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要約:内分泌撹乱化学物質の中で，とりわけ雌性ホルモン様の作用を持ち，脊椎動物の生殖に悪影響
を与える物質が注目を集めてきた。こうした物質による環境水の汚染と魚類への影響実態を調べる新
たな技術として，雄魚の血液中のピテロジェニンを測定する方法が開発され，世界各国の調査で使用
されてきている。しかしながら，雄の血中ピテロジェニン濃度は，化学物質の水中濃度測定などとは
異なり，対象とする魚種のピテロジェニンの特性や，その種の繁殖および生活様式などにより大きな
差を生じ，それによる実態評価の不確実性を招く。本章では，影響実態調査に携わる方々のピテロジェ
ニンに関する理解を深め，評価結果の適正化に資する目的で 1.硬骨魚におけるピテロジェニンの多
型の存在， 2. ピテロジェニンの生化学的特性と遺伝子から推定される構造 3. ピテロジェニンの生
殖生理学的な役割， 4.雌の成熟に伴う血中濃度の季節的変化 5.エストロジェン様内分泌撹乱化学
物質によるピテロジェニン合成の誘導に関する化学物質の血中濃縮作用， 6.雄血中ピテロジェニンに
基づく影響評価の際の留意点について論じた。

はじめに

内分泌撹乱化学物質(環境ホルモン)は，ヒト

をはじめ動物の内分泌系に悪影響を及ぼし，健康

や生命現象に被害を与えることから新たな環境汚

染として1990年代から世界的規模の社会問題とし

てクローズアップされるようになった。ホルモン

は通常，極めて低い濃度で生理作用を引き起こす。

そのため，内分泌撹乱化学物質も非常に微量で作

用し，その影響も生命に支障をきたす毒性物質と

は異なり，すぐに表立つて現われない。こうした

特性から内分泌撹乱化学物質の検査法や影響評価

法には，従来なかった新たな視点からの手法が求

められた。内分泌撹乱化学物質の中で，雌性ホル

モン(エストロジェン)様の作用を持ち，ヒトを

はじめ広く脊椎動物の生殖を脅かす物質が注目を

(2008年 1月21日受付， 2008年2月28日受理)

集めた(カーソン， 1964;コルボーンら， 1997参

照)。これら雌'性ホルモン様の内分泌撹乱化学物

質(以下では環境エストロジェンと呼ぶ)による

環境水のエストロジェン作用の強度を調べるため

に，雄魚の血液中のピテロジェニン(vitellogenin: 

Vg) を測定することによる影響評価技術がイギ

リスのブ、ルネル大学サンプター教授のグ、ループに

よりニジマスで開発された (Sumpter，1997)。こ

の方法は，イギリスの河川や下水処理施設での羊

毛洗浄剤に由来するノニルフェノールなどの影響

を調査する際に活躍したのを皮切りに世界中でそ

の技術が利用されるに至った。

ピテロジェニンは卵黄タンパクの前駆タンパク

で，本来は成熟期の雌の血液中に見られる。正常

な状態では，発達を開始した卵巣で合成される雌

性ホルモンが肝臓にあるエストロジェン受容体を

仲介して，そこでピテロジェニン合成を誘導する。
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松原ら:魚類繁殖生理とピテロジェニン

作られたビテロジェニンは血液を通して卵巣へ運

ばれ，発達中の卵母:細胞に取り込まれる。一方，

雌性ホルモン様の環境エストロジェンの影響を受

けた雄や未熟雌魚でも同様に，肝臓でのビテロジェ

ニンの合成が見られる。血液中に放出されたビテ

ロジェニンは，受け入れ先である卵母細胞がない

ため血液中に留まり，さらにピテロジェニンの分

解が遅いことから血液中に蓄積されるのこの現象

により，雄で、は合成に比して，見かけ上高い濃度

で血液中に存在することから，これを測定するこ

とで、環境エスト口、ジェンの影響を鋭敏に検出する

ことができる O

11本国内においても河川や海域の魚類を対象と

した多くの影響実態調査で，雄血中ピテロジェニ

ンの測定が行われてきた。水産総合研究センター

北海道区水産研究所においても，沿岸域の海産魚

類を1(1心にピテロジェニンの測定系の開発や，そ

れによる野生の魚の雄血中ビテロジェニンの測定

を実施してきた。また，我々は魚類の増養殖にお

ける樋前生産技術の向上の観点から， ピテロジェ

ニンと卵黄タンパクに関する基盤的研究を続けて

いる。この章では，そのような背景をもとに，内

分泌撹乱化学物質の影響評価に携わる方々に理解

を深めていただく一助として，魚類のビテロジェ

ニンの性状と役割について 主に我々と共同研究

グ‘ルーフ。の最近の研究成果を中心に記述した。

1 . ビテロジェニンの多型

原ら(1984)はビテロジェニンの持つ特徴から

このタンパクを特定する条件として次の項目を挙

げている。(1)卵黄形成期の雌血清中に特異的に

11¥現するタンパクである， (2)雄および未熟雌に

エストロジェンを投与することによって血中に誘

導される， (3)カルシウム，鉄を結合する

glycol ipophosphoproteinで，高分子のi複合タンパク

である， (4)魚卵抽出液を免疫して得られた抗血

清と反応する卵黄タンパクの前駆物質である。こ

の定義はピテロジェニンの検出や精製を行う際に

は極めて有用な桁標となってきた。しかしながら，

1990年代前半までは，魚類には 1種類のビテロジェ

ニンしか見いだされておらず，上記の定義も魚類

に見られる主要なピテロジェニンを対象としてい

る。鳥類 (Wangand Williams， 1980; Wang ef al門

1983)や両生類 (Wi1eyand Wal1ace司 1978)では

1980年代までに複数のビテロジェニン遺伝子とそ

の産物が見つかったが，魚類では10年以上遅れて

LaFleurらによってマミチヨグ Fundulus

heferoclitusで、Vgl， VglIの 2つの遺伝子が存在す

ることが報告された (LaFleur et al川 1995a;

LaFleur ef al.， 1995b; LaFleur ef al門 2005)。そ

の後，我々はマツカワVeraspermoseriで、マミチヨ

グの Vgl， VgIIに対応するビテロジェニン (VgA

とVgB) とその派生物である卵黄タンパクを見い

出した (Matsubaraet al.， 1999)。マミチヨグや

マツカワは魚類の中で最も種類が多い棟鰭上目に

属するが，タラの仲間を含む側腕鰭上目において

もノ¥ドックMelanogrammusaeglefinus (Reith et al 

、2001)やスケトウダラ Theragrachalcogrammα 

(Matsubara et al.， 2000) で、VgA，VgBの遺伝子

やタンパクが見つかっている。それらに対して，

ニジマスOncorhynchllsmykissのピテロジェニン

(Mouchel et al.弓 1996) やニホンウナギAnguilla

japonica (J) Vg1 (Okumura et al.， 1995)， Vg2 

(GenBank: A Y423444) では， VgAとVgBのよう

な大きな違いが認められないビテロジェニンが複

数見られるが，それらの位置づけは明瞭ではない。

これらマツカワなどのVgA (VgJ) とVgB

(VgIO や，ニジマスのビテロジェニンなどは，

後で述べるように鳥類や両生類のピテロジェニン

と類似したサイズと構造を持つのに対し，それら

よりも小さく，また内部構造が不完全なピテロジェ

ニン遺伝rがゼブラフイツシュDaniorerioで、発見
された (Wanget al.， 2000)。これは内部にホス

ビチン (phosvitin) を持たないことからホスビチ

ンレス (phosvitinless) ピテロジェニンと名イ寸け

られている O 我々も， マハゼAcanfhogobius

flavimanllsで、通常のビテロジェニン (Vg-530) と

ホスピチンレスビテロジェニン (Vg-320) の2

種類の遺伝子と血中のタンパクが存在することを

見い出し (Ohkuboet al.， 2003a; 2004)，環境エ

ストロジェンの影響評価では，それら双方を利用

した酵素免疫測定法 (ELlSA) により二重チェッ

クを行い，信頼度の高い評価を実現している

(Ohkubo ef al.. 2003b)。腕鰭上目の魚類に， VgA 

とVgB1こ力日えてホスピチンレスビテロジェニンと

されるVgCの3型目のビテロジェニンが存在する

か否かが検討され， ホワイトパーチMorone

americana (H iramatsu et al.、2002b) で3型のタ

ンパクが，カダヤ、ンG正lI11busiaa.ffinis (Sawaguchi 
et al.、2005)，マダイPagrusmajor (Sawaguchi ef 

al.， 2006a)，ボラMlIgilcephαlus (Amano ef al.， 

2007a)で3型の遺伝子とタンパクが検出された。
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Acanthopterygii VgA VgB VgC • • • • • • Sawaguchi et al.， 2005 • • LaFleur et al.， 1995a; 1995b; 2005 

• • • Sawaguchi et al.， 2006a • • • Hiramatsu et al.， 2002b • • • Amano et al.， 2007a • • Ohkubo ef al.， 2003a ..-日~.... .... h .........._.."_.目E・日..四日

Paracanthopterygii • ー Reith el al.， 2001 • • • VVggCA:，VaBts:uMbuaztsuetbaulB.，emt apLu，b2li0sh00 ddau 
Vgs VgC 

•• Mouchel el al.， 1996 
・<圃~

Zebrafish .-• Wang et al.， 2000 Daniorerio 

•• • OKuCm:Muzzatesut bauI.，z 1d99a5 l. VgC: Matsubara et al.， unpublished data 

Fig. I Classification of multiple forms of vitellogenin in tcleost species. Vg: vitellogenin， 
VgC : phosvitinless vitellogenin， Vgs: vitellogenins with complete domain structure 
but not classified into VgA or VgB. 

分類群の異なる魚種から 3型のピテロジェニンが

見出されていることから，これらのピテロジェニ

ンは腕鰭上目に広く共通して存在すると考えられ

る。魚類のピテロジェニンの多型については

Fig. 1 にまとめた。魚類を含めた卵生脊椎動物の

ピテロジェニンに多型が生じた原因については，

染色体の倍加に起因する可能性が論じられている

(Finn and Kristoffersen， 2007)。

2. ビテロジェニンの構造

魚類ビテロジェニンの遺伝子分析結果と卵黄タ

ンパクの電気泳動分析およびN-末端アミノ酸配

列分析の結果から，ピテロジェニン内部の卵黄タ

ンパクドメイン構造が明らかにされている

(Hiramatsu et al.， 2002a; Matsubara et al.， 2003)。

カダヤシを例にFig.2に示したようにVgA，VgB 

を含む通常のピテロジェニンはアミノ末端側から

順にリポビテリン重鎖 Wpovitellinheavy chain: 

LvH)ーホスピチン (phosvitin:Pv)ーリポピテリ

ン軽鎖Oipovitellinlight chain: LvL}一町・成分 (s'-

component: sc) - C-末端成分 (C・terminal

component: Ct)を含む。このように類似した内

部構造を持ちながらもVgAとVgBの間のアミノ酸

の相同性は高くはなく，例えばカダヤシでは46%

(Sawaguchi et al.， 2005)， マダイでは 60%

(Sawaguchi et α1.， 2006a)である (Table.1)。一

方，異なる種問であっても，カダヤシとマダイの

VgA聞の相同'性は61%，VgB聞は62%と高い。こ

れは，後で、述べるVgAとVgBの機能の分化と密接

に関係しているものと思われる。

VgA， VgBまたはニジマスなどのビテロジェニ

ン (VgA，VgBと構造やサイズが類似するが，ど

ちらにも分類できないピテロジェニン)とは異な

り， VgCの内部にはセリンを多く含んだホスピチ

ンの領域が存在せず， LvL以降の領域も短縮され

ている (Fig.2)。全体のサイズもカダヤシを例に

とるとVgAがアミノ酸1，695残基(シグ、ナルペプ

チド15残基を含む)， VgBが1，675残基であるのに

対し， VgC は1，242残基と小さい。 VgCはこのよ

うに内部ドメイン構造が他のピテロジェニンと大
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Table I Homologies between deduced amino acid sequ巴nc巴sof 3 forms of vit巴Ilogenin

VgA 

VgA 

Mosquitofish VgB 

VgC 

VgA 

Red seabream VgB 

VgC 

Modi fied from Sawaguchi et a! (2005， 2006a) 

Vg: vit巴Ilogenin，VgC: Phosvitinless Vg. 

Mosquitofish 

VgB 

46% 

R巴ds巴abr巴日m

VgC VgA VgB VgC 

17% 61% 51% 21% 

21% 52% 62% 22% 

20% 21% 58% 

60% 21% 

22% 

Lipid phosphate 

VgA 1，695 residues 

VgB 1，675 residues 

VgC 
(PvIVg) |- 淵 LvL 1，242 residues 

Fig. 2 Multi-forll1s of vitellogenin structure in ll1osquitofish Combusia ajjinis. Vg: vit巴Ilogenin，Lv卜1，

lipovitellin h巴avychain， Pv: phosvitin， LvL: lipovitellin light chain， sc: s'-coll1pon巴nt，Ct: C-terll1inal 
cOll1pon巴nt

きく 異なる ことやサイズ白川¥さいことに加え V

gA， VgBに対するアミノ酸の相向性も低く，カ

ダヤシではVgAとの問で17%，VgBとの問で21%

(Sawaguchi et al.， 2005)，マダイでもそれぞれ 21

%と22% (Sawaguchi et al.， 2006a)にしか満たな

ビテロジェニンは一般的に， リン，脂質，糖な

どを含む複合タンパクであるとされている。実際，

マツカワなどの主要なビテロ ジェニンであるVgA

とVgBの脂質の含有量は重量比で、18.7%に達し，

その内訳はリ ン脂質11.8%， トリ グリセリ ド3.0%，

コレステローノレ2.9%であった (Matsubara and 

Sawano， 1995)。他のいくつかの魚種についても，

一党をTable.2にまとめた。任発生時における卵

内の脂質の役割については，サケ科，ニベ科など

の魚種で 部|べら れており (Heming and 

Buddington， 1988)， 1rJ:IsKを持つ種では一般にト リ

グリセリドは発生のためのエネルギー源として，

また，リン脂質はエネルギー源より もむしろ細胞

膜の原料として利用されていると考えられている。

ゲ‘ル11.革過による分析から推定される11l1.1-夜中で、の

主要なピテ ロジェニンの分子量はマツカワ 500~

550kDa (Matsubara et 01.， 1999)，マノγ ぜ540kDa

(Ohkubo et al.， 2004)， カダヤ シ 600kDa

(Sawaguchi et al.， 2005)， マダイ 610kDa

(Sawaguchi et al.， 2006a)， ボラ 570~580kDa

(Amano et al.， 2007a)である。一方，SDS-ポリ

アク リノレアミ ドゲ、ノレ電気泳動 (PAGE) による

ビテロジェニン・ポリペプチド鎖の分析ではマツ

カワ VgA， VgBがそれぞれ 168kDa ， 175kDa 
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Table 2 Lipid contents of vitellogenin and lipovitellin 

Barfin Ilounder 
*1 

Mosquitofish 
本2

Japanese goby 
キ3

VgA+ LvA+ 
oLvB 

VgA+ 
LvC 

LvA+ 
LvC 

VgB LvB VgB LvB 

Total lipid 18.7% 20.7% 25.7% 16.2% 13.7% 16.9% 12.0% 

phospholipid 11.8% 12.9% 14.6% 12.0% 10.4% 12.4% 9.3% 

triglyceride 3.0% 3.2% 4.0% 1.7% 1.8% 1.6% 1.3% 

cholesterol 2.9% 2.7% 3.0% 2.5% 1.5% 2.9% 1.4% 

Modified frol11キ1Matsubara et al .， 1995 *2 Sawaguchi et al. ，2005 勺 Ohlcuboel al.， 2004 
Vg: vitellog巴nin，Lv: lipovitellin， oLv: ovulated lipovitellin 

(Matsubara et al.， 1999)，マハゼVg-530が178kDa

(Ohkllbo et al.， 2004)，カダヤ、ンVgA，VgBが共

に195kDa(Sawaguchi et al.， 2005)，マダイVgA，

VgBが182kDa(Sawaguchi et a人 2006a)，ホワイ

卜パーチVgAおよびVgBが180kDa (Hiramatsu et 

al.， 2002b)， ボ ラVgA， VgB が 175~ 1 79kDa

(Amano et al.， 2007a) であり， 遺伝子の解析結

果からもほぼ同程度の分子量と推定される。ビテ

ロジェニンの質量の16か ら18%を占める脂質

(Matsubara and Sawano， 1995; Ohkubo et al.， 

2004; Sawaguchi et al.， 2005)を加算すると ，こ

れらの値はゲ、/レ崎、過で、推定される分子量の約半分

になる O このことから血中では，ビテロジェニン

分子は2本のポリペプチ ド鎖とそれに各々脂質，

糖，金属などが結合した二量体となっていると考

えられる。一方，最近になってVgCのタンパク分

blood vessel 

theca cell 

basallamina 

granulosa cell 

ooplasm 

yolU3eln 

析が行われ， 山中での分子量とSDS-PAGEから推

定された分子量は，それぞれマハゼ320kDaと127

kDa (Obkllboet al.， 2004)，カダヤシ400kDaと14

2kDa (Sawaguchi et al.， 2005)， マダ戸イ340kDaと

137kDa (Sawaguchi et al.， 2006a)，ホワイトパー

チ426kDaと148kDa (Hiramatsu et α1.， 2002b)，ボ

ラ 335kDaと132kDa (Amano et al.， 2007a) と朝日

告されている。また，脂質の含有量はマハゼVgC

では12.0% (Ohkubo et al.， 2004)，カ夕、、ヤシでは

13.7% (Sawaguchi et al.， 2005)と，VgA， VgB 

と比べて低いが，これらも脂質タンパクであり血

中では二量体として存在すると考えられる。

脂質に加えて ビテロジェニンの特徴として内部

に多くのリン酸を含むことがあげられる。ピテロ

ジェニンに結合しているリン酸の多くはホスビチ

ン領域 に含ま れるセリンに結合し て い る

Oocyte 

Fig. 3 Synthesis and accul11ulation of vitellogenin in t巴leosts.Vg: vitellogeninラ E2: estradiol-17s 
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(Wallace and Begovac， 1985)。このセリンの連続

配列に結合したリン酸は.さらにカルシウムやマ

グネシウム，鉄の二価イオンを結合し，ビテロジェ

ニンの一般的な特徴であるカル、ンウムの結合能，

鉄結合能の基になっている。しかしながら， VgC 

はセリン連続配列を含むホスビチン領域を持たな

いことから， リン酸の含有量が低いことがカダヤ

シで確かめられている (Sawaguchiet al.， 2005)。

ピテロジェニンは，これまでに述べた脂質，糖，

リン酸や金属イオンの他，脂溶性の色素であるカ

ロチノイドやビタミンAなどを結合して卵内へと

運ぶ。また，甲状腺ホルモンであるT3，T4の卵

内への移送，蓄積にもビテロジェニンが関与して

いる可能性が指摘されている (Specker and 

Sullivan、1994)。その他に，雌親魚が体内に取り

込んだカドミウム等の重金属 (Ghosh and 

Thomas‘1995)や内分泌撹乱物質のうち脂溶性の

高いPCB (Ungerer and Thomas， 1996)等もビテ

ロジェニンを介して卵に取り込まれ，次世代で影

響するメカニズムに関与している可能性がある。

3. ピテロジェニンの機能

ビテロジェニンの生理的な役割は旺発生に必要

な栄養を母体から卵へ移送し，卵内に蓄積するこ

とにある。雌魚の肝細胞で合成されたビテロジェ

ニンが，卵母細胞に卵黄タンパクとして蓄積され

るまでには次のような段階を経ると考えられる

(Fig. 3)。まず，肝臓から卵巣内に到達するのに

次の(J)から(3)のように血管内に取り込まれ，

また，放出されなければならない。(1)肝細胞か

ら細胞外への分泌， (2) 毛細血管から血液への取

り込み， (3)卵巣で、の毛細血管外への放出。 Fig.

3に示したように卵母細胞の外側には血管側から

爽膜細胞層 (thecacell layer)，基底膜 (basal

lamina、basement membrane)， 頼粒膜細胞層

(granulosa cell layer)， 卵膜 (zona radiata司

chorion) が位置している。そのため，毛細血管

から出たピテロジェニンはこれらの間隙や卵膜の

小孔を通って， (4)卵母細胞の細胞膜表面に到達

する (Wallace，1985; Specker and Sullivan司 1994

参照)。その後， (5) ビテロジェニンは卵母細胞

の細胞膜にあるピテロジェニンレセプター

(VgR) に結合し，飲作用 (pinocytosis) によって

卵母細胞内に取り込まれる (Mommsen and 

Walsh喝 1988参照)。卵母細胞に取り込まれたピ

テロジェニンは細胞質膜に包まれており，相互に

融合すると共に， (6) 多胞体 (multivesicular

body) と呼ばれるライソゾーム慌小器官と融合す

る (Wallace，1985) 0 (7) この際に，多胞体内に

存在するプロテアーゼによりビテロ、ジェニンは卵

黄タンパクへと分解されると考えられる。ピテロ

ジェニンから卵黄タンパクへの分解にはカテプシ

ンDが関与していることが魚類でも明らかになっ

ている (Camevaliet al.， 1999b; Hiramatsu et al.， 

2002a)0 卵黄タンパクの蓄積が進む卵黄形成期

(vitellogenesis stage) では，その進行と共に卵黄

球のサイズは次第に大きくなる。電子顕微鏡によ

る観察では (8)卵黄球内の卵黄タンパクは結晶

構造をとっているといわれている (Wallace司

1985)。しかし，硬骨魚類の卵黄タンパクは魚類

や両生類に比べて水溶性が高く，結晶構造が強固

ではないと考えられている (LaFleuret a/.、1995

b)o 

ピテロジェニン由来の卵黄タンパクとしてはリ

ポピテリンとホスビチンが古くから見つかってい

た (Wallace，1985)。我々が調べたマツカワでは，

リポピテリンの分子量はVgA由来のリポビテリン

(LvA) で、約430kDa，VgB由来のLvBで、約 400kDa

であり (Matsubaraet al.， 1999)， Lv全体で‘約20.7

%の脂質を含んでいる (Matsubaraand Sawano， 

1995)。また，脱リン酸化したホスピチンの分子

量は， VgA由来のPvAで、7kDa，VgB由来のPvBで、

15kDa， 8kDaと算出される (Sawaguchi et al.， 

2006b)。他の魚類でのホスビチンのサイズは，メ

ダカOryzias/atipesで38と22kDa (Murakami et 

a/.‘1990)，サケ科魚類のイトウHuchopetηiで23

kDa (Hiramatsu and Hara， 1996)，ボラで'25kDa

(Amano et al.， 2007a)，また陸上動物であるニワ

トリでは35kDa (Taborsky and Mok， 1967)， ア

フリカツメガエノレで、は33kDa(19kDaと13kDaのタ

ンパクの複合体) (Wiley and Wallace， 1981)と

報告されている。ホスビチンの機能が匹の骨形成

のために必要なリン酸やカルシウムイオンなどを

蓄積しておく (Wallace， 1970; Hiramatsu et a/.‘ 

2006) ことであると考えると，海産魚類と異なり

無機元素濃度の低い環境に生息する陸上動物や淡

水魚類で、機能性が高い可能性がある。

魚類ではリポピテリン，ホスピチンに加えてぽー

成分が検出される (Haraet al.， 1993)。自に成分は

ビテロジェニン・ポリペプチド鎖の中では C-末端

近くに位置し内部にシステインが多く見られる。

町.成分は水溶性が強く， ピテロジェニン分子の
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表面に位置していると予想される。そのため s'-

成分に対して作製した抗体は血中ビテロジェニン

に対しても反応性が強く ，。に成分抗体を一次抗

体 Lv抗体を二次抗体とした免疫測定系を使用

することで測定精度の向上が見込まれる (Fukada

et af.， 2001)。また s'-成分は魚卵アレノレギーの

原因になりやすいことが指摘されている(久保ら，

2005)。さらに，ピテロジェニン遺伝子配列上で

s'成分の位置からC-末端までのアミノ酸の大き

さを見積もると，実際の町ー成分の分子量 (19kDa，

Matsubara and Sawano， 1995) より大きいことが

分かった。これは， ピテロジェニンにはι成分
よりさらにC-末端側にもう 1種類の卵黄タンパク

(C-末端成分)が存在しているためと予想される

が，現在のと ころ明確な証拠は得られていなし、。

VgA， VgBといった一般的な構造のビテロジェ

ニンに対してVgCは卵母細胞内に取り込まれた後

もその分子に大きな変化は生じない。たとえばマ

ハゼで、は，ゲ、ノレ鴻過から算出される血中VgCの分

子量は320kDaで、あり ，卵内に取り込まれてもそ

の分子量は変わらず， SDS-PAGE分析による結果

からも何の変化も認められない(Ohkuboet af叶

2004)。一方， カダヤシやマダイでは卵母細胞へ

の取り込み後，VgCポリペプチドは切断され，カ

-8100圃 -00盟国・

ダヤシでは112kDaのLvHと26または33kDaのLvL

に (Sawaguchiet al.， 2005)，マダイでは分子量

137kDaのピテロジェニンから70と41kDaのLvHと

28kDaのLvLに (Sawaguchiet al.， 2006a)変化す

る。しかし， ゲ、ル滴過で、の分子量には変化が見ら

れず，単に一部にニック (分子の刻み)が入った

に過ぎないことを意味している。従って，少なく

とも腕鰭上目で、はVgC由来の卵黄タンパクはリポ

ビテ リンのみ存在すると考えられる。

魚類を含めた卵生脊椎動物におけるビテ口、ジェ

ニン由来の卵黄タンパクの主たる役割は，日壬発生

のための栄養であることは先に述べた。近年まで，

それ以外の機能はいずれの動物群でも見つかって

いなかったが，1980年代から90年代に海産魚の浮

遊性卵で遊離アミノ酸含有量が著しく高いことや，

最終成熟期に卵黄タンパクに変化が見られること

が示され (Craikand Harvey， 1987; McPherson et 

al.， 1989; Greeley et al.， 1991)，卵黄タンパクを

分解して生じた遊離アミ ノ酸による浸透圧上昇を

利用して最終成熟期の顕著な吸水を引き起こし，

卵の比重を海水に近づけることで浮遊性を獲得す

ることが示唆 された (Matsubara and Sawano， 

1995; Matsubara and Koya， 1997) 0 さらに我々は，

マツカワで、最終成熟期にVgA と VgB ~こ 由来する卵

Na!ive: dimer 510 kDa 

VgA: 168 kDa 

Native: dimer 430 kDa 

vLvHA: 107 kDa 

vLvLA : 30 kDa 
vLvLA : 42 kDa 

-・田市圃・

D
-…一…一

一一R
1
L

1¥Ja!ive: dimer 530 kDa 

VgB: 175 kDa 

PvA 

vLvHB : 94 kDa 

vLvHB : 102 kDa 

vLvLB : 28 kDa 

PvB 

cB 
r吟

Fig. 4 Dual-V g control system in barfin flounder Verasper moseri (modified from Matsubara et al.， 1999). V g 
vitellogenin， LvH: lipovitellin heavy chain， Pv: phosvitin， LvL: lipovitellin light chain， sc: s'-component， 
v: component from vitellogenic oocyte， 0: component from ovulated egg 
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黄タンパクを不均等に分解することで卵の浮力を

調節する 2型ビテロジェニンによる調節機構

(Dual-Vg control system， Fig. 4) を見出した

(Matsubara et al.， 1999)0図に示すように， PVと

恥は全て最終成熟期に分解され，排卵卵では見ら

れなくなる。一方 Lvの最終成熟期における分

解についてみると ，LvAは重鎖 (vLvHA)全体と

軽鎖 (vLvLA)の一部が分解され，軽鎖 (oLvLA)

の一部のみが脂質と結合したまま残る。それに対

して，LvBは重鎖 (vLvHB)，軽鎖 (vLvLB)共

に一部分を失うのみで， 排卵卵には重鎖

(oLvHB) と軽鎖 (oLvLB)のそれぞれ一部分が

結合した形でとどまっている。こうした調節機構

はマ ダイ (Sawaguchi et al.， 2006a)， ボラ

(Amano et α1.， 2007b)，スケトウダラ (Ohkuboet 

al.， 2006)でも見られ，VgA， VgBを持つ高等な

魚種に共通した卵の浮遊性獲得機構と考えられる

(Matsubara et a!， 2003) 0 この機構で最も重要な

点は 2種類のピテロジェニン (VgAとVgB)由

来の卵黄タンパクを正確に一定の比率で卵母細胞

内に蓄積していることであり ，そのためのピテロ

ジェニン遺伝子の発現，肝臓での合成，卵母細胞

の取り込み等の調節機構の解明が今後の研究の焦

点とし、える。

4 雌血中ビテロジェニン濃度の季節変化

多くの硬骨魚類は 1年のうちの特定の時期に産

卵期をもっ。硬骨魚類では，年に一回短い産卵期

を迎える種，半年を超える産卵期をもっ種など3

魚種毎に異なる産卵様式が見られる。また，産卵

期中に一度の産卵で終了する魚種もあれば， 一産

卵期中に複数回産卵を繰り返すものもある。これ

らのいずれの場合も産卵期に先立って約半年から

一ヶ月程度前に卵母細胞の顕著な増重が見られる。

この時期は卵黄形成期と呼ばれ，肝臓でビテロジェ

ニンを合成し，卵母細胞でそれを取り込んで卵黄

タ ンパ クを蓄積する 。 マイワシ品川inops

melanostictusを例にとって卵母細胞の発達を見て

みる と，産卵期の約半年前に当たる 9月以前では

卵国:細胞は周辺仁期 (perinucleolusstage) の未熟

な状態である O 卵母細胞はその後10から12月には

表層胞期 (corticalalveolus stag巴)または油球期

(oil droplet stage) と呼ばれる卵黄蓄積以前の段

階を経て，12月以降急速に卵黄形成を行う。卵黄

形成期の卵母細胞は形態的に第一次卵黄球期

(primary yolk globule stag巴)，第二次卵黄球期
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(secondary yolk globule stage)，第三次卵黄球期

(tertiary yo比 globulestage)または卵黄球期前期

(巳arly vitellog巴nic stage)，卵黄球期後期 (late

vitellogenic stage) に分類される。マイワシ卵母

細胞は1月から 2月の二ヶ月かけて卵黄を蓄積し，

以降の産卵期に最終成熟を迎え， 続いて排卵，

産卵する (Matsubaraet α1.， 1995)。 こうした卵

白:細胞の発達は日長や水温の周年変化が基盤とな

り， 内分泌要因によって調節されている

(Matsubara， 1996)。その中で特に卵黄形成に関し

ては脳下垂体から分泌される生殖腺刺激ホルモン

(gonadotrophic hormone， GTH) とGTHの刺激に

よりろ胞細胞層で合成される雌性ホノレモンのエス

トラジオーノレ17s (Estradiol-17s， E 2)が主体的な

設:害IJをJ旦っている (Nagahamaetα1.， 1995)。

Fig.5にマイワシの血中E2濃度とビテロジェニ

ン濃度の季節変化を示した(Matsubaraet al.， 199 

5)。血中E2濃度とビテロジェニン濃度は共に12

月から上昇し，産卵期に先がけてピークに達する。

マイワシの血清中のE2およびビテロジェニンの

ピーク値はそれぞれ約1.2ng/mlと2mg/mlである。

ビテロジェニンの血中濃度のピーク値は魚種によ

り差が見られ， サケ科魚類では9-----22 mg/ml 

(Ueda et al.， 1984;松原ら， 1993)，海産魚のマ

ハゼやヨーロッパへ夕、イSparusaurataで、は， それ

ぞれ約0.9mg/ml(Ohkurヲoet al.， 2003a)， 1.5mg/ml 

(Mosconi et al.， 1998)である。ビテロジェニン

の血中濃度は，その魚種の卵母細胞の発達・産卵

Vitellogenesis Spawning 
，泌置率翠rr

2.0 2.0 

i 15 1.5 Cε 3 
E z 

~ 1.0 
qp、ュ

c 1.0 ..-。 。
01 。 τ伺コ
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ui 
〉 w 
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Fig. 5 Seasonal chang巴sof conc巴ntTationsof vitellogen日1
and estradio¥-17s in sera from captiv巴 Japanese
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様式と関係しているものと思われる。

雌の血中に最初にピテロジェニンが出現するの

は，卵母細胞が卵黄蓄積を開始する前の表層胞期

または油球期の段階で，その時のEzおよびピテ

ロジェニン濃度はサクラマスOncorhynchusmasou 

で‘それぞれ740pg/ml，58μg/ml (松原ら， 1993)， 

マイワシで223pg/ml，59μg/ml (Matsubara ef al.， 

1995)である。すなわち，雌でピテロジェニン合

成が開始されるE2濃度の最低値は約200'"'-'700pg/

ml程度で、あることを意味している。ピテロジェ

ニン合成に必要なE2の最低血中濃度については

ほとんど解明されていないが，魚種によって大き

く異なることも予想される。従って，内分泌撹乱

物質の影響をより正確に評価するためには，対象

とする種のピテロジェニン合成に必要な血中E己

の最低濃度を精査しておくことが重要な要素の 1

っと考えられる。

5. 環境エストロジェンによるピテロジェニン合

成に関わる血中濃縮作用

我々が行ったマハゼを対象とした環境エストロ

ジェンの評価に関する一連の研究結果から，雄魚

や未成熟魚における血中ピテロジェニンの発現に

は興味深い現象が関わっていることが明らかになっ

た (Ohkuboet al.， 2003b)υ 天然のマハゼ雌の卵

黄形成初期の血中Ez濃度は400pg/mlで，先のマイ

ワシ，サクラマスの場合と類似している。一方，

環境水によるE2暴露の試験結果からは，雄血中

にピテロジェニンを誘導する最低有効濃度は¥0

ng/I ( 10pg/mO と著しく低いυもし，血中濃度が

水中と同じく¥Opg/mlで、あれば， ピテロジェニン

合成は誘起されないはずである。しかし，例えば

¥OOng/1 (IOOpg/mO のE2を含む水で飼育された

雄血清中のEz濃度は約2，000ng/1(2ng/mO とおよ

そ20倍の濃度に高まっていた。この血中での濃縮

作用はエストロン (E1)でも見られ，いずれの

場合も活発なピテロジェニン合成を誘導した。す

なわち，環境エストロジェンは血液中に濃縮され

るために，低濃度の場合でもピテロジェニン合成

を誘導してしまう。

この濃縮機構については，体表やエラあるいは

飲水から取り込まれたE2が血中に存在する性ホ

ルモン結合グロプリン (sexhormone binding 

globulin， SHBG) に結合し，一時的に蓄積するこ

とによると考えられる (Ohkuboet al.， 2003b)。

コイのSHBG遺伝子の解析結果からは，この遺伝
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子は約400残基のアミノ酸をコードし，ほ乳類

SHBGとは高い相同性を示さないものの，ホルモ

ン結合部位についてはよく似た配列を示している

(Nagae et al.， 2003) 0 SHBGは本来，血液中に分

泌された性ステロイドホルモンを標的器官へ運搬

し，そこでの放出を調節すると考えられている。

環境中のE1やLに対しては，それらをSHBGに結

合させることで，遊離の状態で存在するよりも作

用を弱くし，分解や排出を待つ仕組みとして働い

ているものと思われるが，体外からの恒常的な流

入に対しては体内濃縮を導いてしまう。一方，環

境中のノニルフェノールやピスフェノールについ

ても，前者では最大450倍，後者では50倍に達す

る血中濃縮が見られ， SHBGとは別のタンパクに

結合している可能性が考えられている (Ohkubo

ef al.， 2003b) 0 従って，雄血中のビテロジェニン発

現については，その背景にこうしたホルモンやホ

ルモン様の働きを持つ化学物質の血中濃縮作用が

関与していることを念頭に置いておく必要がある。

6. おわりに一環境工ストロジェン影響評価の際

の留意点一

環境エストロジェンは極めて微量であり， 水

質検査には大きな労力を必要とすることや，荒天

による水の混合や，河川水の増加といった水の採

取時以前の気象に影響される難点がある。また，

原因物質の候補が多数存在することも水質分析を

凶難にする一|大!となっている。これに対して，長

いスパンで、暴露の総和を見ることができる雄血中

ピテロジェニンを指標とした「環境水のエストロ

ジェン作用強度の評価」は，おおまかではあるも

のの状況を迅速に判断できる非常に優れた評価法

といえる。しかしながら，この方法には以下にあ

げるようないくつかの留意点が存在する。

a)硬骨魚類は分類学上多岐にわたっており，

科レベルで、異なる種ではピテロジェニン遺伝

子の相向性も低い。そのため，測定系に用い

る抗血清の交差反応性も十分ではなくなる。

従って，測定系に使用できる抗血清は対象魚

種ないしは同じ科に属する近縁種で作られた

ものに限られ，いずれの場合にもスタンダー

ドには対象種から精製されたピテロジェニン

を使用する必要がある。

b) ピテロジェニンには複数のタイプがあるこ

とを念頭に置き，測定系に使用している抗血

清がいずれのタイプのピテロジェニンを対象
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としているか吟味しておく必要がある。また，

2つの異なるタイプのビテロジェニンを個々

に測定することで，二重チェックによる評価

の精度向上が見込まれる。

c)ビテロジェニン合成活性は，その種の生殖

様式によって異なる。そのため，雌における

生殖様式を考慮すると同時に，食性も考慮す

る必要がある。また，成熟期の雄と雌が群れ

で生活するか，別の群れを形成するか，単独

で生活するかなど，生活様式によっても異な

ると予想される。すなわち，食性や生活様式

によって環境エストロジェンとは無関係にビ

テロジェニンの合成の引き金がひかれるか，

あるいはその直前の状態に達した場合と，そ

うでない場合とで，環境エス卜ロジェンの暴

露に対する反応が異なることを想定しておく

必要がある。

以上の留意点は，対象とするビテロジェニンと

いうタンパクの性質を十分に理解することで容易

に解決できる。また，本章で記載した内容がその

一助になれば幸いで、ある。

ビテロジェニン合成に関わる一連の調節機構に

ついては，雄や未成魚における肝臓のエストロジェ

ンレセプターの発現状態， SHBGなどによる血中

エストロジェンの作用調節機構や代謝調節機構，

タイプの異なるピテロジェニン遺伝子の発現機構

など，まだ不明な点は山積している。今後，それ

らが少しずつ明らかになることで，より正確な環

境エストロジェンの評価へと繋がるものと思われ

る。
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