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研究成果の概要（和文）：　養殖魚の魚病対策としてワクチンの投与が行われている。ワクチンの作用基盤は獲得免疫
だが、ワクチン投与部位である腹腔でどのように獲得免疫が活性化されるかはわかっていない。
　本研究ではまずトラフグ腹腔内の白血球組成を調べた。その結果、抗体産生細胞であるB細胞が最大であり、ついで
マクロファージであった。次に、抗原を投与したところ、マクロファージだけではなく、B細胞も取り込むことが示さ
れた。さらに、腹腔内のマクロファージが産生する細胞誘引因子によりB細胞が腹腔内に誘引、蓄積することが示され
た。このように、魚類の腹腔における獲得免疫の活性化にはB細胞とマクロファージの連携が大切であることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：　Vaccination is one of the most effective ways to prevent fish diseases in 
aquaculture. The vaccination is based on adaptive immune system, but how the system is activated in the 
fish peritoneal cavity is still unknown.
 First, we examined the composition of fugu peritoneal cavity leukocytes. The biggest population was B 
cells that produce antibody, and the second one was macrophages. Next, we cultured the peritoneal 
leukocytes with insoluble substance. Both macrophages and B cell took up the substance. At last, we 
demonstrated that the chemokine secreted from the peritoneal macrophages attracted the peritoneal B 
cells. Thus, interaction of B cells and macrophages in the fish peritoneal cavity play an important role 
in fish adaptive immune system.

研究分野： 魚類生理学

キーワード： ワクチン　免疫　フグ
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１．研究開始当初の背景 
 養殖魚の魚病対策は治療より予防が重要で

あり、ワクチンの投与が世界的に広く行われ

ている。今後もワクチンの投与はますます増

えていくことが予想されている。現在、日本

で認可されているワクチンは、注射ワクチ

ン・浸漬ワクチン・経口ワクチンの３種類で

あるが、その中でも注射ワクチンの予防効果

が圧倒的に高い。現在認可されている注射ワ

クチンのほとんどは可食部である筋肉ではな

く腹腔内に注射するように指定されている。 

 ワクチンの作用基盤は獲得免疫とされてい

る。獲得免疫とは、ワクチンや病原体といっ

た抗原が体内に侵入すると、その抗原を特異

的に攻撃する抗体などが生じ、再度の侵入に

対して迅速に対応する仕組みである(末武、

2010)。申請者は獲得免疫系の主役であるリン

パ球の１つであるＴ細胞 (Araki et al., 

2008； Toda et al., 2010)と、リンパ球を活

性化する抗原提示細胞（Sugamata et al., 

2009）の存在を魚類で初めて示してきた。こ

れらの知見も含め、魚類の獲得免疫研究はこ

の数年で大きく進展した。 

 魚類の腹腔内には、抗原提示細胞の１つで

あるマクロファージと、リンパ球が常在して

いる。腹腔内に注射されたワクチンに対して、

抗原提示細胞とリンパ球が腹腔内の獲得免疫

応答に関与していると予測される。しかし、

腹腔内のこれらの細胞が実際にどのようにし

て獲得免疫を活性化しているのかという基本

的なことは不明のままであり、その解明は魚

病ワクチン開発や免疫系の進化の理解につな

がると期待される。 

 
２．研究の目的 
 養殖魚の病害対策として用いられるワクチ

ンは注射ワクチンが主流であり、日本ではそ

のほとんどにおいて魚の腹腔内に投与するよ

う定められている。これにより、魚は獲得免

疫系を発動し、病原体に対する免疫を獲得す

るが、腹腔内ワクチンがどのように獲得免疫

を誘導するのかという根本的な部分が不明で

ある。本研究では、腹腔内の免疫細胞のうち、

獲得免疫応答を担うリンパ球と、リンパ球を

活性化する抗原提示細胞に着目し、腹腔内抗

原投与後のこれらの細胞の動態とその役割を

解明し、獲得免疫系の発動機構を明らかにす

る。注射ワクチン作用の基盤の解明は、ワク

チンの開発や投与法の改善に寄与すると期待

される。 

 
３．研究の方法 
 魚病ワクチンの投与部位である腹腔内でワ

クチンがどのように獲得免疫を誘導するのか

を明らかにするために、獲得免疫の活性化に

おいて重要な抗原提示細胞とリンパ球に着目

し、以下の研究を行った。 

①形態だけでは判別が難しい腹腔内の免疫細

胞を免疫学的・分子生物学的に同定した。 

②腹腔内への抗原投与時の腹腔免疫細胞の動

態を蛍光染色により調べた。 

③腹腔内に集積するIgM陽性B細胞とマクロフ

ァージにおけるケモカインとケモカイン受容

体の遺伝子発現をRT-PCR法で調べた。 

④IgM陽性B細胞の走化性をケモタキシスアッ

セイで調べた。 

⑤免疫刺激によるケモカインとサイトカイン

の発現変動をRT-PCR法で調べた。 

⑥二次リンパ組織におけるケモカインの発現

を免疫染色で調べた。 

 
４．研究成果 

 腹腔内白血球がどのような細胞から構成

されているのかを、ゲノム情報が公開され、

免疫関連遺伝子の情報が蓄積しているトラ

フグを材料にして解析した。トラフグを開腹

し、腹腔内の白血球を回収した。まず、得ら

れた細胞について、細胞塗抹標本を作製して

ギムザ染色による細胞染色を行った。また、

フローサイトメトリー（FCM）で細胞数や細

胞種を解析したところ、トラフグ腹腔ではリ

ンパ球が最も大きい細胞集団であり、次に大



きいのがマクロファージ集団であった。これ

らのことから、抗原提示能を持つマクロファ

ージとリンパ球とからなるこれらの細胞集

団が腹腔の獲得免疫活性化に関与している

と考えた。そこで、さらに、当研究室で作製

した抗トラフグ免疫グロブリン M（IgM）抗体

を利用した FCM を行ったところ、リンパ球の

多くが IgM 陽性細胞であったことから、トラ

フグ腹腔では IgM陽性 B細胞が主要な細胞集

団であることが明らかになった。 

 ワクチンの成分である不活化した細菌な

どは不溶性の粒子状抗原である。そこで、こ

れらが腹腔内細胞にどのように取り込まれ

るかを調べた。不溶性の異物を腹腔に投与し

たところ、貪食細胞であるマクロファージだ

けではなく、リンパ球である IgM 陽性 B細胞

にも取り込まれていることが明らかになっ

た。これまで、腹腔に投与された抗原はマク

ロファージや好中球に取り込まれると考え

られていたことから、腹腔における抗原取り

込みにB細胞が関与していることが新たに示

された。 

 次に、腹腔内の貪食細胞の追跡実験を行っ

たが、染色した細胞の末梢組織での回収率が

非常に低く、解析が困難であった。一方で、

１）多くの魚病ワクチンでは抗体が主要な作

用因子であると考えられること、２）トラフ

グ腹腔内では IgM陽性 B細胞が主要な細胞集

団であること、３）IgM 陽性 B 細胞が貪食能

を示すこと、さらには４）海外の研究チーム

によって貪食能をもつ魚類のB細胞が獲得免

疫系の司令塔であるヘルパーT 細胞を活性化

すること、が明らかにされた。こうしたこと

から、獲得免疫系の活性化における腹腔内の

IgM陽性B細胞の重要性が示された。そこで、

IgM 陽性 B 細胞に着目して、以下の実験を進

めることとした。これら IgM 陽性 B細胞を腹

腔に効率よく集めることができれば、獲得免

疫系を活性化できるのではないかと予測し、

IgM 陽性 B 細胞どのようにして腹腔に集積す

るのかを調べた。 哺乳類では B 細胞の誘引

には CXCL13 という細胞遊走因子（ケモカイ

ン）が重要な役割を果たしている。また、こ

のケモカインに向かって遊走する細胞には

その受容体である CXCR5 が発現している。そ

こで、腹腔 IgM 陽性 B細胞での遺伝子発現を

RT-PCR 法により調べたところ、CXCL13 は発

現していないもののCXCR5の発現が認められ

た。このことは、他の細胞が B細胞を腹腔に

誘引していることを示唆している。そこで、

腹腔内のもう一つの主要な細胞であるマク

ロファージでこれらを調べたところ、CXCL13

の発現が認められた。一方、マクロファージ

の培養上清に対する IgM陽性 B細胞の走化性

を調べたところ、IgM 陽性 B 細胞がマクロフ

ァージの培養上清に誘引されることが示さ

れた。つまり、魚類の腹腔ではマクロファー

ジが産生する CXCL13 によって IgM 陽性 B 細

胞が誘引されている可能性が示された。そこ

で、培養上清中の IgM 陽性 B細胞誘引因子が

CXCL13 かどうかを検討するために、トラフグ

CXCL13 に対する抗血清を作製した。腹腔マク

ロファージ培養上清に CXCL13 に対する抗血

清を添加した結果、腹腔マクロファージ培養

上清による IgM陽性 B細胞の誘引は有意に抑

制された。この結果から腹腔では腹腔マクロ

ファージが産生する CXCL13 により、IgM 陽性

B 細胞が腹腔内に誘引、蓄積されることが示

された。また細菌由来のリポポリサッカライ

ドをマクロファージの培養液に加えると

CXCL13 の発現の増強が確認された。それに伴

い炎症性のサイトカインである TNFの発現

の上昇も認められた。TNFと CXCL13 の関係

は今後の課題である。 

 さらに二次リンパ組織である脾臓におい

て CXCL13 の発現を調べたところ、脾臓にい

ても CXCL13 の発現が確認された。こうした

ことから腹腔と二次リンパ組織にはともに

CXCL13を利用したIgM陽性B細胞の誘引機構

が存在する可能性が示された。 



 本研究の結果、魚類腹腔内の主要な細胞で

ある IgM 陽性 B 細胞 とマクロファージはケ

モカインを介して相互作用し、腹腔内で貪食、

および抗体産生を含む獲得免疫の活性化に

おいて重要な役割を示すことが明らかにな

った。 
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