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研究成果の概要（和文）：魚類造血の分子機構の解明を目的として、コイにおける全ての血球系列の造血を制御
する因子の同定を試み、それらの役割を明らかにした。TPOは栓球前駆細胞のコロニー形成を促す栓球造血因子
であることを示した。コイから4種類のG-CSFパラログ分子を同定し、それらは単球および好中球の造血因子とし
て働くもの、好中球特異的に造血・遊走・活性酸素産生能などを亢進させる因子として働くものなど機能分担さ
れていることを明らかにした。さらにコイ好塩基球の造血を促す新規サイトカインを同定するとともに、Kit 
ligandやCSF-1, IL-7, Notch ligandなどの相同分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：To elucidate molecular mechanisms of hematopoiesis in teleost fish, we tried
 to identify and characterize various hematopoietic growth factors regulating development of all 
blood cell lineages in common carp. Carp TPO was revealed to be a thrombopoietic cytokine that 
promotes thrombocytic colony-formation from kidney cells. We found four paralogs of carp G-CSF that 
have different functions regarding development, trafficking and activation of neutrophils. We 
further identified a novel cytokine that promotes development of basophils in carp. Homologs of Kit 
ligand, CSF-1, IL-7 and Notch ligands were cloned from carp.

研究分野： 魚類免疫学

キーワード： 魚類　造血因子　造血幹／前駆細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
魚類の全ての血球系列の造血を制御するサイトカインの同定に成功した。本研究の進展により、魚類の生理・免
疫機構が包括的に明らかにされ、魚類養殖において問題となる感染症の制御にむけた診断法や予防法などの開発
の基盤となることが期待される。また魚類は哺乳類との共通祖先形質を多く残しており造血研究モデルとして有
用であると考えられ、系統発生学的視点から脊椎動物の造血システムの普遍性と多様性を理解することにつなが
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

造血研究は生体の恒常性維持や免疫応答を担う細胞の成り立ちやそれらのシステムを支え
る幹細胞の維持機構を明らかにすることであり、病原体感染時の免疫応答の理解に留まらず、
癌の発生機序や病態理解、さらには再生医療の開発に向けて極めて重要なテーマである。魚類
は腎臓が主な造血部位であり、骨髄を主な造血部位とする哺乳類とは相違点があるものの、基
本的な血球組成は同様である。研究代表者らは、哺乳類で赤血球造血因子として知られる EPO
の相同分子をコイやキンギョから同定し、EPO が魚類腎臓細胞に作用して赤血球造血を制御す
ることを示した。これらの知見は、魚類が哺乳類と類似の造血機構を具えており、造血研究の
モデルとして有用であることを示唆している。また魚類は貪食細胞などが担う自然免疫と T・
B 細胞を介した獲得免疫の両者を具える最下等の生物である。これら魚類免疫細胞の産生機構
の全体像を明らかにすることは、魚類感染症対策の開発のための基盤となるだけでなく、哺乳
類の造血研究に系統発生学的視点を与えることが期待される。 
 
２．研究の目的 

造血幹細胞から全ての成熟血球に至る魚類造血機構の全体像を把握するため、造血幹細胞の
増幅や造血幹細胞から全血球系列の細胞への分化誘導が可能な培養系を開発し、魚類造血の詳
細な分子機構を明らかにすることを目的とした。コイは造血因子の役割を解析可能な細胞培養
系が構築されている上、ドラフトゲノムが解読済みである。そこで本研究では、全ての血球系
列の前駆細胞の増殖・分化を制御する造血因子や支持細胞株の同定を試み、それら単独または
協同での機能の解明を目指した。造血システムの源である造血幹細胞の自己複製と分化の制御
機構解明にむけて、造血幹細胞培養法の開発を試みた。 

 
３．研究の方法 
(1) 種々の造血因子の同定と機能解析 

種々の血球系列特異的な造血因子（幹細胞因子 Kit ligand、巨核球／血小板造血因子 TPO、
好中球造血因子 G-CSF、単球造血因子 CSF-1、好酸球／好塩基球造血因子 IL-5、リンパ球造血
因子 IL-7 など）や T 細胞分化に必須とされる Notch シグナルのリガンド（Delta-1 および Delta-4）
の相同遺伝子をゲノムシンテニー解析などによりコイゲノムより予測し、RT-PCR により増幅
後、cDNA 塩基配列を決定した。続いて当該遺伝子の組換えタンパク質をそれぞれ作製し、細
胞増殖活性・分化誘導能・コロニー形成刺激能などのコイの造血細胞に対する機能を細胞培養
系により評価した。 
 
(2) 造血支持細胞株の樹立 

コイの主な造血器官であり B 細胞分化の場と考えられる腎臓や T 細胞産生の場である胸腺
などから間質細胞株を樹立した。これらの細胞株の上で腎臓や胸腺の細胞を共培養することに
より、当該細胞株が造血幹細胞の維持や造血前駆細胞の増殖・分化などを支持するかを検討し
た。 

 
(3) 造血幹細胞同定法の開発 

造血幹細胞の微小環境（造血幹細胞ニッチ）を構成する細胞や分子の同定を目指し、魚類造
血幹細胞の新規同定法の開発を試みた。すなわち幹細胞表面に対し特異的に結合するとされる
レクチンが魚類造血幹細胞に対し親和性を示すかを Flow cytometry にて解析した。 

 
４．研究成果 
(1) 種々の造血因子の同定と機能解析 

コイ TPO は細胞外に分泌されないバリアントをもち、産生量の調節機構が存在することが
示唆されたものの、分泌型 TPO は腎臓中の栓球（哺乳類の血小板に相当する細胞）前駆細胞の
コロニー形成を促す栓球造血因子であることを示した。 

コイにおける G-CSF 相同分子は進化の過程で生じたゲノム重複に起因して 4 種類存在する
ことを見出し、それらは A 型 G-CSF（G-CSFa1 および G-CSFa2） と B 型 G-CSF(G-CSFb1 お
よび G-CSFb2）に分類されることを示した。すなわち、A 型 G-CSF は定常状態の魚において高
発現しており、好中球や単球の恒常的な産生に関わる造血因子であることを示した。B 型 G-CSF
は lipopolysaccharide 刺激によりマクロファージから産生され、好中球の産生、遊走、活性酸素
産生能亢進などを誘導する好中球造血因子・遊走因子・活性化因子であることが明らかとなっ
た。 

哺乳類において IL-5 は IL-3 や GM-CSF と β鎖受容体を共有するサイトカインであるが、こ
れまで真骨魚類においてはそれらリガンドの相同分子は見つかっていなかった。本研究におい
て、コイ β鎖受容体のリガンドと考えられる遺伝子を同定し、当該分子の組換えタンパク質が
コイの好塩基球や単球の前駆細胞の増殖、コロニー形成などを促すことを見出した。 

コイにおける Kit ligand の 2 種類の相同分子（Kitla および Kitlb）やそれらの受容体（kita お
よび kitb）を同定し、組換え Kitla が EPO や TPO などの他の血球系列特異的造血因子と協同し
て幅広い血球系列の造血前駆細胞の増殖・分化や生存維持に関与することを明らかにした。 

コイにおける CSF-1 相同分子（CSF-1a および CSF-1b）、IL-7 相同分子（IL-7a および IL-7b）、



Notch ligand 相同分子（DLL1 および DLL4）などを同定した。 
 
(2) 造血支持細胞株の樹立 

コイの腎臓や胸腺などから線維芽細胞様の細胞株を計 7 種以上樹立した。それら細胞株上で
コイ腎臓造血細胞を共培養した結果、いずれの細胞株上においても T 細胞系が選択的に増殖を
示した。この結果は非自己の細胞との共培養による免疫反応に起因する細胞増殖であることが
考えられた。 
 
(3) 造血幹細胞同定法の開発 

ある幹細胞特異的レクチンが魚類腎臓の約 0.1％の細胞に結合することを示した。そこで当
該レクチン結合性腎臓細胞を分取したところ、リンパ球様の細胞や顆粒球様の細胞が含まれて
おり、当レクチンは魚類造血幹細胞を同定・純化するには不適であると考えられた。すなわち、
本研究では新たな造血幹細胞の同定法の開発には至らなかった。 

 
本研究を通して魚類における造血幹細胞の新規同定法の開発や幹細胞ニッチの役割解明に

は至らなかったものの、全ての血球系列の細胞分化に重要な造血因子を同定することに成功し、
今後の魚類造血研究の基盤となる成果が得られた。本研究の更なる進展によって、脊椎動物の
造血機構の普遍性と多様性が明らかとなり、魚類感染症の制御法の開発のみならず系統発生学
的視点から哺乳類の造血システムの深い理解へとつながることが期待される。 
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