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研究成果の概要（和文）：琵琶湖固有魚種の生存数は近年激減し、絶滅が危惧されている。本研究は、幹細胞生物学を
用いて、個体作成が可能な細胞として固有種を保存する方法の確立を目的とした。まず琵琶湖固有種（ホンモロコ）の
精巣、卵巣、受精卵由来細胞の培養、細胞株樹立方法を確立した。同時に、樹立細胞を用いて、内分泌かく乱物質・ノ
ニルフェノールがホンモロコ精巣において雄性ホルモンを抑制することを初めて明らかにすると共に、様々な分化段階
の生殖細胞の定量解析方法を開発した。
さらに精原細胞をin vitro培養し、受精能を有する精子を形成することに成功し、精原細胞の凍結保存の併用による固
有種遺伝資源の新たな保存方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：Many endemic fish species inhabit in Lake Biwa. The number of such species, 
however, is rapidly decreasing in recent decades. We tried to apply stem cell biology for preservation of 
endemic fish. We succeeded to develop culture method and establish a total of 19 types of cell line from 
testis, ovary and fertilized embryo in endemic fish Honmoroko (Gnathopogon caerulescens). These cell line 
were useful to validate hormone response and endocrine disrupting chemicals, and we found that 
nonylphenol inhibited androgenic effect in G. caerulescence. We also developed a method to analyze 
somatic and germ cells of various developmental stages quantitatively using flow cytometry. Furthermore, 
we succeeded to differentiate fertilization competent sperm from cryopreserved spermatogonia in vitro. 
Although generation of iPS cells requires further study, we established a new strategy for preservation 
of endemic fish combining in vitro formation of gametes and cryopreservation of germ stem cells.

研究分野： 幹細胞生物学
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湖
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１．研究開始当初の背景 
 近年、琵琶湖において固有種の生息数が激
減し、それらの絶滅が危惧されている。生物
種の保存手段として、配偶子の凍結保存が一
般的であるが、魚類においては、実用化され
ていない。その理由として魚類の卵子、受精
卵はサイズが大きく多くの脂質等を含むた
め凍結保存が困難であること、また精子に関
しては、必要量が多い一方で、その運動時間
が短いため（サケの場合 30 秒）、実用面にお
ける優位性が少ないこと等が挙げられる。 
 幹細胞研究に関しては、メダカ等で ES 細
胞樹立の報告があるが(1,2)、生殖細胞への分
化が認められないことから、積極的に利用さ
れているとは言い難い状況である。この理由
として、魚類における生殖細胞の運命決定は
前成機構により、生殖質が関与すると考えら
れていることが挙げられる。 
 また、マウスでは、生殖細胞株の樹立が報
告されているが(3)、魚類の報告はない。魚類
では精原細胞を異種の代理魚に移植して生
ませる方法も開発されているため(4)、固有種
において生殖幹細胞の保存、生殖細胞株の樹
立が達成できれば貴重な生物資源の積極的
保存が可能となると考えられる。 
1. Wakamatsu, Y. et al. Mol.Mar.Biol. Biotech.3,185,1994, 2. 

Hong,Y. et al. Mech.Dev.60,33,1996, 3.Kanatsu-Shihara,M. et 

al. Cell,119,1001,2004,  4. Okutsu.T. et 

al.Science,317,151,2007 

 

２．研究の目的 
 島国である日本には、多くの固有種が生存
している。なかでも琵琶湖は世界で３番目に
古い古代湖とされ、約 1７種類の固有魚類が
確認されている。近年、琵琶湖では人為的環
境変化に加え、外来魚の爆発的な増加により、
固有種の生存数が激減し、絶滅が危惧されて
いる。しかしながらその解決方法として、外
来種の駆除、固有種の放流以外、有効な手段
がとられていないのが現状である。そこで本
研究は近年著しい発展を遂げている幹細胞
生物学および iPS細胞作成技術を琵琶湖固有
魚類に適用し、将来、個体の復元が可能な幹
細胞を利用して琵琶湖固有種を保存するこ
とを目的とした。 
 具体的には固有種の細胞レベルでの保存
を目指し、生殖幹細胞の保存と生殖細胞株の
樹立に挑戦する。 
 固有魚類の細胞培養、細胞株の樹立はこれ
までほとんど行われていないため細胞培養
条件は全く分かっていない。そこでまず固有
種 と し て ホ ン モ ロ コ (Gnathopogon 
caerulescens)の精巣を使用し、生殖細胞の維
持、分化に必要なセルトリ細胞の培養条件を
確立する。次に樹立したセルトリ細胞を支持
細胞として精原細胞の培養及びその細胞株
の樹立を行う。同時にマウス iPS 細胞作成に
使用された 4 遺伝子の導入により、固有魚種
において体細胞の iPS 化を試みる。 
 生殖幹細胞の保存が可能となっても、その

配偶子への分化ができなければ個体作製が
不可能である。そこで本研究では精原細胞の
in vitro 分化を試み in vitro で受精可能な精
子の作製に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
(１)精巣由来細胞株（セルトリ細胞）の樹立 
 ホンモロコと同じコイ科に属するゼブラ
フィッシュのセルトリ細胞株の樹立、培養条
件を参考にして、ホンモロコの精巣由来細胞
株の樹立を試みる。また、樹立した細胞株の
遺伝子発現を解析し、その由来がセルトリ細
胞であることを確認する。 
 
(２)繁殖期、非繁殖期における琵琶湖固有種
ホンモロコの精巣由来細胞株、及び卵巣由来
細胞株の樹立 
 ホンモロコは明確な季節繁殖性を示すこ
とから、時期により特定の分化段階の生殖細
胞の支持に適した、体細胞が存在すると推定
される。そこで、セルトリ細胞株の樹立条件
を用いて繁殖期から非繁殖期にかけて継時
的にホンモロコの精巣由来細胞株（セルトリ
細胞）、及び卵巣由来細胞株の樹立を行い、
遺伝子発現解析、抗体染色により、それらの
違いを調べる。 
 
(３)受精卵由来細胞株の樹立と解析 
 未分化細胞株の樹立は固有種保存におい
てキメラ作製、核移植による個体作製などに
おいて重要なツールとなる。そこで受精卵を
用いて分化が進行していない初期胚由来細
胞および細胞株の樹立を行う。  
 
(４)樹立細胞を利用した固有種のホルモン応
答の解析 
 (１)、(２)で樹立した固有種由来細胞株を利
用し、固有種のホルモン応答、および現在問
題となっている環境ホルモンが固有種に与
える影響を明らかにすると共にそのメカニ
ズム解析を試みる。 
 
(５)ホンモロコ iPS 細胞の樹立 
 エピソーマルベクターを使用し、Oct4, 
Sox2, Klf4, c-Myc を導入し、固有魚種、ホン
モロコの細胞で iPS 細胞の樹立を試みる。 
 
(６)セルトリ細胞株樹立条件下における精原
細胞の維持増殖条件の検討 
 樹立したセルトリ細胞株をフィーダーと
して、精巣細胞の培養条件を検討すると同時
に培養液にマウス生殖幹細胞(GS)の増殖に
必要な因子 GDNF, LIF 等を添加し、精原細
胞の増殖を観察し、精原細胞樹立条件の検討
を行う。 
 
(７)ホンモロコ生殖細胞、精原細胞の定量解
析系の開発 
 生殖幹細胞の培養、幹細胞株樹立において
生殖細胞の定量解析方法は必要不可欠であ



る。そこで、生殖細胞マーカーの抗体染色と
フローサイトメーターを用いた生殖細胞の
定量解析系
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４．研究成果
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受精能の検証方法の開発にも成功

）で開発した生殖細胞定量
、定量的に

明らかとなった。 

以上本研究により、琵琶湖固有種において、
精子分化系を

組み合わせ、受精能を有する精子を作製する
を確立する事ができた。この

方法は従来の精子保存の代替法となるのみ
ならず、季節繁殖性の野生固有種における雄
性生殖資源の保存方法として有用であると

細胞の樹
検討が必要と考えら

(B) 



（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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