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１．研究実施の概要 

内分泌かく乱物質は性ステロイドホルモン・受容体系を介して生殖機能に障害をもたらすことが

多いが、その作用メカニズムの詳細は未だ明らかにされていない。我々はこれまで魚類を対象とし

て生殖腺の性分化や配偶子形成を制御する性ステロイドホルモン因子を単離、同定するとともに、

それらの産生と作用の分子機構を解明してきた。本研究では、内分泌かく乱物質が深く影響を及

ぼすと考えられる３つの過程（生殖腺の性分化、精子形成、卵成熟）に焦点を絞り、各々の過程に

おける内分泌かく乱物質の影響と作用メカニズムを分子・細胞レベルで解明することを目指す。ま

た同時に、これら３過程の制御機構については遺伝子レベルの基礎的研究をさらに発展させ、内

分泌かく乱物質の作用メカニズム解析のための堅固な基盤とする。 

本年度は、生殖腺の性分化機構、特に卵巣分化に果たすエストロゲンの役割、精巣分化に果た

す DMRT1 遺伝子の役割、減数分裂の制御因子、雌から雄への性転換時における性ホルモン、特

にエストロゲンの役割、海産魚（ヒラメ）の水温依存性性分化に及ぼす内分泌かく乱物質の影響と

in vitro 評価法の開発、さらには卵成熟誘起に及ぼす内分泌かく乱物質の影響などについて解析

した。その結果、エストロゲンは遺伝的雌の生殖腺における生殖細胞の増殖を誘起すること、ベラ

において卵巣エストロゲン量低下は卵巣の急激な退行をもたらすばかりでなく精巣形成への引き

金をも引くこと、ノニルフェノールとビスフェノールがヒラメを雌化させること、さらにはジエチルスチ

ルベストロール（DES）が卵成熟誘起作用を持つことなどが明らかになった。孵化直後の性分化期

生殖腺でつくられる性ステロイドホルモンは卵巣と精巣の形成に不可欠であるばかりでなく、脳-視

床下部の性分化、発生に重要な役割を果たすと考えられる。この点は孵化直後における性ホルモ

ンや内分泌かく乱物質の影響が不可逆的であることから考えても重要なことである。本年度は、来

年度以降の本格的な研究の準備として、脳における性ステロイドホルモン受容体遺伝子の発現に

ついても解析を開始した。 

２．研究実施内容 

(1) 基礎研究グループ（長濱グループ） 

1）  生殖腺の性分化機構 

生殖腺及び脳の性分化に及ぼす内分泌かく乱物質の影響の分子メカニズムを明らかにする上



で、内因性エストロゲンの作用機構を知ることが重要である。そこで、孵化直後の遺伝的雌（XX）を

芳香化酵素阻害剤（ファドロゾール）で処理することにより内因性エストロゲンの合成を抑制させた

後の生殖細胞数の変動を連続切片を作成して解析した。その結果、正常の卵巣分化に特異的に

起こる生殖細胞数の増加は完全に抑えられた。これらの結果から、卵巣分化時におけるエストラジ

オール-17βの重要な作用の一つは生殖細胞数を増加させることであることがはじめて明らかにな

った。今後、このエストロゲン（あるいは内分泌かく乱物質等）による生殖細胞数の増加機構を明ら

かにする必要がある。 

昨年度のティラピアを用いた研究で、精巣の分化にはアンドロゲン/アンドロゲン受容体は主要

な働きは示すことはなく、かわって DMRT1 遺伝子が重要であることがわかった。そこで、孵化直後

の遺伝的雌（XX）にアンドロゲン（メチルテストステロン）を処理させた時に未分化生殖腺に起こる

DMRT1 遺伝子の発現パターンの変動を in situ hybridization により解析した。その結果、アンドロ

ゲンを処理して 2-3 日後（孵化後約 15 日）に、DMRT1 が生殖腺体細胞に急激に出現することが明

らかになった。遺伝的雌の生殖腺ではこの時期にはすでに内因性エストロゲンの作用により生殖

細胞数が増加を開始している。したがって、アンドロゲン処理により DMRT1 を発現した体細胞は前

顆粒膜細胞であると考えられる。このことは、この時期の生殖腺体細胞は外因性（例えば内分泌か

く乱物質など）に曝されると雌型体細胞から雄型体細胞に分化転換する可能性を示唆する。 

また、内分泌かく乱物質の生殖過程に及ぼす影響を解析していくうえで必要となる他の遺伝子

のクローニングについても引き続き進めている。本年度は、ステロイドホルモン産生経路において

重要な役割を果たし、内分泌かく乱物質の標的とも考えられている Steroidogenic acute regulatory 

protein（StAR）遺伝子、さらには哺乳類の生殖腺の性分化に関わると考えられる Dax1 遺伝子をテ

ィラピア卵巣 cDNA ライブラリーからクローニングした。 

2）  精子形成の制御機構 

ウナギの精子形成は、脳下垂体から分泌される生殖腺刺激ホルモンの働きで精巣の体細胞で

生成される精子形成誘起ホルモン（11-ケトテストステロン）の作用で起こる。これらのホルモンによ

る精子形成誘起機構を明らかにする目的で、大腸菌の recA 遺伝子と相同性が高い遺伝子で、減

数分裂期に特徴的な組み換えに関与すると考えられている、Dmc1（disrupted meiotic cDNA 1）遺

伝子を、ウナギ精巣よりクローニングし、精子形成の進行に伴う、mRNA、及びタンパク質の発現を

調べた。Dmc1 の mRNA 及びタンパク質は共に、第一精母細胞にその発現が限局された。この減

数分裂初期に特異的に発現する Dmc1 は、減数分裂への移行のメカニズムを明らかにする上で、

その発現機構、及び機能は非常に興味深いとともに、精子形成（減数分裂）に及ぼす内分泌かく

乱物質の影響と作用機構を明らかにする上で有益なマーカーにもなると考えられる。 

3）  プロゲストゲン受容体遺伝子 

魚類においてプロゲストゲンは卵と精子の成熟を誘起する重要な性ホルモンである。本年度は

ウナギ精巣の cDNA ライブラリーより 2 種類のプロゲストゲン受容体をクローニングした。これら 2 種

類の受容体タンパク質はいずれも機能的であり、pull-down assay によりお互いがヘテロダイマーと

形成することがわかった。また、精子形成期の精巣における発現パターンは異なることから、これら



2 種の受容体は精子形成の過程で異なる働きを示すと推察される。特に。配偶子成熟を制御する

プロゲストゲン膜受容体との関連が注目される。 

4）  脳における性ステロイドホルモン受容体遺伝子の発現 

性分化期のティラピア脳におけるエストロゲン受容体（ER）、アンドロゲン受容体（AR）α、β遺伝

子の発現に性差が認められた。ERβとARαの発現は、孵化後15日の雄の脳で強く発現がみられ

るようになることから、これらの遺伝子は脳の雄化の関わることが示唆された。一方、雌の脳では ER

α遺伝子が恒常的に発現していること、また ERβ遺伝子の発現が孵化後 15 日に強くなることから、

これらの遺伝子の発現が脳の雌化に重要な働きをするものと推察される。 

(3) 性転換研究グループ（中村グループ） 

1）  べラの生殖腺成熟に果たす生殖腺刺激ホルモンの役割 

本研究で用いるベラ科の魚の多くは雌から雄へ性転換する。ハワイ産ベラでは、視覚的認識が

鍵となり性転換が起きることは証明されているが、この視覚刺激によりいかなるメカニズムにより性転

換が誘導されるかはまだ明らかではない。そこで本年度は、先ず生殖腺の活動を制御する生殖腺

刺激ホルモン（GTH）遺伝子のクローニングを行なうとともに、生殖周期におけるmRNAの発現量の

変動を調べた。RACE 法によりハワイ産ベラ及びミツボシキュウセンの FSH (GTHI)β鎖、LH 

(GTHII)β鎖の全長 cDNA をクローニングした。次いで、ハワイ産ベラの雌雄の生殖活動における

FSHβ、LHβmRNAの変動をリアルタイムPCRにより解析した。雌では、FSHβ鎖の発現量は発達

期に高く、LHβ鎖は成熟期に高かった。このことから、FSH は卵巣の発達に重要であり、LH は卵

巣の成熟に重要であると考えられる。また、同様な結果が雄でも得られた。成熟期における FSHβ

と LHβ鎖の発現量は、雌が雄に比べ約４倍高く、卵巣を成熟するためには、精巣を成熟させるより

も多量な GTH 量を必要とすると考えられる。このような GTH 量の違いが雌から雄への性転換とど

のような関連があるのか今後検討する必要がある。 

2）  性転換に及ぼすエストロゲン量低下の影響 

性ホルモンの性転換に果たす役割を明らかにするため、ハワイ産ベラにおける芳香化酵素（エ

ストロゲン合成酵素）タンパク質の変動について特異抗体を用いた免疫組織化学法により調べた。

芳香化酵素の強い反応は、成熟した卵を取り囲む濾胞組織に観察されたが、これらの反応は性転

換に伴い急激に消失し、以後精巣に転換するまでの過程で反応は全く認められなかった。このこと

から、性転換時に先ず起こる卵巣の退化は、濾胞細胞における芳香化酵素のタンパク質レベルで

の急激な低下により起こるエストロゲンの低下が原因となり起こることが明らかとなった。 

次に、エストロゲン低下が性転換を誘導するか否かを、ハワイ産ベラと同様な雌から雄への性転

換を行うミツボシキュウセン雌を芳香化酵素阻害剤（ファドロゾール）で処理する実験により解析し

た。その結果、ファドロゾールを処理した全ての個体は、実験開始 2 週間で性転換を開始し、6 週

間目には全て雄個体になる性転換した。このことから、エストロゲンは卵巣の維持に重要であるの

みならず、その欠如は性転換の引き金となることがはじめて明らかになった。同様なことがハワイ産

ベラでも起こるかを早急に調べる必要がある。この結果から考えても、芳香化酵素遺伝子の発現抑

制機構が性転換機構の解明にとしてポイントとなると考えられるので、今後この点を重点的に解析



する必要がある。 

(4) 海産魚研究グループ（北野グループ） 

1）   ヒラメにおける内分泌かく乱物質の in vitro 評価系の開発  

魚類における内分泌かく乱物質の in vitro 評価系を開発するため、先ずエストロゲンにより誘導

されることが明らかになっているビテロゲニン遺伝子の発現制御機構を調べた。ヒラメのビテロゲニ

ン遺伝子の 5'上流域を単離した結果、5'上流域 880 bp 以内に 2 つのエストロゲン応答配列(ERE)

を確認した。次に、この領域とルシフェラーゼ遺伝子を連結したベクターと、ヒラメの ERαまたは ER

βの強制発現ベクターを COS-7 細胞に導入した。その結果、エストラジオール-17βの濃度依存

的にルシフェラーゼ活性が誘導されたが、その誘導はタモキシフェン(ER のアンタゴニスト)により抑

制された。また、COS-7 細胞においては、ルシフェラーゼ活性の増加は ERβよりも ERαの発現ベ

クターを導入した方が明らかに高かった。一方、ノニルフェノール及びビスフェノール A の投与によ

ってもルシフェラーゼ活性の増加が認められたことから、これらの内分泌かく乱物質は、ヒラメにお

いてもエストロゲン様作用があると判断される。このシステムは、魚類における内分泌かく乱物質の

in vitro 評価系として大変有用であると思われるが、ERαと ERβを導入した時のルシフェラーゼ活

性に大きな違いが認められる。これは、培養細胞中のコファクターが原因である可能性もあるため、

今後は魚類の肝細胞を用いた in vitro 評価系の開発を行う予定である。 

2）  ヒラメの性分化に与えるノニルフェノール及びビスフェノール A の影響 

魚類の性分化における内分泌かく乱物質の影響を明らかにするために、遺伝的全雌ヒラメを高

水温で飼育し(全雄へと誘導)、性分化時期にノニルフェノール及びビスフェノール A を投与して雌

化するかどうか調べた。方法は、日齢 30-100 日間、高水温処理下でノニルフェノールを 0、100、

1000 μg/g 飼料の濃度、ビスフェノール A を 0、100 μg/g 飼料の濃度で経口投与し、10-12 ヶ月

間飼育した個体の性比を調査した。その結果、100 μg/g 飼料の濃度において、ノニルフェノール

では30％、ビスフェノールA では57％の雌化率を示したことから、これらの物質はヒラメの性分化に

影響を与えて雌化させることが明らかになった。 

3）  ヒラメ DMRT1 遺伝子の単離 

雄化マーカーとして、今年度は脊椎動物において精巣分化に重要であることが明らかになって

いる DMRT1 遺伝子の単離を試みた。その結果、ヒラメ精巣から全翻訳領域を含む 2350 bp の

cDNA を単離することができた。ノーザンブロット解析では、精巣で強く、卵巣で弱い発現が認めら

れた。また、この遺伝子の発現量を RT-PCR により調べた結果、生殖腺に特異的に発現し、性的

未分化時期である日齢 50 日目以降、雌雄両方の生殖腺において発現が認められた。このことから、

ヒラメにおいては、これまで報告されているティラピアやサケ科魚類とは異なり、精巣だけでなく卵

巣においてもこの DMRT1 遺伝子の発現が認められることが明らかになった。   

4）  内分泌かく乱物質のモニタリング用トランスジェニックヒラメ作製のための遺伝子導入方法の

検討 

海水魚でのトランスジェニック魚作製の報告はほとんどないため、まず、ヒラメ受精卵への遺伝子

導入方法の検討を行った。ベクターとして、サイトメガロウイルスプロモーターに、レポーター遺伝



子として GFP を連結した CMV-GFP ベクターを用いた。その結果、遺伝子銃法では GFP の蛍光が

観察される個体は確認できなかったが、マイクロインジェクション法では、遺伝子注入後 1 日から、

体全体に蛍光が認められる個体が数尾存在した。このことから、トランスジェニックヒラメ作製のため

の遺伝子導入方法としては、マイクロインジェクション法が適していることが分かった。 

(5) 卵成熟研究グループ（徳元グループ） 

卵成熟誘起に及ぼす内分泌かく乱物質の影響 

魚類卵の最終成熟は、LH の働きにより卵濾胞組織でつくられるステロイド性の卵成熟誘起ホル

モン（17α，20β-ジヒドロキシ-4-プレグネン-3-オン、17α，20β-DP）の作用により誘起される。し

かし、この 17α，20β-DP は、通常のステロイドホルモンとは異なり、卵表に局在すると考えられる

ステロイド膜受容体に作用すると考えられている。17α，20β-DP がこの膜受容体に結合すること

により、卵細胞内の cAMP 濃度の減少 → サイクリン B タンパク質の翻訳 → cdc2 のリン酸化が順

次起こり、その結果卵成熟促進因子（MPF）が活性化され卵核胞が崩壊（GVBD）して、卵は成熟

する。昨年に引き続き、本年度も種々の内分泌かく乱物質について魚類の卵成熟誘起作用、ある

いは天然の卵成熟誘起ホルモンである17α，20β-DPの卵成熟誘起作用に対する阻害効果につ

いて in vitro 実験系により調べた。その結果、試みた十数種類の内分泌かく乱物質のうちで、ジエ

チルスチルベストロール（DES）が唯一、それ自体で卵成熟誘起作用を持つことがわかった。また、

この DES で誘起される卵成熟は、17α，20β-DP で誘起される卵成熟の場合と同様に、MPF の活

性化を介して起こされていりことが確認された。今後、DES で誘起される卵成熟機構、特にステロイ

ド膜受容体との関連について詳細に検討する予定である。 

３．研究実施体制 

(1) 基礎研究（長濱）グループ 

① 研究者名 

長濱嘉孝 （基生研 教授） 

② 研究項目 

魚類生殖内分泌系に及ぼす内分泌かく乱物質と性ステロイドホルモンの影響の分子メカニ

ズムに関する研究 

(2) 性転換研究（中村）グループ 

① 研究者名 

中村 将 （琉大・熱生研、教授） 

② 研究項目 

性転換魚類に及ぼす内分泌かく乱物質の影響と作用機構に関する研究 

(3) 海産魚研究（北野）グループ 

① 研究者名 

北野 健 （熊大・自然科学、助手） 



② 研究項目 

ヒラメの水温依存性性決定・分化に及ぼす内分泌かく乱物質の影響と作用機構に関する研

究 

(4) 卵成熟研究（徳元）グループ 

① 研究者名 

徳元俊伸 （静大・理・地球、助手） 

② 研究項目 

卵成熟に及ぼす内分泌かく乱物質の影響と作用機構に関する研究 
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