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研究成果の概要（和文）：魚類の浸透圧調節機構を包括的に理解するため、鰓（塩類細胞）、腸

および腎臓における浸透圧調節機能の分子機構の解明を目指した結果、両浸透圧調節器官の分

子・細胞レベルでのイオン輸送機能の一端を解明した。また、浸透圧調節器官の自律性とホル

モン依存性という２面からその機能調節機構を捉え、体液浸透圧が浸透圧感知機構を備えた統

合されたシステムによって調節されていることを示した。 

 
 

研究成果の概要（英文）：For a comprehensive understanding of osmoregulatory mechanisms in 
teleosts, we attempted to clarify cellular and molecular mechanisms of osmoregulation in the gill 
(chloride cells), intestine and kidney.  Considering possible autonomous and hormone-dependent 
regulations, we indicated that body fluid osmolality in teleosts was controlled by integrated systems 
equipped with osmosensory mechanisms.  
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１．研究開始当初の背景 
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水産学的な意義は
大きい。水圏に生息する魚類では、体表を介

して外界と体内との間で各種のイオンや水
が受動的に移動するが、これは陸上動物には
見られない特徴である。海産魚では塩類の流
入と水の流出、また淡水魚では塩類の流出と
水の流入の危険に常にさらされているにも
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関わらず、実際には淡水、海水を問わず、体
液の浸透圧は海水の約 1/3 に保たれている。
特にティラピアやウナギなどの広塩性魚は、
同一の個体が淡水、海水の双方に適応する能
力を有している。一般に、海水中では体内に
過剰となる塩類を鰓の塩類細胞から排出し、
淡水中で不足する塩類を塩類細胞から取込
むことで、いずれの環境でも体内のイオン濃
度を生理的範囲内に保っている。また、淡水
中で体内に流入する水は薄い尿として排出
され、海水中で脱水により不足する水は海水
を飲むことで補っている。 

これまでの魚の浸透圧調節研究は、1）鰓
に存在する塩類細胞のイオン輸送機能、およ
び 2）内分泌系による体液浸透圧の調節、の
２点を中心に進められてきた。近年の目覚し
い分子生物学の発展とその手法の普及によ
り、塩類細胞におけるイオン輸送機能の分子
メカニズムの解明が断片的ではあるが、ここ
数年で飛躍的に進展した。また共焦点レーザ
ースキャン顕微鏡および各種蛍光プローブ
の開発は、塩類細胞のイオン輸送機能の多様
性とその機能の可塑性に関する知見をもた
らしたが、申請者の研究グループがこの分野
の発展に大きく貢献してきた。一方、浸透圧
調節器官の水やイオンの輸送機能は、淡水適
応ホルモンであるプロラクチンおよび海水
適応ホルモンである成長ホルモンとコルチ
ゾルにより一義的に調節されていると信じ
られてきた。しかし浸透圧調節器官はホルモ
ンの指令に従って忠実に機能するというよ
りも、特に鰓では内分泌系の影響を受けつつ
自律的に調節されていることが我々の研究
により明らかとなってきた。 
 
 
２．研究の目的 
魚類浸透圧調節研究の包括的発展を期す

ためには、以下の２点に的を絞った研究を遂
行することが急務である。第 1に、研究の進
んでいる鰓および塩類細胞に加え、腸や腎臓
における浸透圧調節機能の分子機構の解明
を目指し、これまで個別に捉えられてきた各
浸透圧調節器官の分子・細胞レベルでの機能
を相互作用として捉え直し、水やイオンの個
体レベルでのフラックスを明らかにするこ
と、そして第２に浸透圧調節器官の自律性と
ホルモン依存性という２面からその機能調
節機構を捉え、統合されたシステムの全貌を
把握することである。特に鰓の塩類細胞は内
部環境の浸透圧変化を直接感知する機構を
備えており、その機能は細胞外液とそれによ
って運ばれる各種ホルモンの影響下にある
と言える。本研究は、外部環境、浸透圧調節
器官および内分泌系の相互作用を念頭に置
き、従来の考えを拡張した枠組みのもとで、
浸透圧調節の斬新なコンセプトを構築しよ

うとするものである。 
 
 
３．研究の方法 
(1)塩類細胞の機能的分類 

塩類細胞のイオン輸送機能は、その頂端膜
に発現するイオン輸送タンパクによって規
定されるので、頂端膜のタンパクにもとづい
てサブタイプに分類するのが合理的である。
本研究では、ティラピアの鰓でこれまでに同
定されたイオン輸送に関与する可能性の高
い輸送タンパクを免疫染色によって検出し、
それらの発現パターンを基準にティラピア
鰓の塩類細胞をサブタイプに分類すること
を試みた。候補タンパクおよび輸送されるイ
オンとして、NKCC (Na+, Cl-)、NCC (Na+, Cl-)、
NHE (Na+)、Na+チャンネル(Na+)、AE (Cl-)に
着目した。 

 
(2)腸における炭酸塩形成による２価陽イオ
ンの除去メカニズム 

海水に適応した魚は海水を飲むことで不
足する水分を補給する。飲み込まれた海水中
の 1 価イオンは体内に取り込まれるが、2 価
陽イオン（特に Ca2+）はカルシウムケーキと
呼ばれる白い炭酸塩を形成し不溶化するこ
とで除去され、腸液の浸透圧を低下させる。
まずマイクロＸ線分析を行い、この沈殿物の
元素組成を明らかにした上で、Ca2+と Mg2+の含
量を定量化した。２価陽イオンの炭酸塩が腸
管内で形成されるためには HCO3

- (重炭酸イ
オン)が腸内腔に分泌されている可能性が高
い。一般に HCO3

-は上皮細胞の頂端膜に分布す
る anion exchanger (AE) を介して分泌され
るので、腸上皮におけるＡＥを免疫染色（市
販のほ乳類のＡＥに対する抗体を利用）によ
って検索するのと同時に、cDNA クローニング
を行なった。さらに HCO3

-の分泌部位を明らか
にし、炭酸塩形成への関与を実験的に示した。 
 
(3)腎臓におけるネフロンの立体構造 

細尿管の詳細な形態を把握するため光学
顕微鏡および電子顕微鏡を用いて観察を行
った。また細尿管における NKA の局在を明
らかにするため、免疫組織化学的観察を行っ
た。淡水・海水ウナギの細尿管構造および 
NKA の免疫反応性を比較することで、浸透圧
調節機構について検討した。さらにレーザー
スキャン顕微鏡を用いた立体再構築、連続切
片の観察を行うことで細尿管の立体構造を
検証した。 
 
(4)下垂体プロラクチン(PRL)細胞における
浸透圧変化感知機構 

本研究ではまず、ティラピアにおける下垂
体プロラクチン(PRL)細胞の浸透圧変化感知
機構に水チャネル分子 AQP3 が関与するかに



 

 

ついて検討した。次にプロラクチン産生細胞
の細胞培養系を確立し、培養液の浸透圧を変
化させた際の細胞体積変化を顕微鏡下で連
続的に観察・写真撮影した。また培養液の浸
透圧を僅かに低下させると細胞内外で浸透
圧差が生じ、プロラクチン細胞の細胞膜に
AQP 分子が高密度で存在すれば AQP を介して
細胞内に水が流入し、その結果、細胞体積が
増加すると予想される。一方で、AQP の阻害
剤である水銀を添加した培養液では、低浸透
圧下での細胞体積の増加が抑制されるはず
である。上記の一連の実験により、プロラク
チン細胞には体液の浸透圧変化を細胞体積
変化として捉えるメカニズムが存在するこ
とを示した。さらにプロラクチン細胞の上位
中枢である視床下部から分泌されるプロラ
クチン放出ペプチド（PrRP）に着目し、同様
な浸透圧感知機構を備えている可能性を検
討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 塩類細胞の機能的分類 
ティラピアを脱イオン淡水(DFW)、淡水(FW)、
1/3 海水(1/3SW)、海水(SW)に一週間馴致し、
走査型電子顕微鏡を用いて鰓表面に存在す
る塩類細胞の開口部を観察するとともに、塩
類 細 胞 の マ ー カ ー と し て 知 ら れ る
Na+/K+-ATPase に対する抗体を用いて免疫染
色を行い、塩類細胞の形態を比較した。DFW
では微絨毛が密に存在する開口部が大きく
広がり、イオンを取り込むための表面積を広
げている様子が観察された。一方、SW では塩
類細胞の大きさが有意に大きくなることか
ら、側底膜の表面積を広げていることが確認
された。次に、real-time PCR 法により、塩
類細胞のイオン輸送を担っていると考えら
れているイオン輸送タンパク Na+, K+,2Cl-
共輸送体 1a(NKCC1a)、Na+/H+ 交換輸送体
3(NHE3)、H+ポンプ(V-ATPase)、さらに近年
新たに発見されたNa+, Cl-共輸送体(NCC) の
mRNA 発現量を比較した。外界の浸透圧上昇に
伴って NKCC1a の発現量が、また浸透圧低下
に伴って NHE3、NCC の発現量が高くなった。
この結果から、NKCC1a は高浸透圧適応（海水
適応）、NHE3、NCC は低浸透圧適応（淡水適応）
に重要なタンパクであることが示唆された。
また、免疫染色の結果より、高浸透圧環境下
では NKCC1a が側底膜上に存在する塩類細胞
が、低浸透圧環境下では NHE3 もしくは NCC
が頂端膜上に存在する塩類細胞が多く存在
した。これらの結果より、NKCC1a が側底膜上
に存在する塩類細胞（淡水型）がイオンを排
出し、NHE3 もしくは NCC が頂端膜上に存在す
る塩類細胞（淡水型）がイオンを取り込むと
考えられた。また、体液と等張な 1/3SWでは、
淡水型と海水型の両方の塩類細胞が存在し

たことから、浸透圧調節を行う必要がない等
張な環境でも、ティラピアは低浸透圧適応と
高浸透圧適応の両方の機構を有し、環境水の
浸透圧変化に備えていることが示された。 
 
(2)腸における炭酸塩形成による２価陽イオ
ンの除去メカニズム 

カルシウム沈殿は粘液に包まれた直径 1-5 
m の球状構造の集合体であった。構成元素は
Ca, Mg, C, O, P, S であり、主要元素 Ca, Mg
は全体の 77.0%, 22.5%を占めていた。さらに
結晶構造解析、分子構造解析を行った結果、
カルシウム沈殿は一部がマグネシウムカル
サイト（炭酸マグネシウムと炭酸カルシウム
の混合物）として結晶化し、残りは水分子を
含む非晶質であることが分かった。 

次にウナギを低 Ca2+, 低 Mg2+海水で飼育し
たところ、カルシウム沈殿量は減少した。こ
れよりカルシウム沈殿は外部環境である海
水の Ca2+, Mg2+に由来することが強く示唆さ
れた。さらに重炭酸イオンの由来を検討する
ため、重炭酸イオン分泌器官候補の膵臓およ
び胆嚢の除去個体を作成し、カルシウム沈殿
量を測定した。膵臓除去個体で顕著にカルシ
ウム沈殿量が減少したことよりカルシウム
沈殿形成に必要な重炭酸イオンは、腸の他に
膵臓からも分泌されることが示唆された。 

以上の結果を踏まえ、膵臓、腸の上皮細胞
から重炭酸イオン輸送体 solute carrier 
(SLC)4 および 26 ファミリー、Cl-/HCO3

-チャ
ネ ル （ cystic fibrosis transmembrane 
conductance regulator: CFTR）を網羅的に
クローニングし、得られた遺伝子配列をもと
に作製した遺伝子特異的プライマーを用い
て組織別発現解析を行った。膵臓では Slc4a8, 
Slc26a1, Slc26a6A, CFTR が発現し、腸では
Slc4a2, Slc26a1, Slc26a3, Slc26a6B, 
Slc26a11, CFTR が発現していた。さらにリア
ルタイム PCR により海水適応下で発現が上昇
した輸送体を選別した。膵臓において
Slc26a1, Slc26a6A、腸において Slc26a1, 
Slc26a3 が海水適応下で重炭酸イオン分泌に
関与することが示された。 

以上の結果、魚類の腸管内で形成されるカ
ルシウム沈殿について、生理学的観点より包
括的な理解が得られた。 
 
(3)腎臓におけるネフロンの立体構造 

ウナギの細尿管は近位細尿管前節・後節お
よび遠位細尿管の 3つの部位から構成される。
近位細尿管細胞は頂端部に微絨毛を備え、特
に前節の細胞内にはリソソームが多く存在
した。遠位細尿管細胞は他の部位に比べてミ
トコンドリアが多く、細胞基底部の陥入が顕
著であった。細胞内の構造に関して淡水・海
水で差異はないが、遠位細尿管と集合管にお
ける NKA 免疫反応は海水ウナギよりも淡水



 

 

ウナギで顕著であった。このことは、淡水ウ
ナギの遠位細尿管と集合管において能動的
なイオン輸送が盛んに行われていることを
示唆する。次に、淡水ウナギをモデルとして
細尿管の空間的配置解析を行った。複数の細
尿管が並行して配置されるような特殊な構
造は観察されなかったことから、細尿管にお
ける相互作用は考えにくい。また、同一ネフ
ロンの細尿管は規則的な構造を示さず、蛇行
した形状で存在した。 
 
(4)下垂体プロラクチン(PRL)細胞における
浸透圧変化感知機構 
PRL 細胞における AQP3 の発現動態を定量

PCR によって解析したところ、PRL と同様、
淡水飼育魚において高いことが示された。ま
た免疫染色により PRL細胞において細胞膜上
および核周辺部に AQP3 の局在が確認された
が、その反応性も淡水個体において強く、こ
れらより淡水個体の PRL細胞の方が高い水透
過性を有する細胞膜を持つことが示唆され
た。このことは淡水および海水個体 PRL 細胞
の低浸透圧刺激時細胞体積変化の解析結果
と一致し、PRL 細胞の浸透圧変化に対する細
胞体積変化の応答性に AQP3 が関与している
ことが示唆された。さらに AQP3 の阻害剤で
ある水銀処理によって淡水 PRL細胞の低浸透
圧刺激時細胞体積変化は抑制され、低浸透圧
刺激時 PRL 分泌促進も阻害された。以上の結
果から AQP3 が PRL 細胞の浸透圧変化感知機
構の高感度化に寄与していることが示され
た。 
 次に PRL細胞の活性制御メカニズムについ
て調べたところ、PRL 細胞の浸透圧変化感知
機構は PRLの遺伝子発現制御には関与しない
ことが示された。また単離培養条件下で淡水
と海水個体間の PRL 発現活性の差は保たれる
ことから PRL 発現調節は継続的な制御を必要
としないことも示された。さらに PRL 分泌ペ
プチド(PrRP)の関与を検討した結果、PRL 発
現上昇作用が海水個体由来 PRL細胞において
示された。そこで PrRP レセプターを PRL 細
胞より同定したところ、下垂体を含む様々な
組織に発現が確認され、PRL 細胞においては
その発現量は飼育環境によって変動しない
ことが示された。これらの結果より、PrRP が
海水個体において PRL発現活性の上昇に関与
することが示唆された。 
以上のことから、これまで考えられてきた

中枢神経系に端を発する統合的浸透圧調節
制御カスケードに加えて、体液浸透圧を直接
感知することでカスケードの各段階に自己
機能を調整する機構が存在すると考えられ
た。 
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