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Effective Assessment of lncidence of Dead Eggs of Chum Salmon 

(Oncorhynchus keta) by Sperm Motility Timeラ SpermMotility Rate and 

Ovarian Fluid pH 

Kouta MIYAMOTO， Fumihisa TAKAHASHI， Toshimasa TAKAHASHI， 

Toshiaki YOSHIDA，恥1anabuKAGAYA， Nobuaki WATANABE， Yuki KATAYAMA， 

Yuichi KITAGUCHI and孔1asatoshiBAN 

This study invcstigated the relationships between th巴巴yed-cggratio and spenn motility time， spcrl1l 

11l0tility rate and ovarian f1uid pH in Chum sahnon， to identify biol1larkers for risk asscssmcnt of dead eggs 

During cach day of the stlldy， w巴 COI1l甲pa釦rcdt山h巴biωomη1a創rk巴rsmad巴f白r刀'01αm20 sa計lmonwhiω凶chw巴αr巴 stockedfoαr 司

p刊ropagationtωo t出h巴巴yed-cggr百atioin hat比ch巴引r冗s.Ovarian f111id pH， spcrm motility time， and sperm motility 

ratc wcrc rc1atcd to low eyed-egg ratio during the carly pcriod of artificial insemination. Our results sllggest 

that thc ovarian f111id pH， spcrm 1l10tility tim巴 andspcrl1l motility ratc arc mcaningflll biomarkcrs for the 

management of eyed cggs. 

2010年8月 16日受付、 2010年 12月 11日受理

サケ O月肌ιCω:01ωJI汀川/'.バ'1均h仇7η1γ'1肌7κ叱ωCI加11川11ι川 v官ε/ωピαJの人了.ιI増目F殖|直宣において. 人工授

精から放流までの過程で生じる減耗の割合は.生産量の

16 - 19%となっている け。その，1'1でも発眼卵期までに

生ずる減耗が約 60%を占める "ことから，発眼までの

減耗を抑制することで放流までの!i.残率を高めることが

司能になる。発眼までに生じる減耗の要因として.休内

死卵と不受精卵の発生が挙げられており， これらは親魚

の蓄養 υ や人工授精の|努の不備が原因とされている 日。

そのため。親魚、の取り扱いについては白撲殺{去の放置時

間の上|促を設定したり. M~氷を用いて魚体温の上昇を tí[J

制するなどの対処j去を講じることで 。 椎如、の生産率を

向上させている 九 また 人工授精を行う|努には.精液

の色 卵の感触句未熟01Jや血液.胆汁ーなどの混入の有

?W，ρを基に使用の可否を判別 し不適当と判断された卯

や精液は人工授精に!日いないようにしている。 しかし

このような判別方法は守即座に判断ができるというメリ

判独立行政法人水産総合fi)f究センタ さけますセンタ一 千級事業所
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キ 51:立行政法人水産総令fiJf先センター さけますセンター

キ 61:玄行政法人水産総合研究センタ一 日本iiJj区水j並研究所

判 tflì殺した親，1，(1，が米成熟な J;Wj イよ (出~?~を 1 'lli0 に無給餌の状態で- 11寺 (10 に j也に収容する サケの人コ 目前l! ~jT ~業現場では この作

業を?Fid主と 11予ぶ
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材料と方法

調査場所と標本採集 調査は 社団法人留萌管内さけ-

ます端殖事業協会(以下.fff萌管内増|品とする。)が運

営する天1昆)11tni1霊場(区11) において守 2008if 9月26

日守 10月2日 10月9[=1， 10月 15日および 10月22

Hの 51百|実施した。なお 9月26日は同捕獲場におけ

る人工授精実施期間の初日であった。

ツトがあるものの.個人の経!換に大きく 1L:有されるこ

と，技術を第三者へ的的に伝達することが困難であるな

どの欠点もある D これらのことから 卵や精液を直按I1'x.

り扱う人工授精作業の|努に，死卵発生のリスクを評価で

きる指標が開発されれば句放流まで、の減耗jJIJililJが可能に

なると考えられるc

古本ら 7は.顕微鏡下における精子運動時間が.発眼

王子を予測する際に有効で、あるとした。 しかし。 この研究

結果は椛親旬、 l個体に対し雌親魚、 l個体の組み合わせで

人工授精を行い その受精卵の発眼率と使用した精液お

よび卵の評価指標の測定値との関係を明らかにしたもの

である。一一方.笑1;去の指摘現場では 複数f同体の精液や

卵を混合して人工授f~i を行うことが常法であるため 日

実際の方法と同じ試験が必要であると考えられた。そこ

で、木研究で、は 精液と卵の評価指標の測定値と増殖現

場で人工授精した卵の発lllQ率とを比較し 評価指標の測

定他が死卵発生のリスクを}x影できるのかを検討 した。

供試魚の確保 天J;ii¥川捕獲J必にて蓄養した親魚、治ーから。

雌t.lt各 1011両l体を調査日ごとに供試した。

O 10 20 km 

雌の体腔液 pHの測定 供試魚、から採卵する|努に体腔液

10 me程度をプラスチ yク容器に採集し pH iJ!iJ定器

(OAKTON社製 p1-jSpear)を用いて直ちに測定したs

，ilN:1正エリア図 1

精子運動時間の測定 t.1i親魚、の旺門付近の腹部を素手で

搾り下げ 排出される精1夜をJ令やしたシャーレのj--に採

集した。そこから， 1μtをl立ちにスライドグラス上に

採り.実際に人工授精で使用している湧7J<.300μtを滴

下して良く撹枠した後にカバーグラスを載せ。顕微鏡

(OLYMPUS社製 CX41N-11倍率 400) 視野下でl'育子が動

いているH寺問を計測した。精子の運動11寺聞は守水をln占iT

してから動いている精子が 5個以下になるまでのH寺問と

した。

人工授精と卵の輸送 人工授精は受卵盆におおよそ 10

11i'i1休分の卵を入れて， litt親魚、 31li自体以上から圧搾した精

液を上からかけ (1Z12) 十分に撹枠したのちに洗海・

吸水させて行った。吸水約 60分後に 輸送用の卵箱へ

入れてトラックで社団法人留萌管内さけ・ます増殖事業

協会仁I"}II僻化場 (以下.中川事業所)または独立行政法

人水産総合研究センターさけますセンタ一天塩事業所

(以下天塩事業所.図 1)へ輸送し BOX型ふ化構に

卵を入れて収容した。収容後 積算温度 300
0

Cイ寸近にな
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精子運動率の測定 前述の精子運動時間測定時にデジタ

ルビデオカメラ (SONY HDR-SRI2) を用いて句日兵{放

鏡-1、の精了の運動状態を録画撮影した。精子運動率には

Liley et af川とMunkittrickand Moccia 91を参考にして精液

の希釈後 10秒後に活動している精子の割合を嗣べ許1uli

した。評価方法は.顕11託生売倒的nにおいて全ての精子が

活動を静止している状態を 0，25%活動している状態を

5‘50%活動している状態を 10，7596活動している状態

を 15‘全ての精子が活発に活動している状態を 20とし句

5%ことの 20段階で評価を行った。



図 2 受JJiIj，ょにがiめたJ)llに村iifY.をかけている1i1H.
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調査団次

図 3. ，:J，¥Ji'i'四次ごとの精子述fリ'JIJWIIiJ(秒)の比i1攻

総lひIf@ ( 7]< 工H'~~ • i)'9diH， 111:~京外れ他を|徐いた股)(，
i段小111(， 1:GI. Wーならび第三[llf分位数 JL 行!の長さの 2
(i¥以|の{出である外れ仰)
mひげIgrJ、の上部の数fili τ1cHJ111i. +Tiひげl主|下の下部の

数作 .1t'Vq日荻をア'1'す
アルフ 7ベットについては布意差を示す

りJEEイ4のrl刊長点がi川らかに認め られ，j日、イ本が日11のL/JでIITI

'1;'1、するのがH{Ci立されたらサイホン式淘汰法 叶を行い， ILI 

治して化んだm'Jと発生が進んでいるリpを日IJ々 に計数し

た。

発眼率の算出 i制作日 ごとに天J)lit川 JiIi勉 J~)jから q.l 川車業

所または天Jiは i 業所へ輸送した全ての'豆お刊!'lをよ.J~~に以

.卜の式から発1Il~本を升1'.1'，した 。

発 1 1J>lヰ~ (%) 発11WJド数 /11文終日I'J数)x 100 

以 l'ーから. 出r~t当 |二i のう色 IIJ~ヰ:と許 ííl1 i ii引;ili の iJ!!J定僻 とを

比較し 死ßI1 <)t ~t.， リスクの割引l技術について牧討 した 。

統計解析 ;lJ，¥Jj'f nごとの研!の発11民半の比較には kx 2 

分¥iflJ表の比ネの x検定を千lい.令科、として荘が認めら

れる jf)j"千'i. Ryan' s IL によ る対比 l肢を行っ た 。 ijJ，~ ft 口 ご

との斤Hll1i桁棋の測定値の比較には， Kruskal-Wal[is検定

をmい.ぷが認められるJ12・千?には句 Stcc[-Dwass法によ

る多.ffUヒ 1肢を行った。 なお。 全ての検定のギ~i ~"}: 7Jく棋は

0，05とした。

結果

人工授精 卵の発11良中を去 lに示す。試験 11百|次の卵

は， 発 11尽に 3' るまで、の過程!~で、 1 :1 仰に よる ~I:. 存 ~fことが 50%

以下であることカWJ らかとなったため. 全ての卯を J~li~~

処分とした。2I!.!.1次以降の発11比率について対比絞を行っ

たがJ占 1!~ も fJ~ぃ 3t 1lR '千f を不したのは 2I!.!.1 次の 83.2 %で

あった。41旦|次に人-':1引lliしたJJI'Jは95.7%を示 し 2I!.!.1 

次と 31 [1 1 次に人工jQi~l したD I1 と 比'!l火し て有意に !日:J い発 IIR

4へを示 した。51百|次の卵は 92.3%の発"以率を示した。

精子運動時間 1 IIII次のiJ!!JJと他は3~ 51[1.1 次と比較 して

有志:に 7E く‘デー タの |ιl分m~ [J] 1 (データを 4主J分した|努

に25%と75%に該当する数iil(の純1m) も大きくなって

いた。21日|次にi!!リ〉にした粘子出動[10.¥'1日jは 3Ji.!.1次と 4四

次のiJ!!Jiじfrl(とのIlijに手f?J~ i~~~は認められないものの。 q.19-:.

他は低いiflむを示 した。一方， 51日1ij(のiJ!!J定値は 21百|次と

41巳|次の測定イiu.と比較 して平J'，?2J"、に日ぃイ自 を示した (1支|

3)。

精子運動率 11旦| 次 の iWJ 定仰が有志に l~ も低い fft[ を 示

し‘ 2lul次のiJ!!JJじ他は， 3 1百|次， 41!!.1次と比較して有;目、

:在は認められないものの M)dW と最小値の IIJ~I; は広く 2

表1. )(J加川Ifili勉坊にて人TJ受精を行った月日 卵の収谷場ïYí ，収作卵数.発11則↑I~';~および発H民号、

調査回次 人工授精月 1:1 収容場所 採ill:!数(千j叫 発眼卵数(千紐)主眼率 (%)*1

9 FJ 26 [] 天塩事業所 225 50以ド叫

2 10月2日 "13川附化;場 1424 1185 83，2 a 

3 10月91:1 天塩事業所 850 760 89，4 b 

4 JO月15EI 中川附化場 578 553 95.7 c 

5 10月22FI 天取事業所 1300 1200 92. 3 bc 

* I 1&111;[卒のイゴ」二 に付記されているアルファ ベット は発111>l午!日]の有志1r~ を示す

* 2 IIITIiくの発IIRキは 目悦で 5096以下であることがIj:t!，められ，従来処分したため発|恨卵数は不明
とした
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四次以降の，tlM交円の11'では11¥:いイ11'(を示 した。51口|次のiJ!lJ 考 察

立すtr:は 精子Jlli動II'!JI!¥jと同様に 21111次と 41111次のi!lリ?と他

とよじ|反して布色、にlfbい似を示 していた (I'ZI4)。

雌の体腔液の pH I1百|次と 21訂|次のiJ!lJ7'包1n'(は. 3 ~ 5 

|斗|次の測定信!と比'1攻して有志に低かった。また. 21百|次

以降には測定仙の[Jl[分f玄数の111f，iが小さくなり [， 'J位二ム・7じ

する傾向を7)えした (1支15)。

20 -1 bc 

i1 「17JE. 

5.9 
3.2 

12.3 
4.3 

3 

調査回次

. 
14217-4 
3.7 4.4 

|ヨ14. ，lIlij公lul次ごとの粁j弓'.illifi)J'f詐frlli似のjヒm土

8 2 

玉7.8

Xiiひげ1:<1 ( 水 ~h京 '1'リリ11[. Jji ~<)ít 外iLIi肉を向日、た最
大ー最小{向。行i 第ー ならびtf~ =- 凶分{立数守九 j:fjの長
さの 2f~~; 以 l一

j行桁「“iひげi凶Z刻l円1、の |仁-，自川川iリ1;の数(1似仙1I山f山l 、γ|ド~J均むh仮似{む1. :i符利ず7引f“lひげ|区凶主到|卜の |ド行:勺i;:1出;の
数f耐航H前i• t際~~!ボ~!{i.lt平H侃而子元Lを1去;す
アルファベットについては布広先を号、す

C 
b . • 白 bc 

守
a 

ー申 8.02 . 8.00 0.04 798 0.04 。.03

7.77 

7.21 0.23 
7.88 
o 19 

3 

調査固次

回 S. 制査|口l次ごとの雌の体l陀ほ pトlのlti段
前iひげIgl(水Eド線・ ljl央他.量点ij!ー外れ(:Iiを除いた最
大 ・ 最小1~白.事fi • ~')ーならび第三 |川分 {立~t 丸:符1の長

さ0)2 fN以上のfi1iである外れliIO
計lひげ区ITの上告liの数(jf(: :;:r;.J句fi{L +fiひIflzl-トの下郊の

数値 ;官'i，iW偏廷を示す

アルフアベットについては干i意志ーを不す

* さけますセンターふ化}j主流成仏

今!日|の ~1UiJ:rtE ~:rl，県から.人 .::[j受精の尖施)!JJlliJ の訂I. !UJ に該

当する 1~ 21日|次に人工授がi した卵の発|保守:は。 3~4

lul次と比較して低い古川を示すことが|りjらかとなったc 過

去の事業成約からも 9月の下旬から 10月の上旬にか

けて人一LJf:f討を行った卵は，ふイヒ4与カ~ 8596以下になる

{tnlIiJがji{i，認されており.人]J受精笑施JlJJI1¥Jのlll.!!JJには.

発 11日半が低下 する危険性が I'，~j いことがわかる。一方 . 1 

凹次の各iFHillij旨椋のi!!IJil'{fl(は3lul次以降の測定官I'iと比;1攻

して有 72; に {l~い他を示 した 。 さらに。 21ul 次の iJ!lJ定1n~{ も

3 ~ 51汀|次のi!!リ佐伯と比較して佑が低い. または.ぱら

つきが大きくなる ftYlri'Jを示 しt:.o このように。人.Tj受付

II;¥J!JJの早川には 許{illi指標の iJ!lJí目的と卵のう1':1I1~半は同市1

していることがわかる。これより.イ判l出aplー1. 1'1'1干辺

到UIISII \Jおよび:"1'，'; -(-起動員ぺ1の iJ!lJíと仰l は，死。I.J のリスク ~:-['{illi 

の折lW~ として有効であると考えられる 。

これまでに常本 らnはサケの精液のスノママトクリ y

卜，体11'hapH守中llj子、仕rruJW¥Il¥jと件、1明械の pHが発11民オ'

に及ぼす lj;';~!X~ を別交 L. N;子運動II'SII¥jにのみ発1111詩、との

Il\jに有志 な WJ係がi15められることを fli f~i-. している c 本liJf

究結果では 川J'f11 ごとの利 下 illi動 II ~J 川とj'j'; (-巡到U'iへの

測定111'(は知似したft([1向を示 したo 加えて 中|Ij子JlliillりJ吟1

は‘発 IIJU-i'~ 50 %以下を号、した 1lul次において 2~ 5 lul 

次の洲右前よりもギ(，j~-: に 1l~ぃ測定1n'( であったため. W; { 

運動 II~JIl¥jや体IJ主波 pHと比![i土して. リスク[討計'1ド，{仙11山耐|日山11の1作粕粕J下花右千白古削-jけ一，1位J主立it:が

i'/，子L

f付イ本判(1)1，トい汁i印[夜記 pH は 発 11川山IJ以J~ 土才半ト仕二 の f仏l\: カか、つ た l川|恒凶巳凶|次と 21恒凶ι叫li.次欠に

f他也0の〕訂rfjλt験口よ!り7も午平桁:ヲザf一広(にこ{氏いi日!l!Jyl:イ仰n'(を元示tしたことカか、ら句

評価11の J削JR としてキ]:効であると考えられた。 発 IIJ~不と体

!際法 pHの関係について'山本ら 7切f遊楽i¥l;J1 1 で ~VNj 1t した

結果休作法 pHは 8.0::t 0.1であり 似体問変動は小

さく長打J4~'ーへの影響は認められないことを ~(Ii 行してい

る。ーブ).本試験の IIIII 次と 21II1次の測定~:町民は 1 .1' 火

恨(. '1i':lc:.)1!Liともに 8.01-:J、卜ーと低く， ぱらつきが大きい傾

向を示 した。これより人一u受粕11寺川!の早川lに発主|する

pH の11í:い休 IJ桁r'i.が)1': 1 1l~ i，-" を{氏トーさせたことが考 えられ

る。稲拡ら l川 はイ判l担液にiì'l ~I:J;f主が混入すると， イ付休イ本判付，1川IJ舵Ij?，貯!空ト;江液{夜主

|内付の pHのf低氏一下|ド;と受1粕f古;11;¥の中川lfh!i日j

ジマスのj場占劾&{::合T刊(にlここは出人守ヰ午工.. 'が 3%1-:J以、」になると発!リ限IJ以l只」ω0卵IHは土引(ほ:;t ま
とんど比られなくなることを ;~I，け十i行fiI している 。 このように

本刑訟の 11I I 1 次や 21IT1次で、的認された pH の 11~い休!際法

には守 jilt呼IJ液が混入していた可能性がある o

今|巳|の部uj!f京市栄が示すような 人工綬中|!日|制。lのIr'-J!JJに

'-1:.じる発IIlU(，;低下の安|大|には 長J!JJIl¥Jの茶花が挙げられ

る。天JiIlU11 jT!i 1it J;)Jーでは. trH1itl日J&fiとなる 8)Jトイリに1i!i3悲

したサケ剃f.¥lのJ易合. 20 ~ 30 1ーIII¥JにわたるRWJI日jの芸

養が必弘!となる 2」 このため句害義WJllijの長い机魚群か
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ら授精作業を行う人工授精で、は • :{JJ日である l四次に人 文 献

了J受精に供試した親:111、群が.最も長い蓄養日数を経た炉、

であったと考えられる。 また 天塩川捕獲場は河UJ或か

らの距離が近いため塩分の流入と高水温が認められてい

る川。 これらによりカジカ魚芳!のカマキリ Cotluskazika 

で報告されている 121ような長期間の蓄用.ストレスお

よび不適切な蓄養環境による生勉障害の可能性も考えら

れるが 詳細な原|天|の究明については今後に践された課

題である。

3同次以降に人工授精した卵の発[1良平では. 4回J欠が

有意に高い併を示すのに立、jし評価指標問で、は有意な差

は認められなかった。 この原因として 本試験では評価

することの出来なかった未~i!\~rJの混入の影響が推察され

る。今後はこれらの影響も含めて検討を行うことで， さ

らに精度の高い死卵のリスク評価lが可能になると考えら

hる。

以上の結来より 人工授精に供する親魚、の群から無作

為に抽出した雌雄親1~1，の精子運動率。 Wi子Jlli勤時間およ

び体腔液 pl-lの測定値を用いて.死卵発生のリスク評仙l

を行うことは可能であると考えられた。なお リスク評

価の際に'1'1)断の目安として使用する基準備については，

50%以下の発眼芥を示した調査日の体腔液 pH. 精子述

勤時間および精子運動率一の測定値としこの基準値より

もi!!lj定値が F回る場合は 人工授精への使用を避けたほ

うが良いと考えられる。 さらに リスク許価の実施につ

いては低発眼率の問題が発生しやすい人工授精実施期間

の早期に行うことが最も効率的であると考えられた。 し

かし.リスク評価の際の基準備については サン プル数

を増やすことで¥今後より正確な基準値を調査研究する

必要があると考える。
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精子運動時間，精子運動率および体腔液 pHを用

いたサケ死卵発生のリスク評価の有効性

宮本幸太・高橋史久・高十l合敏:iE 吉田平IJn百・加賀谷

学.l度遺伸昭・片山勇tM.北口祐一.jel'- 真俊

人工授精の目的で蓄用したサケ親魚、の群から精子連動

時間 精子運動率および雌の体腔液の pl-lをiHIJ定した。

9月下旬から 10月下旬まで 5巨iの調査を行い 調査日

ごとの各測定値と増殖事業で人工授精した卵の発限卵数

とを比較した。その結果精子運動時間 精子運動率お

よび体腔;夜 pl-lは，低発H良率の問題が生じる人工授精時

期の早期に 低い測定値を示すことが確認された。この

結果から。精液-卵の評価指標の測定値をもとにした

死卵発生のリスク評価方i1、を提案した。
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