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1 .研究課題名

オニオコゼ全雌3倍体作出に関する研究

1 研究担当者名・所属

石川県水産総合センター

技術開発部部 長

皿.要約

研究主幹

水産研究専門員

主任技師

技師

山田悦正

高門光太郎

浜田幸栄

戒田典久*執筆

田中正隆

1 .圧力処理による第1卵割阻止条件の高度化

卵割阻止の成功率が低い一つの要因として、卵発生が同調していないことが考えられ

た。そこで、卵発生水温を変えることで同調化を試みた。 280Cの水温で卵発生をさせた

ところ、適正な圧力処理の開始タイミングである卵割中期を、ある程度同調させること

が出来た。

2. 4倍体の作出

媒精22、30分後に30MPaで、6分間の圧力処理をし、 4倍体を誘起した。現在、誘起魚

29尾を飼育している。

3.雄性化ホルモンによる偽雄化の条件と作出

偽雄を作出するために、配合餌料 19当たりヘメチルテストステロン (MT)10f1gを添

加し飼育した。試験開始1ヶ月後に全供試魚がへい死したため、試験を中止した。

4.精液凍結保存

細胞膜非透過型凍害防御剤であるグルコース、ソルビトース、スクロース、 トレハロ

ースをそれぞれ浸透圧300及び、350musm/kgとなるように調製した。そして、これらの

一部を別の容器に移し、細胞膜透過型凍害防御であるDMSuを最終希釈精液の濃度7.5%

となるように添加し、精液を凍結した。浸透圧350musm/kgのク、、ルコース、 トレハロー

スで活力が高かった。
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5.全雌3倍体 (3倍体)の生理特性

倍数体の生理特性調査のーっとして、骨代謝について調べた。基礎的知見を得るため

に血中Ca濃度調節に関与するペプチドホルモンであるカルシトニンの塩基配列を解明し

た。塩基配列はカレイ類の一種に近く、 92%が一致した。

町.研究の背景及び目的

近年の海面魚類養殖は、ブリ、マダイ及びヒラメ等を対象として盛んに行われている。し

かし、生産魚価の低迷、またはウイルス性疾病等による生残率の低下により、これら魚種の

生産は頭打ちになりつつある。こういう状況の下で新たな養殖対象魚種の開発が強く望まれ

ており、そのー魚種としてオニオコゼも期待されている。本県では1990年から1994年にオニ

オコゼの陸上及び海面養殖の試験を実施し、養殖の可能性及びその方法について検討した。

その結果、オニオコゼの雌は雄よりも成長は早いが、雌は成熟すると高水温期に減耗が多い

傾向にあることが明らかになった。本研究では、染色体操作技術を用いた 4倍体及び全雌3

倍体の作出によって、オニオコゼ養殖の生産性を向上させることを目的として試験を実施し

。
た

1 . 圧力処理による第1卵割阻止条件の高度化

卵割を阻止するには、細胞分裂中期に加圧処理を施す必要がある。しかしながら、同

時に媒精した卵であっても発生は必ずしも同調していない。これが卵割阻止の成功率が

低くなる一つの要因になっていると考えられる。そこで、卵発生を同調化させるために

海水中での受精卵の管理水温を変え、それぞれの水温においての発生に伴う核の挙動を

観察した。

2. 4倍体の作出

全雌3倍体は、 4倍体雌と偽雄2倍体を交配することにより大量に効率よく作出でき

る。そこで4倍体の雌を得るために、現在までに得られた卵割阻止条件により誘起を試

みた。

3. 雄性化ホルモンによる偽雄化の条件と作出

全雌3倍体を大量作出するには、偽雄の作出が必要である、そこで、作出に有効な餌

料への雄性化ホルモンの添加時期を調べた。

4. 精液保存方法

精液の保存は、採精量がわずかな魚種に対しての試験効率化に関して有効な手段の一

つである。また、遺伝子の保存の点からしても重要な技術である。そこで、オニオコゼ
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の精液保存方法について試a験を行った。今年度は、精液を凍結保存するために適した希

釈液を調べた。

5. 全雌3倍体 (3倍体)の生理特性

倍数体の生理特性を調べることにより、それらの養殖を実用化する時の取扱い等の知

見が得られるとともに、魚が持つ生理活性物質を人間に対して有効な健康食品・医薬品

として利用するための基礎的知見が得られる。これにより、食糧生産のための養殖に加

え、健康食品・医薬品生産のための養殖を確立することができ、より付加価値を与える

ことができる。そこで、特に血液中のCa濃度調節に関与するペプチドホルモンであるカ

ルシトニンについて調べることにした。本年度は、オニオコゼのカルシトニンの基礎知

見を得るために遺伝子配列を調べた。

V.研究方法

1 .圧力処理による第1卵割限止条件の高度化

18、23、280Cのそれぞれの水温で発生させた卵を、媒精後2分間隔でサンプリングを

し、 2%パラホルムアルデヒド-2.5%グルタルアルデヒドで固定した。これをヘキスト

33342で染色し、蛍光顕微鏡によって観察した。平成11年度に水温230Cで発生させたサン

プルを観察し、オニオコゼ卵発生の基準型を確立した。本年度は、水温280Cで発生させ

たサンプルを観察した。

2. 4倍体の作出

オニオコゼの卵へ精子を媒精し、 22或いは30分後に30MPaの圧力で、6分間の加圧処理

を施した。

3.雄性化ホルモンによる偽雄化の条件と作出

加圧処理により極体の放出を阻止して雌性発生2倍体を作出した。これに給餌する配

合餌料 19当たりヘメチルテストステロン (MT)10月を添加し、瞬化後15-115、35-

115、55-115、75-115、95-115日日まで給餌した。

4.精液保存方法

希釈液は、細胞膜非透過型凍害防御剤であるグルコース、ソルピトース、スクロース、

トレハロースをそれそ守れ浸透圧300及び350mOsm/kgとなるように調製した。そして、

これらの一部を別の容器に移し、細胞膜透過型凍害防御であるDMSOを最終希釈精液の

濃度7.5%となるように添加した。

採取した精液を試験区ごとに分注し、それぞれの試験区に対応したDMSO不含希釈液
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を添加して精子濃度をそろえた。その後、 DMSO含希釈液で希釈し、ドライアイス上で

凍結した。そして、液体窒素中で保存した。

凍結21日後に解凍して精子の挙動を調べた。

5.全雌3倍体 (3倍体)の生理特性

カルシトニン遺伝子の塩基配列を調べるために偲後腺を摘出した。すなわち、食道及

び心嚢と内臓を分けている横中隔壁を含む部分を大きく切り取り、 ω凶RNAを抽出し、

RT-PCR法によりmRNAを鋳型としたcDNAを合成して増幅した。これにより得られた

PCR産物をサブクローニングし、その後シークエンスした。

VI.結果及び考察

1 .圧力処理による第1卵割阻止条件の高度化

第1卵割中期 (stage6 )に至った卵は、 230C発生区で媒精20分後から出現した(図

1 ) 0 280C発生区では、それより 8分早い媒精12分後からであった(図2)。また、 stage

6の出現がピークを迎えた時間帯は、 230C区で14分間であったのに対し、 280C区では6

分間と約1/2の時間であった。このことから水温280Cでの発生は、 230Cでのそれに比べ

同調化させることができたと言える。この時の卵割阻止処理を始めるのに良い時間を推

測すると、水温230Cではs胞ge6が出現して問もない媒精22分後に加圧処理をすると誘起

率が最も高かったことから、 280Cでの発生でも同じことが起こる媒精12-14分後が良い

と思われた。

2.4倍体の作出

5回の誘起を試みたところ、誘起率は0.03-12.1%と処理ごとに大きな差が見られた

(図3)。しかしながら、陸体形成まで至った卵は、正常勝化率が50%以上と高い頻度が

得られた。瞬化仔魚の活力は、通常魚より弱く、生残率は極めて悪かった。これら誘起

の結果、正常勝化仔魚を約1万尾得ることができたが、現在生残しているのは29尾であ

る。

3.雄性化ホルモンによる偽雄化の条件と作出

試験を始めた 1ヶ月後に、原因不明で全試験区の仔魚がへい死したため結果は得られ

なかった。
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図1 水温23"Cでの時間経過に伴う受精卵の発生過程
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4倍体の誘起

4.精液保存方法

各希釈液の中で、活力が良かったのは、グルコース、 トレハロースであった。浸透圧に

ついては、昨年度の塩類を主成分とした結果と逆であった。すなわち、浸透圧300

mOsm/kgより350mOsm/kgの方で、活力が高かった(図4)。

本来のオニオコゼ精禁浸透圧は、約350mOsm/kgであるので、精子内外の浸透圧平衡

を維持するには、これに近い希釈液を用いる方が良い。しかしながら、凍結保存では、

希釈液が凍結する際に濃縮され一時的に浸透圧が高まる。また、凍結後は氷晶が生じ細

胞内構造を破壊する現象が見られる。これらの現象は、糖類を主成分とした希釈液では、

糖が緩衝作用を示すため起こりにくいが、塩類を主成分とした溶液では、前者より起こ

りやすい。従って、塩類系希釈液では、これらの害が起こりにくい低浸透圧の方で、活

力が良かったと考えられる。

図3

5.全雌3倍体 (3倍体)の生理特性

オニオコゼのカルシトニン遺伝子は、他の魚種と同様に32個のアミノ酸から構成され

ていた。そして、 92%の割合でカレイ類の一種のカルシトニン遺伝子の塩基配列と類似

しており、アミノ酸配列としては100%一致した。塩基配列で他に類似していた魚種は、

これらをアミノ酸配列にすると、それぞれフグで79%、サケ76-77%、ウナギ75%で、

84%、81%、84%の割合で類似していた。
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図4 各希釈液で凍結保存した精子の活力

VI.今後の諜題

1.卵発生速度の同調化をはかり卵割阻止の成功率をより向上させ、 4倍体を作出しなけれ

ばならない。

2.誘起魚を活かしたままで、容易に、かつ正確に4倍体化の確認が出来る方法を考えなけ

ればならない。
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