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研究成果の概要（和文）：ニジマスの鰓上皮組織には、不活化した病原細菌を取り込む鰓上皮抗原取込細胞が存
在する。当該細胞はレクチンの一種UEA1に結合性を有するため、UEA1をワクチンの運び屋として利用すれば鰓上
皮細胞を標的とした魚類のニードルフリーワクチンの開発につながると考え、研究を行った。UEA1に抗原モデル
としてBSAまたは、蛍光ビーズを共有結合させ、ニジマスに浸漬投与した。浸漬投与30分後に、鰓上皮抗原取込
細胞によるBSAまたはビーズの取り込みをフローサイトメトリーおよび免疫組織化学で解析した。しかしなが
ら、どちらの実験においても、UEA1を介した鰓上皮細胞による抗原モデル物質の取込は確認されなかった。

研究成果の概要（英文）：We previously identified gill epithelial antigen sampling (GAS) cells in the
 rainbow trout gill epithelium. GAS cells show affinity to a lectin Ulex europaeus agglutinin-1 
(UEA1), so that GAS cells is a promising target of bath vaccination using UEA1 as a vaccine vehicle.
 Rainbow trout was bath administrated with UEA1-BSA conjugate or UEA1-microbeads conjugate for 30 
min, and the gill epithelial cells removed from the gills from the experimental fish were analyzed 
with flow cytometry or immunofluorescence assay. However, no uptake of the vaccine model were 
observed in the epithelial cells from the vaccinated fish. These results suggest that UEA1 binds to 
a molecule which is not related to the uptake in the gill epithelium. 

研究分野：魚類免疫学

キーワード： 魚類免疫学

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
水産用ワクチンは養殖魚の感染症予防に
使用されており、魚病被害の軽減に大きく貢
献している。しかし、水産用ワクチンの用法
はほとんどの場合が注射であり、稚魚や魚種
によっては投与できない場合もある。さらに、
術者の安全、労働コストおよび魚体へのスト
レスなどの問題点から注射法に代わるワク
チン投与法の開発が重要な課題となってい
る。 
哺乳類の粘膜上皮には、ワクチンなどの抗
原を取り込む小襞細胞（M 細胞）が存在して
おり、細胞表面で捕捉した病原体を飲作用に
より体腔側へと運搬することで免疫応答を
誘導する(1)。レクチンの一種Ulex europaeus 
agglutinin 1（UEA1）は、M 細胞の表面に結
合する M 細胞リガンドとして知られている。
このことから哺乳類では、UEA1 を利用してワ
クチン抗原をM細胞へ直接デリバリーする粘
膜ワクチンが開発されている。 
魚類では、ワクチン液に魚を漬け込む浸漬
法が3種類の病原性細菌に対してのみ使用さ
れている。申請者はこれまでの研究から、浸
漬投与されたワクチン抗原は鰓上皮組織の
一部の細胞集団により取り込まれることを
明らかにした(2)。また、この鰓上皮抗原取
り 込 み 細 胞 （ Gill-epithelial Antigen 
Sampling cell：GAS 細胞）は UEA1 に結合す
ることを示した。そこで本研究では、UEA1 を
利用して、GAS 細胞を標的とした魚類の浸漬
（ニードルフリー）ワクチン技術の開発を目
的に研究を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究では UEA1 に抗原を結合させたワク
チン（UEA1 ワクチン）を利用して魚類の浸漬
ワクチン技術を開発するために、以下の点に
ついて明らかにする。 
 
1．GAS 細胞による UEA1 ワクチン取り込みの
確認 
2．UEA1 ワクチンの浸漬投与により誘導され
る免疫応答 
3．UEA1 ワクチンの有効性評価 
 
３．研究の方法 
【1．GAS 細胞による UEA1 ワクチン取り込み
の確認】 
UEA1 と蛍光マイクロビーズ（粒径：1µm）
をアミノ基およびカルボキシル基を利用し
て共有結合させた。それらをニジマスに浸漬
投与し、GAS 細胞が UEA1 を介してマイクロビ
ーズを取り込むか、免疫組織化学およびフロ
ーサイトメトリーにより確認した。 
タンパク質結合キットを用いてUEA1とBSA
を結合し、アユに浸漬投与する。UEA1-BSA の
GAS 細胞による取り込みを免疫組織化学によ
り確認する。 
  
 

【2．UEA1 ワクチンの浸漬投与により誘導さ
れる免疫応答】 
 UEA1－ワクチンの感染防御抗原となりう
る F. psychrophilum の抗原タンパク質を探
索した。すでに公表されている当該細菌の抗
原タンパク質のうち、7 種類を選定し組換え
タンパク質を作製した。それらをアユに投与
し、感染防御抗原としての有効性を検討した。 
 
【3．UEA1 ワクチンの有効性評価】 
 アユの細菌性冷水病に対するワクチンの
有効性評価法とするために、免疫関連遺伝子
の発現解析手法の検討を行った。DDBJ に登録
されているアユのデータベースから抗体遺
伝子（IgM、IgD、IdgD）の配列を得た。また、
次世代シークエンサーの出力データベース
である Short Read Archive からアユの免疫
関連遺伝子として、T 細胞マーカー遺伝子
（CD3、CD8）を探索した。 
 アユは年魚であり、1 年のうちに性成熟し
て産卵後死亡する。性成熟を開始する夏至以
降は免疫力が下がり、ワクチン実験には使用
できないことが経験的に知られている。そこ
で、上記で作製した遺伝子発現解析手法の検
討のために、成熟アユおよび未成熟アユのこ
れら遺伝子の発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
【1．GAS 細胞による UEA1 ワクチン取り込み
の確認】 
カルボキシル基でコートされた蛍光マイ
クロビーズをニジマスに浸漬投与したが、免
疫蛍光染色ではGAS細胞によるこれらビーズ
の取り込みを確認できなかった。ビーズと
UEA1 の結合方法に問題があると考え、蛍光マ
イクロビーズ側の官能基をアミノ基に変え
て同様の実験を行ったが、GAS 細胞による蛍
光ビーズの取り込みは確認できなかった。そ
こで、同様の処理をしたニジマスの鰓から上
皮細胞を剥離し、フローサイトメトリーによ
り解析したところ、UEA1 でコートしていない
ビーズを取り込んだ細胞が全体の約 0.3%程
度だったのに対し、UEA1 で標識したビーズを
取り込んだ細胞の割合も 0.5%程度とほとん
ど変わらず、UEA1 は粒状抗原の取込を促進し
ないことが示唆された。次に、可溶性抗原の
モデルとして BSA を UEA1 に結合させ、ニジ
マスに浸漬投与した。上記同様に蛍光免疫染
色およびフローサイトメトリーを用いて、
GAS細胞によるUEA1-BSAの取り込みを解析し
たが、どちらの解析方でも UEA1-BSA の取り
込みは確認されなかった。以上のように、魚
類では UEA1 による抗原の取り込みは促進さ
れず、UEA1 の標的となる GAS 細胞上の分子は
抗原取込に関係するレセプター等の分子で
はないことが考えられた。 
 
【2．UEA1 ワクチンの浸漬投与により誘導さ
れる免疫応答】 
 当初の研究目的から、UEA1 を利用した細菌



性冷水病に対する浸漬ワクチンを開発する
ために、F. psychrophilum の感染防御抗原を
探索した。これまでに報告されている当該病
原細菌の抗原タンパク質、aminopeptidase、
FspA、Fp0073、FP0139、FP1387、OmpA、およ
び PepX の遺伝子について大腸菌の組換えタ
ンパク質発現系を用いて、組換えタンパク質
を作製した。それぞれの組換えタンパク質を
アユの腹腔内に投与し、6 週間後に F. 
psychrophilum による感染実験を行ったとこ
ろ、対照試験区の累積死亡率が約 80%であっ
たのに対し、OmpA を接種した試験区の累積死
亡率は約 30%となった（図 1）。対照試験区と
OmpA 接種区の生存率の間には 1%水準の統計
的有意さが確認された。このことから、Omｐ
A はアユの細菌性冷水病に対する感染防御抗
原として、ワクチンの有望な候補であると言
える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．アユの細菌性冷水病に対する感染防御
抗原の探索．  
 
【3．UEA1 ワクチンの有効性評価】 
 UEA1 ワクチンの有効性評価法の一つとし
て、免疫関連遺伝子の発現解析について、条
件の検討を行った。抗体遺伝子（IgM、IgD、
IgT）および T細胞マーカー遺伝子（CD3、CD8）
を十分特異的に検出できるプライマーセッ
トを作製できた。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．アユ抗体遺伝子、白血球マーカー分子
（CD3 および CD8）の遺伝子発現解析．サン
プルとして、実験開始時コントロール（Y-I）、
電照飼育アユ（未成熟 A-I）、および自然日長
で飼育したアユ（成熟 A-M）の体腎由来 cDNA
を用いた． 

成熟および未成熟のアユにおけるこれら
遺伝子の発現レベルについて検討したとこ
ろ、T 細胞マーカー遺伝子 CD3 の発現レベル
は、性成熟および加齢の両者に影響を受けて
減少していくことが分かった。また、細胞障
害性 T細胞のマーカー遺伝子である CD8の発
現レベルには、統計的な有意差はみられなか
ったものの、CD3 と同様の傾向があることが
分かった（図 2上）。 
一方で、抗体遺伝子の発現レベルについて
は、実験開始時に採取した対照試験区および
電照飼育して成熟を抑制したアユでは特に
差は認められないものの、成熟すると統計的
有意に減少することが示された（図 2 下）。
以上のことから、成熟したアユでは、これま
での経験則通りに免疫力が低下することが
示唆された。一方で、電照飼育することで、
アユの免疫力はある程度維持されることが
分かった。今後は、性成熟が開始される夏至
以降は、電照飼育したアユを実験に供する必
要があることが強く示唆された。 
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