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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
次の（１）又は（２）に記載の方法により化学物質を導入することによる、突然変異養殖
魚の作出方法。
（１）注射法
次の１）～３）の工程を含む突然変異養殖魚の作出方法
１）排精が起きていない成熟期の雄の養殖魚に化学物質を注射投与により導入する工程
２）上記１）の雄の養殖魚より得た精子を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
（２）浸漬法
次の１）～３）の工程を含む突然変異養殖魚の作出方法
１）化学物質を含む浸漬液に未受精卵を浸漬した後、洗浄する工程
２）上記１）の未受精卵を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
【請求項２】
注射法において、化学物質を７０～１００ｍｇ／ｋｇ／回、週１回の間隔で合計３～４回
注射投与により導入する請求項１に記載の作出方法。
【請求項３】
浸漬法において、化学物質を１ｍＭ以下含む浸漬液に未受精卵を浸漬する請求項１に記載
の作出方法。



(2) JP 5849305 B2 2016.1.27

10

20

30

40

50

【請求項４】
浸漬時間が９時間以下である請求項３に記載の作出方法。
【請求項５】
化学物質がアルキル化剤又はアジ化ナトリウムである、請求項１～４のいずれかに記載の
作出方法。
【請求項６】
アルキル化剤がＮ－ｅｔｈｙｌ－Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａである、請求項５に記載の
作出方法。
【請求項７】
魚類がアマゴ、フグ、ヒラメ・カレイ類、タイ、スズキ、タラ、コイ、ナマズ、サケマス
類、ブリ類、ハタ類、ウナギ、ティラピア又はキンギョのいずれかの養殖魚である、請求
項１～６のいずれかに記載の作出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は化学物質を導入することにより作出される突然変異養殖魚に関する。さらに詳
しくは、化学物質を注射法又は漬浸法によって導入することにより作出される突然変異養
殖魚に関する。また、該突然変異養殖魚を作出する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　農作物等における品種改良法として、化学物質によって突然変異を誘発するＴａｒｇｅ
ｔｉｎｇ　Ｉｎｄｕｃｅｄ　Ｌｏｃａｌ　Ｌｅｓｉｏｎｓ　Ｉｎ　Ｇｅｎｏｍｅｓ法（以
下、ＴＩＬＬＩＮＧ法と示す）が実施されている。ＴＩＬＬＩＮＧ法は遺伝子組換え技術
を用いないため、この方法によって作出された品種は遺伝子組換え（Ｇｅｎｅｔｉｃａｌ
ｌｉ－Ｍｏｄｉｆｉｅｄ：ＧＭ）植物と異なり、農業分野において広く受け入れられてい
る。
【０００３】
　近年、メダカ、ゼブラフィッシュ等の実験用の小型魚類においても、ＴＩＬＬＩＮＧ法
によって突然変異体を得ることが可能であることが確認され、突然変異体ライブラリーが
確立されている（例えば、非特許文献１，２参照）。
　しかし、アマゴ、フグ、ヒラメ、タイ等の養殖魚においては、遺伝子組換え技術や、放
射線照射によって変異体を得ることが主であり、ＴＩＬＬＩＮＧ法を用いて、突然変異体
を得るに至っていない。
【０００４】
　ＴＩＬＬＩＮＧ法では、エチルメタンスルホネート（Ｅｔｈｙｌ　ｍｅｔｈａｎｅｓｕ
ｌｆｏｎａｔｅ：ＥＭＳ）やＮ－エチル－Ｎ－ニトロソウレア（Ｎ－ｅｔｈｙｌ－Ｎ－ｎ
ｉｔｒｏｓｏｕｒｅａ：ＥＮＵ、以下、ＥＮＵと示す）等の化学物質を用い（例えば、特
許文献１参照）、実験用の小型魚類をこれらの化学物質を含む飼育水に漬ける方法（個体
浸漬法）や、マウス等の実験用の哺乳動物に対しこれらの化学物質を注射する方法（注射
法）が行われている。
【０００５】
　しかし、養殖魚は実験用の小型魚類と比べて数百倍から数千倍も大きいため、個体浸漬
法を行うには、養殖魚を漬けるための広いスペースや化学物質を含む浸漬水が大量に必要
となる。さらに、浸漬処理中の作業者や周囲への化学物質による汚染の危険性も格段に高
く、浸漬後、数十リットル～数トンとなる廃水の処理の問題等もあることから、実施はほ
ぼ不可能であった。
　また、注射法は実験用の哺乳動物に対して行われており、個体浸漬法と比べて広いスペ
ースを必要とせず、使用する化学物質が少ないという利点があるものの、実験用の小型魚
類も含めて、この方法によって魚類の突然変異体を得たという実績は得られていなかった
。
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【０００６】
　特に、養殖魚では、精子や卵を採取できる産卵期が年一度しかないことから、実験用の
哺乳動物や小型魚類を対象とする場合と異なり、化学物質の導入における適切な時期、方
法、量や回数等の十分な検討が必要となるという問題もあった。
　従って、養殖魚においては、注射法又は漬浸法によって化学物質を導入し、ＴＩＬＬＩ
ＮＧ法や直接選抜（選抜育種）によって、実際に突然変異体を得ることは当業者であって
も容易ではなく、有効な方法の提供が望まれていた。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特表２００５－５３２７８２号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｔａｎｉｇｕｃｈｉ，Ｙ．，ｅｔ．ａｌ．　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｂｉｏｌ．
　７：Ｒ１１６．２００６
【非特許文献２】Ｗｉｅｎｈｏｌｄｓ，Ｅ．，ｅｔ．ａｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ，　２９７
：９９－１０２．２００２
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は化学物質を導入することにより作出される突然変異養殖魚を提供することを課
題とする。また、該突然変異養殖魚を作出する方法の提供を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は前記課題を解決するために鋭意研究を行った結果、化学物質の導入による突
然変異養殖魚の作出を初めて可能とし、本発明を完成するに至った。
　養殖魚において、化学物質の導入を注射法によって行う場合には、成熟期の雄の養殖魚
を用い、対象とする養殖魚に応じて化学物質の投与量・投与回数等の条件を特定すること
が重要となる。また。化学物質の導入を浸漬法によって行う場合には、養殖魚の未受精卵
又は精子を用い、対象とする養殖魚に応じて浸漬液に含まれる化学物質の濃度・浸漬時間
等の条件を特定することが重要となる。本発明者はアマゴ等の養殖魚において、これらの
条件を特定することにより、突然変異養殖魚であるアルビノ変異したアマゴ（非モザイク
個体・モザイク個体）を作出した。また、突然変異養殖魚の恒常的な作出方法を見出した
。
【００１１】
　すなわち、本発明は次の（１）～（１３）に記載の突然変異養殖魚、該突然変異養殖魚
の作出方法等に関する。
（１）化学物質を導入することにより作出される突然変異養殖魚。
（２）化学物質の導入が注射法又は浸漬法によるものである、上記（１）に記載の突然変
異養殖魚。
（３）化学物質がアルキル化剤又はアジ化ナトリウムである、上記（１）又は（２）に記
載の突然変異養殖魚。
（４）アルキル化剤がＮ－ｅｔｈｙｌ－Ｎ－ｎｉｔｒｏｓｏｕｒｅａである、上記（３）
に記載の突然変異養殖魚。
（５）魚類がアマゴ、フグ、ヒラメ・カレイ類、タイ、スズキ、タラ、コイ、ナマズ、サ
ケマス類、ブリ類、ハタ類、ウナギ、ティラピア又はキンギョのいずれかである、上記（
１）～（４）のいずれかに記載の突然変異養殖魚。
（６）注射法又は浸漬法により化学物質を導入することによる、上記（１）～（５）のい
ずれかに記載の突然変異養殖魚の作出方法。
（７）次の１）～３）の工程を含む上記（６）に記載の突然変異養殖魚の作出方法。
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１）成熟期の雄の養殖魚に化学物質を導入する工程
２）上記１）の雄の養殖魚より得た精子を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
（８）化学物質を注射投与により導入する上記（７）に記載の作出方法。
（９）化学物質を７０～１００ｍｇ／ｋｇ／回、週１回の間隔で合計３～４回注射投与に
より導入する上記（８）に記載の作出方法。
（１０）次の１）～３）の工程を含む、上記（６）に記載の突然変異養殖魚の作出方法。
１）化学物質を含む浸漬液に未受精卵を浸漬する工程
２）上記１）の未受精卵を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
（１１）未受精卵を浸漬した後、洗浄し、受精卵を得る工程を行う上記（１０）に記載の
作出方法。
（１２）化学物質を１ｍＭ以下含む浸漬液に未受精卵を浸漬する上記（１０）又は（１１
）に記載の作出方法。
（１３）浸漬時間が９時間以下である上記（１０）～（１２）のいずれかに記載の作出方
法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によって、突然変異養殖魚を恒常的に作出することが可能となった。本発明の突
然変異養殖魚の作出は、化学物質の導入によるものであり、養殖魚のゲノム構造に重大な
変化を起こさない一方で、一塩基のみの置換等の適度な変異を起こすことから、有用な突
然変異養殖魚の作出を目的として幅広く利用できる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】アルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体）を示した図である（実施例１）。
【図２】アルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体）を示した図である（実施例１）。
【図３】アマゴにおける化学物質投与後の生存個体数の変化を示した図である（試験例１
）。
【図４】産卵期のアマゴ雄成魚における化学物質投与後の生存率と生存日数の関係を示し
た図である（試験例１）。
【図５】成熟期のアマゴ雄成魚における化学物質投与後の生存率と生存日数の関係を示し
た図である（試験例２）。
【図６】浸漬した未受精卵を用いた場合における生存率と生存日数の関係を示した図であ
る（実施例２）。
【図７】アルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体及びモザイク個体）を示した図であ
る（実施例２）。
【図８】浸漬した受精卵を用いた場合の生存個体数の変化を示した図である（試験例３）
。
【図９】浸漬した未受精卵を用いた場合の生存個体数の変化を示した図である（試験例３
）。
【図１０】浸漬した精子を用いた場合の生存個体数の変化を示した図である（試験例３）
。
【図１１】浸漬した未受精卵を用いた場合における生存率と生存日数の関係を示した図で
ある（試験例３）。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１４】
　本発明の「突然変異養殖魚」とは、化学物質を導入されることにより変異が生じた、養
殖魚として養殖され得る全ての養殖魚のことをいい、例えば、アマゴ、フグ、ヒラメ・カ
レイ類、タイ、スズキ、タラ、コイ、ナマズ、サケマス類、ブリ類、ハタ類、ウナギ、テ
ィラピア等を変異させた突然変異養殖魚が挙げられる。また、キンギョ等の観賞魚も本発
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明の養殖魚に含まれ、本発明においてキンギョ等の観賞魚を変異させたものも、突然変異
養殖魚に含まれる。
　本発明の「突然変異養殖魚」の作出にあたり、化学物質の導入においてはいずれの方法
を用いても良いが、注射法又は浸漬法を用いることが好ましい。注射法とは、養殖魚の成
魚に対し、注射投与によって化学物質を導入する方法のことを指す。注射投与は養殖魚の
腹腔等に行うことが好ましい。また、浸漬法とは、養殖魚の成魚より得られる未受精卵や
精子を、化学物質を含む浸漬液に浸漬することにより、化学物質を導入する方法のことを
指す。
【００１５】
　本発明の突然変異養殖魚の作出にあたり、使用する化学物質としては、養殖魚の変異を
誘発し、変異を起こさせることができる化学物質であればいずれのものも用いることがで
きる。養殖魚のゲノム構造に重大な変化を起こさない化学物質であって、一塩基のみの置
換等の適度な変異を起こす化学物質であることが好ましく、このような化学物質として、
例えば、ＥＮＵ等のアルキル化剤、アジ化ナトリウム等が挙げられる。
【００１６】
　本発明の「突然変異養殖魚の作出方法」には、化学物質を養殖魚に導入することで、突
然変異養殖魚を作出できる方法であればいずれの方法も含まれる。養殖魚への化学物質の
導入は、いずれの方法も用いても良いが、例えば注射法を用いる場合は、次の１）～３）
の工程を含む、突然変異養殖魚の作出方法等が挙げられる。
１）成熟期の雄の養殖魚に化学物質を導入する工程
２）上記１）の雄の養殖魚より得た精子を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
【００１７】
　ここで、工程１）の雄の養殖魚への化学物質の導入においては、化学物質によって変異
が誘発された精子を得るタイミングと、年一度の雌の養殖魚の排卵の時期とが合うように
、まだ排精が起きていない成熟期の雄の養殖魚に化学物質の導入を行うことが重要となる
。排精が起きていない成熟期の雄の養殖魚としては、例えばアマゴの場合、生殖腺指数（
以下、ＧＳＩとする示す）が５前後のアマゴ雄成魚等が挙げられる。なお、ＧＳＩは生殖
腺重量（ｇ）／体重（ｇ）×１００として求めることができる。
【００１８】
　工程１）の化学物質の導入においてはさらに、対象とする養殖魚に応じて、注射投与を
行う量、回数及び間隔を特定することが重要となる。例えばアマゴにＥＮＵを用いて変異
を導入する場合では、１回の投与でアマゴに対してＥＮＵが７０～１００ｍｇ／ｋｇとな
るように投与し、週１回の間隔で合計３～４回注射投与することが好ましい。
【００１９】
　また、注射法を用い雌の養殖魚へ化学物質を導入した場合には、この養殖魚から採取し
た未受精卵を用いて、受精卵を得て、この受精卵を発生させることで突然変異養殖魚を作
出することもできる。未受精卵は、精子とは異なり、卵の凍結保存技術が確立していない
ため、現時点ではＴｉｌｌｉｎｇ法での凍結バンクの作製は困難であるが、直接選抜（選
抜育種）による突然変異養殖魚の作成が可能である。
　注射法によって変異導入された精子又は未受精卵を用い、受精卵を得るにあたり、受精
させる相手方の未受精卵又は精子は本発明の注射法や浸漬法により変異導入されているも
のであってもよく、変異導入されていないものであってもよい。
【００２０】
　本発明の「突然変異養殖魚の作出方法」に浸漬法を用いる場合は、次の１）～３）の工
程を含む、突然変異養殖魚の作出方法が挙げられる。
１）化学物質を含む浸漬液に未受精卵を浸漬する工程
２）上記１）の未受精卵を用いて受精卵を得る工程
３）上記２）の受精卵を発生させる工程
【００２１】
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　さらに、工程１）にて未受精卵を浸漬した後、浸漬液から取り出し、工程２）の前に洗
卵液等で洗浄し、受精卵を得る工程を行うこともできる。洗浄はいずれの方法で行うこと
もできるが、例えば、浸漬後に洗浄液を掛け流して洗浄することもできる。また、未受精
卵を洗卵液に入れ、一定時間静置洗浄する等の方法によって行うことができる。洗浄する
工程を経ないで工程２）を行う場合は、浸漬した未受精卵にモザイク変異が起こり、洗浄
する工程を経た場合には、非モザイク変異が起こりやすくなる。
【００２２】
　ここで、工程１）の化学物質を含む浸漬液に未受精卵を浸漬する工程では、対象とする
養殖魚に応じて、浸漬液に含まれる化学物質の濃度、浸漬時間を特定することが重要とな
る。例えばＥＮＵを用いて未受精卵に変異を導入する場合では、ＥＮＵを１ｍＭ以下、好
ましくは０．６ｍＭ以下、さらに好ましくは０．３ｍＭ以下含む浸漬液に、未受精卵を９
時間以下、さらに好ましくは１時間浸漬することが好ましい。
　以下、本発明の詳細を実施例等で説明するが、本発明はこれらに限定されるものではな
い。
【実施例１】
【００２３】
＜注射法による突然変異養殖魚の作出＞
１．試料
１）養殖魚
　成熟期（ＧＳＩが５前後）のアマゴ雄成魚（体重１７９－６２９ｇ）全３９尾（いずれ
も独立行政法人水産総合研究センター養殖研究所）を用いた。
　飼育環境は７０－２５０尾／約１９０ｘ５８０ｃｍ池、エサ：日本配合飼料　鱒用８Ｐ
、給餌：平日毎日１回、水温：約１６℃であり、化学物質を導入した後は、１２－３４尾
／１２００ＬのＦＲＰ水槽に収容した以外は化学物質を導入する前と同様の環境で飼育し
た。
２）未受精卵
　アマゴ雌成魚を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール、田辺製薬社製）で、麻酔し
た後、腹部を指で圧迫して未受精卵を採取した。
３）化学物質の調製
　ＥＮＵ（Ｎ３３８５－１Ｇ、ｌｏｔ．０５８Ｋ１１９６、Ｓｉｇｍａ社製）１ｇを、溶
解緩衝液（０．０１Ｍリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ６．３））８０ｍｌに力価０．
９として溶解し、約１１ｍｇ／ｍｌのＥＮＵ溶液を調製した。
【００２４】
２．突然変異養殖魚の作出方法
１）養殖魚に化学物質を導入する工程
　上記１．で調製したＥＮＵ溶液を、ＥＮＵがアマゴ体重に対して７０～１００ｍｇ／ｋ
ｇとなるように、注射投与によってアマゴの腹腔に導入した。注射投与は週に１回の間隔
で、３～４回行った。各導入条件は、表１に示した。
　突然変異養殖魚の作出にあたり、養殖魚の飼育は河川の伏流水をくみ上げた原水（約１
６℃）で行った。
２）受精卵を得る工程
　上記１）でＥＮＵを導入したアマゴ雄成魚を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール
、田辺製薬社製）で、麻酔した後、腹部を指で圧迫して精子を採取した。この精子を用い
、乾導法によって受精卵を得た。
　即ち、ザルで水分を切った未受精卵に直接、精液あるいは希釈精液をふりかけ、混合後
サクラマス用洗卵液（（１１４．６ｍＭ　ＮａＣｌ、３．４ｍＭ　ＫＣｌ、２．７ｍＭ　
ＣａＣｌ2・２Ｈ2Ｏ、２．４ｍＭ　ＮａＨＣＯ3）以下、同じ物を用いた）を添加して授
精させた。洗卵液の中で精子が運動を開始し受精を行うことで、受精卵が得られた。
３）受精卵を発生させる工程
　得られた受精卵約２０００－５０００粒を、ザルに入れた状態で調温水が入ったふ化槽
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（約１１．５℃）に入れ、エアレーションしながら遮光、流水条件下で発生させた。
【００２５】
３．結果
　その結果、表１に示したように、いずれの導入条件でＥＮＵを導入した場合でも、１～
５尾のアルビノに変異したアマゴが得られた。このアルビノに変異したアマゴ全１９尾の
うち、１７尾において非モザイク個体であることが確認された。残りの２尾は稚魚の段階
で死滅したため、モザイク個体か非モザイク個体かは不明であった。
　表１に示したうち、特に、導入条件２、５では変異導入率が０．３～０．４％と高く、
実験用の小型魚類（メダカ）の個体浸漬法における総突然変異導入率（孵化前の眼球形成
期での変異率）である、０．４％と同等の高い効率を示すことが確認された。
　孵化直後のアルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体）を図１に示し、その後成長し
たそれぞれの条件によって得られたアルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体）を図２
に示した。
【００２６】
　この結果より、養殖魚に化学物質を注射する注射法により、実験用の小型魚類（メダカ
）の個体浸漬法と同程度の高い確率で突然変異養殖魚が得られることが確認された。従っ
て、本発明の注射法により、安全かつ安定して突然変異養殖魚を作出することが可能とな
る。
【００２７】
【表１】

【００２８】
［試験例１］
＜導入条件の検討＞
　注射法において、化学物質の有効な導入時期を調べるために検討を行った。
１．検討対象
　産卵期（ＧＳＩ：５－６（全て排精確認））のアマゴ雄成魚（体重２１９－７７７ｇ）
１３尾（いずれも独立行政法人水産総合研究センター養殖研究所）を用いた。
【００２９】
２．導入時期の検討
　実施例１と同様に調製したＥＮＵ溶液を、ＥＮＵがアマゴ体重に対して６３～７３ｍｇ
／ｋｇとなるように、注射投与によって産卵期のアマゴ雄成魚の腹腔に導入した。注射投
与は週に１回の間隔で３回行った。その後、実施例１と同様に飼育を続け、精子を排出す
る時期（以下、排精時期と示す）の傾向を調べることにより、ＥＮＵの導入時期を検討し
た。また、ＥＮＵ導入により与えられる影響を生存率で調べた。生存率は、導入後の生存
個体数に対し、導入開始時の生存個体数を１００として求めた。
【００３０】
３．結果
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　その結果、図３に示したように、最初の導入段階で既に精子を排出している産卵期のア
マゴ雄成魚は、最後（３回目）の導入時点で、精子の排出（以下、排精と示す）が停止し
ていることが確認された。そして、最後の導入日を基準（０日）として約２週間経過頃に
排精が再開することが確認された。
　しかし、排精を再開した段階で精子を採取したのでは、年一度しかない雌の排卵が既に
終了していて、受精が間に合わないことが確認された。採取した精子を凍結保存すること
も考えられたが、主として淡水魚を中心とした養殖魚では、凍結保存後の精子の運動率が
低下するため、大量受精を行うには実用的ではない。従って、この試験より、雌の排卵に
間に合うように、排精前の成熟期のアマゴ雄成魚を対象として化学物質の導入時期を検討
する必要があることが確認された。
【００３１】
　また、図４に示したように、産卵期のアマゴ雄成魚において、最後の導入日を基準（０
日）とした半数生存日数は約２２日であり、最終導入１ヶ月後の生存率は約３０％であっ
た。
　一般に実験用の小型魚類を対象とした個体浸漬法において、ＥＮＵを含む浸漬液に浸漬
した後４８時間以内に突然死が認められている。しかし、注射法ではこのような突然死が
ほとんど認められなかった。これは、個体浸漬法より注射法の方が、個体全身への致死的
悪影響が低く抑えられるためと考えられた。従って、注射法により、個体浸漬法よりも効
率的・安定的に変異導入が可能であることが示唆された。
【００３２】
［試験例２］
＜導入条件の検討＞
　注射法において、化学物質の有効な導入量を調べるために検討を行った。
１．検討対象
　成熟期（ＧＳＩ：５前後）のアマゴ雄成魚（体重１７９－６２９ｇ）全３９尾（いずれ
も独立行政法人水産総合研究センター養殖研究所）を用いた。化学物質導入前後の飼育環
境は実施例１と同様であった。
【００３３】
２．導入量の検討
　実施例１と同様に調製したＥＮＵ溶液を、ＥＮＵがアマゴ体重に対して７０～１００ｍ
ｇ／ｋｇとなるように、注射投与によって、成熟期のアマゴ雄成魚の腹腔に導入した。注
射投与は週に１回の間隔で、３～５回行った。その後、実施例１と同様に飼育し、ＥＮＵ
導入による影響を生存率で調べた。生存率は、導入後の生存個体数に対し、導入開始時の
生存個体数を１００として求めた。
【００３４】
３．結果
　その結果、図５に示したように、成熟期のアマゴ雄成魚において、最後の導入日を基準
（０日）とした半数生存日数は、７０ｍｇ／ｋｇを５回導入した場合、約１２日、７０ｍ
ｇ／ｋｇを４回導入した場合、約１６日であり、７０ｍｇ／ｋｇ又は１００ｍｇ／ｋｇを
３回導入した場合、約２２～２４日であった。
　この結果より、導入回数と導入後一ヶ月後の生存日数を考慮すると、７０～１００ｍｇ
／ｋｇとなるように、３回～４回導入を行うことが適当であると考えられた。
【実施例２】
【００３５】
＜浸漬法による突然変異養殖魚の作出＞
１．試料
１）養殖魚
　アマゴ雌成魚（野生型）とアマゴ雄成魚（アルビノ）（いずれも独立行政法人水産総合
研究センター養殖研究所）を用いた。
　飼育環境は約２５０尾／約１９０ｘ５８０ｃｍ池（アマゴ雌成魚）、約８０尾／約２４
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０ｘ９８５ｃｍ池（アマゴ雄成魚）、エサ：日本配合飼料　鱒用８Ｐ、給餌：平日毎日１
回、水温約１６℃であった。
　アマゴ雌成魚（野生型）を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール、田辺製薬社製）
で、麻酔した後、腹部を指で圧迫して、未受精卵約１３０００粒を採取した。
　また、アマゴ雄成魚（アルビノ）を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール、田辺製
薬社製）で、麻酔した後、腹部を指で圧迫して、精子を採取した。
【００３６】
２）化学物質の調製
　ＥＮＵ（Ｎ３３８５－１Ｇ、ｌｏｔ．０５８Ｋ１１９６、Ｓｉｇｍａ社製）１ｇを、溶
解緩衝液（０．０１Ｍリン酸ナトリウムバッファー（ｐＨ６．３））８０ｍｌに力価０．
９として溶解し、約１１ｍｇ／ｍｌのＥＮＵ溶液を調製した。
　サクラマス用洗卵液１．４Ｌに、ＥＮＵがそれぞれ０．３、０．６、１ｍＭとなるよう
にＥＮＵ溶液を添加し、浸漬液とした。
【００３７】
２．突然変異養殖魚の作出方法
＜作出方法１（非モザイク個体の作出）＞
１）未受精卵を浸漬する工程
　上記１．で調製した各浸漬液をいれた水槽（１１℃）に、４０００粒／水槽となるよう
に、ザルに入れた未受精卵を１時間浸漬した。
２）未受精卵を洗浄する工程
　浸漬液から取り出した未受精卵をザルに入れたままサクラマス用洗卵液（１１℃）に３
０分間静置して洗浄した。
３）受精卵を得る工程
　洗浄後の未受精卵に、上記１．のアマゴ雄成魚（アルビノ）より採取した精子を用い、
実施例１と同様の方法によって授精させた。
４）受精卵を発生させる工程
　得られた受精卵約４０００粒を、ザルに入れた状態で調温水を入れたふ化槽（約１１．
５℃）に入れ、エアレーションしながら遮光、流水条件下で発生させた。
受精卵はザルに入れた状態でふ化槽に入れ、エアレーションしながら遮光、流水条件下で
発生を行った。
【００３８】
＜作出方法２（モザイク個体の作出）＞
　浸漬液（ＥＮＵ：０．３ｍＭ）で処理した未受精卵を用い、浸漬後の未受精卵を洗浄す
る工程を経ないで受精させた受精卵（約１０００粒／水槽）を用いた以外は、＜作出方法
１＞と同様に処理し、アマゴの発生を行った。
【００３９】
３．結果
　その結果、図６に示したように、０．３ｍＭ以下のＥＮＵを含む浸漬液に１時間浸漬し
た未受精卵を用いた場合では、孵化時でも対照（ＥＮＵを含まない浸漬液）と比べて６割
強が生存していた。そして、表２に示したように、＜作出方法１＞において、ＥＮＵを０
．３ｍＭ含む浸漬液に浸漬した未受精卵を用いて得た受精卵より１４０５尾のアマゴが孵
化し、そのうち２尾がアルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体）であることが確認さ
れた。
　また、ＥＮＵを０．６ｍＭ又は１ｍＭ含む浸漬液に浸漬した未受精卵を用いて得た受精
卵より１６８９尾のアマゴがふ化し、そのうち１尾がアルビノに変異したアマゴ（非モザ
イク個体）であることが確認された。
　さらに、＜作出方法２＞において、ＥＮＵを０．３ｍＭ含む浸漬液に浸漬した後、洗浄
する工程を経ていない未受精卵を用いて得た受精卵より８６６尾のアマゴが孵化し、その
うち１尾がアルビノに変異したアマゴ（モザイク個体）であることが確認された。なお、
各変異導入率は、アルビノ変異発生数をふ化総数で割ることにより求めた。
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　それぞれの作出方法によって得られたアルビノに変異したアマゴ（非モザイク個体、モ
ザイク個体）を図７に示した。
【００４０】
　この結果より、養殖魚の未受精卵を、化学物質を含む浸漬液に浸漬する浸漬法により、
突然変異養殖魚が作出できることが確認された。未受精卵を、化学物質を含む浸漬液に浸
漬した後、洗浄する工程を経た未受精卵を用いることで非モザイク個体が得られ、洗浄す
る工程を経ていない未受精卵を用いるとモザイク個体が得られた。従って、本発明の浸漬
法により、実験用の小型魚類の突然変異種を得るのと同様に、簡便かつ安全に突然変異養
殖魚を得ることが可能となる。
【００４１】
【表２】

【００４２】
［試験例３］
＜浸漬条件の検討＞
　浸漬法において、特に有用な浸漬対象を調べるために、アマゴ受精卵、アマゴ未受精卵
、アマゴ精子を用いて検討を行った。
１．検討対象
１）アマゴ受精卵
　アマゴ雌成魚（アルビノ）とアマゴ雄成魚（野生型）（いずれも独立行政法人水産総合
研究センター養殖研究所）を用いた。
　飼育環境は約７０尾／約１９０ｘ５８０ｃｍ池（アマゴ雌成魚）、約９０尾／約１９０
ｘ５８０ｃｍ池（アマゴ雄成魚）、エサ：日本配合飼料　鱒用８Ｐ、給餌：平日毎日１回
、水温約１６℃であった。
　アマゴ雌成魚（アルビノ）を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール、田辺製薬社製
）で、麻酔した後、腹部を指で圧迫して、未受精卵約８５００粒を採取した。また、アマ
ゴ雄成魚（野生型）を水産用麻酔剤ＦＡ－１００（オイゲノール、田辺製薬社製）で、麻
酔した後、腹部を指で圧迫して精子を採取した。これらを用い、実施例１と同様に乾導法
によって授精させ、受精卵を得た。
【００４３】
２）アマゴ未受精卵
　アマゴ雌成魚（野生型）より、上記１）と同様の方法によって採取した未受精卵約１３
０００粒を用いた。発生においてはアマゴ雄成魚（アルビノ）より、上記１）と同様の方
法によって採取した精子を用いた。
　アマゴ雌成魚（野生型）、アマゴ雄成魚（アルビノ）はいずれも独立行政法人水産総合
研究センター養殖研究所由来のものであり、飼育環境は上記１）と同様であった。
３）アマゴ精子
　アマゴ雄成魚（野生型）より、上記１）と同様の方法によって採取した精子を用いた。
発生においては、アマゴ雌成魚（アルビノ）から、上記１）と同様の方法によって採取し
た未受精卵約５０００粒を用いた。
　アマゴ雌成魚（野生型）、アマゴ雄成魚（アルビノ）はいずれも独立行政法人水産総合
研究センター養殖研究所由来のものであり、飼育環境は上記１）と同様であった。
【００４４】
２．化学物質の調製
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　実施例２と同様に調整したＥＮＵ溶液を用い、ＥＮＵがそれぞれ０、０．３、１、３ｍ
Ｍとなるようにサクラマス用洗卵液１．４Ｌに添加し、浸漬液とした。
【００４５】
３．浸漬条件の検討
　上記１．で調製した検討対象をそれぞれザルに入れ、上記２．の各浸漬液をいれた水槽
（１１℃）（受精卵：７００粒個／水槽、未受精卵：１０００粒個／水槽、精子：１ｍｌ
／チューブ）で１時間、９時間又は２４時間浸漬した。その後、各検討対象が入ったザル
に洗卵液をかけ流して洗浄を行い、受精卵はそのまま、浸漬後の未受精卵又は精子につい
ては精子又は未受精卵と受精した後、実施例２と同様に発生させ、試験例１と同様の方法
により生存個体数の変化を調べた。
【００４６】
４．結果
　結果を図８（受精卵）、図９（未受精卵）及び図１０（精子）に示した。
　その結果、浸漬液のＥＮＵ濃度にもよるが、生存個体数は浸漬した受精卵を用いて孵化
させた場合が最も少なく、次いで浸漬した未受精卵を用いた場合、浸漬した精子を用いて
孵化させた場合の順番であった。
　孵化に伴う生存個体数の減少（即ち、死亡数の増加）は、ＥＮＵを含む浸漬液に浸漬し
たことによる変異導入の増加によるものと予測されたことから、このうち受精卵について
は、ＥＮＵを含む浸漬液に浸漬したことにより、父母由来のゲノムの両方に変異が入り、
発生できず死滅する個体数が多くなったものと考えられた。従ってこの結果より、変異導
入されながら、生存個体数も維持している未受精卵又は精子を浸漬法による突然変異養殖
魚の作出に用いることが好ましいことが確認された。
【００４７】
　さらに、未受精卵の浸漬条件を検討した結果、図１１に示したように、２４時間以上浸
漬した未受精卵を用いた場合には、器官形成期から孵化期にかけて死滅してしまい、卵質
が低下することが確認された（図１１Ｃ）。また、３ｍＭのＥＮＵを含む浸漬液に１時間
浸漬した未受精卵（図１１Ａ）を用いた場合でも、卵質の低下が激しかった。一方、１ｍ
Ｍ以下のＥＮＵを含む浸漬液に１時間浸漬した未受精卵を用いた場合では、孵化時でも対
照（ＥＮＵを含まない浸漬液）と比べて６割強が生存していた（図１１Ａ）。
　また、０．３ｍＭのＥＮＵを含む浸漬液（図１１Ｂ）に９時間浸漬した未受精卵を用い
た場合でも、孵化時でも対照（ＥＮＵを含まない浸漬液）と比べて５割強が生存していた
ことから、突然変異養殖魚の作出において、浸漬法により未受精卵を浸漬する場合には、
１ｍＭ以下のＥＮＵを含む浸漬液に９時間以下の短い時間浸漬する浸漬条件が好ましいこ
とが示された。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　本発明により、養殖魚において、突然変異養殖魚を恒常的に作出することが可能となっ
た。本発明の作出方法によって得られる突然変異養殖魚のゲノム及び精子をライブラリー
化することにより、養殖魚においてもＴＩＬＬＩＮＧ法による有用な突然変異養殖魚の作
出が可能となる。また、作出した突然変異魚集団自体は、直接選抜（選抜育種）の母集団
としても使用が可能である。
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