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Studies on the mechanisms of heterochrony between
    metamorphosis and gonadal development
    in the salamander，Hynobius retardatus

（エゾサンショウウオにおける変態と生殖腺の発達の異時性に関する研究）

学位論文内容の要旨

  一般的に両生類の生活史は水棲生活を行う幼生期間と変態後の成体期間に分けられる
が、有尾両生類では変態を行わずに幼生形態のまま性的に成熟し繁殖を行うネオテニー
（幼形成熟）現象が知られている。この現象はカエルなどの無尾両生類では起こらず、有
尾両生類特有の生活様式として発生学的、内分泌学的、さらには進化生態学的な研究価値
がある。これまで両生類の変態に関する研究は無尾類を中心に行われてきたが、有尾類の
幼形成熟機構の研究は新たな実験モデルであり無尾類では得られない新しい知見が期待で
きる。
  エゾサンショウウオは日本で唯一過去に幼形成熟の報告があるサンショウウオである
が、現在ではその個体群は絶滅したと考えられ、従ってこの種の幼形成熟成立機構はわ
かっていない。そこで私はこのサンショウウオの通常個体群を用い、人為的変態抑制を利
用して外部形態の変態を抑制し、生殖腺の発達や下垂体に見られる内分泌学的影響などを
細胞組織化学的、免疫組織化学的、分子生物学的解析法を用いて調べた。本種において外
部形態の変態と生殖腺の発達のメカこズムや相関関係を調べることは、幼形成熟機構の解
明につながり、両生類の個体発生や適応の多様性を知る上で重要かつ新しい発見が期待で
きるだろう。

  第1章では外部形態の変態抑制が生殖腺の発達に与える影響を調べるために、エゾサン
ショウウオの変態抑制個体を作製した。変態抑制法として下垂体除去、甲状腺除去、甲状
腺阻害剤を含む水での飼育が行われた。すると下垂体除去個体では生殖腺の発達は抑制さ
れる一方で、甲状腺除去、甲状腺阻害剤飼育個体では幼生形態のまま精巣が早熟的に発達
した。このことは本種が幼生型を維持したまま性成熟する可能性を示唆した。
  変態抑制個体の下垂体では前葉のほとんどの領域を甲状腺刺激ホルモン(TSH)細胞が
占めることが免疫組織学によって示された。また、それらが過分泌型のTSH細胞であるこ
とが電子顕微鏡観察で確認された。さらに変態抑制個体の下垂体のホモジェネー卜には通
常個体にくらべ高い生殖腺刺激活性が認められたため、過剰分泌されたTSHが変態抑制個
体の生殖腺を刺激していると考えられた。一方で、哺乳類TSHの注射実験ではエゾサン
ショウウオの精巣に発達促進が見られなかった。このことはエゾサンショウウ~-TSHが生
殖腺刺激活性をもっていること、もしくは変態抑制によって生殖腺刺激ホルモンそのもの
が分泌されることなどの可能性を示唆している。

  第2章では変態抑制個体の精巣の早熟の原因を、下垂体における遺伝子発現に着目して
分子生物学的手法で調べた。変態と生殖腺の発達にそれぞれ関わるTSHと濾胞刺激ホルモ



ン(FSH)のロサブュニットのcDNAをクローニングし、甲状腺阻害の変態抑制によって
遺伝子発現にどのような変化が現れるのかを分子生物学的手法で調べた。通常変態個体と
異なり、変態抑制個体では甲状腺ホルモンが産生されないためにネガティブフイードパッ
クが働かず、下垂体前葉で大量のTSHロ遺伝子が発現することが確かめられた。意外にも
同時にFSH8遺伝子の発現も有意に上昇することがわかり、TSHとFSHの調節にいくらか
重なりがあることが示唆された。したがって甲状腺の機能不全が変態を抑制する一方、生
殖腺刺激ホルモン(GTH)の分泌増加が生殖腺を発達させることが、変態抑制個体の精巣
の早熟的発達に関わっていると考えられた。
  更に甲状腺の阻害による下垂体の他のホルモン遺伝子の発現変化を調べるため、プ口オ
ピオメラノコルチン(POMC)、プロラクチン(PRL)、成長ホルモン(GH)のcDNA
をクローニングした。特に両生類の変態のタイミングに影響を与えるとされるホルモン
(TSH，POMC，PRL)については通常変態期間の遺伝子発現も調べられた。正常変態個
体におけるこれら遺伝子の発現は以下のようであった。TSHロ遺伝子は変態絶頂期に高く
発現し、変態に必要な甲状腺ホルモンの高まりを作り出すと考えられた。抗変態作用で知
られるPRLの遺伝子発現も、他の両生類と同様に変態絶頂期に高く、これは絶頂期の組織
特 異 的 変 態 の 調 節 を し て い る と 考 え ら れ た 。 副 腎 皮 質 刺 激 ホ ル モ ン
(ACTH)を含む前駆体蛋白質POMCの遺伝子発現は絶頂期後半に高かった。これは
ACTHにより副腎皮質から分泌されるコルチコイドがトリヨードチロニン(T3)合成酵素
の働きを活性化させることから、変態絶頂期の完了に関わっている事が考えられた。
  これらの遺伝子とさらにGHの発現を変態抑制個体で調べたところTSHロ以外は発現量
が減少することが血situ hybridizationとNorthem blotで確かめられた。このことは本種
の変態抑制個体では、下垂体細胞間の分化可塑性により他のホルモン細胞カ汀SHロを発現
し始めるというこれまでの考えと一致した。実際に脊椎動物の様々な種で下垂体細胞は柔
軟な分化可塑性を有し、多くの分化転換や異種ホルモンを共発現すること報告されている。

  エゾサンショウウオでは棲息場所の標高が高くなると主に夏場の低水温が原因で変態が
遅れ、越冬レた次の年に変態する越冬幼生が観察される。第3章ではこういった自然環境下
において変態が遅れている個体において、外部形態と生殖腺の異時的発生の可能性を検証
した。幼生の越冬回数（年齢）を骨齢査定によって決め、年齢と生殖腺の発達の相関関係
を調べてた。その結果、3回越冬してなお変態絶頂期に入らない幼生（4年目個体）が存在
し、それらは同じ発生段階にある一年目個体に比ベ生殖腺のサイズや生殖細胞の数におい
て勝っていることが判明した。さらに越冬幼生におけるTSHとGTHのpサブュニットの発
現量を一年日個体と比較したところ、FSHロの遺伝子発現が有意に高かった。しかしなが
ら′rSHロとLjロの遺伝子発現には顕著な差が認められなかった。このことは越冬幼生が一
年目個体と同じ発生段階にありながら、より発達した生殖腺を持つことと関係が深いと思
われる。従って、エゾサンショウウオでは外部形態が幼生型であっても視床下部ー下垂体
ー生殖腺系の発達が進み、外部形態とは独立して生殖腺が年とともに発達していくことが
予想される。このことから実験環境だけでなく自然環境においても外部形態と生殖腺の異
時的発生が可能であることがわかった。この事実はこの種の幼形成熟繁殖の能カを裏付ける
ものである。
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    学位論文題名

Studies on the mechanisms of heterochrony between

    metamorphosis and gonadal development

    in the salamander，Hy7zobius retardatus

（エゾサンショウウオにおける変態と生殖腺の発達の異時性に関する研究）

  一般的に両生類の生活史は水棲生活を行う幼生期間と変態後の成体期間に分
けられるが、有尾両生類では変態せずに幼生形態のまま性的に成熟し繁殖を行
うネオテこー（幼形成熟）現象が知られている。この現象は有尾両生類特有の
生活様式として発生学的、内分泌学的、さらには進化生態学的な興味を集めて
いる。北海道産のエゾサンショウウオは日本で唯一過去に幼形成熟の報告があ
るサンショウウオであるが、現在ではその個体群は絶減したと考えられ、従っ
てこの種の幼形成熟成立機構はわかっていない。申請者はこのサンショウウオ
を用い、変態と生殖腺発達の時間的なずれ（異時性、ヘテ口ク口こー）を細胞
生物学的、免疫組織化学的、分子生物学的解析法を用いて調べた。

  第1章では外部形態の変態抑制が生殖腺の発達に与える影響を調べるために、
エゾサンショウウオの変態抑制個体を作製した。変態抑制法として下垂体除去、
甲状腺除去、甲状腺阻害剤処理がおこなわれた。下垂体除去個体では生殖腺の
発達は抑制されるが、甲状腺除去、甲状腺阻害剤処理個体では幼生形態のまま
生殖腺が早熟的に発達した。このことは本種が幼生型を維持したまま性成熟す
る可能性を示唆した。
  変態抑制個体の下垂体では前葉のほとんどの領域を甲状腺刺激ホルモン
(TSH)細胞が占めることが免疫組織学によって示された。また、それらが過
分泌型のTSH細胞であることが電子顕微鏡観察で確認された。さらに変態抑
制個体の下垂体のホモジェネートには通常個体にくらべ高い生殖腺刺激活性が
認められたため、過剰分泌されたTSHが変態抑制個体の生殖腺を刺激してい
ると考えられた。しかし、哺乳類TSHの注射実験ではエゾサンショウウオの
精巣に発達促進が見られなかった。このことはエゾサンショウウオTSHが生
殖腺刺激活性をもっていること、もしくは変態抑制によって生殖腺刺激ホルモ
ン(GTFDそのものが分泌されることなどの可能性を示唆している。



  第2章では変態抑制個体の生殖腺の早熟の原因を、下垂体における遺伝子発
現に着目して分子生物学的手法で調べた。変態と生殖腺の発達にそれぞれ関わ
る′ISHと濾胞刺激ホルモン(FSH)のロサブュニットのcDNAをクローニン
グし、甲状腺阻害の変態抑制によって遺伝子発現にどのような変化が現れるの
かを調べた。変態抑制個体では甲状腺ホルモンが産生されないためにネガティ
プフイードパックが働かず、下垂体前葉で大量のTSHロ遺伝子が発現すること
が確かめられた。さらに、FSHロ遺伝子の発現も上昇することがわかり、TSH
とFSHの合成・分泌調節にいくらか重なりがあることが示唆された。したが
って甲状腺の機能不全が幼生の変態を抑制する一方、GTHの分泌増加が生殖
腺を発達させると推定された。
  また下垂体の他のホルモン遺伝子の発現変化を調べるため、プロオピオヌラ
ノコルチン(POMC)、プ口ラクチン(PRL)、成長ホルモン(GH)のcDNA
をクローニングした。それらの遺伝子発現の様子を、正常個体と甲状腺機能阻
害個体で調べたところ、TSHロとFSHロ遺伝子は変態抑制によって発現が増
強するが、それ以外のホルモン(GH，POMC，PRL)遺伝子の発現は抑制され
ることが分かった。さらに、変態抑制個体では、PRLやGHを分泌する細胞が
TSHを合成・分泌するようになるという下垂体細胞間の分化可塑性も確認され、
下垂体細胞は環境に応じてきわめて柔軟に振る舞うことが、本研究ではじめて
確かめられた。

  エゾサンショウウオでは棲息場所の標高により、年内に変態できずに越冬す
るいわゆる「越冬幼生」が観察される。第3章ではこういった自然環境下にお
いて変態が遅れている個体を用いて、外部形態と生殖腺の異時的発生を解析し
た。幼生の越冬回数（年齢）を骨齢査定によって決め、年齢と生殖腺の発達の
相関関係を調べた。その結果、3回越冬してなお変態絶頂期に入らない幼生（4
年目個体）が存在すること、越冬幼生では同じ発生段階にある一年目個体に比
ベ生殖腺の発達が著しく進行することを見いだした。さらに越冬幼生における
TSHとGTHのロサプュニットの発現量を一年目個体と比較したところ、FSH
ロの遺伝子発現が有意に高かった。しかしながらTSHロとLHロの遺伝子発現
には顕著な差が認められなかった。このことは越冬幼生が一年目個体と同じ発
生段階にありながら、より発達した生殖腺を持つことを内分泌学的に説明する。
っまり、エゾサンショウウオでは外部形態が幼生型にとどまっていても、生殖
腺は時間とともに発達するという「異時性」が内分泌学的に証明された。この
研究は環境依存的幼形成熟のしくみを、世界にさきがけて明らかにしたもので
ある。

  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格があるもの
と認める。


