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研究成果の概要（和文）：サメ類の繁殖保護を図るために、これまで未解明であったサメ類の卵子・精子形成の
分子制御機構及び性分化機構を明らかにすることを目的として、モデル魚としてトラザメを用いて、研究を行っ
た。まず、次世代シーケンサーを用いて、視床下部や脳下垂体及び卵殻腺において網羅的遺伝子探索を行い、こ
れまで未同定であった性成熟に係わる生殖腺刺激ホルモン放出ホルモンや生殖腺刺激ホルモン及び卵殻の形成に
重要なコラーゲンやコラーゲン合成酵素など多数の遺伝子を初めて同定し、その生理機能について検討した。さ
らに、軟骨魚類の性分化過程を組織学的に明らかにし、それに係わるステロイドホルモンとその代謝酵素を単離
同定した。

研究成果の概要（英文）：In order to preserve shark resources, we studied on the molecular endocrine 
mechanisms of oogenesis and spermatogenesis of sharks, using cloudy catshark as a model fish. We 
newly identified genes related to sexual maturation and eggshell formation, such as hypothalamus 
gonadotropin-releasing hormone, pituitary gonadotropins, collagen and collagen-converting enzymes of
 the oviducal gland. Physiological roles of some genes were clarified. Moreover, the morphological 
observation revealed the process of gonad sex differentiation and genes of steroid hormone 
metabolizing enzymes were identified.

研究分野：農学分野
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１．研究開始当初の背景 

 FAOの統計では、世界のサメ類の漁獲量は、

1950 年代から増加の一途をたどり、現在では

インドネシアやインド及び台湾を中心として

米国を含む先進国を含めて、約75 万トンが水

揚げされている重要な漁業対象種である。日

本でも、大震災で被害を受けた東北を中心と

して、約2 万6 千トンの水揚げがあり、アブ

ラツノザメやネズミザメやアオザメなどを中

心に、食肉及びフカヒレの材料としてはもち

ろん、化粧品等の原材料としてのスクワレン

や新規がん抑制因子など新規の利用資源とし

て、その漁業価値は無視できない。一方で、

メキシコ湾におけるフカヒレ目的のサメの乱

獲が原因で資源量が1/8 に減少したことをき

っかけに、ジンベイザメ、ホホジロザメ、ウ

バザメなど10 種類のサメ類がワシントン条

約（CITES）の対象種となり、それらの国際的

な取引に制限がかけられるようになった。さ

らに、FAOの｢サメ類の保護と管理のための国

際行動計画｣が策定され、日本においても水産

総合研究センターを中心として、資源保護の

機運が高まっている。しかし、資源調査の観

点から、サメの成熟過程や成熟年齢や産卵形

態については比較的よく調べられているもの

の、資源保護のために非常重要な繁殖生理学

的知見は硬骨魚類に比較してほとんど得られ

ていないといっても過言ではない。さらに、

サメ類では硬骨魚類には存在しない卵殻腺や

子宮や胎盤及びエピゴナル器官などのサメ類

独特の器官が存在しており、繁殖におけるそ

れら器官の生理的な役割は非常に興味深い。

しかし、繁殖に係わるホルモンの分子・遺伝

子レベルの知見は散見されるものの（ゾウギ

ンザメゲノムプロジェクトで遺伝子情報が提

供されているが、不完全で、遺伝子の機能の

情報はない）、多くの場合、分子進化に関す

る知見がほとんどで、機能解析・機能制御機

構についての詳細な研究はなされていない。

特に、性分化機構や配偶子形成に重要な役割

をする視床下部−脳下垂体−生殖腺系内分泌機

構（生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン：GnRH 

や生殖腺刺激ホルモン：GTH 及びステロイド

ホルモン転換酵素）に関する分子・遺伝子制

御情報はほとんどない。さらに、サメ類では、

硬骨魚類には存在しない卵殻腺や子宮や胎盤

及びエピゴナル器官などのサメ類独特の生殖

付属器官の機能の分子制御機構については全

く報告がない。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、サメ類の卵子や精子形成機構

及び性分化機構を明らかにすることを目的と

して、モデル魚としてトラザメを用いて、（１）

迅速に効率よく繁殖に係わる遺伝子を単離す

るために、次世代シーケンサーを用いて、視

床下部-脳下垂体及び卵殻腺における網羅的

遺伝子探索を行い、（２）得られた遺伝情報

を用いて、視床下部や脳下垂体において繁殖

に係わる遺伝子の生理機能を解析する。また、

（３）サメ類独特の卵殻腺における卵殻の形

成に係わる生理機能を分子生物学的手法を用

いて明らかにする。さらに、（４）性分化機

構の解明のために、生殖腺の性分化過程を明

らかにし、性分化に係わるステロイドホルモ

ン代謝酵素の遺伝子の機能解析を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）次世代シーケンサーによる視床下部や

脳下垂体及び卵殻腺の網羅的遺伝子探索 

 トラザメの視床下部や脳下垂体及び卵殻腺

における遺伝子プロファイルを、Roche 社製

の機器（GS Junior）を用い、平均シーケンス

長を400 塩基対、総リード数を15 万程度と想

定して解析を行った。 

 

（２）視床下部及び脳下垂体の生理機能の解

析 

 次世代シーケンサー解析及び従来の遺伝子

情報により視床下部及び脳下垂体に発現する



遺伝子を同定し、その生理機能を明らかにし

た。 

（３）卵殻腺の生理機能の解析 

 網羅的遺伝子探索により、卵殻形成に係わ

る遺伝子を単離し、その生理機能について、

ｑ−PCRやin situ hybridization 法を用い

て解析する。また、ステロイド受容体遺伝子

の単離とその機能解析を行った。 

 

（４）性分化機構の解明 

 ①トラザメの生殖腺の性分化過程の観察 

 卵の発生過程において経時的に生殖腺およ

び生殖腺付属器官の組織学的観察を行い、サ

メ類の性分化の特性について明らかにした。 

 ② トラザメの性分化に係わるステロイド

転換酵素cDNA のクローニングと生理機能 

 従来の遺伝子情報からトラザメの性分化に

係わる遺伝子をクローニングし、その生理機

能を明らかにした。 

 

４．研究成果 

（１）次世代シーケンサーによる視床下部や

脳下垂体及び卵殻腺の網羅的遺伝子探索 

 視床下部や脳下垂体における発現遺伝子群

を次世代シーケンサーを用いて解析し、生殖

に関わる生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン

（GnRH）、バソトシンなどの視床下部内分泌

因子や成長ホルモン、生殖腺刺激ホルモン

（GTH）、甲状腺刺激ホルモン（TSH）などの

脳下垂体ホルモンの遺伝子群を得ることがで

きた。また、サメ類独特の器官である卵殻腺

における次世代シーケンサーを用いた遺伝子

の網羅的解析の結果、卵殻腺のbaffle zone

において、159,335のシーケンスから、総数

1741個のcontig配列得られ、相同検索から954

個（約55％）のcontigが機能分子として同定

できた。同定できた遺伝子の中には、type I

及びtypeII keratinやコラーゲン及びコラー

ゲン形成に関わる酵素などが存在しているこ

とが判明した。 

（２）視床下部及び脳下垂体の生理機能の解

析 

 トラザメの下垂体には、前葉と中葉に加え、

サメ類独特の下垂体領域として腹葉が認めら

れる。次世代シーケンサーを用いて得られた

遺伝子の内、また、2種類のGTHβ鎖（FSHβ、

LHβ）をコードする遺伝子の全配列を、PCR

法により同定した。得られた2種類のGTH分子

の構造を基に、それらを認識する特異的抗血

清を作出した。これを用いて、トラザメの糖

タンパク質α鎖（GPHα鎖）、FSHβ鎖ならびに

LHβ鎖、TSHβ鎖分子は、下垂体腹葉で産生さ

れていることを免疫組織化学やin situ 

hybridization法により明らかにした。最後に、

トラザメの3種類のGPH（FSH、LH、TSH）遺伝

子の発現量を測定する系を確立し、FSH分子が

卵黄形成に寄与する可能性、2種のGTH分子が

卵殻の形成に寄与している可能性を示した。 

 

（３）卵殻腺の生理機能の解析 

卵殻腺は組織学的染色（HE 染色）、組織化

学的染色（PAS/AB 染色）及び卵殻腺内腔に面

するヒダの形状により 4 つの分泌層（club 

zone, papillary zone, baffle zone, 

terminal zone）に分けることができた。そ

のうち、卵殻を形成する主要な組織である

baffle zone では管状の分泌管が複雑に走行

し、卵殻腺内腔のヒダに開口して、卵殻物質

を分泌する様子が観察された。club zone, 

papillary zone 及び terminal zone では中

性または酸性ムコ多糖類が産生されていた

ことから、egg jelly や輸卵管を保護する粘

液が産生されていると考えられた。次世代シ

ーケンサーを用いて得られた baffle zone に

発現する遺伝子を解析したところ、collagen 

α1、prolyl 4-hydroxylase 、simple type

Ⅰ keratin、simple type Ⅱ keratin、17α

-hydroxylase などの遺伝子が同定できた。 

そのうち in situ hybridization 法や q-PCR

法により、卵殻成分として知られる collagen



α1 及びコラーゲン合成酵素、prolyl 

4-hydroxylase の発現を解析した結果、

baffle zone において collagenα1 遺伝子が

発現していることが判明し、baffle zone が

卵殻の主要な構成要素である collagen の場

であることが分子生物学的に初めて明らか

となった。また、本実験の結果、baffle zone

の部位により、コラーゲンα1 遺伝子の発現

量に明瞭な差が見られ、この発現量の差が卵

殻形成にどのような役割を果たしているの

か興味深い。今後はトラザメ卵殻腺における

コラーゲン及びその他の粘液多糖類の産生

過程やそれらの制御機構を明らかにする予

定である。 

また、性ステロイドホルモンの受容体である

エストロゲン受容体（ER）及びアンドロゲン

受容体（AR）を同定し、その遺伝子発現解析

を行った結果、成熟及び未成熟個体の生殖輸

管においてER及びARの発現が認められ、生殖

輸管の機能制御にステロイドホルモンが関与

している可能性が示唆された。 

 

（４）性分化機構の解明 

 ①トラザメの生殖腺の性分化過程の観察 

 トラザメの性分化過程を組織学的に観察し

た結果、産卵後６０−９０日において性分化が

開始することが確認された。生殖輸管系は、

産卵後90日目にはすでに輸卵管が分化してお

り、膨大した卵殻腺も分化し、産卵後180目に

は卵殻腺の上皮組織の発達が認められた。ま

た、産卵後80日目の胚を生体外に取り出して、

エストラジオール添加した培養液で培養した

ところ、卵殻腺の大きさが増大し、上皮の発

達が認められたことから、エストラジオール

が卵殻腺の発達に関与していることが明らか

となった。 

また、アカエイの発生に伴う生殖腺の分化過

程の組織学的観察も含めた実験の結果、生殖

腺の原基は体腔上皮由来の皮質と皮質に取り

囲まれる髄質の二重構造をとることが明らか

となった。初期の生殖腺分化の二重構造は硬

骨魚類とは異なり、両生類以上の高等動物の

生殖腺の分化・形成と同じであった。その後、

皮質部分が発達すると卵巣へと分化した。一

方、皮質部分が次第に髄質部分に入り込んで

行くことで精巣分化が進行した。雄では性分

化直後くらいに生殖腺付属機関の交接器の分

化が進行した。 

②トラザメの性分化に係わるステロイド転換

酵素cDNA のクローニングと生理機能 

 トラザメの性ステロイドホルモン合成系の

基礎知見を得るために性ステロイド合成に関

わる種々のステロイド代謝酵素について、そ

のcDNAクローニングを行い、現在までにStAR、

Cyp11a, Cyp17a, Cyp19a1、3b-hsd等のcDNA

を得た。組織特異発現解析から、StAR、3b-hsd

の発現は卵巣、精巣、間腎腺に加えて卵殻腺、

精嚢部、エピゴナル器官で、Cyp19a1の発現は

卵巣（直径１mm以下のろ胞、3～5mmろ胞）で

その発現がみられた。Cyp19a1の発現は精巣

（精母細胞リッチ領域、精子リッチ領域）で

はみられなかった。3b-hsdおよびCyp19a1の発

現局在について免疫組織化学法による解析を

行ったところ、前者は、精巣および、エピゴ

ナル器官の間質部でクラスターを構成してい

る細胞で、後者ではエピゴナル器官の間質の

クラスターを構成している細胞でその局在が

見られた。また、Cyp11a1についても同様な解

析を精巣およびエピゴナル器官で行ったとこ

ろ、3b-hsdと同様であった。今後、卵子形成

や卵殻腺形成にこれらのステロイド代謝酵素

がどのような役割を果たしているのかを明ら

かにする必要がある。 
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