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緒 言

魚類血液中の 5 アミノレプリン酸脱水酵素 (ALA-

D， EC 4.2.1.24)は，その活性が鉛汚染魚で特異

的に低下することから，水域の鉛汚染の指標として

有用である (Hodsonet α1.， 1977; Johansson-

Sjobeck and Larsson， 1979; Schmitt et al.， 

1984 ; Larsson et al.， 1985). また，わが国の淡水

域に広く生息するコイ Cyprinuscαrpioの血液中

ALA-Dも水の鉛汚染の指標として有用なことが明ら

かにされた (Nakagawaet α1.， 1995). ヒトの血

液中 ALA-Dも鉛汚染の診断指標として用いられて

いるが，鉛によるその阻害様式は非競争阻害であると

報告されている (Granicket α1.， 1973). さらに，

重金属であるカドミウムへの flounderPleuronec-

tes flesusの曝露は腎臓の ALA-D活性の増大を伴

うことが，報告されている (Johansson-Sjobeckand 

Larsson， 1978).本研究では，鉛およびカドミウム

によるコイ血液の ALA-D活性阻害様式を invitro 

試験およびこれら重金属汚染魚について検討するとと

もに，血液 ALA-D活性が鉛汚染魚で特異的に低下

する理由を明らかにした.また，この酵素の反応速度

に対する反応液の pHおよび反応温度の影響を調べた.
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“蛋白質化学工学研究室， Laboratory of Pro-
tein Chemistry and Engineering 
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本研究を行うにあたり，鉛およびカドミウム濃度測

定のご指導を頂いた九州大学中央分析センターの渡辺

美登里博士に厚くお礼申し上げる.

材料及ぴ方法

供試魚:供試したコイは熊本県の養魚場から購入し

た.既報 (Nakagawaet α1.， 1995a)に従って供

試魚を飼育水に馴致した.供試魚は体長 9-11cm，

体重20-28gであった.

ALA-D 活性測定 :ALA-D活性測定は塩化第二水

銀を使用しない改良法で行った (Nakagawaet α1. ， 

1995b) .ただし，酵素の活性測定は371:::で30分間と

した. ALA-D 活性値，すなわち反応速度 (V) は

Hodson et al. (1977)の換算式に従って，赤血球

(RBC) 1ml当り 1時間に生成するポルホピリノー

ゲン (PBG)量， llPちnmolPBG/ml RBC/hで

表した.なお，採血およびヘマトクリット (Hct)の

測定は既報 (Nakagawaet α1.， 1995a) に従って

行った.

ALA-D活性に対する反応液の pHの影響試験:

0.1 Mのリン酸緩衝液 (pH5.0-8.0)および酢酸緩

衝液 (pH5.0-6.8)で調製した種々な pHの反応液

で， ALA-D 活性を測定し，その活性に対する反応液

の pHの影響を調べた.

ALA-D 活性に対する反応温度の影響試験 :ALA-

D 活性を反応温度10-1001:::の範囲で測定し，そのi舌
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性に対する 反応温度の影響を調べた.

ALA-D 活性を50%阻害する鉛およびカドミウム濃

度の算出試験:種々濃度の鉛およびカドミウムを含ん

だ基質アミノレプリン酸を除いた反応液中に，血液を

30分間曝露した.その後基質を加え， ALA-D活性を

測定し， ALA-D活性を50%限害する鉛およびカドミ

ウム濃度を算出した.試験した重金属の濃度は， 0 

(対照区)， 0.01， 0.1， 1.0， 10， 100， 1000および

10，000μMであった.なお，鉛はリン酸緩衝液に難

溶なために，鉛試験の反応液の緩衝液はO.lMの酢酸

緩衝液を用いた.

鉛およびカドミウムによる ALA-D活性阻害様式

の解析:In vitroでの ALA-D活性阻害様式の検討

には，前述の ALA-D活性50%阻害試験結果から，

活性を約50%程度阻害する重金属濃度10μMを添加

した血液を用いた.後述する鉛およびカドミウム汚染

魚の血液ALA-D活性阻害様式の検討には， 3週間そ

れぞれの重金属に曝露したコイから採血した血液を用

いた.なお， Fig. 1に示すように，未汚染コイ血液

について酵素反応時間内での基質濃度の逆数(1/8)

と反応速度の逆数(1/V)のグラフが一次式になるこ

とは前もって確認しておいた.その結果， Km値が

約0.75mMであったことから，反応液の基質の最終
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Fig. 1. The Lineweaver-Burk reciprocal 
plots of carp blood ALA-D activ-
ity (V) and substrate concentra-
tion (8). The activity was meas-
ured by using the blood of uncon-
taminated fish 

濃度が0.2，0.42および0.83mMで ALA-D活性測定

を行った.阻害様式の解析は Lineweaver-Burkの

逆数プロットによった.

鉛およびカドミウム汚染魚:既報 (Nakagawaet 

al.， 1995a)に従って，鉛およびカドミウム試験水に

コイを曝露した.2週間の曝露試験後，血液 ALA-D

活性の測定を行うとともに，血液に存在する鉛およ

びカドミウムの血球および血祭成分中の濃度を調べ

た.3週間の曝露試験後，鉛およびカドミウム汚染コ

イの血液について， ALA-D 活性阻害様式を検討した.

曝露試験濃度は，鉛で100ppb(0.48μM)，カドミウ

ムで54.3ppb(0.48μM)および、100ppbであった.

なお，鉛濃度100ppbに曝露したコイ血液の ALA-D

活性が低下することは.すでに報告されている

(Nakagawa et αl.， 1995a). 試験期間を通して水

温は26-28'C，試験水の pHは7.4-8.0であった.

血球および血竣成分中の鉛およびカドミウム濃度:

鉛およびカドミウム汚染魚の血液について，血球およ

び血祭成分中の鉛およびカドミウム濃度を調べた.血

液から血球および血紫成分の分離は以下のように行っ

た.血液を冷却遠沈 (2，000rpm，5min) し，上澄

液を血竣成分とした.沈澱物に0.9%食塩水を添加し，

懸濁させた後再度冷却遠沈した.沈澱物の洗浄および

遠沈処理は計3回行い，処理血液の 3倍容量の0.9%

食塩水で懸濁させた成分を血球成分とした.全血，血

球成分の Hct値を測定し，それぞれ Hct-1および

Hct-2とした.全血，血球および血祭成分中の鉛およ

びカドミウム濃度の分析は既報 (Nakagawaet αl. ， 

1995a)に従って行った.血球成分の鉛およびカドミ

ウム濃度は100/Hct-2を乗じることで算出した.なお，

血液の分離操作に伴う重金属の消失を確認するために，

回収率を求めた.回収率は次式で表した.

回収率 (%)=[1血球成分の重金属濃度XHct-1/100

+血祭成分の重金属濃度X(100-Hct-l) /1001 /全血

液の重金属濃度JX100 

結呆および考察

1. ALA-D活性に対する反応液の pHの影響

種々な pHの反応、液における ALA-D活性を Fig.

2に示す.リン酸緩衝液の場合， ALA-D 活性のグラ

フは pH6.0に最大ピークを有する pH5.5-6.5の

広い範囲で高い活性を示した.ニジマス Oncorhyn-

chus mykissの血液 ALA-D活性と反応液の pHと

の関係を示すグラフでも同様な観察が報告されている

(Hodson et αl.， 1977). このピークが広いことは，
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す.その活性は60'Cまで温度上昇とともに急激に増大

したが.70'C以上の温度では;急激に活性が低下した.

この酵素が熱に安定な酵素であることを示すとともに，

活性測定の時温度の変化に注意が必要なことを示して

いる.

3.血液 ALA-D活性を50%阻害する鉛およびカ

ドミウム濃度

種々な濃度の鉛およびカドミウムによる ALA-D

活性阻害を Fig.4に示す.その活性値は対照区の活

性を100%とした場合の相対値で示しである.鉛およ

びカドミウム濃度の上昇とともに活性は低下した.

ALA-D 活性50%阻害濃度は，鉛で 5μM. カドミウ

ムで'20μMであった.

4.鉛およびカドミウムによる ALA-D活性阻害

犠式

鉛およびカドミウムの ALA-D活性50%限害濃度

近辺の10μMで血液 ALA-D活性阻害様式を検討し

た時(invitro).基質濃度の逆数(1/8)および反応

速度の逆数 (1N)をLineweaver-Burkの逆数プロッ

トに従ってプロットしたグラフを Fig.5に示す.鉛

およびカドミウム添加区ともに ALA-Dの Km値を

変化させず.Vmaxを変化させたことから，鉛およ

びカドミウム仁よる ALA-D活性阻害様式は非競争

的限害であると考えられる.一方，鉛およびカドミウ

ムに汚染したコイ血液の ALA-D活性阻害様式を検

討した時の Lineweaver-Burkの逆数プロットのグ
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ALA-D活性測定の時 pHのわずかな変化でも測定値

に余り影響しないことを示している.酢酸緩衝液の場

合.pH 5.8-6.8の範囲で高い活性を示した. ALA 

D活性と反応液の pHとの関係を示すグラフが， リ

ン酸緩衝液と酢酸緩衝液とで少し異なる原因は不明で

ある.

2. ALA-D活性に対する反応温度の影響

反応温度による ALA-D活性の変化を Fig.3に示
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Fig. 6. Reciprocal plots of ALA. D activ 
ity (V) in Pb-and Cd-contamina-
ted carp blood and substrate con. 
centrations (S). The fish were ex-

posed for three weeks to water 
Pb at a level of 100ppb， and to 

water Cd at levels of 54.3 and 
100ppb， respectively. 0 : uncon-
taminated fish; • : Pb-contami. 
nated fish; ...: Cd-contaminated 
(100ppb) fish; ム :Cd.contami. 

nated (54.3ppb) fish. 

ラフを Fig.6に示す.鉛汚染魚では未汚染魚に比べ

て， ALA叩DのKm債は同じであるが， Vmaxが変

化することから前述の invitroでの ALA-D活性阻

害様式と同様に非競争的阻害であると考えられる.カ

ドミウム汚染魚と未汚染魚とは同様な ALA.D活性

値を示すことから，カドミウムによる ALA-D活性

阻害は起こらなかった.鉛によるヒト血液 ALA.D

の活性阻害様式は非競争的阻害と報告されている

(Granick et al.， 1973). 以上の結果から，鉛は基

質とは別の場所に結合し， ALA-Dの活性部位を修飾

することなく，この酵素に結合し活性阻害を起こすと

考えられる.なお， Figs. 1および5に示した Km

値と Fig.6に示した Km値との聞に，若干値のずれ

があるが，これは添加基質の測定誤差で，阻害様式自

体に変化はないと判断した.

5.鉛およびカドミウム汚染コイの血球および血紫

成分中の鉛およびカドミウム濃度

鉛およびカドミウムに 2週間曝露させたコイ血液の

血球および血竣成分中の重金属濃度を Table1に示

す.対照魚の血液中カドミウム濃度が希薄なためにそ

の回収率が61.4%と低い以外は，回収率は97.4-115.6

%なので，血液の血球および血竣成分への分離操作に

伴う測定誤差は無視された.鉛汚染魚では対照魚に比

べ血球成分中の鉛濃度が著しく高濃度であるのに対し

て，血竣成分中の濃度はほぼ変わらなかった.すなわ

ち，血液中に取り込まれた鉛は血球成分中に特異的に

濃縮された.一方，対照魚に比べてカドミウム汚染魚

の血球および血竣成分中のカドミウム濃度はともに増

大したが，鉛汚染魚の血球成分中の鉛濃度のようにそ

の濃度が著しく上昇することはなかった.なお，鉛汚

染魚の血竣成分中の鉛濃度が対照魚のそれよりも低い

のは，低濃度のために起こった測定誤差と考えられた.

6.鉛およびカドミウム汚染コイ血液の ALA-D

活性

鉛およびカドミウムに 2週間曝露されたコイ血液の

ALA-D 活性を Table2に示す.鉛汚染魚の ALA-

D 活性は対照魚の活性の43.5%へと低下した.一方，

カドミウム濃度の54.3および100ppbへの曝露魚では，

ALA.D活性の低下は観察されなかった.

Fig. 4に示した鉛およびカドミウムによる ALA

D活性50%阻害濃度の試験結果およびFig.5に示し

たinvitroでの鉛およびカドミウムによる活性阻害

様式の検討結呆から，血液 ALA-D活性阻害は血液

に鉛およびカドミウムを添加すると起こるので，活性

阻害は鉛によって起こる特異的な反応ではない.しか



コイ血液5ーアミノレプリン酸脱水酵素活性阻害様式 55 

Table 1. Pb and Cd levels in the blood corpuscles and blood 
plasma of Pb-and Cd-contaminated carp. 

Pb and Cd levels (ppb) in carp blood 

Exposure concentration (ppb) 

Pb Cd 

O 100 。 54.3 100 

Total blood 24.6 1658.5 0.7 18.1 29.8 
Blood corpuscles 86.0 6225.8 1.1 26.0 48.0 
Blood plasma 3.6 1.6 0.2 19.3 23.2 

Recovery (%) 101.7 101.5 61.4 115.6 97.4 

The fish were exposed for two weeks to water Pb at a level of 
100ppb， to water Cd at levels of 54.3 and 100ppb， and to control 
water (Oppb)， resp巴ctively.

Table 2. ALA-D activity in the blood of 
Pb-and Cd-contaminated carp. 

Exposure concentration (ppb) 

pb Cd 

100 54.3 

98.2 

100 

106 ALA司 D activity 43.5 
(% of control fish) 

The fish were expos巴 fortwo weeks to water 

Pb at a level of 100ppb， to water Cd at levels 
of 54.3 and 100ppb， and to control water (0 
ppb)， respectively. 

しながら， Fig. 6およびTable2に示すように，血

液ALA-D活性阻害が鉛汚染魚に起こり，カドミウ

ム汚染魚で起こらないことは，次のように説明される.

コイの鯨から取り込まれた鉛は， Table 1に示すよ

うに，血液の血球成分中に特異的に蓄積するのに対し

て，カドミウムは血液の血球および血竣成分中に存在

するが，鉛に見られたように血球成分中に高濃度に蓄

積されることはない.血液 ALA-Dは赤血球に存在

する酵素であるので，血球成分中に特異的に高濃度蓄

積される鉛が赤血球 ALA-Dの重金属結合部位と特

異的に結合する.即ち，血球成分中に存在する鉛の量

がALA-D活性阻害の程度を決定する.このことが，

コイ血液 ALA-D活性阻害が鉛汚染魚で特異的に起

こる理由である.

要 約

コイ Cyprinuscαrpw血液中の 5 アミノレプリ

ン酸脱水酵素 (ALA-D)は，鉛 (Pb)汚染魚で特

異的にその活性が低下することから，水域の鉛汚染の

指標として有用である.本研究では，コイ血液 ALA-

Dについて， Pbおよびカドミウム (Cd) による活

性阻害様式を検討するとともに， Pb汚染魚で特異的

にその活性が低下する理由を，さらに，この酵素の反

応速度に対する pHおよび反応温度の影響を調べ，以

下の結果を得た.

1.反応、液の pHに対する ALA-D活性のグラフ

は，リン酸緩衝液の場合pH6.0に最大ピークを有す

るpH5.5~6.5の広い範囲で高い活性を示した.また，

酢酸緩衝液の場合 pH5.8~6.8の範囲で高い活性を示

した.

2. ALA-D活性は，反応温度60"0まで温度上昇と

ともに急激に増大したが， 70"0以上の温度では急激に

低下した.

3. In vitro試験で血液 ALA-D活性を50%阻害

する Pbおよび Cd濃度は， Pbで5μM，Cdで20

μM程度であった.

4. In vitro試験では PbおよびCdによって， Pb 

汚染魚では未汚染魚に比べて，基質濃度の増加は血液

ALA-Dの酵素反応の Km値を変化させず， Vmax 

を変化させたことから， ALA-D活性阻害様式は非競

争的阻害であると考えられる.Cd汚染魚と未汚染魚

とは同様な ALA-D活性値を示すので， Cdによる活

性限害は起こらなかった.
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5. Pb汚染魚では血球成分中に著しく高濃度の

Pbが存在したが，血竣成分中の濃度は未汚染魚とほ

ぼ変わらなかった.一方， Cd汚染魚の血球および血

竣成分中の Cd濃度は未汚染魚に比べて増大したが，

血球成分中の Pb濃度のように著しく高濃度にはなら

なかった.

6.血液 ALA-D活性阻害は， Pb 汚染魚で観察さ

れるが， Cd汚染魚では観察されない.この理由は以

下のように説明される.飽から取り込まれた Pbは血

液の血球成分中に高濃度に蓄積するが， Cd は Pbの

ように血球成分中に特異的に蓄積されることはない.

血液 ALA-Dは赤血球に存在する酵素なので，血球

成分中に高濃度に蓄積された PbとALA-Dが結合

する.即ち，血球成分中に蓄積された Pbの量がALA-

D活性阻害の程度を決定する.
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Summary 

5-Aminolevulinic acid dehydratase (ALA-D) in blood of carp Cyprinus cαrpio can be 

used as an indicator of water lead (Pb) pollution， because ALA-D activity is inhibited 

by lead contamination. The present study was performed in order to examine the type 

of inhibition of ALA-D activity in carp blood caused by Pb and cadmium (Cd)， in order 

to explain the reason why the blood ALA-D activity of Pb-contaminated carp is particu-

larly depressed， and in order to ascertain the effects of the pH of the reaction mixture 

and the reaction temperature on the ALA-D-catalyzed reaction of carp blood. 

The results were summarized as follows. 

1) In the case of O.IM phosphate buffer， a graph of the pH of the reaction mixture 

versus ALA-D activity showed a broad peak between 5.5 and 6.4 with the maximum ac-

tivity at pH 6.0. 
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2) At temperatures of up to 60"C， ALA-D activity increased rapidly with elevating re-

action temperatures， however， this activity decreased sharply at temperatures greater 

than 70"C. 

3) Under in vitro ALA-D-catalyzed reaction in reaction mixture containing Pb and 

Cd， whilist comparing the blood ALA-D of Pb-contaminated fish with that of control 

fish， increasing substrate concentrations were not found to alter the Km  value and 

shifted the Vmax (maximum velocity). Therefore， it was concluded that th巴 typeof in 

hibition of blood ALA-D activity caused by Pb and Cd is non competitive inhibition. 

Since the activity values of Cd-contaminated fish were similar to those of the control 

fish， the exposure of carp to water Cd did not inhibit blood ALA-D activity. 

4) Pb of remarkably high levels was accumulated in the blood corpuscles of Pb-

contaminated fish. However， the Pb level of the blood plasma was similar to that of 

the control fish. On the other hand， in comparison with that of the control fish， Cd lev-

els both in the corpuscles and in the plasma of Cd-contaminated fish did increase， how-

ever unlike the Pb levels in the blood corpuscles， they did not increase remarkably 

5) An inhibition of blood ALA-D activity was observed in the Pb-contaminated carp， 

but was not observed in the Cd-contaminated carp. The reason for this can be ex-

plained by the following. Pb taken up through the gills became accumulated at a re-

markably high level within the blood corpuscles.However， unlike Pb， the Cd taken up 

did not become accumulat巴dat high levels within the corpuscles. Blood ALA-D is an 

enzyme which is present in erythrocytes， and erythrocyte ALA-D combines with Pb 

within the blood corpuscles. The inhibitory degrees of blood ALA-D activity caused by 

Pb， depend upon the amounts of Pb which become accumulated within the blood corpus-

cles. 
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