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1. はじめに

2000 年にブリのビブリオ病およびレンサ球菌症不活

化混合ワクチンが市販化されたことにより，わが国の養

殖生産における魚病被害額はそれまでの半分以下に抑え

られるようになった。1) これまでに 9 種類の病原体に対

する 17 種類の水産用ワクチンが承認されており，魚病

被害の軽減に貢献している。2) しかしながら，これらの

水産用ワクチンはすべてが病原体をホルマリン等で不活

化した不活化ワクチンであり，近年では不活化ワクチン

では予防が難しい細胞内寄生性細菌による感染症の被害

率が大きくなっている。一般的に，不活化ワクチンは宿

主の液性免疫応答を誘導し，抗原特異的な抗体の産生を

促進する。抗体は病原体表面の抗原物質を認識して結合

し，病原体の感染力を奪う（中和抗体）か，貪食細胞に

よる病原体の貪食を促進する（オプソニン化）。しかし，

細胞内寄生性細菌は宿主の細胞内に寄生するため，抗体

は病原体までアクセスすることができない。このため，

細胞内寄生性病原体に対しては，感染細胞を除去する細

胞障害性 T 細胞（CTL）など，抗原特異的な細胞性免

疫の誘導が必要である。筆者らは，これまでに，魚類に

病原性を有する細胞内寄生性細菌 Mycobacterium sp.,

Photobacterium damselae subsp. piscicida（Pdp）および

Nocardia seriolae に対して，細胞性免疫応答を効果的に

惹起できるワクチンの開発を行ってきた。

2. Mycobacterium sp. に対するワクチンの開発

細胞内寄生性細菌の Mycobacterioum sp. を原因とす

るミコバクテリウム症は 1985 年に発生3)して以降，ブ

リ属魚類養殖に対して経済的な被害を与え続けている。

本菌は試験管内においてリファンピシンに対して感受性

を示すが，4) 感染魚にこれを投与しても治療効果は得に

くい。5) Mycobacterium sp. は，人畜共通病原体 M. mari-

num，ウシ型結核菌 M. bovis およびヒト結核菌 M.

tuberculosis などと近縁であり，主要抗原である Ag85

複合体はそれぞれの種間で高いアミノ酸同一率を示

す。6) このように Mycobacterium 属細菌は種間で高い抗

原交差性を示し，ヒトの肺結核に対する弱毒生ワクチン

M. bovis Bacillus Calmette and Gu àerin（BCG）は，結核

菌以外にも M. leprae,7) M. ulcerans8)に対しても感染防

御効果を示すことが報告されている。そこで筆者らは，

カンパチの Mycobacterium sp. 感染症に対する BCG ワ

クチンの感染防御効果について研究を行った。弱毒化菌

株である BCG をカンパチに接種すると，その体内菌数

は時間経過に伴い減少していくことから，BCG ワクチ

ンはカンパチに対して病原性を示さないことがわかっ

た。また，BCG 接種後 4 週間目に Mycobacterium sp. に

よる感染実験を行ったところ，BCG ワクチン接種魚は

対照試験区（PBS 接種区）よりも生存時間が長くなり，

最終的な死亡率も低く抑えられた。攻撃菌である

Mycobacterium sp. の増殖も BCG 接種魚では抑えられて

いることがわかり， BCG ワクチンはカンパチの

Mycobacterium sp. に対して感染防御効果を有すること

が示された。6)

哺乳類では，BCG 接種や結核菌への感染履歴をツベ

ルクリン検査により調べることができる。ツベルクリン

反応は，抗原特異的な細胞性免疫応答により誘導される

遅延型アレルギー反応（Delayed-type hypersensitivity:

DTH）の一つであり，メモリー Th1 細胞により分泌さ
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れるサイトカイン IFNg が重要な働きを担っている。9)

そこで，BCG 接種により誘導される魚類の免疫応答を

解析するために，魚類の DTH 応答について研究を行っ

た。Mycobacterium sp. の培養上清から精製したタンパ

ク質（Puriˆed protein derivative: PPD）を抗原液とし

て BCG 接種したヒラメに投与し，PPD 投与後の免疫応

答をマイクロアレイ法により解析した。Mycobacterium

sp. の不活化菌体を接種した対照試験区では，PPD 接種

後に発現上昇する免疫関連遺伝子はほとんど観察されな

かった。一方で，BCG 接種した魚では PPD 接種してか

ら 24 時間後に，IFNg, IL1b, TNFa, MHC class II お

よび MIP3a などの哺乳類の DTH において重要な役割

を果たす遺伝子の発現上昇が観察された。10) これらのこ

とから，魚類でも BCG 接種により抗原特異的な細胞性

免疫が誘導され，Mycobacterium sp. に対する感染防御

効果が得られることがわかった。さらに，IFNg など

の遺伝子発現レベルを指標とすれば，魚類でも DTH を

利用した細胞性免疫応答の評価が可能であることが示さ

れた。1112)

3. Pdp に対する DNA ワクチンの開発とコドン使用頻

度の最適化

Photobacterium dmselae subsp. piscicida による類結節

症はブリ，13,14) ヒラメ15)をはじめ様々な魚種で発生して

おり，世界中の魚類養殖で問題となっている。Pdp は宿

主のマクロファージ内で生存増殖することができる細

胞内寄生性の病原細菌である。16) 本症に対しては，油性

アジュバント添加ホルマリン不活化ワクチンの有効性が

示されており，現在日本でも水産用医薬品として使用さ

れている。17)

DNA ワクチンは病原体の抗原遺伝子を発現ベクター

に組み込んだプラスミド DNA であり，接種すると宿主

の体内で抗原遺伝子が転写翻訳され，免疫系に認識さ

れる。まず，翻訳された抗原は，それを発現した細胞の

MHC class I 分子により抗原提示され，抗原特異的な

CTL を誘導する。18) さらに，発現細胞から分泌された

抗原は B 細胞により認識され，抗原特異的な抗体の酸

性を誘導する。18) このように，DNA ワクチンは細胞性

免疫応答および液性免疫応答の両者を効率よく誘導でき

る優れたワクチン技術である。しかし，DNA ワクチン

の有効性を制限する要因として抗原遺伝子と宿主動物の

コドン使用頻度の差異が挙げられる。例えば，真核生物

であるブリではアルギニンを指定するコドンとして

AGA（31）および AGG（29）を主に使用するが，

原核生物である Pdp では CGU（24）および CGC

（26）を主に使用する（Codon Usage Database: http://

www.kazusa.or.jp/codon/）。これらのコドン使用頻度

の違いから，抗原遺伝子を効率よく発現できず，ワクチ

ン有効性が制限されてしまうと考えられている。実際

に，哺乳類では抗原遺伝子のコドン使用頻度を宿主のコ

ドン使用頻度に最適化することで，DNA ワクチンの感

染防御効果を改善できることが報告されている。1921)

このような背景から，Pdp の抗原遺伝子 PPA122)を

コードした DNA ワクチン pPPA1wt および PPA1 のコ

ドン使用頻度を魚類に最適化した DNA ワクチン

pPPA1opt を作製し，各ワクチンの Pdp に対する感染防

御効果を検討した。まず，pPPA1wt または pPPA1opt を

ヒラメの筋肉内に注射投与し，投与後 3 日目および 7

日目の投与部位における各遺伝子の転写レベルおよび発

現レベルを解析した。その結果，各 DNA ワクチン間で

抗原遺伝子の転写レベルに差異は認められなかったもの

の，抗原タンパク質の発現レベルは pPPA1opt 接種区で

有意に高くなることがわかった。続いて，これら DNA

ワクチンによる細胞性免疫応答の誘導を確認するために，

DNA ワクチン接種魚の Pdp 抗原に対する DTH 応答の

有無を解析した。その結果， pPPA1wt 接種区の IFNg

および IL1b の遺伝子発現レベルは，pPPA1opt 接種区

よりも有意に高くなっており，コドン最適化により細胞

性免疫応答が強く惹起されることが示唆された。また，

Pdp に 対 す る 凝 集 抗 体 価 も pPPA1opt 接 種 区 で は

pPPA1wt 接種区よりも高くなっており，コドン使用頻

度の最適化により液性免疫の誘導能も強化されることが

わかった。Pdp による感染実験では対照試験区のベク

ター DNA 投与区の最終的な生残率が 8 であったこと

に対し，pPPA1opt 接種区では 91，および pPPA1wt

接種区では 69 となり両 DNA ワクチンの感染防御効

果が示された。23) これらの研究成果から，PPA1 遺伝子

を用いた DNA ワクチンが Pdp による類結節症に対して

有効であること，およびコドン最適化により魚類でも

DNA ワクチンの有効性が向上することがわかった。

4. Nocardia seriolae に対する DNA ワクチンの開発

Nocardia seriolae はグラム陽性，弱抗酸性の放線菌で

あり，ブリ，カンパチ24)およびヒラメ25)に対して病原

性を示す。本菌によるノカルジア症は，わが国で最も生

産量の多いブリ属魚類の養殖で多発しており，近年では

もっとも被害額の大きな感染症の一つになっている。ス

ルファモノメトキシンおよびスルフィソゾールナトリウ

ムによる治療が可能である26,27)が，抗生物質および合成

抗菌剤を多用することは薬剤耐性菌の出現につながるた

め，ワクチンの開発が強く求められている。ホルマリン

および加熱処理により不活化した菌体を接種しても感染

防御効果が得られないことが報告されており24,28)，未だ

効果の高いワクチンは開発されていない。N. seriolae に

一度感染し耐過した個体（感染耐過魚）は，再攻撃に対

して強い抵抗性を示す。29) また，N. seriolae の培養上清
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から PPD を精製して感染耐過魚に投与すると DTH 応

答が誘導されることから，本菌の排除には抗原特異的な

細胞性免疫応答が重要な役割を果たすことが示唆されて

いる。12)

Nocardia 属細菌は，Mycobacterium 属細菌とともに

Corynebacterium 亜目に分類される。これらの細菌はワ

ックス状の分厚い細胞壁を有しており，この細胞壁を合

成する酵素として mycoryl transferase を盛んに分泌し

ている。30) Mycoryl transferase は別名 Ag85 複合体と呼

ばれており，宿主動物の免疫応答を強く誘導する主要抗

原である。Mycobacterium 属細菌による感染症に対し

ては，Ag85 複合体を抗原として用いた DNA ワクチン

が哺乳類および魚類で開発されている。3132) そこで，ま

ず，縮重プライマーを用いて N. seriolae の Ag85 複合体

遺伝子のクローニングを行ったところ，362 アミノ酸を

コ ード す る 1,086 bp の N. seriolae の Ag85 様 遺 伝 子

（Ag85L）を得ることができた。次いで，本遺伝子を連

結した発現プラスミド pAg85Lwt およびそのコドン使用

頻度を魚類に最適化した pAg85Lopt を作製した。これ

らをカンパチに投与して N. seriolae による感染実験を

行ったところ，対照試験区とした PBS 接種区の最終的

な生残率が 51 であったのに対し，pAg85Lwt 接種区

では 88 および pAg85Lopt 接種区では 98 の魚が生

残した。また，これら DNA ワクチンを接種したカンパ

チでは，攻撃後で N. seriolae の体内増殖が抑えられて

おり，ワクチン接種魚ではノカルジア症の症状である脾

臓の肥大や結節の形成がまったく観察されなかった。こ

れらのことから，DNA ワクチン pAg85Lopt および

pAg85Lwt は N. seriolae に対して非常に高い感染防御効

果を示すことがわかった。

5. おわりに

生ワクチンの水産動物への使用に対しては，病原性復

帰の可能性，生ワクチン株の伝播増殖が水中では起こ

りやすいこと，および接種動物の隔離が難しいことなど

多くのリスクが挙げられる。生ワクチンの代替として，

細胞性免疫を効果的に惹起できる DNA ワクチンは非常

に魅力的な技術である。この記事でも紹介してきたよう

に，DNA ワクチンは様々な魚類の感染症に対して有効

性が示されており，実際に 2005 年にはカナダでサケ科

魚類の伝染性造血器壊死症（Infectious hematopoietic

necrosis: IHN）に対する DNA ワクチンが承認され

た。33) DNA ワクチンとして接種された抗原遺伝子の

DNA は宿主の染色体には組み込まれないため，DNA

ワクチン接種動物は遺伝子組換え動物にはあたらな

い。34) わが国でも産業動物への DNA ワクチン使用に関

する法整備が始まっており（農林水産省ホームページ

http: / / www.maŠ.go.jp / j / syouan / nouan / carta /

tetuduki/2016 年 6 月 6 日），今後，DNA ワクチンが水

産用医薬品として承認されることが大いに期待される。
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