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研究成果の概要（和文）：　絶滅の危機にある琵琶湖固有種の保全、復元を目的として、琵琶湖固有種ホンモロ
コの卵子をin vitro培養で作製する技術の開発に取り組んだ。その結果、卵子のもととなる未分化な卵原細胞の
凍結保存、培養による増殖が可能であることを明らかにした。
さらに卵母細胞の培養による細胞質サイズの成長、卵子の培養液中への放出も確認された。本研究は、琵琶湖固
有種ホンモロコにおいてin vitro培養による卵子形成に必要な卵原細胞の凍結保存、分化培養の技術基盤を確立
し、その可能性を示した。一方で、そのサイズは正常卵子より小さかったことから卵子成熟に関して、今後さら
に検討が必要であると考えられた。　

研究成果の概要（英文）： Honmoroko (Gnathopogon caerulescens) is a small cyprinid endemic to ancient
 Lake Biwa in Japan and is listed as a critically endangered species. As we have already established
 cryopreservation of spermatogonia and in vitro differentiation to functional sperm in this fish, we
 investigated the cryopreservation of oogonia and in vitro differentiation to ova to restore this 
fish even after its extinction.
 We found that oogonia can be efficiently cryopreserved using DMSO, and the culture condition, which
 enables proliferation of cryopreserved oogonia. In addition, the oocytes isolated from non-spawning
 female grew in size and released into the medium with prolonged culture. These results suggest that
 we succeeded to establish cryopreservation and in vitro differentiation of oogonia in G. 
caerulescens. The diameter of oocytes, however, is smaller than that of the mature ova and no 
chorion formation was observed, suggesting the culture need to be improved to support oocyte 
maturation.

研究分野：幹細胞生物学、生物保全学
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１．研究開始当初の背景 
 島国として孤立し、気候、地形が変化に富
む日本には多くの固有種が生息している。な
かでも琵琶湖は世界有数の古代湖であり、17
種類の固有魚類の生息が確認されている。し
かし近年、生息数が激減し、半数以上の種が
（９種）が絶滅危惧種に指定され、野生での
生存は危機的状況となっている。代表的な小
型 固 有 魚 種 ホ ン モ ロ コ (Gnathopogon 
caerulescence)は、その淡白な味わいからコ
イ科で最も美味とされる食用魚で、古くから
地域の貴重な動物タンパク質源として利用
されてきた。すなわちその絶滅は生物学的の
みならず食文化の損失でもあるため、その保
全は重要かつ急務である。種の保存が積極的
に行われてきた哺乳動物等においては、その
手段として、配偶子（精子、卵子）の凍結保
存が一般的である。一方、魚類においては、
精子の凍結保存技術は確立されているが、卵
子や胚に関しては、サイズが大きく、多くの
脂質等を含むため凍結保存が困難で、保存方
法が開発されていない。そのため、魚類にお
ける精子や卵子の人為的な生産方法として、
始原生殖細胞や精原細胞を凍結保存し、同種
または近縁種へ移植して、精子(1,2)、および
卵子(2)を形成させる仮腹生産が報告されて
いる。これらの研究には生殖細胞の分離、移
植を容易に遂行するため生殖細胞特異的に
GFP 等を発現させたトランスジェニック魚
が用いられてきた。しかし野生の絶滅危惧種
において移植法による配偶子生産を行う場
合、生殖細胞が標識されていないため、その
分離法や移植に適したレシピエント魚種の
スクリーニング、結果の判定等、解決が容易
ではない問題が新たに生じ、現実的とは言い
難い。 
 我々は既に琵琶湖固有魚種・ホンモロコ
(Gnathopogon caerulescence)において、魚類
で初めて、凍結保存した精原細胞から、受
精・発生能を有する精子を作出する in vitro
精子分化培養が可能であることを示してい
る（特願 2014-20931,平成 26 年度日本水産
学会発表）。そこで、雌性生殖細胞の保存と
in vitro 卵子分化が達成できれば、体外受精
という魚類の特徴を最大限に活用し、将来復
元可能な細胞としての固有種保存方法が開
発できると考えた。 
1. Okutsu.T. et al. Science,317,151,2007,  
2. Lee et al. PNAS,110,1640,2013 
 
２．研究の目的 
 現在、多くの日本固有生物種が絶滅の危機
に直面しているという現実がある。この状況
下、それぞれの固有種において個別の保護対
策を取ることはほとんど不可能なため、永久
的な喪失を避けるためには、絶滅後でも復元
可能な保存方法の開発が必要である。そこで
本研究は、生殖幹細胞、精原細胞、卵原細胞
を凍結保存し、in vitro 精子・卵子分化培養
を確立することにより、絶滅後でも保存細胞

から個体を作製できる技術の開発に挑戦す
るものである。 
 我々は既に琵琶湖固有種ホンモロコの凍
結保存した精原細胞から受精可能な精子の
in vitro 分化が可能であることを示している。
そこで本研究は、個体作製に必要なもう一方
の配偶子、卵子の in vitro 作製を行う。すな
わち魚類では上記した理由から、卵の凍結保
存が困難であるため、未分化な卵原細胞に注
目し、その凍結保存および in vitro卵子分化
培養の確立を試みる。 
 最終的に、保存された雌雄の未分化生殖細
胞から in vitroで卵子、精子を分化させ、人
工授精により個体を作製する。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵原細胞の凍結保存 
 in vitro 卵子形成を行うにあたり、その出
発材料として凍結保存が可能と考えられる
未分化生殖細胞、卵原細胞を使用する。そこ
でまず、卵原細胞の凍結保存液の組成検討を
行い、卵原細胞の生存率が高い凍結保存条件
を明らかにする。 
 
(2) 肝臓由来細胞株の樹立 
 魚類卵子形成は、減数分裂に加え、成熟（卵
黄形成）が重要であり、その過程では肝臓で
合成されるビテロジェニンが血流に乗って
卵巣に運ばれ、卵子細胞質に蓄積されること
が重要である。in vitro 培養においてビテロ
ジェニンを供給するため、ビテロジェニン産
生細胞の培養上清の使用、または共培養を計
画している。この目的のため、我々が開発し
た固有種からの細胞株樹立方法(3)を用いて、
ホンモロコ肝臓から細胞株を樹立し、ビテロ
ジェニンの発現、誘導を確認する。 
3. Higaki S et al. Fish Physiol. Biochem. 39, 
701-711 (2013) 
 
(3) in vitro卵子形成 
 卵原細胞が採取できる時期は非繁殖期の
短い期間に限定されるため、in vitro 培養の
条件検討には、卵原細胞のみならず比較的得
易い卵母細胞を使用する。すなわち①卵原細
胞から卵母細胞への分化と②卵母細胞から
成熟卵子の形成過程に分けて培養条件を検
討し、最終的に卵原細胞から成熟卵子を作出
する培養条件を確立する。 
 
４．研究成果 
(1) 卵原細胞の凍結保存 
 卵原細胞が存在する非繁殖期の雌個体か
ら卵巣を採取し、トリプシンにより、卵巣細
胞を単離した。この細胞を凍結保存の際に使
用される様々な凍害防止剤を含む溶液に浸
漬し、トリパンブルー排出試験による細胞毒
性試験を行った。その結果、エチレングリコ
ール（EG）、プロピレングリコール(PG)、ブ
チレングリコール（BG）、およびジメチルス
ルフォキシド（DMSO）の毒性が低いという



結果が得られた。そこでこれらを中心に実際
に卵巣細胞を、ガラス化凍結保存し、融解後
における卵原細胞を vasa 抗体により染色し
て、その生存率を計測した。その結果、凍結
融解後の細胞回収率は 7M EG (20%), 5M 
PG (40%), 4M BG (20%), 5M DMSO (100%)
という結果が得られ、凍結溶液として特に
DMSOが適しており、凍結前とほぼ同じ数の
卵原細胞の回収が可能であることが確認で
きた。さらに培養を継続すると vasa 陽性細
胞数の増加が認められたことから、増殖可能
な卵原細胞の高効率の凍結保存が可能であ
ることが明らかとなった。 
 
(2) 肝臓由来細胞株の樹立 
 卵子成熟には肝臓で合成されるビテロジ
ェニンが必要である。本研究では同種由来の
ビテロジェニンを供給するため、我々が既に
確立している固有魚の細胞株樹立方法を用
い、稚魚、および雌成魚の肝臓を材料として
肝臓細胞株の樹立を行った。その結果、稚魚
および成魚由来の肝臓組織から安定して増
殖する細胞株をそれぞれ樹立することがで
きた（図１）。 
 

 まず、樹立細胞のビテロジェニン発現を
PCR により調べたところ、本細胞株がビテロ
ジェニン遺伝子を発現していることが確認
された。しかしその発現量は、肝臓組織と比
較すると微量であった（図 2、①、②）。そこ
でエストロジェン(E2) （図 2、⑤）、および
ジエチルスチルベステロール(DES) （図 2、
④）を単独、または共に添加し（図 2、⑥）、
ビテロジェニンの誘導を試みたが、高濃度の
添加条件においてもその誘導量は大きくな
かった（図 2、⑥）。以上の結果から、今回樹
立した細胞株は大量のビテロジェニンの供
給源としては期待した程の結果が得られず、
むしろ初代培養細胞をビテロジェニンの供
給源として使用する方法が効率も良く現実
的と考えられた。 

 
 また、稚魚由来細胞株の染色体数解析を行
ったところ、50-68 に分布が見られ、最頻値

は 60 本であった。ホンモロコの正常細胞の
染色体数は 50 本であることから細胞株樹立
過程で染色体数の変化が起こっていること
が確認された。 
 
(3) in vitro卵子形成 
①卵原細胞の培養 
 凍結保存した卵原細胞を融解し、培養を継
続すると vasa 陽性の細胞数の増加が認めら
れたため、その増殖を確認する目的でチミジ
ン ア ナ ロ グ 5-ethynyl-2'-deoxyuridine 
(EdU)の取り込み実験を行った。その結果、
EdUを取り込んだ卵原細胞の存在、すなわち
DNA複製が確認され、in vitro で卵原細胞の
増殖または減数分裂が進行していることが
示された。次に卵原細胞がさらに増殖する培
養条件を検討するため、培養液中にエストロ
ジェン(E2)を 0, 10, 100, 1000 nM の濃度で
添加し、Vasa 陽性細胞の数をカウントした。
いずれの実験区でも Vasa 陽性細胞数に有意
差は無く、本培養条件では E2 の添加効果が
認められなかった。これは培養液中に添加し
ている血清中に十分量の E2 が存在している
ためと推定された。このとき体細胞の増殖能
が生殖細胞より遥かに高く、体細胞がコンフ
ルーエンスに達し、長期間にわたって培養が
継続できなかった。卵原細胞の増殖、卵母細
胞への分化培養条件を詳細に検討するには
体細胞の増殖を抑制する手段が重要である
と考えられた。 
 
②卵母細胞の培養 
 非繁殖期１２－３月の卵巣を用いて卵母
細胞の培養条件の検討を行った。その結果、
細胞質サイズが成長する培養条件を見いだ
すことができた（図３A）。また、培養の継続
に伴い卵細胞が培養液中に放出される現象
も観察された（図３B）。一方で、それらの直
径は約 100-150 µm と実際の卵子と比較する
と小さく、卵膜の形成も認められず、卵母細
胞の成長は部分的であると考えられた。そこ
で肝臓の初代培養上清や、（２）で樹立した
肝臓由来細胞株の培養上精の添加等を試み
たがサイズ等に特に大きな変化は認められ
なかった。 
 

  
 さらに卵原細胞の増殖、分化を分子マーカ
ーで定性的、定量的に評価するため培養に伴
う各種体細胞(♀：Cyp19a, Foxl2,Fshr、♂：
Sox9a,Gdsf,Cyp11b, Amh)、生殖細胞（♂：
Gdnf,Gfra）、減数分裂(spo11)マーカーの変

図１ 稚魚（雌）肝臓由来細胞株 

①     ②    ③     ④    ⑤     ⑥ 

図 2 ビテロジェニンの発現 

図３ 卵母細胞の培養 
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化をQ-PCRで調べたが変化は認められるもの
の、それらを統一して説明可能な結果は得ら
れなかった。ホンモロコの卵子形成に関する
基礎的分子基盤情報の不足に加え、培養に伴
い優先的に増殖する体細胞の増殖が障害と
なっている可能性が示唆された。 
 以上、本研究により、琵琶湖固有種ホンモ
ロコ(Gnathopogon caerulescence)において、
卵原細胞の凍結保存が可能であり、その高効
率の凍結保存条件、卵原細胞の増殖、卵母細
胞の成長が可能な培養条件など、in vitro 卵
子形成の遂行に必須とされる技術基盤を確
立することができた。今後、in vitro 卵子形
成を完成させるためには、ビテロジェニンの
供給等による卵母細胞の成熟培養の検討が
必要である。そのためには培養法の改良に加
え、in vivo での卵子形成過程を詳細に解析
し、基礎データを充実させ、in vitro 培養で
の再現を指標に研究を進めることが重要で
あると考えられる。 
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