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近年,養 殖業において借腹 を用いた新 しい

育種 ・種苗生産技術 の開発が進め られている。

この技術体系 には胚の発生段階の設定お よび

発生過程にお ける始原生殖細胞(PGCs)の 移

動経路等の詳細な発生学的知見が必要である。

淡水魚では実験モデル魚のゼブラフィッシュ

を始め,初 期発生過程 にお ける詳細が報告さ

れている種が多 くあるが,ほ とん どの海水魚

ではその詳細は明らかでない。借腹を用いた

種苗生産技術を海産魚類に応用 してい くため

には,そ れぞれ の対象種の初期発生過程につ

いて詳細に調べる必要がある。本研究では人

工採卵技術が確立 され比較的容易 に卵 を採取

できるマダイ(%85r〃5〃 ∂ゴoz)を 対象魚 とし

て,発 生過程 における内部形態の変化の観察

を行 い,海 水魚 にお ける胚の発生段階の設定

を行 なった。

試料および方法

試料 近畿大学水産研究所 白浜実験場で

養成されたマダイの雌雄各1尾 から採卵採精

奪 ㌧翁 誌/
〆墾 ぐ翻 賠
〆.心 曇.

図1.マ ダ イ の 初 期 発 生.A)1細 胞 期,B)4細 胞

G)128細 胞 期.H)256細 胞 期 。1)512細 胞 期.

M)ド ー ム 期,N)胚 環 形 成 期 。0)胚 盾 形 成 期.

し,乾 導法で受精 させたのち20℃ で培養 した。

方法 受精直後 か ら実体 顕微鏡 下で外部

形態観察を行い,分 裂周期の測定を行った。

受精後35分 か ら25時 間まで定時的に各100

粒 の卵をプアン氏液で24時 間固定 した。固定

が完了 した卵は70%エ タノール液で置換 し,

同液中で卵膜を除去 した。常法によ り6μm

パ ラフィン切片 を作成 し,HE二 重染色を施

して,顕 微鏡 により時間ごとの胚の形態変化

を観 察 した。

また,初 期発生卵の卵膜除去の技法開発 を

目的に消化酵素処理および物理的除去 を試み

た。

結果および考察
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C)8糸 田月包期.

J)糸勺1000糸 田月包期.

そ れ ぞ れ の 時 間 は 表1を 参 照.

マダイ初期発生胚 のステー ジング 経 時

的な外形観察の結果,受 精後55分 に第1卵 割

が認 められ,そ の後約25分 おきに卵割 が起 こ

る様子が観察 された。胚盤は卵黄サイズ と比

較 して小 さめで,多 くの海産魚 と類似 してい

た。4-8細 胞期では胚盤 を形成 してい る細胞
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D)16糸 田月包期.E)32糸 田月包期,F)64糸 田月包期.

K)後 期 胞 胚 期.L)エ ピ ボ リー 運 動 開 始 期,
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質は卵黄の内部に入 り込んでいるのが観察 さ

れたが(図IB,C),16細 胞期以降は卵黄部分

か らせ り出 した形 で胚盤 を形成 した(図1D)。

32細 胞期では一部割 球が上下二段になって

いる胚も観察 された(図1E)が,多 くの場合

は64細 胞期 に観察 され始 めた(図1F)。128

細胞期になると胚細胞の一部 が胚盤か ら周縁

部に広がっているのが観察 された(図1G)。

周縁部に移動 した細胞は受精後6時 間30分 ま

で確認 されたがそれ以降は形態が不明瞭 にな

り,代 わ りに胚盤 を囲む薄い層が観察 される

ようになった(図IK)。 また,こ の時期 には

胚盤の中央部が膨 らみ,卵 黄側 にせ り出 して

いるのも観察 された。

その後,胚 盤 は周縁部へ と広が りは じめ,

同時に胚盤中央部が卵黄側 か ら窪んだ ドー ム

状の形態 を示す よ うになった。その際 ドーム

の内側の中心は胚盤 の中心 とずれてお り,胚

細胞層の厚み に差が生 じた(図1M)。 胚盤 が

卵の30%を 覆 う頃には胚環が確認 された。そ

の際,胚 細胞層が肥厚 している部分か ら胚環

形成が始 ま り,胚 盤周縁全域 に胚環が形成 さ

れ ることには肥厚部で胚盾の形成 も始 まって

いた(図1Nと0)。 組織学的観察の結果では,

受精後5時 間5分(約2000細 胞期)ま では胚

盤内の各細胞 の分裂周期 に同調性 が見 られた

(図2A)。 しか しなが ら5時 間30分 には胚全

域 で分裂周期が不揃 いであることが観察 され

た(図2B)。 これ らのことか ら卵割が同調的

な分裂か ら非同調 的な分裂へ と変 わる時期

(中期胞胚遷移:MBT)は5時 間30分 までに

起 こることが明 らかになった。
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図3.上 皮 層 の 形 成。A)受 精 後5時 間5分 。 表 層 の 細 胞 は 内 部 の 細胞 よ り も強 い 染 色性 を示 して

い る。黒 矢 頭 は割 球 の形 状 を残 して い る細 胞 。B)受 精 後5時 間30分 。表 層 の細 胞 は 薄 く伸 張 し,上

皮 層 を形 成 して い る。
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図4.卵 黄 多 核 層 の形 成 。A)お よびA')受 精 後5時 間30分 。胚 盤 周 縁 部 と卵 黄 の境 界 に卵 黄 多核

層 が 形成 され て い る(黒 矢 頭)。 胚 盤 中央 部 に は ま だ形 成 され て い な い(白 矢 頭)。B)お よびB')受

精 後7時 間35分 。 胚 盤 中央 下部 に も卵 黄 多 核 層 が確 認 で き る。ScaleBar=50μm。

それまで形態的に差の無かった胚細胞は,

受精後5時 間5分 には胚盤表層 に位置 してい

る細胞の表面が滑 らかにな り,表 層の細胞 と

胚内部の細胞 との染色性に違いが見 られ るよ

うになった(図3A)。 その後,受 精後5時 問
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図5.胚 環 の形 成 。 胚 盤 周縁 部 の 細 胞 が 内部 へ 巻

き込 み肥 厚 して い る(黒 矢 頭)。ScaleBaF50μm。

30分 には胚盤表層細胞が一層 の細胞層 を形

成 していた(図3B)。 さらにこの時期には胚

の周縁部 に位置 していた胚細胞の核が卵黄 と

胚の問に形成 された細胞質の層 に取 り込まれ

ているのが観察 された(図4A)。 周縁部 に形

成 された卵黄多核層は中央部へ と広がってい

き受精後7時 間35分 には胚盤 中央部にも観 察

された(図4B)。 さらにこの時期には卵黄多

核層が卵黄を覆 うよ うに伸張 し始めているの

も観察された。その後,覆 い被せ(エ ピボ リ

ー)運 動が進行 し
,胚 盤が卵黄の30%を 覆っ

た受精後8時 間に胚盤周縁部 に位置する細胞

が胚盤内部へ と落ち込み,胚 盤葉下層(予 定

中一内胚葉領域)を 形成 してい るのが観察 され

た。その後,巻 き込み運動 により胚盤派下層

の細胞 は動物極側へ と伸張 していった。

また将来背側 となる領域への細胞運動 も観

察 された。胚盾 が形成 され た側 の細胞層が肥

厚 し,反対側の細胞層が薄い状態であったが,

受精後13時 間の胚では腹側 の胚盤葉下層の
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図6,背 側 へ の集 合 運 動 。背 側 の 胚盤 葉 下 層 の 細胞

は 胚 体形 成 と共 に 存 在 しな くな る。A)受 精 後13時

間B)受 精 後14時 間C)受 精 後15時 間 。Scale

Bar=50μm

細胞はほ とん ど観察 されなかった。 その後,

受精後14時 間には胚体部 の肥厚が始まった
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表1.マ ダイ の 発 生 段 階 表

時間(受精後)
発生段階

外部形態観察 組織学的観察

35分

55分

1日寺間20分

1時 間45分

2時 間10分

2時 間35分

3時 間

3時 間15分

3時 間40分

4時 間10分

4時 間a5分

5日寺「昔15ラ>

5日寺「昔〕30づ・〉

一一6日寺間40分.

7時 問30分

8時 間

13時 間

14時 間

15時 間

16時 間

17時 間

17時 間30分

18時 間

ユ9時間_

20時 間

月玉盤.上二,昇一(1糸田月包其月)

2細 胞

4細 胞

8細 胞

16細 胞

32細 胞

64細 胞

128細 胞

256細 胞

512糸 国月包 .

糸勺一1QOO糸田月包 一

エ ピボリー運 動 開 始

ドー ム期

30%エ ピボソー期

一胚 環 形 成期

眼 胞形 成

2三一4体節 期

燈5体 節 期

6-8体 節 期

表 層細 胞 の形 態 変 化

一一___._よ 皮.層」の 形.成一_.__一

胚 体部 以 外の胚 盤'葉下 層細 胞が 殆ど観 察

されな くなる一.一

同

調

分

裂

期

非

同

調

分

裂

期

がそれに伴って胚体両側の胚盤葉下層細胞が

減少 していき,受 精後15時 間ではほとんど観

察 されな くなった(図6)。

その後,受 精後17時 間に胚盤が完全に卵黄

を覆いかぶせ,エ ピボ リー運動が終了 した。

受精後17時 間30分 には眼胞 が観察 され た。

また体節の分節が確認 された。その後体節は

約15分 ごとに増加 していった(表1)。

マダイは海産養殖魚 としてきわめて重要な

位置を占め,ま た,体 型や成長について優 良

な系統が選抜作出 されつつある。海産魚にお

ける借腹技術 が完成 されれば,こ れ らの系統

の品種維持や形質の改良などに大き く貢献で

きるもの と考えられ る。今後は,本 種におい

ての始原生殖細胞の起源や動態を調べ るとと

もに,単 離,保 存,培 養,移 植 な ど,発 生 τ:

学的技術の開発を進めていきたい と考えてい

る。
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