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北大水産業報
41(1)， 16-25. 1991. 

シロサケ脳下垂体投与によるイトウ (Huchoper市i)雄の最終成熟誘起*

三浦 猛“・忍関素子“・平井尚志村・山内暗平“

Induction of Final Maturation by the Injection of Chum 

Salmon Pituitary Homogenate in the Male J apanese 

Huchen (Hucho perryi) 

Takeshi脆 URA**，MoもokoNINZEKI**， Hisashi HIRAI** 
and Kohei YAMAUCHI村

Abstract 

In the ma.le J a.p組曲ehuchen (H.即 Jwp酬が)， effects of injections of chum sa.lmon 
pitui色町yhomogena.te (SP; including much gona.dotropin) on fina.l ma.tura品ion，spermia.tion 
阻 da.cquisition of sperm moもility，were invesもiga.ぬdduring spa.wning Be幽on. Two su∞四-
sive inj聞もionsof SP ωJ  a.pa.nese huchen induced successful sper血叫ion阻 da.cquisiもionof 
Bperm motility. Tre叫mentof SP ca.used岨 incr回8ein both也.eserum level of 17 a， 
20β-dihyゐoxy-4-pregnen-3・one(17a， 20βーDP)岨 dpH of milt. In vitro study of地.ee庄町も
of mil色pHon the aιqu凶itionof sperm moも.ilityshowed tha.t when旬凶icul釘 non-motile
sperms were exposed旬岨紅色ificia.lsemina.l pla.sma. wi也 pHhigherもha.n8.5， the sperm 
developed motility. Th田er田ults indica.飴七ha.t17a， 20βーDPwhich c岨 beinduced by SP 
C岨C8.use岨 increωein七hepH of milt， which enh組関Sもhedevelopmenもofsperm motiliも，y.

緒言

イトウ属はユーラシア大陸に広く分布し，これまで4種が知られている (Holcik，1982)。これら

のうち，日本ではイトウ Huchoperryiが北海道の河川に分布している。近年，イトウ資源は減少

傾向を示しているため(山代， 1965)その資源保護施策が強く望まれている。保護施策のうち，最

も短期間に効力を発揮すると考えられるものの一つに人工種苗生産があげられる。人工種苗生産

を行うためには親魚の成熟の機構及び配偶子の物理，化学的性質を熟知する必要があるが，これ

までにそれらに関する知見は数例あるのみで(平井ら， 1987)，究めて乏しいのが現状である。本

研究はイトウの成熟機構を解明するに当り，その第一段階として雄の最終成熟の制御機構の基礎

的知見を得ることを目的として行われた。

一般に，サケ科魚類雄の最終成熟とは，精巣から輸精管への精子の移動を指す排精過程，精液

の含水量を増加させるハイドレーション過程 (B晶戸esa.nd Sco悦， 1985)及び輸精管内で起こる精

子の運動能の獲得をはじめとする精子成熟過程 (Morisawaand Morisawa， 1986)から構成されて
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三浦ら: イトウ雄の最終成熟

いる。これらの最終成熟過程の多くは，生殖腺刺激ホルモンの刺激により生殖腺で生産される数

種の性ステロイドホルモンによって制御されているものと考えられている (Nag油品ma，1987晶)。

そこで本研究はイトウの精液の性状を調べるとともに，上記の知見に基づき雄の最終成熟の制御

機構を内分泌学的観点から検討した。

材料と方法

1.供試魚

本実験に用いたイトウ (H制1wp酬が)は北海道大学水産学部七飯実習施設で飼育されている
体重2.2-3.3kg，尾又体長田-70cmの雄7年魚9尾である。実験は 1985年5月8日から5月12

日までの期間で行われた。

2. シロサケ脳下垂体投与実験

実験に際し，シロサケ脳下垂体アセトン乾燥粉末を生理食塩水 (0.6%NaCl)に100mg/μlの

割合で懸濁し，最終濃度が0.02mg/g体重となるように調製した。この脳下垂体懸濁液を5個体に

対し 24時間おきに2回投与した。対照群3個体に対しては生理食塩水のみを同量投与した。シロ

サケ脳下垂体及び生理食塩水投与前，及び初回投与後1日目及び4日目に，魚を4-アミノ安息香

酸エチルにより麻酔後，精液を5回の腹部圧迫により搾出し，以下に示す方法で精液の pH，精液

量，精子運動時間，スパーマトクリット値を測定した。加えて，投与前，及び投与後2日目及び

4日目には，尾部静脈より注射器により採取された血液から 1，5∞g，15分間の遠心により血清を

分離し，その血清中の 17a，20βージヒドロキシ-4-プレグネンー3-オン (17a，20β-DP)量をラジオ

イムノアッセイ法 (Younget al.， 1983)により測定した。また，投与前の魚体より得られた精紫

及び血清の浸透圧をセミマイクロ浸透圧計 (KNAUER)で，精築及び血清中のナトリウム及び

カリウムイオン濃度を炎光分析法により目立518型原子吸光光度計を使用し，それぞれ測定した。

3. 生体外での精子運動能獲得実験

供試魚から摘出した精巣をペトリ皿上で細切した後，これらの精巣片を42μmの目合のメッ

シュで滴過し，その漏液を精巣内精子として実験に使用した。実験に先立ちこれらの精子が運動

能を有していないことを飼育水 (pH7.4)で希釈することにより確認した。上記のようにして得

られた精巣内精子50μlをpH7.0-9.0の範囲内で水素イオン濃度を0.5おきに5段階 (7.0，7.5，

8.0，8.5及び9.0)に調整した人工精竣 (NaCll∞mM， KCl30 mM， Ca.Cl2 2.1 mM， MgC12 lmM， 

Hepes又はTaps20 mM; 1 N NaOHにより pHを調節)1m!中でそれぞれ 10・Cで30分間培養

した。培養終了後，これらの培養した精子を pH7.4に調節した飼育水 (Hepes20mMで調整)で希

釈し，精子運動時間および精子運動比率を測定した。

4. 各測定項目の測定法

精液量:5回の腹部圧迫による搾出法により得られた精液量をメスシリンダーにより測定した。

精液のpH:搾出された精液を採集後直ちにニ一ドル型の極徴量電極 (Horiba.)を使用し，測定し

Tこ。

スパーマトクリット値:精液をヘマトクリット管に採取しこれを 12，似国O回転で 15分間遠心し

た後，スパーマトクリット値(精子量/(精子量+精察量)x1∞)を求めた。

精子運動時間及び精子運動比率:精子を飼育水 (20mMHepesでpH7.4に調整)で希釈し，精子

が運動を開始してから全精子が運動を停止するまでの時間を精子運動時間とした。また，精子運

動比率は精子を希釈してから 5秒以内の全精子数に対する運動を示す精子数の割合を0.25秒の
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露光時間で撮影した写真上で、求めた。

統計処理4. 

測定結果は平均値士標準誤差により表した。統計的有意差はpairedt-闘もによって検定した。

果結

イトウの精液の性状と精子の運動能

5回の腹部圧迫によって得られた精液量は2.0士0.3mlで，そのうち精子の占める割合は 14.7%

であった{表 1)。

精竣の浸透圧は 172.9:!::26.0 mosmo1/kgと血清のそれ (360.2mosmo1/kg)に比べ著しく低かっ

た。またこれらの値は個体による差異が著しかった。

精禁中のナトリウムイオン濃度は80.2士22.5mmo1/1と血清のそれ (174.3mmo1/1)の約半分で

1. 

Table 1. Concentration of sodium and poも制iumions inぬ.eseminal plωma and serum of 
Jap阻田ehuchen， H.叫choperryi. 
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三浦ら: イトウ雄の最終成熟

あったが，カリウムイオン濃度は 19.5:t1.4 mmo1/1と血清のそれ (2.3mmol/l)の約8倍と著しく

高い値を示した。

搾出された精液の pHは7.6:t0.13と血液のそれ (7.00:t0.17)に比べ有意に高値を示した

(P<0.05) (表2)。

搾出された精子の運動性は個体間の差が大きく，全く動かない精子を有する個体から， 40秒近

く運動する精子を有する個体まで様々であったが，その平均値は 13.1士4.1秒であった。

2. 精子運動能に与える pHの影響

精巣内より得られた精子(精巣内精子)は淡水に希釈しても全く運動性を示さなかった。これ

らの精子をpH7.0-9.0の範囲内で種々の高さの水素イオン濃度に調整した人工精紫で培養した

結果を図 1・A及びBに示した。

pH8.5以上の人工精紫で培養した精子は運動能を獲得し，その運動比率はpH8.5で39.8:t

6.0%， pH9.0で38.9士4.4%，運動時聞はpH8.5で42.9:t2.0秒， pH9.0で34.8士4.2秒であった。

一方， pH8.0以下の人工精撲で培養した精子は全く運動性を示さなかった。

3. シロサケ脳下垂体投与による精液の性状及ぴ精子運動能に及ぼす影響

精液量の変化:シロサケ脳下垂体投与による精液量の変化を図2に示した。

精液量はシロサケ脳下垂体投与により著しく増加し，投与前2ml前後だったものが，投与後1
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日目で4.48:t1.43 ml， 4日目では5.92:t1.38 mlとなり対照群との聞に有意差が生じた (P<

0.01)。

スパーマトクリット値の変化:シロサケ脳下垂体投与によるスパーマトクリット値の変化を図3

に示した。

スパーマトクリット値はシロサケ脳下垂体投与により減少し，投与後1日目で 8.8:t3.1%，4日

目では7.3:t1.1%と対照群における 16.2士2.4%に比べ有意に低下した (P<0.05)。

精液のpH値の変化:シロサケ脳下垂体投与による精液の pH値の変化を図4に示した。

シロサケ脳下垂体投与後1日目には精液の pHは若干の減少傾向を示したが，その後上昇し，投

与後4日目ではpH7.73士0.22となり，対照群のそれ (pH7.3士0.10)に比べ有意に高い値を示し

た (P<0.05)。

精子運動時聞の変化:シロサケ脳下垂体投与による精子運動時間の変化を図5に示した。

前述のように，シロサケ脳下垂体投与前，イトウの精子運動時聞は個体差が大きく，平均して

13.7:t8.2秒であった。投与後1日目で対照及び実験の両群で若干の減少傾向を示した。しかしな

がら，投与後4日目では，対照群の個体の精子は全て運動性を示さなかったのに対し，実験群で

は6個体中 4個体の精子が運動性を示し，その運動時間の平均値は28.4士9.9秒であった。

シロサケ脳下垂体投与による血中 17a.20β・DP量の変化

シロサケ脳下垂体投与による血中 17a，20β-DP量の変化を図6に示した。

20 
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シロサケ脳下垂体投与前， 17a， 20，β-DPの血中量は2.3:t0.25ng/mlであった。シロサケ脳下垂

体投与により，その血中量は有意に増加し (P<O.OOI)，投与後2日目には45.3士2.8ng/mlとなっ

た。投与後4日目には 14.4:t3.1ng/mlに減少したが，対照群のそれ (3.3:t1.67 ng/ml)と比較し

て有意に高値であった (P<0.05)。

考 察

イトウの精援の浸透圧は 172.9mosmoljkgと，血清のそれ (360.2mosmol/kg)に比べ著しく低

く，更に，他のサケ科魚類の精柴(例えばシロサケでは332mosmoljkg; Morisawa et al.， 1979) 

に比べても低値を示した。これは精媛中のナトリウム濃度が80.2mmoljlと血清の 174.3mmoljl 

やシロサケの 142mmoljlに比べ著しく低いことに起因しているものと思われる。この精殺の浸透

圧及びナトリウムイオン濃度の低さが生物学的にどのような意味を有するのかは本研究では明か

とはならなかった。

一方，精築中のカリウムイオン濃度は他のサケ科魚類のそれと同様 (Baynes et al.， 1981; 

Moris晶，waet al.， 1979) 19.5 mmol/lと血清中での値 (2.3mmol/l)と比較して，著しく高い値を示

した。イトウの精子は 10mM以上のカリウムイオンの存在する液中では，その運動活性を示さな

いことから考えて(平井ら， 1987)，イトウにおいても他のサケ科魚類と同様 (Morisaw晶 et al.， 

1983)精築中の高濃度のカリウムイオンが精子の運動開始を抑制していることはほぼ間違いな

- 21 
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イトウの精子の運動能は個体ごとに差異が著しく，搾出によって同じ様に精子を得られる個体

でも，運動能を有する精子をもっ個体と運動能を有さない精子をもっ個体が存在した。このこと

は魚体の大きさの割に精液量が少ないことと合わせて，安定した人工種苗生産を行う上で大きな

障害となることが予想される。

一般に晴乳類では，精子外の水素イオン濃度が末熟精子の運動能獲得に大きな影響を与えてい

る (Hoskinset 01.， 1978)。魚類，特にサケ科魚類においても同様に，末熟精子の運動能獲得には

精子外の水素イオン濃度がpH8.0以上であることが必要であると考えられている (Morisaw晶

姐 dMorisawa， 19朗;Miura et al.， 1989)。イトウにおいても精巣内の運動能を持たない末熟精子

を生体外で， pH7.0・-9.0までの様々な水素イオン濃度の人工精禁中で、培養したところ， pH8.0よ

りも高い水素イオン濃度の人工精禁中で培養した末熟精子は運動能を獲得した。これは，イトウ

においても精子が運動能を獲得するためには精子外の環境の水素イオン濃度がpH8.0よりも高

いことが必要であることを示している。また，このことから，精子の運動能獲得には精子外環境

のpHが8.0付近と比較的高い値を必要とすることはサケ科魚類共通の現象であると考えられ

る。

しかしながら，イトウの精液の pHは平均で 7.50と血液の pH7.∞に比べ有意に高かったもの

の，他のサケ科魚類，例えばニジマスの pH8.2 (Baynes et al.， 1981)あるいはpH7.81 (Morisawa 

阻 dMorisawa， 1988)やシロサケの pH8.15 (Moris晶，waand Morisawa， 1988)に比べ著しく低く
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かった。更に，これらの値は個体による差異が著しく，最低値でpH7.16，最高値でpH8.06とパ

ラツキを示した。このような個体ごとの精液の pH値のパラツキが，個体ごとの精子運動能力の相

違の原因であると推察される。

17a，20β-DPは数種のサケ科魚類の最終成熟誘起ステロイドであると考えられている (Naga.-

hama，1987b)。このステロイドはサケ科魚類では雌維ともに産卵期前後にその血中量が増加し，雌

では卵成熟の誘起に (Naghama岨.dAdachi， 1985; Nagahama， 1987b)，雄では放精の誘起 (Ueda

et al.， 1985)及び輸精管精液の pHの上昇を介しての精子運動能の獲得に作用していると報告さ

れている (Miuraet al.， 1989)。イトウの雌では，他のサケ科魚類と同様，産卵期の直前にその血

中量が著増し，その後に排卵が起こることが認められていることから(山内ら，末発表)，イトウ

においても 17a，20β-DPが最終成熟誘起ステロイドである可能性が高いと考えられる。しかしな

がら，本実験に使われた維の血中 17α，20β-DP量は，搾出により精液が得られる個体であるにも

かかわらず.2.5 ng/mlと他の産卵期中のサケ科魚類維の血中量(たとえばシロサケでは 10.9ng/ 

ml: Ueda et al.， 1984)に比較し著しく低債であった。従って，この 17a，20β-DPの低血中量が

個体ごとの精子の運動能のバラツキの一因であるものと考えられる。

サケ科魚類の雄では. 17a， 20β-DPは脳下垂体から分泌される生殖腺刺激ホルモ γの刺激によ

り精巣で産生きれ血中に放出されることが知られている (Sakaiet al.， 1989)。そこで本研究では，

排精の認められた雄に生殖腺刺激ホルモンを大量に含むと考えられるシロサケ脳下垂体を投与し

て，血中の 17α，20β-DP量の変化と精液の性状及び精子の運動時間の変化を観察した。その結果
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シロサケ脳下垂体投与により，まず血中の 17a，20s-DP量が45.3ng/ml ~，こまで増加した。これと

ほぼ同時に精液の性状は精液量と精液の含水量が増加した。これに続き，シロサケ脳下垂体投与

後4日目には精子の運動時聞が増加した。血中の 17α，20β-DP量はシロサケ脳下垂体投与後4日

目には減少したものの対象群に比べ有意に高値を示していた。一般に生殖腺刺激ホルモンの作用

は直接的というよりもステロイドの産生を介していると考えられていることから (Nag晶.ham晶，

1987a)，これらのシロサケ脳下垂体投与による精液量の増加及び精液の含水量の増加は血中の

17a，20β-DP量の増加と深い関係にあるものと恩われる。また，シロサケ脳下垂体投与による精

子運動時間の増加は精液の pHの上昇と良く一致していることから考えて，サクラマスの場合

(Miura et al.， 1989)と同様，生殖腺刺激ホルモンにより産生が促進された 17a，20β心Pにより輸

精管内精液の pHが上昇し，それによって末熟精子が運動能を獲得したものと考えられる。一方，

投与後4日目，対照群の精子が運動能を全く有さなかったのは，実験開始後1日目までに，運動

能を持った全ての精子が人為的に搾出されてしまい，また，新たに輸精管内に排精された未熟精

子も血中 17α，20β-DP量が低いために輸精管内精液の pHが上昇しないため，運動能を獲得でき

なかったものと推察される。

以上のように，イトウ雄の最終成熟のホルモン制御機構はサクラマスをはじめとする他のサケ

科魚類 (Miuraet al.， 1989; Ued晶etal.， 1985)と概ね同じものと考えられる。

イトウの人工種苗生産を行う上で，雄親魚の養成に関する問題点は大きく分けて 2点あるもの

と考えられる。まず第ーは搾出できる精液量が魚体の大きさの割に少ないことである。本研究で

得られたイトウの精液量は2ml前後であったが，本研究に使用したイトウとほぼ同じ体長のニジ

マスでは搾出される精液量は22.9ml，大西洋サケでは， 136.7 mlと報告されている (Gjerde，

1984)。しかしながらこの問題点は，シロサケ脳下垂体投与による精液量の増加である程度解消で

きることが本研究により明かとなった。第二の問題点は，個体ごとに精子運動能力にパラツキが

あることである。この点に関してはシロサケ脳下垂体投与，或は運動能を持たない精子を一旦pH

8.5の人工精竣で培養することにより解決できることが本研究により明かとなった。今後は更に，

これらの基礎的知見を応用に結び付ける研究が必要であろう。
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