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研究成果の概要（和文）：近年、養殖魚種の拡大に伴って、これまでにない疾病や新しい病原体による被害が大
きな問題となっている。一方、トラフグは他の多くの海産養殖魚種と異なり、多くの疾病に強いことが知られて
いる。本研究では、細菌感染に対するトラフグのサイトカインを中心とした自然免疫機構について、ヒラメと比
較することによって、その耐病性メカニズムが自然免疫応答の違いにあることを示した。また、不明であった
IL-17の役割を詳細に解析した結果、魚類腸管においてIL-17経路が抗菌分子などの遺伝子発現を制御することで
腸内細菌叢を健康に維持することを明らかにした。将来的に、これらの知見を利用した新しい免疫賦活剤の開発
が目標である。

研究成果の概要（英文）：In the late years, with the expansion of the marine cultured fish species, 
the damage due to unprecedented fish diseases and the new pathogen becomes a big problem. On the 
other hand, the tiger pufferfish, Takifugu rubripes is known to resist much infectious diseases, 
unlike many other aquculture fish species. In this research project, the mechanism of the disease 
resistance of the tiger pufferfish suggested that the innate immune response was different by 
comparing the role of the innate immunity mainly on cytokine in the bacterial infection of the tiger
 pufferfish with the Japanese flounder. In addition, the findings from the analyses on the role of 
IL-17 suggested that the IL-17 pathway was involved in the maintenance of a healthy gut microbiotaby
 controlling the expression of many antimicrobial genes in the intestine of Japanese medaka. Our 
future goal aims the development of a new immunostimulant using cytokine functions for aquaculture 
farming.

研究分野： 魚類免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トラフグの耐病性メカニズムの一端を明らかにすることによって、養殖魚類におけるサイトカインを免疫賦活剤
として用いたサイトカイン療法の開発や、魚類の健康状態の把握を可能とする革新的な「健康管理」の指標とす
ることが可能となる。また、魚類腸管におけるIL-17経路の役割に関する成果は、今後の経口接種できる新規免
疫不活剤やプロバイオティクスの開発につながると期待できる。最後に、本研究計画で得られた成果は、魚類の
自然免疫への理解を深め、今後の魚病学の発展に大いに寄与するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
トラフグは、他の海産養殖魚で発生する連鎖球菌症、パスツレラ症、エドワジェラ症等の疾病

の報告例がなく病気に強いことが知られている。しかし、その耐病性のメカニズムについてはこ
れまで全く明らかにされていないが、自然免疫応答に大きな違いがあることが推測されている。
この自然免疫の制御に中心的な役割を演じている分子はサイトカインである。サイトカインは、
主に免疫システムの細胞から分泌される分子量が 1 万～数万程度の糖タンパク質で、ほ乳類で
は百種類程度が同定されている。これまでに、研究代表者は、世界に先駆けて魚類のサイトカイ
ンの同定および機能解析に取り組み、数多くの業績を残している。特に、インターロイキン（IL）
-2、IL-6、IL-7、IL-10、IL-15、IL-17、IL-19、IL-21、IL-22、IL-34 および TNF-N を世界で最初に
魚類において、その存在を報告してきた(Savan and Sakai, Comp Biochem Physiol D, 2005)。これら
の研究の中で、魚類独自に進化したサイトカインの存在も明らかにし(Korenaga et al, Fish Shellfish 
Immunol, 2010)、このサイトカインが疾病の感染時に重要な役割を演じる可能性を示した。 
これまでに、魚の疾病の制御には抗菌剤やワクチンが使われてきた。しかし、水産養殖におけ

る抗菌剤は、食品衛生上の問題や環境汚染および薬剤耐性菌の出現により、その使用は大きく制
限されている。ワクチンは、疾病に対して有効な予防方法であるが、有効性が示される疾病は限
られている。研究代表者は、世界で最初に魚類で有効な免疫賦活剤の開発を行い、さらに数多く
のプロバイオティクスの開発も行ってきた。しかし、これまでの免疫賦活剤の研究は、ほ乳類の
研究成果を魚類に応用したものであり、魚類の免疫機構に基づいた魚類独自の免疫賦活剤は開
発されていない。 
本研究は、これまでの研究代表者の研究成果を生かしながら、魚類の自然免疫系におけるサイ

トカインの役割から明らかにし、その結果を疾病予防につなげるものである。特に、魚類のサイ
トカインの中でも、魚類では未解明の IL-17 の役割に焦点を絞り、その機能を明らかにするとと
もに、病原体感染におけるその役割についても検討する。さらに、トラフグと他の魚種との細菌
感染症に対する自然免疫応答について比較検討を行う。これらの研究結果に基づいて、魚類のサ
イトカインを直接免疫賦活剤として利用するサイトカイン療法を試み、これまでにない魚類独
自の免疫賦活剤を開発する。 
 
 
２．研究の目的 
 
水産増養殖の発展を妨げている大きな要因の１つは魚病の問題である。特に、近年、養殖魚種

の拡大に伴って、これまで話題にならなかった疾病や新しい病原体による被害が大きな問題と
なってきている。一方、トラフグは他の多くの海産養殖魚種と異なり、多くの疾病に強いことが
知られている。研究代表者は、これまでに、トラフグを中心とした魚類の免疫系の解明を行い、
その研究成果を利用して多くの免疫賦活剤の開発を行い魚病の制御に貢献してきた。本研究は、
トラフグの細菌感染におけるサイトカインを中心とした自然免疫機構の役割を他の魚種と比較
することによって、トラフグの耐病性のメカニズムを明らかにし、その知見を利用してサイトカ
インを用いた新しい免疫賦活剤を開発し、魚病を制御することを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
 
トラフグ(Takifugu rubripes)が、その他の海産養殖魚に比べて細菌性疾病に強いメカニズムを、

海産魚の代表的な疾病の原因菌である Edwardsiella piscicida (旧名: E. tarda; 細胞内寄生細菌) を
用いてヒラメ(Paralichthys olivaceus)との感受性の相違を検討する。次に、自然免疫で重要な役割
を担うサイトカインの反応性の相違をトラフグとヒラメを用いて明らかにし、その鍵となるサ
イトカインの特定およびその産生リンパ球集団の同定を行う。さらに、魚類独自に進化したサイ
トカインである IL-17 の役割についてノックアウト(KO)メダカ(Oryzias latipes)を用いて詳細に検
討する。これらの結果を踏まえて、魚類のサイトカインを用いた新しい免疫賦活剤の確立を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) ヒラメおよびトラフグにおける病原細菌 E. piscicida に対する免疫応答の違い 
まず、E. piscicida に対する感受性の違いを明らかにするために、トラフグおよびヒラメに、E. 

piscicida 菌液を腹腔内に接種し、その後 2 週間の生残率を求めた。その結果、E. piscicida による
感染試験の生残率は、トラフグが試験終了時に 100%であったのに対し、ヒラメは 3 日目以降生
存率が低下し、8 日目には 0%となった。その時の各魚種における外部および内部所見を比較し



た結果、ヒラメには腹部膨満、脱腸および肝臓、脾臓の肥大が認められたが、トラフグではこれ
らの所見は見られなかった。感染試験後の菌分離において、ヒラメでは 7 日目まで E. tarda が分
離されたが、トラフグでは 5 日目以降その存在は認められなかった。 
次に、両区試験魚の脾臓におけるサイトカイン遺伝子(炎症制御、リンパ球の分化・増殖・活

性化、顆粒球の分化・成熟に関与するもの)の発現解析を、マルチプレックス RT-PCR アッセイ
を用い調べた。その結果、ヒラメはトラフグと比較し、炎症制御やリンパ球の活性化に関与する
サイトカイン遺伝子 (il1b, il6, tnfa, il12p35, il12p40) の発現が高い傾向にあった。さらに、同サン
プルにおいて、溶菌酵素であるリゾチーム C および G 遺伝子の発現を定量リアルタイム PCR 
(qPCR) によって解析したところ、リゾチーム C および G 遺伝子の発現量は、ヒラメよりもトラ
フグの方が高かった。続いて、E. piscicida 未感染のトラフグおよびヒラメの体表粘液および血清
を採取し、定法に従い Micrococcus luteus に対するリゾチーム活性を測定した。その結果、体表
粘液および血清中のリゾチーム活性は、ヒラメよりもトラフグの方が有意に高かった。以上の結
果から、E. piscicida に対するトラフグの免疫応答はヒラメに比べて、炎症性の応答が低いレベル
に抑えられた一方で、抗菌性分子は高い割合で活性化された。その結果、E. piscicida 感染に対す
る感受性が低くなったことが示唆された。 
 
(2) KO メダカを用いた腸管における IL-17A/F1 および IL-17RA1 の役割 
腸管内では、非常に高度に構築された粘膜免疫系が、多様な腸内細菌種の中から病原性細菌を

特異的に排除し、利用可能な代謝産物を供給する細菌群を生かすことで相利共生を可能にして
いる。特に、インターロイキン(IL-)17A および IL-17F は、炎症生サイトカインや抗菌分子の産
生を制御することで腸内細菌叢を調節しており、腸管免疫系において極めて重要である。しかし
ながら、魚類においては、腸管における IL-17A/F の役割は全く不明であった。そこで本研究で
は、メダカおよびトラフグを用いた分子生物学的な解析により、腸管における魚類 IL-17A/F の
機能と役割について解明した。 
トラフグ IL-17A/F1 の組換えタンパク質(rIL-17A/F1)を哺乳類細胞系により作製し、その生理

活性を調べた。その結果、rIL-17A/F1 添加したトラフグ腸管および頭腎の初代培養細胞では、炎
症性サイトカインである IL-1β, IL-6, TNF-α およびディフェンシン(BD)3 様遺伝子の発現が誘導
され、さらに NBT および貪食活性も上昇した (Takahashi et al. Fish Shellfish Immunol. 2020)。 
次に、メダカ(Cab 系統)を用いたゲノム編集により、IL-17A/F1 遺伝子欠損(KO)メダカ系統を

作製した。IL-17A/F1-KO と野生型メダカの腸管における網羅的な遺伝子発現パターンおよび腸
内細菌叢について解析した結果、IL-17A/F1-KO メダカの腸管では、トランスフェリンやリゾチ
ームなどの抗菌ペプチドに加え、多様な消化酵素遺伝子群の発現が有意に減少した。また、IL-
17A/F1-KO メダカは、野生型と異なる腸内細菌叢を形成しており、日和見感染症原因菌である
Plesiomonas shigelloides が顕著に増加した (Okamura et al. Front. Immunol. 2020)。 
さらに、IL-17A/F 受容体である IL-17 受容体 A(RA)に着目し、メダカから IL-17RA1 および IL-

17RA2 遺伝子を同定した。2 つの遺伝子はそれぞれ異なる染色体にコードされていた。哺乳類
IL-17RA と相同性が高い IL-17RA1 は、IL-17RA2 と比べて、腸管などの粘膜組織における遺伝子
発現レベルが極端に高かった。また、IL-17RA2 遺伝子は、E. piscicida 感染後に腸管における発
現量が有意に増加したが、IL-17RA1 遺伝子の発現は変化しなかった。次に、ゲノム編集により
IL-17RA1-KO メダカを作製した。IL-17RA1-KO メダカのホモ個体は、生後 4 ヶ月時における生
存率が有意に低下し、顕著な体重の減少が見られた。腸管におけるトランスクリプトーム解析の
結果、同 KO メダカの腸管前半部における脂質消化酵素遺伝子群の有意な発現減少が見られ、そ
の中でもメバロン酸代謝に関連する遺伝子群が顕著であった。また、IL-17 経路関連遺伝子群に
ついても発現が有意に低下した (Okamura et al. Sci. Rep. 2021)。さらに、IL-17RA1-KO メダカの
腸内細菌叢を網羅的に解析した。同 KO メダカは、野生型と比べて多様性が高い腸内細菌叢を形
成しており、IL-17A/F1-KO メダカと同様に、P. shigelloides が顕著に高かった。 
以上の結果から、魚類の腸管において IL-17A/F1 および IL-17RA1 を介した伝達経路が、多く

の抗菌分子や消化酵素遺伝子群の発現誘導に関与し、魚類の腸内細菌叢のバランスを維持する
上で重要な役割を果たしていることを明らかにした。 
 
(3) 今後の課題 
 本研究課題において、病原細菌に対するトラフグの特徴や、腸管における IL-17 経路の役割に
ついて明らかにしたが、これらの結果を踏まえ、将来的に魚類の腸管内におけるを用いた新しい
免疫賦活剤やプロバイオティクスなどの開発を行うことが重要である。 
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