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研究成果の概要（和文）：クルマエビ類のDNAワクチンとリコンビナントワクチンにおける有効性を示す因子として、
クラスチン、リゾチームおよびペネイディン等の抗菌ペプチドが有効であることが示された。ワクチンの機能を知る上
で重要な多数のサイトカイン様遺伝子を20種類以上も検出・同定した。IL-17遺伝子はクルマエビの幼生の後期に著し
く高い発現が認められた。マルチプレックスRT-PCRによる網羅的遺伝子検出では、ウイルス感染において、JAK/STAT経
路のSOCS遺伝子の発現が高まる点は重要な発見であり、本遺伝子をノックダウンすることによって新たな感染防御法が
示唆された。

研究成果の概要（英文）：After vaccination with DNA vaccine and recombinant vaccine against VP-28 protein 
of white spot syndrome virus, we found that the anti-bacterial peptide genes, eg. crustine, lysozyme and 
penaeidine genes, can be used for bio-indicators for “quasi-immunity” in kuruma shrimp (Marsupenaeus 
japonicus). Cytokines are known to play important roles in the mechanism for vaccine efficiency in 
mammals. However, little is known about them in shrimp. We found over 20 cytokine genes in kuruma shrimp. 
The group IL-17 and related receptor genes were found. During WSSV infection, Dicer 2 and Argonaute 2 
genes showed high expression in the early stage of the infection (from 12 hours post infection). This 
indicates the degradation of the foreign genes by these factors is a defense system in shrimp against 
virus. However, during the later stage, the SOCS gene was activated and suppressed the JAK/STAT pathway, 
another anti-virus defense system, resulting in massive growth of virus.

研究分野： 魚病
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１．研究開始当初の背景 
本課題の対象生物であるクルマエビは自

然免疫しか持っていいない。しかし、現象と
しては以下に述べるように、ワクチン投与に
よって、感染に対して抵抗性を示すことが報
告されている。いわゆる『特異免疫様』現象
がみられる。 
申請者は 1989 年にクルマエビのビブリオ

病に対するワクチンの有効性について初め
て明らかにし，さらに，病原ウイルスである
クルマエビ急性ウイルス血症原因ウイルス
（penaeid rod-shaped DNA virus: PRDV, 
世界的には white spot syndrome virus: 
WSSV）に対しても DNA ワクチン（特願
2007-25589）とリコンビナントワクチン（特
許第 5649188「クルマエビ科生物の急性ウイ
ルス血症に対するワクチン」）の有効性を明
らかにした。これらのいずれのワクチンの有
効性評価法も，人為感染試験に依存している。
人為感染試験とは，クルマエビにワクチン投
与後，当該の病原生物（Vibrio penaeicida あ
るいは PRDV）を人為的に感染させることで
ある。これによって，ワクチン無投与区との
生残率の差異を比較して，有効性を判断して
いる。しかし，人為感染試験では 
① 供試クルマエビに近交系がないこと 
② ウイルスの病原性が安定しないこと（保

存状態による病原遺伝子の部分的脱落） 
③ 培養細胞がないために正確な感染ウイ

ルス量の決定が困難であること 
④ 判定に 2 週間以上を要すること 
によって，試験結果が不安定になり，また

時間がかかる。 
ワクチン投与によって抗体を産生する脊椎

動物とは異なり，抗体を産生しないエビでは，
指標となる物質が明らかにされていない。 
２．研究の目的 
上記のような背景を踏まえて、ワクチン投

与によって抗体等のワクチン効果指標が未
解明なクルマエビについて、ワクチン効果の
判定を人為感染試験以外の方法、例えば指標
となる発現遺伝子の特定や抗体産生等に関
連するサイトカイン様物質の検索を行うこ
とを目的とした。 
３．研究の方法 
（1）供試エビ：平均体重 10～25ｇのクルマ
エビ（Marsupenaeus japonicus）を用いた。 
（2）DNA ワクチンの作製：上記 PRDV のエン
ベロープタンパクを構成する VP28 遺伝子を
増幅して、ヒト CMV プロモーター（pTARGET 
Mammalian Expression Vector, Promega）を
含む発現ベクターとライゲーションして、常
法により pCMV-vp28 を増幅・作製した。 
（3）リコンビナントワクチンの作製：大腸
菌と小麦胚芽系の 2つを用いた。大腸菌のシ
ステムでは、pQE30 を用いて形質転換、発現
誘導を行って、VP28 リコンビナントタンパク
を作製し、ワクチンとして用いた。小麦胚芽
系では、ENDEXT Wheat Germ Expression H 
Kit(CellFree Science) を 用 い て 、

wheat-GST-rVP28 タンパクを作製し、ワクチ
ンとして用いた。 
（4）サイトカイン系遺伝子の検出：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）病原体による攻撃試験：病原ウイルス
としては、前述の PRDV を用いた。病原細菌
としては Vibrio penaeicidaを用いた。 
（6）サイトカイン系遺伝子群のリコンビナ
ントタンパク質の作製：大腸菌用発現ベクタ
ー(pCold 等) のマルチクローニングサイト
にサイトカイン遺伝子群のORFを挿入して発
現用プラスミドを作製した。このプラスミド
を用いて宿主大腸菌を形質転換した。37℃で
振とう培養後、培養液を 15℃に冷却し、IPTG
を添加後、15℃で 24 時間振とう培養し、培
養終了後、SDS-PAGE で目的産物の有無と発現
量を確認した。 
（7）マルチプレックス RT-PCR:網羅的遺伝子
検出には、各遺伝子特異プライマーにユニバ
ーサル配列を接続したキメラプライマーを
作製し、これを用いて、逆転写反応と目的遺
伝子の増幅を行い、 CEQ8000 Automated 
Sequencer (Beckman Coulter)の専用ソフト
を用いて、発現量の定量を行った。 
４．研究成果 
（1）DNA ワクチン接種後の腸管とリンパ様器
官における抗菌ペプチド（クラスチン、リゾ
チームおよびペネイディン）遺伝子の動態を
図 1 に示した。図から明らかなように、DNA
ワクチン接種後 7日目には、腸管とリンパ様
器官のいずれにおいてもワクチン投与エビ

図 1. DNA ワクチン接種 7 日後の腸管とリン
パ様器官における各種抗菌ペプチドの発現動
態。 



の各抗菌ペプチドの発現は上昇した。とくに、
リンパ様器官における遺伝子の発現率は腸
管に比較すると明らかに高く、本器官がワク
チン投与後の免疫様反応に大きく関与して
いることが明らかとなった。 

（2）リコンビナントワクチンを接種後の遺
伝子の動態を調べた。その結果、同ワクチン
接種したエビの心臓とリンパ様器官におい
て、上記抗菌ペプチドはいずれも発現量が増
加した。とくに、リンパ様器官におけるリゾ
チームの発現量は高く、接種後 1 日～7 日に
おいて 7～12倍に顕著に増加した。この結果
は、DNA ワクチンを接種した時と同様の傾向
を示した。以上のことから、DNA ワクチン及
びリコンビナントワクチンのいずれにおい
ても抗菌ペプチド関連遺伝子の発現が上昇
することから、これらの遺伝子がワクチン効
果判定の候補遺伝子として重要であると考
えられた。 

（3）サイトカイン遺伝子を検出し、全長解
析を行った。表 1に示すように、本研究にお
いて、クルマエビから 23 種類のサイトカイ
ン様遺伝子が同定され、ほとんどが甲殻類で

初めての検出となった。 
表 1 の VEGF、MIF お

よび DDT については、立
体構造解析を行い、前者
は 2 量体、後二者は 3
量体を形成することが
示された。 

（4）病原体感染時にお
けるサイトカイン様遺
伝子群の発現解析を行った。ウイルス感染後
のサイトカイン遺伝子群の発現動態につい
て、PRDV 注射後の血リンパおよびリンパ様器

官において、VEGF1 の遺伝子発現が顕著に増
加した。Astakine 遺伝子は PRDV 注射後、リ
ンパ様器官においては平常時と比較して顕
著に遺伝子の発現が増加したが、血リンパで
は顕著な発現の差は認められなかった。 

細菌感染後のサイトカイン遺伝子群の発
現動態について、V. penaeicida 注射後の
VEGF1 は、リンパ様器官においては平常時と
比較して顕著に遺伝子の発現が増加したが、
血リンパでは顕著な発現の差は認められな
かった。一方、MIF ファミリーに属する
DDT(MIF2) 遺伝子は血リンパにおいては平
常時と比較して顕著に発現が増加したが、リ
ンパ様器官では顕著な発現の差は認められ
なかった。このような結果からクルマエビの
サイトカイン遺伝子群がエビ類の生体防御
機構に関与している可能性が示唆された。 

（5）クルマエビの幼生期における IL17 受容
体の発現解析を行った。クルマエビの幼生期
の各ステージ(卵、ノープリウス、ゾエア 1
令、2令、ミシス 1令、3令、ポストラーバ)
における 2 種類の IL17 受容体(IL17R1、
IL17R2)の遺伝子発現を解析した結果、
IL-17R1 遺伝子のみがミシス 3 令以降に顕著
に増加することが明らかとなった。サイトカ
インとクルマエビの変態との関連性は極め
て興味深く、また、ウイルス病はエビの幼生
期には感染しないことから、このような観点
からも今後サイトカインの研究を進める必
要がある。これは、甲殻類の変態に伴うレセ
プター発現の変遷とウイルス感染という新
たな研究局面を生み出すものと期待される。 

（6） 遺伝子ノックダウン時の機能解析を行
った。Astakine 遺伝子ノックダウン後 72 時
間と 75 時間において同一個体から計 2 回採
血を行った結果、血球数の著しい減少が認め
られた。すなわち、ノックダウンを行ってい
ない対照区のエビの血球は、採血後に造血活
動が活性化され、血球数は 2.2～3.8 倍にな
ったのに対して、ノックダウン区は 0.35～
0.96 倍にしかならなかった。このことから、
Astakine 遺伝子はクルマエビの造血機能亢
進に重要な因子として関与していることが
明らかとなった。 

 
（7）リコンビナントタンパク質の作製と機
能解析：MIF ファミリーに属する MIF、DDT を
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表1. クルマエビから明らかとなったサイトカイ
ン様遺伝子

IL17/IL17Rファミリー

MIFファミリー
（マクロファージ遊走阻止因
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子）
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VEGF/VEGFRファミリー
（血管内皮細胞増殖因子）



大腸菌の系を用いて作製した結果、SDS-PAGE
によって、可溶性画分において目的とする約
14 kDa のバンドが確認された。得られた MIF
および DDTのリコンビナントタンパク質を精
製し、器官培養したリンパ様器官の細胞に添
加したが、細胞死や細胞増殖等の変化は認め
られなかった。 

（8）V. penaeicida注射後の各種遺伝子の経
時的動態を調査するために、マルチプレック
ス RT-PCR を用いた網羅的遺伝子検出を行っ
た結果を表 2 に示した。V. penaeicida 注射
によって、Toll 遺伝子系、Croquemort や ASK1
などのアポトーシス系およびリゾチームな
どの抗菌ペプチド系の遺伝子の発現が増加
した（表中の赤色は発現の増加を、青色は発
現の低下を表す。色の濃淡は発現の程度を示
す。）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

次に、PRDV 感染時における各種遺伝子の
経時的動態を表 3に示す。ウイルス感染にお
いては、ウイルス接種後 12 時間から Dicer2
と Argonaute2 の遺伝子発現が増加している
ことが明らかとなった。これは、外来の遺伝
子を切断・分解するためと考えられ、ショウ
ジョウバエ等の無脊椎動物さらには哺乳類
等の脊椎動物でも共通したウイルス感染に
対する防御機能として機能しているものと
考えられる。感染後 6 時間では JAK/STAT 経
遺伝子の活性化が認められる。しかし、48 時
間経過すると、本経路に抑制的に作用する
SOCS 遺伝子の発現が高まり、本経路によるウ
イルス感染防御を低下させる方向、すなわち
ウイルス感染が重篤化する方向に進むこと
が解る。これは、ウイルスの何らかの作用に
より、SOCS 遺伝子の発現が高まり、ウイルス
の増殖を促進するためのウイルスの感染戦
略と考えられる。したがって、本ウイルスの
感染を防止するためには、SOCS 遺伝子の発現
を抑制するために遺伝子ノックダウン法な
どが考えられ、今後の新たなウイルス感染防
御方法およびワクチンの新たなアジュバン
トとしても適応可能と思われる。 

 
 

 
（9）総括 
本事業において、クルマエビ類の DNA ワクチ
ンとリコンビナントワクチンにおける有効
性を示す因子として、クラスチン、リゾチー
ムおよびペネイディン等の抗菌ペプチドの
遺伝子が有効であることが示された。また、
ワクチンの機能を知る上で重要な多数のサ
イトカイン様遺伝子を 20 種類以上も検出・
同定し、一部の遺伝子の立体構造を明らかに
した。IL-17 は多機能のサイトカインとして
知られているが、今回クルマエビの幼生の後
期に同遺伝子の高い発現が認められた。これ
は今までにはない知見で、クルマエビ類の変
態とウイルスに対する易感染性との関連に
ついて興味深い知見が得られた。MIF と DDP
については、リコンビナントタンパクを作製
したが、その機能は明確ではなかった。これ
らのタンパクはシステインリッチであるこ
とから、リフォールディングが適正になされ
なかったものと考えられる。リコンビナント
サイトカインの評価にはリンパ様器官の器
官培養を用いたが、今後は造血器などの幼弱
な細胞や血球を用いる必要がある。マルチプ
レックス RT-PCR による網羅的遺伝子検出で
は、細菌感染とウイルス感染における各種遺
伝子の動態が明らかとなった。とくに、ウイ
ルス感染において、JAK/STAT 経路の SOCS 遺
伝子の発現が高まる点は重要な発見であり、
本遺伝子をノックダウンすることによって
新たな感染防御法が示唆された。 
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