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まえがき

近年南九州の養殖場でブリの黄痘症が頻発し､多大の漁業披害が出ている｡また､ウナ

ギにおいても黄痘症が散発し､その漁業被害も軽視できない｡この黄痘症は､ビリルビン

の封椎 に何らかの障害が起こると発症すると考えられている.しかしながら､魚類のビリ

ルビン右打世機構に関する研究は少ない｡そこで､この黄痘症の診断法､治療法および予防

法を確立することを主目的として､本研究を行った｡そこで先ず最初に､魚類のビリルビ

ン彰維 機構についての基礎的データーを得る目的で､まず高性肯短夜体クロマトグラフィー

により魚莞誹4-汁中胆汁色素を分析するシステムを開発し､さらにそのシステムを用いてウ

ナギ胆汁中の未知のビリルビン異性休の同定を試みた｡また､血菜中のビリルビン的遵物

質の分析システムを開発した｡プリにおいては胆汁中に有推 されるビリルビンは主にタウ

リン抱合ビリルビンであることから､餌料中にタウリンを添加することにより､黄痘症の

発症を予防することができるかどうかについて検討を加えた｡最後に黄痘発症プリおよび

ウナギを入手し､その発症原因について､生化学的手法および組織学 ･組織化学的手法を

用いて検討した｡



要約

(1)魚類胆汁中の胆汁色素を分析するfmj:システムの開発を試みた｡その結果､魚靭旦汁中

月封十色素をはば完全に分離するシステムを作製することができた.このシステムにおいて､

その再現性､定量性および感度は良好であり､しかも胆汁中だけでなく､組織中の胆汁色

素の分析にも応用可能であった｡

(2)プリにタウリンを添加した精製転科を与え飼育した後､フェニルヒドラジンを投与し､

貧血を起こしたブリ胆汁中のビリベルジンおよびタウリン抱合ビリルビン含量､および肝

臓中タウリン含量の変動を調べた｡その結果は､タウリンを餌料中に添加することにより､

ビリルビンの封別物でスムーズに行くこと､タウリンがビリルビンの封椎 時に消費されるこ

と､および新たに肝臓中にタウリンが供給されないとビリルビンの封剛壁がうまく行かない

ことが明らかになった.このことは､タウリン添力強百科により､黄痘症の予防が可能なこ

とを示唆していると考えられた｡

(3)ウナギ月尉十中の未知のビリルビン異性休について､そのものおよびジアゾ誘導体を旺IC

分析することにより､ビリルビンⅨβと同定した｡また､このビリルビン異性体はウナギ

胆汁中の全ビリルビン抱合休の30-40%を占めていた｡

(4)黄痘発症プリを入手し､筋肉および肝巌中の2-チオバルビツール酸値 叩弘値)およ

び胆汁色素およびα- トコフェロール含量を謁べた｡また､上記の組織を病空組織学的に

謁べた｡その結果､黄痘症は生体内で急激な活性酸素が発生したことにより発症すること

が明らかになった｡また､ビリルビンはこの急激な清隆車乗を防除するために動員された

と考えられた｡

(4)責直発症ウナギを入手し､その血菜中のビリルビン組成を､血祭中胆汁色素分析局に胃

発したfnCシステムで分析し､さらに肝巌の病理を光覇および電顕により謁べるとともに､

肝巌および皮膚についてビリルビンに特異的なモノクローナル抗体を用い繍 ヒ学的に調

べた｡その結果､ウナギの黄痘症はホルモンバランスが失われたために発症したと考えら

れた｡
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タウリンによる生体防御 (特にbilirubin等の化学物質の解毒作用)

緒言

タウリンは蛋白質を構成 しないア ミノ酸の一種で､多 くの動物組織､特に海産生物の組

織に多量に含 まれている｡その生理機能について噛乳類では､①抗酸化作用､②解毒作用､

③膜の保護､④神経伝達作用､等の機能があると考え られている｡ (1)また､海産生物にお

いては､浸透圧の調節の機能を持つ とも考え られている｡ しか しなが ら､その生理的意義

については不明な点が多い｡ ところで､海産魚類､特にブ リSeriolaquinqueradiataにお

いてこのタウリンは､bilirubinの排泄 に重要な役割を担 っている事が最近明 らかにされ

た｡(2)bilirubinは組織中に大量に蓄積 され ると､黄痘症を発症す る｡ この黄痘症は近年

養殖ブリで頻発 し多大の漁業被害をだ している｡ したが って､肝臓中のタウ リン含量 と胆

汁中のタウリン抱合bilirubin含量 との関係を明 らかにす ることは､黄痘症の予防 ･治療

の面か ら重要 と考え られる｡ また､養殖海域の環境汚染物質や､疾病の予防 ･治療のため

に授与された薬剤による中毒 と考え られ る疾病 も見 られ るよ うになってきた｡ これ らの化

学物質の解毒に関 して も､タウリンは重要 と考え られる｡そこで､本実験を行 った｡

実験方法

1. 飼育試験 70尾の60g前後のブ リをタウ リン投与区 (タウ リン区) とタウ リン無投与

区 (コン トロール区)の2区 (各区35尾)に分 け､その組成を表 1に示すよ うな餌料を給

餌 して､2t水槽で4週間飼育 した｡1週間毎に各区3尾取上げその肝臓中のタウリン含

量を測定 した｡飼育終了後､各区15個体に体重100g当たり10mgのフェニル ヒ ドラジンを

筋肉中に投与 した｡ フェニル ヒ ドラジン投与後は無給餌 とした｡投与後 フェニル ヒ ドラジ

ン投与区は毎 日､無投与区は1日置きに供試魚を取上げ､その肝臓中のタウ リン含量 と胆

汁中の胞汁色素の組成を測定 した｡

2. 肝臓中のタウリン含量の測定 肝臓中のタウリン含量は､常法に したが って トリクロ

ル酢軟エキスを調製 し､SihabiandWhiteの方法(3)を基 に､新たに開発 した逆相カラムを

削 1る高性能液体 クロマ トグラフィー(HPLC)法にて分析定量 した｡ この方法は短時間 (約･1

0分)で分析が終了 し､他の爽雑物 との分離､検量線の直線性､検出限界､再現性､回収
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率等っいて も満足のい くものであった (墳 ら未発表)0

3. 胆汁中の胆汁色素含量の測定 胆汁 に10-100倍量の皿ethanolを加え､ フィルターにて

連過後､Sakaietal.のHPLC法にて分析定量 した｡(4)

結果

1. 飼育試験 飼育 1週間後 に取 り上げた魚 の肝臓が緑肝症を呈 していたので､その後 は

餌料の組成を表 1に示 したよ うに変化 させた｡ その後､緑肝症 は認め られなか った｡飼育

試験の結果を図 1に示 した｡ この図か ら明 らかなよ うに､タウ リンの投与､無投与 に係わ

らず成長に､ ほとんど差 は見 られなか った｡ フェニル ヒ ドラジン投与 によ り､投与後一 日

目に､ コン トロール区では 3尾の莞死が見 られたが､タウ リン投与区ては莞死が見 られな

か った｡

2. 肝臓中のタウ リン含量の変動 結果を図 2に示 した｡ フェニル ヒ ドラジン無投与魚は､

コン トロール区よ りもタウ リン区のほうが肝臓中のタウ リン含量 は高 く､その後両区とも

にタウ リン含量 はほとん ど変動 しなか った｡ フェニル ヒ ドラジン投与後､ コン トロール区

では､投与後- 日日にタウ リン含量 は増加 し､二 日目か ら減少 し続 けた｡一方､タウ リン

区では投与後- E]目にタウ リン含量 は減少 し､二 E]目には増加 し､三 日目には再度減少 し､

日日目には再度増加 した｡

3. 胆汁中の胆汁色素含量の変動 図 3に胆汁中biliverdin含量の､図 4に胆汁中タウ リ

ン抱合bilirubin(ditaurobilirubin)含量の変動結果を示 した｡ コン トロール区､タウ リ

ン投与 区 と もに フ ェニ ル ヒ ドラ ジ ン投 与 魚 に お い て ､ 投 与 後 - 白 目か ら胆 汁 中 の

biliverdin含 量 は急 激 に上 昇 した｡ フ ェニ ル ヒ ドラ ジ ンを 無 投 与 魚 で は胆 汁 中 の

ditaurobilirubin含量 はほとん ど変動 しなか った｡ フェニル ヒ ドラジン投与魚で も､ コン

トロール区で､胆汁中のditaurobilirubin含量 はほとん ど変動 しなか ったが､ タウ リン区

で､胆汁中のditaurobilirubin含量は投与後一 日目には増加 し､二 日目に減少 し､三 日目

に急激に増加 し､四日目に減少 した｡

考察

:
･l

フェニル ヒ ドラジンを投与す ると､投与後- 日日にコン トロール区では 3尾の舞死が見
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られたが､タウ リン投与区では莞死が見 られなか った｡ この ことは､タウ リンが フェニル

ヒドラジンを体外にタウ リン抱合体 として排推 し､その毒性を低下させたことを示唆 して

る｡ したが って､魚類において も嘱乳類 と同様 に､タウリンはある種の化学物質をその抱

合体として体外に排他す る機能､すなわち解毒機能を持 っていると考え られる｡

タウリン投与区のフェニル ヒ ドラジン投与魚において､肝臓中のタウ リン含量が低い時

には､胆汁中のditaurobilirubin含量は高 く､逆 に､肝臓中のタウリン含量が高い時には､

胆汁中のditaurobilirubin含量は低い｡ また､ コン トロール区のフェニル ヒ ドラジン投与

魚の結果 も､同様 な傾向を示 している｡ この結果 は､ プ リにおいて肝臓 中のタウ リンが

bilirubinをditaurobilirubinとして胆汁中に排他す るために消費 されることを示 してい

る｡ ま た ､ 肝 臓 中 の タ ウ リ ン含 量 が あ る レベ ル に達 しな い と､ bilirubin を

ditaurobilirubinとして胆汁中へ排他す る機能が うま く働かないことを示 しているのか も

しれない｡ したが って､タウ リンは肝臓中に蓄積されたbilirubinを､胆汁中に排他す る

のに必要な物質 と考え られる｡ このことは近年頻発 しているプ リの黄痘症の予防に､タウ

リン投与は有効である可能性を示唆 している｡
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表 1. 飼育餌料組成

I) 基本組成

期間 ミルク タラ デキス ビタ ミン ミネラル CMC

カゼイ ン 肝油 トリン 混合 混合

7/28

- 8/ 5 60 14 10 3 8 5

8/ 6

-8/ 29 60 10 6 3 16 5

Ⅰ) タウ リン含量

タウ リン含量

コン トロール区 O g/ 100 g fo od

タウリン投与区 2 g/ 100 g fo od

Ⅲ) 誘因物質含量

イノシン 135 mg/ 100 g fo od

L-プロ リン 86 mg/ 100 g fo od

Lアラニ ン 131 mg/ 100 g fo od
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図 1. 飼育試験結果. -10- :コン トロール区, ･.･･●････:タウリン区.
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図 2. フェニル ヒ ドラジン投与後の肝臓 中タウ リン含量の変動 :,□ :

コン トロール区 フェニル ヒ ドラジン未投与魚, 冊 :コン トロール区

フェニル ヒ ドラジン投与魚, } :タウ リン投与区 フェニル ヒ ドラジン兼投

与魚,秤 :タウ リン投与区 フェニル ヒ ドラジン投与魚.
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図 3. フェニル ヒ ドラジン投与後の肝臓中biliverdin含量の変動, 口:

コン トロール区フェニル ヒ ドラジン兼投与魚, 冊 :コン トロール区

フェニル ヒ ドラジン投与魚, 轟,タウ リン投与区フェニル ヒ ドラジン未

投与魚, 倖 :タウ リン投与区フェニル ヒ ドラジン投与魚.
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図 5. フェニル ヒ ドラジン投与後の胆汁中ditaurobilirubin含量の変動 : ロ

コン トロール区フェニル ヒ ドラジン未投与魚. …11日 コン トロール区

フェニル ヒ ドラジン投与魚, ■ :タウ リン投与区フェニル ヒ ドラジン

未投与魚, 挿 :タウ リン投与区フェニル ヒ ドラジン投与魚.
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