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研究成果の概要（和文）：ホタテガイとマガキの中枢神経系から同定された生殖腺刺激ホルモン放出ホルモンペプチド
は、エストロゲン合成の促進調節を介したホタテガイの精原細胞増殖促進機能を示した。
ヨーロッパイガイ、ムラサキイガイ、ホタテガイで決定された2タイプのエストロゲン受容体（ER）は卵巣と精巣で発
現し、レポーターアッセイによってpyERは転写因子として、pyERRは構成的な活性化因子として働くことが示唆された
。
セロトニンによる卵成熟と精子運動活性化を卵成熟休止因子（OMAF）は細胞外からのカルシウム流入抑制によって阻害
し、抗体による生体内OMAFの機能解除によって、セロトニンによる産卵誘発効果が強く増強された。

研究成果の概要（英文）：We cloned the cDNA transcripts of prepro Gonadotropin Releasing Hormones (GnRH)-li
ke peptides from the central nervous system of scallop(pyGnRH)and oyster (cgGnRH). The putative pyGnRH pep
tide stimulated the proliferation of spermatogonia, which was mediated through the induction of estrogen s
ynthesis by pyGnRH.
We successfully cloned two novel forms of estrogen receptor from two kinds of mussels and Japanese scallop
. These receptors were classified each into an estrogen receptor (ER) and estrogen-related receptor (ERR) 
and were expressed in both ovary and testis. The flounder ERa-mediated gene assay suggested that pyER beha
ves as a transcription factor to estrogen while pyERR is a constitutive activator.
Serotonin (5-HT)-induced oocyte maturation and sperm motility is inhibited by oocyte maturation arresting 
factor (OMAF) due to interference of extracellular Ca2+ influx. The release from suppressive OMAF due to a
bsorption with antibody against OMAF amplified the 5-HT-induced spawning. 
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１．研究開始当初の背景 
	 海産二枚貝の増養殖において、近年、不用
意な移植や環境変化などによって、ウミグモ
やサキグロタマツメタガイなどがアサリな
ど海産二枚貝の資源量の激減を引き起こし
甚大な漁業被害をもたらしている。さらに、
パーキンサス原虫による感染拡大の危険性
もはらんでおり、将来にわたる持続的な海産
二枚貝の増養殖が危ぶまれている現状にあ
る。海産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、安全な漁場環境の保
全と同時に、安全かつ安定した種苗の供給が
不可欠である。それを可能にする海産二枚貝
の種苗生産技術の開発が急務であるにもか
かわらず、人工種苗生産技術開発が立ち遅れ
ている。広く二枚貝類に適用でき、しかも再
現性のある確実な人工種苗生産を実現させ
るためにも、未だ未解明な海産二枚貝の生殖
内分泌調節機構を明らかにし、その基盤を整
えることが喫緊の課題である。 
	 配偶子形成については、軟体動物における
GnRH ペプチド構造の特徴づけとステロイド
合成を含めた中枢神経の生殖生理機能の解
明と生殖関連遺伝子のエストロゲンによる
発現調節とエストロゲン受容体（ER）アイソ
フォームの機能連関の解明が急がれ、さらに、
産卵については、抑制調節因子である卵成熟
休止因子（OMAF）と誘起因子であるセロト
ニン（5-HT）の機能を明らかにすることが、
確実な人工産卵と高度な人工種苗生産を実
現する重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は研究期間内に以下の目標を立て
て実施した。 
（1）主要な海産二枚貝の配偶子形成を上位
で支配する GnRHの分子種を同定し、それを
既知のものと比較整理し、その特徴と配偶子
形成における働きを明らかにする。 
（2）エストロゲン生合成調節と GnRH との
関係を、配偶子形成を軸に明らかにし、海産
二枚貝におけるステロイドホルモン生合成
系の上位支配の存在を中枢神経系に着目し
て検討する。 
（3）主要な海産二枚貝における 2 タイプの
エストロゲン受容体の存在とその普遍性を
明らかにし、配偶子形成を支配するエストロ
ゲンシグナルの受容と伝達における、これら
アイソフォームの相互関連を解明する。 
（4）産卵の前提である卵成熟と精子活性化
に対する OMAFの抑制機序および、主要海産
二枚貝での同定と比較整理によって、この抑
制機能を担う領域の特定と構造を解析し、
5-HT による産卵誘発を強く増強する OMAF
の抑制領域の有効なノックダウン手法を検
討する。 
	 これらの成果によって母貝催熟と評価お
よび人工産卵による種苗生産の高度化を目
指す。 
３．研究の方法 

（1）GmRHの同定と配偶子形成における機
能とステロイドホルモン生合成調節 
	 ホタテガイとマダコ GnRH 前駆体 cDNA
配列のペプチド領域に縮重プライマーを設
計し、その他の二枚貝の中枢神経の mRNA
を鋳型に 3’, 5’RACE によって配列を獲得し
た。獲得した配列の一次構造解析、分子系統
樹解析によるペプチド配列の特徴付けと分
類および発現解析を行った。in vitro精巣組織
培養における推定ペプチドと種々の拮抗薬
の配偶子形成に対する影響と in vivo 投与に
よる生殖巣発達への影響を評価し、GnRH の
持つ配偶子形成調節機能の検証とステロイ
ドホルモン生合成との関係を明らかにする。 
（2）エストロゲン受容体の同定と機能解析 
	 すでに同定しているヨーロッパイガイの 2
タイプのエストロゲン受容体（ER）cDNA
に加え、マダコ等の軟体動物 ER の DNA 結
合領域とリガンド結合領域に縮重プライマ
ーを設計し、その他の二枚貝の体組織の
mRNAを鋳型に 3’, 5’RACEによって配列を
獲得する。獲得した配列の一次構造解析、分
子系統樹解析による受容体の特性の推定と
分類および発現解析を行う。リガンド結合領
域に着目して、ヒラメ ERαのリガンド結合領
域にホタテガイで単離同定したpyERとpyERR
の同領域を組み込んだキメラベクターとル
シフェラーゼ遺伝子上流にヒラメビテロゲ
ニンの応答配列を含むベクターを共トラン
スフェクションしたメダカ肝細胞を用いた
レポーターアッセイを行い、2タイプの ER の
機能評価としてリガンド結合領域に着目し
てエストロゲンに対する親和性を評価した。 
（3）セロトニンと卵成熟休止因子（OMAF）
の機能と産卵誘発 
	 卵と同様にセロトニン（5-HT）によって活
性化される精子を解析モデルとして、5-HT に
よる活性化に関わる種々のイオンや pH の条
件を解析した。組み換え OMAF タンパクを大
腸菌と酵母で作製し、5-HT による精子におけ
る細胞内 Ca2+動態とそれに及ぼす OMAF の作
用機序を運動性評価とカルシウムイメージ
ングによって解析し、精子運動の活性化にお
ける細胞内 Ca2+の役割を検討した。OMAF の部
分抗体を作製し、その特性を評価し、抗体に
よる生体内の OMAF 中和による機能阻害と
5-HT による産卵誘発に対する増強効果を検
証した。	 
	 
４．研究成果	 
（1）GmRHの同定と配偶子形成における機
能とステロイドホルモン生合成 
	 ホタテガイとマガキの中枢神経系から単
離された GnRH 前駆体 cDNA の一次構造が
明らかにされた。それぞれの転写産物は
pyGnRH （ AB486004 ） 、 cgGnRH
（HQ712119）と名付けられ、それらは神経
ホルモン前駆体に共通した N 末端シグナル
ペプチドと GnRH 関連ペプチド（GAP）を
ともなう C末端開裂部位を保有していた。ま



た、軟体動物に共通して N末端のピログルタ
ミン酸の後に、脊椎動物にはない、2 アミノ
酸残基が余分に挿入されていた。これら軟体
動物の GnRH は、既知の脊椎動物の 3 タイ
プの GnRHや無顎類 GnRHと異なる 5つ目
の分類群を構成していることが明らかにな
った。 
	 推定ペプチド pyGnRH は血球を介して、
ホタテガイ精巣培養系で哺乳類 GnRH と同
様に、精原細胞増殖を誘導し、この作用には
エストロゲン生合成刺激が介在しているこ
とも明らかになった（図 1）。GnRH の先祖
分子を保有しているものの、下垂体を持たな
いほとんどの動物では、GnRHがステロイド
ホルモン生合成を上位で支配することで生
殖が調節されていることが示唆された。実際
に徐放性の pyGnRH をホタテガイに投与す
ると、対照群に比べ精巣発達が著しく促進さ
れ、エストロゲン合成を介した精巣の人為催
熟の可能性が検証された。 

 
（2）エストロゲン受容体の同定と機能解析 
	 ヨーロッパイガイ、ムラサキイガイおよび
ホタテガイのエストロゲン受容体（ER）はア
イソフォームを形成しており、それぞれの種
は 2タイプ保有していることが明らかになっ
た 。 ヨ ー ロ ッ パ イ ガ イ で は MeER1 
(AB257132)、MeER2 (AB257133)、ムラサ
キイガイではMgER1 (AB553575)、MgER2 
(AB257135) 、 ホ タ テ ガ イ で は pyER 
(AB553574)、pyERR (AB809647)が単離され、
ERに共通した DNA結合領域（Cドメイン）、
ヒンジ領域（D ドメイン）、リガンド結合領
域（E ドメイン）が保存され、特に、DNA
結合領域は他の領域に比べ極めて高い相同
性を持っていた。分子系統樹解析によって、
Me/MgER2と pyERは ERにMe/MgER1と
pyERR はエストロゲン関連受容体（ERR）
に分類された。軟体動物の二枚貝類では ER
は 2タイプのアイソフォームを形成している
可能性が高いことが示唆された。 
	 これら ER遺伝子の発現は、生殖巣の精原
細胞、卵母細胞と濾胞細胞に局在しており、
生殖との関連性が示唆された。ヨーロッパイ
ガイではMeER2のみにエストロゲンによる

促進的な自己調節機能が認められ、二枚貝類
の少ないリガンド分泌に対する感受性の増
強機能が推測された。pyER と pyERR のリ
ガンド結合領域に入れ替えたヒラメ ERα
（fERα）のキメラベクターによるメダカ肝
細胞のレポーターアッセイによって、pyER が、
fERαほどではないがエストロゲンに対する
転写因子、pyERR がリガンドに依存しない構
成的な転写因子であることが示唆された（図
2）。 
 

（3）セロトニンと卵成熟休止因子（OMAF）
の機能と産卵誘発 
	 二枚貝類の産卵には、5-HT による卵と精子
に局在するセロトニン受容体を介した卵成
熟と精子活性化が大前提である。卵成熟と同
様に精子活性化においても、5-HT によるカル
シウムイオンチャンネルを介した細胞内カ
ルシウムの流入が必須であり、続く細胞内 pH
の上昇（塩基性化）・細胞内カリウムの流出
によって精子活性化が起こることが明らか
になった（図３）。	 

	 また、この精子活性化は組み換え OMAF に
よって強く抑制され、5-HT による細胞内カル
シウム流入のオシレーション（カルシウム波
の繰り返し）を完全に抑えていることを明ら
かにした。このことは、二枚貝の産卵は、卵
成熟と精子活性化に促進的な 5-HT と抑制的

図1	 ホタテガイGnRHによる精原細胞増
殖の促進メカニズム	 
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図 2	 ホタテガイ pyER と pyERR のリガン
ド結合領域に対するエストラジオール-17
β（E2）の親和性	 

図 3	 海産二枚貝のセロトニンによって誘起
される細胞内カルシウム流入、細胞内 pH 上昇、
細胞内カリウム流出による精子活性化機構	 

 



な OMAF による細胞内カルシウム流入の調節
の下に成り立っていることを示唆している。
すなわち、細胞内カルシウム流入を抑制して
いる OMAF からの解除の下で、5-HT を機能さ
せることによって確実な産卵誘発が期待さ
れた。	 
	 OMAF の部分アミノ酸からなるペプチドに
対する抗体による生体内 OMAF の中和とそれ
に続く 5-HT 投与による産卵誘発をホタテガ
イと近縁種のアカザラガイで検証した。5-HT
のみの投与区に比べ、著しく放卵・放精を引
き起こし、内因性の OMAF による産卵抑制機
能を阻止することで 5-HT の産卵誘発機能を
増強させることができることを示すことが
できた（図 4）。	 
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図 4	 5-HT in vivo 投与によるアカザラ
ガイの放卵と放精誘起に対する抗 OMAF
ペプチド抗体投与の影響 
抗体投与によって1個体当たりの5-HTに
よる放卵と放精数が有意に上昇した。 
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