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研究成果の概要（和文）：　水産増養殖において効率的な魚類の生殖制御を行うには、魚類の生殖内分泌の基礎的知見
が必須であるが、魚類の下垂体生殖腺刺激ホルモン（GTH）の分泌動態、生理作用については、まだ不明な点が多い。
その理由の一つとして、研究に必要な魚類のGTHの入手が困難であることがあげられる。そこで研究代表者らはカイコ
を宿主として遺伝子工学的に魚類の組換えGTHの作製を行い、研究者に供給することを試みた。本研究では、組換えGTH
の作製効率、精製法の検討、投与後の魚体内でのホルモンの安定性、生物活性、投与時の魚のホルモン感受性について
検討を行った。

研究成果の概要（英文）： Knowledge of reproductive endocrinology of fish is essential for the efficient aq
uaculture. However, information on the function of pituitary gonadotropin of fish is not clearly known bec
ause of unavailability of the hormones. Therefore, we started a project to produce recombinant fish gonado
tropins biotechnologically using silkworm larvae as a host and distribute the hormones to fish biologists 
for their research. In the present study, we investigated the efficiency of the hormone production, method
 of hormone purification, stability of administered hormones in fish, biological activities of hormones, a
nd sensitivity to the hormones in recipient fish.
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１．研究開始当初の背景 

 水産増養殖において効率的な魚類の生殖

制御を行うには魚類の生殖内分泌の基礎的

知見が必須である。しかし他の脊椎動物の研

究とくらべて魚類の研究は遅れている。その

理由の一つとして研究に必要な下垂体生殖

腺刺激ホルモン（GTH）の入手が困難であり、

そのことが魚類のGTH研究の進展の妨げとな

っていた。従来研究用の下垂体ホルモンは、

大量の下垂体を魚類から採取し、種々のクロ

マトグラフィーにより純化・精製を行ってい

た。魚類の下垂体の採取作業は基本的に手作

業で、多大な労力を要する。また種々のクロ

マトグラフィーによる精製は、担当者にそれ

なりの経験と技術を要し、費用も安価ではな

い。さらにいったんホルモンの精製ができて

も、精製したホルモンをすべて使用してしま

うとまた下垂体採取のステップに戻るため、

継続的なホルモンの精製、研究者への供給は

あまり行われてこなかった。このような状況

を解決するために、研究代表者らは遺伝子工

学的に組換え魚類下垂体ホルモンを作製し、

作製されたホルモンを継続的に魚類内分泌

学研究者に供給し、魚類生殖内分泌学の発展

を計画した。 

 一方、これまでに研究代表者らは、カイコ

を宿主として魚類のGTHの作製に成功してお

り（株式会社シスメックスとの共同研究、旧

社名カタクラ工業）、またこの方法では従来

の培養細胞を宿主とした組換えホルモンよ

り大量の組換えホルモンの作製が可能であ

ることを明らかにした。このような経緯によ

り研究代表者らは、組換え魚類下垂体ホルモ

ンの大量生産・研究者への供給を計画した。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究では、遺伝子工学的に魚類下垂体ホ

ルモンの作製を行い、作製されたホルモンを

研究に活用することにより、魚類の生殖内分

泌学的知見が得られ、これらの知見が水産増

養殖に応用されることを期待している。その

ためには、組換えホルモンを作製・投与する

上での種々の問題点を解決する必要がある。

本研究では、組換えホルモンの作製効率向上、

ホルモンの投与効果の増大を図るために、以

下の項目について検討を行った。 

１）種々の魚種のホルモンの作製と作製効率 

２）遺伝子コンストラクトの改変による作製

効率の向上 

３）ホルモンの精製法の検討 

４）ホルモン構造の改変による体内安定性 

５）ホルモンの生物活性 

６）魚のホルモン感受性とホルモン投与効果 

 

 

３．研究の方法 

１）種々の魚種のホルモンの作製と作製効率 

 これまでに研究代表者はウナギ、マンシュ

ウマスの組換え GTH（濾胞刺激ホルモン FSH

と黄体形成ホルモン LHの 2種類の GTH）の作

製を行って来た。これらの魚種の GTH はカイ

コ体液中に約 1-2mg/mL の高濃度でホルモン

を生産することができた。これは他の魚種、

他の下垂体ホルモンについても当てはまる

のかを調べるために、キンギョ、ブリおよび

メダカの GTH（FSH と LH）、マンシュウマス甲

状腺刺激ホルモン（TSH）、さらにキンギョの

ソマトラクチンαおよびβの9種類のホルモ

ンの作製を行った。 

２）遺伝子コンストラクトの改変による作製

効率の向上 

 キンギョ、ブリの組換え GTH の生産量がウ

ナギ、マンシュウマスの GTH の生産量にくら

べて低量であったため、キンギョ、ブリの GTH

の遺伝子コンストラクトについて、本来の非

翻訳領域の付加を行い、生産量の増加がみら

れるか検討した。 



３）ホルモンの精製法の検討 

 これまでホルモンの精製のために、ホルモ

ンの一部に Histidine-tag（His-tag）を付け

ることにより、生産溶液からホルモンのアフ

ィニティー精製を行うのが定法であった。し

かしソマトラクチンαおよびβを作製した

際、His-tag による精製では精製効率が非常

に悪く、今回新たに FLAG-tag の導入を検討

した。 

４）ホルモン構造の改変による体内安定性 

 GTHおよびTSHは糖タンパク質ホルモンで、

タンパク質部分にシアル酸などの糖が付加

している。シアル酸は体内でのホルモンの分

解抑制効果を持ち、ホルモンの体内での安定

性に寄与している。しかし本研究で宿主とし

て用いているカイコでは、タンパク質部分に

付加される糖の種類はマンノースであり、シ

アル酸を付加することができない。その結果、

投与したホルモンがすぐに体内で分解され、

ホルモンの効果が低減されると言われてい

る。一方、これまでの糖鎖研究から、特定の

アミノ酸配列をもつペプチドは、糖鎖の立体

構造を模倣することが可能であるとの報告

がなされている（グライコレプリカペプチ

ド）。そこで本研究では、シアル酸の構造を

模倣するペプチドをウナギ FSH に組み込み、

この改変 FSHが通常の FSHより体内での高い

安定性をもつか、キンギョを用いて検討した。

なお血液中の改変 FSH の濃度は、His-tag を

検出する ELISA により測定した。 

５）ホルモンの生物活性 

 メダカの FSH および LH の生物活性をメダ

カの卵成熟を指標として in vitro で調べた。 

６）魚のホルモン感受性とホルモン投与効果 

 ホルモンを投与する際に、投与される魚の

生理状態によってホルモンの効果が大きく

影響を受けることが知られている。カンモン

ハタでは雄からのフェロモンを受容した雌

ではホルモン（市販のヒト絨毛性生殖腺刺激

ホルモン）の効果が異なることが示唆されて

いる。本研究では、フェロモンがホルモン投

与の効果に及ぼす影響について、卵成熟を指

標として調べた。 

 

 

４．研究成果 

 本研究では、研究の方法で述べた項目に関

して、以下の結果が得られた。 

１）種々の魚種のホルモンの作製と作製効率 

 これまでウナギ、マンシュウマスの GTH は

カイコ体液中に 1-2mg/mL の高濃度でホルモ

ンが生産されたが、ブリ、キンギョでは

0.2-0.3mg/mL、メダカは 0.5-1.0mg/mL、ソマ

トラクチンα、βは 0.3mg/mL と魚種、ホル

モンの種類により生産量が大きく異なるこ

とが明らかとなった。 

２）遺伝子コンストラクトの改変による作製

効率の向上 

 ホルモンの作製効率の向上を期待し、ブリ

およびキンギョのGTHの遺伝子コンストラク

トに非翻訳領域を付加したが、ホルモンの生

産効率はむしろ低下した。 

３）ホルモンの精製法の検討 

 ソマトラクチンαのβの精製の際、

His-tag を付加したホルモンでは精製による

純度が上がらなかったが FLAG-tag を付加し

たホルモンでは純度が 90%近くまで大きく上

昇した。ホルモンの種類により tag の種類を

変える必要があることが明らかとなった。 

４）ホルモン構造の改変による体内安定性 

 シアル酸の構造を模倣するペプチドを付

加したウナギ FSH をキンギョに投与して、そ

の体内での消長を調べたが、ペプチドを付加

していないものと比べて体内に長く残ると

いう結果は得られなかった。 

５）ホルモンの生物活性 

 メダカの卵成熟を指標として FSH と LH の

生物活性を調べたところ、LH により卵成熟は

誘起されるが、FSH はその作用がないことが



明らかとなった。 

６）魚のホルモン感受性とホルモン投与効果 

 カンモンハタでは、性成熟した雌にホルモ

ン投与前に雄の飼育水（フェロモンを含むと

考えられる）を与えておくことにより、GTH

の投与効果が増強され、より多くの個体で卵

成熟が起こることが明らかとなった。 

 以上、本研究により、魚類の種々の組換え

ホルモンを作製し、それらを活用した研究が

なされつつある。カイコを宿主として組換え

ホルモンを作製した際、糖鎖としてシアル酸

が付加されないため、in vivo でのホルモン

効果が減少する可能性があるが、体内での代

謝を考慮する必要のない in vitro での研究

には、十分使用可能であると考えられた。今

後、本研究で作製されたホルモンを国内外の

研究者に供給することにより、魚類生殖内分

泌学の発展が期待される。 
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