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研究成果の概要（和文）：動物は変態を通じて様々な側面から体を作り替える。これらの変化の正確な制御は変
態の成功に必須である。変態イベントの開始・進行は神経や内分泌経路によって制御されているが、これらの因
子が変態の多岐に渡る現象のタイミングを調節する仕組みはまだ分かっていない。本研究では、遊泳生のオタマ
ジャクシ型幼生から固着性の成体へと劇的に変化を遂げるホヤを用いて、変態イベントの開始・進行を調節する
仕組みの解明を行った。GABAが全変態イベントのスイッチであること、尾部吸収はGABAの下流のGnRHホルモンに
より開始されること、成体構造の構築はGnRHと甲状腺ホルモンの協調的作用で進行することなどの発見をもたら
した。

研究成果の概要（英文）：Metamorphosis allows animals to convert their various aspects such as body 
shape, physiology, gene expression, behavior, life style and environment. How the timing of these 
metamorphic changes are regulated by the neuronal and endocrine systems is the important question 
for understanding animal metamorphosis? To address this issue, we characterized regulatory network 
of the metamorphosis in the ascidian. We identified the neurotransmitter GABA is essential for the 
whole metamorphic events of ascidian. GABA uses its metabotropic receptor for initiating 
metamorphosis. GnRH is the downstream molecule of GABA for initiating tail regression. The other 
metamorphic event of ascidian, growth of adult organs is regulated by a portion of GnRH and thyroid 
hormone. Our findings are necessary for understanding the nature of animal metamorphosis.

研究分野： 発生遺伝学

キーワード： 変態　ホヤ　GABA　GnRH

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でホヤの変態制御因子を特定したことは、発生・生理学的に極めて重要である。変態のような変化はあら
ゆる動物群で見られる普遍的な特徴である。哺乳類においても思春期の時に体が大きく変化することは知られて
いる。私たちの研究は、ホヤの重要な変態制御因子としてGnRHを特定した。GnRHは脊椎動物の第二次性徴に必須
のペプチドホルモンである。つまり、ホヤの変態は脊椎動物の第二次性徴と似た機構で進行されるのである。本
研究を通じ、動物が大人に至る仕組みには、GnRHというホルモンを通じた共通した機構があることが推定され、
本分野の新しい理解を促す重要な学術的・社会的な意義がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
動物は、変態を通じて幼生・幼体から成体へとその体を劇的に変化させる。このとき、単に

体制が変化するだけでなく実に様々な生物的機能が変化する。遺伝子発現、生理反応のような
内的要因から、行動や生活場所といった生態的な外的要因も含めた大きな変化が、変態という
たった一つのイベントによってもたらされる。逆に言えば、動物の変態は上記のイベントが一
度に、同一の体で同時的に生じる、劇的な生物現象である。 
動物の変態で生じる上記の変化は、互いに深い関係があり、タイミングが厳密に制御されてい
る。例えば、無尾両生類のカエルは水中生活を送るオタマジャクシから水を離れて生活可能な
成体へと変態するが、その過程で生じる変化は、全て陸上生活に適応するためのものとなって
いる。一部の変化が、まだ水中にいる段階で生じると個体の死につながるため、陸上への進出
と呼応する形で様々な変化を遂げなくてはならない。動物の変態は神経系とホルモン・内分泌
系によりそのタイミングが制御されていることはよく知られており、その下流に個々の変態イ
ベントが存在する。つまり、上流の制御因子がどのように、下流のイベントのタイミングを制
御しているのか、その協調を達成する仕組みを明らかにすることが、動物変態の理解に必須で
ある。 
 
２．研究の目的 
ホヤは脊椎動物に最も近い無脊椎動物であり、オタマジャクシ型で活発に遊泳する幼生から、

固着性の成体へと変態する。ホヤ幼生はその最前方に付着突起と呼ばれる神経性の固着器官を
有しており、付着突起で岩などに固着する。固着するとその固着刺激によって一連の変態現象
がスタートする。ホヤの変態イベントは尾部吸収などの幼生構造の破壊・喪失と、成体組織の
構築・成長に大別される。ホヤの変態開始には神経系により制御されていると予想されており、
神経系がどのように方向性の異なる変態イベントの開始を司っているのか、その仕組みを解明
することを通じ、動物変態における変化が協調的に制御される仕組みを理解することを目指す
ことが本研究の目的である。 
我々は本研究の開始前に、ホヤの変態開始に重要な機能を有する物質が GABA であることを支
持するデータを得た。GABA は神経伝達物質であるため、この GABA による伝達をトリガー
にしてホヤが変態を開始していると予想される。本研究では、GABA がホヤの変態制御因子で
あることを証明し、さらに GABA の下流にある因子・神経細胞を同定することで、ホヤの変態
の各イベントが開始されるメカニズムへとアプローチし、最終的にそれらのイベントが統合的
にホヤの変態を開始・進行させる機構を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）ホヤの 1種であるカタユウレイボヤを材料に用いる。幼生への神経伝達物質や各種阻害
剤の投与によって変態への影響を調べる。また遺伝子機能をゲノム編集ならびにモルフォリノ
オリゴを用いて抑制し、変態に必要な遺伝子を特定する。ゲノム編集には TALEN を主に用い、
Crispr/Cas9 も必要に応じて併用する。変態中のホヤから RNA を抽出しての遺伝子発現解析、
固定胚を用いた in situ hybridization、組織化学染色を通じて変態イベントへの影響を観察する。
カタユウレイボヤは遺伝学的アプローチが可能なホヤであり、遺伝子ノックアウトや遺伝子組
換え実験から系統を樹立し、遺伝子機能や細胞・組織分化を観察する。 
 
４．研究成果 
（１）GABA はカタユウレイボヤの変態に必須である 
 幼生の尾部を一部切除して変態を生じなくし、GABA を添加すると変態が誘導されることを
確認した。そのほかアセチルコリン、グルタミン酸、グリシンといったホヤ幼生が発現してい
る神経伝達物質の添加も行ったが、変態誘導活性があるのはこれらのなかでは GABA のみであ
った。また我々は、single cell transcriptome 解析を使って神経伝達物質の１つドーパミンを産生
する神経の分化に必須な転写因子 Ptf1 と Meis を同定した。このことにより、ドーパミンがな
いホヤの作出に成功したが、このホヤは正常に変態したため、ドーパミンもホヤの変態には必
要ではない。 
 GABA の変態への必要性を確認するために、GABA の合成・分泌に必要なタンパク質をコー
ドする遺伝子を抑制し、変態への影響を観察した。その結果、これらの遺伝子抑制個体は変態
できず幼生のままであった。これらの個体に GABA を作用させると変態能力が回復する。従っ
て、ホヤの全変態イベントの開始には GABA が必須であることが明らかとなった。 
 
（２）GABA の受容体の特定 
GABA は細胞表面にある受容体に受け取られることでシグナルを伝達する。この受容体を特定
する実験を行った。GABA 受容体はイオンチャネル型の A 受容体と、代謝型の B 受容体に大別
される。それぞれのタンパク質をコードする遺伝子を破壊したところ、B 受容体の破壊個体は
変態しなかった。従って、変態において GABA は B 受容体を利用していることが明らかとなっ
た。 
 
（３）GABA・GABA 受容体の下流因子の同定 



GABA 及び受容体が変態を開始・進行させる機構を解明するためには、GABA が受容される細
胞を同定する必要がある。GABA B 受容体の発現パターンは既知であり、そのパターンはアセ
チルコリンを放出するコリン作動性神経と似ている。しかしながらアセチルコリンには変態イ
ベントを促進する活性はなく、他の因子が存在することが予想された。 
その下流因子候補として、神経ペプチドの一種であるゴナドトロピン放出ホルモン（GnRH）

に着目した。GnRH をホヤ幼生に添加すると、変態開始が促進されること、一部の GnRH は変
態中の細胞増殖を抑制する効果があることが分かっていた。GnRH をコードする 3 種類の遺伝
子（gnrh1, gnrh2, gnrhx）の機能を阻害した個体の表現型の解析から、これらの遺伝子は共に変
態、特に尾部吸収に必要であることが明らかとなった。 
ホヤの変態、特に尾部吸収が進行する機構を解明するため、吸収中の細胞で生じる細胞内イ

ベントを解析した。その結果、アクチン繊維及びミオシンを介した細胞収縮運動が尾部を吸収
させていることを明らかにした。 
 
（４）変態進行に異常を示す突然変異体 trf の解析 
我々は以前、変態に異常を示す突然変異体 tail regression failed (trf)を報告していた。この変異体
は、固着後尾部が吸収されないが、成体構造の成長は生じる変異体であり、変態イベントの協
調性が崩れているという、本研究に必須の特徴を有している。この変異体の原因遺伝子の同定
を進め、Prohormone covertase 2 (PC2)タンパク質をコードする遺伝子であることを突き止めた。
実際に PC2 をノックアウトすると、trf と同様の表現型が出現する。PC2 は神経ペプチドの成熟
に必要なプロテアーゼであり、ホヤの変態、特に尾部吸収に GnRH 等の神経ペプチドが必要で
あるということを裏付ける結果となった。 
 神経ペプチドがどのように変態を制御するかを包括的に解明する目的で、trf 変異体と野生型
間で遺伝子発現を比較した。その結果、発現の変動を示す遺伝子のリストを得たが、その中に
は GABA の代謝に関わる遺伝子が含まれており、神経ペプチドのパスウェイが GABA パスウ
ェイと関連を持つことが示唆された。これらの下流遺伝子についてはノックアウトを試みてい
る。 
 
（５）GABA と GnRH の関連 
 GABA が B 受容体を介して、GnRH の分泌を制御して変態を生じさせている可能性を追求す
るため、上下関係を調べる実験を組んだ。GABA 関連遺伝子の機能を阻害した幼生において、
GnRH を添加すると変態が開始されること、すなわち表現型が回復することが明らかになった。
一方でPC2やGnRHのノックアウト個体において、GABAを添加しても変態能力は回復しない。
従って、GABA の下流因子として GnRH があると強く推定された。そのことを裏付けるため、
遺伝子の発現解析を行った。GnRH と GABA B 受容体遺伝子の発現を調べたところ、GnRH 陽
性神経の一部において、GABA B 受容体が実際に発現していた。すなわち、GnRH 神経は GABA
を受容できることが明らかになった。 
 上記の結果は、GABA が GnRH の放出を促進していることを意味しているが、GABA は通常
抑制性の神経であり、神経活動を抑える機能を有している。GABA がどのように GnRH の分泌
を制御しているかを調べるため、GnRH 神経を単離し、GABA の添加時におけるカルシウムイ
オンの変動をイメージング技術によって解析した。しかしながらカルシウムイオンの上昇は認
められなかった。このことから、GABA は GnRH の放出を特殊な経路で制御していることが示
唆された。 
 
（６）成体組織成長を開始させる因子の同定 
 ホヤの変態では、尾部吸収だけでなく成体組織構築・成長も重要なイベントである。このイ
ベントの進行を制御する因子の同定を目指した。まず、GABA はホヤ変態のトータルのスイッ
チであり、GABA の抑制は成体組織成長も停止させる。GABA B 受容体にも同様の効果がある
ことから、B 受容体を介したパスウェイが組織成長にも関わると考えられる。一方で GnRH 遺
伝子をノックアウトした際には、gnrh2 を破壊した時に組織成長の停止が観察されたため、
GnRH の一部も組織成長に関わる可能性が高い。一方で PC2 破壊個体では組織成長が認められ
ており、gnrh2 の破壊と PC2 の機能欠損とでの表現型の不一致の解決は今後の課題である。 
 脊椎動物においては甲状腺ホルモンが体の成長に必須である。このホルモンはホヤにも存在
している。甲状腺ホルモン合成酵素である thyroid peroxidase (TPO)を破壊すると、尾部吸収ま
では正常に進行するが、体の成長が停止するという表現型が得られた。この組織成長の停止は、
細胞周期の G1 arrest であることも分かった。ホヤの変態時には G1 から S 期への進行を制御す
ることで組織成長を促すことが我々の過去の研究から明らかになっており、TPO の変異が確か
に変態中の組織成長に関わることが裏付けられている。甲状腺ホルモンの産生に関わる他の因
子をコードする遺伝子のノックアウトも作製しており、これから解析を進める予定である。 
 
（７）成体組織を作る仕組み 
上記の解析より、成体組織を成長させる仕組みは解明されているが、組織がどのように幼生の
ものから成体のものへと分化するのかは分かっていなかった。本研究ではこの問題にもアプロ
ーチした。 



 まず、Hox1 と Otx という２つの転写因子は内柱（甲状腺相同器官）のそれぞれ後方と前方で
発現する。これらの遺伝子を破壊し解析した結果、発現パターンから予想されるとおり Hox1
が内柱後方、Otx が内柱前方の構築に必要であること、Hox1 と Otx は互いの発現を抑制しあっ
てそれぞれの領域の identity を獲得すること、Hox1 の後方での発現は、周囲の組織からのレチ
ノイン酸シグナルによって誘導されることを明らかにした。 
 Hox12 は幼生期の表皮の一部と変態後の消化管の一部で発現することが分かっていた。この
遺伝子のノックアウト個体の解析から、Hox12 は消化管の正常な形態の構築に必要であること
が明らかになった。 
 Hox13 もまた、変態後の消化管の後方で強い発現を示すことが明らかになっている。Hox13
のノックアウト個体の解析から、Hox13 は輸精管の先端でも発現し、そこに位置する放精制御
器官の構築に必須であることが明らかになった。一方で Hox13 を破壊しても消化管に異常はこ
れまでのところ見つかっておらず、発現と機能は必ずしも一致しないこともまた明らかになっ
た。 
 
（８）セルロース合成能力獲得の進化的考察 
 ホヤは動物でありながらセルロースを合成する極めて珍しい特性を持っている。我々は以前、
ホヤが変態能力を獲得する過程でセルロース合成能力が必須であっただろうと推定していた。
ホヤのセルロースは、ゲノムにコードされているセルロース合成酵素遺伝子により作られ、こ
れは細菌の 1 種であるアクチノバクテリアより水平伝搬を通じてホヤゲノムへと取り込まれた
と推定されている。しかしながら、遺伝子を単に取り込んだだけでは遺伝子機能の獲得には至
らない。特に重要なのは、獲得した遺伝子の発現を得ることである。動物とバクテリアでは遺
伝子発現調節機構が異なることから、どのようにホヤの祖先がセルロース合成酵素遺伝子の発
現を得たのか、その仕組みの理解がホヤ変態の理解に必要である。 
 ホヤのセルロース合成酵素遺伝子は表皮で発現する。まず我々は、セルロース合成酵素遺伝
子の表皮での発現に必須な転写因子 AP2 を特定した。また、セルロース合成酵素遺伝子の転写
調節領域にただ１つある、AP2 結合領域も同定した。この結合領域は、GC rich な配列中に存在
していたが、ホヤのゲノムは全体的に AT rich であることから考えると不釣り合いであった。
セルロース合成酵素遺伝子の由来であるアクチノバクテリアは GC rich なゲノムを持つという
特徴を持っているため、ホヤのセルロース合成酵素遺伝子の転写調節領域に見られる GC rich
な特徴は、このバクテリアに由来する可能性がある。実際に、アクチノバクテリアのセルロー
ス合成酵素遺伝子付近のゲノム配列には、ホヤ内で表皮のエンハンサー活性を有していた。こ
れらのことを総合し、ホヤの祖先はアクチノバクテリアからセルロース合成酵素遺伝子を獲得
した際に、単に遺伝子のみならず表皮のエンハンサーも同時に獲得していて、このことは遺伝
子発現をオンにする原動力となった、と考察した。 
 
（９）遺伝子破壊のための新手法の構築 
 変態などの解析には、変異体を系統化して表現型を観察することが求められるが、変態制御
因子をノックアウトするとそもそも変態しなくなるために、成体まで育てることができず、変
異体を樹立できないという矛盾があった。このことを解決する新しい遺伝子破壊方法を構築し
た。ホヤの始原生殖細胞は尾部にあるが、尾部の切除を通じてこれらの細胞を無くした個体は
体細胞から生殖細胞を再生することが分かっていた。この現象を利用して、変態へと異常を示
さない条件付きの遺伝子を破壊した個体において生殖細胞再生を引き起こさせ、高い効率で生
殖細胞に変異を蓄積した個体を作出することに成功した。これによって、通常の方法では系統
樹立できなかった遺伝子の変異体の樹立を可能にし、PC2 変異体など様々な変異体を実際に樹
立し、解析に役立てた。 
 
（１０）トランスジェニック系統作製の新手法の構築 
 ホヤにおける遺伝子や細胞などの機能解明には、遺伝子組換え系統を迅速にまたローコスト
で作製できるシステムが必須である。この基盤達成のために、PhiC31 によるトランスジェニッ
ク系統作製方法のカタユウレイボヤへの導入を試みた。PhiC31 の組換え認識配列を有するカタ
ユウレイボヤ系統の樹立、PhiC31 がカタユウレイボヤゲノムにおいて組換えを引き起こすこと、
組換え効率はカタユウレイボヤの従来の形質転換法であるトランスポゾンを用いた手法と比べ
て高効率であろうと予想されること、を期間内に突き止めた。 
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