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北大水産業報

27 (1)， 1-5. 1976. 

Clomiphene citrateによるドジョウ (Misgurnusanguillicaudatus) 

の排卵促進について

上回 宏ホ・高橋裕哉*

Acceleration of Ovulation in the Loach， Misgurnus anguillicaudαtus， 
by the Treatment with Clomiphene Citrate 

Hiroshi UEDA* and Hiroya TAKAHASHIホ

Abstract 

Clomiphene ciもmぬ，晶.novulation stimulator in m晶mm晶li乱n晶nimals，hωbe唱n
shown to be effective in inducing ovulation泊 ateleost， the goldfish. The 
pre自entstudy demonstrated that the drug was also c叩乱，bleof 8.Ccelerating ovula・
もionin mature females of the I08.Ch， Mis伊間山側guillicaudat削， ω，pturedduring 
their breeding period. Clomiphene citrate injected intr品，peritoneallyinもothe 
fish at do醐 of1晶.nd10μgJg body weight every day brought about the onset of 
ovulation in some fish af飴，rthe second injecも，ion，and successively induc唱d a 
definite discharge of晶 largeamount of mature eggs in all of the treated fish 
of both dosage groups afterもhefourぬ injectionat latest， the respon随 being
relatively uniform in the 10μg group. Injections of 0.6% saline only did noも
incite ovulation in any of the control fish throughout the period ofもreatment.
The ovulatory 陀 sponse to cJomiphene citrate 也 theloach 叩P価 red，

however， to be incomple色ewhenもes飴d抗 bothdos乱gelevels， resulting in the 
occuη'enωof higher ov品，rianweigh旬晶f飴rcJomiphene-accelerated ovul品も，ionas 
comp畠redwith those measured on the fish after their natural spawning. Aも
autopsy， a considerable amount of mature eggs was observed to remain unovulated 
mainly in the an句riorregion ofぬ.eovaries of the clomiphene-tre晶飴dfish， the 
retention of unovulaぬdeggs being more prominent in the fish of the 10μg group 
than in those of the 1μg group. The phenomenon w品目 ω，nsideredto reflect the 
fac色他的，泊 thenatural condi色，ion，the maturation of ovari組 oocyもesin the 10晶ch
progresses from the posぬriorand dorsal regionsもowardthe品.nteriorand ventral 
region日 of the ov品，ry. The唱e findings soom もo suggesももhat clomiphene 
citrate may act on the fish more mildly and physiologic屯tlly，and thus may have a 
higher prac七icalvalue forもheartificial induction of ovulation than various 
pituitary preparations heretofore used in fish propagation. 

魚類の排卵の人為的誘導には，従来魚類の脳下垂体抽出物など各種の脳下垂体製品の投与が広く用

いられてきている。 ζの方法はきわめて効果的ではあるが，投与量によって， また対象魚の成熟の度

合によって，未熟卵の排出や卵の過熟化などがひきおζされ易い (Pにkford& Atzl)参照)。また乙
の場合に最も有効とされる魚類脳下垂体の利用についても，新鮮な脳下垂体を大量に用意することが

困難であるほか， その生殖腺刺激活性が魚の成熟度により異なる乙と叫生殖腺刺激ホルモンに種特

異性がある乙との，などの問題点がある。

事北海道大学水産学部淡水増殖主主講座

(LabO'l叫ory01 Fresh-Water Fish・Culture，Faculty 01 Fisheriω， Hokkaido Uni官官rsity)
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Clomipheneは非ステロイド系の合成抗雌性ホルモン物質 (antiestrogen)としてヒトを含む晴乳類

で排卵誘発に用いられているが， Pandey & Hoa刊および Pandeyet al.りはζの物質がキンギョ

Carassius auratusでも排卵誘導作用をもつことを報告し，初めて硬骨魚の人為採卵K用いうる可能

性を示唆した。また Bretonet a 1.りは clomipheneがコイ Cyprinuscarpioでも脳下垂体より生殖

腺刺激ホルモンの大量放出を導くことを明らかにしている。魚類の人為的な排卵誘導にそれ自体の脳

下垂体の機能昂進を利用する乙と，およびそれに clomipheneなどの化学合成品を用いる乙とは，上

述した脳下垂体処理における難点の多くを消去するものといえようし， 水産増養殖の実際面でも大き

な価値を有するtといたる可能性が大である。乙のような見地から，本研究においては産卵期の成熟ド

ヲョウ Misgurnusanguillicaudatus雌を用いて clomiphenecitrate による排卵の誘導を試み， そ

の効果の硬骨魚における普遍性を検討した。

稿をすすめるにあたり，北海道南部の野外におけるドラョウの成熟について種々の資料の御教示を

いたt:いた北海道大学大学院水産学研究科安泰憲氏にあっく御礼申しあげる。また本研究ft:用いた
clomiphene citrateの入手に際しての塩野義製薬株式会社の御好意K深甚なる謝意を表する。なお，

本研究の一部は文部省科学研究費補助金によった ζ とを附記する。

材料と方法

本実験K用いたドヲョウ (Misgurnusanguillicaudatus)は1975年6月下旬に函館市近郊で採集

し本学部飼育室内の水槽に収容して，実験開始時まで自然水温， 自然光条件下で 1日1回市販の養魚

用飼料を与えて飼育したものである。実験は同年7月上旬IC行なった。実験開始にあたり全長 15.5-

18.4cm，体重21.0-33.5gの成熟雌を各5尾の3群ft:分け，それぞれを別個の単独循環式ガラス水

槽にいれ，うち 2群を clomiphene処理群，他の 1群を対照群として用いた。実験期間中の水温およ

び光は自然条件とし，投餌は行わなかった。また乙の期間の水温変化は 17-220Cであった。

処理には clomiphenecitrateの純末を 0.6%食塩水IC0.01mlあたり 1および 10l'gとなるよう ft:

溶解したものを用いた。処理群のうち 1群には処理魚の体重 19当り 11'gを，他の 1群ICは1OI'gを

1日1回午後IC，MS222 fとより軽く麻酔した魚の腹腔内ft:注射し， 翌朝腹部を軽く圧して排卵の有

無を検した。充分な排卵がみられぬ個体には同様の処理を継続して行なった。また対照群には， 体重

19あたり O.Olmlの0.6%食塩水を腹腔内に注射した。充分な排卵をみせた処理魚は体長，体重を

計測した後断頭屠殺し，生殖腺を摘出計重後 Bouin-Hollande液で固定， 8μ の連続切片とし， Oela. 

field's hematoxylinおよぴ eosinの2重染色を施して組織学灼観察を行なった。対照群は実験開始の

4日後に屠殺して比較観察に供した。

実験結果および考察

成熟雌ドヲョウの clomiphene処理の結果を要約して表1ft:示した。 5日間にわたる実験期間中，

生理食塩水のみの注射をうけた対照群の5尾はいづれも排卵の徴候を全くみせなかった。しかし

clomiphene処理群では，初回注射の翌日には 11'g群および1OI'g群のいづれにおいても排卵個体は

なかったが，第2回注射の翌日には両群のそれぞれ2尾が腹部の軽い圧造によりおよそ 30-50個の

卵を排出し，排卵が既に開始された ζ とを示した。第3回注射の翌日の検査では， clomiphene 1阿群

ではζれらの2尾を含む3尾が，また1OI'g群では処理をうけた 5尾の全てが大量の卵を放出するこ

とが確かめられた。また clomiphene11'g群のの乙りの2尾は3回の注射では少量の卵の排出をみせ

るのみであったが，第4回注射の翌日Iとは他個体と同様，大量の排卵をみせた。排卵された卵は， ほ

とんどが透明度の高い外観上正常な熟卵であった。受精試験は行わなかったが， ζれらの卵は淡水硬

骨魚用生理食塩水中で付活きれて明らかな囲卵腔形成をみせた。
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各群の尾数が5尾にすぎずやや例数に乏しいきらいはあるが， 対照個体が全く排卵をみせなかった

のIL対し clomiphene処理個体のすべてが顕著な排卵をみせた乙とから， clomipheneがドヲョウにお

いて明らかな排卵誘発効果をもっと結論してよいように恩われる。 Clomipheneは非ステロイド系合

成雌性ホルモンの chlorotrianiseneと化学的に類似した物質で，クエン酸塩の形で 1961年頃より無排

卵症における排卵誘発剤として臨床的IL用いられてきている。 Clomipheneが硬骨魚類においても同

様な効果をもっととは Pandey& Hoatのにより初めて明らかにきれた。彼らは 13-140Cの水温で

排卵を抑えた成熟キンギョ Carassiusauratus 11:体重 19あたり 1およびlO!'gのclomipheneを 1

日1団連続投与して 4日目までに大多数の個体から受精可能な卵を得る乙とに成功した。 Pandey

et al.のは引き続き，乙のclomipheneによる排卵誘導が処理魚の脳下垂体よりの生殖腺刺激ホルモン

(GTH)放出の促進の結果であるととを報じた。最近 Bretonet al.のは，キンギョで試みられたと同

じ量の clomipheneがコイ Cyprinuscar:戸oにおいても GTHの一過性の大量放出を惹起する ζ とを
実証している。本研究においてドジョウに投与した clomipheneの量は，上記のキンギョおよびコイ

での結果を参照して定めたものであって，魚体重 19あたり 1ないし 10!'gの腹腔内注射は， ド~ョ

ウの排卵誘発にも充分有効であるし，きらに他魚種での排卵テストlとも規準量として用いられ得るも

のと考えられる。

Table 1. R例 ltsof treatment of m仰 refemale lOrJAh with differ側 t
dos回 ofcl側 iphenecitrate. 

No.of No. of ovul乱ting
Mean body Mean gonad 

fish each day事$ weight乱も weight乱t
Tre叫ment fish autopsy autopsy 

も倒ted (range) (range) 
g g 

Clomiphene 
1μg/g 5・ 。(2) 3(2) 2 23.6 1.9 

(20. 0-30. 1) (1. 2-3.0) 
10μg/g 5 。(2) 5 。 25.4 2.6 

(20~ 7-30. 8) (1.6-3.3) 
*キ* 5 。。 21. 9 3.4 

(19.5-25.6) (2.8-4.4) 

事 Gsr，gonosomatic index (gonad weight/body weight x 100). 

Mean 
Gsr* 
(range) 

8.0 
(6.0-11.2) 
10.3 
(7.7-11.5) 
15.6 
(13.5-18.8) 

料 Numerals in parenthωes indiωte the number of fish displaying ovulation of 
品 small品mountof e宮gs.

肺移 Controlfish were injected i.p. with 0.6%随 line帥 chday. 

道南地方におけるドクョウの産卵期は 6月から 8月tとかけてであるが， 最盛期の7月IL野外で採集

きれた成熟来産卵雌の成熟度指数 (GSI，生殖腺重量/体重 x100)は13-15であり， また産卵期後

の8，9月の個体の GSIは4前後である ζ とが多い(矛，未発表)。表 11とみられるようK，本研究に

おいて実験終了時に屠殺した対照群の GSIは平均 15.6であって， ζれらの卵巣が産卵期の高い成熟

段階にある ζとは組織学的にも確められた。一方clomiphene処理群の GSIは， 比較的均一な反応を

みせた 10!'g群で平均 10.3，反応の個体差のより大きかった 1!'g群で平均8.0であった。 ζれら処

理個体の開腹時の所見では， !J鴨前部に相当量の大型肝が残存しており， 乙れが特K10μg群の各個

体に著しかった。組織学的にもとれらの卵巣内に残存する熟卵の数が自然産卵個体におけるよりも多

かった。

ド少ョウでは卵巣後部・背部の卯が前部・腹部のそれよりも早く成熟し7)， また脳下垂体ホルモン

処理による卵巣卵の成熟も事喋後部より中部・前部へとすすむ8)乙とが知られており， clomiphene処
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理ドクョウIとみられた卵巣の状態は， ζの卵巣卵の成熟進行の部位差を反映するもののように思われ

る。熟卵の残存が 1阿によりもlOf'gにおいて大量であった ζ とは， コイでの clomiphene投与が

lOf'g/gよりも 1開 /gでより一定した GTH放出を導くという Bretonet al.のの報告にてらして興

味ある現象であるが， ドヲョウの排卵誘導において 1f'gがより有効であるか否かの判定は今後の検

討にまたねばならない。 10f'gでは，排卵が 1f'gにおけるよりも早められる可能性があるし，また排

卵をみせた個体にさらに clomiphene投与を継続する ζ とにより熟卵の完全な排卵を促しうるかもし

れないからである。

ドヲョウの排卵促進に同種の脳下垂体3ないし 4個分の懸濁液を用いた場合，処理魚の成熟状態が

良好であれば， 28-30oCの水温では腹腔内単一注射後13-14時聞に排卵がみられるというの。 とれ

に比して本研究での clomiphene処理の場合，排卵開始の最初の徴候は 1μg，10f'gの両群で第2回

注射の翌日，即ち初回注射の2日後の検査で，また大量排卵が第3回注射ののちにみられ， また排卵

反応は 1f'g群での個体差がより大であった。本研究での処理期間の水温が上記よりも低かった ζとも

一因となりえようが， clomipheneが排卵fL即効的ではないζとはキンギョでも知られているのので，

ζれは内因性の GTH放出を介してなされる clomiphene誘導排卵の一般的傾向かもしれない。 とれ

に関連して興味がもたれるのは，コイに投与した 1f'g/gのclomipheneが単一注射後 60時間前後11:

対照値の 10倍を ζえる著しい GTHの分泌を促したという Bretonet al.りの報告である。 もしド

ラョウ11:於ても clomiphenefL対する反応がコイと同様であるとすれば clomipheneの単一注射によ

っても，およそ 3日後fL排卵を導きうる可能性があろう。しかし，前述のように完全な排卵を導くた

めには，特iヒドラョウのように卵巣卵の成熟の進行が部位差をみせる場合には，本研究で用いたよう

な反復注射が，より生理的な反応を起させるのに適切のように恩われる。

脳下垂体抽出物ないし製剤による排卵刺激は， その投与量や対象魚の成熟の度合によって住々にし

て未熟卵の排出や過熱現象をともない易くり， ドヲョウでの同処理もその例外ではない9)。 ζの点

clomipheneの内因性GTHの放出刺激による排卵は，その進行が緩徐ではあるが生理的な排卵tとより

近い状態のものと考えられる。 Clomipheneの投与適量が魚種lとより異なるか否か， また対象魚成熟

度の適切範囲がどの程度であるかなど，さらに検討を要する点はあるが，化学合成物である clomiphene

はその使用が簡便であり， GTHの種特異性3)の問題もないので，将来 c!omiphene処理が魚類の採

卵に従来の脳下垂体処理にかわるより好適な手段として用いられうる可能性が充分あろう。

なお， clomip4eneの作用機序に関しては，乙の物質が適正少量では視床下部一脳下垂体レベルでの

雌性ホルモンの negativefeedback効果による GTH放出抑制を措抗的fL阻止するという抗雌性ホル

モン作用tとより，脳下垂体より GTH放出を誘発する ζ とが晴乳類で明らかにされており 10)，キンギ

ョでの排卵刺激についても同様の機序が暗示されている 11)0 Breton et al.のもコイで clomipheneの

同様な効果を示唆しているが，彼ちは clomipheneによる GTH放出が処理コイの性を問わず， また

それらの成熟度とも無関係にみとめられると述べている。 ζの乙とは魚類における clomipheneの作

用機序について若干の問題を提起するとともに魚類の種苗生産への clomipheneの利用をすすめるう

えにも充分考慮すべき点のように恩われる。

要 約

キンギョでしられている clomiphenecitrateの排卵誘発効果を産卵期のドラョウ Misgurnusan-

guillicaudatusの成熟雌を用いて検討した。 1f'gおよび 10何年体重の clomipheneを 1日l団連日

腹腔内に注射した場合，第3回注射ののちに明らかな排9陶Z導かれた。生理食塩水を同様にして投与

した対照群には排貯が全くみとめられなかった。 ζの排卵促進は 1f'g群fL比してlOf'g群でより顕著

であったが，卵巣内fL末排卵の熱卵の残存もより著しかった。方法にさらに検討を加える必要はあろ
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うが， clomiphene処理は従来の脳下垂体処理にかわる方法として，硬骨魚の排卵の人為的促進に用い

うる可能性が高いと恩われる。
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