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北大水産業報
34(2)， 79-87， 1983. 

ザケ科魚類肝におけるピテロゲニンの免疫組織学的局在

布村 渉*・原 彰彦*

高野和則**・平井秀松*

Immunohistochemical Localization of Vitel10genin 

in Hepatic Cel1s of Some Salmonid Fishes 

Wataru NUNOMURA，* Akihiko lIARA，* Kazunori TAKANO** 

and Hidematsu IhRAI* 

Abstract 

There are m阻 ymorphologic品1and biochemical studiωof fish hepatic 凹 lls
during vitellogenesis or after hormone (especi品llye脚 ogen) 品dministration.
However， there are few studies ofぬissubjec七回ingimmunohistochemical 
technique. Information on the localization of vitellogenin (the egg yolk prec町 sor
protein) may contribute to the study of盆shliver in various physiological and 
pa七hologicalstates. 
Using the peroxidase-antiperoxidase complex (PAP) method， we observed 
hepatic synthesis of vitellogenin in three species of Salmonidae: Sa1冊ogairdneri， 
O叫ωrhyrwh郁sketa and Sa1veU叫制 leueo例制叫ぬ Immature fish and mature 
m乱lefish were singly injected wiもhestr品diol-17s. When rabbit antiserum ag品inst
fish viぬllogeninwas品pplied，the hepaticωlls ofSal.仰 gαか伽eriand Orw俳句協ohω
ket，αtreated with esもrogenwere stained wiもhthe P AP method 11 days after the 
injection. In ordin品.rylight-microscope prep品rations，no change in the hepatic cells 
within 24 hr after e叫.rogentreatment could be seen; however， the PAP method 
revealed hepatic cells positive for vitellogenin 16 hr姐 d24 hr after estrogen 
treatment of Salvel仇制 leuω明aenis品ndSa1.冊。gairdneri. No difference in staining 
of the hepatic cells from the three specie自wasobserved. In品ddition，there is a 
correlation between serum vitellogenin concentr抗ion乱ndthe P AP staining of 
hepatic cells. 

機能性蛋白質を始め，種々の抗原を組織上で特異的に可視化する ζとは， 形態と機能を対応させ，

組織あるいは細胞の機能的構造ならびにその生理学的， 病理学的変化を解析する上で有効な研究手段

である。 ζのような目的で開発された方法が“酵素抗体法"である。酵素抗体法としては，後で述べ

るように“標識酵素抗体法"と“非標識酵素抗体法"がある。いずれtとせよ乙れらの方法によれば，

パラフィン包埋試料で抗原の検出が可能であり，標本は半永久的に保存する ζとができる。また， 通

常の光学顕微鏡による観察ばかりでなく， 電子顕微鏡的な観察も可能な ζとから，極めて広い範囲の

研究に用いられるようになって来た。既ILζれらの方法を用いて，例えばヒト成長ホルモン1)，ACTH 

レセブタ _2)，ライソザイム3)，aJーフェトプロテイン叫， HBs抗原町， SP16ほどの組織内局在に関する
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(Depart骨UJnt01 Biochemistry， Hokkaido University School 01 Med制御)
榊北海道大学水産学部淡水増殖学講座
(1刀boratory01 Fresh-Water Fish-Culture， Fωulty 01 Fisheri伺 ，Hokka必oU仰 ers均)
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研究がなされており，病理診断学での応用の途も開けつつある。また，魚類でも脳下垂体における成

長ホルモンやプロラクチンの局在に関する報告7)がなされている。

ピテロゲニン(以下 Vgと略記する)は， 成熟期の卵生脊椎動物の雌に特異的f<:出現する血清蛋白

であり，卵黄蛋自の前駆物質である8ト10)。これらの Vgぽ肝細胞で合成され，通常，雄および未熟の

維には出現しないが， 乙れらにエストロゲンを投与する ζ とt乙よって血清中に誘導される乙とも知ら

れている9)，10)。魚類でも ζれまで Vgの合成部位が肝臓であることは，卵黄形成過程およびエストロ

ゲン処理に伴う肝臓の形態学的11)-19)，生理学的変化20-24)から示唆されているが， ζれを直接的に証

明した例は少ない。本報告では， 酵素抗体法 (peroxidase-antiperoxidase∞mplexmethod: PAP法)

を用いて， エストロゲンを投与したサケ科魚類3種の肝臓における Vgの局在性を観察した結果につ

いて述べる。

材料と方法

材料: 実験に用いた魚種ばニジマス Salmogairdneri，アメマス Salvelinusleuc側侃閣s，および

サケ Oncorhynchω ketaの3種である。

ニジマスは市販の活魚で体長約 20cmの未成熟魚20尾，アメマスは池中養殖された体長約 15cm

の未成熟魚3尾を用いた。いずれも水温 15士lOCの室内流水水槽に十分に順応させた後，実験に供し

た。サケは千歳川に湖上した成熟雄4尾で，実験中は水温約 8
0
Cの流水池で飼育した。

実験魚には， あらかじめヱタノールに溶解し，等量の 0.9%食塩水で希釈したエストラジオール

ー17β を，体重 lkg当り lmg，腹腔内に単一注射した。対照魚にはエストラヲオール -17β を含まな

い 50%ヱタノール液を注射した。

注射後，随時，魚をピスカインまたは MS-222で麻酔し，尾部静脈より注射器与を用いて採血した。

血液はどCで一昼夜放置した後， 3，∞Orpm， 20分間遠心して血清を分離した。血清:ま分析時まで

-200Cで保存した。これらの試料中の Vgは， 1.2%アガロースを支持体とする免疫化学的手法25)

によって検出した。また，採血した個体からは直ちに肝臓を取り出し.1辺が 2mm以下の組織角片

とし，ブァン液で2-3時間固定した。固定した組織片は O.lMリン酸緩衝液 (PBS). pH 7. 2 1<:移

し.40Cで2日開放置した後，常法1<:従ってパラフィン (mp56-580C)に包埋した。包埋ブロックは

切片作製時までどCK保存した。 ζれと併せて.国定法を検討する目的で 20%中性緩衝ホルマリ

ン，エタノールまたはベンゼンによる固定も行った。

PAP法 1. 血清一次抗体として，成熟雌ニラマス血清から分離精製した Vgを家兎に免疫し

て得た家兎抗ニヅマス Vg血清，同様にして得た家兎抗アメマス Vg血清，家兎抗サケ Vg血清を

用いた問。二次抗体の豚抗家兎 IgG血清および PAPωmplexは， DAKO社製品を用いた。二次抗

体および PAP∞rnplexが非特異的に組織に沈着していない ζとを確かめるため， 一次抗体の代わり
に，目的とする抗原に対する抗体活性のない正常家兎血清を用いて反応させた。

2. 緩衝液 O.lMおよび O.01M PBS， pH 7. 2および 0.05Mトリス塩酸緩衝液. pH7.77を作

製して用いた。

3. 操作 PAP法は Stembergeret al. 26)の方法に準じて行った。概略を以下に示す。 1) パラフ

ィン包埋ブロックより厚き 21'の薄切切片を作製し，常法に従って脱パラフィン後， エタノール系列

を通し，脱イオン水に2分間浸す。 2) 0.6% (v/v)の割合で H202を含む純メタノールで10分間処

理し，内因性ペルオキシダーゼの活性を阻止した後.PBSで3分間ずつ3回洗浄する。 3) 10%正常

豚血清 (PBSで希釈)を組織片へ滴下し.10分間作用させる。 4) 余分な血清を経く拭い， 1%正常

豚血清で適宜希釈 (1:10.1:1∞1， 1: 1000)した一次抗体を 30分間作用させる。 PBSで5分間ずつ3

回洗浄する。 5) 10%正常豚血清で 1:40 に希釈した豚抗家兎 IgG血清を 30分間作用させる。 P邸

で5分間ずつ3匝洗浄する。 6) 1%正常豚血清で 1:501と希釈した PAP∞rnplexを30分間作用さ
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せる。 PBSで5分間ずつ3回洗浄した後， トリス塩酸緩衝液に 10分間浸す。 7) 0.0296 (w/v)の

3-3' diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)を含む 0.0396(v/v) H202のトリス塩酸緩衝液で3

分間反応させる。流水で30分以上水洗した後，マイヤーヘマトキシリンで核染色を施し，常法に従い

脱水封入する。

結果と考察

酵素抗体法の検討

方法の吟味: 乙れまで開発された酵素抗体法iま“標識酵素抗体法"と守標識酵素抗体法"Iと大

別される。 ζのうち標識酵素抗体法は，目的とする抗原物質に対応する特異抗体を作製し， その抗体

に化学的に酵素を標識した酵素標識特異抗体を， 抗原抗体反応によって組織あるいは細胞内の抗原に

結合させた後，標識した酵素を染色するととによって抗原の局在性を観察する方法である27)。乙れに

対して immunoglobulin-enzymebridge method (Bridεe法)1)，28)，あるいは peroxidase-antiperoxidase

∞mplex method (PAP法)26)と称される非標識酵素抗体法がある。 ζれらはいずれも，あらかじめ抗
体に化学的に酵素を標識するととをせず，組織切片上で直接，酵素とその酵素に対する抗体を， 抗原

抗体反応によって結合させる方法である。具体的には，家兎抗 horseradishperoxida田(家兎抗 HRP)

抗体と組織内の抗原と結合した一次抗体(家兎を免疫して得た抗体)を， 家兎以外の動物を免疫して

得た抗家兎 IgG(二次抗体)の二つの抗体活性部位で連結し，さらに HRPと抗 E王RP抗体とを抗原

抗体反応によって結合きせた後，酵素染色する。

以上の方法のいずれも，パラフィン包埋試料による光学顕微鏡的観察に十分応用でき， しかも従来

の単なる組織形態学的観察に留まらず， 種々の抗原物質を可視化することによって組織あるいは細胞

レベルでの機能形態学的研究を可能にする。特に PAP法は，あらかじめ家兎抗 HRPとHRPの可

溶性抗原抗体複合物を作製しておく乙とによって， その反応系を単純化した点で優れた方法である。

きらに ζの方法は，標識抗体法に比べて高感度であると ζろから， 微量の抗原でも検出できる利点も

有している。

PAP法施行上の問題点 PAP法を行うに当つての最も大きな問題は，抗体の特異性である。用い

る抗体が，目的とする抗原のみと特異的に反応することを，免疫化学的に確かめておかなければなら

ない。今回は，寒天免疫電気泳動法によって一次抗体の特異性を確認した上で使用した問。次11:問題

となる点は，抗原性の保存11:及ぼす固定条件の影響である。今回， エストロゲン処理したニラマスの

肝組織をブアン液， 2096中性緩衝ホルマリン，エタノールおよびベンゼンの各液で固定した結果で

は，ブアン液による室温下2-3時間の固定が，組織構造および抗原保存の点で最も優れていた。 2096

中性緩衝ホルマリンによる室温下3時間固定の結果では，抗原性は保存されたものの，組織構造の保持

に難点があり，また同液でどC下15時間固定した場合には抗原性が失われた。一方，有機溶媒によ

る固定では，おおむね抗原性の保持が悪いのみならず，組織の萎縮を生じた。 ζのよろな固定条件下

での抗原性保存の良否は， Vgが化学的に lipogly'∞phosphoproteinである乙とに起因するものと考え
られる。鈴木29)は，ラット肝におけるラット r フェトプロティン， ウマ IgG(抗ラット r フェトブ

ロティン)の局在性を観察するにあたり，数種の固定液の抗原性保持効果について検討した結果，

Zamboni液が最良であったと報告している。また，一般に分子量2-3万以上の蛋白質抗原は para-

formaldehyde，糖蛋白質抗原は periodate-lysin-paraformaldehyde(PLP)による固定で各々良い結果が

得られたといろ。 Vgに関してはブアン液で十分に抗原性が保持きれ，組織構造上の観察にも良い結

果が得られたが，さらに上記の各固定剤についても検討する価値があろう。

PAP法施行上，抗原物質局在の特異性にかかわる重要な問題は，内因性ペルオキシダ{ゼによる

非特異的反応である。一般にパラフィン包埋試料の場合，脱水，透徹，包埋の過程で乙の酵素はほと

んど不活性化される。しかし，赤血球表面のペルオキシダーぜだけは活性を保ち， このため晴乳動物
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では 0.396(v/v)の過酸化水素水を含むメタノールで5分間処理するととによって不活性化を図って

いる30)。今回用いたニ少マス試料の場合には， 乙の処理によってもなお，一部の赤血球には活性が残

ったため， 0.696 (v/v)の過酸化水素水を含むメタノールで10分間処理するととによって不活性化す

る乙とができた。

魚類の体組織には，様々な色素粒あるいは色素細胞が存在する。肝組織の場合も同様で， 乙れらの

色素は DAB反応産物とその色調が類似しているため，しばしば弁別上の妨げになる。 ζれらの妨害

物を化学的に除去す乙とは不可能であり，従って試料は極力薄切して， 視野内に含まれる色素粒また

は色素細胞の数を少なくす ζとが望ましい。

本法で使用した DABは発癌性物質であるので，その取り扱いには十分な注意が必要である。最近

DABの代わりに 3-amino-9-ethyl回lbazol(AEC)が用いられるようになった。今回，一部の組織に

ついてとの AECによる染色を試みた結果では，染色性に関する限り DABと大きな差はなく，十分

に使用可能であると思われた。ただし AEC反応産物は有機溶媒に溶けるため，標本の封入にはゼラ

チングリセリンなど水溶性封入剤を用いる必要がある。なお， PAP操作中は組織片を乾燥させないよ

う注意を要する。特に血清による反応中に乾燥すると，血清成分が組織に非特異的に沈着し，洗浄に

よっても ζれを除去する ζ とはできない。従って，操作中は標本を常に湿潤箱K入れておくよう留意

する必要がある。

vgの局在
魚類におけるエストロゲン処理後の比較的短時聞における血中 Vg量の動態については，すでに

Gadω morh凶 31)，ニヲマス Salmogairdneri32)， Heteropneustes fossilis33)で報告されている。著者

らも先にニラマスで，エストロゲンの単一処理では7-12日後に血中 Vg量が最高値に遣する事を報

告したS針。本研究でもエストロゲン処理後11日目のニヲマスおよびサケ血清中に Vgが出現してい

T品ble1. Localization of vi飴llogeninin various org組自
of rainbow trou色11d町田 followinge鈍radiol-17f3 
位eatmen色.

Organ 

Thymus 
Kidney 
Spleen 
E倒的
Gall bladder 
Liver 
Stomach 
町loricωecum
Intestine 
Brain 
Muscle 

Staining 

+ 

Fig. 1. (A) Photomicrograph of liver cells of rainbow trout (Sal.刑og'αかd倒的 11days 
after injection of estradiol-17f3. x 460. (B) Higher magnifiωtion of Fig. lA. x 840. 

Fig. 2. Photomicrograph of liver cells of control rainbow trout. X 460. 
Fig. 3. Photomicrogr品，phofliver ωlls of mature male chum自晶lmon(Onωrhyneh制 keta) 11 
d品，ysafter injection of 闘志r吋iol-17f3.X 240. 

Fig. 4. Photomicrograph of liver cells of rainbow trout injected 24 (A)佃 d48 hr (B)品fter
injection of estradiol-17 f3. X 460. 

Fig. 5. Photomicrogr晶phof liver cells of white spotted char (Salvel印刷 le悦側協側is)16 hr 
品，fterinjection of estradiol司17f3. Staining with DAB (A) x 52 and AEC (B) x 240. 
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る乙とを Ouchterlony法によって確認した。 ζれらのうち， 処理後 11日目のニヅマス肝の PAP法

による組織像を図 1AK示す。肝細胞のほとんどに茶褐色の染色が観察され， Vgの局在性が認めら

れた。さらに強拡大像では，核および細胞膜は染色きれず， 細胞質内のみが不均一に染色きれている

ことが観察された(図 1B)。一方，同時に処理した肝組織以外の循環系，消化系，神経系の各組織は

全く染色されず(表 1)，また，対照K用いた無処理魚の肝組織にも染色は全く認められなかった(図

2)。成熟雄サケにエストロゲン処理を行い， 11日後IL採取した肝組織においても，ニつマスの場合と

同様，肝細胞質のみに染色を認めた(図 3)。ζれらの肝組織の HE染色による観察結果では，肝細胞

の細胞質が塩基性色素1/:強く染まり，核内Kは濃染する仁が 1-2個認められた。また，無処理魚K比

べると，処理魚では一般に肝細胞が肥大し，核も大きくなっていた。 ζれらの特徴は， 先の石井ら16)

の成熟雌ヒメマス， Aida et al. 17)のエストロゲン処理アユでの観察結果とよく一致した。

次にエストロゲン処理後，比較的短時間における肝紙織の変化について述べる。 エストロゲン投与

後24時間および 48時間に採取したニヲマスの血中 Vg量は， それぞれ 343fLg/ml， 475 fLg/mlであ

った。 乙れらの各個体の肝組織を通常の染色方法で観察しでも，目立った違いを認める ζ とはできな

かった。しかし PAP法によれば，図 4K示すように 24時間後で既に肝細胞の染色反応が認められ，

さらに 48時間後には乙の染色反応を示す範囲が広がると共tL，その強きも増した。 ζれらの結果は同

一個体による観察ではないことから，厳密な経時的変化とは言えないが， 通常の染色方法では観察し

得ない肝細胞の Vg産生能の経時的変化を， PAP法によって的確に捉えることができる可能性を示

している。

アメマスにおけるエストロゲン処理後16時間の， PAP法による肝組織像を図5に示す。 乙の結果

は，処理後ニジマスの場合よりさらに短時間で肝細胞に染色反応が観察される ζと， 特に血管類洞付

近の細胞に斑状に Vg局在が認められ，また，各細胞による染色性の差が著しいととを示している。

これらの事実は，腹腔内へ投与されたエストロゲンが血流を介して肝組織へ運ばれた結果， 血管付近

の細胞がより早くエストロゲンの刺激を受けて Vgを産生する経過を示唆している。図 5Bには同一

標本の AECによる染色像を示した。

乙れまで，魚類の肝臓における卵黄蛋白または Vgの産生に関しては，電気泳動法および免疫化学

的方法による研究結果がいくつか報告されている。 Plack& Fraser35)は Gadusmorhua において，成
熟雌魚とエストロゲン処理魚から採取した肝薄片を培養し，抗卵黄蛋白血清を用いて 14C_Ieucineの取

り込みを確かめている。また， Amirante36)は産卵期のニジマス雌の肝抽出液中に抗 lipovitellin血清

と反応する抗原の存在を認め，さらに後光抗体法を用いて肝臓における lipovitellin合成を観察してい

る。 Shackley& King37)も産卵期の Blenniuspholisの肝抽出液と血清の両方に卵黄蛋自前!駆物質が

存在する ζ とを免疫学的方法によって確認している。きちにLeMenn38)はGobiusnigerの卵黄形成

期K，肝，卵黄抽出液および血清中K，新たな 2つの蛋白が出現する ζとを免疫電気泳動法によって

示している。近年， Roach & DaviS39)もエストロゲン処理した Ameiurusnebulosusの肝に， 新たな
mRNAが出現する ζ とを認め，さらに無細胞系培養により，抗 lipovitellin血清によって沈澱する血

中 Vgと同じ分子量を有する蛋白が合成され得る ζ とを報告している。一方， Bohemen et al. 40)はポ

リアクリルアミドゲル電気泳動法を用い，ニジマスの成熟K関連して， その血竣成分と肝組織の周年

変化を観察した結果，血中KVgが検出されでも肝臓からはζれを見出せない場合がある ζ とを示し

ている。

以上のように，とれまでの研究結果は魚類の肝車郎裁における Vg合成を，免疫学的手法を用いる ζ

とによって直接的に検出できる乙とを示している。今回の研究で試みたように， PAP法を用いれば，

例えばエストロゲン処理後 16時間の結果K見られるように，通常の組織学的観察では捉え得ない Vg

合成活性化の始動段階においても，乙れを鋭敏に検出できる乙とが証明された。 さらにこの方法は，

肝臓における Vg合成能を直接，組織像と対応させる ζ とができる点で，機能形態学的な解明を深め

- 84-



布村ら-1j-ケ科魚類肝のピテロゲニγ

る上で極めて有効な手段になると恩われる。本研究で確立した PAP法のフローチャートlま，今後魚

類の肝臓における Vg合成機構の研究のみならず，卵母細胞への卵黄蛋自の取り込み過程など，卵巣

レベルでの卵黄形成機構の解明にも十分活用できょう。

要 約

サケ科魚類，ニ~?ス Salmo gairdneri，アメマス Salvelinusleuc，即時M 担is，およびサケ Oncorh-

ynch附 ketaの3種を材料に，酵素抗体法 (peroxida配-anti何回iゐseωmplexmethod: PAP法)を

用いて，エストロゲン処理によって誘導されるピテロゲニン (Vg)の肝臓における局在性を観察し

Tこ。

観察に先立って， Vg検出のための本法施行上の問題を吟味し， フローチャートを作成した。乙れ

に従って上記3魚種で実験した結果，エストラヲオールー17β投与によって血清中に Vgが誘導され

た個体では，いずれもその肝細胞に Vgの局在が確認され，特に処理後，通常の組織学的観察では捉

え得ない Vg合成活性化の始動段階においても，乙れを鋭敏に検出できることが証明された。
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