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ニジマス血中ナトリウム濃度に及ぼす
　　酸性環境水のpH依存的効果

矢田　崇・東　照雄・北村章二・生田和正

　　　　（2000年1月12日受理）

Dose－depending　Effect　of　Exposure　to　Acidic　Water

　on　Plasma　Sodium　Levels　in　Rainbow　Trout

Takashi　Yada＊，Teruo　Azuma＊，Shoji　Kitamura＊，and　Kazumasa　Ikuta＊

To　know　the　appropriate　parameter　for　physio1Qgical　con（1ition　of　the　fish　exposed　to

acidic　water，plasma　so（1ium　levels，gill　Na＋，K＋一ATPase　activity，plasma　cortisol　levels，an（i

plasma　immunoglobulin　M（lgM）1evels　were　examined　in　rainbow　trout伽oo7h翅oh寓s

解y観ss．Exposure　to　aci（1ic　water（iecrease（1plasma　sodium　levels　of　the　trout　in（10se－

depending　manner，and　Na＋，K＋一ATPase　activity　showed　a　transient　increase　only　at

pH　4．0．　Regression　analysis　showed　a　significant　positive　relationship　between

environmental　pH　and　plasma　so（1ium　levels。　At　pH4。5，there　was　a　decrease　in

plasma　sodium　and　an　increase　in　plasma　cortisol　levels，while　plasma　IgM　levels　did　nQt

show　significant　change．　These　results　suggest　that　plasma　so（iium　level　is　usable

as　a　parameter　to　know　physiological　con（1ition　of　fish　which　was　exposed　to

acidic　water、

κ¢yωo冠s：acid　water，trouちNa＋，K＋一ATPase，so（iium，cortisQl，immunoglobulin

緒
目

　酸性雨による河川。湖沼の酸性化，水産増養殖に対して直接影響を与えることが懸念される。北

欧・北米では30年ほど前から酸性雨の影響が顕在化し，特にサケ科魚類の資源が激減する大きな

被害を与えた。我が国では土壌の緩衝能がこれらの国々に比して高いことから，酸性雨による被害

はそれほど顕著ではないとされる。しかしながらpH4前後の酸性度の強い降雨は，現在各地でご

く普通に観測されるようになり，将来深刻な被害が現れる可肯旨性がある。酸性雨の状況を的確に把

握し被害を最小限とするため，環境水酸性化が生物に与える影響を解析し，生物自身を指標とする

評価手法の開発が必要とされる。

　サケ科魚類の放流適期を判定するための手法として，海水移行後の血中ナトリウム濃度を指標と

した海水への適応能の評価が用いられている（Clarke　and　Blackbum，1977）。環境水の酸性化は，

様々な魚類で血中ナトリウム濃度を低下させることが知られている　（Fromm1980，Wood

＊養殖研究所日光支所（Nikko　Branch，National　Research　Institute　of　Aquaculture，Nikko，Tochigi

321－1661，∫apan）



218 養殖研報29号（2000）

1989）。また近年コイ（C塑吻麗oα吻o）において，環境水酸性化がストレスホルモンであるコル

チゾルの分泌を刺激し，これにより免疫機能が抑制される可能性が報告されている（長江ら1998）。

本研究では環境水酸性化がサケ科魚類に与える生理学的影響にっいて，血中ナトリウム濃度を指標

として評価できうるかを，ニジマス（0％oo7h翅oh％s窺卿歪ss）を用いて検討した。併せてサケ科魚

類における，環境水酸性化とコルチゾル分泌及び免疫機能との関連にっいても検討した。
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　差を示す（P＜0．01）。
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材料と方法

　ニジマス（0η60挽y郷h％s別錦ゼss）は体重10－20g，日光支所屋外池で継代飼育されているもの

を用いた。飼育水は通年約10℃の湧水を用い，市販の配合飼料（Oriental）を与えた。実験に際

して，魚は屋外池と同じ湧水を供給している屋内実験水槽に移した。飼育水のナトリウム濃度は

445μM，カルシウム濃度は214μM，マグネシウム濃度は9．0μM，カリウム濃度は28．7μM，

塩素濃度は0．09μM，硬度は2，4mg　CaCO3／L，アルカリ度は1．10me／Lであった。実験水槽の

pHは，0，1N水酸化ナトリウム水溶液を滴下するペリスタポンプ（AC－2110，Atto）と接続した，

pHコントローラ（NPH－6800，Atto）によって調節した。

　環境水が血中ナトリウム濃度に与えるpH依存的影響を調べるため，pHを低下させる前（0日

目）及び1，3，7日後にサンプリングを行った。血液は背大動脈よりHasegawaθ‘α」．（1987）の

方法で採取し，直ちに3000gの遠心によって血漿を分離，測定に供するまで一80℃で凍結保存し

た。鮒は採血後速やかに切り出し，100μゑの氷で冷やしたショ糖一EDTA・イミダゾール溶液（150

mMショ糖，10mM　EDTA，50mMイミダゾール，pH7．3）に入れ30分以内に凍結し，測定に

供するまで一80℃で凍結保存した。血中ナトリウム濃度は，原子吸光光度計（180－50，Hitachi）に

より測定した。血中コルチゾル濃度は，Yamadaθ≠砿（1996）の時間分解酵素抗体法（TR－FIA）

によって測定した。血中免疫グロブリンM（lgM）濃度は，Nagaeαα」。（1993）の酵素抗体法

（ELISA）によって測定した。鯛のNa＋，K＋一ATPase活性は，McCormick（1993）の方法により

測定した。

　2群間の統計学上の有意差は，分散分析（ANOVA）の後，Duncanの多重範囲検定または

MannWhitneyのU検定により判定した。有意差の検定及び環境水pH一血中ナトリウム濃度間の

一次相関係数の計算は，コンピュータプログラム（STATISTICA・Design　Technologies）を用い

て行った。

結 果

　酸性環境水に移行後の，血中ナトリウム濃度と鯛Na＋，K＋一ATPase活性の経時変化を図1に示

す。pH5，5に移行した群において，血中ナトリウム濃度は3日目に一度低下した後，7日目には

pH7．0の対照群のレベルまで回復した。　より低いpHに移行した群では・血中ナトリウム濃度は

実験期間中有意に低下したままであり，pH7・0の対照群のレベルまで回復することはなかった。

鯛Na＋，K＋一ATPase活性は，pH4．0に移行した群において3日目に有意な上昇がみられたが，7

日目には対照群のレベルまで低下した。他の群では実験期間中，鯛Na＋，K＋一ATPase活性に有意

な変化はみられなかった。

　酸性環境水移行の1，3，7日後，それぞれにおいての血中ナトリウム濃度と環境水pHとの相

関関係を図2に示した。どの場合も両者の相関は有意であり（P＜O．01），それぞれの相関係数は

0．53，0．88，0．69であったQ

　図3は，pH4．5の環境水へ移行後の血中ナトリウム，コルチゾル，IgM濃度の経時変化を表した。

血中ナトリウム濃度は連続した低下を示し，反対にコルチゾル濃度は連続した上昇を示した。一方

で血中IgM濃度は，実験期間を通して有意な変化を示さなかった。
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考 察

　本研究ではサケ科魚類において，血中のナトリウム濃度と環境水のpHとの間に強い相関関係が

示された。魚類の環境水酸性化への耐性には，種による差（Brown　and　Sadler1989，Tumpenny

1989，生田ら1993，YadaandIto1996）及び性別による差（YadaandIto1997）が知られてい

る。一方，環境水酸性化に対する魚類の生理学的反応には，共通点がみられる。最初に主に鯛から

のナトリウム流失の増大が観察され，その結果として体液浸透圧を維持できなくなることが，環境

水酸性化による魚類の弊死の原因となると考えられている（Fromm1980，Tumpenny1989，

Wood　l989，岩田ら1990）。酸性環境水中での血中ナトリウム濃度の維持には鰍Na＋，K＋一AT

Paseの活性が重要であり（Saundersθ砲1。1983），その活性が上昇することの有無が酸性環境へ

の耐性に関連するとされた（McKeownαα」．1985）。しかしながら本研究で鯛Na＋，K＋一ATPase

活性の上昇がみられたのは，もっともpHの低い環境水に移行されたpH40の群においてのみで

あり，他の群では有意な変化は観察されなかった。このpH4．0の群では血中ナトリウム濃度の回

復傾向がみられなかったこと，逆に明らかな回復を示したpH5．5の群ではその活性に変化がみら

れなかったことから，鰍Na＋，K＋一ATPaseを酸性耐性の指標または生理学的影響の指標とするこ

とは，困難と考えられる。鯛Na＋，K＋一ATPaseが外界からナトリウムイオンの体内への取り込みを行

うことから，血中ナトリウム濃度の維持に重要な役割を果たすことは間違いない。一方これまでの研究

では，酸性環境水への移行後に観察された鯛Na＋，K＋一ATPase活性の上昇が，必ずしも体液ナトリウ

ム濃度の維持とは一致しないことを，ティラピア（0名εooh70雁s観傭侃s，α窺ossα励∫o％s）及びメ

ダカ（〇四z乞αs　Jα励θs）において報告した（Yada　and　Ito1996，1997）。今回観察された鯛Na＋，

K＋一ATPase活性の上昇も，血中ナトリウム濃度低下に対する積極的反応であるよりも，ストレス

による一過的な反応であることが示唆される。

　魚類におけるストレス反応は，哺乳類における副腎皮質ホルモンに相当する，コルチゾルの血中

濃度測定による評価が一般に行われる（Barton1997）。今回の結果でも血中コルチゾル濃度はpH

4．5の環境水への移行により継続した上昇を示し，酸性環境水は強いストレッサーであることが示

された。魚類へのコルチゾルの投与は，鯛Na＋，K＋一ATPase活性を上昇させる効果を持っことか

ら，その分泌昂進は新しい環境に適応するための積極的反応であると考えることもできる（de

Renzis　and　Bomancin1984，Zadunaisky1984）。一方サケ科魚類においても，血中免疫グロブ

リン濃度が内分泌系による調節を受けていることが明らかになっており（Balm1997，Yada2厩」．

1999），コルチゾルは免疫機能に対して抑制的に働くことが知られている（Nagaeθ≠α1，1994）。

またコイ（C塑吻麗oα吻o）においては，酸性環境への移行に伴うコルチゾルの分泌昂進が，血

中免疫グロブリン濃度の低下と関連することが報告されている（長江ら　1998）。しかしながらコ

イの免疫機能において，血中免疫グロブリン濃度の低下以外にはpH低下の影響はみられない。ま

た今回の結果で，ニジマスにおいては血中免疫グロブリン濃度にも変化がみられなかったことから，

免疫機能の低下を環境水酸性化による生理学的影響の指標とすることは困難と考えられる。本研究

では・環境水酸性化による血中コルチゾル濃度の継続した上昇が認められた。しかしながら血中コ

ルチゾル濃度は，魚の移動・取り上げ・麻酔等にも反応し数分で上昇してしまうため（Sumpter

l997），ストレスの指標とすることは可能であるが，酸性環境のみの影響を計る指標としては適用

し難いと考えられる。

　サケ科魚類の放流適期判定では，海水移行24時聞後の血中ナトリウム濃度を指標とした評価が



矢田・東・北村・生田：ニジマス血中ナトリウム濃度に及ぼす酸性環境水のpH依存的効果　　　223

用いられている　（Clarke　and　Blackbum，1977）。本研究において血中ナトリウム濃度は，より

低いpHの環境水では1日目から有意な低下を示したが，すべての実験群で顕著な低下を示したの

は3日目であった。血中ナトリウム濃度と環境水pHとの相関は，酸性環境水への移行後1，3，7

日目のいずれの場合も有意であったが，相関係数がもっとも高くなったのは3日目であった。7日

後に相関係数が低下した原因としては，pH5，5に移行した群での血中ナトワウム濃度が回復した

ことが挙げられる。従って本研究の場合，酸性耐性の評価には少なくとも3日より長い期間の酸

性環境水曝露が必要であった。

　魚類に対する環境水酸性化による影響の指標として，これまでは半数致死濃度が広く用いられて

きた。しかしながら半数致死濃度試験では酸性耐性の評価はできるが，既に酸性雨の影響を受けて

いる可能性がある場所で採集した魚において，生理状態を解析するための指標として用いることは

できない。一方本研究の結果から，血中ナトリウム濃度は環境水pHと強い相関を示すと共に，生

理状態の回復も判断することができると考えられる。すなわち既に酸性化した水域で採補した魚類

において，血中ナトリウム濃度が安定した値（本研究の対照群に相当）を示すならば，酸性化の影

響は軽微または既に回復の傾向にあると判断される。また魚類採補時の水質では酸性化していると

は判断されなかった水域においても，本研究で有意な低下として検定されたレベルの血中ナトリウ

ム濃度が見出された場合では，傷病等の生理状態に障害を与える他の理由が見っからない場合，過

去において断続又は継続して環境水が酸性化していたことが推測できる。従って血中ナトリウム濃

度を指標として，将来我が国においても顕在化する可能性がある酸性雨による環境水酸性化っいて，

魚類に与える影響を評価することが可能であると判断される。
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