
はじめに

　クローン魚は遺伝的に均一であるため，養殖魚として
バラツキの極めて少ない均質な製品が生産出来る可能性
がある。齊藤ら１）においてクローンヒラメ６系統を用い
て，成長性と耐病性のクローン間比較を行い明らかな違
いが認められ，これらの形質に優れた特性を有する系統
の存在が示された。そこで本報告では，クローンヒラメ
の性分化と形態形成に注目した特性評価を試みた。
　ヒラメの場合，雄よりも雌の方が成長が良好であるため，
全雌種苗を用いた養殖の有利性が示されている２）。しか
し雌性発生により遺伝的に全雌種苗を作出しても，必ずし
も１００％雌の種苗が出来る訳ではないことも既に報告され
ている３）。一方，ヒラメ・カレイ類の種苗において一般
的に出現が認められている白化，黒化，眼位異常などの
形態異常魚は，商品価値の低下に繋がるため養殖魚とし

て不適であり，出現防除が重要な課題となっている４）。
　本研究では，遺伝的に雌であるクローンヒラメ６系統
を用いて，本来の遺伝的性の発現状況を調べると共に，
有眼側の白化及び無眼側の黒化並びに体型等に関する形
態異常魚の出現状況について調べ，系統間での明確な違
いが認められたので報告する。

材料及び方法

１．供試魚及び仔稚魚の飼育
敢　クローンヒラメの作出
　材料として齊藤ら１）と同様にホモ型クローンヒラメ
６系統（７１，７２，７５，７７，８２，８３）を用いた（Fig. １）。
各系統の親魚から採卵，採精し，人工受精により受精
卵を得た。
柑　通常発生魚の確保
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Evaluation of traits of clonal lines induced by chromosome manipulation in Japanese 
flounder (Paralicthys olivaceus) 
Ⅱ. Differences in gonadal sex differentiation and morphological development

Setsuo SAITOH＊１ and Tatsunari MORI＊２

　Gonadal sex differentiation and morphological development by rearing experiment were conducted to characterize the 
clonal lines in Japanese flounder, Paralichthys olivaceus. Clone fish produced by chromosome manipulation techniques 

gynogenetically were artificially reared to juvenile stage and examined their sexuality and morphology. Female rates of 

no.  ７２, 75 and 82 clonal lines were high values (７０.８%, ７７.８% and ８８.５%) and those of no. ７１, ７７ clonal lines and control 
group were almost ５０%, but no. ８３ clonal line showed the lowest rate (２７.１%). Pseudoalbinism on the ocular sides of 
clonal lines were slightly (０.０～６.０%) observed compared with control group (３５.０%), but the ambicoloration on the 
blind sides of them were recognized severely (５７.５～１００.０%) except the no. ８２ clonal line (２.５%). Severe vertebral 
fusions (abdominal region ３６.３%, caudal region ５３.６%) were observed in no. ８３ clone fish which body proportions (body 
height/standard length) were significantly different from other clonal lines. The appearance of no. ８３ clone fish showed 
so-called shortened trunk.
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　２００１年に北海道栽培漁業振興公社羽幌事業場で採卵
され，通常の種苗生産に使用される受精卵を中央水試
に輸送し，孵化させた後対照魚として用いた。その後
の飼育条件は，クローン魚と同様に設定した。
桓　仔稚魚の飼育
　クローンヒラメ各系統及び対照魚の飼育には６０Lア
クリル水槽を用い，水温１５℃で受精卵を孵化させ，３
日後からは，１８℃の調温海水でウオーターバスにより
水温調節した。通常のワムシ，アルテミア，配合飼料
の餌料系列で種苗の育成を行った。

２．性分化
　各クローン系統毎に同一の水温，収容密度，給餌条件
で仔稚魚期を飼育し，性分化後の全長５０～７０mmの段階
で各水槽から５０尾ずつサンプルを採取し，生殖腺を含む
腹部をブアン氏液で固定した。十分固定した後，腹部を
解剖して生殖腺取り出し，その形状から雌雄を判別した。

３．形態形成
敢　体色

　全長１２０mmの段階で各水槽から５０尾ずつサンプル
を採取し，有眼側の白化及び無眼側の黒化の状況を調
査した。
柑　体型
　体色の状況を調査した魚各５０尾について，体長及び
体高並びに頭長を測定した。
桓　脊椎骨
　全長１００mmの時点で各水槽から７０～８０尾サンプル
を採取し，軟Ｘ線撮影装置（SOFRON:SRO-iM５０型）
により撮影し，脊椎骨数とその癒合の状態を調べた。

４．統計処理
　雌の比率及び体色異常率は，c２検定により有意差を調
べた。体高/体長比及び頭頂/体長比並びに脊椎骨数の有
意差は，一元配置分散分析（ANOVA）を行った後，Tukey
の多重比較検定により行った。
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Fig.１ Schematic diagram for the production of mitotic-
gynogenetic diploids(G2) and clones(No.７１～８３).

Fig.２ Female rates of clonal lines in Japanese flounder.
Different letters on histograms show groups have 
significant difference among groups (p<０.０５). 
Asterisks indicate significant difference (p<０.０５) 
from theoretical １ : １ sex ratio by c２ test.

Table １ Occurrence frequency of abnormal coloration of clonal lines in Japanese flounder.



結　果

１．性分化
　雌の比率（Fig. ２）は，８２系統が８８．５％と最高値を示
したが，７５，７２，７７系統の順に率が低下し，７１系統では，
４６．２％と対照区の４５．５％とほぼ同様であり，８３系統では
２７．１％と逆に雄の比率の方が高かった。雌の比率におい
て，クローン系統間で明らかな違いが認められたが，対
照区の雌の比率は４５．５％であり，雌雄比ほぼ１：１であ
った。

２．形態形成
敢　体色
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Fig.３ Comparison of BH/SL and HL/SL as a morphological 
characteristic of clonal lines in Japanese flounder.
Vertical bars show standard deviations of the means.
Different letters indicate groups have significant 
difference among groups (p<０.０５).
BH/SL: Body height/standard length ratio
HL/SL: Head length/standard length ratio

Table ２ Vertebral number of clonal lines in Japanese 
flounder.

Fig.４ Occurrence frequency of vertebral fusion of clonal lines in Japanese flounder. 
Av: Abdominal vertebra
Cv: Caudal vertebra
Normal: No fused vertebra observed
Slight: Only １ or ２ vertebral fusion observed
Severe: Over ３ vertebral fusion observed



　対照区が有眼側の白化率において，３５．０％と高かっ
たが，クローン系統では全て６．０％以下であった（Table
１）。一方，無眼側の黒化率は対照区で２０％と低く，ク
ローン魚では，８２系統を除いて５７．５～１００％と高い傾向
を示した。しかし，８２系統のみ２．５％と対照区より低か
った。
柑　体型
　体高比（体高／体長）は，８３系統が０．４３１で他の系統
と比較して格段に（p<０．０１）高かった（Fig. ３）。一
方，対照区は，０．３８８であり，７１，７５，８２系統とほぼ同
様の値であったが，７２系統及び７７系統は対照魚よりも
有意（p<０．０５）に低かった。頭長比（頭長／体長）は，
対照区が，０．３００で最も高く，次いで７２系統が０．２９６で
あった。７７系統と８２系統は，０．２８８～０．２８９でほぼ同じ
値であった。これら２系統を除く他の３系統において，
対照区に比べて有意（P<０．０５）に小さい値であった。
桓　脊椎骨
　脊椎骨数（Table２）は，対照区及び８３系統を除くク
ローン系統の腹椎が平均１０．８個なのに対して，８３系統
が平均９．３個であり，有意に（p<０．０５）低い値であっ
た。尾椎についてもほぼ同様に，８３系統のみ有意
（p<０．０５）に少なかった。脊椎骨の癒合の状態をみる
と（Fig. ４），癒合が３カ所以上起きている重度の個体
が特に83系統に多く，腹椎及び尾椎共に約３０％～５０％
の個体で認められた。他の系統では，７５系統の尾椎で
１０％を超える個体で発生していた。一方対照区では，
腹椎及び尾椎共に殆ど癒合は認められなかった。

考　察

１．性分化
　第一卵割阻止型雌性発生二倍体の次世代を雌性発生に
より作出したクローンヒラメは，遺伝的には全て雌（XX）
であるが，１００％雌とはならず，高い比率で雄が出現する。
この理由は，ヒラメは雄ヘテロ型（XX-XY型）の遺伝的
性決定機構を持ちながら，性分化に水温が影響を与える
ためとされている３）。本研究では，本来の遺伝的性が発
現される１８～２０℃で飼育した。また，孵化から性分化の
完了する稚魚期を，水温以外の条件もほぼ同一の環境条
件で飼育したにも拘わらず，雌の比率は，２７．１～８８．５％
と大きな違いが系統間で認められた。従って，これらの
ことは，親魚の違い，すなわち雌親魚の遺伝的相違が性
比に大きな影響を及ぼしていることを示す。一方，対照
区の雌の比率は４５．５％であり，雌雄比がほぼ１：１であ
ったことからも，飼育条件は正常に性分化が促される適
正な環境であったと考えられた。

　各クローン系統の雌比率を比較すると，８２系統では９０％
近く雌となっており，高成長を期待する養殖用種苗生産
においては，この系統が優れていると言える。一方，対
照区よりもさらに低い雌比率を示した８３系統は，著しく
雄化し易い特性を持つ系統と言えよう。雌性発生により
作出されたクローンヒラメにおいては，本来は全て雌に
なるはずであるが，雄に分化する個体が高い比率で出現
するロットも多い。雌性発生により作出されたクローン
ヒラメ集団に出現した雄は，本来の遺伝的性とは逆に分
化した，いわゆる偽雄であるが，機能的には雄であるた
め，クローン集団を世代を超えて維持するためには十分
利用価値がある５）。しかし実際の養殖生産には，成長の
良好な雌を使用する方が効率が良いため，雄の出現は極
力避けなければならない。従って，雌比率の高い養殖種
苗を生産するには，親魚管理の重要性が示唆される。
　ヒラメの人工種苗生産・放流は現在全国的に実施され
ているが，採卵に使用される親魚の遺伝的性，特に偽雄
が用いられることによるY遺伝子の消失の可能性が指摘
されている６）。ヒラメの場合，染色体の形態的特徴から
遺伝的性を判別することは不可能であることから，近年
発展が著しい高感度DNAマーカーによる遺伝的性の判
別技術開発が盛んに行われている７）。性特異的DNAマー
カーを利用することで，本来の遺伝的雄，雌を種苗生産
用の親魚として使用することが肝要であり，人工種苗の
遺伝的多様性のみならず，遺伝的性にも配慮した「健苗」
の育成が期待される。

２．形態形成
　本研究においては，クローンヒラメを用いて体色，体
型，脊椎骨について調べたが，同一条件下における飼育
においても，８２系統の様に，ほとんど体色異常魚の出現
しない系統が認められ，クローン系統による明らかな違
いが示された。一方，体型に関しては，体高／体長の比
率では，８３系統が他の系統及び対照区に比較して，有意
に大きな値を示しており，また脊椎骨の癒合の度合いと
相まって，短躯体型となっていた。養殖魚においては，
外見により商品価値に大きな差が生じる場合が多く８），
形態異常魚の出来るだけ出現しないことが，養殖用種苗
が持つべき特性として重要である。その意味で８２系統は，
体色，体型ともに正常であり，養殖魚として求められる
外見的特性に適合している系統といえるであろう。脊椎
骨異常の最も顕著であった８３系統は，前述の性分化にお
いても本来の遺伝的性である雌に分化した割合が最も低
かった。生殖腺の性分化は基本的に形態形成であると考
えるとき，性分化と組織構築に関与する何らかの共通因
子の存在が推察され，非常に興味深い結果であった。
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　ヒラメ・カレイ類においては，人工種苗生産を行うと，
有眼側の白化や無眼側の黒化そして眼位異常などの形態
異常魚が高い比率で出現する場合が多い。現在人工種苗
生産が盛んに行われているヒラメにおいては，白化個体
は養殖用種苗や放流用種苗として価値が低いため，その
発現機構と防除法の確立が求められ，栄養学的，内分泌
学的観点から様々な研究が行われてきた９～１３）。異体類の
左右不相称は変態により獲得され，白化魚は両側とも無
眼側に，黒化魚は両側とも有眼側に変態したものといわ
れている。即ち，形態異常は，「変態異常」であり，天然
における本来の成長・発育段階に沿った育成がなされな
かった場合に高率で出現するものとされている１４）。一方，
異体類の形態形成，特に変態との関連においては，その
分子機構の解明も進められている１５～１７）。本研究で明らか
となった８３系統の様に，形態異常の発現し易いクローン
魚を実験材料として用いることで，形態形成更には性分
化に関する分子機構の解明にも役立つものと考えられた。
　体色異常個体は，放流後の生き残りが低いことや，養
殖魚としての商品価値を損なうことから，有効な出現防
除法の確立が求められてきた。しかし一方で，我が国で
全国的に展開されているヒラメの種苗放流による栽培漁
業では，放流魚の「無眼側黒化」を天然魚と区別する標
識として利用することで，放流効果が算定されてきた１８）。
したがって，ヒラメの栽培漁業は，無眼側黒化無くして
は，あり得なかったという側面も存在する。今後は，ヒ
ラメ栽培漁業の更なる発展のための「モニタリング」手
法として，体色異常魚に頼らない，真に有効な「標識法」
の開発が望まれる。

要　約

１．ヒラメ養殖における育種素材としてのクローンヒラ
メの特性を評価するため，性分化と形態形成に着目し
て飼育試験を行った。クローン系統６系統及び通常発
生魚を用いて，仔稚魚期を同一条件で飼育し，雌の比
率，有眼側の白化，無眼側の黒化，体型，脊椎骨につ
いて調べた。
２．雌の出現率の比較を行ったところ，８２系統の雌の比
率が８８．５％と最も高く，８３系統は２７．１％で，対照区の 
４５．５％よりも低い値であった。
３．体色では，８２系統は白化率，黒化率ともに極めて低
かった。他の系統では，白化率は対照区よりも明らか
に低かったが，逆に黒化率は，有意に高い値であった。
４．体型については，体高／体長の比率及び脊椎骨癒合
の度合いにおいて，８３系統が他の系統と比較して有意
に値が高く，短躯体型となっていた。
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