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研究成果の概要（和文）：本研究では、魚類ラブドウイルス(CHNV)に対するDNAワクチンを接種したクローンギ
ンブナの免疫応答を解析した。具体的には、DNAワクチン接種したギンブナの白血球をnaiveなギンブナに移植し
たのちCHNVで攻撃して受動免疫効果を評価した。次いで、CHNV感染させたギンブナ培養細胞とDNAワクチン接種
ギンブナの白血球を共培養した際の遺伝子発現変動を網羅的に解析した。一連の解析から、CHNVに対するDNAワ
クチンの効果発揮には、CD8+T細胞ではなく、それ以外の白血球（CD8－白血球）の役割が重要である可能性が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：　The immune response of clonal crucian carp inoculated with a DNA vaccine 
against fish rhabdovirus (CHNV) was analyzed in this study. Specifically, leukocytes from 
DNA-vaccinated crucian carp were transplanted into the naive fish and then challenged with CHNV to 
evaluate the passive immune effect. Furthermore, gene expression was comprehensively analyzed when 
leukocytes from DNA-vaccinated crucian carp were co-cultured with CHNV-infected cultured cells 
established from the crucian carp. A series of analyses indicated that the role of leukocytes other 
than CD8+ T cells may be important in exerting the protective efficacy of the vaccine.

研究分野：魚病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
魚類用のDNAワクチン開発を加速させるためには、DNAワクチン有効性発揮のメカニズム解明が重要である。本研
究では、個体間で細胞移植が可能なクローンギンブナを利用し、DNAワクチンの効果発揮にはCD8－白血球（CD8+
T細胞以外の細胞）の働きが重要であることを示した。これまでDNAワクチンの効果には感染細胞を傷害するCD8+
T細胞の活性化が重要だと考えられてきたため、今回得られた知見は魚類のDNAワクチン研究を新たな視点に導く
きっかけになりえる。今後、CD8－白血球活性化の指標を利用することで、効果の高いDNAワクチンのスクリーニ
ングなど、開発の効率化につながることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
DNA ワクチンは優れた免疫誘導能を発揮することから、不活化ワクチンでは防除できないウ
イルス感染症等への応用が期待されている。魚類の DNA ワクチンに関する研究からは、接種後に
細胞性免疫に関わる遺伝子が発現変動することや、特定の T細胞サブセットが増殖すること、ま
た、特異的または非特異的に感染細胞を傷害する白血球が出現することが報告されていた。しか
し、これらはいずれも断片的な情報であり、どのような免疫学的因子が有効性発揮に関わるのか
は詳細に解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 
白血球の移植実験が可能なクローンギンブナで DNA ワクチンの試験モデルを確立した上で、
DNA ワクチンを接種したクローンギンブナから CD8+T 細胞などの白血球を分画する。これらの細
胞の移植による受動免疫試験や、ウイルス感染細胞との共培養試験を行い、細胞レベルや遺伝子
発現レベルから DNA ワクチン有効性発揮メカニズムを解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) Carp Haematopoietic Necrosis Virus（CHNV）に対する DNA ワクチンの準備 
CHNV を感染させた Carassius Fin from lake Suwa（CFS）細胞とその培養上清から、ショ糖
不連続密度勾配を使った超遠心分離により CHNV 粒子を精製した。精製ウイルス粒子から RNA を
抽出し cDNA を合成したのち、全ゲノム配列を決定した。CHNV ゲノム中のグリコ（G）タンパク
質遺伝子およびヌクレオカプシド（N）タンパク質遺伝子を別々に遺伝子発現ベクター
（pcDNA6/V5-His）に挿入し、順に pcDNA6-CHNVg および pcDNA6-CHNVn を作製した。作製したベ
クターを CFS 細胞に導入し、ウエスタンブロットにより目的タンパク質の産生を確認した。 
 DNA ワクチンの有効性を確認する目的で、クローンギンブナ（OB1 系統）1 尾あたり 5μg の
pcDNA6-CHNVg または pcDNA6-CHNVn を筋肉注射したワクチン接種区を用意した。対照区には同量
の空ベクター(pcDNA6/V5-HisA)または PBS を筋肉注射した。接種後に 35 日間の免疫期間を設け
たのち腹腔内注射で CHNV（8.0×106 TCID50/fish）を接種し累積死亡率を求めた。さらに、死
亡魚と生残魚の体腎中ウイルス量を定量的逆転写 PCR で評価した。 
 
(2) DNA ワクチン接種魚血清の CHNV 中和活性測定 
 充分に免疫が賦与されるように、2週間から 3週間のインターバルで合計 4回 DNA ワクチンを
接種したクローンギンブナ（OB1 系統）を用意した。最終免疫の 2週間後に各区 5尾の尾静脈か
ら末梢血を採取し血清を得た。10 倍に希釈した血清 100μL と 4×103 TCID50の CHNV を混合し
25℃で 2 時間静置しのち、培養プレート中でコンフルエントになった CFS 細胞に接種した。48
時間後に形成されたプラーク数を肉眼で計数し CHNV 中和活性を評価した。並行して、各ワクチ
ン接種魚血清の特異抗体価の上昇を確認する目的で、精製 CHNV ウイルス粒子を固相化抗原とし
た酵素結合免疫吸着測定法（ELISA）でも抗体価測定を行った。 
 
(3) 白血球移植による受動免疫試験 
 (2)で使用した DNA ワクチン接種ギンブナから腎臓を摘出し、培地と共にナイロンメッシュに
通すことで細胞を分散した。1.07 g/mL 比重のパーコールにこの細胞分散液を重層し低速遠心
（860 ×g、30 分）で白血球を分離した。分離した白血球を抗ギンブナ CD8 モノクローナル抗
体で標識し、磁気活性化セルソーティング（MACS）で CD8+T 細胞とその他の白血球（CD8−白血
球）に分画した。次いで、4ヶ月齢の naïveなクローンギンブナ腹腔内に、分画前の全白血球
を 1.5×106 cells/fish、CD8+T 細胞を 1.0×105 cells/fish、または CD8−白血球を 1.5×106 
cells/fish の条件で移植した。移植の 24 時間後に CHNV（8.0×105 TCID50/fish）を腹腔内に
接種し累積死亡率を求めた。 
 
(4) 白血球とウイルス感染細胞の共培養試験 
 (2)と同じ方法で S3N 系統のクローンギンブナに DNA ワクチンを接種した。次いで、(3)と同様
に MACS で CD8+T 細胞とその他の白血球（CD8−白血球）を分画し、エフェクター細胞とした。他方
で、96 ウェル培養プレート中で CHNV を感染させた CFS 細胞をターゲット細胞として用意した。
次いで、エフェクー細胞数 : ターゲット細胞数 = 50 : 1 の比率で混合したのち 6時間共培養
した。共培養した細胞から微量 RNA 抽出用カラムで全 RNA を抽出し、SMART-Seq v4 Ultra Low 
Input RNA キットを用いてライブラリーを調製したのち、NovaSeq システムを利用して 150bp ペ
アエンド RNA シーケンスを行った。得られたリードをキンギョのゲノムデータ（GCA_003368295.1）
にマッピングし、各々の遺伝子の発現量を Transcripts Per Million（TPM）として求めた。次
いで、空ベクター接種区の白血球の共培養と比較してワクチン接種区の白血球の共培養では何
倍の遺伝子発現変動（Fold change）が生じたかを TPM の比から求め、Fold change >|2|かつ FDR 
< 0.05 の範囲で変動した遺伝子を Differentially Expressed Genes（DEGs）と判断した。最後
に、得られた DEGs に関して Gene Ontology（GO）エンリッチメント解析を行った。 



 
４．研究成果 
(1) CHNV に対する DNA ワクチン作製 
 CHNV のゲノムはマイナス鎖の 1 本差鎖 RNA で全長 11,106 bp だった。3'側から順に N、フォ
スフォ（P）、マトリックス(M)、G および RNA ポリメラーゼ（L）タンパク質の遺伝子をコードし
ていた。分子系統解析からラブドウイルス科の Grass carp rhabdovirus (GCRV) に近縁である
ことが明らかになった。作製した pcDNA6-CHNVg または pcDNA6-CHNVn を導入した CFS 細胞のウ
エスタンブロット解析からは、順に G タンパク質または N タンパク質に等しい分子量のタンパ
ク質が検出された。DNA ワクチン有効性試験の累積死亡率は、pcDNA6-CHNVg 接種区、pcDNA6-CHNVn
接種区、空ベクター区および PBS 区の順に、0%、16.7%、33.3%および 16.7%だった。定量的逆転
写 PCR で腎臓中の P タンパク質遺伝子の RNA コピー数を測定したところ、死亡魚には各区間で
違いが認められなかったが、生残魚では pcDNA6-CHNVg 接種区のみが有意に低かった（Tukey-
Kramer 法、p < 0.05）。これらのことから、pcDNA6-CHNVg には CHNV 感染を防除する効果がある
ことがわかった。クローンギンブナを使った DNA ワクチン試験が実施できるようになった。 
 
(2) DNA ワクチン接種魚血清の CHNV 中和活性測定 
 血清と反応させた CHNV を CFS 細胞に接種した際に出現したプラーク数（図 1）の平均は、
pcDNA6-CHNVg 接種区、pcDNA6-CHNVn 接種区、および空ベクター区の順に、0.8、56.2、および
62.6 個だった。形成されたプラーク数は pcDNA6-CHNVg 接種区のみで優位（Tukey-Kramer 法、p 
< 0.01）に低く、DNA ワクチンとして接種した Gタンパク質遺伝子は中和抗体を誘導するが、N
タンパク質遺伝子は誘導しないことがわかった。一方、ELISA による特異抗体検出の結果、
pcDNA6-CHNVg 接種区では空ベクター接種区と比較して有意差が得られない程度の抗体価上昇だ
ったが、pcDNA6-CHNVn 接種区では有意な抗体価上昇が認められた。すなわち、pcDNA6-CHNVn 接
種区で CHNV の N タンパク質に対する特異抗体が産生されていなかったわけではないことが示さ
れた。これらの結果から、CHNV の G タンパク質は感染防御抗原であり、pcDNA6-CHNVg 接種ギン
ブナ体内で産生された抗 Gタンパク質抗体が体液中の CHNV を中和し感染防御の一端を成すこと
が示唆された。 

図 1. 各ワクチン接種区の魚の血清と CHNV を混合したものを 
CFS 細胞に接種したのち 48 時間後に形成されたプラーク 

 
(3) 白血球移植による受動免疫試験 
 各ワクチン接種区の試験魚から用意した分画前の全白血球、CD8+T 細胞、または CD8−白血球
を移植した naïveクローンギンブナ（各区 n = 9〜10）を、CHNV で攻撃した際の累積死亡率を
図 2に示した。移植した細胞の違いによって有意（Log-rank test, p < 0.01）に累積死亡率が
変化したのは pcDNA6-CHNVg 接種区のみであり、CD8+T 細胞を移植した場合と比較して全白血球
もしくは CD8-白血球を移植した場合に顕著な累積死亡率の低下が観察された。この結果は、
CHNV の DNA ワクチン有効性発揮には、Gタンパク質遺伝子で免疫した魚の CD8-白血球の役割が
重要であることを示唆する。哺乳類では CD8+T 細胞が DNA ワクチン有効性発揮に重要だと考え
られているが、ギンブナでこれを支持しない実験結果が得られたことは非常に興味深く、CD8-

白血球に含まれる種々の白血球サブセットの役割には興味が持たれる。 

図 2. 各ワクチン接種区の試験魚から分画した白血球を移植した
naïveクローンギンブナの CHNV 攻撃後の累積死亡率 

空ベクター接種魚血清 pcDNA6-CHNVn接種魚血清 pcDNA6-CHNVg接種魚血清



 
 
(4) 白血球とウイルス感染細胞の共培養試験 
各ワクチン接種区の CD8+T 細胞または CD8−白血球をエフェクター細胞としてターゲット細胞
と共培養した場合、DEGs として判定された遺伝子は全体で約 1,700 種類あった。興味深いこと
に、そのうちの 98%が pcDNA6-CHNVg 接種区 CD8−白血球の共培養において特徴的な DEGs だった。
これらの DEGs のうち、発現上昇していたも
のに関して GO エンリッチメント解析を実施
した結果、主としてタンパク質の生合成やプ
ロセッシングに関わる「Ribosome」と
「Proteasome」、免疫応答の「Toll-like 
receptor signaling」、「NOD-like receptor 
signaling 」、「 Cytosolic DNA-sensing 
pathway」および「RIG-I-like receptor 
signaling」パスウェイに関わる遺伝子が多
く含まれていた（図３）。すなわち、pcDNA6-
CHNVg で免疫したCD8−白血球は何らかの形で
CHNV 感染細胞を認識し、タンパク質産生量の
増大や、パターン認識受容体が関わる免疫応
答を起こすと考えられた。パターン認識受容
体が感染 CHNV を認識し、抗ウイルス活性を
向上させることで「semi-specific な感染防
除」[1]が誘導されている可能性に注目して今
後解析を進める必要がある。 
CHNV 感染耐過クローンギンブナを使った先行研究から、単球や NK 様細胞がウイルス感染に
対する細胞性免疫に重要であることが示されている[2]。アメリカナマズにおいても、CD4+/CD8-ま
たは CD4-/CD8-白血球がウイルス感染細胞を傷害することが報告されている[3]。本研究に使用し
たギンブナの CD8−白血球にも単球、NK 様細胞や CD4+細胞が含まれていることから、これらの先
行研究における観察との間に矛盾は生じない。ただし、本研究では受動免疫試験の際に中和抗体
を産生する B 細胞も同時に移植されたため、移植後にレシピエント体内で産生された中和抗体
がどの程度感染防御に寄与したかを今後評価しなければならない。いずれにせよ、CHNV に対す
る DNA ワクチン有効性の発揮には、Gタンパク質遺伝子で免疫された CD8+T 細胞以外の白血球の
働きが重要であることが本研究から示唆された。 
 
研究成果の要約 
1) 個体間で白血球の移植が可能なクローンギンブナを使って DNA ワクチン試験が実施できる
ようになった。 
2) CHNVのGタンパク質遺伝子をDNAワクチンとして接種した場合にのみ中和抗体が産生され
ることを示した。 
3) CHNV の G タンパク質遺伝子で免疫したギンブナの CD8-白血球を移植すれば受動免疫が成
立することを示した。 
4) CHNV 感染細胞を認識し強力に応答することができるのは、Gタンパク質遺伝子で免疫した
CD8-白血球のみであることを示した。 
 
研究成果の展望と産業応用 
CD8-白血球の共培養試験から見つかった DEGs はワクチン有効性と連動していることから、感
染防御抗原遺伝子のスクリーニングや試作 DNA ワクチンの有効性指標としての利用が期待で
き、魚類 DNA ワクチン開発の効率化に資する可能性がある。 
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