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研究成果の概要（和文）： 

モノクローナル抗体を用い、ギンブナにおける T 細胞サブセットの分布およびヘルパーT細胞
の特性を明らかにした。細胞障害性 T細胞の細胞傷害機構および抗原刺激に伴う T 細胞の分化・
成熟機構を明らかにした。細胞内寄生細菌に対する感染防御において細胞性免疫が主要な役割
を果たしていること、ならびにサイトカインによる細胞性免疫の誘導のための基盤技術を開発
した。ヒラメやブリにおける細胞性免疫研究手法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In this project, we showed a)tissue distribution of T cell subset, and the characteristics 

of CD4+ helper T cells using monoclonal antibodies in ginbuna, b)killing mechanisms and 

differentiation and activation of CD8+ cytotoxic T lymphocyte, c)primary importance of 

cell-mediated immunity in the defense against cell-associate bacteria, d)establishment 

of basic tools for the induction of Th1 response in fish, e) identification of immune 

genes and analysis of immune mechanisms in rainbow trout, flounder and yellowtail which 

enable the studies on cell-mediated immunity in important fishes in aquaculture. 
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１．研究開始当初の背景 
コイヘルペスウイルス病を初め多くのウ

イルス性疾病が養殖魚や天然魚に蔓延し、我
が国の水産増養殖に甚大な被害をもたらし

ている。また、我が国において水産用ワクチ
ンが急速に普及し、販売高が抗菌剤を上回る
ようになっており、ブリ養殖において最も被
害の大きかったレンサ球菌症の発生が激減
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している。しかし、ノカルディア症などの抗
酸菌症の発生が増加しており、ウイルス病と
同様に薬剤による治療が難しいことから、ワ
クチン等を用いた予防が期待されている。 
エドワジェラ症、類結節症、ノカルディア症
などの原因菌は細胞内寄生性細菌と考えら
れているが、ウイルス病や細胞内寄生性細菌
など細胞内に潜む病原体に対する感染防御
には、液性免疫よりも細胞障害性 T 細胞が主
役を演じる細胞性免疫が重要な役割を果た
していることが哺乳類において示されてい
る。しかし、魚類においては細胞性免疫の研
究が遅れており、現在魚類におけるワクチン
開発において、感染防御機構が不明のまま試
行錯誤的にワクチン開発が進められている
のが現状である。 
一方、研究代表者らは、クローンギンブナ

を用いて魚類の細胞性免疫の研究において、
in vivo 及び in vitro におけるアロ抗原ある
いはウイルス抗原特異的細胞障害試験法を
確立し、ウイルスに対する感染防御に細胞性
免疫が主要な役割を果たすことを証明する
など世界に先駆けた研究を進めている。また、
ギンブナにおいて多くの免疫関連遺伝子を
単離し、さらに、最近医学分野で開発された
細胞表面抗原に対する抗体作製に有効なラ
ットフットパッド法を用いて、CD4 及び CD8
に対するモノクローナル抗体(mAb)の作製に
成功し、CD4 陽性のヘルパーT細胞および CD8
陽性の細胞障害性 T細胞の同定・分離を可能
にし、T 細胞サブセットのレベルで免疫応答
が解析できるようになっている。 
最近、研究分担者の荒木は、ギンブナがエ

ドワジェラ菌に感受性を示し、他魚種と同様
な症状を示す予備的知見を得ており、ギンブ
ナをモデルとして、細胞内寄生性細菌に対す
る細胞性免疫応答を詳細に解析することが
可能となっている。また、我々のグループで
は、これまで2種類報告されてきた魚類のCD4
分子に新たな分子が存在することを明らか
にしており、魚類におけるヘルパーT 細胞の
分化が比較免疫学的にも興味深い対象とな
っている。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまで魚類においてもアロ抗原

あるいはウイルス抗原特異的細胞障害に関
与する細胞が哺乳類の細胞障害性 T 細胞
（CTL）に相当することを機能面から徹底的
に明らかにしてきたが、適当な細胞表面マー
カーがないため細胞の同定が出来なかった。
しかし、ギンブナにおいてもリンパ球表面抗
原遺伝子やサイトカイン、転写因子遺伝子を
単離するとともに、T 細胞サブセットの同
定・分離のための mAb の作製に成功した。 
そこで本研究においては、ウイルス性及び

細菌性疾病の診断・予防法を開発するために、

これらの mAb を用いて CD4 陽性のヘルパーT
細胞及び CD8 陽性の細胞障害性 T 細胞の同
定・分離をおこない、T 細胞サブセットの分
化、成熟及び活性化機構を解明するとともに、
ギンブナを感染モデルとしてウイルスや細
胞内寄生細菌に対する T細胞機能を解明する
ことを目的とする。また、ギンブナで開発・
確立した手法を他魚種へ応用し、魚類免疫学
全体の発展を目指す。 
 
３．研究の方法 
ギンブナにおいて、T細胞の表面マーカー

及び分化・活性化に関連したサイトカインや
転写因子遺伝子が単離されており、CD4 及び
CD8 に対するモノクローナル抗体（mAb）があ
る。そこで、CD4 及び CD8 に対する mAb を用
いて組織や器官における T細胞サブセットの
分布解析を行うとともに、マグネチック・セ
ルソーティング(MACS)やセルソーターを用
いて T細胞サブセットを分取し、アロ抗原刺
激やウイルス感染後の宿主の T細胞サブセッ
トにおける遺伝子発現を解析し、ヘルパーT
細胞や細胞障害性 T細胞の分化・成熟機構を
解明する。また、T 細胞全般を認識する抗体
作製のために新規 T細胞関連遺伝子の単離及
び抗体作製を試みる。さらに、ウイルス感染
における細胞障害性 T細胞の役割解明並びに
細胞内寄生細菌に対する細胞性免疫の関与
について解明する。ギンブナにおいて開発・
確立した手法をブリやヒラメなどの産業上
有用な魚種に応用し、これらの成果を広範囲
の疾病や魚種に拡大・発展させる展望を探る。 
 
３年間の研究期間全体を通して以下の課題
について検討した。 
(1)生体における T 細胞サブセットの分布解

析 
(2)ヘルパーT細胞の特性及び分化機構の解

明 
(3)細胞障害性 T細胞の細胞傷害機構の解明 
(4)新規 T細胞関連遺伝子の単離及び抗体作

製 
(5)抗原刺激に伴う T細胞の分化・成熟機構

の解明 
(6)細胞内寄生細菌に対する細胞性免疫の関

与解明 
(7)サイトカインによる細胞性免疫の誘導 
 
４．研究成果 
(1)研究の主な成果 
①魚類の T細胞の分化・成熟機構を探るため、
CD4, CD8, CD4/CD8 ダブルポジチーブ T 細胞
の各器官における分布を明らかにした。
CD4/CD8 ダブルポジチーブ T 細胞は、１～4
ヶ月令の幼魚の胸腺に出現し、加齢に伴い増
加することが明らかとなった。 
②魚類 CD4 陽性 T細胞の機能について、アロ



 

 

抗原やタンパク抗原に対する特異的増殖応
答性を明らかにし、ヘルパーT 細胞としての
特性を魚類で初めて証明した。 
③魚類キラーT 細胞の細胞傷害機構は哺乳類
と同様にパーフォリン/グランザイムを介し
ていることを証明した。キラーT 細胞による
細胞傷害活性がグランザイムの活性と一致
することを示し、グランザイム活性の簡便な
測定法を開発した。今後、魚類ワクチンの有
効性評価法への応用が期待される。 
④ ギンブナより CD3ε遺伝子を単離し組換
え体及び抗体を作製し特性を解明した。本抗
体は、CD4, CD8 陽性 T細胞と異なるリンパ球
を認識することが明らかとなり、今後の T細
胞機能の解明に有用であることが判明した。 
⑤ 移植片対宿主反応(GVHR)や鱗移植片拒絶
に伴う CD4 及び CD8 陽性 T細胞の動態解析や
IFNγ産生能について解析し、アロ抗原刺激
に伴う T細胞サブセットの分化及び活性化を
明らかにした。 
⑥ ギンブナのエドワジェラ菌に対する感染
防御において、抗体は誘導されず IFNγ、パ
ーフォリンおよびマクロファージの窒素酸
化物（NO）産生が有意に高まったことから、
細胞内寄生細菌に対する感染防御において
液性免疫よりも細胞性免疫が関与している
ことを明らかにした。 
⑦ 3種類のギンブナ IFNγ遺伝子の組換え体
の作製に成功し、IFNγによる Th1 細胞の誘
導及びキラーT 細胞の分化・活性化機構解明
に道を開いた。また、魚類には哺乳類と相同
な IFNγに加えて魚類特有の IFNγ遺伝子
（IFNγrel）が存在し、ギンブナにおいては
構造的に異なる 2 種類の IFNγrel（IFNγ
rel-1, IFNγrel -2）が存在することを明ら
かにした。 
⑧ IFNγ2 の in vivo への接種は、細胞内寄
生性細菌 Edwardsiella tarda 感染に対する
抵抗性を誘発することが明らかとなった。今
後、ワクチンアジュバンドとしての利用や組
換え IFNγの抗ウィルス薬および抗細菌薬と
しての活用が期待される。 
⑨ IL-12 を用いた Th1 応答の誘導：細胞性免
疫に関わる Th1 型ヘルパーT 細胞の誘導に重
要な役割を果たす IL-12 分子を構成する 2種
類のタンパク IL-12p35, IL-12p40 が会合し
た組換え IL-12 の作製に成功した。 
 
 (2)今後の展望 
① 組換えIL-12及びIFNγが作製されたこと
から、これらを用いて CD4 陽性細胞に添加し
Th1 応答(細胞性免疫)の誘導及び CTL の活性
化促進による細胞性免疫の誘導・活性化が期
待される。 
②IFNγrelが哺乳類とは異なる IFNγレセプ
ターに結合し、異なるシグナル伝達を示唆す
る結果を得た。これは脊椎動物における新規

な IFN の発見に繋がるものであり、今後の研
究の発展が期待される。 
③ 組換え IFNγの投与により細胞内寄生性
細菌に対する感染防御が向上することを示
したが、組換え IFNγを用いたウイルス疾病
に対する予防法の開発も期待される。また、
IFNγの血中濃度を指標として、細胞性免疫
を誘導する免疫増強剤の評価及び新規増強
剤の探索の展望が出てきた。さらに、IFNγ
をワクチンアジュバントとした有効なワク
チンの開発が期待される。 
④コイの成熟 T細胞を長期間に亘って増殖さ
せる培養系を開発し、1 細胞から単クローン
性に CD4 陽性 T細胞を増殖させることに成功
した。これらのクローン化 CD4 陽性 T細胞を
用いた T細胞の分化や活性化機構の解明がさ
らに進むと考えられる。 
⑤産業上有用なブリより CD4 及び CD8α遺伝
子を単離することに成功するとともに、ヒラ
メにおいてウイルス及び細胞内寄生細菌に
対する感染防御応答を明らかにした。今後、 
ギンブナにおいて開発・確立した細胞性免疫
誘導法を、ヒラメ、ブリなどの産業上有用な
魚種へ応用する展望が開けた。 
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