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研究成果の概要（和文）： 
脊椎動物に近縁なナメクジウオを用い脊椎動物 Calcitonin (CT) family の多様化の起源を

研究した。まず CT、CT 受容体 (CTR)、受容体修飾蛋白（RAMP）を同定し、それぞれ脊

椎動物と相同であることを確認した。さらに CTR と RAMP の細胞株発現系による解析の

結果、CT ペプチドのリガンド活性には、CTR と RAMP の共発現が必要であること、RAMP
には、CTR を細胞膜に移行する活性があることを明らかにした。このことから、脊椎動物

とナメクジウオの共通祖先において、CT ペプチド、CTR、RAMP が既に存在しているこ

とを示した。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 

Calcitonin (CT) family shows high molecular and functional diversification in 
vertebrates. To elucidate the origin of CT family, CT peptide, CT receptor (CTR), and 
receptor activity-modifying protein (RAMP) were identified from an amphioxus, 
Branchiostoma floridae, which is close animal of vertebrates. Furthermore, analysis of 
CTR and RAMP expressed in mammalian cell line demonstrated that co-expression of CTR and 
RAMP is required for ligand activity of CT peptide, and that RAMP is necessary for 
cell-surface translocation of CTR. These results let us conclusion that CT peptide, CTR, 
and RAMP have already existed in the common ancestor between vertebrates and amphioxus. 
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１．研究開始当初の背景 

Calcitonin (CT) ファミリーは、脊椎動物に
おいて、神経・内分泌・循環器系に関わる多

様な機能を持ったペプチドファミリーであ
る。その機能の多様化は、受容体(CTR) 及び
それを調整する受容体修飾蛋白(Receptor 
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Activity-Modifying Protein, RAMP)が、それ
ぞれ複数のファミリーを持ち、多様な組み合
わせを形成することで成立している。 

原索動物は、ホヤ及びナメクジウオを含む
動物群である。そして原索動物は、脊椎動物
に近縁な無脊椎動物であり、これまで無脊椎
動物から脊椎動物への進化を研究するモデ
ルとして利用されていた。このような背景か
ら、脊椎動物 CT ファミリーの起源を研究す
る上でも原索動物が有効だと予想された。さ
らに、私の先行研究より、ホヤ（ナメクジウ
オよりも脊椎動物に近縁だと考えられてい
る原索動物）において、CT 様ペプチドを無
脊椎動物で始めて同定し、原索動物において
も CT ファミリーが存在することをつきとめ
ている。 
 
 
２．研究の目的 

本研究課題では、CT family ペプチドに加え

CTR や RAMP の共進化を理解する最適なモ

デルとして、原始的な原索動物であるフロリ

ダナメクジウオを用い、1)脊椎動物CT family

ペプチドの多様化機構、2)CTR及び RAMPの分

子機能について起源を明らかにすることで、

ペプチド-受容体-修飾蛋白の共進化機構を

解明する。 
 
 
３．研究の方法 

(1)相同性検索による CT family の同定と単
離 

フロリダナメクジウオゲノム情報から、フ
グとヒトの CT、CTR、RAMPを問いかけ配列と
して、相同性検索を行った。さらに、同定さ
れた配列情報をもとに、ナメクジウオ成体の
cDNAから、CT,CTR,RAMPを単離した。 
 
(1)CTペプチドの局在解析 
 In situ hybridization 解析により、CTペ
プチド mRNAがナメクジウオどの組織の細胞
で発現しているのかを検討した。 
 
(3)CTRと RAMPに対する CTペプチドのリガン
ド活性の測定 

哺乳類細胞株 COS7細胞に CTRと RAMPを発
現させた。この発現体に合成 CTペプチドを
添加し、受容体活性の指標として、セカンド
メッセンジャーである cAMPの細胞内におけ
る蓄積を測定した。 
 
(4)RAMPの細胞膜移行活性測定 
ナメクジウオの CTRを単独で発現させた細

胞は、CTペプチドと反応しなかった。この原

因が、細胞膜に存在している CTRが CTペプ
チドと結合しないためなのか、そもそも CTR
が細胞膜に発現しないためなのかを検討す
るために、CTRの細胞外領域にタグを付けた
ベクターを COS7細胞に導入した。CTRとタグ
の融合蛋白が発現した COS7細胞を集め、蛍
光抗体で染色した。この際、界面活性剤を用
いないことで、抗体は細胞外に出現したタグ
としか結合できない。この細胞外のタグを認
識した蛍光シグナルを FACSにより検出した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1)相同性による CT family の検索及び、遺
伝子の単離の結果、3種類のCT、１種類のCTR、
４種類の RAMP を単離し、塩基配列を解読す
ることができた。さらに、これらの配列を脊
椎動物の CT family と比較し、系統解析を行
った結果、いずれも脊椎動物の CT ファミリ
ーと近縁であり、脊椎動物と原索動物の共通
祖先に CT ファミリーが存在していることが
示唆された。また、CT遺伝子の染色体上の配
置を、ゲノムブラウザーの情報より検討した
結果、3つの CTペプチド遺伝子がタンデムに
並んでいることをつきとめ、もともと 1つの
遺伝子が遺伝子重複により 3つに増えたこと
が示唆された。 
 
(2)CTペプチドの局在解析の結果、3つの CT
全てが、ナメクジウオ脳胞の異なる領域に局
在することを明らかにした。さらに、CTのタ
イプ 2遺伝子は、消化管の中間部分の細胞に
発現が認められた。一方タイプ 3の CT遺伝
子は、消化管の後方部分に発現が検出された。
このようにナメクジウオの CTペプチド遺伝
子は、中枢神経及び消化管で発現することを
明らかにした。 
 
(3)CTペプチドの CTRと RAMPに対するリガン
ド活性測定の結果、CTRと RAMPが共発現して
いる細胞で、合成 CTペプチド濃度依存的な
cAMP濃度の上昇が認められた。さらに CTR単
独では、CTペプチドとの反応が認められない
ことが明らかになった。 
 
(4)RAMP の細胞膜移行活性測定の結果、CTR 
単独を発現させた細胞では、蛍光が検出され
ず、CTRとRAMPを共発現させることによって、
蛍光が認められた。このことから、ナメクジ
ウオ CTRの細胞膜移行には、RAMPが必要であ
ることを明らかにした。 
 
以上のことから、脊椎動物と原索動物の共通
祖先で、CT ファミリーペプチド、CTR、RAMP
が既に存在していることをつきとめた（図 1）。 
 



 

 

脊椎動物では、CTRが二つに重複し、RAMPを
増やすことで、CTペプチドの多様化を可能に
したと考えられる(図 1)。そしてこのような、
遺伝子の多様化は、脊椎動物の複雑な内分泌

系の成立に寄与していると考えられる。 
上記の研究については、現在投稿準備中で

ある。 
 

今後は、原索動物における CT ファミリー
の生理的な役割を研究し、無脊椎動物から脊
椎動物への CT ファミリーの進化を生理機能
レベル示すことを目標とする。一方、CT フ
ァミリーの分子進化については、最も原始的
な脊椎動物の 1 つであるヌタウナギを用い、
脊椎動物での CT ファミリーの多様化機構に
ついてのさらなる研究を行う予定である。 
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図 1. CT ファミリーの進化機構 
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