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論 文 内 容 の 要 旨

育種作業は、野生集団の飼育、人工環境下における再生産技術の確立、各飼育集団の比較

による遺伝的多型の解析、目的形質を定めた選抜、 といった手順を踏んで新集団 を作出す る

のが一般的な方法 と考えられ る。 この選抜作業に より品種 と して遺伝的に固定す るには20

世代以上の交配が必要とされ る。産業重要種が多く含まれ るサケ科魚類のよ うに、成熟年齢

に達するまでに長い年月を要するグルー プでは、従来の育種手法で形質 を固定す るには長期

にわたる努 力が必要 となる。また、交雑育種では対象となる生物が交配可能な組み合せに限

定されるといった問題 もある。 しか し、近年著 しい発達をみせる細胞工学や遺伝子工学的手

法等 を応用す ることによ り、水産生物においても育種期間の短縮化や、交配不可能な種間で

も細胞融合や外来遺伝子導入技術を応用することにより、遺伝的機能の改良を加 えることが

よ り効率的に行えるもの と考 えられる。

アマゴ0ηcor妙zo加5〃2α50乙ピ1∫鰍owoθ はサケ科サケ属の一種で、神奈川県以西の太平洋側、

四国全域、九州瀬戸内海側の河川に分布する日本 固有種である。通常は成熟に2年 を要する

が、(独)水産総合研究センター養殖研究所には雌雄 ともに1年 で成熟す る系統が存在 し、発

生学や遺伝学に関する研究を展開するのに適 したモデル魚として、その利用価値 は高い。本

研究では このアマゴを実験材料 として、これまでの選抜や交雑 といった長い年月を必要とし

た育種方法に対 して、細胞工学的手法等 を取 り入れ ることにより短期間で育種が行 える手法

の開発を目的とした。第1章 では、遺伝的固定化の短縮手法の開発を行 った。わずか2世 代

で全ての遺伝子が相同なクロー ン集団を作出することが可能な雄性発生技術に着 目し、その

誘起条件の検討を行 った。次に作出 したクロー ンの生物特性についても明 らかにした。また

通常の交配 によりそのク ロー ンを維持す ることを目的 として、雄性発生によって作 出した

YY雄 をホルモン処理により雌に性転換する条件 を検討 した。さらに、 この雄性発生手法を

改良するため、従来法である卵割阻止によって染色体を倍数化する方法に対 し、予め精子 を

融合 した後に人工授精 を行うことにより、倍数化処理無 しに2倍 体を得 る方法を検討 した。

第2章 では、遺伝子工学的な手法を用いて短期間に 目的の形質を導入する育種手法の開発を

行 った。ベニザケ0,nerka由 来の成長ホルモン遺伝子の上流にメタロチオネインプロモータ

ーをつなげ、アマゴに遺伝子導入 して高成長形質 を添加 した遺伝子組換え魚を作出 し、その

生物学的特性について検討 した。また、遺伝子組換え魚が 自然環境に散逸することに対する

リスク低減策として、X線 照射による不妊化方法について も検討 を行 った。第3章 では以上

の結果を総合的に考察 し、魚類の育種 を効率的に推進する方法について検討 した。

第1章 雄性発生による育種

雄性発生アマゴの作出

両性生殖を行 う種では母親由来の配偶子(n)と 父親 由来の配 偶子(n)が受精 によって融合

(2n)することによって正常な発生が進む。卵 あるいは精子のどちらかの配偶子 を放射線など

で核を遺伝的に破壊 して人工授精を行 うと、正常な配偶子の遺伝子のみ で発生が進むが、

の個体はいわゆる半数体とな ってふ化前後で全て死亡 して しまう。 ところが、受精後の卵割

時に水圧や温度刺激によって卵割 を抑えると、卵割に先立ち複製 され た染色体が分割 されず

に2nと な ったまま発生が進み、次回の卵割時にこの2nが 複製 されて分裂が進む ことで生存

性 が回復 される。卵 由来の核を遺伝的に破壊 して正常な精子 と受精 させた場合が雄性発生、

その逆に精子 由来の核を破壊 して正常卵 と受精 させた場合が雌性発生 である。雌性発生の場

合 、卵割阻止 を行って染色体を倍数化する手法以外にも、受精直後に起 こる第2極 体の放出

を阻止することによ り倍数化が起 こる。この第2極 体の放出阻止は自然界でも起 こる場合が

あり、卵割阻止処理を施 した個体の 中に第2極 体の放出が阻止された個体が混 じるため、後

の解析が複雑 となる。これ らを考慮に入れ、本研究では染色体の倍数化が卵割阻止のみ で起

こる雄性発生手法の開発 を行った。

アマコの未受精卵にコバル ト60を 線源 とした γ線照射 を行い、種々の線量で卵由来の核

を遺伝的に破壊 し、正常精子 と受精させて雄性発生 を誘起 した結果、最適線量は450Gyで あ

った。また、卵にX線 を照射 して雄性発生 を誘起 した場合も最適照射量は同 じであった。染

色体 を倍加するための卵割阻止条件は、受精卵 を10°Cの 水槽 に収容 して7.5時 間後に650

Kgρcm2、6分 間処理 した時が最適 であった。雄性発生を2回 繰 り返 した子供のDNAフ ィン

ガー プリン ト像を調べた結果、全ての子供 は像が一致 し、クロー ンとなっていた。この こと

か ら、雄性発生によって作出された個体が完全ホモ個体であることが証明された。また、ア

マ ゴの性決定様 式はXY型 であるが、精子か ら雄性発 生で作出 された個体 の雌雄比はほぼ

1で あった。さらに雄性発生によって生 じた雄 と正常雌を交配すると、次世代は全て雄

とな り、雄性発生によって作出された雄の性染色体がYY型(超 雄)で あることが確認 され

た。 これ らのYY雄 は17α 一ethynylestradiolの投与によって雌に性転換 され、このYY雌 と

YY雄 を交配することによ り容易にYY雄 を維持できることも明らかとなった。

精子融合条件の検討

卵割阻止法による雄性発生個体は精子 由来の染色体がnとnに 分かれ ることを阻止 して倍

数化するため、全ての遺伝子座で完全ホモ個体となる。本手法は1世 代で遺伝的固定化が起

こり、育種作業を行 う上では有用である。一方、雄性発生の応用と して、長期間凍結保存が

可能な精子 を用いた希少種の保護や系統の保存方法 としての利用を考 えた場合には、その遺

伝的近交度が問題 となる。受精する前 に予め2つ の精子を融合 し、この融合精子(2n)と 核

を遺伝的 に破壊 した卵を受精 させて雄性発生を起 こせば、精子の組み合せにより遺伝的近交

が回避できると考 えられる。そこで、精子融合 と雄性発生 を組み合せて2倍 体個体を作出す

る方法について検討 した。

精子を融合する方法と して、本研究では高濃度のポ リエチレング リコール(PEG)溶 液で

精子を処理する方法を検討 した。精子 を処理す るPEGの 種類、濃度、及び処理時間 を変えて

精子の融合率と処理後の精子活性 を調べたところ、分子量7500の50%PEGで150秒 間処理

するのが最適であることが明 らかとな った。この手法 を用い、劣性遺伝 を示す先天的メラニ

ン色素異常のアル ビノを利用 し、そのアルビノアマゴ精子を用 いた雄性発生2倍 体の作出を

試み た。作出した個体 はアル ビノの表現系を示すとともに、マイクロサテ ライ トがヘテロ性

を示 した ことか ら・遺伝的多様性 を維持 した雄性発生個体であることが証明された。この手

法は卵割 阻止型の雄性発生の弱点である遺伝的 多様性の喪失 を補完する手法と して有用 と

考えられた。
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雄性発生を利用 した希少種の保存

雄性発生の利用方法と して絶滅危惧種の精子 を凍結保存 し、種が絶滅 した後に精子を解凍

して近縁種の卵を借 り腹 とした雄性発生を行うことにより、個体 を復活させ ることが考え ら

れ る。これ を実証するため、希少種 でアマゴの亜種に当たる ビワマス0.masousubsp.の 精子

とアマゴ卵を用いて雄性発生2倍 体個体を作出することを試みた。その結果、低 い割合(αOI

～α05%)な がらも ビワマスの雄性発生個体 を得ることができた。雄性発生に より生 じた雄の

DNAを 調べたところ、ビワマス雄に特異的なマーカーの存在を確認 した。この ことから作出

された雄個体はビワマス由来の遺伝子を持つ個体であることが確認 された。

第2章 遺伝子導入手法による育種

雄性発生を行 うことにより、2世 代で遺伝的固定が可能となるが、この方法では作出され

た個体の中から目的とす る形質遺伝子をホモに持つ個体を選抜す る作業が残 される。目的の

形質が見つからなければ、雄性発生を繰 り返す必要がある。そ こで、目的の形質を直接導入

す る手法 として、遺伝子組換 え技術に着 目した。形質と して魚類養殖上の メリッ トが大きい

高成長に着目し、下垂体系ホルモ ンである成長ホルモンの遺伝子導入 を試みた。また、作出

された遺伝子組換え魚類の生物特性についても調査 を行った。ベニザ ケ由来のメタロチオネ

インBプ ロモーターの下流にベニザケの成長ホルモン遺伝子をつなげた プラス ミドをアマゴ

に遺伝子導入 した結果、遺伝子組換えアマゴを作出することに成功 した。ふ化後13ヶ 月間

に渡 り成長速度を調査 した結果、対照群 との間に約5倍 の体重差が確認 された。また、血中

の成長ホルモ ン濃度を測定した ところ、対照群に比べ最大10倍 の濃度差が認め られ た。Fl

以降 も成長速度を調査 したところ、これ らの形質が維持 されることをが確認された。

次に、遺伝子組換 え魚が自然界に散逸する リスク対策のため、魚の不妊化技術 についても検

討 した。方法と して、受精卵にX線 を照射することによる不妊化を試みた。受精 後24日 後

の発眼卵にIGrayか ら3Grayを 照射 し、1年 後に生殖腺の発達 を調べたところ、成熟期でも

生殖腺が未熟な状態で維持 される割合は5.9、17.1お よび35.0%と な り、照射線量の増加と

ともに不妊化率が高ま り、受精卵への放射線照射が魚類の不妊化手法として有望であること

が示唆された。

以上述べてきたように、本研究では産業重要種であるアマ ゴを実験材料 として、細胞工学

的手法 を用いた魚類の育種方法についていくつかの技術開発 を行った。雄性発生を行 うこと

によ り、2世 代で遺伝的固定化が可能となることを確認 した。また、融合精子 を人工授精す

ることにより、遺伝的多様性 を維持 した雄性発生2倍 体 を作出することに成功 し、この手法

が希少種の保存や系統の保存に も有効であることを提示 した。また、成長ホルモ ン遺伝子の

組換えにより高成長 を示すアマゴを作出 し、その生物学的特性 を明 らかに した。 さらに、遺

伝子組換え魚の自然環境への散逸 リスクを低減するため、受精卵にX線 照射 を行 うことによ

り不妊化す る手法 を考案 した。これ らの知見が成熟に多年月を要する魚類の育種作業の短縮

化、目的とする形質の効率的導入、系統保存等に利用 されていくことを期待 したい。
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水産重要種 であるアマ ゴは 日本 固有の魚で あるが、通常は成熟 に2年 を要す る。 申請

者の名 占屋博之 は、(独)水 産総合研 究セ ンター養殖研 究所に雌雄 ともに1年 で成熟す る

系統が存在 し、長年月 を要 す る育種 に関す る研究 を展 開す るのに適 したモデル魚 とな り

得 ることに着 目し、その利 点を利用 した魚 類の育種技術 の開発に取 り組 んだ。育種作 業

は選抜作業に よ り品種 として遺伝 的に固定す るには20世 代 以上の交配 が必要 とされ る。

産 業重要種が 多く含 まれ るサケ科魚類 のよ うに、成熟年齢 に達す るまでに長い年 月を要

す る グループ では、従来の育種 手法で形質 を固定す るには長期にわ たる努力が必要 とな

る。 申請者は 、近年 著 しい発達 をみせ る細胞 工学や遺伝 子工学的手法 等を応用す るこ と

によ り、水産生物 において も育種期間の短縮 化や、交配 不 可能な種 間で も細胞融合や外

来遺伝子導入技術 を応用 して、遺伝的機能 の改良 を加 えるこ とが よ り効 率的に行 える と

考 えた。

両性生殖 を行 う種 では、母親 由来の配偶子 と父親 由来 の配 偶子が受精 に よって融合 し

て正 常な発生が進む が、卵 あるいは精子の どち らかの配偶 子を放射線 な どで核 を遺伝 的

に破 壊 して人 工授精 を行 うと、半数体 とな ってふ化前後 で全 て死亡 して しま う。 申請者

は 、アマゴの未受精卵 にコバル ト60を 線源 と した γ線照射 を行 い、種々の線量 で卵 由来

の核 を遺伝 的に破壊 し、正常精子 と受精 させ て雄性発生 を誘 起 した結果 、最 適線量は450

Gyで あることを明 らかに した。 また、卵にX線 を照射 して雄 性発生 を誘起 した場合で も

最適照射 量は同 じで ある ことも明 らかに した。次 に、染色体 を倍加 す るための卵割阻止

条件 と して水圧 処理 を試み 、受精卵 を10℃ の水槽 に収容 して7.5時 間後に650Kgf/cm2、

6分 間処理 した時が最適 であ ることを明らかに した。 このよ うな手法で雄性発 生を2回

繰 り返 した子供 のDNAフ ィンガープ リン ト像 を調 べた ところ全 ての子供 は像 が 一致 して

ク ロー ンとなってい るこ とを示 し、このこ とか ら、雄性 発生に よって作出 され た個体が

完全ホモ個 体である ことを証明 した。 また、雄性発 生によって生 じた雄 と正常雌 を交配

する と次世代 は全 て雄 とな るこ とか ら、雄性 発生に よって作 出 された雄 の性染 色体がYY

型(超 雄)で ある ことを確認 した。これ らのYY雄 に雌性ホルモ ンを投与す ることによ り

YY雌 を作出 し、これ とYY雄 を交配す るこ とによ りYY雄 を安定的 に量産で きる手法 も開

発 した。

上述の卵割阻止 法に よる雄性発 生個体は全 ての遺伝子座 で完全ホモ個体 とな るが 、雄

性発 生の応用 と して、長期間凍結 保存が 可能 な精子 を用 いた希少種の保護 や系統の保存

方法 としての利用 を考 えた場合に は、その遺伝的近交度 が閤題 とな る。そ こで申請者は 、

受精す る前に予め2つ の精子 を融合 して核 を遺伝的 に破壊 した卵 と受 精 させる ことによ

り雄性 発生個体の作 出を試み た。 精子を融合す る方法 として 、申請者 は高濃 度のポ リエ

チ レング リコール(PEG)溶 液で精子 を処理 する方法 を検討 し、精子 を処理 するPEGの 種

類、濃度 、及 び処理 時間 を変 えて精子の融合率 と処理 後の精子活性 を調べ、分子量7500

の50%PEGで150秒 間処理す るのが最適で あるこ とを明 らか に した。 この手法 を用 い、



劣勢遺伝 を示すメラニン色素異常のアル ビノを利 用 して雄性発生2倍 体の作 出を試 みた

ところ、作出 した個体はアル ビノの表 現系 を示す と ともに、マイ ク ロサテ ライ トがヘテ

ロ性 を示 した ことか ら、遺伝的多様性 を維持 した雄性 発生個体 である ことを照明 した。

この手法は卵割阻止型の雄性発生 の弱点であ る遺伝 的多様性の喪 失を補完す る手法 とし

て有用 であ り、将来の系統保 存や個体復元技術 として、画期的 な成果 と言 える。

次 に申請者は、種が絶滅 した後 に精子を解凍 して近縁種の卵 を借 り腹 と した雄性 発生

を行 うこ とに より、個体 を復活 させ る手法の開発 に取 り組んで いる。 実際の 希少種でア

マ ゴの亜種に当たる ビワマスの精子 とアマ ゴ卵を用いた雄性発 生2倍 体個体 作出を試み、

低 い割合なが らもビワマ スの雄性 発生個体 を得 るこ とに成功 している。雄性発 生によ り

生 じた雄のDNAを 調べ、 ビワマ ス雄 に特異的なマー カー が存 在する ことを確認 し、作出

された雄個体は ビワマス由来の遺伝子 を持 つ個体であ ることが確認 してい る。

雄性発生 を育種技術 と して利用 する場合 、作 出 した個体の 中か ら目的 とす る形質遺 伝

子をホモに持っ個体 を選抜す る作 業が残 され る。 そ こで、 申請者 は 目的の形質 を直接 導

入する手法 として、遺伝子組換 え技術に着 目 した。組 み換 える遺伝 子 として養殖 上のメ

リッ トが大きい成長ホルモ ン遺伝子 に着 目 し、ベニザケ由来 のメタ ロチオネイ ンBプ ロ

モーターの下流にベニザ ケの成長 ホルモ ン遺伝子 をつなげたプ ラス ミ ドをアマ ゴに遺伝

子 導入す ることを試みた。そ の結 果、遺伝子組換 えアマ ゴを作 出す る ことに成功 し、対

照群 との間に約5倍 の体重差が生 じることを明 らかに した。 また、組換えアマ ゴの血 中

の成 長ホルモン濃度 を測定 し、対照群に比べ最 大10倍 の濃度差 がある ことを明らかに し

た。 さらにF1以 降 も成長速度 を調査 し、これ らの形質が維持 され る ことを を確認 してい

る。

また、 申請者は、 この よ うに して作 出 した遺伝子組換 え魚が 自然界 に散逸す る リスク

対策 にっいても検討 し、魚 の不妊化 手法の開発 につ いても研 究を進めてい る。受精後24

日後 のアマゴの発 眼卵 にlGrayか ら3GrayのX線 を照射 し、1年 後 に生殖腺の発達 を調

成熟期でも生殖腺が未熟 な状態 で維 持 され る個体が 多 く出現す るこ と、照射線量の

増加 とともに不妊化率が高ま り、受精卵 への放射線照射が魚類 の不妊化 手法 として有望

であるこ とを指摘 した。

以上の ように、申請者は細胞工学的 な手法を駆使 し、サ ケ科魚 類のアマ ゴの育種作業

の短縮 化、効率化 について新たな手法 を開発 し、今後の魚類 の育種 技術の進展 に資する

多 くの知 見を得 てお り、高 い評価 を与え うる業績 と考 えられ る。

よって本論文 は博士(農 学)論 文 として価値あ るもの と認 める。

なお、審査に当たっては、論文に関す る専攻 内審査お よび公聴会 な ど所定の手続 きを

経 た上 、平成22年7月13日 の農 学研 究科教授会 にお いて 、論文の価値な らび に博 士の

学位 を授与 され る学力が十分 であると認 め られた。
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