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研究成果の概要（和文）：無尾両生類３種（ウシガエル、アマガエル、ヒキガエル）と有尾両生類１種（アカハライモ
リ）からグレリン受容体を同定し、その機能解析を行った結果、無尾両生類の受容体はグレリンの第３位のアミノ酸が
セリンかスレオニンかを認識しないが、有尾両生類の受容体はセリンを持つグレリンに高い親和性を示した。また、腹
腔投与したホモロガスなグレリンの摂食調節に対する効果を検討したが、イモリ成体では無効、ウシガエル幼生では摂
食を増加させた。イモリでは絶食後に脳や下垂体、胃におけるグレリンならびにGHS-R1a遺伝子発現に変化があること
から、グレリンシステムがエネルギー代謝調節に関わることが示唆される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we identified ghrelin receptors (GHS-R1a) in three species of Anura
 (bullfrog, Japanese tree frog, and Japanese toad) and one species of Caudata (Japanese fire-belly newt). 
Functional analyses revealed that ghrelin receptors for Anura did not recognize serine or threonine at the
 third amino acid of ghrelin, but that of newt showed a high affinity for ghrelin with serine. We examined
 the effect of ghrelin on feeding regulation after intraperitoneal injection. Homologous ghrelin had no ef
fect in newt, but increased food intake in bullfrog larvae. However, a fasting affects expressions of ghre
lin and GHS-R1a genes in newt. Overall, it is suggested that the ghrelin system participates in energy hom
eostasis in amphibians. Our findings provide new evidences to ghrelin function in vertebrates. 
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１．研究開始当初の背景 
 グレリン(ghrelin)は１９９９年にラットの胃から単
離された 28 アミノ酸からなるペプチドホルモンで、
第３位のセリン残基に脂肪酸（主にオクタン酸）
修飾がある特殊な構造を持つ。その構造は受容
体への結合や生物活性の発現に重要であること
がわかっており、その作用は主に末梢性あるい
は中枢性に成長ホルモン(GH)分泌や摂食を亢
進することによる体重増加・成長促進・エネルギ
ー蓄積であるとされる。その受容体は growth 
hormone secretagogue receptor (GHS-R) と呼
ばれ、活性発現に関与する「GHS-R1a」と、
mRNA の選択的スプライシングによって第６膜貫
通領域からの構造が部分的に欠如した非機能
的とされる「GHS-R1b」が存在する。 
 研究代表者は、グレリンの発見以来、様々な
非哺乳動物（鳥類、爬虫類、両生類、真骨魚類、
軟骨魚類）のグレリンの構造を決定し、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、グレリンの生理作用機序を解明する目的
で GHS-R の同定に着手し、魚類のティラピア、
ニジマスにおいてグレリン受容体のオーソログで
あるグレリン受容体様受容体（GHSR1a-LR）を、
またアメリカナマズ、キンギョ、鳥類のウズラにお
いて GHS-R1a の cDNA を同定した。これらの研
究と既存の研究から、(1) 魚類には構造の異な
る２種類のオーソログ（GHSR1a-LR と GHS-R1a）
が存在すること、(2) ナマズとキンギョでは機能
的なグレリン受容体のパラログ、GHS-R1a と 2a
の２種類が存在すること、(3)鳥類には GHS-R1a
のみが存在することが明らかとなり、グレリン受容
体の進化的背景が見えてきた。 
 そのような中、両生類のグレリン受容体の構造
は明らかにされていなかった。研究代表者は
2001 年にウシガエルのグレリンを同定している
が、最近、様々な両生類のグレリンの構造を決
定したところ、脂肪酸修飾されている第３位のア
ミノ酸はウシガエルやトノサマガエルなどが含ま
れるアカガエル（Rana）属のみがスレオニン残基
（Thr3）であり、他に調べた両生類は哺乳類など
他の動物と同様にセリン残基（Ser3）であることが
わかった。また、2001 年に発表した研究におい
て、Thr3 を持つウシガエルのグレリンはラットへ
静注したときに GH 分泌が促進されなかったが、
ウシガエル下垂体に処理すると GH 分泌が促進
された。一方、ラットのグレリンはその逆の効果を
示した。このことは、受容体がペプチド全体の構
造とは別に、Thr3 か Ser3 かを認識し、種特異的
な作用を発揮していることが示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、カエルなどの無尾両生類と、イモ
リなどの有尾両生類において GHS-R を同定し、
その構造比較や受容体の機能性や特性を調べ
るとともに、受容体遺伝子の発現分布を調べ、
両生類においてグレリンがどのような生理作用
に関わるのかを明らかにすることを目的とした。

そのために、構造解析では cDNA をクローニン
グにより GHS-R 遺伝子の塩基配列を決定し、推
定されるアミノ酸配列を決定する。特性解析では、
受容体遺伝子の組織分布や発現量の測定、受
容体発現細胞を作製し、グレリンや GHS-R1a ア
ゴニストを用いて受容体の機能性やリガンド特異
性を調べる。また、グレリンの作用については、
摂食調節と浸透圧調節への関与の可能性を調
べた。 
 本研究において新たな動物種（両生類）でグレ
リン受容体を同定することは、受容体構造の共
通性や性質などを調べる上で意義がある。また、
冬眠や変態など特徴的な生態をもつ両生類は
研究材料として非常にユニークであり、GHS-R
の構造や機能において進化的変遷を明らかに
できるとともに、受容体-リガンド連関において、
受容体の構造学的な特徴・重要性と、受容体分
布を足がかりに両生類におけるグレリンの作用、
グレリンシステムが両生類の恒常性維持に対し
てどのような役割を果たしているのかを知ること
ができる。 
 
３．研究の方法 
（１）材料 
 無尾両生類はウシガエル(Rana catesbeiana)、
アマガエル（Hyla japonica）およびヒキガエル
（Bufo japonicus）を、有尾両生類はアカハライモ
リ（以下イモリ：Cynops phyrrohogaster）およびメ
キシコサラマンダー（以下アホロートル：
Ambystoma mexicanum）を用いた。 
 
（２）RACE-PCR を用いたグレリン受容体の
クローニング 
 グレリン受容体は、塩基配列が報告されている
動物種間の配列を比較すると保存性の高い部
位にデザインしたセンス鎖、アンチセンス鎖の縮
重プライマーを用いて、脳や下垂体の total 
RNA から RT-PCR を行い、約 700 bp のフラグメ
ントを得る。次に、3’-あるいは 5’-RACE-PCR
によって 3'側および 5'側の塩基配列を決定す
る。 
 
（３）受容体遺伝子発現部位の検討 
 全身の各組織を採取して total RNA を抽出。
同定した GHS-R cDNA の塩基配列情報を元に
適所に遺伝子特異的なプライマーを作製し、
SYBR Green を用いたリアルタイム PCR 法により、
GHS-R mRNA の組織分布や発現量を調べる。 
 
（４）哺乳類細胞を用いた受容体の機能評価 
 GHS-R1a タンパク質をコードする cDNA を哺乳
類細胞発現用プラスミドベクター
（pCDNA3.1-V5-His-TOPO）に組み込み、それ
を哺乳類細胞（HEK293）に導入し、GHS-R タン
パク質を一過性あるいは G418 選択により安定
発現させた。その細胞にグレリン、および
GHS-R1a アゴニストの GHRP-6 および hexarelin



（以下、Hex）を処理して細胞内カルシウム（Ca）
イオン濃度の変動を FLIPR で調べた。 
 
（５）両生類におけるグレリンの生理作用 
➀浸透圧調節（主として飲水調節） 
 両生類は口から水を飲まず、腹皮から水チャ
ンネル（アクアポリン）を介して水を吸収する。連
携研究者の内山らのアマガエルで用いられてい
る水吸収実験方法に従い、絶水によって 13％
体重を減少させたアマガエルの脳室内にラット
グレリンを 25pmol/体重で投与し、６時間ビデオ
カメラで撮影して、水の入ったシャーレにカエル
が入った時間を計測した。また、アマガエルを絶
水させ、体重を 20％減少させた際の GHS-R1a
の遺伝子発現変化を調べた。 
➁摂食調節 
 連携研究者の松田らが確立した、ウシガエル
幼生に色付きほうれん草を食べさせ、腸に溜ま
っているその餌の重量を測定する方法で、腹腔
または脳室内にカエルグレリンを投与後、餌を
与えて１５分後の摂食量を調べた。 
 ウシガエルとアマガエル成体においてそれぞ
れ２０日間、１０日間の絶食処理を施し、様々な
組織を採取して受容体の遺伝子発現を調べた。 
 イモリにおいて腹腔内にグレリンを投与した後
に摂取した餌の粒数をカウントして摂食量を測
定した。２日間絶食したイモリにイモリグレリン（50 
pmol, 100 pmol/g 体重）を腹腔内投与し、単位
時間(投与後 5,10,20,30 分後)当たりの摂食量を
計測した。 
 
４．研究成果  
（１）GHS-R1a cDNA の同定  
 無尾両生類のウシガエル、アマガエル、ヒキガ
エルの全脳 total RNA からそれぞれ 1125 bp, 
1116 bp, 1116 bp の翻訳領域をもつ cDNA を単
離した。それぞれの cDNA は 374 および 371 アミ
ノ酸からなる GHS-R1a に類似した受容体をコー
ドしていた。 
 また、有尾両生類のイモリの全脳 total RNA か
ら 1137bp の翻訳領域をもつ cDNA を単離したが、
２つの翻訳領域候補があり、ひとつは 1137bp、も
うひとつは 1089bp で、それぞれ 378、362 アミノ
酸からなる GHS-R1a に類似した受容体をコード
していた。アホロートルについて、同様の方法で
脳の total RNA から cDNA のクローニングを試み
たが、RT-PCR の段階で断片を得ることができな
かった。そこで、異なる部位で縮重プライマーを
作製して RT-PCR を行ったところ、２つの GHS-R
様の断片 GHSRα、GHSRβを得たので、
RACE-PCR によりそれぞれの全長の増幅を試
みたが現時点で完全長のクローン化は成功して
いない。全身組織におけるそれらの転写産物の
分布を調べてみたところ、GHSRαは脳、胃腸管、
脾臓で、GHSRβは脳、胆嚢で多く発現していた。
何故増幅できないのか原因を追求している。 
 同定した受容体について、他の GHS-R1a との

類似性を調べたところ、GHS-R1a がもつコンセ
ンサス配列を持つこと、また、系統樹解析でも四
肢動物の GHS-R1a の傘下に分類された（図
１）。 

 
図１ 同定した両生類を含む GHS-R1a の NJ 法
による系統樹（Bullfrog:ウシガエル、Toad:ヒキガ
エル、Tree frog:アマガエル、Newt:イモリ）  
 
（２）同定した GHS-R1a 様受容体の機能評
価 
 次に、その受容体タンパク質をコードしている
部分の cDNA を哺乳類細胞に強制発現させ、受
容体がグレリンに応答して細胞内シグナル伝達
系を活性化させるかを検討した。その結果、同
定した全ての受容体がグレリン、および
GHS-R1a アゴニストの GHRP-6 や Hex によって
活性化され、細胞内 Ca イオン濃度の上昇を引
き起こした。このことは同定した受容体はグレリン
受容体であることを示している。 
 また、本検討で、受容体の特性が認められた。
すなわち、無尾両生類３種の受容体はウシガエ
ルグレリン（以下、カエルグレリン）とラットグレリン
に対して同程度の親和性を、GHRP-6 や Hex は
グレリンよりも１０倍低い親和性を示した（図２）。 

  
図２ ウシガエル GHS-R1a の各種アゴニストに
対する用量反応関係 
 



 一方、有尾両生類のイモリの受容体は 378 アミ
ノ酸残基からなる長鎖型よりも 362 アミノ酸からな
る短鎖型の方が細胞内 Ca イオン濃度を上昇さ
せる機能が強かった。両受容体はラットグレリン
とイモリグレリンに対して同程度の親和性を示し
たが、カエルグレリンに対しては１０倍程度低い
親和性を示し、それは GHRP-6 の親和性と同程
度であった（図３）。 

 
図３ イモリの短鎖 GHS-R1a の各種アゴニストに
対する用量反応関係 
 
（３）受容体遺伝子発現の組織分布 
 無尾両生類のウシガエルでは強い発現が脳
（間脳、中脳）、胃、精巣で、弱い発現が小腸、
大腸、副腎、腎臓、精巣で見られた。アマガエル
では強い発現が脳や胃腸管で、弱い発現が肺、
心臓、肝臓、脾臓、皮膚で認められた。ヒキガエ
ルでは全身の臓器で遺伝子発現が認められた
が、アマガエルと同様に強い発現が脳や下垂体、
胃腸管で、弱い発現が肺、心臓（心房、心室）、
肝臓、膵臓、脾臓、腎臓、生殖腺、皮膚で認め
られた。 
 有尾両生類のイモリでは強い発現が脳、胃腸
管で、弱い発現が下垂体、肺、肝臓、膵臓、腎
臓、生殖腺、皮膚で認められた。アホロートルで
は GHS-R 様受容体の遺伝子発現は調べること
ができている。その結果、GHSRαは脳、胃腸管、
脾臓で、GHSRβは脳、胆嚢で強く、腎臓、筋肉、
生殖腺で弱く発現していた。 
 以上の結果から、グレリンが様々な器官で作
用している可能性が示唆された。 
 
（４）両生類におけるグレリンの生理作用 
➀アマガエルにおける飲水調節 
 アマガエルにラットグレリンを 25 pmol/g 体重で
脳室内に投与し、腹皮からの水吸収を 360 分間
測定したが、効果は認められなかった。 
➁ウシガエル幼生における摂食調節 
 ウシガエルグレリンの腹腔内投与（8、16pmol/g
体重）、また脳室内投与（0.5、1pmol/g 体重）は
用量依存的にウシガエル幼生の摂食量を増加

させた（図４）。この効果は GHS-R1a のアンタゴ
ニストの投与により抑制された。また、摂食後に
視床下部や胃腸管のグレリンの遺伝子発現が
減少した。 

 
図４ ウシガエル幼生におけるグレリンによる摂
食亢進作用（A: 腹腔投与、B: 脳室内投与） 
 
➂ウシガエル成体における絶食の影響 
 胃と全脳において GHS-R1a の遺伝子発現変
化を調べたが、胃では絶食１０日目に一過性の
上昇が認められたが、脳では２０日間顕著な変
化は認められなかった。 
➃アマガエル成体における絶食の影響 
 １０日間の絶食で、胃、腹皮で遺伝子発現の
増加が認められた。 
➄イモリにおける摂食調節 
 イモリグレリンの腹腔内投与は 50 pmol、100 
pmol/g 体重いずれにおいても３０分間の摂食量
に変化を与えなかった。 
 
（５）考察と総括  
 本研究において、４種の無尾および有尾両生
類のグレリン受容体の構造と機能に加え、組織
分布が明らかとなった。ウシガエルの受容体は
アマガエルの受容体と 84％の類似性があるが、
ヒキガエルの受容体はアマガエルと 91％の類似
性がある。イモリの受容体はウシガエルと 80％の
類似性を示した。系統学的にもヒキガエルとアマ
ガエルは近縁にあり、全体的に系統学的な位置



や生息域（水棲（イモリ）、半陸生（ウシガエル）、
陸生（アマガエル、ヒキガエル））を反映している
ように思われる（図１）。 
 機能においては、無尾両生類の受容体は
Ser3、Thr3 の違いを認識しないが、有尾両生類
のイモリの受容体は両者の違いを認識している。
この違いが受容体のどの構造（アミノ酸）の違い
によるものか、比較検討が必要である。 
 遺伝子発現部位では、ウシガエル、アマガエ
ルにおいて、下垂体での発現が認められない。
ウシガエルの結果は、既報のようにグレリンが下
垂体に作用することと矛盾する。本研究では全
脳 total RNA から受容体を単離した。また、機能
解析でもウシガエル、アマガエルの受容体は
Ser3、Thr3 の違いを認識しない。このことから、
これまで四肢動物では１種類のGHS-R1aしか発
見されていないが、本研究で同定した物とは別
に Ser3、Thr3 を認識するような、イモリで単離さ
れたような受容体が存在する可能性が考えられ
る。以後、更なる探索が必要である。また、胃腸
管で強い遺伝子発現が認められた。胃腸管運
動への関与が考えられるが、今後、検討が必要
である。 
 生理作用について、浸透圧調節および摂食調
節への関与の可能性を検討した。飲水（吸水）
への関与は否定的であった。グレリンはウナギ
（魚類）やラット（哺乳類）、ニワトリヒナ（鳥類）で
飲水を抑制することが知られている。投与の量
や部位を再検討する必要があるかもしれないが、
アンギオテンシンやバソトシンではこの方法で吸
水が刺激される。摂食調節についてはウシガエ
ル幼生において摂食亢進効果やグレリンの遺伝
子発現が摂食後に減少することが認められた。
また、ウシガエルやアマガエルにおいて絶食処
理によって受容体遺伝子の発現が増加すること
から、哺乳類同様、負の栄養バランス時、グレリ
ンが栄養摂取および蓄積の方向に働く可能性
を示唆する。ただし、イモリでは摂食亢進作用は
認められず、これが種差であるのか、投与の部
位や量による結果なのか、あるいは実験の不備
であるかは今後検討が必要である。 
 有尾両生類のアホロートルに関しては受容体
の全配列を決定できなかった。RACE PCR で増
幅が困難であったことから、グレリン受容体の欠
如の可能性、またグレリンペプチドの存在の確
認も視野に今後研究していきたい。 
 総括として、両生類にはグレリンとその受容体
が存在し、少なくとも摂食調節や既報のように成
長ホルモン分泌などエネルギー代謝系、内分泌
系の調節に働いている。今後、本研究で明らか
になった受容体の分布（作用部位）の結果を元
に、両生類の恒常性維持に対するグレリンの関
与を明らかにしていきたい。 
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1. 第 84 回日本生化学学会（11/9/21-24：発表

9/23、国立京都国際会館（京都）） グレリン
の構造・機能と生物多様性（海谷啓之、宮
里幹也、寒川賢治） 

2. 第 36 回日本比較内分泌学会（11/11/22-25：
都道府県会館（東京））ニホンウナギのグレリ
ン受容体（海谷啓之、寒川賢治、宮里幹
也） 

3. 第 83 回日本動物学会（12/9/13-15：大阪大
学）両生類の視床下部から同定した下垂体
に発現していないグレリン受容体（海谷啓之、
寒川賢治、宮里幹也） 

4. 第 37 回日本比較内分泌学会
（12/11/29-12/1：福井大学）有尾両生類ア
カハライモリのグレリン受容体（海谷啓之、
寒川賢治、宮里幹也） 

5. 第 9 回 GPCR 研究会（12/5/11-12：日本科学
未来館（東京））非哺乳類には複数のグレリ
ン受容体が存在する（海谷啓之、松田恒平、
寒川賢治、宮里幹也） 

6. International Symposium on Avian 
Endocrinology 2012（12/6/5-9：岐阜）Update 
on ghrelin biology in birds (Hiroyuki Kaiya, 
Kenji Kangawa, and Mikiya Miyazato)（招待
講演） 

7. The 7th Asia and Oceania Society of 
Comparative Endocrinology（12/3/3-8：マレ
ーシア）- GHRELIN: GROWTH 
HORMONE-RELEASING PEPTIDE 
SECRETED FROM THE STOMACH 
(Hiroyuki Kaiya, Kenji Kangawa, and 
Mikiya Miyazato)（招待講演） 

8. The 7th Asia and Oceania Society of 
Comparative Endocrinology（12/3/3-8：マレ
ーシア）GHRELIN RECEPTOR IN TWO 

SPECIES OF ANURAN AMPHIBIAN, 
BULLFROG AND JAPANESE 
TREE-FROG (Kaiya H., Koizumi Y., Konno 
N., Yamamoto K., Uchiyama M., Kangawa 
K., Miyazato)  

9. 第 84 回日本動物学会（13/9/26-28：岡山大
学）有尾両生類アカハライモリのグレリン受
容体（海谷啓之、寒川賢治、宮里幹也） 

10. 第 84 回日本動物学会（13/9/26-28：岡山大
学）ウシガエル幼生におけるグレリンの摂食
亢進作用（清水駿介、海谷啓之、東 森生、
内山 実、松田恒平） 

11. 第 10 回 GPCR 研究会（13/5/10-11：日本科
学未来館（東京））有尾両生類アカハライモリ
のグレリン受容体（海谷啓之、寒川賢治、宮
里幹也） 

12. 東京大学大気海洋研究所共同利用集会
「海洋生物のさまざまな適応戦略」（13/6/22
−23：東京大学大気海洋研究所）動物にとっ
てグレリンはどのようなホルモンか？ 〜比較
内分泌学的考察〜（海谷啓之） 
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