
 

 

 

 

 

 

対数増殖期初期のシオミズツボワムシ Brachionus plicatilis の 

増殖促進因子に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

東京大学大学院農学生命科学研究科 

水圏生物科学専攻 博士後期課程 

 

大森 文人 

 

 

 



 

目  次 

 

序 論                                                                1 

 

謝 辞                                                               10 

 

省略記号                                                            11 

 

第 1 章 ワムシ培養濾液に含まれる増殖促進成分の性状                 13 

 第1節 増殖段階別の培養濾液の増殖促進活性                         15 

 第 2 節 種々の処理をした培養濾液の増殖促進活性の変化          20 

 第 3 節 考察                                                      26 

 

第 2 章 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の性状               30 

 第 1 節  個体抽出液の増殖活性                                   31 

 第 2 節 種々の処理をした個体抽出液の増殖活性の変化             34 

 第 3 節 考察                                                      39 

 

第 3 章 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の単離と 

cDNA クローニング                                          42 

 第 1 節 各種クロマトグラフィーによる精製                          44 

第 2 節 ワムシ増殖促進成分の cDNA クローニング                    48 

第 3 節 考察                                                      55 

 

第 4 章 総括的考察                                                  58 

 

参考文献                                                            64 

 

図表                                                                76 

 



 

 序 論 

 

単生殖巣綱 Monogononta のワムシ類のほとんどは、雌のみの単性生殖により

指数関数的に増殖する個体群と、増殖過程で出現する mictic female と呼ばれる

雌が雄を産卵することで開始される両性生殖の個体群が同時にみられる、独特

の生活環をもつ(Hino and Hirano, 1976; 日野, 1983)。ワムシ類は単性生殖にお

いては爆発的に個体群が増大するが、両性生殖においては生じる受精卵の形成

数が一般的に尐なく、孵化までに 2 週間前後の休眠が必要であり(Hagiwara and 

Hino, 1990)、結果として個体群の増殖停滞が起こることから、ワムシ類は個体

群の爆発的な増大と崩壊を周期的に繰り返すことが知られている(Gilbert, 1963, 

1977, 2002, 2003, 2004; King and Pulik, 1967; Halbach, 1984; Snell and Hoff, 

1985; Snell, 1987; Yoshinaga et al., 2003; 吉永, 2010)。このため、本生物種は、

迅速かつ容易に培養できる特徴も合わせて、個体群動態の研究対象として広く

用いられている(King and Pulik, 1967; Halbach et al., 1983; Preston and 

Snell, 2001; Yoshinaga et al., 2001; Kaneko et al., 2002, 2010; 金子, 2006; 

Yoshimatsu et al., 2006; Alver and Hagiwara, 2007)。 

一方、Monogononta のワムシ類の一種である汽水性のシオミズツボワムシ

Brachionus plicatilis sp. complex (以下、ワムシと略記)は、1960 年に海水中で

容易に増殖することが発見されて以降、水産養殖の現場において養殖魚の仔魚

期の初期餌料として世界中で汎用されているほか(Fukusho, 1983; Lubzens, 

1987; Lubzens et al., 1989; Hagiwara et al., 2007)、数あるワムシ類のうち最も

培養が容易な種であることから(萩原, 1994)、環境毒性評価の指標動物としても



 

用いられている(Halbach et al., 1983, 1984; Yu and Hirayama, 1986; Snell 

and Persoone, 1989; Snell and Janssen, 1995)。日本の種苗生産分野では、本

種には雄が出現しにくい石川株(Yohinaga et al., 1999)や、若干の雄は発生する

ものの耐久卵を形成しない小浜株(日野ら, 2000; Kotani et al., 2010)などが確立

されている。上記 2 株は遺伝的変異が起こりにくいことから、遺伝的に均一な

クローン個体群として分子生物学的研究にも用いられている(Kaneko et al., 

2002, 2010; Yohinaga et al., 2003; 金子, 2006; Suga et al., 2007; Oo et al., 

2010; Ozaki et al., 2010)。 

実験室でのバッチ培養の条件下では、ワムシの個体群はシグモイド型の成長

曲線を描くことが知られており(King and Pulik, 1967; Halbach et al., 1984; 

Yoshinaga et al., 2001)、増殖が不活発な対数増殖期初期を経た後に、指数関数

的に増殖する対数増殖期へ移行する。その後、個体数がほとんど変化しない定

常期を経て、退行期を迎える(Yúfera and Navarro, 1995; 日野ら, 2000)。この

ような現象はワムシのほか、数種の珪藻類(Takeda and Watanabe, 1997)や緑藻

Chlorella vulgaris (Massie et al., 2010)などの植物プランクトン、大腸菌

Escherichia coli (Baranyi and Roberts, 1994; Fujikawa et al., 2005)などの細

菌類でも報告されていることから、実験室の培養条件下における微小生物の個

体群動態の共通的な特徴であろうと考えられる。 

ワムシは効率的かつ安定的な培養が産業上重要であることから、実験室の培

養条件下における個体群の増大や減尐が生じる機構については種々の研究がな

されてきた(Yu and Hirayama, 1986; Yamasaki et al., 1987; Carmona et al., 

1993; Yoshinaga et al., 1999; Kaneko et al., 2002, 2010; 小磯ら, 2002; 金子, 



 

2006)。しかし、これらの研究は、主に対数増殖期以降に限られている。すなわ

ち、これまでの知見によると、対数増殖期初期のワムシ培養濾液には自身の増

殖を促進させる何らかの因子が含まれている可能性が考えられるが、その詳細

は不明である。また、ワムシの増殖は何故、対数増殖期初期ではなく対数増殖

期に急激に起こるのか、換言するならば急激な増殖が起こる前の時期に、ワム

シは何を行っているのかという問題に対しても明確な解答は得られていない。

これに関連して、ワムシの増殖はワムシ自身が分泌する物質が制御することが

示唆されている。例えば、対数増殖期のワムシ培養濾液は、ワムシの成熟速度

を高めたり産仔数を増加させるなどの作用を示したり(Yoshinaga et al., 1999)、

対数増殖期以降のワムシの培養濾液は産仔数の低下などを引き起こすことが報

告されている(小磯ら, 2002)。しかしながら、いずれの場合も物質の同定には至

っていない。一方、同じワムシでも両性生殖の株では、定常期の培養濾液が単

性生殖の個体に対し両性生殖を誘導することが報告されており(Hino and 

Hirano, 1976; Carmona et al., 1993; Gilbert, 2003; Stelzer and Snell, 2003)、

培養濾液中から両性生殖を誘導するタンパク質が同定されている(Snell et al., 

2006)。一方、天然のワムシ個体群は夏期に急速に増大し、高密度下で両性生殖

を行う(Castilho and Arcifa, 2000)ことから、上記タンパク質は自然環境下にお

けるワムシ類の増殖において個体群のバランスを調節する重要な役割を果たし

ているものと考えられる。 

一方、このような自己分泌による個体群制御機構はワムシ類のほか、細菌類

や藻類においても報告されているが(Parker and Bold, 1961; Chirac et al., 

1985; Mouget et al., 1995; Azam, 1998; Lebsky et al., 2001; de-Bashan et al., 



 

2002, 2004; Vassilev et al., 2006; Liu et al., 2008)、いずれも増殖に関連した物

質の同定には至っていない。 

 近年、実験室の培養環境下におけるワムシの個体群動態に関する知見の蓄積

に伴い、ワムシの大量培養が従来に比べ容易に行えるようになってきていると

はいえ (日野 , 1983; Pourriot and Snell, 1983; Yu and Hirayama, 1986; 

Lubzens, 1987; Snell and Boyer, 1988; Lubzens et al., 1989, 日野ら, 2000; 小

磯ら, 2002; Gilbert, 2003, 2004; Schröder and Gilbert, 2004; Alver and 

Hagiwara, 2007; Hagiwara et al., 2007; Serra et al., 2010)、大量培養の過程で

起こる増殖不良やワムシ密度の急減などの問題の多くはバクテリアが原因とな

っていることが明らかになっているが(Hagiwara et al., 1994)、未だ完全に解決

しているわけではない(小磯ら, 2002, 2009)。ワムシの増殖特性は親世代での増

殖のあり方が影響することから(小磯ら, 2009)、培養初期におけるワムシの増殖

機構の解明が上記問題の解決の一助になるものと思われる。 

 以上のような背景の下、本研究はワムシの増殖機構解明の一環として、培養

初期に当たる対数増殖期初期におけるワムシの増殖促進因子についてその一端

を明らかにすることを目的とした。これまでの知見に基づき、対数増殖期初期

のワムシ培養濾液中には自身の増殖を促進させる何らかの成分が含まれている

可能性が考えられた。そこで、対数増殖期初期のワムシ培養濾液が自身の増殖

に及ぼす影響を詳細に検討した。さらに、当該成分が代謝産物であるならば、

ワムシの体内にも類似の物質が含まれている可能性が考えられたため、同時期

のワムシから抽出した成分について培養濾液と同様に詳細に検討し、さらに、

当該成分を各種クロマトグラフィーを駆使して精製を試みた。精製した当該成



 

分を同定するため、N 末端アミノ酸配列の解析およびクローニングを行いデー

タベース上で既報の生物のものと相同性があるかどうかを調べた。本論文はそ

れらの諸結果を取りまとめたもので全 4 章からなる。 

 第 1 章では、独立行政法人水産総合研究センター能登島栽培漁業センターで

10 年間継代培養された L 型ワムシの小浜株を用いた。本株は雄が出現しにくく

耐久卵を形成しない株であり、また、当研究室の培養で尐なくとも 2 ヶ月間は

単性生殖のみが観察された。増殖段階別の培養濾液を調製する前段階として、

まず、ワムシ(<2 時間齢)300 個体を 1/2 人工海水 100 mL に導入して 25ºC、14

日間培養し、成長曲線を作成した。成長曲線は、毎日ワムシを含む 1 mL の培養

液に 10%ホルムアルデヒド(v/v)を適量加えてワムシを固定し、ワムシ個体数を

実体顕微鏡で計測して作成した。この成長曲線から各増殖段階を決定し、別途

用意したワムシを含む培養液から増殖段階別の培養濾液を調製した。増殖促進

の活性測定に際しては、未処理の培養濾液、各種処理をした培養濾液、および

1/2 人工海水のみの対照溶液の試験区を調製した。次に、誤差が均一になるよう

にラテン方格法で 12 穴の培養プレート中、各穴に 7 × 106 細胞 mL-1 の緑藻

Chlorella regularis を含む 1 mL の培養濾液の試験区を配置した。さらに、各穴

に孵化直後の個体(<2 時間齢)を 2 個体ずつ入れて 25ºC、毎日 50 µL ずつ給餌し

つつ 5 日後の個体数を測定した。 

まず、対数増殖期初期、対数増殖期、定常期、および退行期の各増殖段階の

ワムシ個体数は、それぞれ 86.0±4.2、253.3±9.5、620.3±16.0 および 471.4±14.3

個体 mL-1 (平均値±標準偏差)であった。次に、これら個体群から調製した培養

濾液を用いてワムシを培養して、増殖促進活性を調べた。その結果、対数増殖



 

期初期および対数増殖期の培養濾液は有意な増殖促進作用を示したのに対し

(p<0.001)、定常期および退行期の培養濾液は活性を示さなかった。これらの結

果は、培養濾液中に含まれる増殖促進成分は対数増殖期初期から対数増殖期に

かけて産生されることを示唆している。次に、当該増殖促進成分がワムシ由来

であるかどうかを検討するために、ワムシを含まず餌料のみを培養した培養濾

液を用いて増殖促進活性を比較した。その結果、餌料培養濾液は有意な増殖促

進作用を示さなかった。さらに、ワムシ培養濾液を各種処理して増殖促進活性

の変化を検討した。その結果、培養濾液の増殖促進活性は濃度依存的で 60ºC 以

上の加熱処理で低下し、分画 10 kDa 以下の限外濾過膜で処理した培養濾液では

活性が低かった。さらに、proteinase K 処理で完全に失活し、増殖促進成分は

水溶性物質であることが示された。以上の諸結果から、対数増殖期初期の培養

濾液中に含まれる増殖促進成分は、熱に不安定な 10 kDa 以上の水溶性タンパク

質であることが明らかとなった。 

 第 2 章では、増殖促進成分の精製に際して、培養濾液では当該成分の回収量

は尐なく、また、精製途中で活性測定が不可能となり、精製が困難であった。

一方、対数増殖期初期の培養濾液に含まれる増殖促進成分がワムシ由来である

ことから、当該成分はワムシ個体にも高濃度で含まれている可能性が考えられ

た。そこで、当該成分の精製に先立ち、対数増殖期初期のワムシ個体から抽出

液を調製し、培養濾液と同様の処理を行って増殖促進成分の活性の変化を調べ

た。まず、抽出液の増殖促進活性の濃度依存性を検討した。すなわち、抽出液

を 1/2 人工海水で希釈して増殖促進活性を調べたところ、25%の希釈液の活性は

最高かつ有意に高かった(p<0.05)。また、60%以上で増殖停滞が生じることから、



 

増殖促進成分は高濃度ではむしろ阻害作用を示す効果がある、あるいは抽出液

には増殖促進成分のほか、増殖停滞物質が含まれている可能性が考えられた。

そこで、25%希釈の抽出液につき培養濾液と同様の処理を行ったところ、培養

濾液と同様に 60ºC 以上の加熱処理で増殖促進活性は低下し、10 kDa 以下の限

外濾液では活性が低かった。さらに、proteinase K 処理で完全に失活し、水溶

性の成分であることが示された。以上の諸結果より、対数増殖期初期の個体抽

出液に含まれる増殖促進成分は、培養濾液中のものと同一またはよく類似する

物質で、個体中に高濃度に含まれていることが示唆された。 

 第 3 章では、第 1 章および第 2 章の結果を踏まえ、各種クロマトグラフィー

を駆使して、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液からの増殖促進成分の精製を

試みた。なお、増殖促進成分の活性測定では、クロマトグラフィーの溶出画分

を 1/2 人工海水で透析し、12 穴の培養プレートを用いて各穴に透析内液と等量

の1/2人工海水を加えて2倍に希釈、2個体のワムシ(<2 時間齢)を導入して25ºC

下で、3 日間培養した。その他の培養方法は前節と同様である。まず、個体抽出

液を DEAE-Tyopearl 650M カラム(東ソー)の陰イオン交換クロマトグラフィー

に付したところ、NaCl リニアグラジエントの広い範囲で増殖促進活性が認めら

れた。活性画分を合一して凍結乾燥で 10 倍に濃縮し、HiLoad16/60 Superdex 75 

prep grade カラム(GE Healthcare)のゲル濾過に付したところ、V/V01.3-1.6 の

範囲で活性画分がみられた。これらの活性画分を合一して凍結乾燥で 10 倍に濃

縮し、TSKgel Phenyl-5PW カラム(東ソー)の逆相高速液体クロマトグラフィー

に付したところ、50-80%アセトニトリル溶液溶出画分に活性が認められた。溶

出画分を SDS-PAGE 分析に供したところ、活性画分に約 25 kDa の単一のバン



 

ドが認められたことから、本タンパク質が増殖促進成分と同定された。 

次に、同定された 25 kDa 成分につき SDS-PAGE 後の当該バンドをプロテイ

ンシーケンサを用いて N 末端アミノ酸配列を分析したところ、PAVVDFTAV- 

WFGPLQMIKP と決定された。この配列を NCBI のシオミズツボワムシ発現配

列タグ(EST)データベースに対して TBLASTN 検索したところ、相同性を示す

遺伝子が得られた (DDBJ/EMBL/GenBank accession number FM939833; 

Denekamp et al., 2009)。このワムシ EST 配列全長から演繹したアミノ酸配列

を NCBI データベースに対して BLASTX 検索に供した結果、緑藻

Chlamydomonas reinhardtii およびマラリア原虫 Plasmodium falciparum の

チオレドキシンと高い相同性を示した。しかしながら、チオレドキシンは一般

に 12 kDa 程度の低分子で、ワムシ EST の演繹アミノ酸配列から推定された分

子量も約 13000 と、今回単離したワムシ増殖促進成分の分子量約 25000 とは大

きく異なる。 

そこで、単離した 25 kDa タンパク質をクローニングするため、相同性を示し

たワムシの EST の塩基配列をもとにプライマーを設計し、PCR を行った。その

結果、PCR 増幅産物の塩基配列はワムシ EST のそれと高い相同性を示し、チオ

レドキシンの活性中心に存在する WCGPC モチーフ(Wollman et al., 1988)も含

まれていた。チオレドキシンは原核生物から真核の高等動物まで普遍的に存在

するタンパク質で、生体内での主な機能は酸化還元反応の触媒作用であるが

(Williams et al., 2000)、近年では寿命の調節や酸化ストレスに対する応答(Jee 

et al., 2005)、細胞内シグナル伝達への関与(Meng et al., 2010)や、細胞の増殖

因子としても機能することが報告されている(Powis et al., 2000; Khayat et al., 



 

2001; Powis and Montfort, 2001; Yoshioka et al., 2004)。しかしながら、クロ

ーニングしたワムシ増殖促進成分の推定分子量は約 11000 と、前述の

SDS-PAGE 分析によって得られた約 25000 とは大きく異なる。したがって、ワ

ムシ増殖促進成分の分子構造についてはさらに詳細な検討が必要と考えられた。 

 最後に第 4 章で以上の結果を総括し、将来の研究の展望について考察した。 

なお、本研究で得られた成果は以下の通り公表済みである。 

 

1. Ohmori, F., Kaneko, G., Saito, T. and Watabe S. (2011) A novel 

growth-promoting protein in the conditioned media from the rotifer 

Brachionus plicatilis at an early exponential growth phase. 

Hydrobiologia published online. doi:10.1007/s10750-011-0642-3. 



 

謝 辞 

 

 本研究は東京大学 渡部終五教授の御指導、御鞭撻の下に行われたものであ

り、ここに深甚なる感謝の意を表する。また、本研究の細部にわたり直接指導

を賜るとともに、本論文の作成にあたり多くの御助言を頂いた。心から感謝申

し上げる。 

 本論文の作成に当たっては、東京大学 浅川修一教授、松永茂樹教授、潮秀

樹准教授ならびに長崎大学 萩原篤志教授には多くの御助言を頂いた。ここに

心から謝意を申し上げる。 

 本研究の計画の立案、要所における考察などにおいて数多くの御助言を戴い

た東京大学 木下滋晴博士、金子元博士、中谷操子博士、北里大学 吉永龍起

講師に深く謝意を表する。特に、金子元博士には、本研究の細部にわたり直接

指導を賜るとともに、多くの御助言を頂いた。ここに厚く御礼申し上げる。な

お、中谷操子博士には N 末端アミノ酸配列分析を行って頂いたことにも感謝申

し上げる。特に中谷操子博士には大変お世話になった。重ねて御礼申し上げる。 

 水産総合研究センターの鴨志田正晃氏、能登島栽培漁業センターの小磯雅彦

氏には、株の提供のほか、配送時の株の生育状況など御助言を賜わり大変お世

話になった。心より感謝申し上げる。最後に、本研究に際して何かと御手を煩

わせた東京大学大学院農学生命科学研究科水産化学研究室ならびに水圏生物工

学研究室の皆様に心からの謝意を表する。  

最後に、本研究は私を最後まで見守ってくれた両親の物心両面での支えがな

ければ成し得なかったものである。この場を借りて御礼申し上げる。



 

省略記号 

 

本論文では以下の省略記号を用いた。 

ASW: artificial sea water 

BCA: bicinchoninic acid 

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool 

bp: base pair 

cDNA: complementary DNA 

CE: crude extract 

CM: conditioned medium 

DNA: deoxyribonucleic acid 

dNTP: deoxynucleotide triphosphate 

DTT: dithiothreitol 

EGTA: ethyleneglycol bis(2-aminoethylether)tetraacetic acid 

EST: expressed sequence tag 

GH: growth hormone  

HPLC: high-performance liquid chromatography 

kDa: kilodalton 

LB: Luria-Bertani 

NCBI: National Center for Biotechnology Information 

PCR: polymerase chain reaction 

PMSF: phenylmethylsulfonyl fluoride 

http://ejje.weblio.jp/content/ethyleneglycol+bis%282-aminoethylether%29tetraacetic+acid


 

RNA: ribonucleic acid 

RP-HPLC: reverse phase HPLC 

SDS: sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE: SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 

SIP: steroidgenesis-inducing protein 

TEMED: N, N, N’, N’ -tetramethylethylenediamine 

TFA: trifluoroacetic acid 

Tris: tris(hydroxymethyl)aminomethane 

 



 

第 1 章 ワムシ培養濾液に含まれる増殖促進成分の性状 

 

実験室でのバッチ培養の条件下では、ワムシの個体群はシグモイド型の成長

曲線を描くことが知られており(King and Pulik, 1967; Halbach et al., 1984; 

Yoshinaga et al., 2001)、増殖が不活発な対数増殖期初期を経た後に、指数関数

的に増殖する対数増殖期へ移行する。その後、個体数がほとんど変化しない定

常期を経て、退行期を迎える(Yúfera and Navarro, 1995; 日野ら, 2000)。ワム

シは効率的な培養が産業上重要であることから、実験室の培養条件下における

個体群の増大や減尐が生じる機構については種々の知見があり (Yu and 

Hirayama, 1986; Yamasaki et al., 1987; Carmona et al., 1993; Yoshinaga et 

al., 1999; Kaneko et al., 2002, 2010; 小磯ら, 2002; 金子, 2006)、ワムシの増殖

や停滞にはワムシ自身が分泌する物質が制御することが示唆されている

(Carmona et al., 1993; Yoshinaga et al., 1999; 小磯ら, 2002; Gilbert, 2003; 

Stelzer and Snell, 2003; Snell et al., 2006)。しかしながら、これらの研究は主

に対数増殖期あるいは定常期以降に限られており、対数増殖期初期までのワム

シの生理や生態には不明な点が多く残されている。  

そこで本章では、対数増殖期初期のワムシは培養液中にワムシ自身の増殖を

促進させる何らかの成分を分泌している可能性を考えた。すなわち、対数増殖

期初期から活発な増殖が行われる対数増殖期にかけての期間では増殖促進成分

の濃度が一定以上になると考えられる。この仮説を検証するため、まず、ワム

シを一定期間培養して成長曲線を作成し、これをもとに各増殖段階から培養濾

液を調製しワムシの増殖に及ぼす影響を調べた。また、小磯ら(2002)は培養中の



 

ワムシに起こる増殖不良について培養液中のアンモニア態窒素の影響を指摘し

ている。これを検証するため、上述した各種培養濾液中に含まれるアンモニア

態窒素の濃度を測定した。さらに、培養濾液中に含まれる増殖促進成分の特性

を詳細に検討するため、各種処理を加えた培養濾液でワムシを培養して増殖の

変化を調べた。 

 



 

第 1 節 増殖段階別の培養濾液の増殖促進活性 

 

 本節では、一定期間培養して得られるワムシ培養濾液がワムシの増殖に及ぼ

す影響を調べるため、まず、ワムシを 14 日間培養し成長曲線を作成した。次に、

作成した成長曲線をもとに対数増殖期初期、対数増殖期、定常期および退行期

のワムシ個体群から培養濾液を調製し、これら培養濾液中でワムシを培養して、

増殖促進活性の違いを比較した。 

 

 

方 法 

 

試料 

 ワムシ小浜株(L 型ワムシ)を実験に用いた(Fig.1-1)。本種は独立行政法人水産

総合研究センター小浜栽培漁業センターにて 20 年間、10-15ºC で低温馴化され

(日野ら, 2000; Kotani et al., 2010)、その後、能登島栽培漁業センターで 10 年

間継代培養されたもので、雄が出現しにくく耐久卵を形成しない株である。ま

た、当研究室で尐なくとも 2 か月間は単性生殖のみが観察された。上記センタ

ーで 15 kL の 60%海水(塩分 20 ppt)中で大量培養された対数増殖期初期(個体密

度約 100 個体 mL-1)のものを実験に用いた。一部を培養実験に用いるために 1/2

人工海水で培養し、残りを 0.22 µm フィルター(Millipore, Billerica, MA, USA)

で濾過して回収後、液体窒素を加えて凍結し-80ºC で保存した。 

 ワムシの培養には 454 mM NaCl、26 mM MgCl2、27 mM MgSO4、10 mM 



 

CaCl2、10 mM KCl、2.4 mM NaHCO3および 0.8 mM NaBr を含む Brujewitcz

人工海水(Subow, 1931; 塩分 33 ppt, pH 8.0)を超純水(> 18 MΩ-cm)で 2 倍に希

釈した後、0.22 µm フィルター(Millipore)で濾過滅菌したものを用いた。 

 ワムシの餌料には市販の緑藻 Chlorella regularis (日海センター, 東京; 以下、

餌料と略記)を用い、7 × 106細胞 mL-1をワムシ培養液 100 mL 中に毎日 1 mL

ずつ、培養液を交換せずに給餌した。 

 

前培養 

 ワムシの日齢を一定に保つために、前培養を以下の手順で行った。まず、継

代培養したワムシ個体群の中から携卵個体のみを選別し、これらを前述の 1/2

人工海水 3 mL を含む 6 穴培養プレート(Nunc, Roskide, Denmark)の各穴に移

し、24 時間培養した。培養後、新たに孵化した仔虫(< 2 時間齢)を選別して 48

時間培養し、孵化した仔虫(< 2 時間齢)を供試ワムシとした(Fig.1-2)。培養条件

は、温度 25ºC、24 時間暗条件、静置培養で、7 × 106細胞 mL-1の餌料を毎日

50 μL ずつ培養液を交換せずに与えた。 

 

成長曲線の作成 

 ワムシの成長曲線を作成するために、300 mL 容量のビーカーに 1/2 人工海水

100 mL を入れ、ワムシ(< 2 時間齢)300 個体を導入し 14 日間培養した(n = 3)。

毎日、ワムシを含む 1 mL の培養液に 10%ホルムアルデヒド(v/v)を適量加えて

ワムシを固定し、ワムシ個体数を実体顕微鏡(オリンパス, 東京)で計測した。上

記 3 つのビーカーのワムシ個体数の平均値をその培養日数におけるワムシ個体



 

数とし、個体数の経日変化をプロットして成長曲線を作成した。なお、給餌は 7 

× 106細胞mL-1の餌料を毎日1 mLずつ計数直後に培養液を交換せずに与えた。 

 

各増殖段階の培養濾液の調製 

ワムシ(< 2 時間齢)300 個体を収容した 1/2 人工海水 100 mL のビーカーを 4

つ用意し、7 × 106細胞 mL-1の餌料を加えて、上述の成長曲線に基づき 4 日間(対

数増殖期初期)、6 日間(対数増殖期)、10 日間(定常期)および 14 日間(退行期)培

養し、0.22 µm フィルター(Millipore)で濾過し、各増殖段階の培養濾液を調製し

た。 

 

培養濾液中のアンモニア態窒素濃度の測定 

 培養濾液中のアンモニア態窒素濃度はネスラー法(アルカリ性ヨウ化第二水銀

法; Demutskaya and Kalinichenko, 2010)により測定した。測定に際し、水温

および pH (Hampson, 1977)、塩分(Bower and Bidwell, 1978)に対する補正を

行った。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性測定 

 各増殖段階の培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性を測定するために、

各増殖段階別の培養濾液区(以下、それぞれ対数増殖期初期濾液区、対数増殖期

濾液区、定常期濾液区および退行期濾液区と表記)と、1/2 人工海水のみの対照

区を設定した。これら各試験区に供試ワムシ(< 2 時間齢)を導入して 5 日間培養

し、ワムシ個体数の増大を比較して行った。まず、各試験区の培養液 1 mL を、



 

誤差が均一になるようにラテン方格法に基づいて 12 穴培養プレート(Nunc)上

の 5 穴に配置した(Fig.1-3)。次に、各穴に供試ワムシ(< 2 時間齢)を 2 個体、7 × 

106細胞 mL-1の餌料を 50 μL ずつ入れて培養し、実体顕微鏡(オリンパス)で毎

日ワムシ個体数を計数した。なお、培養条件は前培養の項と同様であり、再現

性の確認のために同様の実験を 3 回行ない、これらの平均値を統計解析に供し

た。 

 

統計解析 

 各試験区間のワムシ個体数の差は正規性の検定を行った後、一元配置分散分

析法で検定し、各試験区間の平均値の統計的有意性を Tukey’s ポストホック法

により解析した。全ての統計解析は JMP7 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)

により行った。 

 

 

結 果 

 

成長曲線 

 300 mL のビーカーを用いて 7×106細胞 mL-1の餌料を毎日 1 mL ずつ給餌し

てワムシを培養したところ、個体密度は培養 4 日目、6 日目、10 日目および 14

日目でそれぞれ86.0±4.2、253.3±9.5、620.3±16.0および471.4±14.3個体mL-1(平

均値±標準偏差、以下同じ)となり、それぞれ対数増殖期初期、対数増殖期、定常

期および退行期に相当することが示された(Fig.1-4A)。 



 

培養濾液中のアンモニア態窒素濃度 

  得られた成長曲線をもとに、培養 4 日目、6 日目、10 日目および 14 日目にそ

れぞれ対数増殖期初期、対数増殖期、定常期および退行期に相当する培養濾液

を調製した。これら各増殖段階の培養濾液中に含まれるアンモニア態窒素の濃

度を測定したところ、対数増殖期初期濾液区、対数増殖期濾液区、定常期濾液

区および退行期濾液区で、それぞれ 0.23、0.43、1.61 および 2.47 ppm であっ

た(Fig.1-4B)。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性 

 各増殖段階から得られた培養濾液でワムシを培養したところ、培養 5 日目に

おけるワムシ個体数は対数増殖期初期濾液、対数増殖期濾液、定常期濾液およ

び退行期濾液各区で、それぞれ 86.4±8.4、113.0±11.0、42.0±7.6 および 42.0±7.6

と、対数増殖期濾液は対照区の 42.0±7.6 に比べ約 2.7 倍と有意に高かった

(p<0.001, Fig.1-4C, Table 1-1A, B)。また、対数増殖期初期濾液でも対数増殖期

濾液よりは低いものの、対照区よりも有意に高い値を示した(p<0.001, Fig.1-4C, 

Table 1-1A, B)。一方、定常期濾液と対照区の間には有意差は認められず、退行

期濾液においては培養 3 日目で全てのワムシが死亡した(Table 1-1A)。なお、対

数増殖期初期濾液および対数増殖期濾液各区と対照区における有意差は、培養 2

日目からみられた(Table 1-1A)。 



 

第 2 節 種々の処理をした培養濾液の増殖促進活性の変化 

 

前節では、対数増殖期初期由来のワムシ培養濾液がワムシの増殖を有意に促

進させる作用があることを確認した。本節では、この時期の培養濾液中に含ま

れる増殖促進成分がワムシ由来のものであるかどうかを検討し、次に種々の処

理を加えた培養濾液でワムシを培養し、増殖促進活性の違いを比較した。 

 

 

方 法 

 

餌料由来の培養濾液の調製および活性測定 

 対数増殖期初期由来の培養濾液中に含まれる増殖促進成分がワムシ由来のも

のであるかどうかを検討するために、1/2 人工海水と餌料のみを含みワムシを含

まない培養液を前節の方法で 4 日間保持し、培養濾液を調製した。培養濾液は

前節の方法に従って調製した。 

 増殖促進活性の測定では、対数増殖期初期の培養濾液区と、1/2 人工海水と餌

料を含み、ワムシを含まない培養濾液の対照区(以下、餌料濾液区と表記)および

1/2 人工海水のみの対照区を設定し、12 穴培養プレート(Nunc)中に各試験区に

つき 4 穴を用いた以外は、前節の増殖促進成分の活性測定と同様の方法で行っ

た。 

 

培養濾液の希釈液の調製 



 

 培養濾液中に含まれる増殖促進活性の濃度依存性を検討するために、対数増

殖期初期の培養濾液を 1/2 人工海水で 25、50 および 75%に希釈した試験区(以

下、それぞれ 25、50 および 75%濾液区と表記)、希釈しない培養濾液区(以下、

100%濾液区と表記)、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定した。増殖促進活

性の測定は、上記の試験区につき前節と同様の方法で行った。 

 

培養濾液の熱処理 

 培養濾液中に含まれる増殖促進成分の熱安定性を検討するために、対数増殖

期初期の培養濾液をウォーターバスを用いて 40ºC、60ºC および 80ºC でそれぞ

れ 60 分間加熱した試験区(以下、それぞれ 40ºC、60ºC および 80ºC 処理区と表

記)と、加熱処理していない未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定

した。増殖促進活性の測定は、前節と同様の方法で行った。 

 

培養濾液の分子量分画 

 培養濾液中に含まれる増殖促進成分の分子量を推定するために、対数増殖期

初期の培養濾液を分画分子量<1 kDa、<10 kDa および<30 kDa の限外濾過膜(そ

れぞれ Amicon YM1、YM10 および YM30、Millipore)で限外濾過し、得られた

濾液を実験に供した(以下、それぞれ<1 kDa、<10 kDa および<30 kDa 濾液区

と表記)。さらに、限外濾過していない未処理区および 1/2 人工海水のみの対照

区を設定し、前節と同様の方法で増殖促進活性を測定した。 

 

培養濾液の proteinase K 処理 



 

 対数増殖期初期の培養濾液に含まれる増殖促進成分の priteinase K 処理によ

る影響を検討するため、Snell et al. (2006)の方法を一部改変し、培養濾液を 870 

μg mL-1の proteinase K(タカラバイオ, 津)で 37ºC、60 分間処理した。増殖促

進活性の測定は、proteinase K で処理した試験区(以下、proteinase K 区と表記)、

処理しない未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定し、これらの試験

区を 12 穴培養プレート(Nunc)中に各試験区につき 4 穴を用いて、前節と同様の

方法で行った。 

 

培養濾液の水溶性画分の調製 

 培養濾液中に含まれる増殖促進成分が水溶性画分であるのかどうかを検討す

るため、50 mLの対数増殖期初期の培養濾液に対し、等量のジエチルエーテル(和

光, 東京)を加えて振とうした。1 時間静置した後に水層のみを取り出し、エバポ

レーターを用いてジエチルエーテルのみを除き、得られた培養濾液を脂溶性画

分を除去した試験区(以下、水溶性画分と表記)とした。増殖促進活性の測定は、

水溶性画分区、処理していない未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を、

12 穴培養プレート(Nunc)中に各試験区につき 4 穴を用いて、前節と同様の方法

で行った。 

 

統計解析 

 各試験区間のワムシ個体数の有意差は、前節の方法で検定した。 

 

 



 

結 果 

 

餌料由来の培養濾液の増殖促進活性 

 対数増殖期初期の培養濾液を用いて培養実験を行ったところ、培養 5 日目で

培養濾液区のワムシ個体数は 81.2±7.4 となり、餌料濾液区および 1/2 人工海水

のみの対照区のそれぞれ 42.2±5.7 および 41.6±5.2 に比べて有意に高かった

(p<0.001) (Fig.1-5, Table1-2)。なお、餌料濾液区および 1/2 人工海水のみの対

照区の間には有意差は認められなかった。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性の濃度依存性 

 対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性の濃度依存性を

調べた。培養 5 日目における 100%濾液区のワムシ個体数は 82.8±8.4 と、1/2 人

工海水のみの対照区の43.6±8.3よりも有意に高かった(p<0.001) (Fig.1-6, Table 

1-3A, B)。一方、75%および 50%濾液各区のワムシ個体数は、それぞれ 82.4±7.2

および 72.8±3.7 と、1/2 人工海水のみの対照区よりも有意に高かったが(p<0.01) 

(Fig.1-6, Table 1-3A, B)、100%濾液区よりは尐ない傾向を示した。なお、25%

濾液区と 1/2 人工海水のみの対照区の間には有意差は認められなかった(Fig.1-6, 

Table 1-3A, B)。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の熱安定性 

 対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖促進成分の熱安定性を調べたと

ころ、培養 5 日目における 60ºC および 80ºC 各処理区のワムシ個体数は、それ



 

ぞれ 59.0±8.3 および 48.2±8.7 と、未処理区の 83.8±8.4 に比べて有意に低かっ

た(p<0.01) (Fig.1-7, Table 1-4A, B)。加熱処理の温度が高いほどワムシ個体数が

尐なくなる傾向がみられたが、40ºC および 80ºC 両処理区間で有意差が認めら

れた(p<0.01) (Fig.1-7, Table 1-4A, B)以外は、各処理区間で有意差は認められな

かった。また、未処理区および 40ºC 処理区間においても有意差は認められなか

った(Fig.1-7, Table 1-4A, B)。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の分子量の推定 

 対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖促進成分の分子量を推定するた

めに、種々の分画分子量をもつ限外濾過膜で処理した培養濾液を調製してワム

シを 5 日間培養した。その結果、培養 5 日目における<1 kDa および<10 kDa

各区のワムシ個体数は、それぞれ 40.8±5.4 および 55.0±7.8 と、未処理区の

87.0±5.1 に比べて有意に低かった(p<0.001) (Fig.1-8, Table 1-5A, B)。一方、<30 

kDa および<10 kDa 両区間、あるいは<1 kDa 区と 1/2 人工海水のみの対照区と

の間に有意差は認められなかったが、<30 kDa 区および 1/2 人工海水のみの対

照区、あるいは<10 kDa 区と 1/2 人工海水のみの対照区の間では有意差が認め

られた(p<0.05) (Fig.1-8, Table 1-5A, B)。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性に及ぼす proteinase K 処理の影響 

 加熱処理や分子量分画などから増殖促進成分がタンパク質と想定されたこと

から、proteinase K 処理した対数増殖期初期の培養濾液を用いてワムシを 5 日

間培養した。その結果、proteinase K 処理区のワムシ個体数は 29.5±3.5 と、未



 

処理区の 81.3±9.3 に比べて有意に低く(p<0.001) (Fig.1-9, Table 1-6A, B)、1/2

人工海水のみの対照区の 45.0±4.1 に比べても有意に低かった(p<0.05) (Fig.1-8, 

Table 1-6A, B)。 

 

培養濾液中に含まれる増殖促進成分の水溶性画分の活性 

 脂溶性の物質が増殖促進に関与しているか否かを調べるため、対数増殖期初

期の培養濾液をジエチルエーテルで処理して培養実験に供試した。その結果、

培養 5 日目における水溶性画分のワムシ個体数は 84.8±7.1 と、未処理区の

85.8±6.3 との有意差は認められず(Fig.1-10, Table 1-7A, B)、いずれも 1/2 人工

海水のみの対照区の 44.5±5.4 に比べて有意に高かった(p<0.001) (Fig.1-10, 

Table 1-7A, B)。 



 

第 3 節 考 察 

 

 本研究ではまず、対数増殖期初期のワムシ培養濾液が自身の増殖に及ぼす影

響を検討するため、対数増殖期初期、対数増殖期、定常期および退行期由来の

培養濾液でワムシをそれぞれ培養し、増殖に及ぼす影響を調べた。その結果、

ワムシの増殖は対数増殖期初期および対数増殖期の培養濾液で有意に促進され

た(p<0.001) (Fig.1-4C, Table 1-1A, B)。 

一方、定常期の培養濾液は 1/2 人工海水のみの対照区とほとんど変わらず、退

行期の培養濾液では培養 3 日目に全ての個体が死滅した(Table 1-1A)。小磯ら

(2002)は、定常期以降のワムシ培養濾液では増殖停滞が起こり、その原因を培養

濾液中に含まれるアンモニア態窒素によるものであると指摘している。そこで、

対数増殖期初期、対数増殖期、定常期および退行期由来の培養濾液中に含まれ

るアンモニア態窒素の濃度を測定したところ、それぞれ 0.23、0.43、1.61 およ

び 2.47 ppm であった(Fig.1-4B)。L 型ワムシに対するアンモニアの急性毒性は

平均致死濃度(LC50)で 17 ppm、慢性毒性は約 2 ppm と報告されている(Yu and 

Hirayama, 1986)。退行期の培養濾液中のアンモニア態窒素の濃度は 2.47 ppm

であり、これを用いてワムシを培養して 3 日目においては、培養液中のアンモ

ニア態窒素の濃度はそれ以上に増加している可能性がある。それ故の全個体死

亡となったものと考えられる。 

対数増殖期初期および対数増殖期におけるアンモニア態窒素の濃度を比べる

と、それぞれ 0.23 と 0.43 ppm で、後者の方が高い。それにもかかわらず、後

者の方でワムシ個体数が有意に増大するのは、この時期は対数増殖期初期より



 

個体数が 2 倍以上多く、従って分泌される増殖促進成分の全体量も多くなるこ

とが原因と考えられる。これは、当該成分の増殖促進活性には濃度依存性があ

ることを示唆している。 

一方、当該成分が培養液中に多く残っているであろう定常期由来の培養濾液

では、ワムシ個体数が 1/2 人工海水のみの対照区と有意差が確認されなかった。

定常期由来の培養濾液中のアンモニア態窒素の濃度は 1.61 ppm であり、慢性毒

性あるいは急性毒性のいずれにも該当しない。従って、小磯ら(2002)が示唆して

いるように、定常期由来の培養濾液にはアンモニア態窒素以外の増殖を抑制す

る物質の存在が考えられる。 

以上の諸結果から、ワムシは対数増殖期初期から対数増殖期にかけて自身の

増殖を促進する何らかの成分を培養液中に分泌していることが示唆された。ま

た、定常期以降は培養液中にアンモニア態窒素の濃度が増大し、これがワムシ

の増殖を阻害していると考えられた。 

 次に、対数増殖期初期のワムシ培養濾液に着目し、培養濾液中に含まれる増

殖促進成分の性状を詳細に検討した。まず、当該成分がワムシ由来のものであ

るか否かについて調べる必要があった。これは、細菌類などの分泌物質が他の

生物の増殖を促進させるという生物間の相互作用が報告されているためである

(Azam, 1998; Lebsky et al., 2001; de-Bashan et al., 2002, 2004; Vassilev et al., 

2006; Liu et al., 2008)。そこで、対数増殖期初期の培養濾液のほか、同条件で

培養した餌料と 1/2 人工海水のみからなる培養液から培養濾液を調製し、これら

の増殖促進活性と比較した。その結果、培養濾液区のワムシ個体数は餌料濾液

区および 1/2 人工海水のみの対照区よりも有意に高かった(p<0.001) (Fig.1-5, 



 

Table 1-2)。また、餌料濾液区および 1/2 人工海水のみの対照区間では有意差は

確認されなかった。この結果は、対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖

促進成分はワムシ由来の成分であることを示唆し、本研究におけるワムシが自

身の増殖を促進させる何らかの成分を分泌しているという仮説を支持する。 

次に、増殖促進成分の性状を詳細に検討するため、当該成分の活性の濃度依

存性、熱安定性、分子量の推定、proteinase K 処理の影響および水溶性か否か

を調べた。その結果、培養濾液の濃度が高いほど有意に高い増殖促進活性を示

し(p<0.001)、希釈するほどその活性は弱まる傾向を示した(Fig.1-6, Table1-3A, 

B)。また、40ºC 以上の加熱処理や分画分子量<10 kDa の限外濾過膜で処理する

ことでも有意に活性が低下し(p<0.01) (Fig.1-7, 8, Table 1-4, 5A, B)、proteinase 

K 処理により完全に失活した(Fig.1-9, Table 1-6A, B)。なお、proteinase K 処理

区のワムシ個体数は 1/2 人工海水のみの対照区よりも有意に低かった(p<0.05) 

(Fig.1-9, Table 1-6A, B)。Proteinase K 処理区ではワムシの動きが緩慢であっ

たり 1 個体当たりの抱卵数が尐ないなど、他の試験区に比べ明らかに違いがみ

られた(データは示していない)。したがって、proteinase K 処理区が 1/2 人工海

水のみの対照区よりも個体数が尐ない原因として、proteinase K によるワムシ

の増殖阻害が考えられた。また、培養濾液から脂溶性成分を除去した水溶性画

分でも未処理区と同様の増殖促進活性が認められた (p<0.001) (Fig.1-10, Table 

1-7A, B)。 

これらの諸結果から、対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖促進成分

は、濃度依存性を示す熱に弱い分子量 10000 以上の水溶性タンパク質であるこ

とが示唆された。また、培養濾液を複数の分画分子量をもつ限外濾過膜でそれ



 

ぞれ限外濾過したところ、<30 kDa および<10 kDa 両区における増殖促進活性

は 1/2 人工海水のみの対照区に比べ有意に高かったことから(p<0.05) (Fig.1-8、

Table1-5A, B)、ワムシの増殖を促進させる成分は単一のものではなく複数の成

分から構成されている可能性が考えられた。 

 



 

第 2 章 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の特性 

 

前章では、対数増殖期初期のワムシ培養濾液がワムシの増殖を有意に促進さ

せることを明らかにした。また、当該培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活

性には濃度依存性があること、熱に弱く分子量 10000 以上の複数の水溶性タン

パク質からなることが示唆された。さらに、増殖促進成分が餌料由来ではなく

ワムシ由来のものであることを示した。 

ワムシの増殖促進成分の精製に際して、培養濾液からは当該成分の回収量が

尐なく、また、精製途中で活性測定が不可能となり、精製が困難であった。一

方、対数増殖期初期の培養濾液に含まれる増殖促進成分がワムシ由来であるこ

とから、当該成分はワムシ個体にも高濃度で含まれている可能性が考えられた。 

 ワムシは比較的単純な個体構造をしており、L 型種でも個体を構成する細胞数

は 900 程度に過ぎないが(萩原, 1994)、高等生物と類似のストレス耐性(Kaneko 

et al., 2002, 2010; 金子, 2006; Oo et al., 2009: Ozaki et al., 2010)やインスリン

様シグナル伝達経路(Yoshinaga et al., 2005)をもつことが、近年知られるように

なってきた。これに関連して、Gallardo et al. (2006)はワムシ体内から成長ホル

モン様物質を単離し、当該成分がワムシの増殖率を増大させることを報告して

いる。このような知見から、ワムシ生体内には自身の増殖を促進させる成分が

ある可能性は十分に考えられる。 

本章では、上述のことを明らかにするためにワムシ個体抽出液を調製し、そ

の増殖促進活性を明らかにするとともに、培養濾液と同様の処理を行うことで

培養濾液中に含まれている増殖促進成分との類似性を調べた。 



 

第 1 節 ワムシ個体抽出液の増殖特性 

 

 本節では、対数増殖期初期のワムシ個体中から抽出液を調製してワムシを培

養し、増殖促進作用の有無を検討した。 

 

 

方 法 

 

ワムシ個体抽出液の調製 

 第 1 章第 1 節において、-80ºC で保存した対数増殖期初期のワムシ約 200 g (個

体密度約 100個体 mL-1)を用いた。上記ワムシに 3倍量の抽出緩衝液を加えて、

乳鉢を用いて液体窒素中で大まかに破砕後、さらに超音波破砕機(沖, 東京)を用

いて細胞を破砕した。抽出緩衝液には 40 mM NaCl、2 mM MgCl2、0.5 mM 

EGTA、0.1 mM DTT、50 µg mL-1 pepstatine、50 µg mL-1 leupeptin、0.1 mM 

PMSFを含む 20 mM Tris-HCl緩衝液(pH 8.0)を用いた。破砕した試料を 10,000 

× g、15 分間の遠心分離に付して上清を回収して試料とした。 

 

ワムシ個体抽出液の増殖促進活性の測定 

 培養に際しては、先述した試料を試料原液、10 倍希釈、100 倍希釈および 1000

倍希釈(いずれも 1/2 人工海水で試料を希釈)した試験区(以下、それぞれ原液区、

10 倍希釈、100 倍希釈および 1000 倍希釈各区と表記)と、1/2 人工海水のみの

対照区を設定した。上記の試験区を、第 1 章第 1 節の増殖促進成分活性の測定



 

と同様の方法で行った。 

 

タンパク質量の測定 

 原液区、10 倍希釈、100 倍希釈および 1000 倍希釈各区のタンパク質の濃度

は、標準タンパク質にウシ血清アルブミンを用いて BCA キット(タカラバイオ)

により吸光度を測定し、得られた検量線から求めた。吸光度の測定は、

SpectraMaxTM M2(モレキュラーデバイス, 東京)を用いた。 

 

統計解析 

 各試験区間のワムシ個体数の有意差は、第 1 章第 1 節の方法に従って検定し

た。 

 

 

結 果 

 

ワムシ個体抽出液の増殖促進活性 

 対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を用いて培養実験を行ったところ、培養 5

日目で 10 倍希釈区のワムシ個体数は 66.6±3.4 となり、100 倍希釈区、1000 倍

希釈区および 1/2 人工海水のみの対照区のそれぞれ 49.2±5.6、49.0±2.6 および

47.4±4.9 よりも有意に高かった(p<0.05) (Fig.2-1)。一方、100 倍希釈区、1000

倍希釈区および 1/2 人工海水のみの対照区間では有意差は認められなかった

(Fig.2-1)。なお、原液区では培養 2 日目に全ての個体が死亡した(Table 2-1)。 



 

タンパク質濃度 

 原液、10 倍希釈、100 倍希釈および 1000 倍希釈各区のタンパク質濃度は、

それぞれ 340 µg mL-1、35 µg mL-1、3.0 µg mL-1 および 1.5 µg mL-1 であった。 



 

第 2 節 種々の処理をしたワムシ個体抽出液の増殖促進活性の変化 

 

 前節では、対数増殖期初期由来のワムシ個体抽出液がワムシの増殖を有意に

促進させることを確認した。本節では、この段階のワムシ個体抽出液中に含ま

れる増殖促進成分の性状を検討するため、種々の処理を加えたワムシ個体抽出

液でワムシを培養し、増殖促進活性の変化を調べた。 

 

 

方 法 

 

ワムシ個体抽出液の希釈液の調製 

 ワムシ個体抽出液中に含まれる増殖促進成分の活性の濃度依存性を検討する

ために、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を 1/2 人工海水で 10%ずつ 10-90%

と希釈した試験区(以下、それぞれ 10-90%抽出液各区と表記)と、1/2 人工海水

のみの対照区を設定した。さらに、前節の結果を踏まえ、10%から 1%希釈間で

のワムシの増殖促進活性を詳細に調べるため、5%ずつ 5-25%と希釈した試験区

(以下、それぞれ 5-25%抽出各区と表記)および 1/2 人工海水のみの対照区を設定

した。上記の試験区の増殖促進活性を、第 1 章第 1 節と同様の方法で行った。 

 

ワムシ個体抽出液の熱処理 

 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の熱安定性を検討するために、対

数増殖期初期のワムシ個体抽出液を第 1 章第 2 節と同様の方法で処理した。な



 

お、ワムシ個体抽出液の活性の濃度依存性の結果を踏まえ、ワムシ個体抽出液

を 1/2 人工海水で 25%に希釈して調製し、熱処理に供した。また、次節以降の

全ての未処理区には当該試料を用いて実験を行った。処理した試験区(以下、そ

れぞれ 40ºC、60ºCおよび 80ºC各処理区と表記)、加熱処理していない未処理区、

および 1/2 人工海水のみの対照区を設定し、増殖促進活性を、第 1 章第 1 節の

と同様の方法で測定した。 

 

ワムシ個体抽出液の分子量分画 

 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の分子量を推定するために、対数

増殖期初期のワムシ個体抽出液を第 1 章第 2 節と同様の方法で処理した。処理

した試験区(以下、それぞれ<1 kDa、<10 kDa および<30 kDa 各区と表記)、限

外濾過していない未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定し、上記の

試験区の活性を第 1 章第 1 節と同様の方法で測定した。 

 

ワムシ個体抽出液の proteinase K 処理 

 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の活性の proteinase K 処理による

影響を検討するため、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を第 1 章第 2 節と同

様の方法で処理した。処理した試験区(以下、proteinase K 区と表記)と、処理し

ない未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定し、第 1 章第 1 節と同

様の方法で増殖促進活性を測定した。 

 

ワムシ個体抽出液の水溶性画分の調製 



 

 ワムシ個体抽出液中に含まれる増殖促進成分について、活性が脂溶性成分を

除去した水溶性画分にあるかどうかを検討するため、第 1 章第 2 節と同様の方

法で処理した。処理した試験区(以下、水溶性画分区と表記)と、処理していない

未処理区、および 1/2 人工海水のみの対照区を設定し、第 1 章第 1 節と同様の

方法で増殖促進活性を測定した。 

 

統計解析 

 各試験区間のワムシ個体数の有意差は、第 1 章第 1 節の方法に従って検定し

た。 

 

 

結 果 

 

ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の活性の濃度依存性 

 対数増殖期初期のワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の活性の濃度依

存性を調べたところ、培養 5 日目における 20%抽出液区のワムシ個体数は

64.4±6.0 と、1/2 人工海水のみの対照区の 36.8±5.1 よりも有意に高く(p<0.05)、

他の試験区に比べても最も高い値を示した(Fig. 2-2A, Table 2-2)。また、10%、

30%および 40%抽出液各区のワムシ個体数は、それぞれ 50.2±4.7、60.0±5.0 お

よび 55.6±4.4 と、20%抽出液区よりも低いものの、1/2 人工海水のみの対照区

に比べ有意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-2A, Table 2-2)。一方、20%および 30%

抽出液区はそれぞれ10%および50%抽出液各区よりも有意に高く(p<0.05)、40%



 

抽出液区は 50%抽出液区よりも有意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-2A, Table 2-2)。

なお、20%以上の抽出液区では抽出液濃度が高くなるのに伴い徐々に個体数が

減尐し、60%以上の抽出液区ではワムシはほとんど増殖せず、100%の抽出液区

では培養 3 日目に全ての個体が死亡した(Table 2-2)。 

 上述の濃度依存性をさらに詳細に調べたところ、培養 5 日目における 10%、

15%、20%および25%抽出液各区のワムシ個体数は、それぞれ52.4±4.7、59.2±5.5、

63.4±8.8 および 66.8±7.8 と、1/2 人工海水のみの対照区の 41.6±8.4 に比べて有

意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-2B, Table 2-3A, B)。一方、5%抽出液区および 1/2

人工海水のみの対照区の間には有意差は認められなかった(Fig. 2-2B, Table 

2-3A, B)。 

 

ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の熱安定性 

  対数増殖期初期のワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の熱安定性を調

べたところ、培養 5日目における 60ºCおよび 80ºC各処理区のワムシ個体数は、

それぞれ 44.4±8.3 および 40.2±7.5 と、未処理区の 60.2±8.1 に比べて有意に低

かった(p<0.05) (Fig. 2-3, Table 2-4A, B)。加熱処理の温度が高いほどワムシ個

体数が尐なくなる傾向がみられたが、各処理区間では有意差は認めらなかった

(Fig. 2-3, Table 2-4A, B)。また、未処理区および 40ºC 処理区間においても有意

差は認められなかった(Fig. 2-3, Table 2-4A, B)。 

 

ワムシ個体抽出液中に含まれる増殖促進成分の分子量の推定 

 対数増殖期初期のワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の分子量を推定



 

するために、種々の分画分子量をもつ限外濾過膜で処理した培養濾液を調製し

てワムシを 5 日間培養した。その結果、<1 kDa および<10 kDa 各区のワムシ個

体数は、それぞれ 41.6±5.1 および 43.8±6.5 と、未処理区の 59.6±8.2 に比べて

有意に低かった(p<0.01) (Fig. 2-4, Table 2-5A, B)。一方、<1 kDa 区および 1/2

人工海水のみの対照区の間では有意差は認められなかった。<30 kDa 区

(54.6±6.1)では<1 kDa 区および 1/2 人工海水のみの対照区に比べて有意に高か

った(p<0.05) (Fig. 2-4, Table 2-5A, B)。 

 

ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の活性の proteinase K 処理の影響 

 加熱処理や分子量分画などから増殖促進成分がタンパク質と想定されたこと

から、proteinase K 処理した対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を用いてワム

シを 5 日間培養した。その結果、proteinase K 処理区のワムシ個体数は 29.0±4.5

と、未処理区の 59.0±7.8 に比べ有意に低かった(p<0.001) (Fig. 2-5, Table 2-6)。

また、proteinase K 処理区は 1/2 人工海水のみの対照区の 45.0±7.5 に比べて有

意差は認められなかったが低い値を示した(Fig. 2-5, Table 2-6)。 

 

ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の水溶性画分の活性 

 脂溶性の物質が増殖促進に関与しているか否かを調べるため、対数増殖期初

期のワムシ個体抽出液をジエチルエーテルで処理して脂溶性成分を除去して培

養実験に供試した。その結果、培養 5 日目における水溶性画分区のワムシ個体

数は 56.8±6.2 と、未処理区の 60.0±8.5 とほとんど変わらず、1/2 人工海水のみ

の対照区の 41.5±7.0 に比べて有意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-6, Table 2-7)。 



 

第 3 節 考 察 

 

本章ではまず、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液が培養濾液と同様にワム

シ自体の増殖を促進させるか否かを検討した。さらに、ワムシ個体抽出液を調

製後、活性の濃度依存性、熱安定性、分子量の推定、proteinase K 処理の影響

および水溶性か否かについて詳細に検討した。その結果、個体抽出液の原液で

はワムシの増殖は促進するどころか逆に全ての個体が死亡した。これは、本抽

出液中に含まれる増殖促進成分の濃度が高過ぎるためか、あるいはワムシの増

殖を阻害する物質が含まれている可能性が考えられた。 

そこで、本抽出液を 1/2 人工海水を用いて希釈したところ、10 倍希釈区のワ

ムシ個体数は 66.6±3.4 と、100 倍希釈区、1000 倍希釈区および 1/2 人工海水の

みの対照区のそれぞれ 49.2±5.6、49.0±2.6 および 47.4±4.9 よりも有意に高かっ

た(p<0.05) (Fig. 2-1, Table 2-1)。また、10 倍、100 倍および 1000 倍希釈区に

含まれるタンパク質濃度は、それぞれ 35 µg mL-1、3.0 µg mL-1および 1.5 µg 

mL-1 であった(データは示していない)。そこで希釈効果をより詳細に調べるた

め、10-90%希釈したもので増殖促進活性の違いを検討した。 

その結果、20%抽出液区のワムシ個体数は 64.4±6.0 と 1/2 人工海水のみの対

照区の 36.8±5.1 よりも有意に高く(p<0.05)、他の試験区に比べても最も高い値

を示した(Fig. 2-2A, Table 2-2)。また、10%、30%および 40%抽出液各区のワム

シ個体数は、20%抽出液区よりも低いものの 1/2 人工海水のみの対照区に比べ有

意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-2A, Table 2-2)。一方、20%および 30%抽出液区は

それぞれ 10%および 50%抽出液各区より有意に高く(p<0.05)、40%抽出液区は



 

50%抽出液区より有意に高かった(p<0.05) (Fig. 2-2A, Table 2-2)。なお、20%以

上の抽出液区では濃度の上昇に伴い徐々に個体数が減尐し、60%以上の抽出液

区ではワムシはほとんど増殖しなかった(Table 2-2)。これらの結果から、ワムシ

個体抽出液中に含まれる増殖促進成分は高濃度に存在していることから低濃度

でも活性を示すこと、また、ある一定以上の濃度を示すと増殖を阻害するが明

らかになった。 

そこで、さらに細かく希釈率を設定して増殖促進活性を調べた。その結果、

培養 5 日目における 10%、15%、20%および 25%抽出液各区のワムシ個体数は、

いずれも 1/2 人工海水のみの対照区に比べて有意に高く(p<0.01) (Fig. 2-2B, 

Table 2-3A)、25%区で最大の値を示した。一方、5%抽出液区および 1/2 人工海

水のみの対照区の間には有意差は認められなかった(Fig. 2-2B, Table 2-3A, B)。

これらのことから、5-25%の希釈率に限ってはワムシ個体抽出液の活性には濃度

依存性があることが示された。 

次に、熱安定性については 60ºC および 80ºC 両処理区は未処理区に比べて有

意に低かった(p<0.05) (Fig. 2-3, Table 2-4A, B)。また、加熱処理の温度が高い

ほどワムシ個体数が尐なくなる傾向がみられたが、各処理区間では有意差は認

めらなかった(Fig. 2-3, Table 2-4A, B)。また、未処理区および 40ºC 処理区間に

おいても有意差は認められなかったことから(Fig. 2-3, Table 2-4A, B)、ワムシ

個体抽出液に含まれる増殖促進成分は、培養濾液に含まれるものと同様に 60ºC

以上でその活性が弱まる熱に弱いタンパク質であることが示唆された。 

さらに、当該成分の分子量を推定するために複数の分画分子量をもつ限外濾

過膜で限外濾過したところ、<1 kDa および<10 kDa 両区では、いずれも未処理



 

区に比べて有意に低かった(p<0.01) (Fig. 2-4, Table 2-5B)。一方、<1 kDa 区お

よび 1/2 人工海水のみの対照区の間では有意差は認められなかった。さらに、

<30 kDa 区では<1 kDa 区および 1/2 人工海水のみの対照区に比べて有意に高か

った(p<0.05) (Fig. 2-4, Table 2-5A, B)。この結果は、ワムシ個体抽出液に含ま

れる増殖促進成分が>10 kDa の複数の成分から構成されている可能性を示唆す

るものである。先程の熱安定性の場合と同様、分子量の推定においても培養濾

液との類似性が示唆された。 

さらに、proteinase K 処理の影響や、水溶性か否かの検討を行った。前者は

proteinase K 処理により完全に失活し(Fig. 2-5, Table 2-6)、後者は水溶性画分

において増殖促進活性を示した(Fig. 2-6, Table 2-7)ことから、培養濾液と同様

に水溶性タンパク質である可能性が考えられた。 

以上の諸結果より、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液中に含まれる増殖促

進成分は同段階の培養濾液中に含まれるものとよく類似し、高濃度に含まれて

いることが強く示唆された。 

 

 

 

 

 



 

第 3 章 ワムシ個体抽出液に含まれる増殖促進成分の単離と 

cDNA クローニング 

 

前章の結果より、対数増殖期初期のワムシ個体中には同段階の培養濾液に比

べて増殖促進成分が高濃度に含まれていると考えられ、また、両者に含まれて

いる当該成分はよく類似していることが示唆された。これまでの知見で、ワム

シ個体抽出液が両性生殖を誘導することが報告されているが(Hagiwara et al., 

1994)、増殖に関連した成分を単離した例はほとんどない(Gallardo et al., 2006)。

一方、ワムシの培養濾液中に含まれる生理活性物質が単離されたこともほとん

どない。例外的に、定常期以降のワムシ培養濾液より単性生殖から両性生殖を

誘導するタンパク質が同定されている(Snell et al., 2006)。これらの事実は、ワ

ムシ個体抽出液であっても培養濾液であっても、対数増殖期初期における試料

量の確保が困難で、増殖関連成分の精製ならびに単離が困難であることを示唆

する。以上のように、対数増殖期初期から対数増殖期にかけてのワムシの生理

機構や、急激な増殖が起こる機構については不明な点が多く残されている。対

数増殖期初期で増殖因子が解明されれば、水産養殖の現場で未解決であるワム

シ大量培養の途上で起こる急激な増殖不良といった問題(小磯ら, 2009)の解決の

一助になるものと思われる。 

本研究では、対数増殖期初期におけるワムシの増殖機構解明の一環として、

この時期の増殖促進成分の単離、同定を目指した。そのため、ある程度の試料

量が入手できるワムシ個体抽出液を用いることが有効と思われた。 

そこで本章では、まず、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を陰イオン交換



 

クロマトグラフィー、ゲル濾過および逆相 HPLC の種々のクロマトグラフィー

に付して増殖促進成分の精製を試みるとともに、単離したタンパク質について

SDS-PAGE後の当該バンドをプロテインシーケンサを用いてN末端アミノ酸配

列を分析した。次に、分析された当該成分の配列をもとに、当該タンパク質を

コードする遺伝子の塩基配列をNCBIのワムシESTデータベースに対して検索

し、得られたワムシ EST 配列全長から演繹したアミノ酸配列を NCBI データベ

ースに対して検索し、相同性の高いタンパク質を探索した。また、単離した増

殖促進成分をクローニングするため、相同性を示したワムシ EST の塩基配列を

もとにプライマーを設計、PCR を試みた。その後、クローニングされた配列に

ついてワムシ EST データベース上の配列と比較するとともに、再度、NCBI の

データベースから相同性の高い配列と比較した。 



 

第 1 節 各種クロマトグラフィーによる精製 

 

 本節では、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液から増殖促進成分を単離する

ために、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過および逆相 HPLC を駆使

し、分画した各画分の増殖促進活性を調べた。 

 

 

方 法 

 

陰イオン交換クロマトグラフィー 

対数増殖期初期のワムシ個体から第 2 章第 1 節のように調製した抽出液を、

30 - 80%飽和硫安分画に供した後、20,000 × g、30 分間の遠心分離により沈殿

を回収した。この沈殿に尐量の抽出緩衝液を加えて溶解した後、20 mM 

Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)に対して一晩透析を行った。得られた透析内液を 20 

mM Tris-HCl 緩衝液(pH 8.0)で平衡化した DEAE-Tyopearl 650M カラム(東ソ

ー, 東京; 1.1 × 25 cm)陰イオン交換クロマトグラフィーに付し、吸着タンパク

質を流速 1.5 mL min-1、20 - 600 mM NaCl のリニアグラジエントで溶出させた。 

 

ゲル濾過 

 陰イオン交換クロマトグラフィーにより得られた活性画分を合一し、凍結乾

燥で 10 倍に濃縮した試料を、600 mM NaCl を含む 20 mM Tris-HCl 緩衝液(pH 

8.0)で平衡化した HiLoad16/60 Superdex 75 prep grade カラム(GE Healthcar 



 

UK Ltd., Buckinghamshire, UK; 1.6 × 60 cm)のゲル濾過に付し、タンパク質を

流速 0.5 mL min-1で溶出させた。 

 

逆相 HPLC 

ゲル濾過により分画して得られた活性画分を合一し、凍結乾燥で 10 倍に濃縮

した試料を尐量の超純水で再溶解した。この試料を TSKgel Phenyl-5PW カラ

ム(東ソー; 4.6 × 76 mm)を用いた逆相 HPLC に付し、吸着タンパク質を

0.1%TFA を含む 0 - 80%グラジエントのアセトニトリル、流速 0.5 mL min-1で

溶出させた。 

 

タンパク質量の測定 

 各種クロマトグラフィーでは 280 nm 吸光度で溶出タンパク質を測定した。

クロマトグラフィーにより得られた活性画分に含まれるタンパク質の濃度は、

第 2 章第 1 節と同様に BCA キット(タカラバイオ)を用いて測定した。 

 

SDS-PAGE 

SDS-PAGE は、0.1%SDS を含む 10 - 20%ポリアクリルアミドグラジエント

ゲルを用いて行った。電気泳動後、ゲルを Sliver Stain Kit Ⅱ(和光)を用いて銀

染色し、タンパク質のバンドを検出した。 

 

増殖促進活性の測定 

陰イオン交換クロマトグラフィーを用いて分画したワムシ抽出液の溶出画分



 

の増殖促進活性の測定は、各画分から 0.5 mL を分取して 1/2 人工海水で 10 倍

に希釈して調製した培養液を用いてワムシを 3 日間培養して行った。なお、培

養は第 1 章第 1 節で述べた方法で行った。 

 

統計解析 

 各画分におけるワムシ個体数の有意差は、第 1 章第 1 節の方法に従って統計

解析した。 

 

 

結 果 

 

陰イオン交換クロマトグラフィー 

 対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を DEAE-650M カラム陰イオン交換ク

ロマトグラフィーに付したところ、画分 62-80 の広い範囲で活性が認められた

(Fig.3-1A, B)。これらの活性画分についてタンパク質量を測定したところ、およ

そ 750 µg mL-1であった。また、SDS-PAGE 分析の結果、これらの画分は分子

量約 75000、50000、25000および 20000の成分を含むことが示された(Fig.3-1B)。 

 

ゲル濾過 

 陰イオン交換クロマトグラフィーに付して得られた活性画分を HiLoad16/60 

Superdex 75 prep grade カラムのゲル濾過に供したところ、画分 20 - 23 で活

性が認められた(Fig.3-2A, B)。活性画分のタンパク質量を測定したところ、280 



 

µg mL-1であった。また、SDS-PAGE分析により、活性画分には分子量約 37000、

25000 および 18000 の成分が含まれていることが示された(Fig.3-2B)。 

 

逆相 HPLC 

 ゲル濾過に付して得られた活性画分を TSKgel Phenyl-5PW カラムの逆相

HPLC に供したところ、画分 4 および 5 で活性が認められた(Fig.3-3A, C)。こ

れらの活性画分についてタンパク質量を測定したところ、85 µg mL-1であった。

また、SDS-PAGE分析の結果、画分4および画分5にはそれぞれ、分子量約25000

および 18000 成分が確認され(Fig.3-3B)、画分 4 では分子量約 25000 の単一の

成分が含まれていた。一方、画分 6 には 18000 の単一成分が含まれていたが、

有意な増殖促進作用は示さなかった(Fig.3-3B, C)。 



 

第 2 節 ワムシ増殖促進成分の cDNA クローニング 

 

 前節で、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液を各種クロマトグラフィーに付

したところ、分子量約 25000 の単一のタンパク質を含む活性画分を得た。対数

増殖期以降のワムシ個体抽出液には両性生殖を誘導する作用があることが報告

され(Hagiwara et al., 1994)、成長ホルモン様タンパク質も単離されているが

(Gallardo et al., 2006)、対数増殖期初期のワムシ個体抽出液から増殖促進成分

を単離した報告はまだない。タンパク質が同定されれば、対数増殖期初期のワ

ムシの増殖機構解明に資するとともに、魚類養殖の初期餌料として重要なワム

シの効率的な培養に基礎的知見を与えるもので、応用面にも寄与するところが

大きいと考えられる。 

本節では、この活性画分を同定するために、まず、当該成分の N 末端アミノ

酸解析を試みるとともに、当該タンパク質をコードする遺伝子の塩基配列を

NCBIのワムシESTデータベースに対して検索した。次に、得られたワムシEST

配列全長から演繹したアミノ酸配列を NCBI データベースに対して検索し、相

同性の高いタンパク質を探索した。さらに、単離した増殖促進成分をクローニ

ングするため、相同性を示したワムシ EST データベース上の遺伝子の配列をも

とにプライマーを設計し、PCR を試みた。その後、決定した配列を再度データ

ベースを用いて相同性タンパク質を検索した。 

 

 

方 法 



 

増殖促進成分の N 末端アミノ酸配列の解析 

 単離した分子量約 25000 の増殖促進作用をもつタンパク質について N 末端ア

ミノ酸配列分析を行うために、SDS-PAGE 後の当該バンドを ABI 473A gas 

-phase 型プロテインシーケンサ(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)に

供した。 

 

増殖促進成分の相同性の検索 

 解析した増殖促進成分の N 末端アミノ酸配列について、まず、NCBI のワム

シ発現配列タグ(EST)データベースを用いて TBLASTN 検索し、当該配列がワ

ムシESTデータベース(Suga et al., 2007; Denekamp et al., 2009)に存在するか

どうかを調べた。次に、得られたワムシ EST 配列全長につき NCBI データベー

スのタンパク質データバンクを用いて BLASTX 検索し、ワムシ EST の演繹ア

ミノ酸配列と相同性の高い他生物種のタンパク質を検索した。また、ワムシ EST

配列全長から演繹したアミノ酸配列と相同性を示した配列を Clustal W 

(Thompson et al., 1994)で比較した。 

 

RNA の抽出 

 第 1 章第 1 節の、-80ºC で凍結保存したワムシ小浜株約 0.5 g を試料とした。

このワムシ試料に対して約 5 倍量の ISOGEN(ニッポンジーン, 東京)を加え、ホ

モジナイザーで組織を破砕した。以後の操作は ISOGEN付属の説明書に従った。

得られた RNA 沈殿を 50 µL の滅菌水に溶解し、このうち 1 µL を分光光度計を

用いて 260 nm の吸光度を測定し、全 RNA 量を求めた。 



 

1st strand cDNA の作製 

 5 µg の RNA を用いて cDNA の合成を行った。すなわち、RNA 5 µg に 50 µM 

GeneRacer Oligo dT primer [5’-GCT GTC AAC GAT ACG CTA CGT AAC 

GGC ATG ACA GTG (T)24 -3’] 1 µL、10 mM dNTP 1 µL に、滅菌水を加えて

13 µL にした反応液を 65ºC で 5 分間処理した後、氷上に 1 分間置いた。続いて、

この反応液に 5 x 1st strand 緩衝液[250 mM Tris-HCl (室温 pH 8.3), 375 mM 

KCl, 15 mM MgCl2] を 4 µL 、 0.1 mM dithiothreitol (DTT) を 1 µL, 

SuperScriptⅢ(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA)を 1 µL (200 U)、および

RNase OUT (RNase 阻害剤; Invitrogen) 1 µL (40 U)を加え、50ºC で 60 分間逆

転写反応を行った後、70ºC で 15 分間処理し逆転写酵素を失活させて 1st strand 

cDNA を合成した。合成後、試料を滅菌水で 50 倍に希釈して以下の PCR に用

いた。 

 

プライマーの設計 

 ワムシ EST データベース上で検索された前述の遺伝子の塩基配列(Fig.4-2A)

を参考にプライマーRotifer25kDa_F および Rotifer25kDa_R を設計した(Table 

3-1)。プライマーの設計に際して、プライマーの melting temperature (Tm)お

よびプライマーの長さがそれぞれ 55ºC 前後および 20 塩基になるようにした。

データベースから予測される増幅断片サイズは 327 bp である。 

 

PCR 

 前述のプライマー対を用いて PCR を行った。先に調製した 1st strand cDNA 



 

1 µL、フォワードプライマー10 pmol、リバースプライマー10 pmol、10 × Ex Taq

緩衝液 2 µL、5U µL-1Ex Taq (タカラバイオ) 0.2 µL、2.5 mM dNTP 混合液 1.6 

µL に滅菌水を加えて計 20 µL として反応を行った。PCR は 94ºC、5 分間、cDNA

を変性させた後、94ºC で 30 秒間、52ºC で 30 秒間および 72ºC で 30 秒間のサ

イクルを 35 回行った。最後に 72ºC で 7 分間保持し、反応を終了させた。 

 

サブクローン化 

 pGEM-T Vector Systems (Promega, Madison, WI, USA)を用いて、PCR 産

物をプラスミドベクターpGEM-T Vector に挿入した。操作は付属の説明書に従

った。次に、このベクターを用いて木下(2002)の方法に従い、大腸菌コンピテン

トセル JM109 を形質転換させた。 

 

プラスミド DNA の精製 

 形質転換が確認された菌体を 5 mL アンピシリンを含む液体 Luria-Bertani 

(LB)培地に移し、37ºC で一晩培養した。その後、GenElute Plasmid Mini-Prep 

Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)によりプラスミド DNA を抽出した。

操作は付属の説明書に従った。 

 

電気泳動 

 前述の増幅産物 20 µL のうち、5 µL をアガロースゲル電気泳動に供した。ア

ガロースゲルは常法に従って 1%に調製し、SYBR Green(タカラバイオ)を用い

て染色しバンドの観察を行った。なお、泳動は 15 mA の定電流で泳動マーカー



 

がゲルの 3 分の 2 に至るまで行った。 

 

塩基配列の決定 

ベクターのマルチクローニングサイト中の P1 および P5 の配列を利用して、

組み込んだ DNA 断片を BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems) により蛍光標識し、同社製の DNA シークエンサ ABI 

PRISM 3100 で塩基配列を決定した。操作はいずれも付属の説明書に従った。

塩基配列の解析にはコンピュータープログラム BioEdit (Hall, 1999)を用いた。 

 

相同性検索 

 クローニングにより決定した塩基配列から演繹されたアミノ酸配列について、

まず、Clustal W (Thompson et al., 1994)でワムシ EST データベース上の配列

と比較した。さらに、ワムシ EST 全配列をプローブに、BLASTX を用いて演繹

されたアミノ酸配列と相同性のある既報の他生物種のタンパク質を検索し、そ

の配列を Clustal W によって比較した。 

 

 

結 果 

 

増殖促進成分の N 末端アミノ酸配列 

 活性画分中の分子量約 25000 のタンパク質バンドの N 末端アミノ酸配列を解

析したところ、PAVVDFTAVWFGPLQMIKP と決定された(Fig.4-1A)。 



 

増殖促進成分の相同遺伝子 

 決定された配列を NCBI のシオミズツボワムシ EST データベースに対して

TBLASTN 検索したところ、相同性を示す遺伝子が得られた (Fig.4-1B) 

(DDBJ/EMBL/GenBank Accession number FM939833; Denekamp et al., 

2009)。このワムシ EST 配列全長から演繹したアミノ酸配列を NCBI データベ

ースに対して BLASTP 検索に供した結果、緑藻 Chlamydomonas reinhardtii

およびマラリア原虫Plasmodium falciparumのチオレドキシンと高い相同性を

示した(Fig.4-1C)。 

 

PCR およびサブクローニング 

 アガロース電気泳動の結果、約 300 bp のバンドが確認され、目的とする PCR

産物が得られた(Fig.4-2B)。 

 前述のように得られた PCR 産物(約 300 bp)をプラスミドベクターpGEM-T 

Vector に挿入後、大腸菌コンピテントセル JM109 を形質転換させた結果を

Fig.4-2C に示す。コロニ―No.4, 5 および 7 で約 450 bp の目的とする PCR 産

物のバンドが確認された。 

 

相同性検索 

 前項で、コロニ―No.4, 5 および 7 は、目的とする PCR 産物を含むことが示

された。これらのコロニ―について、プラスミドを抽出して塩基配列の解析を

試みたところ、コロニ―No.5 のみ解析された(Fig.4-2C)。決定した配列は

(Fig.4-3)、ワムシ EST と高い相同性を示した(Fig.4-4)。この配列から演繹され



 

たアミノ酸配列をさらに既報の他生物由来のタンパク質と比較したところ、緑

藻 Chlamydomonas reinhardtii およびマラリア原虫 Plasmodium falciparum

のチオレドキシンと約 50%のアミノ酸同一率を示した(Fig. 4-5)。 



 

第 3 節 考 察 

 

本章では、ワムシ個体抽出液を陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過、

および逆相 HPLC に付して、25 kDa の増殖促進作用を持つタンパク質を単離

した。精製に際しては、まず、ワムシ個体抽出液を DEAE-Tyopearl 650M カラ

ムの陰イオン交換クロマトグラフィーに付し、NaCl リニアグラジエント溶出画

分の広い範囲で活性が確認された(Fig.3-1A, B)。これらの活性画分を合一して凍

結乾燥で 10 倍に濃縮し、HiLoad16/60 Superdex 75 prep grade カラムのゲル

濾過に付したところ、V/V01.3-1.6 の範囲で活性が確認された(Fig.3-2A, B)。こ

れらの活性画分を合一して凍結乾燥で 10 倍に濃縮し、TSKgel Phenyl-5PW カ

ラムの逆相 HPLC に付したところ、50-80%アセトニトリル溶液溶出画分に活性

が確認された(Fig.3-3A, C)。このうち、SDS-PAGE 分析より増殖促進活性のあ

る画分 4 が約 25 kDa の単一の成分から構成されていた(Fig.3-3B)。一方、画分

5 は最も高い活性を示したが、約 25 kDa および約 18 kDa と 2 つの成分が含ま

れていた(Fig.3-3B)。また、画分 6 には約 18 kDa の単一成分が含まれていたが、

有意な増殖促進作用は示さなかった。このことから、画分 4 に含まれる約 25 kDa

のタンパク質が増殖促進成分であると考えられたが、画分 5 の結果から、約 25 

kDa と約 18 kDa の 2 つの成分が協同してより高い増殖促進活性を示す可能性

も考えられた。第 1 章および 2 章において、ワムシ培養濾液およびワムシ個体

抽出液に含まれる増殖促進成分は、複数の成分から構成されている可能性が示

されている (Fig.1-8, 2-4)。いずれにせよ、単離した約 25 kDa の成分について

N 末端アミノ酸配列を分析し、当該成分をコードする遺伝子をクローニングし



 

て全長を決定する必要がある。 

そこで、単離した 25 kDa の増殖促進作用をもつタンパク質について、当該成

分をコードする遺伝子の塩基配列をワムシ EST データベース上から検索し、こ

の配列をもとにプライマーを設計、PCR を行い当該成分をコードする遺伝子を

クローニングした。さらに得られた配列について、再度データベース上で既報

の他生物のタンパク質を検索した。その結果、当該成分はチオレドキシンと約

50%のアミノ酸同一率を示し、チオレドキシン様タンパク質である可能性が示

唆された。 

一方、チオレドキシンは約 12 kDa 程度の低分子であり、単離した約 25 kDa

のタンパク質のものと比べて分子サイズが大きく異なる。分子量の相違につい

ては二量体の形成や糖鎖修飾などが考えられる。ヒト由来のチオレドキシンに

おいては、二量体の形成により 27 kDa になることが知られている(Wollmen et 

al., 1988)。しかしながら、SDS とメルカプトエタノールが含まれている試料で

あれば二量体は形成されず、また、同程度の分子サイズの糖鎖が修飾されてい

たとは考えにくい。一方、ヒト由来のチオレドキシン様タンパク質では 32 kDa

と、比較的高分子のものも単離されている(Lee et al., 1998; Hirota et al., 2002)。 

同定した 25 kDa タンパク質は原生動物や植物プランクトンのチオレドキシ

ンファミリータンパク質と約 50%のアミノ酸同一率を示した(Fig.4-5)。本研究

により、目的の配列がチオレドキシンと部分的には一致するものの、異なる部

分も多く、同一のものというより関連物質であると考えた方が正しいと思われ

る。チオレドキシンあるいはその関連物質は、原核生物から真核の高等動物ま

で普遍的に存在するタンパク質で、生体内では主に酸化還元酵素として働くが



 

(Williams et al., 2000)、近年では、寿命の調節、酸化ストレスに対する応答(Jee 

et al., 2005)、細胞内シグナル伝達への関与(Meng et al., 2010)、細胞の増殖因

子としての機能(Khayat et al., 2001; Powis and Montfort, 2001; Yoshioka et al. 

2004)などが報告されている。このように、チオレドキシンは多機能性タンパク

質であるが、その活性中心には多くの場合 WCGPC モチーフが存在しており 

(Wollman et al., 1988)、本研究でクローニングして得られた配列も保存されて

いた(Fig.4-5)。しかしながら、クローニングしたワムシ増殖促進成分の推定分子

量は約 11000 と、前述のように SDS-PAGE 分析によって得られた約 25000 と

は大きく異なる。したがって、ワムシ増殖促進成分の分子構造についてはさら

に詳細な検討が必要と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 



 

第 4 章 総括的考察 

 

単生殖巣綱 Monogononta のワムシ類は、ほとんどの種類において単性生殖に

より指数関数的に増殖するとともに、その過程で出現する mictic female と呼ば

れる雌が雄を産卵することで開始される両性生殖も同時にみられ、独特の生活

環をもつ(Hino and Hirano, 1976; 日野, 1983)。このような生活環をもつことか

ら、結果としてワムシ類の個体群は爆発と崩壊をくり返すことが知られている。

本生物種は培養が容易であることからも生態学(Gilbert, 1963, 1977, 2002, 

2003, 2004; King and Pulik, 1967; Halbach, 1984; Snell and Hoff, 1985; Snell, 

1987)、水産養殖(小磯ら, 2002; 吉永, 2010)あるいは分子生物学(Kaneko et al., 

2002, 2010; Yoshinaga et al., 2003; 金子, 2006; Oo et al., 2010; Ozaki et al., 

2010)など様々な分野で使用されている。 

本種を実験室でバッチ培養すると、シグモイド型の成長曲線を描くことが知

られており(King and Pulik, 1967; Halbach et al., 1984; Yoshinaga et al., 

2001)、増殖が不活発な対数増殖期初期を経た後に、指数関数的に増殖する対数

増殖期へ移行する。その後、個体数がほとんど変化しない定常期を経て、退行

期を迎える(Yúfera and Navarro, 1995; 日野ら, 2000)。産業上、ワムシの効率

的な培養が必要であったことから、個体群の増大や減尐が生じる機構について

は種々の研究がなされてきたが(Yu and Hirayama, 1986; Yamasaki et al., 

1987; Carmona et al., 1993; Yoshinaga et al., 1999; 小磯ら, 2002; Kaneko et 

al., 2002, 2010; 金子, 2006)、これらの研究は、主に対数増殖期あるいは定常期

以降に焦点が当てられており、対数増殖期初期のワムシの生理や生態について



 

は不明な点が多く残されていた。 

これに関連して、ワムシの増殖はワムシ自身が分泌する物質が制御すること

が示唆されている(Carmona et al., 1993; Yoshinaga et al., 1999)。また、増殖

段階の異なる培養濾液がワムシの生理に様々な影響を引き起こすことが報告さ

れている(小磯ら, 2002; Snell et al., 2006)。さらに、培養途上の増殖不良につい

ては親世代の給餌や環境のあり方が影響することも指摘されており(小磯ら, 

2009)、この点からもワムシの増殖機構を明らかにするには、対数増殖期初期か

ら対数増殖期にかけての培養初期に着目する必要がある。 

以上の背景の下、本研究では対数増殖期初期のワムシの増殖機構を解明する

一環として、この時期に働く増殖因子について詳細を検討することにした。 

本論文では、まず、第 1 章で培養濾液中に含まれる増殖促進成分の特性につ

いて検討した。各種増殖段階ごとに得られた培養濾液によるワムシの増殖促進

活性を調べ、さらに対数増殖期初期の培養濾液を用いて本濾液に含まれる増殖

促進成分の起源、活性の濃度依存性、熱安定性、分子量、proteinase K 処理の

影響、および水溶性か否かについて調べた。その結果、対数増殖期初期から対

数増殖期の培養濾液にはワムシ個体数の有意な増殖促進作用がみられたのに対

し、定常期から退行期の培養濾液には活性がみられず、死滅することもあるな

ど明らかな増殖阻害が確認された。この原因として、培養濾液中のアンモニア

態窒素の影響が考えられた。そこで、それぞれの培養濾液についてアンモニア

態窒素濃度を調べたところ、培養後期に向かうほど増大することが示された。L

型ワムシのアンモニアによる慢性致死量は約 2 ppm と報告されているが、培養

後期の培養濾液中に含まれるアンモニア態窒素の濃度はこれに近いか上回って



 

いた。 

一方、対数増殖期初期の培養濾液中に含まれる増殖促進成分の特性について

は、50%以上の濃度で有意な増殖促進作用がみられ、40ºC 以上の処理、<10 kDa

分画、proteinase K 処理により有意に増殖促進活性が低下し、培養濾液から脂

溶性成分を除去した水溶性画分に有意な増殖促進作用がみられた。これらのこ

とは、対数増殖期初期の培養濾液に含まれる増殖促進成分は、熱に弱い複数の

成分から構成される水溶性タンパク質であることが示唆された。  

対数増殖期初期におけるワムシの増殖は、対数増殖期のものに比べると低い

が、培養濾液中に含まれる増殖促進成分の活性に濃度依存性があることからも

明らかなように、予め当該成分の濃度を高くすれば活発な増殖が起こるまでの

時間は短縮されると考えられる。このように、個体が分泌する生理活性成分が

個体の生理に濃度依存的に影響を及ぼすことがクオラムセンシングとして細菌

などの微生物で報告されており(Fuqua et al., 1996)、近年ではワムシについて

も同様の現象が報告されている(Garcia-Roger et al., 2009; Snell et al., 2009; 

Gilbert et al., 2010; Serra et al., 2010)。本研究でも、個体が増殖促進物質を分

泌しそれに濃度依存性があることからクオラムセンシングの一つと考えられる。   

ワムシの増殖促進成分の精製に当たり、培養濾液では当該成分の回収量が尐

なく、また、精製途上で増殖促進活性が失われたことから培養濾液を用いての

精製は困難であった。そこで第 2 章では、対数増殖期初期の培養濾液中に含ま

れる増殖促進成分がワムシ由来であったことから、当該成分あるいは類似の成

分がワムシ体内に含まれている可能性について検討した。対数増殖期初期のワ

ムシ個体抽出液を用いて、第 1 章と同様の処理を行ったところ、1/2 人工海水で



 

25%に希釈すると他の試験区に比べて最もかつ有意に高い活性を示した。また、

60%以上の濃度では増殖停滞が生じることから、ワムシ個体抽出液中には増殖

促進活性成分のほか、増殖停滞を起こす物質が含まれている可能性が考えられ

た。また、培養濾液と同様に 40ºC 以上での加熱処理および分画分子量<10 kDa

の限外濾過膜で限外濾過することで増殖促進活性が弱まること、proteinase K

処理で完全失活すること、さらには水溶性の成分であること、が示された。以

上の諸結果により、対数増殖期初期の培養濾液中およびワムシ個体中に含まれ

る増殖促進成分は同一または類似のタンパク質である可能性が示唆された。 

 第 3 章では、ワムシの増殖促進成分をワムシ個体抽出液から精製することを

試みた。その結果、増殖促進作用を示す約 25 kDa のタンパク質が単離された。

次に、単離した約 25 kDa のタンパク質につき SDS-PAGE 後の当該バンドを、

プロテインシーケンサを用いて N 末端アミノ酸配列を分析した。SDS-PAGE 後

の当該バンドを、プロテインシーケンサを用いて N 末端アミノ酸配列を分析し

たところ、PAVVDFTAVWFGPLQMIKP と決定された。この配列を NCBI のワ

ムシ EST データベースに対して TBLASTN 検索したところ、相同性を示す遺伝

子が得られた(DDBJ/EMBL/GenBank accession number FM939833)。そこで

ワムシ EST 全配列をプローブに BLASTX 検索したところ、緑藻

Chlamydomonas reinhardtii およびマラリア原虫 Plasmodium falciparum の

チオレドキシンと高い相同性を示した。しかしながら、チオレドキシンは一般

に 12 kDa 程度の低分子(Powis and Montfort, 2001)で、ワムシ EST の演繹アミ

ノ酸配列から推定された分子量も約 13000 と、今回単離したワムシ増殖促進成

分の分子量約 25000 とは大きく異なる。 



 

そこで、単離した 25 kDa タンパク質をクローニングするため、相同性を示し

たワムシ EST の塩基配列をもとにプライマーを設計し、PCR を行った。その結

果、PCR 増幅産物の塩基配列はワムシ EST のそれと高い相同性を示し、チオレ

ドキシンの活性中心に存在する WCGPC モチーフ(Wollman et al., 1988)も含ま

れていた。チオレドキシンは原核生物から真核の高等動物まで普遍的に存在す

るタンパク質で、生体内での主な機能は酸化還元反応の触媒作用(Williams et 

al., 2000)であるが、近年では寿命の調節や酸化ストレスに対する応答(Jee et al., 

2005)、細胞内シグナル伝達への関与(Meng et al., 2010)や、細胞の増殖因子と

しても機能する(Khayat et al., 2001; Powis and Montfort, 2001; Yoshioka et 

al., 2004)。しかしながら、クローニングしたワムシ増殖促進成分の推定分子量

は約 11000 と、前述の SDS-PAGE 分析によって得られた約 25000 とは大きく

異なる。したがって、ワムシ増殖促進成分の分子構造についてはさらに詳細な

検討が必要と考えられた。一方、対数増殖期初期のワムシから単離した約25 kDa

の相同タンパク質は bdelloidワムシ類のESTデータベース上では検索されなか

った。このことから、当該成分は活発な増殖が起こる Monogononta のワムシに

特有のものである可能性が考えられた。しかしながら、ワムシ EST データベー

スには、約 51000 件の EST が登録されているのに対し、bdelloid ワムシ類では

Philodina roseola および Adineta ricciae でそれぞれ約 290 件および 80 件の

EST しか登録されていないことから、上述した推測には疑問の余地がある。 

 本研究では、対数増殖期初期における増殖促進因子の解明についてその端緒

を示したと言える。しかしながら、課題も山積しているのも事実である。まず、

培養濾液およびワムシ個体抽出液中に含まれる増殖促進成分が同一のものであ



 

るかどうかの検討が必要である。分子量推定の項でも示唆しているように、増

殖促進成分は単一の成分ではなく複数の成分である可能性も考えなければなら

ない。ワムシ個体抽出液から抗体を作製して、同一性を確かめることもできる

ものと思われる。 

また、直接増殖促進活性を示さなかったが、25 kDa タンパク質とともに単離

された約 18 kDa タンパク質についても調べる必要がある。2 つのタンパク質が

合わさることで最も高い活性が示されたことから、増殖促進作用は複数の成分

から成り立っている可能性も考えられる。 

さらに、今回単離した成分がどのような発現パターンを示すのか、定量的

RT-PCR を用い対数増殖期初期、対数増殖期、定常期、および退行期の増殖段

階で検討してみる必要がある。また、発現タンパク質を作製し、今回単離した

成分と同様の増殖促進活性があるかどかの検討も必要である。 

 これまで多くの知見の蓄積により、水産養殖におけるワムシの大量培養は以

前よりも容易になってきた。しかし、未だ培養途中における増殖不良などの問

題が解決されていない。本研究の成果は、水産養殖の現場で問題となっている

ワムシの増殖不良の解決の一助になるのではないかと思われる。本研究が示し

た成果が、今後のさらなる水産増養殖産業ならびに生物学の発展に貢献できる

ことを願い、本論文を締め括る。 
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