
4) ニゴロブナの雌性発生第二代の作出とそのDNAフィンガープリント法による分析
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【背景・ねらい】これまでニゴロプナ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。この中で得られた雌性発生二倍体の同型接合性を確認するためアイソザイム分

析を行い、アイソザイム分析に供した雌性発生二倍体の姉妹の1尾から雌性発生第二代を作

出し、それらの遺伝的均一性の検討をDNAフィンガープリント法を用いて行ったo

【成果の内容・特剖 q灘性発生第→tのアイソザイム分析による同型接針生の確認;雌性発生

第→tはニゴロプナ卵にホンモロコuv精子を媒精し、卵を23.50Cに保ち、媒精後お分に必--46't
の温水への5--13a秒間の浸演処理により得た個体である。なお、このときの雌性発生無処理区

の正常魚出現率は.0.0%、卵割阻止区の正常魚出現率は.0.3--11.7%であった.雌性発生第→ミ12

尾とその雌親をアイソザイム分析に供し、 PGM、αGPDの2酵素および筋衆タンパク倒的

の検出を行ったo その結果、母親のαGPD、MPはホモ型、 PGMはヘテロ型を示し、雌性発

生第一代では全個体のPGM、αGPD、MPがホモ型を示した(表1)。このPGMホモ型の

出現率の結果は、昨年度の第二極体放出阻止型雌性発生二倍体(親のPGMがヘテロ型である場

合)のPGMの分析結果 (33尾中12尾がヘテロ型、 21尾がホモ型)と比較して有意に差が認めら

れたは2検定、 P<0.05)。

②雌性発生第二代の作出;雌性発生第二代は、雌性発生第一代から得た卵にホンモロコuv
精子を媒精した後、媒精後6--8分の聞にQOCの氷水への40分間の漫潰処理によって得た。

その結果、正常魚出現率は通常発生対照区で49.4%、雌性発生無処理区で5.4%、雌性発生第

二代作出区で41.5--53.5%であった(表2)。

③DNAフィンガープリント法による遺伝的均斗生の検討 ;DNAフィンガープリントは雌性発

生第二代の体側筋から抽出したDNAをHinf1またはHaemで切断し、アガロースゲル電気泳

動後、 (GACA)4および (GGAT)4プロープをハイブリダイズさせて得た。対照として通

常発生対照区の6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

対照区の6個体はいずれの検出法でも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、いずれの検出法でも泳動パターンは互いに類似していたが、同一の電気泳動パター

ンとは判断できず、互いに遺伝的に均一ではないことが示された(図1、図2、図3)。

【成果の活用面・留意点】これら雌性発生第二代の6個体が互いに遺伝的に均一でなかった

原因は不明である。なお、これらの雌性発生第二代は遺伝的に均ーとはいえなかったものの、

姉妹間で極めて類似したパターンを示したことから、オリゴヌクレオチドによるDNAフィ

ンガープリント法は第一卵割阻止型雌性発生二倍体以外の雌性発生第二代の系統ごとの識別

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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.性発生第一代およびその母親のPGM、
αGPD、MPの表現型の分析結果.

表1

雌性発生第一代
AA 5 
AB 0 
BB 7 
AA 12 
AB 0 
BB 0 
AA 12 
AB 0 
BB 0 

盈盟

AB PGM 

M α町D

帥IIIP' 

ニゴロプナ雌性発生第二代および通常発生
対照群の作曲成績

表2

正常魚解化数正常魚出現率

監i
解化率
(%) 

536 265 49.4 26:5 
239 125 52.3 13 
362 167 t6. 1 l51 
691 33i 48.5 Sli 
703 <<'0:8， 58. 0 376 

*低温処理開始まで受精卵は20.7・'CIこ保った。

瞬化散使用卵数
低温処理
開始時期
(分〉

無処理

発生方法

通常発生

雌性発生

:サ 白る吋"-健a・
-‘・

一
億
博
湯
舟
鴻
hH3
F
V
国

一
億
博
滞
御
園
冒
い
完事。
「
日

一
億
博
海
除
遣
い
方
君
。
ム

，

扇
情
酔
淘
除
国
司
い
4
A
事。・
u

信
博
瀞
梅
田
胃
い
3
z
o
N

属
博
湯
舟
遭
い
3
z
。.-

W
脳
神
淘
府
選
濁
，

rm

'凶3
5
3
5

協
喧
晴
海
除
滋
週
抽

'zo--

吋
川
也
聞
喧
司
溜
隣
国
4

週
，

F
M

働
喧
司
淘
府
遭
遇
噛
'
Z
0
・同

寸塩
川
4
7

出
回
喧
司
淘
静
岡
斗
道
番
z
o
-m

 

a博
海
也前
遣
い
4

拘置
0
・四

億
博
海
帰
国
司
い
3
z
p
事

属
博
海
帰
国
冒
い
克
彦
・u

a博
海
肝
国
司
い
海
軍
P
M

一
回
陣
博
海
除
国
司
い
克
彦
戸

一
陣
輔
湯
舟
波
週
連
'z
p
回

出
量司
w
b
R
H
4
濁
'
z
o
m

皆
量
晴
海
併
設
週
番
君
。
r

晶

画
誼
司
淘
除
滋
週
安
寧
o
f
M

臨
場
滞
隣
国
斗
遺
書
zo'
同

協
量
耳
瀞
栴
遭
遇
抽買事
O
「】

信
博
海
梅
田
胃
い
3
z
o
申

傭
博
海
梅
園
胃
い
方
ま
・叩

信
博
咽
岬
匝
昨
国
胃

H
4神宮。轟

信
博
湯
舟
被
い
克
彦
・M

偲
博
海
併
凶
胃
い
3
R
0
・岡

田
幡
博
海
除
凶
胃
い
完
z
p
E

脳
韓
淘
降
滋
酒
珍
置
。
.申

皆
量
晴
海
除
H
4
遠出留置。，日

臨
圃
量
耳
淘
除
遭
遇
業
冨
。
r
品

協
喧
暗
唱
市
静
岡
4
・鶏抽
F
Z
0
・副

也岬喧碍淘
b
F
濃
運
番
Z
0
・岡

崎
喧
羽
海
除
法
適
量
君
。
.
-

ニゴロプナ通常発生対照
群および雌性発生第二代
のDNAフィンガープリ
ント.DNAはHaemに
より切断後、(GACA)4
プローブにより検出した.

園3ニゴロプナ通常発生対照
群および雌性発生第二代
のDNAフィンガープリ
ント.DNAはHinf1に
より切断後、 (GGAT)4
プローブにより検出した.
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図2エゴロプナ通常発生対照
群および雌性発生第二代
のDNAフィンガープリ
ント.DNAはHinf1 に
より切断後、 (GACA)4
プロープにより検出した.

図1
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