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第1日目

(2日）

第2日目

(3日）

第3日目

(4日）

時間

12:00~

13:10~

13:15～

9:15~

13:30-

14:45～

15:30-

16:45～

18:30-

9:00～

12:30～

日本比較免疫学会第22回学術集会
(2010年度）

会期：2010年8月2日（月）～4日（水）

場所：九州大学西新プラザ

学術集会会長：川畑俊一郎（九州大学大学院理学研究院）

受付

開会の辞

一般講演(15演題）

一般講演do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「魚類（トラフグ）の生体防御機構に関する研究

－トラフグゲノム解読の魚類免疫学へのインパクトー」

末武弘章(福井県立大学海洋生物資源学部）

鈴木譲（東京大学大学院農学生命科学水産実験場）

特別講演「マダニの原虫媒介に血液消化酵素が果たす役割」

藤崎幸蔵(鹿児島大学農学部先端獣医科学講座）

記念写真撮影

懇親会

シンポジウム「免疫の応答と制御の比較生物学」

1)内因性リガンドに対する病原体センサー応答の制御機構

三宅健介(東京大学医科学研究所感染遺伝学分野）

2）マウス免疫応答におけるヘルパーT細胞の役割と分化制御.

吉村昭彦(慶臆義塾大学医学部微生物学免疫学教室）

3）シヨウジヨウバエの免疫応答と制御倉田祥一朗（東北大学大学院薬学研究科）

4）病原体媒介蚊のイムノロジー嘉糠洋陸（帯広畜産大学原虫病研究センター）
5）昆虫サイトカインによる細胞性自然免疫活性調節機構

早川洋一(佐賀大学農学部応用生物科学科）

6）キチン受容体の認識を介した植物免疫応答

総合討論

閉会の辞

－2－

賀来華江･渋谷直人（明治大学農学部生命科学科）



参加者へのご案内

学術集会会場：九州大学西新プラザ（福岡市早良区西新2-16-23）

連絡先：〒812-8581福岡市東区箱崎6-10-1九州大学大学院農学研究院

水族生化学研究室中尾実樹TEL:092-642-2894,FAX:092-642-2897

E-mail̂ mikimnakao@kvudai.ir

受付：会場にて、8月2日（月）昼の12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（学生）

懇親会参加費：4,000円
【懇親会場のIpホテル福岡（福岡市博多区中洲5-2-18)は地下鉄「中洲川端」駅から

徒歩1分）です。(http://www.iphotel.co.ip/)皆様､奮ってご参加ください｡】

発表要領:PC用液晶プロジェクターにより投影して行います(PowerPoint

2003/WindowsXP）。OHP,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：会場付近（福岡市早良区西新地区）にはホテルはありませんが，福岡市営地下

鉄沿線（天神、中洲川端、博多駅周辺）には多数のホテルがございます。

懇親会場であるIPホテル福岡が、本学術集会関係者向けに特別割引料金の宿

泊プランを用意しております。詳しくは、IPホテルの担当：伊藤さんへお問

い合わせ下さい。（092-262-2009）

会場へのアクセス

交通のご案内：（九州大学西新プラザ公式ページ）

http://www.kyushu-u.ac.jp/university/institution-use/nishijin/infomap.htm
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西新プラザへは、福岡市営地下鉄空港線（最寄り駅は「西新｣）が便利です。

1） 福岡市営地下鉄の主要駅から西新駅までの所要時間と料金

福岡空港から20分（290円)JR博多駅から15分(250円）

中洲川端から10分（250円）天神から7分（250円）

＊福岡市営地下鉄ホームページhttp://subway.cit3̂.fukuoka.jp/index.html

福岡市地下鉄路線図
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ミレス「Gust｣の角を左折し、樋井川沿いに下る。（約10分）
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日本比較免疫学会・役員名簿
（2010年度）

会長 吉田 彪
臨床パストラルケア

教育研修センター

glj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

橋本香保子

東京歯科大学

千葉工業大学

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:jaclci2office@gmail.com
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第22回学術集会プログラム

第1日目8月2日（月）

【一般演題】

開会挨拶13:10～13:15

SessionA環形動物･疎皮動物･軟体動物の生体防御

座長：矢野環（東北大）・後藤彰（東北大）

Al13:15～自由電子レーザー照射による生命化学反応の探索
○宍倉文夫1早川建2中尾圭佐2野上杏子2稲垣学2

（’日本大学・医学部・化学教室，2日本大学・量子科学研究所・LEBRA)

A213:30～イトマキヒトデ幼生の‘恒常性維持システムにおけるマクロフアージ遊走
阻止因子の役割

○玉木香菜1，古川亮平2，松本緑1，金子洋之2

('慶応義塾大学大学院･基礎理工学専攻2慶応義塾大学・自然科学研究教育センター）

A313:45～貧食細胞の一部はウニプルテウス幼生の骨に沿って移動する
○日比野拓，中大輔（埼玉大学・教育学部）

A414:00～鯉に細菌を共生させるシンカイヒバリガイ類の血液細胞の比較形態学的
研究

○多米晃裕1，吉田尊雄2，大石和恵2，植松勝之1，小山純弘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）

SessionB節足動物の生体防御

座長：宍倉文夫（日大）・佐々木年則（国立感染研）

B114:15～β2℃s叩hilaトランスグルタミナーゼの基質群の機能解明
○柴田俊生1宮地隆太1木場健吾1有木茂1新淫直明2嘉糠洋陸2
小柴琢己1川畑俊一郎’

（'九大・院・システム生命，2帯広畜産大．原虫病研究センター・原虫進化生物学石2帯広畜産大．原虫病研究センター・原虫進化生物学研究分野）

B214:30～ カブトガニ体液凝固因子FactorGのβ-1,3-D-グルカン認識モジュールと

士壌細菌化Uvi〃io〃Zxtusの糖鎖認識モジュールとの構造類似性

○植田祐生'，大和田修平1阿部義人2柴田俊生1飯島学1吉光由希子’

小柴琢己1.4中田宗宏3植田正2川畑俊一郎1.4

0九大院．システム生命2九大院．薬3東海大．応用生化学4九大院．理）

B314:45～シヨウジヨウバエPGRP-LEの細胞内リステリア菌認識によるオートフアジー

誘導機構解析
○矢野環，若林康介，倉田祥一朗（東北大・院・薬）

－6－



B415:00～CooperativeregulationoftheinductionofthenovelantibacterialListericin
byPGRP-LEandJAK-STATpathway
○AkiraGoto',TamakiYano2,JunTerashimâ,ShinzoIwasita2,Yoshiteru

Oshima2ShoichiroKuratâ

(̂GraduateSchoolofLifeSciences,TohokuUniversity,2GraduateSchoolof

PharmaceuticalSciences,TohokuUniversity)

休憩15:15～15:45

SessionC魚類の生体防御(1)

座長：柚本智軌（九大）・近藤昌和（水産大学校）

C115:45～ ヒラメIPS-1遺伝子のクローニングおよび抗ウイルス活性

○引間順1大谷真紀'.RhodaMCerbo',近藤秀裕2度野育生*,Tae-SungJung',
青木宙1.2

('国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCenter、2東京海洋大学・ケノム科学講座）

C216:00～ヒラメにおけるLGP2を介したI型I剛経路の活性化

○大谷真紀I引間順_1近藤秀裕2麿野育生*,Tae-SungJung',青木宙L2
('国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCenter,*東京海洋大学・ゲノム科学講座）

C316:15～Molecularcharacterizationandexpressionanalysisofnuclear

oHgomerizationdomainprotein,NODIinJapaneseflounder
〃2浬此hthysolivaceus
○SeongbinPark*,Jun-ichiHikima*,MakiOtanii,SeongwonNoĥ,HobinJang*,
InseokChai,HidehiroKondo2,IkuoHirono2,TaesungJungiandTakahashi
AokiL2

(iCollegeofVeterinarymedicine,GyeongsangNationalUniversity,SouthKorea,
2Lab.ofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceandTechnology)

C416:30～ヒラメToll-likereceptor3,7,8遺伝子のクローニングならびに発現解析
○黄展敦，近藤秀裕，麿野育生，青木宙（東京海洋大・ゲノム科学）

座長：末武弘章（福井県立大）・大谷真紀（国立慶尚大学校）

C516:45- Characterizationofzymosan-bindingproteinsintheNiletilapiaserum
○SohaGomaaRamadanAbdel-salamOkba,TomonoriSomamoto,MikiNakao

(DepartmentofBioscienceandBiotechnology,GraduateSchoolofBioresourceand
BioenvironmentalScience,KyushuUniversity)

C617:00～魚類における膜型補体制御因子の同定
○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）

C717:15～ 円口類ヌタウナギにおける補体系活性化因子の同定
○山口智和I高宗和史1近藤昌和2高橋幸則2鵜木(加藤)陽子3中尾実樹4

藤井保5(.熊本大．院．自然科学2水産大学校．生物生産3九大．院．農．

研究教育支援センター，4九大・院・農・生命機能科学,5県立広島大・人間文化）

－ 7 －



第2日目8月3日（火）

SessionC魚類の生体防御2)

座長：丸山正（海洋研究開発機構）・中村弘明（東歯大）・引間順一（国立慶尚大学校）

C89:15～ウイルス感染で誘導されたギンブナ細胞傷害T細胞と単球の細胞傷害活性
○柚本智軌1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）

C99:30～スポツテドガーの穎粒球

○近藤昌和，安本信哉，高橋幸則（水産大学校・生物生産学科）

C109:45～

C1110:00～

皮膚に発現する二つのトラフグケモカイン
○田内博久1，末武弘章2，菊池潔1，鈴木譲1，宮台俊明2

（'東京大学・水産実験所，2福井県立大学・海洋生物資源学部）

コイ末梢血白血球の培養におけるBリンパ球の増殖
○仁井田祥光，片倉文彦，山口卓哉，森友忠昭，中西照幸
（日本大学・生物資源科学部・獣医学科・魚病学研究室）

C1210:15～ギンブナにおけるCD4,CDS陽性T細胞サブセットの組織分布
○小川詩乃，戸田秀明，柴崎康宏，森友忠昭，中西照幸

（日本大学・生物資源科学部・獣医学科・魚病学研究室）

C1310:30～ トラフグのTNF受容体スーパーファミリー遺伝子のcDNAクローニング
○末武弘章1菊池潔2鈴木譲2宮台俊明1

（'福井県立大学・海洋生物資源，2東京大学・附属水産実験所）

SessionD哨乳類の生体防御

座長：橋本香保子（千葉工大）・中尾実樹（九大）

Dl10:45～北西太平洋に棲息するミンククジラの精巣組織におけるブルセラ菌感染と
炎症に関する研究

○阿部瑛理香1.2大石和恵1斎藤雅史1,2坂東武治3藤瀬良弘3丸山正1，2

r独立行政法人海洋研究開発機構・海洋生物多様‘性研究プログラム、

z東京海洋大学大学院．海洋科学研究科、3財団法人日本鯨類研究所）

D211:00～ 牌臓摘出マウスへの窒素含有ビスホスホネート投与により誘導された肝臓内
赤血球造血について

○大塚裕忠'，中村雅典’（'昭和大学・口腔解剖学教室）

D311:15～乳酸はウマ多形核白血球の活性酸素産生を調節する
○越後谷裕介'，森田祥平'，伊藤琢也'，酒井健夫’

（’日本大学動物医科学研究センター・獣医衛生学研究室）

D411:30～ クッパー細胞の活性制御における脂肪酸結合タンパク質(FABP7)の関与
○津田知夫，清平美和,宮崎啓史,徳田信子,安達泰弘,大和田祐二

（山口大・院・医学系研究科・器官解剖学）

－8－



昼食 11:45～

総会・表彰式13:30～14：45

古田賞受賞講演(座長:吉田彪）

FP:14:45～『魚類（トラフグ）の生体防御機構に関する研究

一トラフグゲノム解読の魚類免疫学へのインパクトー」

末武弘章（福井県立大・海洋生物資源）

鈴木譲（東大．院・農学生命科学・水産実験場）

休憩15:15～15:30

特別講演(座長:川畑俊一郎）

SL:15:30～『マダニの原虫媒介に血液消化酵素が果たす役割』

藤崎幸蔵（鹿児島大・農

16:45～写真撮影

18:30～懇親会(IPホテル福岡：福岡市博多区中洲5-2-18)
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第3日目8月4日（水）

シンポジウム『免疫の応答と制御の比較生物学』司会：川畑俊一郎

倉田祥一朗

SI9:00～内因性リガンドに対する病原体センサー応答の制御機構

三宅健介（東大・医科研・感染遺伝学）

S29:30～マウス免疫応答におけるヘルパーT細胞の役割と分化制御

吉村昭彦（慶雁大・医・微生物学免疫学）

S310:00～ショウジョウバエの免疫応答と制御 倉田祥一朗(東北大・院･薬学）

休憩10:30～10:45

S410:45～病原体媒介蚊のイムノロジー嘉糠洋陸(帯広畜産大｡原虫病研究センター）

S511:15～昆虫サイトカインによる細胞性自然免疫活性調節機構

早川洋一(佐賀大･農･応用生物科学）

S611:45～キチン受容体の認識を介した植物免疫応答

総合討論：12:15～（12:30終了予定）

閉会の辞：12:30

賀来華江･渋谷直人（明治大･農･生命科学）
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Al

自由電子レーザー照射による生命化学反応の探索

宍倉文夫'，早川建2，中尾圭佐2，野上杏子2，稲垣学2

’日本大学・医学部・化学教室，2日本大学・量子科学研究所・LEBRA

Investigationonbio-chemicalreactionsbyFreeElectronLaserirradiation

FumioShishikura',KenHayakawa",KeisukeNakao",KyokoNogami",andManabuInagaki*
'DivisionofChemistry,NihonUniversitySchoolofMedicine,̂LaboratoryforElectronBeamResearchand

Application(LEBRA),InstituteofQuantumScienceNihonUniversity

【目的】

日本大学では，可視領域から近赤外線領域を

カバー(350nm～6urn)する自由電子レーザ

ー（FreeElectronLaser:FEL）の発振に成功

し，現在，生命・医科学分野への利用研究が進

められている(1)。

光が作用する化学反応は生命科学のさまざま

な分野で探査され，その成果は近未来の新しい

科学と新規科学技術の創出に期待されている。

光化学反応を解析するために,波長の揃った(コ

ヒーレント性に優れた）レーザーは，優れた光

プローブ（探り針）である(2)。一方，化学物質

は近･中赤外線領域の光を構造依存的に吸収し，

波数（単位:cm0で表すことができる。化学

物質のこの固有の特性は光照射による生命化学

反応を捕捉する手段として極めて有力である。

私たちは，微小なクローン生物に近赤外線領

域のレーザーを照射し，生物への光線の影響を

探った。その結果，近赤外線領域のFEL照射

により，微小生物は致死的なダメージを受けた。

この物理化学反応は，プラズマ誘起アブレーシ

ョン(plasmainducedablation)と見倣され，
レーザーの波長・照射エネルギー量等を適切に

コントロールすることにより，細胞レベル，組

織レベル，器官レベル，個体レベルでの興味深

い生命化学反応を探査できると期待される。

【材料と方法】

虹魁：微小なクローン環形動物：ミドリアブ
ラミミズ(Aerosomabene詞だ"se)とヤマトヒ

メミミズ（母｡chytraeusjaponensis)。淡水性
のミドリアブラミミズは培養液中で，土壌性の

ヤマトヒメミミズは寒天培地で飼育した，両種

ともにクローン化した。

FEL:日本大学量子科学研究所・電子線利用

研究施設の波長可変(350nm～6um)FELを使

用。近赤外線領域の波長(1urn,2urn,3um,

4um,5um)を光線として使用。とくに2.94um

(水の吸収帯の一つ）を多用した。

照射エネルギー量：当施設のFELは10mJ/

30mm(直径：巾）のパルス(2パルス・秒-1)

光である。CaF2レンズを使用して,(A)6=

約0.1mm,(B)6=約3mm,(C)<f>=約6mm

に集光した。

照射方法と顕微観察：光路にあたるステージ

上に材料を1～2個体，培養液中または1％

CMC(CarboxyMethylCellulose)を含む培養液
中(2uL)に置き，集光したFELを照射した。

また，フィルターで光量を調節した。顕微下，

照射時の試料の動態をビデオで記録した｡なお，

E比hyな没eusは，培養液中で長期間飼育可能な
ため,照射実験中の水環境からの影響は少ない。

【結果】

集光した近赤外線(1um～5um)を微小な

生物に照射するとplasmainducedablationが
起こり，損傷が激しかった。しかし，両種では

その反応の強弱に違いが生じた。波長2.94um

について結果を纏め，報告する:(A)6=約

0.1mm照射では，両種共にplasmainduced
ablationが起こった。(B)6=約3mm照射で

は両種に損傷の違が生じた。Enchyな没eusの皮
膚は,Aei℃somaのそれより脆弱と考えられた。

(C)*=約6mm照射では，両種共にplasma-
inducedablationが起こらなかった。

【結論】

近赤外線領域のFEL照射実験により，微小

生物にplasmainducedablationが起きた。波
長･エネルギー量をコントロールし,光生物化学

反応を探査することができると期待できる。

【参考文献】

1．宍倉文夫，早川建（2008）自由電子レーザ
ー：生命･医科学研究への新しい応用．日大

医雑誌67,357-358.
2ShishikuraF,etal(2009)VisibleFEL

irradiationexperimentsoncarbonmonoxy
hemoglobin.Proc.FEL2009,561-564.
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A2

イトマキヒトデ幼生の恒常性維持システムにおける

マクロファージ遊走阻止因子の役割

玉木香菜1，古川亮平2，松本緑1金子洋之2

'慶応義塾大学大学院基礎理工学専攻，2慶応義塾大学自然科学研究教育センター

Homeostaticrolesofmacrophagemigrationinhibitoryfactorsinstarfishlarva

KanaTamaki',RyoheiFurukawa*,MidoriMatsumoto',HiroyukiKaneko*

'SchoolofFundamentalScienceandTechnology,KeioUniversity
R̂esearchandEducationCenterforNaturalSciences,KeioUniversity

【目的】

炎症性サイトカインであるマクロファージ遊走阻

止因子(MacrophagemigrationInhibitoryFactor;

MIF)は、免疫性疾患やガンなど、様々なヒトの疾

患に関与していると考えられている。MIFが関与す

る疾患の多様さは､MIFが個体の恒常性維持システ

ムの根幹を担う分子である可能性を推測させる。本

研究では､練皮動物イトマキヒトデの幼生を材料に、

系統進化的視点から、恒常性維持システムにおける

MIFの生理機能の実態を個体レベルで解明するこ

とを目的とした。

【材料と方法】

イトマキヒトデ狂培養間充織細胞のcDNAライ

ブラリーから、哨乳類MIFに相同な遺伝子

ApMIF-1，i4pMIF-2を単離した。ApMIF-1、

i4pMIF-2両遺伝子にコードされるタンパク質及び

他の動物種のMIFのアミノ酸配列をもとに、MIF

の分子進化系統樹を作製した。RT-PCRにより、解

化後の特徴的な発生段階において、両遺伝子の発現

解析を行った。続いて、モルフォリノアンチセンス

オリゴ(MIF1-MAS0,MIF2-MASO)を用いて両タ

ンパク質の翻訳阻害を行い、ノックダウン個体の表

現型を解析した。

【結果】

分子進化系統解析の結果、ApMIF-l、i4pMIF-2

両タンパク質の祖先型が分子進化の初期に分岐して

いる事がわかった｡この事実は､ApMIF-1､ApMIF-2

タンパク質間で機能差が存在する事を示唆する。実

際、両タンパク質は、哨乳類MIFと同様の二次構造

を保存しているが、哨乳類MIFにおいて、アポトー

シスに対する抑制能を有するとされる機能部位の保

存率には差があった。

RT-PCR及びプロテオミクス解析データの結果か

ら、両タンパク質がビピンナリア幼生までの発生過

程を通して発現していることが推測された。

MIF1-MAS0、MIF2-MAS0を用いた両タンパク質

の翻訳阻害幼生では、共に構成細胞数とリンクした

サイズの減少が観察された。構成細胞数の減少率に

は､MIF1-MAS0個体､MIF2-MAS0個体間で有意

差が認められた。また、生理的条件下において、一

部のノッダウン個体では、胞旺腔に陥落した上皮細

胞のプレブ形成やそれを食食する間充識細胞に断片

化が生じていた。これらの形態的特徴は、ノックダ

ウン個体においてアポトーシスが冗進されている可

能性を示唆する。

【結論】

ÎpMIF-l、̂ pMIF-2タンパク質は、細胞周期制

御とアポトーシスの抑制によってヒトデ幼生の恒常

性維持に関与する。両タンパク質が機能すると予測

される具体的なシグナルカスケードを挙げ、両者の

共通点及び相違点を考察する。
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A3

貧食細胞の一部はウニプルテウス幼生の骨に沿って移動する

日比野拓，中大輔

埼玉大学教育学部

Asubsetofphagocytesmigratesalongwithalarvalskeletonofseaurchin.

TakuHibino,DaisukeNaka

FacultyofEducation,SaitamaUniversity

【目的】

イリヤ・メチニコフは、ヒトデ幼生に異物を注入

すると、アメーバー状の間充織細胞が1)異物に向

かって移動し、2）異物を取り込み、3）多核の凝集

塊を形成することを発見した(Metchinikoff1891)。

ヒトデの幼生同様ウニの幼生においても、原腸先

端から放出された間充織細胞が、貧食作用を行うこ

とが知られている。しかし、2）の異物の取り込みに

関しては電子顕微鏡での観察は行われているものの、

1)異物に向かう移動や、3)多核の凝集塊の形成に

関する報告は乏しい。またウニの幼生は、間充織細

胞の一部が骨片を形成し、内部骨格をもったプルテ

ウス幼生になる点でヒトデの幼生とは大きく異なる。

このような形態的な差異が、貧食作用にもたらす影

響はあるのか、ウニ幼生における貧食作用の詳細な

観察を行った。

【材料と方法】

バフンウニ舵"ice"〃弓otuspurcherr加usを受精

させ、8腕プルテウス幼生になるまで約18℃で飼育

した。81椀プルテウス幼生の左右どちらかの前繊毛

帯直下の体腔に、マイクロインジェクション法を用

いて0.2/zm径の蛍光ビーズを顕微注入し、1－5日

後の蛍光ビーズの所在を追跡した。

【結果】

プルテウス幼生の体内へ顕微注入された蛍光ビー

ズは、注入直後は分散していたものの、体腔細胞が

凝集するのとともに、蛍光ビーズも凝集される様子

が観察された。凝集体の周辺では、アメーバー状の

体腔細胞が曲がりくねりながら凝集体に向かって移

動する様子が観察された。これらの貧食作用の過程

は、ヒトデ幼生で観察されたものとほぼ同じであっ

た。

ウニ8腕プルテウス幼生において、蛍光ビーズを

貧食した細胞の一部は、凝集塊に向かわずに骨に沿

って直線的な移動をするという、他の貧食細胞とは

まったく異なる挙動を示した。これは、腕の先端へ

と向かう一方向の移動であり、蛍光ビーズ注入箇所

に近い腕の骨上での移動は観察されたものの(92％．

n=50)、正中線に対して反対側に位置する腕の骨上

ではこのような移動は観察されなかった(0%.N=

50)。

骨の上を直線的に移動する貧食細胞はどこまで移

動するのか、注入後5日目まで蛍光ビーズの所在を

観察すると、骨の上を滑りつづけ、腕（骨）の先端

に蛍光ビーズの一部が集められることが分かった。

【結論】

ウニ幼生では骨に沿って貧食細胞が移動するとい

う、ヒトデ幼生の貧食作用とは異なる特性があるこ

とが明らかになった。これまでウニ発生過程におけ

る骨格形成に関する研究は盛んに行われてきたが、

骨の機能に関する情報は乏しかった｡今回の結果は、

ウニ幼生の骨が貧食細胞の移動・異物の排除に関与

することを示唆している。
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A4

鯛に細菌を共生させるシンカイヒバリガイ類の血液細胞の比I波形態学的研究
多米晃裕'、吉田戦准2、大石禾聴2､植松

'(株）マリン・ワーク・ジャパン，

Comparativemorphologyofhemo呼鱈inadeep壱四町mbioticclams,

勝之'、小山純弘2、丸山正2

2海洋研究開発ｲ雛

andBathx卿…3脚“

AkfliiroTame',TakaoYoshidâ,KazueOishP,KatsuyukiUematsu',SumDiiroK町劃na*,TadashiMaruyama*

'MarineWoiksJapanLTD,*JAMSTEC

【目的】【結果】

二枚貝は血液細胞が関わる生体防御機構により外来微生物2種のシンカイヒバリガイ類では両者ともに､3種類の血液

の感染を防御すると考えられる。他方、深海の化学合成生態細胞を有すこと力判明した。これらの血液細胞を形態的特徴

系に生息する共生二枚貝は、鯉細胞内にメタン醐蜘菌や硫から、無頼粒で細胞質が好塩基性に染まる無頼粒細胞

黄酸化細菌を共生させているが、それに対する生体防御反応(Agranularcell)、小型鮒を有し好塩基性に染まる少穎粒

がどうなっているかは良く分かっていない本研究では､共細胞㈹alinecell)、大型穎粒を有し好酸性に染まる穎粒細

生二枚貝の血液細胞による生体防御機構を調べるため、メタ胞(Granularcell)に分類した。電子顕微鏡観察では､頼粒細

ン醐上細菌を共生させる2種のシンカイヒバリガイ類の血液胞には電子密度の高い大型のライソソーム様職が見られ、

細胞の種類と性質を明確にすることを目的として、光学顕微少穎粒細胞には電子密度が低い4型の穎粒が見られたが、無

鏡及び電子顕微鏡による観察を行った。穎粒細胞ではそのような穎粒は見られなかった。血液細胞の

【材料と方法】負食能は､穎粒細 胞は 高く 、少 穎粒 細胞 では 低い なが ら貧食

シンカイヒバリガイとヘイトウシンカイヒバリガイから血能が見られた。しかし、無穎粒細胞には貧食反応は見られな

液を採取し、Pa℃oilを用いた密度勾配遠心分離法により血球かつた｡蛍光標識コムギ腔芽レクチンの糖鎖結合性観察では、

細胞を密度と大きさで分画した。血液細胞は穎粒の有無と好無頼粒細胞は蛍光染色されなかったが、少穎粒細胞は弱く、

醐生糊塩望生などの染色性についてはメイグリュワルド・穎粒細胞は強く染色された。

ギムザ(MGG)染色による光学顕微鏡観察を行い､血液細胞【結論】

の微細形態は電子顕微鏡により観察をした。また、血液細胞メタン醐齢田菌を有する2種のシンカイヒバリガイ類では、

の貧食能を調べるため、血液細胞に蛍光標識大腸菌共に3種類の血液細胞を有しており、血液細胞の種類や形態

(BioPaticlesAl鰍劉88,EC城）を加えて暗室下4℃で2時間的特徴、さらに貧食能やレクチン結合性は、お互いに大変類

反応させ、蛍光顕微鏡により観察した。さらに、血液細胞の似していることが明らかになった。また、コムギ膝芽レクチ

糖鎖結合性を調べるため､N-アセチルグルコサミン及びN-ン蛍光染色の結果において､3種類の血液細胞で細胞表面の

アセチルノイラミン酸と親和性を持つ蛍光標識コムギ鵬し糖鎖が質的、あるいは量的に異なった結果が得られた。これ

クチン(FITC-labeledWGALectins)を血液細胞に漁pし、暗ら共生二枚貝が有する血液細胞が、共生細菌に対してはどの

室下4℃で15分間インキュベート後､蛍光顕微鏡により観察ような認識をし、影響を与える力、さらに、非共生二枚貝と

した。はどの よ う な 相 同 性 ま た1鉢目園生があるか、今後明確にして

いく必要がある。
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B1

Dros"ん伽トランスグルタミナーゼの基質群の機能解明

柴田俊生'、宮地隆太'、木場健吾'、有木茂'、新津直明2、嘉糠洋陸2、小柴琢己I、川畑俊一郎’

’九大・院・システム生命、2帯広畜産大.原虫病研究センター・原虫進化生物学研究分野

FunctionalanalysisofsubstratesfortransglutaminaseinDrosophi肱．

ToshioShibata',RyutaMiyaji',KobaKengo',ShigeruAriki',NaoakiShinzawa*,HirotakaKanuka*,Takumi
Koshiba',Shun-ichiroKawabata'.

'GraduateSchoolofSystemsLifeSciences,KyushuUniversity,̂NationalResearchCenterforProtozoanDiseases,

ObihiroUniversityofAgricultureandVeterinaryMedicine.

【目的】

トランスグルタミナーゼ(TGase)は、タンパク

質間にイソペプチド結合を形成させる酵素で、ロ甫

乳類においては皮膚形成や体液凝固などの生理

機能を果たしている。一方、無脊椎動物における

TGaseの機能はほとんど不明であった。そこで、

私たちはDrosoph"αを用いてTGaseの機能解明を

進めてきた。これまでに、全身でTGaseをRNAi

すると羽化率や羽化後の生存日数が著しく低下

すること、さらに、成虫では趣の水泡形成や腹部

の模様の消失といった表現型が現れることなど

が判明している。今回は、このような外皮形成に

影響をおよぼすTGaseの基質と推定されるタンパ

ク質群の機能解析を行った。

【材料と方法】

GAL4/UASシステムによりTGaseをRNAiした

個体の趣を回収し、タンパク質を抽出後、

SDS-PAGEにより分離した後､質量分析を行った。

同定したタンパク質をGAL4/UASシステムを用

いて全身や組織特異的にRNAiして、その表現型

を観察した。さらに、これらのタンパク質の大腸

菌による組み換え体の作製を行った。この組み換

え体を用いて、TGaseの合成基質であるビオチン

アミドペンチルアミンのTGase依存的な取り込み

を調べるとともに、各種多糖への結合性を解析し

た。

【結果】

外皮形成におけるTGaseの機能を調べるため

にGAL4/UASシステムによるRNAiを行った。そ

の結果、成虫では趣の水泡形成や、腹部の模様の

消失といった異常な表現型が現れた。

外皮形成に関与するTGaseの基質を同定する

目的で、TGaseをRNAiした個体の趣からタンパ

ク質を抽出して、全タンパク質について質量分析

による同定を行った。各タンパク質を全身および

趣特異的にRNAiしたところ、4種類のタンパク

質について趣や腹部に異常が現れた。このうち

Cpr97EbとClect26について、大腸菌を用いた組

換え体の作製を行った。この組換え体を、TGase

存在下でTGaseの合成基質と反応させたところ、

どちらのタンパク質についてもTGase依存的に合

成基質の取り込みが確認された。また、両タンパ

ク質は昆虫外皮の主成分であるキチンと特異的

に結合することも分かった。

【結論】

Dros叩"〃のTGaseは、発生や外皮の形成に重

要な役割を果たしていることが判明した。また、

外皮形成に必要なキチン結合‘性のタンパク質が

TGaseの基質として同定された。
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B2

カブトガニ体液凝固因子FactorGのβ-1,3-D-グルカン認識モジュールと

土壌細菌α"肋吻"lixtusの糖鎖認識モジュールとの構造類似性

植田祐生'、大和田修平'、阿部義人2、柴田俊生'、飯島学'、吉光由希子’

小柴琢己1．4、中田宗宏3、植田正2、川畑俊一郎'’4

’九大院・システム生命2九大院・薬3東海大・応用生化学4九大院・理

FactorGutilizesacarbohydrate-bindingcleftthatisconservedbetweenhorseshoecrabandbacteria

fortherecognitionofB-glucans

UedaYuki,OhwadaShuhei,AbeYoshito,ShibataToshio,lijimaManabu,YoshimitsuYukiko

KoshibaTakumi,NakataMunehiro,UedaTadashi,Shun-ichiroKawabata

'GraduateSchoolofSystemsLifeSciences,KyushuUniversity,̂GraduateSchoolofPharmaceuticalSciences,Kyushu

University,DepartmentofAppliedBiochemistry,TokaiUniversity

VacuityofSciences,KyushuUniversity

【目的】

自然免疫系で働くタンパク質は、感染微生物の

細胞壁に含まれる特有の分子パターンを認識

することで、自己-非自己を区別し、速やかに

異物の排除をおこなっている。カブトガニ

FactorGは、真菌の表層成分であるβ-1,3-D-グル

カン(BDG)によって活性化し、体液凝固を開

始するセリンプロテアーゼ前駆体である。

FactorGは、ふたつのサブユニット（α、β）に

よって構成され、αサブユニットのC末端のキ

シラナーゼZ様モジュールの二回繰り返し(Zl、

Z2)がBDGの認識部位であることが判明してい

る。また、ZlおよびZ2は、土壌細菌Cellvibrio

加な/”由来のエンドグルカナーゼ5Aのセルロ

ース結合モジュール(CwCBM6)と相同性があ

る。今回、FactorGによるBDG認識機構を詳細

に解明するため､NMRを用いてZ2のリガンド結

合部位を解析した。

【材料と方法】

カブトガニFactorGのZl、Z2モジュールの組み

換えタンパク質を調製し、不溶性のBDGである

カードラン、可溶性のBDGであるラミナリン、

およびラミナリオリゴ糖に対する親和性を詳

細に調べた。さらに、NMRを用いてラミナリペ

ンタオースとの相互作用を解析した。

【結果と結論】

FactorGのキシラナーゼZ様モジュールは、繰り

返し構造をとることで、その単独モジュールと

比較して、カードランに対して高い親和性を獲

得していることが明らかとなった。また、

C/CBM6には、2種のリガンド結合部位(Cleft

AとCleftB)が存在するが、Z2はCleftBに相

当する部位で、ラミナリペンタオースを認識し

ていた。したがって、BDG認識に必須の構造様

式は、細菌とカブトガニ間で保存されているこ

とが判明した。一方、ショウジョウバエやカイ

コのBDG結合タンパク質(GNBP3/j3GRP)と

構造比較をおこなったところ、タンパク質のフ

ォールドは類似していたが、詳細なBDG認識機

構は相互に異なっていた。
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B3

ショウジョウバエPGRP-LEの細胞内リステリア菌認識

によるオートファジー誘導機構解析

矢野環，若林康介，倉田祥一朗

東北大・院・薬

MolecularmechanismoftheinductionofautophagyviarecognitionofListeriabyDrosoph"αPGRP-LE

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ファミリーに属するPGRP-LE

は細菌細胞壁のペプチドグリカンを認識し、抗菌ペ

プチド産生を誘導する^PGRP-LEは体液中と、免

疫細胞である体液細胞内の両方においてペプチドグ

リカンを認識するという、他のPGRPにない特徴を持

つ【1]。我々 は、PGRP-LEが細胞内寄生細菌であるリ

ステリア菌を体液細胞内で認識し、オートファジー

を認識依存的に、新規のシグナル伝達経路を介して

誘導することによって菌を取り囲んで消化し、その

増殖を抑制することを明らかにしてきた[2]・

リステリア菌やサルモネラ菌といった細胞内寄生

細菌は、ほ乳類細胞内でユビキチンと共局在するこ

とが見いだされている。また、ほ乳類で同定されて

いるP62/SQSTM1は､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するが、近年、細胞内

に侵入した細胞内寄生細菌に局在し、オートファゴ

ゾーム形成に働いていることが示された。そこで、

病原体認識分子依存的なオートファジー誘導が細菌

に共局在するユビキチンとp62を介することにより、

p62がリステリア菌感染に対する抵抗性に機能して

いるかを解析した。

【材料と方法】

p62のショウジョウバエホモログであるref(2)P

変異体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にinvivoで機能してい

るか、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を検討した。また、ref(2)P

タンパク質が細胞内に感染したリステリア菌、リス

テリア菌細胞壁成分を認識することにより、菌周囲

に局在するPGRP-LE、ユビキチンと共局在するかを

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

能が低下していた。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、さらにユビキチンと共局在し、オートファ

ゴゾーム膜上に局在する因子LC3とも局在を共にし

た。ref(2)Pタンパク質のリステリア菌周囲への局

在、ユビキチンの集積はPGRP-LE依存的であった。

【結論】

PGRP-LEによるリステリア菌認識依存的に誘導さ

れるオートファジーは、ユビキチンとLC3の両方と

結合するアダプター因子ref(2)Pを介している可能

性を示した。これは、無脊椎動物であるショウジョ

ウバエからほ乳類に至るまで、細胞内寄生細菌に対

する抵抗反応としてのオートファジー誘導が、種を

越えて保存された類似の機構によることを示唆して

いる。

【参考文献】

1.Kaneko,T.etaﾉ.ⅣptureIm腕""ol.7,715-723(2006)

2.Yano,T.etaﾉ.Ⅳα"だ加腕脚"ol.9,908-916(2008)
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CooperativeregulationoftheinductionofthenovelantibacterialListericinby

PGRP-LEandJAK-STATpathway

AkiraGoto',TamakiYano*,Jun1brashima*,ShinzoIwasita*,YoshiteruOshima*,ShoichiroKurata*
'GraduateSchoolofLifeSciences,TohokuUniversity

ĜraduateSchoolofPharmaceuticalSciences,TohokuUniversity

【Introduction】

Intracellularbacteriacauseseriousinfectious

diseasessuchastubei℃ulosis,shigellosis,andlisteriosis.

Inspiteofwell-recognizedinnateimmunesignaling,the

TollandImdpathway,whicharemainlyinvolvedin

defensesagainstextracellularpathogens,itisstillelusive

howhostsdealwiththeattacksofintracellularpathogens.

WepreviouslydemonstratedthatDﾉ℃s卯ﾌﾙ伽

peptidoglycanrecognitionprotein(PGRP)-LEfunctions

asanimportanthostpatternrecognitionreceptoragainst

intracellularbacteriasuchasListeriamonocytogeneŝ¥

TofurtheridentifynovelPGRP-LEdependenthost

defensefactors,weperformedstrategicDNAmicroarray,

extractedcandidategenesandfinallyidentifiednovel

antimicrobiallikepeptideListericin.'*'.
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

【Materials&Methods】

StrategicDNAmicroarrayanalysiswasperformed

usingdifferentL.monocytogenesinfectioncombination

eitherintheabsenceorpi℃senceofPGRP-LÊ.By

comparingwithalldata,weextractedcandidategenes

whoseinductionisbothdependentonthepi℃senceof

PGRP-LEandbythewild-typeL.monocytogB"“

infectionandfinallyidentifieduncharacterizedgene

CG9080(referredtohereasListericin).Then,we

assessedthefunctionofListericinbyoverexpressionand

RNAistudies,biochemicalanalysisandcolony

formationunit(CFU)assaybothinvivoandinvitro

studies.

＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

【Results】

FunctionalRNAiandoverexpressionstudies

demonstratedthattheinductionofListericinis

cooperativelyregulatedbyPGRP-LEandtheJAK-STAT

pathway.Aninvi"℃cellcultureassayshowedthat

Listericinissecretedasprocessedformsandsuppresses

growthofnotonlyL.monocytogenesbutalsoGram-

negativebacteria.Furthermore.加vivoListericin

overexpressedfliesrenderedresistanceagainstL.

〃onocytogenesinfection.

＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

【Conclusion】

Wefirstreportednovelantimicrobial-likepeptide

ListericinwhoseinductionisregulatedbybothPGRP-

LEandJAK-STATpathway・TheCFUassayandinvivo

survivalexperimentsfiirtherreinforcedthefunctionof

Listericinasantimicrobialpeptide.
＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊

【References】

1.YanoT,MitaS,OhmoriH,OshimaY,FujimotoY,

UedaR,TakadaH,GoldmanW,FukaseK,

SilvermanN,YoshimoriT,KurataS(2008)Nat

Immunol,9:908-916

2.GotoA,YanoT,1もrashimaJ,IvvashitaS,OshimaY,

KurataS(2010)J.Biol.Chem.Inpi℃ss
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C1

ヒラメIPS-1遺伝子のクローニングおよび抗ウイルス活′性

引間順__1、大谷真紀'、RhodaMCerbo'、

Tae-SungJung'、青木
'国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCenter、

近藤秀裕2，麿野育生2，
宙1.2

2東京海洋大学・ケノム科学講座

MolecularcloningandantiviralactivityofIPS-1inJapaneseflounder,Parα"cﾙﾉﾉりぷo"vace”

Jun-ichiHikima',MakiOhtani',RhodaMCerbo',HidehiroKondo*,IkuoHironô,
2

Tae-SungJung',TakashiAoki'̂
'AquaticBiotechnologyCenter,GyeongsangNationalUniversity,

L̂aboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1もchnology

【目的】ホ乳類において、病原体関連分子パター

ン(PAMPs)の認識機構として、Toll様受容体

(TLRs)を初めとする多くのパターン認識受容体

(PPRs)による免疫システム活性化機構が知られ

ている(1)oしかし、魚類においてはTLRsによる

認識機構以外の知見は乏しい。そこで、我々は魚

類におけるPPRs､特にRLRs[retinoicacid-inducible

gene-I(RIG-I)-likereceptors]ファミリー分子によ
るウイルス核酸認識機構に着目し、その中でも、

もっとも重要な役割を担っている分子の1つで

あるIPS-1[Interferon(IFN)-Bpromoterstimulator-1,

別名MAYS,VISAあるいはCardif]遺伝子のクロ
ーン化を試み、さらに、その抗ウイルス活性を調

べた。

【材料と方法】GenBankの登録情報をもとに縮重プ

ライマーを設計し、ヒラメ{Parα"c力/伽o"vaceus)

の腎臓から作製したcDNAを鋳型としてヒラメ

IPS-1の部分配列を得た。この配列をもとに遺伝子

特異的プライマーを用いたRACE法を行い、全長配

列を決定した。また、ヒラメBACクローン(70-12N)
を鋳型にしてヒラメIPS-1遺伝子の全長を決定し

た。ヒラメ各組織における遺伝子発現、さらに

PolyhCやVHSV(Viralhemorrhagicsepticemiavirus)
刺激した腎臓白血球における遺伝子発現について調

べた。また、HINAE(Hiramenaturalembryonic)細胞
を用いて、IPS-1を過剰発現させた系でのVHSVあ

るいはHIRRV(Hiramerhabdovirus)に対する抗ウイ
ルス活性を観察した。さらに、その時にI型IFN

誘導遺伝子(Mx,ISG15,IRF3)の発現量の変化をリ

アルタイムPCR法で確認した。

【結果】ヒラメIPS-1遺伝子は全長5,262bpで、
2,235bpのコード領域を含んでおり、コードして

いるアミノ酸配列は641残基と推定された。N末

端に存在するCARDおよびProline-richドメイン

は良く保存されていた。また、ヒラメIPS-1遺伝

子の構造は5つのエキソンから成り立っていた

が、ヒトIPS-1遺伝子より少なかった。各組織に

おけるIPS-1遺伝子の発現は多くの組織で確認さ

れたが、特に腎臓、牌臓および心臓での発現が顕

著であった。PolyI:CやVHSVで刺激した腎臓白血
球ではIPS-1遺伝子の発現量はほとんど変化せず、

ホ乳類の特徴と類似していた。IPS-1を過剰発現さ

せた系でのVHSVあるいはHIRRVに対する抗ウイ

ルス活性を細胞変性効果(CPE)の観察およびウイ

ルスカ価の測定によって検討したところ、共に

IPS-1の過剰発現によって十分にウイルスの増殖が

抑えられた。さらに、Mx、ISG15および1RF3遺伝

子の発現量はヒラメIPS-1の過剰発現によって、

VHSV感染24時間後に著しく増加した。

【考察】本研究でクローン化したヒラメIPS-1it
伝子によってコードされている分子は、様々な特

徴の類似性からホ乳類のIPS-1と同様の働きをし

ていることが推察された。今回の実験に用いた2

種類のラブドウイルス（一本鎖RNAウイルス）

に対する抗ウイルス活‘性試験の結果により、ヒラ

メIPS-1はI型1FN関連遺伝子の発現誘導を通して、

これらのウイルス感染防御に対し、重要な役割を

担っていることが示唆された。

【参考文献】
1． AkiraS.,UematsuS.,andTakeuchiO.(2006)

PathogenRecognitionandInnateImmunity・Cell,
124:783-801.
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ヒラメにおけるLGP2を介したI型IFN経路の活性化

大谷真紀'、引間順一'、近藤秀裕2、鹿野育生2，Tae-SungJung'、青木宙1.2
1国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCenter,*東京海洋大学・ゲノム科学講座

LGP2-mediatedactivationoftypeIIFNpathwayinJapaneseflounder,Para伽〃thysolivaceus

MakiOhtaniI,Jun-ichiHikima1,HidehiroKondo2,IkuoHirono2,Tae-SungJung1,TakashiAoki''2
'AquaticBiotechnologyCenter,GyeongsangNationalUniversity,

*LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology

【目的】自然免疫は生体内に侵入したウイルス

や細菌に特異的なタンパク質、脂質、核酸など

の病原体成分(pathogenassociatedmolecular
pattern:PAMPs)を速やかに認識し、感染に対す

る最初の免疫応答を誘導する。近年の研究によ

り、ウイルス感染後、細胞質内のウイルス核酸

センサー(patternrecognitionreceptors:PRRs)が
ウイルス由来の核酸を特異的に認識し、I型イ

ンターフェロン(IFN-I)の産生を誘導すること

が明らかになったwPRRsの一つでRIG-I様受

容体(retinoicacidinducible-geneIlikereceptor:
RLR)ファミリーに属するLGP2について、ヒ

ラメ{Para/苑力thysolivaceus)よりcDNAを同定

し、一本鎖RNA(single-strandRNA:ssRNA)ウ
イルスであるウイルス性出血性敗血症ウイルス

(VHSV)感染後の腎臓においてLGP2遺伝子

の発現が著しく増加することを既に報告した。

本研究では、LGPの過剰発現によって誘導され

る抗ウイルス活‘性のより詳細な分析をIFN-I、

IFN誘導遺伝子(IFN-I,Mx,ISO15およびISG56)

やRLR(MDA5およびIPS-1)の発現定量解析

を中心に行った。

【材料・方法】完全長のヒラメLGP2およびC

末端側の制御ドメイン(regulatorydomain:RD)を
欠損したLGP2ARDをコードする発現ベクター

を構築した。これらをヒラメ雁由来細胞株

(HINAE)に遺伝子導入し､48時間後にVHSvno*
PFU/ml)を感染させた｡VHSV感染から3日後に

4％パラホルムアルデヒドでHINAE細胞を固定

後、クリスタルバイオレットでHINAE細胞を

染色し、細胞変性効果(CPE)を可視化した。

発現定量解析にはウイルス感染から24時間後

のHINAE細胞を回収し､cDNAを合成してリア

ルタイムPCR用の鋳型とした。また、発現ベク

ターと共にPolyI:C(合成dsRNA)を細胞質内
に導入し、48時間後に細胞を回収した。

【結果】LGP2の過剰発現により、VHSV感染

後のCPE発現およびウイルスカ価が抑制され、

さらにIFN-I(14倍),Mx(42倍),ISG15(24

倍）およびIRF-3遺伝子(12倍）の発現量は優

位に増加した。興味深いことに、LGP2ARDを

過剰発現したHINAE細胞ではVHSV感染後の

CPE発現は抑制されず、IFN-IやIFN誘導遺伝

子の発現増加も見られなかった。

一方、PolyI:CをHINAE細胞に導入すると、
コントロールにおいてもIFN-Iを除くその他の

遺伝子の発現が誘導されたが、これらの誘導は

LGP2の過剰発現によりさらに3~5倍程度増加

した。

【結論】LGP2の過剰発現により、VHSVの増

殖が抑制された。また、VHSVやPolyI:Cの存
在下においてIFN-1やIFN誘導遺伝子の発現が

強く誘導された。これらの結果は、ヒラメLGP2

はウイルス核酸を認識してIFN-IやIFN誘導遺

伝子の発現を誘導していることを示唆している。

現在、二本鎖RNA(double-strandRNA:dsRNA)

ウイルスである伝染性騨臓壊死症ウイルス

(IPNV)を用いて同様の実験を進めている。
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MolecularcharacterizationandexpressionanalysisofnuclearoHgomerizationdomainprotein,

NODIinJapaneseflounderParalic〃〃solivaceus
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UniversityofMarineScienceand1bchnology

【Introduction】

Invadingpathogensarerecognizedbypattern

recognitionreceptors(PRRs)distributedin

extracellular,membraneandcytoplasmic

compartments.Inmammals,threemajorclassesof

PRRshavebeenidentified:Tolllikereceptors(TLRs),

nuclearoligomerizationdomainprotein(NOD)-like

receptors(NLRs)andretinoidacid-induciblegene-1

(RIG-l)-likereceptors(RLRs)．TLRsarethemost

characterizedmembrane-associatedPRRs.NLRsare

recentlyidentifiedcytoplasmicPRRsinvolvedin

recognitionofintracellularpathogensinearlyhost

defense.However,NODIfunctioninteleostfishis

poorlyunderstood.Herewepresentthemolecular

cloningandcharacterizationofJapaneseflounder

{Parα"ch"り/solivaceus)NODIgeneandthegene

expressionwasexaminedinbacterialandviral

infectedfish.

【MaterialsandMethods】

NODIcDNAwasclonedthespleenandkidney

ofJapaneseflounder.Thefull-lengthofNODIgene

wasalsodeterminedbydirect-sequencingusingBAC

clonescreenedfromflounderBAClibrary.Tissue

distributionofNODImRNAswasanalyzedby

reversetranscriptasePCR(RT-PCR).Theexpression

levelsofflounderNODIgeneintheflounderkidney

infectedwith醜ノセptococcusiniae.＆かαﾉzﾒsje"α/αﾉ故I

andViralhemorrhagicsepticemiavirus(VHSV)was

measuredbyquantitativereal-timePCR(Q-PCR).To

understandthemechanismofNODIgeneinduction

byE.tαﾉてわinfection,thekidneyinflounder

immunizedwithformalin-killedcells(FKC)andouter

membranevesicles(OMVs),whicharenaturally

releasedfromE.tα比わ,werealsoexaminedfor

Q-PCRanalyses.Thevaluesofthegeneexpression

wererelativetotheexpressionofEF-lagene.

【Results】

TheJapaneseflounderNODI(poNODl)cDNA

contains3753bp・Thecompleteopenreadingframeof

poNODlwas2,820bp,encodinga940-aminoacid

polypeptide・ThepoNODlpossessesthreeconserved

domains:carboxylterminalleucinerichrepeat(LRR)

domains,acentralNODdomainandaminoterminal

CARDdomain.ThepoNODlgeneconsistedof11

exonswith10interveningintrons,spanning7,59Ibp

ofgenomicsequenceusingscreenedBACclone.

RT-PCRanalysisshowedpoNODlwasubiquitously

expressedinthefloundertissues.Theexpressionof

poNODlgenewassignificantlyinducedinthe

infectedkidneywithallpathogensincludingS.伽iae.

E.tα此わandVHSV.However,OMVandFKCofE.

Iαﾉてわcouldn'tinducetheexpressionofNODIgene.

【Discussion】

ExpressionofNODIgenewassignificantly

elevatedafterviralandbacterialinfection,suggesting

thatNODIplaysanimportantroleinfishinnate

immuneresponsetoviralandbacterialinfections.

SincetheexpressionofNODIgenewasinducedby

aliveE.tα比わbutnotbyOMVandFKCofE.taﾉてわ，

whichseemnottoinvadeintothecytoplasm,the

inductionofNODImRNAisprobablyinvolvedinthe

immuneresponsetointercellularinfectionwithE.
Iaﾉ故7．
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ヒラメToll-likereceptor3,7,8遺伝子の

クローニングならびに発現解析

黄農敦，近藤秀裕，庚野育生，青木宙

東京海洋大学・ケノム科学講座

MolecularcloningandgeneexpressionstudyontheToll-likereceptor3,7and8inJapaneseflounder,
””脆"伽;.solivaceus.

SeongDonHwang,HidehiroKondo,IkuoHirono,TakashiAoki

LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1℃chnology

[Objective]

Toll-likereceptors(TLRs)regulateimmune

responsebyrecognizingpathogen-associated

molecularpatterns(PAMPs)inthefirstlineof

defenseagainstpathogen.MammalianTLR3

recognizesviraldsRNAandTLR7andTLRSsense

viralssRNAgenome.TLRsignalsfromtheseTLRs

resultininflammatorycytokineandtypeI

interferonproduction・Hence,TLRS,TLR7and

TLRSplaycentralrolesintheimmuneresponse
duringviralinfection.However,thesystemic
reactionofteleostfishTLR3,TLR7andTLRS

duringviralinfectionhasnotbeenfullyunderstood.

Inordertounderstandthesevirali℃cognitionTLRs

inteleost,weclonedTLR3,TLR7andTLRSfi･om

Japaneseflounder,Parα"chthysolivaceus,and

investigateditsexpressionprofilefollowingviral
haemorrhagicsepticemiavirus(VHSV)infection.

[Methods]

DegeneratePCR,expressedsequencetags(ESTs)

annotationandprimerwalkingPCRwere
conductedtocloneTLR3,TLR7andTLRScDNAs

ofJapaneseflounder.Theexon/intronstructures

oftheirgenesweredeterminedbyscreeningthe

JapaneseflounderBAClibrary.Furthermore,

afterVHSVinfection,thegeneexpressionof

JapaneseflounderTLR3,TLR7andTLRSin

immune-relatedorganswerealsoinvestigated.

[Results]

ThecodingregionofJapaneseflounderTLR3,

TLR7andTLRScDNAswere2,799bp,3,159bp
and3,078bp,encoding932,1,052and1,025amino

acidresidues,respectively.Thestructureofthese

TLRsconsistedofLRR,transmembraneandTIR

domains.TheORFofTLR3,TLR7andTLRS

genesconsistedof4,2and1exon,respectively.
VHSVexperimentalexposureledtolowinduction

ofTLR3andTLRSintheexaminedorgans.Onthe
otherhand,TLR7washighlyinducedinalmostall

organswiththehighestinductionofTLR7observed

inkidneyandspleenat5dayspost-infection.

[Conclusion]

OurresultsshowedthatTLR3,TLR7and

TLRSarepresentinJapaneseflounderand

expressionoftheirgenesisregulated
differentlyinthetissuesagainstviralinfection.
Itmaybeimportantforthemodulationof

systemicimmuneresponses.
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Characterizationofzymosan-bindingproteinsintheNiletilapiaserum

SohaGomaaRamadanAbdel-salamOkba,TomonoriSomamotoandMikiNakao

DepartmentofBioscienceandBiotechnology,GraduateSchoolofBioresourceandBioenvironmental

Science,KyushuUniversity

【Introduction】

Oneofthestrikingfeaturesoffishcomplement

systemisthatitcontainsmultipleisoformsof

severalcomplementproteins,suchasC3,wherethe

functionofthisdiversityincomplementproteinsis

consideredtoexpandtheirinnateimmune

recognitioncapacityandresponse.However,this

complementdiversityhasbeenprovenonlyina

limitednumberofteleostspeciessuchastrout,carp,

zebrafishandmedakafish,andlessstudiedfor

evolutionarilynewerteleostgroupssuch

Perciformes.Tilapia(Oﾉ'eochro"な〃"o"cus).

belongingtothisorder,isoneofthemostimportant

speciesinaquaculture,butstillpoorlyanalyzedfor

theirinnateimmunity・Therefore,thepresentstudy

aimedatelucidatingstructuralandfunctional

diversityoftilapiacomplementcomponentC3.

InadditiontocDNAcloningoftwodistinctC3

isotypes,wehaveattemptedC3identificationatthe

proteinlevelbyanalyzingthemyosin-binding

proteins(ZBP)oftilapiaserum,sinceZBPhave

beenshowntocontainactivatedformsofC3as

majorconstituentsinotherspeciessuchascarpand

mammals・Herewereportthepresenceoftwo
distinctC3isoformsandconstituentsofZBPin

tilapia.

【MaterialsandMethods】

TilapiaC3-encodingcDNAswereampl而ed

usingprimerscorrespondingtoconservedamino

acidsequencesegments,andsubclonedinto

pGEM-T,andsequenced.

ForpreparationofZBP,tilapiaserumwas

incubatedwith5mg/mlzymosanfor1hat25C.

Proteinsboundtozymosanwereelutedwith1M

hydrazinefor1hat25C,concentratedby

precipitationwith15%trichloroaceticacid,and

analysedbySDS-PAGEon8%gels.

【Results】

SequencingofPCRproductsshowedtwo

majorisoforms,designatedC3-HandC3-Q,that

differsatcatalyticsiteforcleavageandbinding
reactionofC3.

SDS-PAGEanalysisofZBPselutedwith

hydrazinegavethreebandscorrespondingto

polypeptidesofiC3bformofC3,suggestingthat

tilapiaC3canbindtozymosanasanactiveform.

InadditiontotheiC3b-likepolypeptides,

tilapiaZBPgaveamajorbandof240kDa

polypeptide,designatedZBP-240.Sincecarpand

troutZBPdonotcontainanyproteinbandofsuch

highmolecularmass,ZBP-240isconsideredtobea

novelproteinwithzymosan-bindingability.

ZBP-240waspurifiedfromtilapiaserumby

PEGprecipitationandchromatographicseparation

onQ-SepharoseHP,Superdex200,and

hydroxylapatite.OntheSuperdex200column,

ZBP-240migratedasa～400kDaprotein,

suggestingthatitispresentasadimerinserum.

Detailedstructuralandfunctionalanalysesof

ZBP-240arenowinprogress.

【Discussion】

Inmammalsandcarp,ZBPmainlycontain
iC3bformofactivatedC3.Itshouldbenotedthat

unlikeotherspeciestestedtodate,ZBP-240wasthe

majorcomponentofZBP,suggestingthatZBP-240

mayplayasignificantroleinrecognitionand

eliminationofyeastandpossiblyfungi.
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魚類における膜型補体制御因子の同定

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

Identificationofmembrane-boundregulatorsofcomplementactivationinfish.

MasakazuTsujikura,TomonoriSomamoto,YokoKato-Unoki,MikiNakao

GraduateSchoolofBioresourceandBioenvironmentalSciences,

KyushuUniversity

【目的】

Regulatorofcomplementactivation(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タンパク質には分泌型と膜結

合型があり、膜結合型制御因子は自己細胞を補体に

よる攻撃から守るために重要である。系統発生学的

には､RCAタンパク質は円口類や硬骨魚類からも同

定されており、その起原が非常に古いと示唆される。

これまでにfactorH様の可溶性分子が硬骨魚類の

barredsandbassとヒラメ、さらに円口類ヤツメウ

ナギで見つかっている。しかし、魚類では自己細胞

を保護する上で重要な膜結合型のRCAタンパク質

は未だ同定されていない。本研究ではゼブラフィッ

シュとコイから膜結合型のRCAタンパク質を同定

することを試みた。

【材料と方法】

ゼブラフィッシュのゲノムデータベースから、

BLAST検索などによって膜結合型の新規RCAタン

パク質の配列を予測し、TeleostComplement

RegulatoryMembraneprotein(Tecrem)と名付け

た。これを基にプライマーを設計し、RACEPCR

により全塩基配列を決定した。さらにこれをクエリ

ー配列としたBLAST検索によって、コイTecrem

の部分EST配列を得て、RACEPCRによりこの全

塩基配列を決定した。

また、pcDNAS.lvectorを用い、6XHistag付き

コイTecremを発現するCHO細胞を樹立した。こ

のTもcrem発現株を標的として用い、コイ補体によ

る細胞傷害試験を行い、コイ化cremの補体抑制活

性を評価した。

【結果】

ゼブラフィッシュからは、5個のSCRドメイン、

膜貫通領域および細胞質領域を含む唖cremタンパ

ク質（404アミノ酸残基）をコードするcDNA、

(2248bp)がクローニングされた。一方、コイ

Tecrem(362残基)は、4つのSCRドメイン、

Thr/Pro-rich領域、膜貫通領域および細胞質領域か

ら構成されていた。Tecremの発現組織をRT-PCR

を用いて解析した結果、供試したすべての臓器で

mRNAが検出され、1℃cremが補体制御因子である

ことが示唆された。

さらにCHO細胞を用いた細胞障害阻害試験では

Tecrem発現株に対する細胞障害が有意に減少し、

Tecremがコイ補体を制御することが示された。

【結論】

下等脊椎動物からは初めて膜結合型のRCAファ

ミリーに属する補体制御因子化cremをクローニン

グした。rTecrem発現CHO細胞を用いたコイ血清

細胞障害阻害試験の結果から、Tecremがコイ補体

による細胞障害活性を阻害することが示唆された。
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円口類ヌタウナギにおける補体系活性化因子の同定

Ill口智和1,高宗和史1,近藤昌和2高橋幸則2鵜木(加藤）陽子3,中尾実樹I藤井保5
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Identificationofcomplementfactorinvolvedintheactivationofcomplementsystem

inhagfish,即緬"沼tus加噌eri.

TomokazuYamaguchi',KazufumiTakamune',MasakazuKondosYukinoriTakahashî,YokoKato-Unokî、
MikiNakao*,TamotsuFujiP

'GraduateSchoolofScienceand1bchnology,KumamotoUniversity,̂DepartmentofAppliedAquabiology,
NationalFisheriesUniversity,̂FacultyofAgriculture,KyushuUniversitybイDepartmentofBioscienceand
Biotechnology,KyushuUniversity,̂DepartmentofHealthSciences,HiroshimaPi℃fecturalUniversity

【目的】

最も原始的な脊椎動物の一つである円口類のヌタ

ウナギでは、原始的な自然免疫が生体防御の中心的

な役割を果たしているのではないかと考えられてい

る。特に、補体系レクチン経路に関与するタンパク

質が数種見つかっていることから同経路が免疫の重

要な役割を果たしていることが示唆されてきた。そ

こで本研究では、ヌタウナギにおけるレクチン経路

の全容を明らかにするため、経路活性化の起点とな

る糖鎖認識分子の探索を行った。

【材料と方法】

ヌタウナギの血清を分離し、それをN-アセチルグ

ルコサミンを担体としたアフイニテイーカラムに通

すことで、血清中の糖鎖認識分子の単離を試みた。

その後、N－アセチルグルコサミンを含むバッファー、

及びEDTAを同カラムに順次通すことでカラムに結合

している糖鎖認識分子の溶出を行った。溶出された

分画中に含まれるタンパク質の解析は、SDS-PAGE、

Edman法によるN末端アミノ酸配列解析、RACE法に

より行い当該タンパク質の実体を明らかにした。

【結果】

EDTA分画中に存在するタンパク質において、既

存の糖鎖認識レクチンに見られるような多量体形成、

コラーゲン様ドメインの存在が示された。そこでN

末端アミノ酸配列を決定し、RACE法を用いて当該

タンパク質をコードするcDNA全長の塩基配列を明

らかにした。BLASTP解析による相同性検索と系統

樹による系統解析の結果、同タンパク質は他種で発

見されているClqと相同性を示した。また、系統解

析により、このヌタウナギClqがヤツメウナギの

Clqよりも進化的に起源が古いことが示唆された。

【結論】

N－アセチルグルコサミンカラムを用いたアフイ

ニティークロマトグラフィーにてヌタウナギClq

タンパク質が同定された。穫得免疫を有する高等

脊椎動物で主に抗体認識に働くClqがヌタウナギ

では糖鎖認識分子として働くことが示唆され、両

者における当該分子の作用機序の違いは免疫進化

を考える上で非常に興味深い現象といえる。今後

は、同タンパク質の機能解析を行うことでヌタウ

ナギにおけるレクチン経路の全容解明を目指す。
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ウイルス感染で誘導されたギンブナ細胞傷害T細胞と単球の細胞傷害活‘性

柚本智軌'、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

Cell-mediatedcytotoxicityofCTLandmonocytefromvirus-infectedginbunacrucaincarp

TomonoriSomamoto',1bruyukiNakanishP,MikiNakao'
'DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity,

*DepartmentofVeterinaryMedicine,NihonUniversity

【目的】

ﾛ甫乳類のウイルス感染防御システムにおいて、細

胞傷害性T細胞(CTL)が担う細胞性免疫は重要な

役割を担っている。これまでに我々はクローンギ

ンブナを用いることにより、魚類のウイルス感染

防御システムにおける細胞性免疫の重要性を提

唱してきた。本研究では、ウイルス感作によって

誘導されるエフェクター細胞がCTLだけなのか、

あるいは、それ以外のエフェクター細胞が関与し

ているかを検討した。

【材料と方法】

S3n系統のクローンギンブナに、致死量以下(10*

TCIDso/SOg魚体重）のcruciancarphaematopoietic

necrosisvirus(CHNV)を3週間間隔で2回腹腔内接

種し、最終免疫から8日後に末梢血白血球を分離

した。CTLは、比重分離およびギンブナCD8αに

対するmAb(2C3)を用いた磁気ビーズ分離法にて

単離した。また、エフェクター細胞をプラスチッ

ク付着性を利用し、付着性細胞群（単球画分）と

非付着性細胞群に分画した。S3n系統と同系であ

るCFS細胞にCHNVを感染させた標的細胞と各

エファクター細胞とを混合培養し､LDH遊離法に

よって細胞傷害活性を測定した。

エフェクター細胞の傷害機序を検討するため、

EGTA(パーフォリン/グランザイム経路の阻害),

NaNa(MPO阻害)、L-alanine,L-serine,glycine

(HOC1のスカベンジャー)を傷害活’性阻害剤とし

て用いた。

【結果】

未感作のエフェクター細胞はCHNV感染細胞を

殆ど傷害しないが、CHNVで感作することにより、

33-59％の感染細胞を傷害した。単離したCTL

が感染細胞を傷害すること、またCTLを除去した

エフェクター細胞群の活'性が、除去していない細

胞群の活性と比べ約1/2に低下することから、誘

導された傷害活性の担当細胞にCTLが含まれる

ことが確認された。しかしながら、CTLを除去し

たエフェクター細胞群も有意に感染細胞を傷害

することから、CTL以外にもエフェクター細胞が

存在することが示唆された。次にその傷害活性が

単球によるという仮説のもと、付着・非付着性細

胞の傷害活性を測定したところ、付着性細胞群

（単球画分）は、非付着性細胞群よりも高い傷害

活'性を示した。また、MPO阻害剤やHOCIスカベ

ンジャーにより、その活性が有意に抑制されるこ

とから、単球はHOCIを産生してウイルス感染細

胞を殺傷していることが示唆された。以上の結果

から、ウイルス感染で誘導される主なエフェクタ

ー細胞には、CTLだけではなく活‘性化された単球

も含まれることが示された。ウイルス感染時のみ

傷害活性が誘導されることから、単球はウイルス

感染によるなんらかの刺激により活性化され、感

染細胞に対する傷害能を獲得すると考えられる。
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スポッテドガーの穎粒球

近藤昌和，安 本信哉，高橋幸則

水産大学校・生物生産学科

Granulocytesofspottedgar

MasakazuKondo,ShinyaYasumoto,YukinoriTakahashi

DepartmentofAppliedAquabiology,NationalFisheriesUniversity

【目的】

演者らはこれまでに、各種魚類の好中球穎粒の種

類数および染色性について調べ、その多様性につい

て明らかにしてきた。魚類を含む脊椎動物の原始の

系統とされているヌタウナギでは、好中球に好塩基

性穎粒（γ頼粒）のみが観察される。また、四肢動

物が含まれる肉鰭綱のアフリカハイギョの一種

(Prot叩termα""eae細）の好中球には、種々 の染色

性（酸好性、塩基好性、異調アズール好性）を示す

1種類の頼粒（多染性穎粒）が存在することが明ら

かとなった。一方、真骨魚類とともに条鰭綱に含ま

れ、条鰭綱の中で最も祖先的と考えられている腕鰭

亜綱に属するPolypteruse""iche〃では、好酸性穎粒

（α頴粒）とY願粒が認められている。また、真骨

魚類は好中球穎粒の種類数の違いから3群(I～Ⅲ

群）に大別され、I群には真骨魚類の中で、祖先種

が最も早期に出現したアジアアロワナなどが含まれ

ることから、I群の好中球は、真骨魚類好中球の原

型であると推察されている。I群の好中球には、α

頼粒、難染性穎粒（β穎粒）およびγ頼粒の3種類

の頼粒が認められているが、β穎粒は他の群の好中

球にも観察され、ペルオキシダーゼ(PO)活性が検

出されている。しかし、ヌタウナギ、アフリカハイ

ギョおよびP.endliche〃ではPOは検出されていない。

本研究では､条鰭綱のうち､腕鰭亜綱よりも新しく、

真骨魚類（ハレコストム区真骨亜区）とともに新鰭

亜区に含まれるが、真骨魚類よりも古くに出現した

鱗骨区ガー目のスポッテドガーL"なosteusoculα畑s

の好中球穎粒の形態学的特徴を調べ、魚類好中球頼

粒の系統進化について考察する。

【材料と方法】

熱帯魚店で購入したスポッテドガーを実験に供し

た。尾部血管から採血し、血液塗沫標本を作製して

各種染色を施した。また、ZymosanAに対する貧食

の有無を調べた

【結果】

スポッテドガーの血液中には、4種類の頼粒球(A

型好中球、B型好中球、大型好酸球、小型好酸球）

が観察され、このうち、2種類の好中球には貧食能

が認められた。両好中球ともに、β穎粒を有してい

たが、A型にはγ穎粒も、B型にはα穎粒も観察さ

れた。しかし、POは、B型のβ穎粒にのみ検出され

た。大型の好酸性穎粒を有する大型好酸球にもPO

が検出されたが、好酸性穎粒はPO陰性であり、PO

は小型の陽性穎粒として認められた。また、大型好

酸球の好酸性穎粒は､ヘマトキシリン染色によって、

青染された。

【結論】

スポッテドガーの血液中には、PO陰性のβ願粒

とγ頼粒を有するA型好中球と、PO陽性のβ頼粒

とα穎粒を有するB型好中球が存在した。両好中球

の特徴は、真骨魚類I群の好中球の特徴（α頼粒、

PO陽性のβ穎粒およびγ穎粒を有する)を二分した

ものと推察されるが、スポッテドガー好中球と、真

骨魚類I群の好中球のどちらが原始的なのかは、ス

ポッテドガーと姉妹群を形成するチョウザメ類と、

この群と姉妹群を形成するアミア類の情報が必要で

あり、現在、検討中である。
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皮膚に発現する二つのトラフグケモカイン

田内博久1末武弘章2菊池潔I鈴木譲I宮台俊明2

'東京大学・水産実験所，g福井県立大学・海洋生物資源学部

Twochemokinesinfuguskin

HirohisaTauchi',HiroakiSuetake*,KiyoshiKikuchi',YuzuruSuzuki',ToshiakiMiyadaP

'FisheriesLab.TheUniv.ofTokyo,̂FacultyofMarineBioscience,FukuiPrefecturalUniv.

【目的】

魚類の表皮には白血球が集積しており、皮膚から

の病原体の侵入に備えていると考えられる。皮膚へ

の白血球の集積には、ロ甫乳類ではケモカインCCL20

とCCL27が関与する｡本研究ではこれらケモカインに

着目し、魚類皮膚での白血球集積の仕組みについて

理解を深めることを目指した。

【材料と方法】

トラフグを材料としてRACE法により、CCL20と

CCL27のcDNAクローニングを行った。次に様々な組

織における遺伝子発現をRT-PCR法で調べた｡後者に

ついては加s"脚hybridization法により発現細胞の同

定を目指した。

【結果】

トラフグで見出された2つのケモカイのうち遺伝

子構造や系統樹解析からひとつはﾛ甫乳類CCL20との

オーソログであると推定された。もうひとつは一次

構造からは噛乳類のCCL27とCCL28の両方に類似し

ているのに対して、シンテニー解析からはCCL28に

対応しており、どちらのオーソログとも同定できな

かったことからCCL27/28と名付けた。RT-PCR解析

によりCCL20遺伝子は皮膚と腸で、CCL27/28遺伝子

は皮膚で発現が確認された。また両遺伝子とも鯉と

胸線で発現していた。さらに、伽s"〃hybridization

法で解析したところ、CCL27/28は表皮の上皮細胞に

強く発現していた。この発現パターンは表皮におけ

るリンパ球の分布と合致していた。

【結論】

これらのことから皮膚の白血球の集積にはケモ

カインCCL20とCCL27/28が関与しているものと考察

され、魚類の皮膚の構造は哨乳類と異なるにも関わ

らず、両者とも同様の白血球集積システムが皮膚に

存在していると考えられる。またCCL20とCCL27/28

では発現パターンが異なることから、同じく皮膚に

発現するケモカインでも異なった機能をもっている

可能性が示された。このように、魚類の皮膚におけ

る白血球の集積システムは複数のケモカインによっ

てコントロールされているものと推定される。
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コイ末梢血白血球の培養におけるBリンパ球の増殖

仁井田祥光，片倉文彦，山口卓哉，森友忠昭，中西照幸

日本大学・獣医学科・魚病学研究室

GrowthofBcellsincultureofcarp{Cyprinuscarpio)peripheralbloodleukocytes

YoshimituNida,FumihikoKatakura,TakuyaYamaguchi,TadaakiMoritomo,1℃ruyukiNakanishi

LaboratoryofFishPathology,DepartmentofVeterinaryMedicine,NihonUniversity

【目的】

現在、アメリカナマズ{Channelca鐘怠〃を除いて

魚類の末梢血白血球を長期培養した報告はない[11。

そこで本研究では末梢血白血球の長期培養が他の魚

種においても可能であるかを検討するため、支持細

胞を用いてコイ末梢血白血球の長期培養を試みた。

【材料および方法】

24穴プレートで単層培養したギンブナ胸腺由来

細胞株(GTS9)上にコイの末梢血より得た白血球を

Iwellあたり2.5×10"個ずつ播種した。培養液とし

て20%FBSおよび2.5%コイ血清加ERDF培地を

用い､この培養液にLPSを加えていないものをLPS

（－）培養、LPSを加え最終濃度500vg/mlにした

ものをLPS(+)培養とし、30℃、5%CO2存在下

で培養した。また、継代培養にはLPS不含培地を用

いた。

【結果】

いずれの培養条件においても支持細胞上で白血球

の活発な増殖が観察され、5日程で細胞がwell全体

にまで増殖した。増殖した細胞の一部を新たな支持

細胞上へ継代し、これを繰り返すと、10代以上（約

60日間）に亘り長期培養が可能であった。増殖した

細胞の性状を調べるため、各種血球マーカー遺伝子

の今発現をRTPCR法により解析したところ、LPS

（－)培養において増殖した継代2代目の細胞では、

Ick(T細胞）遺伝子と〃らGSFR(単球・マクロフ

アージ）遺伝子を発現していたものの、CmUgM

定常領域,B細胞）遺伝子の発現はわずかしかみら

れず、その他の血球マーカー遺伝子の発現はみられ

なかった。また、継代4代目以降では上k遺伝子と

/l"とCSF刃遺伝子の発現のみがみられた。

一方、LPS(+)培養において増殖した細胞は上

記と同様に上k遺伝子とM-CSB刃遺伝子を安定して

発現していたのに加え、4代目および6代目におい

てもC〃遺伝子を発現していた。現在、増殖したB

細胞を含む細胞系の性状について詳細に解析中であ

る。

【結論】

コイ末梢血白血球は支持細胞上で長期培養可能で

あることがわかった。このことから、支持細胞が存

在する場合、他の魚類においても末梢血白血球の長

期培養が可能であることが示唆された。また培養下

で増殖した細胞はT細胞系や単球・マクロファージ

系の細胞であり、さらにLPSを加えて培養すること

でB細胞系の細胞も長期増殖すると考えられた。

【参考文献】

1.NormanW.Miller,V・GregoryChincharand

LWilliamClem"Developmentofleukocyte

celllinesfromthechannelcatfish(Ictahﾉrus

punctatus)〃ノbZ"令"alofTissueQﾉ〃ljreルルt加畝s

16:117-123,1994
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ギンブナにおけるCD4,CDS陽性T細胞サブセットの組織分布

小川詩乃、戸田秀明、柴崎康宏、森友忠昭、中西照幸

日大・生物資源

TissuedistributionofT-cellsubsetsinginbunacruciancarp,Carassiusα"ratus〃"gsdorfii

ShinoOgawa,HideakiToda,YasuhiroShibasaki,TadaakiMoritomo,1℃ruyukiNakanishi

CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity,

【目的】

両生類からﾛ甫乳類に至る脊椎動物において、胸

腺がT細胞の成熟の場であることは良く知られて

いるが、魚類においては細胞レベルでは不明であ

る。最近、我々はギンブナのCD4およびCD8a

に対するモノクローナル抗体(MAb)の作製に成功

し、細胞レベルでT細胞サブセットの動態を解析

することが可能になった。そこで本研究では、こ

れらの抗体を用いて胸腺をはじめとする各器官・

組織におけるT細胞サブセットの成長に伴う分布

の変化について解析した。

【材料と方法】

供試魚として体重0.05～60g(30日令～6歳）の
奥尻島産ギンブナ(OBI)とを用いた。組織にお

ける分布については、胸腺、頭腎、体腎、牌臓、

肝臓、鯉、腸及び末梢血について検討した。0．05

~5gの個体については、2～10尾の個体から得た
組織をプールして用いた。抗CD4MAbおよび抗

CDSaMAbを用いて蛍光免疫染色し、フローサイ

トメーター(FACS)を用いてCD4+およびCDS*細

胞数の割合を解析した｡また､凍結切片を作製し、

蛍光免疫染色によりCDS*細胞の組織内分布につ

いても検討した。

【結果】

成魚においてCD4*細胞は、検討した全ての組

織において認められ、胸腺、頭腎、体腎において

は15～25%認められた。一方、腸においては2～

6％と少なかった。CDS*細胞は、胸腺において最

も多く(15～27%)、次いで腸に多く認められた(4

-20%)oCD4*およびCDS．を両方発現する細胞

(DP細胞)は胸腺のみに認められた(21～33%)。

成長に伴うT細胞サブセットの分布の変化につ

いては、0.05～O.lg(30～38日令）の胸腺におけ

るCDS*細胞の割合が0.2g以上の個体に比べ有意

に低かった。また、0.05～5g(30～130日令）の胸
腺において体重の増加や加齢とともにDP細胞が

増加する傾向が認められた。さらに、5g以上の個
体の腸や鯉においてCDS*細胞の割合が5g以下
の個体に比べ有意に高かった。

頭腎、体腎、鯉及び腸において、CD8*細胞の

割合が体重の増加あるいは成長に伴い増加する傾

向が認められた。CD4+細胞については、腸にお

いて成長に伴い増加する傾向が認められたが、牌

臓及び肝臓を除く器官では顕著な変化は認められ

なかった。なお､牌臓及び肝臓では体重5gを境と
してCD4+細胞の割合が低下した。

胸腺におけるDP細胞は体重2g(約130日令）
を境として有意に増加する傾向が認められた。一

方、CD4*、CDS．いずれも発現していない細胞

(DN細胞）の割合は体重0.05～5gのサイズにお
いて低下する傾向が認められた。

【考察】

胸腺においてのみ、CD4*およびCDS*を両方

発現する細胞(DP細胞）が認められたことから、

魚類においても胸腺がT細胞の成熟の場であるこ

とが明らかとなった。

未成魚や成魚の腸においてCDS*細胞の割合が

高かったことから、ロ甫乳類と同様に腸においては

CDSa鎖をホモダイマーとして持つT細胞サブセ

ット(CDSaa-TCRαβあるいはCDSaa-TCRy5)の
存在が示唆され興味深い。
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トラフグのTNF受容体スーパーファミリー遺伝子の

cDNAクローニング

末武弘章'、菊池潔2、鈴木譲2，宮台俊明！

'福井県立大学・海洋生物資源，2東京大学・附属水産実験所

cDNAcloningoffuguTNFRSFgenes

HiroakiSuetake',KiyoshiKikuchi",YuzuruSuzuki",ToshiakiMiyadai'

'FacultyofMarineBioscience,FukuiPrefecturalUniversity,

F̂isheriesLab・TheUniversityofTokyo

【目的】

TNFやLTなどは免疫応答や免疫器官の形成にお

いて重要な役割を果たすサイトカインである。

これらのサイトカインはTNF受容体スーパーフ

ァミリー(TNFRSF)の受容体を介して作用する

ことが知られている。そこで、これらのサイト

カインの作用を明らかにすることを目指し、ま

ずTNFRSF遺伝子のcDNAクローニングを行った。

【材料と方法】

トラフグゲノム情報を利用し、TNFRSF遺伝子を

探索し、これらに特異的なプライマーを設計し

た。次に、トラフグの頭腎から抽出した全RNA

を材料に､RACE法によるcDNAクローニングを行

った。得られた演緯アミノ酸配列をもとにドメ

イン解析や相同性解析、さらにゲノム情報を利

用したシンテニー解析を行った。

【結果】

トラフグゲノム上で近接する2つのTNFRSF遺伝

子のcDNAクローニングを行い、その演緯アミノ

酸配列を解析したところ、ともにTNFRSFの膜タ

ンパク質であった。一方は細胞内領域にデスド

メインをもっており､BLAST解析ではデスドメイ

ンをもつヒトなどのTNFRSF1Aと最も高い相同性

を示した。一方、もう一つはデスドメインを持

たず、BLAST解析によるとﾛ甫乳類のTNFRSFの中

ではCD40と最も相同性が高かった。シンテニー

解析の結果、このゲノム領域はヒトCD40遺伝子

ではなくヒトTNFRSF1A遺伝子周辺ゲノム領域と

近い構成をとっていた。

【結論】

魚類でもﾛ甫乳類と同様にTNFRSF遺伝子はゲノム

上でクラスターを形成しており、少なくともこ

のうちの一つは一次構造やゲノム上の位置から

ヒトTNFRSF1A遺伝子のオーソログであると考え

られた。
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北西太平洋に棲息するミンククジラの精巣組織における

ブルセラ菌感染と炎症に関する研究

阿部瑛理香1,2、大石和恵l、斎藤雅史1.2、坂東武治3、藤瀬良弘3、丸山

’独立行政法人海洋研究開発機構・海洋生物多様性研究プログラム、

2東京海洋大学大学院．海洋科学研究科、3財団法人日本鯨類研究所

正''2

InfectionofBrucellaspp.andtheinflammationinthetestesofcommonminkewhales(Ba〃e"叩tera

acutoros"〃ta)inhabitingwesternNorthPacific.

ErikaAbe'*,KazueOhishi',MasafumiSaitoh''*,通keharuBando*,YoshihiroFujisê,TadashiMaruyama'*
'GraduateSchoolofMarineScienceand1bchnology,TokyoUniversityofMarineScienceand1もchnology,

'MarineBiodiversityResearchProgram,JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1bchnology.
ÎnsituteofCetaceanResearch,ResearchDivision

【目的】

北西太平洋に棲息する鯨類のブルセラ菌の感染を

調べるため、標的となる生殖組織を中心に菌の検出

を試みた。同時に病巣の認められる精巣組織におけ

る免疫応答を病理学的に調べた。

【材料と方法】

2008，2009年の北西太平洋鯨類捕獲調査

(JARPNII)ならびに南極海鯨類捕獲調査(JARPAII)に

より得たミンククジラ(Balaenoptera

acutorostrata)、ニタリクジラ(Balaenoptera

e士"l)、クロミンククジラ(Balaenoptera

bonarensis)の生殖器官（精巣、胎盤）と牌臓サンプ

ルを材料とした｡凍結組織からDNAとRNAを抽出し、

特異的プライマーを用いたPCRとRT-PCRによりブル

セラ菌遺伝子の検出と発現を調べた。同時に、宿主

の免疫応答を調べるために、TLR4、Hsp70、IL-12、

TNF-a,IFN-β、IFN-γの特異的RT-PCRを行い、発

現を調べた。ホルマリン固定組織からは薄型切片を

作成し、HE染色と免疫染色により病理学的検索を行

った。

【結果】

調べた33個体のサンプルの中で､肉芽腫の観察さ

れた2008年捕獲のミンククジラ精巣組織lサンプル

でプルセラ菌特異的なDNA断片が検出された。調べ

たミンククジラの残り4個の精巣、8個の胎盤、ニ

タリクジラの9個の胎盤、3個の牌臓、2個の精巣、

クロミンククジラの2個の精巣、1個の胎盤からは

検出されなかった。検出されたDNAの解析から2000

年に報告されたミンククジラと同じタイプのブルセ

ラ菌であることが示唆された。しかし、ブルセラ菌

のmRNAは検出されなかった｡この固定組織サンプル

ではリンパ球の浸潤、多核巨細胞が観察され、ブル

セラ菌の感染が示唆されたが、特異的抗体では染色

されなかった。Hsp70は調べたすべての組織で発現

が見られたが、その他の免疫因子の発現はいずれの

サンプルでも極めて低かった。

【結論】

今回調べた北西太平洋のミンククジラl個体で、

肉芽腫を伴う精巣が観察され、ブルセラ菌遺伝子が

PCRによって検出されたが、その生菌濃度と活性は

極めて低かった。病巣と今回調べた免疫因子の発現

の間に相関は認められなかった。
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牌臓摘出マウスへの窒素含有ピスホスホネー卜投与により誘導された肝臓

内赤血球造血について

大塚裕忠'、中村雅典’

'昭和大学・口腔解剖学教室

Hepaticerythropoiesisinducedinsplenectomizedmicebynitrogen-containingbisphosphonatestreatment

HirotadaOtsuka*,MasanoriNakamura*

'DepartmentofOralAnatomy,ShowaUniversity

【目的】

マウスにおいて、骨吸収抑制剤である窒素含有ビ

スホスホネート（以下NBP)の腹腔内投与により、

骨髄常在性マクロファージが駆逐され、牌臓での髄

外造血が冗進することが知られている［1]・

今回、牌臓摘出マウスにNBPを投与することによ

って生じる造血系の変化について確認するとともに、

そのメカニズムをを考察するために、形態学的手法

を中心に検索を実施した。

【材料と方法】

6週齢雌マウス(BALB/c)を用い、牌臓摘出1週間

後に、臨床的に使用されている畑Pであるアレンド

ロネートを腹腔内投与し、経日的に血液、肝臓及び

骨髄を採取し、ヘマトクリット値の計測、HE染色、

免疫組織化学、RT-PCR、通常電顕及び免疫電顕によ

り検索をおこなった。

【結果】

NBP投与群において、骨髄の白色化が確認された。

しかしながら、畑P投与群においても、貧血を呈す

る個体は確認されなかった。

肥P投与群の肝臓において、投与4日後から巨核球

の出現と単核細胞の集接が認められた。これら細胞

群に対して免疫組織化学を実施したところ、TER119

陽性の細胞集団が確認された。さらに二重免疫蛍光

染色および免疫電顕により、これらの細胞集団がマ

クロファージを中心とした赤芽球の集団である

erythroblasticislandであることが確認できた。

また、RT-PCRにより、造血に関する転写因子

GATA-1やEPOレセプターの発現が冗進していること

が確認された。

【結論】

今回、赤血球系分化・成熟に関与しているスト

ローマである骨髄常在性マクロファージを駆逐す

ることにより､肝臓への髄外造血の誘導が出来た。

また、この肝臓内造血に関与しているセントラル

マクロファージは、クッパー細胞である可能性が

高い。このことは、高度に分化の進んだ組織マク

ロファージであっても、生理的または病理的な状

態の変化により、正常時以外の機能を発揮するこ

とにより、恒常性の維持に関与する可能性を示唆

している。

【参考文献】

i.NakamuraM,YagiH,EndoY,

KosugiH,IshiT,ItohT.(1999)BrJ
Haematol.107:779-90.
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乳酸はウマ多形核白血球の活性酸素産生を調節する

越後谷裕介1森田祥平1伊藤琢也1酒井健夫’

'日本大学動物医科学研究センター・獣医衛生学研究室

EffectofLacticacidonROSproductionbyequinepolymorphonuclearleukocytes

YusukeEchigoya',ShouheiMorita',TakuyaItou',TakeoSakai'

'DepartmentofPreventiveVeterinaryMedicineandAnimalHealth,NihonUniversityVeterinaryResearchCenter

【目的】

高強度運動は、多形核白血球(PMN)の活性酸素種

(ROS)産生を冗進し、組織障害を誘発する。一方、

運動動物であるウマの乳酸は、高強度運動時におい

て、血液内では30mM，骨格筋内では250mMにまで

達し、運動によってPMNが曝される生体内環境の大

きな変化の一つである。しかし、運動によって大量

に産生される乳酸がPMNの機能にどのような影響を

及ぼすのかは不明な点が多い。そこで本研究では、

乳酸が自然免疫機構へどのような作用をもたらすの

かを解明するため、ウマPMNのROS産生に及ぼす乳

酸の影響を調べた。

【材料と方法】

競技馬としてトレーニングされたサラブレッド

(5～11歳)の頚静脈からへパリン添加真空採血管に

より、40mlの血液を採取した。PMNは､リンホプレ

ップ(ニコメッド･ファーマ)を用いた比重遠心法に

より分離した。分離したPMNは、PH7.4に調整した

各乳酸濃度(0～300mM)で、ウマの乳酸半減期に近い

30分間インキュベー卜した後、ウマPMNのROS産生

量をルミノール依存性化学発光法によって測定した。

また、乳酸インキュベート後に刺激剤としてPMA，

およびオプソニン化ザイモサン(OZ)、fMLFを添加し、

PMNのROS産生量を測定した。刺激剤で誘導された

ROS産生能は、刺激時のROS産生量を非刺激時の産

生量で除した値を反応割合として評価した。乳酸に

よるPMNの形態変化は、フローサイトメトリーおよ

び光顕を用いて観察した。

【結果】

運動後の血液中濃度付近であるl～50mM乳酸の

インキュベートによって、刺激前のウマPMNのROS

産生量は乳酸無添加と比べて、有意に抑制された。

一方、骨格筋内の乳酸濃度である200～300mMのイ

ンキュベートでは、約2倍に増強された。刺激剤に

よるウマPMNのROS産生能は、PMAでは30mM，OZ

ではImM、fMLFでは50mMの乳酸濃度においてそれ

ぞれ最も高い反応を示した。100mM以上の乳酸濃度

では、いずれの刺激剤に対してもウマPMNのROS産

生能は増強されなかった。また、乳酸のインキュベ

ートによってウマPMNは、細胞質の縮小および密度

増加、核の膨化といった顕著な形態学的変化が認め

られた。

【結論】

乳酸は運動によって最もその濃度が変動する生体

内物質であるにも関わらず、これまで乳酸が自然免

疫細胞へ直接及ぼす影響は報告されていない。本研

究により、乳酸は濃度依存的にウマPMNの形態的変

化をもたらし、またPMNのROS産生能を調節してい

ることが明らかとなった。l～50mMの低濃度の乳酸

がウマPMNのROS産生に対して抑制作用または抗酸

化作用を持つことから、乳酸はROSによる組織障害

から生体を保護する役割を持つことが推察された。

また、特定の乳酸濃度においてはPMNのROS産生能

が増強されたことから、乳酸はPMNの機能的変化を

誘導することによってウマの感染防御機構を調節す

ることが明らかとなった。
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クッパー細胞の活』性制御における脂肪酸結合タンパク質(FABP7)の関与

津田知夫、清平美和、宮崎啓史、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 分 野

Fatty-acidbindingprotein7mayregulatetheKupffercellphagocytosisondamagedliver

TomooSawada,MiwaKiyohira,HirofumiMiyazaki,NobukoTokuda,YasuhiroAdachi,YujiOwada

DepartmentofOrganAnatomy,YamaguchiUniversityGraduateSchoolofMedicine

[目的］

水に不溶な長鎖脂肪酸をリガンドとし、その

細胞内キャリアーとして長鎖脂肪酸の細胞内

動態を制御する脂肪酸結合蛋白質(FattyAcid

BindingProtein:FABP)は、加えて細胞の分

化や機能発現の制御にも関与する可能性が考

えられている。FABPの一つであるFABP7はマ

ウスのマクロファージ系細胞の中で肝クッパ

ー細胞のみに発現している【'1．昨年、本学会に

おいて我々は、FABP7ノックアウトマウス

(FABP7-K0)が四塩化炭素(ecu)による肝傷

害時に､野生型(Wild)に比べて有意に高い血中

ALT値の上昇を示すこと、また肝細胞壊死領域

へのマクロファージ系細胞の集積がFABP7-K0

において少ないことを報告した。このことから

我々は､肝組織内で傷害を受けた細胞を除去す

る能力がFABP-KOマウスでは低下しているの

ではないかと考え、クッパー細胞の食食作用に

ついてWildとFABP7-K0の間での比較を行った。

[材料と方法］

デキサメサゾンでアポトーシスを誘導した

マウス胸腺細胞をCMFDAで蛍光ラベルし、

B57/BLマウスのWildおよびFABP-KOの門脈に

静注した。10分後に肝を10%ホルマリンで固

定し、凍結切片をF4/80の免疫染色した後に、

F4/80陽性細胞（クッパー細胞）に捕捉された

CMFDA陽性胸腺細胞の数を計測した｡また､Wild

およびFABP7-K0マウスにCC14を投与し、

6,12,24,48時間後にTUNEL染色とF4/80で二

重染色し、TUNEL陽性細胞へのF4/80陽性細胞

の接触や集積について観察し､比較した｡また、

マクロフアージ系細胞株J774にFABP7遺伝子

を導入したFABP7強制発現株を作成し、それら

細胞株のアポトーシス細胞に対する貧食活性

の変化について検討した。

[結果］

肝クッパー細胞に捕捉されたアポトーシス

胸腺細胞の数は、FABP-KOマウスではWildマ

ウスの約半分であり、FABP7-KOマウスのクッ

パー細胞では、アポトーシス細胞に対する認識

あるいは貧食活性が有意に低下していた。さら

に､ecu投与後の肝のTUNEL陽性細胞は投与後

12～24時間で観察され、TUNEL陽性細胞を

F4/80陽性細胞が取り囲む像は､FABP7-K0マウ

スの方がWildマウスに比べて少なかった（投

与12時間後)。

また、J774にFABP7遺伝子を導入したFABP7

強制発現株によるアポトーシス胸腺細胞の貧

食においては、phagocytosis指数（貧食して

いる細胞数／全細胞：％）でははっきりとした

差が見られなかったが、attachment指数（胸

腺細胞を付着させている細胞数／全細胞：％）

と1個当たりに付着した胸腺細胞の数におい

ては、強制発現株でやや高くなる傾向が見られ

た。これらについては、さらに検討中である。

[結論］

前回の発表で、ecu投与後の血清ALT値が

FABP-KOで高い原因に関して、FABP-KOのクッ

パー細胞では肝細胞傷害に反応し分泌される

炎症性サイトカインの量が多いという可能性

と、FABP7-K0では傷害を受けた肝細胞を除去

する能力が低下している可能性を提起した。

今回我々は、上記2つの可能性のうち、少な

くともクッパー細胞の貧食能がFABP7-K0マウ

スにおいて有意に低下し、クッパー細胞あるい

は炎症により肝内に浸潤したマクロファージ

(F4/80陽性）の傷害肝細胞への接触．包込み

反応もFABP7-K0で低下していることを示すデ

ータを得た。

FABP7強制発現が培養細胞株J774の機能に

及ぼす影響についてはまだ明確ではなく、今後

サイトカイン産生や表面抗原発現の変化につ

いても検討したい。

[参考文献］

1．AbdelwahabSA,OwadaY,etal.(2003)

HistochemCellBiol119,469-475.
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魚類（トラフグ）の生体防御機構に関する研究

一トラフグゲノム解読の魚類免疫学へのインパクトー

末武弘章'，鈴木譲2

l福井県立大学・海洋生物資源学部，2東京大学・大学院農学生命科学研究科・水産実験所

Defensemechanismsoffish:Impactsoffugugenomeanalysisonfishimmunology.

HiroakiSuetake',YuzuruSuzuki*

'FacultyofMarineBioscience,FukuiPrefecturalUniversity,̂FisheriesLaboratory,GraduateSchoolof
AgriculturalandLifeSciences,TheUniversityofTokyo

水産増養殖の最大の課題である病気の克服には，

生体防御機構の理解が必須であるが，特に重要な獲

得免疫の核心部分でさえ長い間手つかずの状態であ

った.それを革新的に進展させたのが2002年に公表

されたフグゲノムの解読であった．海産魚飼育設備

の充実した水産実験所という場を活かし，我々はト

ラフグを材料とした免疫研究に取り組んできた．

【魚類のヘルパーT細胞】

魚類でも抗体やその産生細胞であるB細胞に関す

る研究は盛んであったが，獲得免疫系の中心的な役

割を果たすT細胞，中でも免疫応答を制御するヘル

パーT細胞は同定されていなかった．ヘルパーT細

胞は，ロ甫乳類ではCD4分子を発現している．我々は

公表されたトラフグゲノムデータを利用し，魚類で

初めてトラフグのCD4遺伝子を同定した[I]この分

子は既知のCD4とは相同性が著しく低く，従来法で

はその同定は無理であっただろう.CD4に対する抗

体により分離したCD4陽性のリンパ球はヘルパーT

細胞に特徴的なサイトカインを産生することから魚

類のヘルパーT細胞であるものと考えている．

【魚類の抗原提示細胞】

獲得免疫応答はマクロファージや樹状細胞といっ

た抗原提示細胞が抗原を取り込み，その断片を,MHC

クラスⅡを介してT細胞に提示することから開始さ

れる.T細胞の活性は抗原提示細胞上の共刺激分子

B7により制御されるが，このB7を指標にトラフグ

末梢血の単球画分中に魚類で初めて抗原提示細胞を

同定することができた【2]、3種類のB7の内2種類

はT細胞の増殖を促進するが，他の1種類は抑制す

るという興味深い結果も得られた．

【魚類の粘膜免疫系】

消化管だけでなく体表も覆う魚類の粘液には抗体

も含まれている．体表の粘膜免疫系を探る目的で，

腸管上皮に発現し，抗体の運搬に関与する分子plgR

を魚類で初めて同定した[3]・この分子が体表にも発

現していることから，魚類体表も粘膜免疫系の一員

として重要であることが示された．

トラフグのゲノム解読により，他にもサイトカイ

ンやケモカインなど，数多くの免疫系の因子が解明

されてきた．魚類の獲得免疫機構解明に向けて，そ

れらの情報をフルに活用することにより，さらに本

格的な取り組みを進めて行きたい．

【参考文献】

1.SuetakeH,ArakiK,SuzukiY(2004)Immunogentics,

56:368-374

2.SugamataR,SuetakeH,KikuchiK,SuzukiY(2009)J

Immunol,182:6799-6806

3．HamuroK,SuetakeH,SahaNR,KikuchiK,Suzuki

Y(2007)JImmunol,178:5682-5689
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マダニの原虫媒介に血液消化酵素が果たす役割

藤崎幸蔵’

'鹿児島大学・先端獣医科学講座

Acysteineproteaseexertsakillingeffectagainstthemidgut-stageBabesiaparasites

inHae"1叩血"α伽ticks.

KozoFiﾘisaki'

'DepartmentofFrontierVeterinaryMedicine,KagoshimaUniversity

【背景】

バベシア症に代表されるマダニが媒介する原虫疾

患(Tick-borneProtozoanDiseases:TPD)の多くは，世

界的流行を有する人獣共通感染症であり，擢患した

動物やヒトに致死的なものが少なくない。また，感

染から回復しても宿主動物体内に病原虫が潜伏しや

すく，媒介マダニはこれを吸血・摂取して増幅し新

たな感染源となることから,TPDの根絶は一般に極

めて困難である。加えて，いずれのTPDに対しても

特効的な薬剤やワクチンが未開発であり，国際交易

の拡大・迅速化や地球温暖化と相まって,TPDによ

ってヒトや動物がこうむる脅威は，急増・深刻化の

一途にある。これらのことから,TPDに対する対策

の開発と確立は，国内外において急務となっている。

【材料と方法】

我々は，マダニの生存戦略と原虫媒介の分子基盤

を解明することによって,TPD防圧のための新たな

パラダイムの構築が可能であるとの観点に立ち，ア

ジア地域において最も重要な人獣寄生性のマダニで

あり,Babesjα原虫の主要媒介者となっているフタト

ゲチマダニ〃αem“伽αﾉな/ongicor"心について，その

生存戦略にとって必須の基盤である吸血・消化と，

疾病媒介の成否を左右する自然免疫の分子機構を担

っている生物活性分子群tick-bioactivemolecules

(TBM)の特性と機能を解明するとともに,TBMが

ダニ伽ブ^Babesiα原虫の発育・伝搬増殖に及ぼす影

響を明らかにするための総合的研究を展開してきた。

【結果】

本講演では，研究成果の中から，マダニのヘモグ

ロビン分解経路に参画するシステインプロテアーゼ

(longipain)について，この酵素が中腸細胞における

血液消化に加えて，バベシア原虫媒介においても大

きな役割を果たしている多機能分子であることをま

ず紹介したい[I]。次いで,longipainを阻害するシス

タチン(Hlcyst)の存在[2]とこれによるバベシア原虫

の増殖阻害や，抗菌ペプチドとして有名なディフェ

ンシン(longicin)がマダニ体内におけるバベシア原虫

の発育阻止に機能しているという発見〔3］について

触れることにしたい。これらの一連の成績は，マダ

ニ体内におけるβα6“jα原虫の発育・伝播に関わる

多様なTBMの存在を，世界に先駆けて明らかにし

たものである。また、このように複雑な媒介者と病

原体の分子間相互作用を支配・統合する可能性のあ

るシステムとして，我々は、TOR情報伝達経路に注

目しており、本講演ではこれまで明らかになったマ

ダニのTOR経路と原虫媒介の関わりについても､一

部を紹介したいと考えている［4]。

【参考文献】

1.TsujiNetal.(2008)PLoSPathog,4:e1000062

2・ZhouJetal.(2006)InsectBiochemMolBiol,36:

27-535

3.TsujiNetal.(2007)InfectImmun,75:3633-3640

4.Boldbaataretal.(2010):InsectBiochemMolBiol,40:

49-57
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内因性リガンドに対する病原体センサー応答の制御機構

三宅健介

東京大学医科学研究所・感染遺伝学分野

Moleclularmechanismscontrollinghomeostaticactivationofpathogensensorsbyendogenousligands

KensukeMiyake

DepartmentofMicrobiologyandImmunology,Inst.Med.Sci.,theUniversityofTokyo

我々の免疫システムは、病原体由来の成分に特異的

に応答し、感染防御反応を誘導する病原体センサー

という分子群を有している。その中で、最初に報告

されたファミリーがToll様受容体(Toll-like

receptor,TLR)である。TLRは免疫細胞ばかりでな

く、上皮細胞などにも広範に発現しており、全身で

の免疫応答ばかりでなく、局所における炎症反応の

誘導にも重要な役割を担っている。ヒトはTLR1から

TLR10まで機能しており、菌体膜由来の糖質、脂質

成分、病原体由来核酸などと特異的に結合すること

で、認識する。TLRと病原体成分の特異的結合は、

構造生物学的に明らかにされつつある。

TLRは病原体に特異的な成分に結合するが、

その特異性は必ずしも完全なものではなく、類似

する自己成分にも応答することが分かりつつあ

る。特に、TLRS、TLR7、TLR9は病原体由来の核酸

を認識するが、自己核酸に対しても反応しうるこ

とが報告されている。核酸は、自己免疫疾患にお

いて、代表的な自己抗原である。これまで、自己

免疫疾患は獲得免疫の寛容破綻と説明されてき

たが、本来タンパク質に対する応答である獲得免

疫が、なぜ核酸に対して応答するのか、わかって

いなかった。TLRの発見を契機に、自己免疫疾患

の病態が、自然免疫系における寛容の破綻として、

理解され始めている。実際にマウスモデルにおい

ては、RNA，DNAに応答するTLR7、TLR9が様々 な

自己免疫疾患に関わっていることが報告されつ

つある。

核酸特異的TLRがいかにして、自己に対する応

答性を制御しているのか、という点については、か

なり理解が進んできた。核酸は細胞表面ではなく、

エンドリソソームで認識される。核酸、およびセン

サーのエンドリソソームヘの輸送は、厳しく制限さ

れており、その制御機構が、自己と病原体の核酸の

識別に重要であることが明らかとなっている｡特に、

TLRの輸送については、輸送制御に関わる分子とし

て、Unc93Blという分子が重要な役割を果たしてい

る。TLR7、TLR9はUnc93Blとともに小胞体に普段は

局在している。核酸が取り込まれて、細胞が活性化

された時にはじめて、TLRはエンドリソソームに輸

送されるが、Unc93BlはTLR7、TLR9と直接会合し、

輸送している分子である。この分子が核酸認識TLR

と会合できなくなると、TLR依存性の核酸応答が欠

損してしまい、ヒトでは、ヘルペス脳炎にかかりや

すくなることが分かっている。

我々 は、このUnc93BlがTLR7、TLR9と会合し、

輸送する時に、TLR9を優先していることを見出して

いる。つまりこの分子は核酸応答に必須であるばか

りでなく、その応答をDNAとRNAの間でバランスを

とる様に制御しており、しかも普段はTLR依存性の

核酸応答をDNA(TLR9)側に傾けている事を見出した。

この結論についての我々の最近の結果を紹介すると

ともに、なぜ、そのような制御が必要なのか、とい

う点について、我々の考え方も併せて紹介する。
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マウス免疫応答におけるヘルパーT細胞の役割と分化制御

吉村昭彦

慶膳義塾大学医学部微生物学免疫学教室

FunctionanddevelopmentalregulationofhelperTcellsinimmuneresponsesinmice

AkihikoYoshimura

DepartmentofMicrobiologyandImmunology,

KeioUniversitySchoolofMedicine

ヘルパーT細胞は免疫の中枢と呼ばれ、正の応答を

起こすエフェクターT細胞と、積極的に負の応答を

促す抑制性T細胞が存在し、互いに相互抑制するこ

とで適正な免疫応答が進行する。エフェクターT細

胞としてこれまでThlおよびTh2細胞が、また制御

性T細胞として胸腺由来のFoxp3陽性Treg

(naturallyoccurringTreg,nTreg)が知られてい

た｡ThlはIL-12やIFNγによって分化誘導され主に

IFNγを産生する｡マクロファージを活性化し細胞内

寄生細菌の排除の他、炎症性疾患に関与する。Th2

はIL-4によって分化し、IL-4,IL-5,IL-13などを産

生する。好酸球やIgEを介して寄生虫感染防御に働

く他アレルギー性疾患に関与する。nTregはFoxp3

をマスター遺伝子とし、ThlやTh2の抑制に働く。

FoxpSは抑制性T細胞Tregのマスター遺伝子とし

て機能し、CD25やCTLA4の発現を上昇させ、一方で

エフェクターサイトカイン(IL-2,IFNγ、IL-4,IL-17

など）の産生を抑制する。FoxpSは、自己免疫のみ

ならず、食物、アレルゲンといった非自己抗原に対

する免疫応答、すなわちアレルギー反応をも負に調

節していると考えられる。

これら古典的なTh細胞に対して、2000年以降

にThl,Th2とは異なり、IL-17を産生するCD4+T細

胞サブセットThl7が存在することが知られるよう

になった。IL-17は多くの細胞に作用し,IL-6,TNF

a,G-CSFやCXCL1/2，IL-8などの好中球遊走ケモ

カイン,iNOS,COX-2等の産生を誘導する。また

IL-17はβデイフエンシンなどの抗菌ペプチドを誘

導するなど真菌感染の防御にも重要な役割を果たす。

Th17の初期分化にはTGFβとIL-6が、増幅や成

熟にはIL-21とIL-23が作用する。IL-6,IL21,IL-23は

転写因子STATSの活性化する。したがって｣STATS

はTh17分化に必須である。一方Th1サイトカイン

であるIFNv、Th2サイトカインであるIL-4はそれ

ぞれSTAT1,STAT6を活性化し､Th17を抑制する。

同時期に未感作（ナイーブ)T細胞にTGFβ存在下

で抗原刺激を与えるとFoxpSが誘導され、nTregと

同じく抑制的に機能することが明らかにされた。す

なわちTGFβはFoxpS陰性T細胞からFoxpS陽性T

細胞を生み出す作用がある。このようにTGFβで誘

導されるFoxp3陽性細胞を、inducible-Treg

(iTreg)と呼ぶ。このようにTGFβには炎症性Thl7

と免疫抑制性iTregを誘導する相反する作用を持っ

ている。

鰯"‘

"・剛ノミ龍；

雷麓癖く,i稀

蝋‘

我々はTGFβの免疫抑制機構について転写因子

のレベルでの解析を行っている。FoxpSプロモータ
ーの解析およびSmacl2、Smad3欠損マウスの解析

からTregのマスター遺伝子であるFoxpSの誘導に
はSmad2とSmad3が必要であること、Th17のマ

スター遺伝子であるRORvtにはSmad2/3は必要な

いことなどを明らかにした。またTGFβによるIFN

γの抑制にはFoxpSに依存しないことも明らかにし

た。このようなサイトカインネットワークによるヘ

ルパーT細胞制御のメカニズムの解明は自己免疫疾

患やアレルギー性疾患の新しい治療法の開発につな

がるものと期待される。

参考文献：

AkihikoYoshimura,CellularandMolecularBasisfor

theRegulationofInflammationbyTGF-beta

・ﾉ'.BiochemなI帆加pressdoi:ﾉ0.ﾉ093/jb/mvqOｲ3
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ショウジョウバエの免疫応答と制御

倉田祥一朗’

'東北大学・大学院薬学研究科

RegulationofimmuneresponsesinDrosop〃"II.

ShoichiroKurata'

'GraduateSchoolofPharmaceuticalSciences,TouhokuUniversity

ショウジョウバエは､病原体が体内に侵入すると、

細胞'性と体液性の免疫応答を誘導し排除する。その

際、病原体を認識しそれらの免疫応答を誘導する病

原体認識タンパク質として、ペプチドグリカン認識

タンパク質(PGRP)ファミリーと、グラム陰性菌認

識タンパク質(GNBP)ファミリーが機能しているこ

とが明らかとなっている。

我々は、機能獲得型変異体のゲノムワイドスクリ

ーニング系を確立し、PGRP-LEを同定した[I]o

PGRP-LEは、ジアミノピメリン酸(DAP)型ペプチド

グリカンを認識し、DAP型ペプチドグリカンを有す

る細菌に対する感染抵抗性に重要な役割を果たして

いる［'’2]・ショウジョウバエの主要な体液‘性免疫

応答として抗菌ペプチドの産生誘導があり、imd経

路とToll経路と呼ばれる細胞内シグナル伝達系に

よって制御されている。PGRP-LEは、このimd経路

を特異的に活性化して抗菌ペプチドの産生誘導に関

わると共に［3’4]、これとは独立して細胞内分解系

であるオートファジーを誘導して細胞内寄生細菌の

排除を行う［5]o

PGRP-LEを同定したゲノムワイドスクリーニング

系は、GAL4/UASシステムを利用してゲノムワイドに

特定の遺伝子の過剰発現を誘導し、それにより感染

が無くとも抗菌ペプチドの産生が誘導される系統を

同定する。これまでに、おおよそ12,000系統の解

析を終了し、遺伝学的に独立した4系統を同定して

いる。ショウジョウバエゲノムに同定された遺伝子

数が13，00Oあまりであることからわかるように、

世界有数の規模でのスクリーニングである。

本シンポジウムでは、このゲノムワイドスクリー

ニングで同定した新規受容体について紹介する。こ

の新規受容体は、Toll経路を制御するToll受容体

とは独立して働くものの、Toll受容体の下流で働く

dMyD88を介して体液'性免疫応答を誘導すると共に、

dMyD88を介さないで細胞性免疫応答を誘導するこ

とで、グラム陽性菌の感染抵抗性の発現に重要な役

割を果たしていることが明らかとなった（下図)。

病原体(6+）

内因

細

増殖誘導）

(抗菌ペプチドの産生誘導）

【文献】

1.Takehanaetal.(2002)PNAS99,13705-13710.

2.Takehanaetal.(2004)EMBOJ.23,4690-4700.

3.Limetal.(2006)JBC281,8286-8295.

4.Kanekoetal.(2006)NatureImmunol.7,715-723.

5.Yanoetal.(2008)NatureImmunol.9,908-916.
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病原体媒介蚊のイムノロジー

嘉糠洋陸’

'帯広畜産大学原虫病研究センター・節足動物衛生工学分野

Hostdefenseinpathogen-transmittingvectormosquito.

HirotakaKanuka】

'VectorBiologyUnit,NationalResearchCenterforProtozoanDiseases,ObihiroUniversityofAgricultureand
VeterinaryMedicine

マラリアという病気は、蚊によって伝わることは

誰でも知っている。それは時によって“吸血時の物

理的な接触によって病原体がうつる”と誤解されて

いることが多い。しかし実際には、マラリア原虫な

どの病原体はそれを運ぶ節足動物の体内における固

有のライフサイクルを持っており、その体内での増

殖・分化の過程を経て、次の宿主へと媒介される。

興味深いことに、節足動物自身は病気になることは

なく、“病原体を運搬するカーゴ”としてのみ機能し

ている。蚊によって媒介される感染症には、マラリ

アの他に西ナイル熱・日本脳炎・フィラリアなどが

あり、依然として世界的に大きな問題となっている。

蚊の一種であるハマダラカは、マラリア原虫を媒

介する重要な病原体媒介節足動物である。マラリア

原虫にとってハマダラカの中腸は､｢有性生殖からザ

イゴート形成→オーキネートによる中腸通過→中腸

体腔におけるオーシスト形成」と連なる生活環の一

部を展開するのに必須な器官である。多くの節足動

物の中腸には、様々なポピュレーションによって構

成される腸内細菌叢が存在し、複雑な中腸環境を作

り出す一助になっていることが古くから知られてい

る｡また､これらの腸内細菌がマラリア原虫の生存、

分化または増殖に何らかの影響を及ぼしている可能

性が従来から示唆されている。

我々はこれまでの研究から、吸血依存性にハマ

ダラカ腸内細菌数が一過性に増加すること、それに

起因してマラリア原虫感染が抑制されることを見出

している。この吸血後24時間というウィンドウでは、

マラリア原虫オーキネートが中腸組織を通過するタ

イミングが含まれる。

マラリア原虫を媒介する蚊を模した疑似昆虫宿主

として、我々は研究室レベルの実験動物昆虫である

ショウジョウバエ(Drosop力〃a〃eﾉanogaster)を後

居ている｡マラリア原虫一ショウジョウバエ感染系を

用いた遺伝学的スクリーニングにより、c型レクチ

ン蛋白質Furrowedがマラリア原虫の発育を抑制す

ることが明らかとなった。また、このFurrowedの発

現は、吸血時に中腸において誘導されることも示さ

れた｡このFurrowedの発現をハマダラカにおいて人

為的に誘導すると、中腸体腔側に形成されるマラリ

ア原虫オーシストの数が減少することが明らかとな

った。これらのことから、ハマダラカ・腸管内細菌

叢・マラリア原虫の三者の間には、複雑な相互関係

が存在することが示唆された。自然界に広く存在す

る常在菌と節足動物媒介性病原体とのインターフェ

ースは、吸血性節足動物により媒介される多くの感

染症コントロールを目指す基盤構築に大きく貢献す

るものと考えられる。現在、腸内細菌によるマラリ

ア原虫数制御のメカニズムについて解明を進めてお

り、最新の結果を含めて報告する。

－44－



S5

昆虫サイトカインによる細胞性自然免疫活性調節機構

早川 洋 一

佐賀大学・応用生物科学科

Regulatorymechanismofinsectcellularinnateimmunitybyacytokine,growth-blockingpeptide(GBP).

YoichiHayakawa

DepartmentofAppliedBiologicalSciences,SagaUniversity

【背景】

キイロショウジョウバエにおける抗菌ペプチド遺

伝子発現誘導調節に関する研究は、基礎生物学のみ

ならず様々な研究分野における自然免疫研究に大き

な影響を与えて来たことは周知の事実である。特に、

その細胞内情報伝達経路に関する解析知見は、ロ甫乳

類の自然免疫系の研究にも大きな影響を与えて来た。

こうした細胞内情報伝達系に関する活発な研究とは

対象的に、自然免疫系活性調節に関与する昆虫サイ

トカインについては（ﾛ甫乳類に比べ）非常に研究が

遅れていることも事実である。さらに、また、昆虫

においては、抗菌ペプチドによる生体防御のような

液性免疫活性系の研究に比べ、血球細胞が直接生体

防御に関与する細胞性免疫に関する研究例が極めて

乏しいというのも事実である。

私達は､最近､昆虫サイトカインgrowth-blocking

peptide(以下、GBPと省略)による血球細胞活性化

のメカニズムの解析を行い、新たな細胞成分を同定

した。今回は、この細胞性免疫に関与する新規血球

細胞因子について紹介したい。

【結果・考察】

今回、解析に用いたアワヨトウ幼虫は、蛾や蝶の

仲間（鱗迩目昆虫）で、その形態の違いからおおよ

そ4種類の血球細胞に区別できる－穎粒細胞､プラ

ズマ細胞、エノシトイド、小球細胞。この内、穎粒

細胞とプラズマ細胞が全体の約7割以上を占める免

疫活性の高い血球細胞である。

アワヨトウ終齢幼虫から単離した血球細胞を96

穴プラスティックプレートに撒き、数nM以上のGBP

を添加すると、特に、プラズマ細胞が顕著な活性化

を示し、突起の伸長もしくは細胞同士の凝集塊形成

反応が起る（活性化による形態変化の差は、主に、

アッセイに用いるプレートの異物性の差異に因ると

ころが大きく、異物性が高いと前者、低いと後者の

反応が観察される)。

GBPによる血球活性化に先立ち、血球細胞をチロ

シンリン酸化酵素阻害剤genisteinで処理すると、

顕著にプラズマ細胞の活性化を抑制することを確

認した。すなわち、GBPによるプラズマ細胞の活性

化にはGBP刺激を細胞内に伝達する細胞膜タンパク

質のチロシン残基リン酸化が関与しているものと解

釈できる。

こうした知見に基づき、私達は、GBPによるチロ

シン残基リン酸化を指標に、GBPのプラズマ細胞活

性化に関与すると予想される細胞膜タンパク質の同

定と単離を試みた。その結果、分子量約77kDaの糖

タンパク質の精製に成功し、その一次構造を決定し

た。この新規タンパク質は、1カ所の膜貫通ドメイ

ンを有し、細胞質領域には、特にプロリン残基が豊

富に含まれ、SH2/SH3ドメイン結合モチーフが

存在する。さらに興味深いことに、ロ甫乳類の免疫

関連受容体の多数のアダプター因子内に報告さ

れている、猟Mモチーフ(immunoreceptor

tyrosine-basedactivationmotif)様配列が存在する

ことも確認した。すなわち、今回、同定した新規

細胞膜タンパク質P77は､GBPによるチロシンリ

ン酸化刺激をこうしたモチーフを介して細胞内

の他の情報伝達因子に伝えるアダプター因子と

考えられる。
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キチン受容体の認識を介した植物免疫応答

賀来華江、渋谷直人

明治大学・農学部・生命科学科

Chitinreceptorforplantinnateimmunity

HanaeKaku,NaotoShibuya

DepartmentofLifeSciences,MeijiUniversity.

植物は動物のようなマクロファージを中心とし

た自然免疫系やリンパ球を介した穫得免疫系を持

っていない。しかし、植物は病原菌の細胞表層を

構成する分子や病原菌が分泌するさまざまな分子

（エリシター）を認識して防御応答を開始する能

力をもつことが知られている。しかし、これらの

受容・応答に関わる分子の実体に関しては不明の

部分が多い。近年、これまでエリシターと呼ばれ

てきた分子の多くが動物の自然免疫でPathogen/

Microbe-AssociatedMolecularPattern(PAMP/

MAMP)と呼ばれる分子群と共通する構造や位置

づけをもち、また、植物の基礎的病害抵抗性で重

要な役割を果たしていることが明らかになってき

た。本シンポジウムでは、MAMPの一つであるキ

チンエリシターに対する受容体を中心に、これま

で得られた知見について報告する。

キチンはβ1,4結合したルアセチルグルコサミ

ンの重合体であり、多くの菌類の細胞壁に共通し

て存在する分子である。我々はこのキチン断片が

イネ培養細胞において活性酸素生成、防御応答関

連遺伝子発現、ファイトアレキシン合成などの多

様な防御応答を誘導する強いエリシター活性をも

つことを明らかにした['1。これらの防御応答は、

キチンオリゴ糖の重合度（6堂体以上）と構造に

高い特異性を示し、また、nM以下という低濃度

で活性を示した。これらの結果は、イネ細胞には

キチンオリゴ糖エリシターに対する特異的受容体

が存在することを示唆した。我々は種々の生化学

的な手法により、エリシター結合タンパク質

(Chitinelicitorbindingprotein:CEBiP)をイネ培養

細胞原形質膜から可溶化し、CEBiPをキチンオリ

ゴ糖カラムにより単離精製することに成功したI21o

CEBiP遺伝子の発現抑制型形質転換体では、キ

チンオリゴ糖エリシター誘導性活性酸素応答が大
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幅に抑制され、また、マイクロアレイ解析におい

ても、キチンオリゴ糖エリシターで発現誘導され

る遺伝子の約70％が影響を受けていることを明

らかにした。これらの結果はCEBiPがキチンオリ

ゴ糖エリシターの情報を伝達する上で重要な役割

を果たしていることを示した。しかし、アミノ酸

配列に基づく構造予測からはCEBiPは細胞内ドメ

インを持たないと考えられたことからCEBiP単独

では細胞内へのシグナル伝達が困難であり、別の

分子と協力することによってシグナル伝達を行っ

ている可能性が示唆された。

我々はこうした観点からCEBiP受容体のパート

ナー分子を探索し、逆遺伝学的アプローチにより

シロイヌナズナのキチンオリゴ糖エリシター受

容・伝達に不可欠な新規受容体キナーゼ(Chitin

ElicitorReceptorKinase1:CERK1)を同定した[3]。

さらに、この情報をもとにCERK1と高い相同性

をもつイネのOsCERKlを同定し、その機能解析

を進めた結果、この分子がイネのキチンオリゴ糖

エリシターのシグナル伝達に重要な役割を持つこ

とを見出した。本シンポジウムでは、CEBiPと

OsCERKlとの受容体複合体形成への可能性を含

め、最新の知見について報告する。
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日本上上車交免疫学会会貝Ⅱ

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､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。

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。

学術集会担当2名、広報

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、学術集会担ミ

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、

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．

役員会は候

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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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以上の賛成を必要とする。

附則

1．個人会員の年会費のうち､一般会員は年額5000円､博士課程大学院生は年額3000円とする。
◆
●
凸
●
●
●

１
２
２
３
４
５
６

学生会員（博士課程未満の学生）および外国会員の年会費は無料とする。

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。

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21年8月4日 一部修正）
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CONSTITUTION

ArticleI・Name

1.ThenameoftheAssociationshallbeTheJapaneseAssociationforDevelopmentaland

ComparativeImmunology(JADCI).

Article11.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

1.MembershipintheAssociationshallbeopentoscientistswhosharethestatedpurposeofthe

Association.Themembershipshallbeauthorizedbyregistration.

1)Active(Individual)membersshallpayyearlydues.

2)CorporateAffiliate.Anyindividual,company,agency,ororganizationinter℃stedin

accomplishingthepurposesoftheAssociationmaybecomeaCorporateAffiliateonthe

paymentofafeeforannualduestobesetattheBusinessMeeting.

3)Memberswhoseannualduesremainunpaidfor2fiscalyearsormorearetobenotifiedin

writingbytheTreasurer,andifstillunpaidsuchamembershallforfeitmembership.

2.AnexecutiveboardcomposedoftheAssociationo伍cerscannominateapersonwithdistinctive

contributionstotheAssociationasacandidateforHonorarymemberandHonoraryPresident,

uponnominee'sagreement.ThecandidateshallbeapprovedandauthorizedbytheAssociation

membersinbusinessmeeting.

1)HonorarymembersandHonoraryPresidentarenotsubjectedtopaymentoffeeforannual

membershipandforscientificmeetings.

ArticleV．Officers

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

Trustees,twoProgramOfficersandanAbstractOfficer.

2.ThePresidentwillalwaysserveasaChairperson・ThePresidentwillpresideovertheCouncil

composedofofficersoftheAssociation.

3.CandidatesofthePresidentshallberecommendedintheCouncil,andthenthePresidentshallbe

electedbyamajorityvoteofallActive(Individual)membersoftheAssociation.

4.AllOfficersexceptthePresidentshallbeaskedandnominatedbythePresident.

5．TbrmsofallOfficersshallbe2years,however,theycanbereappointed．Officersexcepttwo

Trusteescanassumetwoormoreappointments.

-50-



ArticleⅥ、Meeting

1．BusinessMeetingshallbethemostauthorizedbodywhichwillbeopenedbythePresident'scall.

ThebusinessMeeting,consistingofattendedmembers,shallbeheldonceayearasarule,in

conjunctionwithaScientificMeeting.

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．

●
●
●
●
●

３
４
５
６
７

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

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

*TheJADα応α〃α伽"αﾉo増α"izα"",butweopenourmembe応hゎtoscた"応応α〃”〃肋eworld.If

onewouldliketojointheJADCIasanactivemember,pleasemakecontactbye-mailto

jadci2office@gmai.com.
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協賛企業 ・ 団 体

平成22年7月2日現在

■■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■●■■ー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■ーー■■■■■■■■■

【協賛】

株式会社プロ・ディバイス

三洋電機株式会社

株式会社トミー精工

株式会社ジーンネット

正晃株式会社

株式会社国際文献印刷社

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■l■■■■■■■■●■■ ● ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ー ｜ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ I ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ー●

【後援】

九州大学大学院農学研究院

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22年7月

日本比較免疫学会会長

第22回学術集会会長
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H202(過酸化水素)高速除染機能付き
MC0-19AIC(UVH)ﾒー ｶー希望小売価格1,300,000円｛函，

MC0-19AIC(UV)メーカー希望小売価格1,150,000円“I
MC0-19AICメーカー希望小売価格1,050,000円{鋤’

新型C○2インキユベータ登場！

ｲﾝﾃﾘジｪﾝﾄｲﾝﾀー ﾌｪー ｽ搭載i可'■
液晶表示によるコントロールパネルを搭戦｡操作性や視認性が向上。さらに､データログ機能により､一定期間の運転データを蓄積、

園
グラフ化､オプションのインターフェースボード(MTR-480C)を接続し､PCへのログデータの転送が可能です。

新開発デｭｱﾙIRｾﾝｻ搭載1+全自動校正機能(ｵｼｮﾝI
CO2測定波長と対照波長､2つの波長を同時に測定する､デュアルlRセンサを開発｡ゼロ胴整不要で､安定したCO2測定が可能になり■cq速度

ました｡さらに､標準ガスの接続により､スパン校正も自動で行う､｢全自動校正機能｣を実現しました。
0～20.0％

H202(過副上水素'高速除染で器内無菌管理を実現"…《uvH)a)率誰5℃~50℃

撫鮮蕊繍灘譜繍蹴鰯議…蝿噸鰯暑瀦血r扉が開かない安全設計です。

除染後のH202ガスは､器内のUV照射で分解します。

驚蕊駕襲塗鴎蝋茜ず
簡単操作で行えます｡
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TELOB2．247．7532FAXOB2－240－2701
TELO92G2g2．771gFAXO92－291－S包昼さ 織袈愚黒饗蕊＃コマ

〒11

一シャルカンパニーパイオメディカ寧粟部 中国毒菌所
九州産■所

3.8434頭京卿文京区本郷3丁目10調15弓
衆京霊顕所TELO3ﾏ5803．4040FAX03．6BO3－4037
南鯛東営築所TEL045.978.5134FAXOQ5．978．5150

サービス名

DNA合成

DNAシークエンス

siRNA用

RNAセット

抗体作製

ペプチド合成

お問合せは･･･

勤チ

～…U■〆”－プ毎デデーム･寺-ずﾅｽ8軸j臆①卸してい戒ず．

サ ト ⑭
ー

■■■■■ー

｜単…‐
~J－l資鯛｜

職|筆Ⅷ-慰
:す。￥99,800

窯二言~|/駕塞墨

｜ｻ ｰ ビｽ内容」■而画

単品￥80～
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！
￥3,000～

／1サンプル

27merまでの定額料金でsiRNA用RNAを2本セット(1本鎖ずつ納品）
でお届いたします｡また､RNAI研究を始められる方や､Knockdown効
率の高いsiRNA配列のスクリーニング実験を行う方におすすめの、少量

で低価格のお試しsiRNAもご用意しております。

￥20,000～期

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。
その他の動物種もご用意しております。

液体クロマトグラフィー(HPLC)データ質量分析(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

￥2,500～

／1アミノ酸残基当り

￥99,800
／ウサギ1羽

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



’"hinkPerfectionお客様にとっての”パーフェクト''をめざじて､正晃は常にユーザーの視点で考えていますb
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微量高速冷却遠心機…485,000円

KITMAN-24/KITMAN-18

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八ウを

お客様にとっての11パーフェクト'1を起点に

多彩な分野へ柔軟な対応で貢献いたします。

|IlllllllllllIIllllllIll1''''''''''''''1||’ |Illlll

（

。正晃株式会社
www・seikonet.co.jp

本社福岡市東区松島3丁目34番33号／〒813-0062

TEL:092-621-8199(代,)FAX:092-611-4415

事業所福岡第一・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

事業内容

■基礎研究用試薬■理化学機器■家電製品

■体外診断用医薬品

■動物用医薬品

■化学工業薬品

上記の販売

■医療用機器

■分析用機器

■その他機器､器具

上記の販売･修理

■コンピュータおよび

医療及び研究分野向け

ソフトウェア

上記の開発･販売

新開発｢VV－MemoryProgram｣搭載。
rpm

’MEMO
1

MEMO
2

⑳,⑳Q⑳
■■■

h

イオ研究の頼もしい新頼も し 戦

k
キットマン

i亡mqnE躍園 進、

力

厳式会社トミー精工
TELo03-5987-3111http://bio.tomys.co.jp
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