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研究成果の概要（和文）：3機能性の脂肪酸不飽和化酵素を保持する淡水種であるBrachirus villosusの精子を
シマウシノシタの未受精卵と海水中で授精させた結果、少数ながら胚体形成が認められた。これらのF1個体が間
違いなく雑種であることを確認するため、DNA解析を行った結果、両親種由来の2つのアリルを保持していること
を確認した。以上、シマウシノシタの卵とB. villosusの精子が海水中で受精することが可能であり、得られた
雑種は胚体形成期にまで発生可能であることを明らかにした。しかし、本課題ではその後の成長、さらには脂肪
酸代謝活性の検証は行うことができず、今後の課題として残された。

研究成果の概要（英文）：Sperm from Brachirus villosus, a freshwater species that retains a 
trifunctional fatty acid desaturase, were inseminated in seawater with unfertilized eggs of zebra 
sole, resulting in the formation of embryoid bodies, albeit in small numbers. To confirm that these 
F1 individuals were definitely hybrids, DNA analysis confirmed that they retained two alleles 
derived from both parental species.  However, subsequent growth and even fatty acid metabolic 
activity could not be verified in this project, and this remains as a future issue.

研究分野： 水圏生命科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来淡水魚の精子は環境浸透圧の低下によって運動を開始するといわれてきたが、本研究では淡水産シタビラメ
の精子が海水中においても活性化可能であることが示された。この点は精子の活性化機構の全容を理解するうえ
で極めて意義深い発見である。本課題では生残性の雑種を得ることができなかったが、本課題を発展させること
でＤＨＡをＡＬＡから合成可能な雑種を作出することができれば、養殖生産時の魚油の使用量を大幅に減少させ
ることが可能である。これは持続的食糧生産に大きく貢献するものとして期待される。

※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 

ドコサヘキサエン酸（DHA）は、海産魚に多く含まれ、ヒトの学習機能の向上やアレ

ルギーの抑制効果が示されている。しかし、海産魚は、一般に自ら DHA を合成する能

力を持ち合わせておらず、本脂肪酸は海産魚の重要な必須脂肪酸として知られている。

植物性油脂に十分量含有されているα-リノレン酸（ALA;炭素鎖数：18）から DHA（炭

素鎖数：22）を作るには 2 段階の炭素鎖数の延長（18→20 と 20→22）と 3 か所に二重

結合を導入すること（不飽和化）が必要である。また、この不飽和化の各ステップはそ

れぞれ個別の酵素が触媒することが一般的である。言い換えると海産魚は上記の炭素鎖

数の延長と不飽和化を司る酵素類のいずれかを欠損しているため、DHA を自ら合成で

きないことが知られている。その結果、海産魚を養殖する際には DHA 要求を満たすた

めに、飼餌料に魚油や DHA を含有する藻類を添加することが必要となっている。これ

には労力やコストを必要とするうえ、いわゆる“魚に魚を食べさせる養殖”からの脱却

ができず、養殖業の持続性という観点からも問題が残る。 

そこで、本研究では植物油に含有する ALA から DHA を合成可能な海産魚を作出す

ることを目指した。研究代表者は、今までに脂肪酸不飽和化酵素（以下 FADS）のｃDNA

を 21 種のヒラメ・カレイ類から単離し、その組換え体の酵素活性解析を精力的に進め

てきた。これら一連の研究から、熱帯域に生息するシタビラメの仲間が、ALA から DHA

を合成する際に必須な 3 か所（Δ6、Δ5、Δ4 位）すべてに二重結合を導入する（不飽

和化する）活性を保持した三機能性の FADS を持っていることを発見した。このような

三機能性の FADS は、従来いずれの動物種でも認めておらず、今回の発見が全動物種を

通じて初めてのものであった（Matsushita et al., 2020）。 

 

２．研究の目的 

三機能性の FADS は ALA から DHA を生産する際に極めて有効なツールになることは明

らかであるが、これらの酵素を遺伝子組み換え技術を用いずに養殖対象種に導入する方

法の一例として、雑種化による当該アリルの食用種への導入を目指した。三機能性の

FADS を含む熱帯性のシタビラメゲノムを目的種に導入することができれば、脂肪酸の

鎖長を延長する酵素と共同することで、高効率で DHA 合成が可能になると期待される。 

そこで、本課題では生残性の雑種が得られる可能性が高いと予想される、同じ科（サ

サウシノシタ科）内での交雑を優先的に進めることで、事前に分子情報より予測した表

現型が交雑により得られるか、すなわち本戦略を水産育種に応用することが可能である

かを検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

この研究の成功には、まず両親種（淡水種と海産種）の卵と精子が受精可能であり、

得られた雑種が生残性であることが必須である。雑種作出には、三機能性の FADS を持

つ熱帯産シタビラメとして Brachirus villosus を、本種の交配相手となる食用種としては、

シマウシノシタを用いた。なお、本種は種苗生産時の飼餌料に DHA の添加が必要なこ

とが明らかになっているうえ、Δ6 不飽和化酵素を保持していないこと、さらにΔ5 活

性は微弱あるいは欠如していることを確認済みであった。これら両親種からは必要に応



じて各種成熟関連ホルモンを投与することで配偶子を採取し、人工授精により次世代生

産を目指した。また、淡水種の精子の活性化には各種人工精漿による精液の培養を試み

た。また、淡水産の親魚候補の探索も継続して行った。このためには各候補種から fads2

および elovl をクローニングし、組換え体を作成することでその活性を調査した。 

 

４．研究成果 

産卵期中にシマウシノシタの親魚の収集を行った。しかし産卵期に房総半島沿岸の定置

網で活魚の状態で漁獲されたシマウシノシタは雌のみであった。そこで、シマウシノシタを

雌親に、ALA から DHA を合成可能な淡水種である B. villosus を雄親に用いて雑種作成を

試みた。まず、シマウシノシタ雌親魚から安定的に採卵する技法構築を目指し条件検討を行

った結果、腹部が膨満し卵黄蓄積が完了したと予測される個体に 500IU/Kg のヒト胎盤性

生殖腺刺激ホルモン（hCG）を投与し、42 時間後から経時的に排卵を確認することで良質

卵を高率で採取可能であることを見出した。なお、採卵に成功した場合、一個体から 10,000

粒程度の未受精卵の採取が可能であった。 

同様の濃度の hCG を B. villosus に投与し、成熟精子を搾出することを試みたが、これら

の処理個体から精液を得ることはできなかった。そこで、これらの親個体の精巣を外科的に

単離した後、PBS 中でミンスすることで精巣精子の採取を行った。さらに、調整した精子

懸濁液をシマウシノシタの未受精卵と海水中で授精させた結果、9320 粒のうち 2 粒が胚体

形成期に到達した。これらの F1 個体が間違いなく雑種であることを確認するため（単為発

生の可能性を否定するため）、DNA を抽出し、fads2 遺伝子に対するプライマーを用いた

PCR を行った結果、両親種由来の 2 つのアリルを保持していることを確認した。本結果よ

り、これらの胚体はまちがいなく両種の雑種であることが判明した。以上の結果より、海産

種であるシマウシノシタの卵と淡水種の B. villosus の精子が海水中で受精することが可能

であり、得られた雑種は胚体形成期にまで発生可能であることを明らかにした。 

しかし本雑種卵の受精率が極端に低かったため、海水中での B. villosus 精子の運動能の

改良を試みた。本種の精子は上述のように精巣から直接調整したものであり、精巣精子が成

熟する場である輸精管を通過していない。このことが低受精率の原因である可能性を考慮

し、各種人工精漿中で精巣精子を培養することで精子の運動活性が上昇しないかを検証し

た。その結果、種々の人工精漿のうち、KCl と MgCl2 を多く含有するクロダイ用の人工精

漿(pH8.2)で前処理を施すことで、わずかながら精子の活性化が可能であることが明らかと

なった。 

以上のように B.villosus を用いた雑種作出が難航したため、新たな雑種作出用の配偶子

提供用の親魚候補種の探索を行った。その結果、東南アジア産の淡水型ササウシノシタであ

る B.harmandi および B.panoides、さらには Achiroides melanorhynchus の脂肪酸代謝

酵素の解析を進めた。これらはいずれも三機能性と予想されるアミノ酸配列を保持してい

た。特に、B. harmandi の fads2 はシマウシノシタのそれと 89.89％、セネガルソールのそ

れと 88.54％、さらにササウシノシタと 86.29％の相動性を示した。また、本種の組み換え

体を酵母の宿主系を利用して酵素活性を解析した結果、Δ4,5,6 活性がそれぞれ 7.6、7.6、

8.5％であることが明らかとなった。また本種からは鎖長延長酵素 Elovl5 のクローニングに

も成功しており、組み換え体を用いた活性解析を行った。その結果本種の Elovl5 は C18 か

ら C22 の脂肪酸を基質に鎖長延長が可能であること、特に C18 と C20 に対して高い活性

を保持することが明らかとなった。これらの結果から、B. harmandi が上述の雑種作出用



の親候補としての条件を満たしていることが明らかになった。 

以上、今回の研究では淡水産のシタビラメと海産シタビラメの雑種作出を実現すること

ができなかったが、そのための基盤情報の蓄積には成功しており、今後これらの雑種作出の

成功が期待される。 
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