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研究成果の概要（和文）：　二倍性配偶子を形成するクローンドジョウの起源と考えられる２系統のドジョウに
ついて遺伝解析を行った。系統間では塩基配列の違いに加え、染色体の一部の配列が逆向きになるなどの構造的
な違いが明らかとなり、これらが二倍性配偶子形成の一因であると考えられた。また、生殖細胞の核サイズの計
測から、二倍性配偶子形成における生殖細胞のゲノムの倍加は減数分裂前の卵原細胞の時期に生じることが推測
された。
　雄で不妊性を示すドジョウ系統間雑種二倍体からゲノムを倍加した雑種四倍体では遺伝的にほぼ均一な二倍性
精子が作られ、容易に不妊三倍体が誘起できることが示された。

研究成果の概要（英文）：Genetic analysis was carried out on two strains of dojo loach that are 
thought to be the origin of clonal dojo loach forming diploid clonal gametes. Whole genome and 
cytogenetic analyses revealed not only sequence diversity between genomes of the two strains, but 
also differences in chromosome structure, such as inversion. These genetic differences were 
considered to be related with diploid gamete formation. The measurement of nuclear sizes of germ 
cells during gonadal development revealed significant differences of nuclear size at oogonia between
 wild-type and clonal dojo loach. It suggests that genome doubling occurs at oogonia in clonal dojo 
loach.
In dojo loach, inter-group tetraploid hybrids were induced by inhibition of the first mitotic 
division after inter-group fertilization. The tetraploid hybrid males formed fertile diploid sperm, 
while inter-group diploid hybrid males showed sterility. The diploid sperm readily contributed to 
produce sterile triploids.

研究分野：魚類育種遺伝学

キーワード： 非還元配偶子形成　クローン　雑種　ゲノム倍加　倍数体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
クローンドジョウの起源とされる遺伝的に異なる２系統のゲノム解析から、系統間では塩基配列多型とともに逆
位などの染色体構造変異が推察された。この構造変異は減数分裂における相同染色体の対合異常の大きな要因に
なると考えられる。また、初期生殖細胞の発達における核の形態変化に基づいた分類と、本研究で樹立した生殖
細胞を可視化した遺伝子組換えドジョウを利用することで、ゲノム倍加が生じる生殖細胞の識別が可能となる。
さらに、魚類における不妊二倍体の四倍体化による二倍性配偶子形成は、不妊雑種の複二倍体化による新規配偶
子生産の可能性を示し、新たな育種素材の開発に寄与する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 魚類では交雑により様々な雑種が作出されてきた。雑種の生存性や生殖特性は、親種の遺伝的
な距離が大きく影響する。妊性を示す雑種では、親種の組合せに依存して、通常の半数性の配偶
子形成だけでなく、二倍性配偶子形成などの特殊な配偶子形成が生じることがコイ科雑種、メダ
カ属雑種、サケ科雑種で報告されている (藤本・荒井, 2012)。この二倍性配偶子形成は、一部の
野生集団でクローン生殖を行うドジョウ（クローンドジョウ）でも知られる (Morishima et al., 
2002)。このクローンドジョウは分子系統学解析と細胞遺伝学的解析の結果、遺伝的に異なる集
団（以後、A系統と B系統とし、それぞれのゲノムを Aあるいは Bと表記。クローンドジョウ
のゲノムは“AB”。）の交雑に起源する (Yamada et al., 2015; Kuroda et al., 2018)。また、人為
的に誘起したドジョウ系統間雑種においても雌では二倍性卵が形成されたことから、系統間の
ゲノムの違いが二倍性配偶子形成の要因であることが示唆された。すなわち、通常の減数分裂に
よる半数性配偶子形成や不妊化が起こらず二倍性配偶子が形成されるためには、生殖細胞にお
けるゲノムの組合せが鍵となることが考えられる。 
 クローンドジョウ (Itono et al., 2007)やメダカ×ハイナンメダカ雑種(Shimizu et al., 1997)
では、減数分裂前核内分裂が二倍性配偶子形成の細胞学的な機構として報告されている（図 1）。
また、雄のクローンドジョウを用いた研究によって、減
数分裂前のゲノム倍加は初期の精原細胞において生じ
ていることが明らかとなり、生殖細胞が体細胞分裂を行
っている段階で既にゲノム構成をチェックされている
ことが示唆された(Yoshikawa et al., 2009)。さらに、ク
ローン系統同士の交配によってゲノム(AB)を倍加した
クローン四倍体(AABB)は、四倍性のクローン配偶子
(AABB)を作らず、通常の減数分裂によりクローン系統
の二倍体と同じ二倍性配偶子を産出する(Morishima et 
al., 2012)（図 1）。つまり、ゲノム倍加現象は生殖細胞
のゲノム構成に依存し、クローン個体の生殖細胞におい
て常にゲノム倍加に関わる遺伝子が発現しているわけ
ではなく、対合する染色体が存在しない場合に限り特異
的にゲノム倍加機構が働くことが示唆された。 
 二倍性配偶子は人工授精に用いることにより、異質三倍体などの新品種合成が可能となり、新
規の育種素材として非常に有用である。さらに、形成される二倍性配偶子は遺伝的に均一になる
場合がある。ドジョウのクローン系統(AB)の二倍性配偶子形成では減数分裂前核内分裂により
ゲノム倍加し、その後の減数分裂過程では姉妹染色体間(AAあるいは BB)で対合する。染色体の
乗換が生じても遺伝的に同一な染色体要素の交換となるため、最終的に産出される配偶子は親
のゲノム(AB)と同じになる（図 1）。配偶子のクローン性は雑種でも観察されており、ブラウン
トラウトとアトランティックサーモンの雑種では、遺伝的に不活化した精子と二倍性卵の受精
により生じた雌性発生の子孫はクローンであった (Galbreath et al., 1997)。また，メダカ属雑
種では、子孫は親の雑種と同じ核型を示していたことから、クローンであることが示唆されてい
る。この二倍性配偶子の特性は、遺伝的に均一な優れた個体を大量に作出する養殖産業にとって
非常に有用であると考えられる。 
 二倍性配偶子形成は一部の魚種や限られた組合せの雑種のみで生じる。しかし再現性がある
ことから、生物が潜在的に有する分子経路を経て形成されていると考えられる。これまでの詳細
な組織学的観察や細胞遺伝学的な解析により、ゲノム倍加の可視的な現象は明らかとなったが、
ゲノム倍加現象の根本的なメカニズムは未解明である。 
 
２．研究の目的 
 ゲノム倍加の主要因は、雑種の異質なゲノム構成、すなわち異種のゲノムの組み合わせである。
生殖細胞における異質なゲノム構成がトリガーとなりゲノム倍加を引き起こし、異質四倍体（複
二倍体）の生殖細胞が形成される。そこで本研究では、水産養殖や育種において有用な二倍性配
偶子の人為的な誘導技術の開発に向けて、クローンドジョウと雑種の二倍性配偶子形成を引き
起こすゲノム倍加機構の解明と、その実証研究を行うことを目的とした。そのためクローンドジ
ョウのゲノム倍加の原因である（１）ゲノム倍加を生じる系統間のゲノムの違い、（２）ゲノム
倍加の分子機構解明、（３）雑種由来の二倍性配偶子の育種応用に向けた実証研究を行い、新た
な育種素材としての二倍性配偶子の有用性を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲノム倍加を生じる系統間のゲノムの違い 
 ゲノム解析においては、B系統では倍加半数体を、A系統では第二極体放出阻止型雌性発生二
倍体を用いた。ゲノム解析では、Oxford Nanopore Technologies 社のロングリードシーケンス

図 1．通常の配偶子形成（A）と減数分裂前核
内分裂による二倍性配偶子形成（B）。クロー
ンドジョウ四倍体ではゲノム倍加は生じず、
通常の減数分裂と同様に還元分裂により配偶
子形成を行う（C）。 



法および Illumina 社のショートリードシーケンス法を組み合わせて実施した。また、ゲノム構
造解析には、Bionano Genomics 社のオプティカルゲノムマッピング技術を利用した。これらデ
ータを用いて、まずロングリードデータから概ねのコンティグ配列を構築し、ショートリードデ
ータを用いて補完した。さらに、オプティカルゲノムマッピングデータを用いて高品質なコンテ
ィグ配列を構築した。そして最後に、公開されている近縁系統のドジョウゲノム配列情報に基づ
いてスキャフォールディングを行った。そして、系統間のシンテニーを比較することにより、系
統間のゲノム構造変異を解析した。 
 ドジョウの A系統と B系統のゲノムを染色体レベルで比較するために、Fluorescent in situ 
hybridization (FISH)では 18S rRNA および 5S rRNA 反復配列とともに、ショートリードのデー
タから単離された新規反復配列から作製したプローブを用いた。また、A系統と B系統間の染色
体構造を比較するため、２系統由来 DNA を用いて、系統間雑種の染色体標本に対して Genomic in 
situ hybridization（GISH）を行い系統間ゲノムの変異について染色体レベルで調査した。 
 
（２）ゲノム倍加の分子機構の解明 
 クローン系統のメスにおいて生殖細胞のゲノム倍加時期が不明であったため、野生型とクロ
ーン系統において、孵化胚以降の初期生殖腺形成過程における生殖細胞の発達段階を、抗 VASA
抗体を用いた免疫染色と共焦点レーザー顕微鏡により経時的に観察した。そして、初期生殖幹細
胞から減数分裂に至るまでの生殖細胞の形態を核と Vasa タンパク質の分布様式に基づいた分類
を行うとともに、生殖細胞の核サイズを野生型とクローンの間で比較することによってクロー
ン系統の卵巣における特異的なゲノム倍加発生時期の特定を試みた。 
 クローンドジョウの生殖幹細胞の単離やセルソータによるゲノム倍加前/後の細胞集団を可能 
とするためのツールとして、生殖細胞に特異的な piwil1 遺伝子のプロモーター(ゼブラフィッ
シュ由来の配列を使用）と EGFP 遺伝子からなるコンストラクト(piwi-EGFP)を導入した生殖細
胞を可視化した遺伝子組換え(TG)クローンドジョウの作出を行ない、生殖細胞における導入遺
伝子の発現動態を観察した。また、TG クローンドジョウの生殖腺構成細胞のセルソーターによ
る分取に向けて、抗 Vasa 抗体を 用いた免疫染色を施し、DAPI による核染色した細胞をフロー
サイトメーターによる分画の可否を検討した。 
 
（３）雑種由来の二倍性配偶子の育種応用に向けた実証研究 
 人為的に誘起した雑種における二倍性配偶子形成能力の検討を目的として、サケ科雑種、ドジ
ョウ属雑種、メダカ属雑種を誘起し、それぞれの妊性と配偶子の倍数性について調査した。ドジ
ョウ属雑種では系統間雑種二倍体と卵割阻止による系統間雑種四倍体を作出して妊性と配偶子
の倍数性の調査に供した。 
 
４．研究成果 
（１）ゲノム倍加を生じる系統間のゲノムの違い 
 ドジョウ B系統の倍加半数体の遺伝子型について 56 座のマイクロサテライトマーカーで検証
した結果、増幅が見られた全 44 座でホモ接合であったことから完全同型接合であることを確認
した。また、A系統では緋色の形質をヘテロで持つ個体の卵を用いて第二極体放出阻止型雌性発
生を誘起した結果、野生型個体と緋色の個体に 1:1 に分離したことから雌性発生を確認した。こ
れらの個体を用いて、各系統のドラフトゲノムを構築し、それらのクオリティーをさらに高める
ために、オプティカルゲノムマッピングを行なった。これ
らのドラフトゲノムを用いて、先行して中国の研究グルー
プが発表した近縁系統のドジョウゲノム情報をリファレ
ンスにスキャフォールディングを行い、疑似染色体レベル
までの配列を構築した。各系統のそれらの配列をリファレ
ンスとなるデータベースに登録されているドジョウゲノ
ムに対してシンテニー解析に供した結果、本研究で得られ
た B 系統ではリファレンスゲノムに対して大きな逆位は
認められなかったのに対し、A系統ではいくつかの染色体
で逆位と推察される結果が得られた。 
 シーケンス解析から得られたドジョウの 18S rRNA と 5S rRNA を染色体上にマップした結果、
A 系統と B 系統およびクローン系統では染色体上でのシグナルに違いは見られなかった。一方、
A系統と B系統およびクローン系統の 5S rRNA のコード領域と非転写領域（NTS）の複数の配列
を用いて系統樹を作成した結果、コード領域では系統ごとの明瞭なクレードは形成されなかっ
たのに対し、NTS では系統ごとにまとまったクレードを形成し、クローン系統に由来する配列は
両系統のクレードに振り分けられた。また、リードデータより単離した新規反復配列を用いた
FISH 解析では、B 系統の最大 M 型染色体にのみシグナルが検出されるプローブの作製に成功し
た。このプローブは A 系統の最大 M 型染色体では雑種分子を形成せずシグナルは検出されなか
ったため、人為的に交雑した系統間雑種では B 系統に由来する最大 M 型染色体だけに１つのシ
グナルが検出された。一方、クローン系統においては、2本の最大 M型染色体にシグナルが検出
された。この結果は、A系統と B系統の交雑を起源すると考えられているクローン系統における
A系統に起源する染色体は、現存する A系統のゲノムとは一部が異なっていることを示唆してい

(A) (B) 

図 2 先行研究のドジョウリファレンス
ゲノムと、本研究で得られた A系統（A）、
B系統（B）のシンテニーを比較した結果 



る。また、2系統間雑種の染色体標本に対して GISH によるドジョウ A、B系統間の染色体構造の
比較解析では、A系統をプローブ DNA、B 系統をサプレッション DNA に用いた結果、A系統由来と
推定される染色体全域でプローブ由来の強いシグナルが確認されたため、2系統間では染色体レ
ベルの大きな配列変異が生じていることが細胞遺伝学的に示唆された。 
 
（２）ゲノム倍加の分子機構の解明 
 クローンドジョウの未発達卵巣をトリプシンやコラゲナーゼ等の消化酵素を用いて細胞を開
始した後、メッシュフィルターを通して大型卵母細胞を除去することにより、小型の細胞のみを
回収した。これらの細胞を固定後、Vasa 抗体を用いて免疫蛍光染色に供した結果、比較的大型
の核を有する卵原細胞が確認され、フローサイトメトリーによる分析では、Vasa 陽性の細胞が
DAPI 蛍光強度で 3 種類に分類できる可能性が示唆された。一方、発達卵巣から細胞の解離処理
を行なった場合には、細胞解離処理による多数の卵黄片が発生し、核染色 DNA 量、前方散乱光、
側方散乱光からは明瞭な卵原細胞集団の特定には至らなかった。そのため、細胞解離処理に用い
る卵巣の発達段階としては未発達卵巣が適しており、発達卵巣を用いる場合には細胞解離処理
方法を改良する必要がある。 
 生殖細胞の可視化にむけた TG クローンドジョウの作出では、生殖細胞で特異的に発現する
遺伝子であるゼブラフィッシュ piwil1 プロモーター領域と EGFP、および異なる 3’UTR（BGHpA, 
piwil1 3’UTR, nanos3 3’UTR）から構成されるコンストラクトを作製し、これらを顕微注入す
ることによって遺伝子組換え候補個体の作出を行った。これらの導入個体のうち、全ての種類の
コンストラクトを導入した遺伝子組換え個体におい
て生殖細胞に EGFP 蛍光を有する個体が得られた。
これらのうちで成熟した個体から採卵した結果、
EGFP 蛍光を有する卵が確認され、発生した個体の生
殖細胞においても EGFP 蛍光が観察されたことよ
り、クローンドジョウにおいて複数の生殖細胞可視
化系統の樹立に成功した(図 3)。また、抗 EGFP 抗
体と抗 VASA 抗体による免疫染色を行った結果、TG
系統間で EGFP の発現が卵母細胞の発達段階によっ
て異なることが明らかとなった。 
 核の DAPI染色と抗Vasa抗体および抗Acetylated 
Tublin (AcTub)抗体による Whole-mount 免疫染色により、野生型とクローン系統のドジョウの
生殖腺発達過程における生殖細胞の形態変化と核サイズ変化についてステージングを行った結
果、野生型とクローン系統ともに、孵化直後の生殖細胞から減数分裂までの生殖細胞において核
の形態と Vasa の分布様式および AcTub の発現に基づいて分類した。その結果、それぞれのステ
ージを発達段階の早い順に G1、G2、G3、G3 クラスター、AcTub（-）シスト, AcTub（+）シスト
の 6 タイプに分けられ、野生型とクローンで違いは見られなかった。G3 タイプは出現時から細
胞数が増加し他のタイプが新たに出現しても残存し続けることから卵原細胞への分化初期、
AcTub シグナルは初期卵母細胞から発現することから AcTub（-）シストが卵母細胞への分化直
前、つまり G3、G3 クラスター、AcTub（-）シストの 3タイプが卵原細胞の期間であると推定さ
れた。また、野生型の生殖腺においてシストタイプが出現する個体としない個体が現れ、生殖腺
の分化に二型が生じることが示唆された。そして、生殖細胞の核体積を比較すると G3 クラスタ
ー、AcTub（-）シスト、AcTub（+）シストタイプにおいて野生型よりクローン系統が有意に大き
かった。クローン性転換オスの知見と合わせると G3 タイプは A 型精原細胞、G3 クラスター、
AcTub（-）シストタイプは B型精原細胞に相当すると考えられる。AcTub（+）シストタイプはす
でにゲノム倍加が完了した初期卵母細胞と予想されることから、クローン卵巣において G3 クラ
スタータイプと AcTub（-）シストタイプにおいてクローン特異的なゲノム倍加が生じ、クロー
ンでは雌雄に関わらず生殖原細胞（卵原細胞、精原細胞）の時期に特異的なゲノム倍加が生じる
ことが示唆された。そこで、クローン系統においてゲノム倍加が生じていると想定される生殖腺
発達段階において、生殖腺が含まれる領域を腎臓と共に摘出し RNA-seq 解析に供した結果、クロ
ーン系統と野生型間で発現差がある遺伝子の存在が確認された。 
 
（３）雑種由来の二倍性配偶子の育種応用に向けた実証研究 
 サケ科雑種では Salvelinus 属のアメマスとオショロコマを正逆交雑に用いた種間雑種におい
て、オスでは運動性がある半数性の精子の形成が確認された。メスでは人為雌性発生を行った結
果、全て半数体であったため非還元配偶子は確認されなかった。また、人工受精試験よりこれら
の配偶子は受精能を有することが確認された。Salmo 属のブラウントラウトとタイセイヨウサケ
の交雑魚から卵が得られ、極体放出処理をともなわない雌性発生により生存個体を誘起できた
ことから、先行研究と同様に非還元卵の形成が確認された。 
 メダカ属雑種ではニホンメダカとルソンメダカの正逆交雑で雑種を作出した。自然交配によ
って雑種を誘起した結果、親種の組み合わせによって孵化率に大きな違いが認められた。また、
雑種のオスでは、交雑の方向性により精巣構成細胞の倍数性構成に違いがあることが明らかと
なり、交雑の正逆によって妊性が異なる可能性が示唆された。雑種の雌では自然交配によって三
倍体が得られたことから、二倍性卵が形成されたと考えられた。 

図 3 生殖細胞を EGFPにより可視化したクロー
ンドジョウの卵巣．（A）EGFP蛍光が弱い系統の
卵巣、（B）EGFP蛍光が強い系統の卵巣．１は明
視野観察、2は蛍光観察を示す。 



 ドジョウ雑種では、カラドジョウ雌と A 系統および B 系統のドジョウ雄を用いた種間雑種を
誘起した結果、雑種の雄では雄親の系統に関係なく不妊性を示すことが確認された。ドジョウの
B系統の雌と A系統の雄を用いた系統間雑種では、通常の交配によって系統間雑種二倍体を作出
し、一部の受精卵に高水温処理を施すことによって系統間雑種四倍体（複二倍体）を作出した。
これらの系統間雑種の雄では、二倍体からは頭部サイズが不均一で複数の鞭毛を有する形態的
に異常な精子が形成されたのに対し、四倍体からは正常な形態で二倍性の精子が形成された。こ
の二倍性精子は受精能力を有しており、二倍体の雌に由来する卵との受精によって三倍体が作
出された。また、この二倍性精子と紫外線照射によって卵核を破壊した卵との受精によって雄性
発生を誘起したところ、正常な形態の雄性発生二倍体が得られた。同じ雄親に由来する雄性発生
二倍体の遺伝的な特徴を Amplified Fragment Length Polymorphism 法により解析した結果、ほ
ぼ同一のバンドパターンが得られた。すなわち、系統間雑種四倍体は遺伝的にほぼ同一な精子を
産出することが明らかとなった。さらに、二倍性精子の受精に由来する三倍体のオスからは正常
な精子形成が認められず、不妊であることが示唆された。 
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