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ラインを策定した1), 2)。毒性試験において病理組織検
査の対象となるおたまじゃくし頭部に存在する甲状腺
は、両眼を結ぶ線上にあり（Fig. 2）、変態開始時には
非常に小さな組織であること、変態が進むにつれて頭
部の形状が変わり、それとともに甲状腺の位置が変動
することなどから、通常の哺乳動物とは異なり、病理
検査のノウハウの蓄積が正確な毒性評価に必須である
ことが分かった。
以上の観点から、最新の欧米規制動向を考慮し、環

境生物を含めた化学物質の内分泌撹乱作用に対するよ
り精緻な安全性評価の一環として、当研究所において
カエルの変態や甲状腺ホルモン制御機構について調査
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The interference of a chemical with the thyroidal hormone system, that is the normal function of the hypothal-
amic-pituitary-thyroid (HPT) axis, is considered as an endocrine disrupting effect. The amphibian metamorphosis
assay (AMA), which is an OECD and EPA guideline study, represents a generalized vertebrate model to evaluate
such a chemical action not only on wildlife but also mammals. This review deals with the state-of-the-art of frog
metamorphosis processes and thyroid hormone regulation, and introduces our attempts, especially the histopatho-
logical examination, for more precise evaluation of AMA.

はじめに

化学物質による内分泌撹乱問題では、ヒト健康影響
のみならず、野生生物に対する影響についても広範な
研究が進められており、数多くの化学物質が脊椎動物
の甲状腺ホルモン系（視床下部‒下垂体‒甲状腺軸：
HPT軸）に作用する可能性が報告されていることから、
リスクアセスメントを行なう為の適切な脊椎動物モデ
ルの確立が喫緊の課題であった。水中で生活するカエ
ル（両生類）の幼生である「おたまじゃくし」は、鰓
を介した化学物質の曝露や餌を介した経口曝露に加え
て、成体と異なり皮膚が薄く透過性が高いことから経
皮曝露も想定される。さらに、おたまじゃくしは変態
の過程で幼生組織から成体組織へと構造および機能を
新生、退縮、再構築してカエルとなるが、この過程は
主に甲状腺ホルモンにより制御されており、おたまじゃ
くしは甲状腺ホルモンに影響する化学物質に対して極
めて高感受性と考えられる。おたまじゃくしの変態に
おける形態的および機能的な変動は劇的であり、変態
過程での異常は甲状腺ホルモン系撹乱を反映するパラ
メータとして有効な情報となり得る。以上の観点から、
経済協力開発機構（OECD）と米国環境保護庁（EPA）
は甲状腺毒性に焦点をあて、アフリカツメガエル
（Xenopus. laevis、Fig. 1）の変態過程を精査するガイド
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Fig. 1 A larva and a froglet of African clawed 
frogs (Xenopus laevis) 
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し、おたまじゃくしを用いた甲状腺ホルモン系に対す
る化学物質の精緻な評価系を確立した。

甲状腺ホルモンと関連因子

甲状腺ホルモンにはサイロキシン（T4）とトリヨード
サイロニン（T3）がある（Fig. 3）。甲状腺では主にT4

が合成分泌されるが、末梢組織で脱ヨード化されて生
理活性のより高いT3が生成される。甲状腺ホルモンは
血液中では輸送蛋白トランスサイレチン（TTR）と結合
した形で輸送され、肝臓にて抱合化をうけて胆汁中へ
排泄される。ほ乳類についての甲状腺ホルモンとその
制御や毒性影響についてはよく知られているが3)、脊椎
動物の甲状腺ホルモンの構造は完全に保存されており、
合成および分泌様式も両生類とほ乳類は基本的に同じ
である。
甲状腺ホルモンはHPT軸でコントロールされており、
その制御機構と影響要因をFig. 4に示している。甲状
腺でのヨード取り込み阻害や甲状腺ペルオキシダーゼ
の抑制は甲状腺ホルモンの合成を撹乱する。また、末
梢組織での脱ヨード化酵素の抑制は、T4からT3の生成
を抑制する。肝臓薬物代謝酵素の誘導はT4およびT3の
胆汁排泄を促進させる。また、化学物質が甲状腺ホル
モン輸送蛋白と結合し、甲状腺ホルモンと競合拮抗す
る場合は、血中の甲状腺ホルモンレベルを減少させる。

このように、Fig. 4に示したいずれのポイントも甲状腺
ホルモンを変動させる要因として、環境中の汚染物質
の標的となり得る。
おたまじゃくしでは、脱ヨード化酵素の変動に伴い

T3：T4の活性比が発生・変態過程で変動することが知
られている4), 5)。甲状腺ホルモンは主に肝臓で硫酸抱
合されて排泄されるが、いくつかの化合物で硫酸抱合
を抑制するとの報告もある6)。また、おたまじゃくしで
は、グルクロン酸抱合についての情報が乏しく、ほ乳
類と比較して付加的な代謝経路として特徴付けられて
いるが、本経路の主要酵素群であるグルクロニダーゼ
はほ乳類と同じく胆汁排泄を通して循環血中の甲状腺
ホルモンを減少させると考えられる。その他、ほ乳類
と同様にペントバルビタールにより肝ミクロソーム酵
素チトクロムP450 2B1が誘導されることが、ある種の
カエルで報告されている7)。
カエルで特徴的な点は、ほ乳類と異なりTTRの親和
性がT4よりもT3で高いことである6), 8)。TTRとの結合
は血清中の遊離型ホルモン濃度に影響し、細胞の取り
込みや生物学的反応性、血中甲状腺ホルモンのレベル
維持に影響する。数種の化合物9)–12)はTTRとの親和性
が高く、甲状腺ホルモンの撹乱を引き起こす可能性が
あると報告されている。

変態とそれに関わるホルモン

カエルの変態は大きく3つのステージに分かれ、前変
態期（premetamorphosis）、変態始動期（prometamor-

phosis）そして変態クライマックス（metamorphic cli-

max）と呼ばれる（Fig. 5）。後肢が現れるまでの甲状

Fig. 2 Arrows indicate thyroid glands in Stage 51

Fig. 3 Thyroxine: T4 (a), and 
3,3’,5- triiodothyronine: T3 (b)
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Fig. 4 Overview of the thyroid hormone pathway 
and regulation
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化学物質の影響

カエルを用いた甲状腺ホルモン撹乱作用の検出は、
いろいろな外因性物質による変態への影響の有無を評
価することで、過去十数年前から試みられている22)–25)。
変態ステージの遅延あるいは促進、後肢長への影響、
甲状腺組織の形態変化や下垂体組織中のTSH遺伝子の
発現亢進などが報告されている。環境汚染化学物質で
は、Perchlorate類26), 27)、polychlorinated biphenyls

（PCB）28)、bisphenol A（BPA）29)、polybrominated

diphenyl ethers（BDE47）および pentabromodiphenyl

ether混合物（DE-71）30)、methoxychlor31), 32)などによ
る抗甲状腺作用が報告されており、一方、除草剤の
acetochlorでは前肢の出現と変態クライマックス期開始
の早期化という変態促進作用、すなわち、甲状腺ホル
モン様作用が報告されている33)。環境汚染物質による
曝露を考えた場合、自治体等から流出される排水中に
は様々な物質が混在していることから、カエルの変態
に影響を与え得ることが指摘されている34)。実際、カ
ナダのアルバータ州北部にあるAthabasca Oil Sands 地
域でのフィールド試験では、原産種のカエルに変態遅
延が報告されている35)。このように、多くの環境汚染
物質が甲状腺ホルモン系に影響するとの報告があるが、
これらの多くは自然環境でカエルが曝露する濃度に比
べ、はるかに高濃度での実験結果であり、実環境中に
存在し得る濃度でも同様に起こり得るかどうかについ
ては、更なる研究調査が必要である。

腺ホルモンによらず到達できる段階までを前変態期、そ
れ以降、前肢が出現するまでを変態始動期、その後、
尾と鰓が吸収消失し、肺が出来上がって成体となるま
でを変態クライマックスとして分類される。変態の過
程で食性が草食から肉食へと変化し、それに伴い腸管
は細長いものから太く短くなる。変態始動期以降は甲
状腺ホルモンによって変態過程が全身的に制御され、
甲状腺ホルモンレセプター拮抗剤に曝露させると変態
が阻害されて完全なカエルにならず13)、逆に甲状腺作
用物質に曝露させると変態が誘発される14)。甲状腺ホ
ルモンに対する感受性は変態ステージにより変動し、そ
の上位にある甲状腺ホルモン刺激ホルモン（TSH）の分
泌量は変態始動期の後半から変態クライマックスにか
けて上昇し、その後減少する15)。
カエルにおいては副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモ
ン（corticotrophin-releasing hormone：CRH）と性腺
刺激ホルモン放出ホルモン（gonadotropin- releasing

hormone：GnRH）が甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン
（TRH）と同様にTSH放出を促進することが知られてい
る16)–18)。また、ほ乳類の黄体ホルモン刺激ホルモン
（luteinizing hormone-releasing hormone：LHRH）、男
性ホルモンであるアンドロゲン、プロラクチン（PRL）、
さらに副腎皮質ホルモンであるコルチコステロイドお
よびアルドステロンが変態期の甲状腺ホルモンレベル、
あるいは、変態過程に影響しており、おたまじゃくし
の変態期には、これらホルモンが複雑に影響しあって
いる17), 19)−21)。

Fig. 5 The stage of metamorphosis. The premetamorphosis is the period until the appearance of the hind limbs, and 
the prometamorphosis is from their appearance to that of the forelimbs. During the period of metamorphic 
climax, resorption of the tail and gills and development of lungs occur. 

Developmental stages are according to Nieuwkoop and Faber 
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一方、陰性結果の報告もある。4-methylbenzylidene

camphor（4-MBC）および3-benzylidene camphor（3-

BC）といったUVフィルターは環境曝露濃度で、甲状腺
ホルモン様作用も抗甲状腺ホルモン様作用も有さず36)、
除草剤であるatrazineもカエルの変態過程になんら影響
しないとの報告がある37)。
殺菌剤Triclosanは、その構造が甲状腺ホルモンに類

似していることから、環境中への流出や両生類変態へ
の影響に関して注目され、Veldhoenらが後肢の伸長へ
の影響を報告38)している一方、FortらはGLPガイドラ
イン試験を立ち上げて環境曝露濃度で変態への影響が
ないと反論39)しており、この論争はまだ決着していな
い40)–44)。

両生類変態アッセイ、特に病理組織学的検査に対
する取り組み

前述した種々のメカニズム、そして種々の化合物は、
血中甲状腺ホルモンレベルを変化させ、甲状腺ホルモ
ンが減少した場合には、HPT軸の正のフィードバック
が働き、下垂体でのTSH分泌が増加する。カエルの
HPT軸を介する機構は、げっ歯類45)と同様にコント
ロールされていることから、両生類変態アッセイ（am-

phibian metamorphosis assay：AMA）はヒトを含む脊
椎動物全般におけるHPT軸の機能に基づいた評価試験
と言える。TSH分泌増加により甲状腺は大きくなり、
濾胞上皮細胞の肥大や過形成を引き起こす。O’Connor

らはげっ歯類における甲状腺毒性物質による影響の中
で、甲状腺組織像が最も有益な情報であると報告して
いるが46)、カエルでも同様に甲状腺組織検査が最も鋭
敏な指標であることがこれまでの研究で証明されてい
る47)。

AMAの試験実施概要をTable 1および2に示した。ア
フリカツメガエルの成長はNieuwkoopとFaberによる、
その形態的特長をもとにしたステージ分類48)が用いら
れる。AMAでは後肢がちょうど米粒の形態となるス
テージ51の時期に曝露が開始される。曝露期間は21日
間であり、主要エンドポイントと観察のタイミングは
毎日の観察（死亡率）、曝露7および21日の成長ステー
ジ、後肢長、鼻‒排泄口長と体重、曝露21日での甲状
腺組織検査である。成長ステージの形態学的指標とな
る最も特徴的な形態変化は後肢の発達であり、成長ス
テージと（抗）甲状腺ホルモン様作用には正の相関が
あることが報告されている49), 50)。
甲状腺組織学的検査では、Table 3に示すようにコア

クライテリアに付加的な量的クライテリアを加味して適
切にグレード化する必要がある。カエルの甲状腺組織は
非常に小さく、肉眼では判別できない。また変態に伴い
頭部形状が変化し、甲状腺の位置も微妙にずれていく。

それゆえ甲状腺組織観察に先立って、甲状腺を含む頭
部を何枚も連続して薄切した病理標本の中から観察に
最適な切片標本を選び出す手間が入ってくる（Fig. 6）。
また、おたまじゃくしの変態過程では、成長ステージ
により甲状腺の形態が異なり、前変態期は非常に小さ
い組織であるが、変態始動期から徐々に大きくなり、
変態クライマックス後半で最大となり、濾胞上皮細胞
の丈も最高となる。このように、おたまじゃくしの甲
状腺組織学的検査の実施には、特有の技術および知識
が必要とされることから、AMAでの標本作製技術ある

Table 1 Protocol of the AMA

21 days

Developmental stage and total length 

(optional)

Minimum of 3 concentrations spanning 

approximately one order of magnitude

Flow-through (preferred) and/

or static-renewal

25 mL/min

20 larvae/test vessel (5 larvae/L)

4–10 L (10–15 cm minimum water)/

glass or stainless steel test vessel 

(e.g., 22.5 cm × 14 cm × 16.5 cm)

4 replicate test vessels/

test concentration and control

≤ 10% per replicate test vessel

22 ± 1°C

12 h Light : 12 h dark,  600 to 2000 lux

Davidson’s fixative

6.5 – 8.5

> 3.5mg/L ( > 40% air saturation)

Nieuwkoop and Faber stage 51

Exposure period

Larvae selection 

criteria

Test concentrations

Exposure regime

Test system flow rate

Larval density

Test solution/

test vessel

Replication

Acceptable mortality 

rate in controls

Water temperature

Lighting

Thyroid fixation

pH

Dissolved oxygen 

concentration

Initial larval stage

Table 2 Observation time points for primary 
endpoints in the AMA

Snout-vent length Hind limb length

Daily

Day 7 and 21, comply with N&F Stage

Day 7 and 21

Day 7 and 21

Day 7 and 21

Day 21, comply with guidance for 

histopathology

Observation time points

Mortality

Developmental stage

Hind limb length

Snout-vent length

Wet body weight

Thyroid gland 

histology

Apical Endpoints
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いは診断法についてのガイダンス51), 52)や、AMAガイド
ラインをサポートするための甲状腺の組織学・組織病
理学の標準法ドキュメントが、変態過程をカバーする
時期の正常組織アトラスとともに公表されている53)。
当研究所ではAMA試験の評価技術確立を目的に、

甲状腺作用物質および抗甲状腺作用物質を用いた所内
AMA試験を構築し、病理組織学的検査を実施した。
甲状腺ホルモンのT4および代表的な抗甲状腺作用物質
のPropylthiouracil（PTU）に曝露したアフリカツメガ
エルの甲状腺組織像をFig. 7に示す。PTUは甲状腺ペ
ルオキシダーゼ阻害のみならず脱ヨード化阻害を介し
てT4およびT3の枯渇を引き起こし、フィードバック機
構を介して下垂体からのTSH分泌を増加させる。甲状
腺では上位からの持続刺激を受け、T4合成分泌は阻害
されているものの、ホルモン合成途中までが亢進し、

結果として甲状腺組織全体は大きくなり、濾胞上皮細
胞の肥大・過形成を示す。濾胞上皮に囲まれた領域に
貯蔵しているコロイドはその量や濃度が減少するため
染色性が低下し、不均一な像を呈する、一方、T4は甲
状腺ホルモンそのものであり、体内に過剰量の甲状腺
ホルモンが存在することとなり、負のフィードバック
機構が働きTSHを減少させる。結果として甲状腺は活
動を停止し、甲状腺組織の萎縮および濾胞上皮細胞の
萎縮を来たす。コロイドを貯める必要もなくなること
から、コロイド領域も小型を示す。Fig. 8はスコア化
した病理組織学的検査結果を示す。甲状腺ホルモン様
作用および抗甲状腺ホルモン様作用とも、曝露濃度に
相関した反応を示し、病理組織学的によく捉えられて

Table 3 Diagnostic criteria, severity and grading 
for histopathology in AMA

Core criteria (severity graded)

• Thyroid gland hypertrophy/atrophy

• Follicular cell hypertrophy 

• Follicular cell hyperplasia

Additional criteria (severity graded and/or qualitatively 

described)

• Follicular lumen area: reduced or increased

• Colloid quality: homogeneous, heterogeneous, lacy or 

granular

• Follicular cell height/shape: squamous, cuboidal, low/high 

columnar

Grading (For multifocal or diffusely-distributed alteration, the 

percentage of tissue area involved should be considered.)

• Grade 0 (not remarkable to minimal, less than 20%)

• Grade 1 (mild, 30-50%)

• Grade 2 (moderate, 60-80%)

• Grade 3 (severe, over 80%)

Fig. 6 Histology procedure

Fixation by 
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Trimming
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Embedding 
by paraffin
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Fig. 7 Effect on thyroid histopathology

(a) Control (b) PTU 25 ppm (c) T4 5.0 ppb

PTU induces thyroid hypertrophy, follicular cell hyperplasia and altered colloid quality. T4 causes follicular atrophy.
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露なしに、単に餌を60％にまで制限した際の甲状腺組
織を示しているが、摂餌制限は甲状腺組織の萎縮を引
き起こすことが明らかであった。この変化は甲状腺作
用物質曝露時の変化と同一であり、摂餌量の低下が認
められた場合には、組織学的変化が化合物による甲状
腺影響か、あるいは二次的な影響を介したものかの鑑
別が必要となる。さらに、化合物曝露の影響に対して
再現性を確認しているが、個体差やロット差も大きい
ことが判明した。Fig. 9の（c）の像はPTUに曝露した個
体の甲状腺であるが、Fig. 7に示した像と比較すると、
高度に肥大・過形成を起こしている。Triclosanの論争
では甲状腺組織の軽微な肥大、濾胞上皮の変化の有無、
そして個体の身体の大きさが甲状腺ホルモンへの作用
性の解釈を困難にしている41), 42)。個体差の観点からも
AMA試験の甲状腺病理組織検査に供試する個体の選択
は非常に重要で、ガイドラインにも記載されているよ
うに、曝露区の正確な影響評価には、成長ステージを

いることがわかる。成長ステージと後肢長もまた抗甲
状腺作用物質の影響に関して重要なエンドポイントで
あるが、成長ステージの遅延は、成長抑制など2次的
な影響も受けることから、これだけで抗甲状腺作用の
判断基準にはなり得ず、病理組織学的評価が必須の要
素とされる。
カエルの変態過程の甲状腺の病理組織学的検査は非

常に複雑である。正常な変態過程のクライマックス時に
は、下垂体でのTSH合成と分泌、さらに、甲状腺によ
るT4の合成と分泌が最大レベルとなり、甲状腺の濾胞
コロイドの減少と濾胞上皮細胞の丈の増加が生じる53)。
それゆえ、このような甲状腺組織像が認められた場合、
HPT軸への影響を介した変化か、あるいは、単におた
まじゃくしの成長を反映したものかを見分ける困難さ
が付きまとう。我々はストレスや体重抑制に関連した
二次的影響についての知見を得るために摂餌制限下で
の化合物曝露を検討した。Fig. 9の（b）は化学物質の曝

Fig. 8 Result of histopathological examination

Follicular cell hyperplasia

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

Follicular cell hypertrophy

Thyroid hypertrophy

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

0

0.5

1

1.5

2

2.5

G1 G2 G3 G4 G5

G1 G2 G3 G4 G5

G1 G2 G3 G4 G5

G1 G2 G3 G4 G5 G1 G2 G3 G4 G5

Thyroid atrophy

Group
G1: Control
G2: PTU 2.5ppm
G3: PTU 25ppm
G4: T4 0.5ppb
G5: T4 5.0ppb

The scores  show the mean of grade. Grade: 0~3

Reduced lumen area

Fig. 9 Effect of food intake and individual difference

Restricted feeding induced thyroid atrophy (b). There is considerable morphological differences among individuals affected (c).

(a) Control (b) Restricted feeding 60% (c) PTU 25ppm
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あわせた対照区と比較することが肝要である。さらに、
化合物曝露がおたまじゃくしの成長に影響する可能性
も考慮し、各曝露区の成長における個体差も考慮する
必要がある。

おわりに

内分泌撹乱の一つの事象として、化学物質の甲状腺
ホルモン系（HPT軸）への作用はヒト健康および環境生
物に対する重要な毒性として認識されている。両生類
変態アッセイ（AMA）はカエルだけではなく、ヒトを
含めた脊椎動物全般におけるHPT軸の機能に基づく評
価試験である。当研究所では、より精緻な化学物質の
安全性評価に向けて、カエルの変態過程や甲状腺ホル
モン制御機構について調査し、精度の高い評価系の確
立に向けて取り組んできた。
カエルの変態過程において、甲状腺の組織像は絶え
間なく、また、劇的に変化することから、標本を観察、
評価する毒性病理学者は、変態に伴う生理的変化に精
通している必要がある。化学物質評価に対し、甲状腺
の生理や甲状腺に影響する要因、甲状腺作用物質に対
する反応についての知識は勿論のこと、評価の解釈を
困難にする個体変動の範囲、成長・餌・ストレスと
いった二次的影響による変化を熟知している必要があ
る。以上の取り組みで得られた情報および技術を、今
後の化学物質の安全性評価に活かしていきたい。
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