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研究成果の概要： 

本研究は、魚卵中の卵黄についての研究であり、特に卵黄の素となる血液中の前駆体（ビテロ
ジェニンと超低密度リポ蛋白質）が、どの様に卵へ取り込まれるかを調べた。スズキ類とボラ
類の魚を使いこれらの蛋白質や遺伝子を解析した結果、まずビテロジェニンには 3 種類のサブ
タイプがあることが明らかとなった。また各種ビテロジェニンと超低密度リポ蛋白質は、それ
ぞれ異なる受容体と結合してから卵の中に取り込まれる可能性が初めて示された。 
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１．研究開始当初の背景 

 

本研究開始当初の学術的背景を以下に述べる。 

 

卵生脊椎動物の卵成長は、血液中に循環す

る蛋白質・脂質等を卵母細胞内に取り込むこ

とにより急速に進行する。取り込まれた物質

は、卵黄球や油球として蓄積し、受精後の発

生過程において生体の形成・維持の材料とし

て消費される。一般に卵黄球の主成分は、ビ

テロジェニン（Vg）と呼ばれる血清蛋白質に

由来する。サケ科魚類では、卵構成成分(乾燥

重量)の約 80 ％以上は、Vg由来であると報告

されている。一方、サケ科魚類と異なり、多

くの硬骨魚類の卵成長は、卵黄球の蓄積（Vg

由来）ばかりでなく油球の蓄積にも依存する。

例えば、スズキ科魚類では卵体積の 50 ％近

くを油球が占める。油球の主成分はトリグリ

セリドやワックスエステル等の中性脂質で

あり、従って卵中の油球はこれら中性脂質を

主要成分とする血清超低密度リポ蛋白質

（VLDL）に由来すると考えられているものの、

この油球形成過程は直接的には証明されて

いない。 



最近の研究において、申請者はスズキ科魚

類のホワイトパーチ(Morone americana)から 

3 タイプの Vg （VgA、VgB 及び VgC）を精製

し、各 Vg の構造的特性に基づいた分類法を

提唱した。また、Vg の“多型”性は、硬骨魚

類に全般的な現象であることを確認した。さ

らに各タイプの Vg は、卵の浸透圧や浮遊性

の調整ならびに受精後の胚体形成の栄養素

として異なる生理機能を持つことを明らか

とした。申請者は、以上の概念を魚類の“多

型”ビテロジェニンモデルとして提唱してい

る（Hiramatsu et al. [2005], Biochem. Mol. 

Biol. Fish.）。 

Vg の卵母細胞内への取り込みは、卵原形質

膜上にある受容体（Vg受容体）を介したエン

ドサイトーシスにより起こる。最近、申請者

はパーチ Vg 分子中の受容体に結合する領

域（受容体結合領域：VRBP）を一部同定した

（Hiramatsu et al. [2002], Biol. Reprod.）。

同様の受容体結合領域は、ティラピア

(Oreochromis mossambicus)の Vg 分子にお

いても特定されている（Li et al. [2003], J. 

Biol. Chem.）。一方、鳥類において Vg と 

VLDL は共通の受容体（Vg/VLDL 受容体）に

結合し、卵内に取り込まれるとの報告がある。

従って魚類でも同様な機構が存在すると仮

定されるが、現在まで統一した見解は得られ

ていない。さらに、魚類 Vg の“多型”性は

全く新しい概念であるため、3 タイプの Vg 

が 1 種の受容体を共有するか否かに関して

は、これまで解析例が無い。 

以上、多くの硬骨魚類の卵成長は、3 タイ

プの Vg 並びに VLDL を由来とする油球並

びに卵黄球の蓄積に大きく依存すると考え

られる。母親由来の血清蛋白質・脂質を卵内

にバランス良く取り込み・蓄積することは、

良質な卵を得るために必要不可欠な過程で

あり、その機構を解明することは将来魚類の

卵質改善等に寄与すると考え、本研究を立案

した。 

 

２．研究の目的 
 

本研究は、魚類の卵黄球並びに油球形成に
関して、その起源となる血液中の前駆蛋白質
（ビテロジェニン並びに超低密度リポ蛋白
質）の、卵母細胞への取り込み機構を明らか
にすることを目的とした。この目的を達成す
るため、具体的には以下の 3点について重点
的な解析を行った。 

 

(１) 3 タイプの Vg 並びに VLDL をリガン

ドとし、粗受容体画分との結合特性を解

析することにより、各リガンド蛋白質に

おける受容体の共通性又は相違性を明ら

かにする。 

 

(２）B タイプ Vg (VgB) の 受容体結合領域

をクローニングし、本領域に対する組換

え蛋白質を作製後、受容体結合試験に供

し、VgB の 受容体結合領域を同定する。 

 

(３）精製した上記組換え蛋白質に対する特

異抗体を作製し、この抗体を用いて免疫

化学的に受容体結合領域の保存性を明ら

かにする。 

 
３．研究の方法 

 

（１）Vg および VLDL の受容体結合特性 

 

① VgおよびVLDLの精製： 

申請者が先にホワイトパーチで報告した方

法（Hiramatsu et al. [2002], Fish Physiol. 

Biochem.）を必要に応じて改変し、3 タイプ

の Vg を、エストロジェン処理したパーチ並

びにボラ(Mugil cephalus)の血清から精製し

た。VLDLの精製は、同報告中に記載されてい

る手法に準じた。また、Vgならびに由来する

卵黄蛋白質のSDS-PAGEやウェスタンブロット

による生化学的解析、cDNAクローニングと配

列解析、卵成長や卵成熟に伴う分子変化の解

析等を行い、これらVg蛋白のサブタイプを同

定した（手法の詳細は5.主な発表論文等、[雑

誌論文]①～④に掲載）。サブタイプの同定さ

れたVg(VgA, VgB, VgC)とVLDLを以下の結合実

験に用いた。 

 

② VgおよびVLDLの受容体結合試験： 

受容体結合試験（受容体結合アッセイ及び

リガンドブロット）は、申請者が先に報告し

た方法 (Hiramatsu et al. [2002], Biol. 

Reprod.)に従って行った。卵原形質膜はパー

チの卵巣より調整し、可溶化後に粗受容体画

分として実験に供した。精製した各タイプの 

Vg 及び VLDL は、トレーサーとしてジゴキシ

ゲニン(DIG)を用いて標識した。各々の標識ト

レーサーに、過剰量の各未標識 Vg 及び VLDL 

を様々なコンビネーションで加えることによ

り、これらリガンドの受容体結合置換実験を

行った。 

 

（２）VgB受容体結合領域の同定 

 

① 受容体結合領域のクローニング： 

受容体結合領域のクローニングは、ティラ

ピアで同定された本領域を標的として、上記



（１）に単離されたパーチ VgB の cDNA を鋳

型とし、通常の PCR 法と TA クローニング法

により行った。 

 

② 受容体結合領域をコードする組換え蛋白

質の作製： 

クローニングされたパーチの受容体結合領

域を、発現蛋白にS-tagの付加ができる蛋白質

発現ベクターに組み込み、プロトコールに従

い本領域をコードする蛋白質（受容体結合ペ

プチド）を発現した。発現した受容体結合ペ

プチドは、緩衝液の透析置換による巻き戻し

を行った後、イオン交換クロマトグラフィー

（POROS50）やゲル濾過（Superdex 75）を用

いて精製した。 

 

③ 組換え受容体結合ペプチドの結合試験： 

精製した組換え蛋白質及び精製 Vgを用い、

上記（１）と同様の受容体結合試験を行った。 

 

（３）受容体結合領域の種保存性 

 

① 組換え受容体結合ペプチドに対する特異

抗体の作製： 

精製受容体結合ペプチドを家兎に免疫し、

抗体を作製した。系統の異なる様々な魚種、

即ち高等硬骨魚類群では、ストライプトバス

を初めとする４種、比較的原始的な魚類群で

は、ニジマス等の６種、さらに原始的な魚類

群では、チョウザメ等３種を選び、また、両

生類としてゼノパスを選択し、エストロジェ

ン処理後に血清試料を得た。作製した組換え

受容体結合ペプチドに対する抗体を用い、エ

ストロジェンにより各魚種の血清中に誘導さ

れた Vg との免疫交叉性をウェスタンブロッ

トにて確認した。 

 

４．研究成果 

 

（１）Vg および VLDL の受容体結合特性 

 

実験対象種の血清より、3つの Vg サブタイ

プおよび VLDL を各種クロマトグラフィーお

よび超遠心法を用いて精製し、分子量や N末

端配列等の生化学的性状を解析した。また、

ボラの卵黄蛋白質（リポビテリン: Lv、フォ

スビチン: Pv、β’コンポーネント: β’-c）

を精製し同様の生化学的解析を行う一方、

各々の Vg サブタイプとの関連性や卵成熟に

伴う分解様式を明らかにした。これらの成果

を図 1にまとめた。さらに、ボラとパーチに

おいて、3つの Vg サブタイプをコードする完

全長 cDNA を単離し配列を決定した結果、他

の硬骨魚類の VgA, VgB および VgC と各々ク

ラスターを形成した（図 2）。以上により、パ

ーチとボラでも 3 種の Vg が構造的・機能的

に同定された。新たに得られた成果は、査読

付き論文として国際誌 4編（雑誌論文成果①

～④）にまとめると共に、学会・研究会等（学

会発表成果①～⑥）で発表した。  

 

 

 
 

図1 ボラの多型Vgならびに関連卵黄蛋白の

生化学的性状、サブタイプの同定、および卵

成長・卵成熟に伴う分子解裂過程に関する模

式図。 
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図 2 ボラ（grey mullet）およびパーチ(white 

perch)の 3 型 Vg ならびに他魚種（red 

seabream: マ ダ イ 、 Pagrus major ； 

Mosquitofish：カダヤシ、Gambusia affinis）
およびカキの Vg 配列を使用し作製したデン

ドログラム。各配列の Genbank Accession ナ

ンバー（VgA; VgB; VgC の順）は、ボラ

(AB288932; AB288933; AB288934)、パーチ

(DQ020120; DQ020121; DQ020122)、マダイ

(AB181838; AB181839; AB181840)、カダヤシ

(AB181835; AB181836; AB181837) 、 カ キ

（AB084743）。 

 

 このようにして、サブタイプの同定された

Vg を受容体結合試験に供した。この際、ボラ

の Vg の調整は非常に煩雑な精製過程を必要

としたため、結合実験は調整の比較的容易な

パーチの試料を使用することとした。DIG 標

識した精製 VLDL の卵巣細胞膜画分への結合

を未標識の VLDL で置換した場合、50％の置

換率を得るためには約 2倍モル等量の未標識

VLDL が必要であったが、未標識 Vg(VgA と VgB

の混合画分)では同様の置換率を得るために

は約 16,000 倍モル等量の添加が必要であっ

た（図 3）。 

 

 
 

図 3 VLDL および Vg の卵巣細胞膜画分への

結合試験。標識 VLDL の結合を、未標識 VLDL

（左図）または未標識 Vg（右図）を過剰量加

えることにより置換した。 

 

この結果により、パーチの卵母細胞膜に

VLDLと強い親和性を持つ受容体(VLDL特異受

容体)の存在が示唆された。逆に標識 Vg の結

合を未標識 VLDL で置換した場合、殆ど置換

が確認されないことより、上述した VLDL 特

異受容体については、これまでに多くの知見

が得られている典型的な Vg 受容体とは異な

般にリポ蛋白受容体分子中には、リガンド結

合部位の繰り返し配列が含まれ、ティラピア

では繰り返し配列の 1～3までが Vgと結合す

ることが明らかになっている（Li et al. 

[2003], J. Biol. Chem.）。従って、Vg 受容

体における VLDL の結合と Vgの結合に関係す

る繰り返し配列部位が異なるため、このよう

な結果が得られた可能性も考えられた。 

 さらにサブタイプ別に精製されたパー

るものである可能性が示唆された。一方、一

チ

２）VgB 受容体結合領域の同定 

組み換え受容体結合ペプチド（rVRBP）を

大

合試

験

VgA, VgB および VgC を結合試験に供し、各々

の結合性状を観察した。この際、VgA と VgB

の混合画分（total Vg）を標識し、未標識の

各精製 Vg を添加することで置換した。その

結果、VgA と VgB 添加による標識 total Vg の

置換率は各々50%以内であり、一方 VgC は全

く置換しなかった。また、VgC を標識し卵巣

細胞膜画分への結合を観察したが、これにつ

いても結合が確認されなかった。さらに各精

製 Vg サブタイプを標識し、卵巣細胞膜画分

を試料としたリガンドブロッティングに供

した結果、100 kDa 付近に VgB と結合する 2

本のバンド、200 kDa 以上に VgA と強く結合

する一本のバンドが確認された。これらの結

果により、パーチ卵巣には VgA と VgB のそれ

ぞれに特異的な受容体が存在することが強

く示唆された。以上に記述した成果は学会・

研究会等（学会発表成果①②③⑥）で発表し

た。 

 

（

 

腸菌発現系にて発現した結果、封入体画分

に殆どの標的蛋白が発現された。封入体を可

溶化後、緩衝液の透析置換を２日間かけてゆ

っくり行うことにより還元剤を除去し、発現

蛋白の巻き戻しを行った。これを 2種のカラ

ム（POROS 50 と Superdex 75）に供し精製を

試みた結果、最終ステップのゲル濾過におい

て一本の主要なピークが観察され、またこの

ピーク部を SDS-PAGE にて解析した結果、

rVRBP は予想された位置（約 30 kDa）に一本

のバンドとして確認された。また、この精製

蛋白はウェスタンブロットにおいて S蛋白に

認識されることから S-tagを有していること、

さらに抗パーチ Vg 血清と反応することから

Vg と抗原性を共通することが明らかにされ

た。これらの結果は、作製標的とした蛋白が

高度に精製されたことを示している。 

この精製 rVRBPを上記同様の受容体結

やリガンドブロットに供した。予想に反し

て、標識 rVRBP の卵巣細胞膜画分への結合性

が確認できず、また未標識 rVRBP は標識 VRBP



を置換できなかった。このことは、大腸菌発

現系を用いたことにより、結合に必要な適切

な修飾がなされていなかった可能性が原因

の一つとして考えられる。また、リフォール

ディングの条件が適切でなく、機能的な構造

を形成していない可能性も考えられる。酵母

を用いた two hybrid アッセイでは、同受容

体結合領域の in vitro での結合性が確認さ

れているため（Li et al. [2003], J. Biol. 

Chem.）、機能的な VRBPを作製するためには、

真核生物またはそれ由来の細胞等を用いた

組み換え蛋白発現系の試行や巻き戻し条件

の検討を詳細に行う必要があると考えられ

る。 

 

（３）受容体結合領域の種保存性 

受容体結合領域に対する抗体（抗 rVRBP 血

清

Vg は、これまで増養殖対象種の性

判

考文献： 

u et al. 2002. Vitellogenin 

al. 2005. Vitellogenesis 

主な発表論文等 

担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計 4件） 

hiaki, Hiramatsu 

 

）を作製し、上述した様々な魚類または両

生類のエストロジェン処理血清を試料とし

たウェスタンブロッティングに供した結果、

１４種全ての動物種血清にビテロジェニン

と推定される高分子バンド（約 200 kDa 前後）

を認識した。このことより、Vg 分子中の受容

体結合領域は魚類のみならず、卵生脊椎動物

全般に渡り高度に保存されていることが示

唆された。受容体結合領域の機能的保存性は、

これまでパーチの標識 Vg を様々な魚類の精

製 Vg で置換した受容体結合試験（Hiramatsu 

et al. [2002], Biol. Reprod.）において確

認されており、本研究の結果は同仮説を抗原

性の相似、即ち構造的相似性の観点から追認

した。 

魚類の

別や成熟度判定の指標として、さらに近年

ではエストロジェン様環境ホルモン汚染評

価に用いる指標蛋白として注目されている。

本研究で作製した抗体は Vg を検出する際に

動物種を選ばないユニバーサルな抗体とし

て活用できる可能性がある。このような性質

を持つ抗体はこれまで作製された例は無く、

様々な対象種の Vg を同定・精製・定性し、

さらに定量的な解析を可能にする有効なツ

ールとして、特に増養殖分野ならびに環境毒

性学分野の進展に大きく寄与すると考えら

れた。 
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