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研究成果の概要（和文）：RNAプローブビーズを用いたRNAseq解析において、ホヤ初期卵胞からCi-ctsb, d, h, 
lのmRNAと相補的な配列を示すasRNAを同定し、mRNAのexonと対応するasRNAや、複数のイントロンを保持した
asRNAを同定した。Ci-ctsb及びCi-ctsh mRNAの3‘非翻訳領域と相補的に重複する領域を有するasRNAにおいて、
それぞれ78、51アミノ酸残基のペプチドがコードされており、これらの特異的抗体を用いた免疫染色でそれぞれ
卵黄形成期卵胞のtest細胞で発現することが示され、CTS関連asRNAの非コードRNAとコーディングRNAの両面が示
された。

研究成果の概要（英文）：In RNA-seq analysis using sense RNA probe beads, we identified antisense 
(as)RNA showing a sequence complementary to the mRNA of Ci-ctsb, d, h and l from early stage 
follicles of the ascidian, Ciona intestinalis. We found 78 and 51-amino acid residue peptides 
predicted to be encoded in the asRNA of Ci-ctsb and h. The Immunostaining with specific antibodies 
showed that the translation products are expressed in test cells of the follicles of vitellogenic 
stage.

研究分野： 進化生物学

キーワード： 進化　RNA　卵胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
RNAビーズとRNAseqを組み合わせた独創的方法でカタユウレイボヤ（Ciona intestinalis）のカテプシン(CTS)フ
ァミリー遺伝子のアンチセンス(as)RNAを同定し、更にCi-ctsb、およびhの3’非翻訳領域と相補的配列を有する
asRNAに翻訳領域を見出した。そして、特異的抗体によって卵黄形成期卵胞のtest細胞にこれらの発現が示唆さ
れ、asRNAの非コードとコーディングによる卵胞制御の可能性が示されたことは、asRNAの生物学的意義を考える
上で極めて大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 

 カテプシン(以下 CTS と記す)は主に細胞内小器官リソソームに局在する酸性プロテ

アーゼで、アスパラギン酸プロテアーゼ２種類（CTS-D、E）の他、CTS-B、L、H な

どシステインプロテアーゼの１１種類があり、オートファジーといった生物普遍的現

象への関与や、魚類卵における卵黄タンパク前駆体・ビテロジェニンのプロセシング

等が報告されている。CTS ファミリーには単細胞生物から植物、高等動物に至るまで

広く保存される CTS-B、L といった分子種がある一方で、脊索動物の出現前後におい

て CTS-L から分岐した CTS-H のように脊索動物門においてのみ見出される種特異的

分子種が存在するが、CTS 分子種と生物進化の関係は明確にはされていない。申請者

らはこれまでの研究で、脊索動物モデルの一つ、尾索動物カタユウレイボヤ（以後ホ

ヤ）を用いて、脊椎動物では未解明となっているゴナドトロピン非依存期の卵胞成長

制御に CTS-D の活性化が必須であること発見した。これを受けて、ホヤ卵巣における

CTS ファミリーの遺伝子発現を 2 重 in situ hybridization(ISH)によって解析した所、

卵黄形成期卵胞の test 細胞（脊椎動物の顆粒膜細胞に相当すると考えられる）特異的

にCTS-B, D, H, L遺伝子のmRNAと、その相補的な塩基配列を持つアンチセンス（as）

RNA が共発現していることを見出した。卵胞成長ステージ特異的な発現から、これら

asRNA の非コード RNA として転写もしくは翻訳の制御による卵胞機能への関与が示

唆されたが、これまでに CTS 遺伝子の asRNA による卵胞制御はいかなる生物種にお

いても報告が無く、そのためホヤ卵胞における CTS ファミリーasRNA の存在および

機能は未知であった。 

 

 

２．研究の目的 

上記の背景、そして、尾索動物という脊椎動物に最も近い脊索動物というホヤの進

化系統樹上の位置から、本研究ではカタユウレイボヤ卵胞で発現する CTS ファミリー

遺伝子関連 asRNA を同定し、その機能を解明することで、脊索動物門に通底すると

考えられる CTS 関連 asRNA による卵胞成長制御機構を明らかにする端緒を開くこと

を目的とした。 

 

 

３．研究の方法 

そこで本研究計画では、ホヤの卵黄形成期卵胞で発現する CTS 関連 asRNA を同定す

るために、Ci-ctsb, d, h, l 遺伝子について、それぞれ約 400bp からなる３領域のビ

オチン標識化 sense RNA probe を in vitro 合成し、積層ふるいでワンステップ分別し

た成長ステージ毎のホヤ卵胞 total RNA からこれらの sense probe と結合する asRNA

をアビジンビーズにより回収した。そして、回収した RNA からストランド方向を特定

可能なイルミナ社の TruSeq Stranded RNA kit を用いて cDNA を合成し、HiSeq による

RNAseqで Ci-ctsb,d, h, l sense RNA と特異的に結合した asRNAの塩基配列を決定し

た。更に、バリアント等、詳細な塩基配列解析が必要とされる部位については、TA ク

ローニング法により卵胞から asRNA をクローニングし、高精度に塩基配列の解読を行

った。 



 

４．研究成果 

上記方法による sense RNA ビーズを用いた RNAseq 解析において、oligo-dT プロー

ブを用いては検出されなかった Ci-ctsb, d, h, l の翻訳領域、及び非翻訳領域と相補

的な配列を示す asRNA を見出した。この結果に基づいて Ci-ctsb, d, h, l asRNA の

1-1.5kbp 長の部分配列をホヤ初期卵胞からクローニングし、配列解析を行った所、

Ci-ctsb、d、h、l mRNA の exon と対応する asRNA や、複数のイントロンを保持した asRNA

を同定した。 

さらに、Ci-ctsb 及び Ci-ctsh mRNA の 3‘非翻訳領域と相補的に重複する領域を有

する asRNA において、それぞれ Vacuolar-type H+ ATPase Subunit に相同性を示す 78

アミノ酸残基のペプチド、そして機能未知の 51アミノ酸残基のペプチドのコードが予

測された。そこで、これらの翻訳が予測されるアミノ酸配列の中から 20 残基を特異的

に認識する抗体を作製した。これらの特異的抗体を用いた免疫染色でそれぞれの翻訳

産物が、卵黄形成期卵胞の test 細胞と卵胞膜、そして test 細胞で発現することが示

され、Ci-ctsbや Ci-ctsh非翻訳領域の asRNAにペプチドがコーディングされており、

カタユウレイボヤの卵黄形成期卵胞で何らかの機能を発揮することが示唆された。 

以上の結果は、CTS 関連 asRNA は、非コード RNA として転写・翻訳の制御のみなら

ず、asRNA 由来ペプチドによって卵胞機能を制御する可能性を示し、CTS 関連 asRNA と

卵胞成長の新たな関係を提示する成果を得ることができた。 
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