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研究成果の概要（和文）：魚類を含む脊椎動物の成長は，成長ホルモン(GH)‐インシュリン様成長因子系により制御さ
れている．しかしGH遺伝子組換え魚におけるその系にかかわる代謝産物の動態については不明な点が多い。本研究では
GH遺伝子組換えギンザケを用い、メタボローム解析により代謝産物を非組換え魚と比較した。組換え区の筋肉では解糖
系のアクティビティーが変化していた。TCA回路では一部の代謝産物レベルが組換え区で変化していた。また肝臓では
それらの様相が異なっていた。さらにそれらの変化は絶食により顕著となった。以上よりGH遺伝子の組換えは特に筋肉
において高成長のためのエネルギーの生産を増大させていると推察される。

研究成果の概要（英文）：Growth in fish is regulated by the growth hormone (GH)-insulin-like growth factor 
(IGF) axis. Little is known concerning the in vivo levels of global metabolites and the mechanism of enhan
cement of growth in GH transgenic fish. The present study examined the charged metabolites levels in GH tr
ansgenic coho salmon (Oncorhynchus kisutch) by metabolomic analysis.The most notable difference found betw
een transgenic and NT fish was that glycolysis metabolite levels changed in the muscle of transgenic fish.
 In addition, the change in some metabolite levels in the transgenic fish muscle was enhanced by ration-re
striction. However, a few metabolites levels of the TCA cycle were found to decrease in the transgenic fis
h muscle. These effects observed in muscle were different from effects seen in liver. The results suggest 
that GH transgenesis can improve the use of carbohydrates as a source of energy associated with rapid grow
th. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
 
口てい疫や鳥インフルエンザなどの影響

で魚介類に対する需要が拡大している。この
需要増を賄うためには養殖技術による増産
が必要となる。本課題の研究代表者（以下代
表者と略す）は、健魚を育成するため酸化的
ストレスや養魚用サプリメントに関する一
連の研究が評価され国際学会等で招待講演
をしてきた。水産分野ではサプリメントの研
究が盛んになる一方で、様々な恩恵をもたら
し食料増産にも繋がる遺伝子組み換え生物
の研究も期待されている。カナダ水産海洋省
国立ウエストバンクーバー研究所の R.H.デ
ブリン博士は、成長ホルモン(GH）遺伝子を
導入することで種々の組織で GH を過剰発現
し驚異的な成長をするサケ“スーパーサーモ
ン”の作出に世界で初めて成功した（Devlin et 
al., Nature, 1994 & 2001）。その後、GH 組換え
魚の商業的な生産をアメリカの民間会社が
FDA に申請しているが、高成長のメカニズム
とそれに関わる因子や安全性の分析は十分
ではない。 
代表者はこのスーパーサーモンを用い、魚

類成長の中枢をなすGH-インシュリン用成長
因子（IGF-I）系に関わる因子の発現動態につ
いて解析した。その結果 GH と IGF-I の血中
レベルは組換え個体において一日を通して
高く推移すること、それら成分に関わる遺伝
子は摂食後徐々に増大するリズムを持つこ
となどを明らかにした。しかし、GH 組換え
魚において認められる高い成長をもたらす
原因は体内の GH レベルの上昇のみでは説明
が付かず、未だ不明な点が多いのが現状であ
った。 
 
 
 
２． 研究の目的 
 
 
前述のように魚類の成長は GH-IGF-I 系に

より主に調節されている。養殖魚は環境から
様々なストレスを受け、それらが健康や生産
性に影響を与えると考えられる。代表者らは
環境由来のストレスがギンザケの GH-IGF-I
系に及ぼす影響を検討してきたが、GH 組換
え魚における各種代謝産物の動態やストレ
スの影響、さらに食欲に関する知見は少ない。 
本研究では R.H.デブリン博士とカナダ水

産海洋省の協力の下、GH を過剰発現してい
る GH 組換えスーパーサーモンに認められる
高い摂食活性発現のメカニズムを明らかに
するため、その発現に関わると考えられる代
謝産物の動態についてメタボローム解析し、
さらに成長関連遺伝子の発現に及ぼすスト
レスの影響について検討した。 
 
 

３．研究の方法 
 
 
（１）GH 遺伝子組換えスーパーサーモンの
作出、飼育およびサンプリング： 

GH 遺伝子組換えスーパーサーモンは、R.H.
デブリン博士ら(1994)により開発されたオー
ルサーモン GH 発現用ベクターOnMTGH1 を
マイクロインジェクション法により導入・固
定したギンザケ(Oncorhynchus kisutch) M77 系
をカナダ国立ウエストバンクーバー研究所
(CAER-DFO/UBC)内の特殊隔離飼育施設で
飼育・蓄養した。また非組換え普通魚は、カ
ナダ・ブリティッシュコロンビア州、チヘイ
リス川産のギンザケを用いた。 
代謝産物の動態の違いを明らかにするた

めにはサンプリング時のサイズと年齢を揃
える必要があった。そこで 3 つの試験区を設
定した。すなわち、①非組換え普通魚（対照，
1 歳魚）区、②GH 組換え魚（当歳魚）区、お
よび③給餌制限組換え魚（1 歳魚） 区の 3 区
を設けた。さらに日本国内で飼育実験するた
めに非組換えギンザケ当歳魚を宮城県内の
養鱒場より購入し、 東北大学大学院農学研
究科内の飼育施設で飼育した。 
なお、以上の実験は全てカナダ水産海洋省

太平洋実験動物委員会(PRACC/DFO)と東北
大学の動物実験指針を遵守して行った。 
 
 
（２）メタボローム解析： 
組織を液体窒素中で瞬間凍結後、内部標準

物質としてMethionine sulfone (MES)ならびに 
D-Camphol-10-sulfonic acid (CSA)、およびメタ
ノールを添加しホモジナイズした。そこにク
ロロホルムと蒸留水 (MilliQ 水)を加え撹拌
し、遠心分離した。その上層の水-メタノール
層を限外ろ過フィルター（分画分子量 5,000 
Da）により限外ろ過し、ろ液を遠心濃縮した
ものを適宜蒸留水で希釈して分析用試料と
して用いた。 
イオン性一次代謝産物は、キャピラリー電

気泳動-質量分析計(CE-TOFMS，アジレント
社製)により定法に従い網羅的に分析した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
 
（１）イオン性一次代謝産物の検出 
普通筋肉と肝臓を上記方法によりメタボ

ローム分析したところ、陽イオン性と陰イオ
ン性の化合物を合わせ約 200 種類の代謝産物
を検出し定量することができた。しかし代謝
産物によっては個体間の差が大きいものも
認められた。その中で解糖系と TCA 回路は
結果が安定していたので、それら系に関わる
化合物の動態について解析した。 
 



（２）給餌後の代謝産物の比較 
組換え区では複数の組織で GH 遺伝子が発

現している。本研究により組換え区の筋肉で
は解糖系のアクティビティーが変化してい
るがことが分かった。一方 TCA 回路では、
一部の代謝物レベルが組換え区において減
少していた。また肝臓ではそれら様相の傾向
が若干異なっていた。 
 
 
（３）代謝産物のレベルに及ぼす絶食ストレ
スの影響 
 給餌した場合では組換え区の筋肉で解糖
系のアクティビティーが変化したが、絶食に
よりその変化が顕著となることが認められ
た。一方 TCA 回路では、給餌した場合と比
べ絶食が組換え区の代謝産物レベルに与え
る影響は小さいことが分かった。 
 
 
（４）生理学的なストレスの影響 
 組換え魚と比較するため非組換え普通魚
を用い、養殖環境で最も受けやすいと考えら
れるすくい取りなどのハンドリングによる
ストレスが遺伝子発現に及ぼす影響につい
て調べた。その結果、ストレス後には成長関
連因子(GH、IGF-I および GH 受容体)に関わ
るいくつかの遺伝子のレベルが変化するこ
とが判明した。 
 
 
（５）総合考察 
一般にサケ科魚類では炭水化物の利用能

が低いといわれているが、GH 遺伝子の組換
えはギンザケの筋肉において高い成長に必
要なエネルギーの生産を増大させていると
推察される。さらに、生理学的なストレスが
成長関連遺伝子の発現に影響を及ぼしたこ
とより実験動物の扱いには注意が必要なこ
とが判明し、さらに組換え魚の場合との比較
に興味が持たれる。 
今後は代謝経路に関わる酵素活性の変動

や成長に関与する遺伝子の発現、さらにスト
レスの影響などについても検討することで、
GH 組換え魚に特徴的な高い成長と食欲促進
のメカニズムの解明に繋がるものと考えら
れる。 
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