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研究成果の概要：魚類ウイルス病診断のための基礎的データを得るために、リンパ球の表面抗

原や分化・成熟に関わる遺伝子を単離し、ウイルス感染細胞や抗原で刺激した個体における免

疫関連遺伝子の発現を明らかにした。また、リンパ球の動態解析のためのヘルパーT 細胞やキ

ラーT 細胞に対する抗体作製に魚類で初めて成功した。さらに、ウイルスに対する感染防御に

中心的な役割を果たすキラーT 細胞による細胞傷害機構を明らかにした。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 6,300,000 1,890,000 8,190,000 

2007 年度 4,700,000 1,410,000 6,110,000 

2008 年度 4,400,000 1,320,000 5,720,000 
年度  

  年度  

総 計 15,400,000 4,620,000 20,020,000 
 
 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：水産学・水産学一般 
キーワード：(1) クローンギンブナ  (2) T 細胞  (3) モノクローナル抗体  (4) 転写因子 

(5) サイトカイン (6) 組み換え体   
 
１．研究開始当初の背景 
コイヘルペスウイルス病を初め多くのウ

イルス性疾病が養殖魚や天然魚に蔓延し、我
が国の水産増養殖に甚大な被害をもたらし
ている。従来の薬剤を用いた治療はウイルス
性疾病に対して有効ではなく、ワクチン等を
用いた予防が最も有効な手段と考えられて
いる。しかし、魚類ウイルス病に対するワク
チンの開発は遅れており、我が国で現在実用
化されているワクチンはイリドウイルス病
のみである。この原因の一つとして、ウイル

ス病に対する感染防御には、液性免疫よりも
細胞性免疫が重要な役割を果たしているこ
とが示唆されているにもかかわらず、魚類に
おいては適切なサイズの魚種において近交
系がなく、細胞性免疫の機能検査法が確立さ
れていないことが挙げられる。また、サイト
カイン等の免疫関連遺伝子発現プロファイ
ルによる病態解析や組み換え体を用いた疾
病の制御・治療については医学や獣医学領域
においては進んでいるが、水産分野では著し
く遅れている。 

 



 

一方、研究代表者らは、一貫して魚類の細
胞性免疫機構の解明に取り組み、in vivo 及び
in vitro におけるアロ抗原あるいはウイルス
抗原特異的細胞障害試験法を確立し、細胞性
免疫機構の解析において世界に先駆けた研
究を行っている。特に、最近ラブドウイルス
に属するフナ造血器壊死症ウイルス(CHNV)
を用いて、ギンブナのウイルスに対する感染
防御に細胞性免疫が主要な役割を果たして
いることを個体レベルで証明した。また、サ
イトカインの起源や魚類におけるサイトカ
インの構造や機能を明らかにするために、硬
骨魚類や軟骨魚類からサイトカイン遺伝子
の単離を進めている。 
最近魚類において、フグやゼブラフィッシ

ュにおけるゲノム解析の急速な進展に支え
られ遺伝子の単離が著しく進んでいる。サイ
トカインについてはニジマスやヒラメにお
いて多くの遺伝子が単離されており、フグや
ゼブラフィッシュにおいては、哺乳類におい
て報告されているサイトカインやケモカイ
ンの多くがゲノム上に存在していることが
判っている。特に注目すべきことは、幾つか
の魚類において CD3, CD4, CD8, TCRα/β, 
TCR γ/δ等のリンパ球表面抗原遺伝子が単離
され、T リンパ球サブセットの同定が遺伝子
レベルで可能になったことである。 
へルパーT 細胞は、産生するサイトカイン

の違いから Th1 と Th2 と呼ばれる 2 つの異
なる細胞集団に分類することができ、異なる
免疫反応を制御していることが知られてい
る。極最近、これらのサイトカインの産生に
T 細胞特異的な転写因子が関与していること
が明らかにされ、サイトカインと連携して
Th1 と Th2 細胞の分化・誘導において重要な
役割を果たしていることが明らかとなって
いる。マウスにおいては、サイトカインや転
写因子の発現を人為的にコントロールする
ことにより、疾病の治療や感染症に対する抵
抗性を賦与する試みが行われている。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまで魚類においてもアロ抗原

あるいはウイルス抗原特異的細胞障害に関
与する細胞が哺乳類の細胞障害性 T 細胞
（CTL）に相当することを機能面から徹底的
に明らかにしてきた。しかし、適当な細胞表
面マーカーがなかったために細胞を同定す
ることが出来なかった。ところが、最近ギン
ブナにおいても幾つかのリンパ球表面抗原
遺伝子やサイトカイン、転写因子遺伝子が単
離され、T 細胞サブセットの同定や Th1 と
Th2 細胞の分化・誘導の解析が可能になって
きた。 
そこで本研究においては、 

(1) アロ抗原刺激やウイルス感染後の T 細胞
サブセットにおける免疫関連遺伝子の発現

を経時的に解析することにより宿主の病態
を把握し、免疫関連遺伝子発現プロファイル
を利用した魚類ウイルス性疾病の診断法を
開発する。 
(2)サイトカインや転写因子遺伝子の発現解
析により、魚類における T 細胞の機能的分
化・成熟機構を解析し、魚類の細胞性免疫機
構を解明する。 
(3) IFN-γや IL-12 の組み換え体の投与ある
いはサイトカインや転写因子の発現制御に
より、ウイルスに対する感染防御において重
要な細胞性免疫の誘導を試み、魚類ウイルス
性疾病の予防法を開発する。 
 
３．研究の方法 
本研究においては、先ず T 細胞サブセット

の同定及び分離のためT細胞サブセットに特
異的な表面抗原をコードする遺伝子やT細胞
の分化・成熟及び機能発現に関わる遺伝子を
単離する。また、既に部分配列が得られてい
るサイトカイン遺伝子の全長を取得すると
ともに免疫応答において主要な役割を演じ
ているアイソタイプを同定する。次に、T 細
胞サブセットに特異的な表面抗原に対する
抗体およびサイトカインの組み換え体を作
製する。最終年度は、これらの遺伝子、抗体
及び組み換え体を用いて、アロ抗原刺激やウ
イルス感染に伴うサイトカイン等の免疫関
連遺伝子のT細胞サブセットにおける発現を
経時的に解析することにより病態を把握す
るとともに、サイトカインや転写因子の発現
制御によりウイルス感染において重要な役
割を果たしている細胞性免疫の誘導を試み
る。 

３年間の研究期間全体を通して以下の課
題について検討する。 
(1) T 細胞サブセットの同定及び分離のため
のリンパ球表面抗原遺伝子の単離 
(2) T 細胞の分化・成熟及び機能発現に関わる
遺伝子の単離 
(3) T 細胞サブセットの分離およびサイトカ
インの機能解析のための抗体の作製 
(4) サイトカイン遺伝子の単離及び組み換え
体の作製 
(5) ウイルス感染、アロ抗原刺激後の T 細胞
の分化・増殖及び免疫関連遺伝子の発現解析 
(6) CD8 陽性 T細胞（CTL）による細胞傷害機
構の解明及び細胞性免疫の誘導技術の開発 
 
４．研究成果 
(1) T 細胞サブセットの同定及び分離のため
のリンパ球表面抗原遺伝子の単離 

CD4 及び TCRγ鎖遺伝子全長を単離した。
TCRγ鎖には、定常領域の異なる 3 種類のア
イソタイプが存在し、それぞれ特異的な発現
を示したが、いずれも胸腺や粘膜で発現が認
められ粘膜免疫への関与が示唆された。 

 



 

 
(2) T 細胞の分化・成熟及び機能発現に関わる
遺伝子の単離 

Th1、Th2 細胞の分化・成熟に関わる転写
因子である T-bet、GATA-3 遺伝子をギンブ
ナより単離した。GATA-3 には異なる転写活
性を有する幾つかの変異体が存在し、B 細胞
以外のリンパ球で発現していることからT細
胞の機能に関与することが示唆された。 
 また、ウイルス感染において主要な役割を
果たす CTL の機能発現に関わるパーフォリ
ン Perfolin およびグランザイム Granzyme
遺伝子を単離した。ギンブナの perforin には
3 つのアイソタイプ(Pfn-1、Pfn-2 及び Pfn-3)
が存在し、アロ抗原刺激後の鱗移植部位では、
Pfn-1 のみ強く発現することが明らかとなっ
た。21 種類存在するゼブラフィッシュの
Granzyme 様遺伝子のうち 4種類に細胞性免
疫への関与が認められた。 
 今後、これらの遺伝子を疾病の診断やワク
チンの評価の指標として用いることが期待
される。 
 
(3) T 細胞サブセットの分離のためのモノク
ローナル抗体の作製 
魚類で初めてCD8αに対するモノクローナ

ル抗体(MAb)の作製に成功した。鱗移植によ
るアロ抗原感作により頭腎において CD8 陽
性細胞が増加すること、並びにセルソーター
により分離した CD8 陽性 T 細胞において
TCR 及び CD8 遺伝子が発現していることか
ら、本 MAb は、哺乳類の CD8 陽性細胞障害
性 T 細胞(CTL)を認識していると考えられた。 
また、CD4 に対する MAb の作製にも成功

した。CD4 に対する MAb は、sIgM 陽性の
Bリンパ球およびCD8α陽性のTリンパ球と
は反応しなかった。形態的にリンパ球を認識
しており、50%以上の胸腺細胞と反応した。
セルソーター及び免疫磁気抗体法によりギ
ンブナ頭腎より CD4 陽性 T 細胞を分離し､
遺伝子の発現を RT-PCR 法により解析した
ところ、CD4 及び TCR 遺伝子のみが発現し
ていることが判った。以上のことから、本
MAb は CD4 陽性のヘルパーT 細胞を認識し
ていると考えられた。 

今回のモノクローナル抗体の作製により、
魚類においてもT細胞サブセットのレベルで
リンパ球の動態解析が可能となり、魚類疾病
の診断技術が一層向上する。 
 
(4) サイトカイン遺伝子の単離及び組み換え
体の作製 

一部の魚類には 2 種類の IFN-γ 遺伝子
(IFN-γ1, IFN-γ2)が存在することが知られて
いるが、ギンブナにおいては IFN-γ1 にさら
に 2種類のアイソタイプが存在することを明
らかにした。また、発現解析より IFN-γ1, 

IFN-γ2 両分子が細胞性免疫に関与している
ことが示された。 
ギンブナより IL-12 p35 および p40 遺伝子

を単離した。IL-12 p35 は 1 種類であるが、
IL-12 p40 には a, b, c の 3 種類のアイソタイ
プが存在し、それぞれ発現が異なることを明
らかにした。また、IL-12 p35 および IL-12 
p40a を昆虫細胞に組み込み、共発現させて
IL-12 の組み換え体を作製し、頭腎細胞にお
ける IFN-γの発現誘導に成功した。今後これ
ら組み換えサイトカインを用いた細胞性免
疫の誘導が期待される。 
 
(5) ウイルス感染、アロ抗原刺激後の T 細胞
の増殖及び免疫関連遺伝子の発現解析 
ウイルス感染後の MHC クラス I 遺伝子発

現解析：クローンギンブナより4種類のMHC
クラス I 遺伝子を単離し、フナ造血器壊死症
ウイルス(CHNV)感染後の発現について解析
した。その結果、4 種類の MHC クラス I 遺
伝子のうち 2 種類の遺伝子が、感染後 3～6
時間後に高い発現を示した。遺伝子の構造及
び発現よりこれらの遺伝子が古典的 MHC ク
ラス I 遺伝子として抗原の提示に関与してい
ることが示唆された。 
移植片対宿主病(GVHD)における CD8+T

細胞の動態解明：感作ドナー細胞移植 7 日目
のレシピエントにおいてドナー由来 CD4＋T
細胞の著しい増加が認められ、続いて CD8
＋T 細胞の増加が認められた。CD8＋T 細胞
を除いた白血球移植群では GVHD の発症及
び死亡個体は認められなかった。以上のこと
から、魚類においても CD8＋T 細胞が急性
GVHD の誘導において主要な役割を果たし
ていることが示された。 

今後、今回単離した多くの免疫関連遺伝子
を用いた発現解析により、ウイルス感染後の
病態解析が進むと考えられる。 
  
(6) 魚類 CD8陽性 T細胞(CTL)の特性及び傷
害機構の解析 

CD4 陽性細胞は細胞傷害活性を全く示さ
ず、CD8 細胞のみがアロ抗原特異的に強い細
胞傷害活性を示した。一方、sIgM 陽性細胞
も細胞傷害活性を示したがアロ抗原特異的
ではなく NK 細胞によるものと思われた。細
胞の傷害にはターゲット細胞との接触が必
要であり、アポトーシスを誘導し、パーフォ
リン依存的傷害経路の阻害剤である EGTA
あるいはコンカナマイシン A の添加により
細胞傷害活性が抑制された。また、ギンブナ
における 3種類のパーフォリンのうちパーフ
ォリン-1 の発現増強が感作後の CD8+細胞
において認められた。以上より、CD8+細胞
による傷害には CA2+依存性のパーフォリン
を介した傷害経路が重要な役割を果たすこ
とが示された。 
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