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研究成果の概要（和文）：本研究ではトラザメ胚の塩類細胞に着目することで、軟骨魚の浸透圧調節機構の発達
過程を検証した。まず、トラザメ胚での鰓の塩類細胞の分布を観察したところ、ステージ31から鰓弁上に単体の
塩類細胞が存在し、体表や卵黄嚢上皮にも塩類細胞が分布した。ステージ32からは鰓隔膜に塩類細胞の集団構造
が出現し、その細胞集団はtype Aの塩類細胞に似たイオン輸送体の局在を示した。また、3次元構造解析によ
り、濾胞状の塩類細胞集団は鰓隔膜の頭部側にのみ局在する様子が観察された。この分布は、浸透圧調節器官が
未発達な孵化前のトラザメが効率的に体液調節を行うのに役立っていると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In elasmobranch fish, the ionoregulatory function of the gills is still 
poorly understood. The present study investigated the development of gill ionocytes in the embryo of
 cloudy catshark. We first observed ionocyte distribution by immunohistochemical staining with 
anti-Na+/K+-ATPase (NKA) and anti H+-ATPase (V-ATPase) antibodies. The single NKA- and V-ATPase-rich
 ionocytes appeared in the filament from stage 31. The ionocytes on the body skin and yolk-sac 
membrane were immunoreactive to anti-NKA and their apical membrane is open with microvilli. Since 
stage 32, some  NKA-rich-cell aggregates were developed on the gill septa. The ionocytes aggregates 
possess NKA in the basolateral membrane and NHE3 in the apical membrane. Three-dimensional analysis 
revealed that the distribution of ionocyte aggregate was limited to the cranial side of gill septum.
 Our findings indicate that ionocyte aggregates contribute efficient body fluid homeostasis 
regulation in the gills of catshark embryo.

研究分野： 魚類生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界のサメ類の漁獲量は増加の一途をたどり、その水揚げ量は現在では1950年の約3倍を示す。発生・成熟に多
くの年数を要するサメ類が過剰な漁獲から受ける影響は大きく、資源量の回復は容易ではない。このように海洋
生態系の頂点に立つ捕食者の個体数変動は、食物連鎖を通して生態系全体に大規模な変化をもたらすことが危惧
される。軟骨魚の環境適応機構を解明する本研究は、環境変動が海洋生態系に及ぼす影響を評価すると共に生態
系維持への解決策を提唱する重要な研究になることが期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

恒常性維持に重要なイオン調節機構の解明は、魚類の健全な生育を目指すうえで水
産学的な意義は大きい。現生魚類の大部分を占める真骨魚では、鰓の塩類細胞がイオ
ンの調節に最も重要な役割を担う。塩類細胞にはイオンを取込む淡水型とイオンを排
出する海水型が存在する。一方、魚類を構成するもうひとつの大きなグループである
軟骨魚類は、尿素を利用するユニークな浸透圧調節を行うことが知られている。先行
研究により、軟骨魚の鰓にも塩類細胞が多数存在することが知られているが、海水魚
にもかかわらずイオン取込型に類似した塩類細胞を有していることから、軟骨魚類に
おいて塩類細胞は酸・塩基調節に重要であると考えられている。軟骨魚のイオン排出
器官としては直腸腺が知られているが、直腸腺を除去しても血漿 NaCl 濃度は若干上昇
する程度であることから、鰓が NaCl を排出している可能性も捨てきれない。このよう
に、軟骨魚類における塩類細胞の役割は未だに多くの謎が残されている。これまで軟
骨魚の鰓における浸透圧調節研究には成魚が用いられることが多かった。研究が進ま
ない原因として、鰓は多様な細胞で構成され、塩類細胞の分子機構だけを抽出して調
べるのが難しい、軟骨魚はサイズが大きく、環境水の影響を飼育実験で検証するのが
困難であるという 2 つの理由が考えられた。 

申請者は軟骨魚の成魚と胚の研究を並行して進める中で、トラザメ胚の鰓で塩類細
胞の集団構造が顕著に発達していることを発見した。この胚期に発達する細胞集団は
塩類細胞のマーカーとして知られる Na+/K+-ATPase(NKA)を強く発現しており、この細
胞集団に着目することで塩類細胞の機能検証が可能になると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、トラザメ胚期に発達する塩類細胞集団を調べることで、これまで成魚
を用いた実験では解明されなかった軟骨魚の環境適応機構を明らかにすることを目的
とする。塩類細胞集団の機能解明には、レーザーマイクロダイセクション法による細
胞の切り出しと次世代シーケンサーによる発現遺伝子の網羅的な解析を組み合わせる。
また、胚のサイズが小さいというメリットを利用し飼育実験を行うことで、塩類細胞
の機能を探っていく。 
 
３．研究の方法 
 本研究は３つの実験から構成される。 
実験１．トラザメ胚の鰓に存在する塩類細胞の構造解析 
① トラザメの初期発生における鰓の発達および塩類細胞の分布を明らかにするた

め、トラザメ胚を発生段階ごとにサンプリングした。HE染色による鰓の形態およ
び免疫組織化学染色による塩類細胞の分布の観察を行った。 

② トラザメ胚の鰓で観察された集団構造を形成する塩類細胞の微細構造を明らかに
するため、透過型電子顕微鏡による観察を行った。 

③ トラザメ胚のエラを採取し、 連続切片を作製した。鰓隔膜でNKA-免疫陽性を示
した細胞について3D解析を行うことで、複雑な塩類細胞集団の立体構造を明らか
にした。 

実験２．トラザメ胚の鰓で発達する塩類細胞集団の機能解析 
① トラザメ胚の塩類細胞のイオン輸送機能を明らかにするため、免疫組織化学染色

を行い塩類細胞で発現するイオン輸送体の局在を調べた。 
② 飼育実験により塩類細胞の機能を検証した。pHを変化させた環境水で飼育し、塩

類細胞集団の形態・機能を調べることで、塩類細胞集団の浸透圧および酸・塩基
調節機能を検討した。 

③ 軟骨魚類の塩類細胞の新たな機能を解明することを目的とし、 レーザーマイクロ
ダイセクション法を用いて塩類細胞集団を切り出した。十分なRNA量が採取でき
なかったため、次世代シーケンサー解析は行わなかった。 

実験３．トラザメ胚の体表および卵黄嚢上皮における塩類細胞の観察 
① トラザメ胚の体表および卵黄嚢上皮に存在する塩類細胞を光学顕微鏡、蛍光顕微鏡



および走査型電子顕微鏡で観察した。 
 
４．研究成果 
実験１．トラザメ胚の鰓に存在する塩類細胞の構造解析 
① トラザメ胚の鰓の形態を観察したところ、プレハッチ後のステージ32から二次鰓

弁が発達する様子が観察された。また、塩類細胞はプレハッチ前のステージ31か
ら一次鰓弁上に観察されるようになり、ステージ32からは鰓弁にある単体の塩類
細胞に加えて鰓隔膜で塩類細胞の集団構造も観察された。ここから、プレハッチ
後から鰓でのイオン輸送が活発になると考えられた。 

② 塩類細胞集団が最も発達するステージ33の胚の鰓を透過型電
子顕微鏡で観察したところ、頂端膜に微絨毛を持つ細胞が開
口部を共有している様子が観察された。また、細胞内にはミ
トコンドリアが多く観察されたことから、成魚の塩類細胞と
同様の特徴が見られた（図１）。 

③ NKAを免疫組織化学染色した連続切片を用いて3D解析を行
い、塩類細胞集団の立体構造を検証した。興味深いこと
に、塩類細胞集団は鰓隔膜上の頭部に近い面にのみ観察さ
れた。一方、鰓隔膜の尾部側の面には単体の塩類細胞のみ
観察された。 

実験２．トラザメ胚の鰓に存在する塩類細胞の機能解析 
① トラザメ胚の鰓に存在する塩類細胞の機能を明らかにす

るため、イオン輸送体の抗体を作成し、免疫組織化学染
色を行った。その結果、成魚で提唱されているモデルと
同様に、NKAとV-ATPaseが発現する二種類の塩類細胞
がトラザメ胚の鰓でも存在することが明らかになった
（図２）。また、胚期に特異的に発達した塩類細胞集団
については、側底膜にNKAが頂端膜にはNa+/H+ 
exchangerが局在し、海水中ではH+排出すなわち酸・塩
基調節に関与することが示唆された。 

② 塩類細胞集団の酸塩基調節機能を調べるため、pH 7, pH 
8及びpH 9の海水を調整し、ステージ33のトラザメ胚を1
週間飼育した。その結果、海水が塩基性になるほど、塩
類細胞集団が大きく発達する様子が 察された。H+の排出する塩類細胞集団は環境
水が酸性に傾くほど発達すると予想されたが、逆の結果になった。pH 7およびpH 9
に調節した海水は、海水の強い緩衝作用により徐々にpH 8に近づいてしまったた
め、飼育水の調整についてはさらなる検討が必要である。 

実験３．トラザメ胚の鰓以外に存在する塩類細胞 
① 真骨魚では、鰓が未発達な胚では塩類細胞は卵黄嚢上皮および体表に存在すること

が知られている。そこで、トラザメにおいても体表を観察したところ、鰓の二次鰓
弁が発達する前のステージ31の胚で体表に塩類細胞が多く存在する様子が観察され
た。また走査型電子顕微鏡でトラザメ胚の体表を観察したところ、成魚の鰓と同様
に塩類細胞の開口部が観察された。以上から、トラザメ胚の鰓にも成魚と同様に二
種類の塩類細胞が存在し、鰓隔膜に存在する塩類細胞集団がH+の排出を行ってい
ることが示唆されるとともに、軟骨魚胚の体表にも塩類細胞が分布することが示さ
れた。卵黄 上皮のホールマウント免疫組織化学染色を行い、体表と同 に卵黄上皮
にもNKA陽性細胞が 察された。ミトコンドリアの生体染色を行った結果、卵黄 上
皮にミトコンドリアに富んだ細胞が観察された。以上の結果から、真骨魚と同様 
に、軟骨魚の鰓の発達前の胚では、卵黄嚢上皮及び体表に塩類細胞が分布すること
が示された。 

図１. 塩類細胞集団を
構成する細胞。スケー
ルバーは 1 m。 

図２. トラザメ胚鰓の塩類細胞。
赤は V-ATPase、緑は NKA。スケー
ルバーは 100 m。 
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