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第3日目

(5日）
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15:30～

16:45～

17:30～

9:00～

12:50-

日本比較免疫学会第21回学術集会
(2009年度）

会期：2009年8月3日（月）～5日（水）

場所：日本大学生物資源科学部本館3階中講堂

学術集会会長: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）

学術集会日程表

プログラム内容

受付

開会の辞

一般講演（22演題）

一般講演（14演題）

総会・学会賞表彰式

古田賞受賞講演「ショウジョウバエ自然免疫における病原細菌の認識と排除の分子機構」

倉田祥一朗（東北大・院･薬）

特別講演「CD4陽性T細胞の機能分化：機能独得と維持のメカニズム」

中山俊憲（千葉大・院・医）

記念写真撮影

懇親会

シンポジウム「リンパ球の起源と分化」

1)T細胞とB細胞の起源：個体発生過程から系統発生過程を考察する

河本宏（理研免疫・アレルギー科学総合研）

2)Novelinsightsintotheproteinstructure,functionandproductionofIgT,

amonomericrainbowtroutimmunoglobulin.
J.OriolSunyer(ペンシルバニア大学･獣医）

3）両生類造血に学ぶ～アフリカツメガエル血球産生のダイナミクス～

加藤尚志（早大・院・先進理工/教育学部）他

4）魚類の造血幹/前駆細胞の分離と同定森友忠昭（日大・生物資源科学）他

5）無顎類における抗原受容体遺伝子の再編成とその制御名川文清（東大・理）

6）ホヤ免疫細胞の分化と機能津田知夫（山口大・医）

閉会の辞
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参加者へのご案内

学術集会会場：日本大学生物資源科学部本館3階中講堂（神奈川県藤沢市亀井野1866）

連絡先：〒252.8570神奈川県藤沢市亀井野1866

日本大学生物資源科学部獣医学科魚病学研究室森友忠昭
TEL:0466-84-3374FAX:0466-84-3380E-mail:vetfish@brs.nihon-u.ac.ii:

受付：会場にて、8月3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。
今への入今壬臨蒜去ffi今審の納入弓

参加費：学術集会参加費：5,000円(会員､非会員)、3,000円(学生）
懇親会参加費：3,500円

【懇親会場はｽエヒロ（日本大学生物資源科学部本館ガレリア階)です｡皆様､藷ってご参加ください｡】

発表要領：すべて口頭発表（講演時間12分、討論3分）で実施いたします。PC用液晶プロ

ジェクターにより投影して行います（PowerPoint2003/WindowsXP）。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、Power

Point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：ご予約の斡旋はいたしておりません。申し訳ございませんが、各自でご予約く

ださい。会場付近（六会日大前駅）にはホテルはありませんが､湘南台駅およ

び藤沢駅付近には多数のホテルがあります。

－3－



会ゴ易さちよてﾉ宮交式重言二戸可図

(MeetingSiteandTransportation)

路線案内

上野 東京駅から:JR東海

道線にて、東京→品川

→横浜→藤沢下車。小

田急江ノ島線にて、藤
沢→六会日大前下車

秋葉〃
お茶の水八妻子中央線新宿

東京
品1品川

侭銭 六会日大前には急行は止

まりません．藤沢駅からは

普通列車をご利用くださ
い．

蝉
脆
撫
綱
艇
慨

唖
繊 試筆〆 新宿駅から：小田急線

にて､新宿→相模大野

→（江ノ島方面）→六

会日大前下車

鐙
一
雨

南台

!、聖ミ
俣川二

小田急線は相模大野駅で

江ノ島方面と小田原方面

に分かれます。ご注意下さ

い。また，六会日大前駅に
は急行列車は止まりませ

ん．大和または湘南台駅で

普通列車にお乗換えくだ

さい．

、六会日大前 、

誤こう篭神議Ⅲ
知鎌倉

小 原 東海道線藤沢

片;頼江ノ島

会場案内

小田急江ノ島線六会

日大前駅下車徒歩2

分日本大学生物資源

科学部本館3階中

講堂

六会日大前駅西口→日本大

学生物資源科学部正門→

本館→（エスカレーター）

→本館3階中講堂

六会日大前駅

－4－



日本比較免疫学会・役員名簿
（2009年度）

会長 吉田彪
臨床パストラルケア

教育研修センター

副会長 川畑俊一郎 九州大学

庶務･会計 中尾実樹 九州大学

【補助役員】 柚本智軌 九州大学

学術集会担当
中村弘明

橋本香保子

東京歯科大学

千葉工業大学

抄録委員 飯島亮介 帝京大学

会計監査
和合治久

中西照幸

埼玉医科大学

日本大学

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21回学術集会プログラム

第1日目8月3日（月）

【一般演題】

開会挨拶13:00～13:O5

SessionA無脊椎動物の防御因子

座長：佐々木年則（感染研）

Al13:05～ヒトデ旺の間充織細胞における加州yタンパク質の構造及び発現解析
○古川亮平1船橋宏美2金子洋之’

0慶膳大・自然科学研究教育センター2慶雁大・院・生命システム情報）

A213:20～

A313:35～

DNA-ADPリボシル化蛋白質pierisin-1のモンシロチョウにおける生体防御の
関与

○中口(高橋）梓'，山本真史1，堀内悠2，岩田健一1，岩淵喜久男2，戸塚ゆ加里'，
杉村隆',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。応用昆虫学研究室）

ショウジョウバエPGRP-LEの細胞内認識依存的なオートファジー誘導による
リステリア菌の増殖抑制

○矢野環1三田静香1大森弘子2,3大島吉輝1上田龍4吉森保2.3
倉田祥一朗*0東北大．院．薬2阪大．微研,̂ CREST,*遺伝研）

座長：矢野環（東北大）

A413:50～ 蚊の細胞障害性因子

○佐々木年則1^平岡毅2小林睦生’

<国立感染症研究所・昆虫医科学部2東京農工大・農・応用生物科学）

A514:05～功℃s叩力型aの外皮形成に及ぼすトランスグルタミナーゼの機能解析
○柴田俊生1宮地隆太1陶山晴香1有木茂1新津直明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・原虫進化牛物営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）

A614:20～マボヤ血リンパのフェノール酸化酵素(PO)関する研究4
○大竹伸1^阿部健之1石井照久2津田知夫3

0日大．医．生物2秋田大．教文．生物3山口大．医学研究科．器官解剖）

座長：大竹伸一（日大）

A714:35～マボヤ体腔細胞のAlio認識機構解明を目指して

－フェノールオキシダーゼ放出誘導抗体の作製一
○岡田泰三1宮川一志2久保英夫3松本緑1

0慶雁大・院・理工・基礎理工2北大・院・環境科学院3都臨床研・総合）

－6－



A814:50～ Characterizationofhemolymph.proteomeoftheseasquirt,H豆んcynthia
2℃retzi,usingproteomictools
○T.S.Jungi,S.W.Nhoi,R､S・Dalvii,m.A.Hai,I．S・Chai,H,B.Jangi,S.B.Parki,
Y.R・KimiM.Ohtanii,j・HikimaiandT.Aokii.2

(̂AquaticBiotechnologyCenterofWCUproject,GyeongsangNationalUniversity,
2LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand
Technology)

A915:05～海産無脊椎動物におけるインターロイキン17遺伝子数の増大
○日比野拓i,JonathanRast*
0埼玉大・教育2トロント大・サニーブルック健康科学センター＆生物物理）

休憩15:20～15:35

SessionB魚類の生体防御関連因子・遺伝子

座長：末武弘章（東大）

B115:35～ ヒラメToll-likereceptor5膜結合型および分泌型遺伝子のクローニング
ならびに発現解析

○黄最敦，近藤秀裕，鹿野育生，青木宙
（東京海洋大・ケノム科学）

B215:50～ヒラメのPU.1/Spi-lcDMの構進癖析および発現組織について
○引間順1大谷真紀'RhodaMCerboi,In-SeokChai,Young-RimKimi,

Tae-SungJung',青木宙1,2

0国立慶尚大・AquaticBiotechnologyCenter,*東京海洋大．ケノム科学）

B316:05～ヒラメLGP2cDNAの同定

○大谷真紀'，引間l頂一¥RhodaMCerboi,In-SeokCha*,Young-RimKimi,

Tae-SungJung*,青木宙',2
0国立慶尚大・AquaticBiotechnologyCenter,*東京海洋大．ゲノム科学）

座長：引間順一（国立慶尚大学校）

B416:20～ 表皮特異的に発現するトラフグケモカイン
田内博久1.2○末武弘章1菊池潔1村山司2鈴木譲l

（'東大・水産実験所,2東海大・海洋）

B516:35～トラフグ胸腺とメラノマクロフアージセンターにおけるIL-7受容体の発現

河崎将史,○金田充，宮台俊明
（福井県立大・海洋生物工学）

B616=50～アユAID遺伝子のクローニングとその発現解析
○濃野絢，福島祐二，堀内浩幸，松田治男，古濯修一

（広島大・院・生物圏科学・免疫生物学）

休憩17:05～17:20
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座長：大谷真紀（国立慶尚大学校）

B717:20-

B817:35～

コイ補体CI複合体を構築するサブユニットの同定

市居敬1辻倉正和1柚本智軌1鵜木陽子1加藤慎一2吉国通庸2
○中尾実樹'(九大・院・農・'生物機能科学部門2動物資源科学部門）

ギンブナFasligandのcDMクローニングと発現解析
○中村一規1柚本智軌1中西照幸2中尾実樹’
0九大・院・農2日大・生物資源科学）

B917:50～MolecularcharacteristicsoftheleukocytemarkersCD4-1,CD4-2,
LAG-3,CD8DandCDSDinteleostfish

○JohannesMartinusDijkstrai,NobuhiroHayashi*,TeruyukiNakanishi2,
KeiichiroHashimoto*

(iInstituteforComprehensiveMedicalScience,FujitaHealthUniversity,
2CollegeofBioresour℃esciences,NihonUniversity)

座長：柚本智軌（九大）

BIO18:05-

Bll18:20-

B1218:35～

B1318:50-

トラフグ腎臓のIgM+CD8a+細胞

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

(北里大・海洋生命科学2福井県立大・海洋生物資源3東大・水産実験所）

魚類赤血球及び栓球におけるIT州を有するCD4様分子の存在
○大橋健',JohannesM.Dijkstra2,瀧沢文雄3中易千早4森友忠昭1
0日大・生物資源2藤田保健衛生大。総合医科学研究所，
3Friedrich･Loefflerlnstitute,*養殖研究所）

ギンブナのアロ鱗営移植部位におけるTリンパ球サブセットの動態
○今林望'，戸田秀明'，乙竹充2,森友忠昭'，中西照幸’
0日大・生物資源2水研センター・本部）

混合リンパ球培養における細胞性免疫関連遺伝子の動態
○戸田秀明'，乙竹充2,森友忠昭'，中西照幸’
0日大・生物資源2水研センター・本部）

中西照幸’

第2日目8月4日（火）

SessionC生体防御担当細胞

座長：倉田修（日本獣医生命科学大）

C19:00～ 化学合成共生細菌を有するシマイシロウリガイの血球細胞形態観察
○多米晃裕1.2,3吉田尊雄1.2大石和恵2植松勝之3丸山正1.2

0東京海洋大2海洋研究開発機構,(株）マリン･ワーク．ジャパン）

C29:15～魚類の好中球願粒

○近藤昌和，高橋幸則（水産大学校・生物生産）

－8－



C39:30- コイ栓球は異物を貧食する
○長沢貴宏1，中易千早2，柚本智軌l，中尾実樹‘
（'九大・院・農，2水産総合研究センター・養殖研究所）

座長：近藤昌和（水産大学校）

C49:45～

C510:00～

C610:15～

コイ腎臓中の造血前駆細胞の同定

○片倉文彦,吉田美幸，山口卓哉,森友忠昭，中西照幸
（日大・院・獣医・魚病学研究室）

コイ造血細胞の培養一増殖したT細胞のクローン性と分化段階の解析一
○山口卓哉,片倉文彦，四反田聡，吉田美幸，森友忠昭，中西照幸
（日大・院・獣医・魚病学研究室）

ヒラメ白血球による異物包囲化におけるケモカイン様タンパクの検出

○倉田修1,畑井喜司雄1松山知正2坂井貴光2中易千早2
0日本獣医生命科学大・魚病学2水産総合研究センター・養殖研究所）

SessionD哨乳類・鳥類の生体防御系

座長：大石和恵（海洋研究開発機構）

Dl10:30～フェレットの末梢血単核球における炎症性サイトカインの分子生物学的特徴

○中田真琴,伊藤琢也，酒井健夫（日大・動物医科学研究センター）

D210:45～哨乳類におけるMG2Dligand領域の比較ゲノム解析
○近藤瑞穂''2，丸岡尊子1，笠松純1大塚紀幸1吉田繁1富居一範1

半津直人3，笠原正典’

0北大．院．医．分子病理2山形大．院．理工．生物3山形大．理．生物）

休憩11:00～11:15

座長：伊藤琢也（日大）

D311:15～ 抗原特異的移行抗体によるニワトリヒナ免疫系の抑制機構
○モハメド・ファヒミ・アプエルアザブ，福島祐二，堀内浩幸，松田治男，

古浬修一

（広島大・院・生物圏科学・免疫生物学）

D411:30～肥満脂肪組織における局所免疫異常～マクロフアージ・CD8+T細胞の検討～
○西村智1.2.3長崎実佳1.4真鍋一郎1.2.3田嶋美智子1若林香織1江藤浩之s

門脇孝6,永井良三’

0東大・院・医・循環器内科2東大・TSBMI,MST．さきがけ4東大・コンピュータ
画像診断学/予防医学講座,5東大．医科研．幹細胞治療研究分野,6東大．院．医．糖

尿病代謝内科）

D511:45- 脂肪酸結合タンパク質(FABP7)のクッパー細胞における発現とその意義
○浬田知夫,中村啓二,中原有海,清平美和,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）
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SessionE鯨類の生体防御反応

座長：古淫修一（広島大）

E112:00～鯨類のToll-likereceptor1-9の発現
○斎藤雅史1.2大石和恵1宍戸玲子1,2田島木綿子3山田格3浅川弘4
士屋泰久4，坂東武治5，藤瀬良弘5，大津大6，奥津健司6，丸山正1,2
（独立行政法人海洋研究開発機構I東京海洋大．院2国立科学博物館3下田海中
水族館4，（財）日本鯨類研究所5，横浜．八景島シーパラダイス6）

E212:15～モーピリウイルスのレセプターSLAM分子の鯨類における結合部位のバリ
エーションと発現の解析

○清水優衣1,2,大石和恵1，鈴木倫太郎3，田島木綿子4,角田恒雄4,山田格4，
浅川弘5,土屋泰久5,坂東武治6,藤瀬良弘6,樽創7,村山司8,丸山正1,2
（1海洋研究開発機構,2広島大．院,3農業生物資源研究所,4国立科学博物館,5下田
海中水族館，6日本鯨類研，7神奈川県立生命の星．地球博物館，8東海大）

E312:30~ イルカの造血は骨髄で行われている

○伊藤琢也I鯉江洋¥mw太雄1柳津牧央3植田啓3桑野涼4
鈴木美和5，森友忠昭'，酒井健夫’

('日大．動物医科学研究センター2日大．獣医内科学研究室3沖縄美ら海水族館，
4大分マリーンパレス水族館，5日大・海洋生物生理学研究室）

昼食 12:45～

総会。表彰式14:00～14：45

古田賞受賞講演(座長 吉田彪）

FP:14:45～『シヨウジヨウバエ自然免疫における

病原細菌の認識と排除の分子機構』

倉田祥一朗（東北大・院・薬）
休憩15:15～15:30

特別講演(座長：橋本香保子）

SL'15:30～『CD4陽‘性T細胞の機能分化：

機能獲得と維持のメカニズム』
中山俊憲（千葉大。院｡医）

16:45～写真撮影

17:30～懇親会（スエヒロ）
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第3日目8月5日（水）

シンポジウム『リンパ球の起源と分化』（司会：中西照幸）

SI9:00-

S29:40～

S310:20～

InsightintothephylogenyofTandBcellsbasedontheontogenicprocesses

ofhematopoiesis.
河本宏（理研免疫・アレルギー科学総合研）

Novelinsightsintotheproteinstructure,functionandproductionofIgT,

amonomericrainbowtroutin皿nunoglobulin.

』・OriolSunyer(ペンシルバニア大・獣医）

両生類造血に学ぶ～アフリカツメガエル血球産生のダイナミクス～

小坂(野川）菜美，前川峻,永淫和道,家村仁美,奥井武仁，

加藤尚志（早大・院・先進理工学研究科/教育学部）

休憩10:50～11:05

S411:05～ 魚類の造血幹/前駆細胞の分離と同定

森友忠昭,関谷麻優子,小林功,片倉文彦,吉田美幸，

山口卓哉,高野晃一（日大・生物資源科学）

S511:35～無顎類における抗原受容体遺伝子の再編成とその制御

S612:05～ホヤ免疫細胞の分化と機能

総合討論：12:35～(12:50終了予定）

閉会の辞：12:50
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名川文清（東大・理）

浬田知夫（山口大・医）



一般演題:Al～A9

B1～B13



Al

ヒトデ歴の間充織細胞における"DOCKタンパク質の構造及び発現解析

古川亮平'、船橋宏美2、金子洋之l

l慶腫義塾大学・自然科学研究教育センター、2慶慰義塾大学大学院・生命システム情報

MolecularcharacterizationandexpressionanalysesofApDOCKinstarfishmesenchymecells

RyoheiFurukawa',HiromiFunabashi*,HiroyukiKanekô
'CenterforNaturalSciences,KeioUniversity,̂DepartmentofBiologicalScienceandInformatics,KeioUniversity

【目的】

ヒトデ幼生の間充織細胞は、メチニコフにより細胞

の貧食作用が初めて報告された記念碑的な細胞であり、

系統進化的に脊椎動物マクロファージの細胞祖先であ

ると考えられる。現在私たちは、間充織細胞を特徴づ

ける貧食作用の分子機序の解明に向け、培養間充織細

胞を中核に据えたプロテオミクス解析を進めている。

この過程で、貧食作用動態の制御に関与すると考えら

れるタンパク質を探索したところ、貧食作用時に葉状

仮足の伸展を制御すると考えられるDOCK180タンパ

ク質に相同性のあるタンパク質断片が、培養間充織細

胞でのみ検出された。そこで本研究では、イトマキヒ

トデ培養間充織細胞cDNAライブラリーから、

DOCK180相同遺伝子を単離し、種々の動物のDOCK

遺伝子との比較解析及び発現解析を試み、ヒトデ幼生

におけるDOCKタンパク質の機能を検討した。

【材料・方法】

イトマキヒトデのDOCK相同遺伝子を得るために、

MS/MS解析でヒットしたタンパク質断片及びヒトを

始めとする種々の動物のDOCKタンパク質のアミノ

酸配列から、CODEHOP法を用いてdegenerate

primerを設計した｡このdegenerateprimerを用いて、

培養間充織細胞cDNAライブラリーを鋳浬lにPCRを

行い、部分配列を得た。得られた配列を元に、RACE

法を行い、イトマキヒトデDOCK相同遺伝子

ApVOCKの全長配列を決定した。

RT-PCRは､胞旺(受精後16時間)、中期原腸雁(受

精後24時間）及び培養間充織細胞から抽出した全

RNAを逆転写して行った。免疫染色は、抗ヒト

DOCK180抗体を用いて、RT-PCRと同様の3種のサ

ンプルに対して行った。

【結果】

^oDOCK遺伝子の翻訳産物はDOCK-Aサプファミ

リーに属するドメイン構造を有し、ヒトDOCK180と

アミノ酸レベルで70％以上の相同性を示した。胞旺、

中期原腸庇及び培養間充織細胞において､RT-PCRを行

ったところ、〃DOCK遺伝子はいずれのサンプルでも

mRNAへ転写されていた。続いて、抗ヒトDOCK180

抗体を用いて胞腔､中期原腸狂を免疫染色したところ、

^dDOCKタンパク質の発現は両サンプルで認められな

かった。一方、同抗体を用いた培養間充織細胞の免疫

染色では、〃DOCKタンパク質は、貧食作用の指標と

なる、葉状仮足を伸展させ始める細胞体領域の一部に

偏在していた。

【結論】

イトマキヒトデ培養間充織細胞cDNAライブラリー

から、DOCK180相同遺伝子』4pD0CK遺伝子の単離に

成功した。ﾉ4dDOCKタンパク質の構造解析ならびに培

養間充織細胞の免疫染色結果から、このタンパク質は

哨乳類DOCK180と同様、貧食作用時の葉状仮足の伸

展制御に関与している可能性が高い。また､RT-PCR及

び免疫染色の結果は、間充織細胞のみで発現する

p̂DOCKタンパク質の翻訳制御機構の存在を示唆する。
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A2 DNA-ADPリボシル化蛋白質pierisin-1の

モンシロチヨウにおける生体防御への関与

中口(高橋）梓1，山本真史1，堀内悠2，岩田健一1，岩淵喜久男2，戸塚ゆ加里1，杉村隆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東京農工大学・応用昆虫学研究室

InvolvementofDNA-ADPribosilatingprotein,pierisin-1ini皿Ⅱnunesystemsofwhitebutterfly

AzusaTakal過曲i-Nakaguchi*,MasafumiYamamoto*,YuHoriuchi*,Ken-ichiIwata*,KikuoIwabuchi*,Ⅵlkari
Totsuka*,TakashiSugimura*,KeijiWakabayashî

'NationalCancerCenterResearchInstitute,̂TokyoUniversityofAgricultureandTechnology

【目的】

Pierisin-1はモンシロチョウ体液中に存在する

DNAmono-ADPリポシル化蛋白質で、哨乳動物のがん

細胞にアポトーシスを誘導する。Pierisin-1に相同

性を示す蛋白質はシロチョウ科に存在しているが、

pierisin-1のチョウ体内での生理活性は不明であ

る。Pierisin-1はモンシロチョウの全てのステージ

で発現が確認されているが、特に終齢から蝿の時期

に多く産生されており、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。一方、pierisin-1

は強い細胞障害性を示す事より、モンシロチョウの

生体防御に関与している可能性も考えられる。そこ

で本研究では、モンシロチョウに寄生蜂や細菌が感

染した場合のpierisin-1の発現動態に注目し研究

を行った。

【材料と方法】

数種寄生蜂の培養液中にpierisin-1を添加し、

pierisin-1の毒性による傷害の有無を調べた｡次に、

モンシロチョウ幼虫の体腔内に寄生蜂を注入し、

pierisin-1の発現動態を調ぺた。さらに生体防御反

応時の詳細な機構を調ぺるために、モンシロチョウ

の脂肪体または血球を寄生蜂とインキュベートし、

脂肪体と血球におけるpierisin-1の発現動態につ

いて、免疫染色、リアルタイムPCRおよびウェスタ

ンプロッテイングを用いて観察した。

【結果】

Pierisin-1はモンシロチョウを寄主としない寄

生蜂には毒性を示した。一方、モンシロチョウを寄

主とするアオムシコマユバチには毒性を示さなかっ

た。寄生蜂をモンシロチョウに寄生させた時の

pierisin-1のmRNAおよびタンパク質の発現動態に

ついて比較した結果、モンシロチョウを寄主としな

い寄生蜂を寄生させた場合にピエリシンー1の発現

が誘導され、アオムシコマユバチが寄生した場合に

は影響が見られなかった。さらにモンシロチョウの

脂肪体および血球と寄生蜂をインキュベートすると、

モンシロチョウを寄主としない寄生蜂に反応して脂

肪体のpierisin-1発現量が上昇する事、また血球

においてはプロテアーゼが活性化され、pierisin-

1を分解・活性化する可能性が示唆された。

【結論】

DNA-ADPリポシル化蛋白質pierisin-1が､モンシ

ロチョウ体内で生体防御に関わっている可能性が示

された。生体防御時のpierisin-1の産生は主に脂

肪体で行われ、血球は異物を包囲し局所的に

pierisin-1を活性化していると考えられた。現在、

寄生蜂以外の異物である細菌等についても同様に検

討を行い､pierisin-1による生体防御メカニズムに

ついて検討を進めている。
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A3

ショウジョウバエ異物認識分子PGRP-LEによるリステリア菌認識

依存的なオートファジー誘導の分子機構解析

矢野環，塩川裕子，白田陽一，大島吉輝，倉田祥一朗

東北大・院・薬

AnalysisofthemolecularmechanismthatinducesautophagyviarecognitionofListeriabyPGRP-LE,a

Drosophilapatterni℃cognitionprotein

TamakiYano,YukoShiokawa,YoichiShirataYoshiteruOshimaandShoichiroKurata'
Grad.SchoolPharm.ScLTohokuUniv.

【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、シグナ

ル伝達経路であるIⅧ経路を活性化して抗菌ペプチ

ド産生を誘導する〔']oPGRP-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【!】。

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]o

PGRP-LEのリステリア菌認識によるオートファジー

誘導は、IⅧ経路依存的である抗菌ペプチド発現誘

導とは異なり、既知の自然免疫経路であるToll経路、

IMD経路のいずれにも依存しておらず[2.3]、新規の経

路に依っていることが予想された。そこで、PGRP-LE

によるリステリア菌認識に応じた自然免疫誘導、特

にオートファジー誘導の分子機構を解析した。

【材料と方法】

ショウジョウバエ培養細胞株でありPGRP-LEを発

現していないS2細胞、PGRP-LE、あるいは欠損また

は変異を有するPGRP-LEを発現させたS2細胞を用い

てリステリア菌の感染を行い､抗菌ペプチド誘導と、

細胞内におけるリステリア菌の増殖を測定した。こ

れにより、抗菌ペプチド発現誘導、オートファジー

誘導に必至なアミノ酸に関するPGRP-LEの構造活性

相関を行った。

【結果】

345アミノ酸からなるPGRP-LEはC末端半分にペ

プチドグリカン結合ドメインであるPGRPドメイン

を持つ。N末端半分のうち、96番目から106番

目のアミノ酸は剛IM様ドメインとよばれ､ヒトRIP1,

TRIPといった自然免疫経路に働く因子に類似した

配列がある。リステリア菌感染による抗菌ペプチド

発現誘導とオートファジー誘導にはどちらも剛IM

様ドメインを必要としたが、114番目から117

番目のアミノ酸領域は抗菌ペプチド発現誘導に必要

だがオートファジー誘導には必要なく、オートファ

ジー誘導と抗菌ペプチド発現誘導はPGRP-LEの異な

るアミノ酸領域を必要とすることが明らかとなった。

【結論】

PGRP-LE依存的なリステリア菌感染に応じたオート

ファジーと抗菌ペプチド発現誘導は、異なる分子機

構によっていると考えられた。

【参考文献】

1.Kaneko,maaﾉ.Nat.Imm冴"ol7,715-723(2006)

2.Yano,正ααﾉ.Ⅳ醜加加脚"ol9,908-916(2008)

3.Yano,TandKurata,S.At"叩〃α幻′4,958-960(2008)
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A4 蚊の細胞障害性因子

佐々木年則'、平岡毅2、小林睦生’

’国立感染症研究所昆虫医科学部，2東京農工大学農学部応用生物科学科

Cytolyticfactorofmosquito

＊TbshmoriSasaki1,'I3uyoshiHiraoka2,MutsuoKobayashil

'DepartmentofMedicalEntomology,NationalInstituteofInfectiousDiseases,̂DepartmentofAppliedBiological

Science,TokyoUniversityofAgricultureand7bchnology

【目的】

蚊の細胞障害性因子として、ネッタイシマカ

Ae北sag幻初〃由来の溶血因子が古くに報告された。

また、一酸化窒素(NO)も噛乳動物と同様に細胞障

害性因子と考えられる。その他、細胞障害性因子と

して細菌や真菌に対する抗菌ペプチドがあげられる。

補体様因子として知られるThioester-containing

protein(TEP)はマラリア原虫に対する細胞障害性

因子として考えられ[1]、Leucinerich-repeatimmune

gene(LRIM)1,A"叩〃eﾉ巳sPﾉﾋismo“"m-responsive

leucine-面chrepeat1(APL1,LRIM2)もマラリア原虫に

対する細胞障害性因子として考えられる[2,3]･以前

に、オオクロヤブカの溶血因子（細胞障害性因子）

について報告したが、今回更に詳細に細胞障害性因

子について検討した。

【材料と方法】

』""睡把ssubαﾉbatus406系統の蝿体液を用いた。

溶血活性は、吸光度法にて測定した。リガンドプロ

ティングは、グライコホリンをリガンドとしてウエ

スタンブロテイングと同様にECLを用いた｡抗ペプ

チド抗体は、リガンドプロッテイングで反応した

14.0kDa(pl4),12．5kDa(pl2.5)のN末端アミノ酸配

列19残基にkeyholelimpethemocyanin結合させて抗

原として作製した。

【結果】

溶血活性は、シアル酸特異的レクチンが関与する

ことを報告してきた。蚊の体液による溶血活性

は、エチレンジアミン四酢酸(EDTA)やグリコール

エーテルジアミン四酢酸(EGTA)によって用堂依存

的に阻害された。さらに、Ca*選択性の高いEGTA

の方が、EDIハより低濃度で阻害した。

セリンプロテアーゼ阻害剤である

p-amidinophenyhnethanesulfonylfluoride(paPMSF)は、

溶血活性を阻害した。また、アスパラギン酸プロテ

アーゼ阻害剤であるpepstatinAもさらに強力に溶血

活性を阻害した。リガンドプロッテイングによって

15.4kDa(pl5.4),pl4,pl2.5が&尉生の反応を示した。

pl4とpl2.5のN末端アミノ酸配列に対するポリク

ローナル抗体は、溶血活性を阻害した。

【結論】

溶血活性には、セリンプロテアーゼ以外にアスパ

ラギン酸プロテアーゼが関与することが考えられた。

さらに、Ca^*要求性のC型レクチンであるシアル酸

特異的レクチンpl4,pl2.5が、細胞障害に関わるこ

とが示唆された。

【参考文献】

1.Blan血S,Shiao,S.-R,Moita,L.F̂Janse,CJっ恥瞳s,A

P,Ka危睡>RC.andLevadiina,E.A,Complem創碓like

pU鯵inTEPlisadetemiinantofvectorial図騨cityinthe

mala㎡avectorAP伽にsgambiae.Cdl,116,661-670,

2蝿．

2．唾圃,MA,Christophides,GK.andKa免唾.EĈEflfects

ofmosquitogenesonPlas加域"71develcpnent…竪

303,2030-2032,2噸．

3．Riehle,M.M,Mai髄釘los,K.,NiaiE,0.,通』,J・Li,1，TmB

AM.,Podiougou,B.,Oduol,.p.,Diawara,S､,Diallo,M.,

Coul雌以B.,Ouataia,A,Kmglyak,L.,Ti麺葛S.R,

VemickK.D.,NaturalmalariainfectiffliinAP鋤eたs

gambiaeinregulatedbyasinglegenomiccontrolregioa

Sdence,3¥Z5Tr-579,2噸．
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A5

Dt℃s叩向伽の外皮形成に及ぼすトランスグルタミナーゼの機能解析

柴田俊生1、宮地隆太1、陶山晴香1、有木茂l、新津直明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、z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

TVansglutaminaseisessentialforcuticleformationinDros"んj肋．

ToshioShibata',RyutaMiyaji¥HarukaSuyama¥ShigeruAriki¥NaoakiShinzawâ,HirotakaKanuka*.Takumi
Koshiba',Shun-ichiroKawabata'.

'GraduateSchoolofSystemsLifeSciences,KyushuUniversity,*theNationalResearchCenterforProtozoan
Diseases,ObihiroUniversityofAgricultureandVeterinaryMedicine.

【目的】

アシル転移酵素であるトランスグルタミナーゼ

(TGase)は、哨乳類においては、タンパク質間にイ

ソペプチド結合を形成させ、外皮形成や体液凝固な

どの生理機能を果たしている。一方、無脊椎動物の

外皮形成におけるTGaseの機能はほとんど不明であ

る。本研究は、RNAiの手法を用いて、Dros叩"池

におけるTGaseの機能解明を目的とする。

【材料と方法】

Dros"ん池の各発生段階におけるTGaseの発現パ

ターンをウエスタンプロットにより確認した｡また、

GAL4/UASシステムによりTGaseを全身でRNAiし、

その表現型を観察した。さらに、温度感受性の変異

体を用いて､TGaseの時期特異的なRNAiを行った。

TGaseをRNAiした個体の趨を回収し、タンパク質

を抽出後、TGaseの合成基質であるビオチンアミド

ペンチルアミンを用い、迩中の基質タンパク質を特

定した。また、そのタンパク質を質量分析により同

定した。

【結果】

選択的スプライシングで生じる2種類のTGase

(同一性95％）は、ウエスタンプロットにより、発生

段階特異的に発現していることが分かった。これら

2種類のアイソザイムは各発生段階で異なった役割

を果たしており、異なった基質特異性を示す可能性

がある。次に、外皮形成におけるTGaseの機能を調

くるためにGAL4/UASシステムによるRNAiを行っ

た。その結果、蝿の段階で大部分が致死となり、コ

ントロールの系統と比べ、羽化率は20%程度であっ

た。また、成虫では通の水泡形成や、腹部の模様の

消失といった異常な表現型が現れた。さらに、温度

感受性の変異体を用いた時期特異的なRNAiを行っ

たところ、卵や幼虫の発生段階でRNAiを開始する

と、高い致死率を示し、ほとんどの個体が異常な外

皮形態を示した。一方、蝿でRNAiを開始してもほ

とんどが羽化し、正常な表現型を示した。

外皮形成に関与するTGaseの基質を同定する目

的で、通からタンパク質の抽出を行ったところ、野

生型では羽化後30分で抽出された趣のタンパク質

は24時間後にはすべて抽出されなくなった。一方、

TGaseをRNAiした個体では羽化後24時間経過

しても複数のタンパク質が抽出された。これらのタ

ンパク質は通の形態形成におけるTGase依存的な

架橋反応の基質タンパク質と推定されたので、

TGaseの合成基質を取り込ませた。基質が導入され

たタンパク質について質量分析を行ったところ、数

種類のキチン結合性タンパク質が同定された。

【結論】

Dros"ん伽の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

形成に必要だと推測される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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A6マボヤ血リンパのフェノール酸化酵素(PO)関する研究4

大竹伸.1阿部健之1石井照久2浬田知夫3

l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

AstudyonthePhenoloxidaseinhemolymphinthesolitaryascidian,Hn〃cy"鋤肱roretzi4

Shin-IchiOhtake¥TakeyukiAbe¥1bruhisaIshiP,TomooSawadâ

'DivisionofBiology,NihonUniversity,̂DivisionofBiology,AkitaUniversity,̂DepartmentofOrganAnatomy,
YamaguchiUniversityGraduateSchoolofMedicine

【目的】

脊索動物であるマボヤは，フェノール酸化酵素

(PO)を有しており，同種内他個体接触反応時[1]

や異物の貧食時[2]に血球からPOがプラズマ中に放

出されることが知られている。我々は，マボヤ血リ

ンパ中にPOの活性だけでなく，抑制する制御システ

ムも存在する可能性があることを報告してきた。マ

ボヤの体内でPOによる生体防御システムがどのよ

うに機能しているのか非常に興味深い。しかし，異

物や被嚢の損傷に関連して生体内のPO活性が変化

するか否か，マボヤの生体防御機構の一つとして機

能しているかどうか詳細は分かっていない。

今回は，マボヤ生体内に侵入した異物や，被嚢の

損傷に応答して,PO活性が変化するか否かを調べ，

これまでの結果との比較を行った。また，血リンパ

中のPO活性がマボヤの生理状態を表す一つの指標

として用いられるかどうか検討したので報告したい。

【材料と方法】

異物侵入のモデル実験として，マボヤ（陸奥湾産）

に大腸菌由来リポポリサッカライド(LPS)5rag/個体

を注入した後,経時的に採血してPO活性を測定した。

活性は,血リンパを採取後,直ちに遠心(0℃,5分，

450G)して血球を除き,POによるドーパの酸化で

生じるドーパキノンと畑THとの反応物(505nni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。また,被嚢突起部を切除後のPO活性の活性

変化も同様な方法で，経時的に測定した。

【結果】

LPS注入後経時的に採血した血リンパ中のPO活

性の変化をみると，時間経過とともに上昇が認めら

れる例，ほとんど変化が認められない例があり，一

定の傾向は認められなかった。イオン交換水を注入

した対照群でも，活性が変化しない例と採血が刺激

になるためか経時的に活性が上昇する例があった。

被嚢突起部を切除し切除部位から採血した場合，血

リンパ中のPO活性の顕著な上昇が認められた｡活性

はその後低下し，6時間後にはほぼ，被嚢突起部切

除前の測定値に近い値を示した。しかし，切除部位

から離れた突起部から採血した場合は，被嚢切除前

と比較して顕著な活性の変化は認められなかった。

【結論】

体内に異物が侵入したことを想定してLPSを注入

した場合，活性が顕著に上昇する個体と上昇しない

個体が認められた。試験管内での実験では，マボヤ

血球がPOを放出することを確認できるが,今回の注

入実験の結果は、マボヤ生体内では，血球を含む血

リンパ以外の要素が加わることや個体ごとに生体防

御に関する生理状態が異なっていることを反映して

いるものと考えられた。そこから,PO活性の変動に

関する個体間の相違はマボヤの生理状態を表す一つ

の指標となる可能性もあると考えるが，個体差その

ものを評価する方法も確立されていないために，さ

らにデータを積み重ねていく必要がある。一方，被

嚢の損傷実験では,被嚢切除後短時間でPO活性の上

昇が起こり，その後活性が低下することから，創傷

治癒反応と関連しているのではないかとも考えられ

た。また,被嚢が損傷した場合PO活性の上昇が局所

的に起こることが示唆された。

【参考文献】

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

2.HataS,AzumiK,YokosawaH(1998)CompBiochem

Physiol6,119:769-776
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A7 マボヤ体腔細胞のAlio認識機構解明を目指して

－フェノールオキシダーゼ放出誘導抗体の作製一

岡田泰三'，宮川一志2，久保英夫3，松本緑1，

1慶臆義塾・院理工・基礎理工，2北海道・院環境科学院，3都臨床研・総合

StudyonMechanismofanAllogeneicInteractionofHemocytes,intheAscidianH〃ん旬）"鋤如"℃"氾吃i

-usingphenoloxidaserelease-inducingmonoclonalantibody

TaizoOkada*,HitoshiMiyakawa*,HideoKubo*,MidoriMatsumoto*

'BiosciencesandInformatics,KeioUniversity,*GraduateSchoolofEnvironmentalScienceHokkaidoUniversity,
T̂heTokyoMetropolitanInstituteofMedicalScience

【目的】

尾索動物マポヤでは、異個体由来の体腔細胞同士

が接触すると細胞が崩壊し、フェノールオキシダー

ゼ活性(PO活性)が上昇するContactReaction(CR)

という現象が知られている['】'〔2]。この現象はマボヤ

がAlio認識能を持つことを示しており、自己マーカ

ー分子を介した「自己」認識であると予想されてい

る。しかし、現在のところ自己マーカー分子は同定

されておらず、CRの作用機序の詳細は不明である。

自己マーカーは細胞膜上の個体間で多型に富んだ

分子であることが予想される。この予想から、本研

究では､マポヤのAlio認識を解明の手がかりとなる

抗体の作製を目的に、マポヤ体腔細胞と混合した際

のPO活性上昇の誘導効率に個体差を生じるモノク

ローナル抗体の作製を試み､POの放出量を指標にCR

との関係性を調べた。

【材料と方法】

マボヤ血球細胞の膜画分をマウスに免疫し、抗体

産生するハイプリドーマを作製した。

【結果】

目的抗体をスクリーニングするため、最初にPO

活性を誘導する抗体を産生するハイブリドーマを選

択した｡次にそのPO活性の誘導効率にマボヤの個体

によって差が生じるハイプリドーマを選択した。

マボヤ個体群について、このスクリーニングによ

り得られたモノクローナル抗体に反応して細胞から

放出されるPO活性による分類群と駅において放出

されるPO活性による分類群を比較した｡マボヤ体腔

細胞に対し､個体ごとに異なったPO活性上昇を誘導

するモノクローナル抗体11B16B10(MabllB16B10)

が得られた。

また、マボヤ24個体について､MabllB16B10とCR

双方におけるPO活性の分類群が一致することを確

認できた。

【結論】

マボヤの自己マーカー分子に関わる可能性の高い

モノクローナル抗体を作製した。今後は、

MabllB16B10のマボヤAlio認識機構における役割を

より詳細に検討する。

【参考文献】

1．Fuke,M工（1980)．''’'ComactReactions''配tween

xenogeneicorallogeneiccoelomiccellsofsolitary

ascidians."BiolBull158:304-315.

2.Akita,N.andM.Hoshi(1995).mHemocytesrelease

phenoloxidaseuponcontactreaction,anallogeneic

interaction,intheascidianHalocynthiaro膨吃/."Cell

StructFund20(1):81-7
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A8

Characteriza伽nofhemolymphproteomeoftheseasquirt,H"ﾉocynthiαγり花鰯
usingproteomictools

T.S.Jung*,S.W.Nho¥R.S.Dalvi¥M.A.Ha¥IS・Cha¥H.B.Jang¥S.B.Park¥Y.R.Kim¥M.
Ohtani¥J.Hikima¥andT.Aoki*'*

AquaticBiotechnologyCenterofWCUproject,GyeongsangNationalUniversity,̂LaboratoryofGenome
Science,TokyoUniversityofMarineScienceand1℃chnology
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A9海産無脊椎動物におけるインターロイキン17遺伝子数の増大

日比野拓'、JonathanRast̂

'埼玉大学教育学部，2トロント大学サニーブルック健康科学センター＆生物物理学部

Expansionofinterleukin-17familyinthegenomeofinve戒ebrates.

TakuHibino>,JonathanRast"

'FacultyofEducation,SaitamaUniversity,"SunnybrookResearchInstituteand

DepartmentofMedicalBiophysics,UniversityofToronto

【目的】

ウニゲノムが解読されToll-likereceptor(TLR)

やNACHTleucine-richrepeatprotein(肌R)など、

脊椎動物において病原体を認識する受容体の遺伝子

数が、ウニで増大していることが明らかになった〔'〕・

ナメクジウオやゴカイにおいてもT皿遺伝子数が増

大していることが明らかになり〔2〕、海産無脊椎動物

は、病原体認識受容体のレパートリーを増やして生

体防御を行うという類似した戦略をとっていること

が示唆された。

免疫において細胞間コミュニケーションの役割を

果たすインターロイキン(IDファミリーの進化を調

べるため、ウニゲノムを探索したところ、IL17のみ

が存在し、その遺伝子数が増大していることが明ら

かになった。本研究では、IL17とIL17受容体をク

ローニングし、成体組織と発生過程における遺伝子

発現解析を行った。また他の無脊椎動物のゲノムか

らIL17をアノテーションし､遺伝子数の増大がウニ

以外にも見られるのかどうかを調べた。

【材料と方法】

アメリカムラサキウニSti℃"gyloce"〃℃tus

p迦汐uratusのゲノムからドメイン検索とtBlastn検

索により、IL17とIL17受容体をアノテーシヨンし

た。IL17は成体の管足とプルテウス幼生のcDNAか

ら､IL17受容体は成体の腸とプルテウス幼生のcDNA

からそれぞれ全長をクローニングし、5'&3'RACE

法により末端配列を確認した。

発現量の解析は、ABI7000リアルタイムPCRを用

いて行い、最終的に18SrRNAで標準化した。

【結果】

ウニゲノム上には35個のIL17が存在し、ヒト(6

個)、線虫（3個)、ハエ（0個）と比較すると、遺伝

子数が多いことが明らかになった。ウニゲノム上に

はIL17のタンデムな重複が見られることや、ウニ

IL17は爆発型の系統樹を示すことから、最近ウニの

系統でIL17が増大したことが示唆された。IL17受

容体は2個しか見つからず、受容体の増大は見られ

なかった。リアルタイムPCRによりIL17とIL17受

容体は、正常な状態では著しく発現量が低いことが

明らかになった。

他の海産無脊椎動物のIL17をアノテーションし

たところ、ナメクジウオでは19個、ゴカイでは13

個、イソギンチャクでは1個の遺伝子が存在するこ

とが明らかになった。

【結論】

いくつかの海産無脊椎動物では、IL17遺伝子数が

増大していることが明らかになった。発現パターン

は不明であるものの、IL17を多く持つ動物は、TLR

などの病原体認識受容体数が増大しているため、な

んらかの機能のリンクがあるのかもしれない。

【参考文献】

1.HibinoT,etal.(2006)Dev.Biol.,300:349-65

2.RastJR,Messier-SolekC・(2008)Biol.Bull.，

214:274-83
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B1ヒラメToll-likereceptor5膜結合型および分泌型遺伝子の

クローニングならびに発現解析

黄最敦，近藤秀裕，庚野育生，青木宙

東京海洋大学・ゲノム科学講座

Genecloningandcharac錘IizationofmembraneandsolubleformofToll-liken江eptor5inJapaneseflounder.

”『"此吻鋤””"嘩榔墨

SeongDonHwang,HidehiroKondo,DoioHirono,TakashiAoki

LaboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceandTechnology

[Objective]

Toll-likereceptors(TLRs)aremajorpattern

recognitionreceptors,bindingtothepathogen-

associatedmoleculepatterns(PAMPs),and

triggeringtheinnateandacquiredimmunesystemto

combatpathogeninthefirstlineofdefense.In

teleostfish,morethan13typesofTLRhavebeen

identifiedincludingnovelfishTLRssuchasTLR5

soluble(5S).Previously,TLR5Sofrainbowtroutis

up-regulatedbybacterialflagellinstimulationand

bindstotheTLR5membrane(5M)forsignal

transductionandactivationofinflammatory

responses・Tofurthergaininsightsonthe

involvementofTLR5血mgfishandpathogen

interaction,weclonedTLR5Mand5SofJapanese

flounder,Paralic力吻ysolivaceus,andinvestigatedits

expressionprofileuponEdwα'必iellataﾉ血infection.

[Methods]

DegeneratePCRandexpressedsequencetags

(ESTs)annotationwereconductedtocloneTLR5M

and5ScDNAsofJapaneseflounder.Thegenomic

organizationoftheirgeneswasdeterminedby

Southernblotanalysis・Furthermore,thegene

responseofJapaneseflounderTLRSMand5Sin

m皿mine-relatedorgansafterE.taﾉ伽infectionwere

alsoinvestigated.

[Results]

Thecodingi巳gionofJapaneseflounderTLR5Mand

5ScDNAswere2,670bpand1,923bp,encoding

889and640aminoacidresidues,respectively.The

structureofTLR5MconsistedofLRR,

transmembraneandTIRdomains,whileTLR5S

onlycontainLRRdomainsimilartoTLR5Sgenes

ofotherteleostfish.Southernblothybridization

analysisindicatedthatbothTLR5Mand5Sexistas

singlec叩iesinthegenome.AfterE.taﾉ畝7

experimentalexposure,TLR5Mwashighlyinduced

intheintestine,whileTLR5Swashighlyinducedin

theintestineandliverat3and5dayspost-infection.

MoreoverbothTLR5Mand5Sexpressionwere

pronouncedinliver.

[Conclusion]

TLRsplayacentralroleinimmuneresponsesas

PAMPs.TLR5systemoffishisuniqueasithas

beennotreportedfrommammals.Ourresults

showedthatTLR5Mand5Sispresentin

Japaneseflounderandisverymuchinvolved
inimmuneresponses.
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B2ヒラメのPU.l/Spi-1cDNAの構造解析および発現組織について

引間順一'、大谷真紀'、RhodaMCerbo*、In-SeokCha*、Young-RimKim'，
Tae-SungJung'、青木宙1,2

1国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCent町、z東京海洋大学・ゲノム科学講座

Characterizationandexpression㎡PU.1/Spi-lcDNAinJapaneseflounder,Paralich的ysolivaceus

Jun-ichiHikima',MakiOhtani',RhodaMCerbo',In-SeokCha',Young-RimKim',
Tae-SungJung',TakashiAoki'**

ÂquaticBiotechnologyCenter,GyeongsangNationalUniversity,
L̂aboratoryofGenomeScience,TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology

【目的】

ホ乳類のPU.l/Spi-1はEtsファミリーに属する転
写因子でミエロイド系細胞やB細胞における発現

が見られ’、多くの免疫関連遺伝子の発現を制御

している。また、この遺伝子は造血系細胞の分化

を根幹のレベルで調節しているマスター遺伝子

の一つとされ、B細胞やマクロファージの増殖や

分化に大きく関与している2'3。しかし、魚類にお
けるB細胞やマクロファージの研究は不明な点が

多い。そこで、本研究ではヒラメよりPU.l/Spi-1
cDNAをクローン化し、その構造および遺伝子発

現解析を試みた。

【材料と方法】

既知のPU､1/Spi-lのアミノ酸配列をもとに保存
性の高かったEtsドメインをターゲットとした縮

重プライマーを作製し、末梢血白血球(PBL)およ
び腎臓のcDNAを鋳型としてPCRを行なった。

予想される目的のサイズのDNA断片をT盗クロー

ニングし、その塩基配列を決定した｡BLAST検索

にて確認後､ヒラメPU.lcDNAの部分配列を得た。

この配列をもとにSMARTRACEKit(Clontech社）
を用いて5，および3'RACEを行ないヒラメPU.l

mRNA配列の全長を決定した。決定した配列用い

て既知のPU.l/Spi-1配列と比較し、そのアミノ酸
配列の構造の特徴を明らかにした。また組織での

遺伝子発現を観察するためにヒラメの各組織よ

り抽出したTotalRNAを用いて一本鎖cDNAを合

成し、RT-PCR法を用いてPU.l/Spi-1遺伝子の発
現量を観察した。

【結果】

ヒラメの腎臓よりクローン化されたPU.l/Spi-1

cDNAの全長は1,429bpで、推定されるアミノ酸
264残基がコードされていた。既知の脊椎動物

PU.l/Spi-1のアミノ酸配列と比較したところDNA
結合領域を含むEtsドメインが87%以上と最も高

い相同性を示し、次いでPESTドメインが約40%

の相同性であった。しかし、N末端側の転写活性

化ドメインやグルタミンリッチドメインは保存

’性が低かった。また、ヒラメのPU.l/Spi-1遺伝子
は、主に腎臓や牌臓なのどの造血系組織での発現

が観察された。

【考察】

本研究でクローン化されたヒラメPU.1/Spi-lは
DNA結合領域を含むEtsドメインが他の脊椎動物

のものと比べて非常によく保存されていたこと

から、ヒラメPU.l/Spi-1はコンセンサス配列であ
る5'-GAGGAA-3'に結合することが予想された。

また、造血系組織での遺伝子発現が多く観察され

たことから、ヒラメPU.l/Spi-1はホ乳類同様、多
くの免疫関連遺伝子の発現制御や造血幹細胞に

おいて何らかの役割を担っている可能性が推察

された。

【参考文献】

1.KlemszMJ,McKercherSR,CeladaA,van

BeverenC,MakiRA(1990)Science,61:113-124.

2.VosoMT,BumTC,WulfGLLimB,LeoneG

TenenDG(1994)ProcNatlAcadSciUSA,
91:7932-7936

3．ScottEW,SimonMC,AnastasiJ,SinghH(1994)
265:1573-1577
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B3 ヒラメLGP2cDNAの同定

大谷真紀1，引間順一1,RhodaMCerbol,In･SeokChal,Ybung･Rim瞳、1，

Tae-SungJungi,青木宙1,2

1国立慶尚大学校・AquaticBiotechnologyCenter,2東京海洋大学・ゲノム科学講座

Charac蛇IizationofLGP2cDNAinJapaneseflounder(Para"どﾙ鋤yso伽αceus)

MakiOhtani',Jun-ichiHikima',RhodaMCeibo',In-SeokCha',Young-RimKim',TaesungJung',TakashiAold'̂

iAquaticBiotechnologyCenter,GyeongsangNationalUniversity,

2Laboratory㎡GenomeScience,TbkyoUniversityofMarineScienceandTechnology

【目的】

自然免疫機構は病原体成分パターンを認識して活

性化する。ウイルス感染時における代表的なパター

ン認識受容体であるTbll様受容体Clbll-like

receptor:TLR)-3,-8,-9は免疫細胞のエンドソーム
内において細胞外のウイルス核酸を認識し､IFNや

炎症性サイトカインの産生を誘導する。最近､TLR

による認識経路とは別に、細胞質内のウイルス核酸

を認識する分子として皿G-I様受容体側G-Ilike

receptor:RLR)が見出されたI11oRLRファミリーの
一つであるLGP2はN末端側にRNAへリカーゼド

メインを持ちウイルスのdsRNAを認識するだけで

なく､RIRシグナルの抑制に関与することも報告さ

れている図。

下等脊椎動物である魚類において､mRなどの自

然免疫機構が生体防御に重要な役割を果たしている

ことは明らかであるが､mRを介したウイルス核酸

の認間鋤幾構に関する報告は未だない。そこで、ヒラ

メにおけるRLRファミリーの機能を明らかにする

ため、ヒラメLGP2遺伝子を単離し、その構造およ

び組織発現j騨析を試みた。

【材料と方法】

GenBankに登録されている既知のヒト、マウス、

アフリカツメガエル、大西洋サケのLGP2mRNA

配列をもとに縮重プライマーを設計し、ヒラメ腎臓

から作製したcDNAを鋳型として部分配列を得た。

この配列をもとにヒラメLGP2遺伝子特異的プライ

マーを設計し、SMARTRAC氾腫t(Clontech社jを

用いて5'および3'RACEを行い、ヒラメLGP2

mRNA配列の全長を決定した｡また、ヒラメ各組織

からRNAを抽出し、RT-PCRによる発現解析を行

った。

【結果】

ヒラメLGP2のN末端側にはRNAヘリカーゼド

メインが保存されており、既知のLGP2アミノ酸配

列と比較した結果､ヒト､マウス､ウシとは約40％、

ツメガエルとは約50％、大西洋サケとは約60％の

相同性を示した。また、組織発現解析により、腎臓

や牌臓における発現が見られた。

【結論】

ヒラメのLGP2遺伝子は既知のLGP2と同様にN

末端側にRNAヘリカーゼドメインを持ち、アミノ

酸配列の相同性の高さから機能的にも相同であるこ

とが示唆された。このことから、魚類においても、

RLRファミリーによるウイルス核酸胃認謝幾構の存

在が推察された。

【参考文献】

1.YoneyamaM,KikuchiM,NatsukawaT,

ShinobuN,ImaizumiT,MiyagishiM,TairaK,

AkiraS,FujitaT.(2004)NatImmunol,5:
730.737.

2.MuraliA,LiX,Ranjith-KumarCT,Bhardwaj

K,HolzenburgA,liP,KaoCC.＠叩aJBiol

Chem,283:15825-15833.
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B4 表皮特異的に発現するトラフグケモカイン

田内博久1,2、末武弘章'、菊池潔'、村山司2，鈴木譲’

'東京大学・水産実験所、2東海大学・海洋学部

Afu3Ichemokineexpressedinskin

mmhisaThuchi''2,HiroakiSuetakel,Kiyos賊Kikuchi1,T曹ukasaMurayama2，

ⅥlzuruSm刀nIn'

'FisheriesLab.TheUniv.ofTokyo,̂SchoolofMarineScienceandTechnology,TokaiUniv.

【目的】

トラフグでは腸への抗原刺激により、腸だけ

でなく皮膚にも特異的免疫応答が誘導される。

また、体表にIgMを運搬する機構を解明する過

程で、その抗体は局所のB細胞由来との示唆も

得ている。このような体表免疫応答に関わる白

血球はどのように皮膚に集まるのだろうか？

本研究では、ケモカインに着目し、その発現を

調べるとともに、進化的な考察を行った。

【材料と方法】

皮膚への白血球の集積に関わると予想され

るケモカインについてcRNAプローブを作製し、

j"s血〃ハイブリダイゼーションを行うことに

より、発現細胞を同定した。

【結果】

我々が同定したトラフグ皮膚のケモカイン

は、表皮細胞で強く発現していた。また、発

現細胞周辺には白血球が密に存在しているこ

とから、本ケモカインが皮膚の上皮内白血球の

集積に関与してものと推察された。これらのこ

とから、魚類とほ乳類では皮膚の構造が大きく

異なるにも関わらず、同様の皮膚への白血球集

積システムが存在しているものと考えられる。

本ケモカインを構造の類似したほ乳類の2

つのケモカインと比較すると、ゲノム上での遺

伝子の位置については、ほ乳類の粘膜組織や唾

液腺や乳腺で強く発現しているケモカインと

の類似性を示した。一方で、発現パターンはほ

乳類の皮膚で発現するケモカインと同様であ

った。これらのことから、トラフグで同定され

た本ケモカインは、構造的類似性をもつほ乳類

の2つのケモカインの両方の性質を持つこと

が示された。

【結論】

本研究で同定したトラフグ表皮特異的に発

現するケモカインは、表皮への白血球の蓄積に

関与すると推測された。また、本ケモカインは

脊椎動物のケモカインの進化を考える上で非

常に興味深いモデルとなる。
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B5

トラフグ胸腺とメラノマクロフアージセンターにおけるIL-7受容体の発現

河崎将史、金田充，宮台俊明

福井県立大学・海洋生物工学研究室

ThymusandmelanomacrophagecenterexpressIL-7i℃ceptorsinfugu,Takifug脚”6叩“

MasafiuniKawasaki,MitsuruKaneda,ToshiakiMiyadai

DepartmentofMarineBiotechnology,FukuiPrefecturalUniversity

【目的】

インターロイキン7(IL-7)は胸腺におけるT細

胞の成熟を促し、末梢T細胞の増殖と生存に関わっ

ている[']。また、マウスではプロB細胞の増殖を促

進し[2】、旺中心での再遺伝子編成を誘導するとされ

ている〔3】。このように、IL-7はリンパ球の増殖・分

化に深く関わっている。IL-7受容体(IL-7R)を保

持するリンパ球は上記のような影響をIL-7から受

ける。魚類リンパ球の分化に関する知見は乏しく、

IL-7Rを持つ細胞がどの組織に存在するかも特定さ

れていない。そこで、本研究ではトラフグIL-7Rを

構成する2つのサプユニット､IL-7RaとYCのcDNA

をクローニングし､RTPCRとinsituハイブリダイ

ゼーションによって、これらを発現する細胞および

組織の検出を行なった。

【材料と方法】

トラフグゲノムデータベースから、IL-7Raとye

の相同配列を検索し、プライマーを作成後、cDNA

およびクローニングを行った｡ゲノムとの比較から、

exon,intron構造を比較した。系統解析には近隣結

合法を用いた。演緯アミノ酸配列から予測されるモ

チーフを検討した。RﾉFPCRは定法に従って行なっ

た。msituハイブリダイゼーションには組織のパラ

フィン切片を用い、Dig標識プロープを使用した。

トラフグの白血球を調製する際には、培養シャーレ

に吸着する細胞と非吸着細胞の分離、ならびに抗ト

ラフグIgMモノクローナル抗体を用いたMACSに

よる分離を試みた。

【結果】

膜結合型および、選択的スプライシングによって

生じたと考えられる可溶型IL-7Raがクローニング

できた。WSWSモチーフ、Shorthematopoietin

receptorfamily1signature,Fibronectintype3ド

メインなど､IL-7aに特徴的なモチーフを確認した。

γcについても同様に細胞外モチーフを確認できた。

系統樹解析によると、それぞれが魚類のクラスター

と一致した。IgM"のほうがIgM+よりも強く発現す

ることが、RﾉFPCRにより明らかになった。msitu

ハイプリダイゼーションによると、胸腺の皮質およ

び髄質の縁辺が強染した。また、牌臓のマクロファ

ージセンター(MMC)に強い反応が見られた。

【結論】

胸腺の髄質、皮質にIL-7Rの強発現が見られるこ

とから､T細胞の増殖および分化にIL-7が関与して

いることが推測される。また、牌臓のMMC内での

IL-7Rの強発現は、MMCが旺中心的な役割を果た

していることを示している可能性がある。

【参考文献】

1.MueggeK,VilaMP,DurumSK(1993)Science,

261:93-95.

2.MilneCD&PaigeCF(2006)Seminarsin

Immmol.,18:20-30.

3.HikidaM,NakayamaY,YamashitaY,KumazawaY,

NishikawaS,OhmoriH(1998)J・Exp.Med.,

188:365-372.
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B6 アユAID遺伝子のクローニングとその発現解析

濃野絢'，福島祐二'，堀内浩幸'，松田治男'，古浬修一’

’広島大学・大学院生物圏科学研究科・免疫生物学

CloningandexpressionofAD)geneinayu,Plec昭伽郵msaltivelisaitiv或晶

心'aNouno*,YujiFukushima¥HiroyukiHoriuchi',HaruoMatsuda',ShuichiFumsawa'

'LaboratoryofImmunobiology,DepartmentofMolecularandAppliedBioscience,GraduateSchoolofBiosphere
Science,HiroshimaUniversity

【目的】魚の疾病対策の一つにワクチンによる予

防が挙げられるが、その効果は一定でなく、抗病性

が上がっても抗原特異的抗体価の上昇がないなど、

抗病性について根本的な理解には至っていない。そ

の背景には、魚類獲得免疫機構についての基礎的知

見が少ないという現状がある。本研究では魚類獲得

免疫機構の存在およびその場を明らかにするため、

哨乳類獲得免疫機構において重要なAID

(activation-inducedcytidinedeaminase)遺伝子

に着目し、アユAID遺伝子のクローニングを行った

ので報告する。

【材料と方法】広島県沼田川漁協から供与された

アユを実験に用いた｡牌臓を採取し､抽出したtotal

剛AからcDNAを合成した。このcDNAを鋳型にして

行ったdegeneratePCR法によりAID遺伝子の部分配

列を決定し、5，，3'RACE法によりAID遺伝子の全

長配列を決定した。次に、各組織における発現を調

べるため､頭腎･牌臓･肝臓･腸･鯉･皮膚からtotal

RNAを抽出し､RT-PCR法によりmRNAの発現を解析し

た。さらに、アユにアジュバントを用いて

TNP-KLH(3.3ug/gofbodyweight)を免疫し、牌臓

を採取して凍結切片を作製した。現在この凍結切片

を用いてinsituハイブリダイゼーションを行い、

組織中のAID遺伝子の局在を解析している。

【結果】決定したアユAIDのアミノ酸配列は他魚種

AIDと70～8脇以上、浦乳類AIDと50%以上の相同

性を示し、抗体遺伝子の体細胞突然変異や、クラス

スイッチ誘導に必要なドメイン領域も高度に保存さ

れていることがわかった｡またRT-PCR法による発現

解析では、牌臓、頭腎、鯉において高い発現が観察

された。

【結論】アユAIDは他魚種AID、哨乳類AIDと高

い相同性を示した。また、皮膚く腸く肝臓く頭腎く

鯉く牌臓の順で高く発現されており、生体防御に関

わる組織で高発現していることが確認された。この

ことから、アユAIDが獲得免疫機構に関与している

ことが考えられた。魚類では、牌臓が二次リンパ器

官として機能していると考えられ、今回AIDの発現

が牌臓で高かったことから、抗体のaffinity

maturationの場が牌臓に存在するのではないかと

考えられた。現在、牌臓組織切片を用いて局在を解

析中である。
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B7 コイ補体C1複合体を構築するサブユニットの同定

市居敬’・辻倉正和’・柚本智軌’・鵜木陽子’・加藤慎一2．吉国通庸2・中尾実樹’

九州大学大学院農学研究院’生物機能科学部門・2動物資源科学部門

Subcomponentstructureofthen耐tcomplementcomponent(CI)inthecommoncarp

TakashiIchii',MasakazuTsujikura',TomonoriSomamoto',YokoKato-Unoki¥Shin-ichiKatô,

MichiyasuYoshikuni*,MikiNakao'

'DepartmentofBioscience&Biotechnology,2Animal&MarineBioi℃sourceSciences,KyushuUniversity

【目的】

自然免疫の液性因子として異物排除活性を示す補体

には、抗体依存的・非依存的な活性化経路がある。

抗体依存的な活性化経路はその発見の古さから古典

経路と呼ばれ、補体第一成分Clが抗原に結合した

抗体のFc領域を認識することで活性化される｡哨乳

類のClは、亜成分Clq、Clr、およびClsが1:2:2

のモル比でCa^依存的に会合した複合体である。魚

類補体にも古典経路の活性があるが、Clは皿A

レベルでいくつかのサプユニットが同定されている

だけで、タンパク質レベルでの構造と機能に関する

情報は非常に僅かである。本研究は、コイCl複合

体を構成する亜成分を解明することを目的とした。

【方法】

まず、コイ肝障臓…AライブラリーからCls様

の…Aを2種単離した(Cls-1、Cls-2)。一方、

既にクローニングされたコイClq-A,-B,c鎖の

…A塩基配列を元に、Clq-A鎖の組換え球状ドメ

イン(gh)を大腸菌で用いて発現させた。これをウサ

ギに免疫注射して抗血清を作成し、固相化抗体カラ

ムによってコイ血清からCl複合体を精製した。こ

の複合体をSDS-PAGEおよび二次元電気泳動で分

離後、主要ポリペプチドのN末端および内部のアミ

ノ酸配列を決定し、これまでに我々がクローニング

したClq-A,-B,-C、Clr/s-A,-B，およびCls-1,-2の

推定アミノ酸配列と比較した。

【結果】

Cls-1とCls-2は約80%のアミノ酸配列を共有し、

既報のCl!s-A-Bとの同一性は4帆6であったが､系

統樹解析では、これらと噛乳類のClrおよびClsと

の対応関係は判然としなかった。

抗コイrClq-A-ghウサギ抗体は、抗体感作ヒツジ赤

血球に対するコイ補体古典経路の溶血活性を強く阻

害し、ウエスタンプロッテイングでコイ血清中の27

ゆaのポリペプチドを認識した。この抗体を固相化

したカラムでコイ血清から精製したCl複合体から、

二次元電気泳動で等電点の異なる26-28kDaのポ

リペプチド3種と、ClrやClsのH鎖(約60kDa)お

よびL鎖(約30kDa)と予想されるポリペプチドが2

－3種検出された。また、これらH鎖、L鎖様のポ

リペプチドは、抗体カラムに結合したCl複合体か

らmTAによっても溶出された。以上のポリペプチ

ドの配列儲斬によって､コイClq-A､Clq-B､Clq-C、

Chs-Aまたは-B､およびCls-1に帰属される部分ア

ミノ酸配列が得られたことから､コイCl複合体は、

既にクローニングされているClq､Chs,およびCls

を亜成分として含むことが判明した。

【結論】

コイClも噛乳類のClと同様に3種の亜成分(Clq、

ClrおよびCls)から成ることが強く示唆されたが、

依然としてClrとClsの同定は確定的ではないので、

C4分解活性などの機能を解析する必要がある。
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B8 ギンブナFasligandのcDNAクローニングと発現解析

中村一規'、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

cDNAcloningandexpressionanalysisofFasligandinginbunacrusicancarp

IkkiNakamura',TomonoriSomamoto',1bruyukiNakanishi*,MikiNakao'

'DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity

D̂epartmentofVeterinarymedicine,NihonUniversity

【目的】

Fasは腫傷壊死因子(TNF)受容体スーパーファミリ

ーに属し、リンパ球を含む種々の細胞上に発現して

いる受容体である。そのリガンドであるFas

ligand(FasL)は細胞傷害性T細胞上に発現し、標的

細胞上のFasに結合すると、アポトーシスを誘導し、

標的細胞を傷害する。このFas/FasLは､哨乳類の細

胞傷害性T細胞(CTL)による細胞傷害機序において

重要な役割を果たす。本研究で用いる三倍体クロー

ンギンブナは、雌性発生を行いクローン繁殖するた

め､細胞の主要組織適合遺伝子複合体(MHC)の遺伝型

が同系統内の個体間で一致し、T細胞による細胞性

免疫の研究に適している。本研究では、魚類におけ

るCTLのFas/FasLによる細胞傷害メカニズムを解明

するため、ギンブナの牌臓細胞からFasLのcDNAク

ローニングおよび発現解析を行った。

【方法】

既知のゼブラフィッシュのアミノ酸配列をBLAST検

索にかけ、得られた配列（ゼプラフィッシュ、カモ

ノハシ、ウッドチャック）をもとに縮重プライマー

を設計した。諏訪湖産クローンギンプナ(S3n系統）

の牌臓由来cDNAから標的cDNAを増幅し、その増幅

産物をサブクローニング後、塩基配列を決定した。

その後、5'RACE法、および3'RACE法によりORF全

長の塩基配列を決定した。得られたギンブナFasL、

他種のFasLおよびTNFスーパーファミリー分子であ

るTNF、Lymphotoxin-a、TRAILを用いて

neighbor-joining法により分子系統樹を作成した。

また、ギンブナの各組織からtotalRNAを抽出し、

RT-PCRによりFasLmRNAの発現を解析した。

【結果】

ギンブナFasLには、7種類のアイソフオームが存在

し、それらは2タイプ、FasL-A(FasL-Al,FasL-A2,

FasL-A3,FasL-A4)とFasL-B(FasL-Bl,FasL-B2,

FasL-B3)に分類されたoFasL-Aは、264残基のアミ

ノ酸を、FasL-Bは、268残基のアミノ酸をコードし

ており、膜貫通領域およびTNFドメインを有してい

た｡これら7種類のギンブナFasLアイソフオーム間

におけるアミノ酸配列同一性は、68-99%であった。

ギンブナFasL-A,FasL-B各タイプ内での同一性は、

95-99%であった。他種との比較では、ギンブナとゼ

ブラフィッシュのFasLの相同性は､約69%であり、

哨乳類とは、約26％の相同性を示した。

neighbor-joining法による分子系統解析では、ギン

ブナFasLは､FasLとクラスターを形成した｡また、

RT-PCRによる発現解析の結果、ギンブナFasLはリ

ンパ組織で強く発現していた。

【結論】

ギンプナの牌臓細胞より7種類のFasL遺伝子を同定

し、それらは大きく2タイプ(FasL-A,FasL-B)に分

類された。今後、これらの2タイプのFasLの機能解

析を進めていく。
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B9

MolecularcharacteristicsoftheleukocytemarkersCD4-1,CD4-2,LAG-3,

CD8aandCD8Binteleostfish

JohannesMartinusDijkstra*,NobuhiroHayashi¥TeruyukiNakanishi*,KeiichiroHashimotô
*InstituteforComprehensiveMedicalScience,FujitaHealthUniversity,*CollegeofBioresourcesciences.

NihonUniversity

【Introduction]Inmammalsthemajormarkersof

Thelper(Th)cellsandcytotoxicT(Tc)cellsareCD4

andCDSa6,respectively.Theyareco-receptorsofT

cellreceptor(TCR)/CD3complexesforbindingof

MHCclassIandclassIImolecules,respectively;

theircytoplasmictailscanbindLCKkinasewhich

canphosphorylateCD3andtherebyinducecell

activity.LAG-3isahomologueofCD4whichalso

bindsⅣ田CmoleculesbutlacksLCKbinding

properties;LAG-3isinvolvedindown-regulationof

in皿nuneresponses・LikeCD4andLAG-3,CDSa

andCDSBchainsalsooriginatedbytandemgene

duplication.WhereasCDSa6heterodimershavean

in皿nunestimulatoryfunction,CDSaahomodimers

oftenhaveinhibitoryfunctions. Infish

orthologues灯dativesofCD4andCDSmolecules

werefound.Inthisstudywediscusstheir

genetic/molecularcharacteristics.

【Materials&Methods]Genesrelatedtomammalian

CD4andCDSwerefoundinfishgenomicandEST

databases,andamplifiedfromcDNAofrainbowti℃ut.

carp,goldfishandginbunacruciancarp.Peptides

werederivedfromthecytoplasmictailsoftroutCDSa

andCDSBandanalyzedforbindingtoLCKderived

peptidesbymeansofsurfaceplasmonresonance

(SPR)analysisusingaBiacore2000apparatus

(Biacore).

【Results]AfterteleostCDSa[1]andCD4-1[2]

weredescribed,wefoundCDSp[31andCD4-2[41.

InadditionateleostLAG-3genewasfound[51.Itis

di伍culttodecidephylogeneticrelationshipsbetween

mammalianCD4andtheverydifferentteleostCD4-1

andCD4-2,butCD4-2isthemoreprobableCD4

orthologuebecauseofabetterresemblanceinthe

Ⅳ田CandLCKbindingsites.WeamplifiedLAG-3

fromafewfishspeciesandfoundaconserved

tyrosineinthecytoplasmictailinasettingsimilarto

anFIIMmotif;althoughsuchmotifisabsentin

mammalianLAG-3itagrEeswellwithitsimmune

inhibitoryfunction.InadditiontotheCD4-likegene

reportedpreviouslyforlampr可【61wefoundseveral

othergenessomewhatrelatedtoCD4inlam匝可§

sharkandteleosts.

TeleostCDSdiffersfrommammalianCDSinthat

boththeaandBchainshaveapotentialLCKbinding

motif.WeanalyzedthisbymeansofSPRanalysis.

butonlycouldconfirmLCKbindingfortroutCDSa

m
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B10 トラフグ腎臓のIg]VrCD8a+細胞

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

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

I9M℃D8㎡cellsinthepufferfish,Takifuguru6叩eskidney.

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

'SchoolofMarineBiosciences,KitasatoUniversity

R̂esearchCenterforMarineBioresources,FukuiPrefecturalUniversity

'FisheriesLaboratory,TheUniversityofTokyo

【目的】

我々は、トラフグ腎臓中にプラスチック表面に対

して吸着能を有する、マクロファージとは形態の異

なる細胞が存在することを見出した。そこで本研究

では､この腎臓吸着細胞の本態解明を目指して､種々

の白血球マーカーやB細胞分化マーカー遺伝子の発

現解析を行うと共に、抗トラフグIgM抗体と抗トラ

フグCDSq抗血清を用いた免疫染色とフローサイト

メーター(FCM)解析も行った。

【材料と方法】

トラフグ腎臓からステンレスメッシュを用いて得

た細胞懸濁液を組織培養フラスコに入れ、24h静置

培養した。その後、非吸着細胞を除去して、吸着細

胞を得た。この吸着細胞の白血球マーカー(TCRα、

CD3e､CD4,CDSttxCDSβ､IgM､I餌､IgT､CSF1R、

TPO-R)及びB細胞分化マーカー(Pax-5、Bcl-6、

Blimp-1)の発現をRT-PCR法により解析し、非吸着
細胞における発現と比較検討した。さらに、吸着細

胞を抗トラフグI邸【抗体と抗トラフグCDSa抗血清

を用いたFCM解析と免疫染色に供した。

【結果】

白血球マーカーの発現解析の結果、非吸着細胞で

は調べた全てのマーカー遺伝子が発現していたが、

吸着細胞ではI邸【、Iゆ、CDSa、CDSβの発現が認

められ、他のマーカーの発現は見られなかった。B

細胞分化マーカーについては、非吸着細胞では調べ

た分化マーカー全てが発現していたのに対し、吸着

細胞ではPax-5は発現せず、Bcl-6とBlimp-1が発現

していた。このことは、吸着細胞中には活性化B細

胞以降のB細胞サプセットが存在することを示唆し

ている。しかしながら、これらの遺伝子の発現は非

常に微弱であったことから､吸着細胞の多くはBcl-6

やBlimp-1を発現していない可能性がある。つまり、

腎蝋吸着細胞の大半が、哨乳類で知られているB細

胞の分化段階には当てはまらない細胞なのかもしれ

ない。また、FCM解析の結果、この吸着細胞画分は

IgM℃D8α細胞(39.24%)､IgM℃D8a+細胞(43.74%)、

IgMCDS㎡細胞(0.26%)、IgMCDSα細胞(16.76%)
で構成されることが明らかとなった。免疫染色にお

いても同様に､約47％のIgM*CD8㎡細胞を検出した。

以上の結果は、IgMT細胞がCDSaを共発現している

ことを示している。

【結論】

腎臓吸着細胞の多くがI狐を発現していた。これ

は､魚類IgM+細胞が吸着能を有するという初の報告
である。

さらに、免疫染色及びFCM解析の結果は、トラ

フグ腎臓にIgM+CD8a+細胞という新規の細胞集団が

存在することを証明している。

IgM℃D8㎡細胞が持つCDSがどのような役割を持
つのかは、非常に興味深い問題である。今後、

IgM℃D8㎡細胞を単離し、この細胞の詳細な機能解
析を行っていく必要があるだろう。
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B11魚類赤血球及び栓球におけるITAMを有するCD4様分子の存在

大橋健'、JohannesMDijks㎡、瀧沢文雄3、中易千早4，森友忠昭'、中西照幸’

’日本大学･魚病学研究室､z藤田保健衛生大学･総合医科学研究所､'Friedrich-Lo迩呼Instituに､4養殖研究所

E叩IEssionofCD4-likemoleculeonerythrocytesandthrombocytesinteleosts.

KenOhashi'JohannesMDijkstrâJumio1迩郵wa',ChihayaNakayasu",Tadaa脳恥itomo*andTeruyukiNakanishi'

'Colle鋲砿Bioresourcesciences,NihonUniversity,instituにmrComprehensiveMedicalScience,FujitaHealthUniversity,

'Friedrich-Loeffler-Institute,Germany,*Im画Idstation,NatLRes.血雛砿Aquaculture,FRA

【目的】

硬骨魚類において､哨卑噸におけるの4分子とのホモ

ログとしての4-1及びCD4-2が報告されている｡今回、

我々は新たに①4に関連した皿-3遺伝子をギンブナ

において単離した。さらに、の43に対するモノクロ

ーナル抗体伽A切を作製し、の4-3発現細胞の同定を

試みた。

【材料と方法】

ギンブナの4-3遺伝子配列を含むレトロウイルスベク

ターを作製し、パッケージング細胞である圧虹垣に

トランスフェクションした。産生されたレトロウイル

スをラット腎臓線維芽細胞伽RK)に感染させ、の4-3

安定発現NRK(CD4-3/NRK)を得た｡の4-3/NRKを抗原

としてラットに免疫し、抗ギンプナCD4-3抗体を産生

するハイブリドーマを樹立した。

抗ギンプナI醐、CDSa、m4-lMAb及び抗ギンプナ

CD4-3MAbを用いて二重染色をおこないフローサイト

メトリー『伽で解析を行った。末梢血白血球から

MACS法によりCD4-3陽性細胞との4-3陰性細胞を分

離し、細胞の形態観察及び遺伝子発現解析を行った。

【結果】

単離したギンブナの43は細胞外に4つの唯ドメイン、

細胞内にITAM有していた｡FCMを用いたスクリーニ

ングにより、mKには反応せず、の4-3/NRKに反応

するﾉ、イプリドーマを選択し､MAb5H2､4G9及び3B3

を樹立した。ギンブナの末梢血、牌臓、頭腎、体腎の

白血球におけるMAb5H2陽性細胞は､それぞれ77.3%、

41.6％、3.0％、29％であった。また、MAb5H2はすべ

ての赤血球に対して反応性を示した。抗I沙i、の8α

及びm4-lMAbと二重染色を行ったところ、MAb5H2

陽性細胞はいずれの抗体にも反応しなかった。MACS

により分離したMAb5H2陽性細胞(末梢血白血瑚の

形態を観察したところ、栓球様細胞が確認された。一

方、の43陰性細胞においてはリンパ球様細胞や骨髄

球様細胞が確認された。さらにRT-PCR法を用いて発

現解析を行ったところ、の43陽性細胞分画では栓球

マーカーであるの41の発現が認められ、CD4-3陰性

細胞分画ではTm、I剛、mpxなどのリンパ球や骨髄

球様細胞のマーカー遺伝子の発現が認められた｡また、

赤血球においてもの4-3遺伝子の発現が認められた。

免疫電顕法による解析では、栓球及び赤血球の細胞表

面に金コロイド粒子力観察された。

【結論】

上記の実験結果から、ギンプナにおいての4-3は栓球

及び赤血球の細胞表面に発現していることがわかった。

このことからの4．3は、主にリンパ球に発現している

の4-1とは異なる機能を持つことが示唆される｡の4-3

は細胞質内領域にITAMを持つが、赤血球でITAMを

持つ分子が発現しているという報告は今までなされて

おらず【'】、魚類の赤血球の新たな機能の存在を示唆し

ている｡免疫細胞の活性化シグナルの伝達を担うITAM

が、魚類の赤血球及び栓球において、どのような機能

を担っているか非常に興味深い

【参考文献】

1.LucianaBordinetaL(2005)Biochimim碗Bi叩hysica

Acta174520-28
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B12 ギンブナのアロ鱗移植部位におけるTリンパ球サブセットの動態

今林望'、戸田秀明'、乙竹充2，森友忠昭'、中西照幸’

’日大・生物資源、2水研センター・本部

KineticsofTlymphocytesubsetsatallograftsiteinginbunacruciancarp

NozomiImabayashi',HideakiToda¥MitsuruOtotake¥TadaakiMoritomo',7匂加yukiNakanishi'

'CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity,

R̂esearchMaI過gementDepartment,FisheriesResearchAgency

【目的】

哨乳類においてCDS陽性(CD8+)T細胞は移植

片拒絶において中心的な役割を果たし、CD4+T細

胞はCD8+T細胞の活性化に関与する。最近、我々

はギンブナのCD4およびCDSα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

て鱗移植部位におけるT細胞サプセットの動態に

ついて解析を行った。

【材料・方法】

供試魚として体重15gの奥尻島産ギンブナ

(OBI)と諏訪湖産ギンブナ(S3N)を用いた。S3N

の鱗をOBIに移植し､14日後に再び鱗移植を行っ

た。鱗の拒絶の程度を評価するため、鱗上の黒色

素胞の崩壊・消失を指標に実体顕微鏡下で観察を

行った。また1回感作から5，10，14日目、2回

感作から3，5，7，14日目に鱗移植部位の細胞を

採取し、抗CD4MAbおよび抗CDSoMAbを用いて蛍

光免疫染色し、フローサイトメーター(FACS)を

用いて鱗移植部位におけるT細胞サブセットの動

態を経時的に観察した。また、最も激しく拒絶が

起きた2回感作3日目の移植部位の凍結切片を作

製し、抗CDSaMAbを用いて免疫染色を行った。

【結果】

1回感作では移植6日後に拒絶が完了したが､2

回感作では移植後1日目から出血が起こり始め3

日目に拒絶が完了した。未感作群の移植部位では、

CD8+,CD4+T細胞を含むリンパ球はほとんど認め

られなかったが、感作群ではCD8+,CD4+T細胞数

のいずれも増加し、1回感作後では移植5～7日

目、2回感作後では移植3～5日目に最高値を示し

た。また、免疫組織学的染色の結果、アロ鱗移植

部位の真皮・表皮にCD8+T細胞の浸潤が観察され

た。

【結論】

未感作個体の皮膚にはCD8+,CD4+T細胞を含む

リンパ球はほとんど認められず、アロ抗原刺激に

より、これらのT細胞サブセットが移植部位に遊

走することが示された。また、移植部位における

これらの細胞の増加の時期は鱗移植片拒絶完了

の時期とほぼ一致していた。さらに、免疫組織学

的観察により、移植部位にCD8+T細胞が浸潤する

ことが判った。以上のことから、魚類のCD4+およ

tfCD8+T細胞は哨乳類と同様に移植片拒絶に重要

な役割を果たしていることが示唆された。
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B13混合リンパ球培養におけるTリンパ球サプセットの動態および

免疫関連遺伝子発現の解析

戸田秀明'、乙竹充2、森友忠昭'、中西照幸’

’日大・生物資源、2水研センター・本部

KineticsofT-cellsubsetsandexpI℃ssionanalysisofimmunegenesinmixedleukocyteculture

HideakiToda',MitsuruOtotake*,TadaakiMoritomo',7bruyukiNakanishi'

'CollegeofBioresourceSciences,NihonUniversity,

*Reseai℃hManagementDepartment,FisheriesResearchAgency

【目的】

我々は最近、魚類においてもCDS陽性CD別

リンパ球が特異的細胞傷害活性示すことを明らか

にした。しかし、魚類のCD8+細胞の分化・成熟

機構についてはほとんど判っていない。そこで本

研究では、混合リンパ球培養に伴う、リンパ球サ

プセットの動態および免疫関連遺伝子の発現を解

析した。

【材料と方法】

Respond町として奥尻島産3倍体クローンギン
ブナ(OBI)系統の末梢血白血球、Stimulatorとして

諏訪湖産3倍体クローンギンブナ(S3N)系統のマ
イトマイシン処理末梢血白血球を用い、混合リン

パ球培養(allogeneic培養）をおこなった。コント
ロールとしてOBI系統のマイトマイシン処理末

梢血白血球を、stimulatorとして用いた(syngeneic
培養)。

混合リンパ球培養後3，6，9日目に細胞を回収

し、抗CD4およびCDS抗体を用いて二重染色を

おこないFACS解析を行った。また、同様の日程

で細胞を回収しRNAを抽出後､cDNAを合成した。

免疫関連遺伝子としてIL-12p35、IL-10および
IFNyI-2などのサイトカイン遺伝子、哨乳類にお

いて分化･活性化に関与するTbetおよびGATA3

などの転写因子遺伝子、細胞傷害に関わる

perforinl遺伝子を用い、リアルタイムP侃法に
より遺伝子の発現を解析した。

【結果】

混合リンパ球培養(allogeneic培養）において

responder細胞の活発な増殖が観察された。CD4*
およびCDS*細胞数は培養3日目に減少したが､6

日目にはCD4*細胞の増加が認められ、9日目に

はCD4+およびCDS*細胞いずれも増加した。

Thl分化に伴い産生されるサイトカインである

IFNyI-2はallogeneic培養において3日目に強い発
現が認められた。一方､Thl分化を促進する皿-12

の発現はコントロール(syngeneic培養）に比較し
て低い値を示した。Thl分化を抑制するサイトカ

インであるⅡ‘-10は培養3日目にやや強い発現が

認められた。また、Thl分化を促進する転写因子

であるTbetの発現に有意な変化は認められなか

ったが､Th2分化に関与するGATASはコントロー

ルと比較してやや強い発現を示した。

Perforinlは、培養9日目にコントロールと比較

して強い発現を示した。

【考察】

お互いにアロ抗原が異なる細胞の混合リンパ球

培養においてのみの4＋、CDS*いずれの細胞も

増殖し、培養の初期及び後期にそれぞれrNy1-2

および画趣mlの顕著な発現の増加が認められ
た。このことからmvivoと同様にinvitroにおい

てアロ抗原に対する免疫応答が誘導されたと考

えられる。

CD4十細胞はCDS*細胞に先立って増殖し、

CDS*細胞の増殖はperforinlの発現と同時期であ
ったことから、哨乳類における報告と同様な機序

でCD4*細胞はCDS*細胞の増殖及び活性化に関

与したと考えられる。

GATASおよび皿-10の発現が認められたことか

ら、混合リンパ球反応によってThl分化だけでは

なくTh2分化も誘導されることが示唆された。
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Cl化学合成共生細菌を有するシマイシロウリガイの血聯田胞形態観察
多米晃裕哩3、吉田尊雄'2，大石和恵2、植松勝之3、丸山正u

’東京海洋大学,2海洋研究開発閥簿,3㈱マリン・ワーク・ジャパン

Morphologicalcharacterizationoftheimmunologicalrespoi酋鱈ofhemocytesinadeep-s国mcteriasymbiosmg,Ca卯昭“α

o肋J”1戯

AkDiiroTame'*,TakaoYoshidâ,KazueOishF,KatsuyukiUematsû,TadashiMaruyama'̂

'TokyoUniversityofMarineScienceandTechnology,*JAMSTEC,'MarineWorkJapanCo.,Ltd.

【目的】

海洋性二枚貝の外来微生物に対する生体防御反応では、血

球細胞が重要な役割を担っていると考えられている。海洋性

二枚貝は深海の化学合成生態系にも多くの種類が生息してお

り、その多くは化学合成細菌との共生関係を構築しているも

のが知られている。しかし、深海性共生二枚貝における生体

防御反応は未だ明確にされておら散また共生細菌と外来微

生物に対する生体防御にどのような相違があるのかについて

も明らｶｷこされていない。本研究では、1婚毎性共生二枚貝の

一種であるシマイシロウリガイ(Q吻ﾌﾉ昭enaokutanii)を用

いて､血球細胞を光学顕微鏡及び電子顕微鏡を用いて観察し、

その種類と性質を明らかにしようとを試みた。

【材料と方法】

シマイシロウリガイの閉殻筋から注射器で血液を採取し、

Percollを用いた密度勾酉瞳心分離法により血球細胞を密度と

大きさで分画した。各分画をそれぞれ抜き出し、メイグリュ

ワルド・ギムザ伽IG)染色により穎粒の有無や好酸性や好

塩基性を光顕により観察した。また、血球細胞の貧食能を調

べるため､蛍光標識大腸菌(BioParticlêco〃を加えて暗室

下4℃で2時間反応させ、トリパンブルー染色液による消光

法を用いて､貧食反応を蛍光顕微鏡で観察した｡さらに､2.既

グルタールアルデヒドで固定し、オスミウムで後固定後、エ

ポン包埋､ウラン･鉛で染色､透過型電子顕微鏡で観察した。

【結果】

密度勾酉瞳心分離法により､シマイシロウリガイの血球細胞

は3種類に分画された。この3種類の血球細胞を密度勾配の

低い順からそれぞれをSmallgranularcell(SGC)､Largegranular

cell(LGC)、Redbloodcell(RBC)に分類、命名した。SGC

は鮒が比較的小さく（直径0.5jum)、MG染色では細胞全

体が好塩基性に染まった。LGCは職iが上倣的大きく値径

0.7~LOjum)、MG染色で好酸性に染まった。RBCは鮒が

無く､好塩基性に染まった｡血液中の全血球細胞密度は約120

Xio'cells/mlであり、そのうち約95%はRBCが占める。SGC

の細胞密度は約3×10'cells/mlであり、またLGCは約4×

10'cells/mlであった。貧食反応はLGCに強く見られ､その7

割が貧食反応を示した｡SGCは､その2害l膿に貧食反応が見

られた。RBCは貧食能が見られなかった。

【結論】

シマイシロウリガイの血液中には3種類の血球細胞がある

ことが分かった。血液中における細胞密度の大部分はRBC

が大半を占めるが、これに貧食能は見られず、比較的血球細

胞密度の割合力沙ないLGCやSGCに貧食能があることが分

かった。このように、3種類の血球細胞にその性状や貧食能

に違いがあることが分かったが、それぞれの血球細胞の役割

の相違については未だ明らかでないため､TEMによる微細形

態観察等をより詳細に行い、明確にしていく必要がある。
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C2 魚類の好中球穎粒

近藤昌和'，高橋幸則’

'水産大学校・生物生産学科

Granuleoffishneutrophil

MasakazuKondo',YukinoriTakahashi*,

'DepartmentofAppliedAquabiology,NationalFisheriesUniversity

【目的】

演者らはこれまでに、各種魚類の好中球頚粒の種

類数および染色性について調べ、その多様性につい

て明らかにした。ハイギョ類はシーラカンス類とと

もに、肉鰭綱に分類され、同綱には四肢動物も含ま

れることから、四肢動物の進化を知るうえで興味深

い魚類である。本研究では、アフリカハイギョ

Pro叩彪畑sannectensの好中球穎粒の形態学的特徴

を調べ、これまでに著者らが報告した各種魚類の好

中球との相違点について明らかにし、魚類好中球穎

粒の系統進化について考察した。

【材料と方法】

熱帯魚店で購入したアフリカハイギョを実験に供

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。

【結果】

アフリカハイギョの好中球には円形から梓形の穎

粒が観察された。この穎粒は、Romanows灯染色に

おいて、染色条件（希釈液の睡Iやモル濃度）を変

えることで好酸性、好塩基性あるいは異調アズール

好性を呈した。また、それぞれの染色性を示す穎粒

は、数や形状が類似することから、同一頼粒が種々

の染色性を呈すると考えられた。

【結論】

本研究において､アフリカハイギョの好中球には、

異なる染色条件によって、種々の染色性を示す1種

類の穎粒（多染性穎粒）が存在することが明らかと

なった。また、本穎粒は、アズール色素（青色）に

よって、赤紫調を呈することから、異調アズール好

性を示すと言える。

これまでに、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穎粒）のみが観察される。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Po卯だ"sendlicheriの好中

球には、2種類の好酸性穎粒（α穎粒）とγ穎粒が認

められている。また、真骨魚類は好中球頼粒の種類

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

ロワナ下区のアジアアロワナやアロワナ下区につい

で出現したカライワシ下区のウナギおよび真骨魚類

からアロワナ下区とカライワシ下区を除いたクルペ

オセファラ類のうち、最初に分岐したニシン・骨漂

下区に属するコイ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穎粒、難染性穎粒（β穎

粒)およびγ穎粒の3種類の穎粒が認められている。

これらのことから、魚類好中球のα穎粒は少なくと

も真骨亜綱と腕鰭亜綱の共通の祖先の出現時に、β

穎粒は真骨魚類の出現時にそれぞれ得られた形質で

あると推察されている。また、γ穎粒の起源は、脊

椎動物の共通の祖先にまで遡ると考えられている。

上述の魚類において、γ穎粒はアズール色素に正染

され、青色を呈する（正調アズール好性)。

アフリカハイギョの好中球穎粒の染色性が他の魚類

と異なることは、穎粒の成分や機能においても違い

があることを示していると考えられる。
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C3 コイ栓球は異物を食食する

長沢貴宏'、中易千早2，柚本智軌!、中尾実樹！

!九州大学大学院・農学研究院，2水産総合研究センター・養殖研究所

PhagocyticAbilityofCarpthrombocytes

TakahiroNagasawa',ChihayaNakayasu*,TomonoriSomamoto',MikiNakao'

'DepartmentofBioscienceandBiotechnology,KyushuUniversity,

N̂ationalResearchInstituteofAquaculture,FisheriesResearchAgency

【目的】

栓球は噛乳類以外の脊椎動物に存在する、血液

凝固に関わる血球であり、哨乳類の血小板に相当

する血球である。しかし、血小板とは異なり有核

の細胞であり、形態的には白血球に近い。本研究

では栓球の血液凝固以外の働きに着目し、特に免

疫系への関与の解明を目的とした。今回はその中

でも主に貧食作用に関する実験を行った。

【材料と方法】

コイの末梢血白血球(PBL)に対し、コイ栓球特

異的なモノクローナル抗体<"HB-8を反応させ、

MACSによって栓球を単離し､貧食作用に関連す

る遺伝子の発現解析を行った。

蛍光ラテックスビーズを貧食させたPBLに

HB-8抗体を反応させ栓球を免疫染色し、フロー

サイトメトリー及び蛍光顕微鏡でビーズの貧食

を確認し、さらに透過型電子顕微鏡を用いて細

胞質内への取り込みを確認した。

また、細胞質内に取り込んだ異物に対する殺菌

作用を確認するため、非蛍光のビーズと

Dihydrorhodamineを用いて､栓球の活性酸素産

生能を調べた。

【結果】

RT-PCRの結果､MHCclassn,iNOSといった

貧食に関連する遺伝子の発現が確認された。

フローサイトメトリーの結果､lumのビーズを

25％､2umのビーズを15％の栓球が食食していた。

蛍光顕微鏡下でこれを観察したところ、ビーズ

を食食した球形、紡錘形の栓球が確認され、さら

に透過型電子顕微鏡で確認したところ、細胞質内

にビーズを取り込んだ様子が確認された。また、

取り込んだビーズに対し活性酸素を放出してい

ることが明らかとなり、栓球による殺菌作用が示

唆された。大腸菌を用いた実験でも、同様の貧食

作用が確認された。

【結論】

コイ栓球が、ビーズ、大腸菌といった異物を貧．

食する食細胞であり、活性酸素を産生しそれらを

除去していることが明らかとなった。この結果か

ら、栓球は血液凝固のみならず、生体防御の面で

も重要な役割を担う細胞であることが示唆され

た。

【参考文献】

1．C.NakayasuetaL'VeterinaryImmunology

andImmunopathology,57(1997)337*346
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C4 コイ腎臓中の造血前駆細胞の同定

片倉文彦、吉田美幸、山口卓哉、森友忠昭、中西照幸

日本大学大学院・獣医学研究科・魚病学研究室

Identificationofcarp(Qい『i""scarpio)hematopoieticprogenitorcellsinkidney

FumihikoKatakura,Miyi止iYoshida,TakuyaYamaguchi,TadaakiMoritomo,1bruyukiNakanishi

LaboratoryofFishPatholo印；GraduateSchoolofVeterinaiyMedicine,NihonUniversity

【目的】

魚類造血機構の解明には、造血幹・前駆細胞の増

殖・分化が再現可能な培養系が必要である。我々は

フィーダー細胞株を用いてコイ腎臓造血細胞を長期

間にわたって継代・維持できる培義法を確立してい

る[']。さらにこの培養法を用いて、1個のコイ腎臓
造血細胞からコロニーを形成させることにも成功し

ている。本研究ではそのコロニー性状を解析するこ

とによりコイ腎臓中に含まれる造血前駆細胞の同定

を試みた。また、培養液中にhydrocortisoneを加え、
その効果を検討した。

【材料および方法】

●Bulk培養による馴らし培地の作製

ギンブナヒレ由来細胞株(CFS)を25cm*フラスコ
に“nnuentになるまで増やした。この細胞層上にコ

イの主な造血部位である頭腎および体腎の細胞を

1x10*個播種した。培養液として20%FBSおよび

2.5％コイ血清加E-RDF培地を用い、この培養液に

hydrocortisoneをIxlO-'M加えたものをH+培養、加
えていないものをH-培養とした。30℃、5%C02存
在下で培養を行い、活発な増殖が見られる4－8日後

に培養上清を回収し、馴らし培地として用いた。

●alonyformingassay

上記の培養法に倣い､96穴プレートで単層培養し

たCFS細胞株上にコイ造血細胞をIwellあたり1個

ずつ播種した。培地には30%馴らし培地を添加し、

同様の条件にて培養を行った。

【結果】

H-のbulk培養において増殖したコイ造血細胞はT

細胞系遺伝子と単球・マクロファージ系遺伝子を安

定して発現していた。Hと培養の馴らし培地を用いた

colonyformingassayでは、大型で辺縁が不定形な細

胞が塊を形成するaｼ藤1)コロニーと、Tｼ賑lコロニ

－で見られた大型の細胞とともに4型で円形の細胞

が混在する(Type2)コロニーの2種類が観察された。
各種造血細胞マーカー遺伝子の発現解析を行った結

果、Ty解lコロニーは､Afc研飛,granulin,comlAな
どの単球･マクロファージ系遺伝子を発現しており、

Typ鯉コロニーではﾊd-CSFR,corolA遺伝子に加え、

gataS,Ick,7とRβなどのT細胞系遺伝子も発現して

いた。また、Tｼ陣コロニーのなかでも4型の細胞

が占める割合の高いものでは、T細胞系遺伝子の発

現が強く、割合の低いものではT細胞系遺伝子の発

現が弱い傾向が認められた。

H+のbulk培養では、造血細胞を1ヶ月以上に亘

る数代の継代培養をしてもなお好中球のマーカー遺

伝子である"”勿伽の発現が維持されたが、T細胞

系遺伝子の発現は認められなかった。この培養の馴

らし培地を用いてcolonyformingass可を行い､現在、
形成されたコロニーの解析中である。

【結論】

H-培養におけるコロニー細胞の遺伝子発現解析

より、大型の細胞は単球・マクロファージ系、4型

の細胞はT細胞系の細胞であり、Tｼ腰1コロニーは
単球・マクロファージ前駆細胞由来、Tｼ”コロニ
ーは単球･マクロファージとT細胞の共通前駆細胞

由来であると考えられた。このように、圧培養の

colonyformingassayにより、コイ腎臓中に2種類の

前駆細胞が存在することが明らかとなった。

H+培養の馴らし培地中には好中球系の細胞の増

殖を促す因子が含まれている可能性が高く、現在

colonyformingassayにより好中球前駆細胞の存在証
明を試みている。

【参考文献】

[1]F.Katakuraa鉱(20卿恥tImmunol.

Immunopathol.(In画震s)

－38－



C5 コイ造血細胞の培養

一増殖したT細胞のクローン性と分化段階の解析一

山口卓哉、片倉文彦、四反田聡、吉田美幸、森友忠昭、中西照幸

日本大学大学院・獣医学研究科・魚病学研究室

Cellcultureofcarp(Cyprinusca卯")Tcells

TakuyaYamaguchi,FumihikoKatakura,SatoshiShitanda,MiyukiYoshida,TadaakiMoritomo,1℃ruyukiNakanishi

LaboratoryofFishPatholo邸bGraduateschoolofVeterinaiyMedicine,NihonUniversity

【目的】

魚類T細胞の分化･成熟機構を明らかにするため

には､魚類T細胞の分化や増殖を支持できる培養系

が必要である。我々は、支持細胞株上でコイの腎臓

造血細胞を培養することにより、コイT細胞が活発

に増殖し、長期間に亘って継代維持できる培養系を

確立している。本研究では増殖したコイT細胞で発

現しているT細胞レセプター(TCR)α鎖、β鎖およ

びγ鎖遺伝子の発現の有無や可変領域の多様性を調

べることにより、本培養で増殖するT細胞の分化段

階やクローン’性などを解析した。

【材料および方法】

単層の支持細胞株(GTS9,CFS)上にコイの腎臓よ

り得た造血細胞を5×10*個播種し、20%FBSおよび

2.5％コイ血揃pE-RDF培地を用いて30℃､5%C02

存在下で培養した。コイ造血細胞がフラスコ全体に

まで増殖した後に細胞を回収し、一部を新たな支持

細胞株上へ継代し、8代（約45日間）までこれを繰

り返した。

TCRα鎖､β鎖およびγ鎖遺l伝子の可変領域につい

て、初代培養と継代培養5代目でそれぞれ増殖した

細胞を用いて5'RACE法によるc卵Aクローニング

を行った。さらに、得られた塩基配列からアミノ酸

配列を予想し､BLAST解析およびアライメント解析

を行った。

【結果】

本培養系で増殖した細胞から得られたTCRα鎖､β

鎖およびγ鎖遺伝子の可変領域の配列は､TCRでよ

く保存されているFR2､FR3､J領域の各モチーフを

保有し、かつ遺伝子再編成が完了している機能的な

配列であると考えられた。また、各遺伝子とも複数

種類のクローンが得られた｡次に､TCRα鎖およびβ

鎖遺伝子可変領域の多様性について初代培養と継代

培養5代目の細胞で比較したところ、両遺伝子とも

初代培養の配列には多様性が認められたが、継代培

養5代目においてはその多様性は減少し、全体の約

50%を占める配列が存在した。

【結論】

TCRα鎖およびβ鎖遺伝子可変領域の解析により、

本培養系では成熟したa0T細胞が増殖していること

が示唆された。初代培養で増殖した細胞から得られ

たTCRα鎖．β鎖遺伝子の可変領域の配列には多様

‘性があり、初代培養においてポリクローナルなT細

胞が増殖していると考えられた。一方で継代培養5

代目の細胞ではTCRα鎖。β鎖遺伝子可変領域の多

様性が低下しており、継代培養をさらに繰り返すこ

とによってモノクローナルなαβT細胞を得ることが

できると考えられた。また、TCRα鎖およびβ鎖と

同様に機能的な配列と考えられるTCRγ鎖遺伝子の

可変領域も確認され、本培養系ではγ8T細胞も増殖

している可能性が考えられた。
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C6ヒラメ白血球による異物包囲化におけるケモカイン様タンパクの検出

倉田修1，畑井喜司雄1、松山知正2、坂井貴光2，中易千早2

1日本獣医生命科学大学・魚病学教室,2水産総合研究センター・養殖研究所

Detectionofachemokine-likeproteininencapsulationbyJapaneseflounderleukocytes

OsamuKurata',KishioHatai',TomomasaMatsuyama*,TakamitsuSakai*,ChihayaNakayasu*

'LaboratoryofFishDiseases,DepartmentofVeterinaiyScience,NipponVeterinaiyandLifeScienceUniversity

N̂ationalResearchInstituteofAquaculture,FisheriesResea1℃hAgency

【目的】

生体内に侵入した病原体に対する宿主細胞に

よる包囲化反応は、多くの動物種において認め

られる。我々は、魚類における異物包囲化のメ

カニズムを解明するために、師vitroにおいて異

物包囲化を誘導する試験モデル伽vitro白血球

包囲化モデル）を確立した(1)。包囲化反応に

は、顕著な白血球動因が伴われることから、ケ

モカインの関与が推測される。実際に、包囲形

成過程では数種のケモカイン遺伝子の発現上昇

が観察されている。一方、これらケモカインタ

ンパクの検出に成功していないこともあり、ケ

モカインによる包囲化反応の制御機構について

は不明である。本研究では、包囲形成過程で発

現上昇を示すケモカイン遺伝子の遺伝子産物

（ケモカイン様タンパク）に対するモノクロー

ナル抗体を作製し、包囲形成時における本タン

パクの検出を試みた。

【材料と方法】

ヒラメCCケモカイン様遺伝子(AB427185)

を大腸菌発現ベクターpColdTFに挿入後､宿主

大腸菌(BL21株）を形質転換し、組換えタン

パクの作出を行った。組換えタンパク（6×His

タグを含む）は、大腸菌溶解液からNi-NTAレ

シンにより精製された。本精製タンパクを抗原

として、マウス(Balb/c系）に免疫した後、ハ

イブリドーマを作製した。ハイブリドーマのス

クリーニングは、哨乳類発現ベクター

pcDNA4HisMaxにより組換えタンパクを発現さ

せたヒト培養細胞(293T株)への抗体反応を確

－40－

認することで行った。ハイブリドーマのクロー

ニングは、限界希釈法により行った。

肋w"白血球包囲化モデルにより、ヒラメ腎

臓由来白血球による異物包囲化を誘導した。包

囲化標本に対する樹立モノクローナル抗体の反

応性を蛍光抗体法およびウエスタンプロット法

により確認した。

【結果】

ヒラメCCケモカイン様組換えタンパクに反

応するモノクローナル抗体(#86-2)を樹立した。

本抗体は包囲形成に関与する一部のヒラメ白血

球集団に反応することが確認された。包囲化誘

導後のヒラメ白血球溶解液を用いたウエスタン

プロットの結果、本抗体は分子量約14kDaおよ

び約25kDaのタンパクに反応した。低分子タン

パクの分子量（約14kDa)はCCケモカイン様

遺伝子の塩基配列から推定される分子量と一致

した。

【結論】

ヒラメCCケモカイン様タンパクに対するモ

ノクローナル抗体を樹立した。ケモカインによ

る異物包囲化反応の制御機構を解明することを

目的としたタンパクレベルの解析が可能になっ

た。

【参考文献】

1．Kurata,0.,Nakabayashi,M.Hatai,K.(2008).

Dev.a"id.Im腕""ol,32:726-734.



DI フェレットの末梢血単核球における

炎症性サイトカインの分子生物学的特徴

中田真琴'、伊藤琢也'、酒井健夫’

’日本大学動物医科学研究センター

Molecularcharacterizationofinflammatorycytokinesinperipheralbloodmononuclearcellsoftheferret

（』""＄たんputoriusfurの

MakotoNakata',TakuyaItou',TakeoSakai'

'NihonUniversiw泥terinaiyReseai℃hCenter

【目的】

フェレットM4S彪肱”わ"usft"のは､ペットと

して多くの頭数が飼育されていて、またインフル

エンザやSARS等のヒト感染症のモデル動物とし

ても注目されている。このように、近年、フェレ

ットにおける病態およびその機序解明に関する報

告が増えつつあるが、その基礎的な免疫応答に関

する報告は少ない。

そこで､本研究ではフェレットのサイトカイン、

特に炎症反応に関連したサイトカインの遺伝子お

よびその発現解析を行った。

【材料と方法】

フェレットの末梢血単核球(PBMCs)を密度勾

配遠心法によって分離した後､全RNAを抽出し、

RT反応によりcDNAを合成した｡次いでGenBank

に登録されている他種哨乳類の塩基配列を基に、

EFN-γ、IL-1β、IL-6，皿-8およびTNF-aのプラ

イマーを設計し、遺伝子クローニング、相同‘性検

索および系統樹解析を実施した。

解析したサイトカインはrN-γ、’し6，TNF-

α、IL-10で、リアルタイムPCRによって経時的

な遺伝子発現量を定量した。フェレットPBMCs

を分離しBSAを添加したRPMI1640培養液に再懸

濁後、LPSを添加した。培養0，2，4，8，12，24

時間後に、それぞれから全RNAを抽出し、これ

をテンプレートとして解析した。リアルタイム

PCR法には亜qManプロープ法を用い、解析法に

はhousekeepinggene(GAPDH)による相対定量法

を用い、刺激直後を1とした各時間における発現

量を示した。

【結果】

他種哨乳類（イヌ、ネコ、ヒト、ブタ、ウマ、

ウシ、ヒツジおよびマウス）との相同‘性は、IFN-

γ、皿-1β、Ⅱ-6、IL-8およびTNF-aでそれぞれ

64.3～92.9％、73.0～83.9％、58.1～84.8％、58．1～

的.7％および79.0～95.0％であった。遺伝子を解析

したすべてのサイトカインにおいて、特定のアミ

ノ酸モチーフおよびリガンド結合部位を構成する

アミノ酸配列やシステイン残基は、高度に保存さ

れていた。系統樹解析によりフェレットサイトカ

イン遺伝子は、イヌと最も近縁であることが明ら

かになった。

定量解析の結果､IFN-γ、'し6およびTNF-αは

刺激後2時間で発現のピークがみられたのに対し、

IL-10は8時間後にピークを認めた。

【結論】

フェレットのサイトカイン定量発現は、他種哨

乳類におけるサイトカインの報告と同様で、サイ

トカインの発現ピークはすべて8時間以内にみら

れた。IL-10の発現ピークは他のサイトカインに

比べ遅れたが、これは刺激によって誘導された大

量のIFN-γ分泌に反応して発現した可能性が示

唆された。
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D2 哨乳類におけるMG2Dligand領域の比較ゲノム解析

近藤瑞穂1,2，丸岡尊子I笠松純1^大塚紀幸1^吉田繁1^富居一範1

半淫直人3，笠原正典I

l北大院．医学．分子病理，2山形大院．理工学．生物，3山形大．理学．生物

ComparativegenomicanalysisofNKG2Dligandregionsinmammals

MizuhoKondo'**,TakakoMaruoka',JunKasamatsu',NoriyukiOtsuka',ShigeruYoshida',KazunoriFugo',
NaotoHanzawa¥MasanoriKasahara'

'DepartmentofPathology,GraduateSchoolofMedicine,HokkaidoUniversitŷDepartmentofBiology,Graduate
SchoolofScienceandEngineering,YamagataUniversitŷDepartmentofBiology,FacultyofScience,Yamagata

University

【目的】

NKG2Dligandsは、感染や癌化などのストレス

によって細胞表面に発現される分子群であり、冊

細胞の主要な活性化型レセプターであるNKG2Dと

結合する。この結合はⅢ細胞による感染細胞や

癌細胞の破壊に重要な役割を果たしている。ヒト、

マウスでは複数のMG2Dligandsが同定されてお

り、詳細な解析が行われている。しかし、他の哨

乳類のMG2Dligandについては、ほとんど情報

がない。そこで本研究では、ラット、ウシ、オポ

ッサムからNKG2Dligand遺伝子を同定し、ヒト、

マウス、ラット、ウシ、オポッサムMG2Dligand

領域を比較することにより、MG2Dligandシス

テムの進化プロセスとその特徴を明らかにしよ

うと試みた。

【材料と方法】

ヒト、マウスで報告されているMG2Dligands

のアミノ酸配列をクエリーとして、NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih・gov/)およびEnsembl

GenomeBrowser(http://www.ensembl・org

/index,html)内のラット、オポッサムのゲノムデ

ータベースに対してBLAST検索を行った。同定し

たラット、オボッサムのNKG2Dligand様遺伝子

とその近傍に位置する遺伝子は、EnsemblGenome

Browserを用いてゲノム中の位置を特定した。

ウシⅢG2Dligandsは、LarsonetaL'"のBAC

clone解析に基づき領域の特定を行った。

【結果と考察】

ラットMG2Dligand遺伝子は、1番染色体の単

一領域で多数回の遺伝子重複により多重化して

いることが分かった。これは、ヒトのⅢBPファ

ミリーのMG2Dligandsが6番染色体の単一領域

でコードされていることと類似している。また、

ウシのⅢG2Dligand遺伝子も9番染色体の単一

領域に存在しているが、マウスでは、ⅢG2D

ligandsの一部が同一染色体上の他部位に転座し

ており、刑G2Dligand領域が二分されている。ま

た､各生物種のもつMG2Dligand遺伝子は種特

異的な重複によって誕生したものであり、その進

化速度は速いことが分かった。これは、NKG2D

ligandsが病原体による免疫回避の格好のターゲ

ットとなっているためと考えられる。さらに、原

始的な哨乳類であるオポッサムもNKG2Dligands

様遺伝子を保有していることから、MG2D

ligandを介したinducedselfrecognitionは、

哨乳類全体が保有する免疫システムであること

が示唆された。

【参考文献】

1.Larson皿ααﾉ.(2006)BMCGenomics,7:227
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D3抗原特異的移行抗体によるニワトリヒナ免疫系の抑制機構

モハメド・ファヒミ・アブエルアザブ'，福島祐二'，堀内浩幸'，松田治男'，古浬修一’

’広島大学・大学院生物圏科学研究科・免疫生物学

StudyonthesuppI℃ssionofchickimmuneresponsebyanti解nspecificmaternalantibody.

MohamedF曲InyabouEh型b',YujiFukushima',HiroyukiHoriuchi',HaruoMatsuda',ShuichiFurusawa
'LaboratoryofImmunobiology,Department㎡MolecularandAppliedBioscience,GraduateSchoolofBiosphere

Science,HiroshimaUniversity

【目的】移行抗体は出生直後の動物の免疫系を補填

するものとして知られているが、他方で移行抗体に

よる免疫抑制の報告も多い。我々はDNP特異的な移

行抗体を授かったニワトリヒナにDNPを免疫し､DNP

に対する免疫抑制がヒナで起こるか否かについ検討

を行ったので報告する。

【材料と方法】バーゼル免疫研究所から供与され、

当研究室で継代維持している近交系ニワトリH-B15

を実験に用いた。アジュバントを用いて抱卵ニワト

リにDNP-KLH(2mg/kgofbodyweight)を免疫し、

抗体価が上昇した後に免疫鶏より卵を採取し、その

卵黄より総IgYを精製した。さらにDNP-BSAカラム

を用いて、総IgYより抗DNPIgYをアフィニティー

精製し、非免疫鶏由来卵の瞬卵16日の卵黄領域に

30Gの注射針を用いて投与した(1,3,5,or8mg/200

p.1/egg)。ふ化後1週と4週のヒナにアジュバント

と共に、D岬-KLHあるいはRSAを免疫(2,6or20

mg/kgofbodyweight)し、抗体価の上昇および末梢

血中のCD3℃04.細胞およびCDS℃D8a,細胞の割合を

観察した。

【結果】DNP-KLH(2mg/kgofbodyweight)に対する

ヒナの抗卵P抗体産生能力は、牌化前に投与された

抗DNP抗体の量に依存的に抑制され、5mg/egg以上

の通で抑制され、3mg/egg以下では非投与群と有意

差がなかった。この抑制現象は、抹消血内で移行抗

体が検出できなる解化後3-4週後以降の7週におい

ても観察された。抗DNP抗体を投与された卵由来ヒ

ナのRSAに対する抗体産生能力は、無処理卵由来ヒ

ナと有意差がなかった。2回免疫後1週のヒナの末

梢血では、抗DNP抗体を投与された卵由来ヒナに

DNP-KLHを免疫した場合にのみ､CD3℃D4.細胞の割合

が低下し、CD3℃D8a,細胞の割合が昂進していた。

抗原非特異的IgYを投与された卵由来ヒナに

DNP-KLH免疫を行った群、無処理卵由来ヒナで非免

疫の群、および、無処理卵由来ヒナにDNP-KLH免疫

を行った群では､の3℃D4.細胞およびCD3℃D8α令細胞

の割合に変化は見られなかった。また、抗体産生能

力の低下と末梢血T細胞サブセットの割合の変化は、

大通のDNP-KLH抗原(6or20mg/kgofbodyweight)

を投与した場合には観察されなかった。

【結論】移行抗体による免疫抑制現象は、移行抗体

の壁に依存して起こり、またその現象は抗原特異的

であることが確認された。この抑制現象が移行抗体

の消失する時期においても継続されることから、抗

体による抗原の一時的な吸収による桔抗的な抑制現

象でないことが明らかとなった｡また､この抑制は、

抗原特異的抗体量と投与抗原量のバランスに依存し

ていること、また、その抑制が起こるとき、T細胞

サプセットの変化を生じることが今回初めて観察さ

れた。これらの事は出生直後の動物のワクチン投与

の際、移行抗体中の抗原特異的抗体の量を考慮した

抗原量の決定が必要であることを意味している。
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D4

肥満脂肪組織における局所免疫異常～マクロフアージ・CD8+T細胞の検討～
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SatoshiNishimura'*̂,MikaNagasaki'*'',IchiroManabe'*̂,MichikoTajima',KaoriWakabayashi'

KojiEto*,TakashiKadowaki*,RyozoNagai'

'DepartmentofCardiovascularMedicine,̂TranslationalSystemsBiologyandn化dicineInitiative,TheUniversityof
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【目的】心筋梗塞や脳卒中などの動脈硬化性疾患

の重大なリスク要因として、内卿巴満を基礎とする

メタボリックシンドロームが注目されている。最近

の研究で、メタボリックシンドロームでは肥大した

肥満組織が体内に慢性炎症を引き起こし、アディポ

サイトカインなどのホルモンの分泌異常や全身での

糖・脂質代謝の変化とともに、インスリン抵抗性・

糖尿病や動脈硬化といった病態を引き起こすと考え

られている。その際に、肥満脂肪組織に炎症性(Ml)

マクロファージやT細胞が浸潤することが明らかと

なったが、肥満した脂肪組織におけるこれらの細胞

の役割は不明であった。

【方法】我々は、「生体内で細胞をみて､働きを知

る｣｢生体内分子イメージング手法｣を独自に開発し、

脂肪組織に適応し、メタボリックシンドロームの病

態にアプローチを行った。肥満における、生体内の

脂肪組織の再構築や、特定の細胞集団の細胞動態の

変化を可視化し､FACSによる脂肪組織間質の網羅的

検討と合わせて、肥満に伴う炎症がいかに脂肪組織

の免疫学的機能異常を引き起こすかを明らかにした。

【結果】イメージング手法を用いて肥満脂肪組織

における脂肪組織の再構築を検討し、脂肪組織に浸

潤した活樹上マクロファージが間質の細胞と相互作

用し、脂肪細胞分化・血管新生を引き起こし、肥満

を形成することを示した[1]。さらに、脂肪組織では

炎症性の細胞動態が生じており、血管内皮・マクロ

ファージ・血小板の相互の活性化と形質転換が内職

肥満に伴う慢性炎症を増幅し、炎症性マクロファー

ジ浸潤をはじめとする組織リモデリング・組織機能

異常に寄与していた[2】。

さらに､FACSを用いた脂肪組織間質の網羅的解析

により、脂肪組織の間質には多くのリンパ球が存在

することを見いだした。肥満に伴い、CDS*T細胞の

増加、CD4*T細胞・制御性T細胞の減少が認められ

た｡CDS中和抗体･CDSノックアウトマウスを用いた

vivoでの検討､共培養によるvitroでの細胞連関の

検討の結果から、肥湖旨肪組織はCOST細胞をポリ

クローナルに活性化し、活性化されたT細胞は単球

から炎症性マクロファージへの分化、および、炎症

性マクロファージの脂肪組織への遊走と活性化を促

進していた[3]。

【結論】以上より、肥満脂肪組織における炎症性

マクロファージの浸潤の初期のトリガーがCD8*T細

胞の浸潤であると示された。肥満脂肪組織における

異常な局所免疫が、炎症性マクロファージの浸潤を

伴う脂肪組織のリモデリング、肥満脂肪組織及び全

身の炎症、さらにインスリン抵抗性病態を引き起こ

していることが示された。

【参考文献】

1．NishimuraSetal.(2007)Diabetes.56:1517-1526.

2．NishimuraSetal.(2008)JClinInvest118(2):

710-721.

3．NishimuraSetal.(2009)NatureMedicine,

inpublication
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D5

脂肪酸結合タンパク質(FABP7)のクッパー細胞における発現とその意義

浮田知夫、中村啓二、中原有海、清平美和、徳田信子、安達泰弘、大和田祐二

山口大学大学院医学系研究科器官解剖学

Fatty-acidbindingprotein7mayregulatetheKupffercellfunctionuponCC14induced

liverdamage.

TomooSawada,KeijiNakamura,YuNakahara,MiwaKiyohira,NobukoTokuda,YasuhiroAdachi,

YujiOwada

DepartmentofOrganAnatomy,YamaguchiUniversityGraduateSchoolofMedicine

[目的］

脂肪酸結合蛋白質(FattyAcidBinding

Protein:FABP)は、水に不溶な長鎖脂肪酸を

可溶化する細胞内キャリアーであり、リガンド

である長鎖脂肪酸の細胞内動態を制御するこ

とで､脂質代謝の恒常性維持やシグナル伝達に

関与すると考えられている。マウスのマクロフ

ァージ系細胞の持つFABPを検索すると、肝ク

ッパー細胞のみにFABP7/脳型FABPが発現して

おり[1]、このFABP7がクッパー細胞の機能調節

を通して肝の炎症に影響を及ぼす可能性があ

ると推測した。そこで四塩化炭素(ecu)によ

る肝傷害と肝線維化に関して、野生型(Wild)

およびFABP7ノックアウトマウス(FABP-KO)

での比較を行った。

[材料と方法］

B57/BL6マウスのWildとFABP-KOにCC14を

腹腔投与した。1回投与を肝傷害モデル（投与
後、1，2，4，7日後にと殺)、4週及び8週間

の連続投与（週2回）を線維化モデルとした。
両モデルともに血清中の逸脱酵素の変化､肝の
病理形態学的変化につき検討した。また、肝傷

害モデルのクッパー細胞産生サイトカインの

変化に関して、RT-PCRによる発現比較を行っ

た。

[結果］

正常野生型マウスの肝でFABP7はクッパー

細胞のみに発現しており、CC14投与後も発現分

布の変化は見られなかった。CC14投与後、1な
いし2日後には中心静脈周囲に肝細胞壊死領

域が観察され、4日後までにほぼ回復した。血

清中の肝細胞逸脱酵素･ALTの値は1．2日後に
上昇し、4日後にはほぼ正常値に戻った。投与
1日後の血清ALT値はWildに比べてFABP-KO

で高く、2．4日後では差が無かった。クッパー

細胞の抗F4/80免疫染色観察では､投与2日後

に､肝細胞壊死領域へのクッパー細胞の集積が

見られたが、Wildに比べてFABP-KOではクッ

パー細胞の集積が少なかった｡CC14投与後数日

間の肝組織中のサイトカインを検討した結果、

肝星細胞の筋線維芽細胞への分化を誘導する

TGF-βmRNAの発現量がFABP-KOで低く、

a-smoothmuscleactin(aSMA)の量もWildよ

り低かった。4週および8週連続投与の肝線維

化モデルでは、FABP-KOにおいても線維化特有

の惨原線維の増加が見られたが､線維化の程度

はWildに比べて低いと思われた。

[結論］

CC14投与後の血清ALT値がFABP-KOで高かっ

たが､CC14の傷害性にクツパー細胞が直接関わ

らないことから、この差はクッパー細胞による

被傷害細胞の処理に関する差を表すものと考

えた。クッパー細胞の肝細胞壊死領域への集積

がFABP7-K0において少なかったことも、これ

と一致する。1回投与モデルにおいてFABP7-K0

でTGF-BmRNAの発現低下が見られ、αSMA増加

の差と一致した点は興味深いが､投与1．2日間

にTGF－βmRNAが総量で減少し壊死組織からの
影響も考えられる事から､今後単離クッパー細

胞の初代培養系での検討などが必要である。長

期連続投与の線維化モデルでFABP-KOが線維

化を著明に軽減するに至らなかったが、1回投
与後において上記のような差が見られたこと

は、クッパー細胞の機能調節においてn-3系高

度不飽和脂肪酸に高い結合能を有するFABP7

が、役割を担っていることを示唆している。

[参考文献］

1.AbdelwahabSA,OwadaY,KitanakaN,Iwasa

H,SakagamiH,KondoH(2003)HistocheraCell

Biol119,469-475.
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E1 鯨類のToll-likereceptor1-9の発現
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坂東武治5，藤瀬良弘5，大津大6，奥津健司6，丸山正1,2

独立行政法人海洋研究開発機構'，東京海洋大学大学院2，国立科学博物館3，下田海中水族館4，財団
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ExpI℃ssionofToll-likeiEceptor1-9inSomeCetacean画sgues

MasafumiSaitô,KazueOishi¥ReikoShishido'**,TadasuYamadâ,YukoTajima*,HiroshiAsakawâ,Yasuhisa

Tsuchiya",TakeharuBandogYoshihiroFujisê,DaiOtsu*",KenjiOkutsû,TadashiMaruyamâ
JapanAgencyforMarine-EarthScienceand1bchnology',TokyoUniversityofMarineScienceand1bchnology*,
NationalMuseumofNatureandScience',ShimodafloatingAquarioum̂TheInstituteofCetaceanReserach*,

YokohamaHakkeijimaSeaParadise*

【目的】

Toll-likereceptor(TLR)は哨乳類では13種類が同

定されており、それぞれが病原体の構造をパターン

的に認識している【'1．現在、ヒトやマウス、ウシな

ど数種の陸棲哨乳類でTLRの組織発現が報告され

ており、肺や末梢血白血球、牌臓などに多く発現す

ることが知られている【2]・

鯨類におけるTLRの知見は部分的な遺伝子情報

があるだけで、組織における発現に関したものはな

い。そこで本研究では、鯨類の組織におけるTLR1-9

の発現を分子生物学的に調べた。

【材料と方法】

白血球は、横浜・八景島シーパラダイスで飼育

中の健常なバンドウイルカの末梢血から分離した。

また、組織は解剖の機会があったバンドウイルカ2

個体から摘出した種々の組織（牌臓や胸腺、浅頚リ

ンパ節などのリンパ系組織、大脳や小脳などの中枢

神経系組織など計22サンプル）、座礁したコマッコ

ウの大脳、腎臓、精巣、浅頚リンパ節、並びに北西

太平洋鯨類捕獲調査により捕獲されたイワシクジラ

の胎盤、及びミンククジラの精巣を用いた。

これらのサンプルからRNAを抽出し、TLR1-9の

特異的プライマーを用いて、RT-PCR法により発現

を調べた。

【結果と議論】

バンドウイルカの末梢血白血球から、TLR4,5及

tfTLR9の発現が示された。一方、組織では、用い

たサンプルのほとんどでTLR3,4,5,6及びTLR8の

発現が示された。中でもTLR4は多くの組織で発現

が認められたが､牌臓では発現が認められなかった。

対照的にTLR1とTLR7はどのサンプルからも検出

されなかった。

ヒトのTLR3,5は多くの組織に比較的に高い発現

をすることが報告されており、本研究においても多

くの組織で発現していることが示された。また全く

検出されなかったTLR7は､TLR8と同様にウイルス

ー本鎖RNAを認識している。ヒトのTLR7の発現は

肺や牌臓、胎盤など特定の組織に高く発現すること

が報告されているが、本研究における鯨類のそれら

の組織には見られなかった｡TLR7に対しTLR8は多

くの組織での発現が示されたことから、鯨類のウイ

ルスー本鎖RNA認識は、TLR7とTLR8の間に機能

の相違があることが考えられた。さらにTLRは発現

している細胞が決まっているものもあり、今後、組

織だけではなく、その組織でTLRを発現している細

胞を特定する必要があると考えられた。

【文献】

1．ShizuoAkiraetal,.2006.α〃.783-801

2.K.A・亜remberetal.2002.』〃1”脚"ol554-561
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モーピリウイルスのレセプターSLAM分子の鯨類における結合部位の

バリエーションと発現の解析
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【目的】

モービリウイルス感染症は鯨類の大量死の主

要な要因の一つで、SLAM(SignalingLymphocyte

ActivationMolecule;CD150)は、その主要なウイル

スレセプターである[I]・これまで、海棲補乳類で

ある鯨類、鰭脚類、海牛類のSLAMの細胞外領

域の高次構造モデルを構築し、細胞外領域のVド

メインの結合面上にある21個のアミノ酸がウイ

ルスとの結合に関わる可能性が示唆されている

[2]・本研究では、様々な鯨種のSLAMのVドメ

インのアミノ酸配列のバリエーションを調べ、ウ

イルスとの結合との関係を考察した｡また､SLAM

の生体内組織での発現を知るため、2種の鯨類に

ついて､各種組織のSLAMmRNAの量を解析した。

【材料と方法】

遺伝子配列決定：ハクジラ15種、ヒゲクジラ4

種の組織からDNAを抽出し、特異的プライマー

を用いたPCR法によりVドメインを含むエクソ

ン3領域のDNAを増幅させ、遺伝子配列を決定

した。

発現解析：バンドウイルカおよびコマッコウの

種々の組織からRNAを抽出し、特異的プライマー

を用いたRT-PCR法により発現量を解析した。

【結果】

鯨類SLAMのVドメインの塩基配列から予想

される100個のアミノ酸配列を比較した。ウイル

ス結合面上にあり、その結合に関与する21個の

アミノ酸のうち、ウイルス結合面の端に位置する

66，68，82，74，130番目の5つのアミノ酸にお

いて鯨類間で相違が認められた。

バンドウイルカでは、胸腺等のリンパ系組織と

腸に、コマッコウでは牌臓等のリンパ系組織と微

弱ながら大脳にSLAMの発現を認めた。

【結論】

鯨類間で認められた5つのアミノ酸変異の中

で､68番目と130番目のアミノ酸変化は電荷の変

化を伴い、電荷変化の無い他の3つのアミノ酸の

変異に比して、ウイルスとの結合への影響が大き

いと考えられた。

SLAMは鯨類のリンパ系組織で恒常的に発現し

ていると考えられた。

【参考文献】

1.嘘鱈uoetal.(2000)Nature,406:893-897

2.Ohishietal.,CIMID,inpress
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E3 イルカの造血は骨髄で行われている

伊藤琢也1，鯉江洋*,WW太雄1柳深牧央3植田啓3^桑野涼4鈴木美和6^森友忠昭1^酒井健夫1

’日大・動物医科学研究センター，2日大・獣医内科学研究室，

3沖縄美ら海水族館，4大分マリーンパレス水族館，5日大・海洋生物生理学研究室

Hematopoiesisindolphinbonemarrow

TakuyaItou¥HiroshiKoie*,TakaoSegawa',MakioYanagisaW,KeiichiUedâ,
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NihonUniversity

【目的】

鯨類の造血に関する知見は乏しく、造血器官

の特定、またはその機構に関しては未解明な部

分が多い。本研究は、特異な生息環境に適応進

化してきた哨乳動物であるイルカの生体防御機

構を解明する手がかりを得るために、各種イル

カの死亡個体を用いて造血部位の検索に取り組

んだ。

【材料と方法】

飼育下、あるいは野外で捕獲されたコピレゴ

ンドウ、シワハイルカおよびハンドウイルカの

死体を供試検体とした。イルカの全身骨格構造

を把握するために、出生直後に死亡し、凍結保

存されていたハンドウイルカをCTスキャン

(ToshibaAquilion16)で撮影し、得られた骨格

断層画像データをイメージ解析装置(AZE

ⅥmalPlaceLexus)によって3次元構築した。

また、シワハイルカおよびコビレゴンドウの

死体から前ビレを摘出し、CTスキャンを行っ

た後、前腕骨および榛骨に骨髄バイオプシー用

の穿刺針を刺入し、吸引またはコア穿刺による

試料採取を試みた。得られた組織の塗沫標本を

作製し、May-GrunwaldGiemsa染色を施した後

に光顕で観察した。
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【結果】

CT3次元構築画像解析によって、イルカは、

陸生哨乳動物の骨盤および四肢の長管骨に相当

する骨格構造が著しく退化していることが再確

認された。イルカ骨格の断層画像より、四肢骨

のうち、上腕骨および椀骨の内部に骨髄腔様構

造の存在が示唆された。しかし、供試したイル

カの上腕骨および椀骨の内部は、陸生哨乳動物

の長管骨に見られる明瞭な骨髄腔が観察されず、

微細小腔である多孔質（海綿状）骨構造で満た

されていた｡

上腕骨および榛骨へ骨髄針を穿刺後、シリン

ジ吸引によって血様液体を得ることができたが、

末梢血の混入が著しく、良好な標本が得られな

かった。一方、上腕骨頭に刺入した穿刺針内部

に採取されたコアは、粘性のある骨髄様組織で

あった。それらの塗沫標本には、赤芽球、骨髄

芽球、前骨髄球、後骨髄球、巨核球および穎粒

球等､様々な分化段階の血液細胞が観察された。

【結論】

イルカの造血は、陸生哨乳動物と同様に骨髄

で行われていることが判明した。今回行った骨

髄採取法はイルカ類における骨髄バイオプシー

として臨床診断に応用できる可能性がある。
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ショウジョウバエ自然免疫における病原細菌の認識と排除の分子機構

倉田祥一朗

東北大学大学院薬学研究科

MolecularmechanismsofrecognitionandeliminationofpathogenicbacteriainDrosopﾙ池innateimmunity.

ShoichiroK皿哩哩

GraduateSchoolofPharmaceuticalSciences,TohokuUniversity

動物種を越えて、そして植物までが示す免疫応答

に、抗菌ペプチドの産生誘導が挙げられる。ショウ

ジョウバエでは、7種の抗菌ペプチドが同定されて

おり、それらの感染に応じた発現誘導は、主にToll

経路とirad経路と呼ばれる二つの細胞内シグナル伝

達系で制御されている。Toll経路を制御するToll

受容体のヒトの相同因子、Toll様受容体(TLR)が

同定され、噛乳動物のTLRが病原体を認識するパタ

ーン認識受容体であることが明らかになった。その

一方で､ショウジョウバエのToll受容体はパターン

認識受容体としては機能しない。

我々は、ショウジョウバエでの過剰発現系を利用

したゲノムワイドな遺伝子探索系を確立し、パター

ン認識受容体として、ペプチドグリカン認識タンパ

ク質(PGRP)-LEを同定した。PGRP-LEは、imd経路

を選択的に活性化すると共に、メラニン化を誘導す

る。一方、他の研究グループによりPGRP-SAがToll

経路の活性化に必要であり、PGRP-LCがimd経路の

活性化に必要であることが示された。我々は、

PGRP-LEがグラム陰性菌と一部のグラム陽性菌が有

するジアミノピメリン酸(DAP)型ペプチドグリカン

を特異的に認識し、多くのグラム陽性菌が有するリ

シン型ペプチドグリカンを認識しないことを明らか

にした。その後、他の研究グループによりPGRP-LC

もDAP型ペプチドグリカンを認識し、PGRP-SAがリ

シン型ペプチドグリカンの認識に関わることが示さ

れた。これらにより、ショウジョウバエでは、PGRP

ファミリーの因子が、感染する病原細菌の有するペ

プチドグリカンの構造の違いを識別し、それぞれ対

応する免疫応答を誘導することが明らかとなった。

噛乳動物自然免疫でも、NODタンパク質がペプチド

グリカンの構造の違いを識別することが明らかとな

り、現在では自然免疫におけるペプチドグリカン構

造の識別の重要性は広く受け入れられている。

PGRP-LEの細胞外での機能を確認するために行っ

たモザイク解析により、PGRP-LEは細胞外での機能

に加えて、細胞内でもパターン認識受容体として機

能していることが示唆された。このことは､PGRP-LE

が細胞内寄生細菌の認識と排除に関わる事を示唆し

ている。実際、PGRP-LEは細胞内寄生細菌でDAP型

ペプチドグリカンを有するリステリア菌に対する感

染防御に重要であった。その際、PGRP-LEは感染し

たリステリア菌を細胞質中でDAP型ペプチドグリカ

ンを介して認識し、オートフアジーを誘導して排除

する事が明らかとなった。これらの結果は、細胞内

寄生細菌に対する抵抗性におけるオートファジーの

重要性を初めて示すと共に、細胞内寄生細菌を認識

してオートファジーを誘導する因子を初めて明らか

にした。また、これまでほとんど理解されていなか

った細胞内感染防御機構の一端を明らかにした。

【発表論文】

1.Takehanaetal.(2002)PNAS,99:13705-13710

2.Yajimaetal.(2003)Biochem.J.,371:205-210

3.Takehanaetal.(2004)EMBOJ.,23:4690-4700

4.Limetal.(2006)JBC,281:8286-8295

5.Kanekoetal.(2006)NatureImmunol.,7:715-723

6.Yanoetal.(2008)NatureImmunol.,9:908-916
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SL CD4|閉生T綱泡噸能分化:機肯撚と網寺のメカニズム

中山俊憲

千歎戦調院医学研究院･免疫発生学教室

Fun…瞳瞳…皿"…"鋤¥鰯鯛謡野趣…｡m‘…tikmalIdentity
剛、画述㎡Immunology,Gi鋤】ateSchoolofMedicine,ChibaUniva怠り

④4や”陽性のT細胞は胸腺で分化鍬し末梢リン

ノ糊織に移行する｡胸腺を離れたT細胞は成熟してい

るがまだ生体防御の最前線で働くことはできなし＄末

梢のリンノ湘織で特異的な抗原と一度反応し､機能型

T細胞に機能分化して初めて役に立つ級反応を起こ

すことが出来るようになる。これらの機能型のT細胞

は､の4陽性T細胞の場合､Thl,Th2,Thl7,Tregと

いう名前が付いている。これらの細胞分画は病剛生

物等の外来抗原と反応した場合に産生するサイトカ

インカ漣うため､それぞれ違った形の免疫反応を誘導

し違った病原微生物の拶除に役立っている。また､そ

れぞれの細胞分画はお互いにバランスを保って存在

しており、バランスが崩れると特定の免疫疾患にかか

りやすくなる、といわれている。Th2細胞が優位な状

態はアレルギー疾患と関連があり、臓器特異的な自己

免疫疾患の一部はThl7細胞によって発症する。機能

分化したこれらの①4陽性T細胞の一部はメモリーT

細胞として生体内で長期間生存し続ける。メモリーT

細胞は2回目の感染の際には敏速な免疫反応を起こし

病原微生物をする。今回の講演では､の4陽性T細胞

蝋能分化の全体像をレビューするとともに、どのよ

うにメモリーの4T細胞が形成され､機能が維持され

るの汎こついて､私たちの研究成果と考察を紹介した

V¥,(1,2)。
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S1Insightintothephyloge皿yofTandBcellsbasedontheontogenic
processesofhematopoiesis.

HiroshiKawamoto

LaboratoryforLymphocyteDevelopment,RIKENResearchCenterforAllergy

andImmunology

T細胞とB細胞の起源：個体発生過程から系統発生過程を考察する

河本宏

理研免疫・アレルギー科学総合研究センター免疫発生研究チーム

Theclassicalmodelofhematopoiesis
postulatesthatinthefirststepof

differentiation,thestemcellgenerates

conmionmyelo-erythroidproge血ors

(CMEP)andcommonlymphoidprogenitors

(CLP).Basedonourpreviousstudiesinfetal

mice,however,wehavepi℃posedadifferent

model,namely'̂myeloidbasedmodel",in

whichthefirstbranch伽mHSCproduces

CMEPandconmionmyelo-lymphoid

proge血ors(CMLP),whichsubsequently

producesmyeloid-Bandmyeloid-T

progemors*"̂.Recently,weprovidedclonal
evidencethattheearlycellpopulationsinthe

adultthymuscontainproge血orsthathave

lostthepotentialtogenerateBcellsbut

retainsubstantialmacrophagepotential'̂.We
alsoshowedthatsuchthymicTcell

proge血orscangiverisetomacrophagesin

thethymicenvironmentinvivD．These

findingsaigueagainsttheclassical

dichotomymodelinwhichTcellsare

derivedfi'omCLP,andinsteadsupportthe

validityofthemyeloid-basedmodelforboth
adultandfetalhematopoiesis.

Myeloidbasedmodelproposesanew

concept,wherebloodcellsarereallocated

intoprototype(myeloid)vsspecializedtypes
(erythroid,TandB).Thismodelalsoenables

ustoprovideinsightsintotheevolutional

eventsthroughwhicherythroid,TandB

lineageshavedeveloped・Segregationof

primitivephagocytesintoerythroidcellsand

innateimmunecells,andsegregationof

innateimmunecellsintocytotoxiccellsand

phagocytes,hadalreadybeencompletedby

thestageoflawlessfish.Infectionofa

transposoncontainingancestralRaggenes

andsignalsequencestookplaceatastage

betweenlawlessandcartilaginousfish.Itis

presumedthatcytotoxiccellsandphagocytes

independentlycametousethisinfectedgene.

evolvingintoTandBcells,respectively.

Accordingtohsscenario,thesegregationof

TandBcelllineagesoccurredmuchearlier

thantheemergenceofanacquiredimmune

system・Theontogeniceventsduring

hematopoiesisthusseemtorecapitulatethese

phylogenicprocesses.

References:

1.KawamotoHetal・IntImmunol．9:

1011-1019,1997.

2.KawamotoHetal.Immunity.12:441-450,

2000.

3.KawamotoHandKatsuraY.Trends

Immunol.27:193-200,2009.

4.WadaHetal.Nature.452:768-772,2008.
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Novelinsightsintotheproteinstructure,func伽nandproductionofIgT,a

monomericrainbowtroutimmunoglobulin.

J.OrielSunyer

DepartmentofPathobiology,SchoolofVeterinaryMedicine,UniversityofPennsylvania

Tもleostfishareknowntohavethree

immunoglobulinisotypes,IgM,IgDand

IgT/IgZ・Sinceitsdiscovery5yearsago,

nothinghasbeenreportedregardingtheprotein

structure,fianctionanddistributionofIgZ/IgT.

Wehaveraisedpolyclonalandmonoclonal

antibodiesagainstIgTthathaveenabledusto

affinitypurifyit丘omtroutplasma.Wefound

thatIgTisa180kDaIg,thusrepresentingthe

firstmonomericimmunoglobulintobereported

inateleostfish.Theanti-IgTmAbhasenabled

ustoidentifyauniqueBcellsubsetexpressing

exclusivelysurfaceIgT.Theexistenceofthis

newBcellsubsetwasverifiedbothbyflow

cytometryandimmunohistorchemistryanalysis.

Interestingly,sortedIgT+Bcellsaredevoidof

IgDexpression,whereasIgM+Bcellsexpress

abundantlyIgDtranscripts.Thisfinding
indicatesthatteleostfishcontainatleasttwo

majorBcellpopulations,oneexpressing

surfaceIg工andtheotherexpressingIgMand

IgD.Importantly,flowcytometricanddouble

immunofluorescenceanalysesshowedthatin

thespleen,headkidneyandperipheralblood.

IgT+Bcellscomprise10-20%ofallBcells.

SimilartoIgM+Bcells,wefoundthatalarge

percentageofIgT+Bcellsfromallthese

organsarecapableofphagocytosinglarge

particles.

T伽s血IgMistheonlyknown

teleostfishimmunoglobulininvolvedin

elicitingantigen-specificimmuneresponsesin

teleostfish.However,herewepresentforthe

firsttimeexcitingdatashowingthatrainbow

troutproducesIgT-specificresponsesupon

antigenicstimulation.Morespecificallywe
showthatrainbowtroutimmunizedwitha

modelproteinantigen(Glutathione-

S-transferase)orwith剛"oangui"tI7w"

bacterininduceinbothcasesantigen-specific

IgTresponses.Theresultswereconfirmedboth

byELISAandimmunoprecipitationstudies.

Thisisafundamentalfindingasitindicates

thatteleostfishhavenotonlyone(asoriginally

thought)buttwoimmunoglobulinisotypes

respondingtoantigenicstimulation,IgMand

IgT.

Ourresultsrepresentthefirststructural

andfunctionalstudiesofIgTattheprotein

level.Ourfindingsopenanewareainthestudy

offishimmuneresponsesand,areexpectedto

havecrucialimplicationsfortheassessment

anddevelopmentofnewstrategiesandtoolsto

vaccinatefish.Overall,ourresultsshowthe

riseofnewplayerinteleostfishimmunity.
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両生類造血に学ぶ～アフリカツメガエル血球産生のダイナミクス～
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ThedynamicsofhematopoiesisinAfricanclawedfrog

KamiNogawa-Kosaka,Shun雌改awa,KazumichiNagasawa,Hitomilemura,TakehitoOkui,TakashiKato

GraduateSchool㎡AdvancedScienceandEngineering,andDepartment㎡Biology,SchoolofEducation

WasedaUniversity

造血（血球産生）は多くの脊椎動物に共通に備わ

っている仕組みであり，赤血球による酸素供給，白

血球による生体防御，血小板（栓球）による止血・

血栓形成によって生命維持を担う基幹系である。動

物の成体造血では，造血幹細胞から様々な因子や組

織環境との相互作用を受けて，末梢循環血球が誕生

する。様々なヒトの血球減少症治療薬として造血因

子（サイトカイン）の遺伝子組換え医薬が実用化さ

れ，あるいは造血幹細胞移植による疾病治療が一般

化するに至った過程では，実験血液学や細胞生物学

分野の基礎研究と応用研究の両輪による貢献がある。

しかし脊椎動物全体を傭瞳すると，造血に関する科

学的知見の蓄積は乏しく，未知の探求課題は多い。

現代生物学の諸手法を活用してこれらをつぶさに調

べ，生物種間で比較するためには.i)血球や血球前

駆細胞の鑑別法の確立，曲）遺伝子，蛋白質，抗体な

ど生物資源の系統的な準備,通)invivo/invitro実験系

の確立,などによって実験環境の整備が必要となる。

2002年，私達は無尾両生類アフリカツメガエル

ub"叩z心〃evis)の成体における造血研究に着手し

た。先駆的研究によって，ツメガエル成体の主たる

造血の場が肝臓や牌臓であることや，血球形態は古

くに報告されていた。しかし血球産生の分子基盤は

不明であり，血球前駆細胞の鑑別や分離法も未確立

であった。鳥類や魚類と同様，ツメガエルの赤血球

と栓球は有核であり，栓球は血小板（粒子）になら

ずに血液循環に移行する｡血球形態からだけみても，

ツメガエルの血球の増殖・分化様式は，ヒトやマウ

スと比較してかなり異なると考えられた。実際にツ

メガエルの赤血球産生因子副ythr叩oietinの構造を明

らかにしたところ，驚くべきことに哨乳類では安定

した血液循環に必須の構造として知られているⅣ結

合型糖鎖の分子付加は，ツメガエルでは欠失してい

た。このことよりツメガエルでは肝臓内のパラクラ

イン刺激によって赤血球が産生されるという新たな

仕組みを見出した。栓球産生因子thron巾叩oietinの

機能と構造についても検討を進めているが，活性・

機能は明らかではない。これに対し，先人によるツ

メガエルの免疫系に関する研究は散見され，また白

血球系細胞の形態はヒトやマウスと類似している。

しかし穎粒球コロニー刺激因子(G-CSF)などの相

同分子の活性・機能は不明である。

造血制御についても興味深い結果が得られつつあ

る。外温（変温）動物であるツメガエルを低温に暴

露すると，全末梢血球数が低下し，可逆的な汎血球

減少症となる。この現象を追求して，造血制御の温

度応答性を調べるモデルはほぼ確立しており,現在，

マウスの実験系との比較を進めている。

新たな動物モデル確立には,相当の労力と時間の

投入を要する。比較生物学の視点から実験に取り組

む者の共通の悩みに違いない。私達のツメガエル造

血解析はまだ途上であり，7年間で得た知見はさほ

ど多くはない。しかし生物種それぞれの造血系を比

較し，造血の多様性と普遍性を明らかにしていくこ

とは，格好の探求課題であると実感している。
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S4 魚類の造血幹/前駆細胞の分離と同定

森友忠昭・関谷麻優子・小林功・片倉文彦・吉田美幸・山口卓哉・高野晃一

Isolationandcharac蛇Ⅱ七ationoffishhematopoieticstemﾉprogenitorcells

Tadaa腫恥ritomo,MayukoSekiya,IsaoKobayashi,FumihikoKata虹】ra,MiyukiYoshida,

TakuyaYamaguchiandKoichTakano

LaboratoryofFishPathology,Departme皿㎡恥terinaryMedicine,NihonUniversity

【目的】噛乳類では純系マウスを用いた”移植実

験''や特定の造血因子の存在下でコロニーを形成さ

せる”コロニー形成法''等により,造血幹/前駆細胞

が同定されて来た．しかし魚類では，移植に適した

大型純系魚が確立されていないことや，リコンピナ

ント蛋白の作製に必要な造血因子の情報が少ない等

の理由で，造血機構の解明は主に形態学的手法に限

られて来た．そこで，我々は魚類造血機構の解明に

必要な，これら基本技術の開発を試みた．

移植実験による魚類造血幹細胞の存在証明：日本に

生息する3倍体クローンギンプナ（ぬ麺ssius

auratuslanesぬたがi)のある系統では，卵を近縁の

キンギョ(ぬrassiusaurat卿精子で受精させると，
4倍体雑種をつくるものがある.この4倍体雑種に3

倍体の細胞を移植した場合，3倍体細胞は拒絶され

ず生着し，さらにDNA含量の違いから移植細胞の動

態を容易に追跡できる．そこで我々は，魚類の主要
な造血部位である腎臓の造血細胞を3倍体(ドナー）

より分離し，これを4倍体（レシピエント）に移植

した．その結果，4倍体血中に3倍体由来のすべて

の種類の血球が1年以上に亘って観察され，長期造
血維持能と多分化能をもった造血幹細胞がドナー腎

臓中に存在することが判った．

魚類造血幹細胞の分離・濃縮：次に我々は，造血幹
細胞の分離法を検討した．すなわち，幹細胞の持つ

色素排出能を利用し、DNA結合色素(Hoechst33342)
で3倍体の腎臓造血細胞を染色後，フローサイトメ

トリーにより難染性分画(SP細胞）を分離した．こ

のSP細胞を4倍体に移植したところ,非常に少ない

細胞数で3倍体由来の造血が構築され,SP細胞分画
中に造血幹細胞が濃縮されていることがわかった．

魚類造血幹細胞の性状解析：魚類においてもSP細
胞分画中に造血幹細胞が濃縮されていることがわか

った．そこで，遺伝子解析が進んでいるゼプラフィ

ッシュよりSP細胞を分離し,マイクロアレイによる

網羅的発現解析をおこなった．その結果,abcg2や
gata2などの哨乳類造血幹細胞と同様の遺伝子発現
が確認された．

造血細胞の培養(Bulk培養):哨乳類では，造血支持

能を持った細胞株と造血細胞を共培養することで，

造血前駆細胞の分化能を調べる方法が確立されてい

る．そこで，我々は魚類の造血関連組織（腎臓・牌

臓・胸腺など）から細胞株の樹立を試み，いくつか

の造血支持能を持った細胞株を得ることに成功した．

これらの支持細胞層上にギンプナやコイの腎臓造血

細胞を播種したところ，造血細胞の活発な増殖が認

められ，最長で60日間・20代以上の継代維持が可

能であった．また，増殖した細胞の性状を調べたと

ころ.T細胞およびマクロファージ関連遺伝子の発

現が認められ，さらに抗体を用いた解析により,CD4
陽性CDS陰性T細胞が増殖していることもわかった．

造血細胞の培養(コロニー形成試験）：上記造血細

胞培養の“ならし培地”中にはT細胞またはマクロ

ファージの増殖因子が含まれると考えられた．そこ

で,あらかじめ96穴プレートに支持細胞層を形成さ

せ,これに1個/穴になるように腎臓造血細胞を播種

し，ならし培地を加えて培養した．その結果，96穴

中2～3穴でコロニーが形成され，これらは,マクロ

ファージ関連遺伝子のみを発現するコロニー(type
I)とマクロファージのみならずT細胞関連遺伝子

も発現するコロニー(typeH)からなっていた．

【結論】魚類成熟血球の組成は，哨乳類とほぼ同じ
であり，血球分化機構も共通点が多い．このことは

両者の共通祖先ですでに脊椎動物造血機構の基本型

が確立されていたことを意味する．実際，本発表の

SP細胞の解析でも，哨乳類の造血幹細胞と似た遺

伝子発現が認められ，両者を比較することで造血幹
細胞維持機構の本質的な解明に役立つものと考えら

れる．また，近年，河本・桂らによって，新たな血

球分化モデル（ミエロイド基本モデル）が提唱され

たが，本研究のコロニー形成試験でも，マクロファ

ージとT細胞の両方の性質を持った細胞の存在が示

唆された．今後，ミエロイド基本モデルとの関連性
をさらに検討する必要がある．

魚類の造血機構を解明することは，ヒトを含む哨
乳類造血の本質的な理解につながると考えられる．
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S5 無謬3類における の噸成とその棚卸

名川文清

鯨大戦学院･理学蒋ｦ院科･鋤ｲﾋ岸専攻

J諏趣fishlampI可倣個錐an箇寧Ⅱ伽r…viavariablecrossoveri亜皿越曲皿ing…mveraon

FunrikiyoNa寧噸

叩h画n㎡Biophy動毎劃dBiochamsby5Q趣圃鎚鎚皿㎡髄圃璽TteUmv画怠り㎡T商0

獲得免疫系は、外界から侵入してくる病原体を特

異的に認識・排除するために脊椎動物が持つ高度

なシステムであり、ゲノム再編成により多様化さ

れる抗原受容体が重要な役割りを果たしている。

獲得免疫系をもつ最も下等な脊椎動物であるヤツ

メウナギやヌタウナギ等の無顎類は、イムノグロ

プリン型の抗畷容体ではなく､variablelymph函に

1m叩睡(VLR)を抗原受容体として持っている。

VLRには2種類CVLRaとVLRb)があり、VLRa

を発現しているリンパ球は有顎類のT細胞に、

VLRbを発現しているリンノ球はB細胞に対応する

可飼生が最近唯c岬釘らによって報告された。

これら2種類の〃w遺伝子はどちらも複数の

leucine-richi…t(LRR)を含み、それぞれの分子は

LRRの数とその配列において極めて大きな多様性

を司司̂ VLR遺伝子は､vnJ組み換えとは異なる

遺伝子再編成機構により多様性を創出している。

再編成前の定常領域遺伝子座にはLRRは認められ

ず､周辺にある多数のLRR遺伝子セグメントうち、

数個のセグメントが選択されて持ち寄られ、機能

型遺伝子が創出される。我々は、この遺伝子再編

成の分子機構を解析し、，'…'choice"あるいは

'抱叩lateswitching"と呼ばれる遺伝子再繍聯が

関与していることをすでに明らかにしている[']。

…,choiceとは､複製の際に皿Apolymera託が短

し繰り返し配列の間で基質をswitchする現象であ

り、これにより様々な卵Aの再編成が起こること

が知られている。我々はさらに､ﾘw遺伝子再編成

がどの様に制御されているのかについて調べるた

め、ヌタウナギ(母戒"ぜhisburgE")のPZR遺伝子

(VLRaおよびJZJWの再；詞戎をsingle-cellPmを

用いて解析した。その結果､これら2つの遺伝子の

再編成は相副ト伽勺に起こっていること、また、こ

の系においても､イムノグロプリン型の抗原受容体

遺伝子と同様､allelicexchisi皿が基本的に成立して

いる事が明らかとなった。これらの結果を基に無顎

類抗原受容体Jw遺伝子の再編成とその制御の仕

組みについて考察したい。

R鯛画施e

1.Nagawaaq/.Ann騨H嘩印血醇1露㎡die

fHrpatbflHlampi句′aIBassembl劇的a匝唾sinvolving

copychoice.陥血"ぜ"""mmi8,206-213(2007).
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S6 ホヤ免疫細胞の分化と機能

濯田知夫

山口大学・医学研究科・器官解剖

Immunecellsintunicates:thefunctionanddi睡正ntia血nofhemocytesinsolitaryasddians.

TomooSawada

DepartmentofOr顕nAnatomy,Ya皿guchiUniversityGraduateSchoolofMedicine

【はじめに】

ナメクジウオと共に脊索動物の祖先型動物とされ

るホヤ類は多様な生活及び生殖様式を実現し、様々

な環境に適応した。そのためかホヤ類の血リンパや

その中の浮遊細胞（血球）には種差が大きく、血球

分類も種により異なる1)｡敢えて大雑把に分ければ、

液胞ないし大型穎粒をもつvacuolatedcells、小穎

粒をもつgranularcells､穎粒の目立たないhyaline

cells，小型で核占有率が大きいlymphocyte-like

cellsまたはhemoblastsに分けられる。さらにその

中に亜型を含み、その分類・命名法は研究者により

異なるのが現状である。

ホヤ類の血球機能のうち多くの種で明確に示され

ているのは食作用であり、hyalinecells(電顕観察

ではfinegranularcellsなどとされる場合もある）

が活発な食作用を示すことが多い。さらに、小さな

粒子にはほとんどの血球が食作用を示す場合もあり、

phagocytesの定義も研究者により異なる。また、

vacuolatedあるいはgranulatedcellsは形態や染

色性の違いに基づいてさらに細かく分類されるが、

液胞や穎粒の内容物が解明されている例は少ない。

ほ乳類リンパ球との機能的共通性が示されてない

lymphocyte-likecellsは、造血や血球分化の観点

からhemoblastsと呼ばれる細胞と重なることが多

いと思われる。

この状況を踏まえた上で、今回はマポヤとエボヤ

の血球を取り上げ､その種類や造血･分化と血球機能

及びマボヤ血球の自他識別反応について紹介する。

【マボヤおよびエボヤの血球】

浬田ら（1991）は、マボヤ血球をvacuolated

cells(vl-v4)、granularcells(gl-g3)、phagocytes

(pl,p2)とlymphoidcells(ly)の10種類に分けた。

他の研究者による分類もあるが、ここでは濯田らの

分類名を用いる。また浬田ら（1993）はエポヤ血球

を4種類に分け、hyalinecells、eosinophilic

granulocytes，basophilicgranulocytesおよび

hemoblastsとした。エボヤのhyalinecellsはマボ

ヤP2に、basophilicgranulocytesはglに、

hemoblastsはlyに相当すると思われる。

マポヤPl,p2はどちらも強い食食能を示すが、大

きさと行動様式が異なる｡小さいpiが基質上に薄く

拡がり融合して多核細胞シートを作るのに対し、大

きいP2は基質上を動き回って異物を貧食する｡この

piとP2は同種別個体の血球を識別し、同種別個体

のホルマリン固定血球を食食するが、自己の固定血

球は貧食しない。マポヤ血球は別個体の血球と混合

されると接触反応2)、あるいは凝集反応3)を示し、

10-20%の非反応性組合せが出現するが､piとp2の

対同種別個体職別パターンはそれらと一致した。

【血球分化】

浬田ら（1994）が報告したエボヤ鯉組織の培養系

では、鯉組織中に数種の血球が互いに密着している

細胞集塊が見られ､同種類の血球が2．3個ずつまと

まってhemoblastsを囲んでいた｡同様の血球細胞の

集塊が、マポヤの造血組織でも観察されている。こ

のような血球集塊の存在は、エボヤやマボヤの血球

分化がhemoblastの増殖後に速やかに起こり、互い

に血球間の接触を介して分化誘導を行っている可能

性を示唆するものと考えている。

【参考文献】

1．WrightKT(1981)Invertebratebloodcells,vol.2,

RatcliffandRowleyeds.,Academicpress.

2.FukeM(1980)BiolBull,158:7304-315.

3.SawadaT,OhtakeS(1994)ZoolSci,11:817-820.
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日本上上較免疫学会会貝U

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。

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．

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（一般および博士課程大学院生）の会費は、年額3,000円とする。

2．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。

3．賛助会員の会費は、1口20,000円とする。

4．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。

5．事務局には役員に準ずる補助役員を置くことができる。

6．講演者は本会員に限る。

7．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20年8月25日
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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)PublicationofAbstractsofpapersi℃adintheScientificMeeting.

3)PublicationofaNewsLetter.

4)CommunicationswithInternationalSocietyforDevelopmentalandComparative
Immunology(ISDCI).

5)CommunicationswithscientistsintheAsia-PacificAi℃a、

6)SelectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigatorAward.

7)OtherbusinesswhichconsideredessentialtoachievetheObjectoftheAssociation.

ArticleⅣ、Membership

1.MembershipintheAssociationshallbeopentoscientistswhosharethestatedpurposeofthe
Association.Themembershipshallbeauthorizedbyregistration.

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,aSecretary-Treasurer,two
Trustees,twoProgramOfficersandanAbstractOfficer.

2・ThePresidentwillalwaysserveasaChairperson・ThePresidentwillpresideovertheCouncil
composedofofficersoftheAssociation.

3．CandidatesofthePi℃sidentshallbei℃commendedintheCouncil,andthenthePresidentshallbe

electedbyamajorityvoteofallActive(Individual)membersoftheAssociation.

4.AllOfficersexceptthePresidentshallbeaskedandnominatedbythePresident.

5.1brmsofallOfficersshallbe2years,however,theycanbereappointed.Officersexcepttwo
Trusteescanassumetwoormoreappointments.
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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

1.Annualduesoftheactive(individual)membersincludingPhDstudentsare3,000Japaneseyena

head

2.Annualduesofthestudents(undergraduateandmastercourse)membersandforeignmembersare

free.

3.Annualduesofthecorporateaffiliateare20,000Japaneseyenanaffiliate.

4．Secretary-TreasurershallbeinchargeoftheBusinessOfficeoftheAssociation.

5.TheSecretary-Treasurercannominatehis/herassistants).

6.OnlythemembersofJADCIarepermittedtohaveatalkabouttheinvestigation.

7．DetailedproceduresforselectionandconfermentofFurutaAwardandFurutaYoungInvestigator

Awardaredefinedinafineprint.

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

RevisedAugust29,2003;RevisedAugust24,2006.RevisedAugust25,2008.

*TheJADα応α〃α""alo穂α"吃α"り",butweopenourme"めe晒坤toscientistsα〃overtheworld.If

onewouldliketojointheJADCIasanactivemembenpleasepayyourmembershipdues(3,000yen)

atregistrationdeskofJADCImeeting.
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協賛企業・団体

平成21年7月7日現在

ーQ■■ーー一一■■■ー■■■■■■■■■l■■■■■■■■■■■■ーq■■Q■■q■■■■■ーq■■q■■q■■ーーー■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■q■■

【協賛】

株式会社高長

株式会社メド城取

株式会社菅原製作所

湘南和光純薬（株）

株式会社立野商店

株式会社三啓

正晃株式会社

株式会社トーヨー技術研究所

株式会社国際文献印刷社

Q■■■■■■■■q■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■q■■■■■■■■■■■Q■■■■■ーロ■■■■■q■■q■■■■■ーーーー■■■■■■■■■ー■■■■■■■■■■■■■■■qqql

上記企業・団体より多大なご援助を賜りました。本学術集会を開催するに当たり、上記企業・［

ここに、ご芳名を記して感謝の意を表します。

平成21年7月

－64－

日本比較免疫学会会長

第21回学術集会会長

吉田彪

中西照幸



研究用試薬･輸入試薬･理化学機器

研究室内で必要な物は何でもご用命下さい
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元株式会社高長
事業内容 ･研究用一般試薬､バイオサイエンス関連試薬､輸入試薬､工業用薬品の販売

圃医薬品､動物用医薬品､臨床検査薬の販売
卿研究用理化学機器､臨床検査用機器の販売

登録･許可 ･毒物劇物一般販売業
・医薬品卸売販売業
･動物用医薬品一般販売
･高度管理医療機器等販売業

本社

東京都文京区本駒込5-2-10
TEL:03-3941-7161FAX:03-3946-3980

メール:juchuu@takacho.com

多摩営業所
東京都国立市富士見台3-22-7-103
TEL:03-3941-7161FAX:03-3946-3980

柏営業所
千葉県柏市豊四季167マンション豊四季IF
TEL:03-3941-7161FAX:03-3946-3980
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Anatomic

局

各種解剖器具○各種解剖道具

解剖実習器具セット

解剖衣○解剖キャップ○白衣

活'性炭マスク○アームカパー

ラテックス手袋

ごj遺体処置収納用品

標本容器○ギプスカッター

動脈注入ポンプ○解剖台

解剖照明灯○ストレッチャー

ミニクレーン○パワーリフター

ドアスルーフォークリフト

器具等の修理も承ります
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厚生省許可番号13BZ2471号

株式会社菅原製作所
〒131-0044東京都墨田区文花3-20-18

TEL03-3611-7610

FAX03-3611-7612
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･細胞内の生命現象を逃さず捉える､高速･高画質･スペクトルｲﾒー ヅﾝグ6

．高速･高画質･同時ｽｷｬﾝの3モードが一台で可能なﾊｲプﾘｯドｽｷｬﾅー 。

･VAASピンホールユニットで､光シグナルロスを最小限に。
心

･簡単操作で顕微鏡･カメラ･ｺﾝﾌｫー ｶﾙのすべてをサポートする､画像統合ｿﾌﾄｳｪｱ
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」株式会社ニコンインステック特約店

カタログパンフレット等のご請求は当社まで。

株式会社ニコンインステック特約店

哩撫裟蝋

sｮ洞肥i株式会社三啓
本社：〒113 東京都文京区本郷2‐17-7Tel．03(5805)0514Fax､03(5805)0524-8534 http://www.sankei-coltd.co.jp

茨城県つくば市谷田部6524－1
神奈川県鎌倉市岡本2－5－11
静岡市駿河区宮竹1‐1‐16

筑波営業所
横浜営業所
静岡営業所

〒305.0861

〒247-0072
〒422-8076

《､029(839)1320
『0467(41)1221
《.054(236)5500

名古屋出張所
大阪営業所
神戸営業所

〒451-0031
〒533-0033
〒650-0022

名古屋市西区城西1-9-10
大阪市東淘II区東中島2-9-15
神戸市中央区元町通6-1-6

rO52(528)4155
'06(6327)3850
《､078(367)2301



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‘'バーフェクト‘iを起点に

多彩な分野へ柔軟な対応で貢献いたします。戸
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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

営業所福岡第一・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・長飼・広域

一
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レ

ュ 事業内容

亘理礎研究用試薬■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

医頒関連ソフトウェア

上配の開発･販売

株式会社トーヨー技術研究所TOYOR&DINC.

本社〒350-1332埼玉県狭山市下農藍冒883

TEL04-2955-7200

FAX04-2952-0027
｜
’

営業品目TOYO'sProductLines

●水産用医薬品

一エリスロマイシン20%アンピシリン5%/10%/20%-OTC10%/20%40%

-OTOQ20%リンコマイシン20%チアンフエニコール20%

●水産用混合飼料雲飼料添加物

一総合ビタミン剤一強肝斉ﾘ｡免疫賦活剤・プレﾐｯｸｽ混合飼料-OEM受託生産

●健康食品､健康食品原料

●米国HACCP認証取得コンサルタント､水産工場への導入
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●蕊国際文献印刷社
本社169-0075翠忌劃劫遁lﾒ局出壷壌4-4-19

TEL:03-3362-9741FAX:03-3368-2827

工場169-0075東京都新宿区高田馬場3－8－8
TEL:08-3367-6841FAX:03-3364-0041 ’



日本比較免疫学会

第21回学術集会講演要旨

原稿受付

発行日

発行者

編集者

印刷所

2009年6月30日

2009年7月7日

日本比較免疫学会

学術集会プログラム委員会

委員：中村弘明、橋本香保子

(槻国際文献印品峨

東京都新宿区高田馬場3－8－8


