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■原　著■　

序論 
通常、甲殻類の複眼は頭部から突出しており、その

複眼を支えている柄の部分を眼柄と呼ぶ。この眼柄

を切除すると、雌の卵黄形成が早まることから、眼

柄内には成熟を抑制的に制御する因子が存在すると

推定されていた。また、眼柄の基部にはＸ器官と呼

ばれる神経分泌細胞群と、そこからのびる軸索の末

端で形成される神経血液器官（サイナス腺）が存在

すること、および X 器官で合成された神経ペプチド

がサイナス腺に貯蔵された後、血リンパ中に放出さ

れることが判明した。そして 1991 年に、アメリカ

ンロブスターのサイナス腺から成熟を抑制する作用

を持つ神経ペプチドが単離され、卵黄形成抑制ホル

モン（vitellogenesis-inhibiting hormones, VIH）と

名付けられた１）。その後、日本の水産重要種である

クルマエビのサイナス腺には、少なくとも６種類の

VIH が存在することが報告され、多様な VIH によ

り成熟が抑制されていることが示唆された 2)。その

後、シバエビやクマエビなどクルマエビ科のエビ類
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1 ml/ 分、検出は 225nm の波長で行い、溶出パター

ンを見ながらマニュアルで全てのピーク産物を分取

した。

抗クルマエビ眼柄CFSH抗体を用いたウエスタ
ンブロット解析
10 サイナス腺に相当するピーク産物に 2 × Laemmli 
sample buffer（250 mM Tris-HCl (pH6.8), 4% 
SDS，10% 2-mercaptoethanol，20% glycerol, 0.02% 
bromophenol blue）を等量加え、100˚C で 5 分間

熱処理をしたサンプルを 15% ポリアクリルアミド

ゲル電気泳動に供した。ゲルと同じ大きさに切った

PVDF 膜（アトー，東京）を 99.5% メタノールに数

秒浸した後、Blotting buffer B（25 mM Tris-base、
5% メタノール）に 30 分以上浸した。ゲルと同じ

大きさに切った濾紙 2 枚を Blotting buffer A（0.3 
M Tris-base, 5% メタノール）に、4 枚を Blotting 
buffer B に 30 分以上浸した。電気泳動後、アクリル

アミドゲルを Blotting buffer B に浸した。セミドラ

イ式ブロッティング装置上に Blotting buffer A に浸

した濾紙 2 枚、Blotting buffer B に浸した濾紙 1 枚、

PVDF 膜、泳動後のアクリルアミドゲル、Blotting 
buffer B に浸した濾紙 3 枚を順番に重ね、ゲル面

積（cm2）の 2 倍の電流（mA）を 40 分間流した。

蛋白質が転写された PVDF 膜を 0.05% tween-20 を

含むトリス緩衝生理食塩水（TBS ; Tris buffered 
saline（pH7.5）; 20 mM Tris-HCl, 150 mM sodium 
chloride）中で 5 分間ずつ 2 回振盪した後、ブロッ

キング溶液（0.5% スキムミルク , 0.05% tween-20
を含む TBS）中で 30 分間振盪した。そこに抗クル

マエビ眼柄 CFSH 抗体 6) を 1/2,000 倍量入れ、37˚C
で一晩振盪した。PVDF 膜を 0.05% tween-20 を含

む TBS で 5 回洗浄した後、0.05% tween-20 を含む

TBS に PVDF 膜を浸し、HRP 標識された抗ウサギ

IgG ヤギ IgG 抗体（funakoshi，東京）を 1/2,000 倍

量加えて 37˚C で１時間振盪した。PVDF 膜を 0.05% 
tween-20 を含む TBS で 10 回、TBS で 5 回洗浄し

た後、検出液（0.009% 4-Chloro-1-naphthol と 0.003% 
H2O2 を含む TBS）を用いてシグナルを検出した。

N末端アミノ酸配列
N 末端アミノ酸配列は、ABI Procise 491 HT Procise® 
Protein Sequencer（Applied Biosystems, USA）を用

いて解析した。

卵黄形成抑制活性の測定
卵巣の培養は Tsutsui らの方法に従って行った 7)。逆

相 HPLC で精製したクルマエビ眼柄 CFSH を 1 サ

から次々と VIH が単離・同定されている 3)。

　2014 年、アオガニのサイナス腺から甲殻類雌性

ホルモン（crustacean female sex hormone, CFSH）

が単離された 4)。アオガニの CFSH は雌のサイナス

腺にのみ存在し、遺伝子発現も雌特異的であった。

RNA 干渉によるアオガニ CFSH の遺伝子サイレン

シングを行うと、雌性生殖孔や抱卵剛毛のような交

尾と抱卵に必要な雌性外部形態の形成を抑制した。

このことから、CFSH は甲殻類の雌の二次性徴を制

御していると考えられている。クルマエビにおいて

も、眼柄から CFSH（クルマエビ眼柄 CFSH）をコー

ドする cDNA がクローニングされている 5)。しかし、

クルマエビ眼柄 CFSH は雌雄の眼柄で遺伝子発現し

ており、アオガニのような雌雄特異性は観察されな

かった。そのため、クルマエビ眼柄 CFSH は雌性ホ

ルモンではなく、別の機能を有すると考えられた。

そこで本研究では、クルマエビ眼柄 CFSH をサイナ

ス腺から精製・単離し、その生物活性を明らかにす

ることを目的とした。

材料と方法
実験動物
2016 年から 2017 年にかけて、沖縄県久米島町と徳

島県鳴門市の養殖業者から購入した雌雄のクルマエ

ビ（15 g ～ 25 g）をサイナス腺の摘出に使用した。

2018 年 1 月に徳島県鳴門市の養殖業者から購入した

未成熟な雌クルマエビ（平均体重約 25 ｇ）を卵黄形

成抑制活性の測定に用いた。

クルマエビ眼柄 CFSHの精製
クルマエビのサイナス腺を実体顕微鏡下でピンセッ

トとマイクロ剪刀を用いて外科的に摘出した。摘出

したサイナス腺を 2 M 酢酸溶液が入っている 1.5 ml
チューブに移し、氷上に置いた。チューブ 1 本あた

り 100 個のサイナス腺を入れ、ホモジナイザーペッ

スルを用いてホモジナイズし、13,500 rpm、4˚C で

5 分間遠心した。上清のみを別のチューブに移し、

元のチューブに残った沈澱に再び 2 M 酢酸溶液を入

れ、同じ操作を行った。2 回分の上清を合わせたも

のをサイナス腺粗抽出物とした。次に、遠心エバポ

レータ（佐久間製作所 , 東京）を用いてサイナス腺

抽出物を濃縮した後、0.05% トリフルオロ酢酸（TFA）

を加えて 1 ml となるように調製し、逆相 HPLC
（NANOSPACE SI-1, 資生堂 , 東京）に供した。カラ

ムは Senshu Pak PEGASIL C4 SP100 カラム（4.6
× 100 mm, センシュー科学 , 東京）を用いて、20% 
MeCN/0.05% TFA から 60% MeCN/0.05% TFA まで

の 40 分間のリニアグラジエントで分画した。流速は
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イナス腺相当量ずつ培養液に添加し、クルマエビの

卵巣片を培養した。ネガティブコントロールは培養

液のみで、ポジティブコントロールはクルマエビの

組換え Pej-SGP-VII（クルマエビの 6 種類の VIH の

うちの 1 つ）8) を 10 ng ずつ培養液に添加して卵巣

片を培養した。

定量PCR
培養したクルマエビの卵巣片の全 RNA は Ribozol

（AMRESCO, Ireland) を用いて抽出した。定量を

行うために 2 種類のオリゴヌクレオチドプライマー

（Maj-Vg qPCR-F と Maj-Vg qPCR-R と TaqMan プ

ローブを設計し、合成を外注した（表 1）。逆転写反

応および PCR 反応は PLATINUM Quantitative RT-
PCR Thermoscript One-Step System (Invitrogen)
を 用 い て、2 X Thermoscript reaction mix を 7.5 
µL, Thermoscript Plus/Taq mix を 0.25 µL、ROX 
reference dye を 0.25 µL、50 mM Magnesium 
Sulfate を 0.65 µL、プライマー Maj-Vg qPCR-F と

Maj-Vg qPCR-R（10 µM）をそれぞれ 0.2 µL、10 
µM TaqMan プローブを 0.2 µL、SDW を 10.75 µL、
40 ng/µL の卵巣 total RNA 溶液を 5 µL を含む 25 
µL の溶液を使用した。反応は 60℃で 15 分間、95℃
で 5 分間保温の後、95℃で 15 秒間、61℃で 50 秒

間のサイクルを 38 回繰り返した。サーマルサイク

リングと蛍光シグナルのリアルタイム測定には 7300 
Real Time PCR system（Applied Biosystems）を用

いた。Vg 遺伝子を適度に発現しているクルマエビの

卵巣から抽出した total RNA を連続希釈したものを

標準物質として、それらから得られる蛍光シグナル

の測定値をもとに標準曲線を描画した。

結果
クルマエビサイナス腺ペプチドの精製
クルマエビのサイナス腺抽出物（150 個相当量）を

逆相 HPLC で分画した結果、多数のピークが観察

された（図 1）。回収したピーク産物の全てを、抗

クルマエビ眼柄 CFSH 抗体を用いたウエスタンブ

ロットに供した。その結果、溶出時間 19 分の P1
で免疫陽性のバンドが観察された（図 2）。この P1
を N 末端アミノ酸配列解析に供し、10 残基のア

ミノ酸配列を解析した（決定したアミノ酸配列：

HLDDFIPGLL）。その配列は、成熟クルマエビ眼柄

図 2．抗クルマエビ眼柄 CFSH 抗体を用いたウエスタンプ
ロット解析．

図 1．逆相 HPLC を用いたクルマエビのサイナス腺抽出物
（150 個相当量）の分離．矢印は P1 を示し，点線はアセト
ニトリル濃度を示す．

表 1．定量 PCR で使用したプライマーと TaqMan プローブ

CFSH のアミノ酸配列と完全に一致していた 5)。こ

れらの結果より、P1 はクルマエビ眼柄 CFSH であ

ると考えられた。
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現を抑制したが（50.0 ± 10.7%）、これの統計的に

有意ではなかった。本来、クルマエビ VIH は有意に

Vg mRNA の発現を抑制することが知られているこ

とから 9)、今回の結果は卵巣培養に問題があった可

能性がある。クルマエビ眼柄 CFSH の Vg 遺伝子発

現の抑制率は、クルマエビ VIH と同程度であったこ
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討論
クルマエビのサイナス腺から、眼柄 CFSH を精

製・単離した。天然 CFSH を精製したのはアオガニ

CFSH に続いて本研究が 2 例目である 4)。サイナス

腺から CFSH を精製することができるようになった

ことで、CFSH の機能解析が格段に進むと思われる。

例えば、本研究では精製したクルマエビ眼柄 CFSH
を、クルマエビの卵巣培養系に添加してみた。もし、

クルマエビ眼柄 CFSH が雌性ホルモンであれば Vg
遺伝子の発現を促進するのではと予想したが、予想

外にもクルマエビ眼柄 CFSH は Vg mRNA の発現を

抑制した。CFSH に卵黄形成抑制活性があることを

明らかにしたのは本研究が初めての例である。序論

でも述べたが、クルマエビ眼柄 CFSH は雌雄の両方

で遺伝子発現していることから、雌性ホルモンでは

ないと考えられてきた 5)。本研究により、クルマエ

ビ眼柄 CFSH が成熟を制御している可能性を示すこ

とができた。今後は、クルマエビ眼柄 CFSH が、雄

においても精子形成を抑制しているかを調べる必要

がある。

　クルマエビ眼柄 CFSH を精製・単離できるように

なったが、精製できるホルモン量は既知のサイナス

腺ホルモンよりも少ない 2)。例えば、本研究で使用

したクルマエビの VIH（Pej-SGP-VII）は、300 サ

イナス腺相当量の抽出物から、測定波長 225 nm の

時の吸光度が 0.5 以上の高さのピーク産物が得られ

ている。今後、クルマエビ眼柄 CFSH の投与実験な

どを通して生物活性を調べていくことになるが、天

然クルマエビ眼柄CFSHを用いるのには限界がある。

なぜなら、天然クルマエビ眼柄 CFSH を用いて投与

実験を行うためには、数千尾のクルマエビが必要と

なるからである。このように、天然ホルモンの精製

図 3．卵黄形成抑制活性の測定．Con は培地のみ，VIH は
Pej-SGP-VI を培地に添加，CFSH は 1 サイナス腺相当量
を培地に添加して卵巣を培養した結果を示す．エラーバー
は標準誤差を示す．
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CFSH に続いて本研究が 2 例目である 4)。サイナス

腺から CFSH を精製することができるようになっ

たことで、CFSH の機能解析が格段に進むと思われ

る。例えば、本研究では精製したクルマエビ眼柄

CFSHを、クルマエビの卵巣培養系に添加してみた。

もし、クルマエビ眼柄 CFSH が雌性ホルモンであれ

ば Vg 遺伝子の発現を促進するのではと予想したが、

予想外にもクルマエビ眼柄 CFSH は Vg mRNA の

発現を抑制した。CFSH に卵黄形成抑制活性がある

ことを明らかにしたのは本研究が初めての例である。

序論でも述べたが、クルマエビ眼柄 CFSH は雌雄の

両方で遺伝子発現していることから、雌性ホルモン

ではないと考えられてきた 5)。本研究により、クル

マエビ眼柄 CFSH が成熟を制御している可能性を

示すことができた。今後は、クルマエビ眼柄 CFSH
が、雄においても精子形成を抑制しているかを調べ

る必要がある。 
クルマエビ眼柄 CFSH を精製・単離できるように

なったが、精製できるホルモン量は既知のサイナス

腺ホルモンよりも少ない 2)。例えば、本研究で使用

したクルマエビの VIH（Pej-SGP-VII）は、300 サ

イナス腺相当量の抽出物から、測定波長 225 nm の

時の吸光度が 0.5 以上の高さのピーク産物が得られ

ている。今後、クルマエビ眼柄 CFSH の投与実験な

どを通して生物活性を調べていくことになるが、天

然クルマエビ眼柄 CFSH を用いるのには限界があ

る。なぜなら、天然クルマエビ眼柄 CFSH を用いて

投与実験を行うためには、数千尾のクルマエビが必

要となるからである。このように、天然ホルモンの

精製には、コストもかかるうえに、時間も必要であ

る。将来的に、この問題を解決するためには、クル

マエビ眼柄 CFSH の組換え体の作製法の確立が必

要である。クルマエビ眼柄 CFSH は N 結合型糖鎖

の付加配列を有することから、天然 CFSH には糖鎖

が付加されていると推測されている 6)。そのため、

組換え体の作製には哺乳類細胞や昆虫細胞を宿主に

用いる発現系や、酵母発現系などを用いる必要があ

ると考えられる。 
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