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学位論文内容の要旨

ビテロジェニン(Vg)｜ま、estradiol-17[3 (E2)の作用により、卵黄形成期

の雌肝臓で合成され、血中に分泌される卵黄蛋白前駆物質である。魚類Vg

は卵に取り込まれた後、リポビテリン(Lv)、ホスビチン(Pv)およびp’‐コ

ンポーネント(D’-C)に分子解裂される。近年、これら3つの卵黄蛋白質に

加え新たにC-夕ーミナルコンポーネント(Ct)がVg遺伝子の解析から見つ

かった。さらに、数種の魚類において2～3型のVgが同定され、魚類の卵

黄形成過程はより複雑化している。これらVgはLv、Pv、p’-cおよびCtを

す べて含むcomplete Vg、VgA夕イプとVgB夕イプ、およびPvドメイン

を欠くincomplete Vg、VgC夕イプに分けられる。3型Vgそれぞれの機能

は未だ明らかにされていないが、分離浮性卵をもつマツカワでは、2型Vg

(VgAとVgB)由来の各卵黄蛋白が最終成熟時に異なる分解を受け、吸水に

伴う卵の浮力調節に係わることが報告されている。

  ボラは生息域が広く、主に底性のデトライタスを索餌することから底質の

影響を受けやすく、環境エストロジェン調査の対象魚種とされている。しか

し、ボラの複数Vgや卵黄蛋白質に関する報告はこれまでにない。今後、環

境エストロジェンの指標蛋白として雄魚Vgを評価するためには、正常な卵

黄形成過程を知ることは重要である。本研究では、ボラの複数Vgおよび関
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連卵黄蛋白の基礎的知見を得ることを目的として、主に免疫生化学的手法を

用いて以下の実験を行った。

  初めに卵黄蛋白(YP)の主成分であるLvを精製した。卵抽出液から4種

のLv様蛋白質(YP1、YP2、YP3およびYP4)を検出し、水沈殿、硫安沈

殿、hydroxylapatite (HA)、陰イオン交換、immunoadsorbentおよびゲル

濾過(Superose6）の各カラムを用いて精製した。精製蛋白はすべて脂質染

色され、ゲル濾過法では330kDa (YPl)、325kDa (YP2)、335kDa (YP3)お

よび570kDa (YP4)であり、SDS-PAGE法ではllOkDaと30kDa (YPl)、

99kDaと29kDa (YP2)、97kDaと21．5kDa (YP3)およびllOkDaと54kDa

(YP4)のバンドが観察されたため、いずれも2つのサブユニットからなると

推察された。YPのアミノ酸組成は他魚種Lvの特徴とよく一致したが、YP4

はセリン含有量が高値を示した。．また、YP1、YP2、YP3の抗原性は異なっ

ていたが、YP4はYPlと同じ抗原性であった。以上の結果から、YP1、YP2

およびYP3をポラのLvと同定し、．それぞれLvl、Lv2およびLv3とした。

YP4は そ の 特 性 か ら Lvlと Pvの complexで あ る と 考 え ら れ た 。

  ボラ卵抽出液を、抗サクラマスp’-c血清(anti-m[3’-C)を用いたWestem

bl（尚ngにより解析した結果、非還元下27kDa、還元下16kDaのバンドが

観察された。この蛋白をボラp’・cとして、硫安沈殿、HAカラムおよびゲル

濾過カラム（Superdex200、Superdex75）を用いて精製し、2つの精製画

分（O．lMB’‐cおよびO．25Mp’．c）を得た。ともに、ゲル濾過法では34kDa、

SDS・PAGE法では非還元下27kDa、還元下16kDaを示した。anti‐mp’．Cを

用いたオクタロニー法の結果から、O．lMp’．cとO．25Mp’‐cは抗原性の一部

共通性が認められ、ボラには少なくとも2型のB’．cが存在することが明らか

となった。

  さらに、ボラPvtま、卵抽出液の67％飽和硫安の上清画分をHAカラムお



よびゲル濾過カラム(Superose6）により精製した。精製蛋白tまりン染色に

より初めて可視化される25kDaのバンドを示した。この蛋白はセリン含有

量が45．9％と高 値を示し、他魚種のPvの特徴とよく一致した。

  以上の結果から、ボラに｜ま3型のLv、1つのLv-Pv complex、少なくと

も2型のp’-c、および1つのPvが存在することが初めて明らかになった。

これらのうち、3型のLvに対する抗体(anti-Lvl、anti-Lv2、anti-Lv3)を

作製し血清中のVgの検索を行った。

  3つの抗体は、雄とは反応せず、雌魚とE2処理魚の血清に反応した。

anti-Lvl、anti-Lv2およびanti-Lv3に反応した血清蛋白をそれぞれVgl、

Vg2およびVg3とした。また、沈降線の強さからVg2がメインのV琶であ

ると考えられた。3型V琶の精製は、E2処理魚血清を陰イオン交換、HA、

immunoadsorbentおよびゲル濾過の各カラムに供して行った。精製蛋白は

ゲ´レ濾過法にお｀ゝて570kDa（V琶1）、580kDa（V琶2）、335kDa（V，g3）、

SDS．PAGE法では還元下165kDa（vg1）、160kDa（vg2）、および118kDa

（V琶3）であった。3型Vgはすべて脂質染色および糖染色され、リン染色

ではV琶1およびV・g2のバンドが観察された。アミノ酸組成において、3型

ともに他魚種V琶の特徴とよく一致したが、vg3はセリン含有量が低値を示

したふまた、3つの抗原性はそれぞれ異なっていた。以上の結果から、精製

したV，g1およびVg2はcompleteVg、Vg3はincompleteV琶であると考え

られた。

  V琶1およびVg2に対する抗体を作製し、卵黄蛋白との関連を解析した。

Vg1はLv1とO．25Mp’・c、V琶2はLv2およびO．1Mp’‐Cカゝらなることカゴ明

らかになった。一方、vg3はLv3のみからなることが示唆された。

  ボラ肝臓から、3型Vg（Vg．A、V．gBおよびVgC）遺伝子をクローニング

した。得られた塩基配列と精製蛋白のN末端シーケンスの結果、V琶1、Vg2



およびVg3はそれぞれVgA、VgB、VgCと一致した。一方、各卵黄蛋白質

はN末端シーケンスと抗原性から、LvlとO．25Mp’‐cはVgA、Lv2、Pvお

よびO．1Mp’‐c｜まV琶B、Lv3はVgC由来であることが明らかになった。

  最終成熟時における各V琶由来の卵黄蛋白の変化を観察した。LvA、LvA

・Pvcomplex、p’．cおよびPvは排卵後の卵にはほとんど検出されなかった。

メインVg（V琶B）由来のLvBには低分子化が観察され、相対量も1／3に減

少していた。一方、LvCはNativeの分子量および相対量に変化はなかった

が、サブユニットは低分子化していた。以上の結果から、3型V琶由来の卵

黄蛋白はそれぞれ最終成熟時の分解過程が異なることが示され、マツカワで

の 2型 丶 亀 （ 眦 と V琶 B） の 分 解 様 式 とよ く 一致 し て いた 。

  以上本研究でtま、ボラの3型V琶およびこれらに関連する卵黄蛋白（3型

のLv、LvA‐Pvcomplex、2型のp’．cおよびPv）を精製し、それぞれが異な

る性状を持つことを明らかにした。本研究により得られた結果は、魚類の複

数V琶および卵黄蛋白質に関する重要な基礎的知見を提供するとともに、将

来の環境ホルモンのバイオメーカーとしての応用面においても役立っもの

と考えられる。
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  ビテロジェニン‘（Vg）は、卵黄形成期の雌肝臓でestradiol-17p (E2)の作用によって

合成され、血中に分泌される卵黄蛋白前駆物質である。魚類Vgは卵に取り込まれた後、

リポビテリン(Lv)、ホスビチン(Pv)およびp’‐コンポーネント（p’-C)に分子解裂され

る。近年、数種の魚類において2～3型のVgが同定され、魚類の卵黄形成過程はより複

雑化してきた。これらのVgはLv、Pvおよびp’-cをすべて含むcomplete Vgタイプ(VgA

とVが）およびPvドメインを欠くincompleteVgタイプ（VgC）に分けられる。3型

Vgの機能はほとんどの魚種で未だ明らかにされていないが、分離浮性卵をもつマツカワ

では、VgAとV印由来の各卵黄蛋白が最終成熟時に異なる分解を受け、吸水に伴う卵の

浮力調節に係わることが報告されている。

  ボラ（Mむ卿cep．カaんみは生息域が広く、主に底性のデトライタスを索餌することか

ら底質の影響を受けやすく、環境エストロジェン調査の対象魚種として注目されている。

しかし、ボラの複数Vgや関連卵黄蛋白質に関する報告はこれまでにない。本研究では、

ボラの複数Vgおよぴ卵黄蛋白の基礎的知見を得ることを目的として、主に免疫生化学的

手法を用いて以下の知見を得た。

ボラ卵抽出液から初めて3型のI」v（Lv1、Lv2およびLv3）、2型のp’‐c（O．1Mp’‐cお

よびO．25Mp’‐c）およぴPvを分離精製した。精製Lvはすべて脂質を含む蛋白であった。

ゲル濾過法では33（）kDa（Lvl）、325kDa（Lv2）および335kDa（Lv3）であり、SDS‐PAGE



法ではllOkDaと30kDa (Lvl）、99kDaと29kDa (Lv2)およぴ97b;:Daと21．5kDa (Lv3)

のバンドが観察された。このことから、いずれのLvも2っのサブユニット、H鎖とL鎖

からなると推察された。3っの精製Lvのアミノ酸組成は他魚種Lvの特徴とよく一致し、

それぞれの抗原性は異なっていた。2つの精製§’-cはともに、16kDaのサプユニットから

なる34kDaの蛋白で、これらの抗原性は一部共通であった。このことから、ボラには少

なくとも2型のp’‐cが存在することが明らかになった。さらに、ボラPvはりン染色によ

り25kDaのバンドとして可視化された。アミノ酸組成はセリン含有量が45．9％と高値で

あり、他魚種Pvとよく一致した。

  3型のLvに対する特異抗体を用いて血清中に3型のVg (Vgl、Vg2およびVg3)を

検出し、精製を行った。精製蛋白はゲル濾過法において570kDa (Vgl）、580kDa (Vg2)、

335kDa (Vg3)、SDS-PAGE法では還元下で165kDa (Vgl）、160kDa (Vg2)、および

118kDa (Vg3)であった。また、染色性から3型VgのうちVglおよびVg2は糖・脂

質・リンを含む複合蛋白であり、Vg3はりン染色されず、糖・脂質を含む蛋白であった。

VglおよびVg2に対する抗体を作製し、卵黄蛋白との関連を解析した。VglはLvlと

O．25Mp’－c、Vg2はLv2およびO．1Mp’‐cをそれぞれ合むこと、一方、Vg3はLv3のみ

を含むことが示唆された。以上の結果から、精製したVglおよぴVg2はcomplete Vg

夕イプ、Vg3はincomplete Vg夕イプであると考えられた。

  ポラ肝臓から、3型Vg (VgA、VgBおよぴVgC)遺伝子をクローニングした。精製蛋

白のN末端アミノ酸配列との比較から、Vgl、Vg2およぴVg3はそれぞれVgA、VgBお

よびVgCと同定された。さらに、Lvlと0．25Mp’．cはVgA由来、Lv2、PvおよびO．1M

p’ ， cは VgB由 来 、 Lv3は VgC由 来 で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。

  最終成熟時における各卵黄蛋白の変化を観察した。LvA、p’‐cおよびPvは排卵後の卵

にはほとんど検出されなかった。一方、LvBは低分子化すること、LvCはintactの分子

量は変化せず、SDS-PAGEで低分子化が観察された。3型Vg由来の卵黄蛋白Iまそれぞれ

最終成熟時の分解過程が異なることが示され、マツカワにおけるVgAとVgBの報告によ

く一致 していた。また、魚類で初めてLvCの最終成熟時の変化を示した。

    以上、本研究は、ボラの3型Vgおよびそれぞれに由来した卵黄蛋白を精製し、これ

らの生化学的性状を明らかにするとともに、各Vgの分子解裂過程を詳細に解析した。こ

れらの結果は、魚類の卵黄形成機構に関して、重要な新知見を提供したものとして高く評

価され、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。
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