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研究成果の概要（和文）：ショウジョウバエは生命科学分野の研究で欠かすことのできない遺伝資源であり、そ
の歴史は１００年以上ある。ショウジョウバエの系統は全世界で１０万系統を超えるが、全て継代飼育により維
持されてきた。しかし、突然変異の蓄積など研究上支障が出る場合も多い。これまでショウジョウバエ胚を凍結
保存する技術が論文として発表されているが、実用的な効率で保存することができず、本研究で開発された方法
が唯一である。本研究では昆虫の始原生殖細胞をガラス針で吸い取り、超低温保存し、それをホスト胚に移植し
て、その始原生殖細胞に由来する子孫を得ることで系統を復活させる方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Using vitrification protocol, we successfully cryopreserved primordial germ 
cells from intact Drosophila embryos. This protocol appears to be a promising technique for 
cryopreservation of Drosophila genetic resources.

研究分野： 生物資源保全学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　遺伝学の研究において、ライフサイクルが短く明確な形質を示すモデル生物ショウジョウバエは２０世紀初頭
から用いられてきた。ショウジョウバエの系統保存は生物遺伝資源確保の観点から重要性が叫ばれている。16万
種類を超える系統を維持するには、莫大な労力とコストを要する。発生学の分野で研究されてきた卵や精子の元
となる始原生殖細胞に着目し、超低温保存する方法論を世界に先駆けて樹立した。同様の成功例は国際的にも報
告がなく、個体の性質に左右されない世界初のショウジョウバエ保存技術である。本成果により、ショウジョウ
バエの系統維持が飛躍的に効率化され、国際的に貢献を果たすものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
キイロショウジョウバエ（以下、ショウジ

ョウバエ）ゲノム情報データベース等が完備
され、遺伝学的手法を用いて遺伝子機能を解
析する格好のモデル生物であるため、生命科
学分野の研究で欠かすことのできない遺伝
資源であり、その歴史は 100 年以上ある。シ
ョウジョウバエはライフサイクルが短く、2
週間ごとに世代を更新する必要がある（24
世代/年）。ショウジョウバエの系統は全世界
で 16 万系統を超えるが、全て継代飼育によ
り維持されてきた。しかし、突然変異の蓄積
など研究上支障が出る場合も多い。これまで、
ショウジョウバエの受精卵（長径 0.5mm/短
径 0.2mm）に氷晶防止剤を浸透させ凍結保存
する試みがなされてきたが（Mazur et al.）、
解凍後の生存率が著しく低く、技術の確立に
は至っていない。これは、大きなサイズの卵
を凍結する際の氷晶の生成によるものと考
えられてきた。したがって、凍結保存技術の
開発はここ数十年の悲願である。また、昆虫
遺伝資源を安定的に長期保存する手法が開
発できれば、ミバエなどの農業上有用な昆虫
遺伝資源の長期保存法の開発に役立つと考
えられる。 

 
２．研究の目的 
ショウジョウバエの系統保存は生物遺伝

資源の確保という観点から、特にその重要性
が叫ばれている。しかしながら、系統の継代
飼育においては、実験生物として有効な短い
ライフサイクルが、保存のコストや手間を増
やす要因となっている。生命現象における遺
伝子機能の解明からヒト疾患モデルとして
の創薬ターゲットの探索まで、医学・生物学
に対するショウジョウバエの貢献は大きい。
系統を維持するには、莫大な労力とコストを
要する。飼育中の突発的な事故等のリスクに
よる不安定性は研究活動の障害となってい
る。貴重な生物遺伝資源をフル活用して、最
先端の医学・生物学に貢献するためには、シ
ョウジョウバエに関する系統維持の安定化
と効率化を可能とする技術がどうしても必
要であった。 
ショウジョウバエ受精卵は低温や凍結に

対する耐性が低く、受精卵を凍結保存しよう
とする試みが報告されてきたが、これまで実
用的な凍結保存に成功した例はない。ショウ
ジョウバエの精子や卵子の元となる始原生
殖細胞（Primordial Germ Cells: PGCs）は、
発生学の研究分野において研究が進められ
ているが、生物遺伝資源保存という観点で実
験に用いられたことはない。そこで、これら
の問題を克服するとともに、安定的に系統を
保存するために、始原生殖細胞を凍結保存し、
必要に応じてホスト個体に戻し子孫を得る
ことにより系統を復活させる新技術の開発
を目的に研究をおこなった。 
 
３．研究の方法 

ショウジョウバエの始原生殖細胞を用い
て超低温保存をおこなった。 
産卵後 25±25 分の胚を定法により採卵し

た。続いて、25℃で 100 分間インキュベート
し、始原生殖細胞を形成させた。この結果、
産卵後 125±25 分の胚が得られた。なお、シ
ョウジョウバエの場合、産卵後 90 分で始原
生殖細胞が形成される。また、産卵後 130 分
で細胞化が開始され、産卵後 180 分で陥入が
開始する。卵をメッシュ上に集め、卵殻を取
り除き、ピンセットで卵をスライドグラス上
の両面テープ上に並べ、シリカゲルを用いて
乾燥させた。卵の上からシリコンオイルを滴
下した。内径 10 ～12 μｍのガラスキャピラ
リー針を用いて始原生殖細胞を吸い取った。
スライドグラス上の両面テープ上に並べた
約 10 個の胚から卵や精子の元となる始原生
殖細胞を連続して吸い取った。ショウジョウ
バエ初期胚の後極からガラス製キャピラリ
ー（毛細管）で採取し、胚の外側に始原生殖
細胞を排出した。始原生殖細胞に等容量の氷
晶防止剤を混合し、余分な氷晶防止剤を吸い
取った。続いて、始原生殖細胞と凍結保護剤
との懸濁液をガラスキャピラリーに吸い取
り、集めた始原生殖細胞をキャピラリー内で
氷晶の形成を抑え細胞が破壊されるのを防
ぐガラス化処理する。具体的には、ガラス針
ごと液体窒素中で急速冷却させガラス化（超
低温保存）する。凍結防御剤として、DMSO、
エチレングリコール、グリセロール、ショ糖、
トレハロースを組み合わせてガラス液を作
成した。 
融解後に、別の胚（ホスト胚）に移植して

ホスト由来の始原生殖細胞が、卵または精子
に分化し、交配によってドナー由来の子を産
生できる検討した。 
 
４．研究成果 
 ショウジョウバエの卵に極く僅かに包含
される「始原生殖細胞」に着目し、液体窒素
を用いた超低温保存する方法論を世界に先
駆けて樹立した。 
凍結保護剤による処理と温度管理を厳密

にした急速冷却法によりガラス化（非晶質）
を進展させると凍結時のダメージが最小限
になる。同時に、内径 10 ～12 μｍのガラス
キャピラリー針を用いた急速冷却（ガラス
化）技術は保存細胞を利用する際に、室温程
度に温めたシリコンオイル中で始原生殖細
胞を急速に融解し、ホスト胚の後極に移植す
ることができる。ガラスキャピラリー針を用
いると、超急速昇温が可能となり始原生殖細
胞の融解が安定的に進むという効果を生む。   
最適な凍結保護剤の種類、濃度は、エチレ

ングリコールを 20ｖ／ｖ％含有し、スクロー
スを１ｍｏｌ／Ｌ含有するガラス化液が、特
に移植の効率がよく、ドナー由来のＦ１を産
生する割合も高いことが明らかになった。こ
れにより汎用性が高く（低細胞毒性）、高い
生存率が得られる昆虫専用ガラス化液を開



発した。この結果は、実験例の凍結保存方法
が十分に実用的である。 
また、冷却速度、昇温速度等の条件検討を

おこない最適処理条件を明らかにした。 
超低温で保存した始原生殖細胞は、融解後

正常な卵や精子に分化し、この始原生殖細胞
を移植した雄と雌とを交配させることによ
り、元の系統の復元に成功した。超低温保存
を行ったドナー由来 F1 ショウジョウバエの
産生率はおよそ半数であった。この産生率は、
超低温保存せずに極細胞をホストに移植し
て得られるドナー由来 F1 産生率とほぼ同等
の効率といえる。これは、ショウジョウバ
エ・コミュニティにとって画期的な保存技術
となる。 
本研究成果は、始原生殖細胞の凍結保存法

および移植技術による系統復元技術は、世界
にあるショウジョウバエの３大ストックセ
ンターの１つである京都ストックセンター
に技術移転され、実用化を目指し取り組まれ
ている。これは、世界で初めての試みであり、
国際的に貴重な生物遺伝資源の安定的な保
存に貢献することが期待される。 
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