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研究成果の概要（和文）：真骨魚類は，鰓の「塩類細胞」をつかって，淡水と海水という全く異

なるイオン環境に適応することができる．研究代表者はこれまで，塩類細胞のイオントランス

ポーターを同定・可視化することにより，ティラピアの塩類細胞が 4 型に分類できることを報

告してきたが，本研究では，ニジマスの塩類細胞は 3 型に分類できることを発見した．さらに，

多くの魚種について，塩類細胞の機能的分類という今までにない切り口を用いることにより，

真骨魚類の浸透圧調節機構の共通性と多様性を明らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）：Teleost fishes are able to live in both fresh water and seawater by 
means of specialized "ionocytes" in the gill epithelium.  Simultaneous immunofluorescence 
staining of multiple ion-transport proteins revealed morphological variations in ionocytes 
among teleost species (e.g. rainbow trout, tilapia and zebrafish).  Ionocytes possessing 
apical Na+/H+ exchanger, apical Rh protein, basolateral Na+/K+-ATPase and basolateral 
Na+/K+/2Cl− cotransporter are common in fishes. 
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1．研究開始当初の背景 
 真骨魚類は，鰓や体表に存在する「塩類細
胞」という特殊な細胞が，海水環境では体内
に過剰となるイオンを排出し，淡水環境では
逆にイオンを取り込むことによって，浸透圧
調節を行っている．塩類細胞の海水における
Na+と Cl−の排出機構については，1990 年代
に分子レベルでの説明が可能になったが，淡

水における Na+と Cl−の取り込み機構に関し
ては，国内外の複数の研究室が挑戦を挑んだ
ものの，機能分子を特定することができず，
2000 年代に入っても先の見えない状況が続
いていた． 
 上記のような状況において研究代表者は，
モザンビークティラピア胚の卵黄嚢上皮の
塩類細胞をモデルとし，複数のイオントラン
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スポーターを同時免疫蛍光染色で可視化す
ることにより，塩類細胞を I 型～IV 型の計 4
タイプに分類することに成功した（J Exp 
Biol 208, 2023-2036, 2005）．当時は，塩類細
胞には淡水型と海水型の 2タイプしか存在し
ないと考えられていたため，この 4 タイプの
発見は驚きをもって迎えられた．研究代表者
はさらに，淡水で出現する II 型細胞と，海水
で出現する IV 型細胞について，それぞれ特
異的に発現するイオントランスポーターで
ある NCC（Na+/Cl−共輸送体）と NKCC1a
（Na+/K+/2Cl−共輸送体 1a）を単離・決定す
る こ と に 成 功 し た （ J Exp Biol 211, 
2584-2599, 2008）．特に NCC は，塩類細胞
研究の約 80 年の歴史において，誰もその存
在 を 予 測 し え な か っ た 新 規 機 能 分 子
（fish-specific NCC=SLC12A10; これまで
知られていた conventional NCC=SLC12A3
とは異なる）であり，混迷を極めていた魚類
の浸透圧調節機構研究に解明の糸口を与え
るものとなった． 
 その後，塩類細胞におけるイオントランス
ポーターの局在パターンは，魚種によって異
なることが分かってきた（Am J Physiol 296, 
R1650-1660, 2009）．どうやら，真骨魚類の
浸透圧調節機構は海水におけるイオン排出
機構こそ共通しているが，淡水におけるイオ
ン取り込み機構は多様性に富んでいるよう
である．よって，多様な魚種を扱う我が国の
水産業の現場に有用となる基礎知見を提供
するためには，真骨魚類全般における浸透圧
調節機構の共通性と多様性・特殊性を明らか
にすることが急務であるとの考えに至った． 
 
 
2．研究の目的 
 上記の背景をふまえて，本研究では，通し
回遊を行い水産重要種が多く含まれるサケ
科（ニジマス，タイセイヨウサケ）とキュウ
リウオ科（アユ，ワカサギ）を主な対象とし，
同時多重免疫蛍光染色を駆使してイオント
ランスポーターを可視化することにより，塩
類細胞のイオン輸送機構を分子レベル・単一
細胞レベルで明らかにすることを目的とす
る．近年の浸透圧調節機構研究は，ゼブラフ
ィッシュに代表されるように単一のモデル
魚種を対象とし，単一のイオン輸送体に焦点
を絞ったものが主流である．複数の魚種を体
系的に扱い，しかも複数のイオン輸送体を同
時並列的に解析しようとする試みは，本研究
の特色である． 
 
 
3．研究の方法 
 まず，対象魚種について，淡水と海水のそ
れぞれに特異的に発現することが期待され
る塩類細胞関連イオントランスポーター群

の遺伝子クローニングを行う．次に，各イオ
ントランスポーターについて，リアルタイム
PCR による mRNA の正確な測定系を確立す
る．さらに，特異抗体を作成し同時多重免疫
蛍光染色を確立して，すべての塩類細胞関連
イオン輸送体について同時並列的に単一細
胞レベルでの詳細な解析を行う．各魚種から
得られた結果を統合し，真骨魚類における塩
類細胞のイオン輸送機構の共通性と多様性
について考察する． 
 
 
4．研究成果 
 淡水と海水に馴致させたタイセイヨウサ
ケのスモルトの鰓の Na+/K+-ATPase（NKA）
免疫染色写真を図 1 に示す． 

図 1. タイセイヨウサケのスモルトの鰓の
Na+/K+-ATPase（NKA）免疫染色写真．NKA
陽性（緑色）の塩類細胞は，淡水（A）では
1 次鰓弁と 2 次鰓弁の両方に存在するが，海
水（B）では 2 次鰓弁の塩類細胞が消失する．
この現象は多くの魚種で確認されているが，
1 次鰓弁の塩類細胞=海水型，2 次鰓弁の塩類
細胞=淡水型，という解釈には注意が必要で
ある．スケールバーは 40 µm．Hiroi and 
McCormick 2012 より． 
 
NKA 陽性（緑色）の塩類細胞は，淡水では 1
次鰓弁と 2 次鰓弁の両方に存在するが，海水
では 2 次鰓弁の塩類細胞が消失する．この現
象は，シロサケやウナギをはじめとする多く
の魚種で確認されている現象であり（図 2 の
Group A），1 次鰓弁の塩類細胞は海水型イオ
ン排出細胞，2 次鰓弁の塩類細胞は淡水型イ
オン吸収細胞であるとの説が 1990 年代後半
に提唱された．しかし，同じサケ科でも，レ
イクトラウトやブルックトラウトのような
原始的な魚種や，タイセイヨウサケでもパー

 



では，海水適応時に 2 次鰓弁の塩類細胞が消
失しない（図 2 の Group B）．よって，1 次
鰓弁=海水型，2 次鰓弁=淡水型，という解釈
には注意が必要である．抗 NKA 抗体は塩類
細胞を可視化するためのマーカーとしては
有用であるが，NKA は淡水・海水のどちら
でも機能的であるため，他の淡水特異的・海
水特異的イオントランスポーターを同時に
可視化する必要がある． 

図 2. 塩類細胞の機能組織学的解析に用いら
れた真骨魚類の系統関係．Group A の魚種で
は，2 次鰓弁の塩類細胞が淡水で存在するが
海水で消失する．Group B では，2 次鰓弁の
塩類細胞が淡水・海水のどちらでも存在する．
Group C では，塩類細胞は淡水・海水のどち
らでも 1 次鰓弁にのみ存在する．NCC +の魚
種では，淡水で NCC（Na+/Cl−共輸送体）陽
性の塩類細胞が出現する．NCC−の魚種では，
淡水で NCC 陽性の塩類細胞を発見すること
ができない．Ostariophysi（骨鰾上目，ゼブ
ラフィッシュを含む）と Acanthopterygii（棘
鰭上目，ティラピアを含む）の共通祖先が
NCC（fish-specific NCC, SLC12A10）を獲
得し，その後の進化の過程で魚種により NCC

の取捨選択が進んだのか，それとも，
OstariophysiとAcanthopterygiiが独立的に
NCC を獲得したのかは，興味深い問題であ
る．Hiroi and McCormick 2012 より． 
 
 研究代表者が 2008 年に世界に先駆けてテ
ィ ラ ピ ア の 鰓 か ら 発 見 し た NCC
（fish-specific NCC, SLC12A10）が，真骨
魚類に共通した淡水適応の機能分子である
かどうかを確認するために，淡水に馴致させ
たニジマスとアユの鰓から NCC 遺伝子を単
離しようと試みたが，成功しなかった．ニジ
マスとアユだけでなく，ウナギ，ニシン目ニ
シン科のエールワイフ，サバヒー，ミドリフ
グなど多くの魚種において，機能的な NCC
が存在しない可能性が考えられる（図 2 の
NCC−）．そこで，ティラピアで NCC と共に
淡水適応トランスポーターであると予測さ
れる Na+/H+交換体（NHE3）の遺伝子クロー
ニングを行ったところ，ニジマスとアユの両
者から，NHE3 を単離することができた．ニ
ジマスでは腎臓にのみ発現する NHE3a と鰓
の塩類細胞にのみ発現する NHE3b が存在し
た．ニジマス NHE3b に対する特異抗体を作
成したところ，ニジマスだけでなくタイセイ
ヨウサケ，ウナギ，エールワイフ，ティラピ
アなどでも有効であった．この抗ニジマス
NHE3b 抗体は，真骨魚類全般で利用可能な
ユニバーサル抗体としての利用が期待でき
る．ただし，同抗体は残念ながら現時点では
アユ NHE3 を検出できないため，以後の研究
はニジマスに集中することにした． 
 ニジマスを淡水・海水（20psu 人工海水）・
低イオン水・酸性水の 4 区に馴致させ，複数
のイオントランスポーターについて mRNA
レベルを定量化したところ，イオン取り込み
機能の亢進が期待される低イオン水区にお
いて NHE3b の mRNA が有意に上昇するこ
とが明らかとなった．さらに，NHE3b，NKA
および NKCC1a を同時 3 重免疫蛍光染色に
よって可視化した．その結果，ニジマスの鰓
の塩類細胞は（1）NKA 陽性，（2）NKA 陽
性'，（3）NHE3b・NKA・NKCC1 陽性，の
3 型に分類された（図 3）．低イオン水区にお
いて（3）の塩類細胞は，NHE3b 陽性を示す
apical 膜（環境水に面する細胞膜）の面積を
劇的に増大させた（図 3A）．よって，NHE3b
のイオン取り込みにおける重要性が明らか
となった．（3）の塩類細胞は淡水・海水の両
方で出現したことなどから，ティラピアの III
型・IV 型塩類細胞と相同であることが示唆さ
れた．また，魚種によって若干の違いはみら
れたものの，他のすべての魚種においてニジ
マスの（3）に相当する塩類細胞が存在した
ため，この型の塩類細胞が真骨魚類の浸透圧
調節機構において中心的な役割を果たして
いることが明らかとなった． 



図 3. 低イオン水（A），淡水（B）および海
水（C）に馴致させたニジマスの鰓の Na+/H+

交換体（NHE3b, 緑）Na+/K+-ATPase（NKA, 
赤），Na+/K+/2Cl−共輸送体（NKCC1a, 青）
免疫染色写真．NHE3b 陽性の塩類細胞（矢
印）と NHE3b 陰性の塩類細胞（矢尻）が明
瞭に区別される．（C）において矢印で示した
NHE3b 陽性細胞のなかには，NHE3b シグ
ナルが見えないものがあるが，共焦点顕微鏡
でフォーカスを移動させればシグナルを確
認することができる．NHE3b 陰性細胞は，
さらに 2 タイプに分類できるが，この図では
区別していない．スケールバーは 10 µm．
Hiroi and McCormick 2012 より． 
 
 近年，主にゼブラフィッシュを用いた実験
系によって，鰓の塩類細胞において NHE3b
と Rh タンパクが協同してアンモニア依存性
のNa+取り込みを行うというモデルが提唱さ
れた．このモデルは，これまで化学量論的に
疑問視されていた，淡水環境における
NHE3b の機能を裏付けるものである．ニジ
マスの Rh タンパク群から 3 種類のアイソフ
ォームを選択し，それぞれに対する特異抗体

を作成したところ，3 種のうち 2 種が塩類細
胞の apical 膜に特異的に発現することが明
らかとなった．また，これら 2 種の Rh タン
パクは，NHE3b と全く同じ挙動を示したた
め，上記のモデルの正当性を支持している． 
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