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北犬水産業報
24 (2)， 76-89. 1973. 

シロザケ (OncorhynchuBketa)およびサクラマス (OncorhynchuBmoBOU) 

の血清蛋白ディスク電気泳動傭事

米国 勤柿・石原義雄料

Disc Electrophoretic Patterns of the Blood Serum Proteins from 

Chum Salmon， Oncorhynchu8 keta and Cherry 

Salmon， OncorhynchuB maBOU 

Tsutomu YONEDA糾 andYoshio ISHIHARA ** 

Abstract 

There a.re oome repr蜘岨 el開位。'pho~i自 of salmon sera using創 伽 阿 蹄:r，
日tarchgel or cellulose acetate membraneωsupport， but not on disc ele柑 'opho:resis
by晶 ぽylamidegel in detail. We believeぬ凶事hefine r，曲目白色ionof serum pro総ins
of fish by this method m可 ω凶 ributeもothe study of popul的iong個錦ies抽 dもo
the blood 8B拠yof physiological ck・，nges.

The proωd町 'eof齢 rylam地 geldisc electropho:閤 isW:ω 偽幼 ofOrns飴in
岨 dDavis wjthωme mo必fi.cati.o田 itw鋪 PO'自制e事O聞畑出uもeforty perc阻も of
saccharose solution of 帥 mplegel. We found almost all the pro句insof Be.t"Um could 
008句即dvisihly with晶凶.dobIo.ck dyeing uoing師 om.iero li憎 ofserum fjぽ a
gel column，岨dth的 beも色ersep目前ionw品目 ob旬ined抗 pH9.4. 

Iu. the P問。ntrep<肺色wo略両日C悶 of品 加 岨，Onwrhy拍ぬuketa oo.d 0脚叫抑-

ck旬8刑制側， were used品nd仙.eir拍celectr明 10附 icpro創偶蹄 exhibiもed. We 
found some， may be three，志，ypiaa.lpa伽，l"DB柑peciallyof the gloublin frω駒 田

alone of disc electrophoresi自 of鋪 m of 0:国 BP的問，O. k榔01'O. m4酬， .. nd 
ob朗，rvedBome v.IU'i&説明恥抑伺n制信組色げ例制 pllot飴'l1lS. From主he鈎 resul旬
i色ispωsibleもo∞nsiderもhepr倒 enceofsome伊聞もicg悶 lpsin晶 spec悶 of制 Eω'ns
orもode句，rminewhat pat飴m is theもypioalone belongingもothe normal sera for晶

species of fiぬ.

緒言

生体成分の分離および純度決定の手段として，電気泳動法はクロマトグラフィーと並ぴ生化学領域

における貢献は極めて大きい。生命現象が分子レベルで論じられる方向へ向ったために微量でしかも

高精度の分析手段が求められ， 1952年 Raymonりにより電気泳動の支持体としてアクリルアミドが

使われ， 1962年 Ornsteinのと Davisりによりディスク電気泳動(以下 DEPと略す)法が発案され

た。 DEP法は試料蛋自の濃縮機構を備えたうえさらにアクリルアミドの重合度に応じた飾効果が高い

分離能と鮮明な泳動像の再現をもたらすのである。例えば易動度!L196の差があれば分別可能とされ

ホこの報告の一部は 1969年 11月(於余市)および 1970年4月(於東京)に催された日本水産学会
で発表した。

紳北海道大学水産学部水産高分子化学講座 (Labo叫併yolPo砂胸rOhe叫 atry01 Mari制 Prodωt8，
Facul勿 01 Fi8herl・ω，Hokkaido Unive杭百ity)
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米国・石原:サケ・マス血清蛋自のディスク泳動像

ているの。

生物の種差および種内変異を観察するには外部形態と形質(細胞学的・組織学的・血清学的・生理

学的・行動学的)が挙げられるが，最近は蛋白質・酵素・ DNA分析6，6) など生化学的方法が採られ

ている。 ζの分野の魚類F:関する研究として次の報告がある。

先ず蛋白質F:関して，筋肉蛋自の電気泳動分析についてはゴマサパ血合肉 (2型存在)η，ニシン筋

肉ミオゲン(種差)句，アイルランド産淡水魚 14種(種差)9)，ソーダカツオ(2型存在し分類学と一

致)10入 Sablefish (多型)11)，マエソ属(種差 3種で形態学の結果と一致)12)，英国産魚 20種(フ

ィレーで判別可能)13) など。ヘモグロピンについてはサケ属(純系で斉一， 交雑系で不斉一)14)，フ

ナ類 (4種が近縁1種が遠縁)16)，ウナギ(アメリカ産に 1変種存在)16)，マグロ(キハダ・メパチに

は種内変異なし，ピンナガは多型)17)，サケ類(種差)18) など。また眼球水晶体蛋自についてはマグ

ロ類(種差)19)，サパ(種差と種内変異)20入 Br∞ktrout (多型)21入イカ(種差)22)など。 トランス

フェリンについては Pacifichake (2穣息域で差)叫， Coal fish'Pollock'Whiting (多型)叫，Tilapia 

(2種で差異)26) など。

次Ir.醇素の電気泳動分析について，サケ・ニラマスの筋肉 malatedehydrogenase (それぞれ3型

・4型存在)26)，Tilapiaの serumesterase (種差)26入サンマa:-GDH(7型存在，集団分析に有

用)27入硬骨魚 Fundulusの伺telase(15 isozyme存在)28)， Pacific perchの L-a:-glycerophosphate 

dehydrogenase (集団分析に有用)29入サンマ malatedehydlogenase (2群に3型存在)30)， トゲウ

オ G-6干 dehydrogenase(分類F:有用)31)， ヒラメ LDH(多型)32)， ニシン esterase(ストックの

差)33)，各種魚類 aldolase(魚類により iω'zymeIr.差)34)，マス類 LDH(種差を示し分類と診断に有

用)36)， Walleye poU∞k tetrazolium oxida碍(多型， populationの差)叫，など。動物血清蛋自の電

気泳動については Dessauer37)が詳述したように，外部要因や生理的条件の影響を受けるが，分類学的

に有用とされ， ζれまでにもチョウザメ(多型)38)，Si1vel hake (棲息域で差)39)，スルメイカ(採

取域の差なし)40)，ハゼ科 (Gobiusjozoで斉一)叫，ザリガニ(種差)叫， At1antic salmon (年令・

季節・群による差)叫，カサゴ(季節変化)叫， Cat五sh(種差)叫，ニヲマス(多型)46) などの報告

がある。

魚類血清蛋自の電気泳動像の種内変異を観察する乙とにより (1)多型の問題の 1資料がえられる，

(2)“normal pattern"が確立きれると，病気では immunoglobinなどの変化で，また Cu2+など重

金属イオンの血液中蓄積では血清蛋白特F:albuminとの結合で， 泳動像の変動が考えられるゆえに，

病気・公害の予知にも有用であろう。

ζζIr.著者らは北海道産シロザケとサクラマスの血清について DEP法による分析を行い種差と共

にその種内変異を観察した。

試料および方法

試料実験Ir.供したシロザケ (Oncorhynchusketa)は 1968年， 1969年および 1970年K茂辺地

}1(1r.帰川したもの 125尾と 1970年十勝川千代田で捕獲されたもの 80尾で， 茂辺地のものは飽動脈

切断tとより十勝のものは背動脈から注射器 (vacuumblood collecting tube)により採血した。血清の

分離は自然凝周を待って行った。茂辺地の場合は振動を避け速やかに実験室に持ち帰り血清を分離し

た。十勝の場合ば現地で血清を分離し， ドライアイス冷却下で持ち帰った。また，サクラマス (0切・

corhyπchus masou)は 1968年尻別川で捕獲後北大水産学部七飯養魚場Ir.移し，産卵放精を行わせた

後の 19尾でその尾柄部を切断して採血し自然凝固を待って血清を分離した。いづれも泳動を行うま

ではー20.Cのストッカー中Ir.凍結保存した。

鼠薬 アクリルアミド 'N'，N'司メチレンピスアクリルアミド (BIS). N， N， N'， N'ーテトラエチル

エチレン pアミン (TEMED)・トリスアミノメタン (Tris)・リポフラピン・過硫酸アンモニウム・
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グリシン・アミドブラックlOB・ブロムフェノルブルー (BPB) ・ショ糖は和光純薬工業のものを用

L 、Tこ。
分離用ゲJl-の調製 pH8.9，ポアーサイズ 7.596のゲルは， 1N-HCl 48ml， Tris 36.6g， TEMED 

0.23mlを蒸溜水(以下水と略す)に溶かし 100mlとしたもの (pH8.9)を 1容と， アクリルアミド

30.0g， BISO.8gを水p:溶かし 100mlてとしたもの2容と， 水 1容を混合して ζれに 0.1496過硫酸

アンモニウム 4容を加え速やかに携伴し内径5mm.高さ 7cmのガラス管に各々5cmの高になるよう

に分注し， 2-3mmの水を重層し空気を遮断して室温放置で重合させる乙とによりえられる。 ζのゲ

ルの蛋白泳動時の pHは9.4である。

試料濃縮用ゲルの調製上記の分離用ゲルに対する濃縮用ゲルは pH6.9でポアーサイズ 2.596で

ある。 1M-HaP0425. 6ml， Tris 5. 7gを水p:溶かして 1∞mlとしたもの 1容と，アクリルアミド 10.0

g BIS 2.5gを水に溶かして 100mlとしたもの2容と O.∞496リポフラピン水溶液1容と， 水4溶

を加え携伴したものを，分離用ゲルの上に 8-仇nmの高きに注加し水を重層して倭光灯下で光重合さ

せる。

試料溶液試料用ゲルは作らずに 4096ショ糖液p:血清試料を 50:1の容比で混合したものをとれに

代える。重合後水を除去した濃縮用ゲルの上P:O. 1-0. 2mlずつ注加し泳動P:備える。

泳動槽用緩衝液 Tris6.0g，グリシン 28.8gを水11:溶かして 11とする。 ζの緩衝液の pHは 8.3

である。使用時 10倍稀釈ときれているが著者は稀釈しなかった。

電気泳動 電気泳動槽用緩衝液は上部電極槽{陰極併1)， 下部電極槽共におよそ 1∞mlを要するが

上部に用いる緩衝液にのみ 0.00196BPB O. 5mlを予め添加混合しておき， ζの緩衝液を試料溶液注

力日後ζれに重層(ガラス管の上端まで)して上部電極槽P:装填する。'泳動はゲル 1本当り 2mAを流

し2-30Cの冷蔵庫内で行い，泳動時の pHと電位勾配の不連続界面を示すフロント (BPBの青い界

面)が移動してゲルの下端11:達するととろで泳動終了とした。

染色および脱染色 泳動終了後のゲルは，水を満たした大型シャーレの中でゲルとガラス管の聞に

長い針を掃入する ζ とにより水K潤滑きれて抜ける。ゲルの染色は氷酢酸:メタノール:水を 1:5:4

の容比P:混合したものにアミドブラックlOBを0.196の濃度に溶解した染色液4ηK数時間浸潰して

行い，水洗後 796酢酸でゲル 1本当り 5mAの通電脱色を行なった。

その他，写真の撮影は小試験管にゲル 1本ずつ移し水を満たして立て複写用光源の白い紙K対する

反射光で行った。またとれに 196チモ戸ルアルコール落液を数滴添加すれば冷暗所で長期の保存11:耐

える。デンシトグラムは自記濃度計 Ozmor82型によった。

結果と考察

DEP法はおおむね OrnsteinとDavisの方法K準じて行ったが，血清の場合は pH8.0よりも pH

9.4が良い結果を与える。ポアーサイズも 5.0%と3.75%を試みたが 7.5%で最も良い分離がえら

れる。 ζの方法については永井叫の総説を参考にした。なお血清試料溶液は凍結保存K耐えない。

血清蛋白の電気泳動による研究は ζれまでにも多数行われ，特K人の病気11:関連して臨床的K実用

されているがζの場合に対象とされるのは生理的変動に伴う泳動像の変化である。血清蛋白は組織蛋

自に比べ抽出操作の僅の違いによりお ζ る蛋自の変化を考慮せずにすむ点有利な材料といえる。魚類

血清蛋自の DEP像は種々の生理学的要因(年令・性別と性的熟度・変態・病気)や理化学的ストレ

ス(溶存酸素量・各種化学物質・捕獲法・採血法)の影響叫叫叫叫を受けるが， ζの点を考慮して

なお種差および種内変異の観察にも有用とされる。種差についてはスルメイカ，叫ハゼ科魚，41)ザリ

ガニ，叫ナマズ，45) サケ類，49)種内変異についてはチョウザメ38) Silver hake3り，ニヲマス48) の報

告がなされている。一般に生理学的変動は albumin区， 37) 50) albumin区に最も近い易動度の/JO-glo・

bulin叫に多く現われる ζとから globlin区を主体tとして比較を行った。
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ALBUMIN 
GLOBULlN 

c c 

B 
B 

AI 、A

Origin 
Fig. 2 Disc electrophoretic densitograms of chum salmon. In thi自 illu白色rationthe 

anode is to the right and曲。 cathode色othe left. The哩e three typical pattern自 were
extracted from 48 specimens ofぬeMoheji river in 1968. 

シロザケの DEP像を Fig.1 K示す。 1968年 10月茂辺地河口の海側で捕獲きれたものと同年

12月に茂辺地川で捕獲されたものの中から無作意に 16個体の泳動像を抜き取り雌雄に分けた後グロ

プリン区の比較的類似するものが隣合うように並べたものである。 ζれらの DEP像は極めて多様な

ものであるが， globulin区だけK着目していくつかのグループにわける ζとを試みた。 Fig.2 Iまζ

の中でより特徴的な3つのデンシトグラムを示したものである。電気泳動を行ったすべてのシロザケ

の globlin区K共通して認められる蛋白 (sp)より早く移動する 1-4の蛋白は個体による変異が大
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米国・石原:サケ・マス血清蛋自のディスグ泳動像

Comparis側 01the Irequenciω01 the various types 
01 (漁協拙 salmonserum protein. 

Table 1. 

黒一一
968 6/20 9/20 5/20 
1969 5/36 15/36 16/36 
1970 9/34 1.3/34 12/34 

SUD1 20/90 37/90 33/90 
(0.2必 I (仏41) I (仏37)

Tokachi 1--1示-0-1 18/73 30/73 25/73 
(仏24) (0.41)仏34)

type C もypeA 
Period River 

Moheji 

Male only. 

Reratio叫 betweenthe va1・io悩 typesαndtotal 
le時 ths01 ch肌 sla脚 n.

Table 2. 
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B
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76-80 CD1 

71-75 CD1 

66-70 CD1 

61-65 cm 
56-60 CD1 
51勺5CD1 

46-50 CD1 
C C 

Moheji， 1969， D1ale only. 

きい。そ ζで，乙れらの蛋自の組合せから 3種の典型的パターンを拾ったと乙ろ殆んどすべての個体

をいづれかに帰属させ得る ζ とがわかった。各パターンを A.B.Cと仮称する。 1-4の蛋白は性には

無関係であり 1968年のシロザケ，雌雄合せて 43個体の比較が可能であるが. 1969年および 1970年

の例にならい雄についてのみ出現頻度をかぞえてみた。 3ヶ年K渉り茂辺地川で捕獲されたもの 90個

体と 1970年十勝川で捕獲された 73個体を比較したのが Table1である。 ζの結果 BF:帰属させう

る個体が最も多い乙とが二つの河川で共通する。また Bの他 A.Cについても両河川について出現頻

度K大きな差が認められなし、。 Fig.3は 1969年茂辺地川のシロザケの A.B.Cの泳動パターンで

albumin区およびζれに近い globlin区の蛋自の分離がみられる。 Fig.4は十勝川のサケ 90個体の

中から 18個体を無作意11:抜き取り比較的類似するものが隣合うように並べた上司'A.B.CF:帰属せしめ

たものである。 Table2は 1969年茂辺地で捕獲したシロザケのうち 31個体の雄につきその体長と

A.B.Cの出現頻度との関係、をみたものであるが， いづれのタイプも体長に対しては相関せず独立的

である。また 10月K茂辺地河口の海側で捕獲された大部分の雌のシロザケの DEP像には glob叫in

区の蛋自のなかでも易動度の小きい特有の蛋白がみられるが. 12月茂辺地川で捕獲した雌では ζの蛋

自の現われる個体が少なかった。乙の蛋白はギンザケ助，ヤツメ叫でも観察されている未成熟卵へ

運ばれる lipovitellinと考えられる。 ζの状態にある雌の血清を水で 10倍量に稀釈する ζとにより

乙の蛋白が沈澱し 3.000rpm10分間の遠心分離で集める ζとができる。乙の蛋白はまた 0.85%の食

塩水に溶解し電気泳動を行う ζ とができる。 Fig.5は卵完熟前の雌の血清 (N)と稀釈後の上澄に溶
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Fig. 5 Disc electropherograms of native serum protein of female chum salmon and 
precipita旬dor soluble pr叫 einsafter dilution toもenvolumes with water. This specimen 
W 拙 capもuredearly October in 1968 from Moheji. 

解している蛋白 (5)および沈澱蛋白 (P)を 7.5%，5.0% および 3.75%のポアーサイズで DEP法

を試みたものである。

サクラマスの DEP像は Fig.61ζ示した。雌雄に関係なくやはり何種類かのパタ ーンを拾うこと

ができる。サクラマスの血清性状については久保による変態および海水適応に着目しての生理学的研

究の報告叫叫叫と分類学的および資源学的見地からの報告6のがある。

実験結果を総括すると ，シロザケ，サクラマ スともに変動因子を考慮しでもなおこれらの DEP像

が多様であると言わねばならなL、。本実験では7 ，ドブラックによる染色を行っているために血清蛋

自のすべてが像として現われる。こうしてえられた像からはパターンの比較以上に深い考察はむづか

しい。血清蛋自の中から，生理活性，酵素活性あるいは特定の金属との結合等により他の蛋白と明瞭

11:[互別されるものを特異的に検知する方法と DEP法とを組合せて観察する ζ とが一層有効な popula.

tlOD geneticsの解析手段になろう。 DEP像に影響を与える諸要因が大体同じ条件下での本実験は種

差と共に多型の 1資料ではなかろうか。Thurston46) もニクマス11:就いて生理的変動を受けでなお集

団遺伝の反映を考えるべきであると論じている。サケ ・マス類は母川回帰の習性の為各河川毎11:異な

る魚群を形成しそれぞれ独立して再生産を行なっているので， 集団遺伝は当然考慮さるべき問題で，

乙れに関して力ナダ Frazer河に遡上するベニザケで同一河川でも産卵場所 ー産卵時期を異にするも

の〉多型が鱗相などから認められている。また， Tsuyuki48)によるとサケについて北米産とアヲア産

で DEP像の異る ζ とを報告しているが，本実験では河川による差は認、められなかった。今後分析例

を充分多く してき らに検討すべき課題と考える。

血清蛋白 DEP像が上述の種々の要因で変動することは，一面においてはその “normalpatternを

確立する乙とにより病気 ー公害の予知11:利用できる ζ とになろ う。これに関して次の報告は極めて示
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唆IL富むものである。病気ILよる影響については， ブリで特定分画の低下が著しい町， ニシン叫ウ

ナギ59)， ヤツメウナギ60) などで何れも変動， その他ヒトではネフローゼ患者で albumin と的-

globulinが著しく低下川，カイコで病気tとより付随バンド出現)問，モルモットで結核により変動し

治療で回復63)，また，化学物質の影響として魚類で Kraftpulp廃液による泳動像変動が汚染度判定

に有用叫，ニヲマス46)でCu2+スズキ65)で Cr叫による変動，コイでは農薬で血清 GOTとGPT値

上昇66)，ウサギで Pb2+汚染の早期検出K有効eη， ネズミでホルモン投与により albumin区増加68)， 

ヒトでペニシリン投与により ζれと結合する albuminの易動度増大6りなどの報告を挙げるととがで

きる。

以上，シロザケおよびサクラマス血清蛋自の DEP分析の二つの意義について考察を試みた。 乙れ

らは共f1:今後大きな関心を持つべき分野と考える。

本実験を行うに当り，試料採集について御協力下さった上磯町茂辺地並ぴIL十勝千代田の漁業組合

の方々，貴重な試料を譲渡きれ種々の御助言をいただいた北海道大学水産学部久保達郎助教授， サケ

の採血法について北海道立栽培漁業センター結城了伍博士，遺伝学について北海道大学水産学部山崎

文雄博士の御助言に深く感謝の意を表す。
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