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研究成果の概要（和文）：脊椎動物においては、卵巣はそれ自身が内分泌器官として卵胞成長を制御することが
わかっているが、脊索動物に最も近縁な無脊椎動物であるカタユウレイボヤにおいては卵巣自身の内分泌機構は
未解明であった。本研究成果によって、ホヤの卵巣は組織特異的なペプチドホルモン様遺伝子を発現している事
が明らかになった。また、質量分析計によってペプチドを同定することに成功し、卵巣特異的な機能を持つ事が
強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In vertebrates, the ovary plays pivotal roles in oocyte growth as an 
endocrine organ. On the other hand, in Ciona intestinalis type A, the closest living invertebrates 
to vertebrates, the endocrine roles of the ovary remained to be elucidated. In this study, we 
identified the ovary-specific peptide hormone-like gene. We also identified deduced amino acid 
sequence from the Ciona ovary by a series of peptide extraction and purification followed by mass 
spectrometry analyses. These results suggest possible endocrine roles of the ascidian ovary for 
oocyte growth.

研究分野： 比較内分泌学、生殖内分泌学

キーワード： カタユウレイボヤ　卵巣　卵成熟　排卵　神経ぺプチド　ペプチドホルモン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脊椎動物とは異なり、ほとんどの無脊椎動物は開放血管系で循環器系が未発達であることから、卵巣を含む末梢
器官は中枢神経系からの軸索投射によって直接制御されると考えられてきた。本研究の成果によって、無脊椎動
物であるホヤの卵巣はペプチドホルモンを合成・分泌し、中枢神経系による制御系に加えて卵巣自身による内分
泌制御系が存在することが強く示唆された。本研究により、内分泌器官としての卵巣の機能および進化の道筋を
解明する上で重要な知見を得ることができた。

※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 
 
脊椎動物の卵胞成長は、中枢神経 (視床下部と下垂体) と卵巣による内分泌制御機構が広く知

られるのに対し [Rechards and Pangas, 2010, J. Clin. Invest.]、ホヤには下垂体に相当する器官が無
いため、中枢神経からのペプチドホルモン (ペプチド) によって直接卵胞成長が制御されると考
えられている。研究代表者はこれまでに、ホヤの中枢神経で同定されている脊椎動物型のペプチ
ドのうち [Kawada et al., 2011, Endocrinology]、バソプレシン様ペプチドが卵成熟と排卵を促進さ
せる機構を解明し、これが脊索動物の起源的な機構である可能性を示した [Matsubara et al., 2019, 
eLife]。また、興味深いことに中枢神経に発現するペプチドのうち、2 つが卵巣でも発現してい
ることを発見した。そこで「ホヤ卵巣は内分泌器官として機能する」という新たな視点で、ホヤ
卵巣の RNA-seq データから新規卵巣ペプチド遺伝子の候補を探索したところ、図 1 に示す、5 つ
の基準を満たす約 20 個の
新規卵巣ペプチド遺伝子
候補を同定した (図 1)。加
えて、多数のリガンド未
知の受容体候補遺伝子が
卵巣で高発現しているこ
とも発見した。このこと
は、ホヤ卵巣はペプチド
を産生し、パラクライン
もしくはオートクライン
に卵胞成長を制御するこ
とを強く示唆している。
しかし、ペプチド遺伝子
が本当に成熟したペプチ
ドとして卵巣に存在する
のか、受容体遺伝子や卵
胞成長における機能など
は不明である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、「ホヤの新規卵巣由来ペプチドとその受容体を同定し、卵胞成長に対する役

割を明らかにすること」であり、以下の 3 点の解決に取り組んだ。 
① 新規卵巣由来ペプチドの検出 
② 受容体遺伝子の同定と発現パターン解析 
③ 卵胞成長における機能解析 
 
３．研究の方法 
 
①の新規卵巣ペプチドの検出には、伝統的なメタノール酢酸抽出と各種カラムを用いて精製

を行い、微量サンプル用液体クロマトグラフィー (nanoLC) に接続した高分解能精密質量
Orbitrap 質量分析計で分析した。 
②の受容体遺伝子の同定には機械学習を用いたペプチド―GPCR の相互作用予測器 PD-

incorporated-SVM [Shiraishi et al., 2019, PNAS]を用いて受容体候補を予測し、細胞ベースのアッセ
イ系で相互作用を検証した。発現パターンの解析には、成体ホヤの各組織を用いて RNA-seq を
行った。 
 ③の卵胞成長における機能解析には、単離した卵胞に対して新規卵巣ペプチド候補を処理し、
RNA-seq 解析を行うことで遺伝子発現変動を解析した。 
 
４．研究成果 
 
① 新規卵巣由来ペプチドの検出 
 まず摘出したホヤの卵巣を液体窒素内ですり潰し、メタノール酢酸によって卵巣ペプチドを
抽出した。次に、Sep-Pak によって租精製後、ゲルろ過カラムによるサイズ分画を行った。その
後、イオン交換カラムによる精製を行い、nanoLC-Orbitrap MS によって、RNA-seq によって存在
が予測されたペプチドを含む約 20 種類の卵巣ペプチド候補を検出することができた。 
 
② 受容体遺伝子の同定と発現パターン解析 



 ①で検出した新規卵巣ペプチドの候補配列と、ホヤのGPCR配列をクエリに、ペプチド―GPCR
の 相 互 作 用 予 測 器 PD-
incorporated-SVM を用いて受容
体の候補遺伝子を予測した。得
られた 15 の候補遺伝子を培養
細胞に発現させ、リガンドとの
相互作用を細胞内カルシウムの
動員で検証したところ。受容体
の可能性が高い 4 つの GPCR を
絞り込むことに成功した。 
 遺伝子発現パターン解析につ
いては、成体ホヤの 8 組織 11 サ
ンプルを用いて RNA-seq 解析を
行った。その結果、①で同定した
新規卵巣ペプチド候補の少なく
とも 1 つは卵巣特異的に発現し
ていることおよび 4 つの受容体
遺伝子候補の組織発現分布を決
定できた。さらに、組織特異的に
発現する遺伝子を詳細に解析
し、ゼブラフィッシュとマウス
のホモログの組織発現分布を比
較解析することで、遺伝子発現
パターンの類似性に基づく各組
織の進化的洞察を得た (図 2)。 
 
③ 卵胞成長における機能解析 
 単離したホヤの卵胞に対して、①で検出したペプチドを処理して 24 時間後のサンプルを用い
て RNA-seq を行い、ペプチドによって発現が制御される遺伝子の候補を得た。多くは機能未知
の遺伝子であり、卵巣ペプチドのホヤ特異的な機能の存在が示唆された。 
 
 これらの成果から、ホヤの卵巣には組織特異的に発現するペプチドが存在し、パラクライン・
オートクラインに卵胞成長を制御することが強く示唆された。 
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