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研究成果の概要（和文）：自然界でクローン繁殖をすることが知られるフナ属魚類をモデルとして、「クローン
繁殖の安定性」と「クローン繁殖の分子基盤」を、詳細な細胞学的な観察と集団ゲノム解析、遺伝子操作実験を
統合するアプローチで解析した。細胞学的な観察からは、クローン繁殖がきわめて安定した一貫性のある形質で
あることを示唆するデータを得た。そのような形質の原因となる分子基盤を集団ゲノム解析・遺伝子発現解析か
ら絞り込み候補遺伝子を得た。また、これら候補遺伝子について、ゼブラフィッシュを用いて遺伝子編集による
ノックアウト、卵母細胞での人為的な遺伝子発現実験を実施し解析したところ、クローン繁殖の表現型を部分的
に再現できた。

研究成果の概要（英文）：Using crucian carp fishes, which are known to reproduce clonally in nature, 
as a model, we analyzed the "stability of clonal reproduction" and the "molecular basis of clonal 
reproduction" using an approach that integrates detailed cytological observations, population genome
 analysis, gene expression analysis, and genetic manipulation experiments. Cytological observations 
showed that clonal reproduction is a highly stable and consistent trait. Then, the molecular basis 
for such traits was explored using population genome analysis and gene expression analysis, and 
candidate genes were obtained. We also analyzed these candidate genes by gene editing (knockout) and
 artificial gene expression experiments in oocytes, and were able to reproduce the part of the 
phenotype of clonal reproduction.

研究分野：水圏生命科学

キーワード： フナ　クローン繁殖　遺伝基盤　減数分裂　受精卵　染色体分配　遺伝子操作

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クローン繁殖をする生物の作出は、生命科学や農林水産分野に革新をもたらすと期待される。このクローン繁殖
化を動物で実現するには「減数分裂と受精の機構を解明し、適切に遺伝子改変すること」が重要であるが、こう
した試みは動物では皆無であった。本研究では、フナ類のゲノム解析等から特定したクローン繁殖の原因候補遺
伝子によって、部分的にクローン繁殖の形質を他の魚で再現できた。こうした遺伝子を適切に制御することによ
り、クローン繁殖動物の作出に加え、ヒトの染色体異常による疾患や不妊に対する基礎医学へと応用できる可能
性が見出された。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
動植物において、同一種内あるいは異種間のある特定の両親間の交雑により得られた雑種個体
が両親よりも優れた形質を示す現象（雑種強勢）は、農林水産分野において広く応用されてきた。
一方で、雑種個体作出のための純系の維持費や雑種個体の購入費は事業者の大きな負担となっ
ている。そこで、雑種強勢などで生じた有用形質を固定・永続化するためのアプローチとして、
クローン繁殖をする生物を作出することが近年試みられてきている。クローン繁殖をする生物
を作出する鍵となるのが、「クローンの減数分裂を経ない配偶子の産出」と「受精した雄由来の
ゲノムが排除される」という二つの機構がどのような分子基盤に基づくか、を解明することであ
る。植物ではシロイヌナズナに端を発した研究は、コメに応用されるなど成果を挙げているが、
動物では関連する遺伝子の候補や変異体がいまだ見いだせておらず、ほとんど進んでいない。 
 
コイ科フナ属魚類は、こうしたクローン繁殖の分子基盤を追究するための良いモデルである。フ
ナ類には、自然界で有性型の２倍体（2n）と基本的に雌のみからなるクローン型の３倍体（3n）
が様々な環境の水域で共存することが知られる。この 3nフナにおけるクローン繁殖には、①組
換えの欠如に加え、②第一減数分裂過程の改変による非還元卵の産出、および ③受精後の雄核
の脱核が重要と考えられている。一般的に、クローン繁殖をする脊椎動物では組換えがないため、
遺伝学による責任遺伝子の探索は不可能である。フナ類はその唯一の例外であり、クローン型 3n
が稀な有性生殖を介して有性型 2nと遺伝的交流をもつことで「有性型」と「クローン型」が野
外で多型的に維持されていることから、集団ゲノム解析を用いて、「有性型」および「クローン
型」を説明できるような変異を同定しうる。そして、こうした変異の機能を理解し、制御・再現
できれば、クローン繁殖をする動物の作出の可能性が拓かれると期待される。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、フナ属魚類に見られるクローン繁殖をモデルとして、クローン繁殖が可能となった
背景にある減数分裂や受精後の核構造制御といった基本的な生命現象の分子機構・機能を解明
する。そして、その知見に基づいて適切な遺伝子操作をすることで、クローン繁殖が可能な脊椎
動物を作出するまでの枠組みを構築することを当初の目的とした。この目的を達成するために、
次の３項目を柱として研究を進めることとした。（１）クローン繁殖形質の安定性評価、（２）ク
ローン繁殖の責任遺伝子が減数分裂や核構造制御に果たす分子機構の解明、（３）遺伝子操作に
よるクローン繁殖形質の再現。 
 
 
３．研究の方法 
クローン繁殖をする動物の作出に重要なステップである「形質の安定性」「分子基盤の同定」「ク
ローン繁殖形質の再現」について、以下の方法で研究を進めることを計画した。 
 
（１）クローン繁殖形質の安定性評価 
フナ類におけるクローン繁殖の再現が、高効率のクローン繁殖動物の作出につながりうるのか
調べるために、その形質の安定性を評価した。フナ類では、組換えの欠如に加え、第一減数分裂
過程の改変（第一極体が放出されない）による減数分裂を経ない卵（非還元卵）の産出と、受精
後の雄核の脱凝縮不全の結果としての雄核の排除が重要と考えられている。そこで、細胞学的な
観察から、①組換えの欠如の割合、②第一減数分裂における極体放出率、③雄核の脱凝縮率、を
定量した。 
①組換え欠如の割合 
有性型およびクローン型のフナから GV 期の卵母細胞を回収し、培養下で最終成熟を誘導し
た。そして、核膜崩壊直後の核を単離、固定・染色することによって組換えによる交叉が見
られる染色体の数を調べた。 
 
②第一極体の放出率 
有性型およびクローン型の排卵した未受精卵を固定、免疫染色を行い、共焦点レーザー蛍光
顕微鏡で観察することで、第一極体が観察される割合を定量した。 
 
③雄核の脱凝縮率 
有性型およびクローン型のフナについて人工授精を行った後に固定し、免疫染色を行った。
試料を共焦点レーザー蛍光顕微鏡で観察することで、核の大きさを定量した。 
 
 さらに、ゲノムワイドに取得した多型情報を用いて親（クローン型フナ）と子の遺伝子型の一



致率を調べ、細胞学的な観察と一貫性のある結果が得られるかを検証した。 
 
（２）クローン繁殖の責任遺伝子が減数分裂や核構造制御に果たす分子基盤の解明 
これまでに有性型およびクローン型のフナについて全ゲノムリシーケンシグを行い、有性・クロ
ーンの両形質について全ゲノム関連解析を行ってきた。さらに、卵母細胞を中心に複数の組織に
ついて RNA-seqによる網羅的トランスクリプトーム解析を行い、卵母細胞で発現している候補
遺伝子と、有性型・クローン型の間で発現量変動が見られる遺伝子を絞り込んだ。 
 
（３）遺伝子操作によるクローン繁殖形質の再現 
ゼブラフィッシュを用いて、候補遺伝子の遺伝子編集によるノックアウト、卵母細胞における人
為的な遺伝子発現（有性型とクローン型をそれぞれ発現）を行うことで、クローン繁殖の各形質
「組換えの欠如」、「第一減数分裂における極体放出不全」、「受精後の雄核凝縮不全」が生じるか
を定量した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）クローン繁殖形質の安定性評価 
細胞学的な観察から、クローン型では、分析したすべての卵で組換えが欠如していること、
第一極体が放出されないことが明らかとなった。一方で、雄核の脱凝縮不全については、一
部の受精卵で脱凝縮が認められた。 
 この結果は、親子間の遺伝子解析でも裏付けられ、母親側の遺伝子型に組換えや極体放出
の痕跡は認められないものの、およそ 5%の子で雄親の遺伝的貢献が認められた。こうした
雄親が遺伝的に貢献した場合の子は４倍体となることが明らかになった。以上の結果は、フ
ナ類におけるクローン繁殖は安定した形質であることを示唆する。 
 
（２）クローン繁殖の責任遺伝子が減数分裂や核構造制御に果たす分子基盤の解明 
有性型とクローン型をほぼ完全に説明するゲノム領域が特定された。さらに、遺伝子発現解
析から卵母細胞で発現する遺伝子を絞り込んだところ、有望な候補遺伝子を絞り込むこと
ができた。これらには、組換えの基となる二本差 DNA 切断、細胞分裂における紡錘体形成・
細胞周期の制御、核構造制御に関わる遺伝子が含まれる。さらに、これらの遺伝子の多くは
挿入・欠失などの構造変異を含むこと、クローン型フナは、有性型とクローン型のみに見ら
れるアリルがヘテロの状態にあることが明らかになった。これらの結果は、クローン型のみ
に見られるアリルが顕性あるいは相加的な効果をもち、こうしたアリルの発現によって、ク
ローン繁殖の形質が表出するものと示唆された。したがって、これらアリルを人為的に発現
させることで、クローン繁殖の形質を再現できる可能性がある。 
 
（３）遺伝子操作によるクローン繁殖形質の再現 
得られた候補遺伝子が多かったために、時間的制約から①組換えの欠如、および ②第一極体が
放出しない、の二形質に焦点を当てて遺伝子操作実験による再現を目指した。核構造制御につい
ては、引き続き詳細な解析を続けていく。 
 
①組換えの欠如の再現 
哺乳類において組換えの基となる二本差 DNA 切断を引き起こすことが知られる、ある遺伝
子について、ゼブラフィッシュを対象に遺伝子編集でノックアウトした。その結果、この変
異体の雌個体は、成熟卵をつくる能力はもつが、組換えが欠如しているために、減数分裂に
おいて染色体が正しく分配されないことが明らかとなった。 
 
②第一極体放出不全の再現 
細胞分裂における紡錘体形成・細胞周期の制御などに関わる遺伝子群を含む候補遺伝子に
ついて、有性型およびクローン型のアリルの人工 mRNA を合成した。そして、ゼブラフィ
ッシュの卵母細胞に、合成した人工 mRNA をマイクロインジェクションし、培養下で最終
成熟を誘導した。そして、第一極体の放出率に、有性型アリルとクローン型アリルを人為発
現した条件間で違いが見られるかを検証した。その結果、クローン型アリルを人為的に発現
させた場合、有性型アリルを発現させた場合に比べて有意に極体放出率が低下した。 
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クローン繁殖フナは稀に有性生殖をしながら繁栄 －遺伝的に多様なクローンフナが存在する謎を解明－ 
https://www.kyoto-u.ac.jp/ja/research-news/2021-11-19-0 
 
天然記念物ヒブナの起源を解明―クローン繁殖のはずなのにキンギョと交雑― 
https://www.kyoto-u.ac.jp/ja/research-news/2022-10-21
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フナ属魚類における雌性発生の遺伝基盤から見えた性の進化的制約

フナ属魚類におけるクローン繁殖の遺伝基盤から見えた性の進化的制約

フナ類にみられる倍数性変化を伴うクローン繁殖の分子基盤とその安定性
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日本魚類学会

有性生殖研究会



６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況
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