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臆よる養殖ブリ黄痘発症の軽減の試み

魚類における黄疫の発症の報告は多い0 i-5)そのなかでも､近年鹿児島県をはじめとする南

日本で養殖ブリに黄痕が頻発し､多大の被害が出ている｡特に､このブリ黄疫は出荷直前の

2-3年魚に多く発症がみられ､ブリ養殖｣二重大な問題となっている｡ビリルビンの抗酸化機

能の面から行なった我々の一連の研究結果は､魚類黄痕のなかで特に被害額が多く産業上最も

問題となっているブリ黄痕の発症の主因が生体内で生じた多量の活性酸素による生体内脂質過

酸化の極度の進行であることを示している｡6)これまでに行われてきた多くの研究結果より､

この生体内脂質過酸化の進行は､給餌する飼料の質により大きく左右されることが明かになっ

てきている｡7-9)☆l′茶2従って､生体内脂質過酸化を進行させる要因となる餌料中の脂質過酸化物

含量を極力抑えること､飼料中の生体内脂質過酸化を抑制するために重要なビタミンであるα

-トコフェロール (a-Toe)やアスコルビン酸 (ASA)､特に､黄疫発症ブリの血象および肝

臓中のASA含量が著しく低下していることから､10)ASAの餌料-の添加量を多くすることによ

り､ブリの黄疫の予防が可能と考えられる｡そこで､本研究を行った0

方法

飼育条件 2試験区を設け､飼育試験を行ったo l区 :20mg/100g飼料の盈SAリン酸マグネ

シューム塩(Arm)を含むEP飼料にASA Omg添加.2区 :20mgASAを添加した0歳1に今回の実

験に使用したこの飼育餌料の組成を示した｡この2飼料で2月間魚を飼育した後､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､ユ00/o牛胎児血清を含むL-15培地で25℃､

10日間培養した黄痕原因菌株Flml当たり106cen含む培養液を､1尾当たり5m1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 接種後5日日に魚を取り上げ､肝臓および

*1関屋朝裕､村田 寿､境 正､山内 清､芋川正治､山田単郎 :ブリの生体内脂質過酸化に
及ぼす飼料アスコルビン酸の影響.平成2年度日本水産学会春季大会発表

雪寸田 寿､境 正､山内 活､関屋朝裕､延煎 薬､下村敏之､芋川正治 :フェニルヒドラ
ジン攻撃ブリの抗酸化システムに及ぼす飼料アスコルビン酸の影数 平成2年度日本水産学会
春季大会発表
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血液中の生体内脂質過酸化に関与する成分を測定した

血液性状の測定 採取した血液性状についてはⅩawatsuの方法により行った0 ll)

2-チオパルピッ-ル酸 (TBARS)値の測定 ブリ組織のTBARS篠はyamauchi et al◎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O12)血嚢中のTBARS健は島崎の

比色法で分析し､nmolマロンアルデヒド/mlで示した｡13)

アスコルビン酸含愚の測定法 アスコルビン酸は､rto et alQ14)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5mm シュウ酸を､反応液として50mH水素化ホウ素ナ トリウ

ム含有100細水酸化ナ 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藍した｡カラ

ムには shim-pack SCR-101H (7ゆ9 Ⅹ 300甜m)g検出器には uv検出器宅検出波長冨300

nm さをそれぞれ用いた.

a-トコフェノールの定量法 血衆桂一のa-トコフェノ-ル (a-Toe)合塵は､Yamauchi

et al卓の方法に従って､n--キサン :iso-プロピルアルコ-ル (199冨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｡15)カラムは､zorbox BP-N軋 検出器には､蛍

光光度計 (励起波長 :295nm､蛍光波長3325mm)を用いて､試料imlあたりの関 数で示したO

ビリルビン含量測定法 血祭中のビリルビン含量は､=zumi etalBの抗原抗体反応を利用

した弧A=SA法 (酵素抗体法)で測定した016)すなわち､ビリルビンにたいして特異的な抗体

である24G7を血数に過剰に加え反応させる｡次に､標識抗原であるBilirubin serum

alubumin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 4nmと

492nmの二波長での吸光度を測定することで､ビリルビン合塵を求め､ビリルビン濃度をTIH

で示した｡

脂質過酸化物(pcooH)の測定方法 図 1にpcoofi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O

- 一方､post colurnn法により溶出液に化学発光試薬を送敵 混合し､そこで発生した化学発

光により脂質中のpcoo吉王を測定する｡pcooH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ールと反応すると､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での化学発光愚でpcooHが定量される.
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結果

図2にこれまで数年にわたり養殖現場での調査結果うち､黄痘発症が認めれなかった養殖場

(養殖場N) と認めれた養殖場 (養殖場J)のブリ肝臓および血発車のASA含量について示した｡

この図から明らかなように､養殖場Jのブリ肝臓中のASA含量は (養殖場N)それよりも低く､

養殖場Jのブリ血巣中のAsA含量は検出限界以下であった｡この結果は､肝臓および血幾中の

AsA含量が低下すると黄痕が発症する可能性を示している｡

次いで､飼育結果について表3に示した｡この表から明らかなように､両区間に差は殆ど認

められなかったDこの結果は､20mg/100 g飼料のアスコルビン酸が添加されれば成長に関し

ては十分であることを示している｡

図3に､飼育終了時の肝臓中ASA合塵を示した｡この図から明らかなように､ASAを竣O

mg/100 g飼料になるように添加した2区のほうが肝臓中のASAおよびデヒドロアスコルビン

級 (DASAきともに多かった｡このことは､餌料に添加されたASAが肝臓中に蓄積されたことを

示しているQ表4に血祭中のアスコルビン酸合塵の飼育終了時および黄疫薗接種後5日目の結

果をまとめて示した｡血塊においては肝臓と異なり､ÅsAの餌料添加にも関わらず､2試験区

間ともにASA､DASAおよび全ASA(T-ASA)含量は検出限界以下であった｡このことは､飼料に

ASAを60 mg/100 g飼料になるように添加しても血輿中のアスコルビン酸含嶺は増加しない

ことを示している｡

飼育終了時の肝臓のpCOOHを図4に血数のPCOO妄言を図5に示した.図4から明らかなように､

飼育終了時の2区の肝臓のpCOOH塵は1区に比べ高く､餌料にASAを添加することにより肝臓

中のASA含量が増えその結果､pcooHの生成が抑えれれたこと､すなわち生体内脂質過酸化が

抑制されたことを示している｡しかしながら､血巣においては1区に比べ2区のPCOOH食違箆が

高く､血艶では餌料にASAを添加しても､pcooHの生成が抑制されなかったことを示している｡

図6に黄疫菌投与後5日目の-モグロビン量を示したoこの図から明らかなように､ i-およ

び2区ともに黄痘薗接種により引き起こされた溶血によると患われる薯血が起こっている｡ま

た､その溶血の程度に両区間の差は認められなかった｡

図7に黄痕薗投与後5日目の血寒中のビリルビン含量を示した｡1および2区ともに血寒中

にビリルビンが認められ､黄症の症状を示していた｡

図8に黄疫薗投与後5日目の肝臓中の､また､回鋸こ血敷中 のpCOOfi含巌を示したo肝臓お

よび血塊中のpCOOH含量は､薗投与により増加した｡黄 疫 薗 接 種魚における肝臓中 のpcooH含
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量はASAを添加した2区の法が1区に比べ低かったが､血糞では逆に1区の方が高かった｡こ

の結党は接種前の結果と同じ傾向であった｡

図10に発症薗投与後5日目の肝臓中の､また､図 11に血餐中のTBARS確を示したo

TBARS値はpcoofiと同様に脂質過酸化の程度を表す指標となるOこの図から明らかなように､

黄疫薗投与により､肝臓および血寒中のTBARS値は上昇した｡肝臓のTBARS値はそのpCOOHの

それと同じで1区が2区に比べ高かったが､血衆においてはぎCOOHとは逆に1区の方が2区に

比べ高かった｡

図12に黄痘薗投与後5日目の肝臓中の還元型アスコルビン酸 (ASA)含量を示した｡黄疫

薗投与により､ i区の肝臓中のASAは減少したが､2区のそれは逆に増加した｡また､表4-紘

示したように､血幾 中 のアスコルビン酸は黄疫歯投与前後ともに､測定限界以下であった｡

図13に黄症薗投与後5日目の肝臓中の､図14に血奨中のα-甘oc含量を示した0 1､2

区ともに黄症薗接種により肝臓､血敷ともにa--Toc含塵は低下した｡このことは､黄痘薗接

種にともなう溶血により生じた生体内脂質過酸化の進行を抑制するために消費されたためと思

われる｡

考察

餌料にASAを添加することにより､ブリの黄症の発症を抑制しようと試みたO肝臓中の

pcooモミ含量およびTBARS確ともに薗接種により増加していることより､肝臓では生体内脂質過

酸化が進行していると恩われる｡また､その進行を抑えるために a -甘ocが消費されていると

思われる｡しかしながら､AsAに関しては､餌料にAs農を添加していない1区では黄痕薗投与

によりASA含量は低下しているが､ASAを添加した 2区では逆に増加しているo l区ではASA

は脂質過酸化進行を抑制するために消費されたと考えれるが､2区ではASAはその進行の抑

制に関与してないようにも思われる｡なぜこのような結果になったのかについては目下不明で

あるが､EP飼料に用いられているAPMのブリ消化管および肝臓中での分解吸収が､他魚種と

異なっている可能性が示唆されているがヰ3そのことと関係があるのかもしれないO血塊につい

て見ると､TBARS樋は黄痘菌の投与により増加し､その割合は1区の方が2区に比べ高かった｡

しかしながら､pcooH含量に関しては､ 1､2区ともに菌投与により増加したが､その割合は

k肇喜 正､村田 寿､伊東尚更､前津晋也､毛良明表､芋川正治 :魚類組織および魚類飼料中

葦窟cpoi架Y,i豪 p競 蒜 堤pH'含量の高性能液体クロマトグラフィーによる定量･平成9
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2区の方が 日夏に比べ高かったOしたがって､血祭の生体内脂質過酸化に闇 Ji一･.JZ一指丹

となるPCOOH量とTBARS権が逆の関係を示している｡しかしながら､pcoo喜劇ま脂質過酸化

の初期の段階で発生すること､TBARSは脂質過酸化の最終産物であるマロンアルデヒド謹義を

しめしていることを考えると､黄疫薗接種後5日目の時点でも血輿中では初期の矧準の生棒内

脂質過酸化が進行している最中であるのかもしれない｡

フィールド実験の結果は､ASA欠乏が黄痕の発症と密接に関わっていることを示しているこ

と､血奨中のASAが検出限界以下であったこと等から､今回認められた黄痕の発症は､その発

症を抑えるために必要なASAが血液中に供給されなかったことによると考えられる｡
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廷2む黄痘原因歯接種の試験条件

黄痘原因菌株

培養条件

菌数および接種量

供試魚

菌攻撃試験飼育

3.飼育試験結果

1992年7月31日延岡市養殖場で発症した黄痘

ブリ (体重3875kg)から分離した株

10%午胎児血清を含む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5m1接種

原因薗接種区 ;原因歯数2Ⅹ106cell/mlの培養
液を1尾当たり5m1接種

市販のEP飼料により飼育されたブリ

対照区15尾 (平均体重1｡紬g)
原因菌接種区10尾 (平均体重183kg)

185tFRPタンクにおいて9日間飼育



黄疫薗接種による血祭中アスコルビン酸の変動

恒‥/~~ ≡...:･･_ ~__'L'',,･･′i･L.;,

対照区

観駿区一 得数

蔑痩蘭鋳経区

AsA DAsA TAsA AsA DAsA TAsA

0 0 0

0 0 0 0 8 0

0 0 0

0 0 0 0 0 0
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ノ化学発光試薬

カラム : ぬ血 ヱⅦShまかpa由 CLC-SェL (鶴) 250X唾･6-

ポンプ A:Sh血 凪 m LC-lea (UV)

ポンプ 迫: Sbim 盗ⅦLC-10A (CL)

uv 墳出器 : shimaZtlSPD-6A (波長 205m )
cL 的ttl輔 :shi皿SニuCLD-10A

糸磯港 ,' ぬ imam cR一色A

移･鞠相 : アセ トニトリル ミメタノール ;水 (5.5 去3 :i.S
v/.;)

流盈､1.0ml/min

化学発光試薬 :1iigル/1止ミノール,10JL冒/niチ トクロームC,

1%Me-OHを含むp光エ0,5の20m ほう酸題額液
流盈､i.0mユ/min

図 1骨 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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