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             修士学位論文内容要旨

論文題目                   専  攻  海洋生命科学

魚類抗酸菌症に対するワクチン開発のための研究 氏  名 加藤 豪司

 近年、日本国内のブリ類養殖場において魚類抗酸菌症が発生し、経済的被害を及ぼし

ている。本感染症の原因菌であるMycobacteriam sp．は宿主の細胞内に寄生することから、

罹病魚への薬剤投与による化学療法では効果が限定される。このようなことから本感染

症に対するワクチンの開発が望まれている。ワクチン開発においてワクチンの有効性の

評価は、感染試験により検討するが、充実した飼育設備を必要とすることなどから、よ

り簡便に行える実験方法が求められる。そこで、本研究では魚類抗酸菌症に対するワク

チンの開発を目的として、数種のワクチン候補を用いた感染実験を行うとともに、これ

らに対する宿主の免疫応答を指標としてワクチンの評価を試みた。

 Mycobacterium属細菌の主要抗原であるAntigen85複合体遺伝子をMycobacterium sp，

012971株よりクローニングし、DNAワクチンを作製した。これをブリ稚魚またはカンパ

チ稚魚に接種し、4週間飼育した後、Mycobacterium sp．012971株を用いて攻撃試験を行

った。本試験では、累積死亡率にワクチン区と対照区との差は見られず、ワクチン効果

は認められなかった。

 次に、ワクチン候補としてM．bovis BCG（ヒト肺結核症のワクチン）生菌、

Mycobacterium sp．012971株のホルマリン死菌（FKC）およびAg85複合体遺伝子を含む

DNAワクチンを用い、接種後の免疫応答を遺伝子レベルで解析した。 BCGおよびFKC

を接種したヒラメは、炎症性サイトカイン（インターロイキン（IL）一1β、エL－6および

主要壊死因子（TNF）α）の腎臓におけるmRNA蓄積量が対照区と比べ大きく上昇して

いた。さらに、ワクチン接種後4週目に抗原による刺激を行い、同様に解析を行ったと

ころ、BCG接種したヒラメの腎臓において炎症性サイトカインのmRNA蓄積量上昇がみ

られた。また、FKCおよびBCGワクチンを接種したヒラメの抗原に対する応答をヒラ

メcDNAマイクロアレイで解析したところ、両者の遺伝子発現パターンには大きな差が

あることが明らかとなった。これらのことから、BCGワクチンはMycobacterium sp．に対

する細胞性免疫を誘導することが示唆され、魚類抗酸菌症に対するワクチン効果が期待

された。



第一章 序論

第1節 Mycobacterium sp．感染症

 Mycobacterium属細菌は、グラム陽性、好気性、抗酸性の短桿菌で、哺乳類、鳥類

をはじめとする様々な生物種に対して感染症を引き起こす。代表的な種としてヒト肺

結核を引き起こすMycobacterium tuberculosis、ハンセン病の原因菌M． leprae、凹型結

核菌M．aviumなどが挙げられるが、魚類においてもその感染症は淡水、汽水および

海水を問わず広範に発生してきた。魚類Mycobacterium感染症の原因菌は主に、 M．

marinum（1）、 M． fortuitum（2）およびM． chelonae（4）が挙げられるが、これらの変異株やシ

ノニムと考えられる菌株によるものも多く、すべての魚種に感受性があると言われて

いる（3）。M．・marinu〃zおよびM抄煽伽2は熱帯魚から分離されたように、熱帯もしく

は比較的温暖な水域で罹病魚が見られる。一方で、M， chelonae感染症は太平洋サケ

（Salmo・salar）において流行したように比較的寒冷な水域で発生するが、培養の難し

さから分離は後年までなされなかった（5）。

 日本では、Mycobacterium sp．による感染症が1985年秋から1986年春にかけて、高

知県宿毛湾のブリ養殖場で初めて報告された。感染魚には、血液の混ざった腹水の貯

留、各臓器の癒着、腎臓や脾臓の肥大および粟粒結節の形成等の症状が見られ、病巣

から分離された菌は1％小川培地もしくはMiddlebrook 7H10B平板培地上に黄白色で

不定形のコロニーを形成する。本門は、M． marinu〃1と近縁の種と考えられているが、

37℃で発育しないことや、ピクリン酸耐性、亜硝酸ナトリウム耐性、メチルバイオレ

ット耐性など多くの性状で違いが見受けられ、既存の菌とは異なる新種の

Mycobacterium属細菌として分類された（6）。しかしながら、現在までに種小名の検討

はなされておらず、Mycobacteriam sp．として扱われている（7）。また、1993年には原

因菌がブリミコバクテリウム症の同一の種であると考えられる疾病が東京都内の養

殖シマアジにおいても発生している（8）。

 病原性Mycobacteriumは宿主の細胞内に寄生することが解明されている。体内に侵

入した病原微生物は、最初に宿主の自然免疫機構に認識され、マクロファージを中心

とした貧食細胞により非特異的にファゴソーム内に取り込まれる。Mycobacteriaの取
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り込みには、マクロファージ細胞表面に存在する補体レセプター（CRs）、マンノー

スレセプター、免疫グロブリン定常領域（Fc）レセプターおよびスカベンジャーレセ

プターなどが関与する（9）。特にCR3は、 in vitroで抗CR3抗体等によって阻害される

とマクロファージのMycobacteria取り込みが抑制されることから、重要であるとされ

ている（10）。病原微生物が宿主細胞のレセプター分子に結合すると、細胞膜は陥没し

始め、病原微生物を含んだ小胞であるファゴソームが形成されて、貧食が起こる。貧

食された生体外異物が非病原性細菌であれば、ファゴソーム形成時に産生される活性

酸素、過酸化水素およびヒドロキシラジカル等により殺菌される。しかし、

Mycobacteriaはスーパーオキシドジスムタ一画やカタラーゼ等のスカベンジャー活性

により活性酸素を無毒化することができ、殺菌を回避する（11）。

 細胞内に取り込まれた後、生体外異物を含んだファゴソームはリソソームと融合

（ファゴソームの成熟）して、これら「積荷」を分解し完全に排除するが、 Mycobacteria

は、このステップを阻害することで生存に適した環境を作り上げる。宿主側の生体分

子であるcolonin 1（12）・（13）やphosphatidylinositol 3－phosphate（PI3P）（14）は、 Mycobacteria

感染によってその挙動が変化し、結果としてファゴソームの成熟阻害に関与する。一

方で、細菌側の阻害因子も明らかにされてきている。Mycobacteriaの細胞壁成分であ

るglycosylated phosphatidylinositol lipoarabinomannan（ManLAM）はPI3Pのアナログで

あり、PI3P依存的なファゴソーム成熟の経路を阻害する。また、 protein kinase Gは、

細菌細胞外に分泌され、さらにはファゴソーム外に分泌されることでファゴソームと

リソソームの会合を阻害する（15）。これらの結果、貧食細胞はその内部でMycobacteria

を殺菌、分解することができず、最終的には細菌の分散を押さえ込むために肉芽腫や

結節を形成する。

 このようにMycobacteriaは細胞内に寄生できることから、抗生物質等を用いた化学

療法は効果が限定される。試験管内においては、リファンピシリン、ストレプトマイ

シンおよびエリスロマイシンに対する本部の最小発育濃度および最小殺菌濃度は低

く、これらの薬剤は有効であることが示された（16）。しかし、Mycobacterium sp罹病ブ

リに対して比較的有効と考えられるリファンピシリンを投与しても菌が体内に残存

してしまう（17）。そのため、薬剤投与による治療には経費が非常にかかり、現状では保

菌魚や病魚の搬入防止、病魚の早期発見および焼却処理の徹底、漁具の消毒などの予

防策をとるほかに対処法はない（18）。また、薬剤の多用によって多剤耐性菌の出現も懸

念されることから、ワクチンの開発が強く求められている。
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第2節 Mycobacteria感染時における哺乳動物宿主の免疫応答

 第1節で示したとおり、Mycobacteriaは自然免疫応答による非特異的な貧血では殺

菌および消化されないが、こうした細胞内寄生体に対して宿主は特異的な細胞性免疫

を穫得し、感染に対処する。

 体内に侵入してきたM励εrcμ10傭はマクロファージや樹状細胞に貧食される一方

面、それらの細胞表面に存在するTollaike receptor（TLR）2により認識される。 TLR2

によるシグナルはMyd88、 IRAK、 TRAF、 IKKなどの細胞内シグナル伝達を介して

NF一κ・B転写因子の活性化を誘導し（19）、炎症性サイトカインが産生され菌進入部位に

炎症が起こる。一方で、同様のシグナル伝達において抗炎症作用のあるサイトカイン

IL－1・Oも誘導され、過剰な炎症作用に対してフィードバック効果を示す（20）。さらに、

TLRシグナルの下流に存在するMyd88のノックアウトマウスはTh1系の免疫応答を

誘導できるものの、M． tuberculosis感染での致死性が高まることが報告された（21）。こ

のことからTLR依存的な自然免疫応答はM励εrcμ103’∫感染に対して非常に重要であ

り、この後に起こる獲得免疫への移行に大きな役割を果たしていることが示唆されて

いる。

 これらTLR依存的な免疫応答の後には、 M励εrc配Zo5∫∫を取り込んだ抗原提示細胞

による抗原提示がおこる。最近の研究結果からは、流入領域リンパ節への抗原運搬が

M．tuberculosisの抗原を取り込んだ樹』状細胞（DCs）のみで行われ、それによりTh1

系の免疫応答が引き起こされることが明らかにされた（22）。この時M励8rcμ10傭を取

り込んだDCsはTh！細胞に対して抗原提示を行い、 Th！細胞は感染部位へ移動して

インターフェロン（IFN）一γやインターロイキン（IL）一2等のサイトカインを産生し、

細胞傷害性T細胞（CTL）の分化、活性化やマクロファージの活性化が起こる。活性

化されたマクロファージおよび特異的CTLはTh1細胞、 DCsおよびB細胞とともに

M．tuberculosisに細胞内寄生された貧食細胞を取り囲むようにして集合し、繊維芽細

胞が周囲を覆うことで肉芽腫が形成される。しかしながら、この免疫病理学的な応答

がM励ercμ10誘感染の特徴となり菌の生体内転移や拡散を防ぐ一方で、炎症の局在

化やそれによる肺細胞への攻撃が起こってしまい（22）、宿主にとっては致命的な病状

となってしまう。

 一方で、IFN一γは、マクロファージを活性化しファゴソームにおける酸化能の上昇

や、阻害されていたファゴソームーリソソーム融合を促進することでM．tuberculosis



の細胞内残存に対して抵抗力を付与する（23）・（24）。しかしながら、近年の研究成果に

よるとIFN一γを中心とした免疫的な圧力を加えることで、 M． tuberculosisは潜伏期遺

伝子を発現するようになることが明らかにされた。トランスポゾン変異を用いた方法

により、IFN一γ産生による圧力がかかった際に、3っの遺伝子がM． tuberculosisの生

体内における発育に重要であることがわかった（25）。さらに、重症免疫不全マウスに

おいては発現されないが、免疫的に正常なマウス感染下では発現が見られる遺伝子が

M励eroμZO3’3において発見されている（26）。これらの遺伝子はM励8rc配108∫5の細胞

内潜伏に必要となり、宿主の免疫力低下とともに再活性化するための鍵となる。

 的確な免疫応答が結果的に潜伏感染を引き起こしてしまうが、M． tuberculosisの再

活性化を防ぐには、肉芽腫内の免疫的な環境を維持することが重要となり、主要壊死

因子（TNF）一αの関連が近年明らかにされてきている。現在、100万人以上のリウマ

チ性関節炎患者がTNF中和治療を受けているが、この時に合併症として頻繁に引き

起こされる病状が日和見感染とM励8rcμ103∫∫の再活性化による肺結核である。また、

抗TNF抗体もしくは可溶化TNF受容体の接種により潜伏感染を再活性化させる（27）。

このことからも予想されるとおり、ヒトで通常に働いている免疫機構では、M．

tuberculosisの抑制はできるものの根絶は不可能であり、 TNFは菌の封じ込めに重要

であることが示唆される（27）。また、CD4＋T細胞、 nitric oxide synthase 2（NOS2）等

も潜伏感染時におけるM励ε7Cμ10廊の制御に関わっている（28）。

 以上のように、Mycobacteria感染後の化学療法では、菌の増殖、転移を抑制するが

潜伏感染および菌の再活性化のリスクを負うことになる。そこで、感染暦を持つ以前

に、ワクチンによってMycobacteriaに対する特異的免疫を獲得することが重要である・
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第3節Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin

 M，tuberculosis感染症である肺結核は、もっとも早くワクチンが開発された感染症

でもある（29）。1g世紀の終わりころ、 Lobert Kochにより肺結核の原因菌がM．

tuberculosisであることが明らかにされた。また、 Ko chは滅菌したM． tuberculosis培

養濾液をワクチンとして使用することを試み、ワクチンとしての効果は見出せなかっ

たものの、炎症反応を誘導することを発見した。Kochの現象として知られるこの反

応は後に、炎症性サイトカインの過剰分泌が原因であることがわかり、特にTNF一α

が関与していることが明らかにされた（30）。

 そのようななか、パスツール研究所のAlbert CalmetteとCamille Gu6rinによって肺

結核に対するワクチンMycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin（BCG）が開発

された（29）。彼らはM．tuberculosisの近縁種であるウシ型結核菌M． bovisを試験管上の

培地において13年間、230代に渡り継代し、動物実験による菌の弱毒化を観察して

ワクチンとしての利用を試みた。1921年にはこのワクチンを乳児に接種して、死亡

率を90％も減少させる大成功を収めた。その後何十年もの間、安全性が高いことと安

価なことから、世界中でもっとも用いられるワクチンとなった。先進国ではBCGワ

クチンの効果は絶大であり、ヨーロッパや日本では肺結核の流行は終焉を迎えた（31）。

しかしながら、発展途上国における肺結核の大流行に対してはまったく効果を示さな

い場合もあり、ワクチンの効果については不明な点も多く残っていた。

 近年ではBCGワクチン接種に関するメタアナリシスが行われており（32）、未だ完全

ではないものの、この疑問も明らかにされてきている。第一に、BCGワクチンの効

果は短命であり、長くても接種後10～20年程度でその効果は失われてしまうこと（33）・

（34）・（35）、第二に、すでにM．tuberculosisに対する免疫を持っている集団に対してはま

ったく効果を示さないことが挙げられる（36）・（37）。これらのことから、M． tuberculosis

に対して感染暦を持たない幼児期にBCGワクチン接種を行い、再度ブースター効果

を得るためのBCGワクチン接種を行う方法が考案され、さらには、より長期に渡り

効果を持続できる新規ワクチンを開発することが今後の研究課題となっている（38）。現

在では、ワクチニアウイルスAnkara－cxpressing Ag85AをBCG接種後にブースターと

して用いる方法（39）・（40）についてPhase Hの臨床試験が行われている。また、72・f・fUsion

protein（41）、 ESArL6－85B fUsion（42）のサブユニットワクチンおよびAg85Bを過剰に産生

する組換え菌株rBCG30（43）についてphase Iの臨床試験が行われている。



 インフルエンザウイルスや破傷風に対して用いられる不活化ワクチンと異なり、

BCGワクチンのような弱毒化生ワクチンは弱毒化された菌体が宿主に対して弱い感

染を引き起こすことにより、液性免疫のみならず細胞性免疫をも同時に誘導できる。

M．tuberculosis感染に対してM． bovisの弱毒化菌株BCGがワクチンとして有効である

ことから、その交差的な抗原の存在が示唆されるが、近年ではMycobacteriaのもつ細

胞壁由来の脂質に対しても特異的な免疫応答が起こることが明らかにされた（44）。一般

的に、病原体に対する特異的な獲得免疫は、Major histocompatibility complex（MHC）

にコードされた抗原提示分子により提示されるペプチド抗原に依存する。しかしなが

ら、ヒトグループ1CD1分子（CDla、 CDlb、 CDlc）は非タンパク質抗原である脂

質を結合し、T細胞に提示することで特異的な免疫応答を誘導する新しいタイプの抗

原提示分子である（45）・（46）・（47）。また、CD 1分子により提示されたミコール酸を特異的

に認識して活性化するT細胞の存在が明らかにされ（48）、さらにはリポアラビノマン

ナンの提示により活性化するCD1拘束性T細胞の存在も確認された（49）。 BCGワクチ

ン接種を乳児期に受けた成人の血液をBCG感染樹状細胞により再刺激すると、特異

的なCD4陽性T細胞およびCD8陽性T細胞が誘導される（50）。この際、 CD4陽性T

細胞のBCG感染樹状細胞に対する反応はBCG由来タンパク質を標的としたものであ

り、一方CD8陽性T細胞のBCG感染樹状細胞に対する反応はBCG由来脂質を標的

としたものであった（44）・（50）。これらのことから、BCG接種によって誘導される結核免

疫は、タンパク質抗原に対するMHCクラスII拘束性のCD4陽性T細胞の応答と脂

質由来の抗原に対するCD1拘束性のCD8陽性T細胞の応答による相乗的な効果であ

ることが考えられる（50）。
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第4節 ツベルクリン反応

 ツベルクリンは1890年にRobert KochによりM励εア。μ105’3の培養液を滅菌し濾過

することで創製された。始めはワクチンとしての効果を狙ったものであったが、現在

では結核菌感染の有無を検査する方法として広く用いられている。

 Kochにより創製されたツベルクリンは、旧ツベルクリン（old tuberculin， OT）と呼

ばれ、結核菌を6～8週間培養した無タンパク合成液体培地を加熱滅菌した後に、濾

過し菌体を取り除いて、濃縮したものを適宜に希釈（通常2000倍）してから用いら

れていた（日本ビーシージーサプライホームページ、
http：／／www． bcgs．ne亡／contellts／faq／faqO2．html）。しかし、このようにして調製したOTは

培地成分、菌の代謝産物、菌の自己融解成分などの雑多な成分を含有しており、引き

続き抗原活性物質のみを純化抽出する努力が行われたが、活性を有するタンパク

（purified protein derivative， PPD）が精製され、これがその後、製法の改良を受けて広

くツベルクリン検査に用いられるようになった（51）・（52）。

 ツベルクリン検査は、PPDを左右前腕屈側皮内に接種し、48時間後に接種部位の

発赤、二重発赤、硬結、水盛および壊死について観察し、判定する。日本では、1995

年に検査基準が改定され、反応部位の直径が0－9mmならば陰性、10mm以上で陽性

（弱陽性：発赤のみ、中等度陽性：発赤に硬結を伴う、強陽性：硬結に二重発赤、水

萢、壊死を伴う）と区分される（53）。ツベルクリン反応を調べる目的は、わが国の場合、

1）結核感染を診断して，既感染者には予防投薬や精密検査を，未感染者にはBCG接

種を行う、2）BCG接種の技術評価を行う、3）結核と他疾患との鑑別診断、4）癌患者な

どの免疫機能の評価が主なものである（54）。

 ツベルクリン反応は、IV型アレルギー（遅延型アレルギー）を応用した検査法であ

る。これは、細胞性免疫の過剰反応であり、細胞傷害性T細胞および活性化マクロフ

ァージによる細胞障害の結果、発赤、硬結などの炎症が起こる。結核免疫保持者の皮

内にツベルクリン（PPD）を接種すると、血管内を循環している結核感作リンパ球

（CD4陽性T細胞、 CD8陽性T細胞）が抗原タンパク質を認識する。すると、リン

パ球からサイトカインが分泌されて、活性化マクロファージを誘導するとともに、炎

症反応が生じる（55）。Treeらは、 Guinea Pigの免疫関連遺伝子をスポットしたオリゴヌ

クレオチドマイクロアレイを用いて、ツベルクリン反応時における遺伝子発現の網羅

的な解析を行った（56）。その結果、Th！系サイトカインであるIFN一γ、インターロイ
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キン（IL）一2等の発現上昇に加えて、炎症性サイトカインの発現上昇をも確認され、

炎症性サイトカインの定量によるツベルクリン反応の評価も可能であることが示唆

されている（56）。
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第5節 DNAワクチンのMycobacteriosisおよび魚類への応用

 DNAワクチンは、宿主生物内で認識されるプロモーター配列の下流に抗原遺伝子

を組み込んだプラスミドDNAである。宿主体内に組換えプラスミドを投与すること

で抗原タンパク質が産生されてワクチン作用を有するようになるが、このDNAワク

チンが開発される以前からウイルスの染色体DNAを宿主細胞内に導入すると、ウイ

ルス性タンパク質が産生され、それに対する抗体が宿主内で作られることが明らかと

なっていた。1980年代にはヒトの遺伝子治療において、導入したDNAからタンパク

質が産生され、それが抗原として認識されることが明らかとなった（57）。さらに90

年代には遺伝子治療において、接種DNAに対して抗体が作られることを利用したワ

クチンの開発を試みるようになった（58）・（59）。今日では、げっ歯類や霊長類を用いて研

究が進んでおり、インフルエンザウイルス（60）、エイズウイルス（61）、ヘルペスウイル

ス（62）、およびマラリア原虫（63）に対するDNAワクチンの臨床試験が行われている。

 DNAワクチンは、遺伝子銃や注射を用いて宿主の筋肉へ接種され（64）、筋肉細胞内

において効率的に抗原タンパク質を産生できる（65）。このような方法によって宿主筋肉

細胞内に導入されたDNAワクチンは核内に移行して転写、翻訳され抗原タンパク質

が産生される。その後、産生されたタンパク質は小胞体内に取り込まれペプチドに分

解されてからMHC class 1によって抗原提示されるか、細胞外へ分泌される（66）。筋肉

細胞表面にMHC class Iによって抗原提示されたペプチドは、 CD8陽性T細胞によっ

て認識され（66）、抗原特異的な細胞傷害性丁細胞の誘導が起こる（66）。一方で、分泌さ

れた抗原タンパク質は、抗原提示細胞（マクロファージ、樹状細胞など）に貧食され、

MHC class H分子と結合してCD4陽’i生T細胞に対して抗原提示される（67）。また、その

抗原に特異的なB細胞に取り込まれることでもMHC class丑による抗原提示が起こり、

CD4陽性T細胞により抗原が認識される。抗原提示を受けたことでCD4陽性T細胞

が、Th1系に傾けばIL－2、 IFN一γ等のサイトカインが産生され、細胞傷害性T細胞お

よびマクロファージの分化、活性化を誘導する。逆に、Th2系に傾けばIL－4、 IL－13

等のサイトカインが産生されB細胞の増殖や形質細胞への分化が促進され、抗体の

産生が促進される。筋肉細胞内に取り込まれたDNAワクチンは、 CD8陽性T細胞の

誘導を優先的に行い、細胞傷害性T細胞の強い誘導が特徴となる（68）。一方で直接プ

ラスミドDNAを樹状細胞に導入すると、 CD4陽【生およびCD8陽性の両T継胞に対

して抗原をクロスプレゼンテーションすることができる（68）。
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 近年、DNAワクチンが注目されるようになったのは、この新たなタイプのワクチ

ンが細胞性免疫を誘導できる安全かつ安価なワクチンであることに他ならない。弱毒

化ワクチンとしては、前述のBCGワクチンのほか、麻疹、流行性耳下腺炎および風

疹の三種混合ワクチン（日本未承認）がある。これらのワクチンは細胞性免疫を誘導

することができるものの、副作用や毒性の復帰など潜在的な危険性が否定できない。

一方で、インフルエンザ、狂犬病、コレラなどで用いられている不活化ワクチンや、

組換えタンパク質ワクチン（サブユニットワクチン）は細胞性免疫を付与できないた

め、細胞内寄生対に対しては効果が限定されてしまう（69）。細胞内寄生体である結核菌

M．tuberculosisに対しては、 BCGワクチンが唯一の予防法として用いられているが、

このような特徴からDNAワクチンの実用化に向けた研究が進められている。抗原遺

伝子としては、HSP60（70）、 ESArL6（71）、 MBP83（72）、 Antigen85複合体遺伝子（73）などが用

いられており、その有効性が証明された。現在人に対するDNAワクチン開発におけ

る研究では、プラスミドDNAの細胞内への導入効率、抗原タンパク質の細胞内生産

効率の改善、抗原の組み合わせ、DNAワクチンと組換えタンパク質の組み合わせ、

BCGとDNAワクチンの組み合わせ、 DNAワクチンをウイルスベクターに組み込む

方法などによる効果の上昇が試みられている（68）。

 魚類感染症対策においてもDNAワクチンの研究は多くなされてきた。魚類のウイ

ルス病であるコイの春ウイルス病（74）、IHNV症（75）、 VHSV症（76）、ヒラメラブドウイル

ス症（77）、伝染性サケ貧血症（78）およびマダイイリドウイルス症（79）に対する有効性が報

告されている。さらに、2005年にはM．〃zarinu〃z由来のAg85A遺伝子を抗原として

用いたDNAワクチンが、 hybrid striped bass（Morone・saxatilis×M． chrysoρs）の人為的

M．marinum感染に対して有効であることが報告された（80）。

 日本国では未だDNAワクチンの認可はされていないが、2005年にはカナダ食品検

査庁がIHNV症に対するDNAワクチンを認可した（81）。今後DNAワクチンの安全性

が確保できれば、我が国においても広く用いられるようになるものと思われる。

10



第6節 Mycobacterium属細菌の主要抗原Antigen 85複合体遺伝子

 Antigen 85複合体タンパク質は、M励ercμ！03∫3およびM． bovisの主要分泌産物とし

て見出され、Ag85A（82）、 Ag85B（83）およびAg85C（84）の3タイプからなる。M：tuberculosis

H37Rvの培養上清の精製およびそのその詳細な解析により、分泌タンパク質中で41％

を占めるα抗原の存在が明らかとなった（85）。これらはAg85複合体であり（86）、分子

量はそれぞれ31kDa、30kDaおよび3！5kDaであり、SDS？AGEおよびWestem－blotting

解析ではAg85CとAg85Aのバンドがほぼ同様の位置に得られ分離がうまくなされな

かったために、他の2つの抗原タンパク質よりもAg85Cの発見は遅れた（87）。

 Antigen85複合体は、 Mycobacteriaの細胞溶解液中にはそれほど多く存在せず、細

胞表面に結合していることが明らかとなっていた。これらのタンパク質は、ヒトのフ

ィブロネクチン（FN）に対して強い結合性を持っており（88）、病原因子として注目さ

れたが、近年ではこの性質が補体レセプター依存的なマクロファージの素食に関わる

ことが示された（89）。Antigen 85複合体遺伝子は、 MycobacteriaゲノムDNA上でクラ

スターを構成せずにそれぞれが離れた位置に存在しており（84）・（90）、carboxylesterase活

性をもつmyclyltTansefeTaseとして、mycobacteエiaの細胞壁生合成の最終段階において、

細胞壁構築に関わることが明らかにされた（91）。

 現在では多くの切COわαC’εr伽Z属細菌から本遺伝子がクローン化されており（92）・（93）、

本研究室においてもブリ由来の魚病細菌Mycobαcterium sp． gg12株より、 Ag85A、

Ag85BおよびAg85C遺伝子がクローニングされており（94）、 Ag85A遺伝子においては

前述のM．〃marinum Ag85A遺伝子と88％のアミノ酸配列相同性がある・M．〃larinumの

事例（80）と合わせて、魚類抗酸菌症における本遺伝子群の応用が期待される。
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第7節 本研究の目的

 以上のような背景の下、前述のように、ブリミコバクテリウム感染症に対しての

DNAワクチン開発のため、本研究室ではブリ由来のMycobacterium sp、よりAg85A、

Ag85BおよびAg85C遺伝子がクローニングされている（94）。また、ヒラメの感染症に

対するDNAワクチンにおいては、種々のサイトカイン（IL－1 B、1：L－8およびCCケ

モカイン1）発現ベクターを同時に投与することでアジュバント効果が得られること

も証明された（95）。これらのことから本修士論文研究では、ブリ由来ψooわαc‘8r’配〃～sp．

9912株および012971株由来のAg85複合体遺伝子を抗原としたDNAワクチンの効

果およびブリIL－6遺伝子発現ベクターのアジュバント効果を、感染実験によって評

価することを第一の目的とした。

 一方で、感染実験のみでのワクチン有効性の評価には充実した飼育設備が必要とな

ることや、特に当研究室においてはブリおよびカンパチの継続した飼育が困難であっ

たことから、より簡便にワクチンの評価を行える実験系の開発が求められた。そこで、

Ag85複合体遺伝子を用いたDNAワクチン、 M．・boyis BCG弱毒生ワクチンおよび

Mycobacteriu〃1 sp．012971株ホルマリン不活化菌体をワクチン候補として用い、遺伝

子情報がより蓄積されているヒラメをモデルとして、それらワクチン候補接雨後の免

疫応答およびワクチン候補接種後4週間経過時における抗原液（My cobacterium sp．

0！297／株由来purified protein deエivative）刺激後の免疫応答を遺伝子レベルで解析する

ことで、ワクチン有効性の評価法を確立することを第二の目的とした。
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第二章 実験方法

第1節 Ag85複合体遺伝子をコードするDNAワクチンのブリ属ミコバ

クテリウム症に対する効果

1．供試菌株および培養方法

 2001年10月に大分県水産試験場にて罹患ブリの腎臓から分離された

Mycobacterium sp．0！2971株を本実験に用いた。培養は1％小川培地（ニッスイ、東京）

を用いて25℃で行い、継代は4週間ごとに行った。

2．供試魚および飼育方法

2－1．カンパチ

 本実験に用いたカンパチ（Seriola dumerili）稚魚は近畿大学より入手し、独立行政

法人水産総合研究センター中央水産研究所横須賀庁舎で天然海水により実験に用い

るまで飼育した。外部寄生虫の駆除を目的として、魚の導入時に淡水浴を行い、さら

に最初の3日間は水産用ベネサール（協和発酵、東京）を添付の説明書どおりに、飼

料と混合して与えた。

2－2．ブリ

 ブリ（Seriola quinqueradiata）稚魚は京都動物検査センターにおいて飼育、保持さ

れていたものを用いた。

3．Mycobacterium sp．012971株（大分県、ブリ）Ag85複合体遺伝子をコー

ドしたDNAワクチンおよびブリインターロイキンー6発現プラスミドの

作製

3 一1 ． Mycobacteriu〃1．sp．012971株からの染色体DNAの抽出

 Mycobacterium sp．012971株からAusubclら（1987）の方法に従い、染色体DNAの

抽出を行った。1％小川培地上に生育したMycobacterium sp．0！2971株のコロニーを白

金耳でかきとり、TE buffer（10mM Tris－HCI［pH8．0］、1mM EDTA）中に加え、ガラ

スホモジナイザーを用いて均等に分散させた。12，000エpmで2分間、室温で遠心分離
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して集菌した後、上清を除去し、ニワトリ卵白リゾチーム（10mg／ml）を10pa 1、0．1M

Tris－HCI［pH8．0］を10μ1・50mM EDTAを10μ1および滅菌蒸留水を70μ1加え、菌ペレ

ットを十分懸濁して37℃で3時間インキュベートした。そこへ、TE bufferを482μ豆、

20％SDSを15μ1およびproteinase K（20mg／ml）を3μ1加え、60℃で一晩インキュベ

ートした。次に、5M NaC1を100pal加え十分に混合し、 CTAB／NaCl溶液（10％

Cetyltrimetylammonium bromide，0．7M NaCl）を80μ1加えてピペツテイングでよく撹1牟

した後、65℃で！0分間インキュベートした。その後、chloroform：isoamylalchol（24：1）

を等量加え、激しく撹卜してから13，500rpmで10分間、室温で遠心分離した。上清

を新しいマイクロチューブに回収し、0．6倍容の2propanolを加え静かに撹灯してか

ら、13，500rpmで15分間、4℃で遠心分離し、上清を除去した。得られたDNAペレ

ットに75％エタノール500pa 1を加えて洗浄した後、再度13，500rpmで5分間、4℃で

遠心分離し、得られたペレットを50pa1のTE・bufferに溶解し、一20℃で保存した。

 溶液中のDNA濃度は吸光光度計Gene Quant（Amersham・Pharmacia， USA）を用いて

定量した。

3－2．ブリインターロイキン（IL）6遺伝子ORFを含むESTクローンからのプラスミ

ド抽出

 プラスミド抽出は、アルカリーSDS法で行った。 LB／Amp液体培地（1％Tripton、0．5％

Yeast extract、0．5％NaCl、1％Ampicillin）2mlにブリESTクローンYE3＿BO3を植菌し、

37℃で一晩振盗培養した。培養液を1mlずつデカンテーションでユ．5mlチューブに移

し、5，000rpm、室温で5分間遠心分離した。これを2回繰り返し、得られた菌ペレッ

トにSolution 1（50mM glucose、25mM Tris－HCI［pH8．0］、10mM EDTA［pH8．0］）を

100pa1加え、ボルテックスを用いて完全に懸濁した。そこへ、 solutio丑H－a（2％sDs）

およびSolutionEめ（0．2N NaOH）をそれぞれ1 OO）e‘ 1ずつ加え、ゆっくりと混合した

後、氷上に5分間静置した。続いて、SolutionIH（3M CH3COOK、2M CH3COOH）を

！50pa 1加え、ゆっくりと混合し氷上に10分間静置してから、13，500rpm、4℃で15分

間遠心分離して上清を400pa 1回収した。次に、400pa1の
Phenol：Chlorohorm：lsoamylalchol＝25：24：1を加え、激しく混合した後13，500エpm、4℃で

10分間遠心分離して上清を回収し、新しい1．5mlチューブに移してエタノール沈殿を

行った後、得られたペレットを75％エタノールで洗浄し、乾燥させた。蒸留水を50μ1

加えてDNAを溶解させてから、 RNase（終濃度10pa9／ml）を2μ1加え、37℃で1時間
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インキュベートした。その後、2．5M NaClを含んだ20％pEG 6，000を35μ1加え、氷上

に1時間静置してから、13，500rpm、4℃で遠心分離し、得られたペレットに30μ1の

TE・bufferを加え完全に溶解した。なお、得られたフ．ラスミド溶液は一20℃で保存した。

3－3． Ag85複合体遺伝子およびブリIL－6遺伝子を増幅するためのプライマー設計

 本研究室では、既にMycobacterium sp，99！2株からAg85複合体遺伝子がクローニ

ングされており（94）、その配列をもとに各遺伝子のPCR増幅用プライマーを作製した。

また、ブリ1レ6遺伝子についても当研究室でクローニングされていることから、そ

の遺伝子配列をもとにプライマーの作製を行った。各プライマーの5一末端にはGGG

の3塩基、および制限酵素認識配列を付加した（Table 1）。

3－4．PCRおよびアガロースゲル電気泳動

 Ag85A、 BおよびC遺伝子を増幅するため、 Mycobacteriu〃1 sp．012971株より抽出

した染色体DNAを鋳型として用い、 PCR反応を行った。また、ブリIL－6遺伝子の増

幅については2－3で抽出したプラスミドを鋳型として用いた。反応溶液には、GS－rTaq

DNA polymeraseを05μ1、10×PCR buffer（0．1M Tris－HCI［pH8．3］、0．5M KCI、15mM

MgC12）を5μ1、2mM dNTP mix（Fermentas、 Lithuania）を5μ1、および！0μMに調製

した各プライマーを1μ1ずつPCRチューブに入れ、鋳…型DNAを1μ9となるように加

えた後、蒸留水で50μ1までメスアップした。なお、各プライマーの組み合せばTable

2に示した。調製した反応液をMy cyclerTM（BIO－RAD、 USA）にセットしPCRを行

った。なお、pCR反応条件はTable 2に示した。 pCR産物は1％アガロースゲルを用

い、100Vで30分間TAE buffer中で電気泳動して、ethidiu皿bromideで染色されたDNA

をDensitograph（ArTO、東京）を用いて可視化した。また、目的サイズのPCR増幅

断片のバンドを切り出し、EASYTRAPTM Vbr．2（タカラバイオ、滋賀）キットを用い

て、添付されているプロトコルに従い、DNAを回収した。

3－5．PCR産物の制限酵素消化

 精製したPCR増幅断片をその両端に存在する制限酵素認識配列を認識する制限酵

素で消化した。回収および精製したPCR産物を全量用いて、各プライマーの組み合

わせによる制限酵素（Ba〃IHI、 EcoRI、 Hind皿およびXbal、 TOYOBO、大阪）を5μ1

および添付の10×bufferを10pa 1加え、蒸留水で100μ1までメスアップしてから、37℃
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のインキュベーターで一晩放置した。なお、制限酵素の組み合わせば、Table 1に示

した。その後、phenol：Chlorohorm：lsoamylalchol＝25：24：1を等量加え激しく振り混ぜた

後、12，500rpmで10分間遠心分離し、上清を回収して、エタノール沈殿によりDNA

を精製した。

3－6．抗原遺伝子の哺乳類発現ベクターの制限酵素消化

 Mycobαcterium sp．01297！株のAg85複合体遺伝子およびブリIL－6遺伝子を魚体内

で発現させるために、ヒトサイトメガロウイルス由来のプロモーターをもつ哺乳類発

現ベクターpcDNA3．1（＋）（lnvitrogen、 USA）、pcDNA3．1（＋）伽yc－His A（lnvitrogen、 USA）、

pCI－ileo Mammaliafl Expression Vector（Promega、 USA）を用いた。それぞれの遺伝子

断片を消化した制限酵素および10×bufferを用い、1μgのベクターDNAを100μ1の反

応系で37℃、一晩インキュベートして、完全に消化した。その後、精製したベクタ

ーDNAにAlkaline phosphatase calf intestinal（Promega、 USA）を2μ1および10×Alkaline

phosphatase buffer（キットに付属）を5μ1加え、蒸留水で50pa 1にメスアップし37℃で

1時間インキュベートした。これを再度精製し、次のライゲーション反応に用いた。

3－7．ライゲーション反応

 3－5で制限酵素消化したPCR増幅断片を100ng、3－6で調製したベクターDNAを25ng

用いてライゲーション反応を行った。インサートDNAとベクターDNAを1．5mlチュ

ーブにとり、Ligation－high（TOYOBO、大阪）をその等量加え、よく混和させてから

4℃で一晩インキュベートした。その後、pheno1：Chlorohorm：Isoamylalchol＝25＝24：1抽

出およびエタノール沈殿でDNAを精製し、！0pa 1の蒸留水に溶解させた。

3－8．コンピテント細胞の作製

 コンピテント細胞の調製は、Hanahanらの方法（1991）に従って行った。大腸菌JM109

株（タカラバイオ、滋賀）をLB寒天培地（1％tripton、0．5％yeast extract、0．5％NaCl、

1．5％Agar）に植直して37℃で一晩培養し、コロニーを単離した・続いて・5mlの2×YT

液体培地（1．6％tripton、1％yeast extract、0．5％NaCDに植菌して、37℃で一晩インキ

ュベートした。2×YT培地が200ml入った500mlの坂ロフラスコに前培養した菌液を

全量加え、180rpm、37℃で2時間振盟培養した。2時間後から10分おきに、紫外可

視分光解析システム（DU640、 Beckman、 USA）を用いて595nmの波長における吸光
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度をモニターした。吸光度が0．550～0．600に達するまで培養し、その後氷水中へ移し

て菌の増殖を停止させた。なお、以後の操作はすべて氷上で行った。菌液をあらかじ

め冷やしておいた500mlの遠心チューブに移し4，800rpm、4℃で12分間遠心分離し

上清を除去した。続いて、滅菌した10％グリセロールを10ml加え、ペレットをピペ

ッティングで静かに懸濁して、4，800rpm、4℃で12分間遠心した。この操作をもう一

度繰り返し、最終的に滅菌10％グリセロール10mlに懸濁した菌液を得た。これを、

あらかじめ氷上で冷却しておいた15mlチューブに50μ1ずつ分注し、液体窒素中で

凍結させた後、使用するまで一80℃で保存した。

3－9．コンピテント細胞へのトランスフォーメーション

 エレクトロポレーション法を用いて宿主大腸菌へ組換えプラスミドの形質転換を

行った。一80℃で保存していたコンピテント細胞を氷上で融解し、そこへ3－7で作製

した組換えプラスミド溶液を5μ1加えた。そのうち50μ1を氷上で冷やしておいた2

mmギャップのキュベットに移し、200Ω、25μF、2．5kVの条件で電気パルスをかけ

エレクトロポレーションした。その後直ちに、37℃に温めておいたSOC培地（2％

tripton， O．590 yeast extract． 10mM NaCl． 25mM KCI． 20rnM glucose， O．IM MgC12． 0．IM

MgSO4）1mlをキュベットに加え、ゆっくりとピペッティングで撲1照してから1．5mI

チューブに移し、37℃で30分間インキュベートした。得られた菌液を、LB／Amp平

板培地（！．6％tripton、1％yeast extract、0．5％NaC1、15％agar、 O．01％Ampicillin）に

塗沫し、37℃で一晩培養した。

3－10．目的インサートDNAを含む大腸菌のスクリーニング

 39で得られたコロニーを1クローンずつ爪楊枝でつつき、新しいLB／Amp平板培

地に植え替えてから、PCRチューブの底に塗り付けた。そこへ、 GS－rTaq DNA

polymeraseを0．3μ1、10×PCR bufferを！．5μ1、2mM dNTP mixを1．5μ1、および10μMに

調製した各プライマーを0．3μ1ずつPCRチューブに入れ、蒸留水で15μ1までメスア

ッフ．した。なお、プライマーの組み合せばTab正e 3に、 PCR反応条件はTable 4に示し

た。PCR反応後、得られたpCR増幅産物を1％アガロースゲルで！00V、30分間電気

泳動し、ethidium bromide染色された目的遺伝子の増幅をDensitographで可視化し、

確認した。また、陽性クローンをLB／Amp液体培地に植即して、37℃で一晩培養した

後、前述の方法でプラスミドを抽出した。
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3－11シークエンス反応

 各発現プラスミドのインサート配列を確認するため、BigDye Terminator v3．1 Cycle

Sequencing Kit（Applied bio systems、 USA）を用いてシークエンス解析を行った。2－10

で得られたプラスミドDNA 300ngを鋳型として用い、 BigDye Terminator Ready

Reaction Mixを1μ1、5XBigDye Sequencing Bufferを3．5μ1および3．2pmol加1になるよ

う希釈したフォワードプライマーまたはリバースプライマーを1μ1を加えた後、蒸留

水で20pa 1となるようにメスアップした。 PCR反応はTable 4の条件で行い、プライマ

ーはTable 3に示した。続いて、 PCR産物を15mlチューブに分注し、125mM EDTA

を5μ1、99％エタノールを60μ1加え、室温で15分放置してから、15，000rpm、4℃で

20分間遠心分離した。得られたDNAペレットは75％エタノールで洗浄してから、完

全に乾燥させた。精製後、3130Genetic Analyzer（ApPlied Biosystems、 USA）を用い

てシークエンス解析を行った。

3－12構築した発現プラスミドのin vitroタンパク合成

 構築した発現プラスミドのタンパク質発現能を碓i認するため、TNT Quick coupled

transcription／translation systems（Promega、 USA）を用いて、 in・vitroでのタンパク合成

を行った。0．6mlチューブに05μ9の各プラスミドを分注し、1mM Methionine（キッ

トに添付）を05μ1、TNT T7 Quick Master Mix（キットに添付）を2qμ1、 Transcend

Biotin－LysyltRNA（Pro皿ega、 USA）を2μ1加え、蒸留水で25μ1までメスアップした。

これを、30℃で3時間インキュベートして各タンパク質を合成した。

3－13 SDS－PAGE

 3－12の反応液に等量の2×SDS－PAGE sample buffer（O．IM Tris－HCI［pH6．8］、25％SDS、

20％β 一mercaptoethanol、8％triacylglycer。1）を加え、沸騰水浴中で10分間置き、サン

プルの調製を行った。

 次に、得られたサンプルを15％アクリルアミドゲルで電気泳動した。まず、30％ア

クリルアミド溶液（30％acryl amide、 O．8％bis）を25ml、 lower stock（1．5M Tris－HCI

［pH8．8］、0．4％SDS）を！．25ml、蒸留水を1．25ml、50mlのコーニングチューブにと

ってから、10％APSを50pa1、 TEMEDを5μ1加え、よく寝声した後ゲル板に全量流し

込んだ。続いて、30％アクリルアミド溶液（30％acryl amide、0．8％bis）を450μL upper
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stock（0．5M Tris－HCI［pH6．8］、 O．4％SDS）を750μ1、蒸留水をgOOμ1とり、10％ApS

を15μ1、TEMEDを0．75μ1加えよく撹記した後、固まったrunning gelの上に流し込ん

だ。電気泳動層（AE－6500ラピダス・ミニスラブ電気泳動層、 ArTO、東京）にゲル

板を2枚セットして、running buffer（0．04M・Tris、0．19M glycine、0．1％SDS）を注ぎ

込み、調製しておいたサンフ．ルを15μ1アプライして、PAGEL NPG－520L（ArTO、東

京）を用いて40mAで90分間電気泳動した。その後、一方のゲルをCoomassie・Brilliant

Blueで染色し電気泳動のバンドパターンを確認した。

3－14エレクトロプロッティングによるタンパク質の検出

 3－13で染色しなかったゲルを用いて、エレクトロプロッティングにより各合成タン

パク質を検出した。PVDF膜を99％エタノールに20秒間浸漬してから、転写用バッ

ファー（0．04M Tris、0．19M glycine、0．2％methanol）に浸しておいた5枚のフィルタ

ー（3mm濾紙）の上に置いた。それをプロッティング用の機械に乗せ、その上から

ゲル、さらにフィルターを5枚乗せて転写用バッファーを注いだ。プロッティングは

48mAで90分間行い、その後blocking solution（20mM・Tris－HCI［pH75］、150mM NaC1、

05％Tween 20、3％BSA）中で1時間振湯しながらブロッキングを行った．TBST（20mM

Tris－HCI［pH75］、150mM NaCl、05％Tween 20）で3回洗浄してから、20mlのTBST

にStreptavidin－HRP（キットに添付）を2μ1加え、この溶液中でメンブレンを1時間

振除した。再度TBSTで洗浄してから、3mlのwestern・blue（キットに添付）をメンブ

レンに滴下し、染色を行った。

4．ワクチンの調製および注射法による接種

4－1組換え体プラスミドDNAの大量抽出

 構築した各組換え体プラスミドDNAを含む大腸菌を、2mlのしB／A皿p液体培地に

植菌し、37℃で一晩振盗培養して前培養液とした。これを終濃度O．Ol％となるように

アンピシリンを加えた200mlの2×YT液体培地に植菌して37℃で一晩振盈培養した。

培養液を遠心用ボトルに移し、5，000rpmで10分間、4℃で遠心し、上清を除去した。

得られた菌ペレットにSolution lを5ml加え、ボルテックスおよびピペッティングで

懸濁してから、Solution H－aおよびSolution ll－bを5mlずつ加えて静かに混合し、溶

菌させた。そこへSolution皿を7．5ml加え、静かに混合させてから、氷上で10分間放

置し、9，000rpm、4℃で15分間遠心して、上清を注意深く回収した。続いて、13．5m1
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のイソプロパノールを加えよく混和させた後、一20℃に30分間静置し、7，500rpm、4℃

で15分間遠心して上清を除去した。得られたペレットを75％エタノールで洗浄し、

風乾させた後、TE bufferを3ml加え、溶解し、 RNase（10μg／m1）を加え37℃で1時

間インキュベートした。

  次に、塩化セシウム平衡密度勾配遠心法でプラスミドDNAを分離した。 RNAを

分解した3mlのサンプルに塩化セシウムを3．88g入れ、完全に溶解させてから全量を

NVT65．2虹鱒遠心ボトルに移し、エチヂウムブロマイド（10mg／ml）を！50pa1加えて、

65，000rpm、22℃で18時間動座心した。 UV照射下において、分離されたプラスミド

のバンドを21Gニードルのシリンジで注意深く吸い取り、1．5mlのチューブに分注し

た。等量の飽和イソプロパノールでエチジウムブロマイドを除去してから、透析チュ

ーブに移し、3しのTE・buffer中で6時間透析した。 TE・bufferを交換してさらに一晩透

析し、回収した後、DNA濃度を吸光光度計Gene Quantを用いて定量した。

 一つのプラスミドを1尾あたり25μg用いて、phosphate－buffered Saline（PBS）（8g

NaCl、0．2g KCI、！．449 NaHPO4、0．24g KH2PO4／1L［pH7．4］）で希釈し、 DNAワクチ

ンを調製した。

4－2注射法によるワクチンの接i種と供試魚の飼育

4－2－1．カンパチへのワクチン接種

  2006年8月より、カンパチを供試魚に用いてワクチン接種を行った。本実験に

は、Mycobacteriu〃z sp． gg12株からクローニングされたAg85複合体遺伝子をpCI－neo

Mammalian Expression～Vectorに組み込んだ組換え体プラスミド（pCI－Ag85A・Bおよ

びC）を用いた（94）。また、アジュバントとしてブリIL－6遺伝子をpClmeo Mammalian

Expression Vectorに組み込んだ組換え体プラスミド（pCI－IL－6）を用いた。4一一1で調製

したワクチンを27Gニードルの！mlシリンジに充填し、供試魚の左側背筋に100pa 1

注射して、その後25℃で適時給餌しながら4週間飼育した。なお、ワクチンの組合

せおよび試験区はTable 5のように設定した。

4－2－2．ブリへのワクチン接種

 2006年10月より、ブリを供試魚としてワクチン接種を行った。本実験には、本節

3で構築したDNAワクチン（pcDNA。Ag85A、 BおよびC）およびブリIL－6をコード

した発現プラスミド（pcDNA－IL－6）を用いた。各プラスミドDNAを！尾あたり25μg
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混合し、PBSで希釈してワクチンを調製した。23Gニードルを装着した1mlシリンジ

にこれを充填し、供試魚の左側背筋に100pa 1注射した。接種後は25℃で2日に1度魚

体重の2～3％相当を給餌して飼育した。さらに、ワクチン接種後2週間飼育してから、

ブースター効果を得るため再度ワクチン接種を行い、さらに2週間飼育した。なお、

ワクチン接種はTable 6のような試験区について行った。

5．攻撃試験

5－1．予備攻撃試験

5－1－1．カンパチを用いた予備攻撃試験

 カンパチおよびブリに対するMycobacterium sp、012971株のLD50を簡易的に求め

るために予備攻撃試験を行った。

 1％小川培地上に生育したMycobacteriou〃1 sp．012971株を白金耳でかきとり、

15mg／mlとなるようにPBSを加えて、ガラスホモジナイザーで均一になるよう分散

させた。この菌液を10倍ずつ段階希釈して、15mg／m正～15μg／mlの4段階に調製し、

27Gニードルを装着したlmlシリンジに充填した。この菌液100pa1をそれぞれ5尾ず

つのカンパチに筋肉内投与し、3週間飼育して、その累積死亡率から簡易的にLD50

を予測した。なお、攻撃菌数はMiddlebrook 7 H10B平板培地に段階希釈した菌液を

塗沫して、培養後計算した。弊死した魚は、解剖後脾臓から菌分離を行い感染を確認

した。

5一一1－2．ブリを用いた予備攻撃試験

 5－1・一1と同様にして、菌湿重量6mg／ml～6μg／mlに調製した菌液をブリに筋肉内接種

し、ブリに対しても簡易的にLD50を予測した。

5－2ワクチン接種魚に対する攻撃試験

5一一2－1．カンパチに対する攻撃試験

 予備攻撃試験によって予測された簡易的LD50のMycobacterium sp．012971株を用い

て、攻撃試験を行った。75μg／m1の菌液を100μ1、その後、水温25℃で適時給餌しな

がら3～4週間飼育して、その累積死亡率を算出した。また、整死した魚は解剖して

脾臓から菌分離を行い、感染を確認した。
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5一一2一一2．ブリに対する攻撃試験

 5一一2－1と同様にして、ブリに対しても攻撃試験を行った。300μg／mlおよび150pag／ml

の菌液を100Pt 1ずつ筋肉内投与し、25℃で飽食に給餌しながら3～4週間飼育して、

その累積死亡率を算出した。また、弊死魚は解剖して、その脾臓から菌分離を行い、

感染の確認をした。
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第2節 Mycobacterium sp．に対するワクチン接種後のヒラメにおける自

然免疫応答

1．供試菌株および培養方法

1－1 ． Mycobacterium sp．

 第1節1と同様の菌株を用いた。

1－2．Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin標準株

 本実験では、ワクチン候補として、Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin

（BCG）を用いた。本菌株は北里大学医療衛生学部滝龍雄准教授より譲り受けた標準

機であり、1％小川培地を用いて37℃で培養した。

2．供試魚および飼育方法

 各ワクチンに対して宿主の引き起こす免疫応答を遺伝子レベルで解析するために、

遺伝子情報が蓄積されているヒラメを供試魚とした。日清マリンテック（愛知）より

体重10～16gのヒラメ種苗を入手し、実験に用いるまで20℃で適時給餌しながら飼

育した。

3．ワクチンの調製および注射法による接種およびサンプリング

3－1．DNAワクチンの調製

 当研究室で以前に構築されていたpCI。Ag85A、 BおよびCを用い・第1節4－1と同

様の方法で大量抽出した。一つのプラスミドを1尾あたり25μg用いて、三種混合、

Ag85A、 Ag85BおよびAg85Cの4種類を調製した。

3一一2． Mycobacterium sp．012971株ホルマリン死菌の作製

 1％小川培地に発育したMycobacterium sp．012971株のコロニーを白金耳で掻き：取り・

菌湿重量で10mg／mlとなるようPBS中に懸濁し、ガラスホモジナイザーを用いて均

等に分散させた。そのうち、100μ1を用い、段階希釈してMiddlebrook 7 H10B平板

培地に植聾し、菌数を計算した。次に、ホルマリンを0．5％となるよう菌懸濁液に加

え、25℃で48時間不活化した。不活化した菌体を7，500rpmで20分間、室温で遠心

分離し、上清を除去した。PBSでこれを洗浄した後、10mg／mlとなるように再度PBS
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を加えて懸濁し、ワクチンとして用いた。また、

地に塗沫して不活化を確認した。

これをMiddlebrook 7 H10B平板培

3－3．BCGワクチンの調製

 ！％小川培地で3週間培養したM． bovis BCGを10mg／mlとなるようにPBSに懸濁し

て、ガラスホモジナイザーで均一になるように分散させた。菌液を100pa 1用いて、10

倍ずつ段階希釈してからMiddleblook 7 H10B平板培地にプレーテイングして培養後

菌数を計算した。

3－4．注射法によるワクチンの接種およびサンプリング

 以上のように調製したワクチンを27Gニードルの1mlシリンジに充填して、ヒラ

メの左側背筋に100μ1筋肉注射し、20℃で飽食給餌しながら飼育した。試験区および

使用脚数はTable 7に示した。

 ワクチン接種後、！日目、3日目および7日目に、それぞれの試験区から4尾ずつ

を解剖して腎臓を摘出し、500pa 1のRNA・later（タカラバイオ、滋賀）中につけて一晩

放置した。

4．ワクチン接種したヒラメ腎臓からのcDNA合成

4－1．全RNAの抽出

 RNA・later中で保存しておいたヒラメ腎臓から全RNAを抽出した。 RNA iso（タカ

ラバイオ、滋賀）をlml分注した2．Omlのマイクロチューブに、採取した腎臓を入れ

POLYTRON System PT 1200 Eホモジナイザー（KINEMArICAAG、 Switzerland）でホ

モジナイズし、室温に5分間静置した。そこへ、200pa 1のクロロホルムを加え、激し

く混合して室温で3分間放置し、4℃、15，000rpmで10分間遠心分離した。上層を500μ1

回収して新しい1．5mlチューブに移し、再度200μ1のクロロホルムを加え、室温に3

分間放置してから4℃、15，000rpmで10分間遠心分離した。上層を新しい15mlチュ

ーブに移し、等量のイソプロパノールを加えて転倒混和して、室温に！0分間静置し

た。これを4℃、15，000rpmで10分間遠心分離し、上清を除去した。得られたRNA

ペレットを1mlの75％エタノール：15％DEpC処理水で洗浄し、4℃、10，000rpmで5

分間遠心分離して上清を完全に取り除き、30μ1のDEPC処理水に溶解した。 RNA濃

度は、吸光光度計Gene Quantで定量した。

24



4－2．全RNAからのcDNA合成

 4－1で抽出した全RNA2μgをPCRチューブに分注し、そこへ、 Oligo（dT）（500μg／ml）

を1μ1および2mM dNTP mixを5μ1加え、 DEPC処理水で12μ1までメスアップした。

これを、65度で5分間熱した後、すぐに氷上へ移し、MMLV・RTase（200U加1）（lnvitrogen、

USA）を05μ1・5×First－Strand buffer（キットに添付）を4μ1、0．1M DTT（キットに

添付）を2μ1およびRNase・inhibitor（40U加1）（TOYOBO、大阪）を0．25pa 1、 DEPC処

理水を1．25μ正加え、37℃で50分間インキュベートし、その後70℃で15分間熱した。

ここへ、蒸留水を80μ1加えて、一20℃で保存した。

5．realtime・pCR法によるヒラメインターロイキン（IL）一1β、IL－6、 Tumor

necrosis factor（TNF）αおよびMyxovirus resistance protein（Mx）mRNA

蓄積量の定量

5一一1．reakime PCR用のプライマー作製

 各ワクチン候補接種後1日目、3日目および7日目におけるヒラメの自然免疫応答

を、IL－1 B、IL－6、 TNFαおよびMxのmRNA蓄積量の変化によって検討するため、

定量的RTLPCR法による各遺伝子の定量を試みた。各遺伝子および内部標準として用

いたりボソーマルプロテイン（RP）一10のエeakime PCR用プライマーの設計は、 primer

Express Software Version 3．0（ApPlied biosystems、 USA）を用いて行い、そのプライマ

ー配列はTable 8に示した。また、標準曲線の作製に用いるためのPCR産物の増幅に

は、Table 9のプライマーセットで増幅したものを鋳型として用いた。

5－2． RTLP CR

 Table 9のプライマーセットを用いて、合成したヒラメcDNAを鋳型にRT・PCRを

行った。4．で合成したヒラメcDNAを0．5μ1、 GS－rTaq DNA polymeraseを0．25Pa 1・10

×・PCR・bufferを1．5μ1、2mM dNTP mixを15μ1、10μMに調製したフォワードプライマ

ーおよびリバースプライマーを1μ1ずつ、PCRチューブに加えて蒸留水で15μ1まで

メスアップした。これをMycyclerTMにセットして、95℃15分の変性後・95℃：30

秒、55度30秒、72度：30秒からなるPCRを28サイクル行い、72℃5分の伸長反応

を加えた。PCR産物は1％アガロースゲルで100V、20分電気泳動し、ethidium・bromide

により染色された増幅産物のバンドをDensitographで確認した。また、 PCR産物は
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τeaRime PCRのスタンダードとして用いるため、スピンカラム（Millipore、 USA）で、

添付のプロトコールに従って精製した。

5－3． realtime PCR

 Table 8のプライマーセットを用いて、 IL一一1β、IL－6、 TNFα、 MxおよびRP！0遺伝

子のmRNA蓄積量をreal｛ime・PCR法により相対的に定量した。10倍希釈したワクチ

ン接種魚の腎臓由来cDNAを5μ1ずつ96穴プレートに分注し、PoweエSYBR GIeen PCR

Master・Mix（ApPlied Biosystems、 USA）を10μ1、10μMに調製したフォワードおよび

リバースプライマーを0．4μ1ずつ加え、蒸留水で20μ1までメスアップした。各試薬を

分注した後、96穴プレートをシールして、7300Real Time PCR System（Applied

Biosystems、 USA）にセットし、50℃：2分、95℃110分の変性の後、95℃115秒、

60℃：1分からなるpCRを40サイクル行い、95℃：15秒、60℃130秒、95℃115

秒からなるDissociation stageを加えた。また、データ解析は7300 system so負ware version

1．3．1（ApPlied Biosystems、 USA）を用いて行った。
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第3節Mycobacterium sp．012971株由来purified protein derivative刺激に

よるワクチン接種魚の免疫応答

1．供試菌株および培養方法

1－1． Mycobacterium sp．

 第1節1と同様の菌株を用いた。

！－2．Mycobacterium bovis Bacille de Calmette et Gu6rin標準株

 第2節1－2と同様の菌株を用いた。

2．供試魚および飼育方法

 第2節2と同様にヒラメを用いた。

3．ワクチンの接種、飼育およびPPDによる刺激

3－1．DNAワクチンの調製

 第1節3で作製したpcDNAmychis－Ag85Aを第！節4－1と同様にして大量抽出し、1

尾あたり25μgとなるようにPBSで希釈してDNAワクチンとした。

3一一2． Mycobacterium sp．01297！株ホルマリン死菌の作製

 第2節3一一2で作製したものを用いた。

3－3．BCGワクチンの調製

 第2節3一一3と同様の方法でBCGワクチンを調整し、菌数計算を行った。

3－4．注射法によるワクチンの接種

 以上のようにして調製したワクチンを第2節3と同様に、体重12～16gのヒラメの

左側背筋に注射して、25℃で適時給餌しながら4週間飼育した。

4．Mycobαcterium sp．012971株からのpurified protein derivative（PPD）の調

製

 抗原刺激によるワクチン候補接種魚の免疫応答を明らかにするために、
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Mycobacterium sp．012971株培養上清からPPDの調製を行った。1％小川倍地上に生育

したコロニーを白金耳でかきとり、200mlのMiddle・biook・7H・9液体培地に植菌し、25℃

のインキュベーターで2ヶ月間培養した。これを105℃で3時間加温殺菌した後、全

量を遠心用ボトルに移し、5，000rpmで15分間遠心分離して菌体を除去した。さらに、

上清をNVT65－2目当遠心チューブに入れ、20，0009で1時問遠心分離した。得られた

上清を200mlのビーカーに回収し、バーナーで緩やかに加熱して、培養上清が30ml

になるまで濃縮した。濃縮液を50m正のコーニングチューブに移してから、3mlの

40w／v％トリクロロ酢酸を加え、7，5001pmで15分間遠心分離し、可溶性のタンパク質

を沈殿させた。沈殿物を35mlの4w／v％トリクロロ酢酸で洗浄し、再度遠心分離して

から上清を捨てて30mlの滅菌PBSで沈殿を溶解した。得られた溶液を3しの滅菌PBS

中で透析し、これをppDとして用いた。タンパク濃度はDU 640 Spectro Photo meter

（Beckman、 USA）を用いて定量し、その後、一80℃で保存した。

5．ワクチン接種魚に対するPPD刺激およびサンプリング

 ワクチン接種後4週目に、4で調製したPPDを1尾当たり100μ1、左側背筋に注射

した。その後、飽食に給餌しながら1日目および3日目にそれぞれの試験区から5尾

ずつを解剖して腎臓を摘出し、500pa 1のRNA・later（タカラバイオ、滋賀）中につけて

一晩放置した。

6．PPD刺激したヒラメの腎臓からのcDNA合成

6－1．全RNAの抽出

 第2節4一一1と同様の方法で、PPD刺激したヒラメの腎臓から全RNAを抽出した。

6－2．全RNAからのcDNA合成

 第2節4一一2と同様にして、PPD刺激したヒラメの腎臓由来の全RNAからcDNAを

合成した。

7．realtime・PCR法によるIL－1 B、IL－6およびTNFαmRNA蓄積量の定量

7一一1．IeaRime PCR用のプライマー作製

 第2節5－1で作製したプライマーを用いた。
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7－2． RTLP CR

 第2節5－2と同様にして行った。

7－3． reaMime PCR

 第2節5－3と同様にして、IL－1 B、IL－6、 TNFα遺伝子および内部標準としてヒラ

メRP－10遺伝子を用い、 real｛irne PCRを行った。

8．cDNAマイクロアレイ法によるPPD刺激したワクチン接種魚の遺伝子

発現解析

8－1．ヒラメcDNAマイクロアレイの作製

 cDNAマイクロアレイにスポットする遺伝子は、すでに公開されているヒラメEST

解析（102）・（103）・（104）・ （105）・（106）・（107）より得られたクローンおよび当研究室で行われたPoly

I：C刺激したヒラメ頭腎および脳細胞のEST解析より得られたクローンから、1，937

クローンを選択した。これらを鋳型として用い、PCRにて増幅した。反応液は、鋳

型となるプラスミド5μ1に、GS－fTaq DNA polymeraseをO．25Pal、 PCR 10×bufferを10μ1・

2mM dNTP mixを10pa1、100ptMに調製したフォワードプライマー（M13－fbrward；

5－GTTGTAAAACGACGGCCAGTL3）およびリバースプライマー（M13－reverse；

5。AGGAAACAGCTArGACCArGA－3）を1μ1ずつ加え、蒸留水で！00pa 1までメスア

ップして調製した。これを、My cyclerTMにセットして95℃：5分の変性後・95℃：

30秒、55℃：30秒、72℃：2分からなるPCRを35サイクル行い、72℃：5分の伸長

反応を加えた。得られたpCR産物5μ1を1％アガロースゲルで電気泳動し、 ethidium

bエomideで染色されたDNAをdensitographで可視化し確認した。その後・残りのPCR

産物を全量1．5mlチューブに移し、150μ1のイソプロパノールを加え、ボルテックス

で撹期してから4℃に1時間放置した。13，500rpm、4℃で！0分間遠心分離して、得ら

れたDNAペレットを75％エタノールで洗浄してから完全に乾燥させた。そこへ、蒸

留水30μ1を加えてペレットを溶解し、そのうちの2μ1を再度電気泳動してPCR産物

のバンドを確認した。

 cDNAマイクロアレイの作製は、これら精製されたPCR産物をもとに、日本ガイ

シ株式会社（名古屋）により行われた。
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8－2標識cDNAの合成および精製

 3で抽出したヒラメ全RNAから、LabelStar array kit（Qiagen、 Germany）を用いて、

AA－dUTp標識cDNAを合成した。 BCG接種したヒラメ、FKC接種したヒラメおよび

PBSを接種したヒラメの全RNAを25μ9ずつ分注し、 DEPC処理水で20μ1までメス

アップした。65℃で5分間インキュベートした後、急速に氷上で冷却し、10×buffer RT

（キットに付属）を5μ1、dNTP mix AA（キットに付属）を5μ1、20μMのOligo－dTプ

ライマーを5μ1、RNase・inhibitor（40units加1、キットに付属）を0．5μ1、 LabelStar Reverse

Transcriptase（キットに付属）を25μ1加え、蒸留水で50μ1までメスアップした。続

いて、これを37℃で120分間インキュベートしてからStop Solution LS（キットに付

属）を2μ1加え、一20℃で用いるまで保存した。

8－3標識cDNAの精製

 AA－dUTP標識cDNAの精製には、 QIAquick PCR Purification Kitを使用した・4－2．

で得られた52μ1のcDNAに260μ1のBuffer・pB（キットに付属）を加えよく白搾して

からスピンカラムに移し、13，500rpm、20℃で1分間遠心した。濾液を捨てて、750μ1

のBuffer pE（キットに付属）を加え13，500rpm、4℃で1分間遠心した。次に、新し

い15mlチューブにスピンカラムをセットし、そこへBuffer EB（キットに付属）を

50μ1加えてから室温で2分間放置し、13，500rpm、4℃で1分間遠心した。この操作を

2回繰り返して得た100μ1の溶液に、3M酢酸ナトリウムを10pa1、20mg／ml Glycogen

を05μ1、99％エタノールを250μ1加えて、転倒混和してから、15，000rpm、4℃で30

分間遠心分離した。得られたペレットを75％エタノール：25％DEPC処理水で洗浄し、

再度15，000rpm、4℃で10分間遠心分離して、上清を完全に除去した。

8－4．カップリング反応

 以下の操作はすべて遮光して行った。AA－dUTP標識cDNAのペレットに、 O．2M

Sodium・Bicarbonate・buffer（pH85～9．0）を9μ1加えてペレットを完全に溶解した。CyDye

（Amersham bioscience、 England）を無蛍光DMSO（キットに付属）に溶解させてお

き、BCG接種したヒラメ由来のcDNAおよびFKC接種したヒラメ由来のcDNAには

cy5を1μ1、 pBsを接種したヒラメ由来のcDNAにはcy3を1μ1加え、ボルテックス

にて完全に撹翻した。15分間隔でボルテックスによる撹搾の操作を行いながら、1時

間室温でインキュベートした。
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8－5・cy3およびcy5標識cDNAの精製

 以下の操作はすべて遮光して行った。Cy3およびCy5標識cDNAの精製には、

LabelStar Clean up Module（Qiagen、 Germany）を用いた。標識cDNA溶液に蒸留水を

40μ1加え、さらに、Buffer pB（キットに付属）を300pa1加えて完全に撹忙した。これ

を、スピンカラムに移し13，500rpm、4℃で！分間遠心して濾液を捨てた。そこへ、

Buiifer・LS（キットに付属）を750μ1加え、13，500rpm、4℃で1分間遠心し、上清を除

去してからBuffer PE（キットに付属）を750μ1加えて再度！3，500rpm、4℃で遠心し

て、上清を除去した。上清を除去してから、フラッシュして完全に濾液を取り除き、

スピンカラムを新しい15mlチューブに移した。さらに、10μ1のBuffer EB（キット

に付属）を加え、！分煙室温で放置した後、13，500rpm、4℃で1分間遠心した。この

操作を2回繰り返して得たcy3（PBs接種魚由来）およびcy5（BcGおよびFKc接

種魚由来）標識cDNAをそれぞれ混合し、 Micro・Vac・MV－100（TOMY、東京）でドラ

イアップした後、蒸留水を26μ1加えた。

8－6．ハイブリダイゼーション

 以下の操作はすべて遮光して行った。精製したCv3／Cy5標識cDNAに、2×formamide

hybridization buffer（50％formamide、8×SSC、1％SDS、4×Denhardts Solution）を30μ1

加え、80℃で10分、65℃で5分インキュベートした。これをヒラメcDNAマイクロ

アレイのチップ上に全量滴下し、気泡が入らないようにカバーガラスをかけた後、ケ

ースに入れ、42℃で20時間インキュベートした。

8－7．ハイブリダイゼーション後の洗浄

 以下の操作はすべて遮光して行った。あらかじめ30℃で保温しておいた洗浄溶液

1（5×SSC－0．1％SDS）にハイブリダイゼーションさせたcDNAマイクロアレイチッ

プを10分間浸漬させた。洗浄溶液1内でスライドガラスを上下に10回程度振臆し、

よく液をきってから、洗浄溶液］1（0．5×SSC）に移し、2分間浸漬した。先の操作と

同様に溶液内でスライドを浸透してから、再度新しい洗浄液IIに移して2分間浸漬し

た。スライドに付着した液をしっかりときってから、洗浄液皿（05×SSC－0。01％

Tween20）中で10回程度寝直した。液を十分にきってから、スライドグラスを50mI

のコ月割ングチューブに入れ、1，000rpmで5分間遠心して、付着していた液を完全に

飛ばし、遮光ボックスに移して乾燥させた。
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8－8．蛍光画像のスキャンニングおよびデータ解析

 蛍光画像のスキャンニングには、Genepix4000B（Axon instruments、 USA）を用い

て行い、取り込まれた画像の解析をGenepix・pro ver．4．O（Axon・instruments、 USA）で

行った。
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Table 1 Primers used for PCR amplification

Mycobacterium sp． and IL－6 gene ofYellowtail

of Ag85 complex gene of

Primer name Sequence Restriction enzyme

Ag85A－IF （pcDNA）

Ag85A－R （pcDNA）

Ag85BIF （pcDNA）

Ag85B－R （pcDNA）

Ag85C－IF （pcDNA）

Ag85C－R （pcDNA）

Ag85A－IF （myc－His）

Ag85A－R （myc－His）

 IL－6－iF （pcDNA）

 IL－6－R （pcDNA）

 IL－6 一F （pCI－neo）

 IL6－R （pCI－eo）

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

一GGGGGATCCACCATGGAGCTTG丁TGACAGGTT－3’

一GGGGAAT丁CGTACTAGGCGCCCTGGGTGTCAC－3’

一GGGAAGCTTACCATGGCAGACGTGAGCGGGAA－3’

一GGGCTCGAGCGATCAGGCGGCGCCGAGGCTGG－3’

一GGGAAGCT丁ACCATGGAGTTCGTTGAGAAGTT－3’

一GGGGAATTCCCCTCAGGCGGCCGGAGCGACCG－3’

一GGGGGATCCACCATGGAGCTTGTTGACAGGTT－3’

一GGGGAATTCGGCGCCCTGGGTGTCACCGGTGTTG－3’

一GGGAAGCTTAACATGCCCTCTACACACAA－3’

一GGGGAA丁TCCCTτCACAACTGAGTTT’「AG－3’

一GGGGAATTCAACATGCCC丁CTACACACAA－3’

一GGGTCTAGACCTTCACAACTGAGTTTTAG－3’

BamHI

EcoRI

Hind皿

Xba I

HindM

EcoRI

BamHI

EcoRI

EcoRI

Hind皿

EcoRI

Xba1
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Table 2 PCR condition fbr Ag85 complex and IL－6 gene amplification

ForAg85 Complex gene

1 cycle

Denaturation

35cycles

Denaturation

Annealing

Extension

1 cycle

Extension

95 OC

950C

53℃

72℃

72℃

5 min

30 sec

30 sec

1 min

5 min

For lL－6 gene

1 cycle

Denaturation

30 cycles

Denaturation

Annealing

Extension

1 cycle

Extension

95℃

95 OC

57℃

720C

720C

5 min

30 sec

30 sec

1 min

5 min
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Table 3 Primers used for colony PCR and Sequencing

Primer name sequence

For pcDNA3．1（’）

pcDNA－F （T7）

pcDNA－R （BGH）

For pCI－neo

pCImeo－F （T7－EEV）

pClmeo－R （T3）

5’ 一TAATACGACTCACTATAGGG－3’

5’ 一TAGAAGGCACAGTCGAGG－3’

5’ 一AAGGCTAGAGTACTTAATACGA一一3’

5’ 一A丁TAACCCTCACTAAAGGG－3’
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Table 4 PCR condition for colony PCR and sequencing

For colony PCR

1 cycle

Denaturation

30 cycles

Denaturation

Annealing

Extension

1 cycle

Extension

95 OC

950C

55℃

720C

720C

！ min

30 sec

30 sec

！ min

5 min

For sequencing

1 cyele

Denaturation

25cycle

Denaturation

Annealing

Extension

95 OC

95 OC

500C

600C

1 min

10 sec

5 sec

4 min
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Table 5 Groups of vaccination for Amberjack

No． Combination of plasmid DNA Number of fish

1

2

3

4

5

6

7

8

    Ag85A and IL－6

    Ag85B and IL－6

    Ag85C and IL－6

Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6

 Ag85A， Ag85B and Ag85C

        IL－6

   pCImeo blank vector

        PBS

20

20

20

20

20

20

20

20
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Table 6 Groups of vaccination for Yellowtail

No． Combination ofplasmid DNA Number of fish

1

2

3

4

5

6

Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6

Ag85A， Ag85B， Ag85C and IL－6

  pcDNA3．1（’） blank vector

  pcDNA3．1（’） blank vector

         PBS

         PBS

25

25

25

25

25

25
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Table 7 Groups of Vaccination using Japanese Flounder

No． ぬccine candidate Number offish

1 pCI・Ag85A 12

2 pCI・Ag85B 12

3 pCI－Ag85C 12

4 Ag85A， Ag85B， Ag85Cmix 12

5 FKC 12

6 BCG 12

7 pCI－neo blank vector 12

8 PBS 12
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Table 8 Primers used for reakime PCR

Primer name Sequence

IL－1 B real｛ime short－F

IL－1 B real｛ime short－R

 IL－6 reallime short－F

 IL6 real｛ime shortR

TNF or real｛ime short 一F

TNF a real｛ime short－R

 Mx reaMime short－F

 Mx realtime short－R

RP－10 reaRime short－F

RP－10 realtime short－R

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

一一bAGCACATCAGAGCAAGACAACA－3’

一TGGTAGCACCGGGCA丁TCT－3’

一CAGCTGCTGCAAGACATGGA－3’

一GATGTTGTGCGCCGTCATC－3’

一CGAAGGCCTAGCATTCACTCA－3’

一TCGTGGGATGATGATGTGGTT－3’

一TGCCAGCCAGCGTCTTG－3’

一GGCGGACTGCTGCAACA－3’

一GCTCCTCTGGTGCAGTTTGTGA－3’

一TGGTGTTTGCTGGCGTCACTCT－3’
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Table 9 Primers used for RTLPCR

Primer name Sequence

JFILIb－F

JFILIb－R

JFIL6－RTF

JFIL6－RTR

JFTNFa－RTF

JFTNFa－RTR

JFMx2F

JFMx2R

RPIO－longF

RPIO－ongR

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

5’

一GCAACCGCAAAGTTCTTCTC一一一3’

一AAGATGCTGATCCACGTTCC－3’

一AGGTGACCCCTGACCTTTTA－3’

一・一 bCGTCATCTTCCTGTGGAAA－3’

一AAATCAGCAGCAGAGCCAAG－3’

一GGTAGATGGCATTGTACCAG－3’

一AACAGCCAAGGCAAAGATTG－3’

一AATGTCCAGCTCCTCCTTCA－3’

一GGAATTCAACCCAACTTTCTGACGT－3’

一TGG丁GCGATCAGGTAGCTAC－3’
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第三章 実験結果

第1節 Ag85複合体遺伝子をコードするDNAワクチンのブリ属ミコバ

クテリウム症に対する効果

1．Mycobacterium sp．012971株より増幅したAg85複合体遺伝子の挿入配列

 当研究室において既にクローニングされているMycobacteriu〃1 sp．9912株のAg85

複合体遺伝子（94）の配列をもとに作製したプライマーを用いてPCRを行ったところ、

Mycobacterium sp．012971株からも同遺伝子群の増幅が得られた。これらを

pcDNA3．1（＋）およびpcDNA3．1（＋）myc－Hisベクターに組み込み、塩基配列を解析したと

ころ、Ag85A遺伝子は、 Open reading frame（ORF）が1，014bpで演繹されるアミノ酸

配列は337アミノ酸からなっていた（Figureユ）。また、Ag85C遺伝子はORFがユ，041bp

であり、347アミノ酸をコードしていることが演繹された（Figure 2）。なお、 Ag85B

遺伝子については、Mycobacterium sp．99！2株の遺伝子配列と比較し、！21bpが欠損し

た857bpであり、前半57アミノ酸が欠損した269アミノ酸からなるタンパク質をコ

ードするものとなっていた（Figure 3）。

2。ブリIL－6遺伝子の挿入配列

 ESTクローンYE3＿BO3からPCRにより増幅したブリIL－6遺伝子は、 pClmeo

Mammalian expression vectorおよびpcDNA3．1（＋）ベクターに挿入された。この塩基配列

を解析したところ、ORFが660bpで220アミノ酸をコードすることが予測された

（Figure 4）．

3．各発現プラスミドからのin・vitroにおけるタンパク質の発現

 構築した各プラスミドから抗原遺伝子もしくはブリIL－6が発現されることを確認

するため、in vitroでタンパク質を合成した。反応液を30℃で6時間反応させたとこ

ろ、pcDNAmychis－Ag85Aからは約39kDa、 pcDNArAg85Aからは約35kDa、

pcDNA－Ag85Bからは約25kDaおよびpcDNA－Ag85Cからは約39kDaのタンパク質が

検出された。また、pcDNAJL－6およびpCI4L－6からはともに約24kDaのタンパク質

が検出された（Figure 5）。
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4．カンパチおよびブリを用いたMycobacterium sp．簡易的50％致死濃度の予測

4－1．カンパチに対するMycobacterium sp．012971株感染実験

 二院重量で15mg、150μg、15μgおよび15μgのMycobαcteriu〃1 sp．012971株は、富

裕計算を行ったところ4．3×108～105 colony forming units（CFU）であった。これらを

1試験区5尾のカンパチに筋肉内接種し、18日間飼育したところ、濃度依存的な累積

死亡率の変化が見られた（Figure 6）。菌湿重量で1．5μgの菌を接種した試験区の18

日目における累積死亡率は80％であり、それ以外の試験区ではすべての供試魚が整死

した。また、弊死魚脾臓からはMycobacterium sp．を再分離することができた・

4－2．ブリに対するMycobacterium sp．012971株感染実験

 菌湿重量で600pag、60μg、6pa gおよび0．6μgのMycobacteアium sp． 012971株は、菌数

計算を行ったところ4．9×108～105CFUであった。これらを、平均体重約38gのブリ

背筋に接種し、20日間飼育したところ菌濃度に依存的な累積死亡率の変化が見られ

た（Figure 7）。菌湿重量で6μgの菌を接種した区の20日目における累積死亡率は40％、

0．6μg接種した区の累積死亡率は20％であり、それ以外の試験区ではすべての供試魚

が弊死した。また、野戦魚の脾臓からはMycobacterium sp．が再分離された。

5．Ag85複合体遺伝子をコードするDNAワクチンの有効性

5－1．カンパチにおけるpCI．Ag85A、 BおよびCの防除効果とアジュバントpCHL－6

の効果

 第1節4－1からカンパチに対する簡易的LD50として算出された菌湿重量0．75μgの

Mycobacteriu〃z sp．012971株は菌数計算したところ、5．0×105CFUであった。これらを

注射法でワクチン接種したカンパチおよび対照としてPBS、ベクター一一一・DNAおよび

pCI－IL－6を接種したカンパチに筋肉内接種して攻撃したところ、各試験区の28日目

における累積死亡率は、pCI・Ag85A＋pCHL－6区では92．9％・pCI－Ag85B＋pCHL－6区

では93％、pCI－Ag85C＋pCHL－6区では80％となり、対照としたベクターDNA区では

87．5％、PBS区では82．4％、 pCHL－6区画66．7％であった。また・三種混合÷pCHL－6

区では94．1％、三種混合林では82．4％であった（Figure 8）。また、各試験官の弊死魚

脾臓からは、Mycobacterium sp．が再分離された。
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5－2．ブリにおけるpcDNA－Ag85A、 BおよびC三種混合ワクチンの防除効果とアジュ

バントpcDNA4L－6の効果

 第1節4－2をもとに設定された菌湿重量60μgおよび30μgのMycobacteriu〃z sp．

012971株のCFUは、250×107および1．26×107であった。これらをワクチン接種お

よび対照としてPBSおよびベクターDNAを接種したブリに筋肉内投与した。菌湿重

量60μgの菌を接種した供試魚の28日目における累積死亡率は、三種混合DNAワク

チン接種区では90．9％となり、対照としたベクターDNA接種区では95．5％、 PBS接種

区ではgO．g％となった（Figure g）。また、菌湿重量で30μgの菌を接種した供試魚の

29日目における累積死亡率は三種混合DNAワクチン接種区では81．8％、対照とした

ベクターDNA接種区では59．1％、 PBS接i種区では81．8％となった（Figure 10）。なお、

各試験区の弊死魚から脾臓を採取し菌分離したところ、Mycobacterium sp．が再分離さ

れた。
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第2節Mycobacterium sp．に対するワクチン接種後のヒラメにおける自然

免疫応答

！．reaRime pCR法による炎症性サイトカイン（IL－1 B、 IL－6およびTNF

α）およびMx遺伝子mRNAの定量
 Mycobacteriu〃z sp．012971株ホルマリン死菌作製に用いた菌湿重量1mgの菌数は、

2．0×108CFUあり、同様に菌湿重量1mgの標準株BCGの菌数は1．2×108 CFUであっ

た。ワクチンを接種してから1日目、3日目および7日目に各試験区から3尾ずつを

解剖してヒラメ脾臓由来のcDNAを合成した。 RP－10遺伝子を内部標準として

reakime PCR法により各遺伝子mRNAの相対的な定量を行った。 pBS接種後1日目

のmRNA蓄積量を1とした時、各遺伝子のmRNA蓄積量（相対値）をFigure 11～14

に示した。IL－1β遺伝子mRNA蓄積量の変化は著しく、BCG接種後3日目で約12倍、

FKC接種後3日目で約8倍に上昇することが確認された。また、 BCG接種区では、1

日目および7日目においても約2倍のIL一一1β遺伝子mRNA蓄積量の上昇が見られた

（Figure 11）。 IL－6遺伝子についてもBCGおよびFKC接種後においてmRNA蓄積量

の上昇が見られ、BCG接種後1日目に約2．8倍、3日目に3．2倍、 FKC接種後3日目

に約2．8倍であった（Figure 12）。TNFα遺伝子のmRNA蓄積量はBCG接種区で3日

目に約4倍、7日目に3．6倍に増加し、FKC接種区では3日目に約3倍の増加が見ら

れた（Figure 13）。一方で、 Mx遺伝子についてはPBS接種後！日目と比較した場合、

どの試験区においても2倍以上の差は見られなかった（Figure！4）。
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第3節Mycobacterium sp．012971株由来purified protein derivative刺激に

よるワクチン接種魚の免疫応答

1．realtime PCR法による炎症性サイトカイン（IL－1 B、IL－6およびTNF

α）遺伝子mRNAの定量

 ワクチン候補としてpcDNA〃iycHis－Ag85A、 FKCおよびBCG（菌湿重量1mg・

CFU＝4．0×107）、また対照としてpcDNA3．1〃rycHis AベクターおよびPBSをヒラメ

に接種し、4週間飼育した。接種後4週目に総タンパク量が1．75mg／m正のMycobacteriu〃1

sp．012971株由来のPPDを100μ1接種して1日目および3日目にヒラメを解剖し、そ

の腎臓からcDNAを合成した。それを鋳型DNAとしてreakime PCR法によりIL一一1

β、IL－6およびTNFα遺伝子のmRNA蓄積量を相対的に定量した。 PPD刺激後1日

目のPBS区を1とした時、各遺伝子のmRNA蓄積量を相対的に示したところ、 BCG

接種区におけるIL－1 B mRNAの蓄積量は！日目に約7倍、3日目に約3．6倍となり、

他の試験区に比べて大きな変動が見られた（Figure 15）。しかし、対照として用いた

ベクター接種区においても、1日目に約3．2倍の上昇が見られた（Figure 15）。 IL－6遺

伝子においては、PPD刺激後3日目のBCG接種区で約5倍のmRNA蓄積量の上昇が

見られたが、他の試験区では2倍以上の上昇は見られなかった（Figure 16）。また、

TNFα遺伝子mRNA蓄積量の上昇もBCG接種区のみに見られ、1日目に約2．9倍と

なった（Figure 17）。

2．マイクロアレイ法によるBCGおよびFKC接種魚のPPDに対する免疫

応答の解析

 ヒラメBST解析のデータ等から得られた1，937クローンをスポットしたマイクロア

レイチップを用い、第3節1において炎症性サイトカインのmRNA蓄積量に大きな

変化が見られたBCG接種区のPPD刺激後1日目および3日目のサンプルについて、

PBS接種区のPPD刺激後1日目および3日目のサンプルと競合させ、その遺伝子発

現パターンを網羅的に解析した。PPD刺激後1日目においては、解析の対象となった

スポット数1，303個中、2倍以上の発現上昇を示した遺伝子数は32個であり、そのう

ち、CC chemokine receptor 3（853倍）、 Unknown（5．10倍）、 Equistatin precursor（3．74

倍）、MHC class Ilessociated invariant chain（3．11倍）、 MHC class II beta（3．10倍）お

よびDNA polymerase alpha subunit lV（primase）dike protein（3．09倍）は3倍以上の発現
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上昇を示した（Table！0）。また、2倍以上の発現低下が見られた遺伝子数は185個で

あった。同様に、PPD刺激後3日目においては、解析の対象となったスポット数43

個中、2倍以上の発現上昇を示した遺伝子数は5個であり、そのうち3倍以上の発現

上昇を示したものは、Ribosomal protein L3（6．972倍）、 Ribosomal protein L32（4．303

倍）およびUnknown（3．399倍）であった（Table 10）。また、2倍以上の発現低下が

見られた遺伝子は28個であった。

 一方で、FKC接種区のPPD刺激後1日目および3日目のサンプルについても、PBS

接種区のPPD刺激後1日目および3日目のサンプルと競合させ、その遺伝子発現パ

ターンを網羅的に解析した。FKC接種区におけるPPD接種後1日目では、：解析の対

象となったスポット数249個中、2倍以上の発現上昇を示した遺伝子数は4個で、

BJ667174 Hypothetical proteinのみが3．65倍となり3倍以上の発現上昇を示した（Table

1！）。また、225個の遺伝子が2倍以上の発現低下を示した。同様に、FKC接種区：の

PPD刺激後3日目においては、解析の対象となったスポット数333個中、2倍以上の

発現上昇を示した遺伝子数は38個であり、そのうち3倍以上の発現上昇を示したも

のは17個存在した（Table 11）。また、2倍以上の発現低下を示した遺伝子数は196

個であった。
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        10 20 30 40 50 60
ATGGAGCTTGTTGACAGGTTTCGTGGCGCCGTGACGGGTACGTCGCGCCGACTCATGGTG

M E L V D R F R G A V T G T S R R L M V

        70 80 90 100 110 120
GGAGCCGTTGGCGCGGCCCTGCTATCGGGTCTGGTCGGCTTCGTCGGCGGCTCGGCGACC

G A V G A A L L S G L V G F V G G S A T

       130 140 150 160 170 180
GCGAGTGCGTTTTCGCGGCCGGGCCTGCCGGTGGAATACCTGCAGGTGCCCTCGGTGGCG

A S A F S R P G L P V E Y L Q V P S V A

       190 200 210 220 230 240
ATGGGCCGCAACATCAAGGTCCAGTTCCAAAGCGGTGGCGCCAACTCTCCGGCGCTGTAC

M G R N 1 K V Q F Q S G G A N S P A L Y

       250 260 270 280 290 300
CTGCTGGACGGCATGCGTGCGCAGGACGACTTCAGCGGTTGGGACATCAACACCCCCGCG

L L D G M R A Q D D F S G W D 1 N T P A

       310 320 330 340 350 360
TTCGAGTGGTACTACCAGTCGGGCATCTCGGTCGCCATGCCGGTCGGTGGCCAGTCCAGC

F E W Y Y Q S G 1 S V A M P V G G Q S S

       370 380 390 400 410 420
TTCTACTCGGATTGGTACAACCCGGCTTGCGGTAAGGCTGGCTGCACCACTTACAAGTGG

       430 440 450 460 470 480
GAGACCTTCCTGACCAGCGAGCTGCCGCAGTACCTGTCGGCCAACAACGGTGTCAAGCCC

       490 500 510 520 530 540
ACCGGCAGCGGCGTGGTTGGTCTGTCGATGGCGGGTTCG丁CGGCCC丁GATCCTGGCGGCC
T G S G V V G L S M A G S S A L 1 L A A

550 560 570 580 590 600
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TACCACCCCGACCAGTTCGTGTACTCCGGCTCGCTGTCGGCACTGCTGGACCCGTCGCAG

       610 620 630 640 650 660
GGCATGGGCCCGTCGCTGATCGGCCTGGCCATGGGTGACGCGGGCGGCTACAAGGCTTCC

G M G P S L 1 G L A M G D A G G Y K A S

       670 680 690 700 710 720
GACATGTGGGGCCCGAAGGACGACCCGGCCTGGGCGCGTAACGACCCGATGCTTCAGGTC

D M W G P K D D P A W A R N D P M L Q V

       730 740 750 760 770 780
GGCAAGCTGGTTGCCAACAACACCCGGATCTGGATGTACTGCGGTAGCGGCAAGCCGTCT

G K L V A N N T R 1 W M Y C G S G K P S

       790 800 810 820 830 840
GACCTGGGTGGCGACAACCTGCCCGCGAAGTTCCTGGAGGGCTTCGTCCGGACCAGCAAC

       850 860 870 880 890 900
ATGAAGTTCCAGGCCGCGTACAACGCTGCCGGTGGCCACAACGCCGTGTGGAACTTCGAC

M K F Q A A Y N A A G G H N A V W N F D

       910 920 930 940 950 960
GACAACGGCACGCACAGCTGGGAGTACTGGGGTGCGCAGCTCAACGCTATGAAGCTTGAC

       970 980 990 1000 1010 1020
CTGCAGCACACGC丁GGGTGCGACACCCAACACCGGTGACACCCAGGGCGCCTAG

L Q H T L G A T P N T G D T Q G A ＊

Figure 1 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigen 85A

and predicted amino acid sequence．
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        10 20 30 40 50 60
TTTCGCGTCCGGGCTTGCCCGTCGAGTACCTGCAGGTGCCATCCGCGGCGATGGGGCGCA
                                                  M G R S

        70 80 90 100 110 120
GCATCAAGGTCCAGTTCCAAAGCGGCGGGGACAACTCGCCTGCGGTCTACCTGCTCGATG

I K V Q F Q S G G D N S P A V Y L L D G

      130 140 150 160 170 180
GCCTGCGCGCCCAAGACGACTACAACGGCTGGGACATCAACACCCCGGCGTTCGAGTGGT

L R A Q D D Y N G W D 1 N T P A F E W Y

       190 200 210 220 230 240
ACTACCAGTCAGGCCTGTCCGTCATCATGCCGGTAGGCGGCCAGTCCAGCTTCTATGCGA

Y Q S G L S V 1 M P V G G Q S S F Y A N

      250 260 270 280 290 300
ACTGGTACCAGCCCGCCTGCGGTAAGTCCGGCTGCTCGACCTACAAGTGGGAGACGTTCC

      310 320 330 340 350 360
TAACCAGCGAACTCCCCGAATGGCTGTCGGCCAATCGCAGCGTCAAGCCCACCGGTAGCG

       370 380 390 400 410 42e
CCGCGATCGGCATCTCGATGTCCGGCTCTTCGGCGATGATCTTGGCGGTGTACCACCCCC

A 1 G 1 S M S G S S A M 1 L A V Y H P Q

       430 440 450 460 470 480
AGCAGTTCGTGTACGCCGGTTCGCTGTCGGCGCTGCTGGATCCGTCCCAAGGGATGGGAC

       490 500 510 520 530 540
CGTCCTTGATCGGCTTGGCAATGGGTGACGCCGGAGGCTACAAGGCCGGCGACATGTGGG

S L 1 G L A M G D A G G Y K A G D M W G

550 560 570 580 590 600

or O



GGCCGTCCAGCGATCCCGCCTGGCAGCGCAACGACCCGACGATCCAGATCCCTGCCTTGG

P S S D P A W Q R N D P T 1 Q 1 P A L V

      610 620 630 640 650 660
TCTCCAACAACACCCGCCTGTGGGTTCACTGCGGCAACGGCACCCCCTCCGAACTGGGCG

S N N T R L W V H C G N G T P S E L G G

      670 680 690 700 710 720
GCGCGAACCTGCCCGCCGAGTTCCTGGAGAACTTCGTGCGCAGCAGCAACCTGAAGTTCC

A N L P A E F L E N F V R S S N L K F Q

      730 740 750 760 770 780
AGGACGCCTACAACGCGGCCGGTGGCCACAACGCGGTGTTCAACTTCAACGACAACGGAA

      790 800 810 820 830 840
CGCACAGCTGGGAGTACTGGGGCGCACAGCTCAACGCTATGAAGGGCGACTTGCAGGCCA

H S W E Y W G A Q L N A M K G D L Q A S

       850 860

GCCTCGGCGCCGCCTGA

L G A A ＊

Figure 2 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigen 85B

and predicted amino acid sequence．
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        10 20 30 40 50 60
ATGGAGTTCGTTGAGAAGTTGCGTGGCGCAGCGGCCGGCGCTCCGCGCCGGCTGACCATC

M E F V E K L R G A A A G A P R R L T 1

        70 80 90 100 110 120
GCGGCCATAGGGGCTGCCCTGTTGTCCGGACTTGTTGGGGCCGCGGGTGGCGCGGCGACC

A A 1 G A A L L S G L V G A A G G A A T

       130 140 150 160 170 18e
GCCGGGGCATTTTCCAGGCCGGGTCTGCCGGTGGAATACCTGCAGATTCCGTCGGCTGCG

A G A F S R P G L P V E Y L Q 1 P S A A

       190 200 210 220 230 240
ATGGGCCGCGACATCAAGGTTCAGTTCCAGGGCGGTGGAGCGCACTCGGTCTACCTGCTC

M G R D 1 K V Q F Q G G G A H S V Y L L

       250 260 270 280 290 300
GATGGGCTACGGGCGCAGGACGACTACAACGGTTGGGACATCAACACTCCCGCCTTCGAG

D G L R A Q D D Y N G W D 1 N T P A F E

       310 320 330 340 350 360
GAGTACTACAACTCCGGGTTGTCGGTGGTGATGCCCGTCGGCGGCCAGTCCAGTTTCTAC

E Y Y N S G L S V V M P V G G Q S S F Y

       370 380 390 400 410 420
AGCGACTGGTACCAGCCCTCTCAGGGCAACGGTCAGGGCTACACCTACAAGTGGGAGACC

SDWYQPSQGNGQGY丁YKWET
      430 440 450 460 470 480
TTCCTGACCCGGGAGATGCCCGCCTGGTTGCAGGCCAACAAGGGCGTCTCGCCAACCGGC

FLTREMPAWLQANKGVSP－T G
      490 500 510 520 530 540
AATGCGGCGGTGGGCCT丁TCGATGTCGGGCGGTTCGGCGCTTGTTCTGGCTGCCTACTAC
N A A V G L S M S G G S A L V L A A Y Y

550 560 570 580 590 600

or 2



CCCCAGCAGTTCCCCTACGCCGCGTCCTTGTCGGGATTCCTGAACCCCTCCGAGGGCTGG

P Q Q F P Y A A S L S G F L N P S E G W

       610 620 630 640 650 660
TGGCCGACGCTGATCGGTCTGGCGATGAACGACTCGGGCGGCTACAACGCCAACAGCATG

W P T L 1 G L A M N D S G G Y N A N S M

       670 680 690 700 710 720
TGGGGCCCGTCCACTGACCCGGCCTGGAAGCGCAATGACCCGATGGTCCAGATTCCGCGC

W G P S T D P A W K R N D P M V Q 1 P R

       730 740 750 760 770 780
TTGGTCGCCAACAACACCCGCATCTGGGTCTACTGCGGCAATGGCACCCCCAGCGACCTC

       790 800 810 820 830 840
GGTGGCGACAACATGCCGGCGAAGTTCCTGGAAGGCCTGACACTGCGCACCAACCAGACC

G G D N M P A K F L E G L T L R T N Q T

       850 860 870 880 890 900
TTCCGGGACACCTACCTGGCCTCGGGTGGGCGCAACGGGGTGTTCAACTTCCCGGCCAAT

      910 920 930 940 950 960
GGCACTCACTCGTGGCCCTACTGGAACCAGCAGCTGGTTGCCATGAAGGGCGACATCCTC

G T H S W P Y W N Q Q L V A M K G D 1 L

      970 980 990 1000 1010 1020
AAGGTGCTCAACGGGCCTGCCGTCCCGGCGGCTCCGGCTGCCCCGGAGGCTCCCGCCGCC

K V L N G P A V P A A P A A P E A P A A

      1030 1040 1050
CCGGTCGCTCCGGCCGCCTGA

P V A P A A ＊

Figure 3 Nucleotide sequence ofMycobacterium sp． strain 012971 Antigefl 85C

and predicted amino acid sequence．
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        10 20 30 40 50 60
ATGCCCTCTACACACAATGCCTGCTTGGTCTCTGCAATGATGCTGGCAGCTCTGCTGCTG

        70 80 90 100 110 120
TGCGGTCTCGGAGC丁CCAGTTGAAATTGAGCCCACCAACAGTCCGTCAGGTGACACCTCA
C G L G A P V E 1 E P T N S P S G D T S

       130 140 150 160 170 180
GGTGAGGAGGATGGGATGCCCACTGCCCCCCTGAGTGGCTCCCAGGTTTGGGACTTGATC

       190 200 210 220 230 240
ATTAATCAACTCGAAAGTCTCATCAAGGAGGTAGGTGAAGAAGATGGATTCCAAGTAACA

       250 260 270 280 290 300
GAATCTTCTCTGGTCAAATATAAAATCTCCTCACTTCCTGCAAAGTGCCCTAGCTCAAAC

E S S L V K Y K 1 S S L P A K C P S S N

       310 320 330 340 350 360
AAGGAAACTTGTCTCCGCTGGGTGGCTGAAGGCCTTGAAACTTACATGGTTCTTTTAAAG

       370 380 390 400 410 420
CATGTGGAGAAGGAG丁ACCCCAACAG丁TCAAGCCTCTCAGAAGTTGGAAACAACAGCCAG

       430 440 450 460 470 480
GGCCTGATCAGCCAGATCAAAGGAGAGATGGGGAAACCTGGCAAGGTCAAAGTGCTGACC

G L 1 S Q 1 K G E M G K P G K V K V L T

       490 500 510 520 530 540
AGCCTCCAGGAGGAGCAGCTGCTGCAGCACGTAAACAACCCTGATGCTTTCCACAGAAGG

S L Q E E Q L L Q H V N N P D A F H R R

550 560 570 580 590 600
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ATGACCACACTCAGCATCCTGCAGCAACTCCGTCAATTCCTTTGTGATAACAGACGAAAA

       610 620 630 640 650 660
ATTCGTCAAGTAATGATGCCTAAATATTACAAACAGGGCACTACTAAAACTCAGTTGTGA

lRQVMMPKYYKQGTTKTQL＊
Figure 4 Nucleotide sequence of lnterleukin－6 gene ofJapanese flounder

（Paralichthys olivaceus） and predicted amino acid sequence．
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12 345678
75kDa

soma
37kDa

251d）a

20kl）a

Figure 5 Detection of proteins derived frem each expression plasmid by

electro－blotting． Arrows indicate putative proteins produced by each plasmid．

lane l ： marker， lane2： pcDNAmychis－Ag85A， lane3： pcDNA－Ag85A， lane4：

pcDNA－Ag85B， lane5： pcDNA－Ag85C， lane6： pcDNA－IL－6， lane7： pCI－IL－6，

lane8： positive control （derived from Luciferase T7 control DNA）
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Figure 6 Cumulative mortality curve for ambeij ack （Seriola dumerili） following

challenge wnh live Mycobacterium sp． strain 012971． Challenge dose include：

1500pg （diamond）， 150pg （square）， 15pg （niangle） and 1．5pg （cross）．
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Figure 7 Cumulative mortality curve for Yellowtail （Seriola quinqueradiata）

fbllowing challenge with liveルlycobacteriu〃1 sp． strain 012971． Challenge dose

include： 600pg （diamond）， 60pg （square）， 6 pg （triangle） and O．6pg （cross）．
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Figure 8 CumUlative Mortality curve for DNA・vacc血ated Ambe加ck（Seriola

4伽εアili）challenge with live Mycobacterium sp． strain O l 29714weeks

post－vaccination． Vaccination groups include：Mix DNA vaccine＋正，一6

（diamond）， Ag85A＋IL－6（square）， Ag85B＋IL－6（triallgle）， Ag85C＋皿、一6

（cross）， Mix DNA vaccine （asterisk）， IL－6 （circle）， blank vector （across 1ine） and

PBS（along l血e）．
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Figure 9 Cumulative Mortality curve for DNA－vaccinated Yellowtail （Seriola

quinqueradiata） challenge wnh high－dose （60pg） of live Mycobacterium sp．

strain 012971 4 weeks post－vaccination． Vaccination groups include： Mix DNA

vaccine （diamond）， Blank vector （square） and PB S （triangle）．
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Figure 10 Cumulative Mortality curve for DNA－vaccinated Yellowtail （Seriola

quinqueradiata） challenge with low－dose （30pg） of live Mycobacterium sp．

strain 012971 4 weeks post－vaccination． Vaccination groups include： Mix DNA

vaccine （diamond）， Blank vector （square） and PB S （triangle）．
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Figure 11 Changes in IL－1 B mRNA accumulation on 1， 3 and 7 days after

vaccmE血on．
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Figure 12 Changes血1レ6 mRNA accumulation on 1，3and 7 days a丘er

vaccination． “， T－test at P〈O．05 level of significance were done per sampling

point．
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Figure 13 Changes in TNF a mRNA accumulation on 1， 3 and 7 days after

vaccination． “， T－test at P〈O．05 level of significance were done per sampling

point．
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Figure 14 Changes in Mx mRNA accumulation on 1， 3 and 7 days after

vaccination． “， T－test at P〈O，05 level of significance were done per sampling

point．
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Figure 15 Changes in IL－1 B mRNA accumulation by PPD stimulation 4 weeks

after vaccination． “， T－test at P〈O．05 level of significance were done per

sarnpl血g po血t．
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after vaccination． ＊， T－test at P〈O．05 level of significance were done per
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Table 10 Genes upiegulated by PPD stimulation 4 weeks after BCG・

vaccmatlon．

Accession No． ＊ Putative protein product 1 day 3 day

ABO81311

C23433

AU260462

AU260733

AU260602

AU260736

C23331

AUO90816

AUO91142

C23023

DC620497

AU260597

DC620356

AU260914

DC620443

C23260， C23261

AUO91159

AU260643

DC620218

AUO50073

AU260850

DC620091

AU260490

DC620467

DC620351

CC chemokine receptor 3

Unknown

Equistatin precursor

MHC class II£ssociated invariant chain

MHC class II beta

DNA polyrnerase alpha subunit IV （primase）aike protein

Unknown

Glycil tRNA ligase

Immunoglobulin light chain precursor

Unknown

Unknown

MHC class 1 antigen

Similar to Brefeldin Aanhibited guanine nucleotide－exchange

protein 2 （Brefeldin Aanhibited GEP 2）

G protein pathway suppresor 1

Unknown

Unknown

Interferon regulatory factor 4

Proteasome activator subunit 1

Hypothetical protein

Unknown

Lymphocyte antigen LY－6G．1 precursor

Unknown

Unknown

Hypothetical protein

Hypothetical protein

8．534

5．089

3．742

3．114

3．095

3．086

2．794

2．566

2．521

2．499

2．404

2．345

2．321

2．314

2．292

2．254

2．249

2．238

2．181

2，159

2．151

2．15

2．126

2．121

2．097

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

1．704

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

1，568

N．D

O．005

N．D

N．D

O．047
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Accession No．＊ Putative protein product 1 day 3 day

CX943227

DC620518

AU260778

DC619994

DC620152

AUO90933

BAA89033

DC620062

AUO90695

DC620061

C82254

AUO90839

Unknown

Unknown

Unnamed protein product

Unknown

Unnamed protein product

Unknown

NAD｝1 dehydrogenase subllnit－1

Ribosomal protein L3

Ribosomal protein L32

Unk且own

Unknown

Splicing factor

2．086

2．069

2．066

2．064

2．054

2．012

2．004

0．729

1．421

N．D

O．953

1．761

N．D

O．006

N．D

N．D

ND
O．002

N．D

6．972

4．303

3．399

2．412

2．244

＊； DDBJ／EMBLfGenBank accession number
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Table ll Genes

   り           

vaCCInatlon．

upiegulated by PPD stimulation 4 weeks after FKC

Accession No． ＊ Putative protein product 1 day 3 day

DC620567

AUO90848

C23331

DC619957

AUO50047

AUO50764

DC620148

DC619983

DC620209

AUO50230

DC620021

DC620438

AUO90895

CX943207

C81956

DC620451

C82306，C82307

BAA89038

AUO91270

AU261090

AUO91035

AU260876

AU260914

AUO91177

AU261092

AUO50476

Hypothetical protein

Profilin

U且㎞own

Unknown

GS3686， protein kinase inhibitor P58

ASMIike phosphodiesterase 3a

Unknown

Ribosomal protein S7

Hypothetical protein

Unknown

Hypothetical protein CBG15933

Unknown

Unknown

Unknown

B－cell activation protein BL34

Unknown

Unknown， immunoglobulin delta

ATPase subunit一一6

1nvariant chainlike protein 2

Pyruvate kinase

Gelatinase B

Nephrosin precursor

G protein pathway suppresor 1

Unknown

Hypothetical pTotein FLJ2e399Ho

Ribosomal protein S22

3．648

2．834

2．437

2．337

N．D

NrD

N．D

N．D

N．D

N．D

ND
N．D

N．D

N．D

N．D

O．029

N．D

N．D

N．D

N．D

．N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

ND

N．D

N．D

N．D

N．D

32．119

31．279

29．555

14．515

14．202

13．961

13．917

12．799

9．317

8．040

7．822

7．632

6．851

6．364

6．288

6．265

5．741

5．421

5．343

5．066

4．154

3．542
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Accession No． ￥’ Putative protein product 1 day 皐day

AUO91107

AUO91025

AUO90722

C82026

AUO91142

AU261019

DC620348

DC620025

DC620552

AUO50484

AU261e75

AUO90905

C23405

C23206， C23207

AU260927

AB247498

Unknown

Unknown

Ubiquinol－Cytochromee C reductase core protein II

Dd GPK2

1mエnunoglobulin light cha㎞precursor

Unknown

Unknown

Unknown

Unknown

Tubulin－liolding cofactor D

Unknown

Unknown

Microfibrilfissociated glyc・oprotein 4

Unknown

Unknown

InterleukinlO

ND
N．D

N．D

ND
N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

N．D

ND
N．D

N．D

3．489

3．340

3．020

2．810

2．812

2．680

2．631

2．478

2．470

2．458

2．223

2．128

2．111

2．109

2．072

2．012

＊； DDBJIEMBLIGenBank accession number
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第四章 考察

 ブリ属のミコバクテリウム症は、発生が確認されて依頼長年に渡り発生し続けてお

り、現在では被害の少なくなったブリ属のレンサ球菌症に変わって、大きな被害の発

生が懸念されている（96）。しかしながら、本菌の宿主範囲や本菌に対するブリ属魚類の

感受性等は詳細に検討されていなかった。カンパチおよびブリに対して

Mycobacterium sp．012971株を用い攻撃試験を行ったところ、両魚種において攻撃菌

の菌湿重量依存的な死亡率の変化が見られた（Figure 6、7）。実験に供した魚数：、そ

の判定方法は簡易的であるものの、カンパチにおいては攻撃後19日目における累積

死亡率が心外重量1．5μg投与区において80％であったことから、攻撃後20日目にお

けるLD50はその半睡程度と考えられた。一方、ブリにおいては、攻撃後20日目に累

積死亡率が菌湿重量6pg投与区で100％に達したことから、攻撃後20日目における

LD50はその半量程度であると考えられた。また、魚体重など他の要因も関わること

が予想できるが、本菌に対する感受性はカンパチの方がやや高いことが示唆された。

 Mycobacterium属細菌による感染症は、様々な生物種で観察されており、魚類にお

いても主に3種の病原菌が知られている（1）・（2）・（4）・（5）。本研究で用いたブリ由来の

Mycobacterium sp．は、そのうちのM．〃zarinumに近縁とされており（6）、 Ag85A遺伝子の

両菌種間における相同性が88％であることからも（94）、Mycobacterium sp． Ag85複合体

遺伝子のブリ属ミコバクテリウム症に対するDNAワクチンとしての効果が期待され

ていた。しかしながら、カンパチに対するこれらDNAワクチンそれぞれの

Mycobacterium sp．012971株に対する防御効果は見られず（Figure 8）、ブースター効果

による防御能上昇を試みるも、ブリにおいての効果は確認されなかった（Figure 9、

10）。細菌性疾病に対するDNAワクチンの開発において、一つの難関となるのが、

宿主細菌間のコドン使用頻度の差である。生物種によって、用いられるコドンの使用

頻度が異なることは1980年ごろから明らかにされていた（97）。DNAワクチンは、宿主

にそれとは異なる生物種の遺伝子を導入することにより、宿主体内で抗原遺伝子を産

生させることで効果をもたらす。ウイルス性感染症の場合には、ウイルスが宿主の転

写、翻訳機構を利用して増殖するためコドン使用頻度に差が現れることは少なく、病

原微生物側の遺伝子を改変せずに導入しても宿主内での抗原タンパク質生産に大き
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な障害はもたらさない。一方、細菌感染症の場合、病原微生物は体内で増殖する際自

らの転写、翻訳機構を用いてタンパク質生合成を行う。そのため、DNAワクチンと

して抗原遺伝子を改変せずに導入しても宿主側の転写翻訳システムではタンパク質

が合成されにくく、防御効果はまったく付与されない場合もある（98）・（99）。本研究にお

いても構築したプラスミドDNAを4μg用い、ウサギ赤血球のライセートによるin

vitro転写翻訳キットでタンパク合成した際に、ブリIL－6遺伝子の発現量に比較して

細菌由来遺伝子の発現量は明らかに少ないものであった（Figure 5）。また、コドン使

用頻度を最適化したAg85Bを用いたDNAワクチンはマウスの．M励8rc〃。廊に対す

る防御効果を上昇させたこと（99）からも、Ag85複合体遺伝子のコドン使用頻度をブリ

属魚類に最適化させたDNAワクチンを用いることでミコバクテリウム症に対する防

御効果を示すようになると考えられる。

 ワクチン有効性は、感染実験による累積死亡率およびRpS（relative percent surviva1）

によって評価される場合が多い。本研究においてもこれらの方法を用いたが、供試魚

の飼育および維持が困難であり、ブリを用いた実験については京都動物検査センター

の協力を得て行うこととなった。このように、特にブリ属魚類を用いて感染実験を行

うためには、充実した飼育設備が必要となることから、より簡便にワクチンの有効性

を評価できる実験系の確立が求められた。Yasuikeらは、 HIRRVに対して有効である

G－proteinを用いたDNAワクチン（pHRVL（｝）と効果を示さないN－proteinをコードし

たDNAワクチン（pHRVLN）接種によって誘導される遺伝子発現パターンの違いを

マイクロアレイ法によって網羅i的に解析し、pHRV｛｝接種魚ではIFN－stimulated gene

やMx遺伝子の誘導が上昇することを示した（100）。このことから、ワクチン候補接種

による遺伝子の発現様態を指標とすることでワクチン有効性の評価が可能であるこ

とが示唆されていた。そこで、遺伝子情報の蓄積されたヒラメを用いて、自然免疫に

関連する炎症性サイトカイン（IL－4β、IL－6、 TNF一αおよびMx）遺伝子を標的とし、

ワクチン候補接種後の遺伝子発現上昇について解析したところ、BCGおよびFKC接

種区ではIL－1 B、IL－6およびTNF一αのmRNA蓄積量の上昇が見られた（Figure 11～

14）。BCGおよびFKCは、菌体成分をそのまま保持しているため、細胞壁由来の脂

質成分がTLRに認識され、炎症性サイトカインの誘導が起こると考えられる。その

ため、その後の獲得免疫への移行が起こりやすいと考えられ、ワクチンとしての有効

性も期待できる。しかしながら、各DNAワクチン接種魚においては、これら炎症性

サイトカインの誘導は見られず、宿主体内での発現量が少ないことがここでも影響し
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ていると考えられた。

 BCGワクチンとFKCワクチンについて効果が期待されたことから、これらのワク

チンのMycobacterium sp．に対する獲得免疫付与能について検討することとした。ヒト

の肺結核については、結核免疫の有無をツベルクリン反応によって評価する方法が一

般的に用いられている。哺乳動物では、IFN一γが結核免疫に関連する重要な遺伝子と

してその指標とされ（101）、近年ではIFN一γの定量によるツベルクリン反応の評価法

も確立されている（クオンテイフェロンTB一一2G．製造元：Cellestis Ltd．（Australia）．販

売元：（株）日本ビーシージーサプライ）。しかしながら、魚類免疫においては未だ明ら

かにされていない部分が多く、ヒラメではIFN一γの報告はなされていない。 BCG

接種後のツベルクリン反臨時の遺伝子発現について、TreeらはGuinea pigの免疫関連

遺伝子のみをスポットしたオリゴマイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解析を

行い、その発現パターンを明らかにした（56）。それによると、BCG接種後にPPDを用

いて刺激することでTNF一α、 IL4β等の炎症性サイトカインも発現誘導されること

が明らかとなり、これらは魚類においても応用可能であると考えられた。そこで、各

ワクチン候補接種後にMycobacterium sp．01297ユ株由来のppDにより刺激し、炎症性

サイトカイン（IL＿1 B、IL－6およびTNF一α）のmRNA蓄積量の変化をreaRime PCR

法を用いて定量したところ、BCG接種魚において各遺伝子mRNAの蓄積量が上昇す

ることが確認された（Figure 15～17）。このことから、 BCGワクチンは魚類において

も細胞性免疫を誘導でき、Mycobacteriu〃z．sp．に対する獲得免疫の付与を宿主にもたら

すことが可能であると考えられる。また、一般的に死菌ワクチンは細胞性免疫を誘導

できないとされるが、本実験結果から魚類においても同様であることが示唆された。

 そこで、BCGワクチン接種魚に対するPPD刺激時およびFKC接種におけるその際

の遺伝子発現パターンを比較することで、ワクチン評価マーカー遺伝子としてより適

した分子を探索するために、マイクロアレイ法による網羅的な遺伝子発現解析を行っ

た。BCG接種魚における刺激後3日目およびFKC接種魚における刺激後1日目では

2倍以上に発現上昇している免疫関連遺伝子の解析が行えなかったものの、両者の遺

伝子発現パターンは大きく異なることが明らかとなった（Tab le 10、11）。FKC接種区

においてはB細胞および液性免疫に関連する遺伝子の発現上昇が見られたが、BCG

接種区ではそれに加え、リンパ球やマクロファージ表面に存在しているとされる

IRF4（AUO91159）、細胞性免疫に関わるMHC crass I antigen（AU260597）といった遺

伝子の発現上昇が見られた。これらのことは、BCGによる細胞性免疫および液性免
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疫の付与、FKCによる液性免疫の付与が宿主内で起こっていることを強く示唆して

いる。また、BCG接種区においては、 CC chemokine receptor 3（ABO81311）および

unknown gene（C23433）が約5倍の発現上昇を示していた（Table 10）。これらのこと

より、これらの遺伝子をMycobacterium sp．に対する有効なワクチン接種時に発現する

マーカー遺伝子として用いることが可能であると考えられた。

 弱毒菌株をワクチンとして利用することは、環境に流出するという懸念や毒性の復

帰による被害の恐れなどから、我が国の水産養殖において流通させることは困難であ

る。しかしながら、BCGワクチンの有効性は本研究より大きな期待が持たれ、その

安全性を証明できれば今後の水産増殖に貢献することができると考えられた。また、

本研究で示したBCGの有効性を指標とする新たなワクチン評価法をさらに改良すれ

ば、今後、新規ワクチンを開発する際の重要なツールとして活用できると期待できる。
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