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黄痘ブリの病態生化学

目的

近年養殖ブリに黄症が苑発 し､多大の漁業被害が出ている｡このブリ
黄症の発症原因については､生体内脂質過酸化に起因するとの説や､I)

細菌感染によるとする説がある｡2)しかしながら､魚類のheme代謝に関
する研究はsakaietal.の一連の研究以外3-5)にはほとんど無いのが現状であ
り､黄症の原因について明確な結論はでていない｡また､ブリ黄症に関
する研究のなかで､hemeの魚類と噂乳類の相違点､特に魚類のbiliverdin

reductase活性が噂乳類に比べ弱く､噂乳類よりも黄症にな りにくいと考え

られる点について考慮したものは､sakaietal.I)のものしかない｡しか
も､その胆汁中のbiliverdinとbilirubin比から考えて5)､ブリのbiliverdin

reductase活性は弱く､ブリは他の魚種例えば､ヒラメやギンザケに比べる

と黄症にな りにくいと考えられる｡さらにブリの黄症の発症機構につい
ての研究を行 う際には､近年明かになってきたbilirubinの生理括性､6･7)す
なわちその活性酸素除去機能を考慮にいれなければならない｡l●以上の
点を考慮 しながら､1989-1991年までの3年間に鹿児島県で発症のみられ
た黄痘魚の血液学･血液生化学的性状､各組織中の生体内脂質過酸化の
進行状況およびその防御機構の変動について､詳細に調べた｡

その結果､プリの黄痘には二つのパターンすなわち､極度の貧血が認

められ､血策中の生体内脂質過酸化も進行しているが､肝臓中の生体内
脂質過酸化はそれほど進行していないパターンと､貧血は認められず､

血兼の脂質過酸化も進行 していないが､肝臓中の生体内脂質過酸化は檀
度に進行 しているパターンの二つのパターンである｡また､そのどちら
も生体内脂質過酸化と密接に関連 している事が明かになった｡以上の結
果の詳細について以下に述べていく｡

材料と方法

供試魚 1989年に諸性状を分析 した魚は以下のとお りである｡同年7

月に鹿児島県福山町の養魚場で黄症の発症が見られた5尾､黄症の発症
は見られなかった5尾および8月に鹿児島県西桜島の養魚場にて入手 した
健康魚5尾｡1990年に諸性状を分析 した魚は以下のとお りである｡同年9
月に鹿児島県東町の養殖場で入手 した黄痘魚5尾および9月に鹿児島県西
桜島の養魚場にて入手 した健康魚8尾｡1991年に諸性状を分析 した魚は
以下のとお りである｡同年7月に鹿児島県福山町の養魚場で黄症の発症
が見られた2尾､黄症の発症は見られなかった3尾および8月に鹿児島県

東町の養魚場より入手 した黄痘魚2尾｡これらの供試魚は現地で採血

後､氷詰めにてただちに研究室に運び､実験に供 した｡
血液性状の測定 血液中のヘモグロビン量はシアンメ ト法により､

血簾中の蛋白質含量はBlo Rad社のprotein assay kitにより測定 し

1●境 正 ･村田 寿 ･延東 真 ･下村敏之 ･山内 清 ･山口登書
夫 ･中島 鼎 ･福留巳樹夫 :平成3年度日本水産学会春期大会講演

要旨集pp.88.
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た｡

2-チオバルビツール酸(TBA)値の測定法 ブリ組織のTBA値は
yamauchiet aユ.8)の水蒸気蒸留法で測定し､mgマロンアルデヒド/kg試
料で示した｡血策TBA値は島崎の比色法で分析 し､nmo1マロンアルデヒ
ド血1で示 した｡9)

α-tocopherol含量の測定法 α-tocopher01は,yamauchietaユ.10)の
方法にしたがってけん化後､不けん化物をn-ヘキサンで抽出し,n-ヘキ

サン:イソプロピルアルコール(200…1.Ⅴ/v)を移動相 とする高速液体ク

ロマ トグラフィーによって定量した｡カラムにはzorbaxBP-NH2､検出器
には蛍光光度計 (励起波長 :295 mm､蛍光波長 :325 nm)をそれぞれ用い
た｡また､内部標準物質として2.2,5.7.8-ペンタメチル-6-ヒドロキ
シクロマンを用いた｡

組織中のsuperoxide Dismutase(SOD)活性測定法 筋肉および肝臓中の

soD活性を6yanagiの亜硝酸法により測定した｡ll)結果はNU(亜硝酸単
位)/mg proteinで表示した｡

組織中のGulutahtione peroxidase (GSH-Px)活性測定法 筋肉および

肝臓中のGSHIPx活性はcarnagnoletal.方法により測定 した｡12)

血液の生化学的性状 血恭中のGOTおよびGPT活性は トランスナ-ゼ
｢ニッスイ｣ (日水製薬株式会社 )にて測定 した｡総コレステロール量
はT-CHO E"シノテスト〝 (シノテス ト株式会社)にて測定 した｡
血未申のb土1irubin含量の測定 血凍および組織中のbilirubin含量は

sakaiand TabataのHPLC法にて測定した｡13)

結果

Tablelに1989年に鹿児島県の福山町で採取 した黄痘ブリと未発症ブリ
および鹿児島県西桜島にて入手した健康なブリの諸性状まとめてを示 し
た｡このTableから明かなように､黄痘発症ブリにおいて､極度の貧血

が認められた｡また､血凍中のTBA値は黄痘発症､未発症にもかかわら
ず､健康魚に比べ高い値を示 した｡しかしながら､肝臓のTBA値は健康

魚に比べそれほど高くはなっていなかった｡肝臓および筋肉のα-

tocopherol含量は黄痘未発症および発症魚ともに健康魚に比べ低い値を
示 した｡貴痘発症魚のみ､筋肉および皮組織中にbilirubinは認められ
た｡また､肝臓中のGSH-Px活性は､黄痘発症､未発症にかかわらず､健
康魚に比べ低い値を示 した｡以上の結果から､この年の費痘発症と貧血
はなんらかのかかわりあいがあると考えられる｡また､黄痘未発症魚
も､その生体内脂質過酸化が進行 してお り､その健康状態も良好ではな
いと思われる｡

Table 2.に1990年に鹿児島県東町で発症の見られた黄痘ブリおよび同
年に西桜島で入手 した健康魚の測定結果について示 した｡なお､健康負

として用いた西桜島のブリは､その生体内脂質過酸化の進行状況等から
判断して､その健康状態は長く､この業者のブリは近くの業者に黄症の
発症が認め られた時にも黄症の発症は見られない｡このTableから明か
なように､この年の黄痘魚は1989年に福山で発症の見 られたものと異な
り､貧血は認め られなかった｡しかしながら､肝臓のTBA値は健康魚に

比べ非常に高くなってお り､肝臓において生体内脂質過酸化が極度に進
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行 していると思われる｡しか しながら､黄痘魚の血華中のTBA値は健康
魚に比べ低くなっていた｡これは､おそらく血華中のbilirubinの抗酸

化作用によるのではないかと思われる｡また､肝臓中の抗酸化酵素であ

るsuperoxide dismutaseおよびglutathione peroxidase活性特に
91utathione perox土dase活性は黄痘発症魚のほうが健康魚に比べ低い値
を示した｡したがって､1990年の黄痘魚にとって､肝臓の生体内脂質過
酸化がその発症の主因であると思われる｡このことは､血未申の
b土1irubin xの含量が非常に高い事によっても､明かである｡●l

Table 3に1991年度鹿児島県の福山町および東町にて採取 した黄痘発
症魚および未発症魚の測定結果についてまとめて示 した｡このTableか
ら明かなように､黄痘発症魚における各測定項目に差が認められた｡特

に､hemo91ob土n含量については､極度に貧血を起こしている個体から
それほど貧血が進行していない個体まで存在 していた｡なお､黄痘魚血

兼中のGOT活性は未発症魚に比べ明かに高かく､黄痘魚に肝臓または心

臓になんらかの障害が起こっていることを示 している｡

考察

過去 3年間における鹿児島県下で発症のみられた黄痘魚の各測定項目
が年度毎にどう変動しているかについて､以下に述べる｡まず

hemoglobin含量の変動(Figure 1)｡ 1989年に発症の見られた魚では極度
の貧血が認められた｡しかしながら､1990年の病魚では貧血が全く認め
られなかった｡1991年の病魚では､貧血の認められた個体が多く認め ら

れた｡このことは､おそらく溶血に起因すると思われる貧血は､黄症の
発症の原因の一つではあるが､それ以外の原因でも黄症は発症すること
を示唆している｡

次いで血凍TBA値について述べる｡(Figure 2)1989年の病魚では血策
中のTBA値は､健康魚に比べ高い傾向を示した｡しかしながら､1990年
の病魚においては､健康魚よりも低い傾向を示した｡これはおそらく血
策中のbilirubinの抗酸化機能によるものと思われる｡6･7)1991年の黄痘

発症魚については､血兼中のTBA値は未発症魚にくらぺ若干高い傾向を
示 した｡血簾中のTBA値よ黄症の発症については明確な関係は認められ

なかった｡これは黄症になると､血策中に大量に存在するb土1irubinの
抗酸化機能によりその脂質過酸化が抑制されるためではないかと思わ礼
る｡

次いで､肝臓中のTBA値について述べる｡1989年の病魚のそれは､健
康魚のそれとほとんど同レベルであったが､1990年の黄痘魚のTBA値は

健康魚のそれに比べ非常に高い値を示 した(F土gure 3)｡このことは1990

年の黄痘魚においては､肝臓中の生体内脂質過酸化が非常に進行してい

たことを示 しいる｡1991年の黄痘魚においては､1個体肝臓中のTBA値
が高い個体が認められるが､1990年の黄痘魚に比べればそれほどは高 く
なっていない｡

以上の3年間の結果は､ブリの黄症には二つのパターンがあることを
示 している｡第-のパターンは1989年に見られたもの､すなわち極度の
貧血が起こるが､肝臓中の生体内脂質過酸化がほとんど進行 していない

パターン｡第二のパターンは1990年に認められたもの､すなわち､貧血
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は認め られず､肝臓中の生体内脂質過酸化が極度に進行 しているパター
ン｡この二つのパターンがあるという結果は､ブリの黄症の発症原因が

一つでなく､人の黄垣のように複数ある事を示 してる｡

F土gure 4にGSH-Pxの結果を示 した｡この図から明かなように､黄
痘発症魚では肝臓中のGSH-px活性が､健康魚に比べ低い傾向を示 した｡

この酵素活性の低下が､肝臓の生体内脂質過酸化によるものなのか､そ

れともこの活性低下が肝臓の生体内脂質過酸化を引き起こしたのかにつ
いては目下のところ不明であるが､非常に興味ある結果 といえる｡ま
た､なんらかの手法で肝臓中の本酵素活性の低下を抑制する事ができる
とするならば､黄症の予防法の一つとな りうる可能性をひめている｡
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Table 1. IDA values, a-tocopherol and bile pigments contents and superoxide dismutase and glutathione
peroxidase in several tissues ofjaundiced and not jaundiced yellowtail obtained from Fukuyama in Kagoshima
Prefecture at July, 1989 and healthy yellowtail obtained at Nishisakurajima in Kagoshima Prefecture at Augaust,
1989

Healthy Not Jaundiced Jaundiced
Body weight (kg) 2.60±0.26 2.93±0.40 2.78±0.56
Hb (mg/ml) lSO.I±12.0 108.3±42.3 39.3±21.2
TBA Value
Plasma (n mollml) 9.96±3.07 27.13±5.79 23.33±9.58
liver (mg/kg) 0.44±0.07 0.65±0.04 0.55±0.01
Muscle (mg/kg) 4.12±1.68 4.25±0.31 2.30±0.01
a-Tocopherol
liver (J4g/g) 86.3±19.7 28.5± 2.4 15.8± 0.4
Muscle (!JgIg) 15.2± 4.1 1.8± 0.3 1.7± 0.0
BlhrublD content
liver (J4g/g) 0.16±0.03 0.82±0.52
Muscle (!JgIg) n.d. n.d. 0.02±0.01
Skin (f.lg/g) n.d. n.d. 0.02±0.01
Se dependent GSH-Px
liver (U/mg pr.) 24.60±3.50 9.1O±1.80 8.31±1.03
Muscle (Vlmg pr.) 13.4O±1.30 n.d. n.d.

Table 2. IDA values, a-tocopherol and bilirubin contents and superoxide dismutase and glutathione peroxidase
activities in the liver, muscle and plasma of control andjaundiced yellowtail in 1990

Sample Number
Body weight (kg)
Hemoglobin (mg/ml)
Plasma protein (mg/ml)
TBA values
liver (mg/kg)
Muscle (mg/kg)
Plasma (n mol/ml)
a-Tocopherol
Liver (J4g/g)
Muscle (J4g1g)
Plasma (f.lg/ml)
Cu-Zn Superoxide dismutase
liver (NU/mg pr.)
Muscle (NU/mg pr.)
Gulutathione peroxiddase
liver (U/mg pr.)
Muscle (U/mg pr.)
Taurine
Plasma (J4g/ml)
Bilirubin contents
HPLC (J4M)
EIA (J4M)

5

Control
5

4.56±0.38
157 ±24
15.7+2.0

0.62±0.22
3.69±2.21

20.02+9.29

114.1±24.1
18.9± 3.7
36.2± 8.6

51.8± 9.7
6.5+ 3.2

33.3± 6.9
9.5± 3.0

124.5±53.7

n.d.
0.SO±0.10

Jaundiced
8

5.39± 0.55
138 ± 29
15.5+ 0.3

15.03±12.05
4.02± 2.02
8.56+ 0.97

164.3±37.2
62.3± 7.5
30.5± 4.9

41.3± 7.4
6.5+ 2.9

16.1± 4.8
10.8± 8.6

40.4±11.3

1.24±0.61
107.3±88.4



Table 3. TBA values, a-tocopherol and bile pigments contents and superoxide dismutase and glutathione
peroxidase in several tissues of jaundiced and not jaWldiced yellowtail obtained from Fukuyama in Kagoshima
Prefecture at July, 1991 and in Kagoshima Prefecture at September, 1991

F*1·UJ*3_ 1 F*1·UJ*3_2 F*1·UJ*3_3 F*1.]*4_1 F*1.]*4_2 A"'2.]*4_1 A*1.j*4_2
Body weight (kg) 3.50 3.30 3.40 2.30 2.50 1.30 1.80
Hemoglobin (mg/ml) 98.0 130.0 126.0 44.0 78.0 98.3 43.7
Plasma protein (mg/ml) 38.3 38.6 32.5 26.9 41.3 32.9 26.9
TBA values
Plasma (n mol/ml) 5.39 5.65 6.49 13.87 7.91 13.48 17.00
liver (mg/kg) 0.50 0.22 0.14 0.38 2.06 0.37 0.29
Muscle (mg/kg) 1.83 3.68 3.06 2.29 1.54 3.28 1.48
a-Tocopherol
Plasma (~g/ml) 9.52 27.47 20.37 4.29 10.71 15.60 9.21
liver (~g/g) 104.5 101.7 115.6 98.2 127.8 489.1 196.7
Muscle (JAg/g) 22.8 21.1 15.2 8.9 10.6 10.7 29.6
Cu·Zn Superoxide Dismutase
liver (NU/mg pr.) 104.5 24.2 88.8 52.7 73.5 22.9 7.7
Muscle (NU/mg pr.) 51.9 21.5 24.0 21.7 11.8 5.7 4.7
Selenium Dependent Glutathione Peroxidase
liver (U/mg pr.) 180.0 188.0 220.0 147.0 160.0 45.3 32.3
Muscle (U/mg pr.) 36.8 66.5 64.0 74.5 63.2 16.1 11.8
Conjugated Bilirubin
Plasma (~g/ml) IIi IIi IIi 0.90 IIi 0.36 0.89
liver (llg/g) 0.25 0.07 0.12 1.13 0.32 0.59 1.39
Unconjugated Bilirubin
Plasma (mg/ml) IIi IIi IIi 0.59 0.04 IIi 0.22
liver (mg/g) 1.19 0.21 0.11 0.13 1.58 0.42 0.64
GOT (Karmen Unit) 11 130 17 506 370 303 152
GPT (Karmen Unit) 9.3 13.5 2.5 23.6 33.7 11.6 21.5
Cholesterol (mg/dl) 270 426 299 95 220 140 111
*1 fUkUyama
*2 Azumachou.
*3 Not jaundiced.
*4 JaWldiced.

6
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Figure 1. Changes in blood hemoglobin
of jaundiced yellowtail.
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of jaundiced yellowtail
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ブリ黄垣の発症の主因は活性酸素

境 正･村田 寿 (宮崎大学農学部 )

【目的】近年養殖ブリSen'olaquL'nqLlemdl'ataに黄痘症が苑発 して､多大の
漁業被害がでている｡生体内の脂質過酸化が発症原因と考えられている

が､感染症であるとの説もあり､その発症原因については明確な結論は
出ていない｡そこで､その発症原因を明かにする目的で､本研究を行っ
た｡なお､その際には､黄症はheme代謝異常により発症するので､脊椎
動物のheme代謝､特にbilirubinを産生する意義およびそれに関連 して､
bilirubinの生理機能を考慮する必要がある｡
【方法】1990年に鹿児島県東町にて発症がみられた黄痘ブリを採取 し､
黄痘ブリの血兼､肝臓及び筋肉のTBA 値を測定するとともに､肝臓お

よび筋肉のsuperoxidedismutase(SOD)及びglutathioneperoxidase(GSH-Px)
活性を測定 した｡また､血策中のbilirubin含量をHPLC法および全ての

bilirubinに反応するモノクローナル抗体 (24G7)を用いた酵素抗体法

(EIA)により測定 した｡さらに､血寮中のtaurine含量についてもHPLCに
て測定 した｡
【結果】黄痘魚の肝臓および筋肉のTBA 値は対照魚のそれに比べ高
く､その生体内脂質過酸化が進行 していることを示 していたが､血策の
TBA 値は逆に黄痘魚のほうが低かった｡逆に､筋肉および肝臓のα-

tocopherol含量は黄痘魚の方が高かった｡これはおそらく黄痘発症時にα

-tocopherolを投与 したためと考えられる｡また､黄痘魚の肝臓のSOD お
よびGSH-Px活性は､対照魚のそれに比べ低かったが､筋肉のSOD およ

びGSH-Px活性は､対照魚のそれに比べ高かった (図 1)｡肝臓中の
SODおよびGSH-Px活性が黄痘魚で低かったのは生体内脂質過酸化によ
り蛋白質が変性 したためとも考えられるが､両活性酸素除去酵素活性の
低下が生体内脂質過酸化を進行させた原因である可能性 もある｡さら
に,血凍中のtaurine含量は黄痘魚のほうが低かった (図2)｡これはお

そらく過剰に産生されたbilirubinを排滑するためにtaurineが消費された
ためと思われる｡黄痘魚血簾中のtotalbilirubin含量をHPLC法により測

定 した結果は､EIA 法により測定した結果に比べかな り低い値を示 した

(図3)｡この差は､山口等が見出したいわゆるbilirubinX量に相当す
る｡このbilirubinXは生体が何らかの酸素ストレスを受けた時にだけ､
血恭中に急激に増加することが明らかになっている｡したがって､肝臓
および筋肉の生体内脂質過酸化が進行 していることを考え合わせると､
黄症の発症の主因は活性酸素であると結論できる｡さらに､近年明らか

になっbilirubinの生理機能等を考慮すると､活性酸素による生体内の急
激な脂質過酸化に対する防御反応として､bilirubinが過剰に産生され､
黄症は発症すると考えられる｡また､血未申に増加 したbilirubinの抗酸
化作用により､黄痘魚の血未申の脂質過酸化は抑制されたと考えられ

る｡なお､.bilirubinXは複数存在することが明かにな り､そのうちのい
くつかの構造は決定されている｡また､その構造より原因となるラジカ
ルを推定することが可能と思われる｡したがって､黄痘ブリ血未申の
bilirubinXの構造を早急に決定することにより､黄症の発症原因となる
ラジカルを特定することが可能になると思われる｡また､その結果を基

に黄症の予防法の確立も可能と思われる｡
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図 1.対照および黄痘プリ肝臓(L),筋肉(M)および血策(p)のTBA値､a -Tochopherol含量､
soD活性およびGSH-Px活性｡
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図2
.
対照(C1-5)および黄痘(J1-7)プリ血
連中taurine含量.
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図3
.
HPLCおよびEIA法により測定した対照(C1-5)および
黄喧(Jト7)

プリ血簾中のbilirubin含量.
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