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研究成果の概要（和文）： 
	 本研究は、ゲノムプロジェクトによる分子基盤を利用でき、繁殖期の成魚と受精卵を使用で
きるゾウギンザメを用いることで、軟骨魚類の適応生理学、繁殖生理学、発生学研究を推進す
るものである。腎臓での尿素保持機構については、分子マッピングによりネフロンでの尿素再
吸収の分子モデルを提唱した。加えて、発生過程での体液調節、ホルモンによる制御など、軟
骨魚類のホメオスタシス維持機構の理解を大きく進めた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The aim of this study is to investigate adaptive, reproductive and developmental physiologies of the 
cartilaginous fish by using elephant fish as a model organism, for which the public genome 
database is available.  We have proposed a urea reabsorption model in the renal nephron by 
mapping of various transporting proteins for urea, water and ions.  In the present study, we also 
found contribution of the yolk-sac membrane to body fluid regulation in the early developmental 
stages, and a novel neurohypophysial hormone receptor that is likely to be involved in the 
maintenance of homeostasis. 
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１．研究開始当初の背景 
	 生物にとって、体内のホメオスタシスを維

持することは、個体の生存・種の維持にとっ

て必要不可欠である。例えば、海洋は高塩

分・高浸透圧環境であり、そこに生息する動

物たちはさまざまな戦略で海洋環境に適応

している。硬骨魚真骨魚類の場合には、体液

の組成は我々哺乳類とほぼ等しく、そのため

水が奪われると同時に塩分が流入する。この

ことを克服するために、真骨魚は海水を飲ん

で水分を確保し、過剰となる塩類を主に鰓の

塩類細胞から排出する。 
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	 一方で、軟骨魚類の戦略は、真骨魚とは全

く異なる。体内に多量の尿素を蓄積し、体液

の浸透圧を環境の海水レベルに高めること

で、高浸透圧環境でも水を失うことなく適応

できる。この尿素により水を体内に保持する

という戦略は、硬骨魚肉鰭類のシーラカンス

と無尾両生類でも同様であり、さらには我々

哺乳類でも腎臓内に相似の現象が存在する。

すなわち脊椎動物に広く見られる基本的な

現象であり、この現象の解明は脊椎動物の環

境適応と進化という観点からも重要である。 
	 尿素の合成には肝臓を中心とする器官が

重要であり、尿素を体外に逃がさないために

は腎臓での尿素再吸収が重要である。しかし

ながら腎臓での尿素再吸収については、腎臓

の構造があまりにも複雑であることから、そ

のしくみはほとんどわかっていなかった。そ

のなかで我々は、尿素を輸送する膜タンパク

質がドチザメネフロンの最終分節のみに存

在することを示し、この集合細管が尿素再吸

収に重要であることを初めて明らかにした

（Hyodo et al., 2004）。 
	 一方で、尿素の合成については、肝臓以外

の器官の重要性も示唆されるようになって

きた。筋肉や消化管など、種によっても異な

るが、それまで考えられてきた以上に、様々

な器官が尿素保持に関わる可能性が考えら

れた。	 

	 このように軟骨魚類の体液調節研究の必

要性は明白だが、最大の問題は、分子レベル

の研究に適したモデルの欠如であった。	 

 
２．研究の目的 
	 我々はこれまでに、ドチザメ、アカエイ、

シュモクザメ、ゾウギンザメなど、複数の軟

骨魚類を研究対象に用いてきた。その過程で

ゾウギンザメのゲノムプロジェクトが開始

され、部分的ではあるがウェブ上に公開され

ることとなった。上記の通り、軟骨魚類研究

が進まない問題のひとつが、遺伝子情報を利

用できるモデル種の欠如であった。特に、腎

臓での分子マッピングにおいては、重要と考

える分子をどれだけ迅速に同定できるかが

鍵であり、ゾウギンザメはこの問題を克服で

きる新規モデル生物となり得ると考えた。	 

	 そこで、腎臓での分子マッピングをゾウギ

ンザメで行うとともに、ゾウギンザメが広く

軟骨魚類研究の有用なモデルとなることを

証明すべく、尿素合成器官の同定、発生初期

の体液調節機構、体液調節に関わるホルモン

制御の研究を行った。	 

 
３．研究の方法 
	 ゾウギンザメはふだん水深 200m 程度の大

陸棚に生息しているが、繁殖期のみオースト

ラリア南岸をはじめとする浅い湾内に産卵

回遊してくる。そこで成魚雌を 3-4 月にオー

ストラリア・ビクトリア州の Western	 Port

湾で捕獲し、クイーンズクリフの Victoria	 

Marine	 Science	 Consortium	 (VMSC)に運搬し

て飼育した。1-2 ヶ月間の飼育で約 160 個の

受精卵を得た。受精卵は VMSC の水槽にて孵

化（半年後の 9-10 月）まで飼育し、間隔を

おいてさまざまな発生ステージのサンプリ

ングを行った。また、受精卵を採集し終わっ

た雌からは組織を採取し、凍結あるいは固定

サンプルとして日本に持ち帰った。	 

	 凍結サンプルからは RNA を抽出し、クロー

ニング用に cDNA の合成を行った。発現量の

測定は、抽出した RNA を DNase 処理した後に

cDNA 合成を行い、リアルタイム PCR にて定量

を行った。固定サンプルはパラフィン切片を

作成後、in	 situ	 hybridization あるいは免

疫組織化学染色にて分子の局在を調べた。	 

	 受容体の解析は、国立循環器病センターの

海谷博士との共同研究により、受容体遺伝子

を発現させた哺乳類培養細胞を用い、さまざ

まなリガンドを処理した後の細胞内伝達系

の活性を測定した。	 

	 

４．研究成果	 

	 (1)	 ゾウギンザメの尿素産生部位	 

	 尿素は、板鰓類では主に肝臓などの器官で

アンモニアから積極的に産生される。ゾウギ

ンザメでは、肝臓が尿素を合成するというこ

との他は、尿素産生に関わる知見が全くなか

った。そこでまず、ゾウギンザメ成魚の尿素

産生機構を調べた。	 

	 尿素回路を構成する主要な酵素群、すなわ

ちカルバミルリン酸合成酵素(CPSIII)、オル

ニチントランスカルバミラーゼ(OTC)、グルタ

ミン合成酵素(GS)、アルギナーゼ(ARG)を同定

した。GS遺伝子は2種類同定され、そのうちGS2

はミトコンドリア移行シグナル(MTS）を持た

ず、尿素合成には直接関わらない。一方、GS1

には長鎖型（MTS配列を持つ）と短鎖型（MTS

配列を持たない）というスプライシングバリ

アントが存在した。したがって、遺伝子重複



 

 

やスプライシングの制御によって、尿素合成

の第一段階であるアンモニアの取り込み過程

が調節されることがわかった。	 

	 全ての酵素の遺伝子発現、活性は肝臓で最

も高かった。長鎖 GS1を持つことなどからも、

肝臓が体内尿素濃度の調節に主要な役割を

果たすことがわかった。筋肉でも全酵素の遺

伝子発現と活性が認められ、組織重量を考慮

すると、肝臓に匹敵する尿素量が合成される

と予想された。特筆すべきことは、腎臓でも

高い発現と活性が見出されたことで、やはり

長鎖 GS1 を発現していた。軟骨魚類の腎臓は

原尿から尿素を再吸収して、尿素を体内に保

持する。ゾウギンザメ腎臓の近位尿細管で、

GS、OTC、アンモニア輸送体の共局在を確認

しており、貴重な窒素源であるアンモニアを

再吸収し、尿素に変換して体内に戻すという、

腎臓の新たな機能を提唱した（Takagi	 et	 al.,	 

2012）。	 

	 

(2)	 腎臓での尿素再吸収の分子機構	 

	 軟骨魚類の腎臓は、脊椎動物で最も複雑な

ネフロン構造を持つ。腎小体に始まるネフロ

ンは、2つの領域を行き来して 4回のループ
を持つ。我々はドチザメにおいて、最終分節

である集合細管に尿素輸送体（UT）を発見
し、ここが尿素再吸収の場であることを見出

した（図の緑色、Yamaguchi et al., 2009）。 
	 ゾウギンザメのゲノムデータベースを検

索したところ、UT-1と UT-2、UT-3という
3種類の UT分子を発見した。UT-1は構造的
特徴に加え、集合細管にのみ局在したことか

らも、ドチザメで同定した UTと相同な分子
であった。UT-2も集合細管に検出されたが、
その機能はまだ不明である。一方、UT-3 は
腎臓特異的で、近位尿細管（第 2ループ）に
局在した（図の赤色）。この部位は前述した

尿素合成系が存在する部位に近く、合成した

尿素を体内に戻す働きを持つ可能性がある

（Kakumura et al., 2009）。 
	 UT は促進型の輸送体であり、尿素を濃度
の高いところから低いところに向かって移

動させる。それゆえ、尿素を原尿から体内に

再吸収するためには、集合細管に入るまでに、

原尿中の尿素を濃縮する機構があると考え

た。そこで、NaCl ならびに水の輸送タンパ
ク質に注目した。ゲノムデータベースから、

Na+/K+-ATPase (NKA)、Na+,K+,2Cl-共輸送

体（NKCC2）、水チャネル（AQP3）を得て、

尿細管にマッピングしたのが下図である。 
	 NKCC2 は NKA と共存し、これは NaCl
を能動的に再吸収する diluting segment の
特徴である。哺乳類ではヘンレループの太い

上行脚に存在するが、ゾウギンザメでは 2ヶ
所発見した。ひとつが第 3ループ上行脚、も
う 1ヶ所は第 4ループの後半である（図の黄
色）。一方、AQP3は 2つの diluting segment
に挟まれた、第 4ループの前半に存在した（図
の青色）。以上の結果をもとに、以下に述べ

るような尿素再吸収モデルを提唱する。 
	 まず、第 3ループ（黄色）で NaClが原尿
から再吸収され、原尿の浸透圧が下がる。第

4 ループの前半（青色）では、生じた浸透圧
差により水が原尿から静脈血へと移動する。

さらに、AQP3は尿素も透過させるため、水
の再吸収により原尿の尿素濃度が上昇し、

AQP3を介して尿素も原尿から静脈血へと移
動する。水の移動による尿素濃度の上昇は尿

素の移動を誘導し、尿素の移動による浸透圧

の低下は水の移動を誘導する。第 4ループ後
半（黄色）では、水と尿素の再吸収により濃

縮された NaClを再び再吸収し、尿素が濃縮
された原尿となる。最終分節の集合細管に入

ると、UT を介して尿素が再吸収される（緑
色）。集合細管での尿素再吸収は、対向流交

換系といった特殊なしくみを介するものと

考えている。集合細管で再吸収された尿素は、

central vessel とよばれるリンパ様の盲管に
よって静脈へと運ばれる。 

	 

(3)	 発生初期の体液調節機構	 

	 これまでに述べたとおり、軟骨魚類の成魚

においては肝臓や筋肉、腎臓での尿素合成や、

腎臓での尿素再吸収が体液浸透圧の維持に

重要である。それでは、肝臓などの器官が未

発達な発生初期には、胚は生息環境にどのよ

うに適応しているのだろうか？軟骨魚類に

限らず、魚類の発生初期の環境適応について



 

 

は知見が非常に少ない。	 

	 軟骨魚類は個体発生という観点からも特徴

的である。卵生種では、受精して卵殻が形成

されると海水中に生みだされ、多くは約半年

という長い時間をかけて発生・成長し、孵化

に至る。この長い期間を通して、胚がどのよ

うな環境に置かれ、適応しているのかを知る

ことは、軟骨魚類の発生や生理の理解にとど

まらず、絶滅危惧種が急増する軟骨魚類の保

護、生物多様性の維持という観点からも重要

である。	 

	 まず卵殻内部の浸透圧・イオン組成を調べ

たところ、発生の初期から孵化まで、卵殻内

の環境は海水とほぼ同じであることがわかっ

た。すなわち、卵生種の胚は発生初期から浸

透圧調節を行う必要がある。少なくともステ

ージ30の胚では、成魚と同じ濃度の尿素を体

内に保持していることもわかった。そこで、

発生段階を追って尿素回路酵素遺伝子の発現

量変化を解析した結果、発生初期には胚体よ

りも卵黄嚢上皮での発現が高いことがわかっ

た。受精後2ヶ月頃まで、卵黄嚢上皮における

酵素遺伝子の発現量は上昇し、その後、卵黄

が胚体に吸収されるとともに、発現量は徐々

に減少していく。一方で、発生の進行ととも

に胚体、特に肝臓での発現が上昇する(下図)。	 

	 以上のことから、１）成魚では肝臓を代表

とする複数の器官が尿素産生を担うこと、

２）尿素合成器官が未発達な発生初期には、

卵黄を包む卵黄嚢上皮が尿素産生を担うこ

と、３）発生の進行とともに胚体の肝臓へと

尿素産生の役割が移行することがわかった。	 

	 

(4)	 体液調節ホルモンの研究	 

	 本研究によって、腎臓での尿素再吸収など

分子機構も解明されつつある。しかしながら、

それらの機能が環境変化によってどのよう

に制御されているのか、そのしくみは全くわ

かっていない。特に腎機能はさまざまなホル

モンの制御下にあると予想され、ドチザメで

は血液中の下垂体神経葉ホルモン（バソトシ

ン）の濃度が集合細管頂端膜での UT量と正
の相関を示した。哺乳類の腎臓でも、UT は
バソプレシンにより膜への集積が促進され

ることがわかっており、軟骨魚でも同様の制

御機構が存在する可能性がある。そこで、神

経葉ホルモン受容体の同定から、その働きに

アプローチしようと考えた。	 

	 脊椎動物の神経葉ホルモンはバソプレシ

ン属とオキシトシン属に大別され、複数の異

なる G タンパク質共役型受容体を介して機
能する。現在までに 3種類のバソプレシン受
容体（V1R、V2R および V3R）と 1 種類の
オキシトシン受容体（OTR）が知られており、
それぞれ血管での昇圧効果や肝臓での糖新

生、腎臓での水再吸収の促進、下垂体前葉か

らの副腎皮質刺激ホルモンの分泌、子宮収縮

や乳汁分泌などに関わる。このうち V1R、
V3Rおよび OTRが細胞内の PLC/PKC経路
とカップルして細胞内 Ca 濃度を上昇させる
のに対して、V2R は AC/PKA 経路を介して
細胞内 cAMP濃度を上昇させる。 
	 ゲノムデータベースを検索したところ、6

種類の神経葉ホルモン受容体様遺伝子が同

定された。全長をクローニングし、分子系統

解析を行ったところ、V1R、V3Rおよび OTR
に加え、これまで報告されていない新規の受

容体を発見した。この受容体は既知 V2R に
配列相同性を示すものの、細胞内情報伝達に

は V2R が用いる cAMP ではなく、V1R や
V3R と同様に Ca2+を用いる。相同な受容体

は条鰭類のメダカとクマノミからも同定さ

れ、やはり細胞内 Ca2+濃度を上昇させた。ま

たゲノムデータベース検索から、新規受容体

が両生類、鳥類、哺乳類にも存在することを

見出した。分子系統解析とシンテニー解析の

結果、新規受容体が既知 4種類の神経葉ホル
モン受容体とは独立した群を形成すること

が示され、V4Rと命名した。V4Rはさらに、
魚類特異的な type-1 (V4R1)と、主に四肢動
物に存在する type-2 (V4R2)に区分される。
ゾウギンザメは機能的な V4R1のほかに、偽
遺伝子化した V4R2遺伝子を有する。哺乳類
ではオポッサムに偽遺伝子化したV4R2遺伝



 

 

子が存在するが、そのほかの種では V4R 遺
伝子を確認できないことから、恐らく V4R
は哺乳類では機能を喪失していると考えら

れる。V4Rは脳や心臓、腎臓、生殖腺で発現
が見られ、その機能の解明が待たれる。また、

ゾウギンザメの下垂体では、ACTH分泌に重
要な V3Rに加えて V1Rも発現していること
が確認された。V1Rが下垂体で発現する例は
これまでに報告がなく、ゾウギンザメ下垂体

からのホルモン分泌制御に関して、バソトシ

ンが何らかの未知の機能を担うと考えられ

る。ゾウギンザメゲノムからは既知 V2R に
相同な受容体は発見できず、この受容体の起

源と進化については今後の課題である。 

	 

(5)	 今後の展望	 

	 本研究により、軟骨魚類の生理学研究を推

進する上で、ゾウギンザメが新規モデルとし

て有用であることが証明された。公開されて

いるゲノムデータベースはまだ部分的なも

のに過ぎないが、本研究でも尿素やイオン、

水などの膜輸送分子群、尿素合成に関わる酵

素遺伝子群、さらにはホルモンやその受容体

など、研究の第一歩である分子の網羅的な同

定が可能であったことが、研究を飛躍的に進

められた原因であった。	 

	 軟骨魚類は脊椎動物顎口類の原始的な現

存グループとして動物学的に重要なだけで

なく、海洋生態系あるいは資源といった応用

面でも重要である。軟骨魚類研究の推進は、

基礎生物学だけでなく、社会的にも大きなイ

ンパクトを与えるものと確信している。今後

はゾウギンザメの特長を活かしてさらに研

究を進めるとともに、ゾウギンザメで明らか

になったことを他のサメやエイにも拡げ、軟

骨魚類という重要な生物群の理解を深めて

いきたい。	 
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