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研究成果の概要：これまで魚類コラーゲンの架橋に関する研究は少なく、その架橋形成機構は

不明である。リジルオキシダーゼ(LOX)およびその関連タンパク質[リジルオキシターゼ様タン

パク質：LOX-like(LOXL)、LOXL2、LOXL3 および LOXL4]は、コラーゲンのリジンおよび

ヒドロキシリジン残基の酸化的脱アミノ反応を触媒することにより、コラーゲン分子間架橋形

成の初発反応を担うと考えられている。本研究では、トラフグを用いて、9 つの LOX ファミリ

ー分子が存在することおよびそれらの一次構造を明らかにするとともに、それらの発現・機能

特性を解明した。 
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１．研究開始当初の背景 

一般的に、魚肉の硬さを含めたテクスチャ
ーはコラーゲンの含量に大きく依存するが、
コラーゲン繊維そのものの物理的強度は分
子間に形成される架橋構造により高められ
ていると考えられている。コラーゲンの分子

間架橋の形成に関係する酵素の１つとして
リジルオキシダーゼ(LOX)が知られている。
LOX は、第一級アミン基質を反応性の高いア
ルデヒドへと酸化する銅依存性アミンオキ
シダーゼである。LOX はコラーゲンやエラス
チンなどの細胞外マトリックスタンパク質



に対して、それらのリジン残基の側鎖を脱ア
ミノ化することによって結合組織の生合成
に不可欠な翻訳後修飾に関与しており、例え
ばいくつかの繊維状コラーゲンの共有結合
架橋およびエラスチンにおけるデスモシ
ン・イソデスモシン架橋の構成を触媒するこ
とが報告されている。 

近年、LOX と同様の触媒活性を持つが、LOX
とは遺伝的に異なるホモログタンパク質で
ある LOX-like（LOXL）、LOXL2、LOXL3 および
LOXL4 が報告されている。これらの LOXL サブ
ファミリーを含む LOXファミリーと呼ばれる
各酵素タンパク質は、銅結合サイトおよびサ
イトカインレセプター様ドメインを含む C末
端の高度に保存されたアミノ酸配列により
特徴づけられる。これらの領域が LOX の触媒
機能のために必要なもののすべてであると
考えられることから、LOXL サブファミリーの
各酵素タンパク質は LOXと同様のアミンオキ
シダーゼ活性を示すであろうと考えられて
いる。これらの報告は、魚類においても LOX
ファミリーはコラーゲンなどの分子間架橋
形成に関与すること、すなわち、魚肉の硬さ
に関与することを示唆している。しかし、本
研究開始時において、魚類ではコラーゲンの
分子間架橋形成の機構はほとんど明らかに
なっておらず、また、これらの LOX ファミリ
ーについてほとんど研究されていなかった。
魚類におけるそれら分子の構造および発現
特性に関する情報は極めて限られており、さ
らに、架橋の形成と肉質との関連も全く不明
であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、他の魚類に比べて強い歯応え
があるとともにその死後にも軟化しにくい
という特異な肉質を持つこと、またゲノムデ
ータベースが利用できるために遺伝子工学
的手法を用いた実験アプローチが比較的容
易であることから、トラフグ（Takifugu 
rubripes）をモデル生物として、魚類におけ
るコラーゲンの分子間架橋形成の機構およ
び肉質への関与を明らかにすることを最終
目的として、架橋形成の初発反応であるリジ
ンおよびヒドロキシリジンの酸化反応を触
媒する LOX ファミリーの構造およびそれら
の mRNA の発現様式・各分子の機能的差異
を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）材料：トラフグ(Takifugu rubripes)は、
福井県立大学海洋生物資源臨海研究センタ
ーにおいて飼育した体長40 cm前後の成魚を
用いた。また、トラフグ初期胚を同センター
で人工授精した後、孵化するまで水温約 18℃
で飼育し、実験に供した。 
（２）全 RNA の調製：トラフグ成魚各組織

（普通筋、頭腎、鰓、皮膚、背鰭、肝臓、脳、
心臓、腸および鰾）および初期胚より、AGPC
変法によって全 RNA を調製した。 
（３）cDNA クローニング：既知の哺乳類
LOX ファミリー（LOXs および LOXLs）の
配列を基に、RACE プライマーを作製した。
また、トラフグ普通筋および鰾より調製した
全 RNA を用いて、5’および 3’-RACE Ready 
cDNA を構築した。RACE プライマーおよび
RACE Ready cDNA を用いて 5’-および 3’
-RACE PCR を行った。得られた増幅産物を
プラスミドにサブクローニング後、ダイタミ
ネーター法により塩基配列を決定した。 
（４）RT-PCR による発現解析：トラフグ成
魚組織および初期胚より調製した全 RNA を
逆転写反応に供した。得られた一本鎖 cDNA
を鋳型として得られた PCR 産物を 2% アガ
ロースゲル電気泳動に供し、遺伝子発現の有
無を検討した。なお、再現性を確認するため
に、少なくともトラフグ 3 個体から得た組織
より cDNA を調製し、各種 LOX ファミリー
分子の発現解析を行った。 
（５）Whole mount in situ hybridization 
(WISH) 法による発現解析：目的遺伝子断片
をインサートとして持つプラスミドベクタ
ーを線状化、精製した後、DIG 標識 RNA プ
ローブを作製した。トラフグ初期胚をパラホ
ルムアルデヒド含有リン酸緩衝液 (PFA) に
より固定した。次に、卵殻除去した初期胚を
Proteinase K 処理後、プレハイブリダイゼー
ションした。引続き、初期胚に DIG 標識 RNA
プローブを添加してハイブリダイゼーショ
ンした。同ステージの初期胚を用いて抗体吸
収を行ったアルカリホスファターゼ標識抗
DIG 抗体を加え、抗体反応を行った。その後、
初期胚を洗浄し、BM Purple アルカリフォ
スファターゼ基質を加え、一晩反応させた。
染色された初期胚を顕微鏡により観察した。 
 
４．研究成果 
（１）トラフグLOXファミリー分子の cDNA
クローニングおよび一次構造解析 
 既知の LOX ファミリー分子の一次構造を
基に、トラフグゲノムデータベースに対する
相同性検索、RT-PCR、5’-および 3’-RACE の
結果、9 分子種の LOX ファミリーcDNA
（fg-LOX33、149、203、228、349、712、
1010 および 1201）を得た。 

fg-LOX ファミリー遺伝子の構造解析を行
った。fg-LOX 33 は 9 個のエクソンを持ち、
エクソン 4～7 は Cu2+結合部位および LOX
活性部位を含む CR 様ドメインをコードして
いた。fg-LOX149 は 13 のエクソンを持ち、
エクソン 9～12 は Cu2+結合部位および LOX
活性部位を含む CR 様ドメインをコードして
いた。fg-LOX203 は 9 つのエクソンを持ち、
エクソン 5～8 は Cu2+結合部位および LOX



その結果、SRCR ドメインの有無で大きく
2 つのクラスターに分かれた（Fig. 1）。
fgLOX-33、203、349、712 および 1201 はヒ
ト LOX および LOXL、ゼブラフィッシュ
LOX、LOXL1、LOXL5a および LOXL5b と
同じクラスターに含まれた。fgLOX-33 およ
び 203 はゼブラフィッシュ LOXL5b と、
fgLOX-349 および 712 はゼブラフィッシュ
LOX と、fgLOX-1201 はゼブラフィッシュ
LOXL1 と同じクラスターに含まれた。一方、
fgLOX-149、228、1010 および 1116 はヒト
LOXL2、LOXL3 および LOXL4、ゼブラフ
ィッシュ LOXL2a、LOXL2b、LOXL3a およ
び LOXL3b と同じクラスターに含まれた
（Fig. 1）。fgLOX-149 はゼブラフィッシュ
LOXL2a と、fgLOX-228 はゼブラフィッシュ
LOXL2b と、fgLOX-1010 および 1116 はヒ
トLOXL4と同じクラスターに含まれた（Fig. 
1）。LOX ファミリー分子はゼブラフィッシ
ュにおいて 8つ存在するのに対しトラフグで
は 9 つ存在し、トラフグではゼブラフィッシ
ュと比較し LOX 分子種が 1 つ多いことが明
らかとなった。 

活性部位を含む CR 様ドメインをコードして
いた。fg-LOX228 は 13 のエクソンを持ち、
エクソン 10～13 は Cu2+結合部位および
LOX 活性部位を含む CR 様ドメインをコー
ドしていた。fg-LOX349 は 9 つのエクソンを
持ち、エクソン 5～8 は Cu2+結合部位および
LOX 活性部位を含む CR 様ドメインをコー
ドしていた。fg-LOX712 は 7 つのエクソンを
持ち、エクソン 4～7 は Cu2+結合部位および
LOX 活性部位を含む CR 様ドメインをコー
ドしていた。fg-LOX1010 は 7 つのエクソン
を持ち、エクソン 4～7 は Cu2+結合部位およ
び LOX 活性部位を含む CR 様ドメインをコ
ードしていた。fg-LOX1201 は 8 つのエクソ
ンを持ち、エクソン 3～7 は Cu2+結合部位お
よび LOX 活性部位を含む CR 様ドメインを
コードしていた。ヒトLOXファミリーでは、
ヒト LOX およびヒト LOXL は 7 つのエクソ
ン、ヒト LOXL2 は 11 のエクソンを持ち、ヒ
ト LOX およびヒト LOXL のエクソン 2～6、
ヒトLOXL2のエクソン 6～10はCu2+結合部
位および LOX 活性部位を含む CR 様ドメイ
ンをコードしている事が報告されている。そ
れぞれの遺伝子のエクソンおよびイントロ
ンのサイズは、fg-LOX33、149、203、228、
349、712、1010 および 1201 の mRNA はそ
れぞれ 5121bp、15692bp、4023bp、11798bp、
4104bp、4595bp、2579bp および 12822bp
であった。ヒト LOX mRNA は 11896bp であ
った。また、ヒトでは、Cu2+結合部位および
LOX 活性部位を含む CR 様ドメインに対応
する各エクソンおよびイントロンのサイズ
は似ているとされている。一方、fg-LOX フ
ァミリーにおいても対応する各エクソンの
サイズは似ていたが、イントロンのサイズは
様々であった。 

fg-LOX ファミリー遺伝子は生物の種分化
後に独立の遺伝子重複で各々のクラスター
が生じた、あるいは、共通祖先の段階、つま
り種分化の前の段階で遺伝子重複が起こり、
種分化後に遺伝子変換が起きた結果、LOX 遺
伝子およびそのホモログタンパク質を数種
持つようになったと考えられる。このような
哺乳類よりホモログタンパク質の種類が多
いという現象は、魚類において他の遺伝子群
でもみられる。例えば、転写因子をコードす
る Hox 遺伝子群は、哺乳類では４つのクラス
ターが存在するのに対して、ゼブラフィッシ
ュでは 7 つ、トラフグでは 8 つのクラスター
が存在する。このことからも硬骨魚類が他の
脊椎動物の共通祖先と分岐したのち、硬骨魚
類のゲノムが倍化し、遺伝子重複が起きたと
考えられる。魚類における LOX ファミリー
遺伝子の更なる研究の進展は、この仮定の有
力な証拠となるであろう。 

トラフグ LOX ファミリー分子、ヒト、お
よび、2007 年に報告されたゼブラフィッシ
ュ LOX ファミリー分子の演繹アミノ酸配列
を用いて、近隣結合法による分子系統樹を作
成した（Fig. 1）。アウトグループにはキイロ
ショウジョウバエ LOXL-1 を用いた。 

  
（２）LOX ファミリー分子の発現解析  
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9 つのうちいずれのトラフグ LOX ファミ
リー分子が生体内において発現・機能してい
るかを解明するために、成魚組織および初期
胚発生過程における発現解析を行った。これ
まで魚類においては成魚組織の LOX ファミ
リー分子 mRNA の発現解析を行った研究は
ない。また、脊椎動物初期胚発生過程におけ
るLOXファミリー分子mRNAの発現に関す
る知見は、魚類であるゼブラフィッシュの脊
索における発現に関する 2007 年に報告され
た Gansner らによる研究のみである。従っ
て、今回トラフグで得られた成魚組織におけ
るLOXファミリー分子mRNAの発現解析の Fig. 1 LOX ファミリー分子系統樹 



結果は魚類で全く新規の知見である。さらに、
トラフグ初期胚発生過程における RT-PCR
および WISH による発現解析の結果は、LOX
ファミリー分子の脊椎動物胚発生過程にお
ける mRNA の発現を解析した全く新規の知
見どぁる。 
 
①RT-PCR による発現解析 

RT-PCR により、トラフグ成魚各組織（普
通筋、頭腎、鰓、皮膚、背鰭、肝臓、脳、心
臓、腸および鰾）におけるトラフグ LOX フ
ァミリー9 分子の mRNA 発現様式を検討し
た。トラフグ成魚組織において、fgLOX-33 
mRNA は普通筋、心臓、腸および鰾において、
fgLOX-712 mRNA は背鰭、脳、心臓、腸お
よび鰾において、fgLOX-1010 mRNA は鰓お
よび鰾において発現した。また、fgLOX-228 
mRNA は背鰭を除く各組織において、
fgLOX-203、1201 および 149 mRNA は用い
たいずれの組織においても発現した。一方、
fgLOX-349 および 1116 は、用いたいずれの
組織においても発現を検出することができ
なかった。 
次に、同様の手法により各初期胚発生過程 

[3、24、32、48、56、72、92、116、124、
140 および 164 時間胚（hpf）] におけるト
ラフグ LOX ファミリー9 分子の mRNA の発
現様式を検討した。その結果、fgLOX-203、
712、1201、228 および 149 mRNA は 3 hpf
以降で、fgLOX-1010 mRNA は 48 hpf 以降
で、fgLOX-33 mRNA は 56 hpf 以降で発現
した。一方、トラフグ成魚組織と同様に、
fgLOX-349 および 1116 はいずれのトラフグ
初期胚発生過程段階においても発現を検出
することができなかった。 
 
② Whole mount in situ hybridization 
(WISH) 法による発現解析 
  WISH 法により、それぞれのトラフグ初
期胚発生過程（48、56、72、92、100、116、
124、140 および 164 hpf) におけるトラフグ
LOX ファミリー分子の mRNA の分布を検討
した。fgLOX-33 は 48 および 56 hpf におい
ては脊索で、72 hpf においては脊索、体節お
よび脊索尾部末端で顕著に発現した(Fig. 4)。
また、92 hpf においても脊索および脊索尾部
末端で発現したが、48 および 56 hpf ほど顕
著な発現ではなく、100 hpf においては脊索
尾部末端でわずかに発現する程度であった。
116 hpf 以降では全く発現を検出することは
できなかった。fgLOX-712は、48から164 hpf
において、胚全体で発現した。fgLOX-228 は
48 および 56 hpf においては全く発現を検出
することができなかったが、72 hpf において、
水晶体、眼の周辺細胞および間充織で顕著に
発現した。92 hpf においては眼の周辺細胞お
よび間充織で発現した。しかし、100 hpf 以

降においては発現を検出することができな
かった。一方、fgLOX-203、349、1201、149、
1010 および 1116 はいずれの初期胚発生過程
においても発現を検出することができなか
った。 
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