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1) DNAフィンガープリント法によるクローンホンモロコの遺伝的均一性の検討

上野世司・景 崇洋“・中山一郎“

【背景・ねらい】現在、ホンモロコの育種を目的として、雌性発生によるクローン作出技術

の開発を進めており、この中で、クローン作出の第一ステップとしての第一卵割限止型雌性

発生二倍体の作出法について検討してきた。第一卵割阻止型雌性発生二倍体の次世代を再び

雌性発生によって得るとそれらは母親の遺伝的コピーとなると同時に、互いに均一なクロー

ンとなる。この方法を用いてホンモロコのクローン作出を試み、 DNAフィンガープリント

法を用いて遺伝的均一性の検討を行った。また、生残率、成長についても調べた。

【成果の内容・特徴】雌性発生第→服、ホンモロコ卵に紫外線照射により遺伝的に不活性化し

たニゴロプナ精子を媒精し、受精卵を22.0
0

Cに保ち、媒精後26--29分の聞に39--42
0

Cの温水への

30--筑秒間の浸潰処理により得た個体である。雌性発生第二代は雌性発生第一代から得た卵に紫

外線照射精子を媒精した後、第二極体放出阻止(媒精後7--9分の聞に41
0

Cの温水に田秒間また

はotの氷水に40分間浸演)によって得た。対照として雌性発生第一代目から得た卵に通常発生

雄の精子3尾分を混合して媒精した通常発生対照区、紫外線照射精子を媒精して倍数化処理をし

ない雌性発生無処理区を設けた。その結果、外観上正常と判断される個体の割合は、通常発生区

で72.2%、雌性発生無処理区で13.0%、雌性発生二倍体の高温処理区で11.3--14.1%、低温処理

区で1.0--9.1%であった(表1)。

DNAフィンガープリントは、雌性発生第二代の血液から抽出したDNAを制限酵素Haeillで

切断し、アガロースグル電気泳動後、オリゴヌクレオチド (GACA)4および (GGAT)4プロー

プをハイプリダイズさせて得た。対照として通常雌雄を親魚とする通常発生二倍体ホンモロコ5

個体のDNAフィンガープリントを同様にして得た。その結果、通常発生二倍体5個体ではDN

Aフインガープリントにより個体識別が可能であった。一方、雌性発生第二代の6個体では同一

の電気泳動パターンを示した(図1、図2)。このことは、これら6個体のDNA塩基配列が非

常に高い確率で同じであることを示しており、雌性発生第二代が互いに遺伝的に均一なクローン

であることが強く示唆された。

雌性発生第二代、通常発生対照群の鮮化後30日目の生残率は、それぞれ、 54.9%、96.2%

であった(図3)。また、 180日目の被鱗体長の平均値±標準偏差(変動係数)は、それぞれ

40.06:t::3.42_ (8.53%)、43.36:t::2.8佃皿 (6.55%)、体重の平均値±標準偏差(変動係数)

は、それぞれ1.19:t::0.21g (17.72%)、1.14:t::0.19g(16.70%)であった(図4、図5)。

【成果の活用面・留意点】今後作曲されるクローンについても遺伝的均一性を確認していく

必要がある。なお、 DNAフィンガープリント法は通常発生二倍体の個体識別が可能であっ

たことから、作出した系統ごとの識別にも利用可能と考えられる。

*1:三重大生物資源 *2:養殖研
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ホンモロコにおける雌性誕生第二代およZ鳩常発生対照癖の作曲成蹟農1

発蝦率瞬イt撤w{!:*正常魚正常魚出現率
(~) (~)勝代激 (~) 

75.0 z7 75.0 26 72. 2 
80.5 56 72.1 10 13.0 
62.1 131 48.6 32 11.3 
58.2 115 45.1 52 14.2 
55.1 76 S8.4 28 14.1 
11.2 8 8. 2 1 1. 0 
32. 5 38 22. 9 4 2. 4 
62. S 74 U. S 1& 9. 1 

作出方法
信教イl:asII法信教代海狸使用卵数発鰻卵数

堕鐙塑些詮
発生方法

n-u
一M
M
U
m
-
u
u
m

純
一
行
一

m
m
m一
"
川
市

--'e.
。a-e-
句

g

・0向
車

無処理

高温処理

低温処週

通常発生

母性発生

2 

通常量'1:AJ照廊

.+:敏お

事均 43.36・
~)に 47.謁・

A品IJ、 33.44・
"相制l.i2制圃

a:拘保融 6.55'

.~専処爪!II. '.It 

偲ぶU 22 

.r均 40ω.
AVに 44.14圃

A.t小羽田46・
t!I申悩xi3. 42圃

定量動脈位且53宅

8 

"
h
w
a
a
-
-

援
活
哩

2 

8 

p
u

w

a

a

'

 

訴
訟
恩

30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 
被餓体長 (mm)

ホンモロコ.性誕生億二代と通
常発生対踊静の値・体長のヒス
トグラム.

園4

。

-
陣
圃
'
肺
国
間
H
完

F
'

B
障
担
肝
.い
書
'FP
明

.
静
也
市
情
圃
い

3
Fゐ

母
陣
，
瞳何
回司
い

2
E-岨

a博
海
肺
回
調
い
湾

F
時

'
陣
圃
市
血宵園
調
い唾

F
S
H

-
-
'
怖
い
申。伺

F
酬

副
司
圃
岬
怖
い
暗
唱

F
-

副
轟
'
肝

H
-
a
F
M

副
時
滞
情
い
庫
事

5・
同

臨
輔
掴
怖
い

-3'F-

通常舟生...

・本電 お

平崎 1.14& 

.大 1.51，

./" 0..，.. ....0.1 .. ....1..11 

8 

府

hu--凋-E
緩
急
患

2 

ホンモロコ通常発生二倍
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