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1 .はじめに

ビテロジェニン(以下VTGと言う)は卵黄タ

ンパク質の前駆物質である。前章で松原により詳

細に述べられているように，生殖内分泌系の支配

を受け，肝臓で合成される。肝臓で合成された

VTGは血液中に分泌され，卵巣に運ばれた後に，

生殖腺刺激ホルモン(ゴナドトロビン， GTH) 

の影響下で成長期の卵母細胞に卵j慮胞細胞を経由

して選択的に取り込まれる。卵内に入ったVTG

は特異的に酵素(カテプシンD様酵素)により分

解され， リポピテリン，ホスピチン及び硬骨魚類

に特有のぽーコンポーネン卜と呼ばれるタンパク

質に解裂する。リポビテリン，ホスピチン及び町.

コンポーネントは貯蔵タンパク質として卵母細胞

中に蓄積され，受精後の卵発生及びふ化仔魚に対

して栄養を補給する役割を有すると報告されてい

る(原， 1998， 1999)。

水環境中の外因性内分泌かく乱物質(特に，女

性ホルモンと同様な作用を有する物質，以下

EDCsと略記する)は，内因性エストロジェン

( 17s-エストラジオール (E2)) と同様に魚類に作

用し，雌のみならず雄肝臓においてVTGを生成

し，血液中への分泌を引き起こすりこのVTG生

成は低濃度のEDCsIこより引き起こされ，さらに，
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EDCsIこ対して特異的な反応であることから，雄

魚血清中VTGの検出及び測定が環境水中EDCsの

暴露を評価する生化学的指標(バイオマーカー)

となることが指摘されている(原， 1999)。

水産学の分野では， これまでVTGIこ関する研

究は，魚類の生殖生理機構の解明を目的として行

われてきた。これらの基礎研究の成果は水産増養

殖のための実用面に活用され，①早期雌雄判別，

②魚類個体の成熟度の確認及び人工受精の時期の

決定，③排卵のためのホルモン投与時期の決定な

ど成熟の管理の応用研究が実施されるとともに，

多くの成果をあげてきた(原， 1998)。これらの

研究では成熟期の雌を研究対象とすることが多く，

比較的高濃度のVTGを測定することが多かった。

一方， EDCsによる水域汚染の実態解明や魚類

の繁殖・再生産に対する作用機構の研究では，雌

のみならず雄血清中のVTGを測定することも必

要である O 藤井 (2005) は雄マコガレイ血清中

VTG濃度の季節的変動の研究を行い， VTG濃度

は成熟の盛期(12月)より少し早い¥0月に最大値

(0.6μg/mL) に達するが 3月----7月の聞はND----

0.02μg/mLで、推移する季節変動を解明した。有明

海のトピハゼの研究(扶本ら， 2006)では，雌血

清中VTG濃度が0.01----10mg/mLの範囲で，成熟期

に高くなる変動を示すのに対し，雄血情中からは

VTGが10----20μg/mLのレベルで、周年にわたり検出
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されるが，精巣の成熟度との関係は明瞭で、はなかっ

たと報告されている。

このように，EDCsの魚類に対する影響解明の

研究では，汚染が認められない対照水域の雄魚類

血清などきわめて低濃度のVTGから汚染水域の

比較的高濃度のVTG，あるいは， EDCsの魚類暴

露試験における陽性対照魚類の血清など高濃度の

VTG，すなわち，低濃度から高濃度の広い濃度

範囲のVTGを検出 ・定量する手法が必要である。

このような状況において本稿では，魚類を対象

としてVTGの化学的特性を概観するとともに，

VTGの検出 ・定量手法の開発，発展状況につい

て取りまとめ，水域汚染実態把握調査に求められ

るVTGの検出 ・定量手法について今後の方向性

を検討する。

2 ビテロジェニンの化学的特性

魚類のVTGは，カノレシウム，鉄，亜鉛，カロ

テノイドを結合し，1%の糖，12%の脂質， l.3% 

のリンを含む脂糖リンタン パ ク質

(lipoglycophosphoprotein)である。VTGの構造は

有国 (1998)により Fig.lのように模式的に示さ

れている。VTGはリポビテリン，ホスビチン及

びかーコンポーネン トで構成される。また，分子

量は約46万で分子量約20万の2つのサブユニ ット

から構成される2量体である(原， 1999)。
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Fig. 1 Structure of fish plasma vitellogenin. 

VTGを構成するリポビテリンは，20%の脂質及

び0.5%のリンを含む分子量400，000のリボタンパ

ク質で，分子量が約200，000のサブユニット2個か

ら形成される2量体である。サブユニットは，分

子量約120，000の重鎖と約31，000の軽鎖の2つのペ

プチドから構成される。一方，もう一つの構成成

分であるホスビチンは， リンを9.5%含む分子量

約35 ，000~40，000のタンパク質である 。 構成アミ

ノ酸の50%以上がセ リンであり ，しかもほとんど

がリン酸化されている。また，通常のタンパク染

色方法では染色できない特徴を有する。各種の魚

種についてVTGが精製され，その化学的及び生

化学的特性が研究されてきた。これらの多くの研

究の一部分について分子量をまとめると，分

子量は，マイワシ (SardinopsmelanostictuS) で

450kDa (Matsubara et al.， 1994)，マダイ (Pagrus

major) で486kDa (藤井， 2000)， ギンザケ

(Oncorhynchus kisutch)で540kDa (Hara et al.， 

1993)，大西洋サケ (Salmosalar)で、520kDa(So 

et al.， 1985)であると報告されている。また，

Hara (1987)により，ニジマス (Oncorhynchus 

mykiss) ，サケ (Oncorhynchusketa)及びウナギ

(Anguilfa japonica)のVTGの分子量は，それぞれ，

600kDa， 600kDa及び 350kDaと報告されている。

魚種により分子量が異なるので， VTGを構成す

るリポビテ リン，ホス ビチン及びs'ーコンポーネ

ントのペプチドの大きさ及びアミノ酸配列等も魚

種により異なることが考えられる。

Ohkubo et al. (2003a)はマハゼ (Acanthogobius

jlavimanus)のVTGを生化学的及び免疫化学的に

研究した。ハイ ドロキシアパタイトによる吸着ク

ロマトグラフィー，Superose 6によるゲノレ施過ク

ロマ トグラフィ ー及びMonoQによるイオン交換

クロマトグラフィーを用いるクロマ 卜グラフィー

の手法により精製したところ，クロマトグラフィー

に対する反応性や溶出位置から分子量が530kDa

と320kDaと推定される2種類のVTGが存在するこ

とが明らかになった。Ohkuboet al. (2003a)に

よると，分子量の大きいVTGは脂質及び リン含

有量から他の魚種においても報告されている一般

的なVTGであり，分子量の小さいVTGはリン含

有量が低いことからティラピア (Kishidaand 

Specker， 1993)及びゼブラフィッシュ (Wanget 

al.， 2000)で報告されている別なタイプのVTG

(ホスビチンが含有されないVTG)である ことを

報告している。このように魚類の VTGにはいく

つかの異なった分子種が存在する ことが次第に明

らかになっているが，それらの機能や役割の解明
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は今後の課題である。Ohkuboet al. (2003b)は

これら2種類のVTGに対する特異抗体を作製する

とともに，後述する酵素免疫測定法を確立し，マ

ハゼの2種類のVTG濃度をそれぞれ区別して測定

している。

3 ビテロジェニンの検出・測定法

初期のVTGの検出 ・測定方法は，タンパク質

の研究に用いられてきた手法を応用したものが多

かった。上述したように，VTGは1%弱のリンを

含むタンパク質であることから，血清を電気泳動

した後にリンを染色し，発色した色の強度をデン

シトメーターで測定する方法により定量された。

また， VTGはアノレカリで不安定なリンを含有す

る唯一の血清タンパク質である特性に着目してア

ノレカリで遊離する リンを測定する間接的定量法が

用いられた(原，1999) 0 一方，分子量が大きい

こと及びタンパク質の特性に着目してゲ〉レ櫨過ク

ロマトグラフィ一法及びイオン交換クロマトグラ

フ法でVTGを分離した後に紫外線 (280nm)の吸

光度測定により定量する方法も検討されてきた。

しかし，これらの方法は検出感度や再現性が悪く，

定量性が良くないために広く普及しなかっ た。

EDCsの魚類に対する作用機構の解明や影響実態

の解明 ・評価のためには，雄血清のように低濃度

VTGの測定が必要であり ，従来の方法以上に特

異性が高く(生体試料のように多種多様なタンパ

ク質の中に目的のタンパク質が微量存在する場合

に，目的タンパク質のみを正確に区別すること)， 

定量性の良い(低濃度であっても検出でき，再現

性が良いこと)測定法の確立が要求される。これ

らの目的を達成するために，VTGに対する特異

抗体を用いる抗原 ・抗体反応に基づく免疫学的定

量法が開発されてきた。

3. 1免疫学的定量法

免疫学的定量法は，直接法，競合法及び非競合

法(固相法，サンドイツチ法とも言う)に大別さ

れる。直接法は，特異抗体と抗原を直接接触させ，

抗原抗体反応を起こさせる。形成された抗原抗体

複合体に取り込まれた抗体の量を酵素反応により

発色させる方法あるいは抗原抗体複合体量を直接

測定する方法により抗原 (ここではVTG)の量

を定量する方法である。後述する寒天ゲ、ル内一元

放射免疫拡散法が直接法の代表的な例である。競

合法はFig.2に模式的に示すように特異抗体に対

し識別できる2種類の抗原(例えば，ラジオアイ

%%減。九九~1・
Radio aClivily:Bo B I B2 BJ 

B /Bo > B /Bo > B iB。

Fig. 2 Principle of the radioimmunoassay for the 

d巴termination0 f fish plasma vitellogenin 

ソトープで標識したVTG及び非標識VTG) を反

応させ，抗原抗体複合体中の放射能値から抗原

(VTG)を定量する方法である。競合法は抗原抗

体反応が起こる部位が少なし、小さい分子量の抗原

の定量に適している方法であり，ラジオイムノアッ

セイは競合法に分類される。

非競合法の測定原理は以下の通りである。VTG

の特異抗体(捕獲抗体)と抗原を反応させ，抗原

を捕獲抗体に結合させる。捕獲された抗原に酵素

標識されている抗体をさらに反応させる。最後に，

発色あるいは発光基質を添加 し，発色あるいは発

光強度を測定する。捕獲抗体抗原酵素標識抗

体の系が形成され，抗原が2種類の抗体に挟まれ

るのでサンドイツチ法とも言われる。また， Fig.3 

に示すように酵素標識抗体の代わりにビオチン化

抗体で抗原をサンドイツチし，さらに，酵素標識

アビジン(ビオチンと特異的に結合する)と反応

させる方法もある。抗体を標識する場合，酵素よ

りもビオチンの方が標識し易いこと，市販されて

し、る種々の酵素標識アビジンが使用できるため応

用が広がることなどから近年ではこの方法が一般

化している。非競合法は数種の抗体を使用するた

めに，抗原抗体反応が起こる部位が複数必要とな
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t:J t:J b;o'川

、V¥ノ V

vitcllogcnin ロ
人
中人• • …斗 降三三 ' 

96-wcll polyslyrcne 

rnicrotiter plale 
coated with antibody 
of vilellogcnin 山

ハ
り
@
口
)4

・T二

叩
の
@
自
よろ一

川一円
い己Fig. 3 Principle of the enzYll1e-linked ill1ll1unosorbent 

assay (ELISA) for the determination of白shplasll1a 

vitellogenin.(after Kashiwada S.， 2003) 
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るので，タンパク質など大きな分子の検出 ・定量

に適している。また，同一の試料(タンパク質)

に対し，捕獲抗体と2次抗体の2種類の抗体を使用

するために特異性が非常に高い方法である。

VTGの免疫学的定量においては，測定対象魚

類のVTGに対する抗体を作製する必要がある。

3. 1. 1魚類VTGIこ対する抗体の作製方法
免疫学的検出 ・定量のためには， VTGに特異

的な抗体を作製する必要がある。精製したVTG

あるいは成熟した卵巣卵抽出物(未受精卵の卵黄

抽出物)を用いて作成する方法が一般的である。

卵黄は既に述べたようにVTGが解裂した結果形

成されるので， リポピテリンなどにはVTGと共

通するアミノ酸配列が存在する。 したがって，卵

黄抽出物に対して得られる抗体はVTG ~こ対して

も免疫反応を示す。

1 ) VTGIこ対する抗体の作製
成熟した雌あるいはE2を暴露した魚類 (E2を

暴露すると雄，雌いずれについてもVTGを誘導

するので，雄，雌いずれでも良し、)の血清を採集

し， 血清中のVTGを各種のクロマトグラフィー

の手法を用いて精製する。精製VTG試料を免疫

賦活剤(フロイン ト・コンプリー ト・アジュパン

卜など)と混合 ・乳化する。この乳化物を以下の

方法でウサギに免疫し，抗VTGウサギ抗体を作

製する。すなわち，乳化物をウサギの背部10カ所

程に皮下注射，さらに2週間後に血清 (0.5mL)

のみを同様に注射，最後に注射した2週間後にウ

サギの耳縁辺部から採血する。血清を分離後，

Protein Gカラムなどの適当なクロマトグラフィー

の手法により精製する(例えば，藤井 (2000))。

2)卵黄抽出物に対する抗体の作製

成熟した未受精卵を摘出 し，0.9%の生理的食

塩水で、洗浄する。リン酸緩衝液を加えホモジナイ

ズ後，遠心分離 Cl，OOOG，40C， 10分)する。上

層の脂質層と下層の沈殿物の聞の中間の水層を採

取し，卵抽出液を得る。これを各種のクロマトグ

ラフィーの手法により精製し，リポビテリンを分

取する。精製リポピテ リンを抗原として血清中

VTGの場合と同様にウサギに免疫して抗体を作

製する。

抗卵抽出液ウサギ抗体を雄血清で、吸収操作を行っ

た後に血清中VTGに対する抗体作製の場合と同

様にProteinGカラムなどの適当なクロマトグラ
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フィーの手法により精製 し，抗卵抽出液ウサギ抗

体を得る。なお，雄血清による吸収操作は，雄血

清中に存在するタンパク質を抗卵抽出液ウサギ抗

体中に存在するタンパク質と結合，沈殿，除去す

ることにより抗体を精製する ことを目的として次

の操作で行われる。先ず，抗体(抗血清)に同量

の雄血清を混合し，40Cで一昼夜放置することに

より ，タンパク質を結合，沈殿させる。沈殿し物を

遠心分離 (l5，000G，40C， 30分)及び孔径， 0.45 

μmのj慮紙による櫨過により除去する。

このようにして得られた抗VTGウサギ抗体及

び抗卵抽出液ウサギ抗体はポリクロナール抗体で、

あり，複数の抗原認識部位を有する。したがって，

近縁種のVTGには免疫反応(交叉性)を示すこ

ともあり，近縁種の魚種のVTG測定に使用でき

る場合がある。しかし，免疫反応の低下により ，

検出感度の低下などの問題がある。VTGの化学

的特性において述べたように，分子量が魚種によっ

ても異なることが次第に解明され， VTGを構成

するペプチドのアミノ酸配列も魚種によって異な

ることが考えられる。したがって，測定しようと

する魚種毎に抗体を作製することが望ましいと考

Fig. 4 Precitin reaction of fish plasma vitellogenin. (a氏er

Hara， 1998) 
a:Detection of vitellogenin with th巴 oucht巴r10ny

diffusion method. The antibody of vit巴1I0genin is 

contained in the center circle， plasma of female， 

egg extract and plasma of male fish is contained in 

the circle of♀， Egg and ♂，respectively. The 

female plasma and egg extract reacted with antibody 

and formed precipitate， while， male plasma did not 
react with antibody. 

b:Results of the single radial immunodifusion 

Concentration of VTG is proportional to the area of 

precipitate at the end of the diffusion 
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えられる。

3.1.2寒天ゲル肉一元放射免疲拡散法

寒天ゲル内二重拡散法(オクタロニ一法とも言

い，代表的な結果はFig.4(a)に模式的に示す)が

VTGの検山を目的とする定性的な方法であるの

に対し，この方法は定量を目的としてManciniet 

al. (1965) によって開発された方法であり，マ

ンシーニ法と呼ばれることもある。

1)測定原理

あらかじめVTGの特異抗体を含む寒天ゲルを

作製し，穴に試料(抗原， VTG) を入れ一定時

間培養する。培養後に穴の周囲に形成される沈降

輸(抗原抗体複合体，代表的な結果をFig.4(b)に

示す)の面積を測定する。既知のVTG濃度と沈

降輸の面積との関係を線形回帰分析に適用して作

成した検量線から未知のVTG濃度を推定する。

2)操作

藤井 (2000) はマダイ血清巾VTGを次の操作

で測定している。

2.4%量のアガロースを 10mMリン円安緩衝液

(PBS) (150mMNaC¥， 0.05%アジ化ナトリウムを

含む)に添加。加熱，溶解。

↓ 

↓ 

ウォーターパス上で550Cまで冷却， 550Cに保温

した抗血清(抗マダイ卵抽出液ウサギ抗体)を最

終濃度が0.5""'32%になるように添加。 550CのPBS

でアガロースの最終濃度が1.2%になるように調

整。

↓ 

↓ 

直径9cmのシャーレl枚につき12mLずつ分注し，

固化するまで室温に放置。

↓ 

↓ 

|司化アガロースプレートに直径2mmの試料穴

を空け，試料の2倍希釈系列5μLを添加。(検量

線を作成する場合はVTG標準品)

↓ 

シャーレに蓋をしてビニールテーフ。で、密閉し，

室温でインキュベー卜。

↓ 

各試料の穴の周りに形成される沈降輪の直径を

経時的に計測し，沈降輪の面積とVTG量の関係、

について線形同帰分析を行う。なお，沈降輸の面

積は次式で求める。

沈降輸の面積=(沈降輸の半径)2X3.14一(試料

穴の半径)2 X3.14 

3)測定法の検討

本法によるVTGの検出は寒天ゲ‘ル内の抗体濃

度及び反応時間(培養時間)によって異なるため，

Fujii et al. (1998)及び藤井 (2000) は寒天ゲ

ル内の抗体濃度と培養時間を変化させた場合に検

出されるVTGの濃度範囲を調べた。結果の概要

はFig.5に示されるが，抗血清濃度が0.5%の場合

に沈降輸が観察できるVTGの最大濃度は，培養

期間がl日目で、0.166mg/mL(42.4mg/mLのVTG標

準品を希釈した際の希釈倍率は256倍:256倍希釈，

以下同様)， 3日目で1.33mg加L (32倍希釈). 5日

目以降で1O.6mg/mL (4倍希釈)， 14日を通して

21.2mg/mL (2併希釈)と血清原液 (42.4mg/mL)

では沈降輪は認められない。沈降輪が観察できた

VTGの最低濃度は培養期間14日を通して0.0104

mg/mL (10.4μg/mL)であった。一方，抗血清濃

度が1%以上の場合には，培養期間が1S目以降の

VTGの検出上限濃度は変わらず血清原液 (42.4

mg/mL)においても沈降輸の形成が認められた。

しかし，プレート中の抗血清濃度が上昇するにし

たがってVTGの検出最小濃度は次第に上昇した。

すなわち，検出最小濃度は1""'4%のプレートでは

0.0207mg/mL (20.7μg/mL) (2，048倍希釈). 8%の

プレートでは0.0414mg/mL(41.4μg/mL) (J ，024惰

希釈). 16%のプレートでは0.0828mg/mL(82.8陪

/mL) (512倍希釈)及び32%のプレートでは0.166

mg/mL (166μg/mL) (256倍希釈)で、あった。

これらの実験結果から，抗血清と抗原の両濃度

の相対的な関係により検出される(沈降輸を形成

する)抗原濃度が変化し，抗血清濃度が上昇する

に伴ってVTGの検出最小濃度が次第に上昇する

こと，すなわち. VTG測定感度が低くなること

が明らかであった。また，沈降輪の面積は経時的

に拡大し，抗血清濃度が低いほど，また，抗原

(試料中VTG)の濃度が高いほど面積が一定とな

る時間(抗原抗体反応が完結するまでの時間)が

長くなった。例えば. 14日までに抗原抗体反応が

ほぼ完結したVTG濃度は，プレート中抗血清濃
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度が32%と16%で42.4mg/mL，8%で21.24mg/mL，

4%で10.6mg/mL， 2%で5.3mg/mL，1%で、2.65mg/

mL，また0.5%で、0.66mg/mLで、あった。

14日間の培養終了時における沈降輪の面積と

VTG濃度との関係は， Fig.6のように図示できる。

抗原抗体反応が完結した試料と未完結の試料とに

分けて別々に解析すると，沈降輪の面積とVTG

濃度との聞に強い相関が得られた。両者の間には，

抗原抗体反応が完結した濃度範囲ではl次回帰直

線を，抗原抗体反応が完結していない高いVTG

濃度の範囲では対数回帰曲線を適用すると強し、相

関関係が得られることが明らかになった。本法に

より試料中の抗原を定量するためには，ゲ、ル内の

抗体との抗原抗体反応を完結させる必要がある

(Mancini et al.， 1965，中村， 1985) と指摘され

ているが，抗原抗体反応が未完結で、あっても，抗

原量と沈降輸の面積との関係を対数回帰式で表す

ことで，強し、相関を示す検量線が得られることが

明らかになった。

これらの結果は，抗血清の節約と測定時間の短

縮が可能なことを示唆し， Fujii et al.， (I998) 

は寒天ゲル内抗血清濃度を1%，反応(培養)時

間をl日とした測定条件で、0.0207mg/mLから42.4

mg/mLの濃度範囲のVTGが検出され，また，沈降

輪の面積 (y) とVTG濃度 (x) の聞には， Fig.7 
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の関係が得られることを確認した。 1日の培養時

間の聞に抗原抗体反応が終了したVTG濃度領域

(0.0207 '""'0. 166mg/mL)で、はy=1.8476十105.52X(r2 

=0.999) ，また，抗原抗体反応が未終了の濃度範

囲 (0.166'""'42.4 mg/mL)ではy=42.837+34.064

logX (r2 = 0.988) の検量線を適用することによ

り正確なVTGの定量が可能で、あることが明らか

になった。

4)定量範囲等

Fig.5に示される最小検出濃度及びFig.6の検量

線では，寒天ゲ、/レ内抗血清濃度が0.5%及び8%で

検出されるVTG濃度の最低値は，それぞれ， 10.4 

μg/mL及び、41μg/mLで、あった。また，藤井 (2000)

の培養時間を短縮した測定条件(寒天ゲル内抗血

清濃度1%，培養時間l日)では， Fig.7に示すよう

に20.7μg/mLのVTGを測定することが可能であっ

た。これらの結果から，寒天ゲ‘ル内一元放射免疫

拡散法の定量下限は10'""'40μg/mLの範囲であると

考えられる。

EDCsの魚類に及ぼす影響調査で、は，汚染され

ていない対照水域における雄魚の血清VTG濃度

を測定する必要がある。広島湾における調査(藤

井， 2005) では，マコガレイ雄の血清中VTG濃

度はND'""'0.6/lg/mLで、あったと報告されている。

すなわち， EDCsの影響実態把握調査では

μg/mL以下のレベルのVTG濃度の測定が必要で、あ

るので，寒天ゲル内一元放射免疫拡散法よりさら

に高感度な測定法の開発が必要である。

しかし，本法は簡便で、特異性の高い方法である。

さらに高価な機器を必要としないことも本法の長

所であるので，魚類個体の成熟度のチェック及び

排卵のためにホルモン投与時期の決定などの魚類

成熟過程の管理のために，卵黄形成が進んでいる

時のmg/mLレベルの血清VTG濃度を測定する研究

においては有益な方法であり，高感度の測定法で

ある酵素免疫測定法が開発されるまでは広く一般

的に使用されてきた。
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3.1.3免疫電気泳動法(ロケット免疫電気泳動法，

口一レルロケットテスト)

寒天ゲ、ル内一元放射免疫拡散法では抗体を含ん

だ、ゲ、ル内を抗原が物理的に拡散して沈降輪を形成

するので反応が完了するまでに長時間が必要であ

る。しかし，抗原を電気的に移動させ，分析時間

を短縮するとともに，より正確な測定結果を得る

-40一

Vitellogenin (mg/ml) 

Fig. 7 Relation between area of precipitate and 
concentration of vitellogenin with lday incubation 
on a 1% antibody gel plate. (after F吋ii，2000) 
Solid curve and dotted line represent regression 
curves from the data of complete precipitates 
(y=1.8476 + 105.52 x; r'=0.999) and from those of 
developing precipitates (y=42.837+34.064 logx; r' 
=0.988)， respectively. Arrow shows the tuming 
point (166μg/mL) of the diffusion completed or not. 
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Fig.2に模式的に示したように， VTGIこ対する

特異抗体(抗魚類VTGウサギ抗体)に抗原(試

料VTG) 及びトレーサー(測定しようとする魚

類のVTGを放射性元素 c勺あるいは1311が用いら
れている)を一定時間反応させる。形成された沈

殿(抗原抗体複合体)の放射能 (B)を測定する。

抗体とトレーサーのみを反応させた時に形成され

る沈殿の放射能 (Bo)に対するBの割合を計算す

る。 Fig.8にl例を示すが，既知量のVTGについて

測定したB/B"とVTG量との関係(検量線)に基

づき試料中VTG濃度を求める。

ために本法が開発された。

一般的には，本法は以下の操作で行う。アガロー

スゲルに抗血清を添加して厚さ 1.5mm程度のゲ、/レ

平板を作製し，ゲ、/レに空けた直径2'"'-'3 mmの穴に

抗原溶液を充満させる。抗血清(抗体)が移動し

ない条件下で抗原溶液を電気泳動させると，抗原

と抗体が反応してロケット状の沈降物(抗原抗体

複合体)が形成される。ロケットの面積(あるい

はロケットの高さ)は抗原量に比例するので，

ケットの面積や高さと抗原量との聞の関係(検量

線)から抗原 (VTG)の濃度を求める。

ロ

2)操作

Cope1and and Thomas (988)がニベ科の海産

魚類 (spottedseatrout) の血清中VTGを測定した

方法の概要は下記の通りである。

試料VTG (100μL)， トレーサー c勺で標識し
たVTG，100μL， ¥O，OOOcpm)，抗血清 (100μL)

をケイ酸ガラス試験管中で混合し， 40Cで一昼夜

反応させる。

↓ 

↓ 

2番目の抗体(抗ウサギγグ、ロプリンヤギ抗体)

50μL 0:20希釈)及びキャリアー血清(通常のウ

サギ血清， 1:1，000希釈)を添加し，さらに40Cで

一昼夜培養して反応を停止。

↓ 

↓ 

6%ポリエチレングリコーノレ500μLを添加し，

ミキサーで撹枠後，遠心分離(15分， 1，500g)す

る。

3.1.4ラジオイムノアッセイ法

寒天ゲル内一元放射免疫拡散法で、は検出で、きな

い低濃度のVTGをより高感度に検出・定量する

ために，ラジオイムノアッセイ法が1970年後半か

ら1980年代にかけて開発された。開発した手法を

魚類VTGの研究に応用し，大西洋サケ(Idleret 

al.， 1979， So et al.， 1985)，ニジマス (Sumpter，

1985， Copeland et al.， 1986) 及びニベ科の海産

魚 (spotted seatrout， Cynoscion nebulosus) 

(Copeland and Thomas， 1988)の血清中VTG濃度

が測定された。また， Sumpterらのグ、ループによ

るEDCsの魚類に及ぼす影響実態把握や作用機構

解明に関する研究において，ニジマス等の淡水魚

類の血清中VTGがラジオイムノアッセイ法によ

り測定された(例えば， Job1ing et al.， 1996)。

1)測定原理

¥
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I
A
 上清をピペットで除去した後に沈殿の放射能

(B) を計測する。

100 

↓ 

↓ 

試料vrGを含有しない系において同様な操作
を行い， トレーサー(山Iで標識したVTG) と抗

体(抗魚類vrGウサギ抗体)によって形成され
た沈殿の放射能 (Bo)を測定する。 BIB。の割合

を求める。なお，放射能 (B及びBo)はゲルマニ

ウム半導体検出器など適切な放射能測定器を用い

て測定する。
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既知量のVTGについて測定したB/B。とVTG量

との関係(検量線)を適当な回帰曲線に適用する。

測定試料のBIB。を検量線に適用し試料中VTG濃

度を求める。

なお，検量線を作製する時には，測定対象魚類

で調製した既知濃度のVTGを用いる。

3) トレーサー(放射性ヨウ素で標識したVTG)

の作製

トレーサーの作成は2つの過程， VTGの精製と

放射性元素による標識に大別される。

(1) VTGの精製

通常成熟期雌の血清あるいはE2により VTG

の生成が誘導された雄個体の血清を試料として

用いて， 3.1.1魚類VTGに対する抗体の作製方

法において述べたように，遠心分離，透析，再

溶解及び各種のクロマトグラフィーの操作によ

り測定対象魚類のVTGを精製する。

(2 )放射性ヨウ素によるVTGの標識
So et al. (1985)は， Sa1acinski et al. (1981) 

の方法に準拠した外部標識法でニジマスの

VTGを放射性ヨウ素で標識し，ニジマス血清

中VTGの定量に用いた。ヨウ素化の手)1慎は以

下の通りである。

ジクロロメタンで1mg/mLに調整した1，3， 4， 

6-テトラクロロ・3α ，6αージフェニノレグリコー

ルウリル(ヨードゲン)5μLをケイ酸ガラス試

験管に入れ，溶媒を揮発させる。

↓ 

↓ 

試験管の底にヨードゲンの膜を形成する。

↓ 

VTGが溶解されている0.5Mのリン酸緩衝液

(pH 7.4) 25μL (VTG量10μg) を試験管に添加

する O

↓ 

1.5mCiのNa1311が混合物に添加され， 12分間

放置して反応が進められる(半減期の長いアイ

ソトープ， Na'25 1が使用される場合もある)。

↓ 

↓ 

0.05Mリン酸緩衝液600μLを添加して反応を

停止する。放射性ヨウ素により標識されたVT

GをSephadexG-25Mを使用するカラムクロマ

トグラフィーで精製する。

4)解説

試料VTG，トレーサー('おIあるいは131Jで標識

したVTG) 及び抗血清(抗魚類VTGウサギ抗体)

を反応させる抗原抗体反応において，試料VTG

及びトレーサーはいずれも抗血清と反応し，沈殿

(抗原抗体複合体)を形成する。結合するトレー

サーの量は試料中に存在するVTG量に依存して

変化する o 試料中VTGの量が多いほど，結合す

るトレーサー量の害IJ合は小さくなり， Bの放射能

値は小さくなる。したがって， B/B。の割合も試

料中VTGの量が多いほど小さくなる。

形成された抗原抗体複合体の放射能値の計数の

ためには，抗原抗体複合体を分取する必要がある。

一般的に遠心分離により分取されるが，分取を容

易にするために抗原抗体複合体の形状を大きくす

ることが望ましい。このために抗原抗体複合体に

2番目の抗体(抗ウサギγグロプリンヤギ抗体)

を反応・結合させ，抗原抗体複合体の形状を大き

くする。なお，抗ウサギγグロプリンヤギ抗体は

各社から市販されており，購入・使用することが

できる。

VTGの放射性同位元素による標識においては，

放射性ヨウ素による標識が一般的である。 Nal31J

(あるいはNa'勺)をイオン化させ，タンパク質に

結合させる。このヨウ素のイオン化のために各種

の酸化剤が使用される。ラジオイムノアッセイの

ためには，比放射能 (10mCi/ mg程度)の高い標

識抗原が必要である。また，ヨウ素のイオン化の

ために使用する酸化剤によるVTG(タンパク質)

の損傷は，比放射能の低下のみならず， VTGの

免疫学的活性低下を引き起こすことも考えられる。

酸化剤としてクロラミン T，過酸化水素，塩素

ガス及びチオ硫酸ナトリウムのような各種の化合

物が使用されてきたが， Sa1acinski et al. ( 1981) 

は，ヨードゲンが従来から使用されている酸化剤

に比較してタンパク質の損傷を最小にし，さらに

比放射能の高いVTGが得られることを明らかに

した。 したがって， Sa1acinski et al. ( 1981 )は，

タンパク質のような高分子化合物の放射性同位元

素による外部標識においてはヨードゲンが適して

いることを解明し，以後一般的に使用されている。

5)定量範囲等

寒天ゲ、ル内一元放射免疫拡散法に比較すると感

度はl万倍高く，数ng/mLの低濃度のVTGの測定
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が可能である O 雄及び成熟休止期の雌血清中の

VTG測定が可能である。

ラジオイムノアッセ法では放射性同位元素

('25 Iあるいは131J)で標識した抗原を作製し，さら

に， VTGの測定陳作において放射性同位元素で

標識した抗原を使用することが必須で、ある。放射

性物質を取り扱うために，特別な施設が必要であ

る。さらに，標識抗原中の放射性同位元素('日I

あるいは131J)が欣出する γ線を測定する必要が

あり，そのためには γ線スベクトロメトリー(ゲ

ルマニウム半導体検出器)の放射能計測機器を必

要とする。このように，特殊な施設及び機脱を必

要とすること及び次に述べるVTGの高感度な分

析手法である酵素免疫測定法が開発されたために，

脱在我国ではあまり普及していなし、。

3. 1.5酵素免疫測定法(サンドイツチ法)

酵素免疫反応の特異性の高さ及び定量性の良さ

を確保しながらラジオアイソトープを使用するラ

ジオイムノアッセイの短所を改良する目的で1990

年代初頭から多くの研究が行われてきた。ヨーロツ

パソール (Soleu vulguris) (Rodriguez ef ul吋

19R9) ，アメマス (Sulvelinusleucomuenis) (Kwon 

ef ul.、1990)，マイワシ (8ω'dinopsmelanosficlIs) 

(Matsubara ef al.， 1994)， スズキ科魚類

(Dicenfrarchlls labrax) (Mananos ef al.， 1994)， 

1995) ，マコガレイ (Plellronectes yokohamae) 

(Hashimoto ef al.、199R)，マハゼ、 (AcωlfhogohillS

flavimanus) (Ohkubo ef al.， 2003b) などの魚類

について測定系が確立された。そのほか，コイ，

ヒメダカ等の淡水魚についても測定法が確立して

いる。また，近年，松)!j{らの研究チーム(大久保

ら， 2006) は， トビハゼ，シロギス，ボラ，イシ

ガレイ，メイタガレイ及びマガレイの6種類の海

産魚類及びウグイのVTG測定系を確す.し， EDCs 

による水域内染実態解明調査を行っている。酵素

免疫測定法の1)再発により，血清rt1微量VTGの測

定が可能となり，卵黄形成過程におけるVTGの

生用学的研究，雄魚血清におけるVTGの存在及

び季節変動， ，lf;びに海域におけるEDCsによる水

域内染実態解|リlに閲する研究が大きく前進した。

1)測定原理

Fig.3に測定原理を模式的に示すが，出1]定対象

魚類のVTGに対する特異抗体(抗魚類VTGウサ
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ギ抗体，捕獲抗体)に抗原(試料VTGあるいは

標準VTG) を反応させ， VTGを捕獲抗体に結合

させる O 捕獲抗体に捕集されたVTGiこピオチン

で標識している対象魚類VTGに対する抗体を結

合させる。酵素楳識したアビジンを反応させた後

に酵素の基質(発色基質)を加える。酵素反応の

生成物(発色物質)の吸光度を測定する。標準

VTG濃度と吸光度の間の関係式(検量線)から

試料中VTG濃度を定量する。

2)操作

Okumura et al. (1995) がウナギの血清VTGの

測定系を開発した研究に基づきその操作を以下に

述べる O

(1)測定の準備

ポリスチレン製ELlSA用96穴マイクロタイター

プレートに精製した抗ウナギVTGウサギ抗体

(捕獲抗体) (40μg/mLリン酸緩衝液 (PBS)) 

150μLを分注する o 40Cで4時間インキュベート

し，マイクロタイタープレートの表面に抗体を

塗布する。

0.1 % Tween20を含有するPBS(PBS-T) 200μL 

で2回洗浄

プレート表面へのVTGの非特異的吸着(抗

体が塗布されていないプレート表面への吸着)

を阻止するために，抗体が塗布されていない掛

壁面へ牛血清アノレブFミン (BSA) を塗布する。

なお， BSAはiill捷抗体には結合しない。この撒

作をブロッキングと言う O

l%BSAを含有するPBS (PBS-BSA)， 200μL 

を分注し， 40Cで4時IHJインキュベー卜する。さ

らに， PBS-Tで2回， PBSでl凹洗浄し，余分な

BSAを除去する。

( 2 )測定操作

試料(あるいは標準VTG)溶液100μLを分注

し， 40Cでお時間インキュベー卜する。その後，

PBS-Tで21"1， PBSでl回洗浄し，捕獲抗体に結

合しなかったVTGを除去する。

VTGはI%BSA，O.I%Tween 20及び0.01%チ
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メロサールを含有するリン酸緩衝液 (PBS-

BSA-T) で等倍に希釈される。 BSAは低濃度で

のVTGの安定化のため， TweenはVTGの非特異

的吸着(抗体以外の場所への吸着)の防止，チ

メロサールはVTGの分解防止のために使用さ

れる。

↓ 

↓ 

ピオチンで標識した抗リポピテリンウサギ抗

体 (PBS-BSA-Tを用いて希釈) ¥00μLを分注し，

40Cで12時間インキュベートする。インキュベー

卜後， PBS・Tで2回， PBSでl回洗浄し，捕獲抗

体上のVTGIこ結合しなかった余分なピオチン

化抗体を除去する。

↓ 

ストレプトアピジン・西洋ワサビベルオキシ

ダーゼ複合体溶液 (PBS-BSA-Tで調製) 100μL 

を分注し，室温で1.5時間インキュベートする。

さらに， PBS-Tで2回， PBSでl回洗浄し，ピオ

チンに結合しなかったベルオキシダーゼ複合体

を除去する。

↓ 

酸化還元試薬(オルトフェニレンジアミン)

溶液を添加し，ベルオキシダーゼの作用により

オルトフェニレンジアミンを酸化し，発色させ

る。 lN硫酸150μLを添加して発色反応を停止後，

492nmの吸光度をマイクロプレートリーダーで

測定する。

l成光度とVTG濃度との関係式(検量線)を

用いて試料中VTG濃度を定量する。

3)定量範囲等

Ohkubo et al. (2003a， b) は，マハゼ‘血清中に

分子量が530kDaの他の魚種についても報告され

ているVTG(VTG-530) と，これよりは分子量が

小さい(320kDa) 成分を検出した。分子量320

kDaの物質はティラピア (Kishidaand Specker， 

1993)やゼブラフィッシュ (Wanget al.‘2000) 

で報管された別のタイプのVTG (VTG-320) (ホ

スピチンが欠落したVTG) であると推定した。

この2つのVTG (VTG-530及びVTG-320) に対す

る抗体を作成するとともに，測定系を確立した。

1.5 

1.0 

u国〈っ

0.5 

。
1.5 I EL臥川TG-3ア
1.0 

ぴ∞〈ヨ

0.5 

10 100 1.∞o 10，000 1∞.000 1，000.000 
VTO (ng I mL) 

Fig. 9 Standard curve of two kind of vitellogenin (VTG-
530 and VTG・320)in Japanese common goby on 
ELISAs for VTG・530(A) and VTG・320(8). (after 
Ohkubo et al.， 2003b) 

測定可能なVTGの濃度範囲は， Fig.91こ示した検

量線からVTG・530で1.3"-'160ng/mL，また， VTG-

320で0.3"-'66ng/mLであった。酵素免疫測定法の

測定感度はラジオイムノアッセイと同等かあるい

は優れていると考えられる。

4)解説

(1)捕獲抗体及びビオチン化抗体の作製

3.1.1で述べた手法により魚類血清VTGある

いは卵黄抽出液に対して作製・調製した抗体を

捕獲抗体として使用する。 Okumura et al. 

(1995) によるウナギの測定系では，卵巣抽出

液(リポピテリン)に対する特異抗体がVTG

を保持するために使用されている。リポピテリ

ンに対する特異抗体(抗リポピテリンウサギ抗

体)をペプシンで消化した後に，非特異結合

(VTG以外のところへの結合)の要因となりう

るフラグメントFcを除き，抗原 (VTG) との

特異的な結合に重要なフラグメント((Fab') 

2) を精製し，さらにピオチン標識を施してい

る。フラグメント ((Fab')2)の使用H的は，

VTG以外の場所へのピオチン化抗体の結合を

防止することによりパックグランドのノイズを

低減し，検出感度を高めることである。なお，

ピオチン標識キットが各社から販売されており，

フラグメント ((Fab')2) のビオチン標識に使
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用されている。

Ohkubo et al. (2003b)は，マハゼ、血清中の

VTG-320をVTG・530のアッセイ系(抗VTG岨530

ウサギ抗体を使用)で，また， VTG-530をVTG-

320のアッセイ系(抗VTG・320ウサギ抗体を使

用)を用いて測定した。 VTG・530及びVTG-320

は，それぞれ， Fig.9の (A) の黒丸及び (B)

の黒三角印の曲線のように測定された。この結

果から，抗VTG-530抗体及び抗VTG-320抗体は

共通の認識部位を持ち，それぞれ， VTG-320及

びVTG-520と免疫反応(交文性)を示すが，そ

の検出感度は著しく低下することが明らかであ

る。したがって，抗体は，基本的には測定しよ

うとするVTGに固有であり，測定対象毎に作

製する必要がある。

(2 )ストレプトアビジン・西洋ワサビペルオ

キシダーゼ複合体

アピジン(卵白中に含まれる糖タンパク質)

はビオチンと特異的に結合する。アピジンは測

定対象魚種に特異的な成分ではないので市販品

を全ての魚種のVTG測定に使用することがで

きる。

( 3 )発色系

ベルオキシダーゼの他にアルカリホスファター

ゼ及びBガラクトシダーゼと，それらの酵素反

応によって呈色する色素を基質とする酵素反応

系が用いられる。上で引用したすべての測定系

では，ペルオキシダーゼによる基質の酸化によ

る発色系が採用されていた。

このように本法は魚種に特異性が高く，また，

定量性の良さ(検出感度が高し、)など多くの長

所を備えている。発光試薬の使用など検出系の

改良により検出感度をさらに高くすることも可

能である。マイクロプレートリーダーなど高価

な機器も必要とするが，放射性同位元素を取り

扱うような特別な施設及び機器を必要とせず，

ラジオイムノアッセイに取って代わる方法であ

ると言える。しかし，特異性が高いがために，

測定対象魚類について，抗原(血清中VTG及

び成熟卵抽出物)の精製，抗原のウサギへの免

疫，抗体の作製，抗体の精製などの多くの煩雑

な操作が必要であり，これに伴って熟練した技

術が要求される。これらの技術の習得及び熟練

の必要なことが酵素免疫測定法の短所である。

また，ラジオイムノアッセ法と同様に検出感

度が高いために，卵黄形成期盛期の雌血清中の

VTGのような高濃度の試料(サケ・マス類の

雌血清で、は30~40mg/mLまで上昇すると報告さ

れている(原， 1998)) では，高い倍率で希釈

する必要があると考えられる。試料を高い倍率

で希釈することは測定誤差の原因となるので，

高濃度試料に対して酵素免疫測定法(サンドイツ

チ法)あるいはラジオイムノアッセイ法を適用

することは問題があると考えられる。測定感度

の劣る寒天ゲ、ル内一元放射免疫拡散法あるいは

後述する高速液体クロマトグラフ (HPLC) を

用いる機器分析による手法の適用を検討するこ

とも重要であると考えられる。

メダカについては，酵素免疫測定法に必要な

VTG (抗原)の精製及び抗体の作製が企業

(株式会社トランスジェニック)で開発され，

ELISAキットとして市販されている。海産魚に

ついてもルーチンの測定法として普及するため

には，測定法の規格化，キットの作製，あるい

は，多くの魚種に交文性を有するユニバーサル

抗体の作製などが今後の課題であると考えられ

る。

3.2機器分析 (HPLC)手法による測定
VTGはプロテアーゼによる分解を受けやすい

ことから迅速な分析方法も有用であると考えられ

る。近年， HPLC装置及び分離用カラムの開発・

発展により， HPLCによるVTGの分離・定量も可

能となってきた。 Yamanakaet al. (I 998) は，

陰イオン交換カラムを使用する方法をマミチヨグ，

マダイ及びコイの血柴試料に適用し， 20μg/mLレ

ベルの血築中VTGを検出・定量することができ

る手法を開発した。

分析条件は，以下の通りである。

カラム:POROS-HQ (陰イオン交換カラム)

検出器 :UVモニター (280nm)

試料量:IOIlL 

溶離液:A; 20mMトリス塩酸緩衝液 (pH8.0) 

B ; 1.5MNaClを含有する20mMトリス

塩酸緩衝液 (pH 8.0) 

溶離液の濃度勾配:

下記のプログラムのように溶離液A及びBを混

合し，溶離液Bの割合を段階的に増加し，混合溶

離液中NaCl濃度を増大させる。

0-2分;溶離液AI00%，2-3分;溶離液Bの割合

を10%まで直線的に増加， 3-4分;溶離液BIO%，

4-10分;溶離液Bの割合を80%まで直線的に増加，

-45-
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により他の成分から単離できることが明らかになっ

た (Fig.10)。

精製VTGを用い，イオン交換HPLC法により検

量線 (Fig.10) を作成したところ， 2・150μgまでの

範囲で直線性を示したことから，検出下限は2μg

であった。分析に使用する試料溶液を1OI1Lとす

ると.検出下限は約20μg/mLで、あり，成熟・産卵

期の雌血清中のVTG測定には使用することがで

きる。

飯島ら (2001)は，成熟・産卵期のマコガレイ

の雌血清中VTGを酵素免疫測定法及びイオン交

換HPLC法で測定し，両者の測定値を比較した。

VTG濃度が1mg/mL以上の血清を1，000-10ρ00倍に

希釈し，酵素免疫測定法で測定した場合，イオン

交換HPLC法による測定値より低くなる傾向が見

られることを報告し， VTG濃度が1mg/mL以下と

予測される場合には酵素免疫測定法を，また，以

上と予測される場合にはイオン交換HPLC法を適

用することを推奨している。

VTGの分子量は魚種により異なることを上述

した。 VTGの化学的特性は，イオン交換HPLCに

よるVTGのクロマトグラム(保持時間及びピー

クの形状)に影響する可能性がある。従って，検

量線の作製などのために標準物質として使用する

VTGは測定対象魚類から精製・調製することが

必要である。しかし，イオン交換HPLC法では，

酵素免疫測定法と異なって測定対象魚類毎に抗体

(捕獲抗体及びピオチン化抗体)を作製する必要

がない。抗原の免疫及び抗体作製並びに抗体の精

製のための煩雑な操作及び熟練した技術が要求さ

れない。操作が簡便であるために， lmg/mL以上

の高濃度の血清中VTG試料のルーチンの分析に

は有益な方法である。

10・11分;溶離液Bの割合を100%まで直線的に増

加， 11・14分;溶離液BI00%

溶離液の流速:2.5mLl分

この分析条件で，陰イオン交換カラムに吸着し

たVTGは，溶離液の塩濃度(イオン強度)の変

化に伴ったイオン交換により， Fig.1Oに示すよう

に分析開始約10分後に溶出する。飯島ら (2001)

もイオン交換HPLC法によるVTGの分析を検討し，

Yamanaka et al. ( 1998) と同様な結果を得てい

る。 Yamanakaet al. (J 998) 及び飯島ら (2001)

は，保持時間約10分のピークをSDS-ポリアクリ

ルアミド、ゲ、ル電気泳動 (SDS-PAGE) で分析した

結果，ほぼ単一のバンドを示し，分子量が150・

170kDaのVTG単量体であることを明らかにした。

すなわち，魚類血清中VTGをイオン交換HPLC法
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おわりに

魚類血清中VTGの測定に焦点を当てて，その

手法の開発及び発展過程を概観した。検出感度，

精度，測定の簡便さ，使用する機器や設備の特殊

性等の視点で考えると， EDCsによる水域汚染の

実態解明や魚類に対する作用機構解明の研究にお

いて適用できる測定法は酵素免疫測定法及びイオ

ン交換HPLC法であると考えられる。この2つの

方法はともにほぼ完成していると考えられるが，

特に，酵素免疫測定法については，手法の規格化，

キット化などさらなる手法の簡素化のための検討
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Fig. 10 Separation of serum proteins from female mature 
flounder by HPLC (A) and calibration curve of 
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がなされることを期待する。

さらに， VTG生成に関与する遺伝子の発現が

EDCsの影響解明の有益な情報となることが考え

られ，遺伝子発現測定法の開発及び規格化(ルー

チン化)に関する研究も今後の重要な課題と考え

られる C

なお，次号では，初心者が実験を行う際の指針，

参考とするために，酵素免疫測定法及びイオン交

換HPLC法について最新の方法及び実験や現地調

査を行う|際の注意点について具体的に解説する予

定である。
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