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研究成果の概要（和文）：本研究ではホヤの変態を制御する神経伝達物質及びホルモンの機能を解明し、ホヤの
多彩な変態イベントが統合的に制御される仕組みの理解を目指した。神経伝達物質GABAが駆動するGタンパク質
シグナル経路を同定し、複雑な経路を経てcAMPの上昇を介して変態が開始されること、固着刺激を受容するメカ
ニズムとTRPチャネルの関与、cAMP経路の下流で働くペプチドホルモンとD-セリンシグナルにより尾部吸収が駆
動されること、甲状腺ホルモン合成の酵素は甲状腺以外の領域でも機能し変態中の細胞増殖を促進すること、
Hox遺伝子群の成体器官構築への機能等、様々な分子機構が本研究から解明された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to comprehend the molecular mechanisms of how the various 
metamorphic events are coordinated in a single body of the ascidian Ciona. Ciona metamorphosis is 
initiated by the neurotransmitter GABA. GABA signaling uses G-proteins as the downstream factor and 
induces cAMP accumulation for starting metamorphosis. Ciona larvae sense the mechanical stimulus 
generated by adhesion for starting metamorphosis. We characterized the TRP channel gene for this 
sensing. GnRH is involved in initiating metamorphic events such as tail regression. D-serine is a 
signaling molecule downstream of the neuropeptide signaling. During metamorphosis, Ciona develops 
adult organs through cell proliferation. TPO, the enzyme synthesizing thyroid hormone in 
vertebrates, is responsible for this process. TPO is expressed in the mesenchyme in addition to the 
thyroid gland homologous organ. Both organs regulate cell proliferation during metamorphosis, 
suggesting the role of TPO in non-thyroid organs.

研究分野：発生生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
変態は一般の方にも目に付く極めて有名な生物現象であり、またその不思議さ故に生命への興味を惹起しやすい
ため、この現象の原理を深く解明することは、生物学や科学への興味を深める基盤となる。また、新しい機能を
持ったタンパク質の発見や神経系での複雑な分子調節機構は、神経生物学や細胞工学の発展に繋がる。固着によ
り開始されるホヤの変態の特殊性からは、付着動物一般の付着機構の解明と共に、新しい防除策の構築に繋が
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
動物は初期発生の終了後、変態によって幼生から成体へと変化する。変態はあらゆる動物群に認
められる普遍的な現象であり、幼生と成体の２つのステージのそれぞれに異なる役割を与え分
業を可能にしている。この性質から、変態機構の獲得は動物進化・生存戦略の根幹をなす重要な
命題である。変態の過程では、幼生構造の破壊、成体構造の構築と組織成長、行動パターンや生
活様式の変化など、方向性の異なるイベントが時空間的に調整されるため、それらの複雑なイベ
ントを統合的に調整する機構が存在する。その鍵となるのがホルモンと神経系である。しかしな
がらそれらの変態の中枢である制御因子が、異なる性質を有する変態イベントを統合的に進行
させる機構の理解は未だ途上である上に、動物に共有される変態に共通した分子機構の解明も
まだ達成されていない。したがって動物変態の理解には、様々な動物種において、変態制御因子
が各種のイベントを制御する機構を解明する必要がある。 
海産無脊椎動物のホヤは、オタマジャクシ型の幼生から、変態を経て成体の特徴をもった幼若
体へと体制を変化させる。ホヤの変態はわずか１週間で完了することから、変態制御機構の解明
に最適な研究材料である。ホヤは脊索動物に属し、脊椎動物と共通の基本体制をよりシンプルな
形で持つだけでなく、発生・生理現象に関わる因子も脊椎動物と共通したものを有する。一方で
ホヤの変態は固着により開始され、これは栄養摂取状況に合わせて変態時期が決まる両生類に
はない特徴である。分子的な共通基盤と特異性を兼ね備えたホヤの変態制御機構を解明するこ
とは、動物変態における基盤原理の解明はもとより、脊索動物に共通した発生・生理学的イベン
トの分子機構の発見や、それらの制御機構を獲得した動物進化の理解のために欠かすことがで
きない。 
私の研究グループは、ホヤ幼生が持つ神経細胞の機能解析を通じて、変態開始メカニズムを解
明している。遊泳生活を送るホヤ幼生は、体幹部の前方にある付着突起によって物体に固着する
と、その刺激が引き金になって変態を開始する。付着突起は感覚神経組織であり、固着刺激によ
る神経細胞の興奮が体の後方に伝達され、尾部吸収と細胞増殖の再開・成体組織構築といった各
種の変態イベントが開始される。我々は GABA作動性神経がホヤの全変態イベントを開始させ
ること、特に代謝型受容体を通じて GnRHの放出を促進し、GnRHが尾部吸収を開始させるこ
とを突き止めた。GnRHは脊椎動物を始めとする多くの動物の性成熟に必須なペプチドホルモン
であり、GABA は脊椎動物の視床下部における GnRH ニューロンの重要な制御因子である。す
なわち、脊椎動物の性成熟と類似したシステムがホヤの変態で使われていることを明らかにし
てきた。 
 
２．研究の目的 
本研究ではホヤの変態を制御する神経伝達物質及びホルモンの機能を解明し、ホヤの多彩な変
態イベントが統合的に制御される仕組みの理解を達成する。本研究で判明した機構を他の動物
と比較し、動物変態の共通性や脊索動物に共通する変態・成熟制御の分子基盤を発掘することを
狙う。研究当初には以下の主なターゲットを設けた。 
（１）GnRHが尾部吸収を開始・進行させるメカニズムの解明。GnRHリガンドが尾部細胞に受
け取られることで尾部吸収が開始するが、ホヤは７種類の GnRH リガンドと４種類の GnRH 受
容体を持つことから、どのリガンドと受容体の組合せでこのイベントが発生するのかを突き止
める必要がある。また、ホヤの尾部吸収が、細胞内のアクチン繊維による形態形成運動により進
行する。活性化された GnRH 受容体がアクチン繊維に作用して制御する下流のシグナル伝達機
構もターゲットする。 
（２）成体構造形成機構の解明。GABA-GnRH神経経路は、尾部吸収だけでなく変態時の細胞増
殖・組織成長の中枢としても機能すると考えられる。そこで GABA-GnRH 経路が細胞増殖を制
御する分子メカニズムを解明する。同一の因子によって幼生構造破壊と成体組織構築・成長促進
という、真逆の性質をもつイベントが開始される仕組みを解き明かし、両イベントの時空間的調
節機構を理解することを目指す。 
（３）甲状腺ホルモンのホヤにおける機能 甲状腺ホルモンは両生類の変態に必要な有名なア
ミノ酸誘導体であるのみならず、脊椎動物の幼少時からの体の成長に必須な因子である。ホヤは
甲状腺に相同な器官である内柱を持ち、内柱では甲状腺ホルモンの合成も示唆されているもの
の、ホヤにおける機能については断片的な研究しかされていない。我々は研究開始当初、甲状腺
ホルモン合成に必要な酵素 Thyroid Peroxidase (TPO)のノックアウトホヤを作製し、尾部吸収まで
は正常に完了するものの、その後の成長を示さないことを突き止めていた。本ホルモンがホヤの
変態時の細胞増殖・組織成長をコントロールする機構を解明し、ホヤの変態制御機構の全体像を
明らかにすることを目指す。 
 
３．研究の方法 
変態に関わる遺伝子はモルフォリノオリゴを用いた機能阻害、ゲノム編集を用いたノックアウ
トと突然変異体系統作製、人工 DNAコンストラクトによる強制発現方法を用いて解析する。シ



グナル伝達因子をホヤ幼生の飼育水に添加して作用させ、変態イベントへの影響を観察する。遺
伝子の発現情報を in situハイブリダイゼーション法を用いて調べる。また幼生の固着器官、薬品
処理個体や組織における包括的な遺伝子発現変動を RNA-seq法によって解析する。 
 
４．研究成果 
（１）GABAの変態開始機構の再考：GABAはホヤの変態開始を司る神経伝達物質である。我々
の過去の研究では、GABAは脳で作用すると考えていたが、本研究で再度検証した結果、GABA
は固着器官で変態を誘導することが判明した。 
（２）変態開始を司る Gタンパク質の同定：GABA, GnRH共に変態には Gタンパク質共役型受
容体を介して機能することから、変態を司る Gタンパク質を同定した。遺伝子機能解析の結果、
Gi, Gq, Gsの各 Gタンパク質が変態に必要であること、Gタンパク質はこの順序で固着器官で活
性化されること、Giの活性化はおそらく GABA受容体であること、Giはサブユニットを介し
て Gq 経路を直接的に活性化しうること、Gq は PLC, IP3 受容体を介し固着器でのカルシウム
イオン上昇を引き起こすこと、Gsは cAMP の合成を促進すること、cAMP の蓄積が変態開始の
重要なスイッチであること、Gi はサブユニットによって GIRK チャネルを活性化すること、
およびサブユニットによってアデニル酸シクラーゼを抑制し cAMP を一時的に低下させるこ
とを示すデータを得た。Gi の抑制的にも促進的にも働く機能は、固着から変態開始までの時間
的ギャップが生じることを説明可能である。 
（３）尾索類特異的タンパク質 DRESSの発見：（２）で示した経路では、PLCが合成するもう
一つの二次メッセンジャー分子であるジアシルグリセロール(DAG)の関与が不明であったので
これを検証した。ホヤ幼生に DAGのアナログ分子を投与したところ、変態が誘導された。DAG
の主要ターゲットはプロテインキナーゼ C であることから、RNA-seq データを活用し固着器官
で発現する遺伝子リストを探索したところ、相同性を示すもののキナーゼドメインを持たない
新規の構造を持ったタンパク質をコードする遺伝子を同定した。この遺伝子を機能阻害すると
変態が生じず、GABAでレスキューできるため GABAより上流で機能することが予測された。
この新規のタンパク質を DRESS と名付けた。DRESS はホヤの属する尾索動物にのみ認められ
るうえに、尾索動物でも変態を二次的に消失しているオタマボヤ類では DRESS遺伝子も二次的
に消失していることから、DRESS の獲得は尾索動物の変態の進化を促す役割を担っていた可能
性がある。また、この一連の実験から、 
（４）固着刺激の受容に関する研究：ホヤの固着器官は固着によって発生する機械刺激を受容す
ると考えられている。そのメカニズムを解明するため、機械受容チャネルである TRP チャネル
に着目した解析を行った。付着突起で強く発現する TRP の一種 PKD2 を見いだし、この遺伝子
を機能阻害すると、変態開始に遅れが認められた。幼生は固着によって発生する力を何らかの形
で定量している可能性を見いだし、PKD2の機能欠損では、力に対する感受性が低くなっている
ことを示す結果を得た。 
（５）尾部吸収を司る D-serineの発見：GnRHの下流因子を同定する目的で、過去に行った GnRH
を始めとする神経ペプチドの機能欠損突然変異体 tail regression failed の遺伝子発現を野生型と
比較する実験を行った。その結果、突然変異体で発現低下を示す遺伝子のひとつにセリンラセマ
ーゼをコードする遺伝子 SRR3 を見いだした。SRR3 は L-セリンを D-セリンに変換する酵素で
あり、実際にホヤ幼生から D-セリンを検出した。D-セリンを投与すると尾部吸収時に形成され
る、尾部を格納するスペースが異時的に形成されること、逆に SRR3を機能阻害するとスペース
が形成されず、尾部吸収が不完全になることが判明した。スペースは変態開始時の表皮からの物
質分泌によって形成され、この分泌が D-セリンによって誘導される。D-セリンの受容体として
NMDA型グルタミン酸受容体を同定した。NMDA受容体は D-セリンだけでなくグリシンとも結
合するが、実際にグリシンもスペース形成を誘導する。一方でグルタミン酸にはその活性はない
ことから、既知のメカニズムでは説明できない新たな NMDA受容体の性質を反映している可能
性がある。 
（６）尾部吸収とアポトーシス：尾部吸収時にはアポトーシスが生じるが、これを引き越す因子
は不明であった。アポトーシス誘導因子として知られている Caspase を調べたところ、Caspase-
8/10 が尾部で発現していること、この因子の機能阻害によってアポトーシスが生じなくなるこ
と、尾部吸収が途中で停止することが判明した。 
（７）甲状腺形成に関わる転写因子の同定：ホヤの甲状腺相同器官である内柱での発現が知られ
ている２つの転写因子 Nkx2-1 と FoxE のノックアウトを実施し、内柱がないホヤを作製した。
これらのホヤにおいては甲状腺ホルモン合成に必要な遺伝子 TPO の発現が消失していることを
確認した。一方で Nkx2-1の突然変異によって内柱を失ったホヤは正常に尾部吸収を経て変態し、
また体の成長も野生型とほぼ変わらなかった。このことは、TPO のノックアウトにより体の成
長がほぼ停止することと対照的である。この研究成果を元に、ホヤと同じグループに属するオタ
マボヤを用いた共同研究を展開し、Nkx2-1 と FoxE の機能が保存されていることを明らかにし
た。 
（８）TPOの新規機能ドメインと作用機序の解明：（５）の結果を受け、TPOには内柱以外の発



現領域があることを疑って共同研究を展開した。その結果、TPO の間充織細胞での発現を見い
だした。続いて間充織の分化を担う Twist-like、内柱の分化を担う Nkx2-1の２つの転写因子の機
能阻害を実施した結果、片方の機能欠損は細胞増殖にほとんど影響を与えないものの、両方を一
度に破壊することで TPO 変異体と同じく細胞増殖がほぼ停止することを解明した。これによっ
て、TPO変異体と Nkx2-1変異体との表現型の差が説明できる。 
（９）成体組織形成：変態時の成体組織形成において、Hox転写因子群が重要な働きを担うこと
を突き止めていた。機能が未解明であった Hox2と Hox13について解析を実施した。予想に反し
両方とも変態時には目立った機能を有しなかったが、Hox2は出水口形成、Hox13は輸精管形成
にそれぞれ必要であることが判明した。 
（１０）実験技術の改良：ゲノム編集技術は突然変異体作製に革命をもたらした実験手法である。
特に CRISPR/Cas9 は簡便な方法であるが、ホヤでは条件検討が十分にされていたとは言いがた
い状況で、変異導入効率も高くなかった。本研究で解析する遺伝子に対する guideRNAを用いて
条件を検討し、IDT社の製品を用いることで効率良く変異を導入できる条件を樹立した。 
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