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日本比較免疫学会第23回学術集会
(2011年度）

会期:2011年8月21日（日）～23日（火）

場所：独立行政法人海洋研究開発機構，横浜研究所

学術集会会長：丸山正(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域）

受付

開会の辞

一般講演（23演題）

一般講演(13演題）

総会・学会賞表彰式

学術集会日程表

プログラム内容

古田賞受賞講演「Molecularactivationandregulatorymechanismsofinnate
immunei℃sponsesafterpathogenicmicrobechallengesininsects」

LeeBokLuel(NationalResearchLaboratoryofDefenseProteins,
CollegeofPharmacy,PusanNationalUniversity)

特別講演「原索動物ホヤ類における自己と非自己の配偶子認識機構」

津田均（名古屋大学大学院理学研究科附属臨海実験所）
記念写真撮影

オークション展示分の配分および口頭オークション

懇親会

シンポジウムI「深海生物の共生」

1)化学合成共生システムの多様性と進化藤原義弘(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域）
2)化学合成共生二枚貝の共生菌ゲノムの進化

吉田尊雄，高木善弘，島村繁，丸山正(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域）
3)サツマハオリムシおよびヒゲムシ(環形動物)の巨大ヘモグロビンの生理機能と構造

中川太郎（長浜バイオ大学バイオサイエンス学科）沼本修孝（京大原子炉実験所）
山本正浩(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域),三木邦夫（京大院理）

福森義宏（金沢大院自然科学），今井清博（法政大生命科学）

シンポジウムII「海洋無脊椎動物の比較免疫学」

1)クルマエビ類の自然免疫関連因子ノックダウンによる生体防御機構に関する研究
鹿野育生(東京海洋大院海洋科学技術）

2)生体防御関連因子からみる二枚貝の防御システム

伊藤直樹（東北大院農水圏生物生産科学）
3)ヴアージニアカキの免疫系を巧妙に利用する寄生虫の戦略

田角聡志（東大農学部付属水産実験所),GerardoR.Vasta(メリーランド州立大医）

閉会の辞
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参加者へのご案内

学術集会会場:独立行政法人海洋研究開発機構､横浜研究所
（〒236-0001神奈川県横浜市金沢区昭和町3173番25)

連絡先:〒237-0061神奈川県横須賀市夏島町2-15独立行政法人海洋研究開発機構
海洋･極限生物圏領域海洋生物多様性研究プログラム丸山正

TEL:046-867-9520,FAX:046-867-9525,E-mail:tadashim@jamstec.go.jp

受付:会場にて､8月21日（日）昼の11時00分より開始致します｡ネームプレートを用意致しますので
着用して下さい｡なお､ネームプレートは学術集会終了後に必ずご返却願います。

学会への入会手続き､年会費の納入受付も併せて行います。

参加費:学会参加費：5,000円(会員,非会員)、3,000円(博士課程以上学生）
学部学生および修士課程(博士課程前期)学生は無料。

当日参加も受け付けています。

懇親会参加費:4,000円【懇親会場:IAMSTEC,横浜研究所ケストハウス（同一敷地内）】
奮ってご参加ください。

発表要領：すべて口頭発表(講演時間12分､討論3分)で実施いたします｡PC用液晶プロジェクターにより
投影して行います(PowerPoint2003/WindowsXP)oOHP,スライドは使用できません｡USBメモリ

ー対応のパソコンを用意しますので､PowerPointファイルを事前に当方のパソコンにコピーする

か､ご持参のメディアを接続して投影していただくことになります｡試写用のパソコンを会場受付

にご用意いたしますので､動作の確認は事前に行ってください｡ご自分のパソコンの接続をご希

望の場合は前もってその旨ご連絡ください。

宿泊案内:宿泊のご予約については以下の会社が取り扱っております。

株式会社マリン･ワーク･ジャパン旅行事業部

〒236-0042神奈川県横浜市金沢区釜利谷東2-16-32

TEL:045-787-0616、FAX:045-787-0630､e-mail:mwj-travel@mwi.co.jp

会場へのアクセス:横浜研究所へは、東京、横浜などから根岸線（最寄り駅は「新杉田」徒歩15分）あ

るいは東京、横浜、羽田空港からは京浜急行（最寄駅は「杉田」徒歩20分）が便利

です。詳しくはJAMSTECのホームページをご覧ください。

【JAMSTEC(独立行政法人海洋研究開発機構）公式ページ】

http://www.jamstec.go.jp/j/about/bases/yokohama.html

1)京急の主要駅から杉田駅までの所要時間と料金

○羽田空港から41分580円

（空港から新逗子、久里浜、三崎口行などへ乗ったときは上大岡までは乗り換えなしだが、品川方

面行に乗った場合には京急蒲田で乗り換え。快速や急行、エアポート急行は杉田駅に止まらない

ので、上大岡駅で普通に乗り換える必要あり｡）
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○京急横浜駅から15分（230円）

2)JR主要駅から新杉田駅までの所要時間と料金

○東京駅から47分620円

○JR横浜駅から17分210円

○JR新横浜駅から(東神奈川乗り換え)32分290円

至大船

霧蝋霧蝋

横浜研究所横浜研究所

〒236-0001〒gSeoOO1

金沢区昭和町3173-25

TEL:045筆778-381"
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日本比較免疫 学 会 ・ 役 員 名 簿
（2011年度）

会長 吉田彪
臨床パストラル

教育研修センター

副会長 川畑俊一郎 九州大学

庶務･会計 中尾実樹 九州大学

【補助役員】 柚本智軌 九州大学

学術集会担当
橋本香保子

中村弘明

千葉工業大学

東京歯科大学

会計監査
和合治久

中西照幸

埼玉医科大学

日本大学

広報担当
飯島亮介

広瀬裕一

帝京大学

琉球大学

学会事務局：〒812-8581福岡市東区箱崎6-10-1

九州大学大学院農学研究院

水族生化学研究室内

TEL:092-642-2894

FAX:092-642-2897

E-mail:jadci2office@graail.com
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第23回学術集会プログラム

第1日目8月21日（日）

開会挨拶12:30～12:45

【一般演題】
SessionA無脊椎動物の生体防御

座長：古川亮平（慶応大）

Al12:45～深海産二枚貝ヒラノマクラの共生現象に関与する発現遺伝子の探索
○河戸勝1野田智佳代2植松勝之3丸山正1大石和恵I藤原義弘！

('海洋研究開発機構2京急油壷マリンパーク3株式会社マリン・ワーク・ジャパン）

A213.:00～シンカイヒバリガイの免疫機構の解明に向けた抗血液細胞のモノクロ

ーナル抗体の作製
○関根大介1.2大石和恵2中村欽光2本郷悠貴2,3多米晃裕4

吉田尊雄2，中淫正年5，三宅裕志1丸山正2

（l北里大学大学院，2海洋研究開発機構，3東京海洋大学大学院，イ株式会社マリン。

ワーク・ジャパン，5横浜市立大学）

A313:15～シンカイヒバリガイの鯉細胞による食作用の解明
○多米晃裕I吉田尊雄2大石和恵2丸山正2

('(株）マリン・ワーク・ジャパン2海洋研究開発機構）

座長：矢野環（東北大）

A413:30～マガキPGRP-S1Sによるグラム陰性菌認識

○飯塚真生1長崎稔拓1,2高橋計介1尾定誠1伊藤直樹’
（'東北大学大学院農学研究科，2東京大学大気海洋研究所）

A513:45～プラナリアにおける黒化現象の生体防御的役割
○木村美智代，原井ますみ，和合治久

（埼玉医科大学・保健医療学部・健康医療科学科）

A614:00～コユビミドリイシサンゴにおけるNACHT/NB-ARCドメインタンパク質
遺伝子の増幅とドメイン構造の多様性と拘束性
○演田麻友子，将口栄一，新里宙也，川島武士，佐藤矩行

（独立行政法人沖縄科学技術研究基盤整備機構・マリンゲノミックスユニット）

休憩14:15～14:25

座長：伊藤直樹（東北大）

A714:25～ヒトデApSRCRlタンパク質はオプソニンとして機能する
○古川亮平I.2松本緑1.2金子洋之l

（1慶晦義塾大学・自然科学研究教育センター，2慶臆義塾大学大学院・基礎理工学専攻）



A814:40～イオン液体はマボヤ(Halocynthiaroretzi)血球の走査型電子顕微
鏡観察に利用できるか？
○大竹伸1地家豊治2阿部健之1津田知夫3石井照久4宮津七郎5

('日本大学・医学部・生物2日本大学・医学部・電顕室3山口大学・医学研究科・
器官解剖，4秋田大学．教文．生物，5大阪大学．工学部．応用化学）

A914:55～カブトガニ補体系の感染微生物に対する活性化機構
○田川圭介1吉原豊貴1山本恭平2柴田俊生2小柴琢己1.2川畑俊一郎1,2

（'九大院・システム生命，2九大・理・生物）

座長：佐々木年則（国立感染研）

A1015:10～多旺性寄生蜂キンウワバトビコバチの寄主侵入における免疫関連分子
の探索
○井上普，岩淵喜久男（東京農工大学・応用昆虫学研究室）

All15:25～シヨウジヨウバエ体液細胞におけるオートファジー誘導による病原体排
除

○矢野環，若林康介，倉田祥一朗（東北大・院・薬）

A1215:40～昆虫表皮マトリクス内の免疫因子
○朝野維起1帖佐直幸2栗林寛1新川高志3磯辺俊明3

0首都大学東京・生命科学2岩手医科大学・生化学講座3首都大学東京・物質分子化学）

休憩15:55～16:O5

SessionB魚類の比較免疫学(1)

座長：中西照幸（日大）

B116:05～ヒラメToll様受容体3遺伝子のクローニングおよび機能解析
○黄最敦1大谷真紀2引間順一2，TaeSungJung2，近藤秀裕>鹿野育生1

青木宙''2

('東京海洋大学・ケノム科学講座2国立慶尚大学・獣医）

B216:20～鱗移植片の急性拒絶反応に関わるメダカMHC遺伝子の同定
○坂内英美，野中勝（東京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻）

B316:35～魚類栓球の食食作用とその活性化に伴う形態変化
○長沢貴宏1，中易千早2，松山知正2，柚本智軌1，中尾実樹1

（'九州大学大学院・農学研究院，2水産総合研究センター・増養殖研究所）

座長：中村弘明（東京歯科大）

B416:50～魚類における補体活性化制御因子の多様性

○辻倉正和，柚本智軌，鵜木陽子，中尾実樹（九州大学大学院・農学研究院）

B517:05～ギンブナの移植片対宿主反応におけるCDS陽性T細胞の動態
○田中洋枝，柴崎康宏，蔽健史，森友忠昭，中西照幸



(日本大学・生物資源科学部）

B617:20～コイTPOの遺伝子クローニングおよび性状解析

○林潔高，片倉文彦，薮健史，森友忠昭，中西照幸
（日本大学・生物資源科学部）

休憩17:35～17:45

座長：柚本智軌（九大）

B717:45～魚類の造血機構解明を目的としたコイkitligandAの機能解析
○尻無浜由希，片倉文彦，薮健史，森友忠昭，中西照幸

（日本大学・生物資源科学部）

B818:00～墨汁投与時のトラフグニ次リンパ組織における免疫応答
○前田知己I末武弘章1田内博久2金田充I臼井陽子l，菊池潔2鈴木譲2

宮台俊明’

0福井県立大学・海洋生物資源学部2東京大学・水産実験所）

B918:15～ギンブナCDSc分子の特性解明
○村田憲史，大橋健，柴崎康宏，薮健史，森友忠昭，中西照幸

（日本大学・生物資源科学部）

座長：中尾実樹（九大）

BIO18:30～トラフグ腎臓に存在する形質芽球様細胞

○小高智之1,2，筒井繁行1，宮台俊明2，菅又龍－3，末武弘章2，3，鈴木譲3，
中村修’

('北里大．海洋生命科学2福井県立大．海洋生物資源3東大．水産実験所）

Bll18:45～トラフグgpl30はSTAT3をリン酸化する
○金田充，末武弘章，宮台俊明（福井県立大学・海洋生物工学研究室）

第2日目8月22日（月）

SessionB魚類の比較免疫学2

座長：森友忠昭（日大）

型インターフェロンプロモーターB129:00～パターン認識受容体によるヒラメI型インターフェロンプロモータ
領域の転写制御
○青木宙1.2大谷真紀^,SeongDonHwang',加藤剛司1引間順2近藤秀裕I
鹿野育生',TaeSungJunĝ

V東京海洋大学・ゲノム科学講座2慶尚国立大学校．獣医学部）

B139:15～Ragl欠損ゼブラフィッシュにおける獲得免疫不全の検証
○白水正道1徳永弓枝1吉浦康寿2乙竹充2柚本智軌I中尾実樹l

('九州大学大学院農学研究院2水産総合研究センター増養殖研究所）



B149:30～寄生虫の宿主特異性に関わるフグ遺伝子の探索
○平林陽1，木戸慎1木南竜平2細谷将1甲斐渉1菊池潔1城夕香1

末武弘章3，良永知義2，小川和夫2，鈴木譲’

（'東京大学・水産実験所，2東京大学・魚病学研究室，＄福井県立大学・

海洋生物工学研究室）

B15 9：45～TheimmunemilieusoffishgillandskinappearTh2-skewed
F・Takizawa',U.Fischer',K．Hashimotô,Oj.M・Dijkstrâ

('FriedrichLoefflerInstitute,InselRiems,Germany,̂藤田保健衛生大学

FujitaHealthUniversity,Toyoake,Aichi)

座長：末武弘章（福井県立大）

B1610:00～新規の可変性リンパ球受容体VLRCを発現するリンパ球様細胞集団の同
定

○ 須 藤 洋 1 笠 松 純 I富居一範I大塚紀幸L岩測和也2笠原正典’

（'北海道大学大学院医学研究科・分子病理学分野，2北海道大学遺伝子病制御研究所．

○須藤洋1笠松純I富居一範I大塚紀幸L

（'北海道大学大学院医学研究科・分子病理学分野，

免疫生物分野）

B1710:15～条鰭類におけるPSMB8遺伝子の二型性の進化
○藤戸尚子'，塚本健太郎2，源島裕祐1野中勝’

('東京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻2藤田保健衛生大学．総合医科学

研究所）

B1810:30～胸腺プロテアソームの系統発生
○笠原正典，須藤洋一，外丸詩野

（北海道大学・大学院医学研究科・分子病理学分野）

休憩10:45～10:55

SessionC補乳類の比較免疫学

座長：橋本香保子（千葉工大）

C110:55～肪酸結合蛋白質FABP7によるクツパー細胞のサイトカイン産生制御
○宮崎啓史，津田知夫，清平美和，徳田信子，安達泰弘，大和田祐二

（山口大学大学院・医学系研究科・器官解剖学）

C211:10～マウスにおける血リンパ節様構造の形成誘導について
○大塚裕忠，中村雅典

（昭和大学・口腔解剖学教室）

座長：津田知夫（山口大）

C311:25～コモンマーモセツト骨髄由来CD34+CD117+細胞からヒトに類似した
マスト細胞が分化する

○嶋田新1亀谷美恵1布村聡6山田祐子1末水洋志2伊藤登志雄2佐竹正延3
羅智靖6，谷憲一5，佐々木えりか2，伊藤守2，垣生園子4，安藤潔l

('東海大学医学部2実験動物中央研究所3東北大学加齢医学研究所分子免疫分野



ｲ順天堂大学医学部免疫学教室，5九州大学生体防御医学研究所ゲノム病態学

6日本大学医学部先進医学総合研究センター分子細胞免疫・アレルギー学講座）

C411:40～コモンマーモセツト免疫系ツールの開発
○亀谷美恵1嶋田新1末水洋志2佐々木えりか2伊藤登志雄2佐竹正延3

八木田秀雄4，谷憲一5，垣生園子3

('東海大学・医学部・生体防御学2実験動物中央研究所3東北大学・加齢医学

研究所・分子免疫分野，4順天堂大学・医学部・免疫学教室，5九州大学・生体防御
医学研究所・ケノム病態学）

座長：亀谷美恵（東海大）

C511:55～シロイルカの白血球を分類するモノクローナル抗体の作製
○斎藤千明I,2大石和恵I中村欽光1本郷悠貴1.2柿添裕香3中津正年ｲ，
丸山正''2

('海洋研究開発機構2東京海洋大学大学院・海洋科学技術研究科3名古屋港水族館，
イ横浜市立大学・医学部）

C612:10～北西太平洋に棲息する鯨類の抗ブルセラ抗体の保有率とその特異性
○阿部瑛理香1.2大石和恵1坂東武治3藤瀬良弘3丸山正1,2

（'海洋研究開発機構，2東京海洋大学・大学院・海洋科学技術研究科，

3財団法人日本鯨類研究所）

C712:25～LPS刺激バンドウイルカ白血球のEST解析と免疫因子の変動
○大石和恵1宍戸玲子1.2岩田泰尚1.2斎藤雅史1.2竹中良太3大津大3

奥津健司3，丸山正''2

（'海洋研究開発機構，2東京海洋大学・大学院・海洋科学技術研究科，
s横浜・八景島シーパラダイス）

昼食 12：40～13：50

総会・表彰式13:50～14:50

休憩14:50～15:00

古田賞受賞講演（座長 士
ロ

●
● 田彪）

FP：15:00～

『Molecularactivationandregulatorymechanismsofinnate
immuneresponsesafterpathogenicmicrobechallengesininsects』

LeeBokLuel(NationalResearchLaboratoryofDefenseProteins,
CollegeofPharmacy,PusanNationalUniversity)

休憩15:30～15:40

特別講演（座長：丸山正）

SL：15:40～



『原索動物ホヤ類における自己と非自己の配偶子認識機構」
津田均（名大・院・理・附属臨海実験所）

16:40～写真撮影

17:00～オークション展示分の配分および口頭オークション

18:30～懇親会(JAMSTEC,横浜研究所ゲストハウス（同一敷地内))

第3日目8月23日（火）

シンポジウムI『深海生物の共生』司会 丸山正●
●

SI9:05～化学合成共生システムの多様性と進化

藤原義弘(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域）

化学合成共生二枚貝の共生菌ゲノムの進化

吉田尊雄，高木善弘，島村繁，丸山正

(JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域）

S29：30～

9:55～サツマハオリムシおよびヒゲムシ（環形動物）の巨大ヘモグロビンの生理

機能と構造

○中川太郎1,5,6，沼本修孝2,4,5，山本正浩3,三木邦夫4，福森義宏5,今
井清博6

（'長浜バイオ大学・バイオサイエンス学部，2京都大学・原子炉実験所，
'JAMSTEC海洋・極限環境生物圏領域4京都大学大学院・理学研究科5
金沢大学大学院・自然科学研究科，6法政大学・生命科学部）

S3

休憩10:20～10:40

シンポジウムII『海洋無脊椎動物の比較免疫学』司会：川畑俊一
郎

S410:45～クルマエビ類の自然免疫関連因子ノックダウンによる生体防御機構に関する
研究

麿野育生（東京海洋大学・大学院・海洋科学猫
術）

S511:10～生体防御関連因子からみる二枚貝の防御システム

伊藤直樹（東北大学・大学院・農学研究科・水圏動物生理学分
野）

ヴァージニアカキの免疫系を巧妙に利用する寄生虫の戦略
田角聡志1，ヘラルドR.ヴアスタ2

('東大・農・附属水産実験所，2メリーランド州立大．医．微生物学免疫学）

S611：35～

閉会の辞：12:00



昼食：12:05～13:00

〈見学会〉

★横浜研究所見学会：

★横須賀本部見学会：

13:00～14:00

13:00～14:00

3:00～14:00(終了後自由解散）

3:00～14:00JAMSTEC横須賀本部へ移動

（乗合タクシーあるいは貸切バスなど）

14:00～16:00横須賀本部の見学（終了後自由解散）
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A1

深海産二枚貝ヒラノマクラの共生現象に関与する発現遺伝子の探索

河戸勝1野田智佳代2植松勝之3丸山正1大石和恵1藤原義弘1

1海洋研究開発機構，2京急油壷マリンパーク，3株式会社マリンワークジヤパン

Searchforthegenesinvolvedinsymbiosisinthedeep-seamusselAdipico肱"αc坂“

MasaruKawato*,ChikayoNoda*,KatsuyukiUematsû,TadashiMaruyama',KazueOhishi',YoshihiroFujiwarâ

'JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1℃chnology,̂KeikyuAburatsuboMarinePark,̂MarineWorksJapan,
Ltd.

【目的】

真核生物と原核生物の間には様々な共生現象が成

立する．深海では化学合成細菌を自らの体内に宿し

栄養を得る化学合成共生システムを持つ無脊椎動物

が多数発見されている．しかしながら本システムの

分子メカニズムについては未解明な点が多く，分子

レベルでの研究も昆虫類などの共生と比べると極め

て少ない．我々は深海産共生二枚貝ヒラノマクラに

着目した．本種は化学合成細菌を共生者とする深海

動物としては例外的に長期飼育が可能であり，更に

人為的に共生細菌を除去できることが示された．そ

こで本研究では本種の共生現象における分子メカニ

ズムを解明することを目的とし，共生細菌の有無で

宿主細胞の発現遺伝子を比較することにより，ヒラ

ノマクラの共生に関与する分子を探索した．

【材料と方法】

飼育中のヒラノマクラに抗生物質処理を施し，鯉

上皮細胞から共生細菌を除去した.通常飼育個体(共

生細菌有り)および除菌個体(共生細菌無し)のそれ

ぞれから、剛Aを抽出し，網羅的発現変化測定法

HiCEPを用いて，鯉上皮細胞の遺伝子発現パターン

を比較した．両個体間で発現量に顕著な違いがあっ

た遺伝子について塩基配列を決定し，塩基配列およ

びアミノ酸配列データベースを利用して相同性解析

を実施し,発現タンパク質の機能を推定した．

【結果】

HiCEPの結果，通常個体および除菌個体の両者か

ら約9000の転写産物を検出した．このうち約60%の

遺伝子は両個体で発現量に変化はなかったが，残り

の遺伝子はそれぞれ他方よりも1.5倍以上の発現量

を示した．我々は通常個体で除菌個体よりも多く発

現した遺伝子の中から，24遺伝子の塩基配列を決定

した．相同性解析からこれらの幾つかは免疫系因子

(ペプチドグリカン認識タンパク質PGRP,マクロフ

ァージ発現タンパク質Mpegl,カテプシンL)の遺伝

子であることを明らかにした．また細胞骨格や代謝

酵素，その他数種の機能タンパク質の遺伝子も通常

個体で多く発現していた．

【結論】

我々はヒラノマクラ鋸上皮細胞において共生細菌

の有無により遺伝子発現が大きく変化することを示

した．また共生細菌の存在により発現が誘導される

遺伝子の幾つかを明らかにした．それらの発現タン

パク質は免疫系因子，細胞骨格および代謝酵素など

であった．本発現タンパク質と共生現象との関係は

現在解析中であるが，これら分子が細菌との共生関

係の維持に重要な働きを有する可能性がある．特に

PGRPは免疫系において細菌認識の主要な分子であ

ることから，ヒラノマクラPGRPは共生細菌の認識に

関与している可能性がある．本タンパク質の機能や

細菌との特異性について明らかにすることにより，

宿主一共生者間の認識メカニズムの理解に繋がると

期待する．

－13－



A2

シンカイヒバリガイの免疫機構の解明に向けた抗血液細胞

モノクローナル抗体の作製

関根大介1,2、大石和恵2、中村欽光2、本郷悠貴2,3多米晃裕4、

吉田尊雄2、中津正年5、三宅裕志1、丸山正2

l北里大学大学院、2海洋研究開発機構、3東京海洋大学大学院、

4(株)マリン・ワーク・ジャパン、5横浜市立大学

MonoclonalantibodiesforspecificidentificationofhemocytesinBα地y""通りlusﾉ”⑧"た“

DaisukeSekine'̂,KazueOishi*,YoshimitsuNakamurâ,YukiHongô̂,AkihiroTame'',

TakaoYoshida*,MasatoshiNakazawâ,HiroshiMiyake',TadashiMaruyamâ

'KitazatoUniversitŷJapanAgencyforMarine-EarthScienceandTbchnology,

'TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology/MarineWorksJapan,*YokohamaCityUniversity

【目的】

シンカイヒバリガイ馳thymot如血sjaponicus

は鋸上皮細胞内にメタン酸化細菌を共生させている

深海性二枚貝である。共生機構を考える上で生体防

御の理解が重要であると考えられるが、シンカイヒ

バリガイにおける情報は少ない。生体防御で重要な

免疫学的役割を担っていると考えられている血球に

は形態学的に無穎粒細胞、穎粒細胞、および少穎粒

細胞の3種類が観察されているが、その役割につい

ては、わずかに貧食能に関する情報がある程度であ

る。本研究では、シンカイヒバリガイの生体防御の

機構を明らかにするために、血球を機能的に分類す

るためのモノクローナル抗体の作製を試みた。

【材料と方法】

2010年5月に、海洋調査船「なつしま」／無人

探査機「ハイパードルフイン」による調査潜航

(NT10-08)で採取されたシンカイヒバリガイを材

料として用いた。血球を抗原としてBalb/c7週齢の

雌マウスを2週間おき3回免疫し、牌臓を摘出して

抗体産生細胞である牌臓リンパ球を得た。このリン

パ球とマウス由来の骨髄腫細胞(NS-1)を、ポリエ

チレングリコール法によって細胞融合させ、ハイブ

リドーマを作製した｡2％パラホルムアルデヒドで固

定した血球を抗原とする免疫蛍光染色法によって抗

血球抗体を産生するものをスクリーニングし、さら

に、限界希釈法によりクローン化した。

【結果】

免疫蛍光染色法によって、陽性反応を示す計285

個のモノクローナル抗体を得た。これらには、すべ

ての血球を認識するものや特定の血球のみを認識す

るものがあり、その認識部位も、血球内全体、細胞

膜、細胞内穎粒等、多様であった。

【結論】

得られたモノクローナル抗体を用いて、シンカイヒ

バリガイの血球をいくつかに分類することができ、

細胞マーカーとして利用できると考えられた｡今後、

各々の種類の血球の形態、生体での分布、免疫学的

な機能との相関について調べたい。

＊本研究の一部は｢知的クラスター形成に向けた研究拠点

構築事業」により行われた。

－14－



A3

シンカイヒバリガイの#聯田胞による食作用の解明

多米晃裕'、吉田尊雄2，大石禾聴2、丸山正2

'c棚マリン・ワーク・ジャパン2海洋研究開発閥簿

N伽rphologicalana恥歯ofpha銅血馴嘩inadeep-翠可mb如血musseL

AkihiioTame',TakaoYoshida*,OhishiKam釦嵐dashiMamyama*

1A血rineMIksJapanLTD,*JAMSTEC

【目的】

i蒋餓こ生息する二枚貝のシンカイヒバリガイは、環境から

の伝播により、メタン酸｛跡､菌を鯉細胞内に共生させて栄養

を得ることが知られている。しかし、このような細胞内共生

を確立する上で、共生細菌の獲得形式はあまり良く知られて

いなし＄近年、環形動物ガラパゴスハオリムシの糸脆内共生

細菌の獲得について、幼生時に体表から直接的に共生細菌を

細胞内に取り込むという共生細菌の獲得形鋤§報告された

N唱圏baumeretal.2006)。このことから、共生細菌の穫得形

式の一つとして、体表免疫または食作用により、環境中から

直接的に外来微生物を取り込む機構を持つと考えられる。本

研究では、まず、シンカイヒバリガイの共生組織である鯛細

胞が外搬生物に対して、どのような生体防御反応を示すか

について明ら力斗こすることを目的とし、光学および電子顕微

鏡により鯉雛瀦崎の観察を行った。

【材料と方法】

シンカイヒバリガイの飼育容器中に､FTI℃標識大腸菌また

はGFPを発現させた生きた大腸菌鋤pえ、最大で24時間飼

育した。その後、鯉のホールマウント標本および凍結切片を

作製し､蛍光羅撒境観察を行った。また、取り込まれる細菌

数の経時変化と、取り込んだ細菌とリソソームの融合反応を

調べるため､2，12，24時間で経時的に採取し、蛍光羅微鏡

による解析を行った。さらに、食作用を示す#勝舶の性質や

性状を調べるため､電子聯鯛察と､5つの組織染色法価

染色､PAS染色、アルシアンブルー染色、ペノレオキシダーゼ

染色､リポフスチン染色)を用いた光…察を行った。

【結果】

飼育実験の結果、シンカイヒバリガイの鯉細胞内に蛍光標

識大腸菌の取り込みが観察された。また、取り込まれた細菌

数の経時変化については､時間を追うごとにその数が鋤pし、

さらに、リソソームとの融合が次第に多くなることも観察さ

れた。シンカイヒバリガイの鯛組織は、大きく前面鯉部位、

反全面鯉部位､共生細菌糸剛包部位の3つの部位に分けられた。

その中で､最も多く取り込みが見られた部位は、共生細菌細

胞と介在細胞､繊毛細胞を含む共生細菌細胞部位であった。

特にPASやアルシアンブルー、ペルオキシダーゼ陰性を示す

介在細胞に、取り込みが多し樵に見られた。また、リソソー

ムの残余異物と言われるリポフスチンが蓄積されるﾎ舶内に、

取り込まれた糸臓が存在することも観察された。

【結論】

これらの結果から、シンカイヒバリガイの鯉細胞は､食作

用により、環境中から直接外来微生物を取り込む機構を備え

ていることが分かった。また、取り込まれた細菌はその後リ

ソソームと融合し、処理され､残余物として残る、と考えら

れる。しかし、食作用を示す鯉細胞については未だ明確に特

定できていないことや、それらの細胞における細菌7削固るよ

U噌除の過程についてほとんど明ら調こなっていないことか

ら､今後それらについて､より詳細な研究を行う予定である。

【文献】

・Nussl超un画;AD､etal・HoIimn1ala1d町､1ｺia1thansmissionm

hydrothermalventtubeworms.Nature441,18(2006).
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マガキPGRP-S1Sによるグラム陰性菌認識

飯塚真生'、長崎稔拓1,2、高橋計介1，尾定誠'、伊藤直樹’

’東北大学大学院農学研究科、2東京大学大気海洋研究所

RecognitionofGram-negativebacteriabyoysterPGRP-S1S

Masaolizuka',ToshihiroNagasaki''*,KeisukeG.Takahashi',MakotoOsada',NaokiItoh'

'GraduateSchoolofAgriculturalScience,TohokuUniversity,
*AtmosphereandOceanResearchInstitute,TheUniversityofTokyo

【目的】

ペプチドグリカン認識タンパク質(PGRP)は細菌

細胞壁の主成分であるペプチドグリカン(PGN)を認

識し、PGNのタイプのAP-type,Lys-type)に応じた効
果的な種々の生体防御反応を誘起することがショウ

ジョウバエでは明らかにされている。

二枚貝もPGRPを持つことが知られているが、そ

の正確な生理機能に関する知見は少ない。そこで本

研究では、5種類のPGRPが同定されているマガキ

(Crassos"でαgigasf*を用いて、その一種である
CgPGRP-SISの機能解析を試みた。

【材料と方法】

His-tag配列を加えた組み換えCgPGRP-SIS

(rCgPGRP-SIS)をPjchmpasm流を用いて発現させ、
結合試験及び抗菌活性試験に供した。

結合試験では、精製PGNもしくは細菌と

rCgPGRP-SIS溶液を26℃で1時間混合させ､その後、

遠心分離によって上清と沈殿に分画した。それぞれ

の分画を抗His-tag抗体を用いたウェスタンプロッ
ト法に供し、結合性を評価した。

抗菌活性試験では､iCgPGRP-SISを添加した培地
で各種細菌を培養し、濁度法により細菌の増殖を計

測して抗菌活性を評価した。

また、アカザラガイPGRP-Sl(CfPGRP-Sl)の機能
には亜鉛イオンの有無が影響することが報告がされ

ているため【3]、5仏M亜鉛イオン存在下でも上述の実
験を行い、CfPGRP-Slとの比較を行った。

【結論】

iCgPGRP-SISはDAP-typePGNに結合したが、
Lys-typePGNには結合しなかった。細菌に対する結

合試験ではDAP-typeのPGNを持つ3種の細菌の中
でも、E.co〃に対してのみ結合性を示した。一方、

抗菌活性はいずれの細菌に対しても観察されなかっ

た。また、CfPGRP-Slとは異なり、亜鉛イオンの有

無による活性への影響は認められなかった。

以上のことから、CgPGRP-SISはDAP-typePGN
をもつ一部の細菌を認識することが考えられた。直

接的抗菌活性は認められなかったことから、認識後

に別の生体防御反応を誘起することが推測された。

また、同じ二枚貝綱のPGRPでも、マガキ

CgPGRP-SISとアカザラガイCfPGRP-Slでは､かな

り異なる性質を持つことが明らかになった。

本研究により、CgPGRP-SISはDAP-type,Lys-type
による判別に加え、細菌の別の構造についても認識

を行っていることが示唆された。CgPGRP-SISの細
菌認識メカニズムの解明は、ショウジョウバエで代

表されるPGRP関連生体防御システムとは異なる系

の解明につながるかもしれない。

【参考文献】

1.NaokiItoh,KeisukeG.Takahashi(2008)Comparative

BiochemistryandPhysiology,PartB150:409-417

2.NaokiItoh,KeisukeG.Takahashi(2009)Molecular

Immunology46:1768-1774

3.JialongYang,WanWang,XiumeiWei,LimeiQiu,

LinglingWang,HuanZhang,LinshengSong(2010)

DevelopmentalandComparativeImmunology34:
1300-1307
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プラナリアにおける黒化現象の生体防御的役割

木村美智代、原井ますみ、和合治久

埼玉医科大学保健医療学部健康医療科学科

RoleofBlackPigmentFormationinHostDefenseofPlanaria

MichiyoKimura,MasumiHarai,HaruhisaWago

FacultyofHealthandMedicalCare,SaitamaMedicalUniversity

【目的】

扇形動物に属すプラナリアは三旺葉性に分化した

最初の動物である。われわれはこれまでプラナリア

の創傷治癒反応や再生現象に注目し、いかなる生体

防御因子が関与しているか探索してきた｡その結果、

プラナリアの体表粘液中にはヒトの赤血球を凝集す

るレクチンが存在し、再生に関与していることtl]、

人為的に切断すると切断面は瞬時に黒化を起こすが、

治癒と共に黒化部分は消失すること、メラニン色素

形成阻害剤下で人為的切断を行っても黒化は阻害さ

れないこと､紫外線照射により体表面が黒化するが、

黒化部位は治癒せず、組織は損傷したままとなり、

最終的には個体は死に至ることなどを報告してきた。

そこで今回、メラニン色素形成阻害剤存在下で紫外

線照射を行うとプラナリアの黒化にいかなる影響を

及ぼすのか検討した。また、植物由来のレクチン存

在下で紫外線照射を行い、黒化にレクチンが関与し

ているかについても検討する。

【材料と方法】

研究室で継代飼育したプラナリア助'gesia

./aponicaを用いた。実験には体長10～20nimの大き

さで､実験前1週間の間､絶食させた個体を供した。

プラナリアの紫外線照射は波長302nra､強度1mW/cm*

で行った。メラニン色素形成阻害剤としてフェニル

チオウレア(PTU)、p-Nitrophenylguanidinebenzo-

atehydrochloride(NPGB)を、レクチンはコンカナバ

リンA(ConA)を使用した。

PTUあるいはNPGBの溶液にプラナリアを入れ、紫

外線照射を行い、体表の黒化を観察した。また、PTU

あるいはNPGBにConAを加えた溶液にプラナリアを

入れ、同様に照射を行い、黒化の様子を観察した。

【結果と考察】

メラニン色素形成阻害剤存在下でプラナリアに紫

外線を照射すると体表面の黒化が観察された。した

がって、人為的切断と同様、紫外線照射による体表

面の黒化にはフェノール酸化酵素活‘性化系が関係し

ないことが判明した。これはメラニン穎粒が表皮細

胞に存在し、切断や紫外線照射で組織が傷害された

部分が瞬時に収縮して黒化すると考えられる｡現在、

このメラニン頚粒の放出にレクチンが関与している

か検討を進めている。

今後、黒化現象の機序を追究し、黒化が再生の誘

導、防御物質やレクチンの放出に関与しているかを

探索すれば、プラナリアにおける黒化現象の生体防

御としての役割が明らかになると考えられる。

【参考文献】

1.和合治久(2001)プラナリアの生体防御蛋白質、蛋

白質核酸酵素,46:408-413
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コユビミドリイシサンゴにおけるNACHT/佃一ARCドメイン

タンパク質遺伝子の増幅とドメイン構造の多様‘性と拘束‘性

演田麻友子'、将口栄一'、新里宙也'、川島武士'、佐藤矩行’

'独立行政法人沖縄科学技術研究基盤整備機構・マリンゲノミックスユニット

ExpansionofNACHT/NB-ARCdomaincontainingproteingeneand

diversificationandconstraintofthedomaincombinationinAcropora雌峨、

MayukoHamada',EiichiShoguchi',ChuyaShinzato',TakeshiKawashima',NoriSatoh'

'OkinawaInstituteofScienceand1bchnologyPromotionCorporation,MarineGenomicsUnit

【目的】

造礁サンゴ・コユビミドリイシは細胞内に褐虫

藻を共生させており、独自の免疫・異物認識シス

テムを持っていると考えられる。共生システムの

解明のためにはサンゴにおける生体防御機構を理

解する必要がある。本研究グループにおいて、コ

ユビミドリイシサンゴのゲノム解読が完了した

[1]・本研究では、この情報を用いてサンゴゲノム

中に含まれる細胞内異物認識レセプターである

Nod-like受容体関連遺伝子を同定し他の動物と

比較した。

【材料・方法】

コユビミドリイシのゲノム情報からNod-like

受容体で見られるNACHT/NB-ARCドメインを含む

タンパク質をコードする遺伝子をPfaraドメイン

データベースを使って探索し、これらのゲノム上

での位置関係を調べた。また、他の動物のゲノム

における遺伝子数やドメイン構造と比較し、これ

らの遺伝子の種内・種間での系統関係を調べた。

【結果】

サンゴにおいてNACHT/NB-ARCタンパク質をコ

ードする遺伝子は496遺伝子見つかり、この数は

他の動物と比較して圧倒的に多かった（ヒトの約

10倍)。系統解析の結果、このタンパク質のほと

んどがサンゴ内で1つのクレードを形成したこと

から、これらの遺伝子は進化の過程において種特

異的に増幅したものと考えられる。

サンゴゲノム上でのこれらの遺伝子の位置関係

を調べたところ、2もしくは3遺伝子が並んで存

在していることが多く、遺伝子のtandem

duplicationによる重複が示唆される。

他のドメインとのコンビネーションを調べたと

ころ、N末側にはDeathなどアポトーシス関連ド

メインの他、Glycos_transf_l、PNPJJDPlを持つ

ものが多く、このドメインコンビネーションは他

の動物には見られない。他の動物のNACHT/NB-ARC

タンパク質のドメイン構造も種特異性が見られた

が、N末側のアダプタードメインであるアポトー

シス関連ドメイン、c末側のリガンド認識訓立で

あ る リ ピ ー ト ド メ イ ン 、 こ れ ら の 間 に

NACHT/肥-ARCドメインという共通の構造を持つ

ものが多く、このコンビネーションは進化的拘束

を受けているものと考えられる。

【締倫】

サンゴゲノムではNACHT/NB-ARCタンパク質遺

伝子の大規模な重複が起こっており、これは

tandemduplicationによる種内増幅によると考え

られる。また、他の動物では見られないサンゴ独

自のドメインコンビネーションが見られ、ドメイ

ンシヤッフリングにより多様化した結果であると

考えられる[2]・その一方､そのドメイン構造には

種内・種間で共通性があり、ドメインの機能によ

る収数進化であることが考えられる。以上のよ

うなNACHT/NB-ARCドメインタンパク質遺伝子の

増幅はいくつかの海産無脊椎動物[3,4]や植物で

報告されており、その機能的重要性が示唆される。

【参考文献】

1.Shinzato,Cetal.(2011)Nature,inpress.

2.Kawashima,Tetal.(2009)GenomeRes.19,

1393-1403.3.Huang,Setal.(2008)GenomeRes.

18,1112-1126.4.Hibino,T.etal.(2006)Dev.

Biol.300,349-365.
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ヒトデ“SRCR1タンパク質はオプソニンとして機能する

古川亮平''2、松本緑''2、金子洋之’

'慶雁義塾大学・自然科学研究教育センター、2慶膳義塾大学大学院･基礎理工学専攻

ApSRCRlactsasanopsonininthelarvalandadultimmunesystemsofthestarfish.

RyoheiFurukawa''̂,MidoriMatsumoto'*̂,HiroyukiKaneko'
'DepartmentofBiology,ResearchandEducationCenterforNaturalSciences,KeioUniversity

ŜchoolofFundamentalScienceandTbchnology.GraduateSchoolofScienceand1bchnology,KeioUniversity

【目的】

ScavengerReceptorCysteine-Rich(SRCR)ドメイン

を有する多くのタンパク質は、幅広い動物種におい

て免疫応答の調節や異物表面のパターン認識などの

重要な局面を担うと考えられている。

我々はこれまでの研究で、ヒトデ幼生の間充織細

胞のcDNAライブラリーからSRCRドメインを有す

る〃SRCR1遺伝子の単離に成功し、その機能分子

である〃SRCR1タンパク質の発現解析を行ってき

た。その結果、〃SRCR1タンパク質は、個体発生の

異なった時期に機能する2種の免疫細胞（幼生期の

間充織細胞；成体期の体腔細胞）の細胞質内の小胞

膜に局在することを明らかにしていた｡本研究では、

ヒトデ幼生および成体の免疫細胞における

ApSRCRlタンパク質の機能解析を行った。

【材料と方法】

モルフォリノアンチセンスオリゴ(Morpholino

AntisenseOligo;MO)を用いて〃SRCR1遺伝子の翻

訳を阻害したイトマキヒトデ幼生の体内にバクテリ

ア(BC)を顕微注射し、免疫応答の状態を調べた。

また､〃SRCR1タンパク質に対するポリクローナル

抗体UpSRCRl-pAb)存在下における幼生及び成体

のBCに対する免疫応答も検討した。さらに、成体

にBCチャレンジを行った後、体腔細胞を除去した

体腔液(cell-freecoelomicfluid:cell-freeCF)を用い

て、〃SRCR1タンパク質の動態とBC結合能をウエ

スタンプロットにより解析した。

【結果】

（1）コントロールMO幼生へのBCチャレンジで

は、間充織細胞はBCに対する貧食作用に伴って、

1個の大きな凝集塊を形成した。一方、MO幼生で

は比較的小さな複数の凝集塊しか形成されず、BC

の食べ残しが観察された。〃SRCRl-pAbを用いた

BCチャレンジ実験でも､MO幼生と同様の結果が得

られた。

（2）成体における〃SRCRl-pAb存在下のBCチ

ャレンジ実験では、体腔細胞による凝集塊形成は

完全に阻害された。一方、非特異的IgGを用いた

対照実験では、体腔細胞が形成する凝集塊のサイ

ズは時間依存的に増加した。両実験における食べ

残しBC量は、凝集塊形成と負の相関があった。

(3)BCチャレンジ後の成体から調製したcell-丘ee

CF中で、細胞外領域で切断されたと考えられる

ApSRCRlタンパク質が検出された。次に、cell-free

CF中でBCをインキュベー卜したところ、cell-free

CFに含まれる〃SRCR1タンパク質がBCに結合す

ることが明らかとなった。

【結論】

イトマキヒトデ〃SRCR1タンパク質は､BCチ

ャレンジによって細胞質内の小胞膜から切断、細

胞外に分泌された後、BCに結合しオプソニンと

して機能すると考えられる。また､〃SRCR1タン

パク質のオプソニンとしての寄与の程度は、幼生

と成体で異なることが示唆された。
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イオン液体はマボヤ(Haloc伽幼必z℃z泡吻力血球の

走査型電子顕微鏡観察に利用できるか？

大竹伸一1，地家豊治2，阿部健之1浮田知夫3石井照久4宮津七郎5

l日本大学．医学部・生物，2日本大学．医学部．電顕室，3山口大学．医学研究科．器官解剖，
4秋田大学・教文・生物，5大阪大学・工学部・応用化学

IsionicliquidaneffectivetoolforSEMobservationofhemocytesofH"んcynthiaroretzp.

Shin-IchiOhtake',ToyoharuJike*,TakeyukiAbe',TomooSawadâ,TbruhisaIshii"*,ShichiroMiyazawa*

'DivisionofBiology,NihonUniversity,̂LaboratoryofElectronMicroscope,NihonUniversity,
D̂epartmentofOrganAnatomy,YamaguchiUniversity,"DivisionofBiology,AkitaUniversity,

D̂epartmentofAppliedChemistry,OsakaUniversity

【目的】

イオン液体は，有機系の塩で，融点は室温以下，

導電性をもつことのほか，蒸気圧が限りなく0に近

いので加熱しても,真空中でも蒸発することがない。

このような特性をもつため，イオン液体を走査型電

子顕微鏡(SEM)観察に応用することが考えられ,様々

な試料の観察結果が報告され始めている。未固定ま

たは固定試料をイオン液体に浸漬後，余分な液体を

除くだけで直ちにSEM観察が可能であるため，標本

を短時間で簡便に作製できる大きな利点がある。今

回，我々は，マボヤ血球のS即観察にイオン液体

(l-butyl-3-methyliniidazoliunitetrafluoroborate:

BuMelm'BFr)が利用可能力否か，従来の臨界点乾

燥法と比較して検討することを試みた。

【材料と方法】

マボヤ（陸奥湾産）の血リンパを,0.22jumのマ

イレックスフィルターで浦過した海水で5倍希釈し

た血球浮遊液を試料として用いた。血球浮遊液100

〃0を,湿室中の直径10mの円形カバーガラス上に

30分間静置して血球を付着させた。血球を,1%グル

タルアルデヒド溶液（0.2Mカコデイレート緩衝液

pH7.4に1.5%NaClを添加）で固定後，オスミック

酸で後固定した試料について,BuMelm'BFrの濃度，

希釈溶媒，浸漬時間について検討した。これらの固

定試料の一部は脱水・臨界点乾燥後，白金-パラジウ

ムを蒸着させた従来の方法で標本を作製して観察し，

イオン液体を用いた結果と比較した。

【結果】

イオン液体を用いると，低倍率では未固定標本で

も観察可能だが，グルタール前固定後，オスミック

酸後固定した試料で最も良い結果が得られた。イオ

ン液体の濃度は,現在のところ70％エタノールで2％

に希釈した場合に最も良い像が得られた。高濃度の

場合，試料表面にイオン液体が過剰に残ることがあ

り微細構造が観察しにくい場合があった。従来の臨

界点乾燥法では，葉状仮足の前縁がガラス表面から

めくれ上がることや，糸状仮足が切断されることが

あったが，イオン液体の場合，葉状仮足はガラス表

面に密着し，糸状仮足の断裂も認められなかった。

一方，イオン液体の場合，長時間の観察で像が不安

定になる，アルミと化学反応を起こしやすくカーボ

ン試料台を使う必要があるなどの課題もあった。

【結論】

イオン液体を用いた試料作製法は，まだ改良の余

地はあるが，今回の結果から簡便なうえに，従来の

臨界点乾燥法に匹敵する像を得られることが分かっ

た。イオン液体は，マボヤの血球に限らず，培養細

胞などを含め幅広く生物試料のSEM観察に利用でき

るものと考えられた。

【参考文献】

S.Arimoto,S.Kuwahata,et.Al.,(2008)ChemPys

Chem.,9:763
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カブトガニ補体系の感染微生物に対する活性化機構

田川圭介l、吉原豊貴1，山本恭平2，柴田俊生2，小柴琢己1,2，川畑俊一郎1,2

’九大院・システム生命2九大・理・生物

Mechanismofcomplementactivationagainstinfectiousmicroorganisms

inhorseshoecrabhemolymphplasma.

KeisukeTagawa*,ToyokiYoshihara',KyoheiYamamoto*,ToshioShibatâ
TakumiKoshiba''̂,Shun-ichiroKawabata*'̂

'GraduateSchoolofSystemsLifeSciences,KyushuUniversity

D̂epartmentofBiology,FacultyofSciences,KyushuUniversity

【目的】

カブトガニ（たc力"Ieustri""tatus,Tt)の血

紫中では、グラム陰性菌の侵入に伴い、リポ多糖

(LPS)感受性セリンプロテアーゼ前駆体である

factorCがLPS依存的に活‘性化し、補体因子TtC3

を直接切断・活性化させる[']。.一方、グラム陽性菌

や真菌に対してもTtC3は活性化されるが、その分

子機構についてはよくわかっていない。カブトガニ

補体B因子TtBがこれらの反応に関与することが

示唆されているが、詳細な機能は不明である。本研

究ではTtBの機能解明を目指すと同時に、グラム陽

性菌や真菌における補体活性化開始因子の探索を行

った。

【材料と方法】

TtBの組み換えタンパク質を抗原とし､TtBlまた

はTtB2に対するポリクローナル抗体を作製した。

作製した抗体を用いたウエスタンプロットや免疫沈

降法により、TtBlやTtB2の機能解析を行った。

TtBの補体系への関与を調べるため、フローサイト

メトリーによりグラム陰性菌、グラム陽性菌、真菌

に対するTtC3の活性化への陽イオン依存性を調べ

た。また、Ca*．要求性レクチンがTtC3の活性化に

関与するかどうかを検討した。

【結果】

ウエスタンプロットの結果、カブトガニの血紫中

にはTtBが発現していることがわかった。筋肉、心

臓、胃にも発現がみられたが、肪結合型糖鎖の修飾

が異なっていた。血紫に感染微生物を加えるとTtB

はMg*依存的に活性化された。TtBはLPSや真菌

の表層成分であるβグルカンによっても強く活性化

された。フローサイトメトリーの結果、グラム陽性

菌や真菌に対するTtC3の活性化にはCa*やMg*

が必要であった。グラム陽性菌に対するTtC3の活

性化にはCa*要求性レクチンが関与していた。

【結論】

哨乳類と同様、TtBは感染微生物の侵入に伴って

Mg^，依存的に活性化することが判明した。フローサ

イトメトリーの結果より、グラム陽性菌や真菌に対

するTtC3の活性化がMg*依存的であったことか

ら、TtBが関与していることが示唆される。また、

グラム陽性菌に対するTtC3の活性化にはCa*要

求性レクチンが関与していた。以上の結果から、カ

ブトガニの血紫中には感染微生物の種類によって異

なる補体活性化機構が存在していると考えられる。

【参考文献】

1.ArikiS,TakaharaS,ShibataT,FukuokaT,OzakiA,

EndoY,FujitaT,Koshiba･F,KawabataS(2008)J

immunol,181:7994-8001
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多狂性寄生蜂キンウワバトピコバチの

寄主侵入における免疫関連分子の探索

井上普'、岩淵喜久男’

'東京農工大学・応用昆虫学研究室

Thesearchingforimmune-i℃latedmoleculesaboutahostinvasion

ofpolyembryonicplasitoidwasp,Copidosomafloridanum.

HirokiInoue*,IwabuchiKikuo*

'LaboratoryofAppliedEntomology,TokyoUniversityofAgricultureandTechnology

【目的】

キンウワバトビコバチは、鱗迩目昆虫を宿主とす

る多旺性の卵幼虫寄生蜂である。本種では他の寄生

蜂とは異なり、桑実旺期旺子の運動‘性を利用した組

織親和的な寄主侵入が確認されており［']、この機構

には分子擬態の関与が示唆されている。このため、

本種は自己一非自己認識機構を解明する重要な研究

モデルとなりうる。

先行研究より寄主侵入に関連が予想される分子

[2］はあるものの、本種ではゲノム決定が進んでお

らず、同定されている遺伝子数もごく少数のみとな

っている。我々は本種の特殊な寄主侵入における分

子基盤を解明することを目的とし、本種の桑実旺期

腔子の転写物から関連分子の探索を行った。

【材料と方法】

本寄生蜂により産卵を受けた寄主卵を改変

MGM450培地[3]中で解剖し、本種雁子のみをマイ

クロデイスペンサーで単離した。そのまま無菌条件

下で発生を進行させ､産下後48時間以内に桑実旺に

なった旺子を80個程度集めてRNAを抽出した。

RNAを逆転写、クローニングし、各クローンについ

てキャピラリーシーケンサーを用いて配列決定を行

った。配列決定の結果をまとめて、本種の桑実旺期

旺子のcDNAライブラリーとした。

【結果】

選択された515クローンのcDNAを配列決定し、

BLASTを利用して既知の配列と比較した｡その結

果、細胞運動、核酸修復に関連する遺伝子群、複

数種類の転写因子など多数の機能クラスターに

またがった分子が確認された。免疫関連ではE3

ユビキチンリガーゼ､EphrinBl等に相同‘性がある

とされる分子が確認された。

【結論】

キンウワバトビコバチの組織親和的な寄主侵

入における分子基盤を解明する事を目的として、

本種の桑実旺期旺子のcDNAライブラリーを作製し

た。多数の新規遺伝子を同定する事に成功し、その

中に免疫関連の分子も確認する事ができた。これら

の分子について機能解析を行うことにより、本種の

寄主侵入における分子基盤を解明していくことが可

能であると考えられる。

【参考文献】

1.NakaguchiA.,HiraokaT.,EndoY,IwabuchiK.

(2006)CellTissueRes.,324:167-173.

2．Takahashi-NakaguchiA.,HiraokaT,IwabuchiK.

(2011)FEBSLetters,inpress.

3.IwabuchiK.(1991)Appl.Entomol・Zool.26(4):

563-570.
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ショウジョウバエ体液細胞におけるオートファジー誘導による病原体排除

矢野環，若林康介，倉田祥一朗

東北大・院・薬

EliminationofpathogensbyautophagyinductioninDrosophilahemocytes

TamakiYano,KosukeWakabayashiandShoichiroKurata'
Grad.SchoolPharm.Sci.,TohokuUniv.

【目的】

自然免疫は哨乳類を含むほぼすべての多細胞生物

が有する生体防御機構である。ショウジョウバエで

は、PeptidoglycanRecognitionProtein(PGRP)フ

ァミリー因子が侵入した病原体を認識し、自然免疫

応答を誘導する。PGRPファミリー因子の一つであ

るPGRP-LEは、細胞外に分泌されて体液中の細菌

を認識するが、我々 は、PGRP-LEが体液細胞の細

胞質において細胞内寄生細菌であるリステリア

菌を認識し、認識依存的にオートファジーを誘導

することにより、その増殖を抑制することを明ら

かにしてきた[1]・オートファジーは酵母からほ乳

類細胞にまで保存された、細胞内小器官やタンパ

ク質等の物質の代謝回転に機能する分解系であ

るが、感染依存的に誘導される。このような、感

染依存的なオートファジー誘導は、さまざまな種

において細胞内に侵入する病原体の排除にも機

能している可能性があるが、その分子機構は不明

である。この解明のため、p62(ref(2)P)に注目

した解析を行った。ほ乳類で同定されている

P62/SQSTM1は､飢餓時におけるオートファジー誘

導に機能し、また、ポリユビキチン化したタンパ

ク質の凝集体形成の制御に機能している。そこで、

p62のショウジョウバエホモログref(2)Pが、病

原体認識分子依存的なオートファジー誘導に機

能して、細胞内に感染する病原体に対する抵抗'性

に寄与しているかを検討した。

【材料と方法】

ref(2)P遺伝子の変異体ショウジョウバエとそ

の体液細胞を用いて、ref(2)Pがリステリア菌感

染に対する抵抗性を、また、体液細胞内における

リステリア菌増殖抑制に機能しているか、オート

ファジー誘導に必要であるかを検討した。また、

ref(2)Pがウイルス感染に対する抵抗性において

も機能しているかを検討した。

【結果】

ref(2)P変異体はリステリア菌感染に感受性で

あり、その体液細胞はリステリア菌の細胞内増殖

抑制能が低下しており、かつオートファジー誘導

に必要であった。また、ref(2)Pタンパク質は、

細胞内に侵入したリステリア菌の周囲に局在す

るPGRP-LE、ユビキチン、オートファゴゾーム膜

上に局在する因子LC3と局在を共にした｡さらに、

ref(2)P変異体はDrosophilaCvirusおよび

Vesicularstomatitisvirusの感染抵抗性に機能

していた。

【結論】

オートファジーの無秩序な冗進は自己成分の

不必要な分解につながるため、病原体排除に機能

する際は、病原体の周囲に空間的に厳密に制御さ

れる。この誘導のきっかけは認識分子による病原

体成分の認識であり、病原体の種類に応じた複数

の認識分子が機能していると考えられた。これに

対し、いったん認識分子によりトリガーがひかれ

ると、p62(ref(2)P)を介した共通の経路により誘

導が起きると考えられた。

【参考文献】

1.Yano,正ααﾉ.Nt""だ加加脚"ol9,908-916(2008)
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昆虫表皮マトリクス内の免疫因子

朝野維起1，帖佐直幸2，栗林寛1新川高志3磯辺俊明3

1首都大学東京．生命科学，2岩手医科大学．生化学講座，3首都大学東京．物質分子化学

Immuneproteinsininsectcuticle

TsunakiAsano*,NaoyukiChosa*,HiroshiKuribayashi',TakashiShinkawa',ToshiakiIsobe'

DepartmentofBiologicalSciences,TokyoMetropolitanUniversity,̂DepartmentofBiochemistry,IwateMedical
University,̂DepartmentofChemistry,TokyoMetropolitanUniversity,

【目的】

昆虫の外骨格（クチクラ）はキチン及びキチン結

合性構造蛋白質からなるマトリクスである。クチク

ラは一般的に“単なる殻”として認識されがちであ

るものの、実際は水分に富み様々な生化学反応が生

じている場所である。既に、抗菌ペプチドや[']，メ

ラニン合成に関わるフェノール酸化酵素前駆体カス

ケードの存在[2］が示されている。本研究では、昆

虫クチクラ内で機能する免疫因子を探索する為に、

バクテリア感染によって新たに出現するタンパク質

の同定を行った。

【材料と方法】

カイコ幼虫に黄色ブドウ球菌を注射し、24時間後

クチクラから蛋白質を抽出した。その試料を2次元

電気泳動で展開し、未処理幼虫からの試料と泳動パ

ターンを比較した。スポットの大きさに違いが見ら

れたものをLC-MSによって分析し、含まれているタ

ンパク質を同定した。また、2次元電気泳動とは別

に、安定同位体を用いたショットガン法を用いる解

析も同時に行い、より広範なタンパク質の分析を

行った。

【結果】

感染後に増加するタンパク質として、免疫因子と

して既に知られている分子が今回の解析でも同定さ

れた。また、機能は未知ながら他の昆虫でバクテリ

ア感染後に発現量が増加するものなども同定できた。

よって、本解析法が免疫因子の探索法として妥当で

あることが確認できた。発現パターンに関するデー

タベースなどを参照することで、表皮を含む外旺葉

由来の上皮組織特有に発現が見られる因子の候補が

得られた。ここで得られた情報などをもとに、クチ

クラ特有の免疫因子の候補について、現在機能解析

を進めている。

【結論】

昆虫のクチクラは、常に環境中の病原に接してお

り､生体防御の最前線として重要な研究対象である。

本研究では、クチクラ内に様々な免疫因子が存在す

ることが明らかとなった他､傷が生じた後の修復や、

クチクラマトリクス内に傷・バクテリア感染の情報

を伝達すると思われる因子なども同定された。これ

らは、今後研究を進めていく上で、有用な示唆に富

む情報であると我々は考えている。

【参考文献】

1.AshidaM,Brey,PT(1995)PNAS,92:10698-10702

2.TzouP,OhresserS,FerrandonD,CapovillaM,

ReichhartJM,LemaitreB,HoffmannJA,ImlerJL

(2000)Immunity,13:737-748
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ヒラメToll様受容体3遺伝子のクローニングおよび機能解析

黄展敦1，大谷真紀2，引間順一2，TaeSungJung2，近藤秀裕1麿野育生1青木宙'2

’東京海洋大学・ゲノム科学講座，2国立慶尚大学・獣医

MolecularcloningandfunctionalanalysisofToll-likereceptor3inJapaneseflounder,Para此ﾙ地ysolivaceus.

SeongDonHwang',MakiOhtanP,Jun-ichiHikima*,TaeSungJung*,HidehiroKondo',IkuoHirono',TakashiAoki'*
'LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology

*AquaticBiotechnologyCenter,CollegeofVeterinaryMedicine,GyeongsangNationalUniversity

(Objective]

Toll-likereceptors(TLRs)regulateimmune

responsebyrecognizingpathogen-associated

molecularpatterns(PAMPs)inthefirstlineof

defenseagainstpathogens.Double-stranded(ds)

RNA,whichissynthesizedasareplicative

intermediateofmostviruses,isrecognizedby
mammalianTLR3inboththeendosomeandthe

cellsurface・Subsequently,dsRNArecognitionby

TLR3resultsinNF-kBactivationandtypeI

interferon(IFN)productionviaitsdownstream

signalingcascade・However,littleisknownabout

TLR3-mediatedimmuneresponsetodsRNAin

teleosts・TounderstandpotentialrolesofTLR3in

theimmunesystemofteleostfish,weidentified

TLR3gene廿omJapaneseflounder(Paralich"り』s

o"vaceus)andexamineditsexpressionand

functionalsignificance.

[MaterialsandMethods]

TocloneJapaneseflounderTLR3(JfTLR3)cDNA,

degenerate-andRACE-PCRwereconducted・The

exon/intronorganizationofJfTLR3genewas

determinedusingthescreenedJapaneseflounder

BAGcloneencodingJfTLR3gene.Thegene

expressionofJfTLR3inseveralorgansinfected

withviralhemorrhagicsepticemiavirus(VHSV)

wasinvestigated・Aftertheexpressionvector

pcDNAcloningJfTLR3wasco-transfectedwith

polyI:C(syntheticdsRNA)intotheHINAEcells

(Hiramenaturalembryocells)andYO-Kcells

(flounderkidneycells),theexpressionofseveral

inflammatory-andIFN-induciblegenesinTLR3-

overexpressingHINAEcellswasmeasuredbyreal

timequantitativePCR(Q-PCR).Furthermore,

reporterassaywasconductedwithamammalian

NF-KB-basedreporterconstruct(pGL4.32/NF-KB)

toanalyzetheexpressionofNF-KB-regulatedgenes

inTLR3-overexpressingHINAEandYO-Kcells.

[Results]

ThededucedaminoacidsequenceofJfTLR3

showedthatthestructureofJfTLR3consistedofan

extracellularLRRdomainforligandrecognition,a
transmembranedomainandanintracellular

Toll/interleukin1receptor(TIR)signalingdomain.

TheJfTLR3geneconsistedof4exonsand5

introns.TheVHSVexperimentalexposureledto

significantup-regulationofJfTLR3gene

expressionintheblood,liver,kidneyandspleen.

ThereporteractivitiesofpGL4.32/NF-KBenhanced

byJfTLR3-overexpressioninthepresenceofpoly

I:C.Furthermore,JfTLR3-overexpressionincreased

theexpressionofTNF-a,IL-ip,Mx,ISG15,IRF-3

andIRF-7genesinHINAEandYO-Kcells

stimulatedbypolyI:C.

[Conclusion]

TheexpressionofJfTLR3genewasup-

regulatedinimmune-relatedorgansafterviral
infection・InresponsetodsRNA,JfTLR3

enhancedpromoteractivityofNF-KB-regulated

genesandtriggeredinductionofseveral
inflammatory-andIFN-induciblegenes・These

resultssuggestthatJfTLR3playsanimportant
roleintheinductionofantiviralimmune

response.
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鱗移植片の急性拒絶反応に関わるメダカⅧc遺伝子の同定

坂内英美'、野中勝’

'東京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻

IdentificationoftheMedakaMHCgenesresponSibleforacuterejectionoftransplantedscales

HidemiP・Bannai',MasaruNonaka1

'DepartmentofBiologicalSciences,GraduateSchoolofScience,TheUniversityofTokyo

【目的】

殆どの有顎脊椎動物のⅧC領域には、ⅧC遺伝子を

含む多くの免疫関連遺伝子が連鎖して存在している

ことが知られているが、硬骨魚類では例外的にⅧC

遺伝子が別々の染色体上に散在している。この特徴

により、硬骨魚類を用いることにより、個別のⅧc

遺伝子について急性拒絶反応への関与を明らかにす

ることができると考えられる。しかし、硬骨魚類の

Ⅷc遺伝子は、コピー数が多く、ゲノム上に散在し

ていることからすべてのⅧc遺伝子の遺伝子座や発

現等の解析が完了している硬骨魚はいない。今回、

我々 はgenomedatabaseおよび近交系が利用でき、

すでにⅧCclassI遺伝子の網羅的解析が完了して

いるメダカを用い、ⅧCclassII遺伝子を網羅的に

同定し、鱗移植における急性拒絶反応の有無とMHC

遺伝子型との関係を解析した。

【材料・方法】

近交系メダカHd-rR、HNIのtotalRNAおよびgenome

DNAを抽出し、databasesearchで得た配列情報をも

とに設計したプライマーを用いて、PCR・cloning・

sequencingを行い、遺伝子構造・発現等の解析を行

った。また、野生メダカのgenomeDNAを用いて、多

型解析を行った。

Backcross(HNI×(剛I×Hd-rR))をdonor、HNIを

recipientとして鱗移植を行い、各個体のすべての

ⅧC遺伝子座のalleletypeを調べ、急性拒絶反応

との関連を解析した。

【結果】

Databasesearchの結果ⅧCclassII遺伝子として

のモチーフを持っていることがわかった10のclass

II遺伝子候補のすべてについて、genome配列･mRNA

配列を決定し、発現を確認した。

野生個体のgenomeDNAを用いた多型解析の結果､DAA,

DABは南北集団の垣根を越えた多型を示し、残りの

遺伝子は北日本集団は肌Iと、南日本集団はHd-rR

と塩基配列が完全一致し、多型を示さなかった。

鱗移植とタイピングの結果、急性拒絶反応が起きな

かったすべての例で､遺伝子型がdonorとrecipient

で一致していたのはⅧCclassI領域とZ脇ｲ遺伝子

だった。

【結論】

メダカは5つのclassIIA遺伝子("AA,DBA,〃】4，

”4，”ｲ)と5つのclassIIB遺伝子(DAB,DBB,DCS,

皿剛を持っていることがわかった。これらの遺

伝子は異なる5つの染色体上にそれぞれα鎖遺伝子

とβ鎖遺伝子が対になって存在していた。多型の有

無により､〃4,ｲと助伍がclassicalclassII遺伝子、

それ以外はnon-classicalclassII遺伝子と認定さ

れた｡ほ乳類のヒトやマウスの研究結果ではclassI

分子だけでなくclassII分子も急性拒絶反応に重要

な役割を果たしていると言われている。今回の結果

は、メダカの急性拒絶反応を決定づけている遺伝子

は、Z‘4A/L腸ｲ遺伝子座と［脇4遺伝子座にあることを

示し、メダカⅧCclassII遺伝子は、メダカの急性

拒絶反応には関与しないことを明らかにした。
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B3

魚類栓球の食食作用とその活性化に伴う形態変化

長沢貴宏1、中易千早2、松山知正2、柚本智軌1、中尾実樹1

'九州大学大学院・農学研究院，2水産総合研究センター・増養殖研究所

Phagocyticactivitiesofteleostthrombocyteswithdramaticmorphologicalchanges.

TakahiroNagasawa*,ChihayaNakayasu*,TomomasaMatsuyamâ,TomonoriSomamoto*,MikiNakao'

D̂epartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity,

N̂ationalResearchInstituteofAquaculture,FisheriesResearchAgency

【目的】

栓球は哨乳類以外の脊椎動物に存在する、血液凝

固に関わる細胞である。哨乳類の血小板とは異なり

有核の細胞であり、形態的特徴は白血球に近く、よ

り原始的な血球と考えられる。これまでの研究で、

コイ栓球が異物を取り込む貧食細胞として機能する

ことを示してきた。今回の研究ではその取り込み作

用のより詳細な解析を行い、またこの栓球の貧食活

性を、ヒラメの栓球や、他の白血球サブポピュレー

ションと比較し、検証した。

【材料と方法】

コイの末梢血白血球に、抗コイ栓球モノクローナ

ル抗体(mAb)HB-8Wを用い栓球を蛍光染色した

後、ラテックスビーズ、大腸菌を加えその貧食活性

を検証した。さらに顕微鏡下で15秒毎に撮影、コ

マ送り再生し、異物の刺激を受けた際の栓球の動態

を観察した。また抗コイ膜型IgMmAb,CI-14を用

いて同様に染色し､コイB細胞の貧食能を解析した。

ヒラメの末梢血白血球を抗ヒラメ栓球mAb

JFW10I2]、抗ヒラメB細胞mAbJFW2012]でそれ

ぞれ標識し、同様に貧食活性を解析した。

【結果】

フローサイトメトリー、蛍光顕微鏡、透過型電子

顕微鏡で検証したところ、コイの栓球はビーズ、大

腸菌といった異物を細胞内へ取り込んでいた。

他の魚種で示されたように[3]、コイのB細胞も貧食

活性を示したが、栓球と比較するとB細胞の貧食活

性は低いものであった。また透過型電子顕微鏡下で

観察したところ、栓球が仮足を伸ばし菌体を取り込

む様子が確認され、光学顕微鏡下でコマ送り撮影し

たところ紡錘状の栓球が異物の刺激を受け活性化、

貧食細胞様の動態を示す様子が観察された。ヒラメ

の栓球を用いた際にも同様の貧食活‘性が検出された。

またヒラメにおいては、B細胞は栓球と同程度に高

い貧食活性を示した。

【結論】

栓球は異物を能動的に取り込む貧食細胞であるこ

とが示された。栓球の貧食活性は他の白血球と比較

しても高く、また海産魚であるヒラメでも同様の結

果が得られたことから、幅広い魚種において栓球が

貧食細胞として生体防御上の重要な役割を果たして

いることが示唆された。

【参考文献】

1.NakayasuC.ααルVeterinaryIHmunologyand

Immunopathology,57(1997)337-346.

2.MatsuyamaT.aaﾉ;Fish&ShellfishImmunologyも

29(2010)362-365.

3.LiJ.ααﾉ';NatureI面munology,7(2006)1116-24.
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B4

魚類における補体活‘性化制御因子の多様‘性

辻倉正和、柚本智軌、鵜木陽子、中尾実樹

九州大学大学院農学研究院

Diversityoftheregulatorsofcomplementactivationinteleost

MasakazuTsujikura,TomonoriSomamoto,YokoKato-Unoki,MikiNakao

GraduateSchoolofBioresour℃eandBioenvironmentalSciences,

KyushuUniversity

【目的】

Regulatorsofcomplementactivation(RCA)フ

ァミリーは、補体制御タンパク質および補体レセプ

ターを含んでいる｡RCAタンパク質には液相で過剰

な補体活性化を制御する分泌型と、補体の攻撃から

自己細胞を保護する膜結合型が存在する。硬骨魚類

のRCAとしては哨乳類の勉ctorH様の分子が

barredsandbass*とヒラメ2で同定されているの

みであり、魚類のRCAにどれほどのバリエーショ

ンがあるのかは不明なままである。そこで、硬骨魚

類のRCA構成と進化を知るために、ゼブラフイッ

シュゲノムデータベースを用いて網羅的なRCAit

伝子の探索を試みた。

【方法】

ゼブラフィッシュゲノムデータベースおよび

ExpressedSequenceTags(EST)データーベースを利

用して､RCAタンパク質の網羅的な探索と同定を試

みた。さらにこれらの遺伝子座周辺の遺伝子とヒト

のRCAクラスター周辺の遺伝子の比較を行った。

また、同定されたRCA遺伝子のゼブラフィッシュ

組織における発現パターンをRT-PCRで解析した。

【結果】

ShortConsensusRepeatモジュールの繰り返し構造

をコードするRCA遺伝子が、22番と23番染色体に

複数見つかり、TbleostComplementRegulatory

SecretoryproteinCIbores)-A1～A6、Tbcres-B，Tbleost

ComplementRegulatoryMembraneprotein(1bcrem)-A、

およびTbcrem-Bと命名された。

Tbcres-A遺伝子群は22番染色体上にクラスターを

形成しており、このTbcres-A遺伝子クラスターとヒ

トのFactorH遺伝子クラスターのシンテニーが保存

されていた｡一方で､Tbcres-B､Tbcrem-AとT℃crem-B

遺伝子はクラスターを作らないが、これらの遺伝子

の上流と下流領域には互いにsyntenicな関係が認め

られた。したがって、Tbcres-B，Tbcrem-A、および

Tbcrem-B遺伝子は、倍数化や染色体レベルの大きな

重複に伴って分岐したparalogであると考えられる。

組織別発現解析の結果、ゼブラフィッシュRCA

は､肝騨臓と牌臓で強い発現を示す因子(1bcres-A1,

3,4,5,7）とユビキタスな組織分布を示す因子

a℃cres-A2,6,B,1bcrem-A)に大別されることが判

明した。

【結論】

硬骨魚類では分泌型RCAが哨乳類以上に高度に

多重化している一方で、膜型RCAの種類は少ない

ことが判明した。また、分泌型RCAの多重化は、

哨乳類と同様な直列的遺伝子重複によるが、染色体

レベルでの重複によっても一部の分泌型RCAと膜

型RCAが多様化したことが示唆された。

【参考文献】

1.DahmenA.,etal・Biochem.J.301,391-397(1994)

2.KatagiriT,etal.FishPathol.33,351-355(1998)
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B5

ギンブナの移植片対宿主反応におけるCDS陽性T細胞の動態

田中洋枝、柴崎康宏、薮健史、森友忠昭、中西照幸

日本大学生物資源科学部

KineticsofCDSpositiveTcellingraft-versus-hostreactioninginbunacrusiancarp

HiroeTanaka,YasuhiroShibasaki,TakeshiYabu,TadaakiMoritomo,!bruyukiNakanishi

CollegeofBioresourseScienses,NihonUniversity

【目的】

移植片対宿主病(GVHD)はドナー免疫担当細胞がレ

シピエントのアロ抗原を認識して組織を攻撃する移

植片対宿主反応(GVHR)に伴う疾病であり、哨乳類

ではTリンパ球の関与が示されている。我々は魚類

においても感作白血球の移植によりGVHRが誘導さ

れ、その誘導にCDS陽性細胞傷害性T細胞が関与し

ていることを報告してきた。しかし、CDS陽性T細

胞のレシピエントの各組織における局在および活性

化については不明である。そこで、レシピエントの

各組織におけるCDSα陽性T細胞の局在について検

討するとともに､CDSa陽′性T細胞の活性化について

インターフェロンγ(IFNy)、及び魚類特有のIFNy

related(IFNyrel)の産生を指標として免疫組織化学

的手法により検討した。

【材料と方法】

3倍体クローンギンブナ（ドナー、S3N)及びS3Nと

キンギョを掛け合わせた4倍体雑種（レシピエント、

S4N)を用いた。S4NからS3Nに鱗移植による前感作

を行った後、S3Nの頭腎及び体腎より分離したリン

パ球分画を、感作に用いたS4Nの尾部血管に投与し

た。移植後のレシピエントの組織を固定後、凍結切

片を作成し、CDSa、IFNγ、IFNyrelに対する抗体を

用いて免疫蛍光染色を施した後蛍光顕微鏡下で観察

した。

【結果】

移植後3日、7日、14日目の肝臓、牌臓において

は､CDSα陽性T細胞が未感作のコントロール群に比

べて増加が認められた。また、移植後日数の経過に

伴いCDSα陽性T細胞が増加した。一方、頭腎、体

腎においては､CDSα陽性T細胞が移植後3日目から

7日目にかけて一度減少し､14日目に再び増加した。

なお、腸管においてはCDSα陽性T細胞の増加がみ

られず、コントロール群と比べても差は認められな

かった。

【結論】

これまでギンブナのGVHRに関する研究では､体腎

において移植後7日目よりドナー由来CD4陽性T細

胞が増加し、CDSα陽性T細胞は14日目に最も高い

値を示すことを観察している。また、肝臓、牌臓、

頭腎、体腎だけでなく、腸管においてもドナー細胞

の著しい浸潤と病理組織学的変化を観察している。

今回の観察においても、CDSα陽性T細胞は肝臓、

牌臓において移植後日数の経過に伴って増加し、こ

れまでのFACS解析と同様な結果が得られた｡しかし、

腸管では増加が認められなかった。これまでの研究

ではドナー由来T細胞に着目していたが、本研究で

はドナー由来細胞に加えてレシピエント細胞も同時

に観察していること、及び腸管にはCDSa陽‘性T細

胞が多数常在するためと考えられる。

腸管のように今回CDSα陽性T細胞の増加が認めら

れなかった組織においても質的・空間的変化が起こ

っている可能性があり、現在IFNγの産生を指標と

してCDSα陽性T細胞の活性化について検討中であ

る。
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B6

コイTPOの遺伝子クローニングおよび性状解析

林潔高、片倉文彦、薮健史、森友忠昭、中西照幸

日本大学生物資源科学部

MolecularcloningandcharacterizationanalysisofcarpTPO.

KiyotakaHayashi,HumihikoKatakura,TakeshiYabu,TadaakiMoritomo,7bruyukiNakanishi

CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity

【目的】

哨乳類では、巨核球系細胞に作用し血小板産生

を促進するトロンボポエチン(TPO)が同定され、

血小板産生機構が解明されている。一方、有核栓

球を持つ哨乳類以外の脊椎動物では、ニワトリで

TPOの生理活性が明らかになっているものの、魚

類においてはゼブラフイッシ1でTPO遺伝子が単

離されているのみである。そこで本研究では魚類

栓球造血機構を明らかにするために、コイを用い

てTPO遺伝子のクローニングおよび性状解析を行

った。

【材料と方法】

コイの牌臓または肝臓から得られたcDNAを用い、

5'RACE法および3'RACE法を行い、コイTPOの

全長配列を得た。本遺伝子の発現解析はコイの各

組織（頭腎、体腎、牌臓、胸腺、心臓、肝臓、腸

管､脳､鯉､生殖腺)および末梢血白血球を用い、

RT-PCR法により行った。

【結果】

コイより2種類のTPO遺伝子(tpolおよび

tp必が単離された｡アミノ酸数は各々177および

157残基であり、両者の配列は131残基までは完

全に一致していたが、その後の配列は大きく異な

っていた。また、ゼブラフィッシュTPOのアミノ

酸配列と比べたところ、コイtpolは高い同一性

（87%）を示したが、tpo2は132残基目以降、大

きく異なっていた。そこで"o2の配列をゼブラ

フィッシュのゲノム配列と比較したところ、tpo2

のC末端部分はゼブラフィッシュのイントロン配

列と高い相同性を示した。コイtpolとtpo2のア

ミノ酸数は、ゼブラフィッシュおよびニワトリ

（177残基）と同程度であり、ドメイン解析の結

果、活性領域であるEPOTPOドメインを有してい

た。しかし、マウス・ヒト(319～356残基)がもつ

N型糖鎖修飾部位が存在しなかった。また、遺伝

子発現解析の結果、功olは肝臓、心臓、脳で発現

が強く、一方tpo2は肝臓、心臓で強いものの、

脳での発現は弱かった。

【結論】

今回単離されたtpol、tpo2はニワトリやゼブ

ラフィッシュと同様、EPOTPOドメインのみを有

していたが、哨乳類のTPOのC末端側に存在する

N型糖鎖修飾部位が存在しなかった。しかしtpol

とtpo2とを比べると、tpolはゼブラフィッシュ

TPOと相同性が高かったのに対し、tpo2はC末端

側にイントロン様配列が残存した配列であった。

以上のことからtpolとtpo2はスプライシングバ

リアントであり､発現解析の結果でもtpolとtpo2

で発現組織が異なるなど、機能的にも両者は異な

っていると考えられた。

現在コイTPOの機能を調べるため、大腸菌また

は動物細胞発現系を用いてリコンビナントタン

パク質を作製中である。
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B7

魚類の造血機構解明を目的としたコイkitligandAの機能解析

尻無浜由希、片倉文彦、薮健史、森友忠昭、中西照幸

日本大学・生物資源科学部

Functionalanalysisofcarp(CIprinuscarpio)kitligandAinhematopoiesis

YukiShirinashihama,FumihikoKatakura,TakeshiYabu,TadaakiMoritomo,1bruyukiNakanishi

CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity

【目的】

哨乳類の幹細胞因子(SCF)は､膜貫通型と可溶型が存

在し、特に可溶型SCFの造血細胞に対する機能の研究

が進んでいる。可溶型SCFは、造血幹／前駆細胞の増

殖・分化を支持するとともに、他のサイトカインとの

併用により特定の系統の前駆細胞の増殖促進効果を示

す。魚類にはSCFに相当する2つの分子,kitligandA

(kitla)及びkitligandB(kitlb)が存在するが、

造血に及ぼす作用としてはキンギョのkitlaが単球前

駆細胞の増殖を誘導することが知られているのみであ

る。そこで本研究は魚類の造血機構の解明を目指し、

造血幹/前駆細胞に対するkitlaの作用を調べるため、

リコンビナントタンパクを作製し、コイkitlaの機能

角噺を行った。

【材料および方法】

コイの頭腎からkitlaのcDNAを単離した。ドメイン

解析により、コイkitla分子には、哨乳類や他魚種で

みられる細胞外領域、膜貫通領域および細胞内領域が

存在することを確認した。哨乳類の可溶型SCFは、細

胞表面から細胞外領域が切り離されて分泌することか

ら、コイkitlaの細胞外領域を発現ベクターpET-16b

に連結し､大腸菌へ形質転換後、リコンビナントkitla

extracellulardomain(rkitla-ed)をNiアフィニテ

イークロマトグラフィーにより精製した。

kitlaの生理活性は、演者らが確立しているコイ腎

臓造血細胞のバルク培養および半固形培地を用いたコ

ロニーアッセイ法により調べた。遺伝子発現解析には

RT-PCR法を用いた。

【結果】

Rkitla-ed

したところ、

がみられた。

をコイ腎臓造血細胞のバルク培養に添加

kitlaの有無に関わらず活発な細胞増殖

また、増殖した細胞の遺伝子発現解析を

行った結果、kitlaの有無に関わらず、Tcellマーカ

ー遺伝子であるjckの発現が認められたが、造血幹細

胞マーカー遺伝子であるgata2の発現はみられなかっ

た。kitlaを添加しコロニーアッセイした場合でも、

無添加のものと比べてコロニー形成数に差はみられな

かった。そこで、kitlaと赤血球造血に作用するエリ

スロポエチン(EPO)のリコンビナントタンパクを共に

添加しコロニーアッセイした結果、EPO単独刺激の場

合よりもkitlaとEPOによる共刺激の場合の方がコロ

ニー形成数が多かった。共刺激下で形成したコロニー

の中には、EPO単独刺激においても認められたβ‐

glo〃"、印orおよびgataIなどの赤血球マーカー遺伝

子のみを発現するコロニーに加え、赤血球マーカー遺

伝子と共に栓球マーカー遺伝子であるc函Iおよび

c-mi.ﾌﾉを発現しているコロニーも認められた。

【結論】

Kitla単独ではコイ腎臓造血細胞中の造血幹細胞の

増殖は誘導しなかったが、赤血球造血を促すEPOの作

用を増強し、赤血球前駆細胞の増殖・分化を促したと

考えられた。また、kitlaとEPOの共刺激を加えたコ

ロニーアッセイで得られたコロニーの中には、EPO単

独刺激の場合にはみられなかった栓球マーカー遺伝子

を発現するものが存在したことから、kitlaは赤血球

前駆細胞よりも未分化な赤血球／栓球共通前駆細胞を

刺激し、その増殖・分化を促していることが考えられ

た。

哨乳類の研究では､コロニーアッセイ法においてSCF

単独でコロニー形成を誘導することが確認されており、

このことからSCF単独でも生理活性を示すことが証明

されている。現在、バルク培養およびコロニーアッセ

イの条件を再度検討することで、コイkitla単独での

生理活性の有無について検討中である。
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墨汁投与時のトラフグニ次リンノ鋪且織における免疫応答

前田知己'、末武弘章1田内博久2、金田充'、臼井陽子'、菊池潔2鈴木譲2、宮台俊明’

’福井県立大学･海洋生物資源学部,Z東京大学・水産実験所

Immuneresponsestoinjectedcar加ncolloidinfiigusecondlyn叩hoidorgans.

TbmokiMaedal,HimakiSuetakel,HimhisaThuchi2,MimmKan副a',Yd<oUsui1，K叩oshiKikuchi2，

YuzuruSuzuki*,ToshiakiMiyadai'.

'FacultyofMarineBioscience,FukuiPrefecturalUniv.,̂FisheriesLab.TheUniv.ofTokyo.

【目的】

魚類の獲得免疫応答はどこで起こっているのだ

ろう力も噸噸において、獲得免疫応答はH朝霞やリ

ンノ櫛など二次リンノ藻且織で行われている。一方、

魚類ではH判蔵と腎臓が二次リンノ係目織であると考え

られているが、獲得免疫応答がこれらのどこで起こ

っているかはわかっていなしもトラフグは、近年全

ゲノムが解読され、そのデータベースを用いて免疫

関連遺伝子の同定が進んでいる。そのため、魚類免

疫研究のモデルとして注目さｵ1始めている。しかし、

トラフグにおいて二次リンノ係目織に関する知見はな

いそこで本研究では、異物を捕捉する場所を明ら

かにするとともに、炎症性サイトカインやケモカイ

ン遺伝子の発現量に注目して、トラフグニ次リンパ

組織での免疫応答を観察した。

【材料と方法】

100-200gのトラフグに墨汁（ペリカンインク）

をlulﾉ'gfish，腹腔より投与し、投与前、投与後1，

7，14日後に尉上が見られた臓器を採取し、4%パラ

ホルムアルデヒドで固定、パラフィン包埋、1通染

色後、光学顕微鏡で観察した。また、このとき採取

した臓器の一部からRNAを抽出し､RT-PCRを行っ

た。

【結果】

墨汁投与後1日において､牌臓､腎臓の黒変力観

察された。旺染色した組織中の黒色粒子を光学顕

微鏡観察した結果、牌臓ではEllipsoidにみられ、腎

臓では大型で丸い貧食細胞内に見られた。1判蔵、腎

臓ともに7日目以降にMelano-macrophagecenter

(MMC)において黒色粒子が見られた。光学顕微鏡の

倍率l側倍での検鋼寺にl視野中に存在するMMC

数を計数した結果、i朝蔵、腎臓ともに7日目以降に

MMC数の鋤ﾛが見られた。I刺儀腎臓におけるサ

イトカインおよびケモカイン遺伝子の発現脚噺をお

こなった結果、炎症性サイトカインとMMC発現ケ

モカインの蹴噸向が観察された。

【結論】

トラフグの二次リンパ組織は､他の魚種同様に牌

臓および腎臓であると考えられる。H刺蔵と腎臓にお

ける初期の墨汁粒子捕捉様式は異なることが示唆さ

れた。I朝溺まEllipsoidに黒色粒子が捕捉された後、

常在の貧食細胞により貧食されると考えられる。一

方、腎臓は遊走してきた負食細胞によるものである

と考えられる。その後の捕捉様式は牌Ⅲ漢腎臓とも

に共通で、MMCに捕捉されることが明らかとなっ

た。MMCの増加とサイトカインおよびケモカイン

の増力噸向が見られたことから、これらがMMCの

発達に関与することが示唆された。
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ギンブナCD3e分子の特‘性解明

村田憲史'、大橋健'、柴崎康宏'，薮健史1森友忠昭'、中西照幸’

’日本大学・生物資源科学部

CharacterizationofCD3einGinbunacruciancarp,Carassiusα"、“s〃ﾉigsdorfi

NorifumiMurata*,KenOohashi',YasuhiroShibasaki',TakeshiYabu',TadaakiMoritomo',1bruyukinakanishi'

'CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity

【目的】

魚類免疫機構の解明には、T細胞の動態解析が必

須である。我々はギンブナにおいて、T細胞マーカ

ー分子であるCD4及びCDSa鎖に対するモノクロー

ナル抗体(MAb)の作製に成功し、T細胞サブセットの

動態を明らかにしてきた。しかし、未だ全T細胞

(Pan-T)に対する抗体は得られていない。

そこで、噛乳類においてPan-T細胞マーカー分子

として知られるCD3fに対する抗体を作製し､魚類T

細胞の解析を試みた。

【材料と方法】

諏訪湖産3倍体クローンギンブナ系統(S3N)より

CDSe遺伝子を単離した。各組織におけるCDSt遺伝

子の発現についてRT-PCRにより解析した。さらに、

ギンブナCDSe組み換え蛋白質を作製し、ウサギを

用い定法に従って、抗ギンブナCDS*抗血清を作製

した。なお、本抗血清の特異性は組み換え蛋白質を

用いた免疫吸収試験により解析した。

本抗血清および抗ギンブナCD4、CDSa、G6F(抗栓

球・赤血球)モノクローナル抗体(MAb)を用い、ギン

ブナの各組織におけるCDStの分布・発現について

フローサイトメトリー(FCM)､及び免疫組織化学的手

法(IHC)により解析した。

【結果】

ギンブナCD3e遺伝子は、細胞外に1個のIgドメ

イン及びcxxcモチーフが存在し、細胞内にITAMが

存在するなどCDSeに特徴的な配列を有していた。

mRNAの組織発現解析により、本遺伝子は胸線、牌臓

及び鯉で強く発現しており、頭腎、腸管及び末梢血

では弱い発現が認められた。

FCM解析では胸線､牌臓､鯛及び腸管で多数のCDS

E÷細胞が認められた。一方、頭腎、末梢血ではCD3*

細胞は認められなかった。抗CD4，CDSa、G6FMAb

を用いた二重染色では、胸線、牌臓、鯉及び腸管に

おいてCD3f℃D4.およびCD3f℃D8a*細胞が認めら

れたが、頭腎及び末梢血ではCDSt-CD4+及びCD3f

XDSa､の細胞集団のみ認められた。なお、G6F陽性

細胞は全ての組織で本抗血清と反応を示さなかった。

IHCによる解析では、胸線及び牌臓で散在してい

るCD3E+細胞が多数認められた。鯉では鯛薄板及び

基部にCD3,細胞が多数存在していた。腸管では上

皮細胞間に多数のCDSc*細胞が、粘膜固有層には少

数のCDSf÷細胞が認められた。

【結論】

ギンブナCDS*は、CD4及びCDSα陽性T細胞の一

部には発現してはいるが、全てのT細胞サブセット

には発現していないことから、Pan-T細胞マーカー

には成り得ないことが示唆された。また、CD4及び

CDSα陽性T細胞の中にCDSf陽性及び陰性の細胞が

存在することから、魚類においてCD3eは分化・成

熟に関連することも示唆された。

なお、今回作製した抗血清がCDSf以外の分子を

認識している可能性も考えられることから、本抗血

清が認識している分子について現在解析中である。
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トラフグ腎臓に存在する形質芽球様細胞

小高智之1,2、筒井繁行1，宮台俊明2，菅又龍－3、末武弘章2，3，鈴木譲3、中村修1

'北里大学・海洋生命科学部、2福井県立大学・海洋生物資源学部、3東京大学・水産実験所

Theplasmablast-likeleukocyteinthekidneyoffugu(TakifugurubJわes).

TomoyukiOdaka',SigeyukiTsutsui',ToshiakiMiyadaP,RyuichiSugamatâ,HiroakiSuetake*'¥
YuzuruSuzuki*,OsamuNakamura'

'SchoolofMarineBiosciences,KitasatoUniversity

R̂esearchCenterforMarineBioresources,FukuiPrefecturalUniversity

F̂isheriesLaboratory,TheUniversityofTokyo

【目的】

抗体産生は穫得免疫系の中でも最も重要なエフェ

クター作用であるが、それを担う形質細胞の分化・

成熟の過程は、魚類において未だ不明な点が多い。

そのため、魚類免疫系を理解するうえで、このメカ

ニズムを知ることは非常に重要である。本研究では

全ゲノム配列が解読されているトラフグをモデルと

し、その主要な免疫器官である腎臓から、形質細胞

の前駆細胞である形質芽球に相当する細胞の単離に

成功したので、これを報告する。

【材料と方法】

トラフグ腎臓からステンレスメッシュを用いて得

た細胞懸濁液を組織培養フラスコに入れ、24h静置

培養した。その後、非吸着細胞を除去して、吸着細

胞を得た。我々 はこの細胞集団がIgM+CDSa*細胞、

IgM℃D8α細胞､IgMCDSa細胞によって構成されて

いることを既に明らかにしている。そこで、抗トラ

フグIgM抗体及び抗トラフグCD8a抗血清を用いた

MACSによりIgM℃D8α細胞を単離した。得られた

細胞は、形態観察及びマーカー遺伝子の発現解析に

供した｡さらにIgM℃D8a'細胞の培養上清を回収し、

この細胞が実際にIgMを分泌しているかどうかをウ

ェスタンブロッテイングにより解析した。

【結果】

MACSにより回収したIgM+CDSa細胞の形態をメ

イグリュンワルドーギムザ染色し形態を観察したと

ころ、ほとんどの細胞は核が偏在し、豊富な細胞質

はほとんど染まらず、穎粒や空胞を有していなかっ

た。白血球マーカー遺伝子の発現解析の結果、

IgM+CDScf細胞は分泌型IgM(slgM)、MHCclassII、

Bcl-6、Blimp-1を発現していた。また、IgM̂ CDSa

細胞の培養上清をウェスタンブロッテイングに供し

た結果、この細胞はIgMを分泌していることが明ら

かとなった｡形態的特徴やslgM及びBlimp-1の発現

から、IgM+CD8画細胞は哨乳類の形質細胞に類似し

ている点がある。しかし、MHCclassIIやBcl-6も発

現していたことから、この細胞は形質細胞よりもそ

の前駆細胞である形質芽球に近い細胞であることが

示唆された。

【結論】

トラフグの腎臓から形質芽球様細胞の単離に成功

した。ニジマスにおいて形質芽球の存在が示唆され

ているものの、形質芽球様細胞を単離したのは、本

研究が初めてである。魚類の主要な免疫器官である

腎臓から形質芽球に相当する細胞が得られたことは、

魚類の腎臓がB細胞から形質細胞への分化の場の1

つであることを示唆している。

本研究により形質芽球様細胞の単離が可能となっ

たことから、今後、形質芽球から形質細胞への分化

に関して、より詳細な分化機構を解明する大きな手

掛かりとなることが期待される。
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トラフグ印130はSTAT3をリン酸化する

金田充、末武 弘 章 、 宮 台 俊 明

福井県立大学・海洋生物工学研究室

Afugugpl30phosphorylatesSTAT3.

MitsuruKaneda,HiroakiSuetake,ToshiakiMiyadai

DepartmentofMarineBiotechnology,FukuiPrefecturalUniversity

【目的】

魚類を抗原で刺激すると抗体産生細胞が増加する

ことはよく知られているものの、その仕組みは不明

である。哨乳類では、IL-6が抗体産生細胞の分化や

維持に関与している。抗原刺激を受け活性化したB

細胞表面に発現するIL-6受容体(IL-6R､gpiao)と

IL-6が結合すると､gplSOは転写因子であるSTATS

をリン酸化する。リン酸化したSTATSは、Blimp-1

の発現を誘導することによってB細胞から抗体産生

細胞への分化を促す。魚類においても、抗原刺激に

よりIL-6が増加する。また、魚類でB細胞を含む

膜型IgM-細胞集団にIL-6受容体が発現している。

これらのことから､魚類IL-6は抗体産生細胞分化の

重要な因子であり、IL-6受容体を介したシグナル伝

達が抗体産生細胞の分化に関与していると予測した。

そこで、本研究では、魚類の抗体産生細胞分化機構

を理解するために、トラフグのgplSOにSTATSを

リン酸化する能力があるかどうかを検証した。

【材料と方法】

トラフグgplSOのSTATS活性化能について検証

するため、マウスプロB細胞株Ba/F3にトラフグ

gplSOを発現させた。gplSO発現細胞をヒトリコン

ビナントIL-6とヒトリコンビナント可溶型IL-6R

存在下で30分培養後、核抽出物を回収した。核抽

出物をウェスタンプロットに供し､STATSがリン酸

化されているかどうかを解析した。

【結果】

gpl30について、IL-6/IL-6R複合体に結合するド

メインと細胞内領域をトラフグとヒト、マウスで比

較した。トラフグgpl30のIL-6/IL-6R結合ドメイ

ンは、ドメインを構成する4つのシステイン残基の

うち、2つが欠損していた。哨乳類gplSO細胞内領

域には､STATSリン酸化モチーフが4ケ所保存され

ているが、トラフグgplSOの細胞内領域では、3ケ

所しか保存されていなかった。

ウェスタンプロット解析の結果、IL-6で刺激した

トラフグgplSO発現Ba/F3において90kDaのリン

酸化STATSのバンドを検出した。

【結論】

ヒトIL-6で刺激したトラフグgplSO発現細胞に

おいて、リン酸化STATSが検出された。このこと

は、トラフグgplSOは、STATSリン酸化モチーフ

が3ヶ所のみであっても十分に機能することを示唆

する。また、ヒトのIL-6/IL-6R複合体でトラフグ

gplSOのSTATSシグナル系が活性化したことから、

システインの欠損にも関わらずサイトカイン結合ド

メインが機能的に保存されていることが示唆された。

本研究により、魚類と哨乳類間でgplSOを介したシ

グナル伝達経路が保存されていることが示された。

今後、トラフグにおいて、IL-6の刺激に応じて抗体

産生細胞分化が誘導されることを明らかにする。
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パターン認識受容体によるヒラメI型インターフェロンプロモーター領域

の転写制御

青木宙''2、大谷真紀2，SeongDonHwang'、加藤剛司'、引間順__2、近藤秀裕l、
鹿野育生'、唖eSungJunĝ

l東京海洋大学・ゲノム科学講座、2慶尚国立大学校・獣医学部

Ti･anscriptionalregulationoftypeIIFNpromoterbypatternrecognitionreceptorsinJapaneseflounder.

””此"地”0"”““

TnkashiAoki''2,MakiOhtani2,SeongDonHwang',GoshiKatol,Jun-ichiHikima2,HidehiroKondol,IkuoHironoI，
TaeSungJung*,

'LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology,*CollegeofVeterinary
Medicine,GyeongsangNationalUniversity

【目的】

自然免疫応答に必要不可欠なパターン認識受

容体(PRRs)はウイルス感染後のI型インターフ

ェロン(IFN)遺伝子の発現誘導に重要である[1]・
I型IFNは抗ウイルス活性を強力に誘導するサ

イトカインであることは広く知られているが、

魚類におけるI型IFN遺伝子の転写制御機構や、

IFN遺伝子発現を誘導するPRRsからのシグナ

ル伝達経路に関する知見には不明な点が多い。

そこで本研究ではヒラメI型IFN遺伝子のプロ

モーター領域を同定し、その転写制御機構と

PRRsとの係わりについて解析を行った。

【材料と方法】

ヒラメゲノムBACライブラリーからヒラメI

型IFN遺伝子をコードするクローンを探索し、

転写開始点から上流1.2kbについて転写因子結

合配列の解析を行った。次に、プロモーター活

性を解析するため、pGL3を元にレポーターベ
クターを作製し､IFNregulatoryfactor(IRF)-l,-3,
-7やToll-likereceptor-3(TLR3),Melanoma

differentiation-associatedgene5(MDA5),

Laboratoryofgeneticsandphysiology2(LGP2)3i:
伝子をpcDNA4へ挿入した発現ベクターと共
にヒラメ旺由来細胞株HINAEに遺伝子導入し

た｡遺伝子導入から24時間後に50|xg/mlのPoly
I:Cを培養液に添加し、経時的にHINAE細胞中

のルシフェラーゼ活性を測定した。

【結果】

ヒラメI型IFN遺伝子のプロモーター領域に

は、眼F-l,-3,-4,-7およびNFkBなどﾛ甫乳類I

型IFN遺伝子の発現を制御する転写因子の結合

配列が複数保存されていた。

このプロモーターを用いたルシフェラーゼ

解析の結果、IRFs結合部位が多数含まれる領域

にPolyI:C刺激に対する転写活性が確認された
ことから、IRF-1,-3および-7を過剰発現させて

この領域の転写活性を測定したところ、皿F-3

はプロモーター領域の活'性化を強く誘導したが、

IRF-1および-7はほとんど誘導しなかった。し

かし、PolyI:C刺激を加えた結果、IRF-7はプロ
モーター領域の活性化を誘導した。次に、I型

IFN遺伝子の発現誘導シグナルに重要とされる

TLR-3やMDA5，LGP2を過剰発現させたとこ

ろ、PolyI:C刺激に対して同プロモーター領域
の活性は強く誘導された。

【結論】

ヒラメI型IFN遺伝子の転写制御は､PolyI:C
刺激後に、TLR-3やMDA5、LGP2を含むPRRs

によってシグナル伝達経路が活性化され、活性

化したIRF-3およびIRF-7がプロモーター領域

を制御することでI型IFN遺伝子の発現が誘導
されると考えられた。

【参考文献】

1.TakeuchiO,AkiraS(2010)Cell,146:805-820.
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Ragl欠損ゼブラフィッシュにおける獲得免疫不全の検証

白水正道'、徳永弓枝'、吉浦康寿2，乙竹充2、柚本智軌'、中尾実樹’

’九州大学大学院農学研究院、2水産総合研究センター増養殖研究所

Functionalevidenceforthelackofvaccine-inducibleacquiredimmunity

inragl-mutantzebrafish:Aninsightintoinnateimmunepotencyinteleosts

MasamichiShirouzu',YumieTokunaga',YasutoshiYoshiura*,MitsuruOtotake2,
TomonoriSomamoto',MikiNakao'

'DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity,̂NationalResearchInstituteof
Aquaculture,FisheriesResearchAgency

【目的】Recombinationactivatinggene1

(Ragl)は、抗体(Immunogloblin;Ig)やT

細胞受容体の可変領域をコードする遺伝子の

再構成に必須である。噛乳類ではRaglが欠

損すると獲得免疫が働かなくなり、無菌状態

でしか生存できない重症複合免疫不全となる。

ところが、Ragl欠損ゼブラフィッシュ

(Ragl')は通常の飼育環境下で生育し、繁殖

も可能である。そこで睦gl+の獲得免疫が本

当に欠損しているのか、また、病原体に対す

る抵抗性が低下しているのかを検証した。

【方法】Ragl'ﾉ･に市販のビブリオワクチンで

2回免疫し、最終免疫から2週間後に血清を

採取して凝集抗体価を測定した。次に、血清

をゲルろ過し、IgMの分子量に相当するフラ

クションをSDS-PAGEに供し､ウェスタンブ

ロッティングを行った。また、腎臓および血

液を摘出し、その細胞懸濁液を抗IgM抗体と

FITC標識した二次抗体を用いてB細胞受容

体を標識し、フローサイトメトリーでB細胞

を検出した。さらに、ホルマリンで不活化し

た豚brioanguillarumlib株を1週間毎に3

回免疫し、最終免疫から2週間後に感染試験

を行った。感染はranguillarumlib株生菌

を1.0×lO'ceUs/mLに調整し、1.5時間浸漬

感染させ､その後2週間の死亡数を計測した。

【結果】野生型の肋glをヘテロに持つゼブ

ラフィッシュ（』滋gZ+/．）では16~320倍の凝

集抗体価が見られたが、Ragrﾉ･ではすべての

個体で抗体価が検出されなかった。さらに、

ウェスタンブロッテイングでの解析の結果、

Ragl'/･ではIgMのH鎖のバンドは確認でき

なかった。フローサイトメトリーによる解析

では､Ragl*'-は蛍光標識によるB細胞のピー

クが検出されたが、Ragli-ではピークは現れ

ず、jtagVﾉ．の腎臓と血液には細胞表面にB細

胞受容体を発現したB細胞が存在しないこと

が示された。感染試験では、恥gz+ﾉ･の死亡率

はワクチン投与区が18％、対照区での死亡率

は72％となりワクチン投与による生体防御効

果が見られたが、』遊gl-ﾉ･のワクチン投与区と

Ragl-ﾉー の対照区ではどちらも死亡率が67%

となり、ワクチン効果は得られなかった。

【結論】』砲gl欠損ゼブラフィッシュは獲得免

疫不全であることが明らかとなった。また、

非免疫状態での感染試験においては病原体へ

の抵抗性に差が見られないことから、Ragl

欠損ゼブラフィッシュはT細胞、B細胞の働

きを補う何らかの免疫システムが働いている

ことが示唆された。

－37－



B4

■

寄生虫の宿主特異性に関わるフグ遺伝子の探索

平林陽'，木戸慎1木南竜平2細谷将1甲斐渉1菊池潔1城夕香1末武弘章3良永知義2

小川和夫2，鈴木譲’

’東京大学・水産実験所，2東京大学・魚病学研究室，3福井県立大学・海洋生物工学研究室

Geneticapproachforidentifyingthegenesresponsibleforsusceptibilityagainstaparasite,〃‘だ”加鋤""”

⑥kamotoi,infugu,Takifugurubripes.

YoHirabayashi',RyuichiKido',RyuheiKinami*,WataruKai',KiyoshiKikuchi',YukaJo,'HiroakiSuetake',

TomoyoshiYoshinaga*,KazuoOgawa*,YuzuruSuzuki'

'DFisheriesLaboratory,TheUniversityofTokyo,'̂DLaboratoryofFishDiseaseResearch,TheUniversityofTokyo,

F̂acultyofMarineBioscience,FukuiPrefecturalUniversity

【目的】

全ゲノムが解読されたトラフグ池kifugu

rubripesは，近縁種との雑種第1世代(F.に

も生殖能力があり，次世代の作成が可能である・

我々は養殖トラフグに甚大な被害をもたらす

単生類の寄生虫〃eterobothriumokamotoi(̂

ラ虫）対してクサフグⅢniphoblesが抵抗性

を示すことに着目し，交雑第2世代(F,)を用

いた攻撃試験により，寄生虫の宿主特異性関連

遺伝子の探索を進めている．

【材料と方法】

クサフグとトラフグの種間交雑F,の雌雄か

らF2世代を作出し，寄生虫の攻撃試験を行なっ

た．寄生の成立には浮遊幼生が鯉に着定する過

程と，その後の脱落の2つが関わっていること

から,実験は2群に分け,攻撃3時間後(着定)，

および3週間後(脱落)に寄生虫数を計数した．

すでに作製した1219マーカーからなる詳細な

連鎖地図を用いて[1]寄生虫数に関与する量的

形質遺伝子座(QTL)の解析を行なった．

さらなる詳細なマッピングを進めるため，ト

ラフグとクサフグのF,個体にクサフグを交配

して同胞個体を作出した．個体ごとのゲノムの

遺伝子型を解析することで，親魚候補の選抜を

行なった．

【結果】

曝露3週間後の寄生虫体数に関わるフグゲノ

ム領域は,第9(QTL-9),第18染色体上(QTL-18)

にあった．一方，暴露3時間後の虫体数に関わ

るフグゲノム領域は検出されなかった．従って，

QTL-9およびQTL-18は,寄生虫の着定ではなく，

脱落過程に関与するものと考えられる．

得られた二つのゲノム領域を分離して解析

する系統を得るための親魚候補を探索した．そ

の結果,QTL-9がトラフグとクサフグに由来す

るゲノムのヘテロ接合で,QTL-18がクサフグ由

来のゲノムのホモ接合である個体を,180尾中

9尾得ることができた．今後，解析家系の親魚

として用いる予定である．

【結論】

寄生虫ﾉiokamotoiの宿主特異性に関わるフ

グのゲノム領域が特定された．さらなる解析に

用いる親魚も選抜し，今後の遺伝子特定をめざ

している．

【参考文献】

1.KailW,KikuchiK,TohariS,ChewSK,TayA,

FujiwaraA,HosoyaS,SuetakeH,NaruseK,

BrennerS,SuzukiY,VenkateshB(2011)

GenomeBiolEvol,inpress
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TheimmunemilieusoffishgillandskinappearTh2-skewed

F.Takizawa',U.Fischer',K.Hashimotô,J.M.Dijkstra(speaker)*

*FriedrichLoefflerInstitute,InselRiems,Germany,

2藤田保健衛生大学(FujitaHealthUniversity,Toyoake,Aichi)

【目的】

Themammalianimmunesystemischaracterizedby

aThl/Th2divide,whereTh2isimportantfor

anti-parasiteimmunityandThlforcombating

intracellularpathogensoThlresponsesinhibit

Th2responsesandviceversa,andthusitis

relevantforexampleduringvaccinationwhether

thecytokineprofileofatissueisThl-or

Th2-skewed・Toinvestigatewhetherfishmayalso

haveaThl/Th2divide,wesearchedforatypical

Th2cytokinegene，“IL-4/13A”［']，inrainbow

troutandAtlanticsalmon,inordertocompareits

expressionpatternwiththatofthepivotalThl

cytokinegeneinterferony(IFNy).

【材料と方法】

Despiteverylowsequencesimilarity,rainbow

troutandAtlanticsalmonIL-4/13AESTscouldbe

identifiedbylookingformatcheswitha

conservedteleostIL-4/13proteinmotif.

Full-lengthtranscriptandgenomicDNAsequences

weredetermined,andtissuedistributionwas

examinedbyreal-timeaswellasbyconventional

RT-PCR.Expressionwasalsostudiedinisolated

gillcellsandpronephrocyteswhichhadbeen

stimulatedwithpolyI:CorPHA.

【結果】

IL-4/13Awasidentifiedinrainbowtroutand

Atlanticsalmon. IL-4/13Aexpressionwas

highestinthymus,gillandskin,whilealsothe

ratioofIL-4/13AtoIFNyexpressionwashighest

inthesetissues.AsatypicalTh2cytokine,

IL-4/13AwasenhancedbyPHAbutnotbypolyI:C,

whereasIFNyexpressionwasenhancedbyboth

agents.

【結論】

ComparisonofIL-4/13AwithIFNgexpressionin

salmonidfishesindicatedthatthymus,gilland

skinrepresentTh2-skewedimmuneenvironments.

Thisisparticularlyrelevantforvaccination

methodsthattargetgillorskin,suchasfor

examplebathorsprayvaccination・Ourdata

suggestthatdifferencesinTh2-skewagebetween

tissuesaremuchmorepronouncedinfishthanin

mammals.

【参考文献】

1.OhtaniM,HayashiN,HashimotoK,NakanishiT,

DijkstraJM(2008)Immunogenetics60:383-397

2.TakizawaF,KoppangEO,OhtaniM,NakanishiT,

HashimotoK,FischerU,DijkstraJM(2011)Mol

Immunol[Epubaheadofprint]
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新規の可変性リンパ球受容体VLRCを発現するリンパ球様細胞集団の同定

須藤洋_1笠松純1富居一範1大塚紀幸1岩測和也2笠原正典’

'北海道大学大学院医学研究科・分子病理学分野，2北海道大学遺伝子病制御研究所・免疫生物分野

Identificationofalymphocyte-likecellsubsetexpressinganovelvariablelymphocytereceptorVLRC

YoichiSutoh',JunKasamatsu',KazunoriFugo',NoriyukiOtsuka',KazuyaIwabuchi*andMasanoriKasahara'

'DepartmentofPathology,HokkaidoUniversityGraduateSchoolofMedicine,*DivisionofImmunobiology,Institute
forGeneticMedicine,HokkaidoUniversity

【目的】

哨乳類リンパ球はB細胞と、αβ型及びy8型T細胞

の計3種類に大別される。現存する脊椎動物のうち

最も原始的な特徴を持つ円口類からは、可変‘性リン

パ球受容体(VLR)とそれを発現するリンパ球様細

胞が同定されている[1]。これまでにT細胞様の特徴

を示すVLRA陽性細胞と、B細胞様の特徴を持つ

VLRB陽性細胞の2種類のサブセットが見つかって

いた。遺伝情報データベースの解析を基に、我々が

新たに同定したVLRCを発現する細胞が、これら既

存の細胞集団とは異なる第3のサブセットを形成し

ている可能性を考慮し、以下の実験を行った{2】。

【材料と方法】

カワヤツメLethe"だ”〃抑ﾌonic"碗末梢血からフ

ィコール比重遠心によりリンパ球様細胞を分離し、

多数のⅦRCcDNAクローンを得て、分子系統解析

により、末梢における多様性を解析した。また、得

られた配列から予想立体構造モデルを作成し、既知

のVLRと比較した。VLRA及びVLRBのリコンビ

ナントタンパクを作成し、それを抗原として、モノ

クローナル抗体を樹立した。樹立した抗体と磁性ビ

ーズ並びにセルソーターを用いて､VLRA陽性細胞、

VLRB陽性細胞、共陰性細胞の3群に分別した。こ

れら3群における各VLR遺伝子座の組み換えを単一

細胞からのゲノミックPCRにより解析した。

【結果】

末梢リンパ球様細胞から得られたⅦRCは既知の

VLRと同様に高い多様性を示した。立体構造モデリ

ングにより、VLRCのLRRCT領域には他のVLRで

は認められる突出構造が存在しないことが示唆され

た｡樹立した抗体はVLRA及びVLRBに対しいずれ

も高い特異性を示した。単一細胞からのゲノミック

PCRの結果、VLRC遺伝子座の組み換えが起きた細

胞では、VLRA及びVLRBの組み換えが起きていな

いことが示された。

【結論】

高い配列多様性を持つVLRCは既知のVLRA及び

VLRB同様、抗原受容体としての機能を持つと考え

られる｡LRRCT領域に突出構造を欠く特徴的な予想

立体構造は、VLRC分子による抗原認識様式が既知

のVLRとは異なっている可能性を示唆する｡単一細

胞からのゲノミックPCRの結果は､VLRC遺伝子座

の組み換えを起こした細胞は他の機能的なVLRを

発現しないことを示唆している。したがって､VLRC

を発現する細胞は、VLRA及びVLRB陽性細胞とは

独立した、第3のリンパ球様細胞のサブセットを形

成していると考えられる。

【参考文献】

1.Pancer,Z.,Amemiya,C.T.,Ehrhardt,GR.A.,

Ceitlin,J.,Gartland,G.L.andCooper,M.D.(2004)

Nature,430(6996):174-180.

2.Kasamatsu,J.*,Sutoh,Y.*,Fugo,K.,Otsuka,N.,

Iwabuchi,K・andKasahara,M.(2010)ProcNatl

AcadSciUSA107(32):14304-14308.(*J､K・and

Y.S・contributedequallytothiswork.)
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条鰭類におけるR柵遺伝子の二型性の進化

藤戸尚子'、塚本健太郎2、源島裕祐'、野中勝’

'東京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻、2藤田保健衛生大学・総合医科学研究所

Long-termTransspeciesDimorphismofthePSMB8geneinActinopterygii

NaokoT・Fujito',KentaroTsukamoto*,YusukeGenjima',MasaruNonaka'

'DepartmentofBiologicalSciences,GraduateSchoolofScience,UniversityofTokyo
ÎnstituteforComprehensiveMedicalScience,FujitaHealthUniversity

【目的】

ヒトⅧC領域には100以上の発現している遺伝子

が高密度に存在し、そのなかにはⅧCクラス1，

II遺伝子や補体遺伝子など免疫関連遺伝子が多

く含まれる。ⅧC領域の基本構造は、軟骨魚類の

サメからヒトに至る有顎脊椎動物の各系統におい

て保存されており、獲得免疫の出現とほぼ同時期

に有顎脊椎動物の祖先により獲得されたものと考

えられる。しかし、クラスI遺伝子と、PSk“遺

伝子などクラスIの抗原提示に直接関わる遺伝子

の緊密な連鎖は、他の系統では保存されているに

も関わらず、捕乳類では失われている。

PSMB8は免疫プロテアソームを構成するサブユ

ニットの一つであるが、当研究室において、デー

タベースから得たゼブラフィッシュ、及びニジマ

スのPSMB8遺伝子配列をアラインしたところ、基

質特異性を決定する残基に異なるアミノ酸(Aと

F)をもち、切断特異性が異なると思われる二系統

のPSiI限3が、種を超えて保存されていることが判

明した。その後の系統角噺により、肉鰭類、及び

上位条鰭類ではF系統が失われていること、メダ

カとツメガエルでは更に、F系統と同じ切断特異

‘性を示すと思われるアリル(Fタイプ）がA系統

から独立に再生されていることが明らかとなった。

クラスI遺伝子とPSMB8遺伝子の緊密な連鎖が失

われた哨乳類で、二型性が失われたままになって

いることから、PSA“の二型性は近傍のクラスI

遺伝子との共進化に何らかの役割を果たしている

のではないかと疑われる。

本研究ではまず、PSUB8遺伝子の特異な進化過

程の全容を明らかにするため、ゼブラフィッシュ

やニジマスに見られる二系統がアリル／パラログ

のいずれであるのか、アリルとしての起源はどれ

くらい古いのか、F系統の消失はいつ起きたのか

を明らかにすることを目的とした。

【材料と方法】

条鰭類のうち、早期に分岐した古代魚ポリプテル

スを材料に選び、他動物のPSk〃遺伝子の配列を

もとに作成した縮退プライマーによるRT-PCR､及

び5'－，3'-RACEによりR飢服’遺伝子の全長の塩

基配列を決定した。ポリプテルス、ゼブラフィッ

シュ、及びニジマスについて、ゲノムPCRによる

タイピングを行い、二系統の遺伝子がアリル／パ

ラログのいずれであるのか検討した。現在、F系

統の消失時期を明らかにするため、上位の条鰭類
であるハダカイワシ目、ギンメダイ目、マトウダ

イ目に属する真骨魚を用いて、二系統のR別凪3遺
伝子の単離を試みている。

【結果】

ポリプテルスから、二系統のPSMB8遺伝子が単離
された。二系統のR飢低3遺伝子はポリプテルス、
ゼブラフィッシュ、ニジマスのいずれにおいても
アリルであることが示された。

【結論】

二系統のPSMBS遺伝子の起源はポリプテルスの出
現する約4億年前まで遡ることを示した。これは

アリルとしては例のない驚くべき結果であり、極

めて強い平衡淘汰の存在を示唆している。
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胸腺プロテアソームの系統発生

笠原正典'、須藤洋一'、外丸詩野’

'北海道大学・大学院医学研究科・分子病理学分野

Phylogenyofthymoproteasomes

MasanoriKasahara',YoichiSutoh',UtanoTomaru'

'DepartmentofPathology,HokkaidoUniversityGraduateSchoolofMedicine

【目的】

タンパク質分解に中心的役割を担う巨大分子複合体

であるプロテアソームは、MHCclassI分子によって

提示されるペプチドを産生する装置でもある。これ

まで、抗原提示に関与する特殊なプロテアソームと

して免疫プロテアソームが知られていたが[1]、最近

新たに胸腺プロテアソームが同定された[2]．胸腺プ

ロテアソームは胸腺皮質上皮細胞のみで発現するサ

ブユニットβ5tを含むプロテアソームである[2.3].本

プロテアソームは、1）キモトリプシン様活性が低

く、MHCclassI分子との結合親和性が低いペプチド

を産生すると予想されること、2)B5t欠損マウス

で末梢血CDS*T細胞数が著しく低下することなど

から、胸腺におけるCD8+T細胞の陽性選択に重要

な役割を果たしていると考えられる。今回、われわ

れは胸腺プロテアソームの系統発生について解析し

たので報告する。

【材料と方法】

NCBI、Ensembl等のデータベースは標準的手法を用

いて解析した｡ゼブラフィッシュのcDNAcloningは

PCR法を用いて行った。プロテアソーム・サブユニ

ットの3次元構造はSWISS-MODELserverを用いて

予測した。

【結果】

B5tサブユニットをコードするPSA紐〃遺伝子は、

軟骨魚類から哨乳類に至るまで有顎類に広く存在す

るが､無顎類や無脊椎動物には存在しないことから、

MHCの出現とともに有顎類の共通祖先において誕

生したことが判明した。興味深いことに、免疫プロ

テアソームを欠く鳥類は胸腺プロテアソームも欠損

していた。また、ゼブラフィッシュなどの硬骨魚類

では、魚類特異的全ゲノム重複の結果と想定される

2コピーのPSA紐〃遺伝子が同定された。硬骨魚類

の2個のβ5tサブユニットは触媒活性部位近傍の荷

電が異なっていることから、酵素活性に差異がある

可能性が示唆された。哨乳類、肥虫類、両生類、硬

骨魚類のゲノムでは、PSA紐〃遺伝子とβ5サブユニ

ットをコードするPSMB5遺伝子は隣接していた。

また、1）硬骨魚類から哨乳類に至るまでPSA紐〃

遺伝子はイントロンをもたない特異な構造を有して

いること、2)PSA紐夕遺伝子のゲノム構造は有顎類

と無顎類・無脊椎動物では大きく異なっていること

が明らかになった。

【結論】

PSA必〃遺伝子は有顎類の祖先において、PSMB5it

伝子から直列重複によって誕生したことが示唆され

た。また、PSA伍夕遺伝子は直列重複前にイントロン

を失い、その後再び獲得した可能性が示唆された。

【参考文献】

1.TanakaK,KasaharaM(1998)ImmunolRev,
163:161-176

2.MurataS,SasakiK,KishimotoT,NiwaS,HayashiH,

TakahamaY,TanakaK(2007)Science,
316:1349-1353

3.TomaruU,IshizuA,MurataS,MiyatakeY,SuzukiS,

TakahashiS,KazamakiT,OharaJ,BabaT,IwasakiS,

FugoK,OtsukaN,TanakaK,KasaharaM(2009)

Blood,113:5186-5191
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C1

脂肪酸結合蛋白質FABP7によるクッパー細胞のサイトカイン産生制御

宮崎啓史淫田知夫清平美和徳田信子安達泰弘大和田祐二

山口大学大学院医学系研究科器官鯛刊学

RegulationofKupfferceⅡ可mkineproductionbyFattyAcidBindingPro蛇m7

HirofumiMiyazaki,TomooSawada,MiwaKiyohira,NobukoTokuda,YasuhiroAdachi,YujiOwada

DepartmentofOrganAnatomy,YamaguchiUniversityGraduateSchoolofMedicine

【目的】

細胞内キャリアーである脂肪酸結合蛋白質FABP

は、長蜘旨肪酸と結合することにより脂質の代謝や

シグナル伝達などに関与し、細胞の機能制御にも関

わると考えられている。マクロファージ系細胞が持

つFABPは分布する組織によって発現するサブタイ

プが異なり、それぞれの組織に特徴的なマクロファ

ージの機能制御と関連性を持つのではないかと思わ

れる。肝のクッパー細胞は、マクロファージ系細胞

で唯一脳型FABP(FABP7)を発現し、肝特有の環

境への順応や肝における免疫制御機能の独自性を示

しているのではないかと我々は考えている。我々は

これまで、FABP7ノックアウトマウス(KO)にお

いて四淵上炭素(ecu)投与による肝傷害時の血清

ALT値が野生型マウス(WT)と比較して高値を示

すことや肝傷害領域へのクッパー細胞の集積が低下

することを明らかにし、さらに昨年の本学会でKO

の、アポトーシス細胞に対する認識や貧食活性が低

下していることを報告した。今回はさらに、急性肝

炎モデルにおけるサイトカインの産生を比較検討し、

それに伴う炎症細胞浸潤について検討した。

【材料と方法】

マウスはC57BL/6の野生型(WT)とFABP7ノッ

クアウトマウス(KO)を用いた。D-galactosamine

(GalN:500mg/kg)/LPS(3ug/kg)を脚空内投与し

て急性肝炎モデルを作成し、1,2,4時間後の血清中

サイトカインTNF-a,MCP-1量をELISAキットに

て測定した。

また、同試薬を投与後、1,6時間の肝臓を4%パラ

ホルムアルデヒドで固定し､凍結切片をCDllbで免

疫染色した｡投与後1時間と6時間のCDllb陽性細

胞の増加を観察し、さらに投与後6時間の陽性細胞

の数をWTとKOで比較した。

FABP7の発現増強の影響を調べるinvitroのモデ

ルとして､FABP7強制発現マクロファージ様細胞株

J774を用いLPS刺激後20時間の培養上清中のサイ

トカイン量を同キットにて測定した。

【結果】

GalN/LPS投与後1，2，4時間の血清中TNF-aは1

時間、MCP-1は2時間でそれぞれピークを示した。

それぞれピーク時の値を比較したところ､TNF-aは

WTが、MCP-1ではKOが有意に高値を示した。

l～6時間において浸潤してくるのはほとんど好

中球で、GalN/LPS投与後1時間と比較し、6時間で

はCDllb陽性細胞が増加した。6時間後の陽性細胞

数をそれぞれWTとKOで比較すると、KOでは陽

性細胞数が低下していた。

FABP7強制発老則朱では、TNF-α、MCP-1のいず

れのサイトカイン産生についてもMock(空のベク

ターのみを感染させた株)と比較して増加していた。

【結論】

急性肝炎モデルによる血清中のTNF-α量がKO

で低下していた。クッパー細胞は全身のマクロファ

ージの大半を占め､かつFABP7を発現するマクロフ

ァージはクッパー細胞のみであることから、FABP7

欠損によって引き起こされたこのような差はクッパ

ー細胞のサイトカイン産生の差を反映したものと考

えた。一方､FABP7の発現増強モデルにおいてLPS

刺激によるTNF-a産生が増加したことから､マクロ

ファージ系細胞のTNF-a産生を誘導する機構に何

らかの形でFABP7が関与していることが示唆され

る。

今後、FABP7がTNF-a産生を制御する分子機構

やシグナノレ伝達に、どのように関与しているのかに

ついて研究を進めたい。
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マウスにおける血リンパ節様構造の形成誘導について

大塚裕忠'、中村雅典’

'昭和大学・口腔解剖学教室

Inductionofhemalnodelikestructureinmice.

HirotadaOtsuka',MasanoriNakamura'

'DepartmentofOralAnatomyandDevelopmentBiology,ShowaUniversity

【目的】

噛乳類において、血リンパ節は牌臓様の網内系リ

ンパ性器官として様々な種に認められるものの、あ

まり研究がなされてこなかった。また、マウスにお

いては、血リンパ節の存在は知られていない。今回

我々は、マウスにおける主要な造血系を抑制するこ

とにより、血リンパ節様の構造を形成誘導すること

に成功したので、形態的な手法を中心に、この構造

物について検索し、他種動物における血リンパ節と

同様のものであるかを解析することとした。

【材料と方法】

牌臓摘出マウスに窒素含有型ビスホスホネート

(NBP)を投与し、骨髄内での赤血球造血を抑制した

上で、フェニルヒドラジン(PHZ)を投与し、溶血性

貧血を誘導した。検索方法として、HE染色、免疫組

織化学、通常電顕、免疫電顕、RT-PCR、末梢血にお

けるヘマトクリット値及びエリスロポエチン測定と

血液塗抹標本の観察を実施した。

【結果】

末梢血では、著しい貧血とそれに伴うエリスロポエ

チン濃度の有意な上昇を認め、末梢血中に有核赤血

球が多数認められた。また、腹腔内に暗赤色の粟粒

大構造物の形成が確認された｡この構造物について、

組織形態学的検索を実施したところ、牌臓やリンパ

節の様な被膜に隔てられ中に骨髄様の細胞が密集し

ていた。免疫組織化学の結果から、これらの細胞群

は有核のTER119陽性の細胞がほとんどを占めてお

り、これらの細胞と一致してPCNA陽性の細胞が分布

していた。また、一部でB220陽性の細胞集団が漁胞

を形成されるとともに、F4/80陽性の細胞やGr-1陽

性の細胞が認められた。さらに、リンパ管マーカー

であるLYVE-1陽性の管腔が認められるとともに､そ

の管腔内に赤芽球が認められた。電顕所見において

は、TER119陽性有核細胞はマクロファージから独立

して認められることが多く、マクロファージの多く

は、赤血球を貧食している状態で存在していた。

また、RT-PCRの結果から、胎生期に発現しているグ

ロビン遺伝子の発現が認められた。

【結論】

今回、形成誘導することが出来た血リンパ節様構造

については、偶蹄類等で認められる血リンパ節と非

常に構造が類似していた。しかしながら、実質内に

リンパ管を認めるなどの異なる点もあり、同定をす

るには至らなかった。また、ある種の免疫不全マウ

ス系統においては、副牌やmilkyspotが髄外造血を

行うことが知られており、それらについても比較検

討を行うべきと考える。

胎生期グロビン遺伝子の発現が認められたことと有

核赤血球の関係や、この構造物での赤血球造血にお

けるマクロファージの役割についても、より詳細に

検討を進めていく必要があると考えている。
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コモンマーモセット骨髄由来CD34+CD117+細胞から

ヒトに類似したマスト細胞が分化する

嶋田新1、亀谷美恵1，布村聡6、山田祐子l、末水洋志2、伊藤登志雄2、佐竹正延3、

羅智靖6，谷憲一5、佐々木えりか2、伊藤守2，垣生園子4、安藤潔I

'東海大学医学部、2実験動物中央研究所、3東北大学加齢医学研究所分子免疫分野

4順天堂大学医学部免疫学教室、5九州大学生体防御医学研究所ケノム病態学

6日本大学医学部先進医学総合研究センター分子細胞免疫・アレルギー学講座

MastcellsofcommonmarmosetarisefromCD34+CD117+progenitors;

asimilaritytohumanmastcell'sdevelopment

ShinShimada',YoshieKametani',SatoshiNunomura',YukoYamada*,HiroshiSuemizu*,ChiseiRâ.ToshioItô,
MasanobuSatake*,KenichiTanî,ErikaSasakî,MamoruItô,SonokoHabu*,KiyoshiAndo'

'TokaiUniversitySchoolofMedicinêDepartmentofMarmosetResea【℃h,CentralInstituteforExperimental
Animals,̂DepartmentofMolecularImmunology,InstituteofDevelopment,AgingCancer,TohokuUniversity,

*DepartmentofImmunology,JuntendoUniversitySchoolofMedicine,*MedicalInstituteofBioregulation,Kyushu
University,Fukuoka,Japan,̂DivisionofMolecularCellImmunology,AdvancedMedicalresearchCenter,

NihonUniversitySchoolofMedicine

【目的】

マスト細胞はI型アレルギーを誘導する主たる細胞

である事が知られている。アレルギー性炎症モデル

動物の作製においては、この細胞の同定および誘導

が重要な位置を占める。私たちは、遺伝子改変可能

な小型の新世界ザルであるコモンマーモセットにお

いて骨髄にマスト細胞前駆細胞が存在し、in

vitro、invivoでマスト細胞に分化するのかを検討

した。

【材料と方法】

マーモセット骨髄細胞からヒトのマスト細胞前駆

細胞マーカーを指標にCD117℃034*細胞(DP細胞)、

CD117℃034"細胞､CD117-CD34,細胞､CD3-CD20-細胞

(DN細胞)をセルソーターで精製し、マウスSCF存在

下での培養(invitro)およびNOGマウスへの移植

を行った。移植4週後のNOGマウスの各種リンパ臓

器を摘出し20％ホルマリン固定あるいは細胞浮遊

液の調製を行った。浮遊細胞はサイトスピンの後メ

タノール固定しHE,トルイジン青,アルシアン青,サ

フラニン0による組織化学染色により異染性を評価

した。また、フローサイトメトリーによりIgEレセ

プターおよびCD117の発現解析を行った。更にこれ

らの細胞よりtotalRNAを抽出し、キマーゼ、トリ

プターゼ、各種サイトカインおよびミエロイドマー

カーの発現をRT-PCRにより確認した。

【結果】

①マスト細胞培養条件(SCF存在下)で培養するとDP

細胞が増殖率、IgEレセプター陽‘性CD117.マスト細

胞分化効率共に最も高いことが明らかとなった。

②DP細胞を移植したNOGマウスの牌臓､骨髄に最も

多くCD117℃D34-マスト細胞が確認された。③in

vivoでトルイジン青,アルシアン青,サフラニン0染

色によりメタクロマジーを起こした細胞がクラスタ

ーとして検出された。また、RT-PCRの結果よりキマ

ーゼ、トリプターゼ,IL-4、CDllc、CD13、CD14の発

現が確認された。

【結論】

以上の結果、マーモセット骨髄にはヒトと同様、

CD117℃034*マスト細胞前駆細胞が存在し、その細胞

からヒトとの類似‘性を持つマスト細胞が分化するこ

とが示唆された。これらの細胞の機能を更に詳細に

解析し、非ヒト霊長類を用いたI型アレルギーモデ

ルとしての有用性を評価する予定である。
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コモンマーモセット免疫系ツールの開発
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DevelopmentofMonoclonalAntibodiesforAnalyzingImmuneandHematopoieticSystemsofCommon

Marmoset.

YoshieKametani,'ShinShimada'HiroshiSuemizu,"ErikaSasaki,"ToshioIto,̂MasanobuSatake/Hideo

Yagita*,Kenzabur0血ni,*andSonokoHabu*
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*DepartmentofMolecularImmunology,InstituteofDevelopment,AgingCancer,TohokuUniversity/Departmentof
MolecularGenetics,DivisionofMolecularandClinicalGenetics,MedicalInstituteofBioregulation,Kyushu

University,*DepartmentofImmunology,JuntendoUniversitySchoolofMedicine

【目的】

非ヒト霊長類であるコモンマーモセット免疫系を解

析するツールとして免疫関連遺伝子cDNAと免疫担

当細胞の膜表面抗原に対するモノクローナル抗体を

作製し、リンパ組織の細胞についてフローサイトメ

トリー及びRT-PCRを用いて遺伝子発現を解析し、ヒ

トとの比較を行った。

【材料と方法】

コモンマーモセット牌臓細胞をTSST-1刺激後総RNA

を抽出し、cDNAを増幅して配列解析を行った。この

配列を元に作製したcDNAをBALB/cマウスに免疫し、

モノクローナル抗体を作製した。また、これらの配

列からプライマーをデザインし、半定量的RT-PCR

により活性化T細胞のサイトカイン産生プロファイ

ルを解析した。

【結果】

33種類のマーモセット免疫系遺伝子のcDNA単離を

行った後その配列を明らかにしたところ、ヒトとの

高い相同性が示された'。これらのうちCD4を含む

6種類の抗原に対するトランスフェクタントおよび

モノクローナル抗体を作製した2．これを用いてマ

ーモセット末梢リンパ組織のリンパ球サブセットの

動態を解析したところ、ヒト、マウスに類似の割合

でT/Bリンパ球が存在していた2．マーモセット牌

臓細胞にTCR刺激を行ったところ､牌臓CD4T細胞

においてIL-4,IL-5,TGF-B,IL-10,IFN-y,TNF-a,IL-2,

IL-17A,IL-17FのmRNA発現が冗進し、ヒトおよび

マウスと同様、Thl,Th2,Treg,Thl7タイプのすべて

のサイトカイン産生が起こることが確認された2．

【結論】

マーモセットT細胞はヒトと同様にスーパー抗原刺

激により活‘性化し、Thl/Th2/Treg/Thl7サブセットの

サイトカイン産生能を有する。

【参考文献】

1.KohuK,YamabeE,MatsuzawaA,etal.Comparison

of30immunity-relatedgenesfromthecommon

marmosetwithorthologues廿omhumanandmouse.

TohokuJExpMed.(2008)215:167-80.

2.KametaniY,SuzukiD,KohuK,etal・Development

ofmonoclonalantibodiesforanalyzingimmuneand

hematopoieticsystemsofcommonmarmoset.Exp

Hematol.(2009)37:1318-29.

－45－



C5

シロイルカの白血球を分類するモノクローナル抗体の作製

斎藤千明1,2、大石和恵1、中村欽光1、本郷悠貴1,2、柿添裕香3、中津正年4、

丸山正1，2

1海洋研究開発機構、2東京海洋大学大学院・海洋科学技術研究科、3名古屋港水族館、

4横浜市立大学・医学部

ClassificationofBelugawhales'leukocytesbythemonoclonalantibody

ChiakiSito''2,KazueOishi1,YbshimitsuNakamura1,YUkiHongo''2,YUkaKakizoe3,MasatoshiNakazawa4，

TadashiMaruyama''*

'JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1bchnology

ĜraduateSchoolofMarineScienceand1bchnology,TokyoUniversityofMarineScienceand1echnology

3PortofNagoyaPublicAquarium,̂ShoolofMedicine,YokohamaCityUniversity

【目的】

鯨類の免疫機構の解明に強力なツールとなり

うる末梢血白血球に対するモノクローナル抗体

の作製を試みた。

【材料と方法】

白血球は成熟雄シロイルカのeゎﾙ加叩te'WS

ﾉeucas)の末梢血液より分離した。7週齢雌マウス

(BALB/c)に白血球を2週間間隔で3回免疫をした。

3回目の免疫の4日後に牌臓を摘出し，同系統マ

ウスのNS-1細胞とのハイブリドーマを作製し，

HAT培地で選択し,37℃,C025%の条件で培養し

た｡2％パラホルムアルデヒドで固定した同個体の

白血球を抗原とし，培養上清を一次抗体とする免

疫染色によりスクリーニングを行った。陽‘性コロ

ニーは限界希釈法によるクローニングを行った。

また一部のモノクローナル抗体を用いて、ホルマ

リン固定シロイルカ由来の組織を抗原とし免疫

染色を行った。

【結果】

合計189個の免疫染色陽性コロニーが認められ、

クローニングが終了した48個のクローンを得た。

白血球抗原に対して、42クローンは穎粒球（分核

球）のみを,2クローンは単核球のみを認識した。

また4クローンは穎粒球と単核球の両方を認識し

た。穎粒球を認識したもののうち細胞内穎粒を認

識したものが19,細胞膜を認識したものが19で

あった。また、組織切片を用いた免疫染色では、

皮膚等の組織に局在する血球に対して陽性反応

を示した。

【結論】

作製した48個のモノクローナル抗体は殆どが

穎粒球を認識し、単核球を認識するものが6クロ

ーンあった｡今後、より多くのクローンを解析し、

組織における分布と機能を明らかにしたい。
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C6

北西太平洋に棲息する鯨類の抗ブルセラ抗体の保有率とその特異性

阿部瑛理香1,2、大石和恵1，坂東武治3，藤瀬良弘3，丸山正1,2

'海洋研究開発機構，2東京海洋大学大学院・海洋科学技術研究科，3財団法人日本鯨類研究所

Theprevalenceandspecificityofserumanti-BrucellaantibodyfromwhalesinhabitingthewesternNorth

Pacific

ErikaAbe*̂,KazueOhishi*,TakeharuBandoh*,YoshihiroFujisê,TadashiMaruyama'*

'MarineBiodiversityResearchProgram,JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1bchnology.

ĜraduateSchoolofMarineScienceand1bchnology,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology,
ÎnstituteofCetaceanResearch,ResearchDivision

【目的】

太平洋を含む世界のさまざまな海域に棲息する多

くの種類の海棲哨乳類で、ブルセラ菌の感染が報告

されている。最近の北西太平洋の鯨類における感染

の実態を明らかにするために、血清疫学調査を行な

い、血清中の抗体の特異‘性と‘性状を解析した。

【材料と方法】

2010年の北西太平洋鯨類捕穫調査(JARPNE)に

より得た沖合ミンククジラ(Balaenoptera

acutorostrata)14個体、沿岸ミンククジラ（鮎川：

41個体、釧路:42個体)、ニタリクジラ50個体、イ

ワシクジラ100個体、マッコウクジラ3個体、なら

びに2006年に得たミンククジラ99個体の血清をサ

ンプルとして用いた。また、南極海鯨類捕獲調査

(JARPAn)において得たクロミンククジラ

(Balaenopterabonarensis)100個体の血清サンプ

ルも使用した。抗原としてBrucellaabortusの不活

化菌体を用い、凝集テストにより抗ブルセラ菌抗体

の保有率を調べた。次に、血清サンプル中の抗ブル

セラ抗 体 の 特 異‘性を調べるために、不活化

B.abortusとacanisの可溶化抗原を用いて、

WesternBlot法とELISA法により解析した。二次抗

体としてHRP標識したProteinA/G、抗ミンククジラ

IgG、IgMポリクローナル抗体を用いた。

【結果】

2010年の凝集テストによるブルセラ菌保有率は、

沖合ミンククジラ14%、沿岸ミンククジラ鮎川:10%

釧路：31%、ニタリクジラ12%、イワシクジラ4%、マ

ッコウクジラ0%、クロミンククジラ0%であった。

2006年の沖合ミンククジラでは33％であった。

WesternBlot法とELISAを用いた解析では、ミンク

クジラの血清中の抗ブルセラ抗体はB.canisに比べ

B.abortusの可溶化抗原に対し強い反応性を示した。

クロミンククジラは、今回と過去のデータを合わせ

ると792個体の血清の凝集テストが行われたが、全

て陰‘性だった。

【結論】

凝集テストの結果から、調べた北西太平洋の鯨類

では、抗ブルセラ菌抗体保有率は安定していること

がわかった。一方で、凝集テスト、WesternBlot、

ELISAのどの方法においても、南極海のクロミンク

クジラの集団では、感染履歴を見いだすことはでき

なかった。また、北西太平洋のミンククジラの血清

中の抗ブルセラ抗体は、B.canisよりもaabortus

に対して強い抗原特異性を有していることが示され

た。南半球の海域では、抗ブルセラ菌抗体を有する

海棲哨乳類の集団も報告されており、継続的な血清

のモニタリングが重要である。
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C7

LPS刺激バンドウイルカ白血球のEST解析と免疫因子の変動

大石和恵1宍戸玲子1.2、岩田泰尚1.2、斎藤雅史1,2、竹中良太3，大津大3、

奥津健司3、丸山正1,2

1海洋研究開発機構，2東京海洋大学大学院．海洋科学技術研究科，3横浜．八景島シーパラダイス

ExpressionsequencetaganalysisofLPS-stimuIatedleukocytesfrombottlenosedolphin(Tursiops〃""cα畑s)

KazueOhishi',ReikoShishido*,YasunaoIwata*,MasafumiSaitoĥ,RyotaTakenakâ,DaiOhtsû,KenjiOkutsû,

TadashiMaruyama''*

'MarineBiodiversityResearchProgram,JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1bchnology,

ĜraduateSchoolofMarineScienceandTbchnology,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology,

ŶokohamaHakkeijimaSeaParadaiseAquarium

【目的】

近年、海棲哨乳類で、ブルセラ菌をはじめ複数の

細菌感染が報告されているが、これらに対抗する鯨

類の免疫についての情報は少ない。グラム陰性細菌

の外膜成分であるlipopolyssachride(LPS)は､Toll

likereceptor(TLR)4のリガンドであり、強い免疫

誘導分子として知られている。本研究の目的はLPS

で刺激した鯨類の白血球を用いてEST解析を行い、

発現する生体防御因子についての知見を得ることで

ある。

【材料と方法】

横浜・八景島シーパラダイスにて飼育されている

バンドウイルカ（乃晒iopstruncα〃s)8頭の血液か

ら白血球を分離し、サンプルの半分を鎧ﾉ"oﾉwlla

"j""esotaR595由来LPSにより刺激した。LPS刺激

ならびに未刺激白血球よりmRNAを抽出し､メガクロ

ーン・メガソート法によるExpressionsequencetag

(EST)解析を行った。また同時に、バンドウイルカ

6頭からの白血球を用いて、鎧I"o"e〃aまたは

Kcoli055:B5由来LPSにより免疫刺激し、mRNAを

抽出した。EST解析で発現の高かった因子ならびに

TLR4とその関連因子についてRT-PCR法により、経

時的に発現の変化を調べた。

【結果】

EST解析において、LPS刺激により発現が上昇した

849個のクローンのうち、フエリチンH鎖は全体の

39.7%(337/849)を占めた。免疫関連因子の転写産物

は全体の35.2％（299/849)で、interluekin-1

receptorantagonist(IL-IRa:159クローン)はこの

カテゴリーの約半分を占めた。次いでSerumamyloid

A3(SAA3:80クローン),intercellularadhesion

molecule(ICAM)-1(32クローン)が多かった。逆に、

発現がLPS刺激により低下した384個の遺伝子産物の

中で､免疫関連因子は全体の31.3%(120/384)を占め、

カルシウム結合蛋白質S100familyに属するS100A2,

S100A8,S100A6がこのカテゴリーのほとんど

(96.7%:116/120)を占めた｡経時的に発現を調べた結

果、IL-IRaの発現は一過的でTNF-aの発現パターン

と類似していた。TLR4,MD-2の発現はLPSの刺激には

相関しなかった。

【結論】

LPS刺激により、スパーオキサイドやIL-1等の炎

症性サイトカインの産生が起こり、それがIL-IRa

やフェリチンの誘導を促したと考えられた。また、

S100familyに属する分子が消費されるような反応

も同時に起きたと考えられた｡IL-IRa,SAA3,S100A8

は、自己免疫疾患や癌にも関連することが知られて

いる。今後、鯨類の組織等でのこれらの因子の発現

を観察し､生体防御や自然炎症の理解に役立てたい。
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FP

Molecularactivationandregulatorymechanismsofinnateimmune

responsesafterpathogenicmicrobechallengesininsects

LeeBokLuel

NationalResearchLaboratoryofDefenseProteins,CollegeofPharmacy,

PusanNationalUniversity,Busan,609-735,Korea

Innateimmunityisacrucialhostdefensemechanismagainstmicrobialinfectioninallanimals.

TheinsectTollsignalingpathwayisactivateduponrecognitionofGram-positivebacteriaand

fungi,resultingintheexpressionofantimicrobialpeptidesviaNF-KB-liketranscriptionfactor.

ThisactivationismediatedbyaserineproteasecascadeleadingtotheprocessingofSpatzle,

whichgeneratesthefunctionalligandoftheTollreceptor.Recently,weanalyzedtheserine

proteasecascaderegulatingtheTollsignalingpathwayusinglarvaeofthebeetle.た"ebrio

〃oﾉ"or.Thislargeinsectenabledustocollectlargeamountofhemolymph(theinsectblood)

allowingpurificationofserineproteases,serpinsandpatternrecognitionproteins.Ourstudies

demonstratedthattherecognitionofbacterialLys-typepeptidoglycan(PG)bythePG

recognitionprotein-SA(PGRP-SA)/Gram-negativebindingprotein1(GNBP1)complexandthe

recognitionoffungalbeta-l,3-glucanbyGNBP3activatespro-Spatzleviathesequential

activationofthreeserineproteases:modularserineprotease(MSP),Spatzleprocessingenzyme-

activatingenzyme(SAE)andSpatzleprocessingenzyme(SPE).Additionally,weprovide

biochemicalevidencesofhowtheTenebrioPGRP-SA/GNBP1complex-mediatedbacteria

recognitionsignalorGNBP3-mediatedfungirecognitionsignalistransferredtopro-Spatzle

leadingtotheproductionofantimicrobialpeptides.Injectionofp-l,3-glucaninto姥"ebrio

larvaeinducedproductionoftwoantimicrobialpeptides,7bnecin1and1bnecin2,whicharealso

induciblebyinjectionoftheactiveformofSpatzle-processingenzyme-activatingenzymeor

processedSpatzle・Furthermore,weidentifiedfourdifferentserpinsthatareinvolvedinthe

regulationofTollsignalingcascade.Weexaminedinvitroandinvivobiologicalfunctionsof

theseserpinsduringTollactivationcascade.

Insummary,ourworksupportsanewmodelinwhichbacterialLys-typePGandfungalbeta-1,3-

glucanrecognitionsignalsactivateacommonproteolyticcascadeinvolvingthreedifferentsenne

proteasezymogensthataresequentiallyprocessed.ThisTollactivationprocesseswerealso

tightlyregulatedbyspecificserpins.
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LeeBokLuel(李福律）博士略歴

現職:Professor、NationalResearchLaboratoryofDefenseProteins,

CollegeofPharmacy,PusanNationalUniversity

略歴：

2008.3.1-presentDeanofCollegeofPharmacy,PusanNationalUniversity

2004.7-presentChief,NationalResearchLaboratoryofBio-DefenseProteins

1998.4.1-present.Professor,CollegeofPharmacy,PusanNationalUniversity,Korea

1994.4.1-1998.3.31.AssociateProねssor,CollegeofPharmacy,PusanNational

University.

1988.4.1-1994.2.28.AssistantandAssociateProfessorinKyungSungUniversity,

CollegeofPharmacy

l986､4.1-1988.3.31.Postdoctoralfellow,JohnsHopkinsUniversity,Schoolof

Hygiene,DepartmentofBiochemistry,USA

1982.3.1-1986.3.31.Ph.D.OsakaUniversity,FacultyofPharmaceuticalSciences

JapanSupervisor:Prof.MorioIkehara(Major:Biochemistry)

1979.9.1-1981.8.31.Master,PusanNationalUniversity,CollegeofPharmacy

1973.3.1-1977.2.28.Bachelor,PusanNationalUniversity,CollegeofPharmacy

)sakaUniversity,FacultyofPharmaceuticalSciences,

Supervisor:Prof.MorioIkehara(Major:Biochemistry)
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SL

原索動物ホヤ類における自己と非自己の配偶子認識機構

津田均’

'名古屋大学・大学院理学研究科附属臨海実験所

Mechanismsofself-andnonself-gameterecogni伽ninascidians(Prochordata)

HitoshiSawada'

'SugashimaMarineBiologicalLaboratory,GraduateSchoolofScience,NagoyaUniversity

原索動物ホヤ類は雌雄同体で、精子と卵を同時に

放出するが、カタユウレイボヤやマボヤ等では、精

子の卵黄膜接着段階で自己非自己認識が行なわれ、

自家受精が起こらない。しかし、その分子機構は長

年謎であった。当研究室では、マボヤとカタユウレ

イボヤを用いて、ホヤ類の配偶子間相互作用におけ

る自己非自己認識機構（アロ認識機構：自家不和合

性）について研究を行なっている。

マボヤでは、12回のEGF様リピート構造を有す

る卵黄膜タンパク質HrVC70が、自家不稔性を獲得

する卵成熟過程で卵黄膜に接着し、自家不稔性を失

う弱酸処理により卵黄膜から離脱すること、さらに

個体間で多型に富み、非自己精子に対する結合能が

高いことから、HrVC70がマボヤの受精におけるア

ロ認識候補分子であると考えている'・

一方、カタユウレイボヤでは、ポジショナルクロ

ーニングと卵黄膜プロテオーム解析により、2ペア

のアロ認識候補分子を同定することに成功した2．

卵側のリガンド分子は、卵黄膜に存在して多型に富

むフィブリノーゲン様タンパク質でv-Themis-Aお

よびv-Themis-Bと命名した。また、精子側のレセプ

ター分子は、精巣で発現し多型に富む超可変領域を

持つPKD1様チャンネルで、s-Themis-Aとs-

Themis-Bと命名した。s/v-Themis-Aは第2染色体長

腕の遺伝子座Aにs/v-Themis-Bは第7染色体長腕の

遺伝子座Bに局在し、いずれもs-Themis遺伝子の第

1イントロンの相補鎖にv-Themis遺伝子がコード

されている2。この両遺伝子座においけるシンテニ

ーは見られないが、この遺伝子ペアのみがこの領域

に共通して見られる。遺伝学的解析から、精子側の

s-Themisが両者ともv-Themisを自己と認識すると受

精が阻止され仕組みになっていることが示された。

その機構は，被子植物における自家不和合性の機構

（その遺伝子が多型に富み、近接している点、アブ

ラナ等では自己を識別する仕組みである点）と酷似

しており、動植物共通のアロ認識機構といえる2,3．

分子系統樹解析から、A、B両Themis遺伝子の進化

速度は異なるが、v-Themisとs-Themisのアレル間に

は共進化の傾向があることが示された。最近、遺伝

子座Bにもう一つ新しいアロ認識分子s/v-Themis-C

が存在することが判明し、その機能について現在解

析を進めている。また、s-Themis-BのC末端側には

カチオンチャンネルドメインが存在することから、

自己非自己シグナルがCa*.を介する可能性を検討し

たところ、精子が自己の卵黄膜に結合した時のみ頭

部と尾部で細胞内Ca*濃度の上昇が引き起こされ、

激しく運動した後に静止するか、卵黄膜から離脱す

ることを見出した。細胞内Ca*.濃度の上昇が自己シ

グナルとして利用される例はケシ科等の被子植物で

もよく知られており，シグナル伝達においても動植

物共通の機構が存在する可能性が考えられる。

【参考文献】

1.Sawada,H.,Tanaka,E.,Ban,S､,Yamasaki,C,

Fujino,J.,Ooura,K.,Abe,Y.,Matsumoto,K.,and
Yokosawa,H.(2004).Proc.Natl.Acad.Sci.USA
ノ0ﾉ,15615-15620.

2.Harada,Y.,Takagaki,Y.,Sunagawa,M.,Saito,T.,

Yamada,L.,Taniguchi,H.,Shoguchi,E.,and
Sawada,H.(2008).Science320,548-550.

3.Harada,Y.,andSawada,H.(2008).Int.J.Dev.Biol.
32,637-645.
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シンポジウムI

深海生物の共生

SI ～ S3

垂



S1

化学合成共生システムの多様‘性と進化

藤原義弘

海洋研究開発機構海洋・極限環境生物圏領域化学合成生態系進化研究チーム

Diversityandevolutionofsymbiosesbetweeneukaryotesandchemoautotrophicbacteria

YoshihiroFujiwara

Chemo-EcosystemEvolutionResearch(ChEER)1bam.InstituteofBiogeosciences

JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1℃chnology(JAMSTEC)

深海底の還元環境，すなわち，熱水噴出域や湧水

域，海底に沈んだ動植物遺骸周辺からは，真核生物

と化学合成細菌との共生現象が数多く報告されてい

る[']、本シンポジウムでは化学合成共生システムの

多様性を様々な角度から紹介し，現在見られる化学

合成共生システムがどのようなプロセスを経て誕生

したのかについて，最近の知見を紹介するとともに

免疫系との関連についても議論したい．

【化学合成共生システムの多様性】

化学合成細菌を宿す宿主として報告されているも

のは大型無脊椎動物が多い[11中でも軟体動物（シ

ロウリガイ類，シンカイヒバリガイ類など）や環形

動物（ハオリムシ類など）が各地の還元環境で卓越

しており，共生細菌を共生器官の細胞内に宿すもの

が多い．また，熱水噴出域を中心に，化学合成細菌

との共生現象を営む十脚類が出現する．この場合，

共生細菌は体表に分布しており，宿主はそれらを直

接摂食することで栄養を得る．それ以外に，海綿動

物，扇形動物，線形動物といった無脊椎動物からも

化学合成細菌との共生現象を営むものが知られる[1]

化学合成共生を営む原生生物に関する報告はわずか

であるが，浅海域に沈んだ木材や鯨骨から化学合成

細菌を外部共生者とする繊毛虫類が知られる〔1．2]・

共生細菌には，化学合成の基質として無機物を利

用するものと有機物を利用するものが存在し，前者

は硫黄細菌が，後者はメタン酸化細菌がその代表で

ある[1]また一部の分類群では従属栄養細菌を共生

者とするものも報告されている[3,4］

【化学合成共生システムの進化】

化学合成共生システムがどのようなプロセスを経

て進化したのかを明確に示す事例は少ないが，イガ

イ科二枚貝についてはいくつかの研究例がある．現

在熱水噴出域や湧水域に生息するシンカイヒバリガ

イ類の起源は，沿岸域に生息し，共生細菌を持たな

いイガイ類であること，沿岸域のイガイ類はまず海

底に沈んだ動植物の遺骸周辺に形成されるゆるやか

な還元環境に進出した後に，熱水噴出域等に進出し

たこと，共生システムの起源は細胞外共生であり，

やがて細胞内共生システムを発達させたことが明ら

かになりつつある[4'5]．
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化学合成共生二枚貝の共生菌ゲノムの進化
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真核生物の誕生と進化を理解する上で、ミトコ

ンドリアや葉緑体の祖先が共生によって獲得さ

れ、オルガネラ化したメカニズムを明らかにする

ことは重要である。特に、共生者がオルガネラと

して宿主細胞に統合される過程で共生者のゲノ

ムが縮小し宿主核のコントロール下に置かれる

過程は最も重要な過程の1つである。その過程に

ついては、主に昆虫の細胞内共生菌のゲノム解析

や比較ゲノム解析から共生者のゲノム縮小進化

とその過程を明らかにすることが試みられてい

る。よく議論されているアブラムシの細胞内共生

菌ブフネラは、ゲノムサイズが約0.4-0.6Mと祖

先と考えられている大腸菌の約10分の1と小さ

く、細胞内共生によりゲノムが縮小している。ま

た複数種のゲノム解析の結果、ゲノムの変異速度

はこれまでに知られている細菌よりも10倍速い

と推定されている。アブラムシ宿主の核DNAから

は、ブフネラの遺伝子は検出されなかったが、そ

れとは異なる細菌由来の遺伝子が検出されてお

り、異種の共生菌ゲノムに存在した遺伝子が宿主

の核に転移している可能‘性が示唆されている。ま

た、キジラミの細胞内共生菌カルソネラは、ゲノ

ムサイズが0.16Mとブフネラよりも更に小さく、

葉緑体ゲノムと同等のサイズである。これらの昆

虫の細胞内共生菌は、ゲノムの縮小段階としては、

縮小がかなり進んでいる段階を示していると考

えられる。既知の昆虫の細胞内共生菌のゲノム解

析からでは、共生者のゲノム縮小の初期段階に、

どのようなことが起こっているのか、今のところ

詳細な過程の理解に至っていない。

我々は、深海の化学合成生態系に生息する二枚

貝のシロウリガイ類の細胞内共生菌のゲノム縮

小進化について研究を行っている。シロウリガイ

類は、様々な種類が日本近海の深海に生息し、化

学合成細菌が鯉細胞内に共生している。シロウリ

ガイ類の口や消化管は機能的ではないことから、

自らのほとんど全ての栄養を卵を介して伝達さ

れる共生菌に依存している。我々とアメリカのグ

ループから2種類のシロウリガイ類の共生菌の

ゲノム解析が行われた。2種のシロウリガイ類共

生菌のゲノムサイズは、l.OMと1.2Mであり、近

縁の自由生活型と比べると小さいが、ブフネラと

比べるとゲノムサイズが大きいことがわかった。

シロウリガイ類の細胞内共生菌ゲノムは、自由生

活型と比較すると、環境応答やDNA修復といった

多くの機能遺伝子を失っており、細胞内共生とい

う生活様式を獲得することで、ゲノムが縮小して

いると考えられた。さらに、我々は2種の共生菌

比較ゲノム解析から、シロウリガイ類共生菌はゲ

ノム縮小進化の初期にあたる生物で、多くの昆虫

の共生菌よりゲノム縮小進化途中にあり、ゲノム

上に縮小進化の痕跡が残されている可能性を示

した。シロウリガイ類の共生菌は、進化スピード

が異なる2つのクレードに分かれている。現在、

進化スピードの遅いクレードに属するナギナタ

シロウリガイ細胞内共生菌のゲノム解析を行っ

ている。本発表では、シロウリガイ類の細胞内共

生菌の比較ゲノム解析から、ゲノム縮小進化メカ

ニズムについて考察してみたい。
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サツマハオリムシおよびヒゲムシ（環形動物）の巨大ヘモグロビンの生理機能と構造
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サツマハオリムシ(Lamellibrachiasatsuma)

は､1990年初頭に鹿児島県錦江湾北東部の水深約

lOOmの「たぎり」と呼ばれる火山性ガスの噴出す

る海底で発見された、世界で最も浅い海底に棲息

するハオリムシである。虫体はキチン質の棲管内

に定在し、大きいものでは棲管長が約lOOcm、体

長が約40cm､幅約8mmにも達し､上部から鯉蓋部、

ハオリ部、栄養体部の3つのパーツからなる。ま

た、動物でありながらも口やI工門、消化器官を持

たず、代りに栄養体組織に硫黄酸化細菌を共生さ

せている。（図1）

一方､マシコヒケムシ(Oligobrachiamashikoi)

は、石川県能登半島九十九湾の水深25mの硫化水

素に富む海底泥中に埋在して棲息するヒゲムシ

であり、ハオリムシと同様、虫体はキチン質の棲

管内に定在するが、大きいものでも棲管長は約

60cm、体長は約20cm，幅約1mmと非常に小さく細

長い。また、前体部、中体部、後体部の3つのパ

ーツからなり、ハオリムシと同様、動物でありな

がらも口や虹門、消化器官を持たず、代りに栄養

体組織に硫黄酸化細菌を共生させている。（図1）

また、これら有頚動物（環形動物）の血液中に

憩砥回郵冒吋

一 ＝、.

■ ■ ■ ■ | ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■

ハオリムシ類c迩趣’
財 回 p … …

’

（細菌の共生）

図1．ハオリムシ類とヒケムシ類の虫体の形態的比較

は、酸素と硫化水素を同時に運搬することができ

る特殊な細胞外巨大ヘモグロビン(Hb)が多量に

存在しており、これを用いて、後体部の栄養体組

織の共生細菌に硫化水素を安全に運搬して、有機

物を合成させ、これを吸収するという独自のエネ

ルギー合成･獲得システムを有していると考えら

れている。

一般的に環形動物の血液中には、エリトロクル

オリンやクロロクルオリンと呼ばれる分子量360

万タイプのHbが存在しているが、有鶏動物の場

合、分子量40万タイプのHbも見られ、ハオリム

シ類では両タイプが、ヒゲムシ類では40万タイ

プのみが血中に存在している。

しかし、このような環形動物の巨大Hbの機能

は、一般的にその種の生息環境に応じて大きく異

なっているため、これら有議動物の巨大Hbの詳

細な生化学的機能解析や硫化水素に富む生息環

境の化学分析等を行うことで、初めてその適応生

理機能を生物学的に論じることができると言え

る。また、これら巨大Hbの精密なX線結晶構造

解析を行うことで、その構造-機能相関性を明ら

かにすることができると言える。

本シンポジウムでは、鹿児島湾と日光海山で採

集したサツマハオリムシの2種類の巨大Hbの詳

細な機能特′性の結果と生息環境のデータを合わ

せて、また、現在進行中の結晶構造解析の結果を

踏まえて、サツマハオリムシの巨大Hbより推察

される適応生理機能について考察・報告したい。

また同様に、近縁種のマシコヒゲムシの巨大Hb

の機能および構造解析の結果とも比較して、有泰

動物の巨大Hbの一般性についても考察したい。
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クルマエビ類の自然免疫関連因子ノックダウンによる

生体防御機構に関する研究
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CharacterizationofkurumashrimpimmunesystembyRNAi

IkuoHirono

GraduateSchoolofMarineScienceand1bchnology,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology

【目的】

クルマエビ類養殖は世界各地で行われ重要な

産業となっている。しかし、クルマエビ類養殖が

盛んになるとともに、病原微生物による感染症が

発生し、その経済的な被害が問題となっている。

感染症を撲滅するためには宿主となる生物の免

疫・生体防御機構を知る必要があるが、クルマエ

ビ類については、まだ詳細には明らかになってい

ない。さらに、宿主であるクルマエビの免疫・生

体防御機構と病原微生物との相互作用について

も不明であることから､RNA干渉による遺伝子機

能のノックダウンを行いし、特に、抗菌タンパク

質の生体内での役割について検討した。さらに、

クルマエビゲノム中にある巨大繰り返し配列中

に存在するクルマエビ病原ウイルスであるホワ

イトスポット病ウイルス(WSSV)遺伝子の類似遺

伝子の遺伝子発現についても解析した。

【材料と方法】

クルマエビの抗菌タンパク質(c型リゾチウム、i

型リゾチウム、クラスチンおよびペナエジン様タン

パク質)､血液凝集関連因子およびプロフェノールオ

キシダーゼに対する2本鎖RNAを作製し、クルマエ

ビ尾部に接種し、目的遺伝子のノックダウンを行っ

た。接種後、クルマエビの艶死について観察すると

ともに、感染実験を〃〃iopeﾉlaeiciぬおよびWSSV

を用いて行った。クルマエビゲノム中に存在する

WSSV類似遺伝子については､WSSV感染により発現が

誘導されるかどうかを調べた。

【結果】

2本鎖RNAを接種したいずれの遺伝子mRNAも

RT-PCRレベルでは検出限界以下となり、ノックダウ

ンが成功していることを確認した。i型リゾチウム

以外の抗菌タンパク質およびプロフェノールオキシ

ダーゼをノックダウンするとクルマエビは病原微生

物の人為感染なしに姥死した。これらの遺伝子をノ

ックダウンすると血中の細菌数が増加する傾向に会

った。さらに、c型リゾチウムをノックダウンした

際の細菌排除能が失われていることが示唆された。

血液凝集関連因子をノックダウンすると病原微生物

に対する感受性が高くなることがわかった。

遺伝子ノックダウンの際のコントロールとして用

いたGFPを標的とした2本鎖RNAを接種すると病原

細菌ならびにWSSVに対して耐性が高まる結果が得

られ、非特異的な免疫が活性化されていることが示

唆された。

クルマエビゲノム中に存在するWSSV類似遺伝子

の発現はWSSV感染により上昇することからWSSV感

染と何らかの関係があることが示唆された。

【結論】

クルマエビ類の生体防御機構の一部は生存に必須

な因子であり、体内細菌の排除に重要な役割をして

いると考えられた。
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【概要】
軟体動物二枚貝綱は周囲に多くの微生物が存在

する水中に生息している。従って、生息水を介した

微生物の侵入を受けやすいと考えられるが、感染症

による大量死の例は比較的少ない。

二枚貝類の生体防御は、白血球様細胞による貧食

と各種液性因子による抗菌作用で構成される自然免

疫に依存しており、そのため、原始的で非効率的で

あると考えられがちである。ところが、上述の様に

感染症による死亡例が少ないことから、その生体防

御能は適度に効率的であり、また生態に適応してい

ることが推測される。

近年、無脊椎動物の生体防御研究より、自然免疫

の各因子は完全に独立しているのではなく、ある程

度の連携をもった防御システムを構築していること

が分かってきた。

本講演では､最近の二枚貝防御因子の研究より想

定される1）二枚貝類の効率的な防御システムの一

例と、2)生息環境に適応したと考えられる二枚貝類

の防御システムについて紹介する。

【リゾチーム類】

細菌細胞壁を加水分解する酵素リゾチームは多

くの二枚貝類に存在することが知られており、細菌

感染防御に重要な役割を果たしている｡これまでに、

マガキα召ssostreagigasは3種類のリゾチームを
持つことが知られており、それぞれの機能について

解析したところ、各リゾチームは最適活性条件が違

うことが分った。これらは局在・発現部位について

も異なっており、それぞれの分布組織で効率よく生

体を防御するよう進化したと推測される。

ホタテガイ〃izuhopectenyessoensisやアカガイ

ル"a吃rabro昭力toniといった海底で生活する種は、

軟体部が高いリゾチーム活‘性を有する粘液で覆われ

ている。体表面に局在するリゾチームが、海底中に

多く分布する微生物に対する防御に寄与しているこ

とが考えられる。

【パターン認識受容体】

節足動物を中心とした生体防御研究から、無脊椎

動物では微生物をパターン認識受容体によって認識

し、生体防御反応を誘起する反応が発達しているこ

とが知られている。

最近の研究より、マガキにおいても細菌および真

菌類細胞壁のβグルカンを認識するβグルカン認識

タンパク質(8GBP)が存在することが明らかになっ

た。そのうちの一種、Cgj3GBP-lは、甲殻類と同様

に、βグルカンと結合した後にフェノールオキシダ

ーゼ系(PO経路)を活性化することで殺菌を行うと

考えられている。しかし、もう一種類のCgflGBP-2
はPO経路活性化を引き起こすことはない。このCg
flGBP-2の役割は不明であるが、もし他の防御反応

を誘起するのであれば、一つの微生物に対して複数

の反応で対応するという、より確実な生態防御シス

テムを担っているのかもしれない。

細菌細胞壁主成分ペプチドグリカンを認識する

ペプチドグリカン認識タンパク質(PGRP)は、ショウ

ジョウバエで良く研究されている。マガキにおいて

もその存在が知られ、5つのタイプが確認されてい

る。リゾチームと同様に、それぞれの発現組織は異
なっており、各局在組織に適応して作用することが

推測される。

二枚貝のPGRPの機能については不明な点が多い

が､外套膜で発現するCgPGRP-SISはグラム陰性菌を

認識するが抗菌作用は示さないため、何らかの防御

反応を活性化することが想定されている｡その一方、
血球発現性のCgPGRP-Lはリゾチーム様ドメインを

保有しており､認識と防御反応活性化だけではなく、
直接的な抗菌機能を保持すると考えられる。このよ

うに、二枚貝類PGRPは、防御システムに様々な面か

ら関与していると思われる。

その他、短鎖の二本鎖RNA(dsRNA)を接種したマ

ガキでは血球数が増加することが観察されている。

dsRNAはRNAウイルス認識における病原体関連分子

パターン(PAMPs)として知られており、このことから

マガキを始めとする二枚貝類のウイルス認識機構の

存在が示唆される。

【血球】

二枚貝では白血球様血球による異物貧食は防御
の主要な部分を担っている。その中で、オプソニン

活性をもつレクチン類は、液性因子と細胞性防御を

関連づけており、効率的な防御システムにおいて重

要であるだろう。一方、レクチン以外の液性因子に

よる血球機能との関連研究はほとんどなく、今後は

PGRPを始めとした認識因子の血球機能への関連性

について研究が待たれる。
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ヴァージニアカキの免疫系を巧妙に利用する寄生虫の戦略

田角聡志'、′、ラルドR・ヴァスタ2

'東京大学・農学部附属水産実験所、2メリーランド州立大学医学部・微生物学免疫学研究科

AgalectinfromhemocytesoftheEasternoyster(Crassos"℃αvirg加施α）

isareceptorfortheprotistanparasite此J化加s"s”α〃""＄．

'SatoshiTasumi,̂GerardoR.Vasta

'Fisherieslaboratory.TheUniversityofTokyo,̂DepartmentofMicrobiology
andImmunology,UniversityofMarylandSchoolofMedicine

【目的】

ヴァージニアカキはメキシコ湾岸から北米東海岸

を経てカナダにまで分布する在来種のカキである。

その資源量は1950年代から激減しはじめた｡その大

きな原因がパーキンサス原虫(pど戒加s”"α"""s)に

よって引き起こされる"Dermo"病である。感染後の病

態等に関する研究はこれまで盛んに行われてきたが、

寄生虫の取り込み機構に関しては不明な点が多かっ

た。2004年に植物レクチンのいくつかがR〃α"""s

細胞表面に結合するという報告があった[']・特異糖

をみてみるとガレクチンのそれと同一であった。同

じころ、R胴α"""sを用いた攻撃試験によりカキ血球

中で発現量が上昇する遺伝子が複数報告され[2]、ガ

レクチンもその中に含まれていた。古来、カキの血

球が消化管内と体内とを自由に往来し、餌となる藻

類の取り込みや消化に関与していることが知られて

いた[3,4]。これら3つの知見から、我々はカキの血

球に発現しているガレクチンが寄生虫の取り込みに

関与しているのではないかと考えて研究を行った。

CvGalは血球で合成され、浮遊血球では細胞内に局

在している。一方、接着などの刺激を受けると細胞

外へ分泌され、速やかに血球表面に結合することが

認められた。興味深いことに、rCvGalは血球という

自己ばかりでなく、餌の藻類を含む様々な微生物と

いった非自己に対しても結合した。そのうち、特に

R胴α"""sに対して強く結合し、血球のR〃αr加"s貧

食活‘性はCvGalに対する特異抗体によって部分的で

はあるが阻害された。これらのことからCvGalはR

〃αr加"sに対するレセプターであることが示された。

【結論】

CvGalは本来、生体防御や餌の取り込みに関与し

ているが、R"α""妬は進化の過程において餌と共通

のリガンドを獲得し、CvGalをうまく利用すること

で宿主に効率よく取り込まれるようになったのでは

ないかと推察される。このように、本来防御に関わ

る分子が病原性生物によって逆利用され、宿主への

取り込みに関与しているような例は他の生物でもし

ばしばみられる。そういった点から、本研究成果は

比較較生物学的観点からも非常に興味深いものであ

るといえるであろう。

【材料と方法】

血球から得たcDNAからガレクチンcDNA全長を

単離しCvGalと命名した。CvGalに対するポリクロ

ーナル抗体を用いて、ウエスタンプロット法および

蛍光免疫染色法により分泌様式と血球における局在

を調べた。次に組み換えCvGal(rCvGal)を用いて、

カキ血球あるいは様々な微生物に対する結合特性を

調べた。最後に、CvGalに対する抗体がカキ血球の

Rmar畑"s貧食能を阻害するかどうかについて検討

した。

【参考文献】

GauthierJD,JenkinsJA,LaPeyreJF(2004)J

Parasitol,90:446-454

TanguyA,GuoX,FordSE(2004)Gene,

338:121-131

GalstoffPS(1964)USFishWildlServFishBull,64

MortonBS(1971)BiolJLinneanSocLond,

3:329-342
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【結果】

CvGalはl分子内に4つの糖結合部位をもち、ク

ロスリンカー様の働きをすることが考えられた。
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日本上上較免疫学会会貝Ⅲ

I.名称

1．本会は、日本比較免疫学会(TheJapaneseAssociationforDevelopmental&Comparative
Immunology;JADCI)と称する。

Ⅱ､目的
一

1．本会は、比較免疫学に関する研究の進歩をはかることを目的とする。

Ⅲ､皇業
1．本会は、その目的を達成するため、次の事業を行う。

1）学術集会の開催

2）学術集会Abstract集の発行

3)Newsの発行

4）国際比較免疫学会との交流

5）アジア・オセアニア地区研究者との交流

6）日本比較免疫学会古田賞および古田奨励賞受賞者の選考と表彰

7）その他、本会の目的に必要と認められる事業

Ⅳ､会員
1．本会の会員は、その趣旨に賛同し所定の入会手続きを経たものとする。

1）個人会員：個人会費を納める者。

2）賛助会員：本会の趣旨に賛同し賛助会費を毎年継続的に納める者。

3）2年以上会費を滞納し、催告に応じないときは会員の資格を失う。

2．名誉会長・名誉会員は本人の承諾を得て、役員会が推薦し、総会で承認を得て決定する。

1）名誉会長・名誉会員は年会費および学術集会費を免除される。

v・役員
1．本会に、会長1名、副会長1名，庶務・会計1名，会計監査2名、学術集会担当2名、広報

担当2名の役員をおく。

2．会長は本会を代表する。会長は役員会を主催する。

3．会長は全個人会員の投票によって、得票数の最も多かった者に決定する。また、役員会は候

補者を推薦することができる。

4．会長を除く他の役員は会長が委嘱する。

5．役員の任期は2年とし、重任、再任を妨げない。会計監査は他と重任できない．

Ⅵ､会議

1．総会は議決機関であり、会長は原則として年1回学術集会時にこれを招集し、出席会員を以

って構成する。

2．役員会は会長が主催し、原則として年1回開く。

Ⅶ､会計

1．本会の経費は会費その他の収入をもってあてる。会費は事務局に納める。

2．会計年度は毎年4月1日より始まり翌年3月31日に終わる。

3．会計監査役員は、会計年度の終わりにその年度の決算を審査承認し、総会に報告する。
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総会において出席者の2/3以上の賛成を必要とする。

は年額5000円､博士課程大学院生は年額3000円とする。

Ⅷ､会則改正
1．本会則の改廃は、総会において出席者の2/3以上の賛成；

附則

1．個人会員の年会費のうち､一般会員は年額5000円､博士静

2．学生会員（博士課程未満の学生）および外国会員の年会

2．賛助会員の会費は、1口20000円とする。

3．本会の事務局は、庶務・会計役員が所属する機関の施設

4．事務局には役員に準ずる補助役員を置くことができる。

5．講演者は本会員に限る。

6古田賞および古田奨励賞の選考に係る詳細は別途定める。

および外国会員の年会費は無料とする。

とする。

が所属する機関の施設におく。

(平成21年8月4日
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CONSTITUTION

ArticleI.Name

1.ThenameoftheAssociationshallbeTheJapaneseAssociationforDevelopmentaland

ComparativeImmunology(JADCI).

Articlen.Object

1.TheAssociationshallbeanorganizationtoadvancestudiesondevelopmentalandcomparative

immunology.

ArticleⅢ、Business

1.TheAssociationshallconductbusinessdescribedbelowtoachievetheObjectoftheAssociation.

1)Scientificmeeting.

2)PublicationofAbstractsofpapersreadintheScientificMeeting.

3)PublicationofaNewsLetter.

4)CommunicationswithInternationalSocietyforDevelopmentalandComparative
Immunology(ISDCI).

5)CommunicationswithscientistsintheAsia-PacificAi℃a、

6)SelectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigatorAward.

7)OtherbusinesswhichconsideredessentialtoachievetheObjectoftheAssociation.

ArticleⅣ、Membership

l・MembershipintheAssociationshallbeopentoscientistswhosharethestatedpurposeofthe
Association.Themembershipshallbeauthorizedbyi℃gistration.

1)Active(Individual)membersshallpayyearlydues.

2)CorporateAffiliate・Anyindividual,company,agency,ororganizationinterestedin

accomplishingthepurposesoftheAssociationmaybecomeaCorporateAffiliateonthe

paymentofafeeforannualduestobesetattheBusinessMeeting.

3)Memberswhoseannualduesremainunpaidfor2fiscalyearsormorearetobenotifiedin

writingbytheTreasurer,andifstillunpaidsuchamembershallforfeitmembership.
2.AnexecutiveboardcomposedoftheAssociationofficerscannominateapersonwithdistinctive

contributionstotheAssociationasacandidateforHonorarymemberandHonoraryPresident,
uponnominee'sagreement.ThecandidateshallbeapprovedandauthorizedbytheAssociation
membersinbusinessmeeting.

1)HonorarymembersandHonoraryPresidentarenotsubjectedtopaymentoffeeforannual

membershipandforscientificmeetings.

ArticleV.Officers

l．OfficersoftheAssociationshallbeaPresident,aVice-President,aSecretary-Treasurer,two
Trustees,twoProgramOfficersandanAbstractOfficer.

2.ThePresidentwillalwaysserveasaChairperson・ThePresidentwillpresideovertheCouncil
composedofofficersoftheAssociation.

3.CandidatesofthePresidentshallberecommendedintheCouncil,andthenthePresidentshallbe

electedbyamajorityvoteofallActive(Individual)membersoftheAssociation.

4.AllO伍cersexceptthePresidentshallbeaskedandnominatedbythePresident.

5.TbrmsofallOfficersshallbe2years,however,theycanbereappointed.O伍cersexcepttwo
Trusteescanassumetwoormoreappointments.
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ArticleⅥ、Meeting

1.BusinessMeetingshallbethemostauthorizedbodywhichwillbeopenedbythePresident'scall.

ThebusinessMeeting,consistingofattendedmembers,shallbeheldonceayearasarule,in

CO可unctionwithaScientificMeeting.

2.TheCouncilcomposedoftheOfficersandpresidedoverbythePresidentshallbeheldannually
asarule.

ArticleⅦ．Financial

1.FinancialexpenseoftheAssociationisbasedonannualduesofmembersandtheothersourcesof

income.AnnualduesarepayabletotheBusinessOffice.

2．FiscalcalendarshallstartApril1andendonMarch31.

3.Trusteesshallexamineannualaccountingbytheendoffiscalcalendarandreportitatthe

BusinessMeeting.

ArticleⅧ、Amendments

1.Thisconstitutionmaybeamendedatanybusinessmeetingofmembers・Morethan2/3ofthe

votesofactive(Individual)memberspresentattheBusinessMeetingsshallbenecessaryfor
Amendments.

APPENDIX

Annualdueoftheactive(individual)membersexludingPhDstudentsis5,000Japaneseyen,and

thatofPhDstudentsis3,000Japaneseyen.

Annualduesofthestudents(undergraduateandmastercourse)membersandforeignmembersare

free.

Annualduesofthecorporateaffiliateare20,000Japaneseyenanaffiliate.

Secretary-TreasurershallbeinchargeoftheBusinessOfficeoftheAssociation.

TheSecretary-Treasurercannominatehis/herassistant(s).

OnlythemembersofJADCIarepermittedtohaveatalkabouttheinvestigation.

DetailedproceduresforselectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigator
Awardaredefinedinafineprint.

1.

2．
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白
●
●
●

３
４
５
６
７

Approved:November28,1989;Revised:August28,1991;RevisedAugust23,1999:Revised

August29,2003;RevisedAugust24,2006;RevisedAugust25,2008;RevisedAugust4,2009.

*TheJADCIisα〃α伽"α“堰α"izα"",butweopenourmembe応ﾙ加toscた"施応α〃overtheworld.If

onewouldliketojointheJADCIasanactivemember,pleasemakecontactbye-mailto

jadci2office@gmai.com.
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協賛企業 ・ 団 体

平成23年7月6日現在

■■■■■■■■■■■■■■■■■■ー■■■lー■■■■■■■■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■l■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ーーーー■■■■■■ー

【協賛】

日本電子株式会社 株式会社ニッポンジーン

株式会社日本バイオテスト研究所株式会社テクノスルガ・ラボ

日本海洋事業株式会社 株式会社国際文献印刷社

株式会社キーエンス 横浜・八景島シーパラダイス

株式会社メイズ

■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■ー■■■ﾛ110■601ID 凸

本学術集会を開催するに当たり、上記企業・団体より多大なご援助を賜りました。

ここに、ご芳名を記して感謝の意を表します。

平成23年7月

日本比較免疫学会会長

第23回学術集会会長
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TEMサイドマウントカメラVeletaにはペ
ルチェ冷却式のCCDチップが搭戦されてお

り、2kx2kメガピクセルと14ビットのダ
イナミックレンジを実現します。

ミクロトーム用ダイヤモンドナイフを各種用意し
ています。

ノ

L且『

EM－PACT2

JF:患雛鰐刈
EM－CPC

急速凍結装憲 高圧凍結装逼

二11．'夕堂

里

｜‐－と’

多様な凍結技法を1台の装置で可能にした凍結

試料作製装置です。凍結後の凍結試料の各種処
理操作も行えます。これらの機能はEM・CPC
をモジュール柵造にしたことで、モジュールの
交換によって迅速かつ簡単に達成されます。

凍結生物試料の細胞や組繕の微細構造を冷却したま
ま高真空中でフリーズフラクチャやプリーズエッチン
グ法などにより､｢生体に近い状態｣を保持したまま電
子ー ﾑ蒸着により超微粒子の金属レプリカ膜を作り、
踊子顕微鏡観察に適した試料を作ることができます。

従来の凍結固定法では､約20umの深さまでし

か無氷晶凍結ができませんでしたが､高圧凍結

法を使用することで約l200A/mの深さまで良好
な凍結を得ることができます。
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受託サービス製造委受託動物由来製品免疫化学関連製品 §
－

日本バイオテスト研究所は、研オイ
NipponBio-TesfLqbOrq1oriesinc．

診断薬用抗体作製の技術を活かし技断薬 体 活用 、

各種分野で広く 応用される優れた優

抗体の開発を行体 発の っています。す

、

【ポﾘﾀﾛﾅーﾙ抗体の作製】

0ﾓ〃旦一ﾅﾙ抗体の作製】

プテン等の抗原を免疫し、し､抗血清を作製致しま式抗血清からのI9G分画精製､各種
行うサービスで式アフィニティー精製まで

マウス、ラットの免疫から細胞融合、クローニング、ハイブリドーマ細胞の確

立まで行います。免疫、スクリーニングその他お客様との綿密な打ち合わせの
もと、確かなクローンを選択いたします。

1マウス腹水採取･培養上清作製， ハイブリドーマ株をお預かりし、腹水、培養上清を作製致します。腹水採取
は、BALB〆Gマウス、ヌードマウス2匹から数百匹の大量受託生産までお受け
致します。培養上清は、無血清培地への馴化よりお受け致します。

1

1

ペプチド合成 ，

その他の受
、

託
」

国内外の製造メーカーと提携して、抗体作製の為のペプチド合成を提供致しま
す。お客様のご要望を含め、各種の検索パラメータよりペプチド配列を選択致
します。

各種動物抗血清やマウス腹水、各種材料（血清。尿等）から塩析、イオン交換
クロマトグラフィー、アフィニティークロマトグラフィー等、御希望に応じた
方法により抗体、抗原を精製致します。

ノ

一

･動物血清動物血液の製造販売

･各種動物の臓器販売

･動物用診断薬の製造販売

｡診断薬用抗体の製造販売

｡免疫血清学用試薬の販売

･精製抗原の製造販売

7

同

永年の経験を活かし､生産のサポートとして抗体原料の供給をいたしますも
●●●●｡●●●●｡●●●ロ●｡●｡⑥｡●●●｡●●●●●⑧、●●③｡O●●、●回｡⑦●｡●●●③●｡①｡｡●●●●●●②●●●●●●●の●の●●｡｡●●

‘
株式会社

日本（本 イオテス ﾄ研究所

〒185-0002東京都国分寺市東戸倉1-15-3
TELO42-321-0921FAXO42-323-7025

hffp:"wwwnbiofesf.CO・jp
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〒238-0004神奈川県横須賀市小川町14-1
Phone:046-824-8572Fax:046-824-6577

URLhttp://www・nmeweb.jp
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モノクロ幹カラー切換式カメラ 6穴電動レボルバ搭載
感度､解像度を大柵に向上したモノクロCCD。

そして､カラーに切換できる2WArの広い汎用性。
2～100倍の対物レンズを最大6種数搭戦。
ワンクリックで電動切換が可能。

ビゲーションシステムナ

探さずに鐙適な搬影ポイントへｸﾘｯｸで導く、
雨期的な観察アプリケーション。 デ

ル
登
場

ﾌーｰ

五|軍］2W邸
ｶﾗｰ画霊函F5面面更

ﾜﾝｸﾘブｸで

切換可能 しダイナミックセルカウン1、

輝度の変化で個体を分離する抽川方法。
癒着の激しい細胞でも分錐可能。

ｶﾀﾛグのご騎求やお問合せは－

株式会社キーエンス
本社･研究所〒533-8555ラ

スMEcT事業部画面0120-739-007ﾎー ﾑぺー ジからの資璃”はこちら
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アガロースゲルからの核酸抽出には…

Ih(3rmostf5bIb|3̂Aqbr5sce
ノし

本品はアガロースゲルからの核酸抽出に用いる酵素です。
加熱融解したゲルに酵素を加えるだけの操作で、そのままクローニングに使えます。

P-Agaraseはアガロースをneoagaro-oligosaccharidesに分解する酵素で、分解後は再び
ゲル化することはありません。

ｎ
噸
鵬

アガロース
ケルプロック

200mg

ワレ

本品
6units

DNA溶液完成

そのまま
クローニングヘ！

加熱しゲルを融解 65C,5～10min.

●簡便＆短時間な操作（最短10分間での反応が可能）特長
●至摘温度が50～65℃の為､スタンダードﾀｲブのアガロースにも使用可能

。●ゲル分解溶液をそのままクローニングや制限酵素反応などに使用可能

●大きなDNA断片もせん断の影響が少なく回収可能

酵素添加量｡コストの目安

200mgのアガロースゲルを完全分解するのに必要な酵素量(基本ブﾛﾄｺﾙ:6/il)(Buffer:TAEまたはTBE)

(300units包装の場合）

’
有人潜水調査船「しんかい6.500｣イラスト提供:cJAMSTIZC
本酵素は独立行政法人海洋研究開発機構､極限環境生物圏研究センターにおける研究により､有人潜水調査船｢しんかい6500｣を用いて深海から採取された耐熱性
微生物に由来しています｡詳しくは､シーエムシー出版『酵素開発･利用の簸新技術』第5章深海微生物からの有用酵素の探索p41-52(著者;秦田勇二､大田ゆかり、
日高祐子､能木裕一)をご参照下さい。

[製造元］ ［販売元］

株式会社ニツポンジーン〒930-0834 和光純薬工業株式会社本社〒540-8605
富山市問屋町一丁目8番7号 大阪市中央区道修町三丁目1番2号

支店〒103-0023Tel:076-451-6548
東京都中央区日本橋本町四丁目5番13号

Fax:076-451-6547
Tel:0120-052-099Fax:0120-052-806

E-mail:info@nippongene.com E-mail:labchem-tec@wako-chem.co.jp
URL:http://www・nippongene.comURL:http://www.wako-chem.co.jp

反応時間:10分間

Agarose

1.5%AgaroseS

2.0%Agarose5

3.0%Agarose21

酵素添加量
(1unit/jul)

I.Stfl

3.0ul

5,5u[

1回分のコスト

90円

180円

330円

反応時間：5分間

Agarose

1.0%AgaroseS

1.5%AgaroseS

2.0%Agaroses

1.5%AgaroseXP

酵素添加量
(lunit/M)

2.0瓜I

3.0M

5.0似I

3.0ul

1回分のコスト

120円

180円

300円

180円

CodeNo. 製品名容量希望納入価格

317-07123

311-07121
Thermostable/3-Agarase

30units 5,600円

300units l8,000円



腸内フローラ解析(T-RFLP法）受託サービス
テクノスルガ・ラボが実施するT-RFLP解析

(Nagashima法）の特徴

腸内フローラを解析し、腸内環境（便秘、下痢、
疾患など）や宿主の健康状態を、飲料や食品の飲

食前後と関連付けることで、飲料や食品の効果を
評価することが可能となりえます。

･科～属レベルでサンプル間の菌叢比較が可能。
･簡便で高感度。（プライマーと制限酵素条件の最適化済）

･培養不要。(DNAを対象）

･凍結で保存した糞便サンプルでも解析が可能。

…:…唾 ：f馳食生窪改善による鴎内フローラ蕊化

改曽対‘

改曽桧

谷題種毎唾維

詳細な菌種対応表をテクノスルガ･ラボWebで公開

http://www.tecsrg-lab.jp

採便キットの販売

腸内細菌叢(DNA)を「常温で1ヶ月以上」安定維

持したまま、保管ができるキットです。固形便

用と水様便・動物便用の2種類を用意しています。宮
１

０

I

微生物同定用DNAデーﾀベーｽ&系統解析ｼｽﾃﾑ 新版2010年8月現在

収録データ菌種数

アポロン鵬放線菌:約側，種｡"『,"，
カビ・酵母：約3,900種(18SrDNA.28SrDNA-01/D2.ITS領域）

系統解析ソフトウェア"アポロン"は、微生物同定専用に構築されたデータベース(独立行政法人国立遺
伝学研究所DDBJ研究センターとの共同開発)と組み合わせることにより、衛生管理などで必要とされる
迅速な菌種の推定に威力を発揮します。どなたでも簡単・迅速に解析可能なシステムです。

データベースとの照合は、オフラインで行うため、迅自動解析機能「Outgroupデータを自動選択」、「塩基
速に相同性検索・解析が可能です。また、テクノスル配列アライメント自動編集」を選択することにより、
ガ・ラボの報告諸形式と同様、AccessionNo.、相同専門の知識がない方でも、類縁菌種との簡易分子系統
率、バイオセーフティーレペルが表示されます。樹を作成可能です。

二曲i詞 ■I■ﾛ －1｡H制

蓋
遡

謹
当

郡ロソ婚20

両ロン吟“…T…早
…れ全舟笹”峰

？‐二一一一二二】●『～1句016角Mlg“QOMg-会tﾛ:

，－，●●ひ“l…Q6TCE10I“『（邸“011卯廊L8
阜ニニーg_ニー‐圭轍lllOiB車10”OT仏陀叩14”

h－DBI“IIB…■L錘1鮒4V（〃0009）

PM､全一一一PCO'零句･●･“AfCC14抑＄1《噸21川8）

▲__｡､＝D1u1”『047配If8GOT《邸”4'40》

P“．‐二一I筒AV鯨ｵ0411『（四$MDM）

he‐合．．‐三二仇it『●'虻_ニニーニ院914卵OT（四$“14）

抽一会一一一一二e川f－II●ｳﾙ00$創卯181（IP“Ⅷ）

’卿.g一二p-IEQOl8…qJC郡000T《ぬ伽D10）

P“ユーー‐‐‐胃BIm11”l肥処10･加『《ぬ8000”

■圭今--‐一三二“＝△＝”ilOID1《“$”8”）

PU－eDI露“1●”にl“『虻801T（心90“ｱ）

凸ニニー三一二一雲“11日･mG86T《“1M8M》

P痴一､…IOIIo-tlm配1口10㈹7《車加810）

・二・‐全一省一一号●I坤守●画｡I山1600『《脚0810》

P“_今言一言‐圭一q●MII上1F104$MW（“60“Ⅷ）

Pひ6－号:．ニーニf00－時…脚！T《脚1DIO》

P師一宇一旨一一号0叩”《'－016画81T《AVOO1IM》

“■南1の隼工里酸f位18唾の頓皐

溌 謡胃

＊OPC【

〔、11■）VB1“

”080．0

RrOU0.O

IO”0．0

加加0．0

2棚79．0

2W70．0

80808．0

89800．8

祁加9．0

10100．0

20140．0

抑700．0

2“10‘O

叩$80．0

油“0．0

2“80．0

2“＊0．0

抑“0．0

』 ｢ｦ冒蔵F雷ｦ諒雪ダﾙｰ…1画…I
置垂＝君司函Iα＃I

副

鰯Tl

､収録データは、すべてテクノスルガ･ラボ技術スタッフにより検鉦されたものです。"Unidentification…"や"×××sp."などの菌
種名が不明のデータは含んでいません。

･国隙塩基配列データペースに存在しない、－部の菌秘データはテクノスルガ・ラボで独自に解析されたものです。

〒424-0065静岡県静岡市清水区長崎330番地

Tel.054-349-6211Fax.054-349-6121

http://www･tecsrg-lab.jp/ 撫菩甥ｽﾙｶ.ﾗボ
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