


【研究の目的】 

魚類は皮膚や鰓などの粘膜組織で外界と接しており、病原体の主要な侵入経路となってい

る。高等脊椎動物では、細菌や寄生虫などの感染時にはリンパ節や粘膜関連リンパ組織等の

リンパ濾胞（胚中心）において、CD4+ヘルパーT 細胞と B 細胞の相互作用により、獲得免

疫が活性化し、病原体に特異的な抗体が産生されることで強力な免疫反応を示す。しかし、

魚類はリンパ節を持たず、粘膜関連リンパ組織におけるリンパ濾胞が見つかっていないため、

粘膜面における T 細胞と B 細胞の相互作用の場は不明である。 

派遣先は、魚類特有の免疫グロブリン IgT および IgTを産生する IgT+B 細胞を発見した。

さらに、粘膜指向性の感染症時には病原体が IgT で覆われ、粘液中の抗原特異的な抗体価も

IgM でなく IgT が上昇することを示し、哺乳類における IgA、魚類粘膜免疫における IgT の

重要性を証明してきた。現在では、魚類の免疫システムにおいては、全身免疫応答を担う IgM、

粘膜免疫応答に特化した IgT という考えが広く受け入れられている。 

近年、鰓の一次鰓弁間に T 細胞の集塊を含む鰓内リンパ様組織（ILT: Intra-Branchial 

Lymphoid Tissue）の存在が報告された（文献 6）。さらに、申請者は、ILT に IgT+B 細胞が存

在することを見出した。これにより、ILT が T 細胞と B 細胞の相互作用、IgT の産生誘導の

場となる二次リンパ組織である可能性が示された。 

本研究は、粘膜面での獲得免疫の誘導機構を明らかにするため、ニジマスを対象に、感染

及びワクチン接種時の粘膜免疫応答における CD4+T 細胞と IgT+B 細胞の役割及び相互作用

の解明に取り組んだ。 

【研究の成果】 

粘膜組織における CD4+T 細胞と IgT+B 細胞および全身免疫応答における CD4+T 細胞と

IgM+B 細胞の相互作用、活性化の場を組織学的に探索することを主目的として以下の研究を

行った。 

1. フローサイトメトリーによる増殖の動態解析

 T 細胞や B 細胞は特異的抗原との遭遇時に活性化し、活発に増殖する。そこで、まず

初めに T 細胞や B 細胞の活性化の動態を理解するため、感染後における CD4+T 細胞、

IgT+B 細胞、IgM+B 細胞の増殖を測定した。感染試験には養殖産業で大きく問題とな

っており、粘膜組織寄生性の寄生虫感染症でありる白点虫の感染モデルを用いた。 

図 1 フローサイトメトリーによる各リンパ球分画増殖の割合。縦軸は割合（％）、横軸は感

染後の日数を表す。感染魚、コンロトールともに 7 匹の平均値を示す。 



その結果、感染 17 日後以降に CD4+T 細胞、IgT+B 細胞、IgM+B 細胞がコントロー

ルと比較し、活発に増殖が認められた（図 1）。

2. 免疫組織学的な解析

フローサイトメトリーによる解析結果を受け、感染後 17 日を中心として、白点虫感染魚

のサンプリングを行い、免疫組織学的手法により、T 細胞および B 細胞の増殖像を調べた。 

 その結果、感染後、2-3 週間後に脾臓において IgM+B 細胞が CD4+T 細胞と共に凝集塊を

形成し、活発に増殖している像が認められた。さらに、その凝集塊はメラノマクロファージ

センター（脾臓に散見される褐色色素を含有するマクロファージの集塊）を中心として形成

されていることが明らかとなった（図 2）。なお、IgT+B 細胞は脾臓において増殖細胞は認め

られたものの、IgM+B 細胞のような増殖、凝集像は認められなかった。 

 さらに T 細胞依存性抗原として広く用いられている、DNP-KLH を投与した魚についても

同様の結果が得られた。 

図 2 白点虫感染魚（下）および未感染魚（上）の免疫組織染色像。感染魚において、

CD4+T 細胞（緑）、IgM+B 細胞（赤）がメラノマクロファージセンター周囲で活発に増

殖（マゼンタ）している。 

3. IgM のレパトア解析

 本研究以前から、メラノマクロファージセンターは、浸漬暴露や腹腔投与した蛍光色素や

墨汁が検出される等の報告から、外来抗原の取り込み場所としての可能性が示唆されていた。

哺乳類においては、液性免疫活性化の初期段階における重要な反応として、胚中心において

抗原を特異的に認識する B 細胞がクローン増殖することが挙げられる。魚類においては、

脾臓のメラノマクロファージセンターが胚中心機能を持ちえるかどうかを調べた。具体的に

は、白点虫感染および DNP-KLH 投与魚、コントロール魚の脾臓から Laser Capture 

Microdissection を用いて、メラノマクロファージセンター周囲に形成される濾胞様構造を回



収し、RNA を抽出後、次世代シーケンサーを用いて、メラノマクロファージセンターに局

在する IgM のクロノタイプを網羅的に解析した。 

 その結果、それぞれのメラノマクロファージセンターに局在する B 細胞は、一つあるい

はごく少数の母細胞よりクローナルに増殖してきたことが明らかとなった。 

4. 抗原特異的 B 細胞の検出方法の確立。

 上記より、白点虫感染および DNP-KLH 免疫時に脾臓のメラノマクロファージセンターに

おいて B 細胞の活性化が起きていることが明らかとなった。最後にこの増殖した B 細胞達

が抗原に対して特異的な抗体を産生することができるかどうかを調べた。 

 その結果、抗原はメラノマクロファージセンターを中心とした場所に結合した（図 3）。

さらに、IgM、CD4 に対する抗体と共染色したところ、IgM 陽性細胞が抗原を捉えているこ

とが確認された。 

図3 魚を免疫したのち、抗

原（赤）を用いて特異的抗体

の検出を試みた。その結果、

メラノマクロファージセン

ターの周囲で特異的抗体が

産生されることが明らかと

なった。 

 以上の結果より、魚類において、免疫刺激時に、脾臓のメラノマクロファージセンターにおいて

B 細胞の活性化が起こり、抗原特異的 B 細胞が誘導されることが明らかとなった。 

 一方、上述の研究を通して、脾臓においては IgT+B 細胞の凝集塊の形成は認められなかった。申

請者はこれまでにに鰓において感染時に増殖細胞が小さい凝集を形成することを確認している。今

後、上記と同様の手法により、鰓における IgT+B 細胞の活性化、形質細胞産生の可能性について検

討していく予定である。 

 以上の成果の一部は 2018 年 6 月の 14th Congress of the International Society of Developmental and 

Comparative Immunology および、2019 年 6 月の 3rd International Conference on Fish & Shellfish 

Immunology にて発表した。また、現在論文執筆中である。 


