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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の生殖において重要な役割をもつゴナドトロピン放出ホルモ
ン(GnRH)の無脊椎動物における分布と機能について調べた．ホルモンの存在部位を明らかにで
きる組織化学的研究で，ウスヒラムシ（扁形動物門渦虫綱），アオゴカイ（環形動物門多毛綱），
アメリカカブトエビ（節足動物門鰓脚綱），ニホンコツブムシ（節足動物門軟甲綱），ヒザラガ
イ（軟体動物門多板綱），アサリ，ヤマトシジミ（軟体動物門二枚貝綱）など広範な動物門の神
経節において GnRH が検出された．さらに，生化学的な解析においてもクルマエビ，エゾアワビ
（軟体動物門腹足綱）やヒザラガイなどで GnRH が検出された．以上の結果は，GnRH が水産無
脊椎動物に広く分布することを示す． 
 

 

研究成果の概要（英文）：The distribution and function of gonadotropin-releasing hormone 
(GnRH) in important marine invertebrates were examined by immunohistochemistry and by 
reverse-phase high performance liquid chromatography (rpHPLC) combined with 
time-resolved fluoroimmunoassay (TR-FIA) analysis. GnRH-immunoreactive cell bodies and 
fibers were detected in various species such as flatworm, clam worm, Triops longicaudatus, 
chiton and corbicula by immunohistochemistry. GnRH was also detected by HPLC combined 
with TR-FIA in the kuruma prawn, Pacific abalone, and chiton. These results indicate that 
GnRH distributes throughout wide range of invertebrates. 
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１． 研究開始当初の背景 
 
動物は自然環境に適応しながら効率的に

生殖を行って種を保存する．ゴナドトロピン
放出ホルモン(GnRH)は哺乳類の生殖を最上
位で制御するホルモンとして 1970年代初め
に発見された．GnRHはアミノ酸 10個の神経
ペプチドである．GnRHは脳の視床下部に存在
する細胞体で合成され，脳下垂体に達してゴ
ナドトロピン(GTH)放出を促進し，生殖腺の
発達を進める．その後，比較生物学的観点か
ら脊椎動物の GnRH について精力的に研究が
行われた．まず，アミノ酸配列が一部異なる
GnRH分子がニワトリ，カエル，サケ，メダカ，
サメ，ヤツメウナギなどから次々と発見され
た．さらに，同一動物種の脳内に２あるいは
３種類の GnRH分子種が存在すること，一部
の GnRHは神経線維を視床下部―脳下垂体系
ではなく脳全体に広範囲に投射することも
わかった．このように，脊椎動物では GnRH
は動物種を超えて広く存在することが明ら
かとなった．さらに，従来知られていた GTH
放出を促進する GnRHの他に，脳内で神経修
飾物質として機能する GnRH も存在すること
がわかった． 
無脊椎動物は種としては地球上の生物の

約 96％を占める大きな生物群である．無脊椎
動物においても原索動物門のホヤと軟体動
物門のタコから，脊椎動物の GnRH と構造の
類似する新規の GnRH が同定された．さらに
無脊椎動物の数動物門において GnRH の存在
が免疫組織染色などで推定されている．これ
らのことから，「GnRH の起源は非常に古く，
海綿動物など原始的な多細胞生物が進化し
たときに獲得され，その後の進化の過程で機
能分化してきた」と考えられる．このような
GnRH分子進化の仮説を検証するためには，無
脊椎動物の GnRH について系統的かつ網羅的
に検証する必要があるとの着想を得た． 
 
２．研究の目的 
 
重要水産無脊椎動物における GnRH の系統

的かつ網羅的解析を免疫組織化学を用いて
行う．さらに重要水産無脊椎動物の GnRH 分
子種の同定とその生理機能の解明を目指す． 
 
３．研究の方法 
 
（１）水産無脊椎動物における GnRHの系統
的かつ網羅的解析 

三陸沿岸で水産無脊椎動物を入手した．サ
ンプルを固定後，パラプラストに包埋し，ミ
クロトームで薄切切片を作製した．そして免
疫組織染色法で GnRHを組織学的に検出した．
１次抗体には，脊椎動物の既知の GnRH の共
通アミノ酸部分を認識する抗 GnRHマウスモ

ノクローナル抗体（LRH13）を主に用い，さ
らに脊椎動物に広範に存在するニワトリⅡ
型 GnRH（cGnRH-Ⅱ）抗体，およびタコ型
GnRH(octGnRH)抗体も併用した． 

 
（２）重要水産無脊椎動物における GnRH分
子種の同定とその生理機能の解明 
 免疫組織化学で GnRH免疫陽性反応が観察
されたクルマエビ，エゾアワビ，ヒザラガイ，
ヤリイカおよびマダコの中枢神経系を多数
採取し，そこから GnRHをアセトン抽出した．
GnRH標準品を高速液体クロマトグラフィー
（HPLC）に付して溶出時間を確認した．次に
サンプル抽出物を HPLCに付し，フラクショ
ン中の GnRH 量を時間分解蛍光免疫測定
(TR-FIA)法で測定した．そして GnRH標準品
の溶出時間と照合して GnRH 分子種を推定し
た． 

クルマエビの中枢神経系には，ヤツメウナ
ギⅡ型 GnRH（lamprey GnRH-Ⅱ）様ペプチド
が存在することが示唆されたため，クルマエ
ビ卵巣に対する GnRHの生理作用を in vitro
で調べた．未熟個体の卵巣を摘出して細片
（数 mg）にし，GnRH 含有培養液とともに 20℃
で 24 時間インキュベートした．インキュベ
ート後の卵巣片中のビテロジェニン(Vg) 
mRNAを one step RT-PCRで測定した．  

タコ型 GnRH (octGnRH)の機能を解明する基
礎として，octGnRH の時間分解蛍光免疫測定
法を確立した．マイクロプレートを第 2抗体
で固相化し，BSAでブロッキングした．これ
に抗 octGnRH抗体，標準試料または未知試料，
およびビオチン標識 octGnRHを添加して競合
反応させた．さらにユーロピウム(Eu)標識ス
トレプトアビジンを添加し，最後に増強試薬
を加えて Eu を遊離させて蛍光強度を測定し
た． 
 
４．研究成果 
 
（１）水産無脊椎動物における GnRH の系統
的かつ網羅的解析 
 ウスヒラムシ（扁形動物門渦虫綱）の脳神
経節，およびアオゴカイ（環形動物門多毛綱）
の脳神経節と咽頭下神経節において，
octGnRH 免疫陽性細胞体と繊維が検出された．
アメリカカブトエビ（節足動物門鰓脚綱）の
脳神経節と胸部神経節において cGnRH-Ⅱ免
疫陽性細胞体と繊維が検出された．さらに，
ニホンコツブムシ（節足動物門軟甲綱）にお
いて cGnRH-Ⅱ免疫陽性反応が検出された．ヒ
ザラガイ（軟体動物門多板綱）の脳口球神経
環，歯舌下神経節，足神経幹，側神経幹，足
神経横連合において cGnRH-Ⅱおよび GnRH 免
疫陽性細胞体と線維が検出された．ヤマトシ
ジミ（軟体動物二枚貝綱）の脳神経節，足神
経節および内臓神経節においても cGnRH-Ⅱ



 

 

免疫陽性反応が検出されたが，生殖腺には免
疫陽性反応は検出されなかった． 

マダコ（軟体動物門頭足綱）の脳およびア
サリ（軟体動物門二枚貝綱）の脳神経節にお
いて，cGnRH-Ⅱと octGnRH 免疫陽性反応を二
重免疫組織化学で染め分けることができた
ことから，両種には複数の GnRH 様ペプチド
が存在することが示唆された． 
 
（２）重要水産無脊椎動物における GnRH 分
子種の同定とその生理機能の解明 

HPLCと時間分解蛍光免疫測定法を併用し
た実験によって，クルマエビ（節足動物門）
の脳と眼柄，エゾアワビ（軟体動物門腹足綱）
の脳神経節，およびヤマトシジミの神経節に
lamprey GnRH-Ⅱ様ペプチドが存在すること
が示唆された．ヒザラガイの頭部には，
lamprey GnRH-Ⅱ様ペプチドおよび未知の
GnRH様ペプチドが存在することが示唆され
た．同様の方法により，ヤリイカとマダコの
脳には，octGnRH 様ペプチドの他にホヤⅠ型
GnRH(tGnRH-I)様ペプチドも存在することが
示唆された． 
クルマエビ卵巣に対する GnRH の効果を調

べた結果，octGnRH, lamprey GnRH-Ⅱ, cGnRH-
Ⅱは効果がなく，哺乳類型 GnRH(mGnRH)は発
現を抑制，アメフラシ型 GnRH(apGnRH)は発現
を促進するという予備的データが得られた． 
octGnRH 濃度 0.31ng/ml から 40ng/ml の間

で標準曲線が得られた．アッセイ内・アッセ
イ間変動係数および最小検出量はそれぞれ
6.8%(n=10)および 2.7%(n=5)，4.9pg/ml であ
った．ヤリイカ，ケンサキイカおよびミズダ
コの脳抽出物の競合曲線は標準曲線と平行
になった．以上より，本測定系が頭足類の
octGnRH の測定に有効であることが示唆され
た． 
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