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研究成果の概要（和文）：魚類における免疫分子の発現動態を調査し、炎症性サイトカインや病原体認識受容体
の発現には概日リズムが備わっていることを突き止めた。また当該リズムは時計遺伝子群によって制御されてい
ることを明らかにした。さらに、時計遺伝子破壊メダカに免疫刺激を与えたところ、炎症性サイトカインの発現
応答が野生メダカと比べ減弱化した。続いて、異なる時刻に病原細菌をメダカに感染させると、死亡率に有意な
差異が生じることを見出した。また、異なる時刻に不活化菌体を接種したメダカの腎臓において、免疫分子の発
現に違いがあることを明らかにした。以上のことから、魚類の免疫は概日リズム性の制御機構を有することが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Expression dynamics of immune molecules in medaka fish were investigated and
 understood that the expression of inflammatory cytokines and pathogen-recognition receptors has a 
circadian rhythm. It was also revealed that these rhythms are regulated by a group of clock genes. 
Furthermore, the expression response of inflammatory cytokines was attenuated in the clock gene 
knockout medaka compared to immune-stimulated wild type medaka. Subsequently, it was found that 
infecting wild type medaka with pathogenic bacteria at different durations resulted in significant 
changes in mortality. Differential expression of immune molecules was observed in kidneys of wild 
type medaka inoculated with inactivated bacteria at different time points.

研究分野： 時間免疫学

キーワード： 魚類　免疫　概日リズム　時計遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、魚類の免疫システムには時計遺伝子群によって制御された概日リズムが備わっていること、ま
た、病原細菌感染に対する免疫応答も感染時刻によって異なることが明らかとなった。これらの成果は、魚類免
疫学分野に新たな側面をもたらすこととなり、これまで解明されていない免疫現象の理解を可能にする。また、
水産増養殖現場の魚病問題解決に寄与するものであり、新たな水産用医薬品の開発や飼養管理技術の向上につな
がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
魚類の概日リズムに関する研究は、成熟や産卵リズムなどの繁殖生理、摂餌行動や内分泌機構

の制御などに関するものが多く、「免疫応答の概日リズム (免疫リズム) 」を対象にした研究は
ほとんどない。近年、我々の研究グループは、免疫応答の調節に重要な役割を果たすサイトカイ
ンの一種である腫瘍壊死因子 (TNF)-が、時計遺伝子 (Bmal1・Clock) と逆位相の概日リズムを
有することを明らかにした。さらに、Bmal1 および Clock を過剰発現させた細胞において、TNF-
遺伝子の発現量が有意に増加することを確認した。また我々は、炎症制御に関わる CC ケモカ
イン (CCL) 2 やインターロイキン (IL)-1、病原体認識に関わる Toll 様受容体 (TLR) 9、溶菌酵
素リゾチーム (LYZ)-C などの免疫系遺伝子についても、発現に概日リズムが存在することを突
き止めている。これらは、魚類の免疫も哺乳類と同様に概日リズムを有しており、免疫増強剤の
効果が時間帯によって異なる可能性を示すものである。しかしながら、魚類の免疫リズムの制御
機構は未だ詳細に理解されていない。 
 
２．研究の目的 
水産増養殖分野において、感染症 (魚病) は生産を著しく減少させる大きな問題の一つである。

これまで、魚病の防除に関わる学問分野  (魚病学や魚類免疫学) では、免疫増強技術の開発が
試みられてきた。現在では、ブリ属魚類、ヒラメ、マダイなどの疾病に対するワクチンが承認さ
れ、養殖現場で使用されている。しかしながら、ワクチンなどの免疫増強剤を使用しても、その
効果が十分に発揮されず、甚大な被害をもたらす魚病  (細胞内寄生細菌感染症など) が未だ存
在する。また、これらの免疫増強剤の使用に関しては、用法や用量に指定はあるものの、投与の
タイミングについて指示があるものはない。一方哺乳類では、免疫増強剤の投与タイミングの違
いが、その後の免疫増強に関与する免疫分子の産生に大きな影響を与えることが報告されてい
る。そこで本研究では、時計遺伝子によって制御される魚類の免疫リズムを解明するとともに、
免疫力を最大限に増強できる薬剤投与の時間帯を明らかにすることを目的とする。そのために、
以下の点を明らかにする。1. 時計遺伝子が免疫分子の転写を“直接的”に制御し、概日リズムを
発振させているのか。2. 免疫応答の強弱に概日リズムはあるのか。3. 免疫増強剤への応答は時
刻によって異なるのか。 
 
３．研究の方法 
(1) 時計遺伝子による免疫分子の転写調節機構の解析 
本実験項目では、我々の研究グループが既に発現リズムを確認している免疫分子「TNF-, IL-

1, CCL2, LYZ-C, TLR9」をターゲットとした。はじめに、メダカのゲノムデータベースを利用
し、これらの免疫分子の転写調節領域の配列を網羅的に解析し、時計遺伝子 (Bmal1, Clock, 
ROR) が転写制御を行う際に結合する可能性のある配列  (E-box：CANNTG, RORE：
WAWNTRGGTCA) を探索した。時計遺伝子の結合配列の予測に続いて、実際の制御機構を検討
するために、時計遺伝子過剰発現試験および発現抑制試験を行った。具体的には、時計遺伝子 
(Bmal1, Clock, ROR) を PCR で増幅し、過剰発現ベクターに組み込んだ後、過剰発現プラスミ
ドをメダカ培養細胞に導入し 24 時間培養した。同時に、時計遺伝子の転写を特異的に阻害する
モルフォリノオリゴをメダカ培養細胞に作用させ、発現抑制実験区とした。時計遺伝子を過剰発
現または発現抑制したメダカ培養細胞より RNA を抽出し cDNA を合成した。続いて定量リアル
タイム PCR (qPCR) で上記免疫分子の発現を解析し、時計遺伝子による免疫分子の転写調節を調
査した。 
 
(2) 時計遺伝子ノックアウト (KO) メダカの作出および免疫応答の変動調査  
時計遺伝子の機能を詳細に理解するために、ゲノム編集技術 CRISPR / Cas9 を用いて時計遺伝

子が機能しない KO メダカの作出を試みた。ターゲットとする時計遺伝子は、他の分子の転写を
促進制御する Bmal1 および RORとした。まず、メダカの受精卵に、変異を加えるために必要な
ゲノム切断酵素 (Cas9 ヌクレアーゼタンパク質) および標的時計遺伝子の特定領域 (切断予定
箇所) に特異的に結合する RNA (ガイド RNA) を注入した。発生したメダカについて変異の有無
をヘテロ二本鎖移動度分析 (HMA) によって確認した。塩基配列中にフレームシフトによる終
始コドンの挿入が確認できた個体を F0 変異個体とし、野生型 (WT) とのかけ合わせを経て F2
世代 (ホモで変異が入った個体) を作出した。続いて、作出した KO メダカを明暗条件下で飼育
し、以下の試験を行った。はじめに、KO メダカの成長や行動に影響が現われるかを調べた。次
に、時計遺伝子 KO メダカの免疫刺激に対する応答を WT メダカと比較することで、時計遺伝子
の免疫制御について検討した。具体的には WT および時計遺伝子 KO メダカの腹腔にリポ多糖 
(LPS) を接種し、その後の炎症性サイトカイン(IL-1 TNF-) の発現応答を qPCR で解析した。 
 
(3) 異なる時間帯での病原体感染に対する免疫応答の解析 
メダカに病原性を示す Edwardsiella piscicida (E381)で異なる時刻 (明期および暗期) に人為感

染試験を実施した。その後、各感染試験区における累積生残率を観察するとともに、魚体内の細



菌数の変化を経時的に測定した。続いて、同様の感染試験を行った各実験区のメダカより経時的
に脾臓および頭腎を摘出し、免疫分子 (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-, TLR1, TLR5m, TLR9) の発現動
態を qPCR によって解析した。さらに、同組織サンプルより免疫細胞 (好中球・マクロファージ
などの食細胞) を分離し、病原細菌に対する貪食能を測定した。続いて、ホルマリンで不活化し
た E. piscicida を、明期 (ZT2) および暗期 (ZT14) にメダカの腹腔に接種し、その後の免疫分子
の発現応答を qPCR で調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 時計遺伝子による免疫分子の転写調節機構の解析 
これまでの研究で、免疫関連遺伝子：TNF-, IL-1, CCL2, LYZ-C, TLR9 の発現には、概日リズ

ムが備わっていることを明らかにした。そこで、当該リズムの発振機構を探るために、各遺伝子
の転写調節領域に時計遺伝子応答配列 (E-Box, RORE) が存在するかを確認した。その結果、全
ての遺伝子に E-Box および RORE 配列が複数認められ、時計遺伝子による転写制御を受けてい
ることが示唆された。続いて、時計遺伝子 (Bmal1/Clock1, ROR) 過剰発現細胞を作製し、上記
遺伝子の発現が変調するかを調べたところ、Bmal1/Clock1 過剰発現細胞において TNF-, IL-1, 
LYZ-C および TLR9 遺伝子の有意な発現増加が認められた。また、ROR過剰発現細胞において
CCL2 遺伝子の発現が有意に増加した。続いて、モルフォリノオリゴを用いて時計遺伝子の発現
を抑制した細胞 (KD 細胞) における、IL-1 (Bmal1-KD 細胞) および CCL2 (ROR-KD 細胞) 遺
伝子の発現を調べたところ、共に発現量が有意に減少することが明らかとなった。これらの結果
から、対象とした免疫関連遺伝子は時計遺伝子によって制御された転写リズムを有することが
示唆された。 
 
(2) 時計遺伝子 KO メダカの作出および免疫応答の変動調査  
時計遺伝子の機能を詳細に理解するために、ゲノム編集技術 CRISPR / Cas9 システムを用い

て、時計遺伝子 Bmal1 および RORメダカの作出を試みた。各時計遺伝子 KO メダカ (F2) 
について、HMA およびシーケンシングによって変異を確認したところ、1) Bmal1-KO メダカに
おいては、Bmal1 遺伝子のエキソン配列上に 16 塩基の挿入が生じており、フレームシフトによ
って機能ドメイン（PAS-A, PAS-B) を欠損していることが確認された。また、2) ROR-KO メダ
カにおいては、ROR遺伝子のエキソン配列上に 11 塩基の挿入が生じており、フレームシフト
によって機能ドメイン（DBD, LBD）を欠損する変異が認められた。続いて、各時計遺伝子 KO
メダカの雌雄（F2）を掛け合わせ、F3 ホモ個体の作出を試みた。Bmal1-KO メダカの作出におい
ては、ホモ変異個体 (F3) の作出に成功した。しかしながら、ROR-KO メダカについては、得
られる個体は早老となり実験を継続することができなかった。哺乳類において、時計遺伝子を破
壊すると早老や未成熟など、様々な生理機構に変化が生じることが報告されている。このことか
ら、本研究で見られた現象も時計遺伝子破壊によるものである可能性は高いが、今後さらなる調
査を実施する予定である。続いて、得られた Bmal1-KO メダカについて行動を観察し、WT メダ
カと比較したところ、WT メダカの遊泳が緩慢になる夜間 (暗闇) において、KO メダカは活発
な遊泳を見せた。また、受精卵から仔魚の発生までにかかる日数が WT と比べ Bmal1-KO メダカ
は長いことが分かった。これらは、生理機構のリズムを司る時計遺伝子の破壊による表現型であ
ると考えられる。続いて、LPS を接種した Bmal1-KO メダカの腎臓における炎症性サイトカイン 
(IL-1, TNF-) 遺伝子の発現応答を調査した。その結果、同様の LPS 接種試験を行った WT メ
ダカと比べ、炎症性サイトカイン遺伝子の発現応答が減弱化することが確認された。このことか
ら、実際の炎症時反応誘導時にも Bmal1 が炎症性サイトカインの発現を制御していることが示
唆された。 
 
(3) 異なる時間帯での病原体感染に対する免疫応答の解析 

LD12:12 に馴致した WT メダカを 1.0 x 10^5 CFU/ml 濃度の病原細菌 (Edwardsiella piscicida) 
液で 2 時間浸漬感染し、その後の斃死率および体内での菌数変化を調べた。その結果、ZT2 感染
区における死亡率は ZT14 感染区と比べ有意に低く、また体内で増殖した細菌数も有意に少ない
ことが確認された。さらに、ZT2 感染区における炎症性サイトカイン (IL-1, IL-6, IL-8) および
Toll 様受容体 (TLR5m) の発現は ZT14 感染区と比べ顕著に増加した。これらのことから、病原
体に対する生体防御能は時刻によって異なることが示唆された。続いて、病原細菌 (E. piscicida) 
をホルマリンで不活化したものを免疫増強剤とし、時刻別の接種試験を行った。具体的には、
LD12:12 で飼育したメダカの腹腔に ZT2 または ZT14 に上記増強剤を接種し、経時的に腎臓にお
ける炎症性サイトカイン (IL-1, IL-6, IL-8, TNF-) および Toll 様受容体 (TLR1, TLR5m, TLR9) 
の発現を調べた。その結果、ZT2 に免疫増強剤を接種したメダカの頭腎における IL-6, TNF-、
TLR1, TLR5m および TLR9 の発現は、ZT14 接種区と比べ有意に高いことが確認された。このこ
とから、免疫増強剤の投与時刻によって、その後誘導される免疫応答には違いがあることが明ら
かとなった。 
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