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へ磯

1　緒言

　　　カジカ科魚類は世界の温帯から寒帯にかけての淡水域から深海域まで広

く分布する底生性魚類で・その生息域の多様性と相まって著しい種分化を遂げ

ている（矢部，1988）。日本では、九州中部以北から北海道にかけての沿岸域、

および一部の河川に生息し、これまでに110種以上が報告されている（益田

ら，1984）。しかもカジカ類は種数が多いのみならず、特に北日本沿岸にはそ

の生息数が極めて多く、沿岸漁業の重要な対象魚種の一一つとなっている。

　　　このように、我が国ではカジカ科魚類は食用魚としてよく利用されてい

るにもかかわらず、その繁殖生物学、特に生殖生理学的知見は極めて少ない。

これまでの生態学的研究から、カジカ科魚類の繁殖様式については通常の体外

受精に加えて、Clinocottus　recalvus（Morris，1952）、Oligocottus　snyderi

（門orris，1956）、Synchirus　gilli（Krejsa，1964）、アサヒアナハゼ

Pseudoblennius　cottoides（塩垣・道津，1974；四宮，1’985）、アナハゼ

Pseudoblennius　percoides（四宮，1985）、サラサカジカFurcina　ishikawae

（四宮，1985）、ニジカジカAlcichthys　alcicornis（宗原・三島，1986）な

ど、多くの種が特殊な体内受精の繁殖様式を取ることが示唆されてきた。これ

らの魚種については、実際に卵巣内で受精が起こるのか否かは確認されないま

ま長い間、体内受精に疑いが差し挟まれることはなかった。しかし最近、交尾

行動が確認されたニジカジカで、卵巣内では雌雄の配偶子の会合のみが起き、

受精は産卵後に体外の環境水中で開始されることが組織学的観察から明らかに

された（Mu　ne　ha　ra　et　al．，1989）。Munehara　et　a1．（1989）は、このような

特殊な繁殖様式を「体内配偶子会合型」　（internal　gametic　association）と

呼び・一般の卵生と区別している。その後、この体内配偶子会合型の繁殖様式

はケムシカジカHemitripterus　villosus（宗原，1988a）、およびイソバテン

グBlepsias　cirrhosus（Munehara　et　al．，1991）でも認められ、これまで体

1
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内受精とされてきたカジカ類の多くが、実際には体内配偶子会合型の繁殖様式

をとっている可能性が示されている。

　　　カジカ類に見られる体内配偶子会合型の繁殖様式については、ニジカジ

カで生態学的にかなり詳しく調べられている（Mu　ne　ha　ra，1988；Mu　ne　ha　ra　e七

a1．，1990；宗原ら，1991）が、この様式についての生理学的な解明はほとん

どなされていない。本研究は、繁殖の生態学的側面がよく知られているニジカ

ジカをモデルに、この繁殖様式に関わる卵と精子の特徴を組織学的に明らかに

し、さらにこの様式の生理学的な成り立ちを解明することを主な目的とした。

　　　体内配偶子会合型の繁殖様式では、精子が交尾により卵巣内に送り込ま

れ、ある期間卵巣内に貯留される。卵巣内での精子の貯留に関しては、これま

で主に胎生魚で微細構造的に観察されている（Gardiner，1978；林，1990）が、

体内配偶子会合型では光顕レベルで観察した1例（四宮，1985）があるに過

ぎない。また、雌にとって異物である卵巣内の精子がどのようにして排除を免

れ、卵巣腔内に維持されているのかについては全く知られていない。本研究で

は、ニジカジカ卵巣内の精子の貯留形態を観察すると共に、精子を免疫系から

隔絶する機構として、卵巣腔に面する上皮細胞の細胞間結合による血液卵巣腔

関門の存在について注目し、その構造の生殖周期に伴う変化を調べた。また、

上皮細胞自体の微細構造についても観察し、産卵期に卵巣内で配偶子の会合の

場としての重要な役割を果たす、卵巣腔液の起源についても考察した。

　　　本研究では、ニジカジカにおける体内での配偶子の会合と、海水中での

受精反応の開始および初期過程を微細構造レベルで明らかにした。魚類で正常

な受精反応を微細構造的に観察することは、魚卵の持つ生理的特性（Yamamo・to，

1961）から極めて困難とされ、これまでの受精反応に関する報告は、精子と卵

の膜融合（Brummett　e七al．，1985；Kudo　and　Sato，1985；Wolenski　and

Ha　rt，1988a；Ohta，1991）、卵の表層変化（Brmmett　and　Dumont，1979；

Kudo，　1980，　1983；　lwarnatsu　and　Ohta，　1981；　Kobayashi　and　Yamamoto，
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1981；Kudo　and　Sato，1985）、核膜の消失（Ohta　and　Iwamatsu，1983）など

の各段階の断片的な観察結果であり、一連の反応過程を連続的に観察した例は

ない。体内配偶子会合型の卵は、卵巣内では配偶子の会合のみを起こし、海水

に浸漬されると一斉に受精反応を開始するという特徴を持つことから、受精の

初期過程の観察とその解析のための実験には極めて適した材料である。このよ

うに本研究の目的の一つである体内配偶子会合型の繁殖様式における受精、初

期発生過程の特性について明らかにすることは、取りも直さず硬骨魚類の正常

受精過程の解明にも繋がることと考えた。また、併せてこれまでに魚類ではほ

とんど調べられていない、配偶子の相互認識、即ち卵表面の精子受容体の有無

についても、若干の基礎的な検討を加え：た。

　　　本研究ではまた、ニジカジカを含む4種のカジカ科魚類を用い、精子

の運動活性の特性、卵の受精に必要な環境要因、および配偶子の会合環境であ

る卵巣腔液の生理的特性を調べ、卵巣内で如何にして円滑に配偶子の会合が起

き、受精が抑制されているかなど、体内配偶子会合型の成立要件を生理的に浮

き彫りにすることを試みた。

　　　カジカ科が属するカサゴ目の魚類は、その生息環境の多様性に伴い卵生

から胎生まで、繁殖様式に著しい特化の跡がうかがえる（Wourrns，1991）。一

般に魚類における胎生は卵生から生じたものと考えられている（Matthews，

1955）。カジカi類の繁殖様式に見られる体内配偶子会合型の繁殖様式は、卵生

から胎生への進化過程における、いわば過渡的あるいは中間的な様式を示すも

のと考えられ、卵生から胎生への進化的道筋をたどるうえで極めて興味深い繁

殖様式である。本研究では、体内配偶子会合型への調理の段階が異なると目さ

れる数種のカジカ類について、卵巣内での精子貯留形態、配偶子および卵巣滑

液の生理的特性を示し、これまでに報告されているカジカ類の繁殖生態と対比

しながら、カジカ上科魚類における卵生から体内配偶子会合型、さらには胎生

への進化の過程を推察した。
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　　　稿を進めるにあたり、本研究に終始御懇切なる御指導を賜った北海道大

学水産学部・高橋裕哉教授、並びに本研究に対して種々な有益な御助言を賜り、

また、本論文の御校閲をいただいた同学部・山崎文雄教授、山内晧平助教授に

深甚なる謝意を表する。実験を行うに際し種々の示唆ならびに多くの御助言を

賜った元北海道大学水産学部・高野和則助教授（現、琉球大学熱帯海洋科学セ

ンター教授）、北海道大学水産学部・足立伸次氏、同学部北洋研究施設・宗原

弘幸博：士に心から感謝申上げる。また、実験魚の採集および飼育に際し御協力

下さった北海道大学水産学部臼尻水産実験所・山本弘敏助教授、嵐田洋悦技官、

野村潔技官を始め事務官の諸氏、ならびにアサヒアナハゼを提供して下さった

鹿児島大学水産学部・四宮明彦講師に厚く御礼申上げる。さらに本研究を行う

にあたり、多大な御助言と御協力をいただいた北海道湖水産艀踊場・太田博巳

博士、水産庁北海道区水産研究所・松原孝博博：士、琉球大学熱帯海洋科学セン

ター・竹村明洋博士、米国バージニア大学・しou　Ya－Huan博士、フィリッピン

東南アジア水産振興社・Gerald　F．　Quinitio博士、米国カリフォルニア大学

・山田英明博士、国立基礎生物学研究所・三浦猛撃：士、ならびに北海道大学水

産学部淡水増殖学講座の征矢野果圃、堀田公明氏、嵯峨堅氏、東藤孝氏、持田

和彦氏、斎藤寿彦氏を始め大学院学生および4年目学生諸氏に深く感謝申し

上げる。
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ll　卵巣組織の微細構造

1．材料と方法

1）実験魚

　　　実験には交尾型卵生種のニジカジカAlcichthys　alcicornisおよび比

較対象として真卵生種のスジアイナメHeXagrammOS　OC七〇grammUS：を用いた。

魚は1987年から1991年の3月から7月、および9、10月に北海道函館

市近郊の南茅部町臼尻沖で、三枚網および釣りにより捕獲したものを、北海道

大学水産学部臼尻臨海実験所の1七水槽で自然光周期下で飼育し、適宜材料

として用いた。

2）組織学的観察

a．光学顕微鏡による観察

　　　魚から取り出した生殖腺をBouin氏液で固定した後、通常のパラフィ

ン法により5μ㎜の切片とした。これにDelafieldのヘマトキシリン・一Ntエオ

シンの二重染色を施し、観察に供した。

b．透過型電子顕微鏡による観察

　　　組織を0．2Mカコジレート緩衝液（pH　7．4）に溶解し：た4％バラフォ

ルムアルデヒドー2．5％グルタールアルデヒド混合液で5時間固定した後、0．l

Mカコジレーtト緩衝液（pH　7．4）で洗浄した。次に氷冷した0．1　Mカコジレ

ート緩衝液（pH　7．4）に溶解した1％オスミック酸で2時間の後固定：を行い、

エタノールで脱水した後・常法によりエポン樹脂に包埋した。超薄切片には酢

酸ウラニルとクエン酸鉛の二重染色：を施し、日立H－7000型電子顕微鏡により

繍一懸 ﾕ壁塗㌦　難羅鑛　鍵灘難　灘蕪灘灘簿，　　　　　　ii、，
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観察した。また・それぞれのエポン包埋試料について、厚さ1μmの準超薄切

片を作成し・トルイジンブルー染色を施して光顕で観察し、電顕像と比較した。

3）トレN・・…サー実験

a．トレーサーの注射

　　　ニジカジカおよびスジアイナメの雌魚をMS－222で麻酔した後、トレー

サーとして西洋わさびペルオキシダーゼ（HRP　Type　II，Sigma社製）を0．7

％NaC1水溶液に溶解し、魚体重1g当り0．18　mgをニジカジカについては

胸部を切開して心臓内に、また、スジアイナメについては尾静脈内に注射し、

注射昏昏8時間目に卵巣を取り出した。

b．HRPの光顕的検出

　　　卵巣をBouin氏液により4℃で8時間固定し、4℃に冷やした0．1　M

リン酸緩衝塩類溶液（PBS，　pH　7．4）で一・晩洗浄した後エタノールで脱水し、

パラフィンに包埋して5μmの切片とした。標本は脱パラフィン後、ジアミノ

ベンチジン（DAB）の酸化重合反応による発色を行った。

c・HRPの電顕的検出

　　　卵巣を0．2Mカコジレー，一ト緩衝液（pH　7．4）に溶解した4％バラフォ

ルムアルデヒドー2．5％グルタールアルデヒド混合液で5時間固定した後、4

℃に冷やした0．1MPBS（pH　7．4）で洗浄した。次にDABによる酸化重合反

応を行い・さらに0．1MPBSで洗浄した後、氷冷した0．1　M　PBS（pH　7．4）

に溶解した1％オスミツク酸で後固定してDABによる重合物の電子密度を高

め・電顕での観察が可能な状：態にした。その後、常法に従いエポンに包埋し、

手薄切片を作成し、染色を施さずに観察に供した。
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2．結果

1）ニジカジカの卵巣の形態

　　　産卵期のニジカジカの卵巣は・卵巣間膜によって腹腔内に懸垂される一

対の嚢状器官で・左右の卵巣は中央よりやや後方で融合し、単一の生殖輪管に

連なっている（図1－a）。卵巣の背側には卵巣動脈および卵巣静脈が縦走する

（図1－b）。卵巣内には背方からひだ状に広がる卵巣薄板が発達し、その腹側

には卵巣腔が位置する（図2－a）。卵巣薄板は結合組織および卵濾胞からなり、

その自由縁は単層に配列する上皮細胞（卵巣薄板上皮細胞）に覆われている

（図2－c）。卵巣を包む被膜は外側から扁平上皮、膠原繊維と平滑筋の層から

なり、さらに卵巣腔に面する卵巣被膜の内側は、単層に配列した上皮細胞（卵

巣壁上皮細胞）に覆われている（図2－b）。排卵された完熟卵は粘性の高い卵

巣腔液と共に卵巣腔に貯留される（図1－b）。

2）ニジカジカ雌の生殖周期

a．生殖腺体指数（GSDの変化

　　　ニジカジカのGSI値の変化を図3に示した。三種のGSIは、産卵期

の4月では平均で約9％と高値を示す。その後、5月から7月にかけて急激

な減少を見せ、以後11月まで1％以下の二値に留まるが、1月には増加：を始

め、3月には5％前後の値をとる。

b．卵巣卵の変化

　　　7月の卵巣は産卵期のそれと比較して極めて小さい。卵巣薄板は直径が

約5μmの染色仁期から直径が60～180μmの周辺仁期の二三細胞で占められ

る（図4－a，b）。

　　　10月の卵巣の横断面を図5－aに示した。この時期の卵巣は外見的には
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図1．　ニジカジカ卵巣の外部形態．
GP，生殖孔．　O　A，卵巣動脈．　OV，卵巣静脈．

　a．　腹側から見た卵巣．排卵された卵が卵巣腔液と共に卵巣腔に
　　　貯留されている．　X2
　b．　背側から見た卵巣．卵巣動脈と卵巣静脈が縦走する．　X2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8



酒
xeq

’

、
二

’

　
　
’

．
で
．

a

　，

鯛
一
、
（
闘
ポ
曇

『

t”　e一

　虚

ow

　　　　θ　　　　　　ヘへ
　　　　・臨

　　　　　　　篭、　　　　　　、　　　　　　、　　　　　、　　　　　、

　　

lbiltt・　’／／　i・ノ欝

D’W，

鴉
．，レ・σ

ゆ

1
「
，
へ

’
ρ

「

ギ、
F

σ
㌧

σ
’
4粥

齢．▲

‘可礪『

醜E髄
照
．
眺
奪

Ω
繋
㌦

　　　　　‘

翫　　i｝
wL）gL一

図2．　産卵期の卵巣の組織像．
OC，卵巣腔．　OL，卵巣薄板．　OLE，卵巣薄板
上皮．OW，卵巣壁．　OWE，卵巣壁上皮．

a。　産卵期の卵巣の横断面．　X7
b．　卵巣壁の組織像．　X200
c．　卵巣薄板の組織像．　X410
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ニジカジカの卵母細胞の組織像。
染色仁期（矢印）および周辺仁期の卵母細胞．エポン切片．
X　230

周辺画期の卵母細胞．　X470
卵黄胞期の卵母細胞．核の周辺細胞質に油球（od）が認めら
れる．　X125
卵黄球前期の卵母細胞．油球（od）が増大し、卵黄胞は細胞
質の表層に並ぶ．　X100
卵黄球後期の卵母細胞　　X80
核移動期の卵母細胞。　X80
完熟卵．　X54
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7月と比べて大きさに顕著な変化を見せないが、卵母細胞には周辺仁期のもの

に加えて直径が170～200Pt　rnの卵黄胞期のものが多く認められるようになる

（図4－c）。

　　　産卵期直前の3月の卵巣（図5－b）は、外見的には産卵期の未排卵の

卵巣と同程度の大きさになる。卵母細胞の直径は400～500μmと増大し、大

部分は活発な卵黄蓄積を行っている（図4－d，e）。また、周辺仁期および卵黄

胞期の卵母細胞も認められる。

　　　産卵期の4～5月の卵巣はおもに卵黄形成途上の卵母細胞、核移動期

（図4－f）、および完熟卵（図4－g）からなるが、周辺仁期および卵黄胞期の

卵母細胞も認められる（図2－a）。また、排卵した個体では卵巣腔が完熟卵で

充満し、卵巣は周年を通じて最も肥大した状態となる（図1－a）。

　　　産卵期が終了した5～6月には卵巣は縮小し、卵巣薄板内には染色二期

および周辺仁期の卵母細胞に加えて卵黄形成途上で退行したと思われる退化濾

胞が数多く認められるようになる（図5－c）。また、卵巣腔内にはしばしば残

留卵が存在する。

　　　以上のニジカジカにおける卵巣卵の季節的変化に基づいて、本種の生殖

周期を便宜的に回復期（7～3月）、産卵期（4～5月）、退縮期（5～6月）

の3期に分け、以下の観察における指標として用いた。

3）ニジカジカにおける卵巣壁上皮細胞および卵巣薄板上皮細胞の微細構造の

季節変化

a．回復期

a－1．卵巣薄板上皮細胞

　　　回復期初期の7月の卵巣薄板上皮細胞の電顕像を図6に示した。卵巣

薄板上皮は卵濾胞の外側の結合組織を隔てる基底膜上に、複数の細胞が重なり

12
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m，ミトコンドリア．　n，核．　0，卵母細胞．　OC，卵巣腔．

基底下の結合組織を隔てる基底膜（bm）上に数個の細胞が重なって
いる。細胞は接着斑（d）により結合している。退行状態を示す細胞
（矢印）が認められる。X10，000
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合って構成されている。細胞は高さ4μ㎜、幅7μmと、概ね扁平な形態を呈

する。隣接する上皮細胞は接着斑によって数箇所で結合している。上皮細胞の

自由縁には短い微絨毛がまばらに存在し、まれに繊毛を有する細胞も認められ

る（図7－a）・。細胞内には不定形の核がほぼ中心に位置し、それを比較的薄い

細胞質が取り囲んでいる。この時期の上皮細胞の中には、退行状態を示すもの

もしばしば認められる（図6）。このような細胞では、細胞内の微細繊維およ

びリボソームが少なく細胞質の電子密度が低い。細胞内には膨張したミトコン

ドリアや空胞が認められる。また、核は周辺部で染色質の凝縮を起こしている。

　　　10月になると卵巣薄板上皮細胞は基底膜上にほぼ単層に並ぶようにな

るが、細胞の微細形態には7月と比べて大きな差異は認められない（図7－b）。

回復期の卵巣薄板上皮細胞の細胞質内には、電子密度の高い基質と基質内穎粒

を有するミトコンドリアが多数認められ、これらのミトコンドリアが分裂、増

殖している像も見られる。細胞質全体には多くの遊離リボゾームが分布してい

る。自由縁側の細胞質にはやや発達したゴルジ装置および滑面の小胞が認めら

れ、これらの滑面小胞がしばしば卵巣腔に向って開口している（図7－a，b）。

これらの開口像の出現頻度は回復期間中を通じてやや増加する傾向を見せる。

回復期後期の3月になると、細胞質の基底部側に粗面小胞体が発達してくる

（図8）。

　　　卵巣薄板上皮細胞の細胞質内にはこの時期を通じて多くの微細繊維が見

られるのが特徴的である。また、これらの繊維は主に核の周辺に存在するが、

小さな細胞質塊を中心に渦巻き状に集合している像もしばしば認められる（図

7－a，b）　o

a－2．卵巣壁上皮細胞

　　　回復期前期（7～10月）の卵巣壁上皮細胞は上皮下の結合組織を隔てる

基底膜上に単層に並ぶ（図9）。細胞は高さが約6μ㎜、幅5μmの立方状の
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m，ミトコンドリア．　n，核．　OC，卵巣腔．　s，繊毛．

自由縁に滑面小胞の開口像（矢印）が認められる。X10，000
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形態を呈する。隣接する細胞は接着斑によって互いに結合している。細胞の自

由縁には短い微絨毛がまばらに存在し、まれに緻毛も認められる。細胞のほぼ

中心に位置する核は複雑な陥入を見せ、しばしば多葉状を呈する。細胞内には

基質内穎粒を有するミトコンドリアが多数認められ、多くの遊離リボゾームが

細胞質全体に分布する。細胞質の自由縁側にはゴルジ装置が認められ、滑面の

小胞が自由縁で開口している像が若干認められる。また、細胞の基底部および

側縁部でも、細胞の外側に向って滑面の小胞が開口している。

　　　回復期後期の3月になると、卵巣壁上皮細胞は高さが約10μmと肥厚

する（図10）。細胞の自由縁には多数の微絨毛が認められる。細胞内にはや

や基底よりに不定形の核が位置する。細胞質内には多数のミトコンドリアおよ

びゴルジ装置と共に、粗面小胞体が著しく発達している。また、自由縁での滑

面小胞の開口像が増加傾向を見せる。上皮細胞の基底部および側縁付近では滑

面の小胞がそれぞれ基底膜および細胞間隙に向って開口している像が認められ

る。

a－3．血管系

　　　図11－aに3月の卵巣薄板の結合組織中の毛細血管の断面を示した。

毛細血管は回復期の全期間を通じて卵濾胞の外側を取り巻く結合組織中、およ

び卵巣壁の平滑筋組織内に認められる。毛細血管内皮細胞の細胞質の周縁部に

は多くの小胞状の構造が見られる。また、これらの小胞が血管内腔、および血

管の周囲の基底膜に向って開口している像が認められる（図11－b）。

b．産卵期

b・一1．卵巣薄板上皮細胞

　　　産卵期の卵巣薄板上皮細胞の電顕像を図12に示した。この時期の卵巣

薄板上皮細胞は基底下の結合組織を隔てる基底膜上に単層に並ぶ。細胞の外形
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図12．　産卵期の卵巣薄板上皮細胞の電顕像．
bm，基底膜．　CT，結合組織．　d，接着斑．　g，ゴルジ装置．　m，ミトコ
ンドリア。　n，核．　OC，卵巣腔．　rE，粗面小胞体．

自由縁に滑面小胞の開口像（矢印）が認められる．　X2　0，000
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は高さ6μm、幅9Pt　rnと比較的扁平なものから、高さ12μm、幅5μmと回

復期に比べ高さを増し立方状を呈するものまでが認められる。隣接する上皮細

胞は接着斑によって結合している。卵巣腔に面する自由縁には部位によって多

少の差はあるが・かなり発達した微絨毛が見られ、まれに繊毛を持つ細胞が観

察される（図14－b）。核は回復期に比べやや丸みを帯び、細胞の中心よりや

や基底部側に位置する。細胞質内にはすでに回復期から発達していたミトコン

ドリア、ゴルジ装置に加え、粗面小胞体が著しい発達を見せる（図12）。

　　　細胞の基底部および側縁部では細胞の外側に向って開口している滑面小

胞の数が増加している（図13－a，b）。これらの滑面小胞の近傍には発達した

粗面小胞体が認められ（図13－c）、粗面小胞体からは滑面の小胞が突出して

いる。自由縁側の細胞質内にはゴルジ装置が発達し、粗面小胞体から分離した

と思われる滑面の小胞がゴルジ層板と融合しており（図13－d）、さらに、電

子密度のやや高いゴルジ小胞がゴルジ層板から放出されている像も認められる

（図13。d）。これらのゴルジ小胞は細胞の自由縁付近で互に融合して空胞状

の構造を呈し、卵巣腔に面した自由縁で開口している像が認められる（図14－

a）。この時期の細胞質内では、遊離リボゾームが数個集合してポリソームを

形成し、細胞質のほぼ全域に分布する（図12）。自由縁付近の細胞質はポリ

ソームなどの細胞内小器官をあまり含んでおらず、電子密度は比較的低い（図

14－b）。また、自由縁に多数見られる微絨毛も電子密度が低く、これらの先端

部はしばしばポリープ状に膨らみ、それらが離断して卵巣腔に浮遊しており

（図14－b）、黒住（1965）の分泌形態の分類に従うとミクロアポクリン分泌

の形態を呈する。

b－2．卵巣壁上皮細胞

　　産卵期の卵巣壁上皮細胞の電顕像を図15に示した。卵巣壁上皮細胞は

基底下の平滑筋および結合組織の層を隔てる基底膜上に単層に並び、高さ約
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図13．

b　m，基底膜．

a．

b．

C
d

産卵期の卵巣薄板上皮細胞の電顕像．
　　ics，細胞間隙．　m，ミトコンドリア．　n，核
細胞間隙に開口する滑面小胞（矢印）．滑面小胞の近傍に粗

面小胞体が存在する．　X60，000
基底部に開口する滑面小胞（矢印）．滑面小胞の近傍に粗面

小胞体が存在する．　　X40，000
粗面小胞体から分離途上の滑面の小胞（矢印）．　X15，000
粗面小胞体から放出されたと思われる滑面の小胞がゴルジ
層板と融合している（矢印）．ゴルジ層板からは電子密度
の高いゴルジ小胞（矢尻）が放出されている．　X30，000
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　　a．

　　b．

産卵期の卵巣薄板上皮細胞の自由縁付近の電顕像．
　　　　　　n，核．　OC，卵巣腔．d，接着斑．

　滑面の小胞が融合して空胞状の構造を取り（矢尻），自由縁で
　　　　　　　　　．卵巣腔には精子が認められる．X20，　OOO　開口する（矢印）
　自由縁に見られる微絨毛の先端からのミクロアポクリン分泌像
　（矢印）．中心体を伴う繊毛（s）が認められる．X12，000
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図15．　産卵期の卵巣壁上皮細胞の電顕像．
b　m，基底膜．　d，接着斑　g，ゴルジ装置．　m，ミトコンドリア．

n，核．　rE，粗面小胞体．

自由縁では開口像（矢印）、および微絨毛先端からのミクロアポク

リン分泌像（矢尻）が認められる．X12，500
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，葉，、

10　XL　m．幅約5μmの立方状を呈する。細胞の形態的特徴はこの時期の卵巣薄

板上皮細胞と同様で・ポリソーム・粗面小胞体、およびゴルジ装置が発達して

いる。自由縁には滑面小胞の開口像が認められ、微絨毛の先端部ではミクロア

ポクリン分泌像が見られる。

b－3．血管系

　　　産卵期の卵巣薄板上皮細胞層の基底下の結合組織内を走る毛細血管の内

皮細胞の電顕像を図16に示した。産卵期に入ると、毛細血管内皮細胞の細胞

質周縁部には極めて多くの小胞が認められるようになる。これらの小胞の多く

は毛細血管内腔・および内皮細胞の周囲を取り巻く基底膜に向って開口してお

り・血管内腔と周囲の組織との問の物質の移動が活発なことをうかがわせる。

c．退縮期

。－1．卵巣薄板上皮細胞

　　　退縮期の卵巣薄板上皮細胞の電顕像を図17に示した。この時期の卵巣

薄板上皮細胞は産卵期と同様に基底膜上に単層に配列しているが、一部では単

層の配列を乱し、数個の細胞が重なった状態のものも認められる。細胞の形態

は概ね扁平なものが多く、隣接する細胞は接着斑によって結合している。この

時期の細胞にはなお粗面小胞体、ゴルジ装置などの細胞内小器官がよく発達し

ており、高い分泌活性を有するものも認められる。これらの分泌の形態は多様

で・産卵期と同様な開口分泌（図17）、および微絨毛先端からのミクロアポ

クリン分泌（図18。a）に加えて、多胞体と目される小胞を多数含んだ大型の

空胞状構造物をアポクリン分泌によって卵巣腔に放出する像などが認められる

（図18－b）。この時期の上皮細胞の中には、細胞質の電子密度が低く、拡張

したミトコンドリア以外には細胞内小器官をほとんど欠き、退行状態にあるこ

とを示すものも認められ、さらにこれらの細胞が卵巣腔に向って突出し、上皮
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　a．　微絨毛先端にはミクロアポクリン分泌像が認められる．卵巣腔
　　　（OC）には異常な形態を示す精子（s）が見られる．細胞間隙に
　　　は分葉状の核を持つ単球（矢印）が認められる．X7，000
　b．　自由縁に多数の小胞を含む下戸体様の構造物が突出している
　　　（矢印）．　X20，000
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灘

組織から分離するという崩壊過程を示唆する像も認められる（図　19）。

c－2．卵巣壁上皮細胞

　　　退縮期の卵巣壁上皮細胞の電顕像を図20に示した。この時期の卵巣壁

上皮細胞は基底膜上に単層に並び・産卵期と比較して高さがやや減少している。

自由縁には微絨毛が見られ・その先端ではミクロアポクリン分泌像が認められ

るが・その頻度は低い。細胞内のミトコンドリアは基質の電子密度が高く、基

質内穎粒を持っている。自由縁付近の細胞質にはゴルジ装置が発達している。

細胞内にはまれに大型の空胞が認められ、これらの空胞が自由縁で卵巣腔に向

って大きく突出している像が認められる（図21）。

c－3．血管系

　　　図22に退縮期の毛細血管の電顕像を示した。この時期の毛細血管内皮

細胞には産卵期と同様に物質の移動を示唆する小胞が認められるが、その数は

産卵期と比較して少ない。
’

4）ニジカジカおよびスジアイナメにおける血液卵巣腔関門の機能変化

a．ニジカジカ

a－1．回復期

　　　図23－aはHRPを投与された10月の個体の卵巣薄板上皮細胞の電顕

像である。HRPは上皮細胞基底下の結合組織中に広く分布しており、さらに上

皮細胞基底下の基底膜を透過し、上皮細胞の間隙に侵入している。細胞間隙に

侵入したHRPは自由縁に近い部位まで到達しているが、卵巣腔には入ってい

ない。HRPの侵入が停止している部位を高倍率で観察すると、自由縁に最も近

い接着斑の、さらに卵巣腔寄りに閉鎖帯結合が存在し、HRPはこの閉鎖帯結合

饗遷

馨
　　　　　　　　　　　　　　　31

　灘
緬　　　纏離籍

’灘欝



隔・黛盤薫鵜蝋＿撒講纏・ミ
　　　　　　　、．！，，響糊“陣門　　隅響聾馨

　　　，’、

　麟覧’　．西

ぺ‘諾’

．．塚驚　　・

気垂　一
　　　ブノ　の
『ひ髭“鱈

　　　　　　■、を

・・j輻・繍．纐

．
．
．
】
．
，
．
、

穐
軸
．

い．

ソ、
’d

曾

鳳
ぜ
．

舞
踊
、

　
、．
㌻
‘

　
㍗
翻

　
博
F

　
・
ノ

　
，
ご
・
く
’

　
義
レ

　
、
　
’

障
貞
．5

り t

　
　
ム

餐
酔

｝

．
　
　
　
書
　
　
，
　
　
　
　
　
　
、
－
一
．
　
　
　
一
　
　
　
　
　
　
　

漁
』

、
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
、

び
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
も

　　

@
　
　
　
　
　
　
　
　
ヲ

．
　
，
ミ
嘔
　
　
　
　
．
　
3
．
艦
吏
　
　
．
’

　
”
翁
鎧
　
・
や
霧
馬
譜
一
．
：
遷
｝

禮
断

　‘悔　　　ρ一、

　　te
　’Lf一ゼ
・＜，ノ浦、

殉r．

～「忌’

，

聴
．

あ
、

㌧
レ

爪，
　
。

♂
「

「
P ○

い
、
、
　
　
－

　
　
　
　
　
●

　
¶
　
　
　
ぼ
　
も

　
’
　
2
量

　
　
　
一
　
．
．
9

　
　
｛
Y
、

　
　
㌔
』
，
　
　
　
、

　
　
し
　
　
　
ロ

　　

@
内
、
湖

　　

@
・
じ
！
♂

　
　
　
　
’

．
、
逡
縦
、
卵
ト
宍
飛
φ
州
駕

　
．
ぞ
・

議
，
6
’
♂
ご
亀
’

．
、
嚢
噂

b

’
ρ　
　
　
り

ヨ
．

控　　　｛t　ノ

　　　1，

ぎ　　、

3－V

奪ゴ．霧饗、・j

，
霊

域　　．　、

・　　称

7・ぢ
　甲＝無．

鷺

ゆ　

　　　　ら・．’

P㌔ @「舅
　　7　　　　ρ

u
ノ
．
．
　
．
腕

灘
ゲ
躍
、

し
　

の
　
　
の

写
声
ア
ダ

’
ナ

璽
辱
《
望

婬
γ肇

’
　
　
」

　る　サ
抵．　　　　。・
聚・

　　●，
　　　　”

『
！

・
い

忍

、

　
　
㌧
，
、

　
　
　
’

・
ρ
程
キ

．
、
㍊
凱
●
ヂ

←’

4
曝
％

転傷
爾

‘

竃

も

．　　、　工

廠

鷲毅

．！壽

J［．9．sfg

亀兜 I

臣
勘
4
》

編
齢

O義

「

．
」頴

’

鴨，

@
∴
謹

、
蚤

∴
　
へ
　
ρ

亀
－　
．
へ

、

　諮．・
、1・鳶

両1撒　ら

’7

，

ン
‘

　
丁

図19．　退縮期の卵巣薄板上皮細胞の電顕像．
退行状態を示す細胞（AC）が卵巣腔に突出している．細胞質にくび
れ（矢印）が生じている．上皮細胞から分離して卵巣腔に浮遊して
いる細胞質も認められる．　X10，000

I
n’t

ト

直
・
・
」
義
帰
一
寒
馬

（
師

㌻

32

げ
」

ド亙
γ
一

，
ト

〆
デ
蝋

　
．
〈

二二　
無

」

撒

羅繕
　
　
罵

　
　
揖

ミ
ノ撚
灘
鋸



　
　
　
　
　
ダ
リ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
タ

　
　
　
　
　
5
．
■
、

　
　
　
　
　
愚
　
轟

　
　
　
　
　
　
　
　
ヘ
　
　
　
コ

　　

@　

　
　
　
　
、
’
9
侮
L
癌

　　

の

・ご総・、
，　　　‘押’

縢・‘・

　　　　・り
ド

　
m

～
浸
副

U

歳

駕
厘

り

吼
歯
」
㌫

一‘．賠　
　
嘱
燈
一

葦
い

，
譲

．
｝
．
2

，
，
ノ
議
塾

　　　　つ

も　ゆ

’藁．
　　　旗

諺
．　　二

皿
鐘
…
爆

4
噂
．

凝

　　t－1一｛

r

　餌Xpt－N　｛
1’　Mpt．s’“

1．sf
，

　s・　，’）kegsi

　　　　　．勃嬉分

願

，

摩
惣

㌔騨＿へ
’

　
　
イ
ハ

脇
－
灘

1
』
醐
獣
。
・

o－

?
・
き

冨
嗣
ぐ
戯
Ψ
．
獲
葡

m

　《　　　　慨
・こ燃～｛㌻奪璽　　　　　　　　　　聾．ε蘇’

　　　　　　　　　　　灘

　　　　　　　　　響

簗
η
ざ

蜜
’
簡
階

隠
．
・
蛮
・
．
一

罵
拳
拳
毎
媛

｛州

　　　i
kff・影
　　　－一t

塩

i墨籏・
．：議

吃

　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　サ

　　　　　、　二’　・

　　唯

　　　　び、《

ﾓ1覇鰹
s

る　　　　　　　　ロ
　　コ　　　　　　　　　　　　ロ

攣。蠣
・縛ぞ’

　●

vL　，，iw，，lmsrffLi！ISX

・、　　．掩：：

　　　　　　辱・

　．の　　　『堀
　　　　．　　㍗湘
　r亀鴨。　　　　　　6　　1

　　　1麟角’．．

　　　を曹t；．
　　　　　　　i一

髪
噌
づ
鋭
こ

　
　
φ
㌧
…
、
の

寒
話
幾

．
9

ρ
り敵
難
．
野
一

陣

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ヤ

矯
擁
鰹
聖
領
撃
獣
案
．
、

’
饗
灘 、

ぢ
禦
夢
「

，
　
　
　
　
．

重
日
，
辱
一
毛
演

　
・
勤

　
ぞ
し
　
の

峨
蓋
　

　
亀
－
．

　
α
b

，●’ @　，昌蝉

ゼL．，激戦罵裟紬

　　，鴛・
　　ら　　も　コ　き　も　リ　　ロゼしコ
・　　噸・’｛1・x・

　ロ　　　　　　　　　　　　　　　し　　　り

塾ン1
　　し　　　　　　コ
　　　　ド・5

、．、∵ノ

’雇；
　　　昌　　　　　⊃　，
　　．驚b　　　　　’

　　　　　ゆ　　　ず　　しり　ゆ　りら　も
・ど　．．．、膠”
　　り　　　（N、．

蟹
㌔
畔
廼
亭
、

樗
躍

図20．　退縮期の卵巣壁上皮細胞の電顕像，
d，接着斑．9，ゴルジ装置m，ミトコンドリア．n，核．　P，ポリソーム．
基底部には電子密度の高い小胞が開口している（矢尻）．自由縁では
滑面小胞の開口像が認められる（矢印）．微絨毛先端からはミクロア
ポクリン分泌像が認められる．　X20，000

）

“t

蓬
P

33
　
、
緊

繊
　
　
　
　
騨

　
　
　
脚

購
・灘
麟

　　
綴
鱗

　
露
鑛
．
騨

お
　
　
　
　
　
　
を

ヘ
ア
ぱ
　
ピ
　
　
　
ノ
　

購
灘



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騙　」t“

∴，ずハ　説・

　4諏．y
兜宝∴驚謹

　： 声　，
ひ　　　　　　　　　　　　　　　　じね
ロ　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　ド

1♂もパ　’
4　　　　　　㌧

　
　
　
ー

　
　
　
悔
課

　
　
　
串
篭
　
り

　　　　．｝

　　lV”　鰻　　　　　　　「

るら　　　　　　　　　の

廼．嵩．遡

　　鞍懸」・

準
♪
’
◎
（

oc

融

鷺
難
戦
遭
ξ
。
．
、
，
誇
．
誕
、
・
，
・
．
雑

鳳
卜

．

鯵
．
．
ゐ

∂
幽
’
・
∴
「
．
～
題
八
，
．
・
如
」
、

　
，
　
ム
　
　
，
、
、
亀
，
」
　
　
　
　
　
ζ

麗

羅
ー

ノ
、
、
．
，
・
も
∴
・
、
蝉
騒

医

　
　
　
　
　
ね
　
　
　
ロ

鍵
淘
締
糠
難
戦

，
難
藁
鉱

顯
疑
　
，
㍗
鴨
，

ヴ
…
．
瀦
願
鯉
．
轟

轟
－
、
．
艦
凝
・
，

麟
灘
羅
襲
澆

　
“
亭
、
舜
泌

ミ
　
　
　
る
ロ
　
　
　
　
　
　
ゆ

ら
み
ほ
サ
ぜ
ヨ

．
，
薦
難

・
難
叢
叢
，
．
・
・
　
欝

　
　
　
　
　
　
　
　
蓄
　
　
，
り
電

・
鋒
φ
整
．
饗
㎜ロ
　
　
　
　
へ
の

・
㌦
震
、
，

㌦
．
‘

ト
　
ゆ
’
，

、

，
，
甥
．

．

碧

　
　
　
　
　
　
　
　
ゆ
　
　
　
　
　
　
　
タ

釜．
讐

寒
、
・
．

　　ff　｝
巳　尋
　　　　　　　艦　、ホ　　　轡…イ噴墨1

　　趨
5

　
や
　
　
　
ゆ
　
も
　
　
つ
　
　
ぬ

　
　
ほ
　
　
コ
　
ゆ
ロ

　
　
ご
　
　
　
　
　
　
　
　
や

、
、
　
　
　
　
虜
　
，
・

、
啄
、
戸
～
瀟
・
σ
燭

奪
還
汐

…
ご
バ
鋸

レ｛

|
　
’
＾

　
　
　
な
　
　
の

↓
　
喚
．
・
　
’

　　　　欝

　　　　　　レ蠣羅”‘・懸
　　　　べお　　ゐ　　　　ム

図21．　退縮期の卵巣壁上皮細胞の電顕像．
CT，結合組織．　OC，卵巣腔．　WE，卵巣壁上皮細胞．

細胞質中に大型の空胞（lv）が見られる．これらの空胞が卵巣腔に
突出している（矢印）．　X10，000

N

34

　　　ぐ　　モ

　　　∫三白

　　　　　憲

灘講欝’1



、熟et
　t　　’

4　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　あく　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　・　撞　　　　・　　　　　　　　　熊脾、う

O

　
　
払
h

、
．
ご

ゆ
　
　
　
　
へ
ぐ

り
　鱗
雲

や
轡
懸

・
，
欠
茸
浮

ソ，

]
ド

h
ら
p
ぺ
♪
，

π
嫡
》
．
、

る
　
　
　

・
h
覗
、

4

ψ
く

　
亀
、馬
　
　
　
　
・

さ
説

．
・
　
．
」

　
り
’
電
一
　
零
　
　
．

　
　
　
し
ヒ
ヘ

ロ
し
　
　
　
　
　
　
し

～
呂
夢
・
轟

　
　
‘
　
．
温

　
　
　
　
書

　
“
、
　
♂

．
　
　
　
　
　
、
　
一

　
」
　
　
　
　
　
　
　
’

　
　
　
　
亀

　
　
、

’〃雫　．・
　で
　1　’
．メよ1、献

ロ　　ノゆ

¢．望粥・
1電”

’　　～，

　　ノ

ダ鷺縞

　　　くぼハ
溜・蕊・

露灘．

篇＿・・
轟，、▲’

舗誕

こ弼ツ

　　　　　　ρ

　チ　　　ゆ

ボ蹉1躍8

～

拶
譲

　　　　　　　　　　’
　　　　　　　　　　　・，

．，

得
ヂ
憲

で
．
馨
④

　　　　　　　　㌃く　　　　　・　　　　　A

　　．　　’9　螺＾毫．1Pt
　　　　、，，∫の…＼曙

・．．　一IBc”　“L，，・，ir・6，
Fle（；l」’

　　　　　　　　　タ　　鎌，．・国

難・’　聡噸’

護
，
喫
§
，
．
・

の
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ジ

▼
届
“

汐潤
罵弩』’
　ゴゴらら　ワ

’潮煙

　の
幽

コ
　

も
セ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
リ
　
し

員
　
●
　
4
、
の

み
レ
ロ
ほ
の
る
の

’

’

t

り

摺

．輩融馳る

’
・

％

ご

1

ゾ
U

　
き
．
糖

パ
禽
、
‘
働

　
・
壁

　
．
弄

　
　
畠
，

4
，

　
・
D
剛
’

　
　
’

　
　
7
　，

P

ら
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　
　
　
　
　
　
ボ

、
L
ζ
　
　
　
　・

　
’
．
4

　
　
　
　
　
　
噛
9

　
レ
　
　
す
　
　
　
サ

サ
　
　
ゆ
　
　
　
　
　
　
　
ヒ

，
．
病
熟
，
　
　
、
ψ

を
幅
㍗
ψ
、
駈
「
鼻

　
　
　
議
．
．
海

’

　
　
　
F
「
一

P

．

争
’
h
、

難
’
ら

　
獄
轟
勘
議
凝

　
　
　
　
　
～
ザ
》
．

tf　；．xl一：v

　　り：・’　“

　の

一6

　．　、
　　　　ゆ　　　ロ　ノつ　　　　　　の

　♂　　　．
．’　　　5こメ

・ピ暁タ㌦

’i　’

　噂・

’“j．　一．p．．r・

凋
．
¢
ノ
　
へ

運
野
山

．
6
登

t

．t　一F
1

1iV，

一　’一’t

’
、
終
亀

げ
く
　
　
　
　
　
　
　
　
　
へ

功
．
ρ

●
撫

，
し
賠

　　ヒロ　　ら

．富山←Q，e嬢

HM
t
画
学
気
、
，
・
〆
る
四

　
　
リ
　
　
　
マ
　
　
へ
も
し
　
　
　
　
　
　
　
　
ほ

　
　
　
　
　
リ
ド
　
　
　
　

剥
嬢
伊
諺
醸
写
党

灘
欝
鯛
影
浄
・

遜
秘
灘
甥
瑞

鞭
雑
｝
酬
蟹
．
鰹

　
　
「
　
　
　
’
　
‘
臥
’
　
　
　
噸
F
鴬

箪
、
　
　
む
　
　
の

▼
ぎ
め
ザ

欝

1
’
　
i
l
l
i
’
1
”
1

［

胃

図22．　退縮期の卵巣薄板内の毛細血管の電顕像．
BC，毛細血管内腔．　et，内皮細胞
内皮細胞内に滑面の小胞が認められる．これらの小胞が血管内腔，
および周囲の結合組織に向かって開口している（矢印）．X40，000

，
綴

　
　
ル
　
叢
灘

7
・
趨
葱

　
暫
穿
、
セ
Ψ

　
、
旨
灘
　
匡
七

鰻
一
塁
、

灘
難
　
灘
難

伽　
　
犠

　
灘
、

轟
　
餓

　
・
灘
艦

載
灘
腋
灘

　
　
ぜ
し
灘
蹴

　　　　　　35　　　　　　　　　　　　　　　　　嘉尋1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．灘鱗．鱗鍵鑛麹

懸塗壁灘難灘錐嚢難i灘i羅灘講灘1灘難響’



a

oc
　　　　　　　tlい鴨い・2・く
｛
“

　　　　　、婆
　　　聖　，二
　　　　　　　　ゐ　　　　　　　　ノ
　　LE　　　　∴》

　　　　　　　二：

　　　受　　　　　　　　　「へ

　よ

喰

；A，　：w

t

孟

　の　　　ド

等ダ

菖

K

チ

7
φ

O
↓

・
　
．
」
署

7

㌧
6
醍
ワ
か
婁

薯
5
◎

‘

強

亀

、
，
O

触
♂
？

　
　
　
　
4
’’

ρ

◎0’

　　　，，e，ノノ

、　　　　　　．犠・

州・s　St”

b

図23．　HRPを投与された回復期（10月）の個体の卵巣薄板上皮細胞
　　　　の電顕像．
CT，結合組織．　d，接着力．

　a．

b．

LE，卵巣薄板上皮細胞．　O　C，卵巣腔．

　HRPは結合組織と卵巣薄板上皮細胞の問隙に認められる．
X　15，000
　細胞間隙に侵入したHRPは自由縁近くまで到達しているが，
　閉鎖帯結合（矢印）によって侵入を阻止され，卵巣腔にまで

　は到達していない．　X60，000
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によって卵巣腔への侵入を阻止されている（図23－b）。また、この時期の卵

巣壁上皮細胞でも卵巣薄板上皮細胞と同様に、HRPは自由縁の近くに位置する

閉鎖帯結合によって卵巣腔への侵入を阻止されていた（図24）。このことか

ら回復期の卵巣薄板上皮細胞・および卵巣壁上皮細胞には閉鎖帯結合による血

液卵巣腔関門が存在することが示された。

a－2．産卵期

　　　図25はHRPを注射した産卵期のニジカジカの卵巣の光顕像である。

HRPによる重合反応物は、卵巣薄：面内の主に結合組織中に多く見出される。ま

た、毛細血管内にもしばしば認められるが、卵濾胞内、および卵巣腔内には全

く認められない。

　　　図26は同じく　HRP処理後の卵巣薄板上皮細胞付近の電顕像である。

HRPは上皮細胞基底下の結合組織の層に認められ、さらに基底膜を透過して卵

巣薄板上皮細胞の間隙にも認められる。図27は卵巣薄板上皮細胞の自由縁付

近を拡大した電顕像である。細胞間隙に進入したHRPは、回復期と同様に上

皮細胞の自由縁に最も近い部位の接着斑の外側に存在する閉鎖帯結合によって

卵巣腔への進入を阻止されいる。このことから回復期に見られた血液卵巣腔関

門は産卵期においても存在することが明らかとなった。

　　　卵巣薄板上皮細胞の基底部および側縁部で、細胞の外側に向って開口し

ている滑面小胞内にHRPが認められ、さらに、これらの滑面小胞に由来する

と思われる上皮細胞周縁部の滑面小胞内にも電子密度の高いHRPの沈殿が形

成された（図26）。このことから、細胞の周縁部に存在する滑面の小胞は飲

小胞であることが確認された。

a－3．退縮期

　　図28－aは退縮期の卵巣薄板上皮細胞付近の電顕像である。この時期に
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BC，毛細血管．

a
b

HRPを投与された産卵期の個体の卵巣の組織像．
　　　OC，卵巣腔　Oo，卵母細胞．

ヘマトキシリンーエオシン染色．　X240
DAB染色．　HRPは卵巣薄板上皮の基底下の結合組織中（矢印），

および毛細血管内に認められる．　X240
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なるとHRPは卵巣薄板上皮細胞の細胞間隙を通過して卵巣腔にまで到達して

おり、上皮細胞自由縁の原形質膜上にはHRPによる重合物の沈着が認められ

る。自由縁付近の細胞間隙に面して接着斑は存在するが、閉鎖帯結合は認めら

れない・また・産卵期以前に雄から隔離して未交尾の状態で産卵期を過ぎた雌

個体においても・退縮期には同様1こ閉鎖帯結合が消失し、HRPは卵巣腔にまで

到達していた（図28－b）。

　　　一方、卵巣壁上皮細胞では細胞間隙に進入したHRPは自由縁に最も近

い接翻のさらに卵巣腔よりに存在する閉鎌結合にまでは達するものの、l」H

巣腔には侵入しておらず（図29）・依然として血液卵巣腔関門として機能し

ていることが示された。

　　　以上のことから、退縮期においては卵巣壁上皮細胞には閉鎖帯結合が存

在するが・卵巣薄板上皮細胞では閉鎖帯結合が消失し、血液卵巣腔関門がなく

なることが示された。また、この状態は回復期初期の7月にも観察された。

b・スジアイナメ

b－1．産卵期の卵巣の形態

　　　スジアイナメの卵巣は一対の嚢状器官で・左右の卵巣は中央よりやや後

方で融合し・単一の生殖輪管に連なっている（図30）．卵巣基部側にはひだ

状に卵巣薄板が発達し・その反対Milの腹側には卵巣腔が広がってし・る（図

30－a）。卵巣薄板は様々な発達段階の卵濾胞を含み、卵巣腔に面する自由縁は

単層の卵巣薄板上皮細胞に覆われている（図3・一b）．卵巣壁は外側から扁平

上皮・膠原繊維および平滑筋の層からなり、5陳腔に面する卵巣被膜の内側は、

単層に配列した上皮細胞（卵巣壁上皮細胞）で覆われている（図3。一。）。

b－2．産卵期の卵巣壁および卵巣薄板上皮細胞の形態

　　図31にスジアイナメの卵巣壁上皮細胞の電顕像を示した。卵巣壁上皮
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OWE，卵巣壁上皮．

a．左右一対の卵巣の融合部の横断面．卵巣腔には排卵された完熟卵と
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請輪婦冠

細胞は基底下の結合組織および筋肉層ig・P高てる基底膜上に単層に配列する．細

胞の高さは部位によりかなり異なるが、概ね15～30μ棚、幅は3～5μmであ

る。細胞内には核が中央よりやや基部側に存在し、自由縁には微絨毛の発達が

著しい。隣り合う細胞は数箇所で接着斑により結合している。

　　　産卵期の卵巣薄板上皮細胞は基底下の卵濾胞を隔てる基底膜上に単層に

配列し、その微細形態的特徴は卵巣壁上皮細胞とほぼ同様である。

b－3．産卵期における血液卵巣腔関門

　　　図32はHRPを注射され：た個体の卵巣薄板上皮細胞の電顕像である。

HRPは上皮細胞基底下の結合組織層から基底膜を透過して卵巣薄板上皮細胞の

間隙に広く浸透している。しかし、卵巣薄板上皮細胞の自由縁近くで侵入を阻

止され・卵巣腔にまでは到達してい燃・．図33は卵巣薄板上皮細胞の舳縁

付近を拡大した電顕像である。細胞間隙に侵入したHRPは、上皮細胞の自由

繍こ最も近い部位の接着斑の外倣こ存在する閉鎖帯結合によって卵巣腔への侵

入を阻止されいる・このことから産卵期のスジアイナメの卵巣薄板上皮細胞も

ニジカジカと同様な血液卵巣腔関門としての機能を有することが明らかとなっ

た。

　　　一方、HRPを投与された個体の卵巣壁では、卵巣三内を通る毛細血管の

内腔にHRPが検出されたのみで・周囲の組織内にはHRPによる沈殿物は検出

されなかった。

5）卵巣内での精子貯留とその消失過程

a．産卵期

　　　ニジカジカの産卵期の卵巣に見られる著しい特徴として、卵巣腔内に精

子が貯留されていることがあげられる．卵巣内に送り込まれた精子は卵巣腔内
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に広く分布するが、主として卵巣薄板が雛曲してできた間隙などに多数が集塊

をなし（図34）、卵巣腔に浮遊した状態で貯留されている。まれに精子が卵

巣腔上皮細胞に接している場合でも、卵巣薄板上皮および卵巣壁上皮の細胞に

は精子が定着するような特別な保留機構は認められない（図35）。また、こ

れらの精子の微細構造は、雄の輪精管から搾出した直後の状態と変わらない。

b．退縮期

　　　退縮期の卵巣では、卵巣腔内に精子はほとんど見られない。まれに観察

された例でも、その精子の形態はすでに正常なものではなかった（図36－a，b）。

精子の頭部から中片にかけての原形質膜は寸断され、さらには電子密度の高い

層板状のひも状構造を呈し、露出した染色質に付着している。また、核染色質

自体も脱凝縮し、その電子密度を著しく低下させている。しかし、精子尾部は

なお比較的正常な状態で残っている。

　　　退縮期の卵巣内には様々な形態を示す白血球が散見される（図37）。

これらの細胞は微細形態的特徴から、細胞質内に拡張した粗面小胞体と空胞状

の構造を持つリンパ球（図38）、分葉状の核を持ち細胞内に多くの歌劇を含

む穎粒球（図39）、および不定形の核と伸長した仮足を有し様々な活性段階

にある単球系の細胞（図40）の3種に識別できる。この時期の卵巣薄板上皮

細胞の間隙などには、これらの白血球が侵入している像がしばしば認められる

（図18。a）。

　　　すでに精子が完全に消失した個体の卵巣腔内には、主としてマクロファ

ージが認められる。これらのマクロファージの細胞質内には、層板状の膜構造

を包んだ大小の空胞が数多く含まれ貧食作用が活発なことをうかがわせる。こ

の空胞内に見られる層板状の膜構造物の中には、卵巣腔内で退行し異常な形態

を示す精子の頭部に付随している膜構造に由来すると思われるものが認められ

る（図41）。巨大化したマクロファージや様々な種類の白血球が集塊をなし

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 喫、　’
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c．回復期

　　　回復期の7月の卵巣腔内には、退縮期よりもさらに多くのマクロファ

ージが集塊をなしている像が認められる（図43）。これらの細胞集塊は

Adarns（1976）が定義している肉芽腫に相当するものと見なされる。マクロフ

ァージの細胞質内には多数のリソソームが認められ、その中には層板状の膜構

造や電子密度の高い均質な穎粒状の物質が含まれている。10月の卵巣腔内に

はこのような肉芽腫状構造や白血球は全く認められない。

3．考察

　　　本研究ではまず、卵巣組織を形態学的に観察することにより、体内配偶

子会合型の繁殖様式にかかわる特徴を見出すことを試みた。

　　　魚類の卵巣はその外部形態から一般に裸状卵巣型と嚢状卵巣型の2つ

に大別されており（Hoar，1957）、このうち嚢状卵巣型は、卵巣の組織学的特

徴からさらに2型に分けられている（高野，1987）。ニジカジカの卵巣は、

腹腔内に独立して懸垂された嚢状の器官で外側を平滑筋より成る卵巣被膜によ

って覆われているという特徴から、高野（1987）の卵巣構造の類別に従うと嚢

状型一■に属する。この型に属する魚種としてはこれまでにナイルティラピア

Oreochromis　niloticus・ニシンClupea　pallasi（山本，1955）、エゾトミヨ

Pungitius　tymensis（T．　S．　Yamarno七〇，1963）、およびイサザChaenogobius

isaza（Takahashi，1981）のほか、カサゴ目のフサカサゴ科に属するクロソイ

Sebastes　schlegeli（山本，1955）、エゾメバルSebastes　taczanowskii（林，

1990）およびアイナメ科に属するスジアイナメ（宗原，1989）などが報告され
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OC，卵巣腔．　OLE，卵巣薄板上皮細胞．

卵巣腔にマクロファージや白血球が集塊をなしている．
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の構造、および膜構造を含んだ空胞が多数認められる．　X4，500
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ており・カジカ科の属するカサゴ目の魚種では嚢状型一皿の卵巣構造は一般的

なものであると思われる。

　　　ニジカジカでは産卵期に既に交尾を行なった個体の卵巣腔には、多くの

精子が認められる。これは交尾を行なう卵生および胎生の魚種に見られる大き

な特徴である。このように卵巣内に入った精子の貯留形態に関してはおもに胎

生魚でいくつかの報告がなされている。胎生魚のCyma七〇gas七er　aggregataで

は交尾から排卵までの約6か月にわたって精子が、卵巣薄板の摺曲部に形成

されたsperm　pocketに入り、その上皮に頭部を挿入して貯留される

　（Ga　rd　iner，1978）。同じく胎生魚のエゾメバルでは、11月に交尾によって

卵巣内に送り込まれた精子は、その後数か月にわたって卵巣内に蓄えられる

　（Ta　ke　mu　ra　et　al．，1987）。これらの精子は卵巣薄板の間の空隙に分散して

いるが、電顕的な観察からその多くは卵巣薄板上皮細胞に接するか、その微絨

毛に包まれた状態で貯留されていることが明らかにされている（林，1990）。

一方、ニジカジカと同じく体内配偶子会合型のカジカ科魚であるアナハゼ、ア

サヒアナハゼ、およびサラサカジカでは、精子が卵巣後端部の卵巣薄板間にみ

られる放射状の卵巣腔で頭部を卵巣腔上皮細胞に向けて整列している像が光顕

的に観察されている（四宮・1985）．今回観察したニジカジカでは、卵巣内ζこ

貯留された精子は微締高レベルにおいても三跡腔に面する上皮細胞と特に密

接な関わりを持たず、多くの胎生魚や他の体内配偶子会合型の種（アナハゼ、

アサヒアナハゼ・サラサカジカ）とは異なって、精子貯留のための特別な卵巣

構造を備えていないという点が特徴的であった。

　　　硬骨魚類の卵巣内には排卵された卵を浸漬している液性物質が存在する

ことが多くの魚種で知られており・この液は、裸状型の卵巣では体腔液、嚢状

型の卵巣では卵巣外液と呼ばれている．産卵期のニジカジカの卵巣内に1まやや

粘性を帯びた卵巣腔液が存在し・｛ft述するように本種の体内踊帯子会合を成立

させる上で極めて重要な役割を演じている。



　　　　　　　　　ハをやつ　し
轡響1∴、，、

　　　　　　　　t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，・。町年∴垂軌1

　　　体腔液および卵巣腔液の起源、およびその産生機序についてはこれまで

に多くの研究がなされてきている。嚢状卵巣型の魚種ではK．Yamamoto（1963）

がメダカの卵巣において・卵巣腔壁を形成する3層の細胞層のうち最内層の

上皮が卵巣成熟の進行に伴って肥厚し、卵巣腔に液状の物質を分泌することを

光顕的に示した。また・T・S・Yamamoto（1963）はエゾトミヨにおいて、卵巣被

膜の内側の上皮細胞が排卵時に劇的な変化を見せることから、この細胞がこの

種に特有のゼリー様物質：を分泌することを示唆している。Ameca　sple　nd　ens

　（Lombardi　and　Wou　rms，1985）、スジアイナメ（宗原，1989）およびエゾメ

バル（林，1990）でも卵巣腔に面する上皮細胞の微細構造が観察されており、

上皮細胞の細胞内小器官の発達状態と自由縁での分泌像との関連から、卵巣腔

液の成分となる物質がこの上皮細胞に由来する可能性が指摘されている。松原

　（1988）は裸状卵巣型のサクラマスOncorhynchus　masouで排卵直前の体腔上

皮および卵巣問膜上皮の細胞内に、蛋白合成に関与する粗面小胞体およびゴル

ジ体がよく発達しており、さらに体腔液特異蛋白：を含む駅鈴が蓄積されている

ことを電顕免疫組織化学的手法で明らかにした。

　　　本研究におけるニジカジカでの観察でも、卵巣腔に面する卵巣壁上皮、

および卵巣薄板を覆う上皮の細胞が生殖周期に伴って著しい形態的変化を示し

た。これらの上皮細胞では、卵巣の成熟に伴って粗面小胞体およびポリソーム

がよく発達し、また、粗面小胞体一ゴルジ装置経由の蛋白合成過程を示唆する

像・およびゴルジ層板から分離したゴノレジ小胞が互いに融合して空胞状の構造

を作り、それが自由縁で開口して内容物を放出している像が認められた。さら

に、最も活性の高い産卵期には、上皮細胞の自由縁に発達した微絨毛の先端か

らのミクロアポクリン分泌を示す像も認められた。今回の観察では、ミクロア

ポクリン分泌による分泌物の合成から分泌に至る経路に関しては十分解明でき

なかったが・分泌活性の最も高い時期ζこはゴルジ装置関与の濃縮、融合、蓄積

の過程を経ずに・より漿液に近い物質が活発に分泌される可能性が想定される。

63

纏醗蓬蓬鑛三選灘灘難羅盗難遮蔽騨羅講義露盤灘灘・s灘綴織， 灘

灘鶴



“L　　’繊茎一．，i　｝ls4， ・舩腱、帖・脚踊抑登嵐・留可、

いずれにせよ原料物質の輪送に関しては、回復期から産卵期にかけて卵巣内の

毛細血管内皮細胞での物質野送の活性化を示唆する小胞が細胞質内に増加し、

同時に上皮細胞の基底部および側縁では飲小胞による細胞内への取り込みがト

レーサーを用いた観察から明らかにされた。以上の観察結果から考えられる卵

巣薄板および卵巣壁上皮の細胞での卵巣胆液成分の合成および分泌の経路を図

44に模式的に示した。

　　　卵巣腔上皮の分泌形態に関してはこれまでも若干の報告がある。Takano

（1968）は産卵期のメダカの卵巣壁上皮細胞を電顕的に観察し、上皮細胞質の

自由縁から黒住（1965）が類別した分泌形態のうち、マクロアポクリン型に相

当する分泌空胞を卵巣腔に向って突出させていることを示している。さらにキ

ンギョCarassius　auratus（Takahashi　and　Takano，1972）、およびタイリク

バラタナゴRhodeus　ocellatus　ocellatus（松原，1982）でも、卵巣腔壁の上

皮細胞によるアポクリン分泌が確認されている。一方、宗原（1989）はカサゴ

目アイナメ科に属するスジアイナメで、ゼリー状の卵巣母液の成分の一部が卵

巣壁上皮細胞のみならず卵巣薄板上皮細胞からも分泌されることを電顕的に明

らかにした。また、その分泌様式も細胞によって、ミクロアポクリン分泌と開

口分泌の2態があることを観察し、細胞の活性に伴って分泌様式が変化する

可能性を指摘している。産卵期のニジカジカの卵巣においても、スジアイナメ

（宗原，1989）と同様に卵巣壁上皮細胞と卵巣薄板上皮細胞の双方に、ミクロ

アポクリン分泌と開口分泌の2態の分泌形態が確認された。しかし、ニジカ

ジカではスジアイナメと異なり同一の細胞で同時期に2態の分泌像が認めら

れたことから、産卵期のニジカジカの卵巣内の上皮細胞は少なくとも2種類

の物質：を分泌しているものと思われる。kurosumi　and　Kawabata（1976）はヒ

トの耳道腺の腺細胞が開口分泌とアポクリン分泌の2態の分泌を行なってい

ることを示した。さらに・開口分泌による分泌物は分泌穎粒に由来する加水分

解酵素を含み・アポクリン分泌による分泌物の分解に働くことを示唆している。
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図44．産卵期のニジカジカの卵巣薄板上皮細胞および卵巣壁上皮細胞に
　　　おける毛細血管からの物質の取り込み，物質合成，および外分泌経
　　　路の模式図．
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ニジカジカの卵巣腔に面する上皮細胞に見られた2態の分泌形態に由来する

分泌物も・これと同様の機序により卵巣腔液成分を形成しているのかもしれな

い。

　　　ニジカジカでは、回復期からすでに上皮細胞にはゴルジ装置が発達し、

産卵期に比べてその数は少ないが開口分泌を示唆する像も認められた。また退

縮期には、頻度は少ないもののミクロアポクリン分泌と開口分泌が見られる一

方・多胞体様の構造物が卵巣腔に向って突出し離脱しており、上皮細胞の崩壊

過程を示す形態も認められた。このようにニジカジカでは産卵期をピークに卵

巣腔に面する上皮細胞が分泌活性の変化を伴う周年的変化を示すことが明らか

となった。これらの分泌物がどのような物理化学的性質と生物学的機能を持つ

のかについては、今後さらに詳細な解析を要する。

　　　これまでに数種の硬骨魚類で卵巣腔に面する上皮細胞の細胞間結合を観

察した例が報告されている。Ga　rd　iner（1978）は胎生魚のCymatogaster

aggregataの卵巣内の上皮細胞が妊娠期の終りから出産期および交尾期にかけ

てのphase　I、および精子貯留期から受精までのphase皿においては閉鎖帯結

合および接着斑によって結合しているが、妊娠期のphase皿においては数箇所

の接着斑以外には密接な細胞間結合をみせないことを示し、このような変化を

卵巣腔液の形成と関連づけている。また、Funduius　heterocli七us（Brummet七

e七al．，1982）、およびSyngnathus　scovelli（Begovac　and　Wallace，1987）

では、卵巣壁上皮細胞が接着斑により結合していることが確認されているが、

細胞間の結合がどのような機能をもつかについてはほとんど触れられていない。

　　　本研究ではHRPをトレv・tサーとして用い、血管から卵巣腔へのHRPの

透過を調べた。その結果、産卵期のニジカジカの卵巣では、HRPは卵巣腔に面

する卵巣壁上皮および卵巣薄板上皮の細胞間隙に侵入したが、自由縁に最も近

い閉鎖帯結合で侵入を阻止され卵巣腔にまでは到達しないことが明らかとなっ

た。このことから、産卵期の卵巣腔は、卵巣壁上皮細胞および卵巣薄板上皮細
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胞の閉鎖帯結合によって体液環境と隔絶され、いわば血液卵巣腔関門を備えて

いることが示された。

　　　ニジカジカを始めとする体内配偶子会合型を含む交尾型卵生魚、および

胎生魚の卵巣内に貯留されている精子は、雌にとっては自己の細胞と異なる、

いわゆる異物であるため、雌の免疫系に触れると体内から排除されることが考

えられる。しかし、これらの魚類の精子が受精能を保持しつつ長期間卵巣内に

生存し得ることは明らかである。産卵期のニジカジカの卵巣に認められる血液

卵巣腔関門は、卵巣内の精子を雌の免疫系から隔絶し、卵巣内での精子の生存

を保証するという、体内配偶子会合型の種にとって不可欠な構造として働いて

いるものと考えられる。さらに比較対象の目的で観察した真卵生種のスジアイ

ナメにおいても、産卵期の卵巣に血液卵巣腔関門が存在することが明らかとな

った。このことは、血液卵巣腔関門が必ずしも交尾を行なう魚種に特異的なも

のではないことを示している。産卵期の魚類の卵巣では、卵巣腔は産卵の際に

生殖輪島を通じて体外環境に開放される空間である。従って、血液卵巣腔関門

は魚類一般で体内環境と体外環境とを遮断するための構造として機能している

のかもしれない。

　　　ニジカジカの卵巣薄板上皮細胞では、退縮期に入ると閉鎖帯結合が消失

し、それに伴って血液卵巣腔関門も消失することが示された。この時期の卵巣

薄板上皮の細胞間隙には白血球が侵入しており、また卵巣腔にも多くの白血球

が認められた。卵巣腔内の残留精子はすでに退行状態にある形態を呈しており、

やがて卵巣腔から消失するに至った。

　　　Lou　and　Takahashi（1989a）はティラピアOreochromis　niloticusの

雄成魚に人為的に精巣の自己免疫反応を誘導し、抗原としての精巣物質に対し

て生じた自己抗体の作用によって血液精巣関門が崩壊することを示唆した。一

方・ニジカジカの退縮期の卵巣で見られた血液卵巣腔関門の消失においては、

産卵期の卵巣内の精子が雌の免疫系に触れることは困難であること、また卵巣
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内に精子を貯留していない未交尾の個体でも血液卵巣腔関門の消失が認められ・

たことなどから、この変化は免疫反応によって惹起される変化ではなく、繁殖

期終了後の卵巣組織の修復に伴う生理的な変化であると考えられる。

　　　退縮期のニジカジカの卵巣内で退行した精子の周辺には多数のリンパ球

および活性化しつつある単球が認められた。これらのリンパ球は細胞質内に内

腔が拡張した粗面小胞体、および空胞を多数持っており、活発な蛋白質合成の

状態にあることを示していた。また、卵巣腔内に見られたマクロファージの細

胞質内には、退行した精子に由来するものと思われる層板状の膜構造物が多数

認められた。Lou　and　Takahashi（1987）は人為的に自己免疫：を起こさせたテ

ィラピアの精巣で、輪精小管と精小嚢に侵入たマクロファージが正常な精子を

貧食すると共に、リンパ球もある種の細胞毒物質を分泌してその周囲の精子を

死亡させることを示唆している。ニジカジカにおいてもリンパ球による細胞毒

物質の分泌による精子の死亡を示唆する像が認められた。しかし、マクロファ

ージは正常な精子ではなくすでに死亡したと見られる精子を貧食していた。こ

のうようなマクロファージによる精子の貧食は、単なる死細胞の排除作用であ

ると思われるが、リンパ細胞によって産生された抗体を仲介としたオプソニン

効果による可能性も否定できない。この点に関しては、免疫学的な手法により

さらに詳細な機構を調べる必要がある。
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皿　付活および受精によるニジカジカ卵の微細構造的変化

1．材料と方法

1）実験魚

　　　実験に用いたニジカジカの採集と飼育の方法は前述した通りである。あ

らかじめ雌魚から採取した卵巣腔液中の精子の有無を検鏡により確認し、また

搾出した少数の卵をそのまま海水に浸漬した後の卵割の有無を調べて、雌を未

交尾魚と既交尾魚に分けて飼育し、適宜実験に用いた。

2）組織学的観察

　　　光顕用ならびに透過電顕用の試料の作成と観察は第il章に述べた手順に

よって行った。また走査電顕による観察には、試料を0．2Mカコジレート緩

衝液（pH　7．4）に溶解した4％パラフォルムアルデヒドー・2．5％グルタールア

ルデヒド混合液で5時間固定した後、0．1Mカコジレート緩衝液（pH　7．4）で

洗浄し、次いでエタノールで脱水し酢酸イソアミルに浸漬した後、液体CO2

で臨界点乾燥を行なつ：た。乾燥後の試料には金蒸着を施し、日立S－2300型走

査電子顕微鏡により観察を行なった。

2．結果

1）精子の形態

　　　ニジカジカの精子は、頭部と中片がほぼ同じ太さで連なっているために、

走査電子顕微鏡による外形観察では両部の区別がつけにくい（図45－a，b）。
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図45．　ニジカジカ精子の電顕燥

ax，繭糸；C，中心体；m，ミトコンドリア；N，核
a．側面から見た走査電顕像．b．背面から見た走査電顕像．　c．正中縦断面像．

d～h．頭部および中片部の横断面像．i．頭部の水平断面像．
a，b　×4，loo．　c一一i　×40，000．
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精子の全長は約37JU　Mで・透過電顕像によると頭部は長さ2．9μm、幅

1．4μm、厚さ0．8μ鵬で、やや肉厚なへら状を呈する。頭部の精子核は均

質に凝集した染色質より成り・立体を欠く（図45－c，i）。扁平な頭部の一・側

には中央よりやや後方に2個の中心小体が位置し、そのうち遠位中心体から

精子核に沿って軸糸が伸びている（図45－c～h）。この側では核の後端よりも

前方から軸糸に沿ってミトコンドリアが見られ、反対側では核の後縁から後方

にミトコンドリアが分布する（図45・c，46－a）。頭部後方の中朝内には軸糸

を取り囲むように比較的小型で数多く（10個以上）のミトコンドリアが縦に

連なっているのが特徴的である（図46－a，b）。中震の後端では原形質が襟状

に伸びている（図46－a）。本譜の精子の鞭毛は、周辺に並ぶダブレット微小

管と1対の中心微小管からなり、興型的な9＋2型の構造をとる（図46－c）。

2）未交尾魚の未受精卵の形態

　　　ニジカジカの排卵された卵の直径は約1．2mmで、中心を一個の大きな

卵黄塊が占め、その周囲の卵細胞質表層には表層胞が並び、さらにその外側を

厚さ約40μmの卵膜が覆っている（図47－a）。卵膜は3層から成る（図47－

b）。このうち外層は厚さ約4．5XL　M、内層は最も厚く約28　XL　Mで、共に同

心円状に規則的に並ぶ濃淡の重層構造を示し、中層は厚さが約8，u　mで、ほ

ぼ垂直方向に入組んだやや粗い繊維状の構造からなる（図48－a）。外層のさ

らに外側には厚さが約’0．13μ棚と極めて薄く、電子密度が比較的高い微細な

三三が沈着した層が認められる（図48－b）。また、この層のさらに外側には

極めて微細な粒子状の構造がまばらに分布し、これらは微細な繊維状の構造に

よって卵膜の最外層と繋がりを持っている（図48－b）。さらにこの微細な粒

子は・二二管の内部表面にも認められる（図48－c）。

　　　卵膜の動物極に開口する心門は、直径約70μmのなだらかに窪んだ卵

門前庭部と・その中心部に開口している卵門管からなる（図49－a，50－a）。
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a．卵の断面．AP，動物極；VP，植物極；矢印は卵門部
を示す．×75
b．卵表層の光顕像．卵膜は3層（矢印）に区別できる．細胞質表
層には多くの表層胞（CA）が認められる．×410
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図48．　ニジカジカ卵の卵膜の電顕像．

a．卵膜．構造の異なる3層が認められる．×4，000
b．卵膜表層部の拡大像．表面には微細な粒子状の構造が認められる．
×　45，000

c．卵門管内壁．内壁表面に微細な粒子状の構造が認められる．×45，000
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卵門部の卵膜は前庭部で卵の内側に向って窪み、また、卵門管の内底を中心に

円錐状に突出して・これに密接する卵原形質表面も円錐状に窪んでいる（図49－

a，50－b）。卵一部の卵膜も3層から成るが、中層が約28μmと薄くなり、

全体の厚さも他の部分に比べやや薄い。高評管は外側の開口部の直径がおよそ

5．5μmで、内匠に向けて次第に細くなる。卵原形質に面する卵門管の先端部

の直径はおよそ1・4μmで、1個の精子のみが通過できる大きさである。卵

門管先端部の卵原形質表面には、高さ約0．6μ旧、少数のリボゾームを含む電

子密度の低い原形質突起が直門管内に突出している（図49－b）。

　　　本種の未受精卵の卵原形質表層には多数の表層胞が認められる（図47－

b，51）。多くの表層胞は微細な穎粒をほぼ均一に含む電子密度の低い内容物

からなるが、表層胞被膜に沿って微細血肉が集積して、三日月状やリング状を

呈するものから、ほぼ全体に電子密度が高いものまで、その形状は様々である

（図52。a～f）。

3）受精による卵の変化

a．海水移行による卵の変化と初期発生過程

　　　既交尾のニジカジカの雌から搾出した卵をそのまま海水に浸漬すると、

やがて胚発生を開始する。海水に移された卵は、個体により差はあるが、18～

23時間後にはその多くが桑実期に達していた（表1）。一方、卵巣から取り

出した卵を卵巣小忌に浸したままの状態で放置すると、卵には全く変化が起こ

らなかった（表1）。このことはニジカジカの卵が、卵巣腔血中では何らかの

要因によって受精および付活を抑制されており、産卵環境の海水に接して初め

て受精反応を開始することを示唆している。

　　　ニジカジカの卵を海水に浸漬した後の、初期発生過程を図53に示した。

水温10℃では、接水後10分で卵膜の紅血が始まり、囲卵腔の形成が開始さ

れる。1時間後には囲卵腔の形成が終了し、卵表層の細胞質は動物極側に移動
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a～f．ニジカジカ卵原形質中に見られた内部の電子密度を異にする多型の表
層胞．　a．×16，400，b．×17，800，　c．×23，300，　d．×1，000，

e．　×　20，000，　f．　×　s6，000
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表1．既交尾ニジカジカ卵の海水および卵巣腔液浸漬による18～23時間後
の状態．数字は卵数を示す．

全卵数 桑実期 異常卵割 胚盤形成 無変化

海水　　個体1

個体2

個体3

141

97

90

123

87

47

o

o

13

13

6

19

5

4

11

卵巣腔液 53 o o o 53
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t

し始め・約2時間後には動物極に胚盤が形成される。第1卵割は海水に浸漬

してから5時間後に認められ、卵は2細胞期となる。6時間後には4細胞

期の卵が観察され始め、18時間後には卵は桑実胚期に達する。

b．海水移行による卵の組織学的変化

　　　既交尾の雌から搾出した卵では、卵門の周辺および卵門管内に多数の精

子が存在する（図54－a）。これに対して未交尾魚から搾出した卵では卵門部

に精子が全く認められない（図54－b）。既交尾魚から取り出した卵の卵門管

の内腔には極めて多くの精子が侵入しており、卵門管先端部にまで達している

が、卵原形質内には侵入していない（図55）。このように卵門内に精子が侵

入している卵でも、卵原形質表層には未交尾魚の卵と同様に多くの表層工が認

められ、それらはまだ崩壊を起こしていない。また、卵門付近の卵原形質中に

第2減数分裂中期の染色体が認められ、その直上部の卵原形質表面には第1

極体が認められる（図55）。これらのことから既交尾魚の卵巣腔内に排卵さ

れた卵では、既に配偶子の会合が起きているが、受精は起きていないことが示

唆された。

　　　ニジカジカの卵を海水に浸漬すると、5分後には卵原形質中に精子頭部

が認められた（図56）。さらに60分後には、卵門付近の卵原形質中に光顕

的に明瞭な星状体を伴う雄性前核が認められ（図57）、雌性前核との融合の

途上にあることが示唆された。このことから本種の卵は海水に接することによ

り受精反応を開始することが明らかとなった。

c．受精卵における卵門内精子の消失過程

　　　既交尾魚から搾出された卵を海水に移行した後の、卵門管内の精子の有

無を光顕により経時的に観察した結果を表2に示した。海水移行後5分には

三門管内から精子が消失した卵が出現し始めた。その後、時間の経過と共に卵
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表2．ニジカジカ卵の海水移行による卵門管内精子の有無．
　　　数字は卵数を表す．

海水移行後の
経過時間（分）

卵門管内の
精子の有無

有 無

未交尾魚
o o 17

既交尾魚 o 12 o

1 10 o

2 18 o

3 10 o

5 9 3

10 7 5

20 9 4

60 o 13
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門管内から精子が消失した卵の割合が増加した。海水移行60分後には、観察

した全ての卵で卵門管内には精子が見られなくなった。

4）受精における卵および精子の微細構造的変化

a．海水移行前

　　　既交尾魚から搾出された卵の卵門管の先端部には、受精に関わると思わ

れる1個の精子が、卵原形質表面の細胞質突起に頭部を直接接着させている

（図58）。このような卵の卵膜を取り除いて、卵三部の原形質表面を走査電

子顕微鏡で観察しても、精子は見られない（図59）。また、高倍率で精子膜

と卵原形質膜を観察しても、膜融合を起こしている像は認められない（図60－

a，b）。これらのことから、既交尾魚の卵巣内では、精子は卵原形質膜と単に

緩く接着した状態にあるにすぎないと思われる。

b．海水移行5秒後

　　　海水移行前に卵門管内端部の卵原形質突起に接着していた精子は、海水

移行の5秒後にはまだ特別な変化をみせず、頭部を卵原形質突起に接着させ

た状態にある。観察した卵の中には原形質突起を欠き、平坦な原形質膜表面に

直接精子頭部を接着させているものも認められたが、このような場合でも精子

はまだ卵原形質膜との膜融合：を起していなかった（図61－a～c）。

　　　卵の動物極付近の表層胞も、まだ崩壊を起こしてはいないが、卵原形質

膜と表層胞の限界膜は接した状態にあり、崩壊直前にあると思われる。

c．海水移行10～15秒後

　　　受精に関わる精子は、頭部のおよそ1！2を卵原形質に陥入させている。

精子頭部の先端付近の膜と卵原形質膜は部分的に融合して小胞を形成する胞状

化を起こし、膜融合の開始を示す（図62a～d）。胞状化した精子膜の内側に
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a～d．卵原形質に陥入している精子頭部の連続切片像．精子頭部先端部の膜が卵原形
質膜と胞状化している（矢印）．×40，000
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は精子頭部の核膜が存在する。さらに膜融合が進むと、精子膜は完全に消失し、

精子は核膜を卵原形質に露出させた状態になる（図63）。これらの精子頭部

周辺の卵原形質内には胞状化した精子膜と卵原形質膜に由来するとみなされる

小胞状の膜構造が認められる。精子陥入部の卵原形質は未陥入部分の精子頭部

に沿って隆起している（図63）。

　　　精子陥入部付近の卵原形質には、リボゾームが比較的少なく電子密度の

低い領域が認められるようになる（図63）。卵の動物極付近の表層胞は、そ

の限界膜を卵原形質膜と融合させて卵膜と卵細胞質との間に開口し、表層胞の

内容物を放出する（図64）。

d．海水移行20～30秒後

　　　受精過程にある精子は、すでに頭部の1／2以上を卵原形質に陥入させ

ている（図65－a，b）。この精子の頭部原形質膜は完全に消失し、精子陥入部

の卵原形質内には、胞状化によって生じたと思われる多数の小胞状の膜構造が

認められる（図66－a，b）。この部位の卵原形質は細胞内小器官をほとんど含

まず、精子頭部の未階入部分に向って隆：起し、いわゆる受精突起を形成してい

る（図65・b）。

　　　この時期の精子の尾部では、正常精子に見られる9＋2型の微小管構造

が消失し、縦断面では、多数の繊維状の構造が尾部の前方から後方へと密に走

っているように見え（図65・b）、横断面で見ると、尾部の内部は電子密度の

低い微細な粒子状の構造が充満している（図67）。また、このような形態の

変化は受精に伴って起き、中片の中部よりも後方の微小管で起きるようである。

　　’卵門付近の表層胞はすでに崩壊しているが（図65－a）、内藤から少し

離れた部位では、表層胞は卵原形質膜に接して開口直前にある像が観察される

（図68）。観察した卵の中には、受精に関わる精子以外にも、囲卵腔内に侵

入した精子が認められた例があった。これらの精子は頭部を卵原形質膜に接着
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させていたが、卵原形質中への陥入は起こしていなかった。

e．海水移行1～2分後

　　　精子は、その中片忌までを完全に卵原形質中に陥入させている（図69－

a，b）。その付近の卵原形質中には、前述の精子の陥入過程で生じたと見なさ

れる小胞が一列に並んでいる（図70－a，b）。卵原形質中には、精子中品のミ

トコンドリア、軸糸、および核膜に包まれた核が露出している。この時期の精

子の若干では核の染色質がやや穎粒状を呈している。精子陥入部付近の卵原形

質表層で、ほとんどリボゾームのみを含む領域が明瞭なデルタ状の電子緻密層

を形成している（図69－a，b）。

　　　表層胞の崩壊はさらに進み、走査電顕による観察では開口部にしばしば

表層胞の内容物が球状を呈して認められる（図71－a）。卵原形質表層には既

にその内容物を放出した後と思われる窪みが随所に見られ（図71－b）、また

囲卵腔には表層胞内容物が放出されたままの球形、あるいはそれが拡散した状

態で存在する（図71－c）。しかし、卵原形質中にはまだ埋没した表層胞も数

多く残留している。

f．海水移行3分後

　　　卵原形質中にさらに深く陥入した精子では（図72－a）、先端部付近の

核膜が分離し、胞状化を起こしている（図72－b）。このように核膜が離脱し

た部位では既に染色質も小さな穎粒状をなして分散し始めている（図72－b）。

また、すでに核膜が完全に消失した後には（図73－a）、卵原形質中に穎粒状

を呈した精子の染色質と中心体、および軸心の基部が観察される（図73－b）。

中心体付近には分離した核膜の一部と見なされる膜構造が認められる（図73－

b，c）　o

武麟　・’
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図73．　海水移行3分後のニジカジカ卵の原形質の透過電顕像．
c，中心体；FS，精子；N，精子核；OP，卵原形質
a．核膜がほとんど消失した精子像．×10，000
b．同上．矢印は中心体近傍の胞状化した精子核膜を示す．X60，000
c．bの隣接切片の中心体部位．胞状化した核膜（矢印）が認められる．
×　60，000
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g．海水移行5～10分後

　　　海水移行5分後の受精卵では電顕的に卵細胞質中に精子を確認するこ

とはできなかった。卵門付近の囲卵腔には減数第2分裂によって生じつつあ

る第2極体が認められる（図74－a）。第2極体は卵細胞質から隆起し、そ

の細胞質は複雑に謡曲している。細胞質問橋には微小管の束が縦走している

（図74－b）。

　　　海水移行5分後の卵門管内にはまだ多数の精子が認められる（図75－a）

が、10分後の卵では内面管内の精子の数は少なく、既に全く消失しているも

のも認められた（図75－b）ことから、海水移行5～10分の間に直門管からの

精子の放出が開始されるものと思われる。

5）海水移行による未交尾魚の未受精卵の表層変化

a．海水移行10～30秒後

　　　出門直下の卵原形質は出門管に向って隆起しており（図76－a）、海水

移行前と比べて形態的に変化は認められない。卵門付近の卵原形質中には表層

胞が認められ、まだ崩壊は起きていない。

b．海水移行60秒後

　　　卵門直下の卵原形質の突起はやや小さくなっている（図76－b）。卵門

付近の卵原形質中の表層胞は、卵原形質膜に接しており開口直前の状態にある。

c．海水移行90秒後

　　　幽門直下の卵原形質には、突起状の構造は認められない（図76－c）。

急激付近の表層胞が囲卵腔に向って開口している像が認められる。
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図74．　海水移行5分後のニジカジカ卵の動物極に見ら
れた第2極体分裂途上の透過電顕像．
OP，卵原形質；PS，囲卵腔；VE，卵膜
a．分裂途上の第2極体．×8，000
b．細胞質問橋の拡大像．×16，000
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図75．　海水移行後のニジカジカ卵の卵門部の透過電顕像．

MC，卵門管；VE，卵膜
a．海水移行5分後の三門．卵門管内に精子が見られる．×3，000
b。海水移行10分後の黒門．露霜管内に精子は見られない．×3，000
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図76．　海水移行後のニジカジカ未受精卵の卵門直下の
透過電顕像．

MC，卵門管；OP，卵原形質；VE，卵膜
a．海水移行10秒後．X20，000
b．海水移行60秒後．×20，000
c．海水移行90秒後．X20，000
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3．考察

　　　多くの硬骨魚類の卵は、環境水中では短時間のうちに受精能を失い、等

張雨中では比較的長時間受精能を保つが媒精すると直ちに受精反応の発現ある

いは精子の卵内侵入：を生ずる（T．Yamarnoto，1961）などの理由から、受精反

応の初期過程を微細構造レベルで観察することが一般に極めて困難であった。

従って・硬骨魚卵での正常受精における微細構造学的な変化を調べたこれまで

の研究（メダカ；lwamatsu　and　Oh七a，1981：Fundulus　he七e　ro　clitus；

Brummett　and　Dumont，1979：コイ；Kudo，1980：アユ；Kudo，1983：タイリ

クバラタナゴ；Ohta　and　lwamatsu，1983，0hta，1991：サケ；Kobayashi　and

Yarnarnoto，1987：ゼブラフィッシュ，Brachydanio　rerio；Wolenski　and　Ha　rt，

1987，1988a）の多くは、いずれも受精過程を断片的に観察したものであった。

また、Iwamatsu　and　Ohta（1978）は、メダカ卵の受精における精子の陥入か

ら雄性前核の形成までを連続的に観察しているが、卵膜を除去した卵で人為的

に多精受精を起こさせており、正常受精の初期過程の観察ではない。

　　　本研究に用いた体内配偶子会合型のニジカジカでは、すでに交尾を行な

った個体から搾出した卵は配偶子の会合を終えており、これを海水に移すと一

斉に受精反応を開始することから、一種の卵はこれまで困難とされてきた硬骨

魚類における正常受精の微細構造レベルでの観察に極めて適した材料であると

いえる。

　　　一般に硬骨魚類の精子は、先体を欠く共通点を除いて、種によりその形

態が様々である。魚種による精子の形態の差異は頭部および中富に最も顕著に

現れることが多い（高橋，1989）。ニジカジカの精子は、伸長したやや扁平な

頭部の一側に、頭部中央部付近から始まる比較的長い中片を持つ。同様の形態

はカジカ科に属するOligocottus　maculosus（Stanley，1969）、カンキョウ

カジカCottus　hangiongensisおよびハナカジカ⊆・nozawae　（Quinitio，

灘購　　 ．s。
?，
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1989）の精子でも観察されていることから、このような形態はカジカ科魚類に

共通した特徴であるのかもしれない。また、PoeciliidaeやAnablepidaeな

どの胎生魚類：の精子でも頭部および中片の伸長が著しい（高橋，1989）ことか

ら・体内配偶子会合型のニジカジカの精子は、卵生魚よりはむしろ胎生魚に近

い形態を有していることが示された。

　　　一般に・精子中片のミトコンドリアは呼吸、解糖などの代謝系により、

精子の運動に必要なエネルギー源であるATPを生産し鞭毛に供給していると

考えられている（森沢・石田，1987）。卵生硬骨魚類の精子が持つミトコンド

リアの大きさおよび数については、Fundulusでは大型で2、3個（Brummett

and　Dumont，1979）、タイリクバラタナゴでは大型で1個（Ohta　and

lwamatsu，1983）、ゼブラフィシュでは数個（Wolenski　and　Hart，1987）テ

ラピアOreochromis　niloticusでは8～10個（Lou　and　Takahashi，1989b）、

カジカ科魚類のQ．maculosus（Stanley，1969）、およびカンキョウカジカ

（Quinitio，1989）では大型で2個などの報告がある。ニジカジカの精子の

ミトコンドリアは、上記の卵生魚種でのそれと比較すると小型であるが数は極

めて多いのが特徴的であった。このような特徴は、後述するように本種の精子

の運動時間が長いことに関係しているものと思われる。

　　　これまで多くの魚種で、忌門直下の卵原形質表面に、精子が接着するた

めの形態的に特殊化した構造物が存在することが知られている。Brumme枇and

Dumont（1979）はFundulusの未受精卵の忌門直下の卵原形質表面に、1～3

μmの突起があることを走査電顕で確認し、受精に関わる精子はこの部位で卵

原形質への陥入を起こすことを示した。Kudo（1982a）はコイ、アユ、および

ウグイTribolodon　hakonensisの未受精卵の卵門直下の卵原形質表面に、そ

れぞれ形態の異なる特殊化した微細な構造を見出し、この構造が正常受精時に

精子の標的器官となることから、この部位が”sperm－receptor”（精子受容体）

として機能していることを示した。このような形態的に特殊化した構造はシロ
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サケ（Kobayashi　and　Yamamo七〇，1981）、タイリクバラタナゴ（Ohta　and

lwarnatsu，1983）・ゼブラフィシュ（Ha　rt　and　Donovan，1983）などでも観察

されている。しかし・メダカ卵にはこのような構造はない（lwama七su　and

Ohta，1981）。未交尾のニジカジカから搾出した未受精卵の卵門直下の卵原形

質表面には・細胞質内に少数のリボゾームを含む電子密度の低い突起が認めら

れた。また・既交尾の個体から搾出した未受精卵では、受精に関わる1個の

精子がこの原形質突起に頭部を接着させていた。このことからニジカジカでも、

正常受精の際に精子と結合する構造が卵表面に存在する可能性が考えられる。

しかし、本命ではこのような突起様の構造は卵門直下に限らず、強震付近の卵

原形質表面にしばしば観察された。本研究ではニジカジカの卵門直下の卵原形

質突起が実際に精子受容体としての特別な機能を有しているか否かは確認して

いない。卵膜を除去した卵では多精が起きる（メダカ，lwamatsu　and　Ohta，

1978；タイリクバラタナゴ，Oh七a，1985）ことから、もしニジカジカの卵もこ

れらの卵と同様な性質を持っているならば、卵白直下に見られた構造に特別な

機能はないことも考えられる。

　　　一般に硬骨魚類の卵膜の動物極側には、受精の際に精子が心内へ侵入す

るための卵門と呼ばれる1個の小路が開口している。卵門の形態は魚種によ

って様々であるが、多くの魚種では卵山霊の内口の直径は1個の精子が通過

できる程度の広さであることから、単精機構の第1関門としての役割を果し

ていると考えられている（高野，1989）。しかし、コイの卵では、雲門管内口

の直径は2個以上の精子が同時に侵入できる広さがあるため、精子受容体が

単精機構に働いていることが示唆されている（Kudo，1980）。ニジカジカでは

竜門管内口の直径からみて一度に2個以上の精子の通過は不可能であると思

われる。従って、本法の単精機構においては卵門管内口の大きさが一義的な役

割を果しているものと思われる。

　　　ニジカジカの大きな特徴として、既交尾魚から搾出した卵では、受精に
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関わる精子は卵門管の先端部にまで侵入し卵原形質表面の細胞質突起に頭部を

接着させているが（配偶子会合）、両者の膜融合（受精開始）を起こしてはい

ないことが挙げられる。このことから、交尾によって卵巣腔内に送り込まれて

蓄えられていた精子は・排卵された卵を浸している卵巣腔胴中で運動し卵門管

に侵入するが・受精には至らないものと思われる。卵巣内で受精が起きない理

由については次章で詳しく考察する。卵巣内で配偶子会合を完了した卵の卵膜

を除去して走査電顕で観察した結果、卵門先端部の卵原形質表面側には精子が

認められなかったことから・卵巣内での精子と卵の接着は比較的緩いものであ

ることが示唆された。マウス卵の受精では、精子が先駆反応を起こす以前の精

子と卵の問の関係には「接着」および「結合」という2つの段階があり、　「接

着」は比較的緩く非特異的なものであるが「結合」は比較的強固で種特異的な

ものであるといわれている（Wassarman，1987）。ニジカジカに見られた卵巣内

での雌雄配偶子の緩い接着は、哺乳類の受精における非特異的な「接着」に相

当するものなのかも知れない。

　　　卵と精子の膜融合の過程は、これまでに様々な動物種において観察され

ている。数種の海産無脊椎動物では、先体突起を覆う先体内膜が卵細胞膜と融

合することが知られている（Colwin　and　Colwin，1961；Franklin，1965；

Longo　et　a1・，1988）。一方・哺乳類では膜融合は、堤体反応を起こした精子

のpost－nu¢1ear　capの領域の原形質膜と卵表面の微絨毛を形成している原形

質膜との問で起き（Yanagimachi　and　Noda，1970a，　b；Anderson　et　al．，

1975；Noda　and　Yanagimachi，1976）、面体内膜の領域では起きない。精子が

先世を持たない硬骨魚類における精子と卵の膜融合の微細構造的観察は、メダ

カ（lwamatsu　and　Ohta，1978）、タイリクバラタナゴ（Ohta　and　lwamatsu，

1983；Oh七a，1985，1991）、Fundulus（Brummett　et　al．，1985）、コイ

（Kudo　and　Sato，1985）、ゼブラフィシュ（Wolenski　and　Ha　rt，1988a）な

どで観察されているが、膜融合が配偶子会合後比較的短時間で起きることから、
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他の動物種に比べるとその知見には不十分なものが多い。lwamatsu　and　Ohta

（1978）は・卵膜を除去し多精を起こさせたメダカ卵を用いて、硬骨魚類では

初めて電顕的に膜融合を観察した。彼らの報告によるとメダカでは、媒精後

1分以内で精子頭部の数箇所にわたって卵原形質膜との融合が起きる。最近

Ohta（1991）はタイリクバラタナゴで精子と卵の膜融合のごく初期の段階を観

察した。彼はタイリクバラタナゴの精子の中心体を覆う部分の原形質膜に、特

殊な配列をみせる膜内粒子が存在することを凍：結溶断法で確認し、この付近の

精子膜と卵門直下の卵原形質膜の精子受容部位とが、媒精後10秒以内に融合

することを明らかにした。

　　　今回のニジカジカ卵での観察では、配偶子会合を完了した卵を海水に移

行して10秒後には精子頭部の先端が卵原形質に陥入し精子頭部先端部で膜融

合を開始していた。膜融合は精子頭部の先端部の精子膜と卵原形質膜との胞状

化によって始り、これが次第に陥入精子頭部表面に広がって行くものと思われ

た。ニジカジカの精子では、中心体の位置は精子頭部のほぼ中央部であること

から、タイリクバラタナゴのそれとは異なり膜融合の開始部位は中心体の位置

と関わりを持たないものと思われた。

　　　これまでに数種の硬骨魚類で、精子が卵へ陥入する際に、精子陥入部の

卵原形質が精子による刺激に反応して、受精突起と呼ばれる隆起を生ずること

が知られており、それが多精拒否および精子の卵原形質への陥入に働くと考え

られている（Brumrne七t　and　Dumont，1979；Kudo，1980，1983；lwamatsu　and

Oh七a，1981；Kobayashi　and　Yarnamoto，1981；Kudo　and　Sato，1985）。ニジ

カジカでは、膜融合を起こした精子は時間の経過と共にさらに深く卵原形質へ

陥入するが、その際、精子陥入部の卵原形質は未陥入部分の精子頭部に向って

隆起し、いわゆる受精突起様の形態を示した。しかし、この卵原形質の隆起は

他の魚種に見られるような顕著なものではなかった。精子陥入部付近の卵原形

質は初め細胞内小器官をほとんど欠き、比較的均質な構造であったが、精子の
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卵原形質への陥入が進むに従って、この領域はリボゾームを集積しながら卵原

形質内部に向ってデルタ状に拡大していった。さらにこの領域には、潮入中の

精子核の近傍に・胞状化した精子膜と卵原形質膜によって形成された小胞が卵

原形質内部に向って一列に並んでいた。一方、ニジカジカの未受精卵を海水に

移した時に起きる付活反応では、卵門直下の卵原形質に大きな変化は認められ

なかった。これらの観察結果は、精子が卵原形質に陥入する際に、卵原形質が

精子を巻き込むような運動を起こしていることを示唆している。

　　　Wolenski　and　Hart（1988b）はサイトカラシン処理がゼブラフィシュ卵

の受精に与え弓影響を調べた結果、サイトカラシンBおよびDは、受精卵の

受精突起の形成には影響を与えなかったが、精子の陥入を阻害することを示し

た。ニジカジカでも・配偶子会合を完了した卵をサイトカラシンBで処理し

た後、海水に移すと、受精率が著しく低下した（データ未記載）。精子の陥入

に際して精子を迎へ入れる原形質の運動の詳細については、今回の研究では明

らかにできなかったが、ニジカジカの受精卵に見られ：たような精子を巻き込む

ような卵原形質の動きにマイクロフィラメントが関係している可能性は十分考

えられる。

　　　ニジカジカでは海水移行3分後に、卵原形質中で精子の核膜の内層と

外層が胞状化を起こし、一部の精子では既に核膜も消失していた。核膜の胞状

化は精子頭部の先端付近の数箇所で始り、ほぼ完全に核膜が消失したものでは

中心体の近くに核膜を残すのみとなっていた。人為的に多精受精させたメダカ

卵でも、精子の核膜が精子核の側面に沿って数箇所で胞状化を起こし、中心体

のある頸部では他の部位よりも核膜の消失が遅れることが観察されている

（1wamatsu　and　Ohta，1978）。また、タイリクバラタナゴの正常受精におけ

る精子核膜の消失過程では、精子頭部の先端部から後方に向って胞状化が進む

ことが観察されている（Ohta　and　lwarnatsu，1983）。このように核膜の消失

過程は魚種によって異なり、胞状化の開始部位は必ずしも精子の油入の際の膜
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融合開始部位とは関係がないようである。

　　　ニジカジカの卵を海水に移行して30秒後に、受精している精子の尾部

に軸糸の9＋2構造が消失するという微細構造的に顕著な退行変化が認められ

た。精子の尾部の微小管は精子の鞭毛運動に欠くことのできないものであるこ

とから・この変化はすでにこの段階で精子が運動能を喪失していることを示し

ている。これまで受精に関わる精子の核を除く細胞器官がどのような運命を辿

るかについてはほとんど知られていない。このような精子の変化の詳細な過程

は・これが硬骨魚類・さらには他の動物種に共通した現象であるか否かを含め

て、興味深い問題である。

　　　硬骨魚類の未受精卵は、減数第2分裂中期の状態で核分裂を停止して

いるが、受精反応が始まると直ちに核分裂を再開し、やがて第2極体を放出

する。硬骨魚類の第2極体の放出過程は人為的に二二させたタイリクバラタ

ナゴの卵で観察されている（Ohta，1986）。タイリクバラタナゴ卵では民活後

15分で第2極体が隆起し始め、30分後に分離を完了する。分離途上の第2

極体は細胞間橋で卵原形質と連絡しており、細胞間橋には多くの微小管が観察

されている（Ohta，1986）。今回、ニジカジカで正常受精における放出途上の

第2極体が確認された。ニジカジカでは受精開始後5分で既に第2極体の

隆起が始まり、細胞間橋には多くの微小管の束が認められ、このように正常受

精においても概ねOhta（1986）の観察結果と同様の極体放出過程がみられる

ことが確認できた。

　　　一般に、魚卵の表層胞は正常な受精や人為的付活によって崩壊を起こし、

その過程は動物極に始まり植物極で終る（Yamamoto，1961）。硬骨魚類では表

層胞の内容物は、囲卵腔の形成と共に、余分な精子を凝集させることによって

多精拒否に働き（Ginsburg，1961）、卵膜表面に沈着して受精膜を形成し

（Kudo，1982b）さらに受精膜に抗菌作用を持たせる（Kudo　and　lnoue，1986，

1989）など様々な機能：を持つことが明らかにされてきている。心門付近の表
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層胞が・精子の卵原形質への陥入開始後に崩壊を起こすことが数種の硬骨魚類

で確認されており（Kudo，1980；Oh七a　and　lwamatsu，1983；Wolenski　and

Ha　rt，1987；Kobayashi　and　Yamamoto，1987）、さらにこれが卵原形質への精

子の陥入による刺激に反応して起きることが示唆されているが、精子と卵原形

質の膜融合が直接の引金になっているか否かは確かめられていない

（Kobayashi，1985）。ニジカジカでは、受精による表層胞の崩壊は、精子と卵

の融合が認められた海水移行10秒後以降に動物極付近で認められた。また、

海水移行10秒後でも膜融合が起きていない卵では表層胞の崩壊は認められな

かった。このことから、ニジカジカでは表層胞崩壊の引金は、精子と卵の融合

である可能性が高いといえる。受精卵を海水に移行してから30秒後の卵では

囲卵腔内に精子の侵入が認められたが、これらはもはや卵原形質膜と接着して

も、卵原形質内へは陥入していなかった。Ginsburg（1963）はSalmo　trutta

の精子が囲卵腔液で凝集を起こすことを示した。ニジカジカでも同様に囲卵腔

液による精子凝集によって余分な精子の卵原形質への陥入を妨げている可能性

は否定できない。ニジカジカでは多々拒否に機能的に働くような受精突起は認

められなかったことから、卵門管の内径に次いで、表層胞の崩壊が多精拒否の

第2の関門としての重要な役割を担っていることは十分に考えられる。

　　　受精は、雌雄配偶子の融合と、それに続く二つの配偶子の核の結合であ

ると定義されている（Balinsky，1970）。本研究では、ニジカジカの精子が卵

巣内で卵の卵門に侵入し卵原形質膜に接着はするが、膜融合は海水中に産卵さ

れてから起きることが明らかにされた。このような特殊な繁殖様式を真の卵生

と区別して「体内配偶子会合型」（Mu　ne　ha　ra　et　al・，1989）と呼ぶことは生

物学的に重要な意義を持つ。魚類における受精の初期過程の微細構造的変化に

関する研究は、特に近年盛んに行なわれており・雌雄配偶子の融合から雄性前

核形成までの過程が断片的な知見の組み立てによってほぼ明らかにされている。

本研究により、少なくとも受精過程における精子と卵の膜融合から精子染色質
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の拡散に至る微細構造的変化の詳細を明らかにし得た。さらにその結果を加味

して既往の研究結果を再構築すると共に、精子階入の際の卵原形質の動態およ

び陥入後の精子尾部の運命を示唆することができた。魚類では他の動物種と比

較すると・配偶子の相互認識の機構を含めて受精過程の全容の解明までにはな

お程遠い現状にあるが・本研究で得られた知見はこれに重要な形態学的基盤を

与え得ると思われる。
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IV　体内配偶子会合型における、卵、精子、

　　および配偶子会合環：境の生理的特性

1．材料と方法

1）実験魚

　　　本研究には、体内配偶子会合型の繁殖様式を取るカジカ科のニジカジカ

Alcich七hys　alcicornis、イソバテングBlepsias　cirrhosus、アサヒアナハ

ゼPseudoblennius　cottoides、およびベロBero　elegat）s：を用いた。さらに、

カジカ科と同じくカサゴ目のアイナメ科に属する真卵生種のスジアイナメ

Hexagramraos　octogrammusも比較対照の目的で実験に用いた。アサヒアナハゼ

を除く4種は北海道南茅部町臼尻付近で捕獲し、北海道大学水産学部付属臼

尻水産実験所の水槽で自然水温、自然日照下で飼育して、適宜実験に使用した。

また、アサヒアナハゼは、鹿児島県出水郡東町諸浦付近の浅海において捕獲さ

れたものを空輪して実験に用いた。

2）血清、精漿、および卵巣鹿沼の採取

　　　実験魚を4一アミノ安息香酸エチルで麻酔し、ニジカジカとスジアイナ

メでは冠静脈より注射器で、またイソバテングでは尾柄部を切断して、ヘマト

クリット管を用いて採血し：た。採取した血液は自然凝固させた後に、注射器で

採取したものは3000rpmで15分間、ヘマトクリット管で採取したものは

12000rpmで5分間、それぞれ遠沈した後に血清を分離した。次いで魚を開

腹し、生殖腺を取り出した。卵巣はまわりの水分を十分拭き取った後に卵巣壁

を切開し、卵巣腔液をヘマトクリット管で吸い取って集めた。精巣は輪精管部

を切断し、流出した精液をヘマトクリット管に採取した。いずれの液も12000
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rpmで15分間遠沈して卵巣腔液の上澄と精漿を分離し、血清と共に分析に供

するまで一40℃で凍結保存した。

3）血清・精漿・および卵巣腔液の分析

　　　各試料の主な陽イオンであるNa＋、　K＋、　Ca2＋、およびMg2＋の濃度を測

定した。日立518型原子吸光光度計を使用してNa＋とK＋は炎光分析で、

Ca2＋とMg2＋は原子吸光分析により測定した。その際、炎光分析用標準液（血

清用・第一化学社）を各イオンについて4～5段階に適宜希釈し、その測定値

から検量線を作成し・それに基づいて試料の値を算出した。各試料はNa＋と

K＋についてはそれぞれ蒸留水で1001倍に、Mg2＋については蒸留水で201

倍に、また、Ca2＋については10％の塩化ランタン水溶液で101倍に希釈し

た。

　　　浸透圧はKNAUER　semimicro－osmometerにより氷点降下度から測定した。

　　　卵巣腔液と精漿のpHはニジカジカについてのみ測定を行なった。測定

にはcornpact　pH－me　te　r　C－1（堀場製作所）を用いた。

4）卵の付二二および受精率の計測

　　　実験に際して、捕獲したニジカジ二二魚を第二章で述べた方法により未

交尾個体と既交尾個体とに分け、適宜使用した。

　　　各実験では、未交尾魚と既交尾魚から搾出した卵をそれぞれ後述する試

験液に移した後、8～10℃で約20時間静置し、その後、実体顕微鏡下で付活

卵と受精卵の有無を調べた。付活は囲卵腔の形成を、また受精は卵割をもって

その指標とした。

　　　卵内へのCa2＋の透過およびその阻害に関する実験には、生体膜におけ

るCa2＋の透過性を誘導するカルシウムイオノフォアA23187（Sigrna社製）、

およびカルシウムチャンネル阻害剤であるベラバミル塩酸塩（ベラバミル、和

’tS’：

R、　’．灘1

　　　　灘1

511

　h野曝　　．灘・　鐡

　　　　　轟i纐．麟黙，i鱗鍵・蕪・　顯嚢雪、、



蕪

　　　　v

光純薬）を用いた。A23187は予め濃度が0．5　mg／mlとなるようにジメチルス

ルホキシドで溶解し・ベラバミルは濃度が5mM／1となるようにエタノールに

溶解して用いた。

5）精子の運動活性の測定

　　　精子の活性試験にはスライドグラス上に下記の試験液を100μ1取り、

ヘマトクリット管の先を溶封したガラス棒で少量の精液を試験液中に移してよ

く混合し、顕微鏡下で視野内の全ての精子が運動を停止するまでの時間を測定

した。実験は室温で行なった。

　　　試験溶液には浸透圧濃度を変えた（100～1000rnOsm）NaC1、　KC1、およ

びマニトール水溶液を用いた。特にニジカジカについては、運動活性の高かっ

た400mOsmの浸透圧条件で、　Na2SO4、　CaC12、　MgC12、　MgSO4、およびLiCl

の各水溶液、ならびにpHを変えた（5．9～9．0）400　mOsmのNaC1水溶液を

用いて、精子運動に及ぼすイオンおよびpHの影響について調べた。　pHを変

えた水溶液以外は全てHEPES－NaOH　bufferでpHを7．4に調整した。また、

pHの変更には、　MES（5．5～6．5）、HEPES（7．0～8．0）、およびTAPS（8．5～

9．0）を用いた。

2．結果

1）卵巣腔液の性状

a．陽イオン濃度

　　　体内配偶子会合型のニジカジカとイソバテング・真卵生種のスジアイナ

メについて、卵巣腔液および雌血清中の4種の陽イオン濃度を測定した（表

3）。これらのうちNa＋濃度が、3魚種のいずれにおいても最も高かった。卵
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表3．　雌血清および卵巣腔液の主な陽イオンの濃度，および浸透圧．

　　　Na＋　K＋　ca2＋
N　（mM／kg）　（mM／kg）　（mM／kg）

　　　2＋
　　　　　　Osmolality　Mg
（mM／kg）　（mOsmole／kg）

Alcichthys　alcicornis

　　female　serum　10　190±3．4

　　0varian　fluid　5　190±4．4

Blepsins　cirrhosus

　　female　serum　7　166±2．7

　　0varian　fluid　7　171ti3．O

Hexagrammos　octogrammus
　　female　serum　6　199　ti3．2

　　0varian　fluid　5　169±7．1＊

3．5±O．38　6．oo　ro．14　1．07ro．14

7．4±O．53＊　O．41±O．11＊　1．52ee．46

4．0±O．61　3．40ro．32　1．02　ro．09

8．4　ro．33＊’　O．31±O．10＊　1．14±O．04

7．3±O．18　73ee．48　1．64±O．09

7．8ro．92　1．6　ro．20＊　1．28±0．44

375±9．2

347±6．7

317±17

2892t　2

403±11．0

376±10．2

（平均値土標準誤差）．＊は血清との間に有意差（P〈0．01）が認められることを示す．
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巣腔液のNa＋濃度はニジカジカとイソバテングでは血清と類似し、スジアイ

ナメでは血清よりも有意に低い値を示した。卵巣隠密のK＋濃度は、ニジカジ

カとイソバテングでは血清より有意に高く、これに対してスジアイナメでは血

清と類似した値を示した。3魚種とも卵巣心密のCa2＋濃度は血清と比べて有

意に低かったが、特にニジカジカとイソバテングではそれぞれ0．41rn・M、0．31

mMと・スジアイナメの1．61　mMと比べても著しく低いのが特徴的であった。

Mg2＋濃度は3魚種とも血清と卵巣腔液で類似した値を示した。

b．浸透圧

　　　3魚種ともに卵巣腔液の浸透圧は血清のそれと比べてやや低い傾向を見

せた（表3）。

c．　pH

　　　卵巣腔液のpHはニジカジカについてのみ測定した。測定した10血中

9例は排卵した個体で、卵巣腔液のpHは7．53～7．89であったが、未排卵の

1個体では7．42とやや低い値を示した。

2）精子の運動活性

a．精漿の性状

　　　ニジカジカ、イソバテング、およびスジアイナメについて、雄血清と精

漿の主な陽イオン濃度を測定した（表4）。精漿および雄血清のNa＋濃度は・

3魚種とも測定した陽イオン中富も高く、精漿の値が血清のそれより低い傾向

を示した。精漿のK＋濃度は、3魚種とも雄血清のそれに比べて有意に高く・

血清の濃度の4～8倍に達していた。精漿のCa2＋濃度は魚種によって異なり・

ニジカジカとスジアイナメでは血清のそれと比べて有意な差を見せなかったが・

イソバテングでは有意に低かった。これに対して精漿のMg2＋濃度は・3魚種
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表4．　雄血清および精漿の主な陽イオンの濃度，および浸透圧．

　　　Na＋　K＋　ca2＋
N　（mM／kg）　（mM／kg）　（mM／kg）

　　　2＋
　　　　　　Osmolality　Mg
（mM／kg）　（mOsmole／kg）

Alcichthys　alcicornis

　　male　serum　5　179±3．5

　　seminal　plasma　5　164±3．7

Blepsias　cirrhosus

　　male　serum　5　175±4．5

　　seminal　plasma　5　129±7．4＊

Hexagrammos　octogrammus

　　male　serum　5　193±13．4

　　seminal　plasma　5　165±8．6＊

1．7±O．27　3．19ro．36　0．68ro．10　363．2e．88

16．3±0．07＊　4。62：±0．98　　1．76±0．36＊　325．6士4．97＊

4．5±O．24　3．35ro．27　O．89　ro．06　309±14

18．5±O．78＊　O．47±O．06＊　2．28±O．14＊　286＃

3．1±O．56　2．49±O．16　1．27±0．38　349．2±11．5

20．3±4．35＊1．92±O．37　4．05±O．22＊　333±5．9

（平均値土標準誤差）．＊は血清との問に有意差（P〈0．01）が認められることを示す．

＃は6尾分をプールした試料の値である．
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とも血清に比べ有意に高い値を示した。

　　　精漿の浸透圧は・ニジカジカとイソバテングで血清より有意に低い値を

示したが・スジアイナメでは血清とほぼ同じ値であった（表4）。

　　　精漿のpHはニジカジカ3個体でのみ調べた。その値はそれぞれ6．84、

7．18、および7．20であった。

b．精漿および卵巣津液中での精子の状態

　　　ニジカジカの精子は輪精管から採取した精液中ですでに活発な運動を示

した。その運動時間は極めて長く、同一一条件を維持しつつ測定することはでき

なかったが、少なくとも2日以上は活発な運動が続いた。また、このような

精漿中での精子の長時間にわたる運動は、イソバテング、ベロ、アサヒアナハ

ゼ、およびスジアイナメでも観察された。ニジカジカの精液を卵巣腔液で希釈

した場合にも少なくとも2日以上の運動が観察され、また、既交尾の雌魚か

ら取り出した卵巣亡霊中でも常に運動している精子が観察された。

c，浸透圧と精子の運動活性

　　　ニジカジカの精子の運動活性と媒質浸透圧の関係を調べた結果を図77

に示した。Na　Cl溶液中では3001nOStn以上の浸透圧で精子の運動が見られ、

特に卵巣腔液と等張な300～400mOsmでの運動活性が高かった。また海水と

等張な1000mOsmでも約2．5分間の運動が見られ、海水中での運動時間であ

る3分に近い値を示した。KC1溶液中でも300　rnOsm以上の濃度で精子の運

動が見られたが、運動活性はNaC1中でよりも著しく低かった。一方、非電解

質のマニトール溶液中では、いずれの浸透圧でも精子は全く運動性を示さず、

またその他の還元糖、グルコース、ソルビトール、レブロースの400mOsrn溶

液中でも同様に運動は見られなかった。

　　　以上の結果から、本谷の精子は電解質溶液中で・しかも浸透圧が体液と
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図77．ニジカジカ精子の浸透圧による運動活性の変化．
（平均値士標準誤差）
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等張な条件下で高い運動活性を示し、また海水と等張の条件下でも短いながら

運動することが示された。

d．イオンに対する精子の運動活性の特性

　　　浸透圧を400mOsmに調製した各種の電解質溶液中における、精子の運

動活性を調べた結果を図78に示し：た。ニジカジカの精子は、Na2SO4とNa　Cl

溶液中で、他の溶液よりも有意に高い運動活性を示した。KC1とMgC12では、

運動活性は見られたが、その運動時間はNa2SO4やNaClでのそれに比べ有意

に低かった。これに対してMgSO4、　CaC12、およびLiClでは運動性が全く認

められなかった。

　　　以上の結果から、二種の精子はNa＋の存在下で高い運動活性を示すこ

とが明らかにされた。

e．pHに対する精子の運動活性の特性

　　　pHによるニジカジカの精子の運動活性の変化を図79に示した。本種

の精子は、pH　6．0では殆ど運動活性を示さないが、　pHが上昇するに従って運

動活性を増加させ、7．5で最高値を示し、pH　8．0～9．0でも最高値と同程度の

運動活性を示した。このことから、本種の精子は中性から弱アルカリ性の範囲

で高い運動活性を示すことが明らかとなった。

f．人工卵巣腔山中での精子の運動活性

　　　ニジカジカの卵巣二二の主な陽イオン組成、浸透圧（表3）、および

pHから、人工卵巣二二（AOF：NaC1，171　mM；KC1，8・4　mM；CaC12，0・41　mM；

MgC12，1．52　mM；HEPES，20　rn　M；浸透圧365　mOsm；pH　7・7）を調製した。細

胞培養フラスコ（容量50mDにAOFを10　ml入れ・個体別に採取した精液

各10μ1を加えて軽く撹拝し、緩く蓋：を閉めた状態で10℃に保った。24時
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図78．　ニジカジカ精子の各種電解質溶液による運動活性の変化．
（平均値±標準誤差）

20

10

0

（．

W
）
喜
■
旧
ぢ
∈
∈
」
o
α
ω

Alcichthys　alcicornts

N＝5

6 7 8 9
pH

図79．ニジカジカ精子のpHによる運動活性の変化
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問毎にフラスコ内の精子を顕微鏡下で観察し、運動活性の有無を調べた。その

結果・AOF中では精子は上記の他の溶液と比べて遙かに長く運動を続けること

が知られた（表5）。運動日数は短い例で7日、長い例では14日に及んだ。

このことから本種の卵巣腔液は浸透圧、イオン組成、および　pHだけに限っ

ても・精子の運動に対して極めて適した液環境であることが裏付けられた。

g．その他の魚種の精子の運動活性

　　　イソバテング・アサヒアナハゼ、ベロ、およびスジアイナメの精子の運

動活性に対する浸透圧の影響を調べた。

　　　体内配偶子会合型のイソバテングの精子は精漿および卵巣腔液中でニジ

カジカのそれと同様に長い時間（1時間以上）運動を続けた。浸透圧を変えた

試験溶液を用い精子の運動活性と浸透圧の関係を調べた結果を図80に示した。

NaC1溶液では300　mOsm以上の濃度で運動活性が見られ：た。運動活性は600

mOsmで最高値を示した。　KC1溶液でもNaC1溶液と同様な傾向が見られたが、

運動活性は全体的に低かった。本種の精子はニジカジカとは異なり、マニトー

ル溶液でも400～500mOsmの濃度で高い運動活性を示し：た。またNaC1およ

びKC1溶液では海水とほほ1等張な1000　mOsmでもなお比較的高い運動活性を

示したが、海水中では運動活性を示さず、わずかに首振り運動が見られただけ

であった。

　　　同じく体内配偶子会合型と目されるベロの精子は、浸透圧が300～700

rnOsrnの溶液で運動活性：を見せた。　NaC1溶液では300　mOsm・KC1溶液では

600mOsra、マニトール溶液では400　mOsmで運動活性は最も高かった。特に

NaCl溶液では200～400　mOsmの範囲でKC1およびマニトール溶液に比べ精

子の運動活性は有意に高かった（図81）。また・海水中では精子は全く運動

活性を示さなかった。

　　　アサヒアナハゼの精子の運動に対する浸透圧の影響を調べた結果を
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表5．　ニジカジカ精子の人工卵巣腔液中での運動時間（日数）．

　　　　　　Flsh　No．　Duratlon　（day）
1 8

41

7

4
－
　
4
一
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図81．　ベロ精子の浸透圧による運動活性の変化・
（平均値±標準誤差）
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図82に示した。本種の精子はNaCl、　KCI、およびマニトール溶液のいずれに

おいても・浸透圧が300～400mOsmの範囲でのみ運動活性を示し、またマニ

トール溶液ではNaC1、およびKC1でよりも高い活性をみせた。

　　　真卵生魚スジアイナメの精子ではNaC1、　KCI、およびマニトール溶液の

300mOsm以上の浸透圧で運動活性が認められた。　NaC1とKCI溶液では400

mOsm、マニトール溶液では506　mOsmで最高値；を示し、それより浸透圧が高く

なるに従って運動活性は減少する傾向が見られた。しかし、海水とほぼ等張な

1000mOsmのNaC1およびKC1溶液でも、海水内と同程度（20分）の運動活

性を示した（図83）。

3）卵の付活および受精に必要な環境特性

a．浸透圧に関する特性

　　　海水（940mOsm）、平衡塩類溶液（b．s．s．；NaC158．44　g／1，KC12．09

g／1，CaC122．52　g／1；1860　mOsrn）、およびCa・free　b．s．s．（1820　mOsm）を

数段階に希釈した試験液を用い、各試験液に既交尾魚から搾出した卵を移し、

受精率と付活率を計測した。

　　　浸透圧が付活に与える影響について調べた結果を図84に示した。海水

を用いた場合には、希釈濃度が110mOsm以上で60％以上の付活率を示した

が、これより低い希釈濃度では付活率が急激に減少した。b・s・s・を用いた場合

には、260mOsm以上で70％以上の付活率を示し：たが・120　mOsmでは付活が

全く起きなかった。・一方、Ca－free　b．s．s．を用い：た場合には・希釈濃度が910

mOsmでは80％の高い尉面率を示したが、希釈濃度がそれより低くなると付活

率は徐々に減少し、希釈濃度が460mOsmで付活率は約4％と極めて低い値を

取った。

　　　浸透圧が受精に与える影響について調べた結果を図85に示した。海水

を用いた場合では、希釈濃度が310鵬Osm以上で70％以上の受精率を示した
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スジアイナメ精子の運動活性と浸透圧の関係．
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図84．　希釈海水（SW），平衡塩類溶液（b．　s．s．），および

Ca－free　b．s．s．を用いた浸透圧と付二三の関係．
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図85．　希釈海水（SW），平衡塩類溶液（b・s・s・）・および

Ca－free　b．s．s．を用いた浸透圧と受精率の関係・矢印は卵巣腔

液の浸透圧を示す．
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が、これより低い希釈濃度では受精率は急激に減少した。b．s．s．を用いた場合

は希釈濃度が930～260mOStnの溶液で、70％前後の高い受精率を示し、希釈

濃度がこの範囲よりも低いと受精率は急激に減少した。一一方、Ca－free　b．s．s．

中では、希釈濃度が910～460mOsmの範囲で、受精は全く見られなかった。

以上の結果からニジカジカ卵の受精および付活は、浸透圧が卵巣腔液（347

mOsrn）より低張でも十分に起きるが・受精にはある濃度以上のCa2＋が必要で

あること、しかし直航には浸透圧が高い条件の下ではCa2＋が必ずしも必要で

はないことが示された。

b．2価陽イオンに関する特性

　　　直配および受精に対する2価の陽イオンの影響を調べるため、体液と

ほぼ等張である300mOsrno1！kgのNaC1水溶液に、　CaCI2またはMgC12を様

々な濃度になるように加えた試験溶液を用い、既交尾魚から搾出された卵を浸

漬して受精率と付活率を計測した。

　　　図86にCaC12を用い：た場合の結果を表し：た。ニジカジカの卵はCa2＋

濃度がおよそ10mM以上で80％以上の高い受精率を示したが、0．57　mM以下

では受精は全く起こらなかった。このことからニジカジカ卵の受精には媒質中

に少なくとも0．57mM以上のCa2＋が必要であることが示された。

　　　図87にMgC12の濃度を変えた場合の受精率の変化を示した。本種の

卵はMg2＋の濃度がおよそ25　rn　Mで50％、50　mM以上で80％以上の受精率

を示した。ま：た、10mMでは受精率は15％と極めて低く、2．63　mM以下では

0％であった。このことから、ニジカジカ卵の受精はMg2＋によっても引き起

こされるが・その効果はCa2＋と比較して弱いことが示され：た。また、特種の

卵巣腔液のMg2＋濃度が1．52　mMであったことから、Ca2＋のみならずMg2＋

の濃度においても、卵巣腔液は受精に必要な条件を満たしていないことが示さ

れた。
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c．卵内へのCa2＋の透過およびその阻害と受精および付活

　　　実験に先立ち・AOF中での卵の付活および受精の有無を調べた。　AOFお

よび20mMのCaC12を添加したAOF中に、未交尾魚および既交尾魚から搾

出した卵を移した後の付票率および受精率を表6に示した。既交尾魚および

未交尾魚から搾出した卵はAOF中では付活も受精も起こさなかった。また、

これらの卵を海水に浸漬すると、既交尾魚の搾出卵は受精を起こし、未交尾魚

の搾出卵は付活を起こした。このことからAOFは配偶子会合の有無に関わら

ず、未受精卵の保存に適した溶液であることが確認された。Ca　Cl　2を添加した

AOFに卵を浸漬した場合には、既交尾魚の搾出卵は受精を起こしたが、未交尾

魚の搾出卵は全く変化を起こさなかった。

　　　AOFおよびCa，Mg－free　AOF（NaC｝，171　mM；KCI，8．4　mM；EDTA　2Na，

0．2mM；HEPES，20　mM；pH　7．7）中で、カルシウム透過担体のA23187を濃度

が5　Zt　glm1となるように希釈した液を用いて卵内にCa2＋を透過させた場合、

既交尾魚および未交尾魚のいずれの搾出卵も、Ca2＋およびMg2＋の有無に関

わらずA23187処理により付活：を起こしたが、受精は起こさなかった（表6）。

　　　次に、カルシウムチャンネル阻害剤のベラバミルを用いて、卵内への

Ca2＋の透過を阻害した（表7）。ベラバミル：を濃度が0．05　mMになるように

AOFおよび海水に添加し、卵を処理した。未交尾魚の搾出卵をベラバミルを溶

解した海水に移した場合、殆どの卵は正常に付届を起こした。また、既交尾魚

の搾出卵をそのまま・またはAOF中でベラバミル処理した後、ベラバミルを添

加し：た海水中に移した場合でも、卵は受精を起こした。

d．イソバテング卵の受精に対する浸透圧および2価陽イオンの影響

　　　b・s・s・およびCa－free　b・s・s・を数段階に希釈した潮汐に、既交尾のイ

ソバテング卵を浸漬したときの受精率および付活率を図88に示した。b．s．s．

を用いた場合には・希釈濃度が930mOsmでは受精率および自活率は共におよ

　　　　　　　　　　　　　132
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表6・Ca　ionophore　A23187処理によるニジカジカ卵の受精率および付活率．

Immersing　　　　　Nαof　eggs Activated ：Fertnized
solu重ion　　　　　examined eg9（％） eg9（％）

Eggs　from AOF　　　　　　　　53 0（0）

一uncopulated　fish

AO】F＋ノM23187　　　　　　　57 96（55）

一
Ca，Mg・free　AOF　　75 0（0）

一
Ca，Mg・free　AOF　　53＋A23187

100（53）

一

SW　　　　　　　　　59 100（59）

一朋闘髄開開”開囎闘開口開’闘闘’開・・開……・………開……・………開……。開。開。。＿朋＿開＿．．＿賄．，

Eggs　from AOF　　　　　　　　93 13（12）＊ 13（12）＊
copulated行sh

AOF＋A23187　　　　92 100（92） 10（9）＊

Ca，Mg・free　AOF　　88 10（9）＊ 10（9）＊

Ca，Mg・free　AOF　　82＋A23187

100（82） 13（11）＊

SW　　　　　　　　109 93（101） 78（85）

＊印は壊卵の混入により付活および受精を起こしたものと思われる．
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表7・ベラバミル処理によるニジカジカ卵の受精率および付活率．
1

Washing Immersing N｛Lof　eggs Activated Fertmzed
SO聖usion solution examined eg9（％） eg9（％）

Eggs　from

一
AOF 53 0（0）

一uncopulated　fish

一 SW 59 100（59）

一

一 SW 72 100（72）

一　　　　　　　　　　　　　＋verapami1・・9・・開・開。・開闘膨騨。聰・開鵬’開。・朋…　闘・・・・・・・…　鱒…　囎・髄聴・・鴫・。…　闘鴫・・．．6．．。．．＿．．．．一鱒．．．鱒賄．騨．．開四冒．

Eggs　from
盾盾垂浮撃≠狽?ｄ職sh 一

AOF 93 13（12）＊ 13（12）ホ

［ 　AOF{verapamiI
SW 102 100（102） 99（101）

　AOF{verapamil 　SW{verapamn 104 100（104） 99（103）

…

一 SW 100 100（100） 100（100）

［

零印は壊卵の混入により付活および受精を起こしたものと思われる．
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そ80％と高値を示し：たが・希釈濃度が470mOsrnでは受精率および付活率は

およそ35％に減少し・さらにそれ以下の希釈濃度では受精も付活も全く起き

なかった。一方・Ca－free　b・s・s．を用いた場合には、どの希釈濃度においても

受精は起きず・希釈濃度910rnOsmでわずか9％の付活が見られたのみであっ

た。これらの結果から・イソバテングの卵の受精および付活にはCa2＋の存在

に加えて・体液と等張かそれ以上の浸透圧条件が必要であることが示された。

　　　次に受精に対する2価陽イオンの影響：を調べた。実験には0．5MNaC1、

0・15MNaC1・および0・3　Mグルコース水溶液にCaC12を添加し：た液を用い、

既交尾魚の搾出卵を浸漬して受精率を調べた（図89）。海水とほぼ等張な

0．5MNaC1溶液を用いた場合には、　CaC12の濃度が0．5　mM以上で受精が見

られた。体液とほぼ等張な0．15MNaCl溶液を用いた場合にはCaC12が1．O

mM以上で受精が見られ、0．5　mM以下の濃度では受精は全く見られなかった。

一方、0．3Mグルコース液を用いた場合にはCaC12の濃度に関わらず受精は

起きなかった。

　　　0．15MNaCl液量にMgC12を添加し、その中での受精率を調べた結果

を図90に示した。本種の卵は、体液とほぼ等張な浸透圧条件下において4

mM以上のMgC12の存在により受精を起こしたが、2mM以下の濃度では受精

を起こさなかった。

　　　以上の結果から・イソバテング卵の受精には、卵巣母液と等張な浸透圧

環境では少なくとも0・5mM以上のCa2＋ま：たは2翻以上のMg2＋が必要で

あることが示された。薬種の卵巣心証中のCa2＋濃度が0．31　mM、また、Mg2＋

濃度が1．14mMであったことから、Ca2＋およびMg2＋の濃度が低いことによ

って卵巣内での受精が抑制されているものと考えられた。

e．スジアイナメ卵の受精に対する浸透圧およびCa2＋の影響

　　　スジアイナメの卵は・搾出後卵巣盆踊に浸ったままの状態で媒精した後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　136
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に海水に移した場合100％受精を見せたが、海水に移さず卵巣腔液内に留めて

置いても高い割合（約80％）で受精した。そこでまず浸透圧が受精に及ぼす

影響を調べた。搾出した卵を媒精した後、希釈したb．s．s．中に移すと、希釈

濃度が210mOsm以上で受精率・付下率共に80％以上の高値を示し、100

mOsmの希釈濃度でもなお受精率は65％、付活率は90％を示した（図91）。

　　　次にCa2＋が受精に与える影響について調べた。実験には搾出した卵を

そのまま媒精した群と・卵巣腔液中のCa2＋の影響を除くためCa欠如スジア

イナメ人工卵巣腔液（NaCl，165　mM；KCI，7．8　mM；EGTA2Na，1mM；20　mM

T「is“HCI　buffer；pH　8・0）で卵表面の卵巣腔液を洗浄除去した後に媒精した

群とを設け、それぞれCa－free　b．s．s．中に移した後の受精率および付活率を

調べた（図92）。搾出した卵をそのまま媒精した場合には、Ca－free　b．s．s．

の希釈濃度が910mOsmでは受精率は35％と低かったが、それ以外の希釈濃

度では70～90％と高い受精率を示した。また、堅粥率は全ての希釈濃度でほ

ぼ100％に近い値を示した。しかし卵を洗浄後媒精し、Ca－free　b．s．s．に移し

たものでは、全ての希釈濃度で40～90％の付三唱が得られたが、受精はどの

希釈濃度においても全く見られなかった．以上の結果から真卵生種のスジアイ

ナメにおいても、受精にはCa2＋が必要であること、また、卵巣腔液中の

Ca2＋濃度は受精に必要な濃度に達しており、卵巣腔液中でも受精が十分可能

であることが示された。

3．考察

　　　本研究に用いたニジカジカをはじめ体内配偶子会合型の繁殖様式を取る

種では・すでに交尾を行った雌の卵巣内では・精子が排卵された卵の卵門内に

侵入するが・それに続く受精反応は起きない（Mu　ne　ha　ra　et　al．，1989；
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Mu・ne・ha　ra　e七al・・1991）。そこで本研究では、これらの種の配偶子会合の環境

である卵巣三二の性状と・精子の運動および卵の受精に必要な生理的条件を明

らかにすることにより・いかにして卵巣内で雌雄配偶子の会合が円滑に行われ、

次に起こるべき受精反応が抑制されているのかを明らかにしょうと試み：た。

　　　本研究ではまず・体内配偶子会合型の魚種の卵巣腔液の性状を調べ、真

卵生種の卵巣腔液のそれと比較した。ニジカジカの卵巣腔液の主な陽イオンの

うちNa＋は血清と同じく　190　mMと最も多く、この特徴は同じ体内配偶子会

合型のイソバテング・および真卵生種のスジアイナメでも同様であった。その

他の陽イオンはNa＋に比べていずれも著しく低い値を示したが、これらのう

ち特にCa2＋が注目された。ニジカジカではCa2＋が同種血清と比べて1／15

と少ないのみならず、スジアイナメの卵巣腔液と比べても1／4と低かった。

同様にイソバテングでも卵巣腔液のCa2＋濃度は、スジアイナメと比較して著

しく低い値を示した。このような卵巣腔液の性状が、海産カジカ科魚類、特に

体内配偶子会合型の種（Mu　ne　ha　ra　et　al．，1989）の卵巣愛液に共通した特徴

であるか否かは興味深いところである。

　　　一・般に体外受精型の魚類の精子の運動の場は、その種の繁殖環境に応じ

て体液よりも浸透圧の低い淡水か、逆に浸透圧の高い海水である。体内配偶子

会合型の種では精子は交尾により卵巣腔内に送り込まれ、そこで排卵された卵

と会合する。従って精子運動の場は胎生魚と同様に浸透圧が体液と等張な卵巣

腔液中である。ニジカジカで精子の運動活性と浸透圧の関係を調べた結果、

NaCl溶液中では体液と等張な300～400　mOsmで最も運動活性が高かった。一

方・KC　1溶液では同じ浸透圧条件下では運動活性が低く、非電解質のマニトー

ル溶液中ではいずれの浸透圧でも全く運動活性を示さなかった。さらにニジカ

ジカの精子の運動活性に対する各種イオンの影響について調べた結果からも、

精子の運動活性が他のイオンよりもNa＋の存在下で有意に高められることが

明らかとなった。これらの結果は本種の精子が体液浸透圧下で特にNa＋に強
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く依存する液環境で運動可能であることを示している。

　　　pHについては・7・5以上で精子の運動活性が高かった。ニジカジカの

卵巣腔液のpHが約7．7であったことからも、三種の卵巣二二が精子の運動

に適した環境であると言えよう。さらにこのことを裏付けるため、AOF中での

精子の運動時間を調べた結果、精子は7日から14日もの問運動を続けた。

この運動継続時間は雑菌の繁殖による環境の悪化によって大きく左右され、も

し雑菌の繁殖がなければさらに長い時間運動を続ける可能性もある。このこと

からニジカジカの卵巣二二は、そのイオン組成、浸透圧、およびpHが精子の

活性維持に極めて適したものであることが確かめられた。交尾によって卵巣内

に送り込まれた精子は、もし卵巣二二が産卵期間中絶えず分泌されているとす

れば、その期間の大部分を運動し続けるであろうし、また他の卵生種で示唆さ

れているように排卵の度毎に卵巣二二の分泌のピークが繰り返される（T．S．

Yamamoto，1963）とすれば、その排卵二期には卵巣腔内の液環境中の何らかの

要因の変化によって不動化されているのかもしれない。

　　　一方、ニジカジカでは初回産卵、即ち未交尾の雌が産卵する際には、産

卵直後に行われる交尾によって雄から放出される精子で体外受精をすることが

知られている（Mu　ne　ha　ra，1988）。今回の観察で、二種の精子は海水の浸透圧

下でも約3分間の運動を行うことが確かめられた。このことは、交尾後の体

内での配偶子会合の成立に加えて、環境水中でも配偶子会合と受精が可能であ

る二種の特異な繁殖様式の成立を裏付けるものである。

　　　イソバテングは、ニジカジカと同様に体内配偶子会合型の繁殖様式を取

ることが最近明らかにされた種である（Mu　ne　ha　ra　et　a1．，1991）。品種の精

子の運動活性を調べた結果、運動活性の高い浸透圧は体液よりもやや高張な

400～600mOsmにあったが、　NaC1溶液では体液浸透圧で十分に運動可能であ

ることが示された。しかし、海水とほぼ等張な1000rnOsmのNaC1および

KC　1溶液でも運動が観察されたにもかかわらず、海水中では精子は全く運動し
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なかった。このことと、非電解質溶液中でも高い運動活性を示したことから、

イソバテングの精子の運動を保証する条件についてはなお問題が残された。し

かし・少なくとも本志ではニジカジカのように海水中でも配偶子会合が起きる

ことはなく、専ら体内で配偶子会合が行われるものと推察された。

　　　ニジカジカの近縁種であるベロは、まだ繁殖生態が明らかにされていな

い種であるが、産卵期の卵巣内に精子が存在し、雌から搾出した卵を海水に浸

漬することにより受精が起き胚発生が進むことが確認されたことから、体内配

偶子会合型であることが明らかとなった。本島の精子の運動活性のビPtクは

NaC1溶液中で300　mOsm、　KC1溶液中では600　mOsmにあり、海水中では運動

は見られなかった。このことから、品種も専ら交尾により卵巣内で配偶子会合

を起こす可能性が示された。

　　　アサヒアナハゼはカジカ科魚類の中でも繁殖生態がよく知られている種

である。四宮（1985）によると、品種は産卵期に入る前に交尾を行なうという。

また、アサヒアナハゼの卵巣腔内に排卵された卵を光顕により観察した結果、

精子は卵門内に侵入しているが卵原形質内には陥入していないこと、動物極に

は第2減数分裂中期の染色体、および第1極体が認められたことから、既交

尾のニジカジカの場合と同じく、体内配偶子会合型であることが確認された。

本種の精子の運動活性と浸透圧の関係を調べた結果、NaC1、　KC1、およびマニ

トール溶液のいずれにおいても、精子は体液と等張な300～400mOsrnでのみ

運動を行ない、配偶子の会合が卵巣内でしか起こらないことが示唆された。

　　　以上のように、体内配偶子会合型の繁殖様式を取る種ではいずれも、精

子は体液と等張な浸透圧条件下で高い運動活性を示す。特にニジカジカ精子は

浸透圧のみならずイオンおよびpHについても卵巣内での運動に適した性質を

もつことが明らかにされた。浸透圧に対するこのような精子の性質が必ずしも

体内配偶子会合種のみに見られる特性ではないことは、真卵生種のスジアイナ

メの精子が体液と等張な浸透圧で高い運動活性を示したことからも分かる。し
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かし・体内配偶子会合型への特化の特徴として、精子の運動可能な浸透圧が体

液と等張な範囲へと狭まって行く傾向がニジカジカ、ベロ、およびアサヒアナ

ハゼを通じて示唆された。

　　　本研究で精子活性を調べたカサゴ目カジカ科のニジカジカ、イソバテン

グ・ベロ・アサヒアナハゼ・およびアイナメ科のスジアイナメの精子は、輪精

管から取り出した精液中で既に運動しており、しかもその運動時間は極めて長

い。一般に魚類の精子は精漿中では運動を抑制されており、環境水に接して初

めて運動を開始することが知られている（森沢，1984）。このような現象は、

ニシン科のClu　pea　pallasi（柳町，1957a）、サケ科のOncorhynchus　ke七a、

Oncorhynchus　rnasou、　Salmo　gairdneri、およびSalvelinus　leucomaenis（森

沢・石田，1987）、カダヤシ科のPoecilia　re・ti・cu・la・ta、　Gambusia　affinis、

コイ科のCyprinus　carpio、　Tribolodon　hakonensis、　Carassius　auratus、

Carassius　carassius、カレイ科のLimanda　yokohamae、　Microstornus　achne、

Kareius　bicoloratus、フグ科の旦型nipho　b1　es、タラ科のGadus　morrhua

（Morisawa　and　Suzuki，1980）、カワカマス科の趣lucius、ハタ科の

Dicentrarchus　labrax、タイ科のSparus　auratus（Bi11ard，1978）など、多

．くの魚種で報告されている。一方、精漿中で精子の運動が確認されている種は、

カジカ科のカンキョウカジカCottus　hangiongensis（太田ら，1984）、アサ

ヒアナハゼ（平井，1986）、ダンゴウ歯科のホテイウオAptocyclus

ventriCOSUSなどがあり・これらの魚種が全てカサゴ目に属していることは興

味深い。

　　　魚類の精漿のイオン組成はこれまでに多くの種について調べられており、

一般にNa＋が血清よりも低く、高濃度のK＋を含むことが知られている

（Morisawa　et　al・・1983a，b；Steyn　and　Van　Vu　re　n，1986）．。サケ科魚種で

はこの高志度のK＋が精漿中での精子の運動：を抑制している（Mo　ri　sa　wa　and

Suzuki・1980）。しかし・他の魚種ではK＋の働きについては明らかにされて
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いない。ニジカジカ・イソバテング、およびスジアイナメの精漿も多くの魚種

と同様にNa＋が血清と比較して少なく、K＋が高い値を示しており、このよう

な特徴は魚類の精漿に共通したものであると考えられる。今回使用した魚種で

はいずれも・精漿中で精子が運動を行なうことから、K＋が直接精子の運動の

抑制に働いている可能性はない。また、これらの魚種では輪島管内で精子が運

動を停止しているか否かは明らかにはできなかったが、もし輪精管内で精子が

運動を停止しているとすれば、その運動の開始にはこれまでの魚類の精子では

知られていない全く別の機構（酸素分圧、二酸化炭素分圧、pHの変化など）

が働いているものと思われる。これらの魚種の精子の運動開始機構の解明につ

いては今後の研究課題として残された。

　　　交尾を経験したニジカジカの卵巣内での受精の抑制現象にかかわる要因

を明らかにするため、受精に必要な浸透圧とCa2＋濃度を調べた。その結果、

希釈海水および希釈b．s．s．では浸透圧が約300　mOsm以上で高い受精率を示

したが、Ca－freeの希釈b．s．s．では受精は全く起きなかった。また、　Ca2＋濃

度については10mM以上で高い受精率がみられ、0．57　mM以下では全く受精

しなかった。ニジカジカの卵巣腔液の浸透圧は平均347mOsmであり、上記の

結果から浸透圧からみる限り受精に必要な条件は満たされている。しかし、卵

巣五臓のCa2＋濃度は0．41　mMで、受精に必要な0．57　rn　Mを下回っている。

このことからニジカジカの卵巣内で受精を抑制している主な要因は、卵巣馬弓

に含まれているCa2＋の濃度にあることが明らかとなった。実際の産卵では卵

が海水中に放出され、疎外のCa2＋濃度が上昇する（約11　mM）ことによって

受精反応が始まるのであろう。

　　　ニジカジカと同じく体内配偶子会合型のイソバテングでは、希釈b．s．s．

の浸透圧がおよそ930mOsmでは高い割合で受精が見られ：たが、470　mOsmで

は受精率はかなり低下し、260rnOsmでは全く受精しなかった。イソバテング

の卵巣腔液の浸透圧はおよそ290mOsmであったことから、この種では卵巣腔
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液の浸透圧そのものも受精を起こすのに十分な条件にはないものと思われる。

さらに受精に必要なCa2＋濃度を調べた結果、体液と等張な浸透圧のNaC1溶

液では1．O　mM以上で受精が見られ、0．5　mMでは受精は全く起こらなかった。

イソバテングの卵巣腔液中のCa2＋濃度はニジカジカと同様に血清と比較して

極めて少なく・0・31mMであった。このことからイソバテングでは、卵巣腔液

の浸透圧とCa2＋濃度が共に受精に必要な値に達していないことが卵巣内での

受精抑制の要因となっているものと思われる。

　　　一方、真卵生種のスジアイナメでは卵巣腔液中で卵に人為的に媒精する

と受精が起きる。本種の卵の受精に必要な浸透圧を調べた結果、希釈b．s．s．

の浸透圧が約100mOsmでも受精が起こり、受精可能な浸透圧の範囲は体内配

偶子会合型の種よりも広い。しかし、三種の卵をCa－free　b．s．s．で洗浄した

後に媒精すると、いかなる浸透圧条件下でも受精は全く起きず、受精には

Ca2＋が必須であることが示された。以上のことから、受精における浸透圧お

よびCa2＋に対する体内配偶子会合型の卵の性質は、スジアイナメなど真卵生

種の卵と基本的に類似していることが示された。従って体内配偶子会合型の繁

殖様式を成立させる上で、卵巣汁液中のCa2＋濃度が受精に必要な値に達して

いないことが極めて基本的な要因となっているものと思われる。

　　　受精に関わるCa2＋の働きに関しては、これまでにも多くの報告がある。

棘皮動物および哺乳類では精子の先体反応にCa2＋が不可欠であることが知ら

れている（石原，1980）が、精子が先体を欠く硬骨魚類でも、受精および付属

におけるCa2＋の必要性に関していくつかの報告がなされている（Ginsburg，

1963；　T．　Yamamoto，　1954；　Gilkey，　1981；　lwamatsu　et　al．，　1985）　．

T・Yamamoto（1961）はメダカ卵での実験結果に基づいて、　Ca2＋が受精の第1

段階（刺激の受容）に必要であるのみならず、第2段階（受精波ないし表層

胞の崩壊・またはその双方）にも必要か少なくとも有効であると述べている。

このことは・Ca2＋が受精反応の各段階でそれぞれ異なった作用を持つことを
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示しており・受精におけるCa2＋の働きを調べる上で、配偶子の会合から融合

までの段階と・表層胞の崩壊に代表される卵の付活とは、切り離して考える必

要があることを暗示している。

　　　既交尾のニジカジカの卵巣から取り出した卵を電顕で観察した結果では、

受精に関わる精子は卵門管の先端部に達しており、卵原形質膜に緩く接着した

状態にあった。このような配偶子会合を完了した卵は卵巣腔液またはAOFに

浸漬したままでは全く変化を起こさない。これらの卵は海水またはCa2＋濃度

を高くしたAOFに移されることにより受精を起こした。配偶子会合を完了し

た卵をAOF中でカルシウムイオン透過担体（A23187）により処理した場合に

は受精は起きないことから、細胞内Ca2＋の増加は受精には直接作用しないこ

とが示唆された。ニジカジカの受精には、細胞外でのCa2＋による何らかの働

きが必要であるものと思われる。1wamatsu　et　al．（1985）はメダカ卵の受精

には細胞外のCa2＋が必要であるとし、この細胞外のCa2＋が精子の卵原形質

膜への接着から膜融合までの段階に関わっていることを示唆している。ニジカ

ジカでもこれと同様なことが示唆された。このような受精反応開始時における

細胞外のCa2＋の働きは、ニジカジカに限らず硬骨魚類における受精反応開始

の機構を明らかにする上で非常に興味深い問題である。

　　　一方、魚卵の付活におけるCa2＋の作用機序を調べる上で、未受精卵を

A23187で処理することにより付与：を誘導する試みは、これまでに数多くなさ

れており（Gilkey　et　al．，1978；Holland，1980；Pica　rd　and　Doree，1982；

lwamatsu　et　al．，1985）、卵の付活には細胞内Ca2＋の増加が必要であるこ

とが示されている。Gilkey（1981）はCa2←の存在下で放光するエクオリンを

用い、メダカ卵で付畠中に遊離Ca2＋が急増することを見出し、これに基づい

て微量の外部Ca2＋が卵に働き卵内のCa2＋の放出を引き起こして、さらには

付活現象の引金を引く機構を明らかにした。1wamatsu　et　a1．（1985）はメダ

カの未受精卵が・細胞外液中のCa2＋の有無に関わらずA23187処理により州

旗継嗣　　鑛難欝難離
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活されることを示した。さらに彼等は、Ca，Mg－freeの等張液中で媒精した卵

をCaチャンネル阻害剤であるベラバミルで処理しても表層胞の崩壊を完全に

阻害できないことを示し・細胞外からのCa2＋の流入が卵の日払に直接関与し

ていないことを示唆している。また、lwarnatsu（1989）はメダカ卵に種々の薬

物を微量注射し・表層胞の崩壊が起こるまでの薬物問の時間差を測定して、精

子受容体への精子の結合が一連の酵素反応を活性化させて細胞質Ca2＋貯蔵部

位からのCa2＋の放出を惹起し、この局所的な細胞内Ca2＋の増加が表層胞の

崩壊に直接関わるCa2＋結合物質を活性化させると共に次の酵素反応系を活性

化させることを示した。ニジカジカでは、配偶子の会合を起こしていない卵を

A23187を含むAOFまたはCa，Mg－free　AOF中に浸漬すると付活が起きること

が示された。また、未受精卵をベラバミルで処理した後、ベラバミルを含んだ

海水に移しても贈呈は全く阻害されないことが示された。これらの結果から、

ニジカジカの卵でもA23187処理によって局所的な細胞内Ca2＋の増加が起き、

Ca刺激性のCa放出によって表層胞の崩壊が伝播するという、メダカと同様

な機構（Gilkey，1981）が働いていることが十分に考えられ、さらにベラバミ

ルによる付差の阻害が見られなかったことから、Ca2＋の細胞外からの流入は

直接夏菊に働いてはいないことが示唆された。

　　　哺乳類および棘皮動物のウニなどでは特に受精に関する多くの研究がな

されている。Wassarman（1987）はマウス卵の受精過程を1）精子と卵の接着、

2）精子と卵の結合、3）精子の先体反応、4）精子の卵膜への陥入、5）精子と

卵の膜融合・および6）卵の表層反応という6つの段階に分けている。この

受精過程を・本研究で観察したニジカジカ卵の受精反応の初期過程と比較して

考えると・魚類の受精反応の経路は1）精子と卵の接着、2）精子と卵の結合、

3）精子の卵原形質膜への陥入および膜融合、4）卵の表層反応の4つの段階

が考えられる。ニジカジカでは精子と卵の接着は卵巣内で完了しており、これ

は本研究で『配偶子会合』として位置付けている段階である。走査電子顕微鏡
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による観察から、この接着は比較的緩いものであることが分った。魚類の卵の

受精においては・先体を持たない精子は卵膜に開口した卵門から比較的容易に

卵原形質表面に達することができ、この点が哺乳類や棘皮動物の受精と大きく

異なる。魚類では異種間の受精を妨げるための機構に関してはまだよく知られ

ていないが・哺乳類やウニなどでみられるような精子が卵原形質膜表面に至る

までのいくつかの種特異的な反応段階は、魚類では欠けている。従って、精子

と卵の種特異的な反応段階が魚類にも存在するとすれば、それは精子膜と卵原

形質膜との結合の段階にあると思われる。卵巣内で配偶子会合を完了したニジ

カジカの卵では、精子と卵の結合以降の段階は卵が海水中に産卵されることに

より始まる。従って、細胞外のCa2＋は精子と卵の結合以降の段階に働いてい

ることが考えられる。

　　　本研究から、体内配偶子会合型の種では、配偶子会合を完了した卵と精

子は、卵巣腔液のCa2＋濃度が受精に必要な値に達していないために、卵巣内

では受精反応を起こさないことが示された。ニジカジカおよびイソバテングの

卵が等張液中で受精可能となる生理的な特性は、Ya欄amo七〇（1961）のいう

Oryzias　typeなどの真卵生魚の卵と基本的に異なるところはない。しかし、

精子の浸透圧に対する運動活性の特性には、一般的な卵生魚の精子と異なり、

体内配偶子会合型への特化の過程がうかがえる。また、本研究の結果から、体

内配偶子会合型の繁殖様式を成立させる上で卵巣腔液、特にCa2＋が果す役割

が極めて大きいことが明らかとなった。カジカ科魚類の卵巣腔液のCa2＋濃度

が体内配偶子会合型への溶化の過程で低下してきた可能性を探ることは生態学

的にも興味深い点である。

　　　細胞間接着因子としてのCa2＋の働きに関して、　Pagano　and　Takeichi

（1977）はチャイニーズハムスターに由来する腫瘍性の繊維芽細胞の接着に

Ca2＋依存性の機構が存在することを示している。このCa2＋依存機構は極く

微量のトリプシンで失活するが・接着基がCa2＋と反応すると何らかの構造変
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化を引き起こしトリプシン抵抗性となるという。また、ウニの卵膜表面の精子

受容体蛋白は・糖残基の特異的配列を認識して結合することから、レクチンの

一種であることが明らかにされている（Glabe　e七al．，1982）。レクチンと特

異糖との結合・およびレクチンの持つ凝集作用の活性化にはCa2＋やMn2＋な

どの金属イオンが必要であるため（Sharon　and　Lis，1972）、細胞外のCa2＋

はレクチン様の精子受容体の活性化に働いていることも十分考えられる。魚類

の受精における精子と卵の種特異的認識がレクチン様物質によって仲介されて

いるのか否かは魚類の卵の精子受容体、および精子表面の卵結合蛋白の分離と、

それらの生理的性質に関する今後の解明により明らかにされよう。
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V　ニジカジカの受精に関わる卵および精子表面の糖鎖

1．材料と方法

1）実験魚

　　　本研究には、ニジカジカを用いた。実験魚は第皿章に述べたように採集、

飼育されたものを用いた。魚から卵および精子を搾出し、以下の実験に供した。

2）レクチンによる受精阻害実験

　　　実験にはCon　A、　WGA、　RCA60、およびLFAの4種のレクチンを用いた。

各レクチンは予め濃度が1mg！rn　1となるように、　AOFで溶解し、適宜希釈し

て用いた。

　　　シ」b　一レに10mlのレクチン溶液を入れ、未交尾魚から搾出した卵を

約100粒添加した後よく撹絆し、さらに精液：を20μ1加え、約5分間静置

した。次にレクチン溶液を捨て、卵を海水で2回洗浄した後、最終的に海水

に浸漬し10℃で約20時間静置した。その後、実体顕微鏡下で受精、未受精

の識別を行なった。受精は卵割を指標とした。

　　　既交尾魚から搾出した卵については、10mlのレクチン溶液に約5分

間浸漬した後、海水で2回洗浄し、海水に浸漬し：た状態で10℃、20時間静

置し、上記と同様に受精、未受精を識別した。

3）レクチンによる精子の凝集反応

　　　搾出された精液をレクチン液で希釈し・顕微鏡下で精子の運動と凝集の

有無を確認した。
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4）組織学的観察

　　　実験に先立ち、ペルオキシダーゼで標識されたConA（p－ConA）およ

びWGA（p－WGA）を濃度が10　U　g／mlとなるようにAOFに溶解した。精子、お

よび未交尾魚から搾出した卵をp－Con　Aおよびp－WGA溶液に約30分間浸漬

した後、AOFで数回洗浄した。次に試料を0．2　Mカコジレート緩衝液（pH

7．4）に溶解した4％パラフォルムアルデヒドー2．5％グルタールアルデヒド混

合液で5時間固定した後、4℃に冷やした0．1MPBS（pH　7．4）で洗浄した。

その後DABによる酸化重合反応を行ない、さらに0．1門PBSで洗浄した後、

氷冷した0．1MPBS（pH　7．4）に溶解した1％オスミック酸で2時間後固定

して、DA　Bによる酸化重合物の電子密度を高め、電顕での観察を可能な状態に

した。試料を常法によりエポン樹脂に包埋し、超薄切片を作成し、染色を施さ

ずに観察に供した。

2．結果

1）レクチンによる受精の阻害

a．未交尾魚卵

　　　未交尾魚から搾出した卵を10　U　glm1の濃度のレクチンで処理したとき

の受精率を図93に示した。用い：た4種のレクチンのうち、Con　A、および

WGAが対照群と比較して低い受精率を示し：た。特にWGAでは受精率はわずか

2％であって・受精はほぼ完全に阻害された。RCA60およびLFAでは受精率は

対照群とほとんど変らなかった。このことからCon　AおよびWGAはニジカジ

カの受精に対して阻害効果を持つことが示された。

　　　次に・受精阻害に効果の見られたCon　AおよびWGAについて、様々な

濃度条件での受精率を調べた。
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図93．　配偶子会合前のニジカジカ卵における種々のレクチン
処理による受精率の変化．
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　　　図94にCon　Aの濃度と受精率の関係を示した。　ConAの濃度が0．01

～1μ9／mlの時には受精率の低下は認められなかっ：たが、10μ9／ml以上で受

精率の低下が認められ、100μg／mlでは4％にまで低下した。

　　　WGAの濃度と受精率の関係を図95に示した。　WGAの濃度が0．01～0．1

μg／mlでは受精率は低下を見せなかったが、1μ8／mlでは約10％にまで低下

し、10μg／mlでは1％に満たなかった。

b．既交尾魚卵

　　　既交尾魚から搾出した卵を、受精阻害に効果の見られた100μg／mlの

Con　A、および10μg／mlのWGAで処理したときの受精率：を図96に示した。

受精率は、10μg／mlのRCA60およびLFAによる処理では対照群との問に差

を見せなかったが、Con　AおよびSvi・GAで処理した：ものではそれぞれ48％およ

び67％と、対照群の87％に比べ低かっ：た。しかし、未交尾魚から搾出した卵

を処理した場合と比較すると、受精の阻害効果はCon　AおよびWGA処理とも

に低かった。

2）レクチンによる精子の凝集

　　　10μ9／mlのWGA・RCA6・・LFA・および100μ9／miのC・n　A溶液による

精子の凝集の有無を観察した結果を表8に示した。用いた4種のレクチンの

うちWGAだけが精子を強く凝集させた。また、その際精子は運動を行ってい

ないことが確認された。他の3種のレクチン液中では精子は凝集せず、運動

も正常であった。

3）卵および精子のレクチン結合部位の電顕的検索

a．卵のレクチン結合部位

　　　図97にp－Con　Aで処理され：た卵の歩歩付近の電顕像を示した。
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受精率の関係．
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図95．　ニジカジカ卵におけるWGA処理濃度と
受精率の関係．
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図96．　配偶子会合完了後のニジカジカ卵における種々の
レクチン処理による受精率の変化．

表8．AOFに溶解した種々のレクチンによるニジカジカ
精子の凝集および運動活性の有無．　＋は有，一は無を表す．

　Lectin　Conc．　Sperm　agglutination　Sperm　motility

WGA

Con　A

RCA　60

LFA

10　pg／m1

100　pg／m1

10　pg／m1

10　pg／ml

十
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図97．ペルオキシダーゼ標識されたCon　Aで処理した卵の卵門
　　　　付近の透過電顕像．
a．卵膜表面の電顕像．Con　Aは卵膜表面く矢印）に結合している．

　　×　27，000

b．卵門付近の卵原形質の電顕像．Con　Aは卵原形質膜表面（矢印）

　に結合している．　×80，000

層て

a
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図98．ペルオキシダーゼ標識されたWGAで処理し：た卵の卵門
　　　　付近の透過電顕像．
a．卵膜表面の電顕像．WGAは卵膜表面（矢印）に結合している．

　　×　40，000

b．下下付近の卵原形質の電顕像．卵原形質膜表面にはWGAの結合
　は見られない．　×40，000
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P。ConAの結合による沈殿物は主に卵膜の表面に見られた。この部位をさらに

拡大して観察すると、卵膜の最外層のさらに外側に見られる微細な繊維状の構

造を取る層にP－ConAによる沈殿物が沈着していた（図97－a）。また、一門

付近の卵原形質膜上にもp－Con　Aの結合による沈殿物が認められた（図97－

b）　o

　　　p－WGA処理による沈殿物もまた、　p－Con　Aと同様に主に卵膜の最外層の

外側にある微細な繊維状の層に沈着していた（図98－a）。しかし、卵原形質

膜表面にはp－WGAの結合は認められなかった（図98－b）。

b．精子のレクチン結合部位

　　　図99にp－Con　A、およびp－WGAで処理された精子の電顕像：を示した。

精子表面にはp－Con　Aの結合は認められなかった（図99－a）。しかし、

p－WGAで処理された精子では頭部表面に電子密度の高い沈殿が認められ（図

99－b）、p－WGAが精子表面に結合することが示された。

3．考察

　　　無脊椎動物および脊椎動物の多くの動物種で、受精において重要な働き

を持つ蛋白性の物質が配偶子表面に存在することが確かめられている。棘皮動

物では、卵表面を覆うゼリー命中に精子の魚体反応を誘起する物質が存在し

（遠藤，1971；星ら，1987；suzuki，1990）、卵膜表面および卵原形質表面に

は一体反応を起こした精子の先体内膜と結合する精子受容体が存在することが

知られている（Glabe　and　Vacquier，1977；Rossignol　e七al．，1984；Bravo

and　Lennarz，1986）。また、哺乳類においても、卵表面を覆う透明層に精子

と特異的に結合する精子受容体蛋白が存在する（Shur　and　Ha11，1982；Bie　i1
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and　Wassarman，1980）。一方、精子の側にも卵表面の精子受容体と特異的に

結合する物質として・ウニではバインディンと呼ばれる分子量30，500の糖蛋

白質が（Vacquier　and　Moy，1977）、また哺乳類でもウニ精子のバインディン

に相当する物質の候補としていくつかの異なる種類の蛋白質が報告されている

　（Wassarman・1987）。これらの配偶子問の相互認識を行なう蛋白質の多くは

糖蛋白質であり・特に特異的な認識を行なう部位として糖鎖が重要な働きを持

つことが報告されている（Florman　et　al．，1984；Shalgi　et　a1．，1986；

Boldt　et　al．，　1989）　．

　　　魚類の卵と精子の相互作用に関しては、卵が精子を活性化する物質を持

つことがニシン（柳町，1957b；Oh七ake　e七al．，1990）や数種のコイ科魚

　（Suzuki，1958）などで知られている程度であり、精子と卵の相互認識に関す

る報告はほとんどない。本研究では、体内配偶子会合型の種の卵がAOF中で

比較的長時間受精能を失わず、さらに媒精しても海水に移すまでは受精反応が

起きないなど、受精以前での様々な薬品処理に適しているという利点を持つこ

とから、ニジカジカの卵を用いて魚類の配偶子の相互認識、特に精子受容体の

有無を明らかにすることを目的として、種々の実験と観察を行なった。

　　　まず、魚類の配偶子膜表面にも他の動物種のそれと同様な相互認識を行

なう糖蛋白性の物質が存在するという仮定の下で、ニジカジカの卵および精子

を種々のレクチンで処理した結果、Con　AおよびWGAによる処理が受精率を

著しく低下させることが確かめられ、Con　AおよびWGAが精子および卵表面

のいずれかに結合することにより受精を阻害することが示唆された。

　　　レクチンの結合により受精が阻害される原因としては、卵または精子表

面の配偶子認識部位へのレクチンの結合・およびレクチンによる精子の凝集の

双方が考えられる。本研究では、用いた4種のレクチンのうちWGAのみがニ

ジカジカ精子に対し強い凝集活性を有していること、およびこのWGAが精子

膜表面に結合することが明らかにされた。このことから、WGA処理による受精
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率の低下の原因は精子の凝集による運動性の阻害にあるものと考えられた。ま

た・配偶子会合を完了した卵をWGAで処理した場合に受精の阻害効果が著し

　く低下したことも・WGA処理による受精の阻害が精子の凝集によることを裏付

けていた。WGAはN・アセチル。β一D一グリコサミンおよびシアル酸と特異的に

結合するレクチンであるので・精子膜表面にはこれらの直鎖の双方、またはい

ずれかが存在することが示された。サクラマスおよびティラピアでは、精子膜

にいくつかの糖脂質が含まれていることが知られている（Lou　e七al．，1990；

Lou・1990）。ま：た・Lou（1990）はティラピアの精子膜に糖蛋白が含まれてい

ることを示唆している。これらの報告は、ニジカジカの精子膜表面に糖鎖の存

在が示唆されたことと一致する。

　　　一方・Con　Aによっては精子の凝集活性が全く認められず、また、電顕

による観察からConAは卵にのみ結合することが示された。このことから、

配偶子をCon　Aで処理しだ際に見られた受精率の低下は、　Con　Aの卵表面へ

の結合に起因しているものとみなされた。受精の際の卵原形質膜と精子との相

互作用については、これまでに十分な知見は得られていない。ウニでは卵膜に

加えて卵原形質膜にもConAに対する結合部位が存在し、卵膜除去卵ではこ

のCon　Aの存在により受精が阻害されるという報告があり（Veron　and

Shapiro，1977）、卵原形質膜と精子の相互作用の存在が示唆されている。魚

類ではコイの卵原形質膜表面にConA結合部位が存在するという報告はある

（kudo・1982c）が・その働きについてはほとんど調べられていない。本研究に

より・ニジカジカの卵原形質膜表面にConAが結合することにより受精が阻

害されることが硬骨魚類で初めて示された。このことは、ニジカジカの卵原形

質膜表面に存在するCon　A結合部位が・受精の際に重要な働きを持つことを

示唆している。魚類の精子受容体が卵原形質膜表面に存在するとすれば、ニジ

カジカの卵原形質膜にあるConA結合性の糖蛋白質が精子受容体としての働

きを持つことは十分考えられる。
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　　　配偶子会合：を完了し：た卵をCon　Aで処理した場合にも、配偶子会合前

に処理した場合ほど顕著ではなかったが、受精の阻害効果が認められた。この

ことは・卵巣内で配偶子会合を完了した卵においても、配偶子の相互認識はま

だ十分にはなされていないことを示唆している。配偶子会合を完了した卵を海

水・またはCa2＋を多く含んだ等張液に移すと受精反応が始まることから、卵

巣内では低濃度のCa2＋により卵と精子の相互認識の段階が阻害されているこ

とが考えられた。

　　　ニジカジカでは、卵膜表面にもCon　AおよびWGAに対する結合部位が

存在した。卵膜に卵門を持つもの以外の多くの動物種では、先隣反応を起こし

た精子が最初に卵と結合する部位は卵膜の表面である。これらの動物種では、

卵膜の表面に精子受容体が存在することが知られている（棘皮動物：Ake七a，

1967；Glabe　and　Vacquier，1977；原索動物：Santis　and　Pinto，1987；哺乳

類：Shur　and　Ha11，1982；Ble日and　Wassar田an，1986）。硬骨魚類の受精の

際には、精子は卵膜に開口している龍門に進入し卵原形質膜表面に直接結合出

来るので、卵膜の表面に精子と結合する物質が存在する必然性は考えにくい。

　　　数種の硬骨魚類では、卵膜を構成する成分の中に糖蛋白質が含まれてい

ることが知られている（luchi　and　Yamagami，1976；Begovac　and　Wallace，

1989）。ニジカジカで見られたレクチン結合部位は、卵膜を構成する糖蛋白質

の糖鎖であったのかもしれない。特にレクチンの結合部位は卵膜の表層に極在

していたので、卵膜の表層には糖蛋白成分が多量に存在しているのかもしれな

い。一方・粘着性の卵の卵膜表層に接着物質が存在することはニシン（狩野，

1949；Ohta，1984）・ギンポ類（Ru　ss　e11，1976）・クロガシラガレイ（山本，

1951）およびスジアイナメ（宗原，1989）などで知られている。ニジカジカの

卵は心性の粘着卵であり（宗原・三島，1986）・卵膜の表層には接着物質と目

される微細な繊維状の構造が見られた。レクチンは主にこの層に結合していた

ことから・卵膜表層のレクチン結合部位は接着物質中に含まれる糖鎖である可
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能性が高い。

　　　ニジカジカを用いた今回の実験から、魚類の卵において初めて精子受容

体の存在の可能性が示され、魚類においても他の動物種と同様に配偶子の相互

認識機構が存在することが示唆された。魚類の卵で精子受容体の分離、精製、

存在部位の検証などを行うためには、今後、卵膜および卵原形質膜に関してさ

らに詳細な生化学的分析を行なう必要がある。ニジカジカなどの体内配偶子会

合型魚種の卵は・様々な試験結果を比較し易いことも含めそ、これらの研究の

材料として極めて有用であると思われる。
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　　　　これまでに数種の硬骨魚類で、卵の受精反応を微細構造学的に解明する

試みがなされてきているが・その多くは受精反応のいくつかの段階を断片的に

観察した報告（Kobayashi　and　Yamamo七〇，1981；Ohta　and置wama七su，1983；

Ohta，　1991；　Brumrnett　et　al．，　1985；　Kudo　and　Sato，　1985；　Wolenski　and

Ha　rt・1988a）か・または卵膜：を除去した卵で人為的に多精受精を起こさせた

結果についての報告（lwamatsu　and　Ohta，1978；Ohta，1985）であり、正常

な受精反応における卵と精子の変化を経時的に捉えたものはない。これは、硬

骨魚類の卵の多くが接水により短時間に受精能を失い、また魚種によっては等

張心中でも受精反応もしくは精子の卵内への侵入を起こす（Yamamoto，1961）

ため、接水後の卵を経時的に固定しても、受精反応の各段階を必ずしも同調的

には観察できないことに起因している。

　　　本研究に用いた体内配偶子会合型のニジカジカでは、交尾を行った個体

から搾出した全ての卵で精子は羨門管の内端部まで侵入して卵原形質に頭部を

接着させた状態で停止している。このような卵は海水に移行されると直ちに受

精反応を開始することから、受精反応の初期過程を経時的に観察するには極め

て適した材料である。本研究の結果・精子と卵の膜融合から精子の染色質の拡

散に至る一連の微細構造的変化を・硬骨魚類の卵で初めて明らかにすることが

できた。これを模式的に示すと図100のようになる。

　　　海水に移行する前の卵では・精子は卵門管内端部の卵原形質突起に頭部

を接着させた状態にあり・膜融合は起こしていない（図100－a）。このような

状態の卵を海水に移行すると・5秒後には精子が接着している部分の卵原形質

は比較的平坦になり原形質突起が消失する（図100－b）。このことは、卵を海

水に移行した直後に・卵原形質表層に何等かの動きが生じることを示唆してい
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ニジカジカ卵における受精の初期過程の微細構造的変化の模式図．
a：海水移行前，b＝5秒後，　c：10’一15秒後，　d：20～30秒後，　e：1～2分

後，f：3分後，　g：3分後．

100．図
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　　　　　　　　　　　　・？tLi　，’　1’　tt；・，“一

る。海水移行10秒後では、受精に関わる精子は頭部のおよそ1（2：を卵原形

質中に陥入させ、頭部の先端付近の精子膜と卵原形質膜との間で胞状化を起こ

し、膜融合を開始する（図100－c）。次いで海水移行30秒後までに・陥入し

た部分の精子膜と卵原形質膜は数箇所で胞状化を起こして・膜融合を完了する

（図100－d）。この間にも精子は徐々に卵原形質へ陥入してゆく。

　　　海水移行1～2分後には精子の中片部までが卵原形質中に陥入する。陥

入中の精子周辺の卵原形質は、初め細胞内小器官をほとんど含まず電子密度も

低いが、精子の陥入の進行に伴ってリボゾームを集積するようになり・この特

異な領域が精子頭部の侵入方向にデルタ状に拡大して行く。卵原形質に見られ

るこのような変化は、精子の陥入の際に卵原形質による精子の巻き込み運動が

起きていることを暗示する。

　　　海水移行3分後の卵では、精子はさらに深く卵原形質中に陥入する（図

100－e）。卵原形質中のリボゾームのみを含む領域は、陥入している精子の位

置よりも表層側に取り残され、この時点で精子本体の陥入は終了したものとみ

なされる。精子頭部の核膜は先端付近で胞状化を起こし（図100－f）、核膜が

完全に消失したものでは、中心体付近に胞状化した核膜の一部を残すのみとな

る（図100－g）ことから、核膜の胞状化は精子頭部の先端で始まり、中心体付

近で終了することが示唆された。

　　　以上のような受精反応の初期過程の超微構造的観察結果から・既往の研

究で断片的に得られていた結果を連続的に再構築することができた。これは今

後、硬骨魚類における受精を様々な側面から解明する上で重要な形態学的基盤

となるものと思われる。

　　　これまでに体内配偶子会合型と呼ばれる繁殖様式が・カジカ科のニジカ

ジカ（Mu　ne　ha　ra　e七al．，1989）・イソバテング（Munehara　e七al・・1991）・

ケムシカジカHemitripterus　villosus（宗原・1988a）・およびクダヤガラ科

のクダヤガラAulichthys　japonicus（沖山・赤川・1990）などで知られてい
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る。この繁殖様式の特徴として、交尾により卵巣内へ送り込まれた精子は・排

卵された卵の一門管内に進入はするが、受精反応は産卵環境である海水中に放

卵されるまでは開始されないこと、また、精子が卵巣内で比較的長期にわたっ

て受精能を維持し続けることが挙げられる。本研究では・体内配偶子会合型に

見られるこのような特異な現象を組織学的に確認するとともに・その成立要因

を雌雄配偶子、配偶子会合環境である卵巣腔液・および卵巣構造の生理的特性

から明らかにした。

　　　ニジカジカの雌雄配偶子と卵巣内液環境の持つ生理的特性に基づいて・

体内配偶子会合の成り立ちをまとめると、図101のようになる。交尾により

卵巣内に送り込まれた精子は、浸透圧・Na㌔およびpHによって保証された

液環境である卵巣腔液中で運動を行なう。交尾を行ったニジカジカの雌の卵巣

内には多くの精子が認められ、搾出された卵の卵門管内には多くの精子が進入

している。これらの卵では二二付近の卵原形質中に第2減数分裂中期の状態

の染色体が認められ、さらにその直上部に第1極体を持つ。精子は卵門管内

端部の卵原形質に見られる突起に頭部を接着させているが、卵との膜融合は起

こしていない。この受精反応は、卵巣腔液中のCa2＋濃度が受精に必要な値に

達していないため、起こり得ない。受精は卵巣内で配偶子会合を完了した卵が

海水中に産卵されることにより開始される。

　　　体内配偶子会合型のニジカジカとイソバテングの卵巣腔液は・浸透圧が

体液とほぼ等張かやや低張であり・主な陽イオンのうちNa＋が大部分を占め

る。また、ニジカジカの卵巣腔液のpHは約7・7で・ややアルカリ側に偏し

ている。これらの浸透圧、および陽イオン濃度に関しては・本研究で用いた真

卵生種のスジアイナメをはじめ・既往の報告にあるサケ科魚類（松原・1988）・

キュウリウオ、ワカサギ・およびウグイの生殖腔液（松原・1982）でも同様の

特徴が認められ、硬骨魚類の生殖腔液の性状として極く一般的なものであると

言える．また、pHに関してもサケおよびサクラマスではアルカリ側に偏った
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海水

交尾

．

卵巣腔液環境

N　　　　　X

s

Osmola撫y　347mOsm
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嚢H7．68

s

精子の運動
活性の保証
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Ca2・＋　0。4：1鵬瓢

受精の抑制
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図101．体内配偶子会合型のニジカジカの繁殖様式の生理的成り立ち

を表わした模式図．
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｛酸示しており（松原，1988）生殖腔液として特異なものではない・しかし・

Ca2＋濃度はニジカジカで・．41　mM、イソバテングで0・31　rnM　，E・スジアイナ

メ（1．6。mM）や他の卵生魚（1．1－5．4　mN；松原，1982・1988）ここ比べても極

めて低いことが注目された。

　　　＿方、ニジカジカの精子は浸透圧が体液と等張な3・・～4・・mOsmで最

も高い運動活髄示し、それよりも高張な浸透圧では翻活性は著しく低下し

た．また、精子はNa＋の存在下で、pHlま7・5以上で高い運動活髄示した・

さらにニジカジカの卵巣二二と材ン繊およびpH　）Sir等しくした人工卵巣腔

液中では精子は7－14日と極めて長時間の運動を示した・これらの結果は・

ニジカジカの精子の特性が卵巣腔液環境での運動に極めて適したものであるこ

とを裏付けると同時に、卵巣腔液が長其胴にわたる精子の維持を保証して㍉’る

ことを　しているむ

　　　ニジカジカの卵は卵巣腔液と等張な浸透圧の下で受精を起こすが、それ

には少なくとも・．57　mM以上のCa2＋・または2・63　mM以上（1）　Mg2＋カt“必要

である．ニジカジカの卵巣腔液のCa2＋澱1ま・・41　mM・　Mg2＋濃度は1・52

州であって受精に腰な条件を瀧していない・イソバテングでも同様であ

る．さらに、ニジカジカの卵は人工卵巣腔液中では受徹起こさないが・人工

卵巣腔液にCa2城添加すると受精を起こす・このように体内継子会合型の

種では、卵巣腔液中の2価陽材ンが受精に腰な値擁していないためここ・

卵巣内での受精反応の開始を抑制されている。

　　　交尾によって卵巣内に送り込まれ騰子は・主に卵巣薄板の間隙などの

卵巣腔内に髄した撒で貯留されて㌧・る・これらの精子は産卵期間中・長し’

ものでは約1か月ほど卵巣内に留まり・排卵されてくる卵とその都度会合す

る（宗原，私信）．精子は雌に取って異物であるにも拘らず灘の免疫系によ

って排除されることなく、長期間受精能を保持し続けるためには・精子が免疫

系から何らかの方法で隔絶されてし・ることが必要である・ニジカジカの卵巣腔
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は単層の卵巣薄板上皮細胞および卵巣壁上皮細胞によって取り囲まれている・

トレーサーとしてのHRPは、産卵期の5陳では卵巣薄板上皮細胞および卵巣

壁上皮細胞の間隙にまで進入できたが、上皮細胞の自由縁の近くにある閉鎖帯

結合により卵巣腔への進入を妨げられた．このことは・産卵期の卵巣薄板上皮

雛および卵巣壁上皮細胞が血液卵巣腔関門としての機能を持ち・卵巣腔を体

液環境とは隔継れ腔間としていることを示している・卵巣腔内の精子は・

少なくとも産卵欄中は雌の一系から隔継れた状態で・異物として識さ

れることなく貯留されているのであろう。

　　　鱒の生殖様式は卵生と胎生に大別され・胎生は卵胎生という中間段階

を経て、卵生から生じたものと考えられている（Matthews・1955）・胎生現象

は現存す鞭骨鱒約18，…種のうち・14科にまたがる51・種に認められ・

鱗の上からはその多くがメダカ目とカサゴ目に集中している（w。u「ms・

1981）．カサゴ目は2・科25・属、糸勺1…働嘱する・真骨門中幡目

に大きな目であり、単一系統と見られる2つの亜目・即ちカサ二目とカジ

カ亜目からなる（Washingt・n　et　al・，1984）・このうち・胎生種の多くはカ

サゴ亜目に属するフサカサゴ科に見られ、カジカ亜目ではこれまでに

Comephorus属の2種が知られているにすぎない（Washington　et　al．，

1984）．このような難様式の分化ここは・卵生の魏様式を取るカサゴ目魚類

の祖先種から、カジカ亜目とカサゴ亜目という生息環境の異にする2群が分

岐し、底性産卵型のカジカ亜目魚類は極く一部の概除いて卵生を保つ一方・

浮島産卵型のカサゴ亜目鱒の一部が繁殖戦略の上から胎生へと特化した呂’

う、生息および産卵環境の分化が関係していると考えられている（WOU「「ns・

　　　　　

　　　搬に、カジカ類のほとんどは卵生の繁殖様式を取る・しかし・現存す

るカジカ類の中には、胎生への特化の過渡白勺な段階と見なされる交尾を行なう

種がこれまでに12属15種で確認されており（宗原・1988b）・さらに雄が
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生殖突起を持つことから交尾型の可能性が考えられている種も多数存在する。

本研究の結果、交尾を行なう体内配偶子会合型の種の中にも配偶子および卵巣

腔液の生理的性質に差異が見られ、種によって特化の段階が異なる可能性が不

唆された。これらの結果と、これまでに得られている生殖生物学的および系統

分類学的研究の結果を基に、カジカ類における真卵生から体内配偶子会合型・

さらには胎生への進化（E）過程を以下に推察してみる。

　　　後藤（1989）による、カジカ属魚類の祖先種の繁殖様式を以下の論議で

はカジカ類の祖先種として参考にする。体内配偶子会合型への特化の前適応段

階として交尾行動が挙げられる。これは、祖先種が既にベア産卵という比較的

密接な産卵行動をとっていだとすると・そこからさらに密接な産卵行動である

交尾へと適応してきたことは十分に考えられる。このように、繁殖行動の面で

の特化が起き卵巣内に精子が送り込まれるようになると、次には卵巣内の液環

境と雌雄配偶子の生理的特性が繁殖様式の分化に重大な影響を与える。

　　　卵巣内に送り込まれた精子が排卵されてきた卵との会合を起こすために

は、卵巣腔血中で運動を行なう必要がある。カジカ類の祖先種が非交尾型の体

外受精種であったと考えると（後藤，1989）、その精子の運動活性は海水と等

張な条件下で高いものと思われる。しかし・今回比較対照として用いた真卵生

種スジアイナメでも精子の運動活性は体液と等張な浸透圧条件で高いことが示

された。また、太田ら（1984）は淡水産の真卵生種であるカンキョウカジカの

精子が体液と等張な液中で運動を行なうことを示している。本研究に用いた4

種の体内配偶子会合型カジカでは精子はいずれも卵巣腔液と等張な浸透圧条件

下で高い運動活性を示した。これらの結果から・体液と等張な液中で高い運動

活性を持つ精子の性質がカジカ類のみならずカサゴ目魚類に共通した性質であ

るとすれば、非交尾型体外受精種であるカジカ類の祖先種の精子もすでに同様

の性質を持っていたと思われる。体内配偶子会合型への進化の第1段階であ

る交尾行動の特化によって卵巣内に送り込まれた精子は・その生理的特性を変
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化させることなく体内での配偶子会合を起こし得たのであろう。

　　　ニジカジカの精子は体液と等張な浸透圧条件の下で高い運動活性を示し、

体液よりも高張な浸透圧下では運動活性は極めて低い。この傾向はべロやアサ

ヒアナハゼではさらに顕著であり、これらの種の精子は高張な浸透圧下では運

動できない。ニジカジカでは産卵期の初回の産出卵は体外で配偶子会合を起こ

すことが知られており（Mu　ne　ha　ra，1988）、体内配偶子会合型の中でも特化の

段階が比較的低い種であると考えられる。これに対しアサヒアナハゼは体内で

のみ配偶子会合を行なう種であることから（四宮・1985）・獣化の段階はニジ

カジカに比べ高いといえる。両魚種の精子の運動活性の特性はこのことをよく

反映している。このように体内配偶子会合型では特化が進むに従って、精子の

運動に適した浸透圧が体液と等張な範囲に狭まる傾向が認められる・また・精

子の運動活性はニジカジカではNa＋に強く依存しており、同様の現象はべロ

にも認められる。しかし、アサヒアナハゼにはこのような現象は全く認められ

ない。

　　　以上の事実から、精子の運動活性の特性における特化の過程を類推する

と、次のようになる。海産のカジカ科魚類の祖先種の精子は、スジアイナメに

見られるように、体液から海水までの幅広い浸透圧条件下で運動活性を示し、

この運動活性は主に浸透圧に依存していた。卵巣内に精子が送り込まれるよう

になると、精子は体液と等浸透圧の条件下での運動活性をそのまま維持し・高

浸透圧下での運動活性は低くなる・また・この運動活性はなお特定のイオン濃

度に強く依存している（ニジカジカ型）。次に・体外での配偶子会合を起こす

ことがなくなると、精子は浸透圧が体液と等張な条件下での運動活性のみを維

持し、海水と等張な条件下での運動活性を失k・・その材ン澱に対する依存

髄や鰯める（べ・型）．さらに三子は材ン澱に対する依存型失い・

体液と等張な浸透圧条件下でのみ運動活性を示し・それ以外の浸透圧下での運

動活性を完全に失う（アサヒアナハゼ型）。
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　　　一方、イソバテングの精子は浸透圧が体液と等張な条件下で運動活性を

示すが、最も高い運動活性は電解質溶液では体液よりも高張な600mOsmに、

また非電解質溶液では400～500　mOsrnにあった・矢部（1988）によるカジカ

類の系統分類によると、イソバテン列まニジカジカなどが属するカジカ科とは

異なるカジカ上科のケムシカジカ科に属する繍である・ケムシカジカ科に属

する種の体内配偶子会合現象についてはまだ多くの問題が残されているが・イ

ソバテングの精子がニジカジカ、べ・、およびアサヒアナハゼの精子とは異な

った特髄持つことは、ケムシカジカ科のなかでイソバテングが体内配偶子会

合型を独自に特化させてきたことを示唆しているのかもしれない。

　　　卵巣内に精子が送り込まれ、精子が巧陳内で運動活髄持ち体内での配

偶子会合が可能になれば、次ここは卵巣内で受精が起きるか否か力溝問題となる・

体内酬禺子会合型では卵巣腔液のCa2＋灘が受精に必要な値に達してk’ない

ため、受精は起きない。このような性質が卵巣内環境の特化によるものか、あ

るいはカジカ類の卵巣腔液に元来備わっていたものなのかは不明であるが、カ

ジカ類には既知の体内受精種、すなわち胎生種が2種のみであることから考

えて、カジカ類の卵巣腔液のCa2＋濃度は元来低かった可能性が高い。おそら

くカジカ類にみられる胎生種は、その進化の過程で卵巣三二中のCa2＋濃度を

高めるか、あるいは卵の生理瑚寺性を変化させるような形で特化を起こしたの

であろうむ

　　　カジカ類の祖先種が一夫一妻であったのか一夫多妻であったのかは特定

できないが（後藤，1989）、交尾行動を行うようになると・卵巣内で精子問の

競合が起きることは＋分に考えられる・宗原ら（1991）はDNAフィンガープ

リント法により産出卵の父親判定を行うことにより・卵巣内での精子問競合の

存在を明らかにした．また・雌の初回産5隅の交尾が雄にとって子勲残すの

に有利である可能性も示唆されている・従って・雄はできるだけ早く成熟し・

産卵期の早い時期に雌と交尾をすることが代替戦略的に有利であるといえる。
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このような雄の代替戦略が発展すると、産卵行動の前に交尾行動をとることが

有利になるであろうし、さらに雌の成熟が起きる以前に雄が成熟し交尾を行う

アサヒアナハゼ型の繁殖様式（四宮，1984）が特化したのかも知れない。

　　　ニジカジカの卵巣の形態には真卵生種のそれとの違いは認められず・等

化の特徴はうかがえない。しかし、精子の貯留に関しては体内配偶子会合型の

種の間で違いがあるようである。即ち、ニジカジカの卵巣内には精子を捕捉す

るような特別な機構は認められなかったが、アサヒアナハゼ（四宮・1984）で

は卵巣腔上皮の陥入部分に精子が集中しており・これらの精子は上皮細胞に頭

部を挿入していることが明らかにされている。産卵行動と李尾行動が連続して

いるニジカジカ（Mu・ne・ha・ra，1988）では、精子が卵巣内に貯留される期間は産

卵期間内に限られる。しかし、交尾が産卵期の前に行なわれるアサヒアナハゼ

では、精子は産卵期までの数か月間、卵巣内に貯留される（四宮，1984）。ア

サヒアナハゼでは、精子の卵巣内貯留期間の延長が卵巣組織に精子を積極的に

保持する構造の特命を引き起こすに至ったと考えられる。逆にニジカジカでは

卵巣内での精子貯留期間が短いことに加えて、産卵の都度交尾により精子が補

充されるため、精子の捕捉機構を特化させる必要がなかったのかもしれない。

　　　以上に述べたカジカ類における非交尾型卵生から体内配偶子会合型、さ

らには胎生への特化の過程の可能性を図102にまとめた。現存するカサゴ目

魚類の繁殖様式は、卵生、体内配偶子会合型・さらには胎生と多様性に富んで

いる。このような多様性は、繁殖行動および雌雄配偶子の生理的特性の多様性

に基づいており、さらにその背景にはこれに働く巧妙な内分泌機構があると考

えられている（高野，1988）。本研究では・フサカサゴ科に見られる卵生から

胎生への乳化系列（Wourms，1991）とは別に・カジカ上科での非交尾型卵生か

ら交尾型の体内配偶子会合型に至る特化の道筋の一端について・主に生理学的

側面からの白痴提示した・カジカ類1こ見られる体内酬禺子会合型の繁殖様式

は、卵生から胎生への過渡的あるいは中間的な繁殖様式であり・カサゴ目魚類
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≡
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産卵， 交尾
ξ 連続型

ニ
ジ
嚢 （産卵後交尾）

カ
§
8
．

ジ ω
体液　　　海水

カ ◎smolality

Na に依存した浸透圧

体
内 套 9

　　　？

Y卵前に

配 ベ
ロ
建
E

●

交尾行動

偶 且

子 ω
体液　　　海水
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合 Na に依存した浸透圧

型

ア
サ ξ
ヒ 歪

精子貯留 産卵交尾
ア 藍 構造の 分離型
ナ
巴

特化 （交尾期の後

ノ、

ω
体液　　海水 に産卵期）
Osmolamy

ゼ
Naに依存しない
浸透圧

（？）

惹 9 ？
讐
o
嚢 ？ 浸透圧：

○

体液と等調 9 9
胎 鴫 ∈ 体液～海水条件 ● ●

生
§ 霊

§
9

ω
体液　　海水
揩唐高盾撃≠倹盾

Caに依存
または

Ca 高濃度
ﾜたは

Caに依存Naに依存しない
@　浸透圧 しない

Ca 低濃度

174

’諺 @難　　羅灘　　　’
、m。羅灘魏　．n郵編，　　　　　　纏t織



TAitww mp．　vpa／　，，　．．　．“epu．　v．rr，”T＝・r，Fh’r．’c

驚薯
　
幌縫

ハ類－窺
ひ
．郵劉ぴ

ソ【

f

に見られる繁殖様式の進化過程およびその原点を探る上でも極めて重要な情報

を提供しているといえよう。
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w　要約

　　　海産カジカ科魚類に見られる体内配偶子会合型の繁殖様式の生理的成立

機構と受精機構を明らかにする目的で、ニジカジカ（Alcichthys　alcicornis）

を主とする数種について卵巣組織、卵巣内での配偶子会合、および海水中での

受精の初期過程を微細構造的に観察すると共に、雌雄配偶子および卵巣腔液の

生理的特性を調べ、以下の結果を得た。

　　1．　ニジカジカの卵巣腔は結合組織を隔てる基底膜上に単層に配列する

卵巣薄板上皮細胞および卵巣壁上皮細胞に覆われており、産卵期にはそれらの

細胞が卵巣腔液の成分となる蛋白性の物質を活発に放出していることが確かめ

られた。この分泌物は、毛細血管から上皮細胞に取込まれた物質を原料に粗面

小胞体で合成され、ゴルジ装置を経て分泌空胞内に蓄積され、開口分泌によっ

て卵巣腔に放出されることが示唆された。上皮細胞にはアポクリン型分泌像も

認められたが、その分泌物の合成経路は明確ではなかった。

　　2．　卵巣薄板および卵巣壁上皮細胞の分泌活性は産卵期の4月に最も

高かった。退縮期の5～6月には分泌活性はやや減少し、回復期の7月には

若干の開口分泌像をみせるのみであった。回復期の10～3月にかけては開口

分泌活性はやや増加する傾向を示したが、アポクリン分泌は認められなかった。

卵巣薄板および卵巣壁上皮細胞の形態は、これらの分泌活性の変化とよく・・・・…s致

した変化をみせた。回復期から産卵期にかけて細胞の高さが増し、回復期の後

期から産卵期にかけては粗面小胞体が著しい発達を見せた。回復期に複雑な階

入を有していた核は・産卵期には比較的丸みを帯びるに至り、退縮期にはまた

複雑に押入した形態を呈していた。また、退縮期から回復期前期にかけて退行

状態を示す上皮細胞が認められた。

　　3．　産卵期のニジカジカの卵巣は特別な精子貯留構造を持たず、精子は
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卵巣腔液に浮遊した状：態で貯留されていた。血管から卵巣腔への物質の透過性

を西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）をトレー一一サとして調べた結果、産卵期

の卵巣壁上皮細胞と卵巣薄板上皮細胞には閉鎖帯結合が存在し、血管から卵巣

腔へのHRP侵入を阻止することが確認された。この閉鎖帯結合は、産卵期に

卵巣内に貯留される精子を雌の免疫系から隔絶する血液卵巣腔関門として機能

していると推定された。カジカ科と近縁なアイナメ科の卵生種スジアイナメに

おいても産卵期に卵巣腔に面する上皮細胞に閉鎖帯結合が認められたことから、

卵巣腔に面する上皮細胞の閉鎖帯結合は、魚類の卵巣における一般的な構造特

性である可能性が示唆された。また、この閉鎖帯結合は、卵巣壁上皮細胞では

周年的に認められたが、卵巣薄板上皮細胞では退縮期から回復期前期に至る期

間には消失していた。退縮期には卵巣腔内に残留した精子は退行状態にあった。

退縮期の卵巣腔には多くのマクロファージなどの免疫細胞が侵入しており、退

行した精子を取り込み除去することが示唆された。

　　4．　卵巣内で配偶子会合を終えたニジカジカ卵では、受精にかかわる精

子は卵門管の先端部に見られる卵原形質突起に頭部を接しているのみで、精子

と卵の膜融合および精子の卵原形質膜への階入は起きていなかった。また、動

物極付近の卵表層には第2減数分裂中期の状態にある染色体が認められ、そ

の直上部には第1極体が存在した。以上の観察結果から、卵巣内では配偶子

の会合のみが起き、受精反応は抑制された状態にあることが確認された。

　　5．　配偶子会合を終えた卵を海水に移し、その後に起こる受精の初期過

程を経時的に観察した。海水移行10秒後には精子の頭部の約半分が卵原形質

に階入し、精子頭部の先端付近の精子膜と卵原形質膜は融合を開始していた。

膜融合は海水移行30秒後までに完了し、精子は徐々に陥入を続けた。海水移

行3分後には精子の布片部までが卵原形夢中に階虚し、精子の核膜の胞状化

と核染色質の分離が起き始め・すでに核膜が完全に消失したものでは核染色質

が粒子状を呈していた。海水移行5分後には分裂途上の第2極体が認められ
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た。精子の卵原形質中への階入に先立ち、卵原形質突起が消失した。また、階

入した精子の頭部周辺の卵原形質は初め細胞内小器官を欠き電子密度の低い状

態を呈していたが、その後リボゾームのみを含む領域が精子頭部の先端前方か

ら卵表層にかけてデルタ状に広がった。さらに、精子膜と卵原形質膜の胞状化

に由来するとみられる小胞状の膜構造が、しばしば精子頭部の側方に一列に並

んでいた。これらの観察結果から、精子の卵原形質への階入の際には・卵原形

質が精子を巻き込むような運動を起こすことが示唆された。

　　6．　配偶子会合を終えたニジカジカ卵を海水に移すと、精子と卵の膜融

合開始と同時に、それ以前には全く認められなかった表層胞の崩壊が起こった。

また、配偶子の会合を起こしていない卵を海水に移した場合、卵の付活による

表層胞の崩壊は90秒後に初めて認められた。このことから、受精による表層

胞の崩壊は、付活によるそれとは異なり、精子による刺激に反応して開始され

ることが示唆された。

　　7．　ニジカジカの卵巣腔液はpH　7．7で、　Na＋が主な陽イオンの大部分

を占め、Ca2＋が卵生種のスジアイナメのそれと比較して極めて少ないことが

特徴的であった。また、他の体内配偶子会合型のイソバテングの卵巣菌液にも

同様の特徴が認められた。ニジカジカの精子は・Na＋を主成分とし浸透圧が体

液と等張でpHが7．5以上の条件下で高い運動活性：を示した。また・イオン組

成およびpHが卵巣髄液のそれと等しい人工卵巣腔寒中では・精子は7～14

日間運動を続けた。このことからニジカジカの卵巣腔液は精子の運動を保証す

る無機組成条件を満たしていることが明らかとなった。また・卵巣内に送り込

まれた精子が産卵期中を通じて卵巣腔内で運動を継続している可能性が示唆さ

れた。さらに、ニジカジカの精子は海水・または海水と等張な浸透圧条件下で

も十分に運動活性を示すことが確かめられた。このような精子運動の特性から・

ニジカジカが体内および体外の両環境で雌雄配偶子の会合を起こし得ることが

裏付けられた。
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　　8」　ニジカジカおよびイソバテングの精漿の主な陽イオン組成は、血清

のそれに比べてNa＋が低くK＋が高く、既知の硬骨魚類の精漿に見られる傾

向と一致した。また、ニジカジカのほか体内配偶子会合型のイソバテング、ベ

ロ、アサヒアナハぜ、および卵生のスジアイナメの精子は精漿中でも運動をみ

せた。このような特徴はカサゴ目魚類が共有するものである可能性が示された。

　　9．　配偶子会合を完了したニジカジカの卵を希釈海水、平衡塩類溶液

（b．s．s．）、およびCa－free　b．s．s．に移すと、海水およびb．s．s．では直ちに

受精が起きたが、Ca。free　b．s．s．では受精が起きなかった。また、ニジカジカ

卵の受精には、少なくとも0．57mM以上のCa2＋または2．63　mM以上の

Mg2＋を要することが明らかとなった。これらのことから、卵巣内で受精を抑

制している要因は、卵巣腔液中の2価陽イオンの低濃度（Ca2＋，約0．41　mM．；

Mg2＋，約1．52　mM＞にあることが示唆された。イソバテングでも同様の要因が

受精を抑制することが示唆された。また、卵の受精におけるCa2＋の必要性は

卵生のスジアイナメでも認められた。このことから、体内配偶子会合型の種の

卵の生理的特性は、卵生種のものと変らないことが示された。

　　10．　配偶子会合を終えたニジカジカ卵を人工卵巣腔門中でカルシム透

過担体で処理したところ、付活は誘導されたが、受精は起こらなかった。この

ことから、卵細胞外のCa2＋濃度が受精に必要な値に達していない場合には、

卵内へのCaの透過が起きても付活が起こるのみで受精に，は至らないことが示

された。

　　11．　配偶子会合前のニジカジカの卵をレクチンの一種であるCon　A

で処理した後、媒精して海水に移したところ、受精が阻害された。この阻害効

果はCon　Aの濃度に依存し、100μg／mlの濃度でほぼ完全に受精が阻害され

た。Con　Aは精子には結合せず精子の運動には影響を与えなかっ：た。また、

ConAは卵の卵膜表面および卵原形質膜表面に結合することが細胞化学的観察

により示された。以上の結果から、卵原形質膜表面にはCon　Aと特異的に結
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合する糖鎖が存在し、この糖鎖にConAが結合することにより受精が阻害さ

れると推定された。卵原形質膜表面のConA結合糖鎖は、精子と卵との相互

認識に働いている可能性が示唆された。配偶子会合を完了した卵でもConA

処理により受精が阻害され、この段階でも精子と卵の相互認識が不完全である

とみられた。また、ニジカジカの卵の受精の際に、卵細胞外に必要とされる

Ca2＋は、雌雄配偶子の相互認識の段階に働いている可能性が示唆された。

　　12．　体内配偶子会合型のカジカ科魚類は、カジカ類の祖先種が持って

いたと考えられる卵巣構造、雌雄配偶子、および卵巣腔液の基本的な生理的特

性の多くをそのまま保持した状態で、この繁殖様式を成立させていることが示

唆された。体内配偶子会合型を卵生から胎生への過渡的あるいは中間的な繁殖

様式であると考え、カジカ類における真卵生から胎生への進化の過程について

試論を提示し詳細に考察した。
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