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研究成果の概要（和文）：真骨類ではコルチゾルが浸透圧調節に重要な働きがあることが分かっ

ている。頭腎で産生されるコルチゾルがどのように鰓で局所的に浸透圧調節に働いているのか

については分かっていない。本研究により、ステロイドホルモンはステロイド産生組織で作ら

れるだけではなく、それぞれの標的組織で代謝酵素の働きなどにより局所的に必要量を調整し

ている可能性が示された。 

 

研究成果の概要（英文）：Cortisol is a major hormone and known to have multiple effects 

and also known to be an osomoregulatory hormone in teleosts. However, how fish 

tissues discriminate between these distinct corticosteroid actions is not clearly 

understood. The present study showed that levels of cortisol appeared to be locally 

regulated to the optimal levels by the action of steroidogenic enzymes. 
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１．研究開始当初の背景 

広塩性真骨類では、ステロイドホルモンであ
るコルチゾルが海水および淡水適応に重要
な役割を果たしていることが知られている
が、同じホルモンであるコルチゾルがいかに
淡水と海水という全く異なる環境への適応
を制御しているかについての制御機構は全
く分かってない。近年の研究により、哺乳類
では浸透圧調節器官に到達したコルチゾル 

 

はステロイド代謝酵素によってさらに局所
的に代謝され、細胞内でより細やかにコルチ
コイドの作用を調節していることが明らか
となってきた。しかしながら、真骨類におけ
るコルチゾルの局所的な代謝調節機構につ
いてはその存在すら明らかになっていない。 
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２．研究の目的 

本研究はコルチゾルが浸透圧調節器官にお
いて局所的に代謝されるという真骨類では
これまで明らかにされていないメカニズム
を解明することを目的として研究を進めた。
また、コルチゾル産生あるいは代謝に関与す
る可能性のある新規のペプチドについても、
ステロイドの制御機構と合わせて解析を行
った。 

 
３．研究の方法 

 
(１) ３型 11β-HSD遺伝子の機能解析 
先行研究によりニジマスの鰓より単離した
３型 11β-HSD 様遺伝子がステロイド代謝活
性を持つかどうかを遺伝子発現実験にて調
べる。発現実験には COS-7 あるいは HEK293
細胞を使い、３型 11β-HSD 様遺伝子を発現
させる。その後、培養液に NAD+ あるいは
NADPH 等の補酵素の存在下でコルチゾルおよ
びコルチゾンを添加し、３型 11β-HSD のス
テロイド代謝活性を調べる。 
 
(２)遺伝子の発現解析法の確立 
コルチゾルのシグナルを受けるコルチコイ
ド受容体（GR1, GR2, MR）および代謝に関わ
るステロイド代謝酵素 11β-HSD（11β-HSD
２、11β-HSD３）遺伝子の発現を定量するた
め蛍光標識された目的遺伝子に特異的なプ
ローブを用いる Real-time PCRの定量系を確
立する。また、コルチゾルと供に浸透圧調節
に重要な働きをする成長ホルモン（GHR）と
プロラクチン（PRLR）受容体の遺伝子発現を
定量するため、プローブを用いない SYBR 
Green を用いた定量系を確立する。また、目
的遺伝子の細胞内での局在を検討するため、
コルチコイド受容体、11β-HSD、成長ホルモ
ン受容体およびプロラクチン受容体を認識
する DIG で標識した RNA プローブを作製し、
in situ ハイブリダイゼーション法による発
現解析法を確立する。 
 
(３)コルチコイド受容体および 11β-HSD 遺
伝子の発現変化 
ニジマスを用いて、海水・淡水馴致実験群を
作り、それぞれの馴致群の組織（13種の組織）
採取し２型および３型 11β-HSD 遺伝子発現
変化を Real-time PCR法を用いて解析する。 
 
(４)鰓におけるコルチコイド受容体、11β
-HSD、成長ホルモン受容体およびプロラクチ
ン受容体遺伝子の発現変化 
太平洋サケを用いて、海水・淡水馴致実験群
を作り、それぞれの馴致群から鰓を継時的に
採取しコルチコイド受容体、２型および３型
11β-HSD、成長ホルモン受容体およびプロラ
クチン受容体遺伝子発現変化を Real-time 

PCR 法を用いて解析する。鰓におけるそれぞ
れの遺伝子の発現部位を in situ ハイブリダ
イゼーション法を用いて解析する。 
 
（５）組織培養系を用いた鰓におけるコルチ
ゾルの代謝実験 
ニジマスの鰓を単離し、コルチゾルを添加し
た培養液中で培養する。培養液を継時的に採
取し、培養液中の
コルチゾル濃度を
測定する。 
 
 
４．研究成果 
 
(１) ３型 11β-HSD遺伝子の機能解析 
動物性培養細胞（HEK293細胞）を用いて３型
11β-HSD 遺伝子を発現させることにより酵
素活性の解析を行ったが、現時点でいまだに 
コルチコイド（ステロイド）に対する代謝活
性は見られていない。しかしながら、３型 11
β-HSD 遺伝子は鰓および皮膚で特異的に発
現しており、大西洋サケにおいては異なる塩
分環境において若干の発現変化をしている。
このことから３型 11β-HSD 遺伝子がなんら
かの形で浸透圧調節に関わっている可能性
は否定できない。 
 
(２)遺伝子の発現解析法の確立 
予定通り、すべての標的遺伝子についての
Real-time PCR と in situ ハイブリダイゼー
ション法による発現系の解析法を確立した。 
 
(３)コルチコイド受容体および 11β-HSD 遺
伝子の発現変化 

図 1.GR1、GR2および MR遺伝子の発現分布 
 



 

 

ニジマス GR1、GR2及び MR遺伝子は調べたす
べての組織で発現しており、海水馴致と淡水
馴致群で発現量に違いは見られなかった。発
現量に関しては、GR1 が平均して最も高く、
次に GR2、最も発現量が低いのが MRであるこ
とが明らかになった（図 1）。 
 
ニジマス 11β-HSD2遺伝子は調べた血液を除
くすべての組織で発現しているが、特に浸透
圧調節を行う組織でその発現が多い傾向に
あった。11β-HSD3 遺伝子は鰓と皮膚に特に
高い発現がみられた。11β-HSD2および-3遺
伝子発現は海水馴致と淡水馴致群で発現量
に違いは見られなかった（図 2）。 
 

図 2. 11β-HSD2および-3遺伝子の発現分布 
 
 
 (４)鰓におけるコルチコイド受容体、11β
-HSD、成長ホルモン受容体およびプロラクチ
ン受容体遺伝子の発現変化 
研究（1）～（3）についてはニジマスを実験
魚として扱ってきた。しかしながら、研究（3）
において、海水馴致したニジマスの GR1、GR2
及び MR 遺伝子発現が淡水と比べて低い傾向
であった。このことから、本来の生活史にお
いて海水域への回遊を行わないニジマスを
もちいて海水馴致実験を行うことが実験と
して正しい結果が得られるかどうかを検証
する必要性が生じた。そこで、大西洋サケを
用いて海水および淡水への馴致実験を行っ
た。 
 
その結果、コルチコイド受容体、２型および
３型 11β-HSD、成長ホルモン受容体およびプ
ロラクチン受容体遺伝子発現はほぼすべて
のタイムポイントにおいて海水馴致群の方
が低いという結果が得られた。このことは先
行研究と異なる結果でもあり、本研究におけ
る結果がいかなる意味を持つのかを現在解
析中である（図 3 - コルチコイド受容体、２
型および３型 11β-HSDのみの結果を示した） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．海水馴致および淡水馴致におけるコル
チコイド受容体、２型および３型 11β-HSD
遺伝子の発現変化 



 

 

（５）組織培養系を用いた鰓におけるコルチ
ゾルの代謝実験 
 
鰓を用いた組織培養を行った結果、培養液に
コーチゾルを添加した数時間後に培養中の
コルチゾル量が減少する傾向がみられた。培
養条件等を改善する必要があるが、このこと
は鰓において局所的にコルチゾル量を調節
できる可能性を示す直接的な実験結果が得
られた（図 4）。 
 
培養開始 18 時間後に培養液中のコルチゾル
量が増加していることに関しては現在検討
中である。鰓はステロイド産生組織ではない
ことから、培養開始時に添加したコルチゾル
以外にコルチゾルが増加する可能性はない。
鰓に残存した血液から培養液中に混ざって
きた可能性が考えられるため、培養開始まで
の準備を検討する必要があると考えている。 
 

図 4．ニジマス鰓におけるコルチゾルの代謝 
 
 
まとめ 
本研究により、これまで明らかにされていな
かった真骨類の鰓における、コルチゾルの代
謝メカニズムの一端が明らかになった（図 5）。
コルチゾル受容体とステロイド代謝酵素の
組み合わせにより、組織内でコルチゾルのシ
グナルが精緻に調節されていることが分か
ってきた。しかしながら、淡水馴致群でコル
チコイド受容体の遺伝子発現が高いこと、あ
るいは鰓の培養系確立など、今後検討をする

必要のある課題も多く残されている。 
図 5．鰓におけるコルチゾル代謝メカニズム 
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