
海産魚用新型ソフトドライペレットのα-トコフェロールレベルが､

プリの生体内脂質過酸化とその防御機構におよぽす影響

近年､環境保全の意識高揚やマイワシ資源の減少､さらには労働力不足
産魚養殖においてEP飼料(エクストルーダ ーで造粒される多孔質ペレツ EiiZ

ト
梅
を

hソ目
よ
注

に
が

浴びている.そのなかでも水分を 8-10%含み軟質固形飼料のソフトドライペレツ

法貰蔽 言1,7)8欝 詫 て7品 ㌫ ∵左k現 品 塩 甑 聖
も優れた評価が得られている｡ 1)しかしながら､このSDPはその製造過程において多
量の魚
肪酸がDr.I

を使用するために､出来上がった製品には酸化を受けやすい高度不飽和脂
量に合

れた魚に比べ､
り
る

酸素ストレス
性宿 酸

その分解
素
産

免疫等の生

フ
を
防

や
物
体

れ
く
受

-
じ
能

ま
多
を
リ
生
御

ている｡したがって､sDpを給餌された魚は他の飼料で飼育さ
の
け
ラ

高度不飽和脂肪酸を体内に取り込むこ
ると考えられる｡この酸素ストレス､

と
す

ジカルは､その連鎖的酸化反応により､

な
わ
量

に
な
大

,生
り
ち

その結果よ
体内で生じ

の過酸化月旨質と
生体高分子構造を破壊し､ガン､老化および炎症等の疾病や

の低下な
生体内脂質過酸化に起因する

引
え

を
考

ど
と

追き
られ

こ
る

すことが知られている｡2)魚類においても､
疾病､例えばブリ黄症､3)が発症してい

る｡
この生体内脂質過酸化の進行を抑制するために､好気生物は多くの非酵素的 ･酵

素的防御機構を持っている｡非辞素的な防御機構として重要なものの一つに､a -ト
コフェロールがあり､酵素的な防御機構として重要なものの一つに､グルタチオン
ペルオキシダーゼがある｡そこで本研究では､sDPに添加するa - トコフェロール4)

量を変化させた時､給餌ブリの生体内脂質過酸化とその防御機構 (とくにα-トコフェ
ロール含量およびグルタチオンペルオキシダーゼ活性)の変動について調べた｡

第一章 プリの生体内脂質過酸化およびその防御機構に及ぼす飼料α-トコフロール

の影響

sDp飼料中のα-トコフェロール含量を変化させてブリを飼育した時の､ブリの血
液性状､a-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量､グルタチオンペルオキシダー
ゼ活性および生体内脂質過酸化に及ぼす影響について検討した｡

材料と方法

餌料の調製 餌料は魚粉としてブラウンフィッシュミールを用い､表1に示すよ
うに調製した後､エクストルーダー処理したsDPにa - トコフェロールが乾物飼料
100g当たり 12,50および 88mg となるように添加した 3給与飼料を作成し､
それぞれ工区､工工区および 工工ェ区とした｡

表 1. 試験飼料組成

分 顔料
Ⅰ Ⅱ ⅠⅠⅠ

ブラウンフイシュミール 75.5

ミネラルミックス

ビタミンミックス

澱粉

魚油

α-トコフェロール

(mg/100gdiet)
アスコル ビン酸

(mg/loo雷diet)
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飼育試験 平成5年4月､日向灘で採補された平均体重 104.6gの

妄孟芸琵 蔓 買 霊夢崇 ;LoB慧 整 聾 ;4,L2F'をiditii蝕
は､25.2-27.2℃(平均26.1℃)であり､給餌は1日2回行い､給餌
率を魚の摂餌状態により､乾物重量で魚体重の 4 -5 %の範囲で変
化させた｡
血液性状の測定法 血液中のヘマ トクリット値は､国産 H-25F2

遠心機を用いた毛細管によるミクロヘマ トクリット法5) (ll.000
rpm,5分間遠心分離 )により測定した｡また､血発中のアスパテート
アミノトランスフェラーゼおよびアラニンアミノトランスフェラーゼ
活性は､モノカードケミストリーシステムにより測定し､結果を
KamenUnitで表示した｡
2-チオバルビツール酸反応物質(TEARS)値の測定法 肝臓および筋

買tebiJ:VWT:hS諾 ,Lg還還 .ul; 抜 管 聾 暫
した｡7)

a-トコフェロール含量の測定法 a-トコフェロールは､Bieriの
方法8)に従ってけん化後､不けん化物をn-ヘキサンで抽出し､n--キサン:
イソプロピルアルコール(2∞:1.Ⅴ/v)を移動相とする yamauch土et
aユ .9)の 高速液体クロマ トグラフィーによって定量した｡カラムに

違憲:0,r2b5aXnmTk-2Hdfh驚照 覧t.i讐業平鴇 鮮 a5Trm･蛍光
2,2,5.7.8-ペンタメチルー6-ヒドロキシクロマンを用いた｡

アスコルビン酸含量の測定法 アスコルビン酸は｣村田らの方法★
に従ってメタリン酸で抽出した試料を､移動相として5mHシュウ酸を､
反応液として50mM水素化ホウ素ナ トリウム合有100mM水酸化ナ トリ
ウムを用いた高速液体クロマ トグラフィーによって定量した｡カラム

htg(S&ithm蒜 き｡…C= 1)OiH%結 晶 完
300mm),検出器には uv検
いた｡

グルタチオンペルオキシダーゼ(GSH-Px)活性の測定法 血祭および
肝臓中のグルタチオンペルオキシダ-ゼ括性は,渡部と平塚の酵素分

箪 熊 .;fmul:aSaRft宅-i葉 ,lPY,*rkNh.%dgHOtiii藁 dieをfo等i誓撃 %TBi
質量はBioRad社のproteinassaykitにより測定した.

統計処理 分析値(測定値)は､可能なものに限りダンカンのマルチプルレンジテ
スト(新多重範囲検定法)ll)により統計処理した｡

結果および考察

飼育試験結果 表2に示すように､成長率､飼料効率ともに試験区による顕著な
差は認められなかった｡

血液性状 表3に示すようにヘマ トクリット値は､試験区による差は認められな
かった｡一方､アスパテ-トアミノトランスフェラーゼ活性およびアラニンアミノ
ラ
し

ト
少

ンスフェラーゼ 活性は､飼料中のα-トコフェロール添加量の増加に従って減
.n
ノ

おて 肝機能の向上がみられた｡
表 2. 46日間の飼育試験結果

■村田 寿.伊東尚史,山内 清.境 正,福留巳樹夫.安井嘉秀; 平成5年

度日本水産学会春季大会講演要旨集,1993.p.56.
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1993年7月20日-9月4日
飼料

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

個体数

体重(g)
開始
終了

成長率(%)
飼料効率(%)

150 150 150

105.3 104.7 103.7
380.0 373.6 376.1
260.9 256.8 262.7
101.3 98.5 96.9

アスコルビン酸含量およびグルタチオンペルオキシダーゼ活性 各試験区
の血衆､肝臓および筋肉の脂質過酸化の進行度を示すTBARS値と非酵素的
ラジカル消去に関わるα-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量およ
び酵素的ラジカル消去に関わるグルタチオンペルオキシダーゼ活性を表4
に示した.TBARS値は､血祭､肝臓および筋肉において=区､ZZ区､

､生体内脂質過酸化が抑えられていた｡血祭､肝臓お
-トコフェロール含量は､飼料中の添加量を反映してお
て蓄積した(図1)｡このことは､TBARS 値の減少に大.-1_LJ>ゝt_ヽつ′ J__JL 二三..__一一_tiヽ､_1リ■入日-ヽ_._､_._-

区と順に
筋肉にお
添加量に
関与して

し

α
L
も

少
る
例
る

減
け
比
い

m
㌍

ov
のと考えられる｡また､アスコルビン酸含量については､

試験区による差は認められなかった｡血祭および肝臓におけるグルタチオ
ンペルオキシダーゼ活性は､ 工 区で一番高く､工工区､工工工区と順に減
少していった.このことは､TBARS値と正の相関があり(図2)､脂質過酸
化が進行するとグルタチオンペルオキシダーゼ活性が誘導されることを示
している｡
表 3.異なったα-トコフェロール含量の飼料を給餌したプリの血液性状

飼料
Ⅰ Ⅱ ⅠⅠⅠ

ヘマトクリット(%)
7ス八〇テートアミノトランスフェラーセ●*
アラニンアミノトランスフェラーセ◆*

49.5±6.6a .50.1±0.7a

52.3±23.5a 25.0±5.5b

25.3±13.3a 14.5± 1.8a

50.0±0.8a

13.8±1.9b

12.9士1.8a

*;Kamenunit
値は4尾の平均値±標準偏差

同一行の異なった上付き文字が付いている値は､p<0.05で有意に異なっている｡
表4.異なったα-トコフェロール含量の飼料を給餌したプリの血祭､肝臓および筋

肉におけるTBA値､α-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量､グルタチ

オ
ンペルオキシダーゼ活性

飼料
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

血紫

TBA (nmoIMA/ml)
α-トコフェロール(〝g/ml)
アスコルビン酸(zLg/ml)

9.02 7.92
39.4 67.8
0.3 0.2
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ク◆ルタチオンへ○ルオキンダイ (U/m l) 790.0 648.2 425.4

肝臓

TBA (〝gMA/蛋)
α-トコフェローJKyg/g)
7スコルヒ◆ン酸(〝g/g)

0.23 0.15
265.0 979.3
10.1 13.9

ク●ルタチオンへ○ルオキげ イ (U/mgprotein) 71.1 67.7

筋肉

TBA (〝gMA/g)
α-トコフェロール(〝g/g)
7スコルヒ◆ン酸(yg/g)

1.30 0.45
17.2 30.0
1.7 1.7
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図1.飼料中のα-トコフェロール含量と 血濃､肝臓および筋肉における α

トコフェロール含量との関係

QTtmpTJ40連日卜

ク◆ルタチオンへ●ルオキシタ●-t'(tJ/ml)
65 70 75

ク●ルけオンへ●ルオキシタ◆-t'(U/mgprotein)

図2.プリの血祭および肝臓におけるグルタチオンペルオキシダーゼ活性と

TBA値との関係
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二幸 異なったα-トコフェロール含量の飼料を給餌したプリの生体内膳巽過酸化お

よびその防御機構に及ぼす責痘原因菌接種の影響

目的

試
よ
脂
の

膏
に
内
と

飼
染
体
量

感
生
合

後
性

了
液

..i.I,那
のブリに､黄症の原因といわれる細菌を人為的に感染させた時､
状､ビリルビン､α-トコフェロール､アスコルビン酸含量および

質過酸化の変動を調べた｡さらに､その変動と餌料中のa-トコフェロール
関連性を考察した｡

材料と方法

人為感染試験法 飼育試験終了後､陸上FRP水槽(1.5Ⅹ 2.5Ⅹ 1.0m)に収容
し､対照区と感染区を設けた｡感染区には､平成4年8月に宮崎県北浦養殖場で採取
された黄痘ブリ血液より分離した黄痘原因菌を10%牛胎
で25℃.2週間振返培養した菌数1Ⅹ106/mlの培地を､恩寵 蒜 鹿 討 諾 也
し､1尾当たり4ml腹腔内接種した｡また対照区には培地のみを接種し､その後無
給餌にて7日間飼育後､実験に供した｡12)

血液性状の測定法 血液中のヘモグロビン含量をAO式-モグロビンメータによ
る比色法､-マ トクリット値は､国産 H-25F2遠心機を用いた毛細管によるミク

ロ̂.f盲,hH y1y%hA% s(.Jlia?oOEf.FTC
酵素抗体法にて測定した｡13)

親 告Dp讐 ‰ を用い､

2-チオバルビツール酸反応物質(TBARS)値の測定法 第一章の記載に同じ｡

α-トコフェロール含量の測定法 第一章の記載に同じ｡

アスコルビン酸含量の測定法 第一章の記載に同じ｡

統計処理 分析値(測定値)は､ダンカンのマルチプルレンジテスト(新多重範囲検
定法)ll)により統計処理した｡

結果および考察

人為感染試験 今回の試験では､感染区の全ての個体において溶血が観察された
が､赤血球中には全く黄痘原因菌は認めることができなかった｡
肝臓収率､肺臓収率および血液性状 表5に肝臓収率､肺臓収量､-モグロビン

量およびヘマ トクリット値を示した｡この表から明らかなように､対照区にくらべ
感染区のほうが､肝臓および肺臓が肥大化していた｡また､肺臓収率において感染
区のZZ区およびHZ区で=区より若干低くかった.牌臓中のTBARS値およびa-トコ
フェロール含量を測定していないのではっきりしたことは言えないが､このことは､
飼料中のα-トコフェロール含量を高めることにより､その生体内脂質過酸化が抑刺
され､感染による生じた溶血により生じる牌臓-の負荷が軽減したものと考えられ
る｡血液性状は､感染区において､感染 ･溶血によるものと思われる-モグロビン
量および-マ トクリット値の著しい低下が認められ､工工工区で他の工区､工工区と比べ
若干低い値となった｡

血液中の赤血球数および血祭中のビリルビン含量､TBARS値､およびα-トコフェ

ロールおよびアスコルビン酸含量 表6に血液中の赤血球数および血祭中における
ビリルビン含量､TBARS値､a-トコフェロール含量およびアスコルビン酸含量を示
した｡アスコルビン酸含量を除くこれらの値全てにおいて感染区と対照区で有為な
差が認められた｡赤血球数は､感染区において対照区に比べ急激に低下しており､
表5に示した-モグロビン量および-マ トクリット値の低下が､溶血により発症した
ことを示している｡また､溶血にともないビリルビンが生成しており､飼料中のα-
トコフェロールの添加量の増加にともないその量は増加した｡TBARS値は､飼料区
間の差がなく､その他の値との関連性は認められなかった｡α-トコフェロール含量
については､飼料中のα-トコフェロール添加量を反映しており､感染区における減
少は､生体内脂質過酸化抑制のために使用されたものと考えられる｡アスコルビン
酸含量は､その値が､検出限界付近であったため､区間による有意な差は認められ
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なかった｡
表5.異なったα-トコフェロール含量の飼料を給餌したプリの肝臓および肺臓収率､

ヘモグロビン含量およびヘマ トクリット値 に及ぼす責痘原因菌接種の影響

飼料 個体数 体重(g) 肝臓収率 牌臓収率

ヘモグロビン(/dl)ヘマ トクリット(%)

Ⅰ 対照 5
0.08±0.01all.9±1.Oa53.5士4.9a

感染 5
0.88±0.13b 5.1±2.1b 17.6±7.6b

Ⅱ 対照 5
0.09±0.01all.8±1.3a49.4±1.Oa

感染 5
0.69士0.25b 5.3±2.4b 18.5士10.7b

III 対照 5
0.10士0.01a13.2士1.Oa51.2±7.5a

感染 3

383.5±24.8

377.5±9.8

361.2±20.8

378.8±17.0

374.7±22.3

373.9士17.0

0.73±0.05a

1.64±0.11b

0.73±0.11a

1.64±0.32b

0.83±0.03a

1.66士0.17b

0.71±0.21 14.3士6.9同一列の異なった上付き文字が付いている値は､

p<0.05で有意に異なっている｡

赤血球数とビリルビン含量との一次相関 図3に示したように､赤血球の増加に
ともなうビリルビンの滅少が認められた｡
TBARS値とビリルビン含量との一次相関 TBARS値とビリルビン含量との一次相

関を検討した結果を 図4に示した｡TBARS値の増加にともなうビリルビンの増加が
認められた｡この結果と図3に示した結果を比較すると､ビリルビン含量は､赤血球
数よりTBARS値と高い相関性を示した｡

最近､stockerら14･15)按invitroにおいてビリルビンが活性酸素を消去するた
めの有効な抗酸化剤となり､ビリルビン自身は酸化され､ビリベルジンおよびその
他の酸化生成物に変化することを報告
もビリルビンが､活性酸素の除去およ
機能を発挿する
産物として排壮
中に現れるもの

く
ど

な
た

は
れ

で
さ ヽ

溶血

こ
さ
と
に

b日
〇月

る
内

い
体

て
生

し
び

今回の結果は､invivoにおいて
質 過酸化を抑制のために､抗酸化

とを示している｡すなわち､ビリルビンは､単なる赤血球の代謝
れる物質ではなく､生体が
考
よ

にンどレ/〓
ノ

え
h
ソ
よ

られる｡従って､ブリ
生体内脂質過酸化が進

に
は

､

度
痘
し

極
貴
行

り発症したと思われる｡

6

酸化的状態に置かれた際に血祭

,そ
細菌が引き

抑を行進の
起
制

こす溶血が主因
するために導入



第三章 異なったα-トコフェロール含量の飼料を給餌したプリの生体内脂質過軟化

およびその防御機構に及ぼすフェニルヒドラジン投与の影響

飼育試験終了後のブリに強力なラジカル発生剤であるフェニルヒドラジンを投与
し､その血液性状､ビリルビン含量､α-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量､
グルタチオンペルオキシダーゼ活性､スーパーオキシドジスムターゼ活性および生
体内脂質過酸化の変動を経時的に調べ､さらに飼料中のα-トコフェロール含量とそ
れらの変動の関連性を考察した｡

材料と方法

フェニルヒドラジン投与試故法 飼育試験終了後､陸上FRP水槽(1.5Ⅹ2.5Ⅹ

(1& md)躍 LBtii
ェニルヒドラジンを体重
2日および3日後に各区5静 芦墨 81韻

区)および17
験に供した｡払

試験期間中は無給餌とした｡
血液性状の測定法 血液中のヘモグロビン含量をシアンメト-モグロビン法16)に

より､ヘマ トクリット値は､国産 H-25F2遠心機を用いた毛細管によるミクロ-

マ トクリット法5) (ll.000rpm,5分間遠心分離 )により測定した｡また､アス
パテートアミノトランスフェラーゼおよびアラニン7ミノトランスフェラーゼ 活性
は､モノカー ドケミストリーシステムにより測定し､結果を KarmenUnitで示し
た｡

ビリルビン含量の測定法 第二章の記載に同じ

2-チオバルビツール酸(TBARS)値の測定法 第一章の記載に同じ｡
α-トコフェロール含量の測定法 第一章の記載に同じ｡

アスコルビン酸含量の測定法 第一章の記載に同じ｡

グルタチオンペルオキシダーゼ(GSH-Px)活性の測定法 第一章の記載に同じ｡

スーパーオキシドジスムターゼ (SOD)活性の測定法 大柳の亜硝酸法により測
定した.17)なお､cu･znsoD活性と加nSOD活性は､そのKCNに対する感受性の差よ
り求めた｡結果は､･NU/mgproteinで表示した｡

結果および考察

フェニルヒドラジン投与試境 外観的には背部の黒化､腹部の黄色化が観察され､
血衆は溶血により赤色を呈しており第二章の感染試験とよく似た所見であった｡
肝臓収率､肺臓収率および血液性状 表7に各試験区の肝臓収率､肺臓収率､ヘ

モグロビン量およびヘマ トクリット値の経時変化を示した｡肝臓収率は､フェニル
ヒドラジン投与後1日目で上昇し､2日目､3日目でさらに上昇した｡ヘマ トクリッ
ト値およびヘモグロビン含量は､1日目から溶血による劇的な減少が観察され､2
日日､3日目でさらに減少していった｡これらの結果は､フェニルヒ
が投与3日後まで及んでいること示している｡しかしながら､牌臓収
上昇したものの､2日目から減少し､回復に向かった｡なお
は､試験飼料区間における有意な差は認められなかった｡

ラジンの影響
､1日目で

結果に

血紫中のアスパテートアミノトランスフェラーゼ活性およびアラニンアミノトラ

ンスフェラーセ●活性 表8に各試験区の血紫アスパテ- トアミノトランスフェラー
ゼ活性およびアラニンアミノトランスフェラーセ●活性の経時変化を示した｡両酵素
活性はフェニルヒドラジン投与後1日目で急激に上昇し､2日目でさらに上昇､3日
目で減少した｡また､試験飼料区間に有意差は認められなかった｡この結果は､3日
目から肝機能が回復に向かったことを示していると思われる｡
血膿中のビリルビン含量､TBARS値､α-トコフェロール含量､アスコルビン酸

含量およびグルタチオンペルオキシダーゼ活性 表9に各試験区の血衆中における
ビリルビン含量､TBARS値､a-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量およびグ
ルタチオンペルオキシダーゼ活性の経時変化を示した｡フェニルヒドラジン投与区
において､ビリルビン含量およびTBARS値は､1日目で上昇し､2日目でさらに上昇､
3日目で減少した｡また､TBARS値は､フェニルヒドラジン投与区で､1日目のZZZ
区が工工区より若干高い値となっているものの､4日間ともα-トコフェロール添加量
が多い区ほど低い値となり脂質過酸化が抑えられていた｡しかしながら､どリルビ
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ンは､飼料中のα-トコフェロール含量が高い区ほど高い値となった｡この現象は第
二章の感染試験においても観察され､α-トコフェロール過剰摂取による毒性の1つ
と思われる｡α-トコフェロール含量は､フェニルヒドラジン投与区で
脂質過酸化の抑制のため減少し､対照区とともに4日間､飼料中のα-トコフェロー
ル含量を反映した値であった｡アスコルビン酸含量は､第二章と同様に､検出限界
付近であったので､各試験区および試験期間中の差は認められなかった｡グルタチ
オンペルオキシダーゼ活性は､3日間とも対照区にくらべフェニルヒドラジン投与区
で､誘導される傾向が認められた｡これも､生体内脂質過酸化抑制のために誘導さ
れるものと思われる｡

肝臓のTBARS値､α-トコフェロール含量､アスコルビン敢含量､グルタチオン

ペルオキシダーゼ 活性およびスーパーオキシドジスムターゼ 活性 表 10に各試験
区の肝臓におけるでBARS値､α-トコフェロール含量､アスコルビン酸含量､グルタ
チオンペルオキシダーゼ活性およびスーパーオキシドジスムターゼ 活性の経時変化
を示した｡TBARS値は､フェニルヒドラジン投与後､1日目で対照区より若干上昇し
たものの､2日後､3日後で対照区とほとんど変わらなくなり､試験飼料
差もなかった｡α-トコフェロール含量も､飼料中のα-トコフェロール
して試験飼料区間に差はあるものの､フェニルヒド
く､経時的な変化もなかった｡また､フェニルヒド

ン
ン
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TBARS値やa-トコフェロール含量の変動は､先に述べた血衆におけるそれらの値よ
り変動が少なく､肝臓は血祭に比べ生体内脂質過酸化が進行しにくいことを示して
いる｡アスコルビン酸含量は､フ
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と
糊

の

､

今
で

に与投ンジラド
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ルヒドラジン投与区において､2日目から誘導され､3日目でさらに上昇した｡しか
しながら､同じ抗酸化酵素 ○ヽ′･スるあでつとひの オ
全く誘導されなかった｡ 以上の結果から､フェニルヒ
こされる生体内脂質過酸化は､それを抑制するため､
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の非酵素的抗酸化剤が､発生した種々の活性酸素の除去および脂質過酸化の連続反
応を阻止し､次に､抗酸化酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼが､生成した
過酸化物を分解するために誘導されるもの
あるスーパーオキシドジスムターゼが誘導
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ヘモグロビン含量と血紫ビリルビン含量との一次相関 ヘモグロビン量と血祭ビ
リルビン含量との一次相関を検討した結果を､図5に示した｡その結果､ヘモグロビ
ン含量とビリルビン含量との相関係数は低かった｡
血衆TBARS値と血紫ビリルビン含量との一次相関 血衆TBARS値と血祭ビリルビ

ン含量との一次相関を検討した結果を図6に示した｡その結果､第二章の感染試験の
結果と同様､ビリルビン含量は､-モグロビン含量よりTBARS値と高い相関性を示
した｡ 第二章で述べた様に､ビリルビンがinvitroにおいて抗酸化機能を示すこ
と14･15)やinvivoにおいてもその可能性が示されたことから､フェニルヒドラジ
ン投与による溶血の結果としてビリルビンが生成したのではなく､ビリルビンが抗
酸化機能を示し､フェニルヒ
抑制するために血祭中に出現

ラジン投与による溶血や生体内脂質過酸化の進行を
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図3.黄痘慮困菌を接種 したプリの赤血球数.

血車ビリルビン含量との関係
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図4.黄痘原因菌を接種したプリの血策TBA

値と血策ビリルビン含量との関係
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図5.フェニルヒドラジンを投与したプリのヘ

モグロビン含量と血費ビリルビン含量との

関係
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