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研究成果の概要（和文）：血球凝集因子を活性化する酵素 TGase の標的とした RNA 干渉により、血

球凝集システムと免疫関連遺伝子発現制御に何らかの関連があることが分かった。クルマエビの抗菌

タンパク質は体内に侵入して来た細菌の増殖抑制に重要であることが明らかとなった。非特異的 2 本

鎖 RNA を接種したクルマエビでは非特異的に病原微生物に対してある程度の抗病性を示し、新規遺

伝子が関与していることが示唆された。クルマエビ遺伝子の発現を網羅的に解析するマイクロアレイを

開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：We identified that TGase is an important component of the shrimp immune 
response and is involved in the regulation of some immune-related genes particularly antimicrobial 
peptides. We also found the potential of non-specific dsRNA injection to shrimp to elicit antimicrobial 
response in shrimp. We developed the microarray of kuruma shrimp based on the EST analysis for 
further study of kuruma shrimp immune gene network. 
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１．研究開始当初の背景 
 FAO の統計によると 2001 年には世界の養
殖エビの総生産量は 160 万トンに達し、その
生産量は年々増加し、全養殖生産量の 1 割強
を占めている。アジアならびに中南米で生産
された養殖エビは欧米および日本に輸出さ
れており、エビ養殖は開発途上国における重
要な産業になっている。しかし、近年、微生
物感染症が世界各地のエビ類養殖場で猛威
を振るい、経済的に多大な被害を及ぼしてい
る。我が国においては、高級食材としてクル
マエビやイセエビの種苗生産および養殖技

術の開発が行われている。しかし、我が国も
他の国と同様に養殖現場では種々の細菌や
ウイルスによる感染症が多発するようにな
って来ている。さらに、クルマエビ類（種苗
を含む）は生体が国境を越えて行き来する事
から、我が国に未侵入の病原微生物が何時、
我が国のエビ類養殖場に発生するか分から
ない状況でもある。病原微生物の一部、特に
ウイルスは冷凍したのみでは死滅すること
はなく、冷凍後も生存し、冷凍エビが食品あ
るいは釣り餌として消費される際に、環境へ
流出する可能性がある。実際、海外では釣り



餌用に輸入した冷凍エビによると思われる
微生物感染症の発生例が国際学会で報告さ
れている。これらのことより、クルマエビ類
感染症の防除法の開発は急務であり、食糧資
源を確保するために微生物感染症をエビ養
殖場から激減あるいは撲滅させる防御対策
が世界中で望まれている。そのためには、ク
ルマエビ類の生体防御メカニズムを解明し、
感染症に強いエビあるいはクルマエビ類の
免疫システムを強化出来る技術を開発する
ための情報を蓄積する必要がある。一方、こ
れらの感染症に起因する微生物は単一種で
はなく種々細菌からウイルスに至る。細菌感
染症は、特定の抗菌剤による治療が可能であ
るが、ウイルス感染症に対する治療薬はなく、
ウイルス感染症が発生しても対処法がない
のが現状である。また、抗菌剤の使用は薬剤
残留や薬剤耐性菌の出現によるヒトの健康
に及ぼすことが懸念されている。エビ類は獲
得免疫を持たず、ワクチンによる防御は不可
能である。しかし、感染症が発生した養殖場
あるいは人為的に致死量の病原微生物を感
染させても生存する個体が存在することが
わかっている。このことは、特定の病原微生
物の感染に対して耐性能を有する耐病性エ
ビが存在する事を示唆している。クルマエビ
類の生体防御メカニズムを分子レベルおよ
び個体レベルで研究し、情報を蓄積する事が
出来れば、従来の微生物感染症の防除法とは
異なる新しい防除法として病原微生物に対
する耐病性を有するクルマエビ類の作出が
考えられる。さらに、エビ類の生体防御機構
の情報が蓄積されれば、将来、新たな感染症
の防御法の開発や耐病性クルマエビ類の作
出が可能になる。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではクルマエビ類の生体防御機構、
特に血球凝集因子と生体防御関連遺伝子の
発現調節に関するメカニズムの解明を行う。
本研究費の交付を希望する期間内に、(1) 免
疫・生体防御関連遺伝子を RNA 干渉(RNAi)
法により抑制した際に、遺伝子発現が抑制さ
れる遺伝子とそのメカニズムの解明ならび
に生体内機能の解析を行うとともに、 (2) 2
本鎖 RNA 投与による微生物感染に対する感
受性変化の検討ならびに耐病性との関係に
ついて検討し、 最終的に(3)クルマエビ類の
生体防御関連遺伝子発現制御ネットワーク
の解明を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 血球凝集因子の発現を RNA 干渉(RNAi)
法により抑制した際に、遺伝子発現が抑制され
る遺伝子の特定  
 血球凝集因子あるいは血球凝集因子を活性
化する酵素 TGase の標的とした RNA 干渉により、

血球凝集が抑制されたクルマエビを作出した。
このクルマエビより血球、リンパ様器官および肝
膵臓を摘出し、発現している mRNA を抽出精製
した。次いで、我々が開発したクルマエビ類の遺
伝子発現解析用マイクロアレイにて約 5,000 種
類の遺伝子発現変動を調べた。マイクロアレイ
解析により遺伝子発現変動した遺伝子を探索し
た。 
 
(2) RNA 干渉(RNAi)法による生体防御関連因
子の機能解析 
  クルマエビよりクローン化した抗菌タンパク質
（c 型 Lysozyme、Penaeidin および Crustin）遺伝
子の発現抑制を RNA 干渉(RNAi)法により行っ
た。次いで、これら遺伝子の発現抑制を行ったク
ルマエビの生存について観察するとともに、クル
マエビ類の病原細菌である Vibrio penaeicida お
よびホワイトスポット病ウイルス WSSV を用いた
感染実験を行い、これら遺伝子の存在と病源微
生物に対する感受性の変化を調べた。 
 
(3) 2 本鎖 RNA 投与による微生物感染に対する
感受性変化の検討ならびに耐病性との関係 
  2 本鎖 RNA を接種したエビは非特異的に病
原微生物に対してある程度の耐性を示すことか
ら、2 本鎖 RNA を接種したクルマエビについて、
遺伝子発現変動する遺伝子を明らかにするた
めにマイクロアレイを用いた大規模遺伝子発現
プロファイリングを行った。 
 
(4) クルマエビ類に生体防御関連遺伝子発現
制御ネットワークの解明のための基盤技術の構
築 
 マイクロアレイによる遺伝子発現の網羅的な解
析を可能にするためにクルマエビ各種組織（血
球、リンパ様器官、肝膵臓、腸管、表皮、エラ）で
発現している遺伝子の配列情報収集を次世代
シーケンサーにより行った。 
 
４．研究成果 
(1) 血球凝集因子の発現を RNA 干渉(RNAi)
法により抑制した際に、遺伝子発現が抑制され
る遺伝子の特定 
 血球凝集因子を活性化する酵素 TGase の標
的とした RNA 干渉により、血球凝集が抑制され
たクルマエビを作出し、このクルマエビ血球にお
ける遺伝子発現変動について、我々が開発した
クルマエビ類の遺伝子発現解析用マイクロアレ
イにて遺伝子発現変動を調べたところ、いくつか
の免疫関連遺伝子において発現に変化が見ら
れた。このことから、血球凝集システムと免疫関
連遺伝子発現制御に何らかの関連があることが
分かり、今後、エビ類の免疫研究に重要な情報
を得ることが出来た。 
 
(2) RNA 干渉(RNAi)法による生体防御関連因
子の機能解析 



 クルマエビよりクローン化した抗菌タンパク質
（Penaeidin、c 型 Lysozyme）遺伝子のサイレンシ
ングを行ったところ、病原微生物の感染無しにク
ルマエビの斃死がみられたことから（図 1）、抗菌
タンパク質は通常のエビの生存に重要な因子で
あることが示唆された。さらに、これら遺伝子のサ
イレンシング後に血中の細胞数が減少することと、
血中の細菌が増加していることが分かった。これ
らのことより、抗菌タンパク質は体内に侵入して
来た細菌の増殖抑制に重要であることが明らか
となった。しかし、Crustin をノックダウンした場合
にはクルマエビは斃死せず、通常の飼育環境に
おいては本研究で調べた他の抗菌タンパク質
程 、 生 存 に 重 要 で は な い こ と が 示 さ れ た 。
Crustin をノックダウンし、Vibrio penaeicida で感
染試験を行ったところ、対象区と比較して感受
性が高くなり、生体防御に重要であることが示さ
れた。 
 

図 1 抗菌タンパク質（Penaeidin、c 型
Lysozyme）遺伝子のサイレンシによるクルマエビ
の死亡観察 
 
(3) 2 本鎖 RNA 投与による微生物感染に対する
感受性変化の検討ならびに耐病性との関係 
 2 本鎖 RNA を接種したクルマエビは非特異的
に病原微生物に対してある程度の耐性を示すこ
とから、2 本鎖 RNA を接種したクルマエビ血球
で発現する遺伝子についてマイクロアレイで解
析を行い（図 2）、発現上昇が見られた遺伝子の
cDNA 断片をクローン化し、塩基配列を決定し
た。決定した塩基配列は既知の配列とは相同性
がみられなかったことから、新規遺伝子であるこ
とが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 マイクロアレイ解析の結果 
 
(4) クルマエビ類に生体防御関連遺伝子発現

制御ネットワークの解明のための基盤技術の構
築 
 クルマエビ類の遺伝子配列情報を蓄積す
るために大規模 EST 解析を行い、約 8 万配列
を得た。これらを基に約 5,000 のユニークな
配列をスポットしたマイクロアレイを作製
することが可能となった。 
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