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北大水産業報
47(2/3)， 31-39. 1996. 

シロサケ(Oncorhynch耐 ketα)成長ホルモンの精製

深田 陽久1)・玄浩一郎日)・平松 尚志2)

浦 和寛2)・原 彰彦4)

Simple Purification of Growth Hormone from 

Chum Salmon (Oncorhynchus ke加)

Haruhisa FUKADA1)， Koichiro GEN2).3)， Naoshi HIRAMATSU2)， 

Kazuhiro URA2) and Akihiko HARA4) 

Abstract 

Growも.hhormone (GH) w邸 purifiedfromぬepi七uitaryglands of chum salmon (α附-
h抑ch四 /ootα)by salting-out， ion exchange chromatography岨 dgel fil七ration. The pitui-
tari剖 werehomogenized wiも.hphosphaωbuffered saline (pH. 7.0) by using a glass homogen-
由rand then centrifuged 叫 15，α)()rpm for ωmin. The supぽnatantw師 pr'田ipi凶句dby 
addition of ammonium sulfa七eat 35% saturation. After centrifugation a七10，0∞rpmfor 30 
min，もheprecipita品ew剖appliedωananion exch岨 gechroma'七ographycolumn (DE-52)， and 
eluted by stepwise method wiぬ20mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) containing NaCl 叫 0，50阻 d
5∞mM. The fra瓜ionseluωd with the buffer containing 50 mM N aCl were pooled and 
棚田n同制，and then subj開制ωgelfiltration on Superose 12 column equilibra凶 W1ぬもhe
Tris-HCl bu宜'ercontaining 2% NaCl and 0.1% NaN3 • Only one symme七ricalpeak w飴
ob加 nedby gel自Itra七ion. When the peak fr叫 tionwas applied ωsmトPAGE， a single band 
of 22.5 kDa which w曲目邸旬dwith rabbiもanti-recombin阻も chumsalmon GH (a-rsGH) on 
W闘もernblo批mgw拙 obtained. Therefore，も wasidentified副 achum salmon GH. 
In回，periもonealinjection of the purified sGH resul凶 ina increase of body weighも， when 
旬Sぬdin a bio酪sayusing juvenile m酪usalmon (Onωrh抑ch山間邸側).

key words: Growth hormone，αworh伊wh叫s/ooω，Purification 

緒言

成長ホルモン (GH)は下垂体の前葉主部 (proximalpars distalis)で産生分泌されるペプチド

ホルモンであり，魚類を含む脊椎動物の成長を促進する。サケ科魚類では，成長促進作用の他に
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降海活動時における海水適応能の向上を促すとされている (Komourdji岨 eta1.， 1976; Cl釘keet 

乱1.， 1977; Miwa and Inui， 1985)。さらに，近年では成熟への関与も示唆されている (Danzmann

e七a1.， 1990; V品nder Kraak et a1.， 1990)。

魚類GHは，ティラピア釘lapiamosambica (Farmer et晶.1.， 1976)で初めて精製され，以来数

多く報告されている。これまで，カツオ Ka加川側.uspelamis (Noso eも品1.， 1988)，マグロ Thun犯協

albaca間 (Kariyaet a1.， 1989)，タラ Gadusmo伽 α(Weveret a1.， 1989)，ブリ S俳句tα仰向例d叫 α

(Kawazoe et a1.， 1988)，コイ Oyp'切tωω.rpio(Cook et a1.， 1983)，ウナギ，A吋uillajαponica 

(Kishida et品.1.， 1987)，およびチョウザメ Acipenser併協ηsωdti(F乱，rmereも札， 1981)でGH精製

が報告されていている。サケ科魚類ではマスノスケonω減少u;hustshawytscha (Le Bail et a1.， 
1989)およびシロサケonω減少u;huskeω(Wagner 的品.1.， 1985; Kawauchi et晶1.， 1986)でGH精
製が報告されている。

サケ科魚類における GHの様々な生理機能を解明するうえで， GHをより温和な条件で精製分

離する必要がある。しかしながら，これまで下垂体からの GH精製は，主にアセトン抽出物を最

終的に逆相カラムを用いて分離する方法が用いられてきた。また精製に至るまでいくつかの複雑

なステップがあり，費やす時聞が長かった。そこで，シロサケ GHを硫安塩析，イオン交換クロ

マトグラフィーおよひやゲル漉過の3つのステップにより，温和な条件下で簡便に短時間で精製す

る方法を確立したので報告する。

材料と方法

供試魚

シロサケ下垂体は， 1992年 10月に水産庁さけ・ますふ化場八雲支場において捕獲された成熟個

体より得，精製するまで-30'Cで保存した。

抗血清

リコンビナントサケ GH(rsGH)に対する家兎抗血清は， Har晶(1976)の方法に従って作製し

た。 1mg/mlの濃度に調整した rsGH溶液 1mlを等量の Freund'scomplete adjuvant (na品 lai)と

混合し，エマルジョンを作製した。エマルジョン0.5mlを家兎後背部に 1週間隔で4回免疫した。

抗体価をチェックした後， 2回の追加免疫を行った。採血は常法により行い，血清を得た。

電気泳動法および免疫学的手法

均一スラプゲル (12.5%)および濃度勾配スラプゲル (5・22.5%)を用いたトリス緩衝液系で

の， SDS (sodium dodecyle sulf:乱旬)ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (SDS-PAGE法)は，

Laemmli (1970)の方法に従った。試料の処理は Haraand Hirai (1978)に準じた。即ち，試料の

還元は 2・merc昭七oethanol(2-ME)濃度を 1%になるように添加した後， 1∞℃で2分間処理した。

泳動は 24mA定電流で約5時間行った。染色には 40%エタノール， 10%酢酸の混合溶液に溶解

した 0.1% Coomassie brilliant blue R-250溶液を用い，脱色は 20%エタノール， 5%酢酸， 2.5%

グリセロールの混合液で行った。分子量マーカー (Pharmaci品)は， a-lac七albumin (14.4 kD晶)，

もrypsininhibiもor(20.1 kDa)， carbonic anhydrase (30 kDa)， ovalbumin (43 kD晶)，albumin (67 kDa)， 

およびphosphorylaseb (94 kDa)を用いた。

We唱旬rnblot七ingはTowbinet al. (1979)の方法に準じた。緩衝液には陰極側 (25mMトリス，

40mM6-アミノーn・カプロン酸， 20%メタノール， pH9.4)，陽極側No.l(300mMトリス， 20%メ

タノール， pH 10.4)，陽極側No.2(25mMトリス， 20%メタノール， pH9.9)を用い，平板型転
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写装置(日本エイド一社)により 25V定電圧で15分間転写を行った。転写後のニトロセルロー

ス膜は非特異的な反応を防ぐため， 5%スキムミルク/500mM NaOlを含む20mMトリス-塩酸緩

衝液 (TBS，pH 7.5)中で30分間プロッキングを行った後，一次抗体であるa-rsGHをプロッキン

グ溶液に対し 1:2500の希釈率で添加し，室温で1時間反応させた。その後0.05%Tween-20を含

むTBS(T-TBS)およびTBSで各2回ずつ5分間洗浄し，余剰の一次抗体を除去した。次いで二

次抗体(ペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgGヤギ血清)(Bio-Rad)をTBS中に 1:2，000の希釈

率で添加し，室温で1時間反応した。上記と同様に洗浄を行い，その後発色溶液[l5mg4・クロロ・1-

ナフトール (Bio-Rad)，20 ml TBS/5 mlメタノール， 15μI過酸化水素水]に浸し，発色させた。

シロサケGHの精製

シロサケ下垂体抽出液は， 0.3%もnωnX-1OQと150mMNaOlを含むlOmMリン酸緩衝液

(PBS， pH7β)中でガラスホモジナイザーを用い氷冷下で抽出操作を行うことにより得た。抽出

物を 15，000rpmにて 60分間遠心後，上清に 35%飽和濃度となるように硫酸アンモニウム粉末を

加えて 4
0

0で一昼夜撹枠した。得られた沈殿を同飽和溶液により 2回洗浄してから， 20mMトリ

スー塩酸緩衝液 (pH8.0)で溶解，透析を行った。十分に透析を行った後，同緩衝液にて平衡化した

DEAEセルロース (DE-52，wh抗man)カラムに添加した。溶出は上記緩衝液およびN晶01濃度を

50mM， 500mMに調整した上記緩衝液によるステップワイズ法にて溶出を行った。流速は 120

ml/hとした。 50mMNaCl溶出分画を濃縮し， 2%N晶01，0.1%N晶N3を含む20mMトリスー塩酸

緩衝液 (pH8.0)にて平衡化した Superose12カラム (FPLOsys旬m，Phannacia)に供した。溶出

は流速0.5ml/minで行った。

生物学的活性

精製GHの生物学的活性を確認するために用いた0年魚サクラマス(平均体重19.4:t1.1 g) 

は，北海道大学水産学部附属七飯養魚実習施設で累代飼育されている個体を使用した。コントロー

ル群は， 0.9%NaOlを腹腔内に投与した。 GH投与群は精製GHを1μg/g体重の濃度で一日おき

に計6回腹腔内投与し，最終投与2日後に体重測定を行った。

結 果

下垂体抽出液の硫安塩析

初めに硫安塩析における GHの分画条件に関して検討した。 35%および50%飽和濃度の硫酸

アンモニウムにて，シロサケ下垂体抽出液を塩析した。遠心分離後の沈殿分画を PBSで溶解し，

上清分画とともに SDふPAGEに供した像を Fig.1に示す。 GHの検出はa-rsGHを用いた West-

ern bloももingにより行った。 35%飽和硫安濃度でほとんどの GHは沈殿分画に含まれていた。一

方， 50%飽和硫安濃度でも，沈殿分画に大部分の GHが認められた。

下垂体抽出液のイオン交換クロマトグラフィー

次に DE-52における GHの分画下の条件を検討した。下垂体抽出液を 20mMトリス・塩酸緩衝

液 (pH8β)により平衡化した DE-52セルロースカラムに供した。NaOl濃度50mM，1∞mM，150 

mM， 300mM，5∞mMを含む20mMトリスー塩酸緩衝液 (pH8β)によりステップワイズ法で溶出

を行った。各溶出分画を SDS-PAGEにより解析した。各分画の SDS-PAGE像をFig.2に示す。50

mM NaOlを含む20mMトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)にて溶出を行った分画でGHの溶出か認め

られた。 GHはSDS・PAGE上で100mMNaOl溶出分画まで確認できたが，それ以降の溶出分画
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1 2 3 4 5 

GH~ 

Fig.1. 5-22.5% SDS-PAGE of frac七ionsaf七百
salting out with a皿皿oniumsulfa回 l 
preClplta回 of35% ammonium sulfate satu-
ratiOll. 2: supern叫antof 35% a皿皿o
nm皿 sulfa回 saturation. 3: precipi回出 of
50% ammonium sulfate s叫ur叫lOn. 4: 
superna回目 of50% a皿皿omu皿 sulfate
s叫uratiOll. 5: pituiもaryexもrac臼

では GHのバンドが認められなかった。

GHの精製

1 2 3 4 5 

GH 

Fig.2. 5-22.5% SDS・PAGE of fractions after 
ion exchange chro皿叫ographyon DE-52叫
differnも NaCl皿olar山田 1 ・50皿M，2 
100 mM， 3: 150 mM， 4: 300皿M，5: 500 
mM 

下垂体抽出液の 35%飽和硫安沈殿分画を DE-52セルロースカラムに供した。溶出ノfターンを

Fig. 3に示す。 20rnMトリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)にて溶出した非吸着分画を passthrough分画，

50 rnM， 500皿MNaClを含む伺緩衝液にて溶出した分画をそれぞれ50rnM溶出分画および500

rnM溶出分画とした。それぞれの分画を SDS-PAGEに供した (Fig.4)。すべての溶出分画に GH

が存在していたが，50皿M溶出分画には GHのバンドのみが見られた。Fig.3のシャド一部分を濃

縮し，2% NaCl， 0.1% NaN3を含む 20皿M トリスー塩酸緩衝液 (pH8.0)で平衡化した Superose

12ゲノレ滅過カラムに供した結果，シンメトリーなピークが得られた (Fig.5)。ピーク部を SDS-

PAGEおよびa-rsGHを用いた Western blottingに供した図を Fig.6に示す。SDS-PAGEで23

kDaに一本のバンドが観察され，そのバンドがW田ternblottingで反応したことからシロサケ下

垂体から GHが電気泳動的に高純度で精製されたことが示された。精製 GHは還元下では 23kDa 

を示し，非還元下では 22.5kDaであった (Fig.7)。

生物学的活性

精製 GHの活性はO年魚サクラマスに腹腔内投与を行い確認した。体重の増加を Table1に示

す。体重の増加は， GH投与群が高値を示し，コントロール群と比較し差異が観察された。

考 察

これまで多くの硬骨魚類で GHの精製に関して報告されているが，下垂体からの抽出法に違い
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Table 1. EffecもofsGH on the growth of juvenile masu salmon 

Treatment 

GH (1.0μg/皿1)

Saline control 

Gained Weight(g) 

11.635 

2.281 

:!:SE 

2.365 

0.356 

が見られる。即ち，下垂体からの抽出はアセトンに phenylmeぬysulfonylfluorideなどのプロテ

アーゼインヒビターを加えた有機溶媒で行う方法 (Kawauchiet al.， 1986; Kawazoe et al.， 1988; 

Noso et al.， 1988; Kariya eもal.， 1989)の他に塩基性の緩衝液で行う方法 (Far皿eret al.， 1976; 

Wagner et al.， 1985; Wever et al.， 1989)がある。 GHは疎水性の蛋白であることが知られている

(Kawauchi et al.， 1986)。そこで抽出率を高めるために抽出は非イオン性界面活性剤である tri句n

X-lQOを0.3%含む PBSでも行った。もnωnX-lQOは疎水性部位と親水性部位を持ち， GHの疎水性

部分はもr巾 nX-lQOの疎水性部分で覆われ，親水性を増すと考えられる。また本実験の抽出法は

有機溶媒を用いた抽出法より蛋白の変性や失活を招かず比較的温和な条件と思われる。様々な

NaCI 濃度の緩衝液での陰イオン交換クロマトグラフィーの溶出結果より，溶出の NaCI濃度を以

下の様にした。非吸着分画は NaCIを含まない緩衝液にて， GHの溶出は最も GHが多く含まれた

NaCI 濃度 50皿Mで行い，回収は 500mM NaCIでほとんどの蛋白が溶出されていたことから 500

mMNaCIとした。

これまで報告されている抽出後の操作は大きく 3つに分けられる。 1)等電点沈殿等の pH処

理による下垂体抽出液の沈殿をゲル波過に供した後に， ConAカラムを用いたアフィニティーク

ロマトグラブィーを行う。ゲル鴻過によるリクロマトの後，陰イオン交換クロマトグラフィーを
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行い，再々度ゲル濃過を行う方法 (Wagneret乱1.， 1985)， 2) pH処理による下垂体抽出液の沈殿

をゲル漉過後，逆相カラムに供す方法 (Kawauchiet畠.1.， 1986; Wever et叫.， 1989)および 3)pH 

処理による下垂体抽出液の沈殿をゲル漉過，陰イオン交換クロマトグラフィー，逆相カラムに供

する方法 (Nosoet al.， 1988; Kariya的晶.1.， 1989)である。

今回，シロサケ GHの精製は硫安坂析，イオン交換クロマトグラフィーおよびゲル鴻過の3つ

のステップで行った。他の精製法に比較し，ステップが少ないため精製に費やす時間も短く (2日

間)，蛋白の活性を失わずにすむと思われる。逆相カラムを用いる精製法は高純度で精製品を得る

ことができるので精製蛋白のアミノ酸解析を目的とする時には必須な操作である。しかしながら，

溶出を有機溶媒であるアセトニトリルで行うので精製品を ~n v'woの投与試験等に用いる場合は

変性，失活が起きている可能性が危慎される。本研究において精製した GHは，生物学的活性を

確認した結果，活性を有し体重の増加が認められた。以上のように GHの精製は多々報告がある

が，目的に適した精製法を用いることが重要と考えられる。

本研究で精製した GHはSDEトPAGEにおいて 22.5kDaであった。精製GHの分子量はこれま

で精製された魚類および他のサケ科魚類とほぽ一致していた (Table2)。また， GHの分子量は

SDS-PAGEに供する際の遷元処理により差異が認められた (Fig.6)。即ちその分子量は遷元下で

は23kDaであり非還元下では 22.5kDaであった。 GHの分子構造には大ループと小ループの二

つのループが存在し，ループ末端はS-S結合で結ぼれている (Weveret al.， 1989)。非還元下では

この結合が維持されているため還元下の分子量より小さい値を示すと理解される。一方，シロサ

ケの GHには分子量が同一であり等電点が5.6と6.0と異なる 2つのアイソフォーム (GH1およ

びGH2)の存在が報告されている (Wagner的札， 1985; Kaw晶uchiet al.， 1986)。精製GHを

Tab1e 2. Mo1ecu1ar Weights of Te1eost GH 

MW  Reference 

Chinook salmon 
(ω包回".h伊包ch悩 tsha叩宮おcha)

23，0∞ 
Le Baiq eもal.， 1989 

Chum sa1mon 
(αWO'/"h炉開huskeω) 18，4∞ k19o7m9 ourdjiaaland Idler， 

23，5∞ W時nere七al.， 1985 

23，0∞ Kawauchi e'七al.， 1986 

22，5∞ 
Fukada et al. 
(present study) 

22，200 
F町mereもal.，1976 Ti1apia 

(Tila:，戸α閉山am肱 α)

23，500 
Farmer eも晶1.， 1981 Sturgeon 

(Acip側 se".併協mωdti)

23，ぽlO
Kishida et al.， 1987 J apanese ee1 

(A吋uillajapo骨四)

22，似)() Kawazoe e七al.， 1988 Yellowtai1 
(&riola何処句e'/"ad叫 α)

20，α)() and 22，0∞ Wever et al.， 1989 Cod 
(Gad悩 morhua)

21，∞o Kariya et晶1.， 1989 Tuna 
(Th叫nn.叫salbaca'l'e8) 

21，α)() Noso e七al.， 1988Boni色。
(Katst雌棚叫spelamis) 
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MoncトQカラム (FPLCsy蜘 m，PharmlWia)を用いてイオン交換クロマトグラフィーを行った

時， GHの溶出に GH1とGH2と考えられる 2つのピークが認められた。GH1とGH2はアミノ酸

組成において若干の差異があるが，仇 t耳切での投与実験でともに成長促進効果を有することが確

認されており (Wagneret a1.， 1985)，投与実験に使用する際は共存しても問題がないと思われる。

以上，本実験はシロサケ下垂体から，温和な条件下における簡易で迅速な方法により GHを精

製した。精製 GHは活性を有することが確認されたことから， GHが関わる様々な生理現象の解析

の一つの手段として，仇 vi仰の投与実験に用いることが可能であることが示された。
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