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1 .はじめに

魚類ピテロジェニン (VTG) の測定には，特

異性や検出感度が高く，また多検体試料の分析が

可能であることから，サンドイツチ酵素免疫測定

法が開発され，血清中の微量VTGの測定に使用

されている。一方，本法は，魚種に特異性が高い

ことから，抗原(血清VTG) の精製，抗原のウ

サギへの免疫，抗体の作成，抗体の精製など多く

の煩雑な操作が必要である。また，本法は検出感

度が高いことから卵黄形成期盛期の雌血清VTG

のような高濃度試料の場合には高倍率で希釈する

必要があるため，測定誤差も生じやすくなる。こ

のような点を補完する手段として，高速液体クロ

マトグラフ (HPLC) などの機器分析手法を用い

ることが推奨される。 Yamanakaet al. (1998) 

は，陰イオン交換カラムを用い， NaCIの濃度を

段階的に増加させることにより VTGを溶出した

後に， 280nmの吸光度を測定する手法を開発し，

この方法を用いてマミチヨグとマダイ血清中のV

TGを定量している。我々は， Yamanaka et al. 

( 1998) の方法に基づいて，マコガレイ血清中の

VTG濃度の測定法を確立すると共に，瀬戸内海

周防灘及び広島湾のマコガレイ血清中のVTG濃

度を測定した(飯島ら， 2001)。ここでは，マコ

ガレイ血清中のVTG濃度の測定法を確立する過

(2008年10月 7日受付， 2008年10月23日受理)

程でまとめた実験方法の詳細を紹介する。

2. 実験方法

1)試薬

(p-アミジノフェニル)メタンスルフォニノレ

フルオリド塩酸塩 (ρ-APMSF) は和光純薬工業

株式会社の生化学用を，またウシ肺由来アプロチ

ニン (Aprotinin) は宝酒造株式会社製のものを用

いた。

2)使用バッファー

①100mM EDTA， 20mM Tris-HCI (pH 8.0) 

(冷蔵保存)

②100mM p-APMSF水溶液(冷凍保存)

③Aprotinin溶液(ウシ肺由来Aprotininを20mM

Tris・HCI (pH 8.0) で2.5mg/mLIこ調製した

もの) (冷凍保存)

④血清希釈液 (20mMTris-HCl (pH 8.0)， ImM 

EDTA， lmMρ-APMSF， 62.5μg/mL Aprotinin) 

(使用時に適宜作成)なお， EDTA， p-APMSF 

及ひ、Aprotininl土血清中に存在するタンパク

質分解酵素の阻害剤であり， VTGの分解を

抑える目的で使用する。また，血清希釈液

100mLは，上記①，②，③の溶液を ImL，

lmL， 2.5 mLずつ分取し， 20mM Tris-HCl 

(pH 8.0) で、100mUこ定容して作成する。
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3)血清の採取

マコガレイ尾動脈より採血後，マコガレイ血液

1 mLIこ対し， Aprotinin溶液を25μL加えて転倒混

合した後，氷冷下で研究室へ持ち帰る。 40Cで一

夜放置後，ミクロ スパーテルを用い， チューブ内

壁に付着している血餅をはが した後，低温室内に

セットした小形遠心機 (Micro6 CFM-IOO， lwaki 

Glass Co. Ltd)を用いて6，080X g， 5 min遠心分

離し，血清を得る。血清は， 直ちに小分けし，

-800Cで保存する。

4) VTGの精製

VTGの精製はYamanakaet al. (1998)に準拠

する。すなわち，マミチヨグVTGは保持時間が10

分頃，NaCIの濃度が 1 .0~ 1.2M付近で， またマダ

イVTGも保持時間が 10分頃， 1、~aCIの濃度が I.O~

1.2M 付近で溶 出している (Yamanaka et al.， 

1998)。 したがって，魚類血清を陰イオン交換カ

ラムで分離した場合，NaC Iの濃度が 1.0~l.2M付

近で溶出するタンパク質がVTGである可能性が

高い。本研究においては，成熟期のマコガレイ雌

血清 (GS I が 10~20前後の個体)を選び，血清0.4

mLに血清希釈液1.6mLを加えて軽く撹梓した後，

0.45μmのメンプランプイ ノレター(DlSMIC-13cp，

Cellulose Acetate， ADVANTEC TOYO)でろ過す

る。次いで，得られた血清の 5倍希釈櫨液を，陰

イオン交換カラムを連結したHPLCIこ300μL注入

下記のHPLC分析条件に従ってVTGを精製し

マコガレイ雌血清タンパク質のイオン交換

HPLCによる溶出パターンをFig.l-Aに示す。Fig.

I-Aにみられるように，マコガレイ雌血清タンパ

ク質は 5本のピークに分離されるが，これら 5木

のピークのうち， 保持時間が12分頃にみられるピー

クは， マダイ及びマミ チヨグ血清の分析結果

(Yamanaka et al.， 1998) と同様に ， l.2~ I.5M 

NaCIで、溶出してお り，雄血清には検出されなかっ

た(データーは示していない)こ とからVTGと

推定される。そこで，このピークを分取し，SDSー

ポリアクリルアミ ド、ゲノレ電気泳動で、分析a したとこ

ろ，分子量が約 170kDaで、あることが確認された

(Fig. 1-8) 0 VTGは血液中では二量体 として存在

するが，SDS-ポリアク リルアミドゲノレ電気泳動

では単量体分子 (170kDa)が検出される。 これ

らの結果より ，Fig.I-Aでみられたピークは340

kDaのタンパク質，すなわちVTGの分子量に相当

することが認められた。なお，松原ら (2008)は，

魚類には分子量の異なる複数のVTG，すなわち
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分子量の大きいVgAあるいはVgBを含む通常の主

要なVTGIこ加え，低分子量のVgCを含むホスビチ

ンレスVTGが存在することを報告している。SDS-

ポリアクリノレアミ ドゲ、ル電気泳動では数魚種の

VgAあるいはVgBが 168~ 195kDaの範囲にあるの

に対し，VgCは 1 27~ 148kDaで、あることから， Fig. 

I-AでみられたピークはVgAあるいはVg8を含む

主要なVTGに相当するものと考えられる。

マコガレイVTGのピークが確認されたこと か

ら，マコガレイ雌血清の 5倍希釈液を300μしずつ

HPLCに注入した後，VTG画分をポリ プロピレン

製の容器に分取する。VTG画分を分取後，直ち

に100mMEDT A， 100 mMρ-APMSFを11100量ず

つ加 え，VTG画分中のEDTAとρ-APMSFの濃度

が lmMになるように調製することにより，タ ン

パク質分解酵素によるVTGの分解を抑制する。

VTGが溶出する時間の溶離液の比重を測定した

ところ，d=1.0323g/mLで、あることから，分取した

VTG画分の重量を測定した後，その重量を比重

で割ることにより容量を算出し， 100mM EDT A， 

100n由旬-APMSFをそれぞれ11100量加えた。なお，

記録言十のチャー トスピードと流速からVTG画分

の容量を求めても良い。この操作を数回繰り 返し，

VTG画分を得る。 著者は，血清O.4mLを用いて

VTG画分を約 8mL得た。VTG画分中のタンパク

質濃度は下記 6) 節に示すLowry法で、求める。本

実験で得られたVTG画分のタンパク 質濃度は467

μg/mLで、あった。精製VTG画分については直ちに

し，

た。

B
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Fig. I Separation of serum proteins from female mature 
tlounder， Pleuronectes yokohamae， collected 111 

Oecember by POROS-HQ column (A)， and SOS 

polyacrylamide gel electrophoresis of purified 
proteins (B). 
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Table 1 Gradient program 

Time Aso!' B so!. 
(min) 

。 100 。
2 100 。
3 90 10 

4 90 10 

10 20 80 

11 。 100 

14 。 100 

16 100 。
24 100 。

小分けし， -80oCで保存する。残しておいた溶液

(約 1mL)を用いてその日あるいは翌日までにタ

ンパク質濃度を測定する。なお，一度解凍したサ

ンプルは40Cで保存し， 40Cでは少なくとも 1-----

2日間までは保存可能で、あるが，それ以上経過し

たサンプルは廃棄し使用しない。

5) HPLCの分析条件

HPLCポンプ:コンピューターコントロールマル

チポンプCCPM(TOSOH) 

検出器 :UVモニター UV8010(TOSOH) 

オートサンプラー:AS8010 (TOSOH) 

記録計:クロマトコーダー12(システムインスツ

ノレメンツ社)

カラム:POROS-HQ/H (4.6 x 100mm， Perspective 

Biosystems) 

プレカラムフイノレター :A岨 316 (UPCHURCH 

SCIENTIFIC， INC.) 

流速:2.5mLlmin 

検出波長:280nm 

溶離液:A 20mM Tris-HCl (pH 8.0) 

B 20mM Tris-HCl (pH 8.0)ー1.5MNaCl

なお，溶離液A，Bを作成後， 0.45μmのメンブ

ランフィルターでろ過した後，使用する。

6)タンパク質濃度の測定

タンパク質の濃度は，標準タンパク質として牛

血清アルブ、ミンを用いて検量線を作成し， DC・・

protein assay kit (Bio-Rad) により測定する。な

お，測定法の詳細については，測定キットに添付

されている説明書を参照されたい。

7) SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

これまで、に分子量マーカーとして，第一化学薬

品株式会社製のタンパク質分子量マーカー「第一」

・II (J 7.2-----200kDaまでの 6種類の標準タンパク

質を含む)を用いていたが，販売中止になったた

め現在は入手できない。そのため， Bio-Rad社製

のSDS-PAGE分子量スタンダード(未着色) (6.5 

-----200kDaまでの 9種類の標準タンパク質を含む)

など200kDaのタンパク質を含む分子量マーカー

の使用を推奨する。 SDS・PAGE分子量スタンダー

ド(未着色)を使用する場合には，サンプル処理

液 [50mMTris-HCl CpH 6.8)， 2 % SDS， 10% 

グリセロール， 0.005%ブロモフェノールブルー]

で20倍に希釈した後， -40oCに保存し，使用時5

μLを用いる。なお，精製VTG画分に等量の 2倍

濃度サンプル処理液 [100mMTris-HCl (pH 6.8)， 

4%  SDS， 20%グリセロール， 0.01%ブロモフェ

ノールブルー]を加えた後，沸騰水浴中で、 3分間

加熱し，これを試料液とする。次いで， SDふポ

リアクリルアミド、ゲ、ル電気泳動(アクリルアミド

ゲ、ル濃度 6%) を行なった後， 0.25% (w/v) クー

マシープリリアントブ、ノレーR250を含むエタノー

ルー酢酸ー水温液 (9: 2 : 9， v/v) 中にゲ、ルを 1時

間以上(通常約 3時間)完全に浸して，タンパク

質バンドの固定と染色を行う。次に脱色液 1[エ

タノール・酢酸.水 (25:8:65，v/v)]で4-----8時間，

次いで、脱色液 II[エタノールー酢酸ー水 (10:15:175，

v/v)]でゲルのパックグランドが完全に脱色され

るまで脱色する O なお， SDS-ポリアクリルアミ

ドゲ、ル電気泳動法の詳細については，宮崎ら

(1988) の方法，向井 (2001)の方法に加え，電

気泳動法に関する成書を参照されたい。

8) VTGの検量線の作成

精製VTGを用い， 2 -----150μgまでの濃度範囲の

VTGをイオン交換カラムで分析し，各VTGの濃

度と280nmでの吸光度の面積値から検量線を作成

する。 VTG画分 (467μg/mL)の場合には， 5， 10， 

20， 40， 80， 160， 320μLずつカラムに注入する

ことにより， 2.3-----150μgまで、の濃度範囲がカバー

できる。なお，予備的にVTG画分を血清希釈液

で段階的に 2倍希釈した後，一定量をカラムに注

入し，分析した結果，低濃度のVTG (I-----4μg) 

を注入するとピークが認められず，より高濃度の

VTGサンプルの値も予想に反して低い値を示し

た。この原因としては， VTG画分を希釈する過

程で，用いたチューブにVTGが非特異的に吸着

する可能性が考えられる O 牛血清アルブミン

(BSA) を含む血清希釈液でVTGを希釈すること

が， VTGの非特異的吸着を防ぐための有効な方

法と思われるが，本研究で用いたイオン交換

HPLCの分析条件下ではBSAがVTGの前に溶出す

-27-
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る。そのため，あまり高濃度のBSAを加えると

VTGのピーク付近にまでBSAのピークがテーリン

グしてくる恐れがある。今回の結果からすると，

0.5mg/mL BSA濃度，最大 1mg/mLくらいであれ

ばVTG画分の希釈液として使用できるように思

われるl 今後はこの点についても検討することが

必要であろう。本法の検討では， VTG画分の原

液を希釈せず注入量を変えて分析を行ったD その

結果， Fig. 2に示す検量線が得られた。この結果

から， VTG検量線には直線性がみられることか

ら，上記の方法で得た検量線からマコガレイ血清

中のVTG濃度を測定することが可能である。但

し， 150同で、はやや直線からはずれる傾向が見ら

れるので，これ以上の濃度の分析は行わなかった。

また，一度に多量注入すると値が低くなったため，

160‘ 320μLを注入する際には 80μLずつ複数回

に分けて注入した後，上記 5)節のHPLC分析条

件に示すグラジエントプログラムに従って溶離液

Bの割合を段階的に高め，混合溶離液中のNaC¥の

濃度を高めることにより VTGを溶出したニその

ため，検量線の作成(のため)にはオートサンプ

ラーを使用せず，手動で注入したの

9)マコガレイ血清中のVTG濃度の測定

マコガレイ血清80μuこ血清希釈液を320μL加え

て軽く捷持した後， 0.45μmのメンブランフィル

ター (DISMIC-13cp、Cellu¥oseAcetate， ADV ANTEC 

TOYO) でろ過し， i慮液を直接オートサンプラー

用のパイアルに取り， HPLC分析を行ない，検量
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Fig. 2 Calibration curve of vitellogenin measurement of 
flound巴r， Pleuronectes yokohamae. Sampl巳 of
purified flounder vitellogenin were chromatographed 
on a POROS-HQ column and the peak area of the 
vitellogenin was plotted versus amounts of injected 
vitellogenin. 

線から血清中のVTG濃度を求める。血清量を40

μLとしても良い。また，血清中のVTG濃度を測

定する上で，産卵期 1ヶ月前の雌血清の場合には

5倍希釈液を50"-'¥ OO~L (血清10"-'20μL)町産卵

期の雌血清については25"-'50μL (血清5"-'10μL)

をカラムに注入する。検量線からはずれた場合に

は再度血清希釈液を調製して分析する。マコガレ

イ雌血清VTG濃度と GSIとの相関関係をみたとこ

ろ， Fig. 3に示すように， GSIが9以下の個体で

はVTG濃度が 3mg/mL以下で、あるが， GSIが10を

越えたあたりからVTG濃度が急激に上昇し，最

も高い個体で、は28mg/mLの濃度を示した GSIが

10"-'20を示す個体においてVTG合成が活発に行

われ，卵黄形成が進行しているものと考えられる。

一方， GSIが30近くになるとVTG濃度が低下する

ことから卵黄形成が終了しているものと思われ

る。なお，マコガレイ卵巣中の卵はすべて同期し

て成熟することから，卵黄形成終了時にはGSIが

30にも達する(卵巣重量が魚体重の30%を占める)

までになる。したがって，成熟時期には卵成熟に

必要なVTGを大量に必要とするために， VTG濃

度が30mg/mL近くに達するものと考えられる(飯

島ら， 2001)。

ELISA (化学発光法) (Hashimoto et al.弓 1998‘

2000) で得られたVTGの値と HPLC分析の結果得

られた値を比較すると， VTG濃度が 1mg/mLまで

は0.5"-'3倍くらいの聞でやや相関する傾向が見

られるが， VTG濃度が 1mg/mLを越えると全く相

関関係が見られなかった(飯島ら、 2001)0 ELISA 

(化学発光法)を用いる場合には， VTG濃度が 1

mg/mL以下のサンプルに限定して使用することが
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Fig. 3 Relationship beれNeengonadosomatic index (GSO 
and vitellogenin (A) in matured female flounder， 
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Hiroshima bay (ム)

28-



飯島.ピテロジェニン測定法一最新測定法の解説と開発動向の展望

望ましいと考えられる。

3. 注意事項

1)検量線の作成

2. 実験方法の 9)節で述べたように， 10間

以下の濃度でより正確な検量線を作成するために

は，まず血清希釈液で、牛血清アルブ、ミン (BSA)

の 5mg/mL， 0.5mg/mL溶液をそれぞ、れ調製する。

最初に 5mg/mL溶液100μLを精製VTO画分900μL

に加えてBSAの濃度をO.5mg/mL(こ調製した後，

0.5mg/mL溶液を用い順次段階的に 2倍希釈して

調製する。精製VTO画分にBSAを添加する理由は，

用いる容器などへのVTOの非特異的吸着をでき

るだけ抑制することにある。

2)試料量

血清中のVTO濃度を測定する上で，産卵期 1

ヶ月前の雌血清の場合には 5倍希釈液を50""'100

μL (血清 10""'20μL)，産卵期の雌血清について

は25""'50μL(血清5""'10μL)をカラムに注入する。

検量線からはずれた場合には再度血清希釈液を調

製して分析する。

3)カラムの再調製

血清を 4回注入し， 分析した後はブランクラ

ン(バッファーのみを注入してグラジエントを行

う)を行い，カラムを再調製すると良好なクロマ

トグラムが得られる。

4) プレカラムフィルターの交換時期

検量線作成のため，精製VTO画分を複数回カ

ラムに注入するとカラム圧が上昇する。この場合

はプレカラムフィルターの目詰まりであるのでプ

レカラムフィルターのフィルターディスクを交換

する。また，血清希釈液を10""'20回注入・分析す

ると次第にカラム圧が上昇する。溶離液M夜を2.5

mLlminで流した状態で、80kg/cnfを越えた段階でプ

レカラムフィルターを交換する。それでもカラム

圧が低下しない場合には，血清中のVTOを含め，

リボタンパク質などの脂溶性成分等がカラムに非

特異的に吸着しているので，以下に示すカラムの

アルカリ洗浄に移る。

5) カラム洗浄法

①カラムを逆につなぎ，カラムの前にプレカラ

ムフィルターを取り付けた後，サンプルルー

プを 1-2mLのものに代え， IN NaOH 0.5"'" 

1 mLをサンプルの代わりに何度も注入する

ことにより，カラムに非特異的に吸着してい

る脂質成分などを取り除き，カラム圧を下げ

る。この操作でカラム圧が低下しない場合に

は，下記の操作に移る。

②IN NaOHで、ポンプと配管を洗浄した後 (50

mL以上流す)，超純水でよく洗浄する (100

mL以上流す)。

③カラムを逆につなぎ，カラムの前にプレカラ

ムフィルターを取り付けて IN NaOHを0.5

mLlminの流速で 1""'2時間洗浄する。次い

で超純水に換え最初の 30分間は流速0.5

mLlminで，次いで流速 2mLlminで、30分間カ

ラムを洗浄する。

④使用する溶離液をセットし B液，次いで、A

i夜でそれぞれカラム容積の10倍量流し，グラ

ジエントプログラムを 2回繰り返した後，使

用する。

なお，②~④の操作を行う理由は，以下の通り

である。カラム，プレカラムフィルターを一旦は

ずし，ポンプと配管内を超純水で十分洗浄する

(3 ""'5mLlminで約 15min)0 lN NaOHから超純水

に変えてそのまま洗浄操作を行うと，しばらくし

てすぐに圧力が上昇する。恐らくポンプ及び配管

内の汚れがアルカリによって遊離し，その汚れが

プレカラムフィルターに蓄積されて圧力上昇を引

き起こすものと思われる。圧力が上昇した後にフィ

ルターを見ると黒く変色している。最も良い方法

としては，カラムを洗浄する前にlNNaOHで、ポ

ンプと配管を洗浄し，超純水でよく洗浄した後，

カラム洗浄を行うのがベストであろう。

4.参考

イオン交換クロマトグラフィーはタンパク質の

表面待電の差を利用して相互にタンパク質を分離

する方法であり，陰イオン交換クロマトグラフィー

と陽イオン交換クロマトグラフィーの 2種類があ

る。前者は解離して陽イオンとなる性質の陰イオ

ン交換体であり，後者はその逆である o Fig. 4(こ

示すように，タンパク質の総電荷が OになるpH

が等電点と定義され，タンパク質毎に等電点は異

なる。等電点よりも高し、pHの溶液中ではタンパ

ク質の総電荷がマイナスになる。 Fig.5(こ示すよ

うに，プラスに荷電したタンパク質は陰イオン交

換体に結合できないが，マイナスに荷電したタン

パク質は陰イオン交換体に吸着される。 Fig.I-A 

はマコガレイ雌血清の陰イオン交換カラムクロマ

トグラフィーによる分離を示している。マコガレ

イ雌血j背中のタンパク質は5本のピークとして溶

一一 29一一
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出されるが，その中でも保持時聞が l分のピーク

はカラムを素通りしている ことから， プラスの電

荷をもっ陽イオン性のタンパク質であり ，陰イオ

ン交換体に結合できない。 次に ， 保持時聞が 4~

12分に溶出する 2~5番目のピークについてみる

と， O . I ~ 1.5M NaCIの存在下で溶出しているこ

とから，いずれのピークも総電荷がマイナスのタ

ンパク質であり ，陰イオン交換体に吸着している

が，荷電の程度が異なっている。つまり ， 2番目

のピークは荷電の程度が最も低いのでO.IMNaCI， 

すなわち低濃度のCIイオンと交換されてカラム

から溶出される。一方 5番目のピークである

VTGはマイナス荷電の程度が最も高いため，よ

り高濃度 (1.5M)のNaCI (すなわちClイオン)

存在下ではじめて溶出されるこ とになる。
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