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研究成果の概要（和文）：性フェロモンの解明の基礎情報を得るために、「ブルークラブのメスの成熟脱皮に伴う尿中
代謝物の変動」を観測して、脱皮に伴って変動する分子N-Acetylglucosamino-1,5-lactoneを同定した。この代謝物の
行動生理学上の機能は、NAGLに対するオスガニの反応を行動実験および、オスガニの触覚上の神経生理学の両方の観点
から、オスガニにとっての匂い物質であること、すなわち「NAGLは脱皮の匂い」であり、脱皮メスから放出される性フ
ェロモンの成分の一つである可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：To provide a basic information for pheromone research in mating of blue crab Calli
nectes sapidus we tried bimaker targetting in pubertal premolt female which contains sex pheromone. We hav
e found biomarkers in pubertal premolt female urine using 1D and 2D NMR. Amoung the biomarkers, premolt bi
omarker was purified using various chromatography and identified as N-Acetylglucosamino-1,5-lactone (NAGL)
. In behavioral and neurophysiological experiment, NAGL was detected by antennule of male which is orfacto
ry receptor organ of the crab. Thus we have found a smell of molting which is a candidate component of sex
 pheromone mixture using NMR based biomaker targetting.  
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１．研究開始当初の背景 
 成熟脱皮直前のメスガニの尿には恒常的
な排泄物分子に加え、性フェロモン分子、
脱皮関連分子、成熟関連分子などが含まれ
ており、オスはこれらの分子の組み合わせ
を感知して、メスの成熟を知り、配偶行動
を開始する。よって、成熟脱皮前後のメス
の尿中にける代謝物の変動を明らかにする
と、メスの成熟脱皮の生理、生化学の理解
が深まるのと同時に配偶行動におけるケミ
カルコミュニケーションの理解へとつなが
る。応用面では、フェロモンの解明は選択
的な漁法へ役立ち、脱皮と成熟の生化学の
理解は養殖における成長の制御と研究に役
立つ。しかしながら、カニ尿中の代謝物の
組成はほぼ理解されていない。現在までに
クラスタエクジソン、セラミド、UDP など
がフェロモン候補化合物として上げられた
が、成熟脱皮前のメス尿中に特異的に存在
することは確認されておらず、活性の有無
も不明である。甲殻類のフェロモンは複数
の化合物の混合物として働いているので精
製していくと活性が無くなるため、活性試
験をしながら単離、同定するのは困難であ
る。そこで、申請者らはフェロモンは成熟
脱皮前のメスの尿に特異的に含まれる物質、
すなわちバイオマーカーであることに着目
し、雌雄の尿を対象にしたバイオマーカー
探索によりフェロモンを解明することを考
案した。しかし、カニ類は野生の生物であ
り、バイオマーカー探索のための比較実験
に必用な脱皮前、脱皮直後、脱皮間期とい
う特定の生理状態の雌雄の個体の尿を集め
るのは困難であった。この問題点を解決す
るのがブルークラブである。米国のソフト
シェルクラブ業者はブルークラブの脱皮前
の個体を集め、脱皮させ、脱皮直後の殻の
軟らかいソフトシェルクラブを生産するの
で、このソフトシェル業者を訪れることで
各種の脱皮ステージの雌雄の尿を十分量採
取することができ、比較実験が可能になっ
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究はブルークラブの尿中の代謝物
（メタボローム）の変動を明らかにし、更
に、成熟、脱皮および性に特異的な化合物
（バイオマーカー）を同定する。これらの
化合物は性フェロモン候補物質なので、同
定後バイオアッセイにて活性試験を行う。
また、これらの化合物の産生器官を突き止
め、甲殻類フェロモン、脱皮、成熟に関す
る基礎研究を完成する。また、ジョージア
州立大学の神経生物学部門との共同研究に
よって、カニの触角および脳内でのフェロ
モンに対する反応を探るための研究を進め
ており、期間内にフェロモンおよび他のバ
イオマーカーに対する嗅覚応答の神経生物
学の研究も開始する。 
 

３．研究の方法 
 ブルークラブ尿中の成熟脱皮前メス特異
的な化合物の探索、およびブルークラブ尿
中の脱皮サイクルと共に変動する化合物の
探索、の 2つを核磁気共鳴装置（NMR）を用
いて行い、メスの成熟と脱皮に特異的なバ
イオマーカーを探索し、HPLC などで精製し
て同定する。 
 ブルークラブの雌雄の成熟脱皮直前、直
後、および脱皮とかけ離れた未成熟個体、
そして脱皮後長期間を経た個体の尿の成
分を比較し、性別および成熟段階別の比較
を行い、脱皮関連物質、性別特異的物質、
メスの成熟脱皮直前に特異的な物質を明
らかにする。さらにこの物質をオスが匂い
として感知するのかどうかを行動実験と
神経生理学的手法を用いて検証した。 
 
４．研究成果 
 まず、1 次元および２次元 NMR を用いて
脱皮前後の雌雄の固体の尿中のメタボロー
ムの比較を行った結果、脱皮前のメスの尿
に多く含まれるシグナルが複数観測された。
雌雄比較でメスの尿に多く含まれるものも
確認できたが、脱皮前に多くなるシグナル
の存在量が多く、同定作業が容易であるた
め、その単離と構造解析を試みることとし
た。 
 このシグナルに対応する化合物は非常に
極性が高く、通常の C18 逆相クロマトグラ
フィーには全く吸着しなかったため、限外
濾過、C30 逆相クロマトグラフィー、Amide
８０親水性相互作用クロマトグラフィーを
組み合わせることにより精製し、単離した
状態で再度 NMR データを測定し、質量分析
の 結 果 と 合 わ せ て
N-acetylglucosamino-1,5-lactone（NAGL）
であることを明らかにした。 
 NAGL の脱皮ステージと性別による尿中濃
度の変動を明らかにするため、脱皮前後の
雌雄の成熟個体と未成熟個体の脱皮間期の
雌雄の各個体の尿を個体ごとに NMR で測定
し、NAGL 濃度を推定したところ、脱皮前の
尿中に多く含まれ、脱皮後、脱皮間期には
少なくなることが確認できた。 
 NAGL の標品がオスガニによって匂いとし
て感知されるかどうかを、確認するために、
水槽中に単独で居るオスに NAGL の水溶液
を与える実験を行ったところ、顎脚先端の
epipod を激しく動かす行動、第一触角を振
り動かす行動が観察された。この結果から
オスは NAGL をにおいとして感じているこ
とが示唆された。 
 次に匂い感知器であり、フェロモン受容
器である第一触角が NAGL を検出している
のかどうかを触角の切片のカルシウムイメ
ージング実験によって検討したところ、
NAGLによる刺激に対応してカルシウム濃度
が上昇する嗅覚細胞が触角に存在すること
が確認された。 



 以上の結果から、NAGL は脱皮の匂いであ
ることを確認でき、フェロモン混合物の一
員である可能性が示唆された。今後もメス
特異的な物質、更なる脱皮バイオマーカー
などを明らかにしていくことでブルークラ
ブフェロモンの全容を解明することができ
ると期待される。 
 NAGL はその構造から甲殻類の殻の主成分
であるキチンの原材料である N-アセチルグ
ルコサミンの酸化物であるが、現在までに
いかなる生物からも報告されたことがない。
しかしながら、有機合成により得られた本
化合物はキチン分解酵素の阻害剤として知
られている。NAGL の生体内での役割は脱皮
に伴うキチンの分解と合成の調整である可
能性が考えられ、その検証は甲殻類の脱皮
の科学における課題である。また、NAGL が
ブルークラブ以外の甲殻類や他の生物の体
内にも存在するのかどうかも今後検証して
いくべき課題と、本研究の結果なった。 
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