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研究成果の概要（和文）：本研究では、魚類（メダカとティラピア）を用いて、性ホルモンによ
る卵巣形成の分子機構を明らかにすることを目的とした。エストロゲン（E2）は未分化生殖腺
の卵巣への性分化に決定的な役割を果し、その作用にエストロゲン受容体2 や1、及び
R-spondin1 が関わることが示された。また、P450c17-II（魚類の卵成熟誘起ホルモン DHP の合
成に必要なステロイド代謝酵素）が雌雄生殖腺における減数分裂開始に関与することが示唆さ
れた。 
 
 
研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms of sex hormone-induced ovarian differentiation were 
investigated in two fishes (medaka and tilapia). Our results show that estrogen (E2) induces ovarian 
differentiation by acting through estrogen receptors (2 and 1) and R-spondin1. We also suggest that 
P450c17-II (a steroidogenic enzyme necessary for the production of DHP, maturation-inducing hormone 
of fish) is involved in the initiation of meiosis in both XX and XY fish. 
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１．研究開始当初の背景 

多くの脊椎動物の性は受精時における性
染色体の組合せによって遺伝的に決定され、
未分化生殖腺はその遺伝的性に従って精巣
と卵巣に性分化を遂げる。1990 年にはヒトの
性決定遺伝子 SRY が発見され（Sinclair et al., 

1990）、また研究代表者の長濱らは 2002 年に
脊椎動物で 2 番目となるメダカ（Oryzias 
latipes）の性決定遺伝子 DMY を同定した
（Matsuda et al., 2002）。したがって、当時の
脊椎動物の性決定/分化に関する研究は、主に
哺乳類（マウス）を対象とした性決定遺伝子
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の発現に始まる精巣分化カスケードについ
ての解析が主流であった。その一方で、卵巣
分化に関する研究は哺乳類ではきわめて少
なく、その多くは哺乳類以外の脊椎動物、特
にニワトリ、カエル、魚類等でなされていた。
これらの動物では、卵巣分化にエストロゲン
（エストラジオール-17、E2）が不可欠であ
ることが次第に明らかになりつつあった。ま
た、研究代表者の長濱らは、エストロゲンに
加えて、C21 ステロイドも卵巣分化（減数分
裂の開始）に関わる可能性を示唆していた。
したがって、卵巣分化が 2 種の性ステロイド
（エストロゲンとプロゲステロン系ステロ
イド）により制御されていることが考えられ
たわけである。 
 
２．研究の目的 
脊椎動物における卵巣分化の制御メカニ

ズムに関する研究は、本研究が開始された当
時は哺乳類ではまだ遅れており、魚類を対象
とする研究が進んでいた。研究代表者の長濱
らは、芳香化酵素（アンドロゲンをエストロ
ゲンに転換させるステロイド代謝酵素）阻害
剤を用いてエストロゲン合成を抑制させた
ティラピアの生殖腺形成を詳しく解析する
ことにより、魚類の卵巣分化にエストロゲン
が不可欠であることを示唆した。さらに、長
濱らは、2007 年に 5 種の魚類のゲノム上に
新規のステロイド代謝酵素、チトクローム
P450c17（P450c17-II と命名）を発見すると
ともに、この P450c17-II の働きで生成され
るある種の C21 ステロイドがティラピア
（Oreochromis niloticus）とメダカの卵巣分
化（減数分裂の開始）と深く関わっている
可能性を示唆するに至った（Zhou et al. 2007, 
Endocrinology; BBRC）。そこで本研究では、
これらの 2 つの研究成果を基盤として、魚
類（メダカとティラピア）を実験材料に用い
て性ホルモンによる卵巣分化の分子メカニ
ズムを明らかにすることを目指した。 

 
３．研究の方法 
 本研究では、生殖腺の性分化、特に卵巣分
化に関わる遺伝子のクローニング、および発
現と機能の解析などが中心となる。多くは通
常の手法を用いたが、遺伝子の機能解析につ
いては、機能獲得実験（ gain-of-function）
（Matsuda et al., 2002）と機能欠失実験（loss- 
of-function）を用いた。このうち機能欠失実
験に関しては、Tilling 法に加えて、本研究（お
よび、長濱が研究代表者の戦略的創造研究推
進事業 SORST プロジェクトと共同で開発）
で新たに RNAi によるノックダウン法を開発
した。この方法では、遺伝子機能欠失の影響
が成体まで維持される。したがって、種々の
遺伝子の機能欠失の影響を成体の表現型（生
殖腺の構造や成魚の外部形態、第二次性徴な

ど）で確かめることができるので性決定・分
化の研究には強力な武器となる。また、卵巣
分化に関わる新規遺伝子の単離については
遺伝子サブトラクションやマイクロアレイ
を用いた。テラピア卵巣の器官培養は Sakai
らの方法（2008）にしたがって行った。細胞
増殖は臭化デオキシウリジン（BrdU）を取り
込ませることで追跡した。 
 
４．研究成果 
（１） エストロゲンの作用機構 
① エストロゲン処理による生殖細胞数の増
加と減数分裂開始 
 メダカの XY 胚を受精直後よりエストロゲ
ン（diethylstilbestrol, DES）で 8～13 日間にわ
たって処理すると、生殖腺における生殖細胞
数の増加と減数分裂への移行がみられた。一
方、エストロゲン処理を行わない通常の XY
個体のこの時期の生殖腺では生殖細胞の増
加および減数分裂への移行はまったく観察
されなかった。 
 
② メダカのエストロゲン受容体（Estrogen 
receptor, ER） 
 性分化期のメダカ XX 生殖腺から 3 種のエ
ストロゲン受容体（ER）遺伝子（ER, ER1, 
ER2）をクローニングするとともに、それぞ
れの発現変動を性分化期の XX と XY 個体の
生殖腺を用いて解析した。XX 個体では、3
種の ER 遺伝子のうち、ER2 のみが生殖腺の
性分化期（受精後 6-12 日）に高い発現を示し
た。一方、この時期の XY 生殖腺ではいずれ
の ER 遺伝子も発現量は低く、変動も示さな
かった。しかし、XY 個体をエストロゲン（E2）
で処理すると ER2 の発現が急上昇を示した
が（発現時期は XX 個体での ER2 遺伝子と
同じ）、ERと ER1 の発現には変動が認めら
れず、エストロゲン処理の期間中を通して低
値を維持した。これら 3 種の ER 遺伝子の発
現変動の解析から、ER2 が XX 個体の卵巣
分化に重要な役割を果たしていることが示
唆された。 
 
③ ER2 遺伝子のノックダウンによる XX 魚
の雄化 
②の実験結果を受けて、ER2 が卵巣分化に
重要であることをより直接的に示すために、
我々がメダカで新しく開発した RNAi による
遺伝子ノックダウン法を用いて 3 種の ER 遺
伝子それぞれの機能を欠失させた時の影響
（表現型など）を解析した。その結果、ER2
をノックダウンした XX 成魚では性転換がみ
られ、生殖腺は完全に精巣であった。また、
これらの性転換雄魚から得られた精子は妊
性を備えていた。なお、ERや ER1 をノッ
クダウンした XX 成魚ではこのような性転換
は認められなかった。以上の結果から、メダ



 

 

カの XX 個体では卵巣の分化に E2/ER2 系が
重要な役割を果たすことがはじめて示され
た。 
 
④ ER2 遺伝子の機能欠失系統（RNAi と
Tilling）の解析 

ER2 遺伝子の機能について、新たにメダ
カの機能欠失系統（RNAi と Tilling による）
を作製して、in situ hybridization などによりさ
らに詳しく解析した。その結果、ER2 の機
能欠失系統では、始原生殖細胞（PGC）の生
殖腺への移動が異常となり、その結果として
生殖腺中の生殖細胞の数が著しく減少する
ことがはじめて明らかになった。このような
系統に 2 種の遺伝子（論文発表までは遺伝子
名は伏せる）を過剰発現させると PGC の生殖
腺への移動が正常に戻った。これらの結果か
ら、ER2 は XX 魚における PGC の移動に関
係することが示唆された。一方、発生が進ん
だ ER2 の機能欠失系統では、卵巣で発現す
る遺伝子群（芳香化酵素、Foxl2 など）の発
現が抑制された。また、R-spondin1（後述）
シグナリングの抑制、さらには生殖細胞を囲
む体細胞での gsdf の発現の誘導がみられ、遺
伝的 XX 個体でありながら精巣が形成され、
雌から雄への性転換がみられた。 
 
⑤ ER1 遺伝子のノックダウンによる XX
魚の卵巣腔異常化 

一方、ERをノックダウンした XX メダカ
では、雄への性転換はみられなかったが、卵
巣腔の形成に異常が認められ、いくつかの個
体では卵巣腔を欠く個体もみられた。したが
って、これらの雌魚では正常な卵の放出が起
こらないため、腹部に膨みを示す個体がみら
れた。そこで、改めて卵巣腔の形成過程を In 
situ hybridization で詳細に観察したところ、正
常の雌（XX）魚では ER1 は卵巣腔を構成す
る細胞で発現することがわかった。また、
ER1 の機能欠失系統では、BMP2b/4 の発現
に異常が観察された。これらの結果により、
E2/ER1 系は卵巣腔の形成に深く関わってい
る可能性が強く示唆された。 
 
⑥ メダカの R-spondins 
 マウスなどでは卵巣分化にR-spondin1が重
要な役割を果たすと考えられていたが、魚類
生殖腺の性分化時における機能は不明であ
った。そこで、本研究では、メダカ卵巣から
3 種の R-spondin1 遺伝子（Rspo1, 2, 3）をク
ローニングした。Real-time PCR による解析か
ら、これら 3 種の Rspo はいずれも性分化期
（孵化直前、ステージ 38 と 39）の XX 生殖
腺で高い発現を示したが、発現量は Rspo1 で
もっとも高かった（図１）。 

In situ hybridization の解析で、Rspo は XX
生殖腺に特異的であり、それらの発現細胞は

孵化後 20 日の卵巣では生殖細胞と体細胞で
あり、また孵化後 30 日以降の卵巣では卵母
細胞の細胞質に強い発現がみられた。XY 生
殖腺では全ステージを通じて発現は認めら
れなかった。しかし、XY 個体（成魚と孵化
直後の稚魚）をエストロゲン（ethinylestra- 
diol）で 7 日間処理するといずれの個体の生
殖腺（精巣）で Rspo の急激な発現が誘導さ
れた。これらの結果から、Rspo はエストロゲ
ンの下流で働いて卵巣分化に重要な役割を
果たしていることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 性分化期のメダカ雌雄における 3 種の

R-spondin 遺伝子の発現変動（Real-time PCR）．A 
(Rspo1), B (Rspo2), C (Rspo3).  XX (白), XY (黒). 
 
⑦ メダカ Rspondin1 遺伝子のノックダウン
実験と過剰発現実験 
⑥の 3 種の Rspo 遺伝子のうちで、Rspo1 

の発現量が全時期を通してもっとも高く、さ
らに卵巣分化期に著しい上昇を示したので
（図 1）、ノックダウン実験は Rspo1 に絞って
行うことにした。Rspo1 をノックダウンされ
た XX 個体では、孵化後 40 日には活発に精子
形成を行っている精巣が観察された。この精
巣では精巣体細胞（セルトリ細胞）に特異的
に発現する gsdf 遺伝子の強い発現が認めら
れた。また、Rspo1 遺伝子をノックダウンさ
れた個体に ER2 を過剰発現させると XX 生
殖細胞で減数分裂が開始された。一方、Rspo1
を過剰発現されたXY個体では孵化後20日に
は卵母細胞を有する卵巣が形成された。これ
らの結果より、メダカでは Rspo1 が卵巣分化
に不可欠であることが明らかになった。 
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⑧ 器官培養 
ティラピアを用いた器官培養系（浮遊培

養系、旋回培養系）では、１）エストロゲ
ンの直接的影響で卵巣腔が形成されること、
２）生体外に取り出した卵巣片での卵巣型
芳香化酵素遺伝子及びタンパク質の発現が
培養中に E2 を添加することによって維持
されること、さらに、３）卵巣形成後にみ
られるステロイド産生細胞の卵胞周辺域へ
の移動が E2 によって促進されること、を見
出した。なお、卵巣腔形成に果すエストロ
ゲンの役割は E2 の in vivo 処理によっても
確認されたが、この場合には内因性の卵巣
型芳香化酵素遺伝子及びタンパク質の発現
が完全に抑制されたことから（したがって、
内因性のエストロゲンの生成は無い）、投与
された外因性の E2 が直接的に卵巣腔形成
に作用していることが明らかになった。 
 
（２）C21 ステロイドの作用機構 
① P450c17-I と P450c17-II の発現解析 

長濱らは先に、魚類の卵成熟誘起ホルモン
である 17,20-ジヒドロキシ-4-プレグネン
-3-オン（DHP）を含む C21 ステロイドの生成
に必要なステロイド代謝酵素である P450c17
遺伝子は魚類には 2 種（ P450c17-I と
P450c17-II）存在することを明らかにした。
本研究では、この 2 種の P450c17 のうち、特
に P450c17-II の減数分裂開始に果たす役割に
ついて解析した。 

まず、2 種の P450c17 遺伝子が性分化期の
雌雄生殖腺でどのような発現パターンを示
すのかをメダカを用いて in situ hybridization
と real time-PCR 等により解析した。その結果、
P450c17-I は雌雄生殖腺に関係なく孵化後 5
日以降に発現がみられた。これに対し、
P450c17-II は雌雄生殖腺ともに最初の発現時
期（卵巣での発現が精巣での発現より早い）
が生殖細胞の減数分裂の開始時期とほぼ一
致した。したがって、P450c17-II は DHP の生
成を介して生殖細胞における減数分裂開始
に重要な役割を果たしていることが示唆さ
れた。このことを確かめるために、XY メダ
カを受精直後から 20 日間にわたって種々濃
度の DHP を含む飼育水で飼ったところ、多
くが死亡したが、生き残った個体で減数分裂
の開始時期が XX 魚のように早まった。 
 
②  P450c17-II の遺伝子のノックダウン実験 

P450c17-II の減数分裂及びコーチゾル合成
に果す役割を明らかにする目的で、この遺伝
子の機能欠失実験（RNAi による遺伝子ノッ
クダウン法）を行った。P450c17-II をノック
ダウンした個体では孵化後に死亡する個体
が増加したが、飼育水中にコーチゾルを添加
すると生存率が高まった。また、ノックダウ
ン個体の頭腎組織のステロイド産生細胞は

異常を示した。これらの結果から、P450c17-II
は頭腎におけるコーチゾルの合成に重要な
役割を果たすことが強く示唆された。 

一方、P450c17-II 遺伝子をノックダウンし
た後でもひきつづき生存した XX 個体では、
しばしば雄への性転換が認められ、鰭などの
外部形態も典型的な雄型を示した。このよう
な性転換雄魚は正常な XX 雌との交配により
正常な雌稚魚が得られた。日本産ウナギでの
Miura ら（2007）の先行実験の結果とあわせ、
P450c17-II は DHP の合成促進と作用を介し
て、XX 個体の生殖腺における正常な発生と
発達に何らかの役割（例えば、雌の生殖細胞
に特徴的な減数分裂の誘起）を果たしている
可能性が示唆された。 
 
③ エストロゲンと DHP の合成酵素遺伝子の
単離 

ステロイド代謝経路で P450c17 の次のステ
ップで働く 2 種のステロイド代謝酵素、即ち
エストロゲンとアンドロゲンの合成に関わ
る 17-HSD、さらには DHP の合成に関わる
20-HSD、両酵素遺伝子のクローニングを行
った。その結果、前者については 12 種の遺
伝子が単離された。なお、20-HSD について
は、卵成熟期のメダカ卵胞に発現する遺伝子
を搭載した高感度マイクロアレイ系を用い
た解析により、卵成熟期に特異的に発現する
新型の 20-HSD を単離することに成功した。
この遺伝子は以前に我々が単離していた
20-HSD（強いカルボニルリダクターゼの活
性を有する）遺伝子とは異なるタイプであり
強い 20-HSD 活性を有することがわかった。
したがって、この酵素は卵成熟期に特異的に
発現する DHP の合成に関わる 20-HSD であ
る可能性が高い。 

 
（３）まとめと今後の課題： 
 本研究では、魚類（メダカとティラピア）
を用いて、卵巣分化時における性ホルモンに
よる卵巣形成の分子メカニズムを明らかに
することを目的として、１）エストロゲンの
作用機構、２）C21 ステロイドの作用機構、
について解析を行った。その結果、１）の研
究から、エストロゲンは未分化生殖腺の卵巣
への性分化に重要な役割を果し、その作用に
エストロゲン受容体（ER）2 や R-spondin1
が密接に関与することが示された。また、
ER1 は卵巣腔の形成に関わることが示唆さ
れた。今後、エストロゲンと R-spondin1 との
関連を明らかにする必要がある。２）の研究
からは、DHP（魚類の卵成熟・減数分裂再開
誘起ホルモン）の合成に関わるステロイド代
謝酵素 P450c17-II（P450c17 の新型）が雌雄
生殖腺形成初期の減数分裂開始に重要な役
割を果たすことが示唆された。さらに、DHP
合成の最終ステロイド代謝酵素である



 

 

20-HSD 遺伝子の最有力候補を卵成熟期の
メダカ卵胞から単離することに成功した。今
後、この遺伝子の雌雄生殖腺の性分化期と減
数分裂開始期の発現を調べるとともに機能
欠失・獲得実験により機能を明らかにする必
要がある。 
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