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(57)【要約】
【課題】　アコヤガイにおける生殖細胞系列の発達に関
与する新規遺伝子の提供を目的とする。
【解決手段】　アコヤガイの生殖細胞系列の発達に関与
する新規遺伝子は、配列番号１～３のいずれかで表され
る塩基配列からなる。この遺伝子の発現を抑制すること
によって、アコヤガイにおける生殖細胞系列の発生を抑
制できる。前記発現を抑制する方法としては、例えば、
ｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮ
Ａ前駆体、アンチセンスＲＮＡ、リボザイムを使用して
、ｍＲＮＡの発現を抑制する方法があげられる。このよ
うな方法によって前記新規ｐｏｖ遺伝子の発現を抑制し
たアコヤガイは、生殖細胞系列の発達が抑制されている
ため、例えば、真珠養殖の母貝として使用すれば、卵抜
き等の処理が不要となる。
【選択図】　図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
配列番号１、配列番号３および配列番号５のいずれかで表される塩基配列からなることを
特徴とする、アコヤガイの生殖細胞系列の発達関連遺伝子。
【請求項２】
アコヤガイの生殖細胞系列の発達抑制方法であって、
請求項１記載の生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの発現抑制
によって、生殖細胞系列の発達を抑制することを特徴とする発達抑制方法。
【請求項３】
前記生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの発現抑制が、
前記生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列から転写されたＲＮＡの分解、また
は、前記生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの転写の阻害であ
る、請求項２記載の発達抑制方法。
【請求項４】
前記アコヤガイの生殖細胞および受精卵の少なくとも一方に、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレア
ーゼで分解されることによりｓｉＲＮＡを遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボ
ヌクレアーゼで分解されることによりｍｉＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセ
ンス、リボザイム、およびこれらを発現する発現ベクターからなる群から選択された少な
くとも一つの核酸を導入して、前記生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列から
転写されたＲＮＡの分解、または、前記生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列
からのＲＮＡの転写を阻害する、請求項３記載の発達抑制方法。
【請求項５】
前記ｓｉＲＮＡ前駆体が、二本鎖ＲＮＡであり、
前記二本鎖ＲＮＡのアンチセンス鎖が、下記（ａ１）または（ａ２）の塩基配列からなる
ポリヌクレオチドである、請求項４記載の発達抑制方法。
（ａ１）配列番号１、配列番号３および配列番号５のいずれかで表される塩基配列におい
て、連続する１０８０～１２６０塩基からなる塩基配列に相補的な塩基配列
（ａ２）配列番号７、配列番号８および配列番号９のいずれかで表される塩基配列に相補
的な塩基配列
【請求項６】
前記生殖細胞および受精卵の少なくとも一方に前記核酸を含有する液体を接触させ、前記
生殖細胞および受精卵の少なくとも一方の取り込み能によって、前記核酸を前記生殖細胞
および受精卵の少なくとも一方に導入する、請求項４または５記載の発達抑制方法。
【請求項７】
前記生殖細胞および受精卵の少なくとも一方と前記液体との接触方法が、生殖巣または生
殖細胞の前記液体への浸漬、または、生殖巣への前記液体の注入である、請求項６記載の
発達抑制方法。
【請求項８】
請求項２から７のいずれか一項に記載のアコヤガイの生殖細胞系列の発達抑制方法に使用
するための発達抑制剤であって、
下記（ｘ１）～（ｘ３）からなる群から選択された少なくとも一つの核酸を含むことを特
徴とする発達抑制剤。
（ｘ１）請求項１記載の生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列から転写された
ＲＮＡを分解する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓｉＲＮＡを
遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｍｉ
ＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる群から選択
された少なくとも一つの核酸
（ｘ２）請求項１記載の生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの
転写を阻害する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓｉＲＮＡを遊
離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｍｉＲ
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ＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる群から選択さ
れた少なくとも一つの核酸
（ｘ３）前記（ｘ１）および（ｘ２）の少なくとも一方の核酸を発現する発現ベクター
【請求項９】
前記ｓｉＲＮＡ前駆体が、二本鎖ＲＮＡであり、
前記二本鎖ＲＮＡのアンチセンス鎖が、下記（ａ１）または（ａ２）の塩基配列からなる
ポリヌクレオチドである、請求項８記載の発達抑制剤。
（ａ１）配列番号１、配列番号３および配列番号５のいずれかで表される塩基配列におい
て、連続する１０８０～１２６０塩基からなる塩基配列に相補的な塩基配列
（ａ２）配列番号７、配列番号８および配列番号９のいずれかで表される塩基配列に相補
的な塩基配列
【請求項１０】
生殖細胞系列の発生が抑制されたアコヤガイの製造方法であって、
下記（Ａ１）および（Ａ２）工程を含むことを特徴とする製造方法。
（Ａ１）アコヤガイの卵および精子の少なくとも一方の生殖細胞に、請求項８または９記
載の発達抑制剤を導入する工程
（Ａ２）前記卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
【請求項１１】
前記（Ａ１）工程において、前記生殖細胞に前記発達抑制剤を含有する液体を接触させ、
前記生殖細胞の取り込み能によって、前記発達抑制剤を前記生殖細胞に導入する、請求項
１０記載の製造方法。
【請求項１２】
前記生殖細胞と前記液体との接触方法が、生殖巣または生殖細胞の前記液体への浸漬、ま
たは、生殖巣への前記液体の注入である、請求項１１記載の製造方法。
【請求項１３】
前記（Ａ１）工程において、前記生殖細胞に、前記発達抑制剤を注入する、請求項１１記
載の製造方法。
【請求項１４】
前記（Ａ１）および（Ａ２）工程に代えて、下記（Ｂ１）および（Ｂ２）工程を有する請
求項１０記載の製造方法。
（Ｂ１）アコヤガイの卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
（Ｂ２）前記受精卵に、請求項７または８記載の発達抑制剤を導入する工程
【請求項１５】
前記（Ｂ２）工程において、前記受精卵に前記発達抑制剤を含有する液体を接触させ、前
記受精卵の取り込み能によって、前記発達抑制剤を前記受精卵に導入する、請求項１４記
載の製造方法。
【請求項１６】
前記受精卵と前記液体との接触方法が、前記受精卵の前記液体への浸漬である、請求項１
５記載の製造方法。
【請求項１７】
前記（Ｂ２）工程において、前記受精卵に、前記発達抑制剤を注入する、請求項１４記載
の製造方法。
【請求項１８】
さらに、（Ｃ）工程を有する、請求項１０から１７のいずれか一項に記載の製造方法。
（Ｃ）前記（Ａ２）工程または前記（Ｂ２）工程の後、前記受精卵を育成する工程
【請求項１９】
アコヤガイに核を導入して真珠を製造する真珠製造方法であって、
核の導入に先立って、請求項１０から１８のいずれか一項に記載の製造方法により、アコ
ヤガイを製造する工程を含むことを特徴とする真珠製造方法。
【請求項２０】
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アコヤガイの不稔化方法であって、
請求項２から７のいずれか一項に記載の発達抑制方法により、アコヤガイの生殖細胞系列
の発達を抑制する工程を含むことを特徴とする不稔化方法。
【請求項２１】
請求項２０記載のアコヤガイの不稔化方法に使用するための不稔化剤であって、
請求項８または９記載の発達抑制剤を含むことを特徴とする不稔化剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、アコヤガイの生殖細胞系列の発達に関与する新規遺伝子および生殖細胞系列
の発達抑制方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　わが国においては、真珠養殖の母貝として、広くアコヤガイ（Ｐｉｎｃｔａｄａ　ｆｕ
ｃａｔａ）が使用されている。アコヤガイを使用した真珠の養殖は、一般に以下の通り行
われる。まず、アコヤガイの雌貝から卵を採卵し、雄貝から精子を採精し、人工交配を行
い、これを孵化させる。そして、孵化した稚貝を水槽で浮遊させた後、沖出しかごに入れ
て海で生育させ、稚貝の成長に合わせて、養殖かごに移し、母貝の育成を行う。そして、
母貝に前処理を行った後に、真珠の核入れ（挿核）を行い、手術貝を育成し、真珠を形成
させる。
【０００３】
　このような一連の作業で、母貝であるアコヤガイの成育や、養成する真珠の品質に大き
な影響を与えるのが、挿核前の前処理である。挿核処理において、核は、アコヤガイの生
殖巣の中に挿入されるため、生殖巣に卵が大量に充填されていると、挿入が困難になると
いう問題がある。また、卵の形成や成熟によって、真珠の質が低下したり、脱核が起きる
原因にもつながる。このため、前処理として、卵の成熟を抑制するために、母貝を窮屈な
状態で育成する「抑制処理」と、母貝に刺激を与えて産卵させる「卵抜き処理」とが施さ
れている。しかしながら、前記抑制処理は、アコヤガイを極端に弱らせるため、へい死率
が高くなるという問題がある。また、前記卵抜き処理には、約２ヶ月の期間を要するため
、その後の挿核処理を行える期間が、約３ヶ月と非常に短くなるという問題がある。そこ
で、抑制処理や卵抜き処理を行うことなく、挿核処理を可能とすることが望まれている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】続・科学する真珠養殖　－真珠養殖Ｑ＆Ａ（２）－、和田浩爾、真珠新
聞社
【非特許文献２】真珠物語　－生きている宝石－、町井昭、裳華房
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　このため、抑制処理や卵抜き処理を行うことなく挿核処理を可能とする、生殖細胞の発
生や発達が抑制されたアコヤガイの確立が求められている。そこで、本発明は、アコヤガ
イにおける生殖細胞系列の発達に関与する新規遺伝子の提供を目的とする。さらに、この
ような遺伝子の発現を抑制することで、生殖細胞系列の発達を抑制する方法を提供するこ
とを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　前記目的を達成するために、本発明の新規遺伝子は、アコヤガイの生殖細胞系列の発達
に関連する遺伝子であって、配列番号１、配列番号３および配列番号５のいずれかで表さ
れる塩基配列からなることを特徴とする。以下、本発明の新規遺伝子を、「発達関連遺伝
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子」ともいう。
【０００７】
　本発明の発達抑制方法は、アコヤガイの生殖細胞系列の発達抑制方法であって、本発明
の発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの発現抑制によって、生殖細胞系列の
発達を抑制することを特徴とする。
【０００８】
　本発明の発達抑制剤は、本発明のアコヤガイの生殖細胞系列の発達抑制方法に使用する
ための発達抑制剤であって、下記（ｘ１）～（ｘ３）からなる群から選択された少なくと
も一つの核酸を含むことを特徴とする。
（ｘ１）請求項１記載の生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列から転写された
ＲＮＡを分解する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓｉＲＮＡを
遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｍｉ
ＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる群から選択
された少なくとも一つの核酸
（ｘ２）請求項１記載の生殖細胞系列発達関連遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの
転写を阻害する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓｉＲＮＡを遊
離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｍｉＲ
ＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる群から選択さ
れた少なくとも一つの核酸
（ｘ３）前記（ｘ１）および（ｘ２）の少なくとも一方の核酸を発現する発現ベクター
【０００９】
　本発明のアコヤガイの製造方法は、生殖細胞系列の発生が抑制されたアコヤガイの製造
方法であって、下記（Ａ１）および（Ａ２）工程または下記（Ｂ１）および（Ｂ２）工程
を含むことを特徴とする。
（Ａ１）アコヤガイの卵および精子の少なくとも一方の生殖細胞に、本発明の発達抑制剤
を導入する工程
（Ａ２）前記卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
（Ｂ１）アコヤガイの卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
（Ｂ２）前記受精卵に、本発明の発達抑制剤を導入する工程
【００１０】
　本発明の真珠製造方法は、アコヤガイに核を導入して真珠を製造する方法であって、核
の導入に先立って、本発明のアコヤガイ製造方法により、アコヤガイを製造する工程を含
むことを特徴とする。
【００１１】
　本発明の不稔化方法は、アコヤガイの不稔化方法であって、本発明の発達抑制方法によ
り、アコヤガイの生殖細胞系列の発達を抑制する工程を含むことを特徴とする。
【００１２】
　本発明の不稔化剤は、本発明のアコヤガイの不稔化方法に使用するための不稔化剤であ
って、本発明の発達抑制剤を含むことを特徴とする。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明者らは、鋭意研究の結果、アコヤガイのゲノムＤＮＡより、生殖細胞系列の発達
に関与する３種類の遺伝子を同定した。これらの本発明の発達関連遺伝子は、本発明者が
初めて見出したものである。本発明の発達関連遺伝子は、前述のように生殖細胞系列の発
達に関与していることから、この遺伝子の発現を抑制することによって、生殖細胞系列の
発達を抑制できる。また、本発明の抑制方法によれば、例えば、生殖細胞数が低減された
、もしくは、生殖細胞の成熟が抑制されたアコヤガイ（不稔化アコヤガイ）を得ることが
できる。このようなアコヤガイを、例えば、真珠の養殖における母貝として使用すれば、
従来法における抑制処理や卵抜き処理が不要となるため、より簡便に真珠の養殖を行うこ
とが可能となる。
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【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、本発明の実施例１における、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およ
びｐｏｖ　IV遺伝子の生殖細胞での発現部位を示すｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーショ
ンの結果を示す写真である。
【図２】図２は、本発明の実施例２における、生殖巣の組織切片の写真であり、右図は、
ＲＮＡｉ処理を行った実施例の写真であり、左図は、ＲＮＡｉ未処理のコントロールの写
真である。
【図３】図３は、本発明の前記実施例２における、各ＧＳＩに属する個体分布を示すグラ
フである。
【図４】図４は、本発明の実施例３における、生殖巣の組織切片の写真であり、右図は、
ＲＮＡｉ処理を行った実施例の写真であり、左図は、ＲＮＡｉ未処理のコントロールの写
真である。
【図５】図５は、本発明の前記実施例３における、各ＧＳＩに属する個体分布を示すグラ
フである。
【図６】図６は、本発明の前記実施例３における、ＲＴ－ＰＣＲの結果を示す電気泳動写
真である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
＜発達関連遺伝子＞
　本発明の発達関連遺伝子は、前述のように、配列番号１、配列番号３および配列番号５
のいずれかで表される塩基配列からなることを特徴とする、アコヤガイの生殖細胞系列の
発達に関与する新規遺伝子である。
【００１６】
　配列番号１に表される塩基配列からなる遺伝子を、以下、「ｐｏｖ　Ｉまたはｐｏｖ　
Ｉ遺伝子」といい、前記遺伝子がコードするアミノ酸配列からなるタンパク質を「ＰＯＶ
　Ｉ」という。ＰＯＶ　Ｉのアミノ酸配列の一例を配列番号２に示す。配列番号３に表さ
れる塩基配列からなる遺伝子を、以下、「ｐｏｖ　IIまたはｐｏｖ　II遺伝子」といい、
前記遺伝子がコードするアミノ酸配列からなるタンパク質を「ＰＯＶ　II」という。ＰＯ
Ｖ　IIのアミノ酸配列の一例を配列番号４に示す。配列番号５に表される塩基配列からな
る遺伝子を、以下、「ｐｏｖ　IVまたはｐｏｖ　IV遺伝子」といい、前記遺伝子がコード
するアミノ酸配列からなるタンパク質を「ＰＯＶ　IV」という。ＰＯＶ　IVのアミノ酸配
列の一例を配列番号６に示す。本発明においては、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子
およびｐｏｖ　IV遺伝子をあわせて、「ｐｏｖ遺伝子」ともいう。各配列番号に表される
塩基配列は、各ｐｏｖ遺伝子のセンス鎖の配列である。なお、本発明の発達関連遺伝子は
、前述の塩基配列を含む遺伝子であってもよい。
【００１７】
　本発明のｐｏｖ遺伝子は、例えば、生殖巣で特異的に発現し、生殖細胞系列の発生、発
達に関与する遺伝子である。したがって、本発明のｐｏｖ遺伝子の発現の抑制により、例
えば、生殖細胞系列の発達を抑制できる。このため、本発明のｐｏｖ遺伝子は、例えば、
生殖細胞系列の発生能または発達能のマーカーともなり得る。
【００１８】
＜生殖細胞系列の発達抑制方法および発達抑制剤＞
　本発明は、前述のように、アコヤガイの生殖細胞系列の発生抑制方法であって、本発明
のｐｏｖ遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの発現抑制によって、生殖細胞系列の発
達を抑制することを特徴とする。
【００１９】
　前述のように、本発明のｐｏｖ遺伝子は、生殖細胞系列の発達に関与する遺伝子である
。このため、本発明のｐｏｖ遺伝子からのＲＮＡ発現（例えば、ｍＲＮＡ発現）を抑制す
ることで、生殖細胞系列の発達を抑制できる。そして、このように生殖細胞の発達を抑制
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することで、例えば、後述するようなアコヤガイの不稔化が可能となる。なお、本発明は
、生殖細胞系列の発達に関与する新規遺伝子を同定した点が特徴であり、前記新規遺伝子
からのＲＮＡの発現を抑制する手段については、何ら制限されない。
【００２０】
　本発明において、「生殖細胞系列の発達の抑制」とは、結果的に、成熟生殖細胞の形成
が抑制されることをいう。成熟生殖細胞の形成の抑制は、例えば、生殖細胞系列の発達に
おいて、卵原細胞や精原細胞の分裂、一次生殖母細胞への成長および分化、前記一次生殖
母細胞の減数第一分裂、二次生殖母細胞からの減数第二分裂等のいずれの工程が抑制され
ることによって実現されてもよい。なお、後述する本発明の方法によれば、特に、生殖細
胞自体の形成抑制が確認できるが、これには制限されない。
【００２１】
　本発明において、発現抑制の対象となるＲＮＡを、「ターゲットＲＮＡ」ともいう。前
記ターゲットＲＮＡは、特に制限されず、例えば、ｐｏｖ遺伝子の全配列に対するＲＮＡ
（ｍＲＮＡ）でもよいし、ｐｏｖ遺伝子の部分配列に対するＲＮＡ（ｍＲＮＡ）であって
もよい。
【００２２】
　本発明において、ＲＮＡの発現抑制とは、例えば、（１）前記ｐｏｖ遺伝子またはその
部分配列から転写されたＲＮＡを分解（切断）することによる抑制であってもよい。この
場合、例えば、ターゲットＲＮＡが転写されても、その転写物を分解（切断）するため、
結果的に前記ターゲットＲＮＡの発現が抑制される。他方、ＲＮＡの発現抑制とは、例え
ば、（２）前記ｐｏｖ遺伝子またはその部分配列からの転写の阻害（抑制）であってもよ
い。この場合、ターゲットＲＮＡの生成（転写）自体を抑制することで、ターゲットＲＮ
Ａの発現が抑制される。前記（２）において、「転写の抑制」には、例えば、転写の完全
な停止だけでなく、転写の減少も含まれる。また、「転写の抑制」には、例えば、前記ｐ
ｏｖ遺伝子またはその部分配列において、１若しくは数個の塩基を、置換、欠失、挿入ま
たは付加することにより、本来の機能を有さないＲＮＡを転写すること、または、前記機
能が低下したＲＮＡを転写することも含む。本発明において、「前記機能」とは、例えば
、生殖細胞系列を発達させる機能であり、結果的に、成熟生殖細胞を形成する機能をいう
。具体的には、例えば、卵原細胞や精原細胞の分裂、一次生殖母細胞への成長および分化
、前記一次生殖母細胞の減数第一分裂、二次生殖母細胞からの減数第二分裂等を行う機能
があげられる。
【００２３】
　前記ＲＮＡの発現抑制の方法は、特に制限されず、例えば、ＲＮＡの発現抑制に使用さ
れる従来公知の手法が採用できる。具体例として、例えば、前記アコヤガイの生殖細胞お
よび受精卵の少なくとも一方に、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることにより
ｓｉＲＮＡを遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されるこ
とによりｍｉＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンス、リボザイムおよびこれ
らを発現する発現ベクターからなる群から選択された少なくとも一つの核酸を導入する方
法があげられる。このような核酸の使用によって、例えば、前記（１）に示すように、前
記ｐｏｖ遺伝子またはその部分配列から転写されたＲＮＡを分解したり、前記（２）に示
すように、前記ｐｏｖ遺伝子またはその部分配列からのＲＮＡの転写を阻害することもで
きる。本発明において、前記核酸は、例えば、いずれか一種類でもよいし、二種類以上を
併用してもよい。
【００２４】
　前記ｓｉＲＮＡ前駆体としては、例えば、二本鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）があげられる。
ｄｓＲＮＡは、例えば、以下のようなメカニズムのＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）によって、Ｒ
ＮＡの発現を抑制する。すなわち、前記ｄｓＲＮＡが細胞内に導入されると、まず、リボ
ヌクレアーゼにより分解され、ｓｉＲＮＡを生成する。そして、前記ｓｉＲＮＡは、ＲＩ
ＳＣ複合体を形成することで一本鎖となる。このＲＩＳＣ複合体がターゲットＲＮＡを認
識して、前記一本鎖がｍＲＮＡに結合し、ターゲットＲＮＡの切断や分解を行う。前記リ
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ボヌクレアーゼとしては、例えば、Ｄｉｃｅｒ、Ｄｒｏｓｈａ等があげられる（以下、同
様）。
【００２５】
　前記ｄｓＲＮＡとしては、特に制限されないが、例えば、そのアンチセンス鎖が、下記
（ａ１）～（ａ６）の塩基配列からなるポリヌクレオチドであることが好ましい。前記ｄ
ｓＲＮＡの塩基配列において、チミンは、ウラシルであってもよい。
（ａ１）配列番号１、配列番号３および配列番号５のいずれかで表される塩基配列におい
て、連続する１０８０～１２６０塩基からなる塩基配列に相補的な塩基配列
（ａ２）配列番号７、配列番号８および配列番号９のいずれかで表される塩基配列に相補
的な塩基配列
（ａ３）配列番号２、配列番号４および配列番号６のいずれかで表されるアミノ酸配列に
おいて連続する３６０～４２０アミノ酸残基からなるアミノ酸配列をコードする塩基配列
に相補的な塩基配列
（ａ４）配列番号２で表されるアミノ酸配列において、１番目～３６４番目のアミノ酸か
らなるアミノ酸配列をコードする塩基配列に相補的な塩基配列
【００２６】
　前記アンチセンス鎖の配列は、例えば、本発明のｐｏｖ遺伝子の配列（アンチセンス鎖
）に対して完全に同一でもよいし、部分的に同一であってもよい。前記アンチセンス鎖の
配列は、例えば、ターゲットＲＮＡの相補配列に対する相同性（ターゲットＲＮＡの配列
に対する相補性）が、例えば、７０％以上であり、好ましくは８０％以上、より好ましく
は９０％以上、特に好ましくは９５％以上であり、最も好ましくは１００％である。
【００２７】
　前記ｄｓＲＮＡの長さは、特に制限されないが、例えば、５００～３０００塩基であり
、好ましくは５００～７００塩基であり、より好ましくは５００～７００塩基である。前
記ｄｓＲＮＡは、例えば、後述するように、生殖細胞および受精卵の少なくとも一方の取
り込み能を利用して、前記細胞内に導入する際に使用することが好ましい。
【００２８】
　前記ｓｉＲＮＡ前駆体は、例えば、一本鎖ＲＮＡであってもよい。前記一本鎖ＲＮＡと
しては、例えば、自己アニーリングによって、複数のヘヤピン構造が連なったフォールド
バックＲＮＡ前駆体、ヘヤピン型のｍｉＲＮＡ様ＲＮＡ前駆体、ヘアピン型ｓｉＲＮＡ前
駆体等があげられる。これらの一本鎖ＲＮＡも、例えば、リボヌクレアーゼ等により、ｓ
ｉＲＮＡを生成できる。
【００２９】
　前記ｓｉＲＮＡは、通常、ｍＲＮＡ等のＲＮＡに相補的なアンチセンス鎖と、それに相
補的なセンス鎖とからなる。ｓｉＲＮＡの各鎖の長さは、特に制限されないが、通常、１
９～２５塩基のオリゴヌクレオチドであり、好ましくは、１９塩基である。前記ｓｉＲＮ
Ａは、例えば、各鎖のオリゴヌクレオチドの３’末端にオーバーハングを有してもよく、
この場合、それぞれの３’末端が突出した形状となる。オーバーハングの長さは、特に制
限されないが、通常、２塩基である。オーバーハングの配列は、特に制限されず、例えば
、アンチセンス鎖においては、結合するＲＮＡに相補的な配列であってもよいし、センス
鎖においては、アンチセンス鎖に相補的な配列、すなわち、アンチセンス鎖が結合するＲ
ＮＡと同じ配列であってもよい。また、その他の配列であってもよく、例えば、ｕｕ、ａ
ｕ、ａｇ、ｇｃ、ｃｃ等の配列があげられる。アンチセンス鎖に対応するセンス鎖は、例
えば、アンチセンスに対して完全に相補な配列でもよいし、完全に相補な配列でなくとも
よい。後者の場合、例えば、内部の配列が、アンチセンス鎖よりも２塩基程度短い配列で
あってもよし、アンチセンスに対してミスマッチの塩基を有する配列であってもよい。
【００３０】
　前記ｓｉＲＮＡにおいて、アンチセンス鎖の配列は、例えば、結合するＲＮＡの相補配
列と完全に同一でもよいし、完全に同一な配列でなくともよい。前記アンチセンス鎖の配
列は、例えば、ターゲットＲＮＡの相補配列に対する相同性（ターゲットＲＮＡの配列に
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対する相補性）が、例えば、７０％以上であり、好ましくは８０％以上、より好ましくは
９０％以上、特に好ましくは９５％以上であり、最も好ましくは１００％（完全一致）で
ある。また、アンチセンス鎖におけるオーバーハングを除く配列は、例えば、結合するＲ
ＮＡの相補配列と完全に同一でもよいし、完全に同一な配列でなくともよい。前記オーバ
ーハングを除く配列は、例えば、ターゲットＲＮＡの相補配列に対する相同性（ターゲッ
トＲＮＡの配列に対する相補性）が、例えば、７０％以上であり、好ましくは８０％以上
、より好ましくは９０％以上、特に好ましくは９５％以上であり、最も好ましくは１００
％（完全一致）である。
【００３１】
　ｐｏｖ遺伝子のターゲットＲＮＡにおいて、前記ｓｉＲＮＡが結合する領域は、特に制
限されない。通常、ｓｉＲＮＡによるＲＮＡの切断は、まず、ｓｉＲＮＡが結合した領域
内で生じるが、これをきっかけに他の領域でも切断が起こり、最終的に、ターゲットＲＮ
Ａが完全に切断されることが知られている。したがって、ｓｉＲＮＡは、例えば、切断目
的の領域に結合するように、設計してもよいし、前記領域以外に結合するように設計して
もよい。後者の場合、ｓｉＲＮＡの結合領域内での切断がきっかけとなり、結果的に、目
的とする領域（ターゲットＲＮＡ）も分解される。
【００３２】
　ｍｉＲＮＡは、通常、ｍＲＮＡ等のＲＮＡに相補的な配列を有する。ｍｉＲＮＡの長さ
としては、特に制限されないが、例えば、１８～２５塩基があげられる。
【００３３】
　前記アンチセンスとしては、例えば、ターゲットＲＮＡと相補的な配列からなるアンチ
センスがあげられる。前記アンチセンスは、例えば、ＤＮＡでもＲＮＡでもよい。前記ア
ンチセンスＲＮＡによる発現抑制のメカニズムとしては、例えば、三重鎖形成による転写
開始阻害、ＲＮＡポリメラーゼにより局所的に開状ループ構造が形成された部位とのハイ
ブリッド形成による転写阻害、合成が進行中であるＲＮＡとのハイブリッド形成による転
写阻害等があげられる（平島および井上；新生化学実験講座２　核酸IV　遺伝子の複製と
発現（日本生化学会編、東京化学同人）ｐｐ．３１９－３４７、１９９３）。アンチセン
スＲＮＡの長さは、特に制限されないが、例えば、１５塩基以上であり、好ましくは１０
０塩基以上であり、さらに好ましくは５００塩基以上である。一般的なアンチセンスＲＮ
Ａの長さは、例えば、５ｋｂ以下であり、好ましくは２．５ｋｂ以下である。
【００３４】
　前記リボザイムは、一般に、触媒活性を有するＲＮＡ分子のことを意味する。本発明に
おけるリボザイムは、例えば、前記ターゲットＲＮＡを部位特異的に開裂（切断）するリ
ボザイムがあげられる。リボザイムの配列は、特に制限されず、例えば、切断目的の配列
に相補的な配列を有するように設計できる。リボザイムの種類は、特に制限されないが、
例えば、ハンマーヘッド型リボザイム、ヘアピン型リボザイム等があげられる。
【００３５】
　なお、ｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンス
およびリボザイムの技術は、例えば、遺伝子から転写されたＲＮＡを分解する手段、遺伝
子からのＲＮＡの転写を阻害する手段として確立されている。このため、本発明の実施に
おいて、ターゲットＲＮＡの分解やターゲットＲＮＡの転写阻害のために、ｓｉＲＮＡ、
ｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイム等を
設計することは、当業者であれば技術常識に基づいて行うことができる。また、ｓｉＲＮ
Ａ、ｓｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイム等の構成材料は、特に制限されず
、例えば、天然由来の核酸でもよいし、ＰＮＡ等の人工核酸等でもよく、何ら制限されな
い。
【００３６】
　前記生殖細胞または受精卵に導入する核酸は、前述のように、前記ｓｉＲＮＡ前駆体等
の各種核酸を発現する発現ベクターであってもよい。すなわち、本発明においては、例え
ば、ｓｉＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよ
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びリボザイム等、それ自体を前記生殖細胞または受精卵に導入してもよいし、これらの核
酸を発現する発現ベクターを前記生殖細胞または受精卵に導入してもよい。このように、
前記発現ベクターを前記生殖細胞または受精卵に導入することで、前記生殖細胞または受
精卵の内部で前記ｓｉＲＮＡ前駆体等を発現させることも可能である。前記発現ベクター
としては、前記核酸を発現できればよく、その種類は特に制限されず、例えば、ウイルス
系ベクターや非ウイルス系ベクターがあげられる。
【００３７】
　本発明において、前記核酸を導入する生殖細胞は、例えば、卵および精子のいずれか一
方でもよいし、両方であってもよい。また、前記核酸を導入する対象は、前記生殖細胞の
他に、例えば、受精卵があげられる。前記受精卵は、例えば、卵分割した受精卵（例えば
、胚）であってもよく、特に好ましくは、卵分割早期の受精卵である。
【００３８】
　本発明において、前記生殖細胞または受精卵への前記核酸の導入方法は、特に制限され
ないが、例えば、生殖細胞または受精卵への注入や、前記核酸含有液への生殖細胞または
受精卵の浸漬等があげられる。なお、具体的な方法については、後述するアコヤガイの製
造方法において説明する。
【００３９】
＜発達抑制剤＞
　つぎに、本発明の発達抑制剤は、前述のように、本発明の発達抑制方法に使用するため
の発達抑制剤であって、下記（ｘ１）～（ｘ３）からなる群から選択された少なくとも一
つの核酸を含むことを特徴とする。
（ｘ１）本発明の生殖細胞系列発達関連遺伝子（ｐｏｖ遺伝子）またはその部分配列から
転写されたＲＮＡを分解する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓ
ｉＲＮＡを遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されること
によりｍｉＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる
群から選択された少なくとも一つの核酸
（ｘ２）本発明の生殖細胞系列発達関連遺伝子（ｐｏｖ遺伝子）またはその部分配列から
のＲＮＡの転写を阻害する、ｓｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることによりｓｉ
ＲＮＡを遊離するｓｉＲＮＡ前駆体、ｍｉＲＮＡ、リボヌクレアーゼで分解されることに
よりｍｉＲＮＡを遊離するｍｉＲＮＡ前駆体、アンチセンスおよびリボザイムからなる群
から選択された少なくとも一つの核酸
（ｘ３）前記（ｘ１）および（ｘ２）の少なくとも一方の核酸を発現する発現ベクター
【００４０】
　前記（ｘ１）～（ｘ３）に示す各核酸は、前述の通りである。前記（ｘ１）、（ｘ２）
または（ｘ３）は、それぞれ、いずれか一種類の核酸でもよいし、二種類以上を併用して
もよい。また、前記（ｘ１）～（ｘ３）の核酸のうち、いずれか一種類の核酸を使用して
もよいし、二種類以上を併用してもよい。
【００４１】
　本発明の発達抑制剤の形態は、特に制限されないが、取り扱い性に優れることから、例
えば、前記核酸を含む液体であることが好ましい。前記液体の溶媒としては、特に制限さ
れないが、例えば、海水、ＮａＣｌを含有する水や緩衝液等があげられる。ＮａＣｌの濃
度は、特に制限されないが、例えば、約３０～３５ｍｍｏｌ／Ｌであり、好ましくは約３
０ｍｍｏｌ／Ｌである。前記緩衝液は、例えば、ＫＣｌ、ＣａＣｌ２、ＣａＣｌ２・２Ｈ

２Ｏ、Ｈｅｐｅｓ等を含んでもよい。前記緩衝液の種類は、特に制限されない。前記溶媒
は、例えば、Ｍｇイオンを未含有であることが好ましい。前記溶媒のｐＨは、特に制限さ
れないが、例えば、ｐＨ７．５～８であり、好ましくはｐＨ８である。
【００４２】
　なお、発達抑制剤の使用方法の詳細については、後述するアコヤガイの製造方法におい
て説明する。
【００４３】
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＜アコヤガイの製造方法＞
　本発明のアコヤガイの製造方法は、生殖細胞系列の発達が抑制されたアコヤガイの製造
方法である。本発明において、生殖細胞系列の発達が抑制されたアコヤガイとは、例えば
、受精卵、受精卵から育成したアコヤガイ（稚貝を含む）のいずれであってもよい。
【００４４】
　本発明の製造方法としては、未受精の生殖細胞にターゲットＲＮＡの発現抑制処理を行
う、下記（Ａ１）および（Ａ２）工程を含む第一の製造方法と、受精卵にターゲットＲＮ
Ａの発現抑制処理を行う、下記（Ｂ１）および（Ｂ２）工程を含む第二の製造方法とがあ
げられる。
（Ａ１）アコヤガイの卵および精子の少なくとも一方の生殖細胞に、本発明の発達抑制剤
を導入する工程
（Ａ２）前記卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
（Ｂ１）アコヤガイの卵と精子とを交配させて、受精卵を得る工程
（Ｂ２）前記受精卵に、本発明の発達抑制剤を導入する工程
【００４５】
　このような第一および第二の製造方法により得られた処理済みの受精卵は、例えば、本
発明のｐｏｖ遺伝子のＲＮＡの発現が抑制される。このため、前記受精卵を育成すること
によって、生殖細胞系列の発達が抑制されたアコヤガイ（稚貝を含む）を得ることができ
る。このように、生殖細胞系列の発達が抑制されたアコヤガイは、例えば、卵細胞の形成
および成熟が抑制されるため、後述するような真珠製造の母貝として極めて有用である。
以下、本発明の発現抑制剤を導入する工程を「発現抑制処理」ともいう。
【００４６】
　まず、第一の製造方法について説明する。前記第一の製造方法において、発現抑制処理
を行う生殖細胞の種類は、特に制限されず、卵および精子のいずれでもよいが、例えば、
取り扱い性に優れることから、卵が好ましい。また、卵および精子の両方に発現抑制処理
を行ってもよい。前記卵および精子は、例えば、受精させることから、成熟細胞であるこ
とが好ましい。
【００４７】
　前記生殖細胞への前記発達抑制剤の導入方法は、特に制限されないが、例えば、前記生
殖細胞に前記発達抑制剤を含有する液体を接触させ、前記生殖細胞の取り込み能によって
、前記発達抑制剤を前記生殖細胞に導入する方法があげられる。前記接触方法としては、
例えば、生殖巣または生殖細胞の前記液体への浸漬、または、生殖巣への前記液体の注入
等があげられる。生殖巣の浸漬は、例えば、アコヤガイをそのまま前記液体に浸漬する形
態が好ましい。この他に、前記生殖細胞に、直接、前記発達抑制剤をマイクロインジェク
ション等によって注入することも可能である。中でも、生殖巣から生殖細胞の取り出しが
不要であり、操作が簡便となることから、生殖巣の前記液体への浸漬や、生殖巣への前記
液体の注入等が好ましい。
【００４８】
　前記液体における発達抑制剤の含有割合は、特に制限されないが、例えば、発達抑制剤
の濃度が、１００μｇ／ｍｌ～１０００μｇ／ｍｌであることが好ましく、より好ましく
は４００μｇ／ｍｌである。
【００４９】
　前記発達抑制剤を含む液体に生殖巣または生殖細胞を浸漬する場合、浸漬時間は、特に
制限されないが、例えば、３０分～１２時間が好ましく、より好ましくは３～６時間であ
る。また、浸漬温度は、特に制限されないが、例えば、２０～２７℃であり、通常、２３
～２５℃である。
【００５０】
　前記発達抑制剤を含む液体を注入する場合、生殖巣に対する注入割合は、例えば、体重
１０～１５ｇ当たり２００～４００μｌであることが好ましく、特に好ましくは２００μ
ｌである。注入後のアコヤガイは、例えば、貝が乾燥しないようにした状態で、３０分～
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１２時間静置することが好ましく、より好ましくは３～６時間である。乾燥しない条件と
は、例えば、バットに湿らせたキムワイプ等を敷き、その上に貝を置いておくというよう
な条件である。また、温度は、例えば、前述と同様である。
【００５１】
　この他にも、前記発達抑制剤の導入方法としては、例えば、リン酸カルシウム法、ポリ
エチレングリコール法、リポフェクション法、エレクトロポレーション法、超音波核酸導
入法、遺伝子銃による導入法、ＤＥＡＥ－デキストラン法、微小ガラス管等を用いた直接
注入法、ハイドロダイナミック法、カチオニックリポソーム法、アテロコラーゲンを用い
る方法等があげられる。また、導入補助剤として、例えば、リポフェクタミン、カチオニ
ックリポソーム等のリポソーム、アテロコラーゲン等を使用することもできる。
【００５２】
　発達抑制処理後の生殖細胞の交配は、例えば、従来公知の方法により行うことができる
。前記発達抑制剤の導入を、アコヤガイから生殖細胞を取り出さずに行った場合は、例え
ば、雌貝と雄貝とから、それぞれ採卵、採精を行い、人工交配すればよい。このような方
法により、生殖細胞系列の発達が抑制されたアコヤガイ（稚貝を含む）となる受精卵を得
ることができる。
【００５３】
　次に、第二の製造方法について説明する。前記第二の製造方法では、受精卵に対して発
現抑制処理を行う以外は、特に示さない限り、前述の第一の製造方法と同様に処理を行う
ことができる。
【００５４】
　まず、従来公知の方法により、アコヤガイの卵と精子とを受精させ、受精卵を得る。そ
して、得られた受精卵に対して前記発達抑制剤の導入を行う。受精卵への導入方法は、特
に制限されないが、例えば、前記受精卵に前記発達抑制剤を含有する液体を接触させ、前
記受精卵の取り込み能によって、前記発達抑制剤を前記生殖細胞に導入する方法があげら
れる。前記接触方法としては、例えば、受精卵の前記液体への浸漬、または、受精卵への
前記液体の注入があげられる。このような方法により、生殖細胞系列の発達が抑制された
アコヤガイ（稚貝を含む）となる受精卵を得ることができる。
【００５５】
　本発明の第一および第二の製造方法は、さらに、（Ｃ）工程として、前記（Ａ２）工程
または前記（Ｂ２）工程の後、前記受精卵を育成する工程を有することが好ましい。この
ように受精卵を育成することで、生殖細胞系列の発達が抑制され、生殖細胞数が少ない、
または、成熟度が低いアコヤガイ（稚貝を含む）を得ることができる。
【００５６】
＜真珠製造方法＞
　本発明の真珠製造方法は、アコヤガイに核を導入して真珠を製造する真珠製造方法であ
って、核の導入に先立って、本発明の製造方法により、アコヤガイを製造する工程を含む
ことを特徴とする。
【００５７】
　本発明の製造方法により得られるアコヤガイは、生殖細胞系列の発達が抑制されている
ため、生殖細胞数や成熟度が低い。このため、従来のように、母貝を窮屈な状態で育成し
て卵の成熟を抑制したり、卵抜きを行うことが不要となる。したがって、本発明の製造方
法によれば、従来よりも、短期間で且つ品質に優れた真珠の製造を行うことが可能となる
。なお、本発明は、本発明のアコヤガイの製造方法によりアコヤガイを調製することが特
徴であり、その他の工程や条件は何ら制限されない。
【００５８】
＜不稔化方法および不稔化剤＞
　本発明の不稔化方法は、アコヤガイの不稔化方法であって、本発明の発達抑制方法によ
り、アコヤガイの生殖細胞系列の発達を抑制する工程を含むことを特徴とする。本発明に
おいて「不稔化」とは、例えば、アコヤガイの生殖細胞系列の発達関連遺伝子の発現を抑
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制し、生殖細胞の成熟を抑制することを意味する。
【００５９】
　前述のように、本発明の発達抑制方法によれば、生殖細胞系列の発達を抑制できるため
、不稔化が可能となる。本発明においては、本発明の発達抑制方法を行う点が特徴であっ
て、その他の工程や条件は何ら制限されない。具体的には、例えば、前述の本発明のアコ
ヤガイの製造方法によって、不稔化されたアコヤガイを得ることができる。
【００６０】
　本発明の不稔化剤は、本発明の不稔化方法に使用するための不稔化剤であって、本発明
の発達抑制剤を含むことを特徴とする。本発明の不稔化剤は、本発明の発達抑制剤を含む
ことが特徴であり、その他の構成等は何ら制限されず、前述の発達抑制剤と同様の条件で
使用することができる。
【実施例】
【００６１】
　つぎに、本発明の実施例について説明する。ただし、本発明は下記の実施例により制限
されない。なお、市販の試薬は、特に示さない限り、それらのプロトコールに基づいて使
用した。
【００６２】
［実施例１］
　本発明者らが同定した新規遺伝子ｐｏｖ　Ｉ、ｐｏｖ　IIおよびｐｏｖ　IVについて、
アコヤガイにおける発現部位を確認した。
【００６３】
　ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子の各塩基配列に基づいて
、これらに相補的な下記プローブを作製した。これらのプローブは、それぞれ、ジゴキシ
ゲニン（ＤＩＧ）で３’末端を標識化した。
ｐｏｖ　Ｉ用プローブ
　　アンチセンス　配列番号１０
　　センス　　　　配列番号１１
ｐｏｖ　II用プローブ
　　アンチセンス　配列番号１２
　　センス　　　　配列番号１３
ｐｏｖ　IV用プローブ
　　アンチセンス　配列番号１４
　　センス　　　　配列番号１５
【００６４】
　育成１年目のアコヤガイから取り出した生殖巣を、Ｄａｖｉｄｓｏｎ’ｓ　ｓｏｌｕｔ
ｉｏｎで固定し、厚み８μｍの組織切片を作製した。脱パラフィンした前記切片をＰｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅＫで処理した後、前述の標識化プローブを、５０℃で４０時間反応させた
。反応後、未反応の標識化プローブを洗浄により除去し、さらに、アルカリフォスファタ
ーゼ標識化抗ＤＩＧ抗体を添加した。これにより、標識化プローブと前記標識化抗ＤＩＧ
抗体とのハイブリッドを形成させ、発色基質であるＮＢＴおよびＢＣＩＰとを用いて発色
反応を行った。発色反応を行った前記切片について、光学顕微鏡観察を行った。これらの
結果を図１に示す。同図は、生殖細胞におけるｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およ
びｐｏｖ　IV遺伝子の発現部位を示すｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションの結果を示
す写真である。同図において、各左図は、センス鎖プローブを使用した結果、各右図は、
アンチセンス鎖プローブを使用した結果である。また、コントロールとして、前記切片を
ヘマトキシリン－エオシン（ＨＥ）染色した結果を示す写真を、図１にあわせて示す。コ
ントロールにおいて、右図は、左図の拡大図である。
【００６５】
　同図に示すように、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子は、
生殖細胞において特異的に発現していることが確認できた。
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【００６６】
［実施例２］
（１）生殖細胞の増加抑制
　ＲＮＡ干渉によりｐｏｖ　Ｉ遺伝子のｍＲＮＡ発現を抑制して、生殖細胞の増加抑制を
行った。
【００６７】
　ｐｏｖ　Ｉ遺伝子を鋳型として、ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ（商標）ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ
社製）を用いて、ｄｓＲＮＡを作製した。前記ｄｓＲＮＡは、そのセンス鎖が配列番号７
で表される塩基配列からなるポリヌクレオチドであり、そのアンチセンス鎖は、前記セン
ス鎖の相補配列からなるポリヌクレオチドとした。前記ｄｓＲＮＡを、ｓｏａｋｉｎｇ　
ｂｕｆｆｅｒに４００μｇ／ｍｌとなるように分散した。これをＲＮＡｉ試薬とした。前
記ｓｏａｋｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ（ｐＨ８）の組成は、Ｍｇ２＋ｆｒｅｅ、５３０．２ｍ
ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＫＣｌ、９．２ｍｍｏｌ／Ｌ　ＣａＣｌ

２・Ｈ２Ｏ、１０．０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｈｅｐｅｓとした。
【００６８】
　複数個の成熟した雌アコヤガイの生殖巣に、前記ＲＮＡｉ試薬２００μＬを注射し、３
時間後、ＲＮＡｉ処理済の雌アコヤガイとＲＮＡｉ未処理の雄アコヤガイとを人工的に交
配させた。続いて、得られた稚貝（合計３３３個）を、１年間飼育（海水、自然水温）し
た。生育したアコヤガイをＲＮＡｉ処理群という（実施例）。生育したアコヤガイから生
殖巣を取り出し、前記実施例１と同様にして、組織切片を作製してＨＥ染色を行い、生殖
巣における生殖細胞を確認した。また、コントロールとして、ＲＮＡｉ未処理の雌とＲＮ
Ａi未処理の雄アコヤガイとの交配を行い、同様に飼育を行った。生育したアコヤガイを
コントロール群という（コントロール）。そして、実施例１と同様に、組織切片を作製し
て、ＨＥ染色により生殖細胞を確認した。実施例の一例およびコントロールの一例を、そ
れぞれ図２に示す。同図は、雄アコヤガイの生殖巣の組織切片の写真であり、右は、ＲＮ
Ａｉ処理を行った実施例（ＲＮＡｉ処理群）の写真であり、左は、ＲＮＡｉ未処理のコン
トロール（コントロール群）の写真である。
【００６９】
　ＲＮＡｉ処理を行っていないコントロール群では、図２の左に示すように、生殖細胞の
増加が確認された。これに対して、実施例のＲＮＡｉ処理群では、図２の右に示すように
、生殖細胞が非常に少ない個体や、生殖細胞が全く確認できない個体が存在した。
【００７０】
　さらに、前述と同様に飼育した合計１８２個のアコヤガイについて、飼育開始から１年
目の産卵期である５月に、下記式で表される生殖巣体指数（ＧＳＩ）を算出した。ＧＳＩ
は、数値が大きい程、生殖細胞が多いと判断でき、数値が小さい程、生殖細胞が少ないと
判断できる。各ＧＳＩに属する個体分布を図３のグラフに示す。同図において、Ａは、コ
ントロール２－１の結果、Ｂは、実施例２の結果を示す。また、「～０．１６」は０．１
６未満、「０．１８」は０．１６以上０．１８未満、「０．２」は０．２以上０．２２未
満、「０．２２」は０．２２以上０．２４未満、「０．２４」は０．２４以上０．２６未
満、「０．２６」は０．２６以上０．２８未満、「０．２８～」は０．２８以上の結果で
ある。
　　　　ＧＳＩ＝１００×（生殖巣重量／体重）
【００７１】
　図３に示すように、コントロールでは、９４％近くがＧＳＩ　０．２６以上を示し、大
半が生殖細胞数の多い個体群であることがわかった。これに対して、実施例では、コント
ロールと比較して、低いＧＳＩに分布する個体数が増加し、８９％近くがＧＳＩ　０．２
６未満を示す個体であった。この結果から、ＲＮＡｉ処理を行うことによって、生殖巣に
おける生殖細胞数を低減できることがわかった。
【００７２】
（２）成熟抑制
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　前記（１）と同様にして、成熟した雌アコヤガイをＲＮＡｉ処理し、ＲＮＡｉ未処理の
雄アコヤガイと人工交配させた後、得られた稚貝を飼育した。１年間飼育したアコヤガイ
の生殖巣を組織観察し、生殖細胞の数や精子の有無から、下記評価基準に従って成熟度の
評価を行った（実施例）。そして、アコヤガイ全体における各評価レベルに属する個体の
割合（％）を求めた。また、ＲＮＡｉ未処理の雌および雄のアコヤガイを人工交配させ、
飼育したアコヤガイについても同様に評価を行った。これらの結果を下記表１に示す。
（評価基準）
１：生殖細胞が確認できない個体
２：生殖細胞は確認できるが数が少なく、精子が確認できない個体
３：生殖細胞が確認でき数も多いが、精子が確認できない個体
４：生殖細胞が確認でき数も多く、精子も確認できる個体
【００７３】
【表１】

【００７４】
　前記表に示すように、実施例は、コントロールと比較して、生殖細胞の成熟度が抑制さ
れていることが確認できた。
【００７５】
［実施例３］
（１）生殖細胞の増加抑制
　ＲＮＡ干渉によりｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子のｍＲ
ＮＡ発現を抑制して、生殖細胞の増加抑制を行った。
【００７６】
　ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子を鋳型とした以外は、実
施例２と同様にして、ＲＮＡｉ試薬を作製した。なお、ｐｏｖ　II遺伝子用のｄｓＲＮＡ
は、そのセンス鎖が、配列番号８で表されるポリヌクレオチドであり、そのアンチセンス
鎖は、前記センス鎖の相補配列となるポリヌクレオチドとした。また、ｐｏｖ　IV遺伝子
要のｄｓＲＮＡは、そのセンス鎖が、配列番号９で表される塩基配列からなるポリヌクレ
オチドであり、そのアンチセンス鎖は、前記センス鎖の相補配列からなるポリヌクレオチ
ドとした。
【００７７】
　複数個の成熟した雌アコヤガイの生殖巣に、前記ＲＮＡｉ試薬２００μＬを注射し、４
時間後、前記雌アコヤガイとＲＮＡｉ未処理の雄アコヤガイとを人工的に交配させた。得
られた稚貝を、実施例２と同様にして、１年間飼育して、ＨＥ染色による生殖細胞の確認
およびＧＳＩ算出を行った。なお、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子用のＲＮＡｉ試薬で処理した雌アコ
ヤガイとの交配により得られた稚貝は１０４個、ｐｏｖ　II遺伝子用のＲＮＡｉ試薬で処
理した雌アコヤガイの交配により得られた稚貝は１８５個、ｐｏｖ　IV遺伝子用のＲＮＡ
ｉ試薬で処理した雌アコヤガイの交配により得られた稚貝は１０９個、ＲＮＡｉ処理を行
っていない雌アコヤガイの交配により得られた稚貝は８０個であった。
【００７８】
　ＨＥ染色の結果を、図４に示す。同図（Ａ）～（Ｃ）は、それぞれ、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子
用のＲＮＡｉ試薬、ｐｏｖ　II遺伝子用のＲＮＡｉ試薬、ｐｏｖ　IV遺伝子用のＲＮＡｉ
試薬で処理したアコヤガイの生殖巣の組織切片の写真である。各（Ａ）～（Ｃ）において
、上のパネルは、雄アコヤガイの結果を示し、下のパネルは、雌アコヤガイの結果を示す
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結果を示し、中列および右列のパネルは、ＲＮＡｉ処理した実施例の結果を示す。また、
各図におけるバーは、長さ１０μｍを示す。
【００７９】
　同図（Ａ）～（Ｃ）の左列のパネルに示すように、ＲＮＡｉ未処理のコントロールでは
、雄アコヤガイの精原細胞の増加および雌アコヤガイの卵原細胞の増加が見られた。これ
に対して、同図（Ａ）～（Ｃ）の中列および右列のパネルに示すように、ＲＮＡｉ処理し
た実施例では、雄アコヤガイの精原細胞および雌アコヤガイの卵原細胞が非常に少ない個
体や、全く確認できない個体が存在した。
【００８０】
　ＧＳＩの結果を、図５に示す。同図（Ａ）～（Ｄ）は、それぞれ、コントロール、ｐｏ
ｖ　Ｉ遺伝子用のＲＮＡｉ試薬、ｐｏｖ　II遺伝子用のＲＮＡｉ試薬、ｐｏｖ　IV遺伝子
用のＲＮＡｉ試薬で処理したアコヤガイの生殖巣体指数の結果を示すグラフである。生殖
巣の組織切片の写真である。同図において、「０．００１」は０．００１未満、「０．０
０３」は０．００３以上０．００５未満、「０．００５」は０．００５以上０．００７未
満、「０．００７」は０．００７以上０．００９未満、「０．００９」は０．００９以上
０．０１未満、「０．０１」は０．０１以上０．０３未満、「０．０３」は０．０３以上
０．０５未満、「０．０５」は０．０５以上０．０７未満、「０．０７」は０．０７以上
０．０９未満、「０．０９」は０．０９以上０．１未満、「０．１」は０．１以上０．１
３未満、「０．１３～」は０．１３以上の結果である。
【００８１】
　同図（Ａ）に示すように、ＲＮＡｉ未処理のコントロールは、半数以上の個体がＧＳＩ
　０．０７以上を示した。これに対して、同図（Ｂ）～（Ｄ）に示すように、ＲＮＡｉ処
理した実施例では、コントロールと比較して、低いＧＳＩに分布する個体数が増加し、半
数以上の個体がＧＳＩ　０．０７未満を示す個体であった。この結果から、ＲＮＡｉ処理
を行うことによって、生殖巣における生殖細胞数を低減できることがわかった。
【００８２】
　さらに、１年間飼育後のアコヤガイから全ＲＮＡを調製し、逆転写－ポリメラーゼ連鎖
反応（ＲＴ－ＰＣＲ）法により、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子またはｐｏｖ　IV
遺伝子を増幅させた。これらの結果を図４に示す。同図は、ＲＴ－ＰＣＲ法増幅産物を解
析した電気泳動写真であり、（Ａ）、（Ｂ）、（Ｃ）は、それぞれｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐ
ｏｖ　ＩＩ遺伝子、ｐｏｖ　ＩＶ遺伝子の増幅結果を示す。また、左のレーンは、ＲＮＡ
ｉ未処理のコントロールの結果であり、その他のレーンは、ＲＮＡｉ処理した実施例の結
果を示す。
【００８３】
　同図（Ａ）～（Ｃ）に示すように、ＲＮＡｉ未処理のコントロールでは、ｐｏｖ　Ｉ遺
伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子の増幅が確認された。これに対して、Ｒ
ＮＡｉ処理した実施例では、ｐｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝
子の増幅が確認できなかった。これらの結果から、ＲＮＡｉ処理を施すことによって、ｐ
ｏｖ　Ｉ遺伝子、ｐｏｖ　II遺伝子およびｐｏｖ　IV遺伝子の発現が、効果的に抑制され
たことが分かった。
【産業上の利用可能性】
【００８４】
　以上のように、本発明の新規ｐｏｖ遺伝子は、生殖細胞系列の発達に関与していること
から、このｐｏｖ遺伝子の発現を抑制することによって、生殖細胞系列の発達を抑制でき
る。また、このような方法によれば、例えば、生殖細胞数が低減された、もしくは、生殖
細胞の成熟が抑制されたアコヤガイ（不稔化アコヤガイ）を得ることができる。このよう
なアコヤガイを真珠の養殖における母貝として使用すれば、例えば、従来法における抑制
処理や卵抜き処理が不要となるため、より簡便に真珠の養殖を行うことが可能となる。
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