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Abstract

In thisstudy, a method for estimating the ploidy of white-spottedcharr (Salvelinusleucomaenis

leucomaenis) embryos was examined. Itinvolved counting the number of nucleoliin embryos that

were fixed 29-315 h after fertilization.Contamination of other than the embryo cellsconsiderably

impeded the observation of the nucleiand nucleoli;therefore,pretreatment of the embryos was de-

veloped,and a morphological standard of nucleifor estimation of ploidy was set.Thus, the ploidy

of the embryos that were fixed 99 h after fertilizationwas estimated.

序論

　二倍体と四倍体の交配による三倍体の作出法が

報告されている口。　エゾイワナSalvelinus

leucomaenis leucomaenisにおいても、成長が速

い三倍体は産業的に有用と考えられ、三倍体およ

び四倍体の作出が試みられているが、その成功率

はいずれも極めて低い(2)。したがって、倍数化処

理個体の倍数性を処理後できるだけ早く判定する

手法の確立が、成功率の高い倍数体作出技術の開

発に貢献すると考えられる。

　染色体数、ＤＮＡ量、赤血球サイズによる倍数

性判定法が知られているが(3, 4,5)これらのなか

で最も簡易な判定法とされる赤血球サイズの利用

においても、対象生物が血液採取可能サイズに生

長するまで多くの時間と飼育スペースを要する。

　そこで、銀染色法の応用が報告され㈲、アマゴ

の場合、発眼卵の倍数性が判定可能であると報告

されている(7)。現在エゾイワナでも孵化仔魚の核

小体から倍数性を判定することが可能である(熊

野、私信)。　しかし、全ての実験区の受精卵を体

１石巻専修大学理工学部生物生産工学科

２宮城県内水面水産試験場

３宮城県気仙沼水産試験場

組織の採取が可能となる仔魚期まで飼育するには

かなりの時間と施設を要することから、孵化前に

倍数性を判定することができれば倍数体作出技術

の改善に時間と費用の面で大きく貢献すると考え

られる。そこで、本研究ではエゾイワナ胚におけ

る倍数性判定法を検討した。

材料と方法

　宮城県内水面水産試験場で受精および倍数化処

理したエゾイワナの無処理受精卵（二倍体）、三

倍体化処理受精卵（2006年10月19日、水温9

°c、吸水10分、28で処理20分；第二極体放出阻

止）、四倍体化処受精理卵（2006年11月２日；

29゜C処理15分、第一卵割阻止）を使用した。無

処理受精卵と三倍体化処理受精卵を受精後29時

間（Ａ）、48時間（Ｂ）、74時間（Ｃ）、99時間

①）、147時間（Ｅ）、196時間（Ｆ）、315時間

（Ｇ）に、四倍体化処理受精卵を受精後103時間

（α）、270時間（β）にそれぞれカルノアで固定

し、－20゜Cで保存した。これらの受精卵の胚を摘
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出し、銀染色を以下のステップ（①～⑥）で行っ

た。

①染色液の調整はHowell and Black（**）の方法を

　用いた。

②ピンセットとメスによって各サンプル（受精

　卵）の胚をその周囲部とともに摘出した。

③50％酢酸（マイクロチューブ）に試料を移し、

　30分間静置した。

④先端を加工したホモジナイザーペッスル（アズ

　ワン）でマイクロチューブ内の試料を撹絆

　（400 r.p.m）した。

⑤ホットプレート（70で）上で、パスツールピ

　ペットでスライドグラスに試料を滴下し、室温

　で試料を乾燥させた。

⑥スライドグラスの試料に前記①の方法で銀染色

　をし、カバーグラスで封入した。

⑦生物顕微鏡で核と核小体を観察して計数した。

結果

胚の部分をその周囲部とともに摘出して作製した

細胞試料に銀染色を行ったが、全体的に黄色に染

まり、核および核小体を確認することができな

かった（図｡1）。そこで胚の前処理法として、胚

の摘出、酢酸濃度、浸漬時間、洗浄等を検討し

た。

胚の前処理法の検討

　（1）胚の摘出

　受精卵を構成する胚、油球、卵膜を単離し、そ

れぞれを銀染色した結果、黄色因子は、胚、油

球、卵膜の全てに含まれ、そのなかでも油球が最

も強く黄色に染まった。そこで、できる限り油球

を含まないように胚を摘出した。卵膜に付着した

胚を処理する場合は、マイクロチューブ内で軽く

撹絆して卵膜と胚を分離し、卵膜（卵膜の断片）

をマイクロチューブから取り出した後に撹拝を継

続した。

　（2）酢酸濃度と浸漬時間

　50％酢酸に30分間浸漬していたが（ステップ

③）、胚が溶解しやすいので酢酸濃度と浸漬時間

を検討した。

　5％、10％、20％の酢酸に胚および油球を浸漬

した結果、20％酢酸では25分後には胚および油

球は完全に溶失した。5％、10％酢酸は30分以上

Fig. 1　A preparation with yellowish background

経過しても胚および油球は残存していた。5％酢

酸が胚および油球の保持が良好であったが、10％

酢酸が胚の細胞の拡散性が良好であった。そこで

酢酸濃度を10％、浸漬時間を10分とし、また、

胚細胞の拡散率を向上させるために700 r.p.m

で撹絆した。

　（3）洗浄

　可能な限り試料中の油球成分を除くため、遠心

分離操作による胚の洗浄法を検討した。

　1000 r.p.m、2000 r.p.m、3000 r.p.m、5000

ｒ･p.m、7000 r.p.mで３分間遠心し、その上澄み

液を捨て、沈殿物をスライドグラスに滴下して銀

染色を行った。その結果、7000 r.p.m試験区に

おいて核および核小体を最も確実に確認すること

ができた。したがって洗浄ステップにおける遠心

は３分間7000 r.p.mとした。

受精卵の倍数性の判定

　以上のことから、受精卵を以下のステップで銀

染色を行い、その倍数性を検討した。

①染色液の調整はHowell and Black（*）の方法を

　用いた。

②ピンセットとメスによって各サンプル（受精

　卵）から、“胚だげまたぱ油球を含まない

　ように卵膜に付着した胚”を摘出した。

③卵膜に付着した胚を処理する場合は、軽く撹絆

　して卵膜と胚を分離し、卵膜（卵膜の断片）を

　マイクロチューブから取り出した後に撹絆を継

　続した。

④10％酢酸（マイクロチューブ）に試料を移し、

　10分間静置した。
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Fig. 4 Nucleus having three nucleoli（arrows）.

Fig. 5　Nuclei with many nucleoliof vaious size.

ような基準（計数対象基準）を設けた。

計数対象基準一１　円形か楕円形に近い核。

計数対象基準一２　円形か楕円形に近い形の核小

体しか存在しない核。

計数対象基準一３　長径が2.5μｍ－5μｍの

核小体を含む核。

　以上の条件を全て満たしている核だけを計数対

象とし、各試料（Ａ－Ｇ、α、β）につき核を

200個計数した。また、同数の核小体を有する核

の割合を求め、その割合をもとに倍数性判定の基

準を定めた。

倍数性判定の基準（図.6.a、図｡6.b、図. 6.c）

二倍体：核小体数が２個の核が計数対象とした核

の60％に達している個体。

三倍体：核小体数が３個の核が計数対象とした核

の60％に達している個体。

四倍体：核小体数が引固の核が計数対象とした核

Fig. 2 Nucleus having three nucleoli（arrows）

Fig. 3 Nucleus having three nucleoli（arrows）

⑤静置後、前記のホモジナイザーペッスルでマイ

　クロチューブ内の試料を撹絆（700 r.p.m）し

　た。

⑥7000 r.p.mで３分間遠心した。

⑦沈殿試料をホットプレート（70 °C）上で、パ

　スツールピペットでスライドグラスに滴下し、

　室温で試料を乾燥させた。

⑧スライドグラスの試料に前記①の方法で銀染色

　をし、カバーグラスで封入した。

⑨生物顕微鏡で核と核小体を観察して計数した。

　この方法で銀染色を行い、高い確率でエゾイワ

ナの受精卵の胚細胞の核および核小体を観察でき

た（図.2、図.3、図.4）．　しかし、同一試料に

おいても明らかに変形した核や様々な形状や数の

核小体も確認された（図.5）．　したがって、倍数

性を判定する際に計数対象とする核の形態に次の
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number of nucleoli

　　　　Fig.6　Percentage of nucleus having each the number of nucleolus and ploidy

　　　　　　　　a,diploid.b, triploid.c, not determined.

　　　　　　　total　　　　　　　　　　　　　　10　　　6　　　10　　10　　10　　10　　10　　10　　　7

（1）2N, embryos for production of diploid. 3N, embryos for production of triploid.4N, embryos for production of tetraploid.

（2）Nucleoli were not observed.

（3）The number of nuclei in which nudeoli were observed was less than 200.

の60％に達している個体。

不明　：計数対象とした核の60％に達する核小

体数の核が観察されない個体。

　以上の方法と判定基準に従って全ての試料を処

-

理した結果を表｡↓に示した。受精後QQ時間の無

処理受精卵（二倍体）は10個体中↓O個体が二倍

体と判定された。三倍体化処理受精卵は６個体中

丿固体が不明、５個体が判定可能でそのうち４個
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体が三倍体で１個体が二倍体と判定された。無処

理受精卵（二倍体）の全てのサンプルの80－↓00

％が二倍体と判定され、１個体が三倍体と判定さ

れた。三倍体化処理受精卵ではその50－70％が

三倍体と判定された。四倍体化処理受精卵では、

四倍体と判定されたのは受精後103時間のサンプ

ルにおいては約43％だった。しかし、受精後270

時間の全てのサンプルでは計数対象基準を満たす

核が200個以下であったことから、倍数性の判定

はできなかった。

　本研究で開発した受精卵の胚の核小体染色法で

は、ほとんどの個体について倍数性を判定するこ

とができたが、受精後oq時間から74時間までの

サンプルでは核小体を確認できず、その倍数性を

判定できなかった。しかし、本研究で開発した方

法により受精後QQ時間の受精卵の倍数性をおお

むね判定することができた。

考察

　本研究において開発した処理法と判定基準で

は、無処理受精卵（二倍体）の１個体が三倍体で

あると判定された。無処理受精卵（二倍体）で

あっても第２極体放出の自然抑制により、三倍体

が誕生する可能性は否定できない(9）。また、核小

体は細胞分裂の時期に応じて核小体が離散、集合

することから皿、三倍体化処理受精卵や四倍体

化処理受精卵のより正確な倍数性判定法の確立に

はさらに検討の余地があると考えられる。そし

て、実用性を考慮して処理法の簡便化も検討する

必要があろう。しかし、発眼卵の倍数性を判定す

るにはアマゴの場合、受精後約432－480 時間を

要し(7）、エゾイワナの孵化仔魚の倍数性を判定す

るには受精後約1080時間を要するが（熊野、私

信）、本研究では受精後QQ時間の受精卵の倍数性

をおおむね判定することができた。　したがって、

本研究は倍数体作出技術の確立に時間と経費にお

いて貢献すると考えられた。

要約

　受精29～315時間後に固定したエゾイワナ受精

卵を用い、その倍数性を孵化前に判定する方法を

検討した。胚以外の部位が少量でも試料に混入す

ると、核および核小体の観察を著しく妨げること

-

から、摘出した胚の前処理法を検討し、銀染色に

よって核および核小体を確認することができた。

次に倍数性を判定する際に計数対象とする核の形

態に基準（計数対象基準）を設けるとともに、同

数の核小体を有する核の比率による倍数性判定基

準を定めた。その結果、受精99時間後の受精卵

の倍数性を推定することができた。
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