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研究成果の概要（和文）：本研究においてギンブナのCD8陽性T細胞が白点虫（Ichthyophthirius　
multifiliis）を傷害することを明らかにした。その傷害機構は、一般的に知られているT細胞の抗原認識機構と
は異なり、自然免疫の受容体であるNCCRP-1で寄生虫を認識して殺傷するという哺乳類ではみられない新規の細
胞傷害メカニズムを有していることが示唆された。白点虫の寄生部位であるエラのCD8陽性T細胞が白点虫のセロ
ントを積極的に攻撃していることから、魚類の粘膜組織においてCD8陽性T細胞は寄生虫排除に重要な働きを担っ
ていることが示された。

研究成果の概要（英文）：The present study has shown that CD8-positive T cells from gill of ginbuna 
crucian carp directly kill protozoan parasite, Ichthyophthirius multifiliis. CD8-positive T cells 
recognized the parasite by NCCRP-1, which is a receptor for innate immunity, indicating that teleost
 T cells possess a unique parasite recognition system. The findings obtained in this study suggest 
that CD8-positive T cell plays an important role in eliminating the parasite in the mucosal tissue 
of fish.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の水産養殖では、様々な寄生虫類の感染症が問題となっているものの、寄生虫は発育ステージによって抗原
性が変化すること、寄生部位が限定されることから、宿主の防御メカニズムを解明することが困難とされてい
る。特に魚類のT細胞の寄生虫に対する機能は殆んど分かっていなかった。本研究では、魚類のT細胞は、寄生原
虫に対する防御機構において重要な細胞あり、自然免疫担当の受容体で寄生虫を認識するという哺乳類ではみら
れない特徴を有していることを明らかにした。この研究成果は水産養殖業における寄生虫感染症に対する予防法
の開発への貢献や比較免疫学へ重要な知見を付与するものである。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
現在の水産養殖では、細菌、ウイルス、寄生虫など様々な病原体による感染症が問題となっ

ており、それら感染症に対するワクチン開発が急務とされている。現在まで、ウイルスや細菌

感染症に対する魚病ワクチンは数多く開発されている一方で、様々な寄生虫類の感染症が問題

となっているものの、有効な寄生虫ワクチンは世界的にみても開発・認可されていない。その

理由として、寄生虫は発育ステージによって抗原性が変化すること、寄生部位が限定されるこ

とから、宿主の防御メカニズムを解明することが困難であることが挙げられる。 

 ウイルスや細胞内寄生細菌に対する魚類の獲得免疫は、ヘルパーT 細胞によって活性化され

たキラーT 細胞が感染細胞を排除する細胞性免疫が重要な働きを担っていることが分かってい

る。一方で、IgM や IgT といった抗体が寄生虫に結合するということが分かっているものの、

寄生虫類に対する T細胞の働きについてはほとんど分かっていない(Wang et al., 2019)。また、

寄生虫は、鰓、消化管や体表といった粘膜組織に潜むことが多く、全身免疫よりも粘膜などの

局所免疫が重要であると考えられる (Salinas, 2015)。魚類は、哺乳類の免疫系と相同な免疫シ

ステムを持つ脊椎動物であるが、鰓や体表粘膜などで覆われているため全身が粘膜組織だと考

えられることから、哺乳類よりもより強固な粘膜免疫を有していることが予想される。しかし

ながら、魚類において「寄生虫」と「粘膜 T細胞」の相互関係については、ほとんど明らかに

されていない。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、魚類の T細胞が寄生虫に対してどのように活性化され、どのようなメカニズム

で寄生虫を排除しているのかを細胞や生体レベルで明らかにすることを目的とする。我々は、

T 細胞の機能解析モデルとしてクローンギンブナを用いて、魚類のウイルス感染時における局

所および全身免疫における T細胞応答を明らかにしてきた。このモデルを利用することによっ

て、獲得免疫系の中枢を担う T細胞を分離し、生体内外での機能を解析することが可能である。 

繊毛虫 Ichthyophthirius multifiliis (白点虫)は、淡水魚の体表や鰓に寄生する原虫であり、熱帯

魚やキンギョなどの観賞魚産業において多大な被害をもたらしている白点病の原因病原体であ

る。白点虫は、キンギョおよびその亜種であるギンブナにも感染し、感染症状を容易に視覚で

確認できることから、寄生虫の感染実験モデル構築に適した病原体である。そこで、本研究は

白点虫に対する免疫応答をギンブナの T 細胞解析モデルを用いて、T 細胞受容体（TCR）と

MHCを介さないで T細胞が直接寄生虫を排除する「Direct killing」機構に着目して、その特性

を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 病原体の準備 

白点虫（I. multifiliis）は、白点病発症魚と非感染の魚を同居飼育し、新しく白点病魚を作製

しすることで、増殖させ継代した。白点病魚の体表からトロフォントを採取し、ビーカー内の

水中に移しセロントを発生させた。白点虫は形態観察に加え PCR法とシーケンスによって同定

した。 

 



(2) T細胞の寄生虫排除機構（Direct killing） 

a. 白点虫に対するギンブナ白血球の傷害活性 

腎臓と粘膜組織であるエラから白血球を採取し磁気ビーズ分離法によってギンブナ CD8 陽

性細胞（キラーT細胞）と CD4陽性 T細胞をそれぞれ分離した。これら CD8陽性細胞（キラ

ーT 細胞）、CD4 陽性 T 細胞とその他の白血球（CD8・CD4 陰性細胞）をエフェクター細胞と

した。エフェクター細胞と白点虫（セロント）と共培養した後にトリパンブルー染色によって

死亡した白点虫の個体数を測定し、CD8陽性T細胞の寄生虫に対する細胞傷害活性を評価した。 

 

b. CD8陽性 T細胞の白点虫に対する細胞傷害試験における接触要求性 

CD8陽性 T細胞が白点虫に接触することで寄生虫を傷害するのかを調べるため、CD8陽性 T

細胞と白点虫の間に双方が通過することが出来ない孔径 0.4 μm のメンブレンフィルターを設

置した際の白点虫の死亡数を測定することで、ギンブナ CD8陽性 T細胞が寄生虫に細胞傷害活

性を示す為には接触する必要があるのかを調査した。 

また、白点虫を CFSEで緑色蛍光染色し、CD8陽性 T細胞を抗ギンブナ CD8α抗体で用いて

PEで赤色蛍光標識した。それぞれを共培養したのち蛍光顕微鏡で観察した。 

 

c. CD8陽性 T細胞の白点虫を殺傷因子の探索 

白点虫を殺傷する際に使用している細胞傷害因子を阻害剤を用いた傷害試験によって探索

した。ギンブナ CD8陽性 T細胞をパーフォリン阻害剤コンカナマイシン A (CMA)またはセリ

ンプロテアーゼ阻害剤 3,4-ジクロロイソクマリン(DCI)で処理することで、白点虫に対する細胞

傷害活性に影響を及ぼすのかを調べた。 

 

d. ギンブナ CD8陽性 T細胞の白点虫認識受容体の探索 

アメリカナマズの非特異的細胞傷害性細胞(Non-specific cytotoxic cell: NCC)が寄生虫に対す

る傷害活性を有することが報告されていることから、Non-specific cytotoxic cell receptor 

(NCCRP-1)がギンブナCD8陽性T細胞による白点虫の認識に関与しているのではないかと考え

た。まず、NCCRP-1が CD8陽性 T細胞に mRNAレベルで発現していることを RT-PCRで確認

した。過去の研究により NCCRP-1を介した NCCの活性化には、細胞内の非受容体型チロシン

キナーゼの一つであるヤヌスキナーゼ 2 (JAK2)を介した JAK/STAT経路が関与していると考え

られている。よって CD8陽性 T細胞を JAK1/2阻害剤である Baricitinibまたは TCRを介した細

胞の活性化に関与する Srcファミリーキナーゼの阻害剤である Dasatinibで処理することで、白

点虫に対する細胞傷害活性に影響を及ぼすのかを調べた。その後ギンブナ NCCRP-1 のアミノ

酸配列から抗原認識部位と考えられる配列を推測しその部位を含む 3種類のペプチドを合成し

た。また、ギンブナ NCCRP-1のペプチドを免疫原として、抗ギンブナ NCCRP1ウサギ抗体を

作製し、それを用いたウェスタンブロット解析によって、ギンブナ CD8陽性 T細胞が NCCRP-1

をタンパク質レベルで発現しているかを調べた。次に白点虫を合成ペプチドで処理した後にギ

ンブナ CD8陽性 T細胞と接触させた際の白点虫の死亡率から、ギンブナ CD8陽性 T細胞にお

ける寄生虫の認識に NCCRP-1が関与しているかを評価した。 

 

 

 

 



４．研究成果 

 

(1) 白点虫に対するギンブナ白血球の傷害活性 

単離した CD8 陽性 T 細胞は、他のエフ

ェクター細胞と比較して白点虫に対する

高い傷害活性を示した（図 1）。マクロ―フ

ァージなどを含む CD8・CD4 陰性白血球

は殆んど傷害活性を示さなかった。 

 

(2) CD8陽性 T細胞と白点虫との接触 

CD8陽性T細胞と白点虫の接触を阻害す

ると白点虫に対する傷害率が大きく減少

したことから、CD8陽性 T細胞は直接寄生

虫を認識し、接触することで寄生虫を殺傷

することが示された。また、白点虫と結合

しているCD8陽性T細胞を顕微鏡で確認することが

できた（図２）。 

 

(3)  CD8陽性 T細胞の白点虫を殺傷因子 

CMA と DCI を用いた試験では、両阻害剤により

白点虫の死亡率が減少した。この結果から CD8陽性

T 細胞は、ウイルス感染細胞やアロ細胞と同様にパ

ーフォリンとセリンプロテアーゼを使用することで

白点虫を殺傷すると考えられた。 

 

(4) ギンブナ CD8陽性 T細胞の白点虫認識受容体

の探索 

Baricitinibで処理すると CD8陽性 T細胞の

白点虫に対する傷害率が有意に減少した。ウ

ェスタンブロット解析では、白点虫は

NCCRP-1 を発現しているのをタンパク質レ

ベルで確認した(図 3)。合成ペプチドを用いた

阻害試験では、3 種類の合成ペプチドのうち

抗原認識部位と推定したペプチドのみで白

点虫の死亡率が減少した。以上の結果から

CD8陽性T細胞の寄生虫に対する細胞傷害機

構に NCCRP-1 が関与していることが示され

た。 

 

以上から、CD8 陽性 T 細胞は、NCCRP-1 で寄生虫を認識して複数の細胞傷害因子によって

殺傷するという哺乳類ではみられない新規の細胞傷害メカニズムを有していることが考えられ

る。白点虫の寄生部位であるエラの CD8陽性 T細胞が白点虫のセロントを積極的に攻撃してい



ることから、魚類の粘膜組織において CD8陽性 T細胞は寄生虫排除に重要な働きを担っている

ことが示された。 
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