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ウニ生殖巣の分化と成熟の過程を探る

山野恵祐 *1・ 東 藤 孝 *2・浦和寛 *2

Differentiation and maturation of sea urchin gonad 

Keisuke YAMANO， Takashi TODO， and Kazuhiro Ura 

Abstract The process of differentiation and maturation of sea urchin gonads were studied at the 

molecular levels with the aim of controlling gonadal maturation. To find germ cell-specific makers， 

genes for vasa， PLlO and nanos were cloned. RT-PCR and In SItu hybridization demonstrated that 

vasa and nanos genes were specifically expressed in germ cells in both sexes. Then， expression 

levels of those genes during embryonic development were measured by real-time PCR. Transcripts 

for vasa were accumulated in unfertilized eggs as a maternal factor whereas the expression of nanos 

gene enhanced during embryonic development. An ovary cDNA library was screened to find genes 

expressed with a stage-speci百cmanner during ovarian maturation by the combination of EST and 

microarray analyses. Further analysis by real-time PCR on selected 18 genes demonstrated that 

15 genes increased in their expression levels in the ovary during oogenesis. These genes encoded 

a component of cortical granules， cell division controlling factor， growth factor， enzyme， sperm-

activation factor， unknown products， etc. We discuss about perspectives on the control of sea urchin 

maturation in relation to our study. 

Key words : sea urchin， gonad， differentiation， maturation， vasa， nanos. 
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近年のウニ類の漁獲量は一万数千トンを推移してお

り、北海道を中心とした北日本ではエゾパフンウニ

(StrogyJocentrotus Interme口'Ius)、キタムラサキウニ

(StrogyJocentrotus刀udus)、九州を中心とした商臼本

ではアカウニ (Pseudoce刀trotusdepressus) が主要な

漁獲対象となっている。これらのウニの資掠場大を

図るため、種苗生産・放流も長年に渡って実施され

ている。ウニ類の漁業生産はもっぱら漁獲に依って

おり、一部、養殖が行われているケースもあるが、

養殖による生産量は極めて少なく漁業統計には現れ

ない程度に過ぎない。

ある。このため食品としての品質や歩留まりは成熟状

態と密接に関連しており、良質の生殖巣を得られる時

期、いわゆる旬は、種毎に限られた季節となる。

食品としてのウニを見た場合、ウニは水産物の中

でも特異な性質を有している。すなわちウニ類で、は

生殖巣(卵巣及び精巣)だけが食される。また食用

に適した生殖巣は、栄養物を生殖巣内に十分に蓄積

しているが成熟期に入る前の未成熟な状態のもので

2008年 4月 23日受瑳 (Receivedon April 23， 2008) 

一方、ウニの生殖巣の発達や成熟の調節機構に関す

る知見は少なく、生殖巣がいつ頃どのようにして分化

してくるのか、卵形成がどのような過程や制御のもと

進行するのかなど、不明な点が多く残されている。生

殖巣の分化・発達・成熟の過程や仕組みが解明される

ことで、性や成熟の人為管理を通じて食品としての質

を高める技術開発が可能になると期待される。そこで

本課題では、ウニの生殖巣の分化及び生殖巣の発達・

成熟に関する研究を実施した。

ウニ生殖巣分化マーカ一遺伝子の単離と発現解析

ウニ類の生殖巣分化機構については、稚ウニへの変

キl養殖研究所 宇 516-0193 三重県度会君si菊伊勢町中津浜鴻 422-1(National Research lnstitute of A司uaculture，422-1， Nakatsuhamaura， Mina田i-ise，Mie 516 

0193， Japan) 

見北海道大学大学院水産科学研究科 〒041-8611 北海道函皇宮市港町 3-1-1(Faculty of Fisheries Sciences， Hokkaido University， 3-1-1 Minato， Hakodate， 
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態後に起こる始原生殖細胞 (PGC) や生殖巣原基の形

成についての形態学的研究がなされているのみであ

り、受精前後から発生過程における生殖細胞系列の存

在や動態に関する知見はほとんど無い。PGCや生殖

巣原基が変態直後の後部体腔壁に形成されることから

(Houk and Hinegardner， 1980)、将来、体腔形成を担う

予定運命を持つ、 16細胞期に植物極側に生ずる小割

球が、生殖細胞形成にも重要な役割を担っていると

考えられているが (Ogawa，et al.， 1999; Ransick， et al.， 

1996)、その証明は未だなされていない。このように、

これまでウニ類における生殖細胞形成や生殖巣分化の

機構に関する研究の進展が立ち後れてきたのは、生殖

細胞系列を識別するマーカーが得られていなかったこ

とが、大きな要因のーっとして考えられる。

そこで、多くの動物種で生殖細胞特異的に発現して

おり、生殖細胞系列の特異的マーカーとして使用され

ている vasa遺伝子と nanos遺伝子に着 目し、エゾパ

フンウニから vasaおよび nanos相同遺伝子をクロー

ニングした。エゾ、パフンウニ精巣より、 vasa遺伝子に

ついては vasaおよびvasaと同じファミリーに属する

PLlOの2種類の cDNAが、 nanos遺伝子については 1

種類の cDNAがそれぞれ得られた。これら遺伝子の発

現が生殖細胞特異的であるか否かを調べるため、先ず

エゾパフンウニの各体組織における各遺伝子の発現を

RT-PCR法により調べた。その結果、 PLlO遺伝子は

調べた全ての組織(卵巣、精巣、咽頭、食道、胃、腸

など)で発現していたが、 vasaとnanos遺伝子の発現

は卵巣と精巣に限局していた。

そこで次に、 InSItuハイブリダイゼーション法によ

り、生殖巣における各遺伝子の発現細胞について組織

学的に解析した (Fig.1)。その結果、卵巣において、

vasaとnanos遺伝子は卵原細胞や未熟な卵母細胞で強

い発現が認められたが、卵形成の進行とともに発現は

弱まり、成熟した卵母細胞では発現は見られなかった。

一方、 PLlO遺伝子も卵原細胞や未熟な卵母細胞での

み発現が強かったが、成熟した卵母細胞でも弱し、発現

が認められた。精巣での各遺伝子の発現は精原細胞や

精母細胞などの生殖細胞にのみ認められたが、 nanos

遺伝子の発現は極めて弱かった。

次いで、リアルタイム定量 PCR法により匹発生過

程に伴う各遺伝子発現量の変化を調べた。その結果、

vasaとPLlOの遺伝子発現量は、来受精卵から受精卵

にかけて最も高く、腔発生の進行とともに減少した。

このように、未受精卵と初期の卵割期の匹で高い発現 .

が見られたことから、これらが卵形成過程で合成され、

卵内に母性 mRNAとして蓄積されることが示唆され

る。一方、 nanos遺伝子の発現量は、未受精卵から任

発生の進行とともに増加し、胞脹で最も高値を示した

vasa PL10 nanos 

Fig .1. j，刀 SItuhybridization of sea urchin ovary (upper figures) and t巴stis(Jower figures) at stage 2 (early 

gametogenesis) with antisense probes ofvasa， PLlO and nanos cRNAs. Scale bars indicate 10 μm (ovary) 
and 50 11m (testis). 



が、その後減少した。このように、受精卵で発現が見

られたことから、 nanos遺伝子も量的に少ないとして

も母性 mRNAとして卵内に蓄積されているが、その

発現パターンから、腔発生後に zygohcな発現が起こっ

ていると考えられる。

以上の様に、 vasaとnanos遺伝子は生殖巣かっ生殖

細胞特異的に発現していたことから、両遺伝子はエゾ

パフンウニの生殖細胞特異的マーカーとして利用でき

ることが示された。そこで、ウニの生殖細胞を検出

するうえでより汎用性の高いツーノレを得るため、ウ

ニVasaタンパク質に対する特異抗体の作製を試みた。

エゾパフンウニ vasacDNAのアミノ酸配列より特異

性の高い領域を選択し、大腸菌発現系を用いて組み換

えタンパク質を作製した。これを家兎に免疫し、抗

ウニ Vasaポリクロ一ナノレ抗体を得た。得られた抗体

は、エゾバフンウニ生殖巣抽出液のウエスタンプロッ

ト解析において、卵巣と精巣ともに予想される分子量

80 kDaの一本のバンドのみを認識した。また、免疫

組織化学では、卵原細胞や卵母細胞、精原細胞、精母

細胞などの生殖細胞のみを認識することが確認された

(Fig. 2)。さらに、キタムラサキウニでも同様の結果

が得られたことから、作製された抗ウニ Vasa抗体が

ウニ類一般の生殖細胞マーカーとして有用であること

が示唆された。
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ウニの生殖巣の成熟過程

Fig.3には Unuma，et al. (1996)に基づくアカウニの

生殖巣の発達段階を示している。

Stagel (未熟期):配偶子形成の始まる前の生殖巣で

ある。雌雄とも生殖巣内は栄養細胞が卓越している。

栄養細胞内には、将来、配偶子形成のエネノレギー源と

して利用される、また卵黄タンパク質となる物質が蓄

積されている。非常に強いエオシン好性を示す。配偶

子は小嚢壁に沿って存在するが極めて小さく、少数で

ある。この状態の生殖巣が食用として適している。

Stage2 (成熟前期):配偶子が発達し始める。雌では

小嚢壁に沿って存在する卵母細胞が肥大し始める。こ

の時期には卵細胞質内に多量の核酸を蓄積するためへ

マトキシリン好性を示している。雄で、は;J、嚢壁に沿っ

て精母細胞のクラスターが現れ、急激に細胞数を増加

する。小嚢内は依然として栄養細胞が充満している。

Stage3 (成熱中期):発達した卵細胞や精子が小嚢壁

から移動し、小嚢内の中央部に位置するようになる。

移動中の卵細胞は大きな卵核を有するが、中央部の卵

は卵核を持たない。卵内には卵黄タンパク質を蓄積し、

卵径が増大するとともにエオシン好性となる。中間部

には栄養細胞が存在する。

Fig .2. Anti-Vasa immunohistochemistry of sea urchin gonads. Scale bars indicate 50 llm. 
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Stage4 (成熟後期):小嚢内は成熟卵、精子で充満さ

れている。栄養細胞はほとんど消失して周辺部に少し

残るのみである。

ウニ類の生殖巣発達、特に卵巣発達には、他の卵生

生物には見られない特徴がある。第ーには、生殖巣の

肥大が配偶子形成に先駆けて起こり、成熟期間中に生

殖巣の増大は起こらない。これは、配偶子形成以前に

体細胞である栄養細胞内に必要な栄養源を蓄積するた

めである。

第二には、ワニ類では、順次、発達の進んだ卵から、

卵核胞が崩壊した状態にまで進み、卵核胞を持たない

完熟卵が産卵を待ち受けていることである。同じ椋皮

動物のナマコ類、ヒトデ類なども含めて、 他の卵生生

物では、卵核胞を有する状態で卵発達は一旦停止し、

産卵誘導の刺激を受けると一斉に卵核胞が崩壊して、

引き続いて排卵、放卵に至る。ウニ類には、何らかの

特殊な卵成熟調節の仕組みがあると推測される。

第三には、ウニ類の卵巣には癒胞細胞がない。多く

の卵生生物では、卵をj慮胞細胞が取り囲み、 1B昔、胞細胞

が卵発達の調節に介在する。ウニ類で、は11量胞細胞がな

いことが特殊な卵発達過程と関係しているのかもしれ

ない。卵を取り囲む栄養細胞が癒胞細胞の役割を持つ

のかもしれないが、その詳細は分かつていない。

Stage 1 Stage 2 

ウニ卵巣発達に関連する遺伝子の探索

これまでのウニ卵巣あるいは卵の発達に関する分子

レベノレの研究で、は、主に卵黄や表層頼粒に関連した研

究が実施されてきた。ウニ類の卵に最も多量に含まれ

る卵黄タンパク質は、主要卵黄タンパク質 (MYP) と

名付けられているタンパク質である。MYPは主に消

化管、生殖巣で作られて、雌雄ともに未熟な生殖巣内

の栄養細胞に蓄積される (Shyu，et al.， 1986)。雌では

一部が卵へと移行して、卵黄タンパク質になる。また、

表層頼粒の形成過程や受精後に卵外に放出されたあと

に表層頼粒の構成成分が受精膜として再構築される機

構も明らかにされている (Wongand Wessel， 2006)。

しかしながら、未熟期から成熟期に変わる時期、す

なわち配偶子形成を始める時期に卵巣内で、起こってい

ることについては、未だ十分に分かつていない。特に、

配偶子形成を開始させる仕組みは全く不明のまま残さ

れている。このようなことから、配偶子形成に重要な

役割を持つ候補遺伝子として、また将来的には成熟調

節因子を同定するための分子マーカーとして利用する

ことを目指して、成熟初期に発現量が明瞭に上昇する

遺伝子の探索に取り組んだ。

成熟初期のアカウニ卵巣 cDNAライブラリから得た

Stage 3 Stage 4 

Fig .3. Histological sections of the ovary (upper figures) and testis Oower figures) at different maturational stages. 

Stage 1， immature; Stage 2，巴arlygametogenesis; Stage 3， mid gametogenesis; Stage 4， late gametogen巴sis;NP， 

nutritive phagocyte. 



960個の EST(Express巴dSequence Tag、発現遺伝子の

部分的な塩基配列情報)データを解析した結果、 100

塩基以上の長さの独立した 869種類の塩基配列情報を

得た。この ESTデータを DNAデータベースに照合し

たところ、約 70%が既報の塩基記列に対して有効な

相向性 (E値 <1E-20)を示したが、残りは未知の塩

基配列であった。また最も高い相同性を示すことが多

かったのはアメリカムラサキウニ (Strongy!ocentorotus

purpuratus) の登録記安iJであったが、これはアメリカ

ムラサキウニの全ゲノムの塩基調己列解析が行われた

ためである (Seaurchin genome sequencing consortium， 

2006)。また、 ESγ ライブラリーからのランダムな遺

伝子解析と平行して、これまでの他種のウニ卵巣にお

いて発現していることが確かめられている透明層タン

パク質、卵黄タンパク質などについても直接遺伝子ク

ローニングを行った。

このようにして得られた成熟初期の卵巣で発現して

いる遺信子群から、配偶子形成の開始マーカーの候補

遺伝子を次のように選択した。第ーには、直接クロー

ニングした遺伝子あるいはESTライブラリからクロー

ニングした遺伝子から卵発達と関連が深いと判断され

たYP30(30kDa卵黄蛋白質)及び dynamin(MYPリ

セプター)遺伝子を解析対象とした。第二には、 EST

ライブラリから塩基配列解析した 960個の卵巣発現遺
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伝子をスライドグラス上に整列して吸着させた cDNA

マイクロアレイを作製し、それを用いて成熟に伴う遺

信子群の発現の変化の概要を解析した。その結果から、

成熟初期に発現量の上昇した 16遺信子を候補遺信子

として選んだ。

次いでこれら合計 18遺伝子について、より正確に

遺信子発現量を測定できるリアルタイム PCR法を照

いて、未熟期から成熟後期までの遺伝子発現量の変化

を定量した。その結果、 15遺信子は成熟期間中に遺

伝子発現量が高まることが確認された。これらの遺伝

子配列から推測される産物には、表麗頼粒タンパク

細胞分裂調節因子、成長国子、酵素、精子活性化因子、

未知のものなどが含まれていた (table1)。

ウニ類の成熟の人為コントロールに向けた展望

ウニ類は技術的には養殖できるが、実際の養殖生産

量は極めて少ない。その主な原盟は、天然物の漁獲と

比較して、養殖が経済的に見合わないためである。食

用に適したウニの生殖巣は、十分に栄養分を蓄積して

いる未熟期のものである。このため天然ウニの旬の時

期は限られる。旬の時期を長く保ち、端境期にも出荷

できるような付加価値を持った産物を作ることができ

れば、養殖生産を促進するための一つの解決手段に成

Tablel L副ofgen郎副出ye沢pressedin the oVaJy dming∞genesis 
Functiα1 in ~ ， ，. ， Exoression ratio** 

司omologusgene :~::~.~::;_~:~~. ..~~ Fold induction* ;;:::: 
S開 mchin∞句協 Female / Male 

be匂 1.3-g1ucanase digestion of fertilization envelope 22.10 14.87 
spenn-activating protein activation of spenn mobility 10.44 61.44 
宣brope血n-lprl回収sor component ofhyaline layer 9.46 66.81 
cyclin B matm説lOnp悶 no出gfactor 8.40 9.55 
d戸国司n MYP民ce酔or 6.08 no由ta
HeEL-l componentofhyalinelayer 3.68 9.77 
18印 a∞rticalvesic1e protein “ 6.71 42.84 
epidennal growth factor II p民αlrSor - 17.63 42.14 
fucosyl回nsferase1 prec明。r 3.98 12.13 
hyp抽出calproteinXP_846215 4.81 31.41 
hypotheticalLOC752503 4.41 51.84 
hypo也出回1lβC577181 38.47 57.88 
m畑 ownl 6β7 46.08 
unknown2 4.95 9.36 
uおlown3 4.01 24.61 
へExpressionlevels of回.chgene from s匂ge1ω4werem悶 suredby real償問PCRand nonnalized to勧 levelof
GAPDH. Fold induction w沼田lculat吋 asa ratio of the highest level dm色g∞genesis(s匂ge1-3)ω也elevelat
immature stage (陶酔 1).

ペExpressionlevels were compared be臥reenbo也sexesby the microarra~ぅranalysisラinwhich匂忠則g叩 eswer芯
prepared from males紅ldfi叩lalesatthe 陶酔2.
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りうるだろう。

句の状態を長く保つためには、成熟の進行を遅らせ

る、あるいは成熟しないような管理手法が必要になる。

これまでのところ、ウニ類の成熟をコントローノレする

ホルモンなどの内的な忠子は分かつていない。本研究

では、成熟開始期に明瞭に遺伝子発現量が上昇する遺

伝子を見出した。このような遺伝子をマーカーとして

解析することで、成熟を調節する因子の特定を進める

ことが可能となる。成熟調節因子が特定されれば、ど

のような環境が成熟進行に影響を及ぼすかなどの解析

を詳細に行うことができるようになる。さらには、成

熟調節国子自体の機能を抑制することで未熟な状態を

保つことができるかもしれない。

一方、近年の魚類等を用いた発生工学的な研究で

は、生殖巣の分化時に生殖細胞の分化に重要な働きを

持つ遺信子の発現を抑えることで、生殖細胞が欠除し

た生殖巣を作り出すことに成功している。本研究で

は、 vasaや nanos遺伝子が生殖細胞特異的に発現する

ことを明らかにし、これらの遺ー伝子をマーカーとして

生殖細胞の分化時期を明らかにした。これらの遺伝子

の機能をノックダウンすることで、体細抱のみからな

る成熟しない生殖巣を作り出すことができるかもしれ

ない。

ウニ類の生殖巣の分化、成熟機構に関する研究はま

だ緒に就いたばかりである。成熟の人為管理に向けて

さらなる研究の進展が望まれる。
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