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研究成果の概要（和文）：本研究では、日本のサンショウウオ(サンショウウオ科)が尾から分泌する接着粘液
(糊)の機能、およびその構成糊蛋白質と遺伝子の解明を目的に研究を行った。これまで3属17種のサンショウウ
オで人為的な糊の分泌を試みたところ、その全ての種で糊の分泌を確認できた。また、そのうち9種の糊の接着
強度を測定したところ、種毎に接着強度が異なり、近縁な種間で接着強度が近い傾向が見られた。さらに、糊を
含んでいるサンショウウオの尾の皮膚組織のmRNA配列を決定し、その配列を尾以外の部位の組織のものと比較し
た。さらに、糊の質量分析の結果と照らし合わせることで、糊候補のmRNA配列を10に絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：I investigated the function and the genes of glue secreted from the tail of 
salamanders (Family Salamandridae) distributed in Japan. I confirmed that all the 17 species I 
examined have glue by using an artificial secretion method. Using 9 species of them, the adhesive 
strength was measured, resulted in different adhesive strength among species. The adhesive strength 
tends to be close among closely related species. I also determined mRNA sequences from the tail of 
salamanders, which contain glue, and compared them with those from the other part. Combined with the
 mass spectrometry of glue, I narrowed the candidate mRNA sequences of glue to 10.

研究分野：多様性生物学

キーワード： サンショウウオ　RNA-seq　発現量解析

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では糊の指標の一つとして接着強度を測定し、近縁な種ほど接着強度が近い傾向があることがわかった。
これは糊の機能を明らかにする上で重要なデータである。また、糊自身が新たな生体材料になる可能性がある。
加えて、両生類の皮膚には抗菌ペプチドや抗ウィルス分子が含まれることが多い。このため、本研究で行ったサ
ンショウウオ類の皮膚組織に含まれるmRNA配列の解析から、今後、新たな有用生理活性物質が単離される可能性
がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

両生類では、多くの種が外敵から逃れるために、捕食者に対して有害または不快な物質を皮膚から分
泌する。特に珍しい防御物質としては、接着粘液（糊粘液）がある。これまで有尾類（全 10 科）において
は、北南米に分布するトラフサンショウウオ科とアメリカサンショウウオ科の一部の種のみから糊粘液の
存在が報告されていた。日本においても、糊を出すサンショウウオの存在は経験的には知られていたも
のの、どの種が分泌するかについては報告されていない。この糊粘液は、サンショウウオが外敵に襲わ
れた際、捕食者の動きを阻害する、落ち葉などを顔に付着させて目くらましをするといった働きをすると
考えられているが、実際にサンショウウオ糊がこのように機能するという生態学的な観察例はほとんどな
い。さらに、糊粘液の機能を定量する指標の一つとして接着強度があるが、サンショウウオの種によって
その強さが異なることが知られている。また、接着強度の要因となる生化学的要因も解明されていない。 

研究代表者は、日本産サンショウウオの皮膚に電気刺激を与え
ることで、人工的に糊粘液を分泌させることに初めて成功した（図
1）。糊粘液は、尾部の皮膚のみから分泌され、胴体部からは分泌さ
れないことが分かった。さらに、硬化した糊粘液を蛋白質分解酵素
処理したところ、24 時間以内に分解された。このことから、糊物質の
主な構成要素が蛋白質であることが示された。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では、サンショウウオ糊について、糊の（1）「生物学的機能」、（2）「接着力の強さと系統関係の相
関」、（3）「糊蛋白質とその遺伝子」の３点を明らかにすることを目的とする。ここで得られるデータに基づ
き、サンショウウオ糊というユニークな形質の系統的起源と機能進化要因の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）糊の生物学的機能: サンショウウオの皮膚に電気刺激を与えることで、人工的に糊分泌物の採取が
可能である。サンショウウオが糊を持つかを明らかとするため、収集したサンプルに電気刺激を与えた。 

（2）糊の接着力と系統関係との相関：アクリル板（1 cm2）2 枚を人為的に採取した
糊で接着し、引張試験機を用いて接着強度を測定した（図 2）。この計測値と、ミト
コンドリアの cytb および cox1 遺伝子を用いて推定した系統関係に基づき、サン
ショウウオ科の種間系統関係と糊の接着強度の進化に相関があるかを調べた。 

（3）糊物質の構成蛋白質の同定：①プロテオーム解析：チュウゴクブチサンショウ
ウオの生体から糊粘液を採取し、0.1% SDS/50mMTEAB 溶液に溶解し、トリプシ
ン消化処理後にLC-MS/MS分析を行い、糊粘液に含まれる蛋白質の部分アミノ
酸配列を決定した。②トランスクリプトーム解析：サンショウウオ科 2 属 2 種（ハコ
ネ、クロ）について、糊粘液を出さない胴体背側皮膚と糊粘液を出す尾部皮膚そ
れぞれから全 RNA を抽出し、cDNA ライブラリ作成後、NovaSeq 次世代シークエ
ンサー（NGS）を用いて、トランスクリプトーム解析（mRNA-seq）を行った。RNA の
種類と量を比較し、尾部皮膚のみで発現しているRNAを特定した。また、尾部皮
膚のみで発現している RNA のうち、2 種間で相同な配列を推定することで、両者
で共通して尾部のみで発現している配列を特定した。さらに、該当 RNA から翻
訳される蛋白質が、プロテオーム解析で得られた糊候補蛋白質の部分アミノ酸
配列を含んでいるかを調査し、糊候補遺伝子を特定した。 
 
４．研究成果 
（1）糊の生物学的機能: 収集した日本産のサンショウウオ 3属 17 種の全ての種で人為的な糊の分泌が
確認できた。しかし、電気刺激による人為的な手法以外での糊の分泌が確認できず、生物学的機能に
ついての知見はほとんど得られなかった。 

（2）糊の接着力と系統関係との相関：。次に、3 属 9 種について、複数（各 8-21）個体を用いて糊の接
着強度を、引張試験機で測定した。なお、接着強度は施行ごとに誤差が大きかったため、1 個体当たり
2-10回の測定を行った。測定した接着強度の平均値はトウホクサンショウウオで最も高く（16.4 N/cm2）、
エゾサンショウウオで最も低かった（6.2 N/cm2）。この接着強度の違いを統計的に評価するため、一般
化線形混合モデル（GLMM）に基づく尤度比検定を行ったところ、糊の接着強度には種間で有意な差
があることがわかった（P < 0.01）。また、同じく GLMM を用いて接着強度によるグループ分けを行ったと
ころ、9 種のサンショウウオは 4 つのグループに分けられた。種間の系統解析の結果と比較すると、サン

図 2. 接着強度の測

定方法 

図 1. 電気刺激による糊粘液の分泌 



ショウウオの糊の接着強度は、単系統群で近く、近縁な種間で似た傾向があることがわかった（図 3）。 

（3）糊物質の構成蛋白質の同定：サンショウウオ 2 種（ハコネ・クロ）各 3 個体の胴体と尾部の皮膚組織
から全 RNA を抽出し、NGS を用いて両種合わせて約 12.8 億のペアエンドリード（101 bp）を得た。それ
らのリードをクオリティトリミングした後、種ごとに de novo アセンブリを行い、ハコネサンショウウオから
186229、クロサンショウウオから 118294 のコンティグ配列が得られた。このコンティグ配列を用いて、発
現量解析により胴体で発現していないコンティグ配列を調べたところ、ハコネサンショウウオが 176 配列、
クロサンショウウオが 264 配列となった。これらの配列のうち、両種で相同な配列を推定したところ、20 の
コンティグ配列が両種で共通して尾部で発現していることがわかった。さらに、これらコンティグ配列から、
糊粘液の質量分析から得られたペプチド配列と一致するものを同定したところ、最終的に 10 のコンティ
グ配列に絞り込んだ。 
 
 
 

図 3. ミトコンドリアの cytb と cox1 に基づく ML 系統樹と糊粘液の接着強度 
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