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 1 

緒言	

ストレスは，環境からの要求	(environmental	demand)	によって引き起こされた生

体の普遍的な生理学的反応およびプロセスであり,	環境からの要求をストレッサー

と呼んだ 1)。Selye はストレス刺激の種類によらず非特異的に全身に起きる反応が

あり，これを汎適応症候群と名付けた 2)。ストレス刺激が加わってからの持続時間

によりストレス反応が変化することから，急性反応が生じる警告期，ストレス刺激

に対して適応性ができた抵抗期および抵抗力が落ちた疲労期の３段階から構成され

ることを示した 2)。	

ストレス応答に関する細胞機能として，ストレスタンパク質（HSP,	heat	shock	

protein）が誘導され，分子シャペロンとしてストレスに対する防御に関与すると考

えられる 3-6)。これらのタンパク質は,	バクテリアから哺乳類まで生物に広く分布し

ており、熱ショック,	化学物質,	紫外線などの環境ストレスに応じて著しく誘導さ

れる 5-11)。HSP70（70	kDa 熱ショックタンパク質）と HSC70（70	kDa 熱ショック同族

タンパク質）は,	ATPase ドメインおよびペプチド結合ドメインを介して,	折り畳ま
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れていないタンパク質およびペプチドに結合するシャペロン機能を有している 5)。

熱誘導性の HSP70 は,	ストレスを受けた細胞における変性タンパク質凝集体の可溶

化を調節し，変性タンパク質の再生を促進して機能を回復させ，不可逆的に損傷し

たタンパク質を分解して,	オルガネラおよびプロテアソームへの移行を促進すると

考えられる 12)。したがって,	HSP70 ファミリーメンバーの発現の構成的または誘導

的な調節は,	正常およびストレス下の細胞条件下での細胞生存にとって重要である

12)。	

魚類の発生研究において，熱ストレスによるアポトーシスの研究が従来から行わ

れている 13)。熱ストレスは，発生，成長，組織の分化および器官形成に障害をもた

らすだけでなく，不妊化，性転換などの生殖生理の機能にも影響することが知られ

ている 14)。ゼブラフィッシュ胚をモデルとして 37	℃で高温処理した時，体節数が

減少するとともに，体節が萎縮した 15)。このように，環境ストレスによる生物影響

として，形態・組織観察，核酸比，消化酵素活性および代謝酵素活性が測定されて

いる 13)。アポトーシス研究は，Kerr らの細胞・組織の形態観察から始まり，その特
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徴的な細胞死はアポトーシスと呼ばれるようになった 16)。アポトーシスはその作用

メカニズムが明らかにされることにより,	現在ではプログラム細胞死とほぼ同義で

用いられる 13)。魚類細胞でのアポトーシスシグナル伝達経路は，主に三つの経路に

大別される 13)。第 1の経路は熱，紫外線，γ線や低酸素などのストレス誘導性の経

路，第 2は，Fas リガンド，骨形成因子（bone	morphogenetic	protein，BMP），腫

瘍壊死因子（tumor	necrosis	factor，TNF）などのシグナル分子の刺激によって誘

導される膜レセプターを介する経路，変態に伴う甲状腺ホルモンによって誘導され

る経路が知られている 13)。第 3は，オートファジーによる膜の形成を伴う成長と飢

餓に関わる経路である 13)。これらの 3経路のアポトーシスの分子メカニズムがゼブ

ラフィッシュ，ヒラメ，ブリなどの培養細胞を使って解析された 13)。ゼブラフィッ

シュ胚を熱ショック，紫外線またはγ線で処理すると，染色体 DNA の断片化が生じ

るので，Terminal	deoxynuleotidyl	transferase	mediated	dUTP	nick	end	labeling

（TUNEL）法を用いるホールマウント染色によってアポトーシスが生じた細胞の分布

を観察した 13)。その結果，多数の細胞が原腸胚期の被層で，体節の形成期から孵化
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期の脊髄，膜鰭，心臓および脳で観察された 17)。また，ヒラメ胚への熱ショックあ

るいは紫外線処理によっても，心臓および膜鰭で著しいアポトーシスが観察された

18)。合成基質 acetyl-DEVD	methylcoumarylamide（ac-DEVD-MCA）を用いるカスパー

ゼ活性の測定によって，ストレス強度に対して依存的に活性が上昇した 13)。これら

のことから，熱，紫外線，γ線によって誘発されるアポトーシスはカスパーゼの活

性化を介して生じること，この合成基質を用いることによって，ストレス刺激によ

るアポトーシスの誘導を定量的に測定することが可能となった 13)。	

カスパーゼはその構造と機能からイニシェーター（始動）タイプ（カスパーゼ-8，

-9，-10 など）とエフェクター（実行）タイプ（カスパーゼ-3，-6，-7 など）の 2

つのタイプに大別され，それらによるカスケード反応が誘導される 13)。上流に位置

するニシェーターカスパーゼはアポトーシスシグナルを受け取ると自己活性化し，

下流のエフェクターカスパーゼをプロセシングにより活性化させる 13)。活性化した

エフェクターカスパーゼによって各カスパーゼの基質としての切断点をもつ細胞構

成成分が加水分解され，アポトーシス小体の形成，核の凝縮，染色体 DNA の断片化，
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細胞膜の崩壊などのアポトーシス特有の細胞構造の崩壊と細胞形態の変化が引き起

こされる 13)。カスパーゼ-3 は，主要なエフェクターカスパーゼである 13)。魚類細胞

や魚類胚でアポトーシスの誘導能をもつカスパーゼ-3 がクローン化された 19)。	ゼ

ブラフィッシュ胚へ過剰発現させた結果，アポトーシスが生じ，成熟酵素へのプロ

セッシングが観察された 19)。このことから，カスパーゼ-3 がアポトーシスを実行す

る本質的な分子であり,	アポトーシスの誘導を分析する 19)。	

	 Yabu	et	al.は，ブリ培養細胞を樹立し，高温でのストレス条件において HSC70

および HSP70 が遺伝子レベルで誘導され，シャペロン介在性オートファジーに関与

し，リソソームでのタンパク質分解を促進することを明らかにした 12)。熱ストレス

の条件下の 32	℃以上では，ブリ培養細胞ではストレス応答が生じて，細胞分画の

リソソーム画分に HSC70 および細胞内酵素のアルドラーゼがリソソーム酵素のカテ

プシン Lとともに検出された 12)。このことから，ストレス条件下の ATP が枯渇した

状態では解糖系酵素群がシャペロン介在性オートファジーの基質として細胞内のタ

ンパク質分解に利用されること 20-22)，ストレス状態であるヤケ肉や産卵期の魚介類
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の肉質軟化など品質劣化の現象はシャペロン介在性オートファジーが重要な役割を

果たすことが考えられた 12)。	

	 魚肉の品質劣化をもたらす主要因として,	産卵期や飢餓に伴う生理的変化が重要

である 23)。産卵期のサケやサバ類，ブリ類などの魚類では，筋肉におけるカテプシ

ン Lなどリソソームプロテアーゼ群が活性化することが報告されている 23,24)。カテ

プシン	L	は，ミオシン，コネクチン，コラーゲンなどの筋肉のテクスチャーを形成

する筋肉タンパク質に対して分解活性をもつ 123)。産卵期サケ筋肉では，カテプシ

ン	L	によるタンパク分解が生じた結果，著しい筋肉の軟化が生じた 23)。著しい肉

質軟化が観察される産卵期サケの筋細胞間にはマクロファージ様の貪食細胞が分布

し，カテプシン	L	が発現していた 23,26)。産卵期サケの筋肉の異常な軟化は，筋細胞

に隣接した貪食細胞が，筋肉構造タンパク質や細胞小器官をエンドサトーシスによ

って貪食し,	オートファジーによってタンパク質が消化されたと推測される 23,25)。

ヒラメの異常軟化肉 27)や産卵期のアユ 28)，サバ類などで強いカテプシン	L	活性が

認められており,	成熟や飢餓，感染などが引き金となりタンパク質分解経路が誘導
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された 23)。オートファジーは生体の恒常性維持に関与し,	飢餓応答に関与する細胞

内タンパク分解経路である 23,25)。オートファゴゾームと呼ばれる膜構造が,	細胞質

やオルガネラの一部を囲い込み,	そこに消化酵素を含むリソソームが融合して分解

が起こる 30)。富栄養条件下では,	インスリンなどの同化ホルモンやアミノ酸のシグ

ナルによってオートファジーは抑制されるが,	その中枢で働くのは mTOR	

(mammalian	target	of	rapamycin)	キナーゼを中心とする TORC1 複合体である 31)。

TORC1 は下流の S6-kinase や 4EBP1 を活性化してタンパク質合成や細胞増殖を正に

調節する一方,	オートファジーを起動する ULK1 複合体をリン酸化して不活性化す

る 31,32)。オートファジーは,	マクロオートファジー,	ミクロオートファジー,	シャ

ペロン介在性オートファジーに大別される 25)。魚類細胞では栄養飢餓および熱スト

レスによってオートファジーが誘導されることが確認されている 25)。	

	 国内では年間にブリ類15万トン,	クロマグロ１万トン,	マダイ5.6万トンの養殖

魚が生産されているが,	機能性素材の活用によって,	養殖魚のストレス条件を緩和

し,	高品質化が実現すれば,	養殖魚の需要の増大や価格向上に貢献することができ
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る。また,	養殖魚の安定生産において,	代替タンパク質への転換による低コスト化

やクロマグロやブリ類に適した配合飼料の開発が期待されており,	ストレス応答や

オートファジーによるタンパク質分解を制御する技術開発も期待されている。	

クロマグロやマサバ,	ブリで見られる異常軟化肉「ヤケ肉」は，漁獲時の酸欠に

よるストレス条件で,	ストレス応答およびオートファジーが誘導され,	細胞死が生

じて,	肉質が劣化する現象であると推定される 33,34)	。セレノネインは,	ヘモグロ

ビンやミオグロビンなどヘムタンパク質に結合することによって,	ヘムの自動酸化

を抑制し,	低酸素環境への耐性を担うと考えられる 35,36)。	

	 セレンは，免疫能や生体抗酸化作用を担う必須の微量元素であることから,	セレ

ンが不足すると,	過酸化物による酸化障害が生じる 37)。食事からのセレン摂取につ

いて，マグロ類の組織 38,39)や鯨肉 40)がセレンを最も高濃度に含むことが知られてい

る。肉類，乳類，卵類などもセレン含量が比較的高く,	野菜類や果実は一般に少な

い 41-44)。魚介類の可食部には 0.12−01.27	ppm 程度のセレンが含まれている 45)。魚

類組織に含まれる低分子量のセレン化合物としてセレノネイン
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(2-selenyl-Na,Na,Na-trimethyl	histidine)が見出された
46)。	セレノネインは,	セ

レノケトン構造を有するイミダゾール化合物である 47)。抗酸化物質としてすでに実

用化されている硫黄化合物のエルゴチオネインと比べて,	さらに強いラジカル消去

活性を有していた 37)。セレノネインは特異的なトランスポーター(organic	

cation/carnitine	transporter	1,	OCTN1)によって細胞内へ取り込まれ,	メチル水

銀の排出と無機化を促進した 48)。これらのことから,	魚肉由来のセレノネインは,	

OCTN1 トランスポーターを介して生体内に取り込まれて,	セレンレドックス回路を

強化し,	ラジカルスカベンジャーとして活性酸素種(ROS)の発生を抑制すると推定

される 35,48)。	

	 養殖ブリの筋肉中のセレン含量は天然魚のそれと比べて低いことから,	養殖魚は

セレン欠乏になりやすいと推定される 34)。血中のセレン含量が低いマサバではヤケ

が生じた 34)。	クロマグロのヤケ肉が生じた変質した筋肉の部位では,	正常な部位と

比べて,	セレン含量が低かった 34)。これらのことから,	産卵期の飢餓条件や栄養障

害によって,	セレン欠乏となると,	低酸素条件に対する適応能が低下するため,	ヤ
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ケ肉が生じやすいと推定された 34)。養殖魚の肉質は,	飼料の質によって大きく変化

することが知られている 37)。配合飼料と生餌との肉質への影響を比較した研究から

49)	飼料が異なるヒラメの体成分組成に差違があり,	配合飼料の飼育条件では,	血

中や肝臓の過酸化物含量が増大することが明らかにされた 49)。	また,	養殖ブリの血

合筋の褐変の抑制は,	抗酸化物質の Trolox の灌流投与によって抑制された 50)。肉

質が軟弱化したヤケ肉では,	プロテアーゼ活性が上昇していた 51)。	ヤケ肉は,	セレ

ン欠乏の栄養状態のときに,	漁獲時のストレス条件が加わって発生することが推定

された 34)。クロマグロおよびマサバでは,	漁獲後のアポトーシスとオートファジー

は血中セレン濃度が低い(<1	mg/kg)魚で起こりやすいことが報告されている 34)。一

方,	ラットではセレン欠乏は溶血を誘発することが知られている 52)。家畜の白筋症

はセレン欠乏で発生することから,41,53)	ヤケ肉も白筋症と類似した現象であると考

えられる 37)。これらのことから，魚類におけるセレン欠乏は，セレノネイン含量の

減少による生体抗酸化作用の低下と，酸化ストレスによって生理的障害が生じるこ

とが考えられた 37)。	
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養殖魚への環境によるストレスにより,	肉質が劣化すると考えられている。網で

すくうといった基本的な作業をはじめ54),	様々なストレスを受けていると考えられ

る。ヤケ肉の発生の頻度から,	発生の要因としては,	産卵成熟および夏期の高水温

にかかわる生理的変化が関与し,	ストレス耐性の欠如した一部の少数の個体で,	漁

獲時の取り扱いによって,	強いストレスが生じることが考えられる 17)。この発現メ

カニズムには高温ストレスによって誘導されるオートファジー（細胞内自食作用）

が原因となると考えられる 17)。また，飢餓状態で遡上するベニザケは筋肉中のグリ

コーゲン,	脂質の順に消費し,	その後,	タンパク質を分解して生じたアミノ酸を使

用し,	エネルギーに変換している 55)。この際,	タンパク質分解酵素も著しく増加し

ている 55,56)。魚類は飢餓耐性が非常に強いが，飢餓に伴って著しい生理的変化が生

じる 56,57)。飢餓状態の進行には年齢,	魚種などの差が関係している 58-61)。山崎はコ

イを用いて 125 日間の飢餓試験を行った 62)。脂肪,	タンパク質の減少が著しく体重

は試験開始日から約 25	%減少した 62)。また,	藤谷らはハマチを用いて 1ヶ月におよ

ぶ飢餓実験を行った 59)。肉重量,	肝臓重量の減少が著しく,	最終的に肉質が変化し
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たことを報告した 59)。魚類の筋肉や肝臓では，飢餓に伴ってタンパク質分解酵素活

性が上昇し，タンパク質はエネルギー源として利用される 63-65)。産卵期サケの回遊

は，筋肉と肝臓においてアミノ酸からの糖新生が活性化される 66)。したがって、オ

ートファジーによるタンパク質分解は、魚の重要な適応メカニズムであると考えら

れる 68,69)。	

以上のように,	養殖魚のストレス応答やオートファジーの誘導には飢餓条件や熱ス

トレスが主要因であると考えられることから，カンパチの飼育試験を行い，飢餓の

条件におけるストレス応答およびオートファジーの誘導をカテプシン Lやカスパー

ゼ-3 を生化学的バイオマーカーとして用いて解析した。その結果，カンパチ稚魚に

おいて，飢餓条件３日以降にオートファジーおよびアポトーシスが生じて，シャペ

ロン介在性オートファジーを伴う著しいタンパク質分解が筋肉で生じることを明ら

かにした。すなわち，本研究では，養殖ブリ類の筋肉で認められたオートファジー

によるタンパク質分解系の誘導機構を解析した。	
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材料と方法	

試料魚	

	 カンパチ	Seriola	dumerili	(体長約2	cm)	は宮崎県栽培漁業協会から購入した。

国立研究開発法人水産研究・教育機構水産大学校の敷地内にある屋内水槽において

市販配合餌料	(林兼産業株式会社マリン 3号)	を給餌し,	体重約 30	g になるまで 2

ヶ月間飼育した。	

飼育方法	

	 対照区（給餌区）および飢餓試験区を設定し,	平均体重 24.0	±	5.1	g の魚を屋

内の1	トン水槽に収容し,	流水で 8月 4日から試験を開始し,	8月 18日まで飼育し

た。対照区はそれぞれ平均体重 24.0	±	5.1	g の 1	%の餌を,	午前 9 時と午後 9 時

の２回,	計 2	%を毎日給餌した。飢餓試験開始時に 10 尾を採取した。試験に使用し

た試料は 2日目,	4 日目,	6 日目,	8 日目,	10 日目,	12 日目および 14 日目に各試験

区から 5尾ずつ採取した試料魚を用いた。体長,	体重および肝重量を測定し,	普通

筋を採取して−50	℃で凍結保存した。	
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銅 Folin 法による水溶性タンパク質および塩溶性タンパク質の定量	

	 タンパク質抽出	 凍結保存	(-50	℃)	した普通筋約 0.1	g を秤量し,	1.5	mL チュ

ーブに入れた。採取した普通筋の 3倍量の超純水を加えてホモジナイザーペッセル

を用いて組織片をよくホモジナイズした。試料を 10000×g で 30	分間遠心分離をし

た後,	上清を回収し、超純水で 100 倍に希釈した。これを水溶性タンパク質抽出液

として分析に用いた。その後,	沈殿の 3倍量の 50	mM	塩化ナトリウム水溶液	(50	mM	

NaCl 水溶液)	を加えてホモジナイザーペッセルを用いて沈殿をよくホモジナイズ

した。遠心機を用いて 10000	g×30 分間遠心分離を行った。この行程を計 2回行っ

た。その後,	沈殿に採取した量の 5 倍量の 2	%w/v 炭酸ナトリウム/0.1	M 水酸化ナ

トリウム水溶液	(C 液)	を加えて沈殿を溶かし,	その後,	さらに C 液で 100 倍に希

釈した。これを塩溶性タンパク質抽出液として分析に用いた。	

	タンパク質定量	 試験管に各タンパク質抽出液 0.2	mL を測りとり,	これに 2	%w/v

酒石酸ナトリウム水溶液	(A 液),	1	%w/v 硫酸銅水溶液	(B 液),	C 液をそれぞれ

1:1:100 で混合した試薬	(アルカリ銅液)	2	mL を加えてよく混ぜ,	室温で 30 分間静
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置した。その後,	超純水で 2倍に希釈したフェノール試薬	(D 液)	0.2	mL をさらに

加え,	D 液が沈殿しないように激しく混ぜて,	室温で 30 分間静置した。分光光度計	

(Hitachi	ダブルビーム分光光度計 UH5300)	を用いて 750	nm の波長で吸光度を測定

した。ウシ血清アルブミン水溶液を用いて検量線を作製し,	タンパク質濃度を定量

した。	

タンパク質分解酵素の測定	 	

	 タンパク質の抽出	 凍結保存	(-50	℃)	した普通筋約 0.1	g を秤量し,	1.5	mL チ

ューブに入れた。採取した普通筋肉の 3倍量の超純水を加えてホモジナイザーペッ

セルを用いて組織片をよくホモジナイズした。遠心機を用いて 4	℃,	10000×g で

30	分間遠心分離をした後,	上清を抽出液として回収した。	

	 カテプシン L活性の測定	 反応には 0.1	M リン酸二水素カリウム,	1	mM ジチオト

レイトール,	1	mM	EDTA 二ナトリウムおよび 0.005	w/v%ポリオキシエチレン(23)ラ

ウリルエーテルを含む 0.1	mM クエン酸緩衝液	(pH	5.6)	に基質	(Z-Phe-Arg-MCA)

を終濃度 2	µM になるように混和した。基質溶液 200	µL に対して抽出液を 20	µL 加
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えて,	37	℃で 30 分間反応させた。分光蛍光光度計を用いて励起光波長 370	nm およ

び蛍光波長 440	nm の蛍光強度で測定した。活性は 37	℃で Z-Phe-Arg-MCA	を 1	µmol

を分解する酵素活性を 1	unit とした。	

	 カスパーゼ 3 活性の測定	反応には 50	mM 塩化カリウム,	250	mM 塩化マグネシウ

ム,	1	mM ジチオトレイトールおよび 75	mM スクロースを含む 20	mM	HEPES	緩衝液	

(pH7.5)に基質	(ac-Asp-Glu-Val-Asp-MCA)	を終濃度 2	µL になるように混和した。

基質溶液 200	µL に対して抽出液を 20	µL 加えて,	37	℃で 30 分反応させた。分光蛍

光光度計を用いて,	励起光波長 370	nm および蛍光波長 440	nm で測定した。活性は

37	℃で Ac-Asp-Glu-Val-Asp-MCA を 1	µmol 分解する酵素活性を 1	unit とした。	

SDS-PAGE およびウエスタンブロット	

	 タンパク質の抽出のため，凍結保存	(-50	℃)	した 14 日目の普通筋約 0.05	g を

秤量し,	1.5	mL チューブに入れた。採取した普通筋の 3倍量の超純水を加えてホモ

ジナイザーペッセルを用いて普通筋をよくホモジナイズした。遠心機を用いて 4	℃,	

10000×g で 30	分間遠心分離を行った後,	上清を回収し,	水溶性タンパク質を回収



 17 

した。沈殿に対して 3倍量の 50	mM	NaCl 水溶液を加えてホモジナイザーペッセルを

用いてホモジナイズした。遠心機を用いて 4	℃,	10000×g で 30 分間遠心分離を行

った。この行程を計 2回行った。これを塩溶性タンパク質抽出液として分析に用い

た。	

電気泳動の緩衝液は，0.125	M	2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパノール

ジオール塩酸塩	(Tris-HCl),	4	%w/v ドデシル硫酸ナトリウム(SDS),	20	%w/v グリ

セロールおよび 5	%w/v ジチオトレイトール	を含む 2×サンプルバッファーを水溶

性タンパク質抽出液に等量に加えた。塩溶性タンパク質抽出液には 2×サンプルバ

ッファーを 1	mL 加えた。これらを	95	℃で 5	分間加熱処理をした。その後,	8	M

尿素水溶液を水溶性タンパク質抽出液に 3	µL,	塩溶性タンパク質抽出液に 30	µL そ

れぞれ加えた。電気泳動には 10	%ゲルを用いた。クマシーブリリアントブルー	R-250

を用いて染色した。ウェスタンブロッティングにはセミドライ式ブロッティング装

置に 25	mM	Tris,	192	mM グリシンおよび 20	%v/v メタノールを含む転写バッファー

に浸したろ紙,	親水処理したポリフッ化ビニリデン膜	(PVDF膜)、電気泳動後の10	%
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ゲル,	転写バッファーに浸したろ紙の順に重ね合わせた。20	V,	80	mA で 90 分ブロ

ッティングを行った。その後、PVDF 膜をブロッキングバッファー	(Thermo	

Scientific	StartingBlockTM{TBS}Blocking	Buffer)	に浸して 1 時間振盪した。そ

の後,	PVDF 膜を 20	mM	Tris-HCl および 150	mM 塩化ナトリウムを含むトリス緩衝生

理食塩水（TBS	 pH7.4）で 1000 倍希釈した一次抗体に浸して 1時間または一晩振盪

させた。一次抗体には，Heat	Shock	Protein	70	mouse	monoclonal	antibody	(Sigma	

SAB4200714)，を用いた。その後、PVDF 膜を TBS に浸して,	1 時間振盪させた。その

後,	PVDF 膜を TBS で 1000 倍希釈した標準二次抗体（Thermo	Scientific	Goat	

anti-mouse	IgG	Cross	adsorbed	secondary	Antibody,	HRP）に浸して 1時間振盪さ

せた。その後,	PVDF 膜を TBS に浸して,	1 時間振盪させ,	DAB 発色試薬(Thermo	

Scientific	Metal	Enhanced	DAB	Substrate	Kit	)を用いて発色した。	
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結果	

飢餓に伴う体長,	体重,	肥満度および肝重量の変化	

	 対照区の体長はそれぞれ開始日 12.2	cm,	2 日目 13.3	cm,	4 日目 13.2	cm,	6 日

目	14.2	cm,	8 日目 14.2	cm,	10 日目 14.5	cm,	12 日目 14.4	cm,	14 日目 15.2	cm

であった。飢餓試験区の体長はそれぞれ開始日 12.8	cm,	2 日目 12.5	cm,	4 日目 12.7	

cm,	6 日目	13.0	cm,	8 日目 13.4	cm,	10 日目 13.2	cm,	12 日目	12.8	cm,	14 日目	12.8	

cm であった	(Fig.	1A)。対照区では開始日の平均体長 12.2	cm から 14 日目には平

均体長 15.2	cm と 25	%増加し,	成長していた	(ANOVA,	P<0.05)	。	

	 対照区の体重はそれぞれ開始日24.0	g,	2日目	29.0	g,	4日目27.2	g,	6日目	33.2	

g,	8 日目 32.6	g,	10 日目 34.0	g,	12 日目	37.0	g,	14 日目 42.4	g であった。飢餓

試験区の体重はそれぞれ試験開始初日	28.0	g,	2 日目	22.6	g,	4 日目	22.6	g,	6

日目	23.0	g,	８日目	23.4	g,	10 日目	23.8	g,	12 日目	21.8	g,	14 日目	21.6	g

であった	(Fig.	1B)。対照区と飢餓試験区との間では差違が認められた	(ANOVA,	

P<0.05)。対照区の体重は増加し，成長した。一方，飢餓試験区の体重は,	開始日の
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28.0	g から 14 日目には 28	%減少し,	平均体重は 21.8±	5.5	g であった(ANOVA,	

P<0.05)。	

	 対照区の肥満度はそれぞれ開始日 1.3,	2 日目	1.2	,		4 日目	1.2	,	6 日目	1.2	,	

８日目	1.2,	10 日目 1.1	,	12 日目	1.3	,	14 日目	1.2	となった。飢餓試験区の肥

満度はそれぞれ開始日	1.3	,	2 日目	1.2	,	4 日目	1.0	,	6 日目	1.1	,	8 日目	1.0	,	

10 日目	1.0	,	12 日目	1.1	,	14 日目	1.1	となった(Fig.	2A)。対照区と飢餓試験

区との間では差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区では開始日の平均肥満

度 1.3 から 14 日目には平均肥満度 1.1 と 13	%減少した	(ANOVA,	P<0.05)	。	

	対照区の肝重量体重比はそれぞれ開始日	1.4	,	2 日目	1.1	,	4 日目	1.3	,	6 日目	

1.2	,	8 日目	1.2	,	10 日目	1.2	,	12 日目	1.6	,	14 日目	1.2	であった。飢餓試験

区の肝重量体重比はそれぞれ開始日	1.3	,	2 日目	0.8	,	4 日目	0.7	,	6 日目	0.7	,	

8 日目	0.6,	10 日目	0.6	,	12 日目	0.6	,	14 日目	0.5	であった	(Fig.	2B)。対照

区と飢餓試験区との間では差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区の肝重量

体重比では開始日の 1.3 から 14 日目の 0.5 と 61	%減少した(ANOVA,	P<0.05)。	
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普通筋の水溶性タンパク質および塩溶性タンパク質の定量	

	 対照区の普通筋1	gあたりの水溶性タンパク質含量は開始日45.0	mg,	2日目	47.1	

mg,	4 日目	45.5	mg,	6 日目	45.9	mg,	8 日目	45.0	mg,	10 日目	40.0	mg,	12 日目	43.1	

mg,	14 日目	50.7	mg であった。飢餓試験区の普通筋 1	g あたりの水溶性タンパク質

含量は開始日	47.3	mg,	2 日目	44.8	mg,	4 日目	42.2	mg,	6 日目	45.7	mg,		8 日目	

36.0	mg,	10 日目	33.9	mg,	12 日目	32.1	mg,	14 日目	34.8	mg	であった	(Fig.	3A)。

飢餓試験区の普通筋の水溶性タンパク質含量は，飢餓に伴って減少し（ANOVA,	

P<0.05），対照区との間に差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。	

	 対照区の普通筋 1	g あたりの塩溶性タンパク質含量は開始日 117.4	mg,	2 日目	

121.2	mg,	4 日目	122.0	mg,	6 日目	115.3	mg,	8 日目	116.4	mg,	10 日目	113.7	mg,	

12 日目	114.8	mg,	14 日目	115.1	mg であった。飢餓試験区の普通筋 1	g あたりの

塩溶性タンパク質含量は開始日	114.3	mg,	2 日目	126.1	mg,	4 日目	119.3	mg,	6

日目	114.8	mg,	day8	114.7	mg,	10 日目	108.3	mg,	12 日目	105.4	mg,	14 日目	108.3	

mg であった	(Fig.	3B)。対照区と飢餓試験区の普通筋の塩溶性タンパク質含量に差
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違は認められなかった。	

普通筋のタンパク質分解酵素活性	

	 対照区の普通筋のカテプシンLの活性は開始日9.9	unit/mg,	2日目	8.6	unit/mg,	

4 日目	9.9	unit/mg,	6 日目	10.4	unit/mg,	8 日目	8.3	unit/mg,	10 日目	10.1	

unit/mg,	12 日目	8.8	unit/mg,	14 日目	9.0	unit/mg であった。飢餓試験区のカテ

プシン L 活性は開始日 8.9	unit,	2 日目	11.6	unit/mg,	4 日目	10.6	unit/mg,	6

日目	11.0	unit/mg,	8 日目	11.9	unit/mg,	10 日目	11.5	unit/mg,	12 日目	13.3	

unit/mg,	14 日目	13.1	unit/mg	であった	(Fig.	4A)。飢餓の進行に伴って普通筋

のカテプシン L活性は増加したことから，対照区と飢餓試験区では差違が認められ

た(ANOVA,	P<0.05)。	

	 対照区の普通筋のカスパーゼ-3 の活性は開始日 5.2	unit/mg,	2 日 7.5	unit/mg,	4

日目	6.7	unit/mg,	6 日目	7.6	unit/mg,	8 日目	8.5	unit/mg,	10 日目	8.6	unit/mg,	

12 日目	7.2	unit/mg,	14 日目	6.3	unit/mg であった。飢餓試験区のカスパーゼ-3

の活性は開始日	6.8	unit,	2 日目	7.3	unit/mg,	4 日目	7.4	unit/mg,	6 日目	9.5	
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unit/mg,	8 日目	12.4	unit/mg,	10 日目	11.2	unit/mg,	12 日目	12.4	unit/mg,	14

日目 11.1	unit/mg であり，飢餓に伴って増加した(ANOVA,	P<0.05,	Fig.	4B)。対照

区と飢餓試験区では活性に差違が認められた(ANOVA,	P<0.05)。飢餓試験区では普通

筋のカスパーゼ-3 活性は開始日の 6.8	unit/mg と 14 日目の 11.1	unit/mg と比較し

て 39	%増大した(ANOVA,	P<0.05)。	

HSC70 の発現	

	 試験開始 14 日目の普通筋の水溶性タンパク質のクマシーブリリアントブルー	

R-250によるSDS-PAGEでは54kでは対照区にはないバンドが飢餓試験区で確認され

た。また 28k では対照区に比べて飢餓試験区のバンドが細く,	減少していることが

確認された	(Fig.	5A)。14 日目の普通筋の水溶性画分のウェスタンブロッティング

では,	飢餓試験区では HSC70 発現量が高かった	(Fig.	5B)。試験開始 14 日目の普通

筋の塩溶性タンパク質のクマシーブリリアントブルー	R-250 による SDS-PAGE では

差違は見られなかった(Fig.	6)。	
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考察	

飢餓に伴ってカンパチ稚魚の体重,	肥満度および肝重量比は減少し，軽時的に飢

餓状態が進行していると考えられた。一方，対照区は体長，体重，肥満度および肝

体重比がいずれも増加したことから，本研究の給餌条件（1 日当たり体重の２％）

で稚魚は成長した。飢餓試験区での肝重量体重比は，試験開始 2日目に，対照区と

比較して減少したことから，飢餓に伴って筋肉や肝膵臓の成分が栄養源として利用

されていることが考えられた。本研究の飢餓条件１４日間では死亡個体は見られず，

致死的な飢餓条件ではなかった。	

	 山下らはサケ	Oncorhynchus	ketaの稚魚を試料魚に 23 日間の無給餌試験を行い,

筋肉の水溶性タンパク質含量を調べたところ,	筋肉の水溶性タンパク質は試験開始

日から試験開始 23 日後には 66	%まで減少していた 56)。飢餓試験区のカンパチの普

通筋の水溶性タンパク質は開始日から試験 14 日目には 74	%まで減少した。水溶性

タンパク質の減少が著しいことから,	水溶性タンパク質をエネルギー源として,	生

存していたと考えられる。この飢餓条件では産卵期サケと同様にグルコースや脂質
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がすでに枯渇したのち,	分解されたと考えられる 44)。ゼブラフィッシュの 24 時間

の飢餓が平均体重を 347±42	mg から 336±3	mg に減少し、48 時間の飢餓が平均体

重を 347±42	mg から 327±7	mg に減少した。	体重の減少は開始 24 時間後に始まり,	

48 時間後にピークを達した 69)。内因性 MAP1-LC3B のウエスタンブロット分析で骨格

筋および肝膵臓では、内因性 MAP1-LC3B-I が飢餓時に MAP1-LC3B-II に変換されるこ

とが示された 69)。高レベルの MAP1-LC3B-II は、36 時間の飢餓後の骨格筋で観察さ

れた 69)。	MAP1-LC3B-II は、摂食条件下で 36 時間以内に肝臓膵臓で検出され、48

時間の飢餓後に消失した 69)。したがって、MAP1-LC3B-II は飢餓によって誘発され、

MAP1-LC3B-I は主に MAP1-LC3B-II に変換されることが分かった 69)。	

	 カテプシン Lは,	細胞内のタンパク質をリソソームに取り込み,	酵素的に加水分

解するシャペロン介在性オートファジーを担う 57)。飢餓試験区では開始日の 8.9	

unit/g と 14 日目の 13.1	unit/g と比較して 68%増大した。このことからカンパチは

飢餓ストレスによってシャペロン介在性オートファジーが誘導され,	HSC70 によっ

てアルドラーゼ,	クレアチンキナーゼなどの細胞質のタンパク質がリソソームに取
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り込まれ,	筋肉タンパク質が利用されたと考えられる。また、カテプシン Lは死後

の魚肉の pH を弱酸性下で作用することで肉質を軟化させることから 57)，飢餓条件

でのカテプシン L活性の上昇は，肉質軟化の要因としてヤケ肉の発生との関連性が

考えられる。	

アポトーシスはストレスによって誘発され，細胞・組織が崩壊する現象である34)。

魚類におけるアポトーシスの中心的な役割を担う34)カスパーゼ群は通常,	細胞内で

は不活性前駆体として存在するが細胞がストレス刺激を受け,	カスパーゼ-3 が活

性化するとその活性化によって細胞内の筋肉の特定の基質タンパク質が加水分解さ

れアポトーシスが実行される 34)。飢餓試験区では普通筋のカスパーゼ-3 の活性は開

始日の 6.8	unit/g と比較して 14 日目の 11.1	unit/g と 61	%増大した。このことか

らカンパチは,	筋肉において飢餓ストレスによって,	リソソームの活性化を伴うシ

ャペロン介在性オートファジーが誘導されたのち，アポトーシスが生じることが考

えられた。	

	 カスパーゼ-3とカテプシンLの酵素活性両方が増大した結果から,	カンパチ稚魚
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は 14 日間の飢餓ストレスによって，タンパク質分解が著しく誘導され，筋肉組織が

崩壊し，産卵期サケ 44)と同様に肉質が劣化することが考えられた。	

	 試験開始 14 日目の普通筋の水溶性タンパク質の SDS-PAGE では 63k では対照区に

はないバンドが飢餓試験区で見られた。また 28k では対照区に比べて飢餓試験区の

バンドが細く、減少していることが確認された。飢餓ストレスによって筋肉タンパ

ク質の分解が進むことが考えられた。Nakagawa	et	al.70)によって魚肉の水溶性タン

パク質が同定されており，電気泳動パターンから	グリセロアルデヒド三リン酸脱水

素酵素 GAPDH であると推定される。ウエスタンブロット，活性測定およびトリプシ

ン消化ペプチドの質量分析によって，このタンパク質が GAPDH であることを確認す

る必要がある。飢餓のオートファジーによって筋肉において分解され，アミノ酸栄

養に利用されることが考えられた。	

	 飢餓14日目の普通筋の塩溶性タンパク質のSDS-PAGEでは差違は見られなかった。

このことから,	14 日間の飢餓では普通筋の水溶性タンパク質が優先して分解される

ことがわかった。試験日 14 日目の普通筋の水溶性画分のウェスタンブロッティング
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では飢餓試験区では HSC70 の発現が増大していた。このことからリソソーム内で生

じているシャペロン介在性オートファジーが誘導され，タンパク質を分解すること

が考えられた。ブリ細胞では熱ストレスによる筋肉でのシャペロン介在性オートフ

ァジーでは MAP-LC3 がオートファゴゾームに取り込まれることから,	マクロオート

ファジー誘導の分子マーカーとして知られている 46)。飢餓によっても熱ストレスと

同様にシャペロン介在性オートファジーが誘導されることが考えられる。ストレス

条件によってグリコーゲンや ATP など筋肉におけるエネルギー物質が枯渇したのち，

シャペロン介在性オートファジーおよびマクロオートファジーが誘導され，ストレ

ス条件に伴って不要となったアルドラーゼなど水溶性タンパク質である解糖系酵素

群が HSC70 によってリソソームに輸送され，タンパク質分解が進行し，アミノ酸を

エネルギー源とする代謝経路が活発化することが推定された。高水温条件や酸欠条

件で飼育した実験魚や実際に肉質軟化した魚体を材料として，筋肉や肝膵臓からリ

ソソーム画分を回収し，リソソーム内のタンパク質をウエスタンブロットや質量分

析によって検出することによって，オートファジーの誘導を確認することができる
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と考えられる。マクロオートファジーの指標である MAP-LC-II，シャペロン介在性

オートファジーの指標である HSP70，水溶性タンパク質のアルドラーゼやクレアチ

ンキナーゼ，GAPDH などを検出する手法が利用できる。これら複数のオートファジ

ーの機構がどのようなステージの飢餓条件で誘導されたかを調べて，海産魚の栄養

代謝におけるオートファジーの役割を理解することが可能であると考えられる。本

研究の結果から，カンパチの飢餓８日以降の極度の飢餓条件では，筋肉の水溶性タ

ンパク質分解がシャペロン介在性オートファジーによって進行することが推定され

た。陸上動物がグルコースをエネルギー源として利用することに対して，筋肉にお

けるオートファジーがアミノ酸栄養の供給源となって利用することによって，魚類

が２週間以上の長期間の飢餓条件で生存可能であることが考えられた。	
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FIGURE	LEGENDS	

Fig.1.	Changes	in	body	length	(A)	and	body	weight	(B)	for	14	days	during	feeding	

and	starvation	experiments.	Open	circle	and	triangle	indicate	the	values	for	

the	 control	 and	 starvation	 feed	 respectively.	 Asterisk	 indicates	 the	

statistical	significance	between	the	control	and	the	treated	fish	during	the	

feeding	and		starvation	experiments	(＊P	<	0.05).	

	

Fig.2.	Changes	in	hepatosomatic	index	(A)	and	condition	factor	(B)	for	14	days	

during	feeding	and	starvation	experiments.	Open	circle	and	triangle	indicate	

the	value	for	the	control	and	starvation	feed	respectively.	Asterisk	indicates	

the	statistical	significance	between	the	control	and	the	treated	fish	during	

the	feeding	and	starvation	experiments	(＊P	<	0.05).	

	

Fig.3	Changes	in	water-soluble	protein	contents	(A)	and	salt-soluble	protein	
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contents	(B)	for	14	days	during	feeding	and	starvation	experiments.	Open	circle	

and	 triangle	 indicate	 the	 values	 for	 the	 control	 and	 starvation	 feed	

respectively.	Asterisk	indicates	the	statistical	significance	between	the	

control	and	the	treated	fish	during	the	feeding	and	starvation	experiments	(＊

P	<	0.05).	

	

Fig.4	Changes	in	cathepsin	L	activity(A)	and	caspase-3	activity(B)	for	14	days	

during	feeding	and	starvation	experiments.	Open	circle	and	triangle	indicate	

the	values	for	the	control	and	starvation	feed	respectively.	Asterisk	indicates	

the	statistical	significance	between	the	control	and	the	treated	fish	during	

the	feeding	and	starvation	experiments	(＊P	<	0.05).	

	

Fig.	5	SDS-PAGE	pattern	of	water-soluble	protein	fractions	in	the	white	muscle	

of	the	Coomassie	Blue	staining	(A)	and	HSC70	expression	detected	with	the	anti	
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HSC70	(B)	of	the	day	14	of	the	feeding	and	starvation	experiments.	A	10	%	gel	

was	used.	The	lane	numbers	indicate	individual	numbers.	The	letter	M	stands	

for	molecular	weight	protein	marker.	The	arrow	and	the	asterisk	indicate	the	

components	absent	of	feeding	and	starvation.		

	

Fig.	6	SDS-PAGE	pattern	of	salt-soluble	protein	fractions	in	the	white	muscle	

of	the	day14	of	the	feeding	and	starvation	experiments.	A	10	%	gel	was	used.	

The	lane	numbers	indicate	individual	numbers.	The	letter	M	stands	for	molecular	

weight	protein	marker.		
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Fig.	2	
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Fig.	3	
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Fig.	4	
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Fig.	5	
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Fig.	6	
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