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研究成果の概要（和文）：ヒラメ造血前駆細胞株を利用した魚類造血機能の解析を目指した。同一系統ヒラメおよびヒ
ラメ孵化仔魚への本細胞株の移植を行い、移植細胞が造血組織である腎臓に生着することを確認した。造血細胞の分化
評価をするために、細胞表面マーカーを識別するモノクローナル抗体を作製した。複数のマーカーを組み合わせて評価
することで、未分化細胞と分化細胞の識別が行えるようになった。移植細胞の分化動態を追跡するために、蛍光発現細
胞株の樹立を試みた。良好な蛍光発現を示す発現ベクターと遺伝子導入法は決定できたが、樹立には至らなかった。病
原体を投与した個体の造血組織では、感作後2日～3日で細胞分裂のタイミングがあることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We aimed to analyze fish hematogenesis function by utilizing a hematopoietic 
precursor cell line established from Japanese flounder. We were successful in transplantation of the 
hematopoietic precursor cells (HPC) into fish with the same genetic lineage and larvae of flounder, 
Transplanted cells were detected in a hematopoietic organ (kidney) of recipient fish. Some monoclonal 
antibodies to cell surface molecules were established for estimation of differentiation in Japanese 
flounder hematopoietic cells. It was possible to recognize immature or mature cells using combinations of 
the antibodies. We tried to establish GFP-expressing HPC in order to track transplanted cells. 
Unfortunately, we could not achieve it but suitable expression vector and gene transfection method was 
found. As a new knowledge, cell division in the hematopoietic organ was induced 2 to 3 days after 
administration of pathogens.

研究分野：魚類免疫学
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１．研究開始当初の背景 
感染防御を担う免疫細胞を作り出し、それらを
適切かつ安定的に供給しているのは造血機能
である。これまでの魚類造血研究は、主に実験
モデル魚種を用いて進められており、胚発生の
時期に見られる造血器官の形成やそれに伴う血
球分化という恒常的な造血機能に着目したもの
であった。一方、病原体の感染時には、その感
染状況に応じて必要とされる免疫細胞を供給す
る、特異的かつ積極的な造血機能が要求される。
しかしながら、そこに着目した研究報告はこれま
でなかった。前線で働く免疫細胞を供給すると
いう点から考えると、造血機能は防御体制を構
築する根幹とも言える。ワクチンは防御体制の構
築を人為的に誘導する手法であるが、特定の病
原体に対して防御効果を誘導できない事例があ
る。もし、適切な防御体制が構築されていないと
するならば、造血機能の働きに注目すべきであ
る。すなわち、感染防御を直接支える積極的な
造血機能の特性に関する研究が必要とされてい
る。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、ヒラメの造血組織から未分化
の特徴を示す造血前駆細胞株（YS-1 HPC）を
樹立した。本細胞の生体内移植技術および追
跡解析技術を開発できれば、感染時に見られる
造血機能の特性を評価することが可能となると
考えた。本研究では、生体内移植技術として、
（1）雌性発生系統ヒラメ（YS-1）および同系統か
ら樹立した YS-1 HPCの同一系統間移植技術、
（2）孵化仔魚への顕微移植技術について検討
した。追跡解析技術として、（3）細胞分化評価の
ための表面マーカーの開発、（4）蛍光発現
YS-1 HPC の作出、（5）病原体感作法について
検討した。 
 
３．研究の方法 
（1） 同一系統間の細胞移植評価 
本研究では、雌性発生により系統化した
ヒラメ（YS-1）家系および本家系のヒラメ腎
臓（造血組織）から樹立した造血前駆細胞
（YS-1 HPC）を使用し、移植細胞に対する
宿主の拒絶反応が起こらないようにデザイ
ンした。細胞標識蛍光試薬（CFSE）で標識
した YS-1 HPC を、YS-1家系ヒラメの尾部
血管内に移植した。移植後 1週間および 2
週間目に移植魚から腎臓を摘出し、腎臓
内における蛍光標識細胞の有無について
FACSによる解析を行った。 

（2） 孵化仔魚への顕微移植評価 
YS-1 ヒラメ家系の一部の親魚が事故に
より死亡したこと、また、新たな親魚により
作出した仔魚の多くが奇形を持ち正常に
発生しないことが問題となった。そのため、
YS-1 家系を活用した移植試験に代わる解
析法について検討する必要が生じた。近
年、生殖細胞を異個体または異種の孵化
仔魚に移植し、移植細胞由来の卵や精子
を発生させる技術が一部の魚類において

成功している。孵化仔魚では免疫が成立し
ていなく、移植細胞を拒絶しないことが本
手法のカギとなっていることから、この技術
を本研究課題にも利用できると考えた。
YS-1 HPC を細胞標識蛍光試薬（PKH26）
で標識後、各発達ステージのヒラメ孵化仔
魚の腎臓内に顕微移植した。移植後、仔
魚を飼育し、移植細胞の動態を観察した。 

（3） 細胞分化評価のための表面マーカーの開
発 
造血細胞の分化状態を評価するために、
各種造血系細胞の表面分子に対するマウ
スモノクローナル抗体を作製した。抗原に
は、胸腺細胞または組換えヒラメ IL-8により
走化誘導させた好中球を用い、BALB/c マ
ウスフットパッドに接種した。免疫マウスの
膝下リンパ節から得た細胞のハイブリドー
マを作製し、培養上清中に分泌された抗
体のヒラメ白血球に対する反応性を調べ、
有用ハイブリドーマをスクリーニングした。
選択されたハイブリドーマを大量培養し、
培養上清を回収した。 

（4） 恒常的に GFPを発現する YS-1 HPCの作
出 
移植細胞の追跡を可能にするために、
緑色蛍光タンパク（GFP）を恒常的に発現
するYS-1 HPCが必要である。本研究では、
①YS-1 HPC において高い遺伝子発現を
誘導するプロモーターについて、②YS-1 
HPC への遺伝子導入法について、検討し
た。解析対象としたプロモーターは、YS-1 
HPC で高発現している 4 種類の遺伝子
（CCL4、TLR2、PU-1、EF1α）プロモータ
ーおよび 2 種類の汎用プロモーター
（CMV、CAG）とした。CCL4、TLR2、PU-1
および EF1αのプロモーター領域は、
Vectorette PCR 法によりクローニングした。
各プロモーター領域－eGFP－各3’UTRを
連結させ、プラスミド（pCRⅡ）に組み込み、
発現ベクターを構築した。CMVプロモータ
ーについては、pcDNA4（CMV 制御発現
ベクター）に eGFP を組み込ませた発現ベ
クターを構築し、CAG プロモーターについ
ては、pCAG-GFPを addgeneより購入した。
YS-1 HPC への遺伝子導入法について、
市販の遺伝子導入試薬数種類およびエレ
クトロポーレーション法 2 装置を比較した。
導入試薬については、添付のマニュアル
に従い、エレクトロポーレーションについて
は、複数の条件を設定し、実施した。 

（5） 病原体の感作が誘導する造血組織（腎臓）
における細胞増殖 
病原体の感作による造血組織での細胞
増殖について検討した。ホルマリン不活化
Edwardsiella tarda（0.5mg湿重量）を約 8ｇ
のヒラメ腹腔内に接種し、その 2日後（1回
目）および3日後（2回目）にチミジンアナロ
グである BrdU（0.5mg）を同一ヒラメ腹腔内
に投与した。BrdU 2 回目投与翌日に、腎
臓中の白血球を回収した。細胞分裂により



ゲノム内に BrdU を取り込んだ白血球は、
抗 BrdU抗体による免疫染色および FACS
により検出した。 

 
４．研究成果 
（1） 同一系統間の細胞移植評価 
移植 1週間目および 2週間目ともに、移
植魚の腎臓中に移植細胞が存在した。こ
のことから、本家系間の移植では拒絶反応
が起こらないことを確認した。また、予備試
験ではあるが、移植細胞が移植 2 ヵ月後に
も腎臓中で確認されたことから、長期にわ
たり移植細胞が造血組織内で維持されるこ
とを明らかにした。 

（2） 孵化仔魚への顕微移植評価 
発達ステージ G～H の変態後期に、腎
臓内への顕微注入が安定して可能である
ことを確認した。本手法により移植された細
胞は、移植 1週間後も腎臓内に認められ、
拒絶反応が生じていないことを示した。こ
のことから、本手法は、YS-1 家系を活用し
た解析に代わる、今後のヒラメ造血細胞分
化の解析に有用であることが確認できた。 

（3） 細胞分化評価のための表面マーカーの開
発 
分化した白血球を評価する 5 種類の抗
体を選抜した（表）。先に樹立した YS-1 
HPC 表面分子（未分化造血細胞マーカー
と推定）に対する抗体（#4-3）と合わせて使
用することで、移植細胞の分化状態を評価
できるようになった。 

表. 各モノクローナル抗体の各種白血球に対する反応性 

 
 
 
 
 
 
 

*抗ヒラメ IgM抗体（Matsuyama et al., 2009） 

（4） 恒常的に GFPを発現する YS-1 HPCの作
出 
各遺伝子（CCL4、TLR2、PU-1、EF1α）
の上流領域（2kb～5kb）をクローニングし、
発現ベクターを構築したが、EF1αプロモ
ーター以外、明瞭な蛍光発現は認められ
なかった。EF1αプロモーターは汎用CMV
プロモーターとは同等の活性を示したが、
汎用 CAG プロモーターには及ばなかった。
よって、YS-1 HPCにおける GFP発現に適
したプロモーターは CAGであることが結論
された。遺伝子導入法について検討した
結果、試薬では X-treme GENE HP（ロッシ
ュ）が、エレクトロポーレーションでは
NEPA21（ネッパジーン）が比較的優れてい
た。しかしながら、YS-1 HPCへの遺伝子導
入は他の魚類株化細胞（繊維芽細胞およ
び上皮細胞）に比べ極めて困難であり、導
入効率は 1%に満たなかった。導入できた

細胞は少数であるが、CAG プロモーター
が高発現を示すことから、蛍光発現細胞の
検出は容易に行えた（図）。現時点で、蛍
光発現 YS-1 HPC の増殖には至っていな
いが、NEPA21 を用いたエレクトロポーレー
ションの条件および培養条件をさらに検討
することで、蛍光発現 YS-1 HPCの増殖維
持が可能になるものと期待している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図. GFP発現 YS-1 HPC（CAGプロモーター） 

（5） 病原体の感作が誘導する造血組織（腎臓）
における細胞増殖 

BrdU が標識された白血球を検出するこ
とができた。このことは、不活化 E. tarda 投
与により、腎臓中の白血球の増殖が誘導さ
れていることを示す。細胞分裂のタイミング
は、感作後 2日～3日であることが明らかと
なった。本手法は移植細胞の分化・増殖を
誘導する技術として有効であると考える。 
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