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Abstract

β-glucans represent part of a group of chemically heterogeneous polysaccharides. And they are

well-known as physiologically active compounds (natural immunomodulators) . In this experiment,

changes in physiological ability of goldfish Carassius auratus auratus and rainbow trout Oncorhynchus

mykiss orally treated with β-1,3-1,6-glucan from Black Yeast Aureobasidium pullulans were examined.

Oral administration of β-1,3-1,6-glucan at 4.0 and 10 mg/kg body weight/day for 3 and 5 weeks en-

hanced the non-specific biodefense ability of these fish. The effect of this glucan administrated orally at

10 and 40 mg/kg body weight/day for 3 weeks on the proteolytic enzyme activity in the anterior part of

intestine from Stone moroko Pseudorasbora parva was also measured. In the group administered this β

-glucan, body growth and the proteolytic enzyme activity in the intestine were not effected. These re-

sults suggest that β-1,3-1,6-glucan derived from Black Yeast may enhance defensive effects against va-

rious infectious diseases through enhancing the non-specific immune systems. It also found to improve

the physiological condition of the fish.

1．緒 言

魚類養殖で特に留意すべきことは、成長不良や

感染症の発生である。これらを防ぐためには、魚

の摂餌・消化・吸収活性を高く維持することに加

えて、生体防御活性（抗病性）やストレス耐性を

高めておく必要がある。魚類の生体防御は第一次

から第三次まである。第一次生体防御は体表や消

化管内での防御である。体表では、皮膚の多重構

造に加え、体表粘液による洗い流し、粘液中に存

在する溶菌酵素や凝集素、分泌型抗体等による殺

菌や不活化が主な働きを担っている。消化管で

は、粘膜構造に加え、胃酸、各種消化酵素や粘液、

分泌型抗体、消化管内の腸内細菌叢等が防御に加

わっている。第二次生体防御には、体内に侵入し

た異物や細菌等を素早く攻撃するために、非特異

的な細胞性および液性防御因子、すなわち、白血

球の細胞障害性や食作用、血漿中の溶菌酵素や補

体等が関与している。第三次生体防御は、特定の

抗原の刺激によって特異的に反応する抗体が主役

となる。ただし、種々の感染源が漂っている養殖

環境では、広範囲の抗原に対する（非特異的）防

御が重要であるため、第一次および第二次生体防

御機構の賦活化が有効と考えられている。また、

高ストレス状態が続くと、魚類の生体防御活性、

特に、第二次生体防御に含まれる細胞性防御活性

が著しく低下することが知られている1)。そのた

め、養殖対象魚のストレス軽減も重要となる。

魚類の第一次および第二次生体防御を高めるた
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め、現状では、β-グルカンを含む多糖類、乳タン

パク質であるラクトフェリン、EPAや DHAのよ

うな不飽和脂肪酸等が用いられている2-4)。しか

しながら、前述の生体防御賦活化剤にも、分子量

や側鎖の違い、構造的な揺らぎ等が効果に影響す

ることに加え、高価である、弱熱性物質である、

漏出・拡散に伴う水質汚濁も考慮すべきである等

の使用に際した課題も残されている。

グルカンは、D-グルコースがグリコシド結合

で繋がったポリマーであり、天然に最も多く存在

する多糖である。β-グリコシド結合で繋がった

重合体（β型のグルカン）はβ-グルカンと総称さ

れる。天然の免疫調節物質としてのグルカン研究

の歴史は古く、18世紀の初め頃には感染症の治療

効果を有すること、19世紀中頃からはその免疫特

性に注目して、様々な病気の治療に用いられてき

たこと等が知られている5)。その後、紆余曲折を

経て、β-グルカンは糖鎖結合状態が異なるとそ

の投与効果に大きな差が生じること、Ganoderma

lucidum（霊 芝；ネ ン タ ケ 科 の キ ノ コ）や

Sparassis crispa（ハナビラタケ）等に由来するβ-

グルカン（β-1,3 分岐をもつもの）が強力な免疫

賦活作用や制癌作用を持つと言われるようになっ

てきた6)。

そこで、今回、効果を検討するβ-グルカンとし

て、哺乳類に対して、マクロファージ、ナチュラ

ルキラー細胞等の免疫細胞の活性化、細菌やウィ

ルス感染防止等の作用を有すること7)や、経口投

与によりビブリオ病原因菌を接種したマダイの生

残率を高めた8)との報告がなされている黒酵母由

来 の β -グルカ ン（アウ レオ バシジウム

Aureobasidium pullulans 由来のβ-1,3-1,6-グル

カン）を取り上げ、コイ科とサケ科魚類に対する

投与効果、すなわち、成長、消化活性および生体

防御活性に及ぼす影響を調べた。

2．材料および方法

2.1 供試魚および飼育条件

供試魚として、キンギョ Caraccius auratus（体

重約 6.6 g）、モツゴ Pseudorasbora parva（体重約

4.0 g）、および、ニジマス Oncorhynchus mykiss（体

重約 185 g）を用いた。各魚種とも、市販の飼料

を与えて飼育する対照群に加え、市販飼料に黒酵

母由来 Aureobasidium pullulansのβ-1,3-1,6-グ

ルカン（ソフィー社製）を 2段階の濃度になるよ

うに添加した餌を投与しつつ、キンギョは 20℃、

ニジマスは 14℃で、恒温式循環ろ過式タンク内に

設置した容量 60 Lの水槽内において 5週間、モ

ツゴは 20℃、容量 60 Lの上面濾過式水槽内にお

いて 3週間飼育した。β-グルカンの投与量（kg

体重/日）は、キンギョとニジマスで 4.0と 10 mg、

モツゴでは 10と 40 mg/kg 体重/日であった。

2.2 成長、健康度、生体防御活性の調査

キンギョとニジマスについては、飼育試験終了

後に魚を取り上げ、体重、体長の測定に加え、ヘ

パリン処理注射器を用いて心臓または尾部血管よ

り採血し、その血液を用いて、健康度や生体防御

活性の各種指標を調べた。また、体表における生

体防御活性を調べた。すなわち、常法に準じて赤

血球数、リンパ球や顆粒球の数、顆粒球の貪食活

性、血漿中溶菌活性、体表粘液の分泌量と溶菌活

性、血漿のアンモニア濃度（和光純薬社製アンモ

ニア-テスト ワコー）、アルカリ性フォスファター

ゼ活性（肝臓や小腸の機能異常で上昇、亜鉛欠乏

で低下等；4-NPP基質法）を測定した9,10)。

2.3 腸部のタンパク質分解酵素活性への影響調

査

雑食性のモツゴについては、同β-グルカンを

含んだ餌の摂取が魚の前腸部位におけるタンパク

質分解酵素活性に及ぼす影響を調べた。すなわ

ち、3週間の飼育期間が終了した翌日、取り上げ

の 3および 6時間前に給餌した個体から取り出し

た前腸に 3 mMの Tris-HCl緩衝液（pH 7.4）を

加えて氷冷しながらホモジナイズし、4℃、8,000 g

で 20 分間遠心し、上清を粗酵素試料とした。こ

の粗酵素液に牛腸由来エンテロキナーゼ（Sigma

社製：2,000μg/mL）および 100 mM CaC12を含

む 10 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）を等量加え

て 18時間、4℃で反応させることでトリプシノー

ゲンの活性化を行った後に、カゼイン-フォーリ

ン法11)により同試料のタンパク質分解酵素活性

を測定した。タンパク質分解酵素活性の pHプロ

ファイル作成および活性実測用には以下の緩衝液

（100 mM）を用いた：pH 7.0〜7.9；リン酸緩衝液、
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pH 7.9〜8.9；トリス-HCl緩衝液、pH 8.9〜9.7；炭

酸系緩衝液。

3．結果

3.1 供試魚の成長、健康度、生体防御活性変化

各魚種とも、飼育期間内において、摂餌量、成

長、肥満度、行動に、β-グルカン投与の影響は認

められなかった。

Fig. 1に、モツゴ前腸由来粗酵素液中のタンパ

ク質分解酵素活性における pH特性を示す。同活

性は pH 8.5および pH 9.4にピークを示した。

Fig. 2に、飼育 3週間後のモツゴを用いた、摂

餌前、摂餌 3および 6時間後における前腸部位の

タンパク質分解酵素活性（pH 8.5と 9.4で測定）

を示す。前腸のタンパク質分解酵素活性は、摂餌

に伴い著しく上昇し、摂餌 3時間後には摂餌前の

5倍程度の値となった後、急速に低下した。ただ

し、対照群とβ-グルカン（他魚種の 4〜10倍量）

投与群の前腸のタンパク質分解酵素活性の間に有

意な差は認められなかった。

キンギョを対象とした試験では、健康指標の一

つである血液中の赤血球数は全ての群で

1.00〜1.50× 106個/μL程度であり、β-グルカン

投与の影響はみられなかった。また、血漿のアン

モニア濃度およびアルカリ性フォスファターゼ活

性も、全群ともに、それぞれ、0.98〜1.69μg/mL

および 70〜130 IU/Lの値を示し、β-グルカン投

与の影響はみられなかった。ニジマスを対象とし

た場合でも、全群ともに、赤血球数は 1.12〜1.84

× 106個/μL、アンモニア濃度は 0.68〜1.32μg

/mL、アルカリ性フォスファターゼ活性は

65〜143 IU/Lの範囲にあり、各測定項目にβ-グ

ルカン投与の影響はみられなかった。

生体防御活性では、キンギョ（Figs. 3-6）とニ

ジマス（Figs. 7-9）に対するβ-グルカン投与は、

ともに関連指標項目の数値を高めたが、その様相

は多少異なった。すなわち、キンギョ（体表粘液

の溶菌活性は未測定）では、飼育 3および 5週間

後のβ-グルカン低濃度群において、体表粘液分

泌細胞数の増加、血液中の顆粒球数、顆粒球の貪

食活性（3週間後のみ有意）、血漿中溶菌活性に値

の上昇がみられた。一方、β-グルカン高濃度群
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Fig. 1 モツゴ前腸におけるタンパク質分解酵素活性の pH プ

ロファイル

The effect of pH on the proteolytic enzyme activities in

the anterior part of intestine from Stone moroko

Pseudorasbora parva

Fig. 2 β-グルカンの経口投与にともなうモツゴ前腸部のタン

パク質分解酵素活性（pH 9.4）の経時変化

The time-dependent activity change of proteolytic en-

zyme in the anterior part of intestine from Stone moro-

ko Pseudorasbora parva

mean ± S.D., n=5.

The same superscript in each group indicates a signifi-

cant difference (p < 0.05).

Fig. 3 β-グルカンの経口投与がキンギョの体表粘液細胞数に

及ぼす影響

The effect of β -glucan administrated orally on the

number of skin mucous cells per unit body surface area

from goldfish.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).
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においては、3週間後に体表粘液分泌量、血液中

のリンパ球と顆粒球の数に、5週間後には顆粒球

の貪食活性に有意な値上昇がみられたのみであっ

た。

ニジマス（体表粘液の分泌量と溶菌活性は未測

定）では、飼育開始 3と 5週間後のβ-グルカン低

濃度群の血液中リンパ球数、顆粒球の貪食活性、

血漿中の溶菌活性に値の有意な上昇がみられた。

しかし、β-グルカン高濃度群においては、3週間

後に血漿の溶菌活性が有意に上昇したのみであっ

た。

4．考察

本研究で使用した黒酵母由来のβ-1,3-1,6-グル

カンは、哺乳類のマクロファージ、ナチュラルキ

ラー細胞等の免疫細胞を活性化し、細菌やウィル

ス感染防止に有効である7)ことに加え、魚類であ

るマダイでも、ビブリオ病原因菌の人工感染試験

下での生残率が高まる8)ことが報告されている。

本実験では、キンギョやニジマスに対する投与効

果を調べたところ、両魚種ともに、黒酵母由来の

β-1,3-1,6-グルカンの経口投与がその生体防御活

性を高めることが明らかとなった。また、少なく

とも 1 日当たり、魚体重 1 kg当たりに 4.0あるい

は 10 mgを経口投与した場合、その効果はキン

ギョで高く、ニジマスでは低い（種差がある）こ

と、投与量が 4.0 mgの方が 10 mgがより高く、

かつ、連続した効果が期待できることが示唆され

た。本結果のみでは、ニジマス（サケ科魚類）の

黒酵母由来β-グルカンの経口投与が魚類の生理活性に及ぼす影響
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Fig. 4 β-グルカンの経口投与がキンギョ血中の顆粒球数（左）とリンパ球数（右）に及ぼす影響

The effect of β-glucan administrated orally on the number of granulocytes (left) and lymphocytes (right) from goldfish.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of the control (p < 0.05).

Fig. 6 β-グルカンの投与がキンギョ血漿の溶菌活性に及ぼす

影響

The effect of β -glucan administrated orally on the

plasma lysozyme activity from goldfish.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).

Fig. 5 β-グルカンの投与がキンギョの顆粒球貪食活性に及ぼ

す影響

The effect of β -glucan administrated orally on the

phagocytic activity of granulocytes from goldfish.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).
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感受性がコイ科魚類より高いことによる可能性を

無視することはできないが、その後のギンザケ幼

魚を対象とし、本β-グルカンの 1 日当たりの経

口投与量を魚体重 1 kg当たりに 1.6あるいは 4.0

mgに設定して行った試験では、生体防御活性は

両群ともに上昇するものの 4.0 mg の方が同 1.6

mg 投与時に比べてその活性賦活化率は高くなっ

た（3週間にわたり、本β-グルカンを 4.0 mg/kg

体重/日の割合で投与した群では顆粒球貪食活性

の有意な上昇がみられたが、1.6 mg/kg 体重/日

量を投与した群では同数値に有意な上昇は認めら

れなかった＊1）。それ故、本β-グルカンの投与効

果には魚種差があり、同活性賦活化の程度（力）

はキンギョで高く、ニジマスでは低いものと推察

された。この考えは、雑食性魚は肉食性魚と比較

して消化管中のβ-グルカン分解酵素の活性が高

いという報告12,13)と矛盾するものではない。な

お、現状では、キンギョとニジマスの消化管にお

けるβ-グルカン分解に係る酵素の活性を測定し

たり、β-グルカン分解物の量や当該量と生体防

御系の賦活化の関係についての調査を行ったりし

ていないことから、摂取したβ-グルカンによる

生体防御賦活化率に種差がどの程度の関係を有し

ているか、また、β-グルカンの連続的長期間投与

による効果の減衰の理由はいかなるものか等につ

いては不明である。

一方、モツゴを用いた投与試験では、本β-グル

カンを 10あるいは 40 mg/kg 体重/日の割合で 3

週間連続的に経口投与しても、無胃魚であるモツ

ゴのトリプシン様活性に有意な変動は生じなかっ

た。魚類はタンパク質要求性が極めて高い14)た

め、タンパク質の主要分解酵素であるトリプシン

（様）酵素活性が阻害されると、タンパク質の利用

効率が著しく低下し、成長遅延や筋肉含量の減少

が起こるのみならず、通常の生命活動自体も大き

く制限されることは想像に難くない。逆に、同活

性に影響が出ていないことは、魚の消化機能に大

きな障害が生じていない可能性を示す。ただし、

β-グルカンの投与期間が長期化した場合、特に

ニジマスを含む肉食性の高い有胃魚への長期間投

角田 出・高瀬 清美

― 5 ―

Fig. 7 β-グルカンの経口投与がニジマスのリンパ球数に及ぼ

す影響

The effect of β -glucan administrated orally on the

number of granulocytes from rainbow trout.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).

Fig. 8 β-グルカンの経口投与がニジマスの顆粒球貪食活性に

及ぼす影響

The effect of β -glucan administrated orally on the

phagocytic activity of granulocytes from rainbow trout.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).

Fig. 9 β-グルカンの経口投与がニジマス血漿の溶菌活性に及

ぼす影響響

The effect of β -glucan administrated orally on the

plasma lysozyme activity from rainbow trout.

mean ± S.D., n=5. ＊ ; Significant difference of

the control (p < 0.05).



01_石巻専大_研究紀要_角田_sk.mcd  Page 6 19/02/25 10:06  v6.10

与の影響や生体防御等の消化機能以外の生理機能

に対する影響を本試験の結果から云々することは

できない。従って現状では、投与コストの面から

も、本β-グルカンの投与量は 4.0 mg/kg 体重/

日、継続投与期間は 3週間程度（最長でも 5週間

を超えないもの）とし、必要に応じて断続的投与

を繰り返すことが最善の投与法であると考える。

ところで、モツゴ前腸におけるトリプシン様酵

素活性の pH プロファイルは等しい高さの 2 峰

（pH 8.5および 9.4に最大活性）を示した。有胃

魚では、胃液中のタンパク質分解酵素がアルカリ

側でも高い活性を示すことや、幽門垂にも高いタ

ンパク質分解酵素活性の有ること（至適 pH 8.3）

が報告15)されている。しかし、コイ科には胃が無

く、幽門垂もないことから、モツゴでみられた

pHプロファイル上の 2つの峰は、腸部において

強アルカリ性域に至適 pHを持つタンパク質分解

酵素活性としてのトリプシン様酵素とキモトリプ

シン様酵素の 2 種類に対応する可能性が高い。谷

口16)は、魚類の腸部位から、カゼインを基質とし

て pH 9.0と pH 8.5にそれぞれ至適を持つ 2 種類

のタンパク質分解酵素を精製しており、それぞれ

をプロテアーゼⅠ（キモトリプシンに類似したタ

ンパク質分解酵素）とプロテアーゼⅡ（トリプシ

ン様のタンパク質分解酵素）として記載している。

トリプシンは、エンテロキナーゼによって活性化

され、塩基性アミノ酸（リシン、アルギニン）の

カルボキシ基側のペプチド結合を加水分解するの

に対し、キモトリプシンは、トリプシンやエンテ

ロキナーゼによって活性化され、芳香族アミノ酸

のカルボキシル基側のペプチド結合を加水分解す

る酵素である。カゼインを構成するアミノ酸の

11％強はリシンやアルギニン等のトリプシンが作

用する塩基性アミノ酸、約 10％は芳香族アミノ酸

である17)ため、Fig. 1に示すように、両酵素の活

性がほぼ同レベルで検出されても不思議はない。

なお、本研究ではモツゴ前腸部位の粗酵素液中タ

ンパク質分解酵素を調べたことから、今回の 2峰

は、谷口16)の報告した至適 pHとは多少異なるが、

pH 8.5がプロテアーゼⅡに、pH 9.4がプロテアー

ゼⅠに対応するものと考えられた。

以上の結果は、黒酵母由来β-1.3-1,6-グルカン

の経口投与が、魚類消化管におけるタンパク質分

解過程に負の影響を及ぼすことなく、養殖魚の生

残率向上に貢献する可能性のあることを強く示唆

するものである。
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