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要旨 

メダカ属には XY 型と ZW型の性決定様式が混在し、性染色体も種によって異なる。このような多様

性は、頻繁な新規性決定遺伝子の獲得によって生じてきたと考えられている。一方、性分化遺伝子に

は共通性がみられ、Gsdf が精巣分化に重要な役割をもつことが示唆されつつある。そこで本研究では、

XY 型のインドメダカ（Oryzias danena）について、ゲノム編集技術を用いて Gsdf ノックアウト系統を

作出し、その表現型を解析した。その結果、機能欠損変異をもつ XY 個体はメスに性転換し、本種にお

いてもオス分化に必要であることが示された。 

 

 Medaka fishes in the genus Oryzias have both XY and ZW sex determination systems, and their sex 

chromosomes differ among species, suggesting that this diversity have resulted from the acquisition of novel sex-

determining genes. On the other hand, recent studies have suggested that the Gsdf gene has a conserved role in 

testis differentiation among them. In this study, we generated Gsdf knockout strains of Oryzias danena using 

genome editing technology and analyzed their phenotypes. XY knockout fish developed as sex reversed females, 

suggesting that Gsdf was required for male differentiation also in this species. 

 

 

１．はじめに 

 

脊椎動物の多くは性染色体による遺伝性決定であるが、性染色体の起源は分類群によって異なる。

特に魚類の多様性は著しく、近縁種が異なる性染色体をもつことも珍しくない。そのため、魚類の進

化過程では新規の性決定遺伝子が何度も誕生し、それによって異なる性染色体が頻繁に生じてきたと

考えられている。一方、精巣形成や卵巣形成の過程には形態的類似性が認められることから、性決定

遺伝子によって活性化される下流の分子機構には、ある程度の共通性が予想される。実際に、Dmrt1 や

Foxl2のように、脊椎動物に共通して精巣分化や卵巣分化に関わる遺伝子群が同定されつつある 1)-4)。し

かし、これら性分化遺伝子群やその機能にどの程度の共通性があるのかについては、ほとんど理解が

進んでいない。 



18 
 

このような種を超えて保存されている性分化遺伝子のひとつに �������� ����� ���������������� ������

（����）がある ��。���� は ���β スーパーファミリーに属するリガンドをコードし、���� 年にニジマ

ス（�������������������）の精巣から発見された ��。この遺伝子は真骨魚類で広く保存されており、シ

ーラカンスやポリプテルスなどの条鰭類や無尾両生類の一部からも発見されているが、他の四肢類で

は失われている �����。また、魚類では共通して精巣のセルトリ細胞と卵巣の顆粒膜細胞で発現し ����������、

ゼブラフィッシュでは精巣と卵巣における生殖細胞増殖と卵成熟に関与することが知られている ���。

さらに、ルソンメダカ（�������� ����������）では、� 染色体上に位置するオス性決定遺伝子として同定

された ���。本種では、���� の対立遺伝子は �染色体と �染色体の両方に存在するが、�����と呼ばれる

�対立遺伝子は �����よりも早い時期に未分化生殖腺で発現し、この �����を遺伝子導入すると��個体

が雄に性転換することが明らかにされている ���。ルソンメダカ以外にも、トラフグ属（��������）の複

数種やギンダラ（������������������）でも ���� が性決定に関連することが示されており �������、���� が

異なる魚類で独立に性決定遺伝子として進化したことが示唆されている。したがって、���� は生殖細

胞の増殖や卵成熟だけでなく、一部の魚類では性決定にも関与する分子と考えられている。 

魚類のなかでも、メダカ属（�������）は著しく多様な性決定遺伝子をもつが、異なる性決定遺伝子

の下流で ���� が共通してオス分化に関わることが示唆されている。近年の研究から、彼らは �� 型と

��型の性決定様式を示し、性染色体も種ごとに異なることが明らかにされた �������。これらのうち、上

述のルソンメダカ以外にも、メダカ（��� �������）とインドメダカ（��� �������）の �染色体からそれぞ

れ異なる性決定遺伝子（��� および ����）が同定された �������。ところが、これら３種の �� 個体では

共通して、����が高発現する �����������。ルソンメダカでは �染色体上の �����が性決定遺伝子そのもので

あるが、メダカでは ��� と ���� が同一のセルトリ前駆細胞で共発現する ���。しかも、メダカにおいて

����をノックアウトすると ��個体がメスに ���、����を強制発現させると ��個体がオスに性転換する

���ことから、転写因子である ���が ���� を活性化してオス分化を導くと考えられている。 

インドメダカにおいても、オス決定遺伝子である ����� 依存的に ���� 発現が誘導され、���� の強制

発現によって ��個体がオスに性転換すること ���から、���� が �����下流のオス分化遺伝子であること

が示唆されている。そこで本研究では、インドメダカで ���� がオス分化に必要かどうか明らかにする

ため、�����������システムを用いて ���� ノックアウト系統を作出し、その表現型を解析した。 

 

２．Gsdfのノックアウト 

 

���� の性分化における役割を

明らかにするため、�����������

を用いて第１エキソンに挿入欠

失変異を誘導した。�� 塩基の挿

入変異をもつ �����系統と ��塩基

の欠失変異をもつ ����� 系統の２

系統を作出した。これらの変異

はいずれもフレームシフトを生

じ、変異対立遺伝子からは ���残
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基の正常な ���� タンパク質ではなく、フレームアウトとした不完全な配列を含む ��～�� 残基の短い

タンパク質が予測された。これらの変異はプロドメインを破壊し、���β ドメインを完全に欠くため、

これらの変異 ����タンパク質は完全に機能を失っていると考えられた。 

 

３．ノックアウト個体における表現型の性 

 

上記の ���� 変異をヘテロ接合でもつ個体同士を交配し、次世代を成魚まで育てて表現型の性と遺伝

子型の性を判定した。その結果、�� 個体は変異の有無にかかわらずすべてがメスに分化した。一方、

�� 個体では、野生型ホモ接合（＋�＋）個体と変異をヘテロ接合でもつ（＋�－）個体はすべてオスに

分化したが、変異をホモ接合でもつノックアウト（－�－）個体の一部はメスに性転換した。性転換の

頻度は、����� 系統では �� 個体中 �� 個体（���）、����� 系統では �� 個体中 � 個体（���）であった。

これらの結果から、���� が本種のオス分化に必要であることが示された。 

 

４．ノックアウト個体における生殖腺の組織学的解析 

 

生殖腺形成における ���� の役割を明らかにするため、インドメダカのノックアウト個体について、

生殖腺の組織学的解析を行った。ノックアウト個体のオスでは野生型よりも大きな肥大化した精巣が

認められ、生殖細胞が著しく増加していた。ノックアウト個体でも野生型と同様に成熟精子を含むす

べての精子発生段階を含むが、すべての段階の

シスト数が増加しており、断面積は野生型精巣

の約 � 倍であった。このことから、���� は精子

の形成や成熟に必要ではなく、生殖細胞の増殖

や精巣サイズの調節に関与することが示唆され

た。 

卵巣についても、両種のノックアウト個体で

は野生型よりも大型で肥大化した卵巣が認めら

れ、生殖細胞も著しく増加していた（図２）。ま

た、ノックアウト個体の卵巣は野生型に比べて

若いステージの卵胞が多く、古いステージの卵

胞が少なかった。野生型卵巣には多くの成熟卵

胞が存在するのに対し、ノックアウト卵巣には

卵黄形成期の卵胞しかなく、ステージ �� 以降の

卵胞は認められなかった。これらのことから、

���� は生殖細胞の増殖や卵巣サイズの調節だけ

でなく、若い卵胞が蓄積しないように、卵母細

胞がステージ���を超えて成熟するのにも必要で

あることが示唆された。 
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