
宮崎大学・農学部・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１７６０１

基盤研究(C)（一般）

2017～2015

エビ類の疾病予防への新たなアプローチ‐免疫系と内分泌系のクロストークの解明‐

A cross talk between immuno-related genes and hormon-related genes

００３６３５７３研究者番号：

伊丹　利明（Itami, Toshiaki）

研究期間：

１５Ｋ０７５５５

平成 年 月 日現在３０   ６ ２６

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：本研究では、エビ類において細胞等の活性化を制御するサイトカインとホルモンとの
クロストークに着目し、エビ類特有の内分泌機構から見た新たな疾病予防対策を目指した。
インスリン様成長因子群や窒息ストレス負荷時に発現するMjHIF-1α, βとその関連遺伝子が明らかとなった。
その結果、MjHIF-1αとMjVHLは腸管に高い発現を示した。MjHIF-1α、βはエビの腸管の上皮細胞に発現が見ら
れた。アポトーシスに関わる細胞チェックポイント関連遺伝子については、H2O2添加海水にエビを暴露したとこ
ろ、鰓細胞でこれらの関連遺伝子の発現が有意に上昇した。、基盤的知見は得られたので、現場への応用研究が
期待される。

研究成果の概要（英文）：In shrimp aquaculture, high-stocking farming with phytoplankton blooming 
decreases the dissolved oxygen concentrations in the pond water. Exposure of shrimp to hypoxia 
induces the molting and molted shrimp are susceptible to infection due to its physical and 
physiological weakness, e.g. soft shell and loss of energy. 
Hypoxia-inducible factor (HIF) is a transcriptional factor in the basic helix-loop-helix/PAS family 
and is activated in response to hypoxic stress. However, information of HIF and other related 
factors of the HIF pathway in crustaceans are not well known. In this study, we cloned MjHIF-1α, an
 inhibitory factor, MjFIH-1, and MjVHL  from kuruma shrimp (Marsupenaeus japonicus). MjVHL is the 
first crustacean VHL ortholog cloned in this study. MjHIF-1α and MjVHL were highly expressed in the
 intestine. MjHIF-1α expression in the hypoxic group increased significantly 24 h after the hypoxia
 exposure and expression of MjVHL decreased significantly 6 h after hypoxia stimulation.

研究分野：魚病学
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１．研究開始当初の背景 
クルマエビをはじめとするエビ類の養殖産
業は東南アジアをはじめ世界各地で盛んで
ある。しかしながら、生産量増量のための高
密度飼育がエビ類の免疫力低下を引き起こ
し、ウイルス病であるクルマエビ急性ウイル
ス血症 (PAV：penaeid acute viremia) や細
菌性疾病であるビブリオ菌 (Vibrio sp.)や
EMS/ AHPND (Early Mortality 
Syndrome/Acute Hepatopancreatic 
Necrosis Disease)の被害が多発している。抗
ウイルス作用を持つ抗体がエビ類は認めら
れていない。また、細菌感染症に対しては「水
産用医薬品」として認められたクルマエビ用
の抗菌剤はない。したがって、クルマエビに
対する有効な疾病防除対策はないのが現状
である。そこで、科研等の支援を得て研究室
で蓄積したエビ類の生体防御関連遺伝子の
情報をもとに、新たに内分泌系の遺伝子との
クロストークを明らかにして、エビ類の免疫
システムの全体像を把握し、トランスレーシ
ョナル観点から現場で活用できる知見を集
積する。 
免疫機構はホメオスタシスという視点で考
えると、免疫系は神経系や内分泌系とネット
ワークを形成してその機能を発揮している。
免疫系で細胞間の情報伝達を担う一群の重
要な生理活性物質であるサイトカインは、哺
乳類においては免疫や炎症など、多機能な活
性を持つことが報告されている。一方、ホル
モンも生理活性物質であり、体内において特
定の器官で合成・分泌され、特定の細胞でそ
の効果を発揮し、多機能である。エビ類のサ
イトカインについては、近年、本研究室で多
くのサイトカイン遺伝子を分離・同定してい
る。そこで、本研究においてエビ類のサイト
カインと脱皮に着目し、免疫機構と脱皮に関
わる内分泌系のクロストークを明らかにし
て、エビ類の疾病予防に新たなトランスレー
ショナルリサーチを構築する。 
２．研究の目的 
本研究では、エビ類における免疫系や細胞の
増殖・活性化などを調整するサイトカインと
ホルモンとのクロストークに着目し、疾病防
除対策のため、脱皮などエビ類に特有の内分
泌機構から見た新たなトランスレーショナ
ルリサーチを目指す。水産養殖の現場におい
てエビ類の疾病は大きな問題になっており、
これまでにもさまざまな対策が講じられて
きた。しかし、根本的な解決には至っていな
い。この原因の一つとしてエビ類の免疫シス
テムと、エビ類にとって「生死」が隣り合わ
せのイベントである脱皮における遺伝子・細
胞レベルでの解明が進んでいないからであ
る。そこで、今までに本研究室で蓄積したエ
ビ類の生体防御関連遺伝子の情報を基盤に
して、新たに脱皮関連因子との相互作用を明
らかにすることにより、エビ類の疾病防除に
関する新規のアプローチを行い、現場への応
用を目指すものである。 

３．研究の方法 
（1）供試エビ：平均体重 5～25ｇのクルマ
エビ（Marsupenaeus japonicus）を用いた。
エビはエアーレーションをしながら室内水
槽で飼育した。 
（2）乳酸の定量：供試エビを低溶存酸素飼
育水（DO: 1.5ppm）に 6、12時間暴露し、
血中の乳酸量を乳酸定量キット（Cayman 
Chemical, Ann Arbor, MI, USA）を用いて測
定し、正常溶存酸素飼育水（5.5 ppm）暴露
エビ血液と比較した。 
（3）RNAの抽出と cDNAの合成：RNAiso 
Plus kit を用いて抽出し、ReverTra Ace 
qPCR RT Master Mix with gDNA Remover
を用いて cDNAを構築した。 
（4）遺伝子の検出：得られた遺伝子情報か
ら縮重プライマーを作製して、常法によりTA 
クローニングを行い、配列の全長を決定した。 
（5）遺伝子の発現解析：クルマエビの
elongation factor 1α (MjEF1α) 遺伝子を
内部コントロールとして、各種遺伝子の発現
を測定した。 
（ 6 ） 遺 伝 子 の ノ ッ ク ダ ウ ン ：
double-stranded RNAs (dsRNA)と small 
interfering RNAs (siRNA)をエビに筋肉内注
射をして、ノックダウンを試みた。 
（7）in situ hybridization：組織内の遺伝子
の 局 在 を 検 討 す る た め に 、 in situ 
hybridizationを行った。 
（8）免疫染色：HIF-1αと HIF-1βに対す
るペプチド抗体を作製し、タンパクレベルで
の局在について検討した。 
（9）窒息から脱皮に至る経路を明らかにす
る基礎的な知見を得るために、脱皮に不可欠
なアポトーシスについて、細胞周期チェック
ポイント関連遺伝子を明らかにした。 
（10）アポトーシスを誘導するために、過酸
化水素水を混合した飼育水にエビを暴露し
て、継時的に取り上げて、上記関連遺伝子の
発現を測定した。 
 
４．研究成果 
クルマエビの窒息に関する遺伝子 MjHIF-1α、
MjVHL および MjFIH-1 について全塩基配列を
明らかにした。その結果、MjHIF-1αは ORF
は 1040 アミノ酸で構成されており、推定分
子量は 112.5kDa であった。本遺伝子は、HLH, 
PAS, および PAC の 3 つのドメイン構造から
構成されており、各ドメインをヒトのそれと
比較すると、67.8、76.1～82.1、84.1％と比
較的高い相同性を示した。MjVHL遺伝子のORF
は 169 アミノ酸で構成されており、推定分子
量は 19.5kDa であった。この遺伝子は特徴的
な VHL ドメインを有しており、甲殻類で初め
て発見された。昆虫のクラスターに属してい
ることが明らかとなった。MjFIH-1 は 345 ア
ミノ酸で構成されており、推定分子量は
40.2kDa であった。本遺伝子に特徴的な JmjC
ドメインを有していた。 
 



 これらの 3 種類の遺伝子の各像での発現を
検討した結果、MjHIF-1αは腸管で最も発現
が高く、鰓、心臓および血液の順に高かった。
MjVHL も腸管での発現が高くリンパ様器官、
鰓および心臓の順で高かった。MjFIH-1 はリ
ンパ様器官が一番高く、腸管、血液および心
臓の順で高かった。これらの結果から腸管に
は窒息に関連する遺伝子が高く発現してい
ることが明らかとなった。このことは、環境
水中の溶存酸素が腸管に及ぼす影響が大き
いことを示しているのではないかと考えら
れる。 

 
窒息時おける生理変化と遺伝子発現を検討
するために、血液中の乳酸濃度並びに各種遺
伝子の変化を測定した。血中の乳酸濃度は低
溶存酸素飼育水にクルマエビを暴露して6時

間並びに 12 時間後に 2～5倍に上昇した（図
1-a）。遺伝子の発現は暴露後 24 時間で、

MjHIF-1α（図 1-ｂ）は有意に増加した。ま
た、MjFIH-1（図 1-e）は有意な差は見られな
かったが、上昇する傾向を示した。これに対
して、MjVHL（図 1-d）は暴露後 6時間で有意
に低下し、24時間でほぼ正常なレベルに回復
した。窒息によって MjHIF-1αの発現が上昇
したのと同時に、その下流にある VEGF（血管
内皮細胞増殖因子）の発現も上昇した。 
 

in situ hybridization を用いて、窒息時と
正常時の腸管における MjHIF-1αと MjHIF-1
β遺伝子の発現と局在性を検討した。28s 
rRNA と RNA 染色であるメチルグリーン・ピロ
ニン（MPY）染色を施したところ、いずれも
濃染されたことからRNAは適正に残存してい
ることが示された。また、対照区としてのセ
ンスプローブの染色性とアンチプローブの
染色性に差が見られたことから適正にプロ
ーブが機能していると考えられた。しかし、
低 DOと正常 DOに暴露したクルマエビの腸管
を比較したところ、差異が見られなかった。
また、抗 MjHIF-1αのペプチド抗体を作製し
て比較検討した結果も同様に、窒息区と正常
区では差は見られなかった。このことから、
MjHIF-1αと MjHIF-1β遺伝子並びにタンパ
クレベルでの解析には再度試料を調整して
検討する必要がある。 
 
次に、疑似的な窒息状況を作るために、MjVHL
と MjFIH-1 のノックダウンを行った。まず、
従来成功しているdsRNAによるノックダウン
を MjVHL について行ったところ、注射後 24
時間で MjVHL の発現は約 30 倍に増加した。

図 2. 窒息時における腸管の MjHIF-1αと
MjHIF-1βの遺伝子の局在。a: 28s rRNA 染色、
b:MPY 染色、c: MjHIF-1αセンスプローブ、d: 同
アンチセンスプローブ、e: MjHIF-1βセンスプ
ローブ、f:同アンチセンスプローブ  

c d 

e 
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f 

図 3. 窒息時における腸管の抗 MjHIF-1α
ペプチド抗体による検出。a:抗 MjHIF-1
αペプチド抗体、b:ウサギ正常血清 

a b 

図 4. MjVHLとMjFIH-1に対する siRNAによる
腸管におけるノックダウン効果。Mj VHL （a）、
Mj FIH-1 （b）およびMjHIF-1α（c）の遺伝子発
現の推移。対照区として GFPの siRNAを用いた。 



このことから、dsRNA によるノックダウンは
できないと考えた。そこで、siRNA によるノ
ックダウンを試みた。その結果、図 4に示す
ように、MjFIH-1 と MjVHL の siRNA を作成し
て、エビに注射した。対照区には GFP の siRNA
を作製して、エビに注射した。その結果、注
射 2 日後に MjFIH-1 の発現が約 80％低下し、
4日目には少し上昇して、約 30％の低下とな
った。同時に注射した MjVHL の siRNA の効果
は有意な差はなく、2 日目に若干発現が低下
したものの、4 日目には対照区と差が無くな
った。MjHIF-1αの発現を測定したところ、
若干の発現の上昇が見られた。これらのこと
から、クルマエビの MjFIH-1 と MjVHL のノッ
クダウンを行うときは、dsRNAではなくsiRNA
を用いるべきであると結論された。また、
MjFIH-1 をノックダウンしたところ、VEGF（血
管内皮細胞増殖因子）の発現も低下したこと
から、MjFIH-1 のノックダウンによって、そ
の下流にある VEGF にも発現が低下した影響
を及ぼしたものと考えられる。 
 
さらに、低酸素暴露から脱皮に至る経路を明
らかにするために、強制的にアポトーシスを
誘導する2mMに過酸化水素を含有する海水に
クルマエビを暴露した。その結果、暴露開始
後 6～24時間に鰓の細胞に DNAラダーがみら
れ、アポトーシスを確認した。同時に MjChk1, 
Mjp53およびMjPP2A遺伝子の発現が有意に高
くなった。このことから細胞周期に関連する
ATR-Chk1 経路が働いて、遺伝子レベルでも細
胞内でのアポトーシス誘導が明らかとなっ
た。 

 

以上の結果から、飼育水の溶存酸素低下によ
って HIF-1 とその関連遺伝子が発現して、
VEGF のようなサイトカイン遺伝子が発現し
て、細胞周期チェックポイント関連遺伝子に
作用して、アポトーシスを起こし、脱皮に結
び付くものと考えられた。脱皮に係るエネル
ギー消費と脱皮直後の物理的および生理的
な生体防御能力の低下により細菌感染等に
感染しやすくなるものと考えられる。したが
って、今回の研究により今まで着目されなか
った腸内の遺伝子 MjHIF-1α、MjVHL や
MjFIH-1 の動態を観察することにより、窒息
やこれによって誘導される脱皮さらにはサ
イトカイン遺伝子の誘導を推測することが
できる。これにより、エビ類における新たな
感染防止対策が樹立することが可能となっ
た。 
今後、脱皮直後の生体防御関連遺伝子の変化
とエネルギー消費に関するデータを取ると
ともに、養殖現場でのエビの遺伝子発現の変
化を追跡することによって、溶存酸素低下に
よる感染と発病に至る経路を明らかにして、
感染防止のための対策を確立したい。 
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