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研究成果の概要（和文）：ホタテガイは、産卵後においてもvasa遺伝子を発現する未分化な初期の生殖細胞を保
持し、再び発達させることを明らかにした。ホタテガイ中枢神経における2種類の生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン（pyGnRH11aaPro-NH2、pyGnRH12aaGly-OH）は雄で優勢な前者と雌で優勢な後者が特徴付けられた。それぞ
れの雌雄における性分化と生殖細胞発達の促進と相互の拮抗する関係を明らかにした。ホタテガイとヒトのキメ
ラエストロゲン受容体のみが応答するホタテガイ生殖巣のエストロゲン様物質の存在が明らかになり、内因性エ
ストロゲン様分子の仲介による生殖を制御するGnRHシグナルの作用機構の存在が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Scallops retain undifferentiated early germ cells expressing the vasa gene 
even after spawning　 and then redevelop them through their reproductive cycle. Two 
gonadotropin-releasing hormones (pyGnRH11aaPro-NH2 and pyGnRH12aaGly-OH) in the scallop central 
nervous system were characterized, the former predominant in males and the latter in females. The 
promotion of sexual differentiation and germ cell development in males and females of each GnRH was 
suggested and revealed a mutually antagonistic relationship between the two hormones. The presence 
of estrogen-like substances in scallop gonads that are responsive only to chimeric estrogen 
receptors in scallops and humans was found. The existence of a mechanism of action of GnRH signaling
 to control reproduction mediated by endogenous estrogen-like molecules was suggested.

研究分野： 水産増殖学

キーワード： 二枚貝　性分化　生殖細胞　GnRH　ステロイドホルモン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
害的生物による食害や感染による斃死、環境激変による資源量や養殖生産量の激減によって、二枚貝養殖の持続
的生産が危ぶまれている。それを解決するためには、二枚貝の人工種苗生産技術の開発が急務である。
本研究では、二枚貝における性分化・性成熟に関する生殖内分泌調節機構を解明し、性統御及び人工催熟へ適用
することにある。脳ホルモンであるGnRHペプチドとステロイドホルモンによる性分化と生殖細胞発達の制御メカ
ニズムが明らかになり、この基盤情報を人工種苗生産技術として応用する意義は、食料としての水産物増産のみ
ならず、生殖内分泌機構に関わる生物の普遍的なメカニズムとその進化の解明においても非常に大きな意義があ
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
（1）二枚貝類は、環境への負荷の極めて少ない無給餌が特徴的な産業である。しかし、害的生
物による食害や原虫や細菌の感染による斃死、地球規模の温暖化や環境激変による資源量や養
殖生産量の激減による持続的な二枚貝の増養殖が危ぶまれている。二枚貝の資源量の回復と安
定した生産を実現するためにも、計画性のある種苗の供給や激変する環境に適した形質を持つ
種苗の開発が不可欠である。生殖内分泌調節機構の知見を深化させることによって、二枚貝類に
広く適用でき、育種技術の開発に不可欠な高度化した人工種苗生産を実現させる必要がある。 
（2）二枚貝類の生殖周期において、毎年産卵後に、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン
（gonadotropin releasing hormone, GnRH）受容体を持つ血球（Nagasawa et al., Agri Gene, 2017）に
よる残った生殖細胞の排除によって完全に初期化された生殖巣に、再び出現する生殖細胞の起
源については未だ明らかにされていない。侵入する血球による生殖細胞排除をともなう生殖細
胞の運命と出現する生殖幹細胞の同定は、二枚貝の生殖周期における生殖細胞の出現とその性
分化プロセスを明らかにする上で極めて重要な課題である。 
（3）生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（gonadotropin releasing hormone, GnRH）は、動物界に広
く GnRH スーパーファミリーを形成して保有されている。我々は、ホタテガイの精原細胞増殖
に、中枢神経の GnRH 様ペプチドが強く関与していることを見出したことに端を発し（Nakamura 
et al,. MRD, 2007）、GnRH ペプチドこそが精原細胞増殖の制御の鍵であり、その働きはエストロ
ゲン分泌とエストロゲン受容体を介していることを推測した（Treen et al., GCE, 2012、Osada & 
Treen, GCE, 2013, Nagasawa et al., Gene, 2015）。さらに、ホタテガイの GnRH ペプチドには 11ア
ミノ酸残基 pyGnRH（pyGnRH11aaPro-NH2、以降 pyGnRH11aa）と 12 アミノ酸残基 pyGnRH
（pyGnRH12aaGly-OH、以降 pyGnRH12aa）の 2 種類が存在し、pyGnRH11aa が精子形成促進と
雌から雄への性の再分化を引き起こした（Nagasawa et al., Peptides, 2015, Nagasawa et al., PLosONE, 
2015）。この成果は、GnRH ペプチドとその下流にあるステロイドホルモンの関係において性分
化プロセスを理解する新たな展開へと導く極めて重要な課題である。同時に、カンブリア紀から
始まるステロイドの進化や脳下垂体を持たない二枚貝類を含む無脊椎動物のステロイドホルモ
ン生合成制御メカニズムを理解する上でも重要な知見をもたらす。 
（4）哺乳類培養細胞で発現させたホタテガイ GnRH 受容体（pyGnRH 受容体）は、pyGnRH11aa
に応答し pyGnRH12aa には応答性を示さない（Nagasawa et al., GCE, 2019）。雌雄異体種のホタテ
ガイで、雌雄ともに 2 種類の pyGnRH ペプチドを持っていながら、pyGnRH11aa が雄性化をもた
らしたことは、一方で雌性化をもたらす神経因子として、もう一つのペプチドである
pyGnRH12aa の存在が非常に興味深い。同定した pyGnRH 受容体上で、2 種類のペプチド
pyGnRH11aa と pyGnRH12aa がどのように振舞っているのかを知ることは、生殖細胞の性分化プ
ロセスと発達の制御の核心に迫る重要な課題である。さらに、既に多くの二枚貝類で同定してい
る GnRH ペプチドとの pyGnRH 受容体の応答性を検討することによって、主要な養殖二枚貝類
に汎用的に機能する配列の GnRH ペプチドを設計することは性統御・人工催熟技術を広範に適
用させるために重要な課題である。 

これらの問いに対する解答を得ることによって、神経内分泌因子によって操る、雌雄判別の
ための侵襲的な生検を必要としない性統御と、計画的な交配のための母貝仕立てによる人工催
熟に基づく高度化した人工種苗生産技術の社会実装を目指す。 
 
２．研究の目的 
本研究は、上記の背景を解決すべく、人工種苗生産の高度化の確立を目的に、研究期間内に

以下の目標を立てて実施した。 
（1）ホタテガイの生殖細胞の運命の解析を、産卵後の生殖細胞の細胞死、血球浸潤による生殖
細胞の排除に依存した生殖巣の初期化、生殖細胞の出現による配偶子形成の再開始、生殖細胞の
性分化のプロセスを、血球マーカー・生殖（幹）細胞マーカー・性分化マーカー遺伝子を指標に
して細胞学的に明らかにする。 
（2）ホタテガイの 2 種類の pyGnRH ペプチド、pyGnRH11aa と pyGnRH12aa の卵巣と精巣にお
ける性の表現系の発達と再分化への影響を、中枢神経におけるそれら 2 種の神経細胞体の分布
と組成比の定量解析から推測し、生殖巣組織培養系への添加および個体に対する徐放性の投与
実験によって、相互作用も合わせて検討し、生殖細胞の定量的な変化、性分化マーカー遺伝子、
ステロイドホルモン生合成経路を構成する遺伝子群の発現動態によって明らかし、エストロゲ
ン分泌の pyGnRH による支配とその下流で起こる GnRH による性統御及び人工催熟の手法とし
て確立する。 
（3）哺乳類培養細胞に発現させたホタテガイ pyGnRH 受容体に対する 2 種類の GnRH ペプチ
ド、pyGnRH11aa と pyGnRH12aa の応答とその相互作用も合わせて試み、それらの受容体上での
働きを明らかにする。整備してあるホタテガイトランスクリプトームデータセット及び公開さ
れているホタテガイゲノムデータベースから GnRH 受容体のアイソフォームの探索も並行して
行い、2 種類の pyGnRH と受容体の新たな関係の存在の可能性を並行して進める。 
（4）pyGnRH の下流で作用するホタテガイ自身の持つエストロゲンの候補分子の存在を、ホタ
テガイのエストロゲン受容体の応答をもとに活性画分を絞り込み、高い精度で解析できる LC-



MS/MS によってホタテガイ生殖巣中の内因性エストロゲンの構造決定を試みる。 
 
３．研究の方法 
（1）生殖周期に伴う生殖細胞の消長と血球の分布及び生殖幹細胞の出現と性分化（尾定・長澤） 
定期的に北海道噴火湾で採取したホタテガイの卵巣と精巣の組織学、免疫組織学、分子生物学的
に観察を行い、生殖周期に伴う細胞学的な生殖細胞の発達と産卵後の初期化における血球浸潤、
その後の生殖（幹）細胞の出現及びその性分化の一連のプロセスを、マガキゲノムデータベース
からの検索及びホタテガイ血球 RNA-seq 解析による血球マーカー（Tal-1/Scl、GATA、hatching 
enzyme-like、β-crystallin B2-like、TGF-β-induced protein ig-h3-like、metalloproteinase inhibitor 2-
like、protein singed-like)、生殖幹細胞/生殖細胞マーカー（Vasa、Nanos、Piwi）と性分化マーカー
（Dmrt2、Sox-H、Foxl-2、Fem1）を用いて詳細に検討する。 
（2）ホタテガイの 2 種類の pyGnRH ペプチド、pyGnRH11aa と pyGnRH12aa の卵巣と精巣に
おける性分化と生殖細胞の発達への影響（尾定） 
2 種類の pyGnRH ペプチドに対する特異抗体を用いた免疫染色による細胞レベル及び時間分解
蛍光免疫測定法による定量的な解析によって、雌雄のホタテガイ中枢神経におけるそれらの分
布の異なる成長及び成熟段階での相違や組成比の性的二型を検討する。さらに、これら 2 種類の
pyGnRH ペプチドの in vivo投与および in vitro 生殖巣組織培養による生殖細胞発達及び性とステ
ロイドホルモン生合成への影響を、組織学的観察、性特異的遺伝子及びステロイドホルモン生合
成関連酵素遺伝子の転写量をもとに詳細に解析し、性分化と性成熟における pyGnRH の果たす
役割を明らかにする。 
（3）ホタテガイ pyGnRH 受容体の 2 種類の pyGnRH ペプチドに対する応答と相互作用（佐竹） 
すでに同定しているホタテガイ pyGnRH 受容体遺伝子を HEK293 細胞に導入し、pyGnRH11aa に
対する受容体の応答への pyGnRH12aa の影響を調べ、受容体上での競合の可能性を検討する。佐
竹らにより開発された機械学習による予測プログラム（Shiraishi et al., PNAS, 2019）を用いて
pyGnRH12aa の受容体候補の探索を並行して試み、候補受容体遺伝子を発現させた HEK293MSR
細胞への応答をセカンドメッセンジャーである細胞内 Ca2+と cAMP 動態の両面から検討し、
pyGnRH12aa に対する受容体の探索も試みる。 
（4）ホタテガイの内因性エストロゲンの構造決定（原口） 

ホタテガイエストロゲ
ン受容体（ER）のリガン
ド結合領域とヒト ERα
のDNA結合領域を融合
させたキメラ ER と
ERE-ルシフェラーゼ
（Luc）を共発現させた
HEK293 細胞によるホ
タテガイの内因性エス
トロゲンを特異的に認
識し、ヒト ERE に特異
的に結合するルシフェ
ラーゼによるレポータ
ーアッセイ系を構築す

る（図 1）。ホタテガイ卵巣・精巣から抽出したステロイド画分を、逆相 HLPC によって繰り返
し分画し、レポーターアッセイ系に特異的に応答する画分を絞り込み、ホタテガイ内因性のエス
トロゲン候補分子を探索する。 
 
４．研究成果 
（1）生殖周期に伴う生殖細胞の消長と血球の分布及び生殖幹細胞の出現と性分化（尾定・長澤） 
北海道噴火湾で定期的に採取されたホタテガイを用いて、生殖周期に伴う生殖細胞の消長を

詳細に検討した。ホタテガイは一般的に、秋季からの卵原細胞と精原細胞の増殖、分化した卵母
細胞の成長と精母細胞・精細胞・精子への発達、春季に産卵期を迎える。産卵を経た後の夏の退
縮期・未分化期に見られる雌雄の不明な細胞に生殖細胞特異的に発現する Vasa 遺伝子が確認さ
れ、基本的に毎年の雌雄性が保持されているホタテガイでは、未分化ではあっても生殖細胞は常
に保持しており、次の生殖に備えていることが明らかになった。興味深いことに、生殖周期を複
数年に渡って調査した結果、大量斃死が起こった年級群の生殖周期は、春の産卵後に小規模では
あるが、夏に再び成熟を開始し産卵、退縮を起こすことが明らかになった。この事象は、異常成
熟が大量斃死の予兆として捉えられる画期的な発見である（図 2）。 

産卵後のホタテガイの生殖巣、特に卵巣では、残る卵母細胞はネクローシスによる崩壊に続
いて、未成熟卵母細胞のアポトーシスによる退縮が起こる。その際に、残存する配偶子の排除の
ために浸潤してくる血球に特異的な遺伝子として、特に、Tal-1/Scl、hatching enzyme-like、β-
crystallin B2-like、TGF-β-induced protein ig-h3-like、metalloproteinase inhibitor 2-like、protein singed-
like の 6遺伝子を同定した。Tal-1/Scl を除く後者の 5遺伝子は、循環器に加えて生殖小胞周辺に
常在する血球細胞にも認め、侵入することが推測されたことから、血球による退縮期の残存生殖
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細胞の排除が示唆された。 
退縮期・未分化期に認められた Vasa 遺伝子

を発現している生殖細胞の雌雄の性表現を確認
するために、発達初期の生殖細胞において発現
する性特異的遺伝子の特定を行なった。Dmrt2
は相対的に精原細胞特異的ではあったが卵原細
胞にも弱く発現し、Sox-H は雄には特異的では
あったが精母細胞以降の後期の発達段階での発
現であったことから、精原細胞分化の指標とは
ならなかった。一方卵巣では、Foxl-2 は生殖小
胞の体細胞に発現し、Fem1 は雌に特異的ではな
く、卵原細胞分化の指標にはならなかった。そ
の他の雌の生殖細胞に特異的に発現する候補遺
伝子（FoxE、Sc6a5b）の細胞レベルでの発現が
弱すぎ、未分化期の Vasa陽性の生殖原細胞での
発現を示すことはできず、未分化期から雌性の
分化の瞬間を捉えることはできなかった。 
（2）ホタテガイの2種類のpyGnRHペプチド、
pyGnRH11aa と pyGnRH12aa の卵巣と精巣に
おける性分化と生殖細胞の発達への影響（尾定） 

ホタテガイの頭部側部神経節（CPG）、内臓
神経節（VG）には雌雄ともに幼貝ですでに、免
疫組織学的には pyGnRH11aa と pyGnRH12aa ペ
プチド神経細胞の分布が完了していた。成貝に
かけて CPG で性成熟に伴う両神経細胞の発達
が認められた。さらに、定量的な両ペプチドの
雌雄における成熟期の組成比が、CPG において
雌で pyGnRH12aa が優勢である一方、雄では
pyGnRH11aa が優勢であったことからも、すで
に報告しているように pyGnRH11aa による雄性
化を支持し、pyGnRH12aa が雌性化に働くこと
を示唆した（図 3）。 

この結果を受けて、培養精巣組織への
pyGnRH11aa の in vitro 添加が雄特異的遺伝子
dmrt2 と雄に優勢なステロイド生合成酵素遺伝
子 hsd3b1 を誘導した。さらに、雄ホタテガイへ
の pyGnRH11aa と pyGnRH12aa の in vivo 投与
は、それぞれ精子形成の促進と逆に抑制の効果

を示した。組織学的な観察を支持するように、精巣では pyGnRH12aa は雄に特異的、優勢な dmrt2、
hsd3b1、sox-h の発現を強く抑制し、雌に特異的な vtg の発現を誘導した。卵巣では、pyGnRH12aa
は雌特異的な foxl2 の発現を誘導した一方、pyGnRH11aa は雌に特異的な vtg の発現を強く抑制
し、雌に優勢なステロイド生合成酵素遺伝子 hsd17b11 を抑制する傾向にあった（図 4）。

図 2 ホタテガイの生殖周期における生殖細胞の発達と

異常生殖 

図 3 ホタテガイ VG と CPG における雌雄の

pyGnRH11aa/pyGnRH12aa比 

メスfoxl2

オスhsd3b1オスdmrt2

メスvtg

図 4 ホタテガイの性特異的遺伝子、ステロイドホルモン生合成

遺伝子発現に対する pyGnRH11aaと pyGnRH12aa投与の影響 



pyGnRH11aa による雄性化促進、pyGnRH12aa による雌性化促進機能と相互に拮抗する機能を持
つことが強く示唆された。 

これらの成果に付随して、pyGnRH によって発現誘導、抑制されるこれら遺伝子群の機能を
実際に働いている二枚貝で検証するための二枚貝類の培養細胞系を樹立することに成功した。
さらに、二枚貝類や哺乳類培養細胞で広く過剰発現によって遺伝子機能を検証するための強力
なプロモーターをマガキ感染性ウイルスから見出し、OsHV-1promoter と命名した。これによっ
て、これまで困難を伴っていた海産軟体動物遺伝子の機能解析が実現した。 
（3）ホタテガイ pyGnRH 受容体の 2 種類の pyGnRH ペプチドに対する応答と相互作用（佐竹） 

ホタテガイ pyGnRH 受容体遺伝子を導入した HEK293 細胞の pyGnRH11aa による細胞内 Ca2+
誘導応答に対して、pyGnRH12aa は拮抗作用を示さなかったことから、pyGnRH12aa に対する別
の受容体の存在が示唆された。pyGnRH12aa に特異的に親和性を持つ受容体を探索するために、
データベースに登録されている 434個の GPCR（G タンパク共役型受容体）候補遺伝子から機械
学習による予測プログラムを用いて pyGnRH12aa の受容体候補の探索を試み、上位 11個の候補
受容体遺伝子を選択した。HEK293MSR 細胞に発現させ、pyGnRH12aa に対応する応答性を調べ
た結果、セカンドメッセンジャーとしての Ca2+と cAMP のいずれにも応答反応が認められず、
世界で類を見ない初めてのアミド化されていないペプチドホルモンの受容体を見出すことがで
きなかった。応答しなかったこれら受容体を機械学習に加えて探索する範囲を広げる必要があ
る。 
（4）ホタテガイの内因性エストロゲンの構造決定（原口） 

脊椎動物型エストロゲン E2に対してヒト ERα-ERE-Luc HEK293 細胞のみが用量依存的に応答
し、キメラ ER- ERE-Luc HEK293 細胞は応答しなかった。一方、ホタテガイ卵巣、精巣から抽出
したステロイド画分に対しては、キメラ ER- ERE-Luc HEK293 細胞が応答したことから、これら
キメラ ER とヒト ERαのリガンドに対する特異性と、脊椎動物型とは異なるエストロゲン様物
質をホタテガイが生殖巣に保有していることが示唆された（図 5）。 
卵巣と精巣のステロイド抽出画分には、ヒト ERαが応答する脊椎動物型エストラジオール 17ß
とは別に、キメラ ER が応答する内因性エストロゲン様分子の存在が確認された。ホタテガイ ER
が本来応答する内因性エストロゲン様分子の仲介による GnRH シグナルの作用機構の存在が支
持された。 
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