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研究成果の概要（和文）： 
無脊椎動物において、個体発生の視点から幼生、成体の自然免疫系を比較解析する研究はなさ

れていない。本研究において、イトマキヒトデの免疫細胞の同種異個体認識能力は、幼生から

成体への変態後に獲得されることを明らかにした。幼生及び成体の免疫細胞で発現する遺伝子

を比較解析したところ、免疫関連遺伝子の大部分が両細胞種で共通である一方で、これら共通

遺伝子の中に認識システムの変化を示唆する遺伝子が存在することを発見した。 
 
研究成果の概要（英文）：  
In invertebrate, a comparative analysis of larval and adult innate immune system, from 

a perspective of ontology, has not been made.  We revealed that the allorecognition 

capability of immune cells is acquired after metamorphosis in the immune system of the 

starfish, Asterina pectinifera.  Although a global analysis comparing genes expression 
in the larval and the adult immune cells showed that the majority of immune-related gene 

is common to both cell types, a certain type of gene that suggests the alteration of immune 

recognition system was present in these common genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、自然免疫の重要性が見直され、無脊

椎動物における自然免疫系に関する研究は

盛んになってきているが、個体発生の視点か
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ら幼生、成体の自然免疫系を比較解析する研

究はなされていない。 

 イトマキヒトデ幼生の免疫細胞である間

充織細胞は、貪食作用の際に哺乳類のマクロ

ファージと非常に良く似た細胞行動を示し

ながら、同種細胞を特異的に認識し、認識で

きないものを全て異物と見なす認識メカニ

ズム（missing-species 認識）によって生体

防御を行っている（Furukawa et. al., 2009）。
棘皮動物は系統進化的に脊椎動物に繋がる

後口動物の基部に位置しているため、これら

の結果は免疫系の進化を考える上で非常に

有用な知見である。一方、ヒトデ成体では、

同種異系組織の移植拒絶反応が報告されて

いる（Karp and Hildemann, 1976）。この事

実は、幼生における種特異性認識による免疫

系が、成体に変態することにより、同種異個

体認識による免疫系(missing-self 認識)へ

と変化している可能性が示唆される。現在の

ところ、自然免疫系において、個体発生の過

程で自己非自己認識メカニズムそのものが

これほど変化することを示す研究は存在し

ない。 
 
２．研究の目的 
 本助成では、棘皮動物イトマキヒトデの免
疫系において、個体発生の過程における自己
非自己認識メカニズムの変化を明らかにす
るために、幼生及び成体の免疫系を比較解析
する。 
 まず、これまでイトマキヒトデにおいて報
告がない成体での同種移植系を確立し、成体
の免疫細胞である体腔細胞が同種異個体認
識能力を携えていることを明らかにする。次
に、幼生と成体の免疫細胞でそれぞれ特異的
に発現する免疫関連分子を比較解析し、両者
の免疫系を特徴付ける因子を探索する。さら
に、両者に共通の免疫関連分子の機能解析を
行い、幼生と成体の免疫系の共通性を調べる。 
 これらの研究をもとに、免疫系が個体発生
の過程で「個体性」をどのように確立してい
くかを解析するための研究基盤の確立を目
指す。 
 
３．研究の方法 
（１）成体における同種移植系の確立及び同
種異個体細胞に対する免疫応答の解析 
 人工海水で 30 µg/ml に希釈した細胞ラベ
ル化試薬、carboxyfluorescein succinimidyl 
ester (CFSE)を個体 Aの体腔に 1 ml注射し、
8 時間のインキュベーションにより体腔細胞
を蛍光ラベルする。その後、個体 Aの体腔液
1 mlからラベルした体腔細胞を回収、洗浄し、
1 mlの人工海水で再懸濁して個体 Bの体腔に
注射する。対照実験として、個体 Cから体腔

液を 1 ml 抜き、再度個体 C に注射する（自
家移植）。その後、経時的に個体 A、個体 C
から体腔液を抜き、体腔細胞を蛍光顕微鏡下
で観察する。 
 
（２）幼生又は成体で特異的に発現する免疫
関連分子の比較解析 
 幼生及び成体の免疫系を比較解析するた
め、Suppression Subtractive Hybridization
法（SSH 法）によって幼生の間充織細胞又は
成体の体腔細胞でそれぞれ特異的に発現す
る遺伝子を網羅的に調べる。サンプルとする
間充織細胞は、培養下に単離した多数個体由
来の間充織細胞集団であり、同種認識による
免疫抑制が生じている。一方、成体の体腔細
胞は、3-(1)で確立した体腔細胞移植系を用
いて、同種異個体認識反応を惹起した個体か
ら経時的（移植後 0、1、3、6、12、24 時間）
に得た体腔細胞をサンプルとする。 
 
（３）幼生と成体で共に発現する免疫関連遺
伝子の機能比較 
 幼生の間充織細胞及び成体の体腔細胞で
共に発現している免疫関連遺伝子として、
Scavenger Receptor Cyteine-Rich domain
（SRCR ドメイン）を有するタンパク質ファミ
リーに属する ApSRCR1 に着目する。SRCR タン
パク質は、代表的なパターン認識分子群とし
て知られており、幅広い動物種において免疫
系の様々な局面で機能していると考えられ
ている。まず、ApSRCR1 に対するポリクロー
ナル抗体を用いて、間充織細胞及び体腔細胞
における詳細な発現解析を行う。さらに、
Morpholino Anti-sense Oligonucleotide
（MO）或いはポリクローナル抗体を用いて機
能阻害を行い、注射したバクテリアに対する
免疫応答を観察することにより、幼生及び成
体の免疫系におけるApSRCR1の機能の相違を
解析する。 
 
 
４．研究成果 
（１）成体における同種移植系の確立及び同
種異個体細胞に対する免疫応答の解析 
 CFSE ラベルした個体 Aの体腔細胞を個体 B
に注射した１２時間後、個体 Bの体腔液中に
は凝集塊を形成した体腔細胞が多数観察さ
れた。さらに、個体 Aに由来する蛍光シグナ
ルは、その凝集塊中にのみ観察され、遊離細
胞では全く検出されなかった。この事実は、
注射した個体 Aの体腔細胞は、全て個体 Bの
体腔細胞によって取り込まれていることを
意味しており、成体の体腔細胞が同種異個体
細胞を識別できることが明らかとなった。一
方、自家移植を行った個体 Cでは、体腔細胞
による凝集塊形成は全く認められなかった。 
 この移植系を用いて、体腔細胞による同種



 

 

異個体細胞に対する免疫応答を経時的に観
察したところ、移植１時間後において凝集塊
形成が開始されていた。さらに移植３時間後、
移植前と比較してレシピエントの体腔細胞
数は倍増し、凝集塊形成が促進された。凝集
塊のサイズは移植８時間後にピークを迎え、
その後減少していった。自家移植の場合は、
いずれに時間においても、凝集塊形成及び体
腔細胞数の増加は認められなかった。 
 Karp & Hildemann (1976)が行った表皮移
植系では移植拒絶に数ヶ月を要したが、本研
究により短時間で解析可能な移植系を確立
することができた。さらに、無脊椎動物にお
いて初めて、幼生から成体へ変態する過程で
自己非自己認識システムが変化しているこ
とを示すことができた。 
 
（２）幼生又は成体で特異的に発現する遺伝
子の比較解析 
 SSH 法によって得られた遺伝子断片に関し
て、間充織細胞特異的に検出された２８８ク
ローン、体腔細胞特異的な３８４クローンを
シークエンスしたところ、体腔細胞で特異的
に発現している免疫関連遺伝子として数種
の抗菌ペプチドやレクチンを同定した。間充
織細胞では数種のmetalloproteinaseを同定
した。しかしながら、各細胞腫で特異的に発
現する免疫関連遺伝子は予想に反して非常
に少なく、サイトカインやパターン認識分子
の大部分が間充織細胞及び体腔細胞で共通
に発現していると考えられる。また、両細胞
種において同定された遺伝子には、機能未知
遺伝子が多く含まれていた。今後、両細胞種
の自己非自己認識の差を生み出す遺伝子が
これら機能未知遺伝子の中に存在するか、詳
細に解析していく必要がある。 
 間充織細胞は、免疫系のみならず、上皮細
胞の増殖制御など発生過程においても重要
な役割を担っていることが示唆されている
が、体腔細胞においては免疫系以外に関与し
ているという報告はない。しかし、間充織細
胞では、重複して同定された遺伝子が非常に
多く、約３０％のクローンが１１種類の遺伝
子にアノテーションされたのに対し、体腔細
胞では約１５％のクローンが１０種類の遺
伝子に重複してアノテーションされた。この
事実は、発現遺伝子のバリエーションは、間
充織細胞より体腔細胞の方が高いことを推
測させる。これらの発現遺伝子のバリエーシ
ョンの差が、個体発生における両免疫細胞の
機能分化にどのような影響を及ぼすのか、非
常に興味深い。 
 一方、SSH 法の結果から、体腔細胞におい
てNotch-Deltaシグナルカスケードに関与す
ると考えられる遺伝子が比較的多くヒット
した。体腔細胞の同種異個体移植系において、
レシピエントの体腔細胞数が移植後速やか

に増加したことから、体腔細胞では認識シス
テムの下流に Notch-Delta 系が存在し、体腔
細胞の供給を制御していることが示唆され
た。 
 
（３）幼生と成体で共に発現する免疫関連遺
伝子の機能比較 
 ApSRCR1 遺伝子は、SRCR ドメインがタンデ
ムに９個連なった膜型タンパク質をコード
していた。ApSRCR1 タンパク質の細胞外領域
の一部に対するポリクローナル抗体を作製
し発現解析を行った結果、ApSRCR1 タンパク
質は、幼生の間充織細胞及び成体の体腔細胞
内の何らかの小胞膜で特異的に発現してい
ることが明らかとなった。さらに、両細胞種
を材料としたウエスタンブロットの結果、間
充織細胞、体腔細胞において共に、ApSRCR1
に対する糖鎖修飾が認められた。一方興味深
いことに、体腔細胞で検出された ApSRCR1 タ
ンパク質は、間充織細胞よりもサイズが大き
く、両細胞種において ApSRCR1 タンパク質に
対する糖鎖修飾の程度が異なることが示唆
された。また、タンパク質の発現量も、体腔
細胞の方が非常に多かった。 
 幼生における機能阻害の結果、ApSRCR1 タ
ンパク質は細胞外に分泌され、バクテリアに
対する貪食作用を促進していることが示唆
された。さらに、成体の体腔細胞及び体腔液
を用いた解析から、ApSRCR1 は細胞外に分泌
され、バクテリアに結合することにより貪食
作用を促進していることが確かめられた。こ
れらの結果から、ApSRCR1 タンパク質は、幼
生及び成体の免疫細胞において共にバクテ
リアに対するオプソニンとして機能してい
ることが明らかになった。一方、バクテリア
の貪食に対する機能阻害効果は間充織細胞
で６０％程度、体腔細胞では１００％と明ら
かな差が認められた。これらの事実は、
ApSRCR1 タンパク質は、幼生、成体において
共にバクテリアに対するオプソニンとして
機能する非自己認識関連分子である一方で、
幼生、成体の免疫系における ApSRCR1 の重要
性には差があることを示している。 
 本研究により、幼生と成体の免疫系におけ
る自己非自己認識システムの差が、変態の前
後での発現遺伝子の劇的な変化ではなく共
通遺伝子の翻訳後修飾や作用能の変化に裏
打ちされている可能性が示唆され、免疫系の
個体発生において新たな生命現象の発見に
つながる発展性が期待される。 
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