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研究成果の概要（和文）：四肢動物において、バソプレシン/バソトシンは腎臓に発現するV2型受容体を介して
水の再吸収の促進に作用する。しかし、水中生活を営む魚類のバソトシンの働きについてはほとんど解っていな
かった。本研究では広塩性魚であるメダカのバソトシンの機能について調べた。V2型受容体を機能喪失させたメ
ダカの作成に成功し、その表現型を解析したところ、鰓のAQP3の発現がKO個体で減少していることが明らかとな
った。この結果は、魚類において、バソトシンが鰓に発現するV2受容体を介してAQP3発現を調節し、水電解質代
謝に関与している可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：In tetrapods(mammal, avian, reptile, and amphibians), vasopressin/vasotocin 
is involved in water reabsorption via V2-type receptor expressing in the kidney. However, it has not
 been cleared the functions of vasotocin in teleost fish. In the present study, we examined the 
functions of vasotocin and V2-type receptor in the euryhaline Japanease medaka (Oryzias latipes). We
 succeeded in generating a V2-type receptor knockout medaka by using the genome editing technique 
TALEN. As the results of phenotype analyses, we founded a significant decrease in the branchial 
water channel AQP3 expression. It has been known that AQP3 requires to promote glycerol and urea 
permeability and water transport across cell membranes in vertebrates. This results suggest that 
vasotocin may act on water and ion regulation through AQP3 expression via V2-type receptor in fish. 

研究分野：比較内分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
陸上に進出した両生類以降の脊椎動物では、バソプレシン/バソトシンは腎臓に発現するV2受容体を介してAQP2
の発現を増加させて抗利尿に作用する。しかし、水中生活を営む魚類でのバソトシン-V2受容体系の働きは不明
であった。魚類でのバソトシン-V2受容体系の機能解明は、我々、陸上動物が進化の過程で、いつ、どのように
抗利尿作用を獲得したのかという脊椎動物の進化に影響を与え得る。魚類にAQP2が無いこと、バソトシン-V2受
容体が鰓のAQP3の発現に関わるという本研究の結果は、魚類のバソトシン-V2受容体系が四肢動物とは異なる機
能を有していること、抗利尿作用は四肢動物系統で発達したことを明確にした。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
現在、陸上には、ヒトを含め多種多様な脊椎動物が繁栄している。“脊椎動物は、いつ、どの
ようにして、水から離れて陸上環境に適応できたのだろう？”その答えのひとつが、我々の祖
先が進化という長い時間の中で、 “水を体内に保持する”仕組みを獲得したことにある。その
“水の保持”に必須の役割を果たすのが、抗利尿ホルモンとも呼ばれるバソプレシンである。
バソプレシンは腎臓に発現する V2受容体（V2aR）を介して水チャネルの発現を調節し、原尿
からの水を再吸収して体内に戻す働きを制御している。この V2aRの異常は腎性尿崩症という
深刻な疾患を引き起こし、尿を濃縮できずに水を失ってしまう（脱水）。それ故、脊椎動物の陸
上進出の歴史を明らかにするための鍵として、V2aR を介するバソプレシンの抗利尿作用が多
くの研究者の注目を集めてきた。 
 バソプレシンとそのオーソログであるバソトシンは全ての脊椎動物に存在するが、V2aR は
両生類以降の動物群（四肢動物）でしか見つかっていなかった。そのため、V2aR を介した水
保持機構は最初に陸上に上がった両生類で獲得されたと考えられてきた。しかし、最近、申請
者は四肢動物に最も近縁な魚類である肺魚類の腎臓に V2aRが発現しており、その抗利尿作用
は夏眠と呼ばれる陸生適応時にのみ現れ、水中生活時には機能しないことを発見した。これは、
V2aR を介する抗利尿作用が肺魚のような原始的な肉鰭類ですでに備わっており、陸上への進
化に重要な役割を果たしたことを示唆している。しかし、その後の研究で、メダカをはじめと
する真骨魚類にも機能的な V2aRが存在することを発見した。ただし、水中生活を営むメダカ
の V2受容体に抗利尿作用は確認されておらず、その役割は未だ不明である。 
 
２．研究の目的 
肺魚の V2aRは夏眠（陸生化）に伴って抗利尿作用に働くが、実は水中生活時にも発現して
いる。さらに V2aRはメダカの腎臓でも発現が確認されている。では、水生動物において、V2aR
は一体、何に働いているのだろうか？陸上動物で抗利尿作用に働く V2aRは、もともとどのよ
うな役割をもつ受容体だったのだろうか？本研究の目的は、真骨魚類において、V2aR の機能
を明らかにすることである。魚類でのバソトシン-V2aR の機能を明らかにすることで、V2 受
容体の機能進化が脊椎動物の環境適応の歴史(水生から陸生への進化)にどのような影響を与え
たのかという、生命進化の謎の解明に貢献する。  
 
３．研究の方法 
 
（1）V2a 受容体ノックアウトメダカの作出 
 メダカはゲノム配列が解読されているだけでなく、淡水と海水の両方の環境に適応できる広
塩性を示すことから、浸透圧調節研究の優れた実験モデルである。また、遺伝子組換えやゲノ
ム編集といった遺伝子工学も簡便に行えるというアドバンテージをもつ。そこで、メダカの
V2aR 遺伝子をゲノム編集でノックアウトしたメダカ（V2aR-KO）の作出を行い、その表現型を
解析することで、メダカにおけるバソトシン-V2aR の機能を探った。ゲノム編集は TALEN 法に
より行い、遺伝子型は RFLP 法によって判別した。また、V2aR だけでなく、V1aR についても KO
メダカの作出とその表現型の解析を行った。 
 
（2）V2a 受容体ノックアウトメダカの表現型解析 
 V2aR-KO メダカを用いた表現型解析は、正常個体と KO 個体を、淡水から海水へ、海水から淡
水へと浸透圧環境を変化させた際に、KO 個体でどのような生理的変化を伴う表現型が出現する
のかを調べる。もし、メダカの V2aR が四肢動物と同様に抗利尿作用を示すのであれば、KO メ
ダカは体液よりも高張な海水環境では生存できないことが予想される。これらの解析で特定の
表現型が観察された場合は、V2 受容体を介した機能の作用点（標的分子）を同定し、その現象
に至る作用機序を明らかにする。標的とする遺伝子の発現量比較はリアルタイム-PCR 解析で行
い、標的遺伝子の細胞局在は in situ hybridization 法により評価した。 
 
４．研究成果 
 
（1）V2a 受容体ノックアウトメダカの作出 
 メダカ V2aR 遺伝子の第一エキソン領域で二本鎖切断が起こるように TALEN を設計し、TALEN 
mRNA を合成した。その後、メダカ受精卵にマイクロインジェクションして発生させ、RFLP 法を
用いた遺伝子型判別とシークエンス解析により、V2aR 機能が欠失した変異体のスクリーニング
を行った。その結果、第一エキソン内の 13 塩基が欠失して stop コドンが出現する変異体が得
られ、V2aR-KO メダカの系統化に成功した。 
 
（2）V2a 受容体ノックアウトメダカの表現型解析 
 V2aR の機能を探索するため、作製した V2aR-KO メダカと野生型メダカ（WT）を低張飼育水（淡
水）、等張飼育水（300 mOsm 人工海水）、高張飼育水（600 mOsm 人工海水）に順化させた後、そ
れらの筋肉水分率と血漿 Na+濃度を測定し、両群で比較した。その結果、いずれの処理群にお
いても、筋肉水分率および血漿 Na+濃度に有意な差異は認められなかった。四肢動物において、



V2aR の機能欠損は腎臓での水再吸収ができずに脱水を引きおこすことが知られているが、メダ
カでは高張液処理にもかかわらず脱水が起こらなかった。これは魚類の V2aR は四肢動物がもつ
ような抗利尿作用に関与しないことを示唆している。また、V2aR-KO メダカの鰓において AQP3
水チャネルの発現が野生型に比べて低下していることを見出した。鰓に発現する AQP3 は通常、
淡水環境下で発現が高く、高張環境下でほとんど発現していないことが示されており、V2aR-KO
メダカは両環境下で発現が顕著に低かった。鰓の AQP3 発現が VT-V2aR 系による制御を受けてい
る可能性が示唆された。 
 
（3）鰓における V2aR と AQP3 の局在 
 メダカの鰓に V2aR mRNA が発現していることから、鰓での AQP3 と V2aR の局在について、in 
situ hybridization 法により調べた。その結果、AQP3 mRNA に対する標識は Na-K-ATPase が高
発現する塩類細胞に観察された。しかしながら、V2aR mRNA に対する標識は観察されず、その
発現量が輸送体などに比べてかなり低いことに起因した結果となった。今後は、低発現の mRNA
をより高感度に検出できる実験系（チラミド増感）を用いて、再度、V2aR mRNA の局在を調べ
たい。 
 
（4）培養細胞を用いたメダカ V2aR と AQP3 との関連性 
 鰓の AQP3 の発現制御にバソトシン-V2aR 系が関連していると仮説し、以下のことを調べた。
メダカ V2aR を安定発現させた培養細胞（HEK293）を樹立し、その細胞に AQP3 の 5'上流領域（約
2.3 kbp）とレポーター遺伝子（ルシフェラーゼ）を連結した発現ベクターを導入後、リガンド
添加によるレポーター遺伝子の発現をルシフェラーゼアッセイにより調べた。ポジティブコン
トロールの cAMP 応答配列+レポーター遺伝子の導入ではリガンド添加により顕著な反応が見ら
れたが、導入した AQP3 の 5'上流領域に対する反応は検出されなかった。導入したプロモータ
ー領域内に発現制御に関わるサイトが存在しなかった可能性が考えられ、さらなる 5’上流領
域やイントロン領域も含めたアッセイが必要である。 
 
まとめ 
魚類の AQP3 は、その発現を制御することで細胞内のグリセロール濃度を維持することや、細胞
容積の調節を通して浸透圧感知機構に寄与することが推測されている。また、海水移行により
ニホンウナギの鰓における AQP3 の局在が塩類細胞に限局すること、AQP3 が塩類細胞における
浸透圧調節に関与する可能性が推測されている。また、カダヤシ、ニホンウナギおよびヨーロ
ッパウナギの鰓における AQP3 発現は、海水環境よりも淡水環境で高いことが示されている。さ
らに、ニジマスのバソトシン mRNA 発現量は海水環境下に比べて、淡水環境下で高いことが示
されていることから、バソトシンおよび AQP3 は主に淡水環境下で水や低分子の輸送に働いてい
る可能性が示唆される。しかしながら、本研究では鰓の AQP3 発現が塩類細胞に発現しているこ
と、淡水環境下で高く、汽水および海水環境下で低いことが示されたのみで、その機能は明ら
かにできなかった。今後は、鰓の AQP3 発現が VT-V2aR 系により直接制御されているという仮説
を検証するとともに、鰓における AQP3 の機能についても調べる必要がある。  
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