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研究成果の概要（和文）：200 字 
マナマコ周口神経を含む口器部分の EST 解析と神経抽出物の質量分析を実施したが、

神経組織に特有な mRNA・ペプチドの検出数が少なく、組織純度が低すぎることが判明し

た。高純度の神経組織を調製するために、新規に有機溶媒置換凍結乾燥法を開発した。こ

れにより、神経ペプチドと通常の転写因子遺伝子の発現比（peptide mRNA/EF1α mRNA）

から、従来法に比べ神経組織純度が数十倍に向上した。マナマコ神経系から生殖腺刺激ペ

プチドクビフリンを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

EST analysis and mass spectrometry revealed the low quality of neural tissues 
prepared by a conventional method. A complete dehydration could suppress the 
degradations of RNAs and peptides during microdissection. The ratio of a neural 
peptide mRNA and EF1a mRNA was improved over several dozen folds. A new peptide, 
Cubifirn, was identified as a potent neural factor to induce oocyte maturation and 
spawning. 
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１．研究開始当初の背景  無脊椎動物では内分泌器官の発達が悪く、
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生体制御の多くを神経伝達・神経分泌に依っ
ている。我々は無脊椎動物の中で、神経系に
よる生殖現象の制御作用の研究が最も進ん
でいるイトマキヒトデから、放射神経から分
泌される生殖腺刺激ホルモンの精製に成功
した。またその過程で、神経系に極めて多く
のペプチドが存在することを見出した。ヒト
デ以外の棘皮動物への研究の展開を意図し、
既にマナマコ神経の EST 解析を開始してい
た。EST データの集積が進めば、その塩基配
列情報を利用しつつ網羅的な神経ペプチド
の同定が可能となると予想された。 
 
２．研究の目的 
 マナマコの周口神経は、口器を環状に取り
囲み、放射神経はその周口神経から分枝して
尾部に向けて走行する。こうした形態学的構
造から、周口神経は 5 本の放射神経を統合的
に束ねる機能を持つと予想される。本研究で
は、EST 解析と peptidome 解析の手法を用
い、両神経系で実際に発現分泌される機能ペ
プチドの種類・発現量の違いを解析すること
で、これら両神経系の機能分化を明らかにす
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)研究代表者が、マナマコの周口神経およ
び放射神経試料の作成を行い、発現ペプチド
の解析試料とすると共に、連携研究者に提供
して EST 解析の試料とする。 
(2)連携研究者により二つの神経系の EST 解
析を実施すると共に、質量分析参照用データ
ベースとして研究代表者に提供する。 
(3)マナマコ神経系から抽出したペプチド画
分を液体クロマトグラフ質量分析計を行い
て、網羅的 MS/MS 解析を実施する。MS/MS
解析による de novo アミノ酸配列解析には、
提供された EST データの塩基配列情報を参
照する。 
(4)両神経系で同定された mRNA・ペプチド
種の比較解析に依り、両神経系の機能分担を
明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)当初解析を開始した EST データ中には神
経に特徴的な遺伝子の頻度が極めて低く、ま
た、peptidome 解析での EST データへのヒ
ット率が予想より著しく低いことから、EST
データの質が悪いと判断した。 
(2)解析に供する神経組織の純度を上げるた
めに、新規に“有機溶媒置換凍結乾燥法”を開
発した。通常の凍結乾燥法よりも早い段階で
脱水置換することで、凍結乾燥中の RNA の
分解が抑えられた。同方法の有効性は、マナ
マコ神経より新規に見出した神経ペプチド
の mRNA と一般的なハウスキーピング遺伝
子の一つである EF1αの mRNA の相対比が

数十倍に向上することで確認した。新規開発
した本法は、様々な難摘出性組織の調製に利
用可能な有用な技術である。 
 現在、本方法により摘出した周口神経・放
射神経組織から、改めて mRNA・ペプチドを
抽出し、解析を再開している。 
(3)マナマコ神経系から、卵巣組織に作用し
て、極めて強力な卵成熟誘起活性を示す神経
ペプチド NGIWYamide を精製・同定した。
精巣に対しては強い収縮作用を示し、精子の
放出を促進した。 
個体への投与では、雌雄に作用して、特徴

的な配偶子放出行動を誘発する作用を持つ
ことが分かった。ナマコ類で初めて発見され
た産卵誘発ホルモンとして、“クビフリン
(cubifrin)”と命名した。 
卵巣中での作用部位は未知の組織であり、

そこからさらに 2次因子の分泌を促すと考え
られる。この 2 次因子が卵母細胞を取り巻く
濾胞細胞層に作用して卵成熟を誘起してい
ると考えている。 

クビフリンは、その作用機序から、無脊椎
動物で初めての生殖腺刺激ホルモン又はそ
の放出ホルモンであると考えられる。 
クビフリンおよびそれを用いたマナマコ

の産卵誘発技術について特許出願をした。 
(4)抗クビフリンポリクローナル抗体を作成
して、周口神経、放射神経でのクビフリンの
局在を免疫組織化学的に調べた。クビフリン
は、どちらの神経系にも発現していた。又、
卵巣上皮組織および卵母細胞表層にも検出
されたが、これらの組織での機能は不明であ
る。 
(5)クビフリンの構造活性相関解析を実施し、
[Phe3]-cubifrinが天然型 cubifrinの 100倍以
上の生理活性を持つ super hormone である
ことを明らかにした。 
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