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は し が き

魚類はその他の脊椎動物と異なり免疫系の中でも非特異的免疫機構の占める

割合が大きいと考えられている｡そのために非特異的免疫機構を増強させ､病

気を予防するために免疫賦活剤が開発され実用化されてきている｡現在多くの

免疫賦活剤が水産養殖の現場で使用されている｡免疫賦活剤で活性化する免疫

機構は主としてリンパ球と食細胞である｡特に食細胞が重要であり､研究され

ている免疫賦活剤はほとんどの場合､この食細胞の機能を活性化する働きがあ

る｡しかし､その免疫機能を活性化するメカニズムについては､十分に解明さ

れていない｡本研究は､免疫賦活剤の免疫機構を活性化するメカニズムを遺伝

子の側面から検討することを目的としたものであり､平成 11と12年度の2

年間にわたり研究を実施した｡本報告書はその成果をとりまとめたものである｡

研 究 組 織

研究代表者 酒井 正博 (宮崎大学農学部 ･助教授)

研 究 経 費

平成 11年度 2,100 千円

平成 12年度 1,400 千円

-1-



研 究 発 表

(1)学会誌等

Kono T.,A.Sakaiand S.E.LaPatra.Expressed sequence tag

analysis of kidney and gill tissues from rainbow trout

(Oncorhynchusmykiss)infectedwithinfectioushematopoietic

necrosisvirus.MarineBiotechnology2,493-498. 2000.

Kono.T.,Oshikawa,TandM.Sakai. Theanalysisofexpressed

genesinkidneyofJapaneseflounder,Paralichthysolivaceus,

injected with immunostimulant peptidoglycan. Fish and

Shellfish =mmunology ll (Accepted)･

(2)口頭発表

KonoT.,M.Sakai,T.AokiandS.E.LaPatra.Expressedsequence

taganalysisofkidneyandgilltissuesfrom rainbowtrout

(Oncorhynchusmykiss)infectedwithinfectioushematopoietic

necrosisvirus･9thlnte,rnationalConferenceJJDiseasesofFish

andShellfish,,(ロー ドス島､ギリシャ､1999年 9月 14日)｡

河野智哉､中尾実樹､藤木和浩､矢野友紀､酒井正博 工nterleuk土n1beta

遺伝子導入魚における免疫応答の活性化 平成 12年日本魚病学会春期大会

(東京､平成 12年 3月30日)｡

Kono,T.andM.Sakai. Theanalysisofexpressedgenesinkidney

ofJapaneseflounder,Paralichthysolivaceus,injectedwith

p-glucan.The8thcongressofthe InternationalSocietyof

DevelopmentandComparative Immunology.(ケアンズ､オース トラリ

-3-



ア､2000年 7月4日)0

Kono,T･andM･Sakai. Molecularanalysisoface-Chemokinegene

inJapanese flounder,Paralichthys olivaceus.The

lnternat土OnalConfe工■enCeOfAquat土cGenom土cs〟ASteptowardthe

GreatFutureofAquaticGenom土cs〝 (東京､2000年 11月 10日)0

(3)印刷物

酒井正博 :魚類の免疫と遺伝子 "次世代の水産バイオテクノロジー"(隆島

文夫編) 成山堂書店 (東京)､pp.54-712000

-4-



要 約

(日的)活性化した白血球は､多くのサイトカイン類や生体防御関連物質を産

生することが知られている｡そこで､これらの遺伝子をクローニングするため

に､活性化した白血球から､cDNA ライブラリーを作製し､そのクローンの解

析を行った｡

(方法)グルカンを注射したヒラメの白血球から､mRNA を分離し､CDNA

ライブラリーを作製したOこのライブラリーから無作為に198クローンを抽

出し､その遺伝子の配列を決定した｡

(結果)今回解析した198クローンのうち､生体防御に関連する物として､

免疫グロブリンの L鎖と H 鎖､リゾチーム､β2ミクログロブリン､チモシ

ンおよび ccケモカインの遺伝子をクローニングすることが出きた｡これらの

遺伝子の相同性を検討した結果､免疫グロブリンの L鎖と H鎖およびβ2ミ

クログロブリンは､これまで発表されたものと異なっていた｡CCケモカイン

は､ほ乳類のmacrophageinflarnmatoryproteinに最も構造が類似していたO
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目 的

魚類の免疫賦活剤の研究は､ワクチンのアジュバントとして古くから研究

されてきた｡しかし､一般に注目されるようになったのは､01ivierら(1985)が､

フロイント完全アジュバントの単独接種で､せっそう病やビブリオ病に対して

高い防御能を示した論文を発表してからである｡その後､多くの研究者によっ

て､ほ乳類で使われている免疫賦活作用のある多くの物質が魚類やエビで試験

され､その有効性が確認された｡現在では､レバミゾール等の合成化合物､イ

ーストグルカン等の菌体成分､チキン等の多糖体､動植物由来の成分､ビタミ

ン等の栄養素､ラクトフェリンやリゾチュ-ム等の生体防御因子およびホルモ

ン等で免疫賦活作用が報告されている｡このように一口に免疫賦活剤と言って

も様々な物質が研究されており､その作用､有効性､持続性等が個々に異なる｡

免疫賦活剤で､活性化する免疫因子として食細胞 (好中球やマクロファージ)､

補体系､ナチュラルキラー細胞､リゾチーム等が知られている｡しかし､免疫

賦活剤が免疫機能を活性化するメカニズムについてはまだ十分にわかっていな

い｡本研究において､免疫賦活剤投与魚の腎臓からcDNA ライブラリーを作製

し､発現している遺伝子を解析することによって､免疫系が活性化するメカニ

ズムを検討した｡

ー6-



材料および方法

1 免疫賦活剤

2 供試魚

供試魚として平均体重 120gのヒラメを用いた｡このヒラメを水温 16℃

の円形水槽で飼育した｡

3 賦活剤の投与

ペプチ ドグリカンを生理食塩水に溶解させ､1mg/0.1ml/f土shの濃度を魚

の腹腔内に接種した｡その5日後､腎臓を取りだし､cDNAライブラリーの作

製に用いた｡さらに､免疫系の活性化を調べるために､活性酸素の産生をNBT

法を用いて測定した｡

4 cDNAライブラリーを用いての免疫系遺伝子のスクリーニング

4-1TotalINAの粗抽出

ヒラメの頭腎(20〃′g程度)を 1mlの ISOGEN(ニッポンジーン)中でホモジナ

イズし､室温で 5分間放置した｡次に､Chloroform(和光純薬､特級)200〃′1

を加え､十分に混合した後､室温で3分間放置し､4℃､14000rpmで 15分間

遠心分離 を行った｡上清 を新 しいマイ クロチ ューブに移 し､Isopropyl

Alcohol(和光純薬､精密分析用)500〃′1を加え､4℃で 30分間放置後､4℃､

14000rpm､30分間遠心分離を行った｡そして､上清を除去し､80%Ethyl
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Alcohol(和光純薬､一級)1mlを加え､緩やかに混合した後､4℃､7500rpmで

5分間遠心分離を行った.最後に風乾により､EthylAIcoholを除去したO残

ったペレットは､10〃′1のDiethylPyrocarbonate(SIGMA)処理水に溶解させ､

TotalRm 溶液としたO

ここで､TotalRNA溶液の260nmおよび280nmにおける吸光度を測定し､

TotalRNA溶液の濃度および純度を算出した｡純度は､0.D.260/0.D.280で算出

し､この値が 1.6以上のものを次のステップでサンプルとして使用した｡

4-2 mFiNAの調製

mRNA の調製は､QuickPrepMicromRNA RlrificationKit(Amersham

PharmaciaBiotech)を使用して行った｡

TotalRNA溶液 10LLlに､ExtractionBuffer400〃′1､ElutionBuffer800

LL1.を加え､十分に混合した｡ここで､別の新しいマイクロチューブに 01igo

(dTトCelluloselmlを用意した｡希釈したTbtalRNA溶液およびoligo(dTト

Celluloseを 4℃､14000rpm で 1分間遠心分離を行った｡そして,01igo

(dT)-Celluloseの上清 を入念 に除去 し､残 ったペ レッ トに TotalRNA 溶液の

上清 1.2mlを加 え､十分 に混合 し､4℃ ､14000rpm で 10秒 間遠心分離 を行

った｡

次 に､High-SaltBufferlmlを加 え､十分 に混合 した後 ､4℃ ､14000rpm

で 10秒 間遠 心分離 を行 い｣上清 を除去 した｡ この High…SaltBufferによ る洗

浄 を 5回繰 り返 した｡ さ らに､Low-SaltBufferlmlを加 え､十分 に混合 した

後 ､4℃ ､14000rpm で 10秒 間遠心分離 を行 い､上清 を除去 した｡ この Low-
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SaltBufferによる洗浄を2回繰り返した｡残ったペレットにLow-SaltBuffer

300LLlを加え､十分に混合した｡次に､マイクロチューブにMicroSpinColumn

内にサンプル溶液を移した.これに､Low-SaltBuffer500lLlを加え､4℃､

14000rpmで5秒間遠心分離を行い､櫨液を除去した｡このLow-SaltBuffer

洗浄後､あらかじめ65℃で保温しておいたElutionBuffer 200〃.1を加え､

4℃､14000rpm で 5秒間遠心分離を行った｡さらに､この操作をもう 1度繰

り返し､得られた渡液に､3MSodiumAcetate13〟1､Ethachinmate4〟1､

IsopropylAlcohol500〃.1を加え､-20℃で 30分間放置後､4℃､14000rpm

で30分間遠心分離を行った｡そして､上清を除去し､80% EthylAIcohollml

を加え､緩やかに混合した後､4℃､14000rpmで 10分間遠心分離を行った｡

最後に風乾により､EthylAIcohdを除去した｡残ったペレットは､5〟1のDEPC

処理水に溶解させ､mRNA溶液とした｡

ここで､mRNA溶液の 260nm および 280nm における吸光度を測定し､

mRNA溶液の濃度および純度を算出した｡純度は､0.D.260/0.D.280で算出し､

この値が 1.8以上のものを次のステップでサンプルとして使用した｡また､濃

度は､DEPC処理水を用いて 1〃.g/〝1に調節した｡

4-3 ライブラリーの作製

ライブラリーの作製は､ZAPCDNASYNTHESISKIT(STRATAGENE)およ

びGigapack･ GoldPackagingExtract(STRATAGENE)を使用して行った｡
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1)第 1鎖 cDNA合成

10×FirstStrandBuffer5LLl､10mMFirstStrandMethylNucleotide

Mixture3LLl､Linker-Primer2LLl､RNaseBlockRibonucleaselnhibitor

(40units/LLl)1fLlを十分に混合したOこれに､mRNA溶液(0.15LLg/lil)36.5

LLl加え､十分に混合し､室温で 10分間放置したO次に､StrataScriptRNaseH-

ReverseTranscriptase(100units/LLl)2.5LLlを加え､十分に混合し､37℃で

1時間インキュベ-上した後､氷上に放置した｡

2)第 2鎖 cDNA合成

前ステップで調製したサンプル 45〃′1に､10×secondstrandbuffer40〃.1､

10mMSecondStrandNucleotideMixture6LLl.滅菌蒸留水 293.5〃′1を加

え､十分に混合した｡さらに､RNaseH(1.1units/〝1)4.5〟1､DNAPolymerase

I(llunits/〝1)9〟1を加え､十分に混合した後､16℃で 2.5時間インキュベ

- 上し､氷上に放置した｡次に､Phenol:Chloroform[1:1(Ⅴ/v)]400〟1を加

え､十分に混合し､4℃､14000rpm で 2分間遠心分離を行った｡さらに､上

清を新しいマイクロチューブに移し､Chloroform 400〝1を加え､十分に混合

し､4℃､14000rpm で 2分間遠心､分離を行った｡上清を新しいマイクロチュ

ーブに移し､100%EthylAIcohollml､3MSodiumAcetate40〟.1を加え､-

20℃で30分間放置後､4℃､14000rpmで60分間遠心分離を行った｡そして､

上清を除去し､80%EthylAlcohollmlを加え､緩やかに混合した後､4℃､

14000rpm で 10分間遠心分離を行った｡上清を除去した後､風乾させ､滅菌

蒸留水 45〃′1に溶解させた｡

ここで調製した cDNAをテンプレートとした PCRを行い､actin遺伝子の
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存在を確認することにより､cDNA合成操作の確認を行った｡

3)平滑末端化

サンプル 42JJlに10×Buffer#35〃′1､2.5mMdNTPMix2.5〟1､Klenow

Fragment(1unit/〟1)1〃′1を加え､37℃で 30分間インキュベ-上した後､滅

菌蒸留水 50〃′1を加えた｡次に､Phenol:Chloroform[1:1(Ⅴ/v)]400〟1を加

え､十分に混合し､4℃､14000rpm で 2分間遠心分離を行った｡さらに､上

清を新しいマイクロチューブに移し､Chloroform 400〃.1を加え､十分に混合

し､4℃､14000rpm で 2分間遠心分離を行った｡上清を新しいマイクロチュ

ーブに移し､100%EthylAIcohollml､3MSodiumAcetate40〃.1を加え､-

20℃で30分間放置後､4℃､14000rpmで60分間遠心分離を行った｡そして､

上清を除去し､80%EthylAlcohollmlを加え､緩やかに混合した後､4℃､

14000rpmで 10分間遠心分離を行った｡上清を除去した後､風乾させた｡

4)EcoRIアダプター付加

3-3で残ったペレットに､EcoR I7〟.1を加え､ペレットを完全に溶解さ

せた｡さらに､10×Buffei#31〟.1､10mMrATP1LLl､T4DNALigase(4units/

fLl)1111を加え､6℃で 16時間インキュベ-トした後､70℃のウォーターバス

内に30分間放置した｡

5)EcoRI末端のリン酸化

3-4で調製したサンプルを室温で5分間放置し､10×Buffer#31〃.1､10mM

rATP2〟′1､滅菌蒸留水 6〝1､T4PolynucleotideKinase(10units/〟1)1〟′l

を十分に混合し､37℃で30分間､70℃で30分間インキュベ-トし､室温で5

分間放置した｡
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6)ⅩhoI切断

3-5で調製したサンプルに､Ⅹho IBufferSupplement28lLl､Ⅹho I

(40units/〟1)3〟.1を加え､十分に37℃で 1.5時間インキュベ-トした後､室

温に戻した｡さらに､10×STEBuffer5〃′1を加えた｡

7)UNトZAPXRvectorarm内へのcDNAライゲ-ション

Ⅹho I切断済みの cDNAの濃度を､滅菌蒸留水を用いて､100ng/〝1に調

節し た.希釈したcDNA2.5LL=こ､10×Buffer♯3･0.5〃′1､10mM rATP0.5

〝1､Uni-ZAPXRVector(1〃.g/〟1)1〃一1を加え､十分に混合した｡さらに､

T4DNALigase(4Weissunits/〝1)0.5〃′1を加え､十分に混合した後､4℃で

2日間インキュベ-上した｡

8)パッケージング

SonicExtrac/tおよび Freeze-Thaw Extractを氷上で融解した｡Freeze-

ThawExtract30〃′1に､前ステップまでに調製したcDNAILLl､SonicExtract

15〃.1を加え､十分に混合した後､22℃で 2時間インキュベ-上した｡次に､

Chloroform 20J↓1を加え､十分に混合した後､軽く遠心分離し､上清をファ

ージ溶液とし､4℃で保存した｡

9)タイタリング

ⅩL1-BlueMRF-Strainを､12.5〟g/mlTetracyclineを含むLBプレート

上で培養し､続けて 0.2%(V/v)Maltoseおよび 10mM MgS04を含む LB

Medium 中で培養した｡この培養液を 2000rpm で 10分間遠心分離を行い､

培地を除去した後､10mMMgSO4200〃′1中に溶解した｡さらに､10mMMgS04

を用いて0.D.600-0.5になるまで希釈した｡これをⅩL1-BlueMRF'Solution
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とした｡

SM Buffer(NaC15.8g､MgSO4･H202g､1MTris-HC150m1､2%(W/v)

Gelatin5ml)を用いて､102倍､103倍､104倍に希釈したサンプルを用意した｡

ⅩLトBlueMRF'Solution250〃′1にそれぞれの濃度のサンプルを1〟1ずつ加

え､37℃でインキュベ-トし､20%IPTG7.5JLl､250mg/mlX-gal50FLlを

加えたNZYTopAgar(NaC15g､MgSO 4･7H202g､YeastExtract5g､NZ

AminelOg､Agar7gを1Lの蒸留水に溶解したもの)3mlに加えて､NZYプ

レート(NaC15g､MgSO4r7H202g､YeastExtract5g､NZAminelOg､Agar

15gを1Lの蒸留水に溶解し､オートクレーブ後固化させたもの)に塗布した.

これを37℃で一晩培養したO

4-4 プラスミドベクターへの転換

SOLRStrainを､50〟g/mlKanamycinを含むLBプレート上で培養し､

続けて LBMedium 中で､0.D.600-1.0になるまで培養し､SOLRSolution

とした｡ⅩL卜BlueMRF-のコロニーをプレートから拾い､0.2%(V/V)Maltose

および10mMMgS04を含むLBbroth中で0.D.600-1.0になるまで培養した｡

この培養液 200〝1にファージ溶液 100α1および M13KO7Helper

Phage(AmershamPharmaciaBiotech)1〝1を加え､室温で15分間放置した｡

これを2×YTmedium 4mlに加え､37℃で3時間培養した｡その後､1mlを

マイクロチューブに移し､70℃のウオーターバスで20分間インキュベ-上し､

4℃､5000rpm で 20分間遠心､分離した｡この上酒をファージミド溶液として

4℃で保存した｡
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このファージミド溶液 10〃.1に､SOLRsolutionlOO〃1を加え､室温で 15

分間放置した｡50〃g/mlAmpicillinを含むLBプレー ト上に20%IPTG25〃′1､

20mg/mlX-gal25〃′1を塗布した後､サンプル 50fJlを塗布した｡

4-5 インサー トの確認(プラスミドDNAの抽出)

LBプレー ト上で生育した白コロニーをAmpicillin(最終濃度 50〟g/ml)を

含む2×YTMedium(Bacto¶γptone16g､BactoYeastExtractlOgをlL

の蒸留水に溶解したもの)で 16時間培養し､8000rpm で 5分間遠心分離を行

い､集菌した｡さらに､ペレットを 1mlの滅菌蒸留水で洗浄し､8000rpm で

5分間遠心分離を行った｡

次にSolution I(50mMGlucose､25mMTris-HCl､10mMEDTA)100LLl

を加え､ペレットを緩やかに懸腐させた後､SolutionⅡrA(0.2NNaOH)100

〝1および SolutionⅡ-B(1%SDS)loo″.1を加え十分に混合後､氷中で 5分

間静置した｡さらに､SolutionⅢ(5MPotassiumAcetate)150〟.1を加え､十

分に混合し､氷中で 15分間静置した｡そして､Chloroform lO〃′1を加え､十

分に混合した後､4℃､14000rpm で 10分間遠心分離を行った｡次に､TE

SaturatedPheno1400JAlを加え､十分に混合し､4℃､14000rpmで 10分間

遠心分離を行ったOさらに､上清を新しいマイクロチューブに移し､Chloroform

400〃1を加え､十分に混合し､4℃､14000rpm で 5分間遠心分離を行った｡

上清を新しいマイクロチューブに移し､100%EthylAIcohollml､3MSodium

Acetate′40LLlを加え､-20℃で30分間放置後､4℃､14000rpmで20分間遠

心分離を行った｡そして､上清を除去し､80%EthylAIcohollmlを加え､緩
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やかに混合した後､4℃､14000rpmで 10分間遠心分離を行った｡最後に風乾

により､EthylAIcoholを除去した.残ったペレットは､100〃′1のTESolution

に溶解させた｡

次に､10mg/mlfdbonuclease(RNase)(NipponGeneCo.,LTD)1LLlを加

え､十分に混合した後､37℃で 1時間反応させた｡そして,Chloroform 100

LLlを加え､十分に混合し､4℃､14000rpmで5分間遠心分離を行った｡上清

を新しいマイクロチューブに移し､100%EthylAlcohol250〃.1､3MSodium

AcetatelO〃′1を加え､-20℃で 30分間冷却した｡そして､4℃､14000rpm

で20分間遠心分離を行い､上清を除去した後､80%EthylAlcohol500〃,1を

加え､沈殿を洗浄した後､再び4℃､14000rpmで10分間遠心分離を行った｡

上清を除去した後､風乾させ､滅菌蒸留水に溶解させた｡これをプラスミドDNA

溶液とした｡プラスミドDNA溶液 1〝1､20units/〝lEcoR i(NipponGene

Co.,ⅠJD)1〃′1､､10×HighSaltBufferl〃′1､滅菌蒸留水 7〟1を混合し､37℃

で 1.5時間反応させた｡反応後､65℃で5分間インキュベ-トし､制限酵素を

不活化させた｡これを1.5%AgaroseGel(AgaroseS)を使用して､インサート

の確認を行った｡

4-6 シークエンシング

シークエ ンスは､AutoCycleSequencingKit(Amersham Pharmacia

Biotec)を使用し､サイクルシークエンシング法で行った｡1〃′g/〝1テンプレ

ー トDNA 5〃′1､蛍光標識 T7Primer2LLl､ReactionBuffer2LLl､dNTP

Solution5〃.1､DimethylSulfoxide(DMSO)2〟1､TaqDNAPolymerase2
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LLlを混合し､MasterMixとしたO次に､あらかじめ氷冷しておいたddATP､

ddCTP､ddGTP､ddm それぞれ 2.5〝1ずつに MasterMixを4〃′1ずつ分

注し､sequencingsampleとした｡まず､95℃･36秒間､37℃･36秒間､72℃ ･

84秒間を5サイクル､次に､95℃ ･36秒間､50℃ ･36秒間､72℃ ･84秒間

を17サイクル行った｡さらに､95℃ ･36秒間､72℃ ･84秒間を14サイクル

行い､最後に 72℃で 5分間インキュベ- トした後､氷冷した｡その後､Stop

Solution4〃.1を加え95℃で3分間加熱し､このうち､5〃′1をゲルに注入した｡

シークエンス用ゲルは､6%(W/V)PolyacrylamideGel[Amersham

PharmaciaBiotech,ReadyMixGel;5.7%(W/v)Acrylamide､0.3%(W/v)

N,NLMethylenebisacrylamide､7MUrea､0.1MTris-borate(pH8.3)､1mM

Na2EDTA､3mM N,N,Nl,NLTetram ethylenediamine)を使用 したO凍結 し

たゲルは､4℃で 48時間か けて解凍 し､室温 に 1時間置 いた｡10%

AmmoniumPersulfate(APS)Solution450LLlを加え､穏やかに混合し､4時

間ゲルを重合させた｡

電気泳動装置は､ALF ･DNASequencer(AmershamPharmaciaBiotec)

を使用し､泳動条件は､以下のように設定した｡ゲル板は､0.5mmを使用し､

RunningBuffer0.6×TBE､Voltage1500V､Current38mA､Power34W､

Samplinginterval2sec､RunningTime600min､userPower3mA､

Temparature45℃とした｡

5 データ解析

BIASTProgram(http://www.blast.genome.ad.jp/)を用いて､dbESTを
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含むGenbank上のデータベースと比較を行った｡

6 DDBJ(DNADataBankofJapan)へのESTデータの登録

DDBJの登録規定フォームにのっとり､AmotationFile､SequenceFile､

DefinitionFileの3つを作製し､それぞれの遺伝子を登録しアクセッションナ

ンバーを付けた｡
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結果および考察

本研究で､ペプチドグリカン投与魚の腎臓で発現する遺伝子の 198クローン

の解析を行った｡そのうちデーターベース上で登録されている遺伝子と相同性

が確認できたものは 91クローンで､既知の遺伝子との相同性が見られなかっ

たのは 107クローンであった｡その遺伝子を機能別にTablelに示した｡

その中で､細胞構造や細胞運動に関与する遺伝子として､α-tubulin､

cytochromeCoxidasesubunit､ cytochromeoxidasel､ kinesinlight

chain､ myosinalkalilightchainがクローニングされた｡

細胞表面伝達シグナルに関与する遺伝子として､activatedproteinkinaseC

receptorの遺伝子がクローニングされた｡

遺伝子およびタンパク質の発現に関与する遺伝子として､さまざまなタイプ

の ribosomalprotein(合計 15種類)､translationinitiationfactor3､

ubiquitinlikeS30protein､ replicationfactorC 37kchain ､20S

proteasomesubuitC2､ actin-relatedprotein､ cellularnucleicacid

bindingprotein､ highchoriolyticproteinase等の遺伝子がクローニングさ

れた｡

代謝系に関与する遺伝子 として､ α-adaptin､ α-および β-globin､

cysteineproteinaseinhibitor､ ferritinheavychainsubunit等の遺伝子が

クローニングされた｡

免疫系に関与する遺伝子として以下の遺伝子がクローニングされた｡
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β 2microglobulin

β 2microglobulinは､MHCクラス1α鎖分子と結合し､すべての細胞表面

に存在する分子である｡すでに､多くの魚からこの遺伝子は分離されている｡

今回分離した遺伝子は､コイと最も高い相同性 (83%)を示した(Fig.1)｡さ

らに､系統樹を用いて類縁関係を検討したところ､今回クローニングした遺伝

子は､ニジマスとコイのアウトグループに位置し､晴乳動物とは､明らかに異

なる位置に存在した (Fig.2)0

CC-chemokine

ケモカインは､さまざまな生理活性を持つサイトカインの一種である｡特に､

免疫学的には､食細胞の遊走能を引き起こすことが知られている｡このケモカ

インは､その構造から主に､CCとCXCに分類される｡今回､ヒラメより分離

されたケモカインは､システインが2つ連続することから CCに同定すること

が出来たOこのケモカインの構造をFig.3に示した.今回クローニングされた

CCケモカインは､魚類や噛乳類で報告されている分子とは異なり新しいもの

である可能性が系統樹より推測された (Fig.4)｡今後は､この遺伝子の機能に

ついての詳しい検討が必要である｡

Immunoglobulinheavychain(IgH)とImmunoglobulinlightchain(IgL)

免疫グロブリンは､抗体分子である免疫系の中心的な役割を担うことが知ら

れている｡免疫グロブリンは､L鎖とH鎖からなることが知られている｡本研

究において､この両方の鎖をクローニングし､その構造を明らかにすることが
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できた｡

今回クローニングできたヒラメの IgH鎖は､C4ドメインすべてと部分的な

C3ドメインのみであった｡このC4ドメインの構造を､その他の魚種と比較し

たところキャットフィッシュと84%の相同性が確認された (Fig.5)Oさらに､

系統樹を作成した結果､コイとキャットフィッシュのアウトグループにヒラメ

の遺伝子は位置つけられた (Fig.6)0

さらに､今回分離されたヒラメの IgL鎖の構造を解析した結果､ニジマスの

IgL2と最も高い相同性を示した (Fig.7と8).

Lysozyme

リゾチームは､体液や粘液中に存在する殺菌タンパク質の一種である｡リゾ

チームは､無脊椎動物から脊椎動物まで広く存在することが知られている｡魚

類でも､すでに数種からこの遺伝子のクローニングが行われている｡今回クロ

ーニングした遺伝子は､すでにヒラメで報告されているものと､ほとんど同じ

配列であった (Fig.9とFig.10)o

Thymosin B

Thymosinは､α､β､γの3つのタイプがあることが知られており､さま

ざまな機能を持っている｡免疫系に与える作用としては､サイトカインの産生

や抗体産生の促進等が知られている｡魚類においては､すでにニジマスやゼブ

ラフィッシュでこの遺伝子のクローニングが行われている｡今回クローニング

した遺伝子は､その構造からβ型であることが示された｡このヒラメの
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Thymosin βの構造をFig.11に示したo今回分離した遺伝子は､ニジマスの

Thymosin β11と最も高い相同性を示した (Fig.12)0
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Figure6.PhylogenetictreesofanalignmentofM56andlgHinvertebrate.
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Figure9.AHgnmentofaminoacidsequenceofM99withlysozymeofdifferentvertebrate,
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Figure11.AIignmentofaminoacidsequenceofM176Withthymosinbetaofdifferentvertebrate.
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