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研究成果の概要（和文）：本研究では真骨魚類の細胞内浸透圧調節機構としての細胞内アミノ酸調節の理解を深め、魚
類の呈味性向上手法への応用可能性を検討した。まずアミノ酸輸送体を網羅的に93種同定し、アミノ酸取込も含めた魚
類アミノ酸輸送研究の情報基盤を確立した。環境移行実験によって、ある一定以上の高浸透圧ストレス時に初めて甘味
に関与する特定の細胞内アミノ酸濃度が上昇することが見出された。その遊離アミノ酸は高分子タンパクの分解や細胞
外からの取込によって供給されることが強く示唆された。またこのメカニズムは広範な魚種に存在することも明らかと
なり、養殖魚・蓄養魚における付加価値を付与する新たな技術としての有効性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This research project aimed to clarify the mechanisms for intracellular 
osmoregulation, and to investigate its applicability to the fish industry. To reveal the molecular basis 
of amino acid transport in the teleosts, expression patterns of 93 amino acid transporter genes, 
identified in this project, were determined. According to rearing experiments, osmoregulatory 
intracellular amino acid increase was evoked by hyperosmotic stress above a certain level and this 
response was likely conserved among teleost species. Several analyses strongly suggest that the amino 
acids related to intracellular osmoregulation were derived by decomposition of proteins, and uptake of 
specific amino acids from extra- to intra-cellular fluids was stimulated in response to hyperosmotic 
challenge. Major osmoregulatory amino acids in the muscle of teleosts can show sweet taste, indicating 
that exposure to proper hyperosmotic conditions can be applicable to taste improvement of cultured fish.

研究分野： 魚類生理学

キーワード： 浸透圧調節　真骨魚類　遊離アミノ酸
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１．研究開始当初の背景 
すべての生物において体液はその生命活

動を担保する上で必須なものである。また
ほぼすべての脊椎動物では体液浸透圧・成
分組成は厳密に調整されていて、その破綻
はすなわち死につながる。循環系を持つ生
物では体液は細胞内液と細胞外液に大別さ
れる。脊椎動物において体液に占める細胞
内外液存在比は 2:1 程度であるといわれて
おり、体液恒常性および物質収支を考える
際に細胞内液を無視することはできない。
真骨魚類の浸透圧調節研究の多くは細胞外
液すなわち血液の水・イオン調節機構に着目
して行われており、現在その詳細まで解明さ
れつつある。しかし細胞内液の浸透圧調節機
構についての知見は非常に乏しいのが開始
当初の状況であった。細胞内外での浸透圧差
があると水移動による細胞体積変化が起こ
り、程度により生命活動に支障をきたす。そ
のため細胞内液の浸透圧も血液浸透圧と併
せてコントロールされる必要があるが、細胞
内液の成分組成は細胞外液と大きく異なる。
細胞外液の浸透圧構成成分は無機イオン、特
に Na+, Cl-が主であるのに対して、細胞内液で
は K+, PO4

3-といった無機イオンに加えて、遊
離アミノ酸に代表される低分子有機物が主
要成分となる。つまり細胞内液の浸透圧調節
は細胞外に乏しい物質を用いて行う必要が
ある。また細胞内イオン濃度変動は膜電位形
成に影響を与えるため、細胞内浸透圧調節に
は低分子有機物の寄与が大きいことが予想
された。しかし短期的な血液浸透圧変動に対
応するために細胞内低分子有機物量を迅速
に上昇させることが可能であるかについて
は不明であった。申請者は当課題開始までに
広塩性魚モザンビークティラピアを用いた
先行研究により、血液浸透圧上昇に応答して
迅速に細胞内遊離アミノ酸量が増加するこ
とを明らかにし、この現象は水分量減少によ
る単純な濃縮では説明できないものである
ことも見出した。さらにアミノ酸の種類によ
って浸透圧上昇に対応した増加量及びタイ
ミングが大きく異なっていた。これらの事実
より細胞内浸透圧調節機構において遊離ア
ミノ酸類が重要な役割を果たしていること
が示唆されたが、そのメカニズムについては
複雑なものであると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本課題では細胞内浸透圧調節としての遊

離アミノ酸調節機構を分子基盤に至るまで
多角的に解析、詳細を解明することを目的と
した。さらにその機構の魚種特異性・普遍性
を検討し、呈味性・食品機能性向上手法への
応用を目指した。 
 
３．研究の方法 
実験魚としては環境浸透圧変化の影響を

同一魚種において比較検討することが必要
となる。そこで本研究では浸透圧調節機構や

成長についての知見が豊富な広塩性魚であ
るモザンビークティラピア Oreochromis 
mossambicus を用いた。また魚種間における
普遍性を検討するために水産有用魚種であ
る海産魚トラフグや進化学的にティラピア
から離れたサケ科広塩性魚ニジマスを用い
た。 
 
(1) ティラピアアミノ酸トランスポーター群
遺伝子の網羅的同定 
 生体内のアミノ酸の挙動にはアミノ酸ト
ランスポーターが関与することが考えられ
る。そこで本課題の端緒として、研究対象種
の近縁であるナイルティラピアのゲノムデ
ータベースより当該遺伝子群について探索
を行った。その結果を基にモザンビークティ
ラピアから候補配列を同定し、組織別発現解
析を行うことで、各組織におけるアミノ酸輸
送特性の違いが存在する可能性等について
検討を行った。 
(2) 浸透圧ストレス強度の程度と細胞内遊離
アミノ酸濃度変化の関連性の検討 
 体液の恒常性はある程度の幅を持って維
持されている。このことから細胞内浸透圧調
節を積極的に行う必要が生じる閾値が浸透
圧ストレス強度にも存在することが考えら
れる。そこで浸透圧ストレス強度として淡水
から 50,60,70%海水に移行する 3 段階を設定
し、移行後 24 時間後の筋肉中遊離アミノ酸
濃度変化を測定した。 
(3) 細胞内浸透圧調節関連遊離アミノ酸種の
組織による差異の検討 
 細胞内の遊離アミノ酸組成は組織により
違いが見られる。これまで可食部である筋肉
に主に着目したが、その他の組織における変
化も解析を行うことでより遊離アミノ酸を
利用した細胞内浸透圧調節機構についての
理解を深めることができる。そこで、高浸透
圧ストレス曝露 24 時間後の組織内遊離アミ
ノ酸変化について肝臓、筋肉、血漿で解析を
行った。 
(4) 浸透圧ストレス曝露時の筋肉メタボロー
ム解析による遊離アミノ酸濃度調節機構の
検討 
細胞外からの取り込みに加えて、細胞内に

おけるアミノ酸合成および代謝調節等が細
胞内遊離アミノ酸量調節に関与することが
考えられる。これについて検討を行うため、
淡水→淡水移行、淡水→70%海水移行 24 時間
群を設定した。移行実験群については移行前
1 日から絶食しているため、正味 2 日の絶食
を経たものとなるため、実験前対照群も設定
した。浸透圧ストレスおよび短期絶食による
細胞内アミノ酸代謝の変化を網羅的に解析
するため、採取した筋組織をメタボローム解
析に供した。 
(5)細胞内浸透圧調節機構としての細胞内遊
離アミノ酸量変化の魚種間における普遍性
の検討 
 ティラピアで見出された浸透圧変化に応



答した細胞内遊離アミノ酸濃度変化が他魚
種にも応用可能であるかを検討するため、ト
ラフグ・ニジマスを用いて、高浸透圧ストレ
ス曝露 72 時間までの筋肉中遊離アミノ酸量
変化を検討した。 
(6) 絶食・再給餌に伴う細胞内遊離アミノ酸
濃度の変化の検討 
 浸透圧変化以外に栄養条件の変化によっ
ても細胞内アミノ酸量が変動することがこ
れまでの研究で見出された。そこで、浸透圧
変化による細胞内遊離アミノ酸変動との差
異を検討するべく、2 週間絶食後、再給餌を
行う飼育実験を行った。この時絶食 0,2,4,7,14
日、再給餌 1,3 日目に肝臓、筋肉、血球、血
漿を採取し、各組織における遊離アミノ酸量
の変化を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) ナイルティラピアゲノムデータべースの
情報を基に、モザンビークティラピアのアミ
ノ酸トランスポーターの同定を行った結果、
計 93 種の候補配列が得られた。さらにティ
ラピア各組織における発現パターンを確認
したところ、脳、腸、腎臓において特異的に
発現するトランスポーターが確認された。こ
れらの組織ではアミノ酸輸送がそれぞれ血
液脳関門の形成、栄養吸収、原尿からの再吸
収に重要であることが考えられる。このよう
な機構ではその他の組織における細胞内へ
のアミノ酸輸送とは異なるシステムを要す
ることが予想された。また筋肉、肝臓等の組
織に発現するアミノ酸トランスポーター遺
伝子は広範な発現を示すものが多く見られ、
体内の多くの組織においてある程度共通の
アミノ酸輸送機構が利用されていることが
示唆された。次に淡水および海水適応ティラ
ピアにおけるアミノ酸トランスポーター遺
伝子の発現変動を各組織において解析した
ところ、腸や腎臓においては環境に応答した
発現変化が見られたが、肝臓、筋肉を含むそ
れ以外の組織では顕著な環境による影響は
観察されなかった。 
(2) 浸透圧ストレスの程度と細胞内遊離アミ
ノ酸量変化の関連性を検討したところ、いず
れの環境移行群においても血液浸透圧は上
昇していたものの、その程度は異なり、細胞
内遊離アミノ酸濃度は 70%移行群のみで顕
著に観察された。70%移行群では血液浸透圧
がおよそ 420 mOsm まで達しており、平常時
と比較して 30%の上昇となった。それ以外の
移行群では血液浸透圧の上昇は 20%以下と
なっており、ある程度の体液浸透圧上昇には
細胞内イオン濃度の調節で対応しているこ
とが考えられた。細胞内遊離アミノ酸による
細胞内浸透圧調節機構は膜内外間での電位
差・イオン濃度差の恒常性が維持できなくな
るような浸透圧ストレスが負荷された際に
亢進されることが考えられ、その発露には閾
値が存在することが明らかとなった。つまり
本手法を他魚種に活用する際にも、浸透圧ス

トレス強度の設定が肝要となることが示さ
れた。 
(3) 細胞内遊離アミノ酸濃度の高浸透圧スト
レス時の変化を筋肉以外の組織においても
検討したところ、筋肉では主に増加するグリ
シン、アラニンではなく、アスパラギン酸、
グルタミン酸が顕著に増加することが示さ
れた。これらのアミノ酸は肝臓組織において
平常時から豊富に含まれるものであり、細胞
種によって細胞内浸透圧調節に用いられる
遊離アミノ酸が異なることが示唆された。ま
血漿中の遊離アミノ酸について見ると、これ
ら細胞内で濃度が上昇するアミノ酸濃度が
顕著に減少していた。このことから細胞外か
らの特定の遊離アミノ酸の取り込みが一定
程度活性化されていることが示唆された。加
えて血漿中では無給餌条件にも関わらず、
70%海水移行時のみで必須アミノ酸量の増加
が見られた。この現象は生体を構成している
タンパク質の分解によって生じたものであ
る可能性が高い。また組織によって浸透圧変
化応答性を示すアミノ酸が異なることは、細
胞内での生合成や細胞内高分子タンパク組
成の違いに起因している可能性も否定でき
ず、細胞内で完結した遊離アミノ酸供給経路
の存在も考えられる。またタウリンについて
は肝臓・筋肉いずれにおいても初期含有量は
多い低分子有機物であるが、高浸透圧に応答
した顕著な濃度上昇は見られなかった。タウ
リンは生体内において遊離状態でのみ存在
し、タンパクには含まれない。このようなこ
とからも細胞内浸透圧調節のための遊離ア
ミノ酸はタンパク分解によって供給される
ことが支持される。 
(4) 細胞内における遊離アミノ酸供給を検討
するため、筋肉組織アミノ酸代謝経路につい
てのメタボローム解析を行った結果、アミノ
酸代謝経路に顕著な変化を示すものは少な
く、アミノ酸のみが変動している傾向が見ら
れた。このことから生合成による供給が細胞
内遊離アミノ酸調節に関与することは考え
にくく、細胞内へのアミノ酸取込みや高分子
タンパクの分解の亢進が重要であることが
強く示唆された。アミノ酸代謝の中間産物な
どにも大きな変化は見られず、細胞内のアミ
ノ酸濃度を高く維持するためアミノ酸の代
謝を抑制するような機構の存在も本研究か
らは示唆されなかった。多くの細胞内遊離ア
ミノ酸量は 2 日間の短期絶食において変動を
示さなかったものの、ヒスチジン、セリン、
プロリン、リジンなどは顕著に減少した。こ
れらのアミノ酸は存在量こそ少ないものの、
比較的絶食に強いと言われる魚類において
短期絶食に応答するという点で興味深い。 
(5) ニジマスおよびトラフグを用いて高浸透
圧ストレスに対する細胞内遊離アミノ酸濃
度変化について検討を行った結果、ティラピ
アと同様にある一定程度の浸透圧負荷を越
えた時のみに細胞内遊離アミノ酸の増加が
観察され、当該機構の亢進には閾値が存在す



ることが示された。サケ科魚類や海産魚にお
いても細胞内アミノ酸濃度調節機構の存在
が示されたことから、広範な魚種において普
遍的に存在し、呈味性向上手法としても多く
の魚種に応用可能であることが考えられる。
筋肉中の遊離アミノ酸組成は魚種によりや
や異なるが、浸透圧に応答して上昇するアミ
ノ酸はほぼ一致して、グリシン、アラニンと
いった甘味関連アミノ酸が上昇した。ティラ
ピアについては簡易的に官能試験も実施し
たが、統計的に有意に呈味性が向上したこと
が示され、他魚種においても、より浸透圧ス
トレス条件を最適化することで食品として
の付加価値を向上させることができる手法
として活用できることが期待される。 
(6) 養殖魚の場合、出荷前に無給餌期間を設
けることが一般的であり、絶食と細胞内アミ
ノ酸濃度の関連性についても検討を行った。
その結果、含有量の低い、細胞内浸透圧調節
に対して寄与の低いアミノ酸については顕
著に減少したが、含有量の多い遊離アミノ酸
についてはその濃度は絶食 2 週間後において
もほとんど減少しなかった。このことから細
胞内に多く存在するアミノ酸は遊離状態で
存在することによって生命維持に何らかの
役割をもつことが示唆された。さらに再給餌
後には細胞内遊離アミノ酸濃度は迅速に回
復したものの、血漿中の遊離アミノ酸は再給
餌 3 日目に初めて回復した。このことから、
再給餌後には細胞内への遊離アミノ酸の取
り込みが活性化されることが考えられ、浸透
圧負荷との組み合わせが有効となることが
考えられる。 
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