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研究成果の概要（和文）：本研究では，我われが魚類において発見した新奇レクチンファミリー(RBL)の生理機
能を解析し，抗病性への展開を図った。まずモデル動物ゼブラフィッシュにおいて複数のRBLの存在を確認し，
構成分子(サブユニット)の多様性を明らかにした。これらレクチンの微生物に対する凝集活性，生体内分布と発
生・分化・成長に伴う動態を明らかにした。また，ゼブラフィッシュ胚膜における輸送経路の解析，それを利用
した抗病性に関わる抗酸化ストレスの測定法を設定した。さらに胚発生毎の酸化ストレス応答，ペプチドとオリ
ゴ糖鎖，ポリアミンおよびその前駆体の抗酸化ストレス作用を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Novel rhamnose-binding lectins (RBLs), named DRLs, were isolated from the 
zebrafish eggs. Multiple DRLs were expressed in early embryos. DRLs were most highly expressed in 
ovary, but they were also distributed in various tissues in male and female fish. They had bacterial
 agglutination activity. These results suggest that DRLs are involved in innate immunity as a 
pattern recognition molecule against pathogens. An oxidative stress model was established by 
treating zebrafish embryos with various kinds of oxidative stress reagents. The oxidative stress was
 evaluated by measuring reactive oxygen species (ROS) generated in the embryos and intracellular Ca2
+ concentration using a newly developed a simultaneous measuring instrument of fluorescence and 
chemiluminescence. Histidine-containing peptides and polyamines showed ROS scavenging activity in a 
concentration-dependent manner for any oxidation stress reagents. The morphological change due to UV
 irradiation was suppressed by spermine.

研究分野：農学　水圏応用科学　水圏生命科学
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１．研究開始当初の背景 
養殖対象魚種が増えて疾病も多様化して
いる今日，薬剤やワクチンだけでなく，抗酸
化剤や免疫賦活剤で非特異的生体防御能を
高めることは魚病を予防する有効な手段で
ある。多くの場合，これらは飼料に添加して
投与するが，腸管からの吸収性が効力を発揮
する鍵となる。腸管では，分子の透過・輸送，
消化酵素の分泌，免疫・神経・内分泌等の多
様な系と，微生物叢が相俟って機能している
ことがホ乳類では明らかにされているが，魚
類における研究は非常に少ない。一方，動物
性飼料資源の減少により，脱脂大豆などの植
物性代替飼料の利用が増加している。 
コイ科ゼブラフィッシュ(Danio rerio)は，
全ゲノムが解析されており，モデル実験動物
として遺伝，発生・分化，形態形成，免疫な
どの広範な研究分野で用いられている。しか
し，消化管の機能や透過・輸送機構に関する
報告はほとんどない。我われはこれまで，海
洋生物を中心としてレクチンの探索を進め，
原核生物から魚類までの多様な生物種から
特異な機能性を有するレクチンを単離し，そ
れらの性状を明らかにした。とくに魚類では，
サケ科魚類未受精卵でのラムノース結合特
異性レクチン(RBL)の発見を端緒に，この新
規ファミリーに属するレクチンを魚類だけ
でなく，海洋無脊椎動物からも単離し，それ
らの生化学的性状とともに自然免疫系にお
ける働きを明らかにした。 
レクチンは養殖魚用植物性飼料原料とし
ても用いられるマメ科やイネ科の植物にと
くに多く含まれ，これらのレクチンは熱処理
や消化酵素に対して高い安定性をもつ。我わ
れは，大豆レクチンがホ乳類の腸管でのポリ
フェノールの吸収性を高めることを初めて
明らかにした。これらの研究の中で，RBL が
腸管上皮細胞の間隙(タイトジャンクショ
ン：TJ)を強く開放すること，RBL の異なる部
位でマクロファージ培養細胞の貪食能と呼
吸バーストをそれぞれ活性化すること，そし
てシアル酸化Ｔ抗原特異性レクチンは，内在
性抗酸化剤であるグルタチオンの上皮細胞
における産生能を刺激亢進することを発見
した。 
ゼブラフィッシュの胚および稚魚は透明
であるため、骨格や内臓を直接、顕微鏡下で
観察することが可能である。さらに、発生初
期のゼブラフィッシュ胚膜は様々な低分子
化合物を透過させるため、これら化合物の毒
性や変異原性の試験にも用いられている。近
年、疾病予防のために食品機能性成分が注目
されており、ポリフェノールやペプチド等の
食品機能性が、ラットやマウスなどの実験動
物を用いて評価されている。しかし、ゼブラ
フィッシュやその胚を食品機能性の評価に
用いた例はまだ少ない。一方、食品機能性成
分の研究で、ß -1,3-グルカンなどの多糖類に
は免疫賦活活性をもつことが明らかにされ
ているが、最近、コプラミール・マンナンの

酵素分解で生成する ß-1,4-マンノビオースに
は家畜腸管における病原菌の定着阻害活性
があることが分かった。 
 
２．研究の目的 
本研究では，我われがこれまでの研究で明
らかにしたレクチンの生化学的性状と機能
性，すなわち・細胞間隙開閉調節作用，・グ
ルタチオン合成刺激作用，・レクチン分子の
多機能性，それぞれの分子機構を解析するこ
とにより，レクチンの自然免疫における役割
をより詳しく理解し，かつ抗酸化剤と免疫賦
活剤の腸管吸収率を高め，魚類の抗病性の向
上に資することを目的にした。このために本
研究では，・新奇動物レクチン・ファミリー
である RBL の TJ に対する強い開放作用の分
子機構を明らかにした。さらにゼブラフィッ
シュに抗酸化剤・免疫賦活剤とともに投与し，
吸収率，体内レドックス，免疫細胞の応答を
解析した。 
次に，ゼブラフィッシュ胚を酸化ストレス
モデルとして用いることを目的に，胚内の活
性酸素種(ROS)量を測定する方法の確立を目
指した。さらに，酸化ストレスを与えたゼブ
ラフィッシュ胚を生育し，形態変化を観察し
た。さらに，本研究により開発したゼブラフ
ィッシュ胚酸化ストレスモデルを，食品中の
抗酸化物質で処理することにより，酸化スト
レスが緩和されるか否かを調べた。抗酸化物
質としては，先行研究により抗酸化活性が明
らかにされているヒスチジン含有ペプチド，
また最近長寿食成分として注目されている
ポリアミンを用いた。以上の検討結果を基に、
ゼブラフィッシュ胚を用いる in vivo 抗酸化
測定法を開発した。 
 
３．研究の方法 
ゼブラフィッシュを用いて，レクチンの腸
管機能に対する作用の分子機構を，生化学的
手法に加えて，プロテオームにより解析した。
また，免疫賦活剤と抗酸化剤のゼブラフィッ
シュの成魚と胚に対する作用を蛍光高速液
体クロマトグラフィー(HPLC)によって調べ
た。抗酸化ストレスと免疫機能の評価は，バ
イオマーカーと炎症性サイトカインを，化学
発光・蛍光同時測定装置および酵素免疫測定
法を用いて測定した。 
腸管に対するレクチンの調節機能の分子
機構として，レクチンとの直接的な相互作用
により上皮細胞機能が変化する場合と，輸送
に関る上皮細胞タンパク質の発現調節によ
って機能が変化する場合が考えられる。そこ
で前者については，レクチンを投与後，アク
チン等の細胞骨格タンパク質，およびタイト
ジャンクッション(TJ)構成タンパク質
(occludin, claudins)に対する抗体を用いた
蛍光顕微鏡観察によりレクチンの影響を調
べた。後者の機構を検討するために，レクチ
ン処理による腸管上皮のタンパク質発現パ
ターンをプロテオーム解析した。レクチンに



は，糖鎖結合特異性がそれぞれ異なる大豆，
小麦胚芽，ナタマメ，シロサケレクチン(RBL)
を用いた。 
 配合飼料に抗酸化剤・免疫賦活剤として知
られるβ-グルカンを加え，生体吸収量を蛍光
HPLC で分析した。ゼブラフィッシュにおける
抗酸化剤と免疫賦活剤の生体内の評価を，化
学発光・蛍光同時測定装置により行った。同
装置により，細胞質内の Ca2+レベルの変化を
蛍光試薬で，･O2

-の生成を化学発光で測定した。
このとき前者により抗炎症・免疫賦活活性を，
後者により抗酸化活性を識別した。 
植物性飼料の主要成分であるタンパク質の
酵素分解物には，免疫調節作用や抗酸化活性
等，多様な生理活性が報告されている。腸管
でのペプチドの輸送には，PepT1 のようなペ
プチドトランスポーターだけでなく，細胞間
隙(TJ)拡散が関与していることが分かってい
る。そこで我われがこれまでに開発した抗酸
化ペプチド(His 含有ジペプチド)をゼブラフ
ィッシュに投与し，その吸収率と生体機能性
を調べた。 
RBL は魚類だけでなく，植物，無脊椎動物，
ヒトにいたる広範な生物に存在する。そこで
ゼブラフィッシュ未受精卵からRBLを単離し，
生化学的性状や糖鎖認識ドメイン(CRD)構造，
およびサブユニット構造を調べRBLの多機能
性の分子基盤を明らかにした。 
ゼブラフィッシュの抗酸化ストレスと抗
病性の向上に関わる因子として，抗酸化剤と
免疫賦活剤，および植物性飼料原料由来のレ
クチンの活性を調べた。これらの吸収透過量
は，試料を添加した飼料の各個体における摂
取量によって大きく影響されるため，個体毎
の摂餌量測定法を考案した。本法では，蛍光
試薬ダンシルアミドを疎水結合させたオク
タデシル化シリカゲルビーズをマーカーと
して，試料(抗酸化剤・免疫賦活剤)とともに
飼料に添加後，試験魚に与え，血液と臓器・
組織を採取するときに，同時に腸管内容物か
らマーカーを回収した。溶離液でマーカーか
ら脱離したダンシルアミドを蛍光 HPLC で定
量分析して摂餌量を測定した。 
ゼブラフィッシュ胚を用いて糖類の抗酸
化活性や免疫賦活活性を評価することを目
的とし，ゼブラフィッシュ胚の活性酸素種
(ROS)および一酸化窒素(NO)の測定法を検討
した。また，食品機能成分が胚の中で活性を
発現するためには、胚膜を透過しなければな
らないが、胚膜の輸送機構については ABC ト
ランスポーターのほかには存在が知られて
いない。そこで哺乳動物の腸管モデルにおい
て輸送経路が知られている蛍光マーカーを
用いて胚膜における輸送経路の多様性を評
価した。 
 
４．研究成果 
（1）ゼブラフィッシュ RBL (DRL)の単離精製 
ゼブラフィッシュの未受精卵 を採取し，
L-rhamnose を固定化したセファロース 4B ゲ

ルを用いたアフィニティクロマトグラフィ
ーによって DRL 画分を分離した。DRL の溶出
には 0.2 M L-rhamnose と 2 M 尿素/0.2 M 
L-rhamnose を連続して用いた。SDS-ポリアク
リルアミドゲル電気泳動(PAGE)の結果，
L-rhamnose 溶出画分では非還元条件下で 17
～23kDa 付近に複数の染色バンドを観察した。
尿素溶出画分の主要バンドは非還元条件下
で 30kDa に得られた。L-rhamnose で溶出され
る DRL は複数の分子種から構成されており，
活性を保持したまま個別に単離することは
困難であった。そこで逆相分配系 HPLC に供
し 8つの成分に分離した。SDS-PAGE の結果，
DRL の主要な構成分子(サブユニット)は 7種
であり，これらが多様な組み合わせで DRL を
形成することが分かった。 
 
（2）DRL の赤血球凝集活性と糖結合特異性 
0.2 M L-rhamnose 溶出画分の糖結合特異性
をウサギ赤血球凝集試験により解析した。血
球凝集は L-rhamnose によって最も強く阻害
され，最低阻害濃度は 0.05 mM であった。濃
度を高めると melibose や L-arabinose によ
っても凝集が阻害され，DRL はピラノース環
の C2位と C4位の水酸基の配向を識別して結
合することが分かった。一方，L-rhamnose カ
ラムに強く結合した尿素溶出画分にはウサ
ギ赤血球に対する凝集活性はみられず，糖鎖
レベルではDRLとは異なる結合特異性を持つ
と考えられる。 
 
（3）DRL アミノ酸配列の解析 
 DRL の各構成分子種を気相プロテインシー
ケンサーによって解析した。BLAST を用いた
ホモロジー検索を行った結果，これまでに本
研究室で同定した DRL1～3に加え，17kDa，
18kDa，20kDa，23kDa の DRL 構成分子がゼブ
ラフィッシュ未受精卵において発現してい
ることが新たに確認された。これらの中で主
要なものは 17kDa，18kDa，DRL1 であり，20kDa
と DRL2 はマイナー成分であった。これらは
すべて，RBL に特徴的なペプチドモチーフで
ある“Tyr-Gly-Arg (YGR)”と“Asp-Pro-Cys 
(DPC)”の配列，8つの半シスチン残基を分子
内に保存していた。一方，尿素溶出画分の
30kDa タンパク質は RBL 特有のモチーフ配列
を有しておらず，0.2 M L-rhamnose で溶出さ
れるDRLとは異なるファミリーのレクチンで
あることが示された。 
 
（4）DRL の体内内分布 
 DRL サブユニットに対するウサギの特異抗
体を用いた免疫学的手法によってDRLの生体
内分布を調べた。各組織のドットブロット試
験の結果，3ヶ月齢のゼブラフィッシュ成魚
においてDRLは卵巣とエラに多く存在してい
た。これはシロサケ卵 RBL の特異抗体を用い
た免疫染色で卵細胞やエラが強く染色され
る知見と一致した。また，同様に発生段階に
おける DRL の量的変化を調べたところ，DRL



は受精後 9～12 時間をピークに減少した。発
生の進行に伴うRBL量の減少はスチールヘッ
ドマス卵 RBL でも確認されており，RBL が魚
類の発生初期に特に重要な役割を担ってい
ることが示唆された。これらの結果から、ゼ
ブラフィッシュの未受精卵には、ファミリー
の異なるマルチプルレクチンが存在してお
り、生体防御や発生分化において多様な機能
性を担っていると考えられる。 
 
（5）ゼブラフィッシュ胚における活性酸素
種(ROS)量の測定 
 受 精 後 約 3 時 間 (3 hours post 
fertilization，以下 hpf と表記)以降のゼブ
ラフィッシュ胚を，ß-1,4-マンノビオース
(Mnb)，ß-1,3-グルカンからなるラミナリン
(Lami)、および加水分解ラミナリン(H.Lami)
を含む胚培地中で1時間インキュベートした。
親 水 性 ペ ル オ キ シ ラ ジ カ ル 発 生 剤
2,2'-Azobis(2-amidinopropane) 
dihydrochloride (AAPH)を含む胚培地中で24
時間インキュベートして酸化ストレスを与
えた後，胚を十分に洗浄した。ROS 検出試薬
2',7'-dichlorofluorescein diacetate 
(DCF-DA)を加えて反応させ，蛍光強度を測定
した。また，生体内の ROS 生成には Ca2+が関
わっていることが考えられるため，蛍光・化
学発光同時測定器を用いて ROS と Ca2+量を同
時に測定した。AAPH による酸化ストレスで胚
内の ROS 量は顕著に増加し，Mnb，Lami，お
よび H.LamiのいずれでもAAPHによるROS生
成の増加が抑制された。また，ROS 量を化学
発光により検出したところ、同様の効果がみ
られた。しかし，AAPH を与えなかった場合，
ROS 量は Mnb を与えた胚では変化しなかった
のに対し，Lami または H.Lami を与えた胚内
では有意に減少した。Ca2+量はいずれの糖鎖
においても減少した。このことから，Mnb と
Lami，H.Lami は異なるメカニズムでその活性
を示すことが示唆された。 
 
（6）ゼブラフィッシュ胚における一酸化窒
素(NO)量の測定 
NO は生体内での半減期が非常に短いため，
その派生物である亜硝酸イオン NO2- を定量
する方法を用いた。各日齢のゼブラフィッシ
ュ稚魚を各糖類を含む胚培地中でインキュ
ベートした後，大腸菌由来リポ多糖(LPS)を
含む胚培地中で 24 時間インキュベートし，
炎症を誘発させた。PBS 中でホモジネートを
作製し，diaminonaphthalene (DAN)と反応さ
せた。 DAN と NO2- が反応して生じる
naphthotriazole (NAT)を逆相分配系 HPLC に
より分析し，NO 生成量を求めた。ゼブラフィ
ッシュ胚内の NO 量は，派生物である NO2- と
して逆相分配系HPLCにより定量分析できた。
LPS により胚内 NO2- 量は増加し，いずれの糖
鎖も NO2- 生成を抑制した。また，LPS 刺激に
より生成した NO2- が誘導型一酸化窒素合成
酵素 iNOS により生成したものかどうか確認

するために，iNOS阻害剤 N-nitro-L-arginine 
methyl ester(L-NAME)処理を施したところ，
3 dpf 以降のゼブラフィッシュ稚魚において
阻害効果を示した。このことから Mnb，Lami，
H.Lami はゼブラフィッシュ稚魚において抗
炎症作用を有すると考えられる。 
 
（7）蛍光マーカーを用いたゼブラフィッシ
ュ胚の輸送経路解析 
6，9，12，および 24 hpf の胚を，それぞ
れ輸送機構が知られている蛍光マーカー（細
胞間隙経路：Lucifer Yellow (LY)，モノカ
ルボン酸輸送経路：Fluorescein (FL)，P-糖
タンパク質輸送経路：Rhodamine123 (RH)）
を含む胚培地で一定時間インキュベートし
た。蛍光マーカー取り込み量を蛍光プレート
リーダーと蛍光HPLCにより分析した。また，
ゼブラフィッシュ胚膜の排出経路の存在を
確認するために，P-糖タンパク質輸送経路の
阻害剤を用いて胚内 RH 蓄積量の変化を調べ
た。蛍光プレートリーダーで測定した LY と
RH の取り込み量は経時的に増加し，投与約
60 分で一定状態に達した。また，発生の進行
に伴い，一定状態に達するまでの速度が増加
する傾向にあった。FL の取り込み量も経時的
に増加したが，飽和状態に達するまでに時間
を要した。また，阻害剤で処理すると胚内 RH
蓄積量は増加し，胚膜に P-糖タンパク質経路
が存在することが示された。以上の結果から，
ゼブラフィッシュ胚膜には複数の選択的透
過輸送経路が存在していることが示唆され
た。 
 
（8）ヒスチジン含有ペプチドの抗酸化特性 
 ゼブラフィッシュ受精卵をヒスチジン含
有ペプチド(HCP)であるカルノシン(Car)，ア
ンセリン(Ans)，またそれらの構成アミノ酸
であるヒスチジン(His)，β-アラニン
(β-Ala)を含む胚培地中で1時間インキュベ
ートした。酸化ストレス試薬として，それぞ
れ作用様式の異なる，AAPH，四塩化炭素，お
よびパラコートを用い，それらを含む培地中
で胚を生育した。ROS の分析には化学発光試
薬ルミノールを，カルシウムイオンの分析に
は蛍光試薬 Fluo-3 を用いた。プレート型蛍
光・化学発光同時測定装置により ROS 量とカ
ルシウムイオン量を同時に測定した。3，5，
7，9 hpf の胚に対して，酸化ストレス試薬の
みで処理を行った場合のROS量とカルシウム
イオン量を測定した結果，いずれの発生段階
の胚でも酸化ストレス処理によるROS量の増
加がみられた。一方，カルシウムイオン量は，
7 hpf においては変化がみられなかったもの
の，他の発生段階では酸化ストレスによる増
加が確認された。 HCP とその構成アミノ酸の
いずれの処理においても，酸化ストレスによ
るROSとカルシウムイオンの増加量が濃度依
存的に減少した。 
 
（9）ポリアミンの抗酸化特性 



 ゼブラフィッシュ受精卵を，スペルミン，
スペルミジン，プトレスシン，ポリアミン前
駆体であるアルギニン(1，5，10 mM)を含む
胚培地中で 1時間インキュベートした。酸化
ストレス試薬として，上記の 3 種類に加え，
リノール酸過酸化物（LOOH），t-ブチルヒド
ロペルオキシド，過酸化水素を用い，それら
を含む培地中で胚を生育した。ROS 定量試薬
として化学発光試薬(MCLA)を，カルシウムイ
オン定量蛍光試薬として Fluo-3 を用い，ROS
とカルシウムイオンを同時測定した。ポリア
ミン類は，いずれの酸化ストレス試薬に対し
ても一様な抗酸化活性を示した。アルギニン
もポリアミン類と同様の抗酸化特性を示し
た。一方，ペプチドやアミノ酸でみられたカ
ルシウムイオン量の変化は，ポリアミン類で
はみられなかった。これらの結果から，胚内
のカルシウムイオン量は，酸化ストレス処理
や抗酸化物質の添加によってほとんど影響
を受けないことが明らかになった。 
 
（10）ゼブラフィッシュ胚発生に対する酸化
ストレスの影響 
 ゼブラフィッシュ胚を酸化ストレス試薬
溶液中で生育し，各処理時間による生存率を
算出した。UV照射は，各発生段階のゼブラフ
ィッシュ胚(6，9，12 hpf，1，2 dpf)に対し
て様々なエネルギー量の UV を照射し，胚培
地で生育させている間の生存率を算出した。
その結果，酸化ストレス試薬の種類によって
生存率は異なり，UV 照射による生存率では，
発生の進行につれて半数致死エネルギー量
が増加する傾向がみられた。スペルミン・酸
化ストレス処理した胚を 24 時間生育させ，
さらにアクリジンオレンジ溶液中で1時間イ
ンキュベートし，蛍光顕微鏡と蛍光・化学発
光同時測定装置を用いて蛍光値を測定した。
アクリジンオレンジの蛍光は AAPH と LOOH 処
理により有意に増加したが，スペルミンで処
理しても蛍光の減少はみられず，スペルミン
には酸化ストレス試薬による細胞死の抑制
効果はないことが分かった。 
 以上，本研究では，腸管輸送機構および魚
類胚におけるレクチンの新奇機能性を明ら
かにするとともに，魚類の抗病性に関わる抗
酸化性および免疫賦活活性の評価にゼブラ
フィッシュモデルが有用であるとの知見を
得た。 
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