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研究成果の概要（和文）： 

下垂体から分泌され、生殖腺を刺激するホルモン（ゴナドトロピン；GTH）は、顎を持つ脊椎

動物では、性ステロイドを介した配偶子の形成・成熟や、繁殖行動の誘起に必須の役割を担っ

ている。本研究では、現存する最古の脊椎動物であるヌタ（メクラ）ウナギの下垂体 GTH 遺伝

子の同定を発端に、酵母細胞を宿主として組換え型 GTH を遺伝子工学的に構築している。この

組換え型ホルモンは、ヌタウナギ自身が持つ天然型 GTH と生化学的に極めて類似した構造を持

ち、生殖腺からの性ステロイドの分泌を促進することが示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
Gonadotropins (GTHs) in jawed vertebrates, are synthesized and secreted from the 

pituitary and stimulate the gonads inducing the synthesis and release of sex steroid 
hormones, which in turn elicit growth and maturation of the gonads. Based on the nucleotide 
sequence of GTH in most primitive jawless vertebrates, brown hagfish (Paramyxine atami), 
we have constructed the recombinant protein using the methylotrophic yeast (Pichia 
pastoris). The protein has shown similar biochemical characteristics with native hagfish 
GTH, and has stimulated the release of sex steroids from organ-cultured gonad of hagfish, 
suggesting similar biological actions, gonadotropic actions, of the recombinant hormone. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2008 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2009 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：生物学 
科研費の分科・細目：形態・構造 
キーワード：比較内分泌学、生理学、生殖、進化、ホルモン 



 
１．研究開始当初の背景 

脊椎動物は、今からおよそ 5 億年前に出

現し、さまざまな環境に適応して生息域を

広げ、進化を遂げてきた。脊椎動物の適応

放散の背景には、神経系や内分泌系といっ

た情報伝達系の進化とその機能の多様化が

関わっている。下垂体から分泌される生殖

腺刺激ホルモン（GTH）は、生殖腺の発達や

配偶子の形成・成熟に関わる内分泌因子で

あり、顎を持つ脊椎動物（顎口類）の生殖

内分泌現象において中枢的役割を担ってい

る。しかしながら、脊椎動物の進化の最初

期に出現した、顎を持たない無顎類・ヌタ

（メクラ）ウナギにおいては、これまで下

垂体ホルモンの存在すら疑問視されてきた

ため、ホルモン分子の単離や機能解析は全

くなされておらず、この動物の生殖現象と

内分泌系による制御機構に関する知見は極

めて乏しい。 

近年、申請者らは、新潟県産のクロヌタ

ウナギ（Paramyxine atami）の下垂体 cDNA

ライブラリーを構築し、GTHα鎖とβ鎖をコ

ードする遺伝子を単離し、この分子が脊椎

動物の GTH の共通祖先分子である事を示唆

している。さらに、この分子は性成熟の進

んだ個体で発現量が高まることから、クロ

ヌタウナギの GTH が生殖現象に大きく寄与

している可能性を示唆している。今後、ク

ロヌタウナギの GTH の機能や、この動物群

における生殖内分泌現象を総括的に理解す

るためには、この動物自身の GTH タンパク

の単離が必要不可欠であるが、本種の下垂

体は非常に小さく、原始的な形態をしてい

るため、下垂体から GTH を大量に精製する

ことは現実的ではない。近年、急速に進歩

を遂げた遺伝子工学的手法および生化学的

手法により、様々な動物種において組換え

ホルモンが構築され、ホルモン分子の生理

機能の解明といった基礎研究のみならず、

医薬・農畜水産業などの分野でも組換えホ

ルモンが利用されている。組換え型 GTH に

関しては、酵母、昆虫、哺乳類の細胞の発

現系を用いて、生理活性の認められるホル

モンが構築され、魚類においても生殖内分

泌機構の解明に寄与している。従って、組

換えホルモンの構築技術をヌタウナギ類に

適用し、生理活性のある GTH が大量に作出

できれば、この動物の生殖内分泌機構に関

する知見を飛躍的に増大させることが可能

である。 

一方、尾索動物のホヤ、頭索動物のナメ

クジウオ、無顎類のヤツメウナギにおいて

は、初期発生過程が良く知られており、こ

れらの動物群は“脊索動物の進化と多様性”

を発生学的な視点で理解するうえで極めて

重要な動物群である。しかし、ヌタウナギ

類の産卵場所や繁殖行動はまったく知られ

ておらず、その胚発生の全過程については、

19 世紀末に Dean により記載されているの

みであり、ヌタウナギ類における発生学的

知見は皆無に等しい。このような背景から、

ヌタウナギの受精卵や初期発生胚を恒常的

に得るには、これまで日本産ウナギで取り

組まれているように、GTH の投与による人

為催熟技術の確立が最善の策である。ヌタ

ウナギ類において組換え型 GTH を構築し、

それを用いてこの動物群の生殖内分泌機構

を十分に理解できれば、人為催熟技術の確

立と初期発生胚の入手に繋がると考えられ

る。 

 
２．研究の目的 



本研究においては、（１）クロヌタウナギ

より単離された GTH遺伝子の配列を基盤に組

換えホルモンを構築する、（２）その生化学

的・生物学的特性を調べ、その機能を理解す

る、（３）組換え型 GTH を用いてヌタウナギ

類の生殖内分泌機構を十分に理解し、それを

人為催熟技術へ応用し、発生学的にほとんど

未知である初期発生胚を得ることを目的と

した。 

 
３．研究の方法 

（１）組換え型タンパクの構築とその生化学

的特性の理解 

単離したクロヌタウナギの GTHα鎖とβ鎖

遺伝子から推定されるアミノ酸配列に 6分子

のヒスチジンが付加されるように、GTH 遺伝

子を PCR 法により増幅した。これらの増幅産

物を同一の発現ベクターに組み込み、α鎖と

β鎖を共発現するベクターを構築した。両ベ

クターを、メタノール資化性酵母（Pichia 

pastoris）に共導入し、形質転換体を作出し

た。得られた形質転換体をメタノール存在下

で培養し、酵母培養液中に組換え型タンパク

を発現・分泌させた。次に、培養上清を

SDS-PAGE により分離した後、Western blot

法を用いて、ヒスチジン分子ならびに GTHα

鎖ならびにβ鎖に特異的な抗血清により、組

換え型タンパクを発現するクローンの選別、

組換え型タンパクの生化学的特性の評価を

進めた。また、抗ヌタウナギ GTH 抗体に免疫

陽性反応を示すタンパク分画のアミノ酸配

列解析も行った。 

 

（２）組換えホルモンの生物学的活性の評価 

組換え型ホルモンの生理活性を知るうえ

で、下垂体に含まれる天然型 GTH を単離する

ことは必須である。そこで、組換え型 GTH の

生物学的検定の前段階として、天然型ヌタウ

ナギ GTH を単離することを試みた。まず、成

熟したクロヌタウナギの下垂体を採取し、そ

の抽出物をゲル濾過カラムや HPLC により分

画化した。クロヌタウナギ GTH に特異的な抗

血清を用いて、各分画サンプルにおける免疫

陽性反応を調べ、天然型 GTH の単離・精製を

行った。精製タンパクの一部はアミノ酸配列

解析に用い、N末端側のアミノ酸配列の構造

が、遺伝子構造から推定される配列と合致す

ることを確認した。次に、組換えタンパクを

最も効率良く発現する酵母細胞を大量に培

養し、得られた組換え型 GTH ならびに天然型

GTH の双方を用いて、それらの生物活性を以

下の方法で調べた。 

クロヌタウナギの生殖腺（精巣）の器官培

養系を確立し、成熟の進んだ個体の精巣片を

天然型ならびに組換え型 GTHを含む培養液中

で 24 時間培養した。培養液中に放出された

性ステロイド[エストラジオール 17β（E2）

ならびにテストステロン（T）] 量を時間分

解蛍光免疫測定法により定量し、GTH 分子の

ステロイド分泌能を解析した。 

 

（３）組換え型 GTH を用いた血中ホルモン量

の測定系の確立 

ヌタウナギ類において血液中の GTH量を測

定することは、この動物の生殖内分泌現象を

理解するために必須である。ヌタウナギにお

いても、構築した組換え型 GTH を基盤に、血

中 GTH量を測定するための免疫測定法の確立

を目指した。本研究では、単離・精製した組

換え型 GTH をウサギに免疫し、抗血清を作製

した。なお、抗血清の作製に関しては、抗原

の連続投与、ウサギの管理・飼育、採血など

はすべてオペロンバイオテクノロジー（株）

に委託した。 

 
４．研究成果 
（１）組換えホルモンの構築と生化学的特性 

クロヌタウナギの GTH 遺伝子を PCR 法によ



図１ 組換え型タンパクの抗 GTH 抗体
による Western Blot 解析 

図 2 組換え型 GTH の生物活性 

り増幅し、組換え型タンパクを発現する形質

転換体を 8個得た。これらの形質転換体を発

現誘導し、培養上清を抗ヒスチジン抗体によ

り Western blot 解析し、組換えタンパクを

発現するクローンのスクーニングを行った。

その結果、複数のクローンが分子量約 40 KDa

のタンパクを産生していることが示された。

さらに、これらの陽性形質転換体を大量に発

現誘導し、その培養上清から精製したタン

パクに還元処理を施した結果、分子量約 25 

KDa と 22 KDa の 2種類のタンパクが認められ

た。これら 2種類のタンパクは、抗ヌタウナ

ギ GTHα鎖抗体とβ鎖抗体にそれぞれ陽性反

応を示した（図１）。以上の結果から、酵母

細胞を宿主として作出した組換え型タンパ

クは 2量体構造をとり、ヌタウナギの下垂体

に存在する天然型 GTHに極めて類似した構造

であることが示唆される。さらに、組換え型

GTH のアミノ酸配列解析から、2 種類のタン

パクのＮ末端約 10 残基の配列は、天然型 GTH

のアミノ酸配列と極めて高い相同性を示し

た。 

（２）組換え型ホルモンの生物学的活性 

精製した天然型ならびに組換え型 GTH を、

クロヌタウナギの精巣を用いた器官培養系

に供し、培養液中への性ステロイド［エスト

ラジオール 17β（E2）およびテストステロン

（T）］の放出量を指標に、両者の生理活性を

解析した。その結果、天然型 GTH では、5   

μg/ml の濃度で E2 や Tの分泌量が対照群に

比べ有意に増加した。一方、組換え型 GTH を

高濃度(10 μg/ｍｌ)で処理した場合、培養

液中への E2（図 2A）と T（図 2B）の分泌量

は約 1.7 倍に増加した。以上の結果は、作出

した組換えタンパクが生殖腺に作用し、ステ

ロイドの分泌を促す、GTH 様の機能を持つこ

とを示唆している。 

 

（３）血中 GTH の測定系の確立を目指して 

精製した組換え型 GTH を抗原分子とし、こ

れをウサギに免疫し、血中 GTH を測定するた

めの特異的抗血清を得た。現在、抗血清の特

異性を解析しており、特異性を明らかにした

うえで、ヌタウナギ類の血中 GTH 量を測定す

るための免疫測定系の確立を進めたいと考



えている。ヌタウナギ類においては、GTH が

繁殖過程のどのタイミングで分泌されるの

かといった、血中 GTH の分泌プロファイルに

関する知見が全く知られていない。ヌタウナ

ギ類における GTH の分泌に関する知見は、こ

の動物群の生殖内分泌現象の理解を大きく

進展させると考えている。 

無顎類・ヌタウナギは、現存する最古の脊

椎動物であるにも関わらず、生物学的な知見

が極めて乏しく、“謎に満ちた生きた化石”

と言える。しかし、この動物群を理解しなけ

れば、今日大繁栄を遂げた脊椎動物の進化や

多様性を理解することはできない。本研究で

構築した組換え型 GTH や、それを基盤に作出

した抗血清は、ヌタウナギ類における生殖内

分泌現象を理解するうえで、極めて重要な

Key Molecule となることが期待され、今後、

謎に包まれてきたヌタウナギ類の生殖内分

泌現象の全貌の理解が敏速に、かつ、着実に

進むと考えられる。さらに、これらの分子種

を基盤に、ヌタウナギ類の生殖腺の機能分化

と内分泌系による制御機構が十分に理解さ

れ、組換え型ホルモンを人為催熟技術に結び

付けられれば、この動物の繁殖行動の理解や、

恒常的な胚の入手に端を発した初期発生、初

期成長過程の理解へも繋がり、国内外で活発

に研究が展開されている比較内分泌学の分

野のみならず、発生、進化、行動、生態、生

理学といった多くの学術分野に新たな知見

を波及できると考えられる。 
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