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ヤマメにおける赤血球長径，最大核小体数，

顕微蛍光測光による倍数性判定法の比較

城智聡・工藤真弘

てカルノア液で固定したものにスライドグラス上で

50％酢酸を加え，メスで細片化して均一に広げた。風

乾後，銀染色4)を施し，５０℃に保ったホットプレート

上で５～６分間加温した。茶褐色に変色した標本を検

鏡して，核小体数を計数した。

顕微蛍光測光カルノア液で固定した供試魚の鯛を

スライドグラスの右半分に，対照として同様に固定し

た通常二倍体魚の鯛(2,)を左半分にスタンプした。風

乾後ＤＡＰＩ(4'’-6-diamidino-2phenylindoleihydrochlori‐

de）染色液中に６０分間浸漬し，再度風乾させた。その

後，同染色液を数滴滴下し，カバーグラスをかけてエ

ナメルで封入した標本について，顕微蛍光測光装置

OSP-l（オリンパス社製）下で蛍光量を測定した。

全雌三倍体ヤマメの実用化に際しては，倍数化処理

魚群の倍数`性を迅速かつ正確に判定しなければならな

い。倍数`性の判定手法としては，これまでに染色体数

の計数l)，赤血球長径の測定1-3)，最大核小体数の計数4)，

顕微蛍光測光5)，フローサイトメトリー6)等が報告さ

れている。そこで著者らは，これらのうち赤血球長径

の測定，最大核小体数の計数，顕微蛍光測光の三手法

を用いて，それぞれの判定精度について比較検討した。

また，作業性，簡便性等，東京都水産試験場奥多摩分

場で全雌三倍体ヤマメを作出する際の最適な倍数'性判

定手法について検討したので報告する。

材料と方法

実験１手法別倍数性判定精度の検討

供試魚東京都水産試験場奥多摩分場産ヤマメ１＋

年魚から採卵し，性転換雄精子を媒精した後，温度に

よる倍数化処理7)を施した倍数化処理区１２尾と，通常

雄精子で媒精し，倍数化処理を行わない無処理区１２

尾の計２４尾を用いた。供試魚はともに浮上直後の稚

魚で，平均体重は倍数化処理区が0159,無処理区が

0.169であった。

染色体数の計数あらかじめ染色体数を確認するた

めの染色体の計数は直接法によった8)。すなわち，供

試魚から摘出した鯛を0.02％コルヒチンＭＥＭ－ｌＯに

３０分以上，さらにトリプシン溶液に１０分間浸漬した

後，0.075Ｍ塩化カリウム溶液中で３０～６０分間の低張

処理を施し，カルノア液（CH3COOH：CH30H=ｌ：３）

で固定した。さらにこの固定標本をスライドグラス上

にスタンプし，火炎固定後，ギムザ染色を施して検鏡

した。

赤血球長径の測定供試魚の尾柄部を切断して流出

した血液を直接スライドグラスに塗布し，風乾後ギム

ザ染色を施し，ミクロメーターを用いて赤血球の長径

を計測した。

最大核小体数の計数供試魚の尾鰭の一部を切断し

実験２倍数化率を推定するための最適手法の検討

供試魚０+年魚（浮上直後）は実験ｌと同一の倍数

化処理区１２尾（平均体重0.159)，無処理区１２尾（平

均体重0169）の合計２４尾とし，ｌ+年魚は無処理区５

尾（平均体重60.99)，倍数化処理区５尾（平均体重

79.09）の合計１０尾，２十年魚は倍数化処理区６尾（平

均体重201.29）とした)顕微蛍光測光については０十年

魚の無処理区，倍数化処理区とも判定尾数を１０尾と

し，対照には鯛の他に通常魚の精子(､）を用いた。倍

数化処理区の処理条件は実験１と同様とした。

倍数性の判定手法赤血球長径の測定のうちｌ+’

2+年魚については尾柄部を切断して流出した血液を

カバーグラスに少量採り，スライドグラス上に均一に

広げてギムザ染色を施した。その他の手法については

実験１と同様に行った。

結果

実験１染色体数の計数によって三倍体（以下３

，）であることが確認できたものは倍数化処理区の３

個体,三倍体（以下２，）であることが確認できたもの

は無処理区の３個体であった。倍数'性が確認された個



表２赤血球長径の平均値による倍数性の判定

（ヤマメ０+年魚）
体の赤血球長径の度数分布を図ｌに示した。測定値の

分布範囲は広く重複しており，平均長径は２，が14.9

～15.711,,3,が18.3～19.011ｍで，分散分析の結果，２

，の３個体間，３，の３個体間ではともに有意差はみら

れず，２，個体と３，個体の間には，いずれの組み合わ

せにおいても有意差が認められた。

倍数'性が確認された個体の最大核小体数を表１に示

した。２，は２個，３，は３個となり，ニジマスと同様に

核小体を３個持つ細胞が出現した個体を３，と判断で

Ｎｏ． 平均長径(11ｍ）標準偏差判定結果

無処理区１１４．４８０９３２，

２１４．９２１．２３２，

３１４．７２125２，

４１４．７６０．８９２，

５１４．３３１．０１２，

６１４．５６１．０４２，

７１４．９７０．９４２，

８１５．４４０．９９２，

９１４．６０１０８２，

１０15.411０２２，

１１１４６００．９１２，

１２14.69１２６２，
－－－－－-－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－－－－－－－－－－－－－--－－-－￣￣－－-－￣－－－-－－－-－－－－－

Ave、 １４７９０．３４

表１倍数`性確認個体の核小体数（ヤマメ０+年魚）

核小体数出現率（％）
個体観察細胞数

3＊2＊l＊
無処理区１３１８．０２１．１６３，

１４18.31１．０６３，

１５18.20１．２５３，

１６17.38１．４６３，

１７17.97１．２０３，

１８17.29１．４９３，

１９17.87１．９１３，

２０19.25１．５５３，

２１17.63２．４７３，

２２17.55１．４７３，

２３17.90１．７４３，

２４18.32１．４１３，
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－－－-－－－-－－－

Ave、 17.97０．５４
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表３赤血球長径の平均値による倍数'性の判定

（ヤマメ１＋’２+年魚）
きると考えられた。ただし，出現率には個体差がみら

れ，同一個体でも標本によっては核小体を３個持つ細

胞が確認できないものがあった。

倍数性が確認された個体の蛍光測光値の頻度分布を

図２に示した。２，に対する３，の測光値の比率は１．３２

(2,-4：3,-14）～１．５２（2,-7：3,-17）であった。

実験２赤血球長径の平均値による各区の倍数性判

定結果を表２，３に示した。分散分析の結果，無処理区，

倍数化処理区とも０+’２+年魚と比較して，１＋年魚の

平均長径が有意に小さかった。しかし，無処理区と倍

数化処理区の問には年級を問わず有意差が認められた。

２，の平均長径の最大十1.96×標準偏差よりも大きいも

のを３，と判断すると，倍数化処理区の全個体が３，

と判断され，０十，’十，２+とも倍数化率は100％となっ

た。

最大核小体数による各区の倍数`性判定結果を表4,5

に示した。無処理区では全個体で１細胞当たりの最大

核小体数が２個で，全て２，と判定された。倍数化処

理区では核小体を３個持つ細胞が出現した個体を３，

Ｎｏ． 平均長径(Ⅱ、）標準偏差判定結果
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表４最大核小体数による倍数性の判定（ヤマメＯ+年魚）

核小体出現率（％）13.02

Ｎｏ． 判定結果＊。
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*１細胞当たりの核小体の数
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表７顕微蛍光測光による倍数性の判定(ヤマメｌ＋’２十年魚）表５最大核小体数による倍数性の判定(ヤマメ１＋’２+年魚）

測光値（相対値）核小体出現率（％） 比率倍数性Ｎｏ．判定結果Ｎｏ． Cont(2,）Ｓａｍｐｌｅ3＊

＊。
△

＊１
１

1＋年魚

無処理区1103.78９８０２０．９４２、
２９７．６４９４．１１０．９６２，

３９８２８109.00１１１２，

４９４．５６103.41１．０９２，

５８２．２０94.22１．１５２，
－－－－－－－-－－－－－－－～￣－－－－-－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－－－－－－－－－￣￣－－－－－－－－－－

平均１．０５
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２９９．３０147.44１．４８３，

3106.28143.92１．３５３，

4116.72194.53１．６７３，

５８４．７１110.49１．３０３，

６８８．００１３３２８１．５１３，
－￣￣--－－￣￣－－－－￣￣－－－－-－--－－－－-－－－￣￣--－－－－-－-－￣￣-－-－－－－－－－－－-－－－－－

平均1.46
-－－￣￣－－－－－－-－--------－－￣￣￣￣-－－－－－--－－-－￣￣-－－－￣￣－－－－￣￣－－－－￣￣－－－－

標準偏差０．１４

*ｌ細胞当たりの核小体の数

測定数は５０細胞／個体

表６顕微蛍光測光による倍数'性の判定（ヤマメＯ+年魚）
測定値は２０細胞／個体

と判断すると，Ｏ+’１+年魚は全て３，と判定され，倍数

化率は100％となった。２十年魚ではｌ個体が２，と判

定され，倍数化率は83.3％となった。

顕微蛍光測光による判定結果を表６，７に示した。測

光値の比率について無処理区（O十，１+）と倍数化処理

区（O十，’十，２+）の間で有意差が認められた。無処理

区における比率の最大値（精子Cont=3.21,2ｎＣｏｎｔ

＝1.15）＋1.96×標準偏差を上回るものを３，と判断す

ると，倍数化処理区のすべてが３，と判断され，倍数

化率は100％となった。

測光値（相対値）

No.精子(､）Cont(2,）Ｓａｍｐｌｅ
比率判定結果

無処理区１４３．８９116.272.65２，
２４０．３７114.002.82２，

３３８．４０123.223.21２，

４４７．１２97.342.07２，

５４５．１８115.312.55２，
－－－－－-－－－－－－－-－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－￣－－－－－－－－－

平均２．６６
－－－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－-－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－-－－－－－－

標準偏差０．４２

6129.33９９７４０．７７２，

7146.52132.160.90２，

8152.12139.130.91２，

9150.58125.240.83２，

１０１３７．９８１２３．０１０．８９２，
－-－－－－－-－－－------－－-－-－-－￣￣－－-－-－－－-－------－－----－－--－－－－－－－－￣

平均０．８６
－--－－－－－－-－－－￣￣￣￣￣￣--－－￣￣－－--－－-－￣￣￣￣-－－－￣￣--￣￣－－￣￣--－－￣－－－－－－

標準偏差０．６０

１３44.46173.603.90３，

１４49.36185.873.77３，

１５44.40159.303.59３，

１６41.85173.644.15３，

１７45.74195.474.27３，
－￣￣－－--－－－－￣－－－－－-－－－--￣￣￣￣￣－－－￣￣－－-－--－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－-－‐

平均3.94
-－－￣￣￣－－－￣￣－－－－－－－－---－－－￣￣－－－－－－－－－－－－－－－－-－-－－－－－－－－－－－－－－－－

標準偏差０．２８

処理区
考察

奥多摩分場で三倍体ヤマメの作出を行う上で最適な

倍数`性判定手法の選択を，判定精度と作業性について

検討すると以下のようになった。

赤血球長径測定の場合，倍数`性判定の精度は，ヤマ

メ2)およびアマゴ3)の報告にみられるように，２，と３，

の長径の測定値が完全に分離していれば少数の計測で

正確な判定が可能である。しかし今回は，米沢ら')の結

果と同様に分布範囲が広く重複しているため，ある程

度の個数を測定し，その平均値で判断しなければなら

１８138.08200.35Ｌ4５３，

１９138.42192.821.39３，

２０143.88228.631.59３，

２１134.29224.281.67３，

２２152.82211.051.38３，
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－￣－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－－￣

平均１．５０
－－－－－－－－－－－－－－－－－－－-－－－－－－－－－－－－－-－－－-－-－－－－－－－－－－－－－－－-－--－－￣

標準偏差０．１３

測定値は２０細胞／個体

－６７－



ない。この場合，標本作成作業や長径の計測は簡便で

あるものの，判定に至るまでの計測数が多くなり，結

果として作業の絶対量が増加してしまう。

最大核小体数では，１細胞当たり３個の核小体を持

つものが観察できた時点で２，を３，と誤ることはな

く，３，の判断には最も適している。しかし，ｌ細胞当

たり３個の核小体を持つ細胞が観察できない場合の判

断が難しく，３，を２，と誤認して倍数化率を過小評価

する可能'性がある。

顕微蛍光測光では蛍光測光値が相対値であるためｌ

標本ごとに対照と比較する必要があるが，対照の測光

値と検体の測光平均値の比較によって正確な判定が可

能である。また，コンピュータに連動して即時に頻度

分布を確認できるため，判定の作業性は最も安定して

いる。

標本作製の作業性は，採血が可能な個体を用いる場

合，赤血球の長径が最も簡便である。本法では組織の

固定などは不要で，染色にも長時間を必要とせず，全

体として短時間での観察が可能である。一方，最大核

小体数は組織の固定が必要であるが，あらかじめ固定

した組織があれば，赤血球と同程度の時間で観察が可

能になる。また，使用する組織が鰭や鯛などの一部で

あるため，採血ができない個体でも判定可能であり，

卵についても胚を取り出して判定することができる。

ただし，観察中に染色液が漏れ出すことがあり，染色

液の封入等について技法の改良が必要と思われる。顕

微蛍光測光は鯉以外でも判定が可能であり，最大核小

体数と同様に採血できない個体についても判定可能で

あるが，染色や封入に時間を要し作業性では最も劣る。

このように，いずれの手法にも長所，短所があり，

最適な判定手法を－つに限定することは困難であるが，

２，と３，とで赤血球の長径の分布範囲が分離している

場合には，数個の細胞を計測すれば判定できることか

ら，本法が最も簡便かつ確実である。このため一般的

には，採血可能であれば赤血球長径測定法を用い，採

血できない場合のみ最大核小体数および顕微蛍光測光

を用いるのがよいと考えられる。しかし，前述のよう

に奥多摩分場産ヤマメでは，２，と３，とで赤血球長径

の分布範囲が重複しているため，判定作業のしやすさ

から最大核小体数計数の方が赤血球長径測定よりも簡

便となる。したがって，奥多摩分場産ヤマメで簡便か

つ，確実に倍数性を判定するためには，まず最大核小

体数によって３，と判定できるものを選び出し，残り

の検体について，採血可能な場合は赤血球長径を，不

可能な場合は顕微蛍光測光を用い，重ねて判定を行う

という方法が最も望ましいといえる。
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