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研究成果の概要（和文）：遺伝的不妊魚の大量生産を目指し、FSH受容体の変異メダカの生殖細胞を、野生型メ
ダカ三倍体の孵化仔魚へと移植した雌宿主とFSH受容体ホモ欠損の突然変異個体の雄を交配した。得られた次世
代のゲノムを解析した結果、これら次世代個体はFSH受容体ホモ欠損であった。以上、体細胞で発現する再生産
に不可欠な遺伝子をホモ欠損した突然変異個体の生殖細胞を代理親魚へと移植することで、不妊個体を大量生産
可能となった。

研究成果の概要（英文）：The escape of captive fish is a serious global problem, as some of the 
farmed fish are highly domesticated. While the adoption of sterile fish seeds is desirable for 
avoiding genetic pollution, the mass production of sterile seeds is difficult. We employed medaka 
that were mutants for FSHR, produced by TILLING, as the female homozygous mutants are completely 
sterile. Since the homozygous males are fertile, production of sterile seeds can be achieved by 
mating heterozygous females with homozygous XX sex-reversed males. However, only half of the 
resulting F1 individuals are homozygous. To overcome this problem, we applied germ cell 
transplantation. We transplanted XX spermatogonia isolated from sex-reversed mutants homozygous for 
FSHR into sterile triploid female recipients. The resulting surrogate females produced only 
FSHR-mutant eggs.Thus, we confirmed that germ cell transplantation is a powerful technique for mass 
production of genetically sterile fish.

研究分野：水族発生工学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、ティラピアやサケ類（例：チリのギ
ンザケ等）といった外来種に加え、多くの育
種系統が世界中で養殖されている。養殖生産
が世界的に増加している現在、これら養殖品
種や外来種の養殖施設からの逃亡は無視で
きる状況ではなく、既に一部の地域では逃亡
魚による遺伝子かく乱、在来種との競合とい
った問題が表面化している。この問題の解決
策としては、養殖魚の不妊化が効果的かつ現
実的な方法である。三倍体や薬剤処理、放射
線処理等の不妊化技術も知られてはいるが、
いずれの方法も確実性は乏しく、大量の養殖
魚への応用を考えると、その効果には疑問が
残る。そこで、本研究では突然変異育種法を
用いて 100％の不妊化が可能な遺伝的不妊魚
の作出を目指した。しかし、遺伝的不妊魚は
次世代を作出できないため、その大量生産が
困難である。そこで、代理親魚技術を利用す
ることで、これらの遺伝的不妊魚を簡便に大
量生産する技術を開発した。 
 
２．研究の目的 
 GTHr は生殖細胞を哺育する体細胞群で発
現しているため、このホモ変異個体（不妊）
から生殖細胞を単離し、これを正常な遺伝子
を保持する代理親魚の生殖腺に移植すれば、
代理親魚の正常な（GTHr を持つ）哺育細胞が、
移植されたホモ不妊個体由来の生殖細胞を
養い、不妊個体由来の卵や精子を生産するこ
とが期待される。この際に宿主に三倍体を利
用すれば、この代理親魚は自ら配偶子は生産
せず、GTHr 遺伝子が破壊された卵や精子のみ
を大量に生産することが予想される。さらに
これらの卵と精子を受精させれば、不妊魚を
大量生産することが可能である。そこで、本
研究ではこの戦略を具体化するため、まず世
代期間が短いメダカで本戦略の妥当性、実現
性を確認すること、さらにトラフグやサケ科
魚類、サバ科魚類へと応用するための基盤技
術構築を本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は生殖腺刺激ホルモン受容体
（GTHr）遺伝子の突然変異個体の作出と変異
遺伝子のホモ化による不妊魚の作出、さらに
ホモ不妊魚から得られた生殖細胞を、代理親
魚へと移植し、GTHr 遺伝子の変異をもつ卵や
精子のみを大量に生産すること、ひいてはこ
れらを受精することで、不妊魚のみを大量生
産する技術の構築から構成される。突然変異
体のモデルには FSHr に変異が導入されたメ
ダカを用いた。これらの変異体仔魚に性転換
処理を施すことで、XX 雄の作出を行った。ま
た、これらの雄個体の精巣から生殖細胞を調
整し、これらを三倍体化処理を施した野生型
のメダカ仔魚へと移植した。得られた宿主個
体を成熟させ、雌親魚を FSHr のホモ変異個
体の雄（雄は妊性を有する）と交配した。得
られた次世代個体については FSHr の変異が

ホモで挿入されているかを検証した。さらに、
各種水産場有用種においても、本法に利用す
るためのドナー個体を効率的に作出するた
め人工ヌクレアーゼ処理により各種生殖関
連遺伝子のノックアウトを試みた。 
 
４．研究成果 
 遺伝的不妊魚の大量生産を目指し、研究分
担者の北野が作成したFSH受容体の突然変異
メダカの生殖細胞を、突然変異を保持してい
ないメダカ三倍体の孵化仔魚腹腔内へと移
植した。なお、これらの移植細胞には、赤色
蛍光遺伝子で標識したものを用いた。移植１
月後に宿主を開腹し、移植細胞の挙動を観察
した結果、観察個体の半数で赤色蛍光を発す
る移植生殖細胞が宿主の生殖腺へと取り込
まれていることを確認した。また、これらの
宿主個体を継続飼育した結果、一部の個体が
成熟し、配偶子を生産することを確認した。 
 そこで、これらのうち雌宿主個体と FSH 受
容体ホモ欠損の突然変異個体の雄を交配す
ることによって得られた次世代からゲノム
DNA を抽出し、まず CEL1 による変異挿入スク
リーニングを行った。次に、これらのスクリ
ーニングで陽性だった個体に関しては、ダイ
レクトシークエンシングを行った結果、得ら
れた次世代個体は間違いなくFSH受容体ホモ
欠損であることが明らかとなった。続いて、
これら得られた次世代のメス個体の妊性を
調査した結果、すべての個体が卵黄蓄積の開
始期で卵形成が停止しており、妊性を持たな
いことが明らかとなった。 
以上の結果から、生殖細胞以外の細胞で発
現する再生産に不可欠な遺伝子をホモ欠損
した突然変異個体の生殖細胞を代理親魚へ
と移植することで、これらの変異を保持する
配偶子を大量生産できること、さらにはこれ
らの配偶子を用いて次世代生産することで
不妊個体の大量生産が可能であることが明
らかとなった。  
 一方、ドナーの新たな候補として、ゲノム
編集（TALEN）を利用して LHR ノックアウト
メダカ系統の作製に成功した。この系統の表
現型を解析したところ、XXメスは不妊であっ
たが、XY オスは妊性があることが確認された。
また、よりドナーとして適した突然変異体を
作出するために、CRISPR/CAS9 システムを利
用して、細胞外ドメインに変異を導入した
FSHR/LHR ダブルノックアウトメダカ系統を
作製し、このメダカが通常発生することを確
認した。今後は、雌雄両方の妊性に関して、
以前作製したノックアウトメダカ系統と比
較する予定である。 
また、本技法の大型産業種への応用を見据
え、CRISPR/CAS9 システムでニジマス、ヒメ
マス、ヤマメの dnd 遺伝子の変異導入が可能
であるかを検討した。これらの RNA を各種受
精卵へと導入し、親世代での変異導入効率を
解析した。その結果、導入個体の約 7割程度
の個体で少なくとも一部の細胞において変



異が生じていることが確認された。また、交
配により F2 世代においては dnd 遺伝子をホ
モに持つ不妊個体を大量生産することが可
能であった。 
 さらに、遺伝的不妊トラフグを作出するた
め、不妊化候補遺伝子の絞り込みを行った。
そのうちメダカでの不妊化が確認できてい
る FSH 受容体、CYP17al について、遺伝子欠
損体作出に必要な CRISPR/Cas9 の標的 RNAを
設計、合成し、これを受精卵へと顕微注入す
ることで、cyp17a1 遺伝子変異トラフグの作
出を試みた。その結果、cyp17a1 遺伝子に変
異が導入された不妊化（機能欠損）が期待で
きるトラフグの作出に成功した。 
 なお、遺伝的に不妊化された養殖魚を作出
することを目指して、トラフグの遺伝的不妊
化実験を行ったところ、ゲノム編集によって
FSH 受容体の機能喪失が期待できる欠失変異
（flame-shift）を効率よく導入できた。ま
た、不妊化系統の始祖となる親魚候補を８０
尾確保した。今後、これらの個体の不妊化状
態を解析するとともに、クサフグを用いた代
理親魚技術を導入し、卵を産まないトラフグ
の大量生産を目指す。 
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