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緒論 

 

近年、世界的な人口増加や経済発展、そして水産資源が持つ栄養評価の高まりを受け

て、水産物の需要が増加しているのに対し、多くの水産資源が既に満限あるいはそれ以

上に利用されている (水産庁, 2017)。また、消費者からの需要があるにも関わらず、漁

獲漁業による安定供給が困難な魚類の生産を補完するため、養殖生産量が世界的に増加

傾向にある (水産総合研究センター, 2013)。従って、水産資源の持続的利用を可能にす

るためには、天然資源だけに依存せず、自分たちの手で資源をつくり育てる必要がある。

そのためには養殖技術の向上と、技術を支える周辺基盤の整備が重要である。しかしな

がら、養殖現場では、近年高騰している餌料の確保や疾病対策、また海外から輸入され

た水産物との競争により、経営は厳しい状況にある (水産総合研究センター, 2013; 中

嶋ら, 2017)。 

これまでに、水産生物では効率的な生産を目的として、高成長や耐病性などの生産者

が求める形質を持つ品種の開発が進められてきた。特に個体の選抜と交配を繰り返すこ

とで目的形質の固定を行う選抜育種は、古くから多くの魚種で行われている (水産総合

研究センター, 2013)。しかし、選抜育種には長期的な継代飼育が必要であるため、膨大

な時間を要することや、飼育スペースが確保できないといった課題もあり、実際に品種

の開発に至った魚類の例は我が国では少ない。これまでに新たな養殖品種を作出するア
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プローチも試みられており、その一つに染色体操作がある。染色体操作とは、細胞分裂

の阻止や、配偶子への紫外線照射などによる核の遺伝的不活化処理を組み合わせること

で、染色体の数と組み合わせを統御する技術である (荒井, 1997)。例えば、魚類の精子

核を紫外線照射により不活化し、卵と受精させることで母親由来のゲノムのみを持つ雌

性発生個体を誘起できる。この場合、精子核を不活化するため半数性 (1n) となり致死

性を示すが、第二極体放出を阻止することで二倍体化が可能となる (荒井, 1997)。しか

し、第二極体放出阻止型の雌性発生二倍体では、減数分裂において相同染色体間の交叉

が生じることで、ヘテロ接合の遺伝子座を持つため完全なホモ接合体にはならない。こ

れに対して、受精後の第一卵割を阻止すると、全遺伝子座でホモ接合の個体 (倍加半数

体) を誘起することができる (Komen and Thorgaard, 2007)。倍加半数体個体から得た

卵は遺伝的に均一なことから、それらを用いて雌性発生を再度誘起することで、母親と

遺伝的に同一のクローン集団を作出できる。従って、目的の優良形質を持つ個体からク

ローン集団を作出することができれば、短期間で形質の固定が可能になると期待される。

しかし、第一卵割阻止型の雌性発生二倍体 (倍加半数体) は生存率が著しく低く、成功

例は一部の魚種に限られていた (Komen and Thorgaard, 2007)。 

遺伝的に均一なクローンは染色体操作技術により人工的に誘起されるだけではなく、

天然にも存在する。すなわち、自然界には特殊な配偶子形成を行うことで集団のクロー

ン性を維持する生物も存在する。その一つがコイ目ドジョウ科の淡水魚のドジョウ 
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(Misgurnus anguillicaudatus) である。日本国内に生息するドジョウの多くは両性生殖

で繁殖する二倍体 (2n＝50) であるが、北海道の網走管内大空町には雌性発生により繁

殖するクローン二倍体 (2n＝50) が存在する (Morishima et al. 2002)。これらのクロー

ン二倍体では、母親の体細胞と遺伝的に同一な二倍性卵を非還元的に産出する 

(Morishima et al. 2002; Itono et al. 2006)。この二倍性卵は同所的に生息する両性生殖

ドジョウが提供する精子と受精するが、多くの場合で精子核は凝縮したままで雄性前核

を形成せず、精子の遺伝的関与なく雌性発生することでクローン系統が維持されている 

(Itono et al. 2007)。さらに、ドジョウは雄ヘテロ型 (XX: 雌、XY: 雄) の性決定様式を

持つため (Suzuki et al. 1985)、卵のみで発生するクローンドジョウは基本的に全雌集

団を形成する。しかしながら、ホルモン投与によって人為的に性転換したクローン二倍

体雄の作出も可能であり、これらは遺伝的に同一な二倍性精子を産生する (Yoshikawa 

et al. 2007)。すなわち、クローン二倍体は雌雄ともに非還元のクローン性配偶子を形成

する。卵母細胞および精母細胞を用いた第一減数分裂時の染色体観察の結果、通常の有

性生殖を行うドジョウでは 25 本の二価染色体が観察されたのに対して、クローンドジ

ョウでは雌雄ともに 50 本の二価染色体が確認された (Itono et al. 2006; Yoshikawa et 

al. 2009)。従って、クローンドジョウでは減数分裂を開始する前に染色体セットの倍加

が生じており、その後、複製・対合を経て通常の減数分裂を行うと考えられた。すなわ

ち、減数分裂前核内分裂機構 (Premeiotic endomitosis) (Dawley, 1989) による二倍性
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配偶子の形成が推定されている。もし、水産重要種でもクローン性の配偶子形成を再現

することができれば、短期間で目的形質の固定が可能な新しい育種技術になると期待さ

れる。 

これまでドジョウは単一種とされてきたが (斎藤, 1989)、アロザイム解析 (Khan and 

Arai, 2000) やミトコンドリア DNA における調節領域の配列解析 (Morishima et al. 

2008a)、核遺伝子である RAG1 と IRBP2 の配列解析 (Yamada et al. 2015) による集団

遺伝学的研究から、日本には遺伝的に大きく異なる二系統 (A 系統、B 系統) の野生集

団が存在することが明らかになった。さらに B 系統は日本全国に分布する B-1 と、関

東、東海、そして甲信越に高頻度に分布する B-2 に分岐した (Morishima et al. 2008a)。

これまでに、核遺伝子 RAG1 および IRBP2 の配列解析においてクローンが A と B の

二系統に由来する塩基配列を両方持っていたこと (Yamada et al. 2015)、および核 DNA

マーカーManDra と ManBgl を用いた解析 (Fujimoto et al. 2017) の結果から、クロー

ンドジョウは過去における二系統の交雑を起源としており、両者を起源とする異質なゲ

ノムを併せ持つこと (ゲノム構成：AB) が強く示唆されている。しかし、遺伝的に異な

る二系統間 (A, B) の人為交雑により作出した系統間雑種 A (雌)×B (雄) では二倍性 

(2n) 卵を産出する雌が生じたのに対して (Arias-Rodriguez et al. 2009)、雄は半数性 

(1n)、二倍性 (2n)、および四倍性 (4n) の精子あるいは精子様細胞を形成したが、受

精能力を持つ精子は極めて少なかった (Arias-Rodriguez et al. 2010)。従って、これら
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の雑種は A および B 系統に由来するゲノムを持つが、二倍性の精子を形成する性転換

クローンドジョウとは異なり、同様のゲノム構成であるにも関わらず雄は不妊であった。 

クローン二倍体が産出する二倍性の卵 (AB) は、多くの場合において精子核を取り

込むことなく雌性発生により二倍体子孫を産する。しかし、偶発的に精子核を取り込む

ことがあり、その場合にはクローン由来の三倍体が出現する (Morishima et al. 2002; 

Itono et al. 2007)。つまり、二倍性のクローン卵 (AB) が野生型Ａ系統由来の精子 (A) 

を取り込んだ場合は、A 系統由来のゲノム 2 セットと B 系統由来のゲノム 1 セットか

ら構成された三倍体 (AAB) が出現する。同様に、二倍性のクローン卵 (AB) が野生型

B 系統由来の精子 (B) を取り込んだ場合は A 系統由来のゲノム 1 セットと B 系統由来

のゲノム 2 セットから構成された三倍体 (ABB) が出現する。クローン由来三倍体の配

偶子形成については、子孫の DNA マーカー解析から、雌では 3 つのゲノムのうち遺伝

的に相同性の低い 1 セットを卵形成過程で排除し、半数性 (1n) 卵を産出すること、す

なわち減数分裂雑種発生 (Meiotic hybridogenesis) が生じることが明らかになった 

(Morishima et al. 2008b)。それに対して、クローン由来三倍体の雄は半数性 (1n)、三

倍性 (3n)、および六倍性 (6n) の精子あるいは精子様細胞を形成したが、これらの精

子の受精により卵割する胚は見られなかった (Oshima et al. 2005)。 

これら一部のドジョウが持つ不妊形質の研究は、育種周辺技術で最重要と考えられる

不妊化技術 (水産総合研究センター, 2013) を開発するための基礎知見となる。個体の
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不妊化は、養殖品種の逃避による生態系への遺伝子攪乱を防止することや、借り腹生産

を効率的に行うためにドナー由来の配偶子のみを生産するホストの樹立に重要な技術

である。さらに不妊魚では、本来は配偶子形成と成熟に利用されるエネルギーが体成長

に転用されるため、高成長も期待できる (荒井, 1997)。代表的な不妊化技術として現在

のところ、圧力処理や温度処理を用いた第二極体放出阻止による個体の三倍体化と、異

種間交雑による雑種化がある。しかし、三倍体や雑種が不妊になる原因については不明

な点が多く、特に配偶子形成過程における染色体挙動から不妊機構の解明を試みた研究

は少ない (Schwenk et al. 2008)。ドジョウの系統間雑種やクローン由来三倍体の雄は不

妊と考えられており (Oshima et al. 2005; Arias-Rodriguez et al. 2010)、不妊機構を理

解する上で格好のモデル動物となる。 

ドジョウにおける特殊な配偶子形成の特徴を以下にまとめる。先ず、二系統間におけ

る過去の交雑起源が推定されるクローン二倍体 (AB) は雌雄とも二倍性の配偶子を形

成する。しかし、同様のゲノム構成を持つ系統間雑種 (AB) では、雌には二倍性卵を形

成する個体が出現する一方、雄は受精能力をほとんど持たず、様々な倍数性の精子また

は精子様細胞が形成される。クローン由来三倍体 (AAB, ABB) では、雌は減数分裂雑

種発生により半数性の卵を産生するが、雄は系統間雑種と同様の不妊性を示す。通常の

野生型ドジョウ (二倍体、2n=50) は半数性の配偶子を産出して有性生殖により繁殖す

るが、上述の特殊な配偶子形成を行う個体は、どれも由来の異なるゲノムを併せ持つこ
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とが共通の特徴としてあげられる。従って、特殊な配偶子形成には生殖細胞における異

質なゲノム構成が関係していることが強く示唆される。そこで、もし異なる系統に由来

する染色体を識別することができれば、異質なゲノム構成が配偶子形成に与える影響を

減数分裂における染色体の挙動から解明できることが期待される。しかしながら、ドジ

ョウの野生型二系統とクローンの核型は全て 2n=50 (中部動原体着糸 (M) 型 5 対 10

本、次中部動原体着糸 (SM) 型 2 対 4 本、端部動原体着糸 (T) 型 18 対 36 本) から

構成されており、核型の形態的情報から各々の染色体が二つの系統 A と B のどちらに

由来するかを決定することは不可能であった (Itono et al. 2006)。 

本研究では、ドジョウ野生型二系統由来の染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法

を確立し、生殖細胞の異質なゲノム構成が配偶子形成過程の染色体挙動に与える影響を

解明することを目的とした。 

本研究は下記の五章より構成される。第一章では、反復配列 DNA マーカーManDra 

(以降、第二章で開発した ManDra-A と区別するため ManDra-B と表記する) をプロー

ブとして Fluorescence in situ hybridization (FISH) を行い、B 系統の染色体を分子細胞

遺伝学的に識別する方法を確立した。第二章では、A 系統のゲノム DNA から制限酵素

DraⅠを用いて単離した反復配列 (ManDra-A) をプローブとして FISH を行い、A 系

統の染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法を確立した。第三章では、第一および第

二章で開発した系統識別プローブを用いた FISH により、クローンドジョウが二系統の
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交雑起源であることを分子細胞遺伝学的に証明した。第四章では、クローンドジョウの

非還元配偶子形成過程における減数分裂時の染色体挙動を FISH 解析することで、配偶

子のクローン性を担保するメカニズムを明らかにした。第五章では、不妊雑種ドジョウ

雄における減数分裂時の染色体挙動、特に相同染色体の対合の成否に注目して、受精能

力を持たない配偶子が形成される原因を分子細胞遺伝学的に検証した。本研究では、こ

れらの結果を持って異質なゲノム構成が配偶子形成過程の染色体挙動に与える影響に

ついて論じた。  
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第一章 

DNA 反復配列をプローブとした FISH による B 系統識別法の確立 

 

緒論において述べたように、日本国内に生息する野生型ドジョウには遺伝的に大きく

異なる二系統  (A 系統、B 系統) の野生集団が存在する  (Khan and Arai, 2000; 

Morishima et al. 2008a; Yamada et al. 2015)。そして、北海道の網走管内大空町には母

親の体細胞と遺伝的に同一な二倍性卵を産出し、雌性発生で繁殖するクローン二倍体が

存在する (Morishima et al. 2002; Itono et al. 2006)。ホルモン投与によって人為的に性

転換したクローン二倍体雄も遺伝的に同一な二倍性精子を産生する (Yoshikawa et al. 

2007)。クローンドジョウは二系統間の交雑を起源とし、両系統のゲノムを併せ持つこ

とが示唆される。しかし、系統間雑種 A (雌)×B (雄) では二倍性 (2n) 卵を産出する

個体が生じた一方で、雌性発生をする卵は観察されなかった (Arias-Rodriguez et al. 

2009)。また、系統間雑種の雄は不妊精子を作った (Arias-Rodriguez et al. 2010)。クロ

ーン二倍体では、卵が精子核を取り込むことにより三倍体が出現し (Morishima et al. 

2002)、クローン由来三倍体の雌では減数分裂雑種発生 (Meiotic hybridogenesis) によ

り半数性の卵を形成するが (Morishima et al. 2008b)、雄は不妊精子のみをわずかに産

生する (Oshima et al. 2005)。 
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以上に述べた特殊な配偶子形成を行うドジョウは、いずれも由来の異なるゲノムを併

せ持っており、特殊な配偶子形成にゲノム構成が関係していることを強く示唆する。従

って、クローンを含むドジョウ集団において二系統の染色体を識別することができれば、

染色体の挙動から異質なゲノム構成が配偶子形成に与える影響を理解できる。しかしな

がら、二系統やクローンの核型は全て同一の構成 (2n=50, 中部動原体着糸 (M) 型 5

対 10 本、次中部動原体着糸 (SM) 型 2 対 4 本、端部動原体着糸 (T) 型 18 対 36 本) 

であり、核型から系統の由来を決定することはできない (Itono et al. 2006)。 

B 系統ドジョウを材料として制限酵素 DraⅠを用いたゲノム DNA の断片化処理を行

ったところ、サテライト DNA (約 130 bp) が得られた (Fujimoto et al. 2017)。そこで、

このサテライト DNA を単離してクローニングと塩基配列解析を行うことにより、反復

配列 DNA マーカーManDra-B が開発された (Fujimoto et al. 2017)。その結果、ManDra-

B 領域を特異的に増幅するプライマーセット (ManDra-F, ManDra-R) (Table 1) を用

いて PCR 解析を行うと、ドジョウでは系統に特異的な増幅産物を得られることが判明

した。そこで、あらかじめミトコンドリア DNA 調節領域 (Morishima et al. 2008a) と

核 RAG１遺伝子 (Yamada et al. 2015; Fujimoto et al. 2017) を用いた DNA 解析で判別

した A 系統、B 系統、およびクローンの標本について PCR 産物の電気泳動を行うと、

A 系統はラダー状の泳動像を示したのに対して、B およびクローンではスメア状の泳動

像を示した (Fujimoto et al. 2017)。この結果は、B 系統ゲノムには A 系統よりも高頻
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度に ManDra-B 領域が存在することを強く示唆しており、ManDra-B をプローブとし

て FISH を行うことで B 系統の染色体識別が可能になると考えられた。 

そこで第一章では、ManDra-B 領域が挿入されたプラスミドをプローブとして FISH

を行い、B 系統ドジョウの染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法の確立を試みた。

また併せて、A 系統と B 系統が有する ManDra-B 領域における塩基配列の違いについ

ても調査を行った。  
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材料と方法 

 

供試魚 

2013 年から 2014 年の期間に人工授精により作出した眼胞期胚と、成魚から摘出し

た腎臓を染色体標本作製に用いた (Table 2)。すなわち、北海道網走管内大空町産の A

系統ドジョウを 2 個体 (腎臓：2 個体)、北海道渡島管内七飯町産の B 系統を 5 個体 (腎

臓：3 個体、眼胞期胚：2 個体)、北海道空知管内岩見沢市産の B 系統ドジョウ雌と大空

町産の A 系統ドジョウ雄を用いて作出した系統間雑種 3 個体 (眼胞期胚：3 個体) を染

色体標本作製の材料に供した (Table 2)。また大空町産の A 系統、七飯町産の B 系統そ

れぞれを各 2 個体ずつ ManDra-B 領域の塩基配列解析に供した。 

 

採卵・採精 

排卵と排精を促進するため、ゴナトロピン (あすか製薬) を魚体重 1 g あたり雌では

20-25 IU、雄ではその半分量を注射した。供試魚をヒーターにより 25℃に保った水槽

内に静置し、雌では 10-12 時間後に排卵を確認後、腹部を圧迫して採卵した。雄も同様

に腹部を圧迫して、ヘマトクリット採血管 (テルモ社) で採精した。得られた精液は

Kurokura’s solution (NaCl 750 mg, CaCl2 20 mg, NaHCO3 20 mg, KCl 20 mg/DW 100 

mL) (Kurokura et al. 1984) 200 μL で希釈して実験に用いた。 



13 

 

 

人工授精による子孫の作出 

雌から得られた卵に精液を媒精後、汲み置きの水道水と混合することで人工授精を行

った。受精後は汲み置きの水道水が入ったシャーレに移し、20℃のインキュベーター内

で静置した。 

 

DNA の抽出 

個体から鰭または筋肉を切除し、使用するまで 100% エタノールが入った 1.5 mL チ

ューブ内に保管した。TNES-Urea buffer (10 mM Tris-HCl pH 7.5, 125 mM NaCl, 10 

mM EDTA, 0.5% SDS, 4 M Urea) (Asahida et al. 1996) 400 μL と Proteinase-K (20 

mg/mL) 10 μL が入った 1.5 mL チューブに鰭または筋肉を移し、37℃で一晩転倒混和

した。試料が完全に消化されていることを確認後、Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol

混合液 (ニッポンジーン) を 800 μL 加えて 20 分間の転倒混和を行った。その後、15

分間の遠心分離 (13000×g, 20℃) を行い、上澄みを新しい 1.5 mL チューブに移した。

この操作をもう一度繰り返した後、3 M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) 40 μL と 100% エ

タノール 800 μL を加えて十分に転倒混和した。－20℃で 30 分間冷却後、30 分間の冷

却遠心分離 (13000×g, 4℃) を行い、DNA ペレットを沈殿させた。70% エタノール

800 μL を加えてリンスした後に 70% エタノールを除去し、乾燥後の DNA を TE 
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buffer 102 μL に溶解した。その後、DNA 溶液 2 μL を用いて Nano Drop 2000 (Thermo 

SCIENTIFIC) で濃度を測定後、TE buffer で 100 ng/μL に調整した。 

 

ミトコンドリア DNA 調節領域の RFLP 分析による系統判別 

濃度を 100 ng/μL に調整した DNA 溶液 2 μL、Ultra Pure Distilled Water (Life 

technologies) 11.3 μL、dNTP Mixture (TaKaRa) 1.6 μL、10×PCR Buffer (TaKaRa) 

2.0 μL、rTaq DNA Polymerase (TaKaRa) 0.1 μL にミトコンドリア DNA 調節領域を

増幅するプライマーセット (0F, 1565R) (Table 1) (10 μM) をそれぞれ 1.5 μL ずつ

0.2 mL チューブで混合した。そして 93℃-3 分、(93℃-1 分、58℃-1 分、72℃-1 分) を

1 サイクルとして 30 サイクルの PCR 反応 (Morishima et al. 2008a) を行った。その

後、PCR 産物 5.0 μL、制限酵素 1.0 μL (10 U)、10×M buffer (TaKaRa) 1.0 μL、

Ultra Pure Distilled Water 3.0 μL を 0.2 mL チューブで混合して 37℃で 4 時間以上イ

ンキュベートを行った。この処理では制限酵素に HinfⅠ (TaKaRa) を用いたサンプル

と HaeⅢ (TaKaRa) を用いたサンプルを作製した。処理後のサンプル 4.0 μL を

Loading Buffer (TaKaRa) 1.0 μL と混合して 1.5% アガロースゲルのウェルにアプラ

イ後、100V で 40 分間電気泳動を行った。分子マーカーとして 100 bp DNA Ladder 

H3RTU (Gene Direx) を用いた。泳動後、臭化エチジウム染色とトランスイルミネー
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ター (306 nm) を用いて DNA 断片の検出を行い、既報 (Morishima et al. 2008a) と照

合して系統の判別を行った。 

 

核 RAG1 遺伝子領域の RFLP 分析による系統判別 

濃度を 100 ng/μL に調整した DNA 溶液 2 μL、Ultra Pure Distilled Water 11.3 μL、

dNTP Mixture 1.6 μL、10×PCR Buffer 2.0 μL、rTaq DNA Polymerase 0.1 μL に核

RAG1 遺伝子領域を増幅するプライマーセット (RAG1-M.aF, RAG1-M.aR) (Table 1) 

(10 μM) をそれぞれ 1.5 μL ずつ 0.2 mL チューブで混合した。そして 93℃-3 分、

(93℃-1 分、60℃-1 分、72℃-1 分) を 1 サイクルとして 35 サイクル、72℃-7 分の PCR

反応 (Fujimoto et al. 2017) を行った。PCR 産物 5.0 μL、制限酵素 PvuⅡ (TaKaRa) 

1.0 μL (10 U)、10×M buffer 1.0 μL、Ultra Pure Distilled Water 3.0 μL を 0.2 mL チ

ューブで混合して 37℃で 4 時間以上インキュベートを行った。制限酵素処理後、サン

プル 4.0 μL を Loading buffer 1.0 μL と混合して 1.5% アガロースゲルのウェルにア

プライ後、100 V で 40 分間電気泳動を行った。分子マーカーとして 100 bp DNA Ladder 

H3RTU を用いた。泳動後、臭化エチジウム染色とトランスイルミネーター (306 nm) 

を用いた DNA 断片の検出を行い、既報 (Fujimoto et al. 2017) と照合して系統の判別

を行った。すなわち、得られたバンドが 443 bp のみの場合は A または B2 系統、147 
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bp と 296 bp の場合は B1 系統、そして 147 bp、296 bp および 443 bp の 3 つの断片が

生じた場合はクローンと判定した。 

 

染色体標本の作製 

① 腎臓組織 

標本作製の 5 日前および前日に供試魚の体重 1 g あたり約 100 μL のヤギ血清を筋肉

に注射後、ヒーターにより 25℃に保った水槽内に静置し免疫系を感作した。2 回目の血

清を注射した 24 時間後に、供試魚体重 1 g につき淡水魚用リンゲル液 (NaCl 7.5 g, KCl 

0.2 g, CaCl2 0.264 g/DW 1 L) で希釈したコルヒチン溶液 (0.01%) 50 μL を注射器で

腎臓と腹腔内に直接注射し、2.5 時間水槽内に静置した。十分な麻酔後、肛門付近から

腹部を切り開き腎臓を摘出した。そして腎臓組織をハサミで細かく裁断し、細胞懸濁液

を得た。その後、0.075 M KCl で 60 分間の低張処理を行い、カルノア液 (メタノール：

酢酸＝3：1) で固定して－30℃で保存した。この懸濁液をスライドグラス上に滴下し、

空気乾燥法により染色体標本を作製した。また、染色体の剥離を防ぐため 65℃に設定

したインキュベーター内で 24 時間のハードニング処理を行った。 

② 眼胞期胚 

人工授精後、20℃で 18-20 時間が経過した眼胞期の胚を淡水魚用リンゲル液中に移

し、ピンセットを用いて卵黄を除去した。胚体を淡水魚用リンゲル液で希釈したコルヒ
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チン溶液 (0.0025%) に 30 分間浸漬後、0.075 M KCl で 20 分間の低張処理を行い、そ

の後カルノア液で固定して－30℃で保存した。メタノール 20 μL、酢酸 10 μL を混合

した 1.5 mL チューブ内に胚体を移して、ピペッティング操作により細胞懸濁液を作製

した。この懸濁液をスライドグラス上に滴下し、空気乾燥法により染色体標本を作製し

た。また染色体の剥離を防ぐため、65℃に設定したインキュベーター内で 24 時間のハ

ードニング処理を行った。 

 

Fluorescence in situ hybridization (FISH)  

FISH は Rampin et al. (2012) の方法を一部改変して行った。すなわち、ManDra-B

領域がインサートされたプラスミドをニックトランスレーションキット (Roche) を用

いて Biotin-16-dUTP (Roche) による標識と断片化を行った。ManDra-B 領域がインサ

ートされたプラスミド溶液 (200 ng/μL) 1 μL、DDW 6.5 μL、ニックトランスレー

ションキットに同封の dATP (0.4 mM) 2 μL、dGTP (0.4 mM) 2 μL、dCTP (0.4 mM) 

2 μL、Nick Translation Buffer 2 μL、Enzyme Mixture 3.5 μL、そして Biotin-16-

dUTP (1 mM) 1 μL を 1.5 mL チューブ内で混合し (合計 20 μL)、15℃で 2 時間の

インキュベートを行った。サケ精子 DNA と E.coli tRNA の混合液 {サケ精子 DNA 溶

液 (10 mg/mL) 1 mL に E.coli tRNA 10 mg を溶解して作製} 1 μL、100% エタノール

60 μL、4 M 酢酸アンモニウム 3 μL をインキュベート後の反応溶液 20 μL に添加し
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て、－20℃で 30 分間冷却した。その後、30 分間の冷却遠心分離 (13000×g, －4℃) を

行い、上澄みを除去してプローブ DNA を精製した。精製後のプローブをハイブリダイ

ゼーションバッファー {50% 硫酸デキストラン (硫酸デキストラン 1 g/DDW 1 mL)：

20×SSC (NaCl 175.3 g, C6H5Na3O7・2H2O 88.2 g/DDW 1 L)：脱イオンホルムアミド：

DDW＝100：18.3：275：106.7} 40 μL に溶解して、使用するまで－30℃で保存した。 

染色体標本を 65℃の 70% ホルムアミド/2×SSC (ホルムアミド：DDW：20×SSC＝

7：2：1) 50 mL が入った染色瓶の中で 3 分間の変性処理を施した後、－30℃に冷却し

たエタノールシリーズ (70%, 90%, 100%) 内でそれぞれ 10 分間の脱水処理を行い、風

乾させた。プローブ DNA 溶液 40 μL を 83℃で 7 分間の変性処理後、氷中で 10 分間

静置した。風乾後のスライド上に変性後のプローブ DNA 溶液 40 μL を滴下してパラ

フィルムで覆い全体に広げた後、密閉容器内で 37℃、20 時間以上のインキュベートを

行った。インキュベート後、42℃の 50% ホルムアミド/2×SSC (ホルムアミド：DDW：

20×SSC＝5：4：1) 50 mL が入った染色瓶で 20 分間、42℃の 1×SSC 中で 7 分間を 3

回、室温の 2×SSC 中で 20 秒間の洗浄を行った。バックグラウンドの発光を抑えるた

め、ブロッキング液 (BSA 0.05 g, 20×SSC 1 mL, Tween20 10 μL) 70 μL をスライド

上に滴下して 37℃で 30 分間インキュベートした。パラフィルムを外し、余分なブロッ

キ ン グ 液 を 取 り 除 い た 後 、 Streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate 溶 液  {1% 

BSA/4×SSC 96 μL, Streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (2 mg/mL) (Life 
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technologies) 4 μL} 100 μL をスライド上に滴下して 37℃で 90 分間インキュベート

を行った。42℃の 4×SSC/0.1% Tween20 {4×SSC (DDW：20×SSC＝4：1) 50 mL に

Tween20 を 50 μL 溶解} 50 mL が入った染色瓶中で 5 分間の洗浄を計 4 回、42℃の

4×SSC で 10 分間の洗浄を１回行った後、ビオチン抗アビジン D 溶液  {1% 

BSA/4×SSC 100 μL, ビオチン抗アビジン D 溶液原液 (Vector) 0.4 μL} 100 μL を

スライド上に滴下して 37℃で 45 分間インキュベートを行いシグナルの増幅を行った。

42℃の 4×SSC/0.1% Tween20 が 50 mL 入った染色瓶中で 5 分間の洗浄を計 4 回、

42℃の 4×SSC で 10 分間の洗浄を１回行った後、再び Streptavidin Alexa Fluor 488 

conjugate 溶液 100 μL をスライド上に滴下して 37℃で 60 分間インキュベートを行っ

た。その後、42℃の 4×SSC/0.1% Tween20 で 5 分間の洗浄を計 4 回、42℃の 4×SSC

で 10 分間の洗浄を１回行った。室温のエタノールシリーズ (70%, 90%, 100%) 内でそ

れぞれ 5 分間の脱水処理を行い、風乾後に DAPI と退色防止剤の混合溶液 {DAPI 液 

(10 μg/mL) 40 μL に SlowFade Diamond Antifade Mountant (Life technologies) を一

滴添加} 40 μL を滴下してカバーグラスで覆い、マニュキュアで周縁部を密封した。 

蛍光顕微鏡観察と撮影は冷却モノクロデジタルカメラ DFC 365FX (Leica) を搭載

した DM5500B (Leica) を用い、AF6000Modular システムにて行った。撮影後は Photo 

Shop Elements11 (Adobe) を用いて画像の編集を行った。 
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Two-color FISH 

Two-color FISH では Biotin 標識した ManDra-B プローブに加えて、ヒト由来

5.8S+28S rDNA 領域をインサートしたプラスミド (Fujiwara et al. 1998) をニックト

ランスレーションキットにより Digoxigenin 標識してプローブに用いた。すなわち、

5.8S+28S rDNA 領域をインサートしたプラスミド溶液 (200 ng/μL) 1 μL、DDW 6.5 

μL、ニックトランスレーションキットに付属する dATP (0.4 mM) 2 μL、dGTP (0.4 

mM) 2μL、dCTP (0.4 mM) 2 μL、Nick Translation Buffer 2 μL、Enzyme Mixture 

3.5 μL、そして Digoxigenin-11dUTP (1 mM) 1 μL を 1.5 mL チューブ内で混合し (合

計 20 μL)、15℃で 2 時間のインキュベートを行った。また、Biotin 標識プローブを作

成した時と同様に、エタノール沈殿後の精製された Digoxigenin 標識プローブはハイブ

リダイゼーションバッファー40 μL に溶解した。変性した Biotin 標識プローブ 40 μ

L および Digoxigenin 標識プローブ 40 μL を混合後、変性処理を施したスライドに滴

下し 20 時間以上のインキュベートを行った。Two-color FISH では Streptavidin Alexa 

Fluor 488 conjugate と Anti-Digoxigenin-Rhodamine, Fab fragments の混合溶液 {1% 

BSA/4×SSC 95 μL, Streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (2 mg/mL) 4 μL, Anti-

Digoxigenin-Rhodamine, Fab fragments (1 μg/mL) (Roche) 1 μL} 100 μL をスライ

ド上に滴下して 37℃で 90 分間インキュベートを行った。以降の手順は FISH と同じで

ある。ドジョウでは 5.8S+28S rDNA プローブによって最大 M 型染色体の短腕末端に
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存在する核小体 (仁) 形成域が検出される (Li et al. 2010, 2011, 2012, 2015, 2016)。そ

のため二倍体では２個のシグナル、三倍体では 3 個のシグナルが検出され、一組の相同

染色体を識別することが可能である。 

 

二系統における ManDra-B 領域の塩基配列解析 

二系統間で ManDra-B 領域の塩基配列に違いがあるかを検証するために、TOPO TA 

Cloning Kit For sequencing (Life technologies) を用いて ManDra-B 領域のクローニン

グを行った。すなわち、濃度を 100 ng/μL に調整した DNA 溶液 2 μL、Ultra Pure 

Distilled Water 11.3 μL、dNTP Mixture 1.6 μL、10×PCR Buffer 2.0 μL、Ex Taq 

DNA Polymerase (TaKaRa) 0.1 μL に ManDra-B 領域を増幅するプライマーセット 

(ManDra-F, ManDra- R) (Table 1) (10 μM) をそれぞれ 1.5 μL ずつ 0.2 mL チューブ

で混合した。そして 95℃-3 分、(95℃-30 秒、50℃-30 秒、72℃-30 秒) を 1 サイクル

として 20 サイクル、72℃-5 分の PCR 反応 (Fujimoto et al. 2017) を行った。PCR 産

物の電気泳動後に、ManDra-B 領域を 1 単位含んだバンド (約 130 bp) が確認された

部分のゲルを切り出し、NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (TaKaRa) を用い、プロト

コルに従いゲルから PCR 産物の抽出を行った。抽出後の PCR 産物 3 μL、クローニン

グキット中の Salt Solution 1 μL、Water 1 μL、TOPO Vector 1 μL を 0.2 mL チュー

ブで混合し室温で 30 分間静置した。静置後の反応液のうち、2 μL を One shot TOP10 



22 

 

Chemically Competent cells (Life technologies) に付属のコンピテントセルに加えてゆ

っくりと混合した。氷中に移して 30 分間静置後に 42℃で 30 秒間ヒートショックを行

い、再び氷中に 2 分間静置した。その後、コンピテントセルキットに付属する S.O.C 

Medium を 250 μL 加え、37℃で 1 時間の振盪培養 (225 rpm) を行った。LB Agar プ

レート {LB Broth with agar (Sigma-Aldrich) 1 タブレットを DW 50 mL に溶解後、ア

ンピシリン (100 mg/mL) 25 μL を添加して作製} にサンプル溶液を 20-50 μL 播種

して 37℃で一晩インキュベートした。コロニーの形成が確認されたプレートから単独

のコロニーを 0.1-10μL のマイクロピペット用チップを用いて少量採取し、TE buffer 

10 μL が入った 0.2 mL チューブ内で懸濁した。懸濁液 1 μL、Ultra Pure Distilled 

Water 15.1 μL、dNTP Mixture (TaKaRa) 1.6 μL、10×ExTaq Buffer (TaKaRa) 2.0 

μL、ExTaq Polymerase (TaKaRa) 0.1 μL、M13 プライマーセット (M13 Forward (-

20), M13 Reverse) (Table 1) (10 μM) をそれぞれ 1.0 μL ずつ 0.2 mL チューブで混合

し、95℃-5 分、(96℃-20 秒、55℃-30 秒、72℃-1 分) を 1 サイクルとして 35 サイク

ル、72℃-10 分の PCR 反応を行った。PCR 産物 3 μL を Loading Buffer 1 μL と混合

して、1.5% アガロースゲルを用いて 100 V で 40 分間電気泳動を行った。分子マーカ

ーとして 100 bp DNA Ladder H3RTU (Gene Direx) を用いた。泳動後、トランスイル

ミネーターを用いて DNA 断片のサイズを確認してインサートチェックを行った。PCR

産物は AMPure XP (Beckman Coulter) を用いて精製後、Big Dye Terminator v 3.1 
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Cycle Sequencing Kit (Life technologies) のプロトコルに従い、M13 Forward (-20) プ

ライマーを用いて 96℃-1 分、(96℃-10 秒、55℃-5 秒、60℃-4 分) を 1 サイクルとし

て 30 サイクルのシークエンス反応を行った。Agencourt Clean SEQ (Beckman Coulter) 

を用いて精製後、塩基配列を ABI PRISM 3130xl (Applied Biosystems) により決定し、

二系統間の配列比較を行った。 
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結果 

 

ManDra-B プローブを用いた FISH 

FISH の結果、A 系統 2 個体 (計 58 細胞) では各細胞の染色体にシグナルが全く検出

されなかった (Table 3, Fig. 1) (Kuroda et al. 2018)。染色体数は 2n=50 であり、核型

は中部動原体着糸 (M) 型 5 対 10 本、次中部動原体着糸 (SM) 型 2 対 4 本、端部動原

体着糸 (T) 型 18 対 36 本により構成されていた (Fig. 1) (Kuroda et al. 2018)。 

一方、B 系統 5 個体 (計 73 細胞) では各細胞において全染色体のセントロメア領域

にシグナルが検出された (Table 3, Fig. 2) (Kuroda et al. 2018)。また、染色体数は 2n=50

であり、核型は M 型 5 対 10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本により構成されてい

た (Fig. 2) (Kuroda et al. 2018)。核型については、二系統間で違いは見られなかった。 

系統間雑種 2 個体 (計 50 細胞) においても染色体数は 2n=50 で、核型は M 型 5 対

10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本により構成されていた (Fig. 3) (Kuroda et al. 

2018)。二系統の核型と比べて違いは見られなかった。各細胞において染色体 50 本のう

ち半数の 25 本 (M 型 5 本、SM 型 2 本、T 型 18 本) でセントロメア領域にシグナルが

検出された (Table 3, Fig. 3) (Kuroda et al. 2018)。 

 

ManDra-B および 5.8S+28S rDNA プローブを用いた two-color FISH 
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系統間雑種 1 個体 (計 6 細胞) における two-color FISH の結果、1 対の最大 M 型染

色体の短腕端部に 5.8S+28S rDNA シグナルが検出された。この結果は、先行研究 (Li 

et al. 2010, 2011, 2012, 2015, 2016) と同等であった。これら 2 本は核小体形成域 

(Nucleolus Organizer Region, NOR)、すなわち rDNA 遺伝子座をもつ相同染色体であ

った (Table 4, Fig. 4a) (Kuroda et al. 2018)。これら 2 本の相同染色体のうち、一方で

はセントロメア領域に ManDra-B シグナルが検出されたのに対し、もう一方ではシグ

ナルは検出されなかった (Fig. 4b) (Kuroda et al. 2018)。 

 

二系統間における ManDra-B 領域の塩基配列解析 

各系統 2 個体において、ManDra-B 配列 (137 bp) のうち ManDra-B プライマーに

よって増幅された領域 (119 bp) を対象として、既報の ManDra-B 配列 (Fujimoto et 

al. 2017) と比較した。A 系統個体-1 では最大で 11 塩基の置換と 1 塩基の欠失 (コロ

ニー5) が見られた (Table 5, Fig. 5)。A 系統個体-2 では最大 12 塩基の置換と 1 塩基の

欠失 (コロニー1) が見られた (Table 5, Fig. 6)。B 系統個体-1 では最大で 3 塩基の置

換 (コロニー1)、また 2 塩基の置換と 1 塩基の欠失 (コロニー4) が見られた (Table 5, 

Fig. 7)。B 系統個体-2 では最大 4 塩基の置換、1 塩基の欠失、そして 1 塩基の挿入 (コ

ロニー1) が見られた (Table 5, Fig. 8)。 

  



26 

 

考察 

 

ManDra-B プローブを用いて FISH を行った結果、A 系統の染色体にはシグナルが検

出されなかったのに対して、B 系統では全ての染色体のセントロメア領域に強いシグナ

ルが認められた。さらに、系統間雑種における two-color FISH では、まず 5.8S+28S 

rDNA プローブによって一対の相同な最大 M 型染色体を検出し、二本のうち一方にお

いてのみ ManDra-B シグナルが認められた。従って、ManDra-B プローブを用いるこ

とで B 系統に由来する染色体を識別可能であり、分子細胞遺伝学的に B 系統に由来す

る染色体を識別する方法が確立された。 

これまで、アロザイム分析 (Khan and Arai, 2000)、ミトコンドリア DNA 調節領域 

(Morishima et al. 2008a) および核遺伝子 RAG1、IRBP2 の配列解析 (Yamada et al. 

2015) の結果から、二系統の間には種レベルの遺伝的な差異があると推測されてきた。

本研究においても、B 系統の染色体でのみセントロメア領域近傍に ManDra-B シグナ

ルが検出されたことから、二系統間では少なくともセントロメア領域の近傍で違いが生

じており、分子細胞遺伝学的に上記の先行研究を支持する結果となった。 

セントロメアとは 1 対の染色分体が結合する領域で、その領域上には動原体 (キネト

コア) が形成されている。分裂期にはセントロメア領域に局在する動原体と、分裂装置

である紡錘体が結合することで、間期に複製された染色体 DNA が 2 個の娘細胞へ均等
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に分配される。セントロメア領域には特定の配列が縦列 (タンデム) に反復したサテラ

イト DNA が存在し、一部はセントロメア領域の形成に大きな影響を与える (Sumner, 

2006)。例えば、ヒトにおけるサテライト DNA の一つにセントロメア領域に存在する

アルファサテライトがある (Masumoto et al. 2004)。アルファサテライトを人工染色体

や他種の染色体上の異常な領域に挿入したところ、機能を有するセントロメアが形成さ

れた (Sumner, 2006)。サテライト DNA には他領域と比べて変異が多く生じるという

特徴があり、塩基配列や反復単位のサイズ、反復数などに大きな変化が現れる 

(Yoshimura et al. 2006)。そのため、ヒトでは各染色体のセントロメア領域に存在する

サテライト DNA 配列をプローブとして FISH を行うことで、個々の染色体の識別が可

能である (Nietzel et al. 2001)。また、2-3 塩基の反復単位を持つマイクロサテライトは

染色体上の様々な領域に散在し、同種内でも異なる反復数を持つ。そのため、集団遺伝

学や親子鑑定など幅広い目的で利用されている (Sumner, 2006)。 

本章でセントロメア領域に存在することが判明した ManDra-B 領域の配列解析につ

いて、A と B の二系統間では塩基配列に違いは見られたが、その相違は大きくなかっ

た。ManDra-B 領域を増幅するプライマーセット (ManDra-F, ManDra-R)を用いた

PCR 反応後の電気泳動像について、A 系統ではラダー状の増幅産物が観察されたのに

対して、B 系統ではスメア状の増幅産物が観察された (Fujimoto et al. 2017)。この結果

は、B 系統ゲノムには A 系統よりも高頻度に ManDra-B 領域が存在することを強く示
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唆している。すなわち、A および B 系統のドジョウはいずれも ManDra-B で構成され

た配列を有するが、その反復数は二系統間で大きく異なり、このことが FISH シグナル

の存否と関係している可能性がある。この点については今後サザンハイブリダイゼーシ

ョン法や定量リアルタイム PCR 法を用いて、二系統間における反復数の違いを明らか

にする必要がある。  
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第二章 

DNA 反復配列をプローブとした FISH による A 系統識別法の確立 

 

第一章では B 系統ドジョウの染色体を識別する ManDra-B プローブを開発した。こ

れにより、B 系統に由来する染色体の挙動を追跡することが可能になった。しかし、異

質なゲノム構成が減数分裂時の染色体挙動に与える影響を正確に理解する上で、B 系統

のみならず A 系統の染色体を識別するプローブの開発も不可欠である。これまで、ク

ローンドジョウは二系統の交雑起源が推定されてきたが (Yamada et al. 2015; Fujimoto 

et al. 2017)、この仮説を分子細胞遺伝学に証明するためにも、A 系統識別プローブは必

要である。 

本章では、先ず A 系統のゲノム DNA を制限酵素 DraⅠにより断片化してサテライト

DNA の単離を試みた。次に、得られたサテライト DNA を ManDra-A と名付けて塩基

配列解析を行い、ManDra-A 領域を特異的に増幅するプライマーを設計することで、各

系統における PCR 反応後の増幅産物の特徴を明らかにした。そして、ManDra-A 領域

が挿入されたプラスミドをプローブとして FISH を行い、A 系統の染色体識別が可能か

否かを検証した。また、A 系統ゲノムにおいて上述の ManDra-A プライマーによって

増幅された PCR 産物の一部において、塩基配列解析から ManDra-A 領域が 5 単位連続

して存在することを見出した。そこで、この PCR 産物を ManDra-A 5 repeats と名づ
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け、ManDra-A 5 repeats が挿入されたプラスミドをプローブとして FISH 解析を行っ

た。このプローブにより A 系統の染色体識別が可能か否かを調べるとともに、FISH シ

グナルの数と強度を ManDra-A プローブと比較した。  
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材料と方法 

 

供試魚 

染色体標本には、2017 年から 2019 年の期間で人工授精により作出した眼胞期胚を

用いた (Table 6)。具体的には、北海道網走管内大空町産の A 系統ドジョウ雌雄を用い

て作出した 11 個体、北海道渡島管内七飯町産の B 系統ドジョウ雌雄を用いて作出した

6 個体、七飯町産の B 系統ドジョウ雌と大空町産の A 系統ドジョウ雄を用いて作出し

た系統間雑種 3 個体、そして石川県産の B 系統ドジョウ雌と大空町産の A 系統ドジョ

ウ雄を用いて作出した系統間雑種 3 個体を染色体標本の材料に供した (Table 6)。 

 

採卵・採精 

第一章と同じ方法を用いた。 

 

人工授精による子孫の作出 

第一章と同じ方法を用いた。 

 

DNA の抽出 

第一章と同じ方法を用いた。 
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ミトコンドリア DNA 調節領域と核 RAG1 遺伝子領域の RFLP 分析による系統判別 

第一章と同じ方法を用いた。ただし PCR 解析に供する反応液は、DNA 溶液 (100 ng/

μL) 0.4 μL、Ultra Pure Distilled Water 4.2 μL、ミトコンドリア DNA 調節領域およ

び核 RAG1 遺伝子を増幅するプライマーセット (10 μM) (Table 1) をそれぞれ 0.2 

μL、2×Quick Taq HS Dye Mix (TOYOBO) 5.0 μL を 0.2 mL チューブ内で混合して

作製した。 

 

制限酵素を用いたサテライト DNA の単離 

A 系統のゲノム DNA を計 29 種類の制限酵素 (Table 7) を用いて消化し、得られた

DNA 断片からサテライト DNA の単離を行った。すなわち、各制限酵素に対応する 10

×buffer 10 μL、制限酵素 (10-15 U/μL) 5 μL、ゲノム DNA (1 μg/μL) 3 μL、

Ultra Pure Distilled Water 2 μL を 0.2 mL チューブ内で混合して反応液 (合計 20 μ

L) を作製した。反応液は 37℃に設定したサーマルサイクラー内で一晩静置した。制限

酵素処理後の反応液は SAFELOOK Load-Green (6×) (Wako) 3.0 μL と混合して 1.5% 

アガロースゲルのウェルにアプライ後、100 V で 60 分間電気泳動を行った。分子マー

カーとして 100 bp DNA Ladder H3RTU (Gene Direx) を用いた。泳動後、LED トラン

スイルミネーター (ゲルみえーる, Wako) を用いて DNA 断片を可視化し、サテライト
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DNA を含んだゲルを切り出して NucleoSpin Gel and PCR Clean-up を用いてプロトコ

ルに従い DNA 断片の抽出を行った。 

 

サテライト DNA のクローニングおよび塩基配列解析 

単離したサテライト DNA の塩基配列を明らかにするため、Zero Blunt TOPO PCR 

Cloning Kit for Sequencing, without competent cells (Life technologies) を用いてクロ

ーニングを行った。本キットは平滑末端の DNA 断片を対象としているが、制限酵素は

それぞれ特異的な認識配列を持ち切断面も平滑末端になるとは限らないため、平滑末端

ではない場合は平滑末端化処理をする必要がある。本研究でサテライト DNA が得られ

た制限酵素 DraⅠの切断面は平滑であったため、追加の平滑末端化処理は行わなかった。

ゲル抽出したサテライト DNA 溶液 2.0 μL、上記クローニングキットに付属する Salt 

Solution 1.0 μL、Sterile Water 2.0 μL、TOPO vector 1.0 μL を 0.2 mL チューブ内

で混合後、室温で 10 分間静置した。静置後の反応液 2.0 μL を One Shot TOP10 

Chemically Competent E. coli (Life technologies) キットに付属するコンピテントセル

に加えて穏やかに混合した。氷中に移動後、30 分間静置して 42℃で 30 秒間のヒート

ショックを行い、その後再び氷中で静置した。混合液に One Shot TOP10 Chemically 

Competent E. coli キットに付属する S.O.C Medium 250 μL を添加し、37℃に設定し

たウォーターバスを用いて 1 時間の振盪培養を行った。LB Agar プレート {LB Broth 
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with agar 1 タブレットを DW 50 mL に溶解後、カナマイシン (50 mg/mL) 50 μL を

添加して作製)} に形質転換後の大腸菌を含んだ S.O.C Medium を 20-50 μL 播種し、

37℃に設定されたインキュベーター内で一晩静置した。コロニーの形成が確認されたプ

レートから単独のコロニーを 0.1-10 μL のマイクロピペット用チップを用いて少量採

取し、混合液 {Ultra Pure Distilled Water 4.6 μL, 2×Quick Taq HS Dye Mix 5.0 μL, 

M13 プライマーセット (M13 Forward (-20), M13 Reverse) (10 μM) (Table 1) をそ

れぞれ 0.2 μL} 中に懸濁後、PCR 反応 {95℃-3 分、(95℃-30 秒、60℃-30 秒、72℃-

30 秒) を 1 サイクルとして 30 サイクル、72℃-3 分} を行った。電気泳動により目的配

列のインサートが確認された大腸菌は、混合液 {Ultra Pure Distilled Water 4.4 μL、

dNTPs (2 mM) 4.0 μL、2×PCR Buffer for KOD FX Neo (TOYOBO) 10 μL、M13

プライマーセット(Table 1) (10 μM) をそれぞれ 0.6 μL、KOD FX Neo (TOYOBO) 

0.4 μL} 中に懸濁し、PCR 反応 {94℃-2 分、(98℃-10 秒、58℃-5 秒、68℃-5 秒) を

1 サイクルとして 30 サイクル、68℃-7 分} を行った。ExoSAP-IT Express PCR Cleanup 

Reagents (Thermo Fisher Scientific) のプロトコルに従い PCR 産物を精製後、ファス

マック社の受託シークエンス解析サービスを利用した。また、得られたサテライト DNA

の塩基配列と既報の ManDra-B 領域の塩基配列 (Fujmoto et al. 2017) の比較を塩基配

列解析ソフトである Bio Edit を用いて行った。 
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サテライト DNA を増幅するプライマーの設計 

塩基配列が明らかになったサテライト DNA を ManDra-A として、ManDra-A を増

幅するプライマーセット (ManDra-A F, ManDra-A R) (Table 1)の設計を Primer-

BLAST (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) を用い

て行った。 

 

ManDra-A プライマーを用いた PCR 解析 

PCR 解析に供する反応液は、DNA 溶液 (100 ng/μL) 0.4 μL、Ultra Pure Distilled 

Water 4.2 μL、ManDra-A プライマーセット (ManDra-A F, ManDra-A R) (Table 1) 

(10 μM) をそれぞれ 0.2 μL、2×Quick Taq HS Dye Mix 5.0 μL を 0.2 mL チュー

ブ内で混合して作製した。PCR 解析 {95℃-3 分、(95℃-30 秒、50℃-30 秒、72℃-30

秒) を 1 サイクルとして 20 サイクル、72℃-5 分} を行い、増幅産物の電気泳動により

各系統での増幅パターンを調査した。 

 

A 系統における増幅産物の単離および塩基配列解析 

A 系統のゲノム DNA (100 ng/μL) 1 μL、Ultra Pure Distilled Water 1.2 μL、2×

PCR Buffer for KOD FX Neo 5 μL、 dNTPs (2 mM) 2.0 μL、 KOD FX Neo 0.2 μ

L、ManDra-A プライマーセット (Table 1) (10 μM) それぞれ 0.3 μL を 0.2 mL チ
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ューブで混合した。PCR 解析 {95℃-3 分、(95℃-30 秒、50℃-30 秒、72℃-30 秒) を 1

サイクルとして 20 サイクル、72℃-5 分} により増幅された産物のうち、サイズから

ManDra-A 領域が 5 単位連続して存在すると推定された領域のゲルを切り出し、

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up を用いて PCR 産物の抽出を行った。その後、Zero 

Blunt TOPO PCR Cloning Kit for Sequencing, without competent cells を用いてクロー

ニングを行った。すなわち、ゲル抽出した PCR 産物溶液 2.0 μL、上記クローニング

キット付属の Salt Solution 1.0 μL、Sterile Water 2.0 μL、TOPO vector 1.0 μL を

0.2 mL チューブ内で混合後、室温で 10 分間静置した。以降はサテライト DNA を対象

としたクローニングとシークエンス解析の手順と同じである。 

 

染色体標本の作製 

第一章と同じ方法を用いた。 

 

FISH・Two-color FISH 

第一章と同じ方法を用いて FISH と two-color FISH を行った。ただしプローブの標

識には、Biotin-Nick Translation Mix と DIG-Nick Translation Mix を用いた。つまり、

ManDra-A、 ManDra-A 5 repeats、または ManDra-B 領域が挿入されたプラスミド溶

液 (200 ng/μL) 1 μL、DDW 15 μL を 1.5 mL チューブ内で混合後、Biotin 標識す
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る場合は Biotin-Nick Translation Mix 4 μL、Digoxigenin 標識する場合は DIG-Nick 

Translation Mix 4 μL をプラスミド溶液と DDW を混合後の 1.5 mL チューブ内に加

えて、15℃で 2 時間のインキュベートを行った。本章では、Biotin 標識した ManDra-

A プローブを用いた FISH、Biotin 標識した ManDra-A 5 repeats プローブを用いた

FISH、Biotin 標識した ManDra-A 5 repeats プローブと Digoxigenin 標識した ManDra-

A プローブを用いた two-color FISH、そして Biotin 標識した ManDra-A 5 repeats プ

ローブと Digoxigenin 標識した ManDra-B プローブを用いた two-color FISH を行っ

た。DAPI による対比染色と退色防止には ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI 

(Life technologies) 40 μL を用いた。 

  



38 

 

結果 

 

制限酵素を用いたサテライト DNA の単離と塩基配列解析 

A 系統のゲノム DNA を制限酵素 DraⅠで消化した際、スメア状の電気泳動像ととも

に、約 130 bp の位置に明瞭なサテライト DNA バンドが検出された (Table 7, Fig. 9)。

DraⅠ以外のすべての制限酵素でもスメア状の電気泳動像が観察されたが、DraⅠを用

いた時のような明瞭なサテライト DNA バンドは確認できなかった (Table 7)。ゲル抽

出により得られたサテライト DNA のクローニングを行い、得られた計 5 コロニーの塩

基配列解析を行った。その結果、全 5 コロニーは全て同一の配列 (136 bp) を有してい

た (Fig. 10)。この配列を ManDra-A と名付けて ManDra-B 配列 (Fujimoto et al. 2017) 

と比較した結果、16 塩基で置換、2 塩基で欠失、1 塩基で挿入が生じていた (Fig. 11)。 

 

ManDra-A を増幅するプライマーの設計と PCR 解析 

ManDra-A 領域の配列をもとに、ManDra-A 領域内にプライマーセット (ManDra-A 

F, ManDra-A R) (Table 1, Fig. 10) を設計し PCR 解析を行った。その結果、A 系統お

よびクローン系統ではスメア状の増幅産物が検出されたのに対して、B 系統ではラダー

バンドのみが検出された (Fig. 12)。 
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A 系統における増幅産物の単離および塩基配列解析 

A 系統において ManDra-A プライマーセットで増幅された PCR 産物のうち、

ManDra-A 領域が 5 単位連続して存在すると推測した約 650 bp のバンドを含むゲルを

切り出し、クローニングによって得られた 1 コロニーを配列解析に供した。その結果、

先に明らかにした ManDra-A 領域の塩基配列を基準とすると、ManDra-A と類似した

配列が 5 単位連続して存在する領域であることが判明した (Fig. 13)。すなわち各反復

単位を Unit-1－5 とすると、Unit-1 (121 bp) は ManDra-A F プライマーが結合したた

め部分的な ManDra-A 領域で、置換が 2 塩基と欠失が 3 塩基で生じていた (Table 8, 

Fig. 13)。Unit-2 から Unit-4 までは完全な ManDra-A 領域 (136 bp) を含んでおり、

Unit-2 では置換が 7 塩基、Unit-3 では置換が 6 塩基、Unit-4 では置換が 4 塩基で生じ

ていた (Table 8, Fig. 13)。Unit-5 (113 bp) は ManDra-A R プライマーが結合したた

め部分的な ManDra-A 領域であり、置換が 1 塩基で生じていた(Table 8, Fig. 13)。 

 

ManDra-A プローブを用いた FISH 

FISH の結果、A 系統 6 個体 (計 44 細胞)において、染色体数は 2n=50 であり核型は

中部動原体着糸 (M) 型 5 対 10 本、次中部動原体着糸 (SM) 型 2 対 4 本、端部動原体

着糸 (T) 型 18 対 36 本から構成されていた (Fig. 14)。さらに、各細胞において染色体

50 本のうち 2 本の M 型と 24 本の T 型染色体のセントロメア領域にシグナルが検出さ
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れた (Table 9, Fig. 14) しかし、全体としては検出されるシグナル強度が弱く、シグナ

ルの検出は不安定であった (Fig. 15)。 

一方、B 系統 6 個体 (計 57 細胞) でも染色体数は 2n=50 であり、核型は M 型 5 対

10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本から構成されていたが、シグナルは検出され

なかった (Table 9, Fig. 16)。 

 

ManDra-A 5 repeats プローブを用いた FISH および two-color FISH 

FISH の結果、A 系統 5 個体 (計 19 細胞) において染色体数は 2n=50 で核型は M 型

5 対 10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本から構成されていた。さらに、各細胞に

おいて染色体 50 本のうち 2 本の M 型と 24 本の T 型染色体のセントロメア領域にシグ

ナルが検出された (Table 10, Fig. 17)。従って、シグナル数は ManDra-A プローブを用

いた際に検出されたシグナル数と一致した。一方、B 系統 5 個体 (計 54 細胞) でも染

色体数は 2n=50 で、核型は M 型 5 対 10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本であっ

たが、シグナルは検出されなかった (Table 10, Fig. 18)。 

次に ManDra-A および ManDra-A 5 repeats プローブが検出される染色体上の位置と

シグナル強度を比較するため、系統間雑種 1 個体において上記 2 つのプローブをそれ

ぞれ Digoxigenin と Biotin で標識後、two-color FISH を行った。その結果、どちらのプ
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ローブも同一染色体上のセントロメア領域にシグナルが検出されたが、ManDra-A 5 

repeats シグナルがより明瞭に検出された(Fig. 19)。 

系統間雑種 5 個体 (計 31 細胞) において ManDra-A 5 repeats プローブと ManDra-

B プローブを用いて two-color FISH を行った結果、染色体数は 2n=50 で核型は M 型 5

対 10 本、SM 型 2 対 4 本、T 型 18 対 36 本であった (Fig. 20)。すなわち、二系統の核

型と比べて違いは見られなかった。各細胞において染色体 50 本のうち半数の 25 本 (M

型 5 本、SM 型 2 本、T 型 18 本) でセントロメア領域に ManDra-B シグナルが検出さ

れた (Fig. 20)。そして、残り 25 本のうち 1 本の M 型と 12 本の T 型染色体のセント

ロメア領域に ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された (Table 11, Fig. 20)。 
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考察 

 

ManDra-A プローブを用いて FISH を行った結果、A 系統では 2 本の M 型と 24 本の

T 型染色体のセントロメア領域にシグナルが検出されたのに対して、B 系統ではシグナ

ルが検出されなかった。従って、ManDra-A は A 系統の染色体を識別するプローブと

して利用可能であると考えられた。しかし、各細胞で検出されるシグナル強度にばらつ

きがあり、全体的にシグナルが微弱なため安定したシグナルの検出は困難であった。 

塩基配列解析により ManDra-A 領域が 5 単位連続して存在することが判明した領域

を ManDra-A 5 repeats プローブとして FISH を行った。その結果、ManDra-A プロー

ブと比べて検出されるシグナル数に差はなかったが、より強いシグナルを安定的に検出

することができた。従って、A 系統の染色体を識別するプローブとして、ManDra-A よ

りも ManDra-A 5 repeats の方が適当であった。以上のように、本章では A 系統由来の

染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法が確立された。 

ManDra-A 5 repeats プローブにおいて安定してシグナルが検出された要因として、

プローブ量の増加による染色体とプローブ間の効率的なハイブリダイズが考えられる。

プローブ量とシグナル強度の相関について以下の報告がある。ヨーロッパの一部地域に

生息する Squalius 属の雑種を材料として、ゲノム DNA をプローブに用いて染色体全体

を染め分ける方法である Genomic in situ hybridization (GISH) を行った結果、プロー
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ブ量を増やすことで明瞭なシグナルが検出され、安定した染色体識別が可能であった 

(Rampin et al. 2012)。本研究では、ManDra-A プローブと比べて 5 倍量の ManDra-A

領域が存在する ManDra-A 5 repeats プローブを用いたことで、染色体とプローブ間に

おけるハイブリダイズの機会が増加し、安定したシグナル検出に繋がったと考えられる。

また、ManDra-A 5 repeats の塩基配列解析から、各反復単位で変異が生じていること

が判明した。このことは、染色体上に存在する ManDra-A 領域が全て同一の配列では

ないことを示している。各反復単位で異なる配列を有する ManDra-A 5 repeats プロー

ブを用いることで、様々な変異が生じた ManDra-A 領域とのハイブリダイズが可能に

なり、安定したシグナルが検出されたと考えられる。 

サテライト DNA の形成について、ラットやマウスをモデルとした研究から、各サテ

ライトの反復配列は一つの配列に由来するものだけでなく、塩基の置換や欠失による変

異と増幅を繰り返すことで生じた別の反復配列も含むことが判明しており、サテライト

DNA は反復配列の変異や増幅によって作られてきたと推定されている  (Sumner, 

2006)。従って、ドジョウの種内においても、二系統のセントロメア領域ではサテライ

ト DNA の変異がそれぞれ進行しており、このことが各系統における ManDra-B、

ManDra-A、および ManDra-A 5 repeats シグナルの違いを生み出したと考えられる。 

ManDra-B 領域をプローブとして FISH を行うと、B 系統における全染色体のセント

ロメア領域にシグナルが検出された  (第一章)。それに対して、ManDra-A および
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ManDra-A 5 repeats 領域をプローブとして FISH を行うと、A 系統における一部染色

体のセントロメア領域にのみシグナルが検出された (本章)。このことはサテライト

DNA の変異が全染色体で同調して生じるのではなく、各染色体ごとに生じている可能

性を示唆する。ManDra-A および ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された染色体が

1 組の M 型を除いて全て T 型であったことから、形態の異なる染色体ごとに独立して

変異が生じていた可能性も考えられる。セントロメアは存在する位置 (染色体の中心ま

たは末端) によって異なる変異速度を持ち、セントロメアが染色体の中心に近いほど塩

基は変化しやすいことがメダカをモデルとした研究から明らかになっており、セントロ

メアの位置が種分化に関わる可能性が示唆されている (Ichikawa et al. 2017)。本章で得

られた結果から、ドジョウでもメダカと同様の現象が生じている可能性が考えられた。

今後は ManDra-A および ManDra-A 5 repeats シグナルが検出されなかった染色体上の

サテライト DNA 配列を明らかにし、ドジョウにおけるセントロメア領域の位置とサテ

ライト DNA 配列の関連について検証する必要がある。  
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第三章 

FISH によるクローンドジョウの雑種起源の解明 

 

ドジョウには有性生殖により繁殖する二系統 (A, B) のほかに、北海道の網走管内大

空町など一部地域においてクローン生殖によって繁殖するクローンドジョウが生息す

る(Morishima et al. 2002, 2008a)。クローンドジョウが産出する非還元卵は、ほとんど

の場合で精子核を取り込むことなく雌性発生するが、偶発的に精子核を取り込むことが

あり、その場合にはクローン由来三倍体が出現する (Morishima et al. 2002, 2008b; 

Itono et al. 2007)。クローンドジョウの起源について、核遺伝子 RAG1 および IRBP2 の

配列解析 (Yamada et al. 2015) や、近年開発された核 DNA マーカーManDra や ManBgl

を用いた解析 (Fujimoto et al. 2017) によって、二系統の交雑起源であることが強く示

唆されてきた。 

交雑起源が推定されるクローンドジョウで見られるクローン生殖や倍数性変異とい

った現象は、交雑起源が判明している他の脊椎動物でも確認されている。例えば、爬虫

類において、アメリカとメキシコに生息する Aspidoscelis 属のトカゲには雌のみから構

成される集団があり、この集団の雌は二倍性の非還元卵を産出し、雄の関与なく単為発

生により繁殖する (Lutes et al. 2010)。また、魚類では、Cobitis 属のヨーロッパシマド

ジョウにおいて交雑起源と推定される三倍体が存在し、非還元の三倍性卵を産出し雌性
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発生により繁殖する (Janko et al. 2007a, b)。これらの結果は、過去における交雑が特殊

な配偶子形成や倍数性変異と深い関連があることを示唆している。すなわち、クローン

ドジョウにおいても、由来の異なるゲノムを併せ持つことがクローン性の非還元配偶子

形成に影響を与えていると考えられる。しかし、これまで二系統の染色体を識別するツ

ールがなく、交雑起源であることを分子細胞遺伝学的に証明できていなかった。これま

でに分子細胞遺伝学的な解析によって交雑起源が明らかになっているのは、先述の

Aspidoscelis 属のトカゲ (Lutes et al. 2010) や、染色体全体を染め分ける方法である

Genomic in situ hybridization (GISH) によって交雑起源だけでなく由来の異なるゲノ

ム間での乗換えが生じていることも判明している両生類 Ambystoma 属のサンショウウ

オ (Bi et al. 2006, 2007) など一部に限られている。 

本章では、第一および第二章で開発した二系統の染色体を識別するプローブ

ManDra-B、ManDra-A 5 repeats を用いて FISH を行うことで、クローンドジョウが A

および B 系統由来の染色体を併せ持つ、すなわち二系統間の交雑起源であることを分

子細胞遺伝学的に証明する。  
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材料と方法 

 

供試魚 

2013 年から 2019 年の期間に研究室で飼育していた北海道網走管内大空町産のクロ

ーン雌 6 個体が産出した卵に、紫外線照射により遺伝的に不活化したキンギョ精子を受

精させて作出したクローンドジョウの眼胞期胚 18 個体、そして大空町産のクローンド

ジョウの成魚 3 個体から摘出した腎臓を染色体標本作製の材料に供した (Table 12)。 

 

紫外線照射によるキンギョ精子の遺伝的不活化 

キンギョから得た精液を Kurokura’s solution (Kurokura et al. 1984) 200 μL で希釈

後、親水化処理したシャーレ上に薄く広げ、紫外線殺菌灯により紫外線照射処理 (50 

mJ/cm2) を行った。処理後はシャーレから精液を回収して 1.5 ml チューブに移し、使

用するまで 4℃で保存した。親水化シャーレは、シャーレに体積の半分程度の水道水を

注ぎ、中性洗剤を適量混合後に一晩静置し、水道水で丁寧に洗浄することで作製した。 

 

DNA の抽出 

第一章と同じ方法を用いた。 

 



48 

 

クローンドジョウの判別 

第一章と同じく、ミトコンドリア DNA 調節領域と核 RAG1 遺伝子領域の RFLP 解

析によりクローンドジョウを判別した。 

 

染色体標本の作製 

第一章と同じ方法を用いた。 

 

FISH・Two-color FISH 

第一章と同じ方法を用いた。本章では、Biotin 標識した ManDra-B プローブを用い

た FISH、Biotin 標識した ManDra-B プローブと Digoxigenin 標識した 5.8S+28S rDNA

プローブを用いた two-color FISH、そして Biotin 標識した ManDra-A 5 repeats プロー

ブと Digoxigenin 標識した ManDra-B プローブを用いた two-color FISH を行った。   
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結果 

 

ManDra-B プローブを用いた FISH 

クローン 7 個体 (計 88 細胞) において、全染色体の半数である 25 本の染色体のセ

ントロメア領域に強いシグナルが検出された (Table 13, Fig. 21) (Kuroda et al. 2018)。

クローンの染色体数は 2n=50 で、核型は中部動原体着糸 (M) 型 5 対 10 本、次中部動

原体着糸 (SM) 型 2 対 4 本、端部動原体着糸 (T) 型 18 対 36 本から構成されていた。

A 系統、B 系統のドジョウと染色体数および核型上の違いは認められなかった。 

 

ManDra-B および rDNA プローブを用いた two-color FISH 

クローン 2 個体 (計 15 細胞) において、ManDra-B に加えて 5.8S+28S rDNA プロ

ーブを用いた two-color FISH の結果、先行研究 (Li et al. 2010, 2011, 2012, 2015, 2016) 

と同様に 1 対の最大 M 型染色体短腕端部に 5.8S+28S rDNA シグナルが検出された

(Table 14, Fig. 22) (Kuroda et al. 2018)。従って、これら 2 本は rDNA 遺伝子座を持つ

相同染色体であったが、このうち 1 本はセントロメア領域に強い ManDra-B シグナル

を示したのに対し、もう一方ではシグナルは検出されなかった (Fig. 22b) (Kuroda et al. 

2018)。 
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ManDra-A 5 repeats および ManDra-B プローブを用いた two-color FISH 

クローン 12 個体 (計 117 細胞) において、ManDra-A 5 repeats と ManDra-B プロ

ーブを用いて two-color FISH を行った。その結果、全 50 本の染色体のうち 25 本の染

色体のセントロメア領域に ManDra-B シグナルが検出され、残り 25 本のうち 12 本の

T 型染色体のセントロメア領域で ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された (Table 

15, Fig. 23)。  
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考察 

 

クローン二倍体において、50 本の染色体のうち半数の 25 本で ManDra-B シグナル

が検出され、さらに rDNA シグナルが検出された 1 対 2 本の相同染色体のうち 1 本で

のみ ManDra-B シグナルが陽性であった。従って、クローンが由来の異なる二つのゲ

ノムを併せ持つ交雑起源であり、その一方が B 系統由来であることが分子細胞遺伝学

的に証明された。 

次に ManDra-A 5 repeats と ManDra-B プローブを用いて two-color FISH を行った

結果、ManDra-B シグナルが検出されなかった 25 本のうち、12 本の T 型染色体のセ

ントロメア領域で ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された。これにより、クローン

が有するもう一方のゲノムが A 系統由来であることが判明した。以上の結果は、核遺

伝子 RAG1 および IRBP2 の配列解析 (Yamada et al. 2015) や、核 DNA マーカー

ManDra や ManBgl を用いた解析 (Fujimoto et al. 2017) で示唆された二系統の交雑起

源を分子細胞遺伝学的に支持した。 

クローンが有する A 系統由来と想定される染色体 25 本について、そのうち 12 本の

T 型染色体で ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された。それに対して、現存の A 系

統を用いた FISH の結果、12 本の T 型染色体だけでなく 1 対 2 本の M 型染色体にも

ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された (第二章)。これらの結果を踏まえると、ク
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ローンを構成している A 系統由来のゲノムと、現存の A 系統を構成しているゲノムで

は、それぞれで独自の変異が生じている可能性が考えられる。これまでにミトコンドリ

ア DNA 調節領域の塩基配列解析において、クローンが他の A 系統に属する野生型ドジ

ョウとは異なるハプロタイプ (Ⅲ) を持っていることが判明している (Morishima et al. 

2008a)。また、人工授精によって作出した系統間雑種はクローンと同じゲノム構成 

(AB) を持つと考えられるにも関わらず、雌では二倍性卵の他に半数性や異数性の卵を

産出した雌も存在しており、二倍性卵は雌性発生することなく精子核を取り込み三倍体

が生じた (Arias-Rodriguez et al. 2009)。クローンに特異的なミトコンドリア DNA ハ

プロタイプが存在すること、系統間雑種ではクローンが行う雌性発生を再現できなかっ

たこと、そしてクローンの M 型染色体では ManDra-A 5 repeats シグナルが検出されな

いという本研究で得られた結果は、クローンと A 系統野生型の持つ A ゲノムが遺伝的

に異なっている可能性を示唆している。しかし、クローンおよび A 系統野生型それぞ

れが持つ A ゲノム間において、どの程度の染色体構造の違いが生じているのかは全く

不明である。従って、ManDra-A 5 repeats シグナルが検出されなかった染色体が有す

るサテライト DNA を材料として新たなプローブを開発し、クローンと A 系統野生型の

A ゲノム間でどのような構造的相違が生じているのかを明らかにする必要がある。  
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第四章 

クローンドジョウにおける減数分裂時の染色体挙動解明 

 

北海道の網走管内大空町には、母親の体細胞と遺伝的に同一の非還元卵を産出し、雌

性発生で繁殖するクローン二倍体が存在する (Morishima et al. 2002, 2008a; Itono et al. 

2006)。非還元配偶子が形成されるメカニズムとしては、①  減数分裂前核内分裂 

(Premeiotic endomitosis) と  ②  無配偶生殖  (Apomixis) が挙げられる  (Dawley, 

1989)。① では減数分裂を開始する前にゲノム倍加が生じることで、第一減数分裂時に

両性生殖個体と比べて二倍の数の二価染色体が形成される。その後、通常の減数分裂を

経て非還元配偶子が形成される。本機構は全雌集団を形成し単為発生で繁殖する爬虫類

の Aspidoscelis 属トカゲで報告されている (Lutes et al. 2010)。このトカゲは雑種起源

で由来の異なるゲノムを併せ持つが、ゲノム倍加後、起源の同じ染色体間で対合してい

ることが祖先種に特異的なプローブを用いた FISH 解析によって明らかになった 

(Lutes et al. 2010)。一方、② では不完全な第一減数分裂により相同染色体間での対合

が妨げられるため、第一減数分裂の影響を受けず体細胞分裂によって非還元配偶子が形

成される。この機構は三倍体のギンブナ (Carassius auratus langsdorfi ) やギベリオブ

ナ (C. a. gibelio ) で報告されており (Cherfas, 1966; Yamashita et al. 1993)、ギンブナ
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では第一減数分裂に相当する時期における三極紡錘体の形成が第一減数分裂を阻害し

ていると考えられている (Yamashita et al. 1993)。 

これまで、クローンドジョウにおける非還元配偶子の形成機構が上記 2 つのうち、ど

ちらであるかを検証するために卵核胞を用いて減数分裂観察が行われた (Itono et al. 

2006)。その結果、有性生殖により繁殖するドジョウの卵母細胞では 25 本の二価染色体

が観察されたのに対して、クローンドジョウでは 50 本が観察されたため、減数分裂前

核内分裂による非還元卵の形成が強く示唆された (Itono et al. 2006)。また、ホルモン

投与によって人為的に雄に性転換したクローンも二倍性の精子を作り、精巣の減数分裂

像では雌と同様に 50 本の二価染色体が観察されたため、雄でも同じ機構で非還元精子

の形成が行われていると考えられた (Yoshikawa et al. 2009)。 

クローンドジョウは二系統 (A, B) 由来のゲノムを併せ持つことが分子細胞遺伝学

的に証明された (第三章)。しかし、母親の体細胞と遺伝的に同一な非還元配偶子の形

成を担保するには、減数分裂前のゲノム倍加後、由来の異なる相同染色体間 (A ゲノム

―B ゲノム) ではなく元々同じ染色体である姉妹染色体間 (A ゲノム―A ゲノム、B ゲ

ノム―B ゲノム) で対合が行われる必要がある。姉妹染色体間で対合が行われる場合、

乗換えが生じても元々は同じ染色体であるため遺伝的な変化は生じずに配偶子のクロ

ーン性は維持される。その一方で、相同染色体間で対合が行われる場合では、乗換えに

より遺伝的なバリエーションが生じるため配偶子のクローン性を維持することができ



55 

 

ない。しかし、これまでクローンを構成している由来の異なる染色体を識別するツール

がなく、対合が姉妹染色体間で行われていることは証明されていなかった。 

そこで本章では、第一、第二章で開発した二系統の染色体識別プローブを用いて FISH

解析を行い、クローンドジョウの配偶子形成過程において対合が姉妹染色体間で行われ

ていることを分子細胞遺伝学的に検証する。  
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材料と方法 

 

供試魚 

雌は、2017 年に研究室で飼育していた北海道網走管内大空町産のクローン二倍体 3

個体を用い、これらの卵巣から摘出した卵核胞を染色体標本の材料とした。雄は、2013

年から 2017 年の期間に研究室で飼育していた大空町産のクローン雌 2 個体が産出した

卵に、紫外線照射で不活化したキンギョ精子を受精させて作出した子孫を、メチルテス

トステロン処理により性転換したクローン雄 6 個体を用い、これらの個体から摘出した

精巣を染色体標本の材料とした。さらに、2014 年に北海道渡島管内七飯町産の B 系統

ドジョウ雄 1 個体から摘出した精巣も用いた (Table 16)。 

 

紫外線照射によるキンギョ精子の不活化 

第三章と同じ方法を用いた。 

 

性転換処理 

孵化後一ヶ月目から一ヶ月間 0.5 ppm の 17α-Methyltestosterone (MT) を含む餌を

与えた。MT を含む餌は Yoshikawa et al. (2007) の方法に従い作製した。すなわち、エ
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タノールに MT を溶解して餌に均等に噴霧した後、乾燥による脱アルコールを行うこ

とで作製した。 

 

減数分裂期の染色体標本の作製 

クローン雌の第一減数分裂における二価染色体を観察するため、先行研究 (Itono et 

al. 2006) のプロトコルに従って染色体標本を作製した。すなわち、摘出した卵巣を小

片に裁断後、最終成熟に関わるホルモン (17α-20β-ジヒドロキシ-4-プレグネン-3-オ

ン) を用いて in vitro で振盪培養 (20℃、暗所) を行った。動物極側へ移動を開始して

から崩壊するまでの卵核胞を摘出しカルノア液で固定した。固定後の卵核胞をスライド

グラス上に静置し空気乾燥法により固定液を取り除くことで染色体標本とした。また、

卵核胞の剥離を防ぐため 65℃に設定したインキュベーター内で 24 時間のハードニン

グ処理を行った。ハードニング後、Proteinase-K (1 μg/mL) 100 μL をスライドグラ

ス上に滴下し、パラフィルムで覆った後に 37℃で 30 分間静置した。Proteinase-K 処理

後のスライドグラスは 0.5% Tween20 (in PBS) 50 mL が入った染色瓶中で、37℃で 20

分間の洗浄を一回行い、その後 PBS 50 mL が入った染色瓶で再度 37℃で 20 分間の洗

浄を行った。洗浄後のスライドは FISH 解析に供した。 

雄では精母細胞の分裂を促すため、精巣を摘出する前日にゴナトロピン (あすか製

薬) を供試魚体重 1 g あたり 10 IU 注射し、ヒーターにより 25℃に保った水槽内に静
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置した。個体から精巣を摘出後、第一章と同じ方法で染色体標本を作製した。また染色

体の剥離を防ぐため、65℃に設定したインキュベーター内で 24 時間のハードニング処

理を行った。 

 

精子、精巣の倍数性調査 

精巣および精子の倍数性をフローサイトメトリー (CyFlow SL 型, PARTEC 社) を用

いて測定した。すなわち、適量の精巣、精液、または鰭を動物細胞分析用 DNA キット 

(High Resolution DNA Kit Type T, PARTEC 社) A 液 (核単離液) 100 μL の中に入れ

20 分間放置し、ボルテックスにより細胞を混合、遊離させた。その後、試料に B 液 

(DAPI を含む染色液) 400 μL を加えてボルテックスにより攪拌した。50 μm のフィ

ルターメッシュ (Cell Trics 50 μm, PARTEC 社) に通し、細胞の断片を除去し、B 液

を更に 400 μL 加え、フローサイトメーターの分析に供した。この際、二倍体であるこ

とが既に判明しているクローン雄の鰭を二倍体の DNA 量 (2C) の基準とした。 

 

FISH・Two-color FISH 

第一章と同じ方法を用いた。本章では、Biotin 標識した ManDra-B プローブを用い

た FISH、Biotin 標識した ManDra-B プローブと Digoxigenin 標識した 5.8S+28S rDNA
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プローブを用いた two-color FISH、そして Biotin 標識した ManDra-A 5 repeats プロー

ブと Digoxigenin 標識した ManDra-B プローブを用いた two-color FISH を行った。  
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結果 

 

精子、精巣の倍数性 

性転換クローン二倍体雄から採取した精子は体細胞と等しい DNA 量 (2C) を示し、

少数であるが 4C の細胞の存在も確認された (Fig. 24a, b)。精巣中では、二倍性精子を

含む 2C、4C、そして 8C の細胞の存在も少数確認された (Fig. 24c)。 

 

性転換クローン雄の精母細胞における two-color FISH 

ManDra-B および 5.8S+28S rDNA プローブを用いた two-color FISH の結果、B 系統

雄 1 個体 (計 21 細胞) では、20/21 細胞の減数分裂像が 25 本の二価染色体で構成され

ており、ほとんどの二価染色体で ManDra-B シグナルが両端部に検出されたが、一部

は中央部に 2 個のシグナルが重複して 1 個のシグナルとして検出された (Table 17, Fig. 

25) (Kuroda et al. 2018)。中央部に 1 個の ManDra-B シグナルが検出された場合は 2 個

のシグナルとしてカウントすると、25 本の二価染色体が観察された全細胞で 50 個の

ManDra-B シグナルが検出された (Table 17)。5.8S+28S rDNA シグナルは、各細胞で

1 本の二価染色体の両端部に検出された (Table 17, Fig. 25) (Kuroda et al. 2018)。  

性転換クローン雄 4 個体 (計 31 細胞) では、29/31 細胞の減数分裂像が 50 本の二価

染色体で構成されていた。さらに two-color FISH の結果、これらの半数となる 25 本の
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二価染色体で ManDra-B シグナルが検出され、その多くが両端部にシグナルを有して

いた (Table 17, Fig. 26) (Kuroda et al. 2018)。中央部に 1 個の ManDra-B シグナルが

検出された場合は 2 個のシグナルとしてカウントすると、観察した全細胞で 50 個の

ManDra-B シグナルが検出された (Table 17)。また 5.8S+28S rDNA シグナルは 2 本

の二価染色体の両端に検出され、そのうち 1 本では ManDra-B シグナルが 2 つ検出さ

れたが、もう一方では検出されなかった (Table 17, Fig. 26) (Kuroda et al. 2018)。 

クローン雄 2 個体に対して ManDra-A 5 repeats および ManDra-B プローブを用いた

two-color FISH を行った結果、ノイズが強く、明瞭なシグナルが検出された分裂像はわ

ずかであった。明瞭なシグナルが検出された分裂像では 50 本の二価染色体のうち 25 本

の二価染色体で ManDra-B シグナルが検出され、その多くが両端部にシグナルを有し

ていた (Fig. 27)。そして、残り 25 本のうち 12 本で ManDra-A 5 repeats シグナルが検

出され、多くが両端部にシグナルを有していた (Fig. 27)。 

 

クローン雌の卵母細胞における FISH および two-color FISH 

クローン雌 3 個体の卵巣から摘出した卵核胞を用いて ManDra-B プローブによる

FISH を行った。その結果、50 本の二価染色体が観察され、そのうち 25 本で ManDra-

B シグナルが検出された (Fig. 28) (Kuroda et al. 2018)。しかし、ほとんどの減数分裂

像では安定したシグナル検出ができなかった。また、ManDra-B および 5.8S+28S rDNA
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プローブを用いた two-color FISH においても安定したシグナルの検出は困難であった

が、rDNA シグナルが検出された 2 本の二価染色体のうち、一方では ManDra-B シグ

ナルが 2 つ検出されたのに対して、もう一方では検出されなかった (Fig. 29) (Kuroda 

et al. 2018)。 
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考察 

 

これまでクローンドジョウでは、減数分裂過程の組織学的解析による第一極体の放出

や、卵母細胞と精母細胞の二価染色体が 50 本であることが確認され、減数分裂前核内

分裂によって非還元配偶子が形成されると推定されてきた  (Itono et al. 2006; 

Yoshikawa et al. 2009)。この機構でクローン性配偶子を形成するには、ゲノム倍加後の

対合が由来の異なる相同染色体間ではなく、遺伝的に同一の姉妹染色体間で行われる必

要がある。本章において、ManDra-B と 5.8S+28S rDNA プローブを用いた二価染色体

に対する two-color FISH により、半数の二価染色体でのみ ManDra-B シグナルが検出

された。さらに rDNA シグナルが検出された２本の二価染色体のうち、一方でのみ

ManDra-B シグナルが検出されたことから、対合が姉妹染色体間で行われていることが

明らかになった。この結果は ManDra-A 5 repeats および ManDra-B プローブを用いた

two-color FISH において、対合が同一起源の染色体間で行われていたことからも支持さ

れる。従って、クローンドジョウではゲノム倍加後に姉妹染色体間で対合することで、

乗換えが生じても元々同じ起源であるため同じエレメントの交換となり、遺伝的に均一

なクローン性の非還元配偶子が形成されることが分子細胞遺伝学的に証明された (Fig. 

30) (Kuroda et al. 2018)。姉妹染色体間の対合によりクローン性配偶子が形成されるこ

とを分子細胞遺伝学的に証明したのは、Aspidoscelis 属のトカゲ雑種 (Lutes et al. 2010) 
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における一例のみで、硬骨魚類では初めての成果である。また、本研究の結果の多くは

人為的に性転換したクローン雄から得たものであるが、卵核胞を用いた FISH でも同一

の結果が得られている。従って、雌雄ともに同一の機構によりクローン性の配偶子形成

が行われていると考えられる。しかしながら、厳密には姉妹染色体間で対合が行われる

ことを証明したのは 5.8S+28S rDNA シグナルが検出された最大の M 型染色体のみで

あるため、今後は各染色体に特異的なプローブの開発が望まれる。 

性転換クローン雄を用いた研究において、A 型および初期 B 型精原細胞で大型の核

が観察され、それらが四倍性であったことから、染色体倍加は初期の精原細胞で生じる

ことが示唆された (Yoshikawa et al. 2009)。従って、クローン雌でも同様の初期卵原細

胞ステージで染色体倍加が生じると推測されるが証明には至っていない。また、クロー

ン二倍体 (AB) と比較して遺伝的には同一であるが倍数性のみが異なるクローン四倍

体 (複二倍体、AABB) では、二倍性の還元卵 (AB) が形成された (Morishima et al. 

2012)。従って、非還元配偶子形成のためのゲノム倍加はクローン二倍体では生じるが、

ゲノム量以外は遺伝的に同一なクローン四倍体では生じず、通常の減数分裂を経て二倍

性の卵が形成されたことになる (Morishima et al. 2012)。この結果は、減数分裂前の精

原細胞、卵原細胞の段階で、生殖細胞を構成するゲノムセット (染色体セット) の対合

の可否をチェックする機構の存在を示唆しており、ゲノムの異質性によって対合が困難
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な場合のみ、染色体倍加によって対合を可能にすることで対合不全による異常な配偶子

形成を回避すると考えられる。  
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第五章 

FISH を用いた不妊ドジョウの減数分裂時の染色体挙動解明 

 

日本に生息するドジョウの多くは有性生殖により繁殖する一方で、北海道の網走管内

大空町には雌性発生で繁殖するクローン二倍体が存在する (Morishima et al. 2002, 

2008a; Itono et al. 2006)。ドジョウの性決定様式は、雄ヘテロ型 (XX：雌、XY：雄) と

推定されており (Suzuki et al. 1985)、卵のみで雌性発生するクローンドジョウは基本

的に全雌と考えられる。クローンが産出する非還元卵は、同所的に生息し有性生殖を行

う雄に由来する精子と受精することで発生を開始するが、精子核を取り込まず、子孫は

母親と遺伝的に同一のクローン二倍体になる (Morishima et al. 2002; Itono et al. 2006, 

2007)。これまでにクローンドジョウが二系統 (A, B) の交雑を起源とすることが強く

示唆されていたが (Yamada et al. 2015; Fujimoto et al. 2017)、本研究においても系統識

別プローブを用いた FISH 解析により、その結論は強く支持された (第三章)。従って、

クローンドジョウのゲノム構成は AB であり、産生する非還元卵のゲノム構成も AB と

考えられる。また、偶発的に非還元卵が精子核を取り込むことがあり、その場合にはク

ローン由来三倍体が出現する (Itono et al. 2007; Morishima et al. 2008b)。例えば、大空

町で発見されたクローンドジョウは A 系統ドジョウと同所的に生息するため、精子核

が取り込まれると A ゲノムを 2 セット、B ゲノムを 1 セットもつクローン由来三倍体 



67 

 

(AAB) が出現する。クローン由来三倍体の配偶子形成では、雌は卵形成過程で 3 セッ

トのゲノムのうち遺伝的に相同性の低い 1 セットを排除し、最終的に半数性の卵を形成

する (減数分裂雑種発生) (Morishima et al. 2008b)。それに対して、雄は半数性、三倍

性、および六倍性の精子あるいは精子様細胞を形成するが、精子の受精により卵割する

胚は見られなかった (Oshima et al. 2005)。さらに、正常の精子と比べて頭部が大きい

ものや、鞭毛が欠損または短いなどの形態的異常も観察された (Oshima et al. 2005)。 

クローンドジョウと同じゲノム構成を持つと考えられる系統間雑種も雌雄で異なる

配偶子形成の特徴を持つ。雌では二倍性卵を産出する個体が生じ、二倍性卵は雌性発生

をすることなく三倍体が出現した (Arias-Rodriguez et al. 2009)。一方、雄は半数性、二

倍性、および四倍性の精子あるいは精子様細胞を形成したが、受精能力を持つ精子は極

めて少なく、クローン由来三倍体と同様に形態的な異常も観察された (Arias-Rodriguez 

et al. 2010)。 

クローンドジョウは雌雄ともに非還元配偶子を作り妊性を持つ (Morishima et al. 

2002; Itono et al. 2006, 2007; Yoshikawa et al. 2007, 2009)。しかし一方で、クローン由

来三倍体と系統間雑種の雌は妊性を持つが (Morishima et al. 2008b; Arias-Rodriguez et 

al. 2009)、雄は正常な精子が形成されず不妊と考えられる (Oshima et al. 2005; Arias-

Rodriguez et al. 2010)。これらは交雑起源で由来の異なるゲノムを併せ持つという共通

点があり、ゲノム構成はクローン二倍体：AB、クローン由来三倍体：AAB、系統間雑
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種：AB である。しかし、なぜクローン二倍体のみが雌雄で妊性を有し、クローン由来

三倍体と系統間雑種では雄が不妊になるのかは不明である。 

これまで様々な生物を対象として、雑種を作出したという報告は数多くあるが、分子

細胞遺伝学的な視点から雑種の不妊機構を研究した例は魚類に限らず非常に少ない 

(Schwenk et al. 2008)。不妊雑種の減数分裂における染色体観察では、二価染色体だけ

で な く一 価 染色 体や多 価 染色 体 が高 頻度で 存 在し て おり 、 この 現 象は 哺 乳類 

(Bhattacharyya et al. 2013; Torgasheva and Borodin, 2016)、鳥類 (Islam et al. 2013)、

両生類 (Müller, 1977)、魚類 (Shimizu et al. 1997) で報告されている。これらの結果

は、異なる種の染色体を併せ持つ雑種では染色体間の非相同性に起因する対合不全が生

じており、その結果として、異常な配偶子形成が行われている可能性を示唆している。

従って、雑種の不妊機構を理解するためには、由来の異なる染色体を識別した上で染色

体挙動を追跡することが重要であるが、そのような研究は魚類においては知る限りない。 

本章ではクローン由来三倍体と系統間雑種の雄のみで生じる不妊の原因を分子細胞

遺伝学に解明する。特に由来の異なる染色体間で対合が正常に行われているのかを B 系

統由来の染色体を識別する ManDra-B プローブと、一組の相同染色体を識別する

5.8S+28S rDNA プローブを用いた FISH 解析により検証した。  
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材料と方法 

 

供試魚 

2014 年に研究室で飼育していた北海道網走管内大空町産のクローン由来三倍体雄 1

個体、北海道渡島管内七飯町産の B 系統雌と大空町産の A 系統雄を用いて作出した系

統間雑種雄 1 個体から摘出した精巣を染色体標本の材料とした (Table 18)。 

 

減数分裂期の染色体標本の作製 

第四章と同じ方法を用いた。 

 

FISH・Two-color FISH 

第一章と同じ方法を用いた。本章では、Biotin 標識した ManDra-B プローブと

Digoxigenin 標識した 5.8S+28S rDNA プローブを用いた two-color FISH を行った。 

 

統計解析 

統計解析はスチューデントの t 検定を用いて行い、有意水準を 5%とした。統計解析

の結果は平均 (mean) ±標準偏差 (SD) で示した。  
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結果 

 

Two-color FISH を用いたクローン由来三倍体のゲノム構成判別 

ManDra-B および 5.8S + 28S rDNA プローブを用いた two-color FISH の結果、クロ

ーン由来三倍体の雄 1 個体で観察した 5 細胞のうち、4 細胞の体細胞分裂像が 75 本の

染色体から構成されており、そのうち 25 本のセントロメア領域に ManDra-B シグナル

が検出された (Table 19, Fig. 31a) (Kuroda et al. 2019)。また、5.8S + 28S rDNA シグ

ナルが検出された 3 本の相同染色体のうち、1 本でのみ ManDra-B シグナルが検出さ

れた (Fig. 31b) (Kuroda et al. 2019)。従って、このクローン由来三倍体はクローンドジ

ョウが産出した二倍性卵 (AB) と半数性精子 (A) の受精を起源としており、ゲノム構

成は AAB であることが判明した。 

 

クローン由来三倍体における FISH を用いた減数分裂の観察 

クローン由来三倍体雄 1 個体の減数分裂像 (計 34 細胞) では二価染色体以外にも、

高頻度で一価染色体が観察され、三価染色体も確認された。また rDNA シグナルが検

出された 1 組 3 本の相同染色体における ManDra-B シグナルの有無を基準とすると、

構成される二価染色体には 2 つのパターンが存在した。1 つ目は、ManDra-B シグナル

が検出されず A 系統由来の染色体間で対合が生じていると判断した二価染色体 (以降
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II-AA と表記) (Fig. 32a, b) (Kuroda et al. 2019) である。そして 2 つ目が、1 個の

ManDra-B シグナルが検出され A 系統由来と B 系統由来の染色体間で対合が生じてい

ると判断した二価染色体 (以降 II-AB と表記) である (Fig. 32c, d) (Kuroda et al. 2019)。

対合不全により生じた ManDra-B シグナルを有する B 系統由来の一価染色体 (以降 I-

B と表記) と ManDra-B シグナルが検出されない A 系統由来の一価染色体 (以降 I-A

と表記) 2 本から構成される分裂像も観察された (Fig. 32e, f) (Kuroda et al. 2019)。ま

た、3 つの rDNA シグナルを持ち、そのうち 1 つでのみ ManDra-B シグナルが検出さ

れた三価染色体 (以降 III-AAB と表記) も出現した (Fig. 32g, h) (Kuroda et al. 2019)。 

一価、二価、そして三価染色体の数は各分裂像で大きく異なっていたが、分裂像を構

成している染色体数は全て 75 本であった (Table 20)。A 系統由来の染色体から構成さ

れた二価染色体 (II-AA) が最も頻繁に観察されたが、その数は 10－24 本と各分裂像で

異なっていた。また、由来の異なる二系統の染色体から構成された二価染色体 (II-AB) 

の数も 1－9 本と各分裂像で違いが見られた (Table 20)。各細胞で観察された二価染色

体の数は、II-AA で平均 17.4 ± 標準偏差 3.0、II-AB で平均 3.8 ± 標準偏差 1.9 であ

り、II-AA が有意に多かった (t = 19.1, P = 1.96 × 10-19 < 0.05) (Table 20)。また、一

価染色体の数は I-B が平均 21.2 ± 標準偏差 1.8、I-A が平均 11.3 ± 標準偏差 5.4 であ

り、I-B が有意に多かった (t = 9.6, P = 4.2 × 10-11 < 0.05) (Table 20)。三価染色体は、

観察した 34 細胞のうち 1 細胞でのみ確認された (Table 20)。 
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系統間雑種における FISH を用いた減数分裂の観察 

系統間雑種の雄 1 個体における減数分裂像 (計 43 細胞) では、25 個の ManDra-B シ

グナルが検出され、各細胞で異なる数の二価染色体と一価染色体が観察された (Fig. 33, 

Table 21) (Kuroda et al. 2019)。また two-color FISH により rDNA が検出された 1 組 2

本の相同染色体において、ManDra-B シグナルの有無を基準とすると、A 系統由来の染

色体と B 系統由来の染色体間で対合が生じて二価染色体 (II-AB) を構成している細胞

が存在した (Fig. 33a, b) (Kuroda et al. 2019)。各細胞で観察された二価染色体 (II-AB) 

の数は平均 21.8 ± 標準偏差 1.6 であった (Table 21)。また、一部の細胞では rDNA シ

グナルを有する 2 つの一価染色体があり、そのうち一方でのみ ManDra-B シグナルが

検出された。従って、二つの一価染色体はそれぞれ A 系統由来 (I-A) と B 系統由来 (I-

B) であることが判明した (Fig. 33c, d) (Kuroda et al. 2019)。各細胞で観察された一価

染色体 (I-A, I-B) の数は平均 3.2 ± 標準偏差 1.6 であった (Table 21)。一価染色体の

数は二価染色体の数が増えると減少し、ほとんどの細胞 (36/43) は、21－23 本の二価

染色体と 4－8 本の一価染色体から構成されていた (Table 21)。  
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考察 

 

ManDra-B シグナルの有無を基準とすると、クローン由来三倍体の雄では由来の同じ

A 系統の染色体間で優先的に対合が行われ、二価染色体を構成していた。A 系統由来の

一価染色体 (平均 11.3 ± 標準偏差 5.4) は、B 系統由来の一価染色体 (平均 21.2 ± 標

準偏差 1.8) よりも観察される頻度は低く、これは遺伝的な相同性が高く同じ系統由来

の染色体同士で優先的に対合した結果と考えられる。また、観察された二価染色体と一

価染色体の数は各細胞で大きく異なっており、対合における明確な特徴はなかった。 

本結果から、対合は同じ由来の相同染色体間で優先的に行われることが示唆された。

一方、頻度は高くないが、A 系統と B 系統由来の染色体間での対合も生じており、異な

る由来の染色体間でも対合は可能であると考えられた。三倍体雄の減数分裂像は、II-

AA：10－24、II-AB：1－9、I-A：1－23、I-B：16－24 の多様な染色体構成を有してい

た。二価染色体は減数分裂の進行に伴い分離して両極に分配される。一方、一価染色体

は両極への分配がランダムに行われると推測される。その結果、形成される精子は様々

な倍数性を持つ異数性精子になると考えられる。先行研究では、三倍体雄の精巣を用い

たフローサイトメトリー解析の結果、三倍性 (3n) と六倍性 (6n) の細胞集団の存在が

確認されている (Oshima et al. 2005)。しかし、機能的な 1n 精子は極めて少なく、多く

の精子または精子様細胞は、形態的な異常を示し運動性はなかった  (Oshima et al. 
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2005)。従って、クローン由来三倍体の雄では DNA 量が 6C の細胞が複製によって形

成されるが、一価染色体や三価染色体の構成を伴う対合の異常によって、第一減数分裂

を完了することなく精巣内に蓄積されると考えられる。減数分裂が正常に進行しないま

ま精子形成が行われた例としてメダカ雑種の二倍体が報告されている (Shimizu et al. 

1997)。メダカ雑種では精母細胞が減数分裂に相当する 2 回の分裂を試みるが、細胞質

分裂が正常に進行せず、結果として運動性を持たない四倍性 (4C) の精子様細胞が形成

された (Shimizu et al. 1997)。従って、クローン由来三倍体の雄においても同様の現象

が生じている可能がある。つまり、複製を行うことは可能であるが、その後の減数分裂

を正常に進行することができず、先行研究 (Oshima et al. 2005) で報告されたような形

態異常を持つ精子または精子様細胞が形成されると考えられる。 

クローン由来三倍体の雌は、雄で見られる配偶子形成の特徴とは大きく異なる。三倍

体の雌から摘出した卵核胞を用いて減数分裂像を観察すると、25 本の二価染色体が確

認 で き 、 最 終 的 に 形 成 さ れ る 半 数 性  (1n) 卵 は 受 精 に よ っ て 正 常 に 発 生 し た 

(Morishima et al. 2008b)。この機構では、卵形成過程で 3 セットのゲノムのうち遺伝的

に相同性の低い 1 セットを排除し、残った 2 セットで通常の減数分裂が進行する (減数

分裂雑種発生) (Morishima et al. 2008b)。クローン由来三倍体の雄でも僅かではあるが

1n の細胞が見られた (Oshima et al. 2005)。しかし、本研究で用いたクローン由来三倍

体の雄では、25 本の二価染色体のみで構成された分裂像は確認できなかった。従って、
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雄ではゲノム排除は行われないか、または、行われるとしても本研究で観察したステー

ジよりも後に行われると考えられる。 

ドジョウの系統間雑種の雄が形成する精子または精子様細胞は、形態的な異常を持ち

運動性はほとんど無い (Arias-Rodriguez et al. 2010)。本研究で系統間雑種の雄におけ

る減数分裂像を観察したところ、全ての細胞で二価染色体が形成され (17－24 本/細胞)、

対合は由来の異なる二系統間で行われていた。しかし、相同性の違いから対合が正常に

行われず生じたと考えられる一価染色体も全ての細胞で観察され (2－16 本/細胞)、二

価染色体と一価染色体の数は各細胞で異なっていた。 

これまで、哺乳類 (Bhattacharyya et al. 2013; Torgasheva and Borodin, 2016)、鳥類 

(Islam et al. 2013)、両生類 (Müller, 1977)、魚類 (Shimizu et al. 1997) の不妊雑種に

おける減数分裂時の染色体観察によって、一価染色体や多価染色体が高頻度で生じるこ

とが判明している。本研究においても、系統間雑種ドジョウの雄で対合不全が観察され

た。従って、細胞内には一価染色体と二価染色体が混在し、一価染色体はその後ランダ

ムに両極へ分配されるため、最終的に異数性精子が形成される可能性が高い。ドジョウ

の系統間雑種における精巣および精子の倍数性解析により、四倍性 (4C) の細胞が検出

された (Arias-Rodriguez et al. 2010)。この 4C 細胞はクローン由来三倍体ドジョウの

雄で見られた六倍性 (6 C) 細胞と、メダカ雑種の雄 (Shimizu et al. 1997) で観察され
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た四倍性 (4C) 細胞のように、染色体間の遺伝的な相同性の違いに起因する対合不全に

よって、第一減数分裂を完了することなく精巣内に蓄積された細胞であると考えられる。 

クローンドジョウでは減数分裂前にゲノム倍加が生じ、対合が姉妹染色体間で行われ

ることでクローン性の非還元配偶子を形成することが判明した (第四章)。もし、クロ

ーン由来三倍体や二系統間雑種の雄にも同じ機構があるならば、50 個の ManDra-B シ

グナルが検出されるはずである。しかし、本研究では観察した全ての細胞で 25 個のシ

グナルが検出されたことから、クローンドジョウのような減数分裂前核内分裂は生じて

いないと考えられる。 

本研究によってクローン由来三倍体と系統間雑種の雄では、由来の異なる染色体間に

おける対合不全が生じており、これが受精能力を持たない精子または精子様細胞の形成

に大きく影響していると考えられた。この結果は、これまで広く報告されてきた雑種不

妊のメカニズムを分子細胞遺伝学的な視点から理解する上で大きな手助けとなる。  
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総合考察 

 

本研究では、ドジョウにおいて遺伝的に大きく分岐した二系統 (A, B) に由来する染

色体を識別するプローブを開発し、FISH による顕微鏡観察からクローンドジョウが過

去における二系統間の交雑に起源することを分子細胞遺伝学的に証明した。次に、クロ

ーンドジョウが産生する遺伝的に均一な二倍性配偶子の形成を担保する特殊な染色体

挙動、すなわち、減数分裂前核内分裂により倍加した姉妹染色体間の対合を解明した。

この非還元配偶子形成メカニズムを再現することができれば、短期間で目的形質の固定

が可能な新しい育種技術になると期待される。加えて、不妊ドジョウである系統間雑種

とクローン由来三倍体の雄では、由来が異なる非相同な染色体間で対合不全が高頻度で

生じることを見出した。従って、対合不全を人為的に誘起することで新たな不妊化技術

になると考えられた。本章では、本研究結果と先行研究を比較し、水産育種技術へと応

用するために解決すべき課題について論じる。 

 

クローン性配偶子の形成機構 

本研究では非還元配偶子を形成する他の脊椎動物と同様に、クローンドジョウが交雑

起源であることを分子細胞遺伝学的に明らかにした (第三章)。一般に、遺伝的に近縁

な種間交雑から生じた個体は生存性であり正常な配偶子形成を行う。例えば、シロザケ 
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(Oncorhynchus keta) とベニザケ (O. nerka) の正逆交雑個体は雌雄とも妊性を持ち、

雑種個体から子孫を得ることも可能である (Chevassus, 1983)。また、生存性ではある

が不妊になる雑種も存在する。例えば、ニホンメダカ (Oryzias latipes) 雌とハイナン

メダカ (O. curvinotus) 雄の交雑によって作出した雑種雄は生存性であるが、作出され

る精子の頭部は大きく、鞭毛の形態異常も生じており受精能を持たない (Shimizu et al. 

1997)。遺伝的に遠縁な種間雑種の場合、ゲノム間や核－細胞質間の不和合性に起因す

る異常を示し、胚は致死的になる (Chevassus, 1983; Ogielska, 2009)。例えば魚類では、

ドジョウ雌とキンギョ雄の交雑により生じた仔魚のほとんどが体躯の矮小などの奇形

を呈し、摂餌することなく死亡した (木島ら, 1996)。また、サクラマス (Oncorhynchus 

masou) 雌とニジマス (O. mykiss) 雄の交雑によって作出した雑種胚は発生異常を呈

し致死性であるが、FISH および GISH 解析の結果、雄親であるニジマスに由来する染

色体の特異的な削減と部分欠失が生じていた (Fujiwara et al. 1997)。鳥類ではウズラ 

(Coturnix japonica) 雌とニワトリ (Gallus gallus domesticus) 雄の交雑から得た雑種胚

の孵化率は低く発生遅延も生じており、ほとんどが致死性であった  (Ishishita et al. 

2016)。一方、遺伝的に近縁すぎず、遠縁すぎない距離を持つ二種間の雑種は非還元卵

を形成する場合があり、この様な現象は一般的にバランス仮説 (balance hypothesis) と

いわれる (Moritz et al. 1989; Lamatsch and Stöck, 2009)。例えば、ヨーロッパに生息す

る Cobitis 属のシマドジョウには、主に三つの近縁種 (Cobitis elongatoides, C. tanaitica, 
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C. taenia) の交雑を起源として様々なゲノム構成の雑種が存在する (Janko et al. 2007a, 

b; Choleva et al. 2012)。これらは程よく遠縁なため、非還元配偶子を産出する個体が確

認されている (Janko et al. 2007a, b; Choleva et al. 2012)。爬虫類では、Aspidoscelis 属

の異種間交雑に起源するトカゲ雌が二倍性の非還元卵を産出し、雄の関与なく単為生殖

を行うことが知られている (Lutes et al. 2010)。これら一部の生物で見られる非還元配

偶子は、異質なゲノム構成に起因する異常な配偶子形成と、それによる不妊性を回避す

るために生じたと考えられる。生物にとって自身の遺伝子を次世代に伝えるためには、

正常な受精能力を持つ配偶子形成が必須である。しかし、生殖細胞内に由来の異なる非

相同なゲノムが混在する場合、雑種ドジョウ雄で観察されたように、染色体の非相同性

に起因する対合不全が生じ、その結果、受精能力を持たない配偶子の形成が予想される 

(第五章)。性転換クローンドジョウでは、A 型および初期 B 型精原細胞で大型の核が観

察され、それらが四倍性であったことから、染色体倍加は減数分裂前の初期精原細胞で

生じることが強く示唆された (Yoshikawa et al. 2009)。これらを考えると、減数分裂の

開始前に生殖細胞内に存在する染色体の相同性を検証し、正常な対合が可能か否かを確

かめるチェックポイントが存在すると推定される。このチェックポイントにより染色体

の間で対合不全が生じる可能性があると判断された場合、第四章においてクローンドジ

ョウで見られたように、全染色体を倍加して起源を同じくする姉妹染色体間であたかも

相同染色体のように対合することで、配偶子形成異常を回避するものと考えられる。し
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かしながら、配偶子形成過程において相同染色体がどのように対合の相手となる染色体

を認識し対合を行うのか、その詳しい機構は全く不明である (Sumner, 2006)。一方、

体細胞分裂が行われている細胞の間期核では染色体はランダムではなく組織化されて

存在することが報告されている (Sumner, 2006; Mizuguchi et al. 2015)。すなわち、細

胞内においてセントロメアが紡錘体の極付近の一か所に、テロメアがその対極へ集まる

ようにして染色体が並ぶ Rabl 配置である (Fig. 34)。Rabl 配置は、核内における特定の

領域に染色体が存在するように促し、セントロメアを一か所に集めることで細胞分裂時

に紡錘体とキネトコアを効率的に結合させる役割を持つと考えられている (Mizuguchi 

et al. 2015)。分裂酵母をモデルとした研究では、体細胞分裂で増殖する細胞の間期では

Rabl 配置が観察されたが、減数分裂を行うように誘導すると、テロメアとセントロメ

アが移動を開始し、テロメアが紡錘体の極付近に、セントロメアがその対極に集合する

ブーケ構造 (Bouquet formation) を形成した (Mizuguchi et al. 2015) (Fig. 34)。ブー

ケ構造は染色体同士を近接させることで減数分裂における対合を効率的に行わせる役

割があると考えられている。Rabl 配置の役割についてはまだ不明な点が多いが、Rabl

配置によりテロメアとセントロメアがそれぞれ一か所に集まることで、ブーケ構造の形

成に先立って染色体間の相同性を確認し、正常な対合が可能か検証している可能性もあ

る。従って、クローンドジョウでは減数分裂前の生殖細胞において、Rabl 配置時に染色

体間の非相同性による対合不全の可能性があると判断され、それを回避するため倍加が
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生じたのかもしれない。本研究で開発した二系統識別プローブを用いた FISH 解析によ

り、少なくともセントロメア領域に存在する反復配列が二系統間で異なることが強く示

唆された (第一、第二章)。従って、セントロメア領域のみで染色体間の相同性を判断し

ているかは目下のところ定かではないが、一つの判断基準となっている可能性はある。

しかしながら、クローンドジョウが Rabl 配置を有するかは不明であり、Rabl 配置を形

成しない生物も存在する。例えば、モロコシの根端細胞の間期核ではセントロメアとテ

ロメアが核中に散在していた (Dong and Jiang, 1998)。また、マウスのリンパ球の間期

核では、セントロメアが核の一方の極に局在したが、テロメアは散在していた (Vourc’h 

et al. 1993)。従って、クローンドジョウにおいても Rabl 配置を形成しているのか検証

する必要がある。 

なお、非還元配偶子は減数分裂前核内分裂とは異なる機構によって生じる場合も多い。

交雑起源のギンブナでは第一減数分裂が省略され、体細胞分裂と同様の分裂により非還

元配偶子が形成される (無配偶生殖, Apomixis) (Dawley, 1989; Yamashita et al. 1993)。

さらに、異質なゲノム構成を持つ個体で、非還元配偶子以外が形成される場合もある。

例えば魚類では、北海道に生息する Hexagrammos 属のアイナメ雑種が父親由来のゲノ

ムを配偶子形成過程で排除し、残った母親由来のゲノムが倍加後、減数分裂が進行する

ことで半数性配偶子を産出する (雑種発生, Hybridogenesis) (Suzuki et al. 2017)。両生

類においても、ワライガエル (Pelophylax ridibundus) とコガタトノサマガエル (P. 
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lessonae) の交雑起源であるヨーロッパトノサマガエル (P. esculentus) が同様の機構

で半数性の配偶子を形成する (Chmielewska et al. 2018; Dedukh et al. 2019)。近年の研

究から、このカエル雑種では配偶子形成過程で片方のゲノムを小核として生殖細胞から

排除していることが明らかとなった (Chmielewska et al. 2018; Dedukh et al. 2019)。ま

た、ドジョウのクローン由来三倍体雌は、卵形成過程で遺伝的に相同性の低いゲノム 1

セットを排除後、残ったゲノム 2 セットが減数分裂を経て半数性の卵が形成される (減

数分裂雑種発生, Meiotic hybridogenesis) (Morishima et al. 2008b)。同様に、ドジョウ

雌とカラドジョウ (Misgurnus mizolepis) 雄を親として、第二極体放出阻止で誘起した

雑種三倍体雄でも、ドジョウ由来のゲノムのみを持つ半数性精子を産出した個体が存在

した (Fujimoto et al. 2008)。これらは由来の異なるゲノムを併せ持つという共通点が

あり、異質なゲノム構成が特殊な配偶子形成の引き金になっていることは明らかである。

一方で、異質なゲノム構成を持つ雑種における特殊な配偶子形成機構は減数分裂前核内

分裂、無配偶生殖、雑種発生、減数分裂雑種発生など様々であり、何を基準として決定

されるのかは不明である。しかしながら、ドジョウにおいてクローン二倍体 (AB) と比

較して遺伝的には同一であるが倍数性が異なるクローン四倍体 (複二倍体、AABB) で

は、減数分裂前核内分裂は生じることなく二倍性の還元卵  (AB) が形成された 

(Morishima et al. 2012)。すなわち、非還元配偶子の形成はクローン二倍体では生じる

が 、 四倍 体 では 通常の 減 数分 裂 によ って二 倍 性の 卵 が形 成され た こと に なる 
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(Morishima et al. 2012)。さらに、ドジョウのクローン由来三倍体 (AAB, ABB) 雌は、

相同性の低いゲノム 1 セットを排除して、同じ由来の相同染色体間で対合を行う 

(Morishima et al. 2008b)。これらから考えると、同じ由来の染色体間での対合が可能と

なるように配偶子形成機構が選択されている可能性がある。 

 

雑種ドジョウ雄に特異的な不妊 

不妊となる系統間雑種とクローン由来三倍体ドジョウ雄の減数分裂において、一価染

色体が多く観察され、対合不全が高頻度で生じていた (第五章)。一方、系統間雑種の雌

には非還元卵を産出した個体が確認されている (Arias-Rodriguez et al. 2009)。また、

クローン由来三倍体の雌では 3 つのゲノムのうち遺伝的に相同性の低い 1 セットを卵

形成過程で排除し、半数性の卵を産出する (Morishima et al. 2008b)。雌雄での妊性の

違いについては、ホールデンの法則 (Haldane, 1922) により説明されてきた。ホールデ

ンの法則では、雑種の第一世代において、雌雄のうち一方の性が現れない、現れても他

方の性と比較して少ない、または不妊になるという特徴を示し、ヘテロ型の性染色体を

持つ性に顕著にあらわれる (Haldane, 1922)。ドジョウは雄ヘテロ型 (XX: 雌、XY: 雄) 

の性決定様式を持つため (Suzuki et al. 1985)、雄不妊の事実はホールデンの法則と合

致する。また、哺乳類においても、雄ヘテロ型の性決定様式を持つキャンベルハムスタ

ー (Phodopus campbelli) 雌とジャンガリアンハムスター (P. sungorus) 雄の交配か
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ら得た雑種雌は妊性を持つ一方で、不妊の雄では多くの精母細胞が第一減数分裂中期で

分裂を停止、蓄積され、精母細胞様細胞のアポトーシスも生じていた (Ishishita et al. 

2015)。さらに鳥類では、雌ヘテロ型 (ZW: 雌、ZZ: 雄) の性決定様式を持つウズラ 

(Coturnix japonica) 雌とニワトリ (Gallus gallus domesticus) 雄の交雑個体は雌が致死

性である (Ishishita et al. 2016)。一方、雄では未発達な精巣のみが形成され不妊になる

が、生き残る個体も存在する (Ishishita et al. 2016)。これらの結果もホールデンの法則

と合致する。では、なぜヘテロ型の性で不妊が顕著にあらわれるのだろうか。先述のキ

ャンベルハムスターとジャンガリアンハムスターの交雑個体から摘出した精巣を用い

て減数分裂を観察した結果、常染色体間の対合不全だけでなく、性染色体間 (X-Y) の

対合不全も非常に多く観察された (Ishishita et al. 2015)。従って、ヘテロ型の性染色体

を持つ性では、常染色体間に加えて性染色体間の対合不全も同時に生じる可能性が高く

なり、その結果、深刻な配偶子形成異常が生じて不妊が顕著にあらわれると考えられる。 

これまでに、不妊の雑種や三倍体などを材料とした研究から、第一減数分裂前期のパ

キテン期において相同組換えや対合不全を監視する機構 (パキテンチェックポイント) 

の存在が判明している (Li et al. 2009)。パキテンチェックポイントによって組換えや対

合の異常が確認された細胞は、欠陥のある配偶子形成を未然に防ぐためアポトーシスに

より排除される (Li et al. 2009)。そのため、対合不全が生じた精母細胞でアポトーシス

が起こると最終的に形成される精子数は減少すると考えられる。本研究において、不妊
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ドジョウである系統間雑種とクローン由来三倍体の雄では対合不全が高頻度で観察さ

れたが (第五章)、これらは有性生殖ドジョウと比べて少量の精子または精子様細胞を

形成する (Oshima et al. 2005; Arias-Rodriguez et al. 2010)。従って、雑種ドジョウ雄に

おいてもパキテンチェックポイントによって対合異常が確認された多くの細胞でアポ

トーシスが生じ、その結果、少量の精子または精子様細胞のみが産出されて不妊になる

と考えられる。 

パキテンチェックポイントの分子機構については不明な点が多い。しかし、マウスに

おいて減数分裂時に特異的に発現する Hormad 1 遺伝子をノックアウトした雌では、対

合不全が観察されたのにも関わらず、アポトーシスが生じなかった (Kogo et al. 2012)。

その結果、コントロール個体と同数の卵細胞が形成されたが、それらは様々な染色体数

を持つ異常な卵細胞であった。そのため、マウスでは Hormad 1 遺伝子によって対合が

正常に行われていることが監視されており、この遺伝子がチェックポイントに関与して

いることが強く示唆された (Kogo et al. 2012)。従って、ドジョウにおいてもマウスと

同様に対合時の染色体挙動が特定の遺伝子によって監視されている可能性があるが、目

下のところは不明であり分子機構の解明が望まれる。 
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今後の課題と展望 

これまで述べてきたように、本研究ではドジョウをモデル動物として、クローン性の

非還元配偶子の形成を担保する特殊な染色体挙動を明らかにした。従って、クローンド

ジョウで見られた染色体挙動を人為的に統御し、再現することができれば、短期間で目

的形質の固定が可能な新しい育種技術になると期待される。しかしながら、染色体倍加

を誘起する分子機構は不明であり、実用化には課題も多い。一方で、一部の魚類では雑

種が形成した非還元配偶子を利用することで品種開発に成功している。例えば、中国で

はフナ (Carassius auratus red. Var.) 雌とコイ (Cyprinus Carpio L) 雄の交雑により誘

起した雑種では、雑種第二世代 (F2) において二倍性配偶子を産出する個体が出現し、

これらの交配によって異質四倍体 (複二倍体) 系統が作出された (Liu, 2010)。この異

質四倍体系統は、雌性発生および雄性発生二倍体、そして三倍体の作出に利用されてい

る (Liu, 2010)。また、中国大陸のギベリオブナ (Carassius auratus gibelio) には、受精

に関与した精子の種あるいは系統によって生殖様式が変化する特性があり、産業に応用

されている。すなわち、ギベリオブナが産出した卵が異種由来の精子と受精した場合、

雌性発生が生じて子孫はクローンになる (Gui and Zhou, 2010)。一方で、同種由来の精

子と受精した場合には両性生殖が行われて雌雄の子孫が生じる。これらの原理を利用し

て高成長などの優良形質を持つクローン系統の開発に成功している (Gui and Zhou, 

2010)。従って、一部の個体が持つ生殖特性と既存の染色体操作技術を上手く活用する
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ことで、我が国における水産重要種においても新品種の開発が期待できる。しかしなが

ら、自然に非還元配偶子を形成する雑種の組み合わせは限られており、非還元配偶子形

成を導く染色体挙動を統御する分子機構を解明しなければ、人為的に非還元配偶子形成

を誘起することは困難であると考えられる。そのためにも、クローンドジョウをモデル

動物とした非還元配偶子形成機構の研究が持つ意義は極めて大きい。 

一部の魚類では先述のシロザケとベニザケの正逆交雑個体のように雑種化しても妊

性を示す例外が存在する (Chevassus, 1983)。また、ドジョウの四倍体と二倍体の正逆

交雑に由来する三倍体の雌は半数性と三倍性の卵を産出する (Matsubara et al. 1995)。 

本研究では不妊ドジョウにおいて高頻度で対合不全が生じていることを明らかにした 

(第五章)。従って、人為的に対合不全を誘起できれば、これまで広く利用されてきた種

間交雑による雑種化や三倍体化に代わる新たな不妊化技術になる可能性がある。対合に

おいて、相同染色体同士を結び付ける役割を持つのがシナプトネマ複合体である。シナ

プトネマ構造は中心要素と側方要素から構成され、中心要素を構成するタンパク質の一

つ に SCP1 が あ る 。 ニ ホ ン メ ダ カ  (Oryzias latipes) 雌 と ハ イ ナン メ ダ カ  (O. 

curvinotus) 雄の交雑個体雄は受精能を持たない精子様細胞を形成して不妊であるが、

減数分裂像では対合不全に起因する一価染色体が観察された (Shimizu et al. 1997)。ま

た、SCP1 抗体を用いた免疫組織学的発現解析の結果、メダカ雑種雄では SCP1 の発現

が大きく乱れて不完全なシナプトネマ構造が形成されており、対合を維持することがで
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きず、精子の形成不全が生じていると推測された (岩井ら, 2006)。従って、水産重要種

においても、シナプトネマ構造に関与するタンパク質の発現を人為的に阻害することが

できれば、対合不全により不妊化を誘起する新たな技術として期待できる。 

一部のドジョウにおいて見られるクローン性配偶子形成と雑種不妊に関する研究は、

水産育種において効率的な生産を手助けする技術の開発だけでなく、減数分裂機構を深

く理解するためにも非常に重要である。本研究において得られた知見は、特殊な配偶子

形成機構を解明する上で、貴重な成果となった。  
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要約 

 

本研究では、ドジョウ (Misgurnus anguillicaudatus) の遺伝的に異なる二系統 (A, B) 

の染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法を確立し、生殖細胞の異質なゲノム構成が

配偶子形成過程の染色体挙動に与える影響を解明することを目的とした。本研究成果と

なる主論文は下記の五章より構成される。 

第一章では、B 系統の染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法を確立するため、反

復配列 DNA マーカーManDra-B をプローブとして Fluorescence in situ hybridization 

(FISH) を行った。その結果、A 系統の染色体ではシグナルが検出されなかったのに対

して、B系統では全 50 本の染色体のセントロメア領域に明瞭なシグナルが検出された。

従って、ManDra-B プローブを用いることで B 系統に由来する染色体を分子細胞遺伝

学的に識別することが可能となった。 

第二章では、A 系統の染色体を分子細胞遺伝学的に識別する方法を確立した。すなわ

ち、A 系統のゲノム DNA から制限酵素 DraⅠを用いて単離した反復配列 (ManDra-A) 

と、ManDra-A 領域が 5 単位連続して存在する配列 (ManDra-A 5 repeats) をプローブ

として FISH を行った。その結果、どちらのプローブも A 系統では 2 本の M 型と 24 本

の T 型染色体のセントロメア領域にシグナルが検出されたのに対して、B 系統ではシ

グナルが検出されなかった。従って、ManDra-A および ManDra-A 5 repeats プローブ
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を用いることで A 系統に由来する染色体を分子細胞遺伝学的に識別することが可能と

なった。 

第三章では、クローンドジョウの起源を解明するため、系統識別プローブ (ManDra-

B, ManDra-A 5 repeats) を用いて FISH を行った。その結果、50 本の染色体のうち半

数の 25 本で ManDra-B シグナルが検出され、残りの 25 本のうち 12 本の T 型染色体

のセントロメア領域に ManDra-A 5 repeats シグナルが検出された。従って、クローン

ドジョウが過去における二系統の交雑を起源とすることが分子細胞遺伝学的に明らか

になった。 

第四章では、クローンドジョウが産出する非還元配偶子のクローン性を担保する減数

分裂時の染色体挙動を解明するため、FISH による減数分裂観察を行った。その結果、

有性生殖を行う B 系統ドジョウと比べて二倍の数となる 50 本の二価染色体がクローン

ドジョウの卵母細胞および精母細胞で観察された。さらに、対合が元々同じ染色体であ

る姉妹染色体間で行われることが明らかとなった。従って、クローンドジョウでは減数

分裂前に全染色体を倍加し、起源の同じ姉妹染色体間で対合することで遺伝的に均一な

クローン性配偶子を形成することが分子細胞遺伝学的に証明された。 

第五章では、不妊であるクローン由来三倍体と系統間雑種の雄が受精能力を持たない

配偶子を形成するメカニズムを解明するため、対合の成否に注目して減数分裂時の染色

体挙動を観察した。その結果、由来の異なる非相同な染色体間では対合不全が高頻度で
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生じており、多くの一価染色体が観察された。対合不全により娘細胞への均等な染色体

分配ができず、最終的に様々な染色体数を持つ精子または精子様細胞が形成されると推

定された。 
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Table 1 List of PCR primer sets used in this study 

 

  

DNA Amplified region Primer name Primer sequences 5’ to 3’ 

Mitochondrial DNA Control region 
0F CTGACATTCCGACCAATCAC 

1565R CTCTCGTATAACCGCGGT 

Nuclear DNA 
Recombination activating  

gene 1 (RAG1) 

RAG1-M.aF GTTTGAATGGCAGCCAGCTCTG 

RAG1-M.aR CCACAAACATGAGACACAGAGGTC 

Nuclear DNA ManDra-B region 
ManDra-F TGTTTCATCCTTAGAATGCC 

ManDra-R CCAGCTCAGAAAAGCAGTTTAG 

Nuclear DNA  ManDra-A region 
ManDra-A F TCATCATAAGAATGCTCCTGTAAGC 

ManDra-A R GCATTTTAGTATGAGAATTCAACTT 

Plasmid DNA Inserted DNA fragment 
M13 Forward (-20) GTAAAACGACGGCCAG 

M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC 



Table 2 Samples used for chromosome preparations in chapter 1 

 

 

F: Female and M: Male.  

Sample Fixation No. of samples Cells Locality or Crosses 

Group A April, 2014 2 Kidney Abashiri, Hokkaido 

Group B April, 2014 3 Kidney Nanae, Hokkaido 

Group B October, 2013 2 Embryo Nanae (F) × Nanae (M) 

Inter-group hybrid June, 2013 3 Embryo Iwamizawa, Hokkaido (F) × Abashiri (M) 



Table 3 Number of chromosomes and ManDra-B FISH signals detected in somatic cells of dojo 

loach 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-B  36 … 44 45 46 47 48 49 50 

Group A 0  1   1  3 4 5 44 58 

  Total 1   1  3 4 5 44 58 

             

Group B 50          70 70 

 49         2  2 

 48        1   1 

  Total       1 2 70 73 

             

Inter-group hybrid 25       1 2 3 35 41 

 24       1 3 1  5 

 23       1 1   2 

 22    1       1 

 21    1       1 

  Total   2   3 6 4 35 50 

             



Table 4 Number of chromosomes, ManDra-B, and 5.8S + 28S rDNA FISH signals detected in 

somatic cells of inter-group hybrid between groups A and B dojo loach 

 

 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 

ManDra-B － rDNA  39 … 45 46 47 48 49 50 

Inter-group hybrid 25－2       1  2 3 

 23－2     1     1 

 22－2    1      1 

 18－2  1        1 

  Total 1  1 1  1  2 6 

            



Table 5 Sequence differences of ManDra-B region in dojo loaches from group A and B 

Genetic group Individual  Colony Replacement Deletion Insertion 

A 1 1 2 0 0 

  2 2 0 0 

  3 5 1 0 

  4 2 1 0 

  5 11 1 0 

  6 5 0 0 

A 2 1 12 1 0 
 

 2 3 1 0 

  3 2 0 0 

  4 3 0 0 

  5 3 0 0 

  6 3 0 0 

  7 2 0 0 

B 1 1 3 0 0 

  2 0 2 0 

  3 1 0 0 

  4 2 1 0 

  5 1 0 0 
 

 6 1 1 0 

B 2 1 4 1 1 

  2 2 0 0 

  3 2 1 0 

  4 3 0 0 

  5 2 0 0 

  6 3 0 0 

  7 2 0 0 



 Table 6 Samples used for chromosome preparations in chapter 2 

 

 

F: Female and M: Male. 

  

Sample Fixation No. of samples Cells Locality or Crosses 

Group A July, 2017 6 Embryo Abashiri, Hokkaido (F) × Abashiri (M) 

Group A September, 2019 5 Embryo Abashiri (F) × Abashiri (M) 

Group B May, 2017 4 Embryo Nanae, Hokkaido (F) × Nanae (M) 

Group B May, 2019 2 Embryo Nanae (F) × Nanae (M) 

Inter-group hybrid May, 2017 3 Embryo Nanae (F) × Abashiri (M) 

Inter-group hybrid November, 2018 3 Embryo Ishikawa (F) × Abashiri (M) 



Table 7 Restriction enzymes used for satellite DNA isolation and the presence of satellite DNA 

band 

 

 

Restriction enzyme Satellite band Restriction enzyme Satellite band 

AccⅠ - KpnⅠ - 

AfaⅠ - MseⅠ - 

AluⅠ - MspⅠ - 

ApaⅠ - NotⅠ - 

BamHⅠ - PstⅠ - 

BbsⅠ - PvuⅡ - 

BglⅠ - RsaⅠ - 

BglⅡ - ScaⅠ - 

CfoⅠ - SmaⅠ - 

DraⅠ + SphⅠ - 

EcoRⅠ - StuⅠ - 

EcoT22Ⅰ - StyⅠ - 

HaeⅢ - XbaⅠ - 

HindⅢ - XhoⅠ - 

HinfⅠ -   

  



Table 8 Characteristics of each unit sequences in ManDra-A 5 repeats compared to ManDra-A 

 

 

 

 

  

 Repeats number 

 1 2 3 4 5 

Replacement 2 7 6 4 1 

Deletion 3 0 0 0 0 



Table 9 Number of chromosomes and ManDra-A FISH signals detected in somatic cells of dojo 

loach 

 

 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-A  44 45 46 47 48 49 50 

Group A 26       4 31 35 

 25       1 3 4 

 24       1 2 3 

 23        1 1 

 22          

 21          

 20       1  1 

  Total      7 37 44 

           

Group B 0  3  1 3 2 4 44 57 

  Total 3  1 3 2 4 44 57 

           



Table 10 Number of chromosomes and ManDra-A 5 repeats FISH signals detected in somatic 

cells of dojo loach 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-A 5 repeats  44 45 46 47 48 49 50 

Group A 26        15 15 

 25        2 2 

 24     1 1   2 

  Total    1 1  17 19 

           

Group B 0  3  1 3 2 3 42 54 

  Total 3  1 3 2 3 42 54 

           



Table 11 Number of chromosomes, ManDra-A 5 repeats, and ManDra-B FISH signals detected 

in somatic cells of inter-group hybrid between groups A and B dojo loach 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-A 5 repeats － ManDra-B  47 48 49 50 

Inter-group hybrid 13－25   1 4 20 25 

 13－24    3  3 

 13－23  1   1 2 

 12－25   1   1 

  Total 1 2 7 21 31 

        



Table 12 Samples used for chromosome preparations in chapter 3 

 

 

F: Female and M: Male. 

＊UV irradiated sperm 

  

Sample Fixation No. of samples Cells Locality or Crosses 

Clone July, 2018 2 Kidney Abashiri, Hokkaido 

Clone December, 2018 1 Kidney Abashiri, Hokkaido 

Clone March, 2013 2 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Clone November, 2013 7 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Clone July, 2017 2 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Clone July, 2018 1 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Clone August, 2018 3 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Clone September, 2019 3 Embryo Clone (F) × Goldfish (M)＊ 



Table 13 Number of chromosomes and ManDra-B FISH signals detected in somatic cells of 

clonal dojo loach 

 

 

 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-B  46 … 49 50 

Clone 25     86 86 

 24    1  1 

 21  1    1 

  Total 1  1 86 88 

        



Table 14 Number of chromosomes, ManDra-B, and 5.8S + 28S rDNA FISH signals detected in 

somatic cells of clonal dojo loach 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-B － rDNA  43 … 46 47 48 49 50 

Clone 25－2        11 11 

 24－2     1 1   2 

 21－2  1  1     2 

  Total 1  1 1 1  11 15 

           



Table 15 Number of chromosomes, ManDra-A 5 repeats, and ManDra-B FISH signals detected 

in somatic cells of clonal dojo loach 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-A 5 repeats － ManDra-B  47 48 49 50 

Clone 12－25   1 1 87 89 

 12－24  1 4 5 2 12 

 12－23   4  1 5 

 12－22  1    1 

 11－25   1 3 1 5 

 11－24   5   5 

  Total 2 15 9 91 117 

        



Table 16 Samples used for chromosome preparations in chapter 4 

 

 

Sample Fixation No. of samples Cells Locality or Crosses 

Group B  April, 2014 1 Testis Nanae, Hokkaido 

Clone July, 2017 3 Ovary Abashiri, Hokkaido 

Sex-reversed clone male January, 2014  1 Testis Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Sex-reversed clone male April, 2018 3 Testis Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

Sex-reversed clone male July, 2018 2 Testis Clone (F) × Goldfish (M)＊ 

F: Female and M: Male. 

＊UV irradiated sperm 

  



Table 17 Number of bivalent chromosomes and ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA FISH signals 

detected in meiotic cells of dojo loach 

  

Group 
Number of signals  Number of bivalent chromosomes 

Total 
ManDra-B － rDNA  22 … 25 … 46 49 50 

Group B 50－2    20     20 

 44－2  1       1 

  Total 1  20     21 

           

clone male 50-4      1 1 28 30 

 50-2        1 1 

  Total     1 1 29 31 

           



Table 18 Samples used for chromosome preparations in chapter 5 

 

 

Sample Fixation No. of samples Cells Locality or Crosses 

Clone-origin triploid April, 2014 1 Kidney 

Testis 

Abashiri, Hokkaido 

Inter-group hybrid November, 2014 1 Testis Nanae, Hokkaido (F) × Abashiri (M) 

F: Female and M: Male. 

  



Table 19 Number of chromosomes, ManDra-B, and 5.8S + 28S rDNA FISH signals detected in 

somatic cells in the clone-origin triploid male dojo loach 

 

 

 

  

Group 
Number of signals  Number of chromosomes 

Total 
ManDra-B － rDNA  68 … 75 

Clone-origin triploid 25-3  1  4 5 

  Total 1  4 5 

       



Table 20 Number of univalent, bivalent, and trivalent chromosomes in meiotic metaphases of 

clone-origin triploid male. I: Univalent chromosome, II: Bivalent chromosome, III: Trivalent 

chromosome 

 

SD：Standard deviation  

Univalent (I)  Bivalent (II)  Trivalent (III) Chromo. 

no. 

No. of  

cell A B   AA AB   AAB 

1 24  24 1  0 75 1 

2 21  22 4  0 75 1 

5 24  22 1  0 75 1 

4 19  20 6  0 75 2 

5 20  20 5  0 75 1 

9 24  20 1  0 75 1 

6 21  20 4  0 75 1 

8 21  19 4  0 75 1 

9 22  19 3  0 75 2 

10 23  19 2  0 75 1 

9 20  18 5  0 75 3 

11 22  18 3  0 75 3 

10 19  17 6  0 75 1 

11 20  17 5  0 75 1 

13 22  17 3  0 75 2 

12 22  17 2  1 75 1 

14 21  16 4  0 75 1 

16 23  16 2  0 75 3 

17 22  15 3  0 75 1 

17 20  14 5  0 75 1 

18 21  14 4  0 75 1 

20 23  14 2  0 75 1 

17 16  12 9  0 75 1 

20 19  12 6  0 75 1 

23 18   10 7   0 75 1 

Mean 11.3 

SD   5.4 

21.2  

1.8 

 
17.4 

3.0 

3.8  

1.9 

   
Total 34 

cells  



Table 21 Number of univalent and bivalent chromosomes in meiotic metaphases of inter-group 

hybrid male between groups A and B. I: Univalent chromosome, II: Bivalent chromosome 

 

 

SD：Standard deviation 

 

Univalent (I)  Bivalent (II)  Chromo. 

no. 

No. of 

cell A B   AB   

8 8  17  50 1 

7 7  18  50 2 

6 6  19  50 1 

5 5  20  50 1 

4 4  21  50 10 

3 3  22  50 11 

2 2  23  50 15 

1 1   24   50 2 

Mean 3.2 

SD  1.6 

3.2 

1.6 

 
21.8  

1.6 

  
Total 43 

cells 



  

Fig. 1 FISH with ManDra-B probe in somatic cells from group A dojo loach. Representative 

metaphase (left) and karyotype (right) of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of 

group A after FISH with ManDra-B probe. No signal was detected. ManDra-B probe was 

labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). 

All chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. M, 

metacentric chromosome; SM, submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome. The 

figure was cited from Kuroda et al. (2018). 



  

Fig. 2 FISH with ManDra-B probe in somatic cells from group B dojo loach. Representative 

metaphase (left) and karyotype (right) of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of 

group B after FISH with ManDra-B probe. ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP 

and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. M, metacentric chromosome; SM, 

submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome. The figure was cited from Kuroda et 

al. (2018). 



  

(a) 

Fig. 3 FISH with ManDra-B probe in somatic cells from inter-group hybrid dojo loach. 

Representative metaphase (left) and karyotype (right) in somatic cells from inter-group hybrid 

between wild-type dojo loach of groups A and B after FISH with ManDra-B probe. ManDra-B 

probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate 

(green). All chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. M, 

metacentric chromosome; SM, submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome. The 

figure was cited from Kuroda et al. (2018). 

 



  

Fig. 4 Two-color FISH with ManDra-B probe and 5.8S + 28S rDNA probe in somatic cells of 

inter-group hybrid between wild-type dojo loach groups A and B. Representative metaphase (a) 

and partial karyotype of a pair of the largest homologous metacentric chromosomes (b) in 

somatic cell of inter-group hybrid between wild-type dojo loach groups A and B after two-color 

FISH with ManDra-B probe and 5.8S + 28S rDNA probe. Arrow indicates one of the largest 

homologous metacentric chromosomes with ManDra-B signal. Arrowhead indicates the other 

of the largest homologous metacentric chromosomes without ManDra-B signal. ManDra-B 

probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate 

(green). A pair of the largest homologous metacentric chromosomes with nucleolar organizing 

regions (NORs) were determined using 5.8S + 28S rDNA probe labeled with digoxigenin-11-

dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). All chromosomes 

were counterstained with DAPI (Blue). Scale bars denote 10 μm. The figure was cited from 

Kuroda et al. (2018). 

 

 

(b) 

(a) 



  

1 10 20 30

ManDra-B A A A C G A C T T G T T T C A T C C T T A G A A T G C C C C

Colony-1 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-B T G G A A G C G T T T T A A G C A G A G T G G T G C A C T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ T ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-B T T G C A T G A A A A G T C A C A T T T C A G C T T G A A A

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T C ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-B C G T A G A T T T T T C A C T C T A A A C T G C T T T T C T

Colony-1 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・

Colony-5 T ・ ・ T ・ ・ A ・ ・ C ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 137

ManDra-B G A G C T G G A A A T G C C T T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Fig. 5 Comparison of ManDra-B sequences in wild-type dojo loach group A (individual-1). Red 

characters mean different base compared to ManDra-B reference sequence. Hyphen (－) indicates 

base deletion. 

 



  

1 10 20 30

ManDra-B A A A C G A C T T G T T T C A T C C T T A G A A T G C C C C

Colony-1 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-B T G G A A G C G T T T T A A G C A G A G T G G T G C A C T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T A G ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-B T T G C A T G A A A A G T C A C A T T T C A G C T T G A A A

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-B C G T A G A T T T T T C A C T C T A A A C T G C T T T T C T

Colony-1 T ・ ・ T ・ ・ A ・ ・ C ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・

Colony-2 T ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ A ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 137

ManDra-B G A G C T G G A A A T G C C T T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Fig. 6 Comparison of ManDra-B sequences in wild-type dojo loach group A (individual-2). Red 

characters mean different base compared to ManDra-B reference sequence. Hyphen (－) indicates 

base deletion. 



  

Fig. 7 Comparison of ManDra-B sequences in wild-type dojo loach group B (individual-1). Red 

characters mean different base compared to ManDra-B reference sequence. Hyphen (－) indicates 

base deletion. 

1 10 20 30

ManDra-B A A A C G A C T T G T T T C A T C C T T A G A A T G C C C C

Colony-1 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-B T G G A A G C G T T T T A A G C A G A G T G G T G C A C T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-B T T G C A T G A A A A G T C A C A T T T C A G C T T G A A A

Colony-1 ・ ・ ・ T T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-B C G T A G A T T T T T C A C T C T A A A C T G C T T T T C T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・

121 130 137

ManDra-B G A G C T G G A A A T G C C T T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ × × × × × × × × × ×

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×



  

Fig. 8 Comparison of ManDra-B sequences in wild-type dojo loach group B (individual-2). Red 

characters mean different base compared to ManDra-B reference sequence. Hyphen (－) indicates 

base deletion. 

1 10 20 30

ManDra-B A A A C G A C T T G T T T C A T ― C C T T A G A A T G C C C

Colony-1 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 × × × × × × × × ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-B C T G G A A G C G T T T T A A G C A G A G T G G T G C A C T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-B T T T G C A T G A A A A G T C A C A T T T C A G C T T G A A

Colony-1 ・ ・ ・ T T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-B A C G T A G A T T T T T C A C T C T A A A C T G C T T T T C

Colony-1 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・

Colony-2 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-3 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・

Colony-4 ・ ・ ・ ・ T ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-5 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-6 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Colony-7 ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 138

ManDra-B T G A G C T G G A A A T G C C T T T

Colony-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-6 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×

Colony-7 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × × × × ×



  

(a) (b) 

130bp 

Fig. 9 Isolation of repetitive DNA sequences with restriction enzyme Afa I and Dra I in the 

genomic DNA of group A dojo loach. Arrow indicates a satellite band with approximately 130bp. 



  

5’-AAACGACTTCTTTCATCATAAGAATGCTCCTGTAAGCTTTTTAA 

GCAGAGTTGAGCACTTTGCATGAAAATTCACATTCAAGCTTGAA 

AAGTTGAATTCTCATACTAAAATGCTTTTCTGAGCTGGAAATGCCT

TT - 3’ 

 

 

Fig. 10 ManDra-A sequences with 136bp length. Arrows indicate the primer sequences to 

amplify ManDra-A sequences by PCR reaction. 

ManDra-A R 

ManDra-A F 



  

Fig. 11 Comparison of sequences between ManDra-B and ManDra-A. Upper sequence indicates 

ManDra-B, and lower sequence indicates ManDra-A. Red characters mean different base 

compared to ManDra-B reference sequence. Hyphen (－) indicates base deletion. 

1 10 20 30

ManDra-B A A A C G A C T T G T T T C A T C C T T A G A A T G C C C C

ManDra-A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ A ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・

31 40 50 60

ManDra-B T G G A A G C G T T T T A A G C A G A G T G G T G C A C T T

ManDra-A ・ ・ T ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-B T T G C A T G A A A A G T C A C A T T T C A ― G C T T G A A

ManDra-A ・ ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ― ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-B A C G T A G A T T T T T C A C T C T A A A C T G C T T T T C

ManDra-A ・ A ・ ・ T ・ ・ A ・ ・ ・ C ・ ・ T A ・ ・ ・ ・ ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 138

ManDra-B T G A G C T G G A A A T G C C T T T

ManDra-A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・



  

Fig. 12 Representative electrophoretic bands pattern after PCR using ManDra-A primers. Group 

B1 and B2 (lane 3, 4) show ladder-like pattern. Group A (lane 2) and clonal diploid (lane 5) 

show smear-like pattern. The molecular markers (lane 1) show a 100-bp ladder. 

1     2     3    4     5 



1 10 20 30

ManDra-A A A A C G A C T T C T T T C A T C A T A A G A A T G C T C C

Unit-1 × × × × × × × × × × × × ・ ・ ・ ― ― ― ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-A T G T A A G C T T T T T A A G C A G A G T T G A G C A C T T

Unit-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-A T G C A T G A A A A T T C A C A T T C A A G C T T G A A A A

Unit-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-A G T T G A A T T T C C A T A C T A A A A T G C T T T T C T G

Unit-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 136

ManDra-A A G C T G G A A A T G C C T T T

Unit-1 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

1 10 20 30

ManDra-A A A A C G A C T T C T T T C A T C A T A A G A A T G C T C C

Unit-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-A T G T A A G C T T T T T A A G C A G A G T T G A G C A C T T

Unit-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-A T G C A T G A A A A T T C A C A T T C A A G C T T G A A A A

Unit-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ A ・ ・ ・ T

91 100 110 120

ManDra-A G T T G A A T T T C C A T A C T A A A A T G C T T T T C T G

Unit-2 ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ T ・ A ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 136

ManDra-A A G C T G G A A A T G C C T T T

Unit-2 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

Fig. 13 Sequences of ManDra-A and each repeat unit in ManDra-A 5 repeats region. Upper 

sequence indicates ManDra-A, and lower sequence indicates each repeat unit of ManDra-A 5 

repeats. Unit-1 and Unit-2 contained partial ManDra-A sequences. Red characters mean different 

base compared to ManDra-A reference sequence. Hyphens (－) indicate base deletion. 

 



  
1 10 20 30

ManDra-A A A A C G A C T T C T T T C A T C A T A A G A A T G C T C C

Unit-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-A T G T A A G C T T T T T A A G C A G A G T T G A G C A C T T

Unit-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C

61 70 80 90

ManDra-A T G C A T G A A A A T T C A C A T T C A A G C T T G A A A A

Unit-3 ・ T G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-A G T T G A A T T T C C A T A C T A A A A T G C T T T T C T G

Unit-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 136

ManDra-A A G C T G G A A A T G C C T T T

Unit-3 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

1 10 20 30

ManDra-A A A A C G A C T T C T T T C A T C A T A A G A A T G C T C C

Unit-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-A T G T A A G C T T T T T A A G C A G A G T T G A G C A C T T

Unit-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-A T G C A T G A A A A T T C A C A T T C A A G C T T G A A A A

Unit-4 ・ T G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-A G T T G A A T T T C C A T A C T A A A A T G C T T T T C T G

Unit-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ C ・ T ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

121 130 136

ManDra-A A G C T G G A A A T G C C T T T

Unit-4 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

1 10 20 30

ManDra-A A A A C G A C T T C T T T C A T C A T A A G A A T G C T C C

Unit-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

31 40 50 60

ManDra-A T G T A A G C T T T T T A A G C A G A G T T G A G C A C T T

Unit-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ G ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

61 70 80 90

ManDra-A T G C A T G A A A A T T C A C A T T C A A G C T T G A A A A

Unit-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・

91 100 110 120

ManDra-A G T T G A A T T T C C A T A C T A A A A T G C T T T T C T G

Unit-5 ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ × × × × × × ×

121 130 136

ManDra-A A G C T G G A A A T G C C T T T

Unit-5 × × × × × × × × × × × × × × × ×

Fig. 13 Continued 

 



  

Fig. 14 FISH with ManDra-A probe in somatic cells from group A dojo loach. Representative 

metaphase (left) and karyotype (right) of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of 

group A after FISH with ManDra-A probe. ManDra-A probe was labeled with biotin-16-dUTP 

and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. M, metacentric chromosome; SM, 

submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome.  

 

(a) 



  

Fig. 15 Weak ManDra-A signals in somatic cells from group A dojo loach. Representative 

metaphase of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of group A after FISH with ManDra-

A probe. ManDra-A probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa 

Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Scale bar 

denotes 10 μm.  



  

Fig. 16 FISH with ManDra-A probe in somatic cells from group B dojo loach. Representative 

metaphase of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of group B after FISH with 

ManDra-A probe. No signal was detected. ManDra-A probe was labeled with biotin-16-dUTP 

and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. 



  

(a) 

Fig. 17 FISH with ManDra-A 5 repeats probe in somatic cells from group A dojo loach. 

Representative metaphase of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of group A after 

FISH with ManDra-A 5 repeats probe. ManDra-A 5 repeats probe was labeled with biotin-16-

dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. 



  

Fig. 18 FISH with ManDra-A 5 repeats probe in somatic cells from group B dojo loach. 

Representative metaphase of somatic cells from wild-type diploid dojo loach of group B after 

FISH with ManDra-A 5 repeats probe. No signal was detected. ManDra-A 5 repeats probe was 

labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). 

All chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. 



  

Fig. 19 Two-color FISH with ManDra-A probe and ManDra-A 5 repeats probe in somatic cells 

of inter-group hybrid between wild-type dojo loach groups A and B. Representative metaphase 

in somatic cell from inter-group hybrid between wild-type dojo loach groups A and B after two-

color FISH with ManDra-A signals (a) and ManDra-A 5 repeats signals (b). ManDra-A 5 

repeats probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 

conjugate (green). ManDra-A probe was labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected by 

anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). All chromosomes were counterstained with 

DAPI (Blue). Scale bars denote 10 μm. 

(a) (b) 



  

Fig. 20 Two-color FISH with ManDra-A 5 repeats probe and ManDra-B probe in somatic cells 

of inter-group hybrid between wild-type dojo loach groups A and B. Representative metaphase 

(left) and karyotype (right) of somatic cell from inter-group hybrid between wild-type dojo 

loach groups A and B after two-color FISH with ManDra-A 5 repeats probe and ManDra-B 

probe. ManDra-A 5 repeats probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin 

Alexa Fluor 488 conjugate (green). ManDra-B probe was labeled with digoxigenin-11-dUTP 

and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (Blue). Scale bar denotes 10 μm. M, metacentric chromosome; SM, 

submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome. 



  

Fig. 21 FISH with ManDra-B probe in somatic cells from clonal diploid dojo loach. 

Representative metaphase (left) and karyotype (right) of somatic cells after FISH with ManDra-

B probe. ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa 

Fluor 488 conjugate (green). All chromosomes were counterstained with DAPI (blue). Scale bar 

denotes 10 μm. M, metacentric chromosome; SM, submetacentric chromosome; T, telocentric 

chromosome. The figure was cited from Kuroda et al. (2018). 
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Fig. 22 Two-color FISH with ManDra-B probe and 5.8S + 28S rDNA probe in somatic cells of 

clonal diploid dojo loach. Representative metaphase (a) and partial karyotype of a pair of the 

largest homologous metacentric chromosomes (b) in somatic cell of clonal diploid dojo loach 

after two-color FISH with ManDra-B probe and 5.8S + 28S rDNA probe. Arrow indicates one 

of a pair of the largest homologous metacentric chromosomes with ManDra-B signal. 

Arrowhead indicates the other of a pair of the largest homologous metacentric chromosomes 

without ManDra-B signal. ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by 

streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). A pair of the largest homologous metacentric 

chromosomes with nucleolar organizing regions (NORs) were determined using 5.8S + 28S 

rDNA probe labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, 

Fab fragments (Red). All chromosomes were counterstained with DAPI (Blue). Scale bars 

denote 10 μm. The figure was cited from Kuroda et al. (2018). 
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(a) (b) 

Fig. 23 Two-color FISH with ManDra-A 5 repeats probe and ManDra-B probe in somatic cells 

of clonal diploid dojo loach. Representative metaphase (left) and karyotype (right) of somatic 

cell from clonal diploid dojo loach after two-color FISH with ManDra-A 5 repeats probe and 

ManDra-B probe. ManDra-A 5 repeats probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by 

streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). ManDra-B probe was labeled with digoxigenin-

11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). All chromosomes 

were counterstained with DAPI (Blue). Scale bar denotes 10 μm. M, metacentric chromosome; 

SM, submetacentric chromosome; T, telocentric chromosome.  



  

(a) 

Fig. 24 Ploidy determination by flow cytometry. Fin clips of sex-reversed clonal diploid dojo 

loach male was used for standard sample of diploid (2C) DNA content (a). Sperm (b) and 

testis (c) from sex-reversed clonal diploid male showed diploid (2C) spermatozoa. Y axis of 

histogram is cell count. X-axis is channel number. 
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Fig. 25 Two-color FISH with ManDra-B and 5.8S+28S rDNA probes in spermatocytes of male 

dojo loach from group B. Representative meiotic metaphase (left) and karyotype (right) in 

spermatocytes from a wild-type male of group B dojo loach after two-color FISH with ManDra-

B and 5.8S+28S rDNA probes. ManDra-B signals were detected on both sides of most bivalents. 

Asterisks mean bivalents with ManDra-B signals around the center. Arrows indicate the largest 

bivalents with ManDra-B signals. The largest bivalents were formed by two metacentric 

chromosomes bearing nucleolar organizing regions (NORs) detected by rDNA probe. ManDra-

B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 

conjugate (green). The rDNA sequences of the largest bivalents were visualized by 5.8S+28S 

rDNA probe labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, 

Fab fragments (red). All bivalents were counterstained by DAPI (blue). Scale bar denotes 10 

μm. The figure was cited from Kuroda et al. (2018). 

 



  

Fig. 26 Two-color FISH with ManDra-B and 5.8S+28S rDNA probes in spermatocytes of sex-

reversed clonal diploid males dojo loach. Representative meiotic metaphase (left) and karyotype 

(right) in spermatocytes from sex-reversed clonal diploid male dojo loach after two-color FISH 

with ManDra-B and 5.8S+28S rDNA probes. ManDra-B signals were detected on both sides of 

most bivalents. Asterisks mean bivalents with ManDra-B signals around the center. Arrows 

indicate the largest bivalents with ManDra-B signals. Arrowhead indicates the largest bivalents 

without ManDra-B signals. The largest bivalents were formed by two metacentric chromosomes 

bearing nucleolar organizing regions (NORs) detected by rDNA probe. ManDra-B probe was 

labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). 

The rDNA sequences of the largest bivalents were visualized by 5.8S+28S rDNA probe labeled 

with digoxigenin-11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (red). 

All bivalents were counterstained by DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. The figure was 

cited from Kuroda et al. (2018). 

 



  

Fig. 27 Two-color FISH with ManDra-A 5 repeats and ManDra-B probes in spermatocytes of 

sex-reversed clonal diploid male dojo loach. Representative meiotic metaphase (left) and 

karyotype (right) in spermatocytes from sex-reversed clonal diploid males dojo loach after two-

color FISH with ManDra-A 5 repeats and ManDra-B probes. Asterisks mean bivalents with 

ManDra-B signals around the center. ManDra-A 5 repeats probe was labeled with biotin-16-

dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (green). ManDra-B probe was 

labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments 

(red). All bivalents were counterstained by DAPI (blue). Scale bar denotes 10 μm. 



  

(a) 

Fig. 28 FISH with ManDra-B probe in germinal vesicle (GV) from oocyte of clonal diploid loach. 

Representative meiotic metaphase (left) and karyotype (right) in GV from oocyte of clonal diploid 

females dojo loach after FISH with ManDra-B probe. Since the metaphase was large, three images 

were taken and merged into single image. Arrows indicate ambiguous bivalents, whether ManDra-

B signal positive or negative due to the presence of fluorescence noise. ManDra-B (+): ManDra-B 

signal positive. ManDra-B (−): ManDra-B signal negative. ManDra-B probe was labeled with 

biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (Green). All bivalents were 

counterstained by DAPI (Blue). Scale bar denotes 20 µm. The figure was cited from Kuroda et al. 

(2018). 



  

Fig. 29 Two-color FISH with ManDra-B and 5.8S+28S rDNA probes in GV from oocyte of clonal 

diploid female dojo loach. Representative meiotic metaphase (a), magnified area of solid line-

square (b), and magnified area of broken line-square (c). Arrows indicate ManDra-B signals. 

Arrowheads indicate 5.8S+28S rDNA signals. The largest bivalents were formed by two 

metacentric chromosomes bearing nucleolar organizing regions (NORs) detected by the rDNA 

probe. ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected by streptavidin Alexa Fluor 

488 conjugate (Green). The rDNA sequences of the largest bivalents were visualized by 5.8S+28S 

rDNA probe labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected by anti-digoxigenin-rhodamine, Fab 

fragments (Red). All bivalents were counterstained by DAPI (Blue). Scale bars denote 10 µm. The 

figure was cited from Kuroda et al. (2018). 



  

(b) 

Fig. 30 Cytogenetic mechanisms for production of unreduced eggs by premeiotic endomitosis. 

Upper schema shows chromosome behaviors in normal meiosis. Lower schema shows 

premeiotic endomitosis involving pairing between sister chromosomes. M I: First meiosis, M II: 

Second meiosis, 1stPB: First polar body, and 2ndPB: Second polar body. The figure was cited 

from Kuroda et al. (2018). 



  

(a) 

Fig. 31 Two-color FISH using ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA probes in the somatic cells of 

the clone-origin triploid male dojo laoch. Representative somatic metaphase (a) and the partial 

karyotype of the largest homologous chromosomes (b) in the clone-origin triploid dojo loach 

after two-color FISH with ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA probes. The arrow indicates the 

largest homologous metacentric chromosome with ManDra-B and rDNA signals. Dotted arrows 

indicate the largest homologous metacentric chromosomes with rDNA signal but not ManDra-

B signal. The ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected using 

streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (Green). The 5.8S + 28S rDNA probe was labeled with 

digoxigenin-11-dUTP and detected using anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). 

All chromosomes were counterstained with DAPI (Blue). Scale bars denote 10 µm. The figure 

was cited from Kuroda et al. (2019). 



  

Fig. 32 Two-color FISH with ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA probes in spermatocytes of clone-origin triploid male 

dojo loach. Representative meiotic metaphases (a, c, e, g), partial karyotypes and schematic diagrams (b, d, f, h). 

Bivalent chromosome that originated from group A and a univalent chromosome that originated from group B (b), 

bivalent chromosome originating from groups A and B and a univalent chromosome that originated from group A (d), 

three univalent chromosomes that originated from groups A and B (f), and one trivalent chromosome that originated 

from groups A and B (h) in spermatocytes of a clone-origin triploid after two-color FISH with ManDra-B and 5.8S + 

28S rDNA probes. Arrows indicate the bivalent chromosome with two rDNA signals. Dotted arrows indicate the 

univalent chromosomes. The arrowhead indicates the trivalent chromosome with three rDNA signals. The ManDra-B 

probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected using streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate (Green). The 5.8S 

+ 28S rDNA probe was labeled with digoxigenin-11-dUTP and detected using anti-digoxigenin-rhodamine, Fab 

fragments (Red). All chromosomes were counterstained with DAPI (Blue). I: Univalent chromosome, II: Bivalent 

chromosome, and III: Trivalent chromosome. Scale bars denote 10 µm. The figure was cited from Kuroda et al. (2019). 



  

Fig. 33 Two-color FISH with ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA probes in spermatocytes of the inter-group hybrid 

dojo loach. Representative meiotic metaphases (a, c) and partial karyotypes and schematic diagrams (b, d) of the 

bivalent chromosome (b) and two univalent chromosomes (d) in spermatocytes of the inter-group hybrid (between 

groups A and B) after two-color FISH with ManDra-B and 5.8S + 28S rDNA probes. The arrow indicates the bivalent 

chromosome with a ManDra-B signal and two rDNA signals. The dotted arrows indicate the two univalent 

chromosomes with rDNA signals. One of two univalent chromosomes with rDNA signals had a ManDra-B signal. 

ManDra-B probe was labeled with biotin-16-dUTP and detected using streptavidin Alexa Fluor 488 conjugate 

(Green). The rDNA sequences of the bivalents were visualized by labeling the 5.8S + 28S rDNA probe with 

digoxigenin-11-dUTP and detection using anti-digoxigenin-rhodamine, Fab fragments (Red). All chromosomes were 

counterstained with DAPI (Blue). I: Univalent chromosome. II: Bivalent chromosome. Scale bars denote 10 µm. The 

figure was cited from Kuroda et al. (2019). 



 

Fig. 34 Diagram of Rabl distribution and Bouquet formation. Diagram of Rabl distribution of 

chromosomes during interphase (left) and Bouquet formation of chromosomes in meiosis 

(right). Green circles indicate centromere, red circles indicate telomere, and orange squares 

indicate spindle pole body.  
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