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研究成果の概要：ドジョウは両性生殖で繁殖するのが普通であるが、通常の減数分裂によらず

非還元二倍体の卵を産み、かつ、これらの卵が雌性発生により父親の遺伝的関与なく発生する

クローン系統、および偶然の精子核取り込みにより生じる自然三倍体系統が野生集団に見られ

る。本研究は、このような特殊な生殖の機構と起源を明らかにするとともに、このような変異

体を遺伝資源（育種素材）として、交雑・染色体操作と組み合わせることにより育種技術開発

を行った。 

 

交付額 

                               （金額単位：円） 
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  年度  
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研究分野：農学 

科研費の分科・細目：水産学・水産学一般 
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１．研究開始当初の背景 
 魚類の一部に見られる、非還元（減数分裂
によらない）配偶子（2n 卵・精子）を産生す
る自然クローン二倍体、三倍体、倍数体モザ
イク等は多様なゲノムの変異を生み出す貴
重な「遺伝資源」である。農作物ではこの様
な遺伝資源を素材として育種を進めてきた。
魚介類では、1980 年代より人為的な染色体操
作が開発・利用されてきたが、多くの場合、
不妊三倍体、全雌集団などの生殖統御の範疇
にとどまり、育種利用に至っていない。これ
は、より有用な人為クローン系統や四倍体の
作出に不可欠な第一卵割阻止が困難なこと

による。今後、簡単、確実に染色体操作品種
を樹立するには、自然の遺伝資源を活用する
育種技術が必要である。ゲノムの時代を迎え、
遺伝地図作成のためのリソースファミリー
樹立にクローン系統は有用であり、四倍体の
産む 2n 卵や精子を用いた不妊三倍体の効率
的生産(4n x 2n)はトランスジェニック魚の
生物学的封じ込めや生殖系列キメラ作成時
の不妊のホストとしても注目される。この点
からも、新規の育種技術開発につながる、自
然クローン・倍数体の 2n 配偶子形成などの
特殊な生殖機構や起源の解明は興味深い。 
 



２．研究の目的 
 ドジョウ Misgurnus anguillicaudatus な
どの一部の魚類に見られる非還元配偶子形
成や雌性発生などの特殊な生殖を、減数分裂
や受精に関するミュータント（変異体）と捉
え、それらの出現機構と起源を解明するとと
もに、遺伝資源（育種素材）として利用して、
従来の染色体操作法では作出が著しく困難
であった体細胞クローン、同質四倍体、複二
倍体品種等を育種することを試みる。また、
特殊な生殖の起源として予想される交雑を
実施し、再現可能か否かを検討する。 
 
３．研究の方法 
 北海道網走管内大空町野生集団から選抜、
増殖、飼育した、非還元 2n 卵を産む二倍体
のクローンドジョウ雌、ならびに岩見沢市北
村、亀田郡七飯町等より得た両性生殖ドジョ
ウ雌雄を材料とした。また、クローンの起源
ならびに類縁関係解析のためには国内外 54
地点より集めた 833個体のドジョウ標本を用
いた。 

人為排卵には hCG 注射を用い、人工授精は
常法によった。雌性発生の誘起には、ＵＶ照
射キンギョ精子を用いた。第二極体放出阻止
による染色体倍加には、受精直後の高温処理
を用いた。雌から雄への人為性転換は、雄性
ホルモン（17α-メチルテストステロン）の
経口投与により行った。 
 倍数性は、フローサイトメトリーによるＤ
ＮＡ量測定により行った。クローン、三倍体
の遺伝的解析には、マイクロサテライトＤＮ
Ａマーカーを用いた。遺伝的クローン性の解
析にはＲＡＰＤ-ＰＣＲ法も併用した。体細
胞および生殖細胞（精母細胞、卵母細胞卵核
胞）について、空気乾燥法により染色体標本
を作成した。精巣の組織学的観察には、パラ
フィン切片を作成し、ヘマトキシリン-エオ
シン染色により顕微鏡標本を作成した。精巣
については、抗ウナギ精原細胞抗体を用いた
免疫組織化学染色を行った。 
 雌性発生と非還元配偶子形成に関する分
子機構解明のためには、それぞれからｍＲＮ
Ａを得て、調製したｃＤＮＡを用いて発現量
の差を調査した。候補となる産物については、
常法により塩基配列を決定し相同性検索と
リアルタイムＰＣＲによる発現量解析を行
った。 
 サケ類については、北大七飯淡水実験所に
飼育中の、各種の間で人為交雑を行い、その
子孫を飼育するとともに、染色体観察と生殖
腺観察を行った。このほか、ドジョウに近縁
のカラドジョウ M. mizolepis、キンギョ
Carassius auratus 、自然倍数体のフナ
Carassius auratus langsdorfii を材料とし
た交雑、染色体操作実験を行った。 
 

４．研究成果 
（１）非還元配偶子を遺伝資源としたクロー
ン等作出の育種実証試験 
クローン二倍体系統の維持：自然クローン

雌の産む 2n非還元卵を紫外線照射キンギョ
精子で受精することにより、確実に自然の雌
性発生を誘起しクローン二倍体子孫を作出
し、系統保存を行った。また、二倍体-三倍
体モザイクおよび性転換クローン雄はクロ
ーン 2n精子を産生することから、これらの精
子凍結の技術開発を行うとともに、雄性発生
による 2n凍結精子からのクローン個体再生
のために、ドジョウ卵子の遺伝的不活性化の
ための紫外線処理条件を詳細に検討して、雄
性発生誘起の技術を開発した。 
性転換クローン二倍体雄：ドジョウ自然ク

ローン系統の産む非還元 2n卵に、紫外線照射
キンギョ精子を受精し、二倍体クローン子孫
を作出し、これらに対して、孵化後 1か月令
から、約 30 日間 0.5ppmの 17α-メチルテス
トステロンを経口投与することにより、
100％に近い高率で雌から雄への性転換を誘
起した。誘起したクローン雄を成熟させ、そ
れらの精子について、フローサイトメトリー
により、ＤＮＡ量を測定したところ、すべて
二倍性であった。これら 2n精子による受精か
らは、三倍体子孫が生じることを確認した。
マイクロサテライトＤＮＡ分析の結果、三倍
体子孫はクローン二倍体由来の二つのアレ
ルを必ずもつことから、クローン雄の産生す
る 2n精子は遺伝的に同一のクローン精子で
あることが確認できた。 
 四倍体クローン：クローン系統について雌
雄親魚が得られたことから、四倍体クローン
雌雄間の交配、あるいは、クローン雌の自然
雌性発生開始直後での高温処理による第二
極体放出阻止により、クローン四倍体を作出
した。マイクロサテライトＤＮＡ分析により、
これらは同一の遺伝子型をもつが、フローサ
イトメトリーの結果、自然二倍体クローンの
倍のゲノム量を持っていることが判明した。
これらを成熟させ、配偶子を得て、特性を調
査したところ、四倍体クローン雌は減数分裂
により 2n卵を産生し、これらの 2n卵は遺伝
的に同一のクローンであった。また、これら
2n卵は自然雌性発生を起こす能力を維持し
ていた。四倍体クローン雄は遺伝的に同一の
2n精子を産生した。 
 クローン由来三倍体とその雑種発生：クロ
ーンの産む 2n配偶子と遺伝的に異なるＡお
よびＢクレード（後述）のドジョウの半数性
配偶子を受精することにより、クローン二倍
体由来のゲノムを 2セット、両性生殖二倍体
由来のゲノムを 1セット持つ三倍体を作成し
た。これらの三倍体を成熟させたところ、こ
れらは 1n卵を産した。そこで、それら 1n卵
を正常な両性生殖二倍体より得た 1n精子と



受精し二倍体子孫を作成し、マイクロサテラ
イトＤＮＡマーカーの分離を解析した。その
結果、三倍体を作る時に用いたドジョウのク
レードにより、伝達されるアレルが異なった。
この現象は、クローンがＡおよびＢクレード
からの 2nゲノム（ＡＢ）を持つと考え、三倍
体（ＡＡＢあるいはＡＢＢ）では、相同性の
高い染色体間（たとえばＡ-Ａ）で対合が起
こり、異質な染色体（たとえばＢ）が排除さ
れると考えると、よく説明ができる。したが
っ て 、「 減 数 分 裂 型 雑 種 発 生 meiotic 
hybridogenesis」により三倍体が半数性配偶
子を作ることが明らかになった。 

その他：クローン由来の二倍体-三倍体モ
ザイク雌について、どのような卵を形成する
か調査したところ、1n卵、クローン 2n卵、非
還元 3n卵を同時に形成することが分かった。
2n卵はクローン由来生殖細胞に、1n卵と 3n
卵は三倍体生殖細胞に由来すると推察され
た。通常ドジョウの 1n卵を起源不明の自然四
倍体の 2n精子で受精後、第二極体放出阻止に
より新四倍体neo-4nドジョウ系統を作成し
た。 

 
（２）特殊な生殖の分子細胞機構 

非還元卵形成機構：クローン雌の卵母細胞
卵核胞における二価染色体数が、両性生殖二
倍体の倍の 50 であったこと、卵核胞崩壊後
第一極体を放出し、その後、第二減数分裂中
期で排卵されることから、減数分裂前核内分
裂(premeiotic endomitosis)の機構により、
全染色体が倍加し、これら姉妹染色体があた
かも相同染色体のように複製・対合して、擬
似的な減数分裂を行うことにより、二倍体の
クローンが非還元の 2n卵を産むことが明ら
かになった。 

非還元精子形成機構：性転換クローン雄の
精巣を材料とした。染色体観察を行ったとこ
ろ、体細胞分裂像に、ドジョウは 2n=50 であ
るにも関わらす、2n分裂像のほか、4n(染色
体数 100)が多く見られた。減数分裂像をみる
と、25 の二価染色体ではなく、50 の二価染
色体を示す像が多く見られた。したがって、
2n精子も卵形成の場合と同様に、減数分裂前
の核内分裂により形成されることが明らか
になった。次に、このような現象が何時起き
ているかを明らかにするため、精巣を組織学
的・免疫組織化学的に観察し、Ａ型精原細胞
を除くほとんどの時期で核サイズの増大（染
色体倍加）が生じていることが分かった。 
初期精原細胞に特異的な抗体を用いて、フロ
ーサイトメトリーを行ったところ、これらの
細胞でＤNＡ量の倍加が起きていることが確
認できた。従って、Ａ型精原細胞において、
核内分裂により、染色体倍加による四倍体精
原細胞が生じ、このことが 2n 精子を作る機
構であることが判明した。 

雌性発生機構：1n正常精子で受精後、細胞
学的組織学的に受精卵を追跡したところ、侵
入した精子は多く凝縮したままで雄性前核
を形成しないことが自然雌性発生の機構で
あることが判明した。偶然、1n精子が卵割前
に前核化した場合は三倍体に、卵割後の割球
で前核化した場合は、二倍体-三倍体モザイ
クとなることが推定できた。 
分子機構：クローンと正常な二倍体の間で、

Ａ型精原細胞について発現量に差のある遺
伝子群を差分化したｃＤＮＡライブラリー
を作製し、差のあった 77 遺伝子の部分配列
を明らかにした。卵についても、同様のアプ
ローチにより発現差のあった 37 遺伝子の部
分配列を明らかにした。 
 

（３）特殊な生殖様式の再現実験 
 遺伝地図：特殊な生殖様式の検討ならびに
その起源の解析には、対象とするドジョウの
ゲノム構造の理解が必要なことから、マイク
ロサテライトＤＮＡマーカーを開発し、約
160マーカーによる27連鎖群からなる遺伝地
図を構築した。また、人為雌性発生二倍体を
用いたhalf-tetrad分析から、各連鎖群の動
原体の位置も推定した。 
 集団解析：ドジョウの集団構造を明らかに
するため、54集団についてミトコンドリアＤ
ＮＡ調節領域のＲＦＬＰあるいは塩基配列
解析をおこなった。その結果、日本のドジョ
ウは種レベルに相当する分化を示す、二つの
クレードＡとＢに分けられ、北海道北部なら
びに石川県にのみ産するクローンは、北海道
北部の両性生殖のドジョウとともに前者に
包含された。 
Ｂはさらに、Ｂ1 とＢ2 のサブクレードに

分けられ、後者は関東・東海・甲信越に日本
列島を分断する形で分布した。これ以外の各
地にはＢ１のドジョウが生息した。現在進行
中の中国ドジョウの検討（未発表データ）か
らは、Ｂ2 サブクレードは、日本の国内市場
に見られる自然四倍体を含み中国の中央部
に由来する可能性が示唆されている。すなわ
ち、ドジョウの集団構造は複雑であり、異な
る集団間の交雑がクローン等形成に関与す
る可能性が示唆された。 
 種間交雑実験：ドジョウと近縁なカラドジ
ョウの人為交雑と染色体操作により作出し
た雑種二倍体雄は減数分裂により 1n精子を、
雑種三倍体雄は雑種発生の様式により 1n精
子を形成する場合が見られた。さらに、自然
四倍体フナ雄の 2n精子と正常キンギョ 1n卵
との受精に由来する三倍体雄は 1.５n精子を
産生した。従って、これらの種間雑種では、
非還元配偶子形成や雌性発生を再現できな
かった。 
 サケ科においては、生鮮あるいは凍結保存
精子を用いて、10 の組み合わせで人為交雑を



行い、生じる胚について細胞遺伝学的な分析
を行った。作出したサクラマス Oncorhynchus 
masou×カワマス Salvelinus fontinalis 雑
種雄について生殖特性を調査したところ、ご
く少数の雄において、非還元精子形成の可能
性が示唆された。雑種雌も含め、これらの交
雑種を現在も継続して飼育中である。 
 集団間交雑：ミトコンドリアＤＮＡ調節領
域の解析から遺伝的に大きく異なることが
明らかになったクレードＡの北海道女満別
町（現：大空町）とクレードＢ１の岩見沢市
北村のドジョウの間で集団間交雑を行った。
交雑Ｆ1 雌を成熟期まで飼育して、調べたと
ころ、非還元 2n卵のみを産む個体と多数の
1n卵と少数の 2n卵を同時に産む個体が見ら
れた。従って、集団間の交雑により非還元卵
形成を誘導できた。しかし、これらの非還元
2n卵は精子を取り込み三倍体へと発生し、自
然の雌性発生は生じなかった。雑種雄の精液
には半数性、二倍性、四倍性の細胞が認めら
れたが、接水後、活発な運動を示す精子ある
いは精子様細胞は著しく少なかった。しかし、
人工授精により、ごく僅かの二倍体および三
倍体個体が出現し、ＤＮＡマーカーの解析の
結果、少量の 1nおよび 2n精子形成が起きて
いることが判明した。以上のことから、遺伝
的に異なるゲノムを有する集団（あるは種）
間の交雑により、特殊な生殖を再現する可能
性が示された。 
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