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研究成果の概要（和文）：メダカ性分化における濾胞刺激ホルモン(FSH)の役割を明らかにするた

め、FSH 受容体の機能欠損型変異メダカ系統を選別して、その表現型の解析を行った。また、メ

ダカFSH受容体の制御領域とGFP遺伝子とを連結したプラスミドをメダカ受精卵へと顕微注入し

て fshr-GFP トランスジェニック(Tg)メダカ系統の作製を行い、GFP 蛍光で FSH 受容体の発現を

モニターできる Tg 系統の作製に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）：To elucidate role of follicle-stimulating hormone (FSH) on the 
sexual differentiation in medaka, we analyzed loss-of-function of FSH receptor (FSHR) 
using a FSHR-defective medaka line. Moreover, we successfully established fshr-GFP 
transgenic medaka line by injecting a GFP-plasmid fused the regulatory region of medaka 
FSHR gene into the fertilized eggs. 
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１．研究開始当初の背景 

 始原生殖細胞は、生殖腺以外の領域で発生

し、移動して生殖腺原基に定着した後、生殖

腺で発現する性決定遺伝子の方向付けに基

づいて精子または卵子へと分化していく。近

年、いくつかの生物種において性決定遺伝子

が同定されているが、種によって異なる転写

因子が性決定遺伝子として機能している事

が明らかとなっている。興味深い事に、これ

ら遺伝子は共通して生殖腺体細胞で発現し

ている事から、生殖腺体細胞から何らかのシ

グナルが生殖細胞へと伝わる事で、生殖細胞

が精子または卵子へと分化するものと推測

される。しかしながら、生殖腺体細胞から生

殖細胞へと送られるシグナル分子の実体は

未だに分かっていない。 

 メ ダ カ (Oryzias latipes) は 、

XY(雄)/XX(雌)型の性決定機構を持つ小型モ
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デル動物である。メダカの生殖細胞は生殖腺

へ移動した後に雌雄で増殖を開始し、受精後

9 日目の雌では減数分裂を開始するが、雄で

は有糸分裂を停止する(生殖細胞数は、雌で

100 個前後、雄で 50 個前後と非常に少ないた

めに解析しやすい)(Hamaguchi, 1982)。近年、

雄決定遺伝子 DMY が XY 雄における生殖細胞

の増殖と減数分裂の開始を抑制しているこ

とが報告されたが(Matsuda et al., 2002)、

XX 雌において生殖細胞の増殖及び分化を制

御する因子は未だに同定されていない。最近、

申請者らは、生殖腺刺激ホルモンの一つであ

る濾胞刺激ホルモン(FSH)の受容体(fshr) 

mRNA の発現量が、性分化時期(受精後 9 日目)

において XY 個体よりも XX 個体で高い事、ま

たストレスホルモンであるコルチゾルは、

fshr mRNA の発現及び生殖細胞の増殖を抑制

して雄化を引き起こす事を明らかにした

(Hayashi et al., 2010)。これらの事から、

FSHシグナルはXX雌における生殖細胞の増殖

及び分化制御に関与している可能性が考え

られた。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、メダカにおける FSH の役割を

明らかにするため、FSH 受容体の強制発現系

統及び変異系統を作製して表現型解析を行

う。また、メダカ性分化時期での FSH 受容体

の発現パターンには性差が認められるため、

この発現制御機構についても解析する。 

 

 

３．研究の方法 

 メダカ FSH 受容体の変異系統は、Tilling

ライブラリー(Taniguchi et al., 2006)から

FSH 受容体の変異体を選別することにより作

製された。また、メダカ FSH 受容体の強制発

現トランスジェニック(Tg)系統は、雌雄の生

殖 腺 体 細 胞 で 発 現 を 誘 導 で き る mis 

(Mullerian inhibiting substance; 

Shiraishi et al., 2008)のプロモーター領

域と fshr 遺伝子を連結したプラスミドをメ

ダカ胚へと顕微注入し、その F1 世代でこの

プラスミドがゲノム中に挿入されている個

体を選別することにより作製された。さらに、

メダカ FSH受容体の発現制御機構を解析する

ため、fshr-GFP Tg メダカ系統を上述の方法

で作製した。定量的リアルタイム PCR は、

LightCycler 480(Roche)により、SYBR Green 

I Master(Roche)を使用して行った。 

 

 

４．研究成果 

(1) メダカFSH受容体の過剰発現系統と変異

系統の作製及び表現型解析 

 メダカ性分化時期において、fshr mRNA の

発現量は XY 個体より XX 個体で高い事から

(Hayashi et al., 2010)、XY 個体で FSH 受容

体を強制発現する Tg メダカ系統の作製を行

った結果、１系統の作製に成功した。そこで、

このヘテロ Tgメダカ(孵化後 60 日目)の生殖

腺組織像を観察した結果、正常個体と同様で

あったことから、FSH 受容体の強制発現によ

る生殖腺への影響は認められなかった(Data 

not shown)。今後は、FSH 受容体の発現量が

より高いホモ Tg メダカの表現型を解析する

必要があるのではないかと考えられる。 

 一方、Tilling ライブラリーから選別して

FSH 受容体の変異体の単離を試みた結果、FSH

受容体の細胞内ドメインを欠損した系統の

単離に成功した。そこで、性分化時期(受精

後 14日目)におけるこのメダカ仔魚の生殖細

胞数を計数した結果、FSH 受容体のホモ変異

XX メダカにおいては、約半数の個体が正常

XX 個体と同様の生殖細胞数を示したが、残り

半数の個体は XY 個体と同様の生殖細胞数を

示すことが分かった(Data not shown)。この

ように、ホモ変異 XX 個体の約半数は生殖細

胞の増殖が抑制され、雄化している可能性が

示唆された。しかしながら、本研究において

は、成魚での表現型解析までは至らなかった

ため、今後は成魚での詳細な解析が必要であ

ろう。 

 

 

(2) メダカFSH受容体の発現制御機構の解析 

 メダカ性分化時期において、fshr mRNAの

発現パターンには性差が認められる事、また

コルチゾルはfshrの発現を抑制して雄化を

引 き 起 こ す 事 が 明 ら か と な っ て い る

(Hayashi et al., 2010)。これらの分子機構

を解明するため、fshr-GFP Tgメダカ系統の

作製を行った。まず、メダカfshr 5’上流域

3745bとGFP遺伝子を連結したベクターを作

製し、これをメダカ胚に顕微注入してF0世代

を得た。次に、生殖腺でGFP蛍光を保持する

個体(F1世代)を選別し、この個体同士を交配

してホモ型F2世代を作出し、この系統を実験

に使用した。最初に、この系統でのコルチゾ

ルによるGFP遺伝子等の発現変化を調べるた

め、生殖腺領域におけるGFP mRNAの発現パタ

ーンを定量的リアルタイムPCRにより解析し

た。その結果、性分化時期(受精後9日目)で

のfshr及びGFP mRNAの発現量には性差が認め

られ、XX個体でのfshr及びGFP mRNAの発現は



、コルチゾル投与により有意に抑制される事

が分かった(下図)。これらの事から、メダカ

性分化時期でのFSH受容体の発現制御には、5

’上流域3745bが重要であると考えられる。

一方、グルココルチコイド受容体(gr) mRNA

の発現はコルチゾル投与により抑制された

が、転写誘導因子(sf-1) mRNAの発現は、逆

にコルチゾルにより有意に上昇することが

明らかとなった(下図)。このように、このTg

メダカは、FSH受容体の発現制御機構を解析

する上で、大変有効なモデル動物となりうる

と考えられた。 
 

 

 

 

図 fshr-GFP Tg メダカにおける GFP, fshr, 

sf-1, gr mRNA の発現解析 

(数値は、内部標準であるef-1αに対する相対値を示す。

*: P<0.05) 
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