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論 文 の 内 容 の 要 旨

カダヤシGα椚ム〟血q解〝ねは､濾胞内妊娠と呼ばれる胎性様式をとり､卵成熟しても排卵

せず､出産まで濾胞内で胚発生が進行する｡また､卵胎生である本種は､胚発生に必要な栄

養の大部分を卵内に蓄えた卵黄に依存している｡一般的に魚類を含む卵生脊椎動物では､

卵黄の主体である卵黄タンパクは雌性ホルモンの刺激により肝臓で前駆体(ビテロジェニン‥

Vg)が合成され､血液により運搬されて､受容体を介して卵母細胞内に取り込まれる｡その際､

Vgは限定的な分解を受け､リボビテリン(Lv)､フォスビチン(Pv)､およびβ,一成分(βc)の3種

類の卵黄タンパクとして蓄積される｡これまでにマツカワなどで､Lv-Pv-βc-C末端成分(Ct)か

らなる一般的な構造をもつ2種類のVg(VgAおよびVgB)の存在が明らかにされている｡また､

ゼブラフィッシュでは一般型Vg遺伝子の他に､Pv領域を欠いたPv欠損型Vg(PvlVg)遺伝

子の存在が証明されている｡

本研究では､カダヤシを材料として3種類のVgの存在を遺伝子とタンパクの両面から明

らかにすることを試みた｡雌性ホルモン処理したカダヤシの血祭から分子量600kDaおよび400
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kDaのVg(600Vgおよび400Vg)が精製され､免疫学的分析により600Vg中に2種類の異

なるVgタンパク(600VgAおよび600VgB)が存在することが示された｡卵黄形成期の卵母細

胞中には､560kDa(560Yp)､400kDa(400Yb)お真び28kDa(28Yp)の3種類の卵黄タンパ

クが確認され､そのうち560Ypおよび28Ypは600Vgに由来し､それぞれLv重鎖一Pv-Lv軽

鎖からなる複合体とβcであると考えられた｡また､400Ypは免疫学的分析から400Vgが卵母

細胞に蓄積する際に分解を受けずに取込まれたものであることが示された｡雌性ホルモン処理

したカダヤシ雌肝臓から作製したcDNAライブラリより､600VgA､600VgBおよび400Vgの完全

なcDNAクローンを単離し､全配列を決定した｡そのうち600VgAおよび600VgBは一般型Vg

であり､400VgはPvIVgであった｡

浮遊性卵を生む海産魚であるマダイアαgr〟∫椚¢orを用いて同様の分析を行った｡カダヤ

シVg遺伝子情報をもとに､マダイ肝臓cDNAライブラリより3種類のVg遺伝子の全配列を決

定した｡3種類のVgのうち2種類はカダヤシVgAおよびVgBと､もう1種類はPvlVgと高い

相同性を示した｡雌性ホルモン処理したマダイの血中から610kDa(610Vg)および340kDa

(340Vg)の2種類のVgタンパクが分離された｡N一末端アミノ酸配列分析から､610Vgは540

kDaLvと33kDaβcに分解されて卵母細胞に蓄積されることが示された｡一方､340Vgは免疫

学的分析によりPvIVgであることが示され､カダヤシPvlVgと同様に卵母細胞に取込まれても

分子量に変化を示さなかった｡卵成熟時には､VgAおよびVgBに由来する卵黄タンパクはそ

れぞれ異なる分解を受け､生じるアミノ酸により浮遊性獲得のための吸水を調節することが示

唆された｡それに対し､340Vg由来の卵貴タンパクは､吸水への関与は認められなかった｡これ

らの結果から､胎性のカグヤシとは異なり､浮遊性卵を産生する系統学的に高位な海産魚で

は､VgAとVgB由来の卵黄タンパクを精妙に分解しわけることで卵の物理的性質を調節して

いることが示唆された｡

カダヤシの3種類のVgに由来する卵黄タンパクが､どのように蓄積･利用されるのかを明

らかにするため､卵母細胞および胚に含まれる卵黄タンパク量を測定し､その変化を調べた｡

600Vg､400Vg､560Ypおよび400Y少量の測定のため､600Vg抗体および400Yわ抗体を用い

た酵素免疫測定系を確立した｡卵黄形成期の卵母細胞にはごく初期のものを除いて560Ypと

400Yゎが約4対1のモル比で蓄積されていた｡一方､卵黄形成期の雌の血中には600Vgと

400Vgが約3.3対1のモル比で存在し､Vgがその比率を概ね維持したまま卵母細胞に取込ま

れることが示唆された｡その後､胚発生が進行するとそのモル比は変化し､神経胚期を過ぎると

560Ypと400Ypの比率が約1.4対1となった｡このことから､カグヤシでは一般型VgとPvIVg
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が一定の比率で卵母細胞に取込まれ､胚発生時には一般型Vg由来の卵黄タンパクが先行し

て利用されていることが明らかとなった｡

本研究ではカダヤシに一般型VgであるVgAとVgB､そしてPvIVgの3種類のVgが存

在することを､魚類で初めて証明した｡これら3種類のVgは､繁殖様式の異なるマダイにおい

ても確認され､系統進化的に高位の魚種に共通する可能性を示唆した｡さらにカダヤシでは3

種類のVg由来の卵黄タンパクについて､卵黄形成期の取り込みから胚発生時の利用までの

量的な変化を明らかにし､異なる卵黄蛋白の蓄積･利用動態の一端を解明した｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文の公開学位論文発表会は,審査委員全員を含む関連教員や学生の出席のも

と､平成17年8月3日､岐阜大学連合農学研究科棟において実施された｡提出され

た学位論文の主な審査結果は以下の通りである｡

本論文では､カグヤシを材料として次の三つの実験観察が行われた｡

第一の実験では,カダヤシの3種類の卵黄前駆体(ビテロジェニン;Vg)の存在を遺伝子

とタンパクの両面から明らかにすることを試みた｡雌性ホルモン処理したカグヤシの血妓か

ら分子量600kDaおよび400kDaのVg(600Vgおよび400Vg)が精製され､免疫学的分

析により600Vg中に2種類の異なるVgタンパク(600VgAおよび600VgB)が存在するこ

とが示された｡卵黄タンパクはリボビテリン(レ),フォスビチン(Pv)およびβ'一成分(βc)の3

種類からなる｡卵黄形成期の卵母細胞中には､560kDa(560Yp)､400kDa(400Yp)および

2$kDa(2$Yp)の3種類の卵黄タンパクが確認され､そのうち560Ypおよび2SYわは

600Vgに由来し､それぞれLv重鉄Pv-Lv軽鎖からなる複合体とβcであると考えられた0ま

た､400Ypは免疫学的分析から400Vgが卵母細胞に分解を受けずに取込まれたものであ

ることが示された｡雌性ホルモン処理したカダヤシ雌肝臓から作製したcDNAライブラリよ

り､600VgA､600VgBおよび400Vgの完全なcDNAクローンを単離し､全配列を決定した｡

そのうち600VgAおよび600VgBは一般型Vgであり､400VgはPvIVgであった｡これらの

結果からカダヤシでは2種類の一般型VgⅣgAおよびVgB)と1種類のフォスビチン欠損

型Vg(PdVg)の3種類存在することがタンパクと遺伝子の双方で証明された｡

第二の実験として,カグヤシの3種類のVgに由来する卵草タンパクが､どのように蓄積･

利用されるのかを明らかにするため､卵母細胞および胚に含まれる卵黄タンパク量を測定

し､その変化を調べた｡卵黄形成期の卵母細胞には560坤と400Yゎが約4対1のモル比

で蓄積されていた｡一方､卵貴形成期の雌の血中には600Vgと400Vgが約3･3対1のモ

ル比で存在し､Vgがその比率を概ね維持したまま卵母細胞に取込まれることが示唆され

た｡その後､胚発生が進行するとそのモル比は変化し､神経胚期を過ぎると560Ypと4001浄

の比率が約1.4対1となった｡このことから､カグヤシでは一般型VgとPvIVgが一定の比

率で卵母細胞に取込まれ､胚発生時には一般型Vg由来の卵黄タンパクが先行して利用さ

れていることが明らかとなった｡

第三の実験として,カダヤシで得られた多型Vgの一次構造と､卵黄タンパクの分子変化

を繁殖様式の異なる他の魚種と比較するため､浮遊性卵を生む海産魚であるマダイ

伽椚¢)rを用いて同様の分析を行った03種類のVgのうち2種類はカダヤシⅤめお
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よびⅤ歩と､もう1種類は恥1Vgと高い相同性を示した｡雌性ホルモン処理したマダイの

血中から610kDa(610Vg)および340kDa(340V由の2種類のVgタンパクが分離され､

610Vgは540kDaLvと33kDaβcに分解されて卵母細胞に蓄積され､340Vgは卵母細胞

に取込まれても分子量に変化を示さなかった｡卵成熟時には､VgAおよびVgBに由来す

る卵黄タンパクはそれぞれ異なる分解を受け､生じるアミノ酸により浮遊性獲得のための吸

水を調節することが示唆された｡これらの結果から､マダイにおいても3種類のVgの存在が

証明されたが､胎性のカダヤシとは異なり､浮遊性卵を産生する海産魚では､VgAとVgB

由来の卵黄タンパクを精妙に分解しわけることで卵の物理的性質を調節していることが示

唆された｡

以上について,審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位

論文として十分価値あるものと認めた｡
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