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研究成果の概要（和文）：哺乳類の体温維持に関わる視床下部－下垂体－甲状腺（HPT）系を調節する視床下部因子（
甲状腺刺激ホルモン放出因子：TRH）のmRNA発現が、両生類においても哺乳類と同様に低温刺激により増大することを
明らかにした。しかし、両生類においてTRHはHPT系の調節にはほとんど関わらず、プロラクチン（PRL）の放出因子と
して機能する。TRH－PRL系が両生類の低温環境適応に果たす役割、および視床下部－下垂体調節系の両生類・哺乳類間
での違いが変温動物から恒温動物への進化とどのように関わっているのかを考察した。

研究成果の概要（英文）：Hypothalamus-pituitary-thyroid gland (HPT) axis plays an important role to 
maintain body temperature in mammals. Thyrotropin-releasing factor (TRH) is a major factor that enhances 
the release of thyroid-stimulating hormone (TSH) from the pituitary in mammals, whereas it mainly acts as 
a prolactin-releasing factor in amphibians. In this study, it was revealed that expression of TRH 
precursor mRNA in the frog hypothalamus was increased by cold stimulation as in mammals. The discrepancy 
in the role of hypothalamic factors between amphibians and mammals is discussed in relation to 
metamorphosis and thermoregulation.

研究分野：比較内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類の体温維持には、視床下部－下垂体
－甲状腺（HPT）系による調節が重要な役割
を果たしている。すなわち、体温の低下を感
知すると視床下部における甲状腺刺激ホル
モン放出ホルモン（TRH）の合成が高まり、
TRH の刺激により脳下垂体からの甲状腺刺
激ホルモン（TSH）が放出される。TSHは甲
状腺に作用し、熱代謝促進作用を有する甲状
腺ホルモンの分泌を促進する。一方、変温動
物である両生類では TRH に代わり副腎皮質
刺激ホルモン放出因子（CRF）が強い TSH放
出活性を有すること 1、TRH はプロラクチン
（PRL）の主要な放出因子として機能するこ
と 2がわかっている。脊椎動物が変温動物か
ら恒温動物への進化を遂げた過程を解明す
るためには、視床下部－下垂体調節系につい
て哺乳類（恒温動物）と両生類（変温動物）
で大きな差異が存在することの意義を明ら
かにする必要があると考えられた。また、体
内で熱を生み出すことができない両生類に
とって重要な、寒冷環境に対する順応および
凍結耐性の調節機構について十分な解明が
なされているとは言えなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、変温動物から恒温動物への移行
が両生類においてどこまで準備され、いかな
る内分泌的要因が両生類をして変温動物に
とどまらせているのかを明らかにすること
を目的として行った。また、無尾両生類の低
温環境適応および凍結耐性に関わる因子と、
その調節機構を解明することも目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） カエル視床下部ホルモンのmRNA発現
が環境温度の影響を受けるかどうかを明らか
にするため、低温で飼育したウシガエルおよ
びネッタイツメガエルの脳を用いて定量的
PCRによるTRHおよびCRF mRNA発現レベル
の解析を行った。ウシガエルTRHに関しては、
前駆体cDNAが得られていなかったため、ウシ
ガエル脳よりTRH前駆体をコードするcDNA
をクローニングした。また、TSH βサブユニッ
ト、PRLのcDNAを用いて同様に下垂体におけ
るこれらのホルモンのmRNA発現に及ぼす低
温の影響を調べた。 
 
（２） 日本に生息するカエルの寒冷環境に
対する適応や、凍結耐性の調節機構はこれま
で研究されていなかった。この解明を目指し、
ニホンアマガエルを用いて実験を行った。ア
マガエルが凍結耐性を有するかどうかを明
らかにするため、冬眠中（1－3 月）の個体
を−4°C で 6 時間凍結し、その後解凍した場
合の生存率を調べた。また、活動期（5月）、
冬眠中、凍結、解凍の 4群につき、体内のグ
リセロールおよびグルコースの濃度を測定
した。さらに、グリセロール輸送体であるア
クアポリン 9（AQP-h9）をコードする cDNA

をアマガエル肝臓からクローニングし、それ
ぞれの実験群の肝臓における mRNA 発現を
比較した。 
 
４．研究成果 
（１）ウシガエルTRH前駆体mRNAの発現を
測定するために、はじめにTRH前駆体をコー
ドするcDNAのクローニングを行った。得られ
たcDNAから推定されるTRH前駆体アミノ酸
配列中には、7回のプレプロTRH配列が含まれ
ていた。プレプロTRH配列の繰り返し回数は、
脊椎動物の種によって異なる。推定されるア
ミノ酸配列を他の脊椎動物のTRH前駆体と比
較すると、プレプロTRH領域に関しては高度
に保存されていたが、それ以外の箇所の保存
性は低く、全体的な類似性は30–50%であった。
本cDNAを用いてRT-PCRを行った結果、TRH
前駆体mRNAは全身のほとんど全ての器官に
発現していること、中でも脳および背側皮膚
における発現が高レベルであることがわかっ
た。 
 次に、得られたcDNAを用いて定量的PCRに
よりウシガエル視床下部におけるTRH前駆体
mRNAの発現を調べた。夏期に採集したウシ
ガエル成体を4°Cで飼育し、継時的にTRH前駆
体mRNAの発現を測定して常温（25°C）で飼
育した個体と比較すると、低温曝露後24時間
以内にTRH前駆体mRNA発現が上昇すること
がわかった。一方、この実験条件では、視床
下部におけるCRF mRNA発現には有意な変動
は認められなかった。さらに、脳下垂体にお
けるPRL mRNAの発現が上昇すること、TSH β
サブユニットのmRNAの発現レベルには差が
見られないことが明らかになった。ネッタイ
ツメガエルを低温（10°C）で飼育した場合に
も、ウシガエルの場合と同様に、常温飼育群
に比べて視床下部中のTRH前駆体mRNAの発
現増大が認められた。一方、CRF mRNA発現
には変化が見られなかった。 
 これらの結果から、哺乳類で見られる低温
刺激によるTRH発現上昇の機構は両生類にお
いても既に備わっていることが示唆された。
しかし、両生類においてTRHは下垂体からの
TSHの分泌増大を介した甲状腺ホルモンの分
泌調節には結びつかず、もっぱらPRLの分泌
促進を司る。PRLのはたらきとして両生類で
もっとも特徴的なものは、成長の促進と変態
の抑制である。低温刺激によるカエルのTRH
発現上昇は、下垂体からのPRL分泌を引き起
こす可能性が考えられる。このことは特に両
生類の幼生にとっては重要なことである。低
温下ではPRLによって変態をせずに幼生とし
て成長を続ける方が、変態後の食性（低温下
では餌となる小動物が不足する）や、運動能
力に関連する体のサイズなどの点で生存に有
利であるからである。 
 両生類は体内で熱を産生する機構を持たな
い。それに加えて、低温で発現増大する因子
（TRH）が視床下部－甲状腺系に大きく影響
しないことも両生類が変温動物にとどまって



いる要因の一つであると考えられる。換言す
れば、1) 体内での熱産生機構を備える、2) 熱
産生機構を促進的に調節する甲状腺ホルモン
の分泌を、低温により発現増大する因子が促
進的に調節する、の両方が揃うことが恒温動
物の出現のための条件であったと言える。 
 
（２）ニホンアマガエルは亜寒帯気候地域で
ある北海道を含む日本列島のほぼ全域に分布
している。しかし、ニホンアマガエルの低温
環境順応や凍結耐性の調節に関する研究はこ
れまでなされていなかった。本研究では、ま
ず冬眠中のアマガエルを−4°Cで6時間凍結し
た後解凍した場合の生存率を調べた。その結
果、80%以上の個体の生存が確認され、ニホ
ンアマガエルが凍結耐性を有することが明ら
かになった。 
 5月に採集した活動群、秋季に採集したのち
自然環境下で飼育した冬眠群、冬眠中のカエ
ルを上記の条件で凍結した凍結群、および凍
結後に室温で１時間解凍した解凍群のカエル
について、様々な検討を行った。血中および
組織中のグルコースおよびグリセロールの濃
度を測定したところ、凍結・解凍によりいず
れも冬眠群に比べて上昇することがわかった。
活動群と冬眠群の間では差が見られなかった。
組織中のグルコース含量については、肝臓、
骨格金、および下腹部皮膚において凍結また
は解凍群での増大が認められた。グリセロー
ル含量は、骨格筋および腎臓において凍結ま
たは解凍群で増大した。 
 アマガエルの凍結耐性にはグリセロールが
関与している可能性が浮上したので、耐凍に
おけるグリセロールの調節機構の解明を目指
した。そのための第一歩として、アマガエル
肝臓よりグリセロール輸送に関わる膜タンパ
ク質であるアクアグリセロポリン9（AQP9）
をコードするcDNAをクローニングした。得ら
れたcDNAより推定されるアミノ酸配列を他
の脊椎動物のAQP9と比較したところ、50〜
60%保存されていた。また、RT-PCRにより、
アマガエルAQP9は全身のほとんどすべての
器官で発現していることがわかった。その内、
胃、肝臓、および下腹部皮膚において高レベ
ルの発現が認められた。さらに、ツメガエル
卵母細胞を用いたスウェリング・アッセイに
より、アマガエルAQP9が水およびグリセロー
ルの透過性を有することを明らかにした。 
 アマガエルAQP9 cDNAより推定されるア
ミノ酸配列に基づき抗原ペプチドを合成し、
AQP9を特異的に認識するウサギ抗体を作製
した。本抗体を用いた免疫組織化学により、
活動群の肝臓ではAQP9免疫陽性シグナルが
ほとんど検出されないのに対し、冬眠群およ
び凍結群では肝臓中の赤血球においてシグナ
ル強度が増強し、解凍群ではシグナルがほぼ
消失することがわかった。一方、骨格筋にお
いては活動期にはAQP9免疫陽性シグナルが
ほとんど検出されず、冬眠群で弱いシグナル
が筋細胞の細胞質内に観察された。陽性シグ

ナルの強度は凍結群で著しく増加し、解凍群
では減少した。 
 これらの結果から、ニホンアマガエルは凍
結耐性を有し、グリセロールおよびグルコー
スの両方を耐凍物質として利用していること
が示唆された。また、AQP9が凍結時に赤血球
および骨格筋で発現が高まり、水および／ま
たはグリセロールの輸送に関わることでアマ
ガエルの耐凍機構に寄与している可能性が見
出された。 
低温環境 
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