
東京海洋大学・学術研究院・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６１４

基盤研究(A)（一般）

2019～2015

病原微生物の侵入・攻撃に対するクルマエビ類の免疫応答に関する研究

Immune response of kuruma shrimp against microbial infections

００２７０９２６研究者番号：

廣野　育生（HIRONO, IKUO）

研究期間：

１５Ｈ０２４６２

年 月 日現在  ２   ７   ７

円    30,800,000

研究成果の概要（和文）：クルマエビ類の急性肝膵臓壊死病原因細菌であるVibrio parahaemolyticus AHPND株
が持つ病原性プラスミドにコードされている毒素遺伝子のコピー数と病原性には関係がないことがわかった。本
細菌に耐性を示すバナメイエビで特異的に発現している遺伝子を特定した。
クルマエビゲノム中に組み込まれているWSSV類似ウイルスの化石化ウイルスゲノム配列は種々の甲殻類中にマル
チコピー存在し、複数に対応が存在することが明らかとなった。WSSV類似化石化ウイルスゲノムの一部の遺伝子
は転写されていることがわかり、機能を有している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was found that there was no relationship between the copy number of the 
toxin gene encoded by the virulence plasmid of Vibrio parahaemolyticus AHPND strain, which is a 
bacterium causing acute hepatopancreatic necrosis of shrimp. A few genes specifically expressed in 
shrimp which is resistant to the AHPND was identified.
It was revealed that the fossilized virus genome sequence of WSSV-like virus integrated in the prawn
 genome exists in multiple copies in various crustaceans. We found that some genes in the WSSV-like 
fossil virus genome were transcribed, suggesting that they may have a function.

研究分野：魚介類免疫学

キーワード： クルマエビ　WSSV　AHPND　ビブリオ病　ホワイトスポット病　毒素タンパク質
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界中で猛威をふるったクルマエビ類の急性肝膵臓壊死病原のメカニズムを明らかにすることができたことは今
後、本感染症の防除法開発に役立つと考えられる。
クルマエビ類のホワイトスポット病ウイルスは既知のウイルスと類似性がないことからユニークなウイルスであ
るとされていたが、甲殻類のゲノムを調べることにより、自然界には本ウイルス類似ウイルスが少なくとも過去
には多種類存在していたことが明らかとなった。DNAゲノムであるホワイトスポット病ウイルスがマルチコピー
で宿主のゲノムに組み込まれていることで、クルマエビゲノムの複雑さを理解する上で重要な知見になる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
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の統計によると世界の養殖クルマエビ類の総生産量は年々増加し 2012年には 430万トンに

達した。しかし、クルマエビ類養殖は順風満帆ではなく、養殖生産量が増加するとともに、種々

微生物感染症が発生し、生産者を脅かしている。例えば 1980年代に世界中で発生したWhite Spot 

Syndrome Virus（WSSV）感染症により、クルマエビ類養殖の生産量が停滞する年があった。ク

ルマエビ類養殖で発生する微生物感染症で、完全に抑え込みに成功したものは無いが、クルマエ

ビ類養殖の飼育管理方法を改善することにより、被害の軽減に繋がっている。しかし、2010 年

に中国で最初に報告され、その後、ベトナム、マレーシア、タイ、2013年にはメキシコで発生が

確認された Early Mortality Syndrome （EMS、早期死亡症）/ Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease 

（AHPND、急性肝膵臓壊死病）は 2014年になっても被害が収まることはなく、世界中のクルマ

エビ類養殖の驚異となっている。例えば、タイでは 2012年のバナメイエビの生産量が 60万トン

を越えていたが、2013年は 40万トン程度に落ち込み、2014年度は 30万トン程度になると予想

されている。このように世界中のクルマエビ養殖場で同じ感染症が蔓延するのは種苗生産用の

親エビやと養殖種苗となる稚エビが国境を越えて移動されることと、親エビの成熟用に使用さ

れている生餌のゴカイや二枚貝も国境を越えて取引され、病原微生物がエビや餌生物とともに

拡散することが原因とされている。我が国に未侵入の病原微生物が何時、我が国のクルマエビエ

ビ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、病原微生物感染症をク

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。以前はクルマエビ類の細菌感染症に対しては抗菌剤が

使用されていたが、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、養殖業者が自主的に使用を控えている。ウイルス感染症に対しては有効な薬剤はなく、ま

た、クルマエビ類は無脊椎動物で、ヒトを始めとする脊椎動物が有する獲得免疫を持たないこと

からワクチンによる感染症の防御は不可能であると考えられて来た。しかし、獲得免疫様あるい

は免疫記憶様の生体防御メカニズムの存在を示す研究成果が報告されている。 

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、次世代シーケンサーの登場により、以前よりも安く早く多量に DNA

配列情報の取得が可能になったが、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

機能解明に至っている研究はほとんどない。しかし、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 RNA 干渉法ならび

に大規模遺伝子発現プロファイリングが可能なマイクロアレイ等を駆使して研究を実施して来

ている。 

 
２．研究の目的 
バナメイエビが主要な養殖対象種であるクルマエビ類養殖は生産効率が良いことや市場価格が

他の養殖対象種と比較して良いことから世界各地で行われ、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・生体防御機構を理解す

るとともに、病原微生物の侵入、感染ならびに発症のメカニズムの解明、さらに、宿主であるク

ルマエビ類の免疫・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類の微生物感染症として最も経済的な被害を与えている



White Spot Syndrome Virus （WSSV）および EMS（早期死亡症）/ AHPND（急性肝膵臓壊死病）

の原因細菌である新規毒素産生型 Vibrio parahaemolyticusの感染と病原性発揮メカニズムとクル

マエビの免疫応答について明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
病原微生物が感染するのに必要な数とクルマエビの免疫システムとの関係を解明するために、

感染させる病原微生物数の違いがクルマエビの免疫関連遺伝子の発現応答に関与しているのか

をトランスクリプトーム解析を実施した。 

AHPND（急性肝膵臓壊死病）の病原細菌が産生するタンパク質毒素の病原性発揮メカニズムと

の関係を調べた。 

クルマエビゲノムに存在している WSSV 遺伝子のホモログ遺伝子が転写されているかについ

て次世代シーケンサーにて比較解析を行った。 

クルマエビ類の病原因子に対する免疫応答機構については、Vibrio parahaemolyticus 

EMS/AHPND 株のホルマリン不活化菌体を抗原として用い、クルマエビの遺伝子発現応答を次

世代シーケンサーによる解析した。次いで、免疫応答機構に関連する候補遺伝子を特定するため

にコンピューターによる解析を実施した。 

 
４．研究成果 
＊クルマエビ類の急性肝膵臓壊死病（AHPND）について 

V. parahaemolyticus AHPND株が持つ毒素遺伝子を広宿主域プラスミドに組込み、非病原性の

株に導入すると、この形質転換非病原性株が病原性株となることを明らかにした。さらに、V. 

parahaemolyticus AHPND株から毒死遺伝子を欠損させると、病原性がなくなることから、病原

性因子はこの毒素のみであることを明らかにした。さらに、プラスミドのコピー数と病原性の

強さとは関係しないことがわかった。菌体外に毒素をより多く分泌する株のほうがエビに対す

る病原性が高くなることが明らかとなった。 

毒素受容体に関する研究では免疫沈降により受容体候補となるタンパク質の単離ができた。さ

らに、mRNA情報からの探索を可能にするためにクルマエビ消化器系の大規模発現遺伝子配列

解析を行い、複数の毒素受容体候補を見つけることができた。V. parahaemolyticus AHPND株が

持つ毒素はヘテロ 2量体からなるが、小さい分子の毒素タンパク質の組み換えタンパク質を作

製し、餌に混ぜてエビに給餌することにより V. parahaemolyticus AHPND株による人為感染試験

での死亡率が減少することがわかった。このことは、組み換えタンパク質が毒素受容体に結合

することにより、細菌が産生する毒素の受容体への結合を阻害していることによると考えられ

た。 

V. parahaemolyticus AHPND株の毒素タンパク質を餌に混ぜてクルマエビに投与した際に 1-2％

のクルマエビは死亡しないで生存し、1タイプの Anti LPS factor （ALF）の発現が優位に上昇

していることが明らかにしてきたことから、この生残するクルマエビに通常の餌を投与し、改

めて V. parahaemolyticus AHPND株の毒素タンパク質を餌に混ぜて投与したところ、エビは死亡

した。これらの結果より、ALFの遺伝子発現量が多い時は V. parahaemolyticus AHPND株の毒

素タンパク質に抵抗性示す機構が働き、ALFの遺伝子発現量が多くないときはこの毒素により

死亡することが示唆された。 

 

＊クルマエビゲノムに存在しているWSSV類似ウイルスの化石化ゲノムについて 



WSSV 類似遺伝子について RNA 干渉による機能抑制を行い、WSSV の感染試験を実施するこ

とによりWSSV感染に関連する分子の選択を行った。その結果、2種類のWSSV類似遺伝子が

WSSV 感染と関連している可能性が示唆されたことから、これら 2 種類の遺伝子機能解析を進

めた。RNA干渉法により c13wsv440の機能を抑制したところ、累積死亡率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、c65w sv360_2 の機能を抑制した試験区ではコントロール

区の累積死亡率に対し有意に抑制された。WSSV感染後 3日目のエラにおけるWSSVコピ ー数

は dsc13wsv440 接種区、dsGFP 接種区および PBS 接種区間で有意な差は見られなかったが、

dsc65wsv360_2 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

c65wsv360_2 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された。

これらのことから、WSSV 類似ウイルスの化石化ゲノムのコードされている遺伝子の一部は

WSSVの感染に対して何らかの働きを有していることが示唆された。 

 クルマエビ類のゲノムに存在しているWSSV遺伝子のホモログは複数の染色体に散在してい

ることがクルマエビとバナメイエビの染色体を調べて明らかとなった。また、複数種類の甲殻

類ゲノム解析によりWSSV類似のウイルスは分子進化的な解析によりクルマエビ類が種分化す

る頃から存在していた可能性が示唆された。 

 

＊クルマエビの病原微生物感染に対する免疫応答に関する研究について 

クルマエビの抗菌タンパク質の一種であるクラスチンについて3タイプをクローン化し、構造

解析と病原微生物に対する発現応答を調べた。クローン化した3タイプのクラスチンのうち、1

タイプはエラで特異的に発現していることが明らかとなった。これら3タイプのクラスチンは恒

常的に発現しており、病原微生物の感染により発現が誘導されるものではないことが分かっ

た。 

クルマエビにも血球細胞が病原微生物を捕捉する際に放出するDNAネットトラップ機構が存

在することを明らかにするとともに、血球細胞が産生するリゾチウムはDNAネットトラップで

機能していることを明らかにした。 

クルマエビのえらで特異的に発現しているレクチンの機能について解析し、クルマエビのエラ

において病原細菌を補足するのに重要であることが明らかとなった。 
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