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研究成果の概要： 

ヒラメの食細胞 mRNA を基に作製した哺乳類細胞発現ライブラリーを、食細胞に対する抗血清でス

クリーニングし、膜タンパク質遺伝子を含むクローンを選択的に分離した。本手法で得られたクローン

の 60．4％が膜タンパクをコードしていた。抗体スクリーニング前のライブラリーでは、膜タンパクをコー

ドする割合は 20%程度であり、本手法により効率的に膜タンパク遺伝子を単離できた。発現解析によ

り幾つかの遺伝子は食細胞に特異的に発現することが明らかとなった。 
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１． 研究開始当初の背景  
 

安全な養殖生産には魚の健康管理が欠か

せないが、健康管理の基礎となる魚類の生体

防御機構に関する研究は遅れており、健康度

を判断する指標が無い。生体防御の主体となる

白血球は、魚の生理状態に応じて血中組成が

変動するため、健康度の判断基準になると考え

られている。特にリンパ球を中心とした特異免疫

系の未発達な魚類では、食細胞を中心とした非

特異的生体防御機構の相対的な重要性が高く、

食細胞は病原体の感染に鋭敏に反応する。そ

のため、食細胞の動態は養殖魚の健康度を判

断する指標として有望である。しかしながら魚類

においては、食細胞の動態・機能解析に必要な

食細胞マーカータンパクは同定されておらず、

マーカータンパクの同定が求められている。 

膜タンパク質は、一般的に細胞膜を貫通し
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て細胞の内外をつないでおり、細胞外からの

刺激を細胞内に情報伝達し、刺激に対する細

胞の応答を調整する重要なタンパク質である。

細胞の機能と、その細胞が発現している膜タン

パク質には密接な関係がある。 

魚類の食細胞は顆粒球とマクロファージから構

成されている。顆粒球は病原体などの異物に対

して最初に応答する細胞で、高い貪食活性と殺

菌分解能を有する。マクロファージは顆粒球より

殺菌活性は低いと考えられているが、貪食した

異物の抗原をリンパ球に提示することで特異免

疫系を刺激する。 

細胞の機能解析には、目的とする細胞を純粋

に分離する必要がある。細胞表面に発現した膜

タンパク質を認識するモノクローナル抗体は、細

胞分離のための強力なツールである。残念なが

ら魚類の顆粒球あるいはマクロファージを特異

的に認識するモノクローナル抗体は殆ど作製さ

れていない。そのため、魚類の食細胞機能に関

する研究の多くは、顆粒球とマクロファージが混

在した細胞群を対象に行われているのが現状で

ある。魚類では両細胞を純粋に分離することが

困難なため、顆粒球とマクロファージの機能的な

違いや、両細胞の役割分担に関してはあまり研

究が進んでいない。 

医学の分野では、白血球細胞集団を識別する

マーカーとして、細胞表面に発現した膜タンパク

質が利用されている。魚類でもリンパ球マーカ

ー遺伝子は比較的多く同定されており、B 細胞

マーカーとして CD20 が、T 細胞マーカーとして

TCR, CD3, CD8 が報告されている(Nam et al., 

2003; Byon et al., 2005; Park et al., 2005)。リン

パ球に関してはこれらマーカー分子を指標に、

発現解析や細胞動態解析が行われている。また、

マーカー遺伝子情報を基にリンパ球を特異的に

認識するモノクローナル抗体が作製されつつあ

る（Jansson et al., 2003）。しかしながら、魚類食

細胞の特異マーカーとなる分子については全く

報告例が無く、遺伝子情報から抗体を作製する

ことは出来ない。しかも、魚類食細胞が発現して

いる細胞膜タンパク質に関する遺伝子情報は限

られている。そこで、まず食細胞膜タンパク質の

遺伝子情報を多数獲得し、その中から食細胞に

特異的なマーカー遺伝子を探索することが必要

と考える。 

申請者の所属する研究室では、DNA チップを

用いて、ヒラメ白血球における遺伝子発現を網

羅的に解析している(Matsuyama et al., 2006)。

我々は DNA チップを作成する過程で、サブトラ

クション法および EST 解析により、白血球が発現

している約 1200 の遺伝子情報を取得した。作製

したcDNAライブラリーには膜タンパク質をコード

する 39 の遺伝子が含まれており、その内 30 クロ

ーンは免疫応答に関連する遺伝子であった（藤

原ら、平成 17 年度日本魚病学会講演要旨集）。

しかし、これまでに行ってきた cDNA ライブラリー

を無作為にシークエンスする方法では、膜タン

パク質遺伝子が得られる確率はシークエンスを

行った全クローンの 3.3%に過ぎず、膜タンパク質

情報を得るには効率が悪い。 

医学の分野、特に癌研究では、癌患者血清

中の抗腫瘍抗体を用いて腫瘍組織由来の

cDNA 発現ライブラリーをスクリーニングすること

により、腫瘍抗原を同定するという SEREX 法

（ serological identification of antigens by 

recombinant expression cloning ） が 確 立 さ れ

（Sahin et al., 1995）、約 1700 もの癌抗原遺伝子

が効率的に同定されている。そこで本研究では

SEREX 法を応用し、ヒラメをモデルに、食細胞

の膜タンパク質に対する抗血清を作製し、食細

胞 mRNA を基に作製した発現ライブラリーを抗

血清でスクリーニングする事で、ライブラリー中

から膜タンパク質遺伝子を含むクローンを特異

的に選び出し、効率的に膜タンパク質遺伝子情

報を取得する。スクリーニングで得られた遺伝子

群については、発現解析を行うことで食細胞特



異マーカー遺伝子を選別する。 
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２． 研究の目的 

 

ヒラメの食細胞の膜タンパク質をコードす

る遺伝子を網羅的且つ選択的にクローニン

グする。得られた遺伝子情報を元に発現解析

を行い、食細胞特異マーカー遺伝子を選別す

る。 

 

 

３． 研究の方法 

 

ヒラメ食細胞の膜タンパク質に対する抗

血清を作製し、食細胞 mRNA を基に作製し

た発現ライブラリーを抗血清でスクリーニ

ングする事で、ライブラリー中から膜タンパ

ク質遺伝子を含むクローンを特異的に選び

出し、効率的に膜タンパク質遺伝子情報を取

得する。スクリーニングで得られた遺伝子群

については、発現解析を行うことで食細胞特

異マーカー遺伝子を選別する。 

 

 

４． 研究成果 

 

大腸菌を宿主とした発現ライブラリーでは、抗

血清との非特異的な交叉反応が多く、抗体によ

るスクリーニングが有効に行われなかった。そこ

で、哺乳類細胞で作製した発現ライブラリーを用

いて、培養細胞表面に発現したヒラメ膜タンパク

質を、食細胞全タンパク質を抗原として作製した

抗血清でスクリーニングする方法を試みた。 

レトロウイルスをベクターとした方法では、組替



えタンパクの発現量が少なく、抗体によるスクリ

ーニングが困難であった。一方、哺乳類細胞用

の発現 プラスミドベクターにヒラメ白 血球の

cDNA を組み込み、COS7 細胞にプラスミドをト

ランスフェクションした一過性発現ライブラリー

では、組替えタンパクの発現量が充分で、抗血

清によるスクリーニングを行うことができた。本ラ

イブラリーと抗血清を反応し、抗体に反応した

細胞を磁気ビーズで標識した 2 次抗体を用い

て分離することで、効率的なライブラリーのスクリ

ーニングが可能となった。 

抗体を用いて分離した細胞からプラスミドを

再抽出し、大腸菌にクローニングした。ランダム

に 48 クローンの塩基配列を決定したところ、60．

4％が膜タンパクをコードしていた。抗体による

スクリーニング前のライブラリーでは、膜タンパク

をコードする割合は 20%程度であり、本手法によ

り効率的に膜タンパク遺伝子を単離できたと考

えられる。得られた配列の約 80%はヒラメで新規

な遺伝子、約 5％は魚類で新規な遺伝子であ

った。 

既存のモノクローナル抗体を用いて組分画し

たヒラメ白血球からRNAを抽出し、今回クローニ

ングした 18 遺伝子について発現解析を行った

ところ、GCSFR, CD209, ADAM19 は食細胞に

特異的に発現しており、これらの遺伝子は食細

胞マーカーとして有望である。今後、GCSFR, 

CD209, ADAM19 に特異的な抗体を作製し、食

細胞の動態・機能解析に応用したい。 

培養細胞を用いて作製した発現ライブラ

リーを、抗血清を用いてスクリーニングし、

網羅的に膜タンパク遺伝子を取得する本手

法は、哺乳類以外では試みられた例は無く、

新規性が高い。 
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