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研究成果の概要（和文）：本研究は魚類の抗体産生細胞を単離し、得られた細胞由来の遺伝子を用いて抗原に特
異的に結合する人工抗体を作出することを目的とした。ヒラメ、ニジマスおよびチョウザメを対象に、種々の抗
原で免疫した際の抗体価の上昇を測定し、抹消白血球より抗原を特異的に認識する細胞の分離を試みたところ、
チョウザメでのみ病原微生物菌体を認識し、抗体遺伝子を発現する細胞を分離することができた。今後本手法を
改良していくことで、魚類抗体遺伝子を用いた人工抗体を作出できると考えている。
さらに本研究では、魚類の抗体産生に関する免疫機構に関わる遺伝子群の同定および解析を行い、魚類において
抗体価を高めるための手法についても検討した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is development of artificial antibody using the 
nucleotide sequence encoding variable region of fish immunoglobulin genes. Antibody responses in 
Japanese flounder, rainbow trout and bester sturgeon were measured before and after immunization 
with various antigens, including pathogenic bacteria and certain proteins. In Japanese flounder and 
rainbow trout, specific antibody titers were increased after the immunization, while the leukocytes 
expressing specific antibody were not isolated. In contrast, bester sturgeon possessed specific 
antibodies against various antigen without immunization. We isolated cDNA from a single sturgeon 
blood leukocyte, which bound to the fluorescent labeled bacterial cells, and amplified the IgM heavy
 chain gene. This technique will allow us to develop artificial fish monoclonal antibodies.
In addition, we identified a number of genes involved in immunity and specific antibody responses.

研究分野： 魚介類免疫学

キーワード： 魚介類免疫学　抗体　バイオテクノロジー
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１．研究開始当初の背景 
魚類の抗体は、他の脊椎動物の場合と同様、

生体防御の重要な位置を占めている。動物の
体内で作られる抗体は、複数種類の B 細胞か
ら作られるポリクローナル抗体となるため、
病原微生物などで免疫した場合、個々の抗原
に対してそれぞれ複数種類の抗体が作られ
る。病原微生物の構成成分のうち、抗原とな
る分子の数は複数あるため、抗原と抗体の組
み合わせは莫大な数になる。したがって、病
原微生物構成成分のうちワクチン抗原とし
て理想的な分子を同定することは困難であ
る。 
一方、マウスやラットなど一部の動物では、

単一の抗体タンパク質のみを産生するB細胞
を株化細胞と細胞融合させることにより増
殖能を付与し、これをクローン化することで
モノクローナル抗体を調製することが可能
である。モノクローナル抗体は単一のエピト
ープのみを認識する抗体であるため、上記の
ような抗原分子の同定には威力を発揮する。 
申請者らを含む多くの研究グループは、養

殖対象魚種の病原微生物について抗原分子
を同定するため、免疫血清を用いたスクリー
ニングを行ってきた。しかしながらこれらの
研究は、ポリクローナルな抗体を用いたもの
である。したがって、個々の抗原に対するモ
ノクローナル抗体を調製することが可能と
なれば、この抗体を用いたアフィニティー精
製により個々の抗原分子を容易に同定する
ことが可能となるのみならず、個々の抗体と
各抗原の親和性や各抗体を用いた抗原分子
の機能解析が可能となると期待された。 
 
２．研究の目的 
上記のような背景から、申請者は魚類にお

いて抗原特異的なモノクローナル抗体を開
発することが、魚類の生体防御機構の解明、
ならびに新たな抗原特異的分子の開発に重
要であると考えた。そこで本研究では、免疫
魚類からの抗原特異的 B 細胞単離法および1
細胞からの抗体遺伝子断片増幅法を開発す
るとともに、抗原特異的な魚類 B 細胞の試験
管内成熟法を開発するための端緒として魚
類の獲得免疫成立機構を解析することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
3-1. 魚類抗体の効果的な誘導法の開発およ
び抗体価測定法の検討 
ヒラメおよびニジマスを対象に病原微生物、

スカシガイヘモシアニン（KLH）あるいは生
殖腺刺激ホルモン組換タンパク質を用いて
免疫を行った。その際、フロイントアジュバ
ントの添加や抗原タンパク質遺伝子を用い
た DNA ワクチンが抗体価に影響を及ぼすか
を解析した。さらに、ヒラメを対象に免疫に
伴う抗体重鎖遺伝子の多様性を解析すると
ともに、抗体遺伝子を用いた一本鎖抗体多様
性鎖(scFv)を調製し抗原特異的な抗体遺伝子

の単離を試みた。 
様々な魚類抗体価を測定するため、魚類

IgM 重鎖および軽鎖についてアミノ酸配列を
比較し、保存された領域を対象にペプチドあ
るいは組換タンパク質を調製し、これらを用
いてウサギを免疫して抗血清を得た。 
 
3-2. 魚類特異的抗体産生細胞の分離および
一細胞からの抗体遺伝子の増幅 
ヒラメおよびチョウザメを対象に、抹消白

血球中の抗体産生細胞を標識し、その中から
抗原を特異的に認識する細胞の単離を試み
た。さらに、少数の細胞から抽出した RNA
を鋳型として PCR により目的遺伝子を増幅
するための手法の開発を試みた。 
 
3-3. 魚類の液性獲得免疫に関わる分子の同
定および種々の条件下における発現動態の
解析 
ヒラメを対象に、異なる抗原で免疫した場

合や、異なる水温下で免疫した場合に発現変
動する遺伝子をマイクロアレイ法により網
羅的に解析した。さらに、発現変動したいく
つかの遺伝子について cDNAクローニングを
行い詳細な構造解析を行った。 
 
４．研究成果 
4-1. 魚類抗体の多様性解析および抗体価測
定法の検討 
ヒ ラ メ を 魚 類 病 原 微 生 物 で あ る

Edwardsiella tarda およびStreptococcus iniaeの
ホルマリン不活化菌体、あるいは KLH を用
いて免疫し、抗体価の変化を ELISA 法により
解析した。ヒラメでは、抗原の種類や個体に
よって免疫をしても抗体価があまり上がら
ない場合があった。ニジマスでも、病原微生
物を用いた場合は抗体価が顕著に上昇した
が、生殖腺刺激ホルモン組換タンパク質を用
いて免疫した場合は抗体価の顕著な上昇は
みられなかった。 
ヒラメを対象に、免疫後の抗体重鎖遺伝子

の多様性を解析した。各サンプル100弱の配
列を解析し比較したところ、免疫後も配列の
多様性は高いままであり、末梢白血球におけ
る抗体価の上昇に伴うB細胞クローンの偏り
は観察されなかった。さらに、各抗原で免役
した個体の白血球由来の抗体遺伝子を用い
て scFv を調製し、ファージディスプレイ法に
より抗原特異的な scFv 断片の単離を試みた
が、抗原特異的なクローンは単離できなかっ
た。 
また、様々な魚種由来の IgM を検出するた

めの抗体を作製するため、魚類 IgM に保存さ
れたアミノ酸配列領域をコードするペプチ
ドおよび組換えタンパク質を用いてウサギ
を免疫し抗血清を得た。これらの本抗血清は
いずれもウエスタンブロット解析で魚類 IgM
を検出可能であったが、ELISA 法では魚類
IgM を検出できなかった。 
さらに、ほ乳類において DNA ワクチンの抗



原提示能を促進することが報告されている
Lysosome-associated membrane protein-1
（LAMP-1）遺伝子をヒラメで同定し、本遺
伝子を用いた DNA ワクチンを開発した。抗
原遺伝子を LAMP-1遺伝子と融合し発現用プ
ラスミドに組み込むことにより、抗原遺伝子
のみを組み込んだ場合と比べて有意に抗原
に対する抗体価が上昇した。 
これらの成果は、魚類を免疫した際、より

効果的に免疫を付与する手法を開発する上
で役立つものである。 
 
4-2. 魚類特異的抗体産生細胞の分離および
一細胞からの抗体遺伝子の増幅 

ヒラメ血中の白血球を対象にヒラメ抗体
に対するウサギ抗血清およびマウスモノク
ローナル抗体を用いて標識を試みた。ヒラメ
血中の抗体陽性白血球は全白血球の10%未満
であり、その中から抗原特異的な B 細胞を単
離することが困難であるため、目的とする抗
体遺伝子を解析することが難しいことが示
された。 

本研究でいくつかの魚種を対象に抗体の
性状を解析したところ、種々の魚類のうちチ
ョウザメは血中に様々な抗原に対して特異
的な抗体を多く含み、血中の抗体産生細胞数
も多いことをみいだした。そこで、抗原特異
的な抗体を産生する1細胞からRNAを抽出し、
免疫グロブリン遺伝子断片を増幅するため、
チョウザメ末梢血白血球を対象とした。チョ
ウザメ抹消白血球に対して蛍光標識した病
原細菌を反応させ、蛍光がみられた細胞をマ
イクロキャピラリーで採取した。蛍光がみら
れた5つの細胞から cDNAを合成したところ、
1つのサンプルから免疫グロブリン遺伝子の
増幅が確認された。 

本研究により、抗原と結合する白血球細胞
を単離し cDNA 合成する手法が開発された。
今後、本手法を発展し他の魚種にも応用する
ことにより、魚類においても抗原特異的な抗
体遺伝子を増幅し人工的に組換抗体分子を
作出することが可能となると期待される。 
 
4-3. 魚類の液性獲得免疫に関わる分子の同
定および種々の条件下における発現動態の
解析 
異なる水温で飼育したヒラメを E. tarda 死

菌で免役した際に脾臓で発現変動する遺伝
子を調べるため、マイクロアレイ解析を行っ
た。E. tarda 死菌の投与に伴い、多くの遺伝子
で mRNA 量の変化がみられた。とくに、イン
ターフェロン（IFN）γ で発現が誘導されるこ
とがほ乳類で報告されている遺伝子におい
て、発現動態への水温の影響がみられた。抗
原投与による特異抗体の成立は水温に大き
く影響を受けることから、IFNγ により制御さ
れる遺伝子群が特異抗体の成立に深く関わ
る可能性が考えられた。 
アジュバントを用いて免疫した際の免疫応

答についてヒラメを用いて解析した。アジュ

バントとしてフロイントコンプリートアジ
ュバントを用い、ヒラメを細菌のホルマリン
死菌で免疫したところ、菌体に対する抗体価
が顕著に上昇した。マイクロアレイを用いた
解析により、アジュバントの添加により IFNγ
遺伝子および IFNγ 応答遺伝子の発現上昇が
抑えられることが示された。  
さらに、次世代シークエンサーを用いた発

現遺伝子解析により、新規の I 型 IFN 遺伝子
も含め64種類の主要なサイトカイン遺伝子
を同定したほか、情報伝達因子遺伝子群につ
いても cDNAクローニングを行い塩基配列を
決定した。 
これらの成果は未だに不明な点の多い魚類

免疫機構について、新たな知見を付与するも
のである。 
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