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研究成果の概要（和文）：本研究により、ホヤで発見した脳腸ペプチド、Ci-GALPの受容体を決定し、また、Ci-GALP、
cionin、GnRHの各ペプチドの受容体の卵胞における局在を決定した。また、各ペプチドで処理した卵胞を、次世代シー
ケンサーを用いたRNA-AeqとリアルタイムPCRで解析して、各ペプチドが制御する遺伝子を特定した。さらに、各ペプチ
ドで制御される遺伝子産物の阻害剤を投与したところ、卵胞の成長が阻害されることを確認できた。以上の結果から、
Ci-GALP、cionin、GnRHが制御する卵胞成長機構の基本骨格が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified a receptor for Ci-GALP, which is an Ciona intestin 
ortholog of vertebrate galanin/GALP. We also localized the mRNA ofreceptors for Ci-GALP, cionin, and 
GrRH, respectivly. RNA-Seq follwed by real-time PCR for the Ciona follicles treated with each peptide 
revealed the gene expression profile. Moreover, the inhibitors of the regulated gene product suppress 
follicle grwoth in a ligand-specific manner. Taken together, these results substantiated the essentila 
molecular mechanisms of Ciona follicle grwoth regulated bu brain/gut peptides. These are the first 
reports on the biological roles of these brain/gut peptide in the ovary in an organism.

研究分野： 内分泌、進化生物学

キーワード： ペプチド　カタユウレイボヤ　卵胞成長

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
卵胞の正常な成熟は、有性生殖性の生物が

種を存続するための決定的なステップであ
るため、その全容の解明は内分泌学、生殖内
分泌学、進化生物学における最も重要な課題
の一つである。脊椎動物の卵胞成熟過程では、
視床下部から生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン(GnRH)が下垂体に作用して生殖腺刺激
ホルモンが卵巣内の胞状卵胞以降の卵胞を
成熟させて排卵を促進し、さらに、性ステロ
イドホルモンによるフィードバックを受け
るといった「視床下部-下垂体-生殖腺」、すな
わち、「HPG axis」という内分泌系制御機構
が確立されている。反面、生殖腺刺激ホルモ
ンに応答しない原始、一次、二次、前胞状卵
胞といった初期の成熟制御機構はほとんど
不明である。尾索動物の一種、カタユウレイ
ボヤ（以下ホヤ）は、脊椎動物と共通の祖先
から誕生し、脊椎動物と最後に分岐した無脊
椎動物であることから、脊椎動物の卵胞成熟
機構のプロトタイプを有していると考えら
れる。しかし、生命の存続の機構と脊索動物
門の生殖機能の進化・多様化という点で極め
て本質的な問題であるにもかかわらず、ホヤ
の卵胞成熟機構は全くわかっていなかった。 
ここ数年で、申請者は peptidomics 的手法

などでホヤの中枢神経から約４０種のペプ
チドを同定した。この中には、タキキニン、
ガラニン、ニューロテンシン、ニューロペプ
チド Y、コレシストキニンなどの脊椎動物の
脳腸ペプチド同族体が存在している一方、生
殖腺刺激ホルモンのような下垂体ホルモン
同族体は存在しないことも同時に明らかに
した。また、同定したホヤのペプチドの受容
体が卵巣に発現していることも明らかにし
た。さらに、脊椎動物の脳腸ペプチド、タキ
キニンのホヤ同族体、Ci-TK が卵黄形成期後
期の卵胞の test 細胞（脊椎動物の顆粒膜細胞
に相当）に作用し、卵黄タンパクのプロセッ
シングを担う cathepsin D などのプロテアー
ゼを活性化して、その成熟を特異的に促進す
ること、並びに、別の脳腸ペプチド、ニュー
ロテンシンのホヤ同族体、Ci-NTLP6 がこの
機構を抑制すること（図 1）を発見した。 

 

これらは、全生物を通じてタキキニンやニ
ューロテンシンといった脳腸ペプチドが卵
胞の成熟を制御する機構の存在を示した初
めての例証である。また、ホヤは開放血管系

であり、視床下部や下垂体、並びに生殖刺激
ホルモンのような下垂体ホルモン同族体を
もたないことから、ホヤでは、HPG axis で
はなく脳腸ペプチド群により卵胞成熟が直
接制御されており、このような卵胞成熟制御
機構は脊索動物門で普遍的に保存されてい
るのでないかと考えるに至った。 
 
２．研究の目的 
以上の背景から、申請者は、ホヤから哺乳類
で保存されており、かつ、その受容体の卵巣
における発現が RT-PCR レベルで確認でき
ている（研究業績 1-10,13-17,19-21, 23-25、
および投稿論文準備中）、コレシストキニン、
ガラニン、ニューロペプチド Y のホヤ同族体
である cionin, Ci-GALP, Ci-NPY を対象とし、
内分泌学的手法、分子生物学的手法、質量分
析法、次世代シーケンサーを用いたRNA-Seq
によるトランスクリプトーム比較解析を駆
使して、 
(1) 受容体局在に基づく上記ペプチドが作

用するホヤ卵胞の成熟段階と標的部位
の特定 

(2) 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 

(3) 各ペプチドにより分泌される二次的伝
達物質の同定 

(4) 各ペプチドの卵胞への作用の形態学的
評価 

を行い、上記の脳腸ペプチドが制御するホヤ
卵胞成熟機構を体系的に解明することを構
想した。 
 
３．研究の方法 
ホヤで発見した脊椎動物の脳腸ペプチド同
族体である cionin、Ci-GALP、およびCi-NPY
受容体の局在を決定、および、これらのア
ゴニストやアンタゴニスト存在下、ホヤ卵
細胞で変動する遺伝子発現を次世代シーケ
ンサーによる RNA-Seq 法を利用したト
ランスクリプトームとリアルタイム PCR
で特定、並びに、同条件で分泌される二次
的な伝達物質を質量分析で同定する。さら
に、同ペプチドのアゴニストやアンタゴニ
スト存在下で生じる卵細胞の形態変化を決
定する。これらの結果を統合することによ
り、cionin、Ci-GALP、および Ci-NPY が制
御する卵胞成熟機構が分子レベルで解明さ
れる。以上の研究成果から、脳腸ペプチド
によるホヤ卵胞成熟機構を体系的に立証し、
脊椎動物が閉鎖血管系や下垂体を獲得して
HPG axisを確立する以前から存在する卵胞
成熟機構の原点を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)Ci-GALP 受容体の同定 
これまでの研究で、申請者らは、ホヤにガ

ラニン様ペプチド、Ci-GALP を発見し、その
遺伝子をクローニングしている（Kawada et 
al 2011）が、その受容体は不明だった。そ

 

図１Ci-TK と Ci-NTLP6 による卵胞成熟制御 

 



こで、機械学習法によって既知のリガンドと
受容体ペアから新規ペプチドの受容体を予
測して、ホヤの卵巣からその cDNA をクロー
ニングした（図２）。 
 

さらに、この受容体 cDNA を HEK293 細胞に
トランスフェクション後、細胞内カルシウム
動員を計測した。その結果、図３に示すよう
に、Ci-GALP が濃度依存的に反応する受容体
を特定できた。 
 
 

(２)各受容体の発現分布 
 in situ hybridization により、 cionin、
Ci-GAL、GnRH 受容体の卵巣内における局在を
調べた。その結果、cionin 受容体は stage III
前半の濾胞細胞に（図４）、CI-GALP 細胞と
GnRH 受容体は、Stage II から III にかけて

の卵胞内の Test 細胞に局在することが明ら
かになった。 
 
（３）各ペプチドが発現を制御する遺伝子群
の特定 
 各受容体を発現している成長段階のホヤ
卵胞を取り出し、それぞれのペプチドで処理
した後に RNA を抽出し、次世代シーケンサー
(Illumina Hi-Seq 1500)による RNA-Seq を行
い（図５）、各々のペプチドが制御する遺伝 
 

子を網羅的に解析し、さらに、その結果をリ
アルタイムPCRで検証した。その結果、cionin
処理ではWnt系シグナルカスケードの構成因
子の発現がいくつか上昇することが明らか
になった。また、GnRH や Ci-GALP では、では、
キナーゼ群やプロテアーゼ群の遺伝子が上
昇することがわかった。 
 
（４）上記遺伝子産物抑制の影の評価 
 各ペプチドで発現が制御される遺伝子の
産物の卵胞成長に対する効果を評価したと
ころ、プロテアーゼ阻害により、卵胞の成長
が阻止されることがわかった。これらの結果
から、cionin、GnRH、Ci-GALP のホヤ卵胞成
長における機能の基本スキームが明らかに
なった。これは、全生物を通じて初めての上
記ペプチドの卵巣における生物学的役割を
明らかにしたものである。現在、さらに詳細
なシグナル伝達経路の特定、ならびに、哺乳
類において同機構が保存されているかにつ
いて焦点を絞り、研究を続行中である。 
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