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　環境水温 の 変動は変温動物 で ある魚類 に極めて 大 きな

影響をもたらす 。 生体内の化学反応の多くが温度依存性

を示すか らで ある 。 した が っ て ， 温度適応 とい う現象の

解明は，魚類の 生理や生化学的性状を理解す る上で 不 可

欠で あ る 。

　変温性魚類の温度適応を，それ に 要す る時間とい う観

点か ら区別す ると，便宜的 に 以下 の 3 つ の様式が考 え

られる 。 すなわち，短時間の温度変化 に対す る適応 ， 適

応 に 数 日を 要す る 温度馴化 ， 進化 に よ る遺低形質の 変化

を伴う適応 で あ る el
〕

　 1980 年代初頭 ま で に 魚類 の 温度馴化 とい う現象 に対

して多くの 研究が蓄積され て お り，そ の範囲 は個体生存

温度域の変化か ら酵素活性の変化とい うレベ ル まで お よ

ん で い た 。

且・2〕例 え ば，多 くの 魚類 に お い て高温馴化に伴

い 上限致死温度 が上昇する こ とが報告されてい る。

3）高

温馴化 に伴う酵素活性 の 変化 の 例 として は，リ ソ ソーム

や 窒 素代謝に関す る多 くの酵索の活性 が 上昇す る こ とが

挙げ られる 。

1〕
こ れ らの酵素活性の変化は ， 代謝産物の

分解を通 じて ，高水温下 に お ける生存に寄与 して い る と

推測され て い る 。 同様に，多 くの 魚類 に おい て 低温馴化

に伴い 下 限致死温度が低下す る こ と が報告 され て い

る 。

3）さらに，キ ソ ギ ョ な どの
一

部 の 魚種 に お い て は 低

温馴化 に伴 う遊泳能力の上昇 も報告されて い る。

4｝生化

学 レベ ル で の 研究か ら，多 くの 魚類に お い て低温馴化 に

伴 い 酸化的 リン 酸化経路 に よ る ATP 産 生 能力が 上 昇す

る こ とが知 られ て おり，こ の ATP 産生能力の 上昇は ，

遊泳能力の 増大に寄与 して い る と推測され て い る。

1・5） ま

た ，
コ イな どの

一部の魚種で 低温馴化に伴う細胞膜脂質

組成の 変化 が報告され て お り， こ れ ら の 魚種で は膜流動

性 の 増加を通 じて 酸化的 リソ 酸化経路に 含ま れ る酵素の

活性を上昇させて い るとい う仮説が提唱されてい る。

6の

　上記の ような温度馴化とい う現象の 背後に は，遺伝子

発現の変化 が存在 す る と予 想 さ れ る。従 っ て ，遺伝子 の

発現変動 とそ れ に コ ードさ れ る タ ン パ ク 質の 量的変化 と

い う観点か ら研究を 進 め れ ば，よ り統
一

さ れ た 視点 で 温

度馴化 とい う現象を把握 で き る と考 え られ る 。 著者が研

究を始めた 1990年代初頭 に お い て ，上記の ような観点

か らの 研究 は ほ とん どな か っ た 。 しか し ， 現在で は ， 著

者 らの 研究 に加えて ， コ イ ・ミオ シ ソ重鎖，S・9） コ イ脂肪

酸不 飽和化酵素，10）低水温下 に 生息 す る 魚類 の 抗凍結 タ

ソ パ ク質，U ）様 々 な 魚種 の 熱 シ ョ ッ ク ・ タ ソ パ ク質12・13）

な どの研究が分子レベ ル で進め られ て い る 。 こ れ らの班

究 の 蓄積 に よ り，将来，魚類温度馴化 の 分子機構 の 詳細

が明らか に なると期待 される。

　本稿で は，広温度域性魚類 で あ るキ ソ ギ ョ とコ イを材

料 と し，温度馴化 に伴うタ ン パ ク質お よ び mRNA の 発

現変動の一端を明らか に した著者らの一連の研究に つ い

て概説す る 。

1》 温度馴化に伴 うタン パ ク質組成の変化

　温度馴化 に伴うタ ソ パ ク質組成 の変化 を 明 らか にす る

た め ， 10℃ ま た は 30℃ で 5 週間以上飼育して充分馴化

さ せ た キ ン ギ ョ お よび コ イ の 速筋抽出液を，等電点電気

泳動 お よ び SDS −PAGE か らな る 2 次 元 電気泳動分析に

付 した。その 結果 ，い ずれ の 魚種 に おい て も，30℃ 馴

化 魚 に 65kDa の 成分が多量 に 認め られ ，逆 に 10℃ 馴

化魚 で は 55kDa 成分 の 割合 が高い こ とが判明 した。14）

こ の 傾向はキ ン ギ ョ の 脳抽出液 に おい て も認められた。

ま た ，高温馴化 に 伴 う 65kDa タ ン パ ク質 の 増大 は ，キ

ソ ギ ョ の 肝膵臓抽出液お よ び 血 清に お い て も観察さ れ

た。14115｝ こ の ほか，SDS −PAGE 分析に よ り，30℃ 馴化

キ ン ギ ョ は脳 で 27　kDa お よ び 200　kDa 以上 の 2 成分

を，肝膵臓 で 27kDa お よび 97　kDa の 2成分 を，い ず

れ も 10℃ 馴化魚 と比 べ て 多 く含む
．
こ とが 示され た。以

上 より，キ ン ギ ョ や コ イ に は温度馴化 に伴 っ て 発現量が

変動す る タ ソ パ ク質が存在す る こ とが示された 。
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2） キ ン ギ ョ の高温馴化に 関連す る Wap65

　 上述の キン ギ ョ 65kDa タ ン パ ク質 を 2 次元 電気泳動

ゲル か ら単離 し， これ を抗原と して抗体を作製した 。 次

に，こ の 抗体を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法 に よ り，速

筋 の 高温馴化過程 に お け る 本成分 の 量的変動 を調 べ た。

20℃ 馴化 キ ソ ギ ョ を飼育す る 水槽 の 温度 を 20時間 で

20℃ か ら 30℃ へ 上 昇させ とこ ろ，3 日以降 6 日以内 に

本 タ ンパ ク質の発現量 が増大し，少な く とも実験終了時

の 9 日 目ま で そ の 量 が維持 さ れ た 。

16）以 上 の結果 よ り，

高水 温 に 対 す る持続的 な反 応 で あ る高温 馴 化 とい う現象

に 、65kDa タ ン パ ク質 が 関与 して い る可能性 が 示され

た。

　 別途，部分
一

次構造を明らかに す る ため ， 抗体に よる

反応を指標と して ， イ オ ン 交換カ ラム ， ゲ ル 濾過カ ラ

ム ，逆 相カ ラ ム を 用 い て ， キ ン ギ ∋ 背側筋 よ り，65

kDa タ ン パ ク質の精製を行 っ た 。 得ら れ た精製試料の

N 末端ア ミノ酸配列44残基は ， 既報のタン パ ク質に対

し有意な 相同性 を示 さな か っ た。17）以上 の 結果は，本 タ

ン パ ク質が高温馴化 に関連す る新規 タ ソパ ク質で あ る こ

と を示唆 して い る 。 そ こ で ，本 タ ン パ ク 質を warm 　tem −

peratUre　acclimation ・related 　65　kDa 　protein（Wap65 ）

と名付けた 。

　Wap65 遺伝子が発現 して い る組織を知 る ため，ま ず，

同定された N 宋端ア ミ ノ酸配列 を基に プライ マ ー
を作

成 し，PCR 法 に よ りcDNA 断片 を得 た。こ れをプ ロ
ー

ブ とした ノ ザ ン プ ロ ッ ト法 で ，Wap65 遺伝子 の発現を

脳，筋肉，肝膵臓，血 球に つ い て調べ た と こ ろ ， 肝膵臓

で 多量 に発現 して い る こ とが 示 され た。15）30℃ 馴化魚

の肝膵臓における Wap65 の mRNA 量は 10℃ 馴化魚の

約 8 倍 で あ り，本 タ ソ パ ク 質 の 血 中量 の差 と高 い 相関

を示 した。先 に Wap65 は，筋 肉，脳 ，血 清 な ど に検出

された こ とを述 ぺ たが，こ れ は肝膵臓で生合成 さ れ た

Wap65 が循環器 系に分泌 さ れ た 後， 各組織に 運 ぱ れ た

こ とを 示 す もの と判断 さ れ た 。

　続 い て．cDNA ク ロ
ー

ニ ソ グ法 に より，445 ア ミ ノ酸

か らな る Wap65 の 全
一

次 構造 を 演繹 した 。 こ の 配列 は

ラ ッ ト ・ ヘ モ ペ キ シ ン と 31％ の ア ミ ノ酸同
一

率 を示

し，高次構造の形成 に重要な シ ス テ イン の 位置 も類似 し

て い た 。

15・IS〕哺 乳 類 の ヘ モ ペ キ シ ン は ヘ ム 結合性 を示す

血 清タ ン パ ク質で あ り ， 血 中の ヘ ム を肝臓 に 運搬する役

割 を持っ 。しか し，Wap65 はヘ モ ペ キ シ ン の ヘ ム 結合

性 に関与 す る ヒ ス チ ジ ン を欠き，ヘ ム 。ア ガロ
ー

ス に対

す る吸着性 も示 さな か っ た。19〕以上 よ り，Wap65 は ヘ

モ ペ キ シ ン とは異な っ た 生化学的性質を持つ こ とが示さ

れ た。

　別途，高温馴化過程 に おけ る肝膵臓の Wap65　mRNA

量 の 経時的変動を 調 べ る た め，10℃ 馴化キソ ギ ョ を飼

育す る水槽 の 水温 を 20 時間で 10℃ か ら 30℃ へ 上 昇 さ

せ た。そ の 結果，Wap65 の mRNA 量 は 3 日後に 10℃

馴化 魚 の 40 倍 に 達 し，21 日後に は 10 倍と な っ た。20）

以上 の 結果 は ，フ ィ
ー

ドバ ッ ク機構 を 含 む 複雑 な 発現制

御機構が 存在 す る 可能性 を示 して い る 。

　肝膵臓特異的発現 お よ び高水 温 に よ る発現量増大 とい

う特徴 を 持 つ Wap65 の 発現 制御機構 の
一

端 を 明 らか に

す るた め ， Wap65 の 遺伝子断片 をゲノム ・ラ イ ブ ラ リ

ーか ら単離 し，転写制御領域を調 べ た 。 そ の 結果 ， 遺伝

子 の 5
’
領域 に肝臓特異的発現に 関与するとされ る配列

が見出 され た 。 ま た ， 炎症反応誘導性 の 発現 に 関与す る

とされ る配列 も存在した。そ こ で ，エ ン ドトキ シ ン を 腹

腔内に投与 した とこ ろ，Wap65 の mRNA 量 は 有意に

上 昇 し， Wap65 の 発現調節機構と生体防御機構との 関

連性 が 示 され た。20）

　以上の 結果 か ら，Wap65 の
一

次構造 および発現制御

機構 の
一

部が明らか とな っ た （図 1）。しか し，生理 的

役割 の 詳細 に つ い て は 不 明 で ある。Wap65 は ヘ モ ペ キ

シ ン と有意なア ミノ酸同
一

率を示 し，そ れ らの高次構造

もあ る程 度類似 して い る こ とが 予想され る。 また ，高温

馴化 キ ン ギ ョ の 血 清タ ン パ ク質 の 中で ，Wap65 が 比 較

的大 きな割合 を占め る こ とな どか ら，著者は Wap65 が

血 中の 物質運搬 に関 わ っ て い るの で は な い か と推測 して

い る e

3）　ユ イの低温馴化 に 関連する ミトコ ン ドリア ATP 合

　成酵素β
一サ ブユ ニ ッ ト

　低温馴化 に 伴 い コ イ速筋 で 発現 量 が増大 す る 55kDa

タン パ ク質 の 全
一

次構造を明らか に するため，まず，2
次元電気泳動ゲ ル よ り本 タ ン パ ク 質を単離 し て ， N 末

端 ア ミノ 酸配 列 40 残基 を決定 した
。

こ れ を 基 に プラ イ

マ ーを作製 し ， PCR 法 に よ り cDNA 断片を得た 。次

高水温 炎症

Wap65mRNA ■の 増加　 肝 膵臓

　 Wap65 量 の増加

（物質 運搬 に関与か ？ ）
循 環 器 系

図 1　 高温馴化 に よっ て発現量が増加す る キ ソ ギ ョ

　　Wap65

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Fisheries Science

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Fisheries 　Soienoe

魚類 の温度馴化に伴 う生化学的変化に 関する研究 613

に，得 られた cDNA 断片 をプ ロ ーブ と した cDNA ク ロ

ーニ ン グ に よ り，ア ミ ノ 酸 518残 基 を コ
ー ドす る

cDNA 全長を単離 した 。 こ の ア ミノ酸配列 は哺乳類 の

ミ トコ ン ドリア ATP 合成酵素β
一
サ ブ ユ ニ ッ トの そ れ

と約 90％ の 同
一

率を示 した
。

21，22）10℃ 馴化魚の速筋に

おけ る 本 タ ン パ ク質の mRNA 量は 30℃ 馴化魚の約 2

倍 で あ り，本 タ ン パ ク 質の 発現量 の 差 と高い 相関を示 し

た。

　本 タ ソ パ ク質は，ATP 合成酵素を構成す る サ ブユ ニ

ッ トの 一つ で あ る。 ATP 合成酵素は ミ トコ ン ドリア内

膜に存在 し ， 酸化的 リソ 酸化反応 の最終段階 に お い て

ATP を合成す る 働 きを持つ 。23）一方，低温馴化 に伴 い

筋肉中の ミ トコ ン ドリア 体積密度が増加す る こ とが，キ

ソ ギ ョ などで報告されて い る 。

24〕 したが っ て，低温馴化

に伴う本 タ ン パ ク質 の 発現 量 の増加 は ，ミ トコ ン ドリア

体積密度 の 増加 に 相関す るもの と推測され る 。 また ， そ

の 発現量増大は，低水温 に よ っ て もた らされ る ATP 産

生能力の低下を補う役割を持 つ と考え られ た （図 2）。

ま とめ と今後の展望

　本研究で は ， ま ず ， キ ン ギ y や コ イ に お い て ， 温度馴

化に伴い 発現量が変動す るタン パ ク質が存在する こ とを

明 らか に した e そ こ で ，それ らの 中か ら 2 種類 の タ γ

バ ク質を選び出し ， 全演繹ア ミノ酸配列 を決定 した 。 さ

ら に ， こ れ らの タン パ ク 質の発現制御が mRNA の レベ

ル で行われ て い る こ とも示 した 。 高温馴化 に伴い 発現量

が増加す る キ ン ギ ョ Wap65 は，ラ ッ ト・ヘ モ ペ キ シ ソ

と 31％ の ア ミ ノ 酸同
一

率 を 示す もの の ，その 生化学的

性質および生理的役割 に 関 して は，現在の とこ ろ不 明な

点が多 い 。一
方 ，低温馴化 で 発現量が増加 す る コ イ 55

低 水温

筋

図2　低温馴化に よ っ て 発現量 が増加す る コ イ ・

　　ミ トコ ン ドリ ア ATP 合成酵素β
一サ ブ ユ ニ ッ

　　 ト

kDa タン パ ク 質は，相同性解析の 結果 ， ミ トコ ン ドリ

ァ ATP 合成酵素β
一サ ブ ユ ニ ッ トで ある こ とが示 され

た。また，低 水 温下 に お け る そ の 発現量 の 増 加は，

ATP 産生能力 の 低下 を補償す る役割を持つ と推測さ れ

た （図 1お よび 2）。

　今回，温度馴化 に 伴 っ て発現量が変動す る こ との 生理

的意義が比較的容易 に推測で きるタ ンパ ク質 とそ うで は

ない タ ソ パ ク質が得ら れ た 。 こ れは，本研究 で 採用 した

方法論の 必然的な帰結で ある。つ まり，解析 した タ ソ パ

ク 質の
一

次構造が既知 タ ソ パ ク質に高い 相同性を示 し，

その タソ パ ク 質が こ れまで に 報告 され た 生化学レベ ル で

の 温度馴化反応 と関連性 が あ る場合 ， その タ ン パ ク質の

機能の推測 は 比較的容易 で ある。

一
方，上記 の 条件を満

たさな い タ ソ パ ク 質の 場合，そ の 機能予測 は 困 難 に な

る e しか し，こ の ような タ ソ パ ク質をそ の一要素とする

代謝経路や シ グナ ル 伝達経路 を調 べ る こ とは，未知の温

度馴化機構 を 明 ら か に す る た め の 端緒 とな る 可能性を持

っ た め ， 非常に 重要 で あるe

　未知ま た は無名タン パ ク 質の 機能を推測す る 有効な方

法 の
一

つ は ，で きるだ け多 くの馴化関連タソ パ ク質を 同

定する こ とで ある。 温度馴化関連 タ ン パ ク質 は 時空的 に

共存す る他 の温度馴化関連 タ ン パ ク 質や生体成分 と協同

して ，温度瀏1化 に寄与す る と予想さ れ る か らで ある。

25）

また，近年の逆遺伝学的手法の発達に よ り， 馴化関連遺

伝子 の転写制御能を失 っ た 魚類個体を 作製す る こ と も夢

とは 言 え な くなっ て きた 。

26） こ の ような個 体の 解析は，

機能不明の 馴化関連タソ パ ク 質が果たす生理的役割を明

示 して くれ る と期待され る。

　本研究に より， キ ソ ギ ョ や コ イ で は ， 特定遣伝子の転

写制御を通 じて特定 タ ン パ ク質量 や生体成分 を 変化させ

る こ とに よ り，環境 水 温の 変動 に 対応 して い る とい う構

図が見え て きた 。 今陵， さ ら に多 くの 温度馴化関連 タ ン

パ ク 質を解析 し，それらに よっ て構成され る機能 と情報

伝達の ネ ッ トワーク を明らか に する こ とで ， 広温度域性

淡水魚 の温度馴化機構 の 全体像が よ り鮮明 に 見え て くる

もの と考 え られ る 。
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