
日本大学・生物資源科学部・上席研究員

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６６５

基盤研究(B)（一般）

2018～2016

簡便かつ鋭敏な細胞性免疫機能測定による水産用ワクチン有効性評価法の開発

Development of evaluation methods for the potency of fish vaccine by simple and 
sensitive determination of the function of cell-mediated immunity

００３２２４９６研究者番号：

中西　照幸（NAKANISHI, Teruyuki）

研究期間：

１６Ｈ０４９８４

年 月 日現在  元   ６ １５

円    12,800,000

研究成果の概要（和文）：ノカルジア症に感染耐過したカンパチ由来の白血球におけるIFNγの産生を指標とし
て細胞性免疫誘導を評価する手法を開発した。鰭膜内にザイモザンを投与することにより鰭膜内への好中球の遊
走や貪食を生体において観察することに成功した。また、PHAを鰭膜内へ投与すると投与部位へのリンパ球の遊
走やリンパ球の幼若化を誘導し、生体における細胞性免疫誘導を明らかにした。さらに、CD8陽性の細胞傷害性T
細胞が直接白点虫を傷害することを明らかにし、寄生虫に対するリンパ球による細胞性免疫機能測定に道を開い
た。

研究成果の概要（英文）：In this project, we showed a) production of IFNγ in leukocytes from 
immunized amberjack leading to development of new evaluation method for the induction of 
cell-mediated immunity in aquaculture fish, b) A unique and simple method for analyzing the local 
immune responses in vivo using fish fin was developed. We demonstrated that migration of 
granulocytes and the respiratory burst activity were easily visible from outside of the fin because 
of the transparency of fin membrane. We also found the accumulation and in vivo blastogenesis of 
lymphocytes at the fin after PHA injection, c) We demonstrated the direct contact and killing 
activity of CD8-positive T lymphocytes against causative parasite of white spot disease.

研究分野： 魚類免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
水産増養殖現場においては、ウイルスや細胞内寄生細菌による疾病の発生が大きな問題となっている。これらの
疾病に対する感染防御にはTリンパ球の活性化を中心とした細胞性免疫が重要である。しかし、魚類においては
近交系やそれに由来する細胞株が存在しないため細胞性免疫の研究が遅れている。また、多くの水産用ワクチン
においてワクチンの有効性を評価する適切な指標がなく攻撃試験に頼っているのが現状である。こうした中で、
産業的に重要な魚種において簡便かつ鋭敏な細胞性免疫機能評価法を開発した意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
水産増養殖現場においては、ウイルスや細胞内寄生細菌による疾病の発生が大きな問題とな

っている。これらの疾病に対する感染防御には T リンパ球の活性化を中心とした細胞性免疫が

重要である。しかし、魚類においては細胞性免疫機能測定に必要な近交系やそれに由来する細

胞株が存在せず、哺乳類に比べ細胞性免疫の研究が遅れている。 

また、多くの水産用ワクチンにおいてワクチン投与魚に抗体価の十分な上昇が認められず、

ワクチンの有効性を評価する適切な指標がなく攻撃試験に頼っているのが現状である。こうし

た中で、細胞性免疫機能に基づくワクチンの有効性評価法の確立が求められている。 

研究代表者らは、クローンギンブナ及びそれに由来する細胞株を用いた魚類の細胞性免疫研

究において、in vivo 及び in vitro におけるアロ抗原あるいはウイルス抗原特異的細胞障害試験

法を確立し、ウイルスやエドワジェラ菌やノカルディア菌などの細胞内寄生細菌に対する感染

防御に細胞性免疫が主要な役割を果たすことを世界に先駆けて証明した。また、CD4 及び CD8

αに対するモノクローナル抗体(mAb)の作製に成功し、魚類において初めて CD8α陽性細胞障

害性 T リンパ球(CTL)の抗原特異的細胞傷害活性や CD4 陽性 T 細胞のヘルパー活性を証明し

た。 

しかし、ギンブナにおいて細胞性免疫機能測定法が確立されているが、近交系や細胞株及び

抗体などのツールが揃っていない大多数の産業的に重要な魚種では測定が難しい。我々は、こ

れまでに、(1) CTL が、MHC や T 細胞受容体を介さずに細菌を直接殺すこと、(2)鰭の基部に

抗原を注入すると透明な鰭膜の間隙に白血球が集積する現象を見出した。このように、遺伝的

に均一な動物とそれに由来する細胞株がない養殖魚種においても細胞性免疫機能を測定するこ

とにより、攻撃試験に依らずにワクチンの有効性を鋭敏かつ簡便に評価する手法を開発できる

展望が示された。 

 
２．研究の目的 
我が国において水産用ワクチンが急速に普及し、販売高が抗菌剤を上回っているが、多くの

水産用ワクチン投与魚において抗体価の十分な上昇が認められず、ワクチンの有効性を評価す

る適切な指標がなく攻撃試験に頼っているのが現状である。攻撃試験によるワクチンの有効性

評価においては、多大な労力と多数の魚が必要とされる。そこで、本研究においては、これま

での我々の研究成果並びに予備実験結果を踏まえ、白血球における IFNγ産生の測定、鰭膜内

への抗原接種に伴う白血球の浸潤及びリンパ球が直接細菌等を殺す現象に着目した評価法など、

攻撃試験に依らずにワクチンの有効性を鋭敏かつ簡便に評価する手法を開発することを目的と

する。 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞性免疫関連分子の活性に基づいた細胞性免疫機能測定法の開発 

① アロ抗原に対する細胞傷害活性に関与するグランザイム様酵素をギンブナ白血球より精製

し、タンパク質レベルでの魚類グランザイムの同定および特性解明を試みた。ノカルジア症に

感染耐過したカンパチより白血球を採取し、in vitro でマイトジェン刺激した後に、カンパチ

の組換え IFNγに対する抗体を用いて、ウェスタンブロッティング法及び免疫沈降法により

IFNγの分子量に相当するバンドの発現について検討した。 

(2) 鰭膜内接種法による細胞性免疫機能測定法の開発 

① 鰭膜内への Zymosan 投与後、経時的に白血球を採取しフローサイトメトリーにより細胞

の種類や数を測定した。貪食の際に細胞内の PH の低下に伴い蛍光を発する試薬（pHrodo 標



識 Zymosan）を用い好中球の貪食活性を測定した。また、呼吸バースト活性は NBT 還元法に

より解析した。② 鰭膜内に PHA を投与後経時的に白血球を採取し、各種白血球に対する抗

体を用いてフローサイトメトリー法により細胞の種類や数を測定した。 

(3) リンパ球による殺菌活性を指標とした細胞性免疫機能測定法の開発 

①クローンギンブナの腎臓及び鰓より単離した CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞、マクロファー

ジ及び好中球と白点虫を in vitro で 1 時間培養後、蛍光顕微鏡下で接触及び障害活性を観察し

た。②白点虫に対する各種白血球の遊走についてはブラインドウェルチャンバーを用いて測定し、

フローサイトメトリーにより移動した白血球の組成を比較した。 
 
４．研究成果 

(1) 細胞性免疫関連分子の活性に基づいた細胞性免疫機能測定法の開発 

 当初、細胞傷害性誘導酵素グランザイムに注目してギンブナ白血球より精製し機能を明らか

にした。しかしギンブナで同定されたグランザイム A に相同な遺伝子はコイ目で進化した遺伝

子と考えられ、ブリ等で見つけることはできなかった。そこで、海産魚において細胞性免疫機

能を測定する方法として、細胞性免疫において重要な役割を果たすインターフェロンγ(IFN

γ)を新たな評価指標とした。カンパチの組換え IFNγに対する抗体を作製し、これを用いてウ

ェスタンブロッティング法及び免疫沈降法により、ノカルジア症に感染耐過したカンパチ由来

の白血球をマイトジェンで刺激した後に解析した結果 IFNγが検出されたが、非感染の健康魚

からは検出されなかった。以上より、IFNγの産生を指標としてノカルジア症に対する細胞性

免疫誘導を評価できることが判明した。 

 

(2) 鰭膜内接種法による細胞性免疫機能測定法の開発 

透明な鰭膜内にザイモザンを投与することにより鰭膜内への好中球の遊走及び貪食を生体外

より観察することに成功した。また、貪食好中球の割合を FACS 解析により詳細に解析するこ

とにも成功した。鰭膜内に NBT を投与した結果、鰭膜の色が暗紫色に変化し、分離した好中

球内において NBT が活性酸素群により還元されることで生じる暗紫色のホルマザン顆粒が観

察され、生体内にて起こる呼吸バースト活性を解析することに成功した。 

また、背鰭に PHA 投与した場合には、鰭膜内のリンパ球の幼若化が認められた。これは PHA

刺激に伴う幼若化応答を示す魚類の in vivo における初めての知見である。また、好中球の動

態を解析したところ、PHA 投与 1 日目には腎臓において減少し、その後脾臓及び末梢血にお

いて増加し、遅れて投与部位の鰭において増加することが判明した。以上より、局所における

刺激が全身的な反応を誘導していることが明らかとなり、本法は局所免疫と全身免疫との相互

作用解析のモデルとして活用できると考えられる。 

 

(3)リンパ球による殺菌活性を指標とした細胞性免疫機能測定法の開発 

淡水性白点病の病原体である繊毛虫の Ichthyophthirius multifilis（白点虫）に対して細胞傷

害性 T 細胞が直接傷害活性を示すことが魚類で初めて明らかになった。すなわち、クローンギ

ンブナの腎臓及び鰓より単離した CD4 陽性細胞、CD8 陽性細胞、マクロファージ及び好中球

と白点虫を in vitro で 1 時間培養すると、CD8 陽性細胞のみが直接白点虫と接触し傷害するこ

とが示された。 

また、白点虫への腎臓及び鰓由来の白血球の遊走活性を比較した結果、マクロファージや好中

球は白点虫への遊走を示さず、腎臓由来の CD8 陽性 T リンパ球のみが遊走能を示した。さら



に、セロントではなくトロフォントを鰭膜内に注射した場合のみ、CD4+細胞及び CD8 細胞の

割合が、GATA3 および T-bet の mRNA 発現量が有意に上昇し、T リンパ球が活性化すること

が明らかになった。 
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