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研究成果の概要（和文）：本研究の成果として、in vitroでのカルシトニン作用とペプチド構造の相関、さらに
生物種の進化におけるカルシトニンペプチドの位置づけを明らかにした。すなわち、カモノハシとオポッサムの
カルシトニンは、哺乳類であるヒトのカルシトニンよりも、魚類のサケのカルシトニンと同様の強い活性を持つ
ことが、カルシトニンペプチドのアルファへリックスの含有率に相関していた。また、生物進化の上では哺乳類
に属しているにもかかわらず、カルシトニンペプチドの分子進化は、ヒトやブタなどの哺乳類型よりも、むしろ
サケ型に分類された。

研究成果の概要（英文）：Calcitonin peptides of non-mammalian species exhibit stronger activity than 
those of mammals. We herein determined whether platypus and opossum calcitonins exhibit similar 
biological activities to those of non-mammalian calcitonins using an assay of actin ring formation 
in mouse osteoclasts. Consistent with the strong similarities in their primary amino acid sequences,
 platypus and opossum calcitonins disrupted actin rings with similar efficacies to that of salmon 
calcitonin. Human calcitonin exhibited the weakest inhibitory potency and required a 100-fold higher
 concentration than that of salmon calcitonin. Platypus and opossum calcitonins also induced cAMP 
production in osteoclast cultures with the same efficacies as that of salmon calcitonin. These 
results suggest that platypus and opossum calcitonins are classified into the salmon-type group, in 
terms of the biological activities and amino acid sequences.
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１．研究開始当初の背景 
カルシトニンは哺乳類では甲状腺から、鳥類
と魚類では鰓後腺から分泌される。鰓後腺由
来カルシトニンの活性は、甲状腺由来のそれ
よりも 100倍ほど高いが、その生理的意義は
不明である。カモノハシは卵を産み孵化させ
て飼育する卵生哺乳類である。最近、カモノ
ハシのゲノム解析が終了し、カモノハシカル
シトニンのアミノ酸配列が明らかとなった。
哺乳類であるにもかかわらず、鰓後腺由来カ
ルシトニンと同等の高い活性を有する可能
性が示唆された。 

 
 
２．研究の目的 
カモノハシおよびオポッサムのカルシトニ
ンの生物活性を破骨細胞のアクチンリング
形成アッセイ系で測定し、ヒト（哺乳類）お
よびサケ（魚類）のと比較により活性の強さ
を決定する。また、卵生発育を調節する中枢
性ホルモンの可能性を検討するため、他の有
袋類や卵生哺乳類との分子系統解析に基づ
きホルモンの発生の位置づけを明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
（１）カモノハシおよびオポッサムのカルシ
トニンの生物活性の測定 
カルシトニンは破骨細胞のアクチンリン
グ（明帯形成）を速やかに破壊することが知
られている。マウス初代培養骨芽細胞とマウ
ス骨髄細胞の共培養に活性型ビタミン D お
よび PGE2を添加して、多核の破骨細胞を分
化誘導した。この破骨細胞を単離し播種しな
おした培養に、用量を振った各動物種の合成
カルシトニンを添加して、３０分後のアクチ
ンリングの破壊率を測定した。 
（２）カモノハシおよびオポッサムのカルシ
トニンの細胞内シグナルの活性化の測定 
カルシトニンは破骨細胞の細胞表面のカ
ルシトニン受容体に結合した後、Gたんぱく
質を介した細胞内シグナルを活性化する。ア
クチンリングの破壊に関しては、カルシトニ
ン受容体によるサイクリック AMPの産生亢
進が必要である。そこで、上述の単離破骨細

胞を用いた培養に、用量を振った各動物種の
合成カルシトニンを添加して１０分後の細
胞内サイクリック AMPの産生量を、ELISA
法を用いて測定した。 
（３）カルシトニンの構造活性相関の解析 
カルシトニンのペプチド断片のエックス
線解析や NMR解析から、カルシトニンは溶
液中でαへリックス構造をとることが報告
されている。それぞれの生物種のカルシトニ
ンを円二色性偏向分散計で解析した。また、
アミノ酸一次配列から予想される疎水性・親
水性の立体構造に関して解析した。 
（４）分子系統樹解析によるカルシトニンの
生物進化における分類の試み 
近年様々な生物種のゲノム解析プロジェ
クトの進展により、カモノハシやオポッサム
の仲間の遺伝子配列が明らかとなってきて
いる。これらのアミノ酸配列を公共データベ
ースから抽出し整形し、MEGA7（配列アラ
インメント作成および系統樹作成・数理学的
比較解析ソフト）を用いて、分子系統樹の作
成とそれぞれのカルシトニンの分子進化の
距離を多数回シミュレーションにより解析
した。 
 
４．研究成果 
（１）カルシトニンの生物活性の測定 
サケカルシトニンを基準にカモノハシ・オポ
ッサム・ヒトそれぞれのカルシトニンのアク
チンリング破壊活性を測定比較した。その結
果、カモノハシおよびオポッサムカルシトニ
ンはサケカルシトニンと同等の強いアクチ
ンリング破壊活性を示した。（下図参照） 
 

 
一方、これまでの報告の通り、ヒトカルシト
ニンはアクチンリングの破壊に対してサケ
カルシトニンの約１００倍高い濃度を必要
とした。以上の結果から、アクチンリング破
壊によるカルシトニンの生物活性は、サケ＝
カモノハシ＝オポッサム＞ヒトであること
が判明した。 
 
（２）細胞内シグナルの活性化の測定 
サケカルシトニンを基準にカモノハシ・オポ
ッサム・ヒトそれぞれのカルシトニンのサイ
クリック AMP を測定比較した。その結果、
カモノハシおよびオポッサムカルシトニン
はサケカルシトニンと同等の強いサイクリ



ック AMP産生能を示した。（下図参照） 
 

 
一方、これまでの報告の通り、ヒトカルシト
ニンは破骨細胞に対するサイクリック AMP
産生誘導に関してサケカルシトニンの約１
００倍高い濃度を必要とした。以上の結果か
ら、カルシトニンによる破骨細胞内のサイク
リック AMP産生誘導能は、サケ＝カモノハ
シ＝オポッサム＞ヒトであることが判明し
た。 
 
（３）構造活性相関の解析 
カモノハシ・オポッサム・サケ・ヒトそれぞ
れのカルシトニンを溶液状態で円二色性偏
向分散計を用いてαへリックスおよびβシ
ートの割合を解析した。２００nm から２５
０nm で楕円性θの測定結果、いずれのカル
シトニンも２０９nm および２２０nm にお
いて顕著な負のピークが見られた。このこと
より、αへリックスが存在することが示唆さ
れた。また、その強度からαへリックスの存
在割合を予測すると、カモノハシとオポッサ
ムのカルシトニンはサケ（４７％）に近い値
（５０％および３６％）をとることが分かっ
た。一方、ヒトカルシトニンは１５％と低い
値であった。これらの結果から、カモノハシ
やオポッサムのカルシトニンはサケカルシ
トニンと同程度の割合でαへリックスを含
んでいることが示唆された。 
カルシトニンのアミノ酸一次配列から予
想されるαへリックスについて、８番目から
２２番目までのアミノ酸残基をサケカルシ
トニンを元に平面に投影した図を作成した。
（下図参照） 
 

 
図の右上半分の点線で示した面は、Leuを主
とする疎水性アミノ酸残基が集まっている

ことから疎水性が強い領域であることが分
かった。さらにカモノハシの８番目のアミノ
酸残基サケと異なるものの性質は疎水性で
ある。一方、オポッサムの１８番目やカモノ
ハシの２２番目の変異は、この疎水性領域に
含まれないことが分かった。ヒトカルシトニ
ンはこの領域のアミノ酸の相同性が非常に
低く、疎水性が弱いことがわかっている。こ
れらの結果から、カモノハシやオポッサムの
カルシトニンはサケカルシトニンと同様に、
αへリックスを多く含んでおり、その表面に
はカルシトニン受容体との結合に必要と考
えられる疎水性面が存在することが明らか
となった。 
 
（４）分子系統所解析 
ゲノム解析完了している生物種の公共デー
タベースからカルシトニン遺伝子を抽出し
カルシトニン前駆体ペプチドに翻訳した後、
カルシトニン配列を整形して、MEGA7で解
析した。作成した分子系統樹を下記に示す。 
 

 
驚いたことに、オポッサムと同じ有袋類であ
るワラビーやタスマニアデビルのカルシト
ニンはオポッサムとともに、哺乳類であるヒ
ト型やブタ型ではなく、サケ型に分類される
ことが明らかとなった。また、カモノハシの
カルシトニンもサケ型に分類された。他の多
くの遺伝子の解析から、カモノハシやオポッ
サムは哺乳類の所属する系統に含まれるこ
とが分かっている。この解析結果から、カル
シトニンは進化の過程で、哺乳類が分枝する
以前の遺伝子を維持していることが強く示
唆された。 
 以上の研究成果から、カモノハシやオポッ
サムなど進化的に分枝したばかりの哺乳類
のカルシトニンは、サケと同様に強い生物学
的活性を持ち、そのペプチドの構造の類似性
や分子系統樹からも、非哺乳類型であること
が明らかとなった。この強い活性は、有袋類
全般にも共通することが示唆される。 
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