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研究成果の概要（和文）：魚類の浸透圧調節は体内環境の恒常性の維持に重要であり、その機構の解明は魚類の
健全な育成を目指す上で資するところが大きい。魚類は主に淡水および海水という体内とは異なる浸透圧環境に
生息しているため、水圏環境での生存には主にNa+とCl-などの塩分調節が必要不可欠であり、その機能を担うの
が鰓などに分布する塩類細胞である。本研究で、新たな塩類細胞の分化誘導に関わる遺伝子群を同定した。これ
らの成果は、「なぜ魚類が異なる塩分環境に適応できたか？」という問に迫れる可能性を示し、淡水および海水
適応マーカーとして評価し、多様な塩分環境での増養殖を活性化する技術開発に向けた基盤確立に寄与できる。

研究成果の概要（英文）：Osmoregulation in fish is important for maintaining the body fluid 
homeostasis. The understanding of its mechanism will contribute to improve the aquaculture in fish. 
Fish live mainly in freshwater and seawater. Osmoregulation, mainly Na+ and Cl-, is essential for 
fish to adapt to an osmotic environment that differs greatly from that in the body. Ionocytes 
distributed in gills are essential for osmoregulation. In this study, we identified novel target 
genes involved in the ionocytes functional differentiation. These results may lead us to answer the 
question, "Why are fish able to adapt to different saline environments?" In addition, the evaluation
 of the target genes can be established as markers of freshwater and seawater adaptation, and 
contribute to the development of technologies to stimulate aquaculture in various saline 
environments.

研究分野： 魚類生理学

キーワード： メダカ　浸透圧調節　塩類細胞　分化　トランスクリプトーム解析　１細胞解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
塩類細胞分化誘導因子を新規に同定し、そのシグナリング機構の全容を分子レベルで解明することに挑んだ。海
洋環境に生息する魚類・爬虫類・鳥類の持つ塩類排出器官におけるイオン排出モデルは共通している。よって、
魚類の海水型塩類細胞の分化誘導機構を解明することは、なぜ生物が海水への適応能力を得たかという根源的な
疑問に一石を投じるものである。また、ヒト内耳にも魚類の塩類細胞と相同な細胞が哺乳類の内耳におけるリン
パ液の浸透圧調節を担う点で共通性があり、メニエール病や内耳性難聴となるペンドレッド症候群の原因遺伝子
の解明に寄与できる。本研究課題は、理学・水産学および基礎・臨床医学分野へも学術的波及を生み出せる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 魚類は、進化の過程で淡水と海水環境との往来を行い、環境適応機構を獲得したと考えられて
いる。水棲生物にとって、直に接する水は、多様な塩分濃度環境であり、環境適応機構における
浸透圧調節は、生存を左右する。魚類の生息する水圏環境は、ほぼ塩分のない淡水と海水（約
1000 ミリオスモル）間で約 1000 倍の浸透圧差が生じる。しかし、魚類の体液浸透圧は淡水・海
水中においても海水の約 1/3（約 300 ミリオスモル）程度に保たれている。そのため、淡水魚で
は水の流入と塩分の流出が生じ、海水魚では脱水と塩分の流入による塩分過多が生じる。魚類が
淡水または海水環境で生存するためには、Na+や Cl-を主とするイオンを生理的範囲内に調節する
ことが必須である。サケやウナギに代表される通し回遊魚同様に、メダカは淡水および海水の両
環境で生存可能な広塩性魚である。広塩性魚の浸透圧調節は、低浸透圧環境である淡水中で不足
する Na+や Cl-を取り込み、逆に高浸透圧環境の海水中では過剰となる Na+や Cl-を排出するとい
う、両環境間で全く逆の調節を行う点で非常に興味深い。この浸透圧調節という重要な生理機能
を担うのが、鰓などに多数分布する塩類細胞である。塩類細胞は、塩分の不足する淡水中では、
能動的に NaCl を取り込む淡水型塩類細胞となり、塩分排出が必須な海水中では NaCl を排出す
る海水型塩類細胞に機能分化し、環境に合わせた機能的可塑性を有する。特に、海水魚における
NaCl の排出は、99%が鰓の塩類細胞を介して行われる。つまり、塩分の排出には、鰓の塩類細胞
が不可欠、かつ、支配的な役割を担っている(Tsukada et al. Gen Comp Endcrinol, 2006, Miyanishi et 
al., Zool Sci, 2011) 。海水適応時の魚類の鰓には、海水型塩類細胞が存在する一方、淡水でしか
生きられない魚類は、海水型塩類細胞が存在しないことから、魚類の海洋環境への適応には、海
水型塩類細胞の分化と塩分排出という機能発現の、ふたつの局面が鍵となると考えられる。しか
し、異なる塩分環境下における塩類細胞の機能的発現が、どの様な分子メカニズムによって分化
誘導されるかは、未だに知見は皆無に等しい。本研究グループは、広塩性メダカ（Oryzias latipes）
を題材に、水圏環境適応に必須な新規生理機構の解明に取り組み、これまでに①海水型塩類細胞
の増加は海水適応能を上昇させること、②転写因子 forkhead box I (FOXI) 3 は、全ての塩類細胞
の分化・増殖に必須であり、メダカ FOXI3 遺伝子ノックダウン胚は海水中で生存できないこと
を示している(Miyanishi et al., Zoological Lett, 2016, 宮西ら，月刊海洋，2017)。これらの事実は、
FOXI3 が淡水型および海水型塩類細胞の分化・誘導に必須であり、FOXI3 シグナリングのさら
に下流に機能の異なる塩類細胞を分化誘導するカスケードが存在することを強く示唆している。
従って、この分化誘導カスケードの中で、淡水型および海水型塩類細胞の機能的発現を決定づけ
る分化誘導因子が、塩分環境適応の鍵となり、この分化誘導因子を同定することで、「なぜ魚類
が異なる塩分環境に適応できたか？」に迫れる可能性が見えてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、塩類細胞分化誘導因子を新規に同定し、そのシグナリング機構の全容を分子レベ
ルで解明することを目的とし、基礎生理学的および先端的な分子生物学的手法を導入した複合
的なアプローチで課題解決に挑む。これまで、淡水型および海水型塩類細胞の分化誘導機構を分
子レベルで統合的に解明した研究成果は無い。特に、海洋環境に生息する魚類・爬虫類・鳥類の
持つ塩類排出器官において、細胞・分子レベルでのイオン排出モデルは共通している。よって、
魚類の海水型塩類細胞の分化誘導機構を解明することは、なぜ生物が海水への適応能力を得た
かという根源的な疑問に一石を投じるものである。これは、脊椎動物の海水への適応や放散を、
浸透圧調節や塩類細胞の機能分化機構の側面から理解する基盤となり、脊椎動物の適応生理機
構の進化や普遍性の理解にも繋がる、極めて独創的な研究である。また、多様な塩分環境での増
養殖を活性化する技術開発には、塩分調節機構の理解が重要である。本研究により、淡水および
海水に適応可能種であるかを評価するマーカーを同定し、地域の塩分環境特性に合った魚種の
選定と飼育法の確立に繋げる。また、FOXI3 ホモログはヒト内耳にも発現し、魚類の塩類細胞と
相同な細胞が哺乳類の内耳におけるリンパ液の浸透圧調節を担う点で共通性が認められる。こ
の内リンパ液の浸透圧調節の異常がメニエール病などの内リンパ水腫を引き起こす他、内耳性
難聴となるペンドレッド症候群の原因遺伝子の一つが FOXI3 ホモログである。この様な背景か
ら、本研究で取り組む魚類の鰓塩類細胞の分化誘導機構の学術知見が、未だ理解されていないヒ
ト疾患の発症機序の解明に寄与でき、基礎・臨床医学分野へも大きな学術的波及を生み出せる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、遺伝学的・分子生物学的アプローチを行うため、実験魚としてメダカ Oryzias 

latipes を用いた。メダカは、淡水および海水に適応可能な広塩性魚であり、先行研究により淡水
型および海水型塩類細胞のタイプの同定もされている。さらに、ゲノム情報、ノックダウン等の
機能解析法が確立している点で最適なモデル魚である。 
(1) 生体染色による塩類細胞の可視化およびマイクロダイセクションによる塩類細胞の採取 
 DASPEI、DASPMI および Mitobright green を淡水および海水の飼育水に溶解し、メダカを遊泳
させ、麻酔後直ちに第 2 鰓弓を採取した。採取された鰓組織は、ティシュー・テック O.C.T. コ



ンパウンドに数回馴染ませた後、直ちに液体窒素を用いて包埋した。凍結切片にした組織はスラ
イドガラスに貼りつけ蛍光顕微鏡にて観察を行った。最も染色が良好だった染色法により塩類
細胞を可視化し、ZEISS PALM MicroBeam レーザーマイクロダイセクションシステムにより塩類
細胞および対照群として上皮細胞を採取した。淡水で飼育した鰓を淡水型塩類細胞の採取に用
いた。また、50％海水に 1 日馴致した後、100％海水で 2 週間以上馴致したメダカ鰓を海水型塩
類細胞採取に用いた。 
(2) 単一細胞レベルにおける遺伝子発現比較解析 
 採取された淡水型塩類細胞、淡水鰓上皮細胞、海水型塩類細胞および海水鰓上皮細胞を 3 サン
プルずつ用意し、70％EtOH 固した後、クロンテック SMART-Seq v4 を用いてライブラリー調整
を行った。各ライブラリーは、次世代シーケンス解析を行い、遺伝子プロファイルを得た。 
(3) 塩類細胞特異的機能分化に関わる遺伝子のスクリーニング 
 各鰓上皮細胞より塩類細胞で発現が有意に高い遺伝子および、淡水型塩類細胞よりも海水型
塩類細胞で発現が有意に高くかつ海水鰓上皮細胞より海水型塩類細胞で発現が高い遺伝子を遺
伝子プロファイルの解析から抽出した。抽出された遺伝子は、Ensembl ゲノムデータベースおよ
び NBRP medaka の cDNA ライブラリーから in silico クローニングを行った。全ての候補遺伝子
および候補遺伝子の近似遺伝子も含め定量 PCR プライマーを作製し、淡水および海水馴致メダ
カの鰓サンプルを用いた定量 PCR による発現解析を行った。さらに、脳、鰓、腎臓、消化管お
よび肝臓を対象に、定量 PCR による組織別発現解析を行った。この解析から、鰓での発現が高
いかつ海水馴致メダカの鰓で発現が高い遺伝子を選別し、特異的プライマーを用いクローニン
グを行い、部分配列を決定した。より正確な定量 PCR での発現を確認するため、淡水から海水
移行移行後、3 時間、6 時間、12 時間、1 日、3 日、7 日、14 日の経時的発現解析による発現変
動を明らかにした。さらに、脳、鰓、腎臓、消化管、肝臓、脾臓、心臓、眼、筋肉、皮膚、精巣
および卵巣の 12 組織を対象に、より詳細な定量 PCR による組織別発現解析を行った。塩類細胞
特異的機能分化に関わると期待できる遺伝子は、in situ ハイブリダイゼーションにより組織学的
観察を行った。 
 
４．研究成果 
塩類細胞には、主にタイプ 1-4 が存在する。淡水型塩類細胞としてタイプ 2 および 3 が発現す

るが、ニホンメダカの鰓ではタイプ 3 が 90%以上発現し、主なイオン調節を担う。一方の海水環
境ではタイプ 4 である海水型塩類細胞が発現する。本研究では、タイプ 3 およびタイプ 4 に着
目し、両タイプの塩類細胞の遺伝子プロファイルを基に比較解析を行う。非固定式の生体染色を
検討した。生体染色試薬 3 種における比較の結果 Mitobright green による染色が最も良好であり、
非固定組織の凍結切片後もシグナルを得られることが分かった。これにより、レーザーマイクロ
ダイセクションを用いて対象とする細胞のみをマークおよび採取することが可能となった。よ
って、より生体に近い状態を保つことで、RNA 発現プロファイルを単一細胞レベルで解析でき
る方法を確立した。次世代シーケンス解析の結果、24,303 コンティグを得た。各鰓上皮細胞より
塩類細胞で発現が有意に高い遺伝子として 81 遺伝子が候補遺伝子となった。次に、淡水型塩類
細胞よりも海水型塩類細胞で発現が有意に高くかつ海水鰓上皮細胞より海水型塩類細胞で発現
が高い遺伝子 138 遺伝子が候補遺伝子として絞られた。計 219 遺伝子を対象に、5 組織における
組織別発現解析および淡水および海水馴致した鰓における定量 PCR の結果、20 遺伝子に絞られ
た。20 遺伝子を対象に、より詳細な遺伝子発現解析を行った結果、新規として同定された遺伝
子を「p62」と命名した。p62 遺伝子は、鰓で特異的に発現量が多く、海水移行後３時間で発現量
が有意に上昇しており、海水適応における鰓の重要な機能を担うと期待できた。転写因子 SOX
ファミリーの 1 種は、海水移行後 14 日目で鰓での発現量が有意に上昇し、脳および鰓での発現
が顕著に高かったことから、長期的な海水適応に重要な機能を担うと期待できた。PTPN ファミ
リーの１種、プロラクチン受容体の 1 種、YME1 様遺伝子、カドヘリンファミリーの 1 種および
転写因子 FOXG ファミリーの 1 種は海水移行後に発現上昇が認められたことから海水適応にお
ける鰓での役割があることが示唆された。新規遺伝子は p62 は、鰓上皮での発現が組織学的解析
から観られたことから海水型塩類細胞の機能的分化誘導に関わる可能性があるため、その他の
遺伝子を含めて解析を継続する。 
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