
神奈川大学・理学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２７０２

基盤研究(C)（一般）

2019～2017

造雄腺ホルモンによる甲殻類の性転換誘導機構の解明

Elucidation of the mechanism of sex reversal by androgenic gland hormone in 
crustaceans

１０３６１８０９研究者番号：

大平　剛（Ohira, Tsuyoshi）

研究期間：

１７Ｋ０７９４７

年 月 日現在  ２   ６ ２５

円     3,600,000

研究成果の概要（和文）：アメリカザリガニの造雄腺ホルモンをコードするcDNAを単離し、アメリカザリガニ造
雄腺ホルモンのアミノ酸配列を明らかにした。次いで、アメリカザリガニ造雄腺ホルモンを化学合成した。そし
て、合成造雄腺ホルモンを、アメリカザリガニの近縁種で単為生殖する全雌のザリガニ（以下、ファラクス）に
週1回の頻度で14回注射した。注射を開始してから20週目に雌性生殖孔が消失し、第1腹肢が雄性化したファラク
スが見出された。生殖腺を観察したところ、精巣と輸精管が確認された。その個体の生殖腺を組織形態学的に観
察したところ、精原細胞や精子形成が確認された。ホルモン処理による完全な性転換の誘導は、本研究が世界最
初の例である。

研究成果の概要（英文）：The cDNA encoding an androgenic gland hormone was cloned from the American 
crayfish Procambarus clarkii and subsequently its amino acid sequence was deduced. Then, the 
androgenic gland was chemically synthesized. The synthesized androgenic gland hormone was injected 
at once a week for a total of 14 times into the marbled crayfish Procambarus fallax f. virginalis 
which is a closely related species of P. clarkii and all-female population. Twenty weeks after the 
start of injection, the female gonopore of the injected individual disappeared and the first 
abdominal limb of the animal became male. This individual had the testis and the vas deferens in the
 body. The spermatogonia and sperm were observed in the testis by the histochemical staining. This 
study is the first report of the induction of complete sex reversal by the hormone treatment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
エビやカニなどの十脚類は成長速度や消費者の好みなどの面で雌雄に差があるため、単性養殖技術の確立が求め
られている。造雄腺ホルモンの作用機構は性統御技術に応用できるため、世界的に発展するエビ養殖に利用しよ
うと国際的な研究競争が激しくなっている。しかし、これまでに造雄腺ホルモン投与によりエビやカニなどの十
脚類を性転換させた例はなかった。そのため、本研究がホルモン処理により性転換を誘導した世界初の報告例で
あり、他国に先駆けてエビ養殖に性統御技術を導入することが可能になった。本研究の成果は、甲殻類の単性養
殖へ向けた応用研究の基礎となることから、その波及効果は非常に大きいと考えられる。

※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）甲殻類の性分化は雄に特異的な内分泌器官である造雄腺で合成される造雄腺ホルモンに
より制御されている。これまでに、研究代表者の属するグループは、甲殻類等脚目に属するオカ
ダンゴムシを実験材料に用いて造雄腺ホルモンの精製、構造解析、cDNAクローニングを進めて
きた。そして 2002年には、オカダンゴムシ造雄腺ホルモンの組換え体を作製して、それを若い
雌のダンゴムシに投与し、雌から雄への性転換を誘導することに成功した①。一方、十脚目の造
雄腺ホルモンの探索は永らく暗中模索であったが、2007 年にザリガニの一種（Cherax 
quadricarinatus）にダンゴムシの造雄腺ホルモンと類似性を示す分子が存在すると報告された
②。その配列を参考にして、研究代表者の属するグループは、テナガエビ科のエビ類やクルマエ
ビの造雄腺ホルモンをコードする cDNAを単離してきた③④。そして、in vitroの生物検定系で、
雌特異的なタンパク質の発現を抑制するクルマエビ造雄腺ホルモンの化学合成に成功した⑤。し
かし、この合成造雄腺ホルモンをクルマエビの稚エビに投与しても、性転換を誘導することには
成功しなかった。原因は、性分化前の雌の稚エビのみを選別することができなかったためである。
この問題を解決するために、本研究では単為生殖する全雌のザリガニ（以下、ファラクス）
Procambarus fallax f. virginalisを実験材料に用いて実験を行うことにした。 
 
（２）前述したように、研究代表者は生物造活を有するクルマエビ造雄腺ホルモンの化学合成に
は成功したが、性転換の誘導には成功していない⑤。この様な状況の中、単為生殖する全雌のフ
ァラクスに、近縁種のアメリカザリガニの造雄腺を移植すると雄性化することが報告された⑥。
2016年度、研究代表者自身も同様の実験を行い、ファラクスが雄性化することを確認した。こ
れらの結果は、ファラクスにアメリカザリガニ造雄腺ホルモンの感受性があることを示してい
る。本研究では、これまでの研究代表者の経験を活かして活性型のアメリカザリガニ造雄腺ホル
モンを化学合成し、それをファラクスに投与することで完全な性転換を誘導することにした。 
 
２．研究の目的 
オカダンゴムシでは性分化前の若い雌に造雄腺ホルモンを投与すると、雌から雄への性転換を
誘導できる①。一方、エビやカニなどの十脚類では、造雄腺ホルモン投与による性転換の誘導に
成功した例はない。そこで本研究では、活性型の造雄腺ホルモンを化学合成すること、化学合成
した造雄腺ホルモンを若いファラクスに投与して性転換を誘導することを目的とする。そして
最終的に、性転換に関わる分子基盤を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）アメリカザリガニ造雄腺ホルモンをコードする cDNA の単離 
アメリカザリガニの造雄腺から total RNA を抽出し、first strand cDNA を合成した。既知の造
雄腺ホルモンの配列を参考にしてプライマーを設計し、RT-PCR によりアメリカザリガニ造雄腺
ホルモンの cDNA 断片を増幅した。そして、RACE 法により全長のアメリカザリガニ造雄腺ホルモ
ンの cDNA を増幅して、全塩基配列を明らかにした。 
 
（２）アメリカザリガニ造雄腺ホルモンの化学合成 
研究代表者は、活性型のクルマエビ造雄腺ホルモンを化学合成した経験を有している⑤。その合
成法を利用し、アメリカザリガニ造雄腺ホルモンを化学合成した。 
 
（３）合成アメリカザリガニ造雄腺ホルモンのファラクスへの投与実験 
平均体長が 26 mm のファラクスに、化学合成したアメリカザリガニ造雄腺ホルモンを 1 µg/g 体
重となるように投与した。投与に用いた個体数は 27 尾で、週 1 回の頻度で 14 回注射を行なっ
た。対照群には生理食塩水を注射した。注射後のファラクスは個別飼育し、生存数と脱皮の有無
を記録した。脱皮した個体は外部形態によって、雄性化の有無を確認した。外部形態が雄性化し
た個体は解剖して生殖腺の組織形態を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）アメリカザリガニ造雄腺ホルモンをコードする cDNA の単離 
本研究で単離した cDNA は、25残基のシグナルペプチド、38 残基の B鎖、4残基のプロセシング
シグナル、94 残基の C ペプチド、4 残基のプロセシングシグナル、45 残基の A 鎖からなるアメ
リカザリガニ造雄腺ホルモン前駆体をコードしていた。アメリカザリガニ造雄腺ホルモンはイ
ンスリンファミリーのメンバーであり、B鎖と A鎖からなる 2本鎖ペプチドであることが明らか
となった。 
 
（２）アメリカザリガニ造雄腺ホルモンの化学合成 
上述した「アメリカザリガニ造雄腺ホルモンをコードする cDNA の単離」により、アメリカザリ
ガニ造雄腺ホルモンは 8個のシステイン残基を含み、4対のジスルフィド結合を有すると推定さ
れた。アメリカザリガニ造雄腺ホルモンはインスリンファミリーのメンバーであったため、化学
合成したアメリカザリガニ造雄腺ホルモンのジスルフィド結合の架橋様式は脊椎動物のインス
リンと同じにした。 



（３）合成アメリカザリガニ造雄腺ホルモンのファラクスへの投与実験 
化学合成したアメリカザリガニ造雄腺ホルモンをファラクスに注射をした。14 週間にわたり注
射実験を実施した結果、20 週目に雌性生殖孔が消失し、第 1 腹肢が雄性化した個体が見出され
た（図 1）。解剖して生殖腺を観察したところ、アメリカザリガニ造雄腺ホルモン投与群の個体
にのみ精巣と輸精管が観察された（図 1）。その個体の生殖腺を組織形態学的に観察したところ、
精原細胞や精子形成が確認された（図 1）。このことから、アメリカザリガニ造雄腺ホルモンを
ファラクスに投与すると外部形態と内部部形態が雄性化することが分かった。 
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