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研究成果の概要（和文）：「眼の水晶体で機能する AQP0 をコードする遺伝子が重複し， AQP0

のパラログから腎臓型の抗利尿ホルモン(ADH)応答性 AQP 遺伝子が誕生した。そして、無尾
両生類への進化の過程では，腎臓型 ADH 応答性 AQP 遺伝子がさらに 2 度重複し，そのパラロ
グから下腹部皮膚型と膀胱型の ADH 応答性 AQP 遺伝子が進化した」という仮説を発表した。
この AQP の遺伝子重複とその後の機能分化により、無尾両生類は水分が乏しい環境へと生息域
を拡大することができた可能性がある。 

 

 

研究成果の概要（英文）：Although more genomic data are needed, it is suggested that a duplicated 

AQP0 might be the ancestor gene for AQP2, AQP5, and AQPa2.  A current scenario is that AQP0 had 

arisen early in vertebrate evolution, and a gene duplication event then generated a AQP0 paralogue, 

prior to the divergence of the actinopterygian lineage and sarcopterygian lineage giving rise to tetrapods.  

Before the emergence of anuran amphibians, the AQP0 paralogue evolved to kidney-type AQP2 and 

AQP5, undergoing a tandem gene duplication.  The resultant FAIM2-(AQP2, AQP5) -RACGAP1 gene 

linkage was basically inherited to contemporary tetrapods (Ensembl).  Within the amphibian lineage to 

anurans, kidney-type AQP2 further underwent local gene duplications between FAIM2 and RACGAP1, 

leading to the occurrence of ventral skin-type and urinary bladder-type AQPa2 genes. 
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１．研究開始当初の背景 

生体の約 3 分の１は水で、生命を維持する

ために水は必要不可欠である。無尾両生類(カ

エル類)では、成体は口から水を飲まず、下腹

部の皮膚から水を吸収して、腎臓で尿を産生

する。そして、膀胱で尿を貯留しつつ水を再

吸収することで、体内の水バランスを維持し

ている。無尾両生類は多様な環境に生息して

おり、その生活様式から、水棲型、半水棲型、

陸上型、樹上型の 4 つのタイプに分類される。
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より陸環境に適応したカエルは、動物史上初

めて ADH 応答性の水吸収機構を獲得し、下

腹部皮膚と膀胱で水吸収を調節している。こ

の水吸収調節機構は重要で、下腹部皮膚にお

ける ADH に対する反応性は、カエル種の生

息地と密接に関係している。私は、アクアポ

リン(aquaporin: AQP)分子に着目して、両生類

の水適応機構を研究してきた。AQP とは水分

子を選択的に透過させる水チャネルであり、

哺乳類では 13 種類存在する。そのうち AQP2

は腎臓の集合管に局在し、ADH に応答して細

胞内のプールから細胞膜にトランスロケー

ションし、水再吸収を促進する ADH 応答性

AQP である。私はこれまでに、樹上型のアマ

ガエルから AQP2 様分子を 3 種類(AQP-h2, 

-h3, -h2K)発見し、これらが ADH に応答する

ことを実証し、AQP-h2 が膀胱型、AQP-h3 が

下腹部皮膚型、そして AQP-h2K が腎臓型で

あると提唱した。さらに、水棲型と半陸上型

のカエルでは、下腹部皮膚に下腹部皮膚型

AQP が 1 種類しか存在しないが、樹上型と陸

上型のカエルでは、下腹部皮膚に下腹部皮膚

型と膀胱型の 2 種類の AQP が発現している

ことを見出し、この変化が水分の乏しい環境

への適応を可能にした原因の一つであるこ

とを指摘した。このように、アマガエルでは

ADH 応答性の水吸収機構が、下腹部皮膚、膀

胱、腎臓の 3 箇所で認められるが、この事実

は ADH 応答性水吸収機構に関わる全遺伝子

がこの 3 つの器官で発現していることを意味

している。そこで私は、「アマガエルで、3 種

類の ADH応答性 AQPの遺伝子の共通点と相

違点を解析することが、ADH 応答性水吸収機

構に関わる全遺伝子や進化プロセスを解明

する糸口になる」と考え、本研究を計画した。 

なお、両生類の AQP に関しては、米国カ
リフォルニア大の Ma T ら(Am J Physiol 271, 

C1699-C1704, 1996)、米国デイトン大学の
Zimmerman SL ら (Am J Physiol 292, 

R544-R555, 2007)などが cDNA クローニング
しているが、国内外を通じて遺伝子レベルで
の研究は皆無である。 

 

２．研究の目的 

無尾両生類における AQP の機能を解析する
と共に、樹上型両生類アマガエルの AQP-h2、
-h3、-h2K の遺伝子がクラスターを形成して
いると予想されるゲノム領域の塩基配列(約
300kbp と予測)を決定し、魚類、水棲型無尾
両生類、哺乳類の相同なゲノム領域と比較し、
脊椎動物におけるホルモン応答性 AQP 遺伝

子の進化を推察する。 

 

３．研究の方法 

(1) cDNA クローニングにより、無尾両生類か
ら新規 AQP を同定して、特異的抗体を作製
し、生理学的実験により、AQP の機能を解析
する。(2)アマガエルゲノムの Fosmid ライブ
ラリーを作製し、AQP-h2(膀胱型)、AQP-h3(下
腹部皮膚型)、AQP-h2K(腎臓型)の遺伝子が位
置する領域の塩基配列を決定する。ゲノムデ
ータバンクを利用して、魚類（メダカ、ゼブ
ラフィッシュ、フグ）、水棲型無尾両生類
（Xenopus tropicalis）、哺乳類(マウス、ヒト)

の相同なゲノム領域と比較し、脊椎動物にお
けるホルモン応答性 AQP の進化を推察する。 

 

４．研究成果 

(1)樹上型アマガエル(Hyla japonica)の下腹部
皮膚からの水吸収は、イソプロテレノールに
より促進され、プロプラノロールにより阻害
された。ADH とプロプラノロールを同時に作
用させると、下腹部皮膚型AQPと膀胱型AQP

のトランスロケーションが一部の細胞では
認められられたが、他の細胞では認められな
かった。この結果から、下腹部皮膚からの水
吸収は、ADH のみならず、アドレナリン β

受容体を介した刺激でも促進されることが
示唆された。 

(2)膀胱型 AQP は、陸上型のオオヒキガエル
(Bufo marinus)の大腿部と下腹部皮膚に認め
れ たが、半 水棲型の ウシガ エル (Rana 

catesbeiana)、ニホンアカガエル(Rana japonica)、
トノサマガエル(Rana nigromaculata)では検出
できなかった。一方、下腹部皮膚型 AQP は
オオヒキガエルの大腿部、下腹部、胸部の皮
膚に認めれた。下腹部皮膚型 AQP は、上記
Rana 属 3 種の大腿部にも認められ、ウシガエ
ルでは下腹部皮膚にも検出された。AQP が発
現している部位では、ADH 応答性の水吸収が
認められ、大腿部皮膚では、hydrin 1 と 2 に
も応答した。膀胱型 AQP が半水棲型の Rana

属の大腿部や下腹部皮膚で発現せず、陸上型
の Bufo 属の大腿部や下腹部皮膚で発現して
いることは、これらの種の生息域を決定する
要因の一つになっていると考えられる。 

(3)水棲型の Xenopus laevis では、下腹部皮膚
に下腹部皮膚型 AQP の mRNA が発現してい
るが、AQP タンパク質の産生が検出されなか
った。cDNA の解析により、この種の下腹部
皮膚型 AQP の C 末端部分は 11 アミノ酸残基
長いと予想された。この部分のアミノ酸残基
を置換したり、キメラ分子を作製して研究を
した結果、この延長部分のアミノ酸残基、あ
るいはこの部分をコードする mRNA の領域
により、AQP タンパク質の産生が阻害されて
いる可能性が示唆された。この現象は、水棲
型の Xenopus laevis に環境水が流入し過ぎる



 

 

のを防ぐのに重要な役割を果たしていると
考えられる。 

(4)アマガエル Fosmid ライブラリーから
AQP-h2K、AQP-h3、RACGAP1 の遺伝子を含
むゲノム DNA の配列が得られた。 

AQP-h2K では、転写開始点から上流 840bp

および下流 1,952bp までを含む 12,111bp の配
列、その他 15,310bp、1,069bp、878bp、1,269bp、
976bpの 6つのAQP-h2K遺伝子周辺のゲノム
配列のコンティグが得られた。各コンティグ
間には複数の反復配列があるため、コンティ
グ同士をつなげることはできなかった。
AQP-h2K は 4 つのエキソンからなり、第 1 エ
キソンが 400bp、第 2 エキソンが 165bp、第 3

エキソンが 81bp、第 4 エキソンが 410bp で
あった (図 3-9A)。転写開始点の上流 16bp に
TATA ボックス、上流 279bp に GATA ボック
スが確認された (図 3-9B)。 AQP-h2K とヒト
AQP2 の上流 840bp から下流約 1,650bp まで
のゲノム配列を rVISTA と PipMarker を用い
て解析した結果、エキソン以外の領域では高
い保存性は見られなかった。   

AQP-h3 では、上流 1,923bp と第 1 エキソン
を含む 2,475bp の配列、第 2 エキソンと第 3

エキソンと下流 364bpを含む 6,788bpの配列、
その他 2,655bp、2,188bp、12,732bp の 5 つの
AQP-h3 遺伝子周辺のゲノム配列のコンティ
グが得られた。各コンティグ間には複数の反
復配列があるため、コンティグ同士をつなげ
ることはできなかった。AQP-h3 は 3 つのエ
キソンからなり、第 1 エキソンが 398bp、第
2 エキソンが 165bp、第 3 エキソンが 81bp、
第 4 エキソンが 782bp であった (図 3-11A)。
転写開始点の上流 395bp に GATA ボックスが
確認された。また、上流約 1,693bp から 821bp

にかけ ACTCTGGAGCTGTACTCACTATTCT 

GCTGGTGAGGTCACTGTGTACATACATTA 
CATTACTTATCCTGTACTGATCCTGAGTTAT

ATCCTGTATTAT の反復配列、最後のエキソ
ンの上流に位置するイントロンに ACAAG 
CTGGGCACTGTACACTGAGG の反復配列が
存在していた。 

 RACGAP1 では、34,771bp の RACGAP1 遺
伝子周辺のゲノム配列が得られた。このゲノ
ム配列には RACGAP1 の全エキソンが含まれ
ていた。アマガエルの RACGAP1 をコードす
る塩基配列は 1,884bp であり、アミノ酸配列
は 628 残基から構成されており、70.7kDA で
あると推定された (図 3-12)。17 のエキソン
からなり、第 1 エキソンが 85bp、第 2 エキソ
ンが 203bp、第 3 エキソンが 140bp、第 4 エ
キソンが 70bp、第 5 エキソンが 54bp、第 6

エキソンが 78bp、第 7 エキソンが 115bp、第
8 エキソンが 128bp、第 9 エキソンが 165bp、
第 10エキソンが 96bp、第 11エキソンが 199bp、
第 12 エキソンが 106bp、第 13 エキソンが
133bp、第 14 エキソンが 130bp、第 15 エキソ

ンが 109bp、第 16 エキソンが 50bp、第 17 エ
キソンが 23bp であった (図 3-13)。アマガエ
ル RACGAP1 のアミノ酸配列について相同性
検索したところ、ヒト RACGAP1 と 74.5%、
マウス RACGAP1 と 68.6%、ネッタイツメガ
エル RACGAP1と 82.8%という相同性を示し
た。 

本解析により、AQP-h2K および AQP-h3

の各コンティグ間、および AQP-h3 の上流や
イントロンに反復配列が存在していること
が判明した。これらの反復配列は AQP 遺伝
子の重複に関与している可能性がある。 

(5)公開されている脊椎動物のゲノムデータ
を解析し、膀胱型 AQP、下腹部皮膚型 AQP、
腎臓型 AQP の遺伝子が FAIM2 と RACGAP1

の間にクラスターを形成している可能性が
あることを指摘した。さらに、「眼の水晶体
で機能する AQP0 をコードする遺伝子が重複
し，両生類が分岐する前に，AQP0 のパラロ
グから腎臓型の ADH 応答性 AQP 遺伝子が
誕生し，哺乳類まで引き継がれた。そして，
無尾両生類への進化の過程では，腎臓型 ADH

応答性 AQP 遺伝子がさらに 2 度重複し，そ
のパラログから下腹部皮膚型と膀胱型の
ADH 応答性 AQP 遺伝子が進化した」という
仮説を発表した。この AQP の遺伝子重複と
その後の機能分化により、無尾両生類は水分
が乏しい環境へと生息域を拡大することが
できた可能性がある。 
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〔その他〕 
静岡大学のオープンキャンパス等で本研究
の結果を中・高校生らに解説した。 
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