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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　ワムシを 1個体とするサンプル個体群に、核種と、照射線量と、線エネルギー付与値（ L

ET）との組み合わせで特定される重イオンビーム（ただし、原子番号が 6以上 92以下の元

素群から一種選択される元素を核種とし、照射線量が 25G y以上 10 0 0 G y以下であり、線エネ

ルギー付与値（ LET）が 10 k e V／μ m以上 80 0 k e V／μ m以下）を照射後、該サンプル個体を 1

つずつ分画し、全区画数 Fの各区画内で、 10℃を超える温度で増殖させ、各区画内の増殖

後の個体数を（ 1＋ n）個とし、全区画数 Fに対する、区画内の個体数（ 1＋ n）が 20以上で

ある区画数 fの割合を算出し、該算出値が 15％以上 90％以下である、サンプル個体群に照

射された該重イオンビームがワムシの有増殖性変異系統の作出誘導性を有すると判定する

工程を有し、

　ワムシを1個体とする第一の個体群に、ワムシの有増殖性変異系統の作出誘導性を有す

ると判定された、重イオンビームを照射する、重イオンビーム照射ステップと、

　重イオンビームを照射した後、第一の個体群に属する個体を1つずつ分画して培養する

第一の培養を含む培養ステップと、

　培養ステップの後、各区画内で増殖した個体群の個体数に基づき増殖力が強い個体が存

在する区画を選抜する増殖力選抜を行い、増殖力選抜により選抜された区画内の個体から

なる第二の個体群から第一の個体群の平均背甲長より 7％以上大きな個体を選抜して変異

系統を樹立する選抜ステップを含むワムシの変異系統の作出方法。

【請求項２】
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　 前 記 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ に お け る 重 イ オ ン ビ ー ム が 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LE

T） が 20keV／ μ m以 上 600keV／ μ m以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム で あ る 、 請 求 項 1に 記 載 の ワ ム シ

の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 単 為 生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ ま た は 両 性 生 殖 サ イ

ク ル を 有 す る ワ ム シ を 含 む 第 一 の 個 体 群 に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 、 請 求 項 1ま た は 2に

記 載 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 Brachionus plicatil is species complexか ら 1種 以 上

選 択 さ れ る 個 体 を 含 む 第 一 の 個 体 群 に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 、 請 求 項 1な い し 請 求 項 3

の い ず れ か 1項 に 記 載 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 1な い し 請 求 項 4の い ず れ か 1項 に 記 載 さ れ る 方 法 に よ り 作 出 さ れ る ワ ム シ の 変 異

系 統 。

【 請 求 項 ６ 】

　 Brachionus plicatil is species complexか ら 一 種 以 上 選 択 さ れ る 個 体 を 含 む 第 一 の 個

体 群 よ り 、 平 均 背 甲 長 が 7%以 上 大 き い 請 求 項 5に 記 載 の ワ ム シ の 変 異 系 統 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 水 産 業 界 で 餌 料 と し て 用 い ら れ る ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 、 ワ ム シ の 変

異 系 統 、 お よ び 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 水 産 業 界 で は 、 仔 魚 が 捕 食 し や す い 餌 料 が 求 め ら れ る 。 餌 料 の 捕 食 容 易 性 を 検 討 す る と

き 、 仔 魚 が 成 長 に あ わ せ て 口 の 大 き さ に 合 う サ イ ズ の 餌 料 を 捕 食 す る 習 性 を 有 す る こ と が

考 慮 さ れ る 。 従 来 、 仔 魚 の 初 期 餌 料 と し て 、 シ オ ミ ズ ツ ボ ワ ム シ が 知 ら れ る 。 本 分 類 群 は

15種 か ら な る 複 合 種 で あ る が 形 態 的 に 、 L型 、 S型 、 SS型 の 3グ ル ー プ が あ り 、 成 熟 個 体 で

は L型 が 260μ m前 後 、 S型 が 200μ m前 後 、 SS型 が 150μ m前 後 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 シ オ ミ ズ ツ ボ ワ ム シ を 捕 食 す る 仔 魚 は 、 口 径 が L型 シ オ ミ ズ ツ ボ ワ ム シ の 背 甲 長 の 大 き

さ よ り も 大 き く な る と 、 従 来 の L型 シ オ ミ ズ ツ ボ ワ ム シ よ り 大 き い 餌 料 、 例 え ば ア ル テ ミ

ア を 捕 食 し よ う と す る 。 し か し 仔 魚 の 成 長 過 程 に お い て 餌 料 の サ イ ズ が 、 L型 シ オ ミ ズ ツ

ボ ワ ム シ で は 小 さ す ぎ 、 ア ル テ ミ ア で は 大 き す ぎ る 場 合 が あ る 。 仔 魚 の 飼 育 領 域 に 、 そ の

仔 魚 の 口 の 大 き さ に 適 合 す る サ イ ズ の 餌 料 が 存 在 し な い と 、 餌 料 が 不 足 し て 仔 魚 が 餓 死 し

た り 、 共 食 い し た り す る 場 合 が あ る 。 上 記 に 例 示 す る 事 態 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 仔 魚 の 個

体 数 の 減 少 を 回 避 す る た め 、 仔 魚 の 口 の 大 き さ や 飼 育 領 域 に 適 合 す る 特 性 を 備 え る ワ ム シ

の 変 異 系 統 を 作 出 す る こ と が 望 ま れ る 。 さ ら に 仔 魚 用 餌 料 は 、 水 産 業 用 途 に 利 用 可 能 な も

の で な け れ ば な ら な い た め 、 増 殖 性 も 求 め ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 動 物 、 特 に ワ ム シ の 増 殖 性 の 検 討 に つ い て は 、 非 特 許 文 献 1～ 3を 参 照 で き る 。 非 特 許 文

献 1は 、 Brachionus　 koreanusに 対 す る γ 線 照 射 の 急 性 毒 性 に つ い て の 文 献 で あ る 。 非 特

許 文 献 1で は 、 半 数 致 死 量 （ Median　 lethal　 dose、 LD50） を 指 標 と し て 、 Brachionus　 k

oreanusに γ 線 を 照 射 し た と き の 急 性 毒 性 を 検 討 す る 。 非 特 許 文 献 1に よ れ ば 、 150～ 200Gy

程 度 の γ 線 を 照 射 す る と き 、 Brachionus　 koreanusの 増 殖 に 影 響 を 与 え る 致 死 量 が 報 告 さ

れ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 非 特 許 文 献 2で は 、 bdelloid　 rotiferの 電 離 放 射 線 耐 性 に 関 す る 文 献 で あ る 。 非 特 許 文

献 2で は 、 560Gyの γ 線 が 照 射 さ れ た ヒ ル ガ タ ワ ム シ （ Adineta　 vagaお よ び Philodina　 ro

seola） は 、 ゲ ノ ム あ た り 約 500個 の D N A2本 鎖 の 切 断 が 起 き て い る に も か か わ ら ず 、 上 記 の
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560Gyの γ 線 照 射 後 の ヒ ル ガ タ ワ ム シ の 卵 の 孵 化 率 の 減 少 は 、 非 照 射 ヒ ル ガ タ ワ ム シ の 卵

の 孵 化 率 の 減 少 と の 比 較 で 、 10％ ～ 20％ 程 度 の 減 少 で あ っ た こ と が 報 告 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 非 特 許 文 献 3は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ の 突 然 変 異 分 離 に お け る LET条 件 の 影 響 に 関 す

る 。 非 特 許 文 献 3で は 、 キ イ ロ シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila　 melanogaster） の 変 異 系

の 大 規 模 選 抜 を 目 的 と す る と き は 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ Linear　 energy　 transfer， LE

T） が 22． 5～ 80keV／ μ m、 照 射 線 量 1～ 3Gyの 炭 素 イ オ ン ビ ー ム が 、 好 ま し い 放 射 条 件 で あ

る こ と が 報 告 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 し か し 、 動 物 、 特 に ワ ム シ に 対 す る 重 イ オ ン ビ ー ム や γ 線 の 照 射 結 果 の 検 討 で は 、 致 死

量 や 孵 化 率 等 、 個 体 数 に 着 目 さ れ る 場 合 が ほ と ん ど で あ り 、 照 射 後 に 産 生 さ れ た 次 世 代 以

降 の 個 体 の 態 様 や 増 殖 性 に つ い て 、 活 発 な 議 論 は な さ れ て い な い 。 従 っ て 、 仔 魚 用 飼 料 に

好 適 な 特 性 を 備 え 、 か つ 水 産 業 用 途 に 利 用 可 能 な 増 殖 性 を 有 す る ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出

方 法 が 望 ま れ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 ＂ Acute Toxicity of Gam ma Radiation to the Monogonont Rotifer Br

achionus koreanus＂ Won Eun-Ji Won et al. , Bulletin of Environmental Contaminati

on and Toxicology 2016 September； 97（ 3） ． ： 387－ 391.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 ＂ Extreme resistance of bdelloid rotifers to ionizing radiation

＂ Gladyshev et al. , Proceedings National Academy of Sciences of the United Stat

es of A merica， 1 April 2008， 105（ 3） ： 5139-5144.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 ＂ Effects of several LET conditions on the mutation isolation sy

stem in fruit flies＂ Tsuneizumi et al. , RIKEN Accelerator Progress Report Vol．

49， 253（ 2016） ．

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 課 題 は 、 仔 魚 用 餌 料 と し て 好 適 な 特 性 と 十 分 な 増 殖 性 を 備 え る ワ ム シ の 変 異 系

統 の 作 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。 と り わ け 、 成 長 し て 口 が 大 き く な っ た 仔 魚 が 捕 食 す

る サ イ ズ を 有 す る こ と や 、 仔 魚 の 飼 育 領 域 に 分 布 可 能 で あ る こ と を 特 性 と す る 、 有 増 殖 性

の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 ワ ム シ を 1個 体 と す る 第 一 の 個 体 群 に 、 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有

す る 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ と 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射

し た 後 、 第 一 の 個 体 群 に 属 す る 個 体 を 1つ ず つ 分 画 し て 培 養 す る 第 一 の 培 養 を 含 む 培 養 ス

テ ッ プ と 、 培 養 ス テ ッ プ の 後 、 各 区 画 内 で 増 殖 し た 個 体 群 の 個 体 数 に 基 づ き 増 殖 力 が 強 い

個 体 が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 す る 増 殖 力 選 抜 を 行 い 、 増 殖 力 選 抜 に よ り 選 抜 さ れ た 区 画 内 の

個 体 か ら な る 第 二 の 個 体 群 か ら 変 異 体 を 選 抜 し て 変 異 系 統 を 樹 立 す る 選 抜 ス テ ッ プ を 含 む

ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 判 定 す る

重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 に よ っ て 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 を 誘 導 す る と 判 定 さ れ た 重 イ

オ ン ビ ー ム 群 か ら 1種 以 上 選 択 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム が 、 第 一 の 個 体 群 に 照 射 さ れ る こ と

が 好 ま し い 。 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 は 、 下 記 の 方 法 で 判

定 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 ワ ム シ を 1個 体 と す る サ ン プ ル 個 体 群 に 、 核 種 と 、

照 射 線 量 と 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LET） と の 組 み 合 わ せ で 特 定 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム を

照 射 後 、 該 サ ン プ ル 個 体 を 1つ ず つ 分 画 し 、 全 区 画 数 Fの 各 区 画 内 で 、 10℃ を 超 え る 温 度 で
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増 殖 さ せ 、 各 区 画 内 の 増 殖 後 の 個 体 数 を （ 1＋ n） 個 と し 、 全 区 画 数 Fに 対 す る 、 区 画 内 の

個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 で あ る 区 画 数 fの 割 合 を 算 出 し 、 該 算 出 値 に 基 づ き 判 定 す る 方 法

で あ る 。 本 発 明 で は 、 全 区 画 数 Fに 対 す る 区 画 数 fの 割 合 が 15％ 以 上 90％ 以 下 で あ る と き 、

サ ン プ ル 個 体 群 に 照 射 さ れ た 該 重 イ オ ン ビ ー ム が ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性

を 有 す る と 判 定 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 よ り 具 体 的 に は 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 第 一 の 個 体 群 に 、 原 子 番 号 が 6以 上 9

2以 下 の 元 素 群 か ら 一 種 選 択 さ れ る 元 素 を 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム か ら な る 群 か ら 一 つ

以 上 選 択 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 本 発 明 で は 、 重 イ オ ン ビ

ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 第 一 の 個 体 群 に 、 照 射 線 量 が 25Gy以 上 1000Gy以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム

を 照 射 す る こ と が 好 ま し い 。 さ ら に 本 発 明 は 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 第 一 の 個

体 群 に 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LET） が 10keV／ μ m以 上 800keV／ μ m以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム

を 照 射 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 は 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 単 為 生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ ま た は 両 性

生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ を 含 む 第 一 の 個 体 群 に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 、 ワ ム シ の

変 異 系 統 の 作 出 方 法 を 包 含 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 Brachi

onus plicatil is species complexか ら 1種 選 択 さ れ る 個 体 を 含 む 第 一 の 個 体 群 に 重 イ オ ン

ビ ー ム を 照 射 す る ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 の 作 出 方 法 に よ り 作 出 さ れ る ワ ム シ の 変 異 系 統 を 包 含 す る 。 さ ら に 本 発

明 は 、 Brachionus plicatil is species complexか ら 一 種 以 上 選 択 さ れ る 個 体 を 含 む 第 一

の 個 体 群 よ り 、 平 均 背 甲 長 が 7%以 上 大 き い ワ ム シ の 変 異 系 統 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 発 明 は 、 ワ ム シ を 1個 体 と す る サ ン プ ル 個 体 群 に 、 核 種 と 、 照 射 線 量 と 、 線 エ ネ ル ギ

ー 付 与 値 （ LET） と の 組 み 合 わ せ で 特 定 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 後 、 該 サ ン プ ル 個 体

を 全 区 画 数 Fの 各 区 画 に 1つ ず つ 分 画 し 、 全 区 画 数 Fの 各 区 画 内 で 増 殖 さ せ 、 各 区 画 内 の 増

殖 後 の 個 体 数 を （ 1＋ n） 個 と し 、 全 区 画 数 Fに 対 す る 、 区 画 内 の 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上

で あ る 区 画 数 fの 割 合 を 算 出 し 、 全 区 画 数 Fに 対 す る 区 画 数 fの 割 合 が 15％ 以 上 90％ 以 下 で

あ る と き 、 サ ン プ ル 個 体 群 に 照 射 さ れ た 該 重 イ オ ン ビ ー ム が ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の

作 出 誘 導 性 を 有 す る と 判 定 す る 、 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 を 包 含 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 仔 魚 用 餌 料 と し て 好 適 な 特 性 と 十 分 な 増 殖 性 を 備 え る ワ ム シ の 変 異 系

統 の 作 出 方 法 を 提 供 で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ７ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 例 を 示 す 概 念 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 本 発 明 で 用 い ら れ る 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 の 概 念 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 本 発 明 で 用 い ら れ る 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 の 概 念 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 で あ る 。

【 図 ５ 】 本 発 明 の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 選 抜 ス テ ッ プ の 例 を 示 す 図 で あ

る 。

【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 体 の 写 真 で あ る 。

【 図 ７ 】 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 で あ る 。

【 図 ８ 】 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 で あ る 。

【 図 ９ 】 本 発 明 の 実 施 例 で 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 体 の 写 真 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ８ 】

＜ ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 、 お よ び 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 ＞
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　 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 を 、 図 1を 用 い て 説 明 す る 。 な お 本 明 細 書 で 説 明

す る 、 ワ ム シ お よ び ワ ム シ の 変 異 体 の 個 体 数 は 、 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し て 計 測 で き る 。 た だ

し 本 発 明 の 作 用 効 果 を 得 ら れ る 限 り 、 他 の 計 測 方 法 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 図 1は 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 例 を 示 す 概 念 図 で あ る 。 図 1に 示 さ れ る よ

う に 、 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 は 、 ワ ム シ を 1個 体 と す る 第 一 の 個 体 群 に 、

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射

ス テ ッ プ （ S10） と 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た 後 、 第 一 の 個 体 群 に 属 す る 個 体 を 1つ ず つ

分 画 し て 培 養 す る 第 一 の 培 養 を 含 む 培 養 ス テ ッ プ （ S20） と 、 所 定 の 選 抜 ス テ ッ プ （ S30）

を 含 む 。 選 抜 ス テ ッ プ （ S30） で は 、 培 養 ス テ ッ プ (S20)の 後 、 各 区 画 内 で 増 殖 し た 個 体 群

の 個 体 数 に 基 づ き 増 殖 力 が 強 い 個 体 が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 す る 増 殖 力 選 抜 （ S31） を 行 い

、 増 殖 力 選 抜 に よ り 選 抜 さ れ た 区 画 内 の 個 体 か ら な る 第 二 の 個 体 群 か ら 変 異 体 を 選 抜 し て

変 異 系 統 を 樹 立 す る （ S34） 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 「 有 増 殖 性 」 と は 、 下 記 の 培 養 条 件 １ で 、 分 画 日 の 翌 日 を 培 養 の 第 1

日 目 と し て 19～ 20日 間 経 過 後 (第 20～ 21日 目 )に 、 1個 体 (親 株 )か ら 増 殖 し た 個 体 数 (1＋ n)

が 20以 上 に な る 性 質 を 有 す る こ と を い う 。

［ 培 養 条 件 １ ］

培 養 温 度 ： 20℃

培 養 塩 濃 度 ： 1.8％

日 照 条 件 ： 全 暗

震 盪 条 件 ： 静 置

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 発 明 の 作 出 方 法 で 、 第 一 の 個 体 群 に 照 射 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム は 、 ワ ム シ の 有 増 殖 性

変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る 重 イ オ ン ビ ー ム 群 か ら 選 択 さ れ る 。 こ れ に よ り 本 発 明 は 、

水 産 業 用 途 に 好 適 な 形 態 と 増 殖 力 を 備 え た ワ ム シ の 変 異 系 統 を 作 出 で き る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 第 一 の 個 体 群 に 照 射 さ れ る 重 イ オ ン ビ ー ム は 、

後 に 詳 説 す る 本 発 明 の 所 定 の 判 定 方 法 に よ っ て 、 ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性

を 有 す る と 判 定 さ れ た 重 イ オ ン ビ ー ム 群 か ら 1種 以 上 選 択 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 し か し

、 本 発 明 の 作 用 効 果 を 得 ら れ る 限 り 、 当 該 判 定 方 法 に よ ら ず に 選 択 さ れ た 重 イ オ ン ビ ー ム

を 第 一 の 個 体 群 に 照 射 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 用 い ら れ る 重 イ オ ン ビ ー ム は 、 原 子 番

号 が 6以 上 92以 下 の 元 素 群 か ら 一 種 選 択 さ れ る 元 素 を 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム で あ り 、

原 子 番 号 が 6以 上 38以 下 の 元 素 群 か ら 一 種 選 択 さ れ る 元 素 を 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム で

あ る こ と が 好 ま し い 。 原 子 番 号 が 6以 上 92以 下 の 元 素 と は 、 C、 N、 O、 F、 Ne、 Na、 Mg、 Al

、 Si、 P、 S、 Cl、 Ar、 K、 Ca、 Sc、 Ti、 V、 Cr、 Mn、 Fe、 Co、 Ni、 Cu、 Zn、 Ga、 Ge、 As、 Se

、 Br、 Kr、 Rb、 Sr、 Y、 Zr、 Nb、 Mo、 Tc、 Ru、 Rh、 Pd、 Ag、 Cd、 In、 Sn、 Sb、 Te、 I、 Xe、

Cs、 Ba、 La、 Ce、 Pr、 Nd、 Pm、 Sm、 Eu、 Gd、 Tb、 Dy、 Ho、 Er、 Tm、 Yb、 Lu、 Hf、 Ta、 W、 R

e、 Os、 Ir、 Pt、 Au、 Hg、 Tl、 Pb、 Bi、 Po、 At、 Rn、 Fr、 Ra、 Ac、 Th、 Pa、 Uで あ る 。 さ ら

に 当 該 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で は 、 C、 N、 O、 Ne、 Ar及 び Feか ら 選 ば れ る 元 素 を 核

種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム を 用 い る こ と が 好 ま し く 、 Cま た は Arを 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー

ム が 用 い ら れ る こ と が 、 よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ に お い て 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 第 一 の 個 体 群 に 照 射 す

る と き の 照 射 線 量 は 、 25Gy以 上 1000Gy以 下 で あ る こ と が 好 ま し く 、 25Gy以 上 600Gy以 下 が

よ り 好 ま し く 、 50Gy以 上 600Gy以 下 が さ ら に 好 ま し い 。 上 記 の 好 ま し い 範 囲 の 照 射 線 量 で

第 一 の 個 体 群 に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る こ と に よ り 、 所 望 の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統

を 作 出 で き る 。 当 該 照 射 線 量 が 25Gy未 満 の 場 合 、 変 異 系 統 を 作 出 し 難 く な る 。 1000Gyを 超
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え る と 、 ワ ム シ の 孵 化 率 が 低 下 す る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ に お い て 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 第 一 の 個 体 群 に 照 射 す

る と き の 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LET） は 、 10keV／ μ m以 上 800keV／ μ m以 下 で あ る こ と が

好 ま し く 、 20keV／ μ m以 上 600keV／ μ m以 下 で あ る こ と が よ り 好 ま し い 。 LETが 10keV／ μ m

未 満 で あ る と 、 変 異 系 統 を 作 出 し 難 く な る 。 ま た LETが 800keV／ μ mを 超 え て も 変 異 系 統 を

作 出 し 難 く な る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 に お け る 重 イ オ ン ビ ー ム の 好 適 な 照 射 条 件 は 、 作 出 さ せ た い ワ ム シ の 変 異 系 統 の

形 態 や 、 重 イ オ ン ビ ー ム の 核 種 に よ っ て も 異 な る 。 例 え ば 、 平 均 背 甲 長 が 大 き な ワ ム シ の

変 異 系 統 を 作 出 す る 場 合 に 第 一 の 個 体 群 に 照 射 さ れ る 、 Cを 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム （ C

イ オ ン ビ ー ム ） の 照 射 条 件 と し て は 、 照 射 線 量 25Gy以 上 1000Gy以 下 で 、 か つ LET 20keV／

μ m以 上 150keV／ μ m以 下 が 好 ま し く 、 照 射 線 量 100Gy以 上 600Gy以 下 で 、 か つ LET20keV／ μ

m以 上 120keV／ μ m以 下 と す る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 上 記 と 同 様 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 作 出 す る 場 合 で 、 第 一 の 個 体 群 に Arを 核 種 と す る 重 イ

オ ン ビ ー ム （ Arイ オ ン ビ ー ム ） を 照 射 す る 場 合 の 照 射 条 件 と し て は 、 照 射 線 量 25Gy以 上 10

00Gy以 下 で 、 か つ LET150keV／ μ m以 上 800keV／ μ m以 下 と す る こ と が 好 ま し く 、 照 射 線 量 2

5Gy以 上 100Gy以 下 で 、 か つ LET150keV／ μ m以 上 600keV／ μ m以 下 と す る こ と が よ り 好 ま し

く 、 照 射 線 量 25Gy以 上 100Gy以 下 で 、 か つ LET150keV／ μ m以 上 300keV／ μ m未 満 と す る か 、

照 射 線 量 50Gy以 上 100Gy以 下 で 、 か つ LET300keV／ μ m以 上 600keV／ μ m以 下 と す る こ と が さ

ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム が 照 射 さ れ る 第 一 の 個 体 群 は 、 ワ ム シ 、 好 ま し く は 携 卵 数 が 1個

以 上 で あ る ワ ム シ 、 を 1個 体 と す る 。 重 イ オ ン ビ ー ム の 照 射 開 始 時 の 第 一 の 個 体 群 の 個 体

数 は 、 500以 上 3000以 下 が 好 ま し い 。 第 一 の 個 体 群 に 属 す る ワ ム シ は 、 そ の 携 卵 数 が ２ 個

以 上 で も よ く 、 1個 で も よ い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 第 一 の 個 体 群 に 属 す る ワ ム シ は 、 単 為 生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ と 両 性 生 殖 サ イ ク ル

を 有 す る ワ ム シ と の い ず れ で も よ い 。 本 発 明 の 作 出 方 法 を 適 用 で き る 単 為 生 殖 サ イ ク ル を

有 す る ワ ム シ と し て は 、 二 倍 体 単 為 生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ 、 Brachionus plicatil i

sが 挙 げ ら れ る 。 両 性 生 殖 サ イ ク ル を 有 す る ワ ム シ と し て は 、 N H1Lが 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 ま た 第 一 の 個 体 群 は 、 Brachionus plicatil is species complexか ら 1種 以 上 選 択 さ れ る

個 体 で 構 成 さ れ て も よ い 。 Brachionus plicatil is species complexを 構 成 す る Cladesは

、 L1、 L2、 L3、 L4、 SM1、 SM2、 SM3、 SM4、 SM5、 SM6、 SM7、 SM8、 SM9、 SS1、 SS2で あ る 。

本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 は 、 い ず れ の Cladeに 属 す る ワ ム シ の 変 異 系 統 を 作

出 す る 場 合 に も 適 用 で き る 。 な お 、 各 Cladeに 属 す る 生 物 群 は そ れ ぞ れ 命 名 さ れ て い る 。

す な わ ち L1は Brachionus plicatil is、 L2は Brachionus manjavacas(非 公 式 名 'Manjavacas

')、 L3は Brachionus asplanchnoidis(非 公 式 名 'Austria ')、 L4は 非 公 式 名 'Nevada'、 SM1

は Brachionus ibericus、 SM2は Brachionus koreanus(非 公 式 名 'Cayman')、 SM3は 非 公 式 名

'Tiscar '、 SM4は 非 公 式 名 'Towerinniensis '、 SM5は 非 公 式 名 'Coyrecupiensis '、 SM6は 非

公 式 名 'Almenara'、 SM7は 非 公 式 名 'Mexico'、 SM8は 非 公 式 名 'Harvey'、 SM9は 非 公 式 名 'Tu

rkana'、 SS1は Brachionus roturdiformis、 SS2は 非 公 式 名 'Lost 'で あ る 。 本 発 明 の ワ ム シ

の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 は 、 Brachionus plicatil isや Brachionus rotundiformisの 変 異 系

統 の 作 出 方 法 と し て 好 適 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

＜ 培 養 ス テ ッ プ ＞

　 本 発 明 で は 、 第 一 の 個 体 群 に 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム が 照 射 さ れ た 後 、 第 一 の 個 体 群 に 属

す る 個 体 を 一 つ ず つ 分 画 し て 培 養 す る 第 一 の 培 養 を 含 む 培 養 ス テ ッ プ が 行 わ れ る （ S20）
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。 分 画 は 、 24wellプ レ ー ト 等 を 用 い て 従 来 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 第 一 の 培

養 に お い て 、 分 画 さ れ た 個 体 は 、 10℃ 以 上 30℃ 以 下 、 好 ま し く は 20℃ 以 上 25℃ 以 下 の 温 度

条 件 で 培 養 さ れ る 。 温 度 条 件 が 10℃ 未 満 の 場 合 、 個 体 を 増 殖 さ せ る こ と が で き な い 。 温 度

条 件 が 30℃ を 超 え る と 個 体 が 死 滅 し や す く な る 。 ワ ム シ の 増 殖 状 態 は 、 一 般 的 に 、 培 養 日

数 の 経 過 に 伴 い 、 ワ ム シ 個 体 数 が 急 激 に 増 え る 「 対 数 増 殖 期 」 の 後 、 ワ ム シ 個 体 数 が 停 滞

す る 「 定 常 期 」 を 経 て 、 ワ ム シ 個 体 数 が 減 少 し 始 め る 「 退 行 期 」 に 至 る 。 し た が っ て 、 培

養 期 間 は 培 養 開 始 か ら 対 数 増 殖 期 ～ 定 常 期 ま で の 間 と す る こ と が 好 ま し い 。 つ ま り 、 分 画

の 翌 日 を 第 1日 目 と し て 、 培 養 期 間 は 、 13日 以 上 30日 以 下 で あ れ ば よ く 、 17日 以 上 21日 以

下 が 好 ま し い 。 な お 本 発 明 の 培 養 ス テ ッ プ 、 選 抜 ス テ ッ プ で は 、 第 一 の 培 養 だ け で な く 、

必 要 な 個 体 数 を 得 る た め 、 第 二 の 培 養 な い し 第 ｎ の 培 養 が 行 わ れ る 場 合 が あ る 。 第 二 の 培

養 な い し 第 ｎ の 培 養 の 培 養 条 件 は 、 上 記 に 説 明 し た 第 一 の 培 養 の 培 養 条 件 と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

＜ 選 抜 ス テ ッ プ ＞

　 本 発 明 に お い て 、 上 記 の 培 養 ス テ ッ プ の 後 行 わ れ る 選 抜 ス テ ッ プ (S30)は 、 増 殖 力 選 抜 (

S31)と 変 異 系 統 樹 立 (S34)が 行 わ れ る 。 増 殖 力 選 抜 (S31)で は 、 ま ず 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程

(S32)と し て 、 上 記 の 培 養 ス テ ッ プ で 第 一 の 個 体 群 を 分 画 さ せ た 全 区 画 か ら 、 培 養 ス テ ッ

プ 終 了 後 の 各 区 画 内 の 個 体 数 に 基 づ き 、 増 殖 力 が あ る 個 体 が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 す る 。 す

な わ ち 、 １ 区 画 内 の 個 体 数 が 少 な く と も 20以 上 、 好 ま し く は 40以 上 で あ る 区 画 を 、 増 殖 力

が あ る 個 体 が 存 在 す る 区 画 と し て 選 抜 す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 増 殖 力 が あ る 個 体 が 属 す る 区 画 と し て 選 抜 さ れ た 区 画 か ら 任 意 に 個 体 を 抽 出 し 、 第 二 の

個 体 群 と す る 。 第 二 の 個 体 群 の 個 体 数 は 、 第 二 の 増 殖 力 選 抜 行 程 で 個 体 数 の 損 耗 が 生 じ る

た め 、 20以 上 200以 下 が 好 ま し く 、 60以 上 200以 下 が よ り 好 ま し い 。 増 殖 力 が あ る 個 体 が 属

す る 区 画 と し て 選 抜 さ れ た 区 画 が 複 数 あ る 場 合 、 第 二 の 個 体 群 は 、 区 画 ご と に 複 数 存 在 す

る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程 (S32)に よ り 得 ら れ た 第 二 の 個 体 群 に は 、 続 い て 、 第 二 の 増 殖 力

選 抜 工 程 (S33)が 実 施 さ れ る 。 第 二 の 個 体 群 が 複 数 存 在 す る 場 合 は 、 そ れ ぞ れ の 第 二 の 個

体 群 ご と に 、 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 (S33)が 実 施 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 (S33)で は 、 直 接 計 測 に よ り 、 ま た は 画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い て 、

所 望 の 変 異 体 が 存 在 す る 区 画 の 選 抜 を 行 う 。 ど ち ら の 手 段 を 選 択 す る 場 合 も 、 個 体 の 視 認

性 の た め 、 第 二 の 個 体 群 に 属 す る 個 体 の 1/10程 度 の 数 の 任 意 の 個 体 を 従 来 公 知 の 方 法 で 染

色 し て も よ い 。 染 色 方 法 の 例 と し て は 、 ル ゴ ー ル 染 色 が 挙 げ ら れ る 。 直 接 計 測 す る 場 合 、

第 二 の 個 体 群 に 属 す る 各 個 体 を 顕 微 鏡 下 で 直 接 計 測 し た 結 果 に 基 づ き 、 所 望 の 変 異 体 が 存

在 す る 区 画 の 選 抜 を 行 う 。 画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い る 場 合 、 第 二 の 個 体 群 を 公 知 の 手 段 で 画

像 化 し 、 画 像 解 析 ソ フ ト を 用 い て 得 ら れ た 第 二 の 個 体 群 の 解 析 結 果 に 基 づ き 、 所 望 の 変 異

体 が 存 在 す る 区 画 の 選 抜 を 行 う 。 第 二 の 個 体 群 の 画 像 化 手 段 の 例 と し て は 、 光 学 顕 微 鏡 に

付 設 さ れ る カ メ ラ が 挙 げ ら れ る 。 画 像 解 析 ソ フ ト の 例 と し て は 、 ImageJ、 Photoshopや デ

ジ タ ル カ メ ラ 付 属 の 画 像 解 析 ソ フ ト な ど が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 所 望 の 変 異 体 が 存 在 す る 区 画 の 選 抜 に つ い て 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ (Brachionus plica

til is)の 第 一 の 個 体 群 よ り 平 均 背 甲 長 が 7％ 以 上 大 き な 個 体 が 存 在 す る 区 画 の 選 抜 を 例 に

と り 説 明 す る 。 本 明 細 書 中 、 「 平 均 背 甲 長 」 と は 、 一 つ の 個 体 群 に 属 す る 全 個 体 の 背 甲 長

の 合 計 を 、 該 個 体 群 に 属 す る 全 個 体 数 で 除 し た 値 を い う 。 ま た 、 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲

長 よ り 背 甲 長 が ｘ ％ 大 き い 個 体 Ａ 、 と は 、 そ の 背 甲 長 が 、 下 記 式 に よ り 算 出 さ れ る 値 で あ

る 個 体 を い う 。

個 体 Ａ の 背 甲 長 ＝ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 ＊ [(100+ｘ )/100]

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 従 っ て 、 平 均 背 甲 長 が 280μ ｍ で あ る 第 一 の 個 体 群 に 対 し て 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 し 、
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こ れ ら を 選 抜 飼 育 条 件 下 (培 養 温 度 ： 20℃ 、 培 養 塩 濃 度 1.8%)で 飼 育 し 、 第 一 の 個 体 群 の 平

均 背 甲 長 よ り 7%以 上 大 き く な っ た 変 異 体 が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 す る 基 準 は 、 上 記 式 に よ り

、 区 画 に 変 異 体 の 背 甲 長 が 300μ m以 上 の 個 体 が 存 在 す る こ と 、 で あ る 。 本 工 程 は 単 一 個 体

分 離 を 行 う 前 の 選 抜 基 準 で あ る た め 、 区 画 内 の 個 体 群 の 中 に 背 甲 長 が 300μ m以 上 の 個 体 が

存 在 し て い れ ば 、 そ の 区 画 は 選 抜 さ れ る 。 従 っ て 直 接 計 測 の 結 果 に 基 づ き 、 も し く は 画 像

解 析 ソ フ ト に よ る 解 析 結 果 に 基 づ き 、 計 測 対 象 ま た は 解 析 対 象 の 区 画 の 第 二 の 個 体 群 に 背

甲 長 が 300μ m以 上 で あ る 個 体 が 存 在 す る か 否 か を 確 認 す る 。 そ の 結 果 、 区 画 内 の 当 該 第 二

の 個 体 群 に 背 甲 長 が 300μ m以 上 で あ る 個 体 の 存 在 が 認 め ら れ た 場 合 、 当 該 区 画 は 、 所 望 の

変 異 体 が 存 在 す る 区 画 と し て 選 抜 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 は 、 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 、 第 一 の 個 体 群 に 、 ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系

統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 す る 。 そ の た め 、 第 一 お よ び 第 二 の 増 殖 力

選 抜 工 程 を 含 む 増 殖 力 選 抜 (S31)に よ っ て 、 所 望 の 変 異 体 が 存 在 す る 区 画 を 一 つ 以 上 選 抜

で き る 。 第 二 の 増 殖 力 選 抜 （ S33） で 当 該 選 抜 さ れ た 区 画 に 属 す る 個 体 群 を 第 三 の 個 体 群

と し て 、 第 三 の 個 体 群 を 用 い て 変 異 系 統 樹 立 (S34)を 実 施 す る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 変 異 系 統 樹 立 (S34)で は 、 24wellプ レ ー ト 等 を 用 い て 、 第 三 の 個 体 群 に 属 す る 個 体 か ら

所 望 の 変 異 体 を 抽 出 し て 一 つ ず つ 分 画 し 、 区 画 ご と に 公 知 の 系 統 樹 立 手 段 を 適 用 し て 、 所

定 の 変 異 系 統 を 樹 立 す る 。 公 知 の 系 統 樹 立 手 段 と し て は 、 単 一 個 体 分 離 等 を 例 示 で き る 。

第 一 の 個 体 群 に 属 す る 個 体 、 す な わ ち 親 世 代 の 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 さ れ た 個 体 を 排 除

し 、 遺 伝 形 質 を 均 一 に す る 観 点 か ら 、 単 一 個 体 分 離 は 少 な く と も ２ 回 行 う こ と が 好 ま し く

、 ３ 回 行 う こ と が よ り 好 ま し い 。 本 発 明 の 作 出 方 法 を 用 い る こ と に よ り 、 仔 魚 用 餌 料 と し

て 好 適 な 特 性 と 増 殖 性 を 有 す る ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

［ ワ ム シ の 変 異 系 統 ］

　 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 は 、 上 記 に 説 明 し た 作 出 方 法 を 用 い て 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変

異 系 統 で あ り 、 本 発 明 の 作 出 方 法 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ の 第 一 の 個 体 群 を 構 成 す

る ワ ム シ の 変 異 系 統 を 包 含 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 Brachionus plicatil is species comple

xか ら 一 種 以 上 選 択 さ れ る 個 体 を 含 む 第 一 の 個 体 群 よ り 、 平 均 背 甲 長 が 7%以 上 大 き い ワ ム

シ の 変 異 系 統 を 包 含 す る 。 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 は 、 従 来 の L型 ワ ム シ を 捕 食 す る 仔

魚 よ り 大 き な 口 を 有 す る 仔 魚 の 餌 料 と し て 好 適 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 発 明 に よ り 作 出 で き る ワ ム シ の 変 異 系 統 の 他 の 例 と し て 、 眼 点 を 消 失 さ せ た ワ ム シ を

作 出 で き る 。 当 該 ワ ム シ の 変 異 系 統 は 、 光 が 到 達 し な い 水 域 に も 分 布 さ せ る こ と が で き る

た め 、 そ の よ う な 水 域 に 生 息 す る 仔 魚 で も 捕 食 し や す く な る 点 で 有 用 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

［ 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 ］

　 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 は 、 ワ ム シ の 変 異 系 統 の 生 存 率 だ け で な く 、 そ の 増

殖 性 を 判 定 基 準 に 反 映 さ せ た た め 、 本 発 明 所 定 の 基 準 を 満 た す 重 イ オ ン ビ ー ム を 個 体 に 照

射 す る こ と で 、 増 殖 性 を 有 す る ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 を 誘 導 で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 図 2、 図 3は 、 本 発 明 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 判 定 方 法 の 例 の 概 念 図 で あ る 。 図 2、 図 3に 示 さ

れ る よ う に 、 ま ず ワ ム シ を 1個 体 と す る サ ン プ ル 個 体 群 （ 個 体 数 F） に 、 核 種 と 、 照 射 線 量

と 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LET） と の 組 み 合 わ せ で 特 定 さ れ る 判 定 対 象 の 重 イ オ ン ビ ー ム

を 照 射 す る （ S101、 S102） 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 上 記 の 任 意 の 重 イ オ ン ビ ー ム を サ ン プ ル 個 体 群 に 照 射 後 、 該 サ ン プ ル 個 体 を 全 区 画 数 F

の 各 区 画 に 1つ ず つ 分 画 し 、 10℃ を 超 え る 温 度 で 増 殖 さ せ る （ S103） 。 増 殖 後 、 各 区 画 内

の 個 体 数 を 計 測 す る （ S104） 。 計 測 さ れ た 増 殖 後 の 各 区 画 内 の 個 体 数 は （ 1＋ n） 個 と す る

。 計 測 は 、 サ ン プ ル 個 体 を 1つ ず つ 分 画 し た 日 の 翌 日 を 第 1日 目 と し て 19～ 20日 経 過 後 、 す
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な わ ち 第 20～ 21日 目 に 行 う 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 上 記 の 計 測 で 、 増 殖 後 の 1区 画 内 の 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 で あ っ た 区 画 は 、 増 殖 後 の

各 区 画 内 の 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 で あ る 区 画 数 （ 区 画 数 f） に 算 入 す る （ S105、 S106）

。 次 に 全 区 画 数 Fに 対 す る 、 区 画 内 の 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 で あ る 区 画 数 fの 割 合 を 算 出

す る （ S107） 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 本 発 明 の 判 定 方 法 で は 、 上 記 の 算 出 値 に 基 づ き 判 定 対 象 の 重 イ オ ン ビ ー ム が ワ ム シ の 有

増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る か 否 か を 判 定 す る 。 す な わ ち 全 区 画 数 Fに 対 す る 、

区 画 内 の 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 で あ る 区 画 数 fの 割 合 が 15％ 以 上 90％ 以 下 で あ る と き 、

判 定 対 象 の 重 イ オ ン ビ ー ム が ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る と 判 定 さ れ

(S108)、 上 記 の 算 出 値 が 15％ 未 満 ま た は 90％ を 超 え る 場 合 は 、 判 定 対 象 の 重 イ オ ン ビ ー ム

が ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 さ な い と 判 定 さ れ る 。 よ り 厳 格 な 判 定 を 行

う 場 合 は 、 （ 区 画 数 f／ 全 区 画 数 F） × 100（ ％ ） の 値 が 満 た す べ き 判 定 基 準 値 を 、 30％ 以

上 90％ 以 下 と す る こ と が 好 ま し く 、 40％ 以 上 70％ 以 下 と す る こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 判 定 対 象 の 重 イ オ ン ビ ー ム の 上 記 の 算 出 値 （ 区 画 数 f／ 全 区 画 数 F） × 100（ ％ ） が 15％

未 満 で あ る 場 合 、 当 該 重 イ オ ン ビ ー ム を ワ ム シ に 照 射 し て も 卵 の 孵 化 率 が 低 い 。 ま た （ 区

画 数 f／ 全 区 画 数 F） × 100（ ％ ） が 90％ を 超 え る 場 合 、 当 該 重 イ オ ン ビ ー ム を ワ ム シ に 照

射 し て も 、 孵 化 し た 個 体 に お け る 変 異 体 の 作 出 率 が 低 い 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 の 判 定 方 法 で 、 ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る と 判 定 さ れ た 重

イ オ ン ビ ー ム は 、 上 記 に 説 明 し た ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 重 イ オ ン ビ ー ム

照 射 ス テ ッ プ で 用 い ら れ る 重 イ オ ン ビ ー ム と し て 好 ま し く 選 択 さ れ る 。

　 例 え ば 、 変 異 系 統 と し て 大 型 化 し た ワ ム シ の 変 異 体 を 作 出 す る 場 合 、 「 有 増 殖 性 変 異 系

統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る 重 イ オ ン ビ ー ム 」 と し て は 、 線 エ ネ ル ギ ー 付 与 値 （ LET） が 10keV

／ μ m以 上 800keV／ μ m以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム が 好 ま し く 、 20keV／ μ m以 上 600keV／ μ m以

下 の 重 イ オ ン ビ ー ム が よ り 好 ま し く 、 20keV／ μ m以 上 400keV／ μ m以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム

が さ ら に 好 ま し い 。 ま た 、 原 子 番 号 が 6以 上 38以 下 の 元 素 群 か ら 一 種 選 択 さ れ る 元 素 を 核

種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム が 好 ま し く 、 C、 N、 O、 Ne、 Ar及 び Feか ら 選 ば れ る 元 素 を 核 種 と

す る 重 イ オ ン ビ ー ム が よ り 好 ま し い 。 照 射 線 量 は 25Gy以 上 1000Gy以 下 で あ る こ と が 好 ま し

く 、 25Gy以 上 600Gy以 下 が よ り 好 ま し く 、 50Gy以 上 600Gy以 下 が さ ら に 好 ま し い 。 具 体 的 に

は 、 炭 素 を 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム で 、 照 射 線 量 を 100Gy以 上 600Gy以 下 で 、 LET20keV／

μ m以 上 120keV／ μ m以 下 の 重 イ オ ン ビ ー ム 、 及 び ア ル ゴ ン を 核 種 と す る 重 イ オ ン ビ ー ム で

、 照 射 線 量 を 25Gy以 上 100Gy以 下 で 、 LET150keV/μ ｍ 以 上 600keV/μ ｍ 以 下 と す る 重 イ オ ン

ビ ー ム が 、 上 記 場 合 の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 を 有 す る 重 イ オ ン ビ ー ム の 一 例 と し

て 挙 げ る こ と が で き 、 核 種 を 問 わ ず こ れ ら と 同 等 の 重 イ オ ン ビ ー ム も 使 用 で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 以 下 、 実 施 例 及 び 比 較 例 を 示 し 、 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る 。 た だ し 、 本 発 明 は 下 記 の

実 施 例 に 制 限 さ れ な い 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

＜ 実 施 例 1＞

［ 重 イ オ ン ビ ー ム の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 の 判 定 ］

　 実 施 例 1で は 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ （ Brachionus plicatil is） を 用 い て 重 イ オ ン ビ ー

ム の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 の 判 定 を 行 っ た 。 以 下 の 実 施 例 と 比 較 例 と の

説 明 で は 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ （ Brachionus plicatil is） を 、 単 に 「 ワ ム シ 」 と 記 載 す

る 場 合 が あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 ま ず 、 上 記 の L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 、 メ ッ シ ュ サ イ ズ 40μ mの セ ル ス ト レ ー ナ ー
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を 用 い て 濃 縮 し た 。 濃 縮 後 の ワ ム シ 培 養 水 を 1.8パ ー セ ン ト 海 水 で 洗 浄 後 、 ク ロ レ ラ 入 り 1

.8パ ー セ ン ト 海 水 で 再 懸 濁 し 、 約 150倍 に 濃 縮 さ せ た 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 得 た 。 当 該 濃 縮

ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。 分 注 さ れ た 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 中 の ワ ム シ

を 、 そ れ ぞ れ サ ン プ ル 個 体 群 と し た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 さ れ た 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 、 照 射 線 量 が 25Gy、 50Gy、 75Gy、

100Gy、 150Gy、 200Gyの Arイ オ ン ビ ー ム （ LET312keV／ μ m） を そ れ ぞ れ 1.17Gy/秒 ～ 3.57Gy

/秒 の 強 度 で 照 射 し た 。 照 射 か ら 2時 間 経 過 後 、 回 収 さ れ た 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 ク ロ レ ラ

入 り 1.8パ ー セ ン ト 海 水 に 懸 濁 さ せ た 。 ま た Controlと し て 、 Arイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し な か

っ た 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 も 、 Arイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た 濃 縮 培 養 水 に 対 し 行 っ た 方 法 と 同 様

の 方 法 で 、 懸 濁 さ せ た 。 ク ロ レ ラ 入 り 1.8パ ー セ ン ト 海 水 の 添 加 量 は 、 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 1

00μ lに 対 し 20mlと し た 。 懸 濁 液 は 約 15℃ で 保 存 し た 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 25Gyの Arイ オ ン ビ ー ム が 照 射 さ れ た サ ン プ ル 個 体 群 の 懸 濁 液 を 3枚 の 24wellプ レ ー ト に

分 画 し た 。 サ ン プ ル 個 体 は 、 1wellに 1つ ず つ 分 画 さ れ る よ う に し た 。 こ れ に よ り 、 25Gyの

Arイ オ ン ビ ー ム が 照 射 さ れ た サ ン プ ル 個 体 は 、 1プ レ ー ト あ た り 24区 画 に 分 画 さ れ た 。 分

画 後 の サ ン プ ル 個 体 を 下 記 の 培 養 条 件 で 増 殖 さ せ た 。 培 養 期 間 は 分 画 日 の 翌 日 を 第 1日 目

と し て 22日 間 と し た 。

＜ サ ン プ ル 個 体 群 の 培 養 条 件 ＞

培 養 温 度 ： 20℃

培 養 塩 濃 度 ： 1.8パ ー セ ン ト

日 照 条 件 ： 全 暗

震 盪 条 件 ： 静 置

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 サ ン プ ル 個 体 の 培 養 期 間 中 、 5日 目 、 7日 目 、 11日 目 、 13日 目 、 16日 目 、 20日 目 、 22日 目

の 各 well内 の サ ン プ ル 個 体 数 （ 1＋ n） を 顕 微 鏡 観 察 に よ り 目 視 で 計 測 し た 。 分 画 に 用 い た

3枚 の 24wellプ レ ー ト 、 す な わ ち 第 一 な い し 第 三 の 24wellプ レ ー ト に つ い て 、 24well中 （

全 区 画 数 F） に 対 す る 、 個 体 数 （ 1＋ n） が 20以 上 に な っ た well数 （ 区 画 数 f） の 割 合 を そ れ

ぞ れ 計 測 日 ご と に 算 出 し た 。 さ ら に 当 該 算 出 値 に 基 づ き 、 計 測 日 ご と に 、 （ 区 画 数 f／ 区

画 数 F× 100） （ ％ ） の 第 一 な い し 第 三 の 24wellプ レ ー ト の 平 均 値 を 算 出 し た 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 上 記 に 説 明 し た 25Gyの Arイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た サ ン プ ル 個 体 群 と 同 様 の 方 法 で 、 50Gy

、 75Gy、 100Gy、 150Gy、 200Gyの Arイ オ ン ビ ー ム （ LET312keV／ μ m） を 照 射 し た サ ン プ ル

個 体 お よ び Controlの サ ン プ ル 個 体 に つ い て も 分 画 、 培 養 し 、 （ 区 画 数 f／ 区 画 数 F× 100）

（ ％ ） の 平 均 値 を 算 出 し た 。 各 平 均 値 を 表 1と 図 4に 示 す 。

【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 表 1、 図 4に お い て 、 20日 目 の 平 均 値 に 着 目 す る と 、 50Gy、 75Gyま た は 100Gyの Arイ オ ン

ビ ー ム を 照 射 し た と き に 、 当 該 平 均 値 が 15％ 以 上 90％ 以 下 の 範 囲 内 で あ っ た 。 従 っ て 、 本

発 明 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 照 射 す る Arイ オ ン ビ

ー ム （ LET＝ 312keV/μ m） と し て は 、 照 射 線 量 は 50Gy、 75Gyま た は 100Gyと す る こ と が 好 ま

し い こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 7％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

＜ 実 施 例 1-1、 1-2、 比 較 例 1-1、 1-2、 1-3＞

　 上 記 の 実 施 例 1と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Arイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 312keV/μ m） を 照 射 し た 。 Arイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 1-1（ Arイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 75Gy） 、 実 施 例 1-2（ 同 100Gy） 、 比 較 例 1-1（ 同

25Gy） 、 比 較 例 1-2（ 同 150Gy） 、 比 較 例 1-3（ 同 200Gy） と し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 上 記 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ 後 、 培 養 ス テ ッ プ を 行 う た め 、 実 施 例 1-1の 濃 縮 ワ

ム シ 培 養 水 中 の ワ ム シ を 、 24wellプ レ ー ト に 1wellあ た り の 個 体 数 を 1と し て 分 画 し た 。 そ

の 後 、 該 24wellプ レ ー ト を 温 度 条 件 20℃ で 静 置 し 、 各 well内 で ワ ム シ を 培 養 し た 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 分 画 日 を 第 1日 目 と し て 3週 間 経 過 後 （ 第 21日 目 ） に 培 養 ス テ ッ プ を 終 了 し 、 選 抜 ス テ ッ

プ を 行 っ た 。 選 抜 ス テ ッ プ で は 、 ま ず 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程 と し て 、 1well内 の 培 養 後 の

個 体 数 が 20以 上 で あ る wellを 、 増 殖 力 あ る 個 体 が 存 在 す る wellと し て 選 抜 し た 。 各 well内

の ワ ム シ の 個 体 数 は 、 顕 微 鏡 観 察 に よ り 目 視 で 計 測 し た 。 実 施 例 1-2お よ び 比 較 例 1-1、 1-

2、 1-3の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に つ い て も 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 培 養 ス テ ッ プ を 行 っ た 。

培 養 ス テ ッ プ 後 、 ワ ム シ の 個 体 数 が 20以 上 に 増 殖 し た wellの 数 は 、 実 施 例 1-1、 1-2、 比 較

例 1-1、 1-2お よ び 比 較 例 1-3で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 、 530で あ っ た （ 第 1な

い し 第 530の well） 。 第 1な い し 第 530の wellは 、 そ れ ぞ れ 、 い ず れ の 実 施 例 ま た は 比 較 例

に 対 応 す る wellで あ る か が 識 別 可 能 な 状 態 に し て 、 次 の 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 48wellプ レ ー ト を 用 意 し 、 第 1の wellか ら 全 個 体 数 の 1/10程 度 の ワ ム シ を ラ ン ダ ム に 抽

出 し 、 該 48wellプ レ ー ト に 移 し 、 ル ゴ ー ル 染 色 し た 。 ル ゴ ー ル 染 色 液 は 、 0.7％ NaCl溶 液 5
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0mlに ヨ ウ 素 1.5gと ヨ ウ 化 カ リ ウ ム 2.5gを 溶 解 し て 作 製 し た も の を 用 い た 。 具 体 的 に は 、

当 該 ル ゴ ー ル 染 色 液 を 48wellプ レ ー ト に 4μ l添 加 し 、 さ ら に 20個 体 程 度 の ワ ム シ を 含 む 培

養 水 200μ lを 添 加 し た 。 当 該 48wellプ レ ー ト を 1分 間 90rpmで 振 と う さ せ て ワ ム シ を 染 色 し

た 。 第 2な い し 第 530の wellの ワ ム シ に 対 し て も 、 第 1の wellと 同 様 に well内 の ワ ム シ の ラ

ン ダ ム な 抽 出 お よ び ル ゴ ー ル 染 色 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 と し て 、 第 1の wellか ら 抽 出 さ れ 、 染 色 さ れ た ワ ム シ 群 に 、 背 甲

長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ が 存 在 す る か 否 か を 確 認 す る た め 、 染 色 さ れ た ワ ム シ 群 を Zeiss

AxioCam HRc顕 微 鏡 用 デ ジ タ ル カ メ ラ で 撮 影 し 、 各 ワ ム シ の 背 甲 長 を 画 像 解 析 ソ フ ト Image

Jで 解 析 し た 。 な お 、 第 一 の 個 体 群 の 定 常 期 の 平 均 背 甲 長 は 280μ ｍ で あ っ た た め 、 第 一 の

個 体 群 よ り 平 均 背 甲 長 が 7％ 以 上 大 き な 個 体 を 選 抜 す る た め 、 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 に お

い て 、 背 甲 長 が 300μ ｍ 以 上 の ワ ム シ が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 し た 。 図 5は 、 本 発 明 の ワ ム シ

の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 方 法 の 選 抜 ス テ ッ プ に あ る 実 施 例 を 示 す 図 で あ る 。 図 5（ a） は

、 本 発 明 の 実 施 例 1-1の ル ゴ ー ル 染 色 さ れ た 個 体 群 の 光 学 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 図 5（ a） の

写 真 の 中 で 明 ら か に 背 甲 長 が 長 い 個 体 を 10個 体 以 上 選 抜 し 、 識 別 番 号 を 設 定 し て 解 析 し た

。 図 5（ ａ ） 中 の ワ ム シ を 図 示 す る 数 字 は 、 識 別 番 号 で あ る 。 図 5（ b） は 、 本 発 明 の 実 施

例 1-1の 選 抜 ス テ ッ プ に お け る 解 析 結 果 で あ る 。 図 5（ b） に お い て 、 左 列 に 示 さ れ る 数 値

は 、 図 5（ ａ ） に 示 す 識 別 番 号 と 対 応 す る ワ ム シ の 識 別 番 号 で あ る 。 右 列 に 示 さ れ る 数 値

は 、 ImageJで 解 析 さ れ た 各 ワ ム シ の 背 甲 長 (μ m)で あ る 。 図 5（ b） の 解 析 結 果 か ら 、 第 1の

wellか ら 抽 出 さ れ た ワ ム シ 群 に は 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ が 存 在 す る こ と を 確 認 で き

た 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 第 2な い し 第 530の wellに つ い て も 、 第 1の wellで 実 施 し た 方 法 と 同 様 の 方 法 で 、 背 甲 長

が 300μ m以 上 の ワ ム シ が 存 在 す る か 否 か を 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ

ム シ が 存 在 す る こ と を 確 認 で き た wellの 数 は 、 第 1な い し 第 530の wellの う ち 、 29で あ っ た

。 そ こ で 、 第 1な い し 第 29の wellを 選 抜 well（ 第 1な い し 第 29の 選 抜 well） と し 、 選 抜 well

中 の ワ ム シ を 用 い て 、 背 甲 長 が 300μ m以 上 で あ る ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 し た 。 な お 、 第

1な い し 第 29の 選 抜 wellは 、 い ず れ の 実 施 例 ま た は 比 較 例 に 対 応 す る wellで あ る か が 識 別

可 能 な 状 態 に し て 、 系 統 樹 立 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 変 異 系 統 の 樹 立 に 際 し て は 、 単 一 個 体 分 離 を 3回 行 っ た 。 1回 の 単 一 個 体 分 離 に つ き 、 24

wellプ レ ー ト を 、 選 抜 well数 と 同 数 用 意 し た 。 各 選 抜 well内 か ら 目 視 で 背 甲 長 が 大 き な ワ

ム シ を 抽 出 し 、 用 意 し た 24wellプ レ ー ト に 1wellあ た り 1個 体 ず つ 分 画 し た 。 該 24wellプ レ

ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 収 容 し 、 20℃ で 培 養 し た 。 培 養 期 間 中 、 2～ 3日 ご と に 各 wellに

培 養 水 (0.02μ l濃 縮 ク ロ レ ラ /1μ l　 1.8パ ー セ ン ト 海 水 )を 添 加 し 、 培 養 を 行 っ た 。 各 wel

lか ら ワ ム シ を 回 収 し 、 上 記 の 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工 程 で 行 っ た 背 甲 長 計 測 と 同 様 の 方 法 で

、 単 一 個 体 分 離 後 培 養 さ れ た ワ ム シ の 背 甲 長 を 計 測 し た 。 最 も 平 均 背 甲 長 が 大 き い ワ ム シ

の 存 在 し た wellを 選 抜 し 、 そ の wellの ワ ム シ を 用 い て 再 度 単 一 個 体 分 離 を 行 っ た 。 同 じ 工

程 を 繰 り 返 し 、 合 計 3回 の 単 一 個 体 分 離 を 行 っ た 。 選 抜 後 順 次 培 養 水 を 増 や し 、 20mlに な

る ま で 培 養 し 系 統 樹 立 と し た 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 上 記 の と お り 、 実 施 例 1-1、 実 施 例 1-2お よ び 比 較 例 1-1、 1-2、 1-3の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水

に つ い て 培 養 ス テ ッ プ 、 選 抜 ス テ ッ プ を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培 養 さ れ た ワ ム シ の 定 常 期

に お け る 平 均 背 甲 長 を 計 測 し た 。 実 施 例 1-1、 1-2お よ び 比 較 例 1-1、 1-2、 1-3を 用 い た 、

平 均 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 2に 示 す 。 表 2中 、 「 収 容 個 体

数 」 と は 、 第 一 の 培 養 に お い て 分 画 さ れ た 総 個 体 数 で あ る 。 「 選 抜 大 型 株 数 」 と は 、 選 抜

ス テ ッ プ で 樹 立 さ れ た 、 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 数 で あ る 。 ま た 選 抜 頻

度 は 、 次 式 に よ り 算 出 し た 。

選 抜 頻 度 （ ％ ） ＝ （ 選 抜 大 型 株 数 ／ 収 容 個 体 数 ） × 100

【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 実 施 例 1-1で 作 出 し た ワ ム シ の 変 異 体 と 、 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 せ ず に 培 養 し た L型 能 登

島 株 の ワ ム シ と を ル ゴ ー ル 染 色 し 、 顕 微 鏡 を 用 い て デ ジ タ ル カ メ ラ で 撮 影 し た 。 図 6は 本

発 明 の ワ ム シ の 変 異 体 の 実 施 例 の 写 真 で あ る 。 撮 影 は 、 デ ジ タ ル カ メ ラ を 用 い て 行 っ た 。

上 記 に 説 明 す る 計 測 方 法 で ワ ム シ の 背 甲 長 を 計 測 し た 結 果 、 実 施 例 1-1の ワ ム シ の 変 異 体

の 背 甲 長 は 約 380μ ｍ で あ っ た 。 一 方 、 第 一 の 個 体 群 の ワ ム シ に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 せ

ず に 定 常 期 ま で 培 養 し た 任 意 の L型 能 登 島 株 の ワ ム シ の 背 甲 長 は 、 280μ ｍ で あ っ た 。 こ れ

に よ り 実 施 例 1-1で は 、 大 型 化 し た ワ ム シ の 変 異 系 統 を 作 出 で き る こ と を 確 認 で き た 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 表 2に 示 さ れ る よ う に 、 実 施 例 1-1の 照 射 線 量 75Gyの Arイ オ ン ビ ー ム (LET 312keV/μ m)を

照 射 し た ワ ム シ か ら は 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 6系 統 を 樹 立 で き 、 選

抜 頻 度 は 1.3％ で あ っ た 。 ま た 実 施 例 1-2の 照 射 線 量 100Gyの Arイ オ ン ビ ー ム (LET　 312keV/

μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 同 変 異 系 統 を 2系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.4％ で あ っ た

。 一 方 、 比 較 例 1-1、 1-2、 1-3で は 所 望 の 変 異 系 統 を 作 出 で き な か っ た 。 ま た 作 出 さ れ た

ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-03株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長 及 び 背 甲 幅 の 計 測 結 果 を 表 3に 示 す

。 な お 、 表 3の 識 別 番 号 1～ 20で 示 さ れ る TY A-03株 の 個 体 は 、 実 施 例 1-1よ り 選 抜 さ れ た 。

【 ０ ０ ６ ９ 】
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【 表 ３ 】

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 実 施 例 1-1よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-01株 、 TY A-05株 ） に 属 す る

個 体 に つ い て 、 TY A-03株 に 属 す る 個 体 と 同 様 に 任 意 の 20個 体 か ら 計 測 ・ 算 出 さ れ た 平 均 背

甲 長 及 び 平 均 背 甲 幅 を 表 4に 示 す 。

【 ０ ０ ７ １ 】

【 表 ４ 】

【 ０ ０ ７ ２ 】

＜ 実 施 例 ２ ＞

［ 重 イ オ ン ビ ー ム の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 の 判 定 ］

　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 、 照 射 線 量 が 25Gy、 50Gy、 75Gy、 100Gy

、 150Gy、 200Gyの Arイ オ ン ビ ー ム （ LET189keV／ μ m） を 照 射 し 、 （ 区 画 数 f／ 区 画 数 F× 10

0） （ ％ ） の 平 均 値 を 算 出 し た 。 ま た Controlと し て 、 Arイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し な か っ た 濃

縮 ワ ム シ 培 養 水 も 、 Arイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た 濃 縮 培 養 水 に 対 し 行 っ た 方 法 と 同 様 の 方 法

で 、 （ 区 画 数 f／ 区 画 数 F× 100） （ ％ ） の 平 均 値 を 算 出 し た 。 各 平 均 値 を 表 5と 図 7に 示 す

。

【 ０ ０ ７ ３ 】
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【 表 ５ 】

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 表 5、 図 7に お い て 、 21日 目 の 平 均 値 に 着 目 す る と 、 25Gy、 50Gy、 75Gyま た は 100Gyの Ar

イ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た と き に 、 平 均 値 が 15％ 以 上 90％ 以 下 の 範 囲 内 で あ っ た 。 従 っ て 、

本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 体 の 作 出 方 法 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で 照 射 す る Arイ オ ン ビ

ー ム （ LET＝ 189keV/μ m） と し て は 、 照 射 線 量 は 25Gy、 50Gy、 75Gyま た は 100Gyと す る こ と

が 好 ま し い こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 7％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

＜ 実 施 例 2-1、 2-2＞

　 上 記 の 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Arイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 189keV/μ m） を 照 射 し た 。 Arイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 2-1（ Arイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 50Gy） 、 実 施 例 2-2（ 同 75Gy） と し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 実 施 例 2-1、 2-2に つ い て 、 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 、 培 養 ス テ ッ プ と 選 抜 ス テ ッ プ と

を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培 養 さ れ た ワ ム シ の 平 均 背 甲 長 を 計 測 し た 。 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工

程 で 選 抜 さ れ た 選 抜 well数 は 、 実 施 例 2-1、 2-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 210

で あ っ た 。 ま た 選 抜 wellの う ち 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 存 在 を 確 認 で き た well数 は 、

実 施 例 2-1、 2-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 23で あ っ た 。 こ れ ら の wellに 属 す る

ワ ム シ を 用 い て 、 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 し た 。 な お 、 実 施 例 2-

1、 2-2に お け る 培 養 ス テ ッ プ お よ び 選 抜 ス テ ッ プ の 各 wellは 、 そ れ ぞ れ い ず れ の 実 施 例 に

対 応 す る wellで あ る か が 識 別 可 能 な 状 態 に し て 、 各 ス テ ッ プ を 実 施 し た 。 実 施 例 2-1、 2-2

を 用 い た 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 6に 示 す 。

【 ０ ０ ７ ７ 】
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【 表 ６ 】

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 表 6に 示 さ れ る よ う に 、 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 に お い て 、 実

施 例 2-1の 照 射 線 量 50Gyの Arイ オ ン ビ ー ム (LET 189keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 1系 統

を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.2％ で あ っ た 。 ま た 実 施 例 2-2の 照 射 線 量 75Gyの Arイ オ ン ビ ー ム

(LET 189keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 9系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 1.6％ で あ っ た

。 ま た 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-18株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長 及 び 背 甲 幅 の 計 測

結 果 を 表 7に 示 す 。 な お 、 表 7の 識 別 番 号 1～ 20で 示 さ れ る TY A-18株 の 個 体 は 、 実 施 例 2-2よ

り 選 抜 さ れ た 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

【 表 ７ 】

【 ０ ０ ８ ０ 】

＜ 実 施 例 3＞

［ 重 イ オ ン ビ ー ム の ワ ム シ の 有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 誘 導 性 の 判 定 ］
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　 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 、 照 射 線 量 が 100Gy、 150Gy、 200Gy、 300

Gy、 400Gy、 600Gyの Cイ オ ン ビ ー ム （ LET22.6keV／ μ m） を 照 射 し 、 （ 区 画 数 f／ 区 画 数 F×

100） （ ％ ） の 平 均 値 を 算 出 し た 。 ま た Controlと し て 、 Cイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し な か っ た

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 も 、 Cイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た 濃 縮 培 養 水 に 対 し 行 っ た 方 法 と 同 様 の 方

法 で 、 （ 区 画 数 f／ 区 画 数 F× 100） （ ％ ） の 平 均 値 を 算 出 し た 。 各 平 均 値 を 表 8と 図 8に 示

す 。

【 ０ ０ ８ １ 】

【 表 ８ 】

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 表 8、 図 8に お い て 、 21日 目 の 平 均 値 に 着 目 す る と 、 100Gy、 150Gy、 200Gy、 300Gy、 400G

y、 ま た は 600Gyの Cイ オ ン ビ ー ム を 照 射 し た と き に 、 平 均 値 が 15％ 以 上 90％ 以 下 の 範 囲 内

で あ っ た 。 従 っ て 、 本 発 明 の ワ ム シ の 変 異 体 の 作 出 方 法 の 重 イ オ ン ビ ー ム 照 射 ス テ ッ プ で

照 射 す る Cイ オ ン ビ ー ム （ LET＝ 22.6keV/μ m） と し て は 、 照 射 線 量 は 100Gy、 150Gy、 200Gy

、 300Gy、 400Gy、 ま た は 600Gyと す る こ と が 好 ま し い こ と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

＜ 実 施 例 3-1、 3-2、 3-3＞

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 7％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 300μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

　 上 記 の 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Cイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 22.6keV/μ m） を 照 射 し た 。 Cイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 3-1（ Cイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 150Gy） 、 実 施 例 3-2（ 同 200Gy） 、 実 施 例 3-3（ 同

300Gy） と し た 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 、 培 養 ス テ ッ プ と 選 抜 ス テ ッ プ と を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培

養 さ れ た ワ ム シ の 背 甲 長 を 計 測 し た 。 培 養 ス テ ッ プ の 増 殖 力 選 抜 で 選 抜 さ れ た 選 抜 well数

は 、 実 施 例 3-1、 3-2、 3-3で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 69で あ っ た 。 ま た 選 抜 wel

lの う ち 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 存 在 を 確 認 で き た well数 は 、 実 施 例 3-1、 3-2、 3-3で

そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 29で あ っ た 。 こ れ ら の 29wellの ワ ム シ を 用 い て 、 平 均

背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 し た 。 な お 、 実 施 例 3-1、 3-2、 3-3に お け る

培 養 ス テ ッ プ お よ び 選 抜 ス テ ッ プ の 各 wellは 、 そ れ ぞ れ い ず れ の 実 施 例 に 対 応 す る wellで

あ る か が 識 別 可 能 な 状 態 に し て 、 各 ス テ ッ プ を 実 施 し た 。 実 施 例 3-1、 3-2、 3-3を 用 い た

平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 9に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ５ 】
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【 表 ９ 】

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 表 9に 示 さ れ る よ う に 、 平 均 背 甲 長 300μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 に お い て 、 実

施 例 3-1の 照 射 線 量 150Gyの Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 1系

統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.1％ で あ っ た 。 ま た 実 施 例 3-2の 照 射 線 量 200Gyの Cイ オ ン ビ ー

ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 2系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.3％ で あ

っ た 。 実 施 例 3-3の 照 射 線 量 300Gyの Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か

ら は 、 8系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 1.2％ で あ っ た 。 ま た 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （

TYC-02株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長 及 び 背 甲 幅 の 計 測 結 果 を 表 10に 示 す 。 な お 、 表 10の 識 別

番 号 1～ 20で 示 さ れ る TYC-02株 の 個 体 は 、 実 施 例 3-3よ り 選 抜 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

【 表 １ ０ 】

【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 実 施 例 3-3よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TYC-01株 、 TYC-03株 及 び TYC-05

株 ） に 属 す る 個 体 に つ い て 、 TYC-02株 に 属 す る 個 体 と 同 様 に 任 意 の 20個 体 か ら 計 測 ・ 算 出

さ れ た 平 均 背 甲 長 及 び 平 均 背 甲 幅 を 表 11に 示 す 。

【 表 １ １ 】

【 ０ ０ ８ ９ 】

＜ 実 施 例 4-1、 4-2、 4-3、 比 較 例 4-1、 4-2＞

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 11％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 340μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

　 上 記 の 実 施 例 1と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Arイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 312keV/μ m） を 照 射 し た 。 Arイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 4-1（ Arイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 50Gy） 、 実 施 例 4-2（ 同 75Gy） 、 実 施 例 4-3（ 同 1

00Gy） 、 比 較 例 4-1（ 同 150Gy） 、 比 較 例 4-2（ 同 200Gy） と し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 、 培 養 ス テ ッ プ と 選 抜 ス テ ッ プ と を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培

養 さ れ た ワ ム シ の 対 数 増 殖 期 に お け る 背 甲 長 を 計 測 し た 。 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程 で 選 抜 さ

れ た 選 抜 well数 は 、 実 施 例 4-1、 4-2、 4-3、 比 較 例 4-1、 4-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を

合 わ せ て 405で あ っ た 。 ま た 選 抜 wellの う ち 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 存 在 を 確 認 で き

た well数 は 、 実 施 例 4-1、 4-2、 4-3、 比 較 例 4-1、 4-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ

て 44で あ っ た 。 な お 、 第 一 の 個 体 群 の 対 数 増 殖 期 の 平 均 背 甲 長 は 305μ ｍ で あ っ た た め 、

第 一 の 個 体 群 よ り 平 均 背 甲 長 が 11％ 以 上 大 き な 個 体 を 選 抜 す る た め 、 第 二 の 増 殖 力 選 抜 工

程 に お い て 、 背 甲 長 が 340μ ｍ 以 上 の ワ ム シ が 存 在 す る 区 画 を 選 抜 し た 。 こ れ ら の 44well

の ワ ム シ を 用 い て 、 平 均 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 し た 。 な お 、 実 施 例

4-1、 4-2、 4-3、 比 較 例 4-1、 4-2に お け る 培 養 ス テ ッ プ お よ び 選 抜 ス テ ッ プ の 各 wellは 、

そ れ ぞ れ い ず れ の 実 施 例 、 比 較 例 に 対 応 す る wellで あ る か が 識 別 可 能 な 状 態 に し て 、 各 ス

テ ッ プ を 実 施 し た 。 実 施 例 4-1、 4-2、 4-3、 比 較 例 4-1、 4-2を 用 い た 平 均 背 甲 長 340μ m以

上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 12に 示 す 。

【 ０ ０ ９ １ 】

【 表 １ ２ 】

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 表 12に 示 さ れ る よ う に 、 平 均 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 に お い て 、 実

施 例 4-1の 照 射 線 量 50Gyの Arイ オ ン ビ ー ム (LET 312keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 2系 統

を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.2％ で あ っ た 。 ま た 実 施 例 4-2の 照 射 線 量 75Gyの Arイ オ ン ビ ー ム
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(LET 312keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ 及 び 実 施 例 4-3の 照 射 線 量 100Gyの Arイ オ ン ビ ー ム (LET

 312keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 そ れ ぞ れ 1系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 0.1％ で あ

っ た 。 一 方 、 比 較 例 4-1、 4-2で は 所 望 の 変 異 系 統 を 作 出 で き な か っ た 。 ま た 作 出 さ れ た ワ

ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-41株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長 及 び 背 甲 幅 の 計 測 結 果 を 表 13に 示 す 。

な お 、 表 13の 識 別 番 号 1～ 20で 示 さ れ る TY A-41株 の 個 体 は 、 実 施 例 4-1よ り 選 抜 さ れ た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

【 表 １ ３ 】

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 実 施 例 4-1よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-43株 ） に 属 す る 個 体 、 実 施

例 4-2よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-57株 ） に 属 す る 個 体 及 び 実 施 例 4-3

よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TY A-65株 ） に 属 す る 個 体 に つ い て 、 TY A-41株

に 属 す る 個 体 と 同 様 に 任 意 の 20個 体 か ら 計 測 ・ 算 出 さ れ た 平 均 背 甲 長 及 び 平 均 背 甲 幅 を 表

14に 示 す 。

【 表 １ ４ 】

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 表 3に 示 し た 実 施 例 1-1の TY A-03株 に 属 す る 各 個 体 の 背 甲 長 と 、 表 13に 示 し た 実 施 例 4-1

の TY A-41株 に 属 す る 各 個 体 の 背 甲 長 と を 比 較 す る と 、 実 施 例 4-1の ワ ム シ の 背 甲 長 の 方 が

大 き く 、 そ れ ら の 平 均 背 甲 長 に つ い て も 培 養 を 対 数 増 殖 期 ま で と し た 実 施 例 4-1の 方 が 50

40
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μ ｍ ほ ど 大 き か っ た 。 ま た 、 表 14に 示 す 通 り 、 培 養 を 対 数 増 殖 期 ま で と し た 実 施 例 4に お

い て 、 平 均 背 甲 長 が 約 344～ 353μ ｍ と 、 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 に 対 し て 、 約 12～ 16％

大 型 化 し た ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 す る こ と が で き た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

＜ 実 施 例 5-1、 5-2、 5-3、 5-4、 5-5、 5-6＞

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 11％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 340μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

　 上 記 の 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Cイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 22.6keV/μ m） を 照 射 し た 。 Cイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 5-1（ Cイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 100Gy） 、 実 施 例 5-2（ 同 150Gy） 、 実 施 例 5-3（ 同

200Gy） 、 実 施 例 5-4（ 同 300Gy） 、 実 施 例 5-5（ 同 400Gy） 、 実 施 例 5-6（ 同 600Gy） と し た

。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 、 培 養 ス テ ッ プ と 選 抜 ス テ ッ プ と を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培

養 さ れ た ワ ム シ の 対 数 増 殖 期 に お け る 背 甲 長 を 計 測 し た 。 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程 で 選 抜 さ

れ た 選 抜 well数 は 、 実 施 例 5-1、 5-2、 5-3、 5-4、 5-5、 5-6で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合

わ せ て 804で あ っ た 。 ま た 選 抜 wellの う ち 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 存 在 を 確 認 で き た w

ell数 は 、 実 施 例 5-1、 5-2、 5-3、 5-4、 5-5、 5-6で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 133

で あ っ た 。 こ れ ら の 133wellの ワ ム シ を 用 い て 、 平 均 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系

統 を 樹 立 し た 。 な お 、 実 施 例 5-1、 5-2、 5-3、 5-4、 5-5、 5-6に お け る 培 養 ス テ ッ プ お よ び

選 抜 ス テ ッ プ の 各 wellは 、 そ れ ぞ れ い ず れ の 実 施 例 に 対 応 す る wellで あ る か が 識 別 可 能 な

状 態 に し て 、 各 ス テ ッ プ を 実 施 し た 。 実 施 例 5-1、 5-2、 5-3、 5-4、 5-5、 5-6を 用 い た 平 均

背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 15に 示 す 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

【 表 １ ５ 】

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 表 15に 示 さ れ る よ う に 、 平 均 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 に お い て 、 実

施 例 5-1の 照 射 線 量 100Gyの Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 10系

統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 4.2％ で あ っ た 。 ま た 実 施 例 5-2の 照 射 線 量 150Gyの Cイ オ ン ビ ー

ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 6系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 2.5％ で あ

っ た 。 実 施 例 5-3の 照 射 線 量 200Gyの Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か

ら は 、 5系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 2.1％ で あ っ た 。 実 施 例 5-4の 照 射 線 量 300Gyの Cイ オ

ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 8系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 3.3

％ で あ っ た 。 実 施 例 5-5の 照 射 線 量 400Gyの Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ

ム シ か ら は 、 8系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度 は 3.3％ で あ っ た 。 実 施 例 5-6の 照 射 線 量 600Gyの

Cイ オ ン ビ ー ム (LET 22.6keV/μ m)を 照 射 し た ワ ム シ か ら は 、 1系 統 を 樹 立 で き 、 選 抜 頻 度

は 0.4％ で あ っ た 。 ま た 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TYC-221株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長
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及 び 背 甲 幅 の 計 測 結 果 を 表 16に 示 す 。 な お 、 表 16の 識 別 番 号 1～ 20で 示 さ れ る TYC-221株 の

個 体 は 、 実 施 例 5-6よ り 選 抜 さ れ た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

【 表 １ ６ 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 実 施 例 5-6で 作 出 し た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TYC-221株 ） に 属 す る 任 意 の 個 体 を ル ゴ ー ル 染

色 し 、 顕 微 鏡 を 用 い て デ ジ タ ル カ メ ラ で 撮 影 し た 写 真 を 図 ９ Ｂ に 示 す 。 こ の 個 体 の 背 甲 長

は 425μ ｍ で あ っ た 。 一 方 、 第 一 の 個 体 群 の ワ ム シ に 重 イ オ ン ビ ー ム を 照 射 せ ず に 対 数 増

殖 期 ま で 培 養 し た 任 意 の 個 体 に つ い て も 同 様 に 染 色 し 、 撮 影 し た 写 真 を 図 ９ Ａ に 示 す 。 こ

の 個 体 の 背 甲 長 は 301μ ｍ で あ っ た 。 本 発 明 の 方 法 に よ り 、 大 型 化 し た ワ ム シ の 変 異 系 統

を 作 出 で き る こ と を 確 認 で き た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 実 施 例 5-1～ 5-6よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 に 属 す る 個 体 に つ い て 、 TYC-

221株 に 属 す る 個 体 と 同 様 に 任 意 の 20個 体 か ら 計 測 ・ 算 出 さ れ た 平 均 背 甲 長 及 び 平 均 背 甲

幅 を 表 17に 示 す 。

【 ０ １ ０ ３ 】
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【 表 １ ７ 】

【 ０ １ ０ ４ 】

　 表 10に 示 し た 実 施 例 3-3の TYC-02株 に 属 す る 各 個 体 の 背 甲 長 と 、 表 16に 示 し た 実 施 例 5-6 50
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の TYC-221株 に 属 す る 各 個 体 の 背 甲 長 と を 比 較 す る と 、 実 施 例 5-6の ワ ム シ の 背 甲 長 の 方 が

大 き く 、 そ れ ら の 平 均 背 甲 長 に つ い て も 培 養 を 対 数 増 殖 期 ま で と し た 実 施 例 5-6の 方 が 45

μ ｍ ほ ど 大 き か っ た 。 ま た 、 表 17に 示 す 通 り 、 培 養 を 対 数 増 殖 期 ま で と し た 実 施 例 5に お

い て 、 平 均 背 甲 長 が 約 340～ 378μ ｍ と 、 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 に 対 し て 、 約 11～ 24％

大 型 化 し た ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 す る こ と が で き た 。

【 ０ １ ０ ５ 】

＜ 実 施 例 6-1、 6-2＞

［ 第 一 の 個 体 群 の 平 均 背 甲 長 よ り 11％ 大 き い 個 体 （ 平 均 背 甲 長 が 340μ m以 上 の ワ ム シ ） の

有 増 殖 性 変 異 系 統 の 作 出 ］

　 上 記 の 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法 で 、 L型 能 登 島 株 の ワ ム シ 培 養 水 を 濃 縮 、 再 懸 濁 し 、 150倍

濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 用 意 し た 。 こ の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 200μ l PCRチ ュ ー ブ に 分 注 し た 。

分 注 さ れ た 200μ l PCRチ ュ ー ブ 内 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 に 照 射 線 量 が 異 な る Cイ オ ン ビ ー ム

（ LET＝ 22.6keV/μ m） を 照 射 し た 。 Cイ オ ン ビ ー ム 照 射 後 の 濃 縮 ワ ム シ 培 養 水 を 、 そ れ ぞ

れ 実 施 例 6-1（ Cイ オ ン ビ ー ム の 照 射 線 量 200Gy） 、 実 施 例 6-2（ 同 300Gy） と し た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 実 施 例 1-1と 同 様 の 方 法 で 、 培 養 ス テ ッ プ と 選 抜 ス テ ッ プ と を 行 い 、 単 一 個 体 分 離 後 培

養 さ れ た ワ ム シ の 対 数 増 殖 期 に お け る 背 甲 長 を 計 測 し た 。 第 一 の 増 殖 力 選 抜 工 程 で 選 抜 さ

れ た 選 抜 well数 は 、 実 施 例 6-1、 6-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 122で あ っ た 。

ま た 選 抜 wellの う ち 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 存 在 を 確 認 で き た well数 は 、 実 施 例 6-1

、 6-2で そ れ ぞ れ 確 認 さ れ た も の を 合 わ せ て 60で あ っ た 。 こ れ ら の 60wellの ワ ム シ を 用 い

て 、 平 均 背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 を 樹 立 し た 。 な お 、 実 施 例 6-1、 6-2に お け

る 培 養 ス テ ッ プ お よ び 選 抜 ス テ ッ プ の 各 wellは 、 そ れ ぞ れ い ず れ の 実 施 例 に 対 応 す る well

で あ る か が 識 別 可 能 な 状 態 に し て 、 各 ス テ ッ プ を 実 施 し た 。 実 施 例 6-1、 6-2を 用 い た 平 均

背 甲 長 340μ m以 上 の ワ ム シ の 変 異 系 統 の 作 出 結 果 を 表 18に 示 す 。

【 ０ １ ０ ７ 】

【 表 １ ８ 】

【 ０ １ ０ ８ 】

　 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 （ TYC-78株 ） に 属 す る 個 体 の 背 甲 長 及 び 背 甲 幅 の 計 測 結 果

を 表 19に 示 す 。 な お 、 表 19の 識 別 番 号 1～ 20で 示 さ れ る TYC-78株 の 個 体 は 、 実 施 例 6-1よ り

選 抜 さ れ た 。

【 ０ １ ０ ９ 】
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【 表 １ ９ 】

【 ０ １ １ ０ 】

　 実 施 例 6-1及 び 6-2よ り 選 抜 さ れ 作 出 さ れ た ワ ム シ の 変 異 系 統 に 属 す る 個 体 に つ い て 、 TY

C-78株 に 属 す る 個 体 と 同 様 に 任 意 の 20個 体 か ら 計 測 ・ 算 出 さ れ た 平 均 背 甲 長 及 び 平 均 背 甲

幅 を 表 20に 示 す 。

【 ０ １ １ １ 】
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【 表 ２ ０ 】

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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