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略語一覧 

 

Ag：Antigen 

APC：Antigen presenting cells 

BW：Body weight 

CD：Cluster of differentiation 

cDNA：Complementary DNA 

CMC：Cell-mediated cytotoxicity 

CMI：Cell-mediated immunity 

CTLs：Cytotoxic T lymphocytes 

dpi：Days post-infection 

FBS：Fetal bovine serum 

FKC：Formalin-killed cells 
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IFN-γ：Interferon-gamma 
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PBS：Phosphate-buffered saline 

PCR：Polymerase chain reaction 

SPLs：Spleen leukocytes 

LC：Live cells; a live attenuated cells 

LD50：Lethal dose fifty 



II 

 

NO：Nitric oxide 

mAb：Monoclonal antibody 

MACS：Magnetic-activated cell sorting 

MOI：Multiplicity of infection 

sIgM：Surface Immunoglobulin M 

Ths：Helper T cells 

Th1：Type 1 helper T cells 

Th2：Type 2 helper T cells 

TKLs：Trunk kidney leukocytes 

TSA：Triptic soy agar 

Treg：T regulatory cells 

ROR：Retinoid-related orphan receptor 
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序章 

 

第一節 水産用ワクチン概論 

 

生物学的製剤（ワクチン）は水産増養殖において疾病の脅威に対抗する最も効果的な

方法の一つである。ワクチンは、病原体に対して有効な免疫系の記憶を持たせることで、

感染初期に病原体を排除することができる。ワクチンには不活化ワクチン、サブユニッ

トワクチン、DNA ワクチン、弱毒生ワクチンなどの種類がある。代表的なワクチンの

利点と欠点を Table 1 に示した。不活化ワクチンにはホルマリンやフェノール、クロロ

ホルム、熱、放射線などで処理し、死菌および不活化ウイルスワクチンと微生物が産生

する毒素を不活化処理したトキソイドワクチンが含まれる。一方、サブユニットワクチ

ンは病原微生物の有効抗原遺伝子を大腸菌や枯草菌、酵母のような無害な微生物あるい

は培養動物細胞に導入し組み換えタンパクを抗原としたものである。また DNAワクチ

ンはその有効抗原遺伝子と宿主発現ベクターとの組み換えプラスミド DNAを直接宿主

内に接種し、感染防御能を賦与するワクチンである。弱毒生ワクチンは継代培養や物理

的および科学的処理によって病原性を弱毒化した変異株を抗原としたもので、最近では

遺伝子工学的手法を用いて弱毒化したゲノム改変型についても研究が進められている。

このように様々な種類のワクチンが存在するが、その効果や副反応は異なる。一般に、

不活化ワクチンは効果が短期間しか持続せず、さらに細胞性免疫や局所免疫の成立が弱

いという欠点がある。また、サブユニットワクチンも不活化ワクチン同様に免疫原生が

弱く、細胞性免疫の誘導能も弱いとされる。一方、生ワクチンは宿主体内で増殖するた

め微量な接種で十分な効果がある。また、細胞性免疫や局所免疫が強く誘導されるとさ

れている。DNA ワクチンにおいても有効性が非常に高く、弱毒生ワクチン同様に少量

の接種で有効であることがメリットである。したがってワクチンの有効性という点で弱
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毒生ワクチンや DNAワクチンが不活化ワクチンやサブユニットワクチンと比較し優れ

ていると考えられる。現在、海外では Edwardsiella ictaluri を原因細菌とするアメリカ

ナマズの腸敗血症や Renibacterium salmoninarumを原因細菌とするアユやサケ科魚類の

細菌性腎臓病（BKD）について弱毒生ワクチンをベースとしたワクチンが販売されてい

る。しかし、ワクチン病原体が排出されたりや突然変異により病原性が回復する可能性

があり、安全面で問題があるため我が国において弱毒生ワクチンは認可されていない。

また、DNA ワクチンについてもカナダでは伝染性臓器壊死症（Infectious hematopoietic 

necrosis: IHN）症に対するワクチンがサケ科魚類を対象に認可されているが、直接 DNA

を接種し、魚体内で外来遺伝子が発現されるため、食の安全性の見地から本国では使用

が認められていない。このように、国内で販売される水産用ワクチンについては不活化

ワクチンおよびサブユニットワクチンのみについて開発が許可されているのが現状で

ある（中西・乙竹, 2009）。 

我が国では 2000 年に最初の水産用注射ワクチンが実用化されて以来、急速にワクチ

ンの普及が進み、各疾病による被害も減少した。それまで抗生物質などの薬剤による治

療が主であった魚病対策をワクチンによる予防へと転換させた注射ワクチンの功績は

極めて大きいといえる。2013 年現在、日本ではアユやサケ科魚類およびブリ属魚類の

ビブリオ病、ブリ属魚類やヒラメの α溶血性および β 溶血性レンサ球菌症、マダイやブ

リ属魚類のマダイイリドウイルス病、ブリやカンパチの類結節症などに対する 9 成分

50 品目の水産用ワクチンが市販されている。一方、養殖現場において甚大な被害があ

るにもかかわらず、未だにワクチン開発に難航している疾病がいくつかある。

Edwardsiella tarda を原因細菌とするウナギやマダイ、ヒラメのパラコロ病あるいはエ

ドワジエラ症、Aeromonas salmonicida によって引き起こされるサケ科魚類のせっそう

病がこれに相当する。また最近はブリ属魚類において Nocardia seriolae や

Mycobacterium sp. を原因細菌とするノカルジア症やミコバクテリウム症などがレンサ
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球菌症と入れ替わるように被害が増加している。これら病原細菌はいずれも細胞内寄生

性細菌であるとされる（中西・乙竹, 2009）。 

現在、国内で特に開発要望が高いワクチンはエドワジエラ症に対するワクチンである。

鹿児島県水産技術開発センターの魚病総合対策事業報告書をもとに国内における平成

23 年度の魚病被害状況を作製し Table 2にまとめた。この表で示した通りエドワジエラ

症はヒラメ養殖において最も多発している疾病である。ブリ属魚類に発生するノカルジ

ア症およびミコバクテリア症も甚大な被害をもたらす疾病ではあるが、発生地域が限定

的であることや散発的発生が多いこと、またノカルジア症についてはスルファモノメト

キシンを用いた対策が確立されていることからワクチンが実用化されても全国的には

普及しないと考えられている。一方、エドワジエラ症はヒラメに発生する最も深刻な疾

病であり、近年ではマダイでも被害が拡大している。さらに本症の発生は 2 魚種が養殖

されている西日本全域において見られることから、本症に対するワクチンの実用化が我

が国の水産増養殖に与える影響は極めて大きいと考えられる（中西・乙竹, 2009）。 

細胞内寄生細菌はマクロファージなどの貪食細胞に貪食されても、食胞内での殺菌機

構からエスケープして細胞内で生存・増殖する特性を有している。また液性免疫の主体

となる液性因子である抗体分子は細胞内に届かないため、抗体を誘導しても有効ではな

い。そのため液性免疫を誘導しやすい不活化ワクチン単体では細胞内寄生細菌に対する

感染防御は困難であると考えられる。哺乳類では Mycobacterium tuberculosis や Listeria 

monocytogenes が細胞内寄生細菌として知られており、その感染防御には細胞性免疫が

主要な役割を果たすことが報告されている。しかしながら、魚類の細胞内寄生細菌感染

に対する防御免疫において細胞性免疫の役割については明らかになっていない。 
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第二節 エドワジエラ症 

 

エドワジエラ症の原因細菌である Edwardsiella tarda は腸内細菌科に属する通性嫌気

性のグラム陰性細菌であり、宿主域が広く淡水および海水養殖に深刻な被害をもたらし

ている。最初の報告は養殖ウナギ（Anguilla japonica）であり、その後もアメリカナマ

ズ（Ictalurus punctatus）、チダイ（Evynnis japonica）、ヒラメ（Paralichthys olivaceus）、

ニシキゴイ（Cyprinus carpio）、テラピア（Oreochromis niloticus）など多くの魚種におい

て感染が報告されている（Hoshima, 1962; Meyer and bullock, 1973; Kusuda et al., 1977; 

Sea-Oui et al., 1984; Herman and Bullock, 1986; Kanai et al., 1988; Kusuda and Salati, 1993）。

また実験的にはゼブラフィッシュでの人為感染が報告されている（Plessley et al., 2004）。

現在ではマダイ（Pagrus major）やヒラメ養殖におけるエドワジエラ症による経済的損

害が非常に大きく、問題になっている。 

本症による産業的被害の深刻さ、また原因細菌の宿主範囲の広さから多くの研究者に

より感染・発症のメカニズム、病原因子の解明、防除技術の検討が試みられてきた。エ

ドワジエラ症の主な症状として、腎臓の肥大、膿瘍に起因する内臓組織の壊死、腹水や

内臓膿腫に起因する壊死、貧血による色素の喪失、肛門の発赤や腹水の貯留などがみら

れる（Plumb, 1999）。さらに本細菌は貪食細胞の食胞内での殺菌抵抗性を有する細胞内

寄生性細菌であることが示されている（Iida et al., 1993; Iida and Wakabayashi, 1993; Rao 

et al., 2001; Ishibe et al., 2008; Takano et al., 2010）。エドワジエラ症の感染・発症メカニズ

ムとして、江草（1978）は侵入門戸の病巣から細菌を貪食した好中球が腎臓や腎臓の類

洞に到達して好中球内で増殖した後、周囲の組織へ侵入し、組織を融解・壊死させ、そ

の結果細菌の増殖はいっそう盛んになり、同時に好中球の浸潤、集合が起こり、そこに

膿瘍が形成されるのではないかと推察している。侵入経路としては環境水中から原生動

物を経由し伝搬あるいは上皮細胞を介した体内への侵入が示されている（King and 
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Shotts, 1988; Ling et al., 2000）。さらに本症の発生水域で飼育されたヒラメは、その後滅

菌海水で飼育しても数か月後に発症が見られることから、E. tarda は魚体内に潜伏し、

好適水温期および魚体の生体防御能の低下に伴って増殖したのち発症に至ると考えら

れる。E. tarda については不活化菌体を用いた感作では感染防御に有効な免疫が獲得で

きないことが報告されている（Salati et al., 1983; Igarashi and Iida, 2002）。このことから

不活化菌体により誘導される液性免疫では感染防御できないことが推察される。すなわ

ち、エドワジエラ症の発症を阻止するためには細胞性免疫を誘導することで細胞障害性

T 細胞による感染細胞の破壊および活性化マクロファージ等の貪食細胞による細胞外

に放出された E. tarda の殺菌を行う必要があると考えられる。 
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第三節：哺乳類の細胞内寄生細菌に対する細胞性免疫応答 

 

哺乳類においてはヒト結核症の原因細菌である Mycobacterium tuberculosis やリステ

リア症の原因細菌である Listeria monocytogenes などが細胞内寄生細菌として知られて

いる。これら細胞内寄生細菌感染症に対する感染防御においても抗体をはじめとする液

性免疫は有効ではなく、細胞性免疫が主要な役割を果たす（Neild and Roy, 2004; Parmer, 

2004; Reece and Kufmann, 2008）。 

細胞性免疫は主に武装化エフェクターT 細胞によって活性化されたマクロファージ

と抗原特異的細胞障害を行う細胞障害性 T 細胞（CTLs）から構成される（Fig. 1）。細

胞性免疫は 1 型ヘルパーT 細胞（Th1）やナチュラルキラーT 細胞、マクロファージ、

CTLsによって産生されるインターフェロン（Interferon: IFN）-γ によって誘導され活性

化される。活性化マクロファージは一酸化窒素（Nitric oxide：NO）を産生することで

食胞内の細菌を強力に殺菌し、CTLs は細胞内寄生細菌に感染した感染細胞に対して抗

原特異的にアポトーシスを誘導する（Carretelli et al., 2005; Darrah et al., 2000; Cambell, 

1994; Flynn et al., 1993; Saito and Nakano, 1996; Tascon et al., 1998）。すなわち細胞性免疫

は武装化エフェクター細胞である Th1や CTLsが中心となる免疫機構といえる。 

Th1 は樹状細胞による抗原提示とともにマクロファージが産生するインターロイキ

ン（Interleukin: IL）-12による刺激によって NaïveヘルパーT細胞（Th0）から分化する。

Th1は IFN-γ や IL-2を産生し、マクロファージを活性化させるとともに CTLsを誘導す

る。Th1 が産生する IFN-γ は T-bet と呼ばれる Th1 のマスター転写因子によって厳密に

制御されている。T-bet が欠損しているマウスでは細胞内寄生細菌の排除が行えないこ

とが明らかになっている（Szabo et al., 2002; Ravindran et al., 2005）。このことは哺乳類の

Th1 の分化と活性化、すなわち細胞性免疫誘導において T-bet が必須であることを示し

ている。一方、液性免疫を誘導する Th2 のマスター転写因子として GATA-3 が知られて
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いる（Zheng and Flavell, 1997; Zhang et al., 1997）。GATA-3ノックアウトマウスでは Th2

への分化が起こらないことからTh2への分化はGATA-3の発現依存であることが示され

ている（Zhu et al., 2010; Pai et al., 2004）。これら Th1と Th2はそれぞれ異なったサイト

カインを産生して Th1は Th2分化を、Th2は Th1分化を抑制することで、Th1/Th2 バラ

ンスを保ちながら生体内の恒常性維持に貢献している。 

哺乳類の CTLs は細胞内寄生細菌に対する感染防御において重要な役割を果たす

（Nordmann et al., 1992; Tvinnereim and Wizel, 2007）。特に CTLs による抗原特異的細胞

障害は細胞内寄生細菌感染細胞の除去のための主要な機構である（Kaufmann and Flesch, 

1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 2008）。CTLs は標的細胞表面のMHCクラスⅠととも

に提示された抗原を自身の細胞表面に発現している T細胞レセプター（TCR）を介して

認識する。また、CTLsはその細胞表面に CD8を発現しており、CD8はMHCクラスⅠ

と TCRの結合を補助する。CTLsは Fas/Fasリガンド経路およびパーフォリン（Perforin）

/グランザイム（Granzyme）経路の 2 種類の細胞障害機構を持っている。どちらの機構

も標的細胞に対してアポトーシスを誘導するが、パーフォリン/グランザイム経路は主

要な CTLs の細胞障害メカニズムである（Kägi et al., 1994; Wlash et al., 1994; van den 

Broek et al., 1996; Trapani and Smyth, 2002）。この経路は主に標的細胞の細胞膜に小孔を

形成するパーフォリンと構造的にセリンプロテアーゼファミリーに含まれる細胞質顆

粒であるグランザイムで構成されている。CTLs により分泌された顆粒に含まれるパー

フォリンは標的細胞の細胞膜に貫通する小孔を開けることで細胞の浸透圧調整機構を

奪い、エキソサイトーシスによって分泌されたグランザイムは、パーフォリンによって

形成された小孔より細胞内に侵入し標的細胞のアポトーシスを誘導する（Smyth and 

Trapani, 1995）。この機構により、ウイルスや細胞内寄細菌に感染した細胞やガン細胞な

ど、いかなる細胞をも殺すことができるとされる。さらに Perforin は L. monocytogenes 

や M. tuberculosis のような細胞内寄生細菌の抑制に必須な因子であることがすでに報
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告されている（Kägi et al., 1994; Kägi et al., 1996; Stengar et al., 1997; Woodworth et al., 

2008）。また Thの中にも細胞内寄生細菌に感染した細胞に対してパーフォリン依存的な

細胞障害活性を示す細胞集団が報告されている（Canaday et al., 2001; Klucar et al., 2008）。

一方、CTLs はグラニュリシン（Granulysin）と呼ばれる抗菌ペプチドも分泌顆粒内内に

有しており、本分子は直接的に病原体を殺菌する。さらにこのグラニュリシンはパーフ

ォリンが細胞膜に開けた小孔から感染細胞内に侵入し、細胞内寄生体を直接攻撃するこ

とも報告されている（Stengar et al., 1998）。このようにパーフォリン依存的細胞障害機

構は細胞内寄生細菌の抑制に重要な役割を担っている。 
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第四節 魚類の細胞性免疫機構 

 

 前述したとおり哺乳類の IFN-γは細胞性免疫を誘導するために必須なサイトカインで

ある。魚類においてもキンギョの IFN-γ 組換え体で処理したマクロファージは Th0 から

Th1への分化に必要な IL-12や T細胞の増殖因子である IL-2などの遺伝子発現レベルや

NO産生量を増加させることが示されている（Grayfer and Belosevic, 2009）。これは魚類

の細胞性免疫も哺乳類と同様に IFN-γ により誘導されることを示している。また、キン

ギョの IFN-γ組換え体で処理したマクロファージは貪食したMycobacterium marinum の

生残率を有意に減少させた（Grayfer et al., 2011）。このことから魚類の細胞内寄生細菌

感染に対する防御免疫においても哺乳類と同様に細胞性免疫が重要な役割を果たして

いると考えられる。 

 哺乳類の Th0から Th1あるいは Th2への分化はそれぞれ T-betと GATA-3によって厳

密に制御されている。魚類において T-bet と GATA-3 遺伝子はすでに単離されており、

特徴づけが行われている。また T-bet と GATA-3 遺伝子はリンパ球画分や sIgM
- 細胞画

分に強く発現していることから哺乳類同様に T 細胞が発現していると考えられる

（Takizawa et al., 2008a; 2008b）。さらに最近、原生動物である Ichthyobodo necator 感染

時に IL-4/13A、IL-10、IgM、GATA-3遺伝子の発現や sIgM
+ 細胞数の増加など Th2 様の

免疫応答の誘導が観察され、一方 CD8や TCRβ の遺伝子発現や CD8
+細胞数の減少など

の Th1様の免疫応答の抑制が観察された（Chettri et al., 2013）。このことから魚類におい

ても哺乳類同様に Th1/Th2 分化メカニズムが存在すると考えられる。 

 第三節で述べたとおり哺乳類のCTLsの抗原特異的細胞障害機構は細胞内寄生細菌感

染細胞を含め細胞内寄生体感染細胞の破壊を行う主要なメカニズムである（Oldstone, 

1987; Zinkernagel and Doherty, 1979; Kaufmann and Flecsh, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et 

al., 2008）。魚類においてもアロ抗原やウイルス感染細胞に対してMHCクラスⅠ拘束性
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の抗原特異的細胞障害機構が存在することが報告されている（Hasegawa et al., 1998; 

Somamoto et al., 2000; Nakanishi et al., 2002; Fischer et al., 2003; Fischer et al., 2006; Utke et 

al., 2007; Utke et al., 2008）。また、哺乳類の CTLsと同様に魚類の同種異型細胞に対する

抗原特異的細胞障害活性を有する細胞集団は細胞表面に CD8α 分子を発現しているリ

ンパ球であることが確認されている（Toda et al., 2009）。さらに哺乳類と同様にその細

胞障害機構はパーフォリン/グランザイム経路依存的細胞障害であることもすでに報告

されている（Companjen et al., 2006; Toda et al., 2010）。また哺乳類の CTLsには直接的に

細菌に作用するグラニュリシンが存在する。近年、魚類においてもグラニュリシンの遺

伝子が単離されており、CD8α
+ リンパ球画分で強く発現していることが報告されている

（Takizawa et al., 2011）。また魚病細菌である E. tarda や Lactococcus garviae で感作した

魚類の CD8α
+ 細胞には、それぞれの細菌を抗原特異的に直接殺菌する機構が存在して

いることが報告されている（Nayak and Nakanishi, 2013）。これらの知見は魚類の細胞性

免疫応答は細胞内寄生細菌感染に対する防御免疫においても重要な役割を果たすと考

えられる。 
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第五節 クローンギンブナ 

 

現在、数多くの水産用ワクチンが実用化されているが、その有効性評価は攻撃試験と

特異抗体価のみを指標として行われているのが実情である。また、現行の水産用ワクチ

ンの中で感染防御能と抗体価との間に相関が見られるワクチンはビブリオ症に対する

ワクチンのみであり、その他の疾病に対するワクチンの作用機序はわかっていない。

Hastings（1988）はワクチンの有効性は感染防御能のみで評価されるのではなく、標的

抗原に対する液性免疫および細胞性免疫誘導能を含めて評価すべきであると述べてい

る（Hasting, 1988）。今後の水産用ワクチンの発展のためには液性免疫に加えて細胞性免

疫の評価系が必須である。しかし現在、養殖対象魚において細胞性免疫機構検査法は確

立されていない。 

細胞性免疫において中心的な役割を果たす Th1や CTLs はMHC分子を介して自己・

非自己認識を行うが、MHC分子は多型性・多様性に富んでいる。そのため in vivo およ

び in vitro における T 細胞のヘルパー活性や細胞障害活性を厳密に評価するためには

MHC 型が一致する個体や細胞株を用いることが重要である。すなわち、細胞性免疫応

答を評価するためには近交系やクローン系統を有する魚種を用いる必要がある。 

ギンブナは自然環境下で雌性発生を繰り返すことから、得られる個体はすべてクロー

ンである。またギンブナには確立されたクローン系統が複数存在し、さらに各クローン

系統に由来する培養細胞株も存在する。そのため同一クローン系統内での細胞の共培養

や同一クローン系統の個体間での細胞移植を拒絶反応なしに行うことが可能である。ま

たギンブナにおいては細胞性免疫および液性免疫に関わるサイトカインや細胞表面分

子マーカーの遺伝子が単離・同定されている（Somamoto et al., 2005; Somamoto et al., 

2006; Takizawa et al., 2008a; 2008b; Araki et al., 2013）。さらに、ヘルパーT細胞や CTLs、

B細胞といったリンパ球サブセットの細胞表面マーカー分子（CD4, CD8, IgM）に対す
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るモノクローナル抗体が作出されていることから、それらリンパ球サブセットの単離が

可能である（Toda et al., 2009; Toda et al., 2011a, 2011b; Somamoto et al., 2013）。加えて、

ギンブナはそのクローン特性によって養子移入試験が可能である。養子移入は感作した

特定のリンパ球サブセットを未感染個体に移入することで、その細胞集団の感染防御に

おける役割を in vivo で解析する方法である（Pedrazzini et al., 1987; Orme et al., 1987; 

Nordmann et al., 1992; Szalay et al., 1995; Feng and Britton, 2000）。これまでにフナ造血器

壊死症ウイルスに対する感染防御における抗原得的CTLsの重要性がギンブナを用いた

養子移入効果試験によって明らかにされている（Somamoto et al., 2002; Somamoto et al., 

2013）。さらにギンブナの移植片対宿主反応（Graft-versus-host reaction: GVHR）におけ

る T細胞の免疫反応についても本試験法によって解明されている（Shibasaki et al., 2010）。

このようにギンブナはそのクローン特性を生かし、in vivo および in vitro における細胞

性免疫の詳細な解析が細胞単位で行える魚種である。 

魚類の細胞性免疫研究はアメリカナマズや 3倍体ニジマス、クローンギンブナなどで

行われている。アメリカナマズには数種類の T、B、NK 細胞株が存在し、細胞障害試

験法も確立されている（Shen et al., 2002）。しかしアメリカナマズにはクローン系や近

交系が存在しないため、養子移入あるいは組織片移植といった in vivo での試験は行え

ない。また T細胞を識別可能なモノクローナル抗体は作製されておらず、T 細胞サブセ

ットレベルでの解析も不可能である。一方、3倍体ニジマスでは細胞障害試験法も確立

されおり、さらに CD8αに対するモノクローナル抗体もすでに作製されている（Fischer 

et al., 2003; Utke et al., 2007; Utke et al., 2008; Takizawa et al., 2011）。そのため細胞性免疫

応答はアメリカナマズよりも詳細に解析が可能である。しかし、3倍体ニジマスは自然

環境下には生息しておらず、人工授精により作出されているため系統の維持が困難であ

る。一方、ギンブナは自然環境下においてクローン魚である上に飼育についても容易で

特殊な施設も必要としない。このように他魚種と比較して飼育や系統の維持が容易で、
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かつ細胞性免疫に関する研究ツールの豊富なギンブナは魚類の細胞性免疫応答を解析

する上で最適なモデル動物である。 
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第六節 本研究の目的 

 

第一節で述べたようにこれまでの水産分野における新規ワクチンの開発は攻撃試験

と特異抗体価のみを指標とした有効性評価により進められてきた。しかし、これまで市

販化されたワクチンの中には、どのような機序で有効性を発揮するのかが不明なもの存

在する。すなわち現状の液性免疫応答のみを指標とした有効性評価手法では不十分であ

り、特に液性免疫が有効性を示さないと考えられる細胞内寄生細菌に対するワクチン開

発は難航している。このような病原体に対するワクチン開発を促進させるためにはこれ

までの有効性評価法に加えて細胞性免疫も含めた総合的な評価技術の確立が必要とな

る。 

そこで本博士論文では現在、水産用ワクチンとして最も要望の高いエドワジエラ症に

着目し、ワクチン開発の促進を目指して、その原因細菌である E. tarda に対する感染防

御において主要な免疫機構を調べることを目的とした。そのために第一章では細胞性免

疫を評価可能な唯一の魚種であるクローンギンブナをモデル魚として E.tarda への感受

性を明らかにし、第二章では E. tarda 感染後の細胞性免疫と液性免疫応答を調べ、E. 

tarda 排除に貢献する免疫応答を明らかにした。第三章では各リンパ球画分の養子移入

効果試験により E. tarda に対する感染防御において有効な細胞集団および免疫系の特

定を行った。第四章では有効性の異なる弱毒生ワクチンとホルマリン不活化（FKC）ワ

クチンを用い、ワクチン接種魚における獲得免疫応答を比較することでエドワジエラ症

に対して有効性を示すワクチンの開発方針を明らかにした。 
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第一章 ギンブナの Edwardsiella tarda に対する感染モデルの確立 

 

1. 背景と目的 

 

序章で述べたように、E. tarda は貪食細胞内における殺菌機構に対して抵抗性を有す

る細胞内寄生細菌であり、その感染に対する防御免疫においては細胞性免疫が主要な役

割を果たすと考えられる。一方、ギンブナは細胞性免疫を in vivo および in vitro で解析

できる唯一の魚種である。しかし、E. tarda 感染に対して感受性試験を行った報告はな

く、また細胞内寄生細菌に対する試験系も存在しない。そこで本章ではギンブナの E. 

tarda 感染に対するモデル動物としての適性を明らかにすることを目的とし、ギンブナ

の E. tarda に対する感受性を攻撃試験により検討するとともに、ギンブナ貪食細胞内の

殺菌活性に対する抵抗性を in vitro 試験によって解析した。 
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2. 材料と方法 

 

1）供試魚 

長野県産諏訪湖産クローンギンブナ OB1 系統（Carassius auratus langsdorfii）は独立

行政法人水産総合研究センター増養殖研究所より分与を受けた。水温を 25 °Cに設定し

た 120 cm循環式水槽に収容し試験開始まで 2週間順応させた。 

 

2）供試菌株 

供試菌株にはエドワジエラ症罹患ヒラメの腹水から分離された病原性株 Edwardsiella 

tarda FPC498 株を使用した。試験には凍結保存した菌株を用いて病原性回復のために

魚体通過を行い、再分離された菌体をトリプトソーヤ寒天（TSA）培地（日水製薬, Japan）

で継代した後、25 °Cで 48時間培養後に使用した。 

E. tarda の貪食細胞内での殺菌活性に対する抵抗性を調べるため、対照区にブリ属魚

類のビブリオ病の病原細菌である Vibrio anguillarum を用いた。本細菌は魚類の宿主細

胞内での細胞内寄生性を示さない細菌である。供試菌株にはブリ稚魚（モジャコ）由来

病原性株 V. anguillarum NUF113株を使用した。試験には凍結保存した菌株を TSA培地

で継代し 25 °Cで 48時間培養後に使用した。 
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3）LD50の測定 

TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定した後、滅菌処理した PBS を用

いて 10
5
, 10

6
, 10

7
, 10

8
 CFU/ml に調整した。供試魚に調整した各菌液を 1 ml 注射筒および

25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 ml となるように左体側より腹腔内接種した。

試験魚は 60 cm水槽に各試験区 6尾ずつ収容し 25 °C、無給餌で 30日間観察した。試験

期間中は接種後、5日毎に半量の水を交換した。死亡魚については 2時間以内に取り上

げて症状を確認した後、腎臓、脾臓および肝膵臓から菌分離を行った。また菌接種 30

日後、すべての試験魚を取り上げたのち、各組織より菌分離を行った。さらに死亡率か

らギンブナに対する E. tarda の LD50を Reed and Müench（1938）の方法によりを求めた

（Reed and Müench, 1938）。 

 

4）ギンブナ貪食細胞の単離 

ギンブナの貪食細胞は頭腎および体腎より単離した。すなわち頭腎および体腎を 100 

μm Nylon mesh（BD Falcon
TM

, U.S.A.）上で緩やかに圧をかけて磨砕し、滅菌スピッツ管

（栄研化学, Japan）内に 3 ml の 1% FBS（JRH, U.S.A.）を含む RPMI-1640 培地（RPMI-1; 

日水製薬, Japan）に懸濁させた。そこに 1.040および 1.080 g/ml に調整した Percoll
TM

 溶

液（GE Healthcare, U.S.A）を 2.5 ml 注射筒および 20 G×70のカテラン針を用いて、スピ

ッツ管底部に静かに加え、非連続の密度勾配の層を形成し、4 °C、500 ×gで 30 分間遠

心分離を行なった。その後、1.040 g/ml 層と 1.080 g/ml 層の界面より白血球を回収し、

RPMI-1に懸濁した後 3回洗浄を行ない、RPMI-1に再懸濁した。そこに 1.080および 1.090 

g/ml に調整した Percoll
TM

 溶液を上記の方法に従って加え 4 °C、500 ×gで 30 分間遠心

分離を行なった。分離後、1.080 g/ml 層と 1.090 g/ml 層の界面より貪食細胞を取り出し、

RPMI-1に懸濁させ 3回洗浄を行なった。洗浄後、Thoma 血球計算盤（ミナトメディカ

ル, Japan）により貪食細胞数を計数した。 
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5）供試細菌と貪食細胞の共培養 

4）で単離した貪食細胞を 1×10
8
 cells/ml に調整し、MOI = 10 となるように E. tarda 

FPC498株および V. anguillarum NUF113 株をそれぞれ加えスピッツ管内で 25 °C、2時間

共培養し貪食させた。培養後、RPMI-1 で 3 回洗浄し、貪食されていない細菌を殺菌す

るためペニシリン（200 U/ml）、ストレプトマイシン（200 μg/ml）、ゲンタマイシン（200 

μg/ml）含有 RPMI-5 に懸濁し、25 °C で 1 時間培養した。培養後、RPMI-1 で 3 回洗浄

し、ペニシリン（100 U/ml）、ストレプトマイシン（100 μg/ml）、ゲンタマイシン（100 μg/ml）

含有 RPMI-5に懸濁した。その後、96穴細胞培養プレートに 5×10
5
 cells/well となるよう

に加え、25 °Cで 3時間培養した。 

 

6）細菌数の測定 

 5）の培養開始後、1 時間おきに各ウェルよりサンプリングした。すなわち培養液と

同量の 2% Triton-X 含有 PBSを各ウェルに加え細胞を溶解した。細胞溶解液をチューブ

に回収して 22 °C、10,000 ×gで 3分間遠心分離した後滅菌 PBSを用いて 3 回洗浄を行

った。その後、Miles and Misra 法（Miles et al., 1938; Kato et al., 2012）を用いて各ウェ

ル内の菌数を測定した。 
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3. 結果と考察 

 

1）E. tarda 感染に対するギンブナの感受性 

攻撃試験後の死亡率の結果を Table 3 に示した。100 g 魚体重あたり 10
7
 および 10

8
 

CFU接種区はすべて死亡した。また、10
6
 CFU接種区および 10

5
 CFU接種区の死亡率は

それぞれ 66.7 %および 16.7 %となり、供試魚の死亡率は接種菌数依存的な増加を示し

た。これらの結果より E. tarda FPC498株のギンブナに対する LD50は 5×10
5
 CFU/100 g

魚体重と算出された。また、すべての死亡魚において、エドワジエラ症の典型的な症状

である腹水の貯留や腎臓の肥大化、肛門の発赤などが観察され、標的組織である腎臓や

脾臓、肝膵臓より E. tarda が単離された。さらに死亡魚より単離された E. tarda を未感

染魚に接種したところ同様の症状を示した。以上の結果は感受性動物における再現性の

条件を満たしており、クローンギンブナは E. tareda に対して感受性を示すことが明ら

かとなった。 

 

2）ギンブナ貪食細胞内の殺菌活性に対する E. tarda の抵抗性 

ギンブナ貪食細胞内の E. tarda および V. anguillarum 生残率を Fig. 2.に示した。貪食

細胞内に存在する V. anguillarum は培養開始時より時間経過とともに減少傾向を示し、

試験開始 3時間後には培養開始時の細菌数の 60 % まで低下した。一方、貪食細胞内の

E. tarda は培養開始から 3時間経過しても培養開始時の細菌数の 90 % 程度であった。

以上のように E. tarda はギンブナ貪食細胞内の殺菌活性に対しても抵抗性を示すこと

が明らかになった。 
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3）小括 

ギンブナは in vivo および in vitro における細胞性免疫の詳細な解析が細胞単位で行

える唯一の魚種である。一方、細胞内寄生細菌である E. tarda 感染に対しては細胞性免

疫が主要な役割を果たすとされているが、詳細は明らかではない。第一章では E. tarda 

感染に対するギンブナのモデル動物としての適性を検討した。攻撃試験の結果よりギン

ブナはエドワジエラ症の典型的な症状を示した。またギンブナ貪食細胞内の殺菌活性に

対する抵抗性を in vitro で確認した。 

ギンブナはエドワジエラ症に感染し、E. tarda はギンブナの貪食細胞内に細胞内寄生

性を示すことから、ギンブナは E. tarda 感染に対する免疫応答を調べる上で適当なモデ

ル動物であると考えられる。 
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Fig. 2. Intracellular survival of Edwardsiella tarda and Vibrio anguillarum in ginbuna 

phagocytes. Data are shown as means ± standard deviation (SD) of triplicate. 
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第二章 ギンブナの E. tarda 感染時の獲得免疫応答 

 

1. 背景と目的 

 

 哺乳類の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

す（Neild and Roy, 2004; Parmer, 2004; Reece and Kaufmann, 2008）。細胞性免疫は主に武

装化エフェクターT 細胞によって活性化されたマクロファージと抗原特異的細胞障害

機構を有する CTLsから構成される。すなわち細胞性免疫は武装化エフェクター細胞で

ある Th1や CTLs が中心となる免疫機構といえる。 

細胞性免疫は Th1や CTLs、NK 細胞、マクロファージなどが産生する IFNγ によって

誘導される。魚類の IFNg 組み換え体で処理したキンギョのマクロファージは Th0 から

Th1 への分化に必要な IL-12 の遺伝子発現レベルを増加させ、貪食した M. marinum の

生残率を減少させることが報告されている（Grayfer and Belosevic, 2009; Grayfer et al., 

2011）。また IFNγ 組み替え体を接種したヒラメは IFNγ の遺伝子発現レベルを増加させ、

エドワジエラ症の進行を抑制した（Jung et al., 2012）。これらの知見は魚類の IFNγ も哺

乳類同様に細胞性免疫を誘導することを示しており、さらに E. tarda 感染に対しても重

要な役割を担っていることが考えられる。 

哺乳類のCTLsの抗原特異的細胞障害機構は細胞内寄生細菌に感染した細胞の破壊を

行う主要なメカニズムである（Kaufmann and Flecsh, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 

2008）。魚類の CTLs もアロ抗原およびウイルス感染細胞に対して抗原特異的障害機構

を有しており、その機構は哺乳類と酷似していることはすでに証明されている

（Somamoto et al., 2000; Nakanishi et al., 2002; Fischer et al., 2003；Utke et al., 2007; Toda et 

al., 2009）。このことから魚類の CTLsは E. tarda 感染細胞に対しても細胞障害を行うこ

とが考えられる。 
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 上述したように哺乳類の細胞性免疫はウイルスや細胞内寄生細菌の感染細胞を除去

するとともに IFNγ を介してマクロファージを活性化させ細胞内寄生体を強力に殺菌

する。さらに魚類の細胞性免疫機構も哺乳類のものと酷似しており、細胞内寄生体に対

して重要な役割を担っていると考えられる。しかし細胞内寄生細菌である E. tarda に対

する主要な防御免疫機構は明らかではない。そこで第二章では細胞性免疫および液性免

疫応答を調べ、E. tarda に対する感染防御において主要な免疫機構を明らかにすること

を目的とした。 
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2. 材料と方法 

 

1）供試魚 

長野県産諏訪湖産クローンギンブナ OB1 系統は独立行政法人水産総合研究センター

増養殖研究所より分与を受けた。水温を 25 °Cに設定した 120 cm循環式水槽に収容し

試験開始まで 2週間順応させた。 

 

2）供試菌株 

供試菌株にはエドワジエラ症罹患ヒラメの腹水から分離された病原性株 E. tarda 

FPC498 株を使用した。試験には凍結保存した菌株を用いて病原性回復のために魚体通

過を行い、再分離された菌体を TSA培地で継代した後、25 °Cで 48 時間培養後に使用

した。 

CTLs による E. tarda 感染細胞に対する細胞障害試験のため Green Fluoresce Protein 

（GFP）を発現する E. tardaを作出した。すなわち pTurboGFP-B Vector (Evrogen, Russia) 

を E. tarda FPC498 株にエレクトロポーレーション法を用いて伝達した。GFP 発現 E. 

tarda は 100 μg/mlのアンピシリン含有 TSA培地で 25 °Cで 48時間培養したものを使用

した。 

 

3）菌接種 

TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定後、滅菌処理した PBS を用いて

10
5
 CFU/ml に調整した。18尾の供試魚（平均魚体重：26.6 ± 3.8 g）に調整した菌液を 1 

ml 注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 ml（0.2 LD50）となるように左

体側より腹腔内接種した。試験魚は 60 cm水槽にて 25 °C、無給餌で観察した。試験期

間中は接種後、5日毎に半量の水を交換した。 
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4）サンプリング 

菌液接種後、0、2、4、8、12、16、30 日目に無作為に 3 尾ずつ供試した。ヘパリン

処理した 1 ml 注射筒および 25 Gの針を用いて全採血を行った。採血後解剖し頭腎、体

腎、脾臓および肝膵臓を回収した。血液については 4 °C、500 ×g、10 分間遠心分離を行

い、血漿を回収した。頭腎および体腎は白血球単離に用い、体腎、脾臓および肝膵臓は

組織内菌数の測定に用いた。 

 

5）組織内菌数の測定 

 単離した組織は重量を測定した後、100 μm Nylon mesh 上で緩やかに圧をかけて磨砕

し、PBSに懸濁させた。細菌数はMiles and Misra 法（Miles et al., 1938; Kato et al., 2012）

により測定した。 

 

6）抗体価の測定 

培養した E. tarda をトリプトソーヤブイヨン（TSB）培地（日水製薬, Japan）に加え、

25 °C、180 rpm で 24時間培養した。4 °C、10,000 ×g、10分間の条件で 3 回遠心洗浄し、

上澄みを取り除いて、湿菌重量を測った。1 g の湿菌重量あたり 5 ml の BugBuster® 

Protein Extraction Reagent（Novagen, Germany）を加えて緩やかに攪拌した。マイクロチ

ューブローテーターはMTR-103（Iuchi, Japan）を用い、低速で緩やかに 20 分間培養し

た。培養後 4 °C、16,000 ×g、20 分間遠心分離した後、上澄みを新しいマイクロチュー

ブに移した。これを E. tarda ソニケーション抗原とし、使用まで-80 °Cで保存した。 

4）で回収した血漿を用いて E. tarda 特異的 IgM 抗体価を測定した。96穴 Immunoplate

（Thermo Fisher, U.S.A.）に 0.1 M 炭酸－重炭酸バッファー（pH9.6）を用いてタンパク

質含量 20 μg/ml に調整した E.tarda ソニケーション抗原を各ウェルに 50 μl 加え 25 °C、

2 時間静置することで底面に抗原を吸着させた。完全に内容物を捨てた後、イムノブロ
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ック（大日本製薬, Japan）を各ウェルに 250 μlずつ加え 25 °C、2時間静置してブロッ

キングを行った。イムノウォッシャーAMW-8（BIOTEC, Japan）を使用し、0.05 % Tween 

20 を含む PBS（PBS-T）で 3回洗浄後、各ウェルに PBSで 20倍稀釈した血漿を 1ウェ

ルあたり 50 μl となるように各サンプルにつき 3ウェルずつ加えた。また対照区として

サンプルの代わりに PBS を用いて 20倍希釈した未感染魚の血漿を 3ウェルに、ブラン

クとして PBS を加えた対照区を 8 ウェルに加えた。25 °C、2 時間静置した後、PBS-T

で 3回洗浄し、PBSで 5000 倍稀釈した抗ギンブナ IgM マウス IgGモノクローナル抗体

を各ウェルに 50 μl ずつ加え 25 °C、1時間反応させた。PBS-T で 3回洗浄後、PBS で 5000

倍稀釈したペルオキシダーゼ標識抗マウス IgG+M ヤギ血清（Life Technologies, U.S.A.）

を各ウェルに 50 μl 加え、25 °C、1時間静置した。PBS-T で 3回洗浄後、1-step
TM

 Turbo 

TMB-ELISA（Pierce, U.S.A.）を各ウェルに 100 μlずつ加え、遮光しながら 25 °Cで十分

な発色が確認されるまで反応させた。マイクロプレートリーダーMPR-A4jⅡ（東ソー，

Japan）を使用し、波長 405 nmにおける吸光度を測定した。 

 

7）腎臓白血球の単離 

4）で回収した頭腎および体腎を 100 μm Nylon mesh上で緩やかに圧をかけて磨砕し、

RPMI-1に懸濁させた後、スピッツ管に移した。そこに 1.040 および 1.080 g/ml に調整し

た Percoll
TM

 溶液を 2.5 ml 注射筒および 20 G×70のカテラン針を用いて、試験管底部に

静かに加え、非連続の密度勾配の層を形成した後、4 °C、500 ×g、30 分間遠心分離を行

なった。分離後、白血球層を取り出し、RPMI-1 に懸濁させ 3 回洗浄を行なった。洗浄

後、Thoma 血球計算盤により白血球数を計数した。 
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8）CD4
+
 細胞の単離 

菌接種 8 日および 30 日後、腎臓白血球を 1×10
7
 cells/ml に調整し、抗ギンブナ CD4

ラット IgGモノクローナル抗体を 5000倍希釈となるように加え、4 °Cで 1 時間培養し

た。培養後、RPMI-1で 3回洗浄を行ない RPMI-5 で 1×10
8
 cells/ml に調整した。そこに

マグネティックビーズ標識抗ラット IgG ヤギ抗体を 5 倍希釈となるように加え、4 °C

で 30分間培養した。培養後、RPMI-1で 3回洗浄を行ない 0.5 % BSAおよび 2 mM EDTA

含有 PBSに懸濁した。懸濁後、細胞浮遊液をMS カラム（Miltenyi Biotec, U.S.A.）にア

プライし CD4
+
 および CD4

- に分画した。 

 

9）cDNA の合成 

7）で単離した腎臓白血球（5×10
6
 cells）を 4 °C、500 ×g、10分間遠心分離しペレット

化した。そこに 1% 2-メルカプトエタノール（和光純薬工業, Japan）含有 Buffer RTL Plus

（QIAGEN, Germany）を 350 μl加え攪拌し細胞を溶解した。その後、RNA抽出を行う

まで-80 °Cで保存した。 

-80 °Cで保存した白血球溶解液から RNeasy Plus Mini kit（QIAGEN）を用いて説明書

に従い Total RNAを抽出した。次に High Capacity cDNA Reverse transcription Kit（Appleid 

Biosystems, U.S.A.）を用いて、Total RNAから cDNAを合成した。すなわち 30 μlの Total 

RNAを鋳型とし、4 μlの 10×RT-Buffer、4 mMの dNTP Mix、1 μlの 25×RT Random Primers、

0.3 μM の Oligo dT Primers、5 UのMultiScribe
TM

 Reverse transcriptase を含む 40 μlの反応

液を作製し、サーマルサイクラーCP708（ASTEC, Japan）を用いて逆転写反応を行なっ

た。得られた cDNAを PCR grade water で 5倍希釈し、使用するまで-80 °Cで保存した。 

8）で単離した CD4
+ 細胞（5~10×10

3 
cells）を 4 °C、500 ×g、20分間遠心分離しペレ

ット化した。そこに 1% 2-メルカプトエタノール（和光純薬工業）含有 Lysis Buffer

（Invitrogen, U.S.A.）を 350 μl 加え攪拌し細胞を溶解させた。その後、使用するまで-80 °C
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で保存した。 

-80 °C で保存した CD4+ 細胞溶解液を PureLinkTM RNA Micro Kit（Invitrogen, 

U.S.A.）を用いて説明書に従い total RNA を抽出した。抽出した total RNA は High 

Capacity cDNA Reverse transcription Kit（Appleid Biosystems）を用いて上述した

方法で逆転写反応を行なった。得られた cDNAを PCR grade water で 2倍希釈し、使用

するまで-80 °Cで保存した。 

 

10）リアルタイム PCRによる遺伝子発現解析 

腎臓由来白血球における IFN-γ（ifng1 および ifng2）、IFN-γrel（ifngrel）、Th1 細胞の

マスター転写因子 T-bet（tbx21）および Th2 細胞のマスター転写因子 GATA-3（gata-3）

遺伝子の発現を調べた。なおリアルタイム PCRに用いた特異的プライマーは Table 4に

示した。9）で合成した cDNAを鋳型として、10 μl の Power SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, U.S.A.)、200 nMの Forwardプライマーおよび Reverse プライマーを

含む 20 μl 反応液を混合し、Mini Opticon
TM

 System（Biorad, U.S.A.）を用いてリアルタイ

ム PCRを行った。反応は 95 °Cで 3分、次に 95 °Cで 10秒、60 °Cで 30秒を 50サイク

ル行った。各遺伝子配列が組み込まれたコピー数が既知のプラスミドを鋳型として用い、

検量線を作成した。なお、内因性コントロール遺伝子である EF1α を用いて補正した値

を発現量として解析を行った。 
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11）マクロファージおよび CD8α
+ 、膜型 IgM

+ リンパ球の割合 

7）で単離した白血球を 1×10
6
 cells/ml に調整し、抗ギンブナ CD8α ラット IgGモノク

ローナル抗体および抗ギンブナ IgMマウス IgGモノクローナル抗体をそれぞれ 5000倍

希釈になるように加え、4 °Cで１時間反応させた。その後、RPMI-1で 3回洗浄を行な

い RPMI-5 で再懸濁した。そこに FITC 標識抗ラット IgG ヤギ抗体および FITC 標識抗

マウス IgGヤギ抗体（Jackson ImmunoReserch, U.S.A.）を 100倍希釈となるように加え、

4 °C、30分間、暗中で反応させた。その後、RPMI-1で 3回洗浄を行ない RPMI-1に再

懸濁させ、40 μm のナイロンメッシュ（共進理工, Japan）を通した。そこに 10 mg/ml

の Propidium iodide solution（SIGMA-ALDRICH, U.S.A.）を 2 μl 加え、22 °C、10分間、

暗中で静置した。フローサイトメーターCYTOMICS FC 500（BECKMAN COULTER, 

U.S.A.）を用いて解析した。すなわち前方散乱光（FS）および側方散乱光（SS）により

ドットプロットを作成して FITC 陽性細胞領域を検出した後、総リンパ球に対する

CD8α⁺および sIgM⁺リンパ球の割合を算出した。また FS/SS プロットでマクロファージ

にゲーティングし、その割合を調べた。 

 

12）細胞障害試験 

腎臓白血球より CD8α
+
 細胞を単離して、これをエフェクター細胞とした。すなわち

7）で単離した白血球を 1×10
7
 cells/ml に調整し、抗ギンブナ CD8αラット IgGモノクロ

ーナル抗体を 5000 倍希釈となるように加え、4 °Cで１時間反応させた。その後、RPMI-1

で 3回洗浄を行ない RPMI-5で 1×10
8
 cells/ml に調整した。そこにマグネティックビーズ

標識抗ラット IgGヤギ抗体（Miltenyi Biotec, Germany）を 5倍希釈となるように加え、4 °C

で30分間反応させた。その後、RPMI-1で3回洗浄を行ない0.5 % BSAおよび2 mM EDTA

含有 PBSに懸濁した。細胞浮遊駅を MSカラム（Milteni Biotec Gmbh, Germany）にアプ

ライし、CD8α
+
 細胞を単離した。単離した CD8α

+
 細胞は Effector 細胞の活性回復のた
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めペニシリン（10 U/ml）、ストレプトマイシン（10 μg/ml）、ゲンタマイシン（10 μg/ml）

含有 RPMI-10に懸濁し、25 °Cで 12時間培養した（Suzumura et al., 1994）。 

第一章、第二節 3）の方法により未感作魚の腎臓白血球から単離した貪食細胞をター

ゲット細胞とした。すなわち 7）と同様の方法で単離した腎臓白血球浮遊液を加えた滅

菌スピッツ管底部に 1.080および 1.090 g/mlに調整したPercoll
TM

 溶液を静かに加えて非

連続の密度勾配の層を形成した後、4 °C、500 ×g、30 分間遠心分離を行なった。分離後、

貪食細胞層を取り出し、RPMI-1に懸濁させ 3回洗浄を行なった。洗浄後、1×10
8
 cells/ml

に調整し、MOI = 10 となるように GFP発現 E. tarda 加え 25 °Cで 2時間共培養した。

培養後、RPMI-1 で 3回洗浄し、貪食されなかった細菌を殺菌するためペニシリン（200 

U/ml）、ストレプトマイシン（200 μg/ml）、ゲンタマイシン（200 μg/ml）含有 RPMI-5

に懸濁させ、25 °Cで 1時間培養した。培養後、RPMI-1で 3回洗浄し、ペニシリン（100 

U/ml）、ストレプトマイシン（100 μg/ml）、ゲンタマイシン（100 μg/ml）含有 RPMI-5

に懸濁した。GFP発現 E. tarda を貪食した貪食細胞数はフローサイトメーターで確認し、

96 穴細胞培養プレートに 1×10
4
 cells/well となるように加えた。 

エフェクター細胞を 1×10
4
 cells/well となるように加え、25 °Cで 6時間培養した。細

胞障害試験は Jedema et al.（2004）の方法を改変し行った（Jedema et al., 2004）。すなわ

ち 10,000個のマイクロビーズ（6 μm in diameter; Becton Dickinson, U.S.A.）と PI（2.5 ng/ml）

を細胞懸濁液に加え、マイクロビーズが 2000 個に達する間に検出される生存している

ターゲット細胞をフローサイトメーターの GFP-PIドットプロットにより計数した。な

お CD8α
+
 細胞の細胞障害活性は計数した生存しているターゲット細胞の数を以下の式

に当てはめ算出した。 

 

Cytotoxicity (%) =100 - 100
cells)effector  without cellsTarget 

cells)effector  with cellsTarget  ofNumber 










（

（
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13）統計解析 

 結果は平均値 ± 標準偏差で示した。E. tarda に対する特異抗体価の有意検定は PBS

との t検定によって行った。組織内菌数および発現解析、細胞組成、細胞障害活性の継

時的変化のデータは分散分析（ANOVA）を行った。また正規分布しているデータにつ

いては Ryan の方法により多重比較を行った。 
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3. 結果と考察 

 

1）自然免疫応答 

E. tarda を腹腔内接種したギンブナの各組織における生菌数は 2日目から 4日目に減

少した（Fig. 3）。また 2日目にマクロファージの増加が見られた（Fig. 7A）。この結果

よりこの菌数の減少は 2 日目に増加したマクロファージなどの貪食細胞が中心となる

自然免疫による殺菌であると考えられる。一方、感染後 4日目から 8日目にかけて組織

内菌数に変化は見られなかった（Fig. 3）。これは一部の E. tarda が自然免疫の殺菌機構

に抵抗していると考えられる。 

 

2）細胞性免疫応答 

細胞性免疫は主に Th1や CTLs が中心となる免疫機構である。哺乳類の細胞内寄生細

菌感染に対する防御免疫において細胞性免疫が重要な役割を担っている（Neild and 

Roy, 2004; Parmer, 2004; Reece and Kaufmann, 2008）。 

哺乳類において Th0 は樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞による抗原提

示の刺激と IFN-γ によって Th1に分化する。本研究において Th1 のマスター転写因子で

ある T-bet 遺伝子には E. tarda 感染後 8日目以降に有意な発現が見られた（Fig. 5D）。さ

らに 8 日目の CD4
+
 細胞において T-bet 遺伝子の有意に高い発現が見られたことから、

この時期に Th1 が誘導されていることが考えられる（Fig. 6A）。また感染 12 日目に

IFN-γ1の発現が有意に上昇していた（Fig. 5A）。この結果から Th1が IFN-γ1 を産生し、

細胞性免疫を誘導していると考えられる。 

哺乳類において細胞内寄生細菌に感染した細胞の除去には細胞障害性T細胞（CTLs）

が重要な役割を果たす（Kaufmann and Flesch, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 2008）。

本研究において CD8α
+ リンパ球は E. tarda 感染後 4日目から 8日目にかけて増加した
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（Fig. 7B）。また CD8α
+ 細胞の E. tarda に対する抗原特異的細胞障害活性も同時期に最

大値に達した（Fig. 8）。加えて感染 8日目まで変化のなかった組織内菌数は細胞障害活

性が最大になった後、検出限界以下にまで減少していることから（Fig. 3）、魚類おいて

も CTLs は細胞内寄生細菌感染細胞の除去に大きく貢献していると考えられる。 

 

3）液性免疫応答 

B細胞が産生する抗原特異的抗体は細胞外病原体に対して効果的である。魚類におい

ても液性免疫は Streptococcus agalactiae や Streptococcus iniae など細胞内での抵抗性を

有さない細菌に対して主要な役割を果たすことは受動免疫試験などにより明らかにな

っている（Pasnik et al., 2006; LaFrentz et al., 2011）。液性免疫の誘導は Th0から分化した

Th2により行われる。本研究において Th2のマスター転写因子である GATA3 遺伝子は

E. tarda 感染 12日目から有意な発現が見られた（Fig. 5E）。また腎臓中の sIgM
+ リンパ

球の割合は E. tarda 感染後 12日目から 30 日目に有意に増加した（Fig. 7C）。これらの

結果より液性免疫は E. tarda 感染 12日目以降に誘導されていると考えられる。さらに

E. tarda 特異的抗体価は組織内菌数が検出限界以下となった 16 日以後、有意的に増加

した（Fig .4）。これらの結果より E. tarda 感染に対する防御免疫は液性免疫がなくとも

完結することが明らかとなった。一方、Igarashi and Iida（2002）は E. tarda による攻撃

試験において生残率と E. tarda 特異抗体価の間に相関関係はないと報告してい（Igarashi 

and Iida, 2002）。これらの結果は E. tarda に対する防御免疫は液性免疫がなくても成立

することを示している。 
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4）小括 

 E. tarda 感染後の組織内菌数および免疫応答を調べた結果、大部分の細菌は自然免疫

によって殺菌されていると考えられる。しかし、一部の E. tarda は自然免疫の殺菌活性

に対して抵抗していると考えられる。その E. tarda の排除は Th1や CTLsの誘導および

活性化と同時期に観察された。このことから、E. tartda 感染に対する防御免疫において

細胞性免疫が重要な役割を果たしていると考えられる。一方、液性免疫は組織内の細菌

が検出されなくなってから誘導されていた。このことから E. tarda 感染に対する防御免

疫は液性免疫が無くとも完結することが示唆された。 
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Fig. 3. Reduction of bacterial counts in fish kidney (A), spleen (B), and liver (B) 

after E. tarda infection. Bacterial counts are shown as mean ± SD of 3 fish. N.D. 

indicates that no colony was detected in the media. Stastical analysis was 

perfoermed using analysis of variance (ANOVA) and multiple comparisons with 

Ryan’s method. The labels with different letters above each bar denote significant 

defference (P < 0.05). 
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Fig. 4. Antibody responses in plasma E. tarda infection. Fish were injected with PBS 

(●) or E. tarda (□). Antibody titers are shown as the mean ± SD of 3 fish. Statistical 

analysis was performed using Student’s unpaired t-test. Asterisks indicate significant 

differences between the E. tarda- and PBS-injected groups during the same period 

(*P < 0.05, **P < 0.01). 
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Fig. 5. Quantitative expression analysis of IFN-γ (A, ifng1; B, ifng2; C, ifngrel), 

T-bet (D, tbx21), and GATA-3 (E, gata3) in kidney leukocytes after E. tarda 

infection. Fish were injected with PBS (open bar) or E. tarda (closed bar). The 

expression levels were calculated as a ratio to the EF1α (eef1a) level, and are shown 

as fold change in expression based on naïve fish sample (day 0). Data are shown as 

mean ± SD of 3 fish. Statistical analysis was performed using analysis of variance 

(ANOVA) and multiple comparisons with Ryan’s method. The labels with different 

letters above each bar denote statistical significance (P < 0.05); labels with the same 

letter on each bar of a graph indicate no statistical difference between the groups. 
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Fig. 6. Quantitative analysis of the expression of (A) tbx21 and(B) gata3 in CD4
+
 

cells. CD4+ were isolated from kidney leukocytes at 8 (hatched bar) or 30 (closed 

bar) days after sensitized with E. tarda FPC498. Expression levels are presented as 

the ratio to the expression of eef1a, and the differences are shown as fold change in 

expression based on challenge in PBS-injected fish (open bar). Data are shown as 

means ± standard deviation (SD) of three fish. Statistical analysis was performed 

using analysis of variance (ANOVA) and multiple comparison with Ryan’s method 

(*P < 0.05). 
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Fig. 7. Kinetics of macrophages (A), CD8α
+
 (B) and sIgM

+
 (C) lymphocytes in the 

kidney after E. tarda infection. Fish were injected with PBS (open bar) or E. tarda 

(closed bar). The percentages of cell populations in kidney leukocytes (KLs) are 

shown as mean ± SD of 3 fish. Statistical analysis was performed using analysis of 

variance (ANOVA) and multiple comparisons with Ryan’s method. The labels with 

different letters above each bar denote significant difference (P < 0.05); labels with 

the same letter on each bar of a graph indicate no statistical difference between the 

groups. 
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Fig. 8. Cytotoxic activity of CD8α
+
 cells after E. tarda infection. Data are shown as 

mean ± SD of 3 fish. Statistical analysis was performed using analysis of variance 

(ANOVA) and multiple comparisons with Ryan’s method. The labels with different 

letters above each bar denote significant difference (P < 0.05); labels with the same 

letter on each bar a graph indicate no statistical difference between the groups. 
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第三章 ギンブナの E. tarda 感染に対する感染防御因子の特定 

 

1. 背景と目的 

 

 序論で述べたように哺乳類の細胞内寄生細菌感染に対する防御免疫において細胞

性免疫が重要な役割を担っている（Neild and Roy, 2004; Parmer, 2004; Reece and 

Kaufmann, 2008）。第二章において魚類の E. tarda 感染に対する防御免疫においても

Th1や CTLs が中心となる細胞性免疫が重要な役割を果たしていることが示唆された。 

Th1 は抗原刺激と IFNγ や IL-12 などのサイトカインにより Th0 から分化する。分化

後、IFNγ を介してマクロファージや CTLs を活性化し、細胞性免疫を誘導する。魚類の

CD4
+
 細胞もCHNV感染に対する防御免疫において CTLsを活性化させることがすでに

報告されている（Somamoto et al., 2014）。第二章においても Th1 のマスター転写因子で

ある T-bet の遺伝子発現の上昇と CTLs の活性化が同時期に観察された。このことから

E. tarda 感染に対する防御免疫においてもTh1様CD4
+
 細胞が細胞性免疫を誘導してい

ると考えられる。 

哺乳類において細胞内寄生細菌に感染した細胞の除去には細胞障害性T細胞（CTLs）

が重要な役割を果たす（Kaufmann and Flesch, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 2008）。

特に CTLs のパーフォリンを介した細胞障害機構は L. monocytogenes や M. 

tuberculosisのような細胞内寄生細菌の抑制には必須である（Kägi et al., 1994; Kägi et 

al., 1996; Stenger et al., 1997; Woodworth et al., 2008）。第二章において組織内菌数の

減少が E. tarda 感染細胞に対する CTLsの細胞障害活性の上昇後、観察されたことか

ら魚類においても CTLs が細胞内寄生細菌に感染した細胞の除去に重要な役割を担っ

ていることが示唆された。しかし、CTLsが実際に組織内の E tarda 排除に貢献してい

るかは明らかではない。 
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エドワジエラ症に対する免疫システムをさらに詳細に明らかにするためには細胞の

機能を in vivo で直接解析しなければならない。養子移入は感作したリンパ球サブセッ

トを未感染個体に移入し、その役割と各細胞群の免疫応答を調べる方法で、細胞性免疫

を解析する上で効果的な手法である（Pedrazzini et al., 1987; Orme et al., 1987; Nordmann 

et al., 1992; Szalay et al., 1995; Feng and Britton, 2000）。これまでに魚類のウイルス感染や

GVHR に対する T 細胞の免疫応答は養子移入試験によって詳細に解析されている

（Somamoto et al., 2002; Shibasaki et al., 2010; Somamoto et al., 2013a）。そこで第三章では

CD4
+
 および CD8α

+
 細胞の養子移入を行い、Th1 や CTLs の E. tarda 感染に対する防御

免疫における役割の有無を明らかにした。加えて攻撃試験後の免疫関連遺伝子の発現を

調べ、Th1および CTLs移入によって誘導される免疫応答を明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 

 

2. 材料と方法 

 

1）供試魚 

長野県産諏訪湖産クローンギンブナ OB1 系統は独立行政法人水産総合研究センター

増養殖研究所より分与を受けた。水温を 25 °Cに設定した 120 cm循環式水槽に収容し

試験開始まで 2週間順応させた。 

 

2）供試菌株 

供試菌株にはエドワジエラ症罹患ヒラメの腹水から分離された病原性株 E. tarda 

FPC498 株を使用した。試験には凍結保存した菌株を用いて病原性回復のために魚体通

過を行い、再分離された菌体を TSA培地で継代した後、25 °Cで 48 時間培養後に使用

した。 

 

3）E. tarda による感作 

TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定し、滅菌処理した PBS を用いて

10
5
 CFU/ml に調整した。4～6尾の供試魚（平均魚体重：25.3 ± 3.6 g）に調整した菌液を

1 ml 注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 ml（0.2 LD50）となるように

左体側より腹腔内接種した。試験魚は 60 cm水槽にて 25 °C、無給餌で観察した。試験

期間中は接種後、5 日毎に半量の水を交換した。 
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4）CD4
+
 および CD8α

+
 細胞の単離 

菌接種 8日後、頭腎および体腎を単離し 100 μm Nylon mesh 上で緩やかに圧をかけて

磨砕し、RPMI-1に懸濁した。そこに 1.040 および 1.080 g/ml に調整した Percoll
TM

 溶液

を 2.5 ml 注射筒および 20 G×70 のカテラン針を用いて、試験管底部に静かに加え、非連

続の密度勾配の層を形成した後、4 °Cで 500 ×g、30 分間遠心分離を行なった。分離後、

白血球層を取り出し、RPMI-1に懸濁させ 3回洗浄を行なった。単離した白血球を 1×10
7
 

cells/ml に調整し、抗ギンブナ CD8αラット IgG モノクローナル抗体を 5000 倍希釈とな

るように加え、4 °C で 1 時間培養した。培養後、RPMI-1 で 3 回洗浄を行ない RPMI-5

で 1×10
8
 cells/ml に調整した。そこにマグネティックビーズ標識抗ラット IgG ヤギ抗体

を 5倍希釈となるように加え、4 °Cで 30分間培養した。培養後、RPMI-1で 3回洗浄を

行ない 0.5 % BSAおよび 2 mM EDTA含有 PBSに懸濁した。懸濁後、細胞浮遊駅を MS

カラム（Miltenyi Biotec, U.S.A.）にアプライし CD8α
+
 および CD8α

- に分画した。また

CD8α
- 細胞からはさらに抗ギンブナ CD4 ラット IgG モノクローナル抗体を用いて上述

した方法で CD4
+
 および CD4

-
 細胞に分画した。単離した CD4

+
 および CD8α

+
 細胞は

表面の細菌を殺菌するためペニシリン（200 U/ml）、ストレプトマイシン（200 μg/ml）、

ゲンタマイシン（200 μg/ml）含有 RPMI-10に懸濁させ、25 °Cで 1時間培養した。培養

後、4 °C、500 ×g、20 分間遠心分離を行い PBSで洗浄を行った。2回洗浄後、PBSに

再懸濁した。CD4 および CD8α 陽性画分はトリパンブルー染色により生残率を確認し、

さらにフローサイトメーターにより細胞組成を測定した。また、遺伝子発現解析を行う

ため、単離した一部の CD4
+ および CD8α

+細胞（5~10×10
3 細胞）を 4 °C、500 ×g、20

分間遠心分離しペレット化した。そこに 1% 2-メルカプトエタノール（和光純薬工業）

含有 Lysis Buffer（Invitrogen, U.S.A.）を 350 μl 加え攪拌し細胞を溶解した。その後、使

用するまで-80 °Cで保存した。 
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5）養子移入 

 感作魚 4～6 尾より単離した CD4
+
 および CD8α

+
 細胞をプールし 4～6 尾の未感染魚

に一尾あたり 1.5×10
4
 cells/0.05 ml となるように静脈内移入した。また対照区として未感

染魚由来 CD4
+
 および CD8α

+
 細胞を 4）と同様の方法で単離し、未感染魚に上記と同

様の方法で移入した。この試験は二回繰り返し行った。 

 

6）攻撃試験 

TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定し、滅菌処理した PBS を用いて

10
5
 CFU/ml に調整した。細胞を移入した魚（平均魚体重：25.3 ± 3.6 g）に調整した菌液

を 1 ml 注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 ml（20 LD50）となるよう

に左体側より腹腔内接種した。試験魚は 60 cm水槽にて 25 °C、無給餌で 4 日間観察し

た。 

 

7）組織内菌数の測定 

攻撃試験後、2日目および 4日目に腎臓と脾臓を単離した。単離した組織は重量を測

定し、100 μm Nylon mesh 上で緩やかに圧をかけて磨砕し、PBSに懸濁させた。細菌数

はMiles and Misra 法（Miles et al., 1938; Kato et al., 2012）により測定した。 
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8）白血球の単離 

攻撃試験後、2日目に試験魚を取り上げ頭腎、体腎および脾臓を単離した。単離した

各組織は 100 μm Nylon mesh 上で緩やかに圧をかけて磨砕し、RPMI-1 に懸濁した。そ

こに 1.040 および 1.080 g/ml に調整した Percoll
TM

 溶液を 2.5 ml 注射筒および 20 G×70

のカテラン針を用いて、試験管底部に静かに加え、非連続の密度勾配の層を形成した後、

4 °C、500 ×g、30 分間遠心分離を行なった。分離後、白血球層を取り出し、RPMI-1に

懸濁し 3回洗浄を行なった。 

 

9）cDNA の合成 

4）および 8）で単離した白血球 5×10
6
 細胞を 4 °C、500 ×g、10分間遠心分離しペレ

ット化した。そこに 1% 2-メルカプトエタノール（和光純薬工業, Japan）含有 Buffer RTL 

Plus（QIAGEN）を 350 μl 加え攪拌し細胞を溶解させた。その後、RNA抽出を行うまで

-80 °Cで保存した。 

-80 °Cで保存した白血球溶解液から RNeasy Plus Mini kit（QIAGEN）を用いて説明書

に従い Total RNAを抽出した。次に High Capacity cDNA Reverse transcription Kit（Life 

Technologies）を用いて抽出した Total RNA から cDNA を合成した。すなわち 30 μl の

Total RNAを鋳型とし、4 μl の 10×RT-Buffer、4 mM の dNTP Mix、1 μl の 25×RT Random 

Primers、0.3 μM の Oligo dT Primers、5 UのMultiScribe
TM

 Reverse transcriptase を含む 40 μl

の反応液を作成し、サーマルサイクラーCP708（ASTEC）を用いて逆転写反応を行なっ

た。得られた cDNAを PCR grade water で 5倍希釈し、使用するまで-80 °Cで保存した。 
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10）RT-PCRによる CD4
+ および CD8α

+ 細胞の遺伝子発現解析 

PCRは特異的プライマーを用いて行った。各プライマーの塩基配列を Table 5に示し

た。PCRは前述の cDNA溶液 4 μlを鋳型とし、2 μl の 10×NH2 buffer、200 μM の dNTP 

mix、2.5 mM の MgCl2、0.1 μM の Forward Primer、0.1 μM の Reverse Primer、5 Uの Biotaq 

DNA Polymerase を含む 20 μl反応液中で行った。EF1α の PCRは 94 °Cで 2分、次に

94 °Cで 10秒、60 °Cで 10秒、72 °Cで 1分を 35サイクル、最後に 72 °Cで 2 分行った。

CD4-1および CD8α の PCRは 94 °Cで 2分、次に 94 °Cで 10秒、60 °Cで 10 秒、72 °C

で 1分を 40サイクル、最後に 72 °Cで 2分行った。PCR産物は 2 μg/ml エチジウムブロ

マイド含有2 %アガロースゲルにロードして 100 V定電圧、22分間電気泳動を行なった。

泳動後、UV-トランスイルミネーターで視覚化しデジタルカメラに取り込んだ。 

 

11）リアルタイム PCRによる遺伝子発現解析 

頭腎および体腎、脾臓由来白血球における IFN-γ（ifng1および ifng2）、IFN-γrel（ifngrel）、

パーフォリン（prf-1 および prf-2、prf-3）、Th1 細胞のマスター転写因子 T-bet（tbx21）

および Th2 細胞のマスター転写因子 GATA-3（gata-3）遺伝子の発現を調べた。なおリ

アルタイム PCR に用いた特異的プライマーは Table 6 に示した。9）で合成した cDNA

を鋳型として、10 μlの Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)、200 nM

の Forward プライマーおよび Reverse プライマーを含む 20 μl 反応液を混合し、Mini 

Opticon
TM

 System（Biorad, USA）を用いてリアルタイム PCRを行った。反応は 95 °Cで

3 分、次に 95 °Cで 10秒、60 °Cで 30 秒を 50 サイクル行った。各遺伝子配列が組み込

まれたコピー数が既知のプラスミドを鋳型として用い、検量線を作成した。なお、内因

性コントロール遺伝子である EF1α を用いて補正した値を発現量として解析を行った。 

 

 



53 

 

12）統計解析 

 結果は平均値 ± 標準偏差で示した。組織内菌数と発現解析のデータは分散分析

（ANOVA）を行った。また正規分布しているデータについては Ryan の方法により多重

比較を行った 
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3. 結果と考察 

 

1）移入細胞の分画と発現解析 

 MACS で分画した CD4+ および CD8α+ 細胞はリンパ球を高純度で含んでいた

（Table 7）。加えて RT-PCRによる発現解析の結果、CD4+ および CD8α
+
 細胞はそれ

ぞれ CD8αおよび CD4-1遺伝子の発現は確認されなかった（Fig. 9）。このことから移入

細胞はそれぞれ高純度の Ths および CTLsであると考えられる。 

 

2）Th1様細胞の移入効果 

 CD4+ ヘルパーT 細胞は Th1 と Th2 を含み、それぞれ細胞性免疫と液性免疫を誘導

する。第二章の結果より感染 8 日目の CD4+ 細胞は T-bet の発現が有意に高い値を示

し、感染 30日目においては GATA-3の発現が有意に高い値を示した。このことから感

染 8日目の CD4+ 細胞は Th1様細胞、感染 30日目の CD4+ 細胞は Th2様細胞である

ことが考えられる。そこで本章では E. tarda 感染に対する Th1様細胞の移入による防

御効果を検討した。その結果、未感染魚はすべて死亡し、未感作 CD4+ 細胞移入魚は 8

尾が死亡し、2尾が組織の膿瘍など重度の症状を呈した。一方、感作 CD4+ 細胞を移入

したリシピエントは 2尾において腹水の貯留が認められ、3尾が肛門の発赤を呈したが、

すべてが生残した（Table 8）。加えて、攻撃試験後 2 日目の腎臓と脾臓における感作

CD4+ 細胞移入区の生菌数は未感染魚や未感作 CD4+ 細胞移入区と比較し有意に減少

した（Fig. 10）。これらの結果は Th1が宿主の組織内菌数の減少に主要な役割を果たし

ていることを示している。 

哺乳類の Th1 は IFN-を介して抗原特異的細胞障害機構やマクロファージの活性化

などの細胞性免疫を誘導する。しかし、感作 CD4+ 細胞移入区の頭腎白血球の IFN-1

や IFN-2の発現は攻撃試験後の未感染魚よりも有意に減少した（Fig. 11A, B）。対照
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的に Perforin-1遺伝子の発現は有意に高い値を示した（Fig. 11D）。この結果について

は 2 つの可能性が考えられる。一つ目は Th1 様細胞が攻撃試験後 2 日目より早い時期

に IFN-を発現しているという可能性である。この場合、移入した CD4+ Th1細胞によ

って誘導された CTLs が細胞障害機構によって E. tarda 感染細胞を破壊していると考

えられる。二つ目はドナー由来 CD4+ 細胞自身が Perforin依存的に E. tarda 感染細胞

を破壊しているという可能性である。哺乳類の CD4+ T 細胞には CTLs として機能し、

M. tuberculosis 感染細胞に対してPerforin依存的な細胞障害機構を有しているポピュ

レーションが少数ながら存在する（Canaday et al., 2001）。魚類の CD4+ 細胞にも同様

に細胞障害機構を有しているポピュレーションが存在していることが推察される。 

 

3）CTLsの移入効果 

 第二章において E. tarda 感染後 8日目において CTLsの細胞障害活性が最大値を示

した後、腎臓と脾臓の組織内菌数は検出限界以下まで減少した。このことから魚類の細

胞内寄生細菌感染症に対しても CTLs の細胞障害機構が重要な役割を果たしていると

考えられる。しかし、CTLs が直接、E. tarda 排除に関与しているかは明らかではない。

本章では E. tarda 感染に対する CTLs の役割を検討した。その結果、未感作 CD8α+

細胞を移入したリシピエント 8尾が死亡し、1尾が肛門の発赤を示し、1尾が組織の膿

瘍を呈した。一方、感作 CD8α+ 細胞を移入したリシピエントは 2尾において腹水の貯

留が認められ、1尾が肛門の発赤を呈したが、7尾が症状を呈さなかった（Table 8）。

加えて、攻撃試験後 2日目の腎臓と脾臓における感作 CD8α+ 細胞移入区の生菌数は未

感染魚や未感作 CD8α+ 細胞移入区と比較し有意に減少した（Fig. 10）。これらの結果

から CTLsは E. tarda 感染に対する防御免疫において主要な免疫機構であると考えら

れる。 
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哺乳類の CTLs は細胞内寄生体に対する防御免疫において重要な役割を果たす

（Kaufmann and Flesch, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 2008）。特に CTLs のパーフォ

リンを介した細胞障害機構は L. monocytogenesやM. tuberculosisのような細胞内寄

生細菌の抑制には必須である（Kägi et al., 1994; Kägi et al., 1996; Stenger et al., 

1997; Woodworth et al., 2008）。本研究において攻撃試験 2日目の感作 CD8α+ 細胞を

移入したリシピエントの頭腎白血球や脾臓白血球において prf2 の高い発現が見られた

（Fig. 11E）。この結果は CTLsが E. tarda 感染細胞に対して Perforin を介した細胞

障害を行っていることが考えられる。また頭腎白血球や体腎白血球、脾臓白血球におい

て ifng1や ifng2の発現は攻撃試験時の未感染魚より有意に高い値を示した（Fig. 11A, 

B）。これからの結果は移入した CTLsが IFN- を産生し、Th1を誘導するとともに他

の CTLsを活性化しているとと考えられる。 

 

4）小括 

第二章において E. tarda 感染における組織内細菌の排除に細胞性免疫が主要な役割

を果たしていることが示唆された。そこで本章では細胞性免疫の主役となる Th1 およ

び CTLsの移入による防御効果を検討した。その結果、Th1および CTLsの移入により

リシピエントに E. tarda 感染に対する防御効果が認められたことから、E. tarda 感染

に対する防御免疫において細胞性免疫が決定的な役割を担っていることが明らかとな

った。 
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Fig. 9. Expression analysis of MACS-separated CD4
+
 and CD8α

+
 cells. The 

lymphocyte-rich fraction of kidney leukocytes was stained with rat anti-ginbuna 

CD8α mAb followed by magnetic bead-conjugated second antibody and CD8α+ and 

CD8α
-
 cells were separated with MACS. CD4

+
 and CD4

-
 cells were also separated 

from the CD8α
-
 fraction with rat anti-ginbuna CD4 mAb using the same methods. 

Total RNA was prepared from 5~10 × 10
3
 sorted cells for CD4

+
 and CD8α

+
 cells and 

used for RT-PCR analysis. RT-PCR was performed using gene-specific primer sets 

(Table 5) as follows: CD4-1 (cd4-1), CD8α (cd8a), and EF1α (eef1a). EF1α was used 

as an internal control. Numbers to the right indicate PCR cycles. 
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Fig. 10. Bacterial counts in kidney and spleen of CD4
+
 or CD8α

+
 cell recipients at 2 

and 4 days after infection. Control fish received PBS via i.v. injection. Bacterial 

counts are shown as mean ± SD of three fish. Stastical analysis was perfoermed 

using analysis of variance (ANOVA) and multiple comparisons with Ryan’s method. 

The labelings with different letters above each bar denote significant difference (P < 

0.05); labelings with the same letter on each bar indicate no statistical difference 

between groups. 
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Fig. 11. Quantitative analysis of the expression of (A) ifng1, (B) ifng2, (C) ifngrel, 

(D) prf1, (E) prf2, (F) prf3, (G) tbx21, and (H) gata3 in head kidney leukocytes 

(HKLs), trunk kidney leukocytes (TKLs), and spleen leukocytes (SPLs) of CD4
+
 or 

CD8α
+
 cell recipients at 2 days post-infection (dpi). Each fish received 1.5 × 10

4

 cells 

of non-sensitized or sensitized CD4
+
 or CD8α

+
 populations 8 days after sensitization 

with Edwardsiella tarda. Control fish received PBS via intravenous (i.v.) injection. 

Expression levels are presented as the ratio to the expression of eef1a, and the 

differences are shown as fold change in expression based on challenge in 

PBS-injected fish. Data are shown as means ± standard deviation (SD) of three fish.  

Stastical analysis was perfoermed using analysis of variance (ANOVA) and multiple 

comparisons with Ryan’s method. Asterisks indicate significant differences compared 

with the same tissue from control fish (*P < 0.05, **P < 0.01). 
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第四章 E. tarda 弱毒生ワクチンおよび 

ホルマリン不活化ワクチンによって誘導される二次応答の比較 

 

1. 背景と目的 

 

 第三章で Th1や CTLsが中心となる細胞性免疫が E. tarda 感染に対する防御免疫にお

いて決定的な役割を果たしていることが明らかになった。加えて抗原特異的細胞障害機

構が組織内の E. tarda 排除に重要であることが示唆された。 

これまで FKC ワクチンの試験は報告されているが、細胞内寄生細菌である

Mycobacterium sp.や Nocardia seriolae を原因細菌とするミコバクテリウム症および

ノカルジア症に対して効果的ではないことが示されている（Kato et al., 2010, 2012）。

さらにエドワジエラ症に対しては FKCワクチン接種によって特異抗体価の上昇は見ら

れるものの攻撃試験時の生残率と相関はなく、FKC ワクチンは有効ではないことが報

告されている（Salati et al., 1983; Igarashi and Iida, 2002）。一方、弱毒生ワクチンは

E. ictaluri や A. salomonicida、A. hydrophila、E. tarda のような細胞内寄生細菌感

染症に対して有効であることが報告されている（Klesius et al., 1999; Marsden et al., 

1996; Moral et al., 1998; Igarashi and Iida, 2002）。哺乳類において弱毒生ワクチンは

細胞性免疫を強く誘導することが古くから知られている。これらの結果は魚類において

も弱毒生ワクチンによって細胞性免疫が強く誘導されていることを示唆しているが、実

際にどのような免疫機構が誘導するワクチンが有効かは明らかではない。そこで第四章

では弱毒生ワクチンと不活化ワクチン接種魚における E. tarda 感染に対する獲得免疫

応答を比較することでエドワジエラ症に対して有効性を示すワクチンの開発方針を明

らかにした。 



65 

 

2. 材料と方法 

 

1）供試魚 

長野県産諏訪湖産クローンギンブナ OB1 系統は独立行政法人水産総合研究センター

増養殖研究所より分与を受けた。水温を 25 °Cに設定した 120 cm循環式水槽に収容し

試験開始まで 2週間順応させた。 

 

2）供試菌株 

強毒株にはエドワジエラ症罹患ヒラメの腹水から分離された病原性株 E. tarda 

FPC498 株を使用した。試験には凍結保存した菌株を用いて病原性回復のために魚体通

過を行い、再分離された菌体を TSA培地で継代した後、25 °Cで 48 時間培養後に使用

した。 

弱毒株には E. tarda FPC498 を親株として作出された E. tarda SPM31 株を用いた

（Igarashi and Iida, 2002）。本菌株は親株と比較して、病原性に深く関わるとされる鉄獲

得因子であるシデロフォア産生能が低い株である。試験にはグリセロール凍結保存した

菌株を 50 mg/ml カナマイシン含有 TSA培地で継代し、25 °Cで 48時間培養後に使用し

た。 
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3）ギンブナに対する E. tarda SPM31株の LD50の測定 

TSA 培地に増殖した FPC498 株および SPM31 株を掻き取り湿菌重量を測定し、滅菌

処理した PBSを用いて 10
5～10

8
 CFU/ml にそれぞれ調整した。6尾の供試魚に調整した

菌液を 1 ml注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 mlとなるように左体

側より腹腔内接種した。試験魚は 60 cm水槽にて 25 °C、無給餌で 30 日間観察した。試

験期間中は接種後、5日毎に半量の水を交換した。死亡魚については 2 時間以内に取り

上げ症状の確認および腎臓、脾臓および肝膵臓から菌分離を行った。また菌接種 30 日

後、すべての試験魚を取り上げReed and Müench（1938）の方法によりLD50を求めた（Reed 

and Müench, 1938）。 

 

4）ホルマリン不活化菌体の作製 

 培養した E. tarda FPC498 株を湿菌重量 1 mg/ml に PBSを用いて調整した。ホルマリ

ンをホルムアルデヒド終濃度が 0.5 % になるよう菌浮遊液に加え 4 °C、24 時間静置し

た。その後、PBS で 22 °C、10000 ×g、3分間の条件で 3回遠心洗浄し、PBS に 1 mg/ml 

となるように再懸濁した。菌の不活化を確認するため 100 μl を TSA 培地に塗布し、

25 °C、24時間培養し、コロニーが形成されないことを確認した。ホルマリン不活化菌

体（FKC） 懸濁液は使用まで 4 °Cで保存した。 
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5）ワクチネーション 

生菌によるワクチネーションは E. tarda SPM31 株を用いて行った。50 mg/ml カナマイ

シン含有 TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定し、滅菌処理した PBSを

用いて 10
7
 CFU/ml に調整した。供試魚（平均魚体重：14.3 ± 2.5 g）に調整した菌液を 1 

ml注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 mlとなるように左体側より腹

腔内接種した。また 10
8
 CFU/100 g 魚体重となるように FKCを腹腔内接種した。試験

魚は 60 cm水槽にて 25 °C、無給餌で 30日間観察した。試験期間中は接種後、5日毎に

半量の水を交換した。 

 

6）攻撃試験 

 ワクチン効果を比較するため致死量の E. tarda で攻撃試験を行った。攻撃試験には強

毒株である E. tarda FPC498 株を用いた。TSA培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量

を測定し、滅菌処理した PBSを用いて 10
7
 CFU/ml に調整した。ワクチン接種 30日後、

魚体に 1 ml 注射筒および 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 ml（20 LD50）となる

ように左体側より腹腔内接種した。死亡魚は 2時間以内に取り上げ症状の確認および腎

臓、脾臓および肝臓から菌分離を行った。 

 ワクチン接種によって誘導される二次免疫応答を比較するため、比較的低い菌数（0.2 

LD50）の E. tarda で攻撃試験を行った。本試験には攻撃試験同様に E. tarda FPC498株

を用いた。TSA 培地に増殖した菌体を掻き取り湿菌重量を測定し、滅菌処理した PBS

を用いて 10
5
 CFU/ml に調整した。ワクチン接種 30 日後、生残した魚体に 1 ml 注射筒お

よび 25 Gの針を用いて 100 g魚体重あたり 1 mlとなるように左体側より腹腔内接種し

た。 
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7）サンプリング 

E. tarda 接種後、0、1、2、4日目に無作為に 3尾ずつ供試した。ヘパリン処理した 1 

ml 注射筒および 25 Gの針を用いて全採血を行った。採血後解剖し、頭腎および体腎を

回収した。血液は 4 °C、500 ×g、10分間遠心分離を行い、血漿を回収した。頭腎および

体腎は白血球単離に用い、血漿は凝集抗体価測定に用いた。 

 

8）白血球の単離 

7）で回収した頭腎および体腎を 100 μm Nylon mesh上で緩やかに圧をかけて磨砕し、

RPMI-1に懸濁した後、スピッツ管に移した。そこに 1.040 および 1.080 g/ml に調整した

Percoll
TM

 溶液を 2.5 ml 注射筒および 20 G×70のカテラン針を用いて、試験管底部に静

かに加え、密度勾配の層を形成した後、4 °C、500 ×g、30 分間遠心分離を行なった。分

離後、白血球層を取り出し、RPMI-1に懸濁させ 3 回洗浄を行なった。洗浄後、Thoma 血

球計算盤により白血球数を計数した。 
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9）cDNA の合成 

8）で単離した白血球 5×10
6
 cellsを 4 °C、500 ×g、10分間遠心分離しペレット化した。

そこに 1% 2-メルカプトエタノール（和光純薬工業）含有 Buffer RTL Plus（QIAGEN）

を 350 μl加え攪拌し細胞を溶解させた。その後、RNA抽出を行うまで-80 °Cで保存し

た。 

-80 °Cで保存した白血球溶解液から RNeasy Plus Mini kit（QIAGEN）を用いて説明書

に従い Total RNAを抽出した。次に High Capacity cDNA Reverse transcription Kit（Appleid 

Biosystems）を用いて逆転写反応を行ない抽出した Total RNAから cDNAを合成した。

すなわち 30 μlの Total RNA を鋳型とし、4 μl の 10×RT-Buffer、4 mM の dNTP Mix、1 μl

の 25×RT Random Primers、0.3 μM の Oligo dT Primers、5 U の MultiScribe
TM

 Reverse 

transcriptase を含む 40 μlの反応液を作成し、サーマルサイクラーCP708（ASTEC, Japan）

を用いて逆転写反応を行なった。得られた cDNAを PCR grade water で 5倍希釈し、使

用するまで-80 °Cで保存した。 
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10）リアルタイム PCRによる遺伝子の発現解析 

腎臓由来白血球における IFN-γ（ifng1 および ifng2）、IL-10（il10）Th1 細胞のマスタ

ー転写因子 T-bet（tbx21）および Th2細胞のマスター転写因子 GATA-3（gata-3）遺伝子

の発現を調べた。なおリアルタイム PCRに用いた特異的プライマーは Table 9に示した。

8）で合成した cDNAを鋳型として、10 μl の Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, U.S.A.)、200 nMの ForwardプライマーおよびReverseプライマーを含む 20 μl

反応液を混合し、Mini Opticon
TM

 System（Biorad, U.S.A.）を用いてリアルタイム PCRを

行った。反応は 95 °Cで 3分、次に 95 °Cで 10 秒、60 °Cで 30 秒を 50サイクル行った。

各遺伝子配列が組み込まれたプラスミドを鋳型として用い、既知のコピー数に対する閾

値サイクルをプロットすることにより検量線を作成した。なお、内因性コントロール遺

伝子である EF1α を用いて補正した値を発現量として解析を行った。 

 

11）抗体価の測定 

 血漿は菌接種後 1、2、4 日目の試験魚より回収した。非働化は 50 °C で 30 分間行っ

た。抗体価は Plumb and Areechon（1990）の方法を改変した凝集測定法によって測定し

た。すなわち非働化した血漿を 50 μl の PBSによって 2倍ずつ段階希釈し、そこに 50 μl

の FKC-E. tarda（1×10
9
 CFU/ml）を加えた。測定は肉眼で行い、凝集を示したウェルの

うち最も希釈倍率の高い値を抗体価とした。 
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12）CD8α
+ リンパ球数の算出 

8）で単離した白血球を 1×10
6
 cells/ml に調整し、抗ギンブナ CD8α ラット IgGモノク

ローナル抗体を 5000 倍希釈になるように加え、4 °C で１時間反応させた。その後、

RPMI-1で 3 回洗浄を行ない 5%FBS含 RPMI-1640 培地（RPMI-5）で再懸濁した。そこ

に FITC 標識抗ラット IgG ヤギ抗体および FITC 標識抗マウス IgG ヤギ抗体（Jackson 

ImmunoReserch）を 100倍希釈となるように加え、4 °Cで 30 分間、暗中で反応させた。

その後、RPMI-1で 3回洗浄を行ない RPMI-1に再懸濁し、40 μmのナイロンメッシュ（共

進理工）を通した。そこに 10 mg/ml の Propidium iodide solution（SIGMA-ALDRICH）を

2 μl 加え、22 °Cで 10分間、暗中で静置し解析用試料とした。試料はフローサイトメー

ターCYTOMICS FC 500（BECKMAN COULTER）を用いて解析した。すなわち前方散乱

光（FS）および側方散乱光（SS）によりドットプロットを作成して FITC陽性細胞領域

を検出した後、体腎の組織重量に対する CD8α⁺ リンパ球数を算出した。 

 

13）統計解析 

 結果は平均値 ± 標準偏差で示した。発現解析および凝集抗体価、CD8α
+
 リンパ球数

のデータは分散分析（ANOVA）を行った。また正規分布しているデータについては Ryan

の方法により多重比較を行った。 
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3. 結果と考察 

 

1）E. tarda SPM31株のギンブナに対する毒性 

E. tarda SPM31 株の魚体に対する毒性低下はティラピアで報告されている。本試験で

はギンブナに対する毒性の低下を確認した。100 g魚体重あたり 10
8
 CFU接種区はすべ

て死亡した。一方、10
7
 CFU接種区および 10

6
 CFU接種区、10

5
 CFU接種区はすべてが

生残した（Table 10）。これらの結果より E. tarda SPM31 株のギンブナに対する LD50は

5×10
7
 CFU/100 g 魚体重と算出された。親株である E. tarda FPC498 株の LD50は 5×10

5
 

CFU/100 g魚体重であったことからギンブナに対する E. tarda SPM31株の毒性は親株よ

りも弱いことが確認された。 

 

2）攻撃試験によるワクチン効果の検討 

 FKC ワクチンがエドワジエラ症に対してワクチン効果を有さないことはすでに報告

されている（Salati et al., 1983; Igarashi and Iida, 2002）。一方、E. tarda SPM31 株の弱毒生

ワクチンとしての有効性はテラピアを用いた試験によってすでに確認されている

（Igarashi and Iida, 2002）。本試験ではギンブナのエドワジエラ症における FKCワクチ

ンと弱毒生ワクチンのワクチン効果を検討した。攻撃試験の結果を Fig. 12 に示した。

攻撃試験後、すべての FKC 感作魚は死亡したことから、ギンブナのエドワジエラ症に

おいても FKCワクチンが効果を有さないことも明らかとなった。一方、E. tarda SPM31

株で感作した魚はすべてが生残した。このことからギンブナのエドワジエラ症において

も弱毒生ワクチンの有効性が確認された。 
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3）FKCワクチンおよび弱毒生ワクチンにより誘導される免疫応答 

弱毒生ワクチン接種区の IFNγ1および IFNγ2、T-bet 遺伝子の発現は FKCワクチン接

種区と比較し有意に高かった（Fig. 13A, C）。また、攻撃試験後 4日目の弱毒生ワクチ

ン接種区の腎臓白血球におけるCD8α
+
 細胞数はFKCワクチン接種区と比較して有意に

増加していた（Fig. 15）。このことから弱毒生ワクチン接種によって攻撃試験後に細胞

性免疫が強く誘導されていると考えられる。これに対して IL-10 や GATA-3 遺伝子の発

現は対照区（PBS接種区）と比較し有意に減少した（Fig. 13B, D）。この結果より弱毒

生ワクチンは液性免疫の誘導を抑制していると考えられる。一方、FKC ワクチン接種

区の IL-10遺伝子の発現は弱毒生ワクチン接種区と比較して有意に高かった（Fig. 13B）。

さらに E. tarda に対する特異的抗体価は FKCワクチン接種区において菌接種後 2日目

から 4日目にかけて有意に増加したのに対して（Fig. 14）、腎臓白血球中の CD8α
+
 細胞

数は 2 日目から 4 日目にかけて有意ではないが減少傾向を示した（Fig. 15）。このこと

から FKC ワクチン接種によって攻撃試験後に液性免疫が強く誘導され、細胞性免疫の

誘導を抑制されたと考えられる。 

 

4）小括 

 攻撃試験の結果、弱毒生ワクチンを接種した試験区はすべて生残し、攻撃試験時に細

胞性免疫を誘導した。一方、FKC ワクチンを接種した試験区はすべて死亡し、攻撃試

験時に液性免疫を強く誘導した。これらの結果より弱毒生ワクチンは E. tarda による攻

撃試験時に細胞性免疫を強く誘導することによって E. tarda 感染に対防御免疫誘導に

貢献していると考えられる。一方、FKC ワクチンは液性免疫を強く誘導するとともに

細胞性免疫の誘導を抑制することによって E. tarda の感染を拡大させていることが示

唆された。 
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Fig. 12. Survival rate of ginbuna crucian carp challenged with differing doses of E. 

tarda by i.p. injection. Experimental group of 6 fish were vaccinated with 1 × 10
8
 

CFU/100 g BW of FKC or 1 × 10
7 

CFU/100 g BW (0.2 LD50) of SPM31 strain by 

i.p. injection, respectively. Control group of 6 fish were injected with 1 ml/100 g BW 

of PBS. Challenge was performed at 30 days post vaccination. Each experimental 6 

fish were challenged with 1 × 10
7
 CFU/100 g BW (20 LD50) of E. tarda FPC498 

strain. Dead fish were observed for clinical sign and isolated bacteria from kidney, 

spleen, and liver. 



77 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Quantitative analysis of the each gene expression of (A) ifng, (B) il10, (C) 

tbx21, and (D) gata3 in kidney leukocytes of fish vaccinated with FKC (hatched bar) 

or live attenuated (closed bar) vaccine at 1 day post challenge. Expression levels are 

presented as the ratio to the expression of eef1a, and the differences are shown as 

fold change in expression based on challenge in PBS-injected fish (open bar). Data 

are shown as means ± standard deviation (SD) of three fish. Statistical analysis was 

performed using analysis of variance (ANOVA) and multiple comparisons with 

Ryan’s methods. Asterisks indicate significant differences compared with control fish 

(*P < 0.05, **P < 0.01). 
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Fig. 14. Agglutination activity of serum of fish vaccinated with FKC or a live 

attenuated vaccine at 1, 2, and 4 days after challenge. Data are shown as means ± 

standard deviation (SD) of three fish. Statistical analysis was performed using 

Stastical analysis was perfoermed using analysis of variance (ANOVA) and multiple 

comparisons with Ryan’s method. Asterisk indicates significant difference between 

FKC- and a live attenuated- vaccinated group in the same period (**P < 0.01). 
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Fig. 15. Kinetics of CD8α
+
 lymphocytes in kidney leukocytes of fish vaccinated with 

FKC (open bar) or live attenuated (closed bar) vaccine at 2 and 4 days post-infection. 

Data are shown as means ± standard deviation (SD) of three fish. Statistical analysis 

was performed using analysis of variance (ANOVA) and multiple comparison with 

Ryan’s methods. Asterisk indicates significant difference between a FKC- and live 

attenuated-vaccinated group in the same period (**P < 0.01). 
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第五章 総合考察 

 

Edwardsiella tarda を原因細菌とするエドワジエラ症は古くから水産増養殖において

経済的被害を及ぼしてきた。近年ではヒラメやマダイなどの海面養殖における本症の被

害は甚大であり、水産分野において最もワクチン開発が望まれている疾病である。現在、

国内で市販されている水産用ワクチンはすべて不活化ワクチンである。エドワジエラ症

に対するワクチン開発はこれまで試験的に行われてきたが、不活化ワクチンは本細菌に

対して有効ではないことが報告されている（Salati et al., 1983; Igarashi et al., 2002）。これ

は本細菌が上皮細胞への侵入性や貪食細胞の食胞内での抵抗性を有している細胞内寄

生細菌であるためと考えられている（Iida et al., 1993; Iida and Wakabayashi, 1993; Ling et 

al., 2000; Rao et al., 2001; Ishibe et al., 2008; Takano et al., 2010）。 

哺乳類においては結核の原因細菌 Mycobacterium tuberculosis やリステリア症の原因

細菌 Listeria monocytogenes などが細胞内寄生細菌として知られており、これらの感染

症に対する防御免疫では細胞性免疫が主要な役割を果たす（Neild and Roy, 2004; Parmer, 

2004; Reece and Kufmann, 2008）。しかし、魚類の細胞内寄生細菌感染に対する主要な免

疫機構は明らかにされていない。そこで本論文ではギンブナを用いて魚類の細胞内寄生

細菌である E. tarda に対する主要な免疫機構を明らかにすることを目的とした。 

 B細胞が産生する特異抗体は細胞外病原体の排除に対して効果的である。魚類におい

ても液性免疫は Streptococcus agalactiae や Streptococcus iniae など貪食細胞内における

殺菌機構に対して抵抗性を有さない細菌に対して主要な役割を果たすことは受動免疫

試験などにより明らかになっている（Pasnik et al., 2006; LaFrentz et al., 2011）。一方、

Igarashi and Iida（2002）はテラピアへの E. tarda による攻撃試験において生残率と E. 

tarda に対する特異抗体価の間に相関関係はないと報告している。本論文第四章におい

ても血清中の凝集抗体価と生残率との間には関連性は認められなかった（Fig. 12, 14）。
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また第二章の結果より組織内 E. tarda の排除は液性免疫がなくとも完結することが明

らかとなった（Fig. 16）。以上の結果より細胞内寄生細菌である E. tarda 感染に対して

液性免疫は主要な防御免疫ではないことが考えられる。 

 哺乳類のヘルパーT 細胞には Th1、Th2、Th17、Tregの 4つのサブセットが存在する。

Th1は IFN-γ や IL-2、IL-12などのサイトカインを介して細胞性免疫を誘導する。一方、

Th2は IL-4や IL-5、IL-6、IL-10、IL-13 などのサイトカインを産生して液性免疫を誘導

する。また Th1 と Th2 は Th1/Th2 バランスと呼ばれる拮抗関係にあり、互いに産生す

るサイトカインにより体内での細胞性免疫と液性免疫のバランスをを維持している（）。

第二章において、その Th1/Th2 分化のメディエイターである T-bet および GATA3 遺伝

子の発現解析を E. tarda を接種したギンブナ腎臓白血球を用いて行った結果、T-bet 遺

伝子は E. tarda 感染 8 日目に最も高い発現量を示し、その後減少した（Fig. 5D）。一方、

GATA-3遺伝子は感染 12日目より発現が上昇し 30 日目で最大値となった（Fig. 5E）。そ

の発現細胞の特定を行ったところ感染 8日目では T-bet 遺伝子の発現が上昇し、感染 30

日目では GATA-3遺伝子の発現が CD4
+
 細胞で上昇していた（Fig. 6）。このことから魚

類も哺乳類と酷似した Th1 および Th2 の分化メカニズムを有していると考えられる。

また、感作 CD4
+
 細胞を移入したリシピエントの頭腎白血球において Perforin遺伝子が

高い発現を示したことから、このレシピエントの組織では E. tarda 感染細胞に対する細

胞障害が行われていると考えられる（Fig. 11D）。本研究においてこの細胞障害が CD4
+
 

CTLs によるものなのか、Th1 によって誘導された CTLs に由来するものなのかは明ら

かではないが、これらの結果から E. tarda 感染に対する防御免疫において液性免疫では

なく細胞性免疫が主要な免疫機構の一つを担っていると考えられる。 

 哺乳類においてCTLsの抗原特異的細胞障害は細胞内寄生細菌感染細胞の除去のため

の主要な機構である（Kaufmann and Flesch, 1988; Kaufmann, 1993; Wizel et al., 2008）。第

二章でも E. tarda を接種したギンブナにおいて CTLs の細胞障害の活性が上昇した後、
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組織内 E. tarda の減少が観察された（Fig. 16）。さらに第三章では感作 CD8α
+ 細胞の移

入によって感染防御能の伝達が確認されたことから CTLsは E. tarda 感染に対する防御

免疫において主要な免疫機構であることが考えられる（Table 8）。また、感作 CD8α
+
 細

胞を移入したリシピエントの組織白血球において、Perforin および IFN-γ 遺伝子の高い

発現を確認した（Fig. 11A,B, E）。哺乳類の CD8
+
 T 細胞は細胞内寄生細菌に対する感染

防御における初期の IFN-γ を介した細胞性免疫応答において重要な役割を果たす

（Yoshikai and Nishimura, 2000）。本研究においても CD8α
+
 細胞は感染細胞の除去のみ

ならず、IFN-γ を介して細胞性免疫を強く誘導することで E. tarda 感染に対する防御免

疫に大きく貢献していると考えられる。 

 先にも述べたように魚類の細胞内寄生細菌である E. tarda やMycobacterium sp.、

Nocardia seriolae に対して FKC ワクチンは有効ではないことが報告されている

（Salati et al., 1983; Igarashi and Iida, 2002; Kato et al., 2010, 2012）。一方、弱毒生

ワクチンは E. ictaluri や A. salomonicida、A. hydrophila、E. tarda のような細胞内

寄生細菌感染症に対して有効性は明らかにされている（Klesius et al., 1999; Marsden 

et al., 1996; Moral et al., 1998; Igarashi and Iida, 2002）。哺乳類において弱毒生ワク

チンは細胞性免疫を強く誘導することが古くから知られているが、魚類においてその作

用機序について細胞レベルで解析された報告はない。そこで第四章では FKCワクチン

および弱毒生ワクチンの有効性を調べるとともにその作用機序の解明を行った。それぞ

れのワクチン接種魚について E. tarda 感染時に誘導される免疫応答を解析した結果、

感染後すべての個体が生残した弱毒生ワクチン接種魚の腎臓白血球においては IFN-γや

T-bet遺伝子の有意な発現上昇が見られ、CD8α
+
 細胞数の有意な増加が見られたことか

ら細胞性免疫が強く誘導されていることが考えられる（Fig. 13A, C; Fig. 15）。対照的に

IL-10や GATA-3遺伝子の発現は PBS接種区と比較し有意に減少した（Fig. 13B, D）。こ

のことから、弱毒生ワクチンは液性免疫の誘導を抑制していると考えられる。一方、攻
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撃試験時にすべての個体が死亡した FKC ワクチン接種区は弱毒生ワクチン接種区と比

較して E. tarda を用いた攻撃試験後に IL-10 遺伝子の有意な発現が観察され、加えて E. 

tarda に対する凝集抗体価の有意な上昇が確認された（Fig. 13B, D; Fig. 14）。さらに FKC

ワクチン接種区では攻撃試験後 2 日目から 4 日目にかけて CD8α
+
 細胞数の減少が観察

された（Fig. 15）。この結果より FKCワクチンは液性免疫を強く誘導するだけでなく細

胞性免疫の誘導を抑制することによって E. tarda 感染に対する抵抗性を低下させてい

ることが考えられる。近年、Chettri et al.（2013）はニジマスの寄生虫である Ichthyobodo 

necator 感染後に IL-4 や IL-13A、IL-10、IgM、GATA-3 の発現や IgM
+ 細胞数の増加な

ど Th2様の免疫応答が活性化する一方、CD8や TCRβ、T-bet の発現や CD8
+ 細胞数の低

下などの Th1様の免疫応答が抑制される現象を報告している（Chettri et al., 2013）。これ

らの結果から魚類も哺乳類同様に Th1/Th2 バランスの調節機構が備わっていることが

考えられる。 

 本論文では細胞内寄生細菌である E. tarda 感染に対する防御免疫において細胞性免

疫が主要な役割を果たしていることを明らかにした。また弱毒生ワクチンにより E. 

tarda に対する感染防御に有効な細胞性免疫記憶を誘導することも明らかにした。現在、

わが国では環境汚染への懸念や毒性復帰による被害の恐れなどから水産用医薬品とし

て弱毒生ワクチンの実用化は認められていない。そのため不活化ワクチンをベースとし

たワクチン開発が必要である。しかし、不活化ワクチンでは細胞性免疫を誘導できない

ばかりか、誘導を抑制してしまうことから、アジュバントを併用することで、液性免疫

誘導を押さえつつ細胞性免疫を誘導する技術の開発が求められる。近年、細胞性免疫を

亢進させるアジュバントや手法が医学や獣医学領域において開発されており、こうした

技術を水産分野に応用することで現在問題となっている細胞内寄生細菌感染症に対す

るワクチン開発の促進が期待される。また、IFN-γ や IL-12 など細胞性免疫を誘導する

サイトカインのアジュバントとしての応用も考えられる。その基盤となる知見を得た本
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研究は魚類の細胞内寄生菌に対する細胞性免疫誘導型ワクチンの開発の一助となると

信じる。 
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