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現在の海産魚類養殖は,近 年の生産技術の向上

により,量 産化の追求から生産効率の向上や品質

改良による優良種苗の開発にシフ トさせてきた。

1)しかしなが ら,少 なからず形態異常が発生 し,生

産効率や販売価格の低下を招いている。近畿大学

水産研究所にて生産されたマダイ種苗において,

形態異常の発生率は毎年1割 以上に達 し,特 に,

脊椎骨癒合(椎 体欠損)に よる短躯症は最も高率

に発生している。2)椎体欠損 とは,1つ の椎体に複

数の神経棘および血管棘が不随する異常な脊椎胃'

を有する症状であ り,ヒ ラメおよびニジマスなど

マダイ以外の養殖用種1百やウグイおよびフナなど

天然環境下においても数多くの魚種で報告されて

いる。30現在までにこの症状の原因として,仔 魚

期や稚魚期のビタミンA過 剰や細菌感染などが報

告 されている。3・4)しかしながら,こ れらの報告に

おける誘発条件は,現 状の種萌生産方法の範囲を

大きく越えてお り,実 際の生産現場において,そ

れ らの知見を応用することは困難である。そこで,

従来から形態異常の原因の1つ として危惧 されて

いる環境要因,特 に低酸素について着目した。

本研究では,種 苗生産過程において発生する椎

体欠損を防 止することを目的 とし,ま ず,マ ダイ

卵を低酸素海水に暴露し,椎 体欠損を誘導する胚

発生段階やDOお よび暴露時間について検討 した。

また,マ ダイ卵の酸素消費量および浮上卵による

密集層内の溶存酸素濃度(DO)を 測定 し,種 苗

生産過程で起こりえる低酸素状態を想定するとと

もに,その防除に向けた生産方法の検討を行った。

さらに,上 記の実験で得 られた知見を元に,カ ン

パチ卵における低酸素暴露の影響を検証 し,他 魚

種での防除効果について検討 した。

試料および方法

胚発育段階 椎体欠損を引き起 こす胚発生段

階を明 らかにす るため,マ ダイ受精卵を,DO

100%以 上の海水にて培養 し,異 なる5つ の発育

段階(胞 胚期,嚢 胚期,3体 節形成期,11体 節形

成期および18体 節形成期)に 達した時点で,窒

素ガスの通気によってDO約10%に 調節 した海

水へ6時 間暴露 した。その後,再 びDO100%以

Lの 海水で培養 し,脊 椎骨の骨化が完了する日令

40ま で,500L円 形水槽で継続飼育 した。

卵孚化仔魚において,各 発育段階に低酸素暴露を

行った実験区および対照区の卵孚化率を測定すると

ともに,体 節の分節異常(分 節異常)の 発生率お

よび発生部位を調査 した。稚魚において,軟X線

フィルム画像により,椎 体欠損の発生率および発

生部位を調査するとともに,脊 柑骨 外部形状およ

び椎体内部構造をより詳細 に観察するため,軟

骨 ・硬骨二重染色を施 した透明骨格標本および

HE染 色による硬組織切片を作製 した。

溶存酸素濃度 と暴露時間 椎体欠損を誘導す

るDOと 暴露時間を明 らかにするため,自 然産卵

より得 られたマダイ受精卵をDO100%以 上の海

水で培養 し,10体 節が形成 した時点で,窒 素ガス

を通気 して6段 階のDO(0,10,25,50,75,100%)

に調節 した海水に7段 階(5,10,30,60,120,

240,360分)の 時間,合 計42通 りの条件で暴露

を行った。その後,再 びDO100%以 上の海水に

て卵孚化まで培養 し,艀 化率,分 節異常率および分

節異常数を測定 した。

胚発生期の酸素消費量 マダイ胚発生期 にお

ける酸素消費量を明らかにするため,6-8体 節形
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成期で測定を行った。得 られた結果は,水 温 と海(3,11お よび18体 節形成期)に 低酸素暴露を行

水の酸素飽和量との関係表 のおよびガス濃度諸単 った実験区のみで,高 率に分節異常が見られ,そ

位問の換算表8>を もとに卵1粒 または仔魚1尾 あ の発生率は69.9～91.4%で あった(Fig.1E)。 し

た りの酸素消費量(}∬/in(ymin)を算出 した。また,か しながら,そ の他の実験区(胞 胚期,嚢 胚期)

浮上卵による密集層内のDOの 変化を明らかにす および対照区においては1.7%と 低率であった。

るため,500mlビ ーカーに約16万 粒(浮 上卵の40日 間飼育 した稚魚において,体節形成期に低

密集層が約1.8cm)の 体節形成期のマダイ受精卵 酸素暴露を行った実験区の稚魚の外部形態は,そ

を入れ30秒 毎に測定した。 の他の実験区および対照区に比べ体高が高 く,躯

他魚種への応用 カンパチ卵における低酸素 問長が短いといった短躯症状を呈 した(Fig.1F)。

の骨形成への影響を明らかにするため,ま ず,DOこ れ らの個体は異常な脊椎骨が高率に観察され,

および暴露時間の検討を行った。自然産卵より得 その発生率は58～100%で あった(Fig.1G)。 こ

られたカンパチ受精卵を7体 節が形成 した時点で,れ ら誘導された異常な脊椎骨は,1つ の椎体に複

5段 階のDO(0,12.5,25,50,100%)に 調節 し 数対の神経棘 と血管棘が付随してお り,症 状が重

た海水に6段 階(0.5,1,2,3,4,5時 間)の 時 くなるほど椎体の数が減少したが,神 経棘および

問,合 計30通 りの条件で暴露を行った。次いで,血 管棘の減少はみられなかった。また,外 部形状

胚発生段階の検討では,自 然産卵より得られたカ は複雑であるが,こ れ ら異常椎体の内部構造は,

ンパチ受精卵を,異なる5つ の発育段階(嚢胚期,正 常椎体 と同様に鼓型をしてお り,靱 帯や骨組織

1・2体節形成期,10体 節形成期,15体 節形成期お の不連続面はみられず,基 本的な構造には差はみ

よび心臓拍動期)に 達 した時点で,DO約12.5%ら れなかった(Fig。1D,H)。

に調節 した海水へ2時 間暴露 した。その後,脊 椎 以上の結果は,こ れまでの種苗生産で発生 して

骨の骨化が完了す る日令35ま で,500L円 形水槽 いる椎体欠損の特徴 と一致 してお り,幻マダイに

で飼育した。分析項 目,測 定方法および飼育方法 おける椎体欠損の原因の1つ は,体 節形成期の酸

は上記のマダイの方法に準 じて行った。 素不足であることが明らかとなった。また本実験

において,仔 魚における分節異常および稚魚にお

結果および考察 ける椎体欠損の発生部位には有意に相関がみられ

(p(0.05),分 節異常は椎体欠損の前駆症状であ

胚発育段階 卵孚化仔魚において,体 節形成期 ると示唆された(Fig.2)。
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溶存酸素濃度と暴露時間 椎体欠損の原因は,

体節形成期の酸素不足であることが明らか となっ

た。 しか しながら,実 際の種苗生産で椎体欠損を

防止するためには,椎 体欠損を誘導する条件を明

確にする必要があり,その結果をFig3に 示 した。

DO25%以 上で暴露 した区では,暴 露時間に関

わらず分節異常は生 じなかったが,DOOお よび

10%で 暴露 した区では分節異常が生 じた。暴露

DOが0%の 場合は,暴 露時間10分 から60分 で

は分節異常が数%発 生 し,120分 以上の暴露時間

では分節異常は急激に増加 し100%の 発生率 とな

った。処理DOが10%の 場合は,処 理時間10分

から60分 までは体節異常は発生せず,120分 以

上で100%発 生 した。この結果から,暴 露DOお

よび暴露時間によって分節異常の発生状況は異な

り,暴露DOが10%以 下で分節異常が発生 し,よ

り低いDOで あるほど短時間で分節異常が発生す
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ることが明らかとなった。また分節異常は椎体欠

損の前駆症状であることから,DOが0%の 場合,

短時間で椎体欠損が発生することが示唆された。
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胚発生期の酸素消費量 卵培養環境が0%の 場

合,短 時間で分節異常が発生 し,椎 体欠損が発生

することが示唆された。本実験では,実 際の種苗

生産で上記のような低酸素状態が起こりえるのか,

まず,卵 の密集時におけるDOの 変化を調査 した。

その結果,測 定開始後60秒 後,一 部の受精卵が

浮上層を形成 した。さらに90秒 後ではその多く

が浮上 し,120秒 後には,そ のほとんどが浮上 し

て受精卵による密集層が形成された。密集層が形

成すると同時に,DOは 急激に低下し,測 定開始

後約7分 ではDOは 約3%と なった。この結果か

ら,マ ダイの受精卵はわずかな時間で密集層を形

成 し,密 集層の酸素濃度は急激に低下することが

明 らかとなった(Fig.4)。
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Table1.Theincidenceofdefbrmitiesintheredseabream,Pagrusmajo鴎seedhngsproduced

丘)r5yearsfセom1999to2003attheFishehesLaboratoryOhshimaExperimentalStatior

㎞kiUniversity

Thecategoryoftriagel999200020012002200

NormaI

Shortenedbodycondition

Defbmlityoffヤontalreglon

Defomlityofdorsolateralregion

Twistof」aw

Pagheadness

Scohosis

Lordosis

Otherlnorphologicaldefbrlnlties

Abnormalcoloration

Seedlingwithexternalinjury

〃(nulnberofproductionlot)

9090

4.34

0.14

0,02

0.23

0.79

0,05

0.75

L62

0.54

0.63

5211(3)

80.49

7.25

3,74

0.68

0.57

0,16

0,30

0.00

591

0.48

0.42

4353(2)

9193

3.54

252

0.46

0.14

0.00

0.23

0.00

LO5

0.00

0.14

3378(2)

90.83

7.00

0,06

0。30

0,13

0.13

0.56

0.18

0.39

0.06

0.37

3260(3)

94.0

0.6二

〇.24

0.14

0.24

0.〇 三

〇.02

0.0(

3.3～

0.0ε

1.に

3080

一方
,6-8体 節形成期におけるマダイ卵1粒 あた

りの酸素消費量は,3.7×10'4Pレin(▽min.であった。

この数値をもとに,密 集層内のDOの 推移を試算

すると,約9分 で間隙水のDOは0%と なり,上

記の結果 とおよそ一致する。

これ らの結果を考慮 し,実 生産において椎体欠

損の原因が低酸素で汐)るとすると以下の事が推測

される。受精卵の浮」一二卵 と沈下卵の分離や輸送の

際,受 精卵は密集層を形成する。その密集層にお

ける溶存酸素濃度は5～10分 間で急激に低下する。

この低酸素濃度の状態が10分 以上維持され椎体

欠損が発生する。したがって,種苗生産において,

以 下のことについて提案することができる、,

卵輸送においては,エアレーション等で撹拝 し,

浮上卵による密集層 をつくらないこと。また,浮

」二卵 と沈下卵の分離においては,分 離時間を短く

し,仮 に必要な場合,卵 輸送と同様に浮上卵によ

る密集層をつくらないこと。

このような防止策を講ずることにより,効 果的

に椎体欠損による短躯症の発生を減らす ことがで

き,生 産効率の向⊥二につながるものと考えられ,

2003年 度のマダイ種苗生産においては,椎体欠損

による短躯症の発生は劇的に減少 した(Table1)。

他魚種への応用 誘導条件試験 にお いて,

12.5%の 暴露区のみで分節異常が見られ,暴 露時

間に比例 して分節異常率および数 ともに増加 し,

その発生率は2時 間以上の暴露条件でほぼ100%

となった。飼育試験において,分 節異常は体節形

成期に暴露 した試験区のみで確認され,嚢 胚期暴

露区では全 く確認されず,心 臓拍動期暴露区では

暴露後10分 以内にすべての卵が死亡した。分節

異常がみられた試験区では,仔 魚における分節異

常の部位 と稚魚における椎体欠損の部位がほぼ一

致 し,そ の異常椎体の内部構造において不連続面

や靱帯はみ られなかった。 これ らの結果から,カ

ンパチの胚発生期の酸素不足は椎体欠損を誘導す

ることが明らかとなり,マ ダイ以外の魚種での防

除効果も期待できることが示唆 された。
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