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研究成果の概要（和文）：卵濾胞細胞は繁殖期になるとGSSに応答し、1-MeAdeを生産する。この時、Gαsの生合成を必
要とした。GSS受容体候補として、卵濾胞細胞からリラキシン受容体のホモローグをcDNAクローニングした。また、13C
-メチオニンを用いた実験から1-MeAdeはSAMを基質として合成されることが示唆された。さらに、10種類のヒトデのGSS
の化学構造を同定した結果、GSSには、3種類のオーソログがあることがわかった。これらは、いずれもリラキシン様ペ
プチドであったことから、ヒトデ生殖腺刺激ホルモンをrelaxin-like gonad-stimulating peptide (RGP)と呼ぶことに
した。

研究成果の概要（英文）：The potential of ovarian follicle cells to response to GSS was brought by de novo 
synthesis of Gαs-proteins. On the basis of homology search using conservative nucleotide sequences of 
relaxin receptor in vertebrates, cDNA for a candidate of GSS receptor was obtained from ovarian follicle 
cells of the starfish Asterina pectinifera. This study also showed that 1-methyladenine was produced from 
S-adenosyl-[methyl-13C]-methionine, when follicle cells had been preincubated in [methyl-13C]-methionine. 
Furthermore, chemical structures of GSS were identified in ten species of starfish. Three kinds of RGP 
orthologs were found in the class Asteroidea. Based on their cysteine motifs, starfish GSS molecules are 
classified as member of the insulin/insulin-like growth factor (IGF)/relaxin superfamily and, more 
precisely, they belong to a relaxin-like peptide family. Therefore, gonadotropin in starfish is 
designated as relaxin-like gonad-stimulating peptide (RGP).

研究分野： 生物学
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトデをモデルとした卵成熟誘起機構の研究
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である生殖
巣刺激物質(gonad-stimulating substance, GSS)
は、その存在が 1-MeAde より前の 1959 年に確
認されていたにもかかわらず、正確な化学構造
は明らかにされていなかった。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 GSS の精製に成功し、化学構造を同定し
た。GSS 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。GSS が同定されたことで、ヒトデ
の生殖制御機構を生殖腺刺激ホルモンの視点
から解析することが可能になった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、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。イトマキ
ヒトデの生殖巣刺激物質(GSS)は、無脊椎動物
で唯一、化学構造が同定された生殖腺刺激ホ
ルモンである。そこで本研究は、ヒトデの生殖制
御機構を GSS に着目し、解析する。GSS はリラ
キシン様ペプチドで、その作用は、卵濾胞細胞
に対して、卵成熟誘起ホルモン、1-メチルアデニ
ン(1-MeAde)の生産を誘起することである。しか
し、これまで 1-MeAde の生合成過程は不明であ
った。そこで、まずGSSの作用機構として、具体
的に受容体との相互作用から 1-MeAde 生合成
系の活性調節機構について解明する。さらに、
GSS 分子の化学的構造の特徴を解析するため
に複数の種類のヒトデから GSS 分子を同定し、
比較する。これにより、無脊椎動物の生殖制御
機構の研究分野において、新たな研究基盤を
確立する。 
 
３．研究の方法 

(1) GSSの作用機構 
 作用機構として、シグナル情報伝達系（受
容体/G-protein/アデニル酸シクラーゼ系）に注
目して実験を行った。各 G-protein のサブユニ
ットについては、濾胞細胞の膜画分を
SDS-PAGE/ ブロッティング後、市販の
G-protein 特異的抗体を用いて検出した。また、
アデニル酸シクラーゼ活性は ATP を基質と
して、GSS の存在下または非存在下において
インキュベートした後、生産されたサイクリ
ックAMP (cAMP)濃度を市販のEIA kitにより
定量し、活性を求めた。 
 受容体については、GSS がリラキシン様ペ
プチドであることから、GSS 受容体はリラキ
シン受容体と類似していることが予想され
る。そこで、卵濾胞細胞からリラキシン受容
体に対して相同性の高い cDNAを検索するこ
とにした。具体的に、脊椎動物のリラキシン

受容体に共通する特異的プローブを作成し、
イトマキヒトデの卵濾胞細胞から調整した
mRNAを逆転写した cDNAをテンプレートと
して、GSS 受容体候補であるリラキシン受容
体を cDNA クローニングした。 
 1-MeAde 生産系については、メチル基のトレ
ーサーとして安定同位体である[methyl-13C]メチ
オニンを用いた。具体的に、単離調整したイトマ
キヒトデの卵濾胞細胞を [methyl-13C]メチオニン
とプレインキュベートした後、GSS 存在下あるい
は 非 存 在 下 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 上 清 に
1-[methyl-13C]MeAde が生産されたかどうか、バ
イオアッセイにより確認をおこなった。次に各細
胞はトリクロル酢酸で除タンパクし、13C で標識さ
れた中間代謝物を質量分析装置で分析した。 

(2) GSS 分子の特徴 
 ヒトデの生殖腺刺激ホルモンとしての特徴を
明らかにするために、10 種類のヒトデの GSS に
ついて、化学構造を解析した。ヒトデ綱は 7 目に
分類されているが、深海に生息し、サンプルの
収集が困難と思われる 3 目 (イバラヒトデ目、ニ
チリンヒトデ目、シャリンヒトデ目)を除く、4 目 (モ
ミジガイ目、アカヒトデ目、ルソンヒトデ目、マヒト
デ目)に属するヒトデを対象とした。具体的には、
アカヒトデ目 3 種（アカヒトデ  Certonardoa 
semiregularis、オニヒトデ Acanthaster planci、
Patira miniata ） 、マヒト デ目 4 種（ マヒト デ 
Asterias amurensis、Asterias rubens、エゾヒトデ 
Aphelasterias japonica 、 ヤ ツ デ ヒ ト デ 
Coscinasterias acutispina）、モミジガイ目 2 種(モ
ミ ジ ガ イ  Astropecten scoparius 、 ト ゲ モ ミ ジ 
Astropecten polyacanthus)、ルソンヒトデ目 1 種
（ルソンヒトデ Echinaster luzonicus）である。各
種のヒトデの放射神経から mRNA を調整し、既
に明らかであるイトマキヒトデ GSS の塩基配列か
らプライマーを作成し、cDNA クローニングを行
った。各 GSS の塩基配列は DNA シーケンサー
により決定した。 
 さらに GSS には種特異性が知られていることか
ら、新たに解明した GSS 分子については、化学
合成し、生理活性ばかりでなく、種特異性につ
いても検討した。 
 
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、新たな重要な知見が得られた。これ
らの成果は、１４報の雑誌論文として発表し、
２４報の学会発表を行った。 

(1) GSSの作用機構 
 GSS の標的細胞は卵濾胞細胞である。既に、
GSS は卵成熟期（ステージ V）の濾胞細胞に
対して 1-MeAde 生産を誘起するが、卵黄形成
期（ステージ IV）の濾胞細胞には、1-MeAde
生産を誘起しないことを明らかにしている。
その理由として、ステージ IV の濾胞細胞に
は GSS のシグナル情報をアデニル酸シクラ
ーゼに伝達する促進型 G-protein、Gs が存在
しないことが考えられている。そこで、Gs
が卵黄形成期から卵成熟期にかけて、いつ頃



から確認できるのか、調べることとした。卵
巣の成長段階は、卵母細胞の卵径を指標とし
た。濾胞細胞を卵径 98 m から 150 m 未満
のステージ IV および卵径 150 m以上のステ
ージ V の卵母細胞からそれぞれ調整し、GSS
とインキュベートし、培地中の 1-MeAde と細
胞内 cAMP を測定した。その結果、卵径 150 
m を超えた卵母細胞の濾胞細胞で、卵径が
大きくなるに従い、1-MeAde および cAMP 生
産が増加することが示された。 
 次に、G-protein について、卵径 100 m、
120 m、140 m、160 m の卵母細胞から濾
胞細胞を調整し、Gs、Gi、Gq の存在を各
特異的抗体を用いて検出した。その結果、Gi
と Gq は卵巣の成長段階とは無関係に濾胞細
胞中に存在することが確認できたが、Gs は
卵径 160 m の卵母細胞から調整した濾胞細
胞にのみ観察することができた。このことか
ら、卵径 150 m 未満の卵母細胞から調整さ
れた卵黄形成期の濾胞細胞には、Gs が欠失
していることが示唆された。おそらく、卵成
熟期にかけて、Gs が発現してくると予想さ
れることから、Gs と Gi の転写活性レベル
を定量 PCR によって測定した。Gs の転写活
性は卵径が 150 m 以上の卵母細胞の濾胞細
胞で確認することができた。一方、Gi の転
写活性は、卵黄形成期から卵成熟期にかけて
ほとんど変わらず、低いままであった。おそ
らく十分量のGiが濾胞細胞で発現している
ためと考えられる。以上、GSS の作用機構と
して、卵濾胞細胞における 1-MeAde 生産が、
Gs が転写・翻訳過程を経て新たに合成され
ることで、シグナル情報伝達系が完成し、
cAMP 合成が可能になり、1-MeAde が生産さ
れることが示された。 
 また、GSS 受容体候補として、イトマキヒトデ卵
濾胞細胞からリラキシン受容体のホモローグを
cDNA クローニングすることができた。得られた
cDNA は 947 個のアミノ酸をコードし、G-タンパク
共役型受容体の特徴を持っていた。 
 さらに、[methyl-13C]-メチオニンを用いた実験
から 1-MeAde は SAM を基質として合成されるこ
とが示唆された。 

(2) GSS 分子の特徴 
 イトマキヒトデの GSS は無脊椎動物で最初に
同定された生殖腺刺激ホルモンである。イトマキ
ヒトデは（沖縄を除く）日本列島周辺の海岸に棲
息する一般的な海岸動物である。それ故、同種
でありながら繁殖期が地域によって異なってい
たり、一部の遺伝子に多型の存在が報告されて
いた。そこで、北海道から九州まで、10 地域（厚
岸、浅虫、銚子、横須賀、菅島、佐渡、隠岐、牛
窓、尾道、大村）に棲息するイトマキヒトデについ
て、GSS の open-reading frame (ORF)を解析し、
比較した。その結果、GSS はアミノ酸配列ばかり
でなく、塩基配列も含め、すべて一致していた。
このことから GSS 遺伝子は極めて保存性が高い
ことが強く示唆された。これにより、ヒトデ生殖腺
刺激ホルモンをリラキシン様生殖腺刺激ペプチ
ド (relaxin-like gonad-stimulating peptide, RGP)

と呼ぶことにした。 
 次に，イトマキヒトデ RGP のゲノム解析をおこな
った。イトマキヒトデの RGP 遺伝子は、全長
3,896 base pair (bp)で、208 bp と 2,277 bp からな
る二つのエクソンから構成され、エクソンとエクソ
ンの間には、1,411 bp のイントロンが挟まれてい
た。イトマキヒトデ RGP の ORF は 351 base (b)で
あることから、RGP 遺伝子の僅か 14%しか、
mRNA に転写されていないことが示された。 
 さらに、10 種類のヒトデの RGP を同定したとこ
ろ、アカヒトデ目に属するアカヒトデ、オニヒトデ、
P. miniata の GSS の化学構造は、イトマキヒトデ 
(Patiria (= Asterina) pectinifera) RGP (PpeRGP)
とほとんど同じ化学構造を持つことがわかった。 
 一方、マヒトデ目のマヒトデ RGP (AamRGP)お
よびエゾヒトデ RGP (AjaRGP)の化学構造は、
PpeRGP と異なっていた。しかし、いずれも A 鎖
とB鎖の二本鎖ペプチドからなること、またこれら
ペプチドを繋ぐシステインモチーフは同じである
ことから、PpeRGP のオーソログと考えられる。 
 AjaRGP と同じ化学構造は、マヒトデ目のヤツ
デヒトデ RGP で見られた。一方、AamRGP は、
マヒトデ目の A. rubens 以外にモミジガイ目のモミ
ジガイとトゲモミジの他に、ルソンヒトデ目のルソ
ンヒトデの RGP でも確認された。 
 これらの結果から、ヒトデ綱には、少なくとも 3
種類の RGP が存在することが確認された。そこ
で、次に種特異性について、検討した。具体的
に、化学合成した PpeRGP、AamRGP および
AjaRGPをそれぞれイトマキヒトデ、マヒトデ、エゾ
ヒトデの卵巣断片に作用させ、放卵を誘起する
かどうか、観察した。AamRGP および AjaRGP は
互いにエゾヒトデおよびマヒトデの卵巣に対して
放卵を誘起した。しかし、AmaRGP と AjaRGP は
イトマキヒトデの卵巣に対しては、放卵を誘起で
きなかった。一方、PpeRGP は、マヒトデ卵巣ば
かりでなくエゾヒトデ卵巣に対して、放卵を誘起
した。これらの結果から、RGP には部分的に種
特異性が見られることが示唆された。おそらく、
種類ごとの RGP 受容体の性質によるものと考え
られるが、今後の研究課題である。 
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