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論 文 内 容 要 旨

海産二枚貝の増養殖における効率的生産および質的改善のために優良品種の獲得は不

可欠であり、その条件として、目的の品種、系統の母貝の交配のための同調した成熟産

卵技術が挙げられる。すなわち、配偶子形成 ・産卵を調節している生体内情報伝達系を

解明することは、この技術を確立する上で重要な課題 と考えられる。 しかし、この二枚

貝の内分泌調節機構で中心的役割を担っているであろう中枢神経系による配偶子形成過

程の調節機構は、解明されるべき極めて重要な課題として残されている。この課題の解

明には調節される対象である配偶子形成過程を正確に把握 している必要がある。ホタテ

ガイPα珈ρρθo∫ε〃yε∬oε那融の生殖巣の発達段階は、組織学的観察により定性的に7段 階

に区分 されているが、このような定性的な区分では、内分泌調節機構を明らかにするこ

とは難しく、これらに対して有力な情報を提供する配偶子形成過程の定量的解析は未だ

着手されてはいない。そこで本研究は、二枚貝の配偶子形成の内分泌調節機構解明の一

環として、生殖巣の発達とその中枢神経系による調節機構を調べることを目的に、ホタ

テガイ生殖巣の生殖原細胞増殖パターンをBrdU(5-Bromo-2'一deoxyuridine)の 取 り込みを

指標 として定量的に解析した。またその生殖原細胞増殖機構を解明するためにBrdUを 用

いた定量的な生殖原細胞増殖の指標を生殖巣の組織培養系に用いて、生殖原細胞増殖に

対する中枢神経系の関与を解析 した。さらに生殖原細胞の増殖を引き起こす因子が中枢

神経に存在するか検討し、中枢神経由来の因子がどのように生殖巣内で生殖原細胞の増

殖に関わっているかにっいて、中枢神経由来の因子とステロイドホルモンの関係から解

析した。

第1章 ホタテガイの生殖原細胞増殖のパターン解析

生殖原細胞増殖の内分泌調節機構を解明することを目標に、BrdU取 り込みを定量的な

解析の指標 として生殖原細胞の増殖様式を検討 した結果(Fig.1)、 生殖巣の発達を卵原細

胞 と精原細胞の増殖パターンに着目すると、生殖巣発達の前期では卵原細胞 ・精原細胞

が共通して緩やかに増殖するフェーズ1、後期の卵巣では卵原細胞は増殖せずに卵母細胞

に移行して成長し、精巣の精原細胞だけが放精直前まで活発に増殖するフェーズHと い

う2つ のフェーズからなる生殖原細胞増殖様式が認めうれた。

第2章 ホタテガイの生殖原細胞増殖のG皿RH(Gonadotropin-reieasinghomlone)に よる

調節

ムラサキイガイで は、頭部神経節 由来 の因子 に生殖 原細胞増殖促進効果が認 め られ て

い るこ と、G血RHが 生殖原細胞増殖 を促 進す る こと、頭 部 ・足部神経節(CPG)にGnR:H

様 の神経 細胞 が認 め られてい るが、物質 の特 定やそ の作用機序 につ いては明 らか になっ

ていない。そ こで中枢神経系 であるCPGが 生殖 原細胞増殖 に関与す る ことを、CPG抽 出
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液等 を添加 して培養 した生殖巣組織 での生殖原細胞の増殖率で検討 し、その因子 のGnRH

としての特定 と作用機序 の解析 を試 みた。

精巣組 織培養実験 の結果 、CPGに 生殖原細胞増殖 を促進す る因子 の存在が認 め られ(Fig.

2A)、 それは熱 に強いペ プチ ド性 で ある可能性が示唆 された。 この因子 は雌雄 のCPGに

共通 して存在するこ とか ら(Fig.2B)、 フェーズ1に 作用 し、卵原細胞 増殖 も調節す ると考

えられ たが、卵巣組織培養 系で は、メスCPGの 因子 は卵原細胞増殖 を促進 しなか った(Fig.

2C)。 よって この因子は フェー ズIIの 著 しい精原細胞増殖 に関わってい る可能性が強 く示

唆 された。雌雄 ともに血球蔀 分 も精原 細胞増殖 促進効 果が認 め られ たが 、血 リンパ上清

部分 には認 め られなかった(Fig.3)。また哺乳類型mammalianG血RH(mGnRH)で も精原細胞

増殖促進効果が認 め られ(Fig.4)、 抗1nGnRH抗 体で吸収処理 したCPG抽 出液 はその作用

が抑制 され(Fig.5A)、 さらにmGnRHア ンタ ゴニス トでCPGの 因子 とmGnRHの 精原細

胞増殖促進効果が拮抗的に阻害 され るこ とか ら(Fig.5B)、CPGに は雌雄 に共通 して精原細

胞増殖促進因子 としてGnRH関 連 ペプチ ドが存在 し、CPGか ら血球 をキャ リア として精

巣まで運ばれ、精巣 内のGnRH関 連受容機 構 を介 して誘導 してい るこ とが示唆 された。

第3章G血RH神 経細胞 の タイ プ と分布

第2章 で明 らかに した精原細胞 増殖促進因子 としてのGnRH関 連ペ プチ ドがホ タテガ

イのCPGに 局在す ることを、抗mGnRH:抗 体 を用い た免疫染色で検 討 し、そのGnRH様

神経細胞 と神経線維 の分布 を調 べた結果、GnRH関 連 ペプチ ドは中型 の神経細胞 にのみ局

在 し、足部神経節(Fig.6A)と 頭 部神経節前葉 内側(Fig.6B)に 分布 していた。 またGnRH様

神経線維 はCPG以 外 には認 め られ ない ご とか らGnRH関 連ペ プチ ドは、神経 内分泌 ホル

モ ンと してCPG周 辺の血 管 に放 出 され 、血球に よ り運ばれ る可能性 が示唆 され た。

ホタテガイGnRH様 神経細胞 の タイプを抗 タイ型 、抗 ニ ワ トリーII型、抗サ ケ型 と異な

る3種 の抗GnRH抗 体 を用 いて分類 し、その分類 され たGnRHタ イプ の神経細胞の分布

を調べ た結果、GnRH神 経 細胞 は タイ型GnRH抗 体 に よ り免疫 陽性 反応が認 め られ(Fig.

7A)、 視床下部GnRH系 の タイ型GnRHタ イ プに近 い と考 え られ 、さらにタイ型GnRH抗

体で新たに大型の神経細胞 の一部 に も免疫陽性反応が認 め られ たので(Fig8B)、 ホタテガ

イのGnRH関 連ペ プチ ドには異 な る2つ のタイ プが存 在す る可能性 が高い と推察 された。

第4章 精原細胞増殖におけるエス トロゲン合成細胞の関与

ホタテガイの精巣にはエス トロゲン合成細胞が精原細胞に接して存在しているので、

ホタテガイの精巣内でのGnRH関 連ペプチ ドによる精原細胞増殖作用が、間接的にステ

ロイ ドホルモンを介して働いている可能性に焦点をあてて検討 した。まずステロイ ドホ

ルモンの精原細胞増殖への関与を検討するために、精原細胞増殖の促進効果を第2章 と
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同様 に増殖率 で検討 した。培地 に加 えたエス トラジオール17β(E2)は 組織培養 で精原 細

胞 増殖 を引 き起 こし、プ ロゲステ ロン とテス トステ ロンもその傾 向 を示 した こ とか ら(Fig.

9)、GnRH関 連ペプチ ドがエ ス トロゲン合成 細胞で受容 され、E2の 生合 成 を促進 的 に調 節

す る ことによ り精原 細胞増殖 をコン トロールす る とい う仮 説が提案 され る。 そ こで卵

巣 ・精巣組織培養 系で培養生殖 巣内のプ ロゲステ ロン、テス トステ ロン、E2量 を時間分

解蛍光免疫法 によ り定量 し、GnRH関 連ペ プチ ドのステ ロイ ドホルモ ンの生合成 への影響

を検討 した ところ、CPGとmGnRHで 培養 した卵巣ではステ ロイ ド量の変化 はないが 、

精 巣で はプ ロゲステ ロン、テ ス トステ ロンが ともに減少 し、E2がmGnRHで 増加 した(Fig.

10)。 よってCPGのGnRH関 連ペ プチ ドは、エス トロゲ ン合成細胞でプ ロゲステ ロン、テ

ス トステ ロンのE2へ の転換 を促進 し、E2が 精原細胞増殖 を促進す ることで、間接的 に精

原細胞増殖 を促進的 に調節 してい る可能性が示 され た。

総合考察(Fig.lbl

1,ホ タテガイ の配偶子形成過程の うち、精原細胞増殖 の神経支配 を明 らかに した。具

体的 にはホ タテガイ の精原 細胞増殖 はフェーズ1と フェー ズ 皿 に分 け られ 、特 に フェー

ズIIは 中枢神経で あるCPGに 局在す るGnRH関 連ペプチ ドが支配 しているこ とが示 され

た。

2,CPGのGnRH関 連ペプチ ドには2種 類 あ り、sbGnRHタ イプに近い と考 え られ た。

それ らの うち精原細胞増殖 を促進す るGnRH関 連ペプチ ドは、足部神経節 と頭部神 経節

の前葉 の中型 のGnRH神 経細胞 に局在 し、CPG周 辺 の血管 に投射 し放 出 され る と考 え ら

れ、そ こか らGnRHは 血球 をキ ャ リア とした神経 内分泌 で精原細胞増殖 を支配 してい る

こ とが示 され た。

3,血 球 をキャ リア として精巣 まで運ばれ たGnRH関 連ペプチ ドは、エス トロゲ ン合成

細胞上 に存在す るであろ うGnRH関 連受容体 を介 してプ ロゲステ ロン、テス トステ ロン

等 のステ ロイ ドホル モ ンを前躯体にE2合 成 を促進 し、そ の合成が促進 されたE2が フェ

ーズIIの 精原細胞の増殖 を促進的 に刺激 す ることで
、間接 的に 中枢神経 のGnRH関 連ペ

プチ ドが精原 細胞増殖 を内分泌 的に調節 してい ると示唆 され た。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

海産二枚貝の増養殖において,将 来 にわたる安定 した種苗獲得を実現するための母貝管理を確立す

る上で,成 熟産卵技術の基礎 となる配偶子形成を支配す る生殖内分泌機構を解明することは重要な課

題である。 しか しながら,現 在までのところ配偶子形成初期の内分泌調節機構に関しては未解明のま

まである。本研究は,ホ タテガイの配偶子形球にともなう発達段階過程の個々の生殖細胞の定量的な

動態を明らかにし,特 に,生 殖原細胞の増殖を支配する神経因子を検索し,そ の作用機構の解明を行っ

たものである。具体的には

1)細 胞周期のS期 の細胞が取 り込む核酸前駆体BrdUを 指標に精原細胞 と卵原細胞の増殖を定量的

に解析 し,卵 母細胞への分化を調べた。卵巣,精 巣の発達は,卵 原細胞 と精原細胞が緩やかに増殖す

るフェーズ1と,卵 原細胞増殖が停止 して卵母細胞への分化が進み,精 原細胞が放精直前まで激 しく

増殖するフェーズHか らなることをはじめて明らかにした。

2)精 原細胞の2段 階増殖を支配する内分泌系を調べるために,精 巣組織培養系を確立 し,こ の実

験系を駆使 して中枢神経系にあるその調節因子の検索を試みた。頭部 ・足部神経節の精原細胞を増殖

させるペプチ ド性神経因子はフェーズHの 精原細胞増殖を支配する神経因子であることを明らかにした。

さらに,中 枢神経か ら精巣への伝達には血球が関わっていること,ま たこの神経因子が,哺 乳類型

GnRH(生 殖腺刺激ホルモン放出ホルモン)に 対する抗体や拮抗薬を使 った実験から,ホ タテガイの

GnRH関 連ペプチ ドであって,そ れが精原細胞増殖を支配 していることをはじめて明らかにした。

3)抗 哺乳類型GnRH抗 体 を使って免疫学的に,頭 部 ・足部神経節にGnRH神 経細胞が局所的に分

布することを明 らかにし,神 経線維の分布 も頭部 ・足部神経節内に限 られていたことか ら,血 中への

放出を強 く支持 した。また,ホ タテガイのGnRH神 経細胞は免疫学的にタイ型GnRHに 分類 され る生

殖腺に働 く脊椎動物の視床下部(視 索前野)GnRH系 に分類され,さ らに,抗 タイ型GnRH抗 体によっ

てホタテガイGnRH関 連ペプチ ドに2種 類ある可能性を示唆した。

4)ホ タテガイGnRH関 連ペプチ ドは,精 巣のエス トロゲン合成細胞に対するエス トロゲン合成の

活性化を介 して精原細胞の増殖促進を支配 していることを明らかにした。

本論文は,こ れまでの定性的な配偶子形成段階の分類ではわからなかった生殖細胞の発達過程を明

らかにして,精 原細胞の増殖 を支配する神経因子 としてGnRH関 連ペプチ ドの存在を明確に証明し,

その作用機構 を解明したものである。これは,水 産増養殖対象種の二枚貝の配偶子形成の化学的な解

析 と人為的な管理を実現するための先駆的な研究であ り,精 子形成やGnRHの 機能進化に一石を投 じ

る極めて重要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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