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研究成果の概要（和文）：クルマエビの血球細胞をシングルセル解析した結果、血球細胞は複数の細胞集団に分
類され、各集団に特異的なマーカー遺伝子が得られた。免疫関連遺伝子の転写量が細胞集団ごとに異なっていた
ため、集団ごとに免疫機能が異なることが推定された。ホワイトスポットウイルス感染は、特定細胞集団の割合
を増減させ、特に抗菌ペプチドを発現する細胞集団の割合を減少させていた。また、ウイルス感染の有無にかか
わらずクルマエビの血球細胞を客観的に分類可能とするマーカー遺伝子を複数同定し、そのmRNA発現パターンを
観察することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The result of single-cell analysis of kuruma shrimp hemosytes showed that 
hemocytes were classified into multiple cell groups, and marker genes specific to each group were 
obtained. Since the transcription amount of immune-related genes differed depending on the cell 
group, it was estimated that the immune function differed for each group. White spot  syndrome virus
 infection increased or decreased the proportion of specific cell groups, particularly decreasing 
the proportion of cell groups expressing antibacterial peptides. In addition, multiple marker genes 
that can objectively classify kuruma shrimp hemocytes regardless of virus infection status were 
identified, and their mRNA expression patterns were successfully observed.

研究分野：魚介類免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、クルマエビのようなモデル生物と比較して細胞の分類に課題がある養殖対象魚介類の細胞で
も、網羅的シングルセルmRNA解析を実施することで、体を構成する細胞の図鑑（細胞アトラス）を構築可能であ
ることを明らかにしました。
また、ウイルス感染時に割合が減少する血球細胞集団が判明したため、この集団を増やす、もしくは、減らさな
いようにする飼育法や飼料添加物を開発することで、クルマエビ類養殖で問題となっているウイルス病の克服に
繋がると期待されます。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
培養細胞は、これまで遺伝子クローニングが中心だった甲殻類の研究を in vitro での細胞レベ
ルの研究まで発展させるうえで欠かせない。これまでも多くの研究者によりクルマエビ類細胞
の初代培養の試みがなされてきたが、継代培養に成功した例がない。細胞の培養条件を明らかに
するには、目的とする細胞がどのような分化機構を辿るかを理解することが重要である。 
クルマエビなどの海産無脊椎動物は世界中で広く養殖され産業的にも重要だが、分子生物学
的な理解はヒトに比べて遅れている。節足動物のモデル生物であるショウジョウバエでは、様々
な株化細胞が構築され機能研究などが進んでいるが、陸上生物と水生生物は全く異なる環境に
生息するため、その分子メカニズムも異なることが容易に想像できる。 
クルマエビ細胞培養系が存在すれば、これまで遺伝子クローニングが中心だった甲殻類の研
究を in vitro での細胞レベルの研究まで飛躍的に発展させることが可能となる。しかしながら、
クルマエビ類では株化細胞が存在しないうえ、細胞マーカー分子の報告も少なく細胞分化機構
の解析に課題がある。クルマエビ類の培養細胞の研究は国内外多くの研究グループが取り組ん
でいるが、組織の初代培養の報告にとどまっており継代可能な細胞株の報告に至っていない。 
本研究では、末梢血液中および造血組織中に存在する血球細胞それぞれを、1 細胞レベルで集
団解析し細胞ごとの分化度を調べることで、どのように造血組織の造血幹細胞が末梢血液中の
血球細胞へ分化するかを時空間的に理解することを目的とする。シングルセル解析を行うこと
で高い解像度で細胞のサブポピュレーションを分類し、その中から目的の幹細胞の同定が可能
になる。 
 
２．研究の目的 
細胞の培養条件を明らかにするには、目的とする細胞がどのような分化機構を辿るかを理解
することが重要である。そこで、本研究ではクルマエビの血球細胞を研究材料として、造血組織
中の造血幹細胞が末梢血液中の血球細胞に分化する過程を１細胞レベルで明らかにすることを
目的とする。そこで、1 細胞と個別バーコード配列を持ったビーズを微小な液滴内で反応させ解
析する Drop-seq を用いて、造血組織および末梢血液中の細胞の遺伝子発現パターンを 1 細胞
レベルで解析・分類しその分化度を調べることで、造血組織中の造血幹細胞を同定し、どのよう
に末梢血液中の血球細胞へ分化するか解析する。Drop-seq 法はこれまでのバルクでの研究とは
異なり、組織中の細胞を 1 細胞レベルにデジタル化した解析が可能である。しかし、市販の機
器では条件が定まっておりパラメーター検討ができないため、非モデル生物であるクルマエビ
への適用には試薬の浸透圧や流路の設計において問題が生じる。そこで、本研究では Drop-seq 
法に必要な流路システムを自ら設計・開発することで流路幅や流路のデザイン、送液手法などの
パラメーターをクルマエビ血球細胞に最適化する。1 細胞解析手法は、組織中に血球細胞が浸潤
する無脊椎動物において有効であり、マーカーが少なく組織からの血球細胞の単離が困難であ
るクルマエビで行うことに意義がある。 
 
３．研究の方法 
本研究では、マイクロ流路中をキャリア液として流れるオイルの中に水性の微小液滴を形成 
させ、それらを単一細胞捕捉および反応容器として利用する Drop-seq 法を用いた。本手法は、



10 万個以上のシングルセルを液滴内に捕捉し、個別バーコード配列を持ったビーズと mRNA 
を結合させることで、1 細胞由来の遺伝子発現解析が可能となる。そこで、微小液滴を形成する
ためのマイクロ流路を作製した。マイクロ流路のデザインは既存のものを改良し、細胞およびビ
ーズを効率良く封入可能なデザインをCAD ソフトウェアにて設計した。設計した流路は、フォ
ト リ ソ グ ラ フ ィ 技 術 を 用 い て 鋳 型 を 製 作 し 、 シ リ コ ー ン の 一 種 で あ る
PDMS(Polydimethylsiloxane) にて鋳型からの転写を行い、ガラスと張り合わせることで流路を
作製した。自作の Drop-seq の妥当性を評価するため、ヒト由来培養細胞 HEK293 およびマウ
ス由来培養細胞 NIH3T3 を用いて Drop-seq 解析を行った。得られたデータを解析し既報の論
文データと比較することで、申請者が行うDrop-seq が既報の論文と同等に解析可能であるかそ
の妥当性を検討した。 
つぎに、健常個体を用いたクルマエビ末梢血球細胞のシングルセルmRNAシークエンシング
を実施した。末梢血液中で血球細胞は分散状態で存在しているため、サンプリングした血球細胞
をマイクロ流路にて液滴に封入しDrop-seq を行った。モデル生物でないクルマエビ由来の遺伝
子発現量は個体差が大きいことが予測されたため、3 匹の同一サイズのクルマエビ由来で同様
のDrop-seq を実施した。 
さらに、ウイルス感染が固体中の血球細胞数を減少させることが明らかとなっていたため、造
血機能との関連を調べるため、ウイルス感染個体の末梢血を材料としたシングルセルmRNAシ
ークエンシングを実施した。 
造血組織の解析を達成するために、クルマエビ造血組織の単細胞分散を酵素処理によって実
施した。既報の、トリプシンベースの酵素による処理のほか、メタノールベースのものや物理的
破砕による分散処理を実施した。また、同様の分散方法が他の組織にも適用可能かを調べるため
に、エラや肝膵臓でも単細胞分散を試した。 
 
４．研究成果 
Drop-seq により健常個体のクルマエビの血球細胞を解析した結果、計 2,566 個のクルマエビ
血球細胞が可能であった。各血球細胞からは中央値 1,193 種類の遺伝子が検出され、各細胞から
中央値 2,427 の mRNA転写産物数を解析することができた。血球細胞は 6つの細胞集団に分類
され、各集団に特異的なマーカー遺伝子が得られた。免疫関連遺伝子の転写量が細胞集団ごとに
異なっていたため、集団ごとに免疫機能が異なることが推定された。疑似時間解析により、血球
細胞の分化経路が推定され、分化を促す細胞増殖因子が複数推定された。 
感染個体の末梢血を用いた Drop-seq では、感染および非感染全 9 個体由来の血球細胞 6,788
個の遺伝子発現データを得た。1 細胞当たりの mRNA および遺伝子検出数の中央値はそれぞれ
852 および 443 であった。ホワイトスポットウイルス感染は、特定細胞集団の割合を増減させ、
特に抗菌ペプチドを発現する細胞集団の割合を減少させていた。また、ウイルス感染の有無にか
かわらずクルマエビの血球細胞を客観的に分類可能とするマーカー遺伝子を複数同定し、その
mRNA発現パターンを in situ hybridization により顕微鏡観察することに成功した。抗菌ペプチ
ドを発現する細胞集団が減少していたことから、ホワイトスポット病への対策にはこれらタン
パク質の発現を減少させない、もしくは、これらタンパク質の発現細胞集団を減少させないこと
が重要であることが示唆された。また、メタノール固定した血球細胞を scRNA-seq に用いるこ
とに成功した。本固定方法は、サンプリングおよび解析を別日に行えるため、他の水産生物への
適用も期待される。 
造血組織のシングルセル解析に適用可能な品質での単細胞分散は成功しなかった。しかしな



がら、メタノールと氷酢酸をベースにしたマセレーション法がクルマエビ類の組織にも一定の
効果を発揮することが明らかとなったため、今後はマセレーション法によって分散した細胞を
セルソーターなどによって分取することで、シングルセル解析を実施できることが明らかとな
った。 
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