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精巣の中に卵が発生する
(0.1ng/Lの濃度ででてくる）

17α-エチニルエスト
ラジオール（EE2）
（ピルの主成分）

内分泌かく乱化学物質・環境医薬品の生物へ影響



本本日のトピック
 エストロゲン受容体（Estrogenn receptor;; ESR）の機能を明らかにするための
 ノックアウトメダカを用いた解析

内分泌かく乱/新規汚染物質/医薬品の作用を検出する生体モデル実験系の開発

・多くの化学物質が女性ホルモンであるエストロゲン受容体に結合して作用する
… そもそもエストロゲン受容体は何種類あるのか？その違いは？
… 化学物質のエストロゲン作用をメディエイトするのはどの受容体？

• 生体に作用する化学物質を検出するトランスジェニック（ノックイン）メダカの開発
…医薬品成分の作用を検出するメダカ

現現生魚類は遺伝子の重複によって遺伝子（ゲノム）が倍加している

現生のサカナ
グループ

それ以外の四足動物
（両生類・爬虫類・
鳥類・哺乳類）

全ゲノム重複
（1回目）

全ゲノム重複
（2回目）

脊索動物
などの祖先種

進化と多様性創出
の原動力

全ゲノム重複によって遺伝子全体
（ゲノム）が倍加することによって、
脊椎動物は劇的に進化した。
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全ゲノム重複
（3回目…サカナのみ）
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ササブタイプによって化学物質に対する応答性が異なる

発光シグナルを
検出して定量化

化学物質を培地に添加
例:E2 10-12-10-8 M
BPA 10-10-10-5 M

)]

HEK293細胞にDNAを導入
  それぞれのESR発現ベクター
  レポーターベクター

Tohyama et al., 2015
(Environ Sci Technol)
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1 186 251 318 553 620
Esr1 A/B C D E F

DNA結合ドメイン＊

リガンド結合ドメイン

GGT GAC ATG TAC CCT GAA GAG AGC CGG GGT TCT GGA GGG GTG
GGT GAC ATG --- --- --- --- --- --- --- --- -GA GGG GTG G

25bpの欠失

ゲノム編集によるESR1ノックアウトメダカの作製

フレームがズレて正常なタンパク質が作
られなくなる→遺伝子の機能破壊

Tohyama et al., 2017 
(Dev Growth Differ)

Esr1KOマウスは生殖器官が
エストロゲンに反応せず、オ
スも不妊）

メダカでは？

ママウスではESR1はオスでもメスでも生殖に必須…メダカでは？



野生型

esr1
KO

オス メス

泌尿生殖突起

ESR1ノックアウトメダカの鰭の表現型

オスの背びれには切れ込みがあるが、
メスの背びれには切れ込みがなく、丸
みがある

オスの尻びれは平行四辺形に近く、ギ
ザギザしている。メスの尻びれは、や
や小さく三角形をしている。オスの尻
びれの後方には乳頭状小突起がある メスに見られるよく発達した泌尿生殖突起

Tohyama et al., 2017 
(Dev Growth Differ)

卵巣精巣

野生型

esr1
KO

EESR1ノックアウトメダカの生殖腺の表現型

Tohyama et al., 2017 
(Dev Growth Differ)
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ESR1ESR1 V 野生型のオス
+ estrogen

esr1 KO オス
+ estrogen

ESR1KOメダカのオスにおいてエストロゲン曝露によって
誘導されるビテロジェニン遺伝子の発現が抑制される

Tohyama et al., 2017 
(Dev Growth Differ)

Esr1 KOマウスは生殖器官が
エストロゲンに反応せず、オ
スも不妊）

ESR1 KOメダカは妊性があ
る（機能が違うか、ESR2aや
ESR2bによる機能補償？）

ママウスとメダカではESR1の機能が異なる



1 186 251 318 553 620
Esr1 A/B C D E F

Esr2a
1 157 222 277 512 562

1 668176 241 316 551
Esr2b

異所的に生じた
ストップコドン

CRISPR/Cas9
の標的配列

DNA結合ドメイン＊

＊

＊

リガンド結合ドメイン

GGT GAC ATG TAC CCT GAA GAG AGC CGG GGT TCT GGA GGG GTG
GGT GAC ATG --- --- --- --- --- --- --- --- -GA GGG GTG G

TGT GCT GTG TGC CAT GAC TAC GCG TCT GGA TAC CAC…
TGT GCT GTG TGC CAT GAA GTA GTG GTA TCT ACG CGT…

CAG CCT ATC GTC TAC AAT GAG CCC ACC CCC CAC GCT GCC TGG
CAG CCT ATC GGC AAC AAT ATC --- --- --- --- --- --- ---

CTG GAG CCT AAA GTC CAC AAC ATC AAC 
--- --- --- --- --- --- -AC ATC AAC C

25bpの欠失

11bpの挿入

40bpの欠失+ 11bpの挿入

Esr2a、Esr2bノックアウトメダカ

フレームがズレて正常なタンパク質が作
られなくなる→遺伝子の機能破壊

コントロール
（野生型）

esr1 KO

オス メス

esr2a KO

esr2b KO

ESR2a KO, ESR2b KOメダカは正常な性的二型を示す

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)



コントロール
野生型 esr1 KO

精巣

卵巣

esr2a KO esr2b KO

EESR2a KO, ESR2b KOメダカは正常な生殖腺に発達を示す

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)

*は私たちのグループの報告

• オスもメスも顕著な表現型はない
• エストロゲンによってオスメダカで誘導され
るビテロジェニン遺伝子の発現レベルが低下esr1 KO

esr2a KO

esr2b KO

((*Tohyama et al., 2017)

• 卵管の閉塞によってメスメダカの腹部が膨大して不妊
・オスメダカは顕著な表現型はない

(*Ogino et al., 2018, Kayo et al., 2019)

• メスのメダカがオスの性行動を示して不妊
• 卵巣の生殖細胞の維持に関与

esr1 KO
Wild-type

(Chakraborty et al., 2019, Nishiike et al., 2021)

ESR KOメダカの表現型のまとめ



多因子による性決定
雌性先熟（仔魚は全て卵巣をもつが、
成長に伴って半数個体では卵巣から精
巣に変化する

VS
性決定遺伝子（Dmy）が同
定されている＝遺伝的な性
が簡単に同定できる

性性決定様式

Esr1 KO 顕著な表現型はない
（Premature ovarian failure in female？）

顕著な表現型はない

顕著な表現型はないメスにおいて卵管閉塞（不妊） Esr2a KO

Esr2b KOメスがオスの性行動（不妊） 顕著な表現型はない

ゼブラフィッシュ (Danio rerio)メダカ (Oryzias latipes)

メダカとゼブラフィッシュの表現型比較

精巣卵精巣（成魚）

オス（XY）の稚魚 性転換

肝臓でvtgやChg
遺伝子発現

発生期のオスににエストロゲンが作用すると、メスに性転換する

成魚にエストロゲンが作用すると、精巣卵ができたり、肝臓で本来オスで
作られないはずの卵黄・卵膜タンパク質（ビテロジェニンやコリオジェニ
ン）が発現するようになる

肝臓でvt
遺伝子発

エストロゲンや化学物質曝露

エストロゲンや化学物質曝露

ここれらの内分泌かく乱作用をメディエイトするのは、
どのESRサブタイプか？



Murota et al., 2025
(Sci total Environ)

ESRR KOメダカにおける精巣卵誘導実験

野生型 (Cab), esr1 KO, 
esr2a KO, esr2b KO メダ
カ (オス)

コントロール E2 250 ng/L

6週間曝露

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)

ESR KOメダカにおける精巣卵誘導実験

野生型メス野生型オス 野生型オス + E2



野生型メス

esr1 KO + E2 esr2a KO + E2

野生型オス 野生型オス + E2

esr2b KO + E2

ESR1およびESR2aKOメダカでは精巣卵が形成されない

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)
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ESR KOメダカで誘導された精巣卵の数

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)

各群N=6



生殖腺における精巣卵県連遺伝子の発現パターン

Murota et al., 2025
(Sci total Environ)

Hirakawa et al., 2012
(Chemosphere)

ESR KOメダカの表現型と精巣卵形成

・単一のESR KOメダカは遺伝的な性に従って正常に発生し、性分化する
(ただし性転換個体の出現頻度は野生型よりも高い)
・ESR1とESR2aは、精巣卵形成に必要（野生型メスでは、卵形成にESR1とESR2aは不要にも関わらず）

 エストロゲンによって誘導される精巣卵形成をメディエイトするエストロゲン
 受容体はESR1とESR2aである

本本日のトピック
 エストロゲン受容体（Estrogenn receptor;; ESR）の機能を明らかにするための
 ノックアウト/ノックインメダカを用いた解析

内分泌かく乱/新規汚染物質/医薬品の作用を検出する生体モデル実験系の開発

・多くの化学物質が女性ホルモンであるエストロゲン受容体に結合して作用する
…そもそもエストロゲン受容体は何種類あるのか？その違いは？
化学物質のエストロゲン作用をメディエイトするのはどの受容体？

・内在的なエストロゲン(17β-エストラジオール)の作用と、化学物質のエストロゲン作用は何が違うのか？
・エストロゲン受容体はクロマチンにいつ、どこで、どのように、誰と相互作用して結合するのか？

…ESR結合配列の同定と結合様式の解明

• 生体に作用する化学物質を検出するトランスジェニック（ノックイン）メダカの開発
…医薬品成分の作用を検出するGap43-jGCaMP7sメダカ



Watchfrog社 webページより

イトヨのスピギン遺伝子のプロモー
ターの下流でGFPを発現するトラン
スジェニックメダカ →（抗）アンド
ロゲン作用を検出する

コリオジェニン遺伝子プロモーター-GFPを導入
したトランスジェニックメダカ→（抗）エストロ
ゲン作用を検出



GCaMP 
カルシウムインジケーター

GGap43-jGCaMP7s トランスジェニックメダカ

東北大学竹内先生と
の共同研究

メダカの神経活動を細胞内カルシウム濃度野変動で可視化する

Gap43-jGCaMP7sメダカ
テスト物質
を添加




