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ヒラメの人為的性統御とクローン集団作出に関する研究

学位論文内容の要旨

  本研究は，重要な養殖対象魚種であるヒラメについて，遺伝的および生理的

性の人為的統御技術を開発するとともに，ク口一ン集団を作出し，これを利用

した新しい育種技術を開発することを目的とした．この目的を遂行するため，

本研究では主として下記の項目について検討した．

  （D性分化過程：ヒラメの性分化過程を組織学的に調査した．仔魚および変

態着底直後の稚魚は形態的に性的未分化期にあった．卵巣および精巣はそれぞ

れ 全長 L7mmお よ び 37 mmの 個 体 で互 に区 別でき る形 態的 分化 を示し た． 性

分化は生殖腺の体細胞性要素による形態形成が先行し，生殖細胞の減数分裂開

始はこれより遅れて，卵巣では69 mm，精巣では129 mmの個体で認められた．

  ◎ 遺伝的 性決定とその人為的統御：ヒラメの遺伝的性決定機構を明らかに

するため，雌性発生2倍体やその後代等について性比調査を行なった．性転換

阻止レベル（後述）のエストラジオール-17p（E2）処理群の性比調査から，遺

伝的性決定は基本的に雄ヘテロ型(XY型）であることが明らかとなった．従って，

遺伝的全雌群を得るための遺伝的統御法として，雌性発生2倍体の作出および

性転換雄(xx雄）と通常雌(XX雌）の交配が有効である．性転換雄は，雌性発生2

倍体の雄への誘導によっても，通常ヒラメの雄への誘導（検定交配が必要）によ

っても得ることができた．しかし，遺伝的雌(XX個体）の性分化は遺伝的に強く

固定されておらず，通常の飼育条件下でも雄への性転換が容易に生じることが

判明した．それゆえ，雌を安定して作出するには，遺伝的全雌群の作出に加え，



遺伝的雌の雄への性分化の転換を阻止することも必要であることが分った．

  ◎生理的性の人為的統御：環境要因および性ステロイドがヒラメの性分化

に与 える影響を明らかにし，生理的性の人為的統御を可能とした．

  環境要因の主要なーっである水温と，性分化の関連を調べた．その結果，性

分化時期の飼育水温が，遺伝的雌の性分化に関与することが判明した．とくに，

高水温条件下（25～27.5℃）で飼育すると，遺伝的雌が生理的雄ヘ高頻度で性

転換することが明らかとなった．また，低水温条件下（15℃）でもその傾向が

強かった．遺伝的雌が雄に転換する高水温の感受期は，全長12 mmから30 mm

前後の時期にあることが分った．高水温飼育は，性転換雄の作出手法とレて利

用できること，また，適水温（20℃）による着底期から全長50 mmまでの期間

の飼育は，雄への性転換阻止に有効であることが半｜J明した．しかし，遺伝的雄

は飼育水温によって生理的雌に転換することはなかった．

  性ステCイドがヒラメの性分化に及ぼす影響を調査し，生理的性の統御法を

検討レた．遺伝的雌を生理的雄に誘導する17Q―メチルテストステ口ンの有

効な浸潰および経□処理濃度は，それぞれ1～10 ppb（下限不明）およびO．01

～10 ppm（下限不明）であり，低濃度側に非常に幅広い有効範囲を示レた．一方，

遺伝的雄を生理的雌に誘導するE2の有効な経口処理濃度は3～10 ppm（上限

不明）であり，O．3 ppm以下の処理は有効ではなかった．また，遺伝的雌の雄

への性転換を阻止し，雌への分化を促進するE2の有効な経口および浸漬処理

濃度は，それぞれ0.1 ppm以上およびlppb以上と下限が低かった．従って，

E2のO．1～0.3 ppmの濃度での経口投与は，1～10 ppbの濃度での浸漬処理

同様，遺伝的雄の雌への転換には有効でないが，遺伝的雌の雄への性転換阻止

に有効なことが判明した（性転換阻止レベル）．遺伝的雌の雄への転換阻止にお

けるE2の感受期は，全長28 mmから39 mm前後の時期にあることが判った．

  ＠雌性化種苗の大量生産方法と成長特性：ヒラメの雌雄による成長特性を

調査し，単性養殖の有効性を調べた．また，ヒラメの成熟特性に一致した性統

御技術を検討し，雌性化種苗の効率的な生産を試行した．

  ヒラメの雌雄による成長差を確認する目的で，遺伝的に均質な同一ク口ーン



集団内の雌雄の成長差を調査レた．その結果，平均体重で雌は雄の1．8倍（日

齢445)ないし2．9倍（日齢773)に達レた．これ倣，雄が早熟で成熟体サイズ

が小さく，その成熟時の著しい成長停滞に起因することが分った．このことか

ら，全雌種苗を用いた養殖の有効性が確かめられた．

  効率的なヒラメの雌性化技術を確立するため，まず，その生殖周期を組織学

的に調査レた．その結果，雄は満1歳で成熟するー方，雌は満2歳で初回成熟

した．卵巣では，繁殖期の2カ月前から卵黄形成が開始された．繁殖盛期の卵

巣卵組成から，ヒラメの卵母細胞の発達様式は典型的な非同期発達型であるこ

とが確認された．さらに，雌親魚の個体別産卵実験から，ヒラメは，約3カ月

の産卵期の間，同一個体がほぼ毎日産卵することが判明した．それゆえ，ヒラ

メの採卵は，搾出採卵ではなく，水槽内での自然産卵による採卵が効率的であ

る．そこで，性転換雄と通常雌による自然産卵実験を行ない，性転換雄の放精

行動の正常性と，全雌卵(XX卵）が容易に大量作出できることを確認した．得ら

れた全雌卵を用い，性分化時期の20℃の恒水温飼育による雄への転換阻止を

施し，準量産規模で雌性化種苗を多数生産することができた．作出された雌性

化種苗は，生育において正常であり，成長の速い雌を高率に含むことから，養

殖効率において著しく優れることが実証された・

  ◎ク口一ン集団の作出と育種利用：ヒラメのクローン集団を作出し，その

特性調査などを通じて，クローンを利用した育種技術を検討した．

  第1卵剖阻止型雌性発生2倍体の作出例では，奇形胚の増加と仔稚魚の生残

率の低下が特徴的であった．作出魚のいくっかの形質において顕著な変異幅の

拡大がみられた．作出群は完全同型接合体のみからなることが，アイソザイム

をマーカーにして確認された．

  第1卵割阻止型雌陸発生2倍体雌を親魚とするク口ーン世代の作出例では，

卵発生成績と仔稚魚の生残率が親世代より回復する例が多かった．作出魚の種

々の形質で変異幅の縮小が認められた．‘作出群が遺伝的に均質なクローン集団

であることが，組織移植実験およびDNAフインガープリント法で確認された．

  ク口ーン世代雌雄の交配でク口ーン第2世代が得られ，一度作出したホモ型



クローン（完全同型接合体のク口ーン）の継代に渡る維持増殖が可能なことが確

かめられた．さらに，クローン集団内の雌雄による産卵群から正常な胚形成卵

が得られ，水槽内での自然産卵でク口ーン卵が量産される可能性が示された・

  異なるホモ型クローン間の交雑（完全同型接合体雌雄の交雑）によって，ヘ

テロ接合型の遺伝子座を多数持ちながらも，遺伝的に均質なへテ口型クローン

が作出された．ヘテ口型ク口ーンは，仔稚魚期から1歳魚について，成長度，

生残性，および耐病性において，ホモ型クローンを大きく上回る成績を示し，

養殖実用性に勝ることが示された．有用形質を固定されたホモ型ク口ーンを素

材に，優れたへテロ型ク口ーンを作出することで，ヒラメの育種に要する時間

を著しく短縮させることができると期待される．



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ヒラメの人為的性統御とクローン集団作出に関する研究

  本論文は申請者が1987年以降1．0年間に亘り、行った実験と観察結果をまとめたもので

ある。研究材料としたヒラメは、現在我国における重要な養殖対象魚であり、生産も年

々増加をたどっている。本研究はヒラメ養殖における雌雄性統御の有効性を示したもの

で、基礎研究を積み上げて、応用の道を拓いた研究として評価できる内容となっている。

  先ず申請者はヒラメ増養殖の現況を明らかにして、同じ増養殖努カによって得られる

成果は雌雄によって異なることに注目し、特に雌の成長は雄と比較して約2倍に達する

ことから全雌種苗の生産を可能にすること、および遺伝的な管理を目的としたへテ口ク

口ーンの作出を可能にすることを目的として、その基礎研究を行い、更に大量に雌種苗

を生産するための新しい方怯の開発を試みた。

  本研究は5章から成り、第1章ではヒラメの性統御に必要な性決定時期を明らかにし

ようとした。生殖腺をまH織学的に観察した結果、雌の性分化時期は全長27mm，雄では37

mmにあり、生殖腺の性分化は、生殖腺の体細胞性要素による形態形成が先行しているこ

と、および生殖細胞の滅数分裂開始は卵巣で69mm、精巣で129mmの個体に認められ、性

の分化は雌で早く、雄では遅れて生ずることを明らかにした。この事実はヒラメの基本

的性が雌にあり、雄は、何かの要因により誘導されて生ずる性であることを示唆するも

ので、ヒラメの性を考える上で極めて重要な知見である。第2章では遺伝的性決定機構

を明らかにしようとした。これまでヒラメの遺伝的性決定機構が、雌tli発生魚に雄が出

現することからZZ→ZW型も推察されていたが、申請者は、雌性発生魚にEstradiol 17p

(E2)を処理した実験結果から、性決定機構は基本的にはxx―XY型で、雌がホモ型(xx)で

あること、しかし、遺伝的には雌への分化は強く固定されておらず、飼育条件によって

雄への転換が容易に生ずることを初めてツ1らかにした。この発見はこれまでヒラメの集

団の性比が一定しない理由を遺伝的に説1リJするもので極めて貴重な知見である。第3章

では受精によって決定される遺伝的性が、性ステ口イド処理によって、機能的なxx雄や

XY雌に転換できることを明らかにした。離へ転換するIethyltestosteroneの浸漬処理

濃度は1ー10ppb，経口処理濃度は0．01ー10ppmであること、雌へ転換するE2の経口処理濃
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度は3―10ppmであることを示し、雌から雄へ転換する環境条件として性分化時期の温度

が重要であることを初めて明らかにした。性分化時期の水温が25ー27.5℃では遺伝的雌

が効率に雄へ転換し、xx雄を性ステ口イドを使用することなく作出できること、また遺

伝的雌の雄への転換を阻止するE2の浸漬処理濃度はlppb以上、経口処理濃度は0.1

ppm以上であることを明らかにし、生理的性統御に関する基礎研究の大方を完成させた。

第4章では第3章までに記述された基礎知見をもとに、雌性化種苗の大量生産方法につ

いて検討し、人為的に作出された全雌種苗が期待どおりの成長特性を示すことを実験的

に証明した。xx雌とxx雄との交配によって作出した全雌魚の平均体重は雄の1．8倍（日

齢445）ないし、2．9倍（日齢773)に達し、人為的性統御が養殖上極めて有効な手段

であることを実訶三した。更に水槽内での自然産卵による採卵が効率的であることを利用

して、xX雄とxx雌による自然産卵による全雌集団を作出し、性分化時期に飼育水の水温

を20Cに保って雄への転換を阻止することにより、準量産規模で雌性化極苗を大量生産

できることを実訶三した。この結果はヒラメ養殖産業に貢献するところ極めて大きく、高

く評価できる。  第5章ではヒラメのク口―ン集団を作出し、異質なク口→ン集団の交

配によるへテ口型ク口ーンの作出が可能であることを実証した。ク口―ン集団の作出に

は、第1卵割阻止型雌性発生によって得られた雌親魚から採卵し、これを第2極体放出

阻止型雌性発生により、発生させる方法を採用して、多数の異質なク口一ン集団の作出

に成功した。このクローン集団は組織移植実験およびDNAフインガープリントで遺伝

的に同一のク口一ンであることを確認した。更にク口―ンuf代雌雄の交配でクロ―ン第

2世代が得られること、一度作出したホモ型ク口―ンの継代に渡る維持増殖が可能であ

ること、ク口―ン集剛の雌雄による産卵群から正常な胚形成卵が得られ、水槽内での自

然産卵によルク口―ン卵が人量に生産できることを示し、産業への応川の道を拓いた。

更に異質なク口一ンの交配によって得られたへテ口型ク口一ンは成長、生残性、および

耐病性において、ホモ型ク口―ンを大きく上回る成績を示し、有用形質を固定させたホ

モ型クローンを素材に、優れたへテ口型ク口―ンの作出が可能となり、ヒラメで初めて

新しい育種の道を拓いた。

  以上、本研究は、ヒラメの性統御に関する基礎研究を積み重ね、更に産業への応用の

道を拓いたもので、審査員一同は本研究が博士（水産学）に相当する業績と判断した。
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