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研究成果の概要（和文）：本課題では遺伝的性決定と温度依存的性決定の両特徴を併せ持つトウゴロウイワシ類
を用い、その共在機構の解明に取り組んだ。遺伝的雄(XY)のY染色体上に存在する雄性決定因子amhyを機能破壊
した結果、雌性分化の鍵となるcyp19a1aの発現が上昇し、一部の個体が雌に性転換した。また、温度依存的性決
定におけるストレス系雄性経路を司るコルチゾールと11-KTにより、amhy、amha、cyp19a1aの遺伝子発現が調節
されていることが示唆された。遺伝的/温度依存的性決定が明確に共在する種では、主要な性分化関連遺伝子と
各種ホルモンが連携しながら絶妙なバランスで性を誘導していることが示唆された。 

研究成果の概要（英文）：This project aims to elucidate the interplay between genetic and 
temperature-dependent mechanisms of sex determination in atheriniform fishes, a group in which these
 two mechanisms functionally coexist. Functional disruption of amhy, a male sex-determining factor 
on the Y chromosome, using CRISPER-Cas9 technology in genetic males (XY) resulted in increased 
expression of cyp19a1a, a key factor for female sex differentiation, and some individuals developed 
into females. The results of reporter gene assays of key sex determination/differentiation genes 
suggest that gene expression of amhy, amha and cyp19a1a are regulated by cortisol and 11-KT, which 
are associated with stress-related masculinization during temperature-dependent sex determination. 
Our results provide new insights on how genetic sex determinants, key genes for male and female sex 
differentiation, and various stress- and sex-related hormones interplay in a delicate balance to 
induce the formation of each sex. 

研究分野：魚類繁殖生理学

キーワード： 環境依存型性決定機構　遺伝型性決定機構　環境ストレス　トウゴロウイワシ　TSD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題では、これまで未解明であった、魚類の性決定・性分化過程における「遺伝的要因」と「環境要因」の共
在機構の解明に迫った。本成果は、気候変動や地球温暖化、海洋酸性化など人為的環境ストレスによる水圏環境
の急激な変化が地球規模での問題となっている昨今において、生物の繁殖の根幹をなす性決定への「環境要因」
の作用機序解明にも繋がり、雌雄異体魚における性決定機構の解明のみならず、恒久的な魚類資源の利用と生物
多様性の保全に寄与すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

多くの脊椎動物は受精時の性染色体の組み合わせによって性が決まる「遺伝的性決定機構」を保

持している。魚類においても、多くの雌雄異体魚の性は、受精時の性染色体の組み合わせによっ

て決定される。しかし魚類の中には、水温等の環境要因に依存して決定する「環境依存型性決定

機構」を保持する種が存在する。性比が常に 1:1 と安定な「遺伝的性決定」と、環境によって性

比が変動する「環境依存的性決定」という対照的なこれら二つの機構は、従来共在しないと考え

られていた。しかし近年では、多くの雌雄異体魚でその共在が示され、性は先天的な「遺伝的要

因」と後天的な「環境要因」のバランスによって決定されると考えられている。気候変動や地球

温暖化、海洋酸性化など人為的環境ストレスによる水圏環境の急激な変化が地球規模での問題

となっている昨今、繁殖の根幹をなす性決定への「環境要因」の作用機序解明は、恒久的な水産

資源の利用と生物多様性の保全に不可欠である。しかし、性に影響を与える環境要因の種類や、

その環境要因に対する感受性の強度は種によって異なり、「遺伝的要因」と「環境要因」が魚類

の性決定・性分化過程において、どの様に両機構が共在しているのかはほとんど解明されていな

い。 

 

２．研究の目的  

本研究では、遺伝的な性決定因子と環境要因がどの様にせめぎ合い、性が決定されていくのかを

分子レベルで明らかにすることを最終目的とし、「遺伝的性決定」と「環境依存的性決定」の２

つの性決定機構の特徴を完全に併せ持つトウゴロウイワシ目魚類ペヘレイをモデルに用い、主

として「性決定遺伝子（因子）の機能破壊が遺伝型および環境依存型性決定へ与える影響」、「性

関連遺伝子の発現制御機構の解明」、「遺伝的 vs 環境依存的性決定機構における BPG 軸の発現

遺伝子の網羅的解析」の３項目に取り組んだ。本種は XX/XY 型の性決定システムを持ち、「遺伝

的性決定」を司ると考えられる Y chromosome-linked anti-Müllerian hormone（amhy）がすで

に単離されている。加えて、魚類の中でも最も性の温度感受性が強いことで知られ、仔稚魚を

29℃で飼育すれば性染色体に関わらず全ての個体が雄に、17℃以下で飼育すると全ての個体が

雌に性分化する温度依存型性決定も保持するため、本課題に適したモデル生物である。 

 

３．研究の方法 

3-1. 遺伝的性決定因子の機能破壊が環境依存型性決定へ与える影響 

ペヘレイは、性染色体の組み合わせにより性が決まる遺伝的性決定機構を持つが、仔稚魚期の経

験水温によって性が決まる温度依存的性決定機構も併せ持つ。本種の Y 染色体上には雄性決定

因子である amhy が存在するが、本遺伝子は常染色体上に存在する amh（amha）の重複と転座に

より生じたと考えられている。本種では、両遺伝子ともに雄性決定に深く関与すると考えられて

いるが、XY 個体では amhy は性決定初期にのみ一過的に発現し、amha は性決定中期以降に発現が

上昇することから、両者の雄性決定における役割は異なる可能性がある。そこで本研究ではまず、

ゲノム編集技術を用いて XY 個体の amhy および amha を単独あるいは同時に機能破壊し、性的中

立水温下における表現型性および他の性関連遺伝子（cyp19a1a および hsd11b2）発現への影響を

調査することで、本種の遺伝型性決定機構における amhy および amha の役割を検証した。さら

に、本種の温度依存型性決定機構における amha の機能を明らかにするため、全 XX 集団を用い

て、amha の遺伝子機能破壊を行い、amha 欠損個体の環境応答性（高温処理により雄に性転換す

るのか）を調査した。 

 

3-2. 性関連遺伝子の発現制御機構の解明 

先行研究により、ペヘレイの高水温によるオス化は、ストレスホルモンであるコルチゾールの増

加と、それに伴う雄性ホルモン 11-KT の生合成により引き起こされることが明らかとなってい



るが、両ホルモンの標的となる遺伝子やその詳細な作用機序は未解明である。そこで、amhy、amha、

cyp19a1a の３つの主要な性分化関連遺伝子に着目し、コルチゾールと 11-KT の両ホルモンが、

これら遺伝子の発現機構に与える影響を調査した。3遺伝子の転写調節領域を単離し、コルチゾ

ール、11-KT の認識配列（GRE/ARE）の有無を調査した。次に各領域を含む発現コンストラクト

を作成し、HEK293 細胞を用いたレポーターアッセイにより両ホルモンによる各遺伝子の発現制

御能を評価した。さらに、雄化を誘導しない性的中立水温にてペヘレイ仔魚をコルチゾール非存

在下/存在下で２週間飼育し、各遺伝子発現に与える影響を調査した。 

 

3-3. 遺伝的 vs 環境依存的性決定機構における BPG 軸の発現遺伝子の網羅的解析 

ペヘレイは中立的水温である 25℃では「遺伝的性決定」に従い、XY 個体は雄へ、XX 個体は雌へ

と性分化する。しかし、全雌水温 17℃では低温により XY 個体の全てが雌へ、全雄水温 29℃では

高温により XX 個体の全てが雄へと性転換する。これら“性転換”個体は「環境依存的性決定」

により性が決定されている。環境により性が上書きされた個体と通常の性染色体の性に従った

個体では BPG 軸においてどのような違いがあるのかを解明するため、雄誘導水温で飼育した XX

雄（偽雄）と通常の XY 雄、雌誘導水温で飼育した低温誘起 XY 雌（偽雌）と通常の XX 雌から脳

を摘出し、次世代シーケンサーによる RNA-seq 解析を行い、「環境要因」が誘起する性決定と「遺

伝的要因」が誘起する性決定における生殖腺発現遺伝子の網羅的比較解析を行った。 

 

４．研究成果 

4-1. 性決定遺伝子（因子）の機能破壊が遺伝型および環境依存型性決定へ与える影響 

amhy 特異的な gRNA を設計し、XY 受精卵を用いて amhy 特異的に機能破壊実験を行なった。変異

導入率を調査した結果、先の実験と同様に F0 世代において高効率な変異導入が確認され、処理

個体を性的中立水温である 25℃で飼育したところ、その約 3 割が雌へと性転換した。さらにこ

れらの個体では、雄性分化に関わる amha と 11β水酸基脱水素酵素（hsd11b2）の生殖腺内 mRNA

発現量が低下し、雌性分化に関わる芳香化酵素（cyp19a1a）の発現量が上昇した。次に、amhy と

amha を同時に機能破壊し、孵化個体を 25℃で飼育したところ、処理した全個体が雌へと性転換

した。この時、処理個体の cyp19a1a は孵化後 2週目より上昇し、amhy 単独破壊より、早期かつ

明確な上昇効果が認められた。以上の結果から、非ストレス環境下における XY 個体では、amhy

および amha の両遺伝子が雄性分化に重要であること、またその主たる役割は、amhy は発現して

いる cyp19a1a を性決定初期の間に、amha は性決定初期から中期以降に抑制することで雄性分化

を誘導することである可能性が示唆された。さらに、XX 個体を用いて amha 遺伝子の機能破壊に

取り組み、高頻度に変異を導入した F0 世代を得た。それらを雄化誘導水温である 29℃で飼育し

たところ、高頻度で amha に変異導入されているにも関わらず 100%の個体がオスに性転換した。

従って 29℃では AMH シグナル系を阻害したとしても、コルチゾール/11KT といったその他の雄

化経路により性転換が誘導される可能性が示唆された。 

 

4-2. 性関連遺伝子の発現制御機構の解明 

amhy、amha、cyp19a1a の転写開始点上流域約 1kbp には、それぞれ複数の GRE/ARE 様配列が存在

した。レポーターアッセイの結果、コルチゾールは amha と cyp19a1a の転写活性を有意に上昇さ

せたが、11-KT は両遺伝子の転写活性を上昇させず、むしろ cyp19a1a では対照区より低下させ

た。さらに、コルチゾール・11-KT 共存在下では、11-KT は cyp19a1a の転写活性を濃度依存的に

低下させた。一方、両ホルモンは amhy の転写活性を上昇させず、11-KT は cyp19a1a 同様に amhy

の転写活性を低下させた。飼育実験の結果、コルチゾール区（1μM、5μM）では、対照区と比較

して amha の発現上昇が認められたが、cyp19a1a では 1μM 区でのみ発現上昇が認められた。以

上の結果から、ペヘレイでは高水温下においてコルチゾールは amha および cyp19a1a の発現を

上昇させるが、その後分泌される 11-KT により cyp19a1a の発現が抑えられ、雄化が促進される

可能性が示唆された。 



 

4-3. 遺伝的 vs 環境依存的性決定機構における BPG 軸の発現遺伝子の網羅的解析 

高温条件下の XX-性転換雄において有意に発現上昇している遺伝子のうち、ストレス反応を司る

複数の crh ファミリー遺伝子およびその受容体が高水温誘起性の XX-雄性転換個体にて通常の

XY-雄個体より高発現し、雄性転換の鍵となる可能性が示唆された。またこれら遺伝子発現はス

トレスホルモンであるコルチゾールの上昇とほぼ同調し、内分泌学的観点からも矛盾のないも

のであった。また、性転換している XX 個体では脳内において amha が早期に高発現し、生殖腺の

発現に先行する可能性が本種で初めて示された。また脳内発現遺伝子の網羅的比較解析の結果、

雌化誘導水温である 17℃および雄化誘導水温である 29℃で仔稚魚を飼育し、前者からは XX-雌

と XY-性転換雌の間で発現量に差がある遺伝子、後者からは XY-雄と XX-性転換雄の間で発現量

に差がある遺伝子を単離した。その結果、BPG 軸において XY-性転換雌で有意に発現上昇する 16

遺伝子、XX-性転換雄で有意に発現上昇する 17 遺伝子を得た。これら遺伝子を含むトランスクリ

プトーム情報を用いたパスウェイおよびネットワーク解析の結果、正常に性分化した個体では

代謝・エネルギー生産などの成長に関する遺伝子に差が見られたが、一方で水温により性転換し

ている個体では免疫・アポトーシス・遺伝子発現制御などの変化を促進する遺伝子に差が見られ

た。これら遺伝子は今後その機能を継続して解析していく予定である。 
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