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研究成果の概要（和文）： 
 細胞膜には，アクアポリン(AQP)と呼ばれる水を通す穴がある。カエル類は，樹上棲，陸上
棲，半水棲，水棲と異なる水環境に適応し，AQP 分子も多様性を示す。下腹部皮膚，膀胱，腎
臓に抗利尿ホルモン依存性 AQP が存在するが，系統学的な由来を異にしている。水棲ツメガエ
ルの下腹部皮膚では AQP mRNA は，発現しているが，タンパク質に翻訳できない仕組みがあるこ
とを発見した。これにより，ツメガエルの水中生活への適応が保障されている。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Aquaporins (AQPs) are water channel proteins important for the transcellular water transport. 
Anuran AQP family consists of at least AQP0-AQP5, AQP7- AQP10, and two anuran-specific types, 
designated as AQPa1 and AQPa2. In Hyla japonica, AQP2 (AQP-h2K) and two forms of AQPa2 
(AQP-h2 and AQP-h3) reside in the tight epithelial cells of three major osmoregulatory organs, i.e. 
AQP-h2K in the kidney, AQP-h2 in the urinary bladder, and both AQP-h2 and AQP-h3 in the ventral 
pelvic skin. They show translocation from the cytoplasmic pool to the apical plasma membrane in 
response to arginine vasotocin (AVT), thereby regulating water transport across the apical membrane. 
Tissue distribution of AQPa2 in five anuran species, from aquatic to arboreal habitats, suggests that 
AQP-h2 is a urinary bladder-type AQP, while AQP-h3 is a ventral pelvic skin-type AQP. Further, 
AQP-h2K seems to be specific to the kidney. The bladder-type AQP is further expressed in the pelvic 
skin of terrestrial and arboreal species, together with the pelvic skin-type AQP. In contrast, the pelvic 
skin-type AQP (AQP-x3) of the aquatic Xenopus has lost the ability of efficient protein production. The 
extra C terminal tail in AQP-x3 consisting of 33 nucleotides within the coding region appears to 
participate in the post-transcriptional regulation of AQP-x3 gene expression by attenuating protein 
expression. The positive transcriptional regulation of bladder-type AQP in the pelvic skin and negative 
post-transcriptional regulation of pelvic skin-type AQP provide flexibility in the water regulation 
mechanisms, which might have contributed to the evolutionary adaptation of anurans to a wide variety 
of water environments. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体の約３分の１は水で，生命を維持する
ために水は必須である。動物では,(1)水を外
界から取り入れ，(2) 体内で水を利用し， 
(3) また水を適切に排出することで，生体の
水恒常性を維持している。高等動物では主と
して腎臓がこの役割を担っている。無尾両生
類（カエル類）は，成体では口から水を飲ま
ず，下腹部の皮膚を通して水を吸収し，また
膀胱で水を貯蔵し，再吸収することで，体内
の水バランスを維持しているユニークな動
物である。近年，哺乳類腎臓の尿細管細胞な
ど水分子の出入りが顕著な細胞の細胞膜に
は，水分子を選択的に透過させるアクアポリ
ン(aquaporin: AQP) と呼ばれる水チャネル
が存在し，抗利尿ホルモン(ADH；両生類では
神経葉ホルモンのアルギニンバソトシン， 
AVT)などの因子でその機能が巧妙に調節さ
れていることが知られてきた。AQPは広く細
菌から動物や植物にいたる生物種に広く存
在し，その役割も水透過性だけでなく多様な
機能を持つことが知られつつある。無尾両生
類は水と離れて生活することができないが，
樹上型，陸上型，半水棲型，水棲型の４つの
異なる水適応戦略を発展させ，多様な生活様
式を獲得してきた。両生類の皮膚は，常に水
分を多量に含み湿っているが，これは，カエ
ルの皮膚腺（小顆粒腺・粘液腺）に特異的に
発現するAQPが関与していると考えられる。 
Bentley (Enodocrines and 
Osmoregulation,1971)は，下腹部皮膚におけ
るADHに対する反応性はカエル種の生息地と
密接に関係していることを報告している。
我々は，予備実験で調べた限りすべての種の
カエル下腹部皮膚にアマガエルAQP-h3に相
同な遺伝子が発現し，膀胱にはアマガエル
AQP-h2抗体に特異的に反応するAQP分子の存
在を確認している。下腹部皮膚に発現してい
るAQPは，言わば下腹部皮膚型AQPで，膀胱に
発現しているAQP-h2様のものは，膀胱型AQP
といえる。興味あることに，水分の乏しいと
ころに生息している樹上棲や陸上棲のカエ
ルでは，下腹部皮膚に下腹部皮膚型と膀胱型
の２種類のAQPが発現し，協力して水を積極
的に取り入れていることを発見した。一方，
水棲型のツメガエルでは，ADHに対してほと
んど応答がなく，水吸収も促進されないが，
下腹部皮膚型AQP(AQP-x3)が発現している
（未発表）。このような違いの原因をAQP分
子の特性と多様性に帰すためには，クローニ

ングした個々のAQPの水透過能やmRNA発現量
やタンパク質発現量を比較検討する必要が
ある。さらに，両生類の上位調節システムで
働くAVTやその中間ペプチドであるハイドリ
ンの合成やそれらのレセプターを探る必要
がある。 
 カエル皮膚は体液の浸透圧調節機構は，
生物の進化過程で獲得した特異的なシステ
ムであり，古くから水吸収のモデルとして
研究されてきたが，分子細胞機構の解明ま
でには至っていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では，(1)各種無尾両生類の下腹部皮
膚から AQP の cDNA をクローニングすること
で，AQP 分子の多様性と共通性を解明する。 
(2)個々の AQP に固有の水透過能，下腹部皮
膚での mRNA 発現量および AQP タンパク質発
現量を比較することで，各 AQP の特性と発現
量を明らかにする。さらに，(3)これらの AQP
発現を調節する AVT や受容体の発現を同定
し，(4)AVT の合成系を免疫電顕法で解析す
ることで，ハイドリンの合成・分泌のタイミ
ングを解明し，同時に(5)AVT とハイドリン
に対するカエル下腹部皮膚での水吸収量と
AQP の細胞内の動態を比較し，ハイドリンの
働きを示す。また，(6) ADH 依存性 AQP を含
む小胞の膜輸送の分子機構を解析すること
で，これらの組織での水吸収機構を明らかに
する。特に，極限環境に生息している砂漠カ
エルや寒耐性カエルの AQP の局在を示す。ま
た，(7)なぜ下腹部皮膚という特定の領域で
のみ水吸収が行われるのかという課題を解
明する。さらに，(8)下垂体に発現している
AQP-h3BL の生理的な意味を探る。これらの
知見を統合することで，両生類の水適応戦略
における AQP の多様性とその発現を支配す
る内分泌系の分子細胞基盤を確立し，生物の
水適応のモデルを構築する。 
 
３．研究の方法 
(1) 異なる水環境に生息しているカエルの
浸透圧調節器官（下腹部皮膚，膀胱，腎臓）
の組織から AQP cDNA クローニングを行う。 
(2) クローニングしたAQPのcRNAを Xenopus
卵に注入し，水透過能を測定する。 
(3) AQP cDNA から予想されるアミノ酸配列か
ら抗原決定部位を予測し，抗原ペプチドを合
成し，これをウサギあるいはモルモットに免
疫し，抗体を作成する。 



(4) 免疫染色を行い，AQP タンパク質の局在
やウエスタンブロット法によりタンパク質
の同定，抗体の特異性を調べる。 
(5) 実験マニュプレーションや in vitro 実
験を行い，その後 AQP の動態を免疫細胞化学
的に調べる。 
(6) 遺伝子変異体や組換え体を作成し，
Xenupus 卵に発現させ，機能解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 腎臓特異的な AQPのクローニングと機能
解析 

図 1. アマガエル腎臓に発現する AQP-h2K タ
ンパク質の構造 
 
アマガエルの腎臓から哺乳類 AQP2に相同な
AQP の cDNA をクローニングした。本 AQP は
280 ア ミ ノ 酸 残 基 か ら 成 り ， ２ 個 の
Asn-Pro-Ala (NPA)モィチーフ，水銀感受性
システィン，Asn-120 と Asn-128 に N 型糖鎖
結合部位，さらに Ser-262 に protein kinase 
Aの作用部位が認められ,AQP-h2Kと命名され
た。AQP-h2K タンパク質は，集合管の主細胞
のアピカル膜あるいは細胞質に局在してい
るが，バソトシン(AVT)刺激で細胞質プルー
ルからアピカル膜へ移行する。このように
AQP-h2K は，AVT 依存性水吸収に関与してい
る。 
 
(2) 無尾両生類の主要な浸透圧調節器官に
発現する AVT 依存性 AQP 
 AVT は，視床下部視束前核の細胞体，大細
胞性神経分泌細胞で合成され，脱水時に神経
葉に貯蔵されていた AVT が分泌される。分泌
された AVT は，下腹部皮膚，膀胱，および腎
臓から水の再吸収を促進し，生体の水バラン
スを維持している。また，AQP は，これらの

器官において AVT依存的に水輸送を調節して
いる。腎臓には，AQP2，膀胱には，h2-like 
AQPa2，さらに下腹部皮膚には，h3-like AQPa2
が発現し，水透過性上皮組織の主細胞内でそ
れらが局在する細胞内小胞からアピカル膜
へ動員されることで，水吸収を促進する。 
図 2. アマガエルの浸透圧調節器官に発現す
る AVT 依存性 AQP 
 
(3) 水透過性上皮組織の側底部細胞膜に発
現する AQP 
 アマガエルから新規のAQP (AQP-h3BL)をク
ローニングした。この AQP タンパク質は水透
過性上皮細胞の側底部細胞膜に発現する。下
腹部皮膚などで AVT 依存的に働く AQP-h2 や
AQP-h3 により細胞に水が入ると，側底部膜に
構成的に発現している AQP-h3BL を介して細
胞外へ水が排出されると考えられる。 
 
(4) AQP の系統学的な知見 
  無尾両生類と哺乳類からクローニングさ
れた AQP の系統図を Clustal W により作成し
たところ，AQP-h2K は，哺乳類 AQP2 と高い相
同性をもち，下腹部皮膚や膀胱に発現してい
る AQP-h2 や AQP-h3 (type a2: AQPa2)とは異
なったクラスターを作ることを発見した。 

 
図 3. 両生類 AQP 分子の系統図 
 
(5) 下腹部皮膚の水透過性におけるホルモ
ンと神経の支配 
 無尾両生類では AVTのプロセシング過程で
生じる中間体ペプチドであるハイドリン 
(Hydrin) も分泌され，生物活性を持つこと
が知られている。無尾両生類の下腹部皮膚か
らの水吸収は，hydrin やβ受容体を介した神
経系からの調節を受けることが考えられて
いた。そこで，アマガエル下腹部皮膚をモデ
ルとして，下腹部皮膚の水透過量および下腹
部皮膚に発現する AQPの局在を指標としてカ
エル下腹部皮膚における水吸収調節機構の
解明を試みた。その結果，アマガエル下腹部
皮膚には AVT 受容体とβ受容体の異なる 2 種
類の受容体を介して AQPのトランスロケーシ



ョンを調節し，水吸収を調節することを明に
した。 
 
(6) 下垂体に発現する AQP 
 アマガエル下垂体前葉の性腺刺激ホルモ
ン細胞に哺乳類 AQP3 に相同な AQP-h3BL タン
パク質が発現し，分泌顆粒に共在すること見
いだした。分泌顆粒形成過程や開口放出時に 
分泌顆粒が水を吸収することと関連するこ
とが示唆された。 
 
(7) 砂漠カエルの下腹部皮膚に発現する AQP 
 砂漠に生息しているアカボシヒキガエル
(Bufo punctatus)とコロラドリバーヒキガエ
ル(Bufo alvarius)の２種類の下腹部皮膚に
発現する AQPの免疫組織学的な観察をした結
果，より乾燥した環境に生息しているアカボ
シヒキガエルでは常に２種類の AQP, 
AQP-h2-like および AQP-h3-like タンパク質
が主細胞のアピカル膜に局在し，常に水を吸
収する体制を作っていることが明らかにな
った。 
 
(8)水棲ツメガエル下腹部皮膚型 AQP の非発
現 
 水棲種を除く多くの無尾両生類は，下腹部
皮膚から水を吸収し，膀胱に貯蔵した尿から
水を再吸収することで，生体の水バランスを
維持している。生息域の異なる無尾類のアク
アポリン(AQP)を解析・比較した結果，無尾
類には基本的に，下腹部皮膚と膀胱にそれぞ
れ固有の抗利尿ホルモン依存性 AQP(下腹部
皮膚型と膀胱型)が発現していることが判明
した。さらに，これらの AQP の発現様式の変
化が，無尾類の多様な水環境への適応能と深
く関連していることが示唆された。陸棲や樹
上棲のカエルでは，生理学的な研究から，抗
利尿ホルモンに応答して下腹部皮膚から効
率よく水を吸収することが知られていたが，
これらの種では，膀胱型 AQP が下腹部皮膚型
AQP と共に下腹部皮膚に発現していた。対照
的に，水棲のツメガエルでは，下腹部皮膚は
抗利尿ホルモンに応答せず，水透過性も極め
て低いことが知られていたが，この種では，
下腹部皮膚型 AQP (AQP-x3) mRNA からの翻訳
が認められなかった。AQP-x3 のアミノ酸配列
を他種と比較すると，C末端側に Cys273 を基
点として 11 アミノ酸残基長い配列 (CT 
tail) が認められた。この Cys を Ser や終始
コドンに変えた変異体 (C273S または
C273Stop) をツメガエル卵発現系で調べる
と，野生型 AQP-x3 の cRNA ではタンパク質発
現は見られないが，C273S および C273Stop の
cRNA ではタンパク質発現が見られ，これらの
AQP タンパク質により水透過能が亢進した。
また，アマガエルの腎臓型AQPであるAQP-h2K
では、cRNA からタンパク質が発現するが，

AQP-h2K に CT tail を付加したキメラ分子の
cRNA では，タンパク質が発現しなかった。こ
れらの結果から，ツメガエルでは，AQP-x3 の
CT tail をコードする 33個のヌクレオチドに，
タンパク質発現を抑制する機能があり，これ
により下腹部皮膚からの過剰な水透過が抑
制され，ツメガエルの水中生活への適応が保
証されていると考えられる。これらの結果よ
り，1790 年代の R. Townson 博士の発見以来
蓄積されてきた無尾類の水吸収特性や生息
域に応じた相違に関する研究成果が，分子レ
ベルで理解できるようになった。 
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