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研究成果の概要（和文）：ヒラメが持つ 2 種類のケモカイン（IL-8 および CXCL13）が白血球

（IL-8 は好中球、CXCL13 は B リンパ球）の走化性を誘導することを明らかにした。各ケモ

カインに対する抗体を作製し、本抗体を用いたケモカインの定量法を確立した。定量解析の結

果、IL-8 の産生動態は病原体の種類によって異なることを明らかにした。ヒラメの感染症では、

病原体の種類によって免疫応答が異なるが、IL-8 の産生動態がそれに関連していることを示唆

した。 
 
研究成果の概要（英文）：We revealed chemotactic activity of two types of chemokines, 
IL-8 and CXCL13 in Japanese flounder. IL-8 and CXCL13 induced selectively the 
migration of neutrophils and B lymphocytes, respectively. We also produced specific 
antibodies to these chemokines and developed immunoassays to estimate the quantity 
of these chemokines. Flounder leukocytes showed various responses in their IL-8 
production that induced by stimulation with several species of bacterial pathogens. We 
suggested that IL-8 production is relevant to diversity of immune response observed in 
infectious diseases of Japanese flounder. 
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１．研究開始当初の背景 
病原体の種類によって動員される細胞お

よび炎症の組織形態は異なることから、病原
体に応じた免疫応答の選択機構が存在する
と考えた。防御反応の方向を決めているのは、
白血球の動員に係わる初期応答で、魚類免疫
系は、病原体の排除に適した機能を有する細
胞をまず患部に動員し、細胞の機能分化そし

て機能発現を経て、炎症反応を成熟させてい
ると予想した。細胞動員を主たる機能とする
ケモカインがこのシステムの成立を司ると
思われるが、ケモカインによる細胞調節作用
の基礎的知見はなかった。ケモカインによる
白血球機能の調節作用を明らかにすること
で、免疫応答の選択機構の解明に迫ることが
できると考えた。 
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２．研究の目的 
可溶性分子による細胞の機能調節作用は、

当該分子とそのレセプターの相互作用、さら
にレセプター保有細胞の機能発現を明らか
にすることで理解できる。本研究では解析魚
種にヒラメを用いる。ヒラメは、ケモカイン
として 6種類の遺伝子が研究当初クローニン
グされていた。本研究では、これらケモカイ
ンの白血球機能調節作用について以下の視
点から明らかにする。 
（1） 白血球走化性の誘導と標的細胞 
（2） 標的細胞との相互作用に係る機能調節

領域 
（3） 標的細胞の機能発現 
（4） 主要病原体に対するケモカイン産生応

答 
 
３．研究の方法 
本研究は、ケモカインによる細胞調節機能

を探ることから、タンパクレベルの解析が必
須となる。タンパク解析を基盤とした研究を
遂行するために、以下の方法を計画した。 
 

（1） ケモカイン組換えタンパクの作出 
組換えタンパクは魚類と同じ脊椎動物で

あるヒト培養細胞発現系を利用する。天然型
に近い構造を保持しているヒト培養細胞組
換えタンパクは、本研究で計画している白血
球機能解析および分子間相互反応試験にお
いて、実際の機能に即した評価が行える。浮
遊細胞を用いた大量発現系の利用により、機
能解析等に必要なタンパク量（数十μg）の
精製が可能である。 
 

（2） ケモカインに対する抗体の作製 
組換えケモカインに対するポリクローナ

ル抗体（ウサギ）およびモノクローナル抗体
（マウス、ラット）を作製する。本抗体を用
いたケモカイン検出および定量解析法を確
立する。 

 
（3） ケモカインによる白血球走化性の誘導

と標的細胞の特定 
作出された組換えケモカインによる白血

球走化性の誘導能について、定法のケモタキ
シスアッセイにより評価する。走化性を示し
た細胞について、形態、機能および表面マー
カーによる同定を行う。 

 
（4） 機能調節領域の特定 

走化性誘導が確認されたケモカインにつ
いて変異体を作出し、機能調節に係る領域を
探索する。合わせて同領域に対する抗体を作
製し、抗体による機能阻害効果を確認する。 
 

（5） ケモカインによる機能発現 
ケモカイン標的細胞の機能発現は、炎症性

サイトカイン遺伝子の発現および標的細胞
の分化により評価する。腎臓または末梢血白
血球から、好中球（大型＆顆粒性）および B
リンパ球（細胞表面 IgM陽性）をセルソータ
ーにより回収し、各ケモカインにより誘導さ
れる発現遺伝子を RT-PCRにより解析する。
また、細胞分化については、ヒレ由来細胞株
（JFF07-1）をフィーダー細胞に用いた造血
細胞の長期培養技術を利用した造血細胞と
組換えケモカインの混合培養による、または
孵化仔魚への組換えケモカインの移入試験
による血球細胞の変化を観察する。 

 
（6） 病原体感作によるケモカイン発現動態 
  本研究で確立するケモカインタンパクの
定量解析法により、ヒラメ主要病原細菌
（Edwardsiella tarda、Streptococcus iniae、
Nocardia seriolae）で感作した白血球から
産生されるケモカインを定量し、各種病原体
に対するケモカイン産生応答を明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
（1） 各種ケモカインの白血球走化性誘導 
各ケモカインの組換体に対するヒラメ白

血球の走化性を調べた結果、顕著な白血球走
化性を誘導したケモカインは IL-8および
CXCL13 の 2 種類であった。走化性を示した
細胞についてそれぞれ解析したところ、IL-8
の標的細胞は、大型で細胞内に顆粒を有し、
ザイモザンに対して貪食能を示したことか
ら、好中球であると同定された（図 1A）。一
方、CXCL13 の標的細胞は、小型で細胞内顆粒
が乏しく、細胞表面上に IgM を発現していた
ことから、Bリンパ球であると同定された（図
1B）。これらケモカインの白血球走化性誘導
能は、哺乳類で知られている機能と同等であ
ることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ヒラメ IL-8（A）および CXCL13（B）に対し走化性を示す

白血球. （A）遊走細胞の FCM、形態（a）および貪食能（b）. 

（B）遊走細胞の FCM. JFW20: 抗 IgM 抗体、JFW10: 抗栓球

抗体、PHA: T 細胞は強反応性を示す（Kurata et al., 2011） 

A B 



（2） ヒラメ IL-8 の機能調節領域 
IL-8の N末端の一次構造を明らかにし（図

2A）、走化性機能を担う分子領域に関する解
析を行った。N末端のアミノ酸を一つずつ削
除した変異体に対する好中球の走化性を調
べたところ、末端から 6残基の削除より、
好中球の走化性が有意に低下した（図 2B）。
また、9-11残基の変異は走化性誘導に影響
を及ぼさなかったことから、好中球の走化
性に関与するヒラメ IL-8の機能領域は、N
末 6‐8残基に位置するロイシン‐グリシン
‐バリン（LGV）であることが示唆された。 
さらに、ヒラメ IL-8 N 末領域に対する特異
抗体を作製し、IL-8の機能阻害に成功した
（図 3）。 
哺乳類では、IL-8の好中球に対する作用

は、N末領域に存在するグルタミン酸‐ロイ
シン‐アルギニン（ELR）モチーフの関与が
知られているが、ヒラメを含めた多くの魚
種の IL-8 には ELR モチーフが存在しない。
本成果は、IL-8―レセプター間の相互作用
に係る機能領域について、ELR モチーフと異
なる作用機序を初めて提示し、魚類 IL-8に
よる好中球の機能調節作用に関する議論を
可能にした。また、本領域に反応し、IL-8
の機能阻害を示す抗体は、今後の生体内に
おける解析に欠かせないツールとなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 分泌型ヒラメ IL-8 の N 末端アミノ酸配列（A）および N

末アミノ酸削除組換え IL-8（100ng/mL）に対する好中球の

走化性（B）.相対細胞数は, 天然型 IL-8（100ng/mL）に対す

る遊走細胞数に比較して算出された. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3. 抗ヒラメ IL-8 N 末抗体による IL-8 機能阻害. 相対細

胞数は, IL-8 に対する遊走細胞数に比較して算出された. 

（3） ケモカイン標的細胞の機能発現 
  IL-8 および CXCL13 により活性化された好
中球および Bリンパ球における発現遺伝子に
ついて調べた結果、好中球は IL-8遺伝子を、
B細胞は CXCL13遺伝子をそれぞれ発現するこ
とが分かった。このことから、各ケモカイン
により遊走誘導された各細胞は、同種の細胞
をさらに誘導する働きを持つことが推測さ
れた。 
ケモカインによる細胞分化の誘導につい

ては、造血細胞の長期培養技術により、また、
孵化仔魚へのマイクロインジェクション技
術により検討したが、顕著な分化作用は認め
られなかった。 
 

（4） 主要病原細菌に対するケモカイン産生
応答 

ヒラメ白血球の走化性を誘導する IL-8 お
よび CXCL13に対するモノクローナル抗体（マ
ウスおよびラット由来）を複数作製した。こ
れら抗体を用いた各ケモカインタンパクの
定量解析法（サンドイッチ ELISA）を開発し、
IL-8 タンパクおよび CXCL13 タンパクの検
出・定量に魚類で初めて成功した。E. tarda
または N. seriolaeで感作した白血球は IL-8
タンパクを産生したが、S. iniae で感作した
白血球は IL-8 タンパクの有意な産生を示さ
なかった（図 4）。さらに、白血球の IL-8 タ
ンパク産生動態は、より長期の感作における
E. tardaと N. seriolaeの間でも異なり、E. 
tarda感作白血球の IL-8タンパク産生は低下
し、N. seriolae 感作白血球の IL-8タンパク
産生は維持されていた。病原体に応じた IL-8
産生動態の違いは、各感染症で生じる炎症反
応の違いと関連している可能性があり、本研
究で明らかにした IL-8 による好中球の機能
調節作用が、免疫応答の選択機構の解明の糸
口となるであろう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4. 各病原細菌感作白血球により産生された IL-8. 

E: E. tarda  S: S. iniae  N: N. seriolae  P: PBS 

日数は感作時間を示す. 
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