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研究成果の概要（和文）：本研究は硬骨魚類の鰓、皮膚、腸管、鼻腔といった粘膜リンパ組織に直接抗原を投与
し、誘導されるT細胞およびB細胞の獲得免疫応答を評価した。腸管に直接抗原する経肛門挿管法は、養殖魚の主
なワクチン投与法である注射法よりも、迅速にかつ長期間、抗体産生応答を付与することができた。また、魚類
の粘膜組織には、CD8陽性とCD4陽性T細胞が多顆粒球やマクロファージなどの自然免疫系の細胞よりも多く存在
しており、T細胞は病原体の侵入門戸である粘膜組織において重要な役割を担っていると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that adaptive immune responses of T- and 
B-cells induced by direct antigen administration to mucosal lymphoid tissues such as gills, skin, 
intestine, and nasal cavity of teleost fish. The anal intubation method, in which antigen was 
administered directly to the intestine, can confer strongest antigen-specific antibody responses 
more rapidly and for a longer period of time than the injection method, which the main method of 
vaccine administration in cultured fish. In addition, CD8- and CD4-positive T cells are more 
abundant in the mucosal tissues of fish than cells of the innate immune system, such as granulocytes
 and macrophages, suggesting that T cells play an important role in mucosal tissue where are the 
site for pathogen invasion.

研究分野：魚類免疫学

キーワード：  粘膜免疫　ギンブナ　 γδ型T細胞 　αβ型T細胞　ウイルス　B細胞　ワクチン　抗体産生応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水産養殖において感染症による被害は甚大であり、ワクチンは最も効果的な感染症予防法だと考えられている。
本研究では、魚の免疫機構の特徴を活かしたワクチンの開発を目的に粘膜組織への抗原投与による獲得免疫誘導
機構を調査した。その結果、腸管に直接抗原する経肛門挿管法は、養殖魚の主なワクチン投与法である注射法よ
りも、強力な獲得免疫を誘導することが可能であることを明らかにした。この成果は、今後、魚類の腸管免疫の
活性化に着目した粘膜ワクチンの開発に貢献するものと期待される。

※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 
 
魚類は、体表、エラ、消化管など外界と接する器官がすべて粘膜に覆われおり、哺乳動物よりも
強固な粘膜免疫システムを持っていると考えられている。パイエル板や胚中心などの二次リン
パ組織を欠く硬骨魚類は、粘膜関連リンパ組織が、哺乳類の二次リンパ器官に相当する役割を持
つことが示唆されている。エラ関連リンパ組織（gill-associated lymphoid tissue：GIALT）、皮膚関
連リンパ組織（skin-associated lymphoid tissue：SALT）、腸管関連リンパ組織（gut-associated lymphoid 
tissue: GALT）や鼻腔関連リンパ組織（nasopharynx-associated lymphoid tissue: NALT）の 4種の組
織が主な硬骨魚類の粘膜免疫組織だと考えられている（Salinas 2015）。 

T細胞は免疫記憶を司る免疫細胞であり、獲得免疫系の中心的な役割を担っている。そのため、
ワクチン効果を長期間持続させるためには、効率よく抗原特異的な T 細胞を誘導し、記憶 T 細
胞を体内に長期間滞在させることが重要である。哺乳類の記憶 T 細胞の集団は、リンパ組織を
循環するセントラルメモリー T cell (TCM)や末梢組織を循環するエフェクターメモリーT 細胞
（TEM）、さらに組織に移行したのち循環に戻ることなくその組織に長期間滞在し続ける組織常
在型 T細胞（TRM）に分類される。その中でも TRMは、様々な非リンパ組織や消化管、皮膚、
呼吸器や生殖器上皮などに滞在することから病原体の感染部位で第一線の防御として働き、長
期にわたり生存することから、近年ワクチン開発研究において最も注目されている免疫細胞の
一つである。 
 近年、ヒトの医療分野において、粘膜ワクチンは全身性の免疫だけでなく局所へも強い獲得免
疫を付与することができるため、有望なワクチンとして注目されている。上述したように、魚類
は全身が粘膜組織に覆われているため、強固な粘膜免疫システムを有すると考えられ、病原体の
侵入門戸で待ち伏せをするTRMのような細胞は哺乳類よりも重要な役割を担っていると予想さ
れる。しかし、魚類の記憶 T細胞の研究は、in vivoでの T細胞追跡システムが確立されていな
いことから、魚類の TRMのみならず記憶 T細胞は同定されておらず、上記のような循環型と組
織滞常在型の記憶 T細胞が存在するのかも分かっていない。 
 
２．研究の目的 
本研究は、強固な粘膜免疫を有する硬骨魚類は、粘膜ワクチンによって長い免疫記憶
能を獲得でき、組織常在型の記憶 T細胞を効率よく誘導できるという仮説のもと、魚類
の各粘膜組織に直接抗原を接種したときの獲得免疫応答を解析するとともに、   記
憶 T 細胞や B 細胞の存在を示し、粘膜からの抗原取り込みによる免疫記憶の成立機構
を解明する。 
 
３．研究の方法 
 
（１）魚類の粘膜の獲得免疫応答を調べるためには、IgMだけではなく、粘膜で働く魚類特有
の抗体である IgTの産生応答を確かめる必要がある。そこで、抗ギンブナ IgT抗体の作製を試み
た。先ず、ギンブナ IgTの遺伝子を同定し、pColdIベクターに導入し、大腸菌による組換えタン
パク質を作製して精製した。それをウサギに免疫し抗血清を作製した。得られた抗血清から精製
した IgG が、ギンブナ血清および粘液の IgT を検出できるかをウエスタンブロッティングおよ
び ELISAで確かめた。 

 
（２）粘膜 T細胞を分類するために、ギンブナの T細胞受容体の TCRの α、β、γおよび δ鎖
の遺伝子を同定し、各粘膜組織（エラ、腸管、鼻腔、鰭、）とその他のリンパ組織（胸腺、脾臓、
腎臓など）における mRNA の発現量をリアルタイム qPCR によって測定した。さらにタンパク
質レベルで αβ型と γδ型 T細胞の分布を調べるため、TCRβ鎖と δ鎖の細胞外ドメインからペプ
チド抗原を設計し、それらを免疫原としてウサギに接種し抗血清を作製した。得られた血清から
精製した抗ギンブナ TCR ウサギ IgG を用いて、各組織における TCR の発現をウエスタンブロ
ッティングによって解析した。 
また、粘膜組織および腎臓における CD8+T細胞と CD4+T細胞や他の白血球の割合をフローサ
イトメトリーで解析した。 

 
（３）ギンブナに致死量以下（5.5×105 TCID50/50ｇ魚体重）のギンブナ造血器壊死ウイルス
（Crucian carp Haematopoietic Necrosis Virus: CHNV）を 25日毎に 3回、鰓、鼻腔、皮膚、腸に直
接投与（図１; Somamoto and Nakanishi 2020）または腹腔内に注射し、一次投与後 70日間飼育し
た。コントロール区は全ての投与箇所に PBS を投与した。また、週に一度血清を分離し、抗ギ
ンブナ IgMと IgT抗体を用いた ELISA法で CHNV特異的 IgM、IgTを測定することにより、投
与前と投与後の血清中の抗体量の推移、および異なる試験区間での CHNV特異的 IgM、IgT量を
比較した。 
次に、上記の実験の結果を受け、効果的な免疫投与部位として腸に着目した。CHNVをそれぞ



れ腹腔注射、腸投与したギンブナから取り出した腸と体腎を PBS 中でホモジナイズし、組織破
砕液の上清中の CHNV特異的 IgM、IgTを ELISA法で測定し、組織に局在する IgM、IgTの産生
量を調べた。さらに B 細胞が抗体産生細胞へ分化する過程に必須の因子である転写抑制因子
Blimp-1の腸と体腎における発現量をリアルタイム PCRで調べた。 

CHNV で免疫後、組織を培養し、CHNV で再刺激することで、培養上清中に抗体が産生され
るかを調べることで、組織に滞在する記憶 B細胞の存在を確かめた。最終免疫から 52日後にコ
ントロール区、腹腔注射区、腸投与区の腸と体腎の組織片を採取し、腸は、それぞれ 3つに切り
分け、PBSが入ったチューブに浸した。腸を 3つに切り分ける際、口側、肛門側の組織がそれぞ
れのチューブに均等に含まれるようにした。CHNVを加えて培養し、培養 3日後、7日後に回収
した上清中の CHNV特異的 IgM、IgTの存在を調べた。 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
４．研究成果 
 
（１）ギンブナ IgTの検出 
 ゲルろ過クロマトグラフィーで分画した血清をサン
プルとして、作製した抗ギンブナ IgT ウサギ抗体を用
いた ELISA 実施したところ、IgT が含まれると予想さ
れるフラクションにおいて吸光度が上昇した。また、体
表粘液サンプルを同様の ELISAに供試したところ、粘
液濃度に依存して吸光度が上昇した。また、同抗体を用
いたウエスタンブロッティング解析によって、血清中
のギンブナ IgT重鎖に相当するバンド（分子量 70K）
を検出した（図２）。以上の結果から、作製した抗体は、
ギンブナの粘液および血清中の IgT を特異的に検出す
ることが可能であるとことが示された。 
 
（２）粘膜 T細胞の亜集団の分布 

qPCRの結果、TCRの α、β、γおよび δは、胸腺、脾
臓などのリンパ組織と同様に各粘膜組織で発現してお
り、すべてで同じような発現パターンを示したことか
ら、αβ 型 T 細胞と γδ 型 T 細胞は、各粘膜組織に同じ
ような割合で分布していると推測される。また、抗ギン
ブナ TCRβ 鎖抗体を用いたウエスタンブロッティング
解析の結果、TCRβ 鎖と予想される分子量 34K にメイ
ンのバンドが見られ、胸腺、脾臓、皮膚、エラなどで TCRβ鎖が発現していることが分かった。
しかしながら、今回作製した抗ギンブナ TCRδ鎖に対する抗体は、非特異的な結合がみられ、ギ
ンブナ TCRδ鎖を特異的に検出するツールとして利用できなかった。 

 
CD8+T細胞と CD4+T細胞は、すべての粘膜器官に存在しており、その割合は、腎臓の割合と
比べて高かった。その中でも腸管では CD8+T細胞が多く、その他の粘膜器官では CD4+T細胞が
多かった。粘膜組織における T細胞の割合は、マクロファージや顆粒球と比較して高かった（図
３）。以上の結果から、粘膜組織において T細胞は重要な細胞であることが示唆された。 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）粘膜リンパ組織直接投与法による獲得免疫応答 
経肛門挿管法は、他の粘膜組織投与法（経鰓投与、経鼻腔投与法、スタンプ法）と比較して、
最も迅速にかつ長期間（70日間以上）CHNV特異的 IgM産生応答を誘導した。腹腔内注射法と
比較しても効率よく二次応答を誘導し、測定した期間すべてで、より高い特異抗体産生量を示し
た。経鰓投与、経鼻腔投与法、スタンプ法は、一時的に CHNV特異的 IgM量は増加するものの
有意な特異抗体産生の上昇は確認できなかった。以上の結果から、腸管への抗原投与は最も効果
的に全身性の抗体産生応答を誘導し、かつ長期にわたり免疫記憶を付与できる粘膜抗原投与法
であることが明らかとなった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、注射法と経肛門挿管法に着目し、血清中および腎臓と腸管のホモジナイズ液の IgMと

IgTの特異抗体産生量を比較したところ、血清では IgMの高い抗体価が得られた一方で、IgTは
検出限界以下であった。また、腹腔注射区の体腎において IgM の抗体価が有意に高かったが、
IgTでは差はみられなかった。腸管投与区では、血液中への抗体の上昇はみられたが、腎臓と腸
管中の IgMと IgT量に変化はなかった。腸管投与区において有意な変化がみられたのは IgMで
あり、局所で応答すると予想された IgTの産生応答はみられなかったことから、ギンブナでは局
所免疫においても IgM が主要な役割を担っていることが示唆された。Blimp-1 の両投与区にお
いて有意な増加はみられなかった。腹腔内接種において、腸管における抗体産生応答が誘導さ
れ、経肛門挿管法においては、血中に特異 IgM産生の上昇がみられたことは以外な結果であり、
魚類のワクチン投与の違いによる免疫機構を示す新しいメカニズムが分かるかもしれない。 
 

CHNV 腹腔内接種の最終免疫から 52 日後のギンブナの腸と体腎の組織片を CHNV で刺激し
たところ、体腎細胞で有意に IgTが産生されたことは、腎臓における粘膜 IgT陽性メモリーＢ細
胞の存在を示唆している（図 5）。 

 



本研究では、粘膜組織におけるメモリーT細胞の分類や同定するに至らなかった。本研究によ
って、粘膜組織に T 細胞が豊富に存在すること、CHNV の腸管感作後に全身性の獲得免疫が誘
導されることが明らかとなり、今後、ギンブナと CHNV を用いることによって、粘膜組織中の
メモリーT細胞が分類、同定および機能解明が期待できる。 
また、経肛門挿管法が最も効果的な抗原投与法であったことから、より簡便に肛門から抗原を
投与する方法や器具の開発など、養殖場への腸管粘膜ワクチンの実用化を目指した研究開発が
期待される。 
 
 
 

 
 
研究成果の要約 
 
１）腸管への抗原を直接投与する経肛門挿管法は、養殖魚の主なワクチン投与法である注射法よ
りも、強力な獲得免疫を誘導することができる。 
 
２）抗ギンブナ IgT抗体を用いることによって、血清と粘液からギンブナ IgTを検出することが
できた。しかしながら、粘膜抗原感作よる CHNV特異的 IgTの産生応答は誘導されなかった。 
 
３）魚類の粘膜組織には、リンパ球が豊富に存在し、特に CD8陽性と CD4陽性 T細胞が多く存
在していた。顆粒球やマクロファージなどの自然免疫系の細胞よりも有意に高ことから、T細胞
は病原体の侵入門戸である粘膜組織において重要な役割を担っていると考えられる。 
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