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研究成果の概要（和文）：抗菌タンパク質のc型リゾチウムおよびペナエジンはクルマエビの生存に必須のタンパク質
であることが明らかになった。また、i型リゾチウムおよびクラスチンは生存に影響は無かった。遺伝子配列情報収集
によりクルマエビのマイクロアレイを大幅にバージョンアップ出来ることができた。本研究で明らかにした配列を含む
33種類のWSSV 類似遺伝子のうち 2 種類(WSSV-H1および-H2)について解析を行い、WSSV類似遺伝子とWSSV感染との関連
性について明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that c-type lysozyme and penaeidin like peptide are necessary for normal 
living of shrimp. In contrast, shrimp can sruvive without i-type lysozyme and crustin in normal 
environmental condition. We succeeded to develop a kuruma shrimp microarray with about 10,000 unique 
sequences. We revealed that 2 of WSSV homologues WSSV-H1 and -H2 in shrimp genome have some roles for 
WSSV infection or replication in shrimp.

研究分野： 魚介類分子免疫学

キーワード： クルマエビ　WSSV　RNA干渉　マイクロアレイ
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１．研究開始当初の背景 
 クルマエビ類は、生産効率が良いことから
発展途上国を中心として養殖が盛んに行わ
れている。FAO の統計によると 2006 年には
世界の養殖エビの総生産量は 310 万トンに達
し、その生産量は年々増加し、全養殖生産量
の約 1 割で、生産額では 15％（約 1.2 兆円）
を占めている。2005 年の世界の水産物の輸出
量でみるとエビ類輸出量は全体の 5％で、輸
出額では全体の約 16％を占めている。この数
字を魚類と比較してみると、サケ類の輸出量
は全体の 4.3％で、輸出額では約 11％を占め
ており、マグロ類では輸出量は全体の 6.6％
で、輸出額は全体の約 8.6％である。これら
の数字から、エビ類は食資源としても産業と
しても世界的に重要であることは明らかで
ある。これまでに、クルマエビに関する大型
の研究事業として、我々の研究ではないが、
農業・食品産業技術総合研究機構の事業で、
海産無脊椎動物のホルモンに関する研究や
クルマエビ類であるバナメイエビの養殖技
術開発やクルマエビの健苗育成技術開発が
進められており、価値ある成果が輩出されて
いる。しかし、クルマエビ類の養殖現場では
種々の細菌やウイルスによる病原微生物感
染症が多発し、経済的に多くの被害を関係企
業に与えている。我が国の場合、クルマエビ
は養殖のみならず種苗放流もされているが、
各地の水産種苗センター等で作られる放流
用種苗の病原ウイルスキャリアー検査で陽
性個体が見つかると全廃棄となることもあ
り、その経済的な被害は多大なものである。
さらに、クルマエビエビ類（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。このような背景のもと、微生物感染
症をクルマエビ類の種苗生産場ならびに養
殖場から撲滅させる防御対策・技術が世界中
で望まれており、対策方法の開発研究は不可
欠である。一般的にクルマエビ類の細菌感染
症に対しては抗菌剤が使用されているが、薬
剤残留や薬剤耐性菌の出現によるヒトの健
康に影響を及ぼすことが懸念されている。ウ
イルス感染症に対しては有効な薬剤はなく、
また、クルマエビ類は獲得免疫を持たないこ
とからワクチンによる感染の防御は不可能
である。クルマエビ類の免疫・生体防御機構
を分子レベルで研究し、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
異なる新しい防除方法の開発が出来ると考
えられる。 

 近年のクルマエビ類養殖産業の拡大とと
もにクルマエビ類の生体防御に関する研究
は世界中で増加して来ている。さらに、クル
マエビ類の生体防御に関する研究が増加し
て来ている別の理由に、EST 解析等による遺
伝子配列情報の蓄積がある。しかし、これま
でに報告されている多くの研究は遺伝子の
構造あるいは発現解析のみで、実際に機能解
析に至っている研究はほとんどない。しかし、
我々は RNA 干渉法による遺伝子ノックダウ
ン、すなわち解析対象遺伝子の機能阻害をク
ルマエビで可能にし、クルマエビ生体中での
研究対象分子の免疫学的な重要性や役割に
ついての研究を行って来ている。 
 我々はこれまでに科学研究費基盤研究等
により、クルマエビの生体防御機構に関する
研究として他の生物で同定されている免
疫・生体防御関連因子がクルマエビにおいて
も生体防御に重要であるかどうかについて
これまでの研究の中でも新奇性の高い研究
成果として、我々がクローン化した複数種類
の抗菌タンパク質のうち、いずれか 1 種類を
ノックダウンするだけで、クルマエビは死に
至ることを明らかにしたことである。今のと
ころ、抗菌タンパク質を 1 種類ノックダウン
するだけで、クルマエビが死に至るメカニズ
ムは明らかではないが、このことを明らかに
出来れば、クルマエビ類の免疫・生体防御機
構を理解するための研究を飛躍的に発展出
来るものと考えている。また、我々はクルマ
エビのゲノムレベルでの免疫・生体防御研究
を展開するためにクルマエビの BAC ライブ
ラリーを構築した。この BAC ライブラリー
の解析過程で、クルマエビゲノム中には少な
くとも数 100kbp を一つの単位とする巨大な
繰り返し配列ユニットが存在することを明
らかにした。この巨大な繰り返し配列ユニッ
トはクルマエビゲノム中に少なくとも 100 
コピー以上存在することも分かった。この繰
り返し配列ユニットには多数の遺伝子がコ
ードされていることを BAC クローンの塩基
配列解析により明らかにしたが、興味あるこ
とに、この繰り返しユニットにはクルマエビ
類の病原ウイルスであるホワイトスポット
シンドロームウイルス(WSSV)のゲノムに存
在する機能未知遺伝子の類似遺伝子（ホモロ
グ）が複数存在することを明らかにした。さ
らに、別の BAC クローンを解析することに
より現在までに 16 種類の WSSV 遺伝子のホ
モログ遺伝子を同定している。これら遺伝子
の発現は、WSSV 感染により発現が上昇する
ものと減少するものが存在し、WSSV 感染と



何らかの関係がある結果を得ている（平成 22
年度日本水産学会秋季大会にて発表）。さら
に、解析した BAC クローン中には種々のマ
イクロサテライト配列が存在しており、巨大
ユニット毎にマイクロサテライトの繰り返
し数が異なることも明らかにし、真にマルチ
コピーとしてクルマエビゲノム中に存在す
ることを明らかにした。ゲノム解析が行われ
ている節足動物のうち、カイコでは免疫・生
体防御に関連する遺伝子が詳細に解析され
ている。カイコのゲノム中には病原ウイルス
の類似遺伝子が存在することが明らかにさ
れているが、そのような遺伝子のコピー数は
1〜2 コピーで、我々がみつけたもののように
100 コピーも存在するものはカイコには存在
していない。少なくとも、クルマエビのゲノ
ムには、これまでにゲノム解析された生物に
は見られない特徴的な構造が存在し、そこに
コードされている遺伝子の中には免疫・生体
防御あるいは病原微生物の相互作用に関連
する分子がコードされていることが、我々の
これまでの研究により強く示唆されている。 
 
２．研究の目的 
 クルマエビ類養殖は世界各地で行われ重
要な産業となっている。しかし、クルマエビ
類養殖が盛んになるとともに、病原微生物に
よる感染症が発生し、その経済的な被害が問
題となっている。感染症を撲滅するためには
宿主となる生物の免疫・生体防御機構を知る
必要があるが、クルマエビ類については、ま
だ詳細には明らかになっていない。さらに、
宿主であるクルマエビの免疫・生体防御機構
と病原微生物との相互作用についても不明
であることから、本研究では RNA 干渉によ
る遺伝子機能のノックダウンを駆使し、特に、
抗菌タンパク質の生体内での役割について
明らかにする。さらに、我々がその存在を明
らかにしたクルマエビゲノム中にある巨大
繰り返し配列とその中に存在するクルマエ
ビ病原ウイルス遺伝子の類似遺伝子のウイ
ルス感染における役割を調べ、クルマエビ免
疫と病原微生物との相互作用について解明
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) クルマエビの抗菌タンパク質の生体内機能 
 RNA 干渉法によるノックダウンを行い、クルマ
エビの生存に必須であるかどうかを調べた。さら
に、マイクロアレイによる網羅的な遺伝子発現解
析により、抗菌タンパク質のノックダウンによる他
の遺伝子発現への影響についても調べた。 

 
(2) マイクロアレイを用いた大規模遺伝子発現
による免疫機能の解明 
 抗菌タンパク質およびクルマエビゲノムに存在
する WSSV ホモログ遺伝子をノックダウンした際
における、他の遺伝子の発現への影響につい
て、オリゴ DNA マイクロアレイを用いた網羅的遺
伝子発現解析を購入予定のスキャナーにより行
った。 
 本研究に用いるオリゴ DNA マイクロアレイを充
実させるために、次世代シーケンサーを利用し
た各種組織・細胞の発現遺伝子配列情報の収
集を行った。 
 
(3) クルマエビゲノムに存在している病原ウイル
ス WSSV の遺伝子ホモログの機能解析 
 クルマエビ類のゲノム中に存在する巨大繰り返
しユニットにコードされている WSSV の遺伝子ホ
モログと病原ウイルス感染との関係を明らかにす
ることを目的とし、以下のことを検討した。 
 これまでの研究により WSSV ホモログ遺伝子は
少なくとも 22 種類はあることが分かっている。ま
ず、これら WSSV ホモログ遺伝子をクルマエビゲ
ノムから可能な限りクローン化し、構造を明らか
にする。我々は既にクルマエビゲノムの BAC ラ
イブラリーを構築していることから、このライブラリ
ーを解析（BAC エンドシークエンス）することに
より、網羅的に遺伝子を探索した。 
 これまでにクローン化し、構造を明らかにして
いる WSSV ホモログ遺伝子については、RNA 干
渉によりノックダウンし、WSSV 感染実験によりウ
イルス感染に関与（ウイルスの増殖抑制あるいは
増強効果）するかどうかをクルマエビの斃死率を
調べた。 
 
４．研究成果 
(1) クルマエビの抗菌タンパク質の生体内機能 
我々がこれまでにノックダウンすることに
よりクルマエビが斃死することを確認して
いる抗菌タンパク質の c 型リゾチウムおよび
ペナエジンについて遺伝子をノックダウン
するとクルマエビは死に至ることから、生存
に必須のタンパク質であることが明らかに
なった。また、i 型リゾチウムおよびクラス
チンをノックダウンしたところクルマエビ
の生存に影響は無かった。さらに、病原細菌
である Vibrio penaeicida あるいはホワイトス
ポット病ウイルス(WSSV)を用いた感染実験
においえ、対象区とした 2 本鎖 GFP-RNA 接
種区と死亡率に差はなく、これら分子は免疫、
生体防御にとって、重要ではないことが示唆
された。 



 
(2) マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発
現解析 
マイクロアレイを用いた解析により、2 本鎖
RNA を接種した際に種々の遺伝子発現に変
動があることを明らかにした。これら遺伝子
は既知の配列と相同性を示すものは無く、新
規の遺伝子群であることが示唆された。現在
のマイクロアレイには約 5 千個の配列が搭載
されているが、この数を増やすために大規模
遺伝子発現配列解析を実施し、これまでに約
1 万 5 千のユニークな配列を同定した。クル
マエビのマイクロアレイを大幅にバージョ
ンアップ出来ることができた。 
 
(3) クルマエビゲノムに存在している病原ウイル
ス WSSV の遺伝子ホモログの機能解析 

本研究で明らかにした配列を含む 33 種類
の WSSV 類似遺伝子について予備的な試験
を行い、WSSV の観戦増殖に関連することが
示唆された 2 種類(WSSV-H1 および-H2)に
ついて解析を行い、WSSV 類似遺伝子と
WSSV感染との関連性について探求すること
を目的とした。 

2 種類の WSSV 類似遺伝子について WSSV
感染前後における発現動態の解析を行った。
WSSV-H1 は WSSV 感染後のエラ、血球およ
び胃において mRNA 蓄積量が有意に上昇し、
WSSV 感染後の肝膵臓において mRNA 蓄積
量が有意に減少した。WSSV-H2 は WSSV 感
染後のエラ、心臓、リンパ様器官および胃に
おいて  mRNA 蓄積量が有意に上昇し、
WSSV 感染後の肝膵臓において mRNA 蓄積
量が有意に減少した。しかし、WSSV 感染前
後 に おける 血 球およ び エラに お い て 
WSSV-H1およびWSSV-H2のタンパク質発現
に変動は見られなかった。 

次に RNA 干渉法を用いて WSSV 類似遺伝
子の機能を抑制し、WSSV 感染後の累積死亡
率について解析を行った。dsRNA 接種後 2 日
目に WSSV に感染させたところ、WSSV-H1
の機能を抑制した試験区はコントロール区
の累積死亡率とほぼ同様の傾向を示し、
WSSV-H2 の機能を抑制した試験区では PBS
接種区の累積死亡率に対し有意に抑制され
た。感染後 3 日目のエラにおける WSSV コ
ピー数は dsWSSV-H1 接種区と対照区で差は
見られなかったが、dsWSSV-H2 接種区におい
ては他のどの試験区に対しても有意に少な
く、WSSV が WSSV-H2 をサイレンシングし
たクルマエビ内で WSSV が増殖していない
ことが示唆された。 

 本研究により、WSSV-H1 および WSSV-H2
は WSSV の感染に何らかの形で関与してい
ると考えられた。 
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