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研究成果の概要（和文）：本研究では，インタ－フェロン（IFN）の発現を誘導するポリイノシンポリシチジル
酸，あるいは我々が構築したリコンビナントIFN（rIFN）ベクタ－を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子群
の発現動態を解析し，IFNが関与する生体防御機能に及ぼす水温の影響を検討した。その結果，ヒラメのIFNに関
わる水温依存性は，IFN自体の発現機構に対してよりもむしろIFNの免疫関連因子誘導機構に対して機能している
可能性があると考えられた。また，構築したrIFNベクタ－はヒラメの免疫機構の解明に有用であると思われる。

研究成果の概要（英文）：In this study, Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) was injected with 
recombinant plasmid expressing the type-I interferon (IFN) gene as well as the 
polyinosinic-polycytidylic acid, an IFN inducer, and then maintained at 10℃ or 20℃. Measurements 
of the expression level of immune-related genes in the muscles around the injection site and/or in 
the head kidney of Japanese flounder collected at different time points after the injection 
demonstrated that the difference of water temperatures affected expression of IFN-inducible genes 
(Mx or ISG15) rather than IFN gene. The results suggest that IFN-inducing activities of fish may 
depend on temperature and that the recombinant IFN expression plasmid constructed in this study 
should help to clarify the biological function of IFN in fish. 

研究分野：魚病学

キーワード： 水産学　魚病　免疫　インタ－フェロン

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，魚類の自然免疫系における水温依存性をIFNの機能に着目して明らかにしたものである。一般に魚類
の免疫系のうち，水温の影響を受けやすいのは獲得免疫系であると考えられてきたが，本研究によって自然免疫
系も水温の影響を受けることが示された。魚類の水温依存性免疫の制御機構を明らかにするためには，免疫系の
総合的な解析が必要であることが強く示唆される。本研究成果は，徐々に情報が集積しつつある魚類の免疫応答
機構をより詳細に解析する手掛かりになるものと思われる。また，本研究において構築されたrIFNベクタ－は，
ヒラメの免疫機構を研究するためのツ－ルとしての有用性が高いと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
魚類は哺乳類の持つ生体防御能に劣らない機能を持ち，特異的および非特異的に働く様々な
生体防御機構を備えているが，興味深いことに変温動物である魚類の生体防御機構は水温に依
存するという側面がある。一般に魚類の免疫系のうち，水温の影響を受けやすいのは獲得免疫
系であると考えられているが，魚類の水温依存性免疫がどのように制御されているのかを明ら
かにするためには，免疫系を支配する各種調節因子を含めた総合的な解析が必要である。研究
代表者は科学研究費補助金（基盤研究（Ｃ）課題番号 19580204）の助成を得て考案したヒラメ
のウイルス性出血性敗血症（VHS）に対するホルマリン不活化ワクチンの防御効果はワクチン接
種後の飼育水温に依存し，ヒラメの適水温 20℃で飼育した場合にのみ有効性が確認されること，
およびワクチン接種魚は VHS ウイルス（VHSV）の再感染後，数日以内に顕著なウイルス抵抗性
を示すが，その血中からは中和抗体が検出されず，インタ－フェロン（IFN）関連遺伝子が発現
していることを明らかにしている。このことから，当該ワクチンにより誘導される水温依存性
の生体防御機構には IFN が重要な役割を果たしていると推察した。IFN は脊椎動物細胞を抗ウ
イルス状態に誘導する分泌タンパク質であり，哺乳類等の高等脊椎動物では相互作用する受容
体，および関係している免疫応答に基づいて 3つのサブファミリー；Ⅰ型，Ⅱ型，およびⅢ型
IFNs に同定されている。近年，硬骨魚類においてもⅠ型およびⅡ型 IFNs の存在が明らかにな
り，いくつかの魚種において I型 IFN 遺伝子がクロ－ン化されている。さらに，リコンビナン
ト IFN タンパク質（rIFN）あるいは rIFN 発現プラスミド（rIFN ベクター）を生体に注射し，
抗ウイルス防御能に果たすIFNの役割が解析されており，Ｉ型IFNの活性はMx，ビペリン，ISG15，
および PKR を含む広範囲の IFN 刺激遺伝子の発現を誘導し，抗ウイルス状態の増強をもたらす
ことが判明している[1]。ヒラメのⅠ型 IFN 遺伝子については，VHSV に感染した腎臓において
発現が誘導されること[2]，およびポリイノシンポリシチジル酸（ポリ(I：C)）注射後の腎臓に
おいても顕著に誘導されること[3]などが確認されていることから，ヒラメのI型IFN（JF-IFN1）
遺伝子の発現は，ウイルス刺激のみならず，ウイルス模倣体によっても誘導され，ヒトと同様
の機構によって調節され得ることが示唆されている。このように，Ⅰ型 IFN は魚類ウイルス病
に対する重要な免疫関連因子であるととともに，ヒラメにおいてもその遺伝子の情報と発現誘
導が報告されていることから，ヒラメをモデル動物として，ポリ(I：C)あるいは rIFN を利用す
ることで，水温に依存する魚類の生体防御機構における IFN の役割を探る研究が可能であると
推察される。 
 
２．研究の目的 
(1) ポリ(I：C)を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析 
IFN の発現を誘導するポリ(I：C)を異なる水温で飼育したヒラメに接種し，IFN 関連遺伝子で
ある I型 IFN，Mx および ISG15 遺伝子の発現解析を行う。 
(2) rIFN ベクタ－の構築 
既報の遺伝子情報を基に JF-IFN1 遺伝子の cDNA を合成し，ヒラメ体内で rIFN を発現させる
ベクターを構築するとともに，構築したベクターをヒラメに筋肉内接種することで，rIFN 遺伝
子が発現するか否かを確認する。 
(3) rIFN ベクタ－を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析 
 構築した rIFN ベクターをヒラメの筋肉内に接種したのち，経時的に筋肉および頭腎を採材し，
rIFN 遺伝子および Mx 遺伝子の発現誘導を検討するとともに，得られた解析結果からヒラメの
免疫機構の解明における rIFN ベクターの有用性を確認する。 
 
３．研究の方法 
(1) ポリ(I：C)を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析 
 ①供試魚：種苗生産されたヒラメ（平均全長 7 cm）を 2群に分け，一方を水温 20℃，他方を
水温 10℃に 1週間馴致させて供試した。 
②ポリ(I：C)の腹腔内注射および組織の採取：実験区には，ポリ(I：C) カリウム塩（sigma）
を 100 µg/100 µLの濃度に溶解した滅菌ミリ Q 水をヒラメに 100 µL/尾ずつ腹腔内注射後，馴
致された水温でそれぞれ飼育する 20℃ポリ(I：C)区および 10℃ポリ(I：C)区を設けた。対照区
には滅菌リン酸緩衝生理食塩水（PBS）を用いて同様に処理する 20℃PBS 区および 10℃PBS 区を
設けた。注射してから 0（注射直後），3，6，12，24，48 および 96時間後にヒラメを各区から
3 尾ずつ取り上げ，脾臓および頭腎を摘出し，RNAlater（Invitrogen）に浸漬して使用時まで
－80℃で凍結保存した。 
 ③免疫関連遺伝子の発現動態：個体別に脾臓および頭腎をプ－ルし，1 サンプルとして用い
た。各サンプルは ISOGEN（ニッポンジーン）を用いて RNA を抽出後，DNase 処理を行い，ゲノ
ム DNA を排除した。得られた RNA（100 ng）を用いて，SuperScriptⅡ RT（Invitrogen）によ
る逆転写反応を行い，cDNA を合成した。目的遺伝子は IFN-1，Mx および ISG15 ならびに内部標
準遺伝子はβ-actin とした。リアルタイムPCRはStepOnePlus™ Real-Time PCR System（Applied 
Biosystems）および THUNERBIRD SYBR qPCR mix（東洋紡）を使用し，インターカレーター法に
よって行った。サンプルの測定はトリプリケートで行い，測定した結果を基に，比較 Ct 法を
用いて遺伝子発現の相対定量を行った。 
 ④統計解析：統計解析はエクセル統計 2012 を用いて行い，危険率 5%で検定した。各遺伝子



の発現量（平均値±標準偏差）は，同水温での対照区と実験区間および異なる水温間での有意
差を，F検定を行ったのち，スチューデントの t検定またはウェルチの t検定を用いて調べた。
また，経過時間ごとの遺伝子発現量の比較には一元配置分散分析法を行ったのち，多重比較検
定（Tukey-Kramer 法）を用いて調べた。 
 
(2) rIFN ベクタ－の構築 
 ①供試魚：種苗生産された 2群のヒラメ（平均全長 10 cm あるいは 20 cm）を用いた。 
 ②ウイルス接種による JF-IFN1 遺伝子の発現誘導：供試魚に VHSV KRRV9822 株を 105.6 TCID50/
尾あるいは 104.6 TCID50/尾となるように腹腔内接種し，水温 14℃で飼育した。接種から 1，3お
よび 5 日後に採取した供試魚の脾臓および頭腎を摘出し，RNAlater に浸漬して使用時まで－
80℃で凍結保存した。 
 ③JF-IFN1 遺伝子の検出：摘出した全ての脾臓および頭腎（計 24サンプル）を用いて，前述
と同様に RNA を抽出し，cDNA を合成した。JF-IFN1 遺伝子（Gene Bank Accession No. JN411721）
を PCR 増幅するためのプライマーは， GENETYX-WIN Ver. 3.2（ソフトウエア開発株式会社）を
用いて設計し，cDNA をテンプレ－トにして PCR を行った。得られた PCR 産物をアガロースゲル
から切り出し，NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（TaKaRa）を用いて精製した。 
 ④DNA シーケンス：PCRにより目的遺伝子の発現が確認された計10サンプルについて行った。
DNA シーケンス反応と精製は，反応キット；BigDye Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kits
（Thermo Fisher），および精製キット；BigDye XTerminator® Purification Kit（Thermo Fisher，）
を使用して行った。塩基配列の解析は，3130xl Genetic Analyzer（50 cm キャピラリ使用，Thermo 
Fisher），および DNA Sequencing Analysis Software Ver. 5.3.1 を使用して行った。また，ア
ミノ酸配列の解析は GENETYX-WIN Ver. 3.2 を使用して行った。得られた塩基配列およびアミノ
酸配列は，GenBank に登録済みの JF-IFN1 の塩基配列（Accession No. JN411721），およびそれ
に基づくアミノ酸配列と比較して相違を調べた。 
 ⑤クロ－ニングベクタ－：塩基配列を解読できたサンプルのうち，JF-IFN1 に対する相同性
が最も高いサンプルの精製した PCR 産物（JF-rIFN1 遺伝子）を供試した。JF-rIFN1 遺伝子は
Mighty TA-cloning Reagent Set for PrimeSTAR®（TaKaRa）を用いて，pMD20-Tvector へライ
ゲ－ションした（以下，Tvector-JF-rIFN1）。大腸菌 Escherichia coli コンピテントセル E.coli 
DH5α（TaKaRa）を調整後，Tvector-JF-rIFN1 を導入した。コロニ－PCR を行って形質転換を確
認後，illustra™PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare )を用いて，Tvector-JF-rIFN1
を抽出精製した。 
 ⑥発現ベクタ－：精製した Tvector-JF-rIFN1 および pcDNA3.1(+) (Invitrogen)を制限酵素
処理後，JF-rIFN1 遺伝子を pcDNA3.1 へライゲ－ションした（以下，pcDNA3.1-JF-rIFN1）。ク
ロ－ニングベクタ－と同様に形質転換した大腸菌を LB 液体培地で培養後，EndoFree® Plasmid 
Mega Kit（QIAGEN）を用いて pcDNA3.1-JF-rIFN1 を精製し，rIFN ベクタ－とした。 
 ⑦pcDNA3.1-JF-rIFN1 接種による JF-rIFN1 遺伝子の発現誘導：供試魚 1 尾に pcDNA3.1- 
JF-rIFN1 15 µgを含む PBS 50 µLを有眼側背鰭基部の筋肉内に注射し，24 時間後に取り上げた。
筋肉（注射部位），頭腎，脾臓，肝臓および心臓を摘出し,前述と同様に RNA の抽出，cDNA の合
成，および PCR を行って JF-rIFN1 遺伝子を検出した。 
 
(3) rIFN ベクタ－を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析 
 ①供試魚：種苗生産されたヒラメ（平均全長約 18 cm）を 2群に分け，それぞれを水温 20℃
および 10℃に 1週間馴致させて供試した。 
 ②rIFN 発現ベクターの筋肉内注射および組織の採取：馴致された水温別に，3種類の実験区；
pcDNA3.1- JF-rIFN1 区，pcDNA3.1 区，および PBS 区を設けた。各実験区の供試魚にそれぞれ
pcDNA3.1- JF-rIFN1 を 15 µg/50 µL 含む PBS，pcDNA3.1(+)を 15 µg/50 µL 含む PBS，および
PBS を 1 mL 容シリンジを用いて有眼側背鰭基部の筋肉内に 50 µLずつ注射した。その後，供試
魚を実験区別に分けて，馴致した水温で飼育した。注射してから 0 時間（注射直後），3 時間，
6 時間，12 時間，24 時間，3 日，5 日および 7 日後にヒラメを各区から 3尾ずつ取り上げ，筋
肉（注射部位）および頭腎を摘出し，RNAlater に浸漬して使用時まで－80℃で凍結保存した。 
 ③免疫関連遺伝子の発現動態：摘出した筋肉および頭腎を各 1 サンプルとして用いて，(1)
と同様に RNA 抽出，cDNA 合成，およびリアルタイム PCR を行った。なお，目的遺伝子は IFN-1
および Mxとした。 
④統計解析：(1)と同様に行った。 
 
４．研究成果 
(1) ポリ(I：C)を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析（図 1） 
 ①Mx 遺伝子（図 1a）：20℃ポリ（I: C）区では，接種 3時間後（15.79 倍）から接種 12時間
後（29.77 倍）まで Mx 遺伝子の発現量が増加し，接種 12 時間後に発現のピークに達した。そ
の後，急激に減少し接種 24 時間後以降は低い水準でほとんど保たれた。一方，10℃ポリ（I: C）
区では接種 12 時間後までは発現量がほとんど増加しなかったが，接種 24 時間後（44.75 倍）
に急激に増加し，その後減少した。同一水温下で発現量を比較した結果，水温 20℃において接
種 12 時間後に，水温 10℃においては接種 3 時間後にポリ（I: C）区と PBS 区の間に有意差が



認められた。 
 ②ISG15（図 1b）：20℃ポリ（I: C）区は接種 12 時間後までは発現量が高いレベルを示し，
接種 6 時間後にはピーク（169.72 倍）を示した。接種 24 時間後以降はピークを示した接種 6
時間後より発現量が有意に低くなった。20℃ポリ（I: C）区と 10℃ポリ（I: C）区との間で発
現量を比較した結果，接種 6 時間および接種 12 時間後には 20℃ポリ（I: C）区の方が有意に
高かったが，接種 96時間後には 10℃ポリ（I: C）区の方が有意に高くなった。 
 ③IFN：20℃ポリ（I: C）区においては，有意差は確認されなったものの，接種 6時間後にピ
ーク（20.36 倍）を示し，接種 24 時間後以降はほとんど確認されなかった。なお，10℃ポリ（I: 
C）区および 10℃PBS 区では接種直後の全ての個体から Ct 値が得られず，IFN 遺伝子の発現量
を算出することができなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
(2) rIFN ベクタ－の構築 
 ①ウイルス接種による IFN1 遺伝子の発現誘導：PCR により JF-IFN1 遺伝子を検出した結果，
cDNA 合成を行った 24サンプルのうち，10 サンプルにおいて標的遺伝子（495 bp）の発現が確
認された。 
 ②DNA シーケンス：解読した各サンプルの塩基配列および変換したアミノ酸配列をヒラメ
IFN1 のものと比較した結果，最も相同性の高いサンプルで 2 bp および 2残基の違いであった。 
 ③発現ベクター：精製した pcDNA3.1-JF-rIFN1（約 600 µL）の核酸量を測定した結果，精製
液の濃度は約 1000 ng/µL であった。 
 ④pcDNA3.1-JF-rIFN1 接種による JF-rIFN1 遺伝子の発現誘導：標的遺伝子の発現は，筋肉に
おいて確認された。しかし，頭腎，脾臓，および肝臓においては確認されなかった。一方，PBS
を接種したヒラメでは，調べたいずれの組織においても標的遺伝子の発現は確認されなかった。 
 
(3) rIFN ベクタ－を接種したヒラメにおける免疫関連遺伝子の発現解析（図 2） 
 ①10℃-IFN（図 2aおよび b）：pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの筋肉および頭腎における発現
量は接種 5 日後までほとんど確認されなかったが，接種 7 日後に急激に増加しそれぞれ 19.23
倍および 6.01 倍となり，実験期間内での発現量の最大を示した。なお，pcDNA3.1 区，および
PBS 区のヒラメについては，いずれの組織においても，全ての期間を通して IFN 遺伝子の発現
量は 3.87 倍以下であった。 
 ②10℃-Mx（図 2c および d）：pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの筋肉における発現量は，接種
24 時間後までほとんど確認されなかったが，接種 3日後および接種 5日後にはやや増加し，そ
れぞれ 2.69 倍および 2.63 倍となった。その後，接種 7日後には上方制御され 6.89 倍となり，
最も高い値を示した。pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの頭腎における発現量は，接種 5日後まで
は 0.65 倍（接種 3日後）から 3.12 倍（接種 12時間後）を示し，接種 7日後には急激に増加し
て 13.44 倍となった。 
③20℃-IFN（図 2eおよび f）：pcDNA3.1-JF-IFN1 区の筋肉における発現量は，接種 12 時間後
までほとんど認められなかったが，24 時間後にやや増加し，4.84 倍となった。その後，3日後
から 5日後にかけて徐々に下方制御されたが，7日後に急増し，ピーク（41.85 倍）を示した。
pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの頭腎における発現量は，接種 24 時間後まではほとんど認めら
れなかったが，3 日後に 18.51 倍まで増加し，5 日後にピーク（36.08 倍）を示した。その後，
7日後にやや減少して25.43倍となった。なお， pcDNA3.1区およびPBS区のヒラメについては， 

(b) ISG15(a) Mx

図 1. 20℃のポリ（I:C）区および PBS区， ならびに 10℃のポリ（I:C）区および PBS区におけるMx遺

伝子（a）あるいは ISG15 遺伝子（b）の発現量の変化．データは 3 個体の平均値で表した．各ヒストグラ

ム上のエラーバーは標準偏差を示す．*は同一水温でのポリ（I:C）区と PBS区との間の有意差を，**は異な

る水温での試験区間の有意差を，アルファベットは同一試験区内での異なる経過時間の間の有意差を示す． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

図 2．pcDNA3.1-JF-rIFN1 区，pcDNA3.1 区，および PBS 区のヒラメの筋肉と頭腎における IFN あるいは Mx

の発現量の変化．データは 3 個体の平均値で表した．各ヒストグラム上のエラーバーは標準偏差を示す．

経過時間別の 3実験区間における検定結果を*，および実験区別の各経過時間における検定結果をアルファ

ベットでそれぞれ示す．*の付加されたデータと付加されていないデータ，および異なるアルファベットが

付加されたデータ間には，有意差が認められる（p＜0.05）．飼育水温：(a)～(d)；10℃，(e)～(h)；20℃．

(a) 10℃-筋肉-IFN

(b) 10℃-頭腎-IFN

(c) 10℃-筋肉-Mx

(d) 10℃-頭腎-Mx

(e) 20℃-筋肉-IFN

(f) 20℃-頭腎-IFN

(g) 20℃-筋肉-Mx

(h) 20℃-頭腎-Mx



いずれの組織においても，全ての期間を通して IFN 遺伝子の発現量は 1.88 倍以下であり，ほと
んど確認されなかった。経過時間別に実験区間で組織別の発現量を比較した結果，頭腎におい
てのみ有意な差が認められ，接種 3 日後と 7 日後において，pcDNA3.1-JF-rIFN1 区は他の実験
区よりも有意に高かった。また，実験区別に各経過時間の間で組織別の発現量を比較した結果，
pcDNA3.1-JF-rIFN1 区の頭腎においてのみ有意な差が認められ，24時間後以前の各経過時間は
3日後，あるいは 7日後よりも有意に低かったが，5日後との間では有意な差が認められなかっ
た。 
 ④20℃-Mx（図 2g および h）：pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの筋肉における Mx遺伝子の発現
量は，接種 12 時間後までは 2.09 倍以下であり大きく変化しなかったが，24 時間後から上方制
御され，3 日後にピーク（38.38 倍）に達した。その後，5 日後に減少して 23.82 倍となり，7
日後までほぼ保たれた。pcDNA3.1-JF-IFN1 区のヒラメの頭腎における Mx 遺伝子の発現量は，
接種 24時間後まではほとんど認められなかったが，3日後に 15.74 倍まで増加し，5日後にピ
ーク（19.43 倍）を示した。その後，7日後にやや減少して 15.38 倍となった。なお， pcDNA3.1
区および PBS 区のヒラメについては，いずれの組織においても，全ての期間を通して Mx遺伝子
の発現量は 2.09 倍以下であり，ほとんど確認されなかった。経過時間別に実験区間で組織別の
発現量を比較した結果，筋肉においてのみ有意な差が認められ，接種 24時間以降の各経過時間
において，pcDNA3.1-JF-rIFN1 区は他の実験区よりも有意に高かった。また，実験区別に各経
過時間の間で組織別の発現量を比較した結果，pcDNA3.1-JF-rIFN1 区の筋肉においてのみ有意
な差が認められ，6時間後は 24 時間後あるいは 5日後よりも，および 24 時間後は 5 日後より
もそれぞれ有意に低かった。 
以上の結果から，20℃で飼育されたヒラメにおける IFN 誘導遺伝子群（Mx あるいは ISG15）
の発現量は 10℃で飼育されたものに比べて早期に増加する傾向にあることが明らかとなった。
したがって，ヒラメの IFN に関わる水温依存性は，IFN 自体の発現機構に対してよりもむしろ
IFN の免疫関連因子誘導機構に対して機能している可能性があると考えられる。一方，本研究
で構築した rIFN ベクターの筋肉内接種によって，筋肉および頭腎において rIFN の発現が誘導
され，IFN として認識されたことで，各々の組織において Mx遺伝子の持続的な発現量の増加が
誘導されることが示された。したがって，構築した rIFN ベクターはヒラメの免疫機構の解明に
有用であると思われる。 
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