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は、腸上皮細胞の冊子縁の発達に伴ってantiーrAmpに対する反応は強まり、孵化3日

目には、直腸でのみ反応は弱くなった。これらのことから、ヒラメの腸上皮細胞は孵

化時点ですでに消化酵素の合成を開始しており、この機能は摂餌の始まる孵化3日目

にかけて活性化されるものと考えられた。

    6）抗一ワムシ抗体（anti―Rot）または抗ーブラインシュリンプ抗体（anti←Art）を

用いた免疫組織化学法によって、直腸上皮細胞に取り込まれた餌由来のタンバク質を

検出する手法を開発した。

    7）様々な発育段階のヒラメ仔稚魚にワムシを摂餌させるか、またはブラインシ

ユリンプの抽出液を肛門から注入し、その後餌料生物由来のタンパク質を直腸より検

出することによって、直腸上皮細胞によるタンパク分子の取り込みと細胞内消化機能

の獲得時期と消失時期を検討した。その結果、ワムシ由来タンパク質は摂餌開始直後

の孵化3日．目から直腸上皮細胞の細胞質より検出された。一方、体長4 cmの稚魚の直

腸上皮細胞からはブラインシュリンプ由来のタンパク質が検出されたが、体長8 cmの

稚魚の直腸上皮細胞からは検出されなかった。したがって、ヒラメの直腸上皮細胞は

摂餌開始時の孵化3日目にはすでにタンパク分子に対する飲作用能を獲得しており、

こ の 機 能 は 体 長 4～ 8cmの 発育 段 階の間 に失 なわ れる ものと 考え られ た。

    8‘）現在、ウナギは人為管理下で孵化仔魚を得ることには成功しているが、仔魚

の育成には全く成功していない。ウナギ仔魚の飼育技術開発に資することを目的とし

て、これまでに確立した手法およびヒラメ仔魚で得られた知見をウナギ仔魚に適用す

ることによって、摂餌開始時期などの推定を試みた。その結果、水温23℃の飼育条件

で、ウナギ仔魚の膵臓は孵化3日目に分化し、膵臓における消化酵素の合成は孵化6

日目に始まり、翌7日目には活発化した。直腸上皮細胞によるタンバク質の取り込み

は孵化5日目に直腸前半部で始まり、孵化7日目にかけて直腸全域で活発化した。ま

たこの時期に、眼の黒化、□の開口方向の腹側から前方への移動および卵黄の吸収な

どが起った。これらのことを考え併せると、ウナギ仔魚の摂餌開始時期は孵化後7日

目頃と推定された。

    9〕餌料生物に由来する酵素が仔魚の消化管内において栄養物の消化に果たして

いる役割を検討した。AntiーRotを用いたELISAによって、仔魚の腸管内に含まれるワ

ムシ由来タンパク量を測定することができた。ワムシタンパク量とワムシプロテアー

ゼ活性との間の関係式を求め、仔魚腸管内のワムシ由来プロテアーゼ活性を算出する

手法を確立した。

    10）マイワシ仔魚にワムシを与えた後、仔魚を膵臓と腸管を含む部位に分離し

て採取した。仔魚の腸管に含まれる全プロテアーゼ活性のうちワムシ由来プロテア―

ゼ活性の占める比率は、空腹時で約O．1％、飽食時で約0.6％であった。したがって、

マイワシ仔魚のタンバク質の消化過程における餌料生物由来のプロテアーゼの貢献度

は極めて小さいと判断された。
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魚類仔稚魚期の栄養素の消化吸収機構の発達に関する研究

  有用魚種の種苗育成には仔稚魚期の摂餌能の発達に合わせた適切な初期餌料の投与が不可欠で
ある。そのために仔稚魚期の消化機能の発達過程が明らかにされなければならなぃが、これまで
は主に消化器官の発達過程を形態学的に調べたものが多く、消化機能の発達を消化酵素の合成・
分泌 と 餌の 取り 込 みの 面 から 直 接調 べた 研 究は 少 ない の が現 状 であ る。
  そこで申請者は有用種であるヒラメとウナギを中心に、消化機能の発達過程を特異抗体による
免 疫 組 織 学 的 手 法 に よ っ て 調 ベ 、 次 の よ う な 評 価 す べ き 結 果 を 得 た 。
1．トリプシン前駆物質であるトリプシノーゲンを多量に採取が可能なウナギの膵臓から抽出し
、この特異抗体をウサギを用いて作成、特殊カラムを用いて精製の後、得られたトリプシノーゲ
ンの特異抗体を用いてヒラメの孵出仔魚の消化酵素の合成時期を推定した。その結果、ヒラメで
は膵臓でのトリプシノーゲンの合成は孵化2日目に始まり、摂餌の始まる孵化3日目には、膵臓
外分泌細胞にチモーゲン願粒の開口像を観察し、小腸への消化酵素の分泌が始まることを明らか
にした。
2．ヒラメの膵臓は孵化3日目ではCompact―typeであるが、成魚でみられるDiffuse－typeの
膵臓に変わるのは変態後の稚魚期初期であることを組織学的に明らかにした。
3.マダイの小腸冊子縁から終末酵素であるアミノペプチターゼを分離精製し、これに対する特
異抗体を作成した。この抗体を用いてヒラメの小腸上皮細胞膜におけるアミノペプチタ―ゼの分
布を調ベ、孵化2日目には合成が開始され、3日目にはその合成機能が活発化することを明らか
にした。
4.ヒラメ仔魚の摂餌能を調べるために、抗一ワムシ抗体または抗一ブラインシュリンプ抗体を
作成し、ワムシまたはブラインシュリンプを餌として与えた場合、直腸上皮細胞にどのように取
り込まれるか、免疫組織学的に調べた。その結果、ワムシ由来のタンパク質は摂餌開始直後の孵
化3日目から、直腸上皮細胞の細胞質中に検出されること、体長4 cmの稚魚の直腸上皮細胞から
はブラインシュリンプ由来のタンパク質が検出されるが、体長8cmの稚魚では検出されないこと
を明らかにし、摂餌開始時の孵化3日目ではタン分子を直接取り込んでいるが4－8c皿ではこの
飲作 用 能は 失い 、 完全 消 化し た 後に 吸収 し てい る 事実 を 明ら か にし た。
5．ウナギ仔魚の初期摂餌能に関しては全く知見がなく、このため申請者が開発した手法を用い
て、ウナギ仔魚の摂餌開始時期を推定した。その結果水温23℃の飼育条件下で、ウナギ仔魚の
膵臓は孵化3日目に分化し、膵臓の消化酵素の合成は孵化後6日目に始まり、翌7日目には活発
化すること、直腸上皮細胞によるタンパク質の取り込みは孵化後5日目に直腸前半部で始まり、
孵化7日目に活発化することを明らかにした。またこれら消化器官の機能的発達に併せて、口腔
の開口方向が腹側から前方ヘ移動し、シラス型の開口となることを示し、ウナギ仔魚の摂餌開始
時 期 は 形 態 的 に も 機 能 的 に も 孵 化 後 7日 頃 にあ るこ と を明 ら かに し た。
6.魚類の仔魚の餌として生餌が必要とされ、その理由のーっとして、生餌由来の消化酵素が仔
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魚の初期消化機能の補助として必要との考えが提示されている。申請者はこの点に関し、マイヮ
シ仔魚にワムシを与えて、マイワシ仔魚期の消化にワムシ由来のプ口テアーゼがどの程度関与す
るかを消化活性の比較から推定した。その結果、生餌生物からの消化酵素の貢献度は空腹時で、
0． 1％ 、飽食時で0． 6％と推定し、こ れまで提出さ れた仮説を否 定した。
  以上の結果は魚類の仔稚魚の消化機能の発達に関して極めて有用な知見を与えるもので、種苗
の育成技術の確率に貢献するとともに、本研究において開発した手法は仔稚魚期の消化機能の解
析に広く応用が可能であることから、審査員一同は本研究が博士（水産学）の学位に相当する業
績と判断した。


