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研究成果の概要（和文）：魚類のインターロイキン(IL)17 ファミリー遺伝子のについて詳細な
解析を行い、魚類には IL-17A/F, IL-17C, IL-17D が存在することを明らかにした。さらに、他
の脊椎動物において知られていないタイプの IL-17N (Novel IL-17)の分離・同定を行うことに
成功した。さらに分子進化を探る目的で、両生類、昆虫のゲノムデータベースの解析を行った
が、当該分子の存在は認められなかった。このことから、IL-17N は魚類特有の分子である可能
性が示唆された。病原体感染時におけるサイトカインの発現解析において、IL-2 や
Transforming Growth Factor (TGF)-1 などの細胞増殖制御性のサイトカインの発現が顕著に
誘導されることが明らかとなった。このことから、健康状態を把握するマーカーとしてこれら
の分子は有効であると判断された。 
 
研究成果の概要（英文）： It was found that teleost fish possesses interleukin-17 family 
genes including IL-17A/F, IL-17C and IL-17D. Recently, I found a novel type of IL-17 gene 
named IL-17N unknown in other vertebrates. Moreover, it was found that IL-17N gene does 
not exist on the genome of insect and amphibians by synteny analysis. Therefore, it was 
suggested that IL-17N molecule is characteristic for teleost fish. The expression 
analysis of cytokine genes in fish infected with pathogen suggested that cytokines to 
control cell proliferation such as IL-2 and TGF-1 play important role at early stage 
of immune response. Consequently, these cytokines will be important for analyzing the 
health condition of fish. 
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１．研究開始当初の背景 サイトカインは、細胞間の情報伝達を担う一



群のタンパク質である。特に、免疫系を刺激

するシグナル因子としての働きは重要で、抗

原提示を受けた未分化のヘルパー細胞(Th0)

を Th1 や Th2 へ分化させ、さらに特異免疫を

つかさどる B細胞の抗体産生の促進、非特異

免疫応答を担うキラーT 細胞やマクロファー

ジなどを活性化することが知られている。こ

の働きにより、生体内での自然免疫/特異免

疫の免疫応答のバランスが保たれている。魚

類のサイトカインの分離は、1990 年代後半か

ら様々な手法により行われてきたが、哺乳類

におけるサイトカインとの相同性の低さな

どから、分離・同定が非常に困難を極めた。

しかし、2002 年のフグゲノムデータベースの

公開に伴い、魚類におけるサイトカイン遺伝

子の分離は飛躍的に加速した。これまでに

我々も、急性炎症反応に関与するTNF, IL-6、

リンパ球の増殖を活性化する IL-2、リンパ球

の炎症部位への遊走を誘起するケモカイン

などのサイトカインを分離報告している。し

かしながら、哺乳類で知られるサイトカイン

について、魚類では未だに分離されていない

ものがあること、また、分離されたサイトカ

インについても機能面の解析が進んでいな

いことから、魚類の免疫応答の解明は哺乳類

と比べ進んでいないのが現状である。 

日本において水産業は非常に重要な産業の

一つであるが、これに伴う病害は非常に深刻

な問題となっている。これに対し、抗生物質

やワクチン投与が行われてきたが、魚類の免

疫に対する知見の乏しさから、根本的な解決

には至っていない。 

 

２．研究の目的 

背景でも述べたように、魚類のサイトカイン

は未だ分離されていないものが多い。そこで、

フグのゲノムデータベースの利用し、新規の

サイトカインの分離を行う。さらに、同定し

たサイトカインに加え、これまで我々が分離

してきたサイトカイン遺伝子をバイオマー

カーとして、魚類の免疫応答を解析すると共

に、健康状態を把握できる技術(健康診断法)

の開発を試みる。 

 

３．研究の方法 

(1)サイトカイン遺伝子の分離 

以下の方法でサイトカイン遺伝子(哺乳類の

サイトカインに対し新規なホモログ遺伝子)

の分離を行う。 

① 哺乳類の既知サイトカイン遺伝子を鋳型

に魚類(フグ/ゼブラフィッシュ)のゲノムデ

ータベースを検索し、ホモログ分子を検索す

る。 

② ホモログ分子の周辺遺伝子を検索し、哺

乳類の染色体と比較することでシンテニー

解析を行う。 

③ ホモログ遺伝子に対する特異プライマー

を設計し、PCR 法によってサイトカイン遺伝

子をクローニングする。PCR で増幅した断片

の塩基配列は、DNA シークエンサーで決定す

る。さらに必要な場合は RACE-PCRによって、

サイトカイン遺伝子の全長解析を行う。 

 

(2)サイトカイン遺伝子の発現動態の解析 

(1)で分離に成功したサイトカイン遺伝子の

発現パターンを定量 PCR によって解析する。 

① 健康な状態(何も処理をしていない状態)

の脳、頭腎、肝臓、脾臓、腸管、心臓、鰓、

皮膚等におけるサイトカイン遺伝子の発現

を解析する。 

②免疫賦活剤で魚類の白血球を処理し、経時

的にサイトカイン遺伝子の発現動態を定量

PCR によって解析する。 

 

 (3) 魚類サイトカインの組換えタンパク質

の作製および機能解析 



小麦胚芽抽出液を用いた無細胞組換えタン

パク質発現系を利用して魚類組換えサイト

カインを作製する。方法は以下に示す通りで

ある。 

① サイトカイン遺伝子をヒスチジン(His)

タグを持つ発現ベクターに組み込み、これを

無細胞系タンパク質発現システムで転写・翻

訳反応を行い、組換えサイトカインを合成す

る。合成したタンパク質はニッケルカラムを

用いて精製する。精製したタンパク質の純度

は SDS-PAGE によって確認する。 

②組換えサイトカインの機能解析 

②-1 魚類からリンパ球を分離する。 

②-2 リンパ球に合成した組換えサイトカイ

ンを作用させる。 

②-3 各サイトカインの主要な活性(リンパ

球の増殖活性等)の測定および自然免疫応答

の活性化の指標となる貪食活性、活性酸素産

生能の測定を行う。 

 

(4) 病原体感染時のサイトカイン遺伝子の

発現動態の解析および健康診断マーカーの

検討 

疑似感染モデルを作製し、サイトカイン遺伝

子の発現動態を解析する。病原体由来成分を

魚類の腹腔に接種し、その後継時的にサンプ

リング(二次リンパ器官の摘出)を行い、常法

に従って cDNA を合成する。これを鋳型とし

て、(1)で分離したサイトカインおよびこれ

までの研究で分離されているサイトカイン

の発現動態を解析する。当該解析の結果をも

とに、魚類の健康状態を把握するためのバイ

オマーカーを検討する。 

 

４．研究成果 

初年度である平成 21 年度は、魚類の健康

診断法を確立するためのマーカー遺伝子の

分離ならびに、免疫刺激下における当該遺伝

子の発現動態を解析した。 

フグより、炎症反応の中でも特に抗細菌

(細胞外増殖性)および抗真菌免疫応答にお

いて重要な働きをするインターロイキン

(IL)-17 遺伝子の分離を試みた。その結果、

フグには、哺乳類で知られる 6つのファミリ

ーメンバー(IL-17A, B, C, D, E, F)のうち、

IL-17A または F(A/F)、C および Dにホモログ

な遺伝子が存在することが明らかとなった。

さらに、どのファミリーメンバーにも属さな

い新規の IL-17 ファミリー分子(IL-17 

Novel: IL-17N)の分離・同定にも成功した。

さらに、当該分子の分子進化を探る目的で、

哺乳類、両生類、昆虫などのゲノムデータベ

ースを解析した。しかしながら、IL-17N に相

同な遺伝子は確認されなかった。このことか

ら、IL-17N は魚類特有の IL-17 ファミリーメ

ンバーである可能性が示唆された。 

続いて組織における発現を確認したとこ

ろ、頭腎(IL-17C1, -17N)や脾臓(IL-17A/F3)

などの造血組織、表皮(IL-17A/F2)や鰓

(IL-17A/F3, -17C2, -N)などの粘膜組織にお

いて、顕著に高い発現が認められた。当初、

粘膜免疫の中心的な役割を果たす腸におい

て発現が高いことを予想していたが、当該器

官における発現は、いずれの IL-17 遺伝子に

おいても低いものであった。続いて、グラム

陰性菌(大腸菌)の細胞壁外膜の構成成分で

あるリポポリサッカライド(LPS)で経時的に

頭腎細胞を刺激し、炎症時における IL-17 遺

伝子の発現動態を予測した。その結果、全て

の IL-17 遺伝子が、LPS の刺激によってコン

トロールと比べ有意に発現量が増加した。さ

らに、LPS 刺激後 1～12 時間において、各遺

伝子の発現量はピークをむかえ、その後減少

する傾向にあった。これらの結果から、急性

の炎症反応において、魚類の IL-17 は重要な

役割を果たすことが示唆された。以上の成果



は、Fish and Shellfish 誌に受理・掲載され

た。 

平成 22 年度は、組換えタンパク質を利用

した魚類(フグ)のサイトカインの機能解析

と、病原体感染時におけるサイトカイン遺伝

子の発現動態を解析した。 

組換えタンパク質の合成は、哺乳類におい

て免疫応答の方向付けに重要なことが知ら

れる、IFN, IL-4/13A, IL-4/13B, IL-17A/F1, 

TGF-1 などのサイトカインを対象とした。

無細胞系の組換えタンパク質発現システム

を用い合成を行ったところ、全ての組換えサ

イトカインが不溶性となることが判明した

ため、合成(翻訳)温度(15℃)を 20℃、25℃に

変更し再度検討した。しかしながら、可溶性

タンパク質としての合成は認められず、また

合成効率の低下も確認された。このことから、

合成システムを無細胞系から大腸菌を用い

た組換えタンパク質合成系に変更すること

とした。しかしながら、研究期間内に機能解

析に供試できる十分量の組換えタンパク質

を回収するには至らなかった。当該解析は、

研究期間終了後も継続して行われている。 

病原体感染時におけるサイトカイン遺伝

子の発現解析では、バクテリア疑似感染モデ

ル[リポポリサッカライド接種魚]を作製し

て行った。対象とするサイトカイン遺伝子は、

こちらも免疫応答の方向付けに重要な働き

をする IFN, IL-2, IL-4/13A, IL-4/13B, 

IL-10, IL-17A/F1, IL-17A/F2, IL-17A/F3, 

IL-21, TGF-1 とした。刺激後の早い段階(4

時間)で有意な発現の増加が認められた遺伝

子は、IFN, IL-4/13A, IL-17A/F2, IL-21, 

TGF-1 であった。また、リンパ球(免疫担当

細胞)の増殖因子として非常に重要な IL-2遺

伝子は、刺激後 8時間目から増加が認められ、

48 時間後にはコントロールと比べ約 46 倍の

発現量となった。この時、細胞増殖抑制作用

をもつ制御性サイトカイン TGF-1遺伝子の

発現量も顕著な増加(コントロールに対し 47

倍)が認められた。これらの結果は、魚類に

おける免疫システムが、サイトカインによっ

て複雑に制御されていることを示唆するも

のである。以上の結果より、魚類の健康状態

の把握には、特にリンパ球の増殖制御に深く

関わるサイトカインである IL-2 や TGF-1

遺伝子などを指標にすることが有効である

と考えられる。 
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