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我々は、クロマグロ廃棄物である皮山来のコラ

ーゲンに注 日し、肝機能保護作川について検討

中である。その過程において抽 出したコラーゲン

は精製し、品質評価しなけれ ばならない。これま

で抽出したコラーゲンは、SDS-PAGEお よびウエ

スタンブロッティングによって評価してきたが、抽

出したコラーゲンを定量する簡便な方法は確 立さ

れていなかった。

また、魚コラーゲンを含有した食品を目にする

機会が増えているが、これらの増加に伴う魚コラ

ーゲンアレルギー患者も増加すると考えられる
。

経験的に、魚コラーゲン患者において魚種間で

は交差するが、他の動物との反応は示さないこと

が知られているが、その詳細は不明である。さらに、

水産養殖においてクロマグロの皮は弱いことが知

られているが、その解明はされておらず、魚の1

型コラーゲンの 一次構造についてもほとんど知ら

れていない。したがって、水産養殖 において魚種

問のコラーゲンの構造的差異 およびクロマグロ1

型コラーゲンの 炊 構造を検討することは重 要で

ある。

そこで、抽出・精製したコラーゲンを定量するた

め、市販されているサーモン1型 コラーゲンに対

する抗体を作製し、ELISAに よるアッセイ系の構

築を試みた。また、魚種問での生物学的多様性を

検討する口的で、様 々な魚から抽 出したコラーゲ

ンを比較定量した。

材料と方法

試 薬 サー モンコラーゲンはWakoよ り購 入した。

これを用 い 、モルモットで抗 体を作 製 した。得 られ

た抗 血 清 は、IgG精 製 した。また、この抗 体を

HRP標 識 す るためを川 いた。仔 ウシコラー ゲンは、

Calbiochemよ り購 入 した。ブ タおよびニワトリコラ

ーゲンは
、ニッピから入 手した。

コラー ゲンの抽 出 魚(マ グロ、ビワマス、ギンブナ 、

アユ 、ハモ 、ヒラメ、シロカレイ、アカエイ、スケソウ

ダラ、サンマ 、マイワシ、マダイ、イシダイ)の皮を

約3cmに 切り、メタノール/クロロホル ム(2:3)で 脱

脂 した。メタノール と水 で洗 浄 後 、0.5M酢 酸 中で

ホモジナイズした。その後 、ペ プシン(7μ9/L)を加

え、撹枠 後 、5%NaCIで 塩 析 した。5,000gで30分

遠 心 分離 し、沈殿 を0.5M酢 酸 に溶か した。再び

遠 心分 離(100,000g、60分)し 、 ヒ清を5日 間透析

した。その後 、凍 結 乾燥 し、魚コラーゲンのサンプ

ル とした。

直接EHSA抽 出した魚 コラー ゲンをPBSで 希

釈(1-10000ng/ml)し て、ELISAプ レー トに100μ1

ず っ分 注 し、4℃ で一 晩放 置した。ブロッキング後 、

HRP標 識 サーモ ンコラー ゲン抗 体(PBSで1000

倍 希 釈)を100μ1ず っ加 え、室 温で1時 間放 置し

た。PBSTで 洗浄 後 、TMB試 薬 を100μ1/JIIえ 、そ

の後lMリ ン酸100μ1を 加 えて反応 を止めた。
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WallacArvoSXを 川 い 、波長450nmに お ける吸

光度 を測定 した。

サ ンドイッチELISAサ ーモンコラーゲン抗 体を

PBSで 希釈(10μ9/ml)し て、ELISAプ レー トに

100μ】ず つ 分注 し、4℃で 一一晩放 置 した。ブ ロッキ

ング後 、魚 コラーゲンをPBSで 希 釈

(1-10000ng/m1)し て、ELISAプ レー トに100μ1ず

つ分 注 し、室 温で1時 間放 置 した。PBSTで 洗 浄

後 、HRP標 識 サーモ ンコラー ゲン抗 体(PBSで

1000倍 希釈)を100μ1ず っ加 え、室温 で1時 間放

置した。PBSTで 洗 浄後 、TMB試 薬 を100μ1加 え、

その後IMリ ン酸100μ1を 加 えて反応 をlkめ 、波

長450nmに お ける吸光度 を測 定 した。

阻害 肌ISAサ ーモンコラーゲンをPBSで 希 釈

(10μg/ml)し て、ELISAプ レー トに100μ1ず つ分 注

し、4℃ で 一晩放 置 した。ブロッキング後 、HRP標

識サーモ ンコラーゲン抗 体(PBSで1000倍 希釈)

と抽 出した魚 コラーゲンをPBSで 希釈

(1-10000ng/ml)を200μ1ず つ 混合'し、ELISAプ レ

ー トに200μiず つ分 注 し、室温 で1時 間放 置 した。

PBSTで 洗浄 後 、TMB試 薬を100μ1加 え、その後

lMリ ン酸100μ1を 加 えて反応 を止 め、波 長450nm

にお ける吸 光度 を測 定した。

結果と考察

構 築 した直接ELISA、 サ ンドイッチELISA、 阻

害ELISAの 定量範 囲 は共 に30-3000nMで 、比較

的 高感度 なアッセイ系であることが示 され た。

構築 した直接ELISAを 用 いての魚 種 間での反

応 性の違 いは 、Fig.1に 示された。淡水 魚でサ ー

モ ンに比 較 的近い種 であるビワマス、ギンブナ 、

アユ は非 常 によく交差反 応 した(A)。 ハモ、ヒラメ、

スケソウダラも比較 的よい反応性 を示 した(B,C)。

サ ーモンコラーゲン抗 体 とクロマグロコラーゲンの

反 応性 は、同 じスズキ 目の魚 であるマダイ、イシダ

イと同等またはそれ 以 下の反応 性 しか示さなかっ

た。また、他 の動 物種 である仔 ウシ、ブタ、ニワトリ

とほぼ 同じ反応 性 であった。しかし、直接ELISA

は定 量す るコラーゲンを直接ELISAプ レー トに吸

着させ るため、サンプルのコーティング率 が異 なる

可能 性 がある。そこで、サンドイッチELISAお よび

阻害ELISAに て、魚 種 間 にお ける反 応性 を検討

した。

構 築 したサンドイッチELISAを 用 いての魚種 間で

の反応 性 の違 いをFig.2に 示 した。サ ーモン、ビワ

マス、ギンブナ 、アカエイ、クロマグロの反 応 しか

示 していないが、直接ELISAで 反応 が最もよかっ

たビワマスは、予想 通 り最もよい反 応 を示 した。ギ

ンブナ 、アユ 、ヒラメ、スケソウダラなども若 干反 応

した。しか し、その他 の魚で はほとん ど反 応 しなか

った。したがって、構 築 したサ ンドイッチELISAで

は 、サ ーモンと近 い種 の魚 の定量 に適 するが、遠

い種 の魚 で は認識 エピトープ が1つ しかないため

定 量に適 さないことが示 された。

構 築 した阻害ELISAの 結果 は、Fig.3に 示 した。

サンドイッチELISAの 時 と同様 にサーモン、ビワ

マス、ギンブナ 、アカエイ、クロマグロの反 応 しか

示 していないが、直接ELISAの 結 果とほぼ同様

の結 果が得 られた。

これら構築 したELISAで 抽 出したコラーゲンの

反 応 性 を比 較 検 討 した結 果 、淡水 魚 でサ ーモ ン

とよく似 た 一次構 造 を持 っていると考 えられる魚

(ビワマス、ギンブナ、アユ)は 、よく交 差反応 するこ

とが示 され た。これ ら3つ のELISA系 にお いて、

サ ーモンと同 じサケ 目であるビワマスは、今 回抽
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