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研究成果の概要（和文）：海産無脊椎動物ホヤ類は海水中で基質に強固に接着するという性質と、血球中に高濃
度の金属イオンを蓄積する性質をもつ。血球に蓄積された金属の役割はまったく不明であったが、申請者らは最
近の知見にもとづき、ホヤ血球が被嚢の接着面まで金属を運搬し、かつ、金属結合タンパク質が接着に寄与する
のではないかとの学術的な問いを設定した。本研究では2019年から2021年までの３年間の研究期間で、ホヤ被嚢
の形成・接着過程における血球移動経路の解明とCa2+イメージング、二価金属輸送タンパク質および接着タンパ
ク質のin vitro機能解析、それら遺伝子のin vivo機能破壊解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：Marine invertebrate ascidians have the property of firmly adhering to the 
substrate in seawater and the property of accumulating high concentrations of metal ions in blood 
cells. The function of the metal accumulated in the blood cells was not well unknown. Based on 
recent findings, we set academic questions that "the sea squirt blood cells carry the metal to the 
adhesive surface of the tunic" and that "the metal-binding protein contributes to the adhesion". 
Within a three-year study period 2019 to 2021, we carried out elucidation of blood cell migration 
pathway and Ca2+ imaging in the process of formation and adhesion of tunic, in vitro functional 
analysis of divalent metal ion transporters and adhesive proteins, and in vivo functional analysis 
on these genes.

研究分野：分子生理学

キーワード： ホヤ　金属イオン　タンパク質　血球　接着

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
(1)ホヤによる高度なV濃縮は、約100年前に発見されて以来、生物学と化学の学際領域の研究テーマとして注目
されてきた。本研究は蓄積されたバナジウムの役割の解明にせまるものである。(2)イガイとフジツボの接着機
構は金属タンパク質および修飾アミノ酸の関与が示唆されており、本研究の成果と結びつく。(3)ホヤ血球が金
属運搬の役割をもつことは、既に知られている免疫や酸素運搬に加えて動物の血球の新たな役割を提示すること
になり、ホヤ以外の動物にも学術的に波及すると期待される。(4)本研究の成果は金属によって制御される高機
能な新規接着物質の開発に波及すると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
 海産無脊椎動物ホヤ類は、セルロースを主成分とする被嚢(ひのう)と呼ばれる構造で体全体を
覆っている。被嚢は体の外にある部分で、節足動物のクチクラにも似ているが、大きな違いがあ
る。それは被嚢の中に生きた細胞が散在し、被嚢と体腔の間を血球が行き来することである。す
なわちホヤの被嚢は動的平衡状態の生きた組織である。被嚢の役割は、外骨格として体を支え防
御することと、水中の岩などの基質に接着することの二つである。申請者らは約 20年にわたっ
てホヤの血球における金属バナジウム(V)の濃縮機構を研究してきたが、ここ数年、被嚢の接着
メカニズムにも興味を持ち、並行して研究を進めている。 
 血球に蓄積された金属バナジウムの役割はまったく不明であったが、最近、申請者らは(1)ホ
ヤ血球のトランスクリプトーム解析において刺激応答性 Ca2+チャネルが高頻度に検出されるこ
と、(2)Ca2+流入によって血球中に蓄積された金属が放出されること、(3)基質と接着する部位は
V 濃度が高いことを見出した。さらに、被嚢の接着部位の形態および元素分析の結果から、(4)
バナジウム濃縮細胞は被嚢接着面に到達していること、(5)接着部位には金属イオンが高度に蓄
積することを見出した。さらに最近の研究で、(6)接着部位のプロテオーム解析において、特異
的に検出される金属タンパク質を見出した。 
 
２．研究の目的 
 
 以上の知見から、本研究ではホヤ血球が被嚢の接着面まで金属を運搬しかつ金属結合タンパ
ク質が接着に寄与するのではないかとの学術的な問いを設定した。 
 ホヤにおける接着と Ca2+シグナリングおよび金属結合タンパク質を結びつけた研究はこれま
でになく、まったく新しい発想であり学術的独自性は高い。形態学、生理学、生化学、さらには
生物無機化学にまたがる学際的で意欲的な研究で、独創性が高い。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では３年間の研究期間で、以下の 5項目を実施した。主な研究材料としては、代表的なバ
ナジウム濃縮種であるスジキレボヤを用いた。V 輸送および接着関連タンパク質として血球か
ら同定した二価金属輸送体 Ferroportinと被嚢接着部位で同定した von Willebrand factor type-
A (vWFA)遺伝子を主な研究対象とした。 
 
(1)ホヤ被嚢の形成・接着過程における血球の観察 
 スジキレボヤの血球および鰓と被嚢から取り出した血球様細胞に対して 2,2’-bipyridine 飽
和溶液を適量添加し、光学顕微鏡による観察を行った。1〜10 µMの濃度で蛍光色素を添加し、
20℃でインキュベートした。1時間後に蛍光顕微鏡による観察を行った。 
 
(2)ホヤ被嚢の形成過程における血球の Ca2+イメージング 
 スジキレボヤの血球および鰓と被嚢から取り出した血球様細胞に対して 1〜10 µMの濃度で蛍
光色素を添加し、20℃でインキュベートした。1時間後に蛍光顕微鏡による観察を行った。 
 
(3)遺伝子・タンパク質の発現部位の解析 
 スジキレボヤの各組織・器官および接着部位から RNA を抽出し dTプライマーを用いて逆転写
を行った。特異的プライマーを用いて PCR を行い、アガロースゲル電気泳動によって定量した。
PCR サイクル数は遺伝子毎に最適化した。 
 スジキレボヤの各組織・器官および接着部位からタンパク質を抽出した。各タンパク質の部分
アミノ酸配列を合成してウサギに免役し、抗血清を得た。IgG 画分を精製し、常法に従って免疫
染色およびウェスタンブロットを行った。 
 
(4)接着タンパク質候補分子の in vitro 機能解析 
 大腸菌発現系を用いて各遺伝子の組換えタンパク質を作成し、金属固定化アフィニティカラ
ム法によって金属結合能を調べた。ガラスおよび各種プラスチック片を用いて組換タンパク質
の接着力の検定を行った。 
 
(5)遺伝子機能阻害による in vivo 機能解析 
 各遺伝子に対する shRNA ベクターを設計し、ベクター構築を行った。アクチンおよび EF-1プ
ロモーター支配下での GFP 発現と、U6 プロモーター支配下での shRNA 発現を行う設計にした。
ホヤ受精卵および血球へのエレクトロポレーション、蛍光顕微鏡および RT-PCR による発現の確
認を行った。(3)の抗体を用いた接着阻害実験を行った。 



 
４．研究成果 
 
(1)ホヤ被嚢の形成・接着過程における血球の観察 
 スジキレボヤ被嚢の形成・接着過程において血球様の細胞は観察されたが、2,2’-bipyridine
染色性は非常に弱く V 含有細胞の移動の可視化は困難であった。2,2’-bipyridine の細胞透過
性を増すために Influx pinocytic cell loading kit を使用したところ鰓の血球様細胞は染色
性が向上したが被嚢の形成・接着過程における細胞の染色性は大きく変わらなかった。 
 Fe2+プローブFerroOrangeおよびZn2+プローブFluoZin-3-AMによるV3+の検出を試みたところ、
FluoZin-3-AM によって血球の一部が染まった。しかしながら退色が激しく、血球の追跡は困難
であった。感度向上と退色防止の技術的解決が必要である。 
 
(2)ホヤ被嚢の形成過程における血球の Ca2+イメージング 
 細胞透過性 Ca2+プローブ CalciumGreen および Fluo8-AM を用いてスジキレボヤ血球および被
嚢形成・接着過程にける血球様の細胞の観察を行った。蛍光顕微鏡で観察した限りでは有意な染
色は認められなかった。カルシウムイオノフォア処理および pH 調整も試みたが有意な変化は認
められなかった。 
 
(3)遺伝子・タンパク質の発現部位の解析 
 Ferroportin 遺伝子の転写産物は血球でのみ発現が検出された(図 1）。vWFA 遺伝子の転写産物
は血球と筋肉で発現が検出され、被嚢では接着部位および接着突起において検出された(図 2）。
ユニバーサル遺伝子コントロールの-actin はすべての組織で、血球特異的コントロールの
Vanabin2 遺伝子は血球のみで発現が認められた。 

   

 

 スジキレボヤ血球に対する免疫染色の結果、Ferroportin タンパク質はシグネットリング細胞
およびコンパートメント細胞、ジャイアント細胞において検出された。vWFA タンパク質はコン
パートメント細胞において強く検出された(図 3)。 
 

 
 

  



 スジキレボヤ接着部位に対する免疫染色の結果、vWFA タンパク質は被嚢外側の分泌物におい
て強く検出された(図 4)。このタンパク質が接着に寄与している可能性が示唆された。 

 

 
(4)接着タンパク質候補分子の in vitro 機能解析 
組換え vWFA タンパク質を用いた金属結合アッセイの結果、Zn2+と強く、VO2+と弱く結合した 
(図 5)。ガラスおよび各種プラスチック片に対する接着アッセイにおいては、金属添加の有無に
よらず有意な接着能は認められなかった。機能発現には vWFA 単独ではなく相互作用タンパク質
の寄与が必要である可能性が考えられた。 
 

 

 
(5)遺伝子機能阻害による in vivo 機能解析 
 vWFA 遺伝子の機能阻害実験では、とくに顕著な表現型は認められなかった。コンストラクト
の設計変更や遺伝子導入手法の改良が必要である。特異的抗体を用いた接着阻害実験において
は有意な影響は認められなかった。 
 
(6)ミズクラゲおよび両生類の接着機構に関する結果 
 比較対象としてミズクラゲのポリプに特徴的なタンパク質の LC-MS 解析を行い、接着タンパ
ク質候補分子を同定した。RT-PCR および特異的抗体による発現部位の解析を進めている(投稿準
備中)。両生類の皮膚から分泌される接着物質について論文発表を行った。 
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