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日本比較免疫学会第19回学術集会

(2007年度）

会期:2007年8月21日（火）～23日（木）

場所：浜松市舞阪文化センター（浜松㈲

学術集会会長：鈴木譲（東京大学）

学術集会日程表
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H調 プログラム内容

第1日目

21日）

第2日目

唖日）

第3日目

@3日）

12:”～

12:55～

9:”～

13”～

14卯～

へ
一

和
、

７
８
１
１

9:㈹～

受付

開会の辞、一般演題（11演題）

一般演題（4演題）

総会

古田賞受賞者表彰

古田賞受賞蒜静演

特別講演「ヒトゲノム解読の生物学・医学へのインパクト」清水信義（慶応大･医）

シンポジウム「ゲノムから見る比較鍍学」

『主要組織適合遺伝子複合体伽に)領域におけるニワトリを含む脊椎動物の間の比較ケノム解析』

椎名隆（東海大・医）他

『トラフグゲノムが魚類免疫研究にもたらしたもの』末武弘章東大･水実）

『メダカケノムと その発生学への応用例』武田洋幸東大 ･勤

『ホヤ大規模DNAマイクロアレイを用いたポストゲノム研究の展開

－生命科学の基礎研究から環境科学の応用研究へ-』安住薫（北大・薬）

『カイコケノムの特徴と生体防御』嶋田透（東大・農）他

『ショウジョウバエにおける病原体認識と洲窮翻鷺』倉田祥一朗（東北大・薬）

総合討論

記念写真撮影

懇親会

一般演題(10演題）

閉会の辞



参加者へのご案内

学術集会会場：浜松市舞阪文化センター〒431-0211浜松市西区舞阪町舞阪2701-1
Tel:053-592-0131Fax:053-592-8938

連絡先：〒431-0214静岡県浜松市西区舞阪町弁天島2971-4

東京大学大学院農学生命科学研究科附属水産実験所末武弘章

053-592-282l(TEL)、053-592-2822(F独幻、 asuetake@maH.ecc.u-toky(xacjr

受付：会場にて、8月21日（火）昼の12時00分より開始致しますb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

却願いますも

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：学術集会参加費

懇親会参加費

3,000円(会員,非会員)、2,000円(学生）

2,000円

発表要領：すべて口頭発表（講演時間15分、詩論5分）で実施いたしますoPC用液晶プロジ
ェクターにより投影して行います｡OHP,スライドは使用できません｡CDまたはUSB

メモリー対応のパソコンを用意しますが(PowerPoint2003/Win、2001/Mac),自分

のパソコンをj離しても構いません｡ファイルのコピー､動作の砺認は事前に行っ

てください。なお、WindowsVistaで作成したPowerPointファイルの動作は会場

に用意するパソコンでは砺認できていません。

昼食用のお弁当:会場近くにいくつかの食堂がありますが､規模が小さく込み合うと思います。

8月22日（水）は、昼食用の弁当を斡旋しますも当日の朝、9時から9時30

分までの間、会場内に「弁当受付」を設けますのでご利用下さい。

宿泊案内：ご予約の鞠淀はいたしておりません。弁天島駅前や浜松のホテルが便利ですので、

申し訳ございませんが、各自でご予約ください。

会場近辺の宿泊茄殻

・ホテル白砂亭053-592-0050

・浜名湖観光ホテル開春楼053-596-1111

・BentenKan（ベんてんかん)053-592-8000

浜松駅近辺の宿泊旅殻情報

httpV/hamamatsu-daisuki.net/search/index.jsp?PID=0301
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会場へのアクセス：最寄り駅、弁天島へはJR東海道で浜松からII分、割喬から21分ですも
電車は1時間に3本程度ですので、ご注意下さい。
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弁天島駅
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弁天島駅からは、駅前左側にある地下道で国道1号線を横断し、地下道出口前方
（東南方向＝浜松方向海側）の斜め右の道を500mほど進み、弁天橋を渡ってすぐ左の建物です。
自家用車でのご来場の場合、舞阪文化センターの馬蝉場（無料）が使えます。満員の場合は
海浜公園の駐車場（有料）をご利用下さい。
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日本比較免疫学会・役員名簿

（2007年度）

会長 吉田彪 スピリチュアルケア研究所

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
中村 弘明

山口恵一郎

東京歯科大学

濁協医科大学

抄録委員 飯島亮介 帝京大学

会計監査
友永進

和 合治久

昇陽学院

埼玉医科大学

ホームページ委員 広 瀬裕一 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@gmail.com

jadci2@agr.kyushu-u.ac.jp
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第19回学術集会プログラム

第1日目8月21日（火）

【一般演題】

SessionA魚類免疫関連因子

座長：吉浦康寿（養殖研）

A113:00～硬骨魚類メダカ近稼瞳におけるⅧCclassI侭或内PSMB8懲云子多型の解折
○三浦ふみ、塚本健太郎、野中勝棟京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻）

A213:20～硬骨魚メダカ属における冊にクラスI領域の種間変異

○メタラトネイツユバイ、野中勝（東京大学大学院・理学系研究科・生物科学専攻）

A313:40～ウナギ発生過程における胸腺関連遣ﾝ伝子の発現

○河辺元子、末武弘章、菊池潔、鈴木譲

（東京大学大学院・農学生命科学研究科・附属水産実験）

座長：筒井繁行（北里大）

A414:00～ギンブナ頭腎、体腎、牌臓のExpressedSequenceTag解析
○鮫島史朗、鵜木陽子、柚本智軌中尾実樹（九州大学大学院・農学研究淀）

A514:20～クローンギンブナ由来細胞株における冊肥クラスIによる抗原提示1幾構関連
遺伝子のクローニング

○'柚本智軌、’占部慎二、’鮫島史朗、2中西照幸、’中尾実樹

0九州大学大学院・農学研究院、2日本大学・生物資源科学部）

A614:40～コイの個体溌生における補体成分アイソタイプの発現解析
大蔵千恵'、柚本智軌'、近藤昌和2、○中尾実樹’

0九州大学大学院･農学研究院2水産大学校・生物生産学科ク

休憩15:00～15:20

座長：中尾実樹（九大）

A715:20～ランダムミユータジエネシスによるSTAT4欠損メダカの作製

○吉浦康寿'、谷口善仁2，乙竹充’

(養殖研究所・病害防除部、2京都大学大学院・医学研究科・放射線遺伝学分鋤

A81540～ギンブナPerforin遺伝子におけるアイソタイプの構造及び発現鱗&析
○小西麻理子'、荒木亨介2，瀧津文雄、乙竹充3，森友忠昭'、中西照幸’

（'日大・生物資源科学、2鹿児島大・水産、3水産総合研究センター養殖研究所）
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座長：柚本智軌（九大）

A916:00～トラフグIL-2の発現・機能解析

○三浦正晴'、末武弘章'、荒木亨介2、吉浦康寿3、菊池潔'、鈴木譲’

(1東京大学大学院・農学生命科学研究科・附属水産実験所、2鹿児島大学・水産学部，

3養殖研究所・病害防除部）

A1016:20～トラフグB7ファミリー分子の同定

○菅又龍一、末武弘章、菊池潔、鈴木譲

（東京大学大学院・農学生命科学研究科・附属水産実験卵

All16*40～ヤツメウナギIL-17

○筒井繁行、中村修、渡遜翼（1浬大学・水産学部）

第2日目8月22日（水）

【一般演題】

SessionBリンパ球・抗体

座長：古淫修一（広大）

Bl9:00~

B29:20～

トラフグの79a、CD79b遺伝子のクローニングと発現j葬析

○佐藤雅寿1．2，宮台俊明1.2

（'福井県大・海洋生物工学研究室、2福井県大臨海研究センター）

トラフグのB細胞はG型リゾチームを産生する

○宮台俊明1,2、高田綾1,2、中上元1,2

（'福井県大・海洋生物工学研究室、2福井県大臨海研究センター）

座長：宮台俊明（福井県立大）

B39:40～ ギンブナ⑩4に対するモノクローナル抗体の特性解明

○斎藤泰孝'、瀧濯文雄'、荒木亨介'、戸田秀明'、柚本智軌2、

末武弘章3、鈴木譲3，乙竹充4、森友忠昭'、中西照幸’

（'日大・生物資源、z九大・農学研弼暁、3東大・院農、4養殖研）

B410:00～パイエル板におけるフアブリキウス嚢非依存的な抗体の多ｲ羨性獲得

○鳥山悠子'、岡崎優利'、福島祐二1、堀内浩幸1,2、松田治男1,2、古浬修一1,2

（'広島大学大学院・生物圏科学研究科・免疫生物学研究室，2広島バイオメデ2広島バイオメディカル）

学会総会 10:20～11:00
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古田賞大賞受賞者講演樫長:吉田彪） 11:00～11:30

昼食 11:30～

特別講演(厘張:鈴木調13:00~14:O0

SL:『ヒトゲノム解読の生物学・医学へのインパクト」

清水信義（慶応大･医）

シンポジウム『ケノムから見る比較免疫学』睦長:鈴木譲）

S114:00～ 妾糸：．〃イーf体(MHC)領域におけるニワトリを含む
脊椎動物の間の比較ケノム解析

椎名隆、細道一善､北夕紀､渡辺舞、
河野あづみ､倉田里穂､柴原悠､佐藤和広、
金藤聡美、猪子英俊（東海大・医）

S214:30～トラフグゲノムが魚類免疫研究にもたらしたもの末武弘章(東大･水実）

S315:00～メダカゲノムとその発生学への応用例武田洋幸棟大･勤

休憩15:30～15:45

S415:45～ホヤ大規模DNAマイクロアレイを用いたポストゲノム研究の展開

一生命科学の基礎研究から環境科学の応用研究へ一安住薫（北大･鶏

S516.15～カイコゲノムの特徴と生体防御嶋田透､河岡慎平、孟艶、大門高明
船隈俊介、勝間進、伊藤克彦、

門野敬子、三田和英棟大・農）

S616:45～ショウジョウバエにおける病原体認識と排除機構倉田祥一朗棟北大・薬）

16:45～総合討論（17:00終了予定）

17:00～写真撮影

18:00～懇親会
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第3日目8月23日（木）

【一般演題】

SessionC無脊植動物の感染防御

座長：飯島亮介（帝京大）

CI9:00～プラナリアにおけるuv照射およ〔鴫I傷による抗菌物質の誘導

○木ﾎ撲智代1，大川真梨子1尾形梢1田部井彩1武藤由利絵1和合治久2

（'埼玉医科大学短期大学・臨床検査学科，2埼玉医科大学保健医療学部）

C29:20～モンシロチヨウ由来タンパク質ピエリシン-1の寄生蜂に対-する影響

○中口梓'、松本恭子1山本真史1岩淵喜久男2戸塚ゆ加里1桃寸隆1若林敬二，

（'国立がんセンター研究所・がん予防基礎研究プロジェクト，2東京農工大．応用昆虫）

C3940～発育阻害ペプチド(GBP)によるエノシトイドの崩壊

○松本恭子1、織田康則2，瓜生匡秀3，早川洋一2

0国立がんセンター研究所･がん予防基礎研究プロジェクト2佐賀大・応用昆虫，

3北大・プリオン病学）

座長：川畑俊一郎（九大）

C410:00～カイコガ幼虫の体液中に存冒在する低発剖生Cタイプレクチン

○高瀬比菜子，渡部綾子，佐藤令一

（東京農工大学大学院・生物システム応用科学府(BASE))

C510:20～オオクロヤブカArmigei汐ssubalbat妬のネズミマラリア〃asmodiumbe.噌力eズ

に対するメラニン化作用およびマラリア原虫の感染聯

○佐々木年則'、斎藤典子2、星野啓太'、伊浬晴彦'、浬遜京子'、小林睦生’

0国立感染症研究所昆虫医科学部、2国立感染症研究所電子顕微鏡室）

休憩10:40～10:50

座長：宍倉文夫（日大）

C610:50～マボヤ血リンパのフェノール酸化酵素PO活吻性を抑制する因子

○阿部健之1，大竹伸一1，石井照久2，津田知夫3

（'日本大学・医学部・生物，2秋田大学･教文・生物，3山口大学・医学研究科･器官解剖）

C7li:iO～…化症マボヤ血球の遺1云子発現鰯3祈

○安住薫1.2、宇佐美剛志1，1跡慎一3、鈴木聡3，横沢英良2

（l北大・創成・流動，2北大・院薬．生化学、3愛媛大．沿岸環境科学研究センター）

－9－



座長：佐々木年則（感染研）

C811:30～カブトガニ外皮タンパク質カラキシンは、創傷部位においてトランスグルタ

ミナーゼによって架橋され、網目状繍;維を形成する

○松田泰幸1，4柴琢己1，尾崎司'，陶山晴香'，有坂文雄2，藤義博'，川畑俊一郎’

0九大院・理・生物科学2東工大院・生命理工・生物プロセス）

C911:50～端抑甲殻類の血球

○近藤昌和'、友永進2、高橋幸則’

（'水産大学校・生物生産、2昇陽学院）

CIO12:10～イトマキヒトデ幼生の間充織田胞におけるApSRCRl分子の発現と機能解析

○古ｿII亮平、金子洋之

（慶応義塾大学・生物学教室）

閉会の辞：12：30
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A1

硬骨魚類メダカ近縁種におけるⅧCclassI領域内R伽遺伝子多型の解析

三浦ふみ、塚本健太郎、野中勝

東京大学大学院理学系研究科生物科学専攻

InterspecificpolymorphismofPSj"B8geneamongthemedakaspecies,genusOryzias.

FumiMiura,KentaroTsukamotoandMasaruNonaka
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【目的】

硬骨魚類ⅧCは複数の染色体上に分散している['〕

が､ⅧCclassI分子による抗原提示に直接関与する

遺伝子(脱4〃肌Z"野リノ4〃測PS,棚は密接に連鎖

し、ⅧCclassI領域を形成している[2]・メダカ

リノ”/as／ai〃“近交系（南日本集団由来:Hd-rR、

北日本集団由来:HNI)MHCclassI領域(約400kb)

の多型解析により、ⅧCclassI遺伝子(l/AA.〃ｲ）

と免疫プロテアソームサブユニット遺伝子

{PSMB8,PS〃ﾉﾙを含む亜領域(約lOOkb)に、他の脊

椎動物ⅧCからは知られていない、著しい塩基配列

の違いが存在することが明らかにされた[3]。また、

野生集団を用いた解析により、南北集団内で細〃

遺伝子の二型性(Hd-rR型:SVタイプ､HNI型:TYタイ

プ)が保たれていることが明らかにされ､二型性の起

源は南北日本集団分岐以前であることが示唆された。

本研究では、メダカの細”遺伝子の二型性がメ

ダカ近縁種でも保持されているかを調べ、細細遺

伝子の二型性の起源とその進化過程を探求する。

【材料と方法】

Labstock個体のメダカ近縁8種各1個体ずつ

(0.a"．y〃otus,0.luzonensis.β〃/""〃Uus,0.

ぬ"cena,‘〃"ssl,0.celebensis,0.mﾉ切りratus,

ﾉIを"”0“〃"ssaracinoru.〃、および、タイ中心部

PathumThani，ChaiNatの2地点で採取したタイメ

ダカβ〃〃"〃〃"s野生集団246個体について解

析を行った。PSi畑遺伝子のエクソン1，6上に設計

した縮退プライマーを用いて、ゲノムDNAを鋳型に

PCRを行い、遺伝子配列を決定した。また、RT-PCR、

3'RACEにより、発現の確認およびPSMB8mature

peptideの全長をコードする塩基配列を決定した。

【結果】

Labstock個体のセレベスメダカ0.celebensis

からはHd-rR型とHNI型の両型､他7種からはHd-rR

型のみが検出された。タイメダカ野生集団からは、

Hd-rR型と新規なSAタイプが検出され、HNI型は検

出されなかった。集団内の遺伝子頻度は、Hd-rR型

が0.73、SAタイプが0.27だった。SAタイプのコー

ド領域は、アミノ酸配列でHd-rR型と97.IXの

identityを示したが、イントロンには相同性が見ら

れなかった。

【結論】

メダカ近縁種のPS畑遺伝子は、メダカで明らか

になっているHd-rR型､HNI型の二型に大別された。

タイメダカは、HNI型を欠き、Hd-rR型とそのサブタ

イプと考えられるSAタイプを保持していることが

示された。以上より、メダカ属内でPS畑遺伝子の

二型性が保持されており、二型性の起源はメダカ属

内の種分化に先行すること、Hd-rR型が主要タイプ

であることが示唆された。

【参考文献】

1.KurodaN.etal.(2000)Immunogenetics,51:117-128

2.MatsuoM.et・Al(2002)Immunogenetics,53:930-940

3.TsukamotoK・etal.(2005)Immunogenetics,57:420-431
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MehtaRatneshBhai,MasaruNonaka
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OBJECTIVE:

TheMHC(MajorHistocompatabilityComplex)isknownfor

itsroleinadaptiveimmunity.TheMHCregioncanbedivided

intothi℃esubregions,i､e.classI,classIIandclassIIÎ ¥̂

containingthegeneswhichplayanimportantroleinthe

biologyoftheimmunesystem.NotonlytheMHCgene

organization(size,complexityandgeneorder)differsmarkedly

amongdifferentspecieŝ ¥̂butalsoMHCclassIandclassII

lociarepolymorphicwithinthespecies.Withtheexceptionof

teleost,allthejawedvertebrateshaveatighUylinkedMHC

classIandclassIIloci'̂lThecompletenucleotidesequences

oftheMHCclassIregionofOn厘jasわゆ“【4.*̂hasbeen

analyzed,revealingthetightlinkageamongtheMHCclassla

genesandthegenedirectlyinvolvedintheclassIantigen

presentation.ToelucidateevolutionoftheMHCclassIregion

withthegenusOり迄ias,wesequencedtheMHCclassIregion

ofOり暦iasluzonens応．

MATERIALANDMETHODS:

TheOり¥̂iasﾉuzone砺応bacterialartificialchromosome(BAC)

libraryconstructedatDr.AsaoFujiyama,slaboratory(RIKEN)

havinganaverageinsertsizeof135Kband5Xgenome

coveragewasused・PCRbasedscreeningapproachwasusedto

identifytheBACclonescontainingdieMHCclassIi℃gion.

Oncethecloneswereidentified,theywerepartiallydigested

usingSau3AIandsubclonedinpGEM3Zf(+).About2200

readswei℃collectedforeachcloneandsequenceswere

assembledusingPhi℃d/Phrap/Consed，Gapswerefilledusing

pnmerwalking.

RESULT:

AflerthePCRscreening,OﾉﾂziasﾉuzonensisBACclone20F66

wasconsidei℃dtobeasuitablecandidateasitcoverstheregion

fromUAAtoTAPBP(exon3)whencomparedto0り迄”

ﾉatipes.ThesizeofUiisBACcloneisabout139Kb.Itwas

foundtocontaintheUAAgene,thepseudoUAAgene,the

pseudoUBAgeneandtheTAPBPgene.AnotherBACclone

15F52overlappingtheUAAsideofthe20F66wasalso

sequencedandassembled.ThisBACclonewascoveringdie

remainingclassIantigenpresentinggenei.e,ABCB3(exon2),

PSMB9,PSMB9-like,PSMBIOandPSMB8.Becausedie

regionwiUiinandaroundtheUAAgenesisverysimilar.

assemblyofthisregionwasquitedifficult.

CONCLUSION:

OりfziasluzonensisMHCclassIsubregioncontains3copiesof

completeUAAgenewhereasO.laiipeshasonlyasinglecopy.

TheUBAgenedoesnotseemstobeexpressing,sincedieexon

3showsframeshiftalsocytoplasmicregioncouldnotbe

located.NopseudoPSMB8isprcsent.Alsothelengthofintron

2ofUAAgenewasquitevariable・ComparisonofdieMHC

classIregionbetweenQわゆesandO.ﾉ"zo"e応歯showedtiiat

thebasicgeneorganizationofthisregionishighlyconserved

betweenthetwospecies,howevertheregionin-betweendie

PSMB8andTAPBPgene,showsthesequencediversity.

BIBLIOGRAPHY:

1.Klein(1986)Wiley,NewYork.

2.Kulskiet・al.(2002)ImmunologicalRev190:95-122.

3.Stetet.al.(2003)CritRevImmunol23:441.

4.Matsuoet.al.(2002)Immunogenedcs53:930-9405.

5.Tsukamotoet.al.(2005)Immunogenetics57:420-431,2005
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A3 ウナギ発生過程における胸腺関連遺伝子の発現

河辺元子、末武弘章、菊池潔、鈴木譲

東京大学大学院農学生命科学研究科附属水産実験所

Expi℃ssionofimmune-relatedgenesduringearlydevelopmentinJapaneseeel(Arte"伽卿⑥"た〃）

MotokoKawabe,HiroakiSuetake,KiyoshiKikuchi,YuzuruSuzuki

FisheriesLaboratory,GraduateSchoolofAgriculturalandLifeSciences,

TheUniversityofTokyo

【目的】

ウナギは溝化後、半年近くのプレレプトセ

ファルス、レプトセファルスといった仔魚期

を経て、シラスウナギヘと形態的に大きく変

態し、成魚へ成長する。血球は受精後約7日

のプレレプトセファルス期には出現するが、

レプトセファルス期においても胸腺のみがよ

く発達している!)。

この胸腺機能の指標として、噛乳類では

Ragや陸k遺伝子が有効である。Rag遺伝子
は、T細胞レセプターや抗体の遺伝子再編成

時にリンパ球前駆細胞で発現している。一方、

陸k遺伝子は胸腺分化の早期に胸腺細胞に特

異的に発現する遺伝子であり、T細胞の分化

において重要である。

本研究では、ウナギのリンパ球や免疫系の

発生過程を明らかにするために、ウナギのリ

ンパ球と胸腺の分化・発達に関わる遺伝子を

同定するとともに、発生初期における発現パ

ターンを調べた。

【材料と方法】

まず、トラフグ、ゼブラフィッシュのc

DNA配列をもとに魚種間で相同性の高い塩

基配列部分を選択し、縮重プライマーを作製

した｡ウナギ成魚の腎臓からRNAを抽出し、

cDNAクローニングを行った。さらに得られ

たcDNA配列をもとに特異的プライマーを作

製し、ウナギの仔魚プレレプトセファルスに

－13－

おけるLck遺伝子の発現を定量PCRを用い

て調べた。

【結果】

今回、得られたcDNA配列から予測される

アミノ酸配列を他の動物種のRag-1と陸kの

配列とそれぞれ比較したところ、高い相同性

を示した。陸k遺伝子は受精後3日目の仔魚

から発現し始めることが明らかになった。

【結論】

ウナギ腎臓において、Rag-1遺伝子および
陸k遺伝子の塩基配列情報を得た。L心k遺伝

子が発生初期に発現し始めること、またレプ

トセファルス期において胸腺がよく発達して

いることから、ウナギの仔魚期ではT細胞や

胸腺が免疫系において重要な役割をもつこと

が示唆された。

【参考文献】

1)SuzukiYandOtakeT(2000)Skinlectin

andthelymphoidtissuesinthe

leptochephaluslarvaeoftheJapaneseeel

A"g""血沈叩onica.FisheriesSci,66:636-643



ギンブナ頭腎、体腎、牌臓のExpressedSequenceTagA4

鮫島史朗、鵜木陽子、柚本智軌、中尾実樹

九州大学大学院農学研究院

解析

Expressedsequencetaganalysisofkidneyandspleenfromginbunacruciancarp,

Carassiusα"”“$血"gsdoぴii

ShiroSameshima,YokoKato-Unoki,TomonoriSomamoto,MikiNakao

DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity

【目的】

ギンブナは自然界で雌性発生を行うことから、幾

つかのクローン系統を容易に樹立することができ、

穫得免疫応答における細胞性免疫の解析に非常に有

用である。しかし、ゼブラフィッシュなどに比べ、

ギンブナには遺伝子配列の情報が少ないという欠点

がある。そこで、その欠点を補うために本研究では

ギンブナの遺伝子配列の情報の充実を図ることを目

的としてEST解析を行った。

【方法】

ギンブナ8尾（魚体重約20g)に、Crucian

hematopoieticnecrosisvirus(1尾あたりに4×10*

TCIDso)を腹腔内注射し、1日後及び4日後の4尾

ずつから頭腎、体腎、及び牌臓を摘出し、mRNAを

精製した。このmRNAより、ZAP-Expressベクター

を用いて一方向性のcDNAライブラリ(3.5×10*

CPU)を構築し、プラスミド変換後、ランダムに選

択した約1300クローンについて5'側から塩基配列

を決定した。これらをNCBIのBLASTXで相同性検

索にかけ、遺伝子を推定した。また、いくつかの免

疫関連遺伝子については、RACE-PCR法により全長

配列を決定し、分子系統解析を行った。

【結果】

解読した1285クローンより､656のシングルトン、

203のコンテイグが得られた。この内、相同性を示

す遺伝子をKEGGOrthologySystemにより機能分類

した結果、CellularProcesses(20%)、Genetic

InformationProcessing(20%)、Metabolism(16%)、

CellularProcessesandSignaling(8.5%)、Environmental

InformationProcessing(5%)､HumanDiseases(0.3%)、

Unclassified(29%)の機能カテゴリーに分類された。

また、推定免疫関連遺伝子は112クローン見つかっ

た。抗原提示関連遺伝子ではMHCclassI,MHC

classⅡ、補体関連遺伝子ではfactorB/C2-A2､C3-H1、

C6、C9、その他にもCD48、CD11-1、CD63、CD80、

Iy6などが見つかった。この中には、魚類ではギン

ブナで初めて見つかった遺伝子も含まれている。

【結論】

これまでの解析により、112クローンの推定免疫

関連遺伝子を得ることができた。今後はさらに多く

のクローンの解析を行い、その際にはサブトラクシ

ョン法等による免疫関連遺伝子の濃縮も試みたい。
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A5

クローンギンブナ由来細胞株におけるMHCクラスIによる抗原提示機構関

連遺伝子のクローニング

柚本智軌'、占部慎二'、鮫島史朗'、中西照幸2、中尾実樹’

(*九州大学大学院農学研究院、2日本大学生物資源科学部）

cDNAcloningofMHCclassIandMHC-relatedgenesinacelllinefromclonalginbunacruciancarp

TomonoriSomamoto',ShinjiUrabe',ShiroSameshima',TeruyukiNakanishP,MikiNakao'.

'GraduateSchoolofBioresourceandBioenvironmentalSciences,KyushuUniversity,

D̂epartmentofVeterinarymedicine,NihonUniversity

【目的】我々 は、硬骨魚類におけるMHCclassI拘

束性の細胞障害T細胞の存在を明らかにするため、

クローンギンブナ及びそれら由来の細胞株を用いて

ウイルス感染細胞に対する細胞障害活性の測定系を

確立した[1、2】･ウイルス抗原で感作したギンブナのリ

ンパ球は、同系魚由来のウイルス感染細胞株を認識

するがアロの感染細胞株は認識できないことから、

魚類においてもMHCclassI拘束性の細胞障害T細

胞の存在が示唆されている【']。しかしながら、各系

統のギンブナのMHCclassI遺伝子の解析は殆ど行

われていないため、ギンブナリンパ球の抗原認識に

MHCclassI分子が関与しているという証拠はない。

そこで、本研究では、標的細胞株として有用なギン

ブナ鰭由来細胞株からMHCclassIによる抗原提示

機構に関与する分子のcDNAクローニングを試みた。

【方法】魚類で既知のMHCclassI,B2m,Ubiquitin,

Proteasome,Tapasin,Stat,LMPのアミノ酸配列をも

とに縮重プライマーを設計した。また、諏訪湖産ギ

ンブナ(S3n系統）由来のESTクローンで得られた

MHCclassIの配列をもとに特異プライマーを作製

した。S3n系統ギンブナ由来鰭細胞株(CFS)から

totalRNAを抽出し、1ststrandcDNAを合成した。得

られたcDNAをテンプレートとし、RACE法により

MHCclassI等のcDNAを増幅した。増幅産物をサ

ブクローニングし、塩基配列を決定した。また、S3n

系統ギンブナの各臓器（脳、鯉、腸、胸腺、心臓、

筋肉、牌臓、肝臓、頭腎、体腎、卵巣、末梢血白血

球）及びCFS細胞からRNAを抽出し、逆転写反応

後､RT-PCRにてMHC等のRNA発現解析を行った。

【結果】コイ科のMHCclassI-UFA,-ZE,-ZAと高い

相同性を持つ3種類のギンブナMHCclassI

(cαα脚-UFA-S3n,cαα〃-ZE-S3n,caaⅣ-ZA-S3n)の塩

基配列を明らかにした。これら3種のMHCclassI

mRNAは、CFS細胞及びほぼすべての臓器で発現し

ていたが、卵巣において、cαα画-ZE-S3nは他の臓器

と比較し強く発現している一方で、cαα"-ZA-S3nは

発現していなかった。また、ギンブナのβ2m、

Ubiquitin,Proteasome,Tapasin,Stat,LMPの塩基配列

を決定した。CFS細胞からMHCclassIによる抗原

提示関連遺伝子がクローニングされたことから、

CFS細胞はMHCclassIによる抗原提示機構を備

えていることが示唆された。

【参考文献】

1．Somamotoetaﾉ.,(2002)Virology,297:120-7.

2.Somamotoetαﾉ.,(2006)Virology,348:370-7.
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A6コイの個体発生における補体成分アイソタイプの発現解析

大蔵千恵'、柚本智軌'，近藤昌和2，中尾実樹’

'九州大学大学院農学研究院，2水産大学校生物生産学科

Expressionanalysisofcomplementcomponentisotypesduringearlydevelopmentofthecommoncarp.

ChieOkura',TomonoriSomamoto',MasakazuKondo*,MikiNakao'

'DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity,*DepartmentofAppliedAquabiology,National
FisheriesUniversity

【目的】

硬骨魚類の補体系は､ﾛ甫乳類に匹敵する数の成

分から構成され､その多くの遺伝子が多重化してい

るという特徴を持つが､補体成分多重化の魚類にと

っての生物学的な意義は不明である｡そこで本研究

では､各補体成分についてアイソタイプ間の機能的

差異を遺伝子発現の面から解明するために､コイを

実験魚として用い､個体発生における補体成分アイ

ソタイプの発現をリアルタイムPCRで解析した。

【材料と方法】

受精0～70時間後(hpf)および4～49日後(dpf)

のコイ受精卵､雁､仔魚および稚魚からISOGENを

用いてtotalRNAを抽出し､1ststrandcDNAを合成

した｡得られたcDNAをテンプレートとして各アイソタ

イプの発現をリアルタイムPCRで定量し､個体発生に

おける発現変動を比較･検討した｡なお､各遺伝子の

発現量は40SリボゾームSllサブユニットの発現量を

基に標準化し､同一のテンプレートで作成した検量

線を用いて相対定量した。

【結果】

(1)Clr/s:Clr/s-Bの発現はClr/s-Aよりも早く66

hpfから認められたが､Clr/s-Aの発現は6dpfから

急上昇し､7dpf以降はClr/s-Bの発現量を上回っ

た。(2)B因子/C2:B/C2-A1,-A3,-Bの有意な発

現が42hpfから始まったのに対し､B/C2-A2の発現

開始は70hpf頃であった｡また､6dpfからB/C2-A3

発現量の増加が際立った。(3)C3:C3-H2はOhpf

から発現しており、以後、26hpfから発現し始めた

C3-H1とともに増減を繰り返した｡50hpfからC3-Q1、

5dpfからC3-Sの発現が増加し始め､42dpf以降は

C3-Q1の発現量がC3アイソタイプの中で最大となっ

た。(4)C4:C4-2の発現が42hpfから増加し始め

たのに対し､C4-1の発現は5dpfから始まり､その後

急上昇して7dpf以降はC4-2の発現量を上回った。

(5)C5:C5-1の発現は42hpfから認められたのに対

し､C5-2は5dpfから発現し始め､その後急上昇して

7dpf以降はC5－1の発現量を超えた。(6)1因子:0

hpfで既にIf-A,If-Bともに有意な発現レベルを示し

たが､42hpf以降はIfBの高い発現が維持される一

方､IfAレベルは低下した。(7)42hpfからC6-C9

全成分の発現が増加し始め､70hpf以降は特にC6

の増加が目立った。

なお､解析した成分の多くについて､約54hpf(ふ

化までおよそ半日程度の時点)で発現レベルが一旦

低下する現象が認められた。

【結論】

多くの補体成分について､アイソタイプ間で個体

発生における発現時期および発現量が異なった｡ま

た､C3-H2,If-A,If-Bなどのアイソタイプは0～18hpf

という非常に早い発生段階から高発現しており､感染

防御以外の生理的役割(形態形成など)を担ってい

る可能性が示唆された。今後、insitu

hybridizationなどを利用して発現部位を決定し、

初期発生における補体成分の機能を解明したい。
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A7ランダムミュータジェネシスによるSTAT4欠損メダカの作製

吉浦康寿'、谷口善仁2，乙竹充’

'養殖研究所・病害防除部、2京都大学大学院医学研究科・放射線遺伝学分野

Generationofmedaka(Oり…伽吻鋤STAT4geneknockoutbyt2噂et-selectedmutagenesis.

YasutoshiYoshiura',YoshihhoTaniguchP,MitsumOtotake'

'AquaticAnimalHealthDivision,NationalResearchInstituteofAquacultui℃

D̂epartmentofRadiationGenetics,KyotoUniversity

【目的】

魚類は噛乳類と相同な免疫機構を持つ脊椎動

物であり、免疫系を制御する生体分子も、哨乳

類と同様な機能および役割を果たしていると考

えられる。哨乳類では、インターロイキン-12

(IL-12)のシグナル伝達経路においてSignal

TransducersandActivatorsofTranscription4

(STAM)は中心的な役割を果たし、STAT4欠損マ

ウスではIL-12の作用によるl型ヘルパーTリ

ンパ球(Thl細胞）への分化誘導が阻害される。

Thl細胞は主としてインターフェロン-_(IFN-

_）を産生し、マクロファージの活性化を介し

て細胞内寄生病原体を排除する。そこで本研究

では、演者らが発見した魚類におけるIL-12が、

噛乳類と同様な作用機序を有し、相同な機能を

有するか否かを明らかにするため、ランダムミ

ュータジェネシスによりSTAR欠損メダカを作

製することを目的とした。

【材料と方法】

哨乳類では、遺伝子の機能解析法として、ES

細胞株を用いたジーンターゲティング法による遺

伝子欠損が確立されている。一方、魚類ではES

細胞株が樹立されておらず、ジーンターゲティン

グ法は今のところ不可能である。しかし魚類では

多産であるという哨乳類にはない形質を有するた

め、逆遺伝学的アプローチによる大規模ミュータ

ジェネシスが機能解析法として有効である。近年

メダカとゼブラフイシュでは、遺伝子欠損のスク

リーニングが可能な変異体ライブラリーが作製さ

れている［']。そこで、この変異体メダカライブ

ラリー(Fl雄6000尾）について、STAI斗遺伝子

のゲノムDNAを解析した。

【結果】

STAT4遺伝子のDNA解析の結果、l個体にス

プライス変異(mRNA成熟が異常になる変異）

を、8個体にミスセンス変異（他のアミノ酸をコ

ードするようになる変異）を見つけることができ

た。機能欠損が期待されるスプライス変異につい

ては、凍結保存されていたこの個体の精子を通常

卵と人工授精し、変異をヘテロに持つ個体を作製

した。さらに、ヘテロ個体同士を交配し、変異を

ホモに持つ個体を作製し、現在飼育中である。

【結論】

メダカ変異体ライブラリーをスクリーニングし

た結果、STAT4遺伝子の機能欠損が期待される

スプライス変異個体を見つけることができた。今

後は、このスプライス変異をホモに持つ個体を用

いて、皿-12のシグナル伝達経路により誘導され

るIFN-_の遺伝子発現に及ぼす影響を解析する。

【参考文献】

1.TaniguchiYetal.(2006)GenomeBiol,7(12):R116
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A8

ギンブナPerforin遺伝子におけるアイソタイプの構造及び発現解析

小西麻理子1、荒木亨介2，瀧深文雄、乙竹充3、森友忠昭l、中西照幸l

'日本大学生物資源科学部、2鹿児島大学水産学部、3水産総合研究センター養殖研究所

MolecularcharacterizationandexpressionanalysisofPerforinfromginbunacruciancarp,

Carassiusα"、“$伽"邸”城『

MarikoKonishi',KyosukeAraki*,FumioTakizawa',MitsumOtotakêTadaakiMoritomo',7bruyukiNakanisi'

'DepartmentofVeterinaryMedicine,CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversitŷDepartmentofFisheries,

KagoshimaUniversity,̂NationalResearchInstituteofAquaculture,FisheriesResearchAgency

【目的】

Perfomは細胞障害性T細胞による細胞傷害活

性におけるエフェクター分子として重要である。

本研究では、魚類の細胞性免疫機構解明のため、

細胞性免疫機能検査法が確立しているクローン

ギンブナよりPerfo耐、遺伝子を単離し、未感作個

体の各組織における発現解析を行うとともに、

アロ抗原感作後の白血球および鱗移植部位にお

ける発現動態について解析した。

【材料と方法】

諏訪湖産ギンブナ3倍体クローンギンブナ

(S3N)を用いて、既に単離されている魚類の

Perfomの塩基配列を基にプライマーを設計し、

部分配列を得た後、RACE法によりcDNAの全

長を決定した。また、RT-PCR法により、各臓器

別に後述する3つのPerforin遺伝子のアイソタイ

プ毎に発現解析を行なった。アロ抗原感作につ

いては、異系統クローン間で鱗移植(S3N→OBI)

を行った後鱗移植部位におけるperfom遺伝子の

発現動態について解析するとともに、鱗移植に

より感作した個体(OBI)の腎臓白血球をさらに異

系統のクローン(S3N)に由来する株化細胞(CFS)と

共培養を行った後発現解析を行った。

【結果】

ギンブナのPerfomには3つのアイソタイプ

(Pfn-1、Pfh-2及びPfh-3)が存在することが明らか

となった。系統樹解析より、Pfil-lはヒラメの

Perfom、Pfti-3は哨乳類のそれに近いことが示さ

れた。未刺激組織における発現解析の結果、Pfil-

lは末梢血、Pfh-2は脳、牌臓及び鯉、Pfh-3は体

腎において発現が認められた。また、アロ抗原

刺激後の鱗移植部位及び白血球におけるperfonn

遺伝子の発現動態の解析の結果、同系統内にお

ける鱗移植に比べ、異系統クローンの鱗を移植

した個体の鱗移植部位では、Pfil-lのみ強い発現

が見られた。一方、invitroにおいてアロ抗原刺

激を行った腎臓白血球では、培養に伴いPfh-1及

びPfh-2の発現が抑制される傾向が認められた。

【結論】

ギンブナのPerfonn遺伝子は各アイソタイプ間

で発現組織が異なるとともに、アロ抗原刺激後

の発現様式もお互いに異なることがわかった。

これらのことから、ギンブナのPerfom遺伝子は

各アイソタイプ間において発現調節機構に違い

があると考えられる。
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A9 トラフグIL-2の発現・機能解析

三浦正晴1，末武弘章1，荒木亨介2，吉浦康寿3，菊池潔1，鈴木譲1

'東京大学大学院農学生命科学研究科附属水産実験所，2鹿児島大学水産学部，

3養殖研究所・病害防除部

Expi℃ssionandfunctionalanalysesofinterleukin-2infugu,施伽騨池bripes.

MasahamMiura',HiroakiSuetake*,KyosukeAraki",YasutoshiYoshiurâ,KiyoshiKikuchi',YuzuruSuzuki'

'Fisherieslaboratory,GraduateSchoolofAgriculturalandLifeScience,TheUniversityofTokyo,

*FacultyofFisheries,KagoshimaUniversity,

ÂquaticAnimalHealthDivision,NationalResearchInstituteofAquaculture

【目的】

魚類ではサイトカインの特性や機能についての詳

細な解析が進んでいない。本研究では、魚類におけ

るサイトカインの機能解明の一助として、免疫細胞

の増殖・活性化に関わる主要なサイトカインである

interleukin(IL)-2に関して、末梢血白血球(PBL)を

用いて免疫応答パターンを解析するとともに、組換

え'し2がPBLに与える効果を調べた。

【材料と方法】

体重1kg前後のトラフグより採血し、パーコール

密度勾配遠心法によってPBLを分離した。まず、

トラフグIL-2遺伝子の免疫応答時における発現パ

ターンを明らかにするため、伽W"℃でPHA刺激し

たPBLにおけるIL-2遺伝子の発現量をReal-Time-

PCRで調べた。次に、IL-2合成制御機構を明らか

にするため、噛乳類において’し2遺伝子の転写を

誘導するカルシニューリンを阻害するシクロスポリ

ンA(CsA)の存在下でPBLを3時間培養し、’し2遺

伝子の発現量を上記と同様にして調べた｡また､IL-2

の機能を明らかにするため、昆虫細胞を用いて作製

した組換えトラフグIL-2(rⅡ〆2)がPBLの増殖に

及ぼす影響をBrdU試験によって調べた。

【結果】

PBLにおける'し2遺伝子の発現量はPHA刺激後

3時間でピークに達し、12時間後では検出限界以下

となった｡このことは､魚類でも哨乳類と同様にIL-2

はPBLで産生されて、極めて急性な応答をするこ

とを示した｡CsAを用いた合成阻害実験の結果､CsA

濃度依存的にPBLにおけるIL-2遺伝子の発現量が

低下したことから、魚類においてもIL-2はカルシ

ニューリンを介した系により転写レベルで制御され

ていることが示唆された。さらに、BrdU試験の結

果、『Ⅱ戸2は濃度依存的にPBLの増殖を促すことか

ら，トラフグ'し2はPBLの増殖を促すこと示され

た。このことから、’し2はPBLから産生され、自

身の増殖を促していることが示唆された。

【結輪】

魚類のIL-2は構造的には噛乳類などのIL-2と極

めて相同性が低いものの､免疫刺激に対しての応答、

合成機構およびその機能はよく保存されていること

が示された。このことは、IL-2が免疫系の制御因子

として進化の初期の段階から重要な存在であること

を示している。

－19－



A10 トラフグB7ファミリー分子の同定

菅又龍一、末武弘章、菊池潔、鈴木譲

東京大学大学院農学生命科学研究科附属水産実験所

MoleculesoftheB7familyinfugu.茄伽解rubripes.

RyuichiSugamata,HiroakiSuetake,KiyoshiKikuchi,YuzuruSuzuki

FisheriesLaboratory,GraduateSchoolofAgriculturalandLifeSciences,TheUniversityofTokyo

【目的】

哨乳類において、抗原提示細胞の膜上に発現する

共刺激分子B7ファミリーは、抗原提示に伴いT細

胞に対して共刺激を与えることで、その活性化を制

御する重要な分子群である1．一方、魚類では抗原

提示細胞は､未だ同定されていない。そこで我々は、

魚類の獲得免疫系の活性化に関わる抗原提示細胞お

よびその活性化機構を明らかにするために、トラフ

グにおけるB7ファミリーの発現解析と機能解析を

目指した。

【材料と方法】

トラフグゲノムデータベースから得られた哨乳類

のB7分子に相同なDNA配列をもとに、トラフグ

を材料としたRACE法によるcDNAクローニング

を行った。同定したトラフグのB7ホモログ(B7-H)

群の遺伝子について、様々な組織においてRI送配R

法による発現解析を行った。次に、これらB7-H分

子それぞれに対する抗血清を作製し、トラフグ末梢

血白血球(PBL)から単離した単球リッチな細胞集

団に、LPS刺激を与えた際の、細胞表面における

B7-Hの発現をフローサイトメトリーにより解析し

た。さらに、昆虫細胞を用いて各B7-HとヒトIgGl

のFc領域との融合組換え体(B7-H-Fc)を作製し、

PHA刺激したPBL由来のT細胞リッチ細胞集団と

の結合性を、フローサイトメトリーを通して解析し

た。

【結果】

トラフグB7-Hをコードする3種類のcDNA，

B7-H1/DC，B7-H3、B7-H4をそれぞれ単離した。

シンテニー解析や分子系統樹による解析からも、こ

れらと哨乳類遺伝子とのオーソログ関係が支持され

た。B7-H群の遺伝子の発現は、頭腎、体腎、牌臓

などのリンパ組織のほかに、皮膚や鋸などの粘膜組

織で認められ、B7-H分子群が魚類においても免疫

系に関わる分子である可能性が示された。各B7-H

分子に対する抗血清を用いたフローサイトメトリー

による解析から、PBL由来の単球におけるB7-H分

子の発現は、LPS刺激により誘導されることが明ら

かになった。さらに組換え体B7-H-Fcタンパク質

の、T細胞リッチ細胞集団への結合は、PHAで刺

激した時においてのみ認められ、B7-Hに対する受

容体が、PHA刺激により細胞表面に誘導されるこ

とが示唆された。

【結論】

以上、本研究において魚類で初めてトラフグにおけ

る3種類のB7-H分子の存在を明らかにし、この分

子が単球-T細胞間の相互作用に関わることを示す

ことができた。

【参考文献】

1.GreenwaldRJ,FreemanGJ,SharpeAH(2005)Annu

RevImmunol,23:515-48
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A11 ヤツメウナギIL-17

筒井繁行，中村修，渡逼翼

北里大学水産学部

LampreyIL-17

ShigeyukiTsutsui,OsamuNakamura,TasukuWatanabe

SchoolofFisheriesScience,KitasatoUniversity

【目的】

最も原始的な脊椎動物である円口類は獲得免疫系

を欠くとされており、免疫系の進化や生体防御因子

の起源を考える上で、極めて興味深い対象である。

それゆえ、近年、円口類の全身免疫系に関する知見

が急速に増えているが、病原生物の侵入に対する最

初の防衛ラインである、体表での防御機構に関する

研究はほとんどない。

水という環境は微生物の生存や伝播に適している

にもかかわらず、魚類や円口類の皮膚はケラチンに

乏しく、脆弱である。そのため彼らは、哨乳類の消

化管や肺と同様に、皮膚を粘液で覆うことで、微生

物の侵入に備えている。我々は、粘膜免疫系の起源

についての知見を得るため、感染時に円口類ヤツメ

ウナギLα"ipe"α/叩onicaの皮膚において発現量が増

加する遺伝子について、サブトラクション法を用い

た網羅的解析を進めている。その過程で、前炎症性

サイトカインであるヤツメウナギIL-17遺伝子の同

定に成功したので、その性状について報告する。

【材料と方法】

ヤツメウナギより皮膚細胞を単離した後、二群に

分け、LPS存在下および非存在下でそれぞれ6時間

培養した。RNAを抽出した後、サブトラクション法

を用いて､LPS刺激によって発現量が増加したRNA

由来のcDNAテンプレートを作製し、約100クロー

ンのプラスミドについて塩基配列を解析した。

BLAST解析により他種のIL-17との類似性が示され

た配列を基にプライマーを作製し、RACE法を用い

てヤツメウナギIL-17の全塩基配列を決定した。

サザンブロットを行いヤツメウナギIL-17遺伝子

のコピー数を解析するとともに、RT-PCRによる発

現組織解析を行った。また、j〃s""ハイブリダイゼ

ーシヨン法を用いて、皮膚でのIL-17産生細胞を調

べた。加えて、LPS刺激による皮膚でのIL-17遺伝

子の発現変動を、リアルタイムPCRにより解析した。

【結果】

ヤツメウナギIL-17cDNAは1143bpから成り、173

残基のタンパク質をコードしていた。この演鐸アミ

ノ酸配列は、魚類および哨乳類のIL-17と18-29%の

同一性を示した。系統樹を作製したところ、ヤツメ

ウナギIL-17は6種のIL-17サブファミリーのうち、

特にIL-17Dに分類されることが示唆された。

サザンブロットにより、本遺伝子がシングルコピ

ーであることが示された。この遺伝子は恒常的に腎

臓、鯉、腸および皮膚で発現しており、皮膚におい

ては、基底膜上皮細胞での産生が認められた。リア

ルタイムPCRを行ったところ､LPSによって本遺伝

子の発現量が増加する傾向が認められた。

【結論】

ヤツメウナギ皮膚細胞より、円口類では3例目と

なるサイトカイン、IL-17遺伝子の単離に成功した。

本研究の成果は、最も原始的な脊椎動物である円口

類の体表にも､IL-17を含むサイトカインネットワー

クが存在していることを示唆している。
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Bl トラフグCD79a，CD79b遺伝子のクローニングと発現解析

佐藤雅寿1,2、宮台俊明1,2

'福井県大・海洋生物工学研究室、2福井県大臨海研究センター

cDNAcloningandexpressionofCD79aandCD79bgenesoffugu,Takifugurubｸゆ“

MasatoshiSato*-2,ToshiakiMiyadaP-2

'LaboratoryofMarineBiotechnology,FukuiPrefecturalUniversity,-ResearchCenterforMarineBioresources,

FukuiPrefecturalUniversity

【目的】魚類のB細胞は腎臓で造血幹細胞から分化し、

免疫グロブリン(Ig)遺伝子の遺伝子再編成を行なう。
その後は血液循環を経て腎臓に戻り、形質細胞へと分

化するという説が提唱されている〔】〕。しかし、B細胞

マーカーを指標にした追跡は行なわれていないため、

B細胞の分化過程は明確に示されているわけではない。

B細胞レセプター(BCR)のコレセプターCD79a，

CD79bは、哨乳類ではプロB細胞から成熟B細胞の

細胞表面に発現している。プロB細胞と小型プレB細

胞には細胞表面Ig(slg)が発現していない。また、大

型プレB細胞にはIg軽鎖が発現していないため､これ

らの細胞はsIg-CD79+であり、sIg+CD79+の未熟・成
熟B細胞とは区別される｡本研究では､CD79a､CD79b

をマーカーとして利用し、トラフグ(姫k"vgu

rubripeS)の末梢血B細胞の分化段階の推定を試みた。

【材料と方法】トラフグCD79a、CD79bの予測アミ

ノ酸配列を元に､BLAST検索を行なったところ､それ

ぞれScaffold-673とScaffold-134上に相同性の高い配

列が存在していた｡予測されたmRNA配列上にプライ

マ ーを設計し、このプライマーを用いて

3'RACE,5'RACEを行った。その結果判明した非翻訳

領域にプライマーを設計し､コード領域全長をPCRに

よって増幅した｡得られたPCR産物のシーケンス結果

からトラフグCD79a,CD79bのmRNA配列を決定し

た。トラフグ末梢血白血球(PBL)を、培養プレートに

吸着する細胞（吸着細胞）と吸着しない細胞（非吸着

細胞）に分離した。抗トラフグIgMモノクローナル抗
体4H5"Jを用いて磁気細胞分離法(MACS)を行い、

slg･細胞とslg-細胞に分離した。それぞれの細胞の
CD79aとCD79bのmRNAの発現解析を行った。

【結果】CD79aは全長666bp(221アミノ勘、CD79b

は全長597bp(l98アミノ酌であった。それぞれの細

胞外領域にはIg様ドメインがあり、細胞内領域にはシ
グナル伝達に関与するITAMの配列が保存されていた。

膜貫通領域と細胞内領域では種間の保存性が比較的高

かった。CD79aとCD79bの発現解析の結果、両者と

も非吸着細胞でのみ発現が見られたことから、リンパ

球で発現していると推測された。slg*細胞とslg細胞
にCD79a,bの発現が見られ、両細胞間で発現量に差

はなかった。このことから、PBLにはsIg+CD79+の未
熟B細胞から成熟B細胞まで存在することが示唆され

た。また、sIg-CD79+細胞が存在していたことから、
末梢血中には未熟・成熟B細胞以外の細胞が存在する

可能性が示された。

【結論】トラフグ末梢血のslg*とslg細胞のどちらに

もCD79が発現していた。slg+は未成熟B細胞・成熟
B細胞と考えられるため、CD79は哨乳類B細胞と同

様に抗原刺激のシグナル伝達に関わっていると考えら

れる。slg細胞分画中にCD79+細胞が存在していたこ
とから、トラフグの末梢血にはプロ・プレB細胞が存

在している可能性がある。あるいは、B細胞系列以外

の細胞に発現している可能性も拭えないため、今後は

抗CD79抗体および他の細胞マーカーを用いて、

CD79+細胞の特定を試みる。

【参考文献】

1.Zwollo,etal.,(2005)JImmunol,174:6608-16.

2.Miyadai,etal(2004)Fish&ShellfishImmunol,
17:211.222.
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B2 トラフグのB細胞はG型リゾチームを産生する

宮台俊明1,2、高田綾1,2、中上元1，2

'福井県大・海洋生物工学研究室、2福井県大臨海研究センター

Producti⑨nofG-typelysozymebyB-cellsoffugu,Tak卿皿池伽吻露

ToshiakiMiyadai*'2,AyaTakada*-2,HajimeNakagami

iLaborat0可ofMarineBiotechnolo函ｩFukuiP配企cturalUniversity,̂ResearchCenterforMarine

Bio1℃soui℃es,F,山uiP配娩cturalUniversity

【目的】我々は以前トラフグのC型リゾチームとG型

リゾチームの遺伝子をクローニングした。C型リゾチ

ームは肝臓の胆汁分泌細胞で発現していた。一方、G

型リゾチームは肝臓を除く多くの組織で強い発現が見

られた。しかし、発現細胞は特定していなかった。リ

ゾチームはトリの卵管管状細胞やマウスの腸管パネー

ト細胞など特殊な細胞でも産生されるが、他の組織で

はマクロファージがリゾチームを産生している。その

ため、トラフグG型リゾチームもマクロファージある

いは単球で産生されていると推測される。そこで、G

型リゾチームを発現している細胞を確認するため、末

梢血白血球を分画してリゾチーム遺伝子の発現解析を

行なった。

【材料と方法】トラフグの静脈洞から採血し、遠心分

離後、白血球分画を回収した。55％パーコール上に重

層して2,800xg30分間の遠心分離後、パーコール上
の細胞を回収し、白血球分画(PBL)とした。PBLに

2%FBS含…(0.06MNaCl添加）を加えて、プ

ラスチックシャーレに入れ、2時間静置したのち、非

付着細胞と付着細胞とを分離した。非付着細胞から、

抗トラフグI弧モノクローナル抗体(4H5)に結合する

細胞(8lg+細胞）とslg細胞を磁気ビーズ分離法

(MACS)によって分離した。細胞の分離度はフロー

サイトメトリーにより判定した。細胞の超薄切片を作

成し、透過電子顕微鏡により細胞の形態を観察した。

これらの細胞からRNAを抽出し、RT-PCRにより

mRNAを検出した。リアルタイムPCR法により

mRNA量を測定した。リゾチーム活性はライソプレー

トアッセイによって測定した。

【結果】RT-PCRによると、PBLにはG型リゾチーム

は発現していたが、C型リゾチームは発現していなか

った。PBLを付着細胞と非付着細胞とに分け、G型リ

ゾチームの発現量をリアルタイムPCRで測定したと

ころ､非付着細胞のほうが約10倍高い発現量を示した。

そこで、抗トラフグI馴モノクローナル抗体を用い、

MACSによって非付着細胞をslg+細胞とslg細胞と
に分離し、G型リゾチームの発現量を比較した。その

結果、slg+細胞には発現がみられたが、slg"細胞には

認められなかった。slg+細胞分画を電子顕微鏡で観察

したところ、多くはリンパ球の構造を示した。小数の

形質細胞も観察された。全PBLをslg+細胞とslg細
胞に分離して磨砕し、磨砕液のリゾチーム活性を測定

したところ、両者に強い活性が認められた。リコンビ

ナントG型リゾチームも同じ測定条件で活性があった

ことから、8lg+細胞のリゾチーム活性はG型リゾチー
ムによるものと考えられる。

【結論】slg+がリンパ球の構造を示したことから、こ

の細胞はB細胞であると考えられる。B細胞がリゾチ

ームを発現していることを示したのは本研究が初めて

である。リゾチームを発現していることに加え、食食

活性を示す{'】ことから、魚類B細胞はミエロイド系細

胞の性状を保持していることが示唆される。トラフグ

の血清中には強いリゾチーム活性が存在するが、この

活性がG型リゾチームであるかどうかは明らかにされ

ていない。B細胞が血清リゾチームを分泌していると

考えられるが、抗リコンピナントリゾチーム抗体を用

いて明らかにする必要がある。

【参考文献】

1.lietal.,(2006)NatImmunol,7:1116-1124.
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B3 ギンブナCD4に対するモノクローナル抗体の特性解明

斎藤泰孝'、瀧浬文雄'、荒木亨介'、戸田秀明'、柚本智軌2，
末武弘章3，鈴木譲3，乙竹充4，森友忠昭'、中西照幸’

l日大．生物資源、3九大．農学研究院、4東大．院農、5養殖研

CharacterizationofmonoclonalantibodyagainstCD4inclonalginbunacruciancarp

Yasutakasaito',FumioTakizawa¥KyosukeAraki',HideakiToda',TomonoriSomamoto*,

HiroakiSuetakê.YuzuruSuzukP,MitsuruOtotakê,TadaakiMoritomo',7bruyukiNakanishi'

'CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity,̂GraduateSchoolofBioresourceandBioenvironmental

Sciences,KyushuUniversity,*GraduateSchoolofAgriculturalandLifeSciences,TheUniversityofTokyo,
N̂ationalResearchInstituteofAquaculture,FisheriesResearchAgency

【目的】

モノクローナル抗体(MAb)は、免疫細胞の同定・
分離や機能の解明において極めて重要な役割を果た

している。しかし、魚類においてはB細胞に対する

MAbは多くの魚種で得られているが、T細胞に対

するMAbは数種のみで、T細胞サプセットに対す

るMAbは魚類では未だ報告がない。最近、我々の

グループでは、細胞性免疫研究の優れたモデルとな

っているクローンギンブナにおいて、細胞傷害性T

細胞の表面マーカーであるCDSに対するMAbの作

製に成功している。そこで本研究では、ヘルパーT

細胞に特異的に発現するCD4に対するMAbの作製

および特性解明を行った。

【材料と方法】

D4安定発現細胞株(CD4/N）の作製 :マウス

およびIg_鎖のsignalpeptide、hemagglutinin(HA)、および

ギンブナCD4を含むpMXvectorを作製し､retrovirus

vectorに組み込み、ラット腎臓線維芽細胞(NRK)を

用いて、CD4/NRKを作製したI)。②ギンプナCD4

に対するの作製 :CD4/NRKをラットに免疫

後、リンパ節から抗体産生細胞を採取し、ミエロー

マ細胞と融合を行った。一次スクリーニングでは、

FACS解析によりNRKには反応せず、CD4/NRKに

反応するハイブリドーマを選択した。二次スクリー

ニングでは､さらに胸腺細胞と反応するものを選び、

クローニングを行った。 CD4MAbの特性解り

ギンブナ各組織におけるMAbの陽性細胞の割合を

知るため、胸腺、末梢血、牌職および腎臓の白血球

について、FACS解析を行った。また得られた

CD4MAbの特異性を明らかにするためにCD8/NRK

との反応性について検討した。さらに、B細胞との

反応性を明らかにするために頭腎白血球について抗

ギンプナIgM抗体(B12)を用いた二重染色を行った。
【結果および考察】

①CD4/NRKにおけるギンブナCD4分子の発現を

検討するために、抗HA抗体を用いてFACS解析を

行った。その結果、全てのCD4/NRKにおいてギン

プナCD4が細胞表面に発現していることが確認で

きた。②スクリーニングおよびクローニングによっ

て、4つの特異抗体産生ハイプリドーマが得られ、

そのうちMAb9Flが最も強い反応を示した。③ギ

ンプナの各組織について腎臓、胸腺、牌臓および末

梢血のリンパ球分画におけるMAb9Fl陽性細胞の

割合は、それぞれ約22％、19%、10%、4%であっ

た。MAb9FlはCD8/NRKに反応を示さず、二重染

色において、MAb9Fl陽性細胞はIgM陰性を示し
た。以上､今回作製されたMAbは､NRK細胞､CDS

を発現しているNRK細胞には反応せず、CD4を発

現しているNRK細胞にのみ反応すること、腎臓細

胞、胸腺細胞に対し顕著に反応すること、およびB

細胞とは異なるリンパ球集団を認識したことから、

ギンプナCD4を認識している可能性が示された。

【参考文献】

文献1)KitamuraT,KoshinoY,ShibataF,OkiT,

NakajimaH,NosakaT,KumagaiH.(2003)Retrovirus-

mediatedgenetransferandexpressioncloning:powerful

toolsinfunctionalgenomics.ExpHematol.31(11):1007-
14．

－25－



B4バイエル板におけるファブリキウス嚢非依存的な抗体の多様性獲得

鳥山悠子1，岡崎優利!，福島祐二l、堀内浩幸1,2、松田治男1,2、古津修一1,2

'広島大学大学院・生物圏科学研究科・免疫生物学研究室，2広島バイオメディカル

IndependentimmunoglobulindiversificationinembryonicchickenPayer'spatchfrombursaofFabricius.

YUkoTbriyama1,YUriOkazakiI,YUjiFukushimal,HiroyukiHoriuchi''2,HaruoMatsuda''2,ShuichiFurusawal､2

'LaboratoryofImmunobiology,DepartmentofMolecularandAppliedBioscience,HiroshimaUniversity,
*HiroshimaBio-MedicalCo・Ltd

【目的】

ニワトリのB細胞はファブリキウス嚢(BF)

で分化し、抗体レパートリーの多様性を獲得す

ることが知られているが､BF外で抗体の多様性

がおこっている可能性も示唆されている｡BF外

分化の場を検討する目的で、ニワトリ小腸に存

在するバイエル板(PP)に焦点を当て、旺時期の

PPにおける抗体多様性獲得機構の存在の有無

を解析した。

【材料と方法】

旺へのプロピオン酸テストステロン(TP)の

投与により、BFリンパ浦胞の形成が阻害される

ことが知られている。そこで11日旺にTPを投

与し､BF浦胞形成が抑制された個体を免疫組織

化学的染色で確認し、実験に使用した。TP処理

17日旺および19日肱のPPに存在するBF非依

存性B細胞についてIg可変領域の多様性を解

析・比較検討を試みた。すなわち、BFリンパ漁

胞の形成が抑制された個体のPPを含む組織か

ら抽出･精製したゲノムDNAを鋳型としてIgVL

鎖及びIgⅧ鎖の可変領域を増幅した。なお、

プライマーはv、J領域の外側に設計した。増

幅断片の塩基配列を決定し、その多様性を解

析・比較した

【結果】

正常17日歴BF，PPで明らかな遺伝子変換を

確認できたクローンの割合は、それぞれ平均し

て79.6%、71.2%であった。一方、TP処理17日

旺PPでも､4個体全てで遺伝子変換が観察され、

遺伝子変換がおこっているクローンの割合は

33.5%と低い値ではあるが遺伝子変換が確認で

きた。すなわち、ファブリキウス嚢浦胞の存在

しない個体でも、PPでIgの遺伝子変換がおこ

っていた。また、TP処理旺PPと比較して、正

常狂PPで遺伝子変換がおこっているクローン

の割合が高いことから、正常旺PPにはBFリン

パ浦胞が関与するB細胞が含まれると考えられ

た。つまり、正常旺では、以下の2つの可能性

が考えられる。一つは、17日歴以前にBFリン

パ漁胞で分化したB細胞がPPへ移行している

こと。もう一つは、BFリンパ浦胞由来の何らか

の因子（バーシン等）が、PPでのB細胞分化に

作用している可能性である。

【結論】

以前から､BF以外にB細胞が分化する場の存

在が示唆されていたが、今回の実験で、少なく

ともPPはBF浦胞に非依存性の抗体レパートリ

ー形成の場であることが明らかとなった。
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特別講演:SL



SL ヒトゲノム解読の生物学・医学へのインパクト

清水信義

慶臆義塾大学先導研、GSPセンター

ImpactsofHumanGenomeAnalysisonBiologyandMedicine

NobuyoshiShimizu

GSPCenter,TheLeadingInstituteofKeioUniversity

ヒトゲノム解読国際プロジェクトが公式に完了してすでに4年が過ぎた｡解読完了と

はヒトゲノムを構成する24種類の染色体、合わせて30億塩基対のDNA塩基配列が高

い精度で決定され、23,000個の遺伝子が発見されたことに象徴されるが、これら遺伝

子の発現調節やつくられるタンパクの生理作用、さらには染色体の特徴的な塩基配列の

生物学的意義に関してはほとんど未解明である。従って、徹底したゲノム解析を続行す

ることによって生物学・医学的に重要な新発見が大いに期待できる'。

我々慶膳大ゲノム解読チームは22番、21番、8番染色体の卵Aシーケンシングを完

了し、2,000余の遺伝子の発見に貢献した2-4．この間、疾患の原因遺伝子として、パ

ーキンソン病のPARKIN、難聴のTMPRSS3，自己免疫疾患のAl肥、ダウン症関連のSIM2

などを発見し､マウスモデルを新たに作製して発症の分子機序の解明を進めている5-8．

一方、生物学的に興味深いRNA干渉に関与するARGONAUTE，Gタンパクモヂュレーター

のSGSMなどを発見し､ファミリーを構成する遺伝子の発現制御とタンパク機能の役割分

担などを追究している9.10。さらに、既知のモチーフやドメインをもたないタンパクを

産生する1,000個のカオナシ遺伝子をヒトゲノム情報から抽出し､メダカの雁発生を活

用する機能解明を戦略的に進めている。本講演では、これらの多彩な新規遺伝子・タン

パクに関する研究の進捗状況を概説し、新たなヒト生物学・医学へのインパクトを展望

する。

'清水信義(2004）ゲノムを極める､講談社̂TheDNASequenceofHumanChromosome22,Nature,402:489-496

(1999)'TheDNASequenceofHumanChromosome21,Nature,405:311-319(2000)*DNASequenceand

AnalysisofHumanChromosome8,Nature,439:331-336(2006)'DeletionMutationinPARKINGeneCauses

AutosomalRecessiveJuvenileParidnsonism(ARJP),Nature,392:605-608(1998)*InsertionofB-satelm妃Repeats

IdentifiesaTransmembraneProteaseCausingBothCongenitalandChildhoodOnsetAutosomalRecessiveDeafness,

NatureGenet,27:59-63(2001)'PositionalCloningoftheAPECEDGene,NatureGenet,17:393-398(1997)

'Singﾉｾー胴加此dandDownSyndrome?,NatureGenet.,10:9-10(1995)*IdentificationofEightMembersofthe

AI郡nauteFamilyintheHumanGenome,Genomics,82:323-330(2003)"IdentificationofThreeNovelProteins

(SGSM1,2,3)WhichModulateSmallGProtein(RAPandRAB)-mediatedSignalingPathway,Genomics,inpress
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シンポジウム

｢ゲノムから見る比較免疫学」

SI ～ S6



SI 主要組織適合遺伝子複合体(MHC)領域におけるニワトリを含む
脊椎動物の間の比較ケノム解析

椎名隆、細道一善、北夕紀、渡辺舞、河野あづみ、倉田里穂、柴原悠、佐藤和広、金藤聡美、猪子英俊

東海大学・医学部・基礎医学系・分子生命科学

Comparativegenomean町sisofthemajorhistocompatibilitycomplex(MHC)Ⅱ℃gions

T.Shiina,K.Hosomichi,M.Watanabe,A.Kono,R.Kurata,Y.Shibahara,K.Sato,S.Kintou,H.Inoko

DepartmentofMolecularLifeScience,DivisionofBasicMedicalScienceamiMolecularMedicine,TokaiUniversitySchoolofMedicine

我々は7年前からヒトゲノムにおける進化形

成過程を追究するモデル領域として、主要組織適

合遺伝子複合体(MajorHistocompatibility

Complex;MHC)領域の比較ゲノム解析を遂行して

いる。この領域はヒトのⅧC領域3.6Mbの場合、

遺伝子密度が極めて高く、進化学上保存されてい

る遺伝子や免疫学上重要な遺伝子を多く含むこ

と、100を超える疾患感受性を規定すること、ヒ

トゲノムで最高の多型を有すること、遺伝子重複

の痕跡が多く観察されることなど、生物学から医

学までの多岐に渡る重要な特徴を数多く有して

おり、様々な生物種を用いた比較ゲノム解析、す

なわちゲノムの動態や多様性を効率良く解析す

るには最適な領域である。脊椎動物門に位置する

進化学的に興味深い20生物種間におけるこれま

での比較解析の結果、それらの基本的な遺伝子構

造は大まかには保存されているが、それぞれの生

活環境に適応するために必須な細CやⅧC関連遺

伝子はbirthanddeathにより形成されてきたこ

と、畑c遺伝子の誕生は脊椎動物の誕生時期と一

致すること、細C遺伝子の進化形成過程の推定な

ど数多くの知見を見いだした。さらに、霊長類に

おける比較ゲノム解析から、細C領域特有なゲノ

ム多様性がヒトⅧc領域に数多くの疾患感受性遺

伝子を成立させた遺伝要因であることを示唆し

た。

一方、ニワトリのⅧCにおける遺伝学的研究は

1960年代から開始され､そのハプロタイプとマレ

ック病、ラウス肉腫、家禽コレラなどの疾病に対

する抵抗性、ワクチン接種後の免疫機能などとの

相関が報告されているが、その後30年以上経っ

た現在においても未だこれらの責任遺伝子は同

定されていない。これはニワトリのⅧC領域が強

い連鎖不平衡を示すため、交配による組み換え個

体の作出が困難であること、また、この領域の多

型情報が極めて不足していることが、領域全体が

候補領域でありながら、そこに含まれる遺伝子か

ら責任遺伝子を絞り込むことが不可能である理

由と考えられる。そこで我々のグループでは、ニ

ワトリならびにニワトリの近縁種であるウズラ

のⅧc領域のゲノム配列を決定し、それぞれの種

における多様性解析を実施し、両者におけるSNP

ならびに挿入欠失の特徴、分布、多様度および多

型の頻度の相違を見いだすことにより、疾患感受

性を規定しうる遺伝要因を比較ゲノム解析の観

点から明確にすることを試みている。このような

種内ゲノムの多様性を考慮した比較ゲノム解析

は今後急速に広まると思われる。

本講演では、Ⅷc領域の詳細な比較ゲノム解析

によるゲノム構造の相違、多様性、進化、疾病と

の関連性についてニワトリを交えて報告する。
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S2 トラフグゲノムが魚類免疫研究にもたらしたもの

末武弘章
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トラフグはゲノムサイズが脊椎動物でも最も小さ

い生物の一つであり、そのことからJGIなどのグル

ープによりフグゲノムプロジェクトが進められ、

2皿年にそのデータの概要が公開された。これ以

降魚類においてもゲノム情報を利用した免疫研究が

盛んに行われるようになってきた。本シンポジウム

ではゲノム情報を利用することのアドバンテージと

それによって見えてきたものについて概説する。

1）魚類免疫遺伝子ハンティング

魚類の獲得免疫のなかでもT細胞の関与を示唆

する現象は認められるものの、その分子、細胞レベ

ルでの解析は進んでいなかった。2側，年頃までは

T細胞のマーカー分子や多くのサイトカインは配列

の相同性からアプローチする方法やESTによる報

告がわずかに見られる程度であり、多大な運と労力

を必要とするものであった。しかし、ゲノムデータ

ベースが利用できるようになった2側2年以降、コ

ンピュータ上での相同性解析や遺伝子のゲノム上の

位置の基づくシンテニー解析により、魚類において

もCDやサイトカイン遺伝子の存在が爆発的に明ら

かにされるようになった。現在では、魚類において

も概ね哨乳類と同様のCDやサイトカインが存在す

ることが明らかになり、基本的な獲得免疫のツール

は魚類ではすでに存在していることが見えてきた。

2）魚類独自の免疫関連遺伝子の存在とその進化

魚類免疫関連遺伝子の存在が明らかになってくる

中で、高等脊椎動物との共通性と同時に魚類の独自

性も見えてきた。すなわち、遺伝子重複による多様

性の獲得に関して噛乳類と魚類では異なっているこ

とがわかってきた。例えば、魚類に見られるCD3y/6

は噛乳類では重複によりCDSvとCD36に分かれてい

る。一方で、IFN-v^C3は哨乳類では1遺伝子のみ

なのに対して魚類ではタンデムな遺伝子重複がおこ

っている。また、IL-8Rでは、魚類で起こった全ゲ

ノム重複による遺伝子重複のパターンも見られる。

さらに、CD4L-2、IL-15Lや一部のTLRなど魚類で

のみ認められる遺伝子の存在もわかってきた。こう

した知見は魚類の免疫関連遺伝子が一部では原始的

な様相を示す一方で、魚類独自の免疫系も同時に発

展させてきたことを意味する。

3）ゲノム情報を利用した連鎖解析

フグゲノムの概要はたくさんの配列断片として公

表されたが、これら断片を結びつけるトラフグゲノ

ム連鎖地図の研究が進んでいる。これは特定の形質

を支配する遺伝子座の同定を解析するための強力な

ツールとなる。実際にトラフグの性決定遺伝子座の

同定に成功し、その有効性が示されている。さらに、

ゲノム情報が利用できることから、その責任遺伝子

の同定についても大きなアドバンテージが見込まれ

る。特に、トラフグは近縁種であるクサフグとの交

雑系統を作出することができることから、寄生虫感

受性の違いなどの種間差に関わる遺伝子座の同定も

可能となる。

このようにフグゲノムデータは、魚類免疫研究また

免疫系の進化を理解するためのさらなる知見を与え

てくれそうである。
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S3 メダカケノムとその発生学への応用例
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【目的】

日本発の実験動物であるメダカは、欧米で開発さ

れ世界中で用いられているゼブラフィッシュに勝る

とも劣らない優れた実験動物として注目を集めてい

ます。実験動物としてより一層の発展のためにはそ

のゲノムの解読は不可欠でしたが､特定領域研究｢ゲ

ノム」（2000-2004年度）の支援の下、ケノム配列決

定プロジェクトを進めることができました。このプ

ロジェクトと並行して、メダカではゼブラフィッシ

ュ同様に国内を中心に発生に異常を示すメダカ突然

変異体の単離も進んでいました。

今回は完成したメダカドラフトゲノムを概説し、

その情報を活かしたメダカ突然変異体の解析を紹介

します。

【材料と方法】

ゲノム配列決定は、南日本集団由来の近交系

Hd-rRのゲノムを対象に、全ゲノムショットガン・

アセンブリ方式を採用しました。

メダカ突然変異体は、武田研究室が国立遺伝学研

究所、東京工業大学と共同で、化学変異原馴U処理

により単離したものです。

【結果】

1.メダカドラフトゲノム：メダカゲノム配列決定

（約7億塩基）は2005年中頃には完成し､研究コミ

ュニティへオンラインで公開してきた。そのデータ

を下に遺伝子の推定(約2万個)、メダカ集団間での

多型、ゲノム進化の解析を行い、最近論文発表を行

いました[']｡既に概要解読が報告されている他の魚

類のミドリフグ、トラフグに比べメダカゲノム解読

は完成度が極めて高く、全染色体の約90%が解明さ

れ、過去約4億年にわたる魚類ゲノムの大規模な再

編成の様子が明らかにできました。

2．突然変異体の解析：今回は解析中の変異体の

なかで、ヒト疾病に関与すると思われる2つについ

て紹介します。

kintoun(筋斗雲）変異体は、腎臓が数百倍ほどの

大きさに膨らみます。その組織学的な知見から、ヒ

トの多発性嚢胞腎症と同じ所見であることがわかり

ました。ヒトでは遺伝性の多発性嚢胞腎が800～

1,000人に1人という高率で発症して大きな問題と

なっています。この原因遺伝子は、昆虫からヒトの

ほぼすべての動物が共通に持つ新しい遺伝子である

事がわかりました。

最近肝職の生理機能の1つである脂質代謝に異常

（脂肪肝)が観察される突然変異体"amakひの原因遺

伝子が同定されました。

現在これらの表現型と原因遺伝子の機能そして、

ヒトの疾病との関連を調べています。

【結論】

我々ヒトが属する脊椎動物は魚類､両生類､鳥類、

哨乳類が含まれます。一見姿、かたちが大きく違っ

ていますが、一つの受精卵から大まかな体制（ボデ

イプラン）を作るメカニズムは種を越えて共通であ

ることが最近の研究でわかっています。つまり、小

型魚類での研究はそのままヒトを含めた脊椎動物の

普遍的な発生原理を知ることにつながります。ゲノ

ム情報を利用することにより突然変異体の原因遺伝

子の特定がすすみ、注目する現象に裏に潜む遺伝子

とその機能が次々に明らかになります。

【参考文献】

1.KasaharaMetal.(2007)Themedakadraftgenome

andinsightsintovertebrategenomeevolution.

Nature.2007Jim7;447(7145):714-9.
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S4

ホヤ大規模DNAマイクロアレイを用いたポストゲノム研究の展開
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ホヤは幼生期に存在する脊索が変態と同時に消失

するため原索動物に分類され、無脊椎動物から脊椎

動物への進化を理解する上で重要な動物である。近

年、カタユウレイボヤ（αo"α加舵stinalis)のゲノム

が解読され、ホヤのゲノムサイズはヒトの1/20、遺

伝子数は約15,000個と推定された'・ホヤには獲得

免疫系遺伝子は存在しないが、補体系をはじめ、脊

椎動物と共通の自然免疫系遺伝子が多数存在するこ

とも明らかになった2°我々は、ホヤ全遺伝子の約

7割を検出できる大規模なオリゴDNAマイクロアレ

イを作製し、様々なホヤサンプルのトランスクリプ

トーム解析を行なってきた。その成果の一部を紹介

したい。

【DNAマイクロアレイを用いた遺伝子の特徴づけ】

力タユウレイボヤの受精卵から老成体までのライ

フサイクルにおける19ステージのサンプルを用い

てアレイ解析を行ない、ホヤの約1万個の遺伝子を

ライフサイクルにおける遺伝子発現パターンの類似

性から5つのカテゴリー(A:雁特異的遺伝子群、B:

発生歴中期一成体遺伝子群、C:成体特異的遺伝子群、

D:一定量発現遺伝子群、E:母性遺伝子群)、49個の

サプクラスターに分類することに成功した3。この

分類法を「安住式ホヤ遺伝子分類法」と名づけた。

各サブクラスターに属する遺伝子を詳細に調べると、

変態の時期に特異的に発現する遺伝子のクラスター、

免疫遺伝子が多く集まっているクラスターなど、機

能的な特徴を持つサブクラスターの存在が示唆され

た。この分類方法は、塩基配列の相同性が低い遺伝

子や機能未知遺伝子の機能推定に役立つ可能性が示

された。

【ホヤの遺伝子発現から海洋環境を知る】

ホヤは産業国近海も含めて世界各海域に生息し、

固着動物で遊泳できないことから、生息海域の海洋

環境を知る指標動物になりえる。ホヤ成体に外来刺

激（汚染化学物質、海洋微生物など）を与え、ホヤ

体内で生じる遺伝子発現の変動を解析したところ、

外来刺激によって異なる遺伝子発現の変動（遺伝子

発現プロファイル）が見いだされた。また、発現が

変動する遺伝子群を「安住式ホヤ遺伝子分類法」で

分類することにより、外来刺激がホヤのどのような

カテゴリーの遺伝子に影響を与えるかが明らかにな

りつつある。さらに、野性のホヤの遺伝子発現プロ

ファイルを入手し、外来刺激実験データと比較する

ことによって、野性ホヤ生息海域の海洋環境を推定

することが可能であると考えている。ホヤのDNAマ

イクロアレイ解析は、免疫を含む生命科学研究およ

び、環境科学研究に有益である。

【参考文献】

1.DehalP,etal.(2002)Science,298:2157-2167

2.AzumiK,etal.(2003)Immunogenetics,55:570-581

3.AzumiK,etal.(2007)DevBiol,inpress.
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S5 カイコゲノムの特徴と生体防御
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カイコのゲノムは、DNA連鎖解析、cDNAの解

析(1)､全ゲノムのショットガン解析(2)などにより、

ほぼ全体像が描かれるようになってきた。カイコの

ゲノム情報はhttp://sgp.d皿.a飯℃・go.jp/、カイコに近

縁の蛾であるエリサンのESTデータは

http://morus.ab.a.u-tokyo.ac.jp/で見ることができる。

この報告では、カイコおよび近縁昆虫のゲノム解析

の結果を簡単に紹介するとともに、自然免疫系の遺

伝子やウイルス抵抗性遺伝子、そしてレトロエレメ

ントへの防御に関わる遺伝子などを紹介する。

カイコおよびエリサンのゲノム上には、細菌や糸

状菌の認識に必要なLPS結合タンパク質、ペプチ

ドグリカン認識タンパク質、およびβ-1,3-グルカン

認識タンパク質がすべてコードされていた。また、

To"、伽｡、およびRelish(NF-kB)のホモログも存在

していた。しかし、これら遺伝子の産物で構成され

ると予想される感染時の情報伝達機構の支配下にあ

る抗菌タンパク質遺伝子には、カイコおよび鱗迩目

昆虫に固有のものが多く存在していた。細菌感染時

の体液中に大量に誘導される抗菌タンパク質

Glovem、恥bocin、Moncinなどは、鱗迩目昆虫の

外に相同な配列が知られていない。一方、演者らは、

細菌感染に伴って、体液タンパク質の主成分である

貯蔵タンパク質群が一時的に急減するなど、大規模

な遺伝子発現の変化が起きることを示した(3)。

カイコにはウイルス、BT菌、糸状菌などへの抵

抗性遺伝子の存在が知られている。とくに濃核病ウ

イルスI型およびII型への抵抗性についてはよく研

究されており、ゲノム情報を利用して、それら抵抗

性遺伝子のポジショナルクローニングも行われてい

る。

カイコゲノムには非常に多くのレトロウイルス様

因子やDNA型トランスポゾンが存在し、現在でも

それらが活動している。最近、種々の生物で新規な

低分子RNAが転移因子の抑制に働くことが示唆さ

れている。たとえばショウジョウバエのレトロウイ

ルス様因子gypsyは、smallRNAを介した機構で抑

制される。演者らは、カイコの卵巣や旺子にも多量

のsmallRNAが存在することを発見した。それらの

一部は、構造から見て、転移因子の抑制のために存

在している可能性が高い。

【参考文献】

1.Mita,K・etal.(2004)Thegenomesequenceof

silkworm,Bomb)廓mori・DNARes､11:27-35.

2.Mita,K.etal.(2003)TheconstructionofanEST

databaseforBomb)廓加orianditsapplication・Proc.

Natl.Acad・Sci.USA.100:14121-14126．

3.Meng,Y.etal.(2007)Prominentdown-regulationof

storageproteingenesafterbacterialchallengeineri-

silkworm.釦加”の"1肋ね『た肋/.Ai℃h.InsectBiochem.

Physiol,(inpress).
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S6 ショウジョウバエにおける病原体認識と排除機構
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ショウジョウバエの自然免疫を制御するToll

受容体の研究が契機となり、捕乳動物におけ

るToll様受容体(TLR)が同定され、TLRに

よる病原体認識機構とシグナル伝達機構が、

爆発的に明らかにされた。ToⅡとTLRは、そ

れぞれ昆虫と噛乳動物の自然免疫において、

自然免疫活性化シグナルの伝達に重要な細胞

膜受容体であり、その下流のシグナル伝達機

構も両者で共通性を示す。このように、自然

免疫を制御する機構や因子は、進化の過程で

よく保存されている。獲得免疫が遺伝子の再

編成を行い、多様な非自己を認識するのに対

して、自然免疫はゲノムにコードされた有限

の因子で多様な病原体を認識する必要がある。

ショウジョウバエにおいては、ペプチドグ

リカン認識蛋白質(PGRP)ファミリーを中心

とした病原細菌の認識機構が明らかにされた。

PGRPもまた、TLRと同様に、昆虫と哨乳動物

で保存された自然免疫系の因子である。我々

は、妬RPファミリーの一員である配RP-LE

が、グラム陰性菌などが有するジアミノピメ

リン酸(DAP)を含むペプチドグリカンを特

異的に認識し、抗菌ペプチド産生のimd経路

を選択的に活性化することを明らかにしてい

る（1，2)。

近年､配RP-LEが、多機能性を有しており、

血液中だけでなく、免疫応答細胞の細胞表面、

そして免疫応答細胞内においても、病原細菌

の認識に関わることが明らかとなった（3）。

細胞内寄生細菌は、多くの感染症を引き起こ

すため、これまでも多くの研究がなされてき

た。特に細菌が細胞内へ侵入する際や、排除

を逃れるために必要とする細菌側の因子につ

いて明らかにされた。しかし、細胞内寄生細

菌を細胞内で認識する宿主側の因子について

は、ほとんど理解されていない。

本シンポジウムでは、配RP-LEによる細胞

内寄生細菌リステリア{Listeriamonocytogenes)

の認識と、排除機構について焦点を当て、話

題を提供したい。

【参考文献】

1.Takehana,A.etal.(2002)Proc.Natl.Acad・Sci・USA.

99:13705-13710

2.TakehanaAetal.(2004)EMBOJ､23:4690-4700

3.Kaneko,T.etal.(2006)NatureImmunol.7:715-
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C1プラナリアにおけるuv照射および創傷による抗菌物質の誘導
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血ducti0n0fAnti-MicrobialSubstancesafterUVB-IrradiationandWoundinPlanaria
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【目的】

扇形動物に属すプラナリアは、もっとも原始的な

形態をもつ三旺葉性の動物であり、古くから再生現

象を中心に研究されてきた。しかし、創傷治癒現象

や再生現象を免疫学的に解析した報告は少ない。わ

れわれはこれまでに、環境指標動物であるプラナリ

アを材料に、かれらの生体防御因子の検索を行うと

ともに異物処理システムを追究してきた｡その結果、

体表粘液にはN-アセチルアミノ糖に特異性のある

レクチンが存在すること、創傷治癒反応に熱ショッ

ク蛋白が関与すること、またレクチンは再生に重要

であること、などを報告してきた。さて、近年オゾ

ンホールの拡大により有害な紫外線Bが地表に到達

する量が増加するために、人間も含めて多くの動物

で日和見感染症が増加している。本研究では、プラ

ナリア体表粘液中に抗菌物質が存在するかを検討す

るとともに、その紫外線B照射と人為的な創傷が抗

菌物質にどう影響を与えているかを検討した。

【材料と方法】

研究室で飼育されたナミウズムシ(Dugesia

沢ゆりnica)を材料に、実験前1週間程度絶食させた個

体を用いた。プラナリア体表粘液を採取した後、そ

こに含まれる抗菌活性を黄色ブドウ球菌並びに大腸

菌を標的細胞として調べた。一方、紫外線B照射後

の行動を観察するとともに、分泌される粘液中の大

腸菌に対する抗菌活性についても追究した｡さらに、

人為的に個体中心部を切断し、頭部側および尾部側

の切断面の粘液を滅菌ディスクで採取し、その抗菌

活性を経時的に観察した。さらに、抗菌活性のある

成分の未変性PAGE解析を行い抗菌活性の分離を試

みた。

【結果】

プラナリア体表粘液中には大腸菌に対して抗菌的

に作用する因子が存在していた。また紫外線B照射

によって、プラナリアは集団を形成し多くの粘液を

分泌することが観察された。この粘液中には、特に

照射90分後に強い抗菌活性が認められた。一方､人

為的創傷によって切断面には､特に60分後に強い抗

菌活性を含む粘液が分泌されることが判明した。未

変性PAGEを行ったところ､大腸菌に対する抗菌活性

の存在する部分のあることがわかった。

【結論】

これまでの研究からプラナリアの体表粘液は表皮

細胞と基底膜下に存在するPAS陽性細胞から分泌さ

れることが分かっている。プラナリアの集団に紫外

線Bを照射すると、集団を形成して粘液を放出し、

この粘液中には抗菌活性が存在する。また、人為的

創傷による切断面から分泌される粘液にも抗菌活性

があることが判明した。いずれの粘液においても大

腸菌に対する抗菌活性が存在し、それは紫外線Bの

照射後並びに創傷後に経時的に誘導されてくること

が示唆された。抗菌活性の誘導は、環境ストレスあ

るいは創傷治癒において感染防御の観点で重要な生

体防御反応と考えられる。今後、プラナリアの抗菌

物質の生化学的性状や分子構造、抗菌物質の産生に

関わる因子についても解析を進めていきたい。
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C2モンシロチョウ由来タンパク質ピエリシン-1の寄生蜂に対する影響
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【目的】

ピエリシンー1はモンシロチョウ体内に存在する分

子鼓98kl)aのタンパク質で[I]､糖脂質Gb3等を細胞

膜表面に持つI!甫乳類細胞に取り込まれ12]、DNAをモ

ノADPリボシル化することによりla]､アポトーシス

を誘導する。ピエリシン-1はこれまでにモンシロチ

ヨウ体内で、変態時の不要組織の除去に関わる可能

性が示唆されている11]。また、このタンパク質は生

体防御にも関わる可能性がある｡そこで本研究では、

ピエリシン-1が寄生蜂に与える影響について検討

した。

【材料と方法】

モンシロチョウを寄主とする寄生蜂アオムシコマ

ユバチの卵と幼虫を培養し、ピエリシン-1添加時と

未添加時において、その生存率と傷害の有無を観察

した‘，観察には位相差顕微鏡を用い、さらに透過型

電子顕微鏡により詳細に観察した。次に、蛍光標識

したピエリシンーlを用いて寄生蜂を生体染色し、共

焦点レーザー顕微鏡を用いて寄生蜂細胞へのピエリ

シン-1移行の有無を調べた‘，

【結果】

ピエリシンーlを1-100ug/ralの濃度で添加し、アオ

ムシコマユバチの卵と1齢幼虫に対する毒性を調べ

た。しかしいずれの濃度においてもピエリシン-1は

アオムシコマユバチに影郷を与えなかった。また、

アオムシコマユバチ細胞への蛍光標識ピエリシン-1

の移行は認められなかった。

【結論】

モンシロチョウを本来の寄主とする寄生蜂アオムシ

コマユバチはピエリシンーlに対する耐性を獲得し

ている可能性が示された。現在、他の鱗趣目昆虫を

寄主とする、アオムシコマユバチに近縁の寄生蜂に

対するピエリシン-1の影響を調べている。

【参考文献】

1.WatanabeM,KonoT,Matsushima-HibiyaY,

.KanazawaT,NishisakaN,KishimotoT,KoyamaK,

SugimuraT,WakabayashiK(1999)ProcNatlAcad

SciUSA.,96:10608-13.

2.Matsushima-HibiyaY,WatanabeM,HidariKI,

MiyamotoD,SuzukiY,KasamaT,KasamaT,

KoyamaK,SugimuraT,WakabayashiK(2003)J

BiolChem.,278:9972-8.

3.Takamura-EnyaT,WatanabeM,TotsukaY,

KanazawaT,Matsushima-HibiyaY,KoyamaK,

SugimuraT,WakabayashiK(2001)ProcNatlAcad

SciUSA.,98:12414-9.

4．WatanabeM,NakanoT,ShiotaniB,Matsushima-

HibiyaY,KiuchiM,YukuhiroF,KanazawaT,

KoyamaK,Sugimura砥恥kabayashiK(2004)

CompBiochemPhysiolAMolIntegrPhysiol.

139:125-31.
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C3発育阻害ペプチド(GBP)によるエノシトイドの崩壊
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【目的】

発育阻害ペプチド(GBP)はアワヨトウより単

離された多機能性昆虫サイトカインであるI】･GBP

はプラズマ細胞の伸展とエノシトイドの崩壊を誘導

する。エノシトイドにはGBPの活性抑制蛋白質、GBP

結合蛋白質(GBP-BP)が含まれており、エノシトイ

ドの崩壊によって放出されたGBP-BPはGBPと結合し、

GBPの誘導する細胞性免疫反応を沈静化させると考

えられる'-'oGBP誘導のエノシトイド崩壊は、細胞

の一部分が膨れ（図、a)、その膜が破れ内容物の放

出を生じる(図、矢尻)。エノシトイドの崩壊に関与

する分子機構の解明を目的にエノシトイドに対する

モノクローナル抗体を作成し、その標的分子の単離

を試みた。

ホルマリン固定した血球に対する反応性の有無によ

って判断した。樹立した細胞の産生する各抗体を96

穴プレート中で2時間インキュベートすることでプ

レートに付着させ、その中でエノシトイド画分を1

時間培養し､エノシトイドの崩壊の割合を比較した。

【結果】

エノシトイドを認識する25種類のモノクローナ

ル抗体産生細胞株を樹立した。そのうち1種(A2A)

は、コントロールと比較してエノシトイドの崩壊を

20%抑制した。また、4種の抗体(C9F,CiOF,G12B,

11A)はエノシトイドの崩壊を40-60%促進した。ウエ

スタンプロットの結果、A1Aはエノシトイド膜画分

の290kDaの分子を、G12BはlOOkDaの分子を認識す

ることが明らかになった。共焦点レーザー顕微鏡に

よる観察によって､これらの抗体が認識する抗原は、

エノシトイドの膜に局在していることを確認した。
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【結論】

A1A、G12B抗体の認識するP290およびpi00はエ

ノシトイド崩壊の分子機構の一部を担うものと予想

される。今後これらの蛋白質の同定により、その機

構の解明につながると考える。

ム
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【図】Calscin-AMを取込んだエノシトイドの崩壊の

様子。数字はGBP添加後の経過時間(分)。

【参考文献】

1.HayakawaY(1995)JInsectPhysiol,41:1-5

2.MatsumotoY,OdaY,UryuM,HayakawaY(2003)J

BiolChem,278:38579-38585

【材料と方法】

アワヨトウ終齢2日目の体液より、血球を回収し、

パーコール濃度分画法により、エノシトイド画分を

採取し、その細胞膜画分を抗原としたモノクローナ

ル抗体産生株を樹立した。抗体のスクリーニングは
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C4カイコガ幼虫の体液中に存在する低発現’性Cタイプレクチン

高瀬比菜子，渡部綾子，佐藤令一

東京農工大学大学院・生物システム応用科学府(BASE)

LowexpressingC-typelectinsinthehemolymphoflarvaeofBombyxm⑪砿

HinakoTakase,AyakoWatanabe,RyoichiSato

GraduateSchoolofBio-Applications&SystemsEngineering,TokyoUniv.ofA&T,Japan

【目的】

自然免疫では、パターン認識分子が微生物表面に

存在する特徴的な分子構造(PAMPs)を認識し､免疫反

応を引き起こす。カイコガでは、パターン認識分子

としてBmLBP，BmMBP、BmlMLという3種類のCタイ

プレクチンが確認された。BmLBPとBmMBPは異物認

識により迅速にノジュール反応を引き起こし、異物

を一掃する[1][2]。しかし、パターン認識分子として

働くcタイプレクチンが何種類存在し、どれ程完全

な認識網を形成しているのかについては未だ全体像

がつかめていない。本研究では、Cタイプレクチン

による侵入微生物認識網の全体像の理解を目指し、

新規cタイプレクチンの探索と解析を行った。

【材料と方法】

カイコガゲノムデータベースを用いた相同性検索

とRACE法により､新規Cタイプレクチン候補遺伝子

配列および完全長cDNA配列の入手を試みた｡脂肪体

と血球由来のcDNAを鋳型としてPCRを行い､発現の

有無を確認した。得られた候補遺伝子の推定アミノ

酸配列を既知のcタイプレクチンと比較して系統樹

を作製した。目的遺伝子産物をGST融合型組換えタ

ンパク質として作製し、これを抗原として抗血清を

作製した。抗血清を用いてカイコガ幼虫の体液、あ

るいは組織に対してウエスタンプロットを行った。

【結果】

3つの新規Cタイプレクチン候補遺伝子を得た。

PCRによる発現確認を行ったところ、既知のCタイ

プレクチンに比べて発現型が少ないことが予想され

た。このため、候補遺伝子を比"〃xmoriLow

ExpressionLectin(BmLED-1,BmLα弓a伽LEL-3

と呼ぶこととした。発現分子のBmLEL-1とBmLEL-2

は糖鎖認識部位を2つ持つレクチンであり､BmLEL-3

は糖鎖認識部位を1つ持つレクチンであった。

伽La-Jと“α-2のcDNA配列はマチュアなタンパ

ク質をコードすると考えられる領域を含むものの、

完全長の決定には至っていない。タンパク質領域の

アミノ酸配列を用いた系統樹解析の結果、BmLEL-1

とBmLEL-2は鱗迩目昆虫のCタイプレクチンのグル

ープの中で新しいサブグループを形成することが判

明した。BraLEL-3は単独で枝を形成した。ウエスタ

ンプロットにより、BmLEL-1～3の体液中の存在が改

めて確認され、その発現量は既知レクチンの約1/10

程度であることが判明した。それぞれ菌の注射の有

無に関わらず、発現量はほぼ一定であった。体液以

外ではマルピーギ管でBmLEL-lとBinLEL-3、皮膚で

BraLEL-2の存在が確認された。

【結論】

新規のCタイプレクチンであるBmLEL-1～3を発見

し、その存在を証明できた。BmLEL-1～3とBmLBP，

BmMBP、Bml肌は遺伝子構造の比較から、同一の祖先

分子から進化してきたと推測できる｡BmLBPとBmMBP

が幅広い微生物認識スペクトルを持つパターン認識

分子だという報告と照らし合わせると、この合計6

つの分子はそれぞれが異なる微生物認識スペクトル

を持ち、ノジュール反応の引き金をひくという役割

を担っていることが予想される。しかし、BmLEL-1

～3は体液中の存在量が少ない故に、BmLBPやBmMBP

と同様な役割を持つことは確認できていない｡また、

体液以外でも幾つかの組織から存在が確認されたこ

とから、Cタイプレクチンのメンバーは各組織にお

いて役割分担をしている可能性が示唆された。

【参考文献】

1.Koizumietal.(1997)Eur.J・Biochem,248:217-24

2.Watanabeetal.(2006)J.Immunol,177:4594-604
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C5
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に対するメラニン化作用およびマラリア原虫の感染機構
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MelanizationofthemosquitoA"加噌eress"加肪α畑sagainstPlasmod〃畑bergheiandthemechanismofmalaria

parasiteinfection

＊TbshinoriSasakil,NorikoSaito2,KeitaHoshinol,HamhikolsawaI,KyokoSawabe1,MutsuoKobayashil

'DepartmentofMedicalEntomology,NationalInstituteofInfectiousDiseases,̂LaboratoryofElectronMicroscopy,
NationalInstituteofInfectiousDiseases

【目的】

蚊のマラリア原虫に対する自然免疫機構の一つ

として、中腸壁内の原虫がメラニン化によって殺さ

れることが報告されている。最近になって、

A"叩ﾙeﾉ露gambiaeの補体様因子である

thioester-containingprotein(TEP)*'1やleucinrich-repeat

immuneprotein1(LRIMl)'*'がメラニン化へ至るプ

ロフェノール酸化酵素(Pro-PO)活性化系に関与す

ることが報告された。我々は、マラリア原虫に対す

る蚊の自然免疫機構の一つとしてのPro-PO活性化

系を明らかにするため､Pro-PO活性化系が関与する

レクチンに着目し、伽v"、においてシアル酸特異的

レクチンがマラリア原虫オーシストに結合すること

を明らかにしてきた。今回、ネズミマラリア原虫

Plasmot加加bergﾉleiがオオクロヤブカAr加噌e'℃s

”6α必"妬に感染するかどうか検討した。さらに、

invivoにおいてPﾉasmodiumberghejのオーシストが

メラニン化されるかどうか検討した。

【材料と方法】

〃"liger℃ssubα必αtus406系統に緑色蛍光蛋白

(GFP)を発現させたPlasmo“"腕bergheiANKA株を

感染させ、1から21日の間中腸におけるメラニン化

を光学顕微鏡や共焦点レーザー顕微鏡で観察した。

また、13日目以降に体液と唾液腺を観察した。さら

に、』"〃んeﾉesst印方e妬iを吸血させ、中腸を走査型電

子顕微鏡で観察した。

【結果】

マラリア感染lから21日目に胸vivoにおいて

Pﾉ“〃o“"伽be堰heiのオーシストがメラニン化され

ることを確認することができた。体液中のマラリア

原虫のスポロゾイトは観察できず、腹部にhemocyte

を確認できた｡感染13日目に唾液腺の分泌細胞に多

数のスポロゾイトを確認することができた｡その後、

感染29日目には唾液腺の管にスポロゾイトを確認

することができた。また、Anopheﾉesst印〃ensi中腸の

基底膜の穴は吸血によって大きくなることが明らか

となった。

【結論】

ネズミマラリア原虫がオオクロヤブカに感染し、

invivoにおいてPﾉ砥加o“"腕be堰ﾙejのオーシストが

メラニン化されることが明らかとなった。体液由来

のシアル酸特異的レクチンがマラリア原虫に対して

メラニン化に関与することが示唆された。また、唾

液腺の分泌細胞にスポロゾイトが蓄積して感染が成

立することが考えられた。この実験系は、メラニン

化作用の解析に有用と思われる。

【参考文献】

1.Blandin,S､,Shiao,S.-H.,Moita,L.F,Janse,C､Jぅ肱に【3,A.

P,Kafatos,F.C.andLevashina,E.A.,Complement-like

proteinTEP1isadeterminantofvectorialcapacityinthe

malariavectorAncｿ油彪sgm"biae.Cell,116,661-670,

2皿．

2.Osta,M.A.,Christophides,GK.andKafetos,F.C,Efl蕊晦

ofmosquitogenesonPlasmα肋"〃development恥卿曜

303,2030-2032,2咽．
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C6マボヤ血リンパのフェノール酸化酵素(PO)活性を抑制する因子

阿部健之1大竹伸I石井照久2浬田知夫3

’日本大学・医学部・生物，2秋田大学・教文・生物，3山口大学・医学研究科・器官解剖

Inhibitoryfactor(s)againstthephenoloxidaseactivityinthesolitaryascidian,HnIりり’"鋤mroretzi

TakeyukiAbe',Shin-IchiOhtake',TeruhisaIshii*,TomooSawadâ

'DivisionofBiology,NihonUniversity,̂DivisionofBiology,AkitaUniversity,̂DivisionofOiganAnatomy,

YamaguchiUniversity

【目的】

脊索動物マボヤは、フェノール酸化酵素(PO)

を有し、同種内他個体接触反応岬I]や異物の貧食岬2’

に血球からプラズマ中に放出すると報告されている。

我々は非刺激下のマボヤ血リンパでも、活性が検

出されることを見いだし，その活性が時間経過と共

に低下するという観察から，マボヤ血リンパ中には

、を抑制するシステムも存在する可能性があると

考えて前回の本大会で報告した。マボヤ血リンパ中

の”活性はセリンプロテアーゼ，システインプロ

テアーゼ，アミノペプチダーゼの阻害剤によって影

響されず,EDIハによって活性低下が抑えられたこ

とから，今回は,PO活性を抑制する因子がメタロ

プロテアーゼである可能性を検討した。

【材料と方法】

マボヤ（陸奥湾産）から血リンパを採血し，直ち

に遠心（0℃、5分、450G)して血球を除き，プラ

ズマ中のPO活性を測定した。、活性は、POによ

るドーパの酸化で生じるドーパキノンとMBTHと

の反応物(505nmに最大吸光度を有す）の量を一定

時間後のOD値として測定した。採血直後のOD値

とインキュベート30分後のOD値との差を、活

性抑制因子の対照として,以下の条件下におけるOD

値と比較した。プラズマを25℃でインキュベート

する際に，①α.-Macroglobulinを添加，②キレー

ト剤(1,10-Phenanthroline,EDTA,EGTA)を添加，

③EDI汽を添加した後，時間をおいてCa-+,Mr*,

of-*などのイオンを添加した。

【結果】

”活性抑制因子の効果は、①広範囲なプロテア

－40－

－ゼに対する阻害剤であるα2-Macroglobulin(0.1~

1/<g/ml)添加によって抑制された。②メタロプロ

テアーゼ阻害剤として使用されるキレート剤につい

てみると,1,10-Phenanthroline(主にFe-*,Zn-*をキ

レート:1mM)では,po活性抑制効果にほとんど

影響なかった。一方,EDTA(lmM)、EGTA(lmM)

添加した場合は、活性抑制効果が抑えられた。③

また、EDTA添加プラズマにCa*Mĝ .を添加した

場合,PO活性抑制因子の効果はわずかに回復し，

同様にCu*を添加した場合は，その効果は大きく回

復した。

【結論】

αっ-Macroglobulin,EDTA,EG!ハ添加により,PO

活性抑制効果が抑えられたことから,PO活性抑制

因子は，2価金属イオンが関与するプロテアーゼで

あると示唆された。さらに,EDTA添加後に,Ca*

Mg-+を添加した場合よりもof-*を添加した場合の方

が抑制効果を大きく回復したという結果から，”

活性を抑制するメタロプロテアーゼはCu*を活幽上

因子として必要とすると考えられた。

今回の結果からも，マボヤ血リンパ中のPOは，

種々の刺激によって血球から放出され続け活性化さ

れている状態と、活性化した後に速やかにその”

活性が抑制される方向に向かう状態とがあり，”

活性の抑制因子を含む、活性の制御システムがあ

ると考えられる。

【参考文献】

1.AkitaN,HoshiM(1995)CellStrucFunc,20:81-87

2.HataS,AzumiK,YokosawaH(1998)CompBiochem

Physiol6,119:769-776



C7 被嚢軟化症マボヤ血球の遺伝子発現解析

安住薫1,2、宇佐美剛志1、北村真一3、鈴木聡3，横沢英良2

1北大．創成・流動，2北大．院薬．生化学、3愛媛大．沿岸環境科学研究センター

Analysesofup-ordown-regulatedgenesinhemocytesofdiseasedascidians
KaomAzumi*'*,TakeshiUsami¥Shin-IchiKitamura*,SatoruSuzuki',HideyoshiYokosawa*

'DivisionofInnovativeResearch,CreativeResearchInitiative"Sousei"(CRIS),HokkaidoUniversity,̂Department

ofBiochemistry,GraduateSchoolofPharmaceuticalSciences,HokkaidoUniversity,'CenterforMarine
EnvironmentalStudies(CMES),EhimeUniversity

【目的】

近年、韓国のマボヤ養殖場にて原因不明の病気が

蔓延し、マボヤの生産高が著しく減少している。健

康なマボヤの被嚢（セルロースが主成分）は木の皮

のように固くて厚いが、発病したマボヤの被嚢はビ

ニールの様に薄くて柔らかい。そのため、筋肉の収

縮に伴い被嚢が簡単に破けて内部組織が露出するよ

うになる。そのような個体は短期間で死亡するが、

正常な生体機能を維持できなくなっていることが予

想される['】･本疾病の原因解明と診断方法の確立を

めざして、我々は、ホヤの免疫機能や被嚢形成に関

与すると考えられている血球に着目し、マボヤ血球

cDNAマイクロアレイを作製して発病したマボヤ血

球で発現が変動している遺伝子の探索を行なった。

【材料と方法】

韓国マボヤ養殖場にて、病気のマボヤ（症状がで

ているホヤ）と病気でないマボヤ（症状のでていな

いホヤ）を採集し、個体別に血球を採取して凍結し

た。病気マボヤおよび病気でないマボヤの血球をそ

れぞれ数個体分ずつ合わせてmRNAを調製し､蛍光標

識してDNAマイクロアレイ解析を行なった。マボヤ

血球cDNAマイクロアレイは、マボヤ血球cDNAライ

ブラリーからランダムにピックアップした約2,700

個のcDNAを､専用スポッターを用いてスライドガラ

スに貼付けて作製した。発現が冗進あるいは低下し

た遺伝子については、特異的なプライマーを用いて

RT-PCRを行ない、再現性を確認した。また、それら

の遺伝子のマボヤ各組織における発現を調べた。

【結果】

DNAマイクロアレイ解析により、病気マボヤの血

球では病気でないマボヤの血球に比べて、21種類の

遺伝子の発現冗進と16種類の遺伝子の発現低下が

検出された。この内、astacin、lysozyme、ribosomal

proteinPOおよびubiquitin-ribosomalproteinL40e

fusionprotein遺伝子の発現が病気マボヤの血球に

て明らかに冗進していること、HSP40、HSP70、

fibronectin、carboxypeptidaseおよびlactate

dehydrogenase遺伝子の発現が減少していることが、

RT-PCR法によって確かめられた。これらの遺伝子の

発現は血球特異的ではなく、他の多くの組織でも検

出された。

【結論】

マボヤ血球cDNAマイクロアレイを用いた解析に

より、被嚢軟化症マボヤの血球で発現が冗進あるい

は低下している遺伝子が見いだされた。これらの遺

伝子の発現プロファイルから、被嚢軟化症のマボヤ

血球では免疫応答および炎症応答が活性化している

ことが示唆された。本研究で発現の変動が見いださ

れた遺伝子は、本疾病の診断マーカーとして、疾病

発症のモニタリングへの活用が期待される。

【参考文献】

1.AzumiK,etal.(2007)FisheriesScience,73:263-269
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カブトガニ外皮タンパク質カラキシンは､創傷部位においてトランスグルタ

ミナーゼによって架橋され、網目状繊維を形成する

松田泰幸'、小柴琢己1，尾崎司'，陶山晴香'，有坂文雄2，藤義博'，川畑俊一郎’
’九大院・理・生物科学，2東工大院・生命理工・生物プロセス

Anarthropodcuticularchitin-bindingproteinendowsinjuredsiteswithtransglutaminase-dependentmesh

YasuyukiMatsuda*,TakumiKoshiba*,TsukasaOsaki*,HarukaSuyama',FumioArisakal
YoshihiroToh',Shun-ichiroKawabata'

'DepartmentofBiology,FacultyofSciences,KyushuUniversity,*DepartmentofBiomolecularEngineering,
GraduateSchoolofBioscienceandBiotechnology,Tok)ﾉoInstituteofTechnology

【目的】

節足動物の外皮は、感染微生物に対する第一線の

生体防御の場として機能している。哨乳類の皮膚の

角質化においては、トランスグルタミナーゼ(TGase)

によるタンパク質間の架橋反応が必須であるが、私

たちは、節足動物においても外皮形成の初期過程に

TGaseが関与していることを示す結果を得た[1]。

そこで節足動物外皮におけるTGaseの基質タンパク

質の構造機能解明を目的として、カブトガニ外皮の

キチン結合タンパク質の中からTGase基質を特定し、

詳細に解析した。

【材料と方法】

カブトガニの外皮からキチン結合タンパク質を抽

出し、タンパク質とダンシルカダベリンのTGaseに

よる架橋反応を利用して、主要なTGase基質タンパ

ク質の検出、同定を行った。さらに、同定したタン

パク質のリコンビナントを大腸菌で発現させ、生化

学的解析､超遠心分析､電子顕微鏡観察等を行った。

【結果】

カブトガニのキチン結合タンパク質の中から

TGase基質のひとつを同定し、カラキシン-1と命名

した。カラキシン-1にはN末端側にGin-richドメイ

ン、中央領域にペンタペプチドの9回繰り返し配列

があって、ウェスタンプロットにより上皮での特異

的発現が確認された。カラキシン-1は、水溶液中で

は約20量体として存在することが超遠心分析から

推定された。また、N末端、及びC末端領域には

heptadrepeat配列が含まれ、興味深いことに、この

領域にProを導入したミュータントでは、ヘリック

ス含量が減少した。さらに、カラキシン-1の特定の

Gin残基をAsn残基に置換したミュータントに対し

ては、TGaseによる架橋反応が抑制された。TGase

によって架橋されたカラキシン-1を電子顕微鏡で観

察したところ、安定化された編み目状繊識上を形成し

ていた。興味深いことに、架橋されたカラキシン-1

においてもキチンとの結合が確認できた。さらに、

キチンとの結合には、中央領域のペンタペプチドが

重要な役割を果たしていることが判明した。

【結論】

カラキシン-1は、コイルドコイル構造を介して多

量体として存在し、TGaseの架橋反応により安定化

された編み目状繊維を形成すると考えられる。さら

に、外皮の損傷部位を塞ぐことで、体液の流出及び

感染菌の侵入を防いでいると考えられる。

【参考文献】

1.lijima,M.,Hashimoto,T.,Matsuda,Y.,Nagai,T.,

Yamano,Y.,Ichi,T.,Osaki,T.,andKawabata,S.

(2005)FEBS､ん"〃al272,4774-4786
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C9 端脚甲殻類の血球

近藤昌和'，友永進2，高橋幸則’

'水産大学校・生物生産学科，2昇陽学院

HemocytesofAmphipoda(Crustacea)

MasakazuKondo*,SusumuTomonagâ,YukinoriTakahashi*

'DepartmentofAppliedAquabiology,NationalFisheriesUniversity,*ShyoyouAcademy

【目的】

我々は、これまでに、多種類の甲殻類（甲殻亜門）

について血球形態を調べてきた。その結果、低位群

である鯉脚綱や顎脚綱の血球は1種類であり、穎粒

を有していることが明らかとなった。また、同綱鞘

甲亜綱では血球に偽足が観察された。さらに、同綱

カイアシ亜綱では循環血球は認められず、組織表面

にアメーバ様運動をする細胞が観察された。一方、

高位群である十脚目(軟甲綱真軟甲亜綱ホンエビ上

目)の血球種数は、8種類(クルマエビなど)、4種類

(イセエビなど)、3種類(アメリカザリガニなど)、2

種類(テナガエビなど)およびテナガエビとは異なる

2種類(オオシロピンノ）と、多様であることが明ら

かとなった｡多様な血球形態を示す甲殻類において、

系統進化上の傾向を明らかにするには、さらに多く

の種類について調べる必要があると考えられる。本

報告では、軟甲綱真軟甲亜綱フクロエビ上目端脚目

に属するカギメリタヨコエビMど"takoreanαの血球

形態について調べた。

【材料と方法】

水産大学校の屋外水槽で自然繁殖したカギメリタ

ヨコエビを実験に用いた。冷滅菌海水で洗浄したの

ち、ゼラチン処理スライドグラス上に置き、背甲部

に切り込みをつけた｡流出血液を、冷固定液(グルタ

ールアルデヒドとパラフォルムアルデヒドを含むカ

コジル酸緩衝液)と混合し、湿潤箱中で30分間静置

した。上清を除き、風乾したのち、各種染色をほど

こした。また、風乾せずにカバーガラスを載せ、位

相差顕微鏡による観察も行った。

【結果】

位相差顕微鏡で観察したところ、いずれの血球に

も穎粒が観察された。また、メイグリュンワルド染

色標本の観察によって、血球は、8種類に識別され

た。すなわち、①細胞質に微細な好塩基の粒子状物

質を含む小型の細胞(好塩基性微小穎粒球)、②細胞

質基質が紺色に濃染し、少数の好塩基性穎粒を有す

る小型細胞(好塩基性形質細胞)、③小型の塩基性穎

粒を有する種々の大きさの細胞(好塩基性穎粒球)、

④小型の難染性穎粒を有する細胞(難染性小穎粒球)、

⑤大型の難染性頼粒を有する細胞(難染性大穎粒球)、

⑥好塩基性穎粒と好酸性穎粒を有する細胞(両染性

頼粒球)、⑦好酸性頼粒を有し、クロマチン網が明瞭

な細胞(I型好酸性穎粒球)および⑧好酸性穎粒を有

し、濃縮核を有する細胞(Ⅱ型好酸性穎粒球)に分類

された。

【結論】

カギメリタヨコエビの血球は、クルマエビなどと

同様に8種類であった。両者の血球は種類数だけで

はなく、穎粒の染色性や形態なども酷似していた。

同様の血球は、同綱真軟甲亜綱フクロエビ上目等脚

目のフナムシやダンゴムシにも認められている。ま

た、真軟甲亜綱よりも原始的な軟甲綱口脚目のシャ

コにも観察されている。しかし、同綱薄甲目のコノ

ハエビには1種類の穎粒球のみが存在する。以上の

ことから、8種類の血球を有する甲殻類は、最初、

口脚目と真軟甲亜綱の共通祖先として出現し､現在、

真軟甲亜綱に広く分布していると考えられる。
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CIO イトマキヒトデ幼生の間充織細胞における

ApSRCRl分子の発現と機能解析

古川亮平、金子洋之

慶応義塾大学・生物学教室

StudyonApSRCRlmoleculehomol0印ustothescavengerI℃ceptorofvertebratemacrophage:

ItsexprEssionandfunctioninstarfishlarvalmesenchymecells.

RyoheiFurukawa,HiroyukiKaneko

DepartmentofBiology,KeioUniversity

【目的】

ScavengerReceptorCysteine-Rich(SRCR)ドメイン

を有する多くのタンパク質は、脊椎動物の免疫応答

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。SRCRドメインを有する

タンパク質は無脊椎動物にも存在する。練皮動物ム

ラサキウニではヒトの10倍以上にも及ぶ220も

のSRCR遺伝子の存在が報告されており、その中

のいくつかは免疫細胞である体腔細胞で発現してい

ることが判明している。このようなSRCR遺伝子

の多様性は、SRCRドメインを共通に持つ分子群が

脊椎動物のみならず、無脊椎動物の生体防御系にも

多様な機能を司っていることを推測させる。

ヒトデ幼生の間充織細胞(mesenchymecells;

MCs)は、細胞の貧食作用が発見された記念碑的な

細胞であり、系統進化的視点から脊椎動物における

マクロファージの細胞祖先であると考えられる。

我々はこれまでの研究で､ヒトデ幼生MCsのcDNA

ライブラリーからSRCRドメインを有する

ApSRCRl遺伝子の単離に成功している。本研究で

は、その機能分子である〃SRCR1タンパク質の詳

細な発現解析および機能解析を行い、このタンパク

質がヒトデ幼生の生体防御に関与しているか否かを

検討した。

【材料と方法】

ApSRCRlタンパク質のSRCR領域でHisTag融合

タンパク質を作製し、ポリクローナル抗体を得た。

この抗体を用いて、免疫組織化学的解析および生化

学的解析を行った。また、モルフォリノアンチセン

スオリゴ(MorpholinoAntisenseOligo;MASO)を用

いて〃SRCR1遺伝子の翻訳を阻害した幼生の体内

に異物を顕微注射し、貧食作用の有無を調べた。

【結果と考察】

ApSRCRlタンパク質は胞膝期以降に"〃ovo合

成され、原腸旺期以降に胞旺腔中に移行したMCs

で特異的に発現し、且つ発生の進行に伴い発現量が

増加していくことが分かった。MASOを用いて

ApSRCRl遺伝子の翻訳を阻害した個体に異物を顕

微注射したところ、MCsの貧食作用に影響は見ら

れなかった。続いて、〃SRCR1タンパク質は細胞

表面ではなく、細胞質領域の小胞膜で発現している

ことを見出した。この局在性は、ビピンナリア幼生

のみならず、さらに発生が進行したブラキオラリア

幼生でも維持されていた。また、プラキオラリア幼

生では、体腔嚢中に分化してきた成体の免疫細胞で

ある体腔細胞でも〃SRCR1タンパク質の発現が認

められた。成体の体腔細胞での発現の局在性はMC

Sと同様であった。

食食作用への関与は否定されたが、幼生から生体

に至るまで免疫細胞での特異的な発現は､伽SRCR1

タンパク質が生体防御系に関与している可能性を強

く示唆する。今のところ、ヒトデ幼生のMCsが食

食作用以外の免疫応答を有するかは不明であるが、

成体においては液性免疫の存在が報告されており、

ApSRCRlタンパク質の機能との関連は興味深い。
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和文・英文会則

お よ び

講演発表者名簿



日本上上車交免疫学会会貝U

I.名称

1．本会は、日本比i汝免疫2学会(The

ImmunologyiJADCI)と称する。

JapaneseAssociationforDevelopmental&Comparative

Ⅱ.目的
q■■■■■■■■■■■■■■

L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､事業

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｡全員

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6

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も

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、プログラム役員2名、抄録役

員1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
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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。

Ⅷ､会則改正

1．本会員IJの改廃は、総会において出席者の2/3以上の賛成を必要とする。

附則

個人会員の会費は、年額3000円とする。

賛助会員の会費は、1口20000円とする。

本会の事務局は、庶務・会計役員が所属する機関の施設におく。

●
白
●
、
●
●

１
２
３
４
５
６

事務局には役員に準ずる補助役員を置くことができる。

講演者は本会員に限る。

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。

(平成18年8月24日 一部修正）
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CONSTITUTION

ArticleI・Name

1.ThenameoftheAssociationshallbeTheJapaneseAssociationforDevelopmentaland

ComparativeImmunology(JADCI).

ArticleⅡ、Object

1.TheAssociationshallbeanorganizationtoadvancestudiesondevelopmentalandcomparative

immunology.

ArticleⅢ、Business

1.TheAssociationshallconductbusinessdescribedbelowtoachievetheObjectoftheAssociation.

1)Scientificmeeting.

2)PublicationofAbstractsofpapersreadintheScientificMeeting.

3)PublicationofaNewsLetter.

4)CommunicationswithInternationalSocietyforDevelopmentalandComparative

Immunology(ISDCI).

5)CommunicationswithscientistsintheAsia-PacificArea.

6)SelectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigatorAward.

7)OtherbusinesswhichconsideredessentialtoachievetheObjectoftheAssociation.

ArticleⅣ、Membership

l・MembershipintheAssociationshallbeopentoscientistswhosharethestatedpurposeofthe

Association.Themembershipshallbeauthorizedbyr巳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

1.OfficersoftheAssociationshallbeaPresident,aVice-President,aSecietary-Treasurer,two

Trustees,twoProgramOfficersandanAbstractOfficer.

2．ThePresidentwillalwaysserveasaChairperson.ThePresidentwillpresideovertheCouncil

composedofofficersoftheAssociation.

3.CandidatesofthePi℃sidentshallbei℃commendedintheCouncil,andthenthePi℃sidentshallbe

electedbyamajorityvoteofallActive(Individual)membersoftheAssociation.
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AllOfficersexceptthePresidentshallbeaskedandnominatedbythePresident.

TbrmsofallOfficersshallbe2years,however,theycanbereappointed．Officersexcepttwo
Trusteescanassumetwoormoreappointments.

●
◆

４
５

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

Annualduesoftheactive(individual)membersare3,000Japaneseyenahead.

Annualduesofthecorporateaffiliateare20,000Japaneseyenanaffiliate.

Secretary-TreasurershallbeinchargeoftheBusinessOfficeoftheAssociation.

TheSecretary-Treasurercannominatehis/herassistant(s).

OnlythemembersofJADCIarepermittedtohaveatalkabouttheinvestigation.

DetailedproceduresforselectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigator

Awardaredefinedinafineprint.

Ｇ
ｐ
●
●
●
■

１
２
３
４
５
６

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

RevisedAugust29,2003;RevisedAugust24,2006.

*TheJADCIisα〃α"り"α/organizα"",butM杉叩e"0"『membe”ん〃toscie"胸応α〃overtheworld.If

onewouldliketojointheJADCIasanactivemember,pleasepayyourmembershipdues(3,000yen)

atregistrationdeskofJADCImeeting.
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協 賛 企 業 ・ 団 体 
                                          

平成１９年７月２０日現在 

 

 

【広告協賛】 

株式会社国際文献印刷社 

株式会社三啓 

株式会社新興精機 

日本電子株式会社 

【協賛】 

アクア株式会社 

 株式会社カーク 

   

 

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１９年７月 

                              

                             日本比較免疫学会会長  吉田 彪 

                             第１９回学術集会会長  鈴木 譲 

 

 

 

 

株式会社ジーンネット 

理科研株式会社 

正晃株式会社 

 

 

日本養鰻漁業協同組合連合会 

 ヤマハ発動機株式会社 



(株)ニコンインステック特約店 Sanhei株式会社三啓"棚胤箪謡蹴諒で。
本社〒113-8534束京都文京区本郷2－17－7TEL､03(5805)0514

横浜営業所〒247響0072神奈川県録愈市岡本2-5-11TEL.0467(41)122!筑波営業所〒305-0821茨城県つくば市春日3-24-4TEL､0298(52)3061
大阪営紫所〒533.0033大阪市東淀川区東中島2-9-15TEL.06(6327)3850静岡営業所〒422-8076静岡市八褐2‐8－1TEL,054(287)6722



■新しい電子光学系の採用
電子顕微鏡とデジタルCCDカメラを一体設計し､CCDカメラに最適な電子

光学系を開発したことによりi200倍の低倍率から像回転が無く､高精細･高

コントラストな像を得られます。

■新しいGUI-TEMCenter－
操作は､新デザインのGUIの画面で行い､装置の動作状態や操作内容を鏡筒

のユニット順に対応させているため､直感的な操作に役立ちまgo

■ナビゲーション－JENIE-

さまざまな操作を正しい手順でナビゲーションする機能です｡操作項目を選

択すると､ウィンドウに実際の操作や動作をビデオ像などで表示されるので、

初心者でも安心して操作ができます。

■新開発のデジタルCCDカメラ
電子顕微鏡像を撮影する新しいデジタルCCDカメラを開発しました｡ビー

ムブランキング不要のインターライン方式CCDの採用により､高速データの

取込が可能になりました。

■豊富なアプリケーションソフトウエア
電子顕微鏡とデジタルCCDカメラを一体化したことにより､オートフォーカ

スや自動モンタージュ撮影など数多くの一連操作をアプリケーションソフト

として組み込むことができました。

J GOL
日本電子株式会社http://www.jeol.co.jp/

本社･昭島製作所〒19顕558粟京認昭島市愛蔵野3－1－2全(042)543－1111

営薬続括本部〒19”12栗京都立川而曙印2－8－3新鈴容ビル3F念(042)528.3381

札農(011)726.9680･仙台(022)222.3324･筑波(029)85”聖O･東京“2)5283211･横浜(045)4742181

名古屋(052)581.1406.大函(06)63043941.広毘(082)221.2500･福岡(092)411.2381
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生命を構成するDNA。それは宇宙の誕生から現在まで途切れることなく、全ての生命に受け継がれてきました。

しかし、もとをたどれば全宇宙に存在する虫も、動物も、そしてヒトも、全て同じものから創られているのです。

そこにはまだ、未知なる宇宙の神秘として医療・研究・開発者の前に立ちはだかり、

様々な難問を解かれることを待っています。

私たち「理科研」が、この問題へ向かう人々を真心でお手伝い出来るのは、

設立当初から受け継がれてきた社訓、「誠意』が遺伝子として組み込まれているから。

a理科研は、「バイオ研究」に欠かすことのできない機器・試薬の販売を通じ、

人類の幸せと豊かな社会の実現を願っています。
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⑨理科研株式会U)理科研株式会社
http://www.rikaken.co・jp

■本社名古屋市守山区元郷二丁目107番地
〒463-8528TCL052-798-6151(代)F献崎2-798-6157

■岐阜営業所岐阜県岐阜市岩地2丁目25番2号
〒知-8225Ta崎8-240心721(代;)FM咽1-240-1082

■津営業所三重県津市丸之内養正田”番地14号
〒514-0036TR聞酢2別-6661(代)FM筋9-224-6671

■四日市営業所三重県四日市市桜07212畷の1
〒512-1211TR059-326-0231(代)FﾊX059-326-3577

■静岡営業所静岡市駿河区広野3丁目29番8号
〒421-0121T且咽-256-3751(代;)FAX054-2砧忍755

■東京支店東京?都文京区本郷七丁目2番1号
〒113伽謁正L“-錫15と餌51(代;)FAX03-3818-冊関

■つくば営業所茨城県つくば市高野台三丁目16-2
〒3崎-側刈IK腿，856-2151(代,)FﾊX029-856-5071

■柏営業所千葉県柏市若柴19潅地17
〒277-側711巳例=7135-齢51(代）剛X似-7135-6751

■神奈川営業所横浜市緑区十日市場田卸1-31
〒226“5正LM5-S89-6551(代;)FM側59関-6701

■鶴見営業所横浜市鶴見区朝日町一丁目49番地
〒2釦-噸3旧_似5-知4551(代;)FAX045-500-4571

■三島営業所静岡県駿東郡長泉町下土狩217番地1
〒411-四3正L055-980-1101(代;)FAX055-̂80-1105
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最適な研究環境をコンサルティング

ハイレベルな製品のご案内

信頼のサポート体制
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【関連会社】CAｾﾗビ丘-ﾃｲﾂｸ’

尺細胞保存・免疫細胞加正と先端I夷擁技術の側発

国際文献印刷社は従来の印刷業務だけでなく，学会事務代行業務，編集事務代行業務，発送業務，システムインテグレーション
業務の有機的なコラボレーションによる‘,OneStopServicei‘に取り組んでいます．それぞれの機能を担う各事業部門が，ニー
ズに合わせ横断的に連携し適切な対応を行い，学会活動に貢献することを目指しています．
各サービスに関するお問い合わせは，各営業または下記へお願いします．
株式会社国際文献印刷社営業部笠井健
Email:kasai＠bunken・CO・jpTEL:03(3362)9741

本社169-0075東京都新宿区高田馬場4-4-19

働蕊国際文献印刷社ェ、職:鵜撚塵蝋鱒菖.豊アTEL:03-3367-6841FAX:03-3364-0041
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サービス内容 ｜｜価格1
全製品逆相カートリッジカラムでの精製品です。 1000merセット

￥75,000
＠オリゴは高品質･低価格｡早さがモットーです。

単品￥80～

￥3,000／サンプルからの格安シークエンスサービス！ ￥3,000～

／1サンプル

初回免疫から9週間でウサギ抗血清60mlを納品いたします。 ￥99,800

その他の動物種もご用意しております。 ／ウサギ1羽

★ペプチド合成十コンジュゲーション＋9週間短期抗体作製サービス
目的蛋白のアミノ酸配列から抗原性の高い部分配列を検索し､ペプチド合成￥250,000
から、ウサギ1羽免疫までの一貫したサービスです。

一三

液体ｸﾛﾏﾄグﾗﾌｨー (HPLC)デーダ質量分析(Mass)データ
￥2,500～

確認用アミノ酸配列．計算上分子量(MW)-等電点(pi)計算データシート
その他オプションのご用意がございますetc:合成量･精製純度･修飾 ／'アミノ酸残基当り

I

お問合せは･・・

同好株式会社ジーンネツト 福岡市東区多の津5丁目22番8号

TEL092-626-2722FAX092-626-2723

E-mail info(a)qenenet.co.iD

URLhttp://www.qenenet.co.iD

ThinkPerfectionお客様にとっての''パーフェクト''をめざして､正晃は常にユーザーの視点で考えています。

ライフサイエンスをはじめとする科学技術は

私たちの生活と未来を大きくリードし続けています，

正晃は、総合試薬ディーラーとして培ったノウハウを

お客様にとっての'‘ハーフエクト！'を起点に

多彩な分野へ柔軟な対応で貢献いたします，
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。正晃株式会社グ
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ー_一一三』 www.seikonet.co.jp

本社福岡市栗区松島3丁目34番33号〒813-0062

TEL:092-621-8199(代)FAX.092-611-4415

営莱所福岡第一・福岡第二・北九州・久留米・大分

佐賀・山口・下関・熊本・沖縄・宮崎

鹿児島・東京・長崎・広域
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碩葉内容

■基礎研究用試案■理化学機器 ■家電製品

■体外診断用医薬品

■動物用医薬品

■化学工紫薬品

上記の販売

■医療用機器

■分析用機器

■その他機器.､器貝

上記の賑売･修理

■コンピュータおよび

医原関連ソフトウェア

上記の開発･販売

DNA合成

DNAシークエンス

抗体作製蹴謡職蕊鄭鱒POmlを納品いたします。

★ペプチド合成十コンジュゲーション＋9週間短期抗体作製サービス

ベプ邦抗体作製｜：蟻鯛蕊巽鰯雲蝿塀…"季ド倉”

抗体作製

★ペプチド合成十コンジュゲーション＋9週間短期抗体作製サービス
目的蛋白のアミノ酸配列から抗原性の高い部分配列を検索し､ペプチド合成
から、ウサギ1羽免疫までの一貫したサービスです。

ペプチド合成
液体ｸﾛﾏﾄグﾗﾌｨー (HPLC)デーダ質量分析(Mass)データ
確認用アミノ酸配列．計算上分子量(MW)-等電点(pi)計算データシート
その他オプションのご用意がございますetc:合成量･精製純度･修飾

￥99,800
／ウサギ1羽

￥250,000

￥2,500～

／1アミノ酸残基当り

サービス名

全製品逆相カートリッジカラムでの精製品です。

＠オリゴは高品質･低価格｡早さがモットーです。

￥3,000／サンプルからの格安シークエンスサービス！

1000merセット

￥75,000

単品￥80～

￥3,000～

／1サンプル
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印刷所

2007年6月221日

2007年7月20日

日本比較免疫学会

学術集会プログラ

委員：中村弘明、

ﾑ委員会

山口喜一郎

Q朱）国際文献印刷社

東京都新宿区高田馬場3－8－8

一■

’

’




