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研究成果の概要（和文）：　本研究は、未使用資源であるサケ卵巣外皮から魚の成長促進に関与するペプチドを探索し
、物性および生物活性を明らかにすことを目的とした。アセトン処理した卵巣外皮から調製した80%アセトン抽出物を
ゲル濾過および高性能液体クロマトグラフィーに付すことにより、分子量6.7から17kDaの15のペプチドを単離した。こ
のうち分子量10.9 kDaのペプチドはニジマス肝臓のインスリン様成長因子の発現を増加させる活性を有した。一方、こ
のペプチドのアミノ酸配列を決定することはできなかった。これらのことより分子量10.9 kDaのペプチドは、魚類の成
長促進に関与する新規の成長促進因子であることを強く示唆する。

研究成果の概要（英文）： Chum salmon is one of the most important aquatic resources in Tohoku and Hokkaido
 areas of Japan. The salted salmon roe or ikra is high in commercial value, but the ovarian envelopes afte
r removing ikra don't have much utility value. To demonstrate the presence and functions of growth-stimula
ting peptide in the ovarian envelopes, we tried to identify a peptide involved in growth regulation from o
varian envelopes of salmon.
 The 80% acetone extracts of the ovarian envelopes was fractionated by gel filtration chromatography, and 
peptides were purified by HPLC. At least 5 peptides were purified. Molecular weight of these peptides was 
estimated from 6.7 to 17.5 kDa, but amino acid sequence of these peptides was not determined. A 10.9 kDa p
eptide stimulates hepatic Insulin-like growth factor-I mRNA expression of rainbow trout. These results sug
gest that the 10.9kDa peptide might be involved in growth regulation of salmon.
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１．研究開始当初の背景 
シロザケ Oncorhunchus keta は、岩手県の
特産品の一つであり、長年に渡る人工孵化お
よび放流事業を推進したことにより、毎年、
約 3 万トンが県内の主要漁港に水揚げされ、
鮮魚や加工食品として流通している。なかで
もサケの卵はイクラや筋子として商品価値
が極めて高いだけではなく、タンパク質含量
が高く、アミノ酸、DHA や EPA といった機
能性脂質や各種ビタミンなどの成分を豊富
に含んでいることから栄養学的にも優れて
いることが知られている。一方、イクラを採
取した後に排出される卵巣外皮は機能性や
有効活用法が殆ど見出されていないため産
業廃棄物として処分されている。申請者は、
魚類の成長の調節機構における脳下垂体の
成長ホルモンおよび体組織のインスリン様
成長因子の機能を研究する過程で、マダイや
ウナギなど魚類の卵巣に細胞の増殖や分化、
また、骨形成などに関与する成長促進因子を
検出した。これらの知見に基づいて、サケ卵
膜外皮から調製した粗抽出物をニジマス稚
魚に摂餌させると、コントロールと比べて、
成長が著しく促進されることを明らかにし
た。これらの結果は、サケ卵巣外皮に魚類の
成長促進において重要な機能を担う機能性
ペプチドが存在することを強く示唆する。 
 
２．研究の目的 
 本研究はサケ卵を採取した後に排出され
る未利用資源の卵巣外皮を水産資源の増産
に高度有効活用するための基礎的知見を集
積することを目的として、サケ卵巣外皮の抽
出物から成長促進に関与する成長促進ペプ
チドを単離・同定し、肝臓のインスリン様成
長因子（IGF-I）の発現促進活性を明らかにす
るとともに、そのペプチドの魚類の成長促進
に及ぼす効果を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）卵巣外皮由来の成長促進ペプチドの探
索 
 サケの卵巣外皮は釜石湾で捕獲され、イク
ラを採取した後のメス魚から採取した。卵巣
外皮をアセトン処理により脱脂した後、凍結
乾燥した。卵巣外皮を 1N 塩酸 /アセトン
（1:28）溶液中でホモジナイズした後、4℃で
1 時間抽出した。遠心分離により得られた抽
出残渣を 80%アセトン溶液で、再度、1 時間
抽出した。遠心分離のより得られた抽出液を、
冷アセトンに加えて、ペプチドを沈殿させた
後、遠心分離により沈殿物を回収して、凍結
乾燥した。 
 80%アセトン抽出物を、1N 酢酸あるいは
1%トリフルオロ酢酸（TFA）で溶解した後、
Supergex75カラムを用いたゲル濾過により分
画した。カラムは 1N 酢酸/30%アセトニトリ
ルあるいは 0.1%TFA/30%アセトニトリルで
平衡化した。流速は 1分間あたり 1 mlとし、

280 nm の吸光度を測定してピーク毎に分取
した後、凍結乾燥した。得られたフラクショ
ンを逆相 ODS-120Tカラムを用いた高性能液
体クロマトグラフィー（HPLC）に付して、
ペプチドを精製した。溶出液は 0.1%TFAを含
むアセトニトリルを用い、濃度を 20%〜60%
まで 60 分間で上昇させる直線濃度勾配法に
よってペプチドを溶出させた。流速は 1分間
あたり 1 mlとし、カラム温度は 40℃とした。
220 nmの吸光度を測定し、ピーク毎に分取し
て凍結乾燥した。 
 分画および精製したペプチドの分子量お
よび純度は 15%アクリルアミドゲルを用い
た SDSゲル電気泳動（SDS-PAGE）法により
分析した。ゲル中のペプチドを電気的に
PVDF 膜に転写した後、ペプチドをアミドブ
ラック染色法により検出した。精製したペプ
チドのアミノ末端部のアミノ酸配列はアミ
ノ酸シークエンサーにより解析した。 
 
（２）成長促進ペプチドの生物活性 
 サケの卵巣外皮の 80%アセトン抽出物を
ゲル濾過およびHPLCに付して精製したペプ
チドの生物活性を肝臓の IGF-I mRNAの発現
に及ぼす効果として評価した。ニジマス肝臓
片（2 mm角）をMEM培地で 48時間、10℃
で培養した後、卵巣外皮由来のペプチドを添
加して、さらに 24 時間培養した。その後、
回収した培養肝臓片における IGF-I mRNAレ
ベルをリアムタイム PCRにより測定した。な
お、内部標準遺伝子には βアクチンを用いた。 
 卵巣外皮の 80%アセトン抽出物をサケ飼
料１ gあたり10 mg添加した機能性飼料を試
作し、この飼料をニジマス稚魚に 3 ヶ月間、
摂餌させて成長促進効果を検討した。なお、
ポジティブコントロールには脳下垂体由来
の成長促進成分を含む増体促進飼料を摂餌
させる群を設けた。成長促進効果は体重およ
び肝臓の IGF-I 遺伝子の発現レベルに基づい
て評価した。 
 
４．研究成果 
（１）卵巣外皮由来の成長促進ペプチドの探
索 
 卵巣外皮からの 80%アセトン抽出物の収
量は約 10 mg/gであった。抽出物の 0.1%TFA
可溶部を HPLC に付した結果、分子量 6.7〜
17 kDaの 15個のペプチドが存在した。そこ
で、80%アセトン抽出物を 1N酢酸で溶解し、
その可溶部を Superdex75 カラムに付してゲ
ル濾過し、得られたフラクション 2を HPLC
に付して精製した結果、おもなペプチドは分
子量 6.7、10.9、13.4、14.5および 17.5 kDaで
あった（図１）。これらのペプチドを精製す
るために、80%アセトン抽出物の 1N 酢酸可
溶部をゲル濾過および HPLCに付したが、目
的とするペプチド群は難容性が高く、不溶化
することがわかった。そこで、ゲル濾過の緩
衝液を 0.1%TFA/30%アセトニトリルに変更
し、さらにゲル濾過のフラクションを凍結乾



燥せずに、直接、HPLC に付すことにより、
目的とする 6.7、10.9、13.4、14.5および 17.5 
kDaペプチド群を精製できることがわかった。 
 

   図１．80%アセトン抽出物のゲル濾過フラク 
      ション２の HPLC． 
      ③に 10.9 kDa のペプチドを含む 
 
これらのペプチドのアミノ末端部のアミノ
酸配列を解析したが決定することはできな
かった。このことは、アミノ末端部がブロッ
クされているものと考えられる。今後、さら
に精製したペプチドの構造解析を進める必
要がある。 
 
（２）成長促進ペプチドの生物活性 
 卵巣外皮の 80%アセトン抽出物から精製
した分子量 10.9、13.4および 17.5 kDaのペプ
チドを 10、100および 1000 ng/ml濃度を用い
てニジマス肝臓片を 24 時間（10℃）培養す
ると、10.9 kDaのペプチド添加肝臓片におけ
る IGF-I の発現レベルは、濃度依存的に増加
した（図２）。しかし、13.4 および 17.5 kDa
ペプチドには IGF-I 発現促進活性は認められ
なかった。これらのことから、分子量 10.9 kDa
のペプチドは、サケ科魚類の成長促進機構に
おいて重要な機能を担う新規の成長促進ペ
プチドと考えられる。 

   図２．分子量 10.9 kDa ペプチドで培養 

      したニジマス肝臓片（n=4）にお 

      ける IGF-I mRNA の発現レベル 

 
 卵巣外皮の 80%アセトン抽出物を含む機
能性飼料をニジマス稚魚に 3ヶ月間、摂餌さ
せた結果、脳下垂体由来の成長促進成分を含

む増体促進飼料よりも効果は劣るものの、コ
ントロール群と比べて，著しい体重の増加が
認められた。また、機能性飼料を摂餌した魚
の肝臓の IGF-I mRNAの発現レベルはコント
ロールよりも高い値を示した（図３）。 

図３．卵巣外皮由来の 80%アセトン抽出物を含有 

   する機能性飼料および脳下垂体由来の増促 

      進飼料を摂餌したニジマス稚魚の体重 

 
これらのことから卵巣外皮の 80%アセトン
抽出物を、少なくともサケ科魚類の成長を促
進させる技術に応用することは可能である
と考えられる。今後、水産増養殖への有効活
用に向けた研究を進める必要がある。 
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