
JP 2010-38748 A 2010.2.18

(57)【要約】
【課題】ビオチン化インスリンを用いるアジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃
度の測定方法の提供。
【解決手段】ビオチン化したアジ科またはタイ科の魚類のインスリンを新規に作成し、こ
れを用いることで、アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度が測定を可能とし
た。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ビオチン化インスリンを用いるアジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定
方法。
【請求項２】
ビオチン化インスリンをＨＰＬＣ（高速液体クロマトグラフィー）で分離し、抗体と結合
させた状態で最も高い蛍光強度が得られる分画を用いる請求項１に記載の測定方法。
【請求項３】
測定方法が時間分解蛍光免疫測定法である請求項１または２に記載の測定方法。
【請求項４】
ビオチン化インスリンにユーロピウム－アビジン複合体を作用させて、ユーロピウムの時
間分解蛍光強度を測定することによる時間分解蛍光免疫測定法を用いる請求項３に記載の
測定方法。
【請求項５】
さらに、サンプルを塩酸―エタノール処理（抽出）する工程を含む請求項１～４のいずれ
かに記載の測定方法。
【請求項６】
アジ科またはタイ科の魚類がブリ、カンパチまたはマダイのいずれかである請求項１～５
のいずれかに記載の測定方法。
【請求項７】
請求項１～６のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化インスリン。
【請求項８】
請求項１～６のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化ブリインスリン。
【請求項９】
請求項１～６のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化インスリンを含むアジ科ま
たはタイ科の魚類のインスリン濃度の測定キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は時間分解蛍光免疫測定法等の免疫学的検定によって、アジ科またはタイ科の魚
類において、インスリン濃度の測定方法に関する。さらに、ビオチン化インスリンを用い
る当該インスリン濃度の測定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アジ科やタイ科の魚は、国内の養殖対象魚種の中で市場規模が１位と２位を占めるなど
、生産金額が最も高い魚種である。ブリ（アジ科）とマダイ（タイ科）を合せると、１８
００－２０００億円の市場となる。そのため、これらの養殖にあたり、成長に有効な環境
の検討が重要となる。
【０００３】
　この環境の検討にあたり、様々な環境で養殖を行い、魚類の体長の変化をノギス等で測
定して比較するという数週間の飼育実験が従来行われてきた。
　また、近年では、成長誘導を仲介するいくつかのホルモンにおいて、その血中における
濃度が、魚類の成長と高い相関があることが確認されたことから（例えば、非特許文献１
参照）、魚類の血中における成長ホルモンの濃度を測定する方法が開発され、用いられる
ようになってきた。
【０００４】
　しかし、魚類の血中における成長ホルモンの濃度を測定する方法は、放射性同位元素を
用いて測定するものが主であり、使用済みの試験管類の処理コスト、測定者の健康への影
響の問題、放射性同位元素測定のための専用施設や放射性元素取扱主任者資格の必要性等
から、その利用が限定的であり容易ではなかった。
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【０００５】
　そこで、本発明者らは、放射性同位元素を用いず、ビオチンとアビジンまたはストレプ
トアビジンの特異的かつ強力な結合を利用することで、安全かつ容易に実施できる魚類の
血中における成長活性をモニタリングできるホルモンの濃度を測定する方法を開発した。
本発明者らは、この方法によって、魚類の成長活性をモニタリングできるホルモンのひと
つであるＩＧＦ－Ｉ（インスリン様成長因子－１）について、その標識ホルモンとしてビ
オチン化ＩＧＦ－Ｉを用いることで、時間分解免疫測定法または酵素免疫測定法のいずれ
の測定方法についても実用的な感度で魚類のＩＧＦ－Ｉ濃度が測定できることを確認して
いる（例えば、特許文献１参照）。
　しかし、この測定方法はＩＧＦ－Ｉを測定するためのものであり、インスリンは測定で
きない。
【０００６】
　インスリン濃度の測定方法としては、マツカワ（カレイ科）用の測定方法が開発されて
いる（例えば、非特許文献２参照）。しかし、マツカワのインスリンとアジ科またはタイ
科の魚のインスリンとのアミノ酸配列（構造）が異なるため、マツカワ（カレイ科）用の
測定方法を用いても、十分な感度でアジ科やタイ科の魚のインスリン濃度を測定すること
ができない。
【０００７】
　魚類においてインスリンとＩＧＦ－Ｉはいずれも成長の制御や様々な生理的現象に深く
関わるホルモンであり、各個体の生理的状態のインディケーターとして知られている。し
かし、これらは分泌のピークが異なる。インスリンは、給餌後の数時間に血中濃度がピー
クに達するが、ＩＧＦ－Ｉの血中濃度はこのような短期的な生理的状況の変化では変動せ
ず、給餌後の時間にも関係なく比較的一定である。従って、インスリンは短時間での成長
のインディケーターとなり得るが、ＩＧＦ－Ｉは反応が遅く、数日から１－２週間程度の
インディケーターとなる。また、インスリンの分泌は、ＩＧＦ－Ｉとは異なっており給餌
後に起こる。そのため、インスリン濃度の測定によって、対象魚を開腹せずとも摂餌の状
況をモニタリングできる。
　さらにインスリンはストレスがかかると分泌されにくくなるため（例えば、非特許文献
３参照）飼育魚のストレスマーカーとしての使用も期待できる。
【０００８】
　このように、アジ科またはタイ科の魚類のインスリン濃度の測定が可能となれば、ＩＧ
Ｆ－Ｉ濃度の測定とは別の方法で成長活性や摂餌の状態の把握が可能となる。また、魚類
におけるストレスの有無やその程度の把握が可能となることから、養殖における成長に有
効な環境の検討に有用であり、効率的な育成法の開発に繋がる。そこで、アジ科またはタ
イ科の魚類を対象とする、新たなインスリン濃度の測定方法の提供が望まれている。
【特許文献１】特開２００６－２５８６７３号公報
【非特許文献１】Ｂｅｃｋｍａｎ，Ｂ．Ｒ．，　Ｓｈｅａｒｅｒ，Ｋ．Ｄ．，　Ｃｏｏｐ
ｅｒ，Ｋ．Ａ．，ａｎｄ　Ｄｉｃｋｈｏｆｆ，Ｗ．Ｗ．（２００１）Ｃｏｍｐａｒａｔｉ
ｖｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　Ａ，１２９，５８５
－５９３．
【非特許文献２】Ａｎｄｏｈ，Ｔ．（２００７）Ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄｓ　ａｒｅ　ｍｏ
ｒｅ　ｉｍｐｏｒｔａｎｔ　ｉｎｓｕｌｉｎｏｔｒｏｐｉｎｓ　ｔｈａｎ　ｇｌｕｃｏｓ
ｅ　ｉｎ　ａ　ｔｅｌｅｏｓｔ　ｆｉｓｈ，　ｂａｒｆｉｎ　ｆｌｏｕｎｄｅｒ　（Ｖｅ
ｒａｓｐｅｒ　ｍｏｓｅｒｉ）．　Ｇｅｎ．Ｃｏｍｐ．Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌ．１５１，
３０８－３１７．
【非特許文献３】安藤忠、超高級カレイ「マツカワ」養殖の今後の展開、第４回国際水産
養殖技術展２００７
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
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　本発明は、ビオチン化インスリンを用いるアジ科またはタイ科の魚類におけるインスリ
ン濃度の測定方法の提供を課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、上記課題を解決するために鋭意研究を行った結果、ビオチン化したアジ科
の魚類のインスリンを新規に作製し、これを用いてビオチンとアビジンまたはストレプト
アビジンの特異的かつ強力な結合を利用することで、アジ科またはタイ科の魚類における
インスリン濃度が測定できることを見出し、本発明を完成するに至った。
【００１１】
　即ち、本発明は次の（１）～（９）の測定方法、ビオチン化インスリン等に関する。
（１）ビオチン化インスリンを用いるアジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度
の測定方法。
（２）ビオチン化インスリンをＨＰＬＣ（高速液体クロマトグラフィー）で分離し、抗体
と結合させた状態で最も高い蛍光強度が得られる分画を用いる上記（１）に記載の測定方
法。
（３）測定方法が時間分解蛍光免疫測定法である上記（１）または（２）に記載の測定方
法。
（４）ビオチン化インスリンにユーロピウム－アビジン複合体を作用させて、ユーロピウ
ムの時間分解蛍光強度を測定することによる時間分解蛍光免疫測定法を用いる上記（３）
に記載の測定方法。
（５）さらに、サンプルを塩酸―エタノール処理（抽出）する工程を含む上記（１）～（
４）のいずれかに記載の測定方法。
（６）アジ科またはタイ科の魚類がブリ、カンパチまたはマダイのいずれかである上記（
１）～（５）のいずれかに記載の測定方法。
（７）上記（１）～（６）のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化インスリン。
（８）上記（１）～（６）のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化ブリインスリ
ン。
（９）上記（１）～（６）のいずれかに記載の測定方法に用いるビオチン化インスリンを
含むアジ科またはタイ科の魚類のインスリン濃度の測定キット。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明のビオチン化インスリンを用いることを特徴とする、アジ科またはタイ科の魚類
におけるインスリン濃度の測定方法は、放射性同位元素を用いないため、時間分解蛍光測
定装置あるいは蛍光プレートリーダーさえあれば、特別な制限なく、容易に魚類のインス
リン濃度の測定が可能となる。本発明により、魚類のインスリン濃度を測定することで、
魚類の成長の度合いの調査を容易に行うことができる。
　また本発明で作製されたビオチン化インスリンは、放射性同位元素標識インスリンと異
なり、かなり安定的であるため、冷蔵すれば数年間は使用可能であり、冷凍状態では半永
久的に保存できる。従って、本発明の方法によって、魚類のインスリン濃度を低コストか
つ低労力で測定することが可能となる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
　本発明の「ビオチン化インスリン」とは、ビオチンを結合させたインスリンのことをい
う。特に、アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法に用いる「ビオ
チン化インスリン」は、アジ科またはタイ科の魚類由来のインスリンにビオチンを結合さ
せたものであることが好ましく、特にブリ由来のインスリンであることが特に好ましい。
　これらのビオチン化インスリンはユーロピウム－アビジン複合体に結合するものである
ことが好ましい。
　ビオチンを結合させるインスリンはアジ科またはタイ科の魚類から抽出した天然のイン
スリンでも、これらインスリンのアミノ配列に基いて、通常用いられている方法によって
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化学合成されたインスリンでも用いることができる。
【００１４】
　本発明の「ビオチン化インスリン」は、従来知られているいずれの方法でも作製するこ
とができる。例えばＰｉｅｒｃｅ社製のＥＺ－ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＬＣ－ＬＣ－ｂｉ
ｏｔｉｎのような市販のビオチン化試薬を用いて作製することができる。
　本発明の「抗体と結合させた状態で最も高い蛍光強度が得られる分画」とは、ビオチン
化インスリンの作製において、抗体と結合させた状態で最も高い蛍光強度が得られる分画
のことをいい、このような分画は、高い検出感度を有するビオチン化インスリンとして用
いることができる。
【００１５】
　本発明の「ビオチン化インスリン」の作製において、インスリンの１分子あたりビオチ
ンが０－３個結合した混合物が得られる。この混合物は、そのまま測定に用いることもで
きるが、高い検出感度を安定して得るためには、さらにＨＰＬＣ（高速液体クロマトグラ
フィー）により精製することが好ましい。
　精製によりインスリンの１分子あたりビオチンが１－３個結合したビオチン化インスリ
ンを分離し、それぞれの分画について抗体と結合させ、この状態で最も高い蛍光強度が得
られる分画を選別し、その分画を高い検出感度を有するビオチン化インスリンとして、測
定に用いることが好ましい。
【００１６】
　本発明の「測定方法」は、アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度が測定で
きる方法であれば酵素免疫測定法などにも用いることができるが、時間分解蛍光免疫測定
法を用いることが特に好ましい。
　本発明の「時間分解蛍光免疫測定法」は、ビオチン化インスリンを用い、さらにビオチ
ンと特異的かつ強力に結合するアビジンにユーロピウムを結合させたユーロピウム－アビ
ジン複合体を用い、両者を結合させ、洗浄操作の後、ユーロピウムを時間分解蛍光測定法
で測定することにより、ビオチン化インスリンの抗体との結合量を測定し、サンプル中の
インスリン濃度を決定する方法である。
　本発明は、免疫測定法の分類では競合法と呼ばれる測定原理に基づいたものであり、本
発明の測定方法においてユーロピウムの時間分解蛍光強度はサンプル中のインスリン濃度
上昇に依存して減少する。これにより、サンプル中のインスリン濃度を容易に調べること
ができる。なお、サンプル中のインスリン濃度が測定可能上限を超える場合にはサンプル
を希釈して測定することができる。
【００１７】
　本発明の「時間分解蛍光免疫測定法」に用いる「ユーロピウム－アビジン複合体」は、
ビオチン化インスリンを検出できる程度のユーロピウムがアビジンやストレプトアビジン
に結合して複合体を形成しているもののことであり、例えば、パーキンエルマー社製のユ
ーロピウム－ストレプトアビジン複合体等を用いることができる。
　ユーロピウムは希土類元素の一つで紫外線をあてると赤い蛍光を長時間にわたって発す
ることが知られており、高感度で特異的な測定が可能となる。この方法は、非放射性であ
りかつ毒性もないことから、人体および環境に対して安全であり、使用・廃棄にあたり制
限がない。
【００１８】
　さらに、本発明の「測定方法」は、測定対象のサンプルを塩酸―エタノール処理（以下
、抽出とする）する工程を含むことが好ましい。この工程によって、サンプルに含まれる
インスリン濃度の測定を阻害する物質等を除去することで、インスリン濃度の測定の精度
を高めることができる。例えば血液、血漿、血清またはこれらの派生物等のインスリン濃
度の測定を阻害する物質等を含むサンプルを測定対象とする場合に、この工程を用いるこ
とが特に有効である。
　この「サンプルを塩酸―エタノール処理（抽出）する工程」によって行われる処理は、
サンプルに含まれるインスリン濃度の測定を阻害する物質が除去できる工程であれば、い
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　例えばアジ科またはタイ科の魚類由来の血漿をエチルアルコールと塩酸の混合物と混合
し、一定時間放置した後、遠心分離し、上清のみを得る工程が挙げられる。このような工
程によって、血漿中のインスリン濃度の測定を阻害する物質が除去され、血漿中のインス
リン濃度の測定にあたり、測定値の正確性を増すことができる。
　なお、本発明の「測定方法」において、検出感度を高めるために、「時間分解蛍光免疫
測定法」における競合的抗原抗体反応ステップ、例えば実施例１、２．インスリン濃度の
測定における（２）～（４）の工程を室温ではなく氷冷することで測定値の正確性を増す
ことも可能である。
【００１９】
　本発明の「測定方法」において、アジ科またはタイ科の魚類のインスリン濃度を測定す
るために、これらの魚類由来のインスリンに対する抗インスリン抗体を用いることが好ま
しい。
　抗インスリン抗体は、市販されている抗体や、測定の対象魚に合わせて作製された抗イ
ンスリン抗血清、抗インスリン抗体を用いることができる。例えば、抗インスリン抗血清
は、ブリの内分泌膵臓から抽出したインスリンをマウス、モルモット等の動物に免疫する
ことで得ることができる。
【００２０】
　本発明の測定対象であるアジ科またはタイ科の魚類は、本発明の測定方法によってサン
プル中のインスリン濃度が測定できる、これらの科に属するいずれの魚種も対象とできる
。例えば、ブリ、カンパチまたはマダイなどが挙げられる。
【００２１】
　本発明に作製されたビオチン化インスリンと、ユーロピウムが結合したアビジン複合体
、測定に最適な試薬や抗体、洗浄液、マイクロウェルプレート等を組み合わせることによ
りキットとすることもできる。洗浄液は例えば、パーキンエルマー社製の市販のものを用
いても良いが、２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８，０．０５％　Ｔｗｅｅｎ２０
および１５０ｍＭ　ＮａＣｌを含む）等を用いても良い。
　以下、本発明の詳細を参考例、試験例および実施例によって示すが、本発明はこれらに
よって制限されない。
【００２２】
［参考例］
＜ブリまたはマダイのインスリン配列の決定＞
　参考文献１に記載の方法に従って、ブリ、カンパチまたはマダイのブロックマン小体（
内分泌膵臓）からインスリンをそれぞれ精製した。これを還元カルボキシメチル化し、逆
相ＨＰＬＣでＡ鎖およびＢ鎖をいずれも分離・脱塩した後、プロテインシーケンサー（島
津製作所　ＰＰＳＱ－２１）によって配列を決定した。決定したブリ、カンパチおよびマ
ダイのアミノ酸配列と、比較としてマツカワのインスリン－Ｉおよびインスリン－ＩＩの
アミノ酸配列を配列表配列番号１～１０および表１に示した。表１においては、ブリイン
スリンと比べて配列が異なる箇所をアンダーラインで示した。
　参考文献１：Ａｎｄｏｈ，Ｔ．，ａｎｄ　Ｎａｇａｓａｗａ，Ｈ．（１９９８）Ｐｕｒ
ｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｏ
ｆ　ｉｎｓｕｌｉｎｓ，　ｇｌｕｃａｇｏｎｓ　ａｎｄ　ｓｏｍａｔｏｓｔａｔｉｎ　ｆ
ｒｏｍ　ｓｔｏｎｅ　ｆｌｏｕｎｄｅｒ，　Ｋａｒｅｉｕｓ　ｂｉｃｏｌｏｒａｔｕｓ．
　Ｚｏｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，１５，９３９－９４３．
【００２３】
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【表１】

 
【実施例１】
【００２４】
＜アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法＞
１．インスリン濃度測定用試薬の調製
１）抗インスリン抗血清の作製
　参考文献１に記載の方法に従って、ブリの内分泌膵臓からインスリンを抽出しモルモッ
トに下記の方法で免疫し、得られた抗血清を抗インスリン抗血清として用いた。
免疫方法
　上記で抽出したブリインスリン（各回３０μｇ）をリン酸緩衝液（ｐＨ７．５、１５０
ｍＭ）に溶解し、一回目はフロイントの完全アジュバントを加えて５００μｌとし、２回
目以降はフロイントの不完全アジュバントを加えて５００μｌとして混合し、計５回の皮
下注射を行った。免疫間隔は２週間とし、最終免疫から１週間後に全採血を行い、抗血清
を得た。
【００２５】
２）ビオチン化インスリンの作製
次の（１）～（４）の工程を経て、ビオチン化インスリンを作製した。
（１）上記１．１）と同様の方法によって抽出した５３μｇのブリインスリンと１６０μ
ｇのＥＺ－ｌｉｎｋ　ＮＨＳ－ＬＣ－ＬＣ－ｂｉｏｔｉｎ（Ｐｉｅｒｃｅ社製）を２５０
μｌのリン酸緩衝液（ｐＨ７．８、１５０ｍＭ　ＮａＣｌを含む）で一晩、室温で反応さ
せた。
（２）１０ｍｇのグリシンを加え、過剰のＥＺ－ｌｉｎｋ　Ｓｕｌｆｏ－ＬＣ－ＬＣ－ｂ
ｉｏｔｉｎをグリシンと３時間以上反応させ、不活性化した。
（３）１μｌのトリフルオロ酢酸を加えて酸性化し、０．１％トリフルオロ酢酸と５０％
アセトニトリルを使用した高速液体クロマトグラフィーでビオチン化ブリインスリンを分
離した。カラムは逆相液体クロマトグラフィー用Ｃ１８担体を充填したもの（ワイエムシ
ー社製、ＯＤＳ－ＡＭ　粒子径３μｍ、２．１ｍｍ×１５０ｍｍなど）を使用し、カラム
温度を３０℃に設定して行った。
（４）分離したビオチン化ブリインスリンの抗体交差性を以下の方法で確認し、最も交差
活性が高い分画（図１、斜線部分）をインスリン測定法に使用した。
【００２６】
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２．インスリン濃度の測定
　次の（１）～（７）の工程を経て、インスリン濃度を測定した。
　なお、洗浄液には１５０ｍＭ　ＮａＣｌおよび０．０１％Ｔｗｅｅｎ２０を含む２０ｍ
Ｍ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．８）を使用した。
（１）マイクロプレート（Ｎａｌｇｅ　Ｎｕｎｃ社製、Ｍａｘｉｓｏｒｐ処理済み）にア
フィニティー精製した抗モルモットＩｇＧ溶液（Ａｎｔｉ－ｇｕｉｎｅａ　ｐｉｇ　（Ｈ
＋Ｌ）　Ｒｏｃｋｌａｎｄ社（ＵＳＡ））を１０μｇ／ｍｌの濃度で２００μｌ分注し、
２時間以上、室温で放置した。
　この際、抗モルモットＩｇＧ希釈液として５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７
．８、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　ＮａＮ３含む）を使用した。
（２）３回洗浄後、上記１．２）で作製したビオチン化ブリインスリンを２００μｌずつ
マイクロプレートの各ウェル（穴）に分注した。なお、ビオチン化インスリンは４００ｐ
ｇ／ｍｌになるようにＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０ｍＭ　エチ
レンジアミン４酢酸、０．０１％　ＮａＮ３を含む１００ｍＭ　ｐＨ７．８）で２５％に
希釈したブロックエース（大日本製薬社製）溶液に溶解した。
（３）次に１０μｌの測定用サンプルまたはコントロール（濃度既知のブリインスリン溶
液）を各ウェルに分注した。
（４）上記（３）の各ウェルに、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（ｐＨ７．８、１５
０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　ＮａＮ３含む）で１３０００倍に希釈した抗ブリインス
リン抗血清を８μｌ分注し、十分に撹拌した。そして、マイクロプレートの上面をプラス
ティックテープでシールした後、チャック付きポリ袋（ユニパックＦ－４）に入れ、発泡
スチロール箱に入れた砕氷中で一晩静置した。
（５）３回洗浄後、ユーロピウム－アビジン複合体（パーキンエルマー社製、品番１２４
４－３６０）をアッセイ緩衝液（パーキンエルマー社製、品番１２４４－１０６）で０．
０４％に希釈し、各ウェルに２００μｌずつ分注した後、１－２時間室温で静置した。
（６）４回洗浄後、増強試薬（パーキンエルマー社製、品番１２４４－１０４）を各ウェ
ルに１００μｌずつ分注し、５分間、撹拌した。
（７）時間分解蛍光測定装置で蛍光強度を測定することによりユーロピウム濃度を計算し
、濃度既知の標準品系列から計算される標準曲線からインスリン濃度を決定した。
【実施例２】
【００２７】
＜アジ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法＞
　上記実施例１の方法によって、アジ科の魚類としてブリのインスリン濃度を測定した。
　測定用にブリの血漿を下記の方法で抽出したものを測定用サンプルとして用いた。
測定用サンプルの調製
　ブリの血漿を１．５ｍｌマイクロチューブ等に２０－１００μｌ分注し、ミキサー（タ
イテック社製マイクロミキサーＥ－３６）上で攪拌しながら、等量のエタノール―塩酸（
５％　１Ｎ　ＨＣｌ、９５％エタノール）を分注した。
　分注後、エタノールが蒸発しないようにできるだけ早くチューブのふたを閉め、数分間
、十分に攪拌した後、室温で１時間放置した。これを遠心操作（１５０００ｘｇ、１０分
間、４度）した後に沈殿を除去し、上清を測定用サンプルとして使用した。
【実施例３】
【００２８】
＜タイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法＞
　上記実施例１の方法によって、タイ科の魚類としてマダイのインスリン濃度を測定した
。マダイの血漿を抽出は行わず、そのまま測定用サンプルとして用いた。
【００２９】
［試験例１］
　参考文献１に記載の方法に従ってブリまたはマダイのブロックマン小体（内分泌膵臓）
から精製したブリインスリンまたはマダイインスリンを、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（１５
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０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　ＮａＮ３を含む１００ｍＭ　ｐＨ７．８）で２５％に希
釈したブロックエース（大日本製薬社製）に溶解したものをそれぞれ用いて、実施例１の
測定方法によってインスリン濃度の測定を行った。
　その結果、図２に示すように、ブリインスリンおよびマダイインスリンの標準曲線はほ
とんど重なっており、実用上は同一のものとして測定できることが示された。この結果よ
り、本発明のインスリン濃度の測定方法は、アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリ
ン濃度の測定に有用であることが示された。
【００３０】
［試験例２］
＜アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法の精度の検討＞
　参考文献１に記載の方法に従って、ブリ、カンパチおよびマダイのブロックマン小体（
内分泌膵臓）から精製したブリインスリンと、比較としてブリインスリンと構造が類似す
るペプチド（ヒトＩＧＦ－Ｉ、ウシインスリン）や、インスリンと共に膵臓に存在するペ
プチド（ソマトスタチン－１４、ヒト膵ポリペプチド、ヒトグルカゴンのペプチド（いず
れもシグマ社製））を用いて、実施例１の測定方法の精度を検討した。
　各ペプチドはＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　ＮａＮ３

を含む１００ｍＭ　ｐＨ７．８）で２５％に希釈したブロックエース（大日本製薬社製）
に溶解したものを測定用サンプルとした。
　その結果、図３に示すように、各種ペプチドは、本発明のインスリン抗血清中の抗体と
結合活性を殆ど示さず、本発明の測定方法がアジ科またはタイ科の魚類のインスリンに高
い特異性を有することが示された。
【００３１】
［試験例３］
＜アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法の測定値の正確性の検討
＞
　ブリの血漿を実施例２に記載した方法で抽出し、調整した測定用サンプルを用いて、実
施例１の測定方法によって、ブリインスリン濃度を測定した。測定値の正確性を一回のア
ッセイ内および異なるアッセイ間における変動係数を調べた。その結果、表２、３に示し
たように、他の測定法に比較して変動係数が十分に小さいものであることが確認された。
【００３２】
【表２】

【００３３】
【表３】
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【００３４】
［試験例４］
＜アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法を用いた添加回収試験＞
　ブリの血漿に濃度既知のブリインスリンを加え、加えたインスリンに応じた測定値が得
られるかどうかを試験した。これは血漿に含まるインスリン以外の物質によって、インス
リン濃度の測定値が変化するか否かを試す方法である。
　参考文献１に記載の方法に従ってブリのブロックマン小体（内分泌膵臓）から精製した
ブリインスリンをＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液（１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．０１％　ＮａＮ

３を含む１００ｍＭ　ｐＨ７．８）で２５％に希釈したブロックエース（大日本製薬社製
）にインスリン濃度が１０μｇ／ｍｌになるように溶解し、さらにこの溶液を目標のイン
スリン濃度になるように血漿に添加した。そして、これを実施例２に記載した方法で抽出
し、調整した測定用サンプルを用いて、実施例１に記載したインスリン濃度の測定方法に
より、インスリン濃度を調べた。
　その結果、表４に示すように、１００％に近い回収率が得られ、本発明の測定方法によ
って、アジ科またはタイ科の魚類において、血漿中のインスリンを特異的に測定できるこ
とが示された。
【００３５】
【表４】

【００３６】
［試験例５］
＜給餌によるブリ血漿中のインスリン濃度の変動＞
　実施例１および２に記載した方法により、給餌によるブリ血漿中のインスリン濃度の変
動を調べた。
　８個体ずつブリを収容した１２水槽を、６台ずつ２実験区に分割し、それぞれを給餌群
および絶食群として、血漿インスリン濃度を測定した。各ブリは４８時間絶食した後、絶
食群は特に処理せず、実験群はニッスイまだいＥＰ４を飽食給餌した。採血を水槽ごとに
１―２時間間隔で行い血漿を得た。これを実施例２に記載した方法によって抽出し、調整
した測定用サンプルを用い、実施例１に記載したインスリン濃度の測定方法により、給餌
によるブリ血漿中のインスリン濃度の変動を調べた。なお、実験中の水温は２２度、使用
魚の体重は１００－２００ｇだった。
　その結果図４に示したように、血漿インスリン濃度は給餌によって上昇することが知ら
れているが、本発明によってもブリの給餌後の血漿インスリン濃度を測定できることが把
握できた。また、絶食時には血漿インスリン濃度は低下するが、本発明は絶食時低濃度の
インスリンを測定することも可能であることが示された。
　従って、本発明のインスリン濃度の測定方法によって測定されるインスリンン濃度の範
囲が、魚類におけるインスリンの生理的変化をとらえるのに十分であることが示された。
【００３７】
［試験例６］
＜ブリ血漿の塩酸―エタノール処理の有無によるインスリン濃度への影響＞
　実施例２におけるブリ血漿の塩酸―エタノール処理（抽出）の有無による、測定される
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インスリン濃度の違いを調べた。
　８個体のブリを２４時間絶食した後採血を行い、血漿を得て、これをサンプルとした。
このサンプルを実施例２に記載した方法で抽出したものと、抽出しない場合のものにわけ
て、実施例１に記載したインスリン濃度の測定方法により、インスリン濃度を調べた。
　その結果、図５に示したように、血漿を―抽出したものは、インスリン濃度が１．８－
３．４ｎｇ／ｍｌと狭い範囲（実線の矢印の範囲）だったが、抽出しないものは、検出限
界以下－７．３ｎｇ／ｍｌに分散した（点線の矢印の範囲）。
【００３８】
　図５で示されたように、魚類の血漿インスリン濃度は絶食すると数ｎｇ／ｍｌに低下す
る。そして、本発明で抽出に使用する塩酸－エタノールはタンパク質性の夾雑物を変性・
沈殿させる一方、インスリンのようなペプチドには影響しない。つまり、哺乳類の血漿で
存在が確認されているインスリン分解酵素やタンパク質性夾雑物の変性・除去には有効と
考えられる。抽出しない場合での測定値が広い理由は、分解酵素や夾雑物の影響が出てい
るものと考えられる。したがって、この結果より、実施例２に示したような本発明の抽出
方法が測定値の正確性を高める上で有効であることが確認された。
　また、表２と３で示したアッセイ内およびアッセイ間での測定値の正確性と添加回収試
験の結果は、抽出を行った血漿の測定値であることから、本発明の信頼性が高く、血漿等
の血液由来のサンプルについて塩酸―エタノール処理（抽出）をすることが有効であるこ
とが示された。ちなみに、マツカワのインスリン測定法でマツカワ血漿を測定する場合に
は塩酸－エタノール処理を実施しなくとも、高い正確性が確認されていることから、魚種
ごとに血漿の性質が異なることが考えられた。
【００３９】
［比較例］
＜マツカワのインスリン濃度の測定方法を用いたブリのインスリン濃度の測定＞
　マツカワのインスリン濃度の測定方法（非特許文献２）により、参考文献１に記載の方
法に従ってブリまたはマツカワのブロックマン小体（内分泌膵臓）から精製した濃度既知
のブリまたはマツカワのインスリンを用いてインスリン濃度を測定した。ブリのインスリ
ンは、血液由来の不純物を含んでいないため、この試験により測定に使用したマツカワの
インスリンーＩＩの抗血清の結合特性が反映されると考えられた。
　マツカワのインスリン濃度の測定方法として、マツカワから精製したインスリンーＩＩ
をモルモットに注射して抗血清を得た。この抗血清と、標識インスリンとしてＬＣ―ビオ
チン（ピアス社製）をＢ鎖のＮ末端のみに結合させた化学合成マツカワインスリンーＩと
、ユーロピウムーストレプトアビジンを用いてユーロピウムを検出する時間分解蛍光免疫
測定法に基づいてインスリン濃度を測定した。
　その結果、表５に示したように、ブリのインスリンではマツカワのインスリンと比較し
て蛍光強度が上昇したことから、実際の濃度よりも低い濃度として測定され、実際の濃度
としての反応を示さなかった。この結果より、ブリのインスリンはマツカワのインスリン
に比較して抗マツカワインスリン抗体に対する結合が２－４倍程度弱いことを示され、マ
ツカワのインスリン濃度の測定方法では、ブリのインスリン濃度を正確に測定できないこ
とが確認された。
【００４０】
【表５】
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【産業上の利用可能性】
【００４１】
　本発明のアジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法によって、容易
かつ安全にインスリン濃度を測定することで、アジ科またはタイ科の魚類における成長に
有効な環境を検討することが可能となり、効率的な育成法の開発に繋がる。
【図面の簡単な説明】
【００４２】
【図１】高速液体クロマトグラフィーで分離したビオチン化ブリインスリンの溶出を示し
た図である（実施例１）。
【図２】ブリインスリンとタイインスリンの標準曲線を示した図である（試験例１）。
【図３】アジ科またはタイ科の魚類におけるインスリン濃度の測定方法の精度を示した図
である（試験例２）。
【図４】ブリに給餌した際の血漿インスリンの変動状況を示した図である（試験例５）。
【図５】ブリ血漿の塩酸―エタノール処理（抽出）の有無によるインスリン濃度への影響
を示した図である（試験例６）。
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