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マダイおよびベステルのビテロジェニンに関する研究

藤　井 貝り

Studies　on　Vitellogenin　in　Red　Sea　Bream　and　Bester

KazunohFujii

Abstmct　Vitellogenin（Vg），a五emale－specific　protein£ound　in　semm　of　fish　with　developing

oocytes，is　a　precursor　to　egg　yolk　proteins　that　provide　nutrients（iu血g　early　stage　development・

The　objective　of　this　stu（1y　was　to　improve　artificial　proP＆gation　of　red　sea　bream，Pα8瓶51n復ノ07，

and　the　bester，a　hybrid　sturgeon　cross　between五emale　Eμ50h麗so　and　male　A吻6ns67麗h6n麗5．

　　　（1）Two　specific　proteins　were　identifie（1in　sera　from　vitellogenic　red　sea　bre＆m　females．

These　proteins　showe（1female　specificity，estrogen（E2）inductivity，an（1antigenic　similarity　to

m勾oreggyolkproteins．Consequently，bothoftheproteinswerecon盒medasVg．（2）Thered
sea　bream　Vgs　were　p皿ified　by　hydroxylapatite　chromatography　followe（1by　gel　filtration

chromatography．（3）A　single　radial　immuno（1iffusion　method（SR【D）was．developed　for　the

qu＆ntification　of　red　sea　bream　Vgs　using　antiserum　against　re（1sea　bream　egg　yolk　proteins。

The　sensitivity　range　of　the　SRID　was20．7μ〃mZ　to42．4mg／mZ　of　Vgs　with1（1ay　incubation　on

a1％antiserum　plate．　（4）In　vivo　effects　of　E20n　V喜synthesis　were　investig＆te（i　in　red　sea

brea血．Vg　synthesis　by　hepatocytes　was　found　to　be　dependent　upon　dose　and　time　of　E2

administration．　（5）Vitellogenin　in　serum　of　female　re（1sea　bream　was　first　detected　when

oocytes　reached　the　latter　part　of　the　primary　yolk　stage（from　mi（i－December　to　late　January）．

From　th＆t　point　on，serum　Vg　levels　increase（1（1uring　oocyte　growth，reaching　a　maximum　level

（2．75mglmZ）in　the　spawning　season（Apnl）．（6）Two　red　sea　bream　Vg　cDNA　fragments，855

and3，539base－pairs，were　cloned　and　sequenced、　Both　cDNAs　encoded　unique　protein，each

which　appeared　to　be　carboxyl－tem丘nal　fragments　of　Vgs，（7）Senlm　Vg　of　female　bester　was

，first　detected　by　SRID　when　the　most　m飢ure　oocytes　of　the£emale　reached　O，9mm　in　diameter．

Senlm　Vg　levels　increased　during　oocyte　growth，sha甲ly（iecreased　when　oocytes　reache（12，9mm

in　diameter，and　increase（1again　when　oocytes　became　over－ripe．The　increase　of　Vg　is　thought

to　be　cause（1by　re－absorption　of　egg　yolk　proteins、　（8）The　concentration　of　serum　Vg，the

oocyte　germinal　vesicle　position，bo（1y　weight，and　in　vitro　oocyte　maturation　response　to　proges－

terone　can　be　used　as　maturational　indicators　for　female　bester　propagation．　（9）Artificial

spawning　of　bester　was　successfully　in（1uce（1for　the　first　time　in　Japan　by　selecting‘emale　using

Vg　as乱maturational　predictor　of　ovanan　development，
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第1章　緒 口

藤　　井

研究の背景

　世界人口は急激な増加を示しており，1990年の53億人

から2050年には100億人に達すると予想されている・こ

の急激な人口の増加に対応して食料を確保するために

は，鈍化した陸上での供給に比べ，海洋における食料供

給産業である水産業への期待が大きい。また，国連海洋

法条約発効に伴い，我が国においても排他的経済水域及

びその周辺水域の水産資源の持続的利用方策の確立が大

きな課題となっている。これらの視点から，水産増養殖

にかけられた期待は極めて大きく，内水面利用を含め，

つくり育てる漁業をより成果のあるものとするための技

術開発が益々重要になっている。

　一方で，我が国の漁業経営体数および漁業就業者数は，

年々減少しており，就業者の高齢化も一層高まっている。

今や水産業は，若年層にとって魅力のない職場になって

おり，そのブレークスルーが研究分野にまで求められて

いる。さらに，水産物は，国民への動物性タンパク質の

最大の供給源としての位置を維持してはいるが，国内供

給の減少を輸入が補う形で推移しており，価格面での間

題点以外にも国民の二一ズに応える供給体制の確立が要

求されている。

　このような背景から，消費者の二一ズに応える魚，即

ち漁業者にとっても魅力のある新しい養殖魚の開発が求

められている。新しい養殖魚の開発には，2通りの方法

があり，1つは既存の魚の改良，他の1つはこれまで養

殖対象とされていない魚種の養殖である。後者には，我

が国既存の魚の中から探し出す方法と，外国産の魚を導

入する方法がある。いずれの場合も新たな魚種の養殖魚

化には，餌や飼育環境などの飼育方法を確立すると共に，

安定的にしかも適正価格で種苗が入手できる体制を整え

る必要がある。特に，外国産新魚種の導入には，国内で

の種苗生産を確立する事が大きな課題となる。

　ここで取り上げたチョウザメは，養殖魚としての適正

を調べるために1978年から1983年にかけてソ連（現ロシ

ア）から導入されたベステル（Hμ50hoso雌とAcl解ns87

麗舵n硲雄をかけ合わせた属間交配種）であり，主に受

精卵で送られてきた（丸山他1987）。以来，卿化から成

魚に至る飼育試験が行われ，飼育面での技術的な問題点

はほぼ解決された。しかしながら，成熟卵を得ることが

出来なかったため，国内での種苗生産が出来ない状況が

続いていた。飼育下におけるチョウザメの自然産卵は，

現在でも例がなく，産卵の引き金となる何らかの環境因

子の欠如が原因であると推測されている。

　本研究は，筆者のこれまで行ってきたビテロジェニン

の基礎研究および応用研究の成果をまとめたものである

が，そのきっかけとなったのがチョウザメの種苗生産技

術の開発である。飼育環境下では自然産卵することのな

いチョウザメから成熟卵を得るためには，ホルモンを投

与することにより人為的に成熟，産卵を誘導しなければ

ならない。過去にも先人により，その試みは幾度となく

行われてきたが，いずれも良い結果が得られていなかっ

た。筆者は，成熟卵が得られない原因がホルモン投与の

タイミングにあると推測し，最適投与時期すなわち良い

親魚を選別するために，雌魚の成熟度判定法を開発する

ことにした。最も確実な成熟度判定法は，生殖腺の一部

を生検により摘出し，組織学的観察を行うことであるが，

手間がかかる上に魚に与える負の影響が大きくなる恐れ

がある。また，性ステロイドホルモン量も成熟度を知る

ための指標になると考えられたが，その定量には放射性

同位体を使う必要があり，技術の普及を見据えた場合，

適当ではないと考えられた。その点ビテロジェニンは，

極少量の血液試料があれば簡便に定量でき，魚体に与え

るダメージは最小限に抑えることが出来る。さらに，雌

雄判別にも応用できるという利点もあり，雌の成熟指標

に最適であると考えられた。

　本研究では，ビテロジェニンに関する基礎研究にはマ

ダイを用い，応用研究にはベステルを用いた。基礎研究

にマダイを用いた理由は，当初の研究対象であったベス

テルが上述のように雑種であり，基礎研究の材料として

は適していないと考えたこと，およびマダイを用いて魚

類の性成熟の流れを解明しようとするプロジェクト研究

（バイオメディア計画，農林水産技術会議）において，卵

黄形成に関する研究を筆者が担当したためである。

　本研究は，魚類のビテロジェニンの性状を探るととも

に，その成果が健全な種苗生産に資することを目的とし

た。

序　　論
　ビテロジェニンは，卵生生物全般に見られる卵黄タン

パク質の前駆物質であり，ラテン語の卵黄を意味する

vitellusの素という意味である。Pan8」αZ．（1969）が昆

虫においてこの名称を使ったのが最初であり，現在では

卵生生物全般に広く用いられている。しかし，魚類のビ

テロジェニンの存在はPan6厩」．が報告する以前から知

られており，Vanstone　and　Ho（1961）は，電気泳動法

における移動度の低いバンドとして検出している。彼ら

は，ギンザケOnoo7hyno加識∫s班chを用いた実験で，雄

や未熟雌の血清には見られず，成熟した雌の血清にのみ

見られることから，このタンパク質は血清中の卵黄タン

パク質（serumvitelin）であろうと推察している。また，

Urist　and　Sc可eide（1961）は，エストロゲンの投与に

より血清中に特定のタンパク質が増加することを報告し

ており，KrauelandRidgway（1963）は，ベニザケ

Onco7hynoh醐nε沈αの成熟した雌にのみ血清中に出現
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する抗原物質としてSm　antigenと呼ぶ新たなタンパク

質の出現を報告していた。その後，MerkertandVanstone

（1971）は，ギンザケの卵抽出液から3種類の卵黄タン

パク質を精製し，少なくともその内の2つが両生類で明

らかにされていた2種類の卵黄タンパク質，リポビテリ

ン（lipovitellin）とフォスビチン（phosvitin）に相当す

るタンパク質であると報告している。ビテロジェニンと

いう名称が昆虫以外でも使われるようになってからも

（Wallace　l970），AidaααZ．（1973a，1973b）は，成熟

を開始したアユの雌の血漿中に特異的に現れるタンパク質

をfemalespecificplasmaproteinと呼び，エストロゲン

の投与により未熟雌や雄の血漿中にも出現すること，卵巣

抽出液中に共通抗原性を有するタンパク質が存在するこ

とを明らかにしている。魚の卵黄タンパク質前駆物質を

ビテロジェニンと最初に呼称したのは，Emmersen　and

Petersen（1976）であろう。彼らは，卵黄形成期の雌の

Hounder　PJα漉hり75！～65砺血清中にアルカリ不安定リン

を含むリポタンパク質の存在を示し，エストロゲン投与に

より雄や未熟雌にも合成が誘導されることから，そのタン

パク質を既に両生類等でも使われるようになっていたビテ

ロジェニンと）・う名で呼び，E㎜ersenandEmmersen

（1976）は，卵黄形成過程の肝臓におけるRNA合成の変

化から，エストロゲンの標的器官，即ちビテロジェニン

の産生器官を肝臓であると推察している。同時期にHara

（1976）は，成熟したニジマス雌の血清中にトランスフェ

リンとは別の鉄との結合能を有するタンパク質を見出し，

female．specific　serum　protein（FS）と呼称している。ま

た，Hara　and　Hirai（1978）は，免疫学的手法による卵黄

タンパク質との共通抗原性，エストロゲン投与による雄お

よび未熟雌での発現誘導等から，FSが卵黄タンパク質

の前駆物質すなわちビテロジェニンであることを証明し

た。その後，ビテロジェニンという名称は魚類でも広く

使われるようになり，上記以外にも，円口類のカワヤツ

メLα規pε〃αノαpon’oα（Fukayama8厩」。1986），スナヤ

ツメLαη1p8〃αr6∫ssη6r’（FukayamaααZ．1986），板

鮒類のトラザメSoyZ’orhy朋s　oαn’cμZα（Craik1978），

硬骨魚類ではチョウザメ目のベステル（藤井他1987b，

Amiri6オαZ．1996），　シロチョウザメ　、46’ρεηsεr

醐nsnτon嫌麗s（Kroll　and　Doroshov1991，Moberg

召∫αZ．1991），シベリァチョウザメAdp6nsεrわαεr∫

（Cuisset6厩」．1991，Pelissero6∫αZ．1991），サケ目の

サケ0ηoorhynoh硲惚α（原1978，Ueda8殖Z．1984），

サクラマス0ηoorhyn6h器〃2α5側（太田他1984），タ

イセイヨウサケSα」〃zo3α1α7（Wiegand　and　Idler1984，

Soαα’．1985），ブラウントラウトSαZmo∫7班∫α（Crim

an〔iIdler1978，NorbergandHaux1988），アメマス

SαZv6Z∫n麗Z6μco灘α6η’5（原他1984），カワマス

SαZvε」’nμ3ノわnπnαZ’s（Tam6オα」。1990），コイ目のキン

ギョCαmss’酬5α曜碗硲（Hori召‘α1．1979，de　Vlaming

6厩」．1980），ドジョウハ4’sg獄nμs侃g麗’1」’cαμ4α伽s（寺

西他1981），ゼブラフィッシュβm6hy4αn’07θ7’o

（HeesenandEngels1973），トウゴロウイワシ目のカ

ダヤシσα溺加s彪ψnls（Denison6オαZ．1981），メダカ

07y廟s　Zα吻8s（Hara6ごα1．1983，MurakamiααZ．

1991），マミチョグFμn4μ伽sh召‘召70cZ’砺5（Kanungo8‘

α」。1990），　グ“ツピー　Po60’〃αr6‘∫o麗」α言α　（Hori6オα1。

1991），ウナギ目のウナギ、4ng麗辺αノαpon’oα（Hara6オα」。

1980），ヨーロッパウナギAn8麗i1Zααng麗’Z！α（Petersen

andKorsgaardl989），スズキ目のgobyσo屍μsn∫g67

（Le　Mem1979），ティラピア07600h70顔3側7θμs

（DingααZ．1989），Or600hro枷5n’Jo孟’c麗s（Chanα

α1．1991），　07600hro〃π5〃zo55α灘わ’6麗5　（Kishida　and

Specker1994），　spotte（l　seatrout　C｝7no3c’on　n8わ認05麗s

（Copelan（l　an〔l　Thomas　l988），sea　bass　D’cθ厩γαrch麗3

1αわ7αx（Man＆nosαα」。1994a，1994b），striped　bass

ハ4070nθ5αx厩∫〃5　（KishidaααZ．1992，　Taoαα」．

1993），white　perchハ4070nεαn367’oαnα（Monossonα

α」．1994），マダイPα87μ3n¢のりr（原他1987），red　drum

So’α6no1川s　ooεZ1砿α（Ghosh　and　Thomas1995），カレ

イ目のsoleSoZ6αv認8αr’s（NunezRodriguez6孟α」．

1989），turbotSc・吻hα伽s醒αx珈s（Silversandand

Haux1989，Silversandαα」，1993），winter　nounder

Ps6麗4・μ8麗r・nεα65α膨7∫・α騰（NaglerααZ，1993），

nounder　PJ砿∫ohオhy5∫Zε5麗5　（PovlsenααZ．1990），En－

glishs・lePα7・p切sv6n‘ぬs（J・hns・nααZ，1991），

Atlantic　halibut　Hψpo8Zo∬麗5hψpo8Jo∬麗5（Norberg

l995），オヒョゥH’ρpogJos躍33‘召noZゆ’3（松原・澤野

1992），マツカワy87αspε7溺05召7∫（Matsubara　and

Sawano1995），ナマズ目のcatfishH6陀70pn6麗∬6s

カ3s∫」∫5（NathandSundara吻1981a，1981b），αα酪

gα7，8p伽s（Van　Weerd6‘αZ．1991），アメリカナマズ

1c‘αJr硲ρ槻o嬬μs（BradleyandGrizzle1989），カサ

ゴ目のエゾメバルS6わαsオ8s‘α6zαnows窺’（原他1986），

ニジカジカAZc’oh’hysαJo’oo7n’s（Choi6言αZ，1995），　ト

ゲウオ目のハリヨσα3‘召ro5∫8μsαo麗Z6飢雌（Covens6‘

αZ．1988），ニシン目のマイワシSα74’nop5溺6」αno3オ’c∫麗s

（Matsubara6雄」．1994）等，多くの魚種で研究がなされ

ている。

　これまでの研究報告から魚類のビテロジェニンの諸特

性をまとめると，（1）卵黄形成期の雌に特異的に発現し

ている，（2）卵濾胞により産生されるエストロゲンによ

り肝臓で産生される，（3）卵黄形成期の卵母細胞に特異

的に取り込まれ，卵母細胞内で分子開裂し卵黄タンパク

質となる，（4）卵発生から艀化仔稚が餌を捕り始めるま

での主要な栄養源であり，他の物質と結合して卵母細胞

内への輸送を行う，こと等が明らかにされてきた。
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　（1）の雌特異性に関しては，上述のように1961年以来，

雌の成熟過程におけるビテロジェニン量の変化あるいは

血清タンパク質の雌雄の差として多くの報告がある。し

かし，魚種によっては複数の雌特異血清タンパク質の存

在が報告されており（Plackε緬z．1971，Aida6‘αz．

1973a，Le　Menn　l979），メダカ’（Hara召‘αZ．1983）や

エゾメバル（原他1986）では卵黄形成期以前の雌血清

中にも出現している成分が確認されている。したがって

ビテロジェニンが雌特異血清タンパク質であることは間

違いないが，雌特異血清タンパク質が全てビテロジェニ

ン，即ち卵黄タンパク質前駆物質であるとは言えない可

能性が残されている。また，近年イワシに見られる複数

の雌特異血清タンパク質の内の1つは，卵膜形成に関

わっていることが示唆されており（Matsubaraθ麺」・

1994），雌特異血清タンパク質の役割を個々に詳細に調

べる必要があろう。

　（2）のビテロジェニンの産生に関しては，魚の場合，そ

の産生臓器が両生類や鳥類と同様肝臓であり，卵濾胞組

織で産生されるエストロゲンの直接的な誘導によること

が明らかにされている・エストロゲンの産生に関しては，

長浜らのグループが明らかにしている。彼らは，卵胞の

大きなサケ科魚類を用いて卵濾胞組織の萸膜細胞と穎粒

膜細胞とを分離培養し，爽膜細胞で生殖腺刺激ホルモン

（GtH）の作用によりコレステロールからテストステロ

ンが，穎粒膜細胞ではGtHの有無に関係無くテストス

テロンからエストロゲン（estradiol－17β，以下E2）が生

合成されることを見い出した（Nagahama8雄n982，

Kagawaα認．1982a，1982b，1983）。

　このように産生されたE2は，血流を介して肝臓に働

き，ビテロジェニン産生に直接働くことがニジマスの培

養肝細胞を用いた実験により証明されている（Vaillant

θ厩」．1988，Kwon8雄Z．1993）。しかし，ウナギでは，

培養肝細胞のビテロジェニン産生をE2単独で誘導す

るためには，ニジマスの100倍という非生理的多量の

E2（10叫M）を投与する必要がある　（Komatsu　and

Hayashi1997）。また，ウナギのビテロジェニン産生に

は，成長ホルモンあるいはプロラクチンの関与も示唆さ

れており（Kwon　and　Mugiya1994），魚種別にビテロ

ジェニンの産生機構を解明する必要があろう。

　ビテロジェニンの発現機構は，ステロイドホルモン誘

導型の遺伝子発現のモデルとして，主にニワトリσα伽5

401n6舘’o麗sやアフリカツメガエルX6ng研s　Zα6v∫5のビ

テロジェニンを中心に明らかにされてきた（Lazierand

MacKay1993）・それらを要約すると，E2は肝細胞に存

在するE2受容体と複合体を形成してゲノム上のエスト

ロゲンレスポンシブエレメントに結合し，その下流にあ

るビテロジェニン遺伝子の発現を誘導する。転写，翻訳

されたビテロジェニン分子は，肝細胞内で脂質，リン酸，

糖鎖などの修飾を受けた後，血中へと放出される。この

ような肝細胞内における遺伝子レベルのビテロジェニン

産生機構については，魚類での研究例は未だ報告されて

いない。

　（3）に挙げたビテロジェニンの卵母細胞への取り込み

および卵内での挙動に関しては以下のような報告があ

る。肝細胞で産生され，血中に放出されたビテロジェニ

ンは，血流に乗って卵母細胞に到達し，GtH及び特異

的な受容体の関与により取り込まれる（Stifaniεオα」．

1988，Lancaster　and　Tyler1994）。卵母細胞に取り込ま

れたビテロジェニンは，分子開裂を受けて脂質に富んだ

1ipovitellinと，リン及びセリンを多く含むphosvitinに

分かれる。これらの卵黄タンパク質は卵黄穎粒の主成分

となるがその形成機構は明らかではない。また，ウナギ

ではビテロジェニンと卵黄タンパク質の分子量が変わら

ないとの報告があり（Haraθ厩」。1980），全ての種で分

子開裂が起こるのではない可能性が示唆されている。

　（4）に挙げたように，卵黄タンパク質は，卵発生から

艀化仔稚が餌を捕り始めるまでの主要栄養源であり，他

の物質と結合して卵母細胞内への輸送を行う役目も果た

している。カエルの場合，卵黄は卵黄小板として存在し，

この中に卵のタンパク質態窒素の80％以上，リンタンパ

ク質の90％以上が含まれるが（原1985），魚類の場合

も，成熟卵の主要タンパク質はビテロジェニン由来であ

る。Matsubara　and　Sawano（1995）によると，マッカ

ワのビテロジェニンは，卵母細胞への取り込み時および

最終成熟の際の2回にわたり分解を受け，特に最終成熟

時の分解により派生した遊離アミノ酸が，吸水現象を引

き起こすと共に，卵発生におけるエネルギー源になると

考察している。また，ビテロジェニンは，脂質，糖，リ

ンを含む複合タンパク質であると共に，鉄などの金属類

やカロテノイド等を結合して卵母細胞内へと運び込む輸

送タンパク質としての役割も果たしている（Haral976，

An（10and　Hatano1986，Andoαα」．1986，Ghosh　an（1

Thomas1995）。

　これまでの研究結果から，ビテロジェニンは卵形成過

程における主要なタンパク質であり，卵やふ化仔魚の質

を左右する極めて重要な因子であると考えられている。

本研究では，マダイビテロジェニンの精製法および定量

法を確立し，タンパク質レベルでの発現を検出した。さ

らに，マダイビテロジェニンcDNAをクローニングし，

その構造を解析した。これらの成果は，ビテロジェニン

の機能解析への発展，さらに・は良質の親魚や種苗を生産

するための基礎となることが期待される。また，その応

用として，血清中のビテロジェニンが雌魚の成熟指標と

なることを示し，ビテロジェニンを主たる指標として選

別した雌親魚を用いて，我が国で初めてのチョウザメの

種苗生産に成功した。これらの成果は，今後種苗生産が
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困難とされている魚種の，種苗生産技術の確立にも役立

つものと期待される。

　以下にその研究結果を報告する。

第2章マダイビテロジェニンの精製

　一般に，タンパク質に関する研究は，その精製から始

まる。特定のタンパク質を定量するためには，精製した

タンパク質を標品とした標準曲線を求める必要があり，

遺伝子解析の出発点となるアミノ酸配列の部分決定に

は，高純度の精製タンパク質が要求されるからである。

タンパク質の精製には，一般的にカラムクロマトグラ

フィーが用いられ，これまでに報告されているビテロ

ジェニンの精製法としても，イオン交換カラムやヒドロ

キシルアパタイトカラムが多く使用されている。しかし

ながら，これらクロマトグラフィーの条件決定や比較検

討に関する詳細な報告はなく，回収率さえ記載されてい

ない場合が多い。

　ここでは，陰イオン交換体であるジエチルアミノエチ

ル（DEAE）セルロースおよびヒドロキシルアパタイト

を用いて，マダイのビテロジェニン精製における特性を

検討するとともに，最適条件にて精製を行った。

材料と方法

供試魚：養殖業者より購入し，養殖研究所南勢庁舎の網

生け貧（5×5×5m）で飼育した平均体重1．7kgのマダ

イ3年魚を，産卵期である4月に取り上げ，排卵が確認

された魚を成熟雌マダイ，排精が確認された魚を成熟雄

マダイとした。取り上げた魚から採血し，雌雄別にプー

ルして4。Cにて一晩静置した後，2，000×g，15分間遠

心し，血清を分離した。なお，血清は使用時まで一200C

にて保管した。

卵抽出液：成熟雌マダイより摘出した卵巣卵に，1mM

phenylmethylsulfonyl－fluorideを含む10mMリン酸緩

衝液（PBS；150mM　NaCl，0．05％アジ化ナトリウムを

含む，pH7．5）を10倍量（容量！重量）添加し・ホモジナ

イズ後，遠心（40C，15，000×g，30分間）した。遠心後，

透明感のある中層をピペットで採取し，卵抽出液とした。

エストロゲン処理：養殖業者より購入した平均体重2kg

のマダイを屋外に設置した組立式円形水槽（2t）に収容

した。E2（Sigma）を10mg／m1となるようにプロピレ
　　　　　　　　　　　　　　　もングリコール（和光純薬）に溶解し，雄3尾に対し体重

1kg当たりE2量として2mgを腹腔内に注射した・注

射後7日目に採血し，成熟マダイと同様に血清を分離し

た（E2処理マダイ血清）。

抗雄マダイ血清ウサギ抗体：雄マダイ血清タンパク質に

対する抗体（antiM）は，以下のようにして作成した。

（1）成熟雄マダイ血清0．5mJとフロインドの完全アジュ

バント（Difco）0．5mJを別々のガラス製注射器に取り，

3方コックでつないで完全に乳化するまで混合，（2）乳化

物を家兎の背部10ヶ所程に皮下注射，（3）更に2週間後，

雄血清のみを0．5mJ同様に注射，（4）最終注射2週間後

に耳縁辺部の血管より採血し，抗血清を分離，（5）Protein

Gカラム（Amersham　Pharmacia）によりanti－Mを精

製した。

抗マダイ卵抽出液ウサギ抗体：卵抽出液を用いて上記と

同手順で家兎に免疫し，抗マダイ卵抽出液抗血清を作成

した。同抗血清を雄血清で吸収操作した後，特異抗体

（anti－E）を精製した。吸収操作以降は，以下の手順で

行った。（1）抗血清に同量の雄血清を添加混合し，4。Cで

1晩静置，（2）40C，15，000×g，30分間遠心して沈殿物

を除去し，上清をポアサイズ0．45μmのフィルター

（Advantec，DISMIC25CSO45AN）で濾過，（3）Protein

Gカラムによりanti－Eを精製した。

タンパク質量の測定：血清中の総タンパク質量は，池田

（1977）の方法に若干の修正を加えたビュレット法（マ

イクロアッセイ法），精製過程における各画分のタンパ

ク質量はマイクロアッセイ法あるいはプロテインアッセ

イキット（Bio－Rad）により，ウシ血清アルブミン

（BSA；Sigma，fraction　V）を標準タンパク質として測

定した。マイクロアッセイ法は，以下の手順で行った。

試料を平底の96穴マルチプレートに添加し，ビュレット

試薬（0，15％CuSO4・5H20，3．0％NaOH，0．6％

NaKC4H406・4H20，0．1％KI）あるいは濁度補正試薬

（3．0％NaOH，0．6％NaKC4H406・4H20，0．1％K［）を

各200μ」加えて30分間反応させた。反応液の最大吸収

波長は，545nmであるが，マイクロプレートリーダー

（Bio－Rad，model3550）には同波長のフィルターが無

かったため，最も近い波長である595nmでの吸光度を

測定した。マイクロアッセイ法で試料中のタンパク質量

を測定するにあたり，池田（1977）の方法と比較すると

ともに，反応時間，試料容量，試料濃度の最適条件を検

討した。

ゲル濾過クロマトグラフィー：ゲル濾過∫ま，TSKgel

G2000SW（東ソー，0．75×60cm）とTSKgel　G3000SW

（東ソー，0．75×30cm）の連結，あるいはSuperose6pg

（AmershamPhamacia，1．6×60cm）とSuperose12pg

（Amersham　Pharmacia，1。6×30cm）を連結したもの

を用い，溶出液に5mMEDTAおよび1％グリセロー
ルを含むPBSを用いた。また，流速は0．5m〃血inで，

TSKgelは1mZ，Superoseは2mJ毎に分取した。なお，

各画分中のビテロジェニン含量は，次章で述べる放射免

疫拡散法により測定した。分子量の推定には，標準タン

パク質としてthyroglobulin（分子量670，000），bovine

ga㎜aglobulin（分子量158，000），cMckenovalbumin

（分子量44，000），equine　myoglobin（分子量17，000）

およびvitamin　B－12（分子量1，350）を用いた。
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　なお，本章の液体クロマトグラフィーには全てWaters

625LCsystemを用いた。
DEAEセルロースクロマトグラフィー：まず，クロマト

グラフィーにおける条件を検討するために，試験管テス

トを行った・溶出液としては，pH7．5からpH9．5まで

0．5刻みに調整した1．OMトリス塩酸緩衝液（TB），結合

液としては，同TBの10倍希釈液（0．IM　TB）を使用し

た。DEAE　Sephacel（Amersham　Phamacia）0．5mJを

1．5エn1容量のディスポーザブル遠沈管に取り，各pHの

0．1M　TBで平衡化した。同TBで10倍希釈した成熟雌

マダイ血清（希釈血清）0。8m1を各遠沈管に添加し，

ロータリーシェーカーで10分間インキュベートした後，

500×gで5分間遠心し，上清（未結合画分）を取り除

いた。残存する未結合タンパク質は，1mJの同TBで

3回洗浄する事により除去した（未結合画分）。DEAE

Sephacelに結合したタンパク質は，各pHの1。OM　TB

l　mZで2回溶出した（溶出画分）。希釈血清，未結合画

分，溶出画分のタンパク質量およびビテロジェニン量を

測定した。なお，濃縮率は，希釈血清と溶出画分の単位

タンパク質量当たりのビテロジェニン量の比として求め

た。

　DEAEセルロースカラムクロマトグラフィーには，上

記試験管テストの結果から，pH7．5のTBを用いた・

0．1M　TBで5倍希釈したE2処理マダイ血清1m1を，

同TBで平衡化したDEAE　Sephace1カラム（1×6．4

cm）に添加した。同TBで洗浄後，TBの濃度を1．OM
まで直線的に上げ，担体に結合したタンパク質を溶出し

た。溶出タンパク質のピークは280nmで検出し，各

ピークをゲル濾過クロマトグラフィーでさらに分画した

後，各画分のタンパク質量およびビテロジェニン量を測

定した。

ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィー：DEAE

セルロースクロマトグラフィーと同様に，まず試験管テ

ストを行った。溶出液としては，pH6．0からpH9．0まで

0．5刻みに調整した1．2Mリン酸カリウム緩衝液（KP），

結合液としては，同KPの6倍希釈液（0．2M　KP）を使

用した。ヒドロキシルアパタイト（ナカライ）0．2g（膨

潤後約0．5mZ）を1．5mZ容量のディスポーザブル遠沈

管に取り，各pHの0．2M　KPで平衡化した。同K］Pで

10倍希釈した成熟雌マダイ血清（希釈血清）0．8mZを

各遠沈管に添加し，ロータリーシェーカーで10分間イン

キュベートした後，500×gで5分間遠心し，上清（未

結合画分）を取り除いた。残存する未結合タンパク質は，

l　mZの同KPで3回洗浄する事により除去した（未結

合画分）。ヒドロキシルァパタイトに結合したタンパク

質は，各pHの1．2MKPlmZで2回溶出した（溶出画

分）。希釈血清，未結合画分，溶出画分のタンパク質量お

よびビテロジェニン量を測定した。なお，濃縮率は，希

釈血清と溶出画分の単位タンパク質量当たりのビテロ

ジェニン量の比として求めた。

　ヒドロキシルァパタイトカラムクロマトグラフィーに

は，上記試験管テストの結果から，pH9．0のKPを用い

た。0．2M　KPで5倍希釈したE2処理マダイ血清1mZ

を，同KPで平衡化したヒドロキシルアパタイトカラム

（1×6．4cm）に添加した。同KPで洗浄後，KPの濃度

をL2Mまで直線的に上げ，担体に結合したタンパク質

を溶出した。溶出タンパク質のピークは280nmで検出

し，各ピークをゲル濾過クロマトグラフィーでさらに分

画した後，各画分のタンパク質量およびビテロジェニン

量を測定した。

免疫電気泳動：トリスバルビタール緩衝液（8．869／」ト

リス（ヒドロキシメチル）アミノメタン，4．489／」バ

ルビタール，0．119／Z乳酸カルシウム，0．13g／1アジ化

ナトリウム，pH8，6）で12％に調整したアガロース

（FMC，SeaKemTM　LE）溶液12mZを加熱・溶解し，

水平台上でガラス板（84×94mm）に密着させた
GelBondTM　Film（FMC）上に注いだ。室温で放置し，ゲ

ル化を確認後，免疫電気泳動用テンプレート（Amersham

Phamacia）に沿って2．5mmの試料穴を作成した。試

料5μ1および0．1％ブロモフェノールブルー（BPB）溶

液1μZを添加後，直ちに5V／cmで泳動し，血清タンパ

ク質に結合したBPBが約3cm泳動された時点で終了

した。泳動終了後，上記テンプレートに沿って溝を作成

し，抗体100μ」を添加した。湿潤箱内で24時間反応後，

試料穴および抗体溝を蒸留水で洗い，濾紙10枚および

1kgの重しを重ね，5分間水分を除去した・200mZの

3％食塩水中で15分間振盤後，上記と同様に濾紙で水分

を除去した後，蒸留水中で15分間振盗，脱水を2回繰

り返した。その後50QCの乾燥器中で完全に水分を除去

し，染色液（1％クマシーブリリアントブルーR－250

（CBB），45％酢酸，45％メタノール，10％蒸留水）中で

5分間振盟した。染色後，脱色液（45％酢酸，45％メタ

ノール，10％蒸留水）に移して振盤し，バックグラウン

ドが透明となるまで液を数回交換した。

SDS－PAGEおよびウェスタンブロッティング：ラウリ

ル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動

（SDS－PAGE）は，Laemmli（1970）に準じ，5－20％グ

ラジュエントゲル（アトー，パジェル）を用いて行った。

　泳動後のゲル中に弩まれるタンパク質は，ポリビニリ

デンフルオリド膜（ミリポア，イモビロンーP）にセミド

ライ方式で転写した（アトー，AE－6675）。転写後，膜を

3％スキムミルクを含むPBS20mJ中で1時間振盤し

（ブロッキング），一次抗体としてanti－Eあるいはanti－

M20μ」を添加して，更に1時間振盟した・その後，膜

を0．1％Tween20を含み，アジ化ナトリウムを含まな

いPBS（PBS－T）50mJで15分間洗浄した（5分毎に
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新しいPBS－Tに交換）。’洗浄後の膜は，PBS－Tで3，000

倍に希釈した西洋ワサビペルオキシダーゼ標識抗ウサギ

IgG（Bio－Rad）10mZ中で1時間振盟した。上記と同

様に膜をPBS－Tで洗浄後，一次抗体が認識するバンド

を0．01％o一ジアニシジン，0．003％4一クロロー1一ナフ

トール，0．01％過酸化水素を含む50mM酢酸緩衝液
（pH5．5）で発色させた。

結　　果
タンパク質量の測定：10～100mg／mZのBSA溶液を試

料とし，池田（1977）の方法（試料100μZ，試薬4mZ，

光路長10mm，反応時間30分）により，分光光度計（日

立，U－2000）で545nm（最大吸収波長）および595

nmの吸光度を測定した結果と，マイクロアッセイ法

（試料5μ1，試薬200μ1，反応時間30分）によりマイク

ロプレートリーダーで595nmの吸光度を測定した結果

をFig．2－1に示す。タンパク質量と吸光度の関係を線形

回帰分析（最小二乗法）した結果，何れも高い相関を示

し（r2＞0．99），マイクロアッセイ法によるタンパク質定

量が可能であることが示された。
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in血cro　assay，

BSA　concentration　is　presented　by　open　circles

（100mg／mZ），closed　circles（50mg／mZ），triangles

（25mg／mZ），and　squares（125mg／mJ）．
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0　　　　20　　　40　　　60　　　80　　　100　　120
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Relation　between　the　BSA　concentration　an（i　biuret

color　intensity．

The　color　intensity　was　measure（i　by　standard　assay

at545nm（circles；y＝7。6667e－3十4．0206e－3x，

r2＝0．998），by　standard　assay　at595nm（triangles；

y－5．5333e－3＋3．0885e－3x，r2－0999），andby

micro　assay　at595nm（squares；y＝一L2867e－2十
2。6103e－3x，r2＝0。999）．

10・2

Fig。2－1・

Fig。2－3・

　　　10－1　　100　　101　　102　　103

　　　　　　　BSA　（mg／ml）

Relation　between　the　BSA　concentration　and　biuret

color　intensity　by血cro　assay，

Sample　volume　of　BSA　solution　is　represente（1by

・penc廿cles（160μ；y＝1・4129e－2＋75585e－2x・

r2＝0．999），closedcircles（80μ」ly＝12367e－2＋

3．7246e－2x，r2－0，998），・pentriangles（40μ；

y－1．3207e－2＋1，7906e－2x，r2－0，997），c1・sed

triangles（20μZ；y－8．9592e－3＋9．0828e－3x，r2＝

0．999），open　squares　（10　μ」；y＝L1415e－2十

4．5218e－3x，r2－0．998），andc1・sedsqu飢es（5μZ；

y－1。0328e－2＋2．1985e－3x，r2－0。998），

　マイクロアッセイ法におけるビュレット反応は，Fig．

2－2に示すように30分間で完結し，少なくとも2時間は

吸光度が安定していた。このため，以後の測定は池田

（1977）に準じ，反応時問を30分間とした。

．次に，マイクロアッセイ法におけるタンパク質濃度と

吸光度の関係を，試料容量別（5～160μ）に調べた。結

果はFig．2－3に示すように，試料容量5μzでは，3。13

～100mg／mZ，10μZでは，156～50mg／mJ，20μ」で

は，0．78～25mg／mZ，40μ」では，0、39～125mg／mZ，80

μZでは，0．20～6．25mg／mZ，160μ」では0，098～3．13

mg／mZの範囲で極めて相関の高い（r2＞0．99）回帰式が

得られた。即ち，今回測定した範囲では，試料の容量に

関わらず，絶対量として15．6～500μgの範囲でタンパ

ク質の定量が可能であることが明らかとなった。
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　なお，本法で測定したマダイの血清タンパク質量は，

成熟雄45．9mg／mJ，成熟雌58．3mg／mJ，E2処理魚87．8

mg／mJであった。これらの値は，池田（1977）の方法に

準じて求めた値，各々43．8，58．7，87。3mg／m1と良く一

致した。

抗体の特性：Fig．2－4にanti－Eおよびanti－Mを用いた

免疫電気泳動像を示した。an住Eに対し，成熟雌マダイ

血清およびE2処理マダイ血清は試料穴から陽極側に伸

びる主たる沈降線と，ほぼ同位置に1本の弱い沈降線が

観察され，卵抽出液もほぼ同じ位置に3本の濃い沈降線

と2本の弱い沈降線を形成した。一方，雄血清はanti－E

とは全く反応せず，吸収操作が十分であることを示した。

また，anti－Mは成熟雄マダイ血清，成熟雌マダイ血清お

よびE2処理マダイ血清とは10数本の沈降線を形成した

が，卵抽出液とは抗体溝の陽極側末端に強い1本の沈降

線と2～3本の弱い沈降線のみが観察された。
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Fig。2・4．

　　　　　　　　　　　　　　　　十

Immunoelectrophoresis　of　male，female，and　E2－

treate（1fish　serum，and　egg　extracts．

anti－M，antibody　against　male　seruml　anti－E，

antibo（1y　against　egg　extracts　absorbed　with　male

serum；M，male　serum；F，female　serum；E2，
E2－treated　fish　seruml　Egg，egg　extracts．Arrows

show　antigens　in　ser＆reacted　with　anti－E．

ゲル濾過クロマトグラフィー：成熟雄マダイ血清，成熟

雌マダイ血清およびE2処理マダイ血清をTSKgelを用

いたゲル濾過に供し，放射免疫拡散法により各画分のビ

テロジェニン量を測定した結果をFig．2－5に示す。ビテ

ロジェニンは成熟雌マダイ血清およびE2処理マダイ血

清の画分番号21にピークを形成し，分子量は486kDa

0
　　　0　　　10　　　　　　20　　　　　　30　　　　　　40　　　　　　50

　　　　　　　　　Fraction　nUmber
Fig．2・5。Gel　filtration　chromatography　of　male（M），remale

　　　　（F），andE2一柱eatedfishsemm（E2）andi㎜unoelec－

　　　　trophoresis　of　dark　shaded丘actions　of　female（A）

　　　　and　E2－treate（1fish　semm（B）．

　　　　Upper　aぼows　show　elution　positions　of　thyroglobu－

　　　　1in（11670kDa），bovine　gamma　globulin（2；158

　　　　kDa），chicken　ovalbumin（3；44kDa）ブequine
　　　　myoglobin（4117kDa），and　vitamin　B－12（5；1，35

　　　　kD）．Abbreviations　are　the　same　as　in　Fig．2－4．

であると推定された。しかし，この画分を免疫電気泳動

に供した結果，anti－Mと反応するタンパク質の混在が明

らかになり，ゲル濾過法のみでは精製が不十分であるこ

とが示された（Fig．2－5A，B）・なお，雄血清は，何れの

画分もanti－Eとは反応しなかった。

精製条件：液体クロマトグラフィーによる精製条件を決

めるために行った試験管テストの結果をFig，2－6に示す。

DEAEセルロースに吸着した成熟雌マダイ血清中のビテ

ロジェニンは，pH7．5～8，5の1．OMTBによりほぼ完全

に溶出されたが，pH9．0以上のTBでは回収率が急激に

減少した（Fig．2－6A）。また，濃縮率もTBのpHが高く

なるほど減少した。最も高いビテロジェニンの濃縮率は，

pH7．5のTBを使用時におけるL7倍であった。以上の

結果から，DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー

におけるTBの最適pHは，7，5であると考えられた。

　一方，ヒドロキシルアパタイトを用いた試験管テスト

の結果は，即のpHが高いほどビテロジェニンの回収

率および濃縮率が高くなる傾向を示した（Fig．2－6B）。

pH6．0のKPを用いた場合の回収率は1％，濃縮率は
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Effects　of　pH　level　on　recovery　and　purity　of

vitellogenin　by　DEAE－cellulose　chromatography

（A）and　hydroxylapatite　chromatography（B）．

＊1amount　of　vitellogenin　in　eluting　ffaction　relative

to　amount　of　vitellogenin　in　original　female　serum．

＊2purity・fvite11・geninineluting丘acti・nrelative

to　that　in　original　fbmale　serum．

1．2倍であったのに対し，pH9．0の即を用いた場合に

は，回収率が40％，濃縮率は7．9倍にまで高まった。以上

の結果から，ヒドロキシルアパタイトカラムクロマトグ

ラフィーには，pH9．0のKPを用いることにした。

DEAEセルロースカラムクロマトグラフィー：E2処理

マダイ血清を0．1M　TB（pH7．5）で平衡化したDEAE

セルロースカラムに添加し，緩衝液の濃度を勾配法によ

り直線的に上昇させ，カラムに吸着した血清タンパク質

を溶出した。添加した血清中のタンパク質の多くは，素

通りすることなくカラムに吸着し，溶出液の濃度が0．4M

に上がるまでにその殆どが溶出された（Fig．2－7A）・

Figur　E2－7Aに示すクロマトグラムの2つのピークを指

標とし，溶出画分をDE1とDE2としてプールした。

DE1とDE2は，TSKge1を用いたゲル濾過クロマトグ
ラフィーによってさらに分画し，各画分中のビテロジェ

ニン量を測定した。その結果，DE1のゲル濾過画分から

は，全くビテロジェニンが検出されなかった（Fig．2－

7B）。一方，DE2のゲル濾過画分は，画分番号21をピー

クとしてビテロジェニンが検出されたが，その溶出位置

は，280nmの吸光度のピークと一致しなかった（Fig．

2－7C）。
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処理マダイ血清を0．2M　KP（pH9．0）で平衡化したヒド

ロキシルアパタイトカラムに添加した場合，血清中の殆

どのタンパク質はカラムに吸着せず，開始緩衝液により

素通り・溶出した（Fig．2－8A）。溶出液の濃度を直線的
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に上げると，両側にショルダーを形成する280nmの吸

光度ピークが現れ，HA1およびHA2として分取した。

HA1とHA2をTSKgelを用いたゲル濾過クロマトグラ

フィーによってさらに分画した結果，各々分画番号21

（Fig．2－8B）あるいは分画番号22（Fig．2－8c）にビテロ

ジェニンのピークが検出された。これらのビテロジェニ

ンの溶出位置は，280nmの吸光度のピークと良く一致

した。

　上記の結果から，0．2M　KPで平衡化したヒドロキシ

ルアパタイトカラムには，ビテロジェニン以外の成分は

ほとんど吸着しないことが示唆されたため，成熟雄マダ

イ血清あるいはE2処理マダイ血清を用いて，0．2Mから

1．2Mへの段階溶出を行った。その結果，雄血清成分は

ほとんどカラムを素通りし，1．2M　KPでの溶出におけ

るピーク画分（画分番号25）でさえ，タンパク質濃度は

0．14mg／mJにすぎなかった。一方，E2処理マダイ血清

では，1．2M　KPによる大きな溶出ピークが見られた
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Fig。2－9。Purification　of　red　sea　bream　vitellogenin　by　hy－

　　　　droxylapatite　chromatography（A）～md　gel　filtration

　　　　chromatography（B）．

　　　　The　fraction（No．25）of　E2－treate（1fish　serum

　　　　eluted　from　hydroxylapatite　using　L2M　KP　was

　　　　applied　on　Superose6pg　column　connected　with

　　　　Superose12pg　column．　Upper　arrows　show
　　　　elution　positions　of　standard　proteins（see　Fig．2－5）．

　　　　The　dark　shaded　fraction（No．41）in　B　was　tested

　　　　for　purity　by　immunoelectrophoresis（C），Abbre－

　　　　viations　are　the　same　as　in　Fig、2－4．

（Fig．2－9A）。ピーク画分（画分番号25，3．17mg／mJ）

をSuperoseによるゲル濾過クロマトグラフィーに供し

たところ，280nmの吸光度は，ボイドボリューム付近

に小さなピークと分子量約480kDaの位置に左右対称

の大きなピークを形成し，後者の吸光度ピークは，ビテ

ロジェニンの溶出ピークと良く一致した（Fig．2－9B）。

Figure2－9Bの濃い斜線で表した画分番号41を免疫電気

泳動に供した結果，雄血清タンパク質との共通抗原は完

全に除かれていることが明らかになった（Fig．2－gc）・

本画分は，限外濾過による濃縮後，精製ビテロジェニン

として使用した・

SDS・PAGEおよびウエスタンブロッティング：成熟雄

マダイ血清（M），成熟雌マダイ血清（F），E2処理マダ

イ血清（E2）および精製ビテロジェニン（Vg）のSDS－

PAGE（A）およびanti－E（B），anti－M（C）を用いた

ウェスタンブロッティングの結果をFig．2－10に示す・

精製ビテロジェニンは，SDS－PAGEによって，推定分

子量183kDaの位置に主たるバンド，107kDa，87
kDaの位置に比較的明瞭なバンドと，その他数本のマイ

ナーバンドを形成した（Fig．2－10A）。183kDaのバン

ドは，anti－Eに対しても強い抗原性を示し，成熟雌マダ

イ血清およびE2処理マダイ血清においても，anti－Eに

対する主たる抗原であることが確認された（Fig．2－

10B）。精製ビテロジェニンは，それ以外にも分子量

70kDaから183kDaの間に10本前後のanti－Eと反応

するバンドを形成した。一方，成熟雄マダイ血清は

anti－Eを用いたウェスタンブロッティングでは明瞭なバ

ンドを形成せず，抗体の吸収操作がほぼ完全であること

を示した。また，精製ビテロジェニンは，anti－Mを用

いたウェスタンブロッティングでは明瞭なバンドを形成

せず，成熟雄マダイ血清との共通抗原を含んでいないこ

とが確認された。

考　　　察

　本章では，マダイ血清中の総タンパク質量の簡易定量

法，およびマダイ血清を出発材料とした液体クロマトグ

ラフィーによるビテロジェニンの精製法について検討し

たQ

　マイクロプレートリーダーを用いたタンパク質の定量

法については，すでに各社より試薬キットが販売されて

おり，共存試薬の影響の減少や高感度化が進められてい

る。しかしながら，血清のような高濃度タンパク質溶液

を試料とする場合，測定範囲内に納めるためには適度な

希釈を必要とし，煩雑さに加え，希釈による誤差が加わ

る。一方，池田（1977）は，ミクロ・キェルダール法を

標準法として，ニジマス血清タンパク質量を5種類の測

定法で測定し，ビュレット法が最良の簡易定量法である

としている。今回，ビュレット法をスケールダウンして
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Fig2・10．SDS－PAGE（A）andi㎜unoblottingofmalesemm，femalese川m，恥一treatedfishserum，andpurifiedvitellogenin

　　　　（Vg）with　antibodies£rom　anti－E（B）and　anti－M（C）。

　　　、Arrows　at　the　left　side　of　each　figure　show　the　positions　of　myosin（212kDa），α2－macroglobulin（170kDa），

　　　．β一galactosidase（116kDa），transferrin（76kDa），and　glutamic　dehydrogenase（53kDa）．Abbreviations　are　the

　　　虹sameasinFig・2－4

マイクロプレート上で測定したが，BSAを標準タンパ

ク質として検討した結果では，試料容量の調節により

0．098～100mg／mZの範囲で定量が可能であることが明

らかとなった。このことは，血清からその精製過程にお

けるほとんどの試料を，希釈や濃縮することなく測定で

きることを意味している。実際，マダイの血清総タンパ

ク質量を本法で測定した結果は，池田（1977）の方法に

準じて測定した結果と良く一致し，試薬や試料の少量化，

省力化等に加え，市販の試薬キットでは直接測定できな

い血清等の高濃度試料のタンパク質量を測定する上で有

利である。

　ビテロジェニンの精製に関しては，水沈殿法（Haraα

αZ。1993），密度勾配超遠心分離法（Ando　an（iMori

l995），各種の担体を用いた液体クロ マトグラフィー

（Silversand6短Z．1993，Mananosαα」．1994a，

Matsubaraε‘α」．1994，Ando1995），あるいはこれらの

組み合わせによる精製例が報告されている。水沈澱法に

ついては，ギンザケのビテロジェニン精製において，試

料中のビテロジェニン濃度が5mg／mZ以下の場合には，

沈澱物を形成しないことが指摘されている（Hara8厩Z。

1993）。マダイの卵は，サケ科魚類の卵よりも小さく，ま

た多回産卵魚であるため，産卵期においても卵黄形成期

の卵母細胞数は限られていること等から，血清ビテロ

ジェニン量がサケ科魚類ほど高まらないものと推察され

る。実際，今回用いた成熟雌マダイ血清中のビテロジェ

ニン濃度は5mg／mJに満たず（次章参照），予備的に

行った実験ではビテロジェニンの沈殿を形成しなかった

ため，ここでは検討を省略した。

　密度勾配超遠心分離法は，魚類ビテロジェニンの精製

法としては比較的新しい手法であり，本法によりティラ

ピア（Ando　and　Mori1995）やウナギ（Komatsu8厩Z．

1996）の血清からビテロジェニンが精製されている・ビ

テロジェニンは，精製過程でタンパク質分解を受けやす

いことが知られており（SilversandααZ．1993），その分

解にはカルシウムイオンやビテロジェニン分子自体に内

在する因子の関与が示唆されている（Ando　andMori

1995，Komatsu6厩Z．1996）。密度勾配超遠心分離法で

は，精製過程のタンパク質分解を受けることなく単一タ

ンパク質にまでビテロジェニンが精製可能であり，今後，

本法によるマダイのビテロジェニン精製を検討する必要

があろう。

　本章では，DEAEセルロースおよびヒドロキシルアパ

タイトを用いた液体クロマトグラフィーによるマダイビ

テロジェニンの精製を試みた。DEAEセルロースは，弱

陰イオン交換体であり，等電点より高いpHにおいて総

電荷が負になったタンパク質を吸着する（吉田1990）。

担体に吸着したタンパク質は，緩衝液濃度の上昇ある

いは一価中性塩（塩化ナトリウム等）の添加によって

対イオンと置き換えることにより担体から溶出するが，

選択したpHが高すぎると溶出し難くなる。これまで
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に，st且pedbassM・r・η6sαxαオ’」’s（陥shida6オαZ．1992，

Taoαα」．1993）やseabassP’66nヶα70h麗sJα扉αx

（Mananos6‘αZ．1994a）のビテロジェニンがDEAE交

換体を用いたイオン交換クロマトグラフィーにより精製

されている。本章では，まずマダイビテロジェニンの精

製において，DEAEセルロースカラムクロマトグラ

フィーに用いるTBの最適pHを明らかにした（Fig。2－

6A）。しかし，ビテロジェニンの回収率および濃縮率が

ともに最も高かったpH7．5のTBを用い，本クロマト

グラフィーにて分画したビテロジェニン画分には，さら

にゲル濾過クロマトグラフィーで精製度を高めても，共

雑タンパク質が混在していた（Fig．2－7c）。本法により

マダイのビテロジェニンを精製するためには，カラムの

長さ，溶出条件（溶出液の組成，溶出液の濃度勾配等）

等の更なる検討が必要である。

　ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーによるタ’

ンパク質の精製には，使用緩衝液としてpH6．8の即が

一般的に用いられている（川崎1990）。しかし，同KP

を用いてマダイビテロジェニンの精製を試みた予備実験

では，回収率が極めて低かった（約5％）。そこで，KP

のpHについて検討した結果，pH6～9の範囲では添加

した試料中のビテロジェニン全てが担体に吸着するこ

と，KPのpHを上げることによりビテロジェニンの回

収率および濃縮率が高まること（Fig．2－6B）が明らかに

なった。ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーは，

陰イオンおよび陽イオン交換クロマトグラフィーの両方

の側面を持つことが知られている（川崎1990）。また，

ビテロジェニンはカルシウム結合性リンタンパク質であ

り，ヒドロキシルアパタイト（Calo（PO4）6（OH）2）への

吸着には，特異的親和力も働いていると考えられる。し

かし，ヒドロキシルアパタイトクロマトグラフィーの機

構は，未だ完全には明らかにされていない。従って，高

いpHの溶出液を用いることにより，結合したビテロ

ジェニンの回収率が高まるという今回の結果を考察する

ためには，その機構に関する詳細な検討が必要である。

　マダイビテロジェニンの分子量は，ゲル濾過（native

form）では486kDaであり，SDS－PAGEでは183
kDa，107kDa，87kDaの3本の主たるバンドを形成し

た。anti－Eを用いたウェスタンブロッティングにおいて

は，推定分子量70kDaから183kDaの間に10本前後

のバンドが確認された。ビテロジェニン分子は，複数の

ペプチドで構成されるサブユニット構造を取ることが

両生類（Bergink　and　Wallece1974），鳥類（Deeley

θ∫α1．1975）および魚類（Hara　l987，Matsubara

and　Sawano1995）でも報告されている。さらに魚類

においては，これまでにヤッメウナギ（Accession

No、M88749；Sharrock6齢1．1992），シロチョウザメ

（Accession　No．UOO4551Bidwell　and　Carlson1995），

マミチョグVTGI（AccessionNo．UO7055；LaFleur

6オαZ．1995a），マミチョグVTGII（AccessionNo．

U70826；LaFleur6‘α」．1995b）およびニジマス
（Accession　No，X92804；Mouchelε∫αZ．1996）のビテ

ロジェニン遺伝子の塩基配列（シロチョウザメは5’末

端の一部欠損）がデータベース（日本DNAデータバン

ク）に登録されており，計算上のペプチド骨格の分子量

は各々200kDa，186kDa，188kDa，186kDa，183kDa

である。従ってマダイの場合，SDS－PAGEで確認され

た最も大きなペプチド（183kDa）が，ビテロジェニン

の主たるサブユニットであると推定された。その構造に

ついては，第4章で述べる。

　原他（1987）は，マダイには免疫学的に少なくとも2

種類のビテロジェニン様タンパク質が存在すると述べて

いる。今回の免疫電気泳動においても，成熟雌マダイ血

清やE2処理マダイ血清はanti－Eと2本の沈降線を形成

し，やはり2種類のタンパク質の存在が示唆された（Fig，

2－4）。ここでは両者の分離精製には至らなかったが，両

者ともに，卵黄形成期の雌血清特異性，E2による産生誘

導，卵黄タンパク質との共通抗原性というビテロジェニ

ンの特性を有しており（原他1984），ビテロジェニンの

精製という目的は達したものと考える。今後，マダイの

ビテロジェニンを単一タンパク質にまで精製し，各々の

諸特性を解明する必要があろう。

第3章マダイビテロジェニンの免疫学的定量

　前章で作成した抗体（anti－E）は，雄血清成分とは全

く反応せず，成熟雌血清，E2処理魚血清および卵抽出液

にのみ抗原性を示すタンパク質の存在が確認された。こ

の血清中のタンパク質は，成熟雌特異的であり，卵黄ダ

ンパク質との共通抗原性を示し，しかもE2によって誘

、導されることから，ビテロジェニンであると言える条件

を満たしていた。そこで，この抗体を用いたビテロジェ

ニンの免疫学的定量法の確立を試みた・

　これまでに報告されているビテロジェニンの検出法と

しては，ビテロジェニンがアルカリ不安定リンを有する

唯一の血清タンパク質であることをもとに，アルカリ不

安定リン量からビテロジェニン量を求める間接的な方

法（Tinsley1985），電気泳動後のデンシトメトリーによ

る方法（VanBohemenε砲～．1981），特異抗体を用

いた直接的な免疫学的定量法などが報告されている・

免疫学的定量法としては，免疫凝集反応（LeBail
andBreton1981），ラジオイッムノァッセイ　（So8孟α」．

1985，Copeland召‘砿1986），放射免疫拡散法（太田他

1984），二重拡散法（藤井他1987b），酵素免疫測定法

（0㎞mura6雄」．1995）等が報告されている。これらの

手法は何れも長所，短所を合わせ持ち，高感度のラジオ

イムノアッセイや酵素免疫測定法では数mg／mZにも達
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する高濃度のビテロジェニンを含む血清試料の測定には

不向きであるし，特殊な機器を必要とする。一方，放射

免疫拡散法は，感度は前2法よりも劣るが，高濃度のビ

テロジェニンを希釈することなく直接定量することが可

能であり，しかも特殊・高額な機器を必要としないなど，

多くの利点を有する。

　ここでは，マダイビテロジェニンの定量法として，簡

便でかつ特異性の高い放射免疫拡散法を開発するととも

に，卵黄形成過程における雌マダイ血清中に含まれるビ

テロジェニンの量的変化について検討した。

材料と方法

抗血清：前章で作成した，雄マダイ血清で吸収したウサ

ギ抗マダイ卵抽出液血清（以下抗血清）を用いた。

放射免疫拡散法：放射免疫拡散法は概ねManciniθ雄Z．

（1965）に従い，以下の手順で行った。（1）2．4％量のア

ガロース（FMC，SeaKemTM　LE）をPBSに添加し，加

熱，溶解（2）このアガロース溶液を，ウォーターバス上

で550Cまで冷却した後，55。Cに保温した抗血清を終

濃度0．5～32％となるように添加し，550CのPBSでア

ガロースの終濃度をL2％に調整（3）この溶液を，水平

台上の直径9cmのシャーレ1枚あたり12mZ分注し，

固化するまで室温に放置（4）固化アガロースプレート

に，直径2mmの試料穴を空け，その穴にE2処理マダ

イ血清の2倍希釈系列を5μ」添加（5）シャーレに蓋を

してビニールテープで密閉し，室温にてインキュベート

（6）各試料穴の回りに形成された沈降輪の直径をイムノ

ビュワー（常光）上で経時的に計測（7）沈降輪の面積と

ビテロジェニン量との線形回帰分析（最小二乗法）を

行った。なお，沈降輪の面積は，以下の式で算出した。

沈降輪の面積＝（沈降輪の半径）2×3．14一（試料穴の

　　　　　　半径）2×3。14

　染色する場合は，7×9cmのゲルボンドフィルム
（FMC）をシャーレの代わりに用い，沈降輪形成後（1）

濾紙（ワットマンNo．1）6枚と1kgの重しをかけて約

5分間脱水（2）100mZの3％食塩水中で1時問振盟

（3）濾紙による脱水（4）蒸留水中で30分間振盟（5）濾紙

による脱水（6）乾燥機（40。C）で30分間乾燥（7）染色

液（0．5％CBB，10％酢酸，45％エタノール）中で5分

間振量（8）脱色液（10％酢酸，45％エタノール）に移し

て振盟し，バックグラウンドが透明となるまで液を数回

交換（9）自然乾燥後，沈降輪の直径を測定した。

雄マダイヘのエストロゲン投与：E2を100mg／mJとな

るようにプロピレングリコール（和光純薬）に溶解し，

雄マダイ24尾（平均体重L3kg）に体重1kg当たりE2

量として10mgを腹腔内に注射した。対照魚6尾には

体重1kg当たり0、l　mJのプロピレングリコールのみを

注射した。E2投与群から，投与直前および投与後1，3，

5，7，10日目に各3尾を取り上げて採血し，血清を分離

した後，血清中のビテロジェニン量を放射免疫拡散法に

より測定した。また，対照魚は，プロピレングリコール

投与後5日目と10日目に各3尾を取り上げ，E2投与魚

と同様に血清中のビテロジェニン量を測定した。

卵黄形成過程におけるビテロジェニンの量的変化：養殖

業者より購入し，養殖研究所南勢庁舎の網生け貴（5×5

×5m）で飼育していたマダイ3年魚から，雌マダイ5

尾（平均体重L8kg）を選別し，屋外に設置した組立式

円形水槽（2t）に収容した。選別した雌マダイを1989年

11月28日から1990年3月20日にかけて個体追跡し，毎

月2回の頻度で採血し，血清中のビテロジェニン量を放

射免疫拡散法によって測定した。また同時に，生殖口か

らカニュレーション法により卵巣卵の一部を採取し，最

も発達した卵母細胞の卵径を万能投影機（ニコン，V－

16D）上で拡大し，計測した。

結　　　果

放射免疫拡散法における抗血清濃度および反応時間の検

討：0．5～32％の抗血清を含むアガロースプレートを用

い，E2処理魚血清（42．4mg／mZのビテロジェニンを含

む）の2倍希釈系列を試料として，沈降輪の面積を経時

的に測定した結果をFig．3－1に示す・抗血清濃度o．5％

の場合，沈降輪が観察できた試料中のビテロジェニン濃

度の上限は，試料添加後1日目では0．166mglmJ（256

倍希釈），3日目では1。33mg／mZ（32倍希釈），5日目以

降では10．6mg／mJ（4倍希釈）であった。2倍希釈血清

（21．2mg／mJ）と血清原液の形成する沈降輪は14日間を

通して観察されなかった。また，沈降輪が観察できたビ

テロジェニンの最少濃度は，14日間を通して10．4μg／mJ

（4，096倍希釈）であった。1％以上の抗血清を含むアガ

ロースプレートを使用した場合には，1日目以降のビテ

ロジェニンの検出上限は変わらず，血清原液（42．4mg／

mJ）においても沈降輪を観察することができた。しか

し，プレート中の抗血清濃度が上昇するにつれて，同じ

試料における沈降輪の面積は逆に小さくなった。ビテロ

ジェニンの検出最少濃度は，抗血清1～4％のプレート

では20．7μg／mZ（2，048倍希釈），8％では4L4μg／mZ

（1，024倍希釈），16％では82．8μg／mZ（512倍希釈），

32％では166μg／mJ（256倍希釈）となり・抗血清濃度の

上昇の伴い，測定感度が低くなった（Fig．3－2）・また，

沈降輪は経時的に拡大し，抗血清濃度が低いほど，また，

試料中のビテロジェニン濃度が高いほど面積が一定とな

る（抗原抗体反応が完結する）までに時間を要した。14

日目までに抗原抗体反応をほぼ完結したビテロジェニン

濃度は，抗血清32％と16％のプレートでは42．4mg／mJ，

8％では21．2mg／mZ，4％では10。6mg／mJ，2％では
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Effects　of　concentration　of　antiserum　and　incubation　time　on　area　of　the　precipitate．

Numbers　of　percentage　in　the理aphs　show　the　concentrations　of　the　antiserum　include（1in　the　plates。Vitellogenin

concentration　is　represented　by◎，42．4mg／mZ；○，21．2mg／mZ；△，10，6mg／mZ；▽，5，3mg／mJ；□，2。65mg／m’；◇，

L33mg／mZ；☆，663μglmZ●，331μg／mJ；▲，166μg／mZl▼，83μg／mJ；■，41μg／mZ；◆，20・7μg／mZl★，10・4μg／mJ・
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Fig．3・2．　Effect　of　antiserum　concentration　includ“d　in　the

　　　　Plate　on　the　sensitivity　range　of　the　single　radial

　　　　immunod澄usion．
　　　　Open　circles　represent　dle　highest　concennfations　of

　　　　vitellogenin　which　finish　the　diffusion　in14days。

　　　　Closed　circles　represent　the　lowest　concentrations、

　　　　of　vitellogenin　which　can　be　detected。

5．3mg／mJ，1％では2．65mg／mJ，05％では0．66mg／

mZであった（Fig．3－2）。

　14日目における沈降輪の面積と試料のビテロジェニン

濃度との関係を回帰分析した結果，プレートに含まれる

抗血清の濃度が低いほど，両者の相関も弱くなった。そ

こで，抗原抗体反応が完結した試料と未完結の試料とに

分けて別々に分析したところ，抗原抗体反応が完結した

濃度範囲では1次回帰直線，それ以上の濃度では，対数

回帰曲線で表すことにより強い相関を示すことが明らか

になった（Fig．3－3，Table3－1）。この結果は，抗血清の

節約と測定時間の短縮が可能であることを示唆してお

り，実際，抗血清濃度1％，反応時間1日の測定条件で

も，以下の式で表される相関の強い回帰方程式が得られ

た（Fig．3－4）。

y＝L8476十105．52x（20．7－166μg／mJ；r2＝0．999）．

y＝42．837十34．06410g　x（0．166－42．4mg／mZ；r2＝

　0．988）．

放射免疫拡散法における信頼性の検討：成熟雄血清，E2

処理魚血清および精製ビテロジェニンの2倍希釈系列を

試料として，沈降輪の面積と試料中のビテロジェニン濃

度との関係（用量反応曲線）を調べた。測定条件は，ア

ガロースプレートの抗血清濃度を1％とし，反応時間は

1日間とした。その結果，雄血清は全ての希釈倍率で沈

降輪を全く形成せず，E2処理魚血清の用量反応曲線は，

精製ビテロジェニンの用量反応曲線と平行となった

（Fig．3－5）・以上の結果は，本法により試料中のビテロ

ジェニン濃度が特異的に測定できることを示している。

なお，本測定条件（抗血清1％，反応1日間）におい

て，抗原抗体反応を完結するビテロジェニンの最高濃度

である166μg／mJ（Fig．3－4）の精製ビテロジェニンを

用い，アッセイ内変動係数とアッセイ間変動係数を求め

た結果，各々1。71％（n＝9）と4．85％（n＝5）であった。

エストロゲン処理マダイのビテロジェニン産生：E2投

与後の，雄マダイ血清中のビテロジェニン量の変化を

Fig．3－6に示す。E2投与直前には，血清ビテロジェニン

は検出されず，E2投与後1日目には1．69mg／mJとな

り，その後3日目には16．5mg／mJ，5日目には45．8mg／

mJ，7日目には68．1mg／mJ，10日目には84．1mg／mJと

なり，経時的に増加した。なお，E2投与群は5日目から

死魚（外部所見としては眼球突出，立鱗等）が出始め，

10日目には生存魚は1尾であったため，その日の測定値

は1尾による値である。他の測定値は，3尾の平均値を

とった。対照魚の血清中には，ビテロジェニンは全く検

出されなかった。

卵黄形成過程におけるビテロジェニンの量的変化：1989

年11月28日から1990年3月20日における，雌マダイ5

尾の平均血清ビテロジェニン量および平均卵巣卵径の経

時変化をFig．3－7に示す。実験開始時（11月28日）の

平均卵径は188μmであり，血清中のビテロジェニンは

全ての個体で全く検出されなかった。12月12日には，卵

径330μmの卵巣卵を有する1尾の血清から16．3μg／mJ

のビテロジェニンが初めて検出された。血清ビテロジェ

ニンが検出されなかった他の4尾の卵巣卵径は，160～

200μmであった・過半数（3尾以上）の雌マダイから，

ビテロジェニンが検出されたのは1月23日が最初であり

（平均87．7μg／m1），その時点での平均卵径は323μmで

あった。2月22日には，全ての雌マダイ血清中からビテ

ロジェニンが検出されるようになり（平均326μg／mJ），

実験最終日の3月20日には，平均L34mg／mJにまで増

加した・3月20日の平均卵径は460μmであった。

　本実験期間中には，供試魚の排卵は全く確認されな

かったが，本実験とは別に網生け費で飼育していた同年

魚のマダイの中には，1990年4月6日に排卵する個体

が確認された。排卵が確認された雌マダイ10尾（平均体

重1．8kg）のプール血清中のビテロジェニン濃度は，

2．75mg／mJであり，排卵卵の平均卵径は975μmで
あった。

考　　　察

　放射免疫拡散法は，Mancini6‘α」．（1965）によって

考案され，マンシー二法あるいは一元放射免疫拡散法

（Single　radial　immunodiffusion　method，SRID）ともよ

ばれている。これまでにも，魚類の血清ビテロジェニン

を放射免疫拡散法により定量した例はあるが（太田他

1984，A血ri6雄」．1996），検出感度等を詳細に記述した
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Numbers　of　percentage　in　the　graphs　show　the　concentrations　of　the　antiserum　included　in　the　plates、Dotted　lines

and　solid　curves　represent　regression　curves　from　the　data　of　complete　precipitates　and　ffom　those　of　developing　pre－

cipitates　respec丘vely．A皿ows　show　tuming　points　which　the　diffusion　is　completed　omot．
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Tab貰e3－1． Relation　between　area　of　precipitate　and　concentration　of

vitellogenin　with14days　incubation

Antisemm　　Vitellogenin
COnC，（％）　COnC．（mg／mJ）＊

RegreSSiOn　CUreVe
　Coefficient　of

dete㎜inati・n（r2）

32
16

8
8
4
4
2
2
1
1
0．5

0．5

0。166－42．4

0．083－42．4

0．041－21，2

21．2－42．4

0．021－10．6

10．6－42．4

0．021－5．3

5．3－42，4

0．021－2．65

2。65－42．4

0。010－0．663

0．663－10．6

y＝4．1931十3．5105x

y＝5。0637十7。1938x

y＝4．7886＋15396x

y漏一471。11十606。6910gx

y＝62656十28，680x

y一一47481＋7585010gx
y＝9．0337十59326x
y＝一273．16十784．7510g　x

y＝11．353÷13445x

y漏61539÷701．5510gx
y＝10。688＋286、93x

y＝278，80十7809410g　x

0．999

0．999

0．999

1．000

0，999

0．999

0，998

0，989

0，994

0．992

0．995

0．999

＊calculate（1丘om　serial　dilutions　of　E2－treated　fish　semm（42，4mg／mZ）
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Fig。3・4。

　　　　　　　ViteIlogenin（mglmI）

Relation　between　area　of　precipitate　and　concentra－

tion　of　vitellogenin　with　l　day　incubation　on　a1％

antiserum　gel　Plate・

Soli（1curve　an（1（lotted　line　represent　regression

curves　from　the〔1ata　of　complete　precipitates（y＝

1．8476十105．52x；r2＝0。999）and　from　those　of

devel・pingPrecipit＆tes（y－42・837＋34・0641・gxl

r2＝0．988），respectively，　Arrow　shows　the　tuming

point（166μg／m1）of　the　diffusion　completed　omot

completed，

報告は見当たらない。本実験の結果，アガロースプレー

ト中の抗血清濃度が低いほどビテロジェニンの検出感度

が高まることが明らかとなり，Mancini6雄Z．（1965）の

報告と良く一致した。これは，抗原量が一定の場合，抗

体と反応を完結した複合体量も一定となり，ゲル内の抗

血清（抗体）の濃度が低いほど抗原・抗体複合体の濃度

も低くなる反面，面積が広がるためであると考えられる。

本法による対象抗原の検出下限濃度は，抗原の種類，試

料の容量および抗血清の抗体価により左右されると考え

られるが，一般に10～50μg／mJの範囲である（中村・

Fig．3－5，

　　・2　　　　　　　　－1　　　　　　　　0　　　　　　　　1
　10　　　　　　　10　　　　　　　10　　　　　　　10

　　　　　　　Vite【bgenin（mg／mI）

Relations　between　areas　of　precipitates　and　concen－

trations　of　purifie（1vitellogenin，E2－treated　fish

semm，and　male　serum　with　l　day　incubation　on　a

1％antiserum　plate。
□，E2－treated　fish　seruml　O．，Ppurified　vitellogenin：

■，maleserum．

杉浦1986）。今回のマダイビテロジェニンの測定系にお

ける検出下限は，抗血清濃度0．5％のプレート使用時の

10．4μg／mZであり，比較的高い感度を示したが（Fig．3－

2），ポリエチレングリコール（終濃度3～4％）あるい

はジヒドロキシフェニールァラニン（終濃度0．IM）を

ゲルに添加することにより，さらに検出感度が高まる可

能性が残されている（中村1985）。

　抗血清濃度0。5％のプレートを使用した場合には，最も

高い検出感度を示した反面，高濃度のビテロジェニン

（10．6mg／m1以上）を含む試料では，沈降輪が観察でき

なかった（Fig．3－1）。ManciniααZ，（1965）も，抗血清
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Changes　in　serum　vitellogenin　levels　of　male　red　sea

bream　after　a　single　i切ection　of10mg　E2／kg　bo〔1y

weight．

Ve茸ical　bars　represent　standard　eπors　of　mean（n＝3）．

＊a　datum　from　one　fish．
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濃度の低いプレートに高い濃度の試料を添加した場合に，

沈降輪の輪郭が不明瞭になると報告している。これは，

抗血清濃度の低いゲル内では抗原・抗体複合体の濃度が

薄いこと，および試料の拡散が進むに従って最縁部の境

界が拡散することが原因であると考えられた（Fig．3－8）。

　本法で試料中の抗原を定量するためには，ゲル内の抗

体との抗原抗体反応を完結させる必要があると言われて

おり（Mancini6館Z．1965，中村1985），抗原量が多い

場合には，長い反応時間ど多量の抗血清を必要とする

（Fig．3－2）。しかし今回の実験結果から，抗原抗体反応

が未完結であっても，抗原量と沈降輪の面積との関係を

対数回帰式ぞ表亥ごどで，強い相関を示すことが明らか

Fig。3－7，

0

Changes　in　serum　vitellogenin　levels　and　oocyte　di－

ameters　of　female　red　sea　bream　during　gonadal

maturation．

Determinations　of5females　were　individually

made　from28Nov．to20Mar．The　datum　of
vitellogenin　level　from　the　pooled　sera　of10

females　that　confirmed　ovulation（0，98mm　in

diameter）on6ApL　was　a（1de（l　as　a　reference

（asterisk）。　Vertical　bars　represent　standard　errors

of　mean．

になった（Fig．3－3，Table3－1）。このことは，試料の拡

散速度が一定であり，沈降輪の面積は指数関数的に拡大

することを示している。以上の結果および考察から，希

釈標準試料の濃度範囲内であり，かつ沈降輪が計測でき

る条件（抗血清濃度等）であれば，抗原抗体反応の完結

を待つことなく定量が可能であり，抗血清や測定時問が

大幅に節約出来ることが明らかになった。

　E2投与による魚類のビテロジェニン産生は，序論でも

述べたように多くの魚種で確認されているが，海産の多

Fig．3・8 Single　ra〔lial　immunodiffusion　of　serial　dilutions　of　E2－treated　fish　semm　with2days　incubation　on　a2％

antiserum　plate（A）a阜d32％antiserum　plate（B）。

Vitellogenin　concentrations　of　the　dilutions　were42、4mg／m1（1），2L2mglmZ（2），10．6mglmJ（3），5．30

mg／mZ（4），2，65mg／mJ（5），L33mg／mJ（6），663μg／mJ（7），331μg／m’（8），166μg／mZ（9），82．8μg／mZ

（10），4L4μg／mJ（11），20．7μg／m1（12），an（110。4μg／m1（13）．
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回産卵魚に関する報告はあまり無く，マダイに関しては

唯一，原他（1987）が定性的な検索結果を報告している

に過ぎない。今回，E2を体重1kg当たり10mg投与

した雄マダイは，投与翌日にはビテロジェニンの産生が

確認され，3日目以降自然成熟雌マダイよりはるかに高

いレベルとなり，10日目には84．1mg／mZにも達した

（Fig．3－6）・この間，血清総タンパク量は62・9mg／mJか

ら137．3mg／mZにまで上昇している。即ち，10日目には

血清タンパク質のおよそ2／3をビテロジェニンが占め，

ビテロジェニン以外の血清タンパク質は61．2mg／mZか

ら53．2mglmZに減少したことになる。E2投与後5日

目以降，11尾のマダイが眼球突出や立鱗等を呈して驚

死した。今回の投与量（10mg　E2！kg・体重）は，マダ

ラGα‘加5規orh醐（Silversand8‘αZ。1993），ニジマ

スOnoo7hyn6hμ5醒y窺5s（NorbergandHaux1985，

Silversand81砿1993），turbot5岬h孟h伽μ遡翻〃zμs

（SilversandεオαZ．1993），wolfish　Anαrh’ohα5Z叩μ5

（Silversand8‘α」．1993），ブラウントラウトSαZ溺o

ぴ碗魏（NorbergandHaux1985），マイワシSαr‘」’nops

溺8」侃o副伽s（Matsubaraε厩Z．1994）等にも使用され

ているが，供試魚が艶死したという記述は見あたらない。

産卵期のマダイの血中E2量は，ピーク時で1。2ng／mJ

であり，同時期の他魚種に比べて低いことが報告されて

いる（Matsuyamaθ」αZ．1988）。従って，マダイはこれ

らの魚種に比べてE2に対する許容量が低い可能性が示

唆された。また，E2投与後7日目の血清ビテロジェニン

濃度（68．1mg／mZ）は，体重1kgあたり2mg投与し

た第2章の結果（7日目に42．4mg／mJ）と比較して高

い値であり，E2濃度依存的に産生量が変化することが示

唆された。

　本章で個体追跡した5尾の雌マダイの血清ビテロジェ

ニンは，卵巣卵径が300μmに達した時点で検出され始

めた（Fig．3－7〉。Matsuyama6短ム（1988）は，マダイ

卵母細胞を組織学的に観察し，その発達段階を卵径別に

9段階に分類している。彼らの分類に従えば，卵径300

μmの卵母細胞は，第一次卵黄球期の後期あるいは第二

次卵黄球期の初期に相当すると考えられる。卵黄形成の

進行に伴い，血清ビテロジェニン量は増加することは，

これまでに報告されているサケ科魚類（Ued＆α認．

1984，Hara1987）やチョウザメ（Fujiiαα」．1991，

Amihε麺Z．1996）と同様であり，血清ビテロジェニン

量による成熟度判定が可能であることを示唆している。

サケ科魚類やチョウザメでは，産卵個体の血清ビテロ

ジェニン量は卵黄形成期と比較して著しく低下するが，

マダイの場合には排卵が確認された個体の血清中にも，

高い濃度のビテロジェニンが含まれていた（Fig．3－7）。

このことは，種々の発達段階の卵母細胞が，産卵期の雌

マダイの卵巣卵中に混在するためと考えられる。産業的

に重要度が高いマダイを含む海産多回産卵魚の卵黄形成

機構は，あまり解明が進んでおらず，今後さらに詳細に

検討する必要がある。

第4章マダイビテロジェニン遺伝子のクローニ
　　　　ング

　ビテロジェニン遺伝子の発現は，第1章でも述べたよ

うにステロイドホルモンによる遺伝子発現機構解明のモ

デルとして注目され，アフリカツメガエルやニワトリを

中心として研究されている。エストロゲン誘導タンパク

質であるビテロジェニンは，環境水中の外因性内分泌撹

乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）の影響実態を探る

指標としても，近年注目を集めている（Cadbury1998）。

しかしながら，魚類のビテロジェニン遺伝子に関する研

究例は少なく，DNAデータベース（日本DNAデータ

バンク）上には，完全長のアミノ酸配列を推測できるゲ

ノムDNAあるいはcDNAの塩基配列は，ヤッメウナ

ギ，マミチョグ（VTGIとVTGII），シロチョウザメお

よびニジマスの4魚種が登録されているに過ぎない。さ

らに，ビテロジェニンは初期発生における主要な栄養源

であり，その量および質が種苗の良否を大きく左右する

重要なタンパク質であると考えられて恥るが，その機能

に関する知見は未だ乏しい。

　本章では，ビテロジェニンの機能を解明するための最

初のステップとして，マダイのビテロジェニ．ンcDNA

をクローニングし，構造を明らかにするとともに，E2投

与によるビテロジェニン遺伝子の発現検出を試みた。

材料と方法

エストロゲン処理：体重1kg当たりE2量として10mg

を腹腔内に注射した24尾の雄マダイ　（第3章参照）か

ら，E2投与直前（0日目）および投与後1，3，5，7，10

日目に肝臓を摘出し，直ちに約5mm角に細片し，液体

窒素で凍結した。なお，凍結後は使用時まで一800Cで

保存した。

mRNAの抽出：法橋（1991）に従い，塩酸グァニジンー

フェノールークロロホルム法でE2処理したマダイの凍結

肝臓細片から総RNAを抽出した。抽出した総RNAか
ら，藤本（1991）に従い，oligo　d（T）一Latex（宝酒造）

を用いてmRNAを精製した。

部分アミノ酸配列の決定：副島・正木（1984）に従い，

Achromobacter　protease　I（和光純薬，リシルエンドペ

プチダーゼ）で精製マダイビテロジェニンを消化した。

酵素消化後の各ペプチド断片は，マイクロボンダスフェ

アーカラム（Waters，C4，300A，3．9×300mm）を用い

た逆相クロマトグラフィーにより分離精製した（Fig．4－

1）。各ペプチドのアミノ酸配列は，アミノ酸シークエン

サー（Applied　Biosystems，model477A）を用いて決定
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した。

逆転写PCRによる遺伝子断片の増幅：上記で決定した

部分アミノ酸配列を元にVglU（5TCTTGGCTGA－

AGCTCCCAAA3’）およびVg2D（5ラATCAGCTGG－

GACGAAGAGGTAGCCAAC3’）の2種類のオリゴ
DNAをDNA合成機（AppliedBiosystems，model
381A）で合成した。鋳型となるmRNAは，E2処理後

3日目のマダイ肝臓より抽出した。逆転写用のプライ

マーとしてoligo（dT）16を，ポリメラーゼ連鎖反応

（Polymerase　chain　reaction，PCR）用プライマーとして

VglUおよびVg2Dを用い，TaKaRaRNAPCRKit
（宝酒造）にて同キットに添付されたプロトコールに

従って逆転写PCRを行った。なお，PCRの温度調節に

はDNAThermalCyclerTM（Perkin－Elmer）を用いた。

PCR増幅断片のシークエンス：上記PCR増幅断片の

末端をDNA　Blunting　Kit（宝酒造）で平滑化した後，

伍η611で平滑消化したベクターpBluescript　II　SK（一）

（Stratagene）に挿入し，大腸菌XLl－Blue（Stratagene）

に導入した・形質転換した大腸菌を，NZYIAmp／X－gal／

IPTG寒天培地（50μg／mJアンピシリン，20μg／mZ

5一ブロモー4一クロロー3一インドリルーβ一D一ガラクトピラノ

シド（X－gal），0．1mMイソプロピルβ一D（一）一チオガ

ラクトピラノシド（IPTG），0．5％塩化ナトリウム，0．2％

硫酸マグネシウム，0．5％粉末酵母エキス，1％NZアミ

ン，1．5％寒天）上で選択培養した。選択培地上に形成さ

れた白色コロニーを，LBIAmp培地（50μg／m1アンピ

シリン，1％トリプトン，0．5％粉末酵母エキス，1％塩

化ナトリウム）2mZで培養した後，菌体からプラスミド

をFlexiPrep　Kit（Phamlacia）で精製した。精製プラス

ミドは，Bss　H　IIで消化し，アガロースゲル電気泳動

により挿入断片の長さを確認した。確認された最長の挿

入断片の塩基配列をDNAシークエンサー（Applied

Biosystems，model373A）で決定した。なおシークエン

ス反応には，プライマーとしてVg1U，Vg2D，一21M21

pnmer（AppliedBiosystems）およびM13Rev．primer

（Applied　Biosystems）を用い，Dye　Teminator　Cycle

Sequencing　Kit（Applied　Biosystems）にて上流および

下流の両方向から塩基配列を決定した。決定した塩基配

列は，他生物のビテロジェニン遺伝子の塩基配列との類

似性を塩基配列解析ソフトウェアー（Hitachi　Software

Eng．Co．，Ltd．l　DNASIS　v3．5）を用いて解析した。

標識プローブの作成：上記PCRにより特異的に増幅さ

れたDNA断片（PMVG－1）を，DIG　DNAラベリング

キット（Boehringer　Mamheim）を用いてdigoxigenin－

ll－2ラーdeoxy－uridine－5’一triphosphate（DIG）標識を施し

た。

ノーザンハイブリダイゼーション：Eっ投与後0～10日

目の雄マダイ肝臓由来の総RNA各10μgを，市野

（1991）に従いホルムアルデヒド変性条件下でアガロー

ス電気泳動で分画した後，ポジティブチャージナイロン

メンブレン（Boehringer　Mamheim）に転写した。ビテ

ロジェニンmRNAの検出には，DIGDNAデイテク
ションキット（Boehringer　Mannheim）を用い，同キッ

トのプロトコールに準じて行った。プローブには，上記

DIG標識PMVG－1を用いた。

マダイ肝臓cDNAライブラリーの作成：E2処理後3日

目のマダイ肝臓から精製したmRNAを鋳型とし，oligo

（dT）16をプライマーとしてTimeSavercDNASynthe－

sis　Kit（Pharmacia）にてcDNAを合成した。合成した

cDNAをアガロース電気泳動にかけ，4000～7000塩

基対（basepair，bp）に位置するゲルを切り出し，

DNACELL（第一化学薬品）でDNAを抽出した。抽出

したDNAは，フェノール・クロロフォルム（1：1）処

理およびエタノール沈澱により精製後，ベクター

pBluescript　II　SK（七）に挿入し，大腸菌XL1－Blueに

導入した。NZY／Amp／X－gal／IPTG寒天培地上で選択培

養後，コロニーをRepli　Plate（FMC）でポジティブ

チャージナイロンメンブレンに転写し，DIG標識

PMVG－1でスクリーニングした・ポジティブクローン

は，β∬H　IIで消化した後，アガロース電気泳動により

インサートの長さを確認した。

ビテロジェニン遺伝子の構造解析：上記で得られた最長

のポジティブクローンから，Exo／MungDeletionKit
（Stratagene）を用“てデリーションクローンを作成し，

各クローンのインサートの塩基配列を前述の方法で決

定・解析した。

結　　　果

マダイビテロジェニン用PCRプライマーの作成：精製

ビテロジェニンのリシルエンドペプチダーゼ消化断片

から，5種類の部分アミノ酸配列が決定できた。それら

のアミノ酸配列からDNA塩基配列を推定し，アフリ

カッメガエル（Accession　No，M180611Nardelli8オ

α」。1987），ニワトリ（AccessionNo．M180601Nardelli

6厩Z．1987），ヤツメウナギ（Accession　No．M88749；

Sharrock6砲Z．1992）およびニジマス（Accession　No．

M27651；Le　Guellec6厩」．1988）のビテロジェニン遺

伝子との類似性から3つの配列を選択した。選択した

DNA塩基配列をもとに，上流プライマーと下流プライ

マー各3種類を作成した（Fig，4－1，Table4－1）。

逆転写PCRによるビテロジェニン遺伝子断片の増幅：

E2処理3日目のマダイ肝臓より精製したmRNAを鋳型

とし，上記各3種類のプライマー全ての組み合わせ（6

通り）で逆転写PCRを行ったところ，VglU（TCTT－

GGCTGAAGCTCCCAAA）とVg2D（ATCAGCTG－
GGACGAAGAGGTAGCCAAC）の組み合わせで約
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The　purifie（l　vitellogenin（1mg　protein）digested

with　Ac70形oわαo∫67protease　I　was　chromatographed

on　a　reverse－phase　column　in　a　solvent　system　of

O．1％trifluoroacetic　aci〔1in　acetonit㎡1e．　The且ow

rate　was1．O　m〃n血．The　N－teminal　amino　acid

sequences　of　the　purified　pepti（1es（arrows）were

detemined（see　Table4－1）。

　　bp

633》

872》
1078》
1353》

Fig。4－1．

850bpの断片（PMVG－1）が増幅された。そこで，これ

らのプライマーを用いてE2処理後0～10日目のマダイ

肝臓由来mRNAを用い，PMVG－1の増幅を試みた・そ

の結果，E2処理前（0日目）のマダイ肝臓由来mRNA

からはPMVG－1は増幅せず，処理後1日目以降の
mRNAを鋳型とした場合にのみ増幅が確認された（Fig．

4－2）。このことから，PMVG－1は少なくともエストロゲ

ン誘導型の遺伝子の一部であることが明らかとなったた

Fig。4－2．

　　　　1　2　3　4　5　6
Amplification　of　particular　segment　of　the　vite1－

logenin　cDNA（PMVG－1）by　PCR、
Template　mRNAs　were　extracte（l　from　livers　of　O

（1ane1），1　（1ane2），3（1ane3），5（lane4），7（lane

5），an〔110（1ays（1ane6）after　E2administration．

め，次にその塩基配列を解析した。

PCR増幅断片の塩基配列：PMVG－1の塩基配列と，塩

基配列から推定されるアミノ酸配列をFig．4－3に示す。

PMVG－1の長さは855bpであり，ニジマス，ニワトリ

Table4－1．Synthetic　primers　used　in　PCR

Amino　acid　sequence1＊1 Ser　　T荘）　　Leu　　Lys　　Leu　　Pro　　Lys

cDNA　sequense1＊2

Chiken（4713－4733）＊3

×8πop醐（4578－4598）＊3

Vg1U
Vg1D

5ラ　TCN　TGG　YTN
5’　TCT　TTG　CTG
5’　TAT　TTG　CTG
5’　TCT　TGG　CTG

3’AGA　ACC　GAC

AAR
AAG
AAG
AAG
TTC

YTN
CCC
CTC
CTC
GAG

CCN　AAR　3’
CCT　CTG　　3’

CCA　AAT　3’
CCA　AA　　3’

GGT　TT　5’

Amino　acid　sequence2＊1 Val　Gly　　Tyr　Leu　　Phe　　Val　Pro　　Ala　　Asp

cDNA　sequence2＊2

Chicken（5429－5455）＊3

Vg2U
Vg2D

5’GTY　GGN　TAY
5’　GTT　GGC　TTC
5’　GTT　GGC　TAC

3’CAA　CCG　ATG

YTN
CAC
CTC
GAG

TTY
TGC
TTC
AAG

GTN　CCN　GCN　GAY　3’
CTC　CCA　GCT　GAT　3’
GTC　CCA．GCT　GAT　3’
CAG　GGT　CGA　CTA　5’

Amino　aci〔1sequence3＊1 Leu　Pro　Val　Asn　Met　Pro　Phe
cDNA　sequence3＊2

Trout（436－456）＊3

Ug3U
Vg3D

5’

5’

5’

3’

YTN
CTC
CTC
GAG

CCN
CCC
CCC
GGG

GTN
TGT
GTT
CAA

AAY
TCT
AAT
TTA

ATG
CTG
ATG
TAC

CCN
CCA
CCA
GGT

TTY
TTT
TTT
AAA

3’

3’

3’

5’

＊1amino　aci〔1sequence　of　the　peptide　derived　ftom　the　purifie（1re（1sea　bream　vitellogenin（see　Fig、4－1），

＊2nucleotide　sequence　derived　from　the　amino　acid　sequence．

＊3positionofthesequenceinvitellogenincDNA（chiken；AccessionNo。M18060，X6noμs；Accession

　No．M18061，trout；Accession　No．M27651）、
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5r　TCT　TGG　（ITG　AAG　（T（1（＝（二A　AAG　AGG　A（二（　ATG　TAC　AAA　⊂T⊂　GAC　GTT　GGτ　（：TC　CCT　　54

　Ser　Trp　Leu　Lys　Leu　Pro　Lys　Arg　Thr　Met　Tyr　Lys　Leu　Asp　Vql　Gly　Leu　Pro　　　18

　GTT　AAT　ATG　CCA　TTC　GGA　GAC　A⊂（　G⊂丁　（iCT　GAG　（TG　GAA　（i⊂G　TA（二（二AG　GA（　AAC　　1の8

　Vql　Asn　Met　Pro　Phe　Gly　Asp　Thr　A1α　A↓α　Glu　Leu　Glu　Alα　Tyr　Gln　Asp　Asn　　　36

　TGG　G⊂T　GAC　AAG　AT⊂　TC⊂　TT⊂　ATG　⊂丁（　A（（；AAG　G⊂丁　⊂A（　（i⊂A　GCT　GAG　TGT（i⊂⊂　　162

　Trp　A1α　Asp　Ly5　工1e　Ser　Phe　M醗t　Leu　Thr　Lys　Alq　His　A1α　A1α　Glu　Cys　Alq　　　54

　ATG　GτC　AAA　GAC　A（A　（τ（　Gτ（　A⊂A　TτC　AAC　AA（　AGG　AAG　ττC　AGG　AGC　GA（　ATG　　Z16

　Met　Vql　Lys　Asp　Thr　Leu　Vql　Thr　Phe　Asn　Asn　Arg　Lys　Phe　Arg　Ser　Asp　Met　　　72

　C⊂⊂　⊂AT　T（二T　T（iC　TA⊂　〔AG　GTT　TTG　G（：T　（AG　GA⊂　TG⊂　A（A　CCA　GAA　（二TT　AAA　TTC　　27の

　Pro　His　Ser　（：ys　Tyr　Gln　Vαl　Leu　Alq　Gln　Asp　Cys　Thr　Pro　Glu　Leu　Lys　Phe　　　9②

　ATA　Gπ　 （TG　〔TG　触G　AGG　GA⊂　CAG　ACA　CAG　G餓　 CAG　AA（　（AG　AT⊂　AAT　GTC　AAG　　324

　11e　Vα1　Leu　Leu　Lys　Arg　Asp　Gln　Thr　Gln　Glu　Gln　Asn　Gln　Ile　Asn　Vol　Ly5　　1の8

　AT⊂　G（二A　GA（　ATT　GAT　GT（　GAC　ATG　TAC　C⊂（二八AG　GAC　AGT　GTT　GTA　ATG　GTG　AA（i　378

　工1e　A1αAsρ　11e　Asp　Vα1　A5ρ　鹿t　T’yr　Pro　Lys　Asp　5er　VGI　Vα1　塵t　Vα1　Ly5　　ユ26

　GTT　AAT　GGA　Gπ　GAA　ATC　（CC　AT⊂　AG（　AA⊂　⊂TG　CCA　TAT　（AC　⊂AT　⊂CT　GCA　GGC　　432

　Vα1AsnGlyVα1GlulleProlleSerAsnLeuProTyrHtsHisProA1αGly144

　AAG　Aπ　CAG　ATC　AGA　（AG　AGA　GGT　GAG　GG（　AT（　G〔T　CTC　CAC　GCT　⊂⊂C　AC（　（AT　　486

　Lys　工1e　Gln　Ile　Arg　Gln　Arg　Gly　G1切　Gly　工1e　A1ロ　Leu　His　A1α　Pro　Thr　Hi5　　162

　GGT　CTC　CAG　GAA　GT⊂　TA⊂TTT　GAT　CTG　AAC　GCA⊂TG　AAG　GTT　AAA　GTr　GTG　GAC　　54の

　G互y　Leu　Gln　Glu　Vq1　Tyr　Phe　Asp　Leu　Asn　Alα　le纏　Lys　VαL　Lys　V｛】1　Vα1　Asp　　18⑭

　TGG　ATG　AGA　OGA　（二AG　ACC　TGT　GGA　CTC　TGT　GGC　AAG　G⊂T　GAC　6GT　GAA　Gτ（二AGA　　594

　Trp　Met　Arg　⊂ly　Gln　Thr　⊂ys　Gly　Leu（ys　Gly　Lys　A1αAsp（ily　Glu　Vα1　Arg　198

A

　　Trout
（388－1242）

PMVG－1（855bp）

　（AG　GAG　TA⊂　AG⊂　ACA　⊂C⊂　AAC　G仏　CGC　CTG　AG⊂　舩G　触（　GCA　GTC　AG（　TAC　G⊂T　　648

　Gln　Glu　Tyr　Ser　Thr　Pro　Asn　Glu　Arg　Leu　Ser　Lys　Asn　Alq　Vロ1　Ser　Tyr　A1α　　216

　、⊂AT　TCC　TGG　GTT（T（i　C（二T　GGA　AA（i　A⊂C　TG（二（二GT　GAT　GCA　TCT　GAG　TGT　TA（二ATG　　7の2

　His　Ser　Trp　Vql　Leu　Pro　Gly　Lys　Thr　（ys　Arg　Asp　Alα　Ser　Glu　（ys　Tyr　Met　　Z34

　AAG　（（T　GAA　TCT　GTG　AAG　TTG　GAG　AAG　⊂AG　GTG　ATC　CTC　Cτ（二GGC　GAG　GAG　T（二C　　756

　Lys　Pro　Glu　Ser　yol　Lys　Leu　G1ロ　Lys　Gln　Vo1　工1e　Leり　Le”　Gly　Glu　（｝1り　∫er　252

　AAA　TGC　TAC　T（T　GTT　GAG　C⊂（二GTG　CTG　（：G（二TG⊂　（ITG　CCC　GG⊂TGC　AT（…C（A〔；T（i　81⑭

　Lys　（ys　Tyr　Ser　Vql　Glu　Pro　Vql　Leu　Arg　CyS　』eu　Pro　Gly　（ys　Met　Pro　Leu　　Z7の

　AGG　AC（二　AC（二　A（（＝　GTC　AAA　GTT　GG⊂　TA（　（T（　丁TC　GτC　CCA　G（二T　GAT　3『　　　　　　　　　　855

　Arg　Thr　Thr　Thr　Vα1　Lys　Vα1　Gly　Tyr　Leu　Phe　Vql　Pro　AlαAsp　　　　　　　　　　　285

Fig．4・3．Nucleotide　sequence　of　the　red　sea　bream　vite1－

　　　　10genin　cDNA（PMVG－1）amplified　by　PCR　and
　　　　the　derived　amino　acid　sequencq　of　the　protein。

（VTG　II），アフリカツメガエル（VTGA2），およびヤ

ツメウナギのビテロジェニン遺伝子の3｝末端近傍と，

各々71．7％，57．5％，52．3％および47．8％（平均57。3％）

という高い類似性を示した（Fig．4－4A）。また，推定さ

れるアミノ酸配列の類似性は，各々58．3％，40．6％，

34．8％および3L3％（平均4L3％）であった（Fig．4－

4B）。PMVG－1以外のこれら4種ビテロジェニ・ン遺伝子

の同領域を比較した場合，塩基配列の類似性は平均

51．8％，アミノ酸配列の類似性は平均35．8％であり，

PMVG－1との類似性とほぼ同じ値であった。以上の結

果から，PMVG－1はマダイのビテロジェニン遺伝子の

一部であることが強く示唆された。

エストロゲン投与によるビテロジェニン遺伝子の発現：

E2投与後0～10日目のマダイ肝臓由来の総RNAを試料

とし，プローブとしてDIG標識PMVG－1を用いたノー

B

　　72％　　　　　　58％

ず…）ラ　撚

55％1　57％49％　　59％

45％
Lamprey

（4608－5447）

Xθη0ρμS

（4463－5323）

PMVG一1　（285aa）

　　　　　　58％　　　　　　41％

　　　　36％　40％33％　　43％

Fig。4■4。

　　　　　　　28％
　　Lamprey　　　　　　　　　　　Xθηoρus

　　（1509－1788）　　　　　（1484－1770）

Similarities　of　nucleotide　sequences（A）and

putative　amino　acid　sequences（B）between　PMVG－

1（red　sea　bream）and　published　sequences　for

X8nop扉5（VTG　A2，Accession　No，M18061），
chicken（VTG　II，Accession　No．Ml8060），1amprey

（Accession　No．M88749），εrout（rainbow　trout，

Accession　No．M27651）vitellogenin　cDNAs，

Numbers　in　parentheses　express　ranges　of　the

sequences　showed　the　highest　similarities　with

PMVG－L

ザンハイブリダイゼーションにより，エストロゲンによ

るビテロジェニン遺伝子の発現を検索した。結果はFig．

4－5に示すように，E2投与前のマダイ肝臓由来総RNA

中には標識PMVG－1と複合体を形成するRNAのバン

ドは見当たらず，E2投与後の肝臓からは約6千塩基

（kb），4kb，l　kbの位置に3本のRNAバンドが検出

された。この3本の中では，約6kbのバンドのシグナ

ルが最も強かった。

ビテロジェニン遺伝子のクローニング1プラスミドライ

ブラリーからは，3’末端にポリA鎖を含む3，539bpの

クローン（PMVG－2）が得られた。PMVG－2の塩基配

列を決定し（Fig．4－6），マミチョグ，ニジマス，シロチョ

ウザメ，ヤッメウナギ，アフリカツメガエルおよびニワ

トリのビテロジェニン遺伝子との類似性を調べた結果，

各々69，6，54。4，49．0，45．5，44。7，45．6％（平均51．5％）

の高い値を示した（Fig．4－7）。PMVG－2と高い類似性

を示した領域は，これら6種のビテロジェニン遺伝子の

何れもが5’末端から1．8kbp前後（1678～1938bp）



Fig。4・5．

5S》

18S＞
28S》

マダイおよびベステルのビテロジェニン

　　　　　　　　　　　123456　

Agarose　gel　electrophoresis（A）and　northem　analysis（B）of　vitellogenin　mRNA．

Total　RNA　samples（10mg／1ane）were　extracted　from　the　liver　at　O（1ane1），1（1ane2），3（1ane3），

5（1ane4），7（1ane5），an〔110days（1ane6）after　E2administration。　Digoxigenin－1aveled　PMVG－l

was　used　as　a　hybridization　probe　in　the　northem　analysis。Arrow　hea（1s　show　the　positions　of　the

28S，18S，and5S　rRNA　subunits。
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5，A　A⊂T　AGT　GGA　TC（二CC（二GGG　CTG　（AG　GTT　GTG　AAG　（二AA　GAG　GAG　AAT　CTG　CAG　GTG

　　Thr　Ser　Gly　Ser　Pro　Gly　Leu　（董ln　Vol　Vq－　Lys　GLn　GIu　Glu　Asn　Leu　G正n　VαL

　　（iCA　AGC　TT（＝　A⊂（二　TA（＝T⊂A　CAC　ATG　AA（i　T⊂（　⊂TG　A（C　AGG　AGC　ACT　G（τ　G（T　ATC

　　A正口　Ser　Phe　τhr　Tyr　∫er’H亡5　Me亡　ly5　Ser　Leロ　1「hr《rg　ser　Thr　A1αA1σ　工1e

　　CAT　GC（　T〔A　Gπ　G⊂T　GCA　G⊂T　TG⊂　触（　GTC　G（T　GTC　醐　AT〔　πG　AG（　CCA　晶G

　　”i5A1α∫er　Vol　Alg　Alq　Alq　Cys　Asn　Vα1　Alα　Vα1　1ys　Ile　Leu　Ser　Pro　Ly5

　　（TG　AAC　AGA　CTG　AGC　ATG　CGT　TT⊂　AG（二AAA　G（二（　ATC　（AT　GTG　GAC　AG⊂　TAT　TA（二

　　Leu　Asn　Arg　Leu　Ser　Met　Arg　Phe　Ser　Lys　A1α　11e　His　Vql　Asp　Ser　Tyr　Tyr

　　AGT　CCC　TTG　ATG　ATT　GGT　G（T　G（T　G（二C　AGC　（i（T　TTC　TAC　AT⊂　AAT　（iAT　GCT　G（C

　　Ser　Pro　Leu　Met　Ile　Gly　A1αAlロAlq　Ser　Alq　Phe　Tyr　工1e　Asn　Asp　A1“Alq

　　AC（　ATT　（TG　CC〔　AGA　T⊂T　TTT　GTG　T（；（　AAG　AC⊂　AGC　GC（　TAC　CTT　GCT　GGA　GCT

　　Thr　Ile　Leu　Pro　Arg　Ser　Phe　Vα1　Ser　Lys　Thr　Ser　A1αTyr　leu　A1α　Gly　A1α

　　G（T　GCT　GAT　GTT　（＝TG　GAG　GTT　G（ヨA　GTC　AGA　A⊂T　GAG　GGA　（二TC　CAG　GAG　GCT　CT『

　　AlqA1αAspVαILeuGluVq1GlyVq1ArgThrGluGlyLeuGlnGluA1αLeu

　　⊂TG　AAA　AAC　（CT　G⊂A　CTG　AT（　AA（　AAT　G（二⊂　GAC　AGG　ATG　A⊂（二AAG　ATG　AAG　（二GT

　　Leu　Lys　Asn　Pro　Alq　Leu　Ile　Asn　Asn　Alα　Asp　Arg　Met　Thr　Lys　冠et　lys　Arg

　　GT〔ATT　AAG　GCT　⊂TC　T⊂T　GAG　TTG　AGG　TCτ丁TA　CC（GCC　AGA　ACA　CG『CTG　GCC

　　Vα口1eLysAIαLeuSerGluLeuArgSerLeuProA1αArgThrProLeuAlo

　　T（τ　GTC　TA（　ATC　AAA　TTC　τT’（　GGA　CA6　6AA　ATT　GCC　TTT　GCC　AAC　ATT　GA（　AAA

　　Ser　Vql　Tyr　工1e　Lys　Phe　Phe　Gly　Gln　Glu　Ile　A1α　Phe　A1αAsn　工1e　Asp　Lys

　　AAC　ATA　ATT　GAC　CAG　GCC　ATT　GCG　CT（＝　GCT　ACT　G（C　CCC　↑CT　TT（i　CAT　A⊂A　TTT

　　AsnllelleAspGlnAlqlleAlαLeuAlqThrA1αProSerLeuHisThrPhe

　　GGT　AA（i　AAT　GC（＝ATC　AAG　GCT（TG　⊂TG　A（＝T　GGT　G⊂A　TC（　丁丁（　⊂AT　GTT　GCT　AAG

　　Gly　Lys　Asn　A1α　工1e　Lys　A1α　Leu　Leu　Thr　Gly　Alq　Ser　Phe　His　Vol　Alα　Ly5

　　⊂CT　CTG　CTG　G⊂（二A（T　GAG　GTG　AGG　（＝GT　AT（二ATG　C⊂T　A⊂T（iCT（…CT　G（iT　CτT　C（二A

　　ProLeuLeuA1αThrGluVqlArgArgReMetProThrA1αAlqGlyLeuPro

　　ATGGAG．⊂TCAGTCTGTA（ACTG（TG（TGTGGCTG⊂TG⊂AG（TGT⊂（AAσCAAG

　　MetGluLeuSerLeuTyrThrAlqA1αVα1AlqA1αA1αAlqVα1GlnVαILys

55

18

1の9

36

163

5ヰ

Z17

72

271

9⑭

3Z5

108

379

126

433

144

487

16Z

54ユ

18②

595

198

649

216

733

234

757

25Z

GC⊂　A（C　ACA　ACA　⊂⊂A　G（T　CTG　⊂

A1α　Thp　Thr・Thr　Pro　A1α　Leu　P

A⊂A　GAC　ATT（AG　Tnr　GAG　A⊂⊂G

Thr　Asρ　工1e　Gln　Phe　Glu　Thr　Gl

GCT　GTG　ATG　GGT　Gπ　晶⊂　ACT　G

AlαVロ1MeセGlyVq1ASnThrAl

AAA　CTG　AAC　TCG　ATT　GTG　CCA　GC

Lys　Leu　Asn　Ser　工1e　Vαl　Pro　A1

　GAA　AA⊂　丁TC　⊂TT　（TG　A（＝T　CAC　CTT　（T（i　AAG

　G』ハ5ηPbeLeuLeuTbr”isLeりLeりLys

　ATC　AGA　CCA　AGT　Gπ　GCT　GTG　触C　A（A　m

　工1e　Arg　Pro　Ser　Vロt　A1α　Vα1　Asn　Thr　Phe

C　　AT（i⊂TC（AG　GCT　GCG　⊂1『G　ATT　TCA　AGA　G（二T

　MetLeuGlnAlαA1ロLeuneSerArgA1α

　AAG　ATC　GCT　（iCA　AGA　CTT　GA⊂　AT（二AAT　GAG

o　Lys　工1e　A1αA1αArg　Leu　Asp　Ile　Asn　Glu

811

270

865

288

919

3の6

973

3Z4

G（三C　（＝AC　TTT　AAG　AT⊂　GAA　G（T　CTG　⊂CT　GTT　T（二T　GTG　（＝CT　GAA　AA（　ATT　G⊂A　G（T　IOZ7

Gly　Hts　Phe　Lys　Ile　（ilu　Alα　Leu　Pro　Vロ1　Ser　Vα1　Pro　Glu　Asn　工1e　Alq　Alo　　342

（iTG　⊂AT　GTT　∈AG　ACr　TTT　G⊂T　GTG　GCT　AGA　AAC　ATT　GAG　GAT　q「『　G⊂T　G（T　GCA　1の81

Vαl　His　Vol　Glu　Thr　Phe　A1α　Vql　A1α　Arg　Asn　工le　Glu　Asp　」eu　Alq　A1α　Alα　　360

A（iA　AT⊂　ACT　CCC　AT⊂　ATC　（二（T　G⊂C　AAA　GTC　TTG　AAG　⊂Cr　TT（　T⊂A　AGG　GAG　ATT　1135

Arg　Ile　Thr　Pro　Ile　工1e　Pro　A1α　Lys　Vαl　Leu　Lys　Pro　Phe　Ser　Arg　（ilu　工1e　　378

CT〔A〔T　TCr　AAG　CTτ　GCA　TCr　GCr　G（＝T　GCτAGτ　rrr　T（A　（AG　1てC　T（A　GAG　ATC　1ヱ89

Leu　Thr　Ser　Lys　Leu　Alα　Ser　Alq　A1α　A1α　Ser　Phe　Ser　（itn　Ser　Ser　（ilu　Ile　　396

Aττ　GA（　CAA　GAT’GτG　GCτ　GAT’G（（　GAG　（A（　Aπ　GτG　AAA　ACC　AAA　GC（　G（T　（AG　1～43

11eAspGlnAspVα1A1αAspA1αGluHi5エ1eVα1LysThrLysAlqA1αGln4エ4

TAT　6AG　AAG　AA（i　TA⊂　γGT　（i（T　AAA　GTT　（iCT　GC（二　GTT　（iGA　CTG　AAG　GG（二TGT　TT（二　1～97

Tyr　Glu　Lys　Lys　Tyr　⊂ys　A1α　Lys　Vql　Alo　Alq　Vα1　Gly　Leu　Lys　Gly　（ys　Phe　　“3Z

AAG　Gπ　GC（　ACT　GAC　触T　GC（　GCT　π（　AT⊂　AGG　GA⊂　Aπ　（⊂C　CTG　TAC　蝋　CTG　1351

Lys　Vql　A1ロThr　Asp　Asn　Alq　A1α　Phe　lle　Arg　Asp　工le　PPo　LeロTyr　Lys　Leu　450

G⊂T（…GA　AAG　CAC　TCT　GTT　ATT　CTT　T（丁TT（二AAA（二CA　ATT　GAA　GGG　GAA　GT（二ATT　14②5

Alq　Gly　Lys　His　Ser　Vql　Ile　leu　S亀r　Phe　Lys　Pro　工le　Glu　Gly　Glu　Vq1　工1e　　468

GAG　AGA　（TG　GAG　Aτ（…　GAG　（iTT　（AA　GTT　（iGA　⊂CA　AAG　GCT　G⊂A　GAG　AAG　（TT　ATr　1459

Gl墜Arg　Leu　Glu　Met　61u　Vol　Gln　Vql　Gly　Pro　Lys　Alq　AIα　（i工u　Lys　Leu　Ile　　486

AAA　CAG　ATC　AAT　CTG　AGC　GAA　GAA　GAA　ATC　GTT　GAG　GGC　AGA　CCA　GTC　TTG　ATG　IS13

Lys　Gln　工1e　Asn　Leu　Ser　Glu　Glu　Glu　Ile　Vα1　Glu　Gly　Arg　Pro　Vαt　Leu　Met　　504
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AAG　C下G　AAG　AA（l　ATC　CTG　GCT　C（＝T　GGT　⊂TG　AG（i　AAT　⊂G⊂　AC（二TCA　T（（二丁（＝⊂　TCr　1567

Lys　Leu　Lys　Lys　Ile　Leu　A1α　Pro　Gly　Leu　Arg　Asn　Arg　Thr　Ser　Ser　Ser　Sep　　52Z

TCγAGC　T〔A　AG（　ハGC　T（＝T　C（｝⊂　丁（1A　AG（：GT（i　AGC　TCA　AAG　T（：（：TCTγ（〔＝AGC　TC（：ユ62二

Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　Arg　Ser　Ser　Vql　Ser　Ser　Lys　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　　54②

T⊂A　T（IT　CGT　GT⊂　A⊂C　AG（　AAG　GC（l　ATT（iAT　GTA　G（IT　G⊂T　C（i⊂　AAA　AG〔AGA　AA（＝1675

Ser　Ser　Arg　Vα1　Thr　Ser　Lys　A1α　工1e　Asp　Vαl　A1ロ　A1α　Arg　Lys　Ser　Arg　Asn　　558

AGT　AGG　AGC　AG⊂AG（　AG（　AT⊂　AG⊂　AGC　AG（二A（i⊂　A（i⊂　AGT　GG〔　AGT　AG（二A（IC　AG⊂　17Zg

SerArgSerSerSerSerlleSerSerSerSer5亀rSerGlySerSerSerSe跨576

AGG　AGG　AG（二　A（i（　AG⊂　AGC　AGT　A∈C　AGC　AGC　AGT　AG⊂　AG⊂　AGG　AGY　AG（；AG⊂　AGG　工783

Arg　Arg　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　ser　ser　Ser　Arg　ser　ser　Ser　Arg　　594

AG（　AG⊂　AGG　AG⊂　AG（AG（二AGC　TCC　TC（二AGA　TCT（iTG　AGC　AGC　T（＝T　T（＝T　T（＝C　AG（1工837

SerSerArgSerserSerSerSerSerArgSerVq1SerSerSerSerSerArg612

A（C　AGC　TC（二　（i（二A　TCT　AG⊂　（TT　GCA　TCA　⊂T⊂　TT⊂　AGT　G⊂T　A（iC　T⊂A　AG（　T⊂⊂　T⊂丁　1891

Thr　Ser　Ser　Alq　Ser　Ser　Leu　A1α　Ser　Leu　Phe　5er　Alq　Ser　Ser　Ser　Ser　Ser　　63の

CG⊂T⊂⊂AGT　G⊂T　C（ヨT　GTC　T（A　AAG　AGA　GT（i（i（T　TAT　⊂C（　⊂A⊂　AAG　TT（二⊂AG　AAG　1945

Arg　Ser　Ser　Alq　Arg　Vα1　Ser　Lys　Arg　VGI　Alq　Tyr　Pro　Hts　Lys　Phe　Gtn　Lys　　648

GA（　CA（＝AA（i　AAG　（AG　GCT　CT（二A（T　T⊂T　CAA　GCA　G（＝A　TTA　（TT　TC（二AAG　AG⊂　AGA　工999

AspHtsLysLysGlnAlqLeuThrSerGlnA1αA1αLeuLeuseドLysSerArg666

AG⊂AGTG（CGCAAGCTT「GAGGC（（KAC「ACACAG触CA融1「「C㎝GGC触丁2の53．

SerSerAlαA1αSerPheGluAlqLeuThrTh巨GlnAsnLysPheLeuGlyAsn684

GAA　G⊂A　⊂⊂T　（＝⊂T　（i（二C　TTT　G⊂⊂　ATC　AT⊂　GT⊂　〔GT　G（lT　GT（　AGA　GCC　GA（　AAT　AAG　21の7

Glu　Atq　ρro　Pro　A正o　Phe　Alq　Iτe　Ile　VαL　Arg　Aτα　Vq正　Arg　A正q　Asp　Asn　Lys　7の2

ATG　ATG　GGA　TA（　CAG　（T（i　GCA　GTG　TA⊂　TTG　GAC　AAA　C（T　TC⊂　ACC　AGA　ATT　CAG　216工

Met　Met　Gly　Tyr　（iln　Leu　Alq　Vロl　Tyr　Leu　ASp　Lys　Pro　Ser　Thr　Arg　Ile　Gln　　7Z②

Aπ　Aπ　CTG　G（T　G（C　πG　G〔T　G⊂C　GAC　触C　酪⊂　TGG　触G　CTC　TGT　G（T　GAT　GGA　ZZ15

11e　Ile　Leu　A1αAlq　Leu　A1αAlαAsp　Asn　Asn　Trp　Lys　Leu　（ys　A1α　Asp　Gly　　738

G⊂丁　（二TG　CTG　AGC　AAG　CAC　AAA　GTC　A⊂T　G（T　AAA　ATC　GG⊂　TGG　GGA　GCA　GAA　TG⊂　2259

AloLe吐euSerlysHisLysVαUhrAlαLyslleGlyTrpGlyALαGluCy5756

AAG　（AG　TAT　GA（　AC（　ATG　AT（　ACA　（iCT　GAG　A（：T　GGT　（二TT　GTT　GGT　⊂CA　AGC　（二（T　2323

Lys（『1nτyr　Asρτhr　Met　工Le　τhr　AtαG【uτhr　Gly　Leu　VqL　Gly　Pro　ser　Pro　　774

G⊂A　G（T　⊂GC　GTC　AGA　GTT　GC⊂　TGG　AAT　GA（　（TC　⊂⊂T　T〔T　G（：C　ATT　AAA　CA（　TA（＝　2377

Alq　Alq　Arg　Vα1　Arg　Vql　Alq　Trp　ASn　ASp　Leu　Pro　Ser　Alq　工1e　Lys　His　Tyr　　792

（i（：A　AAG　AAG　ATG　TAC　GA（　CT⊂　ATT　⊂〔IT　G⊂T　AAC　ATG　CTG　⊂（：T　GG（l　TTG　ATT　AAA　Z431

Alq　Ly5　1ys　Met　Tyr　Asp　Leu　Ile　Pro　A1α　Asn　Met　leu　Pro　（ily　Leu　Ile　Lys　　81の

GGA　AAG　GAC　GAA　AA（　AG⊂　G（二⊂　AAT　⊂AG　CTA　T（A　AT（…A⊂A　GTG　ATT　GC（：A（A　T（：T　Z485

Gly　Lys　Asp　（ilu　Asn　Ser　AlαAsn　Gln　Leu　Ser　Met　Thr　Vα1　11e　A1αThr　Ser　828

GA（二AGG　AC（＝ATT　GAC　TYC　ATT　TG（i　AAA　TCA　C⊂A　ACA　CGT　A（T　TT（l　TAT　AA（i⊂TG　2539

Asp　APg　Thr　工1e　ハ5ρ　Pbe　IIe　Trp　Ly5　∫er　Pro　Thr　ハrg　Thr　Phe　7yr　Lys　Leu　　846

G（T　τTG　GAT　（丁T　CCC　TA〔　（CT　⊂TG　⊂（G　CTT　GAT　GGA　ATC　AAA　GGT　⊂TC　A⊂（　⊂（二⊂　2593

A1α　Leu　Asp　Leu　Pro　Tyr　Pro　Leu　Pro　leu　Asp　Gly　Ile　Lys　Gly　Leu　Thr　Pro　　864

TTC　GAT　GG⊂TlrA　G（T　GAT〔AA　GTC　（AC　TAC　TTG　TTT　G⊂A　AAG　GCT（iC（　（i⊂A　GCC　2647

Phe　Asp　Gly　leu　Alα　ASp　Gln　Vα1　His　Tyr　Leu　Ph駐　A1α　Lys　Alo　A1α　Alq　Alロ　　882

GAG　TGT　AG（　TT（　AA（二AGA　GA⊂　G⊂A　（二TG　AC（　A⊂A　TT（二AAC　GG⊂　AGG　AAA　TA（　AAG　27②1

Glu　（＝ys　Ser　Phe　Asn　Arg　Asp　A1α　Leu　Thr　Thr　Phe　Asn　Gly　Arg　Lys　Tyr　Lys　　gOの

AA（　GAG　ATG　（二CG　TTG　T（＝T　TG（　TAC　CAA　GTT　（T（日GCA　CAG　GAT　TGC　ACC　A八T　GAG　Z755

Asn　Glu　Met　Pro　Leu　Ser　Cys　Tyr　G1η　Vα1　LeロAlo　G1ηA5p　（y5Thr　A5η　GIり　　918

⊂rG　AAA　TT（　ATG　GTT　CTG　（＝T（i　AA（i　AAG　GAT　（AC　ATT　GAA　CAG　AA（二　（二AC　AT（　AAτ　28②9

Leu　Lys　Phe　Met　Vα1　Leu　Leu　Lys　Lys　Asp　Hts　工1e　（ilu　Gln　Asn　Hts　Ile　Asn　　936

GTG餓AAITG⊂TGACATTGATATTGACCTGTAC（CGAAG触⊂A⊂TGA（GTGATC2863

Vq1LysneA1αAsplleAspエ1eAspLeuTyrProLysAsnThrAspVα111e954

GTG　AAG　GT（二AAT　GGA　ATG　GAA　ATA　（CC　AT⊂　AA（二　AAC　（TG　（二CT　TAC　CAG　（AT　⊂CT　Z917

Vql　Lys　Vql　Asn　Gly　Met　Glu　工1e　Pro　工一e　Asn　Asn　leu　Pro　Tyr　Gln　His　PrD　　972

藤　　井

ACA　GC⊂　AAA　ATC　（；AG　ATC　AGA　（二⊂A　AAG　GGT　GAG　GGC　AT⊂　TCT　GT（…TA（：（i（＝T　（（二（；Z971

Thr　Alq　Lys　Ile　Gln　Ile　Arg　Pro　Lys　Gly　Glu　Gly　Ile　Ser　Vql　Tyr　Alq　Pro　99②

AG（＝　（＝丁T　GGT　（＝丁T　CAT　GAA　（iT（＝TAC　TTT　GAC　AG6　AA（＝　TCA　TGG　ACG　GTT　AAA　6丁6　3の25

SerLeuGlyLeuHtsGluVα1TyrPheAspArgASnSerTrpτhrVq1LysVoUのの8

（iTG　GA⊂　TGG　ATG　AAG　GGA　⊂AA　A（＝C　T（iT　GGA　（二丁（＝TGT　GGA　AAG　GCT　GAT　（iGG　GAA　3②79

Vql　Asp　Trp　Met　Lys　（ily　Gln　Thr　（ys　（ily　Leu　Cy5　〔ily　Lys　A1α　Asp　Gly　Glu　1②26

GTC　AGA　CAG　GAG　TAC　CGC　A（A　C⊂（　AA（　GGA　（GT　GTG　ACC　AAG　A（i⊂　G⊂A　GτC　AGT　3133

Vq1ArgGlnGluTyrArgThrPr・AsnGlyArgVα1ThrLysS』rA1・VαISer1脳

TAT　（iCT　CAτ　TC（二TGG　（iTT　（TG　CCT　G（C　GAG　AGC　TGT　AGG　GAC　AC（　ACT　GAG　TGC　3187

Tyr　Alq　His　Ser　Trp　Vql　Leu　Pro　Alq　Glu　Ser　Cys　Arg　Asp　Thr　Thr　Glu　Cys　工の62

CGT　ATG　触G　Cπ　G触　丁（T　GTG　CAG　CTG　GAG　触G　CAG　GTG　触C　AT（　CAT　GGC　CAG　3241

Arg　Met　lys　Leu　Glu　Ser　Vql　Gln　Leu　Glu　Lys　Gln　Vql　Asn　工1e　His　Gly　Gln　108②

GAA　T（（　AAA　TG（二丁丁（二丁（：T　GTT　GAG　（CC　GTG　（TG　（G（＝TG（二CTG　（⊂C　GGC　TG⊂　丁丁（二3295

G塾SerLys⊂ysPheSerVq1GluPr・Vα1LeuArg⊂ysleuPmGlyCysPhe1098

（＝CT　（iTG　AAG　ACC　A（⊂　ACT　GTC　A（：T　ATC　GGT　TAC　⊂A⊂　TG⊂　ATG　CCT　G（T　GAG　T（T　3349

Pro　Vα1　Lys　Thr　Thr　Thr　Vol　Thr　工1e　（ily　Tyr　His　Cys　Met　Pro　A1α　Glu　Ser　1116

GCC　⊂TG　AAT　CG（l　C⊂C　GAG　AGT　CTG　AG（　AG（AT（A⊂（二AAC　AAC　AG（二GTG　GA（　（ITG　34D3

A1α　leu　Asn　Arg　Pro　Glu　Ser　Leu　Ser　Ser　Ile　Thr　Asn　Asn　Ser　Vα1　Asp　Leu　工134

AGG　GAA　A⊂A　GCA　GAG　GCC　（＝A⊂　⊂TA　G⊂⊂　TGC　AG⊂　T（πACr　G⊂T　（二A（i　TGT　∈（二T　TAA　3457

Arg　Glu　Thr　Alq　Glu　A1α　His　Leu　A1α　Cys　ser　⊂ys　Thr　Alq　Gln　（二ys　Alq　＊累＊　1151

TAA　TAT　τGT　C（T　ATG　T（A　GT⊂　A⊂T　TAC　ATG　TTT　ATC　TTG　AAA　TAA　ATT㎡AT（二3511

AG（二丁（＝丁TGA　（TG　（AT　（T⊂　AAA　AAA　AAA　A　3『　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3539

Fig。4・6。 Nucleotide　sequence　of　the　vitellogenin　cDNA

（PMVG－2）and　the　de亘ved　amino　acid　sequence　of

the　protein．

下流を始点とし，3’末端を終点とする領域であった。

　PMVG－2の塩基配列からアミノ酸配列を推定した

結果，ビテロジェニン特有のセリン含量の高い領域

（phosvitin領域）を含んでいた（Fig．4－6）。上記6種の

ビテロジェニンのアミノ酸配列と比較した場合，アミノ

末端から600残基（aa）前後（498～659aa）離れた始点

よりカルボキシル末端にかけて，マミチョグ（59．6％），

ニジマス（58。8％），こワトリ（45．5％），シロチョウザ

メ（35．5％），アフリカッメガエル（34．6％），ヤッメウ

ナギ（21．8％）の順に高い類似性（平均42．6％）を示し

た（Fig．4－8）。なお，PMvG－2とPMvG－1との類似性

は，塩基配列で74、2％，アミノ酸配列では64．8％と極め

て高い値を示したが，完全には一致しなかった。

考　　　察

　本章ではまず，精製マダイビテロジェニンの部分アミ

ノ酸配列をもとにしてプライマーを設計，作成し，PCR

によるマダイビテロジェニン遺伝子のクロ》ニングを試

みた。プライマーの設計には，出来るだけコドン数の少

ない7残基以上のアミノ酸配列を選び，ロイシン等，コ

ドン数の多いアミノ酸は出来るだけプライマー中央に位

置させ，これまでに報告されているビテロジェニン遺伝

子との類似性を参考に設計した。第2章でも述べたよう
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Fig。4・7． Dot－plot　comparisons　of　the　nucleotide　sequence　of　PMVG－2（red　sea　bream　vitellogenin）with　F房n4吻s（VTG　I，

Accession　No．U70826），trout（rainbow　trout，Accession　No．X92804），sturgeon（white　sturgeon，Accession　No，

UOO455），1amprey（AccessionNo。M88749），Xεnoμs（VTGA2，AccessionNo．M18061），andchickenvitellogenins

（VTGII，AccessionNo．M18060），
The〔lots　in　the　matrix　in〔1icate　regions　where　eight　of　ten　nucleotides　are　identical　between　the　two　vitellogenin

sequences。Numbers　in　parentheses　show　the　similarities　between　the　two　se（luences，
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Dot－plot　comparisons　of　the　putative　amino　acid　sequence　of　PMVG－2（red　sea　bream　vite110genin）with　F麗n4吻3

（VTG　I，Accession　No．U70826），trout（rainbow　trout，Accession　No・X92804），sturgeon（white　sturgeon，Accession

No．UOO455），1amprey（Accession　No．M88749），X8noμs（VTG　A2，Accession　No。M18061），and　chicken

vitellogenins（VTGH，Accession　No．M18060），

The（10ts　in　the　matrix　indicate　regions　where　four　of　five　residues　are　identical　between　the　two．vitellogenin

sequences，Numbers　in　parentheses　show　the　similarities　between　the　two　sequences．

に，精製マダイビテロジェニンはビテロジェニンの定

義を備えた2種類のタンパク質を含んでおり，両者の分

離精製には至っていない。しかし，酵素消化断片の最低

3つのペプチドを選択すれば，何れかの組み合わせでど

ちらかのタンパク質の2ヶ所に当たると期待し，実際，

VglUとVg2Dの組合せでPCRによる特異的断片
（PMVG－1）が増幅された（Fig．4－2）。

　ここで得られたPCR増幅断片のPMVG－1は，E2投

与後の発現パターンや他の生物のビテロジェニン遺伝子

との類似性から，マダイビテロジェニン遺伝子の一部で

あると考えられたが，塩基配列から推定されたペプチド

は32．1kDaにすぎず，大部分が欠損していた。ノーザ

ンハイブリダイゼーションの結果（Fig．4－5）から，マ

ダイビテロジェニンmRNAの完全長は約6kbである
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Amino　acid　sequence　alignments　of　red　sea　bream（PMVG－1and　PMVG－2），F肌4幽s（VTG　I，Accession　No。

UO70551VTG　II，Accession　No．U70826），trout（rainbow　trout，Accession　No、X92804），sturgeon（white　sturgeon，

Accession　No．UOO455），1amprey（Accession　No．M88749），X6noμs（VTG　A2，Accession　No，M18061），and　chicken

．vitellogenins（VTGI，AccessionNo．D89547；VTGII，AccessionNo。M18060）．

と推察され，本章で取り上げた他生物6種（マミチョ

グ，ニジマス，シロチョウザメ，ヤツメウナギ，アフリ

カツメガエル，ニワトリ）のビテロジェニンcDNA
（5，139～5，976bp）とも一致した。しかし，より長い

クローンの取得を目的としたcDNAライブラリーから

のクローニングも，得られた最長のクローンPMVG－2

は3，539bpであり，（1）mRNAの最上流に位置すべ

き非翻訳領域やシグナルペプチドが見あたらないこと

（2）PMVG－2の塩基配列から推定したタンパク質の分子

量は124kDaであり，第2章で述べたマダイビテロ

ジェニンタンパク質のSDS－PAGE上での分子量（183

kDa）よりも小さいこと等から，PMVG－2は，5’末端

近傍を欠損していると考えられた。他生物のビテロジェ

ニン遺伝子とのホモロジープロットから，欠損部分は約

1．8kbpであると推定される（Fig．4－7）。

　本章でクローニングした2つのcDNA断片から推測

されるアミノ酸配列を，これまでに報告されている脊椎

動物のビテロジェニンのアミノ酸配列と比較した結果を

Fig．4－9に示す。なお，以下に示すアミノ酸残基の位置

（position）は，便宜上Fig。4－9上に示した位置を表す。

脊椎動物のビテロジェニンタンパク質の構造を大別する

と，アミノ末端よりIipovitellin　I，phosvitin，lipovitellin

IIの3つの領域に分けることが出来る（van　het　Ship8診

αZ．1987）。その中で，セリン残基を多量に含む（ニワト
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リVTGII56．2％，マミチョグVTGI64．8％，ニジマ

ス52．6％）phosvitin領域は，線虫（AccessionNo。

M11497；Spieth81認1985）には見当たらず，高等な生

物ほど長くなる傾向が示唆されている（Nardelli窃αZ．

1987）。この3つの領域の中問に位置するphosvitin領

域は，糖鎖結合部位であるアスパラギンから始まり，

lipovitellin　IIのアミノ末端にはKFKKNHあるいはそ

れに似た配列が存在するという特徴がニジマス，ニワトリ

およびアフリカツメガエルで見出されている（Mouchel

6‘α1．1996）。これらの結果をPMVG－2に当てはめる

と，19番目（position1，098）または20番目のアスパラ

ギンがphosvitinのアミノ末端であり，lipovitellin　II

は，KFQKDH（position　I，372）から始まると推測され

る。しかし，各卵黄タンパク質のアミノ酸配列に関する

情報の無いマダイの各領域の境界を厳密に規定すること

は困難であるため，便宜上セリン残基が5個以上連続す

ることをphosvitin領域の開始および終了の指標とし，

それよりアミノ末端側をlipovitellin　I，カルボキシル末

端側をlipovitellin　IIとして生物間の比較を試みた。

　この場合，phosvitin領域の長さは，ニワトリVTG　I

（303aa），ヤツメウナギ（211aa），ニワトリVTGII

（193aa），アフリカツメガエルVTG　A2（191aa），シロ

チョウザメ（175aa），マミチョグVTGI（125aa），

PMVG－2（112aa），マミチョグVTG　II（82aa），ニジ

マス（35aa）の順となり，特に進化上の規則性は見当

たらなかった（Fig．4－10）。なお，マダイのphosvitin領

域は，長さおよび領域内のセリン残基数ともにマミチョ

グVTG　Iの同領域と最も近似していた・

　PMVG－2のlipovitellin　I領域は，ニジマスおよびマ

ミチョグVTGIとアミノ酸配列で各々63．1％および

62．0％の高い類似性を示したが，他のビテロジェニン遺

伝子との類似性は32．6～48、9％と，比較的低い値となっ

た・Lipovitellin　Iは，全ての種（PMVG－2を除く）で

ほぼ同じ長さ（1，080～1，130aa）であり，ヤツメウナギ

にのみ見られる配列が4箇所（position305～306，711～

726，788～791，963～967）存在する等，種による特異

性も見られるが，硬骨上目共通（GAAASITAFYINDAA，

position650～663等）あるいは全種共通（N／SL／MQV／

LAILSF，position587～593等）のモチーフも散在して

いる。これらの共通配列が何を意味するかを，今後解明

する必要がある。

　PMVG－2のlipovitellin　II領域は，ニジマス，マミ

チョグVTG　IおよびマミチョグVTG　IIとアミノ酸配

列で各々61．4，57．3および53．6％の高い類似性を示した

が，他のビテロジェニン遺伝子との類似性は30．8～36．5％

と若干低く，総体的にlipovitellin　Iよりもやや低い値を

示した・マダイを含む6種のlipovitellin　Hは，ほぼ同

じ長さ（482～536aa）であったが，シロチョウザメだ
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Pm2　Fhl　Fh2　0m　　At　　lu　　Xl　Ggl　Gg2

Size　of　lipovitellin　I（Lv　I），phosvit並n（Pv），and

Iipovitellin　II（Lv　II）domeins　in　vertebrate

VitellOgeninS。

PMVG－2（Pm2）was　estimated　to　be　missing

about600　0f　amino－terminal　amino　acids

（asterisk）．Abbvrev。：Pm2，Pα8川5配のor（red

sea　bream）；Fh1，F麗n4μZ麗s　h6陀700Z加s　VTG

I；Fh2，F襯4梶伽s　h6’8rocZ枷s　VTG　IIl　Om，

On60rhyηoh麗5　’ny膨s5　（rainbow　trout）；　At，

Acψ6ηs召r言7侃3配o彫αn扉s（white　sturgeon）；Iu，

10hガhyoη3yzon麗n∫o扉sμ5（silver　lamprey）；X1，

Xεnop麗s　Jα6v∫3VTG　A2；Gg1，σα伽38α伽5

（chicken）VTG　I：Gg2，σα伽s　gα伽3VTG　IL

けが406aaと短く，カルボキシル末端近傍の欠落が示

唆された（Fig．4－9）。本領域の特徴として，Mouchel6r

凪（1996）は，プロリン，システインおよび芳香族アミ

ノ酸の位置が生物間で良く保存されており，ペプチド鎖の

正確なフォールディングに関係していることを示唆して

いる。また彼らは，本領域内のCGLCモチーフ（posiUon

l，831～1，834）が，Mayadas　and　Wagner（1992）が

vonWillebrand　factorで示した複合体形成に必須の配列

と一致することから，ビテロジェニンタンパク質の2量

体化に関与していると推測している。これらの配列は，

PMVG－2にも良く保存され，ビテロジェニンの2量体

化には，lipovitellin　II領域の関与が示唆された。

　本章でクローニングしたPMVG－1とPMVG－2は，
高い類似性を示したが，完全には一致しなかった（Fig．

4－8）。複数のビテロジェニン遺伝子の存在は，ニワトリ

（1，H，III）やアフリカツメガエル（A1，A2，B1，B2），

マミチョグ（1，II）でも知られており，DNAデータバ

ンクにも登録されている（ニワトリIIIおよびアフリカ

ツメガエルA1，Bl，B2は部分配列）。また，複数のビテ

ロジェニンの存在は，タンパク質レベルでは，その他の

魚類でも報告されていることは，第1章で既に述べた。

ビテロジェニンは，初期発生における主要な栄養源であ

り，その量および質が種苗の良否を大きく左右すると考
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えられるが，ビテロジェニンあるいは卵黄タンパク質の

機能に関する知見は乏しい。ビテロジェニン遺伝子は，

肝細胞における翻訳後修飾（リン酸化，糖鎖および脂質

の付加，2量体化等），血液中への放出，レセプターを介

した卵母細胞への取り込み，卵黄タンパク質への解裂，

卵黄球の形成等，種を超えた共通の特徴を有しており，

上述のようにアミノ酸配列にもいくつかの保存された領

域が存在している。今後，PMVG－1およびPMVG－2の

全配列を決定し，第2章で述べた2種類のビテロジェニ

ンとの関係を明らかにするとともに，ポイントミュー

テー、ション等によるビテロジェニンおよび卵黄タンパク

質の構造と機能の関連を解明する必要があろう。

第5章　ビテロジェニンによるベステルの成熟度

　　　　判定

　チョウザメ資源は，生息水域の環境悪化，産卵場の減

少，および過剰の漁獲により急激に減少してる（Stef£ens

召rα」．1990）。天然チョウザメを有するロシア，アメリ

カ，イラン，中国等では，資源回復のために種苗放流を

行っているが，その全てを天然親魚に依存している。そ

のため，放流種苗の質や量は水温等の自然環境に左右さ

れ，年によって大きな差異が出ている。また，チョウザ

メは成熟までに長い年月を要し，特に雌では10年以上か

かることも珍しくない（Nikolsky　l982）。従って，チョ

ウザメ資源を回復させるためには，環境の改善，漁獲の

適正化とともに，安定した放流種苗の生産技術が求めら

れている。

　一方，世界のチョウザメ総生産量が9，603t（1993年）

にまで減少した中で，欧米を中心にチョウザメ養殖が注

目されており，イタリアでは年間養殖生産量が300t以

上に達している（FAO1995）。近年，我国においても業

者レベルでのチョウザメ養殖が始まっており，魚肉とし

て出荷されている。その種苗を安定供給するためには，

養殖チョウザメを親魚とした種苗生産技術の確立，即ち

チョウザメの完全養殖技術の確立が不可欠である。しか

しながら，チョウザメの飼育環境下での自然産卵は未だ

報告例がなく，成熟卵を得るためには，ホルモン投与に

よって人為的に成熟を促進する必要がある。ロシアやア

メリカ等で行われている種苗生産には，産卵のために河

川を遡上中の天然親魚を用いているが，一部の例外

（Czes恩eba8∫α」．1985）を除き，最終成熟および排卵を

誘導するために，親魚へのホルモン投与が行われている

（Stefβensε緬1．1990）。天然親魚の場合とは異なり，養

殖チョウザメは，同じ環境下で飼育した同年齢の魚で

あっても成熟度のばらつきが極めて大きい。従って，種

苗生産の成否は，最適親魚が選別出来るか否かにかかっ

ている（Doroshov6雄Z．1997）。特に日本国内では，親

魚として種苗生産に使えるチョウザメの数は限られてお

り，より効率的な種苗生産技術の確立が求められている。

　本章は，効率的な養殖チョウザメの種苗生産技術の確

立を目的とし，雌親魚選別のための成熟度判定法につい

て検討した。

材料と方法

供試魚：1980年5月，1981年4月，1982年4月および

1983年4月にソビエト連邦（現ロシア共和国）カスピ

海北部沿岸のベルチュリスキーチョウザメふ化場より受

精卵で導入され，養殖研究所玉城分室でふ化，飼育され

たベステルを用いた。

ビテロジェニンの定量：第2章に準じ，魚体重l　kg当

たり1mgのE2を雄ベステルの腹腔内に注射した。E2

投与後7日目に血液を採取し，分離した血清（E2処理

魚血清）を家兎に免疫した。免疫後2週間目に家兎から

採血し，抗E2処理魚血清（a－S）を分離した。a－Sに同

量の正常ベステル雄血清を添加し，4。Cで1晩放置後，

抗原抗体反応による沈澱を遠心分離（40C，10，000rpm，

30分間）で除去し，その上清を抗チョウザメビテロジェ

ニン血清（a－Vg）とした。

　血清ビテロジェニン量は，第3章に準じ，a－Vgを用

いた放射免疫拡散法により測定した。定量に用いた標準

ビテロジェニンは，Hara　ImdHirai（1978）に従い，卵

黄形成期の雌ベステル血清から水沈澱法およびゲル濾過

クロマトグラフィーにより精製した。

卵黄形成に伴う血清ビテロジェニン量の変化：1980年産

ベステルが満8才になった1988年3月から6月にかけ
て，血清中にビテロジェニンが検出された雌50尾（平均

体重9．5kg）を取り上げ，卵巣卵の卵径を測定した・

卵核胞位置の測定：Lutes6臨乙（1987）の方法を若干修

正し，以下のように卵核胞の位置を数値化した。200ppm

のオイゲノール中で魚に麻酔を施し，概ねDoroshovα

磁（1983）に従って生検により卵巣卵の一部を採取し

た。採取した卵を沸騰水中に約5分間浸漬して卵黄を凝

固させた後，動植物両極の軸に沿って切断した。切断面

を実体顕微鏡下で観察し，卵径（1），動物極と卵核胞の

最短距離（a）および卵核胞の直径（b）を測定した。卵

核胞の位置（gemi副vesicleposition，GVP）は，Fig、

5－1に示す式により求めた。この式から求めたGVPは，

卵核胞が卵の中心に位置すれば1，中心と動物極との中

間で3，動物極に接すると5となる。

結　　　果

抗血清の特性：E2処理魚血清，雄血清，卵黄形成期の

卵巣卵を有する雌の血清（卵黄形成雌血清），過熟の卵

巣卵を有する雌の血清（過熟雌血清）および卵抽出液を

用いた免疫電気泳動（第2章参照）により，抗血清a－S

およびa－Vgの特性を調べた（Fig．5－2）。a－Sは，雄血
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Animal　pole

a
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3

GVP　2

1

Z／2

’

Fig，5・L

　　　　Vegetal　pole

Schematic　view　of　a　bester　oocyte　sectioned　along

the　animal　pole　and　the　vegetal　pole．

Germinal　vesicle　position（GVP）is　calculated　by

following　fomlula。

　　　　　　　　4（Z－2a－b）
　　　　　GVP＝　　　　　　　＋1
　　　　　　　　　（Z－b）
a，b，an（1Z　represent　the　shortest　distance　between

the　anim＆1pole　an〔1germinal　vesicle，germinal

vesicle（liameter，and　oocyte　diameter，respectively・

Each　number　shows　GVP　value　of　each　position。

Fig．5－2。 Immunoelectrophoresis　of　serum　an（1egg　extracts

in　bester，

Abbrev、：a－S，antiserum　against　E2－treate（1fish

senlml　a－Vg，absorbed　a－S　with　male　seruml　E2，E2－

treated　fish　seruml　M，male　seruml　F，vitellogenic

female　serum；Or，over－ripe　female　serum；Egg，

egg　extracts．　Allows　show　precipitine　lines

observed　only　in　over－ripe　female　serum　and　egg

extracts，

清およびE2処理魚血清の両方と反応し，10本以上の沈

降線を形成した。また，雄血清には見られず，E2処理

魚血清にのみ見られる強い沈降線が試料穴付近に観察さ

れた。a－Vgは，雄血清とは全く反応せず，卵黄形成雌

血清およびE2処理魚血清とは試料穴付近に2本の沈降

線を形成した。過熟雌血清のa－Vgによる免疫電気泳動

像は，卵抽出液の像と類似し，卵黄形成雌血清やE2処

理魚血清には見られない陽極側に長く伸びる沈降線が観

察された。

卵巣卵の成長と血清ビテロジェニン量の関係：チョウザ

メの卵巣卵は部分同時発生型であり，卵黄形成期以降の

卵母細胞群は，同一個体内では卵形成の進行が揃ってい

た。しかし，ここで調べた50尾の雌ベステルは，卵黄形

成初期の卵巣卵を有する個体から過熟卵を有する個体ま

で，同一年齢でありながら個体間の成熟度は差が極めて

大きかった。

　卵巣卵の直径と血清ビテロジェニン量の関係をFig．

5－3に示す。血清中にビテロジェニンが検出された50尾

の中で，最も成熟度が低かった個体の卵巣卵の直径は

0。9mmであり，同個体の血清ビテロジェニン量は0．l

mg／mJであった。血清ビテロジェニン量は，卵径の増大

に伴って増加し，2．7mmで最大（平均9．8mg／mJ）と

なった。しかし，卵径が2．9mmに達すると，血清ビテ

ロジェニン量は急減（平均0．6mg／mZ）した・過熟卵の

卵径は，3㎜を越えるものから，小さくいびっなもの

まで様々であり，それらの過熟卵を有する雌の血清ビテ

ロジェニン量も多様であった（2．0～27．6mg／m1）。
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（7〉

　　　　　　　2，0　　　　　　　　　　　3．0　　0ver－ripe

　　　　　　Oocyte（mm）

Relationship　between　serum　vitellogenin　level　and

oocyte　diameter　in　besteL

Each　value　is　the　mean±SE　Numbers　in　paren－

theses　show　number　of　fish．

卵径，卵核胞位置および血清ビテロジェニン量の関係：

卵径2。5～3．1mmの卵巣卵を持つ雌ベステル24尾の，

卵巣卵径と血清ビテロジェニン量，卵径と卵核胞位置お

よび卵核胞位置と血清ビテロジェニン量の関係を調べ
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た。なお，各データ集団間の有意差検定は，t一検定によ

り行った。

各卵径毎の血清ビテロジェニン量は，卵径2。9㎜で

最低値（平均3．7mg／mZ）を示した（Fig．5－4）。卵径

2．6mmおよび2．7mmの卵巣卵を持つ個体が各1尾で

あったため，厳密な比較は出来ないが，前項の結果と考

え合わせると，卵径2．5～2．7mmの間は卵径の増大と

共に増加し，2．7～2．9㎜では逆に減少，2．9～3．1㎜

では再び増加するという傾向が再確認された。
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　卵核胞は，卵径の増大と共に動物極に近づき，卵径2．5

～2．7㎜の卵巣卵ではGVPが2．5以下，2．8㎜の卵

巣卵ではGVPが約3（卵の中心と動物極の中間），卵径

2．9mm以上の卵巣卵ではGVPは3以上であった
（Fig．5－5）。

　また，血清ビテロジェニン量は，卵核胞が動物極に近

い（GVP値が大きい）卵巣卵を有する個体ほど少なく

なる傾向を示した（Fig．5－6）。GvPが2～2．5の卵巣卵

を有するベステルの平均血清ビテロジェニン量は，15．4

mg／mJであり，GVPが25～3．0では9．8mg／mJ，

GVPが3．0～3．5では4．9mg！m1，GVPが35f－4．0で

は1．O　mg／mZ，GVPが4．0～4．5では0。6mg／mZであっ

た。

考　　　察

　本章では，チョウザメの種苗生産に不可欠な雌の成熟

度判定の指標として，血清ビテロジェニン量および卵巣

卵の卵核胞位置について検討した。

　Amiri8∫凪（1996）は，ベステルの卵黄形成過程に

おける血清中のビテロジェニン量やステロイドホルモン

量の変化を調べ，血清ビテロジェニン量および血清E2

Fig。5閣5。
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量は第3次卵黄球期に最大となり，卵核胞移動期に入る

と減少すると述べており，本章の結果と良く一致した。

今回の実験で，ビテロジェニンが検出された雌ベステル

は何れも卵径0．9mm以上の卵巣卵を有しており，それ

以下の発達段階の卵巣卵を有する雌の血清ビテロジェニ

ン量は，放射免疫拡散法の検出限界（第3章参照）以下

であった（Fig．5－3）。ベステル雌の血清ビテロジェニン

量は，卵径0．9mmに達した時点で検出され始め，卵径

の増大とともに増加し，卵径2．9mmに達した時点で一

旦急減した後，再度増加した（Figs．5－3，5－4）。産卵期

に向かう過程における血清ビテロジェニン量の変化は，ブ

ラウントラウト・（CrimandI（11er1978），サケ（Ueda8∫
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α1。1984），スナヤツメ，カワヤツメ　（Fukayama6ごα1。

1986），マダイ（第4章）等で調べられており，卵黄形

成の進行とともに増大することは明らかである。ビテロ

ジェニンの産生はE2に依存していることは既に第1章

で述べた。E2の産生については，サケ科魚類やメダカで

詳細に調べられており，卵濾胞組織の萸膜細胞と穎粒膜

細胞により卵黄形成期特異的に生成され（Kagawa6館Z．

1982a，1982b，1983，Sakaiε脇」．1987，1988），卵成熟期

に入るとステロイド産生系が卵成熟誘起ホルモン生成系

へとシフトするために急激に減少する（Kagawa8‘認

1983，Youngαα1．1983a，1983b，KanamoriααZ。

1988）。このような血中E2量の変動が，ビテロジェニン

量の増減を左右していると考えられる。また，卵径が2。9

mmに達した後の再度の増加は，過熟による卵黄タンパ

ク質の再吸収が原因であると推察された。ビテロジェニ

ンは，卵黄タンパク質の前駆物質であり，免疫学的には

共通の抗原性を有すため，放射免疫拡散法では両者の区

別は困難である。しかし，a－Vgを用いた免疫電気泳動

像を比べると，過熟卵を有する雌の血清は，卵黄形成期

の卵巣卵を有する雌の血清には見られない沈降線を形成

するため，両者の区別が可能であることが明らかとなった

（Fig．5－2）。ビテロジェニンは，卵母細胞に取り込まれ

た後に分子解裂を受け，脂質に富んだ1ipovitellinとリ

ン及びセリンを多く含むphosvitinに分かれることが知

られている（Selman　andWallace　l989）。ベステルのビ

テロジェニンも，卵母細胞内で同様の分子解裂を受けて

低分子化するため，ビテロジェニンと卵黄タンパク質と

では異なった免疫電気泳動像を示すこと，および過熟雌

血清中にはビテロジェニンではなく，卵巣卵から再吸収

された卵黄タンパク質が存在することが強く示唆され

た。チョウザメの卵形成過程を，過熟の進行まで経時的

に調べた報告は見あたらず，今後，卵径，血清Vg量，

血清中の卵黄タンパク質量，卵巣卵の組織学的変化等に

ついて，経時的に調べる必要がある。

　Doroshov6」認（1983）は，卵径3mm以上のシロ

チョウザメ卵巣卵（最大約4㎜）の成熟度を，卵径の

増大および卵核胞の位置により，3段階に分類してい

る。また，Lutesε1認（1987）はシロチョウザメ卵巣卵

の卵核胞の位置を卵の中心から動物極に向かって1～5

までの5段階に分類している。本研究ではまず，卵核胞

の位置をより客観的且つより詳細に数値化し（Fig．54），

卵径および血清ビテロジェ耳ン量との関係を調べた・そ

の結果，卵径が2．9mm以上に達した時点で，GVPも

3を超える値となり（Fig．5－5），同時に血清ビテロジェ

ニン量が有意に減少することが明らかとなった（Fig．5－

6）。これらの結果は，ベステルの卵黄形成が卵径2．9

mmで完了することを示唆している。魚類卵巣卵の卵核

胞は，卵黄形成終了後，最終成熟に向かって動物極側に

移動することが知られている（長浜1991）。ベステル

の卵黄形成が卵径2．9mmで完了すると仮定した場合，

2．9㎜に達する前の卵核胞が卵母細胞の中心から動物

極に近づく（GVPが1以上となる）現象は，少なくと

も卵巣卵の中心と動物極の中間（GVP＝3）までは，最

終成熟に向けての卵核胞の移動ではなく，蓄積した卵黄

の植物極側への遍在による ものと考えられる。

　以上の結果と考察から，卵核胞の位置や血清ビテロ

ジェニン量は，雌ベステルの成熟度を反映することが明

らかとなり，雌親魚選別の指標となることが予想された

ため，次章でさらに検討した。

第6章 ビテロジェニンを指標としたベステルの

種苗生産

　ベステルは，1952年にNikolyukinα認によって作

出された雑種チョウザメであり（Burtsev1972），近年

では養殖対象種としてロシアやヨーロッパでも飼育され

ている（Steffens召砂1．1990）。我国には，1974年にロ

シア（当時のソ連）から東海大学海洋科学博物館へ20尾

が導入されたのが最初であり，1978～83年には，日ソ

漁業科学技術協力協定に基づき250尾の稚魚と合計約21

万粒の受精卵が，養殖研究所を中心に導入された（Fujii

and　Maruyama1997）・近年，国内で生産され始めた養

殖チョウザメの大部分は本種である。

　前章では，血清ビテロジェニン量と卵核胞の位置によ

り，雌ベステルの成熟度判定が可能であることを明らか

にした。本章では，効率的な養殖チョウザメの種苗生産

技術の確立を目的とし，血清ビテロジェニン量や卵核胞

の位置に加え，魚体重の変化や卵巣卵のプロゲステロン

感受性を雌親魚の選別指標として検討するとともに，催

熟方法等についても検討した。

材料と方法

供試魚：1980年5月，1981年4月，1982年4月および

1983年4月に，ソビエト連邦（現ロシア共和国）カス

ピ海北部沿岸のベルチュリスキーチョウザメふ化場より

受精卵で導入され，養殖研究所玉城分室でふ化，飼育さ

れたベステルを用いた。

催熟ホルモンの調整：生殖線刺激ホルモン放出ホルモン

（Sigma；（les－Glylo［D－Ala6］一LH－RH　ethylamide，LH－

RHa）を含むコレステロールペレットは，廣瀬・新井

（1988）に準じて以下の方法で作成した。（1）l　mgの

LH－RHaを0。2mZの50％エタノールに溶解（2）150mg

のコレステロール（Sigma）を添加し，ペースト状に撹

絆（3）35～40。Cで乾燥させた後，温浴上で溶解したコ

コアバター（不二製油）50mgを添加して撹搾（4）内径

2mmのステンレス管に混合物20mgを詰め，外径2
mmのステンレス棒で圧縮した後，押し出してペレット
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状に成型し，使用時まで一200Cで保存した。

　注射用のLH－RHaおよびヒト胎盤性生殖腺刺激ホル

モン（三共，HCG）は，1尾当たりの投与量が0．5mZ

程度となるように0．9％塩化ナトリウム溶液（生理食塩

水）で溶解した。

　コイ（》pr’nμ5cαψ’o，サケ0ηoor々ynoh硲舵薙およ

びレンギョπ塑oph∫hαJn震h‘hy3配oJ’薦xの脳下垂体は，

アセトンで脱脂した後に乾燥させ，すりつぶして粉末状

にした。この脳下垂体粉末に，1尾当たりの投与量が0．5

mJとなるように生理食塩水を加えて更にホモジナイズ

し，遠心分離後（40C，3，000rpm，30分問）の上清を脳

下垂体抽出液とした。

卵質および精子活性の判定：排卵された卵は，直径約3

mmで，動物極以外は均一の色彩（灰色から黒褐色）を

呈し，弾力性のあるものを正常卵と判定した。また，弾

力性が無く，崩壊しやすい卵を過熟の目安とした。過熟

（卵黄物質の再吸収）の進行度によって卵径および色彩が

不均一となる等の変化が見られたが，明確な分類が出来な

かったため，ここでは全て過熟卵として一括して扱った。

　精液は，水で200倍に希釈して光学顕微鏡下で観察し，

活発な前進運動を示す精子割合が高い精液ほど精子活性

が高いものと判断した。

プロゲステロン感受性の測定：生検により取り出した卵巣

の一部を，プロゲステロン0．5μg／mZを含むLeibovitz’s

L－15培地中にて150Cで培養した。培養開始後24時間

目に，10粒の卵巣卵の卵核胞位置を第5章で述べた手法

で調べるとともに，卵核胞が崩壊（Geminalvesicle

breakdown，GVBD）した卵の割合を求めた。

催熟試験1：本試験は，1988年8月に水温約120Cの条

件下で行った。まず，ベステル8年魚50尾の血清ビテロ

ジェニン量を測定し，種々の濃度（0．1～27．9mg／mJ）を

示した15尾を雌親魚として，LH－RHa　lmgを含むコレ

ステロールペレットを背部筋肉中に埋め込んだ。ビテロ

ジェニンが検出されず，比較的小さな12尾を雄親魚と

し，各4尾にHCG5，000単位，サケ脳下垂体5個分の

抽出液あるいはレンギョ脳下垂体5個分の抽出液を背部

筋肉中に注射した。

催熟試験2：本試験は，1991年10月に水温約160Cの条

件下で行った。ベステル8～11年魚の中から外観および

触診によって腹部の肥大している48尾を選別し，それら

の血清ビテロジェニン量を測定した。ビテロジェニンが

低値（l　mg／mZ以下）で，比較的大型の個体17尾を雌，

ビテロジェニンが検出されず，比較的小型の個体9尾を

雄として実験に供した。

　雌は，2尾にコイ脳下垂体4mg／kg・体重，5尾に

HCG　l，000単位／kg・体重，5尾にLH－RHa100μg／

kg・体重を背部筋肉中に注射し，残る5尾にはLH－

RHa100μg／kg・体重をコレステロールペレットとして

背部筋肉中に埋め込んだ。なお，注射は全て2回に分け

て行い，10％量を投与した12時間後に残りの90％量を

投与した。

　雄9尾には50μg／kg・体重のLH－RHaをコレステ
ロールペレットとして埋め込んだ。

催熟試験3：本試験は，1992年7月に水温約140Cの条

件下で行った。催熟試験2で選別した48尾の中から，体

重の増加，腹部の膨満，および血清ビテロジェニン量の

減少を指標として4尾の雌魚を選別し，卵巣卵の卵核胞

位置を調べた後，LH－RHa25μgZkg・体重を注射した。

　雄魚は，催熟試験2で雄であることが確認された3尾

に，25μg／kg・体重のLH－RHaを注射した。

催熟試験4：本試験は，1992年6月から9月にかけて水

温14～180Cの条件下で行った・雌魚6尾の血清ビテロ

ジェニン量，卵巣卵の卵核胞位置およびプロゲステロン

感受性を調べ，100μg／kg・体重のLH－RHaをコレステ

ロールペレットとして埋め込んだ。

親魚のビテロジェニンと卵仔魚の特性：LO，1．8，7．8

mg／mZの血清ビテロジェニン量を示した3尾のベステ

ル8年魚から，LH－RHa　l　mgを含むコレステロールペ

レットの投与により排卵を誘導し，成熟卵を採取した。

精液は雄1尾から採取し，精子活性を確認した後，人工

授精に用いた。使用直前に水で200倍に希釈した精液を

卵に等量（容量／重量）添加し，5分間手で穏やかに撹

絆しながら媒精した。300～500粒の受精卵を，卵の粘

着性を利用してプラスチック板（A4サイズ）に付着さ

せ，流水中でふ化させた。途中，卵割の有無で受精率を

求め，ふ化率は全卵数に対する割合として求めた。ま

た，体型や遊泳行動などの異常なふ化仔魚を奇形とし，

全ふ化仔魚に対する割合を奇形率とした。なお，実験期

間中の水温は14。Cであった。

結　　　果

催熟試験1：催熟試験1の結果をTable6－1に示す。

LH－RHaの投与後55～63時間目に，3尾から正常卵，5

尾から過熟卵の排卵が確認された。血清ビテロジェニン

量は，正常卵を排卵した雌が0．4±0．3mg／mJ（平均値

および標準誤差）であり，過熟卵を放出した雌（18．5±

3．8mg／mZ）よりも有意に低かった（p＞0．05）。LH－RHa

に反応を示さなかった雌の血清ビテロジェニン量は，そ

れらの中間値（7．0±2．3mg／mZ）であった。

　雄は，HCGを投与した4尾中2尾，サケ脳下垂体を

投与した4尾中1尾から，投与後2日目に精子活性の高

い精液が採取出来た。

催熟試験2：催熟試験2の結果をTable6－2に示す。ホ

ルモン投与後1日目には，LH－RHaコレステロールペ

レットを投与した5尾中3尾の排卵が確認され，その全

てが正常卵であった。2日目には，コイ脳下垂体を注射
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Tab旦e6縣1。　Results　of　the　artificial　propagation　test　l　in　bester

Individual　Length　Weight
number　　（cm）　　（kg）

Vitellogenin＊i

　（mg／m1）
　　　　＊2Response Remarks

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

11

12

13

14

15

118

121

114

119

126

121

119

116

131

115

130

123

130

120

122

9。7

9．9

9．1

10．0

9．7

9．9

7．8

9．4

13．7

7．9

13．0

9．9

11．7

9．6

9．2

27．9

27．6

14．9

14．0

13．2

12．5

11．5

10．3

5．5

3．5

1．0

0．5

0．3

0．2

0．1

十

十

十

十

十

十

十

十

Over－ripe＊3

0ver－ripe

Over－ripe

Over－ripe

Over－ripe

＊1concentration　of　vitellogenin　or　reabsorbed　egg　yolk　protein　in　serum．

＊2　十，ovuladon；一，no　ovulation．

＊3disch肛ge・ve団penedeggs．

Table682。　Results　of　the　artificial　propagation　test2in　bester

Hormona1
　　　　＊ltreatment

Weight　　Length
（kg）　　　　　　（cm）

Condition

factor＊2

Vitellogenin

　　　　　　　Sex
（mg／mJ）

Response

CCP（4mg／kg・BW）
HCG（1，000U／kg・BW）

INJ（100μg／kg・BW）

PLT（100μg／kg・BW）
PLT（50μg／kg・BW）

10．7±1．0＊3

10。6±1．0

12。2±3．2

11。0±3．5

8．2±2．0

123±4
121±4
126±10

121±11

113±9

6．4±0．5　　　0．12±0．08

5．9±0。4　　　　0．14±0．03

5．9±0。6　　　0．04±0．03

6．0±0．5　　　0．08±0．08

5．6±0．4　　　　　　一

Female

Female

Female

Female

Male

2／2＊4

0／5

3／5

4／5

2／3

＊1CCP，i煽ection　of　ca甲pituitaryl　HCG，i両ection　of　HCGl　INJ，i勾ection　of　LH－RHa；PLT，implanta－

　tion　of　LH－RHa　cholesterol　pellet。

＊21000×body　weight（g）1total　length（cm）3。

＊3meIm±S．E．

＊4number　of　fish　induced　ovulation　or　spemiation／total　number　of　fish，

した2尾中2尾，LH－RHaを注射した5尾中3尾，LH－

RHaコレステロールペレットを埋め込んだ残り2尾中

1尾の排卵が確認された。しかし，この日に排卵した卵

は，何れも過熟であった。3日目には，新たな排卵個体

は現れなかったため，生検により未排卵個体の生殖腺を

調べたところ，HCGを投与した5尾およびLH－RHaを

注射した残り2尾の卵巣卵は，全て卵核胞が崩壊した成

熟卵であった。残るLH－RHaペレット投与1尾の卵巣

卵は，再吸収がかなり進行した過熟卵であった。

　雄は，LH－RHaペレット投与後1日目に9尾中2尾
が排精した。これらの精液は，何れも活性の高い精子を

含んでいた。2日目にも同じ2尾から採精出来たが，1

尾の精子活性は低下していた。残り7尾の生殖腺を生検

により調べたところ，6尾は未熟な雌であり，1尾が雄

であった。

催熟試験3：本試験では，LH－RHaを注射した雌4尾中

3尾から採卵できた（Table6－3）。最も早く排卵が確認

されたNo．34の個体からは，LH－RHa注射後47時間目

に1，435g（体重の9．9％）の正常卵が得られた。No．24

からは，49時間後目に756g（体重の4．7％）の正常卵

が採取され，50時間目に開腹した結果，さらに540g

（体重の3．4％）の排卵された正常卵および587g（体重

の3．6％）の未排卵卵巣卵が確認された。No．4からは，

54時間目に50gの正常卵が採取され，73時間目に採取

された卵は過熟であった。血清ビテロジェニン量が最も

多く（8．1mg／mZ），GVPが3．3と最も低い値を示した

個体No．37は，排卵を誘導できなかった。

　LH－RHaを注射した雄からは，注射後48時間目に3尾

全てから精子活性の高い精液が得られた。

催熟試験4：本試験では，LH－RHaコレステロールペ
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Table6－3。　Results　of　the　artificial　propagation　test3in　bester

Individual　　Weight
number　　　　（kg）

Vitellogenin

（mg／mJ）
　Oocyte　GVP＊1Sex
diameter（㎜）

Resp・nse＊2

4
6

18

24

34

35

37

11．7（＋0．6）＊3

6．6（一〇．5）

6。7（一〇．4）

16．1（十3．0）

14．5（十1．4）

9．7（十〇．4）

16，7（十2，6）

0．3（一13．1）

3。5（一　〇．9）

0．3（一12．5）

8．1（一　4、5）

3．0

2．9

2．8

2．9

3．6　　Female

－　　　Male

－　　　Male

3．7　　Female

4，l　　Female

－　　　Male

3．3　　Female

十

升
什
什
甘
丹

＊1geminal　vesicle　position（see　Fig．1）．

＊2十十，complete　ovulation　or　spemiation；十，incomplete　ovulationl一，no　ovulation．

＊3amualch㎝geinp鉦entheses。

Table6’4．　Results　of　the　artificial　propagation　test4in　bester

Individual

number

Spawning

　date

Weight
（kg）

Vitellogenin

（mg／m1）
　　　GVBDGVP＊
　　　　（％）

Resp・nse＊

1
2
3
4
5
6

Jun．　3

Jun．　3

Jun。15

Aug．18

Sep。　4

Sep，16

3．1

5．2

2．8

6．5

10．0

7．5

1．4

2．2

2．5

8．9

3，5

2．6

3．3

3．6

3．3

4．0

4．2

4．0

100

80

100

　0

100

100

升
十

升

軒
升

＊same　as　in　Table2。

レットを投与した雌6尾中5尾から採卵できた（Table

64）。排卵が誘導されなかった1尾（No．4）は，血清

ビテロジェニン量が最も多い個体であった（8．9mg／

mZ）。また，その卵巣卵は高いGVP値（4．0）にも拘ら

ず，唯一プロゲステロン感受性を示さなかった。採卵量

は，卵巣卵のプロゲステロン感受性が100％を示した4

尾からは体重の10％前後，同感受性が80％のNo．2か

らは体重の約3％であった。

親魚のビテロジェニンと卵仔魚の特性：血清ビテロジェ

ニン量の最も多い雌（7．8mg／mJ）が排卵した卵は，崩

壊しやすい過熟卵が多く含まれていた。それらの中か

ら，正常卵を選り分け（材料と方法「卵質および精子

活性の判定」参照），人工授精に用いたが，受精率

（2L7％），ふ化率（19．1％）ともに低く，ふ化仔魚の奇

Table6・5． Relationship　between　vitellogenin　level

in　mother　fish　serum　an（1fertilization

rate，hatching　rate，and〔leformity　rate　of

decendants　in　bester

Defomity
rate（％）

形率（32．2％）は高かった（Table6－5）。他の2尾から

得られた卵は何れも正常と判定されたが，卵質は多少異

なり，血清中のビテロジェニンが最も少ない雌（1．O

mg／mJ）から得た卵が，最も高い受精率（92，0％），ふ

化率（79．6％）を示し，奇形率（5．1％）は最も低かっ

た。

Vitellogenin

（mg／mZ）

Fertilization

rate（％）

Hatching

rate（％）

1．0

1．8

7．8

92．0

69．8

21．7

79。6

64．9

19．1

5．1

6．4

32。2

考　　　察

　雌ベステルの排卵を誘導する催熟ホルモンとして，コ

イ脳下垂体抽出液およびLH－RHaは有効であったが，

HCGは今回の使用方法，使用量では効果が認められな

かった（Table6－2）。Lutes（1985）は，’nv’‘70での各

種ホルモンによるシロチョウザメ卵巣卵の成熟誘起能を

調べ，シロチョウザメ，コイおよびシロサケの脳下垂体

はGVBDを誘導したが，HCGを含む精製生殖腺刺激

ホルモンは効果が認められなかったと述べている。ま

た，Doroshov　and　Lutes（1984）は，天然のシロチョ

ウザメを用いた排卵誘導において，シロチョウザメやコ

イの脳下垂体およびLH－RHaの何れもが有効であった

と述べている。一方，廣瀬（1982）は，異種タンパクの

投与による親魚へのストレスを警告し，同種の魚のホル

モンを使用することが最良の方法であることを示唆して

いる。従って，同種のチョウザメの脳下垂体が得にくい

場合には，構造が簡単で種特異性が低いLH－RHaが，
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催熟ホルモンとして最適であると考えられた。LH－RHa

の投与法に関しては，コレステロールペレットと注射の

2種類の投与方法を試み，両法はほぼ同程度の効果を示

した（Tables6－2，6－3，6－4）。コレステロールペレット

は，含有するLH－RHaを長期間にわたり徐々に放出す

ることから，投与時期が多少早過ぎても成熟促進，排卵

誘導効果が期待された（廣瀬と新井，1988）。しかし，

本章で同ペレットを投与した雌ベステルは，数日内に排

卵する個体と，いつまでも排卵しない個体に分かれた。

このことは，同投与方法でも，効果が短時間しか持続し

ないと言われている注射法（CrimandCluett1974）と

同程度に，投与するタイミングが重要であることを示し

ている。注射法は，簡便性の面で優れており，効果も期

待できる（Tables6－2，6－3）。今後，さらに投与量等の

検討が必要であろう。

　ベステルの雄は，同一年級群の雌と比較して体長およ

び体重が小さいため（藤井他1987a），血清中にビテロ

ジェニンが検出されな遠個体の中から体型が比較的小さ

いことを指標として雄親魚を選別した。しかし，この手

法だけでは未熟な雌が混入する可能性があり（催熟試験

2），生検により確実に雄を選別する必要がある。また，

1尾の雄から約200～600万粒の卵が媒精可能な量（100

～300mJ）の精液が採取できること，催熟試験2で採

精出来た個体は，翌年に行った催熟試験3でも採精でき

たこと（Table6－3），同一雄魚から1～2カ月の問隔で

繰り返し採精することが可能であること（藤井他未発

表）等から，種苗生産にはそれほど多くの雄親魚を必要

としないと考えられる・一度排精を確認した複数の雄

を，タグ等によるマーキングあるいは隔離飼育すること

により，必要時に必要量の採精が可能となり，種苗生産

の効率が高まるものと思われる・

　血清ビテロジェニン量は卵巣卵の成熟度を反映し，

（1）卵黄形成の進行とともに増加し，卵黄形成の終了

（人為催熟の最適時）とともに急減すること，（2）卵黄形

成が終了しても排卵されない卵巣卵は過熟となり，卵黄

物質の再吸収により血清中に卵黄タンパク質のピークを

形成すること，（3）ビテロジェニンと卵黄タンパク質は，

免疫電気泳動により識別が可能であること，等について

は第5章で述べた。ただし，本章で用いたビテロジェニ

ンの定量法（放射免疫拡散法）では，ビテロジェニンと

卵黄タンパク質との見分けが困難であり，血清中のビテ

ロジェニン（あるいは再吸収された卵黄タンパク質）量

の低い個体は，卵黄形成開始直後の未成熟雌，種苗生産

に最適な成熟雌，あるいは過熟の進んだ再吸収末期の卵

巣卵を持つ雌である可能性がある。従って，ビテロジェ

ニンのみを指標として雌親魚を選別するためには，経時

的に血清ビテロジェニンを定量すると同時に，免疫電気

泳動により定性的にも調査する必要がある。

　催熟試験2では，血清ビテロジェニン量が低いこと，

腹部の膨大および肥満度を指標として選別し，高い確率

（17尾中16尾）で好適雌親魚が選別された（Table6－2）。

加藤（1974）は，ニジマスの卵巣重量と体重の間に，直

線的な関係が見られると述べている。ベステルは，卵黄

形成終了時には卵巣重量が体重の10～20％にも達し，ニ

ジマスと同様に卵成熟に伴い体重が増加するため（藤井

他未発表），魚体重の変動は雌の性成熟の有力な指標と

なると考えられた。

　Lutes6」凪（1987）は，シロチョウザメの卵巣卵の

GVPを1～5までの5段階に分類し，コイ脳下垂体投

与による排卵誘導率をGVP別に調べている。その結果，

GVPが1の卵巣卵を有する雌の排卵誘導率は0％，

GVPが2では15．9％，GVPが3では21．4％，GVPが

4では51。1％，GVPが5では90．0％であったと述べて

いる。しかし，催熟試験3および4で選別した雌親魚候

補卵巣卵の卵核胞の位置は，排卵誘導成功率との相関は

認められなかった（Tables6－3，6－4）。ただし，これら供

試魚の卵巣卵のGVPは，3．3～4．2の狭い範囲にあり，

3以下あるいは5に近い値を示す個体は含まれていな

い。従って，GVPが5（卵核胞が動物極に接する）に達

した場合には，高い確率で排卵が誘導される可能性は残

されているが，それ以外の場合には他の指標を併用して

雌親魚を選別する必要があろう。

　Lutes6オ認（1987）は，シロチョウザメ卵巣卵の’n

v∫〃oにおけるプロゲステロン感受性がガn　v∫voでの排卵

誘導成功率と良く一致し，GVPとプロゲステロン感受

性により雌親魚の選別が可能であると結論している。本

章の催熟試験4では，選別した6尾の卵巣卵のプロゲス

テロンの感受性を調べ，GVBD誘起率が100％を示した

4尾は，LH－RHa投与によりほぼ完全に排卵を誘導で

きた（Table6－4）。また，GVBD誘起率が80％の個体

は，卵巣卵の一部（体重の約3％）を排卵するに留ま

り，GVBD誘起率が0％の個体は，全く排卵しなかっ

た。このように，卵巣卵のプロゲステロン感受性は排卵

誘導成功率と極めて良く一致し，雌親魚選別の極めて有

効な指標であることが示された。ただし，プロゲステロ

ン感受性と排卵誘導の成否が一致しない例も報告されて

いる（Lutes61認1987）。また，プロゲステロン感受性

を調べるためには，腹部を最低でも2～3cm切開して

卵巣卵を取り出す必要があり，供試魚に多大のストレス

をかけている恐れがある。従って，本指標の調査は必要

最小限にとどめ，魚に与えるストレスが比較的小さいと

思われるビテロジェニン等の他の指標との併用が望まし

いと考えられる。

　本章の実験結果から，親魚の血清中のビテロジェニン

（あるいは再吸収された卵黄タンパク質）の多寡が卵の

受精率，ふ化率およびふ化仔魚の奇形率とも関係してい
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ることが示唆された。T＆ble6－5の中で，血清ビテロジェ

ニン量が最も多かった個体が排卵した卵の中には，一見

して過熟とわかるものが多く混じっていた。これらの過

熟卵から再吸収された卵黄タンパク質により，血清ビテ

ロジェニン量が見かけ上の高い値を示したものと考えら

れる。人工授精には，過熟卵を取り除き正常と思われる

卵のみを使用したが，卵質が劣化していたことは低い受

精率，ふ化率およびふ化仔魚の高い奇形率が示している。

種苗生産に適した良質の卵を得るためには，血清ビテロ

ジェニン量が1mg／mJ以下まで減少した雌を用いるこ

とが望ましいと考えられた。

　以上の結果および考察から，（1）生検による雌雄確認

および生殖腺の成熟度判別，（2）供試魚の魚体組成（体

重，体長等）の定期的測定，（3）雌の血清ビテロジェニ

ン量の定期的測定，（4）雄へのLH－RHa投与による排精

の確認，（5）体重の増加および血清ビテロジェニン量の

急激な減少（1mg／m1以下）が卵黄形成の終了を示唆し

た雌の卵巣卵のプロゲステロン感受性試験，（6）プロゲ

ステロン感受性の高い卵巣卵を持つ雌が出現した時点で

の雄へのLH－RHa投与，（7）雌へのLH－RHa投与，（8）

採精，採卵，および人工授精，という手順ならびに手法

が，現時点での最良のチョウザメの種苗生産法であると

考えられた。
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要 約

1．成熟マダイ雌血清中に，雄血清中には見られない2

　種類のタンパク質の存在が確認され，E2投与による発

　現誘導，分子量，卵黄タンパク質との共通抗原性等か

　ら，何れもがビテロジェニンであると考えられた。

2．マダイのビテロジェニンを，pH9．0のリン酸カリウ

　ム緩衝液を用いたヒドロキシルアパタイトクロマトグ

　ラフィーおよびゲルろ過クロマトグラフィーにより精

　製した。

3．マダイビテロジェニンの定量法として，放射免疫拡

　散法を確立した。本法では，プレートに添加する抗血

　清の濃度を調整することにより，ビテロジェニン濃度

　10。4μg／mJ～42．4mg／mZの範囲で定量が可能であっ

　た。

4．エストロゲン（E2）投与によるマダイのビテロジェ

　ニン産生を調べた。E2投与後1日目から検出された

　血清中のビテロジェニンは，経時的に濃度が増加し，

　10日目には84．l　mg／mJに達した。

5．マダイの卵黄形成過程における血清ビテロジェニン

　量の変化を調べた。血清ビテロジェニンは，卵母細胞

　が第一次卵黄球期の後期あるいは第二次卵黄球期の初

　期に達した時点（12月中旬から1月下旬）から検出さ

　れ始めた。血清ビテロジェニン量は，卵黄形成の進行

　に伴い増加し，自然排卵が確認された4月上旬には

　2．75mg／m1に達した。

6．E2を投与したマダイの肝臓から，855塩基対
　（PMVG－1）および3，539塩基対（PMVG－2）の2種

　類のビテロジェニンcDNAをクローニングし，その

　構造を解析した。

7．ベステルの血清ビテロジェニンは，卵巣卵径が0。9

　mmに達した時点から検出され始め，卵径2。7mmま

　では増加し，2．9mmで一旦減少した後，再度増加し

　た。ベステルの卵黄形成は卵径2．9mmで終了し，以

　後の増加は過熟卵の再吸収による血清中の卵黄タンパ

　ク質によることが強く示唆された。

8．ベステルの卵巣卵の卵核胞位置（GVP）を1～5ま

　でに数値化し，卵径や血清ビテロジェニン量の変化に

　伴い，値が有意に変化することを明らかにした。また，

　GVPが3以上に達した時点で卵黄形成期が終了し，

　成熟に向かう卵核胞移動期に入ることが示唆された。

9．ベステルの種苗生産において，体重の増加，卵巣卵

　のプロゲステロン感受性および血清ビテロジェニンを

　指標とすることで，種苗生産に好適な雌親魚を選別出

　来ることが明らかとなった。卵黄形成を終了し，血清

　ビテロジェニン量が1mg／mZ以下に急減した雌から

　得られた卵を種苗生産に用いた場合に，最も高い受精

　率およびふ化率を示した。
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