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発現することが知られている。従って、卵黄形成に関わるE2の作用機構の解

明にはERの詳細な研究が必要である。

  近年、様々な動物種においてERの一次構造が明らかにされ、遺伝子レベJレ

での研究が進められている。一昨年、ヒト、ラット及びマウスにおいて新しい

タイプのERが単離され、ERにはERaとER[3のニつのサブタイプが存在す

ることが明らかとなった。二ホンウナギにおいても、すでに単離されているER

とは異なる新たなERのサブタイプが単離された。その塩基配列は他種との相

同性からERocであると考えられ、以前に単離されたERはER[3であると考え

られた。そこで本研究は、二ホンウナギ雌の成熟に関わるE2の作用機構を解

明することを目的として、reverse transcription―polymerase chain reaction (RT-

PCR)を用いたER遺伝子発現測定系を確立し、従来のノーザンブロット法と

比 較し た。さらにERa及ぴER(3 mRNAを測り分けるRT-PCR測定系を確立

し、催熟過程のニホンウナギ雌におけるERa及びER(3の各組織における

mRNA量 の変化 を調 べた。 また E2投与 に伴 う肝臓ERa及びER{3の発現変

化についても検討した。

  ニホンウナギのERは発現量が少なく、ノーザンブロット法では解析が困難

であることから、RT-PCRを用いた高感度のER遺伝子発現測定系を確立した。

まず、細胞骨格を構成するp -actin及びy-actinの塩基配列を決定し、RT・PCR

測定系の内部対象として用いた。ERとactinを特異的に認識するプライマー

を合成し、PCRを行ったところ、予測されたサイズに一本の明瞭なバンドがそ

れぞれ観察された。また、測定したすべての組織において、ERとactinの

RT-PCR産物の増幅効率は16．18サイクルの間で等しかった。ERの測定値

はサンプル毎に両遺伝子の増幅産物量を調ベ、両者の増幅効率が等しいサイク

ルにおいてactinとの相対値として算出した。サケ脳下垂体ホモジェネート

(SPH)を二回投与して人為催熟したニホンウナギ雌の肝臓におけるER mRNA

量をRT-PCR測定系を用いて測定したところ、未処理の個体と比較して約2.6
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倍増加し、ノーザンブロット法による測定と同様の結果を示した。さらに、本

測定系を用いて、体腔壁、脳下垂体、脳、卵巣におけるER mRNA量を調べた

ところ、肝臓とは対照的にSPH投与による変化は見られなかった。今回確立し

たRT-PCRを用いたER遺伝子の測定系は、従来のノーザンブロット法と比較

して非常に高感度であり、これまでER mRNAを検出することができなかった

組織においてもER mRNA量の測定を可能にした点で非常に有用な測定系であ

ることが示された。

  ERの発現調節をさらに詳細に調べるためにERa及びER[3 mRNAを測り

分けるRT-PCR測定系を確立した。ERaとERt3に特異的なプライマーを合

成しPCRを行ったところ、ERa及びER{3プライマーにより明瞭な一本のノく

ンドがそれぞれ増幅された。次にERa及びER[3プライマーの特異性を調べる

ために、得られたPCR産物を制限酵素で消化して切断/ヾ 夕ーンを調べた。両

PCR産物の消化切断バターンは予測されたERa及びER[3の切断バターンと

一致した。またERa及びER[3のcDNA断片を鋳型としたPCRでは、ERa

プライマーはERa cDNA断片のみを、ER[3プライマーはERt3 cDNA断片の

みを増幅し、それぞれ異なるサブタイプのcDNA断片は増幅しなかった。これ

らの結果は、ERa及びER(3プライマーが特異的にそれぞれのERのサブタイ

プを増幅していることを示している。SPH投与による肝臓ERor及ぴER[3

mRNAの変化は、SPHを二回投与した個体において未投与個体と比較して約

2.5倍増加した。以上の結果から、ERa及びER[3に特異的なプライマーによ

りERa及びER[3 mRNAを測り分ける系が確立された。本測定系は高感度で

ある上、相同性の高いERa及びERt3 mRNAを確実に測り分けられる点で非

常に優れた測定系である。

  ニホンウナギ雌の各組織（肝臓、体腔壁、脳下垂体、脳及び卵巣）における

人為催熟に伴うERa及びER{3 mRNA量の発現変化を調べた。その結果、各

組織において両ERは発現レベルは異なっていたが、ほぼ同様の発現変化を示



した。肝臓における両ER mRNA量は、人為催熟後急激に増加し、卵黄形成初

期の個体において未投与個体と比較して約2.5倍と最高値を示した。卵黄形成

中期ではmRNA量は減少し、低値を維持した。卵巣形成後期にはいると両

mRNA量は再び増加し、核移動期以降は減少した。体腔壁におけるERa及び

ER{3 mRNA量の変化は、人為催熟に伴い減少する傾向を示した。脳下垂体にお

ける両ER mRNAは、人為催熟に伴って肝臓と同様の変化を示した。脳での

ERa及びER[3のmRNAレベルは非常に低く、SPH投与による変化は認めら

れなかった。卵巣におけるERa及びER{3 mRNA量は極めて低く、ERaは発

現は認められるものの、本測定系では測定できなかった。また催熟期間を通し

て卵巣ERp mRNA量に変化は認められなかった。人為催熟に伴うERQ及び

ER[3の発現変化は組織によって異なったことから、成熟に伴うERa及びER[3

の発現調節には組織特異性があるものと考えられた。

  RT-PCR測定系を用いてE2投与した養殖ウナギ雌の肝臓におけるERa及

ぴER(3 mRNAの発現を調べた。E2を週一回、8週間投与したところ、ERa

mRNA量は緩やかに減少した。一方、ER[3 mRNA量はE2投与2週目に増加

し、6週目に未投与個体のレベルまで減少した後、8週目に再び増加する傾向

を示した。この結果は、SPH投与実験におけるER(3の変化と同様であった。

さらにE2を一回投与した個体の肝臓では、ERa mRNA量は変化しなかったの

に対して、ER[3 mRNA量は増加した。これらの結果から、ER{3はE2によっ

て発現が誘導されるのに対して、ERaの発現はE2により誘導されないか又は

抑制されることが示唆された。SPHとE2投与ではERaの発現変化が異なる

ことから、成熟に伴うERaの発現調節にはE2に加えてSPHに含まれる何ら

かの内分泌因子が関与しているものと推測された。．
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  ニホンウナギ（Anguilla japonica）は、日本の水産業において養殖魚として経

済的価値の高い魚種である。しかし、これまで性成熟したウナギが天然で捕獲され

た例はない。また、飼育環境下では性成熟が起きないためにホルモン投与などによ

る人為催熟が試みられている。本種の人為催熟技術を確立し安定した種苗生産を行

うためには、ウナギの性成熟機構の解明が必要であり、そのための基礎的な知見の

集積が急務である。

  一般に硬骨魚類の卵黄形成過程では、エストロジェン(estradiol-17{3; E2)の作

用下に、卵黄前駆物質であるビテロジェニン(VTG)が肝臓で合成される。VTGは

血流を介して卵母細胞に取り込まれ、卵黄形成が進行する。このE2作用による肝

臓で のVTG合 成の際 には、E2が肝細胞核中に存在するエストロジェンレセプタ

ー(ER)と特異的に結合することによりE2の作用が発現することが知られている。

従って、卵黄形成に関わるE2の作用機構の解明にはERの詳細な研究が必要であ

る。そこで本研究は、ニホンウナギ雌の成熟に関わるE2の作用機構を解明するこ

と を 目 的 と し て ERの 発 現 調 節 に 関 す る 分 子 内 分 泌 学 的 研 究 を 行 っ た 。

  ニホンウナギのERは発現量が少なく、ノーザンブロット法では解析が困難な

ことから、RT-PCRを用いた高感度のER遺伝子発現測定系を確立した。その結果、

ERと actinを 特 異 的 に 認 識 す る プ ライ マ ーを 合成 しPCRを 行っ たと ころ、 ER

とactinのRT-PCR産物の増幅効率は16 - 18サイクルの間で等しかった。また、



サケ脳下垂体ホモジェネート(SPH)を二回投与して人為催熟したウナギ肝臓のER
mRNA量をRT-PCR測定系を用いて測定したところ、未処理の個体と比較して約
2.6倍増加し、ノーザンブロット法による測定と同様の結果を示した。さらに、本
測定系を用いて、体腔壁、脳下垂体、脳、卵巣におけるER mRNA量を調べたとこ
ろ、すべての組織においてERの検出が可能であった。以上の結果から、RT-PCR
を用いたER遺伝子の測定系は、従来のノーザンブロット法と比較して非常に高感
度であり、これまでER mRNAを検出することができなかった組織においてもER
mRNA量の測定を可能にした点で非常に有用な測定系であることが示された。
  近年、これまでのERaとは異なる新しいERのサブタイプであるER[3が喃
乳類において単離された。ニホンウナギにおいてもERにはERaとER{3のニつ
のサブタイプが存在することが明らかにされた。そこでERの発現調節をさらに詳
細に調べるために、ERa及びERt3 mRNAを測り分けるRT-PCR測定系を確立し
た。その結果、ERa及びER{3プライマーは特異的にそれぞれのERのサブタイ
プを増幅した。また、両ERプライマーはそれぞれ異なるサブタイプのcDNA断
片は増幅しなかった。これらの結果は、ERa及びER[3プライマーが特異的にそれ
ぞれのERのサブタイプを増幅していることを示している。以上の結果から、両サ
ブタイプに特異的なプライマーを作成することにより、ERa及びER[3 mRNAを測
り分けるRT-PCR測定系が哺乳類以外で初めて確立された。本測定系iま高感度であ
るうえに、相同性の高いERa及びER[3 mRNAを確実に測り分けられる点で非常
に優れた測定系であることが示された。
    人為催熟時におけるニホンウナギERa及ぴER[3の発現変化を詳細に調べる
ために、肝臓、体腔壁、脳下垂体、脳及ぴ卵巣における人為催熟に伴う両ERの発
現変化をRT-PCR測定系を用いて調べた。その結果、肝臓における両ER mRNA量
は、卵黄形成初期の個体において最高値を示した後、卵黄形成中期の個体では減少
して低値を維持した。卵巣形成後期に入ると両mRNA量は再び増加し、核移動期
以降は減少した。体腔壁における両ER mRNA量の変化は、人為催熟に伴い減少す
る傾向を示した。脳下垂体における両ER mRNAの変化のバターンは肝臓と同様の
傾向がみられた。脳及び卵巣での両ERのmRNAレベルは非常に低く、SPH投与
による変化は認められなかった。以上の結果、人為催熟に伴うERa及びER{3の
発現変化は組織によって異なったことから、成熟に伴うERa及びER[3の発現調
節には組織特異性があるものと考えられた。
  最後に、肝臓においてERa及びER[3がE2により誘導されるか否かを調べる
ために、E2投与した養殖ウナギ雌の肝臓における両ER mRNA量を測定した。E2
を週一回、8週間投与したところ、ERa, mRNA量は緩やかに減少した。一方、ER{3
mRNA量はE2投与2週目に増加し、6週目に未投与個体のレベルまで減少した
後、8週目に再ぴ増加する傾向を示した。さらにE2を一回投与した個体の肝臓で
は、ERa mRNA量は変化しなかったのに対して、ER[3 mRNA量は増加した。これ
らの結果から、ER[3はE2によって発現が誘導されるのに対して、ERaの発現は



E2に よ り 誘 導 さ れ な い か 又 は 抑 制 さ れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。
  上述のように、本研究では、人為催熟されたウナギ雌を用い、E2の転写制御因
子であるERa及びER{3の発現調節に関する詳細な知見が哺乳類以外で初めて得
られた。これらの結果は、人為催熟により誘導される卵黄形成過程の問題点をE2
の作用機構から考察する足がかりとなり、今後、催熟法を改良するうえで極めて重
要な知見を提供したものとして高く評価され、本論文が博士（水産学）の学位請求
論文として相当の業績であると認定した。


