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研究成果の概要（和文）：本研究では、主にゼブラフィッシュを用い、発生過程におけるグリコーゲン代謝の様
子とその役割を検討した。雌の卵母細胞内ではグリコーゲン合成の様子が、受精後の胚においてはグリコーゲン
分解の様子が確認された。低酸素下では胚発生が遅延し、これと同時にグリコーゲンの分解が抑制された。現
在、グリコーゲンの役割を調べるため、CRISPR/Cas9を用いたグリコーゲン合成酵素欠損ゼブラフィッシュの作
出を試みている。
比較対象としてサクラマスとエゾアワビの発生過程におけるグリコーゲン代謝を調べた結果、こちらでは受精後
に胚がグリコーゲンを合成し、それぞれ孵化前と着底前に利用していた。

研究成果の概要（英文）：We studied glycogen metabolism in developing zebrafish and other animals. In
 the zebrafish, glycogen was synthesized in the oocytes, and after fertilization, this 
polysaccharide was degraded by the embryos. Under hypoxic conditions, the embryogenesis and glycogen
 consumption were inhibited. To clarify the role of glycogen, we are trying to produce glycogen 
synthase-deficient zebrafish by the CRISPR/Cas9 system.
Masu salmon and Pacific abalone were also studied for comparison. These animals synthesized glycogen
 during early development, and then consumed the glycogen during hatching and settling, 
respectively.

研究分野： 生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
持続可能な水産業の推進のためにも、完全養殖のカギを握る種苗生産過程における胚や仔魚のへい死を減らす必
要がある。これまで、卵質に関わる物質が様々に研究されているが、実際に胚や仔魚の体内で起こる生理的な現
象を理解する試みに乏しい。本研究では、細胞内貯蔵糖質として働くグリコーゲンについて検討した。グリコー
ゲンは卵内に貯蔵されることから、母親の飼育環境の調節により卵への貯蔵量を人為的に調節でき、卵質に影響
を与えることができると推察される。本研究でグリコーゲンの蓄積・利用過程がある程度見えてきたので、今後
は種苗生産への応用を見据え、グリコーゲンの生理的な役割を決定していく必要がある。

※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 

 世界的に水産資源の持続可能な利用が重要視されている。このような状況にあり、今後ますま

す水産養殖の効率化・高度化の需要が高まっていくことが推察される。日本国内では既に様々な

魚種において完全養殖が実現されているが、中でも受精卵を稚魚まで育成する段階の「種苗生産」

の過程で受精卵や胚、仔魚のへい死が問題となることが多い。この原因が明らかでない場合、「卵

質が悪かった」とされ、親の生育環境を改善する等の対策がとられる。「卵質」に影響を及ぼす

卵内の物質は様々なものが想定され、現在も活発に調査されている。一方で、実際に胚が発生す

る過程でどのような生理学的現象が起こっているのかは不明な点が多い。また、卵の中でも卵黄

タンパク質や脂質に着目した研究は多いが、それ以外のマイナーな構成成分に関する知見も限

られている。 

本研究の代表者は、魚類の中でも発生学のモデル生物として広く扱われているゼブラフィッ

シュを用いて、発生過程における卵黄の吸収・代謝に着目して研究を行っており、この過程で、

ゼブラフィッシュ胚が活発にグルコースの合成（糖新生）を行っていることを見出した。さらに、

産卵前の雌卵巣内では、卵母細胞が貯蔵糖質であるグリコーゲンを蓄えている様子が明らかに

なった。グリコーゲンやグルコース等の糖質は解糖系を通してエネルギーを産生するが、このと

きに酸素を必要としないのが脂肪酸を使った好機呼吸との大きな違いである。したがって、嫌気

的環境下における需要が大きいと想定される。また、グリア細胞や血球などの細胞においては、

糖質がエネルギー源としてもっぱら利用されている。これらの事実から、糖質が胚発生の過程で

重要な役割を担っている可能性は高いが、タンパク質や脂質の代謝に比べ、知見が少ないのが現

状である。 

２．研究の目的 

 上記の背景から、本研究では受精後のゼブラフィッシュにおけるグリコーゲン代謝の様子や

その役割を明らかにすることを第一の目的とした。また、魚種の違いによって発生過程でのグリ

コーゲン代謝が異なる可能性がある。そこで、サケ科魚類のサクラマスも使い、ゼブラフィッシ

ュの結果と比較する。さらに、ゼブラフィッシュにおいては卵母細胞内でグリコーゲンの蓄積が

加速する条件を検討し、人為的にグリコーゲン強化卵を作製することで、低酸素等の環境変化に

強い卵を作製することを目指した。 

３．研究の方法 

 無給餌で飼育した様々な発生過程のゼブラフィッシュをサンプリングし、抗グリコーゲン抗

体を用いたドットブロット法 1によりグリコーゲン含有量の変化を、Milligan2を参考に比色定量

法によりグリコーゲン代謝酵素の活性を測定した。また、グリコーゲン代謝酵素（グリコーゲン

シンターゼ Gys1/2、グリコーゲンホスホリラーゼ Pygl、Pygm、Pygb）に対する抗体を作成し、

蛍光免疫染色により胚におけるグリコーゲンやグリコーゲン代謝酵素の局在を明らかにした。

また、雌の卵巣より様々なサイズの卵母細胞を摘出し、これらを用いて同様の実験を行った。ま

た、ゼブラフィッシュ胚を低酸素水で飼育し、グリコーゲン含有量およびグリコーゲン代謝酵素

の活性を検討した。 

グリコーゲンの役割を明らかにするため、グリコーゲンのないゼブラフィッシュを作成する

ことを目指した。CRISPR/Cas9 システムを使用し、グリコーゲン合成酵素をノックアウトしたゼ

ブラフィッシュの作出を試みた。 



無給餌で飼育した様々な発生段階のサクラマスをサンプリングし、抗グリコーゲン抗体を用

いたグリコーゲンの定量と蛍光免疫染色を行った。また、グリコーゲン代謝を担う遺伝子群を同

定し、リアルタイム PCR による発現定量および in situ ハイブリダイゼーション法による発現局

在の探索を行った。また、同時期に軟体動物門エゾアワビの発生過程を調査していたが、比較対

象としてこちらのグリコーゲン代謝も調べることになった。抗体を用いたグリコーゲンの定量

と蛍光免疫染色、さらにグリコーゲン代謝遺伝子の発現解析を行った。 

４．研究成果 

 ドットブロット法によるグリコーゲン定量の結果、ゼブラフィッシュ卵母細胞内でグリコー

ゲンが蓄積する過程を確認することができた。特に、卵径 500 m 超から最終成熟に向かう段階

で 2 度にわたるグリコーゲンの増加が起こっていた。この時、グリコーゲンホスホリラーゼ（分

解酵素）の活性が一過的に減少したが、これがグリコーゲン増加に関与している可能性がある。

受精後、胚発生とともにグリコーゲンが 3 日間かけて減少し、その後一定に保たれた。酵素活性

測定の結果から、受精後 12~24 時間の間にグリコーゲンホスホリラーゼの活性が増加すること

がグリコーゲンの分解を加速させている原因と思われた。低酸素環境下で飼育したゼブラフィ

ッシュ胚では発生が遅延し、このときグリコーゲンの分解は停滞した。したがって、グリコーゲ

ンの利用は低酸素下ではむしろ抑えられ、酸素が利用できるようになるまで保存されていると

考えられる。抗グリコーゲン抗体を使った免疫染色の結果、グリコーゲンははじめ卵の表層に局

在し、受精後は卵黄内よりもむしろ胚体を形成する細胞内に多く存在した。また、グリコーゲン

シンターゼも同様の局在を示した。一方、グリコーゲンホスホリラーゼはごく早い時期の卵母細

胞、および胚の内胚葉と思われる部位に局在した。今後は他の代謝経路とあわせ、卵母細胞と胚

におけるグリコーゲン代謝を総合的に理解する必要がある。 

グリコーゲンの役割を明らかにするため、CRISPR/Cas9 を用いたノックアウトゼブラフィッ

シュを作成中だが、死亡個体が多くなかなかホモ変異体を作成できないでいる。今後もチャレン

ジを続けるが、別のアプローチも検討する必要がある。 

 発生過程のサクラマスを用いた実験の結果、ゼブラフィッシュとは全く異なる結果が得られ

た。すなわち、卵内にははじめグリコーゲンはほとんどなく、検出限界以下であった。受精後 30

日からグリコーゲンが検出され、40 日まで増加し、60 日（孵化直後）に再度減少した後、増加

に転じた。遺伝子発現解析の結果、肝臓と筋肉においてグリコーゲン代謝酵素が発現していた。

これらの結果から、サクラマスにおいては、グリコーゲンは孵化前後に利用するための貯蔵とし

て胚により積極的に合成されている可能性が考えられた。軟体動物エゾアワビにおいても、サク

ラマスと類似したグリコーゲンの利用形態が確認された。すなわち、受精後、徐々にグリコーゲ

ンが増加し、その後減少するというものである。エゾアワビの場合、孵化後にグリコーゲンが増

加し、浮遊幼生期を過ごした後、着底に向かってグリコーゲンが減少する様子が確認できた。こ

の結果から、着底に関わるエネルギー源としてグリコーゲンが利用されている可能性が示唆さ

れた。実際に、解糖系の阻害剤である 2-deoxyglucose を使用した飼育実験では、着底期間におい

て生存率の低下が確認された。 

 本研究の結果から、いくつかの水生動物の発生過程におけるグリコーゲン代謝が見えてきた。

今後も研究を継続し、発生過程におけるグリコーゲンの役割を追求したい。 
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