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研究成果の概要（和文）：　新規ステロイド膜受容体mPRの4種類の遺伝子それぞれについてメダカ点突然変異体3-4系
統を選択し、系統を樹立できた。それぞれの表現型解析の結果、mPR遺伝子には冗長性が見られ、一種類の遺伝子では
異常を示さないことが明らかになった。さらに二重変異体を作出したが同様に異常は見られなかった。今後、mPRの初
の生理機能の証明を目指して３重変異体の作出を目指す。
　排卵誘導遺伝子については明確な排卵特異的発現を示す、排卵誘導遺伝子候補３遺伝子が選択できた。今後、これら
の遺伝子の変異系統を作出し、機能の証明を目指す。

研究成果の概要（英文）：To obtain decisive evidence for the roles of mPRs, we are establishing strains of 
medaka fish that are deficient in mPRs. In medaka, four subtypes of mPR genes (α, β, γ, and α2) have 
been identified. By reverse genetic screening, we have selected three to four strains in which a point 
mutation has been induced in the coding sequence of the mPR subtypes. However, homozygous mutants of each 
mPR gene showed no phenotype. The results suggested that mPR genes share redundancy. We are currently 
producing double and triple mutants of the mPR subtypes.
In vivo bioassay which enables to induce oocyte maturation and ovulation in living fish have been applied 
to select ovulation-inducing genes in this study. Using genome wide microarray of zebrafish, genes that 
showed ovulation specific elevation were selected. The mRNA expression levels of genes have been 
confirmed by qPCR analysis. It is indicated that in vivo assay will be a new way to identify 
ovulation-inducing genes.
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１．研究開始当初の背景 
 新規ステロイド膜受容体,mPR は長年、同
定が待たれていた卵成熟誘起ホルモンの受
容体として 2003 年に発表された。本分子の
発見は卵成熟誘起ホルモンの受容体として
動物生理学の分野で脚光を浴びただけでは
なく、ステロイドホルモンの引き起こす急性
反応であるノンゲノミック反応を仲介する
新規受容体として内分泌学分野でも大きな
反響を呼んでいる。 
 研究代表者らは、ジエチルスチルベストロ
ール（DES）の卵成熟誘導作用を発見し
(Tokumoto et al. PNAS 2004)、その標的候補
である新規ステロイド膜受容体(mPR)を同定
し (Tokumoto et al. Gen Comp Endo 2006)、
DESがmPRに作用して卵成熟を誘起するこ
と を 明 ら か に し た (Tokumoto et al. 
Endocrinology 2007) 。 
 その後、個体レベルでの DES の作用を解
明するためゼブラフィッシュ生体を用いた
生体アッセイ法を確立し（特許 4501002、
4528973 号、Tokumoto et al. PLoS ONE 
2011）、DESの卵成熟誘導作用がインビボで
もみられることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
 新規ステロイド膜受容体(mPR)は、卵成熟
誘起ホルモン受容体として働くこと、さらに
内分泌かく乱化学物質の標的分子にもなっ
ていることを見いだした。そして、そのホル
モン作用を個体レベルで検出するために、生
体アッセイ法を開発した。 
 本研究は以下の２つの事項を目的として
いる。 
（１）mPR 遺伝子群の変異メダカの系統を
作り、変異個体の表現型から mPR の機能に
ついて探る。 
（２）生体アッセイ法を使い、mPR に作用
する天然ホルモンまたは内分泌かく乱化学
物質を加えた実験群の個体を用いて、mPR
が働いた後に引き起こされる排卵誘導遺伝
子群の同定を行い、mPR の機能との関連性
や連続性について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)システマティックな逆遺伝学の系として
魚類において初めて確立された遺伝子変異
メダカの作製系を用いて 4種類の mPR遺伝子
の変異メダカ系統を樹立する。その表現型解
析からステロイド膜受容体分子の機能につ
いて明確な証明をもたらす。 
(2) 研究代表者らが開発したインビボで卵
成熟・排卵誘導な可能な生体アッセイ法によ
り排卵時に発現誘導または発現が低下され
ている遺伝子をマイクロアレイ法によりリ
ストアップする。これらのリストを誘導未処
理の対照群と比較することによりそれぞれ
の処理で発現変化する遺伝子を明らかにす
る。発現変化を定量 PCR により検証する。 
 

４．研究成果 新規ステロイド膜受容体 mPR
の 4種類の遺伝子それぞれについてメダカ点
突然変異体 3-4 系統を選択し、系統を樹立で
きた。それぞれの表現型解析の結果、mPR 遺
伝子には冗長性が見られ、一種類の遺伝子で
は異常を示さないことが明らかになった。さ
らに二重変異体を作出したが同様に異常は
見られなかった。今後、mPR の初の生理機能
の証明を目指して３重変異体の作出を目指
す。 
 排卵誘導遺伝子については明確な排卵特
異的発現を示す、排卵誘導遺伝子候補３遺伝
子が選択できた。今後、これらの遺伝子の変
異系統を作出し、機能の証明を目指す。 
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