
富山県立大学・工学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３２０１

挑戦的萌芽研究

2017～2014

ツチガエルで臨む変温動物化学防御機構の完全証明

Chemical studies on the antifeedants in the skin secretion of the ranid frog 
Grandilana rugosa against predatory snakes

９０５２５３８８研究者番号：

奥　直也（Oku, Naoya）

研究期間：

２６６６００９６

平成 年 月 日現在３０   ６ １４

円     1,900,000

研究成果の概要（和文）：両生類や爬虫類は、体表の分泌腺から悪臭や毒を出して捕食者から身を守ると考えら
れているが、実験的に証明されていない。そこで苦味と悪臭でヘビからの捕食を防ぐと考えられるツチガエルを
材料に、ヘビ捕食作用の物質的実体と考えられる苦味物質と悪臭物質の同定に取り組んだ。カエルへの影響を極
力抑えた非侵襲的な体表分泌物の採取法及び新臭気捕集法“ドライヘッドスペース法”を開発し、苦味物質とし
てrugosamarin Aと命名したペプチドを、また悪臭を構成する成分の一部としてイオノン誘導体と2種のアルデヒ
ドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Many reptiles and amphibians secrete odor and/or toxins from their skins. 
These secretions have been believed to repel predators, although no experimental verification has 
been made.
A ranid Glandirana rugosa is known to emit nuisance odor and bitter sweat when threatened. Moreover,
 the skin secretion evoked regurgitaion in predator snakes when applied to the surface of prey 
frogs. To give a chemical verification to the odor and taste of skin secretion, responsible 
substances were pursued. A non-lethal procedure to collect skin secretion, as well as an efficient 
volatile-capturing technique named "dry headspace sampling", was established for the conservation of
 this endangered species. The collected skin secretion was fractionated by a sequence of 
chromatography guided by tasting, which resulted in the isolation of a 24-residue peptide named 
rugosamarin A. A GC-MS analysis of the skin volatiles identified three odorants, which partly 
reproduced the characteristic odor of this animal.

研究分野：天然物化学
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 図１ ツチガエル 

１．研究開始当初の背景 
 両生類や爬虫類は、顆粒腺、耳下腺、頸線、
排出腔腺、腋下腺、鼠径腺などの分泌腺を持
ち、ここから悪臭や毒を出して身を守るとさ
れる①。両生類からは神経毒アルカロイド、
粘膜刺激性ペプチドが多数同定されており、
ヤマカガシ頸線からも餌のヒキガエル由来
強心配糖体やペプチドが同定されている②。
しかし、悪臭の正体を突き止めた研究は、ミ
シシッピニオイガメ(Sternotherus odoratus)の
警戒臭が一連のフェニル脂肪酸であること
を示した一例に止まる③。彼らの多くが危険
を察知すると毒腺を捕食者に提示する特有
の“警戒ポーズ”を取ること、有毒種の移入
により捕食者の個体密度が減った例がある
ことから④、一般に変温動物は化学防御によ
る捕食阻害機構を備えていると認識されて
いる。しかし、それらの毒・悪臭が本当にそ
のように機能しているかは、驚くべきことに
未だ実験的に証明されていない。 
 
 ツチガエル(Grandirana rugosa, 図１) は対
馬および南西諸島を除く日本全土と中国・韓
国に分布するアカガエル科の一種である。イ
ボだらけの悪臭を発するカエルとして知ら
れているが、他のカエルと異なりヘビに捕食
されない⑤。近年、ツチガエルの体表分泌物
をヘビの餌であるニホンアカガエルに塗付
すると、その個体はシマヘビの捕食を免れる
ことが示された⑥。更に重要なことに、ツチ
ガエルが無毒であることをヘビへの強制食
与で確認した後、実験者自らが口に含んで舌
で転がすと、青臭い特異臭と共に苦味を感じ
たという。 
 この実験結果は
(1) 体表分泌物が
ヘビ捕食阻害効果
を有し、(2) その物
質的実体は悪臭か
苦味か、その両方
であることを明ら
かにした点で画期的
であった。また(3) 身近に入手できる材料を
用いており、(4) 無毒であり、実験系として
非常に理想的であった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、ツチガエル体表分泌物
よりヘビ捕食阻害成分を同定することで、世
界に先駆けて物質レベルでの変温動物の化
学防御を証明することを目標とした。“味”
または“臭気”が毒に匹敵しうる有効な生存
戦略の一つであることが証明されれば、農畜
林産物被害や人身被害などの原因となる害
獣の環境調和型忌避剤等へも応用できる。直
接的には、ヘビ忌避剤への応用が考えられる。
毒ヘビによる咬傷被害は、抗毒素血清の入手
が困難なアフリカおよびインドにおいて特
に深刻であり、毎年多数の死者を出している。
咬傷の治療には唯一抗毒素のみが有効であ

るが、製造には時間とコストが掛かる上、受
傷後4時間以内に投与することが十分な治療
効果を得るために重要である。また仮に入手
できてもアナフィラキシーショックや血清
病などで治療可能とは限らない。被害を防ぐ
には、ヘビによる攻撃を未然に防ぐことが最
も有効であるが、現時点でヘビを効果的に駆
除する忌避剤は存在しない。 
 ツチガエルのヘビ忌避効果は顕著であり、
致死的ではないことから、本研究で得られた
成果を忌避剤開発に応用できれば、熱帯発展
途上国の生活環境改善および生態系の維持
に大いに役立つことが期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究材料の入手 
 ツチガエルは 20 世紀末まで日本各地の水
田でごく普通に見られたが、幼生期に越冬す
ることから、水田の冬季非湛水が普及すると
ともに生息数が激減している。絶滅危惧もし
くは準危惧種に指定している地域もあるこ
とから、安定して試料が入手できる棲息地を
発見する必要があった。また、言うまでもな
く、生体が捕獲できる時期が 5 月から 10 月
と限られており、研究できる期間に制約があ
ることも考慮する必要があった。 
 
(2) 非侵襲的体表分泌物の採取法の確立 
 研究対象種のサイズが比較的大きい場合、
体表分泌物を得る方法は生体をポリエチレ
ン袋に入れ、外から揉んで刺激する hustle bag 
technique や電気刺激法がある⑦。しかし、小
型種に対しては適用が難しいからか、過去の
研究では一例を除き⑧生体を犠牲にして皮膚
を剥ぎ、これを抽出する方法が採られている
⑨。しかしツチガエルの絶滅が危惧される今
日、非侵襲的に体表分泌物を採取する手法を
確立することは、種の保存のためにも、また
物質精製および悪臭成分の捕集に際し重要
であったことから、重要課題として取り組ん
だ。 
 
(3) 苦味成分の単離と構造決定 
 苦味は味覚の中で最も鋭敏であり、他の味
覚が 1－10 mM レベルの認知閾値(匂いの種
類が識別できる限界値)を示す中、数 nMでも
感知されることがある。このような特徴から、
忌避作用の実体が苦味成分である可能性が
非常に高いことが予想された。また精製に際
して官能試験で容易に含有画分を追跡でき、
好都合であった。 
 
(4) 悪臭成分の同定 
 カエルが匂いを発することは知られてい
るが⑩、その成分同定の例は数少なく、解剖
により分泌腺を得て臭気成分を抽出する方
法が取られている⑪。そこで生体を殺さずに
臭気成分を捕集する手法と分析機器への導
入法を種々検討し、簡便に行う手法を確立し
た。 



図２ 体表分泌物採取法 

図３ rugosamarin Aの 
立体構造 

 
４．研究成果 
(1) 研究材料の入手 
 インターネットおよび実地調査を通じて、
実施機関近郊に２か所のツチガエル生息地
を発見した。また採集活動を通じて、富山で
は５月～７月が産卵期の最盛期であり、この
時期行動が大胆となり、捕獲し易くなること
を突き止めた。また捕獲した生体の維持のた
め、水を含ませたミズゴケを衣装ケース内に
床材として敷き、ワラジムシを給餌する飼育
法を確立した。 
 
(2) 非侵襲的体表分泌物の採取法の確立 
 非侵襲的に体表分泌物を得るためには、カ
エルを拘束しつつ、物理的手段に依らない方
法で刺激を与えて表皮からの分泌を促し、高
い回収率で分泌物を得なければならない。こ
れらを満たす採取法を考案した。即ち、生体
を水洗後、三角コーナー用の水切りネットに
入れ、シーラーを用いてパウチする。これを
ガラス漏斗に置き、その下は瓶で受ける(図
２)。刺激法は電気刺激とし、電子工作キッ
トを流用して装置
を作製した。これ
を用いてカエルに
電気ショックを与
え、悪臭がしたら
洗浄瓶で体表を洗
う操作を繰り返す。
こうして得た洗浄
液は、苦味を有し
ており、ヘビ忌避
成分を含むことが
期待できた。また、
採取作業は一頭当
たり 10分以内とす
ることで、生体を
疲弊させることな
く、生息地に戻す
ことが出来た。 
 
(3) 苦味成分の単離と構造決定 
 こうして得た体表分泌物の洗浄液は、n-ヘ
キサンで脱脂後、1-ブタノールで抽出し、こ
れを 60%メタノールとジクロロメタンで二
層分配した。苦味は 60%メタノール層に見ら
れたことから、これを ODS フラッシュクロ
マトグラフィー、Sephadex LH-20を用いたゲ
ル濾過クロマトグラフィーで粗精製後、2 段
階の逆相 HPLCで精製し、苦味物質を 9 頭の
ツチガエル成体(28.6-51.6 mm)から 4.1 mg得
た。 
 1H NMRおよびMSスペクトルを測定した
ところ、当初予想していた胆汁酸⑧ではなく、
分子量 2577.5 の新規ペプチドであることが
判明した。詳細な二次元 NMR スペクトルの
解析から、5残基の Leu、4残基もしくは 3残
基の Lys、3 残基の Ser、2 残基ずつの Phe、
Val、Ala、Cys、2残基もしくは 1残基の Ile、

1 残基ずつの Gly、Asn、Pro を持つことが分
かった。構成アミノ酸に偏りがあり、シグナ
ルの重複が激しいことから、NMR スペクト
ル解析のみでアミノ酸配列を出すことは難
しく、プロテインシーケンサーによる配列解
析に供した。その結果、Lysは 4残基、Ileは
1 残基であり、全 24 残基中、19 残基がツチ
ガエルから得られている既知の抗菌ペプチ
ド gaegurin 5⑫と共通であることが分かった。
N末から 18残基目と 22残基目以降は読めな
かったが、未使用のアミノ酸残基および
gaegurin 5の配列を考慮すると、C末側 7残基
で環を巻いた“6 の字”構造を取ることが予想
された。 
 構造を確認するため、予想配列およびジス
ルフィド結合を有するペプチドを合成し、
ODSカラムを用いた逆相 LC-MS分析に供し
た。4 残基の Lys に由来する塩基性のために
ピークはテーリングし、更に界面活性のため
に注入量の増加に応じて保持時間が短くな
るなど、挙動の制御が難しかったが、注入量
を微量（20 ng）にし、多価イオンピークを指
標に溶出を検出した結果、天然物と合成品の
保持時間は一致したことから、予想構造が支
持された。本物質を
ツチガエル (種小名 
rugosa)と苦味(ラテン
語「苦い」amara)に因
み 、 rugosamarin 
A(図３)と命名し
た。 
 

(4) 悪臭成分の同定 
 悪臭成分の捕集のため、まずは M. H. 
Brodnitzらの方法⑬に従い、体表洗浄液を減圧
下、液体窒素で冷却したトラップ管に導いて
揮発成分の捕集を試みた。管内を少量のクロ
ロホルムで洗い、これを NMRや GC-MSで分
析したものの、1-ブタノールや酢酸エチルな
ど、明らかに実験室の雰囲気に拡散した溶媒
以外にめぼしいものは見られなかった。 
 そこで体表洗浄液を微量のクロロホルム
で抽出し、これを GC-MS 解析に供した。成
分の分離にTC-70キャピラリーカラムを用い
たところ、ベンズアルデヒドとコレステロー
ルが主要ピークとして得られたが、何れも期
待した匂い特性を示さなかった。 
 また SPME (Solid-phase micro-extraction, 
Spelco) カートリッジを用い、電気刺激直後
のカエル表皮近くの雰囲気をサンプリング
したり、あるいはカートリッジを体表分泌物
そのものに浸して分析したが、芳しい結果は
得られなかった。 
 次にカエルを逆さにした漏斗と通電した
アルミ箔被覆ガラス板に閉じ込め、開口部か
ら針金でぶら下げた筒型逆相吸着剤を、体表
近傍の雰囲気に暴露した。5 頭のカエルを刺
激し、一頭当たり 10分ずつ、合計 50分間暴
露した。これをミクロチューブ中少量の n-ペ
ンタンで抽出し、GC-MS分析に供したところ、



図４ドライヘッド 
スペース法 

幾つかライブラリー中のデータに対し一致
率の低いピークと共に、イオノン誘導体を検
出した。漸く匂い成分らしきものが得られた
ことに励まされ、より効率的に臭気成分をサ
ンプリングすべく、以下の手法に改良した。
即ち体表分泌物を濾紙片に吸い取り、これを
筒型逆相吸着剤と共に小バイアルに密閉し、
室温で暫く放置し臭気成分を吸着させた。本
手法は、いわば水溶液を用いないヘッドスペ
ース法であることから、“ドライヘッドスペ
ース法”と名付けた(図４)。閉鎖系中で濾紙
が飽和蒸気を供給することで臭気成分が吸
着剤上に連続的に濃縮されるだけでなく、拘
束時間の低減によりカエルへのダメージを
抑えることが出来、大変好都合であった。吸
着剤を n-pentaneで抽出して分析した結果、イ
オノン誘導体と共にアルデヒド 2成分を得た。 
 これらの匂いを試香紙を
用いて官能評価したところ、
イオノン誘導体がツチガエ
ル特有の悪臭の一部を再現
した。アルデヒド 1成分はド
クダミ様の匂いを示したが、
悪臭の構成臭であるか否か
判断付きかねた。これら 3
種の混合臭も評価したが、ツ
チガエルの特徴臭は再現
できなかった。 
 
 以上、ツチガエルから苦味物質として新規
ペプチド rugosamarin Aを単離すると共に、悪
臭成分を GC-MS で分析し、構成成分と考え
られる臭気物質を 3 種同定した。本研究は、
カエル体表ペプチドに“呈味性”という新機能
を見出した点において、意義深い。今後、
rugosamarin A が実際にヘビを忌避するか確
認すると共に、臭気成分の完全再現に向けて、
より詳細な成分調査を進め、ツチガエルの化
学防御機構の全貌を明らかにして行く予定
である。 
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