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第1章 序論 

 

海産無脊椎動物は浅海から深海まで多様な海洋環境に分布し、種ごとに特異的な環境に

適応するための機能を進化の過程で獲得してきた。例えば、汽水域に棲む種は塩分濃度の

変化に適応する機能を、熱水噴出域に棲む種は硫化水素の毒性に対する適応機能を進化さ

せている。これらの環境適応機能と、その進化の歴史を知ることは、海洋の生態系とその

多様性、さらにそれぞれを取り巻く環境を保全するための基礎的な知見として役立つと考

えられる。また、生物が独自に発達させてきた環境適応機能を理解することにより、新た

な遺伝子資源を発見できる可能性があるうえ、水産業においては、環境適応性に優れた形

質を持つ種苗を安定的に生産する技術の開発に貢献できると考えられる。 

近年の研究により、代表的な海産無脊椎動物である軟体動物の環境適応機構において、

タウリン輸送体（TAUT）と呼ばれる膜蛋白質が重要な役割を果たすことが明らかとなって

きた（Hosoi et al. 2005, 2007, Inoue et al. 2008）。TAUTの機能は脊椎動物で研究が進んでおり、

タウリンやヒポタウリンなどの遊離アミノ酸を細胞内へ輸送してオスモライトとして用い

ることにより、細胞の浸透圧調節を行うことが知られている（Uchida et al. 1992, Takeuchi et al. 

2000, Takeuchi et al. 2001）。軟体動物においておいても TAUT は同様な働きを持ち、マガキ

やムラサキイガイにおいては塩分濃度の変化の激しい環境への適応に寄与していることが

示唆されている（Toyohara et al. 2005, Hosoi et al. 2005, 2007）。さらに、TAUT は深海の熱水

噴出域や冷湧水域に棲息する二枚貝類にも存在することがわかっている（Inoue et al. 2008, 

Koito et al. 2010a,b）。これら二枚貝類に存在する TAUTは、環境中に存在する有害な硫化物

に結合して無毒化するヒポタウリンを細胞内に取り込む役割を担っていることが示唆され

ている（Pruski and Fiala-Medioni. 2003, Yancey. 2005）。 

TAUT は、膜輸送体蛋白質ファミリーの一種である SLC6（Solute Carrier 6）ファミリーに

属する輸送体である（Höglund et al. 2005, Kristensen et al. 2011）。SLC6 ファミリーの輸送体

は、ヒトにおいて 20種類存在していることがわかっており、輸送する基質によって、アミ

ノ酸輸送体グループ I、アミノ酸輸送体グループ II（Orphan 輸送体）、モノアミン輸送体グ

ループ II、GABA 輸送体グループと呼ばれる 4 つのグループに分けられる（Bröer 2006）。

TAUT は、GABA 輸送体グループ（GAT グループ）に属する。GAT グループには、TAUT

の他に 4種類の GABA 輸送体（GAT-1, -2, -3,- 4）とクレアチン輸送体（CT1）が存在するこ

とがヒトを含む哺乳類において確認されている（Kristensen et al. 2011）。なお、GAT-4はBGT-1 

（Betain/GABA transporter1）とも呼ばれている。GAT-1～4 の輸送体は、主として抑制性の

神経伝達物質として働くγ-アミノ酪酸（GABA）を、CT1 はエネルギー代謝に関わるクレ

アチンをそれぞれ細胞内へ取り込み、それぞれの基質の量を制御して生体内の生理的恒常

性維持を司っている（Snow and Murphy 2001, Coni et al. 2004）。以上のように、GATグルー

プは、哺乳類の体内の恒常性維持のために重要な役割を果たす輸送体グループである。 
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一方、哺乳類以外の動物群においては、GAT グループに関する情報は極めて乏しく、こ

れまで海産無脊椎動物において、TAUT、数種の昆虫やCaenorhabditis. elegansにおいてGAT-1

の存在が報告されているのみである。また、哺乳類以外の情報が乏しいため、GAT グルー

プが進化の過程において、どのようにその数と輸送基質を増やしてきたかは明らかになっ

ていない。本研究では、まず海産無脊椎動物の GAT グループの機能やその進化の過程を調

べる手がかりとして、TAUT 遺伝子の存在が確認されているシチヨウシンカイヒバリガイと

ナンキョクオキアミから GAT-1遺伝子（cDNA）の単離を試みた。次に、単離された cDNA

の配列情報を用いて、DNA データーベースの探索を行い、得られた配列の分子系統解析を

行った。さらに、ゲノムデーターベースが存在する動物種間で比較ゲノム解析を行った。

以上の結果をともに、GAT グループの進化過程の考察を試みた。 
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第2章 シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミからの 

GAT-1cDNA の単離 

 

2-1. 背景と目的 

これまで無脊椎動物では、GATグループの輸送体として TAUT と GAT-1の 2種類の輸送

体の存在が報告されている。TAUT は前述の通り海産の軟体動物で報告されており、一方、

GAT-1 は、キイロショウジョウバエ、タバコスズメガ、イラクサギンウワバなどの数種の昆

虫や C. elegansで報告されている（Mbungu et al. 1995, Neckmeyer and Cooper 1998, Gao et al. 

1999, Jiang et al. 2005）。これらはすべて前口動物である。後口動物である哺乳類も GAT-1と

TAUT を持っていることら、前口動物と後口動物が分岐する前の共通祖先で少なくともこれ

ら 2 つの輸送体が遺伝子重複により形成されたことが示唆される。しかし、全ゲノム配列

がわかっているキイロショウジョウバエからは TAUT の遺伝子はみつかっておらず

（Thimagan et al. 2006）、軟体動物からは GAT-1は見つかっていない。すなわち、前口動物

の系統においてこれまで同じ生物種から両方の輸送体がみつかった例がないため、実際に

これらの輸送体が 2 種の輸送体に分岐していることは直接証明されていない。そのため、

前口動物には TAUT と GAT-1 の共通祖先であるひとつの輸送体しか存在せず、昆虫や軟体

動物でそれぞれ別の名がつけられている可能性も考えられる。そこで、本章では、既に TAUT

の遺伝子が単離されている海産無脊椎動物種から GAT-1 遺伝子の単離を行い、両方の輸送

体が同種に存在することを確認することにより、これらの輸送体が形成されたのが前口動

物と後口動物の分岐以前であったことを証明することを目的とした。 

 

2-2. 試料と方法 

2-2-1. 生物試料 

既に TAUT の遺伝子が単離されている軟体動物のシチヨウシンカイヒバリガイ

（Bathymodioulus septemdierum）（Inoue et al. 2008）と節足動物のナンキョクオキアミ

（Euphausia superba）（未発表）を用いた。シチヨウシンカイヒバリガイ（図 2-2）は伊豆・

小笠原諸島海域の明神海丘、水曜海山、木曜海山の水深 1200－1400m の熱水噴出域に棲息

するイガイ科の二枚貝である（藤倉ほか、2008）。本研究では、『なつしま』研究航海 NT05-06

において、独立行政法人海洋研究開発機構（JAMSTEC）の無人潜水艇「ハイパードルフィ

ン」により、伊豆小笠原海域の水深約 1300mにある明神海丘（32°06′N 139°53′E）の熱水噴

出域から採集された試料を用いた（図 2-1）。試料は、採取後、船上ですぐに解剖ののち、

−80°C で冷凍保存されていた。ナンキョクオキアミは、オーストラリア南極局（Australian 

Antarctic Division,Kingston, Tasmania）で飼育されている個体を、Dr. So Kawaguchiに提供し

て頂いた。 
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図 2-1. 本研究で用いた生物試料の採集地である伊豆小笠原海

域・明神海丘の位置 

地図は UNAVCO Map Too（http://jules.unavco.org/Voyager 

/Earth?n=32.100&e=139.850&dn=4.5&de=6&gmt=2&geo=4&opt=256

&lbl=64&pre=si_gvp）から取得 

図 2-2. 試料として用いたシチヨウシンカイヒバリガイ（Bathymodioulus septemdierum） 
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2-2-2. RNA抽出と cDNAの合成 

冷凍保存されていたシチヨウシンカイヒバリガイの鰓とナンキョクオキアミの眼（柄を

含む）から、ISOGEN (Nippon Gene, Toyama, Japan)を用いて、全RNAを抽出した。その後、

それぞれ2μgの全RNAから、SMART cDNA Library Construction Kit (Clontech, Palo Alto, CA)

に付属するSMART-Scribe Reverse Transcriptaseを用いて逆転写反応を行い、一本鎖cDNAを合

成した。そして、合成した一本鎖cDNAを鋳型として、キット添付のプロトコールに従って

LD-PCR法により二本鎖のcDNAを増幅し、これをPCR反応の際のテンプレートcDNAとした。 

 

2-2-3. プライマーの設計 

GAT-1の部分配列の単離のために、4種類の無脊椎動物（キイロショウジョウバエ、タバ

コスズメガ、セイヨウミツバチ、C. elegans）と4種類の脊椎動物（ヒト、ウシ、マウス、ア

フリカツメガエル）のGAT-1をアライメントして、塩基配列の保存性の高い領域から、それ

ぞれ3種類のフォワードおよびリバースのdegenerateプライマーを作成した。 

 

2-2-4. シチヨウシンカイヒバリガイのGAT-1cDNAの増幅 

以下に記述するすべての PCRには、とくに記述がない限り、ExTaq（Takara Bio, Otsu, Japan）

DNA ポリメラーゼを用い、添付のプロトコールに従って反応液を調整した。はじめに、シ

チヨウシンカイヒバリガイの鰓から得られた二本鎖 cDNAを鋳型として、設計した

degenerateプライマーのうち GAT-1-F-3（TGGACNGGNAARGTNGTNTA）と GAT-1-R-2

（CCYTCNAYNGTRCARAAYTG）を用いて、Touchdown-PCR法（TD-PCR）により、シチ

ヨウシンカイヒバリガイの GAT-1の部分配列の増幅を行った。反応条件は、最初に 98℃で

1 分変性させた後、10 秒の熱変性（98℃）・30秒のアニーリング（56.5℃から 46.5℃まで 1

サイクル毎に 0.5℃ずつ温度を下げた）・60秒の伸張反応（72℃）のセットを 20サイクル、

続いて同セットのアニーリングの温度条件を 46.5℃に固定して、25サイクルの PCR 反応を

行った。最後の伸張は 72℃で 7分間行った。そして、得られた PCR 産物は、2-2-6に記載

の手順でサブクローニングを行い、配列決定した。 

得られた配列の上流および下流の配列は、5’-および 3’-RACE（Rapid Amplification of cDNA 

Ends）によりそれぞれ単離した。5’-RACE においては、特異的な増幅産物を増やすために、

まず、特異的リバースプライマーBs-GSP-R3（CAAACCCAGCAAAGATACTGGTACAAC）

のみを含み、アダプタープライマーを含まない反応液で PCRを行った。PCR の条件は、最

初に 98℃で 1分変性させた後、98℃で 10秒の熱変性・60℃で 30秒のアニーリング・72℃

で 2分 30秒の伸張反応を 35サイクル繰り返し、最後の伸張を 72℃、7分で行った。そし

て、その増幅産物を鋳型にして、合成された cDNAの 5’末端に付加された配列に特異的な

5’PCR プライマー（Library Construction Kitに付属）を改変して設計された 5’-PCR-innerと

Bs-GSP-R1 (TTCCTTCAGCTGCTCCAGGTAATGTAAC)を用いて TD-PCRを行った。TD-PCR
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は、最初に 98℃で 1分変性させた後、98℃で 10秒の熱変性・72.2℃で 30秒のアニーリン

グ・72℃で 60秒の伸張反応のセットを 20サイクル繰り返し、続いて同セットのアニーリ

ングの温度条件を 69.2℃に固定して 25サイクル、最後に 72℃で 7 分の伸張反応を行った。

その後、同様にサブクローニングと配列決定を行った。 

下流配列は、degenerate プライマーによる PCRで得られた部分配列から設計した特異的な

フォワードプライマーと、合成された cDNA の 3’末端に付加された配列に特異的な CDSIII

プライマー（Library Construction キットに付属）を改変して設計された CDSIII-adapt

（ATTCTAGAGGCCGAGGCGGCCGACAT）リバースプライマーの組み合わせを用いて、

RACE により増幅した。その際、5’-RACE と同様に、はじめに特異的フォワードプライマ

ーBs-GSP-F1（TTCACAGGTTTGGATTGATGCTGCAACT）のみを含み、CDSIII-adaptを含

まない反応液を調整して、PCRを行った。反応条件は、98℃で 1分変性させた後、98℃で

10 秒の熱変性・65℃で 30秒のアニーリング・72℃で 2分 30秒の伸張反応を 35サイクル繰

り返し、最後の伸張を 72℃で 7分間行った。その後、その PCR産物を鋳型にしてCDSIII-adapt 

と Bs-GSP-F2（TTATGGCCCATGAACAAAACCAACCTG）を用いて TD-PCR を行った。反

応条件は、最初に 98℃で 1分変性させた後、10秒の熱変性（98℃）・30秒のアニーリング

（77℃から 71℃まで 1サイクル毎に 0.3℃ずつ温度を下げた）・2分 30秒の伸張反応（72℃）

を 20サイクル、続けて、アニーリングの温度条件のみを 71℃に固定して 25サイクルの PCR

反応を行った。最後の伸長は 72℃で 7分間行った。得られた増幅産物は同様にサブクロー

ニングと配列決定を行った。 

上流と下流の配列を決定後、それぞれの末端に特異的なプライマーを設計し、TD-PCRに

より全長配列の増幅を行った。TD-PCRには、BS-GSP-F6

（ATGCAGATAGAGAAATATGAACTCGAAC）と Bs-GSP-R5

（GGCTTTTTAATTACCTCATACAGAAGATA）プライマーの組み合わせを用いた。この反応

においては、配列を正確に増幅するために、正確性の高い KOD−plus-NEO（TOYOBO, Tokyo, 

Japan ）を使用した。さらに、できるだけ PCR の過程を減らして PCRによるエラーを最小

限に抑えるために、鋳型には LD-PCR法により増幅された二本鎖 cDNAではなく、一本鎖

cDNA を用いた。この時の TD-PCR の条件は、最初に 98℃で 1分変性させた後、熱変性を

98℃で 10秒、アニーリングを 63℃から 1サイクル毎に 0.4℃ずつ温度を下げて、最終的に

57℃まで下げて 30秒、伸張反応を 72℃で 2分 30秒として、この一連の反応を 20サイクル

繰り返した後、アニーリングの温度条件を 57℃にして 25サイクル行い、最後の伸張を 72℃、

7 分行った。その後、同様にサブクローニングと配列決定を行った。 

 

2-2-5. ナンキョクオキアミのGAT-1cDNAの増幅 

ナンキョクオキアミからの GAT-1cDNAの単離は、シチヨウシンカイヒバリガイの場合と

基本的に同様の方法で行った。Degenerate PCR は、ナンキョクオキアミの眼から得られた二
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本鎖 cDNA を鋳型として、GAT-1-F-2（AARAAYGGNGGNGGNGCNTT）と GAT-1-R-3

（TGGACNGGNAARGTNGTNTA）を用いて TD-PCR を行った。その際、アニーリングの温

度は、65℃から 1サイクル毎に 0.5℃ずつ温度を下げて 25サイクル行とし、その後の PCR

は、アニーリングの温度を 55℃に固定して行った。 

5’-および3’-RACEについても、シチヨウシンカイヒバリガイと同様に、特異的プライマ

ーのみを用いる反応により、目的配列をあらかじめ増やしてから、RACEを行った。5’-RACE

は、Es-GSP-R3（AAAGAGCGCCCAACACAACACAATGAT）を用いてアニーリング温度を

68℃とした。その増幅産物を鋳型にしての、5’-PCR-innerとEs-GSP-R1

（AGGAACATGGGCACCCCACAGCATAAC）によるTD-PCRは、アニーリング温度を73℃

73℃から1サイクル毎に0.3℃ずつ温度を下げ、最終的に67℃まで20サイクルとし、その後の

反応は、アニーリングの温度条件を67℃に固定して25サイクルの増幅を行った。 

3’-RACE は、Es-GSP-F1（CAAGGTATGGATGGAGGCTGTCTCACA）を用いてアニーリン

グ温度を 64℃で片側鎖の増幅を行い、次に、その PCR 増幅産物を鋳型にして、Es-GSP-F4

（GGTCTCACCTGTGTTACCAAGGGTGG）と CDSIII-adaptの組み合わせによる TD-PCR を

79℃から 77℃まで 1サイクル毎に 0.1℃ずつ温度を下げて 30秒のアニーリングで 20サイク

ル行い、その後、アニーリング温度を 77℃に固定して 25サイクルの増幅を行った。 

上流・下流の配列を決定後、それぞれの末端に特異的なプライマーES-GSP-F6

（GCACTTGGAGTGGGAAAGTCAGAGT）と Es-GSP-R8

（GAATGTTACTTTGATCCTTTTGTTGTGC）を設計し、KOD−plus-NEO（TOYOBO, Tokyo, 

Japan）を用いて PCR により全長配列の増幅を行った。鋳型としてナンキョクオキアミから

得られた一本鎖の cDNAを用いた。PCR反応は、最初に 98℃で 1分変性させた後、98℃で

10 秒の熱変性、63℃で 30秒のアニーリング、72℃で 3分の伸張反応を 35サイクル繰り返

し、最後の伸張を 72℃、7分で行った。その後、以下の手順でサブクローニングと配列決

定を行った。 

 

2-2-6. サブクローニングとインサートチェック 

上記で得られたPCR産物は、1％のアガロースゲルを用いた電気泳動により分離し、予想

される長さのバンドを切り出した。その後、Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

（Promega, Madison, WI , U.S.A.）を用いて、切り出したゲルからDNA断片を抽出・精製した。

精製したDNA断片は、TA-cloning法によりpGEM-T Easyベクター(Promega, Madison, WI, 

U.S.A.)に組み込んだ。そして， Competent high DH5α（TOYOBO, Tokyo, Japan）を用いて

形質転換を行った後，LB培地上で37℃で一晩培養した。培養後、SP6

（GTAAATCCACTGTGATATC）とT7（TAATACGACTCACTATAGGG）プライマーを用い

て、コロニーダイレクトPCRを行った。T7とSP6のプライマーによるナンキョクオキアミの

下流配列の増幅は、非特異的な増幅が起こったので、この配列のインサートチェックには
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Es-GSP-F4とCDSIII-adaptを用いた。コロニーダイレクトPCRの条件は、最初に95℃で4分変

性させた後、95℃で30秒の熱変性、55℃で30秒のアニーリング、72℃でベクターに挿入さ

れた配列の長さにより時間を設定して伸張反応を25サイクル繰り返し、最後の伸張は72℃

で7分行った。PCR反応後、得られたPCR産物のうち3μlを1％のアガロースを用いて電気泳

動し、増幅とPCR産物のサイズを確認した。その後、ExoSAP-IT Kit（USB Corporation, 

Cleveland, Ohio, USA）を用いて、シーケンシングを行うコロニーダイレクトPCR産物から余

剰のdNTPおよびプライマーを除去した。 

 

2-2-7. プラスミド抽出 

シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミのGAT-1cDNA全長配列の決定には、

形質転換体からFastGene Plasmid Mini Kit（Nippon Genetics Co.,Ltd., Tokyo, Japan）を用いて、

プラスミドDNAを抽出し、鋳型として用いた。 

 

2-2-8. シーケンシング 

Big Dye Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (A-Q)を用いて インサートチェックにより得

られたコロニーダイレクトPCRの精製増幅産物およびプラスミドDNAに対してサイクルシ

ーケンス反応を行った。0.8μlのPCRの精製増幅産物またはプラスミドDNAに、1×BigDye 

Sequencing Buffer 0.5μl、SDW 3.45μl、プライマー0.35μlを加え、最初に96℃で1分変性さ

せた後、96℃で10秒、50℃で5秒、60℃で4分のサイクルを25回繰り返し、最後に60℃で7分

のサイクルを1回行った。その後、精製を行い、ABI PRISM 3130X1 Genetic Analyzer（Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA）により塩基配列を決定した。得られた塩基配列は、ATSQ 

Ver.9とGenetyx Ver.9（Genetyx Corporation, Tokyo, Japan）を用いて解析を行った。 

 

2-2-9. 相同性検索とアミノ酸配列の構造推定 

シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミの全長配列を決定後、得られた配列を

Genetyx Ver.9によりアミノ酸に翻訳した。そして、それぞれのオープンリーディングフレー

ム（ORF）のアミノ酸配列を用いてDDBJ（DNA Databank of Japan）が提供しているBLAST

プログラム（http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j.html）内のtblastnにおいて相同性検索を行った。膜

貫通部位の推定は、SOSUIプログラム（Hirokawa et al. 1998, 

http://bp.nuap.nagoya-u.ac.jp/sosui/sosui_submit.html）を用いた。 

 

 

2-3. 結果 

2-3-1. cDNAクローニング、相同性解析、アミノ酸配列の構造解析 

 哺乳類、昆虫および C. elegansの GAT-1の配列間で最も保存性が高い領域をもとに合計 6
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種類の degenerate プライマーを設計した。脊椎動物では GAT-1 は神経細胞に存在すること

がわかっている（Borden 1996, 茂里・島本 2006）。そして GAT-1が存在する神経細胞は、エ

イでは網膜に存在することから（Andrea et al 2005）、ナンキョクオキアミの眼の組織から

cDNA ライブラリーを作成した。そして、設計したプライマーの中で GAT-1-F-2 および

GAT-1-R-3 の組み合わせにより、他の生物の GAT-1 と高い相同性を示す cDNA 断片を増幅

することができた。一方、シチヨウシンカイヒバリガイには、眼の組織は存在しない。し

かし、センチュウの筋肉組織に GAT-1 が存在することから、足の組織に GAT-1 が発現して

いると考え、足の組織の cDNA ライブラリーを作成した。また、二枚貝は、鰓から GABA

を取り込むことができることがわかっていることから（Wright and Secomb 1984）、鰓組織

cDNA ライブラリーから GAT-1の単離も試みた。その結果、GAT-1-F-3と GAT-1-R-2組み合

わせにより鰓組織から GAT-1様の配列を得ることができた。 

両種の部分配列を決定後、それぞれの部分配列に特異的なプライマーを設計して、上流

と下流の配列を 5’-と 3’-RACEにより単離を試みたが、特異的なプライマーを使用したにも

関わらず得られた PCR 産物は非特異的な増幅産物を含み、バンドが複数確認され、目的の

cDNA 断片を確認することができなかった。そこで、目的の cDNA断片を特異的に増幅させ

るため、5’-RACE 際は、まず特異的なリバースプライマーを用いて、3’-RACEの際には、

特異的なフォワードプライマーを用いて予備 PCR反応を行った。その後、予備の PCRの産

物を鋳型にして、別の特異的プライマーとアダプタープライマーによる 5’-と 3’-RACEを行

ったところ、増幅産物は単一のバンドとして確認でき、5’-と 3’-の末端領域の配列を得るこ

とができた。 

シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミからクローニングした全長 cDNA の

塩基配列は、それぞれ 611残基と 626残基の Open Reading Frame（ORF）を含んでいた（図

2-3）それぞれの ORFのアミノ酸配列を用いた DDBJの BLAST 検索では、両種の ORFのア

ミノ酸配列は、キイロショウジョウバエの GABA 輸送体と予想されているアミノ酸配列

（CG1732）とその他 3 種の昆虫（イラクサギンウワバ、タバコスズメガ、セイヨウミツバ

チ）の GABA 輸送体のアミノ酸配列、およびアフリカツメガエルの GAT-1と最も高い相同

性を示した（表 2-1, 2-2）。また、ヒトの GAT グループとの相同性において、両種のアミノ

酸配列は GAT-1との相同性が最も高く、それぞれ 58.2％、52.8%であった（表 2-3）。コード

されているタンパク質の膜貫通部位の解析では、12 個の膜貫通部位を持つことが推定され、

得られた両者の ORFが 12回膜貫通型の膜たんぱく質をコードしていることがわかった。ま

た、SOSUIプログラムの膜たんぱく質の 2次構造予測図によると、両者とも Cおよび N 末

端は同じ方向に突き出しており、3と 4番目の膜貫通部位の間には長いループが存在するこ

とがわかった（図 2-4, 2-5）。 
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表 2-1. シチヨウシンカイヒバリガイから得られたアミノ酸配列の BLAST 検索の結果 

Species Gene Identity(%) Score E-Value
キイロショウジョウバエ
(Drosophila melanogaster )

CG1732* 60 716 0.0

イラクサギンウワバ
(Trichoplusia ni )

GABA transporter 57 703 0.0

タバコスズメガ
(Manduca sexta )

GABA transporter 56 699 0.0

セイヨウミツバチ
(Apis mellifera )

GABA transporter-1B 56 674 0.0

アフリカツメガエル
(Xenopus tropicalis )

GAT-1 53 665 0.0
 

*GABA 輸送体として推定されている輸送体（Thimagan et al. 2006） 

 

表 2-2. ナンキョクオキアミから得られたアミノ酸配列の BLAST 検索の結果 

Species Gene Identity (%) Score E-Value
イラクサギンウワバ
(Trichoplusia ni )

GABA transporter 56 719 0.0

タバコスズメガ
(Manduca sexta )

GABA transporter 56 716 0.0

キイロショウジョウバエ
(Drosophila melanogaster )

CG1732* 58 709 0.0

セイヨウミツバチ
(Apis mellifera )

GABA transporter-1B 55 657 0.0

アフリカツメガエル
(Xenopus tropicalis )

GAT-1 50 620 e-175
 

*GABA 輸送体として推定されている輸送体（Thimagan et al. 2006） 
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図 2-3. シチヨウシンカイヒバリガイ GAT-1（BsGAT-1）、ナンキョクオキアミ GAT-1

（EsGAT-1）、ヒト GAT-1（HsGAT-1）の cDNA から推定されるアミノ酸配列の比較 

灰色で色付けした部分は膜貫通領域を示し、ローマ数字は何番目の膜貫通領域かを

示している。赤色のアスタリスクは GAT-1 の機能における重要性が報告されている

アミノ酸を表す。 
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表2-3. 2種の海産無脊椎動物のGAT-1とヒトGATグループに属する各輸送体との相同性（％） 

Species GAT-1 GAT-2 GAT-3 GAT-4 TAUT CT1

シチヨウシンカイヒバリガイ 58.2 53.1 53.2 53.4 53.6 51.6

ナンキョクオキアミ 52.8 52.1 51.2 51.8 50 46.9
 

 

 

 

図 2-4. SOSUI プログラムにより予測されたシチヨウシンカイヒバリガイ 

GAT-1 の 2次構造予測 

 

 

 

図 2-5. SOSUI プログラムにより予測されたナンキョクオキアミの GAT-1 の 2 次構造予測 
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2-4. 考察 

2-4-1. cDNAクローニング 

GAT グループの各輸送体間の配列は非常に類似しているにも関わらず（Borden et al.1996）、

設計した degenerateプライマー（GAT-1-F-3および GAT-1-R-2、GAT-1-F-2および GAT-1-R-3）

により、両種から GAT-1cDNA の部分配列を特異的に単離することができた。プライマーの

設計において、前口動物である昆虫類や C. elegansと、後口動物である脊椎動物の GAT-1

の間で保存性が高い領域を用いたため、今回設計に用いたプライマーは、まだ単離されて

いない様々な生物の GAT-1の部分配列の単離においても活用できると考えられる。 

次に、通常の方法により 5’-と 3’-RACEを行ったが、非特異的な反応物しか得られなかっ

た。その原因は、全ての cDNA の 5’および 3’末端領域に付加されたアダプター配列とアダ

プタイープライマー（5’-PCR-innerおよび CDSIII-adapt）の親和性が、GAT-1cDNA と特異的

プライマーの親和性より高いために、非特異的な増幅が優先的に進んでしまったと考えた。

そこで、5’-RACE の際は、まず特異的なリバースプライマーのみを用い、3’-RACEの際に

は、特異的なフォワードプライマーを用いて予備 PCR 反応を行うことを考えた。これによ

り、片側の配列のみであるが、目的の配列を特異的に増加させることができると考えた。

その後、目的の配列（片側のみ）が増幅されたそれぞれの PCR 産物を鋳型にして、末端領

域に付加されたプライマーと予備反応に用いたプライマーよりも内側に結合する特異的な

プライマーを用いてさらに PCR反応を行えば、目的の cDNA 断片が増幅される確率が増す

と考えた。実際にこの方法で 5’-および 3’-RACEを試みたところ、増幅産物は単一のバンド

として確認でき、それぞれの末端の配列を単離することできたため、RACE においてこの方

法は有効であると考えられる。 

 

2-4-2. 単離した cDNA がコードするアミノ酸配列の構造 

上記の手順により単離したシチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミの cDNA

がコードするアミノ酸配列は、SLC6 ファミリーに属する輸送体に共通する配列上の特徴を

持つことがわかった。SLC6 ファミリーの輸送体は、共通して 12回の膜貫通部位、3と 4番

目の膜貫通部位の間に長いループ、細胞外に突き出た N と C 末端を持つことが予測されて

いるが、（Kristensen et al. 2011）、SOSUIプログラムを用いた解析結果では、得られた配列の

構造はこれらの特徴と一致した。したがって、両種から得られた配列は SLC6 ファミリーの

輸送体であることは確実である。そして、それぞれの ORF のアミノ酸配列は、ヒト、マウ

ス、キイロショウジョウバエ、C. elegansなどの他の生物のGAT-1のアミノ酸配列の長さ（599

～636 残基）とほぼ同等であることに加え、BLAST 検索では、同じ前口動物である数種の

昆虫や C. elegansの GAT-1と最も高い相同性を示した。また、ヒトの GATグループの中で

は、GAT-1と最も相同性が高いことがわかった。ヒトの GAT-1の 1番目の膜貫通部位には、

Na＋の結合部位や GAT-1 の機能に関係するアミノ酸（Trp68、Arg69、Glu101）が存在する
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ことが予測されているが（茂里・島本 2006）、それぞれの配列においてもそれらのアミノ酸

残基が存在する相同な領域に同じアミノ酸が存在することが確認された（図 2-5）。 

以上により、シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミから得られた cDNA

は、GAT-1cDNA であると考えられ、前口動物にも GAT-1と TAUT の両方が存在することを

証明できた。このことは、両者の分岐が前口動物と後口動物の分岐以前に起こったことを

直接的に示している。 
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第3章 GAT グループの分子系統解析 

3-1. 背景と目的 

GAT グループの輸送体は哺乳類を中心とした脊椎動物では研究報告が豊富にあり、これ

まで、6 種類の輸送体（GAT-1～4、TAUT、CT1）が同定され、一方、無脊椎動物において

は GAT-1 と TAUT の 2 種類のみが同定されている。これらは生物の進化過程で同じ祖先分

子から重複により生じ、それぞれ独自の機能を獲得してきたと推察される。しかし、様々

な生物において同定された各輸送体の名称は主に機能の類似性から付けられてきたため、

各輸送体がどのような系統関係にあり、また、どの輸送体由来であるか明確になっていな

い。 

さらに、近年、脊椎動物において各輸送体の輸送特性の比較や、発現組織の違いについ

ての研究が進み始めているが、依然として種間で輸送体の名称が異なっているなどの混乱

が残っているのが現状である（Borden et al. 1996）。それぞれの輸送体の分子系統学的関係を

明らかにすることにより、各分子の機能分化を進化の観点から考察することができ、また、

各輸送体の名称に関しても正しい指針が得られることが期待される。しかし、これまでに

GAT グループの分子系統は脊椎動物以外の情報が不足していることもあって十分に解析さ

れていない。 

前章では、これまで GAT グループの情報が少なかった前口動物のシチヨウシンカイヒバ

リガイとナンキョクオキアミから GAT-1cDNA を単離することに成功した。本章では、得ら

れたシチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミの GAT-1 の配列情報をもとに既存

の DNA 配列データーベースを検索し、検出された様々な生物の GAT グループのメンバー

のアミノ酸配列を用いて分子系統解析を行うことにより、それぞれの輸送体の分子系統学

的な位置づけを明らかにした。 

 

3-2. 試料と方法 

3-2-1. 分子系統解析 

第2章で得られたシチヨウシンカヒバリガイとナンキョクオキアミのGAT-1およびTAUT

や、ヒトのGATグループの各輸送体と相同性の高い配列を、Ensembl

（http://asia.ensembl.org/index.html）およびNCBI（http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）上で

BLAST（tblastn）により検索した。得られた各生物種のGATグループの輸送体様のアミノ酸

配列、シチヨウシンカイヒバリガイ、ナンキョクオキアミのGAT-1およびTAUT、ヒトのGAT

グループの各輸送体をMAFFT version 6 （Katoh et al. 2009 , 

http://mafft.cbrc.jp/alignment/server/）を用いてアライメント、trimAl v1.2（Capella-Gutiérrez et 

al. 2009, http://trimal.cgenomics.org/）によりアライメントが困難な領域を自動的に削除した。

そして、RAxMLプログラム （Stamatakis 2006, Stamatakis et al. 2008）によりブートストラッ

プ解析を1000回行い、最尤法により系統樹を構築した。 
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3-3. 結果 

3-3-1. 分子系統解析 

データーベースの BLAST検索により、シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキア

ミの TAUT および GAT-1、ヒトの GATグループと高い相同性を示すアミノ酸配列を後口動

物であるウニ、ホヤや原始的な脊椎動物であるヤツメウナギなどから得ることができた。

それらの配列と、これまで同定されている、代表的な脊椎動物（ヒト、マウス、ニワトリ、

グリーンアノール、アフリカツメガエル、メダカ、イトヨ）の GAT グループ、軟体動物の

TAUT や数種の昆虫、C. elegans、そして本研究で得られたシチヨウシンカイヒバリガイと

ナンキョクオキアミの GAT-1のアミノ酸配列を用いて、分子系統解析を行った。その結果、

GAT-1 は独立したクレードを形成し、その中にシチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオ

キアミの GAT-1 も含まれていた（図 3-1）。一方、GAT-2～4 の輸送体と、CT1 や TAUT は

GAT-1 のクレードとは独立のひとつのクレードを形成した。その中で、二枚貝類の TAUT

は、哺乳類の TAUTではなく、脊椎動物の CT1とサブクレードを形成し、脊椎動物の TAUT

は、GAT-2～4 とともに、別のサブクレードを形成した。また、ヤツメウナギ、ウニ、ホヤ

のゲノムから検出された GAT グループ様の配列には、GAT-1、TAUT、CT1とクレードを形

成するものが存在した。 
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C. elengans GAT-1
シチヨウシンカイヒバリガイ GAT-1

ナンキョクオキアミ GAT-1
セイヨウミツバチ GAT-1

キイロショウジョウバエ GAT-1

タバコスズメガ GAT-1
イラクサギンウワバ GAT-1

アメリカムラサキウニ XP_787028

ヤツメウナギ ENSPMAP00000002315

イトヨ GAT-1 (1/2)
メダカ GAT-1 (1/2)

メダカ GAT-1 (2/2)

アフリカツメガエル ENSXETP00000026439

グリーンアノール GAT-1
ニワトリ GAT-1

マウス GAT-1

Raja sp. GABA transporter
ゴマフシビレエイ GAT-1

ヒト GAT-1

イトヨ GAT-1 (2/2)

カタユウレイボヤ ENSCINP00000017436

イトヨ TAUT (1/2)
メダカ TAUT (1/2)

メダカ TAUT (2/2)

グリーンアノール TAUT
ニワトリ ENSGALP00000010357

イトヨ GAT-3
メダカ GAT-3

シビレイエイ GABA beta-alanine transporter

ミドリフグ GAT-4
メダカ GAT-4

ヒト GAT-4
マウス GAT-4

ニワトリ GAT-4

グリーンアノール GAT-4

タイセイヨウサケ GAT-2
イトヨ GAT-2 (1/2)

メダカ GAT-2 (1/2)
メダカ GAT-2 (2/2)
イトヨ GAT-2 (2/2)

グリーンアノール GAT-2

マウス GAT-3

ニワトリ GAT-3
ヒト GAT-3

グリーンアノール GAT3

アフリカツメガエル GAT-4

マウス GAT-2

アフリカツメガエル GAT-2
ニワトリ GAT-2

ヒト GAT-2

ヒト TAUT
マウス TAUT

アフリカツメガエル TAUT

ナンキョクオキアミ TAUT

ジャンボアメフラシ TAUT

マガキ TAUT

ヘイトウシンカイヒバリガイ TAUT

シチヨウシンカイヒバリガイ TAUT

カタユウレイボヤ XP_002120359.1

ヤツメウナギ ENSPMAP00000004838

アフリカツメガエル ENSXETP00000016798

マウス CT1
ヒト CT1
グリーンアノール CT1

ムラサキイガイ TAUT

メダカ ENSORLP00000011428

ヒト DAT-1

GAT-1

TAUT

GAT-2

GAT-4

軟体・節足動物

TAUT

CT1

GAT-3

図 3-1. 最尤法による GAT グループの分子系統樹 

枝上の数字は信頼度を表すブートストラップ値である。ブートストラッ

プ値が 70％未満は省略した。外群には SLC6 ファミリーのモノアミン輸

送体グループに属するヒトのドーパミン輸送体（DAT-1）を用いた。赤

色と青色で色付けした文字はシチヨウシンカイヒバリガイとナンキョ

クオキアミの GAT-1 と TAUT をそれぞれ表す。 
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3-4. 考察 

3-4-1. GAT-1の位置づけ 

得られた系統樹では、シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミから得られた

配列は他の生物の GAT-1 と同じクレード内に位置しているため、両種の GAT-1 は脊椎動物

の GAT-1 とオーソロガスであることが支持された。GAT-1 クレード内の系統関係は、生物

の進化過程を反映するように前口動物と後口動物の GAT-1 クレードに分かれ、シチヨウシ

ンカイヒバリガイとナンキョクオキアミの GAT-1 は前口動物の GAT-1 クレードに属した。

前口動物、後口動物それぞれのサブクレード内の系統関係も、一部のブートストラップ値

が低いものの、概して生物の進化過程を反映していた（図 3-1）。そして、GAT-1 のクレー

ドは最も basalな位置で分岐していたため、GAT-1は GAT グループの中でも最も早く分岐し

たことがわかった。格言すれば、GAT グループの最初の分化は、GAT-1 と、GAT-1 以外の

メンバー（TAUT、CT1、GAT-4）の共通祖先との分岐であったと考えられる。 

 

3-4-2. TAUTと CT1の分子系統学的な関係 

分子系統解析の結果（図 3-1）は、GAT-1 以外の輸送体の共通祖先が、次に CT1 と

TAUT/GAT2-4 の共通祖先に分岐したことを示している。ここで、注目すべきは、前口動物

の TAUT として報告されてきたシチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミを含む

前口動物の TAUT が、脊椎動物の TAUT とでなく CT1 と同じサブクレードを形成したこと

である。この結果は、前口動物で輸送特性をもとに TAUT として記載されてきた輸送体

（Toyohara et al. 2005, Hosoi et al. 2007；Inoue et al. 2008）は、分子系統学的にはむしろ CT1

であることを示唆している。これらの前口動物の輸送体は、脊椎動物の TAUT と類似した

基質特異性を持ち、ともに細胞浸透圧調節の機能を担っていることが示されてきたため

（Uchida et al. 1992, Takeuchi et al. 2000, Takeuchi et al. 2001, Toyohara et al. 2005, Hosoi et al. 

2007）、この結果は予想外であった。実際にこれらの輸送体がクレアチンを輸送するかどう

かを検証した例はないが、CT1 の機能に必要なアミノ酸残基が保存されていることより、

クレアチンを輸送する可能性は高い。すなわち、前口動物でこれまで TAUT として記載さ

れた輸送体は、TAUT の機能を併せ持つと CT1 であることになる。この場合、脊椎動物の

TAUT とオーソロガスな輸送体の遺伝子も別に存在する可能性がある。そのような遺伝子は

これまで見つかっていないため、進化の過程で失われた可能性もある。脊椎動物の CT1 は

タウリンとは親和性が低く（Peral et al. 2002）、一方で TAUT はクレアチンに対して親和性

が低いことがわかっている（Tomi et al. 2008）。すなわち、脊椎動物においては、CT1 と TAUT

の機能は明確に分化している。前口動物の TAUT が失われ、CT1 だけが残っているとすれ

ば、残っている CT1 が脊椎動物における CT1と TAUTの両方の機能を担っていると考えら

れる。 

一方、CT1 と TAUT の両方の機能を担っていることは、脊椎動物の CT1と TAUT の共通
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祖先の性質をそのまま保持しているとも考えられる。このことから、前口動物と後口動物

の分岐前にはまだ CT1と TAUT は重複しておらず、TAUTは後口動物の系統で CT1と同じ

祖先分子から重複して形成された可能性も考えられる。この仮説は分子系統樹の形とは矛

盾するが、機能的制約により脊椎動物の CT1 の重要な部位のアミノ酸が保存されたため、

分子系統樹では祖先分子とサブクレードを形成した可能性も否定できない。このような例

は他の遺伝子ファミリーでも報告がある（山口陽子、私信）。いずれにせよ、前口動物の TAUT

としてこれまで単離された輸送体は、脊椎動物の TAUTとは単系統にはならないため TAUT

と名付けるのは分子進化の観点からは正確ではないと考えられる。なお、ホヤではこれま

で GAT グループの輸送体は同定されてなかったが、少なくとも TAUTと CT1は存在するこ

とが明らからかとなった（図 3-1）。したがって、尾索動物と脊椎動物の共通祖先では、TAUT

と CT1は独立して存在していたことになる。 

 

 

3-4-3. GAT-2～4 の分子系統学的な位置づけ 

GAT-2～4 は、GABA に対して最も親和性を持つにも関わらず、GAT-1 ではなく、TAUT

や CT1（CT1/TAUT も含む）と同じクレードに属した。そして、GAT-2～4の輸送体は TAUT

と最も近縁であった。GAT-2～4 は、ヒポタウリンと親和性を持つことがわかっており、ま

た、GAT-2およびGAT-3はβ-アラニンと高い親和性を持つことがわかっている（Borden 1992, 

Borden et al. 1995, Borden 1996, Christiansen et al. 2007）。ヒポタウリンとβ-アラニンはどちら

も TAUTと親和性の高い基質であり、GAT-1とは親和性が低いことがわかっている（Borden, 

1996）。このように、TAUT と近縁であるという結果は、GAT-2～4の基質特異性からも裏付

けられ、これらは TAUT から派生して、機能を分化したと考えられる。以上のことから、

GAT-1 とその他の GAT は単系統ではないため、GAT グループというグループ分けも、分子

進化の観点からは適切ではないと考えられる。 

分子系統樹の形から、GAT2-4なかで、最初に派生したのは GAT-3であり、軟骨魚類であ

るシビレエイから発見されることより、GAT-3は軟骨魚類と硬骨魚類の分岐以前に生じてお

り、GAT-2や GAT-4は GAT-3のあとで形成されたと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 

 

第4章 GAT グループ遺伝子の形成過程 

 

4-1. 背景と目的 

分子系統解析により、シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミから得られた

配列が GAT-1であることが支持され、そして、前口動物の TAUT は系統的には CT1 である

ことが明らかとなり、これら 2つの輸送体が現存する脊椎動物の GAT グループの原型であ

ることが示唆された。ヒトの GATグループにおいて、GAT-1、GAT-3、TAUT は 3番染色体

に GAT-2 と GAT-4 は 12 番染色体にそれぞれタンデムに存在することがわかっている

（Maureen et al. 2007）。このことから、生物の進化過程で、GAT グループは遺伝子重複や染

色体重複によってその数と機能を増やしてきたことが推定できる。しかし、GAT-1と同様に

GAT グループの中では古い時期に形成され、GAT-2～4および脊椎動物の TAUTの祖先分子

に最も近い輸送体である CT1 は X染色体に独立して存在しており、どのような道筋で形成

されたか明確になっていない。また、TAUTや GAT-2～4がいつどの系統で生じたか明確に

なっていない。そこで、GAT グループの遺伝子の分子進化の過程を、遺伝子の位置関係か

ら考察するため、GAT グループのメンバーを最も多種類保有する脊椎動物の染色体マップ

上で、輸送体の遺伝子位置関係および周辺の遺伝子を調べるシンテニー解析を行った。 

 

4-2. 方法 

シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミのGAT-1やTAUT、またはヒトの

GAT-2～4、CT1、TAUTの配列を用いて、全ゲノムデータを統合して染色体地図を構築して

いるEnsemblデーターベース上において、ヒトとメダカの全ゲノム配列に対してBLAST検索

を行い、検出された配列のゲノム上における位置関係を調べた。また、トカゲの一種であ

るグリーンアノールの全ゲノム配列からは、BLAST検索では各輸送体の区別が困難であっ

たため、データベース上でアノテーションされている名称に従い、各輸送体のゲノム上に

おける位置関係を調べた。さらに、検出された配列の近隣の遺伝子を比較し、それぞれの

輸送体が存在する染色体間に共通の遺伝子のパラログが存在するかを調べた。 

 

4-3. 結果 

4-3-1. GAT グループ遺伝子の位置 

脊椎動物では共通して GAT-1、TAUT、GAT-3 の遺伝子が同一染色体に近接して存在して

いることがわかった。ヒトでは 3 番染色体、メダカでは 5 番染色体（LG5）、グリーンアノ

ールでは 2番染色体（LG2）にこれらの遺伝子は存在していた（図 4-1, 4-2, 4-3）。さらに、

メダカでは、5 番染色体以外にも 7番染色体（LG7）に GAT-1と TAUTが近接して存在して

いた（図 4-3）。GAT-2と GAT-4 は、ヒトでは 12番染色体、グリーンアノールでは 5番染色

体（LG5）にタンデムに存在していた（図 4-1, 4-2）。メダカも、GAT2と GAT4は同一染色



21 

 

体（LG23）上に存在していた（図 4-3）。また、6 番染色体（LG6）から GAT-2 が検出され

た（図4-3）。ヒトではX染色体に存在するCT1は、グリーンアノールでは、GAT-1/TAUT/GAT-3

が存在する 2 番染色体（LG2）上に存在していた（図 4-2）。メダカの CT1 遺伝子は、デー

ターベース上では、検出できなかった。 

 

4-3-2. 近隣の遺伝子の比較 

ELKS/RAB6-interacting/CAST（ERC）、 

transmembrane and coiled-coil domain family（TMCC）、PRICKLE 

遺伝子のホモログが、ヒトでは 3番と 12番染色体にそれぞれ存在した（3番染色体にERC2、

TMCC1、PRICKLE2、12番染色体に ERC１、TMCC3、PRICKLE1 が存在）（図 4-1）。また、

メダカでは、それぞれのホモログが 2つずつ検出され、ERC2、TMCC1、PRICKLE2 が 5番

および 7番染色体の両方に存在し、一方、ERC１、TMCC3、PRICKLE1 が 6番および 23番

染色体に存在していた（図 4-3）。さらに、どの種においても、CT1 遺伝子と

GAT-1/TAUT/GAT-3遺伝子の近隣には ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane（ATP2B）

の遺伝子のホモログが保存されていた（図 4-1, 4-2, 4-3）。 

 

図 4-1. ヒトの GAT グループと近隣の遺伝子の染色体上の位置 

 

 

図 4-2. グリーンアノールの GAT グループと近隣の遺伝子の染色体上の位置



22 

 

 

図 4-3. メダカの GAT グループと近隣の遺伝子の染色体上の位置 

 

 

4-4. 考察 

4-4-1. GATグループの遺伝子の染色体上の位置と形成過程 

脊椎動物の染色体において、同一染色体上に GAT-1、GAT-3、TAUT は近接して存在する

ことから、これらの遺伝子は縦列重複により生じたと考えられる。CT1 はヒトでは、

GAT-1/GAT-3/TAUTが存在する染色体とは別の染色体に存在し、爬虫類ではこれらの遺伝子

と同じ染色体上の離れた位置に存在していた。そして、GAT-1/GAT-3/TAUT の近隣と CT1

の周辺には、ATP2B 遺伝子のホモログが存在している。したがって、CT1 の祖先分子の遺

伝子は、GAT-1/GAT-3/TAUTとATP2B遺伝子が存在する領域が重複することによって生じ、

そして重複した片方の領域は離れた位置に移動したと考えられる。ただし、分子系統解析

の結果によると（図 3-1）、TAUT の後に GAT-3 が派生したことが示唆されたことから、こ

の重複の時点では、GAT-3の遺伝子はまだ存在していなかったと考えられる。 

GAT-2/GAT-4とGAT-1/GAT-3/TAUTの近隣にはERC/TMCC/PRICKLEなどの遺伝子のホモ

ログが共通して存在することから、GAT-2/GAT-4はGAT-1/GAT-3/TAUTの遺伝子が乗る染色

体が重複して、GAT-2/GAT-4が生じた可能性が考えられる。脊椎動物の祖先では染色体全体

が2回倍加したことが様々な生物の比較ゲノム解析により明らかにされていることから

（Postlethwait et al. 1998）、どちらかの重複の際にこれらの遺伝子は生じた可能性も考えられ

る。また、真骨魚類では、染色体の倍加がさらに1回起こったと考えられている（佐藤・西

田、2009）。メダカでは、GAT-1とTAUTが5および7番染色体に存在しているが、この2つの

染色体は同じ祖先型の染色体の倍加により生じたことが示唆されている（Naruse et al. 2004）。

このことから、メダカにGAT-1とTAUTが2つずつ存在するのは、真骨魚類で起こった3回目
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の染色体重複時にGAT-1とTAUTが乗る染色体が倍加されたからだと考えられる。そして、

その倍加の後にGAT-3だけが片方の染色体から消失したため、GAT-3は１つしか存在しない

と考えられる。また、GAT-3同様にGAT-2/GAT-4遺伝子も23番染色体に１つずつしか存在し

ないが、これらの遺伝子の近隣に存在するERC、TMCC、PRICKLEの遺伝子が6番染色体に

存在することから、GAT-2/GAT-4が乗る染色体も3回目のゲノム重複時に倍加していたと考

えられる。メダカの比較ゲノム解析では6番染色体は23番と同じ祖先型の染色体の倍加によ

り生じたことは示唆されていないが、メダカの6番染色体は、真骨魚類の全ゲノム重複後に

異なる染色体が融合してできたと示唆されている(Ogoshi et al. 2006, 御輿、2009)。このこと

から、GAT-2/GAT-4が乗る染色体が倍加した後に、GAT-2/GAT-4は片方の染色体から消失し

たが、周辺の遺伝子は保存されて、その後の染色体融合によりこれらの遺伝子は6番染色体

に存在するようになったと考えられる。 
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第5章 総合考察 

 

5-1. GATグループの分子進化の過程 

本研究で得られた結果を総合して、GAT グループの分子進化の過程を考察してみたい。

まず、はじめに存在していた共通祖先遺伝子（図 5-1; A）から、前口動物と後口動物の共通

祖先において起こった縦列重複により GAT-1と、CT1/TAUT/GAT2～4共通祖先の遺伝子（図

5-1; B）が形成されたと考えられる。このことを裏付ける証拠は、ゲノム配列が解読されて

いる生物の多くで GAT-1 遺伝子と TAUT 遺伝子が近隣に存在することと、前口動物と後口

動物の両方に GAT-1と TAUTが存在することである。 

次に、GAT-1とタンデムに存在していた CT1/TAUT/GAT2～4共通祖先遺伝子（図 5-1；B）

が近隣の遺伝子とともに重複して、一方が CT1 遺伝子、一方が TAUT/GAT2～4共通祖先遺

伝子に分かれ、そして、TAUT/GAT2～4 共通祖先遺伝子から TAUT 遺伝子が形成されたと

考えられる。分子系統樹によると（図 3-1）、この重複が起こったのは前口動物と後口動物

の分岐前であり、分岐後に前口動物の系統で TAUT遺伝子が消失した可能性も考えられる。

この場合、前口動物の CT1 は、失われた TAUTの機能を補うために、祖先分子と同様、CT1

と TAUTの中間的な性質を保持していると推測される。もしくは、第 3章で述べたように、

CT1 と TAUT 遺伝子の分化は後口動物の系統で起こっており、前口動物の CT1・TAUT様の

輸送体は、機能上の制約により構造が CT1 に類似しているものの、CT1 および TAUT の共

通祖先に由来しているため、CT1 と TAUT の中間的な性質を示している可能性も考えられ

る。しかしながら、現段階ではどちらの時期に重複がおこったのかは確定できない。 

分子系統解析の結果から、TAUT 遺伝子の次に生じたのは GAT-3遺伝子だと考えられる。

GAT-3 は、TAUT 遺伝子は近接して染色体上に存在することから、TAUT/GAT2～4共通祖先

遺伝子（図 5-1；C）が縦列重複して、TAUT 遺伝子と GAT2～4共通祖先遺伝子（図 5-1；D）

が形成され、その後、後者が GAT-2/4の重複の鋳型となったのち、GAT-3遺伝子として確定

したと考えられる。GAT-3（または GAT2～4 共通祖先遺伝子）は軟骨魚類において報告例

があることから、少なくとも軟骨魚類と硬骨魚類の分岐以前には生じていたと考えられる。

加えて、下記のように、GAT-2/4が脊椎動物の祖先で起こった全ゲノム重複の際に生じたと

すれば、GAT-3の形成はさらに遡って、全ゲノム重複以前に起こったことになる。 

分子系統解析によると、GAT-2 と GAT-4 は GAT-3 と近縁であった。そして、GAT-2 およ

び GAT-4 遺伝子が乗る染色体と GAT-3 遺伝子が乗る染色体には共通のパラログ遺伝子が存

在することからこれらは、脊椎動物の祖先で 2 回起こった全ゲノム重複のどちらかの際に

形成されたと考えられる。したがって、全ゲノム重複時に GAT2～4共通祖先遺伝子（図 5-1 

D）から GAT2/4共通祖先遺伝子（図 5-1 E）が染色体重複体より形成された後、その遺伝子

からどちらか１つの遺伝子が形成され、その後に縦列重複によりもう１つが形成されたと

考えられる。そして、GAT-1 と TAUT も GAT-3 とともに倍加したものの、片方の染色体か
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ら消失したと考えられる。 

 

 

図 5-1. 推測された GAT グループの分子進化の過程 

青の線は①が、ピンクの線は②が、緑の線は③が起こったと推

定される範囲を表す。 

 

5-2. 今後の展望 

5-2-1. 軟体動物 TAUT のクレアチンの輸送特性解析 

分子系統樹では、軟体動物の TAUT は CT1 と近縁であることがわかったが、実際にクレ

アチンを輸送するか機能を解析する必要がある。脊椎動物の CT1、TAUT、軟体動物の TAUT

のアミノ酸配列をアライメントしてみると、CT1 の機能において重要だと考えられている

アミノ酸残基（Phe
68）（Joanna and Christie, 2007）が、脊椎動物の TAUTにはみられないが、

軟体動物の TAUT には存在することがわかった（図 5-2）。したがって、軟体動物の TAUT

も CT1と同様にクレアチンを輸送する可能性が考えられる。 

     

 図 5-2. 軟体動物 TAUT、脊椎動物の CT1 と TAUT のアミノ酸配列の比較 

青色部分は CT1 の機能において重要なアミノ酸残基を示す。 
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5-2-2. TAUTと GAT-2~4の分化時期の特定 

前口動物における TAUT の存在や一部の脊椎動物以外における GAT-2~4 の存在がわかっ

ていないため、これらの形成時期が明確になっていない。現在、様々な無脊椎動物のゲノ

ム配列は明らかになりつつあるにも関わらず、アノテーションやゲノムマップの作成が十

分に進んでいない。したがって、データベースを用いた解析からは早急に TAUT や GAT-2~4

の形成時期を特定する手がかりを得ることは現状では困難である。 

TAUT と GAT-3 遺伝子は脊椎動物においては GAT-1 遺伝子と同一染色体に近接して存在

することがわかっている。これらの遺伝子が近接して存在することを利用して、ゲノム DNA

から GAT-1 とともにその近隣領域の配列を単離することができれば、TAUT や GAT-3 の遺

伝子も単離することができると考えられる。これら遺伝子のシンテニーが種間を問わず保

存されているならば、この方法により前口動物から TAUT 遺伝子を、また、GAT-3 をもつ

可能性の高い生物を検討し、その生物から GAT-3 遺伝子を単離することが可能だと考えら

える。 

これまでの解析の結果から、少なくとも GAT-2 と GAT-4 は脊椎動物の祖先で 2 回起こっ

たと考えられる全ゲノム重複時に形成された可能性が高いことがわかった。全ゲノム重複

は脊椎動物全ての共通祖先と有顎脊椎動物の共通祖先で起こったと考えられている

（Kasahara 2007）。いずれかのゲノム重複時に形成されたかを特定するには、例えばヤツ

メウナギと魚類の中では最も原始的なサメ等から GAT-2 と GAT-4 の遺伝子を同定すること

で答えが得られると考えられる。 

 

5-2-3. GAT-1の機能解析 

分子系統樹により、シチヨウシンカイヒバリガイとナンキョクオキアミの GAT-1 は、他

の生物の GAT-1 と近縁であることがわかったが、実際に GAT-1 としての機能を持つかを検

証する必要がある。これら前口動物の GAT-1 の機能を明らかにして TAUT との機能を比較

することにより、機能の系譜が明確になることが期待される。とくに、本研究で GAT-1 を

単離した、シチヨウシンカイヒバリガイや、同じイガイ科に属するムラサキイガイでは

TAUT の機能に関する研究例があり、これらの種で GAT-1 の機能を調べることで、両者の

機能分化について知見が得られるのではないかと考えた。そのために、アフリカツメガエ

ル卵母細胞を用いて、組換え輸送体を発現させ、放射性同位体のトリチウム（3
H）で標識

した GABA、タウリン、ヒポタウリン等の取り込みを検証して、輸送特性を明らかにした

い。また、各組織を逆転写 PCRにより GAT-1がどの組織で強く発現しているかを解析する

とともに、in situハイブリダイゼーション法を用いて、どの細胞に GAT-1が存在するかを明

らかにして、TAUT と発現部位を比較したい。 

さらに、シチヨウシンカイヒバリガイの GAT-1 の環境適応への関与も検証したい。昆虫

や C. elegansの GAT-1は、哺乳類の GAT-1と同様に GABA 作動性ニューロンに存在し、神
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経系の機能に関わっていることが機能解析により示唆されている。シチヨウシンカイヒバ

リガイとナンキョクオキアミのGAT-1は、他種のGAT-1との構造が類似していることから、

同様な役割を持つことが予想される（図 5-3）。しかし、シチヨウシンカイヒバリガイの GAT-1

の 507 と 508 番目の 2 つのアミノ酸サイトには Phe が存在するのに対し、他の生物では、

これらのサイトには Trpが保存されている。これらアミノ酸残基の違いが、シチヨウシンカ

イヒバリガイの GAT-1 に特異的な機能を与えている可能性が考えられ、そして特殊な環境

に生息するこの二枚貝の環境適応に関与しているかどうか非常に興味が持たれる。これら

のアミノ酸残基が熱水噴出域の二枚貝に特異的に存在するのかを明らかにするために、ム

ラサキイガイの GAT-1 を単離し、構造を比較したい。また、硫化水素や浸透圧ストレスに

対する応答をリアルタイム PCR 系により比較して、環境適応における役割が浅海から深海

への進出の過程でどのように変化しているのかを検証したい。そして、以上のような研究

により得られた知見を、海洋生態系や生物多様性を適切に保全・管理しながら持続的に有

効利用するための基礎的な知見として役立てたい。 

   

 

  

 

 

 

 

 

図 5-3. シチヨウシンカイヒバイリガイと無脊・脊椎動物の GAT-1 のアミノ酸配列の比較 

青色部分はシチヨウシンカイヒバリガイ以外の生物で保存された領域を示す。 
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図 1. GAT-1cDNA の部分配列をクローニングするための degenerate プライマーを設計する際

に使用した、センチュウ（C. elegans）、タバコスズメガ（M. sexta）、キイロショウジ

ョウバエ（D. melanogaster）、セイヨウミツバチ（A. mellifera）、ヒト（H. sapiens）、ウ

シ（B. taurus）、マウス（M. musculus）、アフリカツメガエル（X. laevis）の GAT-1 の塩

基配列領域 

   青と赤色の線はそれぞれフォワードとリバースのプライマーを表す。矢印は増幅さ

れる方向を示す。 

GAT-1-F-3/GAT-1-R-1 

GAT-1-F-1 

GAT-1-F-2 

GAT-1-R-2 

GAT-1-R-3 
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図2. シチヨウシンカイヒバリガイのGAT-1cDNAのクローニングに使用したdegenerate PCR

および RACE 用プライマーの位置 

黒い線はdegenerateプライマーの位置を表し、青色と赤色の線はそれぞれ5’RACE と

3’RACE 用のプライマーを表す。矢印は増幅される方向を示す。 

 

GAT-1-F-3 

GAT-1-R-2 

Bs-GSP-R1 

Bs-GSP-F2 

Bs-GSP-R1 

Bs-GSP-F1 
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図 3. ナンキョクオキアミの GAT-1cDNA のクローニングに使用した degenerate PCR および

RACE 用プライマーの位置 

黒い線はdegenerateプライマーの位置を表し、青色と赤色の線はそれぞれ5’RACE と

3’RACE 用のプライマーを表す。矢印は増幅される方向を示す。 

 

GAT-1-F-2 

Es-GSP-R1 

Es-GSP-R3 

Es-GSP-F1 

Es-GSP-F4 

GAT-1-R-3 



38 

 

 

表 1. GAT-1単離用 degenerate プライマー 

方向 プライマー名

Forward GAT1-F-1 GGNAYGTNTGGMANTTYCCNTA
Forward GAT1-F-2 AARAAYGGNGGNGGNGCNTT
Forward GAT1-F-3 TGGACNGGNAARGTNGTNTA
Reverse GAT1-R-1 TANACNACYTTNCCNGTCCA
Reverse GAT1-R-2 CCYTCNAYNGTRCARAAYTG
Reverse GAT1-R-3 CCARCANARYTTCCACCA

塩基配列

 

 

表 2. シチヨウシンカイヒバリガイ GAT-1 GSPプライマー 

方向 プライマー名
Forward BS-GSP-F1 TTCACAGGTTTGGATTGATGCTGCAACT
Forward BS-GSP-F2 TTATGGCCCATGAACAAAACCAACCTG
Forward BS-GSP-F3 CTCGGGTCCTGGTCTGGCATTCTTGG
Forward Bs-GSP-F4 TGGGCTCATGTTGTTGGTGGTTTCATGG
Forward Bs-GSP-F5 GGACATAACATAAAAAACAGTCATGCAG
Forward Bs-GSP-F6 ATGCAGATAGAGAAATATGAACTCGAAC
Forward Bs-GSP-F7 ATGGACAGGAAAGGTTGTGTATTTC
Reverse BS-GSP-R1 TTCCTTCAGCTGCTCCAGGTAATGTAAC
Reverse BS-GSP-R2 TGAGTTGCAGCATCAATCCAAACCTGTG
Reverse BS-GSP-R3 CAAACCCAGCAAAGATACTGGTACAAC
Reverse Bs-GSP-R5 GGCTTTTTAATTACCTCATACAGAAGATA
Reverse Bs-GSP-R6 CCATTGTACAGAACTGACTATCCA

塩基配列

 

 

表 3. ナンキョクオキアミ GAT-1 GSPプライマー 

方向 プライマー名

Forward Es-F1 GCTGTATCTGGCTGGATTG
Forward Es-F2 TGTATCACCTCTTTGGTCCTGC
Forward ES-GSP-F1 CAAGGTATGGATGGAGGCTGTCTCACA
Forward ES-GSP-F2 TCCTGTACGTCGTTGTTTGCTGGTTTTG
Forward ES-GSP-F3 TGTGCTTGGATTCATGGCAGTTTCACA
Forward Es-GSP-F4 GGTCTCACCTGTGTTACCAAGGGTGG
Forward Es-GSP-F5 AGCTATTGGCTGGGGATACGGTGCTGATCG
Forward Es-GSP-F6 GCACTTGGAGTGGGAAAGTCAGAGT
Forward Es-GSP-F7 TGCTTGGTGACTTGAACAGGACCTA
Reverse ES-GSP-R1 AGGAACATGGGCACCCCACAGCATAAC
Reverse ES-GSP-R2 GATCTGCCATACGGTGAGCCCTCCTTG
Reverse ES-GSP-R3 AAAGAGCGCCCAACACAACACAATGAT
Reverse Es-GSP-R7 GCTAATTGCATTGACCTTACATTTTCCA
Reverse Es-GSP-R8 GAATGTTACTTTGATCCTTTTGTTGTGC
Reverse Es-R1 ACTCCTCGGATAAGCAGAATGAA
Reverse Es-R2 GAAGCACCAGGAAGCGTCAC

塩基配列
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表 4. 分子系統樹に使用したデータの Protein Accession Numbers（Ensembl） 

データベース Operational Taxonomic Unit (OTU) Accession #

Ensembl ヒト DAT-1 ENSP00000399806

Ensembl アフリカツメガエル CT1 ENSXETP00000016798

Ensembl アフリカツメガエル ENSXETP00000026439 ENSXETP00000026439

Ensembl アフリカツメガエル GAT-4 ENSXETP00000007854

Ensembl アフリカツメガエル TAUT ENSXETP00000025223

Ensembl アフリカツメガエル GAT-2 ENSXETP00000007859

Ensembl カタユウレイボヤ ENSCINP00000017436 ENSCINP00000017436

Ensembl グリーンアノール CT1 ENSACAG00000008691

Ensembl グリーンアノール GAT1 ENSACAG00000010020

Ensembl グリーンアノール GAT2 ENSACAG00000000035

Ensembl グリーンアノール GAT3 ENSACAG00000009875

Ensembl グリーンアノール GAT4 ENSACAG00000025590

Ensembl グリーンアノール TAUT ENSACAG00000013426

Ensembl ニワトリ ENSGALP00000010357 ENSGALP00000010357

Ensembl ニワトリ GAT-1 ENSGALP00000007859

Ensembl ニワトリ GAT-2 ENSGALP00000021166

Ensembl ニワトリ GAT-3 ENSGALP00000007775

Ensembl ニワトリ GAT-4 ENSGALP00000021163

Ensembl ヒト CT1 ENSP00000329205

Ensembl ヒト GAT-1 ENSP00000287766

Ensembl ヒト GAT-2 ENSP00000339260

Ensembl ヒト GAT-3 ENSP00000254488

Ensembl ヒト GAT-4 ENSP00000352702

Ensembl ヒト TAUT ENSP00000398063

Ensembl マウス CT1 ENSMUSP00000033752

Ensembl マウス GAT-1 ENSMUSP00000032454

Ensembl マウス GAT-2 ENSMUSP00000066779

Ensembl マウス GAT-3 ENSMUSP00000032451

Ensembl マウス GAT-4 ENSMUSP00000032200

Ensembl マウス TAUT ENSMUSP00000032185

Ensembl ミドリフグ GAT-4 ENSTNIP00000013967

Ensembl メダカ CT1 ENSORLP00000023265

Ensembl メダカ GAT-1(1/2) ENSORLP00000005782

Ensembl メダカ GAT-1(2/2) ENSORLP00000014553

Ensembl メダカ GAT-2 (1/2) ENSORLP00000014406

Ensembl メダカ GAT-2 (2/2) ENSORLP00000002874

Ensembl メダカ GAT-3 ENSORLP00000005835

Ensembl メダカ GAT-4 ENSORLP00000018549

Ensembl メダカ TAUT (1/2) ENSORLP00000012013

Ensembl メダカ TAUT (2/2) ENSORLP00000012690

Ensembl イトヨ GAT-1(1/2) ENSGACP00000020006

Ensembl イトヨ GAT-1(2/2) ENSGACP00000009664

Ensembl イトヨ TAUT（1/2) ENSGACP00000003585

Ensembl イトヨ GAT-2 （1/2） ENSGACP00000025110

Ensembl イトヨ GAT-2 （2/2） ENSGACP00000004766

Ensembl イトヨ GAT-3 （1/2） ENSGACP00000009605

Ensembl ヤツメウナギ ENSPMAP00000004838 ENSPMAP00000004838

Ensembl ヤツメウナギ ENSPMAP00000002315 ENSPMAP00000002315  
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表 5. 分子系統樹に使用したデータの Protein Accession Numbers（NCBI） 

データベース Operational Taxonomic Unit (OUT) Accession #

NCBI Raja sp. GABA trasporter AAC05185.1

NCBI アメリカムラサキウニ XP_787028 XP_787028

NCBI イラクサギンウワバ GAT-1 AAF70819.1

NCBI カタユウレイボヤ XP_002120359.1 XP_002120359.1

NCBI キイロショウジョウバエ GAT-1 AAQ22469.1

NCBI ゴマフシビレエイ GAT-1 CAA54394.1

NCBI シチヨウシンカイヒバリガイ TAUT AB371309

NCBI シビレイエイ GABA beta-alanine transporter CAA60635.1

NCBI ジャンボアメフラシ TAUT NP_001191394

NCBI セイヨウミツバチ GAT-1 AAQ96727.1

NCBI C. elengans GAT-1 ABF20555.1

NCBI タイセイヨウサケ GAT-2 ACN11066.1

NCBI タバコスズメガ GAT-1 AAA92342.1

NCBI ヘイトウシンカイヒバリガイ TAUT AB513188 

NCBI マガキ TAUT BAE80716.1

NCBI ムラサキイガイ TAUT BAD91313.1  

 


