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研究成果の概要（和文）：魚類における内分泌系と免疫系のネットワークの解明の端緒として，内分泌系の最上
位に位置する脳ホルモン（神経ペプチド）の魚類免疫器官における存在について，分子生物学的手法と免疫組織
化学染色で調べた．その結果，GnRH（生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン），CRH（副腎皮質刺激ホルモン放出ホ
ルモン），PrRP（プロラクチン放出ペプチド）などの脳ホルモンが，ニジマス，キンギョ，コイ，ニホンウナ
ギ，トラフグ，ヒラメなどの多くの魚類の血球，腎臓，脾臓に広く存在することがわかった．この結果は，魚類
においても内分泌系と免疫系が密接に関わることを示唆する．

研究成果の概要（英文）：To gain a better understanding of the interaction between endocrine and 
immune systems in fish, we examined whether some neuropeptide hormones, such as 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH), corticotropin-releasing peptide (CRH) and prolactin-releasing
 peptide (PrRP), exist in the immune organs of several teleost fishes by molecular biological 
technique and immunocytochemistry. These neuropeptides were detected in the immune organs (blood 
cells, kidney, and spleen) of teleost fishes such as rainbow trout, goldfish, common carp, Japanese 
eel, tiger puffer, and Japanese flounder. These results suggest that the interaction exists between 
endocrine and immune systems in teleost fish.

研究分野： 水族生理学

キーワード： 魚類　免疫系　脳ホルモン　腎臓　脾臓　白血球
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１．研究開始当初の背景 
 
生体は，神経系，内分泌系および免疫系

によって制御されている．これら３つの系
はそれぞれ独立の系であると同時に互いに
密接な相互ネットワークを構築している．
しかし魚類においては，神経系と内分泌系
の相互ネットワークに比較して，内分泌系
と免疫系の相互ネットワークについては研
究が進んでいない（引用文献①）． 
魚類の内分泌系は，脳―下垂体―標的器

官系によって制御される．脳では脳ホルモ
ン（神経ペプチドとも呼ばれる）と総称さ
れるペプチドホルモンが合成され，脳ホル
モンが下垂体と標的器官を制御することで
多様な生理機能を発揮する．たとえば，生
殖には GnRH（生殖腺刺激ホルモン放出ホル
モン），ストレス応答には CRH（副腎皮質刺
激ホルモン放出ホルモン），体色調節には
MCH（メラニン凝集ホルモン）がそれぞれ重
要な生理機能を発揮する（引用文献②）． 
魚類の免疫系は，生体防御に関わる細胞

や体液成分については哺乳類と共通の部分
も多い．しかし，魚類はリンパ節を欠き，
侵入した異物を脾臓や腎臓でトラップして
効果的に処理するなどのユニークな特徴を
もつ．免疫系には自然免疫と適応免疫があ
る．そのうち適応免疫（異物の侵入を受け
て初めて後天的に獲得する特異性の高い防
御システムであり，リンパ球と抗体（免疫
グロブリン; IgM）が中心的役割を果たす）
は進化の過程において魚類で初めて獲得さ
れたものであり，魚類をモデルにした研究
は比較免疫学的に重要である．言うまでも
なく，魚類の免疫系の徹底的な理解は，水
産増養殖における魚病対策にも直結する点
で重要である（引用文献③）． 
前述のように，魚類における内分泌系と

免疫系の連携に関する知見は乏しい．しか
し，一部の魚類において，免疫応答の場で
ある脾臓やリンパ球に脳ホルモンの発現が
認められるなど，内分泌系と免疫系の関連
性を示唆する断片的ではあるが興味深い報
告がある． 
（１）キンギョの胸腺に CRH が存在する（引
用文献④）． 
（２）ニホンウナギの白血球で GnRH 遺伝子
の発現がある（引用文献⑤）． 
（３）ニジマスではエンドルフィンがイン
ターフェロンの産生を高める（引用文献⑥）． 
（４）コイではエンドルフィンが貪食細胞
を活性化する（引用文献⑦）． 
（５）ニベ科魚類の一種のリンパ球に GnRH
が存在する（引用文献⑧）． 
（６）カレイ目魚類マツカワの脾臓で MCH
受容体遺伝子が発現する（引用文献⑨）． 
以上の知見から，魚類においても内分泌

系と免疫系の相互ネットワークが存在する
ことが強く予想される．それを証明するた
めには，多くの魚種を用いて系統的かつ網

羅的に検証する必要がある．そこで本研究
は「魚類免疫系における脳ホルモンの役割」
と題し，内分泌系と免疫系の相互ネットワ
ークについて脳ホルモンを指標として解明
することを目指す．これらの解明は，比較
免疫学的に興味深いと同時に，将来的には
水産増養殖における魚病対策の基盤となる
ことが期待される． 
 
２．研究の目的 
 
 以上の学術的背景の下で本研究は，「魚類
免疫系における脳ホルモンの役割」と題し，
魚類の内分泌系と免疫系の相互ネットワー
クについて脳ホルモンを指標として解明す
ることを目指す．具体的には，水産重要種
とモデル実験魚を含むさまざまな魚種の免
疫器官から脳ホルモンを，分子生物学的手
法および免疫組織化学染色で同定する． 
 
３．研究の方法 
 
（１）魚類の血球における脳ホルモンの遺
伝子発現による網羅的検索 
 魚類における内分泌系と免疫系の相互作
用を解明する端緒として，さまざまな魚類
（ニジマス，キンギョ，マダイ，ヒラメ，
トラフグ）の血球中の脳ホルモンの存在の
有無を PCR 法で調べた．対象とする脳ホル
モンは，GnRH，MCH および CRH の 3種類と
した．各魚種から血液と脳（ポジティブコ
ントロール）を採取し，常法通り RNA を抽
出後，cDNA を合成した．GenBank に登録さ
れている各魚種の脳ホルモンの mRNA 配列
を基にして設計したプライマーとテンプレ
ートを PCR に供し，PCR 産物をアガロース
ゲル電気泳動に供して，そのバンドサイズ
を確認した． 
 
（２）魚類の血球における脳ホルモンの免
疫組織化学染色による検出 
 さまざまな魚類（ニジマス，キンギョ，
メダカ，ドジョウ，ニホンウナギ，ゼブラ
フィッシュ）の血球の塗抹標本を作製し，
ギムザ染色で白血球を確認した．その後，
脳ホルモンの存在を免疫組織化学染色で調
べた． 
 
（３）魚類の免疫器官における脳ホルモン
の免疫組織化学染色による検出 
 ニジマス，キンギョおよびメダカの腎臓
および脾臓をブアン液で固定後，パラプラ
スト切片を作製し，脳ホルモンの分布を免
疫組織化学染色で調べた． 
 
（４）魚類の免疫器官における脳ホルモン
の遺伝子発現による網羅的検索 
 魚類における内分泌系と免疫系の相互作
用の解明のために，さまざまな魚類（ニジ
マス，ヒラメ，キンギョ，ニホンウナギ）



の免疫器官における脳ホルモンの存在の有
無を PCR 法で調べた．対象とする脳ホルモ
ンは，GnRH と MCH とした．各魚種から免疫
器官と脳（ポジティブコントロール）を採
取し，常法通り RNA を抽出後，cDNA を合成
した．GenBank に登録されている各魚種の
脳ホルモンの mRNA 配列を基にして設計し
たプライマーとテンプレートを PCR に供し，
PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供し
て，そのバンドサイズを確認した． 
 
（５）トラフグの白血球における脳ホルモ
ンの遺伝子発現 
トラフグの白血球から，Ｔ細胞，Ｂ細胞，

マクロファージを分離し，それぞれの細胞
における脳ホルモン遺伝子の発現の有無を
PCR 法で調べた． 
 
（６）コイの免疫器官における脳ホルモン
の検出 
魚類における内分泌系と免疫系のクロス

トークの解明を目的として，コイの免疫器
官における神経ペプチドホルモンの存在を
分子生物学的手法で調べた．対象とする神
経ペプチドホルモンは，プロラクチン放出
ペプチド(PrRP)，CRH，CRH 受容体および
GnRH とした．コイ 5尾（体重 10～15ｇ）か
ら，免疫器官（血球，脾臓，腎臓）と脳（ポ
ジティブコントロール）を採取し，常法通
り RNA を抽出後，cDNA を合成した．GenBank
に登録されている塩基配列情報を基にプラ
イマーを設計し，PCR で遺伝子を増幅した．
PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供し
て，目的遺伝子の増幅を確認した．増幅が
確認された場合には，ダイレクトシーケン
スで塩基配列を確認した．さらに，コイの
血球の塗抹標本を作製し，抗 PrRP 抗体を用
いて免疫組織化学染色を行った． 
 
４．研究成果 
 
（１）魚類の血球における脳ホルモンの遺
伝子発現による網羅的検索 
ニジマス，キンギョ，マダイ，ヒラメ，

トラフグにおいて，脳ではすべての魚種で
予想バンドサイズと同じ位置にバンドが確
認できた．血球においては，ニジマスで MCH
と CRH，キンギョでサケ型 GnRH（sGnRH），
ニワトリⅡ型 GnRH（cGnRH-II）および MCH，
ヒラメでタイ型 GnRH（sbGnRH），トラフグ
でsGnRHとcGnRH-IIの遺伝子発現が確認で
きた．マダイにおいては，脳ホルモンの発
現は検出されなかった． 
 
（２）魚類の血球における脳ホルモンの免
疫組織化学染色による検出 
 ニジマス，キンギョ，メダカ，ドジョウ，
ニホンウナギ，ゼブラフィッシュの血球の
塗抹標本を用いて，脳ホルモンの存在を免
疫組織化学染色で調べたが，いずれの魚種

においても，免疫陽性反応は検出されなか
った． 
 
（３）魚類の免疫器官における脳ホルモン
の免疫組織化学染色による検出 
 ニジマス，キンギョおよびメダカの腎臓
および脾臓には，免疫陽性反応は検出され
なかった． 
 
（４）さまざまな魚類の免疫器官における
脳ホルモンの遺伝子発現による網羅的検索 
 ニジマス，キンギョ，ヒラメ，ニホンウ
ナギの脳では，すべての魚種・個体におい
て，予想バンドサイズと同じ位置にバンド
が確認できた．ニジマスでは脾臓に sGnRH
と cGnRH-II 遺伝子発現が検出された．キン
ギョでは腎臓と脾臓に sGnRH，血球と脾臓
に MCH 遺伝子発現が検出された．ヒラメで
は腎臓と脾臓に sbGnRH，ニホンウナギでは
血球，腎臓と脾臓に哺乳類型 GnRH（mGnRH）
の遺伝子発現が検出された． 
 
（５）トラフグの免疫器官における脳ホル
モンの遺伝子発現 
トラフグのＴ細胞が CRH mRNA を，マクロ

ファージ，Ｂ細胞，Ｔ細胞が CRH-receptor 
1 mRNA を発現していることがわかった．こ
の結果は，Ｔ細胞で産生された CRH がサイ
トカインとして機能すること，および CRH
がマクロファージ，Ｂ細胞，Ｔ細胞にオー
トクラインあるいはパラクラインによって
何らかの効果を及ぼすことを示唆する． 
 
（６）コイの免疫器官における脳ホルモン
の分布 
PrRP 遺伝子発現は全個体の血球で検出

されたが，脾臓と腎臓には検出されなかっ
た．一部の個体において，CRH 遺伝子発現
は血球と腎臓に，CRH 受容体遺伝子発現は
脾臓と腎臓に，sGnRH 遺伝子発現は血球，
脾臓，腎臓でそれぞれ検出された．cGnRH-II
遺伝子発現は脳でのみ検出された．ダイレ
クトシーケンスで得られた塩基配列は，既
報の配列ときわめて高い同一性を示した．
免疫組織化学染色の結果，白血球において
PrRP 免疫陽性反応が検出されたことから，
PCR の結果を支持した．以上の結果，コイ
の免疫器官に数種の神経ペプチドホルモン
が発現していることが明らかとなった． 
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