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研究成果の概要：多くの脊椎動物では、授精の瞬間に決定された遺伝的な性別に従って、未分化生

殖腺がメスでは卵巣に、オスでは精巣に分化することで、個体の性別は決定される。脊椎動物の性決

定遺伝子は、哺乳類の SRY/Sry とメダカの DMY のみが報告されているが、ほ乳類においてもその具

体的な機能はよくわかっていない。そこで本研究では申請者自ら同定したメダカ性決定遺伝子 DMY
が発生過程のどの時期に働くことで、未分化生殖腺をオスの方向（精巣）へ向かわせるのかを明らかと

することを目的とし、DMY を好きな時期に DMY の発現を停止できる実験系構築を試みた。 
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１．研究開始当初の背景 
(1) ほとんどの脊椎動物の性別は遺伝的に決め
あ れ て い る が 、 性 決 定 遺 伝 子 は 哺 乳 類 の
SRY/Sry とメダカの DMY のみしか分かっていな
い。 
 
(2) ほ乳類の SRY/Sry の発現パターンは一過性
であるのに比較して、メダカ性決定遺伝子 DMY
の発現は、親の精巣でも検出できる。 
 
(3) メダカの性決定遺伝子 DMY が性分化のど
の時期に働いているのかは、明らかとなってい
ない。 
 
(4) マウスでは、利用されている Cre-loxP システ

ムによるゲノム改変技術と、発現誘導シス
テムを組み合わせることで時間的、空間的
に遺伝子の発現を制御することが可能とな
って来ている。 
 
 
２．研究の目的 
(1) メダカの性決定遺伝子 DMY が性分化
のどの時期に効いているのか、つまり DMY
がいつ働くことで未分化生殖腺を精巣方向
に分化させるのかを明らかにする。 
 
(2) このためには、Cre-loxP システムによる
遺伝子改変がメダカで可能であることを確
認する必要がある。また、Cre 組換酵素遺
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伝子の発現を誘導できる実験系の構築が必要。 
 
３．研究の方法 
(1) Cre-loxP システムがメダカ生体内で問題なく
働くかを確認するために、βアクチンプロモータ
ー制御下に loxP 配列に挟まれた RFP、さらにそ
の下流に GFP を配したコンストラクトを遺伝子導
入したメダカを京都大学木下政人博士より分与
してもらった。この遺伝子導入メダカは、Cre 組
換酵素遺伝子が生体内で発現し、働いた場合
に、loxP 配列に挟まれた RFP 部分が切り出され
ることで、赤色蛍光タンパク質を発現していた細
胞は緑色蛍光タンパク質を発現するようになる。
よって、メダカを生かした状態で外から蛍光観察
によって、Cre 組換酵素の働きをモニターでき
る。 
 
(2) 合成ノルステロイドの mifepristone を使用し
た遺伝子発現誘導系として、GeneSwitch システ
ム（インビトロジェン社）を試した。このシステムは
以下の３段階で働く。①目的遺伝子を GAL4 
UAS 下 流 に 連 結 す る 。 ② 添 加 さ れ た
mifepristone が GeneSwitch™ 調節タンパク質の
hPR-DBD に結合し、立体構造が変化して二量
体 を 形 成 す る 。 ③ 二 両 体 を 形 成 し た
GeneSwitch™ 調節タンパク質が GAL4 UAS と結
合し、目的遺伝子の転写が誘導される。そこで、
GAL4 UAS 下流に GFP を連結することで GFP
を誘導できるコンストラクトと GAL4 UAS 下流に
Cre 組換酵素を連結することで Cre 組換酵素を
誘導できるコンストラクトとの２つを作成した。これ
らを使って、培養細胞およびメダカ生体内で、こ
れらのコンストラクトが予測通り働くかどうかを確
認しようとした。 
 
(3) DMY の発現停止誘導コンストラクトの作成。
XX 個体に遺伝子導入することにより雄に分化
誘導できる DMY ゲノム全長とその上流、下流を
含む BAC（細菌人工染色体）クローンを改変し
て、DMY の第３エクソンを loxP で挟んだ改変
DMY コンストラクトを作成した。BAC クローンの
改変には、Red/ET Recombination による相同組
換を使った BAC クローン改変キット（Quick and 
Easy BAC modification kit, GENE BRIDGES 社）
を用いた。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) メダカ生体内での Cre-loxP システムの動作
確認 
 京都大学木下博士より分与された遺伝子導入
メダカは全身で赤色蛍光タンパク質を発現して
いる。この系統の受精卵の一細胞期に CMV プ
ロモーター下流に Cre 組換酵素遺伝子を連結し
たプラスミドを顕微注入することで、GFP を発現

するメダカが得られれば、Cre 組換酵素が
メダカ生体内で働いたことを確認できる。実
際、一細胞期の受精卵に CMV プロモータ
ーで制御された Cre 組換酵素遺伝子を顕
微注入したところ、F0 世代ではパッチ乗に
GFP を発現する個体を得ることができた。ま
た、次世代の中には、図１のように、全身で
GFP を発現する個体を得ることができた。
Cre 組換酵素の発現による遺伝子改変が
生殖細胞で生じた結果であると推察され
た。 
 

図１：遺伝子コンストラクトの概略
と赤色蛍光タンパク質および緑色
蛍光タンパク質を発現するメダカ。 

 

 本研究により Cre 組換酵素がメダカ生体
内で働くことが確認できた。 
 
(2) 発現誘導系の構築 
 合成ノルステロイドの mifepristone を使用
し た 遺 伝 子 発 現 誘 導 シ ス テ ム で あ る
GeneSwitch システムを用いて、GFP を発現
誘導できるコンストラクトを作成し、Hela 細
胞に導入し、培地に mifepristone を添加す
ることにより、GFP が発現するかどうかを確
認した。mifepristone 添加により予想通り
GFP の発現を誘導できたことで、作成した
コンストラクトが正常に働くことを確認するこ
とができた。一方、同じコンストラクトをメダ
カ受精卵の１細胞期に顕微注入し、遺伝子
導入メダカを作出し、孵化後飼育水中に
mifepristone を添加することで GFP の発現
が誘導できるかどうかを確認した。この結果、
いくつかの個体では mifepristone 添加によ
り、GFP の発現がパッチ状に観察できた。 
 さらに、Cre 組換酵素の誘導できるコンス
トラクトを作成し、(1)で用いた、loxP 配列に
挟まれた RFP 部分が切り出されることで、
赤色蛍光タンパク質を発現していた細胞が
緑色蛍光タンパク質を発現するようになる
遺伝子導入メダカ受精卵の一細胞期に顕
微 注 入 し た と こ ろ 、 Cre 組 換 酵 素 が 、
mifepristone の誘導なしに発現しているよう
であった。 
 この結果は GeneSwitch システムをつかっ
たゲノム改変がメダカでは難しいことを示唆
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している。今後は、別の発現誘導系として利用さ
れているクロンテック社のテトラサイクリン誘導発
現系を試す必要がある。マウスを研究材料とした
研究と比較すると、これまで小型魚類の研究は
記載が主であった。しかしながら、今後メダカを
研究材料とした研究もマウスと同様にゲノム改変
により遺伝子発現制御を行い、その結果を観察
していく研究が必要とされると予測できこのような
場合に、本研究の知見が役に立つと考えられ
る。 
 
(3) 誘導によりDMYの発現を停止する遺伝子導
入メダカの作出 
 DMY 発現停止誘導コンストラクトを作成し（図
２）、メダカ受精卵の一細胞期に顕微注入した。
F0 で性転換した XX 雄を得ることができた。また
F1世代に外来遺伝子を導入している個体が得ら
れている。 

図２：DMY ゲノム構造(a)と DMY 改変
DMY 発現停止誘導コンストラクトの
構造(b) 

 この F1 世代が 改変 DMY 導入により性転換し
ていれば、次世代を作出し、その外来遺伝子の
遺伝的安定性を確認すると共に、受精卵の一細
胞期にCre 組換酵素RNAの顕微注入によりゲノ
ムを改変し、loxP 配列に挟まれた DMY 遺伝子
が抜けることで、雄になれないメダカが作出でき
ることを確認する。（図３）この遺伝子導入メダカ
と Cre 組換酵素発現誘導メダカを交配し、両方
の外来遺伝子を持つ個体が作出できれば、Cre
組換酵素の発現を誘導することで、DMY の発現
を停止するメダカを得ることができる。このメダカ
を用い、任意の発生段階に Cre を誘導し、DMY
の機能を停止することでで、DMY の発現により
未分化生殖腺が精巣方向に分化する上での
DMY の働きに重要な時期を特定できることが期
待できる。 
 
 
 

図３：DMY 発現停止誘導遺伝子導入メ
ダカを用いた DMY 機能解析の概略図 
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