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両三〕

魚類の生殖腺性分化機構研究の現状

小林亨お

The mechanisms of gonadal sex determination and 
differentiation in fish 

Tohru KOBAYASHI 

Abstract Various genetic and molecular approaches have been used to investigate the mechanisms 

of sex determination， gonadal sex differentiation， and sex change in fish. Although the sex of most 

animals is determined by genetic information， sex-determining genes had been identified only in 

mammals， several f1ies， and the worm Cae1l01カabditiseJegalls until the recent discovery of OMY (0ルト

domain gene on the Y chromosome) in the sex-determining region on the Y chromosome of the 

teleost fish medaka， Olyzias Jatipes. We identified， for the長rsttime in non-mammalian vertebrates， 

OMY， as the sex-determining gene of medaka. In tilapia" Oreochromis lliloticus， Fox12/ endogenous 

estrogens act as the natural inducers of ovarian differentiation， while OMRTl may be important for 

testicular differentiation. In the protogynous wrasse， a rapid decline in serum estr、adiol-17betalevels 

may be an initial trigger of the female-to-male sex change. 

Key words : sex determination， sex differentiation， OMY， OMRTl， estrogen 
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一般に魚類の性は、性染色体の組み合わせによって

遺伝的に性決定される。しかし、晴乳類とは異なり、

魚類で、は僻化直後の稚魚を性ホルモン処理することに

より容易に性転換が起こる。また、種によっては水温

等の環境条件を変えることで性転換するものもある。

しかし、日南乳類と決定的に異なるのは、人為的に作出

した性転換魚、は、一生を通じて正常に生殖活動を行う

ことができる。また、サンゴ礁に生息するある種のベ

ラの仲間は、社会環境の変化によって性転換が起こる。

通常、一夫多妻で繁殖する形態を示すが、縄張りの雄

が死亡あるいは、人為的に除去された場合には、一番

大きな雌が雄に性転換する。このような「性的可塑

性j を特徴とする魚類は、性決定、生殖腺の性分化機

構を解明する上で、 i恨めて有用な生物モデルとなりう

るCNakamura日tal.， 1998; Oevlin and Nagahama， 2002)。

きた。上述したように、瞬、化直後の稚魚にアンドロゲ

ンやエストロゲンを投与することで、遺伝的な性に関

係なく、機能的な雄、雌に性誌換させることができる。

しかし、内在性の性ホノレモンが正常な生殖腺の性分化

にも重要な役割を果たしているかは、長い間、不明で

あった。私たちが性分化の研究を開始した時には、ま

ず、この問題を明らかにする必要があった。

これまで、魚類の性決定や生殖線の性分化に関する

研究の多くは、特lこ性ホルモンとの関わりで行われて
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本稿では、メダカ C01J7ziaSJatipes)、ナイルティラ

ピア COreochromis刀J!oticus)、性転換魚を対象とした筆

者らの研究を中心として記述し、魚類の性決定、生殖

践の性分化機構研究の現状について概説する。

性決定

管椎動物の性を決定する遺伝子の構造はどうなっ

ているか、性決定遺伝子は、種を超えた普遍的なも

のか、非常に興味深い問題である。 1990年にとトの
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性決定遺伝子が SRYと同定されて以来 (Sinclairet al.， 

1990)、H甫乳類以外の脊推動物において SRYの相同遺

伝子の存在を確かめる研究が精力的になされたが、こ

れまでにそのような遺伝子は見つかっていない。これ

に対して、腿虫類でみられるような環境要因(視度)

が性決定に深く関わる場合もある。魚類でも僻化後の

水温の違いにより性決定される場合がある(ヒラメ:

Parajjchthys ojjvaceus) (Capel， 2000)。

性決定遺伝子

メダカは、日本で開発された実験動物で、遺伝学的

研究を行う上ですぐれた特徴(種内で遺伝的変異が起

こる、近交系が樹立、等々)を持ち、ヒトとおなじ

xx/XYの遺伝的性決定様式を示す(四宮ら， 2003)。

筆者の所属していた基礎生物学研究所のグループ。と新

潟大学のグループは共同で、ポジショナルクローニン

グ、染色体歩行、ショットガンシークエンス、機能喪失、

機能付加解析により、脊椎動物で 2番目となる性決定

遺伝子を同定し字。この遺伝子によってコードされる

タンパク質は、広く脊椎動物と無脊椎動物の性発津に

かかわる DNA結合配タIj(DMドメイン)をもつことから、

DMY (DM-related gene on t加 Y-chromosom巴)と名づ

けられた (Matsudaet al.， 2002)。

iコMYは、 mRNA、タンパク質レベルで、解化前の

XY生殖腺(形態学的性差は、まだ見られない時期)

の生殖細胞を取り囲む体細胞で強く発現するようにな

る。 DMYは、発生を通じて、セノレトリ細胞系列の細

胞に特異的に発現する(Iくobayashiet al.， 2004)'0 DMY 

をブ。ローブとして野生集団をスクリーニングしたとこ

ろ、 DMYをゲノム上にもつにも関わらず表現型が蹴

である XY個体が見つかった。この中で、福井県芦原

町で、見つかった変異体は、 DMYの第 3エクソンに 1

主主基の挿入があり、これにより不完全な DMYタンパ

ク質が作られていた。交配実験により、この XY雌由

来の DMYをもっ個体はすべて雌になった。新潟県白

根市(現在は、新潟市白根)でみつかった突然変異体

で、はエクソン領域に変異はないが、ドlにおけるこの

XY雌由来の DMY発現量が抵いこと、そしてこのよ

うな日は高頻度に XY雄になることがわかった。こ

れらのことは、 DMYに変異が起こると XY個体が雌

になること、そして DMYは XY個体が雄へ分化する

のに「必要な遺伝子Jであることを示す。

また、 HNI系統由来の DMYを含む 117kbのゲノ

ム断片をもっベクターを構築し、 d-rR系統の受精卵

に遺伝子導入した後、成魚まで飼育し、本来の遺伝

子型を判定し、表現型の性と比較すると o 41個体の

古
了↓ホ

XXメダカの中で、 30個体は雄、 11銅体は雄であっ

た。この XX雄は、 d-rR由来の DivlYをもたない。ま

た、正常 XX雌との交配による F1においても導入し

たゲノム態IT片をもっ XX個体は雄になることが明らか

となった。このことは、導入した DMYを含む 117kb 

のゲノム領域が、 xx{I個体を雄に分化させるのに

分j な機能をもっと結論され、これにより DMYがメ

ダカの性決定遺伝子であることが、完全に証明された

(Matsuda et al.， 2007)。

メダカでは、これまでに 5つの DMトソイン遺伝子が

みつかっており、その中で、 DMRTlを含む 3つは連

鎖群 9でクラスターを形成している。 DMYのアミノ

駿配列は DMRTlと 90%を超える高い相向性を示す。

また、 DMYを含む約 260kbのY染色体に特異的な

領域は、連鎖群 9の DMRTlおよびその周辺領域と相

向性がある。これらのことから、メダカの性決定遺

信子 DMYの祖先遺伝子は、進化の過程で連鎖群 9の

DMRTl (DM-related transcriptional factor 1)遺伝子を

含む領域の重護化が起こり、それが連鎖群 1 (現在の

性染色体)に挿入されたことによって生じたと考えら

れている (Nandaet al.， 2002)。

メダカの性決定遺伝子 DMYはメダカ属以外ではみ

つかっていない。また、メダカ属でもメダカともっ

とも近縁なハイナンメダカ (0.curvu1O{ ous) 以外で

はみつかっていない。最近の報告から、 XX/XYの性

決定様式を示すルソンメダカでは、性染色体は連鎖

群 12であることが明らかとなった。これらのことは、

DMYはメダカ属の種分化の過程で生じたこと、性決

定遺伝子は種特異的であることを示している (Matsuda

et al.， 2003; Tanaka et al.， 2007)。

生殖腺の性分化

性決定、性分化の研究を行う上で、予め遺転的な性

が分かつていることが望ましいことは自明である。夜、

たちは、ティラピアの偽雄 (XX)、超雄 (yy) を保持

しており、これらを利用して周年、いつでも全雄、全

雌のティラピア稚魚、を得ることが出来る (Kobayashiet 

al.， 2000)。ティラピアの生殖腺の性分化過程を詳細に

調べると、解化後 3日で生殖腺原基の形成がみられ

る。形態学的唯雄差が現れるのは、卵字化後 9日頃で生

殖締胞数の性差が最初の形態学的性差である。組織構

築の性差は、僻化後 25 日頃にみられる。 XX~堆では、

生殖腺の左右の縁に体細胞の集塊が生じ、それらが互

いに伸長した後、融合し、体控側に小さな腔が形成さ

れる。この小腔は、将来、成熟した卵が排卵される卵

巣控となる。この卵巣腔の形成が体細胞レベルで、の卵
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巣分化の指標となる。卵巣では、減数分裂は瞬化後

35臼頃起こり， 40日以持で肥大卵母細胞の発達がみ

られ、 150日以緯に卵黄形成がみられる。 XY雄では、

解化後 25日頃、実質細胞集塊が精巣内輪出管原基へ

と分化することによって、明瞭になる。その後、精細

管構造の形成が起こり、解化後 70日以降に精子形成

が開始する(Jくobayashiet al.， 2000， 2002， 2008; Fig. 1)。

卵巣分化

魚類で、エストロゲンが卵巣分化に重要で、あるとの指

摘は古くからされているが、このよりどころは、解化

後の性的に未分化な時期の XY雄の稚魚、をエストロゲ

ンで処理すると維に性転換するという知見である。し

かし、内在性のエストロゲンが卵巣分化期に存在する

のかは不明であった。夜、たちは、ティラピアを用いて、

卵巣分化に先行してエストロゲンが合成されているの

かを調べた。コレステロールからエストロゲン(エス

トラジオール 17s)やアンドロゲン (11ーケトテス

トステロン)が合成されるのに必要なステロイド代謝

酵素をクローニングし、これらの幾っかについては、

特異抗体を作成した。これらをプローブとして、生殖

腺性分化過程におけるステロイド代謝酵素の発現を解

A GSc 

析した (Kobayashiet al.， 2003; Ijiri et al.， 2008)0 XX 

雌の生殖腺では，解化後 7日までにステロイド産生細

胞が背fWJ血管周辺部に出現し、これらの細胞で、はエス

トロゲンの生合成に必要なステロイド代謝酵素の発現

が mRNA、蛋白レベルで検出される。一方、 XY雄で

は、ステロイド産生細胞の分化は認められない。 XX

雌では、このような時期に芳香化酵素阻害剤によりエ

ストロゲン合成を阻害すると、機能的な精巣をもっ雄

に分化する (Nakamuraet al.， 1999)。このような芳香化

酵素阻害剤による遺伝的雄から機能的な雄への性転換

は、サケ科魚類を含めて、いくつかの魚種で、も知られ

ている。ティラピアでは、上述したように、エストロ

ゲンが初期卵巣分化に不可欠である。 XX雌生殖腺で

起こる芳香化酵素の発現は雌特異的である。解化直後

の XY雄をエチニノレエストラジオールで、数日間処理す

ると機能的な雌へと性転換が誘起できる(!くobayashiet 

al.， 2003)。この時、血管周辺にはエストロゲン合成に

必要なステロイド代謝酵素を発現するステロイド産生

細胞の出現が認められる(小林ら、未発表)。このこ

とは、外因性のエストロゲンにより、オンとなった内

因性のエストロゲン合成系が卵巣への分化を促進する

ことを示唆する。

3dah 

15 dah 

30 dah 

40 dah 

100 dah 

Fig.1. Gonadal differentiation in tilapia. A， gonad at 3 dah. The gonadal anlagen were 

formed at 3 dah. CE， coelomic epithelium. Gsc， germ-cell-surrounding cell. B-O， 

XX gonads. E-I， XY gonacls. Oott巴CIline， gonial germ cell. BV， bloocl vessel. FOC， 

formation of ovarian cavity. FEO， formation of日fferentduct. Goc， growing oocyte. OC， 

ovarian cavity. EO， e丘er日ntduct. In， interstitium. Scale bars: A-H， 20μm;!，30μm. 
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遺伝的雌生殖践で初期に起こる時期、細胞特異的な

エストロゲン合成系の発現機構とエストロゲンの作用

機構を明らかにすることは重要である。最近、私たち

は、遺伝的雌生殖腺で時期、細胞特異的に起こるエス

トロゲン合成系の発現制御は、転写制御民子である

Foxl2によることを明らかにした (Wanget al.， 2007)0 

Foxl2は、芳香化酵素発現に先行して、 xx生殖腺で

特異的に発現する。この時、 Fox12、Ad4BP/SF-1、芳

香化酵素はステロイド産生綿胞で共発現する。 [nvitro 

の転写活性化試験から、 Foxl2は、 Ad4BP/SF-1と

調して芳香化酵素の発現を促進する。また、 iコoxl2の

ドミナントネガティブ mutantを受精卵に遺信子導入

すると、 XX{I間体では、エストロゲン量の低下、機能

的雄への性転換が誘起された。これらのことから、卵

巣分化、発達においては、ドoxl2/エストロゲンのカ

スケードが重要な役割を果たしていることが初めて明

らかとなった。

一方で、エストロゲンと卵巣分化との関連が明確で

ない魚としてはメダカがある。メダカでみられる

の形態学的性差は、ティラピアと向様に生殖細胞の数

の性差であるが、鮮化直前に既に起こり、卵母綿胞へ

の分化は静化直後にみられる。卵ほ細胞の出現は、ティ

ラピアと異なり卵巣腔の形成前に起こる。芳香化酵素

を含むステロイド代謝酵素の発現は卵巣分化がかな

り進行した僻化後数日を経過してからである (Satoh，

1974; Suzuki et al.， 2004)。また、メダカの卵巣腔の形

成は卵形成が卵母細砲に分化した後に起こり、この

形態形成はエストロゲン依存性である (Suzukiet al.， 

2004)。最近、エストロゲン合成系で必須な 17アルファ

水酸化酵素/17，20リアーゼ (P450c17)の機能不全を

示す突然変異体 (scl)では、第二次性徴はみられない

のだけれども、 XX個体では卵母細胞への分化は起こ

り、前卵黄蓄積期まで進行する (Satoet al.， 2008)。こ

のことは、メダカの卵巣分化の初期過程の進行には、

少なくとも XX生殖線で、の新たなエストロゲンの合成

は必要ないことを示唆している。しかし、 Foxl2は、

静化期に XX生殖線に特異的な発現を示し、その後、

卵巣でティラピアと陪様な発現を示すことが報告され

ており、 Foxl2が初期卵巣分化に関与していることが

示唆される (Wanget al.， 2004， 2007; Nakamoto et al.， 

2006)。

精巣分化

XX稚魚にアンドロゲン処理を行うことにより、雄

への性転換が誘起で、きることが、多くの魚種で報告

されている (Yamamoto，1953; Nakamura et al.， 1998; 

Baroiller et al.， 1999; Devlin and f'iagahama， 2002)。しカミ

し、内在性のアンドロゲンが精巣分化に不可欠である

ことは実験的に証明されてはいない。ティラピアでは、

精巣分化に先行してアンドロゲン生合成に必要なステ

ロイド代謝酵素の発現 (ml¥NA、蛋白)は認められない。

また、 XY稚魚にアンドロゲン受容体のアンタゴ、ニス

トであるフルタミド処理を行っても、正常な精巣分化

がおこる。

現在のところ、魚類の精巣分化に重要な役割を果た

すと考えられる遺伝子は、 DMRTlである。この遺信

子は、 Drosophilaの dsx、線虫の mab-3という性決定

に重要な役割を果たす遺伝子潤で保存された DNA結

合領域 (DM ドメイン)をもっ脊椎動物の遺信子で、

ヒトで精巣に特異的に発現する遺伝子として見つかっ

た (Raymondet al.， 1998)。その後、いろいろな脊惟動

物でみっかり、ひろく種を超えて共通に存在し、精巣

形成、発達に重要な役割を果たすと考えられている

(Capel， 2000; Zarkower， 2001)。ティラヒ。アでは、!f;;態

学的性差が出現する前の鮮化後 6日頃の XY生殖腺で

生殖細胞を取り囲む上皮細胞(セルトリ細胞の荊駆細

胞)に特異的に発現するようになる。その後、形態形

成の進行にともなってセルトリ細胞、精巣内輸出管上

皮といったセノレトリ細胞系列の細胞に特異的に発現す

る。 一方、 XX生殖腺では、 DMRTlの発現はみられな

し、(!くobayashiet al.， 2008; Ijiri et al.， 2008)。

鮮化後に XX稚魚をアンドロゲンであるメチルテス

トステロンで処理すると、機能的雄へ性転換誘起でき

る。このil寺、卵原細胞を取り囲む体細胞(前頼粒膜細

胞)で DMRTlの発現が誘起される。また、 XY

にエストロゲン処理をし機能的雌への性転換を誘起

した時には、生殖罪細胞を取り掴む体細胞の DMRTl

の発現は抑制される(Iくobayashiet al.， 2008)。これま

でに、 DMRTlの XX個体における過剰発現、精巣分

化期における機能喪失実験から、 lコMRTlが精巣分化

に重要な役割を果たしていることを裏付ける結果を

得ている(未発表)。これらのことから、精巣分化に

おいて DMRTlが重要であることが分かつてきた。し

かし、 DMRTlの時期、細胞特異的発現の制御機構、

DMRTlの作用機構に関しては未だ不明な点が多く、

今後解明すべき重要な課題である。一方、メダカでは、

DMRTlは精巣分化後にセルトリ細胞系列で特異的に

発現するようになる (Kobayashiet al.， 2004)。しかし、

最近、 DMRTlの機能不全は、精巣分化の進行に影響

する可能性が指摘されている。今後、ティラピアとメ

ダカで DMRTlの機能解明を行うことにより、 DMRTl

の生殖腺における機能の共通性が見いだせることを期

待している (Fig.2)。
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Fig. 2. DMY and DMRTl expression in medaka and tilapia 
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Sox9が精巣分化に必要であることが、ほ乳類で知

られている (Capel，2000)。魚類では、ティラピア、

メダカでの発現解析から、組織構築レベノレの形態学的

性差が現れた後に、精巣特異的な発現を示す。この

ことは、魚類では Sox9が精巣分化の誘起には関係し

ないことを示唆する (Nakamotoet al.， 2005; Kobayashi 

巴tal.， 2008)。ほ乳類では、 Sox9は精細管前駆構造で

ある精巣索の形成に関与することが知られている。魚

類では、これに相当する構造の形成(ティラピア:精

細管涼基、メダカ:アキナス構造)は精巣分化後に起

こる (Nakamotoet al.， 2005; Kobayashi et al.， 2008) 0 

このことは精巣分化過程での Sox9の時期特異的発現

は、ほ乳類と魚類で異なるが、魚類でも Sox9は、ほ

乳類と伺様に精細管構築に関与していることを示唆し

ている。

性転換

魚類では、社会環境条件の変化により、成熟個体で

性転換する種が数多く知られている (Reinboth，1983;

Devlin and Nagahama， 2002)。この性転換は、性分化後

の成熟個体でみられるため、精巣、卵巣として機能す

るために必要な因子を解明するのに良いモデルとなり

うる。しかし、これまでの研究の多くは、生態学、行

動学的な解析であり、細胞、分子レベルでの解析は、

立ち遅れている。

雌から雄への性転換

熱帯域のサンゴ礁に生息するベラの仲間でみられる

性転換はよく知られている。縄張り雄がいなくなる

等の社会性の変化が視覚的刺激として離の脳に伝わ

り、一番大きな雌の行動、体色が雄型に変わるととも

に、生殖腺が卵巣から精巣へと性転換し、縄張り雄に

なると考えられている。ハワイ産のベラ (ThaJassoma 

duperry) では、性転換過程において、 gs用:細胞の退

行、精原細胞の増殖、精子形成の開始といった一連の

過程は、急激に起こり、早いものでは、 2週間で完全

な精巣へと性転換する (Morrモyet al.， 1998; Nakamura 

et al.， 2005)。この時、卵巣の頼粒膜細胞で発現して

いる芳香化酵素の発現抑制が最初の変化である。これ

により、エストロゲン量が急激に減少する。これと呼

応して卵黄蓄積中の卵母細胞が退行し始める。この後、

卵胞の退行が進行し、卵巣ーの大部分を周辺仁期の卵母

締胞が占める。この頃、卵巣薄板の基患部に生殖原細

胞がみられるようになる。その後、この生殖原細胞は

増殖し、シストを形成して精子形成を行う。生殖原綿

胸が増殖し始めるころに、間質部分に 11ベータ水酸

化酵素 (P45011s )を発現する細胞が増加するととも

に、血中のアンドロゲン (11-ケトテストステロン)

量が増加する。性転換開始前の雌では、 DMRTlの発

現はみられない。性転換需始後、エストロゲン量が減

少した生殖線の卵巣薄板上皮で DMRTlの発現がみら

れるようになる。この領域が発達し、精巣部分が形成
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する。しかしながら。精巣ではそのような変化はみら

れない。また、この種は解剖学的には、雌雄ともに 1

対の精巣及び卵巣(計 2対の生殖腺)をもっ (Kobayashi

et al.， 2005a)。これが両方向の機能的性転換を可能に

させるのと同時に、分子レベルの結果の解釈を難しく

させている。最近、雄雄生殖線内で起こる生殖線刺激

ホノレモン受容体遺伝子発現のオン/オフの謂節によっ

て生殖腺の機能的性転換を可能にさせていることが明

らかとなった (Kobayashiet al.， 2008)。今後、雄機能持、

雌機能時における両生殖腺の機能変化の詳細在明らか

にする必要がある。

魚類の性決定と生殖腺の性分化、性転換の分子機構

について、私たちの研究成果を中心に概説した。 2002

年に容椎動物で 2番目となるメダカの性決定遺伝子:

DMYが同定され、 2007年に完全に証明された。この

ことは、脊椎動物の性決定機構の多様性を分子レベル

で初めて実証した。しかし、メダカ属では、 DMYを

もたない種がほとんどである。これらの性決定遺伝子が

何であるのかは、極めて興味深い。メダカと向じ XX/

XYシステムで性決定されるノレソンメダカの研究成果が

期待される。また、私たちによる生殖腺の性分化機構

について知見が集積されつつあるティラピアの性決定

おわりに
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される (Nakamuraet al.， 2005)。また、社会性の変化で

はなく、芳香化酵素践害荊処理によっても同様に性転

換することが確かめられている。これらの結果は、ベ

ラの性転換は、芳香化酵素の発現抑制によるエストロ

ゲン量の低下が引き金となって起こり、精巣への分化

転には、 DMRTlが重要な役割を果たしていることを

強く示唆する。

オキナワベニハゼ、(ルJmmaokinawae)は、大きな雌

と小さな雌を同じ水槽にいれると、約 5日で大きな雌

が性転換し、雄となる。この雄は、同じ水槽にさら

に大きな別の雄を入れると、再び雌に戻る。同じよ

うな条件をくりかえすと 何度でも性転換が起こる

(Kobayashi et al.， 2004; 2005a)。この時、性行動の変

化は、性転換の方向に関係なく、 30分以内に起こる。

生殖腺の性転換は雌から雄へは、 5日、雄から雌へ

は 10日で完了する。性転換の方向に関係なく、卵巣

の芳香化酵素の発現は大きな変化を示さず、常に高発

現を示した(!くobayashiet al.， 2004)。卵巣の Ad4BP/

SF-1の発現は、維機能時に高く、雄機能時には減少

する (Kobayashiet al.， 2005b)。このことは、社会構造

の変化による性転換刺激が、卵巣のん14BP/SF-1の発

現を調節し，卵巣の活性化に関与していることを示唆

両方向の性転換

Ovary 

Testis 

Sox9 

』

O
G
F
F』
吋
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0
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Fig. 3. Gonadal sex determination and differentiation in fish. 

Although sex determining gene in medaka is DMY， it is not identified in oth日rfish yet. 

SDG， sex determining gene. preST， anlagen of seminiferもustubule structure in tilapia. 

Acinus， acinus structUI‘巴 asanlagen of seminiferous tubule in medaka. 

τime after fertilization 
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遺イ云子が同定されると性決定から性分化にいたるカス

ケードの理解が一気に早まると期待している。

生殖腺の性分化機構については、ティラピアでの研

究から、卵巣分化、発達には Foxl2/エストロゲンが重

要であることが明らかとなった。今後、 Foxl2/エスト

ロゲンと DMRTlの発現制御、および作用機構を解明

することが性分化機構の実態を理解するには、不可欠

であるのは言うまでもない。現在、ティラピアとメダ

カの性分化期に特異的な発現をする遺伝子について、

トランスジェニックによる機能解析に加えて、両魚種

において確立した試験管内性分化再現系をツールとし

て機能解析を行っている。生殖腺の性分化は基本的に

は形態形成である。この形態形成機構を組織構築の分

子解明という観点から明らかにしたいと考えている。
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