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研究成果の概要（和文）：水産増養殖の現場では魚病対策としてワクチンの使用が進められており、抗体産生細
胞である形質細胞の同定や誘導機構の解明が、より効果的なワクチンの開発につながる。本研究では、ニジマス
の形質細胞の同定・分離に取り組み、IgMのみを発現しているIgM+/IgD- B細胞が、IgM+/IgD+ B細胞に比べて、
大型の細胞であると共に、細胞内のIgMと小胞体のより多く発現する形質細胞の特徴を有していることを明らか
にした。さらに、この細胞がBlimp1などの形質細胞マーカーを発現していることから、IgM+/IgD- B細胞が形質
細胞から構成されていることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Vaccine is a fundamental component of disease prevention in aquaculture and 
is thought to work by inducing antibody capable of binding specifically to a pathogen. Plasma cells 
are main antibody-producing cells, which arise from B cells upon antigen stimulation. To isolate and
 characterize teleost plasma cells, we developed novel and reliable method to identify plasma cells 
in rainbow trout by using anti-trout IgM and anti-trout IgD antibodies in combination with cell size
 and endoplasmic reticulum. The plasma-like cells identified in this research exhibit dense nucleus 
and voluminous cytoplasm, characteristic morphology in human plasma cells. Moreover, they expressed 
high Blimp1 transcripts while low Pax5 transcripts, a master regulator of plasma cells and mature B 
cells, respectively. Thus, these findings revealed that teleost plasma cells possess characters 
similar to those in human and provide useful methods to identify plasma cells in teleost fish. 

研究分野： 魚類免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
魚類のB細胞から形質細胞への分化機構はほとんど分かっておらず、ワクチン投与魚においても主要な抗体産生
である形質細胞が誘導されているか分かっていない。そこで本研究は、ニジマスを用いて魚類の形質細胞の同定
法を発見し、ヒトの形質細胞と同様な特徴を有していることを明らかにしたものである。本研究成果により、魚
類におけるB細胞から形質細胞への分化機構の解析やワクチン投与魚における形質細胞の動態を調べることが可
能になり、より効果的な水産用ワクチンの開発に貢献できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
水産増養殖の現場では、魚病対策としてワクチンによる予防接種が行われている。ワクチンは、

一度免疫応答した異物が、再び侵入した時により早くより強い免疫応答を引き起こせるように
する免疫記憶を伴う獲得免疫の仕組みを利用している。獲得免疫のうち、B細胞から分化した形
質細胞から産生される抗体が、病原体に対して特異的に結合し、排除する中心的な防御物質とな
り、つまり、B細胞から形質細胞への分化を促し、病原体に対する抗体の産生が有意に誘導させ
ることが効果的なワクチンを開発するために重要である。 
しかしながら、水産用ワクチンは、まだ一部の疾病に対して実用化されており、十分な抗体価

の上昇が確認できないものもある。そのため、魚類の液性免疫の新たな知見を集積することが、
より有効なワクチンを開発するために必須である。 
魚類には、IgM、IgD および魚類特有の IgT の 3 種類の抗体が存在し、細胞表面に膜型の IgM

と IgD を発現する IgM+/IgD+ B 細胞と IgT のみ発現する IgT+ B 細胞の主に 2種類の B細胞が存
在することが知られている（文献１）。しかしながら、B 細胞から分化した形質細胞の同定・分
取する方法がなく、in vitro において IgM 抗体の産生能を評価することで、抗体産生細胞の評
価を行っており、このうち IgM を高度に産生する細胞を B 細胞から分化した形質細胞として評
価していた。そのため、魚類の形質細胞への分化機構および同細胞の局在・分布などは殆ど分か
っておらず、ワクチン開発の核心である液性免疫の誘導機構の解析の障害となっている。一方、
哺乳類の形質細胞は、細胞質が大きく粗面小胞体に富むが、細胞表面に膜型の IgM, IgD や IgA
などを発現していないと考えられていた。しかし、近年、ヒトやマウスの IgM や IgA を産生する
形質細胞は、B細胞からの分化過程で IgD の発現は失うが、細胞表面の IgM や IgA の発現を保持
している IgM+/IgD− 形質細胞もしくは IgA+/IgD− 形質細胞であることが分かってきた（文献 2）。
そこで、魚類のIgM産生形質細胞も、哺乳類と同様な膜型のIgMとIgDの発現パターン（IgM+/IgD−）
である推測され、形質細胞に対する特異的な細胞表面マーカーが分かっていない魚類において
も、IgM と IgD の細胞表面発現パターンで形質細胞の同定・分取が可能になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
魚類形質細胞の分取法を開発し、その特性を明らかにすることにより、B細胞から形質細胞へ

の分化機構の解明に繋がり、さらには抗体価の上昇を促す効果的なワクチン開発に寄与できる
と考えられる。そこで、本研究では、ニジマスの形質細胞を同定・分離し、その形態、表現型お
よび機能などを解析することにより、魚類形質細胞の特性を明らかにする。また、本研究により
確立された形質細胞の分離・同定法より、魚類の B細胞から形質細胞への分化および抗原特異的
な抗体の産生機構および魚類液性免疫の誘導機構の解明を目指し、形質細胞への分化を促し、抗
体価の上昇を誘導できる水産ワクチンの開発へ貢献できることが期待される。 
 
３．研究の方法 
ニジマスは、IgM、IgD および IgT に対する認識するモノクローナル抗体が作製されている唯

一の魚種である。そこで、これらモノクローナル抗体を用いて、ニジマスの B細胞と形質細胞を
同定し、特性を調べるために以下の研究を行った。 
 

(1) ニジマス白血球における細胞表面 BCR の多重染色 
 ニジマスの IgM、IgD および IgT に対するモノクローナル抗体を用いて、ニジマスの白血球を
染色し、白血球中の各細胞表面 B 細胞受容体（BCR）の発現をフローサイトメトリーにより解析
し、B細胞亜集団の確認を行った。また、B細胞と形質細胞を特定するために、細胞の大きさや
小胞体の発現量について同様にフローサイトメトリーにより確認した。 
 
(2) ニジマス形質細胞における細胞表面 BCR の発現検討 
 形質細胞は細胞内の分泌型の免疫グロブリンを多く保持していることが知られている。そこ
で、白血球を固定および透過処理した後に、IgM+ B 細胞における細胞内 IgM の発現を検討し、細
胞内 IgM の発現量の異なる集団が存在する検討を行った。また、(1)と同様に B細胞と形質細胞
を特定するために、細胞の大きさや小胞体の発現量について検討した。 
 
(3) ニジマスの CD138 および Blimp1 遺伝子の単離 
 哺乳類では、CD138 が形質細胞のマーカーとして用いられている。また、B細胞から形質細胞
への分化に関わる転写因子として Blimp1 が知られている。そこで、ニジマスにおいて、これら
形質細胞の機能に関わる相同遺伝子を探索した。 
 
(4) ニジマス形質細胞における遺伝子発現解析 
(1)の実験の結果から IgM+/IgD+および IgM+/IgD− B 細胞についてソーティングを行い、これら

細胞集団について、細胞の形態と遺伝子発現解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ニジマス IgM+ B 細胞には IgM+/IgD+および IgM+/IgD− B 細胞が存在する 
 ニジマスの IgM および IgD を二重染色する方法を確立し、白血球中におけるこれら細胞表面



BCR の発現を精査したところ、IgM+/IgD+および IgM+/IgD- B 細胞の同定に成功した。これら B 細
胞の細胞径を確認したところ、IgM+/IgD- B 細胞は通常のリンパ球および IgM+/IgD+ B 細胞より大
型であることから形質細胞であることが示唆された。また、これら 2つの B細胞集団の小胞体の
発現量を検討したところ、IgM+/IgD- B 細胞の小胞体量は IgM+/IgD+ B 細胞よりも高度であること
が明らかになった。 
 
(2) IgM+/IgD− B 細胞は細胞内 IgM を高度に発現している 
 哺乳類の形質細胞は、分泌型の抗体タンパク質を多量に保持し、その合成のための小胞体も多
く有していることが知られている。そこで、(1)で同定した 2つの B細胞集団を固定・透過処理
した後に、細胞内 IgM および小胞体の発現量を確認したところ、IgM+/IgD- B 細胞は細胞内 IgM お
よび小胞体を IgM+/IgD+ B 細胞よりも高度に発現していた。 
 
(3) ニジマス Blimp1 遺伝子は 2種類存在する 
ニジマスのゲノムデータベースを精査したところ、ニジマスには Blimp1 遺伝子（Blimp1-a, 

Blimp1-b）が 2 つ存在することが分かった。これら 2 つの Blimp1 遺伝子の cDNA クローニング
を行ったところ、Blimp1-a および Blimp1-b の ORF はそれぞれ 2502bp と 2469bp からなり、833
残基および 822 残基のアミノ酸配列をコードしていることが分かった。両遺伝子とも、Blimp1
に特徴的なドメインを有し、哺乳類の Blimp1 の相同遺伝子であることが確かめられた。また、
ニジマス CD138 遺伝子の ORF は、576 塩基からなり、191 残基のアミノ酸配列をコードしていた。 
 

(4) ニジマス IgM+/IgD- B 細胞は形態および遺伝子発現から形質細胞様の特徴を有している 
これまでの結果から、IgM+/IgD- B 細胞は細胞径の大きさおよび高度な小胞体の発現量から形

質細胞であることが示唆されていることから、この細胞集団についてセルソーターを用いて分
離を行い、細胞の形態および遺伝子発現について解析した。IgM+/IgD+ B 細胞は細胞質が少なく
球形のリンパ球の形態をしているのに対して、IgM+/IgD- B 細胞は核が偏在し、大きな細胞質を
持っていた。また、遺伝子発現解析を行ったところ、IgM+/IgD+ B 細胞と比べて、IgM+/IgD- B 細
胞において形質細胞のマーカーである Blimp1（Blimp1-a および Blimp1-b）が高度に発現してい
る一方で、ナイーブ B細胞で発現する PAX5 の発現量は弱かった。また、IgM+/IgD- B 細胞は分泌
型 ighµ遺伝子も強く発現していた。 
 
以上から、IgM+/IgD- B 細胞は、主に形質細胞から構成されていることが強く示唆された。つま

り、形質細胞のマーカー分子が見つかっていない魚類においても IgM および IgD の発現を確認
することで形質細胞の同定・分離が可能になった。今後、この情報を活かして、ワクチン投与後
の形質細胞の割合や抗原特異的抗体の産生能などの評価が可能となり、より詳細な形質細胞の
特性の解明につながるとともに、魚類特有の抗体である IgT を産生する形質細胞の同定にも応
用できることが期待される。 
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