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12. オニテナガエビの卵黄タンパク質ビテリンのアミノ酸配列

決定および合成部位の解明

〔要約〕豊壁対象種であるオニテナガエビを用いて成熟卵黄タンパク質の主要な成 分であるビテリン
の 精製、構造解析および遺伝子のクロ ーニングを行い 、肝膵臓で発現されていることを明らかにした。
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〔背景・ねらい〕
エビ類は市場価値が高いこと からアジア地域における 養殖対象種 と して期待されてい る。しかし、種苗

生産の ための親エビを漁獲に頼らざるを得ないこと 、親エビの人工的な養成が難しいことなどから種苗
の供給が不安定である。そこで、安定したエビ類の 種苗生産技術を開発することを目的 にオニテナガエ
ビを用いて成熟・産卵のメカニズムの解明を試みた。そ して卵黄形成の重要な鍵となっているビテリン
につい て精製、構造解析および遺伝子のクロ ーニングを行い 、その産生組織を特定した。

〔成果の内容• 特徴〕
l. 卵巣抽出物から逆相H PLCで分離された4種の主要な分子（図1、Macr-A、B、C、 およびD) は 、

ウエスタンブロッティングにおいて抗ビテリン 抗体と陽性反応を示したので、 すべてオニテナガエビ
のビテリン と判明した。

2. 精製した4種のビテリンの N末端アミノ酸配列(33残基以上）を図2に、また 、lysyl endopeptidase
の消化による 内部配列情報を図3に示す。

3. ビテリンの産生組織 と考えられている肝膵臓 から全RNAを抽出し、 逆転写反応を行うことにより、
cDNAを合成 した。次に、このcDNAを鋳型にして、(2)で得た配列清報を基に縮重プライマ ー を設計
し、PCR を行う。これにより4種のビテリンをコ ー ドするcDNA塩基配列を明らかにした。

4. 得られたcDNA断片をプロ ー ブにして、Northern hybridization法 によりビテリンmRNA発現を調べ
た結果、これらの4種のビテリンのmRNAはそ れぞれ7Kb であり、卵黄形成 期に肝膵臓のみ に発現
していた（図4)。

5. 本研究で得 られた卵黄タンパクビテリンをコ ー ドするcDNA プロ ー ブを用い て、卵黄形成過程にお
けるmRNAの発現動態を調べることができる。

（成果の活用面・留意点〕
卵黄形成過程におけるmRNA の発現動態を簡便に調べることが可能となり 、人為的な成熟誘起法の 開

発、 成熟に及ぽす内部神経ホルモンや外部の環境因子の解明 、 成熟を制御するホルモンの探索などに利
用することができる。
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図1 逆相HPLCによるビテリンの精製
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B-N: SエDLRQISB?FDKLYENRHMQKADIYARIN?Q?MAFGS?G?NMKN
B-26: RTPARQFWEDSIERPVAGSPI 
B-42: LBDISTWFVG即SLMLEVTNPSQQMYK
B-44: SIDWHQLTBLFVIQGNATYLFYLSQ 

C-N: RREEQKVTG'I!VELDIFLRPEDKエTGRLEILIYARN匹I?EAKL?GK
C-33: Kl'RHLVNWIVSDMNIE?MVF?GVDD 
C-36: S匹GDMLERLMSSAGNWMDSMSSEVLQEGSG?PSG

D-N: RREEQKVTGTVELDIFLRPEDKITGRLEILIYA 
D-18: THSLVMQNQQPGHLPHFILK 
D-31: DSRTASVEVSGWTFGRIAGLLGTYDG 
D-38: ALFLPVQIDGSYFELQLPVRRPVQSLPQAL四VSLNPTPVVD

図3 ビテリンをlysylendopeptidaseで消化して得た
ベピチド断片のアミノ酸配列
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A-N: APffPSG'rNL?S匹?PVl\GSPKLFYAAAEK??YSY?'rG
AN-FP ► ... AN-RP 
心-NFP ► ◄ AN-NRP 

B-N: SIDLRQISH?FDKLYENR皿QKADIYARIN?Q?匹GS?G?m四

C-N: RREEQKVTGTVELDIFLRPEDKITGRLEILIYARNTVI?EAKL?GK 

D-N: RREEQKVTG血LDIFLRPEDKITGRLEILIYA

図2 N末端アミノ酸配列分析により同定され
たアミノ酸配列
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図4 Northern blot分析による様々な組織に
おけるビテリンmRNAの発現
1. 雄肝膵臓 2. 雌肝膵臓 3. 卵巣 4.
雌皮下脂肪体 5. 雌鯉6. 雌筋肉
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