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研究成果の概要（和文）：　チョウザメのグレリン前駆体cDNAと成熟型グレリンの構造を明らかにし、同一個体
中で２種類のmRNAから異なる配列の成熟型グレリンが産生されること、受精卵から発生が進むにつれてグレリン
遺伝子発現が増加することを明らかにした。アフリカ産肺魚において機能的なグレリン受容体GHS-Rを同定し、
脳、心臓、腸などでの発現や、夏眠時の浸透圧調節やエネルギー代謝調節に関与する可能性を示した。アホロー
トルで発見した２種類のGHS-Rは、分布や発現量が異なっており、両生類には複数のGHS-Rが存在することが示唆
された。アカハライモリやネッタイツメガエルにおいて、グレリンの腹腔投与は摂食量に影響を与えなかった。

研究成果の概要（英文）：We determined the nucleotide sequence of the ghrelin precursor of a sturgeon
 (vestel) and structure of the mature ghrelin, and noticed that two kinds of mature ghrelin were 
produced from different mRNAs in the same individuals. In addition, we clarified that expression of 
the ghrelin gene increases as the development progresses from fertilized egg. Furthermore, we 
identified a functional ghrelin receptor (GHS-R) in the African lungfish, and it expresses in the 
brain, heart and intestines, and suggested the possibility to participate in osmoregulation and 
energy metabolism during the estivation. Moreover, two kinds of GHS-R that we discovered in axolotls
 varied in tissue distribution and expression level, and it was suggested that there was plural 
GHS-Rs in amphibians. In the fire belly newt and the Western clawed frog, intraperitoneal injection 
of the ghrelin did not affect the food intake.  

研究分野： 比較内分泌学

キーワード： グレリン　GHS-R　機能解析　摂食量　浸透圧調節　エネルギー代謝　遺伝子発現
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１．研究開始当初の背景 

 グレリン(ghrelin)は 1999 年に発見されたペプ

チドホルモンで、主に胃の粘膜層に存在するグ

レリン産生細胞から分泌される一方、視床下部

にも存在する脳腸ペプチドのひとつである。グレ

リンのアミノ酸配列の第３位のセリン残基が脂肪

酸（主にオクタン酸）で修飾されており、この構造

は受容体への結合と生物活性の発現に必須で

ある。グレリンは哺乳類において急性には成長

ホルモン(GH)分泌や摂食亢進、慢性的には脂

肪蓄積による体重増加や成長促進、グルコース

代謝にも関わることがわかってきている。 

 哺乳類においてさまざまな働きをしているホル

モンとして知られるが、国内外を含め、非哺乳類

におけるグレリン研究はあまり進んでおらず、不

明な点が多い。報告者は、グレリン発見当初か

ら、鳥類、爬虫類、両生類、真骨魚類、軟骨魚

類などを用いてグレリンの構造学的、生化学的、

組織化学的、生理学的特徴を明らかにしてきた。

近年、非哺乳類におけるグレリンの生理作用を

解 明 す る 一 助 と し て 、 グ レ リ ン 受 容 体

（GHS-R1a）の同定にも着手し、平成 23 年度か

ら両生類におけるグレリン受容体の同定と機能

解析、生理作用の解明に着手した。この間、無

尾両生類のウシガエル、アマガエル、ヒキガエル、

有尾両生類のアカハライモリ、アホロートルを材

料に研究を進めてきた。 

 その結果、アホロートル以外で受容体cDNAの

全塩基配列を同定、機能解析にも成功し、興味

深い事象を見いだした。すなわち、ウシガエルグ

レリンは第３位のアミノ酸がスレオニン（Thr3）で

あるのに対し、アマガエルやヒキガエルのグレリ

ンはセリン（Ser3）を持つが、ウシガエルグレリン

はウシガエルの下垂体で、Ser3 のラットグレリン

よりも 100 倍程度強いホルモン分泌活性を示す。

このことから、当初、ウシガエルには Thr3 を認識

する受容体が、アマガエルには Ser3 を認識する

受容体が存在すると予想していた。ところが、ウ

シガエルとアマガエルの受容体は Ser3、Thr3 グ

レリンを同等に認識した。また、この受容体遺伝

子は視床下部には発現するが、下垂体には発

現していないことが判明した。一方、アカハライ

モリで同定した受容体は下垂体にも遺伝子発現

がみられ、Thr3 よりも Ser3 グレリンを好む明らか

な選択性を示した。このことは、無尾両生類の下

垂体には視床下部とは異なる新規受容体、ある

いは新規のグレリン情報伝達系がある可能性を

示唆している。 

 また、古い形質を残す有尾両生類のアホロー

トルのグレリンとその受容体の同定を試みた。し

かしながら、グレリンについてはこれまで明らか

にした両生類グレリンの情報を基に行った遺伝

子クローニングでは同定できなかった。また受容

体については２種の異なる断片を同定したが、

全長のクローニングには至っていなかった。 

 
２．研究の目的 

 (1) 無尾両生類の下垂体でグレリンが作用す

る機序として、視床下部に発現する受容体とは

別の受容体、または新規のグレリンシグナル伝

達機序の可能性を明らかにする。 

 (2) イモリおよびカエルにおけるグレリンによる

摂食調節への関与を調べる。 

 (3) アホロートルのグレリンシステムについて、

すなわちグレリンは遺伝子クローニングならびに

ペプチド精製から、また受容体 cDNA の部分配

列から完全長を明らかにする。 

 (4) アフリカ産肺魚（Protopterus annectens）の

グレリンシステムについて、完全長の受容体

cDNA を同定する。また、グレリンについてはペ

プチド精製を行い、cDNA 配列の同定を目指

す。 

 (5) 軟質類のチョウザメにおいてグレリンを同

定する。 

 以上により、脊椎動物が水中に棲息する硬骨

魚類から両生類として上陸するまでのグレリンシ

ステムの進化の過程を、現存する動物モデル、

すなわち、軟質類→肺魚→有尾両生類→無尾

両生類で追跡してみたい。 

 

３．研究の方法 

 （3-1）下垂体の新規 GHS-R の候補として、ツメ

ガエルのデーターベース上にグレリン受容体と

類似する受容体が２種類あることを見いだした。

ツメガエル、ウシガエルでそれらのクローニング

を進める。これらがカエルの下垂体にあるのかが

鍵となる。新たな情報伝達機序は、下垂体にお

ける GHS-R アイソフォームの GHS-R1b に注目

する。また異なる選択的スプライシング産物がな

いかを精査する。 

 （3-2）摂食調節作用について、合成したイモリ

グレリンまたはヒトグレリンを単独飼育またはグル

ープ飼育したアカハライモリまたはネッタイツメガ

エルに、グラム体重あたり１〜100pmol を腹腔内

投与し、60 分以内の摂食量を測定した。また、

アカハライモリにおいて腹腔投与したグレリンが

血中に吸収されているかを腹腔投与後に心臓

から採血し、血漿グレリン濃度を測定した。 

 （3-3）アホロートルおよび肺魚 GHS-R の 

cDNA クローニング：アホロートルでは２種類の、

肺魚では１種類の cDNA 断片が同定できている。

受容体 mRNA の組織発現を RT-PCR で調べ、

発現が多い組織から全長 cDNA を RACE-PCR

で決定する。決定した受容体 cDNA は哺乳類細



胞に受容体タンパクを発現させて機能解析を行

う。 

 （3-4）チョウザメグレリンの単離と cDNA クロー

ニング：国内で独自の方法でチョウザメを繁殖し

ている株式会社フジキンの平岡 潔氏と連絡を

取り、MTA を締結して、チョウザメ（ベステル：

Huso huso×Acipenser ruthenus 交雑種）の組織

提供を受ける。脳や胃のサンプルを用いてペプ

チドを単離、構造決定し、cDNA クローニングに

よってグレリン前駆体遺伝子を決定する。また、

これまで確立した方法で脳または下垂体から

GHS-R cDNA の同定を試みる。同定できた場合、

受容体の機能解析を行う。 

	 

４．研究成果 

（4-1）無尾両生類の下垂体でグレリンが作用す

る機序の検討 

 データーベースの情報を基にアフリカツメガエ

ルでGHS-R1aのクローニングを行ったが、脳で

は全長cDNAが得られるのに対し、下垂体では

スプライスバリアントのGHS-R1bのcDNAしか増

幅しなかった。これはウシガエルと同様の結果で

あ り 、 無 尾 両 生 類 の 下 垂 体 に は 全 長 の

GHS-R1a遺伝子が発現していない可能性が示

唆された。 

 一方、アフリカツメガエルにはGHS-R1aの他に

グレリン受容体に類似した２種類の受容体が存

在することを見いだした。ツメガエルでそれらをク

ローニングしなければならなかったのだが、全長

cDNAを得る過程の5’RACE–PCRで期待される

産物が得られなかった。オーソログをウシガエル

やアマガエルから同定する予定であったが、達

成することができなかった。 

 

（4-2-1）イベリアトゲイモリのグレリンの構造決定 

 摂食調節を調べるのに先立ち、イモリのグレリ

ンの構造を決定するために、鳥取大から供与し

ていただいたイベリアトゲイモリ２個体分の胃抽

出物からグレリンの単離を試みた。グレリンの活

性は認められたが、構造決定には至らなかった。

同時に胃のtotal RNAを用いてPCRによるクロー

ニングを試みた。既知の両生類グレリンの塩基

配列を元にして作製したプライマーを用いて

PCRを行ったが、期待された産物は得ることがで

きなかった。 

 

（4-2-2）アカハライモリおよびネッタイツメガエル

におけるグレリンの摂食調節への関与の検討 

 アカハライモリの単独飼育群または群飼育群

において、グラム体重あたり１、10、100pmolの合

成イモリグレリンを腹腔内投与して摂食量を検討

したが、どの用量においても顕著な効果は見ら

れなかった。また、ネッタイツメガエルを用いて検

討を行ったが、単独飼育群におい合成ヒトグレリ

ンの腹腔内投与は摂食に影響を与えなかった。 

 アカハライモリにおいて、腹腔内投与したグレ

リンが吸収され、血中に存在するかを検討したと

ころ、投与20分後をピークにした血漿グレリン濃

度の上昇が確認できた。このことから、少なくとも

アカハライモリやネッタイツメガエルの成体にお

いてグレリンの摂食調節への関与は低いと推察

された。 

 

（4-3-1）肺魚GHS-RのcDNAクローニング 

 肺魚の全脳から抽出したtotal RNAから361、

281アミノ酸からなるGHS-R1a、GHS-R1bをコー

ドするcDNAを単離した。哺乳類細胞における発

現系を用いた機能解析の結果、肺魚GHS-R1a

は 機 能 的 受 容 体 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。

GHS-R1a mRNAは脳、心臓、腸などで発現して

いた。アフリカ産肺魚は乾燥時に夏眠という生理

的休眠状態になるが、８週間の夏眠の間に採取

したサンプルの解析結果から、グレリンシステム

が夏眠時の浸透圧調節やエネルギー代謝調節

に関与する可能性が示唆された。 

 

（4-3-2）アホロートルGHS-RのcDNAクローニン

グ 

  同定している２種類のGHS-Rフラグメントを仮

にGHS-R1、GHS-R2と呼ぶが、それぞれに特異

的なプライマーを作製し、3’および 5’RACE- 

PCRにて全長cDNAの増幅を試みた。3’側の塩

基配列は決定できたが、5’ 側は完全長を得る

ことができなかった。また、ゲノムDNAを用いてイ

ンバースPCRも試みたが、5’ 側の配列を決定

するに至らなかった。 

 3’RACE-PCRで得た塩基配列を基に定量的

PCRを確立し、GHS-R1、GHS-R2の体組織分布

を調べた。その結果、GHS-R1 mRNAは脳に最

も多く、次いで脂肪、腎臓、精巣、胃腸管で高い

発 現 が 見 ら れ た 。 GHS-R2 の 遺 伝 子 発 現 量

GHS-R1の1/10程度で、脳と下垂体に限局して

いた。 

 

（4-3-3）アホロートルおよび肺魚のグレリンの単

離・同定 

 胃の組織を収集するなか、胃組織中のグレリン

含量を測定した（湿重量 各3個体の平均）。ア

ホロートルは変態前の幼生型ではデカン酸修飾

体が9.36 fmol/mg、オクタン酸修飾体が0.82 

fmol/mg、また変態後の成熟型ではデカン酸修

飾体が12.86 fmol/mg、オクタン酸修飾体が4.29 

fmol/mgであった。一方、肺魚はデカン酸修飾

体が0.53fmol/mgで、オクタン酸修飾体は検出



できなかった。比較としてキンギョはデカン酸修

飾体が3.11fmol/mg, オクタン酸修飾体が8.91 

fmol/mgで あ る 。 幼 生 型 ア ホ ロ ー トル の 胃 は

200mg/個体であるが、20g（100個体）程度の出

発材料が必要と見積もられた。一方、肺魚は予

想以上に含量が少なく、ペプチド精製をするに

は多くの個体から胃腸を収集しなければならな

いことが判明した。 

 一方、アホロートルの胃や肺魚の胃腸管の

cDNAを用いて既知のグレリンの塩基配列からさ

まざまなプライマーをデザインしてPCRを行った

が、期待される産物は得られなかった。 

 

（4-4）チョウザメグレリンの単離とcDNAクローニ

ング、遺伝子発現部位について 

 胃からグレリンとその前駆体をコードするcDNA

を単離した。前駆体タンパク質は114アミノ酸から

なる。成熟型は27アミノ酸であり、C末端はアミド

化されていた。また３位のセリン残基がオクタン

酸で修飾されていた。興味深い事に、同一個体

中で塩基配列の異なるmRNAが発現しており、

グレリンの15位のアミノ酸がグルタミン酸とグリシ

ンの場合があることがわかった。 

 チョウザメの発生過程におけるグレリン遺伝子

発現を定量的PCRにて調べた。受精卵では弱

いながら遺伝子発現が認められ、受精後6日ま

でに80〜2400コピー/μg total RNAまで遺伝子

発現が上昇し、孵化後10日には6700〜9500コピ

ー/μg total RNA、20日には43000コピー/μg 

total RNAまで急激に遺伝子発現が上昇した。 

 シベリアチョウザメとシロチョウザメで胃のグレリ

ン含量を調べる機会を得た。シベリアチョウザメ

ではデカン酸修飾体が2.11fmol/mg、オクタン酸

修飾体が18.11fmol/mg、シロチョウザメではデカ

ン酸修飾体が6.18fmol/mg、オクタン酸修飾体が

12.22fmol/mgであった。 
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