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甲状腺ホル モ ン結合蛋 白は甲状腺ホルモ ン

[3,3',5-triiodo-L-thyronine(T3),

L-thyroxine(T4)]の 血中にお ける輸送 システ

ムに寄与 していることが知 られ,1)ほ 乳類 では

alb㎜inやprealb㎝in,thyroxine-bindi㎎

910bulinな どが結合蛋 白 として知 られている。

生体 内においてほ とん どの甲状腺 ホルモ ンは

結合蛋 白 と結合 した状態 で存在 し,遊 離 した甲

状腺 ホルモ ンの比率は1%に も満 たない ことが

報告 されているが,こ の遊離甲状腺ホル モ ンが

生体内においてホルモ ン作用 を担 ってい る と

考 えられてい る。2)そ のため甲状腺 ホルモ ン

結合蛋 白は,生 体内の遊離 甲状腺 ホルモ ン量 を

制御 し恒常性を維持す る機能 を有 している と

考 えられ る。

魚類において 甲状腺 ホルモ ンは,発 生お よび

変態 といった初期成長 に重 要な役割 を果 たす

ホルモ ンと考 え られてい るが,」5)ほ 乳類 同様,

遊離 甲状腺 ホルモ ンが存在す るこ とがサケ科

魚類 において報告 されてい る。6)近 年,魚 類

の主要な甲状腺ホル モン結合 タ ンパ クとして

transthyretin(lvrR)が 報告 され てお り,7)こ

のタンパ クが血 中内で甲状腺 ホルモ ン と結合

し,甲 状腺 ホルモ ン作用 を制御 している可能 性

は極 めて高い と考 えられ る。

我々は ク ロマ グ ロ(bluefintma,窃 ㎜ θ5

0rfθ沈∂1f5)の 種苗生産効率の向上 を 目的 とし

て,本 種の卵質 に影響 を及ぼす諸 要因の解析 を

進 めてお り,そ の有力候補 として卵 内に含まれ

る甲状腺 ホルモ ンに着 目してい る。魚卵内には

卵黄画分の他,親 魚由来のホルモンの存在が報

告 されてお り,甲状腺ホルモンもこれまでにサ

ケ(Oooor加 ηo加5左θオ∂)等の魚卵か ら検出さ

れている。4・5)また仔稚魚において甲状腺ホル

モンを投与す ると成長や生残率が向上す ると

言った事例 も報告されているため,8・9)親魚由

来 と思われる卵内甲状腺ホルモンが,受 精成績

や,初 期の生残,成 長におよぼす影響は無視で

きないものと考えられる。そこで我々は,甲 状

腺ホルモ ンが卵質に及ぼす影響を解析す るた

め,先 ず卵内の甲状腺ホルモンの動態を明らか

にすることを目標 とした。上述のごとく,甲 状

腺ホルモ ンの多 くは甲状腺ホルモ ン結合 タン

パクと結合 し,結合タンパクから解離した微量

な遊離甲状腺ホルモンが受容体 と結合 して作

用を及ぼ していると考えられるため,本 研究で

は,先 ず主要な甲状腺ホルモン結合タンパクで

あるTrRが クロマグロにおいても存在するか否

かを確認 し,さ らにその生理学的機能について

解析することを目的とした。

試料および方法

供試魚 サ ンプルは,鹿 児島県の近畿大学水

産研究所奄美実験場で飼育された,完 全養殖ク

ロマグロ(体 重10-14kg)を 用いた。各組織 は

RNAIater(Takara)に 投入 し,-20℃ で凍結保

存 した後,近 畿大学農学部キャンパスに持ち帰

り一80℃ で解析まで保存 した。
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TTRcD甑 の ク ロー ニ ング 凍 結 保 存 した ク

ロマ グ ロ肝 臓 組織 か ら,TRIzol(Invitrogen)

を 用 い てtota1脳Aを 抽 出 し,01igo-dT-30

(Takara)を 用 い て,Poly(A)+一 姻Aを 抽 出 した。

次 に1PgPoly(A)+-RNAを01ido-dTプ ラ イ マ

ー を用 い て
,SuperscriptII(Invitrogen)に

よ る逆 転 写 反 応 を行 い,1stcDNAと した。

他 生物 で報 告 され てい るtransthyretin遺 伝

子 の既 知 の配 列 か ら,degeneratedprimerを 作

製 しサ ブ ク ロー ニ ング を行 っ た。さ らに得 られ

た サ ブ ク ロー ン を も とに3',5'RへCE法 を用

い て 残 りの配 列 を得 た。RACE法 はKawakamiet

a1.10)に 準 拠 した 。

F遮1Phybgen1加 賀eeof5鴨r励raセTrRLe㎎ 肋ofhon20鱒1㎞e3md勘c曲

血e暮enetlcd撤anceOne也ou3andboo徳tmp詑phcate3we距pe∬m。 ㎜d,andvalue3

枷3hownatthe1㎜rnode3GenBa五kAcce3310nNo3foreach3equencea毘

mou3e(BCO86926),♂ 蜘 左シπび(ABO26996)13eabr導am(AFO59193) ,caτp(AJ544193)

RT→ ℃R各 組 織 か らTRIzo1を 用 い てtotal

RNAを 抽 出 した。10μ9のtota1團Aか ら,random

プ ライ マ ー,M-NLVを 用 い て 逆 転 写 を行 い,1・t

cDNAと し た。各 組織 のTrRの 発 現 解 析 に用 い た

プ ライ マ ー 対 は,

5'-TCCTCTGATGGTGAAAATCCTGGACGC-3',

5'-ATAT㏄ACTGAGCAGCAAGGCCAAGG-3'で あ る。

内 部標 準 遺 伝 子 として β一actin遺 伝 子 を用 い

た。

T3バ イ ンデ イン グア ツセ イ ク ロマ グ ロ

(bluefintma)TrR(bTrR)の 配 列 を

pcDNA3.1(+)(Invtrogen)に 挿 入 し

(pcDNA-bTrR)発 現 ベ ク ター と した。 同 ベ ク タ

～ を ウナ ギ肝 細 胞 由来 のHepa -E1細 胞 に リポ フ

ェ ク シ ョン法 を用 い て導 入 し,28℃ で24時 間

培 養 した。培養 後,細 胞溶 解 液 を加 え細胞 溶 出

液 と した。 細 胞 溶 出液 にT3を10nMに な る よ

うに加 え,4℃ でオ ー バー ナ イ ト反 応 させ た。

反 応 液 を ドッ トプ ロッター を用 いてPmFメ ン

ブ レ ンに転 写 さぜ 洗 浄 を行 った 後,T3抗 体

(Biogenesis)を1次 抗体,2次 抗 体 と してAP

標 識 抗 体(Sigma-Aldrich)を 用 い,卜BT/BCIP

に よ っ て発 色 させ た。

レポー ター ジ ー ン ア ッセ イ法 を用 い た 甲状

腺 ホ ル モ ン受 容 体競 合 ア ツセ イ ヒ ラメ 甲状

腺 ホル モ ン受 容体 β1(Japaneseflounder

thyroidhormonereceptorβ1:fTRβ1)の 配

列(斑5245)をpcDNA3.1(+)に 挿 入 した

(pcDNA-fTRβ1)opGV2-TRETK2(TH-dependent

transcriptionfromtheTH-responsive

promoter)(未 発 表)ベ ク ター を レポ ー ター ベ

ク ター として用 い た 。

48穴 プ レー トに4x105個 の 濃 度 で 蒔 い た

Hepa-E1細 胞 内 に,pGV2-1RETK2を ベ ー ス とし

て,さ ら にpcDNA-fTRβ1,pcDNA-bTTR,

pcDNA3.1(+)の3つ を組 み 合 わせ リポ フ ェ クシ

ョン法 に よっ て導 入 した。 導 入 後T3を1画 添

加 し24時 間28℃ で イ ンキ ュベ ー トし,Dual

LuciferaseAssaySystem(Promega)を 用 いて

測 定 を行 った 。

結果および考察

bTrRは 翻 訳領域 において453塩 基,151ア ミ

ノ酸残基 を有 していた。他種 との相同性を比較

した ところ,マ ウス(〃 乞1S」の05C乙11乙1S)で38.7%,

焔ηρρσ51∂θyfsで37.7%,コ イ(砺 瞬η認

c飢ρfo)で55.4%,giltheadseabream(5加rθ5

∂αr説∂)で81.3%と,同 じスズキ 目魚類 との

問で高い相 同性が認め られた(Fig.1)。 これ

よ りTTRは クロマグ ロにおいて も存在 してい

るこ とが確認 された。

RT-PCRに よる発 現解析 か ら肝臓 におい ても

っ とも高い発現が認め られた(Fig2) 。一方,

giltheadseabreamに おいて も肝臓や脳下垂体
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detected.

において高い発現が報告 されている。7)本 研

究では脳お よび脳下垂体 についての解析は行

っていないが,発 現様式 に関 して もgilthead

seabreamと 類似 してい るもの と考 えられた。

b質Rが 含 まれた細胞溶出液 とT3と の結合 性

を調べた ところ,細 胞 溶出液量 の増加 に伴 い,

T3に 対す るシグナル の増加が認 め られ た(Fig.

3)。一方,b皿 を挿入 してい ないpcDNA3.1(+)

をコン トロール として用 いた場合,シ グナル は

検 出され なかった。以上の結果か ら,bm之 は

T3と 結合す るこ とが示 された。

を投与 した ところ,f1Rβ1は 活 性化 された。こ

のア ッセイ系 を用い,b質RをfrRβ1と 共発現

させてT3を 加 えた ところ,ル シフェラーゼ活 性

値 は有 意 な低 下 を示 した(Fig.4)。 これ は

bTTRがfTRβ1の 競合体 として機能 し,HRβ1

の転写活 性が抑制 されたため と考 えられ た。

〃 ノゲ
F壇 メ1Tran別rip廿onalac廿 斌itiesoffTRβ1for3β β しL一

加11DdothylDnine(T3)。Hepa-EIceU3weret㎜fected,

withthePGV-2TRETK-lucifera3evecな 〕rtoge血erwiththe

fTRβ10rbπRexple33i〔 〕nvector.Ce113珊re3eede(1ata

der睦3itヲofO・4x105per脚11aruユilLcubate〔1輌th10る1旺T3

for24h.Eachv鉦1uerepre舘ntヨ 廿Bmean±SEHof廿 工〔ee

皿ependentexpeiment3.Themeanvalueof2x

pcD]卜 τA3.1wa33etataIelative鴨1ueof1。a,bal岨c

暮r〔〕11p33】鳳rir題thりe3aI翔 ∋letterco(1e31鞘 ∋ren〔〕tsigrLificau〔しtlヲ

dlffelentat=pく0。01byFi3her'3PLSDte3t.

(1田ysate〕

00.51251020

磯 嚢

蒙,.難

譲
蹉
縫
葱

4
舞
.
。

F逡 ・3Dotbbt30fT3b㎞i㎏tobTTR3ynthe血2edカ 」解吾既

Ly3ate3conta㎎hTTRweremcubatedwlth104レ 【T3foro即 ℃r皿ght・

次に,ス ズキ目魚類の上位に位置するヒラメ

で報告されている甲状腺ホルモン受容体,fTR

β1を用いたレポータージーンアッセイ系にT3

生体内では,甲状腺ホルモンはそのほとんど

が甲状腺ホルモン結合蛋白と結合 した状態で

存在 し,遊離甲状腺ホルモンが生理作用を引き

起 こす と考えられている。2)本 研究の結果か

ら,皿 が遊離甲状腺ホルモンと結合すること,

また皿 が存在することにより甲状腺ホルモ

ン作用が低減化 されることが明らかとなった。

このことから,魚類においても甲状腺ホルモン

作用は,TrR等 の甲状腺ホルモン結合蛋白との

結合 と解離の度合いによって制御 され,遊 離 し

た甲状腺ホルモンが生体内作用を誘起 してい

る可能性が示唆された。

今後はクロマグロ未受精卵や発生途中の卵

内,並 びに仔稚魚期の体内に存在する遊離甲状
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腺ホルモン量 とTrRに 結合 した甲状腺ホルモン

量の動態を解析 し,そ れらと卵の受精能,発 生

能,生 残率や成長率 との相関を明 らかにしてい

く必要があると考えている。
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