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精子の凍結保存技術は,遠 隔地での交配や成

熟期の異なる同種・異種間での交配を可能にし,

また,優 れた形質を持つ配偶子を選択的に利用

するなど,効 率的な種苗生産を行う技術として有

効である。D精 子の凍結保存方法を開発するた

めには,凍 結保存する際に精子を希釈する保存

液の組成や冷却条件について検討する必要があ

る。2)

アユ(1)1θcoglo∬〃∫o〃1vθ〃5)は,我 が国の代表

的な養殖対象種で,産 業的価値が高く,盛んに

種苗生産が行われている。近年,種 苗生産の効

率化を図るため様 々な技術開発がなされており,

精子の凍結保存技術もそのひとつである。3)これ

までの研究で,同 じ方法を用いてアユの精子を凍

結保存しても,凍 結解凍後の精子の運動率は成

熟時期 によって大きく変動することが明らかとなっ

てきた。4)す なわち,繁 殖前期の凍結解凍後の

精子の運動率は,ほ ぼすべてが20%以 下であっ

たのに対し,繁殖後期では20%以Lの 高い値を

示した。さらに,そ れらの新鮮精子の運動率を測

定してみると,繁殖前期の運動率は,個 体ごとに

大きく変動するのに対し繁殖後期ではほぼすべ

ての個体で100%の 値を示した。このとから,雄成

熟度の上昇が精子の凍結保存耐 性に影響を及

ぼしている可能性が考えられた。そこで本研 究で

は,雄 の成熟度の違いが精子の凍結保存耐性に

及ぼす影響を調べるため,成 熟した雄アユに成

熟を促進するホルモンを投与し,新 鮮精子および

凍結解凍後の精子の運動率の変化を調べた。

材料および方法

供試 魚 と精液 採 取 実験 には湖 産 系アユの雄

67尾 を用 いた。全長 と魚 体 重 の平 均 は,そ れぞ

れ217.3土1.3mm,70.1土1.5gで あった。供試 魚

を0.1%2一 フェノキシエタノール で麻 酔 した後,飼

育 水や 尿 などが混 入しないよう慎 重 に腹部 を圧 迫

して生殖 口から染み 出た精 液をピペ ットで採 取 し

た。得 られ た精液 は1.5mlの プラスチック製チュー

ブ に収 容 し,室 温 で保存 した。精液 は,採 取 後す

ぐにスパ ー マトクリット値(精 液 中 に 占める精 子細

胞 の割 合)を 測 定 し,運 動解 析 お よび凍 結保 存 に

使 川 した。また,精 巣 重 量を測 定し,生 殖腺 重 量

指 数(GSI=精 巣重 量/魚 体 重 ×100)を 求 めた。

ホル モン投 与1回 目のホル モン投 与 を実施す

る前 に,排 精 を確認 した10尾 の雄 の精液 を採 取

し,未 処 理群 として精 子 の運 動 率を測 定 した。本

実験 では,成 熟 を促進 す るホル モンとして,サ ケ

脳 下垂体 抽 出物(SPE)と アユの最 終成 熟誘 起ス

テ ロイドとして知 られる17,20β 一dihydroxy

-4-pregnen-3-one(DHP)を 用 いた。ホル モンの調

整 は,す べ て投 与直 前 に行 なった。SPEは,サ ケ

下垂 体を0.9%NaCl溶 液 中で10分 間ホモジナイ

ズした後,1400×gで10分 間遠 心分離 して得た上

澄み を使用 した。DHPは,エ タノール に溶解 し同
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量の0.9%NaCl溶 液 で希 釈 してか ら使 用 した。

排精 を確 認 した57尾 の雄 を2グ ル ープのSPE

投 与群,2グ ル ープのDHP投 与群,コ ントロール

群 の5グ ル ー プ に分 けた。SPEは,そ れ ぞ れ

0.2mg/魚 体重(g)/日(n=10),お よび0.6mg/

魚 体 重(9)/日(n=17)の 濃 度 で 投 与 した。DHP

は,そ れぞれ2μ9/魚 体重(9)/日(n=10),お よ

び10μ9/魚 体 重(9)/日(n=10)の 濃 度 で投 与し

た。コントロール群(n=10)に は0.9%NaCl溶 液 を

投 与 した。ホル モン投 与を行 なう際 は,2一フェノキ

シエ タノールで麻 酔を施 した後,27Gの 注射 針 を

用 いて腹 腔 内 に注射 した。ホル モン投 与 は十 分

な投 与 効果 を得るため3日 間連続 で行 った。精 液

の採 取 は3回 目の投 与から24時 間後 に実施 し

た。

TabklGonadsomaticindex(GSI)andspermatocritinayumalestreatedwithsahne(controD,2dosesofsalmonpitultaryextract(SPE,0.2mg

orO.6mggmBWI)and2dosesofl7,20β 一dlhydroxy-4-pregnen-3-one(DHP,2μgor10μ99mBW-1)

Non

treatment

(10)*

Contro1(8) SPEO.2(4) SPEO.6(9) DHP2(8) DHP】0(9)

GSI

Spermatocrit(%)

13.2±09

47.1±23

12.2±0.6ac**

70.8±5.8a

53±0.6b

50.1±3.5b

9.8±Oga

465±1.ob

12.5±0.8ac

40.3±4.4b

12,8±0.6c

38.4±4.1b

*Thenumerahnparenthesisrepresentsthenumberoflndividualslneachgroup
.

**Meanswithdiffbrentlettersaresignlficantlydifferent(P〈0 .05).

運動解析 精子の運動開始を導くため,精 液を淡

水(蒸 留水 に20mMHEPESを 加えpHを7.5に 調

整)で,1:2999(新 鮮精液)お よび1:59(解 凍後精

液)に希釈して擬搾した(最 終希釈比3000倍)。 こ

れらの混合液8μ1を21穴 ホールスライドグラス上

にとり,精子の運動の様子を光学顕微鏡に接続し

たビデオカメラとビデオタイマーを通 してビデオレ

コーダーに20秒 間録画した。ビデオタイマーの記

録は,精 液を淡水 に希釈すると同時に開始した。

精子は頭部の前進運動が認められた場合を運動

精子として計数し,運動開始後3～4秒 後の運動

率をスロー再生動画から求めた。精子の運動 率

は,一 定視野内から無作為に選んだ50個 以上の

精子のうち,運 動している精子の割合を百分率で

示した。測定は各個体で2回 繰り返して行ない,

平均値をその個体の測定値 とした。さらに,凍 結

解凍後の相対運動率(凍 結保存耐 性)は 凍結前

の運動率を100と した時の相対値に換算して求め

た。

凍 結 保 存 精 子 の凍結 保 存 は津 高 ほか3)の

方法 に従った。まず,得 られた精液 を10%の メタノ

ール と90%の ウシ胎児 血清 からなる保存 液 で50

倍 に希釈 し,ア クリル製 のストロー(長 さllOmm,

内径2mm)に150μ1注 入 した。ストローの 両端 は,

ストローパ ウダーを用いて封入 した。冷 却 には,液

体窒 素 を5cm程 度 の深 さで入れ たステンレス製
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1ndlvldualsBarswlthdlffbrentlettersareslgnlficantlydlfferentThenon-

treatedgrouplsdeslgnatedNT

容器(内 径19cm,高 さ27cm)を 使用 し,ス トロー は

液 体 窒素 液 面(高 さ7.5cm)に 浮かべ た発 泡 スチ

ロー一ル 製 台 座 の 上 に設 置 して冷 却 した。ストロー

内の温度 変化 は,熱 電 対(直 径0.lmm)を 挿 入 し

た別 のストロー を近 接 に設 置 し,レ コーダ ーで 記

録 した。サ ンプル の 温度 が一50℃に達 した時 点で

ストロー を液 体 窒 素 中 に浸漬 し凍結 を完 了し,24

時 間 以 上 保 存 した 。な お,冷 却 速 度(-45.8士

0.8℃/分)は,0℃ から一40℃までの冷 却 に要 した

時間か ら算 出 した。解 凍 は,凍 結 され たストロー を

常温(約20℃)の 水 を入れ た51の 容器 に10秒 間

浸漬 して行 なった。

統計解析 測定値はすべて平均値土標準誤差で

示 し,運 動率の有意差検定には角変換 した値を

用いた。有意差の検 出にはTukey-Kramer多 重比

較法を用い,有 意水準は5%と した。

結果

ホル モン投 与後 の 各試 験 群 の生残 個 体 数 は,

それぞれ8個 体(コ ントロール 群),4個 体(0.2mg

SPE投 与群),9個 体(0.6mgSPE投 与群),8個 体

(2μgDHP投 与群),9個 体(10μgDHP投 与群)

で あった。

未 処 理 群(n=10)のGSIと スパ ー マ トクリット値

は,そ れ ぞ れ13.2士0.9%と47.1±2.3%で あ った

(Tablel)。 新 鮮 精 子 と凍 結 解 凍 後 の 精 子 の 運

動 率 は,77.3士3.8%(Fig.1),お よび6.7士1.o%

(Fig.2)を で あ った。相 対 運 動 率 は8.5土1.3%

(Fig.3)を 示 した 。

0.9%NaCl溶 液 を投 与 したコントロー ル 群 の
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GSIと スパ ー マ トクリット値 は,そ れ ぞ れ12.2士

0.6%と70.8土5.8%で あ った(Tablel)。 新 鮮 精 子

の 運 動 率(24.9土4.0%)は 未 処 理 群 よりも有 意 に

低 い値 を示 した(Fig.1)。 さらに,凍 結 解 凍 後 の精

子 の運 動 率(1.0土0.4%)お よび 相 対 運 動 率(4.0

士2.3%)は きわ め て低 い値 で あった(Figs.2,3)。

0.2mgSPE投 与 群 のGSI(5.3士0.6%)は,

0.6mgSPE投 与 群(9.8土0.9%)よ り有 意 に低 い

値 を示 し,そ れ らの スパ ー マ トクリット値(50.1±

3.5%,46.5土1.0%)は,コ ントロー ル 群 よりも有 意

に低 か った(Tablel)。 一 方 で,0.2mgと0.6mg

SPE投 与 群 の 新 鮮 精 子 の 運 動 率(69.4士3.1%,

67.9±6.1%)は,コ ントロー ル 群 より有 意 に 高 い 値

を示 し(Fig.1),凍 結 解 凍 後 の 精 子 の 運 動 率
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(ll.7±0.8%,]2.1土1.9%)も コン トロー ル 群 より

有 意 に高 か った(Fig.2)。 同 様 に,0.2mgと0.6mg

SPE投 与 群 の 相 対 運 動 率(17.0士1.6%,17.2土

1.9%)は コ ントロー ル 群 よりも有 意 に 高 い 値 を示 し

た(4.0±2.3%)(Fig.3)。 スパ ー マ トクリット値 と運

動 率 につ い ては,SPE投 与 群 問 に有 意 差 は 認 め

られ な か った。

2μgと10μgDHP投 与 群 のGSIは,12.5±0.8%

お よび12.8士0.6%で,コ ン トロー ル 群 との 差 は認

め られ な か った 。スパ ー マ トクリット値(40.3士4.4%,

38.4±4.1%)は コ ントロー ル 群 に 比 べ て有 意 に低

い 値 を示 した(Tablel)。 各DHP投 与 群 の 新 鮮 精

子 の運 動 率 と凍 結 解 凍 後 の 精 子 の 運 動 率 は,

63.8土7.4%お よび77.2士4.0%(Fig.1),4.6±

1.4%お よ び6.2士1.6%で あ った(Fig.2)。10μ9

DHP投 与 群 の 凍 結 解 凍 後 の 精 子 の 運 動 率 は,コ

ン トロー ル 群 に 比 べ て有 意 に 高 い 値 を示 した 。し

か しなが ら,2μgと10μgDHP投 与 群 の相 対 運 動

率(6.2土1.4%,7.6±1.8%)は,0.6mgSPE投 与

群 よりも有 意 に低 い 値 を示 し,コ ン トロー ル 群 と

0.2mgSPE投 与 群 との 差 は 認 め られ な か った(Fig.

3)。

考察

0.9%NaCI溶 液を投与したコントロール群の新

鮮精子の運動率は,未 処理群よりも有意に低い

値を示した。対照的に,SPEお よびDHP投 与群

の新鮮精子の運動率が低下することはなかった。

このことは,注 射による雄個体へのストレスが新鮮

精子の運動率を低下させる要因になった可能性

を示唆する。魚類精子の質は,様 々なストレスに

よって影響を受ける。5)また,イオン環境を種々

の濃度に調整した人工精漿中でアユの精 子を数

時問培養すると,そのイオン環境の条件によって

は運動能を喪失することが知られている。6)これ

らのことから,繰り返しの注射による雄個体への過

度のストレスは,輸 精管内の精漿のイオン環境を

変化させ,そ の結果として精子の運動能を喪失さ

せた可能性が考えられた。よって,本 研 究で得ら

れた実験結果を明確 に評価するためには,ホ ル

モン投与群と未処理群の比較ではなく,ホルモン

投与群と0.9%NaCl溶 液を投与したコントロール

群との比較が必要である。

新鮮精Fの 運動率は,コントロール群よりも

SPE投 与群およびDHP投 与群で顕著に高い値を

示した。魚類の最終成熟誘起ステロイドとして知ら

れているDHPは,雄 の最終成熟においても重要

な役割を担っている。例えばサケ科魚類では,

DHPが 精漿のpHを 変化させ,そ れにより精子細

胞内のcAMP濃 度をL昇 させ,精 子の運動能の

獲得を促進する働きを持っている。7)このことか

ら,SPE投 与による新鮮精子の運動率の上昇は,

SPEに 含まれる生殖腺刺激ホルモンがDHPの 分

泌を刺激し,DHPを 介した精漿のイオン環境の変

化によって引き起こされたと考えられる。

SPE投 与群の雄個体の生残率は,他 のグルー

プに比べて低かった。アユは生まれてから1年 で

成熟し,繁殖後に死亡する。そのため,SPE投 与

群の高い死亡率は,成 熟が促進された結果と考

えられた。

精 子の凍結保存の過程において,どのようなメ

因子が精子の生存性を左右するかについては,

ほとんど知られていない。本研究の結果より,SPE

の投 与は精 子の凍結保存耐性を効果的に上昇さ

せるが,DHPの 投与はそれらの向上にほとんど効

果がないことが明らかとなった。このことは,SPE

投与による精子の凍結保存耐性の上昇は,生 殖
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腺刺激ホルモンーDHP系 を介した反応ではない

可能性を示唆している。このことからSPE投 与によ

る精子の凍結保存耐性の上昇は,SPEに 含まれ

る生殖腺刺激ホルモン以外のホルモン(甲状腺刺

激ホルモン,副 腎皮質刺激ホルモン,成 長ホルモ

ンなど),あ るいはDHP以 外の性ステロイドホルモ

ンの効果である可能性が高い。よって,今 後 は今

回使用したホルモン以外のホルモンを投与し,精

子の凍結保存耐性がどのように変化するのかを

明らかにする必要がある。
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