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和文要旨

寒冷地に生息する無尾両生類の中には、凍結に対する抵抗性を有する種

が知られているが、その生理的機構について十分には明らかにされていな

い。本研究では、はじめに冬眠をしているニホンアマガエル(均ぬjαponica)

を-40Cで6時間凍結させた後、室温で 1時間解凍した場合に 80%以上の

個体が生き延びることを確かめ、ニホンアマガエルが凍結耐性を有する種

であることを明らかにした。続いて凍結時に利用される耐凍物質の種類お

よび耐凍物質の輸送機構を明らかにするために、アマガエルを凍結または

凍結後解凍することによって、他種のカエノレで耐凍物質として働くことが

知られているグルコース、グリセロールおよび尿素の血中および組織中の

濃度に変化が見られるかどうかを調べた。その結果、解凍群では冬眠群に

比べてグノレコースおよびグリセロールの血中濃度が高まることがわかっ

た。また、組織中のグルコース含量は凍結実験により変動するが、そのパ

ターンは組織により異なること、組織中のグリセロール含量は肝臓以外の

どの組織においても冬眠群に比較して解凍群で増加する傾向が見られる

ことが明らかになった白一方、尿素については凍結実験によって血中濃度

および下腹部皮膚以外での組織中含量に差は見られなかった。これらのこ



とから、ニホンアマカ、エルではグノレコースおよびグリセロール、またはそ

のいずれかを耐凍物質として利用している可能性が考えられた。また、グ

ノレコースおよびグリセローノレのいずれの血中レベルも、活動期のカエルと

冬眠群の間で、岡程度で、あったことから、グ、ルコースやグリセロールの合成

および血中への放出は、温度低下や冬眠開始によるのではなく、凍結およ

び/または凍結後の解凍に起因すると考えられた。

グリセロールの調節機構を明らかにするため、アマガエル肝臓より哨乳

類 AQP9と相同であると予想された AQP-h9をコードする cDNAをクロー

ニングした。得られた cDNAは885塩基の翻訳領域、63塩基の5'-非翻訳

領域、および 780塩基の 3'・非翻訳領域からなっていた。推定されるアミ

ノ酸配列には 6箇所の推定膜貫通領域および 2箇所の NPAモチーフとい

うAQPファミリーで保存された構造が含まれていた。また、他の脊椎動

物の AQP9と比較的高度に保存されていた。続いて、特異的プライマーを

用いた RT-PCRにより、 AQP-h9mRNAが全身の組織で幅広く発現するこ

とを明らかにした。さらにアフリカツメガエル卵母細胞に AQP-h9c附 '-lA

を注入し、swellingassayにより AQP-h9の水およびグリセローノレ透過性を

調べた結果、 AQP-h9が水とグリセローノレのいずれに対しでも透過性をも

つことが確かめられた。これらの結果から、得られた AQP-h9は晴乳類
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AQP9と相同であり、アクアグリセロポリンとして機能することが示唆さ

れた。

さらに凍結実験を行ったアマガエルの肝臓および骨格筋固定標本の HE

染色により、肝臓においては冬眠および凍結により類j相内で赤血球の凝集

が引き起こされること、また冬眠および凍結によりエオジンによる染色性

が低下することがわかった。骨格筋においても冬眠、凍結によってエオジ

ンによる染色性が低下し、また筋細胞の萎縮が認められた。これら染色性

の低下は細胞内にグリコーゲンが蓄積されていたことによる可能性が考

えられた。肝臓切片を AQP-h9抗体によって免疫染色した結果、冬眠群の

肝臓中の赤血球上に陽性シグナルが観察された。このシグナルは凍結群で

はより強度を増し、解凍群ではほとんど消失した。骨格筋では冬眠群の筋

細胞の細胞質中にわずかなシグ、ナノレが検出された。このシグナルは凍結群

で著しく増大し、解凍群では低下した。また、肝臓と骨格筋のいずれにお

いても、凍結実験による AQP-h9mRNAの発現レベルの変動は見られなか

った。一方、他のアクアグリセロポリンである AQP-h3BLについては、凍

結実験の全ての群の肝臓および骨格筋において免疫陽性シグナルは検出

されなかった。肝臓ではAQP・h3BLmRNAが低レベルで発現していたが、

凍結による発現レベルの差は見られなかった。骨格筋では AQP-h3BL
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mRNAの発現は検出されなかった。これらの結果から、 AQP-h9はアマガ

エルの赤血球に発現し、凍結および解凍に曝された際のグリセロールによ

る赤血球の保護に寄与していることが示唆された。また骨格筋においては

AQP-h9は細胞質内の細胞内小胞、小胞体、および/またはゴルジ装置に

局在 し、凍結の際のグりセローノレ細胞内輸送に関わっている可能性が考え

られた。
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ABSTRACT 

As the initial step to study freeze-tolerance mechanism in the Japanese 

tree frog，めJlajaponica，the serum and tissue levels of possible cryoprotectants 

in the hibernating， frozen and thawed企ogswere measured. The serum 

concentrations of glycerol and glucose in the frogs thawed after合eezmgwere 

significantly higher than those in the hibernating frogs. The glycerol content in 

the liver did not change in the freezing experiment， whereas that in the skeletal 

muscle was elevated in the thawed白'ogsas com[JJared with the hibernating or 

frozen frogs. Subsequently， a cDNA encoding aquaporin (AQP)-h9 was c10ned 

from theめノlajaponica Iiver， as a tool to study the involvement of glycerol and 

aquaglyceroporins in the仕eezetolerance mechanisms in the tree frog. The 

predicted amino acid sequence of AQP-h9 contained six putative 

transmembrane domains and the two conserved Asn-Pro-Ala motifs， which are 

characteristic of AQPs. Swelling assay using Xenopus oocytes showed that 

AQP・h9facilitates water and glycerol permeation， veri今ingthe property of an 

aquaglyceroporin. Histological examination of the liver revealed that 

erythrocytes aggregate in the sinusoids during hibernation and 仕eezing，and that 

immunoreactive AQP・h9protein is detected over the erythrocytes. AQP・h9

labeling became more intense in the frozen仕ogsthan in the hibernating frogs， 

bul almost disappeared in the thawed [f(港s.For the skeletal muscle， weak labels 

for AQP・h9were observed 1n the cytoplasm of the myocytes of the hibernating 

仕ogs.Its labeling was markedly enhanced by freezing， and declined by thawing. 

These results suggest that glycerol acts as a cryoprotectant in H. japonica， and 

that during hibernation， particularly in a state of f均ezing，AQP-h9 is involved in 

the glycerol uptake by the erythrocytes in the liver and in the intracellular 

glycerol transport in the skeletal muscle cells. 
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第 1章序論

凍結に対する生体防御

一般に、体液の凍結は細胞外液の浸透庄の上昇とそれに伴う細胞の脱

水、細胞の縮小、細胞膜の物理的損傷、虚血、酸素欠乏などの様々な現

象を引き起こし、生物の生存を脅かす(Storeyand Storey 1984)。その一方

で、低温環境で生息可能な動植物の中には、自身で熱を産生する能力を

持たないにもかかわらず、凍結によるダメージから生体を守る機能を発

達させることで低温環境に適応進化している種がし、るととが明らかに

なっている。また、それらの適応メカニズ、ムに関して、以下のような例

が知られている(Storey2004)。

(1)乾燥耐性 (anhydrobiosis):生体内から大部分の水分を排出するこ

とで、身体内で水分の凍結がおこることを防ぐ。多くの種では同時にト

レハロースを合成して乾燥時の細胞保護を可能にしている。この機構を

備えた種では幅広い温度環境での生存が可能であり、ネムリユスリカ

(Poかpedilumvanderplanki)の幼虫では乾燥時に速やかにトレハロース

蓄積が開始され、 -2700Cから 1060Cまでの温度範囲で生存が可能であ
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ることがわかっている(Watanabeet al. 2002)。また、クマムシの一種

(Adorybiotus coronifer)では、乾燥環境に置かれると 5-7時間以内にト

レハロース濃度が上昇し、乾燥のみならず高温および低撮環境にも耐え

うる状態となる(Westhand Ram lov 1991)。

(2)不凍 (freezeavoidance) :生体内に高濃度の溶質を蓄積し、体液の

凝固点を降下させることでフk分の過冷却状態を維持する機構で、あり、 主

として低水温環境に生息する魚類および陸生昆虫類で古くから研究さ

れている。1971年に南極海に生息する Trematomus属の魚から、不凍糖

タンパク質が初めて発見された(DeVries1971)。その後、多種の魚類に

おいてさ らに4タイプの不凍タンパク質が発見され、低温環境下でこれ

らのタンパク質および糖タンパク質を合成・蓄積することで体液の凝固

点を下げていることが明らかになっている(Cheng1998)。また、 1957年

にカイコ (Bombyxmori)の休日民卵の越冬時には蓄積されたグリコーゲ

ンからグリセロールおよびソルピトールが合成され、春になるとそれら

の物質がグリコーゲンに再合成されて発生を開始することが報告され

た(Chino1957)。この研究は動物の生体内にこれらの糖アノレコーノレが存

在することを初めて明らかにしたものであり、この分野での先駆的研究

となった。その後、様々な昆虫類で休眠、越冬中の生体内物質量の変動
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が調べられ、北米に生息するヒメハマキの一種 (Epihlemascudderiana) 

の幼虫は、秋季になると体内に蓄積したグリコーゲンをグリセロールに

変換し、それにより体液の凝固点を降下させることで-400C付近でも生

命を維持し続けることができることが知られている(Muiseand Storey 

2001)。さらに、脊椎動物の中ではトカゲ類や鮮化したてのカメ類など

の小型腿虫類でも不凍機構がかなり発達していることがわかっている。

北米に生息するニシキガメ (Chrysemyspicta)は、解化後初めての冬季

には個体差はあるものの-200Cまでの冷却にも耐えうる不凍能を備え

ている(Costanzoand Lee 2013)。また、ヨーロッパからアジアに生息する

コモチカナヘピ (Lacertavivi)フαra)は-3.50Cで3週間生存可能である

(Costanzo et a1. 1995)。不凍は後述の耐凍 (freezetolerance) と比較して

より低温で長期間の生存を可能にするが、体液の過冷却状態が熱力学的

に不安定な状態であることから、氷核生成が起とることにより急激な体

液の凍結が起こる危険性をはらんでいる口

(3)耐凍 (freezetolerance) :グルコース等の糖類、グリセロール、乳

酸等を耐凍物質 (cryoprotectant)として合成 ・蓄積することで、水分の

凝固点降下を引き起こし、細胞内での水分の凍結とそれに付随する細胞

構造の破壊を防ぐ。さらに、氷核形成タンパク質 (icenucleating protein; 
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TNP)や不凍タンパク質 Cantifreezeprotein; AFP)の合成により、氷結晶

の生成速度や大きさを制御する。さらに先に述べた不凍で見られる氷核

生成による急速な凍結という危険性を、耐凍では水分を細胞外で凍結さ

せることにより回避している。これらの機構により生体内での水分の凍

結を制御することで、耐凍能を備えた種で、は体内の水分が 65%程度まで

凍結した場合でも生存が可能である(Storey2004) (図 1・1)。耐凍機能は

脊椎動物のみならず無脊椎動物や高等植物においても知られており、広

範囲の生物種で保存された適応戦略であると考えられている(Knight

and Knigbt 2012)。無脊椎動物においては、例えばタマパエの一種

(Eurostαsolidaginis)の幼虫は、低温に曝されるとグリコーゲンからグ

リセロールとソノレビトールを合成することで耐凍能を獲得している

(Storey and Storey 1986a)。グリセロールやソノレピトールの体内濃度を高

めるととで、凝固点以下の低温に曝されても細胞内の水分を液体状態に

維持することが可能となるとともに、細胞外の水分は緩やかに凍結する

ことで、氷の結晶化が進行する過程で生じる細胞ダメージに順応する時

間的猶予を得ているとされている。脊椎動物の耐凍性については両生類

を例にとり次項目で詳述する。
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無尾両生類における耐凍機構

本研究で研究対象とする無尾両生類の中にも、耐凍機構を備えている

種が知られている。例えば、Cope'sgray tree frog (めllachrysoscelis)で、は、

生体の凍結時に細胞質内の水分を体腔やリンパ嚢へ排出することで細

胞質内での氷の結晶の生成を防ぎ、さらに凍結後にはそれらの水分を再

び細胞質内へ再分配することで、細胞のダメージを防いでいる(Costanzo

et al. 1992)。さらに、耐凍能を有する無尾両生類はグルコース、グリセ

ロールおよび尿素といった低分子溶質を耐凍物質として利用している

ことが知られており、耐凍物質の合成と蓄積は凍結に対する抵抗性に関

わる重要な生理学的適応の一つであると考えられている(Costanzoand 

Lee 2013)。

耐凍性を有する無尾両生類の種の多くにおいて、広く耐凍物質として

利用される物質はグルコースである。北米に生息する woodfrog (Rana 

sylvatica)では生体が凍結し始めると肝臓において速やかにグリコーゲ

ンからグノレコースが生成され、凍結開始から約 5分後には血中グルコー

ス濃度が上昇する(Storeyand Storey 1985)。さらに肝臓で合成されたグ、ル

コースは 2型グ、ルコース輸送体 (GLUT2) を介して血液中に放出され

る(Rosendaleet al. 2014b)が、 R.sylvaticaの GLUT2タンパク質の発現量
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は凍結によって増大する(Rosendaleet al. 2014a)。放出されたグルコース

は心臓、脳、 筋肉などの組織に蓄積され、心臓および脳では筋肉と比較

して高濃度のグ、ノレコースが蓄積される(Costanzoet a1. 2013)。また R.

sylvaticαの解凍後には、グルコースは速やかに肝臓に戻 り再びグリコー

ゲンが合成されること(Costanzoand Lee 2013)、ならびに勝目光から余剰の

グルコースが再吸収される こと(Costanzoet al. 1997)も明らかになって

いる。

また、その他のカエルにおいても、グルコースが耐凍物質として機能

することがわかっている。例えば、Hylaversicolor、H chrysoscelis、Rana

arvalis、Pseudacristriseriat，σおよびPseudacriscruciferにおいて、凝固点

以下の低温に曝されると血中グルコース濃度の上昇および組織でのグ

ルコースの蓄積が起き、凍結からの細胞保護に役立っている(Schmid

1982; Layne and Lee 1989; Costanzo et a1. 1992; Edwards et a1. 2000; 

Voituron et al. 2009)。さらに血中および組織中グ、ルコース濃度の上昇が

肝臓のグリコーゲンに由来するかどうかを調べるため P.crucifer、H.

versicolorおよびP.triseriataにおいて肝臓中のグりコーゲンホスホリラ

ーゼ活性の測定が行われ、P.cruciferおよびH.versicolorでは凍結後に

その活性が上昇することが明らかになっている(Storeyand Storey 1985; 
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Churchill and Storey 1996; Edwards et al. 2000)。これまでに述べたように、

Rana属、 Pseudacris属およびHyla属では耐凍性を有する種の存在が明

らかになっている。一方、Bufo属では耐凍性を持つ種は今日までに知

られていない(Voituronet al. 2009)。

Hyla属の一部の種で、はグルコースに加え、グリセロールも耐凍物質

として主要な役割を担っている。例えば、 H.versicolorを低温に剛|化さ

せると、肝臓中に蓄積されるグリセローノレの量が増大する(Layneand 

Jones 2001)。また、H.chrysoscelisでは低温 (20C)環境では血中グリセ

ロール濃度の上昇に加え、肝臓および筋肉へのグりセロール蓄積が見ら

れる(Costanzoet al. 1992)。さらに他属の Litori，αewinguにおいても凍結

によって血中グリセロール濃度が上昇 し、耐凍物質と して機能している

ことがわかっている(Rexer-Huberet al. 2011)。この種では凍結による血

中グルコース濃度の上昇は見られず、解凍後にグノレコース濃度が高まる。

このことは耐凍物質の利用には種によって様々なパターンが存在する

ことを示唆している(Rexer-Huberet al. 2011)。

さらに、耐凍物質として尿素を利用する種 (R.sylνωicα) も知られて

いる(Costanzoand Lee 2005)が、尿素を利用する種は限定的であると言わ

れている(Higginsand Swanson 2013)。また、グルコースおよびグリセロ
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ールが凍結に曝された際に速やかに合成されるのに対し、R.sylνaticaの

組織への尿素の蓄積は冬眠開始前から起こるという点においても、尿素

と上記 2種の耐凍物質とはかなり具なった形で機能していると考えら

れる(Costanzoand Lee 20日)。

アクアグリセロポリンによるグリセロールの輸送

グリセローノンの経細胞輸送は水チャネノレタンパク質であるアクアポ

リン (AQP)ファミ リーに属するアクアグリセロポリンが担っていると

考えられる。 AQPは微生物や動植物の広範囲の細胞に存在する細胞膜

内在型タンパク質であり 、選択的な水透過性を示す小孔構造を形成する

(Ishibashi et a1. 201 1)。日甫乳類における AQPの推定分子質量はおよそ 30

kDa前後で、あり、細胞膜上では4量体を形成して存在するとされている。

AQPファミリ ータンパク質では、その一次構造中にAsn-Pro-Ala(NPA) 

モチーフが高度に保存されている。NPAモチーフは小孔を形成する部

位に存在し、選択的な水透過能に重要な役割を担っている(Verkmanand 

Mitra 2000)。現在までに哨乳類ではAQPO-12の 13種類の AQPが同定

されている(表 1-1)。そのうちのいくつかはプロテインキナーゼAま

たはプロテインキナーゼ Cによるリン酸化部位を有しており 、リン酸
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化により AQP分子の機能が制御されていることが知られている。日甫乳

類 AQPは、クラシカル AQP、アクアグリセロポりンの 2種類のサブフ

ァミリーに分類される (Ishibashietal. 2011) (表 1・1)。クラシカルAQP

(AQPO、AQPl、AQP2、AQP4、AQP5、AQP6、AQP8、AQPll、AQP12)

は主に水を透過するのに対し、アクアグリセロポリン (AQP3、AQP7、

AQP9、AQP10)は水だけで、なくグリセロールや尿素などの低分子溶質

も透過する(Rojeket al. 2008)。

哨乳類において、アクアグリセロポリン AQP3は主として腎臓およ

び皮膚、AQP7は精巣や脂肪のほか全身の多くの組織、AQP9は肝臓お

よび精巣、 AQPIOは十二指腸および空腸に発現していることがわかっ

ている(Takataet a1. 2004; Ishibashi et a1. 2009)0 AQP3は腎臓において集

合管の基底側壁部細胞膜に局在し、主に水の再吸収に関与している一方

で、皮膚においてはグリセロール透過にも寄与している(Ishibashiet al. 

1994)。皮膚は外界と接しているため水分の損失が大きいが、 AQP3が上

皮細胞に発現し皮膚に水分およびグリセロールを供給することでそれ

を防いでいると考えられている。実際、AQP3ノックアウトマウスの皮

膚においてはグリセロールおよび、水分含量が低下する(Hara-Chikuma

and Verkrnan 2005)0 AQP7および AQP9はいずれも精巣での発現が見ら
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れ、 AQP7は伸長精子細胞、残余小体および成熟精子(Suzuki-Toyota et al. 

1999; Calamita et al. 2001)、また AQP9は精母細胞やライディヒ細胞で発

現が確認されている(Tsukaguchiet al. 1998; Shima et al. 2004)が、その詳

しい役割は明らかにされていない。脂肪組織における AQP7および肝臓

における AQP9の機能については、飢餓状態において脂肪組織での脂質

代謝および肝臓での糖新生にそれぞれ関与していることが知られてい

る。飢餓により血中インスリン濃度が低下し、 脂肪組織においてトリグ

リセ リドが遊離脂肪酸とグリセロールに分解されるとともに、AQP7

mRNAの発現およびAQP7タンパク質の脂肪細胞形質膜への局在が促

進される(Kishidaet al. 2000)。一方で、血中に放出されたグリセローノレ

は肝細胞の洞様血管側の細胞膜に発現する AQP9により肝細胞に取り

込まれ、糖新生の材料として利用される(Elkjaret al. 2000; Portincasa et al. 

2008)。

無尾両生類においては、I特乳類の AQPに相同な AQPを含む 16種類

以上の AQPの存在が示されている (Suzukiand Tanaka 2010; Finn et al. 

2014)。その中には、無尾両生類特異的な AQPである AQPalおよび

AQPa2が含まれる(Suzukiand Tanaka 2010)。両生類の耐凍機構における

AQPの関与については、H.chrysoscelisでの報告がわずかにあるのみで
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ある。同種では AQPI、AQP2および AQP3のホモログとしてそれぞれ

HCI、HC2およびHC3をコードする cDNAがクローニングされている

(Zimmerman et al. 2007)0 230Cまたは 20Cで飼育した H.chrysoscelisを

用いて、これらのAQPのmRNA発現を比較すると、肝臓でのHClmRNA、

および肝臓、筋肉、勝脱での HC3mR1ぜAの発現が低温で飼育した群で

増大する。このことから、環境温度の変化により複数の AQPが生体内

の水および耐凍物質の輸送に関与している可能性が考えられている

(Zimmerman et al. 2007)。

本研究の目的

先に述べたように、種々の物質が動物の耐凍物質と して利用されてお

り、凍結に対する抵抗性に重要な役割を果たしている。 しかしながら、

無尾両生類に限っても耐凍物質として用いられる物質の種類は種によ

って様々であり 、またそれらの耐凍物質の輸送機構に関する知見はかな

り乏しい。グリセロールが めぬ属の数種のカエノレにおいて凍結に対す

る抵抗性に関与していることが明らかになっているが、グリセローノレの

輸送に関与する可能性が高いアクアグリセロポリンに着目した研究成

果は非常に乏しく、無尾両生類の耐凍機構におけるアクアグリセロポリ

17 



ンの関与についてはほとんど未解明である。

ニホンアマガエノレ(巧llajaponica)は、北海道を含む日本列島のほぼ

全域に分布するほか、ユーラシア大陸の温帯や亜寒帯に属する地域でも

生息が認められる(図 1・2)。多くの耐凍性を持たない両生類は冬眠中に

水中や、地中温度が氷点下まで達しない深さまで潜ることで体の凍結を

避ける(Pinderet al. 1992)。一方で、 H.japonicaは主に枯草の下や地中浅

くに潜って冬眠するという生態から、冬眠中に氷点下に曝される危険性

が高い。しかしながら、 H.japonicaが凍結耐性を有するか否かはこれま

でに明らかになっておらず、耐凍性に関わる物質やその輸送体に関する

研究は全くなされていなかった。そこで、本研究はニホンアマガエノレを材

料として用い、ニホンアマガエルの凍結耐性に関わる物質とその輸送機

構を明らかにすることを目的として、 (1)ニホンアマガエルの凍結実験

と生体中の候補耐凍物質濃度の測定、 (2)ニホンアマガエルのアクアグ

リセロポリンである AQP9(AQP-h9)をコードする cDNAのクローニ

ングおよび分子機能解析、 (3)凍結および凍結後に解凍したニホンアマ

ガエルの組織学的解析、アクアグリセロポリンである AQP-h9と

AQP-h3BL (AQP3)の組織内局在解析、およびAQP-h9とAQP-h3BL

の mRNA発現の解析を行った。
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細胞膜

核

dク

|耐凍性なし |。
-細胞内水分の凍結
-細胞外氷結晶の成長
.細胞構造の破壊
.細胞の縮小

: r耐凍物質

日

+ :氷核形成タンパク質 (別P)

，0 :不凍タンパク質 (AFP)

浸透圧上昇による脱水

氷結晶

↓ 

|耐凍性あり l
e 

-細胞外水分のみの凍結
-細胞外氷結晶の成長抑制
.細胞構造の保持

・細胞縮小の抑制

図ト1. 耐凍機構による細胞保護の仕組みの模式図

細胞外体液の凍結が始まると、細胞外スペースの浸透圧が上昇し細胞の脱水
が起とる。耐凍性を持たない場合、凍結により細胞構造の破壊、細胞の過剰

な縮小が生じ生命を維持できない。一方、耐凍性を有する場合、耐凍物質に
より細胞内の凍結を防止し、細胞の縮小を最小限に抑えることができる。さ

らに刑P(ice nucleating protein)およびAFP(antifreeze Pprotein)により細胞外の
氷結晶の大きさとその成長速度が抑制される (Storey，2004を改変)。



図ト2. ニホンアマガエノレの分布域

緑色で示された温帯気候の地域および青色で示された亜

寒帯気候の地域で生息、が確認されている (Amphibiaweb;

http://amphibiaweb.orgん2014)。
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表1-1.アクアポリンファミ リーに分類されるタンパク質と哨乳類における主な発現部位

分類 哨乳類
晴乳類での

無尾両生類
主な発現部位

AQPO 水品体 AQPO 

AQPl 腎臓，血管 AQPl 

AQP2 腎臓 AQP2 

AQP4 腎臓，脳 AQP4 

クラシカノレAQP AQP5 唾液腺，肺 AQP5 

(水などを透過) AQP6 腎臓
tv 
ー

AQP8 肝臓，腸 AQP，8 

AQPll 脳，心臓 AQPll 

AQP12 目撃臓，腸管

AQPa2( *) 

AQP3 腎臓，皮膚 AQP3 

アクアグリセロポリン AQP7 精巣 AQP7 

(尿素、グリセロールなどの AQP9 肝臓，精巣 AQP9 

低分子溶質も透過) AQPI0 十二指腸，空腸 AQPI0 

AQPal( *) 

(*)無尾両生類特異的アクアポリン



第2章 二ホンアマガエルの凍結実験と生体中に含

まれる候補耐凍物質の測定

目的

第 l章で述べたようにニホンアマガエル (Hylajσ'Ponicα)は、比較的

寒冷な地域での生存が確認されている(図 ト2)。このことから、ニホン

アマガエルは凍結耐性を有する可能性が考えられていたが、との種が凍

結に対する抵抗性を示すか否かはこれまで明らかになっていなかった。

そこで本章では、ニホンアマガエルが凍結耐性を有するかどうかを調べ

るため、まず冬眠中のカエルを用いて凍結実験を行い、凍結および解凍

後の生存率を評価した。次いでニホンアマガエルの耐凍物質として機能

している物質を明らかにするため、凍結実験を行ったカエルの血中およ

び組織中に含まれる耐凍物質の候補物質(グ、ルコース、グリセロール、

および尿素)の測定を行った。

材料と方法

動物

野生のニホンアマガエノレ(H.japonica)を大内水生動物供給社(埼玉)
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より購入した。凍結実験には、 11月に捕獲された冬眠に入る前の個体

を用いた。使用したアマガエルの体長は約 3.0cm、体重は約 2.8gであ

った。湿らせた水苔を入れたフ。ラスチック水槽にカエルを入れて静岡大

学内の野外に置き、自然な条件の気温および日照のもとで飼育した。餌

としてミルワームを与えた(自由摂餌)0 12月から 2月にかけてアマガ

エルが冬眠状態となっていることが確認されたため、その期間に凍結実

験を行った。活動期のニホンアマガエルは4月に捕獲したものを大内水

生動物供給社(埼玉)より購入し、通常条件の実験室内で 1週間飼育し

た後、サンプリングした。その問、餌としてミルワームを自由摂餌によ

り与えた。本論文で述べる全ての動物実験は、静岡大学動物実験規則に

従って行った。

凍結実験

2-100Cで冬眠状態となっているニホンアマガエルを、湿らせた水苔

を入れた 50mlポリプロピレンチューブに移し、冷却槽 (CP-300R、

TAITEC、埼玉)中に沈めて 40Cで6時間置き凍結させた。一部の個体

を凍結群としてサンプリングした。残りの個体は、凍結後に室温(約

230C)で l時間置き、心臓の拍動再開が確認された個体を解凍群として
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サンプリングした。4月に捕獲した活動期のアマガエルおよび冬眠中の

アマガエルを比較対照のためのコントロールとして用いた。各群の個体

の心臓からへマトクリット採血管(テルモ、東京)を用いて採血した後、

肝臓、後肢筋肉、腎臓および下腹部皮膚を採取した。そして、これらの

試料を速やかに液体窒素中で凍結した後、グルコース、グリセローノレお

よび尿素の組織含有量の測定を行うまで-800Cで保存した。

血中および組織中のグ、ルコース、 グリセロールおよび尿素濃度の

測定

各処理群のアマガエルから採取した血液は40Cで 450xg、10分間

遠心した後、上清を回収して血清サンプルとした。肝臓、腎臓、下腹部

皮膚および筋肉は氷冷した 0.7xリン酸緩衝生理食塩水 (PBS;0.01 M リ

ン酸ナトリウム緩衝液、 0.14 M NaCl、 pH 7.5) 400μl中でホモジェナ

イズし、 40C で20，000x g、10分間遠心した後の上清を回収し、組織

抽出物サンフ。ルとした。血清および組織抽出物は、測定を行うまで-20
0

C

で保存した。血清および組織中のグリセローノレ、グルコースおよび尿素

濃度はそれぞれFreeGlycerol Reagent (Sigma-Aldrich， St. Louis， MO， 

USA)、GlucoseCII-Test Wako (和光純薬、大阪)、およびQuantiChromUrea 
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Assay Kit (BioAssay Systems， Hayward， CA， USA)を用いて、製品説明書

に従って測定した。グリセロール濃度は、スタンダードまたはサンプル

10μlに対して反応試薬を 80μl加えて混和し、 37
0

C で 5分間インキ

ュベー卜した後、マイクロプレートリーダー (MolecularDevices， 

Sunnyvale， CA， USA)により波長 562nmでの吸光度を測定した。グノレコ

ース濃度はスタンダードまたはサンプル lμlに反応試薬を 150μl力日え

て、3TCで 5分間インキュベートした後、波長 490nmでの吸光度を

測定した。尿素濃度は、スタンダードまたはサンフ。ル 2.5μlに対し、 反

応液 100μlを加えて混和し、室温で 20分間インキュベートした後、波

長 450nmでの吸光度を測定した。いずれも検量線に基づきサンプル中

のグリセローノン、グルコースまたは尿素の濃度を算出した。また、組織

抽出物のタンパク質濃度を PierceBCA Protein Assay Kit (Thermo 

Scientific. Waltham， MA， USA) により製品説明書に従って測定した。ス

タンダードまたはサンプル10μlに対し、反応液80μlを加えて混和し、

3TCで 30分間インキュベートした後、波長 562nmでの吸光度を測定

し、検量線よりタンパク質濃度を算出した。組織抽出物中のグリセロー

ル、グルコースおよび尿素含量を、タンパク質 1mgあたりの値として

表した。
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統計処理

数値は平均値土標準誤差で表し、F検定後の Studentのt検定、また

はTurkey検定によりP<0.05の場合を統計的に有意とみなした。

結果

凍結実験後のアマガエルの生存率

凍結後に解凍したニホンアマガエルのうち、 心拍が回復し 1週間後に

正常な運動が見られる個体数を数えた。第 l回目の凍結実験では 10匹

中7匹の生存が観察された。第 2回目に行った実験では、凍結後解凍し

た6匹全てが生存した。これらの結果から、凍結実験による生存率は

81.3%と算出された。

凍結実験を行ったアマガエルの血中に含まれるグ、ルコース、グリ

セロールおよび尿素の濃度変化

ニホンアマガエノレを凍結、解凍することにより起こる生理的変化を明

らかにするため、血液中のグルコース、グリセロールおよび尿素濃度を

測定した(図 2・1，2・2)。血中グルコース濃度は活動期および冬眠中の間

26 



では変化が見られなかったが、解凍群では冬眠群と比較して約 5倍に増

大していた(図 2・lA)。血中グリセロール濃度は、グルコースと同様に

活動期と冬眠中の間には有意な差が認められなかったのに対し、解凍群

では冬眠群の約 10倍の濃度上昇が見られた(図 2・lB)。血中尿素濃度

については、冬眠群と解凍群の間で比較したところ、2群問で差はみら

れなかった(図 2・2)。なお、凍結群のカエルでは血液は凍結せず液状を

保っていたが、心臓の拍動が停止していて十分な量の血液を得ることが

できなかったため測定を行わなかった。

凍結実験を行ったアマガエルの組織中に含まれるグ、ルコース、グ

リセロールおよび尿素の濃度変化

凍結実験を行ったニホンアマガエノレの肝臓、骨格筋、腎臓および下腹

部皮膚の抽出液中のグルコース、グリセロールおよび尿素の濃度を測定

し、抽出液に含まれるタンパク質重量で標準化した(図 2・3，2-4，2・5)。

グルコース濃度については、肝臓では冬眠群および解凍群と比較して

凍結群で有意に濃度が上昇していた。また、骨格筋および下腹部皮膚で

は、冬眠群と凍結群の聞で差は見られず、解凍群での濃度が高まってい

ることがわかった。それぞれ冬眠群と比較すると、骨格筋の解凍群では
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約 3.5倍、下腹部皮膚の解凍群では約 2倍の濃度 k昇が見られた。また、

腎臓においては冬眠群、凍結群および解凍群で、グルコース濃度の差は見

られなかった(図 2・3)。

組織中グリセロール濃度は、肝臓においては全ての群の問で濃度変化

が見られなかった。骨格筋に含まれるグリセロール量は冬眠群と凍結群

では統計的に有意な差は認められなかったが、凍結群の平均値は冬眠群

と比較すると約 3倍高かった。また、解凍群では冬眠群および凍結群に

比べ有意に濃度が上昇していることが明らかになった。解凍群の骨格筋

のグリセローノン含量は、冬眠群と比較すると約 10倍であった。腎臓で

は冬眠群と比較して凍結群では約 7倍、解凍群では約 20倍のグリセロ

ール濃度の有意な上昇が見られた。また、下腹部皮膚のグリセロール含

量に有意な差は認められなかったが、凍結さらにその後の解凍によって

グリセロ ーノレ量が増大する傾向が観察された(図 2・4)。

肝臓、骨格筋および腎臓の尿素の含量に関しては、凍結実験のそれぞ

れの処理によって差は見られなかった。下腹部皮膚においては冬眠群で

は尿素含量が検出限界以下で、あったのに対し、凍結により濃度が上昇し、

解凍群では低下した(図 2・5)。
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考察

自然条件で冬眠しているニホンアマガエノレを、 40Cで 6時間凍結さ

せ、その後室温(約 230C) に l時聞置いて解凍するとしづ本凍結実験

の条件では、 80%以上の個体が生き延びることが明らかになった。これ

により、寒冷な地域にも分布するニホンアマガエノレが、凍結に対する抵

抗性を備えていることが証明された。

続いて、ニホンアマガエルの凍結時に耐凍物質としてはたらく物質を

明らかにするため、他のカエルで、耐凍物質として機能することがわかっ

ているグルコース、グリセロールおよび尿素について、血中濃度および

組織中含量を測定した。その結果、解凍群の血中グノレコースおよびグリ

セロール濃度が冬眠群と比較して、それぞれ約 5倍および 10倍に上昇

していることがわかった。

とれらのことからニホンアマガエルはグソレコースおよびグリセロー

ル、またはそのどちらかを耐凍物質として用いている可能性が考えられ

る。グルコースは無尾両生類の多くの種で耐凍物質として働くのに対し、

グリセロ ーノレを耐凍物質として利用している無尾両生類はこれまでに

報告されている範囲では H.versicolor、H.chrysoscelisおよびL.ewingii 

の 3種に限られていた(Costanzoet al. 1992; Rexer-Huber et al. 2011)。本研
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究から、 H.japrmicaもこれらの種と同様にグノレコースに加えてグリセロ

ールを用いた耐凍機構を備えている可能性が示された。また、活動期(春)

のアマガエルから採取した血液中のグルコースおよびグリセロール濃

度はいずれも冬眠群のそれとほぼ同程度で、あった。このことから、凍結

による血中グルコースおよびグリセロール濃度の上昇は、秋から冬にか

けての温度低下や冬眠の開始によってではなく 、凍結もしくは凍結 ・解

凍の両方により引き起とされると考えられる。

グルコースの組織中の含量については、組織によりその変動パターン

に違いが見られた。肝臓では凍結群でもっとも高い値となり解凍後は冬

眠群と同レベノンまで低下していたのに対し、筋肉および下腹部皮膚にお

いては解凍群でもっとも高濃度のグルコースが検出された。また、腎臓

のグノレコース含量には変化が見られなかった。肝臓におけるグルコース

含量の変動パターンは、 H.versicolorおよびR.sylvaticaにおける結果と

一致した(Storeyand Storey 1984; Costanzo et al. 20] 3)。一方、 R.sylvatica 

では筋肉中のグ、ノレコース含量は凍結群で最も高く、解凍後には減少する

(Costanzo et al. 2013)が、 H.japonicaにおいては異なる傾向が見られた。

これらは種による差および実験条件の違いに起因すると考えられる。ま

た、本研究で測定したグノレコースは遊離型グルコースであるので、細胞

30 



に取り込まれリン酸化を受けたグルコース・6・リ ン酸についても測定し、

組織中に蓄えられたグルコースの全量を明らかした上で結論づける必

要があると考えられる。

一方、グリセロールの組織中含量はどの組織においても全体的に解凍

群で最も高い値を示す傾向が見られたが、肝臓および下腹部皮膚におい

ては有意な差は認、められなかった。両生類の肝臓において、グリコーゲ

ンの分解に加え、グリセロールを主要基質とした糖新生によりグルコー

スが生成されることが知られている(Hillmanet al. 2008; Rodriguez et al. 

2011)。肝臓に取り込まれたグリセロールが速やかに糖新生に利用され

ているために、凍結群および、解凍群のアマガエル肝臓中のグリ セロール

含量が冬眠群と比較して変化が見られないのかもしれない。

また、グリセロールは トリアシルグリセロールとして脂肪体に貯蔵さ

れていることが考えられたが、冬眠中のアマガエノレの体内で、は脂肪体は

著しく萎縮し、組織を見分けることができないほどであった。このこと

から、凍結やその後の解凍で高まるグリセローノレは、脂肪体に由来する

可能性は低いと考えられるが、詳細は不明である。 H.japonicaの凍結お

よび解凍時のグリセロール合成経路については、今後明らかにしてし、か

なければならない。グリセローノレは肝臓中に蓄えられたグリコーゲンか
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らも生成される(Goldsteinet a1. 2010)ことが知られており、このような経

路も想定できる。

本実験で

なかつた。また組織中の尿素含量について大きな差が見られたのは下腹

部皮膚のみでで、あり、他の組織の尿素濃度は変化しなかつた。このことか

ら、ニホンアマガエルにおいては尿素を耐凍物質として利用している可

能性は低いと考えられる。とれは、尿素を耐凍物質として用いる無尾両

生類は限定されているという報告(Higginsand Swanson 2013)と一致す

る。一方で、尿素を耐凍物質として利用する R.syルaticaにおいて尿素

の蓄積は秋季から初冬にかけての長期間に渡って進行する(Costanzo

and Lee 2005)ことから、 H.japonicαにおいても年単位での解析を行う必

要が考えられる。
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(A)および図2・1. 凍結実験がニホンアマガエノレの血中グノレコース
グリセロール (B)濃度に及ぼす影響

数値は平均値土 SEMで表した (A，n=5;B，n=7)。異なる文字を付

した群聞には統計的に有意な差が認められた (Tukey'stest， Pく

0.05) 白
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められなかった (Student'st-test， P> 0.05)。

34 



200 
宝|口 Hibernate

皇 l日 Frozen
ど 150-1=Q. . --I圃 Thawed
a 
:::::L 

E100 
、-。
ω 
8 50 
コ。
。

Liver Muscle Kidney Pelvic skin 

図2・3. 凍結実験を行ったニホンアマガエノレの肝臓、骨格筋、腎臓お
よび下腹部皮膚中のグルコース含量

数値は平均値土 SEMで表した (n= 7)。各組織で異なる文字を付し
た群聞には統計的に有意な差がみられた CTukey'stest， P < 0.05)。
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図2・4 凍結実験を行ったニホンアマガエルの肝臓、骨格筋、腎臓お
よび下腹部皮膚中のグリセローノレ濃度の変化

数値は平均値土SEMで表した (n= 7)。各組織で異なる文字を付し
た群聞には統計的に有意な差がみられた (Tukey'stest， P < 0.05)。
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図2-5. 凍結実験を行ったニホンアマガエルの肝臓、骨格筋、腎臓お
よび下腹部皮膚中の尿素含量

数値は平均値土SEMで表した (n= 7)。各組織で異なる文字を付し

た群聞には統計的に有意な差がみられる (Tukey'stest， P < 0.05)0 N.D. 
は検出限界以下で、あったことを表す。
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第 3章 ニホンアマガエルAQP9CAQP-h9)をコ

ードする cDNAのク口ーニングおよび

AQP-h9の分子機能解析

目的

ニホンアマガエルの凍結耐'性の発現には、グルコースおよびグリセロ

ール、またはそのどちらかが耐凍物質として関与している可能性が示唆

された。このことから、ニホンアマガエルの冬眠や凍結時にグリセロー

ルの輸送を調節している分子の動態を調べる必要があると考えた。細胞

膜を介するグリセロールの輸送には、水に加えグりセロールや尿素など

の小分子も通過させるアクアグリセロポリンが寄与していることが予

想された。

日甫乳類で知られるアクアグリセロポリンは、 AQP3、AQP7、AQP9お

よびAQPI0の4タイプであり 、ネッタイツメガエルのゲノム中にはそ

れらすべてのアクアグリセロポリンの遺伝子の存在が確認されている

(Suzuki and Tanaka 2010) ( Ensembl， http://ensemble.，orgん2014)。また、

両生類に特異的なアクアグリセロポリンとして、アフリカツメガエルの

卵母細胞に発現する AQPxloが報告されており (Virkkiet a1. 2002)、ネッ
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タイツメガエノンのゲ、ノムにも相同の遺伝子 AQPxtoが存存する(Suzuki

and Tanaka 20] 0; Ensembl， h仕p://ensemble.orgん2014)。ニホンアマガエル

においては哨乳類AQP3に相同なAQP-h3BLが同定されていた(Akabane

et al. 2007)が、AQP7、AQP9、AQPIOおよびAQPxloに相同なアクアグ

リセロポリンが存在するかどうかは明らかにされていなし1。

一方、ニホンアマガエルと同属の 丘versicolorおよび H.chrysoscelis 

では、凍結によりグルコースおよびグリセロールの合成が促進されると

と、および肝臓に蓄積されたグリコーゲンを材料としてこれらの物質が

合成されるととがわかっている(Schmid1982; Layne and Lee 1989; 

Costanzo et al. 1992)。このことから、ニホンアマガエルにおいても肝臓

のグリセローノンの取り込みが凍結耐性と深く関連する可能性が考えら

れた。

本章では、哨乳類の肝細胞に発現し肝臓へのグりセロール取り込みに

重要な役割を果たしている AQP9と相同のアクセロポソンがニホンア

マガエル肝細胞に発現し、凍結時の肝細胞でグリセロールの輸送に関与

している可能性を想定して、ニホンアマガエルAQP9(AQP-h9)をコー

ドする cDNAクローニングおよびAQP-h9の構造と分子機能の解析を行

った。
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材料と方法

動物

4月に捕獲された活動期の野生のニホンアマガエノレ (H.japonicα) を

大内水生動物供給社(埼玉)より購入した。通常条件の実験室内でミノレ

ワームを自由摂餌により与えて 1週間飼育した後、サンプリングした。

部分的 AQP-h9cDNAの増幅

ニホンアマガエル肝臓から抽出し、 TRIzol試薬 (LifeTechnologies， 

Carlsbad， CA， USA) によって全RNAを抽出した。抽出された RNA濃

度は、分光光度計 (EppendorfBioPhotometer D30， Eppendorf， Hamburg， 

Germany) により波長 260nmの吸光度を測定し、その値に基づいて算

出した。また波長 260nmと280nmの吸光度比が 1.8以上のサンプノレを

使用した。3μgの全 RNA、0.5mM dNTP、 2.5 pmolオリゴdT16プラ

イマー、 10mM dithiothreitol、 20 U Recombinant RNase Inhibitor (タカ

ラバイオ、滋賀)、200UM・MLV Reverse Transcriptase (Life Technologies) 

を含む全量 20μlの反応液中で 370C で 50分間逆転写反応を行った。

逆転写反応後、反応液を 700Cで 15分間加熱し酵素を失活させた。ニホ

ンアマガエノレ AQP-h9cDNAの部分的な配列を決定するため、ネッタイ
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ツメガエル (Xenopustropicalis) AQP9 cDNA配列(アクセッション番

号 :XM_002937673)に基づきプライマーを設計した (sense， 

5'-GGATCTGCAGCAGTTTTTGG・3';antisense， 

5'-ATAGCTGCTCCAAGCATAGG-3')o PCRでは、940C、2分間の変性

反応に続いて、940C、30秒間の変性、 600C、30秒間のアニー リング、

720C 、60秒間の伸長反応を 30サイクル行った。約 425bpの PCR産

物をアガロースゲソレ電気泳動により分離 した後、塩基配列を解析した。

3'・および 5'-rapidamplification of cDNA ends (RACE) 法による

AQP-h9 cDNA全長の配列の決定

AQP-h9 cDNAの部分的な塩基配列を決定後、3'ーおよび5'・RACE法に

より AQP-h9cDNAの全長の配列を決定した。3'-RACE法は、lμgの全

RNAをオリゴdTアダプタープライマー

[5'-(T)19・GACTCGAGTCGACATCGA-3']を用いて M・MLV

reverse-transcriptase (LiたTechnologies)によって 20μlの反応溶液中で

逆転写した lμlの逆転写産物を、3'-RACEプライマー

(5'-TACAGCTCTGTTGCTCATGC・3')およびアダプタープライマー

(5'-GACTCGAGTCGACATCGA・3')を用いた PCR反応によって増幅し
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た後、3'-RACEnestedプライマー (5'・CCAAGAATCTTTACAGCTC-3') 

とアダプタープライマーを用いて nestedPCRを行った。5'-RACE法は、

500 ngの全 RNAを5'-RACEprimer 

(5 '-ATGTCAGAGCACAGTTCAGC-3，)を用いて逆転写した後、得-られ

た l本鎖 cDNAを QIAquickPCR purification kit (QIAGEN， Hilden， 

Germany) により精製し、 tenninaldeoxynucleotidyl transferase (東洋紡、

大阪)により 3'末端に poly(A)を付加した。Poly(A)付加した cDNAの溶

液 5μlを用いて 5'-RACEprimerとアダフターフライマーにより PCRを

行い、その後、5'-RACEnestedプライマー

(5'-AACAGCAACTGGCTCTAGTC・3')とアダプタープライマーにより

nested PCRを行った。3'-および 5'-RACE法の PCRは、940C 、2分間

の変性に続いて 940C 、30秒間の変性、500C、30秒間のアニーリ ング、

720C 、90秒間の伸長反応を 35サイクル行った。増幅産物は先に述べ

た方法で精製後、塩基配列を解析した。

分子系統解析

魚類から ヒトまでのアクアグリセロポリンのアミノ酸配列を Clustal

W (Thompson et al. 1994)により比較した。近隣結合法による系統樹の作
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成は、MEGAprogram ver. 5.0 (Tamura et al. 2011)により行った。進化的

距離は p-distancemethod (Nei and Kumar 2000)に従って算出し、また分岐

の信頼性は 10，000回の試行によるブート ストラップ確率により評価し

た (Felsenstein1985)。

逆転写 PCR(RT-PCR) による AQP-h9mRNA発現解析

ニホンアマガエルの脳、心臓、肺、胃、腸、肝臓、勝脱、肝臓、脂

肪体、 骨格筋、下腹部皮膚を材料とし、全 むJAの抽出およびオリゴdT

プライマーを用いた逆転写を前述の方法で、行った。ニホンアマガエル

AQP-h9特異的なプライマーセット (sense，

5'-ATCCAGCAGTTTCGTTTGCG・3';antisense， 

5'-CAATGTTGACAGATACGGAGATGG-3' )を合成した。また、比較対

照としてニホンアマガエル トactin(AB092519)特異的なプライマーセ

ット (sel!1se，5'-TGGCA TCACACCTTCT ACAA TGAG・3';antisense， 5'-

TCACCAGAGTCCATCACGA TACC -3' )を用いた。AQP-h9および

s-actinの PCR反応産物はそれぞれ 227bpおよび 215bpと見積もられ

た。PCR反応は TaKaRaEx Taq (タカラバイオ)を使用し、使用説明書

に従って行った。PCRでは、940C 、1分間の変性反応に続いて、940C 、
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20秒間の変性、 650C、30秒間のアニーリング、 720C 、30秒間の伸

長反応を 30サイクノレ行った。増幅産物は臭化エチジウムを含む 2%アガ

ロースゲ、ノレで、電気泳動することで可視化した。反応産物の特異性は塩基

配列解析により確認した。

AQP-h9の水およびグリセロール透過能の解析

全長 AQP-h9cDNAのコード領域を、コザック配列およびAQP-h9特

異的配列を含むセンスプライマー (5'-

GCCACCATGAGGGAAAGGAGAAGCTG・3')およびアンチセンスプラ

イマー [5'-(T)25・ACAGTTCAGCAACGA・3'Jを用いて RT-PCRにより増

幅した。PCR産物を pGEM-3Zベクター (Promega，Madison，明司， USA) 

を用いてクローニングした。AQP-h9の全翻訳領域を含む pGEM-3Zベ

クターをEcoR1 (タカラバイオ)により線状化し、 SP6RNAポリメラ

ーゼ (mCAPmRNA capping kit; Stratagene， La J01la， CA， USA) によりキ

ャップ化 AQP-h9cRNAを合成した。ステージv・VIのアフリカツメガ

エル (Xenopuslaevis)の卵母細胞を、 1mg!mlのコラゲナーゼ B (Roche 

Diagnostics， Basel， Switzerland)を含む滅菌した OR2溶液 (100mM  NaCI， 

2 mM  KCI， 2 mM MgCI2， 5 mM  Tris-HCI， pH7.5)中に入れ、櫨胞を除去し
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た。単離 した卵母細胞に cRNA (50 ng)を含む DW50 nlまたは cRNA

を含まない DW50 nlをマイクロインジェクションし、ペニシリン 10

μg/ml、スト レプトマイシン 10μg/mlを含む Ba巾 の緩衝液[88mM  NaCl， 

10 mM  KCl， 2.4 mM  NaHC03， 1.7 mM  MgS04， 0.48 mM  Ca(N03)2， 0.41 

mM CaCI2， 7.61凶i[Tris-HCl， pH 7.6， 200 mOsm)中で 18
0

Cで3時間イン

キュベーションした。その後、卵母細胞を 200mOsmから 70mOsm の

Barthの緩衝液 (Saitohet a1. 2014; Shibata et al. 2014a)、またはグリセロー

ル等張液 [130 mM glycerol， 23 mM  NaCl， 10 mM KCl， 2.4 mM  NaHCOぉ

1.7 mM  MgS04， 0.48 mM Ca(N03)2， 0.41 mM  CaC}z， 7.6 mM  Tris-HCl， 

pH 7.6， 200 mOsm] (Hansen et al. 2002)中に移した。細胞体積の変化を4

倍の対物レンズとコンビュータに接続された CCDカメラを備えた顕微

鏡 (BX50:オリンパス、東京)により観察した。水透過係数(ゅ は

一般的に行われている方法 (Zhanget a1. 1990; Fushimi et al. 1993)で計算

した。グリセローノレ透過率 (Ps) は Carbreyet al. (2003)に従って算出し

た。AQP-h9cRNAを注入した卵母細胞の一部は 70mOsm Barthの緩衝

液中に移す前に0.3mM HgCI2を含む緩衝液中で 10分間インキュベート

した。cRNAを注入した卵母細胞における AQP-h9タンパク質の発現は、

ウエスタンブロットおよび免疫組織化学によって確認した。
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ウエスタンプロット解析

AQP-h9 cRNAまたはDWを注入したアフリカツメガエル卵母細胞を、

細胞溶解液[50mM  Tris-HCl， 0.15 M ì、~aCl ， 1 % (v/v) Triton X-1 00， 

0.1 mg/mL phenylmethylsulfonyl tluoride， and 1μg/mL aprotinin， pH 8.0]中

でホモジェナイズし、16，000x gで 10分間遠心した後、不溶物を除去

した。変性溶液[3%(w/v) sodium dodecyl sulfate， 70 mM  Tris-HCl， 11.2% 

(v/v) glycerol， 5% (v/v) 2-mercaptoethanol， and 0.01 % (v/v) bromophenol 

blue， pH 6.8]中でタンパク質を 3TCで 60分間変性させ、 12%(w/v)ポリ

アクリルアミドゲ‘ル中で、電気泳動した後、 Immobilon-Pmembrane 

(Millipore， Bil1erica， MA， USA)に転写した。転写後の膜を 2%(w/v)ス

キムミノレク(和光純薬)でブロッキングした。膜に転写されたタンパク

質に対 して ウサギ抗 AQP-h9抗体 (1:2，000)を反応させ、その後ペノレオ

キシダーゼ標識ロパ抗ウサギ IgG(Dako， Copenhagen， Denmark)を加え

てインキュベートした。免疫陽性のバンドは ECLWestem blotting 

detection reagents (GE Healthcare， Buckinglhamshire， UK)により可視化し

た。また、あらかじめ十分量(10μg/ml) の抗原ペプチドによって吸収

した抗体を実験に用いることで抗体の特異性を確認した。
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統計処理

数値は平均値士標準誤差で表し、 Turkey検定により P< 0.05の場合

を統計的に有意とみなした。

結果

ニホンアマガエルAQP-h9cDNAの塩基配列およびその配列から推定

されるアミノ酸配列を図 3・1に示した。 AQP・h9cDNAは 885塩基の翻

訳領域、 6ω3塩基の 5'非翻訳領域および 780塩基の 3

端に付加されたポリ A鎖から構成されていた。翻訳領域は 294アミノ

酸残基からなるタンパク質をコードしており 、その分子質量は 31.5kDa 

と見積もられた。これまでに知られている他の AQPと同様に、AQP-h9

は6箇所の膜貫通領域と 2箇所の Asn-Pro-Ala (NPA)モチーフ (79-

81および 211-213残基)を有していた。さらに 137残基目のアスパラ

ギンが N型糖鎖結合部位、 89および287残基目のトレオニンがプロテ

インキナーゼCによるリン酸化部位と推定された(図 3・1)0AQP-h9の

アミノ酸配列を他の脊椎動物の AQP9と比較すると、ネッイツメガエル

AQP9 (ENSXETG00000010861)と59%、ニワ トリ AQP9(Sugiura et a1. 

2008)と56%、ヒト AQP9(Ishibashi et al. 1998)と55%、およひ、メダカ

47 



AQP9 (ENSORLG00000008259)と52%の保存性が認められた。また、

分子系統学的な解析により、 AQP-h9は他の脊椎動物の AQP9とクラス

ターを形成することが明らかとなった(図 3・2)。一方、ニホンアマガエ

ルで既に同定されている AQPである AQP-h1 (AQP 1、BAC07470;Tanii et 

al. 2002)、 AQP-b2K(AQP2、BAF80993;Ogushi et al. 2007)、AQP-h3BL

(AQP3、BAF63030;Akabane et al. 2007)、AQP-h2(AQPa2U、BAC82379;

Hasegawa et al. 2003)、AQP-h3(AQPa2s、BAC07471;Tanii et al. 2002)と

比較すると、それぞれの AQPとの類似性は 20%、21%、44%、19%およ

び 20%であった(図 3・3)。

RT-PCRによる種々の組織における AQP・h9mRNAの発現解析

ニホンアマガエルにおける AQP-h9mRNAの発現部位を明らかにす

るため、特異的プライマーを用いて RT-PCR解析を行った。その結果、

AQP-h9 mRNAは解析に用いたすべての組織(脳、心臓、肺、胃、腸、

肝臓、勝脱、腎臓、脂肪体、骨格筋および下腹部皮膚)に発現すること

が明らかとなった(図 3・4)。そのうち、肝臓、 胃および下腹部皮膚にお

いて特に強し、発現が見られた。
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AQP・h9の水およびグリセロール透過能

AQP-h9による細胞膜を介した水の透過能を、アフリカツメガエル卵

母細胞を用いた swellingassayにより調べた。AQP-h9c悶ぜAをマイクロ

インジェクションした卵母細胞を低張 (70mOsm) の Barthの緩衝液

(18
0

C)中に入れた場合の体積変化を 3分間測定した結果、卵母細胞の

体積は顕著に増加した(図 3・5A)oDWを注入した卵母細胞と比較する

と、 AQP-h9cRNAを注入した卵母細胞の Pf値は約 3倍高かった(図

3・5B)。また、 AQP-h9による水の透過は 0.3mM HgCl2存在下で阻害さ

れた(図 3・5A，B)。

AQP-h9のグリセロール透過能は等張 (200mOsm)のグリセロール溶

液を用いた swellingassayにより解析した (図 3・5C，O)。本解析ではグ

リセローノレの、濃度勾配によりグリセローノレが卵母細胞内に取り込まれ、

それによって生じる浸透圧差により 二次的に引き起こされる水の流入

を利用して細胞の体積変化を測定することにより、グリセロールの透過

能を推定した。AQP-h9cRNAを注入した卵母細胞のグリセロール透過

能は、水を注入したコントロールと比較して、約 4倍の高い値を示した

(図 3・5D)。また AQP-h9のグリセローノレ透過能は 0.3mMHgCb存在下

で阻害された(図 3・5C，O)。
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AQP-h9 cRNAを沖ー入したツメガエル卵母細胞内で、 AQP-h9タンパク

質が発現しているかどうかを調べるため、抗 AQP-h9抗体を用いた免疫

染色を行ったところ、免疫陽J性シグナルが卵母細胞の形質膜上に認めら

れた(図 3・5E叱 b)。この結果は、 swellingassayの結果と一致した。免

疫陽性シグナルはあらかじめ十分量の抗原ペプチ ドと反応させた吸収

抗体を用いると完全に消失し(図 3・5E-c)、DWを注入した卵母細胞で

はシグナルは見られなかった(図 3・5E-d)。

AQP・h9cRNAを注入した卵母細胞における AQP・h9タンパク質の発

現は、ワエスタンブロット解析によっても確認された。AQP-h9cRNA 

を注入 した卵母細胞の抽出物で特異的な免疫陽性バンドが見られた(図

3・5F)。その分子質量は 31kDaであり 、AQP-h9のアミノ酸配列から算

出した分子質量と一致した(図 3・5Fレーン 1)。また、免疫陽性バンド

はDWを注入した卵母細胞の抽出物では見られず(図 3・5Fレーン 2)、

またあらかじめ十分量の抗原と反応させた吸収抗体を使用した場合に

は消失した(図 3・5Fレーン 3)。これらのことから本実験に用いた抗

AQP-b9抗体の特異性が確認され、また 31kDaの位置にあるバンドが

AQP-h9のものであることが示された。
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考察

ニホンアマガエルの肝臓より晴乳類の AQP9と相同であると予想さ

れる AQP-h9をコードする cDNAをクローニングした。得られた cDNA

の塩基配列より推定される AQP-h9のアミノ酸配列には、これまでに知

られている他の AQPと同様、 2箇所の NPAモチーフおよび6箇所の膜

貫通領域が含まれていた。AQP-h9の一次構造は、他の脊椎動物の AQP9

と比較的高い保存性を示したのに対し、ニホンアマガエルで、報告されて

いる他の AQPとの類似性は低かった。このような傾向は、すでで、に知ら

れているアマガエルのアクアグリセロポリンでで、ある AQPト-hω3BLの場合

と同様でで、あつた(休AI陥』

は他の脊椎動物の AQP円9とクラス夕一を形成することが確かめられた。

RT-PCRにより様々な組織における AQP-h9mRNAの発現を調べた結

果、解析に用いた全ての組織で発現が認められた。特に高レベルの発現

が肝臓、胃および下腹部皮膚で観察された。 n甫乳類では AQP9mRNA 

は肝臓、精巣、脳、白血球および筋繊維などの様々な組織において細胞

膜上に発現することが知られている(Inoueet al. 2009; Maeda 2012)が、本

研究の結果はこれとよく 一致する。

AQP-h9の機能については、AQP-h9cR1ぜAを注入したアフリカツメガ
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エル卵母細胞を用いた swellingassayにより、 AQP-h9が水およびグリセ

ロールの透過能を有することが証明された。これらの結果から、ニホン

アマガエルAQP-h9は日甫乳類の AQP9と相同のアクアグリセロポリンで

あり、様々な組織において水やグリセロールの輸送に関与していること

が示唆された。一方、H.chrysoscelisでは赤血球に HC-3(AQP3)が発現

することが報告されており (Mutyamet al. 2011)、今回 RT-PCRで検出

された AQP-h9mRNAがそれぞれの組織で発現しているものなのか、血

球で発現しているものなのかを明らかにする必要がある。

52 



GTGATGTTTGAAGTTGACACCACCAAGGGTGACAGGCGGAGCAGCAAGTATAGCACTTTA 60 

GACATGAGGGAAAGAAGAAGCTGTTTAGAAAAACTTGCTCTGAGGAACAGCCTGGCAAGG 120 

M R E R R S C L E K L A L R N S L A R 19 

GAAACCTTGTCTGAGTTTTTTGGGACATGCCTGTTGGTAACCTTCACATGTTGTAGTATC 180 

E T L S E F F G T C L L V T F T C C S I 39 

GCTACAGCAGTTCTCAACTATGGATCTTCTGGAGGAACCTTGGGTGCTACTGTTGGCTGT 240 

A T A V L N Y G S S G G T L G A T V G C 59 

TCATTGGCAGTCACTATGGCAATCTACGCAAGTGGAGGAGTGTCAGGAGGCCACGTCAAT 300 

S L A V T M A 工 Y A S G G V S G G H v[li二 79

CCAGCAGTTTCGTTTGCGATGAGTATGACTGGAAAGCTGCCATGGGTCAAACTTCCTTTC 360 

二E二日 V S F A M S M T G K L P W V K L P F 99 
h 

TACATAACAGCACAGTTCCTTGGAGCTATCACCGGATCTGCCGCTGTTTTTGGTGTTTAT 420 

Y I T A Q F L G A I T G S A A V F G V Y 119 

TATGATGCATTAATGGCATACTCAGGAGGAGTGTTTAGAGTAACTGGGCCAAATGCTACA 480 

Y D A L M A Y S G G V F R V T G P N A T 139 

-GCTCAAATTTTTGCAACATATCCATCTCCGTATCTGTCAACATTGAATGGACTTGTTGAT 540 

A Q 工 F A T Y P S P Y L S T L N G L V D 159 

CAAATGATGTCTACAGCTCTGTTGCTCATGCTGATCTTTGCCATATTTGACAAAAAGAAC 600 

Q M M S T A L L L M L 工 F A 工 F D K K N 179 

ATGCCAGCACCAAAGGGACTAGAGCCAGTTGCTGTTGGGCTCCTCATTCTAACATTAGCC 660 

M P A P K G L E P V A V G L L I L T L A 199 

CTGTCTCTAGGATCCAACTGTGGAGCCGCTATGAACCCAGCCAGAGACTTAGGCCCAAGA 720 

L S L G S N C G A A M IN P A I R D L G P R 219 

ATCTTTACAGCTCTGGCTGGCTGGGGCCCTGAAGTTTTCACTGCTGGTGGTAGCTTTTGG 780 

工 F T A L A G W G P E V F T A G G S F W 239 

TGGATCCCTGTGGTCGGACCAATGCTTGGAGCTGTAATCGGGTCCTACATATACATTCTT 840 

W I P V V G P M L G A V 工 G S Y I Y 工 L 259 

TGCATTGACATTCATCACAAGAAAGAGCCAGATCATGAAATGGATCCTGATCACTTTGAA 900 

C I D I H H K K E P D H E M D P D H F E 279 

AAACATGAACTTGCCAACATGACTGAAAAGCCTAAAACTCGTTGCTGAACTGTGCTCTGA 960 

K H E L A N M T E K P K T R C * 294 
止与

CATCTATGGGCTACGTGCTTTTGTGTGCATAGGCCAACTTGCCTTTCTTCTGTGAACATG 1020 

GACCTTCTGTGATTGGTTTATGATGATGTAACTGGGAGCCATGACTTAACTAATTACCTA 1080 

CAAAATTAGAAGTTAAAATTAAAACAAAATATGAGTTTTTTTTAAAGGTTCTCATTAGTA 1140 

TTTTATTCCTAGCCTTCAATCTCAGACATAAAAGTATCAGGGGATAATCATAATGCCCCT 1200 

TAATTGCTGGGCCATAAATTATCCTTCTTAATGAAGCACTAATGGACCATAGACTGGGTC 1260 

ACAAAGGTAT~TGCAGGTAATTGGTCTTGTCATGCATTAATGTGTAATAACTGTGATCCA 1320 

TCATCAATACCATTAAAATTTGCTGTGTGTTAAAATGATTTTACTGTCAGAGGCCAAGAA 1380 

CTTCACTTCAGTAAGATGCTGTTTCCCATCTATGAGAAAATGTATGATGCGCTGCTATCA 1440 

ATTATTCTGCTAGTGAGGTCAATTTGTAAAGCCATAAACATTCAGTATCTCACAACCACT 1500 

CAAACCCACTG'GGCTGGAAAAAGAGCTTTTAGAAACCTGCAAGATTTTCTGTAACTTCTC 1560 

AAATATTATTGCTTCTAGGGTGACCTCTGTACATTGTTCAGTTACCCTCCTTAGTTATAA 1620 

AATAAATACCAAGGAAATAAATGTTAAATTATTGTATATTTCTAATTTTAATTGTTAAAG 1680 

AACAATTTCTTGCATTGTTTTAAATTCACAATAAATGTTTTAAATCAC 1728 

図3・1. ニホンアマガエルAQP-h9cDNAの塩基配列および塩基配列から推定さ
れるアミノ酸配列

下線は推定膜貫通領域 (TMHMMServer v. 2.0; Klrogh et al. 2001)、枠で囲んだ領

域はNPAモチーフ、 ・はN型糖鎖結合部位、 ムはプロテインキナーゼCによるリ
ン酸化部位、破線部はR下PCRおよび、qPCRに用いた特異的プライマー結合部位、
網掛けは抗AQP-h9抗体の抗原ペプチドに相当する配列、*は終止コドン、 二重下
線部はポリA付加、ング、ナノレを示すD
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Human AQP3: ENSG00000165272 

Chicken AQP3: ENSGALG00000002452 

Hyla chrysoscelis AQP-HC3: OQ364245 

Hyla japonica AQP-h3BL: AB285019 

Xenopus laevis AQP3: AJ131847 

Xenopus tropicalis AQP3: BC158298 

Anole lizard AQP3: ENSACAG00000012625 

Medaka AQP3: ENSORLG00000010176 

Human AQP9: ENSGOOOOO 1 03569 

Chicken AQP9: ENSGALG00000004261 

Hylajaponica AQP-h9:しC008216

Xenopus tropicalis AQP9: ENSXETG00000010861 

Medaka AQP9: ENSORしG00000008259

Xenopus laevis AQPxlo: AY120934 

Xenopus tropicalis AQPxto: ENSXETGOOOOOO 16307 

Human AQP7: ENSG00000165269 

Chicken AQP7: AB359225 

Anole lizard AQP7: ENSACAG00000012515 

Anole lizard AQP7・・like:ENSACAG00000009440 

Xenopus tropicalis AQP7: ENSXETG00000002150 

Medaka AQP7: ENSORLG00000008872 

Human AQP10: ENSG00000143595 

Xenopus tropicalis AQP10: ENSXETG00000022960 

Anole lizard AQP10: ENSACAG00000011521 

Medaka AQP10a: ENSORLG00000009610 

Medalゅ AQP10b:ENSORしG00000000339

AQP3 

AQP9 

AQP7 

AQP10 

図3・2.魚類からH甫乳類までのアクアグリセロポリンの近隣結合法による
分子系統樹

各校の長さはアミノ酸残基あたりの差異の比率に相当する。校に記載した

数字は、ブートストラップ確率を示す (10，000回の試行に対する%)。種

名およびアクセッション番号を図中に記した。
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AQP-h9 MRERRSCLEKLA----LRNSLARETLSEFFGTCLLVTFTCCSIATAVUヨーーーーーーー-YGSSGGTL 53 

AQP-h3BL MGRQKEVLNSISGMLRIRNKLIRQALAECLGTLILVMFGCGSVAQWLS--------KGSHGLFL 57 

AQP-hl ーーーーー一一-MASEFKKMA開 RAVlAEFLAMIMFVFISI品目.G町内工QEK嘩 TVGRTQDIV 54 

AQP-h2K -ーーーーー-MMIVRLWELRSVAFTRAVFVEFFATLLFVMFGIGSSLNW-ーーーーーーーーー-PGAPPSVL 47 

AQP-h2 -ーーーーーーーーーー-MKEMCTGPFTRAFAGELIGTSIFVFFGLGSAMSW------ーーーー-PSALPTVL 42 

AQP-h3 一一一一一-ML悶 LCAG開 FKAFLAELIATLVFVFVGLGSTLSW一一一一ー--TGALPTVL 43 

AQP-h9 GATVGCSLAVTMAIYASGGVSGGH 

AQP-h3BL TVNLAFGFAVMLGIL工AGQVSGGH

AQP-hl KVSLAFGLSIATMAQSVGHISGAH 

AQP-h2K QVALAFGLGIGTLVQAFGHISGAH 

SFAMS~在þKLPWVKLPFYITAQFI品目GSAAVFGV 118 

'FALC工MAREPWIKFPVYTLAQTLGAFLGAGIVYGL 122 

'LGCLLSCQIS工LKAVMY工IAQCLGAVVATA工LSGI 119 

'LAFMVGSQISFMRAVFYVGAQLLGAVSGAAIIQGL 112 

AQP-h2 QIAFTFGLGIGTLVQTFGHISGAH 

AQP-h3 QIAFTFGLGIGTMVQAVGHISGAH 

• 
~FLVSSQISLFRAVCYVCAQLLGAVlGAALLYQF 107 

IALLVGARISLIQTVFYVIAQMLGAVlGAALLYEF 108 
企

AQP-h9 YYDALMAYSGGVFRVTG暗唱~TAQIFATYPSPYLSTLNGLVDQMMSTALLL阻.IFAIFDK悶即日

AQP-h3BL YYDAIWYFANDQLYVMGauGTAGIFATYPTEHLT~倒GFFDQFIGTAALVVCVLAIVDPYNNPIP

AQP-hl TSNLAGNTLG-ーーーーーーーーーーーーー-LNGLSNGVTAGQGLGVEIMVTFQLVLCVVAVTDRRRRDV-

AQP-h2K TPFEVR'品 .S----一一一一---VNGL品何回GKAFVVELFLTLQLILCIFASTDDRRTDI-

AQP-h2 TPEDVHGSFG一一一一一一一-VNMPS~品TEGQAVTVEIILTLQLVLC工YACTDDRRDDN-
AQP-h3 SPSDIR何回一一ーーーー一一-VNQP品 lTSPGQAVAVEIILTMQLVLCIFATT必 RTDN-・ ・ ・・ a 

183 

187 

168 

161 

156 

157 

AQP-h9 RGLEPVAVGLLILTLALPLRSNCG 

AQP-h3BL RGLEAFTVGFVVLVIGLSMGFNSGYA 

AQP-hl SGSVPLAIGLSVALGHLIAIDYT 

AQP-h2K VGSPALS工GLSVTLGHLLGIYYT

AQP-h2 VGSPSLSIGLSVVLGHLVGIYFT 

AQP-h3 IGSPAISI.GLSVVLGHLLGIYYT 

LGPRIFTALAGWGPEVFTAGGSFWWIPVVGPML 248 

FGPRLFTALAGWGTEVFSAGGQWWWVPIVSPLL 252 

SFGS-ーーーーーーーーー-AVVAKNFQYHWIFWVGPMI 222 

.SFAP--ーーーーー----AVVTGDFNAHWVFWLGPLF 215 

SFGP-ーーーーーーーーー-ALVVGNFNTHWIFWIGPFV 210 

SFGP-ーーーーーーーーー-ALITGNFEYHWIFWVAPIT 211 。
AQP-h9 GAVIGSYIYILCIDIHHI<KEPDHE.MDPDH問問E~----KPKTRC----一一一一一
AQP-h3BL GAFAGVLVYQLMIGCHIEPAPESTEQ----ENVKLSNVKH----KER工ーーーーーーーーーーーーーーーー-

AQP-hl GGAAAAIIYDFlLAPRTSD~RLKVWTNGQVEEYELDGE----DARMEMKPK-ーーーーーーーーーー

AQP-h2K GATVGSLMYNFIFIPNTKT~牢RIAILRGELEPQEDWEERDMRRR~LHSTQTIPRS~KV
AQP-h2 GAlLASLIYNYVLCPQEQS~KLSVLLGRIPAMQEEEED---WEERQEQPRR場偲LQTL----
AQP-h3 GAIFACLIYDYIFAPQFIS拙即日RGNILQE問問ER---RK~GLNSVYSQTNS阻問-

A A A A A 

図3・3. AQP・h9と他のニホンアマガエノレAQPのアミノ酸配列の比較

294 

292 

271 

280 

268 

271 

上線はAQP-h9の推定膜貫通領域、 @はNPAモチーフ、・はN型糖鎖結合部
位、ムはプロテインキナーゼCによるリン酸化部位、 Aはプロテインキ

ナーゼAによるりン酸化部位、く〉は水銀感受性部イ立を示す。最適な類似性
を得るためアミノ酸残基聞にギャップを挿入した(-)。それぞれのAQP

のアクセッション番号および引用文献は次の通りである。 AQP-h9
(LC008216)、AQP-h3BL(AQP3， BAF63030)、AQP-hl(AQPl， BAC07470)、
AQP-h2K (AQP2， BAF80993)、AQP-h2(AQPa2U， BAC82379; Shibata et al. 
2014a)、AQP-h3(AQPa2S， BAC07471 ; Shibata et al. 2014a)。

55 



AQP-h9 

s-actin 

‘、(/j 
、~

〈F. et。 o 叫y )o.~守

，rs  のふ F29.r
ap ，pdb fprφ ぷ .d' 。

q? ぷi Ji ~ぐF ぷぷ 4pdsF qF 
..... 227 bp 

..... 215 bp 

図3・4. ニホンアマガエルの種々の組織におけるAQP-h9mRNA 

の発現

AQP-h9およびs-actinに特異的なフ。ライマーセットを用いてRT-

PCRを行った後、増幅産物をアガロースゲ、ル電気泳動で、分離し

て可視化 したD
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図3・5. アフリカツメガエル卵母細胞を用いたAQP-h9の水およ
びグリセロ}ル透過能測定

(A)低張刺激による卵母細胞体積の継時的変化。AQP-b9
cRNAまたはDWを注入した卵母細胞、およびAQP-h9
cRNAを注入し、0.3mMHgCI2中でインキュベーションし

たものo

(B)浸透圧差による水透過係数 (P/J。数値は平均値土SEM

で表した (nニ 6)。異なる文字を付した群間では統計的

に有意な差が見られた (Tukey'stest， P < 0.05) 0 

(C)等張グリセロール溶液中の卵母細胞体積の継時的変化。

数値は平均値 ±標準誤差で表した (n= 6) 0 AQP-h9 
cRNAまたはDWを注入した卵母細胞、およびAQP-h9
cRNAを注入し、0.3mM  HgCI2中でインキュベーションし

たもの。

(D) グリセロール透過係数 (Ps) を卵母細胞の体積の膨張の

初速度から算出した。数値は平均値士標準誤差で表した
(n=6)。異なる文字を付した群問では統計的に有意な

差が見られた (Tukey'stest， P < 0.05)。

(E) DWまたはAQP-h9c貯~Aを注入した卵母細胞の免疫蛍光染
色像。 (a)はAQP-h9cRNAを注入した卵母細胞を抗AQP-
h9で染色したもの、 (b)は (a) に対応する微分干渉像、

(c)はあらかじめ抗原と反応させた吸収抗体をAQP-h9
cRNA注入卵母細胞と反応させたもの、 (d)はDW注入卵

母細胞を抗AQトh9と反応させたものD 矢印は形質膜を示

す。 Bar= 100μm 。

(F) AQトh9cむ~A (レーン1、3)またはDW(レーン2、4)を

注入した卵母細胞に対するウエスタンプロット解析。

レーンl、2は抗AQP・h9と、 レーン3、4は吸収抗体と反応

させた。矢印はAQP-h9特異的なバンドを示し、アスタリ

スクは非特異的シグナルを示す。
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第4章 二ホンアマガエル凍結時の組織学的解析お

よびAQP-h9とAQP-h3BLの発現解析

目的

RT-PCRにより、ニホンアマガエル AQP-h9の mRNAが肝臓および他

の様々な組織で検出され、また AQP-h9が水およびグリセロールの透過

能を有することが確かめられたことから、とのアクアグリセロポリンが

凍結および解凍の際のグリセロールの輸送に関与している可能性が考

えられた。そこで、AQP-h9タンパク質の組織における局在を調べ、凍

結や解凍により局在に変化が見られるかどうかを明らかにするために、

AQP-h9特具的な抗体を作製し、本抗体を用いた免疫組織化学を行った。

グリセローノンを主要な耐凍物質として利用している H.chrysoscelisで

は、その供給源として肝臓、筋肉、および脂肪体が重要な役割を担って

いる(Zimmennanet a1. 2007)。また日甫乳類では脂肪組織だけでなく骨格筋

においても中性脂肪(トリアシルグリセローノレ)を脂肪酸とグリセロー

ルに加水分解するホルモン感受性リパーゼが発現し、トリアシノレグ、リセ

ロールの分解によるグリセロール放出が知られている(Bolinderet a1. 

2000; Skowronski et al. 2007)ことから、グリセローノレ輸送に特に重要で、あ
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ると考えられる肝臓および骨格筋に着目し、免疫組織化学により

AQP-h9の局在を調べた。なお、脂肪体に関しては、前章の考察で述べ

たように冬眠中のアマガエルでは著しく退縮していて、サンプリングが

不可能で、あった。

また、すで、にアマガエルで、同定されているアクアグリセロポリン

AQP-h3BL (晴乳類 AQP3と相同)についても検討した。さらに、凍結

実験による形態的な変化を調べるために、ヘマトキシリンーエオジン

(HE)染色を行った。加えて、AQP・h9およびAQP・h3BLの mRNA発

現レベルが凍結や解凍により変動するか否かを、逆転写 (RT)-PCRお

よびリアルタイム RT-PCRによる定量 PCR(qPCR)法によって調べた。

材料と方法

ニホンアマガエル AQP-h9抗体の作製

AQP-h9の一部に相当する配列 (260-275: ST・225;

CID旧DKKEPDHEMDP，図 3・l参照)をもっペプチドを合成し、本ペプ

チドを抗原として抗AQP-h9の作製を行った。ST・225ペプチドをスカシ

ガイヘモシアニンと結合し、ウサギに免疫して抗体を作製した。方法は

定法(Tanakaet al. 1992)に従い、ペプチド合成および抗体作製は蛋白精製
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工業(群馬)に依頼した。

組織学的解析

用いたニホンアマガエルおよび凍結実験の方法は第2章に準ずる。凍

結実験のコントローノレ(冬眠)、凍結および解凍のそれぞれの群のアマ

ガエルから肝臓および筋肉を摘出し、 PLP固定液 (2%paraformaldehyde， 

75 mM L-lysine hydrochloride， and 10 mM  sodium periodate in 0.1 M 

phosphate buffer， pH 7.4)に浸漬し、 40Cで 16時間固定した。組織をエ

タノーノレ系列により脱水した後、 Paraplastplus (McCormick Scientific， St. 

Louis， MO， USA) により包埋した。その後、 4μmの厚さの薄切切片を

作製した。

一部の切片は Mayerのへマトキシリンおよびエオジンにより染色し

(HE染色)、エタノーノレにより脱水処理した後、 Entellan(Merck， 

Darmstadt， Gennany)により封入した。

また、他の切片を用いて免疫組織化学を行った。試料は 1%>ウシ血清

アルブミンを含む PBSで希釈したウサギ抗 AQP-h9抗体 (1:1，000)ま

たはウサギ抗 AQP-h3BL抗体 (1:2，000， Akabane et al. 2007) を室温で

16時間反応させた後、PBSで洗浄し、 indocarbocyanine(Cy3)標識ロパ

61 



坑ウサギ 19G (1 :400; .Tackson lmmunoresearch， West Grove， PA， lJSA) と

室温で2時間反応させた。二次抗体溶液には核染色のために 4'，

6・diamidino・2・phenylindole(DAPI)を添加した。PBSで洗浄した後、切片

をPennaFluor(Thermo Scientific)により封入した。スライドは蛍光顕微

鏡 OlympusBX61 (オリンパス)により観察した。抗原抗体反応の特異

性はあらかじめ抗原ペプチド (ST・225)を終濃度 10μg/mlとなるよう

に加えた一次抗体溶液によって確認した。

RT-PCRおよび qPCR法による mRNA発現レベルの解析

ニホンアマガエルの肝臓および骨格筋より全 悶ぜAを抽出し、オリ

ゴdTプライマーを用いて逆転写した。全 RNAの抽出および逆転写の

方法は P.38に、 RT-PCRの方法は P.41-42に準じて行った。ニホンアマ

ガエノレの AQP-h9(sense，5'-ATCCAGCAGTTTCGTTTGCG・3';antisense， 

T・CAATGTTGACAGATACGGAGATGG-3')、AQP-h3BL (sense， 

5'-TTTGTCGTCCTCGTCATTGGATTG・3';antisense， 

5'・CCGCCAGCACTAAAGACTTCTGTG・3')および、s-actin(sel!1se， 

5'-TGGCATCACACCTTCTACAATGAG-3'; antisense， 

5'-TCACCAGAGTCCATCACGATACC-3')に特異的なプライマーをそれ
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ぞれ用いた。AQP-h9、AQP-h3BLおよび トactinのPCR反応産物はそ

れぞれ 227旬、131bpおよび215bpと見積もられた。

qPCR反応は希釈した cDNA4μl、それぞれのプライマー 0.5μ1(終

濃度 0.4μM)、FastStartEssential DNA Green Master 5μ1 (Roche 

Diagnostics)および DWを含む 10μlの反応液を白色の 384穴プレート

(Roche Diagnostics )に分注し、 LightCycler480 CRoche Diagnostics )に

より行った。サンプル 1種類を 10倍段階希釈したものをスタンダード

として用いた。PCRによる増幅では、95
0

C、5分間の変性に続き、95
0

C、

10秒間の変性、 65
0

C、10秒間のアニーリング 72
0

C、12秒間の伸長

反応を 45サイクル行い、伸張反応時に SYBRGreenの蛍光を測定した。

PCR反応の特異性を確認するため、サイクル反応後に 65
0

C から 9TC

まで、の融解曲線分析を行った。また PCR産物の特異性はアガロースゲ

ル電気泳動と配列解析により確認した。qPCR解析は各サンプルにつき

2ウェル行った。AQP-h9および AQP-h3BLの mRNA発現レベルは標準

曲線法により算出し、0・actinmRNAによって標準化した。これらの計

算は LightCycler4S0 multiple plate analysisソフトウェア (Roche 

Diagnostics) を用いて行った。AQP-h9、AQP-h3BL、および s-actinに

ついて、 PCR増幅効率の平均はそれぞれ 1.928土 0.0195、1.931土 0.0276

63 



および 1.883士0.0]58、スロープはそれぞれ-3.509、-3.499および-3.639、

Y interceptはそれぞれ 21.66、21.14および 13.66で、あった。逆転写反応

を行っていない全 RNAを鋳型として PCRを行い、サンプル中にゲノム

DNAが混入していないことを確認した。同様に DWを鋳型とし、プラ

イマーダイマーが形成されないこと、および反応液へのコンタミネーシ

ョンがないことを確認した。

統計処理

数値は平均値士標準誤差で表し、Turkey検定により P<0.05の場合を

統計的に有意とみなした。

結果

凍結および解凍による形態学的変化

初めに凍結実験を行ったニホンアマガエルの肝臓および骨格筋につ

いて、形態学的な特徴を HE染色により観察した。活動期のカエルの肝

臓において、肝実質部は毛細胆管を形づくる肝細胞の不規則な索状もし

くは管状構造により構成されていた。また赤血球は類洞や血管内に確認

された(図 4・1A)。活動期のアマガエルで、はエオジン好性の物質が細胞
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質内で染色されたのに対し、冬眠、凍結、および解凍群ではほぼ染色は

見られず、肝実質細胞の毛細胆管側の細胞質中にへマトキシリン陽性染

色物質がわずかに観察されただけであった(図 4・lB，C，D)。 さらに、

冬眠群では類洞および血管内に赤血球が凝集していた(図 4・IB)。凍結

群では、さらに赤血球が凝集して血管内の大部分を占めていたのに対し、

解凍群ではほとんど観察されなかった(図 4・IC，D)。骨格筋においても、

肝臓と同様に活動期のアマガエルで、は筋細胞の細胞質にエオジン好性

の物質が見られるのに対し(図 4・lE)、冬眠、凍結および解凍群では染

色性が弱まった(図 4・lF，G， H)。冬眠中のカエルで、は活動期に比べて筋

細胞の委縮が見られ、凍結群ではさらにその度合いが強まった(図 4・lF，

G)。

肝臓および骨格筋における AQP-h9および AQP-h3BLの免疫組織

化学

次に肝臓および骨格筋における AQP-h9の局在を調べるため、蛍光免

疫染色を行った。活動期のアマガエノレ肝臓で、は AQP-h9免疫陽性シグナ

ルがほとんど検出されなかったのに対し(図 4-2A)、冬眠群では免疫陽

性シグナノレが赤血球に認められた(図 4・2C)。凍結群では AQP-h9シグ
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ナル強度が増強し、 赤血ー球全体に広がって見られた(関 4・2E)が、解

凍群ではシグナノレがほぼ消失 した(図 4・2G)。

骨格筋では、活動期では AQP-h9免疫陽性シグナルはほとんど検出さ

れず(図 4・3A)、冬眠群のカエノレで、弱い陽d性シグナノレが筋細胞の細胞質

内に観察された(図 4・3C)oAQP-h9免疫陽性シグナルの強度は凍結群

で著しく増加し(図 4・3E)、解凍群では減少した(図 4・3G)。

一方、抗 AQP-h3BLによる蛍光免疫染色では、肝臓および筋肉のい

ずれについても全ての群で特異的な免疫|陽性シグナルは検出されなか

った(データ掲載せず)。また、抗 AQP-h9および抗 AQP-3BLの特異性

は、十分量の抗原とあらかじめ反応させた吸収抗体により、染色性が消

失することで確認した(データ掲載せず)。

AQP-h9および AQP-h3BLの mRNA発現解析

冬眠、凍結および解凍の各群のアマガエノレの肝臓および骨格筋におけ

るAQP-h9およびAQP-h3BLのmRNA発現を、RT-PCRおよび、qPCRに

より解析した。その結果、 AQP-h9mRNAはすべての群のカエノレの肝臓

において高レベルに発現が認められた。一方、すべての群で骨格筋での

発現レベノレは比較的低かった(図 4-4A)。また、肝臓および骨格筋のい
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ずれにおいても、 AQP-h9mRNAの発現レベノレは凍結および解凍により

変化しなかった(図 4・4B)0 AQP-h3BLに関しては、すべての実験群の

肝臓において AQP-h9と比較すると非常に低レベルの mRNA発現が検

出されたが、筋肉では mRNAの発現は認められなかった。肝臓におけ

るAQP-h3BLの発現レベルを qPCRにより測定したところ、凍結群と解

凍群の間でのみ有意な差が見られた。

考察

日甫乳類においては、 AQP9が類洞に面した肝細胞の形質膜に発現し、

肝細胞へのグリセロールの取り込みに関与していることが知られてい

る(Maeda2012)。このことから、 AQP-h9も同様にニホンアマガエル肝

細胞の形質膜上に局在していることが予想されたが、本研究で、行った免

疫染色では AQP-h9の肝細胞への局在は検出されなかった。一方で、

AQP-h9はアマガエル肝臓中の赤血球に局在していることが明らかとな

った。活動期のカエルの肝臓で、はシグナルがほとんど検出されないのに

対し、冬眠群では赤血球での局在が認められた。免疫陽性シグナルの強

度は凍結により高まり、解凍群では消失した。これらの結果から、

AQP-h9は凍結に曝された際の赤血球の凍結耐性に寄与している可能性
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が考えられる。マウスでは赤芽球と赤血球に AQPlおよび AQP9が発現

していることが知られている(Liuet al. 2007; Kingsley et al. 2013)。また

AQP9欠損マウスの赤血球では細胞膜を介 したグリセロールの急速な

透過が起きなくなることから、マウスの赤血球では AQP9が主要なグリ

セロール透過経路となっていることが示唆されている(Liu et al. 2007)。

これらのことから、赤血球上に発現する AQP9(AQP-h9)によるグリセ

ロールの調節機構が、両生類においてすで、に備わっているととが考えら

れた。今後、血球標本に対する免疫組織化学により 、赤血球における

AQP-h9の局在を明らかにする必要がある。また、Hchrysosceliの赤血

球に AQP3が高レベルで発現しているという報告(Goldsteinet al. 2010; 

Mutyam et al. 2011)とは異なり、ニホンアマガエルの赤血球中には

AQP-h3BLは検出されなかったことから、無尾両生類の中でも赤血球の

グリセローノレ輸送に関わるアクアグリセロポリンのタイプに関 して、種

差があることが判明した。

アマガエル肝細胞にはAQP-h9およびAQP-h3BLが検出されなかった

ことから、肝細胞には別のタイプのアクアグリセロポリンが発現してい

る可能性が考えられる。ネッタイツメガエルのゲノム中には少なくとも

AQP3、AQP7、AQP9、AQPIOおよび無尾両生類特異的な AQPxtoとい
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う5タイプのアクアグリセロポリンの遺伝子が存存することが明らか

となった (Suzukiand Tanaka 2010; Ensembl， h伐p:/lensemble.org/，2015;

Finn et al. 2014) 0 RT-PCRにより、これらのアクアグリセロポリンのう

ち、AQP3、AQP9および AQPxtoの mRNAがネッタイツメガエル肝臓

中に発現することがわかっている(未発表データ)。生理食塩水で、濯流

した後の肝臓においてもこれら AQPのmRNA発現が認められることか

ら、ネッタイツメガエルでは肝実質細胞に AQP3、AQP9および AQPxto

のmRNAが発現している可能性がある。このことから、アマガエル肝

細胞には AQP-h3BLおよびAQP-h9の異なるサブタイプ、そしてAQPxto

に相同な AQPのうちのいずれか、またはそれらの全てが発現していて、

グリセロールの輸送を調節している可能性がある。AQP・h3BLおよび

AQP-h9の異なるサブタイプの存在は現在のところ確認されていないが、

ネッタイツメガエルには2タイプの AQP5(AQP-xt5aおよび AQP-xt5b，

Shibata et al. 2014b)が存在し、トノサマガエル等には 2タイプの AQPa2

(SAQP-り3aおよび AQP・rj3b， Saitoh et al. 2014)が存在することから、

アマガエルにも未知のサブタイプの存在する可能性が仮定できる。また、

AQPxtoに相同な AQPが存在するか否かもアマガエルにおいてはまだ
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明らかになっていなし1。今後、どのタイプの AQPが肝細胞へのグリセ

ロール取り込みに寄与しているかを明らかにしていく必要がある。

骨格筋に関しては、筋細胞中に AQP-h9が発現していること、その発

現レベルは凍結により高まることが免疫組織化学により明らかにされ

た。AQP-h9免疫陽性シグナルは、筋細胞の細胞質中に観察されたこと

から、 AQP-h9は筋細胞内の細胞内小胞、小胞体、および/またはゴ、ル

ジ装置に局在するととが示唆された。とのことから、凍結の際に AQP-h9

は筋細胞においてグリセロール細胞内輸送に関わっている可能性が推

察された。日甫乳類では骨格筋細胞の形質膜に AQP9、AQP3およびAQP7

が局在している(Wakayamaet al. 2002，2004; Jnoue et al. 2009)。 したがっ

て、筋細胞膜を介したグリセロールの輸送には、 AQP-h9とは具なるタ

イプのアクアグリセロポリンが関与しているかもしれない。

肝臓および骨格筋のいずれにおいても AQP-h9の局在およびシグナル

強度に変動が見られたが、AQP-h9mRNAの発現レベルには差が見られ

なかった。このことから、 AQP-h9の発現の調節は転写レベルで、なされ

ている可能性は低く、別の機構で調節されている可能性が考えられる。

また、肝臓においてはAQP-h3BLmRNAの低レベルの発現が認められ、

冬眠群と比較すると凍結群で発現レベルが増大し、解凍群では低下する
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傾向が見られたものの、免疫組織化学では AQP-h3BLタンパク質は検

出されなかったことから、AQP-h3BLが肝臓および骨格筋においてグリ

セロール輸送へ寄与している可能性は低いと考えられる。
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図4el. 凍結実験を行ったニホンアマガエノレの肝臓および骨格筋
のHE染色像

A-D:肝臓の染色像。Bar=50μm。鍛は凝集した赤血球塊を示す。

E-H:骨格筋の染色像。Bar=20μm。
A，Eは活動期 (4月に捕獲)、 B，Fは冬眠群、 C，Gは凍結群、 D，H
は解凍群のアマガエルの標本。
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Nomarski 

図4・2. 凍結実験を行ったニホンアマガエルの肝臓におけるAQP・h9の
免疫蛍光染色
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A，C，E，Gは抗AQP-h9による免役染色像。AQP・h9免役陽性シグナルは
赤色で検出される。青色はDAPIによる核染色。
B， D， F， HはそれぞれA，C，E，Gに対応する微分干渉像。
A，Bは活動期 (4月に捕獲)、 C，Dは冬眠群、E，Fは凍結群、G，Hは解

凍群のアマガエノレ標本o

Bar= 50μmo 
73 



No町、arskiAQP-h9 

。〉
z
u
d

ω】

F
m
W
C』

0
2
一工

E
ω
N
O』
H
h

唱
。
主
伺
£
ト

図4・3. 凍結実験を行ったニホンアマガエノレの骨格筋におけるAQP-h9
の免疫蛍光染色

A，C，E，Gは抗AQP・h9による免疫染色像。AQP-h9免疫陽性シグナルは
赤色で検出される。青色はDAPIによる核染色。

B， 0， F， HはそれぞれA，C，E，Gに対応する微分干渉像。
A，Bは活動期 (4月に捕獲)、C，Dは冬眠群、 E，Fは凍結群、 G，Hは解
凍群のアマガエル標本。
Bar = 50μm。
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図4・4. 凍結実験を行ったニホンアマガエノレの肝臓および骨格筋におけ
るAQP-h3BLおよびAQP・h9のmRNAの発現

(A) RT-PCR産物を電気泳動により分離しエチジウムブロマイドで染

色して可視化した。
(B) AQP-h9 mRNA発現レベノレをqPCRにより定量したD 数値は平均値

土SEMで表した(n= 7)。
(C) AQP-h3BL mRNA発現をqPCRにより定量した。数値は平均値土

SEMで表した(n= 7)。

各組織で異なる文字を付した群聞には統計的に有意な差がみられる

(Tukey's test， P < 0.05)。
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第 5章 本論文の要約と今後の展望

生体内の水分の凍結は細胞に様々なダメージを与えることから、凍結

に対する抵抗性は、変温動物である無尾両生類にとってはとりわけ重要

な生理機能であるといえる。寒冷地に適応した無尾両生類の耐凍性はい

くつかの種で報告されており、様々な物質を耐凍物質として利用してい

ることがわかっていた。しかしながら、それらの物質、中でもグリセロ

ールの輸送の調節に関しては、現在までにほとんど知見が得られていな

い。本研究では、ニホンアマガエルを実験材料として用い、特にグリセ

ロールとグリセロールの輸送体という観点から、無尾両生類の凍結耐性

の機構を明らかにすることを目指して研究を行った。

第 1章では、凍結が生体に及ぼすダメージと、様々な生物がどのよう

にして凍結に対する抵抗性を生み出しているかについてこれまでに得

られている知見に関して記した。特に無尾両生類に関して、耐凍物質と

してグルコース、グリセロールおよび尿素を合成 ・蓄積することで凍結

による細胞の損傷を免れている機構について述べた。また、グリセロー

ルの輸送体として考えられるアクアグリセロポリンが属する AQPファ

ミリーについて概説した。さらに、本研究の目的について述べた。すな
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わちニホンアマガエルに凍結耐'性が備わっているかを明らかにし、本種

における耐凍物質を明らかにすること、グリセローノレの輸送に関わるこ

とが予想されるアクアグリセロポリン分子の構造や機能を明らかにす

ること、および冬眠や凍結によるアクアグリセロポリンの発現や局在の

変化を明らかにすることなどを本研究の目的と した。

第 2章では、凍結実験によりニホンアマガエルが凍結耐性を有するか

否か、および凍結実験によるアマガエル生体内で、の候補耐凍物質濃度の

変化について述べた。本研究では、自然条件で冬眠しているニホンアマ

ガエルを、-40Cで 6時間凍結させ、その後室温に 1時聞置いて解凍す

るという条件で、凍結実験を行った。この条件では、 80%以上のアマガエ

ルが生き延びることが確かめられ、ニホンアマガエノレが凍結耐性を有す

る種であることが明らかになった。続いて凍結実験を行ったカエノレの血

中および組織中のグ、ルコース、グリセロールおよび尿素の濃度を測定し

た。その結果、解凍群では冬眠群に比べてグルコースおよびグリセロー

ルの血中濃度が高まることがわかった。また、組織中のグルコース含量

が凍結実験により変動するが、そのパターンは組織により異なること、

組織中のグリセロール含量は肝臓以外の組織において冬眠群に比べ解

凍群で増加する傾向が見られることが明らかになった。一方、尿素に関
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しては凍結実験による血ー中濃度の変化は認められず、下腹部皮膚以外で

の組織中含量にも差は見られなかった。これらのことから、ニホンアマ

ガエルで、はグリセローノレを耐凍物質として利用していることが示唆さ

れた。またグリセロールに加えグルコースについても耐凍物質として機

能している可能性が考えられた。また、グルコースおよびグリセロール

のいずれの血中レベルも、活動期のカエルと冬眠群の間で、同程度で、あっ

たことから、グルコースやグリセロールの合成および血中への放出は、

温度低下や冬眠開始によるのではなく 、凍結および/または凍結後の解

凍に起因すると考えられた。

第 3章では、ニホンアマガエルのアクアグリセロポリン AQP-h9をコ

ードする cDNAのクローニングおよびその分子機能解析について述べ

た。グリセロールの輸送機構を明らかにするため、まずアマガエノレ肝臓

より晴乳類 AQP9と相同であると予想された AQP-h9をコードする

cDNAをクローニングした。得られた cDNAは 885塩基の翻訳領域、 63

塩基の 5'-非翻訳領域、および 780塩基の 3'-非翻訳領域から構成されて

いた。推定されるアミノ酸配列には 6箇所の推定膜貫通領域および2

箇所の NPAモチーフ (AQPファミリーで保存された構造)が含まれて

いた。また、 AQP-h9は他の脊椎動物の AQP9と比較的高い類似性を示
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した。次に、特異的プライマーを用いたRT-PCRにより 、AQP・h9mRNA 

のバンドが全身で幅広く現れることを明らかにした。さらに、アフリカ

ツメガエル卵母細胞にAQP-h9cRNAを注入して swellingassayを行うこ

とにより、 AQP-h9が水とグりセロールのいずれについても透過性をも

つことが確かめられた。これらの結果から、得られた AQP-h9は晴乳類

AQP9と相同であり 、アクアグリセロポリンとして機能する ことが示唆

された。

第4章では、凍結実験を行ったカエルの肝臓および骨格筋について、

形態学的解析、AQP-h9とAQP-h3BLの免疫組織化学、およびAQP-h9

とAQP-h3BLの mRNAの発現解析について述べた。まず、HE染色に

より、肝臓では冬眠および凍結により類洞内で赤血球が凝集すること、

ならびに冬眠および凍結によりエオジン好性の物質が失われることが

わかった。骨格筋においても同様に、冬眠 ・凍結によりエオジンの染色

性が低下し、また細胞の萎縮が認められた。肝臓を AQP-h9抗体により

免疫染色した結果、冬眠群の肝臓中の赤血球上に陽'性シグナルが観察さ

れた。このシグナノレは凍結群で、より強度を噌し、解凍群ではほとんど消

失した。骨格筋では冬眠群の筋細胞の細胞質中にわずかなシグ、ナルが検

出された。このシグナルは凍結群で、著しく増大し、解凍群では低下した。
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また、肝臓と骨格筋のいずれにおいても、凍結実験による AQP-h9

mRNAの発現レベルの変動は見られなかった。AQP-h3BLは凍結実験の

全ての群の肝臓および骨格筋で免疫染色によるシグナルは検出されな

かった。肝臓では AQP-h3BLmRNAが低レベルで発現していたが、凍

結による発現レベルの差は見られなかった。骨格筋では AQP-h3BL

mRNAの発現は検出されなかった。これらの結果から、 AQP-h9はアマ

ガエルの赤血球に発現し、凍結および解凍に曝された際の赤血球の保護

に寄与していることが示唆された。また骨格筋においては AQP-h9は細

胞質内の細胞内小胞、小胞体、および/またはゴルジ装置に局在し、凍

結の際のグリセローノレ細胞内輸送に関わっている可能性が考えられた。

本研究によりニホンアマガエノレの凍結耐性が証明され、グリセローノレ

が耐凍物質として機能していることが示唆された。日本国内に生息する

無尾両生類の固有種の中で、耐凍性を持つ種の報告は木研究が初めての

ものである。亜寒帯気候に属する北海道には、ニホンアマガエルの他に

エゾアカガエノン (Ranapirica)、アズマヒキガエノレ (Bufojaponicus 

formosus)、トノサマガエル (Rananigromaculat.α)などが生息している。

これらの種も耐凍能を持つ可能性が考えられるが、その詳細は不明であ
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る。また、北海道には北米からの外来種であるワシガエル (Rana

ca tesbeiana) が移入していることが知られている。この種は-20Cで 10

時間の生存が可能であり(Steineret al. 2000)、ウシガエルが日本圏内に広

く定着することができた要因の lつであると考えられる。今後、様々な

種での耐凍能の有無、耐凍能の程度およびその機構について明らかにし

ていくことで、無尾両生類の適応戦略を気候的観点から考察する一助と

なると考えられる。

無尾両生類の耐凍物質の合成器官については、 R.sylvaticaにおいて凍

結により肝臓中でグリコーゲンが分解されグルコースが生成されると

とが明らかとなっている(Storeyand Storey 1986b)。一方、グリセロール

を耐凍物質として利用する H.chrysoscelisでは肝臓、筋肉および脂肪体

において中性脂肪からグリセロールが合成されると推定されているが、

その実態は明らかになっていない。また、無脊椎動物でグリセロールを

耐凍物質として用いるニカメイガに'hilosuppressalis)では主として脂

肪体に蓄積されたグリコーゲンを材料としてグリセロールを合成して

いることがわかっている(Atapourand Moharramipour 2009)。ニホンアマ

ガエルにおいて凍結時のグリセロールの合成・放出に関わる器官を特定

するため、今後、凍結開始後および解凍後の様々な組織における中性脂
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肪およびグリコーゲン含有量の継時的な測定、またグリセロール合成に

関与する酵素の活性や発現レベノレの測定を行う必要があると考えられ

る。

本研究から、ニホンアマガエルの凍結時に肝臓中に蓄積した赤血球

や骨格筋細胞においてグリセロールの輸送がAQP-h9を介して活発化し、

それがこれらの細胞の保護に寄与する可能性が考えられた。低温馴化し

たH.chrysoscelisでは赤血球で、H甫乳類AQP3と相同な AQPである HC3

のmRNA発現およびタンパク質合成が促進されるが、それに付随する

グリセロールの赤血球内への取り込みは観察されていなし¥(Goldsteinet 

al. 2010)。一方、 H.chrysoscelisの培養赤血球において、グリセロールに

よりグリコシノン化された HC3タンパク質の質量および細胞膜に局在す

るHC3量が増大する(Mutyamet al. 20日)。これは、①グリセローノレ自体

もしくは細胞外グリセローノレ濃度の上昇による浸透圧の変化が刺激と

なり、 AQPの転写 ・翻訳 ・修飾が調節される、②発現促進されたアク

アグリセロポリンが必ずしもグリセローノレ透過に関与しない、という 2

つの可能性を示している。今後、ニホンアマガエノレを凍結した際の赤血

球における AQP-h9のmRNAおよびタンパク質発現を調べ、 赤血球で

の AQP-h9の機能を明らかにしていく必要がある。また、実際に赤血球
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が AQP-h9を介して細胞内にグリセロールを取り込んでいるのかを、標

識グリセローノyを用いた実験により調べる必要もある。また、筋肉組織

においても同様の解析が必要である。

さらに、凍結に曝された際にグリセロールがどのような経路により

生体内で輸送されるかを明らかにするためには、引き続き肝臓と筋肉以

外の組織も対象として AQP-h9の発現や局在を調べていく必要がある。

また、AQP-h9の発現や局在を調節する因子に関する研究も重要である。

ラットでは卵管上皮細胞のアピカル側形質膜に AQP9が局在し、その転

写および翻訳はエストラジオールやフロゲステロンといった性ホルモ

ンにより調節される可能性が示されている(BI泌 eset al. 2005)。また、ヒ

トAQP遺伝子の上流にはグルココルチコイド応答配列および浸透圧感

受性配列と推定される領域が存在する(Tsukaguchiet al. 1999)。これらの

ととから、ニホンアマガエル AQP-h9の発現がホノレモンや浸透圧の変化

により調節されている可能性が考えられる。さらに H.chrysoscelisの

HC1およびHC2について、下腹部皮膚など一部の組織においては

mlUぜA発現がほとんど検出されないのに対し、免疫組織化学では強し、

シグナルが検出されることから、これらの AQPは転写および翻訳のそ

れぞれの段階で調節されていると考えられている(Zimmermanet al. 
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2007; Pandey et al. 20 I 0)。無尾両生類の耐凍機構においては、低潟、細

胞外体液の凍結、浸透圧変化などが刺激になり、各種の生体反応が進行

すると考えられる。Invivoでの実験に加え、培養細胞を用いた実験によ

り上記のような各種刺激を与えた際の反応を invitroで調べることで、

凍結時における AQPとその他の関連因子の調節機構を明らかにするこ

とも重要である。

また、凍結および解凍中の耐凍物質の循環や再吸収にもアクアグリセ

ロポリンが関わっている可能性が考えられる。実際、腎臓においてグリ

セロールの蓄積量が凍結および解凍によって増大するととが明らかと

なった。これは毛細血管から腎臓の細胞保護のためにグリセロールが分

配されている可能性と、糸球体で櫨過されたグリセロールが尿細管で、再

吸収された可能性の双方が想定される。ニホンアマガエルの腎臓で、は遠

位尿細管と集合管の主細胞にアクアグリセロポリンである AQP-h3BL

が存在することが知られており(Akabaneet al. 2007)、AQP-h3BLはこれ

らの細胞と毛細血管の間のグリセロール透過に関与している可能性が

考えられる。さらに哨乳類では近位尿細管に AQP7が発現し、グリセロ

ールの輸送に関与する可能性が指摘されている(Holmes2012)。このこと

から、凍結時のニホンアマガエル腎臓における AQP-h3BLおよび
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AQP-h9の発現や局存を解析することに加え、アマガエルにおける他の

アクアグリセロポリンの同定とその発現部位の解明も必要である。ニホ

ンアマガエルで、はAQP-h3BLとAQP-h9以外のアクアグリセロポリンは

同定されておらず、日甫乳類 AQP7、AQP10および両生類特異的

AQPxlol AQPxtoに相同なアクアグリセロポリンがニホンアマガエルに

存在するかどうか、また AQP-h3BLおよび AQP-h9も含めて別のサブタ

イプが存在するか否かを明らかにしなければならない。また、無尾両生

類では腎臓よりもむしろ勝脱が水再吸収器官として重要な役割を担っ

ているととから、勝目光でのグりセロール再吸収の可能性も視野に入れる

必要があると考えられる。

本研究からAQP-h9が筋細胞内でのグリセロールの輸送に関与してい

る可能性が示されたが、筋細胞膜での発現は見られなかった。凍結処理

していないH.chrysosceLisの筋肉中では、 HCl、HC2およびHC3のいず

れも筋繊維では発現が見られず、 HClは血管と筋周膜、 HC3は筋細胞

に接する神経のシュワン細胞に発現が認められる(Pandeyet al. 2010)。こ

の結果と本研究で明らかにされた AQP-h9の局在を考え合せると、筋肉

における AQPの局在と機能は複雑に調節されていると考えられる。さ

らに、晴乳類では筋細胞膜に AQP7の存在が確認されており (Maeda
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2012)、ニホンアマガエノレで、も、 AQP7に相同のアクアグリセロポリンが

筋肉での耐凍機構において大きな役割を担っている可能性も考えられ

る。一方で、第4章で述べたとおり日甫乳類では骨格筋細胞の形質膜に沿

って AQP9、AQP3および AQP7が局在する(Maeda2012)とい う、アマ

ガエルとはかなり具なるパターンを示す白このように動物綱や生物種間

の差が存在する可能性も考慮しなくてはならない。以上のことから凍結

および解凍時の筋肉におけるグリセローノレの蓄積と細胞保護の仕組み

を解明するためには複数のアクアグリセロポリンの動態を総合的に観

察する必要があると言える。また、そのために今後、実際に細胞内のど

こにAQP-h9および他のアクアグリセロポリンが存在するのかを電子顕

微鏡を用いて詳細に観察して明らかにする必要がある。

一方、アマガエノレが凍結に曝される際に、 AQP-h9がグリセロール輸

送体としてだけでなく水チャネルとして機能している可能性も想定さ

れる。凍結中の細胞の脱水および解凍後の水の再分配は、耐凍戦略にお

いて細胞を凍結による損傷から保護する重要な現象のーっとされてい

る。序章で述べたとおり 、一般的に耐凍機構を備えた種では凍結時に体

内の水分のおよそ 65%までを細胞外に排出し、凍結させることが可能で

ある(Storey2004)。この脱水の調節に AQPが関与している可能性は高い
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と考えられる。事実、酵母では AQPlおよび AQP2による水分透過が同

種の耐凍性維持に重要な役割を担っていることが示されている(Tanghe

et al. 2002)。特に外気と接する表皮、眼球、呼吸器系の組織では、他の

組織と比較してより迅速な細胞からの水分排出と耐凍物質の蓄積が必

要になると考えられるため、 AQPの機能が特に重要である可能性が考

えられる。

また、凍結により血中のグルコースレベルの顕著な上昇が明らかにな

ったことから、クツレコースの合成や輸送に関わる研究も必要であろう。

ク、、ルコースの輸送には糖輸送体が関与している可能性が高い。ニホンア

マガエルの凍結而十性の調節機構の全容を解明するためには、アクアグリ

セロポリン、糖輸送体、ならびにグリセローノレおよびグノレコースの生成

に関わる酵素について、生体内での発現部位と局在、および冬眠や凍

結 ・解凍による変化を解析し、さらに調節に関わるホルモンや浸透圧感

受性因子を明らかにすることも重要である。
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