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研究成果の概要（和文）：　メダカを用いて、胚へ性ステロイドを投与した時に起こる性転換について６つの近交系間
の比較を行った。雌性ステロイドホルモンを投与した場合５系統でオスからメスへの性転換を誘導できたが、全ての個
体には性転換を起こせない系統、通常の1/10量でも100％の個体が性転換する系統が見られた。一方、雄性ステロイド
ホルモンを投与した場合には、通常のメスからオスへの性転換以外に高濃度を投与した場合オスからメスへの「逆説的
性転換」が、４系統で見られたが、その程度は様々であった。またMT投与群ではほとんどの系統でXX、XYいずれの場合
も投与後に生殖巣が萎縮し、その後回復するものの発達過程は正常と比較して遅れていた。

研究成果の概要（英文）：   Using six medaka inbred strains, their sex reversal process after administratio
n of sex steroids to embryos were investigated. After estrogen administration, XY females were appeared in
 5 strains, but the sensitivity and/or degree of sex-reversal were different among strains.  Administratio
n of androgen to XX specimen caused female to male sex reversal in various degree.  On the other hand, mal
e to female sex reversal in XY specimens termed paradoxical sex reversal were also observed at high dose o
f androgen in 4 strains.  Thus the sex reversal process were highly varied among strains.  In most strains
, gonads showed strong atrophy after androgen administration.  After hatching when clearing the exogenous 
androgen, these gonads were eventually recovered but their growth and the sexual differentiation were rema
rkably delayed.  

研究分野：

科研費の分科・細目：

生物学

キーワード： 性転換　性ステロイド投与　メダカ　逆説的性転換　近交系　系統差

基礎生物学・形態・構造



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 遺伝的に性が決まる脊椎動物の中で、メダ

カは世界で初めて人為的に遺伝的性とは異な

る性へ発生させ得ることが示された動物であ

る。このときは、孵化後から成熟期に至まで

エサに性ステロイドホルモンを混ぜて与え、

伴性遺伝する体色を目印としてＸＹのメス個

体、ＸＸのオス個体が生じたことが示された。

これをきっかけとして、下等脊椎動物では人

為的に性ステロイドを投与することで、雄性

ステロイドではメスからオスへの、雌性ステ

ロイドはオスからメスへの性転換を引き起こ

せることが知られてきた。このため、漠然と

投与した性ステロイドが本来の内在性ステロ

イドと変わらない働きをして性転換を引き起

こすと想定されてきた。 

 近年メダカでは、胚時期に飼育水に性ステ

ロイドを添加し、孵化までの期間のみ投与す

ることでも性転換を引き起こせることが知ら

れてきた。しかし、内在的なステロイド産生

機構に関わる酵素群の遺伝子発現を調べたと

ころ、この時期にはいずれの酵素も発現して

いないことが示され、性ステロイドによる性

転換は本来の性分化とはまったく異なる現象

であることが考えられた。さらに雌性ステロ

イドを投与されたオス個体は、性分化最初期

には、いったんは精巣形成方向への分化を開

始する、すなわち正常な性分化を開始するが、

孵化後すぐに改めて卵巣を発達させることで

性が転換していることが示された。一方、例

えば通常は雄性ステロイドを投与されたオス

は遺伝的性にしたがって精巣を発達させる

（性転換は起こらない）が、その発達過程が

正常な精巣の発達と同様であるかについても、

疑問の余地があった。このように、性転換と

いう現象は比較的容易に観察できるものの、

実際にメダカ胚に投与された外来性の性ステ

ロイドがどのようなメカニズムで性転換を引

き起こしているかは不明である。 

 メダカでは多くの近交系が確立されており、

その中では特にHd-rR系統が様々な実験解析

に用いられてきた。また、種内に地方集団が

識別できて遺伝的にも異なっており、2012年

になって改めて別種として記載されたグルー

プに由来するHNI系統も、Hd-rR系統との遺伝

的差違を利用できることから、しばしば実験

解析に用いられている。この2系統（およびこ

れらが由来する集団）は充分に交配可能であ

り、そのＦ１には稔性があり、発生過程や様々

な遺伝子発現パターンなどにもほとんど違い

は見られない。しかし、胚へのステロイド投

与による性転換が試されたところ、大きな違

い見いだされた。すなわち、Hd-rR系統では雌

性ステロイドによるオスからメスへの性転換

は容易に起こせるが、雄性ステロイドによる

メスからオスへの性転換は難しく、ＸＸ個体

の卵巣発達には異常をきたすものの機能的な

精巣を持たせることは困難であった。一方、

HNI系統では雄性ステロイドによるメスから

オスへの性転換は容易に引き起こせるが、雌

性ステロイド投与によるオスからメスへの性

転換は、投与された胚が孵化できなくなるこ

とから不可能であった。つまり通常の性転換

に関しては、それぞれの系統で片側方向への

性転換しか引き起こすことができないという

ことになる。さらに予備的ながらより高濃度

の雄性ステロイドホルモンを投与した場合、

HNI系統ではやはりメスからオスへの性転換

が起こるが、Hd-rR系統では通常想定されるメ

スからオスではなく、逆に雄性ステロイドに

も関わらずオスからメスへの性転換が誘導さ

れる「逆説的性転換」として知られる現象が

引き起こされることがあることも示された。

この点では系統によりまったく逆の反応が見

られることになる。またCab系統、HO4C系統で

も異なる反応が見られる可能性が示唆されて

いた。 

 メダカでは、上記した系統以外にも複数の

近交系が確立されている。近交系は個体間で



の遺伝的ばらつきを無視できるため、優れた

実験動物といえる。一方、近交系作出時には

連続した兄妹交配が行われるため、どのよう

な形質がその系統に固定されるかはランダム

である。その結果、種としては同じ「メダカ」

であっても、系統間に何らかの差が生じる可

能性がある。実際、マウスでは亜種間での系

統間では性分化の動態にわずかながら差がみ

られ、交配実験をした場合には用いる系統に

よって結果が異なることが示されている。し

たがって、何らかのメカニズムを解析する場

合には、対象となる現象に系統差がある場合、

どのような性質なのかをふまえて系統を選択

することが重要となる。しかし、これまでに

性転換における系統差を解析した例はなく、

また、同種内でも系統によって様々な性転換

反応が見られることは、まったく予想されて

いなかった。 

 

２．研究の目的 

 上記した背景のように一部の系統で性転換

反応に系統差が見られることが示唆されたこ

とから、その性転換過程、さらに他の系統で

の性転換反応を解析し比較することにより、

実際に性ステロイドがどのような影響を与え

ているかを推定する。また、新たに他のメダ

カ近交系に対し胚への性ステロイドの投与を

行い、性転換反応にさらに違いが見られるか

どうかを明らかにし、また、これまで希な現

象とされてきた逆説的性転換についても、他

の系統では見られないのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）性ステロイドホルモンの投与 

 雄性ステロイドホルモンとしてメチルテス

トステロン（ＭＴ）を、雌性ステロイドホル

モンとしてエストラジオール１７β（E2）を

用いた。それぞれ、Dimethyl sulfoxide（DMSO）

に溶解した後、目的の最終濃度となるよう飼

育水に添加した。胚は、授精日に採卵し1日メ

チレンブルーを適宜添加した飼育水（汲み置

き水道水）で発生させ、染色された死亡卵を

除いてから実験に用い、受精後1日から孵化日

まで性ステロイドを投与した。 

（２）遺伝的性判別 

 試料から組織を一部採取しDNeasy（QIAGEN）

を用いてトータルDNAを採取し、これを鋳型と

してメダカＹ染色体上の性決定遺伝子dmyの

遺伝子断片をPCR法により増幅、産物の有無に

よりＹ染色体の有無を識別することにより、

遺伝的性を判別した。 

（３）表現型としての性判別 

 試料の生殖巣領域をブワン氏液で固定した

後、定法に従いパラフィン包埋し、連続切片

を作製して組織像を観察した。孵化時および

孵化直後の稚魚については、個体当たりの全

生殖幹細胞数をカウントして初期性分化が精

巣、卵巣、どちらへと進行しているかを判定

した。これは、最も最初に見られる性差が生

殖幹細胞数の差で、卵巣分化を開始した生殖

巣の方が、より多くの生殖幹細胞を持つこと

による。その後孵化後20日ごろまでの稚魚で

は卵母細胞を持つ生殖巣を発達中の卵巣、持

たないものを発達中の精巣と判定した。また

孵化後30日以上では、これに加えて精細管構

造、輸出管の形成を精巣形成と見なし、卵巣

腔の形成が見られるものを卵巣と判定した。

上記（２）の遺伝的性と生殖巣の性が一致し

ないものを、性転換したものと見なした。ま

た、一部の実験で両方の性の形態が混在する

組織像が見られたが、この場合には、それぞ

れについて特徴を記載し、区別して扱った。 

（４）マーカー遺伝子の発現 

 正常発生ではdmrt1は精巣分化過程で孵化

後10日前後から発現が見られようになり、精

巣特異的発現が最も早く見られる遺伝子では

ない。しかしメダカ性決定遺伝子dmyはdmrt

遺伝子ファミリーに属するため、メスが性転

換する際にはXX個体で異所的なdmrt1の発現

が誘起され、これが精巣分化を起こす可能性



が考えられる。一方、卵巣分化ではfoxl2は最

も早く検出される卵巣特異的遺伝子で、孵化

日前後から発現することが知られている。こ

れらのことを考慮し、精巣の分化マーカーと

して、精巣体細胞で発現するdmrt1を、また卵

巣分化マーカーとしてfoxl2の発現を、ジゴキ

シゲニンラベルしたプローブを用いた通常の

section in situ hybridization法により検出

した。 

 

４．研究の成果 

 以下、調べた各系統の性転換における主な

特徴を系統ごとに示す。なお、ステロイド投

与量はE2ではHd-rR系統で100％オスからメス

への性転換がみられた0.2μg/mlを、ＭＴでは

HNI系統で100％メスからオスへの性転換が見

られた1ng/mlを基準として用い、系統によっ

ては必用に応じて他の濃度も段階的に投与し

反応を調べた。 

（１）Hd-rR系統 

 高濃度（0.4μg/ml）のE2を投与した場合で

もオスからメスへ、ほぼ100％の性転換が見ら

れた。ただし、高濃度下での性転換個体では

低濃度のときに較べ卵巣発達に大きな遅れが

見られ、性転換ルートが一つではない可能性

が示唆された。一方、ＭＴ投与したＸＸ個体

では濃度を上げても最大で半数の個体程度し

か性転換せず、他の個体は遺伝的性に従った

卵巣を形成していた。ただしいずれの場合も

孵化後10日前後には生殖巣が著しく萎縮して

いた。一方ＸＹ個体ではＭＴの投与濃度を基

本濃度の1ng/mlから100ng/mlまでの区間を調

べた結果、いずれの濃度でも50～80％の個体

が卵巣を形成し、極めて高頻度で逆説的性転

換が起こっていた。 

（２）HNI系統 

 Hd-rR系統の結果をもとに、逆説的性転換の

有無を調べた。その結果100ng/mlまで濃度を

上げても、まったく逆説的性転換は見られず、

全て通常の性転換（ＸＸ個体がオスになる）

であった。また、これらのＭＴ投与ＸＸ個体

では、孵化日にdmrt1の異所的な発現が観察み

られ、これが性決定遺伝子dmyの代わりに働い

た可能性が示唆された。 

（３）HO4C系統 

 E2投与群では、濃度上昇に伴い孵化率が著

しく低下した（2倍に当たる0.4μg/mlでも孵

化率10％以下）。しかし0.2μg/mlでは孵化10

日の時点では全てのＸＹ個体が性転換してい

た。ただし、その後、同様にE2投与した個体

を孵化後30日まで成長させて調べたところ、

およそ40％の個体は精巣を形成し、最終的に

は性転換していなかった。E2により性転換す

るものの高濃度では孵化できないという性質

は、ちょうどHd-rR系統とHNI系統両方の性質

をもつように見える。一方、MT投与では、Ｘ

Ｘ個体全てが性転換していた。これはHNI系統

と同様な性質である。 

（４）HO5系統 

 E2投与群では、基準の1/10の濃度である

20ng/mlでもほとんどのＸＹ個体が性転換し

ていた（この濃度ではHd-rR系統ではほとんど

性転換がみられない）。この結果をもとにＭ

Ｔ処理でも低濃度を試したところ、0.5ng/ml、

0.05ng/mlでもXX個体が100％性転換していた。

E2，ＭＴの作用はまったく異なるものと考え

られるが、この系統はいずれに対しても極め

て敏感であることが見いだされた。またＭＴ

の濃度を上げたところ（10よおび50ng/ml）、

ＸＹ個体の内およそ半数で逆説的性転換が見

られた。またこのとき、結果的に精巣を形成

するか卵巣を形成するかに関わらず、孵化直

後の生殖幹細胞数は著しく減少していた。 

 E2を投与され、性転換するＸＹ個体では、

孵化直後までdmy/dmrt1の発現が見られたも

のの孵化３日前後でこの発現が消失し、入れ

替わりfoxl2の発現が検出された。一方、ＭＴ

を投与され性転換するＸＸ個体では、孵化日

からdmrt1の発現が見られた。 

（５）HB11A系統 



 0.2μg/ml以上のE2投与で、ほぼ100％オス

からメスへの性転換が見られた。一方ＭＴ投

与では0.5ng/ml～1ng/mlの範囲では通常のメ

スからオスへの性転換が見られたが、このと

き、HNI系統とは異なりdmrt1の発現は見られ

なかった。より高濃度になった場合、遺伝的

性に関わらず大半の個体が少数の卵母細胞を

もつ萎縮した生殖巣を形成していた。また0.1

μg/mlでは、ＸＸ個体、ＸＹ個体いずれでも、

ほぼ全ての個体で卵巣が形成されていた（こ

の場合、ＸＹ個体に見られた卵巣形成は逆説

的性転換である）。同一個体の生殖巣内に精

巣分化している部分と卵巣分化している部分

が見られる、いわゆる卵精巣も観察された。

ＸＸ，ＸＹいずれでも精巣が形成されたこと

も考え合わせると、ＭＴ投与後には本来の精

巣分化ルートとはまったく異なる機構が働い

たと考えられる。 

（６）Cab系統 

 E2投与では、基準濃度ではオスからメスへ

の性転換は３０％程度しか起こらず、10倍濃

度投与することで100％の性転換率となった。

HO5系統とは逆に感受性が極めて低い系統と

言える。ＭＴ投与ではＸＸ、ＸＹいずれでも

生殖巣の矮小化が顕著で、その後の発達にも

遅れが見られた。一方性転換に関しては、Ｘ

Ｘ、ＸＹ、いずれの場合にも性転換した個体

としない個体が見られ、どちらの場合も精巣

を形成する個体と卵巣を形成する個体の両方

が見られたが（ＸＹでの卵巣形成は逆説的性

転換となる）、遺伝的性と表現型の性が異な

る個体の割合はいずれも20％程度であった。

ＭＴについては、生殖巣の発達度合いから見

ると感受性はあるものの、性分化については

抵抗性があると言える。 

 

 以上をまとめると、今回の結果はメダカ近

交系間では性転換反応に様々な違いが見られ、

パターンを類型化することが困難であるとい

うことが言える。この中でHO5系統では適切な

投与濃度においては、系統内で100％の確率で

両方向の性転換が起こせることが見いだされ

た。例えばＸＸ個体に精巣が形成されるメス

からオスへの性転換の場合、単純に正常な精

巣形成過程（ＭＴ非投与）と性転換で精巣が

形成される場合の比較のみならず、同じＭＴ

投与下でのＸＹ個体での精巣形成過程（MTを

投与しているので,正常とは異なる可能性が

ある）、さらには正常なＸＸ個体との比較か

らどのように卵巣形成過程から逸脱するか、

を比較する必用がある。当然、同様なことは

オスからメスへの性転換でも考慮する必用が

ある。したがってメダカの性転換過程の解析

には、調べた中ではHO5系統が最適であるとい

うことが言える。一方、実験動物として良く

用いられているHd-rR系統、HNI系統は、それ

ぞれクセがある系統であり、性転換過程の解

析には必ずしも適するわけではないというこ

とになる。 

 ＭＴ投与条件では、Hd-rR以外にも、高濃度

で投与した場合には程度の差こそあるものの

複数の系統で逆説的性転換が見いだされた。

このことから、これまで希な現象と考えられ

ている逆説的性転換がメダカではある程度の

確率で起こり得る、あるいは実験的なＭＴ濃

度を上げることで他の動物でも誘導できる可

能性があることが示唆された。 

 性転換パターンには共通するパターンを見

いだすことはできなかった一方で、ＭＴ投与

群ではいずれの系統でも、また系統内のＸＸ，

ＸＹ個体のいずれでも（つまり遺伝的性に関

わらず）、さらに最終的に精巣を形成するか

卵巣を形成するかとも無関係に、投与直後に

生殖幹細胞が減少するという傾向が見られ、

一部の系統ではこの様子が顕著であった。通

常、精巣分化過程では生殖幹細胞の分裂が抑

制され卵巣分化に較べ細胞数が少なくなるこ

とが知られているが、ＭＴ投与下ではこの精

巣分化でみられる細胞数よりもさらに少ない

細胞数となっていた。つまり、この幹細胞の



減少は一見すると精巣分化が誘導されたよう

に見えるが、実際には一時的に生殖巣の分化

発達が阻害されていたということ、つまりＭ

Ｔはオス分化機構をオンにする働きをしてい

るわけではないということが示唆される。実

験に用いた投与量の範囲では孵化率、孵化後

の生存率・成長度合いには大きな違いが見ら

れず、一方、矮小化された生殖巣は非常にし

ばしば見られたことから、メダカ生殖巣はこ

の阻害効果に対し他の器官よりも敏感である

ことが考えられる。さらに、今回の実験では

孵化後はＭＴを投与せずに成長させたため、

この阻害効果は孵化後に解除され、その後の

発生・発達過程において生殖巣は「回復」過

程を経るものと考えられる。一般に生殖巣元

基が発達する場合、性的に未分化な状態は維

持されず、精巣または卵巣のいずれかへ分化

せざるを得ない性質を持つと言われている。

したがって、ＭＴを投与された個体は、「回

復」後に本来の発生スケジュールとはまった

く異なるタイミングで改めて精巣または卵巣

を形成し始めることになる。 

 通常メダカでは、孵化以前のステージ38ご

ろにXY個体で性決定遺伝子dmyが発現するこ

とにより性決定がおこり精巣の分化を開始し、

一方、この遺伝子の発現が起こらない場合は

同じ時期に卵巣の分化を開始しfoxl2が発現

するようになると考えられている。ＭＴ投与

個体では上記したように、この時期ではなく

孵化後に、本来の性決定機構が発動する時期

からは遙かに遅れて性分化を開始するとも見

なすことができる。したがって、このときに

はどちらの性へ分化するかの制御を受けない

形で生殖巣は再発達し始めることになる。こ

のタイミングのずれから精巣または卵巣分化

関連遺伝子が上位の制御を受けないためスト

キャスティック（確率的）な発現が起こって

いる可能性がある。一般に、精巣、卵巣それ

ぞれの分化は拮抗的に制御され、一度精巣ま

たは卵巣どちらかの分化へ傾くと逆方向への

分化が阻害されることで、ますます傾きが大

きくなり、精巣か卵巣のいずれかのみが形成

されると考えられている。ＭＴの投与、特に

高濃度の投与に対する反応が系統によって大

きく異なっていたのは、このストキャスティ

ックな発現において系統間でのゲノムのわず

かな違いにより性分化方向に「バイアス」が

かかっていたと解釈することができる。さら

に、しばしば一過性の卵精巣なども見られて

おり、これは「回復」過程が一つの器官内で

もタイミングがずれてしまい、制御が乱れた

まま器官の部分ごとに精巣または卵巣が発達

してしまった結果と見なすこともできる。 

 このような「バイアス」を想定すると、性

転換パターンが類型化できなかったのは系統

ごとにバイアスの方向、すなわち精巣、卵巣

いずれの方向へ分化しやすいのか、またこの

ときのバイアスの強度すなわち分化の起こり

やすさ、が異なっていたためと考えることが

できる。今後は各系統のゲノム内でのバイア

スの実体を明らかにするとともに、性転換、

性分化を解析する際には、このような系統間

の性分化バイアスの存在を考慮して解析する

ことが必要であろう。 
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