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研究成果の概要（和文）：本研究は魚類の卵黄の主成分である「卵黄球」と「油球」の形成機構を解明しようとするも
のである。本研究の成果として、卵黄球の由来であるビテロジェニンの性状、並びに油球の由来となるリポ蛋白質群の
性状が明らかになると共に、これら成分に対する受容体群（リポ蛋白質受容体）に関して多くの新知見が得られ、魚類
卵黄成分の形成に関する複雑な新規モデルを構築し提唱するに至った。これらの成果は、今後、様々な増養殖対象魚の
卵成長促進や卵質改善の手掛かりとなることが期待される。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to elucidate mechanisms involved in the formation o
f "yolk granules/globules (YGs)" and "lipid droplets (LDs)", which are major components of fish egg yolk. 
Results revealed profiles of YG precursors (vitellogenins) and LD precursors (various lipoproteins), as we
ll as their corresponding ovarian receptors (lipoprotein receptors); these findings resulted in constructi
ng and proposing a novel and complicated model for fish yolk formation, which will also help to progressiv
ely regulate oocyte growth and improve egg quality in aquaculture fishes in future.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
魚類の卵細胞は、母魚の血液中から蛋白

質・脂質等を取り込む。取り込まれた物質は、
「卵黄球」や「油球」として蓄積され、胚や
稚魚が育つための栄養として消費される。一
般に卵黄球の前駆体は、肝臓で合成されるビ
テロジェニン（Vg）と呼ばれる血清リポ蛋白
質である。一方、油球の主成分は中性脂質で、
その由来は Vg ではなく超低密度リポ蛋白
質（Vldl）等の血清リポ蛋白質であると考え
られている。 
近年、魚類の「卵黄球」や「油球」は、多

数の前駆リポ蛋白質の合成を起点として、受
容体等の様々な機能分子を介した蓄積過程
を経て形成される、極めて複雑な組成を持つ
卵細胞内成分であることが理解されつつあ
る。このような新たに提唱される魚類卵形成
モデルを背景に、本研究は特に未解明かつ重
要な卵黄ならびに卵脂質形成機構を解明し
ようとする着想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究は魚類卵細胞内の主要成分である

「卵黄球」と「油球」の形成機構を明らかに
することを目的とした。特に両成分の由来と
考えられる血清リポ蛋白質群の同定・定性を
起点として、これらの卵への輸送・蓄積機構
に関して解析を行った。本研究における当初
の解析計画は、以下の様に大別される。 
 
（1）多型 Vg の合成：Vg の合成機構に関し
て新規知見を得るため、多型 Vg の転写調節
に関与するプロモーター領域を解析する。 
（2）多型 Vg の分類： Vg の多型性について
新規知見を得るため、原始的な魚類・円口類
における Vg のクローニングと分類を行う。 
（3）リポ蛋白質受容体蛋白質の局在：卵巣
に発現する複数種のリポ蛋白質受容体の発
現局在・性状を把握するため、免疫組織化学
的解析を行う。 
（4）リポ蛋白質受容体の機能：受容体のリ
ガンド選択性について知見を得るため、組み
換え培養細胞を用いたリガンド結合試験を
行う。一方、酵母 two hybrid 系（Y2H）を構
築し、リガンド候補を網羅的に探索する。 
（5）卵黄球・油球前駆体候補の生体投与：
卵黄球・油球の由来となるリポ蛋白質を同定
するため、上記で同定されたアポ蛋白質を含
むリポ蛋白質クラスを同定・精製し、実験魚
に投与し、卵母細胞への運搬を確認する。 
 
ここで、上記（4）において計画した Y2H

解析による網羅的リガンド検索については、
実際に行ったものの、試験初期段階で、同シ
ステムを用いた解析を進めることは困難で
あると判断した（4．研究成果参照）。上記（5）
については、Y2H 解析に依存せず、代わりア
ポリポ蛋白質のクローニングを独自に進め、
精製リポ蛋白質クラスの同定を試みた。 
 
３．研究の方法 
実験モデルとして主にカットスロートトラ

ウトを用い、その他、実験に応じて、適宜複
数の魚種を用いた。 
 
（1）魚類多型Vgの合成 
①カットスロートトラウト・ヌタウナギVg遺

伝子プロモーター領域のクローニング：カッ
トスロートトラウト肝臓から、Vg全長配列を
コードする2種のcDNAをクローニングし、各々
As及びCタイプと同定した（雑誌論文業績9）。
この配列を基にカットスロートの血球より得
たゲノム DNA を鋳型に用いてゲノムウォー
キング法により各プロモーター領域のゲノム 
DNA 断片をクローニングした。一方、ヌタウ
ナギでも2種（Vg1及びVg2）の完全長Vg cDNA
をクローニングした（雑誌論文業績8）。これ
を基に、上記と同様にVg遺伝子プロモーター
領域をクローニングした。 
 

（2）魚類多型 Vg の分類 
①トラザメ・チョウザメ・ドジョウ Vg の cDNA
クローニング：トラザメ Vg と卵黄蛋白質の
部分アミノ酸配列を決定し、これを参考にし
てトラザメ Vgをコードする完全長 cDNA を得
た（雑誌論文業績 11）。ドジョウにおいては、
成熟雌個体より肝臓試料を得、TA クローニン
グ及び RACE 法を組み合わせた常法により、
Vg をコードする完全長 cDNA を得た（雑誌論
文業績 7）。チョウザメにおいても、エストロ
ジェン処理したアムールチョウザメ肝臓を
試料に用い、ドジョウと同様の手法で完全長
の Vg cDNA を得た。 
 
（3）リポ蛋白質受容体蛋白質の局在解析 
①カットスロートトラウト卵巣に発現する 3
種のリポ蛋白質受容体の cDNA をクローニン
グした。このうち、2種はVLDL/Vg受容体(Vgr)
及び LDL 受容体(Ldlr)であり、TA クローニン
グ及び RACE 法を組み合わせた常法により完
全長 cDNA を得た（雑誌論文業績 12, 13）。ま
た、スズキ科魚類において発見された（雑誌
論文業績 14）新規受容体（LRX+1 タイプと命
名）の配列を基に、カットスロートトラウト
卵巣を試料として、上記同様の常法を用いて
cDNA クローニングを行った。得られた新規受
容体は、Lr13+1 と命名した。 
 
②カットスロートトラウト卵巣に発現する
リポ蛋白質受容体に対する抗体の作製：カッ
トスロートトラウト Vgr および Ldlr の組み
換え蛋白質を大腸菌発現系にて作製し、これ
らを抗原として家兎に免疫することで、
a-Vgr 受容体及び a-Ldlr 受容体を得た。同様
に、Lr13+1 受容体に関しても組み換え蛋白質
の作製を行い、抗体（a-Lr13+1）を作製した。 
 
③カットスロートトラウト・マダイ・ヨウジ
ウオ卵巣におけるリポ蛋白質受容体の局
在：カットスロートトラウトの Vgr、Ldlr 及
び Lr13+1 受容体抗体を用い、免疫組織化学
的手法により、同種卵発達に伴う両受容体の
局在変化を調べた。同様に、a-Vgr及び a-Ldlr
を用いて、マダイおよびヨウジウオの卵巣を
試料として免疫組織化学的手法に供し、これ
ら 2種のリポ蛋白質受容体（Vtgr および Ldlr）
の卵発達に伴う局在を調べた。 
 
（4）リポ蛋白質受容体の機能解析 
①Y2H 解析によるリポ蛋白質受容体の網羅的
リガンド解析：Y2H 解析は、Matchmaker Gold 
Yeast Two-Hybrid System を用いて行った。
卵黄形成中期のカットスロートトラウト雌
個体より肝臓試料を得、逆転写産物を



pGADT7-Rec ベクターと共に Y187 酵母に共形
質転換したものを Prey ライブラリー酵母と
した。一方、カットスロートトラウト Vgr の
リガンド結合リピートを pGBKT7 ベクターに
挿入し、これを Y2H Gold 酵母に形質転換し、
Bait 酵母とした。上記をメイティングし、2
段階で選抜した。得られた 20 クローンをシ
ークエンスし、受容体結合陽性クローン候補
を探索した。 
 
②組み換え培養細胞を用いたリポ蛋白質受
容体の機能解析：以下の発現系を用いてカッ
トスロートトラウト組み換え Vgr（完全長）
を発現し機能解析を行った。 
昆虫細胞（Sf-9）での組み換え Vgr 発現で

は、Bac to Bac システムを用いた。ウイルス
ストックを感染させ、培養した後、細胞を回
収し Vg 結合試験（リガンドブロット又はバ
インディングアッセイ；Hiramatsu et al., 
2002, Biol. Reprod.）に供した。哺乳類細
胞（293T）細胞での組み換え受容体発現は
pcDNA ベクターを用い、トランスフェクショ
ン・培養後に細胞を回収し、上記同様の Vg
結合試験を行った。大腸菌発現系は pMal-c5X
ベクターを用い、組み換え受容体を精製した
後、上記同様、リガンド結合試験を行った。 
一方、マコガレイ Vgr に関しても pcDNA ベ

クターに導入し、哺乳類細胞（293T）及び魚
類細胞（HINAE 及び EPC）を用いて同様な解
析を行った。 
 
（5）卵黄球・油球前駆体候補の生体投与 
①カットスロートトラウトアポリポ蛋白質 
(ApoB 及び ApoE) の cDNA クローニング：カ
ットスロートトラウト肝臓から常法により
ApoE 及び ApoB cDNA をクローニングし、pQE
発現ベクターにライゲーションした。 
 
②カットスロートトラウト ApoE 及び ApoB 抗
体の作製: 大腸菌にて上記組み換え蛋白質
を作製後、ウサギ抗 ApoE 血清（a-ApoE）及
び同 ApoB 血清（a-ApoB）を得た。 
 
③カットスロートトラウト血漿リポ蛋白質
の精製・同定: カットスロートトラウトの血
漿から超遠心法とゲル濾過法を用いて Vldl、
Ldl、高密度リポ蛋白質（Hdl）の分離を行っ
た。各リポ蛋白質は、上記抗体を用いたウェ
スタンブロットに供し、含有するアポリポ蛋
白質を同定した。また、各リポ蛋白質は
LC-MS/MS に供した。 
 
④カットスロートトラウト血漿リポ蛋白質
の標識・生体投与試験：精製リポ蛋白質の脂
質部分を（BODIPY FL C16を用いて標識し、一
方、蛋白質部分に Alexa594 を標識したもの
を用意した。これらを適宜培養カットスロー
トトラウト卵巣片へ添加し、培養後の蛍光物
質の局在を組織学的に観察した。また、これ
に加え、標識 VLDL をゼブラフィッシュもし
くはメダカに生体投与した。 
 
４．研究成果 
（1）魚類多型Vgの合成 
①カットスロートトラウト・ヌタウナギ Vg
遺伝子プロモーター領域のクローニング：カ
ットスロートトラウトにおいて、As タイプの

Vg では異なる 2 つのクローンが得られた。1 
つ目は開始コドンより 1,288 bp 上流の塩基
配列と開始コドン以降のエクソン・イントロ
ン塩基配列が得られ、2 つ目は開始コドンよ
り 1,114 bp 上流の塩基配列と開始コドン以
降のと開始コドン以降のエクソン・イントロ
ン塩基配列が得られた。2 つの VgAs プロモ
ーター領域のうち、1 つには、estrogen 
responsive element（ERE）のコンセンサス
配列と完全に一致する配列が確認されたが、
もう 1 つの方には確認できなかった。また、
ERE 様の配列は両プロモーターに見られた。
さらに、ERE ハーフサイト（1/2ERE）も前者・
後者で確認された。両者の相同性は 56.8% 
であった。 
VgC では開始コドンより 1,336 bp 上流の

配列、並びに開始コドン以降のエクソンが得
られた（Fig. 11）。同プロモーター領域では 
ERE のコンセンサス配列と完全に一致する
配列は確認されなかったが、ERE 様配列は認
められ、さらに、1/2ERE も確認された。As タ
イプと C タイプ Vg のプロモーター間の相同
性は 40％弱であった。 
ヌタウナギにおいて、Vg1 では開始コドン

より 2,019bp 上流、Vg2 では 2,310bp 上流の
配列が明らかとなった。両 Vtg のプロモータ
ー領域は塩基配列において、38.9%の相同性
を示した。両塩基配列には、ERE の保存配列
は確認されなかったが、ERE 様の配列は認め
られた。また、本種 Vg の発現解析、さらに
ER についてもクローニング・機能解析を進め
た（雑誌論文業績 4, 8；学会等発表業績 2, 6, 
7, 9, 12, 17, 22） 
 

（2）魚類多型 Vg の分類 
①トラザメ・チョウザメ・ドジョウ Vg の cDNA
クローニング：トラザメにおいて、完全長翻
訳領域を含む Vg cDNA をクローニングした。
（雑誌論文業績 11）。チョウザメにおいて、
同様に Vg のクローニングを行った結果、完
全長翻訳領域を含む少なくとも2タイプのVg 
cDNA が得られた。ドジョウにおいて同様に
Vg の cDNA クローニングを行った結果、完全
長翻訳領域を含む少なくとも 7 種類の Vg 
cDNA がクローニングされ、これらは大別する
と 2 つのサブタイプに分類された（Ao1 タイ
プと Cタイプ）（雑誌論文業績 7）。 
 
（3）リポ蛋白質受容体蛋白質の局在解析 
①カットスロートトラウト卵巣に発現する
リポ蛋白質受容体の cDNA クローニング： 
cDNA クローニングを行った結果、これまで知
見の多い、Vg 受容体（Vgr）、低密度リポ蛋白
質受容体（Ldlr）の完全長翻訳領域を含む
cDNA がクローニングされた（雑誌論文業績
3, 6, 12, 13, 14；学会等発表業績 5, 13, 16, 
19, 21）。これらの受容体はこれまでの知見
同様、Vgr は N 末端領域に 8 つ（Lr8 型）、
Ldlr は 7つの同リピート（Lr7 型）を配置し
ていた。また、これまで報告の無い、新規な
リポ蛋白質受容体のクローニングに成功し、
LrX+1 型と命名した（雑誌論文業績 2, 6, 14; 
学会発表業績 5, 15, 20）。尚、今回完全長
翻訳領域を含む形でクローニングされた新
規受容体は、Lr13+1 と命名した。 
 
②カットスロートトラウト卵巣に発現する



リポ蛋白質受容体に対する抗体の作製：各受
容体抗体（a-Vgr、a-Ldlr、a-Lr13+1）を用
いて、卵巣の細胞膜抽出物を検出したところ、
3 種の抗体で異なる免疫陽性パターンが観察
され、このうち、a-Vgr 及び a-Lr13+1 で検出
された蛋白バンドについては、リガンドブロ
ットにおける VgAs 結合性バンドと一致した
（学会発表業績 1, 3, 4）。 
 
③カットスロートトラウト・マダイ・ヨウジ
ウオ卵巣におけるリポ蛋白質受容体の局在：  
カットスロートトラウトにおいて、Vgr は周
辺仁期では卵母細胞質中に均一に分布し、油
球期には徐々にその局在を卵母細胞周縁部
に移した。卵黄形成期でも、引き続き同周縁
部に局在した（雑誌論文業績 2, 3, 6, 13, 
14；学会等発表業績 5, 13, 16, 19, 21）。
一方、Ldlr は、周辺仁期で卵母細胞質中に均
一に局在し、油球期および卵黄形成期では、
卵母細胞膜周縁部、および顆粒膜細胞と卵膜
の間（卵膜周縁部）に局在し、卵膜中では放
射状に局在していた。マダイやヨウジウオに
おいても、ほぼ同様な局在が確認できた。 
 
（4）リポ蛋白質受容体の機能解析 
①Y2H 解析によるリポ蛋白質受容体の網羅的
リガンド解析：メイティング後、選抜した約
20 個のコロニーから得たプラスミドに、同受
容体の既知リガンドである Vg の配列は含ま
れていなかった。また、リガンド候補と考え
られるアポリポ蛋白質に関しても、全く得ら
れなかった。このため、Y2H システムは、少
なくとも魚類のリポ蛋白質受容体の網羅的
リガンド検索には有効ではない事が明らか
となり、以降の研究手法として用いることを
中止した。 
 
②組み換え培養細胞を用いたリポ蛋白質受
容体の機能解析：本研究課題では、大腸菌・
昆虫細胞・昆虫細胞の全ての組み換え受容体
発現系にて、組み換え Vgr の発現は確認され
たものの、Vgの結合性を持たないことが明ら
かとなった。また、魚類細胞では、発現量が
極めて少ない、もしくは発現しないという結
果が得られた。以上、4 種類の組み換え蛋白
質発現系を用いたものの、機能的な Vgr の作
製には至らなかった。 
 
（5）卵黄球・油球前駆体候補の生体投与 
①カットスロートトラウトアポリポ蛋白質 
(ApoB 及び ApoE) の cDNA クローニング：カ
ットスロートトラウト肝臓から、完全長の翻
訳領域を含む ApoE の cDNA クローニングに成
功した。また、ApoB をコードする部分配列を
得た。 
 
②カットスロートトラウト ApoE 及び ApoB に
対する抗体の作製:各リポ蛋白質をカットス
ロートトラウトから精製し、ウェスタンブロ
ットに供した結果、a-ApoE を用いた場合、
VLDL にのみ 25 kDa の位置に ApoE と思われる
陽性反応が観察された。a-ApoB では明瞭な免
疫陽性反応は確認できなかった。 
 
③カットスロートトラウト血漿リポ蛋白質
の精製・同定: LC-MS/MS 解析の結果、VLDL
ではカットスロート ApoE、LDL ではカットス

ロート ApoB, HDL ではニジマス ApoAI-1 が最
も高い値を示した。 
 
④カットスロートトラウト血漿リポ蛋白質
の標識・生体投与試験：カットスロートトラ
ウトの培養卵濾胞に蛍光標識した各種精製
リポ蛋白質を添加した結果、特に Vldl にお
いて、脂質部分が卵母細胞内へ顆粒状に取り
込まれた。一方、同蛋白質の蛋白質部分は、
卵母細胞には取り込まれなかった。更に、脂
質部位と蛋白質部位を異なる蛍光物質でダ
ブルラベルした Vldl をメダカとゼブラフィ
ッシュに生体投与したところ、メダカではカ
ットスロートトラウトの卵巣同様に、脂質の
みが卵母細胞内に取り込まれた。一方、ゼブ
ラフィッシュでは、脂質と蛋白質の両方が卵
母細胞内に取り込まれた。 
 
本研究の目的であった「卵黄球」と「油球」

の形成機構について、両成分の由来と考えら
れる血清リポ蛋白質群の同定・定性、並びに
これらの卵への輸送・蓄積に関与する受容体
群について、数々の新規知見が得られた。特
に、魚類の多型 Vg の転写調節に関与するプ
ロモーター領域の解析、原始的な魚類・円口
類における Vg の多型性、卵巣に発現する新
たなリポ蛋白質受容体の発見と発現局在・性
状解析、卵黄球・油球の由来となるリポ蛋白
質の同定については、これまで報告が無く、
世界に先駆けた研究成果となった。これらの
成果は学術的に高く評価され、学会賞受賞
（雑誌論文業績 1, 6）につながった。今後、
更に同研究分野の知見を深めることで、良質
な卵を作るメカニズムが明らかになり、より
効率の良い種苗生産技術の開発に寄与する
と期待される。 
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