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研究成果の概要（和文）：本申請課題は、化学物質が脊椎動物の視床下部-下垂体-副腎(HPA)軸及び視床下部-下垂体-
甲状腺(HPT)軸に及ぼす影響の作用機序を分子レベルで明らかにし、内分泌かく乱作用の試験評価システムを確立する
ことが目的である。HPA及びHPT軸において中心的な役割を果たす遺伝子群に注目し、モデル動物としてツメガエル(Xen
opus tropicalis及びXenopus laevis)を用いて研究を遂行した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to establish a new protocol to examine the 
effects of endocrine disrupting chemicals on anuran metamorphosis. Focusing on the molecular mechanism by 
which endocrine disruptors disturb metamorphosis, we tried to develop reporter transgenic lines and to 
analyze metamorphosis-related genes in Xenopus laevis and Xenopus tropicalis.

研究分野：内分泌かく乱

キーワード： 甲状腺ホルモン　変態　無尾両生類　ツメガエル　甲状腺ホルモン受容体
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
近年、様々な化学物質が環境中に排出され、
生物への潜在的な内分泌かく乱作用が社会
問題化している。脊椎動物個体の内分泌系を
制御するのは視床下部-下垂体-副腎(HPA)軸
および視床下部-下垂体-甲状腺(HPT)軸であ
る。前者はグルココルチコイド、後者は甲状
腺ホルモンの血中濃度を制御している。無尾
両生類において、HPA軸とHPT軸による個
体レベルの変態制御は中枢となっており、化
学物質のエンドポイントとして重要である。
しかしながら、個体レベルから分子レベルま
での作用機序に関する知見は少なく、内分泌
かく乱作用を評価する上で、解明しなければ
ならない課題である。 
 
２．研究の目的 
 
本申請課題の目的は、化学物質が視床下部-
下垂体-副腎(HPA)軸および視床下部-下垂体-
甲状腺(HPT)軸に及ぼす影響の作用機序を分
子レベルで明らかにし、その分子基盤に基づ
いた内分泌かく乱作用の試験評価システム
を確立することである。HPAおよびHPT軸
において中心的な役割を果たす遺伝子群に
注目し、モデル動物として、ネッタイツメガ
エル(Xenopus tropicalis)とアフリカツメガ
エル（Xenopus laevis）の二種のツメガエル
を用いて研究を遂行した。初期の研究項目は
以下のように設定した。 
① ツメガエルトランスジェニック動物の作
製：甲状腺ホルモンおよびグルココルチ
コイドに応答してレポーター遺伝子
（GFPおよび Luciferase）を発現するコ
ンストラクト作製と受精卵への導入によ
るトランスジェニックガエルの作製 
② トランスジェニックガエルおよび野生型
を用いた内分泌かく乱作用の評価検討 
③ ツメガエル幼生に対する化学物質の影響
の実際 
④ ネッタイツメガエル幼生における甲状腺
ホルモン応答遺伝子の同定：マイクロア
レイによるトランスクリプトーム解析 
評価に用いた化学物質は、既知のアゴニスト
やアンタゴニストをコントロールとして用
いた他、哺乳類において抗甲状腺ホルモン活
性を持つことが知られている医薬品 A、近年
環境中での放出量が多く問題となっている
臭素系難燃剤 B を用いた。いずれも、HPA
および HPT 軸をかく乱する環境化学物質の
候補として考えられている。 
 
３．研究の方法 
 
トランスジェニックガエルの作製： 
本研究課題で用いたトランスジェニック(Tg)
アフリカツメガエルは以下の種類である。 
1)FGK promoter/EGFP Tg 
アフリカツメガエル FGK 遺伝子のプロモ

ー タ ー を 含 む 転 写 調 節 領 域 を 
pEGFP(Clonetech社)レポーターベクターに
組み込んだコンストラクトをトランスジェ
ネシスした親系統から得た F1 及び F2 を
使用。詳細は Suzuki et al. (2010) を参照の
こと。 
2)TRbetaAI promoter/EGFP Tg 
アフリカツメガエル TRbetaAI 遺伝子のプ
ロモーターを pEGFP(Clonetech 社)レポー
ターベクターに組み込んだコンストラクト
をトランスジェネシスした親系統から得た 
F1 及び F2 を使用。詳細は Ranjan et al. 
(1994)、及び Goto et al. (2006)を参照のこ
と。 
3)TRbetaAI promoter/Luciferase Tg 
アフリカツメガエル TRbetaAI 遺伝子のプ
ロモーターを pGL3(Promega 社)レポータ
ーベクターに組み込んだコンストラクトを
トランスジェネシスした親系統から得た F1 
を使用。詳細は Ranjan et al. (1994)を参照
のこと。 
 
ツメガエル幼生への曝露実験： 
被検物質である化学物質はエタノール、
DMSOに溶解し、10-2 ~の 10-3 M stock 溶液
を作製した。 この stock溶液をエタノールに
より希釈し、飼育水中に10-9M~10-6 Mの各濃
度となるように加え、ネッタイツメガエル
お よ びアフリカツメガエルのオタマジャク
シをガラス容器内に入れて曝露した。発生段
階はNieuwkoop and Faber (1994)に従った。
0.01%エタノール中で飼育したものを溶媒コ
ントロール群(無処理対照群)とした。餌はオ
タマジャクシに は セ ラ ミ ク ロ ン (Sera 
Heinsberg, ドイツ)を与え、12 時間明/12 時
間暗の条件下で飼育した。液の交換は 1日お
きに行った。実験中の水温は 22±1°C(アフリ
カツメガエルのオタマジャクシ)、25±1°C(ネ
ッタイツメガエルのオタマジャクシ)とした。 
 
In vitroレポーターアッセイ： 
アフリカツメガエル培養細胞 A6 に、各種ホ
ルモン応答性エレメントを組み込んだ pGL
ベクター、核内受容体発現ベクター、及び内
部 標 準 用 pRL/CMV ベ ク タ ー を
co-transfectionし、各種化学物質およびホル
モンを加え、Dual luciferase reporter assay 
kit（プロメガ社）により活性を測定した。 
 
In vivoレポーター解析： 
トランスジェニック幼生の EGFP 蛍光イメ
ージは、 Leica 社製蛍光実体顕微鏡と 
Nikkon 社製デジタルカメラ NF60 を用い
て取得した。取得した蛍光画像は、NIH 
ImageJ を用いて  解析し、後肢及び鰓の蛍
光強度と表面積の積を蛍光シグナルとして
数値化した。Tg 幼生および培養細胞におけ
るLuciferase活性は、D-luciferinとBerthold
社製ルミノメーターを用いて測定した。 
 



マイクロアレイおよび qRT-PCR解析： 
ネッタイツメガエルの甲状腺ホルモンおよ
びステロイドホルモン応答性遺伝子の候補
（2400 遺伝子）に対する複数プローブを持
つカスタムマイクロアレイを作製した。甲状
腺ホルモンに曝露したネッタイツメガエル
幼生（実験群）と溶媒対照群から得た total 
RNA を cDNA に合成し、マイクロアレイ解
析を行った。溶媒対照群と実験群（各 n=3）
を比較し、統計的に優位なシグナル強度を示
した遺伝子を甲状腺ホルモン応答性遺伝子
の候補として同定した。同定した遺伝子の一
部は、上記 cDNA を用いて、ABI 社製
StepOneの qRT−PCRにより解析した。内部
標準遺伝子としては rpL8を用いた。 
 
４．研究成果 
 
(1) レポーターツメガエルを用いた内分泌か
く乱物質の評価 
両生類の変態は HPT-甲状腺ホルモンと
HPA-グルココルチコイドの相乗効果によっ
て進行すると考えられている。本研究項目で
は、甲状腺ホルモンに反応するレポーターツ
メガエル群を用いて、in vivoで内分泌かく乱
（変態かく乱）物質の評価系を確立するため
の条件を検討した。EGFPをレポーターにし
た甲状腺ホルモン応答トランスジェニック
ツメガエル幼生を、甲状腺ホルモン、既知の
アゴニスト/アンタゴニスト、内分泌かく乱化
学物質 Aおよび Bに暴露し、そのレポーター
活性を測定した。さまざまな条件を検討した
結果、最も感度よく評価できるのは、エンド
ポイントである後肢の成長が始まる発生ス
テージであることが判明した。また、これま
でのプロトコールで評価されていた後肢に
加え、鰓もよいエンドポイントとなることが
判明した。化学物質 Aおよび Bは、強い変態
抑制効果を示したことから、生体内において
甲状腺ホルモンアンタゴニストである可能
性が示唆された。Luciferaseをレポーターと
するホルモン応答性ツメガエルは、他のトラ
ンスジェニックラインと比べて、発生異常や
遅延が見られ、F１を得るまでに多くの時間
を費やした。今後、生体毒性の低い
Luciferase 遺伝子の開発が必要であると考
えている。得られた F1 初期胚を用いて、変
態を抑制した化学物質 B を評価したところ、
アゴニストおよびアンタゴニスト活性を示
さなかった。このことは、Bが TRに直接作
用しているのではなく、もっと上位で変態を
かく乱している可能性を示唆している（下記、
in vitro レポーターシステムの項参照）。加え
て、幾つかのレポーターネッタイツメガエル
を作製し、現在次世代を得るべく飼育してい
る。 
 今後、得られた知見および成果は、in vivo
においてHPAおよびHPT軸かく乱の評価系
となることが期待される。 
 

(2) in vitroレポーターシステムの構築 
アフリカツメガエル培養細胞 A6、甲状腺ホ
ルモン応答配列を含む Firefly Luciferaseベ
クター、アフリカツメガエルおよびネッタイ
ツメガエル TRa、TRbおよび RXRの cDNA
を発現するベクターを用いて、in vitro の甲
状腺ホルモンかく乱物質の評価系を構築し
た。既知の甲状腺ホルモンのアゴニストと潜
在的アゴニスト/アンタゴニスト群を用いて
評価した結果、濃度依存的な転写活性および
アゴニスト/アンタゴニスト活性を確認でき
た。興味深いことに、in vivoにおいてツメガ
エルの変態を強く抑制する化学物質 B（上記
の項目参照）は、in vitro レポーターアッセ
イにおいて TRaおよび TRbに対するアンタ
ゴニスト活性を示さなかった。このことは、
化学物質 B が HPT 軸または HPA 軸に影響
を及ぼし変態を抑制した可能性を示唆して
いる。同時に、グルココルチコイドやエスト
ロジェンも評価できるベクター系を構築し
た。これらのレポーターシステムは、細胞か
ら遺伝子まで全てツメガエル由来であるこ
とから、今後、両生類に対する内分泌かく乱
物質の in vitro評価系の一つとなることが期
待される。 
 
(3) 作用機序解明のための甲状腺ホルモン応
答遺伝子群の同定 
HPA/HPT 軸かく乱の作用機序を解析する目
的で、ネッタイツメガエルのゲノムデータを
用いて、核内受容体が制御する可能性の高い
遺伝子を in silico解析でゲノムワイドに予測
した。それらの候補遺伝子のうち、TR が結
合し制御する可能性が高い遺伝子群を 2000
以上選択し、カスタムマイクロアレイを作製
した。このマイクロアレイを用いて、ネッタ
イツメガエル幼生における甲状腺ホルモン
応答遺伝子の候補の同定を試みた。変動した
多くの遺伝子の中から、2 倍以上増減する遺
伝子群を選択し、qRT-PCRにより検証した。
多数の遺伝子が qRT-PCR の結果と正の相関
を示したことから、これらは甲状腺ホルモン
により制御されている可能性が高い遺伝子
であることがうかがえる。興味深いことに、
造血や炎症に関する遺伝子群が優位に増減
した。これらの中には、甲状腺ホルモンとグ
ルココルチコイドの相乗効果により発現が
誘導されることが明らかとなっている遺伝
子も複数含まれていた。このことは、両生類
における内分泌かく乱物質の作用が、造血系
や免疫系に影響を及ぼす可能性を示唆して
いる。 
 
(4) ヒストン修飾を in vivo で解析できるト
ランスジェニックの作製 
内分泌かく乱化学物質によるエピゲノム修
飾への影響を精査するため、エピゲノム修飾
の一つであるヒストンH3リシン 9(H3K9)ア
セチル化（プロモーター、エンハンサーや転
写開始点(TSS)近傍に多く見られ、転写活性



化マークとして知られている）の挙動を、in 
vivo で確認できるトランスジェニックツメ
ガエルの作製に成功した。Mintbody トラン
スジェニック胚は初期発生において体節で
強い蛍光シグナルを示した。Mintbody 
mRNA 導入胚と類似の時空間的蛍光パター
ンを示したことや、脱アセチル化酵素の阻害
剤により蛍光強度が増加したことから、トラ
ンスジェニック胚が H3K9 アセチル化をモ
ニターしていることが証明された。現在この
トランスジェニックツメガエルをライン化
している。今後、化学物質のエピジェネティ
クス修飾への影響を解析する上で、有用なツ
ールとなることが期待される。 
 
(5) ゲノム編集技術を用いた甲状腺ホルモン
受容体の機能と内分泌かく乱物質作用機序
の解明 
遺伝子機能を簡便かつ高効率に解析できる
ゲノム編集技術が、研究期間中に急速に発展
した。アフリカツメガエルやネッタイツメガ
エルにおける、TR の機能や内分泌かく乱化
学物質の作用機序を解明する目的で、この技
術の確立を試みた。さらに、ネッタイツメガ
エル TRa の knock-out に成功し、その表現
系から、unliganded TRaが変態のタイミン
グを制御している事実が判明した。このこと
は、TR に結合しうる化学物質は、変態のタ
イミングをかく乱する可能性があること示
唆しており、今後、両生類を用いた内分泌か
く乱物質の作用機序を理解する上で重要な
知見となった。 
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