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研究成果の概要（和文）：ホヤバソプレシン遺伝子のプロモーター下流に蛍光タンパク質遺伝子を導入したトランスジ
ェニック体を確立し、その蛍光観察から成長途上ホヤの卵巣内でホヤバソプレシン遺伝子が発現することが示唆された
。さらに成長途上の野生型ホヤを用いて遺伝子発現解析を行ったところ、ホヤバソプレシン遺伝子が成長途上のホヤ卵
巣内の間質細胞らしき微小細胞に発現することが示唆された。また、成長途上のホヤ卵巣へのホヤバソプレシン投与に
より、発現変動する遺伝子を探索したところ、細胞増殖に関与する一部の遺伝子の発現量増加が認められた。以上より
、成長途上のホヤ卵巣内で産生されるホヤバソプレシンが卵巣の形態形成に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ci-VP is an oxytocin/vasopressin superfamily peptide identified from an ascidian, 
Ciona intestinalis. We generated a transgenic ascidian that contains Ci-VP promoter region conjugated with
 a fluorescence protein gene. The Ci-VP promoter-regulated fluorescence protein was detected in the ovary 
of the young transgenic ascidian. Indeed, Ci-VP mRNA was also detected in the ovary of wild young ascidian
s, and several small cells in the ovary contain Ci-VP mRNA. Moreover, administration of Ci-VP to the ovary
 of young ascidians induced expression of several genes promoting cell prolification. These results sugges
t that Ci-VP serves as not only a neuropeptide but also an ovarian factor involved in the development or m
aturation of the ovary. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）カタユウレイボヤ 
カタユウレイボヤは原索動物の一種であり、
脊椎動物と同じ脊索動物門に属している。そ
の系統分類学的位置づけから、カタユウレイ
ボヤは脊椎動物の祖先的形質を有すると考
えられており、発生学や進化生物学の分野で
活用されてきた。ホヤは古くから発生学の分
野でモデル生物として用いられており、早い
段階でゲノム解読や遺伝子導入技術の確立
が為されていた。 
 
（２）オキシトシン・バソプレシン 
オキシトシン(OT) とバソプレシン(VP) は 9
残基のアミノ酸から構成される哺乳類の脳
下垂体後葉ホルモンであり、様々な生理作用
を引き起こす多機能な生理活性ペプチドで
ある。この二つのホルモンペプチドのアミノ
酸配列の保存性は高く、脊椎動物の進化の初
期段階における VP 祖先遺伝子の遺伝子重複
により、OT 遺伝子が誕生したと考えられてい
る。この OT/VP と相同性の高いペプチドは
無脊椎動物にも広く存在している。 
 
（３）ホヤのバソプレシン様ペプチド 
我々は、OT/VP と配列相同性のあるペプチド
(Ci-VP)をカタユウレイボヤ脳神経節の抽出
物から発見した。同様に OT/VP 受容体と配列
相同性の高いタンパク質（Ci-VP-R）をデー
タベース検索により発見した。Ci-VP や
Ci-VP-R のアミノ酸配列相同性や前駆体の構
造、前駆体遺伝子のイントロン挿入位置の共
通性、シグナル伝達反応様式の共通性から、
Ci-VP および Ci-VP-R が脊椎動物の OT/VP 
およびそれらの受容体と起源を同じくする
ことを明らかにしていた。 
 
（４）トランスジェニックホヤ 
カタユウレイボヤでは、トランスジェニック
体の作製法がすでに確立されている。カタユ
ウレイボヤの体長は成体で15 cm 程度であり、
外皮が半透明であることから、個体を生存さ
せたまま蛍光を検出が可能なので、蛍光タン
パク質をリアルタイムに観察できる。 
 
 
２．研究の目的 
Ci-VP の卵巣における新規機能解明 
Ci-VP の遺伝子発現状況を、カタユウレイボ
ヤのトランスジェニック体を用いて解析し、
本ペプチドの卵巣形態形成への関与を明ら
かにする。さらに、ホヤの卵巣・卵細胞への
Ci-VP 投与による遺伝子発現変動解析を通じ
て、当ペプチドが卵巣・卵細胞で引き起こす
生理作用、その作用が引き起こされる時期や
生理条件、ペプチドを起点とした分子ネット
ワークを解明する。 
 
 
 

３．研究の方法 
（１）トランスジェニックホヤの観察 
これまでの研究により、Ci-VP 遺伝子のプロ
モーターの下流に蛍光タンパク質遺伝子を
組み込んだトランスジェニック作製用ベク
タープラスミドを作製しており、それをカタ
ユウレイボヤに導入することで、Ci-VP 遺伝
子を発現する組織で蛍光を発するトランス
ジェニック体を作製していた。本トランスジ
ェニック体を育成し、実体顕微鏡下で蛍光を
観察することにより、Ci-VP 遺伝子の発現し
ている組織の局在を確認した。 
 
（２）野生型ホヤの卵巣を用いた 

遺伝子発現解析 
トランスジェニックホヤを観察することで
得られた Ci-VP 遺伝子の発現情報が野生型
ホヤでも同等であることを検証するために、
野生型ホヤから摘出した卵巣由来のRNAを調
製し、そこから逆転写した cDNA を鋳型にし
た RT-PCR を行うことで、Ci-VP 遺伝子の発
現を確認した。さらに野生型ホヤ卵巣の in 
situ hybridization を実行し、Ci-VP 遺伝子
の発現する細胞の特定を行った。 
 
（３）遺伝子発現変動解析 
成長途上にあるカタユウレイボヤの卵巣を
摘出し、半分に切断した。片方を 1μM の 
Ci-VP が混入している海水に、もう片方をペ
プチドが加えられていない海水に浸し、18℃
で１晩静置した。各卵巣断片から精製した 
mRNA を鋳型にして二本鎖 cDNA を合成し、ア
ダプター付加した後、PCR により増幅した。
品質チェックおよび濃度調製を行った本 
cDNA を次世代シークエンサーで測定するこ
とで、遺伝子発現の差異を網羅的に解析した。
さらに、本発現変動解析の再現性を調べるた
めに定量 PCR による確認を行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）成長過程の卵巣における Ci-VP 遺伝
子の発現特定 
カタユウレイボヤ成体の卵巣では、Ci-VP 遺
伝子がほとんど発現しないことが RT-PCR 
で示されていた。一方、Ci-VP の遺伝子発現
に応じて擬似的に蛍光を発するトランスジ
ェニックホヤを観察することにより、成長途
上におけるカタユウレイボヤの卵巣で 
Ci-VP 遺伝子が発現することが示唆された。
実際、野生型のカタユウレイボヤにおいても、
トランスジェニックホヤと同様に成長途上
の卵巣で Ci-VP 遺伝子が発現することが
RT-PCR 実験により確認された。さらに in 
situ hybridization 実験により、同卵巣内
の小型細胞に Ci-VP 遺伝子が発現すること
が示された。これらの細胞の大きさおよび幾
何学的配置から同細胞は間質細胞であるこ
とが想定された。 
 



 
 
（２）
動解析
この成長途上のカタユウレイボヤ卵巣にお
いてホヤバソプレシンが発現誘導する遺伝
子を特定
を用いた遺伝子発現変動解析を行った。その
結果、細胞増殖に関与する一部の遺伝子の発
現量がホヤバソプレシン投与により上昇す
ることが確認された。
析結果と本結果を合わせると、成長期のホヤ
卵巣内に存在する間質細胞において産生さ
れるホヤバソプレシンが卵巣の形態形成に
関与することが示唆される。
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