
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６０７

基盤研究(B)

2013～2011

アワビの成長および再生に関与する生理活性ペプチドの同定と調節機構の解明

Research on the identification of growth-stimulating peptides from the cerebral gang
lion of Pacific abalone

５０２２２３５２研究者番号：

森山　俊介（MORIYAMA, SHUNSUKE）

北里大学・海洋生命科学部・教授

研究期間：

２３３８０１１４

平成 年 月 日現在２６   ６ １２

円    14,400,000 、（間接経費） 円     4,320,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、アワビの成長および再生に関与する生理活性ペプチドを探索し、構造および生理
作用を明らかにすることを目的とした。アワビの脳神経節cDNAライブラリーを作成し、約3,300クローンの5'領域の塩
基配列に基づいて相同性検索を行ない、食欲、再生、性成熟や代謝を調節に関与する神経性ペプチドを検出した。その
うち食欲調節および性成熟に関与するニューロペプチドY（NPY）と生殖腺刺激ホルモン放出ペプチドの全塩基配列およ
び成熟ペプチドのアミノ酸配列を決定した。NYPの発現レベルは成長の良い個体で高く、筋肉注射により体重が増加す
ることなどから、このペプチドがアワビの成長促進に関与すると考えられる。

研究成果の概要（英文）： Pacific abalone is one of the most important aquaculture species in the Tohoku an
d Hokkaido areas. The most crucial problem for abalone culture is the characteristically slow growth. In a
n attempt to understand growth regulation in the abalone, we tried to determined growth-stimulating peptid
e.
 cDNA libraries of the cerebral ganglions of abalone were prepared using total RNAs, and about 3300 colons
 were used for the sequence analysis. At least 42 peptide homologs were detected, and large number of clon
e is Neuropeptide Y (NPY) homolog. Two NPY cDNAs and peptides, named abNPY-1 and 2, were determined by cDN
A cloning and LC-MS/MS.Higher AbNPY mRNA levels were observed in the  larger-sized abalone than in those o
f smaller abalone. Injection of abNPY to juvenile abalone resulted in an increase in body mass. These resu
lts suggest that NPY homolog is present in the cerebral ganglion and this peptide is involved in the regul
ation of somatic growth of the Pacific abalone.
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１．研究開始当初の背景 
 アワビは食感と風味に優れているのみなら
ず栄養学的にも優れた高級魚介類の一つであ
る。エゾアワビは東北地方において極めて重
要な水産資源であるが、近年、漁獲量は激減
の一途を辿りアワビ漁業は低迷している。岩
手県ではアワビの資源量の回復を目指して、
資源管理規制、人工種苗生産と放流事業を実施し
ているが、アワビの漁獲量は微増傾向にあるもの
の未だ稚貝放流による効果は認められていない。
その最大の問題点はアワビの成長が極めて遅
いことにある。これまでアワビの成長改善を
目的として選抜育種による成長優良エゾアワ
ビの作出が行なわれているが、育種には長い
年月を要する。それゆえ現在、アワビの生産性
の向上に資する効率的な成長促進技術の開発が
強く求められている。増養殖技術を開発する上で
アワビの成長促進や細胞増殖に関与する生理活
性ペプチドを同定し、その機能および調節機構に
関する基礎的知見は極めて重要な役割を果たす。
しかし、アワビを含む無脊椎動物では成長促
進ペプチドは未同定である。 
 我々は、魚類の成長促進機構の要にある成
長ホルモンの分子進化と機能に関する研究を
進めている過程で、成長ホルモンの祖先遺伝
子が無脊椎動物に起源を有すること、サケ成
長ホルモン抗体に対する免疫反応陽性細胞が
アワビの脳神経節に存在すること、さらにサ
ケ成長ホルモンがアワビの成長を促進するこ
とを明らかにした。これらの結果はアワビの
脳神経節に魚類の成長ホルモンにホモロガス
な成長促進ペプチドが存在し、アワビの成長
促進に関与することを強く示唆する。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、アワビの生産性の向上に資す
る効率的な成長促進技術を開発することを
目的として、１）アワビ脳神経節 cDNA ライ
ブラリーから成長促進に関与するペプチド
を探索して構造を決定する。２）アワビの脳
神経節から得られた成長促進関連ペプチド
の生理作用を明らかにする。３）上足組織の
細胞増殖あるいは再生促進活性を指標とし
て、再生促進ペプチドを探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）アワビの成長促進関連ペプチドの探索 
 3 年間で 6 cm に成長するアワビ（通常成長 
個体）および 2 年間で 6 cm に成長するアワ
ビ（成長優良個体）から脳神経節を採取し、
全 RNA を調製した。これを用いて脳神経節
cDNA ライブラリーを作成した。各 cDNA ラ
イブラリーから得られた約 1100 クローンに
ついて 5’領域の塩基配列を決定し、相同性検
索を行なった。得られた情報に基づいて、成
長促進に関与するペプチドの cDNAの全塩基
配列を決定した。 
 アワビ脳神経節から塩酸アセトン抽出物

を調製し、液体クロマトグラフィー質量分析
計 (LC-MS/MS) に供してアミノ酸配列を解
析した。得られた構造情報に基づいて、合成
ペプチドを作成し、アミノ酸配列を決定した。 
 
（２）成長促進関連ペプチドの生理作用の解
析 
 アワビ脳神経節 cDNAライブラリーおよび
脳神経節の抽出物から検出した成長促進関
連ペプチドの産生部位を免疫組織染色によ
り同定した。 
 成長促進関連ペプチドの成長速度の異な
る個体間、栄養状態の変化および筋肉注射に
よる脳神経節中の mRNA の発現レベルの動
態をリアルタイム PCR により解析した。 
 
（３）再生促進ペプチドの探索 
 上足組織を切除してから 3 日目のアワビ
（上足切除個体）から脳神経節を採取し、全
RNA を調製した。これを用いて脳神経節
cDNA ライブラリーを作成した。cDNA ライ
ブラリーから得られた約 1100 クローンにつ
いて 5’領域の塩基配列を決定し、相同性検索
を行なった。得られた情報に基づいて、成長
促進に関与するペプチドの cDNAの全塩基配
列を決定した。LC-MS/MS によりアミノ酸配
列を解析した。 
 上足組織を切除してから 3 日目に採取した
再生過程の上足組織から塩酸アセトン抽出
物を調製し、再生過程で活性化されるペプチ
ドを高性能液体クロマトグラフィーにより
探索した。 
 
４．研究成果 
（１）アワビの成長促進関連ペプチドの探索 
 通常および成長優良アワビの脳神経節
cDNA ライブラリーから得られた 1056 クロ
ーンの EST 解析、次いで相同性検索を行なっ
た結果、成長優良個体および通常成長個体か
ら、それぞれ 377 および 432 のクローンが既
知の遺伝子に対して相同性が認められた。い
ずれの cDNAライブラリーにおいても最も多
かったクローンは魚類において食欲調節に
関与するニューロペプチド Y（NYP）ホモロ
グであった（表１）。成長優良個体では、次
いで、アディポカイネチックホルモン、APQW 
 

  表 1．通常成長、成長優良および上足組織切除 

   アワビの脳神経節ライブラリーの EST 解析 



 
アミドペプチド、セレブリン、エンタリン、
シストソーミンなどのホモログであった。 
 これらのペプチドの cDNAの全塩基配列を、
5’末端領域の構造情報に基づいた RT-PCR に
より決定した。NYP cDNA については、3’非
翻訳領域において、26 塩基の挿入/欠失が認
められる 2 つの cDNA（abNPY-A と-B）を同
定した。これらは選択的スプライシングによ
り生じると考えられる。 
 脳 神経節 の 塩酸ア セ トン抽 出 物 を
LC-MS/MS に付すことにより、26 および 39
アミノ酸残基からなる 2 つの NPY（NPY-1 と
-2）が存在することを明らかにした。NPY-1
と-2 ともに、他の軟体動物の NYP ホモログ
のカルボキシル末端領域と高い相同性を示
した。これらのことから、これらをアワビの
NPY とした。しかし本研究では、これらのペ
プチドが NPY-A と-B mRNA のいずれかから
生じるかを明らかにすることはできなかっ
た。今後、さらに研究を継続する必要がある。 

 図１．アワビ NPY-1 と-2 と他の生物の NPY、PYY と PP 

    との構造比較 

  
（２）成長促進関連ペプチドの生理作用の解
析 
 アワビの NPY の構造情報に基づいてフラ
グメント抗体を作成し、これを用いて免疫組
織染色を施した結果、アワビ脳神経節に NPY
細胞体およびニューロンが認められた。 
 アワビ NPY mRNA の発現レベルは、成長
の良い個体で高いことが分かった。また、絶
食させたアワビでは、脳神経節の NPY mRNA
の発現レベルが、飽食群よりも高まること、
また、摂餌を再開しても、mRNA レベルが高
いまま維持されることが分かった（図１）。
さらに、合成 NPY-1 をアワビに筋肉注射する
と 2.5 µg/g BW 群の体重は、コントロールと
比べて増加し、NPY mRNA レベルも高い値を
示した。一方、5 µg/g BW 群では NPY mRNA
レベルはコントロールよりも低い値を示し
た。これらのことから、NPY はアワビの成長
促進において重要な機能を担うと考えられ
る。 
 
（３）再生促進ペプチドの探索 
 上足組織切除アワビの脳神経節 cDNAライ
ブラリーから得られた 1056 クローンの EST
解析、次いで相同性検索を行なった結果、最

も多かったクローンは、通常成長および成長
優良個体と同様に、NPY であった（表１）。
また、免疫力を高めるシストソーミン、マイ
オモデュリンのクローン数も通常成長個体
よりも多かった。一方、上足組織切除個体か
ら性成熟に関与する生殖腺刺激ホルモン放
出ペプチド（GnRH）や糖代謝や細胞増殖に
関与するインスリン関連ペプチド（IRP）ホ
モログなどが検出された。 
 これらのペプチドの cDNAの全塩基配列を、
5’末端領域の構造情報に基づいた RT-PCR に
より決定した。塩基配列の異なる 2 つの
GnRH cDNA を同定した。また、１つの IRP 
cDNA を同定した。一方、脳神経節の 80%ア
セトン抽出物から 11 および 12 アミノ酸残基
からなる 2 つの GnRH（GnRH-1 と-2）を同定
した（図２）。GnRH-1 はクローン化した
GnRH-A あるいは-B から生じるが、GnRH-2
は構造が異なることから未同定の GnRH 
cDNA が存在すると考えられる。これらのペ
プチドはアワビの細胞の増殖・分化に関与す

ると考えられる。 
  図２．アワビの GnRH-1 と-2 と他の生物の GnRH と 

     の構造比較 

 
 上足組織を切除してから 3 日目の上足組織
を採取して調製した 80%アセトン抽出物を
HPLC で分析した結果、分子量、10.7〜44.9 
kDa の 5 つのペプチド/タンパク質が、対象と
するコントロールの上足組織の抽出物より
も高い値を示した。さらに、上足組織に細胞
の分化・遊走・接着や組織再構築に関与する
トランスフォーミング増殖因子-β 抗体に対
する免疫反応陽性細胞を検出した。これらの
ことから、上足組織に細胞の増殖や分化に関
与するペプチドが存在すると考えられる。 
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