
東京大学・大気海洋研究所・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

挑戦的研究（萌芽）

2021～2019

軟骨魚類研究への逆遺伝学的解析の導入

Introduction of reverse genetic analysis into cartilaginous fish research

４０２２２２４４研究者番号：

兵藤　晋（HYODO, SUSUMU）

研究期間：

１９Ｋ２２４１４

年 月 日現在  ４   ５ ３１

円     5,000,000

研究成果の概要（和文）：脊椎動物の進化において重要な位置を占め、形態・発生・適応・生殖など様々な特徴
を持つ軟骨魚類の研究に、逆遺伝学的解析を導入することを目指した。まず、個体発生における栄養消化吸収機
能を含む機能獲得の過程を明らかにし、排卵から受精・卵殻形成・産卵に至る生殖周期の把握と内分泌調節のメ
カニズムを明らかにした。これらの基盤情報に基づき、トラザメ胚からの初代培養細胞を樹立し、さまざまな手
法を用いて遺伝子導入の最適化をはかった。さらにはトラザメの胚体ならびに成魚の精巣にも遺伝子導入を行
い、将来の逆遺伝学的解析を目指した萌芽研究を進めた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to introduce reverse genetic analysis into the study
 of cartilaginous fish, which occupy an important position in the evolution of vertebrates and have 
various characteristics such as morphology, development, adaptation, and reproduction. First, we 
clarified the process of embryonic development including nutrient digestion and absorption function 
during the ontogeny of cloudy catshark, and also investigated endocrine regulation of the 
reproductive cycle of catshark from ovulation to fertilization, egg-case formation and spawning by 
ultrasound investigation and concomitant plasma hormone measurement. Based on these basic 
information, we established primary cultured cells from cloudy catshark embryos and optimized gene 
transfer using various methods. Furthermore, we conducted introduction of genes into the embryos of 
cloudy catsharks and the testes of adult fish, an exploratory research aiming at future reverse 
genetic study.

研究分野：比較内分泌学、魚類生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、軟骨魚類に特有の様々な特徴や難しさゆえに、軟骨魚類での遺伝子改変、ゲノム編集などは不可能だ
と考えられてきた。本研究の成果は、今後培養細胞における導入遺伝子の機能解析、細胞機能の遺伝学的解析、
生体における特定器官・組織・細胞の遺伝学的機能解析、そして将来的には遺伝子改変動物作出による逆遺伝学
的解析を可能にするための第一歩となった。軟骨魚類は海洋生態系の高次捕食者として、海洋生態系の保全・維
持・管理という観点からも重要であり、基礎科学だけでなく社会的にも意義は大きい。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 サメ・エイを含む軟骨魚類は、現生の脊椎動物顎口類の中で最も早くに分岐し、脊椎動物の進
化を理解する上で鍵となる生物群である。尿素を利用する環境適応や、卵生から胎生までの多様
な繁殖・発生様式など、ユニークな特徴を多く持ち、その基礎研究の重要性は広く認識されてい
る。基礎生物学的な重要性に加え、海洋生態系の調節機能を担う高次捕食者として、海洋生態系
の保全・維持・管理という観点からも極めて重要だが、最近の 50年間で主要なサメ・エイ類は
70％近くも減少したことが報告され、絶滅が危惧される種も 30％を超えることが国際自然保護
連合の調査により示され、軟骨魚類の理解は喫緊の課題となっている。 
 このような生物学的・社会的重要性のもと、我々は国内外の研究拠点として軟骨魚類研究を推
進してきた。海洋環境への適応のしくみ（Hyodo et al., 2014）、淡水環境にも生息域を拡大する
広塩性のメカニズム（Imaseki et al., 2019）などを明らかにし、我々が研究モデルとするトラザメ
を含めたサメゲノムの解析結果も報告された（Hara et al., 2018）。しかしながら、サメ研究には
未だ大きな手法的制約がある。それが、遺伝子操作・逆遺伝学的解析ができないことである。こ
の最大の原因は、軟骨魚類の繁殖の特徴にある。全ての種が交尾による体内受精であり、胎生の
場合には受精後体内で 1 年近く発生・成長してから出産にいたる。約 40％を占める卵生種であ
っても、受精卵は硬い卵殻に包まれ、一定期間輸卵管内に留まった後に産卵される。それゆえ、
産卵されたときには発生がすでに進んでしまっている。さらには、交尾後はメスが体内に精子を
保存し、再び交尾することなくメス単独で排卵から交尾、産卵までを繰り返すため、「いつ受精
したのか」を外見的に知ることができなかった。以上のような特徴から、軟骨魚類において遺伝
子操作・逆遺伝学的解析は全く考えられなかったと言える。 
 我々は、卵生種トラザメをモデルに生殖生理学研究を開始するにあたって、エコー検査の活用
を考えた。水族館などでは大型板鰓類（ジンベエザメやマンタなど）や海棲哺乳類などの健康観
察や妊娠判断にエコー検査が用いられている。保全を目的とした研究においても、生殖状態の把
握にエコー検査が用いられはじめてきている。しかしこれまでの研究では、研究用の飼育動物を
用いて、純粋に研究を目的とした頻繁なエコー検査は行われていなかった。我々はトラザメに対
してエコー検査をすることで、輸卵管内に存在する受精卵の有無を把握できることを明らかに
した。このことにより、将来的に受精後 1日以内の受精卵を入手することも可能となり、これま
で全く考えることのできなかった遺伝子操作・逆遺伝学的解析の基盤をつくることができると
考えた。 
 
２．研究の目的 
 これまで不可能と思われてきた、軟骨魚類における逆遺伝学的アプローチを可能にする遺伝
子改変技術一般を、世界で初めて開発することが目的である。本研究の成果は、生理・形態・発
生・遺伝などの分野において、器官形成や恒常性、適応、繁殖などさまざまな現象の解明を飛躍
的に進めることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的を達成するため、大きく 3つの項目を進めてきた。まずひとつは、トラザメ胚の
発生過程、特に栄養吸収過程を調べることである。消化吸収機能をターゲットとして、Vivo-
Morpholino（VM）を用いたノックダウンを試みるという意味がある。ふたつめは、トラザメの
生殖周期の詳細、とくに受精前後の内分泌現象を明らかにすることである。将来的な初期胚での
遺伝子導入には、排卵のメカニズムや貯精された精子の活性化、受精のメカニズムや、これらの
内分泌制御機構の理解が必要不可欠である。そして最後に、これまで様々な動物種で確立されて
きた複数の遺伝子導入方法を応用し、軟骨魚類への遺伝子導入を検討することである。 
 
４．研究成果 
(1) トラザメ胚の発生過程における栄養吸収機構の獲得 
 トラザメ胚は、産卵された後、硬い卵殻内で約半年間発生・成長した後に孵化に至る。しかし
その間、最初の 2ヶ月間は卵殻が固く閉じられている一方で、プレハッチとよばれる卵殻の一部
が開放する現象の後は、卵殻内に海水を循環させながら発生・成長が進むことがわかっていた。
このような半年間において、トラザメの発生・成長がどのように進むのか、特に消化管の機能に
注目して研究を進めることで、消化吸収機能をターゲットとしたノックダウンが可能になるの
ではないかと考えた。消化管内に VM を直接投与できることに加え、消化吸収に関わるタンパ
ク質の発現をターゲットにすることで、体内の栄養素を指標に、VMの効果を検証した。 
 まず、発生段階を追って消化管の形態を調べたところ、受精後約 1ヶ月のステージ 23では腸
管は直管であり、その中に卵黄は存在しなかった。その後ステージ 24から消化管が回旋してい
く様子が観察された。発生の進行とともに回旋数は増え、プレハッチ直前のステージ 31E では
成魚と同様の 7回の回旋が認められた。しかし回旋数の増加とは関係なく、プレハッチ前に消化
管内に卵黄が認められることはなく、消化吸収機能を獲得していないことが明らかとなった。一
方で、プレハッチ後のステージ 32の個体では、全てで消化管内に卵黄が存在したため、卵黄が



消化管内に入るタイミングを詳細に観察したところ、プレハッチから 48時間以内に卵黄が消化
管内に入ること、プレハッチまでは外部卵黄囊と胚体をつなぐ卵黄柄内に卵黄の侵入をおさえ
るための膜状構造が存在すること、プレハッチ後すぐにこの膜状構造が消失して卵黄が胚体の
消化管内に進入することがわかった。さらに、ステージごとの発現解析により、プレハッチ以降、
消化管上皮細胞表面の微絨毛が発達し、ペプチド輸送体（PepT1）やアミノ酸輸送体（Slc6a19）
の発現が発生の進行とともに上昇することもわかった。PepT1 の発現は孵化前のステージ 34 で
は前方に偏った発現を示し、このことは孵化後の幼魚とも一致していた。以上のことから、これ
までは呼吸促進などのために卵殻の一部が開放するのだと考えられてきた「プレハッチ」という
現象であったが、このプレハッチを境に胚体の消化吸収機能が働き始めるなど、プレハッチこそ
が軟骨魚にとっての「孵化」であり、その後は安全な卵殻内においてさらに発生と成長を進め、
ほぼ卵黄を吸収し終わった段階でからから出てくるという説を提唱した（Honda et al., 2020）。 
 では、プレハッチ前はどのように栄養を吸収しているのだろうか？真骨魚類などでは、卵黄を
包む卵黄囊上皮が消化吸収に関わる。上記のプレハッチという現象を考えると、プレハッチ前は
卵黄囊上皮が消化吸収機能を担い、プレハッチ後は胚体の消化管がその役割を担うようになる
と予想した。胚体の消化管ならびに卵黄囊上皮の RNAseq 解析から消化吸収機能を担う分子群
を網羅的に調べたところ、予想と反し、卵黄囊上皮においても多くの分子群はプレハッチ後に発
現が上昇することがわかった。すなわち、プレハッチ前は卵黄囊上皮が消化吸収機能を担うこと
はたしかだが、その活動は活発ではない。プレハッチ後は胚体の消化管を機能させて効率的な消
化吸収を進める一方で、卵黄囊上皮の消化吸収機能も向上させ、胚体を大きく成長させると考え
られた。実際、プレハッチ前の成長率と比べ、プレハッチ後の成長は著しく、このことが胚体を
大きく成長させるメカニズムであることが示唆された（Honda et al., 2022）。以上の成果は、とも
に研究所の「リサーチトピックス」として紹介されている。 
 プレハッチ後には胚体の消化管が機能的になることがわかったため。発現が大きく上昇する
PepT1遺伝子をターゲットに VMを作製し、ステージ 32のトラザメ胚の消化管内に投与した。
VM の配列をエキソンとイントロンの境目に設計することでスプライシング異常を起こさせ、
PepT1遺伝子をノックダウンさせることを目指した。VMを投与した個体の腸で RT-PCRを行い、
スプライシング異常によるバンドパターンの変化を検出することで VM が機能しているかどう
かを調べたものの、バンドパターンの変化は見られなかった。投与方法、濃度、個体のステージ
等複数検討したものの、いずれの条件でも VM が機能した証拠は得られなかった。軟骨魚類の
体液には高濃度の尿素が含まれるなど、その組成は VM がこれまで用いられてきた哺乳類や真
骨魚類のものとは異なるため、今後は溶液組成なども検討して実験を行う必要がある。 
 
(2) エコー検査による産卵周期の非侵襲的把握と性ステロイドホルモン変動 
 研究の背景でも記述したとおり、軟骨魚類にとって逆遺伝学的解析が困難な最大の理由は、受
精直後の卵を採取することが極めて難しいことにある。現時点では、生殖周期自体を外見的に同
定することも不可能であり、受精のタイミングを知ることもできない。ましてや、その時に、さ
まざまな生殖関連現象がホルモンによってどのように調節されているのかもわかっていない。
そこで、訪問診療などで使用されているポータブル超音波画像診断装置（ポケットエコーMiruco）
を導入したところ、輸卵管内に存在する、殻に包まれた受精卵が明確に観察できた。このことを、
多数のトラザメに対して毎日継続したところ、繰り返し起こる産卵周期を非侵襲的に同定する
ことに世界で初めて成功した（図 1）。トラザメは他の軟骨魚類と同様、夜間に活動が活発とな
るため、日中は水槽の底部でじっとしていることが多い。また、エコー検査においては、トラザ
メに密着させるのではなく、数センチ離した状態の方が明瞭に観察できることがわかり、麻酔を
かけたりサメを保持したりすることなくエコー検査ができる。すなわち、対象生物に対してほぼ
完全にストレスを与えることなく産卵周期を把握できる。さらに、複数のトラザメを半年以上と
いう長期間にわたって継続検査した結果、その生殖周期は個体間、さらには同一個体内でも周期
間で変動が激しいことがわかり、エコー検査の有用性をよく表していた。 
 生殖周期を制御する内分泌メカニズムを明らかにするため、エコー検査と並行して 3 日に一
度の採血を行い、血中の性ステロイドホルモンである Estradiol-17β（E2）、Testosterone（T）、 
Progesterone(P4)を測定した。その結果、E2には明確な周期的変動は見られなかったものの、卵
殻が輸卵管内に見出される直前に血中 P4レベルの一過的なサージならびに Tレベルの低下が見
られた（図 1）。この現象は調べた全ての個体、全ての産卵周期で認められた。さらに、採血間隔
を短縮して毎日行ったところ、卵殻に包まれた受精卵を検出する 2 日前に P4 が上昇すること、
その直前に Tレベルの低下が起こることがわかった。卵殻の形成開始ならびに排卵・受精は、輸
卵管内に受精卵を発見する 1日前には起こると考えられることから、P4のサージは排卵・受精・
卵殻形成の直前に起こること、P4 がこれらの現象に関わる可能性を示唆している。まだ予備的
な段階ではあるが、P4 を人為的に投与することにより、卵殻腺に作用して卵殻形成の第一段階
であるツル形成を引き起こすこと、卵殻内液の分泌など卵殻腺の複数の機能に関わることも見
出している。精子の保存・放出・活性化も卵殻腺の機能の一部であり、P4 等のホルモンによる
作用があるのかどうかを検討している。これまでのところ、排卵を引き起こすことはできていな
いが、これについては脳下垂体の生殖腺刺激ホルモンが必要だと考えており、すでに受容体の発
現と受容体に対する脳下垂体抽出物の検討も進めている。 
 以上の結果から、人為的な排卵ならびに受精を引き起こすための重要な情報を得ることがで



きた。今後この研究を進めていくことで、受精直後の卵を人為的に得るといった、遺伝子改変動
物を得るための基盤技術開発への第一歩を踏み出せたと考えている。 
 
(3) トラザメ培養細胞ならびに生体への遺伝子導入方法の検討 
 遺伝子導入方法の検討においては、まず初代培養細胞を用いて様々な手法を検討し、その後初
代培養細胞において効果的だった方法を生体に試みるという、二段階で行った。 

①トラザメ胚初代培養細胞における遺伝子導入 
 初代培養細胞は、ステージ 29-31Eまでの胚を用いて樹立した。このステージはプレハッチよ
り前であり（研究成果 1を参照）、外界の海水にさらされていない状態であるため、海洋微生物
などの混入リスクを最小限に押さえられると考えた。実際、プレハッチ前の胚を卵殻から出して
海水環境に暴露すると生存できない、とされている。コラゲナーゼを含むサメリンガー液で処理
し、細胞懸濁液を洗浄後、ゼラチンコートした培養プレートにサメ体液に合わせた L15 培養液
で 3-4日間培養することで、遺伝子導入に適した初代培養細胞を樹立することに成功した。プレ
ートに播種してすぐは多数の細胞塊として存在していたが、培養開始から 24時間以内に単層の
状態に広がった。培養細胞には異種の細胞が混在しており、最も多かったものは細長い線維芽細
胞様のもの、ならびに多角形の上皮細胞様の細胞であった。培養細胞は少なくとも 28日間維持
することができたが、培養開始から 19日ほど経過すると、細胞質や核が肥大化し、核の周囲に
液胞が見られるようになるなど、老化細胞に類似した特徴が現れ始めた。そこで、実験は播種後
3-4日目の細胞を用いることとした。 
 遺伝子導入には、GFP遺伝子をユビキタスなプロモーターである CMVプロモーターにつなげ
たコンストラクトである pEGFP-N1 vector（Takara Bio USA）を用いた。GFPの蛍光を細胞自体
が示す自家蛍光と区別することは難しいが、無処理の細胞においては 0.018%という極めて少数
の細胞のみが自家蛍光を示した一方で、後述するように遺伝子導入した細胞では 0.5%以上の細
胞が蛍光を示したことから、トラザメ初代培養細胞においては自家蛍光は問題にならないこと
がわかった。遺伝子導入方法として試みたのは、リポフェクション（リポフェクタミン）、ポリ
エチレンイミン、アデノウィルス、バキュロウィルス、エレクトロポレーションの 5つの方法で
ある。これらの方法の中ではリポフェクションが最も導入効率が高く、2日目から蛍光が観察さ
れるようになり、7 日後には 4.7%の細胞で蛍光が観察された。バキュロウィルスに感染させた
細胞では、4日後に最初の蛍光が観察され、7日後には 2.0%の細胞で GFPの蛍光が観察された。
エレクトロポレーションでは 9 日目に最も多くの細胞で蛍光が観察され、0.7%の細胞が蛍光を
示した。一方で、ポリエチレンイミンならびにアデノウィルス処理では GFP の蛍光を観察する
ことはできなかった。 
 トラザメ初代培養細胞において遺伝子導入に成功した 3 つの手法のうち、バキュロウィルス
感染とエレクトロポレーションは哺乳類や真骨魚類において生体への遺伝子導入に用いられて
いる。そこで、これら 2つの手法について、さらに条件検討を行った。用いるバキュロウィルス
量に依存して導入効率は高くなり、最も高い条件では 3.6%の細胞が蛍光を発した。エレクトロ
ポレーションにおいては、パルスの強度、持続時間、回数を変化させたところ、0.2 kVの強度、
50マイクロ秒の持続時間で 2回（0.38%）あるいは 3回（0.38%）パルスを与えた条件が最もよ
かった。ただし、3回パルスを与えた場合には、多くの細胞がプレートから剥がれてしまい、細
胞にとってのダメージが大きいことがわかった。 

②トラザメ胚および成体組織における in vivo遺伝子導入 
 以上のように確立した手法を用い、トラザメ胚の生体への遺伝子導入を試みた。この目的には、
ステージ 31L-32の胚を用いた。これらはプレハッチ後の個体であり、消化管による栄養吸収、
鰓による呼吸、基本的な免疫系の確立など、個体として生存するための様々な生理機構を獲得し
ている一方で（研究成果 1参照）、その表皮は遺伝子導入に対して肥厚しすぎていない（発生後
期では、いわゆる「サメ肌」になる）ことから、遺伝子導入に最適だと考えた。しかし、初代培
養細胞での結果とは異なり、バキュロウィルスによる感染では、生体への遺伝子導入は確認でき
なかった。一方で、エレクトロポレーションによって、骨格筋細胞に蛍光が観察された（図 2）。
このシグナルは GFP に対する免疫組織化学によっても確認され、インジェクションを行った側
のみで確認されたことから、遺伝子導入が成功したことを示している。皮膚の表面にも斑点状の
蛍光が観察されたが、これについては未処理の胚体でも観察されたこと、GFPに対する免疫組織
化学では観察されないことから自家蛍光であることを確認した。脳に対してエレクトロポレー
ションを行った個体では、外套下部のニューロンに導入による GFP シグナルが認められた。エ
レクトロポレーションの強度と頻度を検討したところ、30 Vを 8回ならびに 50Vの強度ではほ
とんどの個体が死亡してしまったのに対して、30V を 5 回あるいは 15V の条件では全ての個体
が生存し、GFPのシグナルも検出された。投与するベクター量を 0.5-2 μgの間で変えた時には、
全ての条件で GFPシグナルが検出され、導入効率にも違いはなかった。 
 さらに、トラザメ成熟オスの精巣に対してもエレクトロポレーションによる遺伝子導入を試
みた。導入後 7日目に確認したところ、精巣内に GFP シグナルが検出された。ただし、全ての
シグナルは精嚢の外部のみに検出された。これは、精嚢の周囲には基底膜が存在し、間質へのイ
ンジェクションおよびエレクトロポレーションでは精嚢内部にまで届かない可能性がある。軟
骨魚類の場合、研究成果 2 に示したとおり受精直後の卵に遺伝子導入することには多くのハー



ドルが存在する。もし精子に対して遺伝子改変を行うことができれば、遺伝子改変した精子をメ
スの輸卵管に人為的に注入し、卵殻腺内に保持させることができれば、自然状態での排卵あるい
は研究成果 2 に示した人為的な排卵と精子の活性化により、遺伝子改変動物を作成できるので
はないかと考えている。今後、精嚢内に遺伝子導入する手法の開発、あるいはアブラツノザメや
シュモクザメなどで報告されているようにシストに包まれていない初期の精原細胞がトラザメ
にも存在すれば、精子への遺伝子導入も可能になる可能性がある(Fujimori et al., 2022)。今回は、
検出しやすいように GFP遺伝子を用いたが、将来的には Cas9-gRNA integrated vectorを導入する
ことで、CRISPR/Cas9 システムによる特定の遺伝子のノックアウトにもつながる重要な第一歩
となったと考えている。 
 
 以上の通り、これまで全く行われてこなかった軟骨魚類における遺伝子改変を目的とし、本研
究によりそのための基盤となる排卵から受精、その後の発生にいたる現象と内分泌制御機構を
明らかにした。そして初期胚から初代培養細胞を樹立し、エレクトロポレーションやウィルス感
染など複数の手法による培養細胞への遺伝子導入を検討し、発生中期の胚体への遺伝子導入に
成功した。さらには、成魚の精巣への遺伝子導入も試み、生殖細胞への導入は確認されなかった
ものの、将来的な逆遺伝学的アプローチに向けて第一歩を踏み出すことができた。まだ乗り越え
なければならないハードルは多数あるものの、軟骨魚類の生理・形態・発生・遺伝など様々な分
野において、器官形成や恒常性、適応、生殖などさまざまな現象の解明のための萌芽研究を進め
ることができた。今後は、本研究で確立した手法を用い、器官培養などを通して遺伝子発現制御、
生殖系列への遺伝子導入・改変につなげていく。 
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図 1：トラザメの生殖
周期における性ステロ
イドホルモンの変動。
黄色とピンクの四角
は、輸卵管内に卵殻に
包まれた受精卵を持つ
ことを示す。 

図 2：トラザメ胚への
遺伝子導入。エレクト
ロポレーションによ
る。骨格筋に GFP遺伝
子が導入されたことを
示している。 
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