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獲得免疫は,軟 骨魚類以上 の脊椎動物に

おいて観察 され る特異的な生体防御機構 で

あ り,一一度病原体 が感染することでその病

原体 を記憶 し,再 び同一一の病原体が感染 し

た ときに効果的にそれを排除することがで

きる。獲得免疫の担い手はT細 胞 とB細 胞

と呼ばれ るリンパ球であ り,こ れ らの細胞

は分化の段階で起 こる遺伝子再編成 により

細胞 ごとにすべてが異 なったT細 胞 レセプ

ター(TCR),あ るい はB細 胞 レセ プター

(BCR)を 持ってお り,病 原体 を特異的に認

識することができる。 このよ うな獲得免疫

機構 を利用 して疾病防除に利用 されてきた

のがワクチ ンであ り,魚 類養殖で もマダイ

イ リドウイルス ワクチンな どが開発 され,

効果 を上げている。 しか しなが ら,仔 稚魚

期におけるワクチン投与は,有 効性が証明

されているワクチンであるにもかかわ らず,

獲得免疫機能が発達 していないために十分

な効果が得 られない場合があ り,仔 稚魚期

におけるワクチ ンの最適投与時期を決定す

ることは非常に重要である といえる。 これ

までにもコイ,ニ ジマス,カ サゴなどの魚

種 を用いて抗原や魚病細菌の攻撃試験から

仔稚魚の抗体産生の有無について検討 した

報告があるがD,機 能的なT細 胞やB細 胞

がいつ出現す るのか とい うことについては

詳細には検討 されていなかった。

本研究ではT細 胞への分化 を誘導す る

GATA-3,T細 胞 とB細 胞の遺伝子再編に関

与するRag-1,IgM抗 体の重鎖(lgM-H),T

細胞の細胞表面 レセプターであるTCRα,

および抗原ペ プチ ドの生成 に関与する免疫

プロテア ソームの構成成分であるLMP72)

といった免疫関連遺伝子 を単離 し,そ れ ら

をマーカー分子に用いて遺伝子発現の変化

を解析す ることによ り仔稚魚期にお ける特

異免疫の発達過程 を明らかにす ることを目

的 とした。

試料および方法

供 試 魚 マ ダイ 免 疫 関連 遺 伝 子 の ク ロ

ー ニ ングに は 白浜 実験場 にて500Lの パ ン

ライ ト水槽 で約9ヶ 月 間飼 育 したマ ダイ稚

魚 を用 い た。

2004年4月28日 に 白浜実 験場 の生 管 に

て 人 工 授 精 よ り得 た マ ダイ 受 精 卵 を水 温

22℃ の500Lの パ ンライ ト水槽 で飼 育 した。

サ ンプ リングは艀化 後 一1,1,5,10,15,

20,30,35,40,50,60日 目にそ了い,Real

TimePCRの サ ンプル と した。

1ststrandcDNA合 成 マ ダイ 稚魚 か ら頭

腎 を 摘 出 し,QIAzolLysisReagent

(QIAGEN)を 用 いてTotalRNAを 抽 出 した。

こ れ を 鋳 型 と して01igo(dt)12 .18Primer

(lnvitrogen)お よ びM-MLV逆 転 写 酵 素

(Promega)を 用 い た 逆 転 写 反 応 に よ りlst

strandcDNAを 合成 した。

マ ダイ 免 疫 関連 遺 伝 子 の ク ロー ニ ング

Fig.1に マ ダイ免 疫 関連遺 伝 子 の ク ロー ニ

ン グに使用 したプ ライ マ ー部位 とその配 列

を示 した。 これ らのプ ライ マ ー対 と鋳 型 と

して前 述 のlststrandcDNAを 用 い てマ ダイ

IgM-Hに つ いて はD-J領 域 か らCH4領 域 ま

で の約1,050bpを,GATA-3に つ いて は 中

央 付近 か らそ の約300bp下 流 の部位 まで を,

TCR一 αにつ い ては その 中央 付近 の約200bp

を,Rag-1に つ いて は開始 コ ドンの約1,000

bp下 流 の部 位 か ら約1,7kbpを,お よび

LMP7に つ いて は 中央 付近 の約200bpを

PCRに よ りそれ ぞれ増 幅 した。これ らの遺
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Flgure1。PrimersR)rtheisolationofcDNAfragmentsencoding

redseabreamIgM-H(A),GATA-3(B),TCRa(C),Rag-1(D)

andLMP7(E).Theseprimersweredesignatedbasedonthe

fbllowingnucleotidesequences,TroutIgM-H(X83372),flounder

IgM-H(ABO52744andAF226284),zebra行shIgM-H(AF406819

andAF281480),mouseGATA-3(BCO62915),humanGATA-3

(BCOO3070),zebranshGATA。3(NM_131211),zebra行shTCRα

(AAG31714,AF424545andAF425590),7bん 卿gπr86η ρe5

TCRα(AAF97794),flounderTCR・(BAB82550and

BAB61895),channelcatfishTCRαAAA99774and

AABO2652),7セ'肖 αθ4θ〃 〃'g声ow〆 κ!'8TCRα(CAC86241),trout

TCRα(AAA98477),damselfish甲.TCRα(AAO88983and

AAO89007),mouseRag-1(NP _033045),humanRag-1

(NP_000439),chickenRag-1(AAA49051),λ1¢ η`♪p離Rag4

(AAAO3068),troutRag-1(U15663),zebrafishRag-1

伝 子 断片 をTopoTAcloningkit(lnvitrogen)

用 いて プ ラス ミ ドベ クター にサ ブ ク ローニ

ン グ し た 後,QIAprepspinMiniprepKit

(QIAGEN)を 用い て プラス ミ ドDNAを 精 製

し,イ ンサ ー トの 塩 基 配 列 をCEQ8000

GeneticAnalysisSystem(BeckmanCoulter)を

用 いて 決定 した。

RealTimePCRの た めの 鋳型DNAの 調製

サ ン プ リ ン グ し た マ ダ イ 仔 稚 魚 か ら

QIAzolLysisReagent(QIAGEN)を 用 いて全

魚 体 か らTotalRNAを 抽 出 した。 さ らに混

入 す るゲ ノムDNAを 可 能 な限 り除 去す る

た めにDNaseIで 処 理 し,こ れ を鋳型 とし

てRandom6mersとM-MLV逆 転 写 酵素 を

用 い た 逆 転 写 反 応 に よ りlststrandcDNAを

合 成 し,RealTimePCRの 鋳 型DNAと し た 。

Real-timePCR用 の プ ラ イ マ ー 作 成

cDNAク ロ ー一ニ ン グ か ら得 られ た マ ダ イ

IgM-H,GATA-3,Rag-1,LMP7お よ び

NCBIか ら 得 た マ ダ イ β一actin(ABO36756)の

塩 基 配 列 を 基 にReal-TimePCR法 に 用 い る

プ ライ マ ー を 設 計 した(Tablel)。 プ ライ マ

ー 配 列 の 決 定 は
,Primer3ソ フ トウ ェ ア を

用 い て行 っ た 。

検 量 線 の 作 成RealTimePCR法 に よ り

lststrandcDNA中 の マ ダ イIgM-H,GATA-3,

Rag-1,LMP7お よ び β一actinの コ ピー 数 を

測 定 す る た め に そ れ ぞ れ の 検 量 線 を作 成 し

た 。RealTimePCR法 に よ る測 定 はSYBRB

RT-PCRKit(Per色ctRealTime)(Takara),及

びSmartCyclerBIISystem(Takara)を 用 い て

行 い,各 プ ラ ス ミ ドク ロー ン(103-loloコ ピ

ー)を 鋳 型 と してTablelに 示 した プ ライ マ

ー 対 を 用 い たRealTimePCR(反 応 条 件:

95℃-10秒,55℃-20秒,72℃-15秒)に よ

りサ イ クル タイ ム(Ct:x)値 を 測 定 した 。検

量 線 の 作 成 は,3ラ ウ ン ドの 測 定 で 得 られ

たCtの 平 均 値 に対 す る プ ラス ミ ドク ロー

ンの コ ピー 数(乗 数:y)と し て 算 出 した 。 な

お,そ の他 の 条 件 に 関 して は マ ニ ュ ア ル に

従 っ て 設 定 した 。 近 似 式 は,以 下 の とお り

で あ る。

IgM-H:y瓢 。0.3096x+14.237(R2=0.9988)

つ
Gata-3:y=-0.2558x+13.724(R-=0.9999)

つ
Rag-1:yニ ー0.2874x+13.85(R鍾=0.9971)

LMP7:y=-0.2679x+13.359(R2=0.9988)

β一actin:y=-0.2805x+13.344(R2=0.9980)

ReaiTimePCRマ ダ イIgM-H,GATA-3,

Rag-1お よ びLMP7の 発 現 量 は,マ ダ イ

β一actinに 対 す る相 対 的 発 現 量 と して 算 出 し

た 。 ま ず,lststrandcDNAを 鋳 型 と して 検

量 線 作 成 の 場 合 と 同 様 の 条 件 に てReal

TimePCRを 行 い,マ ダイIgM-H,GATA-3,

Rag・1,LMP7お よ び β一actinのCt値 を 測 定

した 。次 い で,得 られ たCt値 と前 述 の検 量
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Tablel.NucleotideseuencesofrimersfbrRealTimePCR

genename sence ant1-sence

IgM-H

GATA-3

Rag-l

LMP7

β一actin

CACCTGCGTTGTTACACATTCA

CAGAATCGCCCTCTCATCAA

ACCATCACTCGGCGCTTT

GGAGAGACTCCTGGCCAAA

TGGACTTCGAGCAGGAGATG

GACGCTGAAGTTTTCCTCCAA

AGCGTCGTCGTTGTCGTTT

TGTCTTCCATCCCATTCTCTCTC

TGCCTCTGTAACCCAGCATC

TTCATGATGCTGTTGTAAGT

線 か らlststrandcDNA中 に 含 ま れ るIgM-H,

GATA-3,Rag-1お よ びLMP7の コ ピー 数 を

算 出 し,β 一actinの104コ ピー に対 す る そ れ

ぞ れ の コ ピー 数 を 相 対 的 な 発 現 量 と し た

(Fig.2)。
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Fig.3に マ ダ イ 仔 稚 魚 の 成 長 に 伴 う
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Flgure2QuantltatlveexpressionpromesofIgM-H,Rag-1,LMP7

andGATA3fromredseabreamaged丘oml。60dayafterhatch

generatedf㌃omSmartcyclerRIIsystemTotalRNAffomwhole

bodyofredseabreamwasdlgestedwlthDNaseIandreverse

transcrlbedusingarandomhexamersasprlmer,theneq田valent

ahquotsoflststrandcDNAwereapplledtomeasurementofcopy

numberwithRealTlmePCRQuantltatlveresultsarepresentedas

mean(±standarddevlatlon)cop董esoftargetgeneperlO4copies

of・-actlnafternormahzatlonAlteratlonofbodylengthand

welghtdurmgthestudyperlodispresentedbyuppergraph

IgM-H,GATA-3,Rag-1お よびLMP7の

発 現変化 を示 した。

RealTimePCR法 によ る測 定 では,検 出

限 界 以 下 の た め艀 化 後15日 目 ま で は

IgM-Hの 発現 を確認す ることができず,20

日目において初 めてその発現が確認 された。

IgM-Hの 発現 は,40日 目まで徐 々に上昇 し,

40日 目以降は急激に上昇 した。

Rag-1の 遺伝子発現は卵孚化後10日 目か ら

観察 されてお り,艀 化後20日 目から30日

目まで緩やかに上昇 した後,40日 目までは

同様の レベル で推移 し,そ の後再び緩やか

に上昇 した。

LMP7の 遺伝子発現は艀化後1日 目か

らすでに観察 されてお り,試 験終了時ま

で上昇傾向にあった。また艀化後15日 目

をピークに一過的な発現上昇を示 してい

た。

GATA-3の 遺伝子発現は,15日 目およ

び30日 目に発現上昇の傾向が観察 され

たが,試 験終了までほぼ同様の レベル で

推移 していた。

考 察

Rag-1の 遺伝子発現は,ゼ ブラフィ ツ

シュを用いた解析ではT細 胞の分化 ・成

熟の場である胸腺 でもっ と早 く確認され

てお り3),マ ダイでももっとも早 くその

発現が確認され る10日 目前後か ら胸腺

にお けるT細 胞 の遺伝子再編が始まって

い るもの と考 えられる。また,そ の時期

か らLMP7の 一過性の発現上昇が観察さ

れ ることから,T細 胞 の遺伝子再編後に

起 こるT細 胞の選択 に関連 して免疫プロテ

ア ソームによる抗原ペプチ ドの生成が活性

化 されている可能性が考え られ る。 しか し

なが らT細 胞 における分化 ・成熟がいっ ご
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ろ完結す るかについては,今 回のマーカー

遺伝子 の解析 だけで は明 らかではな く,

TCRα な どの他 のマーカー遺伝子 を用 いて

さらに詳細に解析 してい く必要がある と思

われる。リンパ球か らのT細 胞 の分化に関

与するGATA-3に ついては15日 目および

30日 目に発現上昇が観察 されてい るが,そ

れ らがT細 胞 の分化 に関連 したものである

か どうかははっき りしてお らず ∫η誼〃ハ

イ ブ リダイゼーシ ョンな どによ り発現 レベ

ルだ けでな く,発 現部位 な どをさらに調査

してい く必要があると思われ る。

一方
,B細 胞の分化 ・成熟に関しては,

IgM-Hの 発現が25日 目以降に観察 される

ことからそれ までに抗体産生が可能な成熟

したB細 胞が出現 している可能性 がある。

また,20日 目ごろか らRag-1の 発現上昇が

観察 されているが,そ れがB細 胞 における

抗体分子の遺伝子再編 と関連 した発現変動

であるかは,さ らに詳細な解析が必要であ

ると思われる。今後,膜 型 のIgM-HやIgM

の軽鎖の遺伝子発現を解析す ることで明 ら

かになってい くと思われる。

本研究にお ける遺伝子発現解析の結果か

らマダイ仔稚魚におけるワクチ ンの接種開

始時期 を推定す るな らば,お そ らく細胞性

免 疫 を誘 導 す る 目 的 な らば20日 目

(BW=4.25土0.41mg,BL=7.44土0.53mm)以 降,

抗体 産生 を誘導す る 目的 な らば30日 目

(BW=58.25±6.16mg,BL=15.56土0.64mm)以

降にワクチンを接種す るのが望 ましい と結

論す ることができる。 しか しなが ら,仔 稚

魚期にお ける抗体産生は,抗 原の種類によ

り時期的なずれがあることが報告 されてお

り1・4),ワクチ ンを接種す る時期 を誤れば免

疫寛容 を引き起 こす可能性 があるな どマイ

ナスに作用 して しま うことが推測 され る。

今後,遺 伝子発現ばか りでな くタンパ ク質

レベル でワクチ ン接種における免疫応答を

解析 してい くことによ り,こ れ らの危険性

をどれだけ回避できるようになるか を検討

してい く必要があると思われる。
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