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研究成果の概要（和文）： 
魚類調節性 T 細胞システムのマーカーとなり得る分子群、即ち、LAG-3、MHC class II、
インターロイキン-15 受容体α鎖（IL-15Ra）そしてインターロイキン-2（IL-2）等の分子

に関する解析において大きな進展が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Considerable progress in understanding presumable markers of the fish regulatory T cell 
system was achieved, including LAG-3, MHC class II, interleukin 15 receptor alpha 
(IL-15Rα) and interleukin 2 (IL-2). 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：水産学 · 水産学一般  
キーワード：魚病 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）哺乳動物においては、免疫応答の抑

制的反応は調節性 T 細胞（Treg）によって

介されるが、魚類においてはこれらの細胞

群 に つ い て は ま だ 不 明 で あ る 。

Lymphocyte Activation Gene-3（LAG-3）
タンパク質は、魚類における Treg 候補を

同定し解析するために有用なマーカーであ

ると考えられる。 
（２）Treg を含む T 細胞同士の反応は、抗

原を提示し LAG-3 と結合できる多型性を

示す古典的MHCクラス II分子により担わ

れている。 
（３）本プロジェクトの進行中に、別のグ

ループより、魚類において IL-15Ra が Treg
細胞のマーカーであるとの報告がなされた。
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哺乳類においては、IL-15Ra の遺伝子重複

産物である IL-2Ra（CD25）がその役目を

担っているが、それとは異なる結果である。 
 
２．研究の目的 
 

（１）魚類 Treg とそのマーカーとなり得

る分子の解析 
（２a）クローンギンブナ・モデルシステ

ムにおける MHC 遺伝子の解析 
（２b）古典的及び非古典的 MHC クラス

II 分子に機能的に分化している魚類 MHC
遺伝子に関する総合的な解析 
（３）ニジマス IL-15Ra とそのリガンドの

一つである IL-15L の解析 
 

３．研究の方法 

 

（１）ニジマスとサケにおいて LAG-3 遺

伝子を同定し、様々な組織や細胞群におけ

るその発現を RT-PCR を用いて解析した。

ギンブナやマスのリコンビナント LAG-3
を大腸菌のタンパク質として発現させたが、

残念ながら可溶性のタンパク質とすること

ができず、それ以降の解析が遅れている。

Treg の様な細胞集団の同定に有用と考え

られるコイT細胞系列のクローン化の確立

を続ける予定である。コイとギンブナにお

いて Treg を刺激する IL-2 を同定し、大腸

菌で可溶性のリコンビナントタンパク質を

作成させることに成功した。 
（２a）麻布大学の村上博士より、diploid 
ギンブナ、triploid ギンブナ、ゲンゴロウ

ブナ、ニゴロブナ、キンブナ、金魚など、

多くの個体を入手した。これらの個体を用

い て LAG-3/CD4 関 連 遺 伝 子 で あ る

G6F-like の塩基配列決定を行った。以前の

実験から triploid のクローンギンブナモ

デル系統において３種の異なる G6F-like

遺伝子配列を既に同定しており、今回の実

験から diploid ギンブナが triploid ギンブ

ナの祖先である可能性が高いことが示され

た。そこで MHC クラス I、MHC クラス

IIA 及び MHC クラス IIB の配列を多くの

diploid ギンブナ及びクローンの triploid 
ギンブナ個体を用いて決定し、多型性の解

析を行った。 
（２b）MHC クラス II の進化を明らかに

するために、魚類ゲノム配列データベース

を用いて詳細な解析を行った。多型性を解

明する目的で、いくつかのタイプのクラス

II遺伝子配列に関してサケの多数の個体を

用いて解析を行った。また様々なクラス II
遺伝子の相対的な発現量を比較するために

transcriptome や RT-PCR を用いた解析を

実施した。 
（３）ニジマスの IL-15Ra や IL-15L 遺伝

子に関して、RT-PCR や配列決定の実験を

実施した。リコンビナントの可溶性型

IL-15a や IL-15L を用いて、哺乳動物細胞

への co-transfection を行い、結合を調べ、

FACS で細胞表面出現を解析し、細胞培養

上精の Western blot 解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１a）ニジマスと大西洋サケの LAG-3 が

同定され、特異的に鰓で発現していること

が確認された。鰓はそのサイトカイン発現

に基づくと Treg/Th2 にシフトした免疫環

境を有していると考えられる（文献１及び

２）。 
（１b）コイから T 細胞のクローンを確立

することに成功した（文献３）。そして、ゼ

ブラフィッシュ、コイ、ギンブナを含むコ

イ科魚類より初めて IL-2 遺伝子を同定す

ることに成功した。哺乳類において IL-2
は最も重要な T 細胞増殖因子であり、また

特に Treg 細胞を刺激することが知られて



いるため、現在 T 細胞クローン安定株の産

出に対するコイのリコンビナント IL-2 の

影響を調べている。 
（２a）我々は G6F-like 遺伝子配列（文献

４他）を解析することによって、triploid ギ
ンブナが、以前他の研究者によって他種の

可能性が考えられていたのとは異なり、

diploid ギンブナのみから生じた可能性を

示した。また、diploid ギンブナは、大き

な genetic pool を有しており、そこからニ

ゴロブナ、キンブナ、金魚などの亜種が生

じ、または作成された可能性を示した。ゲ

ンゴロウブナは、亜種ではなく異なる種と

考えられる。diploid ギンブナ個体におい

て多型性を示す MHC クラス I、IIA そして

IIB 遺伝子を見い出したが、これらはクロ

ーンのギンブナ系統のものに相当すること

を明らかにした。 
（２b）魚類 MHC クラス II を詳細に解析

した結果、これまで未知だった古い起源を

持つ遺伝子系統を明らかにした。これは他

の魚類クラス II とは異なり、その遺伝子は

原始的な MHC 領域に留まったままであっ

た。また哺乳動物と同様に、魚類において

も非古典的クラス II 分子は低レベルで発

現し、高い多型性を示さず、ペプチド結合

や CD4 結合モチーフを有していないこと

を明らかにした（Dijkstra 他、準備中）。 
（３）IL-15Ra は魚類における Treg のマ

ーカーとして有望であるが、その遺伝子及

びリガンドとして考えられる IL-15L の遺

伝子をニジマスより同定し増幅することが

で き た 。 膜 結 合 型 の IL-15Ra と

co-transfection した時のみ、IL-15L は細

胞表面に検出でき、また可溶性の IL-15a
と co-transfection した時のみ、細胞培養上

精に IL-15L を見い出すことができた。従

って、IL-15Ra は IL-15L に結合し、チャ

ペロンとして、または哺乳類の IL-15Ra と

IL-15 の場合に知られている様にサイトカ

インのヘテロダイマーの構成成分として必

要 と さ れ る こ と を 示 す 結 果 を 得 た

（Dijkstra 他、準備中）。 
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