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研究成果の概要（和文）： 

卵数法によるマサバの資源量推定法の精度向上を目的として、現在、実施上問題となって

いる課題を解決するための方法を開発するために以下の研究を実施した。１）ホルマリン

固定卵巣標本を透明化する新規透徹剤の開発、２）排卵後濾胞（POF）の簡易判別法の開

発および天然群における産卵頻度の推定、３）卵原細胞および卵母細胞の分裂周期の解析

に基づく総産卵数決定様式の解明、および４）ミトコンドリアDNAを用いた母子判定に基

づく各個体の産卵評価。 
 
研究成果の概要（英文）： 

To develop and establish the direct stock assessment by the Egg Production Method in chub 
mackerel, following studies have been performed. 1) Development of the new clearing solution for 
identification of the nucleus in the formalin-preserved oocyte, 2) Development of the simple method 
to identify the postovulatory follicles by using PAS staining, and estimation of the spawning 
frequency in the wild stock, 3) Analysis of the cell division cycles in oogonia and oocytes, and mode 
of the determination of total fecundity, and 4) Evaluation of spawning in individual female fish based 
on the mitochondrial DNA analysis.  
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１．研究開始当初の背景 

現在、マサバ、マイワシなどの資源量推定
はコホート解析（VPA）によって行われている
が、TAC（漁獲可能量）制度による資源・漁業
管理が行われると、漁獲情報の資源情報とし
ての漁獲量の価値が低下し、結果としてVPA 
による資源量推定値に大きな誤差が生じる。

VPA では、各種調査船調査によって得られる
資源量指数や、主要漁業の有効努力量によっ
て調整することにより最近年推定値の信頼性
の向上に努めているが、絶対値の推定精度を
向上させるには不十分であり、VPA 特有の問
題を解決するには、VPA 以外の手法による資
源量推定値との比較が必要である。産卵量か
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ら資源量を直接推定する方法として開発され
たDEPM（Daily Egg Production Method）、あ
る１日の産卵量を調査船による産卵量調査よ
り推定し、１尾の雌が産む卵の数を、ある1 日
に産卵する雌の割合（産卵頻度: S）と雌1 尾
1 回当たりの産卵数（BF）の積で表すことに
より、産卵量から資源量を推定する方法であ
る。我が国では太平洋系群マサバを対象とし
て、その資源量推定にVPA以外の直接推定法と
してDEPM が適用されたが、親魚のパラメータ
の精度に関する幾つかの問題点が指摘され、
現在DEPM によるマサバの資源量推定は進行
していない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下にあげるDEPMにおける

種々の問題点を克服することにより、DEPM に
よるマサバの資源量推定法を確立することを
目的とする。 
(1) ホルマリン固定卵巣標本の透明化法の開

発 
(2) 排卵後濾胞（POF）の簡易判別法の開発 
(3) 総産卵数の決定様式の解明 
(4) 個体別産卵能力の推定 

 
３． 研究の方法 
(1) ホルマリン固定卵巣標本の透明化法の開

発 
漁獲物にはバッチ産卵数（BF, 雌 1 個体産

卵 1回）推定のための透明卵をもつ個体は極
めて少ないが、卵成熟過程に入った核移動期
の卵をもつ個体は多い。ホルマリン個体され
た核移動期卵が識別できるような、各種有機
溶媒と各種染色法の最適な組み合わせによ
る卵の透明化法を開発する。 
(2) 産卵頻度（S）の推定法 

卵巣卵の発達段階と排卵後濾胞（POF）の
形態に基づく精度の高い産卵頻度を推定す
るために、マサバの卵成熟、排卵、産卵のタ
イムコースならびに POFの退縮過程を明かに
する産卵誘導法、組織化学的手法を開発する。 
(3)総産卵数の決定様式の解明 

卵母細胞への継続的な卵原細胞からの加
入があるかどうかを、細胞分裂のマーカーと
なる 5‐ブロモ-2’-デオキシウリジン(BrdU)を雌
親魚に取り込ませ、定期採集することにより
判定する。 
(4)個体別産卵能力の推定 

飼育下で連続産卵している産卵群から産
出卵を採集し、卵および産卵終了後の雌親魚
のミトコンドリア DNA解析による母子判定に
基づき、個体別の産卵量を明かにする。 
 
４． 研究成果 
(1) ホルマリン固定卵巣標本の透明化法の開

発 
ベンジルアルコールと安息香酸ベンジル

液を組み合わせた透徹剤（BA/BB溶液）を開
発し、ギムザ法およびズダン法を併用するこ
とにより、ホルマリン固定卵巣標本を透明化
し、核の有無や位置を検便に判定できるよう
になった。すなわち、組織切片標本を作製な
しに卵母細胞の発達段階が判定できるよう
になるとともに、漁獲物のなかに成熟が完了
した吸水卵をもつ個体が少なく、核移動期の
卵をもつ個体の多いマサバやマアジなど多
くの種のホルマリン固定卵巣を対象に、本法
による透明化を施すことで、核移動期の卵に
基づくBF算定が可能となった。手法は簡単で
あるが、極めて画期的な方法である。 
(2)排卵後濾胞（POF）の簡易判別法の開発 
Periodic acid & Shiff (PAS) 染色は濾胞

細胞層の基底膜と卵細胞の卵膜外層を選択
的に赤紫色に染色することを見出し、従来用
いられてきたHE染色と比較してPAS染色を用
いることにより、POFの判別が容易になると
ともに、退行卵(atresia)との識別が容易に
なった。この染色法を用いて、排卵後一定間
隔で採集した個体の卵巣を対象にしてPOFの
退行過程の詳細な記述を行った。さらに、産
卵期に採集した東シナ海産のマサバ雌親魚
137尾を対象にして、卵巣卵の発達段階とPOF
の退行過程に基づき産卵頻度を推定した。そ
の結果、産卵期における5回の採集を通じて
の平均産卵頻度は16.4%となり、その逆数か
ら求められる平均産卵間隔は6.1日となった
。 
(3)総産卵数の決定様式の解明 
増殖する細胞を特異的に標識する 5‐ブロ

モ-2’-デオキシウリジン（BrdU）をマサバ親
魚に投与し、免疫組織化学的解析を行った。
その結果、マサバの卵巣における生殖細胞の
増殖は産卵期の前後を通して全ての時期に
起こっていることが証明された。特に、産卵
期間中に増殖する生殖細胞は卵黄形成初期
の卵母細胞まで発達していたことから、マサ
バの総産卵数決定様式は determinant（産卵
期前決定型）ではなく indeterminant（産卵
期前非決定型）であることが明らかとなった。
即ち、マサバの資源量推定において AEPM
（Annual Egg Production Method）は適用で
きないことが初めて証明された。 
(4)個体別産卵能力の推定 
満2歳の親魚（♀4尾，♂4尾）にGnRHa（400 

µg/kg）を投与し，3トン水槽に収容した。産
卵はGnRHa投与の翌日から始まり，33日間に
わたり25回観察された。このうち，前半の19
日間における15回の産卵のうち，産卵数の多
かった11回の産卵から得られた受精卵を対
象にして，産卵日ごとに無作為抽出した30個
の受精卵とメス親魚からDNAを抽出し，ミト
コンドリアDNA のD-loop領域に含まれる700
塩基を対象としたPCR-RFLP法による個体識
別を行った。11回の産卵中，♀1～♀4が産卵
した回数はそれぞれ4，2，4，9回で，連日産



 

 

卵する個体も認められた。また，産卵期間中
の総受精卵数478,300個に対する♀1～♀4の
寄与率はそれぞれ，13，6，21，60%であった。
このように，マサバは連日産卵が可能である
が，同年齢，同サイズの親魚でも，再生産に
関与する割合は個体により大きく異なるこ
とが明らかとなった。 
 以上、精密な飼育実験を組み合わせた本研
究により開発された各種手法により、マサバ
の資源量推定に DEPM を適用する際に最も重
要なパラメータとなるバッチ産卵数と産卵
頻度を高い精度で明らかにすることができ
た。本法はマアジ、マイワシなど、他の小型
浮魚類でも適応でき、今後、国内外の各研究
機関における利用が期待される。 
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