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クロガシラガレイのふ化に及ぼす水温と塩分の影響

横 山 信 一*1,日 中 正 幸*2

EffectoftemperatureandsallmtyOnthehatchofcrestheadflounder
PlezLrOneCteSSChrenhi

shin-lChlYOKOYAMA*landMasayukiTANAKA*2

In30Aprll.1993artlfIClalfertlllZatlOnOfcrestheadflounde=vasconductlnNoLoroLake A Localof

161×106eggswerecollectedfrom adultfishand68×106Wereauachedonhatchingtrays Thenthese

traysweresuspendedfrom ropesofscallopsranchJng OnceaweekforamonthahaLchlngtrayWas

recovered WhenthecumulaLIVetemperatureWas】00oCD (May20),attachedeggsoftherecovered

hatchlngtrayreducedrapldly

Ha,tchlngeXperlmentSWlthtemperatureofbreed】ngwaterweremadeatl上o,0,25,50,75,loo.

】20,150.and200℃ (constantsa]1nLLy315psu) Thehatchingratesat25,50,and75℃ werehlgh

HaLchlngeXpCrlrnCntS＼VlthsallnltyWeremadeat0,50,100,150,200,250.and400psu(constant

tempera.Cure50℃)Thehlghhatchlngratesmorethan60% atlowsallnlty(100-250psu)Wereshown

TherelatlOnShlpbehvecnthedaysrequlredhatchlng(T)andwatert8mPeratUre(0)1SSho､vnbythe

follo＼vlngequatlOn,T-0266302-651610+479716 ･llhemeantemperaturelnthesuspendedper]odof

hatchlngtraysWas52℃ ThecalculatedbュrthdatecolnCldedwlththeda.teoftheattachedeggsreduced

キーワー ド クロガシラガレイ,ふ化率,水乱 塩分,能取湖

クロガシラガレイは北海道の沿岸漁業におけるfEf要

なカレイff源であり.党源増大に向け.人工実相卵に

よるふ化仔他の放流が全iEl各地で取り組まれているo

クロガシラガレイの卵は付ii'沈性卵であることから,

この放流は人工受精卵をふ化盆に付着させ.それを養●一:I:I:I:ll,■∴ ∴ ∴ ∴ ∴ ∴ 一

閃には捕食生物の防除等の人為的な管理も可能である｡

しかし.放流効果については不明な点が多く.人工受

粍卵のふ化率やふ化仔魚の漁業資源への加入員等解明

しなければならない課題が多く残されているoそこで.

著者らは1993年に能取湖で行われた人工受精の採卵数

を推定するとともに.ふ化盆の垂下期間中の付君子卵数

の変化を追跡した｡また.1993-1994年には人工受精

卵のふ化美馬剣こより,水温と塩分がふ化率に与える影

響を調査した｡

材料および方法

1993年の能取湖における人工受精とふ化盆の垂下は,

漁業者によって4月30EIの10時に卯原内.同13時には

能取の2カ所で行われた (Flg 1)｡人工受精および

卵の付群は,乾等法によって受和された卵を海水タン

クに流し込み,その中に縦34cm 構20皿の木枠に付苗

基質としてシュロの樹皮を張ったふ化盆を入れること

によって行われた｡著者らは採卵に使用された雌雄別

の朝魚の個体数とふ化盆数をそれぞれ計数するととも

に.採卵fE1斑を計足した｡採卵gIY丘は海水タンクに流

し込む前の受前号卵の垂虫とした.また,ふ化盆 1枚あ

たりの付着卵数を引数するために.各地区10枚ずつの

ふ化盆を持ち帰った｡これらを研究室で直ちに,ふ化

盆の中心域から3cm幅で十字に切り取り (119d),付

怒基質とともに10%フォルマリンで固定した｡後El.

報文番号 A256(1996年 1月12日受理)

*1 北海道立網走水産拭攻城(HokkaldoAbashlrlF'sherleSExperlmentaIStaLIOn MasuuraAbashLrl,H｡kkaldo

O99131,Japan)

*2 網走市役所水産訓(AbashlrlCltyHalt,FISherleSSectlOnAbashlrl.Hokkaldo093.Japan)
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Flg 1 MapshowlngSuspendedslteSOfhatchingtraysattachedartlflClalrertlllZedeggs
ofcrestheadflounderslnNotoroLake

実体顧微鋲下で,付fJ'卵数を計数 した.また.クロガ

シラガレイの卵以内卵数を計数するために,卯原内の

唯我魚から無作為に7個体を持ち帰った｡これらの体

長.体鼠 卵史歪丑を測定した後.有眼PJと無限側の

卵巣からIgずつ卵を採取し.卵粒を計致した｡

ふ化盆の垂下作文では,用意されたふ化盆を20枚 1

組に結束し,捕食生物の侵入を防ぐため. 】組ごとに

目合2m山の網で埋 )た後.ホタテガイ養轍施設の幹縄

より水深2m屈に垂下した (Flg 1)｡垂下海域の水

温と塩分を迎統測定するため,卯原内沖にメモリーバッ

ク式水温塩分計 (7レック昭子ACT18000)を設圧し,

4月30日から5月26Elまでの約 1カ月間の水泡と増分

を1時間間隔で測定した｡また,ふ化盆を 1i剛]E,qおき

に1枚ずつ回収し,上記と同様の方法で付窄卵数を計

数した｡

室内でのふ化実験の材料を得るために,1993年5月12

日と1994年4月28Elに能取湖内の刺網で漁硬された親

魚の完熟卵を用いて乾等法により人工受柄を行った｡

1993年のふ化実戦では受精卵をスライドガラスに重な

り合わないように付6-させ.これらを300ccのビ-カー

に収容した｡実験区は6水温区と6塩分区の計12とし

た｡水温区の飼背水は塩分315に調難した和密ろ過･純

水に紫外線を24時間周射して滅菌したものを用いた｡

設定水温は-10.50.100,120.150.200℃の6

段階とした｡なお.-10.50,100℃の水温区につい

てはインキュベーター (サンヨーMIR252)を用い,

120.150.20.0℃の水温区についてはヒートポンプ

付きクーラー (レイシ-RZ90)を設置したアクリル水

槽 (60×30×37cm)を用いて恒温を保った｡

塩分区の実験については,蒸留水と人工梅塩 (千寿

製薬マリンアートSF)で調整した塩分0.100,200.

250.400の海水を水温区と同様に滅菌し.水温50℃

に設定したインキュベーター内で行った｡それぞれの

":一二.:':㍗ J̀ :l喜.fn:;一一㌦ 1.≡.∴ ∴ ::.:t
の9時までを暗状態とした01994年も上記とほぼ同様

の方法でふ化実験を行ったが. 1失敬区あたり3個の

500ccビーカーを用いた｡また.実験区は1993年より水

盤と垣分の範囲を狭くし.0.25.50.75℃の4水

温区と壇分)00.150,200.250の4壇分区とした｡

水曲0℃.50℃および塩分の実験にはインキュペ-タ
-を用い.水温25℃と75℃の実験にはヒートポンプ

付きクーラ-を設置した60皿アクリル水槽を用いた｡

結 果

採卵数とふ化盆の付升卵数

Tablelには1993年の人工受精に用いた胡瓜の個体数



Tablel.NumbersofadultflShand

weightsofcollectedeggs

AdultflSh

Male Female Eggs(g)
Ubaranal 76 212 11.500

Notoro 76 305 17.900

Total 151 517 29,400

と採卵堕虚を示した｡幼魚の個体数は卯原内よりも能

取の方がやや多かったが,性比は両方とも推 1個体に

対して雌3-4個体の割合であった｡2カ所を合わせ

た栓採卵亜丑は29,400gであった｡Table2には雌額魚

の卵巣内卵 1gあたりの卵数を示した｡有限側と無眼

側の1gあたりの卵数はほぼ等しく,稚雑魚7個体の

igあたりの平均卵数は5,702位であった｡これらから

1993年4月30日に実施された人工受和における総採卵

数は約 1億6,800万校と推定された｡

人工受精卵の付葺3'･に使用されたふ化盆数は.卯原内

で1,460枚.能取で1,480枚であった｡それぞれ10枚ず

つ持ち帰ったふ化盆から計数した付若卵数をTable3に

示した｡1枚あたりの付着卵数にはかなりのバラツキ

があり.少ないものでは2,389位.多いものではこの約

21倍にあたる49,871校が付着しており,平均すると卯

原内では18,431校,能取では27.629校であった｡ふ化

盆敦と平均付宕卵数から.卯原内と能取においてふ化

Table2.Fecundltiesofcresthead

flounderlnNotoroLake

BL(mm) BW (g) Numberofeggs(N/g)
Evedslde BHndslde

195 170

196 168

211 172

240 361

250 425

260 435

267 555

4.632 4.618

5.530 5.492

5,686 5,715

6.288 5.970

6.974 7.438

5.116 5,108

5,981 5,284

タロqンラqレイの.､､化に及ぼす水温とは分のt;T 3

盆に付著された卵数は.それぞれ約2.700万位と約4,100

万位と見横もることができ.2カ所を合計すると.揺

採卵政の約y3にあたる約6,800万校であった｡

垂下期r,,l中の村井卵数の変化

Flg 2にはふ化盆の垂下海域から約 1i凶F岩】おきに回

収したふ化盆の付群卵数の変化を示した｡5月6日に

回収したふ化盆には.約50.000粒の付宕卵がみられた

が.そのうち51%は死卵であった｡5月12日に回収し

たふ化盆にも約50,000校の付慾卵がみられたが,死卵

の割合は29%であった｡5月18日の付宕卵数は約3,0(氾

粒と急軌 こ減少し.付着卵のほとんどはふ化直前の状

態であったので,以後2日遵税してふ化盆を回収 した｡

5月19Elと5月20日の付着卵数も少なく.いずれもふ

化直前の状態であった｡5月26Elにもふ化盆を回収し

たが.付宕卵は皆細であった｡

垂下海域の水温と塩分の変化

ふ化魚の垂下梅軌 こ設道したACT18000による水温と

塩分の変化をFlg 3に示した｡ふ化盆の垂下水深は約

2mと浅いこともあり.流氷やE]射の影軌 こより水温

のEl変化が大きく.血大4℃のEl変化 (5月8日)が

みられた｡ふ化盆の垂下期間中の水温は一日平均で43

℃から8.0℃に上昇し,平均水温は52℃であった｡塩

分についても融氷水や河川水などの影軌 こより.El変

化が大きく.最大120の日変化 (5月8日)を伴いな

がら.日平均塩分で3038から3188に上昇した｡ふ化

盆の垂下期間中の平均塩分は3109であった｡

水温.塩分とふ化率との関係

F.g 4(A)には塩分315における各水封区のふ化率

を示した｡1993年の実験では,50.100.120℃でふ

化がみられ,最も高いふ化率は50℃の49%であった.

1994年の低温区を中心とした実験では.0℃でもわず

かにふ化がみられたが (4%).25-75℃のふ化率

が比較的高かった｡25℃と50℃のふ化率はほぼ等し

T8ble3.NumbersofattachedeggsOnahatchingtray

Mhl Max, Mean SD N

UbaranaL 2.739 34,887 18,4 3 1 9,257 10
Notoro 2.389 49,871 27.6 2 9 18,187 10
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く.それぞれ52%と48%であった｡

F'g4(B)には水温5℃における各塩分区のふ化率

を示したOこれには水温50℃における水温区の実験結

果も塩分31.5のふ化率として示した｡1993年には塩分

0-400の間でふ化実額を行ったところ,塩分0と塩

分40.0ではふ化がみられなかったが.塩分100では78

%,塩分200では82%のふ化率であり,低壇分でふ化

率が高くなる傾向がみられた｡1993年の塩分250のふ

化率は極端に低くなったが (13%),1994年ではこの

前後の塩分区のふ化率に大きな差訳がみられないこと

から.増分250の実験には何らかの誤操作があったと

思われる01994年には塩分10.0-315に5塩分区を設

定してふ化実額を行ったところ.塩分315のふ化率は

やや低かったのに対 し.他の塩分区では60%以上の高

いふ化率であった｡

Table4には塩分315におけるふ化日数と水温との関

係を多項式回帰から求めた場合の次数の増減によるATC

と自由度調整ずみIB相関係数の変化を示したOこれに

よれば.AICが殻も小さく.自由度調整ずみ頚相l尖l係数

が収も大きいのは2次の多項式であることがわかる｡

そこで.Flg Sにはふ化日数 (T)と水温 (e)との関

係を2次多項式による回帰曲線で示した｡回帰は有意

であり (P<001),回帰式は次のとおりである｡

rr-026638216.51610+479716

このFXl係式より,ふ化盆の垂下海域の平均水温 (52℃)

のふ化日数を求めると.21E]であり.4月30日に人工

受fIIJ'された卵のふ化Elは5月20日と推定される｡また,

ふ化盆の垂下海域における平均水温と平均塩分に愚も

近い,水恥50℃,塩分315の実験区からふ化轍節水温

(0℃以上の桃井伯)を求めると,1993年には105oC臥

1994年には100℃日となった｡

考 察

クロガシラガレイのふ化実験を行った山本日と疋田2)

によって示された飼-fi'データからふ化稲罪水温 (0℃

以上のfl'l井値)を求めると90-110℃日となり,これは

本実験とほぼ一致した.ふ化実験より求めたふ化fuh芥

水嵐を.ふ化盆の垂下鵜域のEl平均水温の横井他にあ

てはめると (Fig2),抑 鵬 が100℃日になるのは ●
5月20日であった｡これはふ化日数と水温との回帰式

から推定されたふ化日と一致する｡このことから.5

月18日～5月20E7における付着卵数の減少はふ化によ

るものが多いと考えられるが.ふ化盆 1枚あたりの付

怒卵数にはかなりのパラツ牛があり (Table3),故山

等の影響でふ化盆からの脱薪による付宅卵の減少も予

想されるC本研究では回収したふ化盆は1枚だけであっ

たため.今後は回収ふ化盆を増やして,さらに検討を

進めるとともに付名卵の脱落数とその生禁についても

調杢する必要があろう｡

ふ化盆の垂下海域の環境に収も近い水温50℃.塩分

315の実験区では,約50%とやや低いふ化率であった

が,塩分区によるふ化実験では塩分100-250の低塩

分水で高いふ化率がみられた (Flg4)｡海産魚の卵は
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Table4.Akalke'sInformationcriter10n(AIC)andmurtlPlecorrelat10nCOefflClentadJUSted
forthedegreesoffreedom(AdJUStedRSquare)lnPOIynominalregressionbetween
watertemperatureandtlmelndaysrequlredforhatchlng

No.ofVarlable AIC AdJUStedRSquare
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40
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ト 20

10

5 6 7
0(℃)

た高いふ化率は,このような低塩分の環境下で糾られ

たものと推定される｡これらのことは.ふ化盆の垂下

海域の通定… 畑 だけでなく.塩分も蛮要な要窯と ●
なることを示唆している｡ふ化に及ぼす塩分の影響は.

卵の浸透圧調節能力の備わる時】抑こよるが3),クロガシ

ラガレイ卵はカレイ筋の中では布な付芯沈性卵であり,

産卵場は水深が浅く8･9),融雪水や沖j氷の影轡を受けや

すいことから.卵の浸透圧調節能力と発生とのl淵係を

Flg.5 RelatlOnbetweenwatertemperature(e) 今後検討する必輩がある｡
andtlmelndaysrequlredro√hatchlng(T).

要 約

一秒 こ,ふ化可能塩分範囲が広く.高濃度刑のふ化限

界塩分が高いが 3).カレイ科の EopseLLoJOrdanlや

I?arophrysueLuLusのふ化最適垢分は低く.279と259

と報告されている415)oLLI本6)によれば.人工受精に

よるマコガレイPLeLLrOrLeCLesyohohamaegFlのふ化率は.

lLI34%｡の低塩分水でも87%であった.異体筋の多くは

成魚の通常の分布域より.沿岸浅海域に産卵場を形成

するため7),産卵場は河川水等の影響を受けやすい｡低

塩分での商いふ化率は.こうした塩分変化に対する適

応と考えることもできる｡

疋田2)によれば,能取湖産のクロガシラガレイから

人工受精した卵をふ化器に付啓させて-湖内に沈めて

おいたところ,はは100%がふ化したと報告している.

当時の能取湖には現在のような永久湖口がなく.4-

5月には融雪水などにより湖は著しく増水したことが

知られており,1955-1957年に欄内の環境調査を実施

した大諏 ･内山8)によれば.湖内北西部の5月の底屈

の塩分は234-239‰ (Cl換節)と低かった｡軸内北

西部は産卵期におけるクロガシラガレイの漁城分相か

ら産卵場と推定された海域であり8),疋田2)の報告し

1 1993年4月30日の能取捌において実施されたクロガ

シラガレイの人工受精では.約 1倍6,800万校を採

卵し.そのうちふ化掛 こ付'i'fした卵は約6.800万粒

と推定された｡

2･ふ化盆の垂下期間中の畑 と塩分 (棚 2m)の ●
平均値は,それぞれ52℃と3109であり,ふ化盆

の何番卵数は.垂下後約20日で急激に減少した｡

3.-10-200℃までの9水温区で行ったふ化実験で

は,0-120℃までふ化がみられ.そのうち25-

75℃のふ化率が芯かった.一方,塩分0-400ま

での8塩分区で行ったふ化実験では, 塩分100-

250の低垣分でふ化翠が高くなる傾向がみられた｡

このことから.ふ化盆の垂下海域の選定には水温

だけでなく塩分も頚要な要素となることが考えら

れた｡

4.ふ化日数と水温との関係式から.Ll月30日に人工

受粁ほ れた卵のふ化E=ま5月20日と推定され.こ

れはふ化盆の付TJ'-卵数の減少がみられたElと一致

した｡
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ヒラメ ･カレイ類精液の凍結保存

第 1報 ペレット法とストロー法

斉 藤 節 雄*

CryopreservatlOnOfflatflShsperm

I.Pelletandstrawmethods

SetsuoSAITOH*

CryopreservaLIOntechniquesforf)atflShsemenlVereeXamlned Morethan70% rrozen-thawedsperm

uslngbothpelletandstrawmethodsmovedinJapaneseFlounderParaLLChLysoLILqCeLLSaTldpaclflChallbut
● lIl'ppogLossus sLenoLepLs Pellet method uslng rlnger■s solutlOn aS eXtender was sultable for the

cryopreservationorcrestheadflounderPLeuronecLes schrenhLSPerm From 5 to30% ofsperm uslng
pelleLmethodsholvedthemotLlltylnSmall-mouthedflounderF'LeuronecLesherzensLelnl,ma.rbledf)oundcr

LLmandayo/10hamae,barrlnflounderVerospermoserLandslimeFlounderMLCrOSLomusachnearLcrfreczcI

Lhaw TherecommendedfreezJngSPeedlangeforpost･thaw motllltyOrSPerm lnJapaneseflounderand

paclflchallbutwasbeいveen2andLIcm ofthedlStanCefrom thesurfaceofLlquldnltrOgen Onlyone

pclleLoH rozensemenofJapanescfloundermlghtbesulficlenttOrertillZe20% andtobchatched15%

ofabatchof4.500eggs

キ-ワード: 凍結保存.異体類,精子.ベレ･/ト軌 ストロー法.精子活性 受柵能

Keywords･CryopreservatlOn.FlatflShsperm.Pelletmethod,Strawmethod.MoLll1ty.Fertillty

緒 言

ヒラメを始めとする多くの梅産魚で.染色体操作に●:.::::l'.}-:,.i:,I:≡.'言 ':'､I∴ :-:て:'.:1.
都もある1).本滋においてもヒラメの怒穂が近年盛ん

になり,El本鵜川の各地で積極的な取り組みがなされ

ている｡しかし本芯のように.冬捌問の低水温糊の長

い地域においてヒラメ養殖を行う印は.決定的に不利

であるoそこで.本iBJの自然環境,特に低水温に適し

た養殖用種苗を生産するために, ヒラメ･カレイ類の

fi"で交雑を行い,低水温下でも高成長を示す新品種を

作出する必要がある｡

ヒラメ･カレイ郷においては,産卵期のずれている

棚類が多いので,gヰ郡聞交雑に必要なFI'1子を.一定期

間受和可能な状態に保つ必聖がある｡比較的短期ThlJの

保存であれば.適当な希釈故でff'Jr液を希釈後.0℃近

くの低温に保つことにより可帳である2)｡ しかし.数

カ月から年埋位の長期保存となると.凍結保存が必要

になる｡そこで本研究では.畜産分野などで班に実用

化されている314)液体宴楽(_196℃)を用いた凍結保存

法の検討を行った｡

魚頬梢液の凍結保存法については.サケマス類を中

心に放球の淡水魚で試みられ5),一部海産魚について

も5.6)報告があるが.ヒラメ･力L,イ薫別こ鯛しては.

plaiceT)を除いて未だその報告例はない｡本研究では

主にサケマス類で行われているペレット法 (錠剤化凍

結法)及び家畜などで使用されているストロー社によ

る凍結保存法の検討を行い,若干の成果が得られたの

で報告する｡

報文番号 A257(1996年1月】2日受理)

* 北海道立中火水産試験場(HokkaldoCentralド,sherleSExpcnmenLalStat10爪.Yoichl.Hokkaldo046,Japan)
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材料及び方法

(ア)供試魚

ヒラメ.カレイWlのなかで.以下の7m棚の和子を

附けした｡ ヒラメ(ParaLLChLysoLLUaCeuS).マツカワ
(Vcr(lspermoserL).マガレイ(PLeuronecLesherzensLemD.

マコNレイ(I,imondoyohohoTnae).パパガL,イ(MzcTO-

sLomusachne). クt)ガシラガレイ (PLeurorLeCLes

schreTth一).オヒョウ(FILPPOgLossussLenotepIS)である｡

このうち.ヒラメ,マツカワについては,道立栽培地

f'R総合センタ-鉦の人工養成朝瓜をIl=Jい.マガレイ.

マコガレイについては.同センターで番饗中の天然戦

地をuf用した｡また.オヒョウはEl本載堵漁業協会厚

岸')喋 場で.パパガレイは広尾海洋水族科学館で,ク

ロガシラガレイは小平漁業協同組合でそれぞれ苔饗,

遜城中の天然戟魚を使用した｡

(イ)採栢

跳朝魚の体表.矧 こ腹部をウエスで良く拭いてから.

lJ姻 弓を圧迫して¢90nJnのプラスティンク製滅菌シャー

レにFf.Jt液を採収した｡この時.尿,糞などの果物の混

入をできるだけ避けて,個体手引こ採取した｡更にシャー

レをベーパ17イス上に置き冷やしたO

(ウ)希釈

希釈液の組成をTablelに示した｡希釈による温旺ショッ

クを避けるため.希釈液を氷水で冷やした｡抗凍結剤

として.ジメチルスルホキサイド (DMSO)又はグリ

セリンを用い,態度は5.10,)5%の3段階としたO平

衡時間 (希釈後凍結操作に移ろまでの時間)は特に設

定せず,希釈後直ちに凍結操作に移った｡

Table 1 ComponentandconcentratlOnOr

(ェ)凍結 (Fig ))

1ペレット法一一一ドライ7イスに小さな穴引掛ナ,布

釈した粍液をこの穴に滴下し,ペレット状にする方法｡

木実験では6倍に希釈した和液を01m2ずつ滴下した｡

2ストロー法-一一希釈した精液をLl=相殺保存用のポリ

エチレン製ストロー背(0.5mE容)に封入し.それを液

体窒紫に浸らない状態で.液体室紫液面上の適当な放

出に保ち.液体宴楽の蒸気によって祉結する方法｡本

実戦では,希釈fI'Jl液を03m2ずつ封入し.液面からOcm,

2cn.4czn.6cmの位Lmで凍慕吉した｡但しOcmは.刺

入後班接液体窒対 こ浸して.凍結したことを意味する.

(オ)保存

柄液凍結後.恕ちに液体室莱タンク (36A苓)に移

した｡

(カ)解凍

解凍液として120m.uNaHCO】液を用いた.凍結ペレッ
トの場合.氷冷したlmENaHCX)3 液に入れ.直ちにミ

キサーで拙拝し解btrした｡ストロ-内に凍結封入され

たものは.ストローを試験管に入れ.20℃の7I;.1水に浸

して解凍し,シャーベット状になってから NanCO]液
を加え.ミキサーで批拝し溶解した｡

(辛)媒栢

解凍した精液を,乾導故により兼受柿卵に媒和した｡

(ク)和子活性

希釈操作に移る前に,採取料液を 1滴スライドグラ

スに収り,避退#lj水と接水させて斯微粒下で遊動tl-杏

確T.Jc).した｡-視野叫 こ占める遊動fI'i子の割合が100%の

ものを凍結保存に他用した｡一方,凍結融解後の和子

活性も同駄 鰍 と接水させた後･約 位下で遊動 ●

extenders

Extender ComponentandconcentratlOn

Glucose
Sodlum Cltrate

Rlnger'ssolutlOn
forflounder

5- 15%
40- 100mM

NaCI 822g/A
KCl 039

CaCI2･2H20 0.72

MgChl6H20 0.23
Nafl2POl･2H20 0.28
NaHCO3 0.20

Glucose 100

pH 6.0- 70
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Fig.1 Freezingproceduresofflatfishsperm.
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精子の比率から求めた｡

(ケ)受刑能

嫌結相子ペレット1個分の精液を.様々な虫の未受

精卵に媒精した時の受精率及び筋化率で表したo

結 果

1 ペレット法

ペレット法で凍結したヒラメ.マガレイ.マコガレ

イ.マツカワ,パパガレイ精液及びオヒョウ.クロガ

シラガレイ精液の融解後の精子活性をTable2とTablC

3にそれぞれ示した｡ ヒラメの場合.5%グルコース

でDMSOの濃度5%又は10%の時遊びにリンゲル液

(pH60)で15%DMSOの時屯も芯い和子活性を示した｡

マガレイの場合,全体的に精子活性が低かったが.ク

エン酸ナトリウムで5%DMSOの時及び15%DMSOで

グルコースを使用した時,5-30%の精子に運動性が

認められた｡マコガレイの場合.DMSO濃度15%で.

15%グルコ-スの使用 した時のみ5-30%の和子活性

が認められた｡マツカワの場合は,DMSO濃度10%で

5%又は10%グルコース又はリンゲル液(pH60)の時5

-30%の活性を示したOパパガレイの場合,10%DMS

0,10%グルコースの時のみ活性が認められたoオヒョ

ウの場合.抗凍結剤としてDMSO及びグリセリンのい

ずれを使用した時も.30-50%及び70%以上の活性を

示した.特に10%グリセリンで10%グルコ-スの時滋

も高い活性が認められたOクロガシラガレイの場合.

5%DMSOでリンゲル液pH60又は70の時高い活性が

認められた｡

2 ストロー法

ストロー法で凍結したヒラメ,クロガシラガレイ.

オヒョウ精液の融解後のfI'i子活性をTable4に示した.

ヒラメの場合.いずれの希釈液を使用した似合も.液

体窒素液面からの距離2cm及び4cmで投も砧い桃子活

性を示した.pH60のリンゲル液の場合.例外的に6

cmの距離でも70%以上の活性が認められた｡クロガシ

ラガレイの場合.DMSO幻皮5%及び10%ともに.い

ずれの希釈液を使用した時も.全体的に活性が低かっ

た｡しかし.液体室莱液面からの距離 2cm及び4Ⅷの

時.若干活性が諾慰められたoオヒョウの場合,抗凍結

剤としてグリセリンよりもDMSOを使用した場合の方

が高い活性を示した｡液体窒素液面からの距離2czn及

び4cmの時70%以上の和子活性を示した希釈液は70mM

クエン酸ナトリウム.5%グルコース.100mMクエン酸

ナトリウムそしてリンゲル液(pH65)であった0

3 凍結精子の受精能

'rable5にペレット法で凍結保存したヒラメ精子を.

融解後ヒラメの未受和卵に媒粁した時の受精率 (腫体

形成率)及び卵化準星【≧びに解化仔魚の奇形率を示した.

卵血が柑えても.750校から4,500位まで受fi'J率は,208

-272%,また粁化率も156-181%とはぼ一定の値

を維持していた｡一方.奇形率は卵昆 450校の時のみ

313%と比較的高い値であったが,他の場合はすべて

10%前後と低率であったO

考 察

魚類の稲子凍結保存は.Blaxtcr8)が番ニシンの和子

を凍結して秋ニシンの卵に受精させたのが滋初であるo

その後数確の淡水魚及び海産魚の和子で試みられてい

る｡

魚類の和子の長期保存を行う利点として,推考劉Eril交

雑に供する他に以下のものが考えられる｡イ)優良和子

(成長が極めて良い班や.全雌触生産用の性転換雌な

ど)の有効利用が可能となる｡ ロ)時空Fに】的に隔たっ

た魚種間での交配が可能となる｡ ハ)雌的朗軌間の成

熟期の適いによる耶鞍の不足が解消される｡ ニ)品粗

系統.形質の保存が等易となり,避伝背概研究の向上

につながる｡

-:+ .∴1 二!1---1-∴l::∴ 嵩 二 .L十 .., ●

FEEdの設定,凍結速度と解凍速度等がある｡本研究で使

用した希釈液は.これまでの魚類の精液保存で用いら

れたもの5)を参考に.クエン散ナトリウム.グルコー

ス. カレイ用リンゲル液の3種類で, それぞれ濃度,

pH等を変えて試験したoペレソト法ではクロガシラガ

レイを除いて.希釈液の速いによる判子活性への彩轡

は特に認められなかった｡またストロー法においても

はほ同様であったOしたがって.グルコース等の雄純

な組成の希釈液でも十分使用可能であると考えられるO

抗凍結剤としてDMSOと一部グリセリンをl=Rいたが.

近年DMSOが一般的に用いられている6)｡一掛 こ抗凍

結剤としてグリセリンを用いた場合には,平衡時間を

長くし.DMSOを用いた時は.極力短くした方が,解
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Table2.EffectsofextenderandcryoprotectantconcentrationOnthespermactivitleS
oHlatflSha一terrreezlng(pelletmethod)andthawing

SpecleS Extender ConcentrationorDMSO
5% 10% 15%

Par･alLChLys Sodlum lOOmM + ++ ++
olwaceus Citrate

Glucose 5% +++ +++ +
10% ++ ++ +
15% + ++ +

R lnger's pH6.0 ++ ++ +++
Solution

Pleuronectes S odium lOOmM + ± ±

herzeTISLeLTll Cltrate
Glucose

Ringer's
Solut10n

i.J7D
OC0
596
-

1
1
Hp

±

+
±

±

十
十
+
+

LLmanda Sodium lOOmM

yohohamae Citrate
Glucose

Rlnger'S

5%
10%
15%

pH60
Solution

Verasper Sodium lOOmM
moser一 Citrate

Glucose 5%

10%
15%

Rlnger's pH6D
SolutlOn

+

±

±
±

±

一

±

+
+
±

+

±

±

±

±

±●Microslmus Sodium lOOmM ±
achne Citrate

Glucose 5%
10%
15%

Rlnger's pH60
Solution

± +
++

+++ morethan70% Sperm moved.++I30-50% sperm moved.+I5-30%Sperm
moved,±:11ttle一moved,-.non一moved
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Table3 EffectsofextenderandcryoprotectantconcentrationOnthesperm actlVltleS
offlatrlShafterfreezing(pelletmethod)andthawlng

SpecleS Extender ConcentratlOnOfDMSO GIycero1
5% 10% 10%

Hippoglossus Sodlum 100mM
S̀enoLepIS Cltrate

Glucose

Rlnger's
solutlOn

70mM
40mM
5%
10%
15%

pH60
65
7.0

+ +
+ +
+ ±
+ +
+ ++
十十 +
+ ±
十十 十
++ ±

±
:±
+
+
+++
+十
十十
+-ト
++

Pleuronectes Sodlum lOOmM
schrenh一 Cltrate

Glucose

Rlnger■s
solutlOn

70mM
40mM
5%
10%
15%
pH6.0
65
70

±
±
±
±
+
+++ ±
±
十十 ト

+++ morethan70% sperm moved,十十･30-50% sperm moved.+ 5-30%
Sperm moved.j::lltt)e-moved, - non-moved

●
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Table LI EFfectsofextenderandfreezlngSPeedonthesperm actlVltleSOr
flatflSha一terfreezlng(straw method)andthawing

the surface orllquld nltrOgen
2cm 4 cm 6 cm
+++ +++ ±
+十+ ++ ±
十 十 十 十 十 +

十++ ++十 ±

lStanCe lrom
O cm

+

+

:±

±

-ト

SpecLeS t'Xtender

ParaLLchLys Sodlum 100mM
oLIUOCeuS Cltrate 70mM

40mM
(10% DMSO)

5%
lo光
15%
pH60
65
70

++十 +十十
十+ +++
+++ +++
+++ 十卜
十十十 ･十十十

+
+++
±
±

PLeuronecLes Sod1um 1OOmM
schrenh一 Cltrate 70mM

40mM
(5% DMSO)

5%
lo粕
15%

pH60
65
70

士

l
±
一
一
一
一

±

±

一

一
±

±

:±

二と

;≡

±

PEeur(ノneCLes Sod1um 1OOmM
seh7･elt/ii Cltrate 70mM

LLOnM
(10% D＼JTSO)

5%

lo粕
15%

pH60
65
70

±

:±
:土 ± :±

± 土

TJLPPOgLossus Sod1um 1ODmll
sLenoLepLS Cltlate 70mM

40mu
(596DMSO)

5%
lo粕
15%

pH60
65
70

十十 十 十十 +
± 十 十 十

±

一
±

H
･
±

㌻一

一
士

:± ±

+ 十+ ++
FILPPOgLossus Sodlum 1OOmM
aLenolepIS Cltrate 70ml/I

40mM
(10% DMSO)

Glue(】st∋

Rlnger'S

5%
10%
15%

pH60

十十十 十+十 十十十
+十十 十+ +

:±

solut10n 65 一十 +一十十 十十
70

I/tppoglossus Sodlurr) 100m:M

∵

÷

㌻

H
㌻

一
±

±

一
+
I

sLenolepLS CLtrate 70mM +
40mM

(lo粕 G】ycerol)
GLucose 5%

10%
15% j= j= ±

Rlnger's
solutlOn

p1-760
65

Sperm moved.+:5-30% sperm+++ morethan70% Sperm moved,++
± 11ttle-moved.- non-moved

moved.
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Table5 Errectsorextenderusedforthecryopreservat10n(pelletmethod)onthe
fertllltyandfurtherdevelopmentofJapaneseFlounder(ParalichtysoILUaCeuS)

Extender Numberof Fert111ty Hatchlng Anblent
Eggs (%) Rate(%) Larvae (%)
150 487

450 11.3

10% 750 217

Glucose l500 245

2250 272

4500 208

227 118

7.1 313

15.6 94

181 12.9

18.1 133

157 10.2

凍後の精子活性が掛 ､とされている6)｡本研究では.

平衡時間を特に設定せず,希釈後はただちに凍結操作

に移った｡グリセリンを抗凍結剤として使用し,オヒョ

ウ和子を凍結保存した場合,ペレット法ではDMSOを

使用した場合よりも若干精子活性が高かった｡これに

対してストロー法で行った場合は.グリセリンを用い

たIr3.和子活性が極端に低かった｡これには,両剤の

触胞への浸透性の連いが反映しているものと思われる｡

凍結方法として.ペレット法とストロー法の2通り

の方法を試みたが,これは凍結速度に影響するOペレッ

ト法の場合は.ペレットの大きさにより.ストロー法

の場合は液体豊栄液面からの距離により.それぞれ凍

結速皮を任意に変化させることができる.垣近ではプ

ログラムフリィーサーという.淡結速虻を自Ellに設定

できる機器も作られているがかなり高価である｡解凍

する時は.ペレット法.ストロー法共に20℃ (室温)

でIccのNTd∝)1にペレット1個又はストロー1本を入れ
ミキサーで批評した｡娘適な解凍温度は.10-40℃と

免租 こよりかなり幅があるとされている5)｡本研究で

は,解凍速度については特に変化させなかった｡ ヒラ

メ.オヒョウについては.70%以上の精子活性が.ペ

レット法及びストロー法共に得られているが,その他

の仏確については活性が比較的低率であった｡今後凍

結速度,解凍速度をさらに変化させて.試験する必輩

があると考えられる｡

凍結ヒラメ相子をヒラメ未受rI7卵に媒措した場合,

少なくとも卵丑Ll,500位までは,15-20%前後の粁化率

が得られた｡このままでは大兄棚苗生産の実用に眺す

ることは困難である｡ しかし,大斑種苗を必要としな

い系統.品櫛の保存等逝伝育種の研究には十分適応で

きるものと考えられる｡一方.疎結保存精了を用いた

ヒラメ.カレイ類のIge矧iSn交雑については.次回の報

告としたい｡

要 約

ヒラメ.カレイ野iの邦子を.艮糊Jにl活性を保った状

態で液体窒素中に談結保存する方法について検討した｡

ペレット法及びストロ-法で凍結し,仏榔稿にその適

否を調べた｡

1.ヒラメ,オヒョウについてはペレット徒,ストロー

法共に70%以上の郁子活性が認められた0

2.クロガシラガレイについては. リンゲル液を用い

たペレット法でのみ.70%以上のfl.1子宿世三を示した｡

3.マガレイ,マコガレイ,マツカワ.パ′ヾガレイに

ついてはペレット法で. 5-30%程度の郁子活性が

認められた｡

1･ヒラメ,オヒョウの馳 ストロー法については･●
凍結速度として液体窒紫液面からの高さは2cnから

4cmが最適の拒軒であることがわかった｡また,希

釈液として.クエン酸ナトリウムーグルコース,リ

ンゲル液ともに有効であることもわかった｡

5.ペレット法で凍結保存したヒラメFI'J{子を, ヒラメ

兼受fIIJ'卵に媒fI-J{Lた場合.少なくとも4,500位の卵filit

までは受精率20%.粁化率15%が期待出来た｡

謝 辞

カレイFI稲淡を採取するにあたりご協力いただいた.

日本栽培地業協会厚岸印非場及び広尾海洋水族科学館

並びに小平池井協同組合の暇l=1の方々にお礼申し上げ

る｡また.本調達に便宜を図って下さった,鮮明南部



ヒラ/ カレイ柄f,7液の凍結lti斤 17

地区水産技術普及指導所に深く感謝する｡

文 献

1)水産庁研究部研究課 水産分野におけるバイオテ

クノロジー研究の現状.1993.

2)去鴫11 お 魚野L精液の保存について.水産 ･技術
と経営.2,(L80),76-83(1980)

3)田名部封と一 戦の改良と光琳.雀斑望.366-372

(1971)

4)日本家畜人工受粁協会 和液の液状保存及び雄結

保存.家畜人工受精言渦習全テキスト 1980,408-420

5)Scott,A P.Baynes,S M ArevlelVOrthe

blOlogy, handllng and storage or sa】monld

spermatozoaJ FIShBlot.17,7071739(]980)

6)黒倉 寿 魚類精液の凍結保存 水産市報 8.42-

53(1983)

7)Pullln,R S V The storage orplalCe

(PLeuronectespLatessa)spermaいowtenperatures

AqLLaCulture 1,2791283(1972)

8)BlaxLer,J H S Sperm storageandcross-

rcrLlllZatlOnOfsprlng and autumn spawnLng

herrlng /Va/LIFE172.1189-1190(1953)

●



北.*止研報 48.19-25(1996)
SclReF･HokkA-JoFIShExpStn

サケ肉糊の戻りに及ぼすシステインプロテアーゼイン

ヒビター (E-64)の影響

飯田訓之*.錦織孝史*,高橋玄夫*

InfluenceofcysteinproteaseinhibltOr(E164)onmodori(geldegradation)

lnSaltedsurimlpasteOfchum salmon(OTICOrhynchusheld)

ToshlyuklIIDA*,TakafumlNISHIKIORI*andHaruoTAKAHASHI*

Thcsa_LtedsurlmLPasteWaspreparedfromchumsalmonwlth3% NaClaJldwLthandWlthoutcystelTI

proteaselnhlbLtOr(E16Ll).ThosewereIncubatedattemperatureof10to60℃ topreparesettlnggel.roHowed
byhea,tedat90℃ toprepareseulng-he8tlnggelChangeslnbreakingStrengthandbreaklngStrainoF●setBt:enagtTne;tlsntgregneih霊 dlnbP,:Oath:InnsS:tb,uan,1:S.C,0:ePtOtこti0_nhelant.tnhgeggeellsw?tuhr:u::n_Cu62霊 eawseerde:.::Sbtl;gaattedthe
lnCubatlOntemperatureOf30℃ anddo℃ alongwlthdecreaseinmyoslnheavycha,ln(HC)lnSettLnggel

Ontheotherhand,withE164.ne)LherchangelnbreaklngStrengthandbreaLklngStralnOfsetいng-bea.tlng

gel,norchangelnHC lnSetLlnggel,OccurredaLthoseLnCubatlOntemperatureTheseresultslndlCated

thatthegeldegradatIOn(modorl)obserヽedlnLhcgelw】thoutE-64wasattrlbutedtoproteolysISOfHC

lnnlyOflbrlllarprotelnbyer)dogenousproteaselnmuscleorchumsalmon

AdlscusslonwasmadeonadlrrerenCebetweengellormatlOnPropertiesOfsaltedsurlmlPastefrom

chum sa)momandwalleyepollock

キ-ワ-ド サケ,ゲル形成性.戻り.E-64,坐り

まえかき

秋季.北海道沿岸に回帰するサケの漁擁立は.近年

のふ化放流妙薬の堪展により増大 しているQこの中で

性成熟が地み.体表に強い婚姻色が現れた通称ブナサ●ケと呼ばれるサケは･脂肪細 が少なくサケ特有の内
色が失われるなどの理由から相対的に魚価が低迷して

いる｡このため新たな利用途が求められており,すで

にすり身茶界の一部ではブナサケを原料とした冷凍す

り身が生産されている｡ しかし.サケは性蚊熟が進む

ほど筋肉中の自己消化活性が高く1･2),自己消化活性

の高い筋肉ではミオシンを含む主な筋肉構成タンパク

質が貯蔵中にiEi速に分解される3)ため.練り別品のゲ

ル形成性に影響を与えることが示唆される｡サケ筋肉

の自己消化活性は主にシスティンプロテア1ゼに分類

されるカテプシンL (EC342215)の舶与が推定さ
れており311). この帝素活性はシスティンプロテアー

ゼの阻音別であるE-64やロイペプチンによって抑制で

きることが明らかにされている 2･3)｡本報告ではブナ

サケから優れたゲル形成性を有するすり身を製造する

ことを目的として,E164の添加の石板によるゲル形成

性と筋肉タンパク成分の変化について.スケトウダラ

すり身と比較しながら検討した｡

材料及び方法

1.材料

1993年9月に釧路近海で漁換 (定虻網)されたサケ
(OTtCOrhynchLLSheLa)の中から体表に強く婚姻色が現

れた通称Bブナランクを材料とした｡このサケから採

肉した落とし身を4倍丑の水道水で3回水晒し (3回

目は03%食塩水).腕水後.脱水肉311丑に対 して5%

ショ砧と03%重合リン酸塩 (ポリリン敢ナトリウム

ピロリン酸ナトリウム-1 1)を添加してすり身を製

造した｡スケトウダラ (TheragrachaLcogramma)す

り身は,1994年1月に製造された市販の洋上冷凍すり

報文帯号 A258(J996年2月1日受理)

*北海道立釧指水産試験場 (HokkaldoKushlrOFISherleSExperlment81StatlOn 打ama-cho.Kushlr｡.H.kka.d｡
085.Japan)
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身 ((株)浜屋水産 第5恵久九割 FA級.ショ糖, ソ

ルビトール.並合リン酸塩添加l)を使用したoすり身

の水分とpHは,それぞれサケでは753%と695.スケ

トウダラでは750%と715であった｡これらを-30℃

で凍結保管し,以下の実験に供した｡El6LI(lI/3-LraTtS-

Carboxyoxlran-2-carbonyl]-L leucyトagmaいne)は
(抹)ペプチド研究所製の和製棲品を使用した｡

2.坐りゲルと坐り一加熱ゲルの調製

半解謙状態のすり身に04NHCLあるいは04N NaOH

を加えてpH70に調整し.酵素阻害剤を加える場合には

肉糊に対してE-64を終出度3233JLg/gとなるように添

加したOそれぞれのすり身中のタンパク質渦度を一定

にするため,pH調准及びE164水溶液添加による水の増

湿分を含めてすり身壬巨丘に対して10%の讃留水を添加

した｡塩ずりは10%加水すり身に対して3%食塩を加

え,スピードカッター ((秩)ナショナル製 MK-K75)

により2分間招淑した｡これらの操作はすべて5℃以

下で行った｡得られた肉糊を内径30mmのプラスチック

製円筒型等器に結め.蓋をして所定の温度(10-60℃)

の恒温水槽中で所定の時間加温 (このときに形成され

るゲルを坐りゲルと呼ぶ) し,ひきつづき90℃の恒温

水槽中で30分間加熟した (これを坐り一加熱ゲルと呼

ぶ)｡

3.ゲルの物性測定

ゲルを直径30mm.高さを25mmとし, レオメ-ター

(不動工茶番ゼNRM-3005D)によりrEi径5mm球形プラ

ンジャ1.押し込み速度 60mm/分として破断搬皮(g)

と凹み(mm)を軌J定した｡

4.坐りゲルのSDS一尿素溶液に対する可溶化

西本ら5)の方法に従った｡すなわち.細砕した坐りゲ

ルOLlgを栢秤し,75mlの8M尿梁,2%SDS. 2%2-

メルカプトエタノール.20mM Tns-1ICl(pI180)を加

えて100℃で2分間加熱後.室温で20時間損拝して可溶

化させた｡上記の溶液を虚心分離(10.000×g.20分間)

後.上清中のタンパク質虫を測定し.避心分離前のタ

J-･ク質免に対する割合を可溶化率(%)とした｡なお.

タンパク質虫はビウレット法6)により定起した｡

5.SDS-ポIJアクリル7ミドゲルt気泳動法 (SDS-

PAGE)による坐LJゲル中のタンパク質中の筋原線維タ

ンパク質サブユニット組成の定t

SDS-PAGEはWeberと OsbornT)の方法にしたがっ

て5%ポリアクリルアミドあるいは6M尿素を含む18

%ポリアクリルアミドを用い. Coomassle T3rLll)ant

BlueRによって染色した｡脱色は50%メタノール-7%

酢散で6-8時riEl行い.つぎに7%酢敬でゲルの背克t

が透明化するまで行った｡泳動ゲルのタンパク質サブ

ユニット組成は2波長クロマトスキャナー (島祉製作

所製 CS193D型)により640nmと700nmの吸光値の差を

測定し.ゲルロッド上に検知される各践分の示す全染

色強度の合計値に対する相対染色強度の百分率 (9i)

として表した｡

結 果

1 スケトウダラ肉糊の坐りゲル及び坐LJ一加熱ゲル

の物性に与えるEl64添加の影IP

スケトウダラすり身から調製した肉糊を30℃と60℃

で加曲し,坐りゲルと坐り-加私ゲJL,の破断態皮の経

:･l::'lL.CLl:::::;L.I.tl:..:;;.∴ '.:+ ,'r.Li.._:::.:.: ●
らず,いずれも加温後急速に増加し.その後も緩やかに

増加し掛 ナたが.その糟加速度と相加虫はE-6Ll存在下

の方がやや大きかった｡同様に坐り-加熱ゲル(b)も加

温とともに破断強度が相加し.E-6LIの存在下ではE-64

を含まないときよりもその咽加速度と増加虫は大きく

なった｡すなわち,E-64はいわゆる坐りの効果を増大さ

せた｡60℃で加温した坐りゲルは.E-64を含まない場

合には1m温後急激に破断強度が増加し.その後徐々に低

下していわゆる火戻りの現象が生じた｡一方.E164存

在下では加温初期の急激な増加の後,破断強度ははば

一定の値を保った｡同様の傾向は坐り-加熱ゲルにお

いても紋察され.E-64は火戻りの現象を抑制した.ま

た,坐りゲルと坐り一加熱ゲルの凹みの珪時的な変化を

Flg1(C.d)に示したが.全体的に凹みの変化は破断強

度の変化とよく似ていた｡

2 サケ肉糊の坐LJゲル及び坐リー加熱ゲルの物性に

与えるE-64添加の形甘

サケすり身から調製された肉糊を)0-60℃で加温し.

坐りゲルと坐り一加熱ゲルの破断触皮の往時的な変化

を Flg2に示した｡まず,I164を含まない坐りゲルの往

時的変化(a)によると.10ccと30℃加温ではゲル化せず.

40℃加温では破断強度が徐々に増加したがその増JAJfit

は小さかった｡60℃加温では加温後急激に破断軟度が

増加し,その後僅かに減少した｡次にE-64存在下の坐

りゲルの結果(C)によると.10℃加血では全くゲル化し

なかったが.30℃加温では破断強圧が僅かに増加 した｡

40℃と60℃加瓜ではEI64を含まないゲルと比べて破断

断強虻がほぼ虫大となる加温3時ru]後ではE-64を含ま
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ないときの約26息 60℃では )時間後で約12倍となっ

た｡
E164を含まない坐 り一加熱ゲルの破断強度の経時的

変化(b)によると,10℃加温では加温後も直接加熱した

坐り一加熱ゲル (O曙問)とほぼ同 じ値で推移 したが.

30-60℃加温では破断態度はいずれも加温後減少 した｡

このときの減少丘の大きさは30℃加温 (加温6時間後

では加温前の41%)が点も大きく.次いで40℃ (同57

%).60℃ (同70%)の恨位であった0-万.E-6LI存

在下の坐り-加熱ゲルの控時的変化(d)によると.60℃

加甑では破断強度が若干減少したが.40℃以下で加温

川

純

化

(叫
)

LJ1
3
u
a
J

I

S

3
U
]
1
E
Z
a
J

g●
(≡
)
u
le
J

t
S
B
u
lqE!
a
Jg

1 6 o

Sett川9Tlme th)

Settln9T柑e (h)●..Fご 一言 .:'∵ ｢'J:.: ､∴ ∵ 1 ●:L::: :T ■ゝ ､ Y .
SUnmlCLvilltyePOIl∝上欄 ad]ustedtopH7.0.mJXed¶thlld yltbut

E-64,alklynth10%dlSLilkd yitelCu entaE-64addedyll3233yvrJ
salLd sLLnnlPasteTht 一LDtrruthusFrePredy)ichofd ylth3% NJClILLI

dll11ed一声 d ctAttq itSICFor2mJn.ThesdteJsLnrruFB}teⅦ then■tuHed

LntO如 txyessd(d 30mJTl)vlth 1 COY亡ralld lncLLbaEed it30irld601Cto

FrePreSeLllnBSd ltvfllSubq uendyheatedat90℃ tor3hultOPrepare

settJng-heaty)BBelTT)esetLlng耳ehndsettJILg-heat)nBBdEhusFormedyqe
dLeedat25mm thICkLleSSandmeIStJredbTCaklnB事LrCnt仇 aTLdbT亡止inS m In

"1tharheoTLeLFeqtllPPedI,LtJla也 SnmsphericdplunBeTBre止InEStr也i也

t伯SeYduatedi～1d vdue(かわmthetrcaklngPOtntandbred(LnBStTaJZIVil

e叩 rEtledilkllgtJICL【krletntJOTl(mm)

TemfKritureSForsettlrtBwere(0 .● ),303Ltd(口,I ).古o℃

(a),0).Break)nBstrenph (⊂).(d).Break■nBShh

(a),(C).StttlnggeL (ら).(a),Se(tJnB-heat]nHtl

(○).(ロ),W)thoutE-64 (●),(J),W】thE-64

したゲルは加盟後も直接加熱したゲル(0時間)の敬斬

強度とほぼ同じ数値で推移した｡なお,図示しないが10

℃では48時間まで継続して加温したが,坐りゲルにつ

いてはB_64の有鰍 こ関係なくいずれもゲル化せず,坐

り一加熱ゲルの破断軽度及び次に述べる凹みもほとん

ど変化がなかったo

サケ内糊を10-60℃で加温 し.坐りゲルと坐り-加

熱ゲルの凹みの変化をFlg3に示 した｡ これによると.

凹みの経時的変化は全体的に破断強圧の変化とよく似

ていたが.坐りゲルでは30℃ (E-64存在下)と40℃加

温の増加長が破断強度の変化と比較 して相対的に大き
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い点がgi!･なっていた｡

以上のサケ肉糊の結果から,坐りゲルではEl64を含

まないときには40℃以上で.a-64存在上では30℃以上

でゲル化すること.坐り-加熱ゲルでは特に30℃と40

℃で加温した場合にゲル劣化(戻り)が著 しいが.E-64

存在下ではこのゲル劣化をほほ完全に抑制することが

明らかとなった｡ただし.坐りの効果はE16LIの存在下

においてもまたいずれの加溢温度によっても認められ

なかった｡

3.坐LJゲル中の筋原線維タンパク質サブユニット組

成の経時変化

スケトウダラ肉糊については30℃と60℃.サケ内糊

(5)UleJ1SBu-1eaJg(LuU)uLeJ
J
S

3
u
l意
志

g

Settln9TIM 州
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T7LeFrCT且r事bOnCLsethq8d孤dsethnr heatzngBdvqecJhductedi暮Ln
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Symbol一打ethes加leaSLnFl12

については10cc～60℃で加温し.坐りゲルを経特約に

SDS一尿素溶液に溶解したところ.いずれも可溶化率は

はば100%であった｡次に可溶化したタンパク質の成分

組成の変化を18%と5%ポリアクリルアミドを用いて

分析し.SOS-PAGE図をFlg4に示した.まず,I8%

ポリアクリル7ミドを用いた場合.30℃でスケトウダ

ラ肉糊を加温すると.E-64の有無に関係なくミオシン

盃鎖 (lllC)より移動度が小さくHCが多血化したと考え

られる成分 ((liC)n)の生成が認められ.その生成長と

は&朗存在下の方がやや多かった (a)｡一方,サケ

(b)ではE･64を含まないJB合にはHCが減少し. 6時間

後にははとんど消失した｡このとき (HC)nの生班は

観察されなかった｡E-64存在下では加温前後でHCを含

めた各成分に大きな変化がなく. (HC)n成分の生成

も認められなかった｡また.60℃加温 (C.d)ではス

孟去JZ芸是･g芸芸震 芸禁 三㌢芸讐 ;L警 :ミミT ●
%ポリアクリルアミドを用いて分析した結果を (e)に

示した.E164を含まない場合.30℃と40℃加温ではHC

の減少と並行してIICと7クチンの間に泳動される兼同

定成分 (XJ)の上FIJIUが明瞭に秋黙され.10℃と60℃加

温ではいずれも加温後僅かにX)成分が増加していた｡

また,E-64存在下ではいずれの温度においても加温前

と大きな変化がなかった｡

つづいて筋原線維タンパク質成分の組成変化を5%

ポリアクリルアミドを使用したSDS-PAGE法により検

討し,その結架をFlg5とFlg6に示した｡まずスケト

ウダラの30℃で加温した坐りゲル (Flg 5 a.b)は.

E-64の有無とは勿耗関係にいずれもHCの急激な減少に伴っ

て (HC)nの相加が認められ.E-64存在下の坐りゲル

はE-64を含まないゲルと比べてHCの減少丘が若干少な

く･ (HC)nの伽 口丘がやや大きかった｡また･E164●
を含まない坐りゲルではXl成分が僅かに相加した｡60

℃で加温した坐りゲル (Flg5C.d)は.E164の存在

と無関係にいずれもHCの減少が認められ,その減少丑

がEl6LL存在下のゲルの方が少ない点が30℃加温と同じ

であるが. (HC)nに相当する成分の変化はほとんど

なく,E-64を含まない坐りゲルではXl蚊分が増加し.
最大伯となる3時間後には加温前の約2倍に増加した｡

一方.E-64を含む坐りゲルではXl成分の増加塁は僅か

であった｡

次にE-64を含まないサケ肉糊を10-60℃で加温した

坐りゲルの経時的タンパク質組成の変化 (Flg6a.C.

e.ど)を検討した｡これによるといずれの加温温軌 こ

おいても加温後TiCの減少に伴ってXI成分の増加が観察

され. (llC)n成分の新たな生蚊は認められなかった｡

さらに詳細に検討するとHCの減少血の大きさはほぼ30
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HC→1FA+-
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HC

A

℃>40℃>60℃>,10℃となり.Xl成分の増加丑もこの

順位で大きくなった｡さらに30℃加温ではトロポミオ

シンより移動度の大きい未同定の成分 (x2)の増加も

同時に班察された0-万.サケ肉糊にE-64存在下の坐

りゲル中の経時的な変化 (Fig6b.d.f,h)を検討

した結果,いずれの加温温度においてもE-64を含まな

いゲル特徴であったHCの減少とⅩ1或分の増加が抑制さ

れたOなお.坐り-加熱ゲルについても坐りゲルと同

じ方法で可溶化し,SDS-PAGE法により検討したとこ

ろ.坐りゲルとほぼ同じ結果が得られた｡

考 察

性蚊熱が進んだサケの筋肉中には,強いプロテア-

ゼ作用を持つ自己消化酵素が存在し 1･2),このプロテ

アーゼ (主にカテプシンLと推定されている)は筋原

線維タンパク質の主成分であるミオシンを含む筋肉構

成タンパク質を速やかに分解することが報告されてい

る3･t)｡サケから調製した肉糊を30℃付近で加温するり!一一｣｣EiAL｣Lと姓 と.著しいHCの減少とX.及びx2成分の増加がみられ,

一
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t
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walleyepdEod

TT)egels(eachO4g)Formedbysettmg丘om 8a]tedSunmlPasteOEchum

salmonandwalleyepo1lockWeresQ)ublllZCdwlth 2% SDS-aM urc3- 2%

mem ptoethaJIO)120mM Tnl-HClbl止er(pt180)byheJbngat100IC Fq 2rmrt.

toJlovedbystlmnlaLr00mtemperatureEor24hTheldtnt)caJaJIquOtS(eadl15

JLBprole)n)ofthewlubttLLedprotelrllVeleappEledtoSDS-PAGEusLnBIBA

(a.ら.candd)aTtd5%(C)poLyaロ~ylamdeBels
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TemperaturesfortheSettlngOf姐ltedstmm]pastewert(aaTLdb).30℃ .(c

aJldd),60℃ and(e).10-60℃

(a),(⊂).SaltedsuElmLPasteOEvaJ)qeFN)Lわck

O)).(a).SaLtedsLLrnllFnSLeOfdltLTrLSalmon

HC.MyoslnheayychJJn A,Actln

N.WlthoutE-64 E-64 WlthE-64

の作用を受けたものと推定される. また,サケ肉糊の

HCの減少度合いは.坐り一加熱ゲルの破断強度あるい

は凹みの減少渡合いとよく対応していることから,坐

り-加熱ゲルにみられるゲル劣化はサケ筋肉中に存在

するプロテアーゼの作用と密接な関係があることが示

唆された｡

スケトウダラすり身の肉細を低温で加温するとHC間

に交差結合反応が起こり.HCの多量体が形成され.こ

の反応は坐りに伴う破断敢度の増加と良く対応するこ

とが知られている8･9)｡さきに西本ら10)は.サケの

落とし身とすり身から肉糊を調製し.25℃と40℃で加

温したとき.いずれも坐り-加熱ゲルの物性は変化せ

ず,またHCの多良体も生成せず.サケとスケトウダラ

とでは異なる坐り反応を起こすことを示した0本実験

の結果から.B64の存在下においてもまた10-60℃の

いずれの温度においても多良体が生成しないことが上

記と一致しているが.30℃あるいは40℃で加温した場

息 その坐り-加熱ゲルは,いずれもゲルが劣化した

点が異なっていた｡サケ筋肉の自己消化活性は前述し

たようにその成熟度によって大きく輿なることが知ら

れているため.この相連はおそらく原料の成熟度の避

いかあるいは個体差によるものと考えられる｡

スケトウダラにみられる坐り工程中のHCの多量化反

応は,内申に存在するトランスグルタミナーゼ(TG_ase)
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によって触媒されることが報告されているll)｡また.

サケのアクトミオシンはTG-aseの基質として十分な交

差結合髄を保有し,その航肉中 (甫とし身)にはスケ

トウダラに匹敵するはどのTG-ase活性が存在すること

が報告されている12)｡さらに投近.サケが坐りにくい

原因としてTG-aLSeの作用を阻害する因子がサケ筋内申

に存在する13)ことが報告された.

以上の結果から.サケすり身のゲル形成性を改尊す

るためには,すり身への天然に存在するプロテアーゼ

インヒビターの添加)4)や水晒しによるプロテ71ゼの

除去等によってゲル劣化を抑制することが必要であり,

さらに坐りの効果を発現させるためにTG-aseを有効に

作用させる方法 (例えば水晒しによるTG-ase阻害因子

の除去)を検討する必要がある｡

●要 約

サケすり身にE-6LLを添加した内糊を調製し.加熱に

よるゲル形成性を検討した｡

l El64を含まないサケ肉糊を10-60oCで加溢後.90cc

で加熱すると30℃と40℃加溢後の加熱ゲルは.加

温時間とともにゲル劣化 (戻り)とミオシンEIT鎖

(HC)の減少が認められた｡

2 これらの現象はE-6Llの存在下で抑制されることから.

ゲル劣化は筋肉内在性のプロテアーゼの作用によ

るHCの分月削こよるものと考えられた｡

3 E16LI存在下においても10-60℃の加温による坐りの

効架は認められなかった｡
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オホーツク海で獲れた産卵中のキチジ (短報)

国 鹿 靖 志*

AspawningklChijirockfish,SebastolobusmacrochLrGunther,caughtin
theSeaofOkhotsk.

YasushlKUNIHIRO*

キーワード キチジ

北内通太平洋qlllのキチジは.多Bil産卵であり1つの

産卵欄に2回の産卵を行うことが知 られている1)oオ●ホ-ツタ捌 ut'おいても.産卵中の多回産卵を示すめ
ずらしいキチジが弛雑されたので.その観察結果を報

告する｡

このキチジは.1995年 6月5日に,網走のキチジ延

純軌 第18勝苦丸 (中村漁業)により北見大和椎の水

深850m付近で漁粧され.水試に搬入されたものであるO

搬入時の外掛 ま,透明なゼラチン状卵塊が泌尿生殖

口からやや突Hlした状態であった｡このため.この個

体は産卵中あるいは産卵直前であると判断された2-4)｡

その後.標本を移動させたため卵塊の一部が体外に約25

cm流出した (図 1)｡このゼラチン状卵塊の巾には-

排卵期1)と思われる卵径約130mmの透明卵が貯%)さ

れていた (図2)Oまた.腹腔内には,体外に流出し

たゼラチン状卵塊の中に淡哉色の不透明な卵塊が確認

● された (図3)｡この卵塊中の卵は･卵径が約063mm
の不透明卵で占められ,肉眼によっても明瞭に卵粒が

確認できた (図Ll)oこの卵は卵斑形成がかなり並ん

だ状態で.卵鶴球後期 1)に相当すると思われたo但し.

透明卵は認められなかったO

従って.この個体は発生段階の輿なる2樫櫛の卵塊

をもち,さらにゼラチン状卵塊は容易に体外に流出ま

たは摘出できることから,これらの卵塊は分離した状

態であると思われた (図 5)｡このことから,この個

体は少なくとも2回続けて産卵を行い, l回目の産卵

中あるいは産卵直前の個体であることが示唆された｡

また,産出後のゼラチン状卵塊は中が空洞状となり,

産卵後の腹腔内には卵親球後期以降の不透明卵塊が残

ることも班黙された｡

オホーツク海において, 1回目の産卵中と推定され

るキチジが確認されたのは初めてである｡

対照例として.2回目の産卵の直前と思われる卵塊

を阻6に示したOこれは北見大和唯で先述の標本と同

時期 (1995年 5月22E])に漁獲されたものである｡こ

の卵塊は,透明卵を貯留したゼラチン状であるが.こ

の卵塊の中には不透明な卵塊はみられていない｡この

対照例のような完熟状態の個体も,その数Iitは極めて

少ない｡

故後に.この標本を提供して頂いた珊18勝者丸の方々

に厚くお礼申し上げる.
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図 1 オホーツク海で獲れた産卵中のキナジ

(Fi9.1SpawnlngkltlJirockflSh,SebasloLobus
macrochiTIGunter,caughtlntheSea
orOkhotsk.)

図3 開腹状態 (A)と腹腔中の不透明卵塊およびゼラチン状卵塊 (ち)
(訂.不透明卵塊 ② :ゼラチン状卵塊

(Flg.3.Laparotomyγlew(A)andopaqueovaryandgelatlnOuSOVarylnSldeabody
①:opaqueovary ②.gelatlnOuSOVary.)



オ.+.- yタiSで凍れ1=廠卵rflのキナジ (性報) 29

-メ I-1mJ)

図4 不透明卵塊 (A)と卵塊中の卵 (B)
(FIg.4.Opaqueovary(A)andeggsenbededlntheovary(B),)

●
図5 不透明卵塊およびゼラチン状卵塊の分離状況 図6 ゼラチン状卵塊 (不透明卵塊なし)
① 不透明卵塊 ② :ゼラチン状卵塊 (Fig.6.Gelatlni2iedovarywlthoutaopaque

(Flg.5 SeparatlOnVleWOrOpaqueOVaryand ovary)
gelatlnOuSOVary.
@ :opaque ovary@ :gelatinousovary)



クロガシラガレイのふ化に及ぼす水温と塩分の影響

桃 山 信 一,田 中 正 幸

1993年4月30Elに能収湖で行ったクロガシラガレイ

の人工受fF.JZでは約 1倍6,800万位が採卵され.そのうち

ふ化盆に付群した卵は約6,800万校と推定された｡ 1i凶

毎のふ化盆の観察によれば.横井水孤が100℃日となっ
た5月20日前後に急激な付君i卵の減少がみられた｡

-10-200℃までの9水温区で行ったふ化実験では,

0-120oCまでふ化がみられ.そのうち.25-75℃で

のふ化率が高かった｡塩分0-40_0までの8塩分区で行っ

たふ化実験では.塩分100-250の低塩分でふ化率が高

い傾向がみられた｡

A256 北水試研報48 1-7 1996

fnt'&'掃 3L

ヒラメ･カレイ類補液の凍結保存

汚 藤 節 舶

ヒラメ,カレイ類の和子を.長期間活性を保った状態

で液体窒素中に凍結保存する方法について検討した｡

ペレット法及びストロ-法で凍結し,魚種117にその適

否を調べたoヒラメ,オヒョウについてはペレット#.

ストロ-法共に70%以上の村Il子活性が認められた｡ク

ロガシラガレイについては,リンゲル液を用いたペレッ

ト法でのみ.70%以上の和子活性を示した｡マガレイ,

マコガレイ.マツカワ,パパガレイについてはペレット

法で.5-30%程度の和子活性が認められた｡ ヒラメ.

オヒョウの場合.ストロ-法については.凍結速度と

して液体窒索液面からの高さは2皿から4皿が最適の

EE･難であることがわかった｡また.希釈液として.ク

エン敢ナトリウム,グルコース, リンゲル液ともに有

効であることもわかった｡ペレット法で凍結保存した

ヒラメ稲子を.ヒラメ兼受桁卵に媒和した場合,少な

くとも4,500位の卵nまでは受粁将弓20%,粁化率15%が

](JJ待出来たo

A257 北水試研報48 9-)7 1996

サケ内軸の戻りに及ぼす

システインプロテ7-ゼインヒビター(E-64)の影響

飯 田 訓 之,抑 桜 草 史.高 橋 玄 夫

サケすり身にE-64を添加した肉糊を調出し.加熱に

● よるゲル形成性を脚 した｡E-64を含まないサケ肉糊
を10-60℃で加温後,90℃で加熱すると30℃と40℃加

温後の加熱ゲルは加温時I]lllとともにゲル劣化 (戻り)

とミオシン頚机 (HC)の減少が認められ.E-64の存

在下で抑制されることから.ゲル劣化は筋肉内在性の

プロテアーゼの作用によるHCの分解によるものと考え

られた｡また,E-64存在下においても10-60℃の加温

による坐りの効果は認められなかった｡

A258 北水試研報48 19125 1996

オホーツク海で獲れた産卵中のキチジ (短報)

闘 Ll'lL相 志

オホーツク海で産卵中の多回産卵を示すキチジが初

めて朗蕉された｡この個体は.透明なゼラチン状卵塊

が泌尿生杷口からやや突出した状態であり.産卵申あ

るいは産卵直前であると判断された.これとは別に腹

腔内には.ゼラチン状卵塊の中に.卵鵡形成が進んだ

不透明な卵塊が碓訟された｡この結果.この個体は少

なくとも2回続けて産卵を行い. 1回目の産卵中ある

いは産卵直前の個体であると思われたO

A259 北水試研報48 27-29 1996
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