
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７７０１

基盤研究(C)（一般）

2015～2013

魚類の抗酸菌症の感染防御における細胞性免疫の役割解明

Role of cell-mediated immunity in the protection against nocardiosis and 
mycobacteriosis in fish

３０４０９０７３研究者番号：

荒木　亨介（Araki, Kyosuke）

鹿児島大学・農水産獣医学域水産学系・助教

研究期間：

２５４５０３０５

平成 年 月 日現在２８   ６   ５

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：　カンパチのinterleukin (IL)-12およびinterferon (IFN)-γは細胞性免疫に、IL-10は液
性免疫に関与することが示された。特にIL-12については細胞性免疫誘導能および液性免疫抑制能の両方の機能を有し
ており、ノカルジア症に対する感染防御にはIL-12の産生が必須である事が明らかになった。ブリ類のミコバクテリア
症に対する感染防御抗原としてミコバクテリア症原因菌の6 kDa early secretory target (ESAT-6)および10 kDa cult
ure filtrate protein (CFP-10)が有効である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： In this project, we showed 1) interferon-γ and interleukin-12 which are related 
to the cell-mediated immunity, play a crucial role in the protection against Nocardia seriolae infection 
in amberjack, 2) interleukin-10 is related to induction of humoral immune response against Nocardia 
seriolae infection, 3) IL-12 is a promising adjuvant for inactivated vaccine against Nocardiosis in 
amberjack, 4) 6 kDa early secretory target (ESAT-6) and 10 kDa culture filtrate protein (CFP-10) from 
Mycobacterium sp. have a potential for the protective antigen against Mycobacterium sp. infection in 
fish.

研究分野：魚類免疫学
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１．研究開始当初の背景 
近年、養殖ブリ類にノカルジア症やミコバ
クテリア症など細胞内寄生細菌を原因菌と
する感染症が発生して大きな問題になって
いる。これら疾病に対しては早急なワクチン
開発が求められているが、原因細菌に対する
感染防御機構への理解が不十分であること
から、その開発は難航している。 
哺乳類において、細胞内寄生細菌に対する
感染防御には、液性免疫ではなく細胞性免疫
が重要な役割を果たす。一方、研究代表者は、
クローンギンブナを用いて細胞内寄生細菌
であるエドワジエラ症原因菌に対する感染
防御において、細胞性免疫の誘導が重要であ
ることを示してきた。しかしノカルジア症や
ミコバクテリア症に対する感染防御におけ
る細胞性免疫の役割については未だ明らか
にされていない。 
加えて、我が国の水産用ワクチンは不活化
ワクチンのみが承認される状況にあり、細胞
内寄生細菌感染症に対して有効と思われる
細胞性免疫を誘導可能なワクチンの開発は
極めて困難である。そのため、ブリ類におい
て細胞性免疫応答を評価可能な手法を確立
すると共に、細胞性免疫誘導型ワクチン開発
に向けた基礎的知見の集積が急務である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ブリ類養殖において最も問題
となる疾病であるミコバクテリア症および
ノカルジア症について、感染防御における細
胞性免疫の役割を明らかにするとともに、細
胞性免疫誘導型ワクチンの開発を目指すこ
とを目標とした。具体的には以下の点につい
て明らかにすることを目指した。 
 
（１）カンパチの Th1 型サイトカイン
Interleukin (IL)-12 お よび Interferon 
(IFN) gamma の N. seriolae に対する感染防
御における役割の解明 
 
（２）カンパチの Th2 型サイトカイン IL-10
の N. seriolae に対する感染防御における役
割の解明 
 
（３）N.seriolae 感染カンパチにおける結節
形成と細胞性免疫の関連性について 
 
（４）Mycobacterium sp.の細胞性免疫誘導
抗原の解析 
 
（５）ノカルジア症に対する細胞性免疫誘導
型ワクチンの開発   
 
３．研究の方法 
（１）カンパチは 2 種類の IL-12p35 遺伝子
および 3 種類の IL-12p40 遺伝子を有してい
ることから、計 6 種類の IL-12p70 の存在が
考えられた。そこで、これら6種類のIL-12p70
について昆虫細胞を用いて組換え体を作製

して、各アイソフォームの細胞性免疫誘導能
を in vitro で解析した。① 各 IL-12 組換え
体、②N. seriolae 不活化菌体、③各 IL-12
組換え体+N. seriolae不活化菌体を添加した
培養液を用いてカンパチ白血球を培養した。
その後、白血球における IFNgamma, IL-10 遺
伝子の発現を解析した。 
 
（２）カンパチより IFNgamma 遺伝子を単離
して、大腸菌を用いて組換え体を作製した。
In vitro において、カンパチ頭腎白血球に組
換え IFNgamma を添加して培養を行い、24 時
間後および 48 時間後における白血球の
IFNgamma 遺伝子発現を解析した。また、カン
パチ末梢血白血球の組換え IFNgamma 存在下
および非存在下における N.seriolae に対す
る殺菌活性を比較した。 
 
（３）カンパチの IL-10 遺伝子を単離して、
大腸菌を用いて組換え体を作製した。カンパ
チ頭腎白血球を組換えIL-10存在下あるいは
非存在下で培養して、6時間後および 24 時間
後における IFNgamma と TNFalpha の遺伝子発
現を解析した。次に、IL-10 による B 細胞の
増殖効果を調べるため、N. seriolae 生菌と
ともに組換えIL-10をカンパチ腹腔内に接種
した。なお、対照区として N. seriolae のみ
を接種する区も設けた。その後、7 日目およ
び 14 日目に末梢血白血球中の B 細胞の割合
をフローサイトメトリーにより解析した。ま
た、同時に白血球における T-bet および
Gata-3 遺伝子の発現を解析することで
Th1/Th2 バランスの推移についても解析した。 
 
（４）ブリ類のノカルジア症は感染した N. 
seriolae が腎臓や脾臓に結節を形成した後、
潜伏感染期を経て発症に至る疾病である。治
療薬としてスルファモノメトキシンやスル
フィソゾールナトリウムがあるが、外観的に
発症が確認された個体に対しては効果が無
く、簡便な早期診断技術やワクチンの開発が
求められている。そこで、本研究では、ブリ
類のノカルジア症の発症機序を探るため、N. 
seriolae に感染したカンパチにおける結節
形成と免疫関連遺伝子の発現について経時
的に解析を行った。 
 
（５）ブリにおいてミコバクテリア症原因細
菌 Mycobacterium sp.の培養上清(Msp-PPD)
を抗原として in vitro での遅延型過敏応答
試験を利用した細胞性免疫誘導能の評価が
可能であることをこれまでに示してきた。本
研究では、結核菌の PPD 中に分泌される細胞
性免疫誘導抗原として知られている 6 kDa 
early secretory target (ESAT-6)および 10 
kDa culture filtrate protein (CFP-10)に
ついて、Mycobacterium sp.より遺伝子を単
離した。その後、これらの遺伝子を pcDNA3.1
ベクターに組み込み、ギンブナに接種した。
その 1日後および 3日後に脾臓を摘出して組



織内の IFNgamma 遺伝子の発現を調べた。 
 
（６）カンパチの 6種類の組換え IL-12 を混
合したものをアジュバントとして N. 
seriolae 不活化菌体に添加したワクチンを
カンパチに接種してその後の IFNgamma, 
IL-10, T-bet, Gata-3 遺伝子の発現を解析す
るとともに凝集抗体価の推移についても調
べた。なお、対照区として PBS 接種区および
N. seriolae 不活化菌体のみを接種した区を
設定した。次にに N. seriolae 生菌を用いた
攻撃試験によりワクチンの有効性を評価し
た。 
 
４．研究成果 
（１）研究の主な成果 
①カンパチ IL-12 の細胞性免疫誘導効果 
 
 In vitro での IL-12による細胞性免疫誘導
効果を調べた。N. seriolae 不活化菌体のみ
を添加して培養した白血球において
IFNgamma 遺伝子の発現は認められなかった
のに対して、IL-12 組換え体と N. seriolae
不活化菌体を添加して培養した白血球にい
ては IFNgamma 遺伝子の有意な発現が認めら
れた。一方、IL-10 遺伝子の発現については
N. seriolae 不活化菌体のみを添加した場合
に上昇が認められたが、IL-12 組換え体と N. 
seriolae 不活化菌体の添加によりその発現
は抑制された。これらの結果より、IL-12 は
液性免疫抑制効果と細胞性免疫誘導効果を
有することが示唆された。 
 
②カンパチ IFNgamma の機能解析 
 カンパチの組換え IFNgamma を添加して培
養した頭腎白血球において、無添加時と比較
して強い IFNgamma 遺伝子の発現誘導が確認
された。また、組換え IFNgamma の添加が白
血球による N. seriolae の殺菌活性に与える
影響を調べたところ、組換え IFNgamma の添
加により、殺菌活性が上昇することが示され
た。 
 
③カンパチIL-10による細胞性免疫抑制効果
の検討 
 
 N. seriolae 生菌と共培養したカンパチ頭
腎白血球において 24時間後に IFNgamma およ
び TNFalpha 遺伝子の有意な発現上昇が認め
られたが、組換え IL-10 存在下で培養した白
血球ではこれら遺伝子の発現が認められな
かった。次にN. seriolae 生菌と組換え IL-10
を混合して接種したカンパチにおけるB細胞
の増殖を調べたところ、接種後 7日目および
14日目において N. seriolae 生菌のみを接種
した区と比較してB細胞の有意な増殖が確認
された。また Th1/Th2 バランスについて解析
した結果、N. seriolae 生菌のみを接種した
区では Th1 優位な状態が続いたのに対し、N. 
seriolae とともに IL-10 を接種した区では

Th2 優位に移行していることが明らかになっ
た。これらの結果よりカンパチ IL-10 には細
胞性免疫誘導を抑制する効果があることが
示された。 
 
④N. seriolae 感染カンパチにおける結節の
形成と免疫関連遺伝子の発現解析 
 
 N. seriolae を人為感染させたカンパチに
おいて、感染後 3日目より組織内における白
血球の浸潤が観察されはじめた。その後 14
日目に体腎をはじめ複数の臓器において肥
大化および肉芽腫形成・乾酪壊死が観察され
始め、21 日目には肉眼で結節の形成が観察さ
れた。その後は組織内の結節数が増加してい
く傾向にあった。一方、免疫関連遺伝子の発
現を調べたところ、IFNgamma 遺伝子の発現は
3日目より上昇し始めて21日目にピークを迎
えた後に減少していった。また細胞障害性 T
細胞マーカーである CD8alpha 遺伝子の発現
は感染後 14 日目より上昇し始め、28 日目ま
で有意に強い発現を示した。これらのことか
ら、哺乳類の結核と同様に感染により誘導さ
れた細胞性免疫が結節形成を助長すると共
に感染の拡大を招いていることが推察され
た。 
 
⑤Mycobacterium sp.の細胞性免疫誘導抗原
の解析 
  
 西日本の養殖ブリ類より分離された複数
の Mycobacterium sp.株について ESAT-6 およ
び CFP-10 の遺伝子配列を解析して演繹アミ
ノ酸配列を比較したところ、両分子ともに株
間で非常に高い同一性が確認された。次にこ
れら遺伝子を組み込んだ pcDNA3.1 を接種し
たギンブナの脾臓における IFNgamma 遺伝子
の発現を調べた結果、筋肉内接種後 1日目に
は発現は認められなかったが3日目にESAT-6
および CFP-10 接種区において Mock 接種区と
比較して有意に高い IFNgamma 遺伝子の発現
が認められた。このことから Mycobacterium 
sp.の ESAT-6 および CFP-10 は細胞性免疫誘
導抗原であることが示唆された。 
 
⑥ノカルジア症に対する細胞性免疫誘導型
ワクチンの開発 
 
 N. seriolae 不活化菌体のみを接種した区
において IFNgamma 遺伝子の発現は認められ
ない一方でIL-10遺伝子の発現上昇が確認さ
れた。また T-bet/Gata-3 の発現比より
Th1/Th2 バランスを解析したところ Th2 優位
となっていることが示された。N. seriolae
不活化菌体にIL-12を添加したワクチン接種
区においては、IFNgamma 遺伝子の発現上昇が
見られたがIL-10遺伝子の発現は抑制されて
いた。また T-bet/Gata-3 遺伝子の発現解析
よりTh1優位に移行していることが確認され
た。また N. seriolae に対する凝集抗体の分



泌はIL-12をアジュバントとして添加するこ
とで抑制されることが示された。これらの結
果より、N.seriolae 不活化菌体のみによる感
作では液性免疫が誘導されるが、組換え
IL-12 を添加することで液性免疫を抑制しつ
つ細胞性免疫を誘導可能であることが示さ
れた。すなわち魚類においても IL-12 は細胞
性免疫誘導能を有する事が示された。また、
攻撃試験の結果、PBS 接種区および N. 
seriolae 生菌接種区は全滅したのに対し、
IL-12 を添加したワクチン接種区においては
88%の生残率を示した。このことより、ブリ
類のノカルジア症に対する感染防御には細
胞性免疫の誘導が必須であることが示され
た。 
 
 
（２）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクト 
 
 ブリ類において IFNgamma および IL-12 の
遺伝子を単離して組換え体を用いた機能解
析により、これら分子は細胞性免疫に深く関
わっていることが明らかになった。一方、魚
類IL-10は細胞性免疫を抑制しつつ液性免疫
の誘導に関わることが示された。国内外にお
いて、ブリ類の細胞性免疫に関する詳細な研
究例はなく、本研究の新規性は非常に高い。 
ブリ類のノカルジア症やミコバクテリア
症に対してはワクチン開発が急がれている
一方、これまでブリ類のこれら疾病原因菌に
対する免疫応答や感染防御において細胞性
免疫の有効性を直接的に証明した例につい
ても国内、国外共にない。このような状況か
ら、本研究により得られた成果は、今後のブ
リ類の細胞内寄生細菌感染症に対するワク
チン開発の方向性を指し示す重要なものと
なった。 
 
（３）今後の展望 
 本研究により、ブリ類のノカルジア症やミ
コバクテリア症に代表される細胞内寄生細
菌感染症に対するワクチン開発において、細
胞性免疫の誘導、特に IL-12 の産生誘導が重
要であることが示された。今後は、これら疾
病に対する不活化ワクチンをベースとして
IL-12 の産生を誘導するアジュバントの開発
研究が必要である。 
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