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13℃から18℃の水槽に移したときの３倍体

サクラマスのRNA／DNA比の変化

大津順

(1992年１月８日受理）

RNA／DNAratiointriploidmasusalmon，Ｏ"ＣＯ吻凡cﾉb妬masou，ｋｅｐｔｉｎｔｈｅｔａｎｋ

ｆｒｏｍ１３℃ｔｏ１８℃watertemperaturechanging
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ＤＮＡａｎｄＲＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｗｈｉｔｅｍuscleintriploidanddiploidofmasu

salmon，ＯﾉzcoﾉZy〃c加ｓｍａｓｏｕ，wasdeterminedbeforeandafterchangeofthe

rearingtaｎｋｗｉｔｈｗａｔｅｒｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｌ３ａｎｄｌ８℃、TheDNAconcent‐

rationinthetriploidwasnotdifferentfromthediploidatl3℃ofnormal

conditionTheRNA／DNAratioofthetriploidwasslightlyloweredthanthat

ofthediploidbutnotsignificantat１３℃、Ｔhenuclearlengthofthewhite

musclecellofthetriploidwassignificantlylongerthanthatofthediploid

After7daysofthetemperaturechange，ｔｈｅRNA／ＤＮＡｒａｔｉｏｏｆｔｈｅｄｉｐｌｏｉｄ

ａｔ７ｄａｙｗａｓｌoweredsignificantly，however，theratioofthetriploidwasnot

significantlydifferentfrominitialratio．

Keywords：Ｏﾉzcorﾉmy"c地ｓｍａｓｏｕ，RNA／ＤＮＡratio，temperature，triploid．

Ribonucleicacid（ＲＮＡ：リボ核酸）は蛋白を合成するための鋳型として細胞内に存在す

るものであり，ＲＮＡ量が多いと言うことは蛋白合成が盛んであることを意味する。細胞１

個あたりのDeoxyribonucleicacid（ＤＮＡ：デオキシリボ核酸）量は細胞分裂のある時期を

除いて一定であり，各組織あたりのＤＮＡ量はその組織に含まれる細胞の数の指標となる。

そのため，RNA／ＤＮＡ比はｌ細胞あたりの蛋白合成活性のｌ指標とされている。さらに，

RNA／ＤＮＡ比はサケ・マスを含む多くの魚種で成長率と相関が認められ，成長率の１つの

指標となることが示されている（Buckleyl984，Ｂｕｌｏｗｅｔａｊ，1981,WilderandStanley

l983，WrightandMartinl985)。

３倍体魚の赤血球は核と細胞の大きさの増加とともに血液の単位容積あたりの赤血球数

の減少が多くの魚種で知られており（BenfeyandSutterlinl984，BeckandBiggersl983，

Sezakietaj、1983)，同様に，網膜細胞の大きさの増加と数の減少が認められている（Aliah

etaj、1990)。一方．３倍体サクラマス（Oncorﾉｉｙ凡cﾉjusmaso必）の成長は通常のサクラマ

スと差がないことが報告されている（宮崎1989)。しかし．３倍体サクラマスの蛋白合成
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能力をRNA/DNA比から調べた報告はない。

本研究は. 3倍体サクラマスの成長の特性を明らかにすることを目的とし. 3倍体サク

ラマスの筋肉組織におけるDNA含量とRNA含量を調べ. RNA/DNA比を比べるとともに，

生理的活性を変化させるために水温が 5CC高い水槽に移動した場合のRNA/DNA比の変化

を経時的に調べた。

材料と方 法

材料は，富山県水産試験場で養成した性転換雄サクラマスから得た精液を神通川産雌サ

クラマスから得た卵に媒精し. 10分間吸水させた後30CC6分間の高温処理により第 2極体

放出を阻止して作出した 3倍体雌サクラマスを用いた。ふ化後約 9ヶ月間は13:t1CCの地

下水で飼育し. 8月中旬に実験に用いた。対照として同じ時期に通常雄と媒精し，同様に

飼育したサクラマスの稚魚を用いた。

水温13:t1 CCで飼育した供試魚(体重7.1-13.3g)と対照魚(体重4.8--12.6g)のそれぞ

れ20尾を80oの個別の水槽に移し 水温18:t1 CCの飼育水を注入し. 1日2回配合飼料を

給餌して 7日間飼育した。水温変化前 (13CC)及び変化後1.3.7日目に各水槽から 5尾を

取り上げ，背側部体側筋を採取して-80CCで保存し.核酸の測定に供した。 3倍体群から

は血液の塗抹標本を作成し，赤血球の大きさが通常魚よりも大きいことにより 3倍体であ

ることを確認した。

核酸の抽出法 核酸の抽出はSchmi t-Thanhauser-Schneider法を一部改変した水野 (1969)

の方法に準じた。筋肉組織を 5倍量の冷水とともにホモジナイズし，その 1miあたり 5mi 

10%トリクロロ酢酸 (TCA)を加え. 3，OOOrpmで10分間遠心分離して沈澱を得た。沈澱に

95%エタノール 5mOを加え.懸濁した後再び遠心分離した。この沈澱にメタノール・エー

テル (3: 1)混液15miを加え. 90CCで3分間加熱して脂質を除去した。

脂質を除去した沈澱に 5%過塩素酸 (PCA)5 mOを加え. 90CCで15分間加熱して核酸を

分解した。冷却後遠心分離して上清を分取しさらに残撞に 5%PCA2.5miを加えて懸濁し，

遠心分離して上清を得た。この上清を前の上清とあわせて核酸分画とした。

DNAの定量 DNAの定量はジフェニルアミン法によった。核酸分画 2miにジフェニルア

ミン試薬(ジフェニルアミン1.5gを氷酢酸100miと濃硫酸2.8mOの混液に溶解したもの)4 

dを加え.沸騰水中で10分間加熱した後冷却し.分光光度計(島津自記分光光度計 uv
-260)を用いて室温で695nmの吸収を測定したo サケ精巣DNA(和光純薬製)を用いて検

量線を作成し.組織 IgあたりのDNA量を計算した。

RNAの定量 RNAの定量はオルシノール法によった。核酸分画 2miにオルシノール試薬

(オルシノール100mgを0.I%FeCI3濃塩酸溶液に溶解したもの)2 mOを加えて沸騰水中で20

分間加熱し.冷却後分光光度計を用いて660nmの吸収を測定した。同様に，サケ精巣DNA

による発色を測定し，ジフェニルアミン法により測定したDNA量から核酸分画に含まれる

DNAによるオルシノール試薬の発色を補正し，酵母RNA(和光純薬製)を用いて作成し

た検量線により RNA量を計算した。

核径の測定 水温変化前の試験魚より採血し.常法により血液の塗抹標本を作成し.光学

顕微鏡下で接眼マイクロメーターを用いて40個以上の赤血球の長径と短径を測定した。ま
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た.筋肉組織細胞核の観察は.水温変化前の試験魚から筋肉組織を採取し，常法によりパ

ラフィン切片を作成して光学顕微鏡を用いて切片の方向が筋繊維と平行なものから任意に

40個の核を選び.接眼マイクロメーターにより長径を測定した。

結 果

水温13"Cで飼育した試験魚の筋肉 Ig当りのDNA量をTable-1に示した。 3倍体サク

ラマスの筋肉 19あたりのDNA量は通常サクラマスのそれと比較して有意な差は認められ

なかった o

DNAとRNA含量をTable-2に. RNA/DNA比の変化を Fig.lに示した。水温変化前で

は3倍体サクラマスのRNA/DNA比は1.38と低かったが.変化 1日目以後のRNA/DNA比

の変化は通常サクラマスのそれと似た傾向を示した。通常サクラマスは高水温水槽への移

動により RNA/DNA比が減少し. 7日目には水温変化前と比較して有意に減少した。一方.

Table-l Mean DNA concentration in muscle of diploid and triploid 

masu salmon， fingerling kept in 13"C water temperature. 

n DNA (μg/ g wet weight) 

Diploid 20 

Triploid 20 

mean::t S.D. 

302.6 ::t 69.95 

326.6 ::t 70.45 

Table-2 Mean DNA and RNA concentration in muscle of diploid and triplod masu 

salmon kept in the tank from 13"C to 18"C water temperature changing. 

Days 。 3 7 

Diploid DNA 288.0::t 67 .6 333.0::t 31.0 325.5::t61.4 264.0::t 27.7 

RNA 523.5 ::t 87.7 512.0:t 64.1 372.5:t65.8 297.0::t 59.3 

RNA/DNA ratio 1.82::tO.37 1.54::tO.16 1.18::t 0.31 1.14::t 0.30 

Triploid DNA 392.0::t63.9 320.0::t 62.4 342.0::t 52.3 290.5:t 36.5 

RNA 520.0::t59.4 449.0::t50.0 380.0::t 16.3 299.0:t 36.2 

RNA/DNA ratio 1.38::t 0.40 1.40:t0.19 1.13::t 0.16 1.05::tO.24 

mean::t S.D. 



Table-3Meannuclearandcellsizeoferythrocytesindiploｉｄａｎｄｔｒｉｐｌｏｉｄ

ｍａｓｕｓａｌｍｏｎｋｅｐｔｉｎｌ3℃watertemperaturecondition．

１０

＊：mean±ＳＥ．＊＊：significant（Ｐ＜0.01）

２．０
3倍体サクラマスのＲＮＡ／ＤＮＡ比

は水温変化後３日目より減少を示

した。しかし，３倍体サクラマス

では水温変化前のＲＮＡ／ＤＮＡ比

が通常サクラマスよりも小さかっ

たために変化前と後のRNA／ＤＮＡ

比に有意差は認められなかった。

赤血球細胞と核の短径と長径を

Table-3に示した。３倍体サクラ

マスの赤血球細胞と核の短径と長

径はともに通常サクラマスのそれ

らよりも有意に大きかった。

通常サクラマスと３倍体サクラ

マスの筋肉組織像をFig.２，３に示

した。中央に核を見ることができ

る。この筋肉細胞核の長径の測定

結果をTable-4に示した。３倍体

サクラマスの筋肉細胞核の長径は

通常サクラマスよりも有意に大き

かった。
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Table-4MeannuclearlengthofwhiLemuscleindiploｉｄａｎｄｔｒｉｐｌｏｉｄｍａｓｕ

ｓａｌｍｏｎｋｅｐｔｉｎｌ3℃watertemperaLurecondition．

Diploid（A）

Triploid⑧

Ｂ／Ａ

Nuclearlength

10.36±

11.51＊*±

１．１１

0.25＊

０．２３

＊：mean±ＳＥ．＊＊：significanL（Ｐ＜０．０１）

考 察

通常サクラマスと３倍体雌サクラマスの筋肉組織１９あたりのＤＮＡ量に有意差は認めら

れなかった。

一方，３倍体雌サクラマスの筋肉細胞核の長径は通常サクラマスと比較して有意に大き

く，その比は1.11で，３乗すると1.37となる。また，３倍体サクラマスの赤血球核の長径

も有意に大きく，その比は1.15で，３乗すると1.52である。これらのことから．３倍体サ

クラマスの筋肉及び赤血球の核の容積は通常サクラマスの1.4～1.5倍と推定され，他の魚

種の場合とほとんど同様である（Swarupl959）ことが判明した。

筋肉細胞の核に含まれるＤＮＡ量が３倍体サクラマスでは通常サクラマスよりも多いと考

えられるにもかかわらず，組織の単位重量あたりのDNA量に有意差が認められなかったこ

とは，３倍体サクラマスにおいては核が大きくなると同時に核１個あたりの細胞の容積が

増加していることを示している。３倍体魚の赤血球の核と細胞の容積が増加するが．一方
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で赤血球数が減少することは，大西洋サケ（BenfeyandSutterlinl984)，ギンブナ（Sezaki

etaJ、1983）などでよく知られている。平均赤血球容積は大きくなるが赤血球数が減少す

ることはサクラマスにおいても同様である（大津1991)。細胞の大きさの増加と細胞数の

減少は，３倍体のアユ（PZecOgjossusajtjue"s）の網膜や腎臓の細胞においても報告されて

いる（Ａｌｉａｈｅｔａｊ．1990)。核の容積が増加する一方で組織１９あたりのＤＮＡ含量が変化し

ないことは，筋肉組織は多核であるために，正確には細胞数の減少を意味するものではな

いが，赤血球においてみられたと同様に，核と細胞の容積の増加及び細胞数の減少が３倍

体サクラマスの筋肉組織においても起こっていると考えられる。

３倍体サクラマスでは核１個あたりのDNA量が多いと考えられるが、組織あたりのＤＮＡ

量に差がないことから，ＤＮＡに対する細胞質の量は通常サクラマスと等しいと考えられる。

RNA／ＤＮＡ比は細胞あたりの蛋白合成活性，ひいては成長率の指標とされているが，細

胞質あたりのDNA量に差がないならば，RNA／ＤＮＡ比により３倍体サクラマスと通常サ

クラマスの成長を比較することができるものと考えられる。通常の飼育条件である水温１３

℃においてはRNA／ＤＮＡ比が通常サクラマスよりも３倍体サクラマスの方が小さいことは，

３倍体サクラマスにおいては蛋白合成活性が小さい傾向にあることを示唆するものと思わ

れる。一方で，高水温水槽（18℃）に移動した場合，３倍体サクラマスと通常サクラマス

のRNA／DNA比に差がないことは，３倍体サクラマスの基本的な蛋白合成能力が通常魚と

違いがないことを示していると思われる。３倍体サクラマスの成長は，通常魚と混養した

場合には通常魚よりも劣るものの，分養した場合には差がないと報告されている（宮崎

1989)。また，３倍体ニジマスの飼料効率は通常のニジマスと差がないと報告されている

(Oliva-TelesandKaushikl990)。しかし，３倍体アユでは刺激に対する反応が通常のアユ

よりも鈍いと報告されており（Ａｌｉａｈｅｔａｊ、1990)，今回の実験において通常飼育状態に

おける３倍体サクラマスのRNA／ＤＮＡ比が低い傾向を示したことは，３倍体サクラマスの

摂餌活性が低い可能性もあるように考えられる。

RNA／DNA比は重金属などの影響により減少することが報告されており（Kearnsand

Atchinsonl979)，また，高水温などのストレスによっても減少することが知られている

(SpigaraelliandSmithl976)。今回の実験において通常サクラマスでは７日目までＲＮＡ／

ＤＮＡ比が減少している。サクラマスにとっては18℃という水温は適水温の上限であり，

１３℃の適水温から１８℃の水温に移した場合にはストレスを受けてＲＮＡ／ＤＮＡ比，すなわ

ち蛋白合成活性が減少し，７日目では回復していない。３倍体サクラマスも、通常サクラ

マスと同様に別水槽への移動と高水温によりストレスを受け，環境変化後少なくとも７日

目までRNA／DNA比が減少する傾向が認められた。３倍体サクラマスのRNA／ＤＮＡ比が

通常サクラマスと異なり，７日目においても環境変化前と有意な差が認められないのは，

水温13℃の条件下でのRNA／DNA比が通常魚のそれよりもやや小さいためであるが，３倍

体サクラマスも，通常サクラマスと同様にストレスを受けて蛋白合成活性が減少している

ことは明らかである。ただし．３倍体サクラマスのRNA／ＤＮＡ比が水温13℃の条件下で低

いのは３倍体サクラマスの適水温が通常サクラマスと異なっている可能性も考えられる。

本実験より，３倍体サクラマスの成長能力はRNA／DNA比からみた場合には，通常サク

ラマスと大差ないことが明らかとなった。今後は，高水温や別水槽への移動によるストレ

スだけではなく，成長に影響を与える他の要素について検討するとともに，ストレスから
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の回復についても研究を進める必要があろう。
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要 約

３倍体サクラマスと通常サクラマスの筋肉組織のDNA量とRNA量を測定し，単位組織重

逓あたりのDNA量とRNA／ＤＮＡ比を計算した。また，筋肉組織の核の長径を測定した。

その結果，筋肉組織lgあたりのDNA量に差がなかった。また，ＲＮＡ／ＤＮＡ比は３倍体サ

クラマスの方が通常サクラマスよりも低い傾向を示したが，有意差は認められなかった。

筋肉細胞の核の長径は通常サクラマスのそれと比較して３倍体サクラマスの方が有意に大

きかった。

試験魚を13℃から１８℃の水温の水槽に移してＲＮＡ／ＤＮＡ比を経時的に調べたところ，

通常サクラマスは移動後７日目で，移動前と比較して，有意にＲＮＡ／ＤＮＡ比が減少した。

一方，３倍体サクラマスのRNA／ＤＮＡ比は減少する傾向を示したが，移動前と比較して有

意差は認められなかった。
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