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研究成果の概要（和文）：本研究では微量金属イオンの代謝経路と生理学的意義の解明のために、バナジウムを高度に
濃縮するホヤ類をモデル系として、人工酵素によるノックアウトホヤの作成実験とバナジウム濃縮経路の逆経路による
生理作用の検証実験を行った。また当初計画をさらに深く掘り下げるためにメタゲノム解析とトランスクリプトーム解
析も並行して進めた。バナジウム濃度の異なる３種のホヤの器官ごとのメタゲノム解析を行い、金属濃縮度と相関する
細菌群を見出した。また、バナジウム放出経路に関与する血球で高発現する新規バナジウム結合タンパク質およびバナ
ジウムチャネル候補遺伝子を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, using vanadium-accumulating ascidians as a model system, we 
performed gene knockout experiments using artificial nucleases and examination of the vanadium export 
pathway by reverse pathway of vanadium accumulation pathway. In addition, in order to examine more deeply 
on the molecular mechanism, we also performed metagenomic and transcriptomic analyses. We found the 
correlation between vanadium concentration and microbiome. We also found novel vanadium-binding proteins 
and vanadium channels that are expected to be involved in vanadium export pathway.

研究分野： 分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
 
 金属イオンは、浸透圧調節、膜電位の保持、
細胞内情報伝達、電子伝達などの生理機能の
制御に必須の因子である。これまでに発見さ
れた酵素の約 1/3 は金属タンパク質であり、
金属イオンの役割の解明は、生体機能の制御
機構を知る上で欠くことができない。その研
究は、生命体に比較的多量に含まれる典型金
属イオン(Na+、K+、Ca2+、Mg2+など)が先行
し、ついで微量遷移金属イオン(主に Fe3+/2+、
Cu2+/+)の研究が大きく進んでいる。しかし、
その他の通常の生体内ではごく微量しか存
在しない遷移金属イオンについては研究が
進展しているとは言い難い。バナジウムもそ
の一つで、必須微量元素であるにもかかわら
ずその生理機能や代謝経路に関する研究は
遅れている。 
 その困難を乗り越えるためにバナジウム
を高度に濃縮する海産無脊椎動物ホヤ類は
有用なモデル系である。バナジウムは通常生
体内では数百 nM〜数mMオーダーであるが、
ホヤの特殊な血球であるバナドサイトには
非常に高濃度に蓄積されている。もっとも高
濃度に濃縮するバナジウムボヤ Ascidia 
gemmata では細胞中の濃度が 350mM に達
し、その濃縮係数は海水中の濃度(35nM)の
1,000 万倍に相当する。また、海水中のバナ
ジウムは五価の陰イオン(HVO42-, H2VO4-)で
あるが、蓄積されたバナジウムは生体では稀
な三価(V3+)に還元されている。これは生物に
よる能動的な金属濃縮・還元としては他に類
を見ない特異な現象であり、バナジウムの代
謝経路や生理機能を解明する上で格好のモ
デル系である(図１)。 
 

 

図１. ホヤにおけるバナジウムの濃縮・還元
経路モデル。 
 
 我々の研究グループはこの問題にいち早
く取り組み、バナドサイトにおいて機能する
遺伝子やタンパク質に関して多くの成果を
上げてきた。その最も代表的な研究成果は、
新規バナジウム結合タンパク質 Vanabin の
発見と構造・機能解析である。Vanabin はバ
ナドサイトの細胞質および血漿に局在する
四価バナジウム(VO2+)結合タンパク質であり、
かつ、五価バナジウム還元酵素としても働く
ことを我々は明らかにした。その他、バナジ
ウム輸送体 Nramp や硫酸イオン輸送体
SUL1 など多くの関連遺伝子の単離および生
化学的解析、ゲノムやマイクロアレイを駆使
した研究も行い、代謝経路の全体像を明らか
にした。 

 この代謝経路は実際、バナドサイトにおい
て、in vitro の実験から期待されるとおりの
経路で機能しているのだろうか。 
 これまでホヤではアンチセンスモルフォ
リノや二本鎖 RNA による機能破壊実験は可
能であったが、それはすべて卵への導入によ
る初期発生過程での機能解析であった。我々
の研究対象である成体の血球において遺伝
子を破壊する方法はなかったため、検証でき
なかった。しかし、ウニやゼブラフィッシュ
などの動物で人工酵素による遺伝子破壊技
術が開発されたことから、この技術をホヤの
系に導入することでノックアウトホヤを作
製し、そのバナジウム濃縮への影響を調べる
ことでバナジウムの生理機能の解明が出来
ると考えるに至った。さらに本研究では、in 
vitro での還元カスケードの逆反応(放出経
路)による生理作用の発揮が起こりうるか否
かも検証すべきと着想した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、以下の２つの課題に取り組ん
だ。 
 
(1) 濃縮経路の鍵となる Vanabin と Nramp
について、人工酵素を用いてそれぞれの遺伝
子を破壊したノックアウトホヤを作製した。
得られた変異株の遺伝子発現変動やバナジ
ウム濃縮異常の有無を検証するとともに、５
つの Vanabin を全て同時に変異させたノッ
クアウトホヤの作製を試みた。 
 
(2) Vanabin を核としたバナジウム還元カス
ケードの逆反応（放出経路）を調べるために、
バナジウム酸化還元カスケードを行った。ま
たこの経路に関与するタンパク質を網羅的
に解析するために、ホヤ血球のトランスクリ
プトーム解析とメタゲノム解析および細菌
由来バナジウム還元酵素の探索を行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) ノックアウトホヤの作成と解析 
 カタユウレイボヤのゲノム中には５種類
の Vanabin が存在する（図２）。それぞれの転
写調節領域および第１エクソン付近の配列
をターゲットとした TALEN 人工酵素を設計
した。常法に従って、ベクター構築を行った。
in vitro ヌクレアーゼ検定により切断活性を
確認した。 
 

 
図２. カタユウレイボヤ Vanabin。 
 
 各ベクターをもとに in vitro 転写キットを
用いて mRNA を合成した。合成された mRNA
をホヤ受精卵にマイクロインジェクション



した。ポジティブコントロールとして EGFP
を発現する mRNA を同時に注入した。幼若個
体まで発生させた後、一部の組織を取り PCR
法によって変異導入効率を確認した(F0)。 
 確認後、成熟個体にまで発生させた。精子
と卵を採取し、人工授精させて F1の作成を試
みた。F0において生殖系列への変異導入に成
功した場合、F1において全身で変異が起こっ
たホモ変異体が得られると期待される（図
３）。 
 

 

図３. TALEN による変異導入実験手順。 

 
(2) バナジウム酸化還元カスケード 
 大腸菌発現系を用いて、カタユウレイボヤ
の５種類の Vanabin 組換えタンパク質を合
成する。陰イオン交換カラムで精製した後、
マススペクトル解析によって分子量を確認
した。合成した Vanabin を用いて、図４のカ
スケード(放出経路)が起こるか否かを in 
vitro 実験で確認した。NADP+の産生・消費
量を吸光度変化(A340)で定量し、四価バナジ
ウムの消費量は ESR で測定した。 
 

 
図４. VV還元カスケード。いずれも還元物質
NADPH を初発とする。Scheme 1 はグルタ
チオン経路、Scheme 2 はチオレドキシン経
路である。 
 
(3) トランスクリプトーム解析 
 ホヤ血球から RNA を抽出し、逆転写の後、
ライブラリーを作成した。次世代シークェン
サーMiseqによってランダムに塩基配列を決
定した。Trinity ソフトウェアによってアセ
ンブルを行い、予想アミノ酸配列と発現頻度
のデータベース化を行った。 
 
(4)メタゲノム解析および細菌由来バナジウ

ム還元酵素の解析 
 バナジウム濃縮度の異なる３種のホヤか
ら、腸内細菌叢および腸管壁・鰓籠に共生す
る細菌叢からメタ DNA を抽出し、16S アン
プリコンのランダム塩基配列決定を行った。
得られた配列を Miseq Repoter で分類し、バ
ナジウム濃度と細菌叢の相関関係を解析し
た。 
 バナジウム耐性をもつ腸内細菌株を大量
培養し、陰イオンカラムおよび HPLC カラム
にかけた。膜画分からバナジウム還元酵素を
同定し、精製した。NADPH および NADH
を初発とする in vitro 再構築系により、バナ
ジウム還元酵素活性を定量した。 
 
４．研究成果 
 
(1)ホヤの遺伝子機能破壊実験 
 ５つの Vanabin はゲノム中の 8.4kb の範囲
にタンデムに並んでいる。本研究では、発生
過程において最も顕著な発現を示すVanabin3
の単独ノックアウトと、Vanabin1〜5 の全体
のノックアウト個体を作成した。第一段階の
キメラ個体では 30〜50%程度の頻度でノッ
クアウトを導入できていることが分かった。
キメラ個体では、成長およびバナジウム濃縮
ならびに遺伝子発現様式には大きな変化は
認められなかった。 
 キメラ個体の精子と野生型の卵を掛け合
わせて、F1の作成を試みた。受精率は比較的
高く、変異導入個体を高頻度で得ることが出
来た。今後はホモ個体の性質を精査し、バナ
ジウム濃縮の生理的意義と影響を明らかに
する。 
 
(2)バナジウム酸化還元カスケード 
 Vanabin の 9 対の SS 結合が、バナジウムの
酸化還元にどのように関与するのかを検証
した。その結果、酸化還元反応に関与する SS
結合は一つではなく複数あることを示唆す
る結果が得られた。 
 またVanabinとチオレドキシンのSS結合と
の間で電子伝達反応が起こるか否かを検証
した。その結果、チオレドキシンと Vanabin
との間で SS-SH 交換反応が起こりうること
が示唆された。 
 逆反応については当初予想とは異なる結
果が得られた。今後は(3)の結果も踏まえて構
築した新たな経路の検証を進める。 
 
(3) トランスクリプトーム解析 
 ４個体のホヤから個別に RNA を抽出し、
トランスクリプトーム解析を行った。約
50GB の配列データを得た。各々アセンブル
した後、個体差に留意しながら予想アミノ酸
配列のデータベースを作成した。その結果、
8520 個のユニークな遺伝子産物を同定した。 
 このデータベースから、バナジウムの酸化
還元反応に関与すると思われる未同定の因
子を探索し、逆反応の解析系を再構築した。



また、新規バナジウム結合タンパク質および
バナジウム膜輸送体候補遺伝子を見出し、刺
激応答性膜輸送チャネルと酸化還元酵素を
組み合わせた新たな放出経路のモデル化を
行った。今後は実験的に経路の検証を行う。 
 
(4) メタゲノム解析および細菌由来バナジウ
ム還元酵素の解析 
 バナジウム濃度の異なる３種のホヤの器
官ごとのメタゲノム解析を行い、金属濃縮
度と相関する細菌群を見出した。今後はこ
れら細菌群の単離と、ホヤによるバナジウ
ム濃縮との関係性を明らかにするための実
験を行う。 
 また腸内細菌の細胞質画分および膜画分
に由来するバナジウム還元酵素を見出した。
今後はこれらの酵素を大量合成して特性を
詳しく調べるとともに応用可能性を模索す
る。 
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