)受容体、アロマターゼ遺伝子の発現が抑制され、機能的な雄へと
分化することが明らかとなった(Hayashi et al.,2010)。一方、ヒラメやメダカの遺伝的雌を高
温環境下でコルチゾル合成阻害剤またはエストロゲンで処理すると、アロマターゼ遺伝子の発
現が誘導されて雄化が阻害されたことから(Hayashi et al.,2010; Yamaguchi et al.,2010; 
Kitano et al.,2012)、高温による雄化には、高温→コルチゾル量上昇→エストロゲン合成抑制
→雄化の分子カスケードが存在している可能性が考えられる。しかしながら、高温によるコル
チゾル誘導機構やコルチゾルによる雄化誘導機構については、不明な点が多く残されている。 
 ミツボシキュウセンは雌性先熟魚であり、社会環境に伴って雌から雄へと性転換することが
知られている(雌だけの環境下では、最も大きな個体が雄へと性転換)。研究分担者である沖縄
美ら島財団の中村將博士、研究協力者の野津了博士は、ミツボシキュウセンを含むいくつかの
性転換魚において、アロマターゼ阻害剤を投与することで雌から雄への性転換を誘導できるこ
と、性転換に伴いエストロゲン量が減少することなどを報告している(Nozu et al.,2009)。さ
らに最近、中村、野津らは、ミツボシキュウセンにコルチゾル処理を行った結果、血中のエス
トロゲン量が減少し、雌から雄への性転換が誘導されることを明らかにした(Nozu and Nakamura, 
2015)。このように、コルチゾルは、ミツボシキュウセンを含む性転換魚においても、雌から雄
への性転換に関与している可能性がある。 
 ニホンウナギは重要な養殖対象魚であるが、種苗となる天然シラスウナギの漁獲量が激減し
ており、天然資源の保全と人工種苗生産技術の開発が急務である。人工種苗の生産には親魚の
安定供給が求められるが、養殖ウナギはほとんどが雄に分化するため、その一部の個体にエス
トロゲンを投与して雌個体を作る必要があり、より安全で効率的な性統御の技術開発が求めら
れている。通常、捕獲される天然ウナギの性比はおよそ 1：1であることから、養殖ウナギのほ
とんどが雄へと分化するのは大変不思議であるが、その原因は未だに分かっていない。最近、
研究分担者である北海道大学の井尻成保博士らは、養殖ウナギに自然の餌料を与えて低密度で
飼育することにより、雌の割合が増加することを明らかにした。このように、ウナギは飼育環
境のストレスにより雄化している可能性があるため、この性分化とコルチゾルとの関係性は大
変興味深い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、メダカを用いて基本的な環境依存的性決定の分子機構を解析するのと同時に、

温度以外の環境依存的性決定を行う魚種(ミツボシキュウセンとウナギ)を用いてこのシステム
の普遍性についても明らかにし、新たな性統御技術の開発に寄与することで水産業に貢献する
ことを目的とする。 
 
3. 研究の方法 
ゲノム編集技術の一つである transcription activator-like effector nuclease (TALEN)を

利用して副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン(CRH)ノックアウト(CRH-KO)メダカ、CRISPR/Cas9
システムを利用して生殖腺体細胞由来増殖因子(GSDF)ノックアウト(GSDF-KO)メダカ及びアル
ギニン・バソトシン(AVT)ノックアウト(AVT-KO)メダカを作製した(Sawamura et al., 2017)。
一方、高温処理及びコルチゾル処理により誘導される新規遺伝子を同定するため、HiSeq4000 
(Illumina 社製)を利用して次世代シークエンス(NGS)解析を実施した。高温処理及びコルチゾ
ル処理は、Hayashi et al.(2010)の方法に従って、メダカ胚を受精後 0日目から孵化日まで行
ってサンプリングした。遺伝子発現解析は、Kitano et al.(2012)の方法に従って、
LightCycler480 (Roche 社製)を用いて定量的リアルタイム PCR により実施した。コルチゾル量
は、Hayashi et al.(2010)の方法に従って、Cortisol EIA kit (Cayman 社製)を用いてマイク
ロプレートリーダー680 (BioRad 社製)により測定された。さらに、雌雄判別及び免疫化学染色
は、Yamaguchi et al.(2010)の方法に従って行った。 
 



４．研究成果 
 
(1) メダカ視床下部におけるコルチゾル誘導機構の解析 
コルチゾルは、高温等のストレスに応答して副腎（硬骨魚類では頭腎）で合成されるステロイ

ドホルモンであり、この合成の引き金は、視床下部からの CRH や AVT の分泌であると考えられ
るが、詳細は不明である。そこで、まず、ゲノム編集により作製した CRH-KO 及び AVT-KO メダ
カを用いてコルチゾル量を測定した。その結果、これらメダカは野生型メダカと同様に、高温
処理によりコルチゾル量が上昇することが明らかとなった。次に、CRH 及び AVT のダブル KO メ
ダカを作製して表現型を解析した。その結果、このダブル KOメダカは雌雄ともに妊性をもつこ
とが確認された。今後は、このダブル KOメダカにおけるコルチゾル量を測定する必要があると
考えられる。 
 
(2) メダカ生殖腺におけるコルチゾルによる雄化誘導機構の解析 
コルチゾルによる XXメダカの雄化は、生殖腺体細胞において GSDF の発現量が増加することに

より引き起こされると考えられる。そこでまず、CRISPR/Cas9 システムにより作製した GSDF-KO
メダカをコルチゾル処理し、雄化するかどうかを調べた。その結果、この KO の XX メダカは雄
化しなかったことから、コルチゾルによる雄化には GSDF の発現が重要であることが確認された。
次に、通常水温飼育個体、高温飼育個体、コルチゾル処理個体等の生殖腺領域を用いて、NGS
解析を実施した。その結果、高温飼育個体及びコルチゾル処理個体両方で発現量が上昇する 80
遺伝子と減少する 41 遺伝子を同定した。また、これら遺伝子に関して、定量的リアルタイム
PCR により発現パターンを調べたところ、NGS 解析と同様の傾向が確認された。今後は、これら
遺伝子に関して、CRISPR/Cas9 システムにより KO 系統を作製する予定である。 
 
(3) 阻害剤等が及ぼすミツボシキュウセン及びウナギへの影響調査 
 ミツボシキュウセンにおいては、コルチゾルによる雄への性転換機構を明らかにするため、
精巣分化に重要な役割を果たすと考えられる GSDF 抗体を作成してミツボシキュウセンの成熟
精巣の免疫染色を行った。その結果、A 型精原細胞を取り囲む支持細胞の細胞質のみに強い免
疫陽性反応がみられた。今後この抗体を用いて GSDF の性転換に果たす役割を解明する。一方、
雄個体にエストロゲン投与することで精巣から卵巣への転換（雌化）を誘導し、精巣分化・維
持に関与する Dmrt1 の発現変化を免疫染色により調べた。E2投与により精巣中に卵原細胞、卵
母細胞が出現したが，精原細胞を取り囲むセルトリ細胞には強い免疫陽性がみとめられた。精
子形成の生殖細胞の完全な消失後には、免疫陽性のセルトリ細胞は集塊となり周辺仁期の卵の
間隙に分布していた。しかし、転換後の成熟した卵巣中では免疫陽性細胞は完全に消失した。
このことから、E2は精巣のセルトリ細胞の dmrt1 の発現を直接抑制しないことが明らかになっ
た。 
ウナギにおいては、シラスウナギを 15cm まで育て，コルチゾル合成阻害剤(メチラポン)を 100

または 1000mg/kg-飼料で投与し、30cm 以上までの成長を待ち生殖腺の性分化を調べたが、いず
れの群でも全て精巣に分化し、卵巣分化個体は現れなかった。また、血中コルチゾル量は 100mg
群で 15.4±4.1ng/ml、1000mg 群 2尾で、13.8 および 14.1ng/ml であった。未投与は 7.0±3.1 
ng/ml であり、メチラポン投与によるコルチゾル量の低下は認められなかった。天然採集個体
では、4.7±1.3 ng/ml であり、飼育群と比べて低い傾向がみられた。また、天然個体では、全
長 25 ㎝以降から性分化の兆候がみられ、32 ㎝以降で多くの個体で明らかな形態的性分化が始
まっていることがわかった。このことは、飼育環境下において 20 ㎝以降にエストロゲン処理を
開始しても卵巣分化が誘導されることに符合すると考えられた。 
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