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クロマグロは仔稚魚期に非常に速い成長を示す。

成長を制御するのは下垂体か ら分泌 される成長ホ

ルモン(GrowthHormone;以 下GH)で あ り1),マ

グロの高い成長速度を理解する上でGHお よびそ

の周辺因子の特質を明らかにすることは不可欠で

ある。魚類の下垂体からはGHと 遺伝子ファミリー

を構成するプロラクチン(Prolactin;以 下PL)

およびソマ トラクチン(Somatolactin;以 下SL)

が分泌 されている2-3)。GHとPLの 分泌には概 日リ

ズムがあ り,ほ 乳類および魚類においてはその発

現が相関性を示すことが明らかになっている 蝸 。

しか しながらSLは 近年同定されたホルモンで魚

類以外にその所在は確認されておらず,そ の詳細

についても不明な点が多い。

本研究ではこれ ら三種のホルモンが概 日的にい

かなる挙動で発現 し,相 関し合っているのかを,

リアルタイムPCRに よる遺伝子発現の定量によっ

て明 らかにした。

試料および方法

ムDNAの 除去したサンプルを50μ1の 蒸留水に溶

解 し,逆 転写反応に用いた。

TablelPrimersfbrGH/PL/SLgene

Sequence5'to3'

tunaGH-FAGCAGCGTCAGCTCAACAAA

tunaGH-RAACTCCCACGATTCCACCAA

tunaPL-FAACTGCACTCCCTCAGCACA

tunaPL-RCGAGCCAATGACAGCAGGTT

tunaSL。FTATGGGCTGTGTTGCTCTGG

tunaSL-RGCAGTGGGAATGGGACAAAC

tunaβ 一FACCCACACAGTGCCCATCTA

供試魚 近畿大学水産研究所大島実験場で種苗

生 産 され た 平 均 体 重15.2±4.29平 均 全 長

144.3±8.9㎜ の42日 齢のクロマグロ稚魚を用い

た。2004年9月5日 午前10時 か ら翌6日 午後0

時まで27時 間,1時 間毎に5尾 ずつ下垂体を摘出

した。尚,サ ンプリング時には20Wの 電球で水槽

を点灯 した。またサンプリング前24時 間は無給餌

とした。

全 喘 の抽出 摘出した下垂体からAGPC法 に

よって全RNAを 抽出した。DNaseI処 理によりゲノ

tunaβ 一RTCACGCACGATTTCCCTCT

逆 転 写 反 応M-NLVRTase(T㎜BioINC)

50unit,dNTPO.5mM,Random6mers50pmol,RNase

Inhibitor10mitお よ び 全RNA溶 液2μ1を 含 む

反 応 溶 液20μ1を 調 製 し,42℃,15分 反 応 後,70℃

で15分 処 理 す る こ と に よ り反 応 を 停 止 し た 。

リア ル タ イ ムPCRGH,PLお よ びSL各 々 の 特

異 的 プ ライ マ ー は ソ フ トウ ェ アPrimer3を 用 い て

設 計 した(Table1)。2×SYBERPremixExTaq(タ

カ ラバ イ オ)12.5μ1,10μMの プ ラ イ マ ー セ ッ ト,

お よ び 鋳 型DNA2μ1を 含 む25μ1の 反 応 溶 液 を

調 製 し,SmartCyclerHSystem(Cepheid社)を

用 い て95℃10秒 ×1サ イ ク ル,95℃5秒,60℃20

秒 ×45サ イ ク ル でPCRを 行 い,検 量 線 法 に よ っ て
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各遺伝子のコピー数を算出 した。同条件では非特

異的な増幅が見 られないことはPCR後 の電気泳動

および増幅産物のシークエンシングによる確認し

た。内部標準 としてベータアクチン遺伝子を用い

た。

結 果

GHの 発現リズムGH相 対的発現量が最も多く

なる時間帯は深夜の2時 から4時 の間であった

(Fig.1)。Scheffe'sFtestに より発現量が最も

多くなる午前4時 の発現量と午前2時,午 前3時

および午前8時 をのぞ く時間帯の発現量との問に

有意差が確認された(P<0.05)。 さらにこのとき

のGH発 現量は基準 とした午前10時 のGH発 現量の

約90倍 であった。深夜の時間帯以外にも小さなピ

ークが確認できた
。

PLお よびSLの 発現 リズムPLお よびSLと も

に発現量が最も多くなる時間帯は午前6時 か ら7

時であった(Fig.1)。 しかしながらGHの 場合と比

べ個体差が大きく,最 も多く発現 した時間帯とそ

れ以外の時間帯 との発現量の明確な差は確認でき

なかった。PLとSLの 発現パターンを比べた場合,

両者は非常に類似 していた。

GH,PLお よびSLの 発現量の相関性 三種のホ

ルモンの発現量の相関性を検討するため,同 一個

体で得 られた二つの遺伝子の発現量を散布図とし

てFig.2に 示 した。GHとPRLと の発現量,お よ

びGHとSLと の発現量を示 した図ではlrI<0.4

となり相関性はみ られなかった。一方PLとSLと

の発現量には1ri=0.82(ρ<0.05)の 強い相関

関係が認められた。

考 察

本研究ではクロマグロをもちいて下垂体ホルモ

ンであるGH,PLお よびSL発 現の概 日リズムを解

析 した。その結果,GHは 深夜の2時 から4時 にそ

の発現が明瞭なピークをむかえることが示された。

PLお よびSLは やや遅れて午前6時 か ら7時 に最

大 の発現 を示す が,GHほ ど明 らかな結果は得 られ

なかった。またPLとSLは 強 く同調 して発現 して

いるこ とが示 され た。

内分泌 の レベル ではFalconら によって魚類のGH

お よびPLの 発現量 はメラ トニンに支配 されてい

るとの報告があ る6)。メラ トニ ンは光周期 に よっ

てその松果体か らの分泌 リズムが決定 され深夜 に

サージを迎 えることか ら7),今 回の得 られた結果

を最上流 で支配す るのは光周期 によるメラ トニ ン

分泌量の制御で あると考 えられ る。

これ らのホルモ ンの発現 を転写 レベルで制御 して

い る の はPit4(Pituitarytransactivation

activator-1)お よ びCREB(cAMP-responsive

elementbindingProtein)と 呼ばれ る転写因子で

魚類で も各々の遺伝 子の転写調節領域に これ らの

結合モチーフが同定 され てい る。その他,GHで は

甲状腺ホルモ ン受容体,PLで はエス トロゲ ン受容

体 の結合モチーフが転写調節領域に確認 されてい

る&9)。

Fig.lDailyexpressionrhythmofGH/PL/SL
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Fig.2Correlationanalysis

fbrexpressionofGH/PL/SL

今回得 られた結果を解釈すると明瞭な概 日発現

リズムを示 したGHに おいてはメラ トニンに制御

をうける比較的単純な系によって支配されている

と考えられる。これに対 しPLとSLはGHと は異な

る因子(群)の 制御下にあり,概 日的に両者を制

御するのは非常に類似した転写機構であると予想

される。

今後はクロマグロとは異なる成長様式を示すマ

ダイおよびマサバも含めて 日齢を追いGH/PL/SL

の発現量を解析する予定であるが,今 回の結果か

ら日齢ごとに昼間 と夜間,両 方のサンプリングを

する必要があることが示 された。またクロマグロ

は仔稚魚に一 日で全長の0.5%程 度の成長を見せ

る。明け方のGHの サージを受け一一日のどの時間帯

で最も成長するのか,解 析手法も含めて検討して

いく予定である。
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