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Abstract 

Sorinlachi et al. has reported that jaundice found in cultured yellowtail 
Seriola quinqueradiafa is bacterial hemolytic jaundice. They observed that 
jaundice occurred when yellowtail were injected vv'ith bacteria obtained from 
fish suffering from the disease. On the other hand, Sakai ef aZ. concluded that 
jaundice in yellowtail is caused by in vivo lipid peroxidation associated with 
oxidative stress because they observed a decrease of a-tocopherol (a-Toc) and 
ascorbic acid (AsA) contents and an increase of 2-thiobarbituric acid reactive 
substance (TBARS) values in the jaundice fish. However, both these studies did 
not explain the mechanism of the development of jaundice. Therefore, following 
experiments were carried out in order to establish the nlechanism of the 
development of jaundice in yellowtail and to elucidate the relationship between 
bacterial infection and oxidative stress. I also examined whether a supplement 
of antioxidants such as a-Toc or AsA in the diets may prevent the progress of 
jaundice in yellowtail. 

In order to elucidate the relationship between in vivo oxidative stress and 
jaundice, phenylhydrazine, a radical generator which induces hemolysis and 
enhances oxidative stress, was injected into the yellowtail. As a result, liver 
heme oxygenase (HO) m-RNA and plasma billirubin increased in the treated 
fish. This proved that the enhancement of in vivo oxidative stress has brought 
about the induction of HO, which generates an excessive amount of bilirubin 
leading to jaundice. To verify whether oxidative stress increases in fish suffering 
from the bacterial jaundice, fish were injected with the causative bacteria and 
the liver triglyceride hydroperoxide (TGOOH) and phosphatidylcholine 
hydroperoxide (PCOOH) contents were measured as indices of oxidative stress. 
TGOOH and PCOOH contents increased in the diseased fish indicating the 
enhancement of oxidative stress. These results indicated that jaundice in yellowtail 
was caused by the hemolytic bacteria through hemolysis. Hemolysis induces 
the enhancement of in vivo oxidative stress and the induction of liver HO, which 
generates excessive bilirubin. 

Based on these results, I examined whether a supplement of a-Toc or AsA in 
the diet could suppress oxidative stress and prevent jaundice or reduce its severity 
in yellowtail. First, jaundice-causing bacteria 'were injected into fish fed on a 
high a-Toe diet (88mg/lOOg diet). The group fed with high a-Toc resulted in 
higher nl0rtality by jaundice and Dlore serious contraction of jaundice than the 
control group. Next, jaundice-causing bacteria were injected into fish fed on a 
high AsA diet (2094mg/lOOg diet). The fish fed on high AsA diet showed a 
reduction of plaslna bilirubin contents indicating that high AsA supplenlentation 
had decreased the in vivo oxidative stress and lessened the severity of jaundice 
in yell oVv'tai1. 



要己

養殖ブリの黄痘について，反町らは，黄痘発症魚から分離した細菌を健康魚に接

種することにより溶血と併せて黄痘が発症することから，ブリの黄痘は細菌性溶血

性黄痘であると報告している o しかし，原因菌の感染による溶血がどのようにビリ

ルビン生成に係わっているかについて触れられていない。 一方，境らはp 高ビリル

ビン血症を呈したブリにおいて組織中のα-トコフエロール(α-Toc)およびアスコル

ビン酸(AsA)含量は低く 2-チオバルビツール酸反応物質(TBARS)値が極めて高いこ

とから，黄痘発症には生体内脂質過酸化の進行が関与していると報告している。し

かしこの研究においても，黄痘の発症機惜の解明までには至っていない。そこで本

研究は，ブリの細菌性溶血性黄痘の発症における細菌感染と酸素ストレスとの関連

を明らかにし，さらにこの結果に基づき抗酸化剤添加飼料を給与し，魚体内の酸素

ストレスを抑える飼育管理方法によって黄痘を予防できるかどうか検討した。

まず，酸素ストレスがブリの黄痘発症にどのように関与しているかを明らかにす

るため，ラジカル発生剤のフェニルヒドラジンをブリに投与した。その結果，ブリ

のヘモグロビン含量の著しい減少と著しい溶血が起こり，酸素ストレスが高まった。

さらに，肝臓ヘムオキシゲ、ナーゼ(HO)In-RNAが増加し，高ビリルビン血症となった。

すなわち，ブリ体内の酸素ストレスの増加はHOを誘導し，ビリルビンを過剰に生成

し，黄痘を引き起こした。次ぎに，原因菌感染によるブリ黄痘の発症 11寺の酸素スト

レスの増加を明らかにするため，原因菌をブリの腹腔内に接種し，肝臓トリグリセ

リドヒドロペルオキシド(TGOOH)およびフォスファチジルコリンヒドロペルオキシ

ド(PC∞H)含量を調べた。その結果，黄痘発症魚の肝臓TGOOHおよびPC∞Hが顕
著に増加し，活性酸素の増加を認めた。これらのことから，ブリの細菌性溶血性黄

痘は原因菌による溶血により酸素ストレスが増加し，併せて肝臓HOが誘導された結

果，過剰にビリルビンが生成され発症すると考えられた。

これらの結果をふまえ，魚体内の酸素ストレスを抑えるために抗酸化剤添加飼料

を給与する飼育管理方法によってブリの黄症を予防できるかどうか検討した。その

結果，高α-Toc飼料 (88mg1100g飼料)を46日間給与したブリに，黄痘原因閣を接種

すると，対照区 (12mg1100g飼料)と比べ死亡数が多く，より重篤な貨症を発症し

た。しかしながら， AsAを100g飼料当たり 2094mgを添加した飼料で5日間飼育した

ブリに原因菌を接種した結果対照区と比べ，黄症の発症は抑制された。すなわち，

般素ストレスを抑制する飼育管理方法によって，ブリの細菌性溶血性武症を軽減で

きた。
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緒 一

近年水産業は食料不足に対応する食料産業として世界的nl~]光を浴びて

おり，また日本人にとっては魚食文化を継承する産業としても重要であ

る。我が固においてはう水産天然資源の減少の解決と消費者のニーズ、に

応えるためp 捕る漁業からっくり育てる漁業ヘをキャ ッチフレーズに増

養殖事業の発展に力を注いできた。その結果，養殖業は飛躍的に発展し，

平成10年には海面における生産量の約15%を占め，我が国周辺水域の資

源水準が低迷する中にあって，特に中高級魚介類の供給面において重要

な役割を果たしている。 1)しかし魚類養殖業は，過密養殖，魚病の発

生，養殖場の環境劣化等の課題を抱えており，見通しは必ずしも明るく

ない。実際ヲ平成10年には14万6千トンを生産し，生産量で海面魚類養

殖の55%を占め飛び抜けた存在となっているプリの養殖において，施設

面積に対する収穫量が昭和62年は46kg/m2であったのに対し，平成9年に

は62kg/m2へと上昇し過密養殖の傾向にあるO また魚病に関しでもう

ブリ養殖については細菌性疾病である連鎖球菌症や類結節症，ウイルス

性疾病であるイリドウイルス症など数多くの感染症が発生している。

養殖ブリの黄症は 1980年後半から西日本のブリ養殖場において発症

し体色の黄化を最も特徴的な外観症状とする疾病である。また，この

疾病は当初ラ養殖現場では主に1才魚に多く発症することからp 養fill業

者に与える経済的ダメージが大きく p 原因の解明とその対策が求められ

てきた。しかしながら?現在のところ 3 その発症機材15は必ずしも十分な

解明がなされておらずp したがって有効な予防策はi1115じられずにいた。



本研究はう養殖ブリの茂症についてその発症機構を解明しさらに予防

法を確立することを目的としている。

養殖ブリの黄症の原因に関して，反町らは黄症症状を呈したブリの血

液中に分類学上未同定の細菌を発見しその原因菌を健全なブリに感染

させた。その結果ヲ健全なブリは著しい溶血と黄症の発症を示した。よっ

て， 養殖ブリの黄症は細菌感染が原因であると報告した。 2，3)前野らは実

験的に黄症原因菌を接種したブリの血液性状および病理組織を調ベた結

果，非感染魚と比ベ，ヘマトクリット値と血液ヘモグロビン合量の低下

および血柴ビリルビン量の増加と併せてう II刷版における貧血と血球の溶

血像を認めた04)さらにう彼らは養殖場にて黄症を発症したブリの病理

組織像についても調ベ，肝細胞の壊死， 腎臓の尿細管上皮の硝子滴変性

と壊死および間質組織の壊死，牌臓髄質部の壊死および貧血を認めた。

これらのことより，前野らは養殖ブリの黄症は原因菌の感染による溶血

が最も特徴的な病態変化とし本症を細菌性溶血性黄症と呼称すること

を提案した。 4)

一一方Sakaiet al.は， 高ビリルビン血症を呈した養殖ブリはヲ健常魚と

比較し肝臓および血疑の2-チオパルビツーノレ酸反応物質(TBARS)値が

高く，さらに抗酸化剤のα-トコフエロール合量が低いことからうブリ

の茂症発症に生体内脂質過酸化の進行が関与していると報告している 0

5)さらにう彼らは発症~Úの血策中に非抱合および抱合ビリルビンの他にう

どリルビンの酸化生成物(SubstanceX)の存在を明らかにし病魚が過郎!二

な酸素ストレスを受けていると報告している O 6)しかしいずれにしても

その発症機梢は明確になっていなし、?にもかかわらず二つの説があるた
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め，混乱が生じている。そのため養殖現場では有効な予防および対策が

講じられずにいる。

ヒトにおける高ビリルビン血症および黄症の定義は以下の通りである。

まず高ビリルビン血症とは，血液中のビリルビン合量が病的に高くなり

lmg/dfを越えた状態を指すO 高ビリルビン血症はp 正常肝が排出し得る

ビリルビン量よりも産出量のほうが多いか，あるいは産出量が正常でも

障害を受けた肝臓がビリルビンを排出できないために起こる。肝臓の障

害がなくても，肝臓の排出管が閉塞してビリルビンの排出が妨げられる

ときにも高ビリルビン血症が起こる。黄痘とは，このように高ビリルビ

ン血症となり血液中のビリルビン濃度が2mg/df以上になり皮膚，粘膜と

くに限球粘膜の黄染した状態をいう。 7)

ビリルビンは老化赤血球の破壊により放出されたヘムの代謝産物であ

る。 8トすなわち，細網内皮系で破壊された赤血球中のヘモグロビンはヘ

ムとグロビンに分解される。そのうちヘムがヘムオキシダーゼ、により酸

化されビリベルジンとなり，次いでビリベルジンリダクターゼの還元作

用によりビリルビンとなる。細網内皮系で作られたビリルビンは非抱合

型ビリルビンといわれ，血中ではアルブミンと結合して肝臓に運搬され

る。非抱合型ビリルビンは肝臓においてグ、ルクロン般と結合し抱合型ビ

リルビンとなり胆汁中に分泌されぅ胆管を通って十二指腸に排出される。

8)ヒトの黄症を臨床的に分類すると肝前性黄痘ヲ )]1二性黄症および肝後性

JI:t症の三つに大別される。 7)すなわちぅ肝前性黄症はう溶Jfl1.などの赤rfn

球破壊の充進により過剰の非抱合型ビリルビンが生成されるため生じる。

肝性:tl~ ~I=rは， J日予111胞へのビリルビンの取り込みフグルクロン般J包合p 出IJI

3 



胞内移送および毛布m胆管への排山のいずれかの障害により生じる。その

例症としてウイルス性肝炎やアノレコール性肝炎等の川二細胞性黄症と

Gilbert病， Crigler-Najjarおよび、Dubin-Johnson症候群の体質性黄症がある。

肝細胞性黄症の場合には抱合型および非抱合型ビリノレビンのいずれもが

増加する。体質性黄症の場合にはう血液中のビリルビンのタイプが異な

りヲ Gilbert病および~Crigler -N ajjar症候群では非抱合型ビリルビンが，

DubirトJohnson症候群では抱合型ビリルビンが増加する。肝後性115症は?

胆石や胆道ガンによる胆汁うっ滞が原因となりう抱合型ビリルビンが増

加する。

魚類の黄症についてもヒトと同様に，黄症とは高ビリノレビン血症とな

り皮膚や粘膜が黄染した状態をいう。通常ラほとんどの魚種の血清中に

において，ビリルビンは検出されない。したがってヲ魚類については血

清にビリルビンが検出されると病的な状態，すなわち高ビリルビン血症

であると考えられる。多くの魚類ではビリベルジンリダクターゼ活性が

低いため 9)肝臓内の胆汁色素は抱合型ビリルビンのみではなくビリベ

ルジン単独でも排出される。またヲビリルビン抱合体については， nm乳

類がグルクロン酸抱合体として排11止するのに対し，ブリ等の魚類の多く

は主にタウリン抱合体としてビリルビンを排池する。 10)魚類のこれまで

に報告されている茂症または高ビリルビン血症についてはヲウナギ¥IJ) 

マダイ 12)ギンザケ 13にさらに本研究で取り上げるブリがある。ウナギ

の黄症についてはう JUlノ策ビリルビンのほとんどが抱合型ビリノレビンであ

ること，健常魚と比較し， J (11策アルカリホォスファターゼ活性には差が

なかったがフ GOTおよびGPT活性が高かったことからp その原因は多機

4 



能肝臓細胞の障害であると考えられている。]1)またフ 1才および2才魚の

養殖マダイの高ビリルビン血症についてはう非抱合型ビリルビンが多い

ことが示されている。]2)さらにう赤血球封入体症候群 (EIBS) ウイルス

の感染により発症するギンザケについては肝機能の低下により胆汁色素

の腸肝循環が低下し胆汁の排出が滞るため高ビリルビン血症になる。

13) 

下村は，養殖ブリの黄症について，血!反中のビリルビンのタイプを調

ベ， さらに肝臓と牌臓の組織観察を行った。同その結果，組織学的には

肝臓の血管炎ヲセルロイドの沈着，牌臓のヘモジテ、リンを観察し，溶血

を確認した。しかし胆管における塞栓物質は観察しておらずフ胆汁うっ

滞は認めていなし、。高ビリルビン血症の症例には抱合型ビリルビンを主

とするタイプと非抱合型ビリルビンを主とするタイフ。の二つを認めたが，

抱合型が主である高ビリルビン血症では，肝臓の壊死は少ないが，非抱

合型を主とする高ビリルビン血症では肝臓の壊死の進行を観察している。

すなわち，養殖ブリの高ビリルビン血症はうヒトの肝前性黄症のように

溶血などにより過剰のビリルビンが生成されるため生じる場合とフ肝性

黄症のように肝臓の障害により細胞内移送および毛細胆管へのビリルビ

ンの排池障害が生じう発症する場合の二通りがあると示した。またう胆

等には塞栓物質が見られなかったことからう養殖ブリの高ビリルビン血

症はJ1干後性115症ではないと示した。下村のこれらの結果を考察するとフ

養殖ブリの茂症発症に赤11/菌による溶j位以外の因子が係わっていると考え

られる。

近年， lIï1ï乳類iにおいてビリノレビンは強力な抗ì~変化作用を有することが

5 



認められている。 15-18)Stockeret al.は，細胞内酸素濃度に近い2%の酸素

濃度であるリノール酸均一溶液において，生理的濃度の10μMのビリノレ

ビンはα-トコフエロールを凌ぐ抗酸化作用を示すと報告している。 15)さ

らにう Yanlaguchiet al.はうエンドトキシンの接種により酸素ストレスが

高まったODS-od/odラットにおいて， ビリルビンがアスコルビン般と相

互的な抗酸化剤として作用し自らはbilirubinoxidative metabolitesに変

化すると報告している。 17)これらの報告により， nrIJ乳類においてビリル

ビンは生体内の重要な抗酸化剤として評価されつつある。前述したよう

にう黄症を発症した魚類血疑中においてビリルビンの酸化生成物

(Substance X)の存在が認められていることから 6)魚類においてもビリ

ルビンが抗酸化作用を果たしている可能性がある。

上記に述ベたことを考慮し，ブリの黄症の発症要因について考えるとう

以下のことが判明していない事柄である。すなわち，反町ら2-4)の研究で

は，原因菌の感染で引き起こされる溶血により発症するブリの黄症がう

どのような代謝によって高ビリルビン血症となるのか不明である。また，

一方Sakaiet al.の研究5，6)においても，ブリが生体内脂質過酸化の進行お

よび酸素ストレスを受けると，なぜ黄症の発症となるのかヲ明らかにさ

れていない。

酸素分子の還元過程で発生するスーパーオキシドぅ過酸化水素ヲヒド

ロキシラジカルおよび三重項酸素が励起してできる一重項酸素等の不安

定な酸素を活性酸素積という。これら活性酸素はう好気生物の体内では

常に生じておりヲ生体が極度に活性隊素に|爆される状態、を酸素ストレス

あるいは阪素75 という 。 活性酸素は脂質の過般化，蛋白質の変性フ r~~素

6 



の失活および核酸の分解等に強く関与することから種々の疾病?老化等

の原因となる。 生体内では脂質は最も活性酸素の作用を受けやすし 酸

化されると容易に脂質ラジ、カルになり，脂質の過酸化が進行する(生体

内脂質過酸化) 0 一方，好気生物は活性酸素を消去するシステムを備え

ている。この防御機構にはスーパーオキシドジスムターゼラカタラーゼ

およびグルタチオンベルオキシダーゼ、等の酵素によるものとα-トコフエ

ロール，アスコルビン酸，カロテノイドおよび、グルタチン等の抗酸化物

質によるものとの二つに大別される。 生体内では通常ヲ活性酸素の生成

と消去機能はバランスが保たれている。しかしそのバランスが崩れる

と生体内脂質過酸化が進行し酸素ストレスの高い状態となる。19-22)

nrfj乳類においてヲ酸素ストレスの増加はヲビリルビン合成の律速酵素

であるヘムオキシゲナーゼ(EC1.14.99.3)を誘導する。 17，23-25)すなわち，

酸素ストレスと黄症発症との間に強い係わりが認められている。

そこで著者は，反町らおよび境らの研究結果をふまえ，魚類において

も酸素ストレスの増加が黄症発症の要因となっているのではないと考え，

酸素ストレスと細菌性溶血性黄痘との関係を明らかにすると共に，その

結果に基づき，抗酸化剤を添加した飼料を給与し酸素ストレスを抑制

する飼育管理方法によってブリの黄症を予防できるかどうか検討した。
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第 1章

ブリの細菌性溶血性黄症の発症機構
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第 1節 フェニルヒドラジン投与による黄症発症と

酸素ストレスとの関係

養殖ブリの黄痘は原因菌による感染がその原因とされている。2)し

かしSakaiet al.はヲ養殖場で黄症を発症しているブリの肝臓および筋

肉におけるTBARS値の上昇と α-トコフエロール合量の低下を認めた。

5)さらに，その血疑にはビリルビンの酸化生成物であるSubstanceXが

存在した。吋市乳類においてう SubstanceXは;エンドトキシン投与等に

より生体に酸素ストレスが生じた際生成されることが認められている

ことから 17，26)黄症発症ブリにおけるSubstanceXの存在はうブリ体内

に高い酸素ストレスが生じていると考えられる。また著者はう予備実

験としてブリに過酸化脂質を給与し生体内脂質過酸化を進行させた

ブリに黄症発症魚の血液を接種したところ，生体内脂質過酸化が進行

したブリは，対照、魚に比ベ，血液中の黄痘原因菌数は少なかったにも

かかわらず，黄痘症状はより進行していた。すなわち，養殖ブリの黄

痘発症には原因菌の感染だけでなく，魚体内の酸素ストレスの程度が

症状を左右すると示唆された。

そこでうブリの黄症発症と酸素ストレスとの関係をより明確にする

にはヲ原因菌の感染が関与しないでう体内の酸素ストレスの増加のみ

が黄症の発症に関与することを明らかにすることが重要と考えた。そ

こでうラジカル発生剤であるフェニルヒドラジンをブリに接種し黄約

発症について調ベた。さらにう酸素ストレスが増加した附乳類におい

て3 ビリルビン合成の律速酵素であるヘムオキシゲナーゼ(EC

9 



l.14.99.3.)が誘導されることから 17，23-25)ブリ肝臓ヘムオキシゲナーゼ

のnlRNA量を併せて調ベた。

実験方法

供試魚および飼育方法

供試魚には，宮崎県水産試験場の海面小割生け箕 (2X2X2m) に

おいてうシングルモイスト飼料を給与し飼育した平均体重1.3kgの

ブリ Seriolaquinqueradiataを月3いた。この供試魚を宮崎県水産試験場

内の1.5トンFRP水槽に収容し， Table 1-1に示すシング、ルモイスト飼料

を1日1回飽食するまで与え， 2週間予備飼育した。

フェニルヒドラジン投与試験

予備飼育終了後，フェニルヒドラジン水溶液をブリの背側筋肉部に

体重kg当たり 17mgを接種した。投与0，5， 10， 24および48時間後に取

り上げ，採血後，肝臓および牌臓を採取した。なおうフェニルヒドラ

ジン投与試験中の水温，溶存酸素量および海水塩分量は，それぞれ

22.2-22.40C， 5.44-5.76me/ eおよび、34.7-35.0%0であった。

血液ヘモグロビン測定法

Kawatsuのシアンメトヘモグロビン法により測定し mg/meで示した。

27) 

日午臓の病理組織学的検査法

供試伐のJjUtt脳を取り山し， 10%緩街ホル、マリンで固定し常法に従

いパラフイン切片を作製した。ヘマトキシリン・エオシン(HE)染色お

10 



よび、Berlinblue(BB)染色を施し，光学顕微鏡下で観察を行った。
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Table 1・1. Composition of the experimental diet for yellowtail (%) 

Ingredient 

Brown fish meal 65 

Active wheat gluten 10 

White dextrin 6.5 

Vitamin mixture (TH-4円) 3 

Mineral mixture (T-4勺 2 

Mineral mixture (0-1勺 0.5 

CMC 2 

Cellulose 2 

Sardine oil 9 

Water 50 

吋;contained 675，000 IU vitamin A， 60，000 IU vitan1In D3， 4.0g DL-α-toco-

pherol acetate， 2.56716g menadione sodium hydrogen sulfite，0.8g thiamine 

nitrate， 1.467g riboflavin， 0.8g pyridoxine hydrochloride， 2.38g nicotinamide， 

2.38051g pantothenic acid， 4.667g calucium salts~，1 94.7g choline chloride， 

0.8g folic acid， 0.01067g cyanocobalamine， 0.04667g D-biotin， 56.34g inositol， 

31.3g L-ascorbic acid， 476.27g cellulose per kg of vitamin mixture. 

勺 contained206g KH2P04， 141g Ca(CH3CHOHCC)0)2・5H20，83g iron 

proteinate， 309g C3zH2PO 4' 261 g cellulose per kg of mineral mixture. 
本3; contained 12.5g MgSO中 O.lgCoC12， 4g CUS04~' 19.97g ZnS04， 
0.3g K10

3
， 900g dextrin， 63.13g cellulose per kg of mineral mixture. 
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2-チオバルビツール酸反応物質(TBARS)値測定法

血疑中のTBARS値はう lOl媛0.3mevこ対しlmgのフゃチルハイドロキシ

トルエン(BHT)を加えた後，島111奇の比色法で測定し，nmolマロンア

ルデ、ヒド(MA)/meで示した。沼)

α-トコフエロール測定法

血疑α-トコフエローノレの定量はうYanlauchiet al.のHPLC法によっ

ておこなった。 29)...すなわち，試料をけん化後，不けん化物をn-ヘキサ

ンで抽出しヲ n-ヘキサン:イソプロピルアノレコーノレ(200:1，v/v)を移

動相とするHPLC法によって定量し値はμg/meで示した。カラムはう

Zorbox BP-NH
2
，検出器にはう蛍光光度計(励起波長:295nm，蛍光波-長:

325nm)をそれぞれ用いた。またう内部標準物質として2，2，5，7，8-ベンタ

メチノレ-6-ヒドロキシクロマンを用いた。

アスコルビン酸およびデヒドロアスコルビン酸定量法

血疑アスコルビン酸およびデヒドロアスコルビン酸の定量は， Ito 

et al?O)のHPLC同時定量法を用いた。すなわちヲ血疑については10%

メタリン酸溶液で抽出したアスコルビン酸とデヒドロアスコルビン酸

をョシュウ酸を移動相とするHPLC法によって定量した。反応液とし

て50mMNaBH
4
合有100mMNaOH溶液を用いうカラムにはShinl-pack

SCR-101H (7.9X300mm，島津製作所(株)製)ヲ検出部にはuv検山

器(300nnl)をF それぞれ用い，値はμg/meで示した。

ビリルビン測定法

Izumi et al.31)の抗原抗体反応を利用したELISA (酵素抗体)法によ

り測定した。すなわち，I (IL採にビリルビンの単クローン抗体である

13 



24G7を，予想されるビリルビン量よりも過剰に加えた。次いで標識

抗原のビリルビン humanserum albumin(HSAL)を加え F 余剰の24G7と

ビリルビンHSAとの復合体を作った。さらにうその複合体に二次抗体

を付着させ，併せて発色基質により発色した度合を425nmの波長で測

定した。試料の希釈系よりビリルビン量を算出しヲその値はμMで不

した。

ヘムオキシゲナーゼ、mRNA測定法

Thomasの方法に準じて行った。 32ドすなわち，肝臓から抽出した

RNAよりオリゴーTTカラムにてmRNAを分離した。分離したmRNAと

ヘムオキシゲナーゼ cDNAとのドットプロットハイブリダイゼーショ

ンを行いうメンプランを洗浄後，オートラジオグラフィーを行った。

なお， rnRNA量は試験開始時の値を1とした相対値で示した。

統計処理

各区3尾の供試魚を個体別に分析し分析値は平均値±標準偏差で

示し， Duncanのマルチプルレンジテスト(新多重範囲検定法)によ

り統計処理した。 33)なお，ヘムオキシゲナーゼ、mRNAの測定について

は，各区3イ国体分をプールし，分析に供した。

結果

比肝重イ也比日早腕重値およびJU1.液ヘモグロビン量の変動

比肝重値ヲ比)]~!J]/!長重値および、血液ヘモグロビン工l;をTable1-2に示すO
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しfl.

Table 1・2.Hepatosomatic and spleensomatic indices of yellowtail administered phenylhydrazine and 

their hemoglobin levels 

Time Hepatosomatic index Spleensomotic index Hemoglobin(mg/ml) 

(hours) Control PH本1 Control PH Control 

O 0.75+0.02ab*2 0.11 +0.01 a 114+ 10
a 

5 0.77+0.06
ab 0.76+0.11 ab 0.11 +0.02

a 
1.02+0.32

b 
91 +5.6

ac 

10 0.87+0.10
ac 
0.75+0.04

ab 0.25+0.11 ac 1.00+0.07
b 
101 +9.8

ae 

24 0.80+0.06
ab 
0.91 +0. 12

ac 0.16+0.01 ac 0.76+0.07
b 
84+ 14

cde 

48 0.66+0.05
b 
1.01 +0.03

c 
0.25+0.04

ac 
0.44+0.13

c 
93+7.7

ac 

*1 Yellowtail adminestrated phenylhydrazine. 

*2 Values are mean + standard deviation for 3 fish. Values with the same superscripts are 

not significantly different (P<0.05). 

PH 

58+20
bd 

41 +2.5
b 

68+7.3
cd 

71:81 cd 



比肝重値はラフェニルヒドラジン投与1011寺間後までは対照区のそれと

比べて差はなかったがう投与24時間後では肝臓が増大し始めヲ投与48

時間後には対照区と比べて有意に高かった。比牌臓重値は，投与5，

10ヲ24時間後のいずれも対照区の値より有意に高くなった。血液ヘモ

グロビン量はう対照区では試験期間を通して84~114mg/meの範四にあ

り，正常であった。これに対し，投与区の値は，5時間後に58+20mgl

me， 10時間後に41+2.5mg/meと，それぞれ対照区の値と比べて有立に

低かった。投与24および48時間後の血液ヘモグロビン量はヲそれぞれ

68+7.3および71+31mglばでありう回復傾向を示した。

牌臓の病理組織像

フェニルヒドラジン投与魚の牌臓の組織像をFig.1-1に示す。フエ

ニルヒドラジン投与魚の牌臓にはBB染色により青に染まるヘモジデ、

リンの頼粒が観察され，溶血が確認された。

血疑TBARS値の変動

血疑TBARS値をTable1-3に示す。対照区の血媛TBARS値はフ 48時

間の試験期間を通して3.8~8.7nmolMA/meであった。 他方ヲフェニル

ヒドラジン投与区ではヲ 5，10， 24および48時間後の値は，それぞれ

11土1.8ヲ18+3.0，33 + 1.9および42+ 14nmolMA/meでありうフェニル

ヒドラジンによる血奴TBARS値の著しい上昇が認められた。この結

果はうフェニルヒドラジン投与によるブリ j印.疑の脂質過酸化の進行を

示唆している。
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Fig. 1-1. Histopathological appearance 

of the spleen in yellowtail administrated 

phenylhydrazine. 
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Table 1・3. Plasma 2-thiobarubituric acid reactive substance(TBARS) values 

in yellowtail administrated phenylhydrazine 

Time TBARS (nmolMA/ml) 

(hours) Control PH 

O 3.8+0.17a 

5 6.0+ 1.1 a 11 + 1.8ab 

10 4.5+0.32a 18+3.0b 

24 8.7+ 1.la 33+ 1.9c 

48 8.7+ 1.la 42+ 14c 

Values are mean + standard deviation for 3 fish. Values with the same 

superscripts are not significantly different (P<0.05). 
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lffl疑-α-トコフエロールヲアスコルビン酸およびデヒドロアスコル

ビン酸量の変動

血疑α-トコフエロールヲアスコルビン酸およびデヒドロアスコノレ

ビン酸量をTable1-4に示す。フェニルヒドラジン投与区のJfrl疑α-ト

コフエロール量はう対照、区と比較しヲ 5，10および48時間後に有意に

低かった。血疑アスコルビン酸量も， α-トコフエロールと同岐に，

フェニノレヒドラジンにより有意に減少した。これに対し，血柴デヒド

ロアスコルビン酸量は投与24および48時間後に，対照区と比ベヲ逆に

有意に増加した。すなわち，フェニルヒドラジンによるアスコルビン

酸のデヒドロアスコルビン酸への酸化が示唆された。

血疑ビリルビン量の変動

JfIl疑ビリルビン量をFig.1-2に示す。血疑ビリルビン量は，対照区

では試験期間を通して検出限界 (0.05μM)以下であった。これに対

しフェニルヒドラジン投与5，10， 24および48時間後のビリルビン

旦はヲそれぞれ0.04+0.06ラ 0.22+0.06ヲ0.84+0.05および2.95+

2.17μMとなり，ブリの高ビリルビン血症が認められた。

肝臓ヘムオキシゲナーゼ、mRNA量の変動

肝臓ヘムオキシゲナーゼlnRNA量をFig.1-3に示す。値はう試験開

始時の値を1とした相対値で示した。フェニルヒドラジンによる肝臓

ヘムオキシゲナーゼ、HIRNAの増加はう投与10時間後で最も顕著となりヲ

対照区の2.3倍であった。すなわち，肝臓におけるフェニルヒドラジ

ン投与によるヘムオキシゲナーゼの誘導が認められた。
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Table 1・4. Plasma α-tocopherol， ascorbic acid， and dehydroascorbic acid levels in yellowtail 

administrated phenylhydrazine 

Time α-Tocopherol(μg/ml) Ascorbic acid(μg/ml) Dehydroascorbic acid(μg/ml) 

(hours) Control PH Control PH Control PH 

O 42+4.0
ad 

5.2+2.0
a 1.4+ 1.1 a 

5 53+7.8b 34+ 1.6
ae 
5.3+0.36

a 
1.7+ 1.3

b 0.81 +0.24
a 0.84+0.55a 

10 49+4.3
bd 
31:t3.5

cef 
7.7+2.5

ac 
0.31 +0.15

b 
0.65+0.10

a 
1.2+0.13

a 

24 32+ 1.9
ac 
23+1.0

c 8.4+ 1.1 
c Ob 0.74+0.40

a 3.8+0.07b 

48 38+7.0af 24+2.7
ce 7.6+2.4ac Ob 1.4+0.36

a 2.2+0.43
c 

Values are mean + standard deviation for 3 fish. Values with the same superscripts are not 

significantly different (P<0.05). 
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考察

フェニルヒドラジンはうオキシヘモグロビンと反応しフェニルヒ

ドラジルラジカルとなりフェニルジアゼ、ンに変化する O M)その反応過

程でスーパーオキシドアニオンラジカルが生成される。またうフェニ

ルヒドラジンはFe3+やCuはとも反応しスーパーオキシドアニオンラ

ジカノレを生成するO さらにうフェニルヒドラジンは激しい溶血を引き

起こすことが知られている。 35，36)今回ラ フェニルヒドラジン投与魚の

牌臓にヘモジデリンの沈着が見られ，血液ヘモグロビン量が低下した

ことは，フェニルヒドラジンの溶血作用が生じたことを示している。

さらに，投与魚において溶血が認められたことは，ブリ体内において

フェニルヒドラジンが，オキシヘモグロビンと反応しスーパーオキ

シドアニオンラジカル?過酸化水素等の活性酸素種を増加させている

ことも示している O またフェニルヒドラジンによる比牌臓重値の増加

はヲ溶j血による赤血球処理の増大を示唆している O

フェニルヒドラジンによる血媛TBARS値の増加はう凪I柴の脂質過

酸化の進行を示している(Table1-3)。さらにうフェニルヒドラジン投

与によるlfll疑α-トコフエロールとアスコルビン酸の減少およびデヒ

ドロアスコルビン般の増加は， α-トコフエロールとアスコルビン股

が抗酸化作用を果たしていることを示している(Table1-4)。これらの

結果弘ブリ血媛における活性酸素種の増加ぅつまりう酸素ストレス

の高まりを示している。

前述しているように?112症とはj飢奴中のビリルビン合量が病的に市
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い状態、となり，体表が茂化する疾病である o M)また，健康なブリの

血柴にはビリルビンは検出されない。 6，37)したがってう今凶フェニル

ヒドラジンを投与されたブリの血液中にビリルビンが検出されたこと

は病的な状態、でありう高ビリルビン血症である。加えてう結果には示

していないがフェニルヒドラジン投与による体表の黄化も併せて観察

された。すなわちヲフェニルヒドラジン投与による体内の酸素ストレ

スの増加が，ブリの黄症を引き起こしたと考えられる。

通常，赤血球から溶出したヘムはう肝臓や牌臓および他の細網内皮

系で，ビリルビン合成の律速酵素であるヘムオキシゲナーゼによりビ

リベルジンとなりうビリベルジンはビリベルジンレダクターゼにより

ビリルビンとなる。対照およびフェニルヒドラジン投与魚の肝臓中の

ビリベルジンリダクターゼ、活性をFangand Bada9)および、Noguchiらの方

法38)で測定したがう本酵素活性はFangand Badaが述べているように非

常に弱いために検出できなかった。この結果からみて，ビリベルジ、ン

リダクターゼと黄痘発症との係わり合いはほとんど無いように思われ

る。ビリルビンはその後，肝臓において哨乳類ではグルクロン酸，魚

類では主にタウリンにより抱合され，抱合型ビリルビンとなり胆汁中

に分泌される。 8)ヘムオキシゲナーゼ、は2つのlsozynle，すなわちヘム

オキシゲナーゼー1(誘導される)とヘムオキシゲナーゼ-2(誘導され

ない)からなるO ル斗1)ヘムオキシゲナーゼ-1活性はヘム?エンドトキ

シンフ重金属，熱ショックラインターロイキンー1および酸素ストレス

により誘導されることが知られている。以25，42，-13)ヘムによるヘムオキ

シゲナーゼー1の誘導機梢はp ヘムオキシゲナーゼー1泣伝子の5う上流
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にヘムに応答するエレメントがないことおよび脳がFe-protoporphyrin 

IXを通さないにも関わらずうラットの腹腔内にFe-protoporphyrinIXを

投与すると脳のヘムオキシゲナーゼ、-1のmR:t¥rAが3-4倍になることよ

り，判)ヘムの間接的な作用によるものと考えられている。 Yanlaguchi

らはビタミンCを合成できないODS-od/odラットにエンドトキシンを

投与して酸素ストレスを与えるとう肝臓ヘムオキシゲナーゼー1の

mRNA量が増加しさらに尿中のビリルビン酸化生成物量が増加する

と報告している O 18)St∞kerはヘムは強力なプローオキシダントである

ことから，その存在そのものが酸素ストレスでありうそのヘムを分解

する酵素であるヘムオキシゲナーゼー1の誘導は酸素ストレスに対する

防御機構であると述ベている。必)また，近年ビリルビンは抗酸化作用

を持つことが明らかになり 15，16)その活性酸素種のスカベンジャーと

しての機能が再評価されてきている。括，47)今回の結果はョ日甫乳類と同

様に，魚類においても酸素ストレスの増加が，ヘムオキシゲナーゼ、を

誘導することを示した。またう魚類は胆汁色素をビリルビンだけでは

なくビリベルジンでも排池できること，通常はビリベルジンをビリル

ビンに代謝するビリベルジンレダクターゼ活性が非常に弱いことを考

えるとヲ酸素ストレスの増加により消費された体内の抗酸化物質を補

うため，ブリが低分子抗酸化物質のビリルビンを能動的に合成してい

る可能性も考えられる。

本節の結果よりうブリにおける酸素ストレスの増加は，肝臓ヘムオ

キシゲナーゼ、mRNAをよ自力11させビリルビンの合成を促進しブリの茂

症発症における重要な因子になることが示唆された。
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第 2節 原因菌接種による黄症発症と酸素ストレス

との関係

本章第 1節において，ブリの黄症発症と酸素ストレスの関係を明ら

かにするためヲブリに対し活性酸素発生剤フェニルヒドラジンの投与

試験を行った。その結果，著しい溶血ヲ血疑TBARS値およびビリル

ビン量の増加，並びに肝臓ヘムオキシゲナーゼ(EC1.14.99.3)mRNAの

増加を認め，酸素ストレスの増加はビリルビンの合成を促進しブリ

の黄症発症における重要な因子であることが示唆された。

そこで本節においてはヲ原因菌感染により発症するブリの茂症と酸

素ストレスとの係わりを明らかにするため，ブリに黄症原因菌を接種

し血中菌数，血中ヘモグロビンヲ血疑ビリルビン合量並びに肝臓フオ

スファチジルコリンヒドロベルオキシド，マロンジアルデ、ヒドおよび

α-トコフエロール合量ヲさらに血疑マロンジアルデ、ヒドおよびα-ト

コフエロール合量を調べた。

実験方法

供試魚

イ共試魚にはヲ宮崎県水産試験場の海面小割生け箕 (2x 2 x 2m) に

おいて，市販のエクストルーダー飼料を給与し飼育した平均体重1.4

kgのブ、リを用いた。この供試魚を宮崎県水産試験場内の1.5トンFRP

水槽に収容し??な症原因菌感染試験をおこなった。
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黄痘原因菌培養法

黄痘原因菌株はう 1992年7月に延岡市の養殖場で発症した黄症ブリ

から分離したものを使用した。菌培養はIidaand Sorimachi唱)の方法に

準じておこなった。すなわち，培地として10%の牛胎児血清を合む

L-15培地を使用しこれに黄症を発症したブリから採取した黄症原因

菌を合む血液を加え， 25
0

Cで振とう培養した。

黄症原因菌接種試験

対照区および接種区の2試験区を設定した。対照区にはL-15培養液

のみを，接種区には1x107celll尾となるように調整した培養液を腹腔

内に接種した。菌接種後，供試魚を1.5トンFRP水槽に収容し試験

開始時に4尾， 3日ヲ 6日後に対照区および接種区からそれぞれ3尾ヲ 9

日後に対照区から5尾および接種区から4尾を取り上げた。なおヲ接種

試験中の水温，溶存酸素量および海水塩分量は，それぞれ22.1-22.80C，

6.85-7.05mg/ fおよび33.7-34.7%0であった。

血液中黄症原因菌数測定法

各取り上げ時に，対照区および接種区共に3尾ずつ血液塗末標本を

作製しギムザ染色をしたのち顕微鏡観察をおこない，黄痘原因菌を

測定した。値は，血液1me当たりの菌数で示した。

血液ヘモグロビン測定法

本章第 1節と同様にフ Kawatsuのシアンメトヘモグロビン法にて測

定し，mg/meで示した。 27)

H~Il臓の病理組織学的検査法

本章第 1節と同様にう供試魚のJJ削減を取り出し 10%緩衝ホルマリ
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ンで固定し，常法に従いパラフイン切片を作製した。ヘマトキシリン・

エオシン(HE)染色および、Berlinblue(BB)染色を施しp 光学顕微鏡下で

観察を行った。

ビリルビン測定法

本章第 1節と同様にヲ Izunuet al. 31)の抗原抗体反応を利用した

ELISA (酵素抗体)法により測定した。植はμMで示した。

フォスファチジルコリンヒドロペルオキシド(PCOOH)測定法 処

理中の酸化を抑えるためにヲ BHTを0.002%添加した肝臓をテフロン

ホモジナイザーでホモジネートし，メタノールを加え振とうしつい

で，クロロホルムを加え，激しく振とうして脂質を抽出した。遠心分

離後，下層を分取し窒素気流下で濃縮乾固後ヲクロロホルムーメタ

ノール (1: 1， v /v)に再溶解し HPLC用試料とした。カラムとして，

Shim-pack CLC-SIL (M) 250 >く4.6mm(島津製作所(株)製)を用い，

移動相としてアセトニトリル:メタノール:水 (5.5:3.0: 1.5， v/v) ，化

学発光試薬として1μg/meノレミノールおよび 10μg/meチトクロムCを合

む20mMほう酸緩衝液(1%メタノール合有， pH10.5)をそれぞれ用い

た。分析値はう nmol活性酸素(AO)/gとして示した。

マロンジアルデヒド測定法

J(o.疑および肝臓中のマロンジアルデ、ヒド(11DA)はう Suda et al.49)の

方法に準じておこなった。まずう試料にリン酸ナトリウム緩衝液を加

えホモジネートとしヲそれに0.25% 1 ，3-diethy Jl-2-thiobarbi turic 

acid(DETBA)溶液を加えフマロンジアルデ、ヒドとDETBAとの反応によ

りMDA蛍光誘導体 (DETBA-MDAadduct) を作成した。それを酢酸

28 



エチルにて抽出し，アセトニトリノレーO.lMNaCl水溶液 (3: 1， v /v)を

移動相とするHPLC法により定量した。カラムにはう Inertsil ODS 

(250x4.6rnrnヲGLSciences Inc.製)をう検出器には蛍光分光光度計(励起

波長 515nm，蛍光波長 555nm) をそれぞれ用いうカラム瓶度は40
0

C

とした。なお，肝臓および血疑中の値はうそれぞれμgマロンジアル

デヒド(MDA)/gおよび、nmolMDA/meで示した。

αートコフエロール測定法

血疑および肝臓中のα-トコフエローノレは，本章第 1節と同様にヲ

Yamauchi et al. 29)のHPLC法によって測定した。肝臓および血疑中の値

は，それぞれμg/gおよびμg/meで示した。

統計処理

分析値は，各区の供試魚を個体別に分析し平均値±標準備差で示

し， Duncan33)のマルチフ。ノレレンジテスト(新多重範囲検定法)により

統計処理した。

結果

血液中の黄痘原因菌数の変動

ブリ血液中の黄症原因菌数をTable1-5に示した。対照区においては?

試験期間を通して原因菌は全く認められなかった。しかしながら接種

)(では3日後と6日後にそれぞれ3尾の供試魚のうち2個体ずつ黄症原因

菌が認められ，原因菌の感染が確認された。
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Table 1・5. Number of the bacteria in the blood of yellowtail i吋ected

with jaundice-causing bacteria 

9 

Group¥Fish no. "'Number of jaundice-causing bacteria in the blood(cells/ml) 

2 3 
*ゥ

AV.+S.D. 

Control O O O O 

Control O O O O 

Infected*l 0.95 O 18.1 6.35+8.32 

Control O O O O 

Infected 154 O 1.78 52.0+72.3 

Control O O O O 

Infected O O O O 

Days 

O
之
コ

一WC 6 

*1 Yellowtail injected with jaundice-causing bacteria. 

*2恥1ean+standard deviation for 3fish. 



接種区ではう 3日後と6日後にそれぞれ3尾の供試魚のうち2イluJ休ずつ茂

症原因菌が認められ，原因菌の感染が確認された。

比肝重値，比日早臓重値および血液ヘモグロビン量の変動

比肝重値，比牌脳重値および血液ヘモグロビン量をTable1-6に示し

た。黄症原因菌接積3日， 6日および9日後の比肝重値は，いずれも対

照区のそれらの値と比較し有意に高かった。比牌臓重値はヲ比肝重値

と同様の傾向を示し，接種6日および9日後に対照区の値より高くなっ

た。対照区の血液ヘモグロビン量は試験期間を通して正常であった。

これに対して，菌接種区の血液ヘモグロビン量は6日および9日後にお

いて，いずれも対照区の値に対し有意に低くなった。

牌臓の病理組織像

原因菌接種魚のJJ早臓組織像をFig.1-4に示す。接種魚の牌臓にはヘ

モジデリンの沈着が観察され，溶血が確認された。これは，養殖場に

おいて黄症を発症したブリでみられた結果と同様であった。 6)

血竣マロンジアルデ、ヒドラ αートコフエロールおよびビリルビン

合量の変動

血疑マロンジアルデ、ヒドラ α-トコフエローノレおよびビリルビン

合量をTable1-7に示した。 血媛マロンジアルデヒド合量はう菌感染6

日後において対照区より有意に高くなった。これに対し， JIll媛α-ト

コフエロール合量は?感染3日， 6日， 9日後において，いずれも対附

Xより有意に低かった。菌接種区のJIll柴ビリルビン合量はういずれの

取り上げ|時においても対照区の合量より高くう特に6日後の値は有志

に高かった。すなわち?決症原因I芸i践活によりブリのJI~~I=rが発注した。
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Table 1・6. Hepatosomatic and spleensomatic indices， and blood hemoglobin contents 

of yeUowtail injected with jaundice-causing bacteria 

Days Group Number Hepatosomatic Spleensomatic Hemoglobin 

of sample index index (~/mQ) 

O Control 4 0.73+0.08a 0.12+0.04a 127 

3 Control 3 0.76+0.08a 0.20+0.04a 110+ 11.7a 

Infected 3 1.33+0.13b 0.21+0.10a 10 l::t3 .70a 

6 Control 3 0.58+0.03a 0.14+0.08a 153+20.9b 

Infected 3 1.84+0.35C 1.08+0.11 b 63.6+17.8C 

9 Control 5 0.61 +0.04a 0.12+0.06a 147+ 17.6b 

Infected 4 1.67+0.44bc 0.59+0.06C 81.1 +20.2ac 

Values are mean + standard deviation for number of sample. Values with the same superscripts 

are not significantly different (P<0.05). 



Fig. 1-4. Histopathological appearance 

of the spleen in yellowtail injected 

with jaundice-causing bacteria. 
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Table 1-7. Plasma malondialdehydc，α-tocopherol， and bilirubin levels of yello¥vtail injected ¥vith jaundice-

causing bacteria 

Days Group Numbcr Malondialdehyde α，-Tocopherol Bilirubin 

of sample (nmolMDA/ml ) (μg/ml) (μM) 

O Control 4 n.a.. * 1 57.6+5.29a 0.27+0.36a 

3 Control 3 0.14 46.5+2.52b 0.31 +0.09a 

Infected 3 0.16 33.1+7.81C 9.35+ 11.4a 

6 Control 3 0.18+0.04a 44.0+3.02b 0.31 +0.03a 

Infected 3 0.48+0.15b 16.5+3.46d 379+341b 

9 Control 3 0.18+0.06a 38.3 + 0.94 bc 0.42 

Infected 3 0.27+0.10a 20.1 +2.59d 57.9+68.8a 

*1 Not analyzed. 

Val ues are mean :E standard deviぬonfor number of sample. Values ¥vith the same superscripts are not significantly 

different (Pく0.05).



肝J]M~PCOOHラマロンジアルデヒドおよび α- トコフエロール合

量の変動

肝臓PCOOH，マロンジアルデヒドおよびα-トコフエロール会長

をTable1-8に示した。対照区の肝臓PCOOH量は試験期間中O.21~

O.43nmolAO/gであった。これに対し，接種区の値は3日ぅ 6日および9

日後にそれぞれ1.53::tO.58，3 .36::tO.41， 2. 18::tO.43μMとなり，いずれも対

照区の値より有意に高くうブリ肝臓における活性酸素量の増加を示唆

した。菌接種3日後の肝臓マロンジアルデ、ヒド量はう対照区の値より

有意に高く，黄症発症魚における脂質過酸化の進行を示した。これに

対し接種6日後の肝臓α-トコフエロール合量はう対照区の値と比

較し有意に低くなった。
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Table 1・8.Liver phosphatidylcholine hydroperoxide (PCOOH)， malondialdehyde， and α-tocopherol levcls of yello¥vtail 

i吋ccted¥vith jaundice-causing bacteria 

Daう'sGroup Number PCOOH Malondialdehyde α-Tocophcrol 

of sample (nmoL生O/g) (nmolMDA/ g) (μg/g) 

O Control 4 O.21:tO.06
a 

O.21:tO.08
a 834:t132ab 

3 Control 3 O.43:tO.09a O.23:tO.05a 695:t258ab 

Infected 3 1.53:tO.58b O.47:tO.20b 855:t315ぬ

6 Control 3 0.30:tO.16a O.25:tO.Oア 1275:t 751
a 

Infected 3 3.36:tO.41 c 0.31:tO.08め 337:t59.4b 

9 Control 3 O.23:tO.O 1 a O.35:tO.14ab 808:t282ab 

Infected 3 2. 18:tO.43b O.23:tO.04a 564:t295ab 

Values are mean :t standard dcviation for number of sample. Values with the same superscripts are not significantly 

aifIerent (Pくu.u5).



考察

反町らの報告2)と同様にう黄症原因菌をブリに接種することにより

黄痘の発症が認められた。今回の試験で認められた血液ヘモグロビン

里の低下フ比肝重値と比牌臓重値の増加および牌臓ヘモジデリンの観

察は(Table1ふ Fig.1-4)，反町らおよび前野らが報告している黄症原

因菌感染試験の結果い)と同様であると共にうフェニルヒドラジン投

与による過酷な酸素ストレスによりブリが高ビリルビン血症を引き起

こした本章第 1節の結果とも一致する。前野らは黄症原因菌に感染し

たブリの血液および血祭ヘモグロビン量を時間経過ともに測定し，血

液ヘモグロビン量が減少するのに対し血疑ヘモグロビン量は増加する

ことを認め，さらに，血球の溶血像を観察したことから，黄痘原因菌

に感染した際には溶血が生じることを報告している。 4)本節において

もう血液ヘモグロビン量の低下および牌臓におけるヘモジデリンの沈

着が観察されたことからヲ原因菌接種による溶血が確認された。

溶血により生じるオキシヘモグロビンは自動酸化により活性酸素を

生成し到)そのヘモグ、ロビンから生じるヘムはラジカル反応を触媒す

るO 45)またう溶I血によりむき出しとなったヘモグロビンは脂質ヒドロ

ベルオキシドや過酸化水素と接触すると鉄を放出し 51)この放出され

た鉄は脂質過酸化とヒドロキシラジカノレの形成を助長する O 兄)これら

の報告からフ著しい溶J(I1.は連鎖的に過酷な隊素ストレスを引き起こす

と考えられる。

ブリ!日二JJ肢のPCOOH合量は茂症原因菌接種により切らかに地力11した
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(Table 1-8)。ラジカル連鎖反応による脂質ヒドロベルオキシドの生成

は活性酸素種による脂質からの水素引き抜き反応および二重結会への

付加反応により生成されることからう 21)今回の肝臓PCOOH量の増加

はヲ肝臓における酸素ストレスの増加を裏付けている。また，1i11援に

おいても肝臓と同様に，マロンジアルデ、ヒド合量の増加と α-トコフエ

ロール合量の減少が認められたことから，肝臓だけでなく ，血疑にお

いても酸素ストレスが増加していると考えられる。これらの結果はう

原因菌感染により発症するブリの黄痘においても，ブリへのフェニル

ヒドラジン投与と同様に，酸素ストレスの増加があることを示してい

る。今回の試験において，原因菌接種9日後のブリは， 3個体すべてが

高ビリルビン血症であったにも関わらず，血液中に原因菌を確認する

ことができなかった。しかしこれらの個体においても著しい血液ヘ

モグロビン量の低下が認められていることからういずれも溶血による

酸素ストレスの増加があったと考えられる。

本章第 1節において，ブリにおける酸素ストレスの噌加は，肝臓ヘ

ムオキシゲナーゼを誘導しビリルビン合成を促進させ黄症を発症さ

せると述ベた。また本節においてヲ実験的細菌感染により黄症を発症

するブリにおいても酸素ストレスの増加が認められた。これらのこと

からヲブリの細菌性溶血性黄症はp 原因菌の引き起こした溶lUlにより

増加した酸素ストレスがビリルビン合成の律速酵素であるヘムオキシ

ゲナーゼを誘導しビリルピンの過剰産成により発症すると考えられ

る。
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第 3節 原因菌接種によるブリ肝臓トリグリセリド

ヒドロペルオキシド量の増加

これまで著者は，ブリ肝臓における酸素ストレスの増加はビリルビ

ン合成の律速酵素であるヘムオキシゲナーゼ (EC1.14.99.3.)を誘導す

ること(本章第 1節)および黄症原因菌の感染により黄痘を発症する

ブリでは肝臓フオスファチジルコリンヒドロベルオキシド(PCOOH)

量が顕著に増加すること(本章第2節)を明らかにした。これらの結

果から，ブリの細菌性溶血性黄症は，原因菌の引き起こした溶血によ

り増加した酸素ストレスがビリルビン合成の律速酵素であるヘムオキ

シゲナーゼを誘導しビリノレビンの過剰産成により発症すると考察し

た。(本章第2節)

そこで本節においてヲ細菌感染によるブリの黄症発症と酸素ストレ

スとの係わりをより明らかにするためヲ厳しい酸素ストレスを受けた

肝臓ではフォスファチジルコリンだけでなくう トリグリセリドも酸化

を受けると考え，ブリに黄痘原因菌を接種し肝臓トリグリセリドヒ

ドロベルオキシド(TGOOH)合量を調べた。

実験方法

供試魚

供試111としてう 1fij而小剖生賛 (2x 2 x 2111) にて市販のエクストルー

夕、、一飼料を給与し飼育した平均体重1.4kgのブリを刑いた。
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黄痘原因菌培養法

原因菌接種試験には，本章第 2節で用いたものと同じ菌株を使用し

た。菌培養はIidaand Sorimachi4E)の方法に準じて行った。

黄症原因菌接種試験

本章第2節と同様に，対照区にはL-15培養液のみをう接種区には

1x 1 07 cell/尾となるように調整した培養液をブリ腹腔内に接種した後ヲ

供試魚を陸上の1.5トンF貯水槽に収容した。それらのブリを試験開

始時に3尾， 3日および6日後に対照区および接種区からそれぞれ3尾，

9日後に対照区から3尾および接種区から7尾を取り上げた。

血液ヘモグロビン測定法

本章第 1節と同様に， Kawatsuのシアンメトヘモグロビン法にて測

定し，mg/meで示したom

ビリルビン測定法

本章第 1節と同様にラ Izumiet al. 31)の抗原抗体反応を利用した

ELISA (酵素抗体)法により測定した。値はμMで示した。

肝臓トリグリセリドヒドロベルオキシド(TCiOOH)およびフオスフア

チジルコリンヒドロベルオキシド(PCOOH)測定法

肝臓中のTGOOHおよびPCOOH合量を本章第2節と同様にヲ HPLC

法を用いて測定した。すなわち，カラムとして， Shim-pack CLC-SIL 

(M) 250 x 4.6 nlffi (島津製作所(株)製)を用い，移動相としてア

セトニトリル:メタノール:水 (5.5:3.0: 1.5， v/v)ヲ化学発光試薬とし

て1μg/meルミノールおよび 10μg/meチトクロムCを合む20nホ4ほう般

緩衝液(1%メタノール合有， pH10.5)をそれぞれ川いた化学発光HPLC
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法により測定した。分析値はう nmol活性酸素(AO)/gとして示した。

統計処理

分析は固体別におこないう得られた値を平均値±標準偏差で示し，

Duncan33)のマノレチプノレレンジテスト(新多重範聞検定法)により統計

処理した。

結果

血液ヘモグロビン合量ヲ 比肝重イ直?比牌臓重イ直および血疑ビリル

ビン合量の変動

血液ヘモグロビン合量， 比肝重値，比牌臓重値および血疑ビリルビ

ン合量をTable1-9に示した。菌接種区の血液ヘモグロビン合量は6日

後において，対照区の値と比ベヲ有意に低かった。比肝重値は接種3

日ヲ 6日および9日後に，比牌臓重値は，接種6日および9日後に，それ

ぞれ対照区の値より有意に高かった。対照区の血疑ビリルビン合量は

試験期間を通し検出限界(0.05μM)以下であったが，菌接種区ではいず

れの取り上げ日においても対照区の合量より高く，特に接種9日後の

血策ビリルビン合量は対照区の値より有意に高かった。

肝臓のTGOOHおよびPCOOH合量の変動

肝臓のTGOOHおよび、PCOOH合量をTable1-10に示した。菌接種l三

の肝臓TGOOH合量は接租6日をピークに増加し 6日および9日後にお

いてう対照区の値と比ベ3 有意に高かった。
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Table 1・9. Hemoglobin contents in the blood， hepatosomatic and spleensomatic indices， and bilirubin contcnts in the plasma 

of yello¥vtail injected with jaundicc-causing bacteria 

Days Group Number Hemoglobin Hepatosomatic Spleensomatic Bilirubin 

of sample (mgjme) index index (μM) 

O Control 3 144:t24.5a 0.97:t0.16油 0.15:t0.05
a n. d a*l 

3 Control 3 112*2 0.88:t0.04
a 

0.18:t0.06
a n.d.a 

Injected 3 111:t20.2ac 1. 19:t0.09bd 0.27:t0.02a 0.82:t0.12a 

6 Control 3 117:t18.3ac 0.79:t0.03a 0.18:t0.07a n.d.a 

Injected 3 52.0:t19.0b 1.70:t0.27c 1.53:t0.41 b 14.2:t13.4a 

9 Control 3 101:t46.3
ab 

0.81:t0.06
a 0.16:t0.05

a n.d.a 

In iected 7 77.3:t31.2bc 1.35:t0.17b 0.64:t0.23c 59.8:t42.3b
勺

*1 n.d.; not detected (less than 0.05μM). 

勺 Numberof sample is one. 

*3 Number of sample is three. 

Values are mean :t standard deviation for number of sample. Values ¥vith the same supcrscripts are not significantly 

different (Pく0.05)



Table 1・10. Liver triglyceride and phosphatidylcholine hydroperoxide levels of ycllo¥vtail injectcd ¥vith 

jaundice-causing bacteria 

Days Group Number of Triglyceride hydroperoxide Phosphatidylcholine hydroperoxide 

sample (nmol AO/g) (nmol AO/g) 

O Control 3 1. 261: 1. 18a 0.281:0. 12ad 

3 Control 3 2.991:0.23a 1.061:0.28be 

よ
υ
斗

ふ

I吋ected 3 2.781: 1.08a 0.701:0.03ae 

6 Control 3 2.131: 1.2S 0.391:0. 12ad 

Injected 3 8.951:2.58b 2.761:0.06C 

9 Control 3 2.051:0.32a 0.041:0.02d 

Injected 7 6.351: 1.07b 1.50:t0.65b 

Values are mean :t standard deviation for number of sample. Values ¥vith the same supcrscripts are 

not significantly different (Pく0.05)



さらに，肝臓PCOOH合量も本章第 2節の結果と同様にう原因菌J妾

種により増加しその植は接種6日および9日後に対照区の値より有意

に高かった。

考察

今回の試験においても本章第 2節と同様に，ブリに黄症原因菌を接

種すると黄痘が発症した。すでに，著者は本章第2節において，ブリ

に原因菌を接種すると，反町らの報告2)と同様に黄症が発症すること

を認めている。したがって，本節における黄症の発症も原因細菌の感

染によるものと考えられる。本章第2節で述ベた通机脂質ヒドロベ

ルオキシドはう活性酸素種による脂質からの水素引き抜き反応および

二重結合の付加反応により生成される21)ことからう肝臓脂質ヒドロベ

ルオキシド合量の増加はヲ肝臓における活性酸素種の増加を直接示し

ている。したがってう今回菌接種により黄痘を発症したブリ肝臓にお

いPCOOH合量だけでなくTGOOH合量も対照区より有意に高かったこ

とからう原因菌の感染により黄症を発症するブリ体内では酸素ストレ

スが増加することが再確認された。
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第2章

酸素ストレス抑制飼育管理方法による

ブリの細菌性溶血性黄症の予防
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第 1節 高α-トコフエロール飼料給与による黄症

抑制効果

これまでの結果からヲブリの黄症は，原因菌が引き起こす溶血によ

る活性酸素の増加によりうビリルビン合成の律速酵素であるヘムオキ

シゲナーゼが誘導されうその結果，ビリルビンが多量に産成されるた

め発症すると考えられた。したがって，ブリの黄症発症を防ぐには原

因菌による溶血を抑えるか，あるいは溶血により発生する活性酸素を

消去すれば良いと考えられる。 αートコフエロールは脂溶性の抗酸化

剤として極めて有用である。日)したがってα-トコフエロール合量の

高い飼料を与えることは，ブリ体内の酸素ストレスを抑え黄症を予防

する効果的な対策の一つになると考えられる。そこで本節ではヲ αー

トコフエロールによるブリの黄痘発症の予防を試みた。すなわちヲ α 

ートコフエロールを100gあたり 12(1区)または88mg (2区)添加した

エクストルーダー飼料をブリに給与後，原因菌を接種し黄症症状の程

度を調ベた。

実験方法

試!倹飼料

試験飼料組成をTable2-1Vこ示すO 試験飼料としてαートコフエロー

ルを乾ノa100g当たり 12mgおよび、88mg配合したエクストルーダー飼料

を用いう試験区をそれぞれ]区および2区とした。
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Table 2・1.Composition of the experimental diets for yellowtail 

(%) 

Ingredient Diet no. 

2 

Brown fish meal 75.5 75.5 

Vitamin mix (THーイ1) 3 3 

Mineral mixture (T-4勺 2 2 

Mineral mix ture (0-1勺 0.5 0.5 

White gluten 10 10 

Sardine oil 9 9 

α-Tocopherol 12 88 

(mg/100g diet) 

L-ascorbyl-2-phosphate-Mg 30 30 

(mg/100g diet) 

放1;contained 675，000 1U vitamin A， 60，000 IU vitamin D3， 4.0g DL-α-tocopherol 

acetate， 2.56716g menadione sodium hydrogen sulfite，0.8g thiaminenitrate， 1.467g 

ribof1avin， 0.8g pyridoxine hydrochloride， 2.38g nicotinamide， 2.38051g 

pantothenic acid， 4.667g ca1ucium sa1ts，194.7g choline chloride，0.8g folic acid， 

0.01067g cyanocobalamine， 0.04667g D-biotin， 56.34g inositol，31.3g L-ascorbic 

acidラ476.27gcellulose per kg of vitamin mixture. 

*2;contained 206g KH2P04， 141g Ca(CH3CHOHCOO)2・5H20，83g iron 

proteinate， 309g C~H2PO 4' 261 g cel1ulose per kg of rnineral mixture. 

勺;contained12.5g MgSO 4' 0.1 g CoC12ヲ4gCuS04，19.97g ZnSO中O.3gKI03， 900g 

dextrin， 63.13g cellulose per kg of mineral rnixture. 
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供試魚

供試魚にはヲ予備飼料として丸紅飼料(株)製のエクストルーダー

飼料(12rngα-トコフエロールラ 30rngL-アスコルビル-2-フォスフェイ

トMg(APM) /100 g飼料)を2週間給与した平均体重104gのブリを用

いた。

飼育試験

飼育試験は予備飼育した供試魚を宮崎県水産試験場の海面小割生

け筆 (2X2X2m) に1区当たり 150尾収容し， 46日間飼育した。給餌

は1日2回おこない， 日間給餌率は体重の4~5 '%の範囲とした。飼育試

験期間中の水温は25.2~27.20Cであった。飼育試験終了後，無作為に1

区につき20尾を取り上げ，その内10尾は肝臓および血祭のTBARS値，

α-トコフエロールヲアスコルビン酸量およびグルタチオンベルオキ

シターゼ活性の分析に供し，残りの10尾を黄痘原因菌接種試験に用

いた。なおう飼育試験終了時のTBARS値， αートコフエロールヲアス

コルビン酸量および、グルタチオンベルオキシターゼ活性の分析に

は供試魚10尾を 1プーノレとし試料とした。

黄痘原因菌培養法

原因菌接種試験に使用した菌は前章第2節と同じ菌株を用いう菌

培養はIidaand Sorimachi48)の方法に準じておこなった。

115症原因菌接種試験

飼育試験終了後，供試魚を1.5トンFRP水槽に収容し黄症原因菌

感染試験を行った。 l区および2区のそれぞれに対照区および接種区を

設定しp イ共試魚を5尾づっ用いた。対照区にはL-15培養液のみをう接
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種区には1x107cell/尾となるように調整した培養液を腹腔内に接種し

た。妓種7日後に生残魚を取り上げ，心臓より採血し得られた血液

および血撲を固体別の分析に供した。なお原因菌接種試験期間中は判決

給餌であった。

ヘマトクリット値測定法

ヘマトクリット値測定用毛細管に血液を浸透させ片側をパテで閉じ

た後， 11，000回転， 5分間遠心分離し尺度計で%値を読みとった。

血液ヘモグロビン測定法

前章第 1節と同様に， Kawatsuのシアンメトヘモグロビン法にて測

定し，mg/meで示した。 27)

赤血球数測定法

赤血球計算盤を用いう常法にて計測した。

血柴アスパテイトアミノトランスフエラーゼ(GOT)およびアラ

ニンアミノトランスフエラーゼ(GPT)活性測定法

ピルビン酸酸化酵素を用いて生成する過酸化水素を定量する原

理を利用し， Iatron Laboratorie s製のトランスアミナーゼ測定用

キットを用いて測定した。値はうそれぞれKarmen単位で示した。

2-チオバルビツール酸反応物質(TBARS)値測定法

血疑中のTBARS値は，前章第 1節と同様にう島11崎の比色法で測定

しヲ nmolマロンアルデヒド(MA)/meで示した。 28)肝臓のTBARS値は p

Yanlauchiらの水蒸気蒸留法で測定し 29)フμgMDA/gで示した。蒸

留中における試料の脂質過酸化を防ぐためp 組織重量に対し0.3

%のBHTを加え p よく混合した後フ蒸昭処理をした O
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αートコフエロール測定法

血疑および肝臓中のα-トコフエロールはう前章第 1節と同様に，

Yamauchi et al. 29)のHPLC法によって測定した。肝臓および血疑中の値

は，それぞれμg/gおよびμg/meで示した。

アスコルビン酸定量法

血疑および肝臓中のアスコルビン酸の定量は，前章第 1節と同様に，

Ito et al.のHPLC同時定量法を用いた。 30)肝臓および血疑中の値は，そ

れぞれμg/gおよびμg/meで示した。

グルタチオンベルオキシターゼ(GSH-Px)活性測定法

GSH-Px活性の測定は glutathione red uctaseとNADPHを共存

させ，そのcummenhydroxideとt-butylhydroperoxideに対する基

質としての反応性の差を用いる分別測定法により行った。到)また，

1分間に lnmolの基質を変換させる酵素量を lUとして，肝臓にお

ける活性はU/mgproteinで示した O

ビリノレビン測定法

前章第 1節と同様に， IzurnI et al.の抗原抗体反応を利用したELISA

(酵素抗体)法により測定し μMで示した。 31)

統計処理

分析値はヲ各区の供試魚を個体別に分析し，平均値±標準偏差で示

し Duncan33)のマルチプルレンジテスト(新多重範囲検定法)により

統計処理した。
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結果

飼育試験結果

46日問の飼育試験結果をTable2 

間差は無くふラ飼料α-トコフエロ一ル合量による成長ヘの影響はみら

れなかつた。

飼育試験終了時におけるヘマトクリット値ヲj但紫GOTおよび

GPT活性

飼育試験終了時におけるヘマトクリット値，血疑GOTおよびGPT

活性をTable2-3に示す。ヘマトクリ ット値は 1区が49.5:t6.6ヲ2区が

50.0:tO.8となり，いずれの試験区も正常であった。 血祭GOTおよび

GPT活性は，いずれも2区の値が1区の値より低く，特にGOT活

性は有意に低かった。

飼育試験終了時における血紫および肝臓α-トコフエロール且ヲ

TBARS値， GSH-Px活'性およびアスコルビン酸毘

飼育試験終了時における血疑および肝臓α-トコフエロール旦F

TBARS値， GSH-Px活性およびアスコルビン酸量をTable2-4に示す。

血柴および肝臓α-トコフエロール量は，飼料α-トコフエロール

里を反映しいずれも2区の合量が1区の合量より高かった。 r(l1.柴

および肝臓アスコルビン酸は飼料による差は無かった。血.1支およ

び肝臓TBARS値はういずれも2区の値が1区の値より低く， αート

コフエロールによる脂質過酸化の抑制が示された。2区の肝臓

GSH-Px活性は1区より低かった。
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Table 2・2.Results of the feeding experiment 

Diet no. Number A verage body weight(g) Growth rate 

of sample Intia1 Final (%) 

150 105.3 380.0 260.9 

2 150 103.7 376.1 262.7 
ヨk

g gainJ g feed (dry weight basis). 

Feeding efficency * 

101.3 

96.9 



Table 2-3. Effects of dietary α-tocopherollevels on he:matocrit values， and 

asparate aminotransferase (GOT) and alanine aminotransferase (GPT) activities 

in the plasma of yellowtail 

Diet no. 

Hematocri t (0/0) 

GOT (Karmen unit) 

GPT (Karmen unit) 

/
O

戸、J
弓

3

f
a
B
日

1
一
証
+
一
土

4

一
3

3

m

W

2

丘

4

5

2

 

2 

50.0:t0.8 

13.8:t1.9家

12.9:t1.8 

Mean :t standard deviation(n=4) . 

* Significantly different from diet 1 at Pく0.05.
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Table 2・4.Effects of dietaryα-tocopherollevels 011 2-thiobarubituric acid reactive 

substance(TBARS) values，α-tocopherol and ascorbic acid contents and 

glutathione peroxidase (GSH-Px) activities in the liver and plasma of yellowtail 

PlaSI11a 

TBARS value(nmolMA/ml) 

α-Tocopherol (μg/ml) 

Ascorbic acidCug/ml) 

Liver 

TBARS value(μgMA/g) 

α，-Tocopherol (μg/g) 

Ascorbic acid(μg/g) 

GSH-Px(U/mg protein) 

9.02 

39.4 

0.3 

0.23 

265 

10.1 

71.1 

Diet no. 

2 

6.99 

88.8 

0.2 

0.14 

2078 

9.5 

65.4 

The plasmas and livers of 4 specimens were pooled and analyzed， respectively. 
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Sakai et a1.は， TBARS値が低くう α-トコフエロール合量が高い

ブリ肝臓においてう GSH-Px活性が抑制されることを認めている 0

55)したがって 2区の肝臓GSH-Px活性の抑制はヲ 1区と比ベ2区の

肝臓脂質過酸化レベルが低下したためと考えられる。

黄症菌感染魚血液中の黄痘原因菌数

黄症感染試験ブリ血液中の原因菌数をTable2-5に示した。対照区に

おいては，試験期間を通して原因菌は全く認められなかった。接種区

ではうすべての供試魚から黄症原因菌が認められ，原因菌の感染が確

認された。

黄症原因菌感染試験による生残率

黄症原因菌感染試験による生残率をFig.2-1に示す。感染試験期

間の7日間で1区は全く死亡しなかった。これに対し 2区では菌

接種4日後に1尾 5日後にはさらに 1尾死亡した。

黄症菌感染魚の比肝重値，比ij~!臓重値ヲヘマトクリット値，血液

ヘモグロビン量，赤血球数p 血疑ビリルビン， TBARSイ也 α-トコフエ

ロールおよびアスコルビン酸里

黄痘菌感染試験魚の比肝重値，比牌臓重イ直ヲヘマトクリットイ也

JJ1l液ヘモグ、ロビン量，赤血球数フ血柴ビリルビン， TBARSイ也 α-ト

コフエロールおよびアスコルビン酸量をTable2-6に示す。いずれの1><

も115症原因菌の接種により p 比肝重値および比牌臓重値が有意に増加

しヘマトクリットイ也血液ヘモグロビン合量および赤血球数は有意

に低下した。また， jfll授のTBARS値およびビリルビン合量も増加し

た。しかも?ブリの黄症の症状は 1区と比ベ2区の方が進行していた。
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Dict no. 

Fish no. Number of jaundice-causing bacteria in the blood 

1 2 3 4 5 

Table 2・5.Number of the bacteria in the blood of yellowtail injccted ，vith jaundice-causing bacteria 
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Fig.2・1. Survival rate of yellowtail fed high α-tocopherol diet 
and followed by injection of jaundice-causing bacteria 
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Table 2・6.Hepatosomatic and spleensomatic indeces， hematological characteristics in the blood and TBARS valucs， bilirubin， 

α-tocopherol and ascorbic acid contents in the plasma of yellowtail fed high α-tocopherol diet and follo¥ved by injcction of 

jaundice-causing bacteria 

Dict 1 Diet 2 

Control Infectcd Control Infcctcd 

Sample 5 5 5 3 

Hepatosomatic index 0.73:t0.05a l.64:tO.ll b 0.83:t0.03a 1.66:t0.17b 

Spleensomatic index 0.08:t0.01a 0.88:t0.13b 0.10:t0.oe 0.71:t0.21 b 

Ht (%) 53.5:t4.~ 17.6:t 7.62b 51.2:t 7.4a 14.3:t6.89b 

Hb (mg/ml) 118:tl0a 50.6:t21 b 132:t 10a 36.7:t16b 

Red blood celL (104/mm3) 510:t133a 168:t 78b 432:t64a 119:t50b 

TBARS value (nmolMA/ml) 3.98:t0.68a 11.9:t0.82b 3. 60:t0.54 a 12.5:t3.84b 

Biliiubin (μtvf) n. dgia 1.05:tO.lSb n. d ・!a 2.31:t 1.2uc 

α-Tocophcl叶 (μg/ml) 22.9:t 1. 06a 9.46:t0.99b 52.0:t2.81 c 20.0:t0.43a 

Ascorbic acid (;Ag/ml) n.d. *2 n.d.怠2 n.d. *2 n.d.勺

Valucs arc mcans :t standard deviation. Values with superscripts in onc line are significantly diffcrcnt at Pく0.05.

"'1 n.d.; not detected. (less than 0.05μM) 

さ2n.d.; not detected. (less than 0.02μg/ml)) 



血疑-α-トコフエロール合量は菌接種により2試験区のいずれも有意に

減少したがうその減少量は1区と比ベ2区の方が多かった。血柴アスコ

ノレビン酸はすべての区で検出されなかった。

考察

本節においては，魚体内にα-トコフエロールを高濃度に蓄積する

ためのα-トコフエロール強化飼料給与がう黄痘発症を抑制するか否

かを明らかにするため， α-トコフエロール合量の異なる飼料でブリ

を飼育した後?供試魚に黄痘原因菌を接種した。その結果，飼育成績

には飼料αートコフエローノレ合量による差異は認められなかった。し

かし高α-トコフエロール飼料を給与されたブリ (2区)は，対照魚

と比較し血疑および肝臓の脂質過酸化が抑制され(Table2ーのう GOTお

よびGPT活性は低かった(Table2-3)。これらの結果からう 1区と比ベ2

区の魚は給与されたαートコフエロールの抗酸化作用により脂質過酸

化が抑制されヲ肝機能が向上したと考えられる。すなわち， 1区と比

ベ2区の魚は酸素ストレスに対する抵抗性が高いと考えられた。しか

しこれら魚にう黄痘原因菌を接種した結果?接種7日後の死亡率は

2区の方が1区に比ベ高かった。さらに， J血.疑ビリルビン合量も2区の

値が1区より高く，比JJ干重値および、比牌臓重値の増加，ヘマトクリツ

トイ也血液ヘモグロビン合量および赤血球数の減少ヲさらに血媛

TBARS値の増加も2区がl区に比ベ進行した。すなわち， 2区のブリ

がより重篤な黄症を発症した。
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生体内のα-トコフエロールは抗酸化作用を果たすと自らは酸化さ

れα-トコフエロキシラジカルとなる。その後ヲ αートコフエロキシラ

ジカルはアスコルビン酸により再還元されα-トコフエロールに戻る O

見)これまでヲ invitroにおいてアスコルビン酸やユビキノールー10など

のco-anti oxidan tが存在しない場合ヲ αートコフエロールが抗酸化作

用とは逆に，酸化を進行させることが認められている。貝58)Brown et 

al.はう非喫煙者が1日に1，050mgという多量のα-トコフエロールを接

種した際， 560 mg接種した人に比べ血柴アスコルビン酸合量が減少し

さらに赤血球の脂質過酸化が有意に増加すると報告している。59)本試

験において， 2区の飼育試験終了時における血竣α-トコフエロール合

量は88.8μg/meであったのに対し血疑アスコノレビン酸合量は飼育試

験終了時で0.2μ g/meと非常に少なし菌接種7日後ではさらに減少し

検出限界値以下であった。この血疑アスコルビン酸合量とα-トコフエ

ロールの機能と考え併せるとう 2区のブリの体内ではαートコフエロー

ルの蓄積量に比ベラアスコルビン酸量が少なかったためアスコルビン

酸による αートコフエロキシラジカルの再還元ができずヲ αートコフエ

ロキシラジカルによる酸素ストレスの増加を引き起こし重篤な黄症

を引き起こす要因になったと考えられる。

n~ï乳類において， αートコフエロールは免疫増強作用を持ち， ω)魚

類においても連鎖球菌感染症に対し抵抗性をi高めることが報告されて

いる0 6l)しかし本試験のブリの黄症においてはα-トコフエロール

の免疫増強作用は認められなかった。
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第 2節 高アスコルビン酸飼料給与による黄症の軽減

著者はこれまで，ブリの細菌性溶血性黄症の発症要因はう原因震

が引き起こす溶血による酸素ストレスの増加であると示唆した(第

1章) 0 そこで，本章第 1節においてう高α-トコフエロール飼料の

給与によりブリ体内の酸素ストレスを抑える飼育管理による黄症発

症の予防を試みた。その結果，高α-トコフエロール飼料を給与した

ブリの方が重篤な黄症を発症し αートコフエロールによる黄症の予

防効果を認めることができなかった。この結果を考慮すると，大量

の活性酸素発生により発症するブリの黄症の予防にはα-トコフエロー

ルの給与だけでなく，アスコルビン酸の給与も重要であると思われ

る。

アスコルビン酸はヲ酸化したα-トコフエロールを再還元するだけ

でなく，単独でも水層においてスーパーオキシド，ヒドロキシルラ

ジカルおよび一重項酸素などの生体内の活性酸素種を不活化する作

用を持っている O 62臼 )Nikiet al.は，アスコルビン酸が水溶性のラジカ

ル発生斉U2，2'-azobisdihydrochloride (AAPH)の発生するベルオキシラジ

カルを捕捉し AAPHが誘起するウサギ赤血球の溶血を抑制すると報

告している。併)これらのことよりヲブリ体内においてもアスコルビン

酸は?菌感染により発生する活性酸素によって引き起こされる溶JfJl

を抑えう黄症の症状を軽減するのではないかと考えられる。このよ

うな観点から著者はう APMを20mgj100g 配合されたエクストルー

ダー (EP)飼料に外制で43mgj100gのアスコルビン酸を補足した飼
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料で2ヶ月間ブリを飼育し原因菌を接種したがうこのアスコルビ

ン酸補足量では黄症の症状を軽減することができなかった。そこで

厳しい酸素ストレスをうけるブリの黄症を抑えるにはう大量のアス

コルビン酸を要するのではないかと考えう本j節では飼料100g当たり

外割で2000mgのアスコルビン酸を補足した飼料で飼育したブリ に黄

症原因菌を接種し黄症症状の軽減効果について検討した。

実験方法

試験飼料

試験飼料をTable2-7に示した。試験飼料にはp 魚粉をタンパク源と

しアスコルビン酸カルシウム塩を94mg/100g配合したシングルモイ

スト飼料 (1区)を対照としこの飼料に外割でしアスコルビン酸を

100 g当たり2000mg添加した高アスコルビン酸飼料 (2区)を用いた。

供試魚および飼育方法

供試魚には，海面小割生け賛 (2x 2 x 2m)において， 市販のエク

ストルーダー飼料により飼育した平均体重460gのブリを用いた。こ

の供試魚を陸上1.5トンFRP水槽に各区13尾ずつ収容し対照飼料に

て7日間予備飼育した後ヲ 1日1回それぞれ各飼料を魚体重の3%量給

与し 5日間飼育した。試験終了後ヲ供試魚13尾うち1区では4尾ヲ 2

区では3尾をうそれぞれ取り上げ分析用試料とした。なおラ飼育試験

中の平均水瓶および平均溶存酸素量はうそれぞれ20.1~21.0 oCおよび

7.11 ~7.19me/ eであった。
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Table 2・7. Composition of the experimental diets for yellowtail (%) 

Ingredient Diet ~~o. 

2 

Brown fish meal 65 65 

Active wheat gluten 10 10 

White dextrin 6.5 6.5 

Vitamin mixture (TH-4本1) 3 3 

Mineral mixture (T-4勺 2 2 

Mineral mixture (0-1勺 0.5 0.5 

C恥1C 2 2 

Cellulose 2 2 

Sardine oil 9 9 

L-Ascorbic acid O 2 

Water 50 50 

本1;contained 675，000 IU vitamin A， 60，000 IU vit:amin D3， 4.0g DL-α-toco-

pherol acetate， 2.56716g menadione sodium hydrogen sulfite，0.8g thiamine 

nitrate， 1.467g riboflavin， 0.8g pyridoxine hydrochloride， 2.38g nicotinamide， 

2.38051g pantothenic acid， 4.667g calucium salts，194.7g choline chloride， 

0.8g folic acid， 0.01067g cyanocobalamine， 0.04667g D-biotin， 56.34g 

inositol， 31.3g L-ascorbic acid， 476.27g cellulose per kg of vitamin mixture. 

移行 contained 206g KH2P04， 141g Ca(CH3CHOHC:00)2 ・5H20， 83g iron 

proteinate， 309g Ca2H2PO 4' 261 g cellulose per kg of mineral mixture. 

*3; contained 12.5g MgS0
4
， O.lg CoCI2， 4g CuS04， 19.97g ZnS04， 

0.3g KI0
3ラ
900gdextrin， 63.13g cellulose per kg of mineral mixture. 
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黄症原因菌よ音養法

原因菌接種試験にはヲ前章第2節と同じ菌株を使用した。菌崎養

はう前章第2節と同様に， Iida and Sorimachi-t8)の方法に準じておこなっ

た。

黄症原因菌接種試験

アスコルビン酸添加飼料を5日間給与後 1区では9尾および2区で

は10尾のブリに8.4x107cel1/尾となるように調整した原因菌を合むL-15

培養液を腹腔内に接種し， 9日後にすべての供試魚を取り 上げた。な

お，原因菌接種試験期間は無給餌とした。

αートコフエロール測定法

飼料，肝臓および血築中のα-トコフエロールは，前章第 1節と同

様に， Yamauchi et al. 29)のHPLC法によって測定した。飼料，肝臓およ

び血築中の値は，それぞれ月/g dry weight，μg/gおよび、μg/meで示し

た。

アスコルビン酸及びデヒドロアスコルビン酸測定法

飼料，肝臓および血疑中のアスコルビン酸およびデヒドロアスコ

ルビン酸の定量はう前章第 1節と同様に，Itoetal.のAsAとDAsAの

HPLC同時定量法を用いた030)飼料ヲ肝臓および血築中の値は，それ

ぞ、れμg/g dry weightフ μg/gおよび、μg/meで示した。

血液中黄症原因菌の検出

接種9日後に，対照区および接種区共に3尾ずつ血液塗末標本を作

製し，ギムザ染色をしたのち顕微鏡観察をおこないう黄症原因菌を

検出した。赤血球500個当たりの原因菌数が0以上で10以下を+，全く
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検出されないとーとして示した。

血液ヘモグロビン測定法

前章第 1節と同様にう Kawatsuのシアンメトヘモグロビン法にて測

定し，mg/meで示した。 27)

ビリルビン測定法

前章第 1節と同様に， Izumi et al. 31)の抗原抗体反応を利用した

ELISA (酵素抗体)法により測定し値をμMで示した。

統計処理

分析値は，各区の供試魚を個体別に分析し平均値±標準偏差で

示し， Dunωn33)のマルチプノレレンジテスト(新多重範囲検定法)に

より統計処理した。

結果

試験飼料中のアスコルビン酸およびデヒドロアスコルビン酸合平

試験飼料中のアスコノレビン駿およびデヒドロアスコルビン酸合毘

をTable2-8に示した。飼料1にはアスコルビン酸カルシウム;院を94mg/

100 g飼料，飼料2には飼料1のアスコルビン酸カルシウム塩に加え

2000mg/100 g飼料の濃度でアスコルビン酸を添加したがラ飼料調製後

のアスコルビン酸合量はp デヒドロアスコルビン酸的を加えても飼料

1では21.8mg/l00g飼料ぅ飼料2では1018mg/l00g飼料であった。

血液中の茂症原因菌数

1茂立j症I宣Z版囚菌接種ブリ引J(11.液l仁中-1や[::1のi菌i岩5数をTaめble2 
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Table 2・8. Cotents of ascorbic acid and dehydroascorbic acid in the 

experimental diets (mg/100 g dry weight diet) 

Diet no. 

Ascorbic acid 

Dehydroascorbic acid 

Total ascorbic acid 

1.2 

21 

22 

2
一
6

2

8

7

4

1

 

7

2

0

 

噌

E
i

66 



Table 2・9. Number of the bactcria in the blood of ycllo¥vtail injectcd ¥vith jaundice-causing bacteria 

N umber of jaundice-causing bacteria in the blood 

Diet no. Group ¥ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

1 Initial ‘l 

Injected +*2 + + + 

。¥j¥ 2 Initial 

Injected + + 
*1 一， 110t detectd. 

2 +， number of bacteria/500 red blood cellsく10.



1区および2区のいずれもう黄症原因菌接種前において原因菌は全く

認められなかった。菌接種後ではヲ 1区で9尾のうち4尾ヲ 2区では10

尾のうち2尾からそれぞれ原因菌が認められた。

血液ヘモグロビン合量，比肝重値および比牌臓重値

血液ヘモグロビン合量ヲ比肝重値および比Jj則蔵重イl立をTable2-10に

示した。菌接種後の血液ヘモグロビン合量はヲいずれの試験区にお

いても菌接種前の値に比べ有意に低くう黄症原因菌による溶血が認

められた。また，菌接種後の1区と2区との血液ヘモグロビン合量を

比較すると， 2区の方が有意に高く，アスコルビン酸給与により溶血

が抑制された。 1区の比肝重値は，前章第 2，3節および本章第 1節

における原因菌接種試験と同様に，接種前と比べ有意に増加した。

一方， 2区の比肝重値はう菌接種前では1区の値と比ベ異常に高かっ

たが，菌接種後では1区の値と比ベ有意に低下した。比牌臓重値は1

区および2区共に菌接種により有意に増加したが， 2区の方がその増

加は少なかった。

血疑ビリルビン合平

血疑ビリルビン合量をTable2-11に示した。試験開始時における血

疑ビリルビン合量は，いずれの区も検出限界以下(0.05μM)であった。

これに対し，原因菌接種後では1区および2区のいずれもう死亡はみ

られなかったがう血奴ビリルビン合量は増加しすべてのブリに黄

症が発症した。しかし j但援ビリルビン合量に有意な区間差はなかっ

たが 1区の増加は有意であったのに対し 2区の増加は有意ではな

かった。
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Table 2・10. Hemoglobin contents in the blood， and hepatosomatic and spleensomatic indices of yello"vtail fed high ascorbic acid 

diet and fo11o¥¥ 

Diet 1 Diet2 

Groups 1ni tial( 4)*1 1n jected(9)-1 1nitial(9)*1 1njected(10)*1 

Hemoglobin( g Idf) 21.1:t 1.50a 6.80:t 1.52b 20.8:t0.43a 9.21:t 1.79c 

Hepatosomatic index 1. 18:t0.06ac 1.43:t0.ll b 1.57:t0.08a 1. 19:t0.22c 

Spleensomatic index 0.11:t0.03a 0.55:t0.20b 0.07:t0.0 1 a 0.40:t0.14c 

玄

1Number in parenthcsis are number of samples for analysis. 

Values are nlcan:t standard deviation for numbcr of sample. Values ¥vith the same superscripts arc not significantly 

different (Pく0.05).



Table 2・11.Bilirubin levels in the plasma of yellowtail fed high ascorbic acid diet and follo¥ved by 

injection of jaundice-causing bacteria 

Bilirubin (μM) 

Diet no. lni tial 

司
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円 n.d.;not detected (less than 0.05μM). 

勺 Numberin parenthesis arc number of samples for analysis. 
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すなわち，飼料100g当たり外割で2000mgのアスコルビン酸を添加し

た飼料を5日間給与することにより p 細菌性溶血性黄症の症状を軽減

できた。

肝臓および血柴アスコルビン酸およびαートコフエロール合旦

肝臓と血疑のアスコルビン酸およびα-トコフエローノレ合量を

Table 2-12に示した。原因菌接種前の肝臓アスコルビン酸合量はう飼

料のアスコルビン酸合量を反映し 2区の合量が1区の合量に比ベ有

意に高かった。菌接種後の肝臓アスコルビン酸合量は1区および2区

共に減少し特に2区は有意に減少した。肝臓デヒドロアスコノレビン

酸合量は1区および2区のいずれも，菌接種により増加する傾向を示

した。肝臓α-トコフエロール合量は菌接種によりいずれの試験区も

減少したが，特に1区の値は有意に減少した。菌接種前の血策アスコ

ルビン酸およびデヒドロアスコルビン酸合量は， 2区の合量が1区よ

り高く，飼料のアスコルビン酸合量を反映していた。菌接種後の血

紫アスコルビン酸ヲデヒドロアスコルビン酸およびα-トコフエロー

ル合量は1区および2区のいずれもヲ菌接種前の値に比ベ減少し特

に2区のそれらの値は有意に減少した。
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Table 2・12.Ascorbic acid， dehydroascorbic acid and α-tocopherollcvels in the liver and plasma of ycllo¥vtail fcd high ascorbic 

acid diet and follo¥ved by injcction of jaundice-causing bactcria 

Diet 1 Diet 2 

Groups 1nitial(4)*1 1n jected(3)" 1 1ni tial勺 1njectcd*2 

Liver 

Ascorbic acid(μgfg) 45.8:tl0.9 a 27.8:t6.58 a 622:t63.1 b 97.4:tl0.7 a 

Dehydroascorbic acid(μg/g) 71.3:t37.5 a 107:t6.30 ab 97.8:t9.18 ab 127:t23.5 b 

α-Tocopherol(μgfg) 572:t249 a 154:t50.6 b 487:t96.4 ac 221:t40.1 bc 

Plasma 

Ascorbic acid(μg/me) 0.28:t0.18 a 0:t0 a 407:t54.6 b 4.42:t0.89 a 

Dehydroascorbic acid(μg/me) 5.98:t3.80 ac 0:t0 a 58.9:tl0.3 b 16.8:t1.53 c 

α.-Tocopherol(μg/me) 26.0:t4.45 ac 14.2:t3.96 bc 33.4:t 7.69 a 12.0:t1.99 b 

"'1 Number in parenthesis are number of samples for analysis. 

*3 Numbcr of samples uscd for analysis was 3. The liver and plasma ¥vere pooled from 3-4fish， respcctivcly， and thrce 

samples ¥vcre analyzed. 

Values are mean:t standard deviation for number of sample. Values with the same superscripts are not significantly 

diff erent (pく0.05).



考察

飼料100g当たり外割で2000mgのアスコルビン般を添加した飼料を

5日間ブリに与えることによりう典型的な細菌性溶血性黄症の症状で

ある血液ヘモグロビン合量の減少，比肝重値および比牌臓重値の増

加を明らかに抑えることが出来た。加えてう JUl疑-ビリルビン合置の

増加も，抑制される傾向を示した。これらの結果は，ブリへのアス

コルビン酸の大量給与が，細菌性感染により発症する黄症の症状を

軽減できることを示しているO

アスコルビン酸がう水溶液中の活性酸素を迅速に消去することは

よく知られている。 63“)Mayet al.は，細胞質中のアスコルビン酸は細

胞膜に存在する α-トコフエロールを還元し細胞膜の損傷を効率的

に防ぐ作用を持っと報告している。 67)さらにMayet al.はアスコルビン

酸のαートコフエロール再生作用が，血球膜のαートコフエロール減少

と脂質過酸化を抑制すると報告している。倍)したがってヲ今回アスコ

ルビン酸給与によりブリの黄症症状が軽減されたことはうアスコル

ビン酸単独の抗酸化作用に加えて，アスコルビン酸のα-トコフエロー

ノレ再生作用が相乗的に作用し原因菌が引き起こす溶血による酸素

ストレスの増加を強く抑制したためと考えられる。

今回の試験において，養殖業者自らが調整可能なシング、ルモイス

ト飼料を用いう 5日間の給与により?な症症状の軽減認、められたことか

らp 高アスコノレビン般飼料を短JUJ間給与し酸素ストレスを抑制す

る飼育管四方法はフブリ養殖場において先111菌性溶JIll性茂症をl怪減す
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る緊急対策として有効であると考えられる。
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総括

体色の黄化と高ビリノレビン血症を症状とする養殖ブリの黄症につ

いて，反町らはフ黄症を発症したブリから細菌を分離しその原氏

細菌を健康魚に接種するとう黄痘が発症したことから，ブリの黄灯

は細菌性溶血性黄症であると報告した014)しかし，原因菌の感染に

よる溶血がどのようにビリルビン生成に係わっているかについて触

れられていない。一方ヲ Sakaiet al.は，その発症魚組織中のα-トコフエ

ロールおよびアスコルビン酸合量が低くう 2-チオノミルビツール酸反応

物質(TBARS)が異常に高いことからp 黄症発症は生体内脂質過酸化

の進行が関与すると報告した05)さらにう Sakaiet al.は発症魚のj但築

中にビリルビンの酸化生成物(SubstanceX)が存在することを認めぅ発

症魚が過酷な酸素ストレスを受けていると報告した。 6)しかしこの研

究においても 5，6)生体内脂質過酸化の進行および酸素ストレスがど

のように黄症の発症に関与するかを明らかにしておらずう発症機構

の解明に至っていなし、。そこで本研究においてう著者は酸素ストレ

スが黄症を引き起こす要因となるのか，また原因菌により溶血を引

き起こしたブリ体内に酸素ストレスの増加が生じているかについて

検討しヲブリの細菌性溶血性黄症の発症機構を明らかにした。さら

にうこれら結果に基づき?抗酸化剤添加飼料を給与し酸素ストレ

スを抑制する飼育管理方法によりブリの黄症を予防できることにつ

いて検討した。

先ずうブリのflE症発症と般素ストレスとの関係をより明確にする
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にはう原因菌が感染していない条件下で，体内の酸素ストレスの増

加が黄症の発症を引き起こすことを明らかにすることが重要と考え

た。そこで，ブリにラジカル発生剤であるフェニルヒドラジンを投

与した結果，ブリ血疑のTBARS値の増加とう αートコフエロールおよ

びアスコルビン酸の減少を生じた(Table1-4)。すなわち，フェニルヒ

ドラジン投与によりブリ体内の酸素ストレスが高まった。さらに，

フェニルヒドラジン投与はブリ肝臓のヘムオキシゲナーゼ、mRNAを

増加し高ビリルビン血症を起こした(Fig.1-2，3)。

H甫乳類において酸素ストレスが増加すると，ビリルビン合成の律

速酵素であるヘムオキシゲナーゼ(EC1.14.99.3.)が誘導される。 17，23-25) 

これらの報告と同様に，今回のフェニルヒドラジン投与によるブリ

体内の酸素ストレスの増加はヘムオキシゲナーゼの誘導に関与した。

すなわち，酸素ストレスの増加はビリルビンの合成を促進しブリ

の黄症が発症する上で重要な因子であると示唆された。 Yamaguchiet 

al.はヲエンドトキシンの接種により酸素ストレスが高まったODS-

odlodラットにおいて，ビリルビンがアスコルビン酸と相互的な抗酸

化剤として作用し自らはbilirubinoxidative llletabolites (BOM)に変化

すると報告している。 17)魚類においてもう Sakaiet al.は黄症を発症し

たブリ血媛中にビリルビンの酸化生成物(Substance X)が存在すること

を報告している O 6)これらの報告と今回の結果と考え併せるとう魚類

においても酸素ストレスの泊加がヘムオキシゲナーゼを誘導し低

分子抗酸化物質のビリルビンを能動的に合成していると考えられる。

次いでう市111菌感染により発症するブリの黄症と酸素ストレスとの
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関係を明らかにするため，黄症原因菌をブリに腹腔内接種し，感染

魚肝臓のトリグリセリドヒドロベルオキシドとフオスファチジルコ

リンヒドロベルオキシド合量を調ベた。その結果，反町らの報告2)と

同様に，著しい溶血を伴い黄症を発症したブリの肝臓トリグリセリ

ドヒドロベルオキシドとフオスファチジノレコリンヒドロベルオキシ

ド合量は有意に増加した。生体内の脂質ヒドロベルオキシドは活性

酸素種による脂質からの水素引き抜き反応および二重結合への付加

反応により生成される。 21)すなわち，黄症発症魚の肝臓トリグリセリ

ドヒドロベルオキシドおよびフォスフアチジルコリンヒドロベルオ

キシド量の増加は，肝臓内での活性酸素の増加を示している。その

増加の要因としては原因菌による溶血の関与が考えられる。浅田ら

はヲ溶血により生じるオキシヘモグロビンは自動酸化により活性酸

素を生成すると述べている。 51)また， Stocker et al.はヘモグ、ロビンか

ら生じるヘムはラジカル反応の触媒作用をすると報告している。 45)さ

らにう溶血によりむき出しとなったヘモグロビンは脂質ヒドロベル

オキシドや過酸化水素と接触すると鉄を放出し 52)放出された鉄は脂

質過酸化とヒドロキシラジカルの形成を助長するomすなわち，著し

い溶血は連鎖的に活性酸素を生成し，過酷な酸素ストレスを引き起

こす。

下村は 14)黄症を発症した養殖ブリについてヲその血疑ビリルビン

と肝臓および牌臓の病理組織について調ベた。その結果ぅ高ビリル

ビンBn症には抱合型を主とするタイプと非抱合型を主とするタイプ

の二つのタイプがあることうおよび前者では肝臓の壊死は少なし
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後者では肝臓の壊死が進行していることを示した。さらに下村は，

黄症ブリ胆管において塞栓物質を認めなかったことからヲ胆汁のうつ

滞により黄症が発症する可能性を否定している。 Sakaiet al.は黄症ブ

リ血媛においてタウリン合量が正常魚より有意に少ないと報告して

いる 06)この結果は，ブリのビリノレビン抱合体の大部分がタウロビリ

ルビンであることを考えると 10)黄症発症とタウリンとの問に重要な

関係があると推察される。

本試験の結果より，ブリの細菌性溶血性黄症はう原因菌の引き起

こした溶血により増加した酸素ストレスがビリルビン合成の律速酵

素であるヘムオキシゲナーゼを誘導しビリルビンの過剰産成によ

り発症すると考えられる。その際，地加した酸素ストレスは脂質ヒ

ドロベルオキシドを生成し連鎖的な脂質過酸化の進行を引き起こ

し αートコフエロールおよびアスコルビン酸等の抗酸化物質合量を

低下させ， Sakai et al.5)が報告している養殖ブリの黄痘症状が生じる。

さらにう酸素ストレスが発生した際ヲ体内の抗酸化物質合量が多い

ことなどにより，酸素ストレスに対する抵抗性が高い場合には，活

性酸素による肝臓への障害が抑えられるため，生成されたビリルビ

ンは肝臓において抱合され，抱合ビリルビンが多いタイプの黄症と

なる。対してう逆に酸素ストレスに対する抵抗性が低い場合には，

活性酸素による肝臓への障害が起こりヲビリルビンの抱合が抑制さ

れヲ非抱合ビリノレビンが多いタイプの?を症が発症すると考えられる。

上記の通払細菌性溶Ifll性黄症には隙素ストレスが重要な役割を

果たすことからう黄症を防ぐためには原因菌の感染11寺に地力11する活
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性酸素を消去すればよいと考えた。そこで，抗酸化剤を添加した飼

料を給与し，酸素ストレスを抑制する飼育管理方法によってブリの

黄痘を予防できることについて検討した。先ず， α-トコフエロール

補足飼料を給与したブリによる黄症の発症の予防を試みた。すなわ

ちぅ α-トコフエロールを100gあたり 12(1区)または88mg(2区)添

加したエクストルーダー飼料を46日間ブリに給与後，原因菌を接種

し黄痘症状の程度を調ベた。その結果，飼育成績には飼料α-トコフエ

ロール合量による差異は認められなかった。 しかし高α-トコフエ

ロール飼料を給与したブリ (2区)はう 1区の対照魚と比較し血疑お

よび肝臓の脂質過酸化が抑制され(Table2-4)ヲGOTおよびGPT活性は

低かった(Table2-3)。これらの結果， 1区と比ベ2区の魚はα-トコフエ

ロールの抗酸化作用により脂質過酸化が抑制されラ酸素ストレスに

対する抵抗性が高いと考えられる。しかしこれら魚に黄痘原因菌

を接種した結果，接種7日後の死亡率は， 2区の方が1区に比ベ高かっ

た。さらにう血柴ビリルビン合量も2区の値が1区より高く，比肝重

値および比牌臓重値の増加，ヘマトクリット値，血液ヘモグロビン

合量および赤血球数の減少，さらに血疑TBAF~S値の増加も2区が1 区

に比ベ進行した。すなわちヲ 2区のブリがより重篤な黄症を発症した。

生体内のαートコフエロールは抗酸化作用を果たすと自らは酸化さ

れαートコフエロキシラジカルとなる。その後ヲ α-トコフエロキシラ

ジカルはアスコノレビン般により再還元されα-トコフエロールに戻る。

58)本試験においてフ 2区の飼育試験終了11寺におけるJ111疑α-トコフエロー

ル合量は88.8μg/ばであったのに対し i血柴アスコルビン隊合量は飼
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育試験終了時で0.2μg/meと非常に少なし菌接種7日後ではさらに

減少し検出限界値以下であった。この結果と α-トコフエロールの機

能とを考え併せるとう αートコフエロールの蓄積量に比ベヲアスコル

ビン酸量の少なかった2区のブリの体内ではアスコルビン酸による α

-トコフエロキシラジカノレの再還元ができずF その結果ヲ 蓄積したαー

トコフエロキシラジカルが酸素ストレスの増加となり， 重篤な黄症

を引き起こす要因になったと考えられる。この結果から，ブリの黄

症の予防にはαートコフエロール給与だけでなくヲアスコルビン酸の

給与も重要であると考えられた。

そこで次に，アスコルビン酸の活性酸素消去剤および抗酸化剤と

しての役割に着目し， 100g当たり2000mgのア・スコルビン酸を外割で

補足した飼料で5日間飼育したブリに茂症原因菌を接種し，黄症症状

の軽減効果について検討した。原因菌の接種によりフ対照区および

高アスコルビン酸給与区のすべてのブリが黄痘を発症したがう高ア

スコルビン酸飼料を5日間ブリに給与することによりう典型的な細菌

性溶血性黄症の症状である血液ヘモグロビン合量の減少，比肝重値

および比牌臓重値の増加を明らかに抑えた。加えてう血疑ビリルビ

ン合量の増加もう抑制される傾向を示した。すなわち，高アスコル

ビン酸飼料の短期間給与により，原因菌感染により発症するブリ黄

症の症状を軽減できた。

アスコルビン酸が?水;液存液中の活性酸素を迅速に消去することは

よく失知知日]られているO6臼3，“的)Ma勾yetal.6

布制納制111川11川刊|リ川)日胞!泡包膜にイ存子在する α-トコフエロ一ルを還元しし3 系刑納制11川川11川川|リ川)日胞]泡包制l脱英の損{傷努を効率
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的に防ぐ作用を持っと報告している。さらにMayet al.俗)はアスコルビ

ン酸のα-トコフエロール再生作用が，血球膜のα-トコフエロール減

少と脂質過酸化を抑制すると報告している。 したがってう飼料100g 

当たり外割で2000mgのアスコルビン酸を補足した高アスコルビン酸

飼料給与によりブリの黄痘症状が軽減されたことは，アスコルビン

酸の単独の抗酸化作用に加えてうアスコルビン酸のα-トコフエロー

ル再生作用が相乗的に作用し原因菌が引き起こす溶血による酸素

ストレスの増加を強く抑制したためと考えられる。すなわち，高ア

スコルビン酸飼料を短期間給与し酸素ストレスを抑制する飼育管

理方法は養殖ブリの黄痘の症状を軽減する緊急対策として有効であ

ると考えられる。
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解と種々の御配慮を賜りました。さらに，水産庁養殖研究所病理部

ウイルス研究室長 rll烏員洋同士には格別の御理解ラ和IJ配慮並びに

街l助言を1!易りました。ここに記して，心から感謝巾し上げます。

本研究を行うにあたり p 経済的並び、に精神的な支援をしてくれた
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両親に深謝します。
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