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研究成果の概要（和文）：甲殻類の造雄腺ホルモン（AGH）前駆体は N末端側から B鎖、Cペ
プチド、A 鎖からなり、A 鎖に糖鎖が付加されるとともに、C ペプチドが除去されて成熟型と
なる。最初に、大腸菌発現系を用いて発現させた組換えオカダンゴムシ AGH前駆体から Cペ
プチドを除去する技術を確立した。そして、バキュロウイルス発現系を用いて、糖鎖を有する

組換えオカダンゴムシ AGH前駆体と組換えオニテナガエビ AGH様分子前駆体を発現させた。 
 
研究成果の概要（英文）：The sex differentiation in crustaceans is known to be controlled by 
a peptide hormone called androgenic gland hormone (AGH).  The primary structure of the 
terrestrial isopod Armadillidium vulgare AGH (Arv-AGH) was finally determined to be a 
heterodimeric glycoprotein.  An N-linked glycan moiety in the mature Arv-AGH was found 
to be essential for biological activity.  Therefore, in this study, a recombinant AGH with a 
glycan moiety was produced using a baculovirus expression system.  Insect Sf9 cells were 
infected with a recombinant baculovirus expression vector containing an Arv-AGH cDNA 
insert and subsequently recombinant Arv-AGH was expressed.  In Western blot analysis 
using an anti-Arv-AGH antibody, immunoreactive band of a glycosylated recombinant 
Arv-AGH was detected. 
  Finally, a cDNA encoding AGH-like peptide (Mar-IAG) was cloned from the giant 
freshwater prawn Macrobrachium rosenbergii and subsequently a recombinant Mar-IAG 
with a glycan moiety was expressed by the same methods as recombinant Arv-AGH. 
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１．研究開始当初の背景 
 甲殻類の性分化は同じ節足動物に属する

昆虫とは大きく異なり、内分泌的な制御下に
ある。甲殻類においては、造雄腺と呼ばれる
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器官が雄にのみ発達し、ここから AGH が分
泌され、これが雄への分化を促すとともに、
その後の雄の性特徴を発達させる。甲殻類の
AGHに関する生化学・分子生物学的研究は、
日本の研究グループが等脚目のオカダンゴ
ムシを実験材料に用いて精力的に展開して
きた。日本の研究グループは、オカダンゴム
シの若い雌を雄性化させる活性を指標にし
て、オカダンゴムシ 12,000 匹分の造雄腺か
らわずか 24 ngの活性画分を精製することに
成功した。そして、精製産物の部分アミノ酸
配列の決定および cDNA クローニングによ
り、オカダンゴムシの AGH は糖鎖を有する
ヘテロ 2本鎖ペプチドであることを世界で初
めて明らかにした。オカダンゴムシの AGH
は脊椎動物のインスリンと同様に N 末端側
からシグナルペプチド、B 鎖、C ペプチド、
A鎖からなる前駆体として合成される。日本
の研究グループは、A鎖に N-結合型糖鎖が付
加すること、および、プロ AGH（B 鎖＋C
ペプチド＋A鎖）から Cペプチドが除去され
ることで活性を持つようになることを、昆虫
細胞で発現させた組換え体を用いて明らか
にした。しかし、この実験では Cペプチドを
完全に除去することができず、組換え体の活
性は天然 AGH と比べて 1/10しかなかった。
天然 AGH は造雄腺中に極々微量しか存在し
ないことから、天然物と同程度の活性をもつ
組換え AGH の作製は、今後 AGH の機能を
明らかにしていくうえで急務の課題となっ
ている。 
 日本の研究グループは、エビやカニなどの
AGH の構造を明らかにすることを最終目標
として、オカダンゴムシ以外の AGH のアミ
ノ酸配列データの蓄積を進めた。そして、5
種類の陸生等脚類から AGH をコードする
cDNAを PCRで増幅した。しかし、それら 5
種類の陸生等脚類は互いに近縁種であるに
もかかわらず予想以上にアミノ酸配列の相
同性は低く、等脚類以外への同手法の応用は
難しいことが判明した。海外の研究グループ
も十脚目の AGH を探索してきたが、前述の
理由から長年成功には至らなかった。しかし、
2007年にミナミザリガニ科に属するCherax 
quadricarinatusの造雄腺のEST解析を行い、
造雄腺で特異的に発現する IAG の存在を報
告した。IAGの生物活性はこの分野の最もホ
ット話題であるが、IAG はオカダンゴムシ
AGH と同様に糖鎖を有するヘテロ 2 本鎖ペ
プチドであることから、上述したように組換
え体の作製が非常に難しく、進展の見込みは
立っていない。この様な背景を受けて、本課
題「甲殻類の性分化を制御するヘテロ 2本鎖
糖ペプチド（造雄腺ホルモン）の作製と機能
解析」を計画した。 
 
２．研究の目的 

 近年発見された IAGは十脚目AGHの最有
力候補であるが、IAGの生物活性は未だ調べ
られていない。そこで、本研究では IAGが甲
殻類十脚目の真の AGH であるかどうかを明
らかにすることを目的として以下の実験を
試みた。まず、C. quadricarinatusと同じ抱
卵亜目に属する淡水エビで、養殖対象種とし
て世界的に重要なオニテナガエビの IAG を
コードする cDNAをクローニングした。次に、
天然物の生物活性などの知見が蓄積してい
るオカダンゴムシ AGH をモデル分子として、
ヘテロ 2本鎖糖ペプチドの作成法を確立した。
そして、その方法を応用して組換えオニテナ
ガエビ IAGを作製し、それを若い雌に投与し
て雄への性転換を誘導できるかどうかを最
終的な目的とした。。 
 
３．研究の方法 
(1)AGH前駆体からの Cペプチド除去法の最
適化 
 オカダンゴムシの組換え AGH前駆体を大
腸菌で発現させ、蛋白質巻き戻し反応により
天然型のジスルフィド結合様式をもつ組換
え体を作製した。そして、この組換え AGH
前駆体から Cペプチドを除去するために、メ
タロエンドペプチダーゼ（Lys-N）を用いた
部分消化を行った。酵素消化による Cペプチ
ド除去の成否は、MALDI-TOF-MSを用いた
質量分析とアミノ酸シークエンサーを用い
た N末端アミノ酸配列解析により調べた。 
 
(2)糖鎖を有する組換えオカダンゴムシ AGH
前駆体の作製 
 オカダンゴムシ AGH cDNAをポリへドリ
ンプロモーターの下流に組み込んだ組換え
バキュロウイルス DNAを作製した。組換え
バキュロウイルス DNAをリポフェクション
法により昆虫培養細胞 sf9へ導入し、組換え
オカダンゴムシ AGH前駆体を発現させた。
組換え体の発現は抗オカダンゴムシ AGH抗
体を用いたウエスタンブロッティングで確
認した。 
 
(3)オニテナガエビの IAGをコードする
cDNAのクローニング 
 ミナミザリガニ科のC. quadricarinatusで
同定されている IAGのアミノ酸配列をもと
に縮重プライマーを作製し、それを用いた
RT-PCRによりオニテナガエビの IAGをコ
ードする cDNA断片を増幅した。次いで、
3’RACEおよび 5’RACEにより、オニテナガ
エビの IAGの全長 cDNAの塩基配列を決定
した。そして、オニテナガエビ IAGの造雄腺
特異的な発現を RT-PCRにより確認した。 
 
(4)糖鎖を有するオニテナガエビ IAG前駆体
の作製 



 (3)で単離したオニテナガエビ IAG cDNA
を組み込んだバキュロウイルス DNAを作製
し、(2)と同様の方法で組換えオニテナガエビ
IAG前駆体を発現させた。組換え体の発現は
抗オニテナガエビ IAG抗体を用いたウエス
タンブロッティングで確認した。 
 
４．研究成果 
(1)AGH前駆体からの Cペプチド除去法の最
適化 
 大腸菌で発現させたオカダンゴムシの組
換え AGH前駆体を、低濃度（0.25 ng/µl）の
メタロエンドペプチダーゼで 8時間消化した
ところ、Cペプチドの両端をほぼ完全に切断
できた。消化産物を逆相の HPLCに供したと
ころ、B鎖と A鎖からなるヘテロ 2本鎖ペプ
チドが簡便に精製された。 
 
(2)糖鎖を有する組換えオカダンゴムシ AGH
前駆体の作製 
 組換え AGH前駆体をバキュロウイルス・
昆虫細胞発現系を用いて発現させた。細胞溶
解液を SDS-PAGEで分離し、抗オカダンゴ
ムシ AGH抗体を一次抗体に用いたウエスタ
ンブロットを行った結果、17.5 kDaと 22 
kDaの位置に 2本の免疫陽性のバンドが観察
され、17.5 kDaのバンドは糖鎖が付加してい
ないもの、22 kDaのバンドは糖鎖が付加し
たものと考えられた。次いで、組換え AGH
前駆体を逆相 HPLCで精製し、同様にウエス
タンブロットに供した。その結果、二つのピ
ーク画分に、共に免疫陽性の 2本のバンドが
確認された。二つのピークにまたがって免疫
陽性の反応が観察されたのは糖鎖のパター
ンが異なっているためと推測された。 
 
(3)オニテナガエビの IAGをコードする
cDNAのクローニング 
 オニテナガエビの IAGの cDNAは、N末
端側から 27残基のシグナルペプチド、40残
基の B鎖、塩基性アミノ酸 2残基からなるプ
ロセシング配列、60残基の Cペプチド、塩
基性アミノ酸 2残基からなるプロセシング配
列、42残基の A鎖からからなる 173残基の
前駆体をコードしていた。構成されていた。
A鎖にはアスパラギン結合型糖鎖の付加配列
（Asn-Ala-Ser）が一カ所存在した。オニテ
ナガエビと C. quadricarinatusの IAGのア
ミノ酸配列を比較したところ、相同性はシグ
ナルペプチドが 32％、B鎖が 21％、Cペプ
チドが 23％、A鎖が 30％と非常に低かった。
しかし、インシュリンスーパーファミリーに
共通して見られる 6個のシステイン残基の位
置は保存されていた。組織別の遺伝子発現解
析の結果、オニテナガエビ IAGは造雄腺で特
異的に発現していた。 
 

(4)糖鎖を有するオニテナガエビ IAG前駆体
の作製 
 (2)の方法を参考にして、オニテナガエビの
IAG前駆体をバキュロウイルス・昆虫細胞発
現系を用いて発現させた。オニテナガエビの
IAGに対する抗体を用いてウエスタンブロ
ットを行った結果、組換えバキュロウイスル
を感染させた細胞では免疫陽性のバンドが
検出されたが、ウイルスを感染させていない
細胞ではバンドは観察されなかった。また、
検出された免疫陽性のバンドの位置は、組換
え IAG前駆体の予想される分子量よりも大
きかった。これらの結果より、期待通りの糖
鎖を有する組換え IAG前駆体が発現してい
ると考えられた。 
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