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研究成果の概要（和文）：魚類には免疫記憶はあるものの、その実態はわかっていない。免疫記憶形成に関わる
獲得免疫応答の中枢である二次リンパ組織は魚類と哺乳類では大きく異なっている。本研究では魚類の二次リン
パ組織の抗原捕捉細胞に着目した。これらの細胞は魚類独自の細胞であり、その分化機構は哺乳類において相同
の機能を持つ細胞とは異なることが明らかになった。さらに、赤血球代謝に関わること、T細胞を誘引し、獲得
免疫応答を促すなど複数の機能を持つ細胞であることを分子レベルで明らかにした。このように魚類の抗原捕捉
機構は哺乳類とは分子・細胞レベルで異なるが、魚類の免疫記憶形成は魚類独自の二次リンパ組織内の構造体で
生じることが推測された。

研究成果の概要（英文）：Although fish have an immune memory, the actual feature of this memory has 
not been known. The secondary lymphoid tissue, the center of the acquired immune response involved 
in the formation of immune memory, is very different between fish and mammals. In this study, we 
focused on antigen-capturing cells in fish secondary lymphoid tissues. These cells are unique to 
fish, and their differentiation mechanism is different from that of cells with homologous functions 
in mammals. Furthermore, it was clarified at the molecular level that these cells have multiple 
functions, such as being involved in erythrocyte metabolism, attracting T cells, and promoting an 
acquired immune response. Thus, although the antigen capture mechanism in fish differs from that in 
mammals at the molecular and cellular levels, it was inferred that immune memory formation in fish 
occurs in the microenvironment within secondary lymphoid tissues unique to fish.

研究分野：魚類生理学

キーワード： 免疫　ワクチン　魚　リンパ組織

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
哺乳類の免疫記憶の形成は二次リンパ組織で形成されると考えられるが、魚類ではその構造、とくに抗原捕捉と
リンパ球との応答の場が哺乳類とは大きく異なっていることから、リンパ組織における抗原捕捉細胞の役割に注
目した。本研究の結果、魚類抗原捕捉細胞は、哺乳類の相同の機能を持つと考えられる細胞とは細胞分化制御機
構が異なることが示された。このことは、魚類では哺乳類とは異なる細胞が免疫応答において相同の機能を有し
ていることを示唆している。さらに、魚類独自のリンパ組織内構造で免疫応答が起こることが示唆された。この
ように、水産学、比較生物学、免疫の進化に関する新たな知見を提示できた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
世界的な養殖の増加とともに魚病の問題は拡大の一途にある。これまで魚病対策として抗菌
剤が盛んに使われ、一定の効果を上げてきたが、近年薬剤耐性の問題が世界的に顕在化してきて
いる。農林水産省では徹底した魚病の予防対策としてワクチンの開発と使用を強く押し進める
感染予防・管理の考え方の普及・推進をはかっている。 
ワクチンは免疫記憶を利用した感染症予防法であり、様々な感染症で利用されている。免疫記
憶とは一度感染した病原体に対して抗体が産生され、二度目以降に同じ抗原に対して強く早い
免疫応答を起こすことである。哺乳類では、ワクチンは免疫応答の中枢であるリンパ節や脾臓な
どの二次リンパ組織内にある胚中心という構造で捕捉され、これに反応した抗体産生細胞であ
る B 細胞が記憶細胞として残ることで免疫記憶が形成される。水産養殖で用いられる魚病ワク
チンも高い効果を示し、魚類にも免疫記憶が存在することは明らかであるが、魚類には胚中心が
ない。このことは魚類には哺乳類とは異なる独自の免疫記憶形成機構があることを意味する。 
魚類では、投与されたワクチンは魚類のリンパ組織である脾臓や腎臓にあるメラノマクロフ
ァージセンター（MMC）という構造に集まる。そのため、魚類においてはMMCが胚中心と相
同のはたらきをすると予想されているが、MMCは哺乳類の胚中心とは構造や構成する細胞が異
なっており、免疫記憶がどこで形成されるかは長い間不明のままである。これまでに申請者らは
魚類の免疫記憶の基盤である獲得免疫を活性化する仕組みを明らかにし、魚類と哺乳類のリン
パ組織の違いに関わる因子を明らかにした。このように魚類が持つ独自の免疫応答の分子機構
が明らかになり、免疫記憶形成機構解明のための仕組みの理解や解析ツールが整ってきた。さら
に、ゲノム編集技術を用いることで個体レベルでの遺伝子の機能解析が可能になったことから
本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
魚病ワクチン作用の基盤となる魚類の免疫記憶がどこでどのようにして形成されるかはいまだ
にわかっていない。本研究ではゲノム編集と遺伝子発現解析を用いることにより、リンパ組織、
リンパ組織内微小構造、細胞、分子レベルで魚類の免疫記憶形成機構に関わる抗原捕捉細胞の役
割を中心に明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）魚類に対する抗 IgM抗体の作製 
ワクチン投与では、ワクチンに含まれる抗原に対する特異的抗体ができ、その抗体価を測定す
ることでワクチンの効果を評価する。本研究では、小型魚類であるメダカとゼブラフィッシュを
用いるが、これらの魚は小型であることもあり、抗体自体を単離することが困難であり、これら
魚類の抗体を認識できる有効な抗体が存在しない。 
メダカは、IgT を欠き、IgMのみを主要な抗体として用いるシンプルな液性免疫機構を持つた
め、魚類の主要な抗体である IgMおよび IgM+B細胞の機能を解析するために最適なモデルであ
る。そこで、これらの解析を可能にするために、メダカ IgMに対する抗体の作製に取り組んだ。
クローニングしたメダカ IgM遺伝子からリコンビナントタンパク質を作製するにあたり、Cμ1
領域は IgD にも同様の構造が存在している一方、Cμ2 領域は IgM の膜型および分泌型の両方
に存在することからCμ2 領域を抗原として用いた。作製した発現ベクターを哺乳類細胞に導入
し、リコンビナントタンパク質を作製した。導入した哺乳類細胞による IgM の発現を確認し、
ラットを免疫した。免疫した動物からリンパ節を回収し、リンパ節白血球とミエローマ細胞を融
合させ、メダカ IgM 抗原である組み換えタンパク質への反応およびメダカ抗体への反応を確認
した。 
魚類の主要な抗体である IgM および IgM+B 細胞の機能を解析するためにゼブラフィッシュ
の主要な抗体である IgM に対する抗体の作製に取り組んだ。クローニングしたゼブラフィッシ
ュ IgM 遺伝子のうち、膜型 IgM と分泌型 IgM の両方を認識可能な定常領域部を標的抗原とな
るようにマウス Fc 融合タンパク質発現ベクターに組み込み、哺乳類細胞に導入し、リコンビナ
ントタンパク質を作製した。 
 

（２）魚類の抗原捕捉細胞の単離 
魚類の抗原保持の場であるMMCを構成する中心的な細胞であるメラノマクロファージ（MM）
は自家蛍光を持つことから、この性質を利用して、セルソーターを用いて、末梢血白血球では見
られない強い蛍光を持つ細胞を脾臓や腎臓といった二次リンパ組織から単離した。 
哺乳類では脾臓の胚中心で抗原が長期保持されるが、その前にまず脾臓のマージナルゾーン
で抗原が捕捉される。ヒトではその周辺に免疫記憶細胞が存在することが知られている。そこで、
トラフグに蛍光標識した抗原を投与し、投与後速やかに脾臓を摘出し、セルソーターを用いて、
脾臓のエリプソイドにおける蛍光陽性細胞単離した。 
 



 
（３）魚類の抗原捕捉細胞の発現解析 
上述により単離した MM およびエリプソイド抗原捕捉細胞について RNA-seq 解析を行い、
発現遺伝子から免疫記憶形成に関わる機能を推測した。さらに興味深い遺伝子についてはリア
ルタイム定量 PCRによる発現解析を行った。 
 
（４）魚類の抗原捕捉細胞の欠失 
メラノマクロファージは、傷ついた赤血球の貪食と鉄の再利用に関わる。この性状は哺乳類の
赤脾髄マクロファージ（RPM）と類似している。そこで、ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9
法を用いて、哺乳類 RPMの分化に必須である転写因子 Spi-C のノックアウトゼブラフィッシュ
を作出した。また、魚類には RPM はないが、MMが RPMのように赤血球の貪食と鉄の再利用
に関わることが知られている。この際に生じるヘムは化学的に活性が高く毒性が強いため、過剰
の蓄積が起こるとフェロトーシスという細胞死が起こる。ヘム代謝に関わるヘムオキシゲナー
ゼ I（HO-1）はヘムを分解し無毒化する。この酵素の遺伝子を欠失したマウスや変異を持つヒ
トでは、これらの障害により RPM が失われる。RPM 数が著しく減少することが知られている
ことから、本研究ではCRISPR/Cas9 法により、HO-1 遺伝子ノックアウトゼブラフィッシュを
作出した。 
脾臓エリプソイドの抗原捕捉細胞は特異的にマクロファージマーカー遺伝子を発現している
ことが明らかになり、マクロファージの１種であることが強く示唆された。哺乳類のマージナル
ゾーンマクロファージ（MZM）分化因子のオーソログについてゲノム編集をゼブラフィッシュ
に施した。さらに、抗原捕捉におけるリンパ球の役割を理解するために、リンパ球を欠く RAG1
変異ゼブラフィッシュに抗原を投与し、エリプソイドにおける抗原取り込みを比較した。 
 
４．研究成果 
（１）魚類に対する抗 IgM抗体の作製 
作出したメダカ IgM 抗体は抗原とした組み換えタンパク質に対しては反応を示すものの、メ
ダカの実際の IgMには反応を検出することができなかった。 
一方で、組み換えゼブラフィッシュ IgM に対するモノクローナル抗体を作出した。本抗体は
ゼブラフィッシュの IgMに特異的に反応することが明らかになり、IgM+B細胞の単離にも成功
した。IgM+B 細胞の免疫応答性を確認するために、ゼブラフィッシュ に LPS を投与したとこ
ろ、脾臓の IgM+B 細胞が対照群と比較して有意に増加した。また、B 細胞の可変領域の再構成
に関わるRAG1遺伝子の機能欠損したゼブラフィッシュでは IgM+B細胞はほとんど見られなか
った。また、血漿中の IgMも認められなかった。さらに、IgM+B細胞は小型のものと大型のも
のに分けられたことから、これらが B 細胞と抗体産生細胞であるプラズマ細胞に相当すること
が推測された。これらの結果から、小型魚であるゼブラフィッシュの抗体産生能を評価すること
が可能になった。 
 
（２）魚類の抗原捕捉細胞の単離 
自家蛍光細胞は光学顕微鏡による観察から、組織内の MM と酷似した形態を示すこと、ベル
リンブルー染色により鉄を保持していること、鉄代謝に関わるヘモキシゲナーゼ 1（HO-1）遺
伝子を発現していることが確認できたことから、MMの単離に成功したと考えた。 
蛍光抗原投与初期において、蛍光顕微鏡を用いた組織観察により、脾臓のエリプソイドにおけ
る抗原捕捉を確認した。さらに、この蛍光を利用してセルソーターで蛍光陽性細胞を単離した。 
MGG 染色の結果、核が不定形で細胞質が青く染まるマクロファージの特徴を持つ細胞であり、
マクロファージマーカーとして知られるCSF1R 遺伝子を発現していた。 
 
（３）魚類の抗原捕捉細胞の発現解析 
メラノマクロファージ（MM）はRNA-seq解析により、抗原提示に関わる遺伝子の強い発現
が認められたこと、抗原取り込み、分解に関わる遺伝子が強く発現していることが示された。
また、マクロファージマーカー 遺伝子が発現しており、MMがマクロファージ であることが
示された。抗原提示に関わるMHCクラスIIの発現とT細胞を誘引するケモカインの発現が顕著
であったことから、MMCが抗原を保持するMMとT細胞の応答の場として、免疫記憶形成に関
わることが示唆された。 
エリプソイド抗原捕捉細胞ではRNA-seq解析により、MMと同様の抗原提示に関わる遺伝子
が発現していたが、MMとは異なる抗原捕捉関連遺伝子の発現が認められた。これらのことか
ら、エリプソイド抗原捕捉細胞はMMと同様にマクロファージであると考えられるが、分子レ
ベルでの発現パターンの違いから、抗原に対する応答に違いがあることが示された。 
 
（４）魚類に抗原捕捉細胞の欠失 
MM はリンパ組織である脾臓でも腎臓でも認められる。Spi-C 遺伝子欠損魚でも同様にこれ
らの組織でMMが認められたことから、MMと RPMは傷ついた赤血球の貪食と鉄の再利用な



どの機能面では相同であるが、分化様式が異なる細胞である可能性が示され、MM は Spi-C 非
依存的な分化機構を持つことが示唆された。 
MMはRPMと同様に鉄の代謝に関わる。RPMでは、赤血球に含まれるヘムを分解する酵素
であるHO-1遺伝子の欠失により、細胞数が減少する。そこで、本研究ではゼブラフィッシュ 
HO-1遺伝子のノックアウト魚を作製したところ、通常の状態ではMMの減少は認められなかっ
たものの、赤血球を破壊する溶血剤でゼブラフィッシュを刺激したところ、野生型と比較し
て、有意にMMの数が減少することが示された。また、HO-1遺伝子ノックアウトマウスでは
RPM数は時間をかけて少しずつ減少することが知られているが、ゼブラフィッシュにおいても
同様に半年以上の長時間でMM数が野生型と比較して減少する傾向が認められた。これらのこ
とから、HO-1遺伝子のノックアウト魚はMMおよびMMCの免疫記憶形成における役割を明ら
かにするための有効なシステムであると期待される。 
哺乳類のMZM分化因子欠損ゼブラフィッシュでは、哺乳類とは異なり、変異魚と野生魚間
での抗原捕捉に差は見られなかったが、抗原捕捉分子の発現量の有意な低下が認められた。こ
のことは、MZM分化因子は、魚類では抗原捕捉細胞の分化には関与しないが、抗原取り込み
分子の発現を制御していることを示唆する。さらに、リンパ球を欠くRAG1変異ゼブラフィッ
シュでは野生型と比較してエリプソイドにおける抗原取り込み量の減少が認められた。一方
で、抗原取り込み分子の発現量には有意な差は認められなかった。このことは、脾臓中のマク
ロファージ数は減少しないが、エリプソイドへの局在性が失われることが推測された。哺乳類
ではマージナルゾーンの形成にはB細胞が必要であることが知られているため、同様の機構が
魚類エリプソイドにも存在することが示唆された。 
 
このように、魚類では抗原捕捉機構が分子・細胞レベルで異なるが、魚類の免疫記憶形成は
魚類独自の構造であり抗原の長期保持に関わるMMCにおいて行われることが推測された。 
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