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研究成果の概要（和文）： 

本研究では、魚類の成長に重要なインスリン様成長因子-I（IGF-I）およびその活性を調節し

ている IGF 結合蛋白（IGFBP）の蛋白および遺伝子測定系を確立し、成長との関係を解析した。

個体標識したサクラマスを用いた飼育実験から、IGF-I 量は個体の成長率と正の相関を、

IGFBP-1b は負の相関を示すことが見出された。本研究により、魚類における成長の正および負

の指標の確立が期待できる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The present study established time-resolved fluoroimmunoassay and real-time 
quantitative PCR for salmon insulin-like growth factor (IGF)-I and an IGF-binding protein 
(IGFBP-1b). Feeding and fasting experiment using individually-tagged masu salmon 
revealed that IGF-I and IGFBP-1b generally show positive and negative correlations with 
growth rate, respectively. The present study suggests that these components are useful 
as growth indices in salmon. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2009 年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2010 年度 900,000 270,000 1,170,000 

2011 年度 900,000 270,000 1,170,000 

年度  

  年度  

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 

 

研究分野：農学 

科研費の分科・細目：水産学・水産学一般 

キーワード：成長、ホルモン、サケ科魚類、免疫測定系、発現解析 

 
 
１．研究開始当初の背景 
 魚類の成長を正確に推定•評価することは、
水産増養殖業はもちろん、水産資源の変動を
把握する上でも重要である。魚類を含む脊椎
動物の成長には、インスリン様成長因子-I

（IGF-I）と呼ばれるホルモンが非常に重要
な役割を果たしている。一方、IGF-I の生物
活性は複数存在する IGF 結合蛋白（IGFBP）
によって厳密に調節されている。申請者らは
サケ科魚類の血中には 3種類の IGFBP が存在
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することを見出し、主要な 2種類の IGFBP に
ついて放射免疫測定法による定量法を魚類
で初めて確立した。そして、それぞれが IGF-I
を介した成長の「促進型」および「阻害型」
であることを提唱した。これらを IGF-I とと
もに用いることにより、魚類の成長をより正
確に推定•評価できる可能性がでてきたが、
放射性同位元素を用いない方法への転換が
求められている。また、血液を採取できない
ような仔稚魚の成長を評価するには mRNA の
測定が有効であると考えられる。しかし、そ
れらの mRNA 量と成長率との関係は不明であ
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、放射性同位元素を用いない
IGF-I および IGFBP の蛋白測定法を確立する
ことを主な目的とした。さらに、これらの
mRNA 量の定量法を合わせて確立し、血中蛋白
量との関係を明らかにすることを試みた。そ
して、成長の指標としての有用性を個体標識
したサクラマスを用いた飼育実験により検
証した。 
 
３．研究の方法 
（1）IGF-I と IGFBP の免疫測定系の確立 
ユーロピウム（Eu）を蛍光標識として用いた
時間分解蛍光免疫測定法（TR-FIA）により
IGF-I 蛋白測定系を確立した。手順としては、
血中 IGF-I をまず酸エタノール抽出した。続
いて、ヤギ抗ウサギ IgG をコーティングした
96穴プレートに抗IGF-I血清とスタンダード
またはサンプルを添加し一晩反応させた。そ
して標識 IGF-Iを加えてさらに一晩反応させ
た後に時間分解蛍光光度計にて蛍光を測定
した。 
 IGFBP-1b に関しては、精製 IGFBP-1b をビ
オチンにて標識した。そして、上述の方法で
標識と抗体を反応させた後、Eu で標識したア
ビジンを用いることにより蛍光を得た。 
IGFBP-2b の TR-FIA では、Eu 標識の IGF-I と
精製 IGFBP-2b を複合体を形成させ、間接的
に標識を行った。そして、抗 IGFBP-2b 血清
を用いて IGF-Iと同様の方法で確立を試みた。 
 
（2）IGF-I と IGFBP mRNA 量の定量法確立 
 IGF-I に関しては、大西洋サケの配列を参
考にしてエクソンをまたぐようプライマー
を設計した。そして、サイバーグリーンを用
いたリアルタイム定量 PCR（qPCR）法により
mRNA の定量を試みた。PCR 反応は、はじめに
50°C で 2 分、続いて 95°C で 10 分の反応を行
ったのち、95°C で 15 秒の熱変性と 60°C で 1
分のアニーリングを 1 サイクルとして 40 サ
イクル行った。また、内部標準として
elongation factor-1a（EF-1 a）の qPCR を
確立し、相対量として mRNA を表した。 

 IGFBP-1b の qPCR については、研究中にも
う一つのサブタイプである IGFBP-1a が同定
されたことから、両者の配列の差を利用して
特異的なプライマーを設計した。 
  
（3）飼育実験 
 北海道大学北方生物圏フィールド科学セ
ンター七飯淡水実験所にて、1 年魚のサクラ
マスを用いた飼育実験を行った。まず実験魚
を PIT タグにより個体標識し、実験期間中（6
週間）給餌する群、絶食する群、および 4週
間の絶食後 2週間給餌する再給餌群の 3群に
分けた。実験開始から 0, 4, 5 および 6週目
に実験魚より血液および肝臓試料を採取し
解析に用いた。 
 
４．研究成果 
（1）免疫測定系の確立 
 サクラマスの血清は IGF-I の TR-FIA にお
いて平行性を示したことから、本種 IGF-I の
測定が可能となった。 
 IGFBP-1b の TR-FIA において、種々の抗体
濃度と標識濃度を検討したところ、良好なス
タンダードカーブが得られた。さらに、サク
ラマス血清がスタンダードに対して平行性
を示すとともに、IGF-I による測定の阻害は
認められなかった。これらのことから、魚類
において初めて IGFBP の TR-FIA が確立され
た（図 1）。 
 

  図 1 IGFBP-1b TR-FIA のスタンダードカーブ 

 
 一方、IGFBP-2b においては、標識と抗体と
の反応は確認されたものの、未標識 IGFBP-2b
での置換が十分ではなかった。考えられる原
因として、IGFBP-2b と IGF-I の複合体が解離
していることが考えられた。そこで、複合体
に対して架橋と標識を同時に行い、安定化を
試みた。現在、本標識 IGFBP-2b を用いてス
タンダードカーブを作成中である。今後は、
IGF-I による測定の阻害の有無を確認し、
TR-FIA の確立を完了する予定である。 
 
（2）リアルタイム定量 PCR の確立 
 IGF-IのqPCRにおいて良好なスタンダード
カーブが確認されるとともに、融解曲線は単



 

 

一のピークを示したことから、mRNA の定量法
が確立された。IGFBP-1b に対するプライマー
は IGFBP-1a を増幅せず、その特異性が確認
された。その結果、igfbp-1b の qPCR が確立
された。同時に、igfbp-1a についても qPCR
を確立し、二つのサブタイプの定量が可能に
なった。 
 
（3）飼育実験 
 サクラマスの血中 IGF-Iは絶食により減少
し、再給餌により回復した。さらに、個体の
成長率と血中量の相関を調べたところ、正の
相関が認められた（図 2）。 

    図 2 血中 IGF-I と個体の成長率との関係 

 

この結果はギンザケを用いた研究とよく一
致しており、サクラマスにおいても血中
IGF-I 量は成長の正の指標になりうると考え
られた。肝臓 IGF-I mRNA も絶食により減少
する傾向が観察されたが、有意ではなく、血
中量ほどは成長を反映していない可能性が
考えられた。今後、筋肉などの他の組織での
発現を解析する必要がある。 
 一方、血中IGFBP-1bは絶食により上昇し、
再給餌により給餌群と同じレベルまで下が
った。血中 IGFBP-1b は個体の成長率とは負
の相関を示した（図 3）。 

   図 3 血中 IGFBP-1b と個体の成長率との関係 

 

このように本タイプは成長の負の指標とし
て用いられる可能性が考えられた。また、肝
臓 IGFBP-1b mRNA 量は血中量と同様の変化を
見せたことから、蛋白レベルおよび遺伝子レ
ベルを用いて成長の停滞を評価できること
が示唆された。IGFBP-1a mRNA も成長が停滞
すると公知となり、1a と 1b を組み合わせる
ことにより感度の高い指標の確立が期待で
きる。 
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