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研究成果の概要（和文）：性ステロイドは脊椎動物に特有なホルモンで、生殖機能を制御し、体内の神経・内臓の活動
のバランスを維持している。その作用機構は複雑な代謝系を介するので新たな機能の発見もあるが不明の部分も多い。
そこで本研究は、脊椎動物の祖先型がもつ性ステロイドが脊椎動物の根幹であると考え、脊索動物門頭索動物亜門ナメ
クジウオの性ステロイド代謝系を調べた。その結果、脊椎動物ではほとんど使われない5α還元ステロイド代謝系が主
要であり、神経系でも活発に生合成されていることが明らかになった。以上から、脊椎動物の性ステロイドは脊索をも
つ段階で獲得され、多様な代謝系に進化したことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Sex steroids are specific hormones in vertebrates, which control the reproductive 
function and maintain the balance of the nerve and visceral activities of the body. Their role is 
manifested through a complex metabolic system of steroidogenesis Thus, new functions of the sex steroid 
system are being discovered; however, many other functions remain unknown. In this study, we examined the 
sex steroid metabolic system of amphioxus. We found a major sex steroid metabolic pathway, 5α-reduced 
steroid, which is rarely used in vertebrates. In addition, the sex steroids are actively synthesized in 
the nerve system. It suggests that sex steroidogenesis of vertebrates is acquired in step with the 
evolution of a notochord and diverged during the evolution in Chordata.

研究分野： 比較内分泌

キーワード： 性ステロイド　ナメクジウオ　脊索動物　進化　神経索　in situ　ハイブリダイゼーション
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

（１）脊索動物門 

脊椎動物は脊索動物門に属し、この門には
脊椎動物亜門の他に、ホヤ類（尾索動物亜門）
とナメクジウオ類（頭索動物亜門）がある。
ホヤ類は脊椎動物にもっとも近縁であり、ナ
メクジウオ類は脊索動物門のなかではもっ
とも古く分岐した動物である（図 1）。 

図１ 脊索動物の進化の模式図 

 

ホヤ類もナメクジウオ類も背骨はないが、
一生のどこかで脊索をもつ時期があり、脊椎
動物の祖先の形質を残す動物グループとし
て注目されてきた。ゲノム解析は、ホヤ類が
2002 年にユウレイボヤで 1)、ナメクジウオ
類は 2008 年にフロリダナメクジウオで 2、3）

行われた。これらのゲノムをヒトのゲノムと
比較したところ、ユウレイボヤはヒトにある
遺伝子の多くを喪失したが、ナメクジウオは
その遺伝子モデルの 90％以上がヒトと相同
であった。このことから脊椎動物への進化を
考える上でナメクジウオはヒトとの間の共
通祖先から分岐した脊椎動物の直接の祖先
のモデルと言うことができる（図 2 ）。 

 

図 2 ナメクジウの外観と体制 

 

（２）脊椎動物の性ステロイド 

本研究は、脊椎動物に特有な内分泌機構が
無脊椎動物から脊椎動物に進化する過程に
注目する。ホヤ類はゲノム解析からも脊椎動
物と共通する遺伝子は少なく、ホヤ独自の内
分泌機構が多い。ユウレイボヤは遺伝子工学
的技法の開発が進みモデル動物として優れ
ているが、ナメクジウオは野生動物の扱いに
くさが残されている。しかし脊椎動物との比
較研究では有用な動物である。特に興味深い
のは、脊椎動物に特有な内分泌現象である。
さらにその中でも生殖や生体調節を司る性
ステロイドとその代謝酵素であるシトクロ
ム P450 酵素（CYP 酵素）の存在は、脊椎
動物とナメクジウオとの共通性を象徴する
ものである。このように脊椎動物の内分泌機

構の解明に対してナメクジウオの貢献は大
きい（図 1 ）2,3)。ステロイドは、分子量が小
さいので核にある受容体に結合して細胞に
直接作用し、微量で活性があり、生理現象の
最終段階での効果を持つホルモンとなるこ
とが多い重要な物質である。 

エストロゲンは性ステロイドのひとつで、
エストラジオールが代表的であり雌の生殖
に特に関わる。内分泌かく乱化学物質として
もよく知られている。アンドロゲンは雄の生
殖に欠かせないホルモンであり、雌雄の性行
動にも関与する。これらのステロイドの元と
なるのはプロゲステロンでこのステロイド
から多くの代謝産物が生成され、実際には脊
椎動物でも哺乳類や魚類など動物グループ
によって重要な働きをする代謝産物がいろ
いろある。性ステロイドの種類とそれらの内
分泌作用の研究はヒトで進んでいるが、それ
でも多くの代謝物に関する解明は不明のま
まである。 

脊椎動物での複雑化したステロイドの作
用機構を解明するために、その“根源”を探
究することが有効であるが、それにはナメク
ジウオが進化の過程を残すと考えられ、最適
な動物である。 

脊椎動物には性ステロイドの他にコルチ
コステロイド（副腎皮質ホルモン）がある。
これらはストレスの指標ともなるステロイ
ドであり医薬品では炎症を抑えるステロイ
ド剤に使われているが、その作用は解明され
ていない部分が多く残されている。ナメクジ
ウオはこのコルチコステロイドがない 2, 3）。
そこで、ナメクジウオの性ステロイドの研究
を進めれば、このコルチコステロイドの祖先
型をナメクジウオで発見できる可能性もあ
る。 

 

（３）ナメクジウオの性ステロイド 

ナメクジウオは脊椎動物と共通する性ス
テロイドをもつが、それらの代謝産物の種類、
それらの受容体に関しては脊椎動物と異な
る。ナメクジウオではテストステロン合成が
ほとんどないか代謝が速く、エストラジオー
ルよりもエストロンが主たるエストロンで
ある 4,5,6)（図 3）。 

 

図 3 脊椎動物とナメクジウオの 

性ステロイド代謝系 



性ステロイドの受容体は、脊椎動物ではエ
ストロゲン受容体（ER）、アンドロゲン受容
体（AR）、プロゲステロン受容体（ＰＲ）の
3 種類があるが、ナメクジウオには ER と性
ステロイド受容体（SR）の 2 種類しかない。
この ER と SR への種々の性ステロイドの結
合活性を測定し、複数の性ステロイドが結合
に関与して ER には結合しないが、SR に結
合する 8)。ER と SR の性質や役割が脊椎動物
への進化の過程でどのように変化や保存さ
れてきたのかを解明すれば、脊椎動物の性ス
テロイド全体の機能の解明につながる。 

 

（４）無脊椎動物の内分泌 

ナメクジウオは脊索動物門に属し脊椎動
物に近縁であるが、無脊椎動物である。1988 

年刊行のホルモンハンドブッには約 370 の
いわゆるホルモンと内分泌情報伝達物質が
掲載されていたが、2008 年の CD版では 800 

を超えた 9)。この増加は遺伝子解析により類
似構造のホルモンと受容体の発見が大きい
が、その多くは無脊椎動物からの発見である。
新規内分泌物質が増加し続けても、脊椎動物
と無脊椎動物との間に位置するナメクジウ
オの内分泌物質は、やはり脊椎動物型が多い。 

ヒトで重要な働きをする性ステロイドの
研究は進んでいるが、そこから漏れた性ステ
ロイドの研究は遅れている。例えば 5α還元
ステロイドは両生類では雄の生殖の最終段
階を制御する重要な性ステロイドであるが、
ヒトではほぼ合成されないために注目され
ていなかったが、最近前立腺がんへの関与が
報告されている。ナメクジウオはこの 5α還
元ステロイドを利用している 7)。 

 

（５）今までと今後の研究 

日本産ナメクジウオはほぼ 40 年前には絶
滅の危機にあるとされた動物であり、研究を
開始するにはナメクジウオの採集がまず課
題であった。本研究に取り組むまでに、採集、
飼育、繁殖の方法の確立を進め 10 )、現在は採
集して水槽室で飼育している。しかし水温
22℃以上の暗黒下で産卵するが、人工産卵の
確立のための条件設定は未だにできていな
い。脊椎動物では有効な排卵誘発ホルモンで
あるｈCG の投与や性ステロイドの投与の効
果は見られていない。 

そこでナメクジウオの産卵誘発のメカニ
ズムは、そのホルモン作用を調べる必要があ
るが、性ステロイド以外は生殖に関わるホル
モンのほとんどをナメクジウオはもってい
ない。具体的には脳の視床下部と下垂体がナ
メクジウオにはなく、これらの内分泌組織で
合成されるホルモンが存在しない。すなわち、
生殖を制御する内分泌機構は脊椎動物と異
なり、脊椎動物のように種々の段階を経るこ
となく、環境刺激が直接生殖腺に至る可能性

も考えられる（図 4）。このことからも、ナメ
クジウオ自体のホルモンとその作用の研究
が必要であり、性ステロイドがいくつもの作
用をもち、生殖を制御していることが示唆さ
れる。  

ナメクジウオの性ステロイドに関しては
研究の端緒であり、本研究をはじめとして、
代謝経路の解明、作用の探索、性ステロイド
生合成の調節機構などの研究を進めること
が必要である。 

 

図 4 性ステロイドの作用機構の比較 

 

２．研究の目的 

 本研究は、脊椎動物の内分泌機構の進化の
過程を明らかにすることを目的とする。その
ために、ヒトと共通祖先をもつとされるナメ
クジウオの性ステロイドに着目し、その代謝
経路と機能を解析する。具体的には、新規性
ステロイドの同定、コレステロールからの性
ステロイド代謝経路の完成、受容体分子の作
用機構、成熟・性分化への役割、人工産卵法
の開発を行う。性ステロイドの進化から、脊
椎動物での性ステロイドの作用に関して新
しい研究展開への貢献が期待できる。また本
研究の結果を脊椎動物と比較し、ナメクジウ
オでの特徴を明確にした上で、脊椎動物の新
たな性ステロイドの意義を考える糸口を示
したい。 

 

３．研究の方法 

（１）材料 
愛知県渥美半島の太平洋岸の遠州灘で成

体のナメクジウオ Branchiostoma japonicum
を採集した。愛知県田原市の赤羽根漁港の漁
船を傭船し、水深 30-40m の砂地を円筒型ド
レッジで 5分間曳き、砂ごとナメクジウオを
採取した。船上でナメクジウオのみを集め、
ビニール袋に入れて研究室に持ち帰り、ろ過
海水を入れた水槽で飼育した。餌は市販のキ
ートセラスを使った。 



図 5 ナメクジウオ採集 
 
（２）神経索の連続切片の作成 
ブアン固定した頭部をパラフィンブロッ

クにし、10μｍの連続切片にして 0.1％トル
イジンブルーで染色し、神経索マップを作成
した。 
（３）遺伝子のクローニング 
フロリダナメクジウオ Branchiostoma 

floridae のゲノム遺伝子データで、ナメクジ
ウオの内分泌関連物質を探索し、その配列を
も と に し て 日 本 産 ナ メ ク ジ ウ オ B. 
japonicum の性ステロイド代謝酵素、エスト
ロゲン受容体などの目的とする遺伝子をク
ローニングした。 
（４）遺伝子発現 
目的とする遺伝子の発現を凍結切片ある

いはホールマウント in situ ハイブリダイゼ
ーション法で調べた。  
（５）免疫組織化学 
ナメクジウオの性ステロイド代謝酵素と

糖タンパク質ホルモンに対する抗体を作成
し、パラフィン切片上で免疫組織化学を行っ
た。  
 
４．研究成果 
（１）神経索の構造と神経細胞の分布 
 神経索断面のヘマトキシリン・エオシン染
色結果は、中心管の周囲に細胞体が集中して
いることを示す（図 6A）。凍結切片（図 6B ）
を DAPI による核染色（図 6C の青）、Neuro 
trace による神経細胞の染色（図 6Cの赤）で
観察すると中心管周囲とその腹側に神経細
胞が集中していた（図 6B、C）。 

図 6 神経索の染色切片 
 
トルイジンブルー染色で神経細胞の分

布を観察すると、神経索の先端からに中
心管の周囲に集中し、後方まで同様な分

布を示した（図７）。 

図 7 神経索の形態 
 
（２）神経索における性ステロイド代謝酵素
の遺伝子発現細胞の分布 
① 5α還元ステロイド代謝酵素 
 １月の非繁殖期と７月の繁殖期の神経索
で遺伝子発現を調べた。両方の季節で神経索
先端には発現が見られず、咽頭より後方の中
心管の腹側の細胞に発現が集中していた。1
月はごくわずかな発現しか見られず、７月に
発現細胞数が増えていた。このことから繁殖
期に活性をもつ重要な酵素である可能性が
示唆された。 
② アロマテース（CYP19） 
テストステロンなどのアンドロゲンをエ

ストラジオール 17β、エストロンなどのエス
トロゲンに代謝する酵素である。７月の繁殖
期のみで調べた。脳胞に強い発現が見られ、
後方になるほど発現細胞数が減少した。5α
還元ステロイド代謝酵素とは対称的であり、
役割の違いが明らかになった（図 8 中）。 
③ エストロゲン受容体（ER） 

7 月の繁殖期でのみ調べた。脳胞に強く発
現し、後方は中心管周囲にわずかな細胞のみ
に発現がみられた（図 8 右）。5α還元ステロ
イド代謝酵素とは発現細胞の分布が異なり、
アロマテースとは脳胞での強い発現が一致
したが、神経索後方での発現はさらに ER の
方が減少した。エストロゲンの合成とその受
容体への結合が近傍で行われていることが
示唆された。 

図 8 7月の神経索でのアロマテース（中） 
とエストロゲン受容体（右）の遺伝子発現 
とニッスル染色像（左）。切片は異なる。 

 
（３）生殖腺における性ステロイド代謝酵素
の遺伝子発現細胞の分布と季節変化 
① VASA 
 生殖腺の生殖細胞と体細胞との区別の
ため、生殖細胞のマーカーである vasa



の発現を調べたところ 3 月の卵巣では若
い卵母細胞にみられた（図 9）。 

 
図 9 3月の卵巣での HE染色（左） 
と vasaの発現（右） 

 
② 卵巣における 5α還元ステロイド代謝酵
素遺伝子の発現 
 3 月の非繁殖期で退縮した卵巣での発現は
若い卵母細胞すなわち一次卵母細胞にみら
れた。8 月の繁殖期でも若い卵母細胞に発現
がみられた（図 10）。 

図 10 卵巣での 5α 還元ステロイド 
代謝酵素の遺伝子発現 

 
③ 精巣における 5α還元ステロイド代謝酵
素遺伝子の発現 
 精子が多いため体細胞と生殖細胞のどち
らも見つけることが難しかった。8 月の精巣
で精巣周縁にわずかに精母細胞とみられる
細胞があり、発現がみられた（図 11）。 

図 11 精巣での 5α 還元ステロイド 
代謝酵素の遺伝子発現 

 
（４）生殖腺における性ステロイド代謝酵素
の局在と役割 
① 5α還元ステロイド代謝酵素の局在 
 免疫組織化学の結果は、未成熟卵巣の内側
の縁に局在した。成熟卵巣では逆に縁には陽
性反応が見られず、外側の上皮細胞に局在し
た。精巣は未成熟な精巣で周囲に局在する精
母細胞や精原細胞に陽性反応が見られた。成
熟精子には見つけることが出来なかった。神
経索では両側腹側に陽性反応が見られ、中心
管周囲の細胞にも検出された。 
遺伝子発現の結果と合わせて、未成熟な個

体では若い卵母細胞で合成され、成熟すると
神経索の咽頭より後方で合成されることが
わかった。このことは、5α還元ステロイド
代謝酵素は、卵胞の発達と成熟に関係し、成
熟すると性行動などの神経系での役割をも
つ可能性が示唆された。 
② アロマテース（CYP19） 

 卵巣での局在は成熟度にかかわらず外側
の上皮細胞に見られた。精巣は未成熟な精巣
の縁側の生殖細胞が集中する部分に陽性反
応が見られた。神経索では中心管周囲の神経
細胞と神経索の両側に陽性反応が見られた。 
 遺伝子発現の結果と合わせて、アロマテー
スは精巣の発達と成熟に関わる可能性が示
唆された。神経索でも何らかの役割を持つこ
とが明らかとなった。 
（５）まとめ 

脊椎動物に特有な性ステロイドの進化を

考えるために、性ステロイドをもつナメクジ

ウオを材料にして性ステロイド代謝酵素の

存在を卵巣と精巣および神経索で明らかに

した。 

神経索の脳胞ではエストロゲンが生合成

されて何らかの役割をもつが、5α還元ステ

ロイドは脳胞ではなく、咽頭より後方での役

割をもつことがわかった。これらの酵素は生

殖腺ではその発達と成熟に関与することが

示唆され、さらに酵素産生細胞が体細胞では

なく生殖細胞自体であることが示唆された。 

生殖腺での他の性ステロイドの局在も調べ

なければならないが、性ステロイドはナメク

ジウオでも生殖機能を司り、神経索でも役割

を担っていることが示唆された。 

（６）今後の展望 

性ステロイド代謝酵素および性ステロイ

ド受容体の種類を増やして遺伝子発現と局

在を調べ、その産生細胞の種類を確認するこ

とにより、性ステロイドの役割を明らかにす

る。ナメクジウオの繁殖期と非繁殖期および

発生・成長過程での性性ステロイドの役割を

明らかにし、脊椎動物との比較によりその進

化を考えたい。ナメクジウオの性ステロイド

は 5α還元ステロイドが重要である可能性が

高く、性ステロイドの利用の進化に関して考

察する。 
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