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北大水産業報
37(2)， 101-110. 1986 

ヱゾメバル雌特異血清蛋自の免疫学的検索*

原 彰彦叫・竹村明洋***

松原孝博叫寧・高野和則***

Immunochemical Identification of Female-specific Serum Proteins 

in a Viviparous Fish， the White-edged Rockfish (Sebαstes 

tαczanowskii)， during Vitellogenesis and Pregnancy， 
and after Estrogen Treatment* 

Akihiko HARA * *， Akihiro T AKEMURA * * *， Tak王mhiroMATSUBARA *俳.*喝*

and Kazu旧llloriτTAKANO**村* 

Abstract 

Female-specific serum proteins were identified in the serum obωined from viviparous 
whit←edged rockfish， Sebαstes taczαnowskii by immunoelectrophoresis. 
Four female-specific serum proωins were found by precipitin r帥，ctioninもheserum of 
vitellogenic and pregnant females， using antiserum against ma七urefemale serum absorbed 
with male serum. On七heother hand， five female-specific serum proもeinswere de七ectedin七he
same serum tested by antiserum against egg extract absorbed with male serum. Moreover， 
some of these mulもiplefemale-sp田ificserum proteins， varying in number from one to出ree
in different individuals， occurred in the serum of imma七urefemales which had ovaries 
containing oocyもesat the oil drop stage. Inもheserum of esもrogen-七rea七edmales， multiple 
female-specific serum proもeinssimilar to七hoseof vitellogenic females were inducedもoappear 
3 days after injection. sased on the identificaもionof iron-binding capacity， at least one of 
the female-specific serum proteins was defined to be the vitellogenin ofもhisspecies. 

これまで多くの魚類で，成熟に伴って血中に出現する雌特異蛋白 (female-specific serum 

proωin (8)， vitellogenin)について報告されている (Wallace，1978; Wallace & Selman， 1981; 

Wiegand， 1982)が，海産魚，特に胎生魚における知見は比較的少ない (Korsg拙 rd & Petersen， 

1979; Korsga品rd，1982， 1983; de Vlaming et al.， 1983)。

現存の硬骨魚類およそ 18，000種のうち， 14科510種が胎生魚であり，特にフサカサゴ科Scor-

paenidaeには 110種と，最も多くの胎生種が集中して見られる (Wourms，1981)。この科の胎生魚

は一般に胎仔の数が多く，また胎仔には特別な栄養吸収器官の発達が見られず，専ら卵黄に依存

して発生する，比較的飴生の特化のレベノレが低いグループとみなされている。

ホ 北海道大学水産学部臼尻水産実験所業績第40号 (ContributionNO.40 from the Usujiri Fish-
eries Laboratory， Facul七yof Fisheries， Hokkaido University) 

日 養殖研究所栄養代謝部代謝研究室 (F:時hN叫tritionDivision， Nat叫叩1Reseαrch 1 nstitute 0] 
Aq旬αculture)

北海道大学水産学部淡水増殖学講座 (Lαbora伽 'Y 0] Fresh-Water Fぬh-Culture，F，αculty 0] 
Fωheries， H okkαido Unu畑刊ity)
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エゾメバル Sebastestaczanowskiiは北海道沿岸に生息するフサカサゴ科の胎生魚である。この

研究では本種の生殖の生理学的特性を明らかにする目的で，雌特異血清蛋白の免疫学的検索を行

うと共に，成熟過程と妊娠期に見られるこの査白の性状についても基礎的な検討を行った。また

エストロゲン処理によって血中に誘導された雌特異蛋白についても観察したので，併せてその結

果を報告する。

材料と方法

材料 実験に用いたエゾメパル Sebastestaczanowskiiは，函館近郊の臼尻沿岸で釣獲した未熟，

成熟開始，卵黄形成，妊娠の各期の個体で，これらの体長は 10.9-23.5cm，体重は 18-258gの範囲

にあった。

採血は尾柄部切断または注射針を用いて尾静脈から行った。血液は室温で 30分放置後， 3，000 

rpm， 15分間遠心して血清を分離した。血清は使用時まで-40.Cで保存した。また，卵黄蛋白の

抽出液を得るため，卵黄形成期の雌から卵巣の一部を摘出し，同様に保存した。

抗血清 卵黄形成期の雌血清に対する抗血清はプールした血清0.5mlを等量の Freund'scom-

plete adjuvanもと共に家兎背部に皮下注射することにより 1週間おきに計4回免疫して作製し

た。

卵黄蛋白に対する抗血清は，卵黄形成期の個体の卵巣1.35gを0.9%NaCIで洗浄後，0.9%NaCI 

を4ml加え，ポッタ一式ホモジナイザーで均質にし， 12，000 rpm/minで1時間遠心した後，沈殿

と表面脂肪層との中間の清澄な溶液(科目=39)を得，これを上記と同様に家兎に免疫して作製し

た。

各々作製した抗血清は，さらに 1/4量のプール雄血清を加え，一晩放置した後に遠心により沈

殿を除いて上清を得た。これらの雄血清で吸収した抗雌血清および抗卵抽出液血清を雌特異蛋白

の検索に用いた。

電気泳動法 1.2%アガロースを用いた免疫電気泳動法は，原ら (1984)に準じて行った。また

放射性同位元素59FeCl3を用いた免疫電気泳動法によるオートラジオグラフィーも前報 (H町乱 et

al.， 1983)と同様に行った。

組織学的方法 用いた材料魚の雌雄および成熟度を組織学的に確かめるため，生殖腺の小片を

プアン液で固定した後，通常のパラフィン法で7μ 切片を作製し，デラフィルド、のへマトキシリ

ン・エオシン染色を行って検鏡した。

エス卜ロゲン処理実験 エストロゲン処理には雄魚を用しら魚体重 100gあたり O.lmgのエス

トラジオール 17β を50%エタノールに溶解し，腹腔内に単一注射した。処理後 1，3， 5， 7， 9， 11 

日にそれぞれ全血を採取し，血清を分離した。

結 果

雌特異査自の同定

プール雄血清，卵黄形成中のプール雌血清および卵巣抽出液の免疫電気泳動パターンを図 1に

示した。抗体の溝には，卵黄形成期の雌血清に対する抗血清を雄で吸収処理した抗血清(晶b.aF)

と，卵黄形成期の雌の卵巣から調製した卵黄蛋白に対する抗血清を同様に吸収処理した抗血清

(ab. aE)を交互に入れた。 2つの吸収抗血清は，いずれもプール雄血清とは全く反応せず，吸収操

作が完全であったことを示している。

プーノレ雌血清は， ab.aFに対して 4本の沈降線を，乱b.aEに対してはさらに 1本の弱く反応す
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原ら エゾメパノレの雌特異血清蛋白

Fig. 1. lmmunoele叫rophor田isof serum and 

egg yolk pro回ins of ¥¥"hite-edged 
rockfish. Four or five pr配中山nlines 
(arro¥¥"s) 、，¥'ere observed in female 

serum and egg yolk extracts but not in 
male serum. m: pooled m叫 uremale 
serum; f: pooled mature female 

serum; egg: egg yolk prote叩 S
extracted ¥yjもh0.9% NaCI; ab. aF 

A 

rabbiもantl-m叫urefemale serurn after 
absorption with male serum; ab. aE 

rabbiも乱nti-eggyolk extracもsafter 
absorpもionwith male serum 

ra.aE 圃‘~

何百

~ a..a: 

. a.aE 

_ a.aE 

:a.aF 

、， vf 

:a.aE 

+ 
一司.J

る沈降線を含めて 5本の沈降線を形成した。

これらは易動度からほぼ3分画の蛋白成分に

分けられた。すなわち.陰極よりの試料穴付

近に形成された沈降線，最も陽極よりに移動

した沈降線，およびこれらの中間位に生じた

沈降線である。これらの沈降線は，互いに交

叉するもの，スパーを形成するもの，さらに

lつの沈降線の外側を覆うような形で出現す

るものなど様々である。

卵巣抽出液については.ab.aFに対して 4

本， ab. aE Iこ対しては5本の沈降線が観察さ

れた。これらの沈降線の相互の関係は.プ

ノレ雌血清で見られたのと同様であるが，試料

穴付近で ab.aEに強く反応して形成された

沈降線は.ab.aFに対しては形成されなかっ

た。これらの結果から， 2つの吸収抗血清を用

いることにより，雌に特異的な蛋白の検索が

可能であることが確認された。

B 

よa~aF

1a.aE 

治.aF

:ra.aE 

fa.aF 

. a.aE 

+ 
Fig.2. lmmunoelectrophoresis of vitellogenic female serum (A) and gestational female 
serurn (B). m: mature rnale serum; vf: v凶ellogenicfemale serum; gf: gesも叫ional

female serum; a. aF叩 da. aE : same as ab. aF and ab. aE in Fig. 1， respectively 
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成熟過程と妊娠期に見られる雌特異血清蛋白

図2には卵黄形成期 (12月)および妊娠期 (5月)に採取した雌血清の免疫電気泳動パター γ

を個体別に示した。両期の泳動パタ ンには，沈降線の濃さや大きさなどで示される蛋白成分の

量的な差違は見られたが，定性的な違いは認められなかった。

卵2奇形成期の雌 (図2A)では ab.aFに対し，陽極へ大きく移動した沈降線と， 陰極よりの試料
穴近くの位置に形成された明瞭な沈降線に加えて， これらの沈降線の中間に弱いl本の沈降線が

観察された。 方， ab. aEに対しては陰極よりの沈降線が ab.aFを用いた場合と同様に明瞭に観

察され，さらにその外側 (溝側)にも弱L、沈降線が認められた。また め aFに対して両極の中間

位に形成された沈降線は，ab. aEを用いた場

合，より明瞭な沈降線として観察された。し

かし， ab. aFに対して出現した最も陽極より

の大きな沈降線は。ab.aEに対してはほとん

ど認められなかった。

妊娠期の雌における電気泳動パタ γ (図

2B)は，定性的にはほぼ卵黄形成期の雌で観

察されたのと同様であったが，ab.aFとab

aEの両抗血清に共通して認められた試料穴

付近の沈降線はアークが細〈 小さくなり，卵

黄形成期に比べてこの成分が量的に減少して

いることを示していた。

図3には未熟魚の血清の免疫電気泳動パ

ター γを個体別に示した。このう ちNo.I-3

の3尾 (体長 12.2-12.8cm，体重 30-36g)は

8月に採集したもので，生殖腺の肉眼的観察

では雌雄判別はできなかったが，後の組織学

的観察の結果，No.lと3の個体は周辺仁却!の

雌，NO.2は精子形成途上の維個体であった

(図的。これらの未熟雌では，ab. aFおよび

ab. aEに対 して雄血清と同様に全く反応を

示さなかった (図3)。一方，1月に採集した + 
o. 4-6の未熟雌 (体長 12.8-13.6cm，体重

34-42 g)はいずれも油球期の卵母細胞を有

する ことを組織学的に確かめた (図的。これ

らの雌血清は め aFおよび ab.aEに対し，

個体によって 1-3本の沈降線を形成した。す

なわち，試料穴付近の沈降線は3個体のすべ

Fig. 3. Immunoelectrophoresis of immature 
fish serurn. im: imrnature日shserum ; 
im. f: immature female serum; ab. aF 
and ab. aE: same酷 Fig.1. Tndivid 
ual numbers are corresponding回出e
numbers of Fig. 4 

てに観察されたが，成魚 (図 1)で見られた め aFに対して最も陽極よりに移動する沈降線は No

4と6の2個体に，また中間(立に形成される沈降線は NO.4と5の2個体にそれぞれ認められた

(図3)。

エス卜ロゲン処理魚の雌特異血清蛋白

エス トラジオ ノレ 17βで処理した雄魚血清の免疫電気泳動パター γを図5に示した。処理 I
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原ら エゾメハノレの雌特異血清蛋白

Fig.4. Histology of gonads of various individuals. x 110. lndividual numbers corre-
spond toもhenumbers in Fig. 3. Oocy胞~S of imm叫ure白sh，No. 1 and 3， were aももhe

perinucleolus stage. Oocy七esof Immature female fish， with oneもothree female 

speCl白cserurn pro臼ins(Fig. 3)， were aももheoil drop 8tage. Gonad of imm叫urefish， 

No.2， was a胎sも18

日後の個体で既に ab.aFおよび ab.aEに対し，陰極より に l木の沈降線が観察された。この沈降

線は5日後を境に，次第に不明瞭になった。これを除いて，3日後に形成された沈降線は卵黄形成

期のプーノレ雌血清に見られた泳動パター γ(図 1)とほほ.同様であり，その後 11日まで特別な変

化は認められなかった。

雌特異血清蛋白の鉄結合性

図 6に成熟雄および雌血清の免疫電気泳動パタ ンとそのオート ラジオグラフィーの結果を示
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01 

ab.aE 

+ 
Fig. 5. Immunoelectrophoresis of esもrogen

もreatedmale fish. The antigen wells 
were自lledwiもhthe serum collected 
from自shO(C)， I(D1)， 3(D3)， 5(D5)， 

7(D7)， 9(D9) and 1l(D11) days after 
administration of estradiol-17βab.aF 
and ab. aE: sarne as Fig_ 1 

. A 
a-S 

aS 

-ab.aE 
+ 

~Q モ量司開局

ab.aF 

ab.aE 
+ 

甲
， 

何百

、田園a・・h岨凶E f 
πE 

一一

f 

-必

Fig. 6. Immunoelectrophoresis (A) and i臼
autoradiography (B) of mature male 
and" female sera rnixed with日FeCl，
One iron-binding female-specific serum 

protein， but not transferrin， was obser 
ved in fernale serum (arrows). a. S 

rabbit antiserurn againsも m叫ure
female serurn; m， f， ab. aF and ab 
aE: same as Fig. 1 

した。オ トラジオグラ ブィ のパター γでは雌雄血清に共通して，抗雌血清に対して形成され

た2本の沈降線が認められた.このうちの l本は血清トランスフェリンと里、われる濃く太い明瞭

な沈降線であり，もう l本はその内側の弱L、沈降線である。これらの雌雄共通の沈降線に加えて，

雌ではさらにもう 1本の鉄結合性を有する蛋白が観察された。図6のAとBの泳動パタ ンを

対比することにより ，この沈降線が，ab. aFとab.aE ~.こ対して反応する雌特異的な沈降線のうち，

試料穴付近に形成されるものと一致することが明らかにされた。

図7には雄，未熟雌，卵黄形成期の雌，妊娠期の雌および、エストロゲン処理維の各血清，並び

に卵巣抽出液の免疫電気泳動ノミター γ とそのオートラジオグラフィーの結果をまとめて示した。

卵黄形成期の雌血清に， ab.aFとab.aEに対して 1成分の鉄結合性蛋白が観察されることは図6
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原ら エゾメハルの雌特異凪1i青蛋白

A B 
ab.aE 血.aE

町1 、約

4倫ab;1Jf::... 叩 ab.tJF 

+ 

一
耐u

め.aE ~ 

v.f 

明鴫語
網開 ~ 一一 一冊 ab.aF ，-剛司町、、 一 、

測-
，. g.f 

ぬAIE

ab.aE 

Fig， 7， lmmunoelec甘ophoresis(A) and its au加radiography(B) of male serum， female 

serum叫 variousstages and egg yolk extracts. One iron-binding female-spec凶c

proもe10w酪 observedalso in imm叫 urefemale serum， m， egg， ab， aF and ab， aE 

sarne as Fig. 1 ; vf) gf: same as Fig. 2; 1m. f: same剖 Fig，3; E: estrogenもreated

白sh

に示したが，未熟雌においてもこれとほぼ同位置に形成された沈降線が鉄結合性を示すことが確

かめられた。また卵巣抽出液中にも鉄結合性蛋白が少なくとも l成分存在することが認められ

た。なお今回の観察では，妊娠期の雌とエストロゲン処理雄に見られた雌特異蛋白には，明瞭な

鉄結合能を持つ蛋白成分を見いだすことができなかった。

考 察

卵黄形成期のエゾメハノレ雌血清および同期の卵巣の抽出液を免疫して得た抗血清を，雄血清で

吸収した吸収抗血清を用いることにより，本種の雌血清中に複数の雌特異蛋白が存在することを

明らかにした。すなわち，卵黄形成期の雌血清中には，雄血清に全く見られない 4-5成分の蛋白

が認められ，さらに妊娠期の雌血清中にも同様な複数の雌特異蛋白が出現した。また，エストロ

ゲγ処理をした雄血清にも処理3日後から卵黄形成期の雌と同様の複数の特異蛋白が誘導され

た。先に報告したメダカ (Haraet al-， 1983)では3成分の雌特異血清蛋白が検出され，その鉄結

合能を調へた結果，このうち 2成分が鉄結合性の蛋白であることを確認し，ニジマス・サケ (Hara，

1976)およびニホンウナギ (Haraet al-， 1980)のビテロゲニンと同様の性質を有することを指摘

した。今回観察したエゾメハノレでも卵黄形成期およひ油球期の雌の血清中に，上記と同様の鉄結

合能を有する雌特異蛋白が l成分存在した。免疫電気泳動法で，この鉄結合性蛋白は試料穴付近

に見られ.先のニジマス，サケ，ニホンウナギにおけるビテロゲニンと電気泳動の易動度におい

ても同様の性質を持っと推察された。またこの蛋白は，免疫電気泳動法での沈降線のア クが ab

aFおよび ab，aEに対して同一形状を示すこと(図 6，7)，さらに卵巣抽出液にも鉄結合性の蛋白

107 



北大水産禁報 37(2)，1986 

が存在すること(図 7)から，卵黄査白の前駆物質(ピテロゲニン)であることが強く示唆され

た。なお今回の観察では，妊娠期およびエストロゲン処理魚においてこの雌特異鉄結合性蛋白は

明示できなかったが，別に行ったロケット免疫電気泳動法によるオートラジオグラフィーの結果

から，エストロゲン処理魚の血清中にも鉄結合性の雌特異蛋白が存在することが明らかにされて

いる(未発表)。

以上のように，胎生魚のエゾメバノレで、は複数の雌特異蛋白が存在し，そのうち 1成分がビテロ

ゲニン様蛋白であることが示された。これまで、胎生魚については Korsga乱rd&Pe句rsen(1979)が

ゲンゲ科の blenny，Zoarces viviparusで血清ビテロゲニンの検索と測定を行っている。彼等はビ

テロゲニンがアルカリ不安定なりンを持つ蛋白であるという性質に基づいて，アルカリ不安定リ

ンを測定する間接的な方法を用いている。その結果，卵黄形成期の雌の血清中には，雄には無い

リン蛋白(ビテロゲニン)が存在することを示し，さらにこのビテロゲニン量が卵黄形成中に上

昇し，妊娠期間中には減少することを報告している。エゾメパルの生殖周期に伴うピテロゲニン

の消長とその意義については機を改めて報告する。

雌特異蛋白またはビテロゲニンの検索に，本研究と同じ免疫学的な手法を用いた場合，複数の

蛋白が見いだされた例はこれまでにも幾つかある。 Placket al. (1971)はcod，仇dusmorhuaで

卵抽出液に対する抗血清を用い，この抗血清に反応した卵抽出液中の2成分の蛋白が雄血清中に

は存在せず，また成熟雌およびエストロゲン処理をした未成熟魚の血清中に出現することを免疫

電気泳動法によって示した。 Aid品etal. (1973)はアユにおいて成熟雌血竣で免疫した抗血清を雄

血祭で吸収した抗血清を作製し，これを用いた免疫電気泳動法により，成熟雌血禁中に2つの特

異蛋白が存在し，卵巣抽出液にもこの抗血清と反応する 3成分の蛋白があることを報告している。

さらに LeMenn (1979)も同じ手法により，仇biusnigerにおいて卵巣抽出液で免疫して得た抗血

清を雄肝臓で吸収した抗血清を用いて，卵黄形成中の雌の肝臓，卵抽出液および血清中に 2つの

新たな蛋白が出現することを明らかにしている。一方， de Vlaming et al. (1980)はキンギョにお

いてビテロゲニン様蛋白が蛋白分解を受けやすいことを指摘している。ニジマス・サケ (Hara，

1976)およびアメマス(原ら， 1984)では2成分の雌特異蛋白のうち， 1成分はビテロゲニン分子，

他の I成分はビテロゲニンのフラグメントであることが示唆された。このうちのフラグメント分

子は，確かに血清保存中に電気泳動の易動度に変化を生じたものの，血清中には元々2成分が存在

し，フラグメントが保存中にビテロゲニンの分解によって新たに生じたとは考えられなかった

(原ら， 1984)。前述のメダカでも採血直後の試料中に3成分の雌特異蛋白が認められ，これらが分

解産物ではないことを示した (Haraet日l.，1983)。このように雌特異蛋白の構成と性状の同定に

はかなり綿密な検討を要するが，同時に，魚種によって従来のビテロゲニンを含む複数の雌特異

蛋白が存在することも事実である。

今回，エゾメバルの雌特異血清蛋白の検索には，卵黄形成期の雌血清および卵巣抽出液に対す

る抗血清を雄血清で吸収した 2つの抗血清を用いた。雌血清および卵巣抽出液はこれら 2つの抗

血清に対して一部異なった泳動パターンを示した。卵黄形成期と妊娠期の雌血清のパターンで特

徴的な ab.aF にのみ強く反応した陽極よりの成分は，卵巣抽出液中には認められなかった(図

2)。しかし卵黄形成期の雌プール血清で、は同位置に極めて弱L、ながら品b.aE iこ対して反応した沈

降線が存在した(図 1)。これらが同じ抗原性を持つ成分であるか否か，現段階では定かでないが，

かなり血清に特異性の高い蛋白であると思われる。この点に関してはめ.aF， ab. aEを卵抽出液

および雌血清でそれぞれ吸収処理を行った上で，さらに検討する必要がある。一方，この逆に，卵

巣抽出液のノ之ターンではめ.aEにのみ強く反応した沈降線が陰極よりに出現したことが注目さ

れる(図 1)。サケ科魚類ではビテロゲニンが卵に取り込まれる際に 2つの卵黄蛋白に解裂される

ことが免疫学的に証明されている (Hara& Hirai， 1978;原ら， 1984)。エゾメバルでも卵にのみ
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原ら. エゾメパノレの雌特異血清蛋白

出現する成分の存在は否定できず， ビテロゲニンの取り込みから卵黄蛋白の構築の過程について

は今後の研究に待たねばならない。

一般にピテロゲニン様蛋白は卵黄形成期に特徴的に出現する蛋白と考えられているが，エゾメ

バルでは先のメダカ (Haraet al.， 1983)と同様，卵黄形成期に先立つ油球期の雌に既に特異蛋白

が出現した。これらの特異蛋白はエストロゲン処理によっても誘導されることから， ビテロゲニ

ンと同様に，肝臓で合成され血中に分泌される蛋白であることが示唆された。詳細は今後の免疫

組織学的研究によって明らかにされると思われるが，この特性は血液による新たな雌雄判別の手

法にもつながる興味深い課題である。

要 約

海産胎生魚，エゾメパル Sebastestacza仰 wskiiの生殖生理学的研究の一環として，雌特異血清蛋

白の挙動を明らかにするため，免疫学的な手法を用いて基礎的な検討を行った。

卵黄形成期の雌血清および同期の卵巣の抽出液をそれぞれ家兎に免疫して得た抗血清を，雄血

清で吸収した吸収抗血清を作製し，これを用いて雌特異血清蛋白の同定と検索を行った。免疫電

気泳動法による泳動パターンから，卵黄形成期および妊娠期の雌血清中には 4-5成分の特異蛋白

の存在が認められた。さらに卵巣卵が油球期にある未熟雌でも，個体によって 1-3成分の特異蛋

白が観察された。一方，エストロゲン処理した雄においても，卵黄形成期の雌と同様の複数の特

異蛋白が誘導された。これらの複数の雌特異血清蛋白のうち， 1成分は鉄結合能を有するビテロ

ゲニン様蛋白であることを明らかにした。
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