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略語一覧 

略語 正式名称 

Amh Anti-Müllerian hormone 

Amhr Amh receptor 

Amhy Y chromosome-specific amh 

BAC Bacterial artificial chromosome 

Cas9 CRISPR-associated 9 

ChIP Chromatin immunoprecipitation 

CRISPR Clusterd Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat 

Cyp19a Cytochrome P450, family 19, subfamily A 

DAB 3,3’-ジアミノベンジジン四塩酸塩 

Dmrt1 Doublesex and mab-3-related transcription factor 1 

Dmy DM-domain related gene on Y chromosome 

Dmy-FLAG FLAG タグ融合 Dmy 

DM ドメイン Doublesex and mab-3 domain 

Foxl2 Forkhead box l2 

GFP Green fluorescent protein 

Gsdf Gonadal soma-derived factor 

GsdfY Gonadal soma-derived growth factor on the Y chromosome 

HRM High resolution melting 

mab-3 male abnormal-3 

PCR Polymerase chain reaction 

RFLP Restriction fragment length polymorphism 

RFP Red fluorescent protein 

RT-PCR Reverse transcription-PCR 

SdY Sexually dimorphic on the Y chromosome 

Sox3Y SRY-related High Mobility Group-box on the Y chromosome 

SRY/Sry Sex-determining region Y 

TALEN Transcription activator-like effector nuclease 

Tg Transgenic 

TGF-β Transforming growth factor β 

UTR Untranslated region 
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ZFN Zinc Finger Nuclease 
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緒言 

 

 水産養殖魚の中には，雌雄で商品価値の異なる魚種が数多く存在する．トラフグでは，

成熟した精巣（白子）は非常に高価であり，一方で，卵巣は神経毒であるテトロドトキシ

ンを蓄積するため，食する事はできない．従って，雄の価値は雌よりも高い．チョウザメ

では，雌の卵は「キャビア」として非常に高価であり，雌のみに高い価値がある．また，

高級魚として知られるクエなどの一部のハタ科の魚種は完全養殖の確立を望まれているが，

雌性先熟であるために雄親魚の獲得までに時間を要することが完全養殖の障壁となってい

る．これらの魚種では，人為的に性を統御する技術の開発が強く望まれている．魚類は性

の可塑性が大きく，多くの魚種では性ステロイドホルモン処理などにより性転換を誘導す

ることが可能である．しかしながら，これらの性転換の分子メカニズムは不明である．ま

た，性ステロイドホルモンはヒトや水圏環境に存在する様々な生物の体内でも活性を有す

るため，食や環境に対する悪影響が懸念されており，養殖環境下での使用は忌避されてい

る． 

 発生初期の個体は，精巣にも卵巣にも分化する事ができる未分化生殖腺を有している．

個体の性はこの未分化生殖腺が精巣に分化するか，卵巣に分化するかにより決定される．

未分化生殖腺の分化方向の決定づけは性決定と呼ばれている．性決定以降，未分化生殖腺

では，精巣分化に重要な遺伝子や卵巣分化に重要な遺伝子をそれぞれ発現し，精巣・卵巣

を構築する．分化した生殖腺内では性ホルモンが合成され，この性ホルモンの影響により，

脳の性差や二次性徴などが構築され，個体の性が確立される．性決定以降，個体の性が確

立されるまでの一連の過程は性分化と呼ばれている． 

 性決定は大きく 2 つの様式に分類することができる．1 つ目は遺伝性決定である．遺伝
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性決定では，雌雄間で染色体構成が異なり，染色体の組み合わせにより性が決定される．

性決定を司る性染色体には性決定遺伝子が座乗しており，性決定遺伝子の有無あるいは量

で性が決定される．魚類では，現在，6種類の性決定遺伝子の候補が同定されている(Matsuda 

et al., 2002; Myosho et al., 2012; Hattori et al., 2012; Yano et al., 2012; Kamiya 

et al., 2012; Takehana et al., 2014; Li et al., 2015)．2 つ目の性決定様式は環境性

決定である．環境性決定では，性決定時期の外部環境の影響を受け，性が決定される．環

境性決定では，多くの爬虫類の温度依存性決定が知られている(Janzen and Paukstis, 

1991)．魚類においても，ペヘレイという魚種が温度依存性決定を行うと報告されている

（Strüssmann et al., 1997）．加えて，Cichlasoma citrinellum の社会要因による性決定

(Francis and Barlow, 1993)などが知られている．このように，魚類の性決定様式は非常

に多様である．性決定様式が多様である一方で，魚類の生殖腺初期分化の分子機構は広く

保存されていると考えられている．例えば，メダカの生殖腺分化期に XX 個体特異的に高発

現する Foxl2 や Cyp19a は生殖腺分化期のナイルティラピアでも XX 個体特異的な高発現を

示す(Ijiri et al., 2008)．同様に，メダカの精巣分化に重要な Dmrt1 の XY 個体特異的な

発現パターンは，ナイルティラピアでも保存されている(Kobayashi et al., 2008)．この

ように，生殖腺分化時期期に発現する遺伝子はほとんど共通しており，性分化の分子機構

は高く保存されていると考えられる．実際に，Dmrt1 はシベリアチョウザメやカラシン科

の Astyanax altiparanae においても精巣特異的な発現を示すことや(Berbejillo et al., 

2013; Adolfi et al., 2015)，Foxl2 はカムルチーの生殖腺分化時期の卵巣で高く発現す

ることが報告されている(Wang et al., 2015)． 

 遺伝性決定を行う魚種でも，外的要因の影響により性転換を起こす場合がある．メダカ

では，XX の受精卵を男性ホルモンの 1種であるメチルテストステロンで処理すると，機能
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的な精巣を有する雄へと性転換する(Yamamoto, 1958)．反対に，XY の受精卵を女性ホルモ

ンの 1種であるエストラジオール-17βで処理すると，機能的な卵巣を有する雌へと性転換

する(Yamamoto, 1965)．また，XX の受精卵を 32℃の高水温下で飼育することで，同様に雄

へと性転換させる事ができる(Sato et al., 2005; Hattori et al., 2007)．このような高

水温処理による性転換にはストレスホルモンの 1 種であるコルチゾールが関与する

(Hayashi et al., 2010)．実際に，XX の受精卵をコルチゾールで処理すると，雄への性転

換を誘導することができる．このような環境依存性転換は，環境性決定の分子機構を解明

するモデルとして有用であると期待されている． 

 これまでに，魚類の性決定遺伝子の候補として，6 つの遺伝子が同定されている．メダ

カの Dmy は，Y染色体特異的な性決定遺伝子として 2002 年に同定された(Matsuda et al., 

2002)．Dmy は Dmrt1 の重複・転座により生じたと考えられている(Kondo et al., 2006)．

Dmy の発見以降，様々な魚種で Dmy オーソログの単離が試みられてきたが，Dmy はメダカと

メダカの近縁種であるハイナンメダカのみにしか存在しなかった(Matsuda et al., 2003)．

2012 年には，パタゴニアペヘレイ，トラフグ，ルソンメダカ，ニジマスの性決定遺伝子の

候補が同定された．パタゴニアペヘレイでは，Amh のホモログである amhy が性決定遺伝子

の候補として同定されている(Hattori et al., 2012)．Amh は哺乳類の卵巣構造であるミ

ュラー管の形成を抑制し，精巣構造であるウォルフ管の形成を促す因子である(Behringer, 

1994)．また，トラフグの性決定遺伝子として考えられている Amhr2 は Amh の受容体である

Amhr のホモログである(Kamiya et al., 2012)．ルソンメダカでは，GsdfYが性決定遺伝子

の候補として同定されている(Myosho et al., 2012)．また，ニジマスで性決定遺伝子とし

て同定された sdY はアミノ酸配列の C 末端領域でインターフェロン調節因子 9 と高い相同

性を示している(Yano et al., 2012)．2014 年には，インドメダカの性決定遺伝子 Sox3Y
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が同定されている(Takehana et al., 2014)．2015 年には，amhy がナイルティラピアの性

決定遺伝子の候補として報告されている(Li et al., 2015)． 

 性決定・性分化の研究を進める上で，個体の遺伝的性を判別できることが望まれる．す

なわち，性決定遺伝子が既に同定されている種をモデルに用いることが望ましい．先述の

性決定遺伝子が同定されている種の中で，これまでに，メダカが性決定・性分化研究に用

いられてきた．メダカ（本稿ではミナミメダカ Oryzias latipes とキタノメダカ O. 

sakaizumii の 2 種を総称してメダカと呼ぶ）は，飼育が容易なことや，世代時間が短いこ

と，毎日産卵し大量の個体数を確保できるなどの利点から，分子遺伝学的なモデル生物と

して用いられてきた．メダカでは，複数の近交系の樹立や，2007 年にはゲノム解読も完了

している(Kasahara et al., 2007)． 

 メダカの胚は，27℃飼育下では受精後約 8日で孵化し，受精から孵化までの胚発生は 39

のステージに区分されている(Iwamatsu, 2004)．メダカの性決定・性分化はステージ 36（孵

化約 3日前）の Dmy の XY 特異的な発現により開始される(Kobayashi et al., 2004)．メダ

カの性分化において最初に観察される雌雄間の差異は，ステージ 38 以降の生殖細胞の動態

にみられる(Kobayashi et al., 2004)．メダカの生殖細胞の分裂様式には，2 つの型が存

在する(Saito et al., 2007)．1 つ目は，緩やかに体細胞分裂を行うⅠ型である．2つ目は，

2〜4段階の連続した細胞分裂であり，4個，8個あるいは 16 個の生殖細胞のシストを形成

するⅡ型である．Ⅱ型の細胞分裂の後，生殖細胞は減数分裂に入る．ステージ 37 までは，

XX 個体，XY 個体の生殖細胞ともにⅠ型の細胞分裂のみを行い，緩やかに増殖する．ステー

ジ 38 以降に XX 個体の一部の生殖細胞はⅡ型の細胞分裂に入るが，XY 個体の生殖細胞では

孵化 20 日後以降までⅡ型の細胞分裂は抑制されている．この結果，ステージ 38 以降に，

XX 個体の生殖細胞数は XY 個体の生殖細胞数よりも多くなり，孵化 1 日後以降には，XX 個
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体の生殖腺のみで減数分裂細胞を観察できるようになる．孵化 30 日後ごろになると，生殖

腺の構造に雌雄差が観察できる．XX 個体では，生殖腺の背側に卵巣腔が形成され，XY 個体

では，生殖腺の中心部に体細胞が密集し，やがて輸精管を形成する(Kobayashi et al., 

2004)． 

 メダカの生殖腺初期分化では，Dmy，Gsdf，Dmrt1 の 3 つの遺伝子の発現が，XY 個体特異

的に上昇する．従って，これらの 3 遺伝子は未分化生殖腺の精巣分化に特に重要な遺伝子

であると考えられている．Dmy は孵化 3日前であるステージ 36 に mRNA レベルで XY 特異的

に発現を検出できる(Kobayashi et al., 2004)．その後，ステージ 37 には，Gsdf の発現

が XY 個体特異的に上昇する(Shibata et al., 2010)．Dmrt1 が XY 個体特異的に発現する

のは孵化 11 日後以降である(Kobayashi et al., 2004)．これらの遺伝子は，いずれも，生

殖細胞を取り囲む体細胞で発現することが報告されている． 

 Dmy は Y 染色体特異的な遺伝子であり，メダカの雄を決定する性決定遺伝子として同定

された(Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002)．XY 個体の Dmy の機能不全は，未分

化生殖腺の卵巣分化を引き起こすことや(Paul-Prasanth et al., 2006; Matsuda et al., 

2002)，XX 個体に Dmy を遺伝子導入すると，精巣を有する雄へと性転換することが報告さ

れている(Matsuda et al., 2007; Otake et al., 2010)．Dmy 発現後，XY 個体の生殖腺特

異的に Gsdf や Dmrt1 の発現が上昇することから，Dmy の下流のシグナルが Gsdf や Dmrt1

の発現を制御していると考えられるが，その分子機構は明らかになっていない．また，Dmy

発現後，XY 生殖腺の生殖細胞におけるⅡ型の細胞分裂抑制の分子機構も不明である（図．

0-1）．Dmy は DM ドメインと呼ばれる DNA 結合ドメインを含んでいるため(Matsuda et al., 

2002)，転写因子であると考えられている．しかしながら，Dmy に対して特異的かつ強力に

結合する抗体を作製できていないことが障壁となっており，Dmy の転写因子としての機能
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は未だに解明されていない． 

 Gsdf は TGF-βスーパーファミリーに属する増殖因子であり，ニジマスで最初に発見され

た(Sawatari et al., 2007)．Gsdf のホモログは多くの魚種で報告されており，Gsdf は魚

類（四肢動物を除く硬骨魚類）に特異的な遺伝子であると考えられている．メダカでは，

ステージ 37以降に，XY個体の生殖腺特異的に Gsdf の発現が mRNA レベルで上昇する(Saito 

et al., 2007)．この時期の Gsdf の発現は生殖細胞を取り囲む体細胞で見られ，Dmy の発

現領域と一致することが報告されている．さらに，ステージ 38 から雌雄の生殖腺形態に差

異が現れるため(Kobayashi et al., 2004)，Gsdf は生殖腺の初期分化に関与すると考えら

れている．しかしながら，Gsdf が生殖腺初期分化にどのような機能を担っているかについ

ては未解明である． 

 Dmrt1 は，脊椎動物内で広く保存されている遺伝子であり，精巣分化に重要な遺伝子で

あると考えられている．メダカでは，孵化 11日後以降に XY 個体特異的に mRNA を検出でき

る(Kobayashi et al., 2004)． Dmrt1 は Dmy との相同性が DNA 配列レベルで 93％と非常に

高く，in situ hybridization 法により Dmrt1 の局在のみを観察することは困難である．

成魚の精巣における Dmy と Dmrt1 の mRNA の共染では，精巣内の体細胞にシグナルが検出さ

れる(Otake et al., 2008)．また，性転換 XX 雄の精巣では，Dmrt1 は生殖細胞を取り囲む

体細胞で発現することが報告されている(Otake et al., 2008)．従って，Dmrt1 は精巣内

の生殖細胞を取り囲む体細胞で発現すると考えられている．また，性分化における Dmrt1

の機能は，Dmrt1 欠損メダカの解析により解明されている(Masuyama et al., 2012)．すな

わち，Dmrt1 欠損 XY メダカの生殖腺は，孵化 5日後までは正常な精巣分化を辿るが，孵化

10 日後以降から生殖細胞のⅡ型の細胞分裂及び卵母細胞が観察され，最終的に機能的な卵

巣へと分化する．従って，Dmrt1 は孵化 5 日後以降の XY メダカの精巣分化に重要であるこ
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とが明らかになっている． 

 本研究では，産業有用魚種の性統御法開発に向けた基礎研究として，メダカの未分化生

殖腺の精巣分化初期の分子機構の解明を目指すこととした．特に，精巣分化に重要な 2 つ

の機能未知遺伝子 Dmy と Gsdf に焦点を当てた．第 1 章では，性決定直後の XY 個体の生殖

腺特異的に発現する機能未知遺伝子 Gsdf の遺伝子欠損メダカを作製し，Gsdf の機能解析

を行った．第 2 章では，Dmy タンパク質の機能を解析するために，FLAG タグ融合 Dmy 遺伝

子導入メダカを樹立し，Dmy タンパク質の特異的検出を試みた．  
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第 1章 Gsdf 欠損メダカの解析 

 

1 序論 

 

 Gsdf は TGF-βスーパーファミリーに属する増殖因子であり，2007 年にニジマスで発見

された(Sawatari et al., 2007)．その後，多くの魚種で Gsdf の存在が報告されているが，

その他の脊椎動物（四肢動物）では Gsdf は発見されておらず，魚類特異的な遺伝子である

と考えられている．近年，脊椎動物の進化の基部に位置するシーラカンスの一種 Latimeria 

menadoensis が Gsdf を有すると報告された(Forconi et al., 2013)．これらの報告は，Gsdf

が脊椎動物の進化の基部で生じ，その後，四肢動物の進化に伴い消失したことを示唆して

いる． 

 ニジマスでは，Gsdfが胚発生時期の始原生殖細胞を取り囲む体細胞で発現する(Sawatari 

et al., 2007)．また，成魚の生殖腺のセルトリ細胞・顆粒膜細胞で発現し，始原生殖細胞

や精原細胞の増殖に重要な役割を果たすことが報告されている．ニジマスやギンザケ，メ

ダカ属の 2種，ゼブラフィッシュのような多くの魚種で，Gsdf の発現は生殖腺特異的であ

る(Luckenbach et al., 2008; Shibata et al., 2010; Gautier et al., 2011)．メダカで

は，性分化初期の Dmy 発現直後の XY 個体の生殖腺で，Gsdf の発現が特異的に上昇する

(Shibata et al., 2010)．雄性先熟を行うキチヌでは，性分化期の卵精巣内の精巣領域の

体細胞で，Gsdf が高く発現する(Chen et al., 2015)．また，メダカの近縁種であるルソ

ンメダカでは，Gsdf のホモログが性染色体上の性決定遺伝子の候補として同定されている

(Myosho et al., 2012)．実際に，Y染色体型の Gsdf を導入した XX のルソンメダカは雄へ

と発達する．これらの報告は，Gsdf が精巣分化に重要な機能を担っており，その機能は魚
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類の中で広く保存されていることを示唆している． 

 メダカの性決定遺伝子 Dmy は DM ドメインと呼ばれる DNA 結合ドメインを持つが，その標

的遺伝子は不明である．また，性分化期の XY 個体では，Dmy 発現の直後に Dmy 発現細胞と

同じ細胞集団で Gsdf の発現が上昇する(Shibata et al., 2010)．さらに Gsdf 発現の直後

から，雌雄間の最初の性差である，生殖細胞数の性差が観察される．すなわち，XX 個体の

生殖細胞は活発に増殖し（Ⅱ型の細胞分裂），その後減数分裂を開始するのに対し，XY 個

体では，この時期の生殖細胞の増殖・減数分裂は抑制されている．進化の過程で Dmy を消

失したルソンメダカでは，Y 染色体上の GsdfYが特異的に発現上昇することで，XY 個体は

雄への分化を開始する(Myosho et al., 2012)．加えて，メダカ XX 個体への GsdfYの遺伝

子導入は，雄への性転換を引き起こす．これらの報告は，Dmy の標的遺伝子のひとつは Gsdf

であり，Gsdf は未分化生殖腺の精巣分化に重要な役割を担っていることを示唆している． 

 遺伝子の機能を解析する方法としては，順遺伝学的解析と逆遺伝学的解析がある．順遺

伝学的解析は，個体の表現型から原因遺伝子を同定することで，遺伝子の機能を解析する

方法である．一方で，逆遺伝学的解析は，機能未知の遺伝子の機能を解析する方法であり，

目的の遺伝子の欠損変異体を作出し，表現型を観察することで遺伝子の機能を解析する方

法である．近年，特定の遺伝子を破壊する手法として，ZFN や TALEN，CRISPR-Cas9 システ

ムなどの人工制限酵素を用いる方法が開発されている(Christian et al., 2010; Porteus 

and Carroll, 2005; Jinek et al., 2012)．これらは，人工制限酵素を用いて，ゲノム内

の標的遺伝子配列内の 2本鎖 DNA の切断を誘導する方法である．2本鎖切断を起こした DNA

は非相同末端連結により修復されるが，その時に一定の確率で変異が導入される． 

 TALEN は，植物の病原菌 Xanthomonas が持つ Transcription Activator-Like（TAL） 

effector と呼ばれる DNA 結合性タンパク質と，2 量体形成時に 2 本鎖 DNA 切断活性を示す
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FokⅠのヌクレアーゼドメインとを融合させたタンパク質である．TALEN の標的配列を，変

異を導入したい DNA の近傍に向かい合わせに設計することで，FokⅠが 2量体を形成し，標

的の DNA を切断する．TALEN を用いた遺伝子破壊システムがメダカ生体内で機能すること

は，既に報告されている(Ansai et al., 2013)． 

 本章では，TALEN を用いて Gsdf 欠損メダカを作出し，Gsdf 欠損メダカの表現型を組織学

的に観察することで，Gsdf の性分化における機能を解析した．さらに，Gsdf と Dmrt1 との

関連性を検討するために，Gsdfと Dmrt1の二重欠損変異体の生殖腺を組織学的に観察した． 

 

2 材料および方法 

 

 2−1 研究に用いたメダカ系統とメダカの飼育 

  本研究では，ミナミメダカ由来の近交系，Hd-rR 系統を用いた．近交系とは兄妹交配

を 20 世代以上繰り返すことで，遺伝的な背景を均一化した系統である．Hd-rR 系統は，1984

年に田口泰子氏によって樹立された．この系統では，Y 染色体上に体色の緋色を決定する

優性の遺伝子 Rが存在するため，XrYR個体の体色は緋色，XrXr個体の体色は白色となる．こ

のため，体色により性染色体の組み合わせを判断することが出来る．また，BAC（バクテリ

ア人工染色体）ゲノムライブラリーの作製や，全ゲノム塩基配列の決定に用いられたのも

この系統である．メダカの飼育は 26℃・明期 14 時間/暗期 10 時間条件下で行った．メダ

カはマウスケージ内を用いて止水環境で飼育し，必要に応じて換水・部分換水を行った．

給餌は，一日数回，おとひめ（日清丸紅飼料社）を適量与えた．Gsdf と Dmrt1 の二重欠損

変異体の表現型観察には，Dmrt1C53R変異体を用いた．Dmrt1C53R変異体は，Dmrt1 のアミノ酸

配列内の 53 番目のシステイン残基がアルギニン残基に置換するような点変異を有する
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Dmrt1 欠損メダカ系統であり，2012 年に Masuyama らにより作出された(Masuyama et al., 

2012)． 

 

 2−2 TALEN の設計 

  本研究では，ZiFiT Targeter（http://zifit.partners.org/ZiFiT/Disclaimer.aspx）

を用いて Gsdf 開始コドンの直後を標的とするような TALEN を設計した（図．1-1）．REAL

（Restriction Enzyme And Ligation）アセンブリ法により，Gsdf 内に 2 組の TALEN 標的

部位を設計した．1組目の TALEN の標的部位は，18 bp の TALEN-L 結合部位（5’TCC ACC ATG 

TCT TTG GCA-3’），16 bp のスペーサーと 18 bp の TALEN-R 結合部位（5’-TTG AAG AGC CAA 

GAA GCA-3’）を，2 組目の TALEN の標的部位は，18 bp の TALEN-L 結合部位（5’-TGT CTT 

TGG CAC TCA TTG-3’），16 bp のスペーサーと 18 bp の TALEN-R 結合部位（5’-TAA CCA TTG 

AAG AGC CAA-3’）を含む． 

 

 2−3 RNA の合成と顕微注入 

  AmpliCap-MaxTM T7 High Yield Massage Marker Kit（CELLSCRIPTTM）を用いて，5’キ

ャップを付加したそれぞれの TALEN の mRNA を in vitro 転写した．また，mRNA の顕微注入

が成功したかどうかを示す指標として，GFPにnanos遺伝子の3’ 非翻訳領域を繋いだmRNA

を転写した．すなわち，注入した mRNA が生殖細胞内でタンパク質に翻訳されている個体は，

生殖細胞で GFP を発現する．GFP mRNA を 25ng/μl，TALEN mRNA を 100ng/μl となるよう

に混合し，1細胞期のメダカの受精卵に顕微注入した．顕微注入した胚（F0）のうち，生殖

腺内で GFP 蛍光を発する個体を選抜し，次世代（F1）を得るために野生型個体と掛け合わ

せた． 
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 2−4 変異体のスクリーニング 

  TALEN 標的部位に変異を持つ個体をスクリーニングするために，HRM 解析を行った．HRM

は PCR 産物の中の DNA 配列の多型を検出する方法である．GFP を生殖腺領域に発現する孵

化直後の F0胚の DNA を抽出した．1組目の TALEN を顕微注入した合計 40 個体の胚と，2組

目の TALEN を顕微注入した合計 32 個体の胚を解析した．DNA の抽出は，第 1章と同様の方

法で行った．0.5μl の DNA を鋳型に EmeraldAmp MAX Master Mix（TaKaRa）を用いて Gsdf

の TALEN 標的領域を PCR 増幅した（1st PCR）．GSDF.6f（5’-TAC CAA GCG CAG CAT CAG TCT 

C-3’）及び GSDF.17r（5’-ACA AGG CAA GTG AGA TCA TCA CAA TC-3’）のプライマーセ

ットを用いて，95℃で 5 分保温後，96℃ 20 秒，55℃ 20 秒，72℃ 30 秒を 30 サイクル繰

り返し，72℃で 5 分間保温の条件で PCR 反応を行った．PCR 産物を滅菌水で 20 倍希釈し，

希釈された PCR 産物 0.5μl を鋳型に，Hot-Start Gene Taq NT（Nippon Gene）及び 0.5 nM 

SYTO®9（Life Technologies），1st PCR と同じプライマーセットを用いて 2nd PCR-HRM を

行った．PCR-HRM 解析には LightCycler® 480（Roche）を用いた． 

  F1スクリーニングでは，F1個体の尾鰭の一部を切り，TE/PK 溶液（200 ng/μl Proteinase 

K，10 mM Tris-HCl，1 mM EDTA，pH 8.0）の中に入れた．その後，65℃で 30 分間保温して

溶解したのち，95℃で 15 分間処理することで PK を不活性化した．PCR と HRM の条件は，

上述の F0スクリーニングと同様である． 

 

 2−5 遺伝子型判定 

  尾鰭の一部を切り，TE/PK 溶液に入れ，65℃で 1 時間溶解した．この溶解液を PCR 増

幅の鋳型として使用した． 
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  それぞれの個体の遺伝的性は Dmrt1 と Dmy に共通するプライマーセット，PG17.5

（5’-CCG GGT GCC CAA GTG CTC CCG CTG-3’）および PG17.6（5’-GAT CGT CCC TCC ACA 

GAG AAG AGA-3’），を用いた PCR により判別した．PCR は EmeraldAmp MAX Master Mix を

用いて，95℃で 5分保温後，96℃ 20 秒，55℃ 30 秒，72℃ 30 秒を 30 サイクル繰り返し，

72℃で 5分間保温の条件で行った． 

  Gsdf の野生型と変異型の判別は，Gsdf を特異的に増幅するプライマーセット（GSDF.6f

および GSDF.17r）を用いた PCR により行った．PCR の条件は上述のスクリーニングと同様

である．増幅した PCR 産物は，MultiNA 自動電気泳動システム（SHIMADZU）を用いて解析

した． 

  Dmrt1 の野生型と変異型の判別は，PCR-HRM 解析により行った．Dmrt1 を特異的に増幅

するプライマーセット，DM29s（5’-CTG TAC AAG TGA CCC CGC CT-3’）および DM30r（5’-GCG 

GTG TTT TGT TTC GGT G-3’），を用いて 1st PCR を行った．1st PCR の条件は，Gsdf の遺

伝子型判別と同じ条件である．1st PCR 産物を滅菌水で 20 倍に希釈し，希釈された PCR 産

物 0.5μl を 2nd PCR-HRM の鋳型として用いた．2nd PCR-HRM は，DM48s（5’-GAA CCA CGG 

CTT CGT GTC T-3’）および DM49r（5’-CTC TCT GGC GCT CCG C-3’）のプライマーセッ

トにより，Hot-Start Gene Taq NT および 0.5 nM SYTO®9 を用いて，1st PCR と同条件で増

幅した後，HRM 解析した．2nd PCR-HRM には LightCycler® 480 を用いた． 

 

 2−6 組織学的解析 

  Gsdf欠損メダカの生殖腺初期分化の動態を観察するために，ステージ37（孵化2日前），

ステージ 38（孵化 1 日前），ステージ 39（孵化 0 日後），孵化 5 日後，孵化 30 日後の個体

の生殖腺を組織学的に観察した．それぞれの個体の尾鰭の一部を切り，遺伝子型を判定し，
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残りの体はブアン氏液（飽和ピクリン酸 15：ホルマリン 5：酢酸 1）に浸し，室温で 2 時

間固定した．固定後，エタノール系列を用いて脱水，レモゾールへの置換の後，パラフィ

ンに包埋した．その後，ミクロトームを用いて厚さ 5μm に薄切し，ヘマトキシリン-エオ

シン染色を施した．ステージ 37，ステージ 38，孵化 0日後，孵化 5日後の個体では，生殖

腺領域に存在する全ての生殖細胞数を計測した．生殖細胞数の有意検定は t 検定により行

った． 

 

3 結果 

 

 3−1 Gsdf 欠損メダカの作出 

  メダカの Gsdf は 5つのエクソンから成り，216残基のアミノ酸をコードしている（図．

1-1）．本研究では，Gsdf の開始コドン直後を標的とする 2組の TALEN を設計した．それぞ

れのペアの TALEN をコードする mRNA を GFP-nanos の mRNA とともにミナミメダカ近交系の

1細胞期の受精卵に顕微注入し，生殖細胞で GFP 蛍光を発する個体を選抜した．HRM による

F0スクリーニングの結果，1組目の TALEN を顕微注入した F0世代 40 個体からは，融解曲線

のシフトは見られなかった．一方で，2組目の TALEN（図．1-1）では，解析した 32 個体の

全てで，融解曲線のシフトが観察された．このため，2組目の TALEN を顕微注入した 15 個

体の F0を成魚まで飼育した．その後，これら F0個体を野生型個体とそれぞれ交配すること

で F1個体を得た．15 個体の F0から得られた，合計 614 個体の F1について，HRM による変異

のスクリーニングを行った．15 個体の F0個体のうち，2個体から得られた F1では，融解曲

線のシフトが観察されなかった．また，残りの 13 個体の F0から得られた合計 170 個体の

F1で融解曲線のシフトが見られた．それぞれのF0個体における変異の頻度は，0％から100％
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であった（表．1-1）．融解曲線のシフトが見られた F1個体の Gsdf の塩基配列を決定した

結果，33 種類の変異が検出された（表．1-2）．これらの変異は，1 bp から 28 bp の挿入・

欠損変異を含んでいた． 

  表現型の観察のために，#11（14 bp の欠損）および#31（19 bp の欠損）の 2つの異な

る変異を持つ系統を用いた．これらの系統では，フレームシフトにより不完全な Gsdf タン

パク質が発現していると予想される（図．1-2）． 

 

 3−2 Gsdf 欠損メダカの生殖腺初期分化 

  変異体の表現型を観察するために，Gsdf の変異をヘテロに持つ個体の雌雄を掛けあわ

せた．従って，次世代では，野生型の個体（Gsdf +/+），変異をヘテロに持つ個体（Gsdf +/-），

変異をホモに持つ個体（Gsdf -/-）を得られる．本研究では，ステージ 37，ステージ 38，

ステージ 39（孵化 0 日後），孵化 5 日後の 4 つの発達段階で，合計 591 個体を採集した．

採集した 591 個体の Gsdf の遺伝子型を判別したところ，3 つの遺伝子型の出現頻度はχ2

分布に従っており，メンデルの分離比の理論値と適合していた（自由度＝5，χ2≒2.9560）．

また，XX と XY の割合もおおよそ 1：1 になっており，χ2検定の結果，理論値と適合して

いた（自由度＝1，χ2≒0.0423; 表．1-3）． 

  Gsdf 欠損メダカの生殖腺初期分化を観察するために，ステージ 37，ステージ 38，ス

テージ 39（孵化 0 日後），孵化 5 日後の個体の生殖腺の組織切片を作製し，生殖細胞の発

達段階を観察した．加えて，生殖腺領域の組織切片から，それぞれの個体が持つ全生殖細

胞数を計測した（図．1-3）．ステージ 37 では，それぞれの遺伝子型の生殖細胞数に有意な

差は見られなかった．ステージ 39 および孵化 5日後では，XX Gsdf +/+，XX Gsdf +/-，XX Gsdf 

-/-，XY Gsdf -/-の生殖細胞数が，XY Gsdf +/+，XY Gsdf +/-よりも有意に高い値となった（P < 



 21 

0.01）．また，孵化 5 日後では，全ての XX Gsdf +/+，XX Gsdf +/-，XX Gsdf -/-，XY Gsdf -/-

個体の生殖腺内に，減数分裂を開始した卵母細胞が観察された（図．1-4 B〜D）．一方で，

XY Gsdf +/+，XY Gsdf +/-個体の生殖腺内には，このような卵母細胞は観察されなかった（図．

2-4 A）． 

  Gsdf 欠損変異体の生殖腺分化後期の生殖腺発達を観察するために，生殖腺内の体細胞

が精巣・卵巣構造を形成している孵化 30 日後において，生殖腺の組織学的観察を行った．

XY Gsdf +/+（n = 3）では，生殖腺内に増殖した生殖原細胞や，生殖腺中心部に輸精管原基

が観察され（精巣型），精巣へと分化していた（図．1-4 E）．一方，XX Gsdf +/+（n = 3）

では，多数の卵母細胞や，生殖腺の背側に卵巣腔が形成されており，卵巣へと分化してい

た（図．1-4 F）．XX Gsdf +/-（n = 3; データ未記載）と XX Gsdf -/-（n = 3; 図．1-4 G）

では，生殖腺内に多数の卵母細胞を含んでおり，卵巣へと分化していた．XY Gsdf +/-（n = 

3）の生殖腺は精巣型であり（データ未記載），XY Gsdf -/-（n = 7）の生殖腺は卵巣型（n = 

2; 図．1-4 H）と精巣型（n = 5; 図．1-4 I）の 2つの表現型に分かれていた． 

  加えて，尻鰭と背鰭の二次性徴から成魚の性比を算出した（表．1-4）．Gsdf の遺伝子

型に関わらず，すべての XX 個体は雌型の鰭の形状を示していた（図．1-4 K，N）．Gsdf +/+

（図．1-4 J）と Gsdf +/-の XY 個体はすべての個体が雄の二次性徴を示していた．しかしな

がら，40 個体の XY Gsdf -/-個体のうち 26 個体は雄へ（図．1-4 M），14 個体は雌へと発達

していた（図．1-4 L）． 

 

 3−3 Gsdf と Dmrt1 二重欠損変異体の解析 

  Gsdf と Dmrt1 の二重欠損変異体の表現型を観察するために，Gsdf の変異をヘテロに持

つ雄を，Dmrt1 の変異をホモに持つ XX 雌個体と掛けあわせた．その後，得られた次世代の
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うち Gsdf と Dmrt1 との両方がヘテロである個体の雌雄を掛けあわせ，得られた稚魚の生殖

腺分化を孵化 5日後のステージで解析した．野生型の XY 個体の生殖腺では生殖原細胞のみ

が観察され（精巣型），一方で，野生型 XX 個体の生殖腺では，減数分裂を開始した卵母細

胞が観察された（卵巣型）．XX 個体の生殖腺は，Gsdf，Dmrt1 の遺伝子型に関わらず，卵巣

型を示した．野生型の XY 個体や，ほとんどの Dmrt1 欠損 XY 個体は精巣型を示したが，Gsdf

欠損 XY 個体および，2重欠損変異 XY 個体は卵巣型を示した（図．1-5; 表．1-5）． 

 

4 考察 

 

 4-1 Gsdf は未分化生殖腺の精巣分化に重要な遺伝子である 

  本研究では，TALEN を用いた遺伝子破壊により，Gsdf コード領域内に変異を持つ複数

の個体を得ることが出来た．このうち，表現型の解析に用いた 2系統では，Gsdf の開始コ

ドンの直後からフレームシフトが生じ，Gsdf の機能は完全に失われていると予想された．

性分化初期のメダカでは，XX 個体の生殖腺特異的にⅡ型の細胞分裂や減数分裂が観察され

る．一方で，この時期の XY 個体の生殖腺では，生殖細胞の増殖や減数分裂は抑制されてい

る．このような性差は，雌雄間で見られる最初の形態的な差異である．本研究の結果，孵

化 5日後の Gsdf 欠損 XY 個体の生殖腺は卵巣型に発達していた．この結果は，Gsdf が，初

期精巣分化に重要な役割を担っていることを示している．Gsdf の mRNA 発現は，生殖細胞

を取り囲む体細胞でのみ観察されることが報告されている(Shibata et al., 2010)．また，

この時期の雌雄の生殖腺の形態的な差異は生殖細胞のみで見られる(Kobayashi et al., 

2004)．従って，Gsdf は生殖細胞の増殖や減数分裂を抑制することで，生殖細胞の発達を

制御し，未分化生殖腺の精巣分化を誘導していると考えられた．また，Gsdf は成熟した XX
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個体の卵巣内の，前卵黄形成濾胞で弱く発現することが報告されている(Kobayashi et al., 

2004)．XX 個体における Gsdf の mRNA 発現は孵化前から検出できる．しかしながら，孵化 5

日後において Gsdf 欠損 XX 個体，Gsdf の変異をヘテロに持つ XX 個体ともに，顕著な表現

型は観察されず，生殖腺分化は正常であるようにみえた． 

 

 4-2 Gsdf は後期の精巣発達に必須ではない 

  孵化 5 日後の Gsdf 欠損 XY 個体の生殖腺は，解析したすべての個体（n = 11）で卵巣

型を示していたにも関わらず，孵化 30 日後以降の Gsdf 欠損 XY 個体の約 3分の 2は精巣を

有する雄へと分化していた．従って，Gsdf 欠損 XY 個体の 3 分の 1 の個体の生殖腺は卵巣

へと分化したが，3 分の 2 の個体の生殖腺は孵化 5 日後までは卵巣へと分化し，その後精

巣へと戻ったと考えられる．これらの結果は，Gsdf は XY 個体の初期精巣分化に重要であ

り，生殖腺分化後期の精巣の維持及び発達には重要でないことを示唆している．生殖腺分

化後期の精巣の維持・発達には，Gsdf 以外の別の因子が重要であり，Dmy 発現後，Gsdf を

介さずにその因子を活性化させる制御機構が存在すると考えられた． 

 

 4-3 Dmrt1 は Gsdf よりも後に機能する 

  雌雄異体の魚種のみではなく，性転換を行う雌雄同体の魚種においても，Gsdf 発現パ

ターンと Dmrt1 発現パターンは相関している(Horiguchi et al., 2013)．Dmrt1 欠損メダ

カでは全ての XY 個体の生殖腺は卵巣へと分化する(Masuyama et al., 2012)．しかし，Dmrt1

欠損 XY 個体の性転換のパターンは，Gsdf 欠損 XY 個体の性転換とは異なる．Dmrt1 欠損 XY

個体の生殖腺は，孵化 0 日後，孵化 5 日後では卵母細胞を含まず精巣型である．しかし，

孵化 10 日後には，すべての個体の生殖腺内に卵母細胞が見られ，卵巣型へと転換する．一
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方で，Gsdf 欠損 XY 個体の生殖腺は，性分化初期（孵化 0 日後，孵化 5 日後）から卵巣へ

と分化している．Gsdf と Dmrt1 の 2 重欠損 XY 個体の生殖腺は，性分化初期から卵巣へと

分化しており，この結果は，Dmrt1 が Gsdf よりも後に機能することを示している．従って，

Dmrt1 は精巣の維持・発達に重要であるが，Gsdf は精巣の維持・発達には重要ではないこ

とが示唆された．  
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第 2章 FLAG タグ融合 Dmy を発現する遺伝子導入メダカの樹立と Dmy の可視化 

 

1 序論 

 

 脊椎動物の性決定遺伝子は，ヒトの SRY が初めての報告である(Gubbay et al., 1990; 

Sinclair et al., 1990)．SRY/Sry は哺乳類で広く保存されている性決定遺伝子である

(Wallis et al., 2008)．脊椎動物で 2番目の性決定遺伝子として，メダカの性決定遺伝子

Dmy が同定されている(Matsuda et al., 2002; Nanda et al., 2002)．Dmy 発見当初，Dmy

は魚類で広く保存されていると考えられていた．しかし，Dmy はメダカとメダカの近縁種

であるハイナンメダカのみに存在する性決定遺伝子であった(Matsuda et al., 2003; Kondo 

et al., 2006)． 

 Dmy は Y 染色体に存在し，性と 100％連鎖する(Matsuda et al., 2002)．メダカ XY 個体

の Dmy の抑制は雌への分化を引き起こし，一方で，XX 個体に Dmy を遺伝子導入すると雄へ

の分化を引き起こすことが報告されている(Paul-Prasanth et al., 2006; Matsuda et al., 

2007)．このように，Dmy は精巣分化の引き金を引く性決定遺伝子である．XY 個体では，ス

テージ 36 以降に mRNA レベルで Dmy の発現を検出できる(Kobayashi et al., 2004)．性決

定時期の Dmy の発現は生殖細胞を取り囲む体細胞でのみ検出される(Kobayashi et al., 

2004)．また，Dmy はアミノ酸配列内に DM ドメインと呼ばれる領域を含んでいる(Matsuda et 

al., 2002)．DM ドメインは，キイロショウジョウバエ（Drosophila melanogaster）の

doublesex（dsx）タンパク質と，線虫の一種であるCaenorhabditis elegansの male abnormal 

3（mab-3）タンパク質に共通する領域である(Burtis and Baker, 1989; Raymond et al., 

1998; Shen and Hodgkin, 1988; Yi et al., 2000)．dsx 遺伝子と mab-3 遺伝子は性分化
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に関わる転写因子として同定されており，DM ドメインはこれらのタンパク質の DNA 結合ド

メインである(Raymond et al., 1998)．従って，Dmy は転写因子であると考えられる．こ

れらの報告から，Dmy は生殖細胞を取り囲む体細胞で，精巣分化に重要な遺伝子群の転写

を上昇させることで，未分化生殖腺の精巣分化を導いているようにみえる． 

 Dmy 発現開始後に，精巣分化に重要であると考えられている Gsdf と Dmrt1 の 2 遺伝子の

発現が XY 個体特異的に上昇する．Gsdf は Dmy 発現の直後のステージ 37 から発現し，Dmy

発現細胞と同じ細胞で発現することが報告されている(Shibata et al., 2010)．Dmrt1 の

mRNA発現はGsdf発現の約7日後の孵化5日後以降に検出できる(Kobayashi et al., 2004)．

従って，Dmy が生殖細胞を取り囲む体細胞で Gsdf や Dmrt1 の転写を活性化させていると考

えられる．しかしながら，Dmy が直接的に Gsdf や Dmrt1 の発現を上昇させるという証明は

なされていない． 

 転写因子の標的遺伝子の同定には，タンパク質-DNA 間の結合を検出するゲルシフトアッ

セイやクロマチン免疫沈降（ChIP），培養細胞内の転写の増減を検出するレポーターアッセ

イなどが知られている．ゲルシフトアッセイは，in vitro で転写・翻訳させたタンパク質

と特定の配列の DNA を結合させた後に電気泳動し，タンパク質と DNA の結合を検出する方

法である．ChIP は，培養細胞内あるいは生体内でのタンパク質-DNA の複合体を，タンパク

質に対する抗体を用いた免疫沈降を行うことで精製し，結合している DNA の配列を同定す

る方法である．レポーターアッセイは，解析したいプロモーター領域とレポーター遺伝子

を繋いだプラスミドを培養細胞にトランスフェクションさせ，発現されたレポータータン

パク質の量から，遺伝子発現の活性を測定する方法である．メダカの生体外で Dmy を発現・

機能させるゲルシフトアッセイやレポーターアッセイなどの in vitro の実験系では，Dmy

の高次構造が正しく形成されていない恐れがある．従って，Dmy の機能を解析するために
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は，ChIP のような in vivo の実験系が必要不可欠である． 

 ChIP アッセイでは，目的のタンパク質に対して特異的かつ強力に結合する抗体が必要で

ある．これまでに，Dmy に特異的かつ強力に結合する抗体の作製が試みられてきた．しか

しながら，ChIP アッセイに使用できる抗 Dmy 抗体は，これまでに作製されていない．Dmy

は，DmyのパラログであるDmrt1とDNAレベルで93％相同であり(Kobayashi et al., 2004)，

Dmy に対する特異抗体を作製する上で障壁となっていた． 

 

 Dmy を XX 個体に遺伝子導入することで，精巣分化を誘導できることが既に報告されてい

る(Matsuda et al., 2007; Otake et al., 2010)．そこで本研究では，アミノ酸配列の C

末端に 3×FLAG タグを融合した Dmy（以下，Dmy-FLAG）を発現する遺伝子導入系統（以下，

Dmy-FLAG Tg 系統）を作出した．また，Dmy-FLAG Tg 系統の性が，導入した Dmy-FLAG の働

きにより決定されていることを調べるために，野生型の Dmy をゲノム中に含んでいないか，

FLAG タグ配列がゲノム及び mRNA 内に保存されているか，精巣分化に異常が生じていない

かを調べた．さらに，抗 FLAG 抗体を用いて Dmy-FLAG を特異的に検出できるかどうかを，

免疫組織化学的手法により解析した． 

 

2 材料および方法 

 

 2−1 研究に供試したメダカ系統とメダカの飼育 

  本研究では，ミナミメダカ由来の近交系，Hd-rR 系統を用いた（第 1章参照）．飼育方

法に関しては，第 1章と同様である． 
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 2−2 Dmy-FLAG Tg 系統の作出 

  本研究では，大竹らの報告(Otake et al., 2010)にある BAC クローン pCC1_DMYge を改

変し，遺伝子導入のための組換えプラスミドを作製した（図．2-1A）．この BAC クローンは，

キタノメダカ近交系 HNI 系統由来の Dmy（以下、DmyHNIと表記する）と、生殖細胞で GFP を

発現させるためのvasaGFP（図．2-1B），水晶体でDsRed Expressを発現させるcrystallinRFP

（図．2-1C）を含む．pCC1_DMYge の DmyHNIのストップコドン直前に，C 末端融合となるよ

うに 3xFLAG タグ配列を組み込んだ．FLAG タグは His タグや HA タグなどの他の一般的なタ

グと比較して親水性が高い．従って，Dmy に付加することで Dmy を変性あるいは不活性化

させにくいと考えられる．BAC クローンの改変には，BAC MODIFICATION KIT-Red/ET System

（Epicentre Technologies）を用いた．作製した遺伝子導入コンストラクトを，ミナミメ

ダカ近交系 Hd-rR 系統の 1細胞期の受精卵に顕微注入した． 

 

 2−3 外来性 Dmy の検出およびゲノム DNA 内，mRNA 内の FLAG 配列の検出 

  メダカのゲノム DNA の抽出では，メダカの一部を，Lysis Buffer（100mM EDTA，50mM Tris

（pH 8.0），100mM NaCl，1％ Sodium Dodecyl Sulfate，100 μg/ml Proteinase K）を用

いて溶解した後，MagExtractor® -Genome-（TOYOBO）を用いた．PCR 解析には EmeraldAmp

（TaKaRa）を用いた．外来性 Dmy と内在性 Dmy の判別には，（5’-GAA CCA CAG CTT GAA GAC 

CCC GCT GA-3’）と（5’-GCA TCT GCT GGT ACT GCT GGT AGT TG-3’） のプライマーセッ

トを用い，95℃で 3 分保温後，96℃ 20 秒，60℃ 20 秒，72℃ 50 秒を 35 サイクル繰り返

し，72℃で 5分保温した．その後，増幅した DNA を制限酵素 StuⅠ（NEW ENGLAND BioLabs）

を用いて消化した．ゲノム DNA 内の FLAG 配列の検出には（5’-GTC ATT AAC ACA ACG CAC AAC 

AAC TT-3’）と（5’-TTT ATA AAG AAG AGT TTT AAA TTC AGC-3’）のプライマーセットを
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用い，95℃で 3 分保温後，96℃ 20 秒，55℃ 20 秒，72℃ 30 秒を 35 サイクル繰り返し，

72℃で 3 分保温した．PCR 産物を Shrimp Alkaline Phosphatase（usb）と ExonucleaseⅠ

（NEW ENGLAND BioLabs）によって処理した．その後，Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Kit ver.3.1（Applied Biosystems）を用いてシークエンス反応を行った．反応条件は，96℃

で 1分保温後，96℃ 1 分，50℃ 5 秒，60℃ 4 分を 30 サイクル繰り返した．その後，Genetic 

analyzer 3500（Applied Biosystems）を用いて塩基配列を決定した．RT-PCR 解析では，

成魚の精巣から全 RNA を抽出後，逆転写反応により合成した cDNA を鋳型に PCR 増幅した．

全 RNA の抽出には RN easy Mini Kit（QIAGEN）を用いた．逆転写反応には，QuantiTect® 

Reverse Transcription（QIAGEN）を用いた．合成した cDNA を，TaKaRa Ex Taq（TaKaRa）

を用いて PCR 増幅した．RT-PCR では，（5’-CCT CCT ACT ACA ACT TCT ACC AGC CTT C-3’）

と（5’-TTT ATA AAG AAG AGT TTT AAA TTC AGC-3’）のプライマーセットを用い，95℃で

3分保温後，96℃ 20 秒，58℃ 30 秒，72℃ 30 秒を 40 サイクル繰り返し，72℃で 5分保温

した． 

 

 2−4 組織切片による表現型の解析 

  孵化 0日後，孵化 5日後，孵化 15 日後，成魚の段階の個体を導入遺伝子の有無で選別

したのち，孵化 0日後，孵化 5日後および孵化 15 日後では個体全体を，成魚では生殖腺を

摘出し，ブアン氏液（飽和ピクリン酸 15：ホルマリン 5：酢酸 1）を用いて室温で 2 時間

固定した．導入遺伝子の有無は，水晶体の RFP 蛍光の観察により判別した．固定後，エタ

ノール系列を用いて脱水，レモゾールへの置換の後，パラフィンに包埋した．その後，ミ

クロトームを用いて厚さ 5μm に薄切し，ヘマトキシリン-エオシン染色を施した．孵化 0

日後と孵化 5 日後の個体では，生殖腺領域に存在する全ての生殖細胞数を計測した．生殖
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細胞数の有意検定は t検定により行った． 

 

 2−5 免疫組織化学実験 

  免疫組織化学実験に用いる組織切片は，摘出した成魚の精巣を用いて表現型の解析を

同様の手法で作製した．キシロールによる脱パラフィン，エタノール系列による加水，TBST

への置換ののち，0.5％ Membrane Blocking Agent（GE Healthcare）／TBST 溶液を用いて

室温で 30 分間ブロッキングを行った．その後，Anti-DDDDK-tag マウス IgG（Medical ＆ 

Biological Laboratories）をブロッキング溶液で 2000 倍希釈したものを用いて，4℃で

12 時間の一次抗体反応を行った．二次抗体反応には，ImmPRESS REAGENT KIT PEROXIDASE 

Anti-MOUSE Ig（VECTOR）を用いて室温で30分間反応させた．その後，ImmPACT DAB Peroxidase 

Substrate Kit（VECTOR）を用いて室温・遮光条件下で 5 分間発色させた．DAB（3,3’-ジ

アミノベンジジン四塩酸塩）はペルオキシダーゼの基質であり，ペルオキシダーゼに代謝

されることで茶褐色を呈する． 

 

3 結果 

 

 3−1 Dmy-FLAG Tg 系統の樹立 

  作製した遺伝子導入コンストラクトをHd-rR系統の1細胞期の受精卵に顕微注入した．

顕微注入を行った F0個体のうち，生殖細胞で GFP を発現する個体を 1個体得た．この個体

を Hd-rR 系統の野生型 XX 雌へと交配させたところ，水晶体で RFP を発現し白い体色の F1

個体を 6 個体得た．本研究で用いた Hd-rR 系統は，Y 染色体特異的に体色の緋色を決定す

る R が座乗するため，XY 個体の体色は緋色であり，一方で XX 個体の体色は白色になる．
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従って，これらの６個体の性染色体は XX であると考えられるが，これらの個体は雄へと発

達した．この 6 個体を A〜F とし，それぞれ野生型の XX 雌と交配させ，系統化した（A 系

統〜F系統）．現在，A系統，C系統，F系統の３系統を維持している．これらの系統は導入

遺伝子をヘテロ接合で持ち，野生型の XX 雌とかけ合わせることでこれらの系統を維持して

いる（図．2-2）．通常，Hd-rR 系統の XY 個体は緋色の体色であり，雄へと発達する（図．

2-3A）．Dmy-FLAG Tg 個体と野生型 XX 雌との交配から生じる次世代は全て白色の体色であ

り，水晶体で RFP を発現しない個体（野生型 XX 個体）は雌へ（図．2-3B），水晶体で RFP

を発現する Dmy-FLAG Tg 個体は雄へ（図．2-3C）と発達した． 

 

 3−2 Dmy-FLAG Tg 個体の解析 

  3−2−1 Dmy-FLAG Tg 個体は導入した Dmy-FLAG を発現する 

  Dmy-FLAG Tg 個体の Dmy が，Hd-rR 系統が本来持つ Dmy（以下，DmyHd-rRと表記する）か

導入した DmyHNIかどうかを解析した．DmyHd-rRと DmyHNIとの間の多型は PCR-RFLP により判別

することができる(Matsuda et al., 2007)．すなわち，Dmy 領域を PCR 増幅して制限酵素

StuⅠで処理した時， DmyHd-rRのみが切断され，DmyHNIは切断されない．Dmy-FLAG Tg 個体で

は，A 系統，C 系統，F 系統のいずれの系統でも，DmyHNIのみが検出され，DmyHd-rRは検出さ

れなかった（図．2-4A）．次に，Dmy-FLAG Tg 個体の Dmy 配列内に，3xFLAG タグ配列が存在

するかどうかを解析した．3xFLAG タグ領域（100 bp）を含んだ Dmy を PCR 増幅した結果，

Dmy-FLAG Tg 個体の Dmy は野生型の Dmy と比較し，100 bp ほど長いバンドとして検出され

た（図．2-4B）．シークエンス解析の結果，3xFLAG タグの配列を確認した．Dmy 構造の模式

図と 3xFLAG タグ周辺の配列を図．2-5 に示した．さらに，精巣から抽出した全 RNA を鋳型

に RT-PCR を行った結果，Dmy の mRNA 内にも 3xFLAG タグ配列を確認した．（図．2-4C） 
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  3−2−2 Dmy-FLAG Tg 個体の表現型の観察 

  続いて，Dmy-FLAG が正しいタイミングで，正常な精巣分化を引き起こしているかどう

かを解析した．Dmy-FLAG が誤ったタイミングで発現していた場合や，異なる機能によって

精巣分化を導いていた場合，精巣分化過程に異常が観察されるはずである．そこで，

Dmy-FLAG Tg 個体の生殖腺分化過程を組織学的に観察した．孵化 0日後では，Dmy-FLAG Tg

個体と導入遺伝子を持たない XX 個体（以下，野生型 XX 個体）ともに減数分裂細胞は見ら

れなかった（図．2-6AB）．孵化 5日後では，野生型 XX 個体の生殖細胞でのみ減数分裂が観

察され，Dmy-FLAG Tg 個体の生殖細胞は始原生殖細胞のみであった（図．2-6CD）．生殖細

胞数を計測した結果，孵化 0 日後・孵化 5 日後共に，Dmy-FLAG Tg 個体の生殖細胞数は野

生型 XX 個体よりも有意に少ない値となった（図．2-7）．孵化 15 日後では，野生型 XX 個体

の生殖腺内に発達した多数の卵母細胞が観察されたが（図．2-8A），Dmy-FLAG Tg 個体の生

殖腺内には，卵母細胞や減数分裂細胞は観察されなかった．孵化 15 日後の Dmy-FLAG Tg 個

体の生殖腺内には，輸精管原基の特徴であるアキナス構造が観察された（図．2-8A）．野生

型 XX 個体の生殖腺では，アキナス構造は観察されず，発達した卵母細胞が見られた（図

2-8B）．Dmy-FLAG Tg 個体の成魚の生殖腺には，精原細胞，精母細胞，精細胞，精子といっ

た精子形成における様々な段階の生殖細胞がシスト状に観察され，典型的な精巣形態を示

していた（図．2-9）． 

  3−2−3 Dmy-FLAG の特異的検出と Dmy-FLAG の局在 

  抗 FLAG 抗体を用いて，Dmy-FLAG を特異的に検出できるかどうかを調べるために，免

疫組織化学実験を行った．その結果，Dmy-FLAG Tg 個体の精巣の精原細胞を取り囲むセル

トリ細胞の核に，茶褐色に染色された DAB のシグナルを観察することができた（図．2-10A）．

Hd-rR系統のXY雄個体の精巣内では，このようなシグナルは観察されなかった（図．2-10B）． 
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4 考察 

 

 4−1 Dmy-FLAG は本来の Dmy と同様に生殖腺の精巣分化を決定づける 

  本研究に用いたメダカ近交系 Hd-rR 系統は，Y 染色体のみに体色の緋色を決定する優

性遺伝子 Rが座乗するため，XX 個体の体色は白色，XY 個体の体色は緋色となる．Dmy-FLAG 

Tg 個体は，体色は白であるにも関わらず雄へと発達した．さらに，Dmy-FLAG Tg 個体の持

つ Dmy を解析した結果，Dmy-FLAG Tg 個体の持つ Dmy は DmyHNIであり，DmyHd-rRを持たなかっ

た．これらの結果は，Dmy-FLAG Tg 個体の性染色体型は XX であるが，導入した Dmy-FLAG

の働きで雄へと発達したことを示している．また，Dmy-FLAG の mRNA 内には FLAG タグが含

まれており，Dmy-FLAG は FLAG タグを含んだまま発現されていることが示された．Hd-rR 系

統の XY 個体の Dmy は孵化 3日前のステージ 36 から発現し，その後，ステージ 38 から雄の

表現型を観察することが出来る(Kobayashi et al., 2004)．さらに，XY 個体では，孵化約

15 日後から精巣構造の特徴である輸精管原基（アキナス構造）が観察されるようになる．

Dmy-FLAG Tg 個体の精巣発達過程を観察した結果，Dmy-FLAG Tg 個体の生殖腺は野生型の

XY 個体と遜色なく精巣分化を辿っていた．これらの結果は，Dmy-FLAG が野生型の Dmy と発

現時期的にも機能的にも等しいことを示しており，Dmy-FLAG の機能を解明することで，野

生型の Dmy の機能を明らかに出来ることを示唆している． 

 

 4−2 Dmy-FLAG の in vivo での特異的検出 

  抗 FLAG タグ抗体を用いた免疫組織化学実験では，Tg 個体の成魚の精巣内に DAB シグ

ナルを観察できた．一方で，Hd-rR 系統の XY 個体の精巣内にはこのようなシグナルが見ら
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れなかったことから，このシグナルは導入した Dmy-FLAG であると考えられる．また，これ

までの研究により，Dmy は生殖細胞を取り囲むセルトリ細胞に局在することが報告されて

いる(Kobayashi et al., 2004)．本研究の免疫組織化学実験における DAB シグナルは，精

原細胞の周辺のセルトリ細胞のみで検出され，Kobayashi らの報告と一致していた．これ

らの結果は，Dmy-FLAG Tg 系統では，Dmy-FLAG を in vivo で特異的に検出できることを示

している． 

 

 4−3 Dmy-FLAG Tg 系統の有用性 

  メダカ近交系Hd-rR系統では，孵化約2日前にXY個体特異的にDmyが発現し，その後，

XX 個体特異的に一部の生殖細胞がⅡ型の細胞分裂を起こす(Kobayashi et al., 2004)．生

殖細胞のⅡ型の細胞分裂では，生殖細胞が 2〜4回の連続した細胞分裂を行い，4〜16 個の

小さな娘細胞のシスト（細胞の集団）を形成する．Ⅱ型の細胞分裂後，これらの娘細胞は

減数分裂を開始する(Saito et al., 2007)．このことにより，XX 個体と XY 個体との間の

生殖細胞数や減数分裂細胞の性差が現れると考えられている．近年，メダカにおいて，生

殖細胞の消失は XX 個体を雄へと性転換させ，生殖細胞の異常増殖は XY 個体を雌へと性転

換させることが報告されている(Morinaga et al., 2007)．これらの報告から，生殖細胞数

は個体の性決定に非常に重要な要因であると考えられる．また，XY 個体では，XX 個体の生

殖細胞がⅡ型の細胞分裂を開始する頃である Dmy 発現直後に，Gsdf の発現量が上昇する

(Shibata et al., 2010)．Gsdf はニジマスにおいて始原生殖細胞と精原細胞の増殖を制御

する因子として発見された(Sawatari et al., 2007)．従って，Gsdf は生殖細胞のⅡ型の

細胞分裂を抑制しているようにみえる．以上のことから，Dmy が Gsdf の発現を直接あるい

は間接的に上昇させ，Gsdf が生殖細胞の増殖を制御しているという仮説が考えられる．本
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研究で作出された Dmy-FLAG Tg 個体では， Dmy-FLAG を in vivo で特異的に検出すること

が出来る．さらに，野生型 XY 個体と Dmy-FLAG Tg 個体の精巣分化に大きな違いが見られな

いことから，Dmy-FLAG は野生型の Dmy と同じ機能を持つと考えられる．今後，FLAG タグに

対する抗体を用いて ChIP アッセイなど行うことで，Dmy の標的遺伝子を解明できると期待

される． 
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第 3章 総合考察 

 

 ここでは，本研究の各章で得られた結果と考察を統括し，本研究により見えてきたメダ

カの性決定・性分化の分子機構や，今後の課題について考察する．  

 本研究の第 1 章では，Gsdf 欠損メダカを作製し，Gsdf の機能を逆遺伝学的に解析した．

性分化初期の孵化 0 日後，孵化 5 日後では，全ての Gsdf 欠損 XY 個体の生殖腺は卵巣型の

分化を示していた．この結果から，Gsdf が初期精巣分化における生殖細胞増殖の抑制や減

数分裂の抑制を制御していることが明らかになった（図．3-1）．その後，孵化 30 日後およ

び成魚の段階では，Gsdf 欠損 XY 個体の約 3分の 2は雄へと発達していた．この結果から，

Gsdfは生殖腺分化後期の精巣構造の発達や維持には必須の遺伝子ではないことが明らかと

なった．第 2 章では，Dmy の C 末端に 3xFLAG タグを融合した Dmy-FLAG を発現する遺伝子

組み換えメダカ系統（Dmy-FLAG Tg 系統）を作出した．この系統では，抗 FLAG 抗体を用い

て Dmy-FLAG を特異的に検出することができた．従って，この系統を用いて Dmy の標的遺伝

子を同定できると期待される． 

 XY メダカの精巣の発達・維持に必要な遺伝子として，Dmrt1 が報告されている(Masuyama 

et al., 2012)．Dmrt1 は脊椎動物の精巣分化に非常に重要な役割を果たしている．ヒトで

は，Dmrt1 の欠損は，正常な精巣および精子の形成不全を引き起こし，結果として男性か

ら女性への性転換を引き起こす(Raymond et al., 1999)．また，Dmrt1 欠損 XY マウスも同

様に，正常な精子形成に失敗する(Raymond et al., 2000)．鳥類では，Dmrt1 は Z 染色体

上に存在し，性決定遺伝子であると考えられている(Smith et al., 2009)．このように，

Dmrt1 の精巣分化・発達・維持における重要性は脊椎動物で広く保存されている．メダカ

の Dmrt1 欠損 XY 個体の生殖腺は，孵化 5 日後までは精巣分化型の表現型を示し，孵化 10
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日後には卵巣分化型に転換する(Masuyama et al., 2012)．一方で，Gsdf 欠損 XY 個体の生

殖腺は，孵化 0日後には既に卵巣分化型であった．また，Gsdf と Dmrt1 の二重欠損変異体

の解析の結果，二重欠損 XY 個体では，Dmrt1 欠損 XY 個体よりも早い時期に性転換を起こ

しており，Dmrt1 の機能する時期は Gsdf の機能する時期よりも遅いことを示していた．こ

れらの結果から，Gsdf は精巣分化の誘導因子として孵化 5日後ごろまで働き，それ以降の

精巣の発達・維持には Dmrt1 が重要に働いていると考えられる． 

 Dmy はステージ 36 に生殖細胞を取り囲む体細胞で発現する(Kobayashi et al., 2004)．

Dmy は転写因子であると考えられているが，その標的遺伝子は不明である．Dmy 発現の直後

に，Dmy発現細胞と同じ細胞系列で，Gsdfの発現がXY個体特異的に上昇する(Shibata et al., 

2010)．このことから，Dmy は Gsdf の発現を上昇させることで，未分化生殖腺の精巣分化

を開始させていると考えられる．メダカの近縁種であるルソンメダカでは，Gsdf の転写制

御領域が Dmy 非存在下で Gsdf の発現を上昇させるように変異したことで，Dmy に依存しな

い新たな性決定機構へ進化したと考えられている(Myosho et al., 2012)．このルソンメダ

カの性決定遺伝子 GsdfYのメダカへの遺伝子導入は，XX メダカの雄への性転換を引き起こ

す．このことは，メダカの Gsdf を高発現させることで，Dmy 非存在下であっても生殖腺の

精巣分化を誘導出来ることを示している．精巣の発達・維持には Dmrt1 の発現が必須であ

るため，Gsdf の下流に Dmrt1 を発現させる分子経路が存在すると考えられる（図．3-1）． 

 Gsdf 欠損 XY の一部の個体の生殖腺は精巣へと分化したことから，Gsdf は精巣の発達・

維持に必須の遺伝子ではないと考えられる．一方で，Gsdf は，魚類で広く保存されており，

また，多くの魚種で，Gsdf は性分化期に雄特異的な高発現を示す．これらの報告は，Gsdf

を介した精巣分化の分子機構が魚類で広く保存されていることを示唆している．従って，

魚類では Gsdf を介した精巣分化の誘導が重要であるようにみえる．つまり，このような精
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巣分化誘導の分子機構を解明し，人為的に精巣分化を誘導する技術を確立できれば，産業

有用魚種の性統御も可能になると期待できる．今後，Dmy-FLAG Tg 系統や Gsdf 欠損メダカ

系統を用いて，Dmy による Gsdf 発現制御機構や Gsdf シグナルの下流に存在する精巣分化

誘導の分子機構を解明することで，産業有用魚種の性統御法確立に繋がると期待できる． 
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要旨 

 

 産業有用魚種の中には，雌雄間で成長速度や商品価値の異なる魚種が数多く存在する．

これらの魚種の性統御法の確立により，生産性の向上や商品価値の向上が期待できる．一

般的に脊椎動物では，発生初期の個体は精巣にも卵巣にも分化できる未分化生殖腺を有し

ており，個体の性は，この未分化生殖腺が精巣に分化するか，卵巣に分化するかにより決

定される．従って，性統御法を確立するためには，未分化生殖腺分化の分子機構を解明す

ることが望まれる．メダカは，性染色体上の性決定遺伝子が魚類で初めて同定された種で

あり，性分化の分子機構を解明するためのモデルとして用いられてきた．XY メダカでは，

孵化約 2 日前に，Y 染色体に座乗する性決定遺伝子 Dmy の発現により，未分化生殖腺の精

巣分化が開始される．一方で，Y染色体を持たない XX メダカでは，生殖腺は卵巣へと分化

する．XY メダカの生殖腺では，Dmy 発現後に Gsdf と Dmrt1 の mRNA 発現量が上昇する．従

って，Dmy，Gsdf，Dmrt1 の 3 つの遺伝子が未分化生殖腺の精巣分化に重要であると考えら

れている．近年，Dmrt1 が孵化 5 日後以降の後期の精巣発達・維持に必須の遺伝子である

と報告されている．しかしながら，これらの 3 つの遺伝子がどのような分子経路により精

巣分化を導くかは明らかになっていない． 

 本研究の第 1章では，これまで機能未知であった Gsdf が精巣初期分化においてどのよう

な機能を果たしているかを明らかにするために，Gsdf 欠損メダカを作出し，Gsdf の機能を

逆遺伝学的に解析した．Gsdf 欠損メダカの作出には，人工制限酵素の 1 つである TALENs

（Transcription Activator-like Effector Nucleases）を用いた．Gsdf の開始コドンの

直後を標的とした TALENs を設計し，その mRNA を 1 細胞期のメダカの受精卵に顕微注入す

ることで，Gsdf タンパク質コード領域内の標的部位に挿入/欠損変異を持つ個体を複数得
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た．これらのうち，フレームシフトが生じていると予想された 2 系統を用いて，生殖腺分

化過程を組織学的に観察した．この結果，性分化の初期段階である孵化０日後および孵化

５日後では，全ての Gsdf 欠損 XY 個体の生殖腺は，卵巣分化型の表現型を示した．一方で，

孵化 30 日後および成魚では，Gsdf 欠損 XY 個体の約 3分の 2は雄へと発達していた．これ

らの結果は，Gsdf は性分化初期の生殖腺の精巣型の分化に必要であり，後期の精巣の発達・

維持には必須ではないことを示している．従って，Gsdf は精巣の発達・維持に必須の遺伝

子ではなく，性分化初期の生殖腺を精巣方向に導く，精巣分化誘導因子であると考えられ

る．また，Dmrt1 および Gsdf の二重欠損 XY 個体の生殖腺は，性分化初期から卵巣分化へ

と転換しており，Gsdf 欠損 XY 個体と同じ表現型を示していた．この結果は，Gsdf が Dmrt1

よりも早い時期に働くことを示している．つまり Gsdf シグナルの下流で Dmrt1 が働いてい

ると考えられる．また，Gsdf 欠損 XY 個体の一部は，生殖腺分化初期では卵巣型を示して

いたにも関わらず雄へと発達しており，Gsdf 非存在下でも Dmrt1 が活性化されることを示

していた．つまり，Dmy から Gsdf を介さずに Dmrt1 を活性化させる分子経路が存在すると

考えられた．従って，Dmy シグナルの下流には，Gsdf 発現を活性化させ，未分化生殖腺を

精巣分化方向へと導く経路と，Dmrt1 発現を活性化させる 2 つの経路が存在すると考えら

れた． 

 Dmy は DM ドメインと呼ばれる DNA 結合ドメインを有するため，転写調節因子であると考

えられているが，その標的遺伝子は不明である．Dmy から Gsdf や Dmrt1 への分子経路を明

らかにするためには，抗体を用いて Dmy を特異的に検出し，クロマチン免疫沈降アッセイ

などのタンパク質-DNA 間の相互作用解析を行う必要がある．しかしながら，Dmy に特異的

かつ強力に結合する抗体が作製されておらず，Dmy の機能を解析する上での障壁となって

いる．本研究の第 2 章では，Dmy を特異的に検出するために，Dmy の C 末端に 3xFLAG タグ
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を融合した Dmy-FLAG を発現する遺伝子導入系統（Dmy-FLAG Tg 系統）を作出した．作出し

た Dmy-FLAG Tg 個体は Y染色体を持っておらず，導入した Dmy-FLAG により雄へと発達して

いた．また，Dmy-FLAG Tg 個体の生殖腺の精巣分化は，野生型の XY 個体の生殖腺の精巣分

化と顕著な違いは見られなかった．従って，外来の Dmy-FLAG は，本来の Dmy と同様に機能

し，未分化生殖腺の精巣分化を誘導していると考えられた．さらに，抗 FLAG 抗体を用いた

免疫組織化学の結果，Dmy-FLAG タンパク質を特異的に検出することができた．従って，本

研究では，抗 FLAG 抗体を用いることで，Dmy-FLAG を特異的に検出できる有用な遺伝子導

入系統の作出に成功した． 

 Gsdfは生殖腺分化初期に精巣分化特異的な高発現を示すことが多くの魚種で報告されて

おり，Gsdf の初期精巣分化への重要性は魚類の中で広く保存されているように見える．従

って，Gsdf による精巣分化誘導の分子機構を解明し，人為的に精巣分化を誘導する技術を

確立できれば，産業有用魚種の性統御も可能になると考えられる．今後，Dmy-FLAG Tg 系

統やGsdf欠損メダカ系統を用いて，DmyによるGsdfや Dmrt1の発現制御機構の解明やGsdf

シグナルの下流に存在する精巣分化誘導の分子機構の解明が期待できる． 
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図表 

 

図．0-1 メダカの生殖腺初期分化機構 

青色の矢印：遺伝子発現の調節，緑色の矢印：表現型の促進．  
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図．1-1 Gsdf の遺伝子構造と設計した TALEN の標的配列 

ボックスはエクソン，水平線はイントロンをそれぞれ示している．灰色のボックス：3’お

よび 5’ 非翻訳領域，白色のボックス：タンパク質コード領域，白色の矢印および大文字

の塩基：設計した TALEN の標的配列． 
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表．1-1 F1世代における変異の頻度 

 

F0   F1   

ID 性別  合計個体数 変異を持つ個体数 

(発見された変異の数) 

変異の頻度 

01 ♂  29 13 (5) 44.8% 

02 ♂  85 23 (6) 27.1% 

03 ♂  80 16 (4) 20.0% 

04 ♂  82 24 (4) 29.3% 

05 ♂  80 31 (7) 38.8% 

06 ♂  6 0 (0) 0.0% 

07 ♂  22 2 (2) 9.1% 

08 ♂  39 0 (0) 0.0% 

09 ♂  42 17 (7) 40.5% 

10 ♂  45 13 (4) 28.9% 

11 ♂  41 6 (4) 14.6% 

12 ♂  31 1 (1) 3.2% 

14 ♀  18 10 (3) 55.6% 

15 ♀  14 14 (5) 100.0% 

 合計  614 170 27.7% 
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表．1-2 F1 世代で発見された変異の種類 

 

ID 性別 対立遺伝子 塩基配列* 挿入・欠損†  

  WT TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAATGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA   

01 ♂ #1 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAAaTGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +1 3 

 #2 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAATGCTTCTTGaCTCTTCAATGGTTA +1∆1 1 

 #3 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTG------CTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆6 2 

 #4 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTA-------TTGGCTCTTCAATGGTTA ∆7 2 

 #5 TGTCTTTGGC----------------------------TCTTCAATGGTTA ∆28 2 

02 ♂ #6 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTcttgGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +4∆3 3 

 #7 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT-ATGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆1 2 

 #8 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT----CTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆4 1 

 #9 TGTCTTTGGCACTCATTG-----------CTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆11 9 

 #10 TGTCTTTGGCAC----------------GCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆16 4 

 #11 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTA-------------------TGGTTA ∆19 4 

03 ♂ #12 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTG---ATGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆3 2 

 #8  ∆4 8 

 #13 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGT-----CTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆5 2 

 #14 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTT----------CTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆10 1 

04 ♂ #15 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT---GCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆3 9 

 #13 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGT-----CTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆5 1 

 #3  ∆6 1 

 #14  ∆10 1 

05 ♂ #16 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTcattgtCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +6∆5 3 

 #7  ∆1 1 

 #15  ∆3 1 

 #17 TG-----ctcgtccaccatgtctttggcactcatTGGCTCTTCAATGGTTA +28∆33 2 

 #13  ∆5 3 

 #9  ∆11 1 

 #18 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTG-------------GCTCTTCAATGGTTA ∆13 9 

06 ♂  §       

07 ♂ #19 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAATGtgCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +2 1 

 #20 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAATtGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +1 1 
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08 ♂  §       

09 ♂ #7   ∆1 2 

 #21 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT--gtCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +2∆4 3 

 #22 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT--TGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆2 3 

 #15  ∆3 1 

 #8  ∆4 1 

 #3  ∆6 3 

 #18  ∆13 4 

10 ♂ #23 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTG--AATGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆2 4 

 #13  ∆5 3 

 #24 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT-------CTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆7 1 

 #25 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTAATG---------TCTTCAATGGTTA ∆9 1 

11 ♂ #26 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTggctcttgaGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +6 1 

 #27 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTcttgGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +4∆3 2 

 #28 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGT--------CTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆8 1 

 #14  ∆10 2 

12 ♂ #29 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTT------TCTTGGCTCTTCAATGGTTA  ∆6 1 

14 ♀ #30 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTcattgctcatTGCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +10∆4 4 

 #31 TGTCTTTGGCACTCATTGTCT--------------GGCTCTTCAATGGTTA ∆14 3 

 #32 TGTCTTTGGCACT------------------TCTTGGCTCTTCAATGGTTA ∆18 3 

15 ♀ #33 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGTTcttcttggCTTCTTGGCTCTTCAATGGTTA +8∆4 1 

 #15  ∆3 1 

 #14  ∆10 10 

 #34 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTG-------------GCTCTTCAATGGTTA ∆13 1 

 #35 TGTCTTTGGCACTCATTGTCTTGT--------------TCTTCAATGGTTA ∆14 1 

* TALEN 標的配列を下線で示した． “−” は欠損，太い小文字は挿入した塩基を示してい

る． 

†欠損変異の塩基数を “∆”，挿入変異の塩基数を“+”で示した． 

§ ♂06 および♂08 の F0個体からは変異体は得られなかった． 
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図．1-2 野生型および解析に用いた変異体の Gsdf の予想されるアミノ酸配列 

野生型（WT）の配列を上部に示した．シグナルペプチド領域を下線で，TGF-βドメインを

灰色の BOX で示した．フレームシフトが予想される領域を，斜体で示した． 
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表．1-3 組織学的観察のために採集した個体数 

 

 XX  XY  

ステージ +/+ +/- -/-  +/+ +/- -/- 合計 

ステージ37 14 28 18  5 35 9 109 

ステージ38 10 17 14  9 14 6 70 

ステージ39 30 45 33  24 64 35 231 

孵化5日後 25 46 18  30 38 24 181 

合計 79 136 83  68 151 74 591 
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図．1-3 生殖腺分化初期の Gsdf 欠損メダカの生殖細胞数 

それぞれのプロットは個体の生殖細胞数を示している．黒色のプロット：減数分裂細胞を

含まない個体，白色のプロット：減数分裂細胞（卵母細胞）を含む個体．**P<0.01． 
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図．1-4 Gsdf 欠損メダカの表現型 

A-D：孵化 5 日後の個体の生殖腺組織像．E-I：孵化 30 日後の個体の生殖腺組織像，J-N：

成魚におけるヒレの 2次性徴．A, E, J：野生型 XY 個体，B, F, K：野生型 XX 個体，C, G, 

N：Gsdf -/- XX 個体，D, H, I, L, M：Gsdf -/- XX 個体．黒色の矢印：始原生殖細胞，白色

の矢頭：減数分裂細胞（卵母細胞），白色の矢印：輸精管原基，黒色の矢頭：卵巣腔原基，

OC：卵巣腔．スケールバー＝20μm（A, B, C, D, I），50μm（E, F, G, H, I 挿入図）． 

 

  

A XY  W

B XX  W

C XX  M D XY  M

E XY  W

OC

OC

F

G H IXX  M XY  M XY  M

XX  W

XY  W XYXX  W XY  M XY  M XX  MJ K L M N
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表．1-4 成魚のGsdfの遺伝子型と表現型 

 

 XX  XY 

Gsdf 遺伝子型 ♂ ♀  ♂ ♀ 

+/+ 0 19  26 0 

+/#11 0 35  42 0 

#11/#11 0 46  21 12 

+/#30 0 11  12 0 

#30/#30 0 3  5 2 
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図．1-5 Gsdf と Dmrt1 の二重欠損メダカの孵化 5日後の組織像 
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A, C, E, G：XX 個体，B, D, F, H：XY 個体，A, B：野生型，C, D：Gsdf +/+ Dmrt1 -/-，E, 

F：Gsdf -/- Dmrt1 +/+，G, H：Gsdf -/- Dmrt1 -/-．黒色の矢印：始原生殖細胞，白色の矢頭：

減数分裂を開始した卵母細胞．スケールバー＝20μm． 
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表．1-5 GsdfとDmrt1の遺伝子型と表現型 

Gsdf  

遺伝子型 

Dmrt1  

遺伝子型 

XX  XY 

卵巣分化型 精巣分化型  卵巣分化型 精巣分化型 

+/+ +/+ 4 0  0 6 

+/+ -/- 5 0  1 5* 

-/- +/+ 6 0  6 0 

-/- -/- 5 0  6 0 

*これらの5個体の生殖腺は減数分裂細胞を含まないが，生殖細胞のシストを含んでいた． 
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図．2-1 顕微注入に用いた導入遺伝子コンストラクトとレポーター遺伝子 

A．遺伝子導入コンストラクトの模式図． 

B．vasaGFP 遺伝子の導入により GFP を発現するメダカの生殖腺． 

C．crystallinRFP 遺伝子の導入により RFP を発現するメダカの水晶体．  
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図．2-2 遺伝子導入操作から系統樹立までの交配図と系統維持 
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図．2-3 本研究で作出された Dmy-FLAG Tg 個体と野生型 Hd-rR 系統の外観 

A．野生型 Hd-rR 系統の XY 雄 

B．野生型 Hd-rR 系統の XX 雌 

C．Dmy-FLAG Tg 系統の XX 雄 

Hd-rR 系統では，体色の緋色を決定する R が Y 染色体特異的に座乗している．このため，

XX 個体の体色は白色，XY 個体の体色は緋色となる．また，メダカの二次性徴では，雄は背

鰭に切れ込みが入り，尻鰭は平行四辺形となる．雌は背鰭の切れ込みは無く，尻鰭は三角

形状になる．Dmy-FLAG Tg 系統は Y 染色体を持たないため，体色は白色だが二次性徴は雄

を示している．  
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図．2-4 Dmy を標的とした PCR 及び RT-PCR の結果の電気泳動像 

A．PCR-RFLP による DmyHd-rRと DmyHNIの判別 

B．ゲノム PCR による FLAG タグを含む Dmy 領域の増幅 

C．RT-PCR による Dmy の mRNA 内の FLAG タグ領域の増幅  
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図．2-5 Dmy-FLAG の模式図と FLAG タグ領域周辺の塩基配列及び予想されるアミノ酸配列 

白色のボックス：エクソン内の非翻訳領域，緑色のボックス：Dmy のタンパク質コード領

域，橙色のボックス：3xFLAG タグ領域，アミノ酸配列内の下線部は FLAG タグ配列を示し

ている．ボックス内及びボックス間の数はエクソン及びイントロンの塩基数を示している． 
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図．2-6 生殖腺分化初期の生殖腺の組織像 

A．孵化 0日後の Dmy-FLAG Tg 個体 

B．孵化 0日後の野生型 XX 個体 

C．孵化 5日後の Dmy-FLAG Tg 個体 

D．孵化 5日後の野生型 XX 個体 

矢頭：始原生殖細胞，矢印：減数分裂を開始した生殖細胞，G：腸管，スケールバー＝20

μm． 
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図．2-7 Dmy-FLAG Tg 個体（C系統）と野生型 XX 個体の生殖細胞数 

各プロットは，個体ごとの生殖細胞数を表している．*P<0.01，**P<0.001． 
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図．2-8 孵化 15 日後の生殖腺組織像 

A．Dmy-FLAG Tg 個体（C系統） 

B．野生型 XX 個体 

矢頭：始原生殖細胞，G：腸管，P：腎管，AC：アキナス構造，LO：レプトテン期の生殖細

胞，DO：ディプロテン期の生殖細胞，スケールバー＝20μm．  
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図．2-9  Dmy-FLAG Tg 個体（C系統）成魚（孵化約 90 日後）の生殖腺組織像 

SG：精原細胞，SC：精母細胞，ST：精細胞，S：精子，スケールバー＝20μm． 
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図．2-10 成魚（孵化約 90 日後）の生殖腺切片における免疫組織化学 

A．Dmy-FLAG Tg 個体（C系統） 

B．野生型 Hd-rR 系統 XY 個体 

矢頭：精原細胞，矢印：DAB シグナル，スケールバー＝20μm  
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図．3-1 メダカの生殖腺初期分化機構 

青色の矢印：遺伝子発現の促進，緑色の線：表現型の促進，緑色の Tバー：表現型の抑制． 

 


