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研究成果の概要（和文）： 

本研究は、魚類の細胞性と液性の両免疫系におけるウイルス感染防御の役割を生体レベルで

解明することを目的とし、クローンギンブナを用いた細胞傷害活性の測定法を指標に細胞性免

疫、抗体産生応答を指標に液性免疫を評価し、さらにリンパ球識別マーカーを用いて T 細胞や

B 細胞の細胞レベルでの機能を解析し、哺乳類と魚類の抗ウイルス機構の相違点について明ら

かにした。特に T細胞による細胞性免疫機構において、魚類特有の誘導機構が備わっている可

能性が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 To understand a role of cellular and humoral immunity against viral-infection in teleost 
fish, we have investigated in vivo functions of T-cells and B-cells in controlling of 
viral infection employing clonal ginbuna crucian carp. The results obtained in this study 
suggest that anti-viral T-cell functions in teleosts do not completely correspond to 
mammalian ones. 
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１．研究開始当初の背景 
 

獲得免疫機構は細胞性免疫と液性免疫か

ら構成され、病原体の種類によって両免疫

系を使い分けている。哺乳類のウイルス病

に対する感染防御機構においては、細胞性

免疫が主要な役割を果たしているが、魚類

の抗ウイルス機構における両免疫系それぞ

れの重要性及び役割は示されていなかった。 
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２．研究の目的 
 

本研究では、細胞性と液性の両免疫系に

おけるウイルス感染防御効果を生体レベル

で解明することを目的とし、クローンギン

ブナを用いた細胞傷害活性の測定法を指標

に細胞性免疫、抗体産生応答を指標に液性

免疫を評価し、さらにリンパ球識別マーカ

ーを用いて T細胞や B 細胞の細胞レベルで

の機能を解析した。 

 
３．研究の方法 

 

（１）ウイルス感染時におけるギンブナ T

細胞と B細胞の生体内の動向調査 

 ウイルス感染によって、ギンブナの T細

胞や B細胞の割合がどうように変化するの

かを明らかにするため、以下のとおりに各

細胞の割合を調べた。 

致死量以下のCrucian carp 
hematopoietic virus (CHNV)を腹腔内接種
により感染させた後、感染8日目と16日目に
各臓器の血球を分離し、Ｔ細胞（ヘルパーT
細胞とキラーT細胞）とB細胞の割合を、抗
ギンブナCD8α、抗ギンブナCD4と抗ギンブ
ナIgM抗体を用いてフローサイトメトリー
で解析した。 
 
（２）ウイルス感染時におけるギンブナの
ヘルパーT細胞の生体内での機能 

（養子移入免疫研究） 

 魚類のヘルパーT細胞が哺乳類のものと
同じように、２次免疫応答を補助するのか
を以下の実験により解析した。 

CHNV感染ドナー由来のCD4陽性T細胞
（ヘルパーT細胞）を含む白血球群、CHNV

感染ドナー由来のCD4陽性T細胞を除去し
た白血球群、 非感染ドナーの白血球群のそ
れぞれ3種をドナー細胞とし、同系統のレシ
ピエントのギンブナに移入した。次に、移
入したレシピエントにCHNVを
10

6
TCID50/50g魚体重で腹腔内接種した。  

その後、液性免疫の指標として、レシピ
エントの血清中のCHNV特異抗体産生量を
ELISAで、細胞性免疫の指標としてCHNV-

感染細胞に対する傷害活性を遊離LDH活性
法にて測定した。 
 

（３）ウイルス感染時におけるギンブナの
細胞性免疫の担当細胞の特定 

（２）の実験結果より、魚類の細胞性免
疫の誘導には、哺乳類とは異なる機構が備
わっていることが推測されたため、当初の

計画を少し変更し、細胞性免疫の担当細胞
の特定を試みた。魚類のウイルス抗原特異的
な細胞障害活性の主役が、本当に細胞障害性
T 細胞(CTL)なのかを検討するため、以下の実
験を行った。 

CHNVを致死量以下で感染させたS3n系統の
クローンギンブナから末梢血白血球を分離
し、抗ギンブナ CD8 抗体、抗ギンブナ IgM 抗
体を用いた磁器ビーズ分離法によって細胞
障害 T細胞（CTL）と B細胞、プラスチック
付着性を利用し単球、比重分離法を用いて好
中球を単離し、それらをエフェクター細胞と
した。また、CHNV を感染させた CFS 細胞（S3n
系統のギンブナ由来の細胞株）を標的細 
胞とし、エフェクター細胞と標的細胞を混合
培養し、細胞障害活性を LDH 遊離法にて測定
した。 
 
４．研究成果 
 

（１）T細胞と B細胞の生体内の動向 
脾臓では、キラーT 細胞の割合が有意に低
下した一方で、Ｂ細胞は有意に上昇した。
また、体腎では、ヘルパーＴ細胞の割合が
有意に上昇した。末梢血白血球、鰓、頭腎、
腸管における、ヘルパーＴ細胞、キラーＴ
細胞やＢ細胞の割合の有意な変動はみられ
なかった。以上の結果から、CHNV の標的臓
器である体腎でヘルパーT 細胞の増加が確
認できたことから、ウイルス排除における
ヘルパーT 細胞の関与が示唆された。しか
し、その他の血球がウイルス感染に感染し
ているか否かは、本実験だけでは明らかに
することはできなかった。 

 
（２）ヘルパーT 細胞の生体内での役割 
ヘルパーT 細胞を含むドナー細胞を移入

したレシピエントは、他のドナー細胞を移
入したレシピエントと比較して、より早い
時期（感染 5 日後）に特異抗体を産生し始
め、有意に高い抗体産生量を示した。一方
で、レシピエントの細胞性免疫応答は、ヘ
ルパーT 細胞の有無に関わらず、感作ドナ
ー細胞を移入することで、亢進することが
分かった。以上の結果から、魚類のヘルパ
ーT 細胞はウイルス感染時に特異抗体産生
を補助することが明らかとなった。また、
ウイルス感染細胞に対する細胞性免疫応答
は、ヘルパーT 細胞に依存しない経路によ
っても、活性化されることが示唆された。 

 

（３）細胞性免疫の担当細胞の特定 
CTL を除去しても、2/3 の障害活性が残るこ
と、単離した単球と IgM/CD8 陰性リンパ球は、
CTL と同等かそれ以上の障害活性を有するこ
とが明らかとなった。以上の結果から、ウイ
ルス感染細胞に対する細胞性免疫は、CTL だ



 

 

けでなく、単球や NK 様細胞も大きく関与し
ていることが示唆された。この結果と前年度
までの見解から、Th 細胞に依存しない経路に
よって単球や NK 様細胞が活性化され、二次
応答様の細胞性免疫が誘導されることが推
測された。 
 
以上の実験結果より、魚類の抗ウイルス機構
は、哺乳類と相同な B細胞の抗体産生の誘導
機構を有することを明らかとした。一方で、
細胞性免疫においては、魚類特有の誘導機構
が備わっている可能性が示された。今後その
未知なる機能の解明を試みる。 
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