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研究成果の概要（和文）：哺乳類のヘルパーT細胞（Th）において，Th1・Th2・Th17など多くの亜集団が知られ
ている．申請者らはすでにコイのクローン化Th細胞株の性状を調べることにより，魚類でも亜集団が存在するこ
とを示している．しかし，クローン化Th細胞株の培養が難しく十分な数のクローン株が得られていなかった．ま
た，今まで得られたTh 細胞株は健康なコイより樹立したため非機能的なものが多かった．そこで本研究ではよ
り安定的にクローン化Th細胞株を得るためコイIL-2 組換えタンパク質を作製し，安定的なクローン化Th細胞株
の樹立法の確立を行った．またコイの混合リンパ球反応を行い，アロ抗原特異的なTh細胞の培養を試みた．

研究成果の概要（英文）：Helper T cells (Th) are called the “control tower” of the immune system, 
and many subpopulations such as Th1, Th2, Th17 are known in mammals. We already established a method
 for obtaining clonal Th cell lined from carp. We have already shown that subpopulations exist in 
fish by examining the characteristics of cloned Th cell lines in carp, but culture of cloned Th cell
 lines is difficult. Sufficient number of clones was not obtained. In addition, Th cell lines 
obtained so far were more nonfunctional because they were established from healthy carp. Therefore, 
in this study, in order to obtain a cloned Th cell line more stably, we prepared a recombinant 
protein of carp IL-2 and established a method for establishing a stable cloned Th cell line. In 
addition, we performed mixed lymphocyte reaction of carp and tried to culture alloantigen-specific 
Th cells.

研究分野：魚病学

キーワード： 魚類　ヘルパーT細胞　T細胞亜集団

  ５版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 近年魚類でもTh亜集団の同定に向けた多くの研究が行われて来ている．しかし，その多くは，魚類Th関連遺伝
子の単離と，臓器・組織レベルの発現解析によるものであり，魚類Th亜集団の存在を直接証明しているものは無
かった．一方，我々が行ったクローン化T細胞株の作製は，魚類Th細胞を直接証明できる．真骨魚類は，哺乳類
と同様，T・B細胞を主体とした獲得免疫機構を持つ．そのため獲得免疫反応の中心的な制御機構を構成するTh細
胞の存在や性状を調べることは，魚病の病態解明・予防・ワクチン開発などに大きく貢献する．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
ヘルパーT 細胞（Th）は免疫系の司令塔と呼ばれ，哺乳類では Th1・Th2・Th17 など多く
の亜集団の存在が知られている．これら Th亜集団はそれぞれ特有の機能を持つが，中でも Th1
と Th2はそれぞれ細胞性免疫と液性免疫を制御するサイトカインを分泌し，キラーT細胞・マ
クロファージ，B細胞，好中球などを制御することで，獲得免疫を制御する． 
魚類は哺乳類と同様の細胞性と液性免疫機構を有し，ゲノム解析等からも Th1 および Th2
に関連する遺伝子の存在が明らかである．このことは，魚類も哺乳類と似た Th 亜集団が存在
することを示唆するが，未だに同定には至っていない． 
我々は，すでに魚類 Th 亜集団の性状解析を目的として，コイの Th 細胞を選択的に増幅す
る培養法に取り組んでおり，1個のコイ Th細胞を増幅してクローン化 Th細胞株を得ることに
成功している．また，得られたいくつかの Th細胞株を比較することにより，Th1および Th2
関連サイトカインのいずれの発現も弱いナイーブ Th 細胞（Th0）様のものや，Th2 関連サイ
トカイン（IL-4/13, IL-10）を強く発現するが，Th1関連サイトカイン(INFγ)はほとんど産生
しない Th2様のものがあることを報告している． 

 
 
２．研究の目的 
 
上述のように，魚類においても Th2 様や Th0 様の性状を示す集団が存在することは示され
た．しかし，これらの細胞株はいずれも健康なコイより得られたものであり，生体防御におけ
る機能的な Th 細胞の性状を示しているとは言い難い．実際今回得られたクローンの多くは，
Th0様のものがほとんどであった．哺乳類では機能的な Th細胞株の作製のため，抗原刺激や
IL-2等の T細胞増殖因子の添加が必須である．そこで本申請研究では，あらかじめコイを種々
の抗原で免疫し，活性化状態の Th 細胞を誘導しておく．次に，これら免疫したコイから白血
球を分離し，抗原と抗原提示細胞さらに T細胞増殖因子を加え培養することで，抗原特異的な
クローン化 T細胞株の樹立を試みる． 特に，今回は Th1様細胞を得ることを目的として，混
合リンパ球反応（MLR）を行う．MLR では，同種異型抗原を認識した Th 細胞が増殖すると
考えられるが，我々はすでにコイの MLR 反応にて，抗原特異的な Th 細胞が選択的に増幅す
ることを示している．  

MLRでは Th細胞のみならず，細胞傷害性 T細胞（Tc細胞）の増殖も期待できる．そのた
め，各種 T 細胞増殖因子を添加するなどし，コイ Tc 細胞の増殖も試みる．また，抗原感作個
体より，B細胞も分離し，抗原と伴に IL-7，IL-4/13などを B細胞増殖因子として加えること
で B細胞の増殖も試みた． 

 
 
３．研究の方法 
 
コイ T細胞増殖因子の検討： 哺乳類では，T細胞増殖活性を持つサイトカインとして IL-2が
知られている．そこで，哺乳類 IL-2 のホモログ遺伝子（IL-2 Aおよび IL-2 B）をコイで遺伝
子クローニングし，大腸菌発現系を用いて組換えタンパク質を作製した．次に，これらコイ IL-2
の活性は，申請者らがすでに確立しているコイ T細胞培養系を用いて調べた．すなわち，コイ
の造血・リンパ組織である腎臓から白血球を分離し，支持細胞（ギンブナ胸腺由来 GTS9細胞
株）上に播種すると，ヘルパーT 細胞（Th）が選択的に増殖する．これら Th 細胞を回収し
48 穴プレートに 2×10４個/穴 の濃度で播種し，これに rcIL-2Aまたは rcIL-2B を終濃度 0, 
1, 10, 100 および 1000 ng/mL になるよう加え，30℃，5％CO2存在下で培養した．  

 
コイのクローン化 Th細胞の作製法の改善：哺乳類の IL-2は別名 T細胞増殖因子とも呼ばれ，
T 細胞の増殖に必須である．そこで，より効率良くコイのクローン化 Th 細胞を得る目的で，
クローン化培養に，コイ rIL-2AおよびｒIL-2 Bを加えた．具体的には従来から行って来た 1
個の Th細胞から増幅させる培養に rIL-2等を添加し，添加しない場合と比較した． 
 コイ (Cyprinus carpio)の頭腎および体腎から白血球を分離し，ギンブナ由来線維芽細胞 
株（支持細胞）上で培養すると，コイ Th 細胞が選択的に増幅する（バルク Th 細胞培養）． 
これら増幅した Th 細胞を顕微鏡下でピペットを用いて１細胞ずつ分取し，あらかじめ支持細
胞層を形成させた 96 穴プレートの各穴に 1 個ずつ播種した．そして，バルク Th 細胞培養
から得た「ならし培地」を 30％と，100 ng/ml の rcIL-2A を加え培養し，1 個の Th 細胞
に由来する，クローン化 Th 細胞を得た．得られたクローンは 10 ng/ml の PHA で 5 時間
刺激した後，RT-PCR およびリアルタイム RT-PCR により T 細胞受容体定常領域(Cα・C
β・Cγ・Cδ)， Th 細胞マーカー(CD4-1)， キラーT 細胞（Tc 細胞）マーカー(CD8α・CD8
β), Th1 関連サイトカイン(IFNγ・IFNγrel)，Th2関連サイトカイン(IL-4/13A・IL-4/13B)
等の遺伝子発現解析を行った．  

 
混合リンパ球反応による抗原特異的 Th細胞の培養：あるコイ（Stimulator，St）から採血し，



白血球を分離した．この白血球を別のコイ（Responder，Re）の尾部血管に移入・免疫した．
その後，7 日間隔でさらに 2 回免疫し，最後の免疫から 7 日後に St および Re それぞれの
コイから採血し，Percoll（1.075g/ｍL）を用いた遠心分離法等により白血球を分離した．得ら
れた白血球を培養液（20 ％ウシ胎仔血清および 2.5%コイ血清を加えた ERDF 培地）中に 
2.0×106cells/mL になるよう懸濁し，48 穴プレートの各穴にそれぞれのコイ白血球を 0.2 
mL ずつ入れ混合した．その後，30℃で 7～9 日間培養し，細胞数のカウントやメイギムザ染
色による白血球の形態観察等を行った．また，本培養にシクロスポリン（0，0.01，1.0μg/mL）
を添加し，その効果を調べた．あるコイ（stimulator）から白血球を分離し，別のコイ（responder）
に移入し，同種異系抗原に対する免疫を誘導する（抗原感作）．その後，これらコイの白血球を
混ぜて培養すると，responderの Th細胞は stimulator細胞の抗原を認識し，活性化し，増殖
する．これら抗原特異的な Th細胞を出発材料として，rIL-2存在下でクローン化培養を行った．  
 
 
４．研究成果 
 
コイ rcIL-2 の T 細胞増殖に及ぼす効果：コイ rcIL-2A および IL-2B とも，100 ng/mL 以上の
濃度でコイ Th 細胞の活発な増殖が認められた．すなわち，rcIL-2 を加えていない培養（無添
加群）においては，培養 9 日目までに培養開始時の細胞数の約 1.45 倍の細胞増殖しか認めら
れなかったのに対し，100 ng/mL の rcIL-2 存在下においては，約 2.5 倍まで細胞増殖が認め
られた． 
このように，コイ IL-2 は哺乳類の IL-2 と同様に Th 細胞へ作用し，増殖を促進することが
わかった． 
 
コイ rcIL-2 のクローン化 T 細胞培養における効果：rcIL-2A 存在下でクローン化培養をした
場合，96 穴プレート 1 枚あたり 5～14 穴（平均 9 穴）において細胞増殖が認められた．一
方，rcIL-2A を加えなかった場合，96 穴プレート 1 枚あたり 0～4 穴と少ない穴で増殖が認
められた．rcIL-2A 存在下で増殖した細胞は，その後継代を繰り返し行い，現在までに 10個の
クローン化 Th 細胞株が得られ，これらのクローンを clone1～10 と名付けた．それらの性状
解析を行ったところ，Clone1～10 において Cαおよび Cβ遺伝子の発現が見られ，そのうち 
clone1～7 においては，Th 細胞マーカーである CD4-1 の発現が見られた．一方，Tc マーカー
である CD8αおよび CD8βの発現は，clone2, 3, 8 で，また CD8α の発現は見られたものの，
CD8β の発現はすべてのクローンにおいて見られなかった．また，Th1 および Th2 サイトカイ
ンの遺伝子発現をリアルタイム PCR で調べたところ，クローン間で Th1 または Th2 関連サイ
トカインの発現に違いが見られた． 
このように，rcIL-2A はコイ Th 細胞のクローン化培養において効果があった．また，クロ
ーン化 Th 細胞株を検討することで魚類における Th 細胞亜集団の同定に有用であると考えら
れた． 
 
混合リンパ球反応による抗原特異的 Th細胞の培養：St と Re の白血球を混ぜて培養したとこ
ろ，培養 7 日後には一部の細胞で活発な増殖が観察され，コロニー状に増殖した．そして 7 日
後には元の細胞数より約 3～4 倍に増えていた．また，これらの細胞をト抹し観察したところ
幼若化(大形化し，細胞質が好塩基性を増す)および活発な細胞増殖を示す分裂像が観察された．
一方，St のみ，または Re のみの培養では幼若化・増殖は観察されなかった．また，St の代
わりに他のコイ白血球を Re と混ぜて培養したところ，幼若化・増殖は観察されなかった．ま
た，St と Re の白血球を混ぜた培養にシクロスポリンを添加したところ，0.01 と 1.0μg/ｍL 
の濃度で細胞の幼若化・増殖は認められなくなった． 
MLR は St の白血球に特異的に起こったことから抗原特異的であり，さらにシクロスポリン
を添加することで幼若化・増殖が抑制されたことから，コイの MLR においても IL-2 が増殖に
必要である事が示唆された． 
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