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研究成果の概要（和文）：本研究では硬骨魚類の炎症誘導メカニズム解明を目標とし、感染初期の炎症誘導に重
要と考えられる補体成分C5aに着目、ゼブラフィッシュC5aの組換え体と抗C5a抗体を作製し、C5aの投与あるいは
抗体による機能阻害により硬骨魚類C5aの機能解析を行った。作製した組換えC5aはゼブラフィッシュ腎臓由来白
血球に対し誘引活性の他、貪食能亢進活性、ケモカイン発現の誘導がみられ、炎症反応の引き金として重要な因
子であることがわかった。また活性化血清による白血球誘引活性は抗C5a抗体により顕著に抑制されたことか
ら、C5aが感染部位へ白血球を動員する際の主要な因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the function of complement C5a in zebrafish, by establishing
 recombinant zebrafish C5a(recombinant zfC5a; rzfC5a) and anti-zfC5a antibody. The rzfC5a 
chemo-attracted zebrafish kidney leukocytes in chemotaxis chamber, enhanced phagocytic activity, 
upregulated expressions of chemokines, suggesting that zfC5a are a key molecule to initiate 
inflammatory response in early phase of infection. Migration of the leukocytes to zymosan-activated 
serum was inhibited by anti-zfC5a, suggesting that C5a is a dominant chemoattractant in zebrafish 
plasma. 
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は硬骨魚類の炎症惹起メカニズムを解明し、それら免疫応答を適切に調節することで増養殖の生産性向上
を目指すものである。本研究によりC5aを投与または抑制した際の影響が示され、生体内においてC5a産生が免疫
活性化、炎症誘引に非常に大きな影響を与えていることがわかった。また作製した組換えzfC5aタンパク及び抗
zfC5a抗体はそれらの反応を誘発、抑制するツールとして有用であり、これらを用いてさらなる炎症メカニズム
研究の発展が期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



１．研究開始当初の背景 
補体系は病原体感染時に迅速に活性化する液性自然免疫因子であり、感染局所へ白血球を
動員し、異物の除去にはたらく一方で、補体の過剰な活性化は宿主組織を傷害する負の側面
も有している。これまでの水産増養殖業における魚類免疫学のアプローチはその免疫活性
を上げることに重点を置いていたが、逆に過剰な免疫応答が症状を増悪させ急性ショック
死などに繋がる可能性といった負の側面については検討されてこなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究は魚類の免疫機能を適切に調節することで急性応答を抑え生産性向上を図る、増養
殖の新たな形を目指すものであり、そのためには炎症惹起のメカニズムとその影響を理解
し評価するための知見が必要と考えた。本研究では感染初期に炎症を強く誘導する因子と
して補体系に着目し、その中でもアナフィラトキシンと呼ばれ強力な炎症誘引作用を有す
るC5a とターゲットとして、その機能の詳細を解析し影響を評価することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ゼブラフィッシュC5a 組換え体の作製：大腸菌発現系を用いて、グルタチオン-S-転
移酵素(GST)との融合タンパクとして活性化ゼブラフィッシュ C5a(zfC5a)全長を発現させ、
その後 zfC5a 配列部を切り離し組換えタンパク(rzfC5a)として精製した。 
（２）抗ゼブラフィッシュ C5a 抗体(anti-zfC5a)の作製：精製した rzfC5a をウサギに免疫
し、得られた抗血清中の IgGを精製し anti-zfC5a とした。 
（３）rzfC5a 及び anti-zfC5a 抗体の機能検証：ゼブラフィッシュ腎臓より単離した白血球
に対し rzfC5a を投与し、遊走活性、貪食活性、免疫関連遺伝子発現を解析した。また酵母
の細胞壁成分であるザイモサンで補体を活性化させたゼブラフィッシュ血清に対し anti-
zfC5a を混合し、白血球遊走活性を抑制できるか検証した。 
（４）C5a 受容体(zfC5aR)遺伝子欠損系統の作製：共に G タンパク質共役受容体であり
zfC5aの受容体と推定される zfC5aR1及び zfC5L2に対しCRISPR/Cas9法に用いるガイド
RNA配列を設計、Cas9 タンパクと共に受精直後のゼブラフィッシュ胚に顕微注入、ゲノム
編集によりC5a受容体の遺伝子欠損個体作出を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）rzfC5a の作製：GSTを切り離した rzfC5a は SDS-PAGEにおいて分子量約 10,000 の
バンドとして検出され、zfC5a の予想サイズと一致する可溶性タンパクとして得られた。 
（２）anti-zfC5a の作製：得られた抗血清は rzfC5a 及びゼブラフィッシュのザイモサン活
性化血清と反応し、ウエスタンブロットで分子量約 10,000 のバンドを検出した。 
（３）rzfC5a の白血球活性化作用と anti-zfC5a による機能阻害：ゼブラフィッシュ腎臓由



来白血球を用い、ケモタキシスチャンバーを
用いた走化性試験に供試したところ、下層の
rzfC5a 濃度依存的に遊走する白血球の数が
上昇し（図１）、典型的なアナフィラトキシン
としての活性を有することが示された。フロ
ーサイトメトリーによる試験では、rzfC5a 存
在下で白血球の貪食活性が上昇し、より多く
の白血球が蛍光標識したザイモサンを取り込
んでいた。この rzfC5a を加えた白血球では
CXC ケモカイン等の発現上昇がみられたこ
とから、C5a が引き金となることで更なる白
血球動員、活性化を誘導していることが示唆
された。また anti-zfC5a 存在下ではゼブラフ
ィッシュ活性化血清及び rzfC5a に対する白血
球の遊走が顕著に抑制された（図２）
ことから、anti-zfC5a が C5a の機能
を抑制していることが示唆され、ま
た活性化血清中においてC5aが主要
な遊走促進因子として機能している
ことがわかった。 
（４）zfC5a 受容体欠損の初期発生
における影響：zfC5aR1 及び zfC5L2
に対する gRNA/Cas9 混合物をそれ
ぞれ胚に顕微注入し、HMA 法によ
り変異導入を確認したところ、両遺
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図１．rzfC5a に対する白血球
遊走活性。ケモタキシスチャ
ンバー下層に遊走した白血球
をフローサイトメトリーで測
定し、好中球数を計測した。
陽性対照区としてザイモサン
で補体活性化させたゼブラフ
ィッシュ血清(zy-serum; 15
倍希釈)を用いた。 

図２．Anti-zfC5a による遊走阻害作用 
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図３. 顕微注入後の胚生存率(zfC5L2) 
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伝子共に胚への変異導入が検出された。一方でこれら変異導入胚は注入後短期間でその多
くが死滅し、約一月後に尾鰭片由来ゲノムDNAを確認した際には変異の導入された個体は
全くみられなかった。この結果はC5a の受容体とされる膜タンパクが免疫応答だけでなく、
個体発生時に重要な役割を担っていることを示唆しており、C5a 受容体の進化系統的な知
見となる可能性がある。RT-PCRによる解析では、zfC5aR1, zfC5L2 共に幅広い臓器で発現
が検出されたが、特に zfC5aR1 は頭腎での発現が高く典型的なC5a 受容体として機能して
いる可能性が示唆された。 
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