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生殖研究部門は，生殖細胞の形成過程及びその調節機構を細胞レベル，分子レベルで総合的に解明

することを目的とし，魚類を主な材料として生殖腺の性分化，卵の成長と成熟，精子の形成と成熟を

制御するホルモン分子種の単離・同定及びそれらホルモン因子の作用機構の解明に重点を侶き研究を

進めてきた。

1. 生殖腺の性分化

脊椎動物における生殖腺の性分化に性ステロイドホルモンが直要な役割を果たすと推察されている

が，その詳細な什糾みは不明である。魚類では生殖腺が未分化な時期にアンドロゲンやエストロゲン

を処理することにより追伝的性を転換させることが可能である。したがって，魚類は性ホルモンによ

る生殖腺の性分化機構を研究する上で格好な実験系を提供する。我々は形態学的性分化が孵化後23_

25日で起こるティラビアを用いて生殖線の性分化におけるステロイド代謝酵索の発現様式を特異抗体

を用いた免疫組織化学により解析した。その結果，逍伝的雌では形態学的な卵巣分化が明確となる数

日前にすでにエストラジオールー17 (3の生成に必要なステロイド代謝酵素群が卵巣中に認められると

ともに，それらの活性が卵巣分化に伴って著しく高まることがわかった。一方，辿伝的雄におけるこ

れらステロイド代謝酵素の活性は，粕巣分化時には認められず，精子形成が始まる孵化後70-80日に

なってはじめて明確となった。これらの結果から，魚類ではエストロゲンが生殖腺，特に卵巣分化，

に中心的な役割を果たすことが明らかになった。しかし，性分化，特に精巣分化，へのアントロゲン

の関与は否定的といえる。今後，エストロゲンによる卵巣分化誘導機構，特にエストロゲン受容体の

役割を解析するとともに，アンドロゲンの役割についてもさらに検討する必要がある。これらの研究

のためには分千生物学的手法に加えて種々な発生工学的手法（トランスジェニック，ノックアウト魚

類の作成等）の確立が必災となる。

2. 卵の成長と成熟

卵母細胞は生殖腺刺激ホルモン (GTI-I,LH と FSH, 魚類では GTHI と GTHII) の作用により成長

し，成熟する。しかし， GTH の生殖細胞に対するこのような作用は直接的ではなく，各々（成長期

と成熟期）の卵を囲む濾胞組織で生成される別々のステロイドホルモンの作用を介している。我々は，

主に卵形成が同調するサケ科魚類を川いた卵母細胞と濾胞組織との共培養系を用いて，卵成長促進ホ

ルモン（エストラジオールーl7 (J)と卵成熟誘起ホルモン(l7 a, 20 fJージヒドロキシー4ープレグネン
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-3ーオン，J7 a, 20 (3 -DP) を同定するとともに，これら 2 種の性ホルモンがいずれも英膜細胞と頼

粒膜細胞との協同作用で生成される (2 細胞型モデル）ことを示した。また，これまでにエストラジ

オールー17 (3と l7 a, 20 (3 -DP の生成に関わるステロイド代謝酵素の辿伝了ークローニングおよびそれ

ぞれの特異的抗体の作成を完了し，現在，英膜細胞と顆粒膜細胞における GTH によるエストラジオー

ルーJ7 (3と 17a, 20 (3 -DP の時期・細胞特異的生成機構について辿伝子，蛋白質レベルでの解析を行っ

ている。

エストラジオールー17 (3は肝臓に作用して卵黄前駆休（ピテロゲニン）の生成を促進し，このピテ

ロゲニンは血液により卵巣に運ばれ，卵母細胞表而の受容体を介して卵に取り込まれ，卵黄として貯

紫される。一方，卵成熟誘起ホルモンである l7 a, 20 (3 -DP は，充分に成長した卵にのみ作用し卵

成熟を誘起する。この時 17 a, 20 (3 -DP は卵細胞膜上にある受容体とそれに連結する抑制性のG

仮白質を介して作用することが我々のニジマスとメダカを用いた研究から明らかになった。一般にス

テロイドホルモンは細胞質または核内の受容体を介して作用すると考えられており，膜受容体を介し

た 17 a, 20 (3 -DP の卵成熟誘起効果はステロイドホルモンの新しい作用機構と考えられる。 17 a, 

20 (3 -DP 膜受容体と抑制性Gー蛋白質を含む細胞内情報伝達系について引き続き諏点的に研究を継続

する。 17 a, 20 (3 -DP が卵表面に作用すると卵内にすでに不活性な状態で存在する卵成熟促進因子

(MPF) を活性化する。この MPF の活性は哺乳類，烏類，両性類，魚類， ヒトデの成熟未受精卵の間

で互換性があるばかりでなく，哺乳類から酵母，高等植物の体細胞の分裂 M期にも普遍的にみられる。

我々は魚類の MPF をコイ成熟未受精卵から精製するとともに， 17 a, 20 (3 -DP による MPF 活性化
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図 1 卵成熟誘起ホルモンによる MPF 活性化機構
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機構のほぽ全容を解明した（図 1)。コイ卵から得られた MPF は cdc2 キナーゼとサイクリン Bから

なる分子祉約l0万の複合体である。キンギョの未成熟卵には cdc2 キナーゼのみが存在し，サイクリ

ン Bは卵に17 a, 20 P -DP が作用して後に新しく合成される。サイクリン B mRNA は未成熟卵中に

すでに存在し， 17 a, 20 (1 -DP はそのポリアデニル化を介して翻訳を開始させる。また，未成熟卵

中にはサイクリン B mRNA の翻訳を抑制する RNA 結合蛍白質が存在し，この RNA 結合蚕白質も 17

a, 20P-DP によるサイクリン B mRNA の翻訳制御に関わると考えられる。このようにして新しく

合成されたサイクリン B はすでに存在する cdc2 キナーゼと直ちに結合し，その結果，すでに未成熟

卵中に存在するスレオニン・キナーゼにより cclc2 キナーゼの 161 スレオニンがリン酸化される。最

後に， cdc2 キナーゼによりサイクリン Bのセリンがリン酸化されて， MPF ができる。さらに最近我々

は，受精時に MPF が不活性化される際にみられるサイクリン Bの分解に，活性型 (26S) プロテアソー

ムが限定分解を介して深く閾わっていることをはじめて明らかにした。

3. 精子の形成と成熟

多細胞動物における梢子形成や成熟の制御機構はいまだにほとんど不明である。生殖研究部門では，

精巣における生殖細胞と体細胞の発達が同調して進行するサケ科魚類を材料として，これまで精子形

成期 (11ーケトテストステロン， 11-KT) と成熟期 (l7a, 20 (3 -DP) の精巣で GTH の刺激で時期特
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図 2 精子形成1開始のホルモン制御機構
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昇的に生成されるステロイドホルモンを単離・同定することに成功するとともに，精巣における17a, 

20 /J -DP 生成に関して体細胞と精子が関与する新しい 2 細胞型モデルを提唱した。

上記の研究成果を基盤としてこの数年間は，精原細胞と未発達な体細胞（ライディッヒ細胞，セル

トリ細胞）から構成される日本産妥殖ウナギ精巣を用いて精子形成のホルモン制御機構に関する研究

を展I~廿してきた。まず，ウナギ精巣の無血消器官培養系を確立し，これを駆使して精子形成に及ぽす

種々ホルモンの影押を調べた。用いたホルモンの中で GTH と 11-KT が精原細胞に体細胞分裂，減数

分裂，精子変態を起こさせ，精子まで分化させた。これはホルモンにより精子形成の全過程を試験官

内で実現させた世界で最初の例である。さらに，この実験系を用いてこれらホルモンにより特異的に

発現される逍伝子を cDNA サプトラクション法により検索したところ， GTH と 11·KT のいずれに

よってもセルトリ細胞でアクチピン BBサプユニットの辿伝子発現が特異的に誘導され，その結果ア

クチピン B蛋白質が多屈に生成されることが明らかになった。また， CHO 細胞でつくらせたウナギ

のリコンピナント・アクチピン B と共にウナギ精巣を器官培養すると精原細胞に頻繁な分裂像が観察

された。これらの結果により， GTH の拗きによりライディッヒ細胞で生成される 11·KT はセルトリ

細胞に作用してアクチピン{J B遺伝子の発現を促進し，その結果生成されるアクチピン Bが精原細胞

の増殖を起こさせ，精子形成を開始させると考えられる（図 2)。現在，アクチピン B による精原細

胞増殖作用の分子的基盤について，精原細胞のアクチピン I, II 型受容体，細胞分裂制御関連分子種

の逍伝子・蛋白質の発現制御機構について研究を進めている。これらの研究に加え， 11-KT による

セルトリ細胞でのアクチピン¢ B辿伝子の発現制御機梢についても研究を進めており，最近ウナギ精

巣から 11-KT ・受容体の cDNA クローンを分離することに成功した。今後，この 11-KT によるセル

トリ細胞でのアクチピン{J B辿伝子の発現制御機構についても研究を進めており，最近ウナギの精巣

から 11-KT 受容体の cDNA クローンを分離することに成功した。今後，この 11-KT ·受容体複合に

よるアクチピン{J B逍伝子の転写促進調節機構についても研究を推進する。
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