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近年,養 殖技術の急速な発展 とともに,ヒ ラメや

マダイを中心とした多くの海 産種苗が大量生産さ

れるようになった。しか し,日 本 人が最も嗜 好す る

クロマグロ7乃 乙1111川5諮γ刀1π150刀ゆ刀孟ヨ、始 の完

全養殖 は 困難 を極 め,近 畿 大学 水産研 究所 が

2002年,よ うやく世界に先駆 けて成し遂げた事は

記憶 に新 しい。D現 在,ク ロマグロ養殖は,食 資

源 としての需 要の増 大と天然資源 枯渇の危機 か

ら世界的 に注 目を浴 び,大 量生産への期待 は高

まるばか りである。しかし,そ の量産 化には様 々な

問題 が存 在 し,特 に種苗 生産 過程 に起 こる衝 突

死の発 生防止 がクロマグロ量産 にお ける最大 の

難関とされている。

衝 突死 は,従 来,陸 上水槽 で頻繁に発生し,稚

魚 の99%以 上がへい死する重大な問題であった。

しかし,30mを 超える大型イケスの使川が,衝 突

死によるへ い死を50～90%程 度 にまで引き ドげる

ことに成功 した。2)現在 では陸 一ヒ水槽 で稚魚を保

持す ることを避 け,で きるだけ早くに海 上イケスへ

沖出しするため,こ の問題 は解決され たかのよう

に思われた。しかし,沖 出し直後のわずか数 口間

で,全 体の40～70%に 達す る大量死の発生するこ

とが,新 たな問題 として浮 上した。現在,ク ロマグ

ロの量産 化を阻む極 めて重要な課題として,そ の

解決が切 望されている。

この問題 の背景 には,飼 育環境の変化 に対す

るクロマグロ特有の反応が関与す ると考えられ る。

特 に網 生黄養殖では,環 境 変化 に対して魚 が逃

避できないため,様 々なストレス作用 因}乙が負荷

されることになるが,こ れ までのところ,ク ロマグロ

・クロマグロの衝突死とその発生防止法 一1

のストレス反応に関する研究は全く見当たらない。

クロマグロは他魚種に比べて酸素消費量が極め

て高い3)こ とから,養殖場の低酸素化は,生 残率

等に大きな被害を及ぼす要因になるが,クロマグ

ロの低酸素耐性や適応に関する研究もほとんど

見受けられない。そこで本研究は,まず,クロマグ

ロにおけるストレス反応の特徴を明らかにするた

め,仔 稚魚および若魚を用いて,低 酸素負荷に

対するストレス反応の様相とその発育変化を検討

した。

試料および方法

実験1低 酸素 状況下のス トレス反応 クロ

マグロが低 酸素状況Fで どのような適応反応 を示

すかを明らか にするため,80日 令 の若魚 を用い

てストレス反応 の様相を調べた。低酸 素ストレスの

負荷 方法 は,魚 を1t水 槽 に収容し,窒 素ガスの

送 気 によって 溶 存 酸 素 量(DO)を6.5か ら

1.71ng/Lま で約4時 間かけて徐々に低 下させるも

のとした。実験開始時,DO3.2,2.3mg/Lお よび

死亡直前の魚を採取し,血[液1生状,1血漿コルチ ゾ

ル含量および各種組織 の化学成分を測定した。

実験II低 酸 素ス トレス負荷後の影響 クロ

マグロがストレス後に回復する能 力や その際の生

理的反応を明らかにするため,80日 令の若魚を

用いて低酸 素ストレス負 荷後の影響 を検討 した。

低 酸素ストレスの負荷 方法 は,実 験1と ほぼ同様

にDOを 約2時 間かけて6.2か ら2.2mg/Lま で

徐 々に低 トさせ るものとし,そ の後 直ぐに開始時

のDOに 戻 して魚の回復 の程度を調べた。すなわ

ち,実 験 開始時,死 亡直前,DO回 復後の0.75,
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1.5,3,6お よび12時 間 目に魚を採 取し,[血液性

状,血 漿および各種組織の化学成分を測定した。

実験 皿 発 育 に伴 うス トレス反 応の 変 化

クロマグロの ストレス反応が,ど の発 育段階から顕

著に現れるかを明らかにするため,様 々な 口令の

魚を用いて発 育に伴うストレス反応 の変 化を検 討

した。供試魚、は,1,9,18,27,36,50お よび80

日令の仔稚魚 および若魚とし,実 験1で 示 した低

酸素ストレスを負荷して,平 均致死DOを 測定した。

ストレス負荷 前後 には魚を採 取し,全 魚体のコル

チゾル,ATP,エ ネルギー 充足 率および 乳酸含

量をそれぞれ測定した。

測定項 目お よび方法 実験1お よびHで は,

採取 した 面 夜の一一一部を分取 し,赤il}1球数(RBC),

ヘマ トクリット(Ht)値お よび ヘモ グロビン(田り)濃度

を定法により測定 した,、また,RBC,11t値 お よび

IIb濃 度から平均、赤血球容積(MCV),平 均赤亘正L球

ヘモグロビン量(MCH) ,平 均赤血球ヘモグロビン

濃度(MCHC)の 平均赤lllL球指 数をそれぞれ 算 出

した。残りの血液は,遠 心分離 後に血漿を分取し,

各種 化学成 分の測 定 に供す るまで講0℃ で凍結

保 存した、,

rl丘漿 および全魚 体のコルチ ゾル含 量は,エ ー

テル抽 出した後 に,エ ンザイムイムノアッセイでそ

れぞれ測 定した、抗体 は,魚 類のコルチ ゾル と高

い 反 応 を 示 す 抗 ウ サ ギ コ ル チ ゾ ル 抗 体

(FK!＼404-E,COSmoBio製),標1識 コルチゾルは

ホー スラテ ィッシュペ ルオキシターゼ で標 識 した

コルチゾル ー3℃MO-HRP(Fl塩 へ403,C(州noBio

製)を それ ぞ れ 用 い,POD(ELISAPoD基 質

oPDキ ット,ナ カライテスク製)を 基質 として発 色

させて,450nmの 吸光度を測定 した。i丘L漿の遊

離グルコー ス含 量は,ム タロターゼ ・GoD法 を用

いて測定した。

全魚体および 各種組織の 一部は,1俄,過 塩素

酸で抽 出し,ア デニンヌクレオチドおよびクレアチ

ン リン酸 含 量をそれ ぞ れ 測 定 した。す なわ ち ,

0.2MNaH2PO4.0.025Mtetrabutyleaml/lonium

hydroxide,plI6.0,12%(v/v)methanolを 移動相と

し,C()S}vl(うSH.P/＼CKEDCC)Lし コ＼/IN(4.6×

250mm,ナ カ ライテ スク株 式 会 社)を 用 い て流 速

1.OmL/min,測 定 波 長254nmお よび210nmの 条

件 でそれ ぞ れ 測 定 した。ATP,ADP,AMP含 量 よ

りEnergyCharge(EC)二(ATP+r/2ADP)/(AMP+

ADP+κFP)を 算 出 した。また,乳 酸 含量 は 酸抽 出

した 後 に酵 素 法 で 測 定 した。

統 計 処 理 各 測 定 値 はBartlett'stestで 分

散 の 検 定 を 行 な い,有 意 差 の な い 場 合 に は

(、ρ>0.05),一 元 配 置 分 散 分 析 の 後 にDuncan

の 多 範 囲 検 定 法 で 有 意 差 を 調 べ た 。 ま た,

Bartlett,stestで 分 散 に 差 が み られ た 場 合 に

は,Kruskal-Wallistestの 後 にMann-

Whitneyびtestを 行 な い,統 計 的 有 意 差 を検

定 した,,

結果および考察

実験1低 酸素状 況下の ス トレス反応 ク

ロマグロ若魚の 平均致死DOは1 .8mg/Lと 他魚

種 に比べて顕 著に高く,低 酸素に極 めて弱いこと

が観 察され た。魚の赤 血上球数およびヘマトクリット

値は死 亡直前に有意に増加 したが,平 均赤 血球

指数に顕著な変化 はみ られなか った。また,各 種

組織 のATP含 量 に顕 著な差異はなく,エ ネルギ

ー 充足率も普通筋で死 亡直前 に減少 したものの
,

その他 の組織 に 大きな変化 はみ られなかった.

一方
,r丘L漿コルチ ゾル 含 量は 死 亡直前に顕著 に

増加 した。また,乳 酸含 量は調べた全組 織で有意

に増加 し,普 通 筋 の クレアチ ンリン酸 含 量 は,

DO3.2mg/Lよ り顕 著に減少した。これより,クロマ

グロ若魚 は,低 酸素状況 ドで赤 丘丘球 や代謝抑制

による適応反応 を十分に示 さず,コ ルチゾル分泌

と普通筋の クレアチンリン酸や 各種組織 にお ける

嫌 気的解糖の 九進 によってエネルギー 生産を行

うことが示され た。

これ までに報告されたイシダイD,マ ダイ5),テ ィ

ラピア6),ト ラフグなどは,低 酸 素が負荷され ると,

まず呼吸 数の増加やtf珪球の膨 潤 により獲得酸 素

量の増大を図る。(図1)次 にコルチゾルーストレス

反応 によってグルコー スの放 出を行うとともに ,各
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種組織の代謝を抑制してエネルギーの節約を図

る。そして最終的にクレアチンリン酸の利用や嫌

気代謝充進を行って死ぬことが報告されている。

これ に対し,クロマグロ若魚では,低 酸素状況下

で呼吸数増加,赤 血球膨潤による獲得酸素量の

増大や代謝抑制による適応反応を示さず,コルチ

ゾル分泌とクレアチンリン酸や嫌気代謝充進によ

るエネルギー生成のみを行うことが示された。呼

吸数増加,赤 血球膨潤,代 謝抑制などは,い ず

れも低酸素時に一定区域にとどまる魚に得意な

適応戦略とされ,テ ィラピア6)な どは無酸素状態

で1/10に まで標準代謝量を低下することが報告

されている。クロマグロはそのような適応戦略を行

わず,低 酸素に対して嫌気的エネルギー生成を

中心とする逃避行動的な適応様式を取ることが示

唆された。

実験H低 酸素ス トレス負荷後の影響 死

亡直前に血液性状の顕著な変化はなかったが,

平均赤血球血色素量はDO回 復のL5時 間 目に

増加した。血漿コルチゾル含量は,死 亡直前から

DO回 復L5時 問目までは高い値を維持し,その

後に低下したが,グルコース含量はDO回 復0.75

時問目より逆に増加した。ATP含 量およびエネル

ギー充足率に顕著な変化はなかったが,普 通筋

のクレアチンリン酸含量は死亡直前に激減し,DO

回復0.75時 問目には元の値に回復した。また,

死亡直前の乳酸含量は,調 べた組織で有意に増

加し,DO回 復6時 問目までに開始時の値に戻っ

た。これより,クロマグロ若魚は,DO回 復後に速

やかにクレアチンをリン酸化状態に戻し,その後

は6時 間以内に,コルチゾルや乳酸値を低下させ

ることがわかった。すなわち,クロマグロ若魚の致

死DOは1.8mg/Lと,低 酸素に極めて弱いものの,

ストレス後には早期に回復できる特徴を有するこ

とが示唆された。

実験 皿 発育 に伴 うス トレス反応の変化

低酸素を負荷した魚の平均致死DOは 艀化直後

に0.7mg/Lと 最低値を示したが,発 育に伴って顕

著に高くなり,18日 令の仔魚から稚魚への移行

期には3。8mg/L前 後の最大値を示した。平均致

死DOは その後に低下したが,50日 令の稚魚か

ら若魚への移行期に再び上昇し,その後緩やか

な低下傾向を示した。これより,クロマグロの低酸

素耐性は,発 育段階の移行期にそれぞれ低下す

ることがわかった。マダイ,ヒラメおよびトラフグで

も,仔 魚から稚魚への移行期には変態に伴って

基礎代謝が増加するため,低 酸素耐性の低下す

ることが明らかにされている。クロマグロでも仔魚

から稚魚への移行期に酸素消費量が増加する3)

ため,低 酸素耐性が低下したのであろう。

18日 令までの全魚体コルチゾル含量に大きな

変化はみられなかったが,27日 令におけるストレ

ス区のコルチゾル含量は対照区よりも顕著に増加

し,その程度は発育に伴って50日 令まで増大し

た。(図2)ま た,対 照区のATP含 量およびエネ

ルギー充足率は50日 令まで増大し,その後に低

下したが,ス トレス区では,27日 令から対照区の

それよりも著しく低下し,その程度は50日 令が最

も顕著であった。一方,両 試験区の乳酸含量は発

育に伴って増大したが,27日 令以降におけるス

トレス区の乳酸含量は,対 照区のそれよりも顕著

に増大した。すなわち,コルチゾノレ ストレス反応

と嫌気代謝充進による適応反応は,稚 魚期以降
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に顕著になることがわかった。
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図2.ク ロマグロの全 魚体コルチゾル含量 に

及 ぼす低 酸素ストレス負荷の影響 とその発

育変 化.0,対 照 区;●,ス トレス区.★ 対照

区の値 に対する有 意差 あり(ρ<0.05).

衝突死 とス トレス反応 クロマグロの衝突死

は稚魚期になってから発生することが報告されて

いる。2)また,陸 上水槽から海上イケスへの沖出

し作業は,ハ ンドリングに対応できる稚魚でないと

行えない。本研究の結果,ク ロマグロは,低 酸素

などの環境変化に対して逃避的な行動を取ること,

稚魚期には顕著なコルチゾルーストレス反応の起

こることが明らかになった。必ずしも低酸素がクロ

マグロの衝突死を引き起す原因になっている訳

ではないが,陸 上水槽や沖出し後の衝突死発生

にはストレス反応の関与する可能性が強く示唆さ

れた。
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