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学位論文内容の要旨

  マツカワ陥ras-per ,uoseriは主に北海道周辺に生息する冷水性の大型カレイである。本種は成長

が速く、商業的価値の高い高級魚であるが、その天然資源の水準は著しく低い。北海道ではその資源回

復と漁業生産量の向上を目的として、100万尾規摸での人工種苗生産および放流が行われている。

  多くの魚類では、その性は遺伝的に決定すると考えられているが、環境の性決定への関与も多くの魚

種で報告されている。マツカワにおいても性分化期に高水温条件下(18℃）で飼育すると、遺伝的雌が

雄化し、性比が雄に偏るが、14℃で飼育すると性転換が起こらず、雌雄1：1家系が得られる。マツカ

ワにおいては雌が早く成長し大型化する。従って雌は短期間で出荷サイズに達することから、養殖の場

合には全雌生産が生産効率の向上にっながる。本研究はマツカワの性統御技術確立に向けて、性決定機

構 解 明 に 資 す る こ と を 目 的 と し て 行 っ た 遺 伝 学 的 研 究 を ま と め た もの で ある 。

  第一章ではマツカワの遺伝的研究のために必要であるマイクロサテライトDNAマーカーの開発を

行った。すなわち、核ゲノム中のマイクロサテライト(MS）領域のクローニングを行ない、得られた

シーケンス配列から348組のプライマーを設計した。第二章ではそれらMSマーカーを用いて雌性発生

二倍体の誘導の確認を行った。遺伝的性決定がxx一XY型の種では、雌性発生群はY染色体を持たなぃ

ため、全て雌となることが期待される。しかしながら、性転換が生じないとされる低水温（12℃～ 14℃）

で飼育した場合、雌比率が95％を示す群もある一方で、雌比率7％の群も生じた。この結果が、不完全

な精子の遺伝的不活性化処理による雌性発生誘導の失敗によるのかは不明であった。そこで、雌性発生

二倍体誘起の成否について分子遺伝学的手法により検討した。すなわち、第一章で開発したMSマーカ

ーのうち、多型性を示した34マーカーを用いて通常交配群におけるメンデル遺伝の確認を行った後、

第二極体放出阻止型雌性発生二倍体4家系の遺伝学的確認を行った。その結果、いずれの雌性発生個体

においても精子由来ゲノムの関与は認められなかった。従って、一部の雌性発生家系において100％に

近く雌が生じたことは、本種の性決定が基本的にXX-XY型であり、雄は遺伝的な雌の性転換により生じ

るものと考えられた。しかし、ある家系では70－95％が雌であったのに対し、別の家系では約85％が雄

であった。これらの事実から、水温に対する感受性は家系毎に遺伝的に異をり、より複雑な性決定シス

テムが関与することが予想された。
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以 上 の よ う に 、 マ ツ カ ワ では 性 比 異 常に よ り 、 雌親 魚 確 保 のみ な ら ず 、放 流 魚 の 自然 繁 殖 に 問題 が 予

想 さ れる 。 従 っ て、 マ ツ カ ワの 性 比 が 偏る 原 因 を 明ら か に し 、性 比 が 等 しく なる種 苗育成 技術を 開発す

る こ とは 重 要 で ある 。 本 種の 性につ いては 、親魚 の遺伝 的な背 景が影 響するこ とも考 えられ る。そ こで、

第 三 章で は 、 性 分化 期 に お いて 同 一 水 槽中 で 複 数 家系 を 混 合 飼育 し 、 そ の性 比を比 較する ことで 、親魚

に よ る影 響 の 有 無を 調 ぺ た 。雌 雄 1： 1交 配 に よ り作 出 し た 複数 家 系 Fl (422E-2618)、F2 (OC38-683A)、

F3 (3642ー 395B)、F4 (3642－2618)、F5 (422E－683A)を 性分化 期以前に 混合し 、同一環境で5ケ月聞飼育し

た 。 水 温 8℃ で 受 精 、 孵 化 を さ せ た 後 、 Fl、 F2お よ ぴ F3交 配 群 家 系 は 孵 化 後 5日 、 F4お よ びF5交 配 群

家 系 は 孵 化 後 3日 に 、 そ れ ぞ れ を 同 一 の It水 槽 （ 眦 お よ び M2） に 混 合 し た 。 ま た 、 比 較 の た め 、 F2

の み を 入 れ た 水 槽 (M4)を 用 意 し た 。 混 合 飼 育 開 始 後、 飼 育 水 温を 1日 O． 5℃ず つ 、 14.5℃ まで 上 昇 さ

せ 、 孵 化 後 26口 ま で 維 持、 孵 化 後 27日 以 降 、サ ン プ リ ング 時 （ 孵 化後 136日 --147日 ） ま で、 水 温 13.5

～  14.5℃ で 飼 育 し た 。 M4の 水 槽 の水 温 も 同 様の 条 件 と した 。 全 長 60mmの ステ ー ジ で 、Ml水 槽 より 150

個 体 、 M2水 槽 よ り IOO個 体 、 M4水 槽 よ り 50個 体 を 採集 し た 。 性判 別 は 生 殖腺 の 外 部 形態 あ る い は組 織

像 の 違 い に 基 づ き 判 別 を 行 つ ， た 。 4MS座 （ Vemosヌ 2贓 嬲 魍 〆 劼 D． ゞ ｜ 晒 陥 脚ゴ 勿 カ の 分析 の 後 、

PAPAver． 2， Oを 用 い て親 子 鑑 定 を行 っ た 。 各家 系 の 性 比の 雌 雄 1： 1か ら の ずれ に つ い ての 有 意 差 を検

討 す るた め に ズ 2検 定 を行 っ た 。 各家 系 間 の 性比 の 差 を 検討 す る に は多 重 比 較 検定 （ Ryanの 対 比較 ） を

行 っ た。 そ の 結 果、 M1、 M2集 団 に おい て 、 そ れぞ れ 99％（149/150）、97％ （97/loo） の親子 鑑定が でき

た。 各家系 （Fl、F2、 F3、F4、 F5）の性 比（雌 ：雄） はそれ ぞれ、1：44、18：33、16：37、14：47、16：20

であり、M4水槽で飼育されたF2家系の性比は13：37であった。Fl、F2，F3とF4家系の雌比率は有

意 に 低 く 、 同 一 水 槽 内 に おい て も 家 系間 で 性 比 は異 な っ た 。一 方 、 異 なる 水 槽 で 飼育 し た 同 一家 系 F2

に お いて 性 比 の 差は 見 ら れ なか っ た 。 以上 の こ と から 、 親 魚 によ っ て 水 温に 対する 感受性 が異な ること

が示唆された。

  そ こ で 第 四 章 で は 、 性比 が 雌 雄 1： 1と な る人 工 種 苗 の育 種 を 目 指し て 、 マ ツカ ワ の 性 比変 動 に 係 る

遺 伝 的要 因 の 解 明に 向 け て 、連 鎖 地 図 を作 成 し た 。連 鎖 地 図 は、 本 種 に おけ る遺伝 育種学 的な研 究（量

的 遺 伝 子 座 、 QTL解 析 、 マ ー カ ー 選 抜 な ど ） の 基 盤 と な るぱ か り か 、性 連 鎖 マ ーカ ー の 開 発に も っ な

が る 。 連 鎖 地 図 作 成 に あ た っ て は 多 数 の マ ー カ ー を 必 要 と す る こ と か ら 、 開 発 し た 348MSマ ー カ ー

に 加 えて 、 AmplifiedFragmentLengthP01ymorphism（ AFLP） 、SingleNucleotidePolymorphism（SNP）、

データーべースで公開されている27のマツカワMSプライマーと72のホシガレイMSプライマーを利

用 し た 。 雌 ： 雄 ＝ 3： 7の 家 系 に つ い て 分 析 し た と こ ろ 、 合 計 571（ 453MS、 l09AFLP、 9SNP） マ ー カ

ーのうち、207（139MS，65AFLP、3SNP）マーカーが雌親で、188（139MS，44AFLP、5SNP）マ

ー カ ー が 雄 親 で 多 型 性 を 示 し た 。 Pseudotestcross法 に よ る 連 鎖 解 析 の 結 果 、 雌 の 連 鎖 地 図 の 全 長

は1271cMで26連鎖群から、雄の連鎖地図の全長は822．6cMで19連鎖群から構成されていた。これ

ら の うち 、 13連鎖 群 は 雌 雄で 共 通 し た。 マ ー カ ーの 不 足 に より 、 連 鎖 群の 数 がマツ カワの半 数体染 色体

数（ln二ニニ23）と一致せず、性に連鎖したDNAマーカーは得られなかった。

  そこ で 、 分 析に 用 い た 家系 の雄と雌 の子孫 ですぺ てのマ ーカー につい て分離 比を検 討した。 その結 果、

llMS（シゑ田D．s4，レa田Dゴ12，ya閉Ds20，Pa田ロs32，シを閉Ds39，ゲ＆田D．s49，ゲa田Ds61，〆a田〇s62，ぬ田Dゴ221，〆｜′a
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14，Vmos 17)，2AFLP (182p6，356p28)と1SNP (Poli21S318)の合計13マーカーにおいて雌雄間で分離

に有意な偏りがみられた。これらのうち7っは第5連鎖群、6っが第6連鎖群にあった。MSマーカ

  ーの分離を他の3つの雌1：雄1家系(500B，500E，F5)で調べた結果、F5家系と500E家系では

第6連鎖群のマーカーに分離比のゆがみが見られた。ー方、500B家系では全てのマーカーは均等に分

離をした。以上のように、家系により第5および第6連鎖群のマーカーで雌雄間に分離の偏りが生じる

ことがあった。

  本研究により、マツカワの遺伝的解析に利用可能な多数のDNAマーカーが開発された。これらを用い

雌性発生ニ倍体作出が成功していることが判明した。雌性発生二倍体群で全雌に近い性比が生じたこと

から、XX－XY型の性決定が推定された。親子鑑定の結果性分化期を同一水槽で飼育した家系間で

雌比率が著しく低い家系が見られ、性比への遺伝的背景の関与が示唆された。連鎖地図を作成したが、

性に連鎖したDNAマーカーを見出すことはできなかった。しかし、家系により第5および第6連鎖群

のマーカー分離比が雌雄の子孫問で歪む傾向があることが判明した。
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Studies on genetic markers

         the barfin flounder,

and linkage mapping in

Verasperケ 銘 oserz

（マツカワにおける遺伝マーカーと連鎖地図作成に関する研究）

  マツカワVera.sper moseriは商業的価値の商い冷水性の大型カレイであるが、その天

然ユで源の水準は著しく低く、北海道ではそので tiDri回復と漁業生産fIヒの向上を目的として

100万尾規摸での人工オIR苗生産および放流が行われている。しかし、本穏では、性分化期に

i弼水温条件下（18℃）で飼育すると、遺伝的雌が雄化するが、14℃で飼育すると性il云換が

起こらず、性比！：1のネ系が，僻られるとされている。また、雌の成長が雄より良いことか

ら、j心殖の鳩合には全雌生産が生産効！仁の向上にっながる。本研究はマツカワの性統御技

術1m立に向けて、性決定I)iii．ル解明に資することを目的として行った辿伝学的研究をまとめ

たものであり、以下の評觚すぺき成果を得た。

（1）遺伝的研究に必要とされるi噛多型性共鰹性DNAマーカーであるマイクロサテライ

トDNAマーカーのU‖発を行った。すなわち、核ゲノム中のマイクロサテライト（MS〕

j弧城のクローニングを行なぃ、得たシーケンス配列から348組のプライマーを設計した。

（2）遺伝的性決定がxX－XY型のォ爪では、雌性発生群はY染色体を持たないため、全て雌

となることが期待される。しかしながら、性｜｜云換が生じないとされる低水洞．（12℃～14℃）

で本オ唖を飼育した場合、雌比！＃が95％を示す群もある一方で、雌比率7％の群も生じ、こ

の結果が、人為的な雌性発生二倍体誘導の失敗によるのか否かは不明であった。そこで、

洲発した34MSマーカーを用いて、第二極体放出阻止型雌陸発生二倍体4家系の遺伝学的

7m！認を行った請果、いずれの雌性発生個体においても精子由来ゲノムの関与は認められな

－ 1105 -



かった。従って、一部の雌性発生家系において100％に近く雌が生じたことは、本種の性決

定が基本的にxx一XY型であり、雄は過伝的な雌の性転換により生じるものと考えられた。

（3）水温に対する感受性に親魚の辿伝的な背景が影響している可能性を検討する為、性

分化瑚において同ー水柵中で複数家系を混合飼育し、その性比を比Jlki-ることで、親魚に

よる影響の有無を調ぺた。すなわち、雌雄1：1交配により受精させた複数家系Fl、F2お

よびF3交配群を孵化後5日にMl水槽に、F4およぴF5交配群を孵化後3日にM2水槽に、

また、F2のみをM4水槽に入れ、サンプリング時（孵化後136日¥-147日）まで、水温13.5

～   14.5℃で飼育し、性判定の後4MS座（Vemos32, Vemos39, Vemos105, Vemos207)による

親子鑑定を行なった。その結果、Fl、F2，F3とF4家系の雌比率は有意に低く、同一水槽

内において家系間で性比は異なり、親魚により水温に対する感受性が異なることが判明し

た。

（4）マツカワの性比変動に係る遺伝的要因の解明と本和に韜ける遺伝育種学的研究（’出

的遺伝子座、QTL解析、マーカー選抜など）基盤を碓立するため、連鎖地図作成を行っ

た。地図作成にあたっては、雌：雄〓3：7の家系を使用し、開発した348 MSマーカーの

他に、Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)とSingle Nucleotide Polymorphism

(SNP)マーカー、さらにデーターベースで公開されている27のマツカワMSプライマー

と72のホシガレイMSプライマーも利用した。207（139 MS，65 AFLP，3SNP)マーカー

が雌胤で、188（139 MS，44 AFLP，5SNP)マーカーが雄親で多型性を示し、Pseudo test

cross法により解析を行った結果、雌の辿鎖地図の全長は1271cMで26述鎖群から柑成さ

れ、雛の辿鎖地図の全長は822.6cMで19述鎖群から構成されていた。これらのうち、13

述鎖群は雌雄で共通した。性に述鎖したDNAマーカーは得られなかったが、第5および第6

述鎖鮮にある合計13マーカーにおいて雌雄間で分｜雛に有意な偏りがみられた。同様の偏り

は他の交配群（家系）でも認められ、家系により第5および第6連鎖群のマーカー分ぼm比

が雌雄の子孫間で歪む傾向があることカミ判明した。

  申請者による以上の研究成果は、水産遺伝育種学上重要な成果と考えられ、織査員一同

は、申請者が博士（水産科学）の学位を授与される資格のあるものと判定した。
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