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研究成果の概要（和文）：本研究では、クルマエビのリンパ様器官由来の株化細胞樹立を目的として、初代培養
において生細胞と死細胞の割合が大きく変化する培養開始3から6日目の細胞に着目し、これらのタイミングに何
か特別な遺伝子の発現パターンの変化があると考えた。そこで、これらの細胞についてRNA-Seq解析を実施した
ところ、リンパ様器官組織細胞の培養4日目にVEGFシグナル経路やリボソーム関連タンパク質遺伝子群の発現が
顕著に減少していたことから、これらの遺伝子群が細胞の増殖や分裂に関与していると推察した。将来、これら
をサプリメントとして細胞培養系に添加することで長期培養を可能にする手がかりとする。

研究成果の概要（英文）：In the present study, kuruma shrimp (Marsupenaeus japonicus) lymphoid organs
 were used for primary cell culture. First, the osmotic pressure of the cell culture medium was 
adjusted it to 780 mmol/kg. Thereafter, we determined the change in the percentage of live to dead 
cells after cell seeding. At two time points, days 3-4 and 6-7, the proportion of dead cells 
increased considerably. Next, transcriptomic analysis using RNA sequencing (RNA-seq) and 
quantitative real-time PCR (qPCR) was conducted on cell samples on days 1, 3, 4, and 6 after 
seeding. Genes downregulated on day 4 included MjPDGFRA and MjVEGF3. Consistently, relative 
quantification by qPCR revealed a significant decrease in the expression levels of MjVEGF3 and its 
receptor, MjVEGFR genes. These results suggest that a decrease in the expression levels of these 
genes may be related to cell growth and proliferation in primary cultures of shrimp lymphoid organ 
cells. 

研究分野：魚介類疾病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題では、細胞の機能解析やウイルス研究を行うにあたり株化細胞は必須なツールであるエビ類の長期培
養可能な細胞株の樹立が試みた。また、クルマエビ細胞の長期培養に最適なサプリメント分子の特定ができたこ
とは、長期間培養可能なクルマエビ株化細胞を樹立するために今後大いに役立つと考えられる。

※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 

 
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が、急性ウイルス血症 

(PAV) などのウイルス病の被害が多発している。しかし、エビ類に対する有効な疾病防除

対策はなく、唯一の方法は、ウイルス感染エビを取り除くのみである。疾病研究において

コッホの原則（感染症の病原体を証明するための基本指針：ある一定の病気には一定の微

生物が検出される→その微生物を分離できる→分離した微生物を感受性のある動物に感染

させると同じ病気が起こる→その病巣から同じ微生物が分離できる）は基本的な考え方で
あり、病原体の純培養が重要である。しかしながら、エビ類には株化細胞がないため、ウイ

ルス性の病原体の純培養や分離・培養法による診断ができない。そのために、in vitroでの

不活化（消毒）・条件が検討できず、エビの養殖現場における疾病防除対策の大きな問題と

なっている。また、ウイルスの力価（感染力）が測定できないため、感染試験用のウイルス

調整が出来ず、病原性の研究も立ち後れているのが現状である。このように、ウイルス病

防除に関する解決するにはまず、長期培養できる株化細胞の樹立が求められる。エビ類の

株化細胞を樹立して研究の遅れを解消することで、養殖現場における疾病蔓延防止策を講

じることが可能となり、疾病被害を最小限に留めることが期待される。 

そこで本研究は、応募者らが得意とする海産動物の細胞培養技術および最先端の遺伝子操

作技術を駆使して、エビ類の細胞の長期培養に最適な増殖因子の作製から、ヒトの株化細

胞（ES細胞や iPS細胞）作製過程で使用されている最新技術（フィーダー細胞や遺伝子導

入）を取り入れてクルマエビの細胞を株化させるまでを体系立てて行う。まず、エビ類の

株化細胞樹立に失敗する大きな理由として以下のことを考えた。エビ類の細胞培養におい

てこれまで頻繁に用いられてきた基礎培地やサプリメント（特に、細胞増殖因子がヒト由

来である点）がエビ類の細胞の長期培養に合っていないことが先行研究により明らかとな

っている。海産無脊椎動物の細胞は、脊椎動物の細胞と比較して非常に培養が困難であり、

エビ類の細胞を長期間培養するにはこれまでの培養手法を大きく改善する必要がある。 

近年、応募者らは、脊椎動物および無脊椎動物において共通で存在すると考えられる数少

ないヒトの細胞成長因子のホモログ遺伝子がエビ類のゲノム上に存在することを発見した。

その数は 15種類であり、ヒト由来とエビ由来の細胞成長因子の類似度を調べたところ、ヒ

ト由来とエビ由来の各細胞増殖因子のアミノ酸配列は 25％程度しか一致しなかった。両者
のタンパク質の立体構造に相違が見られるため、これまでエビの培養細胞にヒトの細胞増

殖因子を添加されてきたが、実際は、充分に機能していなかった可能性が考えられた。 

また、免疫、炎症や細胞増殖・分化、細胞死、創傷治癒に関与する細胞間の情報伝達物質

であるサイトカイン／細胞増殖因子は脊椎動物では数 100 種類が見つかっている。しかし
ながら、無脊椎動物ではこれらの大半の遺伝子がゲノム上に存在しない。これまでに知ら

れている哺乳類の 15種類の細胞成長因子のホモログ遺伝子群は、これまで応募者らがクル
マエビにおいて発現している遺伝子を網羅的に調べ上げた末に、唯一見つかったものであ

る。そのことから、これらの 15種類の細胞増殖因子は、エビの細胞成長因子である可能性

が非常に高い。また、応募者らが行ったエビの各臓器における遺伝子発現解析の結果、血

管内皮細胞増殖因子は血球や心臓で、骨形や筋肉の形成因子は鰓や筋肉で、神経栄養因子

は脳および卵巣で高い発現を示した。これより、エビにおいてもそれぞれの成長因子が作

用する細胞はある程度決められており、そこで細胞成長・増殖を制御しているのでは？と

考えられた。 
 

 
 



２．研究の目的 
 
細胞の機能解析やウイルス研究を行うにあたり株化細胞は必須なツールである。本研究

の最終目標は、エビ類の細胞の長期培養に最適なサプリメントの作製から、ヒトの株化細胞

作成過程で使用されている最新技術を取り入れてエビ類の細胞を株化させるまでを体系立

てて行い、長期培養可能または無限蔵職能をもつエビ類株化細胞を樹立することにある。ま

た、海産動物の細胞株樹立技術および最先端の遺伝子操作技術を駆使するエビ類初の挑戦

的な内容となっており、エビ類の株化細胞樹立に成功すれば、エビ類の免疫・神経・内分泌

系に関する基礎および応用研究が飛躍的に促進すると期待できる。また、産業レベルでは、

現在、有効な疾病防除対策がないエビ養殖におけるウイルス疾病蔓延・大量死といった問題

を解決するための道が開ける可能性を秘めている。さらに、株化細胞を用いてエビの生体分

子の機能解析が可能となると期待される。そこで、本研究では、まず最適なサプリメントの

探査を本格的に実施するために、培養後のエビ細胞が増殖せずに死滅していく原因を探り、

その標的遺伝子を決定することを行なった。 
 

３．研究の方法 
 
本研究では、クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）のリンパ様器官由来細胞を用いて初期培

養を行なった。まず初めに培養の最適条件を検討するために、培地、血清、カルシウム濃度、

浸透圧、pHについて様々な条件で培養を実施した。また、培養後の細胞は、May–Gruenwald–
ギムザにより染色後、顕微鏡で観察した。 

次に、決定した至適培養条件のもとで、クルマエビ・リンパ様器官由来の細胞を初代培養

し、細胞の観察をおこなった。その際、培養後 1 日〜10 日までの期間に生存している細胞
と死滅した細胞を、Live/Dead Cell Staining kit II (PromoCell) を用いて２色（生細胞：Calsein-

AM 緑色、死細胞：EthD-III 赤色）に染色した。また、これらの細胞数を BZ-X Analyzer 
(KEYENCE) により計測することで、生存・死滅細胞の比率を算出した。 
生存・死滅細胞比が大きく変化した 3、4および 6日目の細胞と 1日後の細胞において発

現している遺伝子について、RNA-Seq により網羅的にトランスクリプトーム解析を実施し
た。得られたデータは、DAVIDプログラムを用いて Gene Ontogeny解析などについて詳細
に解析し、大きく遺伝子発現が変化した遺伝子について着目し、それらの関連したシグナル

伝達経路について、KEGG pathwayを用いて解析した。 
 
４．研究成果 

 
(1) クルマエビ・リンパ様器官由来細胞の初代培養における指摘条件の検討 
まず、初めに培養の最適条件を検討するために、培地、血清、カルシウム濃度、浸透圧、

pH について様々な条件で培養を実施し、1 x Media 199 (M199) 培地、10%FBS、0.9mg/mL 
CaCl2・2H2O、浸透圧 780 mmol/kg、pH6.2〜8.0の条件で最も増殖することが分かった。 
 

(2) クルマエビ・リンパ様器官由来細胞の初代培養における生存・死滅細胞の比率 
次に、決定した至適培養条件下で培養したクルマエビ・リンパ様器官由来細胞を観察した。

初代培養後、1 日目から１０日目までの細胞を Calsein-AM および EthD-III で染色し、細胞

の生存比率を Z-X アナライザーを用いて算出したところ、培養 3 日までの細胞は高い生存
率を保ったが、4日目から 6日にかけて大きく細胞生存率が減少し、さらに 6日目以降は完
全に死滅していくという現象が多くのクルマエビ個体で観察された。そこで、これらの細胞

の死滅には細胞培養の初期段階（培養 3 日から 6 日）において細胞増殖や死滅に関連する
遺伝子群に発現変化がある可能性を考え、これらの初代培養細胞をトランスクリプトーム



解析に供した。 
 
(3) クルマエビ・リンパ様器官由来細胞の初代培養 1, 3, 4, 6日後におけるトランスクリプト

ーム解析 
RNA-Seq 解析の結果、合計 36,052,441 リード（1 日目）、32,207,305 リード（3 日目）、

34,234,130リード（4日目）および 35,145,324リード（6日目）が得られ、遺伝子マッピン

グのために使用した。得られたリード・データは、DDBJ に登録番号 DRA013951として登
録した。それぞれのライブラリーからアノテーションにより、1日目が 16,048遺伝子、3日
目が 15,549遺伝子、4日目が 15,590遺伝子、6日目が 16,618遺伝子を検出した。これらの

遺伝子ごとの発現量をヒートマップに基づいて 3 つのクラスターに分けることができた。
クラスター１では培養 3 日後から急激に遺伝子発現が減少するのに対し、クラスター２と
３では培養 3日以降に遺伝子発現が増加した。しかし、これらの 2つのクラスターは、発現

ピークのタイミングにおいて異なっていた。 
次に、各々のサンプルの間のペアワイズ比較のために DEGs抽出を行うために DESeq2ツ
ールを使用し、p < 0.05に定義される遺伝子を DEGsとした。培養 1日目の細胞と比較した

とき、3日目の DEGsは、発現上昇した 101遺伝子および減少した 184遺伝子を含む 285遺
伝子であった。同様に、4日目の DEGsは、上昇した 128遺伝子および減少した 170遺伝子
を含む 298遺伝子であり、6日目の DEGsは、上昇した 139遺伝子および減少した 169遺伝

子を含む 308遺伝子であった。 
次に、Gene Ontogeny 分析と protein–protein interaction（PPI）ネットワーク GO 解析によ
り、培養 3日、4日および 6日後の細胞から得られた DEGs 112個の視覚化を試みた。生物

学的プロセス（BP）、細胞構成要素（CC）、分子機能（MF）に分類し、それぞれタンパク質
分解および G タンパク質結合レセプター・シグナル伝達経路、セリン型エンドペプチター
ゼ活性およびカルシウム・イオン関連、そして、細胞膜外因子および細胞膜構成因子などが

は、GOカテゴリーのトップにアノテーションされた。次に、Cytoscapeツールを用いた PII
ネットワーク解析により 14遺伝子に関する遺伝子間のインタラクションを検出し、これら
の中に細胞増殖因子である PDGFRAと VEGF3が含まれていることを明らかにした。また、

これらの遺伝子発現が細胞培養 3 日以降において有意に減少していることを定量リアルタ
イム PCR により確認した。さらに、VEGF の受容体である VEGFR 遺伝子の発現について
も同様に減少していることを明らかにした。 

一方、培養 4日目の細胞において特定された DEGsで、29遺伝子が培養 4日目まで発現
が上昇しているにもかかわらず、これらの遺伝子は培養 6日以降には全く上昇せず、発現が
急激に減少していた。Cytoscape ツールを用いた PII ネットワーク解析によって、培養 4 日

目において発現上昇した66個のDEGsがネットワークを形成していることを明らかにした。
これらの 13遺伝子は、リボソーム関連タンパク質であった。 
 

(4) 今後の課題 
以上の結果から、クルマエビ・リンパ様器官由来の組織細胞を初期培養すると、培養 3日
目から細胞増殖因子である PDGFRA や VEGF3 遺伝子などの発現が低下し、培養 6 日後に

は、さらに劇的に細胞死モードへと変化していくことが推察された。また、リボソーム関連

タンパク質遺伝子の発現にも大きな変化があることを明らかにした。今後、株価細胞の樹立

に向けて、VEGF3 を細胞培養のためのサプリメント剤候補として、組換えタンパク質を作

製し、添加した初代培養試験を実施していく必要がある。 
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