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研究成果の概要（和文）：真骨魚ゲノムには千を超える膜輸送体（輸送体、チャネル、ポンプ）がコードされて
いる。それらの中にはエラ、腸、腎臓の上皮組織に発現し淡水や海水環境における浸透圧適応や体液ホメオスタ
シスを担う輸送体が含まれるが、in vitroにおける活性解析が詳細になされていないものが多い。本研究では、
新骨魚類の淡水・海水適応に関わる重要なイオン輸送体の活性を電気生理学的な手法により明らかにすることで
腎臓やエラの新たな分子機構を明らかにし、魚類生理学の教科書を正確に更新することを目指す。

研究成果の概要（英文）：The genome of teleost fishes encodes more than a thousand of membrane 
transport proteins such as transporters, channels, and pumps. Some of these transporters are 
expressed in the epithelia of the gill, intestine, and kidney and are responsible for the 
osmoregulation and the body-fluid homeostasis of teleost fishes in fresh water and seawater 
environments. However, the activities of these transporters are not well characterized in vitro. In 
the present study, we analyzed the function of these transporters by using electrophysiological 
techniques to clarify novel branchial and renal mechanisms for the freshwater and seawater 
acclimation.

研究分野： 魚類生理学
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１．研究開始当初の背景 
 真骨魚の体液（細胞外液）に含まれるイオ
ン組成や浸透圧は、ヒトの体液とほぼ同じレ
ベルに維持されている。淡水魚は淡水中に含
まれるわずかなイオンを濃度勾配に逆らっ
て吸収し、また海水魚はエラや腎臓からイオ
ンを積極的に排出することで、体液イオンの
恒常性を維持している。濃度勾配に逆らった
イオン輸送は魚類の淡水・海水適応に必須の
能力であるが、その分子機序の多くは生理学
上の open question となっている。  
 研究代表者らはこれまで、魚類で最初にゲ
ノム配列が公開されたトラフグ（海水魚）と
その近縁種で淡水・海水の両方で生息可能な
メフグ、淡水魚のゼブラフィッシュなどをモ
デルに用い、真骨魚の淡水・海水適応を担う
上皮輸送機構を解析してきた。ゲノム配列の
ベースにした網羅的な発現解析、エラ・腎
臓・腸の組織・細胞レベルでの局在解析、お
よびイオン輸送体の電気生理学的な活性測
定により、様々な成果を得た。海水メフグ腸
における重炭酸輸送体の網羅的な発現解析
から、飲水した海水中のカルシウムを炭酸塩
として析出させる重炭酸輸送体を初めて同
定した（Am J Physiol 294:R1402, 2008）（図１）。
海水魚は二価イオンを尿中に濃縮して排出
するが、海水メフグ腎臓における網羅的な発
現解析から、尿中に SO4

2‒や Ca2+を分泌する
輸送体の特定に初めて成功した（Am J Physiol 
297:R1647, 2009; Am J Physiol 301:R1427, 
2011）。Mg2+ 輸送体の網羅的な解析から、尿
細管細胞の細胞内液胞に局在する Mg2+ 輸送
体を同定し、transcytosis の関与を示した（Am 
J Physiol 305:R385, 2013）。 

 
図１ 真骨魚の海水順応に関わる様々な

イオン輸送体 

淡水メフグを用いた腎臓に高発現する
Na+-Cl‒ 共輸送体は海水メフグでは down 
regulation され、海水魚であるトラフグの腎臓
には全く発現しないことから、腎臓における
Na+-Cl‒ 共輸送体の発現が魚類の淡水順応に
必須だという説を初めて提案した（Am J 
Physiol 300:R284, 2011）。淡水魚エラには体内
のアンモニア排出と交換に淡水中の Na+を取
り込む仕組みが存在することが古くから提
唱されてきたが、ゼブラフィッシュのエラに
発現する Na+/NH4

+ 交換輸送体を初めて同定
した（Am J Physiol 306:R315, 2014）（図２）。
エラ・腎臓・腸の上皮組織に発現する重要遺
伝子は特定されつつあるが、魚類の淡水・海
水順応におけるイオン輸送を担う分子・細胞
レベルのメカニズムの多くは依然として未
解明である。 

図 2 真骨魚の淡水順応に関わる様々な
イオン輸送体 

 
２．研究の目的 
 本研究では魚類の淡水・海水順応を担う上
皮輸送機構のうち、未解明で重要な open 
question の解明を試みた。特に淡水魚エラに
よる一価イオンの吸収、海水魚腎臓による二
価イオンの排出に着目し、未解明の分子機序
を明らかにすると共に、膜輸送体による未報
告の新規活性の探索を目的とした。そのため
に、まず Xenopus oocyte に発現させた魚類の
膜輸送体の活性を電気生理学的に測定する
設備を構築して継続的な活性解析が可能と
なる研究拠点を形成し、膜輸送体の新たな解
析手法の開発を試みた。 
 
３．研究の方法 
 現在、様々な真骨魚のゲノム配列が解読さ
れ、公開されている。そこで先ずトラフグ（海



水魚）やゼブラフィッシュ（淡水魚）を含む
新骨魚ゲノムとヒトを含む四肢動物ゲノム
との比較ゲノム学、分子進化学的な手法によ
る解析により、膜輸送体遺伝子の構成と系統
解析を整理した。それらの中から発現解析や
免疫組織化学によりエラ・腎臓・腸に発現す
る重要遺伝子を選別した。 
 膜輸送体を over expression し、in vitro にお
ける活性を明らかにすることは、エラ・腎
臓・腸における上皮輸送機構を解明するため
に必須である。そこで定常状態でのイオン輸
送活性が低くかつ外来 cRNA の翻訳活性が高
いアフリカツメガエル卵母細胞の発現系を
用いて、魚類に由来する膜輸送体の活性を電
気生理学的な手法により解析することを試
みた。魚類に由来する膜輸送体の cDNA を
PCR 法により増幅して pGEMHE ベクターに
挿入してクローン化した後に、T7 RNA ポリ
メラーゼを用いて cRNA を合成し、アフリカ
ツメガエル卵母細胞に injectionした。H+、Na+、
Cl‒、Mg2+などのイオノフォアを用いてイオン
選択性微小電極を作製し、KCl 電極と共に卵
母細胞に刺入し、それぞれの電位と培地の電
位を差動型エレクトロメータ等により記録
し、細胞内遊離イオン濃度と膜電位を測定し
た。基本培地から他のイオン濃度や浸透圧を
変えずに H+、Na+、Cl‒、Mg2+濃度を変化させ
た培地をそれぞれ作製し、培地交換に伴う細
胞内イオン活性と膜電位の変化を記録した。 
 膜輸送体が起電性（electrogenic）輸送体か 
電気的中性（electroneutral）輸送体かを判定
することは、膜輸送体が膜電位により駆動さ
れるかどうか判断するために重要である。そ
の判定のため、膜輸送体を発現させた卵母細
胞の膜電流を二電極膜電位固定法により記
録し、電流電圧特性を解析した。 
 研究代表者によるこれまでの研究では、電
気生理学の実験は医学部の設備を利用して
進められてきた。魚類生理学は医学やヒト生
理学にも貢献することから共同研究が実現
してきたが、限られた設備を本来の医学研究
と共有する環境には一定の制約が存在した。
本研究により国内に電気生理学の解析装置
一式を新規購入することができた。この設備
は魚類生理学を解析するための設備であり、
制約なしに魚由来の膜輸送体の解析に用い
ることができる点で意義が大きく、研究の推
進に大きく貢献した。世界的にもユニークな
「魚類生理学研究のための電気生理学」の拠
点を形成することができた。 
 
４．研究成果 
【１】海水魚腎臓の Mg2+排出を担う Mg2+輸
送体の解析：細胞が細胞質から細胞外に Mg2+

を汲み出す仕組みは生理学上の重要な
question である。海水中には約 50 mM ものマ
グネシウムが含まれ、海水魚は腎臓の尿細管
細胞から尿中に Mg2+を分泌して体液 Mg2+濃
度を約 1 mM に維持するが、尿の Mg2+は約
150 mM にも達する。そこで海水魚の腎臓が

強い Mg2+排出活性を有することに着目し、分
子機構の解析を行った。細菌の Mg2+、Co2+

の排出に関与するとされる CorC のフグにお
ける相同タンパク質（Cnnm ファミリー）の
解析から、海水飼育したフグ腎臓の近位尿細
管細胞の細胞膜上に Cnnm3 が強く発現する
ことを見出した。Cnnm3 を発現させたアフリ
カツメガエル卵母細胞の細胞内総 Mg2+と遊
離 Mg2+を ICP-MS 及び微小 Mg2+電極により
測定したところ、優位な低下を観察した。二
電極膜電位固定法（ two-electrode voltage 
clamp）からは Mg2+依存的な電流が観察され
なかったことから、Cnnm3 が電気的中性
（electroneutral）な Mg2+排出に関わる可能性
が示唆され、海水魚腎臓による新しい Mg2+

排出モデルを提案することができた（論文⑥、
⑦）（図３）。 

 
図３ 海水魚近位尿細管による Mg2+排出

の上皮モデル。 
 
【２】吸収型 K+輸送体の同定：淡水魚のエラ
は体液の恒常性維持に必要なイオンを吸収
する。Na+吸収を担うイオン輸送体の研究が
進む一方、K+や Cs+の吸収メカニズムは明ら
かでない。ゼブラフィッシュエラに発現する
膜輸送体の電気生理学的な活性解析の結果、
細胞外 Na+の非存在下、細胞外 K+の上昇に伴
う H+の efflux として K+/H+交換輸送体を同定
した（図４）。このことは候補タンパク質が
吸収型 K+輸送体であることを示唆しており、
淡水魚エラによる K+吸収において中心的な
役割を担うことが期待される。 

 
図４ アフリカツメガエル卵母細胞に発現

させた K+/H+交換輸送体の活性 



【３】新たな浸透圧調節機構の探索：グラス
ゴー大学、メイヨー医科大学のグループによ
りショウジョウバエの高塩濃度耐性に必要
な因子が探索され、マルピーギ管に発現する
陽イオン交換輸送体（Slc9）ファミリーSlc9b1, 
Slc9b2 の重要性が見出された。それら輸送体
の活性は明らかになっておらず、また魚類を
含む脊椎動物にも類似の分子機構が存在す
る可能性があることから、国際共同研究に参
加して活性測定を行い、分子機序の解明を試
みた。アフリカツメガエル卵母細胞に発現さ
せ、H+選択性微小電極、Na+選択性微小電極
を用いた手法により活性を解析したところ、
Slc9b2は期待通りNa+/H+交換輸送体として機
能することを確認した。一方、Slc9b1 は H+

輸送活性を示す一方で Na+を輸送せず、期待
とは異なる活性を有することが明らかにな
った。Cl‒選択性微小電極を用いた解析の結果、
Slc9b1 は強力な H+-Cl‒共輸送活性を有するこ
とを見出した（論文④）（図５）。Slc9 ファミ
リーによる Cl‒輸送を示す報告としては初め
ての報告となり、この結果は魚類・哺乳動物
のSlc9ファミリーの中にもCl‒代謝を担うCl‒

輸送体が存在する可能性を示唆した（図６）。
様々な Slc9 ファミリーの発現ベクターを構
築して Cl‒輸送体の特定を試みたが、現時点
で Cl‒輸送体として機能する Slc9 ファミリー
は魚類・哺乳動物からは見つかっておらず、
今後も探索を継続する。小胞グルタミン酸ト
ランスポーターSlc17a7 の細胞膜上での新機
能を解析する国際共同研究に参加し、Slc17a7
が細胞膜上の Na+/H+交換輸送体として機能
することを明らかにした（論文①）。このこ
とは Slc9 ファミリー以外にも細胞膜上で
Na+/H+交換輸送活性を有する分子が存在する
ことを示している。 

 
図５ アフリカツメガエル卵母細胞に発現

させた H+-Cl‒共輸送体の活性 
 
 
 
 
 

 
図６ Slc9 ファミリーの新たな活性 
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