
学 位 論 文 題 名

博士（水産学）山野恵祐

ヒラメの変態に関する発生学的・内分泌学的研究

学位論文内容の要旨

ヒ ラ メ 養 殖 の 発 展 や 天 然 資 源 の 増 大 を 目 的 と し た ヒ ラ

メ 稚 魚 の 放 流 事 業 の 拡 大 に ： 伴 い ，   全 国 各 地 で 膨 大 な 量 の

ヒ ラ メ 種 苗 が 生 産 さ れ る よ う に な っ て い る 。   し か し な が

ら ，   種 苗 生 産 過 程 に お い て ，   し ば し ば 疾 病 な ど に よ る 大

量 斃 死 や 体 色 異 常 個 体 の 出 現 が 報 告 さ れ て お り ，   安 定 的

に 良 質 な 種 苗 を つ く る う え で の 問 題 点 と な っ て い る 。

ヒ ラ メ は 初 期 発 育 過 程 に お い て 眼 の 移 動 ，   体 形 の 扁 平

化 ，   生 活 場 所 の 移 動 な ど を 特 徴 と す る 変 態 を す る 。   変 態

期 を 境 に 罹 病 す る 疾 病 の 種 類 が 変 わ る こ と や ，   変 態 期 に

与 え た 飼 料 や そ の 時 の 飼 育 環 境 が 体 色 異 常 個 体 の 出 現 率

に 影 響 ― を 与 え る こ と が 知 ら れ て お り ，   良 質 の 種 苗 を 生 産

す る 技 術 を っ く る う え で ，   ヒ ラ メ の 変 態 現 象 を 理 解 す る

こ と は 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。

こ れ ま で の 研 究 に よ り ，   ヒ ラ メ の 変 態 は 脳 下 垂 体 ー 甲

状 腺 系 の ホ ル モ ン 情 報 に 基 づ き 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か
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に さ れ て い る 。   本 研 究 で は ，   そ れ を 継 承 ，   発 展 さ せ ，   ヒ

ラ メ の 変 態 期 に 起 こ る 組 織 ・ 器 官 の 発 達 と そ れ に 及 ぼ す

甲 状 腺 ホ ル モ ン の 役 割 ，   さ ら に 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 作 用 経

路 を 解 明 す る こ と を 試 み た 。

第 1章 で は ，   変 態 期 の 体 側 筋 の 発 達 過 程 を 組 織 学 的 ，

生 化 学 的 に 検 討 し ，   さ ら に 体 側 筋 の 発 達 に お け る 甲 状 腺

ホ ル モ ン の 役 割 を 調 べ た 。 ： 組 織 学 的 観 察 、 の 結 果 ，   変 態 前

の 仔 魚 の 筋 線 維 は 細 く ，   そ の 中 に 含 ま れ る 筋 原 線 維 の 数

も 少 な か っ た が ，   変 態 期 間 に 筋 組 織 は 著 し く 発 達 し ，   筋

原 線 維 で 充 満 し た 太 い 筋 線 維 か ら な る 成 魚 と 同 じ 構 造 の

筋 組 織 に な る こ と が 判 明 し た 。   ま た 筋 原 線 維 蛋 白 質 に つ

い て 生 化 学 的 に 調 べ た 結 果 ，   変 態 期 を 境 と し て ，   種 々 の

筋 原 線 維 蛋 白 質 の 発 現 に 消 長 が あ る こ と が 分 か っ た 。   ミ

オ シ ン で は ， DTNB軽 鎖 （ LC2） に ア イ ソ フ オ ー ム の 転 換 が

み ら れ ，   変 態 前 の 仔 魚 は 成 魚 に は な い LC2*成 分 を 有 し た

が ，   変 態 最 盛 期 に 成 体 型 ア イ ソ フ オ ー ム の LC2が 現 れ ，

徐 々 に LC2*に と っ て 替 わ っ た 。   ト ロ ボ ニ ン Tで は ，   モ ノ

ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る 抗 原 性 か ら 5種 類 の ア イ ソ フ オ

ー ム が 見 出 さ れ ，   そ れ ら は 変 態 前 の 仔 魚 に 特 異 的 も し く

は 多 量 に 存 在 す る も の ，   変 態 期 以 降 出 現 す る も の ，   定 常

的 に 存在 する も のに 大別 さ れた 。  さら に，   変 態期の体 側

筋 の 発 達 に 及 ぼ す 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 役 割 を 検 討 し た 。   変

態 前 の 仔 魚 へ の 甲 状 腺 ホ ル モ ン の 投 与 に よ っ て 体 側 筋 の
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組 織 構 造 の 発 達 や 筋 原 線 維 蛋 白 質 の 変 遷 は 早 期 に 誘 導 さ

れ ，   逆 に 抗 甲 状 腺 剤 の 投 与 に よ っ て こ れ ら 一 連 の 変 化 は

抑 制 さ れ た 。   し れ ら の 実 験 結 果 は ，   変 態 期 に 起 こ る 体 側

筋 の 発 達 は 甲 状 腺 ホ ル モ ン に よ っ て 制 御 さ れ て い る こ と

を 意 味 す る 。   ま た ，   変 態 終 了 後 の 稚 魚 に 抗 甲 状 腺 剤 を 投

与 し た が ，   筋 原 線 維 蛋 白 質 の 構 成 に 変 化 は み ら れ ず ，   変

態 後 の 筋 原 線 維 蛋 白 質 の 合 成 と そ の 発 現 の 維 持 に 甲 状 腺

ホ ル モ ン は 必 要 な い こ と が 分 か っ た 。

高 等 脊 椎 動 物 に お け る 研 究 に よ る と ，   甲 状 腺 ホ ル モ ン

は ，   標 的 細 胞 の 核 内 に 存 在 す る 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ プ タ

ー を 介 し て 作 用 す る 。   第 2章 で は ，   変 態 期 ヒ ラ メ で 発 現

している甲状腺ホルモンリセブターを同定するために，

変 態 期 上 ラ メ cDNAラ イ プ ラ リ ー か ら そ れ を コ ー ド す る

cDNAの 単 離 を 試 み た 。   そ の 結 果 ，   3種 類 の 甲 状 腺 ホ ル モ

ン リ セ ブ タ ー cDNAを 単 離 し ，   そ れ ら の 塩 基 配 列 を 決 定 し

た 。   こ れ ま で に 報 告 さ れ て い る 他 の 動 物 由 来 の 甲 状 腺 ホ

ル モ ン リ セ プ タ ー と ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 を し た 結 果 ，   3

種 類 の う ち 2種 は d型 （ fTHRaA，   ロ Bと 命 名 、 ） ，   残 り の 1種

は ロ 型 （ fTHRロ 1） の 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ ブ タ ー と 同 定 さ れ

た 。   さ ら に PCR法 を 用 い て ，   ヒ ン ジ 領 域 か fTHRお 1よ り 20

ア ミ ノ 酸 残 基 分 長 い 以 外 は 全 く 同 じ 塩 基 配 列 を 持 つ と 推

定 さ れ る p型 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ ブ タ ー （ fTHRロ 2） も 存 在

す る こ と を 明 ら か に し た 。   こ れ ら 4種 類 の 甲 状 腺 ホ ル モ
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ン リ セ ブ タ ー を コ ー ド す る ゝ 遺 伝 子 の ゲ 丿 、 ム 中 で の 存 在 様

式 を 検 討 し ， fTHRロ Aと fTHRロ Bは 別 の 遺 伝 子 座 で コ ー ド さ

れ て い る こ と ， fTHRロ 1と fTHRロ 2は 1つ の 遺 伝 子 座 で コ ー

ド さ れ て お り ，   お そ ら く そ れ ら は ス ブ ラ イ シ ン グ の さ れ

方 の 違 い に よ っ て 作 ら れ る こ と を 明 ら か に し た 。

第 3章 で は ，   甲 状 腺 ホ ル モ ン の 作 用 時 期 ，   部 位 を 解 明

す る た め に ，   変 態 期 に お け る 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ ブ タ ー

の 発 現 動 態 を 明 ら か に す る こ と を 試 み た 。   そ の た め に ，

第 1に は 競 合 PCR法 を 利 用 し て 全 身 で の 総 発 現 量 を 発 育

に 伴 っ て 測 定 し ，   第 2に は insitu  hybridizat10n法 を

用 い て 発 現 部 位 を 特 定 し た 。   ま ず 競 合 PCR法 を 用 い て ，

fTHRaAと fTHRaBの mRNA量 は 個 別 に ，   fTHRロ 1と fTHRロ 2の

mRNAは そ の 総 和 を 測 定 で き る 方 法 を 確 立 し た 。   そ の 方 法

を 用 い て 受 精 卵 か ら 変 態 終 了 に 至 る ま で の 甲 状 腺 ホ ル モ

ン リ セ ブ タ 一 mRNAの 発 現 量 を 測 定 し た と こ ろ ，

甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ プ タ ー の mRNAも 受 精 卵 中 に は ほ と ん

ど 存 在 せ ず ，   孵 化 直 後 か ら 数 日 後 に か け て 検 出 さ れ る よ

うになり，

そ の後，

変 態 期 の 前 半 ま で は そ の 発 現 量 を 維 持 し た 。

い ず れ の 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ プ タ ー 量 も 増 加 し

変 態 の 終 了 と と も に 減 少 し た 。   発 現 の ビ ー ク 値 は 2種 の

ロ 型 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ ブ ゝ タ ー の 方 が ロ 型 の も の よ り 数

目 早 く 観 察 さ れ た 。   さ ら に ，   jロ sJCUhybridization法

を 用 い て ，   変 態 最 盛 期 の 仔 魚 で の a型 と ロ 型 の 甲 状 腺 ホ
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ル モ ン リ セ ブ タ ー mRNAの 発 現 部 位 を 調 べ た 。   a型 と ロ 型

の 甲 状 腺 ホ ル モ ン リ セ ブ タ ー の 発 現 部 位 に 明 確 な 差 異 は

認 め ら れ ず ，   双 方 と も ほ ぼ 全 身 の あ ら ゆ る 部 位 に わ た っ

て 発 現 が 認 め ら た 。   特 に ，   皮 膚 ，   眼 ，   筋 肉 ，   軟 骨 細 胞 ，

骨 芽 細 胞 な ど で 強 い 発 現 が あ り ，   こ れ ら 強 い 発 現 の み ら

れ た 場 所 は ，   皮 膚 の 有 眼 側 と 無 眼 側 へ の 分 化 ，   暗 所 へ の

適 応 ，   j争 化 な ど 変 態 期 に 特 徴 的 な 変 化 が み ら れ る 部 位 と

一 致 し て い た 。   こ れ ら の こ と か ら ，   変 態 期 に は 甲 状 腺 ホ

ル モ ン が 同 時 平 行 的 に 様 々 な 部 位 に 直 接 的 に 作 用 し ，   組

織 ・ 器 官 の 発 達 を 誘 導 す る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。

本 研 究 を 通 じ て ，   変 態 期 に ヒ ラ メ の 体 側 筋 は ，   甲 状 腺

ホ ル モ ン の 作 用 で ，   仔 魚 型 か ら 稚 魚 型 も し く は 成 魚 型 へ

の 質 的 な 転 換 を 遂 げ る こ と が 示 さ れ た 。   加 え て ，   胃 の 分

化 ，   原 始 赤 血 球 （ 幼 生 型 赤 血 球 ） か ら 成 体 型 赤 血 球 へ の

転 換 な ど ，   他 の 組 織 ・ 器 官 で も 著 し い 発 達 が 起 こ っ て お

り ，   こ れ ら も 甲 状 腺 ホ ル モ ン に よ っ て 制 御 さ れ て い る こ

と が 知 ら れ て い る 。   こ れ ら の こ と を 総 合 す る と ，   変 態 の

本 質 は ，   様 々 な 組 織 ・ 器 官 に お け る 仔 魚 型 か ら 稚 魚 型 ，

成 魚 型 へ の 形 態 的 ・ 機 能 的 な 転 換 に あ る と 考 え ら れ る 。

ま た ，   甲 状 腺 ホ ル モ ン は そ の 転 換 を 誘 導 す る 役 割 を 持 つ

ホ ル モ ン で あ る と 考 え ら れ る 。

ヒ ラ メ に 限 ら ず あ ら ゆ る 魚 種 に お い て ，   仔 稚 魚 期 に は

種 々 の 組 織 ・ 器 官 が 著 し い 発 達 を す る 。   ま た 多 く の 魚 種
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に お い て ，   仔 魚 か ら 稚 魚 へ の 転 換 期 に は 甲 状 腺 ホ ル モ ン

の 分 泌 か 高 ま っ て い る こ ， と が 知 ら れて い る。   従 っ て，   ヒ

ラメの変態と他の魚種の仔稚魚期の発育過程の間に本質

的 な 差 異 は な く ，   甲 状 腺 ホ ル モ ン の 仔 魚 か ら 稚 魚 ・ 成 魚

へ の 体 制 変 化 を 誘 導 す る 役 割 は ，   魚 類 に 共 通 す る も の と

推 察 さ れ た 。
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

ヒラメの変態に関する発生学的・内分泌学的研究

  ヒラメは、仔魚期から稚魚期への移行時に眼の移動、体形の扁平イ民生癌璃所の変

化などの顕著な変態現象を示すが、この時期には罹病する疾病の種類の変化、体色異

常などが生じ、種苗生産の増大を計る上で、変態現象を理解することは極めて重要と

なっている。

  申請者は、ヒラメの変態が脳下垂体一甲状腺系ホルモンによって誘導されることに

注目し、ヒラメの変態期に起こる組織・器官の発達とそれに及ぼす甲状腺ホルモンの

役割と作用経路を明らかにして、変態現象の理解に寄与することを目的として、本研

究を行い、下記の評価すべき結果を得た。

  1．変態期の体側筋の発達過程を経時的に把握するために、筋組織を組織学的に観

察して、変態前の仔魚の筋線維は細く、筋線維中に含まれる筋原線維の数も少ないが、

変態期間中に筋組織は著しく発達し、筋原線維で充満した太い筋線維かざなる成魚と

同じ構造の筋組織になることを明らかにした。この現象は他種にみられる仔魚から稚

魚への移行期にみられる共通の現象と推察され、ヒラメの変態現象の解明が仔魚から．

稚魚への移行現象の理解にも貢献するものとして極めて重要である。申請者は更に筋

原線維蛋白にっいて生化学的に調べ、変態期を境として種々の筋原線維蛋白の発現様

態に顕著な消長のあることを明らかにした。特にミオシンでは、DTNB軽鍛のLC2に

アイソフオームの転換が起こり、変態前の仔魚は成魚にないLC2t成分を有するが、

変態蠱期に成体型アイソフオームのLC2が出現し、これが漸次LC2責にとって替わ

ることを明らかにした。またJトロポニンTでは5種類のアイソフオ―ムがあること

を示し、それらは変態前の仔魚に特異的に存在するもの、変態期以降に出現するもの、

変態前から変態以後も定常的に存在する3タイプに大別できることを示した。これら

の変態に伴う筋組織の組織学的変化や筋原繊維の生化学的な一連の変化は甲状腺ホル

モンの投与によって人為的に誘起できること、および、抗甲状腺ホルモン剤であるチ

オウレアの処理によって、これらの変化を抑制できることを実験的に証明するととも

に変態終了後の筋組織の維持と筋原線維蛋白質の合成と発現には甲状腺ホルモンは必

要のないことから、甲状腺ホルモンは、体制の変化そのものを主導的に導くことを明
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確に示した。

  2.甲状腺ホルモンは、哺乳類において標的細胞の核内に存在する甲状腺ホルモン

ル，セプ夕―を介して作用することが知られており、甲状腺ホルモンが変態を誘起する

場合、当然、甲状腺ホルモンリセプターが変態期のヒラメに多量に発現されていなけ

ればならナょい。そこで、申請者は変態期ヒラメのcDNAライプラリ―から甲状腺ホル

モンリセプターをコ―ドしているcDNAの単離を試み、3種類の甲状腺ホルモンリセ

プタ‾の単離に成功し、これらの塩基配列を決定した。アミノ酸配列を他の動物由来

の甲状腺ホルモンルセプターと比較して、，p種類のうち2種はば型、残り1種はp型

でこのロ型には20アミノ酸残基分長い以外は全く同じ塩基配列をもつ別のp型リセプ

タ―のあることを示した。更にこれら4種類の甲状腺ホルモンリセプタ―の内从型2

種は、各々異なった遺伝子座に支配され、声型2種は1っの遺伝子座に支配されて

いることを示し、甲状腺ホルモンリセプターをコードする遺伝子のゲノム中での存在

様式を初めて明らかにした。

  3-競合PCR法を利用して、発育に伴う甲状腺ホルモンリセプターの全身での総発

現量を測定し、更にin situ hybridization法を用いて、発現部位を特定した。その

結果、4種類いずれの甲状腺ホルモンルセプターの■RNAも受精卵中に存在しナょいこ

とを示し、卵内に貯えられている甲状腺ホルモンは機能していないことを示唆した点

は注目に値する。しかし、4種類の甲状腺ホルモンリセプターのいずれのnRNAも受

精数日して検出されるようになり、変態時には増加するが、変態後には再び滅少する

ことを明らかにし、甲状腺ホルモンリセプタ―量と変態との関連性を明確に示した。

変態最盛期の仔魚でのa型とp型の甲状腺ホルモンルセプタ―の発現部位にっいては、

a型とp型とで明確な差はなく、双方とも全身のあらゅる部位にわたって発現するが、

特に皮膚、眼、筋肉、軟骨細胞などで強い発現がみられ、これらの強い発現の部位は、

変態期に特徴的変化の見られる部位と一致することを明らかにした。これらの結果は、

変態期に甲状腺ホルモンが同時平行的に様々な部位に直接作用し、体制の変化を誘起

することを示すものである。．

  本研究は、ヒラメの変態の本質が様々な組織・器官の仔魚型から稚魚型、成魚型へ

の形態的、機能的な転換にあり、甲状腺ホルモンはその転換を主導的に誘起する役割

を担っていることを示すとともに、他の多くの魚種でみられる、仔魚から稚魚への体

制変化も、ヒラメの変態と共通する現象であることを示唆して、魚類の種苗生産一般

にも寄与する重要な知見を与えるものと評価した。よって審査員一同は、本論文が博

士（水産学）の学位に相当する業績と判定した。
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