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アノイ7)ナ～ゼに関する研究

コイの組織のビタミンBl含有量に及ぼすビタミン試験食の影響*

佐　　藤　　雅　　子

Studies on Aneurinase

E鮎ct of Vitamin Test Diet on Thiamine Concentration in Tissues of Carp

Masako
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アイノリナ-ゼについては古くから研究が行われており,アイノリナ-ゼの分布,分解機構,そ

の他一般諸性質をど多くの報告があるD-7)しかしをがらアイノ7)ナ-ゼの生理作用については不

明を点が多く疑問が残されている｡

アイノリナ-ゼを保有する生飼料の投与により動物にBl欠乏症がみられることについては,古

くはGreenら8)はキツネに生コイを与えると"Chastek paralysis"と称するBl欠乏症があらわ

れることを報告しており,最近では養魚にカタクチイワシを与えるとBl欠乏があらわれるという

報告もある9)-ll)｡一方アイノ7)チ-ゼを保有する組織にもBlは存在しており,アイノ7)ナ-ゼ不

活性後Bl定量を行うと相当量のBlが検出される12)13)｡ Bl欠乏食で魚を飼育するとマスでは比

較的短期間にBl欠乏が出現するがコイではBl欠乏を起こしにくく14)高炭水化物食,抗サイアミ

ン剤添加食ではコイでもBl欠乏があらわれる15)など,コイはBl欠乏に抵抗性があると考えられ

ている｡他方試験管内でアイノT)ナ-ゼによりピ7)ミジンの塩基置換体とチアゾ-ルからわずかを

がらBl合成が行われるという報告16)もみられる｡

本実験ではアノイリナ-ゼを保有するコイに4種類のビタミン試験食(Bl無添加食, Bl適量食

Bl過剰食)を与え12週間あるいは10カ月間飼育し,これらのビタミン試験食がアノイリナ-ゼを

保有するコイの組織のBl畳に及ぼす影響を検討したので報告する｡

実　験　方　法

(1)飼料組成

実験に使用したビタミン試験食の組成はTable1,2に示したが,これはHalverらのビタミン試

験飼料を一部変更したものである｡タラ肝油のかわりにβ-カロチン,カルシフェロールを使用し,

水は固形物IOOgに対し130g添加した｡ Bl添加は固形物IOOgにそれぞれ, Blを0,5,50,500mg

*1975年11月1日　受理
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Table 1. Composition of the Vitamin test diet.

Casein (Vitamin free)

Gelatin

Dextrin

α-Cellulose

Corn oil

Water

38 g Rib0月avin　　　　　　20 mg Sodium chrolide

1 2　　Pyridoxin HC1　　　　5　　　　Magnesium sulfate

28　　Cholm chloride　　　　500　　　　Sodium biphosphate

Nicotinic acid

Calcium pantothenate

1 30　　Inositol

Biotin

Fohc acid

Cyanocobalamin

Ascorbic acid

β-Carotine

Calciferol

Menadione

α -Tocopherol

75　　　　Potassium phosphate

50　　　　Calcium biphosphate

200　　　　　Ferric titrate

O.5　　　　Calcium lactate

l.5　　　　Aluminium chrolide

O.01　　Zinc sulfate

1 00 Cuprous chloride

2.4　　　Manganous sulfate

O. 1 2　　　Potassium iodide

Cobaltous chloride
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Table 2. Thiamine concentration in the test diets.

Diet Thiamine added (mg% )　　　　Thiamine concentration
on dry basis in the diet (mg%)

I De瓜cient

II Adequate

Ill Excess

IV Excess

0

5

50

500

0.001

2.03

19.3

194

添加しⅠ群Bl欠乏食, Ⅱ群Bl適量食, Ⅲ群, Ⅳ群はBl過剰食とした｡このようにして調整し

た飼料中のBl含量はTable2に示す通りである｡

給飼畳は魚の体重の約8%に相当する量を1日2回,午前10時と午後4時に投飼した｡給飼した

ものは完全に摂取するようにし,残漆がみられる時は給飼量を調整した｡

(2)実験動物

実験魚は生後5-6カ月の椎コイを求め,ネグホン,メチレンブルーで処理後, Bi5mg添加の

飼料で約2週間予備飼育した｡ 100Z容量のポリビニール製タンク(43×64×　　　に体重約10gの

椎コイを20匹宛入れ,循環炉過式,水温23-Cで飼育した｡水は3日毎必要に応じて毎日交換した.

(3)組織のBl定量

飼育4週毎にMS-222で麻酔し,体重,体長を測定後,組織のBl量測定を行った｡組織の浸出

は硫酸浸出法13), Bi定量はチオクロム法18)で行った｡飼料転換効率は飼育期間中の体重増重量に

対する投飼量を百分比で表わしたものである｡

実　験　結　果

(1)淡水魚の組織のBl含有量

淡水魚の組織のBl量をTable3に示した｡分析には養魚場の淡水魚を2例から小さいものは10



佐　　藤　　雅　　子　　　　　　〔研究紀要　第27巻〕　11

例使用した｡生活環境の相異が考えられか覆り個体差があるが,コィ,フナいずれも組織のBl量

は肝勝臓より筋肉で高く,卵巣にも多いが腎臓,鯉,脳では低くなる｡眼球のBl量は組織の中で

はもっとも高く筋肉の約10倍程度であった｡

成熟の異なるものの組織のBl量を検討したが, 10-20gの1年魚, 100-200gの2-3年魚,

500-600gの3-4年魚の間に大きを相異は認められ夜かったので,本実験には,体重10g前後の

1年魚の椎コイを用いた｡飼育中の組織のBl量の測定は肝勝臓,筋肉,眼球の3組織について行

った｡

Table 3, Thiamine concentration in the various tissues.

Fish Body Kidney Gills Hepato-　　Brain Testes Ovaries Muscle Eyes

weight pancreas

g

500-600　　0.032

200-300　　0.022

Carp　　　200-300　　0.010

100′-200

10-20

0
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mg/100 g wet tissues

O.041

0.022　　　0.020

0.035

0.021

500-600　　0.035

Crucian　　200 - 300　　0.05 1
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(2)成長曲線

飼育中の平均体重の変化はTable 4, Figure lに示した｡

飼育期間が長く覆ると個体差が大きく覆るが,4群中Bl無添加のⅠ群, Bi5mg添加のII群, B1

500mg添加のⅣ群は比較的類似した成長曲線を示したが, Bi50mg添加のⅢ群はもっとも良好な

成長曲線を示し, Bi50mg添加の椎ゴイの成長に効果があったものと思われる｡体長の変化も同

じようを結果であった｡

Table 4. Body weight of the carp.

Feeding

period

week)

II III IV

B,-5　　　　　　　Bj-50　　　　　　Bj-500

O
　
^
　
C
O
 
C
M

=

　

リ

10.96土0.84

22.63士1.69

48.97土4.65

78.91土8.61

g

10.20土0.53　　　10.83士1.19　　　10.74土0.96

21.86士1.42　　　　23.09土2.24　　　　23.05土2.15

44.99土3.07　　　　54.80土6.77　　　　42.86土4.31

74.21土4.00　　　　97.50土9.77　　　　77.43土2.69
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Fig. 1. Body weight curves of the carp

飼料転換効率は8週までは良好であったが,その後やや低下した｡ 4群中Bx50mg添加のⅢ群

の飼料転換効率がもっとも高かった｡ (Table 5)

発死はⅡ群, Ⅲ群で1匹づつみられたが,体重測定直後の舞死であり,恐ら･く事故死であったと

思われる｡その後いずれの群にも舞死がみられ夜かった｡

飼育期間中Bl無添加食群もBl添加食群も大体同じようを挙動を示し,体重測定後,数日間食

欲不振がみられたが,その後は回復し元気に活動した｡ Bl無添加のⅠ群は8-12週に飼料転換効

率はやや低下したが,食欲は他の群よりむしろ旺盛であり,皮膚のうっ血などのBl欠乏症も認め

られず,兜死もみられ夜かった｡

Table 5, Feed conversion and mortality of the carp.

Feeding

period II III IV

(week)　　　Bi-0 Bt-5　　　　Bi-50　　　B i-500

Feed conversion (%)

0 ′- 4　　　　　　40　　　　　　40
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(3)組織のBl含有量

飼育はじめの椎ゴイの組織のBl量をTable6に示した｡これはコイを入手後, 2週間Bi5mg

添加食で2週間予備飼育したもののBl量である｡分析には12例のコイを使用した｡

飼育4週後の椎ゴイの組織のBl量をTable7,Figure2に示した｡ Bl量の異なる4種類の試験

食の飼育により,コイの組織のBl量に明らかを変動がみられた｡



佐　　藤　　雅　　子 〔研究紀要　第27巻〕　13

Table 6.　Thiamine concentration in the tissues at start.

Hepatopancreas Muscle

Total Bj Free Bi Total B,　　Free B<

mg/100 g wet tissues

Total Bx Free Bi

0.105　　　　　0.001　　　　　　　0. 195　　　　　0.006　　　　　　　2.247　　　　　2.241

Table 7. Thiamine concentration in the tissues a托er 4 weeks.

Thiamine Hepatopancreas Muscle

added Total Br Free Bx Total Bj Free B,

mg%

I Bi-0

II Br-5

Ill -Br-50

IV B.-500
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0.013

0.112

1.050

mg/100 g wet tissues

Total Bi Free Bt

0.068　　　　　0.003

0.462　　　　　0.007

0.751　　　　0.017

0.814　　　　　0.020

Bl無添加のⅠ群では肝勝臓,筋肉,眼球いずれの組織　ie

のBl畳も飼育はじめのBl量より減少しているのに対し,

Bi5mg添加のⅡ群では筋肉のBl量は飼育はじめの約2

倍, Bi50mg添加のⅢ群とBi500mg添加のⅠⅤ群では約

4倍に増加した｡ Bl過剰食のⅢ群, Ⅳ群では眼球のBl量

増加もみられたが,肝肺臓のBl量増加は顕著であり, Ⅲ

群で0.387mg^,IV群で1.713mg#であった｡ Bl増加の

顕著であった肝肺臓のBl形態を総Blに占める遊離型Bl

の比率でみると, Ⅰ群, Ⅱ群では10%以下であるが, Ⅲ群

では　96, IV群で61%であり,飼料のBl量が高いもの程,

肝勝臓のBl畳は高く,遊離型Blの比率も高かった｡飼
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Fig. 2. Thiamine concentration in the

tissues a托er 4 weeks.

育4週後,組織のBl定量は飼料投与後6-8時間に行ったが,この時間には,腸の末端部は飼料

と同じ黄色を帯びており,投与した飼料の一部は吸収されていをいものと思われた｡

そこでBlの体内移行をみるために,Bi5mg添加の飼料で約1カ月間飼育したコイ(体重約35g)

10匹を2群にわけ, 1群にそれぞれBi500mg添加の飼料45gを5回に分割して両群同じ方法で

3日間投与し,飼料投与後4時間, 24時間の肝僻臓,筋肉,眼球のBl量を測定した｡その結果は

Table8に示したが,飼料投与後4時間の肝肺臓のBl量は2.217mg^であり,遊離型Blの比率

は52%であった｡一方24時間後の肝停臓のBl量は0.197mgであり,これは4時間後のBl量の約

1/10であり, Bl形態は遊離型8%であった｡ 24時間後の肝肺臓のBl量は4時間値に比較してきわ

めて低かったが,この傾向はマウス19)をどでも報告されている｡ 4時間後の遊離塑Blの比率が高

かったが,これは飼料のBl量が商いことも参って遊離型Blは活性化されずに肝勝臓にとどまっ
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ていたものと思われる｡ 24時間後の肝僻臓のBl量が4時間借の約1/10でありきわめて低かった現

象とは対照的に24時間後の筋肉,眼球のBl量は4時間値よりも高く,これらのことから,腸から

吸収され肝輝臓-運ばれたBlは肝僻臓にとどまるが,肝肺臓のBl保留量はコイでは比較的少なく,

過剰のBlは肝勝臓よりむしろそれ以外の組織,たとえば筋肉,眼球をどに貯えられるものと思わ

れる｡以後組織のBl定量は飼料投与約24時間後に行った｡

Table 8. Distribution in the tissues after administration of thiamine.

Hepatopancreas

Time after

Muscle

administration Total Bt Free Bt Total Bx Free Bj

hour mg/100 g wet tissues

Total Bi Free Bt

2.217　　　　1.155　　　　　　0.543　　　　　0.018　　　　　　2.524　　　　　2.520

24　　　　　　0.197　　　　0.016　　　　　　0.772　　　　0.013　　　　　　2.808　　　　2.808

飼育8週, 12週の組織のBl量をTable9,10,Figure3,4に示したが, Bl無添加のⅠ群では4

週に続いて8週12週の組織のBl量は更に減少し8週の肝勝臓,眼球のBl量は飼育はじめの約1/2,

12週には約1/5に減少,筋肉は8週目に1/10以下に減少した｡ Bi5mg添加のⅡ群では肝肺臓,筋

肉,眼球いずれもわずかをがら増加を続け,飼育はじめと比較すると12週の眼球,肝肺臓のBl量

の増加はわずかであるが,筋肉のBl量は4倍に増加した｡ Bl過剰食のⅢ群, Ⅳ群でも,組織の

Bl量は増加したが, 8週目の　　　添加のⅢ群と, B!500mg添加のⅣ群の組織のBl量は大体同

Table 9. Thiamine concentration in the tissues a托er 8 weeks.

Thiamine Hepatopancreas Muscle

added Total Bt Free Bj Total Bt Free Bj

mg %　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg/100 g wet tissues

Total Bx Free Bt

I B1-0

II Bx-5

Ill Bj-50

IV Bj-500
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Table 10. Thiamine concentration in the tissues a托er 12 weeks.

Thiamine Hepatopancreas Muscle

added Total Bt Free Bt Total Bx Free B,

mg %　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg/100 g wet tissues
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Fig. 3. Thiamine concentration in the tissues Fig. 4. Thiamme concentration in the tissues

a托er 8 weeks.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　托er 12 weeks.

じであり,飼育はじめと比較すると,肝勝臓は約2.5倍,筋肉は約5倍,眼球は約2倍の増加であ

った｡ 12週目はⅢ群, Ⅳ群いずれも組織のBl量の増加はみられず, 8週目のBl量と大体同じで

あり,この時期にはBl多量投与の効果は認めら

れなかった.

12週間後, Ⅲ群, Ⅳ群のBl過剰食飼育の組織

のBl量は増加に変動がみられなく怒ったが, Bl

無添加のⅠ群, Bi5mg添加のⅡ群はその後も組

織のBl量の減少あるいは増加が考えられたので

引続き継続飼育した｡飼育10カ月後の組織のBl

量をTablellに示したが, Bl無添加のⅠ群の

Bl量は更に減少し眼球のBl量は0.02mg5^であ

りこれは飼育はじめの眼球のBl量の1%であっ

た｡肝僻臓,筋肉のBl量は12週後と大体同じで

(
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Feeding period (months)
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△-△ Bx-0 Hepatopancreas o-o B,-0 MuscleローロBj-0 Eye

▲-▲ Bx-5 Hepatopancreas #-# Bx-5 Muscle蝣一蝣B^S Eye

Fig. 5. Thiamine concentration in the tissues.

あった　Bi5mg添加のⅡ群のBl量は12週より

もやや増加したが,増加量は比較的小さくBi5mg添加食ではこれ以上組織のBl量は増加し夜い

ものと考えられる(Figue5)

Table ll. Thiamine concentration in the tissues a氏er 10 months.

Thiamine Hepatopancreas Muscle Eye

added Total Bt Free Bt Total Bx Free Bx Total Bt Free Bj

mg %　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mg/100 g wet tissues

I Bi-0　　　　0.024　　　　0.001　　　　0.009　　　　0.001　　　　0.026　　　　0.022

II Bi-5　　　　　0.161　　　0.003　　　　　0.823　　　　0.005　　　　　3.024　　　　3.020



アノイリナ-ゼに関する研究

考　　　　　察

青江らは14>Halverのビタミン試験飼料のBl無添加食でコイを飼育したが16週間Bl欠乏がみ

られ夜かったこと,またアサリ食(アサリのBl分解後,加熱処理しアノイリナ-ゼを分解したも

の)のBl無添加食でマス,コイを飼育した結果,マスは4週目にBl欠乏を起こし8週には舞死

率80%であったが,コイは8週間Bl欠乏の出現はなく正常に成長したことを報告している｡本実

験では青江らのHalver食とカゼイン,デキストリンの組成は異なるがその他はほとんど同じ飼料

組成の試験食を用い,同様にBl無添加食でコイを10カ月間飼育したが,食欲は他の3群よりむし

ろ旺盛であり,皮膚のうっ血をどBl欠乏症は認められず,発死も夜く　Bl添加食群と同じようを

挙動を示した｡ Bl無添加食群では組織のBl量は顕著に減少し飼育12週には体内Bl量はきわめて

微量であった｡組織の中では筋肉のBl減少がもっとも大きく,眼球のBlも減少するが,肝僻臓

の減少率は小さかった｡青江らは15)コイはBl欠乏症を起こしにくいが高炭水化物食では7週目に

食欲不振,槌色をどのBl欠乏症が出現し, Bl欠乏は抗サイアミン剤添加により早められること,

また各種ビタミンの最低必要豊中　Bi,Bo,ナイアミンの3種のビタミンは最低必要量の数倍添加す

るとコイの成長は良好であることなどを報告しており20)これらの報告からもBlはコイに必須の

ビタミンであると考えられる｡本実験ではコイは10カ月間, Bl無添加食に耐え,舞死も夜く　Bl欠

乏症もみられず元気に成長したが,これはコイがさわめて微量のBl量で体内需要を充足すること

が出来るのか,あるいは,試験管内でアノイリナ-ゼのBl生成が可能であったように,生体内で

も最低必要量のBl量は合成されているのか更に検討を加えたい｡

Bl添加量についてHalverはビタミン試験飼料としてBi5mg添加であり,この添加量でもコイ

は充分成長し組織のBl量も増加するが, 12週間の飼育結果からB!50mg添加のⅢ群は,体重増加

量,飼料転換効率は4種類の試験食群の中でもっとも高く,組織のBl量もBi500mg添加のⅣ群

と大体同じであり, Bi50mg添加食はコイにとってより望しい飼料であると思われる｡ Bi500mg

添加は短期間の飼育には添加効果が認められるが,長期飼育では余り添加効果は期待出来覆い｡

コイはアノイリナ-ゼを保有しているが,飼料のBl添加量を増加し,長期間飼育すると組織の

Bl量は明らかに増加し相当量のBlが体内に保留したものと思われる｡この現象はネズミでみら

れた結果21)と同じようを結果であり,一般にBl多量投与では,腸からの吸収量,体内保留量に限

界があることを考えると,コイの体内でアノイリナ-ゼによるBl分解が行われるとは考えられそ

うにない｡

結
5Aサ

白岡

4種類のビタミン試験食, BiO,50,500mg添加のHalver試験食でコイを12週間,または10カ

月間飼育し組織のBl量を測定し次のようを結果を得た｡

(1) Bx無添加食群ではコイの体内Bl量は顕著に減少を続け, 10カ月飼育後の肝僻臓,筋肉,眼



佐　　藤　　雅　　子　　　　　　〔研究紀要　第27巻〕　17

球のBl量は0.01-0.03mg^であり,この量は眼球では飼育はじめの眼球のBl量の1%に

すぎをかった｡筋肉のBlは比較的飼育はじめに減少し,眼球のBlは徐々に減少するが,肝

勝臓の減少率は低かった｡

Bl無添加食群のコイは10カ月間,他の3種のBl添加食群と同じようを挙動を示し,食欲

はむしろ旺盛であり, Bl欠乏も兜死もみられず,正常に成長した｡

(2) Bi添加食ではBi50mg添加食群のコイは体重増加量,飼料転換効率,いずれも4群中,ち

っとも高く,組織のBl量はBi500mg添加食群と大体同じであり, Bl添加効果が認められ

た｡ Bi50mg添加食群の12週飼育後の組織のBl量は飼育はじめと比較して肝肺臓は約2.5倍,

筋肉は約5倍,眼球は約2倍に増加した｡

本研究にあたり,御指導賜った鹿児島大学医学部　大保不二夫教授に深く感謝致します0
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