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研究成果の概要（和文）：ヌタウナギの生殖腺の機能を理解するために、様々な生殖段階にあ

る個体の血中性ステロイドホルモン量を測定した。その結果、血液中のエストラジール 17(E2)

は、雌雄ともに生殖腺の発達段階に伴い上昇し、E2 が生殖腺や配偶子の分化過程に関与しているこ

とが示唆された。また、性ステロイド合成の律速酵素として知られるコレステロール側鎖切酵素

(CYP11A)を同定した。CYP11A は、精巣ではライディッヒ細胞に、卵巣では濾胞組織に局在し、その

遺伝子発現量は、成熟の進行に伴い上昇することが示唆された。これらの結果は、原始的な脊椎動

物・ヌタウナギ類の生殖腺においても、哺乳類を含む他の脊椎動物と類似した性ステロイド合成系が

存在することを示している。 

 
研究成果の概要（英文）：To clarify the gonadal functions of most primitive vertebrates, hagfish, we 

measured plasma concentrations of sex steroid, estradiol, with respect to gonadal development. In both 

sexes, plasma E2 showed a significant correlation with gonadal development, suggesting that estradiol is 

involved in the regulation of functional differentiation of gonads. We also isolated the cDNA sequence 

encoding cholesterol side-chain cleavage enzyme (CYP11A), which involves in the first reaction in the 

process of steroidogenesis. The enzyme was localized on the Leydig cells and follicle cells in testis and 

ovary, respectively. The CYP11A transcripts increased significantly in accordance with the 

developmental condition of gonads. Our findings suggest hagfish might possess similar process of sex 

steroidogenesis, as proposed in jawed vertebrates.              
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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 億年前に出現し、

様々な環境に適応して生息域を広げ、進化を

遂げてきた。脊椎動物の適応放散の背景には、

神経系や内分泌系といった情報伝達系の進化

とその機能の多様化が深く関わっている。下垂

体は、脊椎動物に特有の内分泌器官であり、生

殖活動に必須のホルモンとされる生殖腺刺激ホ

ルモン（GTH）を産生・分泌している。一方、脊

椎動物の進化の最初期に出現した、顎を持たな

い無顎類・ヌタウナギにおいては、これまで下垂

体ホルモンの単離や機能解析は全くなされてお

らず、この動物の生殖現象と内分泌機構を結び

付ける知見は極めて乏しかった。 

研究代表者らは、新潟県産のクロヌタウナギ

（Paramyxine atami）の下垂体から世界では

じめて GTH 分子を単離し、ヌタウナギ類におい

ても GTH が生殖内分泌現象の中枢的な内分

泌因子であることを示してきた。さらに、組換え

型 GTH を大量に構築し、組換えホルモンをヌタ

ウナギ類の生殖内分泌現象の理解や、人為催

熟技術の確立に繋げたいと考えている。 

一方、顎口魚類においては、下垂体から分泌

された GTH は、その受容体を介して生殖腺に

作用し、様々な性ステロイドの合成を促すことで、

配偶子の形成・成熟を伴った一連の生殖腺機

能の発現に寄与している。しかし、ヌタウナギ類

においては、この様な生殖腺の機能分化とホル

モンによる制御機構については未だに理解され

ていない。従って、ヌタウナギ類において、GTH

分子を基盤として、生殖腺の機能分化と内分泌

系による制御機構を捉え、この動物群における

生殖内分泌現象を総括的に理解することは、必

要不可欠であると考えられる。 
 

２．研究の目的 

本研究では、ヌタウナギ類における GTH の単

離と組換え型 GTH の作出を足がかりとし、(1). 

生殖腺や配偶子の分化過程と血中性ステロイド

の分泌プロファイルを明らかにする。(2).性ステ

ロイドの受容体、性ステロイド合成に関わる酵素

群や卵・精子形成に関連した因子など、生殖腺

機能の分化指標となるマーカー分子を網羅的

に同定し、それらの発現動態を捉え、生殖腺機

能の発現プロセスを理解する。(3). 生殖現象に

関連するホルモン分子が配偶子の形成や機能

マーカー分子にどの様な作用を持つのかを、器

官や個体レベルで理解する。(4). 生殖腺の機

能分化と内分泌系による制御機構を十分に理

解し、GTH をはじめとしたホルモン分子を人為

催熟技術へ応用することを目的としている。 

 
３．研究の方法 

(1). 生殖腺の発達段階に応じた血中性ステロ

イドの分泌プロファイルの理解 

顎口魚類の性ステロイド測定系として用いら

れている時間分解蛍光免疫測定法（TR-FIA）

を改変し、クロヌタウナギの血液中の 4 種の性ス

テロイド(estradiol-17, progesterone, 

testosterone, 11-ketotestosterone)の測定系

を確立し、様々な成熟段階を示す個体の血中

性ステロイドの動態を捉え、ヌタウナギ類におけ

る配偶子形成と性ステロイドの関連性を明らかに

する。 

(2). 生殖腺の機能分化を指標とするマーカー

分子の単離 

 顎口魚類では、性ステロイドの合成系に関連し

たステロイド側鎖変換酵素群や性ステロイド受容

体、卵や精子の形成に関連する機能タンパクな

ど、生殖腺や配偶子の機能分化を指標とする分



子種が単離され、それらの分子種の発現動態や、

GTH や性ステロイドとの機能的連関について理

解されている。ヌタウナギ類においても、成熟し

た精巣から cDNA ライブラリーを構築し、発現遺

伝子群の網羅的シーケンス解析を行い、生殖腺

で機能するマーカー分子を探索する。これと並

行して、ヌタウナギの GTH をコードする遺伝子

配列を基に、遺伝子工学的手法により、生理活

性を示す組換え型 GTH を構築し、その特性を

生化学・生理学的な見地から明らかにする。 

(3). 生殖腺機能の分化指標となる分子種の発

現動態と機能解析 

生殖腺発現遺伝子群の網羅的探索により同

定されたマーカー分子の発現動態や機能を知

るため、生殖腺や配偶子の分化過程に応じた遺

伝子発現量を Real-time PCR 法により定量す

る。同時に、in situ hybridization 法により生殖腺

における発現部位と発現動態を組織学的に解

析する。これらの成果を、研究(1)から得られた

知見と融合し、単離された分子種が、配偶子の

形成過程のどの段階で機能発現するのかを捉

え、下垂体 GTH や性ステロイドホルモンと生殖

腺機能分子との機能的な連関を明らかにする。 

(4). 器官培養実験による生殖腺の機能分化と

内分泌系による制御機構の理解 

配偶子形成の盛期や最終成熟期の個体にお

いて、下垂体 GTH や性ステロイドが生殖腺機

能マーカーに対し、どの様な効果を及ぼすのか

を明らかにし、人為催熟技術の確立に向けた礎

とする。具体的には、組換え GTH を生殖腺の

器官培養実験系に供し、機能マーカー分子の

発現変動を Real-time PCR 法により定量する。 

 

４．研究成果 

(1). ヌタウナギの血中性ステロイドホルモ

ン量の分泌動態 

 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 17(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血清を時間分解蛍光

免疫測定法（TR-FIA)に供し、標準曲線の作成

と希釈サンプルとの平行性検定を行った。その

結果、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認められ、ホルモ

ン測定系が確立された。次に、様々な成熟段階

を示す個体から採血し、血中性ステロイド量を測

定した。その結果、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（下図は雌

の血中 E2 量の結果を示す）。一方、T は E2 に

比べて血中濃度が 1/10 程度であり、T と P に関

しては生殖腺の発達と有意な相関が認められな

かった。以上の結果から、ヌタウナギ類の血液中

には、少なくとも E2、T、P が存在し、E2 が生殖

腺や配偶子の分化過程に関与する内分泌因子

のひとつであることが示唆された。 

 

 

(2). 生殖腺で発現する遺伝子群の網羅的探索 

 成熟した雄から精巣を採取し、精巣 cDNA ライ

ブラリーを構築し、発現分子の網羅的遺伝子探

索を行った。総数 5136 クローンのシーケンス解

析を行い、ホモロジー検索を行った結果、生殖

腺機能に関連する分子として 11 種が認められた。

その中には、ステロイドホルモンの材料であるコ

レステロールからプレグネノロンへの変換

酵素として知られ、ステロイド合成の律速酵素

と し て 知 ら れ る コ レ ス テ ロ ー ル 側 鎖 切 酵 素

(CYP11A) が 含 ま れて いた こ と か ら 、以 後 は

CYP11A に着目し、以下の解析を進めた。 

(3). CYP11A のクローニングとその発現動態 

PCR 法を用いて、ヌタウナギ CYP11A の全長



構造のうち、5´末端部の一部を除く大部分の配

列をシーケンス解析できた。また、CYP11A の発

現動態を生殖腺の発達と関連づけて解析した

結果、生殖腺における CYP11A の mRNA 量は、

精巣では GSI 値が高くなるに連れて上昇するこ

と、雌では卵径が 10 mm 以上の成熟進行個体

で急激に発現量が増加することが示唆された。

また、免疫組織化学的手法ならびに in situ 

hybridization 法により、ステロイド合成酵素の産

生部位が、精巣ではライディッヒ細胞に、卵巣で

は濾胞組織に確認された。これらの結果は、原

始的な脊椎動物・ヌタウナギ類の生殖腺が、哺

乳類を含めた脊索動物に類似した性ステロイド

ホルモン合成系をもつことを示唆している。 

(4). 生殖腺の機能とその内分泌系による制御 

 ヌタウナギの下垂体で産生されるGTHの組換

え型ホルモンを構築した。発現タンパクは、分子

量約 40 KDa であり、還元処理を施すと、分子量

約 25 KDa と 22 KDa を示した。さらに、これら 2

種類のタンパク質は、抗ヌタウナギ GTHα 鎖抗

体と β 鎖抗体にそれぞれ陽性反応を示した。以

上の結果は、作出した組換えタンパクが 2 量体

構造をとり、下垂体に存在する天然型 GTH に極

めて類似した構造であることを示している。 

 次に、組換え型 GTH を、精巣組織片を用いた

器官培養実験に供した。その結果、組換え型

GTH が、培養液中への E2 と T の分泌を促進す

るとともに、CYP11A 遺伝子の発現量も促進する

ことが明らかとなった。このことは、ヌタウナギの

下垂体 GTH が、直接的に生殖腺機能を発現さ

せる内分泌因子であり、顎口類と同様、原始的

な脊椎動物・無顎類においても、下垂体-生殖

腺機能軸が成立していることを示唆している。 

  

ヌタウナギ類の繁殖様式はほとんど理解され

ておらず、初期胚を恒常的に得ることも極めて

困難な状況である。上記の成果を総括的に判断

し、GTH や性ステロイドを個体への投与実験に

応用し、今後、ヌタウナギ類における人為催熟

系の確立に繋げたいと考えている。 
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