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論 文 内 容 要 旨

序論

海産二枚貝であるホタテガイは重要な産業対象種であり,将来的には,安 定した採苗や優良形質獲得

や系統管理に,同調的な産卵放精誘導技術の確立が不可欠と考えられる。このためには同種の完全人為

制御下での再生産システムの構築が重要である。しかし,海産二枚貝の生殖生理学的知見は,陸 上の家

畜動物や魚類などの脊椎動物に比べて乏しいのが現状である。

海産二枚貝であるホタテガイの産卵に至る過程は,まず卵成熟,さらに卵放出であり,これらはセロトニン

(5・HT)により卵膜上で薬理学的5・HTv2の 混合タイプと同定されている受容体を介して誘起される。海産

二枚貝ではその刺激により細胞内外のCa2・の動員が起こり,最終的に卵成熟が起こる。しかし,卵は5・HT

受容体を備えた状態で,第 一減数分裂前期で一ヶ月以上も卵巣内で留まっていることや,5・HT投 与によ

る産卵誘発の効果にも個体差が見られることから,5・HTだ けではなく何らかの調節機能が存在しているこ

とが考えられる。一方,卵 成熟を誘起する5・H:Tに 関しても,受容体の構造が明らかになっていないため,

細胞内情報伝達系との関わりを検討できていない。本研究では,海 産二枚 貝であるホタテガイの産卵がど

のような因子によって調節されているのかを明らかにすることを目的に,5・HTと 関連するホタテガイの産卵

調節因子の検索を行うとともに,その作用機序を検討した。また未だ構造が明らかになっていない産卵に関

わる5・HT受 容体の構造を明らかにすることとともにこの発現解析を行った。

第1章 ・ホタテガイ頭部・足部神経節における新規産卵抑制調節因子の存在

配偶子形成を中枢神経が調節しているとのいくっかの報告から,ホタテガイの産卵も中枢神経の制御を

受けていると考え,ホタテガイ卵巣組織片や,他 種の海産二枚貝の遊離卵を用いた 血 幅加assayで ホタ

テガイ頭部・足部神経節(CPG)抽 出物が5・HTに よる卵成熟と卵放出にどのような影響を与えているかに

ついて検討した。

その結果,ホ タテガイ雌雄のCPGに,5・HTに よる卵放出を抑制する熱に弱いタンパク質性の因子が含

まれることが明らかになった(Fig.1)。このタンパク質性の抑制因子は同じイタヤガイ科のアカザラガイでも

5・HTに よる卵放出を抑制した。この抑制因子の活性は血リンパ上清中にも見られた(Fig.2)。 この抑制因

子は5・HTに よる卵成熟を抑制することにより卵放出を抑制的に調節している,い わばOMA:F(Oocyte

MaturationArrestingFactor)と 呼ぶべき因子であった(Fig.3A)。 従来5・HTに よる卵放出を抑制する

因子として知られているPGF2。 は5・HTに よる卵成熟ではなく,生殖輸管からの卵放出を抑制することによ

って機能していることが明らかになった(Fig.3B)。 すなわち5・HTに よる卵成熟とその後起こる卵放出は,

OMAFとPGF加 によってそれぞれ抑制的に調節を受けていることが明らかになった。OMA:Fは ウバガイ,

アサリ,マガキの5・HTに よる卵成熟も抑制したため,海 産二枚貝に普遍的にOMAFの 機能が保存されて

いる可能性が示唆された(Fig.4)。

第2章0⊂ 町teMa㎞tionAπe8tingFador(OMA:F)の 作用機 序

本 章では,ホ タテガイで見出されたOM医Fの 卵成 熟の抑制における作用機序 を明らか にすることを目的

として,卵 のOM《F受 容機構の有無,OMAFとCa2・ とゐ関係 について検討 した。

卵はoMA:Fに 対して受容機構 を有しており(Fig.5),OMA:Fの5・HTに よる卵成 熟誘起 に対する抑制

効果は,5・HTの 補足や,卵 膜表面の5・HT受 容体での5・HTと の競合 によってもたらせるものではなく,

卵膜表面のOMA:Fに 対する受容機構を介 して起こることが明らか になった(Fig.6)。OMA:Fの 機 能は,

5・HTに よって誘起されるCa2+チ ャンネルを介した細胞外Ca2+の 取 り込みを,OMA:Fに 特異的な受容機

構 を介して,も しくは直接Ca2+チ ャンネル に働 きかけて阻害することによって,卵 成 熟を抑制 することにある
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と示 唆 され た(Fig.6,7)。

第3章 ・OMAF分 子の同定

第1章 と第2章 で検討を行ってきたOMA:F分 子の同定をすることを目的に,CPG抽 出物と血リンパ上清

を出発物質に,ゲルろ過,陰 イオン交換の各クロマトグラフィーで活性画分を分離し,SDS・PAGEで 分子

質量を特定した後,トリプシンで消化,逆 相HPLICで 分離した画分のアミノ酸シーケンスを行い,既 知のタ

ンパク質との比較を試みた。

OMA:Fは52kDの 分子質量を持つ単量体のタンパク質で(Fig.8),ト リプシン処理で得られた内部アミ

ノ酸配列は,既 知のタンパク質に相同性を示さなかった(Fig.9)。さらに,これまで哺乳類で報告されている

OMIや アメリカウバガイで報告されている助 初 盟jhctorな どとは異なる物質であることがわかった。したが

ってOMA:Fは,こ れまで同定されていない新規の卵成熟抑制因子であることが示唆された。

第4章 ・産卵 に関わる5-HT受 容体 のクローニングと発現解析

海産二枚貝の産卵に関わる5・HT受 容 体はこれまでクローニングされておらず,そ のため5・HTに よる

卵成熟誘 起における卵 内情 報伝達 系を明らかにすることは困難 である。したがって本 章ではホタテガイの

産卵に関わる5・HT受 容 体の構造 と機能解析を目的 として,ホ タテガイ卵巣組織 全RNAか らRTPCR,

3'・6RACEを 用いて5・HTpyの クローニングを行い,血 認甜 ハイブリダイゼ ーションと半定量RT・PCRに

よる発現解析を行った。

ホタテガイ卵巣から454ア ミノ酸残基をコードする,1818bpのcDNAか らなる,5・HTpyを クローニン

グした(Fig.10)。5・HTpyは 既 知の5・HT受 容体と高い相 同性を示した。とりわけGi結 合 型の5・且T1や ア

メリカアメフラシの5・HTI。pと 高い相同性を示 し,構 造的 に5・HT1サ ブファミリー に分類 された(Fig.11)。

5・HTpymRNAはE2に よって発 現が誘導され(Fig,12),精 細胞,卵 母細胞,生 殖輸 管上皮組 織で発 現

していることが示された(Fig.13)。 構造解析 の結果 と発現解 析 の結果 から卵成 熟や 産 卵に関与 している

5・HT受 容体であることが示唆 された。

総合考察(:F塩14)

1)ホ タテガイ頭部・足部神経節に5・HTに よる産卵に対して抑制的に働く,タンパク質性で,しかも,

種々の海産二枚貝に普遍的に機能する産卵抑制調節因子が存在した。この産卵抑制調節因子

は血リンパを介して卵巣に伝えられ,卵 膜にある受容機構を介して,5・且Tに よる卵成熟を抑制

する,OMA:Fと して機能していることが明らかになった。

2)OMAFは5・HTに よる細胞外Ca2+の 取り込みを抑制することによって,卵 成熟を抑制しているこ

とがわかった。

3)こ の抑制因子は52kDaの 分子質量を持ち,既知のタンパク質には該当しない新規の抑制因子

である可能性が示唆された。

4)ホ タテガイ卵巣からクローニングされた5・HTpyは 生殖細胞に発現しており,E2に よって発現が

誘導されたことから,従来報告のある卵成熟を誘起する5-HTの シグナルを卵内に伝達する5・H:T

受容体であることが示唆された。

ホタテガイの産卵は,5・HTに よって引き起こされるが,E2に よって遺伝子の発現が誘導される5・HTpy

を持っ卵母細胞と生殖輸管上皮細胞を,OMA:Fに よる卵成熟の抑制と,PGF2。 による生殖輸管からの卵

放出の抑制という別々の因子によってそれぞれ抽制的に調節されていると考えられた。
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CPGe=tract(B,C).Calciu皿gree-・ 垣lectedoocytes

wereincubatedwith5x10'6M5-HT.GVBD

occurredinAandC,butnotinB.Theblack

arrowsi皿dicatethe血neof5・HTapphca廿on.
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勲f曲 伽on5・ 恥d醐DofR曲 蜘 聯$).

ω1:fビacUonco皿t2血 血gOMAF.2:supemata■ もobta血edby血si皿g丑 ρ醗@血 ㎜oocyteswithASW.3:

丘ad証oncontah血gOMAFafterabsorbedwith忍p血 伽 ρ血£π皿100cytes.

(B)1ap五 伽 血a凪 囮ooq7teswe■eincubatedwithlx10もM5・HTalonean〔1丘ac廿o且con切 血血ngOMAForthe

fractionafterabsorbedwiththeoocytes.Significantlydifferentfrombetweenaandb(p<0.01).Eachvalue

shows+SE(η=2)。
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Ile-His-Ala-Asp-Leu-His-Glu-Leu-lle-Glu-Arg

Fig.9Re冊 調rpha8ed㎜ 加g職phyd『theO～ 【AFd壊s勧edwi血t㎝ 血(A),an{la皿 血oadd

seq陣e皿cees(B).Pep廿 〔leswe】 陀elutedwithhneargradientO%to60%ofaceto■e血0.1%TFA.
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1CGGTCGTGATGTCATTCCCCTCCAGGCCTAGAAGCAAGc"GAGCTCAAACAATTGTACAATTGGAAGTCACfGCAApATCITTAGGGACTAATITATIOOOATTTTf

ACCC(X乳C細 丁洩GGGTTAムGGTATCG触TACTTC㏄CGT餓G趣GT{}Aκ 麹CTATGC亀GGτGT八GTACCα;TTCTA八 τATACGGA洩CC醐T㎝C㎜ 欄GCC乱CC乱GTCGCC舩C{躍[AAC

1
ATCCTTATAATGGGTCTCATGCAACAAAATGGGGCGAACGCGTCCATCCTTGGACTCTTCAACAGCGACACATACTCCAGTGTCACATTG

潮Ll醜GL閑OO開6A翻ASiLGLF裡SDτYSSVTL

32?

13

16

TCTACGGTCTCTACCCAGAACGAGACTACGGCGTCTTCAGTGTTTAATTCTACAACATACAATCCGCTAGGTGGCACCAATGGTACAACC

STVSTO醐E丁TASSVF閥STTY繕PLGGT髄GTτ
▲ ▲ ▲ △ ●

GGATTCCAGGGTTTCGGCCCTCAGATTAGGAGTTTAGAACACTTGATAACAAC(㎜a=に 工凸¶urrヤ〔瓢r馳'rr=ム 「門ドrr「∩巾「rムαr昌TC.

GFOGFGPQIRSLE≡HLlTTSi峯 宴㌧韮L…6_も 、屡 遷 しトガ産ノ馨こ・韮

TMI

TCTTCATAATGTT㏄CAACTAT償nATcm「ATe㎝ ε㎝e鳶Tf=f=ce

K開LH閥VA潤Yi髭 卜 象'も二客 ∴L査 サ.轟'1

麗 ∬

GTGAACGAAATCAGTACTGTGTGGTTCCTTAGGCCGGAAATTTGTGATATG

開EISτV胃FLRPEICD淵

412

502

19 L{}廻 サF》 彗・髭 良'τ 葺L盛
592

121 i.暫愚 ・熊 壌・;膏τ一駄 蟄 際・・建;嘘織}型V
682

151
Tc

胃 縫SF5'》 鼠 砂 ¢ τ=森$1∵L'薩'ド 七.聡 ・㌔魔、F

TTACTGGGCCGTTACCAACAI"f

Sl膨 湛 ・RY胃AVT髄1

181

772

TMI∬

GACTACG7℃AGAAATAGGA㏄GCGAAGCAGATA(ア1TrCCATGAT(X粥G門 鳶工Cf==腿 凸コ鵬 ココ:¢9T.ム=蠕丁鴨「「4==口:⊆ムムTC「「「血(℃C=コ=鳶

DYV紀 潜RSAKQiL
0
0

▲
閣lA』 髭ご:S..・檬 欝¥・{}ダ 簾、G:量:・:sい 、暴Pで:拝 ミ

π

ε
』

862

211 F6.麗

TMN
GGAGCCGGCGAACAGTCCCGTGCTGACGGGCACGTGTCTCATTAGCCAGGACATTGGCTACACTGTCTTTTCCA
KEPANSPVLTGTCLISQDI6YTVFS

にC㎜ 且丁縄「「「r「己「A㏄ 所 ∫「A「阿4Tπ ムT鴨ムTr「4T1叩4T㏄ 「ムAA4TムTTr1ε ム4GTrY語r

7MV

匿 農.F讐
CGAC畝㏄触質CGGA㎜A㎜

ひ'τ=Lレ 擁;㌔剤塗∵翌=.妻ご㌔¥'丁姦:二藍-IjF唱 韮㌧讐∵喬}RRRiRRX瑚F

952

241
1042

2ｻ
CATAAAAAAAGTTTGAAAAAAGCTGAGGCGAAAATCAAATCGGATCACTCATCAAAGAGCAAGTTGCTCTTTAATTCGCCCAAAAGCAAT

HKKSLKKAEAKIKSDHSSKSKLLFHSPKSH
▲ ▲ ▲ ▲ ▲

1132

341

331

GGTCACAACAGCGCTGATAATACGGAGATAACTGTGAACGAAACATCCTGCAACGGTAATGAAAATTACAATGATAAGAATGAAAACTCA

GH麗S《D翻TEI了V凹ETSC隠G麗E閥Y闘OK麗E髄S
▲ ▲ ●

AAAGTAGACACGAATGGATTCGATGACGCAAAAACTGCAATGATTCCGAAAGCAGTAAACAAAGAGCAGGACAAAGCAAAGAAACAAAAAKV

DT開GFDD貞KTA幣IPKAV開KEODKAKKOK

1223

131?

361
GAAAAGTTAGAGATGAAAAGAGAACGGAAAGCTGCTAGAAC

EKLE隣KRERKAART転 違 、妻壕 セマr儀r践.癌 畢 ・蓑、鑑、貰∴L、 窟事 ド

TMVI

CTGCTCCCCTGGTCGGCAAGGCCGCTGAAGAGATTCCCGAGGAACTTATAAGTTTTGT

ドレ 、垂 痔 と㌧TAPLVGKA禽EEIPEELISFV、 も.饗'L6¥轟,

コMV証

aararrrtt:rrraacrrraTa.aTaraaTarrrarrCCGGATTTCCGTAATGCCTTCCAGAAAATTCTGTTCGGAAAATACTCAAAA

竃鮭、S瓦L.tf・ 愁IP}、i、 も、繁-1}'、 董β蓑…,馳&ヒPDFR軸 《FOKiLFGKYSK

1402

391
1492

421
1582

441
AAATATCGGAGATGA1597
KYRR*454

凡AATTτ τCC轟AACGGGA触GGCAτ αピTrATCGTCAムT㏄ τGTT(閉LCTGAAAGC在 τGAτ《∋GCκτττAAA八CT・く…TGTCG《G(πG農CCτ 工乱直GTTAA(}TGTτ τGGTCG{…《TTκτCαなGA〔…τGCTGGA《C農 τGGんTG

CGTTTTCGGrrA八GTTACT6GTTCA凸AGTGT直TGTG八 工ATG孔GT舶 丁《TA内G《τ鵡G迎C在Tr八 τG-AAAAAAA18L8

Fig.10Nucleotideanddeducedaminoacidsequenceoftheputative5-HTreceptorofP.

アθ㈱ 蜘5・HTpy(AB2209935).Puta廿vetransme皿bra且eregionsareboxedandnumberedTM

I・TMV工 【.Po艶 ロ拙 虹sitesfbrN・h且kedglycosylat誼o■are血dicatedbyc囲es.Se血esand

threoni-esthatarewith血aputativesequence」brphosphorylationare血dicatedbytriangles.
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Fig.11Phylogeneticanalysisof5・HTreceptorsinduding5-HTpy.A皿inoacid8equeucesof5・HTreoeptors

wereret㎡evedGeneBa血database.Theiramlboacidsequencewereahgnedwiththecorrespondinga皿im

acidsequenceof5-HTpy,usingtheClustalWDDBJversion.Phylogenetictreewaswrittenbytreeexplorer.

Eachnumberbythebrachsindicatesbootstrapvalue.Accessionnunberwereindicated.Receptoers'name

arerefbrencedReceptorsequencesusedarefro血thehuman,rat,mouse,刀roβ ρρ五血 」囮θゐ～ロo群 ～θ綬

(Dro),み 辺ηηaθヨ5加 刀8刀ヨ飴(Lym),4ρ 加faα ～五あ㎜'α ～(Aporap),andO2θ ぬ〇五a加 臨5曲gヨ 」ロ5(Ce).The

co皿espondingaccessiQnno.isi且dicatednexttoeachSequence.
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Fig.12Effectofsteroidson5-
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differentfromcontrol(p<0.05).
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SE(n=4).
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論 文 審 査 結 果 要 旨

海産二枚貝の産卵は温度,物 理 ・化学的な刺激などによって誘発 され,こ れ ら刺激が人為的な採卵

や採精に利用 されている。 しかし,そ の成否には個体差が大きく影響 し,安 定した種苗生産に結びつか

ないのが現状である。この現状を解決するためにも産卵の内分泌調節機構の解明は重要な課題である。

神経伝達物質であるセ ロ トニン(5-HT)が 海産二枚貝の内因性の産卵の引き金物質であることは知

られているが,完 全な産卵を誘起できていない。そこには,5-HTに よる産卵誘発に対する調節機構

の存在が以前から指摘されている。本研究は,ホ タテガイ 勘伽opθc∫εηyθ∬oθη∫'∫における5-HTに よ

る産卵誘発 と関連す る中枢神経 由来の神経因子の検索 とその作用機構を明 らかに し,産 卵 に関わる

5-HT受 容体の構造 と機能解析か ら海産二枚貝の卵成熟 ・卵放出の内分泌調節機構の解明を行ったも

のである。

1)ホ タテガイの頭部 ・足部神経節に5-Hrに よる産卵誘発を抑制する蛋白質性の物質の存在を証明し,

血 リンパで運ばれ て5-HTに よる卵成熟 を阻害す るこの物質 は,OocyteMamrationArres丘ngFactor

(OMAF)と 名付けられた。これに続 く5-HTに よる成熟卵の生殖輸管内の輸送(卵 放出)の 誘起が

プロスタグランジンF2a(PGF2a)に よって抑制 され ることを示 した。また,海 産二枚貝に普遍的に

OMAFの 機能が保存されていることをも示 し,海 産二枚貝の卵成熟 と卵放出か らなる産卵が5-HT,

OMAF,PGF2aに よる内分泌支配を受けていることを明らかにした。

2)OMAFの シグナルは,卵膜上にあると示唆 されたそれに対する受容機構を介 して卵内に伝 えられ,

5¶Tに よるカルシウムチャンネルを介 した細胞外カルシウムの卵内への流入を抑制す ることによって,

5-HTに よる卵成熟誘起を抑えていることを明らかにした。

3)OMAF分 子は分子質量52kDaの 単:量体の蛋 白質であり,内 部アミノ酸配列の解析か ら新規の分

子であることが示唆された。OMAFの 起源や分子サイズの相違,ま た配列解析の結果未同定分子であ

ることから,OMAFが 新規の卵成熟抑制分子であることを明らかにした。

4)卵成熟 と卵放出を誘起する5-HTシ グナル を細胞内に伝達す るホタテガイ卵巣の5-HT受 容体が,

454ア ミノ酸残基からな り,G蛋 白共役型の5-HT1サ ブファミリーに分類 され ることを明らかにした。

5-HT受 容体遺伝子は卵母細胞,生 殖輸管内皮の繊毛細胞,精 細胞で発現 し,エ ス トラジオール ー17β

によって発現が誘導 されることか ら,卵成熟 と卵・精子放出に関わる受容体であることを明 らかにした6

本論文ぽ,海 産二枚貝の産卵調節に関わる新規の分子の発見 と産卵調節全体の内分泌支配を明らか

にしたものである。これは,水 産増養殖対象種の二枚貝のこれからの産卵 ・種苗生産技術の開発に大

きく貢献するものであ り,卵 成熟の細胞生物学に新たな研究展開を提示する先駆的な研究でもあるこ

とか ら,海 洋生物科学において高 く評価 される。よってこれを博士(農 学)の 学位を授与す るに値す

るもの と判定 した。
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