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研究成果の概要（和文）：脊椎動物の体液恒常性（体液量と体液の濃度の維持）は、動的な生理
現象である。水陸両棲魚ヨダレカケと汽水棲カニクイガエルは、それぞれ特異的な環境に適応
している。水電解質ホルモン濃度を含む体液成分変動、尿素合成酵素と尿素輸送体遺伝子発現
について、環境変化による変化を解析した。陸上および海水環境への曝露後、両種の浸透圧調
節には尿素代謝が重要であること、さらに尿素合成、窒素排出の関連遺伝子群を解析した。カ
ニクイガエル幼生の海水適応も、尿素による浸透圧調節が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Body fluid homeostasis, i.e. volume and composition of body fluids, is a dynamic physiological 
phenomenon in vertebrates. The amphibious fish, Andamia tetradactylus, and the crab-eating frog, 
Fejerbarya cancribora, inhabit in rocky shores and estuary areas, respectively. In this study, 
hydromineral hormones and components in their body fluid, and gene expressions of urea synthetic 
enzymes and urea transporter were examined. During exposure to air and seawater environments, 
synthesis and accumulation of urea were increased in the fish and frogs. Thus, urea accumulation is 
important in the osmoregulation in both species. Tadpoles of the crab-eating frog may also be depending 
on this osmoregulation in salt water adaptation.    
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１．研究開始当初の背景 
脊椎動物は、窒素代謝の老廃物をアンモニア、
尿素、尿酸のいずれかの形で排出する。脊椎
動物の系統と主要な窒素排出物との関係が
論じられてきたが、単純な対応関係は無くむ
しろ生息環境に関連する可能性がある。尿素
は、軟骨魚類や硬骨魚類の一部、両生類と哺
乳類において、主要な窒素排出物である。近
年、尿素が細胞膜タンパクである尿素輸送体

によって、細胞を通過することで吸収や排出
が行われていることが、分子レベルで明らか
になってきた。特に脊椎動物全般において、
尿素輸送体ファミリーがクローニングされ
始めた。また、尿素の輸送に内分泌的調節が
関わる可能性も示唆されていた。しかし、脊
椎動物の浸透圧調節に関わる尿素の役割に
ついて、普遍的あるいは多様な生理機構につ
いては不明な点が残されていた。本研究は、

機関番号：13201 

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2010～2012 

課題番号：22570062 

研究課題名（和文）脊椎動物における尿素を利用する浸透圧調節の普遍性と多様性 

研究課題名（英文）Universality and diversity of osmoregulation applying urea retention 

in vertebrates  

 

研究代表者 

内山 実（UCHIYAMA MINORU） 

富山大学・大学院理工学研究部(理学)・教授 

 研究者番号：50095072 

 



陸生あるいは海洋の特殊環境に生息する脊
椎動物群が、環境適応する際に尿素を浸透圧
調節物質として利用する機構について、尿素
合成、尿素輸送、それらの内分泌的調節を総
合的に明らかにすることを試みた。 
 
２．研究の目的 
脊椎動物における窒素排出物の違いは、動物
の系統発生と生息環境（水中、陸上）を反映
すると考えられている。水生種はアンモニア
を、陸生種は尿素や尿酸の形で排泄するとい
うドグマである。しかしながら近年、硬骨魚
を含む脊椎動物に共通して、尿素合成能と尿
素輸送体の存在が報告されている。本研究は、
尿素が単に老廃物としてではなく脊椎動物
に共通した体液浸透圧調節物質として働く
「鍵分子」であることを実証するため、多様
な動物の環境適応における尿素合成能を調
べると共に、浸透圧調節器官での尿素輸送機
構とその内分泌制御について明らかにする
ことを目的とした。 
（１）岩礁性水陸両生魚の体液調節と窒素代
謝産物の排出： 
海洋の岩礁域に生息するヨダレカケ（A. 
tetradactylus）の腎臓ならびに鰓構造の微細
構造観察と各種イオン輸送体ならびに窒素
代謝産物膜輸送体遺伝子のクローニングと
各膜輸送体タンパクの局在と分布を明らか
にする。 
（２）河口棲両生類カニクイガエル（F. 
cancrivora）の成体と幼生における海水順化
時の尿素合成と体内貯留： 
①成体は陸と海水環境への順化による体液
変動と尿素合成ならびに尿素輸送体遺伝子
のクローニングと発現局在を明らかにする。 
②幼生は発生に伴う尿素合成と尿素貯留と
排出を調べ、海水順化における役割を明らか
にする。 
（３）河口棲両生類カニクイガエルと陸生両
生類オオヒキガエル（Bufo marinus）の環境
塩度の嗜好性と体液浸透圧上昇時の尿素合
成と体内貯留に関わるホルモンの影響： 
体液変動環境に曝露して、行動観察による環
境の嗜好性を明らかにする。また、尿素排泄
と水電解質代謝ホルモンの関連性を調べる。 
（４）樹上棲爬虫類の乾燥順化と窒素代謝： 
グリーンアノール（Anolis carolinensis）を
乾燥環境に曝露して、体液変動と窒素代謝産
物の排出と尿素輸送体ならびに尿酸輸送体
を明らかにする。 
以上、様々な動物群で尿素合成、輸送、貯留
機構を調べ比較することによって、尿素を利
用した浸透圧調節の進化について考察する。 
 
３．研究の方法 
（１）生理学実験；各種実験動物を体液変動
する環境（乾燥、希釈海水など）に曝露して、
水電解質代謝関連ホルモン濃度ならびに体
液成分濃度を測定する。 
（２）分子生物学実験；窒素代謝に関連する
遺伝子ならびに窒素代謝産物輸送体のクロ
ーニングを行う。各遺伝子の体組織における
発現局在を明らかにする。さらに上述の環境
曝露後の発現変動を調べる。 
（３）免疫化学実験；窒素代謝産物輸送体の
抗体を作成して免疫組織化学的手法により
輸送体発現部位を特定して、細胞膜上にマッ
ピングすることで細胞レベルでの輸送機構

の解析を行う。また、尿素の 2 次的能動輸送
に関連する可能性のあるNa＋輸送に関する
輸送体についても調べる。 
 
４．研究成果 
（１）岩礁性水陸両生魚の体液調節と窒素代
謝産物の排出： 
① 岩礁域において、異なる生息環境に分布
するBlennidae目 3種の鰓と腎臓の微細構造
ならびにイオノフォアの分布と各種イオン
輸送体を比較した。生息環境と各魚種の鰓や
腎ネフロン構造に特徴的な種差が見られた。 
② 水陸両生魚 A. tetradactylus の肝臓の尿
素合成系酵素（CPSⅢと ARG）ならびに尿
素輸送体（UT）とアンモニア輸送体 3 種
（Rhbg,Rhcg1 と Rhcg2）のクローニングを
行った。アンモニア輸送体の推定アミノ酸配
列は、硬骨魚種の既知のアンモニア各輸送体
と高い相同性を示した。UT は哺乳類の
UT-A2 型に比較的高い相同性を示した。大気
への曝露処理により、血中アンモニア濃度と
排泄量は変化しなかったが、血中尿素濃度の
上昇ならびに排泄量の増加がみられた。肝臓
の尿素合成系酵素ｍRNA が上昇し、UT 輸送
体発現は腎臓で上昇した。尿素輸送体は鰓で
の発現が特に著しく、腎尿細管細胞にも発現
していることを免疫組織化学的に証明した。
したがって、岩礁性水陸両生魚の窒素代謝に
ついて、陸では腎臓機能が重要になることが
分子レベルで初めて明らかになった。 
（２）河口棲両生類カニクイガエル（F. 
cancrivora）の成体と幼生における海水順化
時の尿素合成と体内貯留： 
①成体 カニクイガエル成体については、

陸上と汽水（60％海水）に曝露して、尿素を
含む血液成分ならびに水・電解質代謝ホルモ
ンの変動をRIA法により測定した。両実験群
は脱水と体液濃縮を示し、血漿浸透圧、Na+、
Cl−、尿素の著しい増加が観察された。また、
血漿アルギニンバソトシン（AVT）、アンギ
オテンシン（ANGII）ならびにアルドステロ
ン（ALDO）値は大きく変動して上昇傾向を
示した。この結果は、陸生種と同様に体液浸
透圧維持には尿素貯留が重要であることを
示した。一方、陸生種で見られた汽水環境下
で外部から水を積極的に取り入れる機構は、
観察されなかった。尿素合成酵素（CPSIと
ARG）、尿素輸送体（UT）ならびに水チャネ
ル（AQP2 とAQP3）のクローニングと
Realtime PCRによる発現解析を行った。UT
とAQP2, 3 は腎臓、膀胱膜、皮膚で発現が著
しく、陸と海水環境における脱水処理により
有意に増加した。本種の成体の尿素合成と貯
留に関して、分子レベルで明らかになった。 
②幼生が汽水環境(80％海水)において、生存
できることを確認した。個体発生に伴って後
肢形成時期に尿素合成酵素が体組織で観察
され、微量な尿素の排泄も行われた。変態時
期には、アンモニアよりも尿素による排泄が
顕著になった。幼生期（肢芽形成期以降）に
みられる高い塩類耐性能力に尿素貯留によ
る体液調節が関わる可能性が示唆された。一
方、初期発生時の耐塩性の生理機構は今後
の課題である。 
（３）河口棲両生類カニクイガエルと陸生両
生類オオヒキガエル（Bufo marinus）の環境
塩度の嗜好性と体液浸透圧上昇時の尿素合
成と体内貯留に関わるホルモンの影響： 



河口棲両生類カニクイガエルと陸生両生類
オオヒキガエル（B. marinus）について、複
数の希釈海水環境と陸を設けた実験容器内
で環境選択性を観察した。両種共に 20%海水
以下の塩度と陸に長く留まることが観察さ
れた。AngII ならびに AVT の脳室内投与は水
場での滞在時間を有意に増加させた。血中な
らびに尿中尿素濃度の変化から、これらホル
モンは、尿素貯留に機能することが示唆され
た。 
（４）樹上棲爬虫類の乾燥順化と窒素代謝： 
グリーンアノール（Anolis carolinensis）を
乾燥環境に曝露して、体液変動と窒素代謝産
物の排出を調べた。乾燥処理により、血中尿
素、尿酸濃度は有意に増加した。特に摂水制
限（絶水）時には尿酸の排泄量が増加、尿素
排泄量は減少した。哺乳類では尿酸輸送体で
ある推定される尿酸輸送体（Galectin8 と
GLUT9a，b）の組織発現を調べた。これら
の尿酸輸送体は腎臓と消化管に加えて脂肪
体での発現が顕著であった。爬虫類では乾燥
環境下で、尿素の貯留による体液濃縮よりも
排泄物による水分の喪失を防ぐための仕組
みが優先的に働いていると考えられる。内分
泌による調節機構は今後の課題である。 
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内山実. 心房性ナトリウム利尿ペプチド
（ANP）が無尾両生類の体液調節に与える
影響．日本比較内分泌学会第 35 回大会． 

(7) 前嶋翔，内山実．体液調節ならびにバソ
トシン及びアンジオテンシンⅡ脳室内投
与がニホンアマガエルの脳内c-fos発現に
およぼす影響．第 21回バソプレシン研究
会． 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.sci.u-toyama.ac.jp/bio/bio20
10/kyouzyusyoukai2/uchiyama/uchiyama.ht
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