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研究成果の概要（和文）：これまでに、研究代表者らは、脊索動物の一種、カタユウレイボヤから種特異的ペプ
チド、CiLF8を発見している。また、同ペプチドの特異的受容体である、CiLF8-Rを決定している。しかし、
CiLF8の生理機能は不明である。本研究では、CiLF8-Rがホヤの未卵黄形成期の卵細胞に発現していること、同卵
胞にCiLF8を加えると、多くの非コードRNAの発現が変動することを見出した。したがって、CiLF8は未卵黄形成
期の卵細胞の成長に関与していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Previously, we identified a novel Ciona-specific neuropeptide, CiLF-8, and 
its cognate receptor, CiLF8-R. However, its biological role remains to be elucidated. In this study,
 we revealed that CiLF8-R is localized to pre-vitellogenic oocytes. Moreover, RNA-seq for 
CiLF8-treated and untreated oocytes demonstrated that CiLF8 regulated a variety of non-coding RNAs. 
These results suggest that CiLF8 is involved in the growth of pre-vitellogenic oocytes.

研究分野： 内分泌学、比較内分泌学、進化生物学

キーワード： ペプチド　GPCR　カタユウレイボヤ　卵胞　成長

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果は、カタユウレイボヤの種特異的なペプチドであるCi-LF8の卵胞における生理機能を明らかにするこ
とで、これまで不明だったカタユウレイボヤの卵胞の成長成熟機構の一端を解き明かすものである。脊索動物門
における卵胞の成長制御機構の共通性と多様性、すなわち、進化の過程をを分子レベルで解明していく突破口と
なる。今後は、他のペプチドの作用と統合することで、ホヤの卵胞成長成熟機構の全容の解明を明らかにしてい
く。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
卵胞の成長・成熟は、有性生殖性の生物が種を存続するため、および、生じた変異を次世代

へ受け継がせることで、最終的に亜種や新種の生誕、すなわち、生物多様性を形成する上で決
定的なステップである。脊椎動物では、視床下部-下垂体-生殖腺軸（HPG axis）による卵胞成
熟制御機構が広く研究されている。一方、脊椎動物の姉妹群である尾索動物の一種、カタユウ
レイボヤ（以下、ホヤ）をはじめとする無脊椎動物は、HPG axis、下垂体ホルモン、循環器系
を獲得しておらず、卵巣は中枢神経の支配を直接受けていることから、神経ペプチドが主に卵
胞の成長や成熟を担っていると考えられる。事実、申請者らの研究により、脊椎動物の神経ペ
プチドの一種、タキキニンのホヤ同族体、Ci-TK が stage-II（卵黄形成期）後期卵胞の成長を
促進することが明らかになった。また、この機構が、これまで不明だった哺乳類の HPG axis
非依存段階である二次卵胞の成長に必須であることも突き止めた（投稿論文準備中）。さらに、
ホヤのバソプレッシン同族体が卵成熟や排卵誘導に必須であることも明らかにした（投稿論文
準備中）。しかし、ホヤ卵胞にはまだ多くの受容体が確認されているので、ホヤ卵胞成長成熟機
構には、さらに多数の因子が重要な役割を果たしていると考えられる。 

Ci-LF は、申請者らによるホヤ中枢神経の peptidomics
解析で同定した、C 末に Leu-Phe を共通配列として有す
る新規ペプチドである。これらは 8 種存在し（表 1）、全
て一つの前駆体から生成される。また、ごく最近、申請
者らは各 Ci-LF の特異的受容体も決定している。その中
の一つ、Ci-LF8 の受容体は、他の Ci-LF 受容体や別の
神 経 ペ プ チ ド 受 容 体 Ci-YFL/V 受 容 体 (YFV1-R, 
YFV3-R)などと異なり、卵巣で強く発現していることを
RNA-seq 解析で突き止めた。これらの結果は、Ci-LF8
がホヤ卵胞成長の制御に重要な役割を果たしていること
を示唆している。 

 
 
２．研究の目的 
 以上の学術的背景から、申請者は、内分泌学的手法、分子生物学的手法、トランスクリプト
ーム比較解析を駆使して、①Ci-LF8 受容体の卵巣内における局在の決定、②Ci-LF8 受容体の
ゲノム編集体の作製、③ホヤ卵胞で各ペプチドが制御する遺伝子群の同定とその局在の決定、
④各ペプチドの上記遺伝子群発現制御を介した卵胞への作用の形態学的評価を行い、得られる
結果を統合して、Ci-LF8 が制御する卵胞成熟機構を体系的に解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
①ホヤ卵胞における Ci-LF8 受容体の局在の決定 

Ci-LF8 受容体の卵巣切片や申請者らが開発した手法で各成長段階に分画したホールマウン
トの卵胞（図 2）における発現分布を in situ hybridization で決定する。in situ hybridization
を行った切片やホールマウント卵胞観察には共焦点蛍光レーザー顕微鏡や実体蛍光顕微鏡を用
いた。 
 
② TALEN 法によるホヤ Ci-LF8 受容体ゲノム編集体の作製 
 笹倉らが開発したホヤの TALEN 法(Sasakura et al. Methods Mol Biol. 1630, 235-245, 2017)を用
いて、Ci-LF8 受容体を不活性化したゲノム編集体を作製する。得られたゲノム編集体の遺伝子
発現プロファイリングを RNA-Seq で確認し、成長や組織の形態、特に、卵巣や卵胞の形態を野
生型と詳細に比較検討する。この実験は、2020 年度にわたって実施する。 
 
③ Ci-LF8 が制御する遺伝子とその機能の同定 
①で決定した受容体を発現している段階の卵胞を摘出し、Ci-LF8 で処理後、次世代シーケン

サーを利用したトランスクリプトーム(RNA-seq)比較解析を行い、さらに得られた解析結果を
リアルタイムPCRで検証してCi-LF8で発現が制御される遺伝子を検出した。RNA-SeqにHi-Seq 
1500（ハイスループットは 300 Gb）による解析を行った。さらに、遺伝子変動を経時的に追跡
し時間的な発現プロファイルも決定する。変動遺伝子が多数検出された場合、発現変動が大き
いものや、他のホヤ神経ペプチド受容体遺伝子を優先して研究を行い、ペプチドによる卵胞成
長制御ネットワークの解明の効率化を図った。また、ここで特定された遺伝子についても in situ 
hybridization を行う。 
 
 
４．研究成果 
① Ci-LF8 受容体遺伝子に対して、卵胞で in situ hybridization を行った。その結果、同遺
伝子は卵胞の中で、未卵黄形成期(stage I)の卵細胞に多く発現していることが示された。 

Peptide Peptide Sequence 

Ci-LF1 
Ci-LF2 
Ci-LF3 
Ci-LF4 
Ci-LF5 
Ci-LF6 
Ci-LF7 
Ci-LF8 

FQSLF 
YPGFQGLF 
HNPHLPDLF 
YNSMGLF 
SPGMLGLF 
SDARLQGLF 
YPNFQGLF 
GNLHSLF 



 
②Ci-LF8 投与により変動する遺伝子の検出 
 Ci-LF8 で処理した卵巣から Stage-I の卵胞を分画して、 RNA-seq により、非処理のものと遺
伝子発現を解析した。その結果、多くの短い非コード RNA の発現の変動が見られた。また、
細胞増殖や分化に関与すると言われているキナーゼや脂質代謝酵素の発現が上昇することが
GO 解析により判明した。また、リアルタイム PCR によりこれらの遺伝子の詳しいアノテーシ
ョンを実施中である（図１）。 
 

 
また、これらの遺伝子と Ci-LF8 受容体との共存性も現在確認中である。今後は、Ci-LF8 投

与によりどのような形態が変化をするか、もしくは、アポトーシスや分化マーカーが変動する
かを調べ、ホヤの卵胞成長成熟機構（図 2）にどのように関わっているかを明らかにする。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図１ ペプチド処理した卵巣で発現が変動した遺伝子の GO 解析の一例 

 
 

図２ ホヤの卵胞成長制御・排卵機構 
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