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研究成果の概要（和文）：フグTh細胞に組換えフグIL-4/13またはIFNgを作用させたところ、発現の誘導される
Th系サイトカインの種類が異なることが確認された。同細胞を産生するサイトカインごとに種判別したところ、
フグにおいても哺乳類と類似した機能性Th細胞の存在が示唆された。また、当該Th細胞の産生するIFNgおよび
IL-4/13は、単球細胞を活性化することが明らかとなった。さらに、Th細胞は刺激する病原体成分の種類ごとに
異なる分化パターンを示すことが確認された。以上の結果より、魚体内における機能性Th細胞は魚病診断の指標
となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Fugu helper T (Th) cells expressed cytokines such as interleukin (IL)-4/13 
and interferon (IFN)-gamma related to Th cell differentiation by the stimulation of recombinant Fugu
 IL-4/13 and IFN-gamma. And there was a difference in the induced expression patterns of cytokines 
between recombinant IL-4/13 and IFN-gamma stimulated cells. Analysis of cytokine production by the 
stimulated cells using intracellular cytokine staining assay suggested that Fugu has similar 
effecter Th cells with that of mammalian species. In addition, IL-4/13 and IFN-gamma were produced 
by the Th cells activated monocytes. Moreover, Th cells stimulated by LPS or chitosan differentiated
 into each different effecter Th cells. From these results, it was suggested that Th cells in fish 
can be used as markers of fish disease diagnosis.

研究分野：魚類免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
体内に侵入した病原体は、マクロファージや
樹状細胞などの食細胞(抗原提示細胞)内で分
解され、抗原ペプチドとして MHC 分子にの
せて膜上に提示される。この情報を受け取っ
た未分化のヘルパーT細胞(Th0)は、さらに免
疫制御分子であるサイトカイン(分泌型タン
パク質)の刺激を受け、特異的なサイトカイン
を産生する機能性 Th 細胞サブセットへと分
化する。続いて、各機能性 Th 細胞が産生す
るサイトカインによって他の免疫細胞が活
性化され、病原体排除に必要な免疫応答が誘
導される。この免疫誘導には方向性があり、
Th1 系サイトカインはウイルスや細菌(細胞
内増殖性)に対する免疫を、Th2系サイトカイ
ンは抗寄生虫免疫やアレルギー反応を、Th17
系サイトカインは真菌や細菌(細胞外増殖性)
に対する免疫応答を誘導することが哺乳類
において知られている。以上のことから、Th
細胞は免疫制御の中枢を担う重要な細胞と
して認識されており、実際の臨床現場におい
てもマーカーとして利用されている。一方魚
類の免疫システムは深く理解されておらず、
免疫応答の指標は病原体に対する抗体の産
生能や、病原体の分解に関わる酵素活性、免
疫関連分子の発現動態などであり、Th細胞と
サイトカインによる免疫応答の方向付けが
存在するかは不明である。 
 魚類の Th 細胞に関する研究の歴史は非常
に浅く、哺乳類において Th 細胞の膜表面に
発現することが知られる CD4 分子が、2004
年に初めて分離・同定された。その後、当該
分子に対する抗体を用いた Th 細胞の分取が
試みられ、 2011 年にギンブナ (Carassius 
auratus langsdorfii)より初めて Th細胞の存在
を示唆する報告がなされた。同時期に、申請
者のグループも養殖対象魚種であるトラフ
グ(Takifugu rubripes)を対象に Th 細胞の分取
に取り組んでおり、2012年に細胞の回収に成
功、さらに当該細胞を免疫刺激した際のサイ
トカイン遺伝子の発現プロファイルを解析
した。一方、魚類のサイトカインについての
研究(分離・同定・機能解析)は、1990年代後
半より盛んに行われてきた。当初は、他の脊
椎動物における既知のサイトカインとの相
同性の低さから、分離・同定は困難を極めた。
しかしながら、2001年のトラフグゲノム情報
のWeb公開を皮切りに、これまでに様々な魚
種のゲノム情報がインターネット上で利用
可能となっており、データベース解析からの
サイトカイン遺伝子の探索・同定は飛躍的に
加速した。これまで我々も、哺乳類において

Th 系サイトカインとして知られる腫瘍壊死
因子 TNF、インターロイキン(IL)-2、IL-6 さ
らにT細胞の増殖因子である IL-7などのサイ
トカインを分離・同定している。しかしなが
ら、魚類サイトカインの機能における知見は
乏しく、特に Th 細胞の分化誘導能や機能性
Th 細胞の産生したサイトカインによる免疫
制御についてはほとんど明らかにされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の項目について検討するこ
とを目的とした。 
魚類においても哺乳類と同様に①サイト
カインによって Th 細胞の分化が誘導される
のか、②機能性 Th 細胞にはどのような種類
が存在し、実際に免疫応答を活性化するのか、
③病原体に感染した際、機能性 Th 細胞集団
に変化は認められるのかの 3項目について検
討し、Th細胞を指標とした新たな疾病診断技
術の構築を目指す。 
 
３．研究の方法 
初年度は、哺乳類において Th 細胞の分化を
誘導することが知られるサイトカイン：IL-4, 
および IFN-gamma(IFNg)に注目し、トラフグ
における各サイトカインの組換えタンパク
質を作製した。当初の予定通り組換えタンパ
ク質発現系には、大腸菌コールドショック発
現系を利用した。同時に抗フグサイトカイン
抗体の作成を行った。続いて、フグの CD4
分子に対する抗体(抗 CD4抗体)を用い、磁気
細胞分離法 (Magnetic-Activated Cell Sorting: 
MACS)によって血液より Th 細胞の分取を行
った。分取した Th 細胞(105cells/ml)に、作製
し た 各 組 換 え フ グ サ イ ト カ イ ン
(10~100ng/ml)を作用させ、FCMによって継時
的な細胞形態の変化(細胞のサイズ・細胞内構
造の複雑さ)を観察した。同時に、Th0細胞が
機能性 Th 細胞サブセットに分化する際、特
異的に働く転写因子 [T-bet, STAT1, STAT4 
(Th0→Th1)、GATA3, STAT6 (Th0→Th2)、
RORgammat, Smads, STAT3 (Th0→Th17)、
FoxP3, Smads (Th0→iTreg)] 群の遺伝子発現
解析を行った。続いて、組換えサイトカイン
を作用させた Th 細胞におけるサイトカイン
の発現パターンをマルチプレックス RT-PCR
アッセイによって解析し、機能性 Th 細胞へ
の分化の有無を遺伝子レベルで検討した。以
上の研究によって、初年度はサイトカインに
よって魚類の Th 細胞の分化が誘導されるの
かについて検討した。 



H27年度は、Th細胞に組換えサイトカイン
を作用させ、分化の誘導された機能性 Th 細
胞におけるサイトカイン産生パターンを調
べた。このために、フローサイトメーター
(FCM)を用いた細胞内サイトカイン染色技術
の構築を行った。まず初めに、細胞内で産生
されたサイトカインの細胞外放出阻止法
(Brefeldin Aまたはmonensinを使用予定)つい
ても検討した。続いて、構築した FCM-細胞
内染色技術によって、「作用させた組換えサ
イトカイン」と「機能性 Th 細胞の産生する
サイトカイン」の関係を探り、フグに存在す
る機能性Th細胞の種類を検討した。続いて、
機能性 Th 細胞が産生するサイトカインが、
ミエロイド系細胞である単球を活性化する
かについて検討した。まず初めに、機能性 Th
細胞が産生するサイトカイン(IFNg および
IL-4/13)の組換えタンパク質を魚体に接種し、
経時的に単球を分離後、当該細胞の活性酸素
の産生能、貪食能およびリゾチーム活性を測
定した。 
最終年度は、病原体感染時の Th 細胞サブ
セットの変化を探ることを計画していたが、
保有する病原体の病原性低下により感染試
験を実施することができなかった。このため、
病原体構成成分(細菌：LPS、寄生虫：キトサ
ン)を用い擬似感染状態をつくり、この時の
Th細胞サブセットの変化について FCM細胞
内サイトカイン染色技術を用い検討した。 
 
４．研究成果 
平成 26年度は、哺乳類において Th細胞の分
化を誘導することが知られるサイトカイ
ン：IL-4/13, IL-6, IL-12, TGF-betaおよび IFNg
にターゲットにしぼり、トラフグの各サイト
カインについて、大腸菌発現系を用い組換え
タンパク質を作製した。全ての組換えサイト
カインにおいて可溶性タンパク質が得られ、
ニッケルカラムを用いた精製、続くエンドト
キシンの除去を終えた段階で、以降の実験に
供試すために十分な収量が得られた。続いて、
抗トラフグ CD4 抗体を用い、MACS 法によ
って抹消血より CD4 陽性 T 細胞(Th 細胞)の
分取を行った。当該細胞に作製した組換えサ
イトカインを作用させ、フローサイトメータ
ーによって経時的な細胞の形態変化を観察
したところ、形態に顕著な変化は認められな
かった。続いて、組み換えたイトカインを作
用させた Th 細胞におけるサイトカイン遺伝
子 (19 種類 )の発現を、マルチプレックス
RT-PCR アッセイによって確認した。その結
果、組換え IL-4/13で刺激された Th細胞では、

IL-4/13 遺伝子の発現が誘導され、IFNg で刺
激された Th細胞では、IFNg遺伝子の発現が
増加することが確認された。さらに Th 細胞
の分化誘導に関与する転写因子[Th1: T-bet, 
Th2: GATA3, TH17: RORgammat, iTreg: FoxP3 
(哺乳類)]の発現を解析したところ、作用させ
た組換えサイトカインの種類に応じた特異
的な発現パターンは確認されなかった。 
平成 27 年度は、初年度に作製した組換え
サイトカインならびに抗フグサイトカイン
抗体を用い、フローサイトメーターを用いた
細胞内染色技術の構築を行った。まず初めに、
哺乳類で使用されるサイトカイン放出阻止
剤: Brefeldin Aまたは momensinを用い、トラ
フグ Th 細胞におけるサイトカインの細胞外
放出阻止法を検討した。その結果、Brefeldin A
はサイトカインの放出を阻止することが確
認された。続いて、組換えサイトカインを作
用させた Th 細胞を BrefeldinA で処理し、抗
フグサイトカイン抗体を用いた細胞内染色
技術によってサイトカインの産生パターン
を解析した。その結果、前年度の遺伝子レベ
ルでの結果と同様に、1) Th1サイトカインで
ある IFNg を作用させた Th 細胞においては、
IFNgの産生が増加し、2) Th2サイトカインで
ある IL-4/13を作用させた Th細胞においては、
IL4/13 の産生が増加することが確認された。
これらの結果から、フグにおいても哺乳類と
同様の機能性 Th細胞(Th1および Th2)の存在
が示唆された。続いて、産生されたサイトカ
インがミエロイド系の細胞を活性化するか
について検討した。まず初めに組換えサイト
カイン(IFNg および IL-4/13)を魚体に接種し、
経時的に摘出した食細胞の活性について測
定した。その結果、全てのサイトカイン接種
区において食細胞の活性酸素の産生能、貪食
能およびリゾチーム活性の増強が認められ
た。さらに、IFNg の接種区においては、
IL-1beta, TNF-alpha, IL-6などの炎症性サイト
カイン遺伝子の発現が強く誘導されること
が認められた。 
平成 28年度は、病原体感染時の Th細胞サ
ブセットの変化を探ることを計画していた
が、保有する病原体の病原性低下により感染
試験を実施することができなかった。このた
め、病原体構成成分(細菌：LPS、寄生虫：キ
トサン)を用い擬似感染状態をつくり、この時
の Th 細胞サブセットの変化について検討し
た。まず初めに、血液よりMACS法によって
Th 細胞を分取し、本細胞を LPS またはキト
サンで刺激した。刺激後、平成 27 年度に構
築した細胞内サイトカイン染色技術を用い、



Th細胞を 4グループ [IFNgポジティブ(産生)
細胞、IL-4/13ポジティブ細胞、ダブルポジテ
ィブ細胞、ダブルネガティブ(非産生)細胞]に
分け、各病原体成分による分化誘導について
解析した。 

 
その結果、LPS で刺激後の Th 細胞のポピュ
レーションは、IFNg ポジティブ細胞 17%、
IL-4/13ポジティブ細胞 8%、ダブルポジティ
ブ細胞 10%、ダブルネガティブ細胞 65%で
あった。本結果は、平成 27 年度のフグ組換
え IFNgを作用させたTh細胞のポピュレーシ
ョン比と酷似しており、細菌感染時には Th1
細胞(IFNg産生細胞)への誘導が進むことが示
唆された。一方、キトサンで刺激した Th 細
胞のポピュレーションは、 IFNg ポジティブ
細胞 9%、IL-4/13 ポジティブ細胞 24%、ダ
ブルポジティブ細胞 9%、ダブルネガティブ
細胞 57%となり、フグ組換え IL-4/13を作用
させた Th細胞のポピュレーション比(H27年
度)と類似していた (図 1)。このことから、寄
生虫感染時には Th2細胞(IL-4/13産生細胞)へ
の分化が誘導されることが示唆された。 
以上の結果より、魚体内の Th 細胞集団を
指標とすることで、魚病診断(魚病予測)が可
能であることが示唆された。 
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