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北大水産業報
26(2)， 192-2伺.1975. 

シロサケ (Oncorhynchusketa)血清遊離アミノ酸の棚上前後におl承る量的変動

米 国 勤 * ・石原義雄*

On Serum Free Amino Acids of ChulI1 Sa1mon，ぜOncorhynchus

ketIJ， Changes of Amino Acid Coriten旬 ofthe Sal叫凶 S世a
before and after Fresh Water Migration for Spawning 

TsuもomuYONEDA*乱ndYoshio ISHIHARA * 

Abstract 

Concerτling the fl.uvial migrating of s乱lmon，which is knownもobe fiωting， the 
企eeamino acid level自 werecomp晶redfor two kinds of fish groups; one fish group 
W制巴町.ghtin se晶 W晶旬，rabou七島 miIeoffshore in Ocもoberand the 0もherin金制h
wa'もerbefore sp晶，wningin Deωmber. 

The author found that飴 venamino品。ids(alanine，もh回 nine，se巾 .e，iso・

leucine， valine， glycine and leucine) h晶d decre乱駒d and もwo 晶mino acids 
(品目pa凶icacid and phenylalanine) h晶dincr抽 sedin曲目 金eshw品ぬ，rgroup of 
S晶lmon. The differences in the ∞n句n旬 ofthese nine amino acids were regarded 
締 signi!ic晶凶 bymeans of the U・句stof M品nn-Whitneyt71. Par色icul乱，rlythe si伊 i-
ficanωof alanine conぬntsw鋪 remark油 le. Wiもh rega.rdもo the d倒 cribed
amino acids， 自由peci乱llyin alanine， BOme possible funcも，ionswere di8CUB駒d.

緒言

血液は動物の生理状態を観察するための極めて好適な材料であり，殊tこ尿の採集のむつeかしい魚類

においてはこれに優るものはない。そして遊離アミノ酸(FAA)は単に蛋白質の素材にとどまらず，個

々のアミノ酸が個有の化学構造に起因する生理機能を有するもので， その生体内における消長の追跡

は重要である。

アミノ酸の生理機能と云う観点から進められた研究は少なくり，高等動物においても微生物におい

ても主に代謝の面から取上げられその地図の主な系はこれを触媒する酵素量や酵素の動力学的解析と

トレーサ{の手法により描かれている2，3)0

アミノ酸の生理機能については 1951年 Florkinらにより osmoregulatoryのが指摘されたことに

始まっているようである。その後 Lewisが甲殻類神経組織のジカルポン酸が内部カリウムイオン濃

度とバランスを保っていることの， Allenらが淡水産二枚貝にはタウリンが存在しないことの， Lange 

が数種のアミノ酸特にタウリ γ濃度が環境水塩濃度と正の相関を持つことを報告した7)。そして

Lynchがカキ伐 Webb9，10)や Cookら11)がアメフラシでそれぞれ FAAプール， NPS (Ninhydrin 

positive substance)或は FAA中の特定のアミノ駿(タウリ γ，アラニン， グリシン， プロリン，

*北海道大学水産学部水産高分子化学講座(Laboratory01 Polymer OhemI8try 01 Marine Prod旬ct8，
Fωulty 01 Fi8heries， Hokkaido U協iver8句)
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米自・石原: サケ血清遊雄アミノ酸
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Fig. 1. The sa.mpling飾品色ion日 ofthe chum sa.lmon of Moheji in Hokka.ido symbolized by 
circles. 

アスパラギン酸，アルギニン)が環境水塩濃度の変化に応じてその濃度を変え，環境水温の変化にも

対応することを報告してし、る。また艇虫類12-16)については COlllsonと Hernandezがトレーサ戸に

よる代謝の研究を行い特定のアミノ酸(アラニン，セリン，グルタミン厳，グリシン)の濃度保持が

生理的意義を有することを論じている。

魚類の FAA，殊にその血清 FAAについての報告は余り多くなく， Serfatyらがコイの血液で 12

種類の FAAを定量し17，18)，CoweyとDaisleyが大西洋サケの血媛 FAAを19，20)，最近では Wuson

と Poe叫が米国産ナマズの血清 FAAを定量したものと， Mehrle2のが有機塩素系農薬がもたらす

代謝異常を血清 FAAの濃度変化で捕えようとしたものがある程度である。

本報はシロサケのライフサイクルに伴うアミノ酸および蛋白質の変化についての研究の一端として，

先に行った血清蛋白のディスク電気泳動23)と平行して行われた.ガスクロマトグラフィーによる血清

FAAの定量分析である。産卵のため母川回帰するシロサケが治婦に接近する頃にはすでに絶食状態

にあることに着目し，その血清 FAAを海水域と淡水域で捕獲したシロザケの各グループで比較し，

特定のアミノ酸が顕著な差を示すことを見いだし，生理および環境の変化に伴ってその濃度が変動す

るこれらのアミノ酸のはたす役割の考察を試みた。尚，サクラマスについては淡水池飼育と海水槽飼

育の血清FAAの比較を行ない，明確な差は認められなかったが，シロサケとの比較のために記載する。

試料および方法

民料および猷薬

シロザケ (Oncorhynchusketa)は 1968年函館近郊の茂辺地JII(図 1)に母川回帰したもののうち，
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10月に海水域で捕獲した雌雄各 4尾と 12月に淡水域で捕獲した雌雄各 4尾の合計16尾で，細動脈から

個体別に採血し振動を避け速やかに実験室に持ち帰り自然凝固を待って血清を分離した。サクラマス

(Oncorhynchus masou)は 1973年12月北大水産学部七飯養魚場から分与されたもので海水槽に移し

てから 3ヶ月経過したギンケ 3尾と淡水池で飼育した当年魚4尾の合計 7尾の維で，尾柄部を切断し

て毛細管で採血し，遠心分離を行ってからドライアイスで凍結して実験室に持ち帰った。分析を行う

迄の数日間血清試料を-20
0Cのストッカー中に凍結保存した。

標準アミノ酸は和工純薬工業KKと味の素KK製，メタノ{ル， n-ブタノール，ジクロルメタン，ク

ロロホルム，無水トリフルオロ酢酸およびトリクロル酢酸は和光純薬製のものを用いた。

血清FAAの分自量精製

シロサケについては前報叫の通りであるが，サクラマスについては更に微量化を行った。その概

略は以下の通りである。血清1∞1'1に対し 101'1の内部標準液(ゑ50μmolesノルロイシン/ml，O.1N)

塩酸)を正確に加え 0.5mlの 696トリクロル酢酸を加えて撹持後遠心分離を行い上澄を集めた。沈

澱した蛋白質は 0.6mlの 596 トリクロル酢酸で洗浄してその洗液を合せ，稀アルカリで pHを中

性とし， Dowex印 X-8(Hぺ100-2∞ mesh，中10x10mm)カラムに流下吸着させた。水洗後 N-ア

ンモニアでアミノ酸を溶出し， 50
0Cで減庄乾閤しアンモニア臭の残るときは再度蒸溜水に溶解した

うえ減圧乾固した。アミノ酸の混合物は容器の底に無色透明の膜状に得られる。

アミノ酸のガスクロマトグラフィー

試薬の蒸溜および機器の測定条件は Gehrke・らの方法25) を多少モディファイした前報2のの通り

である。アミノ酸の誘導体の調製についてはシロサケの場合は前報叫に従い，サクラマスの場合

は Roachらの方法26)に準じ操作の簡略化をはかった。すなわち. アミノ酸のうち塩基性のものは

n-プタノールに対する溶解性が低いが塩酸濃度を 3規定にあげて超音波をかけることにより溶解させ

うる。乾燥アミノ酸試料 (50-1∞7g) に 3mlの r プタノ戸ル(乾燥3N-握験を含む〉を加え超音

波を 60秒間照射し溶解したうえ 1∞。C，10分間エステル化反応を行った。反応液を 500Cで減圧乾

回してアミノ殴の n-プチルエステル混合物をえた。これにジクロルメタン 300μlと無水トリフルオ

ロ酢酸 1001'1を加え超音波を 15秒間照射し溶解，アンプル中 150
0C5分間加熱することによりトリ

フルオロアセチル化を行った。冷却後 5-101'1を分析に供した。

実験結果

血清 FAAの分析

生体成分としての FAAの抽出分離法は必ずしも厳密に確立されているわけではない。こ与では

596のトリクロル酢厳に溶け，共存する有機織，糖，ヌクレオチドおよびアミ γをイオン交換樹脂で

除去したものを FAAとしたが，この操作では低分子のペプチドの混在はまぬがれない。イオン交換

糊旨の利用には前述の外にもDowex印 X-8(附)を酸性の状態で使用するものと.前述の方法に引

きつ£きDowex1 X -8 (OH司) を用いる方法を検討したが，前者は酸性アミノ隊後者は塩基性アミ

ノ織の損失を来し精製効果は得られなかった。血清 FAAについては強酸性イオン交換樹脂 (H+)を

中性の状態で使用するだけで精製の目的はおLむね達成される。

EGSS-DEGSカラムを用いてのガスクロマトグラフイ{はアルギニン，ヒスチジン.シスチ γ等

の分析に問題を残したが24)，現在では当研究室においても OV-17(PhenylmethylsiJoxane)カラムで

ほぼ解決されることが確められている。今回サクヲマスについてもシロサケで行った 15'種類のアミノ
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酸を分析したのでこ Lでは OV-17は使用しなかった。 EGSS-DEGSカラムによるシロザケのクロ

マトグラムには未確認ピ{クがみられ， アスパラギン酸とグルタミン酸の聞に溶出されて来る 2つの

ピークとチロシンとりジンの間に溶出されて来る 1つのピ{クはシロサケの卵の FAAクロマトグラ

ム叫にみられる UI> U2および U3に相当しており，うち U3 はオノレユチンと問定きれた。

シロサケ FAA

各グル{プの FAAは各々個体別に測定しその平均値および標準偏差を図 2に示した。有意差

の検定は Mann-Whitneyの u-テスト問により，中央億および Uω 統計量を表 1に示した。

596の有意水準で2中央値の差の検定を行うと n1=均=4の場合 U1あるいは U2が 0，n1=~=8 

の場合 U1あるいは U2が 13またはそれ以下でなければならない。前者は性差の検定に後者は海水域

と淡水域の差の検定に用いた各グル{プの個体数である。検定の結果9種類のアミノ酸に有意差が認

められ，アラニン，スレオニン.セリン，イソロイシン，パリン，グリシン，ロイシンの7種類のア

ミノ酸が海水域で高濃度，アスパラギン餓， フェエルアラニンは淡水域で高濃度であることが判明し

た。なかでもアラニンは U1=0(耳1=1/2=8)で海水域のすべての個体が淡水域のどの個体よりも高い

値を示した。システイン，メチオニン，チロシンは含有量も少く有意差は認められなかった。グルタ

ミン酸は比較的高濃度， リジンは極めて高濃度であるが共に有意差は認められなかった。尚， リジγ

の位置に酸加水分解により消失する末確認物質の溶出が観察されたので， リジンの値は 6規定塩殴

110.C 24時間加水分解後の値に補正されている。性差は海水域では全くみられず.淡水域では3種類

のアミノ酸:グリシン(♀~~)，セリン(♀~~)， プロリン(♀<~)にみられ . U1あるいは U2

が0を示した。また，FAA全量の平均値は海水域で 670，1 n moles/100 1'1，淡水域で 547，8n mo1es/ 

1001'1であった。この値は15種類のアミノ酸含量の合計として与えられたものである。
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Tabel 1. The U・teatpα問問etersa'吋 themedぬ糊 ofthe serum fr自制抑制ds
of the chum sal刷協jト 抑 制 側ter側 dfromfr姉 側ter.

Median* Par品me'句r

酬明句rI fresh water U1 U2 

Alanine 85.9 33.1 。 64 
Valine 50.4 44.4 8.5 55.5 
Glycine 104.6 76.6 12 52 
lsoleucine 27.8 13.3 5 59 
Leucine 45.7 39.6 13 51 
Proline 24.8 21.3 27 37 
Thr回 nine 29.0 10.1 1 63 
Serine 57.1 26.2 3 61 
Cysぬine 7.1 6.7 31.5 32.5 
Methionine 3.0 7.7 40.5 23.5 
Phenylal品nine 17.0 21.8 51 13 
Aspartic acid 20.4 35.2 57.5 6.5 
Gulぬmicacid 58.3 57.0 27 37 

TLyysrho自oine 4.7 7.7 40.5 23.5 
139.2 153.0 37 22 

Total 675.0 553.7 

*n mol倒 /100μl鴎 rum

サクラマスの FAA

サクラマスは本実験のために用意したものではなく，養魚場から分与されたものであり海水槽 3尾

淡水池4尾の合計7尾の雄魚で， この個体数では有意差検定ができなかった。また実験条件としては.

サクラマスの場合は淡水から海水に移され、ンロサケの湖上と逆方向であること，海水に移されたもの

は3ヶ月経過していること，淡水池海水槽共に充分飼料が与えられていることがシロサケの場合との

大きな相違点となる。一応淡水池と海水槽の比較は図 3に示した。アラニγ，パリン.グリシンなど

が比較的高濃度であった。また FAA全量の平均値は血清 1001'1当り淡水池で 492.7n mole'!，海

水槽で 482.6n molesと大差なく且つシロサケに比べ低い値を示した。

考察

種々のクロマトグラフィーが改良されアミノ駿が比較的容易に且つ正確に定量されるようになって

食品蛋白質のアミノ酸組成や特に水産物についてはエキス成分と云うカテゴリーでその成果の多くが

示されたが，生体組織や体液の FAAについての報告は少ない。その理由のーっとしてこれらの FAA

が低濃度(例えばイヌの血痕中の FAA全量が 4.4-4. 8mg/lOOm128りであることが挙げられる。

殊に魚類については個体別に相当量の血清を集めることが困難であるが， ガスクロマトグラフィーに

よるアミノ酸の定量はその微量化と簡便さにおいてこれらの問題に応えたと云えよう。

浸透庄と FAAプール文は特定のアミノ酸濃度との関係についての検討が海産無脊椎動物計11)で行

われているが，このうち特に特定アミノ酸とその生物の生棲環境海水塩濃度との間に正の相関々係の

存在を示した報告は重要と考える。生体内の浸透圧保持のため溶質となる物質は選択されており. こ

の選択は物質の電子配位や化学構造などによる膜透過性の問題とも関連することが考えられる叫明。
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して無脊椎動物ではタウリ γ とアラニンが指摘されている。エポジガイでは FAA全量が季節変動し

その濃度は秋に高く春に低い11). エボシガイを10月から12月まで絶食させると FAA濃度が上昇し特

にアラー γが顕著である。

魚類の血清 FAAについての最近の報告として Mehrleら叫はニジマスを 0，6，24時間強制l的に

瀞泳きせ FAA濃度の変化を観察したものがある。種荷のアミノ酸が減少するの広反し.アラェγと

アルギニンの O→24時間での顕著な増加とグルタミン畿の 6→24時間での増加が認められている。本

実験のシロサケも実験条件として海水域淡水域共に絶食下である点エジマスの場合と変らない。サケ

血清の FAA全量はプタの 2-3倍であるとの報告があるが叫，シロサケ，・サクラマス共に高い値を

示し前述のイヌの血媛 FFA全量のおよそ 15-20倍となりこの値は Mehr1eらのニジマスの値とよ

く一致する。尚，計算された値はニジマスが 716.7n moles/1∞1'1でシロサケ，サクラマスより高い

が，これは本実験では 15種類のアミノ酸の測定から求めた値であるため真の FAA全量より低い値を

示しているからである。また，シロサケがサクラマスに比べて高い FAA全量を示すが，この差はリ

ジン含量の極端な違いから生じている。シロサケにみられる高濃度のリジンは筋肉蛋白のカタポリズ

ムにより供給されるのであろう。そして，比較的高い濃度を示すグルタミン酸，グPシン，アラ=γ.

セリシは特に生合成され易いアミノ酸であると考えられる1AL性腺の成熟はディスク電気泳動による

血清蛋白の比較白川、ら卵形成に向うリポピテJ}Yが海水域の雌に多くみられることから.淡水域は完

熱海水械は完熟に近い状態と判断された。しかし，血清 FAA含量の性差は淡水域の雌維についてだ

けみられ，その 3種類のアミノ厳，グリシン，セリン，プロリンについては性腺の熟度等に関連して

説明することはむづかしい。

シロサケの場合，海水域と淡水域との間で環境および生理的条件一一環境水塩濃度，環境水温，運

動量，窒素の排池量等に若干の差異があるものと考えられる。図2にみられる海水域と淡水域との差

はこれらの条件の違いにより.或は違いに対応して，生じる FAAの変化の総和であるが，海水域で

高く淡水域で低いアミノ酸は条件の中で最も違いの大きい環境水塩濃度と関係するのではなかろうか。
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これは魚類においても海産無脊椎動物にみられる特定アミノ酸の浸透圧調節への関与の可能性が示唆

されていると思われる。

魚類のFAA濃度と環境水混との関係を扱った報告は見当らないが， Mesterら33)がドジョウ節肉中

のトラシスアミナーゼの性質を温度適応の見地から動力学的解析を行い二つのイソ酵素の一方が“適

応酵素は適応温度においてその基質に対し最大親和性を示し"いま一つは之に従わないことを見いだ

し，この酵素は基質(アラニン)濃度によりよく調節されていることを報告している。 この酵素は動

植物，微生物に広く分布するものでシロサケにおいても環境水温に適応するための FAA濃度変化の

調節に一つの役割を演じていることが考えられる。

運動量について考えると，より多くのエネルギーを消費するであろう海水域においてアラニン，ス

レオニン，セリンの濃度が高い。これらのアミノ酸は筋肉蛋白の分解により生じる余剰のアミノ基の

キャリヤとして機能しているのではなかろうか。また必須アミノ酸の分岐鎖アミノ酸が高い濃度を示

すことについては絶食状態で、は筋肉蛋白の分解を唯一の供給源と考えなければならない。その他シス

テイ γ，メチオユン，チロシγの濃度は低く， Herbert叫が指摘したようにこれらのアミノ駿の代謝

速度が遅<，一般に組織や体液中の濃度も低いとの考えが魚類においてもあてはまるのであろうか。

フェニルアラニンについては噂乳動物血液中のこのアミノ酸だけの定量法を MehrleDeClue3のが魚

類に応用して血清 1∞rnl当り 4.9士O.5rngであると報告しており，本実験のシロサケは海水域で

2.9土O.3rng，淡水域で 3.5土0.4rng，またザグラマスでは海水槽で 3.1土1.0rng淡水池で 2.6土

O.5rngであった。シロサケで海水域に比べ淡水域でや L高い値を示したがこれはプナ化に伴う表皮

色素の変化と関連するのかもしれない。しかし，アスパラギγ酸が海水域で低く淡水域で高い濃度を

示すことについての説明はむつ・かしい。

晴乳動物について，石川の報告1)によると糖新生の盛んになる最も簡単な条件は絶食であり，絶食

ラットの肝臓と腎臓(糖新生の場)を摘出すると血中 FAA中にアラエン，リクン，グルタミン，グ

りシγ，プロリンの増加がみられる。そして筋肉蛋白の分解から考えられる分岐鎖アミノ酸の増加は

みられない。これは組織で代謝されその窒素がアラニン，グルタミンの窒素に転換されて血中に放出

され，アラニ γ，グルタミン或はセリンが臓器管を流動するアミノ酸代謝の最終産物であり，窒素運

搬体であると考えた。そして，特にどの組織からも放出されるアラュ γがアミノ酸の中で最も有効な

肝槍新生の素材となりうること 32，34)，積新生を促進するグルカゴンの分泌がアラニシにより促進され

る36〉，解糖系のピルビン酸キナーゼがアラニンにより阻害され，絶食ラット肝でセリン脱水素酵素や

オルニチγ トランスアミナーゼなどがアラニン投与により誘導されるなどの点が指摘されている。

海産無脊権動物でまた晴乳動物でアラニンが特に生合成されやすくまた生理機能の調節に笠場しや

すいことが確かめられつLある時に，魚類においてもシロサケのライフサイクルを利用した絶食下，

環境条件の異る試料個体群の血清 FAA分析の比較により多数のアミノ殿で有意差が認められ，特に

アラニンが顕著な差を示すことがわかった。アラニンの生産は余剰のアミノ基とピルピγ駿の存在で

充分行われ，長い進化に耐え無脊椎動物から噌乳動物に至る幅広い生物層でアミノ酸代謝の要として

存在し， nitrogen carrier を主とする機能とこれに併せて intracellularosrnotic regulation等の機

能を果していると考えられよう。

今後， サクラマス等飼育可能である魚種につきその供試個体数を多くすると共に比較実験の条件設

定を充分に行うことがこの方面の研究発展に必要であり，この他アルギニシ，クレアチン， タウりシ

の分析が重要であると考えられる。更に，魚類の血清 FAAの値そのものの標準的データーの集積が

その生理状態と環境の変化に対する適応情況の判断に必要と考える。司書乳動物についても FAAやそ

の中のアラニ γの生体内で果す役割についてエネルギ{獲得系を示唆するもの叫叫が最近になって

やっと報告されるようになヮたばかりである。将来，魚類におけるこの方面の研究は水産化学の基礎
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となり更に生化学の発展に寄与すると信じる。
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