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研究成果の概要（和文）：甲殻類の生殖機能は、眼柄内のX器官/サイナス腺から分泌される主要なペプチドホルモン群
に属する卵黄形成抑制ホルモンにより統御されている。このホルモンの卵巣における作用機構を明らかにするため、ク
ルマエビ卵巣の発現遺伝子とタンパク質の網羅的解析を行った。成熟の制御に関わると推定される複数のホルモン様因
子が卵巣に発現していることを見出したほか、生殖細胞の雌化、形成、維持などに関連する因子をタンパク質レベルで
同定した。

研究成果の概要（英文）：Crustacean vitellogenesis is regulated by vitellogenesis-inhibiting hormone (VIH) 
from the X-organ/sinus gland neurosecretory system in the eyestalks. To investigate the mode of action of 
VIH in the ovary, transcriptome and proteome analyses were performed. Transcriptome analyses revealed 
that several hormonal factors presumed to be involved in the regulation of vitellogenesis or development 
of secondary sex characteristics, suggesting that peripheral tissues contribute to the regulation of 
ovarian development. In addition, sex-lethal, piwi, and pumilio, which were involved in the regulation of 
the renewal and differentiation of germline stem cell in Drosophila, were identified by proteome 
analyses.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 甲殻類では、複眼を支える眼柄という部
分を切除することによって卵巣の発達が促
されることから、眼柄内にあって内分泌制御
の中枢であるX器官/サイナス腺から分泌され
る因子による成熟抑制機構の存在が古くか
ら示唆されていた。その後1990年代になって、
この因子はペプチドホルモンであるという
ことが明らかとなった。 
 
(2) 研究代表者はこれまでに、クルマエビの
卵黄に蓄積される主要なタンパク質 (ビテ
ロジェニン) の遺伝子をクローニングし、そ
の発現が肝膵臓と卵巣にみられることを示
した。また、X器官/サイナス腺に含まれる複
数のペプチドに、培養した卵巣片でのビテロ
ジェニン遺伝子発現を抑制する活性、すなわ
ち卵黄形成抑制活性が認められることを明
らかにした。 
他の甲殻類でも似たような活性を示す分
子、もしくはそのホルモンの遺伝子発現を減
少させることでビテロジェニンの遺伝子発
現が増加する分子が卵黄形成抑制ホルモン
として報告されている。これらはすべて甲殻
類血糖上昇ホルモンのファミリーに属して
いる。 
 
(3)このように、幾つかの甲殻類において卵
黄形成抑制ホルモンが明らかにされている
ものの、ホルモンの受容からビテロジェニン
遺伝子の発現制御までの経路や、同遺伝子の
発現抑制以外の卵巣における作用は不明で
ある。エビ養殖量は世界的に増加を続けてお
り、その多くはクルマエビの近縁種である。
養殖の拡大に伴って、産卵可能な親エビの確
保が難しくなりつつある状況を鑑みると、ク
ルマエビをモデルとして成熟制御機構を明
らかにし、それに基づいた人為催熟法を開発
することが必要と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、甲殻類において内分泌制御の
中枢をなすX器官/サイナス腺から分泌される
卵黄形成抑制ホルモンが、卵巣においてビテ
ロジェニン発現を抑制するに至る機構を探
ることを目的とした。具体的には、クルマエ
ビ卵巣の培養系を用い、ホルモンの作用によ
って1) 発現量が変化する遺伝子、2) 存在量
が変化するタンパク質・ペプチドなど、につ
いてそれぞれ網羅的に解析し、両者の解析結
果を基にホルモンの作用により卵巣内でど
のような変化がもたらされているかを把握
することで、卵黄形成抑制ホルモンの作用機
序の推定を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) 卵巣で発現する遺伝子の網羅的解析 
 クルマエビの卵黄形成抑制ホルモンの1つ
であるSGP-Iを含む培地 (実験群)、およびホ
ルモン不含の培地 (対照群)、それぞれにお

いて培養した卵巣片からRNAの調製、ライブ
ラリーの作製を行い、MiseqによってRNAシー
ケンシングを行った。実験群と対照群の配列
データを用いてコンティグを新規アセンブ
ルし、発現遺伝子をデータベース化した後、
相同性の解析などを行った。また、実験群と
対照群のリード数を基に発現量を解析した。 
 
(2) 卵巣に含まれるタンパク質の網羅的解
析 
 卵巣から30%アセトニトリルを用いてタン
パク質を抽出し、逆相高速液体クロマトグラ
フィーを用いて分画した。各分画に含まれる
タンパク質をトリプシン消化によって断片
化した後、高速液体クロマトグラフ質量分析
装置に供した。上述の (1) で構築した卵巣
発現遺伝子のデータベースを基にタンパク
質の同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) クルマエビの卵巣で発現している遺伝
子の網羅的解析 
 RNAシーケンシング解析で得られた配列の
新規アセンブルにより、N50長が1,130 bの
63,699コンティグが構築された。総塩基配列
は41.5 Mbであった。 
  
(2) 卵巣で発現しているホルモン様遺伝子 
 卵巣において4種類のホルモン様因子が発
現している事が見出された。 
①甲殻類雌性ホルモン 
 アオガニで近年発見されたホルモンであ
る。X器官/サイナス腺で発現し、雌の第二次
性徴を制御している。対してクルマエビの
甲殻類雌性ホルモン様遺伝子の発現は生殖
腺に限定されていた。発現量は卵巣で高く、
精巣ではごく低かったことから、クルマエ
ビでも雌性ホルモンとして雌性形質発現や
卵巣発達などの制御に関わる可能性が考え
られる。卵黄形成抑制ホルモンの作用によ
り発現が上昇する傾向がみられた。 
②ニューロパーシン 
 昆虫の脳で産生されるホルモンで、体液調
節、血糖調節、卵成熟制御など多様な生理活
性を示す。ごく最近になってヨシエビの卵成
熟の抑制に関わるという報告がなされたこ
とから、近縁であるクルマエビでも同様の作
用を持つと推測されるが、卵黄形成抑制ホル
モンによって発現は減少する傾向にあった。 
③甲殻類血糖上昇ホルモンファミリー 
本研究の対象である卵黄形成抑制ホルモ
ンなどを含むペプチドファミリーである。今
回新たに発見された分子種は、卵巣以外に脳
や胸部神経節でも発現が確認された。また、
卵黄形成抑制ホルモンにより発現が減少す
る傾向がみられた。加えて、同ファミリーに
おいて保存されている6つのシステイン残基
のうち、3番目と4番目の間が1残基長いとい
うこれまでに報告されていない構造上の特
徴を有していた。 



④バーシコン 
昆虫や甲殻類の中枢神経系に存在するホ
ルモンで、アクチビンやインヒビンと同じく
形質転換増殖因子-βスーパーファミリーに
属し、αとβのヘテロ2量体からなる。クル
マエビの卵巣では両サブユニットの遺伝子
発現が確認され、αについては卵黄形成抑制
ホルモンによる顕著な発現変動は認められ
ず、βは減少傾向にあった。 
以上のホルモン様分子は、これまで主に中
枢からの情報伝達に関わるとして報告され
てきた。卵巣のどの部位でこれらが産生され
ているか今のところは不明であるが、解析し
た発現遺伝子中には、一般的に分泌顆粒にみ
られることの多いペプチジルグリシンα-ア
ミド化酵素も含まれていたことから、ホルモ
ン分泌に関与する細胞群が存在していると
推定される。脊椎動物では、生殖腺が産生す
る複数のタンパク質ホルモンについて、生殖
腺の機能調節を含む多彩な作用が明らかに
されているが、無脊椎動物におけるそれらに
ついてはほとんど知見が得られていなかっ
た、クルマエビの卵巣で発現するホルモン様
分子の機能を明らかにするとともに、卵黄形
成抑制ホルモンとの関連を調べることによ
り、末梢組織の寄与を組み入れた甲殻類の新
たな成熟制御ネットワークの解明につなが
ることが期待される。 
 
(3) その他の特徴的な発現遺伝子 
卵黄形成抑制ホルモンを含む甲殻類血糖
上昇ホルモンファミリーの受容体と考えら
れているGタンパク質共役受容体、および膜
型グアニル酸シクラーゼについては、それぞ
れ2種類と1種類含まれていた。Gタンパク質
αサブユニットのうちGsは実験群で減少傾
向を示し、Go、Gi、Gqは顕著な変化を示さな
かった。 
卵黄形成抑制ホルモンの作用によりビテ
ロジェニン遺伝子自体は大きく減少してい
たことに加え、ビテロジェニンのプロセシン
グに関わるズブチシリン様プロテアーゼの
発現も減少傾向にあった。その他にプロスタ
グランジン合成に関わる酵素群として、ホス
ホリパーゼA2、シクロオキシゲナーゼ、プロ
スタグランジンEおよびF合成酵素が発現し
ていた。これらのうちシクロオキシゲナーゼ
については、実験群で発現が上昇する傾向が
みられた。エクジステロイド受容体やレチノ
イドX受容体、ファルネシル酸O-メチルトラ
ンスフェラーゼなどについては顕著な変化
はなく、トロンボスポンジン、膜型プロゲス
チン受容体などは減少傾向に、グルタチオン
ペルオキシダーゼ、シトクロム P450 
(CYP4V18)、 ガレクチン、キチナーゼなどは
増加傾向にあった。 
全体としては、63,699個のコンティグのう
ち7,834個が実験群で高い発現を、8,466個 
で高い発現 (10倍以上の差) を示すことが
分かった。一方、遺伝子の相同性解析におい

ては4割程度のコンティグが既知の遺伝子と
の有意な相同性を示さず、機能の推定ができ
なかった。これらの配列データの活用法につ
いては今後さらに検討していく必要がある。 
 
(4) 卵巣タンパク質の網羅的解析 
高速液体クロマトグラフ質量分析装置に
よって、卵巣に含まれるタンパク質のうち約
150種類を同定した。リボソームタンパク質、
RNA結合タンパク質、転写開始因子4E・4H・
5A、伸長因子1-α、C-Myc結合タンパク質な
ど、約半数は遺伝子の転写や翻訳過程に関わ
るものであった。また1/4は、ATP合成酵素共
役因子、トランスアルドラーゼ、トリオース
リン酸イソメラーゼ、スペルミジン合成酵素、
グルタチオンS-転移酵素、ロイコトリエン
A-4加水分解酵素などの代謝に関わるもので
あった。その他に特徴的なものとして、ショ
ウジョウバエにおいて生殖細胞の雌化に関
わるsex-lethal、生殖細胞の形成や維持に必
須とされるpumilioとpiwi、幹細胞の増殖や
維持を制御するmusashiなどをタンパク質レ
ベルで同定することができた。 
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