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研究成果の概要（和文）：プラナリア有性化必須遺伝子として核内受容体遺伝子Dr-nhr1が同定され、この機構
は寄生性扁形動物にも保存されていると予想された。本研究では、(1) Dr-NHR1受容体脂溶性リガンドの同定、
(2)寄生性扁形動物カンテツでのDr-nhr1オルソログの同定を目指した。研究項目(1)では、核内受容体Dr-NHR1の
脂溶性リガンド候補物質を検証する実験系を構築することに成功し、候補物質となりうる脂溶性化合物を7種同
定することができた。研究項目(2)ではカンテツの無性世代であるミラシジウムから有性世代の初期段階である
NEJへ変態時急激に発現が上昇するDr-nhr1オルソログ候補遺伝子を3遺伝子得た。

研究成果の概要（英文）：A nuclear receptor, Dr-nhr1 (Dugesia ryukyuensis - nuclear hormone receptor 
1) was identified as a gene essential for reproductive mode switching in planaria. It was expected 
that the mechanism involved in Dr-NHR1 may also act in parasitic flatworms. This study aimed to (1) 
identify Dr-NHR1 receptor lipophilic ligands and (2) identify Dr-nhr1 orthologs in the parasitic 
flatworm Fasciola sp. We established a bioassay system for examining Dr-NHR1 receptor lipophilic 
ligands, and identified seven lipid-soluble compounds that could be candidates. We also obtained 
three Dr-nhr1 ortholog candidate genes that are rapidly up-regulated during metamorphosis from 
Miracidium, the asexual generation to NEJ, the early stage of the sexual generation in Fasciola sp.

研究分野： 発生・生殖生物学

キーワード： 核内受容体　プラナリア　カンテツ　脂溶性リガンド

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一見まったく異なるように見えるプラナリアとカンテツの生殖様式転換現象であるが、本研究によってプラナリ
アと吸虫カンテツに共通した分子機構として核内受容体Dr-NHR1の関与がより強く示唆された。系統的にプラナ
リアが寄生性扁形動物の起源であることを踏まえると、プラナリアにおいて獲得された生殖様式転換機構が寄生
性扁形動物の繁栄の原動力となっているという生物学的にユニークな仮説を提唱できる。その成果の先には世界
規模で問題となっている吸虫類による健康被害の軽減に利用できるという社会への波及効果がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 環境の変化や世代などに応じて無性生殖と有性生殖の２つの生殖様式を転換する動物は少な
くない。生殖様式転換現象は２つの生殖様式のメリットを生かした生存戦略になっていると考
えられる。特に無性生殖から有性生殖への切り替え(有性化)では、生殖方法が有性生殖に限定さ
れた多くの動物の場合とは異なり、必要に応じて分化多能性幹細胞から postembryonic(後胚発
生的)に生殖細胞を誘導するといった独特の機構が働いていると考えられる。 
 自由生活性の扁形動物であるプラナリアでは横分裂／再生の繰り返しで増殖している無性個
体に有性個体を給餌することで、分化多能性幹細胞から卵巣や精巣といった生殖器官を誘導し
て実験的に有性化を引き起こせることが古くから知られている。このことは、有性個体に「有性
化因子」と呼ばれる生理活性物質が含まれていることを意味している。このような生理活性物質
が明らかとなれば、それを手がかりとして分化多能性幹細胞からの postembryonic な生殖細胞
分化機構の解明につながると期待できる。 
 研究代表者は、プラナリア Dugesia ryukyuensis の無性個体のクローン集団(OH 株)を検定個
体とした「有性化系」を確立している(Kobayashi et al., Zool. Sci., 1999)。この有性化系で
は卵巣、卵黄腺、精巣、交接器官の順に規則正しく生殖器官の分化が起こる(図１)。研究代表者
はこの有性化系を用いてこの有性化因子が親水性の低分子化合物であること、そして未発表の
ものも含めてすでにいくつか有性化因子を単離・同定している(Kobayashi et al., Sci. Rep., 
2017; Kitamura et al., Zool. Sci., 2021)。また、 近、寄生性の扁形動物であるカンテツ
Fasciola sp.にも有性化因子が含まれていることを突き止めた(Sekii et al.in revision)。寄
生性の扁形動物は複数の宿主を持ち、宿主に依存して生殖様式を転換しているが、この結果は有
性化因子の関与する有性化の仕組みが寄生性の扁形動物でも保存されていることを示唆してお
り、その共通の仕組みを明らかにすることで発生・生殖生物学ばかりでなく、感染症研究にも重
大な知見をもたらすことが期待できる。 
 有性化系ではステージ３以降は有性化因子の外部投与なしでも有性化が進行する(図１)。逆
にステージ２までは有性化因
子の外部投与をやめると無性
状態に戻ってしまう。このこ
とから、ステージ２と３のあ
いだに「有性化回避不能点」が
あると定義した。研究代表者
は有性化因子がステージ３か
ら分化が始まる卵黄腺に含ま
れていることを明らかにした
(Nakagawa et al., Zool. 
Lett., 2018)。自然界で有性化
が起こる時は環境要因の変化
がきっかけになっており、有
性個体に含まれている有性化因子の刺激による無性個体の有性化はあくまで「実験的」なもので
ある。環境要因の変化で働き始める機構の下流で、卵黄腺が分化して、そこで作り出される有性
化因子がポジティブフィードバック的に有性化状態の維持に働くと考えると矛盾はない。そし
て、親水性である有性化因子のドーピングによって働き始める仕組みが、環境要因の変化がきっ
かけで直接的に働き始める本来の有性化機構であり、無性個体で有性化されないために抑制さ
れている機構といえる。しかしながら、有性化に必須な具体的な分子機構、そして、無性状態に
おいてどのようにその機構が抑制されているのかは全くわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 先行研究において RNA-seq 解析によって有性化因子の刺激で発現が上昇する遺伝子の中で、
無性個体では発現がなく、有性個体で発現が高く維持されているものを 12 遺伝子選び出した。
12遺伝子の中に核内受容体とアノテーションがつくものが1遺伝子あり、この遺伝子（Dr-nhr1）
を RNAi 法によってノックダウンした無性個体はたとえ有性化因子を投与しても全く生殖器官が

誘導されないことがわかった(図
２)。この結果は、有性化因子の刺
激の下流で、「脂溶性リガンドの
産生」と「核内受容体の発現」が
起こっていることを示唆する。言
い換えれば、この２つの仕組みが
無性個体で有性化されないため
に抑制されている機構であり、有
性化のためにはどちらか一方だ
けでなく、同時にこれら２つの機



構がオンになる必要があると考えられる。脂溶性リガンドが結合した核内受容体はそのものが
転写因子として働き、その下流で完全有性化を引き起こすための分子カスケードがオンとなっ
ているはずである。核内受容体はステロイドやレチノイン酸といった脂溶性化合物をリガンド
とし、その配列からリガンドが推定されるが、2DBDγ 型とアノテーションのつく Dr-NHR1 のリ
ガンドは明確にされていないオーファンリガンドと分類される。そこで、本研究では、①Dr-
NHR1 受容体脂溶性リガンドの同定、②寄生性扁形動物カンテツでの Dr-nhr1 オルソログの同定、そし
て、③Dr-nhr1 標的遺伝子同定のための抗体の作成を目指した。 
 
３．研究の方法 
①Dr-NHR1 受容体脂溶性リガンドの同定 
 Dr-nhr1 の発現誘導を引き起こす有性化因子を含む画分（M0M10）と核内受容体 Dr-NHR1 の脂
溶性リガンドを同時に無性個体に投与すれば、完全有性化率が上昇するという理論で、脂溶性リ
ガンドを同定する。まずは、脂溶性リガンドは既知の化合物である可能性も考えられるので、無
性個体と有性個体との間でメタボローム解析を行ない、有性個体に有意に多く含まれている脂
溶性物質を候補物質として絞り込む。候補物質と M0M10 を同時に無性個体に投与することで、完
全有性化率が上昇するかを検証する。 
 検定無性個体は 30 匹を 1群とする。検定餌は、ニワトリレバー（通常飼育のための餌）のホ
モジネートに M0M10 と候補物質を混合して凍結乾燥したものとする。対照は M0M10 のみを含む
凍結乾燥となる。凍結乾燥物を 28 等分し、30 匹の検定個体に毎日１片ずつ与える。4週間の給
餌後、実体顕微鏡下で検定個体を観察し、有性化状態を確かめる。その後、定量 PCR 解析用のサ
ンプルとして RNA 抽出を行なう。RNA サンプルから cDNA 合成し、有性化マーカー遺伝子のプラ
イマーを用いて定量 PCR を行ない、有性化効果を評価する。もし、メタボローム解析で脂溶性リ
ガンドを絞り込めない場合は、有性個体由来の抽出物を HPLC で分離するなどして、天然有機化
学的アプローチで未知の脂溶性リガンドを精製する。分離過程では、前述の検定方法で有性化活
性画分を精製していく。精製した脂溶性リガンドは TOF-MS、NMR によって構造決定する。 
 
②寄生性扁形動物カンテツでの Dr-nhr1 オルソログの同定 
 プラナリア遺伝子である Dr-nhr1 の配列をもとに公開されているカンテツのシーケンス情報に対し
て一般的な BLAST サーチを行ってもホモロジーの高い配列は得られなかったので、カンテツでの Dr-
nhr1 オルソログ候補遺伝子を絞り込むために必要なプログラムの確立をまずは行う。カンテツでは、ヒ
メモノアラガイ中で無性的に発生させたセルカリアを単離すると即座に変態が始まりメタセル
カリアとなる。自然界ではこのメタセルカリアの状態で家畜に食草とともに取り込まれ、胃で消
化されることで 終変態をして未成熟な有性個体となる。共同研究者の関博士は、メタセルカリ
アをラットに感染させ in vitro で 終変態をさせ、研究室内でカンテツの生活環を再現できる。
Dr-nhr1 オルソログはカンテツの無性世代から有性世代への転換期に発現が上昇することが予想され
るので、カンテツの生活環の 5 ステージから RNA を用意して定量 PCR で評価する。Dr-nhr1 オルソロ
グ候補遺伝子の dsRNA を作成し、ラット胆管に感染させたカンテツ幼生が通常 1 ヶ月で成熟する
ので、その dsRNA を注射により血中投与し、性成熟が抑制させられているかを検証する。 
 
③Dr-nhr1 標的遺伝子同定のための抗体の作成 
 一般に、核内受容体には脂溶性リガンドが結合することで、その複合体が直接標的遺伝子の転
写因子として働くことが知られている。本研究項目では、標的遺伝子同定のための抗体の作成を
目指した。Dr-nhr1 の配列から三次元構造を推定し、理想的な抗原部位を決定する。その抗原部位の
ペプチドを合成してウサギに免疫し、抗血清を得る。一方で、Dr-nhr1（コントロールにはプラナリアでは
発現していない egfp を用いる）の dsRNA を作成し、有性化因子を含んでいるイズミオオウズムシのホモ
ジネートに dsRNA を混合して凍結乾燥する。凍結乾燥物を 28 等分し、30 匹の検定個体に毎日１
片ずつ与える。4週間の給餌後、検定個体タンパク抽出し、それをサンプルとして作成した抗血
清に対するウェスタンブロッド解析を行う。目的の抗体が得られている場合は、コントロールに
対してDr-nhr1 ノックダウン個体の方で Dr-NHR1 タンパクが検出されない結果が得られるはずである。 
 
４．研究成果 
①Dr-NHR1 受容体脂溶性リガンドの同定 
 有性化因子の投与により，Dr-nhr1 遺伝子の発現が上昇することがわかっている。無性個体に
有性化因子を含む画分（M0M10）を投与して有性化回避不能点を迎える前後の有性化状態をつく
る。この条件下に、もしリガンドとして働く化合物が添加されたならば、M0M10 のみを与えられ
た Control 群に対して、有性化回避不能点を超える効率が上がるであろうと考え、これを検定系
とした。 
 Dr-NHR1 受容体脂溶性リガンドは無性個体にはほとんど存在せず、有性個体に多く含まれている可
能性が高い。そこで、メタボローム解析により無性個体に比べて有性個体に豊富に含まれている
１５種の化合物選び出した。また、一般的に核内受容体のリガンドと知られる８種の化合物をあ
わせて Dr-NHR1 受容体脂溶性リガンド候補化合物とした（下表）。 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 まず、全てのリガンド候補化合物を単体で投与した結果、有性化誘導効果をもたないことが確
認された。そして、M0M10 とともにリガンド候補化合物を投与した結果、いずれも期待していた
有性化回避不能点を劇的に超える効率が上がるような群は確認されなかった。しかし，有性化促
進という点からみると、エルゴステロール、テストステロン、デスモステロール、デヒドロエピ
アンドロステロン、17β-エストラジオール、cic-11-イコセン酸、γ-トコフェロールの７化合
物において、M0M10単独投与と比較して有意に有性化が促進されることがわかった。本研究で Dr-
NHR1 受容体脂溶性リガンドとしてこれら７化合物まで絞り込まれたが、今後リガンドになりう
るか確実に証明するためには生化学的なアプローチが必要となる。 
 
②寄生性扁形動物カンテツでの Dr-nhr1 オルソログの
同定 
 カンテツでの Dr-nhr1 オルソログ候補遺伝子を絞り込
むために、OrthoFinder ver.2.3.8 を用いて公開さ
れている４７種の扁形動物の遺伝子情報をもとにプ
ログラムを構築した。その結果、カンテツにおける
Dr-nhr1 のオルソログ候補遺伝子（ここでは、ホモ
ログとする）が３種同定された。 
 カンテツの５つのライフステージからの RNA 抽出
法、cDNA 合成法、定量 PCR によるライフステージを
通じた遺伝子発現変動解析法を確立した。その結果、
カンテツにおけるホモログ遺伝子３種の発現パター
ンが、「生殖様式を転換させる直前のライフステー
ジ」で終宿主への感染を待機するメタセルカリア（図
3：緑色）から、「終宿主中で生殖様式を転換するラ
イフステージ」である NEJ（図 3：橙色、感染初期幼
体：Newly Excysted Juvenile）にかけて発現が上昇
していることを明らかにした（図 3）。この結果はホ
モログ遺伝子 3 種が「生殖様式を転換する」と期待
していた機能に矛盾しない。 
 興味深いことに３遺伝子とも完全に成熟した成体
になると発現が低下することがわかる（図 3）。この
ことは、これらの遺伝子は生殖器官の分化過程で特
異的に働いていることを示唆している。当初の予定
では、機能証明するために、ホストであるラットに
dsRNAを血中投与することで個体の成熟度を評価す
る計画であったが、数週間培養しておける NEJ に直
接ソーキング法で dsRNA を処理することでノックダウン
効果を確かめることが可能となった。今後、ノックダウン
処理を行った NEJ をラットに感染させ、個体の成熟
度を評価するというより簡便な方法で、カンテツの
Dr-nhr1 オルソログの同定を行う予定である。 
 
③Dr-nhr1 標的遺伝子同定のための抗体の作成 
 Dr-NHR1 の三次元構造から理想的な抗原部位が
推定され、ペプチドを合成した。その合成ペプチドをウ
サギに免疫し、抗血清を得た。一方で、Dr-nhr1 の
dsRNA を作成し、無性個体に有性化をかけながら
dsRNA を与えて、Dr-nhr1 ノックダウン個体を得た。ウ

図 1. ライフステージを通じた定量 PCR解析。 

miraci : ミラシジウム, meta : メタセルカリア 

NEJ : 感染初期幼体, adult : 成体, egg : 卵 

*** : p < 0.001, ** : p < 0.005, * : p < 0.05 



ェスタンブロッド解析で、コントロール個体では目的のバンドが得られたが、Dr-nhr1 ノックダウン個
体ではバンドの消失が確認された。このことから、Dr-NHR1 を認識する抗体が抗血清に含まれていると
証明された。今後、目的抗体を精製し、別のプロジェクトで進行中の Dugesia ryukyuensis のゲノム
解読後に ChIP アッセイを行い、標的遺伝子の同定を行う予定である。 
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