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緒  言 

ヒラメは全国で毎年約 1,500 万尾の種苗が放流

され１）、マダイとともに栽培漁業の最重要な対象

魚種の一つである。本県においても毎年約 20 万

尾の種苗が県下の浅海域に放流されている２）。近

年、栽培漁業においては地域の遺伝的多様性に配

慮した人工種苗を生産し、放流することが求めら

れている。そのため、国の指針では親魚は野生魚

を用い、雌雄比を１：１とした上で 50 尾以上保有

することを基本としている１）。 

神奈川県水産技術センター(以下、「当センタ

ー」)では、地元産の天然魚由来のヒラメ種苗の放

流に取り組んでいるが、当センターには 50 尾も

の成魚を親魚として養成するような大型水槽は

施設的な制約から設置不可能であるため保有し

ていない。そこで、産卵期に近傍の魚市場におい

て放卵間近と思われる腹部が膨満した天然魚を

購入し、２ｔFRP 水槽に収容して短期間養生した

後採卵しているが、自然採卵は望めず、腹を絞っ

て人工的に採卵しているため、一尾から得られる

卵量は少なく３）、二十万尾の放流用種苗を生産す

るのに必要な受精卵の確保は困難である。また、

天然魚を搾出法で採卵して種苗生産した場合、

DNA 分析を用いた親子鑑定によると採卵に用いた

親魚のうち、生産した種苗に関与するものは 18%

に限られていたとの報告もある４）。さらに、人工

採卵では卵を確保できる時期が遅れるため、種苗

生産した稚魚が放流サイズである７〜８cm に達

上のマイクロサテライト DNA マーカーを掲載した

「ヒラメの遺伝子地図」の作製と、ヒラメの雌性

発生魚からリンホシスチス症の耐性を有する系

統魚を開発している６～11）。また、この系統魚は民

間の種苗生産施設において養殖用種苗として生

産されている 12）。また、近年、温暖化により、ヒ

ラメなどの養殖業においては、夏季に水温が著し

く上昇するなどして飼育環境の悪化が指摘され

ているが、この適応対策として、当センターでは

高温耐性形質のヒラメ系統魚の開発にも取り組

んでいる 13）。当センターが開発したこれらの系統

魚は、0.5〜２ｔの水槽に数尾〜数十尾を収容し

て周年飼育しているため、継代飼育を重ねていく

うちにこのような狭い環境下でも成熟し、熟卵や

精子を容易に確保可能という特性を有するに至

っている。 

そこで、遺伝的多様性に富む放流用のヒラメ種

するのは７月下旬２）となるが、夏季は相模湾にお

いてヒラメ稚魚の餌料となるアミ類の個体群密

度が大幅に低下する時期となる５）。アミ類の出現

時期から見た本県におけるヒラメ種苗放流適期

は５月〜６月と考えられ、餌料環境的にも好まし

い時期ではない。このようなことから、地元の天

然魚由来のヒラメ種苗の放流は事実上不可能な

状態にありほとんど行われていないのが現状で

ある。 

一方、当センターでは理化学研究所、東京海洋

大学の３機関との連携研究に取り組み、1000 個以
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苗を効率良く、安定的に生産するため、マス類、

ブリ、フグ及びニベ 14～17)において研究開発された

代理親魚技術を応用して、当センターで保有する

系統魚に天然魚の遺伝子を有した配偶子を生産

させる技術の開発を行った。 
 

材料および方法 

系統魚からの代理親魚候補の作出 

精原細胞を移植する代理親魚候補を作出する

ために、2016年３月28日～４月25日に耐病性を有

する系統魚18，19)間において人工交配を行った。人

工交配で得た受精卵には染色体処理(受精３分後

に０℃海水に45分間浸漬し、第二極体の放出を阻

止)を行い、３倍体魚20)となるようにして不稔性を

持たせた。染色体処理による倍数性は、Cystain PI 

absolute T kits(Partec製)により、仔魚のDNAに

PI(ヨウ化プロピジウム)染色を施し、フローサイ

トメーター（Guave PCA96、Millipore,Billerica.MA 

製）により確認した21)。 

 

精原細胞の移植と代理親魚の養成 

精原細胞のドナーとする天然魚由来の若令魚

を作出するために、2015 年４月 16 日に本県沿岸

で漁獲された天然魚同士を交配した。交配で得た

仔魚を１年間飼育後、2016 年４月 15 日～５月 13

日に５尾の雄魚から未成熟の精巣を摘出し、ディ

スパーゼを用いて細胞を分散し、移植用精原細胞

(ドナー細胞)を調整した 22)。これらの細胞を 15μ

L ずつ（約２万細胞）マイクロマニピュレーター

(NARISHIGE 製)を用いて、前述の代理親魚候補の

仔魚の腹腔内に移植した。移植後の仔魚はパンラ

イト水槽に収容して、飼育を継続し、代理親魚に

養成した。 

 

代理親魚の精子に含まれるドナー由来の複数の

ハプロタイプ(遺伝子型)の検出 

 ヒラメ仔魚への精原細胞の最適な移植時期の

解明や移植成否の判定用の DNA マーカーの開発を

行った 2013 年のヒラメの代理親魚研究 23)で保管

していたサンプルセット（天然魚（ドナーの両親）

９個体の鰭、代理親魚３個体の鰭とこれから得ら

れた精子）（なお、このサンプルセットにはドナー

の自身のサンプルは無い）から DNAを抽出して MHC

（主要組織適合遺伝子複合体のα鎖およびβ鎖）

遺伝子の次世代シーケンサー解析 23)により、代理

親魚１尾の精子にドナー由来の複数のハプロタ

イプ(遺伝子型)が含まれているか調べた。 

 

ドナーから次世代魚 (F1 魚)へ引き継がれるハプ

ロタイプ(遺伝子型)の検出 

代理親魚の遺伝子が次世代魚へ引き継がれる

か確かめるため、2016 年５月 12 日に精原細胞を

移植した３倍体の代理親魚から得られた精子を、

２倍体の系統魚の未受精卵に媒精し、次世代魚

(以下、Ｆ１魚)の作出を行った。上記と同様に MHC

遺伝子の次世代シーケンサー解析により、遺伝子

型が代理親魚由来であるかドナー由来であるか

判別した。 

 

結  果 

系統魚からの代理親魚候補の作出 

染色体処理により作出した代理親魚の鰭にお

けるフローサイトメーターの蛍光強度は、２倍体

魚の1.5倍（２倍体魚（２ｎ）の相対的なDNA量を

1,000とした場合、1.5倍量の1,500）であったこと

から代理親魚が３倍体であることが確認された

（図１）。 

 

精原細胞の移植と代理親魚の養成 

2016年４月 15日～５月 13日に移植用精原細胞

を、マイクロマニュピュレーターを用いて日齢 12

～15日のヒラメ仔魚４ロット計 229尾の腹腔内に

移植した。2017 年３月 13 日の時点でこれらの仔

魚は 58 尾生残し、このうちロット２の１尾及び

ロット３の５尾の計６尾から精子を採取した(表

１)。そのうち、ロット３の５尾の精子のフローサ

イトメーターの蛍光強度は通常の２倍体魚の精

子（1Ｎ）と同じく 500 を示し、３倍体の代理親魚

自身に由来することのないドナーの精原細胞由

来の精子を産出していることが確認された（図

１）。 

 

代理親魚の精子に含まれるドナー由来の複数の

ハプロタイプ(遺伝子型)の検出 

2013 年のヒラメの代理親魚研究のサンプルセ

ットの解析の結果、ドナーの両親のハプロタイプ 
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    ２倍体魚（対照区）              ３倍体の代理親魚(宿主魚) 

図１ ２倍体魚および３倍体の代理親魚の鰭と精子の DNA 量 

X 軸は DNA 量（蛍光強度）、Y 軸は細胞数を表す。ヒラメの２倍体魚（２ｎ）の鰭を基準にして、DNA
量（DNA content）のピークを 1,000 にフローサイトメーターを調整して測定した。２倍体魚の精子の

DNA 量は 500 で倍数性は１ｎ、３倍体の代理親魚の鰭は 1,500（２倍体魚の鰭の 1.5 倍量）で３ｎとな

った。３倍体の代理親魚の精子の DNA 量は、２倍体魚の精子と同じく 500 であったので１ｎとなり、３

倍体の代理親魚自身に由来することのないドナー魚の精原細胞由来の精子を産出していることが確認さ

れた。 

 

表１ 精原細胞の移植と代理親魚(宿主魚)の養成 

 

ドナーの 移植尾数 2016,06,03 2017,03,13

ロット 受精日 移植日 Stage 飼育水温 日齢 倍数性 尾数 残存尾 残存尾 排精尾数

1 2016年3月28日 2016年4月15日 D～E 16℃ 13 3n 5 30 3 3

2 2016年4月4日 2016年4月19日 B～C 16℃ 12 3n 5 51 5 3 1

3 2016年4月25日 2016年5月12日 D～E 18℃ 14 3n 5 54 45 26 5

4 2016年4月25日 2016年5月13日 D～E 18℃ 15 3n 5 94 71 26

229 124 58 6

宿主
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(ドナーにおけるハプロタイプの集合体)のうち、

代理親魚の精子には代理親魚自身に由来する３

つハプロタイプ(３,９,10)を除くと、ドナーの両

親由来の４つハプロタイプ(１,２,５,６)が検出

された(図２)。このサンプルセットではドナー自

身のサンプルを作らなかったため、ドナーの遺伝

子型(２つのハプロタイプの組み合わせパター

ン)が不明であるが、少なくとも２尾分（１,２,５,

６の４つのハプロタイプのうち、２つずつ保有す

るドナーが２尾の場合)、最大で４尾分(ハプロタ

イプを１つずつ保有するドナーが４尾の場合)の

ドナーのハプロタイプが代理親魚１尾の精子に 
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図２ 代理親魚の精子に含まれるドナー由来の複数のハプロタイプ(遺伝子型)の検出 
  

 

図３ F1 魚の MHC ハプロタイプ解析結果 
  TA-029～TA034 の F1 魚のすべてに、ドナーのハプロタイプ(天然魚由来の遺伝子型)が引き継がれている

ことが分かる。（ ）の数値はそれぞれのサンプルに含まれる比率を表す。 
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(赤色)の４種類(１, ２, ５, ６)が検出された。 



ヒラメの代理親魚技術の開発 
 

 17

 

ドナーから次世代魚 (F1 魚)へ引き継がれるハプ

ロタイプ(遺伝子型)の検出 

次世代シーケンサー解析の結果を図３に示す。

この図からドナーの TA-013 のハプロタイプ A が

F1 魚の TA-029 に、同様にドナーのハプロタイプ

B が F1 魚の TA-030 に引き継がれていることが分

かった。また、調べた F1 魚の６尾すべてにドナー

のハプロタイプ（天然魚由来の遺伝子型）が引き

継がれており、代理親魚由来のハプロタイプはみ

られず、移植が成功していることが明らかになっ

た。 

 

考  察 

異種間移植法による代理親魚技術では、代理親

魚自身の配偶子を形成させず、ドナー（移植した

精原細胞）由来の配偶子のみを効率的に生産する

ために、不妊化した３倍体魚が用いられている 22、

24，25）。この方法を応用し、本研究ではヒラメにお

いて、天然魚由来の精原細胞を３倍体の系統魚へ

移植したところ、これらの雄魚から天然魚由来の

遺伝子型を保有する精子を作出することができ

た。さらに、代理親魚１尾の精子には、複数の天

然魚に由来する遺伝子型が含まれることが明ら

かになった。 

一方、本研究では３倍体の代理親魚の精子には

代理親魚自身とドナーの両親（天然魚）に共通す

る遺伝子型が含まれる場合、これらが両者のどち

らに由来するか判別できなかった。ヒラメの３倍

体魚の精子を媒精した卵のふ化率は０％となる

こと 20）、３倍体のヒラメの代理親魚の精子と通常

の２倍体魚の雌との交配で作出した仔魚には、代

理親魚自身のものではなく、ドナーの遺伝子型の

みが確認されていることから 23）、本研究の場合も、

３倍体の代理親魚の精子と通常の２倍体魚の雌

との交配で次世代魚を作成すれば、代理親魚自身

のものではなく、ドナー由来の遺伝子型を有する

稚魚のみが誕生するので、これら稚魚の遺伝型を

調べれば代理親魚自身あるいはドナー由来のど

ちらかであるか判別できるものと推察される。 

現在までのところ、雌の代理親魚から卵が得ら

れていないが、ヒラメの雌は３歳魚から産卵する

とされていることから 26）、雌の代理親魚の飼育を

継続することで、2021 年春には卵が確保できるで

あろう。 

本研究によって複数の天然魚からの精原細胞

を混合し、これらを１尾の代理親魚に移植すれば、

少ない親魚にでも遺伝的多様性が担保された放

流用ヒラメを効率良く生産可能なことが示され

た。また、このことは代理親魚１尾が複数の天然

親魚の役割を担うため、親魚の飼育施設の省スペ

ース化も図られるものと期待される。 

天然魚を種苗生産用の親魚とする場合、飼育施

設への病原体の持ち込みが懸念されるが、今回の

手法では、天然魚はドナーとして精原細胞のみに

利用するため、天然魚を親魚に養成することは不

要となる。このように、天然魚を精原細胞の供給

源としてのみ利用すれば、病原体の飼育施設への

侵入リスク 27）を低減でき、魚類防疫上の利点もあ

る。 
ニジマスでは凍結保存した精原細胞において

も代理親魚へ移植可能なことから 24）、ヒラメにつ

いても同様の方法が応用できれば、優良な形質を

有する系統魚を遺伝資源として保存する方法と

して活用することも考えられる。これらの技術は、

遺伝的多様性を維持したヒラメの栽培漁業の推

進にあたって有益な手段となることが考えられ、

今後その可否を検討することも必要であろう。 
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含まれることが分かった。なお、上記以外に代理

親魚の精子には３つハプロタイプ(３,９,10)が

含まれるが、これらのハプロタイプは代理親魚自

身とドナーの両親 (ドナーにおけるハプロタイ

プの集合体)に共通するので、両者のどちらに由

来するか判別できなかった。 
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