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直三1
トラフグraJd!JZのクローニング

一魚類ビタミンAの粧発生での役割解明に向けて-

宇治督キ1・黒川i忠英*1・鈴木徹*2

Molecular cloning of raJd!JZ from TaJ(jfugu rUblかω

Susumu UJI*¥ Tadahide KUROKAWA*1 and Tohru SUZUKI*2 

Abstract Embryonic development of organs and tissues in viviparous organisms such as mammals， 

particularly organs such as the central nervous system， heart and skeletons， is d巴pend巴ntupon vitamin A 

supplement日d仕omthe mother. Conversely， in fish， which are oviparous， embryogenesis is entirely d日pend日nt

on nutrients stored mainly as yolk within巴ggsduring vitellogenesis. Jt is therefore possible that abnormalities 

in seed production by broodstock may arise during em旬、yogenesisin an aquacultural setting due to vitamin 

A deficiency or hypervitaminosis. The authors hypothesize that， not only is vitamin A metabolism essential 

to the developm日ntof mature female fish， but vitamin A transfer to the eggs is日ssentialfor healthy seed 

production. Here we review the role of vitamin A in mammals and fish. In addition， we describe the molecular 

characteristics and gene expression patterns in Takiβ1(m rubnj7es retinaldehyde dehydrogenase 2 (raldh2)， 

which converts retinal to retinoic acid， an active form of vitamin A that controls the mRNA expression of 

various genes involved in embryogenesis. 

Key vlords : vitamin A， early development， malformation， metabolic pathway ofvitamin A， raldh2 
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魚類寵苗生産現場において、色素異常(特にヒラメ

ParaJichthys olilノaceus、マツカワ Ve1'a伊 e1' moseη'にお

ける白化、黒化現象)、骨形成異常(特にブリ Seriola

quinqueradiataにおける上下顎骨異常、脊椎骨癒合、

前頭骨異常)など、形態の異常な稚魚が多数発生する

ことがあり問題となっているの

形態異常を考えるうえで非常に重要な要素は 2つあ

る。 1つは涼盟要菌、もう lつは時期的要国である。

要因が何なのか、それがいつ起こるかによって、形態

異常の表現型は大きく変わる。我々は lつのモデル

としてトラフグ Takifugurubη'pesをもちいて、原因要

因をビタミンAの活性本体であるレチノイン酸 (RA)

に決め、時期的要因を版発生期に絞って実験を行い、

有用魚種における限発生と、稚魚および成魚における

形態異常との関連を調べている。

党としての作用だけでなく、脊椎動物の発生過程に重

要な役割を持っている。このことは古くからの欠乏症、

過剰症などの栄養学的、奇形学的研究からだけでなく、

最近の分子生物学的な RAシグナル伝達機構の研究か

ら明らかである。しかしながら、そのほとんどは晴乳

類での知見であり、魚類で、の知見はモデル生物で、ある

ゼブラフイツシュに限られているのが現状である。晴

乳類は「子が母体内で養分を受け、ある程度の発達を

遂げたのち生まれるJ~台生である。それゆえヒトなど

では、妊婦が皮膚病の治療薬としてレチノイド薬を経

口投与されるとその影響で奇形胎児が生じる (Lammer

et al. 1985)。魚類は f卵の形のままで母体外に産み出

ビタミンAは必須の栄養素として網膜における視

2008年4月 23日受理 (Received on r¥pril 23， 2008) 

され、体外で発育して僻化するJ る。この産

卵様式の違いは非常に重要である。胎生の場合、その

発生は親の栄養状態の影響を直接受けるのに対し、

生の湯合、卵黄という栄養素のみで発生する。つまり

*1養殖研究所 〒516-0193三重県度会郡南伊勢問]中津浜iIli422-1 C¥ational Research Institute of Aquaculture，Fisheries Research Agency 422-1 
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ネ2東北大学文学院農学研究科〒 981-8555仙台市奇襲反応通雨宮町 1-1(Laboratory of Bioindustrial Inlormatics. Graduate School of Agricultural Science， 
Tohoku University， Aoba， Scndai， ~Iiyagi 981-8555. japan) 
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未受精卵の状態で必要な栄養素は親からすべて与えら

れていて、それ以降全く栄養素の供給はない。卵生の

ウズラでビタミン A欠乏症があることが知られ

ているように (Madenet al. 1996)、魚類の場合も親;魚

から与えられる栄養素としてのどタミンAの供給が

適切でなければ、欠乏症、過剰症を引きおこす可能性

がある。

ビタミンAの活性型である RAを含む海水にヒラメ

やトラフグ仔魚を浸漬すると、色素異常や骨形成異

常が起こる (Hagaet al. 2003;宇治ら、未発表)。これ

は解化後に与える餌にビタミンAが過剰に存在する

と、形態異常が起こる可能性があるということを示唆

している。実際に、ヒラメにおいて餌料のビタミンA

の多寡が形態異常を起こすことが知られている (Dedi

et al. 1995; Takeuchi et al. 1998)0だが RAによる色素

異常、骨形成異常は仔魚期のみに原因があるのであろ

うか。我々は RAレセプターがトラフグ版発生におい

て色素細胞系列前駆細胞で発現していることを観察し

てい石(宇治ら、未発表)。これは仔魚期における RA

の浸漬実験によって色素異常が起こるという先ほどの

事実と合致していると同時に、臨発生時においてもこ

れらの細胞系列にビタミン Aが影響を与えうること

を示唆している。例えば、解化前の卵黄の中にあるビ

タミンAの過剰もしくは欠乏が発生初期の前駆色素

細胞や前駆骨細胞などに影響を与え、表現型として検

出されるのが仔魚期で、あるということはないのだろう

か。

このような卵質に関わる発生異常、形態異常の問題

は初期減耗抑制技術の開発に当たっては梅めて重要な

研究課題である。そこで、本プロジェクトでは有用魚、

の卵内ビタミンAの怪発生での役割、そして形

態異常への影響を明らかにすることを目的として研究

を行ってきた。ここでは「ビタミンAJ という発生に

重要な栄養成分であり、催奇形性因子でもある分子に

関する知見、特に臨発生過程での機能の現状を我々の

研究成果を含めて紹介する。

ビタミンAとiま

ビタミンAは脂溶性ビタミンのひとつであり低分

子化合物である。他の脂溶性どタミンにはビタミン

D、丘、 Kがあり計4種類知られている。水溶性ビタ

ミンは 9種類あり、ビタミンとしては合計 13種類あ

る。ビタミンは一般に栄養物質として細胞内に摂取さ

れ、多くの場合酵素タンパク質の補助因子となる。*

女日本ビタミン学会， 1996ビタミンの事典.朝合害賠

溶性ビタミンは体内で貯蔵できないので、毎日必要量

を摂取しないと欠乏症になることがある。これに対し

て、脂溶性ビタミンは、体内に特定の貯蔵細胞が存

在するなど、一般に長時間保持されるので、水溶性ど

タミンに比べて欠乏症に陥ることが少ない。また体

内に蓄えられるという再じ理由で脂溶性ビタミンは

過剰症が存在する。ビタミンA過剰症は人間の場合、

少なくとも一日当たり 15，000~ 50，00OJUを数ヶ月か

らl年以上摂取し続けると過剰症になるといわれてい

る (Silvermanet al. 1987)。ビタミンA過剰症の症状

は多岐にわたり、食欲不振、肝機能異常、関節炎、頭

痛、発疹などが認められる。そこで過剰症の発症とい

う点から、 府立に成人では 25，00OJU/白以上の摂取は

避けるべきであるとされている三ビタミンAには欠

乏症も知られている。 例えばビタミンA欠乏食で飼

育したラットは生殖機能障害をきたす(Clagett-Dame 

et al. 2002)。ラットのビタミン A欠乏状態は、胎先

に無限症、小眼症などの隈の奇形、神経系の奇形、中

軸骨格異常などを生じる (Morriss-Kay1992; White et 

al. 2000; Kaiser et al. 2003)。また、ビタミンAは催奇

形性があることでも知られている。ニキどの経口治

療薬であるイソトレチノイン(ビタミンAの誘導体)

の投与を受けていた悶:親は、奇形の子供を産む危険性

が高くなる (Lammeret al. 1985)。さらに妊娠母獣に

RAを投与すると、中枢神経系、顔面奇形、偲弓奇形、

日艮の奇形、中軸骨格の奇形、四肢の奇形など、 70

類以上の奇形を生じることが知られている (Shenefelt

1972)0後述するように内因性レチノイドは胎克の形

態形成に関わる。そのレチノイドがなんらかの要民で

外国的に与えられた場合、正常発生過程を撹乱する結

果となり、このような作用がレチノイド、の持つ催奇形

性へと結びつくのであろう。

ビタミン Aの代謝経路

食物中に含まれるピタミン Aは大別すると、動物

性食品由来の長鎖飽和脂肪酸と重合したレチニルエス

テノレと植物性食品由来のカロテノイドがある。動物性

食品由来のレチニルエステル(多くはパルミチン酸エ

ステル)は、動物の肝臓、ウナギ、アナゴ、卵類、バ

ターなどに多く含まれている。植物性食品由来のカロ

テノイドは、にんじん、ほうれん草などに多く含まれ

ている。

ノト腸より吸収されたビタミンAは主として長鎖飽

和脂肪酸と再びエステルを形成し、他の脂質と共にカ
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イロミクロン中に組み込まれて血液中へと輸送され、

最終的には肝臓内に取り込まれ貯蔵される。小腸粘膜

上皮細胞内におけるレチノーノレの再エステノレ化には

cellular retinol binding protein (CRBP)， acyl-CoA retinol 

acyltransferase (ARA T)、lecithinretinol acyltransferase 

(LRAT)が関与すると考えられている。レチノール自

体は脂溶性であるので単独では血液に溶解しないが、

肝臓に貯蔵されているレチニノレエステノレは必要に応じ

てLRATによって加水分解されてレチノールになった

後、レチノール結合タンパク (RBP) に結合すること

で血液中での輸送が可能になる。レチノール.RBP複

合体はレチノイドを必要とする組織の細胞に取り込ま

れる。この取り込み機構は長年議論の的となっていた

が最近新たな知見が加わった。これまでは細胞膜上の

特異的なレセプターを介するという説と、非特異的に

膜を通過するという説とがあった。Kawaguchiら(2007)

はRBPの細胞膜上のレセプターの存在を確認し、そ

れが細胞内にレチノールを取り込む作用があることを

示した。細胞内に取り込まれたレチノールは、酸化さ

れレチナールとして作用するか、もしくはさらに酸化

を受けて RAに代謝され生理作用を引きおこす。レチ

ノールからレチナールへの代謝はアルコール脱水酵素

である Retinoldehydrogenase (RDH) が関与し、レチ

ナールから孔ベへの代謝にはアルデ、ヒド脱水素酵素で

ある retinaldehydedehydrogenase (RALDH) が関与し

ている (Fig.1)。

魚類においては卵黄形成過程に卵にもレチノイドが

輸送される。魚類の卵中のレチノイドの主なものは

於~
~CH，OCOR 日 ロテン / 

臥，，"s¥旺Hs / 
EステJレ 、〉ぐ/'>..人A人~CH . OH / B( 

「グiuiLAir-ノy
2H4改ゴニ:f::L
、↓ 叫時

l-cis-レチナール 削 ~CO 

~グ〉1iL;J-酸
9-cis-レチノイン酸/角

COO H 

all trans型のレチナールで、ある (Costaridiset al. 1996; 

Irie et al. 2002)。これら卵レチナールは肝臓で、つくら

れ、同じく肝臓で合成されるピテロゲ、ニンに結合した

状態で卵に運ばれると考えられる。また油球を含む魚

卵ではレチニルエステノレを含むのに対し、油球を含ま

ない魚卵ではレチナーノレがほぼ唯一のレチノイドであ

ることが示唆されている CIrieet al. 2002)。

ビタミンAの生理作用

レチノイドは、視覚、生殖、形態形成、成長、分化

誘導、免疫など多くの生理作用を持つことが知られて

いる。そのほとんどの生理作用を担う本体として RA

が考えられている。

ビタミンAの活性本体である RAのうち、 alltrans-

RAは核内レセプターである RA受容体 (RAR) と、

9-cis RAは同じく核内レセプターである RA受容体

(RXR)のリガンドとして働く (Chambon1996)。核内

レセプターは、生理活性物質をリガンドとした転写調

節因子の一つであり、 Hox遺伝子を初めとする様々な

標的遺伝子の発現を転写レベルで調節する (Fig.1)。

脊椎動物の体作りに劇的な効果を与えるのは、このよ

うにビタミンAの活性本体である九ベが転写調節因子の

活性化を直接引き起こすリガンドとして発生の制御に

働くためである。

よく知られた RAの発生制御のシグ、ナルとしての形

態形成作用の例で、はマウス、ラットでの日ox遺伝子

を介した後脳領域のパターニングがある。後脳にはロ

~os 

的

〈廿

proteln 

「ー→
GENE 

Fig.1. metabolic pathway of vitamin A. BCO， s， s -caroten巴 15，15-oxygenase; CYP26， cytochrome P450， family 
26; LRAT， lecithin:retinol acyltransferase; RALDH， retinaldehyde dehydrogenase; RALR， Retinal reductase; RAR; 
retinoic acid r巴ceptor;RDH， retinol dehydrogenase; REH， retinyl ester hydrolases; RXR; retinoid X receptor 
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ンボメアとし、う分節構造があり、その分節構造と一致

して Hox遺伝子という転写因子ファミリーの規則的

な発現がみられる。すなわち、発現する 日ox遺伝子

の種類がロンボメアの領域特異性を決定している。領

域特異的に発現するこれらの転写因子は、任発生の初

期に位置情報を担うシグナル分子により発現が活性

化される。そのシグ、ナル分子と して働くのが RAであ

る (Niederreitheret al. 2000)。ゼブラフイツ、ンュにお

いても RAや 4-diethylamino-benzaldehyde(DEAB) と

いう RA合成を阻害する試薬の浸潤実験から後脳のパ

ターニングに RAが関与していることが示されてい

る (Maveset al. 2005)。また、ゼブラフイツシュにお

いて raldh2や九久を不活性型に変換する酵素の一つで

ある cytochromeP450， family 26a (cyp26a)のミュー

タント解析などからも後脳において前後軸パターニ

ングにビタミンAが必須であることが示されている

(Begemann et al. 2001; Grandel et al. 2002; Emoto et al. 

2005; Maves et al. 2005; Hernandez et al. 2007)。その

他、 魚類脹発生において RAは顔面の骨格および筋肉

の発生、胸鰭形成、体節の左右対称性形成に重要な

役割を果たしている (Begemannet al. 2001; Grandel et 

al. 2002; Iくawakamiet al. 2005; Gibert et al. 2006)。

RA以外のビタミンAの生理作用としてはレチナー

ルの視覚での作用がある。ビタミン Aの活性本体で

ある RAへの代謝中間産物のアルデヒド体であるレ

チナーノレは、視覚作用では alltrans retinalが 11-cis

retinalに異性化され、つぎに視細胞中オプシンと結合

し、光感受性のロドプシンとなる。光によってロドプ

シン上の ll-cisretinalから alltrans-retinalに瞬時に異

性化され、ロドプシンを活性化させる。活性化したロ

ドプシンは一連の酵素反応を引きおこし、視興奮を神

経に伝える。ビタミンAが欠乏すると夜盲症になる。

トラフグ Raldh2の分子生物学

我々は本プロジェクトを通じて全ゲノム塩基配列

が公開されているトラフグから、ビタミンA代謝関

連遺伝子のうち L孔久Tを2種類、 RALDHを2種類、

CYP26を3種類、 RARを5種類、 RXRを4種類同定

した。これらの発現パターンを解析することで、いつ

どこで RAが合成され、いつどこで分解され、どこに

作用するのか、どこで貯蓄型になるのかを余すこと

なく推測することができる。 日甫乳類には RAを合成す

るRALDHは3種類知られているが、ミドリフグ、 ト

ラフグ、ゼブラフィシュのどのゲノム上にも 2種類し

か存在しなかった。魚類では RALDH遺伝子は 2種類

しかないようである。 トラフグ raldh2は502アミノ

酸を持つ酵素で、ヒ トやマウスとの同一性はそれぞ

れ 77.2%および77.4%である(Ujiet al. 2006) 0 Whole 

mount in situ hybridization法により腔における発現パ

ターンを調べたところ、 トラ フグ raldh2は匹発生時

には様々な器官で発現しており、 トラフグ raldh3は

ほぼ眼でのみ、その発現が認められた (Fig.2)。つま

りraldh2がトラフグ佐発生における器官形成過程で

RAを合成する主な酵素であると考えられた。我々は

ヒラメからも raldh2，raldh3遺伝子を同定し、発現パ

ターンを解析した(宇治ら、未発表)。その結果、同

様に raldh2が任発生において RAを合成する主な酵素

であることが示唆された。我々はこれらの raldh2の

発現ノぞターンを様々な魚種で解析し、その魚種で形態

異常が生じるパターンを比較することにより 、ビタミ

ンAと形態異常の関連が見えてくると考えている。

Fig. 2. Expression pattern ofア"aklfugurubripes raJdh2 (A) and raJdh3 (B) by whole-mount in situ hybridization. 
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おわりに

今後、すべてのビタミン A関連遺伝子の発現解析

を行い、海産魚類初期発生でのビタミンAの役割を

解明していくことが重要である。さらに、親魚餌料

のビタミン A含量の違いと卵内ビタミンA含量との

関係及び、卵内ビタミンA含量と形態異常の関係を

調べていく必要がある。また、最近ビタミンAの新

たな展開があった。レチナールの眼以外での役割が

Ziouzankovaらによって初めて報告された(Ziouzenkova

et al. 2007)。それによると脂肪組織中のレチナール

は、脂肪の貯蔵や動態をコントロールすると考えら

h る peroxisomeproliferator-activated receptor-gamma 

(PPAR-gamma) のアンタゴニストとして作用し、脂

崩細胞分化を抑制しているらしい。これはビタミン人

代謝を調節することにより、脂肪形成を制御できる可

能性を示唆する発見であり、「脂ののった魚を育てるJ

という養殖への応用が期待される。
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