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研究成果の概要（和文）：タナゴ類とトゲウオ類の生殖細胞の凍結と移植による遺伝子資源の長期保存法の構築
を目指した。いずれの種においてもトナーと宿主の生殖腺を組織学的に解析することで移植適期を明らかにし
た。特にタナゴにおいては実際に絶滅の危機に瀕している日本産のタナゴ類をドナーに、タイリクバラタナゴを
宿主に用いることで、ドナー由来の配偶子を効率的に生産することが可能であった。また、タイリクバラタナゴ
をモデルに用いてドナー生殖細胞を凍結保存する技術の構築にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Final goal of this study was to develop a method to preserve genetic 
resources of bitterlings and sticklebacks by combination of cryopreservation and transplantation of 
their germ-line stem cells. First, we optimized maturational stage of donor testes and recipient age
 used for the germ-cell transplantation. Second, we confirmed that production of gametes derived 
from several endangered Japanese bitterlings were possible by using surrogate Chinese rosy 
bitterlings. Also, cryopreservation of bitterling germ-line stem cells was successfully established.

研究分野：水族発生工学

キーワード： タナゴ　トミヨ　精原細胞　移植　凍結保存　緩慢凍結　ガラス化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題で構築した方法を用いることで、タナゴ類の遺伝子資源の半永久的な保存が可能になると期待される。特
にRhodeus のみならずTanakia 属に属する種もタイリクバラタナゴを代理親に用いることで次世代生産が可能で
あったため、我が国に分布する多くの絶滅危惧種の生殖細胞を利用した遺伝子資源の保存が可能になると期待さ
れる。また本課題で開発した技術の多くは、他の絶滅危惧魚類へと応用することも可能であろう。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、我が国の淡水域における環境悪化が進行しており、多くの淡水魚が減少している。特に

タナゴ類やトゲウオ類はその生息域の減少と個体数の減少が顕著であり、これらの魚種の多く

は環境省が定める汽水・淡水魚類レッドリストに掲載されているうえ、一部の種は天然記念物に

も指定されている。タナゴ類はわが国に 3 属 18 種が生息しているが、これらのうち在来の 13

種がレッドリストに掲載されている。トゲウオ類も同様に 8 つの種や地域集団がレッドリスト

に掲載されており、1種は既に絶滅に至っている。このような状況下において、これら魚種が生

息する環境を修復することが最も重要であることは言うまでもないが、これには極めて長い期

間を要する。実際に多くの都道府県水産試験場や市町村、さらには NPOがこれらの環境保全を

精力的に進めているにもかかわらず、その効果は限定的である。一方、一部の水産試験場等で、

これらの希少種を継代飼育するという試みもなされているが、これらの取り組みは短期的には

有効であるが、人為管理下で長期間継代飼育した個体を天然環境に放流した場合、その繁殖成功

率が有意に低下するという報告が近年なされている（例：Araki et al., Science 2007）。また、

継代の過程において遺伝子組成にバイアスがかかり、継代集団では元来の野生集団の遺伝的背

景とその多様性の維持がなされていないことも少なくない（実際に多くの親魚を収容した水槽

から得られた次世代が、ごく限られた親由来である現象も報告されている（Hosoya et al., Fish 

Sci 2014））。 

 このような希少種の保全問題の解決策の一つとして卵や精子の凍結保存が挙げられる。しか

し現在の技術で凍結可能な卵のサイズは直径 0.1mm 程度までであり(ヒトを含む哺乳動物の卵

が最大)、魚卵のような大型の卵や受精卵の凍結保存は全く可能になっていない。研究代表者ら

は、卵と精子の両者へと分化可能な小型生殖細胞である生殖幹細胞を凍結保存し、これを宿主個

体へと移植することで凍結細胞に由来する機能的卵や精子の生産を目指して永年研究を進めて

きた。そして、2013年には、ニジマスをモデルに用い、凍結した精巣から得られた生殖幹細胞

を宿主に移植することで、雌宿主からは凍結細胞に由来する卵を、雄宿主からは精子を得ること

に世界に先駆けて成功した(Lee et al., PNAS 2013)。 

 

２．研究の目的 

絶滅の危機に瀕している魚種の遺伝子資源の半永久的保存を目指し、研究代表者らが開発し

た代理親魚技法を駆使し、凍結細胞から生きたタナゴ、トゲウオ類を安定的に生産可能な技術の

開発を目指す。具体的には、当該魚種の精巣を凍結保存する技法を開発し、これらの精巣から回

収した生殖幹細胞を、別系統、あるいは別種の宿主へと移植することで、宿主に凍結精巣に由来

する機能的卵・精子を生産させる。ひいては得られた卵、精子の受精を介して凍結精巣から生き

た個体を作出する技法を完成させ、希少種保全の一助となることを目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) マイクロサテライト DNAによるムサシトミヨの遺伝的変異性評価  

 供試魚は、トミヨ属淡水型として元荒川のムサシトミヨ (埼玉県)、別寒辺牛川支流、十勝川支

流、安平川支流美々川 (北海道)、牛渡川 (山形県)、胎内川支流 (新潟県) の 6標本群と、外群と

して声問川支流と伊茶仁川 (北海道) のエゾトミヨ 2 標本群の合計 8 標本群、274 尾を用いた。

分析には既報の 8マイクロサテライト DNAマーカー座を用い、遺伝的変異性や異質性を比較し

た。 

 



(2) トミヨ属の 4塩基、5塩基リピートマイクロサテライト DNAマーカー開発 

 ムサシトミヨをはじめとしたトミヨ属魚類についてより的確で詳細な遺伝学的分析を実施す

るため、Pungitius pungitius の whole genome sequence である DRR013346をもとにして、

2塩基リピートよりも分析しやすいとされる 4塩基、5塩基リピートであるマイクロサテライト

DNAマーカーの開発を行った。特性評価は、別寒辺牛川支流標本群 (トミヨ属淡水型)、別寒辺

牛川標本群 (トミヨ属汽水型)、伊茶仁川標本群 (エゾトミヨ)の 3標本群で行った。 

 

(3) 生殖細胞移植に適したドナーと宿主の特定 

材料にはトゲウオ類ではトミヨを、タナゴ類ではタイリクバラタナゴを用いて宿主仔魚の生

殖幹細胞の移植適期を探索した。種苗生産後の胚を経時的にサンプリングし、常法に従ってパラ

フィン切片を作成後、始原生殖細胞の移動パターンと、その後の生殖腺の形成過程を詳細に観察

した。 

 

(4) 生殖細胞移植に用いる不妊宿主の作出 

トミヨ、タイリクバラタナゴの不妊宿主の作出には、細胞膜透過性のアンチセンスオリゴヌク

レオチド（IVMO）を用いた受精卵の浸漬および通常のアンチセンスオリゴヌクレオチド（MO）

の受精卵への顕微注入、で始原生殖細胞の移動や生残に必須の遺伝子である dnd の特異的翻訳

阻害を行うことで内在性の生殖細胞を欠損した宿主の作出を目指した。 

 

(5) 各種タナゴ類生殖細胞のタイリクバラタナゴ宿主への移植 

タナゴ類への生殖細胞移植系構築の基盤として、劣性アルビノから単離した生殖細胞 3000個

程度を PKH26で蛍光標識を施したのち、dnd遺伝子に対する MOを注入した 4日令の孵化仔

魚の腹腔内へと移植し、その後の宿主の経時的観察を行った。また、各種日本産のタナゴ類の生

殖細胞を同様にタイリクバラタナゴ宿主へと移植し、ドナー由来次世代作出の可能性も探索し

た。なお、タイリクバラタナゴドナーに関しては緩慢凍結、およびガラス化による生殖細胞の超

低温保存も試みた。 

 

４．研究成果 

(1) マイクロサテライト DNAによるムサシトミヨの遺伝的変異性評価 

ムサシトミヨを除くトミヨ属淡水型5標本群のAllelic richness (24個体で算出) は6.2–10.5、

平均へテロ接合体率は 0.65–0.77、エゾトミヨ標本群は 4.6–5.8、0.58–0.62であった。一方、ム

サシトミヨは 2.4、0.06と低かった。M-ratio testでは、十勝川と伊茶仁川を除く 6標本群に小

集団化の可能性が示唆された。AMOVA 分析を行ったところ、標本群間の遺伝的変異性は、全体

の 35.4％であった。各標本群間の FST 値を求めたところ、0.17–0.73 で全ての組み合わせで有

意な値であった。Nei’s Da-distanceを基に、UPGMA法でデンドログラムを作成したところ、

ムサシトミヨは、他のトミヨ属淡水型やエゾトミヨ標本群から遠い関係にあった。以上の結果か

ら、ムサシトミヨは、小集団化によって生じた強い遺伝的浮動により、他のトミヨ属淡水型やエ

ゾトミヨ標本群とは遺伝的異質性が大きくなった可能性が考えられた。ムサシトミヨは、遺伝的

変異性が低く、生息地が 1 か所であることから、生殖細胞の超低温保存等の適切なバックアッ

プ体制の構築が必要と考えられた。 

 

 



(2) トミヨ属の 4塩基、5塩基リピートマイクロサテライト DNAマーカー開発 

4塩基、5塩基リピートのマーカーをそれぞれ 14座、2座開発した。これら 16マーカー座は、

4座ずつ 4組のマルチプレックス PCRにより増幅を行った。各マーカー座の特性を 3標本群で

分析したところ、アリル数は 1–20、ヘテロ接合体率の観察値は 0.00–0.967、ヘテロ接合体率の

期待値は 0.000–0.934 であった。ハーディーワインベルグ平衡からの逸脱や連鎖不平衡は認め

られなかったことから、これらのマーカー座にヌルアリルが存在する可能性は低く、互いに独立

に遺伝しているものと考えられた。また、3標本群間には、遺伝的異質性が観察された。以上の

結果から、今回開発した 16マイクロサテライト DNAマーカー座は、トミヨ属淡水型、トミヨ

属汽水型、エゾトミヨの保全対策を検討するうえで有効であると考えられた。また、これらのマ

ーカーは将来的にはトミヨ類の生殖細胞移植をした際のドナーと宿主の判別にも利用可能であ

ることが示唆された。 

 

(3) 生殖細胞移植に適したドナーと宿主の特定 

組織学的解析の結果、タイリクバラタナゴでは受精後 4 日前後が、トミヨ淡水型では受精後

8–9日前後に始原生殖細胞の未熟生殖腺への移動は終了するものの、体細胞組織はそれらの生殖

細胞を包み込んでおらず、移植の適期であろうことが判明した。一方、ドナーに関してもムサシ

トミヨとタイリクバラタナゴを用いて解析を行った結果、ムサシトミヨでは 3–4 か月令が、タ

イリクバラタナゴでは 3か月令程度の若齢個体が精巣内に大量のA型精原細胞を包含しており、

ドナー細胞の調整に適した時期であることが判明した。 

 

(4) 生殖細胞移植に用いる不妊宿主の作出 

本研究期間において IVMO の効果的な処理条件は見出すことが不可能であった。そこで、タ

イリクバラタナゴを用いて通常の MO を受精卵の細胞質へと顕微注入することで、その不妊化

を目指した。その結果、dnd遺伝子の翻訳開始点主変に作成したMOを 2ng/卵の濃度で顕微注

入することで、効率で不妊個体を生産することが可能であった。特筆すべきこととして、これら

の不妊タナゴは雌雄が 1：1の割合で出現したため、計画していた性ステロイドによる性転換は

不要であった。 

 

(5) 各種タナゴ類生殖細胞のタイリクバラタナゴ宿主への移植 

タナゴ類への生殖細胞移植系構築の基盤として、劣性アルビノから単離した生殖細胞 3000個

程度を PKH26で蛍光標識を施したのち、dnd遺伝子に対する MOを注入した 4日令の孵化仔

魚の腹腔内へと移植した。その結果、8割程度の宿主個体の生殖腺内にドナー由来の生殖細胞の

取り込みを確認することができた。さらに、これらの個体を 6か月間飼育したところ、8割程度

の個体が成熟し、配偶子を生産した。そこで、これらの宿主を劣性アルビノ個体と交配した結果、

得られた次世代個体はアルビノの表現型を示すことを確認した。また得られた次世代は正常に

発生し、その後も正常に成長を示した。以上の結果から、これらのタイリクバラタナゴ宿主は移

植した生殖細胞に由来するドナーの卵、精子を生産したことが確認された。 

さらに、タナゴ類に関しては、ニホンバラタナゴ（絶滅危惧 1A）、カゼトゲタナゴ（絶滅危惧

1B）、およびヤリタナゴ（準絶滅危惧）から単離した生殖細胞 3,000個程度を、dnd遺伝子に対

する MOを注入することで不妊化処理を施した 4 日令のタイリクバラタナゴの孵化仔魚の腹腔

内へと移植した結果、これらのタイリクバラタナゴ宿主は雌雄ともに成熟し、すべての組み合わ

せでドナー由来の卵および精子を生産することが明らかとなった。またこれらの配偶子を人工



授精に供することで正常な形態を示すドナー種の次世代を生み出すことが可能であった。これ

らすべての実験において、得られた次世代は DNAレベルでもドナー種と同一のゲノムを有して

いることを確認済みである。しかし、ヤリタナゴのような大型卵を産する魚種の場合、タイリク

バラタナゴの産卵管を通過する際に、ドナーの卵が物理的に傷害を受ける例が多く見受けられ、

この場合は雌宿主を開腹することでドナー種の卵を取り出す必要が生じた。 

また、タイリクバラタナゴをモデルに用い、ドナー種の精巣を超低温保存することを試みた。

その結果、1.3MDMSO、0.1M トレハロース、1.5％ウシ血清アルブミンを含む液中で緩慢凍結

を施すか、15％DMSO、15％エチレングリコール、0.2Mトレハロース、20％ウシ胎児血清を含

む溶液中でガラス化処理を行うことで、精原細胞を効率よく保存することが可能であり、これら

の精原細胞をタイリクバラタナゴ宿主へと移植することで、ドナー由来の機能的な卵をおよび

精子の両者を生産可能であることが明らかとなった。 
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Fourth World Congress of Reproductive Biology (WCRB2017) （国際生殖生物学会）（国際学会）

日本水産学会創立85周年記念国際シンポジウム　International Symposium“Fisheries Science for Future Generations”The Japanese
Society of Fisheries Science（国際学会）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

Tawny Nicole Aiko Scanlan, Goro Yoshizaki and Stuart Meyers

Anna Octavera and Goro Yoshizaki

 １．発表者名

 １．発表者名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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 ３．学会等名

 １．発表者名
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