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研究成果の概要（和文）：生殖細胞の性（精子になるか、卵になるか）の仕組みを明らかにするために、オスと
メスの生殖細胞の核内動態を高解像度にライブイメージングで解析できる実験系の構築を行った（フランスとの
国際共同研究）。マイクロ流路デバイスを用いて精巣組織を培養しながら、光毒性の小さいスピニングディスク
型共焦点レーザー顕微鏡で撮影したところ、２４時間に渡り核内動態を追跡できる解像度で生殖細胞をモニター
できた。また、減数分裂期のシナプトネマ構造（相同染色体が対合する際に形成する高次構造）をEGFPで可視化
したトランスジェニックメダカの作出に成功し、減数分裂中の染色体動態をモニターできるようになった。

研究成果の概要（英文）：The goal of the project was to reveal how chromosome and nucleolus dynamics 
differ between male and female germ cells and the mechanism behind the sexual dimorphism. To achieve
 the goal, live imaging of medaka germ cells was established in collaboration with Dr. Huynh in the 
College de France, who has pioneered live imaging technique using Drosophila germ cells. By 
culturing testes in a microfluidic device during live imaging with a spinning disc confocal laser 
microscopy, we successfully monitored medaka germ cells for more than 24 hours at a high resolution.
 We also generated transgenic medaka in which synaptonemal complex, a protein structure forms 
between homologous chromosomes during meiotic prophase, was able to be visualized by EGFP, which 
allows monitoring the dynamics of chromosome by live imaging. 

研究分野： 生殖生物学

キーワード： 生殖細胞　メダカ　ライブイメージング　染色体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ゲノム編集技術の登場により、標的クロマチン領域を可視化し、染色体の動態をライブイメージングでき
る技術が培養細胞で開発されてきた。その結果、染色体は静的なものではなく、核内をダイナミックに動き回っ
ていることが新たに分かってきた。今後は、その動きにどのような生物学的意義があるのかを明らかにすること
が課題であるが、そのためにin vivo（生体内）で解析できる実験系は重要となる。本研究においてメダカ生殖
腺（精巣・卵巣）で確立したライブイメージング手法は、その解明に向けた重要な技術基盤となり、今後、精子
と卵を作るための染色体の動態の違いを見出すことで、その意義の一端の解明に貢献できる。

※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 

生殖細胞は精子と卵の元となる細胞であり、唯一次世代にゲノム情報を伝えることができる

細胞である。もともと生殖細胞は精子と卵のどちらの配偶子にも分化できる能力を持っており、

生殖細胞の周りを取り囲む体細胞の性に従って、精子あるいは卵へと分化すると考えられてい

る。では、生殖細胞自身はどのように生殖細胞の性、すなわち「精子になるか、卵になるか」を

決めるのだろうか。これは生物学・医学分野において重要な問題であるにも関わらず、実はほと

んど分かっていなかった。精子と卵は細胞サイズと数が大きく異なっており、その特徴はどの動

物でも共通している。この違いを生み出す共通原理は何であろうか。 

 生殖細胞が配偶子形成を行うとき、性の決まっていない幹細胞型の生殖細胞（生殖幹細胞）

から分化型のシスト、減数分裂を経て、卵あるいは精子になる(図１)。申請者は、生殖細胞の性

決定に関与する遺伝子、foxl3、を脊椎動物で初めて同定した。foxl3 は、卵になる過程の一部の

生殖幹細胞と全てのシスト型生殖細胞で発現しており、精子になる過程の生殖細胞では発現が

抑制されている（図１）。foxl3 をメスメダカにおいて欠損させると、驚くべきことに、身体はメ

スで生殖腺は卵巣になるにも関わらず、生殖細胞は精子になることが明らかとなった。この結果

が示す重要な知見は、生殖細胞の中には体細胞の性とは独立した性決定のスイッチの機構があ

るという点である。では、foxl3 は一体何を制御することで、生殖細胞の性のスイッチを行って

いるのだろうか。その仕組みを探るべく、foxl3 の下流で働く遺伝子群の探索を行ったところ、

その中には染色体動態に関わる遺伝子群が含まれていた。さらに、foxl3 の発現後に見られるオ

スとメスの生殖細胞の形態的な違い調べたところ、シストあたりの細胞数がメスよりもオスの

生殖細胞で多くなり、さらに減数分裂前期に細胞のサイズがメスで大きくなり、その時に核小体

のサイズ及び構造がオスとメスで異な

っていることを見出した（図１）。核小体

はリボソームの合成の場と知られてい

るが、近年、ゲノムの安定性、ストレス

応答、細胞分化など多様な機能が報告さ

れている。以上のことを考え、foxl3 は染

色体や核小体の構造・動態に関わる因子

を制御しており、それらをダイナミック

に変化させることで、「精子になるか、卵

になるか」のスイッチを行っているとい

う仮説を立てた。 

 

 

２．研究の目的 

「細胞のサイズは小さいが数の多い配偶子」が精子であり、「数は少ないが細胞のサイズが大

きい配偶子」が卵である。この二つの異なる特徴を作り出す仕組みを明らかにすることが「精子

になるか、卵になるか」の動物種を超えた共通原理を理解するために重要と考えられる。そこで

本研究では、細胞の数に性差が見られるシスト分裂から、細胞のサイズに性差が見られる減数分

裂前期までの過程を高解像度にライブイメージングにより撮影する技術の開発を行う。そして、

オスとメスの生殖細胞で染色体や核小体の構造、動態にどのような違いがあるのかを明らかに



し、その違いを生み出す仕組みを探ることを目的とする。 

 

 

３．研究の方法 

・顕微鏡ステージ上における器官培養系の確立 

メダカ生殖細胞はシスト分裂を開始し、減数分裂前期に達するまで約５日間要するため、少な

くもその期間ライブイメージングが可能な器官培養系の構築を目指した。ライブイメージング

で重要となる点は、サンプルがフォーカス面からずれないように固定され、新しい培養液の供給

ができ、さらに湿度・温度を一定に保つことである。これらの条件を満たすイメージング方法と

して、横浜市立大学の小川毅彦教授らが開発されたマイクロ流路デバイス(1)を用いた方法を採用

した。本流路デバイスにおいては、観察する組織を固定するためのサンプルチャンバーの両隣に

培養液が流れる培養流路が存在する。培養流路とサンプルチャンバーの間は、薄膜で隔てられて

いるため、毛細血管から組織に栄養を供給するように、培養液がサンプルチャンバーに沿って流

れることで、チャンバー内の組織に栄養を供給できる（図２）。更に、マイクロ流路は空気透過

性の PDMS（ポリジメチルシロキサン、シリコンの一種）を材料に作製されているため、サンプ

ルチャンバーの上部からは酸素が供給される。サンプルチャンバー内の精巣組織を倒立顕微鏡

の油浸レンズ（１００倍）を用いて観察できるように、マイクロ流路の下部は、カバーグラス（厚

さ 0.17mm）で接着した。 

生殖細胞を EGFP、生殖腺の体細胞を DsRed 蛍光で標識された olvas-EGFP/sox9b-DsRed トラン

スジェニックメダカの精巣を眼科バサミで切断し、0.5~1mm 四方に断片化した。SiR-DNA（CY-

SC007、Spirochrome）によって核染

色を施した後に、精巣断片をピペ

ットを用いて、サンプルチャンバ

ーに挿入した（図２）。カバーグラ

スに接着させたマイクロ流路を倒

立顕微鏡（オリンパス）のステー

ジに載せ、シリンジポンプを用い

て培養液を流速 0.05µl/min で吸引

しつつ、スピニディスク共焦点レ

ー ザ ー シ ス テ ム （ CSU-W1, 

Yokogawa）を用いてライブイメージングを行った。 

 

・シナプトネマ構造が可視化できる SYCP3:EGFP トランスジェニックメダカの作出 

 シナプトネマ構造の構成因子である sycp3 遺伝子の翻訳開始点より上流約２キロとエキソン・

イントロンを含めた遺伝子領域を増幅し、終始コドン直前に EGFP を挿入し、pDest_AMA ベク

ター（共同研究者の Jean-ReneHyunh 博士から分与）にクローニングした。10ng/µlのベクターを

制限酵素 I-SceI とともに１細胞期のメダカ胚へインジェクションし、EGFP 陽性のメダカ胚を選

別・飼育した。野生型個体と交配後、F１メダカの生殖腺において EGFP シグナルが検出可能な

トランスジェニックメダカを選別・維持した。EGFP シグナルの細胞内局在を調べるために、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて成体卵巣をライブイメージングにより観察した。また、孵化後１０

日目のメダカ幼魚の生殖腺に対し、EGFP 抗体と VASA 抗体を用いた免疫染色、及び、DAPI に

よる核染色を施し、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 



 

４．研究成果 

メダカ生殖細胞の高解像度ライブイメージング法の構築のためにいくつかの顕微鏡システム

や器官培養装置を用いて、撮影条件を検討した。また Jean-Rene Huynh 博士の研究室(College de 

France)に３週間滞在し、ショウジョウバエで確立されたライブイメージング法について学んだ。

その結果、マイクロ流路デバイスを用いて培養液を循環させ、光毒性の小さいスピニングディス

ク型共焦点システムを用いたところ、精巣組織を２４時間に渡り核内の動態が追跡できる解像

度で撮影に成功した。 

ライブイメージングにあたり、生殖腺の体

細胞は DsRed で、生殖細胞は EGFP で可視化

できる sox9b-DsRed/olvas-EGFP トランスジェ

ニックメダカを用いた。スピニングディスク

型共焦点レーザー顕微鏡システムを用いて、

100 倍油浸レンズで観察したところ、生殖細胞

における核内の核小体、細胞質中のミトコン

ドリやゴルジ体などの細胞小器官が olvas-

EGFP のシグナルが弱い領域として、検出が可

能であった（図３）。２４時間に渡るライブイ

メージングによって、核小体が核内を動き回

る様子を捉えることができた。SiR-DNA（シリコンローダミン）によって核を染色したが、生殖

細胞は、体細胞に比べ、プローブの取り込みが悪く、明確に核を染色できなかった。 

本トランスジェニックメダカの sox9b-DsRed は生殖腺体細胞の中でも生殖幹細胞のニッチと

なる細胞で発現していることが知られている(2)。２４時間に渡りライブイメージングで観察した

ところ、動き回っていた生殖幹細胞が sox9b-DsRed 発現細胞に捕えられ、それら体細胞と生殖幹

細胞が一緒になって、精巣組織内を移動している様子を見られた。ショウジョウバエや線虫では

生殖幹細胞ニッチは特定の場所に局在しており、動かないものと考えられていた。本観察は生殖

幹細胞ニッチ動態の新たな現象が見えているのかもしれない。 

核染色用プローブ SiR-DNA では、生殖細胞の核を明確には染色できなかったため、核内構造

を可視化できるトランスジェニックメダカの作出を計画した。特にシスト分裂から減数分裂期

に入ると、染色体の配置がダイナミックに変化するため、その変化が可視化できるトランスジェ

ニックメダカを作る必要があった。そこで、減数分裂時のシナプトネマ構造が可視化できるトラ

ンスジェニックメダカの作出を試みた。SYCP3 タンパク質（シナプトネマ構造の構成因子）の

C 末端に EGFP が融合したタンパク質（SYCP3:EGFP）を発現するコンストラクトを１細胞期の

メダカ胚へインジェクションし、EGFP 蛍光を指標に胚を選別・継代したところ、生殖腺で特異

的にEGFPシグナルが検出可能なトランスジェ

ニックメダカの作出に成功した。ライブイメー

ジングと免疫染色の結果、減数分裂期生殖細胞

の染色体上に SYCP3:EGFP タンパク質が局在

していることを確認した。第一減数分裂前期の

相同染色体が対合する直前の leptotene 期では

EGFP のシグナルが核内で均一に検出されたのに対し、相同染色体の対合が開始する zygotene期, 

完了する pachytene 期への移行に伴い、シナプトネマ構造で EGFP のシグナルが顕著に検出され



た（図４）。これらの結果は、SYCP3 タンパク質の局在を調査した先行研究(3) の結果と一致して

おり、SYCP3:EGFP が内在性の SYCP3 タンパク質と同様の局在パターンであることを示してい

る。 

以上、本研究で開発したマイクロ流路デバイスを用いたイメージング手法は、生殖細胞のみな

らず、幅広い組織における細胞内の核や細胞小器官を観察するための技術基盤となりうる。今後、

SYCP:EGFP メダカ用いた高解像度・長期間ライブイメージングにより減数分裂期におけるオス

とメスの生殖細胞の核内動態の解明が期待される。 
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