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研究成果の概要（和文）：脊椎動物における消化ホルモンCCK/ガストリンのホヤ同族体であるcioninやcionin受容体の
発現を幼生から成体まで解析した。cionin受容体遺伝子プロモータ―下で蛍光タンパクを発現させる実験より、幼生の
運動神経及び神経索に発現が認められた。さらにトランスジェニック個体による解析から、cionin受容体がコリン作動
性神経に発現していることが示唆された。一方、成体においてはcionin ペプチドが主に中枢神経に発現しており、受
容体は中枢神経の他に消化管に認められた。Cionin は中枢神経において神経伝達物質もしくは神経修飾物質として作
用すると共に、消化管で機能することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the evolution of the digestive hormone cholecystokinin (CCK)/gastrin 
in chordates, we analyzed the expression of cionin which is a CCK/gastrin ortholog and cionin receptor in 
the ascidian Ciona intestinalis. Analysis of cionin receptor gene promoter-driven fluorescence 
demonstrated that the cionin receptor was expressed in the visceral ganglion and tail nerve cord of 
larval ascidians. This expression pattern coincided with cholinergic neurons. In adult ascidians, cionin 
mRNA was exclusively expressed in the central nervous system, whereas the expression of cionin receptor 
mRNA was detected in both the central nervous system and digestive tract. These results suggest that 
cionin is released from the central nervous system and acts as a neurotransmitter or neuromodulator, 
affecting cionin receptor-expressing neurons. Alternatively, cionin can affect the digestive tract as a 
digestive hormone.

研究分野：比較内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 
消化管ペプチドのコレシストキニン

(CCK)とガストリンは、互いに高い配列類似
性を示し、受容体を共有することから、共通
祖先から進化したと考えられている。さらに、
主に哺乳類において、消化管だけでなく脳で
も生理作用が認められ、多機能ペプチドであ
ると報告されている。また、脊椎動物の祖先
的動物である原索動物カタユウレイボヤに
おいても、CCK/ガストリンの祖先ペプチド
cionin の存在が報告されているが、その生理
作用は不明であった（Johnsen, 1998）。 
 
 
２．研究の目的 
 
我々は、カタユウレイボヤにおいて、cionin 
が中枢神経に発現していたこと、哺乳類細胞
株を用いたリガンド―受容体解析により、
cionin受容体（cioninR）を同定したことを報
告している（Sekiguchi et. al., 2012）。cionin は、
cioninRを経て生理作用を発揮する為、その局
在を明らかにすることは機能解析をする上
で極めて重要である。 
本研究の目的は、cioninR 及び cionin の発
生過程及び成体における局在解析と発現局
在に基づいた機能解析を行い、脊椎動物で多
様化した CCK/ガストリンの始原的な生理作
用を明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
１）ホヤ幼生における cioninRの局在解析 

cioninRプロモーターを蛍光タンパク kaede 
ベクターに組み込んだコンストラクトを受
精卵にエレクトロポレーション法により導
入し、幼生まで発生させ蛍光発現のパターン
を蛍光顕微鏡により解析した。 
さらに小胞アセチルコリントランスポー
ターのプロモーターを用いたコリン作動性
神経の蛍光（CFP）マーカートランスジェニ
ック個体の受精卵に、上記のコンストラクト
を導入し、幼生における kaedeと CFPによる
蛍光の局在を比較した。 
 
２）ホヤ成体における cioninR および cionin 
mRNAの組織発現分布解析 
ホヤ成体から中枢神経、心臓、内柱、鰓、
消化管、卵巣を切除し、Total RNAを抽出後、
OligodT を用い cDNA を合成した。SYBER 
premix EX Taq（タカラ）を用いた real time PCR
解析により、cioninR および cionin mRNAの
各組織における発現量を定量した。内部標準
は、ホヤ EF1αを用いた。 
 
３）ホヤ成体における cioninペプチドの局在
解析 
ホヤ中枢神経を固定し、連続パラフィン切

片を作製した。ウサギ抗 cionin 抗体を一次抗
体として、ビオチン化ヤギ抗ウサギ IgG抗体
を二次抗体として、ABC法により免疫組織化
学を行った。同時に、吸収試験により特異性
の検討を行った。 
 
４）消化管培養系の構築 
末梢における cioninの機能を解析する基盤
構築の一つとして消化管の器官培養を試み
た。ホヤ消化管（胃）を切除し、ホヤリンガ
ー液（NaCl, 25.9g/L; KCl, 0.75g/L; CaCl2, 
1.05g/L; MgCL2, 5.295g/L; Na2SO4, 1.63g/L; 
NaHCO3, 0.06g/L; glucose, 1.0g/L）中で培養し
た（Revis and Thorndyke, 1981）。胃の食道側
と腸側にチューブを付け、HPLC ポンプで海
水を流した。デンプンを海水中に加え、胃を
通過させ、1 時間毎に 6 回通過海水を回収し
た。海水中のアミラーゼ活性は、αアミラー
ゼ測定キット（キッコーマン）により定量し
た。 
 
 
４．研究成果 
 
１）ホヤ幼生における cioninRの局在解析 

cioninR プロモーターを受精卵に導入する
ことで、幼生の運動神経及び神経索に kaede 
蛍光を検出できた。さらにコリン作動性 CFP
マーカートランスジェニック個体受精卵へ
の導入により、運動神経と神経索に kaede と 
CFPの蛍光が重なることを確認した。これら
のことから、cioninRは、幼生において、コリ
ン作動性神経に発現していることが示され
た。cionin は、幼生の運動に関与しているこ
とが示唆される。 
 
２）ホヤ成体における cioninR および cionin 
mRNAの組織発現分布解析 
カタユウレイボヤ各組織を用いた real time 

PCR 解析の結果、cioninR mRNAは、中枢神
経の他、内柱、消化管、卵巣に発現が認めら
れた。一方 cionin mRNAは、神経における発
現が主であり、消化管など他の組織では、
1/300 ほどの発現量しか認められなかった。
以上のことから、cionin は主に中枢神経で合
成され、中枢神経及び末梢の内柱、消化管、
卵巣に作用するものと考えられる。 
 
３）ホヤ成体における cioninペプチドの局在
解析 
ホヤ成体の中枢神経は、入水孔と出水孔の
間に位置している。中枢神経の前方からは、
入水孔及び体壁筋の方向へ神経が投射し、後
方からは出水孔、体壁筋に加え内臓にも神経
が投射している。縦断面の連続切片を用いた、
cionin 抗体による免疫組織化学の結果、
cionin 抗体陽性神経の細胞体と神経線維が検
出された。さらに、細胞体は中枢神経の前方
部分に局在していること、神経線維は中枢神
経全体に認められることが明らかになった。



また横断面による解析では、cionin ペプチド
が中枢神経前方部の外周全体に発現してい
ることを明らかにした。なお抗体の特異性に
ついては、吸収試験により確認することがで
きた。 

 
４）消化管培養系の構築 

cioninR が発現している消化管の機能解析
を行うために、消化管器官培養系の構築を試
みた。アミラーゼ活性を指標とし、消化管が
機能しているか否かを検討した結果、デンプ
ン流入後１時間で、アミラーゼ活性の上昇が
認められた。今後、この培養系を cionin 活性
測定に活用する予定である。 

 
【要約】 
１）ホヤ幼生において、cioninRは、運動神経
及び神経索のコリン作動性神経に発現して
いることを示した。 
２）cionin は、中枢神経で合成され、中枢神
経で神経伝達物質もしくは神経修飾物質と
して作用すると共に、内柱、消化管、卵巣へ
神経ホルモンとして作用することが示唆さ
れた。 
３）cionin 作動性神経の細胞体が、中枢神経
の前方部に局在することを明らかにした。 
４）cionin 機能解析のためのホヤ消化管器官
培養系を構築した。 
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