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研究成果の概要（和文）：Ci-YFV-1, 2, 3、および、Ci-YFLは、ホヤで初めて発見されたペプチドであるが、そ
の生物学的役割は不明である。本研究では、機械学習法によるペプチド‐受容体相互作用予測、並びに、分子生
物学的手法を用いることで、Ci-YFV-1, と-3受容体を決定した。さらに、それらが神経複合体と出水口に共通し
て発現していることに加え、前者は内柱に、後者は入水口に多く発現していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ci-YFV-1, 2, 3, and Ci-YFL are novel Ciona-specific neuropeptides. Their 
cognate receptors and biological roles remained to be elucidated. In this study, we develop an 
original machine learning system to predict specific interaction between neuropeptides and 
receptors, and evauluated the predicted results. The cell-based funtional assays led to the 
elucidation of specific receptors for Ci-YFV-1 reeptor and Ci-YFV-3 receptors were found to be 
expressed in the central nervous system and atrial siphon. Furthermore, the former was also 
expressed specifically in the endostyle, whreas specific expression of the latter was detected in 
the oral siphon.

研究分野：分子生物学、内分泌学、進化生物学

キーワード： カタユウレイボヤ　神経ペプチド　受容体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、これまで全く不明だったホヤ特異的な神経ペプチドやペプチドホルモンの生物学的な役割を
解明することや、神経系や内分泌系がどのように進化・多様化してきたかをという、生物の本質的な問いに答え
る研究に展開できることが期待できます。さらに、本研究で開発した機械学習システムを活用することで、ヒト
をはじめとする生物に存在する神経ペプチドやペプチドホルモンの受容体を高い確率で、そして、短時間で予測
することが可能となり、これまで知られていなかったペプチド‐受容体の相互作用の法則を解明し、その成果を
創薬に応用できます。



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

【研究の学術的背景】 
卵胞成熟は、有性生殖性の生物が種を存続するため、および、生じた変異を次世代へ受け
継がせることで、最終的に亜種や新種の生誕、すなわち、生物多様性を形成する上で決定
的なステップである。脊椎動物では、「視床下部-下垂体-生殖腺軸」、すなわち、「HPG axis」
という卵胞成熟制御機構が広く研究されている。反面、HPG axisが制御しない原始、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。近年まで、ホヤの卵胞成熟機構は全くわかっていなかったが、申請者
は脊椎動物の神経ペプチドの一種、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
グを担うプロテアーゼ群を活性化して、その成熟を特異的に促進することを初めて発見し、
また、この機構が、これまで不明だった哺乳類の HPG axis非依存段階である二次卵胞の成
長に必須であることを突き止めた（投稿論文準備中）。さらに、ニューロテンシンやコレ
シストキニンといった他の神経ペプチドのホヤ同族体が制御する卵胞成長機構も明らかに
しつつある（投稿論文準備中）。これらの成果と、ホヤは開放血管系であり下垂体ホルモ
ンや HPG axisがそもそも存在しないことから、ホヤから哺乳類まで保存されている機構は
神経ペプチドによる HPG axis 非依存段階の卵胞成熟機構であるという、脊索動物門の生命
の存続と生殖機能の進化・多様化の本質的な普遍性を立証しつつある。さらに、申請者は、
peptidomics解析でホヤの脳にタキキニン、ニューロテンシン、コレシストキニンなどの脊
椎動物の神経ペプチド同族体に加え、いくつかの新規ペプチドを検出している。その中の
一つ、Ci-YFV/Lは、C末に Tyr-Phe-Valまたは-Leuを共有し、一つの前駆体から Ci-YFV-1, 
2, 3 と Ci-YFLが生じること、および、Ci-YFV/L遺伝子は多くの神経細胞のほか、卵巣で
も発現していることを明らかにしている。これらの結果は、Ci-YFL/Vがホヤの神経ペプチ
ドや卵巣因子として機能していることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
 脊椎動物と最も近縁な無脊椎動物であるホヤは、脊椎動物の卵胞成熟制御機構のプロト
タイプとホヤ特異的な機構の双方を有していると考えられる。したがって、ホヤの卵胞成
熟機構の解明は、脊索動物全体の卵胞成熟制御機構がいかに進化・多様化したかという内
分泌学、生殖生物学、進化生物学上の本質的な問題の解決へのブレイクスルーとなる。近
年の申請者の研究により、ホヤ卵胞成長が複数の神経ペプチドによって直接制御されると
いう全く新しい機構が解明されつつあり、少なくともその一部は、長年未解明だった哺乳
類の「視床下部-下垂体-生殖腺軸（HPG axis）」非依存段階の卵胞成熟機構で保存されてい
ることが示された。本研究では、申請者らが全生物を通じて初めてホヤから発見したペプ
チド、Ci-YFL/Vが制御する卵胞成熟機構を体系的に解明し、脊索動物の HPG axis非依存
段階の卵胞成熟機構の多様化を明らかにする道を拓く。 
 
３．研究の方法 

(1)  Ci-YFV/Lファミリーホヤ卵胞におけるペプチド受容体の決定 
Ci-YFV/Lファミリー受容体候補遺伝子を各培養細胞に発現させ、Ci-YFV-1, -2, -3, およ
び、Ci-YFL 投与下で cAMP 生成促進・抑制や細胞内カルシウム動員を指標にして、受容
体を同定する。この段階で、受容体の各ペプチドに対する選択性や活性の強さを決定する。
Ci-YFV/Lファミリーペプチドは全て 50 mg程度合成しており、全ての実験に必要な量を確
保している。Ci-YFV/Lファミリー受容体候補遺伝子の選抜には、当研究所で開発した機械
学習法に基づくペプチド－受容体ペア in silico予測システムを活用して候補を絞り、従来
の「逆薬理学的」手法に基づく受容体の決定よりはるかに効率的に実施する。発現させる
培養細胞には HEK293 といった哺乳類由来の培養細胞数種と、Sf9 細胞のような昆虫由来
の培養細胞に並行して使用することで、各細胞に特異的に生じ得る発現不調を可能な限り
低減する。cAMPや細胞内カルシウムの検出・定量には多検体蛍光光度計、Flex Station II
を用いて、実験を最大限に効率化する。 
 
(2) 同受容体の発現部位の特定 

(1)で同定した受容体遺伝子についてリアルタイム PCRを行い、発現部位を特定する。 
 
４．研究成果 
（1）ペプチドと GPCR を記述子化し、既知のペプチドと GPCR のペア（１３５２ペア）を機械学
習システムである SVM に入力した。次に、Ci-YFV/Lファミリーを含むホヤ特異的ペプチド( 
19 種類)と全 GPCR（160 種類）について、相互作用予測を行った。その結果、19個のペプチド
‐受容体のペアを予測できた。そのうち、相互作用する確率が７０%を超えるものについて、受



容体を Sf9 細胞に発現させ、予測結果に従い、リガンド候補であるペプチドを投与して、細胞
内カルシウム動員を指標に反応性を評価した。その結果、Ci-YFV-1 をはじめとする 4種類のペ
プチドの受容体を決定できた（図１）。 

 
 これらの結果を SVM にフィードバックして、再度予測を行った。 
 

 
 

 

図 1 機械学習によるペプチド-受容体予測(A)と、予測結果の実証（B-E） 

Ci-YFV-1と受容体の反応は(E) 

 
図２ 機械学習によるペプチド-受容体予測(A)と、予測結果の実証（B-E） 

Ci-YFV-３と受容体の反応は(I) 

 



その結果、Ci-YFV-3を含み、新たに 8個の新規ペプチド‐受容体ペアを決定できた（図 2）。
以上より、Ci-YFV-1と-3の受容体を決定することができた。 

 
(2) 上述したように、機械学習によるペプチド‐受容体予測とその実証により同定した受容
体について、各組織における受容体の発現をリアルタイム PCRで確認した（図３）。 
 

 
これらの結果から、Ci-YFV-1 は神経複合体や入水口、卵巣に発現していることが明らかに
なった。 
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図３ 新規ペプチド受容体の組織発現分布 
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