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研究成果の概要（和文）： 
脊椎動物の祖先的性質を有するカタユウレイボヤにおいて、神経ペプチドの一種、タキキニン

がカテプシン D、カルボキシペプチダーゼ B1、キモトリプシンといったプロテアーゼの活性

化を誘導して卵黄形成期の卵細胞の成長を促進する機構を明らかにした。また、この機構がニ

ューロテンシンという別の神経ペプチドで抑制されることも判明した。さらに、この機構が哺

乳類にも基本的に保存されていることも突き止めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We have substantiated that a neuropeptide, tachykinin, up-regulates growth of 
vitellogenic oocytes via the activation of proteases such as cathepsin D, 
carboxypeptidase, and chymotrypsin. Mooreover, this novel oocyte growth pathway has 
been shown to be suppressed by another neuropeptide, neurotensin. We have also 
revealed that the protease-associated oocyte growth is essentially conserved in mice. 
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１．研究開始当初の背景 

タキキニンは脊椎動物に存在する神経ペ

プチドファミリーであり、Substance P (SP)、

Neurokinin A (NKA)、Neurokinin B(NKB)、

Hemokinin/Endokininの4種類のペプチドが

現在までに同定されている。これらのタキ

キニンは、3種類の受容体に選択的に結合す

ることにより、痛覚伝達、炎症反応、血管

拡張などの多様な生理作用を発揮すること

が知られている。また、ここ数年でタキキ

ニン受容体遺伝子が卵巣に発現しているこ

とが確認され、タキキニンが卵細胞の発生

や成長を制御している可能性が示されてい



る。しかし、卵巣内でのタキキニン受容体

の発現分布は報告されておらず、卵巣や卵

細胞に対するタキキニンの生理作用も確定

されていないため、卵巣内でのタキキニン

の生物学的役割は全く未解明の状態である。

その理由として、哺乳類の性周期の影響、

タキキニン受容体の発現量が低いまたは変

動が激しいこと、さらに、哺乳類の卵巣中

の未成熟卵細胞が成長する割合が低く、か

つ、成長可能なものとそうでないものを区

別する手段がないため、卵細胞の成長に対

するタキキニンを検出する種々の生理作用

解析を行うことが極めて困難であることが

挙げられる。申請者は、脊椎動物の祖先的

性質を有する原索動物の代表的な種である

カタユウレイボヤ、Ciona intestinalis か

らホヤタキキニン（Ci-TK）とその受容体

（Ci-TK-R）を単離し、Ci-TK と Ci-TK-R が

分子構造と機能の両面で脊椎動物のタキキ

ニンとタキキニン受容体の性質を保存して

いること、すなわち、脊椎動物のタキキニ

ンとその受容体のプロトタイプであること

を突き止めた。Ci-TK-R がカタユウレイボヤ

の卵巣内の卵黄形成期(Stage II)の卵細胞

周辺に存在する test cell に特異的に発現

していること、DNA マイクロアレイとリアル

タイム PCR 法により、Ci-TK を投与するとカ

テプシンＤ、カルボキシペプチダーゼ B1、

キモトリプシンといったプロテアーゼ遺伝

子の発現と、これらのプロテアーゼ活性が

上昇することを検出した。さらに、Ci-TK-R

を特異的に発現している卵黄形成期(Stage 

II)の卵細胞を Ci-TK で処理すると後卵黄形

成期(Stage III)への成長を誘導すること、

並びに、この Ci-TK による卵細胞成長誘導

作用は、上述のプロテアーゼに対する阻害

剤存在下で完全に阻害されることを見出し

た。以上の結果から、タキキニンの卵巣に

おける作用の一つは、卵黄形成期の卵細胞

中の test cell に作用し、プロテアーゼ遺

伝子発現と酵素性を上昇することにより卵

黄形成期の卵細胞の成長を促進することで

あると結論した。これは、全生物を通じて

初めてのタキキニンの卵細胞における生理

作用機構の初めての知見である。また、ホ

ヤは系統分類上、脊椎動物の起源的生物で

あることを考慮すると、Ci-TK によるプロテ

アーゼ活性化を介した卵細胞成長機構は、

哺乳類をはじめとする脊椎動物でも保存さ

れていることが期待された。さらに、タキ

キニン以外のペプチドもこの卵細胞成長機

構に関与していることも考えられる。 

 
２．研究の目的 
以上の背景から、 
(1)Ci-TK により遺伝子発現と活性が上昇す
るプロテアーゼの作用部位を決定 
(2)各プロテアーゼの卵細胞内における挙動
を解明 
(3)哺乳類の卵細胞で同様のタキキニン制御
による成長促進機構の有無の検討 
を行い、脊索動物全体で保存されているタキ
キニン駆動性のプロテアーゼ活性化を介す
る卵細胞成長のメカニズムを明らかにする
ことを構想した。 
 
３．研究の方法 
(1) 各プロテアーゼ mRNA に対して in situ 
hybridization を、および、各プロテアーゼ
に対する抗体を作製して免疫染色を、ホヤと
マウス卵巣切片や卵黄形成期の卵細胞全体
で行う。 
(2) Ci-TKで16時間処理するとカテプシンD、
カルボキシペプチダーゼ B1、およびキモトリ
プシンの遺伝子発現が上昇することを申請
者らは明らかにしているが、これらのプロテ
アーゼの遺伝子発現が最大に達するのが 16
時間後なのかそれ以前なのかといった発現
解析は行っていない。そこで、ホヤ卵巣に
Ci-TK を投与後の各プロテアーゼ遺伝子の時
間的な発現プロファイルを酵素活性とリア
ルタイム PCR で解析する。 
(3) 哺乳類の一次卵胞や二次卵胞に発現し
ている受容体に対応するタキキニンやアゴ
ニストを、アンタゴニストの存在下・非存在
下で投与し、プロテアーゼ遺伝子の変動をリ
アルタイム PCR で検出し、3種のタキキニン
受容体の中でプロテアーゼ遺伝子発現制御
や卵細胞成長にに関与しているものを決定
する。 
 
４．研究成果 
(1)プロテアーゼやタキキニン受容体の局在 
 
①ホヤ卵巣におけるカテプシンＤ、カルボキ
シペプチダーゼ B1、キモトリプシンの局在 
それまでのホヤタキキニン Ci-TK とその受
容体 Ci-TK-Rを対象とした研究により、Ci-TK
は卵黄形成期卵細胞の test cell に作用し
てプロテーゼの遺伝子発現および酵素活性
を上昇させ、卵細胞成長を誘導するというタ
キキニンの新たな生理作用を解明した。そこ
で、この作用が一次的なものか二次的なもの
かを調べるため、ホヤ卵黄形成期卵細胞にお



けるカテプシンＤ、カルボキシペプチダーゼ
B1、キモトリプシンの各プロテアーゼの局在
を免疫染色と in situ hybridization を行っ
た。この結果、カテプシンＤは Ci-TK-R と同
様に卵黄形成期の卵細胞の test cell に、他
の２つのプロテアーゼは濾胞細胞に局在す
ることが判明した（図１）。 

 
この結果、カテプシンＤは test cell で
Ci-TK により直接活性化されるのに対し、残
りの２つのプロテアーゼは濾胞細胞で 2次的
に活性化されることが示唆された。 
 
②マウス卵巣におけるタキキニン受容体の
局在 
哺乳類の 3種のタキキニン SP, NKA, NKB と
これらの選択的受容体である NK1, BK2, NK3
に対する免疫染色を８週齢マウスの卵巣に
行ったところ、全てのタキキニンおよびそれ
らの受容体が一次卵胞と二次卵胞の顆粒膜
細胞と莢膜細胞に特異的に存在しているこ
とを突き止めた。この結果は、ホヤ卵細胞に
存在する test cell と哺乳類卵細胞に存在す
る顆粒膜細胞や莢膜細胞の機能的相同性が
初めて示唆されたものであると同時に、我々
がホヤを用いて明らかにしたタキキニンに
よるプロテアーゼを介した卵細胞成長機構
が、哺乳類でも基本的に保存されている可能
性が極めて高いことを示している。 
 
③マウス卵巣におけるプロテアーゼの局在 
同様に、マウス卵巣におけるカテプシンＤ、
カルボキシペプチダーゼ B1、キモトリプシン
の各プロテアーゼに対して免疫染色を行っ
たところ、カテプシンＤは二次卵胞の顆粒膜
細胞や莢膜細胞に、残りの 2種は濾胞細胞に
局在することが明らかになった。したがって、
哺乳類卵巣におけるタキキニン卵細胞成長
機構が保存されている期待が一層高まった。 
 

(2) ホヤ卵細胞におけるプロテアーゼ活性
化の時間的制御 
 
 これまでの研究で、ホヤ卵黄形成期卵細胞
を 16 時間 Ci-TK で処理すると各プロテアー
ゼ活性が上昇することを解明していたが、そ
の活性動態は調べられていなかった。そこで、
ホヤ卵巣を Ci-TK で処理後３、６、９、１６
時間における各プロテアーゼ活性を測定し、
活性動態を追跡した。その結果、カテプシン
Ｄのプロテアーゼ活性は Ci-TKを卵巣に投与
してから 3時間後に活性が発現して 6時間で
最大になるのに対し、他のプロテアーゼは 6
時間後に活性が発現して急速に上昇するこ
とを解明した（図２）。 

図１ ホヤ卵細胞におけるプロテアーゼの局在 
(A) カテプシン D、 (B)カルボキシペプチダーゼ

B1、(C)キモトリプシン 

 

図２ ホヤ卵細胞内で Ci-TK で誘導されるプロ

テアーゼの活性動態 

この結果と、前述のプロテアーゼ遺伝子の
組織発現分布の結果（図１）から、カテプシ
ンＤは Ci-TKにより直接活性化されるのに対
し、カルボキシペプチダーゼ B1 とキモトリプシ

ンは 2 次的に活性化されるという機構が強く
支持される（図３）。 
 
(3) ニューロテンシンによるタキキニン誘
導性卵細胞成長の抑制 
ホヤ神経ペプチドのペプチドミクス研究

の過程で、我々はニューロテンシンのホヤ同
族体 Ci-NTLP6 を同定し、このペプチドがホ
ヤ卵巣で発現していることを突き止めた。さ
らに、Ci-NTLP6 を卵巣に投与してマイクロア
レイ解析を実施したところ、驚いたことに、
Ci-NTLP6 は、Ci-TK が活性化するペプチド、
すなわち、カテプシンＤ、カルボキシペプチダ

ーゼ B1、キモトリプシンの遺伝子発現を抑制する

ことが明らかになった。さらに、Ci-NTLP6 と
Ci-TK でホヤ卵黄形成期の卵細胞を処理する
と、Ci-TK による卵黄形成期の卵細胞の成長 



 
が完全に抑制することが判明した。これらの
結果から、カテプシンＤ、カルボキシペプチダ

ーゼ B1、キモトリプシンによる卵細胞成長機構は、

Ci-TK により正に、Ci-NTLP6 により負に調節さ
れることが決定された。これらの成果は、タ
キキニンやニューロテンシンが卵細胞成長
に関与することを示した初めての例であり、
これら神経ペプチドの新たな生物学的役割
を決定したことは大変意義が大きい。 
 
(4) マウス二次卵胞成長におけるタキキニ
ンの作用 
 
ここまで述べたホヤ卵細胞を対象にしたタ
キキニンの卵細胞成長誘導作用とその機構、
および、マウス二次卵胞の顆粒膜細胞や莢膜
細胞における NK1、NK2、NK3 の局在と各プロ
テアーゼのマウス二次卵胞の顆粒膜細胞や
莢膜細胞における局在の結果から、哺乳類で
もタキキニンは二次卵胞成長を誘導してい
ることが予想された。そこで、NK1、NK2、NK3
アンタゴニストを一次卵胞や二次卵胞に投
与したところ、顆粒膜細胞の増殖が著しく抑
制されることを明らかにした（図 4）。 

 
また、その抑制効果は、各タキキニン受容体
アンタゴニストで同等であり、NK1、NK2、NK3
の各アンタゴニストで処理すると、濾胞と卵
細胞とものほぼ完全に成長が阻止されるこ
とがわかった。このことから、哺乳類では、
タキキニンは顆粒膜細胞の活性化を通じて

二次卵胞の成長を促進していることが明ら
かになった。以上の結果から、哺乳類でもタ
キキニンによるプロテアーゼ活性化を通じ
た初期卵細胞成長機構が保存されているこ
とが示唆された。このことは、これまで全く
不明だった生殖腺刺激ホルモンで制御され
ない初期卵細胞の成長制御因子の初めての
同定であるという点で、内分泌学や生殖生物
学において極めて重要な新知見であるとい
える。したがって、この成果は、初期卵細胞
成長の改善という視点に基づく、これまでに
ない不妊症や卵巣障害の改善に道を拓くと
考えられる。さらに、哺乳類を直接対象にし
た研究では長年明らかにできなかった機構
を、ホヤをモデル生物として明らかにできた
ことから、内分泌学や生殖生物学におけるホ
ヤのモデル生物としての有用性が本研究に
より証明されたと考えられる。現在、マウス
二次卵胞成長においてタキキニンにより制
御されるプロテアーゼ種の同定とそのメカ
ニズムに取り組んでいる。 

図３ ホヤ卵細胞内での Ci-TK によるプロテア

ーゼを介した卵細胞成長機構の模式図 
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