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研究成果の概要（和文）：近年，真骨魚類の鰓において，アンモニアの排出・H+の排出・Na+の取り込みという3
つの生理機能をつかさどる分子群が機能的な複合体を形成している可能性が示唆されるようになったが，このモ
デルは仮説にとどまっていた．本研究では候補分子群を可視化することにより，1）候補分子群が塩類細胞の外
部環境と接する細胞膜に共局在し3つの生理機能が連携していること，2）低イオン環境や酸性環境において候補
分子群の微細局在が変化することによって機能の連携が亢進されること，を明らかにすることができた．さら
に,3）Cs+と同じ挙動をしめすK+が塩類細胞のサブタイプによって排出されることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Localization patterns of NHE3b and Rhcg1 in rainbow trout ionocytes were 
examined with newly-raised antibodies. The immunoreactivity of NHE3b and Rhcg1 looked likely to be 
colocalized at the apical membrane of the ionocytes, but the higher-resolution imaging revealed that
 NHE3b was diffused and located rather subapically in freshwater-acclimated trout, whereas that 
NHE3b was concentrated at the apical membrane, being more colocalized with Rhcg1, following transfer
 to deionized water or acidic water. These morphological changes would imply that ammonia-dependent 
sodium uptake by the Rh-NHE metabolon is more active in low-sodium and low-pH environments.

研究分野：農学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
塩類細胞の既知の機能であるNa+の取り込みに加え，本研究では新たにH+とアンモニアの排出に注目し，これら
の3機能が連携していることと外部環境変化に応じて連携が亢進されることを明らかにすることができたが，H+
の排出は体液の酸塩基調節のかなめであり，アンモニアの排出は窒素代謝の最終過程であるため，これらの成果
は魚類生理学・水産増養殖学の両面から重要である．また，塩類細胞のサブタイプによるK+の排出機構を明らか
にしたが，Cs+はK+と同じ挙動を示すため，この成果は放射性Csによる魚類の汚染と除染のメカニズムを明らか
にするうえで重要である．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
真骨魚類は，「塩類細胞」が Na+と Cl-を能動輸送することにより，淡水・海水それぞれの環境
に順応できる．近年，塩類細胞における Na+・Cl-の吸収・排出メカニズムが分子レベルで解明
されたが，塩類細胞は Na+・Cl-だけでなく H+・NH4+・Cs+・K+などの輸送も積極的に行って
いることが示唆されるようになった．特にアンモニアについては，真骨魚類は窒素代謝の最終
産物としてアンモニアを鰓から排泄するが，その排泄機構は単純拡散によるものと考えられて
注意が払われてこなかった．しかし最近，鰓におけるアンモニアの排泄が Rh アンモニアトラ
ンスポーターを介することが明らかになり，さらに，アンモニアの排泄・H+の排出・Na+の取
り込みという 3つの生理機能をつかさどるトランスポーター群が機能的な複合体（メタボロン）
を形成している可能性が示唆されるようになった．ただしこのモデルは仮説にとどまっている
のが現状であった． 
 
２．研究の目的 
真骨魚類の塩類細胞による新規機能，すなわち H+・NH4+・Cs+の排出などのメカニズムを分
子レベル・単一細胞レベルで明らかにすることを目的とする．特に上記の背景をふまえて，ア
ンモニアの排泄・H+の排出・Na+の取り込みという 3つの生理機能をつかさどっていると推測
される候補トランスポーター群の可視化に焦点を絞る．候補トランスポーターとして，H+の排
出と Na+の取り込みを 1:1で行うと考えられる Na+/H+交換体（NHE3b），アンモニアガストラ
ンスポーターとして機能すると考えられる Rh因子（Rhcg1, Rhcg2, Rhbg）をとりあげる． 
 
３．研究の方法 
広塩性のモデル魚種としてニジマスを用い，アンモニアの排泄・H+の排出・Na+の取り込みに
関与すると予想される候補トランスポーター群の遺伝子クローニングを行い，リアルタイム
PCR による mRNA の測定系を確立する．それぞれのトランスポーターに対する特異抗体を作
成し，既知の Na+・Cl-輸送関連トランスポーターと合わせて，同時多重免疫蛍光染色を行う．
共焦点レーザー顕微鏡で画像取得後，さらに，デコンボリューションソフトウエア Huygens 
Essential を導入し数学的処理（最尤法によるデコンボリューション）をほどこし，トランスポ
ーター群の共局在をより高解像度で解析する．得られた単一細胞レベルの情報を統合し，「どの
タイプの塩類細胞でどのイオンの排出が行われているか」を解明する． 
 
４．研究成果 
(1) ニジマスにおいて，3種の Rh因子（Rhcg1，Rhcg2，Rhbg）に対する特異抗体の作成に成功
した（図 1）．これらの抗体は，タイセイヨウサケにおいても利用可能であることを確認した． 

図 1. 通常淡水に順応させたニジマス鰓の Rh 因子（Rhcg1, Rhcg2, Rhbg）の局在．Rhcg1 は塩類細胞
（NHE3b-positive ionocyte）の頂端膜，Rhcg2は呼吸上皮細胞（respiratory pavement cell）の頂端膜，Rhbg
は塩類細胞と呼吸上皮細胞両方の側底膜に，それぞれ局在した． 
 
同時多重免疫蛍光染色をおこなって共焦点レーザー顕微鏡で観察すると，淡水および海水に
順応させたニジマスとタイセイヨウサケスモルトの鰓において，Na+/H+交換体（NHE3b）と
Rhcg1は同一の塩類細胞の外部環境と接する細胞膜（頂端膜）に共局在するように見えた． 
 共焦点レーザー顕微鏡で取得した画像にデコンボリューションをほどこしたところ，通常淡
水に順応させたニジマス鰓の塩類細胞では，NHE3b・Rhcg1ともに，頂端膜の表面に集中せず，



表面下に約 1,000 ナノメートルの幅をもって分布していた．さらに，Rhcg1 の局在の中心は頂
端膜の表面から約 300ナノメートルの範囲に集中していたのに対し，NHE3bは頂端膜の表面か
ら約 300ナノメートルの範囲には強く発現せず，300〜1,000ナノメートルの範囲に幅広く分布
していた．つまり，通常淡水順応時には Rhcg1 と NHE3b の分布中心がずれていることが明ら
かとなった（図 2）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 通常淡水に順応させたニジマス鰓の塩類細胞における NHE3b と Rhcg1 の局在．NHE3b（シアン）
が Rhcg1（マゼンタ）に対してより幅広く分布しており，両者を重ねると，NHE3b の分布中心が Rhcg1
のそれよりも深部に位置していることがわかる． 
 
 次に，低イオン水または酸性水（pH4.5）に順応させたニジマス鰓の塩類細胞を解析したとこ
ろ，通常淡水と大きく異なり，NHE3b・Rhcg1ともに，頂端膜の表面から約 200ナノメートル
の範囲に集中して分布していた．つまり，NHE3bと Rhcg1の分布中心がほぼ一致するようにな
った（図 3）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 低イオン水に順応させたニジマス鰓の塩類細胞における NHE3bと Rhcg1の局在．図 2にくらべて，
NHE3b（シアン）の分布が頂端膜の表面に集中し，Rhcg1（マゼンタ）とほぼ重なっていることがわかる． 
 
これらの結果は，Na+が体内から激しく奪われる低イオン環境および酸性環境において，

NHE3bと Rhcg1によって形成されたメタボロンがより効率的に機能し，アンモニアと H+の排
出に依存した Na+の取り込みを促進させていることを強く示唆している．NHE3bと Rhcg1の関
係の模式図を図 4にしめす． 

図 4. ニジマスの鰓におけるトランスポーター群の局在様式の模式図．塩類細胞の一種（NHE3b-positive 
ionocyte）の頂端膜に分布する NHE3bと Rhcg1がナノスケールで共局在の様式を変化させることにより，
アンモニアと H+の排出に依存した Na+の取り込みが調節されていると考えられる． 



(2) ティラピアの塩類細胞は 4種類のサブタイプ（I型，II型，III型，IV型）から構成される．
海水で特異的に出現する IV 型細胞の頂端膜に，K+の排出をおこなう K+チャネル（ROMKa）
が局在することが知られていたが，今回，淡水・海水どちらでも出現する I 型細胞と淡水で出
現する III型細胞の頂端膜にも ROMKaが局在すること，さらに，環境水の K+濃度を上昇させ
ると ROMKaの発現が上昇することが明らかとなった．Cs+は K+と同じ挙動を示すため，この
成果は放射性 Csによる魚類の汚染と除染のメカニズムを明らかにするうえで重要である． 
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