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研究成果の概要：養殖魚類における疾病の発生を防ぐためにはワクチンが最も有効な手段であ
るが、その開発は難航している。魚類の免疫システムの理解が不足しているためである。そこ
で本研究では魚類のヘルパーT細胞やキラーT細胞を同定するツールを作製し、また T細胞が産
生する免疫関連因子の遺伝子を多数明らかにした。さらにこれらツールを用いて、未だワクチ
ンが開発されていない疾病の原因細菌に対する感染防御機構を分子レベルで解析した。これら
の成果は魚類のワクチン開発を飛躍的に発展させるものである。 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００４年度    

２００５年度    

２００６年度 2,100,000 0 2,100,000 

２００７年度 800,000 0 800,000 

 ２００８年度 600,000 180,000 780,000 

総 計 3,500,000 180,000 3,680,000 

 
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：クローンギンブナ、トラフグ、Th1/Th2、T 細胞、細胞性免疫、サイトカイン、転
写因子、モノクローナル抗体 
 
１．研究開始当初の背景 

近年の水産増養殖業の集約化と発展に伴
い、養殖魚に次々に発生する新たな疾病によ
る大きな産業的被害が問題となっている。特
に、近年アウトブレイクを引き起こしたコイ
ヘルペスウィルス病を初めとする、従来の薬
剤を用いた治療が効果を示さない種々のウ
ィルス性疾病が養殖魚や天然魚に蔓延して
おり、これらの予防にはワクチンが最も有効
な手段とされている。しかし、現在我が国で
実用化されているワクチンはイリドウィル
ス病のみであり、その他のウィルス性疾病に
対するワクチン開発は大きく遅れている。ウ
ィ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すこと
が魚類においても示唆されているにもかか
わらず、ほとんどの魚種において近交系がな
いために細胞性免疫の機能検査法が確立さ

れていないことが大きな原因である。 
一方で申請者が属する研究グループにおい
て、魚類の細胞性免疫機構の解明を目指した、
クローンギンブナを用いた、in vivo および
in vitroにおけるアロ抗原やウィルス抗原特
異的細胞障害試験法が確立されている。近年、
フナ造血器壊死症ウィルス(CHNV)を用いて、
ギンブナのウィルスに対する感染防御には
細胞性免疫が重要な役割を果たすことが個
体レベルで示された(Somamoto et al. 2002, 
Virology)。すなわち、養殖魚においても細
胞性免疫能を増強させることができればウ
ィルス性疾病に対する抵抗性を賦与するこ
とができると考えられる。 
ヘルパーT 細胞は産生するサイトカインの違
いから Th1 と Th2 と呼ばれる異なる細胞集団
に分類され、Th1 が細胞性免疫能を、Th2 が
液性免疫能を増強させることが知られてい
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る。近年の医学や獣医学領域において、体内
での Th1/Th2のバランスを人為的に制御する
ことで、疾病の治療や予防を目指す研究が精
力的に進められている。ごく最近、Th1、Th2
によるサイトカインの産生に T細胞特異的に
発現する転写因子（T-bet, Eomes, GATA-3）
が大きく関与することが明らかにされ、サイ
トカインと共に Th1、Th2 の分化・誘導に重
要な役割は果たすことが示された。さらに、
これまで産生するサイトカインの種類でし
か識別ができなかった Th1、Th2 について、
ほ乳類においてそれぞれの細胞表面に特異
的 に 発 現 す る 分 子 （ TIM; T-cell 
immunoglobulin mucin domain containing 
molecule）の存在がごく最近明らかになった。 
また、すでに遺伝子が単離されている CD4 や
CD8 に対するモノクローナル抗体の作製やサ
イトカイン遺伝子の単離も進めることで、さ
らに Th1/Th2バランス制御機構に関する詳細
な知見が得られるだろう。 
 
２．研究の目的 

これまで適当な細胞表面マーカーがなか
ったために Tリンパ球や Tリンパ球サブセッ
トを識別することができなかったが、近年ギ
ンブナにおいてもいくつかのリンパ球表面
抗原（TCR・, TCR・, TCR・, CD4, CD8・）
やサイトカイン（IL-12, IFN-・, IL-10）、
転写因子（T-bet, Eomes）遺伝子が単離され、
リンパ球サブセットの同定が可能になった。 
そこで本研究では、Th1、Th2 についてより詳
細な解析を行うため TIM-3（Th1 に特異的に
発現）、TIM-1（Th2 に強く発現）、TIM-4（成
熟樹状細胞に特異的に発現）を利用した Tリ
ンパ球サブセットおよび成熟樹状細胞を識
別・単離し、各細胞集団の性状を明らかにす
る。さらに、ギンブナを用いてアロ抗原刺激
やウィルス感染に伴って発現する上記の免
疫関連遺伝子を経時的に解析することで病
態を把握し、免疫関連遺伝子発現プロファイ
ルを利用することで細胞障害試験にたよら
ずに Th1/Th2バランスをモニタリングする測
定系の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）T リンパ球サブセットの同定および T
リンパ球表面抗原遺伝子のクローニング 
 申請者が属する研究グループにおいて、す
でにギンブナ TCR・, CD8・, IgM 等の遺伝子
を単離済みであり、さらには CD4、TCR・、
TCR・遺伝子の部分配列を得ている。申請者
はこれまでにトラフグより CD3、CD4、CD8 遺
伝子の単離に成功しており（研究業績 2, 4, 
5）、細胞表面分子の遺伝子の単離について十
分な経験を積んでいる。また、TIM-1、TIM-3、
TIM-4 遺伝子について、ゼブラフィッシュお
よびトラフグのゲノムドラフト配列内にそ

の存在を確認しており、TIM-4 についてはす
でにギンブナより部分配列を単離している。
そこでまずギンブナの TIM-1、TIM-3、TIM-4 
遺伝子の完全長を単離する。 
 
（２）サイトカインおよび転写因子の遺伝子
クローニングと定量 PCR法による遺伝子発現
解析系の確立 
 すでに申請者が所属するグループにおい
て、T-bet 遺伝子は完全長、Eomes 遺伝子は
部分配列をギンブナより単離済みである。そ
こで引き続き Eomes遺伝子の完全長を単離す
る。また GATA-3 遺伝子についてはゼブラフ
ィッシュのゲノムドラフト配列内にすでに
存在を確認しているため、この配列をもとに
完全長の単離を行う。サイトカイン遺伝子に
関しては、Th1 型サイトカインである
IL-12p35、IL-12p40、IFN-・、また Th2 型サ
イトカインである IL-10がすでに単離済みで
ある。そこでこれらの遺伝子と１）で単離し
た TIM 遺伝子について、定量 PCR 法による遺
伝子発現解析系を確立する。 
（３）T リンパ球サブセットの分離のための
モノクローナル抗体の作製 

ギンブナ CD4、TIM-1、TIM-3、TIM-4 に対
するモノクローナル抗体の作製を試みる。申
請者は以前に DNA immunization 法を用いて
トラフグ CD8・鎖に対する抗体の作製に成功
している。また、レトロウィルスとラット培
養細胞を用いて作製した安定発現細胞株を
作製し、これにフットパット法を組み合わせ
たモノクローナル抗体作製法により抗トラ
フグ CD4鎖モノクローナル抗体の作出にも成
功している（投稿準備中）。これらの報告は
魚類において初であり、さらに申請者はこれ
ら抗体を利用して、これまで魚類においてそ
の存在さえ知られていなかった CD8・陽性樹
状細胞の同定・単離にも成功している（博士
論文、研究業績 1）。本研究においても、抗体
の作製や細胞の単離などこれまでの経験を
活かして効率的に研究を進めることができ
る。そこで、ギンブナ CD4、TIM-1、TIM-3、
TIM-4 について、前述のいずれかの方法によ
るモノクローナル抗体の作製を行う。 
 
（４）ギンブナ Th1、Th2、樹状細胞の分離と
性状解析 
 （３）で作製した抗体を用いて、実際にギ
ンブナより CD4 陽性細胞、Th1 細胞、Th2 細
胞、樹状細胞をセルソーターにより単離し、
各細胞集団について、細胞表面マーカーや転
写因子、サイトカイン遺伝子の発現を２）で
確立した定量 PCR 法、および各プローブを用
いた in situ ハイブリダイゼーションにより
解析することで性状を明らかにする。 
 
 



 

 

（５）アロ抗原刺激、ウィルス感染後のリン
パ系組織および末梢血における Th1,Th2の分
化・誘導 
 アロ抗原刺激、あるいは CHNV を感染させ
たギンブナのリンパ系組織および末梢血よ
り経時的に白血球を単離し、抗 TIM 抗体を用
いて Th1、Th2 の細胞数を調べる。また各白
血球集団において、サイトカイン、転写因子、
細胞表面マーカー遺伝子の発現の定量的な
解析、細胞障害試験による細胞性免疫能の評
価、CHNV に対する血中抗体価を統合的に解析
することで、Th1 優位状態および Th2 優位状
態時における免疫関連遺伝子の発現プロフ
ァイリングを行う。 
 
４．研究成果 
（１）Th1/Th2 バランスの指標となる分子の
cDNA クローニング 

ヘルパーT 細胞は産生するサイトカインの
違いから Th1 と Th2 と呼ばれる異なる細胞集
団に分類され、Th1 が細胞性免疫能を、Th2
が液性免疫能を増強させることが知られて
いる。近年の医学や獣医学領域において、体
内での Th1/Th2のバランスを人為的に制御す
ることで、疾病の治療や予防を目指す研究が
精力的に進められている。そこで、魚類の
Th1/Th2 バランスの指標分子の同定を目的と
して、Th1、Th2 の分化・誘導に重要な役割を
果たす転写因子である T-bet および Eomes 遺
伝子を、ゼブラフィッシュおよびギンブナよ
り単離した。各遺伝子について RT-PCR 解析
を行った結果、いずれの分子もリンパ系組織
やリンパ球に発現が認められた。これらの結
果から、魚類においてもこれら転写因子はリ
ンパ球に発現して生体防御に関与している
ことが示唆された。 <Th1・Th2 特異的細胞表
面 マ ー カ ー 分 子 の 探 索 > TIM(T-cell 
immunoglobulin mucin containing molecule)
群は、ほ乳類のヘルパーT 細胞サブセット
(Th1,Th2)および成熟樹状細胞の細胞膜表面
に特異的に発現する分子として最近明らか
にされた分子分である。我々は魚類 Th1・Th2
特異的マーカー分子の探索を目的として、ゼ
ブラフィッシュを用いてTIM遺伝子群のcDNA
クローニングおよび発現解析を行った。その
結 果 、 3 種 類 の TIM 様 遺 伝 子
(TIM-LA,TIM-LB,TIM-LC)の単離に成功し、組
織および細胞レベルでの発現解析により
TIM-LA および TIM-LB 遺伝子が腎臓や脾臓な
どリンパ系組織や白血球で強く発現してい
ることを明らかにした。 
（２）Th1／Th2 バランス制御に関わる遺伝子
の単離 

Th1/Th2 分化や成熟に関わる転写因子であ
る T-bet 遺伝子および GATA-3 遺伝子をギン
ブナより単離した。GATA-3 にはいくつかの変
異体が存在することが明らかになったが、い

ずれの遺伝子も細胞表面イムノグロブリン
(sIg)陰性リンパ球で発現が見られたことか
ら、T 細胞の機能に関与することが示唆され
た。 
 細胞性免疫を誘導する Th1型サイトカイン
である Interferon-・ (・IFN-・・・につい
て遺伝子の単離を行った。魚類には 2種類の
IFN-・遺伝子(IFN-・1, IFN-・2)の存在が知
られているが、ギンブナでは IFN-・1 につい
て 2種類存在することが明らかとなった。発
現解析の結果、これら遺伝子はいずれも免疫
担当器官や白血球において発現が見られ、さ
らに T 細胞マイトジェン(PHA)による刺激や
アロ抗原感作によりその発現量は著しく上
昇した。また白血球の中でも sIg 陽性リンパ
球画分ではなく、sIg 陰性リンパ球画分にお
いて発現していることから、魚類においても
IFN-・は T 細胞に発現することが示唆され、
またこれら分子は細胞性免疫に関与してい
ることが示された。 
 
（３）T 細胞サブセットの同定・分離のため
のモノクローナル抗体作製 

ギンブナCD8・鎖に対するMabを作製した。
この Mab は sIg 陰性リンパ球とのみ反応性を
示し、Mab 陽性細胞は TCR 遺伝子と CD8・遺
伝子を発現していた。また、アロ抗原感作に
より、ギンブナ腎臓における Mab 陽性細胞数
が増えたことから、本 Mab は細胞障害性 T細
胞を認識していることが考えられた。 
 
（４）ギンブナ Perforin 遺伝子の解析 
魚類の細胞性免疫に関わる因子としてギ

ンブナより Perforin 遺伝子を単離した。ギ
ンブナには３種類の Perforin 遺伝子が存在
し、それぞれ発現部位が異なっていた。鱗移
植によるアロ抗原感作の結果、一種類の
Perforin が移植部位周辺に発現していた。一
方で腎臓白血球を in vitro で同種異系細胞
株と共培養した結果、鱗移植部位に発現した
ものとは異なる Perforin 遺伝子の発現が確
認された。これらのことから、魚類において
も Perforin は細胞性免疫に関与しているこ
とが示された。 
 
（５）Edwardsiella tarda 感染後のギンブナ
における細胞性免疫関連遺伝子の動態 
一般に哺乳類では細胞内寄生細菌に対す

る感染防御には液性免疫ではなく細胞性免
疫が重要とされている。E.tarda は魚類に感
染するエドワジエラ症原因菌であり、本細菌
も細胞内寄生細菌であることが知られてい
る。本原因菌の感染防御には液性免疫は有効
ではないことから、本研究では E.tarda 感染
後のギンブナにおける細胞性免疫関連遺伝
子の発現動態を調べた。E.tarda 感染後の体
内 菌 数 が 減 少 す る の に 合 わ せ て



 

 

Interferon-・遺伝子の発現レベルが上昇し 
マクロファージ数が増加した。その後、CD8・
遺伝子や Perforin遺伝子の上昇も確認され、
リンパ球数が増加した。一方、血中抗体価に
はほとんど変化がなかったことから、ギンブ
ナにおいて E.tardaの感染防御には細胞性免
疫が有効であることが示された。 
本成果は、水産養殖において発生する魚病に
対する予防技術の開発に大きく貢献するも
のである。 
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