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研究成果の概要（和文）：二枚貝類の生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（Gonadotropin releasing hormone, 
GnRH）の構造的な特徴、ホタテガイにおける2種類のGnRHペプチドホルモンによる雌雄の性分化と生殖細胞発達
の誘導を明らかにした。その作用を仲介するステロイドホルモン生合成経路関連遺伝子群を明らかにし、雌雄そ
れぞれに特徴的な生殖周期を示唆した。
セロトニンによる産卵を阻害している卵成熟休止因子（Oocyte Maturation Arresting Factor, OMAF）の全長
OMAFに対する抗体を用いた吸収による抑制解除によって、各種二枚貝類の放精及び精子運動能を活性化した。

研究成果の概要（英文）：Peptide sequences of gonadotropin releasing hormones (GnRHs), which are 
conserved among bivalves, was characterized in comparison with vertebrates. Induction of sex 
differentiation based on the observed difference of sex specific gene expression among sexes and 
germ cell development with two types of scallop GnRHs were demonstrated. And the occurrence of 
steroidogenic pathway-related genes, which is suggested mediating the abovementioned GnRH function, 
was proposed and sex specific profile of these genes between sexes during reproductive cycle was 
suggested.
Primary structure of oocyte maturation arresting factor (OMAF), which is a neural factor to 
interfere serotonin-induced spawning was revealed. And neutralizing full OMAF antibody resulted in 
blockage of OMAF-inhibited serotonin function and activation of spawning of male and sperm motility.

研究分野： 水産増殖学

キーワード： 二枚貝　性分化　性成熟　産卵　神経内分泌　GnRH　ステロイドホルモン　性特異的遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、害的生物による食害や感染による斃死に加え、環境激変による資源量や養殖生産量の激減によって、環境
と共生する漁業として世界に認められている、二枚貝養殖の持続的な生産が危ぶまれている。それを解決するた
めには、二枚貝の人工種苗生産技術の開発が急務である。
その基盤となる二枚貝における性分化・性成熟・産卵に関する生殖内分泌調節機構の知見を深化させ、人工種苗
生産技術として応用する意義は、食料としての水産物増産のみならず、生殖内分泌機構に関わる生物の普遍的な
メカニズムとその進化の解明においても非常に大きな意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）環境への負荷のない無給餌で増養殖されている二枚貝では、移植などによって混入する害
的生物による食害や原虫や細菌の感染による斃死に加え、環境激変による資源量や養殖生産量
の激減を引き起こし、将来にわたる持続的な二枚貝の増養殖が危ぶまれている現状にある。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はもとより、計画
性のある種苗の供給や激変する環境に適した形質を持つ種苗の開発が不可欠である。 
（2）それを可能にする二枚貝の人工種苗生産技術の開発が急務であるにもかかわらず、未だに
立ち遅れている。二枚貝類に広く適用でき、特定の遺伝形質の開発にも不可欠な、しかも計画性
のある人工種苗生産を実現させるためにも、これまで蓄積してきた基盤となる二枚貝における
生殖内分泌調節機構の知見を更に深化させ、人工種苗生産技術として具現化する必要がある。 
（3）ホタテガイにおいて２種類の pyGnRH ペプチドを同定し、11 アミノ酸残基 pyGnRH（C
末端 Pro-NH2）によるエストロゲン合成誘導・分泌を介したホタテガイの精原細胞増殖および、
雌の雄性化と精子形成促進作用に示される性の再分化を報告した。二枚貝類は、外見からは雌雄
判別することができず、性染色体が不明であり、環境要因によって雌雄の性の発現が大きく影響
されることが知られており、二枚貝類における性決定・性分化機構の解明は性統御にとって重要
な課題であり、２種類の pyGnRH ペプチドの性分化および性成熟に対する影響の検討は非常に
重要である。 
（4）二枚貝の産卵は、神経伝達物資セロトニン（5-HT）によるセロトニン受容体を介した一連
の卵成熟・精子運動活性化・生殖輸管繊毛上皮活性化の誘起によって起こる。しかし、5-HT 作
用は二枚貝に広く保持されている卵成熟休止因子（Oocyte Maturation Arresting Factor; OMAF）と
プロスタグランジン F2α（PGF2α）によって抑制的に調節されている。生殖の最終段階である 5-
HT による産卵を抑制的に調節している OMAF と PGF2αの抑制機能の解明とその抑制からの解
放の検討が、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 
上記の背景を解決すべく本研究では、神経内分泌因子による生殖制御による計画的な母貝仕立
てと産卵の実現を図ることを目的に、研究期間内に以下の目標を立てて実施した。 
（1）ホタテガイの 11 アミノ酸残基 pyGnRH（C 末端 Pro-NH2；pyGnRH11aa）と 12 アミノ
酸残基 pyGnRH（C 末端 Gly-OH；pyGnRH12aa）の投与および生殖巣培養組織への添加によ
る影響を、遺伝的な雌雄の性の表現型への影響を、雌雄の卵形成・精子形成および生殖腺の量的
発達および性特異的遺伝子のレベルで明らかにする。 
（2）pyGnRH11aa と pyGnRH12aa のシグナル伝達に重要な受容体を、ホタテガイ精巣と中枢
神経から構築したトランスクリプトームライブラリーや公開されているマガキ、アカザラガイ
のトランスクリプトームライブラリーを参照して同定し、同定した受容体遺伝子を導入した哺
乳類培養細胞（HEK293）を用いて、2 種類の pyGnRH ペプチドに対する受容体の機能を明ら
かにする。 
（3）ホタテガイ精巣と中枢神経から構築したトランスクリプトームライブラリーや公開されて
いるゲノムデータベースを参照に、ステロイドホルモン生合成経路を構成する生合成酵素群を
分子クローニングし、それらの発現と生殖周期との関連、pyGnRH11aa と pyGnRH12aa によ
る発現動態への影響を明らかにする。 
（4）種々の二枚貝の中枢神経由来の GnRH 前駆体遺伝子単離とペプチド配列比較による二枚
貝 GnRH ペプチド群の特徴と構造的な共通性を明らかにする。 
（5）産卵における卵成熟休止因子（OMAF）と PGF2αの卵・精子活性化および成熟卵・精子の
放出阻害の作用機序を明らかにし、それらの産卵抑制機能からの解除に基づく、5-HT による種々
の二枚貝の産卵誘発の増強効果を検証する。 
これらの成果をもとに、神経内分泌因子によって操る母貝の性統御と雌雄の人工催熟および人

工産卵に基づく高度化した人工種苗生産技術開発の基盤を築く。 
３．研究の方法 
（1）生殖を司る生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（Gonadotropin Releasing Hormone, GnRH）遺
伝子と GnRH ペプチド配列及びその受容体遺伝子の決定 

ホタテガイ中枢神経系から総 RNA 抽出、逆転写 cDNA 合成、既知の GnRH 前駆体タンパク
質アミノ酸（preproGnRH）配列の保存性の高いペプチド領域から設計した縮重プライマーによ
る候補断片の獲得、RACE 法による伸長と完全長 cDNA の獲得を行なった。その他のアサリなど
二枚貝類からも同様に完全長 preproGnRH cDNA を獲得し、GnRH ペプチド配列を推定した。ま
た、ホタテガイ生殖巣、中枢神経系などの次世代シーケンサーによるトランスクリプトームデー
タを構築し、その中から既知の GnRH 受容体塩基配列との相同性の高いコンティグを探し出し、
中枢神経 cDNA からホタテガイ GnRH 受容体 cDNA を獲得した。受容体の機能は、HEK293 細
胞にホタテガイ GnRH 受容体遺伝子を導入し、受容体タンパクを発現させて、シグナルの細胞
内への伝達経路を特定するとともに、その細胞内情報伝達系の活性化を指標に、同定したホタテ
ガイ GnRH ペプチドに対する受容体の応答機能を解析した。 
（2）性分化と性成熟の内分泌制御 

女川湾、雄勝湾、陸奥湾で養殖されたホタテガイを未分化期・性分化初期・成長期・成熟期・
産卵期・産卵後期・退縮期の中枢神経、生殖巣、卵・精子などを採取し、組織学、生化学、分子
生物学的解析に供した。未分化期もしくは成長期のホタテガイに対する合成 GnRH ペプチドホ



ルモンの投与実験、及び生殖巣組織片の無菌培養への合成 GnRH ペプチドホルモンの添加培養
実験を行い、生殖巣発達の定量的な解析や生殖細胞の形態的な発達、性成熟指標遺伝子や性特異
的遺伝子などの転写への影響を検討した。 
（3）産卵の内分泌制御 

主要な二枚貝類の生殖巣から単離した卵、精子を人工海水に懸濁して、添加した脳ホルモン
やそれに対する抗体などの影響を、卵核胞崩壊を指標にした卵成熟及び精子の運動性を指標に
精子活性化に対して検討した。また、個体に直接それらを投与することによって引き起こされる、
産卵への影響を卵及び精子の放出数として評価し検討した。中枢神経系由来の神経タンパク、卵
成熟休止因子（Oocyte Maturation Arresting Factor; OMAF）のプロテインシケンサーによる内部部
分アミノ酸配列を獲得し、部分アミノ酸配列を元にそれぞれに対する両方向の縮重プライマー
を設計し、中枢神経から獲得した cDNA を鋳型に増幅断片を獲得し、RACE 法による伸長と完全
長 cDNA を獲得し、一次構造の解析、完全長の組換え OMAF タンパク質の合成及び活性を検証
した。 
４．研究成果 
（1）生殖を司る生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（Gonadotropin Releasing Hormone, GnRH）遺
伝子と GnRH ペプチド配列及びその受容体遺伝子の決定 

GnRH はその配列の相同性から、昆虫に至るまでの両側動物に広く存在する adipokinetic 
hormone (AKH)、 corazonin (Crz)、adipokinetic hormone/corazonin-related peptides (ACP)とともに
GnRH スーパーファミリーを構成していることと、その先祖分子が非常に古いことが、ここ十年
ほどで知られるようになってきた 1）。二枚貝類、腹足類、頭足類からなる軟体動物の GnRH ペプ
チド領域の N 末端ピログルタミン酸の後ろに、2 アミノ酸残基が挿入されていることが共通し
た特徴であり、この特徴が、GnRH 受容体に結合するために重要な構造であることがマダコで明
らかにされている 1）。その他多くの同定した二枚貝類の GnRH 前駆体遺伝子から推定されたペ
プチド領域にもこの特徴が認められ、同時に、N 末端ピログルタミン酸の後ろのアミノ酸残基と
C 末端プロリンアミドの前のアミノ酸残基によって、アサリ・ウバガイグループ、アカガイグル
ープ、カキ・ホタテガイグループの大きく 3 つに大別されることも明らかになった（図 1）。こ
のことは、二枚貝類に広く作用する共通した GnRH ペプチド配列を設計するための重要な知見
であり、後述する GnRH 受容体における応答性を調べることで、二枚貝類に汎用的な GnRH ペ
プチドホルモの創出を可能にする成果である。 

一方、ホタテガイで同定された pQNFHYSNGWQPG-OH
（ pyGnRH12AA-OH ） と pQNFHYSNGWQP-NH2

（pyGnRH11AA-NH2）の 2 種類のホタテガイ GnRH は、標的
細胞に対してその機能を果たすためには細胞膜上に分布す
る受容体に受け取られる必要がある。トランスクリプトーム
データベースを構築し、候補遺伝子を探し出し、完全長 cDNA
を決定した。ホタテガイ GnRH 受容体（pyGnRHR）の構造は
典型的な 7 回膜貫通領域を持つ G タンパク質共役型受容体
であり、同時に同定したホタテガイ AKH 受容体およびマガ
キ GnRH 受容体 cDNA とともに、GnRH スーパーファミリー
受容体の中でも、AKH、Crz、ACP 受容体とは別れて、無脊
椎動物 GnRH 受容体に分類された。そこで、HEK293 細胞に
pyGnRHR 遺伝子を導入、受容体タンパクを発現させて、両ペ
プチドに対する応答性を調べた。細胞内への GnRH シグナル
伝達はセカンドメッセンジャーとして、サイクリック AMP で

はなく、小胞体から細胞内への Ca2+の放出が媒介していることが明らかとなり、その応答は
pyGnRH11AA-NH2 に対してのみ見られ、pyGnRH12AA-OH には細胞内への Ca2+の放出は認めら
れなかった（図 1）。すなわち、同定した pyGnRHR は、細胞内 Ca2+の放出を介して細胞を活性化
し、pyGnRH11AA-NH2 に対してのみ応答することを示している。しかし、pyGnRH12AA-OH と
の結合能については明らかではなく、この一つの受容体における pyGnRH12AA-OH と
pyGnRH11AA-NH2 との相互関係を明らかにすることは、GnRH ペプチド機能を理解し利用する
ために不可欠な課題である。 
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図 1 ホタテガイGnRH受容体の
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雌雄異体種であるホタテガイの雄性化と雄への性分化が pyGnRH11AA-NH2 によってもたら
されることはすでに報告していたが、雌性化と雌への性分化の制御因子として、もう一つのペプ
チドである pyGnRH12AA-OH の存在は非常に重要である。両 pyGnRH ペプチドを雌雄それぞれ

に投与すると、pyGnRH11AA-NH2 投与群は、雌の
性転換までは起こさなかったが、精巣を発達させ
た一方で、卵巣発達を阻害する傾向にあった。
pyGnRH12AA-OH は逆に、卵巣を発達させた一方
で、精巣発達を阻害する傾向を示した（図 2）。こ
のことは、pyGnRH11AA-NH2 は雄の性分化および
生殖細胞発達に、pyGnRH12AA-OH は雌の性分化
および生殖細胞発達に関与している可能性を強く
示唆している。卵巣や精巣培養組織への両 pyGnRH
ペプチドを添加した組織中の性表現を反映する性
特異的遺伝子の解析からも支持する結果が得られ
ている。ホタテガイのトランスクリプトームおよ
びゲノムデータベースから、雌に特異的であり性
成熟とともに発現量が上昇する遺伝子 foxl2と雄に
特異的な遺伝子 dmrtの単離同定し（図 3）、これを
指標に解析した結果、卵巣では pyGnRH11AA-NH2

は dmrtを上昇させ、pyGnRH12AA-OH と競合させ
るとその機能を阻害する。一方、pyGnRH12AA-OH

は foxl2を強く上昇させ、pyGnRH11AA-NH2 と
競合させるとその機能を阻害する。精巣ではこ
の関係が逆の傾向を見せた。すなわち、両
pyGnRH ペプチドは拮抗的な関係にあり、
pyGnRH11AA-NH2 は精巣化を pyGnRH12AA-
OHは卵巣化の鍵となる神経ペプチドホルモン
であり、これを応用することによって性統御と
人工催熟による親貝仕立てに基づいた計画的
な人工種苗生産を可能にできる。しかし、今回
は性転換をともなうような性の再分化の再現
には至らず、さらなる投与法や生物材料の状態、
飼育環境などを考慮して、再検討する必要があ
る。 

pyGnRHの機能は、直接精原細胞や卵母細胞
などの生殖細胞に働くのではなく、生殖巣内に

その存在が示唆されているエストロゲン合成細胞を刺激して、分泌されたエストロゲンを介し
て働いていることが報告されている 1）。エストロゲン合成やエストロゲンの受容機構は未だ不明
であったが、まず、同じ二枚貝類のムラサキイガイとホタテガイからそれぞれ 2 種類のエストロ
ゲン受容体を単離同定し、その構造と発現解析を行った。エストロゲンと結合する領域の構造解
析から、哺乳類を含む脊椎動物のエストロゲンとは若干異なる官能基を持っているエストロゲ
ン様物質と結合している可能性が示唆された 2）。これを裏付ける様に、バイオインフォマティッ
クスを駆使して、ホタテガイをモデルに軟体動物で初めてコレステロールからエストロゲン生
合成までのステロイド生合成経路を提示することができた。生合成経路に沿って順に、starの 2

種類のアイソフォーム star3と star9、
cyp17a1、3βヒドロキシステロイド脱
水素酵素 hsd3b の 2 種のアイソフォ
ーム hsd3b1、hsd3b2、17βヒドロキシ
ステロイド脱水素酵素 hsd17bの 4 種
のアイソフォーム hsd17b8、hsd17b10、
hsd17b11、hsd17b14、5α 還元酵素
srd5a1が同定され、それに加え starと
cyp17a の間に cyp10 が、アンドロゲ
ンからエストロゲンへの変換に
cyp3aが働くことが示唆された。star3
と cyp17a1 の性成熟初期の高発現に
よるステロイドホルモンの活発な合
成の準備、3β ヒドロキシステロイ脱
水素酵素 hsd3bと 17βヒドロキシステ
ロイ脱水素酵素 hsd17b の成熟期にか
けての高発現による活発なエストロ
ゲン合成が示唆された。同じ二枚貝類
のムラサキイガイから単離同定され

cyp10 ? 

cyp3 ? 

�� 

�� 
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図 4 ホタテガイのステロイド生合成経路 
コレステロール側鎖切断酵素（cyp11a）の代わりに cyp10、
アロマターゼ（cyp19a）の代わりに cyp3 が加わる経路を提
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た 2 種類のエストロゲン受容体のエストロゲンと結合する領域の構造が、哺乳類を含む脊椎動
物のエストロゲンとは若干異なる官能基を持っているエストロゲン様物質と結合している可能
性が示唆され 2）、本研究では、男性ホルモンから女性ホルモンであるエストロゲンへの変換に関
わる酵素が脊椎動物とは異なる酵素で構成されている可能性から、最終的に二枚貝類において
生合成されているエストロゲン様物質の構造的な脊椎動物との相違を強く支持した。また、卵巣
と精巣においてそれぞれ特定の酵素が性成熟にともなって上昇していたことは、両 pyGnRH ペ
プチドによる雌雄異なる制御の下にあることが推測された（図 4）。 

このように、両側動物が共通して保有している先祖分子として古い GnRH ペプチドが、二枚
貝類において性分化や性成熟に深く関わり、それを応用して生殖を操作する性統御や人工催熟
技術として進展させることができた。 
 
（3）産卵の内分泌制御 

二枚貝類の産卵は神経伝達物質セロト
ニン（5-hydroxytriptamine、5-HT）によって
誘起されることはすでによく知られてい
た。すなわち、5-HT は卵膜、精子鞭毛、
生殖輸管の繊毛上皮細胞の 5-HT 受容体を
介して多様なイオンチャンネルを活性化
させ（図 5）3）、卵成熟（減数分裂による
卵核胞崩壊として認知）、精子運動活性化、
繊毛運動活性化することで成熟した卵・精
子が体外に放出され産卵に至る。特に、卵
成熟と精子運動活性化が産卵の大前提に
あることが重要なポイントである。しかし、
5-HT を投与したからと言っても二枚貝類
の応答には個体差が非常に大きいことか
ら、5-HT の作用に対して抑制的に制御す
るメカニズムがあることが推測された。す
でに、5-HT による生殖輸管の繊毛運動に
対してプロスタグランジン F2α は抑制的

に作用していること、5-HT による卵成熟誘起と精子運動活性化は、新規の神経タンパクである
卵成熟休止因子（Oocyte Maturation Arresting Factor, OMAF）によって抑制的に制御されているこ
とを、二枚貝類に共通して見出している。5-HT による産卵誘発を確実にするためには、これら
の抑制的な制御の解除が不可欠と考えられ、特に、生殖細胞に直接作用している OMAF の正体
を探り、その機能をノックダウンすることが計画的な人工産卵に必須である。 

OMAF は電気泳動城 52kDa の分子質量を持ち、卵への受容機構を介して作用するらしく、単
離した完全長 OMAFcDNAは 1679bp の塩基配列、483 アミノ酸残基からなる推定分子質量 53,677
のタンパク質であり、電気泳動で検定した値とほぼ同じことから単純タンパクであることがわ
かった。一次構造解析の結果、全長 OMAF タンパクにはプロテインシーケンサーで明らかにし
た全ての内部アミノ酸配列が確認され、前半に分泌シグナル、抑制作用の主体と思われる未知配
列、その後ろにコイル構造、後半に Cu/Zn スーパーオキシドジスムターゼが続く複合的な構造を
持っていた。卵成熟休止因子（OMAF）の全長に対する組換えタンパクの in vitro 合成を、これ
まで大腸菌や酵母を用いたベクター・宿主系で試み、少量の組換え OMAF しかできなかったが、
pCOLD ベクターを用いた大腸菌タンパク発現系を用いることで、全長 OMAF に対する抗血清を
得ることに成功した。ホタテガイ OMAF 全配列に対する抗体による前処理は、アカザラガイ、
アサリのセロトニンによる放精数を上昇させるとともに、各種二枚貝精子運動能を活性化した。
抑制からの解除によって産卵誘発の引き金である 5-HT を最大限引き出すことによって、広く二
枚貝類の確実な人工産卵技術として進展させることができた。 
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図 5 精子運動活性化におけるセロトニンの作用機序 
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