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研究成果の概要（和文）：メダカ属javanicusグループに属する全５種の性決定機構を解明するため、全ゲノム
解析やトランスクリプトーム解析を行った。これにより、各種の性染色体構造や性決定遺伝子候補を明らかに
し、一部については機能解析を行うことでその性決定機能を解明できた。これらの結果から、本グループの祖先
において一度XY型からZW型が生じ、そこからさらに新規のXY型が複数回独立に生じたことが推定された。また、
ZW型からXY型が生じる際には、Dmrt1が性決定機能を獲得することが重要であり、これによって新規のY染色体が
生じてきたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we performed whole genome sequencing and transcriptome 
analyses of all five medaka species in the javanicus group of Oryzias, and revealed the sex 
chromosome structures and the candidate for sex-determining genes. Functional analyses of such 
candidates demonstrated their sex-determining functions. These results suggested that the ZW system 
arose once from the XY system in the ancestor of this group, and that new XY systems arose 
independently multiple times from the ZW system. In the latter process, the acquisition of 
sex-determining function by Dmrt1 seems to be important, which may have led to the occurrence of the
 new Y chromosomes.

研究分野： 遺伝学

キーワード： 性決定遺伝子　性染色体　メダカ属魚類

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、これまでほとんど未解明であったZW型の性決定機構やXY型とZW型の交代過程について、そのメカニズ
ムの一端を明らかにしたという点でその学術的意義は大きい。また、本研究により、メダカ属各種の遺伝的性の
判別マーカーを開発することもできた。これらの性判別マーカーが野生集団でも利用可能であり、ジャワメダカ
を始めとしたメダカ属魚類が東南アジアの毒性学分野でモデル魚として利用されていることを考慮すると、これ
ら性判別マーカーの開発は、内分泌攪乱物質の評価など、本分野において大きな意義をもつ可能性がある。

※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 
 多くの脊椎動物では、性染色体の組み合わせによって遺伝的にオス・メスが決定される。この
性染色体による性決定システムには XY 型と ZW 型の２パターンが存在し、XY 型の場合は性染
色体がヘテロ接合になるとオスに分化し、ZW 型の場合は性染色体がヘテロ接合になるとメスに
分化する。XY 型、ZW 型いずれの場合でも、性染色体には生殖巣の分化方向を決定するマスタ
ーレギュレーター（性決定遺伝子）が存在するはずであるが、これまでに同定された８つの性決
定遺伝子のうち７つが XY 型に由来するため（Capel, Nat Rev Genet 2017 他）、ZW 型性決定シス
テムの分子基盤はほとんど未解明であった。 
 また、哺乳類は基本的に XY 型、鳥類やヘビ類の多くは ZW 型であるなど、脊椎動物には XY
型と ZW 型の性決定システムが混在している（Ezaz et al, Curr Biol 2006 他）。しかも、性染色体
や性決定遺伝子の種類は XY 型と ZW 型で異なり、同じ XY 型であっても種間で異なる。これら
のことから、脊椎動物の進化過程では新奇の性決定遺伝子が何度も誕生し、それによって異なる
性決定システムや性染色体が頻繁に生じてきたと考えられてきた。研究代表者らが実際に異な
る Y 染色体から別の性決定遺伝子を相次いで発見したことで、XY 型から別の XY 型への進化メ
カニズムが明らかにされつつある（Takehana et al., Nature Commun 2014 他）。しかし、XY 型から
ZW 型が生じた過程は全く明らかにされていなかった。 
 研究代表者らはこれまでに、メダ
カ属には XY 型と ZW 型の性決定
システムが混在し、解析したすべて
の種が異なる性染色体をもつとい
う、驚くべき多様性を明らかにして
きた（Takehana et al., Genetics 2007
他)。ZW 型はメダカ属 javanicus グ
ループの２種（ジャワメダカとハブ
スメダカ）のみで認められ、近縁な
３種（ハウザンメダカ、インドメダ
カ、タイメダカ）は XY 型である（図１）。このことから、メダカ属では XY 型から ZW 型への
転換が１回以上生じたことが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、ZW 型のジャワメダカとハブスメダカ、XY 型のハウザンメダカとタイメ
ダカについて、全ゲノム解析とトランスクリプトーム解析、およびゲノム編集技術を駆使するこ
とで、近縁種群において XY 型と ZW 型両方の性決定遺伝子を明らかにすることを目的とした。
さらに、インドメダカを含めた全５種において、系統関係に基づいて性決定カスケードを比較す
ることで、XY 型から ZW 型が生じた進化メカニズムを解明し、脊椎動物における性決定システ
ム進化の基本原理を明らかにしたいと考えた。 
 
３．研究の方法 
 XY 型のハウザンメダカでは、性決定遺伝子座のポジショナルクローニングにより、常染色体
上の Dmrt1 が Y 染色体に遺伝子重複して Dmrt1Yが生じたことが判明しており、これが性決定
遺伝子である可能性が極めて高い。しかし、残る３種（ZW 型のジャワメダカとハブスメダカ、
および XY 型のタイメダカ）については、未だ候補遺伝子を特定できていない。その理由として、
ZW 型の２種は性染色体間の組換え抑制領域が広く、ポジショナルクローニング法による遺伝学
的な性決定領域の限定が不可能であったこと、PacBio による長鎖配列データを取得しても単純
なゲノム解析ではジャワメダカ性染色体（Z と W）を区別してアセンブルするのが困難であっ
たこと、３種とも既知の性関連遺伝子が性決定領域内に存在しなかったこと、が考えられた。 
 そこで本研究では、「性染色体に組換え抑制がある魚種から新規性決定遺伝子を探索する」た
めの限定要因（上記事項）を克服し、性決定システムの転換をもたらした分子メカニズムを解明
するため、以下のストラテジーを考案した。 
(1) 半数体や超雄を用いてゲノム解析を行い、W 特異的あるいは Y 特異的な性決定領域を特定

する。 
(2) 性決定時期前後のトランスクリプトーム解析を行い、性特異的発現を示す遺伝子を探索する 
(3) 候補遺伝子の機能解析から性決定遺伝子を同定する。 
 以上のストラテジーから、XY 型から ZW 型が生じた進化過程とその分子メカニズムを解明す
ることにした。 
 
(1) ゲノム解析による性決定領域の特定 
ジャワメダカについては、すでに PacBio データから高品質のゲノム配列を得ており、これをリ
ファレンスとして利用した。ハブスメダカについては PacBio の HiFi リードを、ハウザンメダカ



とタイメダカについては Oxford Nanopore の長鎖リードと Illumina の短鎖リードを取得し、de 
novo アセンブルを行ってリファレンスゲノムを構築した。また、ZW 型のジャワメダカとハブス
メダカについては、紫外線照射して不活化した精子を用いて人工授精を行い、Z 染色体と W 染
色体のどちらか一方をもつ半数体胚を作出した。これらの半数体個体から DNA を抽出し、次世
代シークエンサー解析に供した。半数体の Illumina リードをリファレンスゲノムにマッピングす
ることで、性染色体（Z あるいは W）の塩基配列を決定した。性染色体間で塩基配列を比較する
ことにより、W 染色体特異的、あるいは Y 染色体特異的な性決定領域を特定した。 
 
(2) トランスクリプトーム解析（RNA シークエンス） 
 上記４種について、形態的雌雄差が現れるステージ前後の生殖巣を経時的にサンプリングし、
RNA を調製した。これらのサンプルを次世代シークエンサーに供し、各種の全ゲノムデータを
リファレンス配列とした RNA-seq 解析を行った。これにより、性決定時期にオス特異的あるい
はメス特異的発現を示す遺伝子群を探索した。 
 
(3) 性決定遺伝子候補の機能解析 
 上記の①と②の解析から、性決定領域に存在し、かつ性決定時期の生殖巣で発現する「性決定
遺伝子候補」を探索した。これらの候補遺伝子について、ゲノム編集を用いた機能喪失実験を行
い、候補遺伝子が真に性決定遺伝子であるかどうかを検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ジャワメダカ Penang 系統の性決定機構 
 ZW 型を示すジャワメダカの Penang 系統（マレーシア）については、すでに先行研究によっ
て参照ゲノム配列を構築している（Takehana et al., 2020）。そこで、Z あるいは W のみをもつ半
数体を用いたゲノム解析、および野生集団を用いた集団ゲノム解析を実施したところ、W 染色
体特異的な約 150kb の scaffold を同定することができた。この scaffold 内には２つの候補遺伝子
（機能未知遺伝子および Tpx2W 遺伝子）が予測された。これらの遺伝子はいずれも既知の性決
定分化遺伝子ではないが、RNA-seq 解析によって孵化直後の ZW 個体で高発現していることが
判明した。さらに、ゲノム qPCR によってこれらの候補遺伝子のコピー数を定量したところ、W
染色体上で４～６コピー程度遺伝子重複していることが示唆された。そこで、これらの候補遺伝
子が性決定に関与するかどうかを明らかにするため、CRISPR/Cas9 法を用いてノックアウト解
析を行った。その結果、機能未知遺伝子のノックアウト系統では性転換が認められなかったが、
Tpx2Wのノックアウト系統では、ZW 個体においてメスからオスへの性転換が認められた。これ
により、Tpx2Wが本系統の性決定遺伝子である可能性が考えられた。 
 
(2) ハブスメダカの性決定機構 
 ジャワメダカと同様に ZW 型を示すハブスメダカについては、ゲノム解析によって高精度の
Z 染色体配列と W 染色体配列の構築に成功し、W 特異的な２つの候補遺伝子を得た。興味深い
ことに、これらの候補遺伝子はジャワメダカの W 特異的領域の遺伝子と同じであった。このこ
とから、両者の性染色体は異なるが、W 特異的領域の起源は同一であることが示唆された。し
たがって、ジャワメダカとハブスメダカの共通祖先で ZW 性染色体が生じ、どちらかでその性
決定領域が転座することで、異なる W 染色体が生じたと考えられた。 
 
(3) ジャワメダカ Jeneponto 系統の性決定機構 
 また、ジャワメダカの Jeneponto 系統では、性決定様式が XY 型であり、性染色体はメダカ 9
番染色体と相同であることが判明した。さらに、Y 染色体には Dmrt1 遺伝子が 40 コピー程度多
重重複（Dmrt1Y）しており、この Dmrt1Yをノックアウトすると XY 個体がメスに性転換するこ
とも明らかになった。このことから、本系統の性決定遺伝子が Dmrt1Y であることも判明した。
したがって、ジャワメダカ種内に異なる性決定様式（ZW 型と XY 型）が存在することが明らか
になった。さらに、Penang 系統と Jeneponto 系統の交配実験から、W 染色体に対して Y 染色体
が上位であることも示された。これらのことから、ジャワメダカとハブスメダカの共通祖先で生
じた ZW 型は、Jeneponto 周辺の集団において Dmrt1Yを獲得することで ZW 型から XY 型に交
代した可能性が考えられた。 
 
(4) ハウザンメダカの性決定機構 
 また、同じく XY 型を示すハウザンメダカでも 10 番染色体の片方（Y 染色体）に Dmrt1 が 10
コピー以上遺伝子重複している（Dmrt1Y）ことを見出した。Dmrt1Yは性決定時期の XY 個体で
高発現し、複数のDmrt1Yコピーをノックアウトするとメスに性転換することも明らかになった。
したがって、Dmrt1 が遺伝子重複して性決定機能を獲得することにより、ハウザンメダカとジャ
ワメダカ（Jeneponto 系統）で独立に新規の Y 染色体が進化してきたことが明らかになった。 
 
(5) タイメダカの性決定機構 
 さらに、XY 型を示すタイメダカについて Oxford Nanopore の長鎖リードと、Illumina の短鎖リ
ードを組み合わせて、参照ゲノム配列を構築した。集団ゲノム解析やトランクリプトーム解析を



併用して性決定遺伝子を探索したところ、８番染色体に Y 染色体特異的な約 60kb の挿入配列を
見出した。この領域内を詳細に解析したところ、性決定遺伝子候補として Sox3 を同定すること
ができた。この遺伝子はインドメダカやマーモラタスメダカの性決定遺伝子であり、10 番染色
体に位置している。そのため、タイメダカでは 10 番染色体から 8 番染色体の片方（原始 Y 染色
体）に重複転座し、性決定機能を獲得することで性決定遺伝子へと進化してきたことが予想され
た。 
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