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研究成果の概要（和文）：1)ニジマスの卵巣内に GSC として振る舞うことができる細胞が存在

していること、さらにこれらの細胞が高い性的可塑性を保持していることを明らかにした。2）
ニジマスの繁殖期の精巣内には、成熟精子と精巣嚢の壁面に散在するわずかな未分化精原細胞

が存在するが、これらの精原細胞は、季節に応じて宿主個体への移植能力と増殖能を変化させ

ることを明らかにした。また、移植能力（すなわち幹細胞能）が高い時期の未分化精原細胞と

低い時期の未分化精原細胞間でマイクロアレイ解析を行い、この移植能とパラレルに変動する

分子マーカー群を単離することに成功した。3）ニジマス精巣からヘキスト 33342 に対する染

色性の違いを利用して移植能（幹細胞能）が高い細胞集団を単離することに成功した。またこ

れらの細胞のトランスクリプトーム及び形態的解析を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：1）We reveled that rainbow trout ovary possessed oogonial 
populations which can behave as GSCs and carry high sexual plasticity.  2) We revealed 
that undifferentiated spermatogonia located in post-spermiated testes showed clear 
seasonal patterns for their transplantability (stemness).  Further, by comparing the 
transcripts between spermatogonia with and without transplantability, we found several 
molecular markers that can be used as indicators for their stemness.  3) We found GSCs 
are highly enriched in side population after staining testicular cells with Hoechst 33342. 
We also characterize the side population by transcriptomical and morphological methods. 
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１．研究開始当初の背景 
魚類の GSC は研究代表者らが構築した移

植実験系を用いた研究から、精巣内にその存

在が確認されているという事実が、細胞機能
に関する唯一の情報であった。当然、これら
の GSC を移植実験を用いることなく、事前
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に同定する方法は存在せず、GSC を濃縮ある
いは単離する方法の開発が望まれていた。ま
た、多くの魚種は明瞭な季節性繁殖を示すも
のの、これらの季節性と GSC の振る舞いに
関する情報は皆無であった。 

 
２．研究の目的 
明瞭な季節性繁殖を示すニジマスをモデ

ルに用い、1）本種の雌の GSC の発生学的特
徴を明らかにする。2）排精後の精巣に残存
する未分化な精原細胞こそが高い幹細胞能
をもつであろうと仮定し、これら精原細胞と
未熟個体が保持する精原細胞の遺伝子発現
パターンを網羅的に比較することで、幹細胞
能の高い集団を特徴づけるような分子マー
カーを単離する。3）他の組織幹細胞を濃縮
する際に用いられてきたヘキスト 33342 に
対する染色性の差異を基にして、幹細胞能が
高い集団を同定し、これら集団の遺伝子発現
パターンと形態学的特徴を明らかにする。以
上の研究で得られる結果を統合することで、
季節性繁殖を示すニジマス生殖腺内での
GSC の挙動を明らかにすることを最終目的
とする。 
 
３．研究の方法 
1）vasa-GFP 遺伝子導入ニジマスの卵巣から
GFP蛍光を指標に、フローサイトメーターを
用いることで小型の生殖細胞を精製し、これ
らの細胞をふ化直後のニジマス稚魚の腹腔
内へと移植した。その後、宿主個体内でのド
ナー細胞の挙動を解析するとともに、宿主個
体を成熟させ、ドナー細胞が宿主生殖腺内で
機能的な配偶子へと分化可能かを解析した。
2）繁殖期直後の排精精巣には、次の繁殖期
に供給されるすべての精子の基となる GSCが
多く含まれるという予想に基づき、上述のニ
ジマスを用い、繁殖期後の精巣からパーコー
ル密度勾配遠心と GFP蛍光を指標にしたフロ
ーサイトメーターにより生殖細胞を濃縮し、
これらをふ化直後の稚魚の腹腔内へと移植
することで、これらの細胞の移植能（幹細胞
能）を解析した。なお、この移植実験は、繁
殖期直後から経時的に行い、次期繁殖期まで
継続することで、幹細胞能の季節的変化を明
らかにした。また、各時期に単離した未分化
精原細胞における発現遺伝子の網羅的解析
を行った。さらに、これら未分化精原細胞の
増殖速度の変化を細胞周期マーカーによる
染色で併せて調査した。 
3）上記のニジマスの未成熟な精巣を材料に、
Hoechst33342で染色を行った後、フローサイ
トメーターでその染色性を指標に細胞の分
画を行った。分取された各細胞集団における
遺伝子発現をマイクロアレイ解析により明
らかにすると同時に、これらの細胞の形態学
的特徴を光学顕微鏡レベルで解析した。 

 
４．研究成果 
1)ニジマスの卵巣細胞を稚魚の腹腔内へと
移植すると、移植された卵原細胞の一部は宿
主の生殖腺へと移動し、そこに取り込まれ増
殖を開始することを明らかにした。さらに、
これらの細胞は雌宿主の卵巣内では通常の
卵原細胞同様に卵形成を開始し、機能的な卵
を生産することが確認された。さらに、雄宿
主に移植すると精巣に取り込まれた卵原細
胞は精子形成を開始し、宿主個体が成熟した
際には機能的な精子を生産可能であること
を確認した。なお、これらの大量の精子生産
は複数年の繁殖期にわたり継続的に認めら
れたことから、これらの卵原細胞は GSCとし
て振る舞ったことが明らかとなった。以上の
結果から、魚類の卵原細胞は高い性的可塑性
を有していることが証明された。 
2）ニジマスの精巣では繁殖期には成熟精子
と精巣嚢の壁面に散在するわずかな未分化
精原細胞が存在する。これらの精原細胞は
GSC として振る舞うことを予想し、その移植
実験を経時的に行った結果、これらの細胞は
繁殖期後 0－1 か月目においては、高い移植
能を示したが、3－5 か月目においてその移植
能は大きく低下した。その後、7 か月目にお
いて ASG の移植能が回復し、9 か月目まで高
い移植能を維持した。ASG の増殖能は、0－5
か月目において低い値を示したが、7 か月目
から増殖を開始し、11か月目まで高い増殖能
を維持した。以上の結果より、ニジマスの再
成熟過程における精巣形態の変化に伴い、
ASG の細胞形態はほとんど変化しないものの、
その機能は大きく変動することが明らかと
なった。さらに、移植能が高い精原細胞とほ
とんどその能力を保持していない精原細胞
間でマイクロアレイ解析を行った結果、移植
能と相関して発現量が変動するいくつかの
分子マーカーを単離することに成功した。こ
れらのマーカーは今後、魚類の GSC 解析を行
う際の有効なツールになると期待される。 
3）vasa-Gfp 遺伝子導入ニジマスの精巣細
胞を材料に用い、得られた精巣細胞をヘキ
スト染色した後、GFP 陽性の細胞集団を上
記のフローサイトメーター解析に供し、
個々の細胞の分布を調査した。その結果、
ニジマス精巣細胞は明瞭なサイドポピュレ
ーション（SP）集団を含むことが明らかと
なった。同様の解析を精巣細胞全集団に対
して行った結果、SP には GFP 強陽性の未
分化と考えられる生殖細胞のみが濃縮され
ていることが明らかとなった。また、得ら
れた SP に属する細胞とその他の細胞を孵
化稚魚の腹腔内へと移植した結果、SP に
属する細胞は、その他の細胞と比較し、明
瞭に移植効率が高いことが明らかとなった。
以上の結果から、ニジマス精巣細胞の SP



には高い移植能を保持した精原幹細胞が濃
縮されている可能性が示唆された。またこ
れらの細胞のトランスクリプトーム解析及
び形態解析の結果、SP 集団と非 SP 集団は分
子レベル、形態レベルともに異なる細胞集団
を含んでいることを明らかにした。これら SP
細胞の単離法は上記の繁殖期後の精巣解析
で得られた分子マーカーとともに、移植実験
を行わずに、prospective に GSC を濃縮、同
定する方法としてきわめて有効な方法にな
ると期待される 
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