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一般 に魚介類の雌は一度に排卵する卵数が極

めて多く,しかも排卵後の卵質の低下速度が速い

ため,種 苗生産の現場ではそれらをまとめて人工

授精し,大 型の水槽で飼育管理を行うことが多い。

また,魚 類の精 子は運動時間の短いことが特徴と

して挙げられ,中 でも運動時間が短いことで知ら

れるサケ科魚類では,淡 水で希釈されて運動を

開始して30秒 程度,1)ア ユではおよそ10秒 以内

に全ての精子が運動を停止する。2)また,魚 類の

卵の直径は1mm以 上と大きく,環境水 中で受精卵

を保護する厚くて丈夫な卵膜に覆われている。魚

類の精子は先体を持たず,卵 膜の動物極部位に

ただ一カ所開いた卵門と呼ばれる,精 子一尾がよ

うやく通れる程のトンネル様通路内を遊泳し,卵

細胞膜との接着を果たす。3)このように魚類の受

精現象は卵と精子が出会うための制限因子が多

く,確実な人工授精を行うには媒精する精子の数

と,その活力に十分な注意を払う必要がある。

魚類精子の保存方法は,1～2日 から1ヶ月程

度の保存を目的とする冷蔵保存と,それ以上の保

存を口的とする凍結保存に大別される。精子の凍

結保存技術はストロー等の保存容器が大量受精

に適さないことや,凍 結 ・解凍 に伴う精子活性の

低下等が制限要因となり,種苗生産現場で利用さ

れる例は限られてきた。これらの用途には簡便性

と利便性を備えた冷蔵保存精子が利用されること

が多く,4・5)凍結保存技術は育種作業や希少種

の遺伝子保存といった,少 量授精の支援技術とし

て発達してきた。しかし,栽培漁業における放流

種苗では遺伝的な多様性が重要視されるようにな

り,計画的に多数の親魚を用いた交配が可能な,

凍結保存精子の有用性が再認識されるようになっ

た。

本GCOEプ ロジェクトにおいて,我 々は養殖対

象種の育種作業を支援する技術の開発を目的と

して,魚 介類精子の凍結保存方法のマニュアル

化を目指している。これまでに多くの魚種で,凍

結解凍後の精子の運動活性を指標として,ストロ

ー法による最適な手法を検討 してきたので,その

進捗状況を報告する。

精子を凍結保存する際に,そ の生存性 を左右

する技術的選択肢としては,凍 害防御剤の種類と

濃度,凍 害防御剤を希釈する溶液の組成,冷 却

速度,液 体窒素に浸漬するまでの予備凍結温度

等が挙げられる。それぞれの条件について,調 べ

た結果を以下に述べる。

凍害防御剤と希釈液

魚 類 精 子 の 凍 害 防 御 剤 としてdimethyl-

sulfbxide(DMSO),glycerol,methanol(MeOH),

dimethylformamide(DMF),dimethylacetamide

(DMA)が そ れ ぞ れ の 種 により使 い 分 けられ て きた。

6)この うち
,海 産 魚 の ほ とん ど,淡 水 魚 の 多 くで,

DMSOを 使 用 す るの が 一 般 的 で ある。7)近 年,主

に淡 水 魚 を中 心 としてDMSOよ りもMeOHの 方 が
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解凍後の精子運動率や受精率が高いという報 告

例が増えつつある。2,8・9)

Fig.1は 近畿大学で養殖したクロマグロ雄の精 子

を凍結保存する際の凍害防御剤の種類を検討し

た結果を示している。種々の凍害防御剤を10%,

その希釈液として90%の ウシ胎児血清(FBS)か ら

なる保存液で精液を希釈し,冷 却速度一41℃/分,

液体窒素に浸漬する前の予備凍結温度一50℃

で凍結保存を行った。次に数 日間の保存の後に

解凍した後,精 子運動を導くために450mMNaCl

液(20mMHEPESを 加えpH7.5に 調整)で 希釈

15秒 後の運動率を示している。この結果をみても

わかるように,クロマグロ精子の凍害防御剤 として

はDMSO,DMA,DMFが 適していた。同様 に,

解凍後の運動率を指標 としてDMSOを 希釈する

溶液の種類について,FBS,ク ロダイの精漿のイ

オン組成1)を模 した人工精漿(ASP),

そしてサケ科魚類の希釈液として頻用されるグル

コースの等張液(300mM溶 液)で 比較を行ったと

ころ,希 釈液は種類 による影響は少ない結果とな

った(Fig.2)。

いずれにせよ,液体窒素中で保存した後のクロ

マグロ精子の運動率は凍結前と比較して80%前

後を維持し,本種の精子は凍結保存 に対する耐

性の強いことが明らかとなった。これまでに同様な

手法で解凍後の運動率を指標 として,養 殖対象

種のそれぞれに適した保存用溶液の組成を検討

してきた。その結果,Table1に その主要な結果を

まとめてみた。この結果をみると,凍害防御剤は

種によってDMSOかMeOHの いずれかが適して

おり,その至適濃度はいずれにせよ10%,希 釈

液はFBSが 適していることが明らかとなった。

冷却速度と予備凍結温度

細胞を凍結保存する場合,電 子制御で冷却方

法をコントロールするプログラムフリーザーという

装置が市販されている。この装置は比較的正確

に冷却速度や予備凍結温度を制御可能であるが,

高価かつ大型で,携 帯しての利用は困難である。

我 々は種苗生産現場に出かけて精子保存を行っ

たり,フィールドでサンプリングすることを前提
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Table1.Optimummethodsfbrspermcryopreservationinculturedfishes .

Species

Family

Amago

salmon

Salmonidae

Ayuf三shJapaneseeel

OsmeridaeAngu川idae

PacificChub

bluefintunamackerel

ScombridaeScombridae

Seven-band

9「ouper

Serranidae

Cryoprotectant(CP)

ConcentraitionofCP

Diluent

Coolingrate(℃/min)

Reachedtemperature

MeOH

lO%

FBS

-40

-50

MeOH

IO%

FBS

-40

-50

MeOH

10%

FBS+ASP

-10

-50

DMSO

lO%

FBS

-50

-50

DMSO

lO%

FBS

-50

-50

DMSO

5～10%

FBS

-40

-50

として,液 体窒素液面上の一定の高さに保存容

器であるストローを固定し,一定温度(予 備凍結

温度)まで冷却して急速に液体窒素に浸漬する,

二段階凍結法の開発を目指している。ストロー内

の冷却速度と液体窒素に浸漬する前の予備凍結

温度は,直 径0.lmmの 熱電対でモニタリングし,各

魚種の冷却速度と予備凍結温度の最適条件を検

討した。また,冷 却速度はサンプルが0℃ から一

40℃ に達するまでの平均の温度変化として測定し

ている。9)

各魚種において,凍 結 ・解凍後の運動精子比率

が最も高い冷却速度,予 備凍結温度を調べた結

果をTable1に 示した。冷却速度は種による違いが

大きいが,予 備凍結温度は一50℃ がいずれの場

合も適していた。冷却速度は細胞 内自由水の凍

結脱水量を大きく左右するが,そ の最適条件が種

によって大きく異なるという興味深い現象が認 めら

れた。

剤 の種類 と冷却速度の2つ は種による違いがあり,

それ以外の条件 はほぼ共通であることが明らかと

なった。凍害防御剤については今のところDMSO

かMeOHの いずれかという選択肢となっている。

ある魚種の精子を初めて凍結保存する場合,これ

らの条件のみを予備的に調べることにより,効率

的な保存が可能になると考えられた。

これまでの実験結果から,淡水魚の精子と海産

魚の精子を比較すると,それぞれの種に適した方

法で凍結 ・解凍した後の運動率は,海 産魚の方

が著しく高い傾向を示した。また,排 精の開始期,

中期,後 期といった成熟状態の違いにより,解凍

後の運動率が大きく異なる種も認められた。1°)現

在,こ れらの違いがなにに起因するのかについて,

生化学的,分 子生物学的な手法を用いて解析中

である。
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