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論 文 内 容 要 旨

二枚貝類(斧 足類)に は,水 産上重要な種が多 く,そ の生殖に関する生理生態学的研究は古 く

から行われてきた。 しか し,二 枚貝類の産卵(放 卵および放精)機 構に関 しては不明な点が多 く,

同じ軟体動部に属する腹足類(巻 員類)に みられるような神経分泌性の産卵誘発ホルモ ンもこれ

まで報告されていない。

一方 ,二 枚貝類は体外受精を行 うが,ホ タテガイP臨 初P8磁 πy・∬・θπ伽 をはじめ,卵 巣か ら

直接とりだした卵では受精 しない種が少な くない。そこで,こ うした種に対 して,さ まざまな産

卵誘発法が用いられてきた。例えば,温 度,電 気,ア ルカ リ,紫 外線照射海水,過 酸化水素など

の産卵誘発法がよく知 られている。 しかし,こ れらの産卵誘発刺激の作用機序は明らかではない。

このように,二 枚貝類の産卵がいかなる情報伝達系によって制御されているのか不明であり,

その解明は生物学的興味のみならず,二 枚貝類の増養殖技術の発展にとって重要な課題のひとっ

であると考えられる。

そこで,本 研究では,ホ タテガイを材料とし,そ の産卵機構を検討 した。

第一にホタテガイの産卵を誘発する情報伝達物質を明らかに したいと考え,検 討の結果,神 経

伝達物質のひとつとして知 られるセロトニン(5-hydroxytryptamine;5-HT)が,顕 著な産卵

誘発作用を示すことが明 らかになった。第二に,種 々のモノアミン拮抗薬やアス ピリンなどを用

いて産卵機構を 珈 吻 ・で検討 し,ホ タテガイの産卵機構には,5-HTだ けでな くドーパ ミン

やプロスタグランジン(PG)も 関与 している可能性が示唆された。第三に,放 卵に及ぼす5-

HTやPGな どの影響を 語 〃z6γ・で検討 した。第四にホタテガイの中枢神経系と生殖巣域におけ

る5-HTと カテコールアミンの分布を組織化学的に検討 した。

そして,以 上の結果をもとにホタテガイの産卵機構を制御する情報伝達系を考察 し,ホ タテガ

イの産卵機構を総括 した。

1.産 卵 誘 発 物 質 の 検 索

はじめに,産 卵誘発作用のある神経分泌ホルモ ンの存在を検討するため,神 経節懸濁液を生殖

巣に注射 し産卵誘発を試みた。その結果,神 経節懸濁液は顕著な放精誘発作用を示 したが,放 卵

は誘発 しなかった。

神経節懸濁液の放精誘発作用は,頭 部神経節,足 部神経節,内 臓神経節のすべての神経節に認

められ,神 経節提供個体の雌雄による差も認められなかった。各神経節に存在するこの放精誘発

因子は,1%ト リプシン(37℃,2時 間),お よび,0.5%ペ プシン(37℃,1～4時 間)処 理を

行って も失活しなかった。

次に,種 々の神経伝達物質の産卵誘発効果を検討 した・その結果,本 研究に用いた神経伝達物

質のなかで5-HTだ けが顕著な産卵誘発作用を示 した(Table1)。 雌では2× ヱ0-4M,雄 では
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2×10嘔6M以 上の5-HTを0.4㎡ 注射すると,雌 では平均66分 後,雄 では平均25分 後にそれぞ

れ放卵放精す るのが観察された。5-HT注 射の産卵誘発で得 られた卵は,・100%近 い高受精率

を示 し,観 察を行った胞胚期までは正常に発生 した。

以上のことか ら,各 神経節に含まれる放精誘発因子が何であるかは不明であるが,ホ タテガイ

では5-HTが 産卵を誘発する情報伝達物質として機能 している可能性が考えられた。

2.編 〃加oに お け る産 卵 機 構 の 検 討

5-HT注 射,紫 外線照射海水,加 温の産卵誘発作用に対する5-HT拮 抗薬,ド ーパ ミン拮

抗薬,ア スピリンなどの影響を 珈 伽 ・で検討 した。

その結果,5-HT注 射,紫 外線照射海水,フ ルオキセチン(5-HT取 込み阻害薬)・加温の

各放卵誘発作用は,メ チセルジド(5-HT拮 坑薬)に より有意に抑制された(Tables2,3)。

従って,ホ タテガイの雌では,5-HTは5一}IT受 容体を介 して放卵を誘発 し,紫 外線照射海

水やフルオキセチ ン・加温による刺激も5-HT作 動性機構を介 して放卵を誘発するものと考え

られた。また,5-HT注 射の放 卵誘発作用は ドーパ ミン拮抗薬で抑制 されなかったが,紫 外線

照射海水やフルオキセチン ・加温刺激の放卵誘発作用は ドーパ ミン拮抗薬で有意に抑制されたこ

とか ら,紫 外線照射海水や加温刺激は ドーパ ミン作動性機構を介 して5-HTの 放出を促 し,放

卵を誘発するものと推察 された。そ して,5-HT注 射の放卵誘発作用がアス ピリンで顕著 に抑

制されたことか ら,ホ タテガイの放卵機構にPGも 関与 している可能性が考えられた。

しかし,雄 の場合は,5-HT注 射や フルオキセチン ・加温の放精誘発作用に対 して,本 研究

で用いた種々のモノア ミン拮抗薬やアスピリンはまった く抑制作用を示さなかった。

3.珈 〃拷 γoに お け る 産 卵 機 構 の 検 討

5-HTが 伽 躍7・ で も放卵を誘発す るかど うかを検 討 し,論 伽 ・の実験 で放卵機構 に関与

している可 能 性 が 示 唆 されたPGの 作 用 を 加 痂"で 検討 した。

その結果,5-HTは 臨 漉 γ・で も放卵 を誘 発 し,卵 巣片か ら放出 され た卵 は,媒 精す ると正

常 な初期 発生 を開始 した。5-HTの 加 ひ記γ・ で の 放卵誘発作 用 は,10『6Mで 最 大を示 した

(Fig,1)。 メ チセル ジ ドは`π 厩r・ において も5-HTの 放 卵誘発作用を抑制 した。 また,ア

ス ピリン(10-4M)や イ ン ドメサ シン(10-4M,10一6M)は5-HTの 放 卵誘発作用 を有意 に

抑制 した。

そ こで,PGE2,PGF2α,PGD2の 放卵 に及ぼす影響を検討 した。 その結果,各PGに は

放 卵誘 発作 用は認め られ なか ったが,PGF2α は5-HTの 放 卵誘発作用 を抑制 し(Fig.2),

一67一



PGE2は5-HTの 放 卵誘発作用 を増強す る傾向が認 め られた。 そ してPGE2の 存 在下 では,ア

ス ピリンお よびイン ドメサ シ ンは5-HTの 放 卵誘 発作 用を抑 制せず,少 量 のイ ン ドメサ シンを

添加 した実験区では,PGE2(10-6M)は5-HTは 放 卵誘 発作 用を有意 に増 強 した(Fig.3)。

従 って,5-HTは 直 接卵巣 に作用 して放卵 を誘 発 し,そ の作 用はPGF2α に よる抑制,

PGE2に よ る促進 とい う調節を うけて いる ものと考 え られた。

4.モ ノ ア ミ ン の 組 織 化 学 的 検 討

ホタテガイの産卵機構への関与が示唆された5-HTと カテコールア ミンの,中 枢神経系 と生

殖巣域における分布を,グ リオキシル酸による蛍光組織化学的方法と,5-HTモ ノクロナール

抗体(YC5/45HL)を 用いた免疫組織化学的方法により検討した。r

その結果,以 下のようなモノア ミンの分布が明らかになった。

1)中 枢神経系(Figs.4,5-A,B,6-A,B)

5-HT神 経細胞:頭 部神経節前葉 ・後葉,足 部神経節,副 神経節

カテコールア ミン神経細胞:頭 部神経節前葉,内 臓神経節側葉

2)生 殖巣域(Figs.5-C,D,6-c,D,E)

5-HT神 経繊維:生 殖巣表皮下組織 筋組織 生殖輪管上皮下組織 生殖上皮,頭 部内臓

縦連合

カテコールア ミン神経織維:生 殖巣表皮,生 殖巣表皮下組織 筋組織 生殖輪管上皮,腸 管

上皮,頭 部内臓縦連合 、

このように,ホ タテガイの中枢神経系および生殖巣域に5-HT神 経,カ テコールア ミン神経

が豊富に分布することが明らかになった。そして,中 枢神経系のどの部位の5-HT神 経細胞が

生殖巣域を支配 しているのかは明 らかではないが,顕 著な産卵誘発作用を示す5-HTが 神経組

織に局在 し,と くに,産 卵との関連が深いと考え られる生殖輪管や生殖上皮にも5-HT神 経繊

維が分布するのが観察されたことは,少 な くともこれ らの5-HT神 経の一部から放出される5

-HTが ,ホ タテガイの産卵機構において重要な役割を果たしている可能性を組織化学的に支持

するものと考えられた。

5.総 括

本研究の結果を総括すると、ホタテガイの雌ではFig.7に 示すように,温 度変化などの何 ら

かの外部からの刺激が,ド ーパ ミン作動性機構,5-HT作 動性機構を介 して放卵を誘発し,5

-HTの 放卵誘発作用は卵巣においてPGF2α による抑制,PGE2に よる促進 という調節をうけ
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ているものと考え られた。また,生 殖巣域では,生 殖輪管上皮下組織,生 殖上皮,筋 組織など,

童卵に関連が深いと考えられる組織に5-HT神 経繊維の分布が認め られたことから,こ れらの

5-HT神 経系の一部から放出される5-HTが 産卵に関与 している可能性が考えられた。

一方,雄 の場合,本 実験条件下では,5-HT拮 抗薬,ド ーパ ン拮抗薬,ア スピリンなどは有

琶な影響を示 さなかった。 しか し,放 卵誘発有効濃度の約1/100の 濃度の5-HTで,放 精が

i秀発されることから,少 なくとも,放 精機構においても5-HTが 主要な役割を果た しているも

Dと 考えられた。

Fig.7に 示した放卵機構に関する情報伝達物質の うち,5-HT以 外の物質の作用については

まだ,他 の二枚貝類で検討されていないが,本 研究で初あて明 らかにされた5-HTの 産卵誘発

作用は,現 在 まで内外19種 の二枚貝で報告あるいは確認されている。従 って,5-HTは 広 く二

枚貝類の産卵機構に関与 しているものと考えられる。

このように,二 枚貝類の産卵機構に関与する情報伝達系が初めて示唆されたことは,二 枚貝類

の産卵生理を理解するうえで.,ま た,二 枚貝類の増養殖技術,遺 伝 ・育種学的研究における基礎

技術への応用の面からも意義のあるものと考える。
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Table1.エnd・ ・ti・n・f・pawningbythep。 ・・ibleneuP。t・a・ ・mltt…in旦 一.

Animalsspawning/Animalstested
Treatment Concentration

(剛) Female Ma工e

Serotonin2

Dopamine2

Noradrenaline2

Adrenaline2

Acetylcholine2

Y-Aminobutyricacid.1

Control(filteredseawater)

0
11/15

0/9

0/5

0/5

0/5

1/9

●
11/11

z/5

0/5

0/5

2/5

0/5

0/5

■
Significantlymoresuccessfulatcausingspawningthanthecontrol(P<0.005.

one-tailedFisherexactprobabilitytest).

TableZ.Effectsofvariouschemicalsontheinductionofspawningby5-li'1'

inP.vessoensis.

Animalsspawning/Animalstested
Treatment

Femaユe Male

Methysergide

しY53857

Sulpiride

GH6A

Control一]

Control-2

&5-HT

&5-fiT

凡5-HT

&5-HT

ASWR5-NT

ASW8ASW

邑
2/8

8/8

3/5

4/5

0●
7/8

1/8

5/5

5/5

5/5

B・ ・h・ ・加a1・a・ 加j・ ・t・d・ith。.りm1。r10曹 ㌔5.HT。 。AS旧h。ft。rth。

inJecxionofmethysergide(0 .3mg/0.4ml),LY53857(0.3mg/0.4ml)
,sulpiride

(1mg/0.4ml),y-hydroxybutyricacid(CHBA,0.15mg/0.4ml),orASW(0.4ml) .

o

Pく0.05=slgnificantlydir「erentfromthecQnしrol一 ユ
.

,o

Pく0.Ol=signi「icantlyd工 「fererltfromtheconしro1-2
.

Table3・Erfectsormethysergideands叫 .piPideontheinductionorspawningby

しhormal5しimulations(ThePm)followingfユuoxetineinJectionsin1～ ・ 一.

Animalsspawning/Animalstested

Treatment
Female 阿ale

Methysergidc

Sulpiride,

Control-1

Control-2

Pluoxetine

Fluoxetine

Fluoxetine

ASW,ASW

8Therm,

8Therm.

8Therm.

&Therm.

●
1/5

騨■
0/5

●■●
5/5

0/5

o
畠/6

●
4/5

●●
5/5

0/5

Eachanimalwasinfectedwithfluoxetine(0.2mg/0.4ml)orASW(0.4ml)

15minbeforethermalstimulations.Theanimals,exceptthecontrol-1,were

i・jec・ ・d・ 坤 …hy・e・gid・(0・2鞠mg/0・4m1)・SulpiPide(1・g/。 ・馬 ・ ユ)…^SW

(0.4ml)1hDeforethetreatmentsdescribedabove.

Female

畳..

P《o.05,P・0.01=5エgni「1cantlydi「ferent「P。mthec。ntr。1-1.

●,,

Pく0.Ol=sign1CICantlydlrferent「`rgOmthecontPo1陶2.

Male

●o●

Pく0.05,Pく0・01=signirlcantlydifrerent「romtheeonしro1-2.
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Fig.6.MonoauinehistotfuorescenceinP.yessoensls.

ACerebralganglion.Arrowsindicatefluorescent

nervecellbodiessltuatedaLtheanteriorlobe(AL/.

PL,posteriorlobe.Scalebar,100Nm.

BVisceralganglion.Theneuropiloftheanterior

lobe(AL)andtheposteriorlobe(PL)showsintense

fluorescence,whilefluorescentnervoceユ1bodies

(arrows)aredistributedonlyinthelaterallobe.

Scalebar,100ｵm.

CDensenetworkoffluoresrentvaricosefibersin

thegonadalepidermis.Scalebar,50gym.

DTransversesectionoftheintestine.Networkn[

fluorescentfibersstrechesalongthebaseofthe

intestinalepithelium.Salebar,50fpm.
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APedalganglion.Immunoreactivenervecellbodies

andimmunoreactivevaricosefibersintheneuropil

Scalebar、50メ4鳳.

BAccessorYganglユonpossesslngmanyユmmunoreactユve

nervecellbodユesScaユebar、100/4m

CTransversesectユonofthecerebrovユsceraユ

connectユvecQn†aユnユngmanVユm1且unoreactlvefユbers

Arrow3ユndlcatebundlesofユm皿unoreactユvefユbersnear

thecerebro▽ エ5ceralconnectユveScaユebar、100淋m

DFユneユm瓜unoreactエvefユbers(arrows)alongthe

germlndleplthe1ユumScaユebar、50μm

ETransversesect」onofbundユesofユ 皿munoreactユve

fibers(arrows)aroundthegonoductScalebar,50

μ皿
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審 査 結 果 の 要 旨

交尾を行 う腹足類については産卵ホルモンの存在やプロスタグラソジン関与説が提出され,産

卵のメカニズムの研究がみられているのに対 し,配 偶子を直接海中に放出し,水 中で受精する斧

足類(二 枚貝類)の 産卵機構についてはほとんど明らかにされていない。

本研究は有用海産二枚貝ホタテガイを材料 とし,産 卵誘発物質の検索を行い,は じめてセロト

ニンによる産卵誘発現象を発見 し,そ の作用機序の一端を解明したものである。

まず,雌 雄各神経節中に産卵誘発因子が存在す ることを明らかに し,こ の因子は蛋 白分解酵素

により失活しないことから,ペ プチ ドホルモンの寄与は少ないものと考え,検 討の上,二 枚貝に

おける神経伝達物質の候補の一つであるセロトニンの産卵誘発作用を見いだ した。放卵 と放精の

誘起時間には差異があるが,受 精率は高 く,受 精卵は正常に発生した。セロトニン注射,紫 外線

照射海水および加温による刺激に対するセロトニン拮抗薬,ド ーパ ミン拮抗薬およびプロスタグ

ランジン合成阻害剤の影響を検討し,そ れ らによる抑制作用を確認,雌 雄による誘発機構が若干

異なる点があることを明らかにした。また,紫 外線照射海水や加温刺激による産卵誘発は ドーパ

ミン拮抗薬により抑制されたことから,こ れらの場合には ドーパ ミン作動機構を介 してセ ロトニ

ンの放出が促進されるものと考察 した。

垣vitroの 実験においても結論的に同様 の結果を得ているが,プ ロスタグランジンーE2,

一:F 2。および一D2そ れぞれ単独投与には産卵誘発効果がないこと,プ ロスタグランジンF2.に

よりセロ トニンの放卵誘発作用は抑制 されること,プ ロスタグランジンE2の 存在下ではセロ ト

ニンによる放卵誘発作用は増強されることが認められた。

ついで,モ ノアミンの中枢神経系と卵巣域における分布を免疫組織化学的方法および蛍光組織

化学的方法により精査,そ の分布像を明らかにし,産 卵機能との関連性を形態学的に証明した。

以上のように卵巣,神 経節における内生的生理活性物質のうち,ホ タテガイでは主としてセロ

トニンや ドーパ ミンの作動によって放卵が誘発され,こ の作用はプロスタグランジンにより調節

されている可能性を指摘 した。

本研究は海産二枚貝類においてはじめて産卵誘発機構を提案 したものであり,セ ロトニンによ

る産卵誘発は水産増養殖技術や,バ イオテクノロジーの展開に貢献できる基礎的研究として評価

し,こ こに農学博士を受 くるに充分値するものと判定 した。
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