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学位論文内容の要旨

博士の専攻分野の名称 博士（水産学） 氏名 安藤　忠

学位論文題名

硬骨魚類インスリンの一次構造、遺伝子構造および分泌動態に関

する研究

　硬骨魚類において、インスリンは栄養素、特にタンパク質・ア

ミノ酸の同化制御にkey　hormoneとして深く関わっている。したが

って、硬骨魚類においてインスリンの分泌動態、作用機序を明ら

かにすることは、栄養素の効率的な同化、ひいては成長を促進す

る技術を開発する上で重要である。そして、硬骨魚類のインスリ

ンの一次構造は変異性が高く、魚種ごとに生物活性が異なること

が予想され、さらに複数の分子種を有する魚種が認められるため、

各魚種において二分子種の生化学的同定および分泌動態を調査す

ることが必要である。

　以上のような背景を踏まえ、本研究はマヅカワおよび数種の硬

骨魚類においてインスリンの一次構造、遺伝子構造を解明し、複

数のインスリン分子種の産生様式を明らかにした。さらに、マヅ

カワインスリン酵素免疫測定法を新たに開発し、マツカワにお

ける2分子種のインスリンの分泌動態の一端を解明した。

　第1章では、マツカワはB鎖のN末端の伸長（Pyr－Ala）の有無

のみが異なる2分子種のインスリンを有することを明らかにし

た。そして、5個体の膵抽出物を個体ごとに調製して、逆相

H：PLCに負荷したところ、インスリンー1およびIIに対応する

UV吸収ピークがすべての個体に認められ、両インスリンは非対



対立性遺伝子に支配されていることが示唆された。次に、PCRに

よりマヅカワのゲノミックDNAからプレプロインスリン遺伝子

を増幅し、塩基配列の解析を行った。その結果、単一の遺伝子が

得られ、この遺伝子から演繹されたアーミノ酸配列はインスリンー

1およびIIに一致した。そして、この遺伝子の一部門塩基配列を

プローブとしてゲノミックサザンプロットを行ったところ、3種

の制限酵素のそれぞれにより消化されたゲノミヅクDNAにおい

て1本ずつのバンドが検出された。これらのことから、マヅカワ

の2分子種のインスリンは単一のプレプロインスリンからシグナ

ルペプチドのC末端の切断箇所が2箇所にわたるため生じると考

えられた。

　第2章では、マヅカワにおける2分子種のインスリンの産生様

式がマツカワに特異的なものか否かを、イシガレイ、カヅオ、ホ

ッケの3種からインスリンを精製するとともに、それらの一次構

造を解析することにより検討した。

　マヅカワと系統的に遠縁であるイシガレイもB鎖のN末端の伸

長（Pyr－Ala）の有無のみが異なる2分子種のインスリンを有する

ことが確認された。このことからカレイ類の多くの種がマヅカワ

インスリンー1およびIIに対応する2分子種のインスリンを含む

ことが考えられた。

　1個体のカヅオからインスリンを精製したところ、インスリンー

1およびIIが得られた。これらの間には50残基中11残基の配

列置換が認められ、インスリンーIIのB鎖のN末端はインスリンー

1のそれに比較して1残基伸長していた。また、脊椎動物のイン

スリンのB鎖16残基目はレセプターと結合する領域を構成する

ため保存性が高く、ほとんどの種においてTyrであるが、カヅオ

インスリンー1のそれはAsnであった。さらに、3個体の三門出
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物を個体ごとに逆相HPLCに負荷したところ、インスリンー1

およびIIに対応するUV吸収ピークがすべての個体において確認

された。これらのことから、カヅオのインスリンー1とIIは異な

る2遺伝子座に支配された分子種であり、生物活性が異なること

が予想された。

　ホッケにおいても2分子種のインスリン（1、II）の存在が確

認された。そして、両分子種間に51残基中11残基の置換、お

よびインスリンー1のA鎖のN末端に3残基の伸長が認められた。

また、ホッケインスリンーIIとカヅオインスリンーII間のアミノ

酸配列の置換残基数は4残基であったが、ホヅケインスリンー1

とカツオインスリンー1のそれは17残基であった。さらに、5

個体のホッケから得られた膵抽出物を逆相HPLCに個体ごとに

負荷したところ、すべての個体においてインスリンー1およびII

に対応するUV吸収ピークが認められた。これらのことは、ホッ

ケにおいてもインスリンー1およびIIは異なる2遺伝子座に支配

されていること、およびカヅオとホヅケが分岐した後にそれぞれ

の種においてインスリンー1遺伝子はインスリンーII遺伝子の重複

により生じたことを示唆している。また、ホッケのインスリンー

1とII間において、レセプターと結合する領域を構成する部分に

アミノ酸配列の置換および伸長が認められたことから、ホヅケに

おいてもカヅオと同様にインスリンー1とII間の生物活性が異な

ることが予想された。

　第3章においては、ビオチン標識マヅカワインスリンーIIと抗

マヅカワインスリンーII血清を使用した競合免疫測定法を開発し

た。そして、この測定法によりアミノ酸とグルコースのインスリ

ン分泌誘導能を投与実験により比較したところ、アルギニンが強

い誘導能を有することが示された。一方、哺乳類において強い誘



十能を示すグルコースの効果は弱かった。次に、アルギニン投与

あるいは餌料給餌によりインスリン分泌を誘導したマヅカワから

血漿を採取し、逆相HPLCに負荷して得られた各フラクション

のインスリン量を測定した。その結果、インスリン免疫反応はア

ルギニン投与および餌料給餌のいずれの実験区においても2つの

反応ピークとして認められ、それらの溶出時間はマツカワのイン

スリンー1とIIのそれらにそれぞれが一致した。このことはマヅ

カワにおいて2分子種のインスリンが成熟分子として血液中に分

泌されること、およびアルギニンおよび摂事後の栄養素の同化に

両インスリンがともに作用することを示唆している。

　本研究において、硬骨魚類のインスリンには（1）単一のプレ

プロインスリンから成熟型へ変換される過程でシグナルペプチド

の切断箇所が異なるために2分子が生じる様式と、（2）2遺伝

子座の産物として2分子種が生じる様式の2つの分子多型の産生

様式が存在することが明らかになった。そして、本研究において

使用した4魚種すべてにおいて複数のインスリンの存在が明らか

になったことから、さらに他の硬骨魚類においても未知のインス

リン分子が存在する可能性が考えられる。そのため、栄養素代謝

の研究対象種において複数のインスリンの存在可能性、分泌動態

さらにそれらの間に機能分化があるか否かを検討することが必要

であろう。そして、これらの知見およびインスリンの測定法は硬

骨魚類、特に異体類においてインスリンを中心にした内分泌系制

御による効率的なタンパク質・アミノ酸の同化制御技術開発の基

礎として重要になると考えられる。
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緒言

　動物に摂食された栄養素は消化により小分子に分解された後・腸から吸収され・血

流を介して各細胞に吸収されて同化あるいは異化に使用される・この過程において・

インスリンは血液にとけ込んだ糖やアミノ酸の濃度の上昇により分泌が誘導され、摂

取した栄養素の同化にkey　hormoneとして重要な役割を果たす。すなわち・インスリン

は主に肝臓や筋肉において栄養素の異化過程を抑制する（葛谷ら・1980；Mortimer

and　Mondon，1970；Rannels　et　al．，1975）とともに、血液中からの栄養素の取り込

み、およびそれらの同化を促進する（Fulks　et　a1．，1975；葛谷ら，1980；Monier

et　al．，1983）。’ ﾁに、糖代謝においてインスリンは血糖値降下イ乍用を持つ唯一のホ

ルモンであるため、血糖濃度調整を担うkey　hormoneとされる。そして、ヒトにおいて

はインスリンが糖尿病と深い関わり合いを持つことから、その治療に応用することを

目的として細胞の代謝から臨床応用の分野まできわめて多くの知見が蓄積されてきた。

　＿方、魚類においては、ウシインスリン投与により血漿のアミノ酸あるいはグルコー

スの濃度が顕著に低下すること（Furuichi　and　Yone，1982，　Murai　and　Ogata，

1990）、アミノ酸投与によりインスリンの分泌が誘導されること（Ince　and　Thope・

1977，Plisetskaya　et　a1．，1991）、インスリン投与によりアミノ酸のタンパク質へ

の変換が促進されること（Inui　and　Ishioka，1983，　Plisetskaya　et　a7．，1984）が

示されてきた。これらのことは魚類においても哺乳類と同様に栄養素の代謝・特に同

化にインスリンが深く関わることを示している。しかしながら・魚類においてグルコー

スの投与によるインスリンの分泌誘導効果は哺乳類と異なり弱い（lnce　and　Thope・

1977）。そして、魚類の多くは炭水化物をほとんど摂取しない肉食種であり・糖利用

能は一般的に低い（池田，1979；示野ら，1977）。特にヒラメはタンパク質要求性が

高く、炭水化物および脂肪の利用能がコイやニジマスに比較して低い（菊池ら・

一1一
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1993；菊池・古田，1998）。以上のことは魚類、特に異体類において、糖よりもアミ

ノ酸・タンパク質がエネルギー源として重要であること、さらにインスリンが糖代謝

よりもアミノ酸代謝に深く関わっていることを示している。したがって、インスリン

の分泌動態、作用機序を明らかにすることは、増養殖対象魚類における栄養素、特に

タンパク質やアミノ酸の効率的な同化、ひいては成長を促進する技術を開発する上で

重要である。

　実際に、魚類において血中インスリン濃度と成長速度が相関関係を示すこと

（Sundby　et　a1．，1991）、インスリン投与により成長が促進されること（Ludwig

et　a1．，1977；Ablett　et　a1．，1981a；Plisetskaya　et　al・・1991）が示されてきた・

これらのことはインスリンが成長に必要な物質の同化制御に深く関係することを示唆

している。

　しかし、これまでインスリンの生理学的研究が行われた魚類はサケ・マス類、ウナ

ギなど少ない種に限られ、海産種を使用した研究はほとんど認められない。しかも・

得られた知見が断片的であるため、さらに他の魚種、特に水産上重要な異体類・タイ

類などの海産種においてインスリンの分泌動態、作用機序に関する研究を進展させる

ことが必要である。

　生理活性を有するタンパク質・ペプチド類の一次構造や遺伝子構造を解明すること

は、それらの生理的機能や作用機序を理解する上で必要不可欠である。これまで・20

種以上の魚類（魚上綱）においてインスリンのアミノ酸配列が報告されてきた。それ

らの配列は種間で変異性が高いため対象種ごとに構造を解析する必要がある。そして・

カツオ（Yamam。t。　et　a1．，1960、　K・taki，1961；K・taki，1962；K・taki　et　al・・

1962；Kotaki，1963）、toadf　i　sh（Smith，1966）などにはアミノ酸配列が置換してい

　る2分子種のインスリンが存在することが知られている。これらのインスリンの全ア

　ミノ酸配列は未解明であるが、各分子種間において機能分化が遂げられている可能性
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が考えられる。そのため、研究対象種において複数のインスリンが存在するか否かを

検討することはインスリンの作用機序を理解する上で重要な課題である。そして、硬

骨魚類においては、ヌマガレイの1種、P！euronectes　f1　esus（Platichthys　fl　esusの

シノニム）のプロヅクマン小体が電気泳動法で移動度が異なる2つのインスリン様物

質を含むことが報告されている（Jorgensen，1960）。さらにP・fl　esusのプロヅクマ

ン小体抽出物の逆相クロマトグラフィーを行った際に、インスリンが溶出された直後

のフラクションに弱いインスリン様免疫反応が検出される（Conlon　et　al・・1987）。

これらの報告は異体類が2分子種のインスリンを有する可能性を示している。

　異体類は、ヒラメ（Paralieh　thys　olivacθus）をはじめ、マツカワ（Verasper

m。seri）、イシガレイ（κareiUS　bi・・1・ratUS）、マガレイ（Liazzuanda　herzenstθini）

など、水産上重要な種を多く含み、種苗放流および養殖が盛んに行われている。した

がって、異体類の栄養素同化に重要な役割を果たすと考えられるインスリンの生化学

的性質や分泌動態を解明することは、異体類において、より効率的な種苗養成技術を

開発する上で重要な課題である。

　近年、我が国の水産において異体類の中ではマツカワが特に注目されている。本種

は市場価格がヒラメを上回ることが多く、高級魚として種苗生産・実験的養殖が行わ

れている。そして、二種は低水温下で成長が早く、水温の低い北海道東岸で放流した

全長10cmの稚魚が1年後に25cm程度に成長する（中川，1992）。また・飼育環境下に

おいても同様の成長速度を示す（中川，1993）。このため、本種は寒冷海域における

増養殖対象種として注目されている。その一方、資源量は極めて低い水準にあり・絶

滅に瀕している（南，1994）。したがって、マツカワにおける栄養素同化機構を解明

することは、本種が低温で高い成長速度を示す機構を解明する上で重要であるととも

に、資源量回復のためのより効率的な生産技術の確立に重要である・また・このこと

は現行の飼育条件下で成長速度が遅い異体類（マガレイ、マコガレイなど）の成長を
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改良する技術の確立にも応用できる可能性がある。さらに、本種は体表が厚い皮膚と

異体類としてはやや大型の鱗に覆われているためハンドリングに強い耐性を有するこ

と、人工餌料のみによる飼育が可能であること、採卵から種苗生産、親魚養成までが

可能な完全養殖が実現化しつつあること、成熟までに最低2年以上必要とするため生

理的状態が一定である期間が長いことなど、内分泌研究用魚種として好都合な特徴を

合わせ持っている。

　本研究は、マツカワと数種の硬骨魚類を使用し、栄養素同化のkey　hormoneであるイ

ンスリンの一次構造、遺伝子構造を解明し、硬骨魚類において複数のインスリンが産

生される様式を明らかにした。そして、新たにインスリンの測定法を開発し・マヅカ

ワにおける2分子種のインスリンの分泌動態の一端を解明した。本研究は3章から構

成され、第1章では、マツカワインスリンの一次構造と遺伝子構造を解析し・マツカ

ワにおける2分子種のインスリンの産生様式を明らかにした。第2章では・マツカワ

以外の硬骨魚のインスリンの一次構造を解析し、硬骨魚類における複数のインスリン

の産生様式を検討した。第3章では、マツカワインスリンに特異的な酵素免疫測定法

を開発し、これを用いて血漿中に含まれるインスリン分子の同定を行い・マツカワの

2分子種のインスリンが血液中に分泌されることを免疫学的に確認した。そして・最

後にインスリンにおける分子多型の産生様式と存在意義、魚類におけるインスリンの

生理作用、および異体類の栄養利用の特徴の3点に関して総合的に論議した。
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第1章　マヅカワインスリンの精製と一次構造の解析

　過去30年間に60種以上の脊椎動物からインスリンが精製され、その一次構造が決定

されてきた。それらの種のほとんどはインスリンを1分子種のみ有するが・ラヅト

（Rattus　norve8’ieus；Smith，1966）、マウス（Mus　muscu！　us；Markussen，1971；

Buenzli　et　a1．，1972）、アフリカツメガエル（Xenopus　Iaevis；Shuldiner　et

a1．，1989a，　b）は2分子種のインスリンを有する・このうち・アフリカツメガエルの

胚において、2分子種をコードするインスリン遺伝子は異時的に発現することが知ら

れている（Shuldiner　et　al．，1991）。このことはアフリカツメガエルの2分子種の

インスリンがそれぞれ機能分化していることを示唆している。

　魚類においてインスリンの精製、一次構造の解析は20種以上について行われてきた。

このうち、カツオ（Ka　tsuwon　us　pelanris；Yamamoto　et　a！．，1960；Kotaki，1961；

Kotaki，1962；Kotaki　et　al．，1962；Kotaki，1963）、toadfish（学名不記載；

Smith，1966）、ギンザメ（Hydrolagus　colliei；Conlon　and　Thim・1986）・ヘラチョ

ウザメ（Polyodon　spathula；Nguyen　et　a1．、1994）が複数の分子種のインスリンを

有する。しかしながら、カツオとtoadfishのインスリンの全アミノ酸配列は未解明で

あり、さらに、この4魚種におけるインスリンの各分子種の産生様式、分子種間の機

能分化の程度は未解明である。また、異体類においても2分子種のインスリンの存在

が示唆されている（Jorgensen，1960；Conlon　et　a！．，1987）。しかし、それらのう

ち一方の分子種の構造は未解明である。

　本章では、マツカワ（Verasper　moseri）において、第1節でインスリンの精製と一

次構造解析、第2節でプレプロインスリン遺伝子の構造解析および複数のプレプロイ

ンスリン遺伝子の存在可能性の検討を行った。
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第1節　マツカワインスリンの精製と一次構造の解析

　異体類のインスリンの一次構造の解析は、Conlon　et　a！・（1987）がヌマガレイの一種

（Platich　thys　f1　esus）において行っている。彼らはP．　f！esusのプロヅクマン小体が

インスリンに加え、インスリン様免疫活陛を示す物質を含むことを報告した。しかし

ながら、この物質の構造解析は行われなかった。本節では、マツカワにおいてインス

リンおよびインスリン様物質の精製および構造解析を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

3θP－P面恥によるマツカワのブロックマン小体抽出勿の調：製：　マツカワ（N＝4）から

胆嚢上のプロヅクマン小体（550mg）を摘出し、インスリン抽出まで冷凍保存した。冷

凍されたプロヅクマン小体を10mlのエタノール／0・7M塩酸（3：1・v／v）中で細切後・

テフロンーガラスホモジナイザーでホモジナイズし、その援、4。Cで・・…一・一F晩スターラーに

より撹心した。次にホモジネートを4。Cで20分間、10，000×8で遠心分離して上清を得、

減圧遠心濃縮によりこの上清からエタノールを除去した。再度・4。Cで20分間・

10，000×8で遠心分離し、沈殿を除去した。次に得られた上清を・終濃度が0・1％（v／v）

になるようにトリフルオロ酢酸（TFA）を加えた後、0．1％TFAで平衡化したSep－Pak

C18カ＿トリヅジ（Millipore、　Milford、甑）に負荷した。溶出に80％アセトニトリル

／0．1％TFA（v／v）を使用して、得られた溶出液を500μ1まで濃縮し・再度・終濃度が

0．1％（v／v）になるようにTFAを加えた。

ブPックマン丸儲出勿のエタノール／ジエチルエーテノ耽殿法による調製：この調

製法はCutfieldθt　a1．（1986）の方法に若干の変更を加えたものである。各プロヅク

マン小体（Nニ5；51－124mg）を5倍量（v／w）の2％HC　1／90％エタノール（v／v）中で
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細切、ホモジナイズ後、ホモジネートを4。Cで一晩撹搾し・2。Cで20分間・10，000×

9で遠心した。生じた沈殿は同じく5倍量の5％HCI／75％エタノール（v／v）中でホモ

ジナイズし、同条件下で6時間撹拝した。次に10，000×g．20分間、2。Cで遠心分離後、

二つの上清を混合し、アンモニア水を撹搾しながら沈殿が生じるまで加えた。4℃で

20分間インキュベート後、沈殿は2。Cで20分間、10，000×9で遠心分離によって除去さ

れた。次に得られた上清に使用したプロヅクマン小体の1／12倍量（v／w）の6NHC1、

同じく1／25倍量（v／w）の2M酢酸アンモニウム緩衝液（pH　5・4）・さらに同じく1／30

倍量（v／w）の3．4M　NaCl，上清の2．2倍容のエタノール・同じく4倍容のジエチルエー

テルを加えた。4。Cで一晩インキュベート後、2。Cで20分間、3，000×9で遠心分離し・

沈殿（エタノール／ジエチルエーテル沈殿）を風乾し、3M酢酸に溶解した。

マツカワインスグンの逆祖クロマみグラフィーによる精製：　プロヅクマン小体抽出

物をODS－120Tカラム（2．0×150㎜、東ソー、東京）を使用した逆相クロマトグラフィー

に負荷した。なお、溶出液として0．1％TFA（v／v）と0・1％TFA／50％アセトニトリル

（v／v）を使用し、カラムチャンバー温度を30。C、流速を100μ1／分に調整し・115分間

の直線濃度勾配により溶出した。そして、溶出されたフラクションを集め・各フラク

ションの成分について質量分析を行った。得られたフラクションのうち・m／z6000付

近を示したものを減圧遠心濃縮により100μ1まで濃縮し、さらにμRPC　C2／C18　SCカラ

ム（2．0×100㎜、Pharmac　ia、　UpPsala、　Sweden）を使用した逆相クロマトグラフィー

により精製した。溶出液は上記のものと同一であるが、アセトニトリル濃度を5分間で

22．5％（v／v）まで、次の70分で42．5％（v／v）まで、さらに次の10分間で50％（v／v）ま

で上昇させた。溶出は280㎜の吸光度でモニターされ、S｝仏RTシステム（Pharmac　i　a）を

HPLC装置として使用した。
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インズグン酵素免疫測定法：　得られたフラクションのインスリン様免疫活1生は抗ウ

シインスリン血清と西洋ワサビペルオキシダーゼ／ウシインスリン複合体を使用した競

合酵素免疫測定法により測定された（Andoh　and　Nagasawa・1997）。

拷造解祈：　質量分析によりm／z6000付近を示したフラクション中の成分を次の方法

により還元カルボキシメチル化した。すなわち、フラクションを減圧遠心濃縮により

50μ1まで濃縮し、400μ1の7Mグアニジン塩酸塩・10mhエチレンジアミン四酢酸・

20mMジチオスレイトールを含む500mM　Tris－HC1（pH　8・8）と混合し・37。Cで2時間イ

ンキュベー．．．．トし、さらに33μ1の20mhヨード酢酸ナトリウムと混合して同じく37。Cで

30分間インキュベートした。この操作により生じたインスリンA鎖とB鎖を

Resource　RPC　lm1カラム（6．4×30㎜、　Pharmacia）を使用した逆相クロマトグラフィー

により分離した。溶出液には0．1％TFA（v／v）と0．1％TFA／100％イソプロパノール

（v／v）を使用し、30・Cで流速を500μ1／分とし・33分間の直線濃度勾酉己で1導出した・

　アミノ酸配列解析はプロテインシーケンサー（ABI476A、　Perkin　Elmer、　Norwalk、

CT）を用いて行った．質量分析は飛行時間測定型の質量分析装置・K・mpact　MALDI　1あ

るいは皿（島津製作所、京都）により正イオン、直線測定モードでマトリヅクスとし

て2一（4－hydroxyphenyl－azo）benzoic　acidを使用して測定した。

ピロクルタメ＿みアミノペプチダーゼによる消化：　Sカルボキシメチル化インスリ

ンB鎖を含むフラクションを10μ1まで減圧遠心濃縮し・1mUのPfuピログルタメート

アミノペプチダ＿ゼ（宝酒造、大津）、100μ1の1　mMエチレンジアミン四酢酸および

1　Om｝Cジチオスレイト＿ルを含む50mMリン酸緩衝＝液（pH　7・0）を加えて50。Cで48時間

インキュベ＿トした。消化後、終濃度0．1％TFAを加えてμRPC　C2／C18　SCカラムを使用

した逆相クロマトグラフィーにより消化物を精製した。溶出＝液には0・1％TFA（v／v）と
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0．1％TFA／50％アセトニトリル（v／v）を使用し、30。Cで流速は100μ1／分・100分間の

直線濃度勾配で溶出した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

マヅカワインズグンの精製：　Sep－Pak法により調製されたプロヅクマン小体抽出物

のODS－120Tカラムでの溶出パターンを図1－1－1に示した。77～79分のフラクションは抗

ウシインスリン血清を使用した酵素免疫測定法（Andoh　and　Nagasawa、1997）におい

てインスリン様免疫反応を示した。そこでこのフラクションをμRPC　C2／C18　SCカラム

によりさらに精製した。その結果、二つの卓越する紫外線吸収ピークが認められ・そ

れぞれのピークをマヅカワインスリン（1、II）と仮定した（図1－1－2）。収量はブ

タインスリンの276㎜での吸光度が1．06であることを便宜的に使用して換算すると・

それぞれ5皿lo1であった。次に、インスリンー1あるいはIIを含むフラクションの成分

について、還元カルボキシメチル化処理を行い、逆相クロマトグラフィーによりA、

B鎖を分離した（図1十3）。どちらのフラクションにおいてもウシインスリンのA

あるいはB鎖の溶出時間付近に紫外線吸収ピークが認められた。

マヅカワインズグンの生化学的特徴：　インスリンー1、IIのA鎖は21残基であり・

インスリンー1のB鎖は30残基であった（表1－1－1）。これらのアミノ酸配列は他の硬

骨魚類のインスリンと高い相同性を示し（図1－1－4）、マツカワのインスリンであると

結論された。そして、質量分析の実測値とアミノ酸配列から予測された分子量はよく

一致し、得られたアミノ酸配列が確かめられた（表1－1－2）。しかし・インスリンrlI

のB鎖については有意なphenylthiohydantoin一アミノ酸（PTH一アミノ酸）が各エドマ

ン分解サイクルにおいて認められずN末端がプロヅクされていると考えられた・そこ

でインスリンーIIのB鎖についてPfuピログルタメートアミノペプチダーゼ消化により
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各インスリンの両鎖についてアミノ酸配列解析を行った。カルボキシメチル化したウシ

インスリンのA、B鎖の溶出時間を矢印で示した。
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表1－1－1 マツカワインスリンー1
、
1のアミノ酸配列とエドマン分解の

各サイクルでのPTH一アミノ酸の収量
Insulin－1 lnsulirll

Cycle A－chain B－chain A－chain B－chain率

　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmoI 　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmol 　PTH－
≠高奄獅

　　　pmoIacid 　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmoI

1 Gly 63．9 Val 330．7 Gly 454．8 Ala 225．5

2 lle 118．3 Leu 301．0 Ile 679．4 Val 239．4

3 Val 122．5 Pro 247．2 Val 790．8 Leu 233．6

4 Glu 122．2 Pro 185．7 Glu 768．6 Pro 165．0

5 Gln 80．4 Gln 253．7 Gin 634．2 Pro 128．0

6 Cys NQ His 89．3 Cys NQ Gln 123．3

7 Cys NQ Leu 186．9 Cys NQ His 52．5

8 His 33．6 Cys NQ His 278．0 Leu 149．9

9 Lys 78．7 Gly 122．0 Lys 41t6 Cys NQ
10 Pro 50．0 Ala 165．9 Pro 225．8 Gly 97．4

11 Cys NQ His 78．5 Cys NQ Ala 137．6

12 Asn 48．5 Leu 155．0 Asn 217．4 His 51．5

13 lle 60．8 VaI 166．5 lle 204．2 しeu 128．9

14 Phe 63．6 Asp 104．9 Phe 237．1 VaI 128．6

15 Asp 39．3 Ala 133．1 Asp 216．8 Asp 61．1

16 Leu 55．2 Leu 114．6 Leu 204．0 Ala 109．5

17 Gln 37．1 Tyr 114．2 Gln 165．0 Leu 113．2

18 Asn 35．1 Leu 122．5 Asn 148．2 Tyr 105．6

19 Tyr 42．3 VaI 120．2 Tyr 170．4 Leu 114．5

20 Cys NQ Cys NQ Cys NQ Val 101．5

21

Q2

Q3

Q4

Q5

Q6

Asn 12．7 Gly

flu

`rg
fly

ohe
ohe

58．6

R4．0

T4．5

R8．6

R4．8

S1．5

Asn 54．7 Cys
fly

flu

`rg
fly

ohe

NQ
U1．1

P9．4

U2．5

T2．7

U3．7

27

Q8

Q9

R0
R1

Tyr
shr
oro

kys

20．0

U．0

R．1

P．8

Phe
syr
嘯?ｒ?

oro

kys

74．7

S4．4

P2．6

P3．7

U．9

NQ： 濃度既知のスタン 一ドを使用しなかった。
＊：ρ酌ピログル二品ートアミノペプチダーゼにより消化したもの。
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A－chain

Bartin　flounder－1（i）

Barfin　flounder－ll（i）

Flounder（2）

Anglerfish（3＞

Carp（4）

Chum　salmon　（5）

Ray（6）

Hagfish（7）

Lamprey（8）

B－chain
Bartin　flounder－1（i）

Bartin　flounder－ll（i）

Flounder（2）

Anglertish（3）

Carp（4）

Chum　salmon（5）
R　ay　（6）

Hagfisha）

Lamprey（8）
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図1－1－4　マツカワインスリンー1、

ンスリンとの比較

llのアミノ酸配列と他魚種のイ

pQはピログルタミン酸を示す。一はマツカワインスリンー1に一致した配列を示す。各

配列は次の文献から引用した。　（1）Verasper　moserj、本研究；（2）Plat’ch的ys
fjesus，　Conlon　et　aj．　（1987）　；　（3）　Lophjus　amaricanus．　Neuman　et　aj．　（1969）　；

（4）　Cy7prin　us　carpio，　M　akowe　r　et　aL　（1982）；　（5）　Oncorhynchus　keta．

Rusakov　et　aL　（1990）；　（6）　70rpedo　marmorata．　Conlon　and　Thim　（1986）；

　（7）　Myxjne　giutinosa．　Peterson　and　Steiner（1975）　；　（8）　Lampetra　fiuviatiJis．

Conlon　et　at．　（1　995）．
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デブロヅキングを行った。消化後、逆相クロマトグラフィーにより消化物を精製した

ところ、未消化のインスリンーIIのB鎖が溶出される溶出時間（63分）に紫外線吸収は

認められず、これよりも早く溶出される紫外線吸収ピーク（59分）が認められたため

（図1－1－5）、Pfuピログルタメートアミノペプチダーゼにより完全に消化されたと判

断した。このピークの成分についてアミノ酸配列解析を行ったところ・31残基から構

成される配列が得られ、N末端のAla以外はインスリンー1のB鎖の配列と一致した（表

1－1－1）。そして、インスリンーIIのB鎖の（M＋H）＋はPfuピログルタメートアミノペプ

チダーゼ消化後に112mass　units減少した（表1－1－2）。この差はピログルタミン酸

（Pyr）の質量数にほぼ一致する。これらの結果はインスリンーIIのB鎖N末端はピロ

グルタミン酸であることを示している。さらに、インスリンーIIのB鎖の質量分析によ

る実測値とアミノ酸配列解析から予測された分子量はよく一致し、得られたアミノ酸

配列が確かめられた（表1－1－2）。

　図1－1－4において、決定されたマツカワインスリンー1、IIのアミノ酸配列を他魚種

のインスリンと比較した。マツカワインスリンーIIはB鎖のN末端のPyr－Alaのみがマ

ヅカワインスリンー1と異なっていた。

各凋体におけるインXグンー一　Zおよび∬の産生：　5個体のマツカワからエタノール／

ジエチルエーテル沈殿法により個体ごとに調製されたプロヅクマン小体抽出物につい

てODS－120Tカラムを使用した逆相クロマトグラフィーによって分析した結果・すべて

の抽出物の紫外線吸収パターンは一致した。そのうちの3個体のものを図1－1－6に示し

た。マツカワインスリンー1、IIが溶出される溶出時間（78－80分）付近に二つの紫外

線吸収ピーク（79分および80分）が認められた。5個体のうち1個体についてこれら

二つの紫外線吸収ピークを含むフラクションの成分について質量分析を行ったところ・

（M＋H）＋はそれぞれがm／z5779およびm／z　5964であった。これらの値はインスリンー1

一16一一
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およびIIの予測値のm／z　5782およびm／z　5965とよく一致した。さらに各紫外線吸収ピー

クの成分について、還元カルボキシメチル化処理を行わずに5残基目までアミノ酸配

列分析を行った。その結果、より早く溶出された成分については（Gly，Val）

一（11e，Leu）一（Va1，Pro）一（Glu，Pro）一Glnが得られ、より遅く溶出された成分については

Gly－Ile－Val－Glu－Glnの配列が得られた（表1－1－3）。これらの分析結果はそれぞれマ

ツカワインスリンー1およびIIのアミノ酸配列に一致し、各個体がインスリンー1およ

びIIを産生していることを示している。

　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　本研究により、マツカワのプロヅクマン小体は2分子種のインスリンを含むことが

明らかになった。そして、マヅカワの各個体が両インスリンを産生していることから・

マヅカワのインスリンー1とIIは非対立性遺伝子に支配されていると考えられる。

　インスリンはプレプロインスリン遺伝子の産物であり、mRNAから翻訳された時点で

はインスリンにシグナルペプチド、C一ペプチドが結合したプレプロインスリンである。

その後、シグナルペプチドが切断されることによりプロインスリンに変換され、さら

にC一ペプチド部分が切断されて、成熟した分子としてインスリンが産生される

（Steiner　and　Oyer，1967；Chan　et　a！．，1976）。この知見に従えばマヅカワにおい

て、2分子種のインスリンが産生される様式として以下の二つが可能性として考えら

れる。すなわち、　（1）単一のプレプロインスリン分子からシグナルペプチドが切断

される段階で二分子種のプロインスリンが生じ、さらにインスリンに変換される可能

性、および（2）両インスリンが異なる二つの遺伝子座にコードされている可能性で

ある。現段階では、どちらの可能性が実際の産生様式なのか結論できない。また・イ

ンスリンーIIはインスリンー1に比較し、　B鎖N末端のみが異なるため、インスリンーII

は中間産物であり成熟分子はインスリンー一　1のみである可能性も考えられる。これらの

　　　　灘，
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表1－1
酸配列とエドマン分解の各サイクルでのPTH一アミノ酸の収量
一3個体ごとに精製したインスリンのN末端のアミノ

Fraction　of　79－80　min Fraction　of　80－81　min

Cyc　le 　PTH－@　　　　　　pmolAmino　acid 　PTH－@　　　　　　pmolAmino　acid

Gly　　　　71．8

ual　　　　　100．2

P1e　　　106．4

keu　　　92．9

ual　　　　101

oro　　　　74．9

flu　　　　70．9

oro　　　64．5

fln　　　　119

Gly　　　　17、4

P1e　　　　18．2

ual　　　16．7

flu　　　　10．4

fln　　　　12．3
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ことは第1章第2節および第3章第3節で検討する。

　これまで脊椎動物においてインスリンの一次構造は60種以上について報告されてき

たが、N末端がピログルタミン酸であるインスリンは報告がなく・マツカワのインス

リンーIIは新規のインスリンである。しかしながら、インスリンスーパーファミリーに

属するリラキシンはラヅトにおいてA鎖N末端が（Marie　et　al・・1981）・ブタ

（James　et　al．，1977；Schwabe　et　a1．，1977）およびサメの一種（Odontas：ρis

taurus；Gowan　et　a1．，1981）においてはB鎖N末端がピログルタミン酸である。ま

た、カイコ（Bombyx　mori）のボンビキシンのB鎖（Nagasawa　et　al・，1990）・およ

びモノアラガイ（Lymnaea　stagnalis）のMolluscan　insulin　related　peptide

（MIP；Li　eta1．，1992a，　b）のA、　B両鎖においてもピログルタミン酸である・ボン

ビキシンとMIPは無脊椎動物のインスリン様ペプチドである。　Li　eta！・（1992a）はMIP

のA鎖において長期間の保存がN末端のグルタミンのピログルタミン酸化を引き起こ

すことを報告している。また、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモンおよび甲状腺刺激ホ

ルモン放出ホルモンのピログルタミン酸は下垂体に含まれるグルタミルシクラーゼに

よる消化によりグルタミンから変換される（Fischer　and　Spiess，1987）。現段階で

は、マツカワインスリンーIIのピログルタミン酸がグルタミンからどのような過程を経

て変換されるのかは不明である。

　Geiger　and：Langer（1973）はdes一（Phe－Val）B1－B2－insulinとdes一（Phe－Val－

Asn）B1’B3一［PyrB4］insulinの血糖降下作用がウサギにおいて95～100％あるいは70％の活性

を示すことを報告している。Pullenθt　a！．（1976）はX線による三次構造解析により

B鎖N末端はインスリンレセプターと相互作用する部位（B23－26）とは反対側に位置

することを示した。また、Hoffmanθt　al．（1977）はB鎖N末端にビオチンを修飾し

たヒトインスリンが脂肪細胞を使用したバイオアヅセイで通常インスリンに比較して・

94±9．6％の活性を示すことを報告している。さらに、B鎖のN末端がヒトインスリン

一21一



に比較して5残基伸張しているヤツメウナギ（Lampetra　fluviati！is）のインスリン

は［3一［1251］iodotyrosine－A14］ヒトインスリンとヒトインスリンレセプターを使用し

たリセプターアヅセイでブタインスリンと同等の結合阻害効果を示す（Conlon　et

a1．，1995）。これらのことは、インスリンレセプターと結合する際にB鎖のN末端が

重要ではないことを示唆している。さらに・このことは硬骨魚類のインスリンにおい

てアミノ酸の置換がB鎖のN末端付近に集中していることから支持される（図1－1－4）。

したがって、マツカワのインスリンー1とIIは同程度の生物活性を有することが予想さ

れる。

　第1段階目の逆相クロマトグラフィーではインスリンーIIを含むと考えられる溶出液

をすべて採取しなかった。紫外線吸光度から判断すると、第1段階目の逆相クロマト

グラフィー一における実際のインスリンーIIの収量はインスリンー1のそれの2倍程度と

推定される。さらにインスリンー1とIIのこの収量比はSep－Pak法（第2章）による精

製法においても同程度である（安藤・長澤、未発表）。これらのことは・プロヅクマ

ン小体に含まれるインスリンのうち、多くがインスリンーIIであり・血中のインスリン

は、インスリンーIIを高いレベルで含むことが予想される。このことは第3章で検討す

る。

第2節　マツカワプレプロインスリン遺伝子の塩基配列解析

　前節ではマツカワがB鎖N末端の2残基のアミノ酸配列が異なる2分子種のインス

リンを有することを示した。そして、このうちの1分子種はB鎖のN末端がこれまで

脊椎動物のインスリンで報告例がないピログルタミン酸によりプロヅクされていた。

このような2分子種のインスリンが産生される様式としては、　（1）単一のプレプロ
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インスリン分子からシグナルペプチドが切断される段階で二分子種のプロインスリン

が生じ、さらにそれぞれがインスリンに変換される可能性、　（2）両インスリンが異

なる二つの遺伝子座にコードされている可能性が考えられた・本節では・マツカワに

おいてプレプロインスリン遺伝子の塩基配列解析を行い、さらにゲノム中において複

数のプレプロインスリン遺伝子が存在するか否か検討した。

　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

プレプロインズグン遺伝子の塩基配列解折：　マヅカワ（体重：4009）の肝臓（0・19）

からcatrimox－14（lowa　Biotechnology　Corp．，　Oakdate，　IA）あるいはGenとるくん（宝

酒造）を使用してゲノミヅクDNAを得た。そしてこのゲノミヅクDNAをtemplateにして

3段階から成るpolymerase　chain　reaction（PCR）によりプレプロインスリン遺伝子領

域のDNAを特異的に増幅させた。第1段階目には、魚種間で保存的なアミノ酸配列部分

であるB鎖の15～20残基目およびA鎖の1～6残基目に対応するプライマー・Pr－1お

よびPr－2（表1－2－1）を使用した。　PCRの反応条件は、94。Cで30秒・50。Cで30秒・72℃

で60秒とし、遺伝子増幅装置mode19600（Perkin　Elmer）を使用して30サイクル繰り

返した。増幅されたDNAはアガロース電気泳動を行い、バンドを切り出し溶出した後・

pT7Blue　T－Vector（Novagen　Inc．，　Madison，　WI）にサブクローニングした。そして・

DNA断片の挿入が確認されたcloneの挿入DNAの両鎖の塩基配列をdideoxyterminat　ion法

（Sanger　et　a1．，1977）により決定した。

　第2段階目には、第1段階で決定した塩基配列から設計したプライマー（Pr－3～

8；表1－2－1）、ゲノミヅクDNAおよびLA　PCR　in　vitro　cloning　kit（宝酒造）を使用

したnested　PCRにより、インスリンB鎖のN末端付近部分あるいはA鎖のC末端付近

部分をコードするDNA部分を増幅させた。なお、インスリンB鎖をコードするDNAの上

流側領域の増幅にはゲノミヅクDNAをHin（加あるいは肋a　lで切断した後にキヅト付属
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のカセヅト配列を持つDNAをライゲーションしたDNAを使用した。また・A鎖をコード

するDNAの下流側領域の増幅にはゲノミヅクDNAをEociR　1で消化し・上述と同様にカセヅ

トDNAをライゲーシヨンしたDNAを使用した。　PCRの反応条件は、94℃で30秒・50。Cで

120秒、72。Cで60秒で30回の繰り返しとした。塩基配列の決定は第1段階と同様に行っ

た。

　第3段階として、第2段階で決定したB鎖のN末端付近およびA鎖のC末端付近を

コードする塩基配列を持ったプライマー（Pr－9，Pr－10；表1－2－1）を使用し、94。Cで

30秒、50・Cで120秒、72。Cで60秒でPCRを30サイクル繰り返し行った。増幅されたDNAは

第1段階で述べたと同様にダイレクトシーケンシングを行い、塩基配列を決定した。

プレプPインズグンmR7VAの塩：基配列解祈：　マツカワ（体重：400g）のプロヅクマン

小体を液体窒素で凍結した褒、RNA抽出用キヅト（RNeasy；Quiagen，　Hilden，

Germany）を用いてtotal　RNAを抽出した。次に得られたtotal　RNAをtemplateとして逆

転写酵素（M－MLV　reverse　transcriptase，　Promega　Inc．，　Madison，　WI）により42。C、

1時間反応させ、cDNAライブラリーを作製した。次にこれをtemplateとして2回の

PCRから成るnested　PCRを行い、シグナルペプチドの中間部分からA鎖のC末端までを

コードする領域を増幅した。PCRの条件は、94。Cで30秒、50。Cで120秒、72。Cで60秒で

30サイクルの繰り返しとした。使用したプライマー（Pr－11～14）を表1－2－1に示した。

増幅された産物はベクター（pGEM　T－Vector、　Promega）によりサブクローニングし・

上述の方法により塩基配列を決定した。

サザンプロヅみ解祈：　マツカワ（体重：4009）の肝臓からゲノミヅクDNAを抽出し・

Eccll　1、BaaH　1、Hin（加の3制限酵素の各々で37。Cで一晩消化し、それらのうちの各

10μ9を0．8％アガロースゲルによる電気泳動に供した。次にDNAをゲルからナイロン膜

一25一



（Qiabrane；Qiagen）に転写し、標識プローブと55℃で一晩、0．5M　NaC1と4％

Blocking　reagent（Amersham、　Buckinghamshire、　UK）を含むAlkPhos　Direct

hybridization　buffer（Amersham）中でハイブリダイズさせた。なお、標識プローブ

にはプライマー、Pr－11～14（表1－2－1）を使用したnested　PCRによりゲノミヅクDNAか

ら増幅されたDNAにAlkphos　Direct　labelling　reagent（Amersham）を使用してアルカ

リフォスファターゼを標識したものを使用した。洗浄は2M尿素、0．1％SDS、150inl・l

NaC1、10mM　MgC12、0・2％blocking　regent（Amersham）を含む50曲りン酸緩衝液

（pH　7．0）を使用して60。C、10分間、2回、次に室温で2M　NaClを含む1MTris緩衝液

（pH　10．0）で5分間、1回行った。検出は化学発光試薬（CDP－Star、　Amersham）と発

光検出フィルム（Hyperfilm－ECL、　Amersham）により行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

マツカワプレプPイン，スグン遺伝子の塩基配列解析：　ゲノミヅクDNAから第1段階

目のPCRによりB鎖のC末端とC一ペプチドをコードする領域を含むO．28kbのDNAが増幅

された。第2段階目のPCRでは、肋a　lで消化されたゲノミヅクDNAから0．54kbのシグナ

ルペプチドおよびその上流域、B鎖のN末端部を含む領域のDNAが増幅された。　Hindlll

で消化されたゲノミヅクDNAから同じくシグナルペプチドおよびその上流域、　B鎖N末

端部を含む領域の0．50kbのDNAが増幅された。　Ec（沢1で消化されたゲノミヅクDNAから

はA鎖およびその下流域の0．25kbのDNAが増幅された。そして、第三段階目のPCRでシ

グナルペプチドのN末端からA鎖のC末端をコードする0．48kbのDNAが増幅された。こ

の段階で決定された配列が第一、第二段階の塩基配列と完全に一致したことから、得

られた5遺伝子断片の配列が1遺伝子に由来する塩基配列であり、マヅカワプレプロ

インスリン遺伝子の全長の塩基配列が決定されたと結論した（図1－2－1）。決定した塩

基配列、遺伝子構造および使用したプライマーの位置を図1－2－2に示した。そして、こ
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　ac　ttc　ttc　acc　tcc　tcc　tcc　ttt　ttg　tgt　gtt　tct　agt　tct　ttc　cct　atg　ttc　tca　ctc
cat　ttt　cat　cct　ttg　ctt　ctc　ctc　gtc　ttc　agt　tat　ttt　cag　atc　cgt　cat　ctc　tta　agg
taa　aac　gat　ttg　aaa　cct　ctt　cac　tga　tgt　ctt　cat　gtc　aaa　act　gaa　agc　tga　ttt　agt
tta　g　a　a　a　a　a　t　a　q　t　a　t　g　ttt　a　a　g　a　g　q　q　g　g　gt　t　c　a　g　a　t　g　q　a　g　q　q　t　c　g　g　t　c　t　c　a　t　t　g　t　c　g　g　a　c

ggt　gcc　aac　att　taa　aaa　atc　tat　ttt　ttc　caa　gct　ttc　att　taa　aaa　atg　ata　aga　taa

aag　cgt　gtg　ttt　cag　ttt　tcc　tcc　aag　ATG　GCG　GgG　CTG　TGG　CTC　C45G　TgT　GTC　TCT　CTG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M　A　A　L　W　L　Q　S　V　S　L

CT⊂　GTC　（二TA　ATG　⊂TC　GTG　TCA　TGG　TCG　GGC　TC⊂　CAG　GCC　GTG　CTC　C（＝C　CCA　⊂AG　CAC　CT⊂
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ta　TGG　TCG　GGC　TCC　CA　G　GCC　GTG　CTC　CCC　CCA　CA　G　CA　C　C　TC

TGT　GG⊂　GCT　CAC　CTG　GTC　GAC　GC（：　CT（：TAC　（二TG　GT（：　TGT　GGC　GAG　AGA　GG（：　TTC　TTC　TAC

TGT　GGC　GCT　CA　C　CTG　GTC　GA　C　GCC　CTC　TA　C　CTG　GTC　TGT　GGC　GA　G　A　GA　GGC　TTC　TTC　TA　C

ACC　CCC　AAG　AGA　GAC　GTG　GAC　CCT　CTG　CTG　Ggt　gag　aac　atg　aca　gct　tta　aac　aca　gaa
ACC　CCC　AAG　AG）4　GAC　GTG　GAC　CCT　CTG　CTG　G

T　P　K　R　D　V　D　P　L　L　G
cct　tga　aat　gaa　cca　gaa　ctt　cct　caa　cag　tca　ctt　gga　ctc　ggt　ctc　atg　aga　aac　tcg

tgt　ctc　tca　gGT　TTC　CIT　CCT　GCG　AAG　TCG　GGC　GGA　GCT　GCA　GCG　GGC　GGC　GAG　AAC　GAG
　　　　　　　　　GT　TTC　C7T　CCT　GCG　AA　G　TCG　GGC　6GA　GCT　GCA　GCG　GGC　GGC　GA　G　AA　C　GA　G

　　　　　　　　　　　　F　L　P　A　K　S　G　G　A　A　A　G　G　E　N　E

GTG　GCC　GAG　TTC　GCC　TTC　AAG　GAC　CAG　ATG　GAG　ATG　ATG　GTG　AAG　CGA　GGC　ATC　GTG　GAG
στ6　6c‘　646　γγご　6cc　ττ‘ん4　G　6ハご　（ン亀6ハτ6　GA　6ノ亀τσ、4γ6　6τ6ノ亀ノ16　CGA　σσcハτ‘　στ6　G46

CAG　TGC　TGC　CAC　AAG　CCC　TGT　AAC　ATC　TIT　GAC　CTG　CAG　AAC　TAC　TGC　AAC　TGA　acg　ccg
CA　G　TGC　TGC　CA　C　AA　G　CCC　TGT　AA　C　A　TC　7Nrr

　Q　C　C　H　K　P　C　N　1　F　D　L　Q　N　Y　C　N　＊　，
ctc　agc　ccg　gag　tcc　gtt　agc　ccc　ccg　acc　cat　cac　ccc　cct　cac　gcc　ccg　gcc　ctt　tgc
gtc　aga　gga　acg　gca　ctg　ctg　tga　aat　gga　tga　aat　tat　ttt　tcc　tag　aaa．一a．t．a一一a－a．g　ttt

tgt　gaa　ttc
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図1－2－1 マツカワプレプロインスリン遺伝子の塩基配列

コード領域を大文字で、非コード領域を小文字で示した。また、ゲノミックDNAの

配列はゴシック体で、cDNAの配列はイタリックで示した。塩基配列から演繹される

アミノ酸配列はゴシック体の一文字表記で示された。TATA　boxを実線のアンダーラ

インで、ポリA付加シグナルを点線のアンダーラインで示した。
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れらの遺伝子断片にクローン間で塩基配列の違いは認められなかった。

マヅカワプレプロインズグン遺伝子の拷ll造：　cDNAライブラリーから増幅されたDNA

の塩基配列からプレプロインスリン遺伝子のC一ペプチド領域を切断するイントロンの

位置が明らかになった（図1－2－1、図1－2－2）。切断個所は7残基目のGlyに対応する

GGTの2塩基対目の上流側であり、このイントロンは99bp、両端がGTおよびAGであった。

そして、マツカワプレプロインスリン遺伝子のコード領域は348bpと結論された。ま

た、シグナルペプチド領域の上流側124bpにTATA　boxが、またA鎖C末端領域の終始コ

ドンの下流側116bpにポリA付加シグナルが認められた（図1－2－1）。A、　B両鎖のコー

ド部分の塩基配列から演繹されるアミノ酸配列は第一章で明らかにされたインスリン

ー1およびIIのものと完全に一致した。

　図1－2－3には、シグナルペプチド領域およびC一ペプチド領域の塩基配列を示した。

塩基配列から演繹されるシグナルペプチドは22残基から構成され、中間部分に疎水性

領域のLeu－Leu－x－Leuを含んでいた。　C一ペプチドは37残基から構成され、両端に塩基

性アミノ酸のArgあるいはLysが2残基連続した配列が結合していた。

グノミックヴザンブ々ッん鐸折：　3制限酵素で切断されたゲノミヅクDNAのサザンプ

ロヅト解析において、Eo（R　Iによる消化では3．Okb、　Bantl　1により3．3kb、　Hindlllによ

り2．9kbのバンドが検出された（図1－2－4）。いずれの制限酵素消化による場合も陽性

バンドは一本であり、マツカワのゲノムにおいてプレプロインスリン遺伝子はシング

ルコピーであることが示された。

　　　　　　　　　　　　　　　　考察

3段階のPCRにおいて異なるプライマーを使用しても塩基配列の異なるDNAが増幅さ
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Signal－Lpet　p11s11ptide

　　　　　　　　1　5　10　15　20　25
Bartin　flounder〈1）＊MAALwLQsv　SLLvLMしvSwSGSQA
Anglerfish（2）＊　”　’”　“：一：　一’ @”一’　E　T　””　一：一　CY　’一　’一　：r．　r．　：一　一’

caFp（3）“　一一　Y一：一AG　A一’F－LAr“SY．N．41
chtim　salmon（‘）＊　一・一　F一一一AA　・一一一一一LAL－PGVDA

Hagfish（6）＊　一一LSPFLAAVIP一一　一一　一L－SRAPP－ADT

L

黙騨一＝テ1云＝云云＝：三［云マ云曾D蔽1儲K・一t

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一’T　’一”i

図1－2－3　塩基配列から演繹されたマツカワプレプロインスリンの

シグナルペプチドおよびC一ペプチドのアミノ酸配列とこれまで報告

された他魚種との比較

一はマツカワのシグナルペプチドあるいはC一ペプチドにi・・一一一致した配列、空白は欠失した配列

を示す。また、アスタリスクをつけたアミノ酸配列は塩基配列から演繹されたもの。各配列は

次の文献から引用した。　（1）Verasper　moseri、本研究；（2）Loph’us　amerjcanus、
Hobart　et　al．　（1980）；　（3）　Cyprinus　carpio，　Hahn　et　al．　（1983）；　（4）　Oncorh）mchus

keta．　Koval　et　at．　（1989）；　（5）　Anguilta　anguilla，　Conlon　and　Thim（1989）；　（6）　Myxine

giutinosa，　Chan　et　al．　（1981）．
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図1　一一2一一4　マツカワプレプロインスリン遺伝子をプローブに使

用したマツカワゲノミックDNAのサザンプロット解析

各レーンはLane　E＝EcoR1、　Lane　B：BamHl、　Lane　H＝Hjndl　1　1を示す。
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れなかったこと、およびゲノミヅクサザンプロヅティングの結果から・マヅカワプレ

プロインスリンはゲノム中に1コピーのみが存在することが示された。このことは前

章で提唱されたマツカワにおける2分子種のインスリンの産生様式の（1）の仮説を

支持するものである。すなわち、マツカワにおいて2分子種のインスリンは異なる2

遺伝子から翻訳されるものではなく、単一のプレ’プロインスリン遺伝子の産物がプロ

セヅシングの際のシグナルペプチド部分の切断箇所の違いから2分子種に変換される

ものと判断された。

　インスリンのシグナルペプチドの切断は小胞体膜上で行われる。この際シグナル

ペプチダーゼによってシグナルペプチドはプレプロインスリンから切断され・プロイ

ンスリンが産生される（Chan　et　a1．，1976）。この過程においてシグナルペプチドの

切断される箇所が種によって変異しているとの報告例はない。しかしながら、実際に

は前節で論じたようにB鎖のN末端付近はインスリンレセプターと結合の際には重要

な働きを果たさないことから、インスリン分子内では最も種間での変異性が高い（第

1章第1節、図1－1－4）。そして、シグナルペプチドのC末端付近の変異性はB鎖のN

末端付近と同様に高い（図1－2－3）。したがって、マツカワにおけるインスリンー1お

よびIIは自然選択圧の低さにより、シグナルペプチド切断系における中立的な突然変

異が保存されているものと考えられる。

　これに類似した複数のインスリン分子種の産生様式はギンザメ（Pacific

ratfish；Hydrolagus　eolliei）において報告されている。　Conlon　et　al・（1986）はギ

ンザメから4分子種のインスリン（1－31、1－36、1－37、1－38）を精製している。アミ

ノ酸配列解析からこれら4分子種はB鎖とC一ペプチドの結合部分の切断箇所の違いに

より単一のプロインスリンから生じる可能性が考えられている。そして、ギンザメの

インスリンはB鎖C末端に8残基の伸長がありながら、ラヅト脂肪細胞を使用した結

合アヅセイでは3一［1125］iodotyrosy1A’i4ヒトインスリンに対して同等の結合を示す
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（Conlon　et　a1．，1989）。したがって・B鎖とC一ペプチドの結合領域もB鎖末端と

同様にインスリン活性発現に重要ではないと推定される。しかしながら・H・

collieiにおいてゲノム中のプレプロインスリン遺伝子のコピー数・および血液中での

4種のインスリンの存在は調査されておらず、これらの4分子種の産生様式・成熟分

子型は推定に止まっている。

　これまでインスリン遺伝子の塩基配列が決定された硬骨魚類はアンコウ（LOLphius

americanus；Hobartθt　al．，1980）、コイ（CZPrinus　oarρio；Hahnθt　a1・・

1983）、シロサケ（Onoorhymchus　keta；Koval　et　al．，1989；Kavsan　et　al．，

1993）に限られる。特に、ゲノミヅクDNAのインスリン遺伝子の塩基配列を決定した研

究は本研究がシロサケに続いて2例目である。

　シロサケにおいては、ゲノム中に少なくとも2つのインスリン遺伝子が存在するこ

とが示されている（Sorokin　et　a1．，1982；Kashuba　et　al．，1986；Koval　et　a！．，

1989；Kavsan　et　a！．，1993）。サケ科魚類は4倍体性であり全ゲノムが倍化したこと

により遺伝子が重複したためと考えられる。Kavsan　et　a1．（1993）はPCRによりC一ペ

プチドからA鎖をコードする領域の下流域までのイントロンを含む塩基配列をこのう

ちの2遺伝子について増幅し配列を決定した。C一ペプチドを分断するイントロン領域

は265bp（インスリンー1）および287bp（インスリンーII）から構成されていた。この

イントロンの長さはマツカワインスリン遺伝子のそれの約3倍であった。そして・シ

ロサケインスリンの2遺伝子のイントロン間で78bp（26％）に置換、挿入、欠失が認め

られた。一方、A鎖領域では2bp（3％）のみの置換であった。これらのことはイント

ロン領域の進化速度はA鎖領域のそれよりも速く、自然選択圧が弱いことを示してい

る。そのため、マツカワにおいて塩基配列の欠失、あるいはシロサケにおいて挿入が

起こったと考えられる。さらに、イントロンの長さは種間に高い変異性があることが

予想される。
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　Breathnach　and　Chambon（1981）は真核生物のイントロンの末端は上流側がGT・下

流側がAGであることを発見した（Chambonの法則あるいはGT－AG　rule）。シロサケのイ

ンスリンーIIのC一ペプチド領域を分断するイントロンの両端の塩基配列はGT－AGであり・

Chambonの法則に従うが、インスリンー1のそれはGC－AGであり、　Chambonの法則に従わ

ない。マツカワのC一ペプチド領域のイントロンの塩基配列はGT－AGであり・Chambonの

法則に従った。マヅカワと同様にChambonの法則に従うインスリンーII遺伝子がよりイ

ンスリンの祖先型遺伝子に近い特徴を保存していると考えられる・

　遺伝子の塩基配列から演繹されたシグナルペプチドのアミノ酸配列の種間での相同

性はA、B両鎖のそれに比較してかなり低かった（図1－2－3）。このことはシグナルペ

プチドのアミノ酸配列にかかる自然選択圧が弱いことを示している。しかしながら、

シグナルペプチドの特徴的配列である中央部分の疎水性領域（Leu－Leu－x－Leu）は本種

を含めて魚類においてよく保存されていた。

　一方、C一ペプチドのアミノ酸配列も種間での変異性が高く、両端の塩基性アミノ酸

の2残基以外に保存的領域は認められなかった。特に中央部分にはマツカワとアンコ

ウにおいて5あるいは6残基の挿入が認められた。そして、マツカワのC一ペプチドは

アンコウのもの（38残基）に次いで長かった。C一ペプチドにおけるこの変異性はアミ

ノ酸配列およびその長さにかかる自然選択圧が弱く、重要性が低いことを示している。

　哺乳類（ヒト、Bellθt∂1．，1980）、鳥類（ニワトリ；Perlerθt　al・，1980）・

シロサケ（Rusakov　et　a！．，1990）においては、　TATA　boxとシグナルペプチド領域間

にイントロンの存在が知られている。本研究ではこのイントロンの同定は行わなかっ

た。
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第2章　硬骨魚類：インスリンの一次構造と多型性

　第1章において、マツカワにおけるインスリンの2分子種の一次構造・遺伝子構造・

産生様式を解明した。この産生様式は脊椎動物において新規のものであるが・マツカ

ワに特異的なものかどうかは不明である。また、硬骨魚類においてカツオ

（Katsuwonus　pelanzis；　Yamamoto　et　al．，　1960；　Kotaki，　1961；　Kotaki，　1962；

Kotaki　et　a1．，1962；Kotaki，1963）、toadfish（学名不記載；Smith，1966）・ヘ

ラチョウザメ（Po！アodon　spa　thu1∂，　Nguyen　et　a1．，1994）において2分子種のイン

スリンの存在が報告されており、各駅子種の内部にアミノ酸配列の置換が認められる

ことから、それらは2遺伝子にコードされていると考えられる。しかしながら、これ

らのうちカツオとtoadf　i　shのインスリンの全アミノ酸配列は決定されていない。また・

これらの魚種における2分子種のインスリンは対立性遺伝子により支配されているも

のか、あるいはそれらの産生様式が種特異的なものかどうかは不明である。

　本章では、硬骨魚類におけるこのようなインスリンの2分子種の存在性、産生様式

がそれぞれの魚種に特異的なものかどうかについて検証する。第1節ではイシガレイ

（Kareius　bicoloratus）、第2節ではカツオ（K．　pelamis）、第3節ではホヅケ

（1）1eurogrammus　azonus）を取り上げて、それぞれの種のインスリンを精製し、一次

構造を決定することにより複数のインスリン遺伝子の存在性を検討した。

第1節　イシガレイインスリンの精製と一次構造

前章においてマヅカワが2分子種のインスリンを有し、1分子種のプレプロインス

リンからこれら2分子種のインスリンが産生されることを示した。本節ではカレイ科

一35一一
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（Pleuronectidae）に属するがマヅカワとは系統的に遠縁であるイシガレイ

（Kareius　bicolor∂tus）においてインスリンの2分子種の存在性を検証した。

　　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

イシガレイインズグンのSep－P欲法による精製：　イシガレイの胆嚢上のプロヅクマ

ン小体（N＝10、340mg）からSep－Pak法（第1章第1節）によりSep－Pak　cartridge

（Millipore）から溶出液を得た。そして、減圧遠心濃縮機による濃縮後・この溶出液

からODS－120Tカラム（4．6×250㎜，東ソー）を使用した逆相クロマトグラフィーにより

インスリンを精製した。流速は500μ1／分、カラムチャンバーの温度を30。Cに調整し・

0．1％TFA（V／V）と0．1％TFA／50％アセトニトリル（v／v）を使用した31分間の直線濃度

勾配により溶出した。さらにμRPC　C2／C18　SCカラム（2．1×100㎜、　Pharmacia）を使

用した逆相クロマトマトグラフィーにより、同じく0．1％TFA（v／v）と0．1％TFA／

50％アセトニトリル（v／v）を使用し、流速を100μ1／分として精製した。アセトニト

リル濃度は5分間で9％まで、次の5分間で10％まで、その次の70分間で40％まで上昇させ

た。A、　B両鎖の分離、質量分析およびアミノ酸配列解析は第1章第1節の方法によ

り行った。ただし、プロテインシー一一・・ケンサーにはABI　476A（Perkin　Elmer）および

PPSQ－21（島津製作所，京都）を使用した。インスリンの収量はブタインスリンの

276n皿での吸光度が1．06であることを便宜的に使用して換算した。

イシガレイインズグンのエタノール／ジエチルエーテル沈殿法による精製：　イシガ

レイのプロヅクマン小体（160mg）から、エタノール／ジエチルエーテル沈殿法（第1

章第1節）により得られた沈殿を3M酢酸に溶解した。次に、2℃で10，000×9．10

分間の遠心分離により不溶物を除去した後、ODS－120Tカラム（2．0×150㎜，東ソー）

を使用した逆相クロマトグラフィーによりインスリンを精製した。溶出液として、

一36一
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0．1％TFAと0．1％TFA／50％アセトニトリルを使用し・溶出条件は30℃で流速を100μ1

／分として115分間の直線濃度勾配とした。さらにμRPC　C2／C18　SC（Pharmacia）を使

用した逆相クロマトグラフィーにより精製した。クロマトグラフィーの条件は第1章

第1節にしたがった。ただし、アセトニトリル濃度を次の通り変化させた。0・1％TFA

の3分間の溶出の後、アセトニトリル濃度を5分間で25％まで、次の70分間で40％まで・

さらに10分間で50％まで上昇させた。A、　B鎖の分離は第1章第1節の方法にしたがっ

たが、カラムにSource15（4．6×100㎜，　Pharmac　i　a）を使用し、2－propano　l濃度を22・5

分間で60％（v／v）まで、次の5分間で100％（v／v）まで上昇させた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

イシガレイインヌ1グンの精製およびアミノ酸配列：解祈：　Sep－Pak法によって得られ

たプロヅクマン小体の抽出物のODS－120Tカラム（4．6×250㎜）を使用した逆相クロマ

トグラフィーでの溶出プロファイルを図2－1－1に示す。25－26分に溶出されるフラクショ

ンを採取し（図2－1－1）、μRPC　C2／C18　SCを使用した次の段階でさらに精製した（図

2－1－2）。63分と65分に見られた紫外線吸収ピークを含むフラクションの成分は質量分

析でそれぞれm／z5768およびm／z　5950を示し、イシガレイのインスリンー1およびIIで

あると考えられた。そこでこれらの成分を還元カルボキシメチル化処理し、さらにA、

B両三を前述の方法により分離した後（図2－1－3）、プロテインシーケンサーでアミノ

酸配列を解析した。インスリンー1の両鎖およびインスリンーIIのA鎖についてはアミ

ノ酸配列が決定され（表2－1－1）、それらは質量分析の結果とよく一致した（表2－1－

2）。しかし、インスリンーIIのB鎖はエドマン分解で有意なPTH一アミノ酸が認められ

ず、N末端がプロヅクされていると考えられた。インスリンー1およびIIの収量はそれ

ぞれ13．9ng、17．2ngであった。
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図2－1－1　Sep－Pak法によるイシガレイブロックマン小体
抽出物の逆相クロマトグラフィー

網掛けの部分を採取し、次の精製段階で使用した。
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図2－1－2　Sep－Pak法によるイシガレイインスリンの精製

SST－14、　GLU－lI、　INS－1、　INS－llはそれぞれソマトスタチンー14、グルカゴンーII、イン

スリンー1、インスリンーllを示す。網掛けされた部分について構造解析を行った。
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図2－1－3　還元カルボキシメチル化処理後のイシガレイ

インスリンー1、11のA、B鎖の分離

矢印で示したピークを含むフラクションについてアミノ酸配列解析を行った。
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表2－1－1 イシガレイインスリンー 1 、1【のアミノ酸配列とエドマン分解の各
サイクルでのPTH一アミノ酸の収量

hsulirI lnsulir11

A。chain B－chain A－chain B－chain＊Cycle
　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmol 　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmol 　PTH－@　　　　　　pmolamino　acid 　PTH－
≠高奄獅潤@acid

pmoI

1 Gly 265．5 Val 230．6 Gly　　300．1 Ala 465．9
2 lle 300．3 Val 178．2 Ile　　　366．1 Val 457．9
3 VaI 328．0 Pro 94．3 Val　　327．5 Val 428．0
4 G且u 246．2 Pro 133．7 Glu　　256。9 Pro 333．5

5
6
7

Gln

bys
bys

200．9

mQ
mQ

Gh
gis

keu

74．1

U4．6

P41．5

Gln　　　232．4

bys　　　NQ
bys　　　NQ

Pro

fln

gis

244．7

P91．4

P00．8

8 His 85．4 Cys NQ His　　148．4 Leu 211．4
9 Lys 159．4 Gly 54．6 Lys　　197．2 Cys NQ
10
P1

P2

Pro

bys
`sn

180．6

mQ
P83．1

Aia

gis

keu

89．3

S4．1

P26．7

Pro　　168．2

bys　　　NQ
`sn　　112．2

Gly

`la

gis

150．7

P77．4

V5．5

13 lle 164．0 Val 109．7 lle　　　137．2 Leu 134．2

14 Phe 167．8 Asp 30．6 Phe　　110．5 VaI 132．7

15 Asp 109．4 Ala 65．7 Asp　　　87．7 Asp 102．2

16 Leu 138．2 Leu 95．3， Leu　　　96．0 Ala 91．6

17 Gln 86．6 Tyr 51．3 Gln　　　59．9 Leu 82．3

18 Asn 104．2 Leu 91．2 Asn　　　51．4 Tyr 75．2

19

Q0
Q1

Q2
Q3

Q4

Q5

Tyr

bys
`sn

123．8

mQ
S1．4

Val

bys
fly

flu

`rg
fly

ohe

82．O

mQ
R1．1

P3．5

R7．0

Q0．2

R1．7

Tyr　　　47．O

bys　　　NQ
`sn　　　　5．3

Leu
ual

bys
fly

flu

`rg
fly

74．3

U1．O

mQ
Q6．5

S1．5

Q5．1

P1．6

26
Q7

Q8
Q9

R0
R1

Phe
syr

shr
oro

kys

36．1

P4．2

Q．6

U．6

U．7

Phe
ohe
syr

shr
oro

kys

6．2

V．4

R．4

P．5

P．2

O．3

NQ： 濃度既知のスタン 一ドを使用しなかった。
＊＝ρんピログルタメートアミノペプチダーゼにより消化したもの。
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インズグンー∬の精製及びアミノ酸配列解祈：　エタノール／ジエチルエーテル沈殿法

によりインスリンーIIについて再度調製した。図2－1－4にエタノール／ジエチルエーテル

沈殿の3M酢酸溶液の逆相クロマトグラフィーにおける溶出プロファイルを示した。

79分および81分に溶出された成分について、質量分析を行ったところ、（M＋H）＋がそれ

ぞれm／z5768およびta／z　5950を示したことから、これらのフラクションはインスリン

ー1およびインスリンーIIを含むと考えられた。そして、これらの収量はそれぞれ

14．6rmo　1および19．8rmo　1と推定された。このうち、インスリンーIIについてμRPC

C2／C18　SCカラムを使用した逆相クロマトグラフィーによりさらに精製した（図2－

1－5）。得られたインスリンーIIについて、マツカワインスリンー1のB鎖と同様に還元

カルボキシメチル化処理、A、　B両鎖の分離を行った（図2－1－3）。そして、　B鎖を

Pfuピログルタメートアミノペプチダーゼにより消化し、さらに逆相クロマトグラフィー

により消化物を精製した（図2－1－6）。精製された消化物は質量分析で消化前のものと

比較し112mass　unitsの減少を示した（表2－1－2）。アミノ酸配列解析を行った結果、

この消化物はN末端がAlaである31残基から構成され、2残基目以降はインスリンー1

のB鎖に一致することが明らかになった（表2－1－1）。これらのことからイシガレイ

インスリンーIIのB鎖はN末端にPyr－Alaの伸長を伴い、この伸長以外の配列はインス

リンー1のB鎖に一致すると結論した。また、イシガレイのインスリンー1およびIIの

アミノ酸配列はマツカワのそれらにインスリンー一IIのB鎖の2残基目を除いて一致した。

この箇所はマツカワがLeuであったが、イシガレイのそれはValであった（図2－1－7）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　Jorgensen（1960）はPIeuronectes　flesus（PIatichthys　f！　esusのシノニム）が電

気泳動法で移動度の異なる二つのインスリン（Ila、　Ilb）を有することを報告した。

これらインスリンのA鎖の移動度は同一であったが、IlbのB鎖の移動度はIlaのそれ

　　　　　　　　　　　　　　　　一43一
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図2－1－4　エタノール／ジエチルエーテル沈殿法によるイシガレイ

インスリンの精製

GLU’”1、　GLU－ll、　INS－1、　INS－llはそれぞれグルカゴンー1、グルカゴンーll、インスリンー

Lインスリンー11を示す。インスリンーll（網掛けした部分）についてさらに精製した。

一44一

「彦

・懸・

’e

@　，灘撒・’



願鳳闘願願鰯闘懇懇懇懇鎌継一一一曜－’

O．08

0．06

0

400

200

000

誓
8
N
↑
＄
8
8
」
8
Ω
＜

ノ

t

ノ

ノ

ノ

ノ

ノ

ノ

　　　　　INS－II
　　　　　　　’N…N，，，，i

1

5
Retention　time　（min）

30 35

50

40

－
l
l
I
一
（
3
）
Φ
＝
」
舘
⊆
〇
一
Φ
O
＜

　
　
　
　
3
0
　
　
2
0

10

0

図2－1－5　エタノール／ジエチルエーテル沈殿法によるイシガレイ

インスリンの精製

網掛けした部分のフラクションを構造解析に使用した。INS－llはインス，リンーIlを示す。
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図2－1－6　ピログルタメー一111M一トアミノペプチダーゼで消化されたイシ

ガレイインスリンーllのB鎖の精製

矢印は消化前のイシガレイインスリンーllのB鎖の溶出時間を示す。網掛けした部分のフ

ラクションについて構造解析を行った。
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図2・一1－7　イシガレイインスリンー1およびllのアミノ酸配列

と他カレイのインスリンとの比較

pQはピログルタミン酸を示す．各アミノ酸配列は次の文献から引用した。　（1）Kareius

わ’co’oratus、本研究；（2）Verasper　moseri、第1章第1節、（3）P’atichthys

flesus．　Conlon　et　at　（1987）
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よりも大きかった。このことはP・fl　esusの両インスリン間でB鎖のインスリンのアミ

ノ酸配列が異なることを示している。Conlon　et　a1・（1987）はP・fl　esusのプロヅク

マン小体が逆相クロマトグラフィーでインスリンの直後に溶出されるインスリン様免

疫反応陽性物質を含むことを報告している。また・Andoh　and　Nagasawa（1998）はヌ

マガレイ（P．stellatus）もマツカワと同様にプロヅクマン小体に2分子種のインス

リンを含み、そのうちの一方はB鎖がプロヅクされていることを報告した。さらにマ

ガレイ（亙㎜∂ηda　herzensteini）においてプロヅクマン小体は逆相クロマトグラフィー

で溶出時間が異なる二つのインスリン様免疫活性を示す物質を含んでいた。これら二

つの物質のうち、遅く溶出される物質のN末端アミノ酸配列は非還元条件下でGly－

Ile－Val－Glu－Glnであり、マツカワインスリンのA鎖と一致したが、　B鎖に対応する

PTH一アミノ酸は得られなかった（安藤・長澤、未発表）。これらの事実はカレイ類の

多くの種がマツカワと同様にインスリンー1に加え、B鎖のN末端がプロヅクされたイ

ンスリンーIIを有することを示唆している。

　イシガレイのインスリンー1およびIIともにB鎖2残基目はVa1であったが、マツカ

ワでは両インスリンともにLeuであった。このことはカレイ類における2分子種のイン

スリンが、2遺伝子の産物ではなく、1遺伝子座にコードされているプレプロインス

リンの産物であるとする考え方（第1章第2節）を支持する。

　イシガレイにおいて、インスリンーIIの収量はSep－Pak法（図2－1－2）、沈殿法（図

2－1－3）のどちらにおいてもインスリンー1の1．2～1．4倍であった。一方、マツカワに

おいてはインスリンーIIの収量は両方法においてインスリンー1の約2倍であった（図

1－1－1、安藤・長澤、未発表）。これらの結果はブロックマン小体中に含まれるインス

リンー1とIIの存在比がイシガレイとマヅカワにおいて異なることを示している。この

ことはマヅカワとイシガレイでインスリンー1およびIIの産生様式が同様でありながら、

プレプロインスリンからインスリンー1およびIIに変換される効率が異なることを示唆
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している。

第2節　カヅオインスリンの精製と一次構造の解析

　Yamamoto　et　a1．（1960）はカツオ（Ka　tsuo　won　us　pelamis）がイオン交換クロマトグ

ラフィーにおいて溶出時間の異なる2分子種のインスリンを有することを報告した。

この報告は脊椎動物において2分子種のインスリンを有する種が存在することをはじ

めて確認したものである。続いて、Kotakiらがこれら2分子種の部分構造、アミノ酸

組成を解析したが、全一次構造決定には至らなかった（Kotaki，1961；1962；

Kotaki　et　a1．，1962；Kotaki，1963）。そして、　Yamamoto　et　al．（1960）から38年を

経過した現在でも未だ全アミノ酸配列は未解明である。

　第1章ではマヅカワにおいて、1遺伝子にコードされているプレプロインスリン遺

伝子の産物から2分子種のインスリンが産生されることを示した。そして、第2章第

1節においてカレイ類の多くが2分子種のインスリンを有し、それらがマツカワと同

様の様式により産生されると考えられた。カヅオにおいては2分子種のインスリン間

には内部のアミノ酸配列の置換があることがアミノ酸組成分析から予想された

（Kotaki，1961；1962；Kotaki　et　a1．，1962；Kotaki，1963）。したがって、カツオ

の2分子種のインスリンの産生様式はマヅカワのそれとは異なり、2遺伝子にコード

された2つのプレプロインスリンから変換された産物であると考えられる。そこで、

本節ではカツオにおいて2分子種のインスリンの一次構造を決定し、それらの産生様

式を明らかにすることを目的とした。
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　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

　4個体のカヅオからプロヅクマン小体（25－65mg）を摘出し、エタノール／ジエチル

エーテル沈殿法（第1章第1節）によりエタノール／ジエチルエーテル沈殿を生じさ

せた。この沈殿を3M酢酸に溶解し、2℃で10，000×9．　10分間の遠心分離により沈殿

を除去し、得られた上清から逆相クロマトグラフィーによりインスリンを精製した。

逆相クロマトグラフィーの条件は第2章第1節にしたがった。ただし、第1段階目の

逆相クロマトグラフィーではODS－120Tカラム（2．0×150㎜，　Tosoh）を使用し、アセト

ニトリル濃度を5分間で25％、次の50分間で46％、さらに次の2．5分間で50％まで上昇さ

せた。ここまでの精製は各個体ごとに行い、第2段階目以降の精製で1個体から得ら

れた試料を使用してアミノ酸配列解析用の試料の調製を行った。第2段階目の逆相ク

ロマトグラフィーでは、μRPC　C2／C18　SCカラム（2．1×100㎜、　Pharmacia）を使用し、

5分間で22．5％、次の70分間で37．5％、さらに次の10分間で50％まで上昇させた。さらに

第3段階目の逆相クロマトグラフィーは第1段階目にしたがって行われた。精製され

たカツオインスリンは第1章第1節の方法にしたがって還元カルボキシメチル化処理

を行った後、AおよびB鎖を前節にしたがって分離した。そしてそれぞれについてプ

ロテインシーケンサー（PPSQ－23、島津製作所；ABI　476A、　Perkin　Elmer）によりアミ

ノ酸配列解析を行った。得られたペプチドの質量分析は第1章第1節の方法にしたがっ

て行われた。

　　　　　　　　　　　　　　　　結果

図2－2－1に4個体のプロヅクマン小体から得られた抽出物の逆相クロマトグラフィー

のプロファイルを示した。卓越する二つの紫外線吸収ピークがいずれの個体において

も30分および32分に認められた。このうちの1個体についてこれらのピークを含むフ

ラクションの成分について質量分析を行ったところ、それぞれの（M＋H）＋はm／z5690と
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図2－2－1カツオのプロツクマン小体抽出物の逆相クロマトグラフィー

4個体のブロックマン小体から個体ごとに試料を調整した。網掛けした部分のフラクションに

ついてさらに精製した。
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m／z　5751であった。そこでこれらをカヅオインスリンー1およびIIと仮定し・μRPC

C2／C18　SCを使用した逆相クロマトグラフィーでさらに精製した。

　図2－2－2にインスリンー1、IIのクロマトグラフィーのプロファイルを示した。イン

スリンーIIについてはこの精製段階で紫外線吸収ピークにショルダーが認められたため・

さらにODS－120Tカラムを用いた逆相クロマトグラフィーにより精製した（図2－2－3）。

そして、インスリンー1およびIIを還元カルボキシメチル化処理し、　A、　B両鎖を分離

した段階のプロファイルを図2－2－4に示した。インスリンー1区分けるA鎖とB鎖の紫

外線吸収ピークの面積比は0．47（A鎖／B鎖）であり、インスリンーIIにおけるそれは

1．90（A鎖／B鎖）であった。

　アミノ酸配列分析の結果、A鎖はインスリンー1、　IIともに21残基、　B鎖はインスリ

ンー1が29残基、インスリンーIIが30残基のアミノ酸で構成されていることが明らかに

なった（表2－2－1）。これらの配列は他の硬骨魚類のインスリンと高い相同性を示した

こと（図2－2－5）からカツオのインスリンと判断された。そして、このアミノ酸配列解

析の結果は質量分析により確かめられた。アミノ酸配列解析の結果から予想される（M

＋H）＋はインスリンー1のA、B鎖、インスリンーIIのA、　B鎖がそれぞれm／z　2690、

m／z　3350、ta／z　2674、　m／z　3420であるのに対して、実測値はそれぞれm／z　2686、　m／z

3347、m／z　2675、　m／z　3417であり、実測値と予想値はよく一致した（表2－2－2）。そし

て、両インスリン間で11残基のアミノ酸配列置換が、また、インスリンーIIのB鎖のN

末端には1残基の伸長が認められた。さらにインスリンー1の16残基目はAsnであるの

に対して、インスリンーIIのそれはTyrであった（図2－2－5）。

　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　カツオからインスリンー1およびIIが精製され、アミノ酸配列が決定された。そして、

調査されたすべての個体においてインスリンー1およびIIに対応する紫外線吸収ピーク
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網掛けした部分のフラクションについてさらに精製あるいは構造解析を

行った。
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表2－2－1カツオインスリンー1、皿のアミノ酸配列とエドマン分解の

各サイクルでのPTH一アミノ酸の収量
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リンとの比較

llのアミノ酸配列と他種のインス

pQはピログルタミン酸を、一はカツオインスリンー1と一致した配列を示す。各アミノ

酸配列は次の文献から引用した。　（1）Katsuwonus　petamis、本研究；（2）

VerasPεr　moserj、第1章第1節；（3）Karθius　b’co’oratus、第2章第1節；（4）
Oreochromis　njjotica．　Nguyen　et　ai．，　1995　；　（5）　Cottus　scorpius．　Cutfi　eld　et　al．，

1986；　（6）　Lophius　arnericanus．　N　euman　n　et　al．　（1969）；　（7）　Gadus　caltatrias

（G．morhuaのシノニム）、Reid　eオa1．，1968；（8）Oncorhynchus　keta、　Rusakov

et　al．　（1990）　；　（9）　Angujlla　japonica，　Duan　et　al．　（1992）o
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が認められた。このことから、カツオにおいてインスリンー1およびIIは非対立性遺伝

子の産物であると考えられる。さらに・インスリンー1とII間に内部のアミノ酸配列の

置換が認められた。このことはカツオにおいて両インスリンが2つのインスリン遺伝

子からそれぞれ産生されることを示している。この産生様式はラヅトと共通の様式

（ラヅト型）であり、カレイ類の産生様式（カレイ型）と異なることを示唆している。

　カツオインスリンーIIとマツカワインスリンー1間のアミノ酸配列置換は4残基の

みであった。その一方、カツオインスリンー1はマツカワインスリンー1との間に13

残基の置換が認められ、カツオインスリンーIIを含め、他の硬骨魚類のインスリンと

も同程度のアミノ酸置換数を示した（図2－2－5）。カツオインスリンー1において・か

かっている自然選択圧が弱いと考えられるB鎖N末端を除くと、カツオインスリンーII

に比較して置換している8残基のアミノ酸のうち、6残基（A9、　A15、　A17・B18・

B21、　B29）は同義置換であり、これらによるインスリンの生物活陛発現への影響は小

さいことが予想される。また、A鎖12残基目のSerは脊椎動物の中では比較的保存性が

低い箇所であり、同様に生物活性発現への影響は小さいと予想される。一方・ほとん

どの脊椎動物のインスリンにおいてB鎖16残基目はTyrであり非常に保存性が高い箇所

であるが、カツオインスリンー1においてはAsnであった。この箇所はインスリン分子

の表面に位置し、レセプターと結合する領域の一部を構成する（Blundell　et　a！・・

1972；Blundell　and　Wood，1975；Pullen　et　a1．，1976）。したがって、カツオにお

いてはマツカワおよびイシガレイと異なり、インスリンー1とIIでは生物活性が異なる

可能性が考えられる。

　これまでインスリンの一次構造が決定された棘鰭上目魚類はカレイ類を除くと

daddy　sculpin（Cottus　seorρius，　Cutfieldθt　al．，1986）とティラピア

（Orθochromis　nilotica，　Nguyen　et　a1．，1995）があげられるが、これらが複数のイ

ンスリンを含むことは報告されていない。このことから、カヅオの2つのインスリン

一59一
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遺伝子はカヅオあるいはその祖先種において重複によって生じたことが予想される。

この可能性に従えば、カツオにおいてインスリンーIIが祖先型分子の特徴を保存してお

り、インスリンー1はインスリンーIIから遺伝子重複により生じたものと考えられる・

Yamamoto　et　a1．（1960）はカツオインスリンー1のB鎖1残基目をLeuと決定したが

本研究の結果では11eである。　Yamamoto　et　a1．（1960）はジニトロフェニルーアミノ酸

（DNP一アミノ酸）法と濾紙電気泳動法により両鎖のN末端のアミノ酸を同定した。ま

た、Kotakiら（Kotaki，1961；Kotaki，1962；Kotaki　et　a1・，1962；Kotaki・1963）

の結果にも本研究の結果と矛盾がある。Yamamoto　et　al．（1960）とKotakiらはインスリ

ンをカツオブロヅクマン小体からアセトンで抽出後、得られた抽出物を15～25％

NaClにより沈殿させ、この沈殿物をCM－celluloseを使用したイオン交換カラムクロマ

トグラフィーを2回繰り返すことによって精製した。このクロマトグラフィーは分離

能が低く、1回目の溶出ではすべての紫外線吸収ピークが連続しており明確なインス

リンのピークは認められない。したがって、Yamamoto　et　a1．（1960）およびKotakiら

の試料は不純物を高い割合で含むと考えられる。

　一方、本研究において、試料の調製を塩酸／エタノール抽出物をアンモニア水による

アルカリ沈殿、エタノール／ジエチルエタノール沈殿により行った。マツカワプロヅク

マン小体を試料にした場合、この方法により10kDa以上の物質はほとんど除去されるこ

とがSuperdex75（Pharmac　i　a）を使用したゲル濾過で確認された。これに続くODS－

120Tカラムを使用した逆相クロマトグラフィーはマツカワの2残基のみ異なる二つの

インスリンを分離する性能を示す。そして、アミノ酸配列解析はインスリンー1につい

ては島津製作所PPSQ－23を、インスリンーIIについてはPerkin　Elmer　ABI　476Aを使用

した。どちらの機種も液相あるいは気相エドマン分解によって得られた各サイクルの

PTH一アミノ酸をHPLCにより分離し、溶出時間からアミノ酸を同定する。これらの

解析装置において各PTH一アミノ酸の分離は完全である。さらに、質量分析による

一60一
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（M＋H）＋は決定されたアミノ酸配列とよく一致することから・本研究で決定されたアミ

ノ酸配列の信頼性は高いと考えられる。

　Neumarm　and　Humbe1（1969）はYamamoto　et　a1．（1960）の方法によって調製された

マグロ・カジキ・カツオのインスリンの混合物をKotakiから入手し、アミノ酸配列解

析を行った。彼らはこの混合物を酵素消化によって断片化し・各断片をイオン交換ク

ロマトグラフィー、ゲル濾過を組み合わせて分離した。各アミノ酸残基の同定はダン

シルーエドマン分解、およびカルボキシペプチダーゼAにより遊離させた各断片の末端

のアミノ酸をPTH一アミノ酸あるいはDNS一アミノ酸として薄層クロマトグラフィーによ

り同定している。また、各断片のアミノ酸組成は自動アミノ酸分析装置（mode　I

120B，　Beckmam／Spico，　Fullerton，　CA）により行った。この一連の方法はYa皿amoto

eta1．（1960）の方法により調製された試料をさらに多くの段階によって精製し、純

度を高めて解析したことから、信頼性が高いと考えられる。そして、酵素消化によっ

て得られたB鎖N末端の断片の配列を検討したところ、量的に卓越するものとして

Va1－Ala－Pro－Pro－Gln－His－Leu－Cys、この配列より少ないものとしてAla－Ala－Pro－

Pro－Gln－His－Leu－Cysが検出された。また、　B鎖の20～22残基の配列としてGly－Asp－

Arg、およびGly－Glu－Argが得られている。解析に使用されたインスリン混合物のマグ

ロ、カジキ、カツオの各インスリンの混合比は不明であるが、これら決定きれたアミ

ノ酸配列のうち少ない方の配列は本節で決定されたカツオインスリンーIIの配列と一致

している。そして、これら以外の配列断片に混合物は認められなかった。　これらの結

果は本研究のカヅオインスリンーIIのアミノ酸配列解析結果の妥当性を支持する。しか

しながら、インスリンー1に対応するアミノ酸配列をNeumann　and　Humbel（1969）は得

ていない。このことはKotakiらが一連の研究（Kotaki，1961；1962；Kotaki，1963）

の中で主に解析の材料にインスリンーIIを使用していたことから、　Neu皿ann　and

Humbe1（1969）はインスリンーIIの混合物を受け取ったためと推定される・

　　　　　　　　　　　　　　　　　一61一



還元カルボキシメチル化処理後・逆相クロマトグラフィーのプロファイルにおいて

紫外線吸収の高さの比がインスリンー1・II間で異なっていたのはTyr残基の数の違い

によるものと考えられる。インスリンー1ではA、B鎖ともにTyrは1残基・一方・イ

ンスリンーIIはA鎖が1残基、　B鎖が2残基有していた。紫外線吸収ピークの面積比は

このTyr残基数の比によく一致する。

第3節　ホヅケインスリンの精製と一次構造の解析

前節までに、棘鰭上目魚類には2分子種のインスリンを産生する二つの様式が存在

することを明らかにした。すなわち、1分子種のプレプロインスリンからシグナルペ

プチド領域の切断箇所の違いから2分子稗が生じる様式（カレイ型）、および2遺伝

子の産物から2分子種が生じる様式である（ラヅト型）。本節では棘鰭上目に属する

他の種としてホヅケ（P1　e　urogramzu　us　azon・us）のインスリンを精製し、複数の分子種

が存在するか否か検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

ホヅケ（N＝35）のプロヅクマン小体（570mg）の塩酸アルコール抽出物からエタノー

ル／ジエチルエーテル沈殿法により沈殿を得た。この沈殿を3Mの酢酸溶液に溶解し・

2℃で10，000×9．　10分間の遠心分離により沈殿を除去した後、逆相クロマトグラフィー

によってインスリンを精製した。精製されたホヅケインスリンは還元カルボキシメチ

ル化処理を行った後、A、　B鎖を分離し、それぞれについてプロテインシーケンサー

によりアミノ酸配列解析を行った。この精製、構造解析過程は第2章第1節のイシガ

レイインスリンーIIの精製法にしたがった。なお、　A、　B鎖の分離にはSource15カラム

　　　　　　　　　　　　　　一62一
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（4．6×100㎜、Pharmac　i　a）を使用し・溶出条件は第2章第1節にしたがった。得られ

たペプチドの質量分析は第1章第1節にしたがって行われた。

　また、還元カルボキシメチル化処理、AおよびB鎖の分離後の回収率は配列解析に

よって明らかにされたTyr残基数に基づいて算出された。

そして、5個体のホヅケについて個体ごとにプロヅクマン小体（11～20㎎）から第

1章第1節にしたがってエタノール／ジエチルエーテル沈殿を調製し・ODS－120T（2・0

×150㎜、Tosoh）を使用した逆相クロマトグラフィーで分析することにより複数のイ

ンスリンの分子種の各個体における存在可能性を検討した。クロマトグラフィーの分

析条件は第1章第1節のマツカワのインスリンの個体別の調製法にしたがった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　結果

ホヅケインズソンの糠製と構造解祈：ODS－120Tカラム（2．0×150㎜）を使用した逆

相クロマトグラフィーの溶出プロファイルを図2－3－1に示した。卓越する二つの紫外線

吸収ピークが29分および33分に認められ、これらをインスリンー1およびIIと仮定した。

そして、これらの紫外線吸収ピークを含むフラクションを採取し、さらにμRPC

C2／C18　SCカラムを使用した逆相クロマトグラフィーによりそれぞれの成分を精製した。

図2－3－2にインスリンー1およびIIのプロファイルを示した。精製されたインスリンー1

およびIIについて質量分析をおこなったところ、（M＋H）＋はm／z　6050とm／z　5727であり、

他種のインスリンに近似していた。次に、還元カルボキシメチル化処理を各インスリ

ンについて行った後、逆相クロマトグラフィーによりA、B両三を分離した（図2－3

－3）。還元前と比較した回収率は紫外線吸収値とアミノ酸配列解析によって明らかに

されたTyr残基数からインスリンー1のA鎖およびB鎖について7．7％、44・6％・インスリ

ンーIIのそれらについては78．5％、71．4％と算出された。インスリンー1のA鎖の回収率

が極めて低かった。
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決定されたアミノ酸配列はインスリンー一　1についてはA鎖が24残基・B鎖が30残基で

あった（表2－3－1）・A鎖のN末端は罪種が有しない3残基の伸長・すなわちLeu－

Met．一Argを有していた。インスリンーIIのアミノ酸配列は・A鎖が21残基・B鎖が30残

基であった。そして、インスリンー1とII間で11残基の置換（アミノ酸配列類似度：

78％）が認められ、このうちの9残基がA鎖に集中していた（図2－3－4）。精製され

たインスリンの両鎖について質量分析を行ったところ、実測値とアミノ酸配列解析か

ら予想された分子量はよく一致し、得られたアミノ酸配列が確かめられた（表2－

3－2）　o

ホヅクインズグンの各御体における存在控：　5個体のホヅケのプロヅクマン小体か

ら調製された抽出物の逆相クロマトグラフィーでのプロファイルを図2－3－5に示した。

各個体の紫外線吸収ピークのパターンの出現パターンは図2－3－1に一致し、すべての個

体についてインスリンー1およびIIに対応する紫外線吸収ピークが認められた。

　　　　　　　　　　　　　　　　考察

ホッケは2分子種のインスリンを有し、内部のアミノ酸配列が互いに異なっていた。

そして、5個体のホヅケから個体ごとにプロヅクマン小体のジエチルエーテル／エタノー

ル沈殿を調製したところ、逆相クロマトグラフィーですべての個体にインスリンー1お

よびIIに対応する紫外線吸光ピークが認められた。これらのことはホヅケのインスリ

ンー1およびIIが非対立性遺伝子の産物であり、異なる2遺伝子座にコードされている

ことを示唆している。この産生様式は、カヅオ（Ka　tsuwon　us　pelamis，第2章第2

節）、toadfish（Smith，1966）、ヘラチョウザメ（Polyodon　spa　thula，　Nguyen　et

al．，1994）と同様であり、ラヅト型の分子多型産生様式である。

　ホッケと同様にカサゴ目に属するdaddy　sculpin（Cottus　seorρius）は一分子種の

一67一
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表2－3・一1

各サイクルでのPTH一ア

ホッケインスリンー1、Uのア
　　　　　　　　　　　ミノ酸の収量

ミノ酸配列とエドマン分解の

insulin－1 1nsulin・一11

　　　　　　　A一一chain
Cycle

B－chain A－chain B－chain

　PTH－　　　　　　　　pmol
amino　acid

　PTH一一・
　　　　　　　　pmol
amino　acid

　PTH一・
　　　　　　　　pmol
amino　acid
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NQ：濃度既知のスタンダードを使用しなかった。
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Greenling－1（i）

Greenling－ll（i）
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Barfin　flounder－II（2）
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Anglerfish（4）

Carp（s）

Salmon（6）

Japanese　eel〈7）

Lamprey（s）
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　　　AAPp－H　’”　一一一一一一　““　’“　一一一　’一　一一E　一’　d’　一’　一’　一’　一一一
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図2－3－4　ホッケインスリンー1およびllのアミノ酸配列と他魚種の

インスリンとの比較

pQはグルタミン酸を、一はホッケインスリンー1と一致したアミノ酸配列を示す。各アミノ

酸配列は次の文献から引用した。　（1）P．　azonus、本研究；（2）Verasper　moser’、第

1章第1節；（3）κatsuwonus　pe’am’5、第2章第2節；（4）Loρわ；us　amr’canus、

Neumann　et　al．　（1969）；　（5）　Cyprinus　carpjo．　M　akower　e　t　at．　（1982）；　（6）

OnCorhynchus　keta．　R　u　sakov　et　al．　（1990）　；　（7）　Anguilla　J’aponica．　D　uan　and　H　i　rano

（1992）　（8）　Levnpetra　fluviatilis，　Conlon　et　al．　（1995）
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　　　5個体から調製した抽出物のプロファイルを示した。矢印はホッケインスリンー1、IIの溶出時間を
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みのインスリンを含むことが報告されている（Cutfield　et　al・・1986）。また・本節

の精製法によりオクカジカ（Myoxoeepha1USブao幻のプロヅクマン小体の抽出物を逆

相クロマトグラフィーに負荷し、紫外線吸収ピークごとに分画採取したフラクション

の成分について質量分析を行った。　その結果、（M＋H）＋がm／z5000～7000を示すフラ

クションは1本であり、m／z　5695を示した（安藤、未発表）。これらのことはホヅケ

はカジカ類と共にカサゴ目に属し、互いに近縁でありながら、インスリンの産生分子

種数が異なることを示唆している。

　ホヅケインスリンー1のA鎖の逆相クロマトグラフィーでの回収率はホヅケインス

リンーIIのA鎖のそれに比較し、非常に低かった。この精製段階で使用したResourse

RPCカラムはSource　15カラムと共通の樹脂系充填剤（Source　15　RPC，　Pharmacia）を

使用している。これらのカラムを使用してA鎖とB鎖の分離を行ったマツカワ（第1

章第1節）、イシガレイ（第2章第1節）、カツオ（第2章第2節）ではホヅケイン

スリンー1のような低回収率は認められない。このことはホッケインスリンー1の物理

的性質が二種のそれらに比較してかなり異なることを示唆している。

　ホヅケのインスリンの一次構造は注目すべきものであった。脊椎動物においてイン

スリンのA鎖のアミノ酸配列はB鎖に比較して保存的で種間での変異が小さい。しか

し、インスリンー1のA鎖のN末端に3残基の伸長が認められ・さらにホヅケインス

リンー1とII間のアミノ酸配列置換はA鎖に集中していた。

　A鎖N末端のアミノ酸配列の伸長例は、これまで60種以上の脊椎動物においてイン

スリンの一次構造が報告されているにもかかわらず、両生類のthree－toed　amphiuma

　（AmphiiLma　tri　dao　ty1　um）に見られる2残基の伸長、すなわちAla－Argの1例

（C。nl。n　et　a1．，1996）にK艮定される．このように例外がほとんど見られないことは

A鎖のN末端付近がレセプター結合領域を構成し（Pullen　et　a！・・1972）・生物活性

の発現に重要であるとする見解（Zahn　et　a1．，1972）を支持している。しかしながら・
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Conlonθt　al．（1996）は［1251－TyrA14］インスリンを使用したリセプターアヅセイにより

three－toed　amphiumaのインスリンのヒトインスリンレセプターに対するaffinityが

ブタインスリンのそれよりも高いことを報告した。また、A鎖のN末端にアルギニン

を付加したウシインスリンがウシインスリンレセプターに対してウシインスリンよ

りも高いaffinityを示すことが報告されている。この現象はA鎖の末端がArgの存在に

より正の荷電を持つことによりレセプターと結合しやすくなるためと考えられている

（Rosen　et　a1．，1980）。ホヅケインスリンー1はA鎖に多くの置換を含むにもかか

わらず、6箇所のシステインの位置およびレセプターと直接結合するB鎖のGly24－

Phe25－Phe26－Tyr27は完全に保存されており、しかもN末端付近にArgを持つことから・

インスリンレセプターに対して高いaffinityを示す可能性が考えられる。

　ホヅケインスリンーIIのB鎖のアミノ酸配列はアンコウインスリン（Ne㎜ann　et

al．，1969）、カレイインスリンに比較しB鎖のN末端付近を除くと、他の部分は一

致するか3残基の置換のみであった。このことから、ホヅケインスリンー1遺伝子よ

りもホヅケインスリンーII遺伝子がより祖先遺伝子の配列を保存しており、ホヅケイ

ンスリンー1遺伝子はホヅケインスリンーII遺伝子から派生したものと考えられる。こ

の遺伝子の進化パターンはカツオのインスリンー1およびIIに類似している。そして・

ホヅケのインスリンー1およびII間のアミノ酸配列類似度（78％）よりもカツオとホヅ

ケのインスリンー1のアミノ酸配列類似度（66％）が低いことから、各インスリンー1

遺伝子はホヅケとカツオがそれぞれ分化した後にそれぞれの種のインスリンーII遺伝子

から独立して生じた遺伝子であると考えられる。

　B鎖のアミノ酸配列はホヅケインスリンー1、II間で高い相同性を示し、置換してい

るアミノ酸配列は1残基目（ThrとAla）および6残基目（GlnとHis）の2残基のみで

あった。そして、N末端の4残基までを除くとマヅカワあるいはアンコウのインスリ

ンのB鎖の配列とは2～4残基のみの置換であり、両インスリンともにA鎖とは対照
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的にB鎖は他魚種のインスリンと相同性が高かった。硬骨魚において・A鎖のアミノ

酸配列はB鎖のそれよりも相同性が高く・サケ・カレイ・カヅオ・ウナギ・アンコウ

間では1～2残基の置換のみである（図2－3－4）。なぜ・ホヅケインスリンー1のA鎖

に置換が多いのかその理由は不明である。

　ホヅケにおいてインスリンー1とIIの収量は紫外線吸収値から推定してほぼ同程度で

あった（図2－3－1，図2－3－5）。このことからアミノ酸配列置換に富むホヅケインスリ

ンー1が通常タイプのインスリンーIIとともにプロヅクマン小体内でほぼ1：1で産生

されることが予想される。
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第3章　マツカワインスリンー1、IIの血液への分泌

第1章でマツカワのプロヅクマン小体からの抽出物に2分子種のインスリンの存在

が認められたが、これらの分子種が血液中に分泌されるかどうかは不明である。また・

複数のインスリンの分子種を有する脊椎動物において・血液中に分泌されるインスリ

ンを同定した調査例は認められない。特に、マツカワのインスリンー1とIIのアミノ酸

配列の相違はB鎖N末端の2残基のみであることから・インスリンーIIはB鎖N末端が

分泌前に切断されてインスリンー1に変換される可能性が考えられる。したがって・マ

ヅカワインスリンの血液中における両分子種の存在性を検討し、成熟型として血液中

に分泌されるインスリンの同定を行うことが重要である。しかしながら・血液中に分

泌されたインスリンを精製し、構造解析を行うことは、血液が極めて多種の蛋白質、

ペプチドを含むこと、血中インスリン濃度は最高値で数十ng／ml程度であることなどか

ら困難であることが予想される。さらに、インスリンー1、IIに特異的な免疫測定法の

開発は両インスリンのアミノ酸配列がほとんど同じであることから期待できない。

　インスリンー1とIIは構造的類似性が高いが、逆相クロマトグラフィーにより分離が

可能である（第1章第1節）。そこで、インスリン分泌を誘導した個体の血液を逆相

クロマトグラフィーで分画し、両分子種を認識する免疫測定法により分子種を同定す

ることが期待できる。本章では、マツカワにおいて血液中のインスリンー1およびIIの

存在性を明らかにするために以下の4点、すなわち、　（1）マヅカワインスリンー1・

IIをともに認識する免疫測定法の開発（第1節）、　（2）血中インスリン濃度と摂餌

の関係の解明および（3）インスリン分泌誘導作用を持つ物質の検索（第2節）・

　（4）血漿を逆相クロマトグラフィーにより分画し、各フラクションのインスリン免

疫活性から血漿中のインスリンー1、IIの存在性の確認（第3節）・について行った。
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第1節　マツカワインスリンの酵素免疫測定法の開発

　これまで魚類において、インスリン測定のための免疫測定法はホモロガス放射免疫

測定法としてメクラウナギ用（Emdin　and　Steiner・1980）・タラ用（Patent　and

Foa，1971）、サケ用（Plisetskaya　et　a1・・1986；Rusakov　et　a！・・1990）・

catfish用（Albert，1982）、カツオ用（Furuichi　et　al・・1980；Tilzeyθt　al・・

1985）のものが開発されてきた。Tilzey　et　a1．（1985）は抗カツオインスリン抗血清

と1125で標識したカツオインスリンを使用した放射免疫測定法を開発したが・turbotの

血清はカツオインスリンと平行性を示さないことを報告している。このことは魚類に

おいてインスリン免疫測定法は対象種のインスリンに対する抗血清を使用したホモロ

ガス測定法を開発する必要性を示唆している。

　また、放射免疫測定法は感度が高く、手順が単純であるという利点を有するが、そ

の一方、廃液、廃棄物の処理が困難、測定者の健康に悪影響を及ぼす・標識ホルモン

が不安定である、などの欠点を有する。それに対して、酵素免疫測定法は放射免疫測

定法におけるこれらの問題点がない。そこで、本節ではマヅカワインスリン酵素免疫

測定法を新たに開発し、その検出限界量、特異性を検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

抗マヅカワインズグンー∬血清の作製：　第1章第1節の方法（エタノール／ジエチル

エーテル沈殿法）により精製したマヅカワインスリンーIIをモルモヅトに2週間間隔

で80μ9ずつ3回、さらに30μ9ずつ3回注射した。第1回目の注射にはフロイントの

完全アジュバントを使用し、第2回目以降にはフロイントの不完全アジュバントを使

用した。最後の注射から2週間後に全採血し血清を得、シリンジフィルター（口径：

0．45μm）で濾過し抗マツカワインスリンーII抗血清（Lot・951219－01）とした。
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ビオチン化マツカワインXグンー∬の作製：　第1章第1節の方法（エタノール／ジエ

チルエーテル沈殿法）で精製したマヅカワインスリンーII（50μ9）をbiotin

labeling　kit（Boehringer　Manheim、　Manheim、　Germany）を使用してビオチン化した。

このキヅトはbiotinamiodocaproateを使用して分子中のアミノ基をビオチン化する。

未反応のbiotinamiodocaproateを0・01％チメロザールを含むリン酸緩衝液（50mMリン

酸緩衝液，140mM　NaC1，　pH　7．4；PBS）で平衡化したSephadex　G－25　Superfine（3・2×

100㎜、Pharmac　i　a）を使用したゲル濾過で除去した。

マヅカワインズグン酵素免疫測定法：　アフィニティー精製された抗モルモットIgG

抗体溶液（Chemicon，　Temecula，　CA）を0．02％アジ化ナトリウムを含む50mM炭酸水素

ナトリウム緩衝液（pH　9．6）で10μ9／m1に希釈し、96穴マイクロプレート（1㎜uron

600FIA　BIack　plate、　Greiner、　Ge皿any）に125μ1ずつ分注して、4。Cで一晩コー

ティングした。次に、0．05％Tween20を加えたPBS（PBS－T）による3回の洗浄後、75

μ1の抗血清一ビオチン化マツカワインスリンーII混合液（抗血清：1／44・000・ビオチン

化マヅカワインスリンーII：200　P9／ml、1％BSAを含むPBS）および5μ1のインスリン標

準溶液あるいはサンプルを分注し、4℃、一晩インキュベートした。このステヅプで

の希釈には1％BSAおよび0．01％チメロザールを含むPBS（PBS－AT）を使用した。再び

PBS－Tによる3回の洗浄後、　streptavidin－peroxidase（Boehringer）をPBS－ATで

1／40，000に希釈した溶液を100μ1ずつ各ウェルに分注し、15℃に調整したウォーター

バス中で2～3時間インキュベートした。5回のPBS－Tによる洗浄後・氷上で

3－P一（hydroxyphenyl）propionic　acidを30皿含む100副リン酸緩衝液（pH　8・0）を分注

し、さらに15μ1の0．026％過酸化水素溶液を分注した。次に15。Cに調整したウォーター

バス中で65～100分間インキュベート後、プレートを氷上に移し・100μ1の150曲グリ

シンー一NaOHee衝液（pH　10．3）で発色反応を停止した・そして・蛍光強度を蛍光プレー
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トリーダー（Fluoroskan－II、　Labsystems・Helsinki・Finland）により・励起波長

320m、測定波長405　nmとして各ウェルの蛍光強度を測定した・以上の操作の概略を

図3－1－1に示した。

マヅカワあるいばカヅオのブロックマン小体抽出物の逆栢1クロマみグラフィー：　マ

ツカワのプロヅクマン小体抽出物の逆相クロマトグラフィーを第1章第1節に・カツ

オのプロヅクマン小体抽出物の逆相クロマトグラフィーを第2章第2節にしたがって

行った。得られた各フラクションを110倍にPBS－ATで希釈し・各フラクションの5μ1

を酵素免疫測定法に使用した。

　　　　　　　　　　　　　　　　結果

酵素免疫測定法の特異倥および感度：　図3－1－2に標準曲線と哺乳類膵ホルモンとの交

差性を示した。マツカワインスリンー1とIIの標準曲線は一致せず・インスリンーIIの

検出限界がインスリンー1のそれよりも低かった。ウェルあたりの検出限界量はインス

リンー1については8P9／we11、インスリンーIIについては4P9／we11であった。ヒトソ

マトスタチン、ヒトグルカゴン、ヒト膵ポリペプチドとの交差性は認められなかっ

た。ウシインスリンはこれら哺乳類のペプチドホルモンよりも蛍光強度が低い傾向を

示したが、マヅカワインスリンとの平行性は認められなかった。

マツカワブロックマン小体抽出物との交差控：　マツカワのプロヅクマン小体抽出物

の逆相クロマトグラフィーの各フラクションの免疫活性を測定した結果を図3－1噌3に示

した。インスリンー1あるいはIIを含む76～83分に溶出されるフラクションに免疫反応

陽性が認められた。これらのフラクションは79～80分のフラクションがもっとも反応

が高く、110倍に希釈したにもかかわらず検出上限を越えた。これら以外の多くのフラ

．一 V8一
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bflNS・一1、　bflNS－ll、　blNS、　hGLU、　hPP、　hSST－14はそれぞれマツカワイ

ンスリンー1、マツカワインスリンーll、ウシインスリン、ヒトグルカゴン、

ヒトパンクレアティックポリペプチド、ヒトソマトスタチンー14を示す。
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図3　・一　1－3　マツカワのブロックマン小体抽出物の逆相クロマト

グラフィーによるフラクションのインスリン免疫反応性

各フラクションの免疫反応性はマツカワインスリンー1当量として示した。79－

80分のフラクションは測定上限を越えた。

一81一

t



驚懇羅騒　　　灘灘灘

クションに高い紫外線吸収ピークが観察されたが免疫活性は認められなかった。

カツオブロヅクマン小体抽出物との交差倥：　カツオのプロヅクマン小体抽出物の逆

相クロマトグラフィーの各フラクションにおいては、インスリンーIIを含むフラクショ

ン（46．5～49分）に免疫反応陽性が認められた（図3－1－4）。紫外線吸収値から予想さ

れるインスリン量に比較し、マツカワインスリンー1当量で表された測定値はかなり

低かった。最も吸光値が高い47．0～47．5分のフラクションは2．5μgのカツオインスリ

ンーIIを含むと予想されたが、免疫活性は700ngマツカワインスリンー1当量であった。

また、インスリンー1を含むフラクションの免疫活性はさらに低く・45・5～46・5分のイ

ンスリン量は紫外線吸収値から3．6μ9と予想されたが60ngマツカワインスリンー1当

量であった。これらの免疫反応性からカツオインスリンー1およびIIの免疫活1生はマ

ツカワインスリンー1の1．6％および28％と算出された。他のフラクションにおいては免

疫活性は非常に弱いか認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

本法は哺乳類以外のインスリン測定用として初めて開発された酵素免疫測定法であ

る。検出限界量はタラ用（Patent　and　Foa，1971）、あるいはサケインスリン用放射

免疫測定法　（Plisetskaya　et　al．，1986）と同等であった。

　哺乳類膵ホルモンおよびマツカワのプロヅクマン小体抽出物のインスリンを含まな

いフラクションと交差性は認められず、本法の高い特異性が示された。マヅカワにお

いて、インスリンー1、II間でアミノ酸配列が異なるのはB鎖のN末端の2残基のみで

ある。したがって、本法において使用した抗血清がインスリンー1に比較してインスリ

ンーIIとの交差性が高かったことは、抗血清がインスリンーIIのB鎖のN末端を認識す

る抗体を多く含んでいたためと考えられる。また、Geiger　and　Langer（1973）はヒト
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のdes一（Phe－Val）B1－B2－insulinのウサギ血糖降下作用が通常インスリンに比較し95～

100％であるのに対して、免疫反応性は2％であることを報告している。インスリンの

免疫反応においてB鎖N末端付近が抗原決定基として重要であることは哺乳類と魚類

に共通すると考えられる。

　カッオインスリンーIIの免疫反応性はマヅカワインスリンー1の28％と低かった。

さらに、カヅオインスリンー1の免疫反応性はカツオインスリンーIIよりも著しく低

かった。これらのことからマツカワインスリンー1とカツオインスリンーIIの間・お

よびカツオインスリンー1とIIの間で置換しているアミノ酸残基・A9・A12・A14・A1

7、B10、　B14、　B17、　B22、　B28、　B30がB鎖N末端以外の抗原認識部位の候補として考え

られる。

　ビオチン化マツカワインスリンーIIは安定であり、4。CでPBS－Tに溶解した状態で2

年間以上使用できた。同様に、アビジンーペルオキシダーゼも安定性が高く・凍結乾燥

品を蒸留水に溶解後、4。Cの保存で2年間以上使用できた。さらに容易に廃棄処理で

きる。これらのことは不安定で廃棄法に規制がある放射性同位元素標識のインスリン

に優る点である。

　これまでいくつかの魚種において放射免疫測定法が確立され、血中のインスリン濃

度の測定に応用されてきた。しかしながら、使用した実験魚が複数のインスリンを有

する場合はこれまで開発された放射免疫測定法では正確に測定できない可能性が考え

られる。このことはこれまで開発された放射免疫測定法においてほとんど考慮されて

いないと思われる。特にカツオおよびホヅケのインスリン濃度の測定に際してはこの

点に注意が必要である。

　本節で開発した測定法において、インスリンーIIに対する免疫活性はインスリンー1

に対するそれよりも高かった。したがって、測定試料が両インスリンを含んでいる場

合には、標準物質としてインスリンー1を使用すると測定値は高濃度ほど過剰評価され
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るのに対して、インスリンーIIを使用すると同じく過小評価されるようになる。したがっ

て、血中に分泌されているインスリンの各分子種の組成を検討することが正確なイン

スリン濃度の把握に重要である。

第2節　アミノ酸、グルコース、餌料の

　　　インスリン分泌誘導効果

　前節では、マツカワインスリンを特異的に検出、定量する酵素免疫測定法を開発し

た。血液中のインスリンを免疫学的に同定するためには、インスリンを分泌誘導する

物質の検索を行い、どのような生理的状態下でインスリンが分泌されるのかを調査す

る必要がある。魚類において摂餌により血中インスリン濃度が上昇し、絶食により減

少することが報告されている（Navarro　et　al．，1993；Navarro　and　Gutierrez，

1995）。　また、アミノ酸とグルコースはインスリン分泌誘導作用を持つことが知られ

ている（lnce　and　Thope，1977；Ronner　and　Scarpa，1987；Plisetskaya　et　a1．，

1991）。本節では、マヅカワについて給餌と血中インスリン濃度の関係・およびアミ

ノ酸とグルコースのインスリン分泌誘導効果を比較検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

給餌と、血清中インXグン濃度の僕1孫〔実：験1ク：　マヅカワ（体長：120～160㎜）を

15・Cに調整した3001の水槽で飼育した。給餌区には毎日一回、人工餌量（C－3000・協

和発酵、東京）を飽食量与えた。一方、絶食区は実験終了まで無給餌とした。実験開

始から17日後に実験魚を0．01％4一アミノ安息香酸エチルを含む海水に浸して麻酔し・

各個体の尾柄部から注射器により採血した。採取した血液は室温で1時間放置した後・
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2。Cで800×9．10分間、および10，000×9．10分間の遠心分離により血餅および血球を

除去した。得られた上清は血清とし、解析まで冷凍保存した。そして、前節で開発し

た酵素免疫測定法により血清の総インスリン濃度を測定した。なお、標準物質として

PBS－ATに溶解したマツカワインスリンー1を使用し、測定値をマヅカワインスリンー1

等量とした。

アミノ酸とグルコーズのインズグン分泌誘導：効菓〔実験2♪：　マツカワ（体長：

170～210㎜）を一ヶ月間絶食させ、15・Cに調整した300エ水槽中で飼育した。実験1

と同様に4一アミノ安息香酸エチルにより麻酔し、0．7Mのし一アルギニン塩酸塩（アルギ

ニン）、L一ヒスチジン塩酸塩（ヒスチジン）、D一グルコース（グルコース）・NaC　1を

それぞれ10μ1／9体重の割合で筋肉注射した。ただし、それらのうち・前2者の溶液は

2MNaOHによりpH　7．4に調整した。注射直前から1．5時間ごとに4・5時間後までヘパリ

ン処理した注射器により尾柄部から採血し、2。Cで800×g．10分間、および10，000×

ぷ10分間の遠心分離により血球を除去した。得られた上清は血漿として解析まで冷凍

保存した。前節で開発した酵素免疫測定法により、得られた血漿を試料として総イン

スリン濃度を測定した。標準物質にPBS－ATに溶解したマツカワインスリンー1を使用し、

測定値をマツカワインスリンー1等量とした。

　血漿第1級アミン濃度をfluorescamineを使用した蛍光測定法（Stein　et　a1・・

1972）により測定した。すなわち、血漿10μ1に90μ1の5％トリクロロ酢酸を加え・

室温で1時間インキュベートした後、10，000×9、10分間の遠心により沈殿物を除去し

た。得られた上清の10μ1に1．5m1の0．2Mホウ酸溶液（pH　9・0）および500μ1の

0．01％fluorescamineアセトン溶液を加え、励起波長390rm、測定波長485皿により蛍光

強度を測定した。標準物質にレロイシンを使用した。

　さらに、血漿グルコース濃度をグルコース測定キヅト、Glu－C　Test　WAKO（和光純薬・
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東京）により、血漿10μ1を使用して測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　結果

　実験1において、給餌区の血清総インスリン濃度は18．4±3．7ngインスリンー1当量

／m1であり、絶食区の1．5±0．1ngインスリンー1／ml当量よりも有意に高かった（図3－

2－1）　o

　実験2において、アルギニン注射区の血漿インスリン濃度は注射直前の2・6±

0．3ng／ml（平均±SEM）から注射3時間後には最高値の95・3±23・5ng／m1に達し・アル

ギニンの強いインスリン分泌誘導作用が認められた。一方、グルコース注射区の血漿

インスリン濃度は注射直前の2．9±0．1ng／m1から1．5時間後に最高値の6・5±0・6ng／mlま

で上昇したが、アルギニンに比較して効果が弱かった。これらの効果はいずれも注射

直前（Ohr）の濃度と比較して有意であった（p＜0．05）。これに対して、ヒスチジン

およびNaC　1の場合にはインスリン分泌誘導効果は認められなかった（図3－2－2）。

　血漿第1級アミン濃度はアルギニンおよびヒスチジン注射区において1・92±0・09

μmol／m1および2．21±0．11μmol／m1から注射後1．5時間に最高値の13・63±0・78

μmo　l／mlおよび16．45±0．51μmo1／m1に達し、その後緩やかに減少した。グルコースお

よびNaC　1注射区においては有意な減少が認められたがそれらの効果は小さかった（図

3’2－3）　o

　血漿中のグルコース濃度はグルコース注射区で0．88±0．06μmo　1／m1から注射後1・5時

間で22．36±0．32μmol／m1の最高値を示す有意な増加が認められた。その後・時間の経

過と共に緩やかに減少した。アルギニン、ヒスチジン、およびNaC　1の各注射区におい

てもそれぞれ有意な上昇が認められたが、それらの上昇の程度はグルコース注射区の

場合に比較して小さかった（図3－2－3）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

　絶食により血液中インスリン濃度が低下することは、コイ（Cyprinus　carpio；

Blasco　et　a1．，1991）およびブラウントラウト（Salmo　trutta　fario；Navarro　et

a1．，1992）において報告されている。実験1において給餌区の血中インスリン濃度に

比較し絶食区のそれが低いことは、コイおよびブラウントラウトの結果に一致する。

そして、これらのことは魚類において血中インスリン濃度が栄養状態に深くかかわる

ことを示している。

　また、実験1の絶食区および実験2の全グループの注射直前における血中インスリ

ン濃度は、両実験において絶食期間は2週間の差があるにもかかわらず1～3ng／mlで

あった。このことから、この濃度範囲はマツカワの血中インスリンの生理的最低濃度

であると考えられる。

　哺乳類においてグルコースは膵臓のB細胞を刺激し、インスリン分泌を誘導する

（Gerich　et　al．，1974；葛谷ら，1980）。しかしながら、グルコース以外の栄養素に

よるインスリン分泌の作用機序は解明されていない。アルギニンが強いインスリン分

泌誘導効果を有することは、ラヅト（Gerich　et　a1．，1974）、ヒキガエル（BUjfo

arenarum；Francini　and　Gagliardino，1995）、ヨーロヅパウナギ（An8．ui！！a

an8uilla；Ince　and　Thope，1977；Ince，1979）、ギンザケ（Oncorhyηehus

kisuteh；Plisetskaya　et　al．，1991）、ナマズの一種（lc　ta1　urus　punctatus；

Ronner　and　Scarpa，1987）、ヌマガレイ（Pla　ti　ch　thys　flesus；Andoh　and

Nagasawa，1998）などにおいて確認されており、本節の結果はそれらと一致している・

　ラヅトにおいては、抗グルカゴン抗体の投与により血中グルカゴンが中和されると・

アルギニンの投与によるインスリン分泌が抑制される。このことからアルギニン投与

によるグルカゴン分泌は間接的にインスリン分泌を誘導すると考えられている（Tan

θt∂1．，1985）。しかしながら、マスノスケ（0，ts　cha〃wy　ts　cha）においては抗グルカ
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ゴン抗体を投与してもアルギニンのインスリン分泌誘導効果は抑制されない

（Plisetskaya　et　a1．，1991）。また、カジカの一種（Myoxooθphalus　soorpius）の

プロヅクマン小体においてはインスリンを分泌するB細胞が血流の最上流部に位置す

ることが示されている（Syed　Ali，1985）。さらに、ナマズの一種（L　plmetatus）

のプロヅクマン小体を使用した二流実験において、アルギニン投与によるインスリン

分泌はグルカゴン分泌とタイムラグを置かずに同調する（Ronner　and　Scarpa，1987）。

これらの結果は異なる種で得られた結果であるが、魚類においてアルギニンはインス

リン分泌とグルカゴン分泌を独立に誘導することを示唆し、さらに魚類ではアルギニ

ンが哺乳類の場合と異なりB細胞を直接刺激することによりインスリン分泌を誘導す

る可能性を示している。

　タラあるいはウシインスリンが魚類の血漿アミノ酸濃度を顕著に低下させることは

ウナギ（An8’uillaブ∂、ρonica；Inui　and　Yokote，1975）、Northern　pike（Esox

lucius；Ince　and　Thope，1978）、コイ（Cyρrinus　oaz！ρゴ。；Murai　and　Ogata，1990）

において報告されている。また、Murai　and　Ogata（1990）はコイにインスリンを投与

することにより肝膵臓、筋肉、赤血球中の遊離アミノ酸量が低下することを報告して

いる。さらにlnui　et　a1．（1978）はウシインスリンがhagfish（Eptatrθtus

stouti）の筋肉への［14C］一グリシンの取り込みを促進すること、また・Inui　and

Ishioka（1983）はウシインスリンがウナギ（A。」∂po加。∂）肝組織および筋肉組織で

の［14　C］一グリシンのタンパク質への変換を促進することを報告している。同様に、

PIisetskaya　et　a1．（1984）はサケ肝細胞培養系においてギンザケ（0・kisutch）の

インスリンが［14C］一ロイシンのタンパク質への変換を促進することを報告している。

これらのことは魚類においてインスリンがアミノ酸の同化に深くかかわることを示し

ている。したがってマツカワなどの魚類において認められたアルギニンのインスリン

分泌誘導作用は、インスリンのアミノ酸同化作用に応答したものであると考えられる。
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一方、ヒスチジンのインスリン分泌誘導効果はヒスチジン投与後の血漿第1級アミ

ン濃度がアルギニン注射区と同様に高い値を示したにもかかわらず認められなかった。

この結果はヨーロヅパウナギ（A。an8・uilla；Ince　and　Thope，1977）およびサケ●マ

ス類（Plisetskaya　et　a1．1991）における結果と一致している。しかしながら・ウナ

ギ（A．ブapo刀∫oa；Inui　and　Yokote，1975）およびコイ（Murai　and　Ogata，1990）に

対してウシインスリンを注射すると血漿中ヒスチジン濃度は減少する。これらのこと

は各アミノ酸のインスリン分泌誘導効果の強さとインスリンによる各アミノ酸の血中

濃度降下効果の強さに相関がないことを示している。

　マツカワでは、グルコースのインスリン分泌誘導効果は有意ではあったが極めて弱

かった。このことは、哺乳類がグルコースによって強いインスリン分泌誘導作用を示

すことと異なっていた。ヨーロヅパウナギ（A．anguilla）においてはグルコースによ

るインスリン分泌誘導効果がアルギニン、リジンに比較して低いことが報告されてい

る（lnce　and　Thope，1977；Ince，1979）。Furuichi　and　Yone（1982）はコイ、マダ

イ（Pagrus盈aブor）、ブリ（Seriola　quiqueradiata）に対してグルコースを注射する

と血中グルコース濃度が長時間高い値で維持され、しかもブリ、マダイ、コイの順番

でこの傾向が顕著であることを報告している。そして、これらの魚種にウシインスリ

ンをグルコースと共に注射した場合には血中グルコース濃度がいずれの種においても

すみやかに下降した。また、三野ら（1977）もコイよりもブリの方がグルコース注射

による高血糖が長時間続くことを観察している。一方、グルコースを投与されたマツ

カワの血漿グルコース濃度は注射後1．5時間から4．5時間にわたり高い値を維持してお

り、ブリやマダイと同様の傾向を示した。マヅカワ、ブリ・マダイは肉食魚であり・

天然環境下では炭水化物をほとんど摂取しない。これらのことは、肉食魚においてイ

ンスリンは血糖値の降下作用を有するにもかかわらず、グルコースはインスリン分泌

誘導効果が小さいこと、およびグルコース代謝制御に関してインスリンは哺乳類の場
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合ほど深く関係しないことを示している。

　古市・米（1972）はマダイにおいて反復採血することにより血糖値が上昇すること

を観察し、麻酔剤を使用しない場合あるいは採血を繰り返す場合にこの傾向が顕著に

なることから、採血によるストレスによりこの現象が引き起こされたと考えた。実験

2におけるグルコース注射区以外の実験区のマツカワにおける血糖値の上昇はマダイ

の場合と同様の現象であり、繰り返し採血によるストレスが関係すると考えられる。

また、グルコース注射区およびNaC　1注射区のマツカワにおいて血漿中高アミン量がわ

ずかに減少したことは、採血による希釈効果と考えられる。

　アルギニン注射区のマヅカワにおける血漿イ7スリン濃度の最高値は平均95・3

ng／皿1であったが、この値はギンサケ（30ng／ml，0．　kisutoh；Plisetskayaθt　a1．

1991）において知られている値よりかなり高かった。本節ではインスリン濃度をイン

スリンー1当量としており、血漿中にインスリンーIIが含まれている場合には過剰評価

をしたと考えられる。この可能性については次節で検討する。

第3節　血液中のインスリンー1および一IIの存在

　第1章第1節では、マヅカワのプロヅクマン小体がインスリンー1およびIIを含むこ

とを明らかにした。そして、それらのプロヅクマン小体からの収量比から考えて、新

規のインスリンであるインスリンーIIがインスリンー1と同様に血液中に分泌されるこ

とが予想された。本節では第3章第1節で開発された酵素免疫測定法を使用して・血

漿の逆相クロマトグラフィーのフラクションの免疫反応性を測定することにより血液

中の両インスリンの存在性を検討する。
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　　　　　　　　　　　　　　　　材料と方法

マツカワ（体長：180～290㎜）をアルギニン区、給餌区、コントロール区の3実験

区に分割し、15・Cに調整した300ヱの水槽中で、流水条件下で1ヶ月間絶食飼育した。

その後、アルギニン区は第3章第2節にしたがって0．7ML一アルギニン塩酸塩溶液を筋

肉注射、給餌区は人工餌量（ヒラメ・トラフグ育成用おとひめ7号、日清製粉、東京）

を飽食給餌した。コントロール区は無給餌とした。0．01％4一アミノ安息香酸エチル

を含む海水浸漬により麻酔し、アルギニン区の場合、注射の直前および3時間後に・

また、給餌区の場合には、給餌4時間後に、さらにコントロール区の場合には、特に

時間を指定せずにヘパリン処理した注射器により採血した。血液から分離した血漿は

解析まで冷凍保存した。

　各個体の血漿（500μ1）を解凍後、室温で112μ1の氷酢酸を撹搾しながら加え・5

分間話出した。次に270μ1の飽和硫酸アンモニウム溶液を同じく撹拝しながら加え・

さらに10分間撹搾した。次に室温で10，000×g、10分間、遠心分離し、上清をシリンジ

フィルター（ボアサイズ：0．2μm）で濾過した。得られた溶液のうち600μ1を逆相ク

ロマトグラフィーに負荷した。ただし、このクロマトグラフィーにおいてはODS’120T

カラム（2．0×150㎜、Tosoh）を用い、0．1％TFAで平衡化した後、アセトニトリル濃度

を5分間で25％まで、次の50分間で37．5％まで、さらに次の10分間で50％まで上昇させて

行った。溶出液は280㎜の吸光度でモニターし、そして、マツカワインスリンー1およ

びIIが溶出される34．3～44．8分にわたり30μ1ずつフラクションを採取した。採取した

各フラクションのうち5μ1をマツカワインスリン酵素免疫測定に使用し・各フラクショ

ンのインスリン量をインスリンー1およびIIを標準物質として測定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　結果

アルギニン区の注射直前のマツカワの血漿インスリン濃度は、2．2～3．1ngインスリ
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ンー1当量／m1であった。一方、注射3時間後では、2個体は109．5および190・1ng／mlイ

ンスリンー1当量であり、他の2個体は測定上限（200ng／m1）を越えていた。給餌区の

血漿インスリン濃度は給餌4時間後で29．0～113．4ngインスリンー1当量／mlであった。

絶食区の血漿インスリン濃度は検出限界以下～4．Ongインスリンー1当量／m1であった。

　血漿の逆相クロマトグラフィーのフラクションについてインスリン免疫反応性を測

定したところ、アルギニン区、給餌区の全個体について、インスリン免疫反応が認め

られた（図3－3－1）。インスリン免疫反応は両実験区の全個体において38分および

39．5分付近のフラクションに二つのピークとして認められた。これらの溶出時間に紫

外線吸収ピークは認められなかったが、これらの溶出時間は精製されたインスリンー1

およびIIの溶出時間に一致する。前半の免疫反応ピークをインスリンー工、後半の免疫

反応ピークをインスリンーIIと仮定すると、検出されたインスリン量はアルギニン区に

おいてインスリンー1が578～1，478P9／個体（平均855P9／個体）、インスリンーIIが417

～1，230P9／個体（平均667P9／個体）、給餌区においてインスリンー一　1が297～676P9／個

体（平均486pg／個体）、インスリンーIIが194～618pg／個体（平均364pg／個体）であっ

た。コントロール区においては全個体の各フラクションにインスリン免疫反応は認め

られなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　考察

脊椎動物においてラヅト（Smith，1966）、マウス（Buenzli　et　a1・，1972）・アフ

リカツメガエル（Shuldinerθt　a1．，1989a，b）、カツオ（Yamamoto　et　a！．，1960）、

toadfish（Smith，1966）、ヘラチョウザメ（Nguyen　et∂1．，1994）が2分子種のイ

ンスリンを有することが知られている。しかし、これらの種において、血中に両分子

種が分泌されていることを示したデータはインスリンの生理作用を考察する上で重要

であるにもかかわらず得られていない。本研究はこのことを調査した初めての研究で
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図3・・一　3・・一　1　アルギニン注射あるいは給餌後個体の血漿中インスリンー1

およびllの免疫学的同定

アルギニン注射区、給餌区ともに4個体について調査し、そのうちの1個体ずつの逆相クロマトグラ

フィーのプロファイル、免疫反応性をインスリンー1当量およびインスリンーll当量として示した。
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ある。

　使用した酵素免疫測定法ではインスリン以外の物質と免疫反応性が認められなかっ

た。しかもカヅオインスリンー1との免疫反応は非常に低く（1．6％）、ウシインスリ

ンと免疫反応は認められない。そして、マツカワインスリンー1と4残基のみのアミ

ノ酸置換のカツオインスリンーIIとの免疫反応は28％であった（第3章第1節）。この

ような特異性の高い測定法により、アルギニン注射区および給餌区の血漿の逆相クロ

マトグラフィーのフラクションにインスリン免疫反応がインスリンー1およびIIの溶出

時間に認められた。したがって、各血漿に認められた免疫反応は血漿中のマヅカワイ

ンスリンー1およびIIによるものであると考えられる。このことは両インスリンの分泌

がアルギニン注射あるいは摂餌により誘導されること、およびインスリンーIIはインス

リンー1の中間産物ではなく成熟型分子として血液中に分泌されることを示している。

　給餌区において使用した人工餌量は魚粉およびオキアミミールを主体として作られ

たものであり、アミノ酸組成に特に偏りは認められない（日清製粉，私信）。そして、

給餌区において両インスリンがアルギニン区と同様に分泌されることは、インスリン

ー1、IIともに通常の摂餌後の栄養素の同化に深く関わることを示唆している。

　第1節で開発された酵素免疫測定法はインスリンーIIについてインスリンー1を標準

物質として測定したときに高濃度試料ほど過剰評価を与える。アルギニン投与あるい

は給餌された個体の血漿は両インスリンを含むため、この測定法により総インスリン

量として得られた値は実際量よりも大きいことが示された。このことはマヅカワにお

いてこのインスリン測定法では、相対的な濃度変動を把握することは可能であるが、

絶対的なインスリン濃度の定量が高濃度試料では困難であることを示している。

　本節では、酢酸を加えた硫安沈殿により血漿からタンパク質を除去した。この方法

では500μ1の血漿から200～300μ1のタンパク質沈殿が得られることから・血漿中から

タンパク質が高い割合で除去されていると考えられる。三法として、Sep－Pak　C18
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cartridgeにより血漿からタンパク質を除去した後、逆相クロマトグラフィーで分画し

各フラクションの免疫反応性を測定したところ、試料ごとに陽性フラクションの溶出

時間が著しく異なり溶出時間によるインスリンー1およびIIの同定は不可能であった。

これは試料ごとに血漿中タンパク質濃度、組成が異なるためであると考えられる。し

かしながら、上述のように酢酸一硫安による除タンパク法を用いた場合、インスリン陽

性フラクションの溶出時間はアセトニトリルの濃度勾配が緩やかであるにもかかわら

ず、すべての個体でインスリン陽性フラクションの溶出時間は一致し、そのずれは

20秒（フラクション1本に相当）以下であった。このことは本法が簡単でありながら

血漿中の除タンパク法として優れていることを示している。その一方、全フラクショ

ンの血漿インスリンの合計値は数ng／m1に止まった。逆相クロマトグラフィーカラムに

吸着した血漿中の物質は紫外線吸収度から判断して数十μ9であることから・血漿中に

おけるインスリン量の割合はインスリン以外の物質に対して著しく低いと考えられる。

さらに本法ではセミマイクロボアカラムを使用したため、血漿インスリンの回収率が

低くなったと考えられる。

　本節の絶食区のマツカワの血漿のクロマトグラフィーフラクションにおいて、イン

スリン免疫反応が検出されなかったことはアルギニン注射区および給餌区のマツカワ

の血漿の場合に比較してインスリン濃度が低かったためと考えられる。
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総合考察

　インスリンはアミノ酸などの栄養素の代謝・同化制御に重要な役割を果たす。そこ

で、本研究はマツカワを中心に硬骨魚類のインスリンの生化学的特徴、多型性の産生

様式、分泌動態を解明し、増養殖魚において効率的に餌料の栄養素を同化させ、成長

を促進する技術を開発するための基礎的知見の集積に資することを目的として行った。

以下、インスリンにおける分子多型の産生様式と存在意義、硬骨魚類におけるインス

リンの生理作用、異体類の栄養利用の特徴について論議する。

インズグンにおける分子多型の産生接頭と存在意義

　これまで、インスリンの一次構造が決定された脊椎動物の多くは1分子種のみのイ

ンスリンを有する。しかしながら、本研究においてマツカワ（第1章第1節）・イシ

ガレイ（第2章第1節）、カツオ（第2章第2節）、ホヅケ（第2章第3節）が2分

子種のインスリンを有することが明らかになった。

　マツカワにおいて、インスリンー1およびIIが単一のプレプロインスリンからシグナ

ルペプチド部分の切断箇所の違いにより生じていることが示された（第1章第1節、

第2節）。このような2分子種が産生される様式（カレイ型）は新規のタイプである。

一方、カツオ、ホヅケの2分子種のインスリンは各々の魚種の分子種間の内部のアミ

ノ酸配列に置換が認められたことから、ラヅトおよびアフリカヅメガエルと同様に2

遺伝子座にコードされていると考えられる（ラヅト型）・また・ギンザメ

（Hydrogus　colliei）はB鎖のC末端のみが異なる4分子種のインスリンを有する。こ

のインスリンの分子多型は単一のプロインスリンからC一ペプチドがB鎖から切断され

る箇所が異なることにより生じていると考えられる（ギンザメ型；Conlon　et　a1．，

1989）。これらのことから、脊椎動物におけるインスリン分子の産生様式は（1）単
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一遺伝子一単一分子種産生型（通常型）、　（2）単一遺伝子一複数分子種産生型、　（3）

複数遺伝子一複数分子種産生型（ラヅト型）の3つに分類される。さらに、　（2）はシ

グナルペプチドC末端切断箇所変異型（カレイ型）とC一ペプチドN末端切断箇所変異

型（ギンザメ型）に細分される。図4－1にこれら4型のうち通常型を除く3型について

模式的に示した。ただし、ギンザメ型においてはギンザメのインスリンをコードする

遺伝子についての情報がないため、さらに調査が必要である。

　アフリカヅメガエル（Kobel　and　Du　Pasquire，1986）とヘラチョウザメ

（Dingerkus　and　Howe11，1976）は4倍体性であり、ゲノムセヅトの倍化によりイン

スリン遺伝子の重複が起こったと考えられる。さらにシロサケも4倍体性であり、少

なくとも2つ以上のインスリン遺伝子が存在することが確認されている（Sorokin

et　al．，　1982；　Kashuba　et　al．，　1986；　Koval　et　al．，　1989；　Kavsan　et　al．，

1993）。しかし、シロサケからは1分子種のみがペプチドとして精製されている

（Rusakov　et　a1．，1990）。その理由として、一方のインスリン遺伝子が“silent

gene”として発現していない可能性が考えられている（Rusakov　et　al．，1990）が、

証明はされていない。

　カヅオおよびホヅケのインスリンの2分子種は、アミノ酸配列を比較した結果から

それぞれの種あるいはそれらの祖先種において単一のインスリン遺伝子が重複して生

成したものと考えられた（第2章第2節および第3節）。これらの種におけるインス

リン遺伝子の重複は棘鰭上目魚類の多くが2倍体であり、特にホヅケの染色体数は

46本であること（Matsumiya　et∂1．，1980）からゲノムセヅトの倍化によるものとは

考えにくい。

　ラヅトのインスリンー1遺伝子はインスリンーII遺伝子のレトロトランスポゾンによ

る重複の結果、生じたものと考えられている（Soares　et　al．，1985）。このことは次

の事実から支持される。すなわち、ラヅトインスリンー1遺伝子はC一ペプチドコード
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繋綴鵡i讐灘　

領域のイントロンを欠き、両端に順方向反復配列を持つとともに、3’下流側にポリA

付加シグナルの残骸を持つ。カツオおよびホヅケのインスリンの遺伝子がこのような

構造を有するのかは現在のところ不明である。今後、それらの遺伝子構造を調査し、

レトロトランスポゾンによる重複の結果であるか否かを解明するが重要であろう。

　近年、脊椎動物のインスリンと相同性の高い分子が脊椎動物のみならず無脊椎動物

からも発見されており、インスリンスーパーファミリーを構成している。現在、この

ファミリーに属する分子は、脊椎動物からインスリン、インスリン様成長因子一1およ

びII、リラキシン（James　et∂1．，1977）、ライディヅヒ細胞インスリン様ペプチド

（Burkhardt　et　a1．，1994）が、無脊椎動物からナメクジウオ（Bra　chios　toma

ealiforniensis，　Chan　et　a1．，1990）、ホヤ（Chelyosoma　produotuzn，　McRory　and

Sherwood，1997）のインスリン様ペプチド、カイコ（Bombyx　mori）のボンビキシン

（Nagasawa　et　a！．，1984，1986）、バヅタ（Loeus　ta　mig：ratoria）のLoeus　ta

insulin　l　ike　peptide　（Lagueux　et　al．，　1990；　Kromer－Metzger　and　Lagueux，

1994）、モノアラガイ（Lyzzznaea　stagna！is）のmolluscan　insulin－related　peptide

（MIP，　Smit　et　a1．，1988）、カイメン（Gθodia　eydoniLLm）のカイメンインスリン様

ペプチド（Robitzki　et　a！．，1989）が知られている。

　Chan　et　a1．（1990）はナメクジウオのインスリン様分子はインスリンとインスリン

様成長因子の両方の特徴を有することから、インスリンとインスリン様成長因子遺伝

子の分岐はナメクジウオとhagf　i　shが分岐した後に起こったと考えた。しかし、ホヤか

らはインスリンに特徴的なB、C、　Aの各ドメインに対応するインスリン様ペプチド

をコードする遺伝子と、インスリン様成長因子に特徴的なB、C、　A、　D、　Eの各ド

メインに対応するインスリン様ペプチドをコードする遺伝子の二つがクローニングさ

れた（McRory　and　Sherwood，1997）。このことはインスリンとインスリン様成長因子

の各遺伝子の分岐はホヤと脊椎動物の分岐以前である可能性を示している。
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　また、hagfish（Myxine　glutinosa）からインスリン様成長因子は1分子種のみが同

定されている（Nagamatsu　et∂1．，1991）。そして、ニジマス（Oncorhyηchus

myA　iss）からインスリン様成長因子一1、　IIが同定されている（Shamblott　and

Chen，1992）。したがって、インスリン様成長因子一1とIIの各遺伝子の分岐は

hagfishとサケ目魚類の分岐以後に生じた分子種であると考えられる。

　ボンビキシンには少なくとも5分子種の存在が知られている（Nagasawa　et　al．，

1984；Nagasawa　et　a1．，1986；Maruyama　et　a！．，1988）。そして、注目すべきこと

にボンビキシン遺伝子には少なくとも30の存在が確認されており多重遺伝子族を形成

している（Kondo　et　a1．，1996；Tsuzuki　et　a1．，1997）。これまで同定されたすべ

てのボンキシン遺伝子はイントロンを欠失していること、および両端に順方向繰り返

し配列を有することから、ラットのインスリンと同様にレトロトランスポゾンによっ

て増幅したものである可能性が考えられている（lwami　et　al．，1990）。しかしながら、

カイコにおいてボンビキシンがどのような生理作用を司っているのか、あるいは分子

種間で生理作用に違いがあるのかについては明確ではない。

　さらに、モノアラガイのMIPも多重遺伝子族を形成し、少なくとも3つのペプチド

（1，Li　etal．，1992a，　II，　Li　eta！．，1992b，　III，　Li　etai．，1992c）と5つの

機能的遺伝子（1，Smit　et　a！．，1988；II，　Smitθt　a1．，1991；V，　Smit　et

a1．，1992；III，　Smit　et　a！．，1993；VII，　Smit　et　a1．，1996）、さらに2つの偽遺伝

子（N，VI；Smit　et　a！．，1998）の存在が確認されている。ゲノミヅクDNAの解析は

MIP一　1～VI遺伝子について行われ、　MIP－1～IIIおよびVはTATA　boxとシグナルペプチ

ドコード領域、およびC一ペプチド領域を分断するイントロンを含むことが明らかにさ

れている（Smit　et　a1．，1998）。したがって、　MIPはレトロトランスポゾンによって

増幅したものではないと考えられるが、どのような機構により遺伝子の重複が起こっ

たのかは不明である。また、MIPは成長の制御に深く関わる脳の1ight　green　cells領
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忌において発現していることから、モノアラガイの成長ホルモンである可能性が考え

られた（Smit　eta1．，1988）が、その機能は未だ実証されていない。

　このように、動物においてインスリン遺伝子は進化の歴史とともにゲノムセヅトの

言論、レトロトランスポゾンなどによる多数回の重複を繰り返している。さらに、カ

レイ類およびギンザメにおいては成熟分子への変換過程での切断箇所の違いにより分

子多型が生じている。そして、脊椎動物においては明確な機能分化がインスリン、イ

ンスリン様成長因子、リラキシン間において行われてきた。

　本研究が扱った4魚種（マヅカワ、イシガレイ、カツオ、ホヅケ）のすべてにおい

てインスリンは2分子種存在した。これまで30種の魚類においてインスリンが精製さ

れており、それらのアミノ酸配列を本研究の結果と合わせ図4－2に整理した。真骨魚類

ではティラピア（Oreoehromis　nilotica；Nguyen　et　a1．，1995）、daddy　sculpin

（Cottus　seorρius；Cutfieldθt　a1．，1986）、アンコウ（Lophius　amerieanus；

Neumam　et　a1．，1969）、タラ（Gadus　cal！arias，　G．　morh　uaのシノニム；Reid　et

∂！．，1968）、サケ類（Oneorhyηchus　kisuteh；Plisetskaya　et　a1．，1985；0，

keta；Rusakov　et　a1．，1990）、ウナギ類：（Anguilla　ros　tra　ta；Conlon　et

∂1．，1991；A．ブapo加。∂；Duan　et　a1．，1992）からインスリンが精製され一次構造が

決定されている。これらの種から精製されたインスリンは1分子種のみであった。イ

ンスリンを2分子種有する種に系統的、生態的あるいは生理的共通点は認められず、

個々の種において複数のインスリンが存在する意義は異なることが予想される。

　アフリカツメガエルの胚において、インスリンー1とIIの各遺伝子の発現ステージや

器官が異なっており、両遺伝子が機能的に分化している可能性が示されている

　（Shuldiner　et　a1．1991）。一方、変態後のアフリカツメガエルにおける2分子種の

インスリンの発現量比はいくつかの異なる生理的状態においても顕著な違いが認めら

れない。したがって、変態後のアフリカヅメガエルにおけるインスリンー一　1とIIの発現
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”t　tltt　／／一　／t

lnsulin　A－chain

Class Subclass　lnfraclass

Teleostei

Actinopterygii

Osteichthyes

HoloStei

　　　　　　　　r

Chondrostei

　　　　　　　　L

Dipnoi

　　　Brachiopterygii

rr　Elasmobranchii

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　10　15　20

Barfin　flounder－1（1）　GIVEQCCHKPCN：FDLQNYCN
Barfin　flounder－ll（1　）

Stone　flounder－1　（2）　一一一一一一一　一一　一一　一一　一一　一一　一一　一一　一一　一一　・一　一一

Stone　flounder－ll（2＞

Flounder（3）　一一一　・一　・一　一一　一一一一一一一一一一　d一一一b一一一

Tilapia（4）　一一一一E一一一一　一一　一T一一一k　・e・　一・　一一一　一・

Sculpin　（5）　一b　一一　一一　一一　一一　一・　・一　R一一一　・一　RV　一一　E一一一一

Bonito一一1（6）　一・　t一　一一　一・　一一　一一一R一・　一S一一E　e一　E一一一一

BOnitO”ll（6）　一一　一一一一一　・一　一一一一　e一　一一一　一一　一一　一一一一一

Greenling一一1（7）　LMRS　一一　L　一一　K一一FEA　一一　S－T一一一S一一　・一

Greenling一一ll（7）　一一　一一一　一一　一一　・一　一R一一一一　一一　一一　一一　一一　一一　一一一

Anglerfish　（8）　“一　一一一一一一一R一　一層目一一一一　・一　一一一一一

Cod（9）　一一　一一　D一一一一R一一D一一一一一一一　一一一

Carp（1　O）　一一一一一一一一一一一S　一一　一E一　一）　一一　一一　一一一

Coho　salmon（11）　一一一　一・　一・　一・　e一　一一一．．p一一一一．．　．．　．．．一．．．

Chum　salmon　（1　2）　一一一一一　一・　一・　n一　一一一一一一一一．　一．　一．．

Pink　salmon（1　2）

American　eel　（1　3）

Japanese　eel　（i　4）

Bowfin　（1　5）

Gar（1　6）

Kaluga　sturgeon（1　7）

Russian　sturgeon（1　8）

Paddlefish－1　（1　9）

Paddlefish－II（1　9）

Lungfish　（20）

Bichir（21）

Ray（22）

Chondrichthyes　”　Elephantfish（23）
　　　　　一Holocephali　Ratfish（24）
　　　　　　　　　　　　　　一　Rabbitfish（25）

　　　　　「一Lamprey（L∂mρet・a）（26）

　　Agnatha
L一一一一一一一一一一一一．．一一一．一一一一一一．

図4－2

La　mprey（　pe　tromyzon）　（27）

La　m　prey（Geotria）（28）

Hagfish（29）

これまで報告された魚類インスリンのア

胴　　脚　　コ　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　輪　　騨　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　口

．n　．一　一　一b　一　一一　一一一”Se一．’一一一一一

一　　一　　一　　顧　　顧　　鎖　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　顧　　一　　一　　一　　一　　一　　一　　一

一　一・　一t　一一一一L一一　・一T－YEMEK一一　一一

一一一一一一一一一　一一　一T－YE－E　一・　・一・　．・．　．

一　一一　一一一　一一　一一S一一SLY　一・　一一　E一　・一　一一　一一

・一・　・一　一一一一　一一　一S一　・一　SLY一一E　・一　一一　一　一一

一一　e一　一一　一一　’”　一S一’　”’　SLYH－E一　一’　一’　一

一　．一　一．　．．，　．．　一・　一一S一一SLY一・　・一　E一一一一

一一一一　一一　・一　一一　一一　一一｝　一・　SLYE　・一　EN　一・　一・　一VP

一一一　・一　一一一　DTP　一一・　SLYD－EN一一一

””　’”　H一一　’一　NT　’一　SL”一一EG一　““”’　’

一一　e一　一一　’一　”’　一NT”SLVN”EG一一　’一

一一　一・　一一　一一一　一一　NT－SLAN－EG一一　一一

一一一一一一一　・一　NT　・一一　SLAN　一EG　一一　一一

一．一　一一　一一　・d一　一RK－S－Y－ME　一一　・一一　一一・　一

一．　一e　一一　一　一・　一・　一RK　一一　S－Y　一一ME一　一・　一一　一

・一・

@一一　一・　K一　・一　一一　NR－S－YQMES　一・　一一

一一　一’　”一　’一　一’　一KR－S－Y－L　’一　一一　’”　一

　　　　　ミノ酸配列

全配列が決定されたものを示した。各アミノ酸配列は次の文献から引用した。　（1）Verasper
moseri、第1章第1節；（2）Karejus・bico’oratus、第2章第1節；（3）P’at’chthys　f’esus、　Conlon　e亡a1．
（1　987）　；　（4）　Or　eochromis　njlo　tjca．　Nguyen　et　at．　（1　995）　；　（5）　Cottus　scorpi　us．　Cutfi　eld　e　t　at．　（1　986）　；

（6）Katsuvvonus　pe’amls、第2章第2節；（7）P’eurogrammus・azonus、第2章第3節；（8）Lophius
amerlcanus、　N　eumann　et　al．（1969）；（9）Gadus　ca〃arjas（G．　mohruaのシノニム）、Reid　et　ai．（1968）；

（10）　Cyprinus　carpio．　M　aJ〈ower　et　aL　（1982）；　（11）　Oncorhymchus　kisutch，　P　lisets　kaya　et　at．　（1985）；

（1　2）　O．　keta．　O．　gorbuscha．　Rus　akov　et　al．　（1　990）　；　（1　3）　Ang　uij／a　ros　tra　ta，　Conlon　et　aL　（1　991　a）　；

（14）　A．」’aponjca．　Duan　et　ai．（1992）；　（15）　Amia　caJva，　Conlon　et　al．（1991b）；　（16）　Lepjsosteus

SPathuia，　Pollock　et　aL　（1987）．　（17）　Huso　dauricus．　Andoh　et　aL　（unpublished　data）　；　（18）　Acipencer

gUldenstaed　tj，　Rusakov　et　aL　（1　998）　；　（1　9）　Poiyodon　spathuja．　Nguyen　et　al．　（1　994）　；　（20）　Pro　topterus

annectens．　Conlon　et　aL　（1　997）　；　（21）　Pojyp　terus　senegahs，　Conlon　e　t　ai．　（1　998）　；　（22）　70rpedo

Mam｝orata．　Conlon　and　Thim（1986）　；　（23）　Callorhynchus　milii．　Berks　et　al．（1989）　；　（24）　Hydrolagus

COJjiei，　Conlon　et　al．（1989）　；　（25）　Chimaera　monstrosa．　Conlon　et　aL　（1988）　；　（26）　Larnpetra

fiUviatjiis．　Cenlon　et　at　（1995）　；　（27）　Petromyzon　marjnus．　Plisetskaya　et　at　（1988b）　；　（28）　Geotrja

aUstralis．　Conlon　et　at．　（1995）　；　（29）　M　yxine　glutinosa，　P　etersen　and　Steiner（1975）
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図4－2（続き） これまで報告された魚類インスリンのアミノ酸配列

一一@107一

．・
@　　　　　　・　灘．i　’黙羅

一灘．蕪　　灘…難雛懇i



聾繊欝職

は同時的に制御されており、胚における発現制御機構と異なると考えられている

（Celi　et　aL，　1994）　．

　ラヅトの卵黄嚢（Giddings　and　Camaghi，1989；Guggenheim　and　Permutt，

1986；Muglia　and　Locker，1984）と胎児肝（Muglia　and　Locker，1984；Rau　et

a1．，1989；Giddings　and　Carnaghi，1990）においてはインスリンー1遺伝子の発現は

認められず、インスリンーII遺伝子のみが発現している。これらの現象はアフリカヅメ

ガエルの胚におけるインスリンー1とIIの各遺伝子に認められる異時的発現と共通する。

　また、ラヅトの成体においてインスリンー1とIIの遺伝子の発現はどちらも同時的に

制御されているが、インスリンーII遺伝子の方が生理的条件の変化により早くしかも強

く反応することが報告されている（Giddings　et　a1．1991）。

　アフリカツメガエルとラヅトにおけるインスリンー1とII間でのアミノ酸配列の置換

数はそれぞれ3残基および2残基で、アミノ酸配列のホモロジーは94および96％であっ

た。このことは分子種間でのホモロジーが高いにもかかわらず、分子種間で遺伝子の

発現レベルにおける機能分化が起こる可能性があることを示している。

　カレイ類におけるインスリンの多型性は生物活性に与える影響が小さい領域のアミ

ノ酸の伸長によること（第1章第1節）、単一の遺伝子にコードされていること（第

1章第2節）、および両分子種ともにアミノ酸および摂餌により血液中に分泌される

こと（第3章第3節）から七分子種が機能的に分化していることは考えにくい。した

がって、カレイ類における両インスリン間の機能分化は未発達であり、2分子種が存

在する生理的意義は小さいと考えられる。

　一方、カヅオおよびホヅケのインスリンー1、II間のアミノ酸配列のホモロジーは・

AおよびB鎖の伸長部分を除いて算出すると、共に78％であった。このホモロジーはア

フリカヅメガエルやラヅトの分子種間の値よりも小さく、哺乳類において生理作用・

分泌動態が明確に異なるインスリン様成長因子一1、II間の78％（ヒト，
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Rinderknecht　and　Humbe1，1978；Sussenbach，1989）と同等であった。そして、カヅ

オおよびホヅケのそれぞれの種においてインスリンー1、II間で置換しているアミノ酸

残基はインスリンリセプターとの結合に重要な部分を含むことが予想された。これら

のことからカヅオおよびホヅケのインスリンー1およびII間において生物活性の違いあ

るいは機能分化が発達している可能性が考えられる。このことを検討することは今後

の課題である。

　本研究において使用した4種の硬骨魚類は産生様式に差異があるが、すべての種か

ら2分子種のインスリンが精製された。さらに他の硬骨魚類においても未知のインス

リン分子が存在する可能性が考えられるため、栄養素代謝の研究対象種においては複

数のインスリンの存在可能性およびそれらの分泌動態について検討することが重要で

ある。

硬骨漁類におけるイン，スグンの生理作用

　これまで魚類において報告されたインスリン投与によって誘導された現象として、

（1）アミノ酸の組織中への取り込み促進（ウナギ，Anguilla　J’a　opnica，　Inui　and

Yokote，1975；Northern　pike，　Esox！ueius，　Ince　and　Thope，1978；ニジマス，

S∂1mo　gairdneri，　Ablett　et　a1．，1981b，コイ，　Cyρrinus　carρio，　Murai　and

Ogata，1990）、　（2）アミノ酸のタンパク質への変換促進（ウナギ，　A・」∂po加。∂，

Inui　and　Ishioka，1983；ギンザケ肝細胞，　Onoorhymehus　kisutch，　Plisetskaya

et　a1．，1984）、　（3）成長の促進（ギンザケ，0。　kisuteh，　Ludwig　et　a1・・

1977；ニジマス，S．　gairaineri，　Ablett　et　a！．，1981a）、　（4）血糖値の降下（マ

ダイ，Pa8：rus加∂ブor，ブリ，　Seriola　quenqueradiata，コイ，0．　earpio，　Furuichi

and　Yone，　1982；　sea　bass，　Dieentrarchus　iabrux，　Perez　et　al．，　1989）　．　（5）

血中グルカゴン濃度の降下（sea　bass，　D。1abrax，　Perez　et　al．，1989）、（6）血
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中コレステロールの降下（sea　bass，　D．1∂brax，　Perez　et　al．，1989）、　（7）血中

遊離脂肪酸濃度の降下（sea　bass，　D．1abrax，　Perez　et　a1．，1989）、　（8）糖新生

の抑制（ウナギ肝細胞，A．」∂po刀foa，　Hayashi　and　Ooshiro，1985）、　（9）グルコーー

スからグリコーゲンへの変換促進（ウナギ肝細胞，A．ブ∂po刀foa，　Hayashi　and

Ooshiro，1985）があげられる。これらの生理作用は魚類においても哺乳類同様にイン

スリンが栄養分の同化制御に深く関わることを示唆している。しかしながら、これら

のうちPerez　et　al．（1989）以外は哺乳類インスリンを使用し、また、　Perez　et　a1．

（1989）はsea　bassにカツオインスリンを投与した。ウシインスリンと魚類インス

リン間には少なくとも13残基のアミノ酸置換が認められる。また、第2章において、

カツオとホヅケが生物活性を異にすると予想されるインスリンを2分子種ずつ有する

ことを示した。したがって、魚類におけるインスリンの生理作用を理解するためには、

実験に使用する種のインスリンを使用し生理活性を確かめること、またインスリンの

各分子種における作用の違いを検討することが重要である。さらに、実験に使用する

魚種の血中インスリン濃度の生理的変動範囲を把握し、インスリンの投与実験を行う

ことが今後の研究の進展に必要である。

　さらに、魚類においてインスリンは銀毛化、遡上遊泳、成長の制御にも関与する。

ギンザケ（0．kisutch）の銀毛化初期において血漿インスリン濃度のサージが認めら

れる。そして、smoltとstuntの血漿インスリン濃度を比較すると前者が高い傾向を示

した（Plisetskaya　et　a1．，1988a）。また、カラフトマス（0．　gorbusoha）において

は産卵遡上期には摂餌量が減少するにもかかわらず、雄の血漿インスリン濃度は変化

せず、雌のそれはむしろ上昇することが報告された（Plisetskaya　et　a1．，

1987）。これらの現象は、銀毛化中（Dickhoff，1993）あるいは遡上遊泳中

（Plisetskaya　et　al．，1987）に必要なエネルギーを蓄積するためと考えられた。

　Duan　and　Hirano（1992）はウナギ（A．ブapo刀foa）においてインスリン様成長因子
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一1のみならずインスリンが生理的濃度で軟骨組織の成長制御に関係することを示した。

この結果は、サケ・マス類においてインスリンの投与が成長を促進すること（0．

kistoh，　Ludwig　et　a！．，1977；S．　gairdηeri；Ablett　et　al．，1981a）、および成長

速度と血漿インスリン濃度が比例すること（S．gairdηeri，　S．　salar，0．　kisuteh；

Sundby　et　al．，1991）に一致するものであり、魚類においてインスリンは成長に直接

関与することを示したものである。

　このように魚類においてインスリンは栄養素の代謝を司るとともに、銀毛化や産卵

回遊時の生理的状態の変化に深く関係し、さらに成長に直接的に関与することが示さ

れている。したがって、魚類においてインスリンは栄養代謝を伴う様々な生理現象に

おいて重要な役割を果たしていることが考えられる。

　異体類は初期発育過程において劇的な形態変化である「変態」を遂げる。この時期

は種苗を管理したり良質な種苗を生産する上できわめて重要である（山野，1995）。

異体類の変態はサケ・マス類の二毛化に類似する面が多い。そして、変態期には多く

の組織、器官における形態的、生理的変化に伴って大量の栄養素が急激に同化される

ことが予想される。したがって、異体類の変態においてもインスリンが重要な役割を

果たしていることが考えられる。今後、異体類において変態期付近のインスリンの分

泌動態を解明することは、異体類のより安定した種苗生産法を確立する上で重要な知

見になることが予想される。

、異体類の栄養利用の特徴

　本研究では、主にマヅカワのインスリンの生化学的特徴、産生様式、分泌の特徴を

明らかにした。そこで、ここでは異体類の栄養利用の特徴について整理したい。

　菊池ら（1993）はヒラメ（P∂ralieh　thys　o！i　va　eθus）において餌量中の炭水化物含

有率を増加させるとともにタンパク質含有率を減少させると日間摂餌率が上昇し、餌
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料変換効率および成長速度が低下することを報告した。さらに菊池・古田（1998）は

同様に脂肪含有率を増加させ、タンパク質含有率を減少させた場合にも餌料変換効率

と成長速度が低下することを報告している。これらの結果から菊池・古田（1998）は

餌料のタンパク質含量をできるだけ高くすることがヒラメの養成に重要と結論してい

る。

　一方、Aksnes　et　a1．（1996）はAtlantic　halibat（Hipp　ogl　ossus　hipoglossus）にお

いても声量中の炭水化物含有率を増加させ、タンパク質含有率を減少させるとヒラメ

と同様に餌料効率、成長速度ともに低下することを報告した。しかし、Atlantic

halibatにおいては33％まで脂肪含有率を増加させても餌料効率が低下しないことも報

告された。また、Bromley（1980）は脂肪含有率が少なく、タンパク質含有率が多いほ

ど体重増加率が高いことをturbot（Scoph　thaimus　maximus）において報告している。

　ブリ（Seriola　quinquera　dia　ta）も異体類と同様に肉食魚であり炭水化物利用能が

低いことが報告されている（高野ら，1977）。しかし、ブリにおいては餌料中のタン

パク質の一部を脂肪で置換することにより餌料変換効率を上昇させ、成長速度を促進

できることが示されている（訟訴ら，1980）。また、飼料中の脂質の割合を高めるこ

とにより餌料中のタンパク質の割合を71％から55％に低下させても成長速度が低下しな

いことも報告されている（竹田ら，1975）。これらのことはブリが高い脂質利用能を

持つこと、異体類よりもタンパク質依存度が低いことを示唆している。

　コイ（Cyprin　us　carpio）においては、餌料中のタンパク質の一部を脂肪で置換する

ことによる餌料変換効率、成長速度の変化は認められない。しかし、コイは40％の炭水

化物を含む餌料を給餌した場合の炭水化物の消化率が40％と見積もられており（竹内

ら，1979こ口、魚類としては炭水化物利用能が比較的高い。そして、餌料中の至適タン

パク質含量は31～33％と推定された（竹内ら，1979b）。この値はヒラメで報告されて

いる値（60％以上、菊池・古田，1998）よりも著しく低い。これらのことは異体類に脂
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質利用能の種差が認められること、および異体類は成長に必要なエネルギーおよび物

質としてタンパク質に依存する割合がブリ、コイに比較して高いことを示している。

したがって、異体類においてタンパク質代謝を制御する技術を開発することが、栄養

素を効率的に同化させ成長を促進する上で必要である。

　マツカワの栄養利用能を検討した研究例は認められない。しかし、マツカワの食性

についていくつかの報告がある。中川（1992）、中川（1993）、門間（1996）は漁獲

されたマヅカワの胃内容物組成について調査した。北海道の東岸沿岸およびオホーヅ

ク海沿岸で漁獲された個体について調査したところ、マツカワの胃内容物は甲殻類、

軟体動物類、魚類で占められた。このことからマヅカワは完全な肉食魚であり、ヒラ

メと同様にタンパク質に依存する割合が高いことが考えられる。

　以上のことから、異体類の成長においてアミノ酸・タンパク質は特に重要な栄養素

であり、これらを効率的に同化させるためにはインスリン分泌系を中心にして内分泌

系を制御することが重要であると考えられる。

最授に

　本研究において、硬骨魚類の2分子種のインスリンの生化学的同定、そして特にマ

ヅカワにおいてインスリンのホモロガス酵素免疫測定法の開発、アミノ酸およびグル

コースのインスリン分泌誘導効果の評価、血液中の2分子種のインスリンの免疫学的

同定を行った。これらの知見および測定法は今後、硬骨魚類、特に異体類においてイ

ンスリンを中心にした内分泌系制御によるタンパク質・アミノ酸の効率的な同化制御

技術開発の基礎として重要になると考えられる。

犠
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　　　　　　　　　　　　　　　　摘要

　硬骨魚類において、インスリンは栄養素、特にタンパク質・アミノ酸の同化制御に

key　hormoneとして深く関わっている。したがって、硬骨魚類においてインスリンの分

泌動態、作用機序を明らかにすることは、栄養素の効率的な同化、ひいては成長を促

進する技術を開発する上で重要である。そして、硬骨魚類のインスリンの一次構造は

変異性が高く、魚種ごとに生物活性が異なることが予想され、さらに複数の分子種を

有する魚種が認められるため、各魚種において各分子種の生化学的同定および分泌動

態を調査することが必要である。

　以上のような背景を踏まえ、本研究はマツカワおよび数種の硬骨魚類においてイン

スリンの一次構造、遺伝子構造を解明し、複数のインスリン分子種の産生様式を明ら

かにした。さらに、マツカワインスリン酵素免疫測定法を新たに開発し、マツカワに

おける2分子種のインスリンの分泌動態の一端を解明した。

　第1章では、マツカワはB鎖のN末端の伸長（Pyr－Ala）の有無のみが異なる2分子

種のインスリンを有することを明らかにした。そして、5個体の膵抽出物を個体ごと

に調製して、逆相HPLCに負荷したところ、インスリンー1およびにIIに対応するU

V吸収ピークがすべての個体に認められ、インスリンー1およびIIは非対立性遺伝子に

支配されていることが示唆された。次に、PCRによりマツカワのゲノミヅクDNAからプ

レプロインスリン遺伝子を増幅し、塩基配列の解析を行った。その結果、単一の遺伝

子が得られ、この遺伝子から演繹されたアミノ酸配列はインスリンー1およびIIに一致

した。そして、この遺伝子の一部の塩基配列をプローブとしてゲノミヅクサザンプロヅ

トを行ったところ、3種の制限酵素のそれぞれにより消化されたゲノミックDNAにおい

て1本ずつのバンドが検出された。これらのことから、マヅカワの2分子種のインス

リンは単一のプレプロインスリンのシグナルペプチドのC末端の切断箇所が2箇所に

わたるため生じると考えられた。　第2章では、マツカワにおける2分子種のインス

一114一

懸



饗灘騰羅離職冴

リンの産生様式がマツカワに特異的なものか否かを、イシガレイ、カツオ、ホヅケの

3種からインスリンを精製するとともに、それらの一次構造を解析することにより検

討した。

　マツカワと系統的に遠縁であるイシガレイもB鎖のN末端の伸長（Pyr－Ala）の有無

のみが異なる2分子種のインスリンを有することが確認された。このことからカレイ

類の多くの種がマツカワインスリンー1およびIIに対応する2分子種のインスリンを含

むことが考えられた。

　1個体のカヅオからインスリンを精製したところ、インスリンー1およびIIが得られ

た。これらの間には11残基の配列置換が認められ、インスリンーIIのB鎖のN末端は

インスリンー1のそれに比較して1残基伸長していた。また、脊椎動物のインスリンの

B鎖16残基目はレセプターと結合する領域を構成するため保存性が高く、ほとんど

の種においてTyrであるが、カヅオインスリンー1のそれはAsnであった。さらに、3

個体の膵抽出物を個体ごとに逆相HPLCに負荷したところ、インスリンー1およびII

に対応するUV吸収ピークがすべての個体において確認された。これらのことから、

カツオのインスリンー1とIIは異なる2遺伝子座にコードされた分子種であり、生物活

性が異なることが予想された。

　ホッケにおいても2分子種のインスリンの存在が確認された。そして、両分子種間

に11残基の置換（アミノ酸配列類似度：78％）、およびインスリンー1のA鎖のN

末端に3残基の伸長が認められた。また、ホヅケインスリンーIIとカツオインスリン

ーII間のアミノ酸配列類似度は92％であったが、ホヅケインスリンー1とカヅオイ

ンスリンー1のそれは66％であった。さらに、5個体のホヅケから得られた膵抽出物

を逆相HPLCに個体ごとの負荷したところ、すべての個体においてインスリンー1お

よびIIに対応するUV吸収ピークが認められた。これらのことは、ホヅケにおいても

インスリンー1およびIIは異なる2遺伝子座に支配されていること、およびカツオとホヅ
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ケが分岐した後にそれぞれの種においてインスリンー1遺伝子はインスリンーII遺伝子

の重複により生じたことを示唆している。また、ホヅケのインスリンー1とII間におい

て、レセプターと結合する領域を構成する部分にアミノ酸配列の置換および伸長が認

められたことから、ホヅケにおいてもカツオと同様にインスリンー1とII間の生物活性

が異なることが予想された。

　第3章においては、ビオチン標識マツカワインスリンーIIと抗マツカワインスリンー

II血清を使用した競合免疫測定法を開発した。そして、この測定法によりアミノ酸と

グルコースのインスリン分泌誘導能を投与実験により比較したところ、アルギニンが

強い誘導能を有することが示された。一方、哺乳類において強い誘導能を示すグルコー

スの効果は弱かった。次に、アルギニン投与あるいは餌料給餌によりインスリン分泌

を誘導したマツカワから血漿を採取し、逆相HPLCに負荷して得られた各フラクショ

ンのインスリン量を測定した。その結果、インスリン免疫反応はアルギニン投与およ

び餌料給餌のいずれの実験区においても2つの反応ピークとして認められ、それらの

溶出時間はマヅカワのインスリンー1とIIのそれらにそれぞれが一致した。このことは

マヅカワにおいて2分子種のインスリンが成熟分子として血液中に分泌されること、

およびアルギニンおよび点画後の栄養素の同化に両インスリンがともに作用すること

を示唆している。

　本研究において、硬骨魚類のインスリンには（1）単一のプレプロインスリンから

成熟型へ変換される過程でシグナルペプチドの切断箇所が異なるために2分子が生じ

る様式と、　（2）2遺伝子座の産物として2分子種が生じる様式の2つの分子多型の

産生様式が存在することが明らかになった。そして、本研究において使用した4魚種

すべてにおいて複数のインスリンの存在が明らかになったことから、さらに他の硬骨

魚類においても未知のインスリン分子が存在する可能性が考えられる。そのため、栄

養素代謝の研究対象種における複数のインスリンの存在可能性、分泌動態、さらにそ
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れらの間に機能分化があるか否かを検討することが必要であろう。そして、これらの

知見および測定法は硬骨魚類、特に異体類においてインスリンを中心にした内分泌系

制御による効率的なタンパク質・アミノ酸の同化制御技術開発の基礎として重要にな

ると考えられる。
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