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学位論文内容の要旨

  近年生産活動に起因する酸性雨が世界的に問題となっている。酸性雨

は、自動車や工場からの排気に含まれる二酸化硫黄や炭酸窒素が雨水に溶

け込み硫酸や硝酸となり発生する。この問題は森林資源等の陸圏への影響

だけではなく、河川と湖沼の酸性化が引き起こされることにより魚類等の

水圏生物の存在に非常に深刻な影響を及ぽしており、魚卵数の減少および

卵の小型化等による魚類の再生産機構への弊害が顕在化している。また、

酸性雨等により環境水中のアルミニウム(ADやカドミウム(Cd)等の有害金

属濃度が増加し水圏生物の生殖機能に及ぽす影響が懸念されている。これ

までAlは加切む．〇で、Cdは加vivoでピテロゲニン(Vrl丶くゴの合成を抑制

することが報告されている。しかし、どのような機構のよりこれら金属が

VTGの合成を抑制するのかはまだ明らかではない。

  一般的に魚類を含む卵生動物の卵黄前駆体として機能しているVTGは

エストラジオールー17ロにめの刺激により肝臓で合成され、血液を経て卵

巣胞膜に存在するVTGレセプターを介して卵細胞中に取り込まれ、リポピ

テリン、ホスピチンおよびロ．-componentに分離され卵黄物質として卵細

胞に蓄積し胚発生時期および仔魚期の栄養源として利用されるものであ

る。したがってAlおよびCdによるVTGの合成抑制機構を明らかにする

ことは水産学上重要な課題である。

  そこで本研究では、ニジマスの培養肝細胞を用いAlとCdがVTGおよ

びVTG mRNAに及ぽす影響を電気泳動およびノーザンブ口ッテイーグに



より調べた。さらに、これら金属がェストロゲンレセプター(ER)に及ぽす

影響を調べた。

I．二 ジマ ス の初代培 養肝細胞における E2添 加によるVTG合成

  本章では、培養肝細胞実験の妥当性を調べるため、Al (10・6－10・4lvDま

たはCd (10一9－10-6 M)を添加培養し、これら金属が細胞の形態、DNA量

および生存率に及ぽす影響を調べた。また、E2を添加することによりVTG

合成の一時的な変化を電気泳動で調べた。AlまたはCd添加により細胞の

形態、DNA量および生存率への影響はなかった。E2添加により二日目か

ら175 kDaの位置に薄いVTGのパンドが確認され時間経過によルバンド

が濃くなった。バイオイヌージにより全夕ンパク質に対するVTGの割合を

算出し、培養五日目で7.3％を示した。以上のことから、肝細胞培養は

VTGの合成機構およびAlとCdによるV1、Gの合成抑制機構を究明する優

秀な実験だと考えられる。

II. VTG合成に及ぽすAlおよびCdの影響

  本章では、AlまたはCdを添加後五日問培養し、こらら元素がVTG合

成に及ぽす影響を調べた。また、培地からAlとCdを除去することにより

VTGの合成が回復するかどうかを調べた。Al添加によりVTGの合成割合

が濃度依存的に減少し、5 X10・sMおよび10―4MでVTGの合成割合がE2

のみ加えた場合と比ベ、有意に減少した。しかし、Cdは10－9Mから10ー7

Mまで、VTGの合成に影響しなかったが、10-6Mで顕著に抑制され、対

照群に比ベ34％まで有意に減少した。また、Al除去後、四日目までVTGの

合成は抑制されたが、5日目で多少回復し、七日目では対照群と同じように

回復した。これに対して、Cdの場合は抑制されたVTGの合成はCd除去

後七日目でも回復しなかった。したがって、AlはVI丶G合成を濃度依存的

に抑制した。しかし、Cdの場合は濃度依存性が見られず10-6Mで抑制さ

れた。さらに、AlはVTG合成を可逆的にCdは不可逆的にVTGの合成を

抑制することが分かった。

III. VTG mRNAに及ぽすAlおよびCdの影響

  どのような機構のよりこれら金属がVTG合成を抑制するのかを調べる

ため、まずDNAの情報からVTG分子の合成を指示するものであるVTG

mRNAに及ぽす影響が考えられ、本章では、VTG mRNAの一時的な変化
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および心およびCdがVTG mRNAに及ぽす影響を調べた。VTG mRNA

は、E2添加後一日目から6.6kbの位置に観察され培養時間に伴って、培養五

日目までバンドが濃くなっていることが分かった。また、Al添加により

V′I丶G mRNAのバンドが濃度依存的に薄くなり、Al濃度増加により直線的

に減少し、ー一印．98の有意な不の相関が選べた。しかし、CdによりVTG

mRNAの発現量は、10－7Mまではほとんど影響をうけなかったが、10・6M

では顕著に減少した。この抑制は、VTGの抑制と同じように心は、濃度

依存的に、Cdは、濃度依存性はみられず10もMでVTGmRNAを抑制し

た。以上のことから、VTG合成は心およびCdにより転写段階で抑制さ

れることが分かった。

IV．ERに及ぽすAlおよぴCdの影響

  転写段階の影響がER段階から引き起こされるかどうかを調べる必要が

あると思われ、本章ではAlおよびCdがERに対する放射性E2 ([3H]E2)の結

合 活 性 お よ びE2と ERの 結 合親 和 性 に 及 ぽす 影響を 調べた 。

  IV―1．ERに対する[3H]E2の結合活性に及ぽすAlおよびCdの

影響

  二日間前培養後、培地にE2と[3H]E2、A1く10-4M）、Cd (10-6 M)また

は、E2作用阻害剤である4-Hydroxytamoxifen (4-OHT)く10-8一10－5M)

を添加培養し培地を取り除きVTGを分析した。また、残っている細胞を

0.3N NaOHで溶かし細胞中に取り込まれた［3HJE2の活性をタンバク質mg

あたりdpmで示した。まず、VTGの合成を抑制することが知られている

4－OHTを添加し、本実験条件かでVTGの合成およびL3H］E2の活性がど

のような影響を受けるかを調べた。4-OHT濃度増加によりV′r、Gの合成お

よび[3H]E2活性が顕著に抑制された。さらに、AlおよびCdを加えた実験

でも瓰のみに比ぺVTGの合成割合が完全に抑制された。しかし、[3H]E2

活性においては、E2のみ添加した実験群に比ベ、AlとCdを加えた実験群

で33％、29％を抑制した。これらのことからAlとCdはEI澱階でV′rG合

成を阻害するが、ER段階以外の転写段階も抑制することが分かった。

IVー 2．E2と ERの 結 合 親和 性 に 及 ぽ すAlお よ び Cdの影 響

AlとCdがERに対するE2親和性に及ぽす影響をERa競争キットを



用い、ELISAにより調べた。E2と4―OHTの場合は濃度増加により結合を

抑制し、los nMでE2は100％、4－OHTは98％の結合を抑制した。しか

し、AlとCdの場合は、ER結合に対する影響はいずれの濃度でもなかっ

た。これらのことから、AlとCdは、E2とERの結合には影響しないこと

が分かった。したがってAlおよびCdによるER段階の阻害はERの発現

によることが示唆された。

  以上の結果から、二ジマスの肝細胞培養におけるVTGの合成はAlおよ

びCdにより転写段階で抑制される。AlはV′rGおよびVTG mRNAを濃

度依存的に抑制するがCdの場合は濃度依存性が見られず10喝Mで抑制す

る。さらにAlとCdは少なくともVTGの合成をER段階で抑制する。こ

の抑制は、E2とERの結合親和性を阻害するのではなくERの合成を抑制

することによることが考えられる。今後VTGの合成抑制機構をもっと明ら

かにするためAlおよぴCdがER mRNAの発現量に及ぽす影響について

検討すべきである。
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  近年生産活動に起因する酸性雨が世界的に問題になっている。この問題は森林

資源等の陸圏への影響に止まらず、河川や湖沼に生息している魚類の生理にも深

刻な影響を及ぼしている。また酸性雨に伴い、陸圏から可溶化したAl、Cd等の有

害金属元素が淡水域に流れ込み、蓄積することにより魚卵数の減少や卵の成熟不

全を引き起こし、魚類の再生産への弊害が顕在化している。本研究は酸性雨に伴

い淡水域で増加が懸念されているAlとCdが、卵黄成分の前駆体であるビテロゲニ

ン(VTG)の肝臓での合成にどのように影響を及ぼすかを、ニジマスの肝細胞培養

法により調ベ、さらにその作用機構について解析したものである。得られた結果

の概要は次ぎの通りである。

  1． Al(10-6～10-4M)およびCd（10-9～10-6M)は培養肝細胞の生存率およびDNA量

に影響がなく、本法はこれら元素によるVTG合成への影響を調べるのに適した方

法であることを示した。

  2． AlとCdのVTG合成に及ぼす影響は、培地をSDS-PAGEで分析後、光学的定量

により調べた。またVTGmRNAの発現量はノーザンブトット後、同様に定量し

た。

  3．Anま濃度依存的に（r＝－0.97)、Cdは濃度非依存的にエストロゲン(E2、2x

i0-6M)によるVTGの合成を抑制した。またAICこよる抑制は、Al除去後7日目で回



復したが、Cdによる抑制は回復しなかった。したがってAnこよる抑制は可逆的で

あり、Cdによる抑制は不可逆的であった。

  4． VTGmRNAのバンドはE2添加後1日目から発現し、培養時間と共に増加し、

5日目で最大になった。

  5． VTGmRNAの発現は、Alにより濃度依存的に（r＝－0.98)、またCdにより濃度

非依存的に抑制された。

  6． E2により肝細胞のE2レセプターの発現が顕著に増加し、処理3日目で最大に

達し、このレベルは少なくとも5日目まで維持された。

  7．これらの元素はE2 (3H－E2)レセプターの結合を低下させたが、E2とレセプ

ターの結合親和性には影響がなかった。これらのことから、E2によるレセプター

の発現がAlやCdにより抑制されることが示された。

  これらの研究成果は、酸性雨にともなう河川・湖沼のAlやCd濃度の増加が、肝

臓におけるVTGの合成をレセプターおよび転写段階で阻害することを直接示した

ものであり、酸性雨に伴う魚卵数の減少や成熟不全の原因の一端を明らかにした

ものである。よって審査員一同は申請者が博士（水産科学）の学位を授与される資

格のあるものと判定した。


