
黄疫原因薗接種ブリ組織率の生体内脂質過酸雅

一｣棒を三貴痘発症と活性酸素との関係-

好気生物は､例えば赤血球の-モグロビンと結合した酸素はスーパ-オキシ ド様

の挙動をするなど､酸素を種々の型の酵素により活性化し､活性酸素の形で利用す

る｡この活性酸素は生体内の脂質過酸化を引き起 こし､大量の過酸化脂質とその分

解産物を生じ､生体高分子の構造を破壊し､老化や炎症等の疾病および免疫等の生

体防御機能の低下等を引き起こすため､1)好気生物は活性酸素を遊離 しないように

しながら､酸素を利用 している｡しかしながら､生体内で活性酸素の生成を完全に

抑制することは不可能なため､生体内で生じた活性酸素およびそれにともな う生体

内脂質過酸化に対する防御機構を､好気生物は持っている｡特に魚類はその体内に

酸化されやすい高度不飽和脂肪酸を多量に合有しているため､生体内の脂質過酸化

を受けやすいと考えられる｡魚類においても､活性酸素機構の発生とその消去機構

のバランスがくずれて生体内脂質過酸化が進行したことに起因すると考えられる疾

病､たとえばブリの黄痕等が知られている｡ 2)ブリ黄痕症の原因に関して､近年､

血液中における細菌 (黄痕原因薗)感染による赤血球破壊による溶血と生体内脂質

過酸化の関与が､それぞれ報告されている｡しか し､なぜ高ビリルビン血症になる

のか､その経路については､まだよく判っていない｡ 3~5)そこで､黄疫発症と活性酸

素の係わ りを明らかにするためには､黄疫廃園歯を接種したブ リ組織中の生体内脂

質過酸化 とその防御機構の変動について明らかにする必要がある｡さらに､比較の

ために溶血を人為的に起こすことが知られているフェニルヒドラジン投与時におけ

るそれらの変動も明らかにする必要がある｡そこで､泰研究を行った0

方法

飼育条件 表1に今回の実験に使用した飼育飼料の組成を示した｡また､衰2に接

種した黄痕原因歯の培養条件を示した｡実験魚は市販のEP試料により飼育 したブ

リを対照区 15匹､原因薗接種区 10匹を用いたo (平均体重は､接種区が1.3kg

対照区が1｡4kg)ここで接種区の魚に､1992年7月31日延岡市養殖場で発症した黄

痘ブ リから分離し､100/o牛胎児血清を含むL-15培地で25℃､10日間培養 した爵
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痕原因菌株Ulml当たり106cell含む培養液を､1尾当たり5ml接種した｡また対照

区には培養液のみを1尾当たり5ml接種 したO接種後0､3､6､9日後に各区3尾ず

つを取り上げ実験に供した｡

血液性状の測定 採取した血液性状についてはKawatsuの方法により行った｡6)

2-チオバルビツール酸 (TBARS)権の測定 血凝中のTBARS値は島崎の比色法

で分析し､nmolマロンアルデヒド/mlで示した0 7)

a-トコフェノールの定量法 血餐中のa…トコフェノ-ル含塵は､yamauchiet

al応の方法に従って､n--キサン :iso-プロピルアルコ…ル (199:1)を移動層と

する高速液体クロマ トグラフィーにより定量した｡ 8)カラムは､zorbox BP-NH2､

検出器には､蛍光光度計 (励起波長 :295nm､蛍光波長芸325nm)を用いて､試料lml

あたりのtlg数で示したo

ビリルビン含量測定法 血費中のビリルビン含量は､=zumi ei:al砂の抗原抗体

反応を利用した弘 AZSA法 (酵素抗体法)で測定した｡9)すなわち､ビリルビンにた

いして特異的な抗体である2為G7を血発に過剰に加え反応させる｡次に､標識抗原で

あるBilirubin serum alublユminにビリルビンと反応 していない余 りの抗原を

付着させる｡そこで､標識抗原と反応した余剰の24G7に二次抗体を付着させ､発色

基質を加えて発色させたところを､姐紬mと492nmの二波長での吸光度を測定する

ことで､ビリルビン含量を求め､ビリルビン濃度をilHで示した｡

グルタチオンベルオキシダ-ゼ活性の測定 グルタチオンベルオキシダ-ゼ活性は

carmagnoletaloの方法により測定したo10)

フォスフアチジルコリンヒ ドロペルオキシ ドの測定方法 図1にフォスフアチジル

コリンヒドロペルオキシ ド (PCOOH)の測定原理を示したO試料中の脂質抽出物

をまず順相カラムにより各々の脂質クラスに分離し､波長205nmのuV吸収で脂質を

検出する｡一方､post colulm法により溶出液に化学発光試薬を送液､混合し､そ

こで発生 した化学発光により脂質中の過酸化脂質を測定する｡過酸化脂質を特異的

に検出する原理は､ヒドロペルオキシド体がチ トクロムCなどの-ム化合物により

分解されると､活性酸素を発生し､これら､活性酸素がアルカ リ条件下でル ミノ-

ルと反応すると､430nmで発光を生じる励起アミノフタル酸となることを利用 して

いる｡すなわち､430nmでの化学発光畳で過酸化脂質が定義される｡



図2に血液中の赤血球(RBC)数､-マ トクリット値および-モグロビン食感の変動

を示したOヘモグロビン含量は3日後から9日後にかけて対照区に比べて明らかな

減少を示 した｡-マ トクリット篠も-モグロビン値と同様に3日後から9日後にか

けて対照区に比べて明ら減少な示した｡この二つの数確の減少から黄痘原因菌が､

赤血球を攻撃し溶血を引きを越していることが確認された｡

図3に血寒中のビリルビン合塵の変動を示した｡対照区は0.04-0.80岬 で分析法の

検出限界濃度にすぎ南アなかったが､原因菌接種区では3日後から9日後にかけて

6.07-753tiHのビリルビンが認められ､明らかに高ビリルビン血衆を示した｡

図4に脂質過酸化の抑制に重要な酵素の一つであるグルタチオンベロオキシダ-ゼ

の血寒中の活性の変動を示した｡今回の実験においてはグルタチオンベルオキシダ-

ゼ活性については対照区との差異はほとんど見らなかった

図5に肝臓中のグルタチオンベルオキシダ-ゼ活性の変動を示したo肝臓において

も血発の場合と同様に､今回の実験と対照区においてはグルタチオンペルオキシダー

ゼ活性に差はほとんど見られなかった｡

図6には肝臓中のフォスフアチジルコリンヒドロペルオキシド (PCOOH)含量の

変動を示したDPCOOHは脂質の過酸化によって生じるによって生じる第ユ次生産物

である｡このPCOOH含量が3日後から9日後にかけて対照区に比べ明らかに増加し

ていることから､不飽和脂肪酸の過酸化が起こっていることが認められた｡

図7には不飽和脂肪酸の最終生産物であるマロンアルデヒドを測定した2-チオバ

ルビツール酸値 (TBARS値)の肝臓中の変動を示した｡TBARS楢は3日後に最も

上昇し､6日後9日簿には対照区とほぼ同塵にまで回復した｡このTBARS値の上昇

は生体内脂質過酸化が起こっていることを示している｡

図8に天然の脂溶性の抗酸化剤であるa-トコフェノールの肝臓中の含量の変動を

示した｡3日後まで対照区と実験区にはほとんど差は見られなかったが､6日後から

9日後にかけて明らかな減少を示した｡この減少は生体内脂質過酸化を抑制するた

めにa-トコフェノールが消費された結果だと考えられる｡

フェニルヒドラジンを15mg叔g投与した実験結果については､投与後 3日目の血

液中の-モグロビンおよびビリルビンの変勢のみを図9にまとめて示した｡この図か

ら明らかなように､フェニルヒドラジン投与により溶血が起こり､その結果､高ビ

リルビン血症が発症したと患われる｡
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考察

図10に今回の試験結果 とこれまでの報告 とを併せて考えられるブ リ黄痕症の発

症機構を示している｡原因菌接種 により著 しく増加 した肝臓PCOOHは､未塵の活

性酸素の発生を示している｡活性酸素の発生は､ これまでにも予測されてい るよう

に､原因菌による赤血球破壊が起きた結果､膿外-流出したヘモグロビンのヘムと

血中酸素 との反応により生じたのではないかと考えられる｡また､活性酸素の発生

は､以前から報告されている､黄痘ブリ組織 中のTBARS権の上昇から推測されてい

るように､生体内脂質過酸化の進行に関与していると考えられるo一一万､づ｢芋に我斉

は､ラジカル発生剤フェニルヒドラジン投与試験 において､活性酸素により肝臓-

ムオキシゲナーゼの誘導化が起こり､高ビリルビン血症になることを確認 している｡

今回の試験により､黄疫原因菌を接種 したブリ肝臓中に大患に発生した活性酸素も

肝臓-ムオキシゲナ-ゼの誘導化を引き起こし､その結果､ビ リルビンが高濃度に

合成され､黄疫発症に関与したのではないかと考えられる｡なお､ブリ黄疫症の発

症メカニズムについては､今後､ビ リルビン合成など､さらに詳細な検討が必要で

あると思われる｡
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義 且･ 実験に用いた飼料の脂肪酸組成､脂質性状､TBARS胤 a- トコフェロー

ルおよびアスコルビン酸リン酸マグネシュウム塩 (APM)含量

Fatty acid
12 :0
14 :0
15 冨0
16 :0
16 :lLi)7
18 三0
18 :1(1)9
18 :2〔l)6
18 33(03
-卜20 :1(L39
18 喜4 tlj3
20 :3tt)6
20 ご4〔t)6
20 :5ll〕3
24 sl(LJ19
22 33(i)5
22 ≡41(i)6
22 :5(O6
22 35(03
22 ご6〔03
Sat.FA
主唱O-il_Oene
Diene
Triene
Tetraene
Pentaene
Hexaene
PUFA ≧18 言2(.0 6

OuO4
3090
0｡26

15863
6｡33
3斡69

22｡66
14｡61
8¢32

1.64
0L▲13
5)10
7-06
0し33
0.13
0u13
0｡21
1亡.40
8L,45

23b52
29.12
14.61
5｡23
■7 ..40

10'17
8〕45

39J18

Lipidcontent (%)
Content of

fatty acid(g/100g)

25036
18｡90

Peroxidizable index
Unsaturat土on 土ndex
Peroxidevalue
TEA value

電車g組良/kg)
α-Tocopherolせl
Ascorby1-2- phosphate *1

184.0
20501
16､､2 7

*1 (mg/100gdiet)



表 2ゆ黄痘原因薗接種の試験条件

黄痘原因菌株

培養条件

歯数および接種量

供託魚

薗攻撃試験飼育

1992年7月31日延岡

ブリ (体重3◎75kg)から分離した株

10%牛胎児血清を含むL-15培地 (組織培養液)

にて25℃､10日間培養

対照区 ;培養液のみを1尾当たり5mL接種

原因歯接種区 ;原因菌数2Ⅹ106cell/甜ユの培養

液を1尾当たり5m1接種

市販の冨P飼料により飼育されたブリ

対照区15尾 (平均体重1⑳娘g)

原因菌接種区10尾 (平均体重1昏3kg)

1拶5tF鼠Pタンクにおいて9日間飼育
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* i

移動相 髭駿

カラム : shi溢,am ぬi選一paCkCL C-SEL (M)250〉く4=.6泌 汲

ポンプ A:Shま遜a2'uLC-10A 叩Ⅴ)
ポンプ B二 Shijnam LC-ユob (CL)

uv 検出器 : shl皿am SPD-6A (波長 205m ユ)

cL検出器 :shins2iuCAD-lob

発破欝 : shi温ま純 CR一色A

移幼稚 .'アセ トニト1)ル .･メタノ-ル ;衣 (5.5 :3 :ま.5
v/v)

流盈ー1.0 ml/nin

化学発光試集 :エjLgル/nlミノール′10jLg/mlチトクロームC,

1%He-OHを含むp況10･Sの2地 がまう酸媛衝故
涜塾､i.O m1/血且払

国巨 化学発光高性能液体クロマ トグラフィー (CL-HPLC)装置
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図8.黄痕菌投与後の肝臓α-トコフェロ-ル
合塵の変動
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