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研究成果の概要（和文）：　イトマキヒトデのリラキシン様生殖腺刺激ペプチド(RGP)のポリクローナル抗体を
作製し、RGPの定量方法(RIA法、ELISA法)を開発した。その結果、RGPは放射神経および周口神経に多く存在する
こと、年間を通して、RGP量はほぼ一定であることを明らかにした。また免疫組織化学法による観察から、RGPは
放射神経や周口神経だけでなく、辺縁神経および末端触手周辺の上皮に分布していることが新たに明らかになっ
た。一方、眼点にはRGPは検出されなかった。また３種類のRGPについて、互いのA鎖とB鎖を入れ換えたキメラ誘
導体を用いた実験から、RGPのB鎖が受容体との結合に重要であることを突き止めた。

研究成果の概要（英文）： A relaxin-like gonad-stimulating peptide (RGP) of starfish is the first 
identified invertebrate gonadotropin for final gamete maturation. An antiserum against Patira 
pectinifera RGP (PpeRGP) was produced by immunizing rabbits. The antiserum was used for the 
development of a specific and sensitive RIA and ELISA for the measurement of RGP. RGP was present in
 the radial nerve cords and circumoral nerve rings of P. pectinifera throughout the year and its 
quantity is mostly the same irrespective of the breeding season. Immunohistochemical observations 
employing the PpeRGP antibody showed that there was lots of staining in the radial nerve cords and 
marginal nerves. In contrast, there did not appear to be any staining in the optic cushion. Because 
there are three orthologs of RGP, RGP derivatives with exchanged each A- and B-chain were 
synthesized chemically to analyze the interaction of RGP with its receptor. The result suggests that
 B-chain of RGP is involved in binding to its receptor.

研究分野： 生殖生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　生殖腺刺激ホルモンは動物における生殖腺の発達・成熟制御に重要な働きを持つ。ヒトデのリラキシン様生殖
腺刺激ペプチド(RGP)は、無脊椎動物では世界で最初に同定された生殖腺刺激ホルモンでヒトの妊娠期の女性ホ
ルモンとして知られるリラキシンとよく似た2本鎖ペプチドである。本研究の成果は、ヒトデの生殖研究分野に
新たな研究基盤を確立したばかりでなく、無脊椎動物と脊椎動物にまたがるリラキシン様ペプチドとその受容体
の分子共進化を知る切っ掛けとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヒトデをモデルとした生殖制御機構の研究は、1-メチルアデニン(1-MeAde)が他の動物に先駆け卵成

熟誘起ホルモンとして故金谷晴夫博士により同定されて以来、多細胞動物における配偶子成熟機構を
明らかにするための優れた実験モデルとして、国内外で広く行われてきた。一方、ヒトデの生殖腺刺激
ホルモンは、1-MeAde 発見以前、1959 年にその存在が確認されていたにもかかわらず、正確な化学構
造は不明であった。2009 年、研究代表者は基礎生物学研究所と名古屋大学大学院との共同研究によ
り、イトマキヒトデの放射神経から生殖腺刺激ホルモンの精製に成功し、化学構造を同定した。ヒトデの
生殖腺刺激ホルモンはインスリンスーパーファミリーに属し、特にリラキシンとよく似た 2 本鎖ペプチドか
ら構成されていた。このことから、ヒトデの生殖腺刺激ホルモンの名称としてリラキシン様生殖腺刺激ペ
プチド (relaxin-like gonad-stimulating peptide, RGP)を提案した。さらに、10 種類以上のヒトデの RGP を
分析したところ、少なくとも 3 種類の RGP オーソログがみつかった。これにより、ヒトデの生殖制御機構に
ついて、種特異性を含め、生殖腺刺激ホルモンの視点から解析することが可能となった。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、無脊椎動物の生殖制御機構を分子レベルで解明することである。ヒトデの RGP

は、無脊椎動物で最初に化学構造が同定された生殖腺刺激ホルモンである。RGP は放射神経に存在
し、分泌後、卵母細胞を取り囲む卵濾胞細胞に作用し、1-MeAde の生産を誘起する。しかし、放射神経
における RGP の局在や含有量、また RGP 受容体や受容体との相互作用について、これまで詳細な研
究は為されていなかった。そこで、まず RGPの局在および輸送経路を明らかにし、さらに RGP受容体
および受容体との相互作用の解析をおこなう。これにより、無脊椎動物の生殖研究分野に新たな研究基
盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) RGPの局在および輸送経路 
イトマキヒトデ RGP (PpeRGP)の定量および検出するために、PpeRGP に対するポリクローナル抗体を

作製した。但し、RGP のような低分子は抗体産生のための抗原にはなりにくいことから、PpeRGP A 鎖の
N 末端側に PEG を導入した誘導体を作製し、キャリアタンパクである keyhole limpet hemocyanin (KLH)
と結合させ、抗原とした。得られた PpeRGP 抗体を用いて、PpeRGP の定量方法(RIA 法および ELISA
法)を開発した。これらの定量方法を使ってイトマキヒトデの各器官に含まれる PpeRGP 量を測定した。ま
た繁殖期と非繁殖期の個体について、放射神経に含まれる PpeRGP 量を比較した。さらに PpeRGP 抗
体を利用して免疫組織化学法を行い、放射神経および関連組織における PpeRGP の局在および輸送
経路を解析した。 

(2) RGP受容体および受容体との相互作用 
イトマキヒトデの卵濾胞細胞からトランスクリプトームを作製し、脊椎動物のリラキシンファミリーペプチド

(RXFP)受容体の cDNA シーケンスを参考にして、PpeRGP 受容体遺伝子を検索した。予想される
cDNA をクローニングした後、COS-7 あるいは HEK293 培養細胞系で強制発現させ、RGP 受容体であ
ることを確かめるため PpeRGP との結合能やアデニル酸シクラーゼ活性を測定した。また、RGP とその
受容体との相互作用を調べるために、3 種類の RGP （イトマキヒトデタイプ, PpeRGP; マヒトデタイプ, 
AamRGP; エゾヒトデタイプ, AjaRGP）について、互いの A 鎖と B 鎖を入れ換えたキメラ誘導体を合
成し、イトマキヒトデ卵巣に対する放卵活性を比較した。 
 
４．研究成果 
 ３年の研究期間内で、ほぼ期待通り研究が進展し、新たに重要な知見が得られた。これらの成果は、
１２報の雑誌論文として発表し、２３報の学会発表を行った。 
 
(1) RGPの局在および輸送経路 

PpeRGPの抗原用ペプチドとして、スルファニル-
PEG誘導体を合成した (Katayama & Mita, 2016)。
これにKLHを結合させ、ウサギに免疫したところ、
PpeRGPに対して極めて特異性の高いポリクローナ
ル抗体を得ることができた(Katayama & Mita, 2016)。
作製したPpeRGP抗体を用いて、ラジオイムノアッセ
イ(RIA)法 (Yamamoto et al., 2017)および酵素免疫
測定 (ELISA) 法 (Mita & Katayama, 2018) による
PpeRGPの定量方法を開発した。これら定量法によ
り、RGP量を測定したところ、RGPはイトマキヒトデの
主に放射神経と周口神経に存在することが確認で
きた。また、放射神経中に含まれるRGP量は繁殖期、
非繁殖期に関わらず、年間を通じてほぼ一定であ
った (図1)。 

In situ hybridizationによってRGP mRNAの分布を
調べたところ、放射神経、周口神経、管足および体 

図 1 イトマキヒトデ放射神経中に含まれる

RGP 量（●）と生殖指数（●）の経年変化。バ

ーの長さは標準誤差。 矢印は放卵の時期を

示す。(n = 6) (Mita 2019 より改変) 



腔壁内側の上皮にシグナルが確認された。特に放射神経では、管足側周辺にシグナルが検出され、体
腔側には検出されなかったことから、RGP産生細胞は放射神経の管足側周辺に局在していると考えら
れる（Ming et al., 2017）。一方、免疫組織化学法による観察では、RGPは放射神経や周口神経だけで
なく、辺縁神経および末端触手周辺の上皮に分布していた。しかし、眼点には存在していなかった。興
味深いことに、RGPは放射神経の管足側周辺ではなく、神経内部に観察された。このことから、放射神
経の管足側周辺に存在するRGP産生細胞で合成されたRGPは神経内部に移動し、貯蔵されると考えら
れる（論文準備中）。おそらく、放卵・放精の直前になって、RGPは放射神経から血洞系に分泌され、生
殖巣に到達するものと思われる。一方、イトマキヒトデの生殖腺刺激ホルモン遊離ホルモン(GnRH)を化
学合成し、放射神経に与えてみたが、RGPの分泌は見られなかった(Mita, 2016)。RGPの分泌機構は未
だ不明である。 
 
(2) RGP受容体および受容体との相互作用 

RGP受容体は卵濾胞細胞で発現していることが予
想されたことから、イトマキヒトデ卵濾胞細胞の
mRNAからtranscriptomeを作成し、RXFP受容体と
相同性の高いRNA配列を検索した。その結果、
RGP受容体候補として、RXFP2と相同性の高い２種
類のRNA配列が見付かったので、cDNA cloningを
行い、coding DNAシーケンスを確定した。予想され
るタンパク質は両者とも7回膜貫通型のGタンパク共
役型受容体であった。そこで、次にC末側にV5タグ
と Hisタ グ を付 与した 発 現ベ ク ター を作 成し、
HEK293MSR細胞に強制発現を行ったところ、細胞
膜上にRGP受容体候補が発現していることが確認
できた。しかし、RGPを加えても細胞内サイクリック
AMPの変化は殆ど見られなかった。従って、RGP
受容体候補と予想した２種類の遺伝子について、
RGP受容体である確証は得られていない。 
次に、RGPとその受容体との相互作用を調べるため、３種類のRGP (PpeRGP, AamRGP, AjaRGP)のA

鎖とB鎖を入れ換えたキメラRGPを含め、9種類のRGPを合成し、イトマキヒトデ卵巣に対する放卵誘起
活性を調べた。その結果、A鎖がイトマキヒトデタイプのRGP (PpeRGP)においてのみ、放卵活性が認め
られた (Mita et al., 2019)。一方、リラキシンではB鎖に「バイディングカセット」と呼ばれる共通のアミノ酸
配列 (RxxxRxxI/V)があり、受容体との結合に重要であることが知られている。しかし、ヒトデのRGP B鎖
にはリラキシン特有の「バイディングカセット」は存在しない。一方、リラキシンの「バイディングカセット」に
相当するRGP B鎖のアミノ酸残基は6番目のアスパラギン酸、10番目のメチオニン、13番目のフェニルア
ラニンであった。これらアミノ酸の側鎖はいずれもヘリックスの外側を向いていることから、これらアミノ鎖
残基が受容体との結合に関与している可能性は高い (図２)。また、B鎖について、３種類のRGPで比較
するとA鎖よりも共通するアミノ酸の割合が高い(Mita and Katayama, 2016)。それに対して、AamRGPお
よびAjaRGPのA鎖のアミノ酸配列はPpeRGPのA鎖と比べて相同性が低い。このことから、AamRGPおよ
びAjaRGPのA鎖は、B鎖が受容体と結合する際に立体障害をもたらし、妨害している可能性があると考
えられる。 
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