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研究成果の概要（和文）：本研究は魚の卵黄の蓄積メカニズムを詳細に解明しようとするもので

ある。本研究の成果として、複数の卵黄前駆物質（卵黄の由来となる血清蛋白質）を各々分離

する技術や個別に検出または測定する技術を、モデル魚（ボラ）を始めに、複数の魚類におい

て初めて開発したことは特筆される。同技術の開発に成功したことにより魚類の卵形成に関す

る理解が深まったことに加え、増養殖の課題である卵質の向上や女性ホルモン様化学物質汚染

の調査技術の確立を行うために必要不可欠な基礎的知見と技術を提供した。 
 
研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to elucidate mechanisms involved in 
the yolk formation in fish oocytes. Results included development of novel technologies for 
separation and quantification of multiple subtypes of a yolk precursor (vitellogenin: Vg); 
such techniques were initially developed for the grey mullet, and thereafter applied for 
several other teleosts. Findings endow the better understandings on fish oogenesis, as well 
as improvement of fish egg quality in aquaculture and development of technologies for the 
surveys on the impacts of environmental xenoestrogenic chemicals. 
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バイオマーカー・環境毒性学 
 
１．研究開始当初の背景 

魚類を含む卵生脊椎動物において、卵黄蛋
白の前駆物質がエストロジェンの作用の下、
母親の肝臓で合成されることが分かったの
は約30年前である。本研究の代表者は国内外
で初めて雌に特異的な鉄結合性蛋白を発見
し、血清より分離精製を行い、ビテロジェニ
ン （ Vg ） と 同 定 し た 経 験 を も つ （ A. 
Hara(1976): Biochim. Biophys. Acta, 427: 
549-557）。その後、同代表者は魚類のVgが
分子解裂し、数種の卵黄蛋白、即ちリポビテ
リン (Lv)、ホスビチン (Pv) 並びにβ’-コ
ンポーネント (β’-c)を生ずる過程を明ら
かにしてきた。 

近年、魚類の卵形成機構に関する基礎研究
分野は、ビテロジェニンの多型性の概念に基
づき新たな展開を見せている(N. Hiramatsu 
et al. (2005): Biochem. Mol. Biol. Fish., 
Vol.6. pp.431-471)。即ち、これまでの卵黄
形成モデルは一種類のVgを想定して考えら
れていたが、実は多くの魚類は、一次構造並
びに生理機能の異なる複数分子種のVgを有
することが明らかになってきた（“多型”Vg
モデル）。現在、多くの硬骨魚類では、通常
3タイプのVg（VgA、VgB、VgC）が同定・分類
されている。AタイプとBタイプは上述した全
ての卵黄蛋白を構成成分とする。両者は抗原
性が異なるが、分子性状が似ており分離する
ことは難しい。最近新たに発見されたCタイ
プは、Lvのみから構成されるVgであり、他タ
イプとの相同性は著しく低い。この様に、各
Vgタイプの構造的特性は明らかになってき
たが、エストロジェン感受性や卵黄蛋白への
分解過程等の生理・生化学的な特性に関する
知見は非常に少ない。 

一方、応用研究分野において、Vgは、これ
まで魚類の雌雄や卵巣発達段階を判断する指
標蛋白質として利用されてきた。さらに環境
毒性学分野において、魚類のVgは、化学物質
のエストロジェン活性（エストロジェン様内
分泌撹乱物質：EEDC）を評価するための生体
指標蛋白質として注目を集めている。しかし
ながら、この様な応用分野に用いられている
Vgの測定法は、依然としてこれまでの卵黄形
成モデルに基づいて確立されている。 

この様な背景を踏まえ、本研究グループは
旧来の卵黄形成モデル（“単型”Vg モデル）
に基づく研究技術・解析結果に疑問を持つに
至った。即ち、分子タイプを無視した Vg の
検出・測定法、並びにそれらを用いた研究結
果は、今後、本研究分野を発展する際に大き
な混乱をもたらすと予想される。特に EEDC

による汚染調査等の応用研究を行う上で、異
なる研究室間で得られた調査・解析結果を比
較するためには、Vg の多型性を考慮すべきで
ある。しかしながら、タイプ別 Vg の精製・
測定法は未だ確立されていないのが現状で
あり、本研究の着想に至った。 
 

２．研究の目的 
本研究では、（１）硬骨魚類の“多型”Vg

を、タイプ別に測定する手法の開発を主要な
目的とした。また、（２）多型Vgの生理学的
な特性を明らかにする事を目的として、多型
Vgのエストロジェン誘導性並びに卵黄形成に
伴う血中動態を観察すると同時に、生化学
的・組織学的手法により卵黄蛋白への解裂・
蓄積様式を解析した。さらに、（３）モデル
魚（ボラ）で確立された多型Vgの特異抗体・
測定法を他魚種の多型Vg解析に応用すること
を試みると共に、（４）異なる魚種から遺伝子
クローニングしたVgの一次配列ライブラリー
を構築し、魚類Vgの構造的な多様性を系統発
生的な観点から解析することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
前述（１）と（２）の目的には実験モデル

として主にボラを用い、（３）では、イトヨ・
マコガレイ・メナダ・サンマ等の魚種を用い
た。さらに前述（４）の目的では、上記イト
ヨ・メナダに加え、トラザメ・ヌタウナギを
対象に実験を行った。以下に各目的別に手法
を記す。 
 
＜ボラを用いた多型Vgモデルの構築：検出・
測定系の確立および分子解裂機構の解明＞ 
 
Vg 遺伝子のクローニング：エストロジェン
処理を行ったボラの肝臓から cDNA ライブ
ラリーを作製し、3 型の完全長 Vg（VgA、
VgB、VgC）の cDNA を単離した。 
卵黄蛋白の精製：ボラの卵巣は成熟雌魚から
採取した。卵巣から得た卵抽出液を水沈殿法
および硫安塩析により分画した後、ハイドロ
キシルアパタイト、陰イオン交換、抗体をリ
ガンドとしたアフィニティーおよびゲル濾
過の各カラムを用いて７種の卵黄蛋白質
（YP1~YP7）を精製した。精製蛋白は N 末
端アミノ酸配列を解析し、先に得られた Vg
遺伝子の配列との相同性を確認した。また、
精製蛋白を抗原として抗体を作製した。 
Vg の精製：E2 処理魚血清は、5mg/kg 魚体
重の E2 を 2 回投与した個体から採取し、精
製に用いた。精製に際して LvA、LvB、LvC



 

 

に対する抗体を用いて同血清中の Vg を検出
した。3 型 Vg は、陰イオン交換、ハイドロ
キシルアパタイト、抗体をリガンドとしたア
フィニティーおよびゲル濾過の各カラムを
用いて精製し、N 末端アミノ酸配列を解析し
た。また、得られた VgA、VgB を抗原とし
て抗体を作製した。 
3 型 Vg の分解様式：雌魚にヒト絨毛性生殖
腺刺激ホルモンおよび生殖腺刺激ホルモン
放出ホルモンアナログを投与して排卵卵を
得た。卵巣卵と排卵卵それぞれの抽出液を作
製し、ゲル濾過や電気泳動、免疫生化学的手
法等により分子量の変化を解析した。 
各 Vg に対する化学発光免疫測定法（CLIA）
の確立：各 Lv および Vg に対する抗体と精
製 Vg を用いて CLIA を確立した。VgA CLIA
では、固相化抗体に LvA 抗体、標識抗体に
VgA 抗体を用いた。VgB CLIA では、固相に
LvB 抗体、標識に VgB 抗体を用い、VgC 
CLIA では固相・標識ともに LvC 抗体を用い
た。反応は 96 穴プレートを用いて、(1) 抗体
の固相、(2) ブロッキング、(3) 固相化抗体と
標準蛋白もしくはサンプルの反応、(4) 標準
蛋白もしくはサンプルと標識抗体との反応、
(5) 発光量の測定の順に行い、標準蛋白の検
量線からサンプル中の各 Vg 濃度を算出した。
また、反応時間は、固相化抗体とサンプル、
サンプルと標識抗体ともに 2 時間とした。 
EE2 処理：長崎県手熊川で捕獲した未成熟の
ボラ（5.3 ± 0.3 g, 76.8 ± 1.2 mm）を用いた。
EE2 が 0.4、40、4000 ng/g 魚体重となるよ
うにエサに混ぜ、毎日、魚体重の 4%を与え
た。処理から 1 週間後に採血し、血清を得た。
血清中の各 Vg 量は、確立した CLIA および
一元免疫拡散法（SRID）を用いて測定した。 
 
＜ボラ以外の魚種における多型 Vg モデルの
構築＞ 
 
他魚種における多型 Vg および関連する卵黄
蛋白の検出：ボラで作製した特異抗体を用い
て、イトヨ、メナダ、サンマ、マコガレイの
多型 Vg もしくはこれらに関連する卵黄蛋白
を検索した。一方、トラザメ・ヌタウナギに
関しては、ボラで用いた手法を応用し、これ
ら魚種自身の血清や卵黄から作製した抗体
を用いて、雌特異蛋白の検索を行った。 
他魚種における多型 Vg の精製および特異抗
体の作製、並びに測定系の確立：上記に検出
された多型 Vg を、ボラにおいて使用した手
法を応用して各魚種から精製し、各々につい
て定性と同定を行うと共に、精製品を抗原と
した特異抗体の作製や測定系（Mancini また
は CLIA、並びに real-time PCR 等）の確立を
行った。イトヨについては、体サイズが小さ
く精製用の試料を得ることが難しいモデル
魚として、上記のような生化学的手法に加え、

各 Vgサブタイプの断片を cDNA クローニング
により得、同断片について、大腸菌を用いて
組み換え蛋白を作製することにより抗原の
調整を行った。 
多様な魚類 Vg の cDNA クローニング：様々な
魚種において、Vg の cDNA クローニングを試
みた。イトヨはボラと同様な手法により、ト
ラザメとヌタウナギは、精製 Vg または卵黄
蛋白の N末端あるいはペプチド断片アミノ酸
配列を決定した後、これら情報を利用した
PCR と RACE 法により、メナダはボラの配列を
参考に PCR により、それぞれ多型 Vg をコー
ドする cDNA のクローニングを試みた。 
 
４．研究成果 
＜ボラを用いた多型Vgモデルの構築：検出・
測定系の確立および分子解裂機構の解明＞ 
 
3 型 Vg 遺伝子のクローニング：得られた 3
種のクローンは、他魚種における既知の Vg
推定アミノ酸配列との相同性から VgA、VgB
および VgC に分類した。3 型 Vg のアミノ酸
配列の相同性は、ボラとマダイ間で最も高か
った（77-80%）。VgA および VgB の翻訳域
はともにアミノ酸 1699 残基、VgC はアミノ
酸 1272 残基から構成され、翻訳後の VgC は
VgA・VgB より低分子であると予想された。 
卵黄蛋白の精製：精製 YP1、YP2 および YP3
は脂質蛋白であり、分子量と N 末端の部分ア
ミノ酸配列の相同性から、それぞれ VgA、
VgB および VgC に由来した LvA、LvB およ
び LvC と同定した。YP4 は LvA と同じ抗原
性であったが、分子量が大きく、内部ペプチ
ドのアミノ酸配列がVgAの Pvドメインと一
致したため、LvA と PvA の複合体であると
考えられた。YP5 および YP6 は分子量や抗
原性から、ボラの β’-c であることが明らかに
なった。YP7 はリン蛋白であり、N 末端アミ
ノ酸配列の相同性から、VgB に由来した PvB
であることが示された。 
Vg の精製： LvA、LvB および LvC 抗体に
反応した雌特異血清蛋白をそれぞれ VgA、
VgB および VgC とした。精製 Vg の分子量
はゲル濾過では 570 kDa（VgA）、580 kDa
（VgB）、335 kDa（VgC）であり、SDS-PAGE
では 165 kDa（VgA）、160 kDa（VgB）、118 
kDa（VgC）であった。VgA および VgB は
糖、脂質、リン染色されたが、VgC はリン染
色されなかった。一方、これら 3 つの Vg は
それぞれ異なる抗原性を持つことが示され
た。また、先に精製した YP5 は VgB 抗体の
み、YP6 は VgA 抗体および VgB 抗体に反応
したため、YP5 は VgB 由来の β’-cB、YP6 は
β’-cAと β’-cBの混合画分であると考えられた。 
3 型 Vg の分解様式：排卵卵において、LvA
はその多くが遊離アミノ酸まで分解されて
いたのに対し、LvB は分子量約 150 kDa の



 

 

高分子ペプチドとして蓄積されていた。LvC
は排卵前後で分子量にほぼ変化は見られな
かった。同様に β’-cA および β’-cB は排卵後に
ペプチド分子として残存したが、Pv は遊離ア
ミノ酸へ分解されると考えられた。これらと
精製の結果から、VgA は卵母細胞に取り込ま
れた後、LvA-PvA 複合体、LvA、PvA およ
び β’-cA に分子解裂し、最終成熟時にはほと
んどが遊離のアミノ酸に分解されること、
VgB は卵母細胞で LvB、PvB および β’-cB に
分子解裂し、排卵後 LvB が低分子になること、
一方、VgC は卵母細胞中でほとんど変化しな
いことが明らかになった。以上の多型 Vg に
由来した卵黄蛋白質の分解様式は、浮遊性卵
に共通すると予想された。 
3 型 Vg に対する CLIA の確立：確立した各
測定系の測定範囲は、VgA および VgB の測
定系では 0.97~1000 ng/ml、VgC の測定系で
は 0.48~1000 ng/ml であった。各 CLIA は、
それぞれの Vg に対してのみ特異的に反応し、
雌血清の希釈系列と平行性を示した。また、
アッセイ内・間変動係数は 10%以下、回収率
は 100%前後であった。これらのことから、
確立した3型Vgに対する測定系は、高感度、
広範囲かつ精度の高い測定系であることが
示された。以上、魚類で初めて 3 型の Vg サ
ブタイプに特異的な免疫測定系が確立され
た。さらに、サクラマス、カットスロートト
ラウト、メダカ、イトヨ、サンマ、マグロお
よびメナダの血清を用いてこれらの測定系
の免疫交叉性を観察した。ボラ科魚類である
メナダでは 3 型 Vg すべて、メダカでは VgB
のみで交叉性が確認されたが、血中の各 Vg
を測定するためにはそれぞれの標準蛋白が
必要であることが示された。 
EE2 処理魚の血中 Vg 量：コントロール群お
よび 0.4 ng 群では、すべての Vg は測定限界
以下であった。40 ng 群では、VgA が 36.15 ± 
9.12 μg/ml、VgB が 126.11 ± 46.99 μg/ml、
VgC が 610.30 ± 150.18 μg/ml であり、VgC
量が最も高く、VgA が最も低い値を示した。
一方、4000 ng 群では、VgA が 3.07 ± 0.57 
mg/ml、VgB が 33.25 ± 13.58 mg/ml、VgC
が 11.14 ± 1.33 mg/ml であり、VgB 量が最も
多かった。以上の結果から、EE2 によりボラ
の 3 型 Vg が誘導されること、また、EE2 の
濃度によって VgB と VgC の誘導量が逆転す
ることが示された。 
 
＜ボラ以外の魚種における多型 Vg モデルの
構築＞ 
 
多型 Vg 遺伝子のクローニング：イトヨにお
いては 3 タイプの Vg が全て完全長でクロー
ニングされ、ボラにおける解析結果と同様に、
VgA, VgB, VgC に分類された。一方、メナダ
ではボラの 3 型 Vg に相同性の高い cDNA 断

片がそれぞれクローニングされた。また、ヌ
タウナギでは 2 種の完全長 Vg がクローニン
グされたが、ボラ類やイトヨの 3 型 Vg のカ
テゴリーには分類されず、ヤツメウナギの
Vg 配列と最も近い相同性を示した。さらに
トラザメの Vg をコードする cDNA が部分的
に単離され、サメ類で初めて Vg の一次構造
に関する知見を得た。以上の知見から、魚類
の Vg は、原始的な魚種においても多型性を
示す例はあるものの、構造的に 3 型の Vg
（VgA, VgB, VgC）へ分化した時期は、魚類
の系統進化において比較的後期であること
が明らかとなった。 
多型 Vg または由来する卵黄蛋白の検出・精
製および定量法の確立：メナダにおいてボラ
の抗体を用いて 3型Vgを検出した結果、VgB
が最も主要な Vg サブタイプであることを確
認した。そこでメナダの VgB を精製し、CLIA
および SRID を確立した。また、メナダ VgB
の部分配列を参考に同種 VgB のリアルタイ
ム定量 PCR 法を確立した。 

サンマでは、卵巣抽出液中に 3 種の Lv を
検出し、LvAB（LvA および LvB の混合画分）
を得た。一方、マコガレイでは、血中の 3 型
Vg および卵抽出液中の 3 型 Lv を検出し、卵
巣から LvA、LvB、LvC を精製した。また、
以前に当研究室にて開発されていた同種の
Vg 測定系は、VgB 特異的な測定系であるこ
とを明らかにした。 
イトヨにおいては、ボラおよびカダヤシの

VgC に対する抗体を用い、血中に VgC およ
び卵抽出液中に LvC を検出した。またボラと
同様に各種クロマトグラフィーを用いて卵
抽出液から LvC を精製し、これを抗原として
本種の VgC を特異的に検出する抗体を作製
した。また、本種の VgA および VgB の配列
のうち、C 末端側の一部を標的とした組み換
え蛋白を作製した。このうち後者の組み換え
蛋白のみが以前作製したイトヨ完全型 Vg に
対する抗体と反応したことより、この抗体は
VgB に特異的であることが明らかとなった。
また、各組み換え蛋白を抗原とし抗体を作製
した結果、各々の抗体は、相対する抗原によ
る吸収操作を施すことによって、各々の標的
抗原に特異的に反応した。これにより、暴露
試験等で良く用いられるイトヨの多型 Vg に
対しても、サブタイプ特異的な高感度測定系
を確立する準備ができた。 
 
以上、本研究により、目的であった複数の
Vg サブタイプを各々分離する技術や個別に
検出または測定する技術をモデル魚である
ボラで確立した。また、同技術・ツールを用
いて、多型 Vg の合成や蓄積の制御、さらに
蓄積後の分子解裂機構を詳細に解析した。こ
れを足掛かりとして、他の様々な魚類におい
て同様の技術を供給し、多型 Vg モデルをベ



 

 

ースとする卵形成機構が、種毎の多様性を維
持しながらも魚類全般に存在することを明
らかにしたことは、本研究の大きな成果とし
て特筆される。これらの成果により、魚類の
卵形成に関する理解がさらに深まり、特に多
型 Vg の合成・蓄積・分解過程が、魚類の卵
質を左右する可能性を強く示唆する新規な
理論を導き出し、卵質判定あるいはその向上
に役立つ基礎的知見を提供した。さらに魚類
の Vg の多型性を考慮した結果、測定対象の
Vg サブタイプが特定され、これまでよりも正
確な環境評価法の構築が可能となった。 
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