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研究成果の概要（和文）：ゲノム編集ツールを導入された生殖細胞の移植を介して世代時間が短く、体サイズが
小さい宿主からそれらの配偶子を代理生産する技術の開発は、ゲノム編集を利用した遺伝的に有用な養殖品種の
樹立を加速することに繋がるものと考えられる。本研究課題では、CRISPR/Cas9 RNP複合体(Cas9タンパク質、
crRNAおよび tracrRNAを含む)をエレクトロポレーションによりドナーの精巣細胞へ導入できる技術を開発し
た。

研究成果の概要（英文）：Development of a surrogate production through transplanting genome editing 
tool delivered germ cells into a recipient fish with a short generation time and a smaller body size
 can accelerate a creation of genetically improved aquaculture strain by genome editing. In this 
study, we developed an electroporation technique to deliver CRISPR/Cas9 RNP complex (containing Cas9
 protein, crRNA and tracrRNA) into donor testicular cells.

研究分野：魚類発生工学

キーワード： トラフグ　代理親魚　ゲノム編集　トランスフェクション　生殖幹細胞　クサフグ　借り腹　CRISPR/Ca
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集を用いた遺伝形質の改良であっても、交配による有用遺伝子変異の固定は必須である。本研究で明ら
かにしたエレクトロポレーション処理による精巣細胞へのゲノム編集ツール導入法は、これら処理細胞を、小型
近縁種へと移植する代理親魚技術とあわせることで、代理親体内での短期間かつ小飼育スペースなゲノム編集配
偶子生産法の開発へと繋がり、将来、ゲノム編集によって海産魚の有用養殖品種を樹立する際に、役立てられて
いくものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
水産有用品種を作出する育種の高速化・効率化のため、近年、ゲノム編集技術の活用が広がり
つつあり、ゲノム編集ツールを細胞内へ導入するだけで、標的遺伝子の破壊が可能な
CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集は、簡便に優良形質品種を作出できるスピード育種の切
り札として期待されている。しかし、魚類の育種におけるゲノム編集ツールの導入は、一般的に
受精卵への顕微注入によって行われていることから、導入されたゲノム編集ツールの働きは、初
期卵割の過程で細胞ごとに異なり、変異導入初代（G0）は様々な変異や未変異な細胞をもつモザ
イク性を示し、有用変異の均一化は困難である。このため、多数の受精卵への顕微注入操作に加
えて、有用変異を両対立遺伝子に持つホモ個体を得るために G0 世代の交配により次世代（F1）
を得て、変異の分離と有用変異ホモ個体の選抜を行う必要がある。しかしながら、養殖対象の大
型海産魚を成熟させて F1 を得るのは容易ではなく、例えば、トラフグの雌が成熟するには一般
に 3年以上の養成期間が必要であり、さらに親魚の体サイズは大型（全長 50cm 以上）となるた
め、大規模な飼育スペース（一般に 10,000L 水槽以上）も必要となる。長期に渡る養成期間と大
規模飼育環境の確保の必要性は、有用変異が固定された海産魚におけるゲノム編集品種樹立に
向けた最大の障壁であり、これらの問題を解決できる新規技術の開発が求められている。 
 近年、生物種特有の世代時間の短縮と飼育の小スペース化に有効な技術として、異なる魚の卵
や精子を代理親魚から生産する代理親魚技術が開発されている。本技術は、卵や精子のもととな
るドナーの生殖幹細胞（分化初期の生殖細胞に含まれる）を宿主へと移植することにより、宿主
からドナーの卵や精子を形成させ、それらの交配によりドナー由来の子孫を生産するものであ
り、我々は、これまでに成熟までの期間が短く（雄で 1年、雌で 2年）、成熟開始全長が 12cm
と小型のクサフグ（100L水槽で飼育可能）を宿主として、移植細胞に由来したトラフグ配偶子
を短期かつ小飼育スペースに生産できることを明らかにしている。よって申請者らは、
CRISPR/Cas9システムにより、トラフグ生殖幹細胞へとゲノム編集ツールを導入し、その細胞
をクサフグへと移植すれば、理論上、クサフグを代理親としてゲノム編集されたトラフグ配偶子
を短期間かつ小スペースに生産可能となることが期待できると着想した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は、生殖幹細胞へのゲノム編集ツール導入技術とこれら導入細胞の代理親魚体内での
配偶子生産法を開発することにより、世代時間が長期かつ大型の海産魚において効率的にゲノ
ム編集配偶子生産できる技術体系を構築することを目的とし、in vitro（生体外）での生殖幹細
胞に対するゲノム編集ツール導入技術を開発し、これら編集ツール導入細胞を直ちに代理親と
する小型近縁種へと移植することによる代理親体内での短期間かつ小飼育スペースなゲノム編
集配偶子生産法の確立を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
（１）生殖幹細胞への変異導入を評価するためのゲノム編集ツールを開発するため、黒色色素合
成関連遺伝子である solute carrier family 45 member 2 (slc45a2)を標的として crRNA を設計
し、ATTO550 標識 tracrRNA および Cas9 タンパク質と共にゲノム編集ツールにあたる RNP 複合体
を形成させ、既存の受精卵への顕微注入手法を用いてゲノム編集ツールの導入を行った。変異導
入の成否を処理個体の黒色色素形成の観察により評価した。また、T7エンドヌクレアーゼ I（T7EI）
解析により標的遺伝子への変異導入の有無を確認した。 
 
（２）ゲノム編集ツールを市販のリポフェクション kit またはエレクトロポレターにより導入
可能か検討した。1歳齢トラフグから精巣を摘出し、酵素分散することにより試験に用いる細胞
溶液を調整した。分散された精巣細胞に対し、（１）により設計された RNP 複合体をリポフェク
ションまたはエレクトロポレーションにより導入可能か検討した。さらに、エレクトロポレータ
ーを用いた導入手法については、ポアパルス電圧およびパルス幅の条件についても検討し、導入
の最適条件を探索した。 
 
（３）ゲノム編集ツールを導入された生殖細胞に由来した配偶子を効率的に代理生産するため
の宿主として、クサフグの生殖細胞欠損個体の作出を検討した。生殖細胞の生存に必須である
dead end (dnd )遺伝子のノックダウンを行うため、本遺伝子の翻訳開始領域にアンチセンスモ
ルフォリノオリゴ(AMO）を設計し、クサフグ受精卵へと顕微注入した。作出された個体について、
その生殖腺を組織学的に評価することで、宿主としての適性を検討した。 
 
（４）ゲノム編集ツールの導入法として（２）において検討された最適条件に基づき処理された
トラフグ精巣細胞をクサフグ宿主へと移植した。移植された細胞の宿主生殖腺への生着能力を



評価した。さらに、飼育養成の後、成熟した宿主から配偶子を採取し、それらへの変異導入の有
無を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）トラフグゲノムデータベースの配列情報に基づき、黒色色素の発現に関与する slc45a2 の
エキソン領域に対応した crRNA を設計した。Cas9 タンパク質、tracrRNA と共に、本 crRNA によ
り構成された RNP 複合体を顕微注入により受精卵へ導入した。受精６日目の受精卵では、未処理
群おいて黒色色素の形成が観察されたのに
対し、顕微注入した卵において、これらは
確認されなかった（図１）。また、これらの
胚から抽出された DNA サンプルについて実
施した T7E1 解析では、処理胚において
slc45a2への変異導入を示すT7E1による酵
素切断が確認された。よって、設計した
crRNA を含む RNP 複合体により、標的とし
た slc45a2 への変異導入が可能であること
が明らかとなった。 
 
（２）トラフグ精巣を酵素分散によ
り調整した精巣細胞に対し、（１）で
変異導入が可能であることを確認
したゲノム編集ツールを市販のリ
ポフェクション kitまたはエレクト
ロポレターにより導入可能か検討
した。その結果、市販のリポフェク
ションkitによる導入処理では観察
されなかったものの、エレクトロポ
レターを用いた導入法により RNP複
合体に含まれる ATTO550の蛍光を有
する細胞が観察された（図２）。 
次に、エレクトロポレーションに
おける導入条件の検討を行った（図
３）。パルス幅 5ms では 100-150V の電圧条件下で、パ
ルス幅 7.5ms では 100-125V の電圧条件下で非 EP 処
理細胞と同等な細胞数および生存率が得られた。RNP
導入の成否を蛍光観察により評価したところ、電圧
125V パルス幅 7.5ms において最も高い陽性率
（10.1％）が得られた。 
 
（３）dnd に対して設計した AMO をクサフグ受精卵へ
と顕微注入することにより、クサフグ宿主の不妊化を
試みた。成熟年齢まで飼育養成した AMO 導入個体の生
殖腺を組織観察したところ、卵巣および精巣に特徴的
な組織構造は観察されたものの、その生殖腺内に生殖
細胞は確認されなかった。 
 
（４）（２）により判明した最適条件によりエレクト
ロポレーション処理されたトラフグ精巣細胞をクサ
フグ宿主仔魚へと移植したところ、50％の 1ヵ月齢宿
主において宿主生殖腺内へのドナー細胞の生着が観
察された（図４）。飼育養成の後、1歳齢のクサフグ宿
主について成熟度合を調査したところ、一部の成熟し
た雄から精液が得られた。得られた精液から DNA を抽
出し、トラフグ DNA の有無を検出できるプライマーを
用いて PCR 解析したところ、それらのサンプルからト
ラフグ DNA が検出されたことから、これらのクサフグ
宿主は移植されたドナー由来のトラフグ精子を生産
していたことが判明した。一方で、これらクサフグ宿主が生産したトラフグ精子について T7EI



解析により標的遺伝子への変異導入の有無を調査したものの、いずれのサンプルについても標
的遺伝子への変異導入は認められなかった。今後、RNP 複合体を導入された細胞の分取・濃縮技
術などについても検討していく必要があ
る。 
 
本研究では結果として、代理親魚から標
的遺伝子に変異がある配偶子を生産する
には至らなかったものの、本研究で明ら
かにしたエレクトロポレーション処理に
よる精巣細胞へのゲノム編集ツール導入
法は、これら処理細胞を、小型近縁種へと
移植する代理親魚技術とあわせること
で、代理親体内での短期間かつ小飼育スペースなゲノム編集配偶子生産法の開発へと繋がり、将
来、ゲノム編集によって海産魚の有用養殖品種を樹立する際に、役立てられていくものと期待さ
れる。 
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