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緒 論

　ギンブナ（Cα郷s伽α麗γα偽～碗gs40短ゼ）には，染色体数100の2倍性，156の3倍性，

206の4倍性個体が存在し（小林ら1970），3倍性ギンブナはすべて雌で，雌性発生により

繁殖することが知られている（小林1971，1976）。3倍性ギンブナは，卵成熟分裂過程に

おいて同型核分裂を1回行うだけであり，親の染色体数がそのまま卵に引き継がれる（小

林1976）。さらにその卵は近縁魚類の精子で付活され発生を開始するが，精子核は雌性前

核と融合しない（小林1971）。従って3倍性ギンブナの子孫は，雌親と同一の遺伝子組成

を持つクローンであると考えられている。

　土方ら（1983）は，自然集団の3倍性ギンブナについて，酵素と水溶性筋タンパク質の

電気泳動実験，および鱗移植免疫実験を行い，自然個体間におけるクローンの検討を行っ

た。その結果，3倍ギンブナの自然集団は多様性に富むことが示ざれた。本研究は，その

原因を明らかにする目的から，3倍性ギンブナの同腹のF、個体を用いて，倍数性の判定

と電気泳動法によりアイソザイムパターンの比較を行った。またF1個体が安定した成魚

のアイソザイムパターンに達する時期を決定するため，発生に伴うアイソザイムパターン

の変化についても検：濁した。

材料および方法

　材料魚を得るための雌親には長野県諏訪湖，上田市周辺で採集した3倍性ギンブナを用

い，雄親には諏訪湖産の2倍性フナと実験室で飼育したシュブンキン（ヘテロ透明鱗性；

優性形質），ワキンを用い，これらの間の媒精により得られたF1個体を使用した。使用し

た材料魚については表1に示してある。

　倍数性の判定

　倍数性は，赤血球核をフォイルゲン染色後，オリンパス顕微分光光度計により，DNA

量の相対値を求めて判定した。また可能なものについては，腎細胞または尾びれ上皮由来

培養細胞を用いて通常の空気乾燥法により染色体標本を作成し，算定した。

　電気泳動法

　アルコール脱水素酵素（Adh），グルコン酸6リン酸脱水素酵素（6　Pgdh），グルコース

リン酸ムター一ぜ（Pgm），エステラーゼ（Est）の各アイソザイム，および水溶性筋タンパ

ク質（M．P．）について調査した。
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表1　材料に用いた交配系
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　材料料魚は，1ケ月以上実験室内で同一飼料を与え，23～25DCの定水温の水槽中で飼育

した。これらの材料魚を断頭後解体し，肝臓および背びれ下の筋肉を摘出し，一20℃で冷

凍保存した。肝臓試料は，Adh，　Estでは約3倍量，6Pgdh，　Pgmでは約5倍量の0．01

MTris－HCI　pH7．0の緩衝液と共にホモゲナイズし，0℃，15，000回転／分で30分間遠心

した。筋肉試料は，約5倍量のD．W．と共にホモゲナイズし，0℃，15，000回転／分で30

分間遠心した。遠心後それぞれの上清を電気泳動用試料とした。

　ただし発生に伴うアイソザイムパターンの変化を調べる場合，肝臓摘出が不可能な小型

のF、個体は，個体全体を試料とした。

　Adh，6Pgdh，　Pgm，　Estの各アイソザイムについては，水平平板加水分解デンプンゲ

ル電気泳動法を用いた。泳動条件については表2に示してある。泳動終了後直ちにSHAW

and　PRAsAD（1969），　PHILIPPθ’認（1974）に準じゲルに酵素特異染色を施し，染色終了後

表2　電気泳動実験の方法

アルコール
E水素酵素
i1，1，1．D

エステラーゼ

i3，1．1．一〉

グルコン酸6リ
梼_脱水素酵素
i1，1，L43）

グルコースリ
梼_ムターゼ
i2．7，5，1）

筋タンパク質

ゲルの種類
加水分解デンプン（手製）

@　1445％（W／V）

アクリルアミド

T％（W／V）

電極緩衝液
0．180Mトリスー0．150M

@　ホウ酸pH＆5

0．155Mトリスー0．043M

@クエン酸pH　7、O

0．180Mトリスー0．150M

@　ホウ酸pH　8．4

ゲル緩衝液 電極緩衝液を10倍稀釈して使用

泳動条件 200V，17時間 200V，15時間
　　　　　30mA
a．P．B．が9cm移動するまで．
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固定液（メタノール：酢酸：D．W．＝5：1：5）で固定した。

　M．P．については，水平平板ポリアクリルアミドゲル電気泳動法を用いた。泳動条件は

表2に示してある。泳動終了後ゲルを12．5％TCAで固定し，クーマシブリリアントブル

ーR250で染色した後、10％トリクロロ酢酸で眼色を行った。

結 果

　発生に伴うアイソザイムパターンの変化

　1（D），2（D）の2系列のF、個体について受精後60日目からほぼユ0日間隔で200日目ま

で調査した。Adhは，1（D）で受精後116日以降パターンが安定して雌親と一致し，2（D）

では105日以降安定した。6Pgdhは，1（D）で157日目雌親と一致し，2（D）では105日以

降パターンが安定した6Pgmは，1（D）で152日，2（D）で131日以降パターンが安定し

た。またEstは，1（D）で130日，2（D）では105日以降パターンが安定した。

　同腹F1のアイソザイムパターンおよび厳。　P。の劃一馬射パターン

　3（Tt）以下の9系列で調査した。3（Tt）のF14個体は，すべて雌であり，雄踏の持つ

透明鱗の形質は認められなかった。4酵素のアイソザイムパターンは，F1個体ですべて一

致し，また雌親とも完全に一致した（図版1－1）。

　4（D）と4（Tt）は，同一個体の3倍性ギンブナ卵を異った雄の精子で媒精して得られた

F、であるが，4（D）の4個体はすべて雌であり，4（Tt）の2個体は雌雄各1個体ずつであ

った。また綿甲の透明鱗の形質を発現したものは1個体もなかった。4酵素のアイソザイ

ムパターンおよびM．P．の電気泳動パターンは，これらのF16個体ですべて一致した（図

版1－2）。

　5（D）のF18個体，6（Tt）のF13個体でも，4酵素のアイソザイムパターンおよびM．

P．の電気泳動パターンは，それぞれの系列の同腹F1個体においてすべて一致した。

　以上のF、個体は，4（D）の2個体，5（D）の8個体を除いてすべて3倍性を示した。

　7（D）と7（G）も，同一3倍性ギンブナ雌の卵を異った雄の精子で媒精して得られたF1

である。7（D）のF15個体（7（D）一1，2，3，4，5）はすべて雌であり，7（G）の4個体

（7（G）一1，2，3，4）は雌2個体（7（G）一2，3），不明2個体（7（G）一1，4）であった。

4酵素のアイソザイムパターンおよびM．P．の電気泳動パターンは，7（D）一1，2，3，4，

7（G）一2，3，4の7個体ではすべて一致し（図版2A－2，　B－2，　C－2，　D－2，　E），また母親

とも一致した。しかし，7（D）一5では，6P塑hのアイソザイムパターンはB－4を示し，陽

極側から4番目，7番目のバンド（a，b）の移動度が異っていた（図版2）。7（G）一1で

は，AdhのアイソザイムパターンはA－3を示し，陽極側から3本のバンドa，　b，　cの染色

度が異なっていた（図版2）。また，6Pgdhで2本（B－3），　Pgmで1本（C－3），　Estで

2本（D－3），それぞれバンドの増加が認められた。

　この7（D），7（G）のF、個体について培養細胞を用いて培数性の判定を行った結果，7

（D）一1，2，3，4，5，および7（G）一2，3，4の染色体数のモードは156で3倍性を示し，7

（G）一1は染色体数のモードが206で4倍性であった。また，』この採薬の染色体数のモード

は156で3倍性であった（表3，図版3）。

　8（D）のF12個体は，　Adh，6PgdhおよびPgmにおいては相違は認められなかった
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表3　7（D）と7（G）の第一世代の培養細胞における染色体数の分布

個体番号
　　　　　　　　　　　　　　染　　色　　体　　数
性別……一……一一一……一一……一一…一一一一一一……一一一一一一…一・一一一……一一……一一一一…一一一一一一一一……一一一一…一計
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が，EstおよびM．　P．においてバンド数，バンドの移動度，染色濃度に相違が認められ，

染色体数はいずれも4倍性を示した。また9（Tt）のFl　3個体は，　Adh，6Pgdhおよび

Estにおいて相違が認められ，染色体数はすべて3倍性を示した。

考 察

　Adh，6Pgdh，　Pgm，　Estの発生に伴うアイソザイムパターンの変化について調査した

結果，安定した成魚のアイソザイムパターンに達する時期は酵素によって少しずつ異って

おり，Adhは最も早く110～120日で安定化するが，6Pgdh，　Pgmでは遅く，150～160日

で始めて安定したパターンを示す様になる。Estは両者の中間で125～135日で安定化する

ものと考えられ，いずれも以後変化は認められない。従って，上記4酵素をマーカーとし

た個体間の比較を行う場合，少なくとも受精後160日以上を経過した個体について行う必

要がある。

　そのような個体を用い，同腹Fl個体間の比較を行った結果，9系列のうち5系列，3

（Tt），4（D），4（Tt），5（D），6（Tt）で，4酵素のアイソザイムパターンおよびM．　P．

の電気泳動パターンが，すべて一致した。

　このうち，4（D）と4（Tt）のF、個体は雄親を異にしたものであるが，そのアイソザイ

ム，M．　P．の電気泳動パターンは完全に一致し，これら両系列のFl個体が雌性発生によっ

て生じたものであることが示された。また，3（Tt）のF1個体と雌親の4酵素のアイソザ

イムパターンおよびM．P．の電気泳動パターンも全く一致し，そのF、個体の倍数性は調

べた限りではすべて3倍性を示した。

　これらの事実より，同腹3倍半F1個体はすべて電気泳動型クローンであり，1個体の

3倍性ギンブナ雌より生ずるF、個体は，すべて雌親と同一の遺伝子組成から成るクロー

ンを形成するということが示唆された。
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　また，3（Tt），6（Tt）の同腹F、個体は，鱗移植免疫実験により，組織適合性クローン

であることが示されている（NAKAKUKIθ≠砿1984）。このことは，この系列の同腹F1個

体が同一クローンに属することを示すものと思われる。しかし，残りの4系列7（D），7

（G），8（D），9（Tt）では，4酵素のアイソザイムパターンおよびM．　P．の電気泳動パタ

ーンにおいて，同腹F1個体中に相違を示す個体が認められた。このうち，7（G）のFl　1

個体7（G）一1の染色体数は206で雌親の染色体数156と雄親の生殖細胞染色体数50の和に一

致した。この4倍性F1個体7（G）一1では，4酵素のアイソザイムパターンのいずれにお

いても，同腹の3倍性Fl個体よりバンド数の増加が認められた。また7（G）一1から同腹の

3倍性F、個体への移植鱗は拒絶されたのに対し，その逆は生出した。さらに，この系列

では受精過程の組織学的観察から，卵細胞心中に侵入した精子核は膨潤し，雄性前核化し

ていることが確認されている（中久木ら，1983）。以上より，7（G）一1は雄ゲノムが3倍

性ギンブナ卵に導入され，4倍性個体となったものと判断された。この様な4倍性F、個

体の出現は，自然集団にまれに存在する4雨性ギンブナの起源を暗示するものではないか

と考えられる。

　一方，3倍F1個体7（D）一5は，6Pgdhにおいて同腹の3倍性FI個体と異なるアイソザ

イムパターンを示した。このことは，同腹3倍性F、個体に遺伝的相違が生じたことを示

すものと思われる。このような遺伝的相異を生ずる原因は，今回の実験では明らかでない

が、3倍性ギンブナ卵成熟分裂過程において，一部の個体で複糸期にキアズマを持つラン

プブラシ染色体が2～3個観察されることから，3倍性ギンブナにおいても遺伝的組み換

えの起こる可能性が示唆されている（児島ら，1983）。また，3倍性ギンブナ卵受精過程

において，3倍性F1個体を生じた一部の系列では，卵細胞忌中に侵入した精子核の丸丸

が認められ，これら同腹Fl個体間で鱗移植免疫実験を行った結果，一方向の組織適合性

が認められた。これらのことは，雄性遺伝子の関与の可能性も否定することができないこ

とを示すものと思われる（NAKAKuKI　6’磁1984）。

　一般的に3倍性ギンブナは雌性発生によりクローナルな繁殖を行っているものと考えら

れている。しかし，今回の実験で同腹3倍性Fl個体に，遺伝的相違を生じた個体が発見

された。この個体から生ずるF、も，雌性発生によりクローンを形成すると仮定すると，

既存のクローンから新しいクローンが分岐する可能性が考えられる。3雨性ギンブナ自然

集団において，MuRAYAMAθ’磁（1984）は多様性の存在を報告しているが，その原因の一

つとして今回見られた様な同腹F1個体間の遺伝的組み換えが関与しているものと考えら

れる。
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図版1－1
　3（Tt）のアイソザイムパターン

　A：アルコール脱水素酵素
　B；グルコン酸6リン酸脱水素酵素
　C；グルコースリン酸ムターゼ

　D：エステラーゼ
　1；母親
　2：すべての3倍性FI

図版1－2
　4（D）と4（Tt）のアイソザイムパターン

　A；アルコール脱水素酵素
　B；グルコン酸6リン酸脱水素酵素
　C；グルコースリン酸ムターーゼ

　D：エステラーゼ
　E；水溶性筋タンパク質

　1；すべての4（D）のFI
　2：すべての4（Tt）のF1
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図版2
　7（G）と7（D）のアイソザイムパターン

　A；アルコール脱水素酵素
　B；グルコン酸6リン酸脱水素酵素
　C：グルコースリン酸ムタ一目ビ

　D：エステラーゼ
　E；水溶性筋タンパク質
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　2；3倍性F1
　3：4倍性FI（7（G）一1）
　4；3倍性F1（7（D）一5）
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