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研究成果の概要（和文）：二つのⅠ-IFN 遺伝子（CL1、CL2）をクローニングした。コイの I-IFN
遺伝子は 183～186 個のアミノ酸残基から構成されていることが確認された。二つのアイソフォ
ームの I-IFN 遺伝子の相同性は 75.2%を示した。免疫賦活剤の刺激により、I-IFN 遺伝子(CL2)
の発現量が増加していることが確認された。Ⅰ-IFN 誘導物質の発現動態は、免疫賦活剤の刺激
では 24 時間後にⅠ-IFN 誘導物質（Mx）の発現量が最大になり、Ⅰ-IFN タンパク質の刺激では、
一時間後に Mx の発現量が最大になり、その後減少が見られた。 
 
研究成果の概要（英文）：The type I interferon (I-IFN) gene has recently been cloned and 
sequenced in the common carp species Cyprinus carpio L. Carp I-IFN cDNA is composed of 
675 base pairs and is translated into a protein of 186 amino acid residues. The carp I-IFN 
encodes a predicted signal peptide of 23 amino acid residues and contains the I-IFN family 
signature His140-Trp158. Analysis of the homology between carp I-IFN and other known I-IFN 
and type II interferon (II-IFN) family members has revealed significant similarities to 
grass carp I-IFN. Phylogenetic analysis demonstrated that carp I-IFN clusters with I-IFN 
in teleosts, away from the other II-IFN family members. In addition, the gene structure 
for carp I-IFN is composed of 5 exons and 4 introns, a composition that is similar to 
that of the teleost I-IFN gene. RT-PCR analysis did not reveal gene expression in 
un-stimulated tissues including intestine, liver, gill, head kidney, muscle, spleen, 
mid-kidney and skin. However, I-IFN expression levels increased following stimulation 
with imiquimod in the head kidney cells. Furthermore, recombinant carp I-IFN protein 
(mature form) produced via the cell-free protein synthesis system stimulated the 
expression of the interferon-inducible Mx gene in the head kidney cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 インターフェロンは、動物体内で病原体

（特にウイルス）や腫瘍細胞などの異物の侵

入に反応して細胞が分泌するタンパク質で

ある。ウイルス増殖の阻止や細胞増殖の抑制、

免疫系および炎症の調節などの働きを示し、

サイトカインの一種に含められる。ほ乳類で

は、インターフェロンは、その機能の違いに

よってタイプ１とタイプ１１に分類されて

いる。タイプ１インターフェロンは、リンパ

球（T細胞、B細胞）、マクロファージ、線維

芽細胞、血管内皮細胞、骨芽細胞など多くの

タイプの細胞で産生され、特に抗ウイルス応

答の重要な要素である。タイプ１インターフ

ェロンはまたマクロファージとNK細胞をと

もに刺激し、腫瘍細胞に対しても直接的に増

殖抑制作用を示すことが知られている。この

インターフェロンは、ヒトにおいて、すでに

医薬品としてＣ型肝炎やいくつかの腫瘍の

治療に用いられている。 

 魚類においてインターフェロンは、抗ウイ

ルス活性を持つタイプ１の遺伝子はAltman

ら(2003)により、マクロファージを活性化す

るタイプ１１の遺伝子は、著者らの研究（参

考文献33）によってクローニングされその存

在が明らかになっている。しかし、その機能

については未だに明らかにされていない。本

研究は、コイを用いてタイプ１インターフェ

ロンの機能を明らかにし、それを用いて疾病

の予防を行うことを目的としている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、期間内に以下の点について明ら

かにする予定である。 

１）コイのタイプ１インターフェロンの遺伝

子をクローニングし、その構造を明らかにす

る。 

２）免疫刺激した魚でのインターフェロンの

遺伝子の発現を明らかにする。 

３）インターフェロンを誘発するTLRをコイで

クローニングを行う。 
 
３．研究の方法 
１）コイインターフェロン遺伝子のクローニ

ング以下の方法で、コイからインターフェロ

ンの遺伝子をクローニングする。 

①ゼブラフィッシュのインターフェロンの遺

伝情報を基にＰＣＲのプライマーを作製す

る。インターフェロンは、通常の状態では極

めて発現量が少なく遺伝子のクローニング

が困難であることが知られている。さらに、

発現期間も短いことが報告されている。従っ

て、まず、コイの腎臓を、インターフェロン

誘導物質であるポリＩＣ、オリゴＣｐＧで刺

激し、その後、計時的にｍＲＮＡを分離し、

これらをすべてミックスして、ｃＤＮＡを合

成する。このｃＤＮＡをインターフェロン遺

伝子のクローニングするための鋳型として

用いる。 

②調整したｃＤＮＡを用いて、インターフェ

ロン遺伝子をＰＣＲ法でクローニングを行

う。ＰＣＲで増幅された断片を、クローニン

グしそのＤＮＡの塩基配列をＤＮＡシーク

エンサーで決定する。 

③この同定した遺伝子断片が、インターフェ

ロンであった場合、全長をクローニングする

ために、５’ および３‘レース法を行い、

全長を決定する。 

２）新しく開発された無細胞系を用いたレコ

ンビナントタンパク質の作製 

  従来のレコンビナントタンパク質作製は、

大腸菌の系が主に用いられてきたが、多く

のレコンビナントタンパク質が、大腸菌内

で封入対を形成するため、その精製が困難

であった。さらに、大腸菌から生産された

レコンビナントタンパク質は、真核生物で



見られるような修飾が起こらないため、本

来のタンパク質に比べると立体構造が異な

る場合が多い。今回用いる小麦胚芽をベー

スにした無細胞系のレコンビナントタンパ

ク質作製システムでは、封入対を作ること

もなく、さらに翻訳後の修飾も行われるの

で、きわめて天然のレコンビナントタンパ

ク質を産生することが可能である。 

  無細胞系システムを用いて、コイインタ

ーフェロンのレコンビナントタンパク質を

作製するための方法を以下に示す。 

 ①コイのインターフェロン遺伝子をヒスチ

ジンタグを持つ発現ベクターに挿入する。 

 ②これを、無細胞系タンパク質発現システ

ムに入れて、タンパク質合成を行う。 

 ③合成されたタンパク質を、ヒスチジンカ

ラムを用いて回収する。 

 ④この合成されたコイレコンビナントイン

ターフェロンの精度をＳＤＳポリアクリル

アミドゲル電気泳動で確認する。 

３）免疫賦活剤投与魚におけるインターフェ

ロン遺伝子の発現解析 

 今回クローニングされたインターフェロン

の機能を解析するために、免疫賦活剤で処

理した腎臓を用いて、インターフェロン遺

伝子の発現動態の解析を行った。免疫賦活

剤としては、LPS,イムキモット、PoyI：Cを

用いて、コイの頭腎細胞に作用させた。そ

の後、ｍRNAを抽出し、判定量法解析を用い

て、インターフェロン遺伝子の発現を調べ

た。 

４）コイTLR７遺伝子のクローニングとその構

造解析 

  TLRは、自然免疫応答に関与する重要なレ

セプターである。特に、インターフェロン

の発現に関与するものとしてTLR７は、重要

であるがコイにおいてはまだクローニング

されていない。そこで本研究では、コイの

TLR７遺伝子を以下の方法でクローニング

を行った。 

①ゼブラフィッシュのTLR７の遺伝情報を基

にＰＣＲのプライマーを作製する。 

②前述した方法で調整したｃＤＮＡを用いて、

TLR７遺伝子をＰＣＲ法でクローニングを行

う。ＰＣＲで増幅された断片を、クローニン

グしそのＤＮＡの塩基配列をＤＮＡシーク

エンサーで決定する。 

③この同定した遺伝子断片が、TLR７であった

場合、全長をクローニングするために、５’ 

および３‘レース法を行い、全長を決定する。 

 

４ 研究成果 

１）コイのタイプ１インターフェロン遺伝子

のクローニング 

 ２つのインターフェロン遺伝子（CL-1、

CL-2）をクローニングすることが出来た。コ

イのインターフェロン遺伝子は、１８３から

１８６個のアミノ酸残基から構成されてい

ることが確認された。コイのインターフェ

ロン遺伝子は、ゼブラフィッシュと６６．

６％、フグとは２１．２％、キャットフィ

ッシュとは３１．５％、ヒトとは１９．３％

の相同性が認められた。CL-1とCL-2の２つ

のインターフェロン遺伝子の相同性は、７

５.５％であった。これらの遺伝子の発現は、

それぞれの組織で通常ではまったく見られ

なかったが、イムキモットの刺激後１時間

目の頭腎細胞で発現が確認され、２４時間

目にピークに達した。 

２）コイインターフェロンのレコンビナント

タンパク質の作成 

 小麦胚芽の系を用いて、分子量 21ｋDa の

Ⅰ-IFN（CL-1）タンパク質を合成することが

出来た。このタンパク質（100ng）をコイの

腎臓の細胞に作用させた結果、１時間後に８

倍の Mx 遺伝子の発現の上昇が観察された。



その後、この Mx 遺伝子の発現は減少し、４

８時間後には平常値に戻った。従って、今回

合成したⅠ-IFN タンパク質は、ほ乳類と同様

な抗ウイルス作用があると考えられた。さら

に、この遺伝子は、腎臓の細胞を CpG による

刺激によって、発現の上昇が観察された。 

３）免疫賦活剤投与によるインターフェロン

遺伝子の発現解析 

 Ⅰ-IFN遺伝子の発現は、LPS処理したコイの

頭腎白血球において有意な増加を観察され

なかった。さらに、Mx遺伝子の増加も確認

されなかった。一方、PolyI：Cもしくはイ

ムキモットで処理をした頭腎白血球は、Ⅰ

-IFN遺伝子の発現を有意に増加させた。そ

の後、これらの白血球からMx遺伝子の発現

の有意な増加も確認された。 

４）コイTLR7遺伝子のクローニングと発現解

析 

 コイのTLR７遺伝子をクローニングした結

果、その遺伝子は1049個のアミノ酸塩基より

構成され、シグナル伝達に必要な種々のモチ

ーフはよく保存されていた。コイのTLR７遺伝

子は、ゼブラフィッシュと89.6％、フグとは

83.4％、ニジマスとは80.6％の相同性を示し

た。本遺伝子の発現はすべての組織で確認さ

れた。 
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