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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、魚類における黒色素胞刺激ホルモン（MSH）の骨代謝に対する新規
作用を骨モデルであるウロコを用いて解析することである。本研究では、再生ウロコを用いて、MSHの骨代謝に
対する作用をin vivo及びin vitroで解析を行い、MSHが破骨細胞及び骨芽細胞を活性化することを証明した。ま
た、カルシウム代謝に関与しているカルシトニンの分泌をMSHが促していることもわかった。さらに、円鱗から
櫛鱗への分化機構を調べるために、次世代シークエンス解析を行った。その結果、骨代謝関連遺伝子の制御機構
の一端を明らかにすることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to analyze the novel action of 
melanocyte-stimulating hormone (MSH) on bone metabolism using fish scales as a bone model. In this 
study, we analyzed the effects of MSH on bone metabolism in vivo and in vitro using regenerating 
scales and demonstrated that MSH promotes osteoclastic and osteoblastic activity. In addition, we 
found that MSH promotes the secretion of calcitonin, which is involved in calcium metabolism. 
Furthermore, next-generation sequencing analyses were performed to investigate the differentiation 
mechanism from cycloid scales to ctenoid scales. As a result, it was possible to clarify one of the 
regulatory mechanisms of bone metabolism related genes in the formation of ctenoid scales.

研究分野： 魚類生理学

キーワード： MSH　骨代謝　カルシトニン　円鱗　櫛鱗　ヒラメ　キンギョ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、MSHの骨に対する新規作用を解析することができ、MSHが破骨細胞及び骨芽細胞を活性化し、骨吸
収抑制ホルモンであるカルシトニンの分泌を促すことも判明した。さらにヒラメを用いて、円鱗から櫛鱗への分
化機構のメカニズムの一端も解析できた。
ヒラメは水産養殖の上で重要な魚種であり、各県の水産試験場では種苗生産を行っている。陸上の養殖時に無眼
側の黒化が生じやすく、黒化が起きたヒラメは商業上の価値は低い。したがって、本研究は、無眼側の黒化機構
の解明にも貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は、魚類における黒色素胞刺激ホルモン（Melanocyte-stimulating hormone：MSH）

の新規作用（骨代謝に対する作用）をウロコ（骨モデル）を用いて解析することである。 
 我々は予備的な実験により、キンギョに MSH を投与すると、再生中のウロコの骨芽細胞及
び破骨細胞が活性化することから、MSH の新規機能として骨代謝調節作用を見い出している。
また、ヒラメの無眼側は通常は円鱗であるが、黒色素胞が形成されると櫛鱗に変化する為、黒
色素胞が骨形成に影響することが考えられる。 
 以上のことから、本研究では、ウロコを骨モデルとして①MSH の骨代謝の調節制御機構を解
析すること、②黒色素胞とウロコの形態形成との関係を調べることを目的とする。 
 
２．研究の目的 
 キンギョのウロコを用いて、①MSH の骨芽細胞及び破骨細胞に対する作用を in vivo 及び in 
vitro の双方から実験を行った。さらに②骨代謝に関与するホルモン（カルシトニン）とのクロ
ストークを解析した。次に、③ヒラメの色素沈着による円鱗から櫛鱗への形成機構について、
時計遺伝子や骨代謝関連遺伝子との関係を解析した。以上のことより、MSH の骨代謝に対する
作用の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
①MSH の骨芽細胞及び破骨細胞に対する作用 
まず、キンギョ（Carassius auratus）を用いた in vivo の解析を行った。キンギョの再生ウロコ

を用いた in vivo の骨形成システムにより、MSH の骨形成に対する影響を解析した。麻酔した
キンギョから左側のウロコを取り、キンギョに MSH（Low dose: 0.1g/g BW; High dose: 1 g/g 
BW）を投与した。MSH の投与は、ウロコを抜いた直後、3 日、5 日、7 日、9 日後に投与した。
キンギョは、水温 25℃で飼育して、毎朝摂餌させた。10 日後に麻酔したキンギョから左右のウ
ロコを採取した。10 日というタイムコースは、再生過程において骨芽細胞が活性化している時
期なので、10 日目の再生ウロコを用いた 1)。採取した左側のウロコ（再生ウロコ）及び右側の
ウロコの骨芽細胞活性（アルカリフォスファターゼ活性）及び破骨細胞活性（酒石酸抵抗性酸
フォスファターゼ活性）を測定した 2)。 
次に、in vitro の解析を行った。即ち、麻酔したキンギョからウロコを採取して、10 日間前述

の方法によりキンギョを飼育した。その後、キンギョを麻酔してウロコを採取し、そのウロコ
を L-15 培地（Thermo Fisher Scientific Inc., Grand Island, NY, USA）で 15℃で 6 時間培養して、ウ
ロコの骨芽細胞活性（アルカリフォスファターゼ活性）及び破骨細胞活性（酒石酸抵抗性酸フ
ォスファターゼ活性）を測定した 2)。さらに in vitro において、遺伝子発現解析も行った。前述
のように再生 10 日のウロコを調整し、その再生ウロコを L-15 培地（Thermo Fisher Scientific Inc.）
で 15℃で 3 及び 6 時間培養した。培養したウロコからキット（Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用
いて、mRNA を抽出して、cDNA 合成を行った。この cDNA を用いて、骨芽細胞と破骨細胞の
相互作用に関係する遺伝子、破骨細胞の機能遺伝子の解析をリアルタイムPCRにより行った 3）。 
 
②MSH と骨吸収抑制ホルモンとのクロストーク 
キンギョにおいては、MSH とカルシトニンとの関連を調べるために、カルシトニンの分泌

源である鰓後腺に MSH の受容体（MCR）が発現しているのか否かを調べた。プライマーは、
Kobayashi et al. (2011)4)に記載されているプライマー及び PCR の条件を用いた。また、MSH
投与による血液中のカルシウム濃度の変化とカルシトニンの分泌との関連についても調べて、
MSH、カルシトニン及びカルシウムとの関連性を調べた。カルシトニンの測定は、Suzuki 
(2001)5)に従って行った。またカルシウム濃度は、Suzuki et al. (2011)6)の手法を用いた。 
 
③ヒラメの櫛鱗の形成機構の解析 
 有眼側の櫛鱗と無眼側の円鱗における時計遺伝子の発現を調べて、櫛鱗と円鱗の間で違いが
あるか否かを調べた。材料にはヒラメ（Paralichthys olivaceus）を用いて、20℃で明暗（12h:12h)
サイクルで飼育した。そのヒラメの有眼側の櫛鱗と無眼側の円鱗を 6、12、18 及び 24 時にサン
プリングして、そのウロコから mRNA を抽出して、時計遺伝子（period1, period2 及び cry1）の
発現をリアルタイム PCR により解析した 3）。 
  次に、ヒラメの in vivo において、円鱗から櫛鱗への変化を追うことができる系を作成した。
無眼側において、尾から順に色素沈着が生じる。その色素沈着のあと、棘が 1 本出て、櫛鱗へ
と変化することがわかった。この系を用いて、次世代シークエンス解析により、時計遺伝子、
骨代謝関連遺伝子を解析した。 
 
４．研究成果 
①MSH の骨芽細胞及び破骨細胞に対する作用 
 MSH をキンギョに投与した結果、再生ウロコの骨芽細胞及び破骨細胞が活性化した。High 
dose のみならず、Low dose においても骨芽細胞及び破骨細胞を活性化していた。なお、骨芽細
胞の方が破骨細胞よりもMSHの効果があり、おそらくMSHは、まず骨芽細胞に作用した後に、
破骨細胞を活性化している可能性がある。 



キンギョの in vitro の解析では、骨芽細胞と破骨細胞の相互作用に関与する遺伝子（RANKL
及び OPG）の解析を行った。10 日間再生させたキンギョの再生ウロコを用いて培養実験を実施
した。即ち、MSH(10-6 M)を培地に添加して 3 時間培養した結果、RANKL（骨吸収促進）及び
OPG（骨吸収抑制）の発現が有意に上昇したが、RANKL の発現量の上昇率が大きく、
RANKL/OPG が有意に上昇して骨吸収を促進することが判明した。RANKL は骨芽細胞で発現
している遺伝子なので、前述のように MSH の受容体は骨芽細胞にあり、骨芽細胞を経由して
破骨細胞を活性化させた可能性が高い。このような作用は、副甲状腺ホルモン 6) やプロスタグ
ランジン E2

7)で見出しており、MSH はこれらのホルモンと同じように魚類に作用している可能
性が高い。 
さらに培養 6 時間において破骨細胞で発現している機能遺伝子であるカテプシンK の発現が

有意に上昇していた。カテプシン K の遺伝子発現が上昇していることから、骨吸収を促してい
ることを破骨細胞の酵素活性のみならず、遺伝子レベルでも証明したことになる。 
 
②MSH と骨吸収抑制ホルモンとのクロストーク 
キンギョの雌雄の鰓後腺から mRNA を抽出して、MSH の受容体（MCR）の発現を解析した。

その結果、雄及び雌において、個体間でそれぞれの MCR の発現レベルは変動していたが、す
べてのサブタイプ（MCR1, MCR2, MCR3, MCR4 及び MCR5）が検出された。したがって、MSH
は鰓後腺に作用して、カルシトニンの分泌を促している可能性が高い。 
次に、MSH のカルシウム代謝に及ぼす影響を調べるため、MSH 投与による血液中のカルシ

ウム濃度とカルシトニンレベルの変化を調べた。その結果、血液中のカルシウムに応答して鰓
後腺からカルシトニンが分泌されていることを証明でき、さらに血液中のカルシウム濃度と血
液中のカルシトニンとの間に有意な正の相関があることがわかった。以上のことから、MSH は
カルシトニンとクロストークしており、魚類のカルシウム代謝の調節に関与している可能性が
高いことが判明した。 
 
③ヒラメの櫛鱗の形成機構の解析 
ヒラメのウロコで発現している時計遺伝子（period1, period2 及び cry1）の発現を有眼側の櫛

鱗と無眼側の円鱗で比較した。その結果、円鱗の方が櫛鱗よりも時計遺伝子の発現が高い時期
や櫛鱗の方が円鱗よりも時計遺伝子の発現が高い時期があった。したがって、円鱗と櫛鱗とで
は、光に対する感受性が異なる可能性がある。 
次に、ヒラメの in vivo において、円鱗から櫛鱗への変化を追うことができる系を作成した。

無眼側において、尾から順に色素沈着が生じる。その色素沈着のあと、棘が 1 本出て、櫛鱗へ
と変化することがわかった。 
そこで、ヒラメの色素沈着と円鱗から櫛鱗への分化機構を調べるため、次世代シークエンス

解析を行った。尾部に沈着した色素は、頭部に向かって色素沈着が生じた。尾部から頭部に向
かって 4 か所の部位で次世代シークエンス解析を行った結果、色素沈着が生じる割合が高いほ
ど、骨形成遺伝子（runx2, bmp2, col1a1, col1a2 など）と破骨細胞のマーカー（TRAP、CTSK）
が低い値を示した。さらに、これらの発現パターンと同じ傾向が、時計遺伝子（per1, per2, cry1, 
cry2）でも観察された。これらの結果は、時計遺伝子による骨代謝関連遺伝子の制御が行われ
ている可能性を示している。一方、骨芽細胞で発現している calcitonin receptor-like receptor やビ
タミン D ホルモン受容体は、色素沈着部位で高い値を示していた。したがって、色素沈着によ
り時計遺伝子や骨代謝関連ホルモンの相互作用による調節が行われる可能性が高い。 
ヒラメは水産養殖の上で重要な魚種であり、各県の水産試験場では種苗生産を行っている。

陸上の養殖時に無眼側の黒化が生じやす 8）、黒化が起きたヒラメは商業上の価値は低い。した
がって、本研究は、無眼側の黒化機構の解明にも貢献できる可能性が高い。 
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