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北大水産業報
49(2)， 71-83， 1998. 

高温に晒されたホタテガイに誘導される熱ショックタンパク質の特定

小熊 寛山・清水幹博1)・伊藤義三h 麦谷泰雄1)

Induction and Identification of Heat Shock Proteins in Scallops， 
Pαtinopecten yessoensis， Exposed to High Temperatures 

Hiroshi OGUMA1
•
2

), Mo七ohiroSHIMIZUI
)， Yoshimi IT03) 

and Yasuo MUGIYA1
) 

Abstract 

Scallops， Pat仇op即 tenyessωnsis， were exposed七ohigh wa七erもemperatur倒 (22，27，27-32，
沼田d30-350C)阻 dproもeinsextra品edfrom their various org岨 swere electrophoretically 
e羽田制 ωidentifysもress・inducedproぬins. The ex七.ractedproぬinswere fracもiona凶 ω
18-36 protein bands by sodium dod田ylsulfat泡-polyaιrylamidegel electrophoresis. A specific 
protein w酪 induω，dby heatsh∞，ks at七he70 kDa position in the mantle lobe ;ぬisinducもion
W剖白肌sitoryfor 30 minu七esat 220C， but s七めlefor 12 hours a七270C. This heat-induced 
protein reac旬dimmunologically with anti-he叫 shockpro旬in70 (HSP70， DnaK) antibody 
in Wesωmblo抗ing，but this and 0ぬ.erpro七einbands also re郎総dwiぬ闘もi-HSP60an七ibody
m七hem阻.tle. These results suggesも七haもtheoccurrence of 70 kD晶 proもeininぬemantle is 
a useful marker for 旬mperature-rel蹴 dphysiological disturban，側 inscallops. 

Key words: Heat shock pro旬ins，Westem blo凶 ng，70 kDa pro七ein，Mantle lobe， 
Pat仇op町tenyess却問is

緒 言

ホタテガイ Pαt仇叩俗的~ yessωηsuは鯨の繊毛運動，心臓心拍数，酸素消費量などから，生理的

代謝活性の低温限界が0
00付近に，高温限界が22-23ロCにあると考えられている(丸， 1985)。特

に23
00以上の高水温では心拍数の急激な減少が報告されている(中西， 1977;対馬， 1989)。これ

らの事実は 000付近の低温および問。C以上の高温が自然界に生息するホタテガイの生理活性の

低下を誘起する可能性を示している。

熱ショックタンパク質 (Hea品shockproもein;HSP)は細菌類から晴乳類に至る種々の生物で，

熱ストレスにより一過性に発現するタンパク質である (Yam阻 oriら， 1978; Lan也アら， 1989; 

Gellnerら， 1992; Michelら， 1994; Yoko切ら， 1994; Nunamakerら， 1996)0 HSPは熱以外の
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要因，例えば高浸透圧，低酸素などの物理化学的ストレス，あるいは拘束や他生物種との関係(共

存あるいは敵対)などによる心理的ストレスによっても発現することから，ストレスタンパク質

とも呼ばれている(Blakeら， 1991;坂内， 1994)。また，晴乳類では虚血状態の心臓あるいは肺

癌，時怠，および急性肺疾患などの病的状態でストレスタンパク質の発現が報告されている

(Ovelgonneら， 1996; Wongo Wispe， 1997)。現在約 18種の HSPが知られており，分子構造(特

に分子量)と機能の面から 3族 (HSP60，HSP70， HSP90の各ファミリー)とほか数種 (HSP28，

ユピキノンなど)に分類され， HSP70ファミリーに属する分子量 7万前後の HSPは，熱ストレス

により発現する真核生物での最も代表的 HSPである (Odaら， 1991;伊藤， 1994; Moseleyら，

1994 ;坂内， 1994)0 HSP70はタンパク質の折りたたみ構造や解離，会合などで重要な役割を担い

(Becker・Oraig，1994)，生体を細胞レベルでストレスから守ると考えられている (Araiら， 1994)。

したがって，ホタテガイにおいても高温ストレス(熱ショック)による HSPの発現が予想さ

れ，ひいてはこのタンパク質がホタテガイの生理状態を知る一つの指標となる可能性も考えられ

る。しかし，ホタテガイを含め軟体動物での HSPに関する報告はまだ無い。

本研究では高温処理によりホタテガイに誘導されるタンパク質の特定とそのタンパク質と既知

HSPとの関連を調べた。

実 験

供試貝

実験には，噴火湾にて垂下養殖していたホタテガイ Patin叩ec伽 g側侃問符(湿重量55-130g) 

を用い，採取後北海道大学水産学部の水槽施設内恒温室にて簡易循環滅過装置を備えたガラス水

槽 (60x 30 x 30 cm)で飼育した。なお，海水温 1200で 14日間以上順化させた後，各高温処理実

験に供した。

高温処理方法

30-3500処理:ホタテガイ 1個体(湿重量 80g)を水温30
0

0の水槽へ移し， 2時間浸潰した。そ

の後，この個体を水温 1200の水槽に移して 2時間浸潰し，さらに水温 3500の水槽で2時間処理し

た。その後，水温 1200の水槽に戻し 1時間後に取り上げた。この個体を 30-3500実験個体とし，対

照として 1200処理個体(湿重量 75g)を用いた (Fig.IA)。

27-3200処理 :3個体(湿重量 55-75g)を水温27"0の水槽へ移し，2時間漫潰した。その後これ

らを水温 1200の水槽に戻し 2時間後さらに水温3200の水槽で2時間処理した。これらを再び

1200水槽に戻し 1時間後に取り上げた (27-3200実験群)。また， 2個体(湿重量 55-65g)を3200

水槽で2時間処理した後， 12ロC水槽に戻して 1時間後に取り上げた (3200実験群)。対照群として

1200で処理した 3個体(湿重量 70-80g)を用いた (Fig.IB)。

2700処理:18個体(湿重量 70-130g)を2700水槽へ移し， 0.5， 1， 2， 4， 6および 12時間後にそ

れぞれ3個体づっ取り出し，経時的 27"0実験群を得た。対照として 12
0

0水槽の 3個体(湿重量

1∞-110 g)を12時間後に取り出し用いた (Fig.IC)。

2200処理:18個体(湿重量 60-1∞g)を2200水槽へ移し， 0.5， 1， 2， 4， 6および 12時間後にそ

れぞれ3個体づっ取り出し，経時的 22
0

0実験群を得た。対照としては 12
0

0水槽の 3個体(湿重量

70-1∞g)を12時間後に取り出し用いた (Fig.ID)。

なお，それぞれの高温処理実験では各水槽の水温を一定に保つとともに，約四時間前からあら

かじめ通気しておいた。また，ホタテガイ投入による水温低下をできるだり防ぐ目的で，水槽中

にヒーター (2∞Wx3本)およびサーモスタット (10サーモ KMS・600，SUNART)を準備し必

。a
句
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要に応じ使用した。

組織の採取と分析試料の作製

各熱処理終了後，ただちに各個体の湿重量を測定し，殻を除去したのち外套膜，肝臓，後閉殻

筋，腎臓および脳神経節を摘出した。これらの臓器をそれぞれ分析まで-40'Cで保存した。試料

調製に際し，各臓器を解凍後リン酸緩衝生理的塩類溶液 (PBS:2.7 mMNaH2PO.， 3.7 mM 

Na2HPO.， 73 mM NaCl， pH 7.4)で3回以上洗浄した。その後組織0.1gあたり 0.1-0.3mlのPBS

を加えてガラス製またはテアロン製ホモジナイザーを用いて 1，500または 3，∞Orpm/minで2分

間ホモジナイズした。得られた各組織の懸濁液を遠心分離 (8，8∞ gx30分間)し，上清を電気泳

動用試料とした。

タンパク質の定量

各組織試料のタンパク質量の定量は， 2.5mlの0.01%クマジープリリアントブルー (CBB)溶

液 [0.∞3mM Coomassie Brillian七Blue0-250 (半井化学)， 40%酢酸， 10%エタノール]に対し，

試料50μlを加え発色させた後，分光光度計(目立U・20∞型)を用い， 595nmで吸光度を測定し
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た(志村・笠井， 1990)。なお，牛血清アルブミン (BSA)を標準タンパク質として用い検量線を

作成した。

SDS・ポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE)解析

各試料を試料用緩衝液[4%ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)，20%グリセロール， 1.15%トリス

( Tris-aminomeぬ乱ne， Tris)， 10% 2ーメルカプトエタノール， O.∞2%プロムフェノールブルー

(BPB)Jに1:1-1:4の割合で混合し，沸騰水中で2分間処理した後， SDS-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動 (SDS-PAGE)をグル濃度 5-20%または 9.8%，ゲル 1枚あたり 30mAの電流で行っ

た(宮崎ら， 1994)。泳動後， CBB染色溶液 [3.03mM CBB R-250 (Fluka Chemica)， 40%エタ

ノール， 10%酢酸]で 90分間染色した。染色後，脱色液 (20%エタノール， 5%酢酸， 2.5%グ

リセロール)で脱色した。また，一部の泳動ゲルについては後述のウエスタンプロットを施した。

分子量 (MW)マーカーとして，炭酸脱水酵素 (MW29，∞0)，卵アルブミン (MW45，∞0)，ウ

シ血清アルプミン (MW66，0∞)，ウサギ筋肉ホスホリラーゼ B(MW 97，400)，大腸菌β-ガラクト

シターゼ (MW116，∞0)およびウサギ筋肉ミオシン (MW205，0∞)を含むキット (MW-SDS-

200ki七， Sigm品)を用いた。分画されたタンパク質の分子量は泳動像をデンシトメータ (Biolmage，

日本ミリポア・リミテッド)にかけ，マーカーの移動度を基に算出した。

ウエスタンプロット法

SDS-PAGEによって分離されたタンパク質画分はセミドライ式転写装置 (AE6670，アトー)

を用い， 15Vで 70分間処理してポリビニリデンフルオライド転写膜 (PVDF，ミリポア)上に転

写した(紀平ら， 1994)0 5%スキムミルクで 12時間プロッキングを行った後， 1:1000に希釈し

た一次抗体[抗HSP70 (DnaK)大腸菌ポリクローナルウサギ抗体 (Dako)または抗 HSP60

(GroEL相同体)ピロリ菌抗体I)Jで3時間反応させた。反応後，転写膜を Tween20を加えたト

リス緩衝生理食塩水 [TBST:lOmMトリス一塩酸緩衝液 (pH8β)，150 mM NaCl， 0.05% Tween 

20Jで3回洗浄した。続いて 1:2000に希釈した二次抗体[アルカリホスファターゼ結合抗ウサギ

IgG (FC)抗体 (PromegaBio蜘 .)Jで2時間反応させた。反応後，転写膜を TBSTで3回洗浄し

た。抗原抗体結合物質は発色液 [100mMトリス一塩酸緩衝液 (pH9.5)，1∞mM  NaCl， 5mM 

MaC12， 0.66%ニトロブルーテトラゾリウム (NBT)基質および0.33%5プロモ-4ークロロー3イ

ンドリルホスフェイト (BCIP)基質]で 10分間処理し発色させた。なお，陽性対照としてキン

ギョ脳抽出物を一部に用いた。

泳動画分の定量および統計検定

SDS-PAGEにより得られたタンパク質画分をデンシトメーター (Biolm品，ge，日本ミリポアリミ

テッド)によって吸光度の積分相対値 In飽graぬdoptical density (IOD， %)を測定した。測定値

は平均値±標準誤差で表し，有意差検定は一元配置分散分析による Fisherの PLSDテストで行

い，有意差を P<0.05とした。

1) HSP60抗体は岡山大学医学部細菌学教室，横田憲治博士が作製されたものであり，札幌医科大学微
生物学教室，藤井暢弘教授のご厚意により使用させていただいた。
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結 果

高温処理により発現するタンパク質の特定

はじめに，12"0飼育個体を対照として，30~35"0 実験個体， 5器官(後閉殻筋，腎臓，肝臓，外

套膜および脳神経節)の組織タンパク質を SDS-PAGEで分画し，高温処理による各臓器の画分の

変化，つまり分画状態(画分数)および染色濃度(タンパク質の相対量)の変化を比較検討した。

後閉殻筋では 34の主要画分が得られた。しかし，実験個体と対照個体との問で分画状態および

各画分の染色濃度に明確な違いは認められなかった (Fig.2A)。腎臓でも 33の画分が認められた

が，同様に両個体問で違いは認められなかった (Fig.2B)。脳神経節は約 18の主要画分に分画さ

れ， 70kDaおよび 12日kDaの両画分，特に後者が実験群で強く染色されていた (Fig.20)。外套膜

では最も多くの画分が得られ，主なもので 36に分画された (Fig.2D)。そのうち， 70kDaおよび

120kDaの画分，特に後者が実験個体で濃く染色されていた。肝臓でも約 20の主要画分のうち，

120kDa画分で実験個体に染色強度の増加傾向が認められた。

種々の高温処理によるタンパク質発現の経時的変化

上記 30~35・C 熱処理で外套膜の 70 および 120 KDa画分に変化がみられたことから，この外套

膜の 2画分に注目し，他の高温処理群についても詳しく検討した。

各高温処理 (22，32，27，27~ 32・0) 個体から分画された外套膜タンパク質のうち， 100 kDa以上

および 30kDa以下の成分は個体差が大きく対照との聞で明確な変化を見出せなかった。一方，

27~32"0 および 32"0 実験群で対照群に比べ濃染した 70kDa 画分が認められた (Fig. 3A)o IOD値

でもこの画分は有意に高い値を示すことが確認された (Fig.3B)。さらに，27"0処理群でも処理時

間 30分， 1時間および 12時間でこの商分が濃染しており (Fig.4A)， IOD 値でも上記処理時間の

実験群で有意に高い値を示していた (Fig.4B)。この処理群では約 75kDaに相当する画分もしば

しば認められた (Fig.4A)o 22"0処理群の外套膜では処理 30分後に濃染した 70kDa画分が認め

.... 120 kDa 

.... 70 kDa 

c e c e c e c e 

A B C D 

Fig.2. SDS-PAGE of pro同 町 田 町 田 恒dfro皿 variousorgans of scallops exposed 加 30~35"0

A， pos随rioradductor muscle; B， kidney; C， cerebral ganglion; D， man七lelobe; c， control 
(12'0); e， experimen阻1(30~35・0)
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られ，その IOD値は対照群の値より有意に高かった。しかし，1時間後以降にはそのような高い

IOD値を示す 70kDa画分は認められなかった (Fig.5)。

脳神経節では 27・C処理個体のも のについてのみ泳動したが，100 kDa以上の高分子画分は外套

膜と同様に個体差が大きく比較することが不可能であった。また，70kDa画分も熱処理，対照の

全個体でほぼ同様の泳動状態を示し (Fig.6A)， IOD値でも両群間および処理時間による有意な

変化は認められなかった (Fig.6B)。

なお，全ての高混処理で処理時間中に死亡した個体はなく ，27・C，12時間処理後 12・Cに戻して

10日間飼育した場合，72.7%の生存率を示した。

ホタテガイ 70kDaタンパク質と既知 HSPとの免疫的相向性

ウエスタンプロット法において，陽性対照のキンギョ脳 70kDa函分は抗 HSP70 (DnaK)抗体

に強い反応を示し (Fig.7A)，ホタテガイ脳神経節および外套膜の 70kDa画分でも陽性反応が認

められた (Fig.7B， C)。しかし，110 kDa， 40 kDaなど複数の画分でも同様に陽性反応が認められ

た (Fig.7B， C)。一方，肝臓の 70kDa画分ではこの抗体に対する反応は認められなかった (Fig.

7D)o 22'Cあるいは 27・Cで外套膜の 70kDaタンパク質を経時的に追った実験でも，70kDa以外

に約 120，75，50，40および 30kDaなど複数の画分で陽性反応が観察され，そのうち特に低分子量

のもので強い反応が見られた (Fig.8)。抗 HSP60抗体を使用した場合，ホタテガイ脳神経節およ

び外套膜の 70kDaタンパク質で陽性反応が確認された (Fig.9A， B)。しかし，DnaK抗体の場合

と同様に 110および 40kDa画分でも反応が認められた。 一方，キンギョ脳 (Fig.9C)およびホタ

テガイ肝臓では HSP60抗体に反応する函分は認められなかった。

これらの抗体に対するホタテガイのタンパク質画分の反応は，いずれも一次抗体を使用しな

かった場合は全く認められなかった。
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B. Relative a皿ountof 70 kDa in A. Vertical bars repr田阻む SE for three individuals 
(n). 'Significantly different fro皿 thecontrol at Pく0.05

考察

ホタテガイの外套膜，脳神経節，閉殻筋，肝臓および腎臓の組織構成タンパク質は SDS-PAGE

により，主要なもので 18-32成分に分画され，その分子量は 30kDaから 200kDa以上にわたって

いた。本実験では 22'0から 35'0とホタ テガイにとっては高温域の熱ショックを与えたが個体差

が大きし特に 100kDa以上および 30kDa以下の分子量の函分群は変異が大きし熱ショックに

よる反応は明確でなかった。しかし，約 70kDaの分子量を有する画分で対照個体と実験個体との
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4 s 

聞に違いが認められた。この成分は通常状態でもホタテガイには存在すると恩われるが，泳動ノf

ターンから判断し通常は極微量にしか存在しないと考えられる。いっぽう，高温処理個体，つま

り熱ショックを受けた個体の外套膜でこの成分は増加していた。それゆえ，このタンパク質は熱

ショックタンパク質の概念に相当すると考えられる(以後ホタテ 70タンパクと呼ぶ)。また，この

70kDa画分のすぐ上に位置する約 75kDaのタンパク質も熱ショック処理で類似の発現傾向を示

していることから (Figs.4A， 8)，この函分も熱ショックタンパク質の可能性がある。しかし，本実
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験ではこの商分が熱シ ョックタンパク質に属するか否かを詳しく検討しなかった。

二枚貝類の外套膜は眼および神経が多数存在するとともに，殻の形成および呼吸にも関与する

重要な器官である。短時間の熱ショックに関する実験では，細胞への熱伝達が問題となり，メ ダ

カの尾鰭表皮などのように薄く ，細胞への熱伝達のよいと考えられるものでは，その表皮細胞で

の熱ショックタンパク質 (HSP70)の合成が報告されている (Odaら，1991)。ホタテガイ外套膜

は他の器官組織に比べて構造的に薄く ，外環境に接する最前線に位置している。それゆえ，細胞

に容易に熱が伝導され，熱ショックの影響を受ける可能性が大きいと判断される。

培養細胞を用いた他生物の実験では，致死的熱ショックにより HSP70が短時間に誘導されて

いる (Araiら， 1994; Becker. Cr剖 g，1994; Moseleyら，1994)。また，30・Cで培養していた大腸

菌を亜致死的温度の 42・Cで培養すると，一時的に HSPが誘導され (Ya皿amonら，1978)， 450C 

以上で培養した場合にはその誘導は持続される(坂内，1994)。本実験でも 22・Cで処理されたホタ

テガイの外套膜では短時間 (30分)で一過性のホタテ 70タンパクの発現(増加)が認められ， 1 

時間後には見られなかった。一方，27・Cでは 12時間後でもこの画分が確認された。 22・C処理では

12
0Cからの急激な相対温度の上昇(相対温度的要因)がホタテ 70タンパクの一過性的発現を促

したと考えられる。それに比べ，27・C(生存率から判断してホタテガイにと って亜致死的なもので
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あったと考えられる)はより高温であり ，加えて積算温度的要因がホタテ70タンパクの持続的発

現につながった可能性がある。

外套膜のホタテ 70タンパクがウエスタンプロット法で HSP70の一員である大腸菌 DnaK

(Schmidら， 1992)の抗体に陽性反応を示したことは，このホタテタンパク質が HSP70と共通抗

原を有すること，つまり HSP70に属することを示している。なお，哨乳類などの HSPには熱ス

トレス(熱ショ ック)により発現する HSP70(72 kDa)と恒常的に存在する HSC70(73 kDa)が

あると考えられている(大塚，1989; Welch， 1989)。本実験で使用した大腸菌 DnaKはアミノ酸配

列で脊椎動物の HSP70と約 48%の相向性を保ち，真核生物の HSP，HSCのいずれとも反応す

る。また，本実験では 72kDaと73kDaを明確に分離していないため，ホタテ 70タンパクはこれ

らの両成分を含んでいる可能性がある。それゆえ，ホタテ 70タンパクが HSP，HSCのいずれに相

当するのか明らかではない。なお，既知の HSP，HSCでも両者間の生化学的および生物学的相違

はまだ十分解明されていない (Welch，1989)。

ホタテ 70タンパクは別のストレスタンパク質，HSP60 (ピロリ 菌)の抗体とも反応し，他のい

くつかのホタテガイの主要タンパク質も同様に DnaKおよび HSP60抗体と反応を示した。これ

らの DnaKおよび HSP60抗体に対するホタテガイタンパク質の反応は一次抗体を使用しない場

合には全く認められないことから，二次抗体反応以後に起因する非特異的結合とは考えられない。
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C 

Fig.9. Wes胞rnblot p叫胞rns(anti HSP60 anti-
body) of the pro回insfrom the scallop organs 
and gold白shbrain 
Arrows indicate 70 kDa bands positive for the 
antibody. A， sc叫lop皿antle;B， scallop cere-
bral ganglion; C， goldfish brain 

本実験で使用した抗体はいずれもポリクローナル抗体であり ，理論的には複数の抗原基質と免疫

交差反応を生ずる可能性がある。それゆえ，ホタテ 70タンパクが DnaK，HSP60の両抗体のどの

部位を認識しているかが問題であり，今後モノクローナル抗体，例えば抗大腸菌 HSP70モノク

ロ一ナノレ抗体を用いた詳しい解析が必要である。

ホタテ 70タンパクと既知 HSPとの免疫学的相向性に関しては不明な点がまだ残されている

が，このタンパク質の発現あるいは精加は，ある温度がホタテガイにス トレスを与えているか否

か，あるいはそのストレスの程度を知る一指標となると恩われる。さらに，ホタテガイ組織の培

養細胞を用いた熱ショック実験を行うことにより，ホタテガイにおけるストレスタンパク質のよ

り詳細な知見が得られると思われる。また，HSPは熱ストレス以外の要因，例えば低酸素状態

(Gutt皿阻 ら，1980)，高浸透圧状態 (Sheikh-Ha皿adら，1994)，およびウイルス感染 (Michelら，

1994)などの物理化学的および生物学的ストレスによっても誘導される。それゆえ，HSPを利用

してホタテガイの生理活性を判定するには，これらの要因とホタテ 70タンパクとの関係について

も検討する必要がある。
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