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研究成果の概要（和文）：深海の熱水噴出域固有生物の硫化水素の毒性に対する適応機構を、アミノ酸の一種ヒポタウ
リンを手がかりとして解明を試みた。ヒポタウリンはタウリンの前駆体であるが、硫化水素と結合して無毒なチオタウ
リンとなることができ、その合成機構は適応の鍵となる。本研究では、シチヨウシンカイヒバリガイより海産無脊椎動
物で初めてヒポタウリンの合成経路を解明し、それらの遺伝子が飼育環境中の硫化物濃度にかかわらず硫化物に曝され
る鰓で高発現していることを明らかにした。また、解明された経路を鰓のアミノ酸組成からも検証した。熱水噴出域の
二枚貝類はタウリン合成経路の一部を活用することで熱水噴出域に進出したと考えられる。

研究成果の概要（英文）：We studied the adaptation mechanisms to toxic hydrogen sulfide in deep-sea hydroth
ermal vent-specific animals through the analysis of the synthetic pathway of hypotaurine, which is a precu
rsor of taurine and can bind to hydrogen sulfide and generate non-toxic thiotaurine. We identified the hyp
otaurine synthesis pathway, which has not been reported in any marine invertebrates, in the deep-sea musse
l Bathymodiolus septemdierum. We also revealed that the genes of the enzymes involved in the hypotaurine s
ynthesis actively expressed in the gill regardless of the sulfide concentration in the rearing water. We a
lso analyzed the free amino acids including hypotaurine and its precursors to confirm the activity of the 
pathway. Bivalves may have acquired the habitat of hydrothermal vent area by utilizing a part of the tauri
ne synthesis pathway.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 熱水噴出域の生態系 
光合成に必要な光が届かない深海では、生物
が生きるための有機物が不足するため、浅海
に比べて生物の密度は一般に低い。しかし、
深海にも例外的に生物密度の高い場所が存
在する。その代表的なものは、地下でマグマ
により熱せられた海水が噴出する熱水噴出
域である。熱水噴出域には、熱水中に含まれ
る硫化水素などの化学物質の持つエネルギ
ーを利用して有機物を合成する化学合成細
菌が繁殖しており、熱水噴出域にすむ生物は
これら化学合成細菌がつくる有機物に主に
依存して生活している。 
 
(2) 硫化水素への適応機構の謎 
熱水噴出域には、軟体動物、節足動物、環形
動物などの無脊椎動物が高密度で生息して
いる。これらの生物が化学合成細菌のつくる
有機物を得るためには、化学合成細菌が生息
する硫化水素に富む場所で生活する必要が
ある。加えて、これらの無脊椎動物の多くは、
有機物の獲得を容易にするために化学合成
細菌を体表や体内に共生させているため、自
身が硫化水素に常に曝露されている必要が
ある。しかし、硫化水素は呼吸の反応を阻害
する毒物であり、これらの生物がどのように
してその毒性を回避しているのかはほとん
どわかっていなかった。 
 
(3) アミノ酸による毒性回避 
近年、熱水噴出域に固有の無脊椎動物の組織
には、ヒポタウリンおよびチオタウリンとい
う物質が高濃度で含まれることがわかって
きた。ヒポタウリンは海産無脊椎動物の主要
な体成分であるタウリンの合成前駆体であ
り、多くの無脊椎動物の体内にも存在する。
一方、チオタウリンは一般的な生物の組織に
はほとんど含まれない物質である。チオタウ
リンは、ヒポタウリンに硫化水素イオンが結
合することにより生成する。また、それ自身
は無毒な物質である。従って、熱水噴出域に
固有の生物は、硫化水素をヒポタウリンと結
合させてチオタウリンに変換することによ
り、硫化水素を無毒化していると考えられる。
この無毒化システムが成立するためには、硫
化水素が浸入する組織にヒポタウリンを蓄
積するしくみが重要であるが、海産無脊椎動
物においてはヒポタウリン蓄積のしくみは
殆どわかっていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、熱水噴出域固有の無脊椎動
物の持つヒポタウリン蓄積機構を解明し、そ
れを手がかりに硫化水素への適応機構とそ
の進化について解明することである。 
そのために、本研究では、日本近海の伊豆小
笠原海域の熱水噴出域における優占種であ
り、常圧の水槽でも長期間の飼育が可能なシ
チヨウシンカイヒバリガイ Bathymodiolus 

septemdierum を主な研究対象として、ヒポタ
ウリンを生合成する経路の解明を目指した。 
平行して、前課題（19380110）で単離したヒ
ポタウリンを細胞に取り込むための輸送体
の類縁分子も同定し、それらの進化的位置づ
けを検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究対象生物 
シチヨウシンカイヒバリガイは、海洋研究開
発機構の研究船「なつしま」研究航海 NT10-08、
NT11-09、NT13-05 において、無人潜航艇「ハ
イパードルフィン」を用いて伊豆小笠原海域
の明神海丘および水曜海山で採集した。採集
した個体の一部は船上で採集後速やかに解
剖を行った。また、一部の個体は船上または
下船後に様々な条件下での飼育やアミノ酸
注入等を行った後に解剖を行った。解剖は、
鰓、外套膜、閉殻筋、足など主要組織を切り
出し、それぞれ液体窒素で急速凍結し、使用
まで-80℃で保存した。 
 
(2) RNA 抽出 
RNA は Trizol（Life Technology 社）や同等
の試薬を用いて抽出した。 
 
(3) cDNA クローニング 
船上で解剖した個体の RNA から既報（Inoue
ら、FEBS Lett. 582. 1542, 2008）に従い cDNA
プールを調製した。この cDNA プールを鋳型
として、哺乳類でわかっている類似配列の保
存性が高い部位に相当するプライマー、また
は次世代シーケンサー（Roche 454）による
トランスクリプトーム解析で得た部分配列
から設計したプライマーを用いてPCR法によ
り配列の探索を行い、得られた部分配列から
RACE法によりcDNAのコード領域を単離した。 
 
(4) 分子系統解析 
単離した配列とデータベースから得た類似
配列について MAFFT または MUSCLE を用いて
アラインメントし、RAxML または MEGA を用い
て最尤法により行った。 
 
(5) 逆転写 PCR 
発現の組織特異性を調べるための逆転写 PCR
は、特異的プローブを用いて既報（Inoue ら、
FEBS Lett. 582. 1542, 2008）に従って実施
した。 
 
(6) 硫化物、チオ硫酸への曝露 
4 個の 20L の密封蓋つき水槽に 10L の海水と
約 16 個体のシチヨウシンカイヒバリガイを
入れ、実験開始時およびその後 8時間ごとに
各々の水槽に硫化ナトリウム九水和物結晶 1 
mg または 10 mg、チオ硫酸ナトリウム五水和
物結晶 10 mg を投与してすばやく溶解した。
一つの水槽は無投与区（対照区）とした。24
時間後、48 時間後（各試薬を投入する前）に
各水槽から 8個体をサンプリングし、解剖・



凍結を行った。 
 
(7) アミノ酸投与実験 
生きているシチヨウシンカイヒバリガイ個
体の閉殻筋に、滅菌海水に溶解したチオタウ
リン、システイン、システインスルフィン酸
（CSA）などを閉殻筋に注射し、一定時間後
に解剖、凍結を行った。 
 
(8) 組織抽出物へのアミノ酸添加 
シチヨウシンカイヒバリガイ鰓を磨砕し、磨
砕液にシステイン、CSA などを添加して、一
定時間後に凍結を行った。 
 
(9) リアルタイム PCR 
mRNA 量の比較は、Taqman Probe を用いる定
量的リアルタイム PCR により行った。High 
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
（Life Technology 社）等のキットを用いて
逆転写して cDNA を合成し、単離した cDNA 配
列から設計したプライマーとプローブを用
いて、mRNA 量を比較した。内部標準として
18SrRNA を用いた。 
 
(10) メタボローム解析 
採集直後の個体の鰓と足、100 日間硫化物を
与えずに飼育した個体の鰓各5個体分をプー
ルして、キャピラリー電気泳動-質量分析計
（CE-MS）によるメタボローム解析を行った。
分析は、Agilent CE-TOFMS System を用い、
ヒューマン・メタボローム・テクノロジーズ
株式会社において実施した。 
 
(11) 遊離アミノ酸分析 
遊離アミノ酸は組織からエタノールで抽出
し、PTC化した後に逆相HPLCにより定量した。
一般的な標準アミノ酸と、ヒポタウリン、チ
オタウリン、システインスルフィン酸を同時
に定量できるように、既報の方法（Koito et 
al. Cah.Biol.Mar. 51. 429, 2010）を改良
して実施した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒポタウリン合成に関わる酵素をコー
ドする cDNA の単離 
ヒポタウリンはタウリンの前駆体である。タ
ウリンの合成経路は哺乳類で研究が進んで
おり、システインスルフィン酸（CSA）経路、
システアミン経路、システイン酸経路の３つ
の経路が同定されている。前の二つはヒポタ
ウリンを経由するが、システイン酸経路はヒ
ポタウリンを経由しない。一方、タウリンを
組織中に高濃度に含む貝類や、その他の海産
無脊椎動物においても、タウリン合成経路に
関する報告はこれまで無かった。そこで、哺
乳類の配列から設計したプライマーでの PCR
によるスクリーニングや、次世代シーケンサ
ーによるシチヨウシンカイヒバリガイのト
ランスクリプトームデータの解析から、シス
テインジオキシゲナーゼ（CDO）様およびシ

ステインスルフィン酸デカルボキシラーゼ
（CSAD）様のタンパク質をコードする断片を
単離し、それらのコード領域全長を RACE 法
により得た。一方、システアミン経路やシス
テイン酸経路に関わる酵素の cDNA は検出で
きなかった。 
 
(2) 分子系統解析 
得られた CDO 様配列および CSAD 様配列の分
子系統解析を行ったところ、それぞれ脊椎動
物や昆虫の CDO および CSAD とクラスターを
形成した。また、配列のアラインメントによ
り、既知の CDO および CSAD において保存性
が高いアミノ酸残基は、今回得た CDO 様およ
び CSAD 様配列においても保存されていた。
以上より、本研究で得た cDNA がコードする
タンパク質をそれぞれ BsCDO、BsCSAD と命名
した。CDO、CSAD が存在することより、シチ
ヨウシンカイヒバリガイは CSAD 経路でヒポ
タウリンを合成することが示唆された。 
 
(3) 発現組織 
BsCDO および BsCSAD の mRNA の発現量を主要
組織間で比較した結果、両者とも鰓で強く発
現していることが明らかになった。このこと
はシチヨウシンカイヒバリガイが鰓でヒポ
タウリンを活発に合成していることを示唆
する。鰓以外では、生殖腺で比較的強い発現
が認められた。 
 
(4) 硫化物およびチオ硫酸への曝露 
水槽での曝露実験の結果は、硫化ナトリウム、
チオ硫酸ナトリウムどちらへの曝露におい
ても、BsCDO および BsCSAD mRNA の発現変化
は統計的に有意ではなかった。この結果は、
環境中の硫化物やチオ硫酸濃度による発現
誘導は顕著ではないことを示唆する。 
 
(5) メタボローム解析 
メタボローム解析により、鰓および足組織中
の遊離アミノ酸やその前駆体や中間体の分
布状況が明らかになった。タウリンやヒポタ
ウリンは高濃度に検出された。しかし、組織
中のシステインやCSAの量は検出限界以下で
あった。 
 
(6) 組織の遊離アミノ酸分析 
遊離アミノ酸分析の手法を改良し、CSA やヒ
ポタウリン、チオタウリンを一般的な遊離ア
ミノ酸とともに一斉分析できる方法を確立
した。その方法で鰓組織を分析した結果、上
記のメタボローム解析と同様、鰓組織中にタ
ウリンやヒポタウリンは高濃度に検出され
た。システインやCSAの濃度は高くなかった。 
 
(7) 注射によるシステイン・CSA の投与 
合成経路の活性を証明するために、注射によ
りシステインや CSA を閉殻筋に投与した。投
与したアミノ酸は血リンパにより鰓に輸送
されることを期待した。実際、投与したアミ



ノ酸は血リンパ中に検出された。しかし、鰓
組織中の濃度は上昇しなかった。すなわち、
血リンパから鰓細胞内への輸送速度は高く
ないと考えられた。 
 
(8) 組織磨砕物へのシステイン・CSA の投与 
注射による投与では鰓組織に投与したアミ
ノ酸が輸送されなかったため、組織磨砕物に
両者を投与して、ヒポタウリンやタウリンの
変化を調べた。この実験に関する解析は現在
進行中である。 
 
(9)ヒポタウリン輸送体の再検討 
上記(7)の結果から、ヒポタウリン合成前駆
体の血リンパから鰓細胞への取り込み能は
高くないことが予想されたが、ヒポタウリン
そのものを取り込む能力のあるタンパク質
があることを前研究課題において確認して
いる。しかし、このタンパク質の進化的な位
置づけがはっきりしていなかった。そこで類
縁の輸送体である GAT-1 を単離し、分子系統
解析と比較ゲノム解析を行って、両者の進化
的な関係を解明した。これらの輸送体の機能
分化について、今後検討する予定である。 
 
(10) まとめと展望 
本研究では、代表的な熱水噴出域固有生物で
あるシチヨウシンカイヒバリガイにおいて、
硫化水素への適応に重要な役割を果たすヒ
ポタウリンを合成する経路を解明すること
ができた。熱水噴出域固有生物ばかりか、貝
類やその他の無脊椎動物においても、ヒポタ
ウリン合成経路はこれまで全くわかってい
なかったため、本研究の成果は海産無脊椎動
物の体成分に関する理解を大きく前進させ
たといえる。 
また、合成経路を構成する酵素の遺伝子が鰓
で強く発現し、また、その発現レベルが環境
硫化物を変化させても有意に変動しなかっ
たことより、鰓においてヒポタウリン合成が
常時活発に行われていることが示唆された。 
シチヨウシンカイヒバリガイの組織内のシ
ステインやCSAの含量が低いことは予想外で
あった。同じイガイ科のムラサキイガイでは
一定量のシステインやCSAが存在することい
う報告がある。しかし、ヒポタウリンが生存
のためにきわめて重要なシチヨウシンカイ
ヒバリガイでは、酵素を活発に発現すること
により、システインと CSA を可能な限りヒポ
タウリンに変換してしまうと考えれば説明
がつく。 
そのことを生体への注射により証明しよう
としたが、血リンパから鰓への輸送活性が低
かったために証明することはできなかった
が、現在組織磨砕物への投与実験により証明
しようとしているところである。 
メタボローム解析により、システインより上
流の化合物で、組織中にある程度蓄積してい
る化合物がいくつか見つかっている。組織中
の種々の遊離アミノ酸の量は、個々に管理さ

れているのでなく、様々な代謝経路のネット
ワークとして制御されていると考えられ、今
後は種々の網羅的な解析によりその詳細を
明らかにして行きたい。 
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