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研究成果の概要（和文）：海産魚配偶子生産システムは、従来の選抜育種の難しいマグロ類の育種を可能にする
新たな養殖用種苗生産技術である。このシステムは魚類の借腹生産を軸としており、優良個体（ドナー）の生殖
細胞を他個体（宿主）の生殖腺を借りてドナー由来の配偶子を得るものである。本研究は、南方系小型マグロ類
のスマを用い、宿主の不妊化誘導技術の開発を行った。まず、不妊化系統作出に向けての基盤的研究として、体
色関連遺伝子のゲノム編集を行い、スマのゲノム改変が可能であることを確かめた。次に、ゲノム非改変技術と
して、遺伝子の発現抑制や強制発現による不妊化または低妊化方法を確立した。

研究成果の概要（英文）：A new system for fish seedling production through germline chimera will be 
able to breed tuna species which is believed to be difficult to perform a conventional selective 
breeding. This system is based on fish surrogate propagation that produce donor-derived gametes 
through host fish by transplanting donor germ cells. In this study, we aimed to develop methods for 
inducing sterilized host in small tuna species, kawakawa, Euthynnus affinis. First, we confirmed 
that genome editing using TALEN and CRISPR/Cas9 was able to edit body color related genes in 
kawakawa. Then, we developed methods for inducing a complete or partial sterilization by blocking 
translation of dead end gene or induction of exogenous gene expression in PGC as a method without 
gene-modified.

研究分野：魚類生殖生理学、魚類発生工学

キーワード： スマ　ゲノム編集　次世代育種システム　不妊化　借腹

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水産庁が掲げる「みどりの食料システム戦略」では、2050年までに主要養殖魚の人工種苗比率１００％など環境
負荷に配慮した養殖業への転換を目指している。これら目標を達成するには、育種完全養殖は不可欠である。借
腹生産が可能になると、選抜育種の困難な魚種やあらゆる形質を考慮した育種が可能になる。このことから、海
産魚配偶子生産システムの必要性は今後ますます高まると考えられる。借腹
魚での効率的な配偶子生産の鍵となる宿主不妊化技術を本研究で確立できたことは、マグロ類育種にとって大き
な前進である。また、育種技術の一つとしてゲノム編集に向けた基盤情報がスマで整備されたことは学術的意義
が高いといえる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 “借腹生産”は次世代の養殖魚種苗生産技術として注目されている。“借腹生産”とは、宿主
の生殖腺を借りて、目的魚（ドナー）の配偶子を生産させるシステムである。これまでの研究か
ら、同種間でのドナーと宿主の組み合わせでは、ほとんどの場合、借腹魚（生殖系列キメラ）か
らドナー由来の配偶子を得る事ができることから、同種間の借腹生産であれば実用化を見据え
た展開が期待できると考えた。しかし、次世代におけるドナー生殖細胞の寄与率は宿主の生殖腺
の状態に大きく左右される。例えば、宿主が完全不妊の場合、次世代では 100％ドナー由来の配
偶子が得られるのに対し、不妊が完全でないと数%にも満たない。今後、借腹生産を産業技術と
して利用していくためには、確実かつ全ての配偶子をドナー由来にする必要がある。マグロ類で
は継代飼育に多大なコストと労力が必要となるが、このシステムを利用する事ができれば、有用
形質を持つ個体を余す事なく保存でき、その管理コストは少なくてすむと考えた。 
また、研究当初、TALENや CRISPR/Cas9などのゲノム編集技術が格段に向上し、様々な生
物でゲノム改編が可能となってきていた。そのため、水産分野においても、ゲノム編集が新たな
育種技術として期待されていた。我々は、クロマグロやスマを用いて、ゲノム編集育種に向けた
基盤研究に着手しており、海産魚卵への顕微注入やマグロ類でのゲノム改編が可能であること
を確かめていた（H 26 年度内閣府戦略的イノベーション創造プログラムの一環で実施）。しか
し、スマを含むマグロ類は種苗生産が可能となっていたものの、難種苗に分類される極めて飼育
の困難な魚種である。そのため、当初は、受精卵や孵化仔魚を用いた発生工学的研究をさらに進
めるための基礎的知見に乏しく、飼育環境などの周辺技術についても十分とは言えなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生殖系列キメラを用いたスマの配偶子生産システム構築に向けて、借腹生産に不
可欠な宿主開発を行うことを目的とした。宿主には、個体および DNAレベルで簡便かつ確実に
判別するために、ゴールデンもしくはアルビノの形質をベースに持ち、さらに不妊となる系統の
作出を行うこととしていた。ゴールデンやアルビノは、野生型と比べメラニン色素が少ないまた
は欠損した形質で、様々な生物種において、自然界に存在する事が報告されている。これらの形
質は、メラニン色素合成に関わる tyrosinase遺伝子、メラニン色素を調節する slc24a5や slc45a2
遺伝子の機能欠失により引き起こされる。そこで本研究では、ゲノム編集と発生工学を駆使し、
人為的にこれら遺伝子をコードするゲノム DNAを改変し、体色改変した宿主系統の樹立を試み
た。また、不妊系統樹立に向けては、発生初期に生殖細胞の生存と維持に関わる遺伝子の探索お
よび他魚種で報告されている不妊化に関わる既知遺伝子についても系統樹立に向けた基盤的研
究を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
 実験魚は愛媛大学南予水産研究センターの海面生簀または陸上飼育施設にて飼育し、ゲノム
改変スマは愛媛大学の遺伝子組換え魚飼育規定に准じた施設で維持管理した。ゲノム編集には、
体色関連遺伝子である tyrosinase, slc24a5 および slc45a2 遺伝子を対象に、tyrosinase およ
び slc24a5 遺伝子は TALEN 法を、slc45a2 は CRISPR/Cas9 法を用いた。不妊化誘導には、これま
で様々な魚種の不妊化を可能にしている dead end（dnd）遺伝子を対象にモルフォリノオリゴ ヌ
クレオチド(MO)を用いた dnd 遺伝子の発現抑制を行った。また、発生初期の始原生殖細胞（PGC）
を生殖腺に誘導するケモカイン sdf1/cxcr4 シグナリングに着目し、PGC の生殖腺への移動ルー
ト上で発現する sdf1 遺伝子を PGC で強制発現させる sdf1-nanos コンストラクトを作製した。
TALEN RNA, CRISPR/Cas9 gRNA, dnd MO および sdf1-nanos RNAは、１−４細胞期の卵にそれぞ
れ顕微注入し、24℃で培養または飼育した。また、不妊化の検証には、胚発生期における PGC を
生体観察するために DsRed-nanos RNA を共注入することにより蛍光で可視化し、蛍光実体顕微
鏡を用いて観察した。さらに、変異体および morphant は組織学的に解析した。 
 
４．研究成果 
 体色関連遺伝子tyrosinase, slc24a5および slc45a2 の全ての実験群でF０におけるゲノムの
改変が hetero-duplex mobility assay により確認された。tyrosinase 変異体では、受精後 16
時間になるとメラニン色素の沈着が認められたが、受精後 90 時間前後になると網膜色素上皮、
頭部背側および体部のメラニン色素がモザイク状に欠損しているのが確認された（図１）。一方、
MO を用いて tyrosinase 遺伝子の発現抑制を行ったところ、morphant では受精後 16時間のメラ
ニン色素の沈着は認められず、受精後７２時間以降、徐々に網膜色素上皮のメラニン色素の沈着



が進んだ。これらのことから、tyrosinase 変異体で観
察された受精後 72 時間後におけるメラニン色素の欠損
はゲノム改変により自身の tyrosinase 遺伝子が破壊さ
れたことに起因すると考えられた。同様に、slc24a5 お
よび slc45a2 変異体においてもメラニン色素の欠損が
確認された。次に、これらの F０変異体の長期間飼育を
行ったところ、いずれの変異体も数ヶ月間しか生存させ
る事ができなかった。変異体を成長に合わせ、1t、7t お
よび 30t 水槽に移し飼育したが、主な死因が正常個体の
飼育でも多く見られる衝突死であったことから、スマの
遊泳能力に合わせた屋内飼育が十分でなかった可能性
が考えられる。また、より長く生存した変異体の多くが
体部の部分的白化にとどまり、白化面積の広い変異体の
生残は認められなかった（図２）。一方、同様の実験を
淡水モデル魚のゼブラフィッシュで行ったところ、白
化面積の広い変異体が多数認められた。このことから、
スマではアルビノまたはゴールデン形質をより多く出
現していた個体は飼育初期段階で消失したと考えられ
た。 
 dnd 遺伝子の発現抑制による不妊化誘導では、胚発生期の胚におい
て PGCs の欠損が確認された。しかし、実験を重ねるうちに、受精卵の
ロットによっては PGCs が全く欠損していない胚も認められた。そこ
で、顕微注入に用いる受精卵の親魚約 70個体の dnd 遺伝子の部分配列
を調べたところ MO 標的配列に２か所の遺伝子多型（SNP）が認められ
た。そこで、それぞれの SNP に対応した４種の MO を各 50µM同時注入
したところ、PGCs の欠損は誘導できたものの、正常な孵化仔魚を得る
事ができなかった。これは MO の総量が 200µMとなり、毒性により奇形
が誘発されたと考えられた。そのため、dnd 配列をもとに親魚を選抜
し、2種の MO を混合して顕微注入に用いたところ正常発生し、生殖細
胞を欠損した個体を誘導できることを確かめた（図３）。このことから、
スマのような養殖歴の短い魚種では、遺伝子の多型を考慮した分子ツ
ールを用いる必要がある事が改めて認識された。そこで、SNP に左右さ
れない、すなわちゲノム配列をターゲットとしない不妊化ツールの開
発として、PGC における sdf1 遺伝子の強制発現を試みた。PGC は細胞
膜で発現する cxcr4 を受容体とし、リガンドである sdf1 の発現ルー
ト上を辿って生殖腺に向かって移動する。この sdf1 遺伝子を PGC で
強制発現させると PGC の移動が撹乱される事が明らかになった。これ
ら仔魚の腹腔を組織学的に観察したところ、受精後 6 日齢には sdf1-
nanos RNA の注入濃度依存的に生殖細胞の欠損が確認され、最も高い濃度群において平均 8割強
の生殖細胞の減少が認められた。また、2ヶ月半齢の dndMO 個体の生殖腺を組織学的に解析した
ところ、卵巣腔の形成された雌であった。しかし、卵巣腔には生殖細胞は認められず、生殖細胞
を包含するシスト構造の形成も認められなかった。 

 
＜まとめ＞ 
 本研究では、スマでゲノム編集が可能であることを明らかにした。しかし、当初計画していた
系統樹立には至らなかった。この原因として、スマのような遊泳力の高い魚種では、発達段階に
合わせた広い飼育スペースを必要とするが、ゲノム編集魚は陸上の閉鎖水槽で維持管理しなけ

図 １ ． TALEN に よ り 得 ら れ た
tyrosinase F0変異体のスマ仔魚（受精
後 90時間）．左が対象個体、右が変異体. 

図２．TALEN により
得られた tyrosinase 
F0 変異体のスマ幼魚
（2ヶ月半齢）． 

図 3．dead end遺伝子の発現抑制による始原生殖細胞欠損個体．受精後 5日齢のスマ仔魚．DsRed-
nanos RNAを顕微注入して始原生殖細胞を赤色蛍光タンパク質で可視化した対象個体（左）．DsRed-
nanos RNAおよび dead end遺伝子に対するモルフォリノオリゴ を共注入した個体（右）．Gonadal 
ridge; 生殖腺隆起、PGCs; 始原生殖細胞． 



ればならない。そのため、ゲノム編集魚を継代して解析するためには、マグロ類に適した陸上で
の小規模飼育の技術開発が不可欠であると考えられた。また、不妊化誘導に関しては、dnd 遺伝
子発現抑制による不妊化および sdf1 強制発現による低妊化技術を確立した。上述のように、前
者の方法はゲノム配列を標的とした分子ツールであり、種特異性の高い手法に位置づけられる。
一方、後者の方法は、PGC で sdf1 タンパク質を発現させることによって PGC の移動を撹乱し、
結果的に生殖細胞を減少させる方法である。通常、PGC は生殖腺に取り込まれた後、しばらくす
ると分裂して数を増やすため、最初に取り込まれた生殖細胞が少ない場合でもその後の増殖で
正常な生殖腺を形成することができる。しかし、ドナー生殖細胞を移植するタイミングで宿主の
生殖細胞の数を減らしておく事ができれば、配偶子形成におけるドナー生殖細胞の寄与率を高
める事が期待できる。また、後者の手法は種特異性が低い事が予想されるため、他魚種において
も低妊化ツールとして使用できる可能性がある。 
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