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研究成果の概要： 
 本研究は、成長ホルモン遺伝子が無脊椎動物に起源する仮説およびサケ成長ホルモンがエゾ

アワビ稚貝の成長を促進する発見に基づいて、軟骨魚類と無顎類の成長促進に関与するホルモ

ン受容体を同定した。また、アワビの脳神経節にサケの成長ホルモン抗体に対する免疫反応陽

性細胞群を検出し、その組織から成長促進因子および遺伝子を単離するとともに成長促進因子

受容体を探索した。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００６年度 1,800,000  0  1,800,000  

２００７年度 1,000,000  300,000  1,300,000  

２００８年度 700,000  210,000  910,000  

年度    

  年度    

総 計 3,500,000  510,000  4,010,000  

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：水産学・水産学一般 
キーワード：成長ホルモン、脳下垂体ホルモン、分子進化、アワビ、成長促進因子、受容体 
 
１．研究開始当初の背景 
魚類を含む脊椎動物の脳下垂体から分泌

される成長ホルモン（GH）は、成長を統御す
る内分泌系の要に位置するホルモンであり、
GH の成長促進作用は、おもにインスリン様成
長因子（IGF）を介して発揮される。また、
脳下垂体からの GH の分泌は視床下部ホルモ
ンにより制御される。これまでの研究により、
硬骨魚類の成長促進に関与する視床下部̶脳
下垂体－肝臓系のホルモンと受容体が同定さ
れ、成長促進機構に関する研究は飛躍的に進
展し、その基礎的知見は、水産増養殖魚の生
産性を向上させる成長促進技術に応用され
ている。一方、軟骨魚類と無顎類では、視床
下部̶脳下垂体－肝臓系のホルモンは、ごく限

られた種で同定されているに過ぎず、これら
ホルモン受容体が未同定であるため、成長促
進機構に関する知見は乏しい。 
魚類の脳下垂体には GH と構造が類似する

プロラクチン（PRL）とソマトラクチン（SL）
が存在し、これらのホルモンは共通の祖先遺
伝子の重複によって生じ、機能が分化したホ
ルモン，成長ホルモン分子族，と考えられて
いる。我々は、系統進化上重要な位置にある
硬骨魚類、軟骨魚類と無顎類の成長ホルモン
分子族を同定し、これらホルモンの構造比較
を基にして、分子進化と機能の分化を考察し、
成長ホルモン分子族は約5.5億年前に遺伝子
重複によって生じたと推定した。この仮説に
基づいて、東北地方で極めて重要な水産資源
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であり、効率よく成長を促進させる技術開発
が求められているエゾアワビ，Haliotis 
discus hannai，稚貝の成長がサケ GH により
促進されることを発見した。このことはアワ
ビがサケ GH を認識したことになり、アワビ
に脊椎動物の GH に類似の成長促進因子が存
在することを示唆する。しかし、アワビを含
め無脊椎動物における成長促進因子の生化
学的、免疫組織化学的および分子生物学知見
は皆無であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、成長ホルモン分子族の分子進化
の考察から導きだした GH 遺伝子が無脊椎動
物に起源する仮説およびサケ GH がアワビ稚
貝の成長を促進する発見に基づいて、１．軟
骨魚類と無顎類の成長促進に関与するホル
モンおよび受容体を同定し、その機能を検討
した。２．無脊椎動物における成長促進因子
の存在を明らかにするために、サケ GH およ
び抗体をプローブとして、アワビにおける成
長促進因子の産生細胞を検索し、成長促進因
子と成長促進因子受容体を探索した。 
 
３．研究の方法 
（１）軟骨魚類の成長促進に関与するホルモ
ンと受容体の同定 
軟骨魚類・板鰓類のドチザメ，Triakis 

scyllium，の成魚から採取した脳の抽出物か
ら硬骨魚類のプロラクチン放出ペプチド
（PrRP）ホモログをサケ PrRP 抗体固定化カ
ラムで濃縮し、高性能液体クロマトグラフィ
ー（HPLC）で精製した。また、PrRP ホモログ
の組織分布をサケ PrRP 抗体を用いた免疫組
織染色により調べた。ドチザメの脳下垂体を
合成したドチザメ PrRP ホモログで培養し、
GH 遺伝子の発現レベルを測定した。 
ドチザメの脳下垂体の抽出物から GH をゲ

ル濾過および HPLC で精製し、N末端部の構造
を決定した。 
ドチザメの肝臓から魚類のIGF-IとIGF-II
の構造比較を基に作成したプライマーを用
いた PCR により、ドチザメの IGF-I と IGF-II 
cDNA をクローニングした。ドチザメの肝臓片
を GH で培養し、IGF-I と IGF-II の発現レベ
ルを測定した。 
ドチザメの肝臓からゾウギンザメのゲノ
ム情報から推定した GH 受容体の構造を基に
作成したプライマーを用いた PCR により、ド
チザメの GH受容体 cDNA をクローニングした。 
 
（２）無顎類の成長促進に関与するホルモン
と受容体の同定 
無顎類・円口類のウミヤツメ，Petromyzon 

marinus，の成魚から採取した肝臓から硬骨
魚類と軟骨魚類の IGF-I と II、また、ウミヤ
ツメと大西洋ヌタウナギのIGFの構造比較を

基に作成したプライマーを用いたPCRにより
ウミヤツメ IGF cDNA をクローニングした。
また、硬骨魚類および軟骨魚類の GH 受容体
の構造比較を基に作成したプライマーを用
いた PCR により、ウミヤツメ GH 受容体 cDNA
のクローニングを行なった。 
 
（３）アワビの成長促進因子産生細胞の検索 
サケ GH がアワビ稚貝の成長促進に有効で
ある発見に基づいて、サケ GH 抗体、PRL 抗体
と SL 抗体に対する免疫陽性細胞を免疫組織
染色により検索した。また、生殖腺刺激ホル
モン放出ホルモン（GnRH）抗体および PrRP
抗体を用いた免疫組織染色を行なった。 
 
（４）アワビの成長促進因子の探索 
アワビ（殻長約 5 cm）から採取した脳神経
節の 200 mM 酢酸アンモニウム（pH 9）抽出
物をゲル濾過および HPLC で精製した。各フ
ラクションをサケ GH 抗体を用いたウエスタ
ンブロッティングにより免疫陽性反応を示
すタンパク質を検索し、アミノ末端部の配列
を解析した。 
脊椎動物の GH の構造を比較し、保存性の
高い領域の塩基配列を基に作成したプライ
マーおよび決定したサケ GH 抗体に対する免
疫反応陽性タンパク質の構造を基に作成し
たプライマーを用いた PCR により、脳神経節
から成長促進因子cDNAをクローニングした。 
アワビ脳神経節から cDNA ライブラリーを
作成し、2000 クローンについて塩基配列を解
析し、成長促進因子 cDNA を検索した。 
 
（５）アワビの成長促進因子受容体の探索 
サケ GH（5μg）をアワビ稚貝（殻長約 1 cm）
の筋肉内に注射した後、サケ GH 抗体に対す
る免疫陽性反応を示す組織を免疫組織染色
により調べた。 
 サケ GH を注射した後、GH 抗体に対して免
疫陽性反応を示した組織をアワビ稚貝から
採取して一本鎖 cDNA を調製した。脊椎動物
の GH 受容体の構造を比較し、保存性の高い
領域の塩基配列を基に作成したプライマー
を用いたPCRにより成長促進因子受容体cDNA
のクローニングを試みた。 
 
４．研究成果 
（１）軟骨魚類の成長促進に関与するホルモ
ンと受容体の同定 
ドチザメ脳からC末端にArg-Phe-アミド構
造（RF－amide）を有する 20 アミノ酸残基か
らなる PrRP ホモログを単離した。このペプ
チドの構造はドチザメ PrRP ホモログ前駆体
の 55 位~74 位に相当した。ドチザメ PrRP ホ
モログはウシ PrRP とは 8 残基、硬骨魚類と
は 2残基、また、ウミヤツメ PrRP ホモログ A
とBとは5および6残基が異なっていた。PrRP



ホモログ細胞体は視床下部腹側部と視索前
野に認められ、PrRP ホモログ陽性繊維は視床
下部のみならず脳内に広く分布し、その一部
は脳下垂体中葉にも投射されていた。 
 

PrRP および PrRP ホモログの構造比較 

 
 ドチザメ脳下垂体を合成 PrRP ホモログで
培養すると、GH 遺伝子の発現を濃度依存的に
減少させた。一方、プロオピオメラノコルチ
ン遺伝子の発現レベは増加した。これまでの
研究により、硬骨魚類の PrRP 及び無顎類の
PrRP ホモログを単離し、これらのペプチドが
脳下垂体からの GH の放出を抑制することを
明らかにしている。したがって、哺乳類の
PrRP に構造が類似する RF-amide ペプチドは
魚類に普遍的に存在し、脊椎動物を通して GH
放出抑制活性を有すると考えられる。 

 
ドチザメ PrRP ホモログの脳下垂体の GH（a）と
POMC（b）遺伝子の発現に及ぼす効果 
 

ドチザメ脳下垂体の抽出物からヨシキリ
ザメ GH 抗体に対する分子量 22kDa のタンパ
ク質を単離し、N末端部（15 残基）の配列を
決定した。その配列はドチザメ GH 前駆体の 
28 位~42 位に相当したことから、ドチザメ
GH は、他の板鰓類と同様に、183 アミノ酸残
基からなることがわかった。 

 
ドチザメ、ヨシキリザメとアブラツノザメ GH のア
ミノ酸配列の比較 

 

ドチザメ GH はヨシキリザメとアブラツノザ
メの GHに対して 88%と 85%の相同率を示した。
ドチザメ GH 産生細胞は脳下垂体の前葉主部
に認められた。ドチザメ肝臓片を GH で培養
すると、他の板鰓類と同様に、IGF-I と II 遺
伝子の発現を増加させることがわかった。 
 ドチザメ肝臓から硬骨魚類の GH 受容体に
対して 39%の相同性を示す翻訳アミノ酸配列
をコードする cDNA（314 塩基） をクローン
化した。このクローンを GH 受容体の断片と
推定して、5'および 3'末端領域のクローニン
グを行なったが、全塩基配列を決定するまで
には至らなかった。現在、ドチザメ GH 受容
体 cDNA のクローニングを継続している。 
 
（２）無顎類の成長促進に関与するホルモン
と受容体の同定 
 ウミヤツメ肝臓から既知の IGF に対して
50%の相同率を示す、IGF cDNA 断片をクロー
ン化した。したがって、ウミヤツメには構造
の類似する 2種類に IGF が存在すると考えら
れる。現在、第 2 の IGF cDNA の全塩基配列
を決定するためのクローニングおよびこの
遺伝子の GH による発現促進効果に関する実
験を継続している。 
ウミヤツメ肝臓から GH受容体 cDNA のクロ
ーニングを試みたが、硬骨魚類および軟骨魚
類の GH 受容体に構造が類似するクローンを
得ることはできなかった。今後、GH cDNA を
増幅するためのプライマーを再設計する必
要がある。 
 
（３）アワビの成長促進因子産生細胞の検索 
サケ GH 抗体を用いた免疫組織染色を行な
った結果、免疫陽性細胞群はアワビの脳神経
節に認められた。この陽性細胞はサメ GH 抗
体でも染色された。一方、サケおよびサメ GH
で吸収した抗体では免疫陽性細胞は染色さ
れなかった。サケ PRL および SL 抗体で染色
される細胞群も脳神経節に観察された。これ
らのことから、成長促進因子は脳神経節で産
生されていると考えられる。 
 

アワビの脳神経節における GH 陽性細胞（a）、PRL
陽性細胞（b）と SL 陽性細胞（c）。サケ GH、PRL
と SL 抗体：5000 倍希釈 

 
GnRH 抗体で染色させる細胞群と陽性繊維
は脳神経節に認められた。また、サケ PrRP
抗体に陽性に反応する細胞および陽性繊維
も脳神経節に観察された。これらのことから、
アワビの脳神経節で GnRH および PrRP 様ペプ



チドも存在すると考えられる。 
  
（４）アワビの成長促進因子の探索 
アワビ脳神経節の酢酸アンモニウム抽出
物をゲル濾過および HPLC に付して分画した
結果、サケ GH 抗体にして免疫陽性反応を有
する分子量 20 KDa と 18 KDa のタンパク質を
検出した。これらの陽性タンパク質のアミノ
末端部の配列を決定したが、魚類の GH に対
して類似性は認められなかった。 

 
サケ GH 抗体に対する免疫反応陽性タンパク質（20 
KDa と 18 kDa）の N 末端部とサケの成長ホルモン分
子族との構造比較 

 
脳神経節一本鎖 cDNA を鋳型として、魚類
の GH の構造比較に基づいて作成したプライ
マーを用いて PCR を行なった結果、GH におい
て最も保存性の高い C 末端領域に類似した
cDNA 断片をクローン化した。しかし、この
cDNA の全構造を決定することはできなかっ
た。 
また、魚類の GH 増幅用プライマーと単離し
たサケ GH 抗体に免疫陽性タンパク質の N 末
端部の構造を基に作成したプライマーを組
み合せて PCR を行なったが、魚類の GH に構
造が類似する cDNA を増幅することはできな
かった。一方、アワビ脳神経節 cDNA ライブ
ラリーを作成し、718 個のクローンの塩基配
列を解析したが、魚類の GH に構造が類似す
るクローンは得られなかった。今後、アワビ
の成長促進因子 cDNA をクローニングするた
めには、単離したタンパク質の分子内の構造
を決定すること、また、成長促進因子 cDNA
を増幅するためのプライマーを再設計する
必要がある。 
 

アワビ脳神経節の EST 解析 

 
 
（５）アワビの成長促進因子受容体の探索 

 サケ GHをアワビ稚貝に筋肉注射した結果、
注射開始から1日目の膵肝臓の一部にサケGH
抗体に対する免疫陽性反応が観察された。こ
の陽性反応は注射開始から2日目には消失し
た。この結果は、サケ GH を認識する受容体
が膵肝臓に存在すること考えられる。 
アワビの膵肝臓から調製した一本鎖 cDNA
を鋳型とし、脊椎動物の GH 受容体の構造比
較を基に作成したプライマーを用いてPCRを
行なったが、脊椎動物の GH 受容体に構造が
類似する cDNA を増幅することはできなかっ
た。今後、アワビの成長促進因子受容体 cDNA
をクローニングするためには、プライマーを
再設計する必要がある。 
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