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研究成果の概要（和文）：魚類のヘルパーT細胞（Th細胞）の亜集団の同定を目的として，クローン化コイT細胞株の樹
立を試みた．すなわち，コイの主要な造血・リンパ臓器である腎臓より白血球を分離し，支持細胞（線維芽細胞）上に
播種し，選択的に増殖したTh細胞をクローン培養した．現在までに，十数個のクローン化T細胞株が得られているが，
これらのサイトカイン産生能を調べたところ，IL-4/13A・IL-4/13Bを強く発現するTh2様クローンとIFNgを強く発現す
るTh1様クローンを得ることができた．

研究成果の概要（英文）：To identify teleost helper T cell (Th cell), we tried to establish clonal T cell 
lines from carp (Cyprinus carpio). Kidney leukocytes were obtained from kidney, and cultured with feeder 
cells (fibroblasts cell layer). In this culture condition, carp Th cells selectively proliferated, and 
single Th cells were picked and seeded into a well of 96 well plates. Untill now, 10 Th clones have been 
obtained. We found some cell lines predominantly produced Th1 cytokine (IFNg), and other cell lines 
predominantly produced Th2 cytokines (IL-4/13A and B).

研究分野： 魚病
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１．研究開始当初の背景 
哺乳類の Th 細胞は，I 型ヘルパーT 細胞
（Th1），Ⅱ型ヘルパーT 細胞（Th2），Th17
細胞（Th17），制御性 T 細胞（Treg）など主
に 4 つの亜集団に分けられる．これら Th1・
Th2・Th17・Treg は，それぞれ“細胞性免
疫”・“液性免疫”・“炎症”・“免疫寛容”を誘
導するサイトカインを分泌し，キラーT 細
胞・マクロファージ，B 細胞，好中球などを
制御することで，免疫反応を調整する． 
Th 亜集団の発見は，1986 年の Mosmann ら
の報告までさかのぼる．当時から，マウスや
ヒトでは多くのクローン化T細胞株が樹立さ
れていたが，Mosmann らはこれらの中にサ
イトカイン産生パターンが異なる 2つの亜集
団が存在することを見出し，Th1・Th2 細胞
と命名した．その後，Treg・Th17 なども発
見され，現在，医学分野では，これら亜集団
をターゲットとした，病態解明，創薬，治療
法・ワクチン開発などの研究が活発に行われ
ている．  
魚類でも，近年のゲノム解析から，Th 関連
遺伝子が次々に同定され，Th 亜集団の存在
が示唆されている．しかし魚類では，先駆的
なアメリカナマズの研究を除いて，T 細胞の
培養技術は確立されておらず，そのため T 細
胞株もほとんどない．魚類 Th 亜集団の同定
には，哺乳類で行なわれたように，1 個の Th
細胞を増幅し作られるクローン化 Th 細胞株
の樹立と，これら均一な細胞集団を用いて，
Th 亜集団の性状解析を行う必要がある． 
 
２．研究の目的 
ヘルパーT 細胞（Th 細胞）は獲得免疫の司令
塔と呼ばれる細胞群である．哺乳類では，主
に 4 つの亜集団に分類され，それぞれ異なっ
たサイトカインを分泌することで，免疫系を
制御する．  
魚類でも近年，Th 亜集団に関する多くの研
究がなされ，それらの存在は示唆されて来て
いるが，未だに同定には至っていない．そこ
で本研究では，申請者らが独自に開発したコ
イ Th 細胞の培養法を用いて，1 個の Th 細胞
を増幅し，クローン化 Th 細胞株を樹立する．
そして，これら均一な細胞集団を用いて，魚
類 Th 亜集団の同定・性状解析などを行う． 
 
３．研究の方法 
コイの腎臓・脾臓・胸腺および血液から白血
球を分離し，胸腺由来細胞株などの支持細胞
上で培養すると，ヘルパーT 細胞の活発なポ
リクローナルな増殖が観察される．そこで，
ポリクローナル培養で増幅した Th 細胞を 1
個づつマイクロピペットで分取し，あらかじ
め支持細胞層を形成させた 96 穴プレーの各
穴に，播種する．そして，ポリクローナル培
養から得た“ならし培地”や組換えコイ IL-2
を増殖因子として加え，各組織からの，クロ
ーン化 Th 細胞株を樹立した．  
 

４．研究成果 
腎臓白血球の培養から出発した，5 つのクロ
ーンにおいて安定的な継代培養が可能とな
った。これらクローン（Clone 1～5）の性状
を解析したところ，TCR-α，TCR-β，CD4-1
及び CD4-2 の遺伝子の発現は見られたが，
CD8α 及び CD8β の発現は見られなかった．
次に，Clone 1～5 を PHA で刺激し，Th1 関
連サイトカイン遺伝子であるIFNγと Th2 関
連 サ イ ト カ イ ン 遺 伝 子 と 考 え ら れ る
IL-4/13A および IL-4/13B の発現の変化を
調べた．その結果，Clone 1 では IL4/13A お
よび IL-4/13B，Clone 2 および Clone 3 では
IFNγ，さらに，Clone 5 では IFNγrel の発
現増強が認められた.Clone 4 ではどのサイ
トカイン遺伝子においても，他のクローンと
比較して，発現の増強が見られなかった． 
以上のことから，Clone 1 は Th2 様のクロー
ン，Clone 2 および Clone 3 は Th1 様のク
ローンであると考えられた． 
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