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研究成果の概要（和文）：本研究では粘膜組織である鰓と腸管に着目して、魚類の粘膜に直接ウイルス抗原を投
与する経鰓感作と経腸管感作法によって局所および全身の獲得免疫が誘導されるかを検討した。その結果、粘膜
感作によって、局所だけでなく全身における細胞性免疫および液性免疫応答が誘導された。興味深いことに、不
活化ウイルスにおいてもウイルス感染細胞に対する傷害活性が誘導されたことから、魚類では局所免疫の活性化
によって不活化ワクチンでも細胞性免疫が誘導されることが示された。以上の結果より、魚類の鰓および腸管
は、ウイルス抗原に対する粘膜ワクチン投与部位として有望であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To understand potential of mucosal tissues (gills and intestine) as 
vaccination sites for inducing adaptive systemic immunity, we investigated T-cell immunity following
 direct gill infection method, which exposes virus only to gills and anal intubation. Gene 
expression analysis and flow cytometry analysis showed that vaccination with viral antigen to the 
mucosal tissues can induced virus-specific T cell immunity in both systemic (kidney) and mucosal 
(gill and intestine) organs. In addition, the mucosal vaccination could induce specific 
cell-mediated cytotoxicity and secretion of CHNV-specific IgM in serum, indicating that local 
priming of the gill site can generate adaptive systemic immunity. Interestingly, intestinal 
vaccination with inactive virus could induce Th-1 immune response, and provide efficient protection 
against the virus infection. These findings suggest that the gills and intestine could be 
prospective antigen-sensitization sites for mucosal vaccination.

研究分野：魚類免疫学
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１．研究開始当初の背景 

消化管や呼吸器の粘膜組織は主な病原体

の感染経路となっており、「粘膜免疫」は、

生体防御機構において重要な役割を担って

いると考えられている。近年、粘膜免疫を利

用した「粘膜ワクチン」は、抗原感作部位で

ある粘膜だけでなく全身の獲得免疫系を誘

導することから、次世代のワクチンとして期

待されている。 

魚類ワクチンの主流な投与法である注射

法は、粘膜を介さず直接ワクチンを接種する

ため全身免疫のみしか活性化できない。した

がって、局所と全身の両免疫系を活性化させ

ることができる「粘膜ワクチン」の開発に成

功すれば、今まで以上に効果的な魚類ワクチ

ンが開発されるかもしれない。 

 

２．研究の目的 

魚類は鰓や体表といった組織が粘膜で覆

われているため、哺乳類よりも強固な粘膜免

疫を有することが推測される。したがって、

鰓や腸管といった粘膜組織における魚類の

免疫機構の特徴を明らかにすることができ

れば、粘膜免疫をより効率良く活性化させる

ワクチンやワクチン投与法の開発が期待で

きる。本研究では粘膜組織である鰓と腸管に

着目して、粘膜に直接ウイルス抗原を投与す

る経鰓感作と経腸管感作法によって局所お

よび全身の獲得免疫が誘導されるかを検討

する。 

 

３．研究の方法 

獲得免疫における細胞性免疫と液性免疫の

評価系が確立されているクローンギンブナ

（OB１系統、S3n 系統）を実験魚とする。

ギンブナに感染するギンブナ造血器壊死ウ

イルス(CHNV)を抗原とする。 

（１）経鰓感作における獲得免疫応答 

ギンブナを麻酔したのち、鰓蓋をピンセット

で開きフナ造血器壊死ウイルス（CHNV）希

釈液を鰓葉にピペットで滴下する。その後、

ウェットタオルに魚を包んで 5分間空気中に

放置し、CHNVを吸着させる。感作した魚は、

水槽に戻し、サンプリング日まで飼育する。

経時的にサンプリングし、経鰓感作における

細胞性および液性免疫の応答を以下の①～

④ 項目を解析する。 

① 同系感染細胞を用いたウイルス感染細胞

に対する細胞傷害活性の測定（細胞性免

疫の評価）：同型感染細胞（CFS細胞）に

対する白血球の傷害活性を LDH 法によ

って測定する。 

②  CHNV特異抗体の産生応答（液性免疫の

評価）：血清中の CHNV 特異抗体量を

ELISAによって測定する。 

③ 各種サイトカインのmRNA発現量の変動 

(液性と細胞性免疫のバランス：Th1/Th2

バランス)：ギンブナで同定されている

Th1/Th2 バランスに関与するサイトカイ

ンをリアルタイム PCRで測定する。 

④  鰓（局所）と腎臓（全身）の CD8陽性

細胞、CD4陽性細胞と IgM陽性細胞の割

合：CD8α、CD4と IgMに対するモノク

ローナル抗体を用いてフローサイトメト

リーで解析する。 

（２）経腸管感作における獲得免疫応答 

注射針付きシリンジにポリエチレンチュー

ブ（直径 1 mm）を装着し、チューブの先を

ギンブナの肛門に入れ、ウイルス液（不活化

あるは生きた CHNV）を注入する。経時的に

サンプリングし、経腸管感作における細胞性

および液性免疫の応答を(1)で記述した①, ③,

④の実験系により測定する。 

（３）経腸管ワクチンによる感染防御効果 

不活化 CHNV を経腸管および腹腔内接種し

たギンブナに CHNV （106 TCID50/ 100g fish 

weight）を感染させる。対照区は PBSを接種

する。その 3 日後に腎臓と脾臓を取り出し、

培地を加えたあとホモジネートし、組織液を

遠心する。上清を回収して 0.25 μmのフィル



ターでろ過滅菌する。濾過液のウイルス力価

を TCID50法によって測定し、組織液１ｇあた

りのウイルス量を積算する。 

 

４．研究成果 

（１）経鰓感作後の獲得免疫応答 

鰓に直接感染させ 12時間後の鰓組織 1 gあた

りのCHNV量は106 TCID50以上にまで増殖し

た。2 週間間隔で 2 回感染させたときの、12

時間後では、107 TCID50程度であった。以上

のことから、経鰓感染法によって CHNVが鰓

に感染すること、鰓において CHNVを排除す

る 2次応答が起こっていることが明らかにな

った。 

① 経鰓感作法によって、末梢血白血球の

CHNV 感染細胞に対する細胞障害活性が誘

導されたことから、鰓のみの感作で全身の細

胞性免疫が誘導されることが分かった。また、

径鰓感染によって誘導された細胞性免疫は、

同じウイルスを腹腔内に接種した場合より、

早く応答することが推測された。 

②経鰓感作法によって不活化 CHNC を投与

すると、血中の抗 CHNV-IgMの上昇が確認さ

れたことから、鰓のみの感作で全身の液性免

疫が誘導されることが分かった。 

③経鰓感作法によって不活化 CHNC を投与

すると、鰓における IFN-gammaと腎臓におけ

るパーフォリンの mRNA 発現量の上昇が確

認され、局所と全身における細胞性免疫の亢

進が確認された。 

④腎臓における CD8α陽性細胞の割合の増加

がみられた一方で、IgM陽性細胞の割合は減

少していた。この結果は、鰓からの抗原感作

では、細胞性免疫をより優位に誘導すること

を示唆している。 

以上の①～④の結果から、鰓は全身の獲得

免疫を誘導することが可能な抗原感作場所

であり、効果的に細胞性免疫を誘導すること

から、ウイルスに対するワクチンの有効な投

与の場である可能性が示された。 

（２）経腸管感作後の獲得免疫応答 

①生きた CHNVによる感染だけでなく、不活

ウイルスの感作によって、ギンブナ白血球の

ウイルス感染細胞に対する細胞傷害活性が

誘導された。 

②不活化 CHNVで感作した場合、生ウイルス

で感染させた場合と同様に、腸管において細

胞傷害Ｔ細胞の関連分子(IFNγ,TCR,T-bet)の

発現が上昇した。 

③不活化 CHNVで感作した場合、IgM陽性細

胞の割合は上昇しなかった一方で CD8 陽性

細胞の割合の増加がみられた。 

（3）経腸管ワクチン投与によるウイルス感

染防御効果 

 不活化 CHNV を経腸管感作することによ

り、著しく CHNVの増殖を抑制することを明

らかにした（図１）。この結果は、不活化ウ

イルスの粘膜ワクチンによって細胞性免疫

が誘導され、効果的にウイルスを排除したこ

とを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１ 不活化ウイルス投与後の腎臓のウイ
ルス力価。同量の抗原を腸管、腹腔内の 2ル
ートから 2 回ワクチネーションし、その後、
CHNV を腹腔内接種により感染させた。*は
対照区と比較して有意に低いことを示す。 
 

 （１）～（３）の結果から、魚類の鰓およ

び腸管は、ウイルス抗原に対する粘膜ワクチ

ン投与部位として有望であることが明らか

になった。また、魚類では不活化ワクチンで
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も細胞性免疫を誘導できることが示された。 
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