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Mate recognition pheromone of the marine rotifer Brachionus plicatilis 
                   and B. rotundiformis

Tomonari KOTANI 1), Atsushi HAGIWARA

   Mating behavior of male marine rotifer Brachionus is regulated by a female's mate recognition 

pheromone (MRP). It has already been clarified by the experiment using MRP of B. plicatilis that 
differences of MRP molecular structure among rotifer species and strains cause reproductive isolation. 
In this study, we tried isolating the MRP of B. rotundiformis and B. plicatilis, and compared the 
reactivity of both MRP to male's receptor. 

   Using two kinds of lectin, MRPs of B. rotundiformis Koshiki strain and B. plicatilis Russian 
strain were isolated. Molecular weights of two-isolated MRP were determined with SDS-PAGE. To 
investigate the reactivity of MRP to male's receptor, four B. rotundiformis strains (Koshiki, Hamana, 
Thai, and Fiji) and three B. plicatilis strains were used. 

   Molecular weight of both MRPs was 26 kDa. Russian MRP bound intensely with B. plicatilis 
 male's receptor but not with B. rotundiformis. The reactivity of Koshiki MRP to control (Koshiki 

strain) was the same as to other six strains. Therefore, it is suggested that molecular structure of 
B. plicatilis MRP is different from that of B. rotundiformis although their molecular weights are 
the same.

 Brachionus  plicatilis, B. rotundiformis, mate recognition pheromone, molecular weight, 
male receptor, molecular structure
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にはB．rotundiformis甑島株，　B．　plicαtilisロシア株以外に，

B．rotundiformisの浜名湖産株（静岡県浜名湖より採取，以

下浜名湖株），タイ産株（タイ国立沿岸養殖研究所近辺の汽

水池で採取，以下タイ株），フィジー産株（以下フィジー株）

と，B．　plicαtilisのドイツ産株（以下ドイツ株，　Schlei－Fjord

由来），東京大学株（三重県養鰻池より採取，以下東京株）

との計8株を用いた。

　ワムシ性フェロモンの分離　性フェロモンの抽出はSnell

et　al．6）の方法に基づいて行った。

　予め凍：結させておいた約20g（湿重量）のB．　plicαtilisロ

シア株とB．rotundiformis甑島回のそれぞれに対し7mlの

20mM　Tris－HCI緩衝液－ipH　7．0，200mM　NaCl，2mM　C

aC12，0．001％Triton　X－100を含む），及び70μ1の100mM

Phenylmethylsulfonyl　fluorideエタノール溶液（以下PMSF

溶液）と70μ1のプロテアーゼ阻害剤混合液（3．75mM　Pepstatin，

3．75mM　Leupeptin，18．22mM　EDTA）を加え，50ml容組

織破砕機でホモジナイズした。ホモジナイズした試料液を

10，000rpmで10分間遠心分離した後，上澄みを回収し，もう

一度，10，000rpmで10分間遠心分離した。上澄みを回収し，

上澄みを100，000MW　cut　off　membrane（YM100，　Amicon

社）で濾過することによって，100，000MW以下の分子を回

収した。約20mlの試料液に上記の100mM　PMSF溶液とプロ

テアーゼ阻害剤混合液を20μ1ずつ加え，さらにこの試料液

を6mlのLens　culinαris　lectin結合アガロースビーズ溶液

（manllose／glucose誘因，　Liener　etα1．，1986；Sigma）

の入った蓋付き試験管に加え，一晩撹回した。撹予後，試験

管を氷中に約30分間安置してビーズを沈殿させた。上澄みを

取り除き，そこに200μ1の100mM　PMSF溶液とプロテアー

ゼ阻害剤混合液を加えた20mlの25mM　Tris－HCI緩衝＝液（pH

7．4，　52mM　sodium　dodecyl　sulfate，　500mM　methyl一　a　一D－

mannopyranosideを含む）を加え，30分間撹拝した。撹搾

終了後，試験管を安置してビーズを沈殿させた。上澄みを回

収し，上澄みを10，000MW　cut　off　membrane（YM　10，

Amicon社）で濾過した。膜上に残っている10，000MW以

上のタンパク分子を20μ1のPMSF溶液とプロテアーゼ阻害

剤混合液を加えた前述の20mM　Tris－HCI緩衝液2mlで洗っ

て回収した。回収したタンパク溶液を2mlのTetrαgonolobus

p硯碍reαs　lectin結合アガロースビーズ溶液（fucose誘因；

Sigma社）の入った試験管に加え，一晩撹拝した。掩肥後，

試験管を四三に約30分間安置してビーズを沈殿させた。沈殿

後，上澄みを取り除き，そこに100μ1の100mM　PMSF溶液

とプロテアーゼ阻害剤混合液を加えた20m1の25mM　Tris－HCl

緩衝液（pH　6．8，52mM　sodium　dodecyl　sulfate，20mM

α一D－fucoseを含む）を加え，さらに30分間撹絆した。撹拝

終了後，試験管を静置してビーズを沈殿させた。上澄みを回

収し，上澄みを10，000MW　cut　off　membraneで濾過した。

膜上に残っている10，000MW以上のタンパク分子を1mlの

蒸留水で回収した。B．　plicαtigis，　B．　rotundiformi8それぞ

れのタンパク抽出量を分光光度計で測定した。また，一部は

SDSポリアクリルアミド電気泳動を行い，抽出物の純度と

分子量を調べた。残りは一80℃で凍結保存し，その後の実験

に備えた。

　SDSポリアクリルアミドゲル電気泳動　　試料液10μ1に

10μ1の試料調整液（0．5M　Tris－HC1，2％Sodium　dodecyl

sulfate，10％Glycero1，5％（β一Mercaptoethanol）を加え，

これを100℃で5分間熱処理した。試料液20μ1と分子量マー

カー（Sigma）をゲルに添加し，電気泳動を行った。使用し

たアクリルアミドの濃度は12．5％である。また，泳動緩衝液

としてTris－Glycine　buffer（O．2M　Glycine，25mM　Sodium

dodecyl　sulfate）を用いた。ゲル1枚当たり20mAの定電流で

泳動を行った。泳動終了後，ゲルを染色液（3mM　Coomassie

brilliant　blue　R－250，50％Methano1，10％Acetic　acid）に

移し，埋骨しながら約1時間染色した。その後，脱色液（5

％Methanol，10％Acetic　acid）で十分な脱色を行った。

ゲルに現れたバンドを確認した後，分子量マーカーを基に分

子量の推定を行った。

　雄性フェロモンリセプターに対する性フェロモン反応度　この

アッセイでは各株雄のリセプターに対するB　plicαtilisロシ

ア株及びB．rotundif（）rmis甑島株の性フェロモンの反応度

を調べた。方法はRico－Martinez＆Sne117）に基づいた。

　分離した性フェロモンのB．　plicαtilisロシア株については

20μgを，B．　rotundiformis甑島株については35μgを，そ

れぞれ86μ1のHMNK：緩衝液（50mM　HEPES，36mM　NaC1，

1mM　HCI，0．1mM　MgSO4，　pH　7．4）に溶解し，これに

1mgのビオチン（Succinimidy16一（biotinamido）hexanoate

（　biotinamidocaproate，　N－hydroxy　succinimidylester　，

Moleculer　Probes社）を溶角＃したDMSO　l　mlをHMNK緩

衝液で100倍希釈したもの14μ1を加え，150rpmで90分間三

拝して性フェロモンにビオチンを結合させた。結合していな

いビオチンを取り除くために，これを10，000MW　cut　off

filter（ウルトラフリーC，　Millipore社）を用いて，14，000

rpmで60分間遠心濾過した。遠心後，フィルターに残って

いるペースト状のビオチン化された性フェロモンを100μ1の

HMNK緩衝液で回収した。これを性フェロモンービオチン

溶液と呼ぶことにする。

　次に，各ワムシ株の培養槽から雄卵を持った雌ワムシを集

め，N．　oculαta（7×106細胞／m1）を懸濁したHMNK緩

衝1液500μ1に収容し，順致した。4～6時間後，30μ1の性

フェロモンービオチンと50μlHMNK緩衝液との混合門中に，

新生の雄ワムシ20個体を入れ，30分間培養し，主として繊毛

部に分布する性フェロモンリセプターと反応を起こさせた。

30分後，HMNK緩衝液で雄ワムシを二度洗浄し，性フェロ

モンビオチン溶液を除去した。このワムシを蛍光ビーズで標

識したアビジン（Avidin－1abelled，．1μmfluorescein－

containing　latex　beads　Fluopheres，　Molecular　Probes社）

2×109個を含んだHMNK：緩衝液550μ1に入れ30分間培養

し，性フェロモンに結合しているビオチンにアビジンをさら

に結合させた後，HMNK緩衝液で雄ワムシを二度洗って結

合していないアビジンを除去した。以上の処理を行った雄ワ

ムシをスライドガラス上に移し，B励起フィルター（約490

nm）を用いて蛍光顕微鏡（BH2－RF：L，オリンパス社製，100

倍）下で観察した。この顕微鏡像をテレビカメラ（FCD－725，
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オリンパス社）でコンピューター（Quadra　650，　ApPle社）

に取り込み，NIH　Image（ver　1．57）で蛍光量を測定した。

繊毛部の蛍光量から背景の微量な蛍光量を差し引いたものを

求め，反応の指標とした。各株の測定値を一元配置分散分析

とFisher’s　LSD多重比較によって検定した。

結 果

　性フェロモンリセプターに対する性フェロモン反応度　Fig．

2にB．plicαtilisロシア株の性フェロモンを使った時，また

Fig．3にB．　rotundiformis甑一株の性フェロモンを使った時

の各株の蛍光量の平均値とその母集団標準偏差を表した。ま

た，Table　1と2にはB．　plicαtilisロシア株性フェロモン，　B．

rotundiformis甑島雨性フェロモンをそれぞれ用いた場合の

一元配置分散分析の結果を示した。

　ワムシ性フェロモンの分離　分離したB．　plicαtilisロシア

株並びにB．rotundiformis甑島株の性フェロモンを使って，

ポリアクリルアミド電気泳動を行ったところ，それぞれバン

ドを1つだけ得ることが出来た（Fig．1）。また，同時に用い

た，分子量マーカー（Sigma社）のバンドの泳動距離に基

づいて，それぞれの分子量を調べたところ，B．　plicαtilisロ

シア株およびB．rotundiformis甑島株の分子量は共に26kDa

であった。また，分光光度計でそれぞれの量を調べたとこ

ろ，B．　plicαtilisロシア株からは1175．9Pt　g，　B．　rotundiformis

甑島株からは312．3μg，抽出できたことが分かった。
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Fig．2　Mate　recognition　pheromone　（MRP）　of

　　　　Brachionus　plicatilis　Russian　strain，　binding

　　　　to　males　of　different　strains．　Diagonal　bars

　　　　represent　coronal　fluorescence　in　B．　plicatilis

　　　　strains．　For　B．　rotundiformis　strains，　stipple

　　　　bars　indicate．　Variation　is　represented　by　vertical

　　　　bars　indicating　one　standard　deviation　（n＝＝

　　　　20）　for　fluorescence　at　corona．　Asterisks　in

　　　　dicate　MRP　binding　significantly　less　than

　　　　Russian　control　（　＊　；　p　〈O．05，　＊　＊　；　p　〈O．Ol）　．
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Fig．　1　Characterization　of　lectin－affinity　purified

　　　　glycoproteins　from　rotifers，　Brachionus

　　　　plicatilis　Russian　strain　and　B．　rotunaiforrnis

　　　　Koshiki　strain．　Lanes：　M．　molecular　weight

　　　　standards；　B．p．　B．　plicatilis　Russian　strain；

　　　　B．r．　B．　rotundiformis　Koshiki　strain．　Numbers

　　　　on　left　side　are　molecular　weight　standards

　　　　（kDa）．　SDS－PAGE　gel　was　stained　with

　　　　Coomassie　brilliant　blue．

Russva　Tokyo　Gerrnany Flst

Tha　Hamana　Kbshiki

Fig．　3　Mate　recognition　pheromone　（MRP）　of　Brachionus

　　　　rotundiformis　Koshiki　strain，　binding　to　males　of

　　　　different　strains．　Diagonal　bars　represent

　　　　coronal　fluorescence　in　B．　plicatilis　strains．

　　　　For　B．　rotundiformis　strains，　stipple　bars

　　　　indicate．　Variation　is　represented　by　vertical

　　　　bars　indicating　one　standard　deviation　（n＝＝　20）

　　　　for　fluorescence　at　corona．　Asterisks　indicate

　　　　MRP　binding　significantly　less　than　Koshiki

　　　　control　（＊；p〈O．05，　＊＊；p〈O．Ol）．
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Table　1．　One－way　ANOVA　of　the　effect　of　rotifer　strains　on　coronal　binding　of　mate　recognition　pheromone

　　　　of　Brachionus　plicatilis　Russian　strain．

Source

Degree　of

Freedom

Sum　of

squares

Mean
square F－ratio p　value

Between

groups 6 74302．1 12383．7 13．5 〈　O．OOI

Within

groups 132 120771．4 914．9

Table　2．　One－way　ANOVA　of　the　effect　of　rotifer　strains　on　coronal　binding　of　mate　recognition　pheromone

　　　　of　Brachionus　rotundiformis　Koshiki　strain．

Source

Degree　of

Freedom

Sum　of

squares

Mean

square F－ratio p　value

Between

groups 6 25939．4 4323．2 4．9 〈　O．OOI

Within

groups 130 115265．5 886．7

　B．　plicαtilisロジア株性フェロモンを使った場合，各株の

雄リセプタ階上の蛍光量の間には有意差があることが分かっ

た（Table　l）。この時，　B．　plicαtilisドイツ株の蛍光量が

最も大きく（75．5±57．7，n＝20），ロシア株（対照）と東京

株の蛍光量には有意差が検出されなかった（各々50．3±31．8，

n＝20；46．2±28．2，n＝20）。一方，　B．　rotundiformisに属

する株（浜名湖，甑島，フィジー，タイ）の蛍光量はロシア

株の値より少なかった（各々16．7±14．2，n＝20；16．2±14．8，

n＝20；11．6±17．4，n＝20；10．0±18．7，　n＝20，各々p＜0．01，

Fisher1s　LSD検定）。　B　rotundiformis株間では蛍光量に有

意差がなかった。

　B．rotundiformis甑島株の性フェロモンを用いたアッセイ

では，各株間の蛍光量に有意差がみられた（一元配置分散分

析，Table　2）。甑島株の蛍光量は，浜名湖株とタイ株より

低く　（各々31．3±27．9，n＝20；58．1±44．9，　n＝20；51．0±

26．6，n＝20，　p＜0．05，　Fisher’s　LSD検定），同種のフィジー

株やB．plicαtilisロシア，東京，ドイツ株の蛍光量とは有意

差がなかった（各々33．9±27．5，n＝20；28．6±25．7，　n＝20；

28．5±27．4，　n＝20　1　13．6±15．7，　n＝＝20）．

考　　察

ワムシの交尾行動のきっかけとなる性フェロモンは，糖タ

ンパク質であることが既に明らかにされている。5）本研究で

は，Snell　etα1．　5）の方法に基づいて一B．　plicαtilisロシア株

とB．rotundiformis甑旧株の持つ糖タンパクを分離し，これを

性フェロモンとして用いた。本研究で使用したB．．ρlicαtilisロ

シア株は，Snell　etα1．5）の報告で用いた株と同じものであ

る。B．　rotundiformi8甑島株については：Kotani　etα1．（未

発表）が同じくB．rotundiformis甑島株からSnell　etα1．5）

の方法に基づいて糖タンパクを分離し，それに対する抗体

（ポリクローナル）を作製している。Kotani　etα1．（未発表）

は，この抗体を甑島株の雌に反応させ，それに対して雄（甑

島株）を組み合わせた場合，抗体を反応させていない雌に比

べて有意に交尾頻度が有意に下がることを明らかにしている。

以上の点から，今回一B．rotundiformis甑憎憎から分離した

糖タンパクはワムシ性フェロモンであると判断してよいと考

える。

　ワムシの種間，株間の生殖隔離機構を解明するには，雌の

持つ性フェロモンの化学構造や雄のリセプターとの結合様式

を明らかにすることが重要である。6）本研究では，Rico－

Martinez＆Snell　7）の方法に基づき，性フェロモンを用い

たアッセイを採用した。雄リセプターに対する性フェロモン

反応度を求める実験では，B．　plicαtilisロシア株性フェロモ

ンの各州雄に対する反応度は，B．　rotundiformisに属する株

群に比べて高い値を示したものの，B．．ρlicαtilisの中では東



長崎大学水産学部研究報告　第81号（2000） 67

京株とは差がなく，ドイツ株ではむしろロシア株より高い反

応度を示した。一方，B．　ro砿π4εノbr而s甑島二品フェロモン

の各株雄に対する反応度は浜名湖株とタイ株で反応度が高かっ

た以外は，その他の株の問で差がなかった。以上のことから，

B．plicatilisロシア株の性フェロモンはB．　rotundif（）rmisの

雄性フェロモンリセプターには反応しにくく，B．　rotundiformis

甑島株の性フェロモンは，B．　plicαtili8を含め，どの株の雄

リセプターに対しても一定水準以上の割合で反応するものと

思われる。

　B．plicαtilisと一B．　rotundiforneisの間では，交尾行動の傾

向が異なり，B．　plicαtilisの雄は自株の雌に対して特に高い

頻度で交尾を起こすのに対して，B．　rot“ndiformi8の雄は種

や株に関わらず，どの株に対しても同様の頻度で交尾を起こ

す。9’11）本研究の結果から，B．　plicαtilisの性フェロモンリセ

プターはB．plicαtilisの性フェロモンと特異的に反応してい

るといえるのに対し（Fig．2），　B．　rotundiformisのリセプ

ターは種や株の違いに対する特異性は小さいと判断できる

（Fig．3）。それぞれの種内でも，自株より高い反応度を示す

株が存在したが，ロシア株の雌に対して各株の雄が特に高い

頻度で交尾を起こしているというわけではなく9｝，その傾向

は甑島株の雌についても同様であった（Kotani　etα1．，未

発表）。したがって，各種内の交尾行動頻度の違いは雄リセ

プター或いはその感受性よりも性フェロモン分子構造の方に

原因があるのではないかと考えられる。

　前述のように，B．　plicαtilisの雄は自株の雌に対し特に高

い頻度で交尾を行い，B．　rotundiformisの雌にはほとんど交

尾を起こさないのに対しB．rotundiformisの雄はどの株に対し

ても，B．　plicαtilisの雌にでさえも交尾行動を起こす。9’　’11）こ

のように一方向からのみ交尾が起こる現象は，ウニ類の

Strong：ylocentrotus　purρurαtusとS．　frαnciscαnusの間でも

観察されている。12）つまり，S．　p研碑rα加8精子の先体タンパク

（bindin）は同種の卵としか結合しないが，　S．　frαnciscαnusの

先体タンパクはS．　purpuratus，　S．　frαnciscαnusのどちらの卵

とでも結合するというものである。12’　Hofmann＆Glabei2）はこ

の現象について，S．　purpuratUSとS．　frαnciSCαnUSにおける

精子先体タンパクと卵膜上にあるリセプターとの結合様式の

違いに関する仮説を立て，そのモデルを構築した。そのモデ

ルを，ワムシの場合に適用したモデル図をFig．4に示した。

HOMOLOGOUS　CROSS

B．　plicatilis　receptor

： ¢醤

　　B．　rotundiformLis　receptor

　　　　　　A
［i［［jCjLALj

　　　¢：　：

B．　plica　tilis　M　R　P B．　rotundiformis　M　R　P

　　　　　　　　　HETEROLOGOUS　CROSS

B．　plicatilis　receptor　B　rotundiformis　receptor

纏 零 ¢

B．　rotundiformis　M　R　P B．　p／icatilis　M　R　P

Fig．　4　Hypothetical　model　for　interaction　of　mate　recognition　pheromone　（MRP）　with　its　receptor

　　　in　the　case　of　B．　plicatilis　and　B．　rotundiformis，　based　on　Hofmann　＆　Glabe　（1994）．　Repeated

　　　elements　are　postulated　to　function　as　independent　ligands　within　the　receptor　which　interact

　　　with　complementary　specific　sites　on　the　MRP．　B．　plicatilis　receptor　can　only　recognize　and

　　　bind　to　its　own　MRP，　while　B．　rotundiformis　receptor　can　bind　to　both　its　own　MRP　as　well

　　　as　that　of　B．　plicatilis，　due　to　its　dual　specificity　in　some　of　its　repeated　elements．
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これは，性フェロモンとリセプターの関係を，鍵と鍵型に例

えるなら，B．　plicαtilisリセプターの鍵型は性フェロモンの

山に対して種特異性を持つものばかりであるのに対し，

B．rotundiformisリセプターの鍵型にはB．　plicαtilisの鍵に

対応する鍵型が存在し，そのためにB．rotundiformisの雄

はB．plicαtilisの雌に対しても交尾を示すことが出来るとい

うものである。

　湿重量20gから分離できた性フェロモンの量がB．　plicαtilis

ロシア株では．B．　rotuneliformis甑島株の3．77倍だったことか

ら，ワムシ1個体の性フェロモン分布密度はB．plicαtilisよ

りB．rotundiformisのほうが低いと推測できる。これと同

様にリセプターの分布密度も，B．　plicαtili8のそれに比べて

低いなら，B．　rotundiformisの交尾頻度は低調になっても不

自然ではない。すなわち，性フェロモンおよびそのリセプター

の分布密度が．B．　rotundiformisではB．　plicαtilisより低いた

めに，．B．　rotundiformisの交尾頻度が低調になる可能性があ

る。

　一方，性フェロモンに関わる遺伝子座の遺伝子型がヘテロ

である可能性についても考えられる。性フェロモン遺伝子座

がホモであれば，表現型として現れるタンパク質の分子構造

は単一のものとなるが，ヘテロの場合は表現型が単一のもの

とはならず，そのためB．rotundiformisのような自己と門

真の雌に対する交尾頻度が同程度のものになってしまう9冒11），

あるいはB．plicαtilisドイツ株のような，自認よりも他株の

雌に対する交尾頻度が高くなるといった現象が起きるのでは

ないかと考えられる。11）今後は，cDNAを利用しての分子構

造の解明や，ワムシ遺伝子の染色体地図の作製，また，さら

なる性フェロモン抽出によるワムシ性フェロモン分布密度の

推測などを行うことにより，ワムシの交尾行動に関する疑問

を解明していくことが重要であろう。
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