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研究成果の概要（和文）：　本研究は、サケ科魚類においてインスリン様成長因子（IGF）とその結合蛋白
（IGFBP）による成長の調節メカニズムを解析し、それらを成長指標として増養殖業に応用することを目的とし
た。まず、組換えサケIGFBP-1aと-1bを作製し、IGF-I活性を阻害することを示した。続いて、組換え蛋白を用い
て抗血清を作製し、IGFBP-1aの免疫測定系を確立した。血中IGFBP-1a量は個体の成長率と負の相関を示し、成長
停滞・ストレスの新しい指標となることを示した。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to understand the mechanism of growth by insulin-like 
growth factor (IGF)-I and its binding proteins (IGFBPs) and utilize them as growth indices in 
aquaculture. We produced recombinant salmon IGFBP-1a and -1b, two major circulating forms, and 
showed they had an inhibitory action on IGF-I. We next established an immunoassay for IGFBP-1a using
 recombinant proteins as antigen and assay components, and revealed that serum IGFBP-1a is 
negatively correlated with individual growth rate. Our result suggests that IGFBP-1a is useful as an
 inverse index of growth in salmon.

研究分野：魚類生理学

キーワード： 成長　ホルモン　サケ科魚類　海面養殖　指標

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果の学術的意義は、インスリン様成長因子結合蛋白（IGFBP）の組換え蛋白を作製する方法とその機
能を解析する実験系を確立したてんである。これにより、これまで行われていなかったIGFBPによる魚類の成長
調節メカニズムの解析を可能となった。社会的意義として、血中IGFBPの測定系を確立し、2種類のIGFBPが、増
養殖業の現場において飼育魚の成長停滞もしくはストレスの指標として有用であることを示した点が挙げられ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年、サケ科魚類の養殖生産量は世界規模で急激に増大している。我が国においても、各地域
でサクラマス、ニジマス、ギンザケなどの海面養殖が行われている。しかし、飼育魚は水温、塩
分、飼育密度などのストレスに常にさらされている。そのため、飼育魚の成長やストレスの度合
いをリアルタイムでモニタリングし、飼育環境を最適化して生産性を高めることが望まれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、動物の成長に関与するインスリン様成長因子（IGF）とその結合蛋白（IGFBP）
に着目し、サケ科魚類における成長の調節メカニズムを解析する。そして、IGF と IGFBP を正
および負の成長指標として確立し、それらを組み合わせた新しい成長・ストレス診断法を開発す
る。さらに、本手法を国内各地とノルウェーのサケ科魚類の海面養殖に適用し、飼育魚の成長状
況を診断し、改善を図る。 
 
３．研究の方法 
（1）融合パートナーを持たない組換え IGFBPの作製と機能解析 
 サクラマスの IGFBP-1aと-1bの成熟蛋白部分 cDNAを発現ベクター（pET32a）に組み込み、
大腸菌（Rosetta-Gami B）を形質転換させた。そして、誘導剤 IPTGにて、チオレドキシン（Trx）
と His タグが付加された組換えサケ（rs）IGFBP（Trx.His.rsIGFBP）を発現誘導した。組換え蛋
白を抽出してニッケルカラムにて分離後、酵素（Enterokinase K）で融合パートナーを切断し、逆
相 HPLC にて精製した。組換え IGFBP の検出は標識ヒト IGF-I を用いたリガンドブロッティン
グにより行った。 
 rsIGFBPの機能解析を脳下垂体細胞培養系により行った。まず、サクラマス 1年魚から脳下垂
体を摘出し、細断後コラゲナーゼにより細胞を分離した。そして Serum Replacementを含む培養
液 RPMIにて 1〜3日間培養し、IGF-Iと IGFBPを添加して、24時間後に細胞と培養液を回収し
た。IGF-Iと IGFBP 添加による GH合成･分泌調節作用を、抗 GH血清を用いたイムノブロッテ
ィングとリアルタイム定量 PCR（qPCR）により調べた。 
 
（2）IGFBP-1a測定系の確立 
 上記で作製した rsIGFBP-1aを家兎に免疫して特異抗血清を作製した。また、rsIGFBP-1aをビ
オチン標識した。これらを用いて、IGFBP-1aの時間分解蛍光免疫測定系（TR-FIA）を確立した。 
 また、ユーロピウム（Eu）標識した IGF-Iを用いて、IGF-I結合能を持つ IGFBP-1aのみを定量
する機能的リガンド免疫測定系（LIFA）を確立した。 
 サクラマス 1年魚を個体標識し、給餌群、絶食群および再給餌群に分けて 6週間淡水中で飼育
した。再給餌群は 4 週間の絶食の後、2 週間給餌した。血中 IGF-I、IGFBP-1a および IGFBP-1b
量を免疫測定系にて測定し、個体の成長率との関係を解析した。 
 
（3）IGF-Iと IGFBPを用いた成長・ストレス診断 
 ノルウェー・ユニ研究所と共同で、ニジマスの飼育実験を行った。ニジマスを淡水中で異なる
光周期と水温の組み合わせで飼育し、個体標識した後に海水に移行して成長をモニタリングし
た。血中 IGF-Iと IGFBP-1b量を TR-FIAにて測定した。 
 サクラマス 0年魚を異なる 2つの光周期条件下で飼育した。すなわち、自然日長を模した SNP
（simulated natural photoperiod）群と光周期を促進した AP（advanced photoperiod）群を設け、海
水適応能の発達を刺激できるか否かを検討した。また、実験魚を 70%人工海水に移行して血中イ
オン濃度から海水適応能を評価すると共に、血中 IGFBP-1b量を TR-FIAで測定し塩分ストレス
を評価した。 
 
４．研究成果 
（1）融合パートナーを持たない組換え IGFBP の作
製と機能解析 
 大腸菌発現系を用いて、rsIGFBP-1aと-1bを作製し
た 。 こ れ ま で の 研 究 で 融 合 組 換 え IGFBP
（Trx.His.rsIGFBP）の発現には成功していたが、融合
パートナーからの切断が課題として残されていた。
本研究では、切断酵素 Enterokinase Kの反応条件を検
討して融合パートナーを切断し、本来の IGFBPに近
い組換え蛋白を調製することが可能となった（図 1）。
さらに、逆相 HPLC を用いて精製することで、魚類
で初めて融合パートナーを持たない組換え IGFBPの
作製された。 

 
 

図 1. 組換え IGFBP-1aの酵素による融合パートナーの切
断。 



 次に、サクラマス脳下垂体細胞培養系を用いて rsIGFBP-1a と-1b の IGF-I 活性調節能を調べ
た。IGF-I 単独添加では、GH 分泌量は増加した（図 2）。一方、IGFBP-1aを共添加したところ、
GH 分泌量の増加が抑えられた。このことから、本実験条件下において IGFBP-1a は IGF-I 活性
を阻害することが示された。 

図 2. 脳下垂体培養系の GH合成・分泌に及ぼす IGF-Iと IGFBP-1の効果。 
 
（2）IGFBP測定系の確立 
 作製した rsIGFBP-1aを抗原、標識およびスタンダードに用いることで TR-FIAを確立した（図
3）。しかし予備実験において、血中 IGFBP-1a量は期待されたような反応を示さなかった。そこ
で、免疫交差性を示した血中 IGFBP-1a（Total IGFBP-1a）の一部は分解されて IGF-I結合能を失
っていると仮定した。次に、抗 IGFBP-1aでトラップした抗原のうち標識 IGF-I結合能を持つも
の（Intact IGFBP-1a）だけを検出・定量する LIFAを開発した（図 3）。これにより Total IGFBP-
1aと Intact IGFBP-1aの測り分けが可能となった。 

図 3. IGFBP-1aの TR-FIA（左）と LIFA（右）の標準曲線と血清の希釈系列曲線。 
 
 個体標識したサクラマスにおいて、血中 Total IGFBP-1a と Intact IGFBP-1a 量はそれぞれ成長
率に対して負の相関を示したが、Intact IGFBP-1a の方が決定係数が高かった（図 4）。このこと
から Intact IGFBP-1aが負の成長指標として有用であると考えられた。 

図 4.血中 Total IGFBP-1a（左）と Intact IGFBP-1a（右）量と成長率（SGR）の関係。 



 
（3）IGF-Iと IGFBPを用いた成長・ストレスの診断 
 様々な光周期と水温で淡水飼育したニジマスにおいて、処理群間では有意差は見られなかっ
た（図 5）。一方、海水移行後では血中 IGF-Iと IGFBP-1bは共に淡水中の処理に関わらずそれぞ
れ減少と増加した。これらのことから、ニジマスが海水移行後に成長が停滞していたことが示唆
された。 

図 5. 海水移行前後のニジマス血中 IGF-Iと IGFBP-1b量。 
 
 サクラマスに光周期操作を施したところ、光周期促進（AP）群において、本来の時期よりも 5
ヶ月早く海水適応能の発達が見られた。この結果から、光周期操作によりサクラマス海面養殖用
種苗の生産時期を制御できることが考えられた。また、実験魚を人工海水に移行して、塩分スト
レスの度合いを血中 IGFBP-1b量により評価した（図 6）。結果、SNPと APの両群において血中
IGFBP-1bは上昇した。一方、両群では 7月を除いて差はなかった。このことから、血中 IGFBP-
1b は海水適応能の差を直接反映するというより、海水移行に伴うストレスを高感度に検出して
いると考えられた。 
 

図 6. 2つの異なる光周期下で飼育したサクラマスの海水移行後の血中 IGFBP-1b量 
 
まとめ 
 以上、本研究では、融合パートナーを持たない機能的な組換え IGFBP-1 を作製し、それらを
用いて機能解析と免疫測定系を確立した。さらに、血中 IGFBP-1a や IGFBP-1b 量が飼育魚の成
長停滞やストレスの指標として有用であることを提唱した。これらを正の成長指標である IGF-I
と共に用いることで、増養殖現場の飼育環境の高精度・高感度な評価が可能になることが期待さ
れる。 
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