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北大水産糞報
51(3)， 135-152， 20∞. 

第 1卵割阻止に由来するアマゴにおける配偶子の倍数性

山木 勝1)・荒井克俊2)

Ploidies of Gametes Produced by Putative Tetraploid Amago 

Salmon Induced by Inhibition of the First Cleavage 

Masaru YAMAKI1) and Ka七suもoshiARAI2) 

Abstract 

In amago salmon Oncmhynch~崎町田側 ishikæ叩即， hydrosta七1Cpr田sureshock (650 kgj 
cm2， 6 min duration)官邸 madeもoinhibi七七hefirst cleava.ge in the period from 4ω7 hours 
dぬ，rfertilization. Put叫ive七etra.ploidswere selected by inv間七iga七ingmaximum nucleoli 
number in七hefish developed from七，heむea七ment. When 33 puta.tiveもetra.ploids(18 females， 

15mal田)were flow-cyもometricallyexamined for DNA con総帥 oferythroc戸倒 mもhespa.wn-
ing season， 30 fish were diploids but the one male was te七raploidor ne紅白七raploidand七he
七wofish (one female， one ma.le) were diploid-旬も，raploidmosaics. Eryぬr∞y七emeasuremen七s
in曲目efish reve品ledもhat14 fish (8 females， 6 mal朗)including two mosaics showed a small 
proportion of large eryもhroc戸倒 (nuclearsize 9.8-11.2μm， 0.1-13.0%) 0出紅白阻 normal
ery七hrocy七回 (6.7-7.7μm). The tetr品ploidmale gave ery七，hroc戸田 W1もhinもermedia.七enuclear 
size (8.7μm). 1臼 sperma'ωzoawere la.rger (3.8μm)也阻七，hose(2.9-3.3μm) of norm品l
diploid a.mago salmon. Determina七ionof ploidies in progenies ofもhe七etraploidmale 
suggests七heproduc七ionof diploid or near diploid spermaωzoa in its ぬs七is. The diploid-
te七日ploidmosa.ic fema.le which had two七，ypesof erythrocy七es'la.id very small number of 
l岬 eggs(di阻 伽 12mm)皿 dsuch eggs might be diploid jud伊ngfrom ploidies of the 
resultant progenies. Thus， mosもput抗1ve七eも，raploidsshow diploid-もetr品ploidmosaicisms in 
different organs including go凶 dsand diploid game民scan be generaもedfrom七etraploidgerm 
cells in mosaic gonads. 

Key words: Amago sa.lmon， Tetraploid， Mo崎 ic，Oncmhynch山

魚類では，受精卵の第一卵割を高水温あるいは高水圧処理で阻止することにより，染色体を倍

加させて四倍体とすることができるが，誘起率と生残率は多くの場合著しく低い (Thorg拙 rd 凶

al.， 1981; ChOUITout， 1982; ChoUITout， 1984; ChOUIToutωal.， 1986;荒井， 1992; Di句r的乱1.，

1993; Yamaz北i叩 dGoodier， 1993)。しかし，一度四倍体魚が作出できれば，これらは二倍体配

偶子を産生するので，二倍体との交配により容易に三倍体が得られる (ChoUITout，1984; Chour-

rout e七al.， 1986; ChoUITOU七andNakay晶ma，1987; Blanc et al.， 1987; Di句r，e七al.， 1988)。また，
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四倍体同士の交配や染色体操作との組み合わせにより四倍体集団の維持・増殖の他，五倍体，六

倍体等の高次倍数体魚の作出にも応用できる (ChOUIToutand Nakayama， 1987; Diωr， e七品1.，

1988; Thorg拙，rde七品1.， 1990; Arai et品，L1999)。以上のように，魚類四倍体の作出自体は困難で

あるが，水産育種における応用の範囲は広く，極めて有用であると考えられる。

山木ら (1997)は，アマゴ白ωO'Thynchusmωau ishika位lae受精卵を高水圧処理し，生残した稚

魚の鰭細胞の最多核小体数4により選別した四倍体候補について，赤血球核 DNA量および赤血

球サイズから倍数性の再調査を行った。その結果，これらの多くは二倍体で，完全な四倍体個体

は見いだされなかったが，二倍体細胞と四倍体細胞を併せ持つモザイク個体が少数存在した。さ

らに，これらの四倍体候補が産生する卵と通常精子の交配により，二倍体の他に三倍体が高率に

出現する場合があることを見出した(山木ほか， 1999)。このことは，核小体数4を示す雌親魚が

半数体と二倍体の二種類の卵を産生し，二倍体卵と半数体精子の受精により三倍体が作出された

ことを示唆する。従って，四倍体候補が見かけ上二倍体であっても，生殖腺が二倍体一四倍体モ

ザイクとなっている個体の二倍体配偶子を利用することにより，次世代で四倍体を作出できる可

能性が示された。

本研究ではアマゴを材料に，第一卵割阻止により生じる最多核小体数4を示す個体が生殖腺を

含む様々な組織・器官で二倍体一四倍体モザイクとなっていると想定し，四倍体候補同士の交配，

あるいは四倍体候補と二倍体との交配に染色体操作を組み合わせることにより四倍体を作出しよ

うとした。そして，交配子孫の倍数性から四倍体候補の産生する配偶子について倍数性を検討し

た。

材料および方法

供試魚

材料として，愛媛県東宇和郡宇和町佐藤アマゴ養殖場のアマゴを使用した。本研究で用いたア

マゴ四倍体候補は 1997年産高水圧処理群(山木ほか， 1999)のうち，生残した 6カ月齢稚魚の鰭

を試料として Carm姐剖 a1.(1992)の方法で作製した核小体標本について細胞の最多核小体数が

4を示した 75個体である。

血液塗抹標本

尾柄部より採取した血液から常法に従い血液塗抹標本を作成し，ギムザ染色後，ビデオミクロ

メーター (VM-60，Olympus)を用いて各個体50個以上の赤血球について核長径を測定した。ま

た，サイズの異なる赤血球が観察された場合，撮影した写真からその比率を調査した。

核 DNA量

細胞核の DNA量フローサイトメトリー (FCM)の試料として，血液，精子および発眼匪を使用

した。血液および精子は細胞培養用培地 (E時le'sMEM)で保存またはアルコール (70%)固定し

たものを，座体は生体またはカルノア(エタノール・酢酸=3:1)固定標本を用いた。核DNA量

の測定は通常二倍体アマゴの血液を対照として，動物細胞用試薬キット (Pa巾 c)を用いて DAPI

(4'，6-diamidino・2-phenylindole)染色後，フローサイトメーター (PA，Pぽぬc)を用いて行った。

試料が庇体の場合は， 50μmのメッシュで鴻過して所定の方法により分析した。

精子サイズの測定

下述の交配時に採取した精液の一部を 10%ホルマリンで固定し， 100倍の対物レンズ下でビデ
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オミクロメーターを用いて，各個体当たり 50精子の頭部幅長(短径)を測定した。

四倍体候補魚の交配

四倍体候補は熟度鑑別を行い，成熟している個体から順次交配実験に供した。交配実験は四倍

体候補魚同士，または四倍体候補魚の産生する配偶子を使って下述の染色体操作を組み合わせて

行った。すなわち，通常卵の四倍体候補魚雄精子による媒精後の高水温処理(媒精8分後， 27
0

0， 

23分間)，あるいは四倍体候補魚雌の産生卵の紫外線照射精子(人工精竣(高橋ほか， 1987)100倍

希釈，紫外線照射量約 5，400ergjmm2，以下UV精子と略す)による媒精後の高水温処理による四

倍体作出操作である。

交配実験時，四倍体候補魚の体重，体長，生殖腺重量の測定を行い，採取した血液と精子を核

DNA量測定等の倍数性調査に供した。

1999年 11月1日に四倍体候補魚の雄 12個体 (4nM非 1-12)が， 11月9日は雌 10個体 (4nF#

1-10)と雄2個体 (4nM # 13， 14)， 11月 12日には雌4個体 (4n非Fl1-14)と雄 1個体 (4nM非

15)，そして 11月初日には雌4個体 (4n非F15-18)の四倍体候補魚がそれぞれ成熟したので，下

述の交配実験Exps.1-4を行った。

Exp.1では，通常二倍体雌9個体 (2nF # 1-9)から採取した卵をプールして 13の区に分け，通

常二倍体から採取した精子による受精 (2nX2 n)と四倍体候補魚雄 12個体 (4nM非 1-12)の

各々から採取した精子による受精 (2nx4n)を行った。この時，誤って 4nM曜日由来精子を 4

nM曜日精子で媒精した区と混合した(非 10+11)。各区の受精卵を 2分し，一方に高水温処理を

行った (2nX2 njHS， 2 nx4 njHS)。

Exp.2では，通常二倍体雌 (2nF非10，11)由来の卵および四倍体候補魚雌 (4nF非1-10)各個

体から採取した卵に UV精子を媒精した (2nXUV，4nXUV)。各個体由来の受精卵を 2分し，一

方に高水温処理を行った (2nXUV jHS， 4 nXUV jHS)。また，四倍体候補魚雌9個体 (4nF非1-

3，5-10)の卵の一部は四倍体候補魚雄2個体 (4nM非 13，14)と交配した (4nX4 n)。

Exp.3では，四倍体候補魚雌2個体 (4nF非11，12)および雄 1個体 (4nM非 15)と通常二倍体

魚の雌雄(2nF非12，2nM非 3)を用いて同様に交配実験と染色体操作を行った (4nX4 n， 4 nXUV j 

HS， 2 n X 4 njHS， 2n X UV， 2n X UV jHS)。

Exp.4では，四倍体候補魚雌4個体のうち 3個体 (4nF非15，16， 18)から卵が採取できたので，

通常二倍体雄 (2nM非4)と交配した (4nX2n)。

交配子孫の生残率は積算水温が約 300
0

0・日時の発眼卵数から求めた。この時，正常発眼卵の匪

体を前述の FOMによる倍数性調査に供した。

結 果

四倍体候補魚

稚魚、期の胸鰭細胞の最多核小体数4により選別した 1997年産アマゴ四倍体候補魚 75個体(山

木ほか， 1999)のうち，交配時 (1999年 11月)に生残していた 33個体(雌 18，雄 15，生残率

44.0%)の魚体測定の結果を Table1に示す。四倍体候補魚雄 15個体の平均体長は 34.1土7.2cm

(19.5-44.5 cm)，平均魚体重は 792.0:t346.0g (220-1，411 g)，平均生殖腺熟度指数 (GSI)は2.2:t

8.9 (0.5-3.1)であった。雄4nM#11の体長 (19.5cm)，体重 (220g)， GSI (0.5)は四倍体候補魚

雄中最も小さく，脊柱が屈曲する奇形を示した (Fig.1)。

四倍体候補魚雌 18個体のうち 15個体 (4nF # 1-12， 15， 16， 18)から成熟卵が採取できたが， 3 

個体 (4nF # 13， 14， 17)から採取した卵は未熟であった。これら雌 18個体の平均体長，体重およ
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Table 1. Body length， body weight， gonad weigh七andgonad soma七icindex: (GSI) in p凶 ative

旬七raploidamago salmon. 

Paren七 Fish Body (cmle) ngbh Body (wz) eIghも Gonadweigh七 GSI*' 

Ploidy Sex: 非 g) (g) (%) 

2n Male 37.0 780 24 3.1 

Female 10 34.5 534 106 19.9 

11 30.4 553 133 24.1 

Me組 +S.D. 32.5十 2.9 543.5+13.4 119.5土19.1 22.0土3.0

4n*' Male 42.5 1139 22 1.9 

2 40.0 1134 24 2.1 

3 33.5 711 21 3.0 

4 35.5 827 25 2.9 

5 29.5 755 21 2.8 

6 37.0 761 19 2.5 

7 41.0 1232 31 2.5 

8 28.5 554 10 1.8 

9 39.0 1044 27 2.9 

10 44.5 1411 27 1.9 

11 19.5 220 1 0.5 

12 23.5 241 3 1.2 

13 33.5 573 10 1.7 

14 36.5 693 13 1.9 

15 28.2 585 18 3.1 

Mean::tS.D. 34.1::t7.2 792.0 + 346.0 18.1::t8.9 2.2::t0.7 
Female 1 36.5 890 205 23.0 

2 30.5 568 112 19.8 

3 29.5 796 196 24.6 

4 29.5 369 54 14.6 

5 34.5 750 128 17.1 

6 27.0 659 194 29.4 

7 36.0 835 92 11.0 

8 42.5 1186 293 24.7 

9 37.5 999 204 20.4 

10 24.0 398 91 22.9 

11 35.1 1060 163 15.4 

12 34.5 1010 N.D.叫

13 24.5 640 140" 21.9 

14 33.0 705 120*. 17.0 

15 33.5 930 150 16.1 

16 24.2 420 54 12.9 

17 39.2 1540 N.D.*5 

18 33.6 1050 63*. 6.0 

Mean+S.D. 32.5::t5.3 822.5土300.0 141.2::t65.9 18.7::t6.0 

*' Gonad weight/body weigh七 xl00.
ホ'Pu刷 ive七etraploidyde七erminedby m阻 imumfour nucleoli at七hejuvenile s七age.
叫 Nodata 

判 Unm叫 uredeggs. 

'5 No eggs were obtained due to unovul前ion.
材 Over-rippeneggs. 
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Fig.1. Ex回rnalappearence of a putative tetraploid a皿agosal皿on皿ale4 nM # 11. Scale 
indica悼slOcm 

びGSI(4 nF再12，17を除く)は，それぞれ 32.5:t5.3c皿(24.0-39.2cm)， 822.5士300.0g (369-1，540 

g)， 18.7:t6.0 (11.0-24.7)であった。これらの値は通常二倍体雌2個体 (2nF非10，11)の平均体長

(32.5:t2.9 cm)，魚体重 (543.5:t13ιg)および GSI(22.0土3.0)と大差なかった。

四倍体候補魚の赤血球核 DNA量

赤血球核DNA量による倍数性を Table2 に示す。雄 4~吋 11 は対照とした二倍体 (Fig.2a)

の示す核DNA量 (99.1，CV 2.3%)の約二倍の DNA量 (201.9，CV 3.8%)を示すことから，四倍

体と判定しうる (Fig.2b)。また，雌 4nF # 13は対照と同じ二倍体細胞 (104札 CV1.7%)の他に，

約二倍の DNA量を示す少数の四倍体細胞 (210.1，CV 1.3%)が見られたことから (Fig.2c)，二

倍体 四倍体モザイクと判定した。雄 4nM非13も同様の二倍体 四倍体モザイク性を示した。残

りの四倍体候補魚 30個体は対照二倍体の核 DNA量と等しい DNA量をもっ細胞のみを有する二

倍体であった。

四倍体候補魚、の赤血球サイズ

四倍体候補魚 33個体のうち，溶血により赤血球サイズが測定できなかった雄 4nM再8を除く

32個体について赤血球核長径を測定した (Table2)。

雄 7個体 (4nM # 2，3，5，6，9，12，14)と雌 10個体 (4nF再1，4，6，8-11，14，16，17)の平均核長

径 (6.5-7.9μ皿)は対照二倍体 (7.2-8.0μm)の赤血球とほぼ同じ大きさであった。残りの雄 6個

体 (4nM再1，4，7，10， 13， 15)と雌 8個体 (4nF # 2， 3， 5， 7， 12， 13， 15， 18)では，対照二倍体魚、と同

じ大きさの赤血球 (6.7-7.5μ皿)の他に少数の大型の赤血球 (9.8-11.9μ皿)が観察された (Fig

3a)。

大型の赤血球は顕微鏡観察により明瞭に区別することができるので，大きさの異なる 2種類の

赤血球が観察される 14倒体について，撮影した写真から大型赤血球の比率を調査した(個体毎調

査赤血球数，平均 1，875，範囲 697-3，382個)。その結果，大型赤血球の出現率が 10%以上のもの

が2個体 (雄 4nM# 1，雌 4nF # 13)， 1-10% のものが 7個体 (雄 4nM # 4， 7， 10， 13， 15，雌

4nF非12，15)，1%未満のものが5個体(l雄 4nF # 2， 3， 5， 7， 18)で，14個体の大型赤血球出現率は

平均 3.6% であった。

四倍体候補魚、雄 4nM再11において，平均赤血球核長径 (8.7μm)は対照二倍体より大きかった

nぴq
υ
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Table 2. Ploidies帥 1m脚 dby DNA con七entand major diameter of erythrocy旬 nucleiin 

normal diploid and putative初旬aploid出 na吾:0salmon. 

Parents Ploidy 
staもus*l

M勾ordiame胞rof 
eryもhrocyもenucleus (μm)叫

Proportion of 
large-sized 

ery七hroc戸e(%)

Fish 

t 
Ploidy Sex 

2n Male 1 2n 

2 2n 

3 N.D.吋

Female 10 

4n*' Male 1 

2 

3 
4 

5 

6 
7 
8 

n

n

n

n

n

n

n

n

n

 

o
a
o
A
0
6
0
6
0泊
。

6

0泊

0
6
0泊

9 2n 

10 2n 

11 4n 

12 2n 

13 2n/4n*7 

14 2n 

15 2n 

Female 1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 
9 

2n 

2n 

2n 

2n 

2n 

2n 

2n 

2n 

2n 

10 2n 

11 2n 

12 2n 

13 2n/4n*7 

14 2n 

15 2n 

16 2n 

17 2n 

18 2n 

NO.of 
eげも，hroc戸部
mesured 

駒

田

団

関

m山

田

町

初

回

m
m
N.D.*8 

50 

70 

68 
50 

100 

50 

50 

凸

U
'
i
v
D
A
U

。o
n
U
司

i
n
u
n
u
n
u
n
u
w
D
n
U
A
U
A
U
A
U
n
u
hり

H
D
a
u

，D

，D
円

d
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D
w
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v
D
H
D
w
b
w
o
n
t
H
O
M
o
n
t
k
υ
'
D
円

d

0
1

“
 

Normal叫 Large.'

8.0土0.5⑬

7.4:t0.3⑩ 

7.6土0.71

ハU
A
U
A
U

7.2:t0.49 0 

7.0:t0.79 11.2:t0.77 13.0 (2468)判

7.1:t0.53 0 

6.7 :t0.44 0 

6.7:t0.72 10.8土0.76 3.2 (3635) 

6.5土0.46 0 

6.8土0.45 0 
7.3土0.43 1O.5:t0.96 2.0 (3382) 
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が，大型赤血球よりは小さかった (Fig.3b)。

精子のサイズと倍数性

四倍体候補魚雄 15個体から採取した精子について核 DNA量調査から，倍数性を判別すること

ができなかった。そこで，四倍体候補魚雄 15個体から採取した精子の内， 13個体 (4nM非 1-12，

15)について精子頭部の測定を行った (T山le3)。雄4nM非 11，12および 15の3個体を除く 10個

体の精子頭部幅長 (3.0-3.2μm)は対照二倍体アマゴ (2nM非 1)由来の精子 (3.0-3.1μm，Fig. 

4a)と差はなかったが (p>O.OI)，残り 3個体 (4nM非 11，12，15)の精子頭部の幅 (3.3-3.8μm，

Fig.4b)は有意に大きかった (p<O.OI)。

子孫の生残率と倍数性

四倍体候補魚の配偶子を使った交配実験の発眼率および座体の倍数性を T油 le4に示す。
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Fig. 3. Erythrocy七回 of七heputative diploid-胞もraploidmosaic (a) and the 担traploid(b) 

amago sal皿on. (a) Both nor皿aland a few large-sized erythrocy肱sobserved in 4 nF非13; 
(b) Middle-sized erythrocy民sobserved in 4 nM # 11. Arrowheads indica出 I町 ge-sized

erythrocy胞 8caleindic叫eslOμ皿

Table 3. 8ize of sparmatozoa in male amago salmon used 

8a皿ple Fish 
Length of sparm. head widぬ (μ皿)

No 皿eoafssupre町d田
Ploidy 8ex 再 Range of min. to max Mean + 8.D 

2n Male l 2.4-3.4 3.03:t 0.27 a" 50 

2 2.4-3.6 3.08:t 0.29a 50 

4n市 l Male 2.4-3.4 3.13士0.26a 50 

2 2.4-3.6 3.05+0.25a 50 

3 2.4-3.4 3.05+0.22a 50 

4 2.4-3.6 3.08土0.28a 50 

5 2.2-3.2 2.91:t0.23a 50 

6 2.2-3.6 3.01:t0.27a 50 

7 2.2-3.4 2.96:t0.24a 50 

8 2.4-3.8 3.00:t 0.28a 50 

9 2.4-3.6 3.15士0.27a 50 

10 2.6-3.6 3.06士0.20a 50 

11 3.0-4.8 3.81士0.37b 50 

12 2.4-4.0 3.29土0.29b 50 

13 N.D.・3
14 N.D 

15 2.8-3.6 3.31 +0.20b 50 

川 Putative胞もraploidydeもerminedby maximum four nucleoli叫も，hejuvenile stage 
叫 Di百'erentsuperscript letters deno胞 significan七differences(pく0.01)
*3 No da回
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a 一@ • I b • j- 、.
• • . ~ 

•• 
Fig.4. Sper皿蜘 zoaof diploid (a) and putative胤 raploid，4 nM # 11 (b). Scale indicates 10 

μ m  

1. 2nX2n 

交配実験の対照として行った通常二倍体同土の交配区 (2nX2n)の発眼卵における正常発眼

率は 86.3% (Exp.l)および 89.8% (Exp.2)と高く ，使用した卵と精子に問題はなかった。また，

調査した旺体はすべて二倍体 (Fig.5a)であった。

2. 2 nX2 n/HS 

通常卵の受精卵に高水温処理を行った区 (2n X 2 n/HS， Exp. 1)の発眼率は 62.3% と通常交配

区 (2nx2 n)に比べて低下した。通常交配卵の高水温処理区 (2nx2 n/HS)から生じた庇 (16

個体)はすべて三倍体 (Fig.5b)であった。

3. 2nXUV 

通常卵を UV精子で媒精する区 (2nXUV)からは，正常な発眼卵は出現せず，異常発限卵のみ

が得られ (Exp.2，70.1%; Exp.3， 14.6%)，調査した庇5個体すべてが半数体 (Fig.5c)であっ

た。

4. 2nXUV/HS 

UV精子で媒精後に高水温処理を行った区 (2nXUV /HS)では，異常発眼卵の出現率が著しく

減少し，正常な発限卵が生じた (Exp.2， 80.5%; Exp. 3， 20.0%)。これら正常発眼匪体 (11個体)

はすべて二倍体 (Fig.5d)であった。

5. 2nX4n 

通常二倍体雌の卵を四倍体候補魚雄の精子で媒精した区 (2nx4 n)の発眼率は，Exp.lでは，

雄 4凶1#6由来の子孫で 39.7% と低かったが，他は 61.8-91.7% (平均 71.2%)と高かった。同様

の交配を行った Exp.2では，雄 4凶1# 13の正常発限率が 97.0% と高かったが，雄 4nM#14は

7.7% と低かった。これら交配群から生じた正常発眼怪について倍数体性の調査を行った。調査し

た 105個体のうち，雄 4nM非5の子孫 l個体が半数体二倍体モザイク (Fig.5e)であったが，残

りはすべて二倍体であった。

6. 2 nX4n/HS 

通常卵を四倍体候補魚、雄 13個体 (4油1#1-12，15)の精子で媒精して高水温処理区を行った区

(2 nX4 n/HS)の発眼率は，雄 4凶4存1-12(Exp. 1)では 32.3-74.7% (平均 55.0%)となり ，各雄

毎にばらついた。雄 4凶f再15を使用した区 (Exp.3)からは，正常発眼卵が生じなかった。
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掴

2nx4n/HS交配区 (Exps.1，3)の発眼匪 360個体について倍数性調査を行った結果，349個体

(96.9%)は三倍体であったが，雄4nM#4由来の匪体に半数体 1個体，雄 4nM非 1，2，4，7，9由来

の匠体に二倍体7個体，雄 4nM # 10+ 11由来の旺体に高二倍体 (Fig.5f)，高三倍体 (Fig.5g)お

よび二倍体一四倍体モザイク (Fig.5h)各 1個体が観察された。

7. 4nX2n 

3個体の四倍体候補魚雌 (4nF非15，16，18)の卵を通常二倍体雄の精子で交配した区 (4nx2

n，Exp.4)の発眼率は， 0.7-29.0% (平均 10.6%)と低かった。この区の正常発眼卵の座体はすべ

て二倍体であった。

8. 4nXUV 

四倍体候補魚雌 10個体 (4nF非1-10)が産生した卵を UV精子で媒精した区 (4nXUV， Exp. 

2)においては，異常発眼率が高かったが， 6個体の雌 (4nF非1，4-7，10)からはごく少数の正常発

眼卵が得られた(発眼率1.1-11.1%，平均 3.9%)。これら正常発眼匪24個体 (4nF # 1，2，4，6，7，10 
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由来)について倍数性の調査を行った結果，雌4nF非2の子孫はすべて半数体であったが，雌4

nF非1，6および 10の子孫からは半数体と二倍体の両方が観察できた。また，雌 4nF非7由来の二

倍性を示す妊体 (Fig.6a)の卵径は約 12mmと明らかに大きかった。このような大型の卵は他の

親に由来する発眼卵(卵径 7mm)には見られなかった。

9. 4nXUV/HS 

四倍体候補魚雌 12個体 (4nF#1-12)のそれぞれの卵を UV精子による媒精後に高水温処理

を行った区 (4nxUV/HS)において，雌4nF非1-10 (Exp.2)の正常発眼率は 0-100%(平均

60.2%)と高水温処理を行わなかった区に比べて改善した。雌4nF再11および 12(Exp.3)の発

眼率は低かった (0，1.2%)。高水混処理群から生じた発眼卵について倍数性調査を行ったところ，

199の脹体のうち 197(99.9%)が二倍体であった。しかし，雌4nF#8の子孫では半数体一二倍

体一三倍体モザイク (Fig.6b)と低二倍体一二倍体モザイク (Fig.6c)が各々1個体観察された。
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10. 4nX4n 

四倍体候補魚同士の交配 (4nx4n)を2回行った。雌9個体 (4nF司再 1-3，5-10)の卵を雄4nM

非13と4nM非 14の精子で各々交配した場合 (Exp.2)，各交配区の正常発限率は雄4nM非 13を用

いた群では各々54.9-95.2%(平均 77.8%)，雄4nM非 14を用いた群では， 2.9-14.3% (平均 6.6%)

となり，雄 4nM#13に由来する群の正常発眼率が高かった。雌4nF非11および 12を雄4nM非 15

で交配した Exp.3からは発眼卵は生じなかった。

この交配区で，雌4nF非1-3，5-12の卵と雄4nM# 13， 14の精子で交配した群 (Exp.2)からの

み発限匪が得られた。調査した，Ilf289個体のうち雄 4nM非 13の子孫からのみ三倍体4個体，半数

体一三倍体および二倍体一三倍体モザイクが各 1個体観察され，残りの雄4nM非 13由来の座体

と雄4nM非 14由来の匪体はすべてニ倍体であった。すなわち，雄4nM非 13と雌4nF非1の聞の

交配子孫 (30個体)から低二倍体 1個体 (Fig.6d)と三倍体2個体，雄 4nM再 13と雌4nF#2の

聞の交配子孫 (31個体)から三倍体および半数体一三倍体モザイク (Fig.6e)が各 1個体，雄4

nM非 13と雌4nF非7との聞の交配子孫 (14個体)から三倍体および二倍体三倍体モサ。イク

(Fig.6f)各 1個体が観察された。雄 4nM非 13と雌4nF非7の交配由来の三倍体性 (Fig.6g)を示

す発眼卵の卵径は約 12mmと大きかった。

考 察

四倍体候補魚の倍数性

アマゴ受精卵の高水圧処理により生じた最多核小体数4を示す四倍体候補魚のアマゴ 33個体

から採取した赤血球について核 DNA量を測定した結果，雄4nM非 11のみが四倍体性を示した。

この個体の赤血球核長径 (8.7μm)は対照二倍体の赤血球 (7.6μm)に比べて約1.2倍大き

かったが，既報(山木ら， 1997)の二倍体 四倍体モザイク個体において観察された大型赤血球

(核径 11.0μm)と比べると明らかに小さし赤血球サイズから四倍体性を決定することは困難で

あった。赤血球サイズが二倍体一四倍体モザイク個体の大型赤血球よりも小さかった原因につい

ては不明であるが，本個体の DNA量の CV値が大きいことから，正四倍体ではない可能性も考え

られる。また，血球サイズから低四倍体性の可能性も想像される。この個体から採取した精子頭

部の幅長 (3.8μm)は対照二倍体 (3.1μm)よりも大きかったが，核 DNA量から精子の倍数性を

確認できなかった。この個体は他の四倍体候補魚雄に比べ小型で，精巣も小さく，脊椎骨が屈曲

する形態異常を示した。第 1卵割阻止により作出したニジマス四倍体が通常魚の半分程度しか成

長しなかったことが報告されているが (Chou町 Ot時的 al.， 1986)，このような低い成長率が細胞の

四倍体化に起因するのかどうかは目下のところ不明である。

四倍体候補魚雄 4nM再 13および雌4nF非13は，核 DNA量および赤血球サイズの調査からも

二倍体一四倍体モザイク個体であった。しかし，核 DNA量から二倍体と判じられた四倍体候補魚

31個体のうち 12個体 (38.7%)の血液塗抹標本から 0.1-13.0%の率で大型赤血球が観察された。

倍数性の増加に伴う核および細胞容積の増大は，多くの魚類倍数体で報告されていることから

(Benfey et al.， 1984; Suzuki 的晶l.， 1985; A1i曲目晶1，1991)，これら大型赤血球は四倍体性細胞と

考えられる。従って，最多核小体数4を示す個体の器官は，様々な比率でモザイクとなっている

ことが考えられる。

ところが，核 DNA量の調査からは少数の大型赤血球をもっ個体のモザイク性を判別できな

かった。本研究における大型赤血球の混在率調査は，大型赤血球が確認される視野について撮影

した写真から行ったことから，大型赤血球の混在率は，実際には更に少ないことが予想される。大

型赤血球の混在率がきわめて低い場合， FCMでは検出できないのかもしれない。従って，倍数性
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の検証には核 DNA量調査と併せて血液塗抹標本による血球サイズの観察も重要である。今後，最

多核小体数4を示す個体の各器官毎の倍数性について詳細に調査する必要があろう。

配偶子の倍数性

DNA量と血球サイズから四倍体候補魚雄4nM#11は四倍体の公算が大きかったが， 4nM非 11

と非 10の混合する精子の受精に由来する 2nX4nでは，期待された 3nは見られなかった。 2nX

4n/HS区では 40個体中 38個体が三倍体(通常二倍体の交配後の極体放出阻止により出現)， 1個

体が二倍体(通常二倍体の受精)，そして，残り 1個体が二倍体一四倍体モザイクであった。この

モザイクは 4nM#11の産生した二倍体配偶子に由来すると考えられる。

4nM再 11が四倍体の公算が大きいにも関わらず，二倍体配偶子の子孫が生じなかった理由とし

て，① 4nM非 11由来の精子を誤って M非10の精子と混合したため，もともと量的に少なかった

M#l1の精子が淘汰され，相対的な受精への寄与率が低下した可能性，②二倍体精子は頭部が

大きいため，受精率が低下した可能性，③ 4nM非 11の作る精子が正二倍体ではなかった可能性

の3点が考えられる。四倍体魚の産生する精子の頭部が卵門内径に比較して大きく，受精率が低

下する現象はニジマスでも指摘されている (ChOUIToutet al.， 1986)。四倍体候補魚 4nM非 11の

DNA量の CV値が高く，赤血球が予定される大きさよりも小きかったことは，この個体が四倍体

以外の低四倍体細胞をもっ可能性を示す。 4nM非 11の子孫に高二倍体，高三倍体が出現したこと

は，この個体が高半数体，低二倍体精子を作っていることを示唆するかもしれない。

四倍体候補魚雌のうち， 4nF再1，4，6，7，10の5個体の卵より誘起した雌性発生個体で生残した

ものは二倍体であった。また 4nX4n交配において， 4nF # 1，2および7の3個体の卵と 4nM#

13精子の受精から生じた子孫の中に少数の三倍体ならびに三倍体細胞をもっモザイクが生じた。

四倍体候補魚 4nM非 14とこれら 3個体の四倍体候補魚雌の交配 (4nX4n)子孫に四倍体なら

びに三倍体細胞をもっモザイクがみられないこと，および4nM# 13は血液の DNA量とサイズで

は二倍体 四倍体モザイクであることから，これら三倍体は 4nM非 13の作る二倍体精子の受精

による可能性が高い。ただし， 4nF非1，4，6，7はuv精子で雌性発生させた時，少数ではあるが正

常な二倍体子孫を作っているので，特に， 4nF非1と非7では雌が二倍体卵をつくり，その受精に

より三倍体が出現した可能性を否定できない。しかしながら，これらの二倍体がもともと二倍体

の卵として生じたのか，受精時に第二極体放出が自然に戻ったのかは不明である。自然の第二極

体放出抑止の例は多く報告されており (Thorgaardand Gall， 1979; Thompson e七al，1981; Cher-

f倒的 al.， 1991; Cherfas et al.， 1995)，その可能性も否定できない。また，赤血球サイズと DNA

量から 4nF非7以外はモザイクの可能性が低い。しかし， 4nF#7に由来する雌性発生二倍体と三

倍体の卵が大きかったことは，少なくともこれらの卵が二倍体であった可能性を示す。倍数性に

伴う卵径の増大は Ar品，1e七叫.(1999)が報告している。

以上の結果より，今回の四倍体候補魚のうち， 4nM非 11，# 13はごく少数の二倍体精子を作った

可能性があり，これらは生殖細胞において四倍体細胞を持つことが示された。また 4nF#7は，二

倍体卵をもち， 4nF非1，2，4，6においてもその可能性を否定できなかった。しかし， 4nF非7以外

は半数体卵の第二極体の自然的抑止による二倍体化の可能性も考えられた。

本研究では，アマゴ受精卵の高水圧処理を行って生じた最多核小体数4を示す個体から四倍体

性あるいは四倍体に近い倍数性を示す雄 I個体を見出すことができたが，この個体の子孫におい

て四倍体を作出できなかった。一方，最多核小体数4を示す個体の多くは，赤血球が様々な比率

で二倍体一四倍体モザイクとなっていることが再確認され，このような個体の中には，大型の二

倍体性卵を産生するものがいることが示された。従って，核小体数4を示す個体から，次世代で

完全四倍体を作出する可能性が示唆された。
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