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研究成果の概要（和文）：クロヌタウナギ(Paramyxine atami) の下垂体から生殖腺刺激ホ
ルモン（GTH）の α鎖と β鎖をコードする遺伝子を単離した。GTHα鎖と β鎖の抗体を用
いて下垂体を染色すると両者は同一細胞に局在した。下垂体の GTH遺伝子発現量や GTH
蛋白量は生殖腺の機能状態とよく相関した。クロヌタウナギの下垂体から精製した GTH
を精巣に投与したところ、エストラジオール-17βの分泌量が用量依存的に増加した。これ
らの研究により、ヌタウナギが機能的な GTHを持つことが明らかになった。  
 
研究成果の概要（英文）：  Hagfishes, which lack both jaws and vertebrae, are 
considered the most primitive vertebrate known, living or extinct. Hagfishes have 
long been the enigma of vertebrate evolution not only due to their evolutionary 
position but also due to our lack of knowledge on fundamental processes. Key 
elements of the reproductive endocrine system in hagfish have yet to be elucidated. 
Here we report the first identification of a gonadotropic hormone (GTH) from the 
pituitary of the hagfish Paramyxine atami. The hagfish GTH consists of two 
subunits, α and β, which are synthesized and colocalized in the same cells of the 
adenohypophysis. The cellular and transcriptional activities of hagfish GTHα and 
β were significantly correlated with the developmental stages of the gonad. The 
purified native GTH induced the release of gonadal sex steroids in vitro. From our 
phylogenetic analysis, we propose that ancestral thyrostimulin alpha subunit and 
beta subunit gave rise to GTHα and GTHβ of the vertebrate glycoprotein hormone 
family, respectively. We hypothesize that the identity of a single functional GTH of 
the hagfish provides critical evidence for the existence of a pituitary-gonadal 
system in the earliest divergent vertebrate that likely evolved from an ancestral, 
pre-vertebrate exclusively neuroendocrine mechanism by gradual emergence of a 
new control level, the pituitary, that is not found in the Protochordates. 
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１．研究開始当初の背景 
 脊椎動物は、今からおよそ５億年前に顎の

ない原始的な魚類（無顎類）として地球上に

出現して以来、様々な環境に適応して生息域

を広げ、進化を遂げてきた。脊椎動物の適応

と放散が成功した要因は、情報伝達系として

の神経系と内分泌系、そして両者をつなぐ神

経内分泌系の発達によるところが大きい。下

垂体は内分泌系の中心器官であり、脳からの

指令を腺下垂体ホルモンに変換して体組織

に伝達する重要な器官である。それゆえ、脊

椎動物の適応と放散は下垂体の進化と密接

な関係にあるといえる。下垂体から分泌され

る生殖腺刺激ホルモン（GTH）は、生殖腺
の発達や配偶子の形成・成熟に関わるホルモ

ンであり、有顎脊椎動物（顎口類）の生殖現

象において中心的役割を担っている。しかし、

脊椎動物の進化の最初期に出現した無顎類

のヌタウナギにおいては、下垂体の構造もき

わめて原始的で、前葉と中葉の区分すらない。

また、これまで腺下垂体ホルモンの存在も疑

問視されてきたため、ホルモンの単離や機能

解析はまったくなされておらず、この動物の

生殖現象と内分泌系による制御機構に関す

る知見はきわめて乏しい。申請者らは、長年

に亘って無顎類の腺下垂体ホルモンに関す

る研究を進めてきた。その結果、ヌタウナギ

の下垂体は、従来考えられてきた以上に機能

的であることが分かってきた。すなわち、申

請者らは、2006 年、新潟県産のクロヌタウ
ナギ（Paramyxine atami）の下垂体から
cDNAライブラリーを構築し、世界ではじめ
てGTHの α鎖と β鎖をコードする遺伝子の
単離に成功した。これらの遺伝子の分子系統

解析の結果から、この分子は黄体形成ホルモ

ン (LH) と濾胞刺激ホルモン (FSH) に分
化している２種類のGTH分子にそれぞれ約
40％の相同性を示すことから、脊椎動物の
GTH の共通祖先分子であると考えられる。
さらに、得られた遺伝子配列をもとに作成し

た抗血清による下垂体の免疫組織化学的な

観察から、この分子は性成熟の進んだ個体で

発現が高まることが示され、GTH がヌタウ
ナギの生殖現象に大きく寄与している可能

性が示唆されている。今後、ヌタウナギの

GTH の機能を解析することで、脊椎動物の
生殖内分泌機構の起源と進化を総括的に理

解することが可能となることが強く期待さ

れる。  
 
２．研究の目的 
 本研究は、ヌタウナギの下垂体-生殖腺系に
ついて、下垂体における GTH 産生細胞の同
定、GTH と生殖腺との機能連関、下垂体か

らの天然型 GTH の単離精製とその生物活性
の検討、GTH 分子族の分子進化、生殖腺に

おける性ステロイドホルモン合成系の解析、

性ステロイドホルモンの血中動態と生殖腺



の機能状態の関係などを解析することで、脊

椎動物の生殖内分泌機構の起源と進化を総

括的に理解することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 1) ヌタウナギ下垂体における GTH産生細

胞の同定 
 GTH 分子の塩基配列をもとに、cRNA 標
識プローブを作成し、in situ hybridization 
法を確立し、GTHの α鎖、β鎖の両方につい
て、発現細胞の同定を行う。同時に、GTH
の α鎖抗体と β鎖抗体を用いての免疫組織化
学によるタンパク質レベルでも発現細胞の

同定を行い、α 鎖と β 鎖が遺伝子レベルでも
タンパク質レベルの両方について、同一細胞

で産生されているかどうかを調べる。 
２）GTHの発現量と生殖腺の機能連関 
 下垂体における GTH の α 鎖と β 鎖の
mRNA発現量をリアルタイム PCRにより定
量的に測定する。また、GTH の α 鎖と β 鎖
のタンパク質量を免疫組織化学的に検出す

る。それらの値と生殖腺の発達段階を関連づ

けて調べる。 
３）ヌタウナギの性ステロイドホルモン測定

系の確立、ならびに血中性ステロイドホ

ルモン濃度と生殖腺の機能状態の関係 
 ヌタウナギ類の血中ステロイドホルモン

含量は低く、従来のラジオイムノアッセイ

(RIA)では、測定限界以下の値が多いことが
報告されている。そこで、RIAよりも高感度
な時間分解蛍光免疫測定法（TR-FIA)により、
ヌタウナギの血中エストラジオール 17β 
(E2)とテストステロン(T)の測定系を確立す
る。そして、それらの血中濃度を生殖腺の発

達段階と関連づけて調べる。 
４）ヌタウナギにおける性ステロイドホルモ

ン合成酵素群の解明 
 現在、ヌタウナギ類では、どのような性ス

テロイドホルモンが産生されているか不明

である。また、性ステロイドホルモン合成酵

素群についても情報がない。そこで、成熟個

体より精巣を採取し、cDNAライブラリーを
構築した後、大規模シーケンスにより発現遺

伝子の網羅的探索を行い、ヌタウナギにおけ

る性ステロイド代謝酵素遺伝子群の単離を

めざす。次に、単離した遺伝子群に対し、

Real-time PCR法を取り入れ、成長段階や生
殖腺の発達段階の違いによる遺伝子発現量

の変動を測定し、ヌタウナギにおける性ス

テロイド合成経路の全貌を明らかにする。 
５）ヌタウナギ GTH 蛋白質の単離と生物活

性の測定 
 既に述べたように、申請者らは GTH 遺伝
子をクローニングしている。しかし、単離し

た遺伝子の転写産物であるホルモン分子が

実際に GTH としての生理活性をもつかどう
かを調べる必要がある。そこで、クロヌタウ

ナギ下垂体より天然型 GTH を単離し、in 
vitroの精巣培養系に投与することにより、培
養液中に分泌される性ステロイドホルモン

量を測定する。 
６）下垂体 GTH族ホルモンの分子進化 
 下垂体 GTH 族ホルモンは、軟骨魚類や硬
骨魚類で、すでに LH, FSH, TSHに分化して
いるが、ヌタウナギやヤツメウナギでの情報

が欠如していたため、これまで GTH 分子族
がどのように進化してきたのか不明であっ

た。ヌタウナギの GTH の発見により GTH
分子族の進化の道筋を明らかにすることが

可能となった。また、最近、ヒトゲノムから

GTH 分子族ホルモンと相同な糖タンパク質

が発見され、thyrostimulin と命名された。
thyrostimulin と相同な遺伝子は、脊椎動物
ばかりでなく、ホヤ、ナメクジウオ、線虫や

ウニなどの無脊椎動物にも広く存在するこ

とがわかり、GTH 分子族の祖先分子である

と考えられるようになった。そこで、GTH 分
子族ばかりでなく、thyrostimulin 分子族を
加えて総合的に分子系統解析を行い、糖タン

パク質ホルモンの分子進化の大要を明らか

にする。 
 
４．研究成果 
１）下垂体における GTH 細胞の発現動態と
生殖腺機能との相関性 
 免疫組織染色法により GTH 産生細胞の同



定をめざした。その結果、α 鎖と β 鎖は同一
の細胞で産生されていることが明らかにな

った。また、それらの GTH 陽性細胞は、そ
れまでクロヌタウナギで GTH 様物質の検出
に用いられてきたヒツジ LHβ 抗体陽性細胞
とも一致した。さらに、cRNAプローブを用
いた in situ hybridizationにより調べた結果、
GTHα mRNA発現シグナルはGTH産生細胞
に一致して観察された。さらに、下垂体内の

GTHの遺伝子発現量やGTH免疫陽性反応量
は生殖腺の機能状態ともよく相関していた。

これらの結果から、下垂体の GTH が生殖腺
機能の調節に深く関与していることが示唆

された。 
２）天然型 GTHの単離とその生物活性 
 ヌタウナギの下垂体は、結合組織のなかに

埋まった薄い円盤状をしており、その直径は

１~２mm ほどしかない。約 1000 尾のクロ
ヌタウナギから集めた下垂体、合計 3.56ｇか
ら出発し、最終的に単離・精製された天然型

GTHを得た。その GTHをクロヌタウナギの
精巣を用いた器官培養系に 0~5 mg/ml の
様々な濃度条件下で投与し、培養液中に放出

されたエストラジオール（E2）とテストステ
ロン(T)濃度を測定した。その結果、GTH 投
与により、E2と Tの放出量は用量-反応的に
増加し、最高濃度の５mg/mlで有意に増加し
た。本研究により、ヌタウナギが機能的な

GTHをもつことが証明された。 
３）ヌタウナギの性ステロイドホルモン測定

系の確立、ならびに血中性ステロイドホ

ルモン濃度と生殖腺の機能状態の関係 
 脊椎動物の主要な性ステロイドホルモン

である、エストラジール 17b (E2)、プロジェ
ステロン (P)、テストステロン (T) について、
クロヌタウナギの成熟個体から集めたプー

ル血清を用いて、時間分解蛍光免疫測定法

（TR-FIA)により、標準曲線との平行性の検
討を行った。その結果、上記、いずれの性ス

テロイドホルモンについても、標準曲線との

有意な平行性が得られ、測定系が確立された。 
 申請者らのこれまでの研究で、クロヌタウ

ナギでは、全長 38 cm以下では生殖腺の未熟

な幼弱個体であること、全長 38 cm以上にな
ると生殖腺の発達個体が出現するが、生殖腺

機能に明瞭な季節性は観察されず、どの季節

においても、全長 38cm以上の成体では生殖
腺の未熟な個体から発達した個体まで幅が

あることなどがわかっている。そこで、各種

サイズのクロヌタウナギから採血し、血中性

ステロイド濃度を測定した。その結果、上記

３種類の性ホルモンのうち、E2のみが雌雄
ともに生殖腺の発達段階に伴い血中量が上

昇した。以上の結果から、ヌタウナギ類の血

液中に少なくともE2、T、Pが存在しており、
E2が生殖腺や配偶子の分化過程に関与して
いると考えられる。Tや Pに関しては E2よ
りも分泌量がはるかに低いことや、生殖腺の

発達と相関がみられなかったことなどから、

Tや Pは E2の前駆体として機能している可
能性が考えられた。 
４）性ステロイドホルモン合成酵素群の探索 
 顎口類における性ステロイドホルモンの

生合成過程とそれに関連する酵素群につい

てはよく調べられている。主要な酵素は、３

種類の cytochrome P450 酵素（CYP11A, 
CYP17, CYP19)と２種類の hydrosteroid 
dehydrogenases (3β-HSDと 17β-HSD）であ
る。このうち、CYP11Aはコレステロールか
らプレグネノロンへの変換酵素であり、ステ

ロイドホルモン生合成の律速酵素として重

要な役割を果たしている。 
 クロヌタウナギの成熟個体より精巣を採

取し、cDNAライブラリーを構築した後、大
規模シーケンスにより発現遺伝子の網羅的

探索を行った。その結果、ステロイドホルモ

ン合成酵素の一つであるコレステロール側

鎖切断酵素(CYP11A)と高い相同性をもつ遺
伝子が単離された。しかし、他のステロイド

ホルモン合成酵素はクローニングに至らな

かった。そこで、CYP11Aの発現動態を生殖
腺の発達と関連づけて調べた。その結果、ク

ロヌタウナギ生殖腺における CYP11A の
mRNA発現量は、雌雄とも生殖腺の発達段階
とよく相関して上昇することが明らかとな

った。また、ナメクジウオの CPY19 抗体を



用いての免疫組織化学では、クロヌタウナギ

の精巣ライディッヒ細胞と卵巣濾胞組織に

明瞭な陽性反応が検出されたことから、ヌタ

ウナギにおいてもこれらの組織でステロイ

ド合成が行われていることが示唆された。 
5）GTH分子族ホルモンの分子進化 
 ヌタウナギから哺乳類に至る各種動物の

下垂体 GTH族ホルモンと無脊椎動物から
脊椎動物に至る各種動物の thyrostimulin
族タンパク質の α鎖と β鎖、合計 80検体
を用いて、Maximum-likelihood methods
により分子系統解析を行った。その結果、

ヌタウナギの GTHα鎖ならびに β鎖遺伝子
は、顎口類の GTH分子族（LH、FSH、TSH）
に対し中立的であること、thyrostimulin族
とは別群になることなどがわかった。これら

のことから、ヌタウナギは糖タンパク質ホル

モンとして、祖先型 GTH 1種類を持つこと
が明らかになった。 
 以上の結果から、下垂体と下垂体 GTH 族
ホルモンの分子進化について、以下のシナリ

オが提案された。すなわち、最初期の脊椎動

物は、神経下垂体と腺下垂体からなる下垂体

を進化させるとともに、thyrostimulinα鎖と
β 鎖から遺伝子重複により thyrostimulin ユ
ニットとは別にGTHαとGTHβを分化させ、

腺下垂体ホルモンとしての GTH を作り、視
床下部-下垂体-生殖腺軸を確立させたものと
考えられる。そして、無顎類から顎口類の進

化段階で、第２の遺伝子重複により GTH か
ら LH, FSH, TSHが分化した。 
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