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研究成果の概要（和文）：感染症対策は水産増養殖における最も重要な課題のひとつである。水産重要種である
トラフグの養殖場においては、ヘテロボツリウム症による大量死がしばしば問題となっている。本症は単生綱多
後吸盤類吸虫Heterobothrium okamotoi（以下ヘテロボツリウムと称す）がトラフグの鰓に寄生し、吸血するこ
とにより発症する。
これまでに我々は、ヘテロボツリウムの幼生が、トラフグ粘液中のIgMを目印として宿主を認識することを明ら
かにした。この知見を応用し、本研究ではゲノム編集によりIgMをノックアウトした個体を作出し、攻撃試験に
より感受性の有無を検証することで、本寄生虫に感染しないトラフグの作出を目指した。

研究成果の概要（英文）：Heterobothrium okamotoi is a blood-feeding parasite that infects the 
branchial cavity wall of Takifugu rubripes, and often terminates the life of the host in 
aquaculture. In our previous study, it was revealed that IgM in the body mucus of T. rubripes was 
utilized by the parasite as an entrance receptor for infection. This finding suggests that IgM knock
 out T. rubripes can escape the parasite infection. In the current study, we attempt to produce IgM 
knock out T. rubripes by genome editing.

研究分野： 魚病および魚類免疫

キーワード： 寄生虫　ゲノム編集　発生

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
トラフグゲノムデータベースからIgM重鎖定常領域の遺伝子配列を抽出し、ガイドRNAを設計した。人為促熟した
トラフグから、人工授精により受精卵を得た後、ただちにガイドRNAおよびCas9を実体顕微鏡下でマイクロイン
ジェクションした。ランダムに選出した一部の受精卵からゲノムDNAを抽出し、IgM重鎖定常領域の配列を解読し
たところ、約６割の個体で変異が確認された。
しかしながら、残りの個体は全て仔魚の段階で死亡したため、これらノックアウト個体がヘテロボツリウムに感
染しないという確証は得られなかった。

※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 

感染症対策は水産増養殖における最も重要な課題のひとつである。トラフグ Takifugu 

rubripes は我が国における水産重要種のひとつであり、1980 年代における種苗生産技術の

確立後、西日本を中心に養殖も盛んに行われている。そのトラフグ養殖場における死因の

上位に、ヘテロボツリウム症が挙げられる。この疾病は単生類ヘテロボツリウム

Heterobothrium okamotoi（写真）の寄生によるものであり、本種が宿主の鰓に寄生し、吸

血することで感染魚は貧血に陥る。さらに、感染部位から海水が浸入することによる組織

の壊死や、寄生虫の卵塊が鰓腔に詰まることによる窒息などの二次的被害も甚大であり、

トラフグ養殖の現場で大きな問題となっている。その対策として、かつてはホルマリン水

浴による物理的駆除が行われていたが、廃液の海への流入による環境汚染が問題視され、

現在では薬事法によりその使用が禁止されている。近年、フェバンテルを有効成分とする

経口剤が水産用医薬品として承認され、本寄生虫の駆除に一定の効果を収めているが、極

めて単価が高く、養殖業者に金銭的負担を強いているのが実情である。 

ヘテロボツリウムはトラフグへの宿主特異性が極めて高く、マダイやヒラメなどの魚種

はもとより、近縁種のクサフグにさえ寄生しないとされている。卵から孵化したヘテロボ

ツリウム幼生は体表に繊毛細胞を有し、この細胞表面にある繊毛を用いて自由遊泳を行う

が、宿主に到達するとこの細胞を脱落させ、すみやかに寄生期へと移行する。この現象、

すなわち脱繊毛は、トラフグの体表を覆う粘液中の何らかの分子をヘテロボツリウムが探

知することで生じると考えられてきた。 

これまでに我々は、トラフグの抗体のうち、特にマン

ノースに親和性を有する IgM をヘテロボツリウム幼生に

曝露すると、すみやかに脱繊毛が生じることを見出して

いる。さらにトラフグの鰓には、脱繊毛を誘導するのに

十分な濃度のマンノース特異的 IgM が存在することから、

ヘテロボツリウム幼生が本分子を認識することで寄生に

移行することを明らかにした。 

 

２．研究の目的 

ヘテロボツリウムによって宿主認識分子として利用される IgM を持たないトラフグが存在

すれば、その個体はヘテロボツリウムに感染しないものと考えられる。CRISPR/Cas システ

ムは 2012 年に実用化されたゲノム編集技術であり、比較的迅速かつ容易に標的遺伝子をノ

ックアウトすることが可能である。本研究ではこのゲノム編集技術を用いて IgM ノックア

ウトトラフグを作出し、ヘテロボツリウムへの感受性を検討することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究は、トラフグにゲノム編集を施し、IgM 欠損個体を作出することを第一の目的とし

ている。具体的にはトラフグ受精卵に IgM 遺伝子配列に相補的なガイド RNA およびゲノム

DNA 切断酵素 Cas9 をインジェクションし、IgM 遺伝子のノックアウトを目指している。し

かしながら、トラフグの産卵期が初年度研究開始前の春季（3月中旬～4月中旬）に限定さ

れること、かつインジェクションにはある程度の技術が求められることから、初年度は、

年中人為的に産卵を誘発でき、かつ成長も早いゼブラフィッシュを用い、IgM のゲノム編

集を行うこととした。 

写真：トラフグの鰓に 
寄生する H. okamotoi 



まず、ゼブラフィッシュゲノムデータベースから IgM 重鎖定常領域の第一エキソン配列を

抽出し、制限酵素認識部位（Bam HI)を含むようにガイド RNA を設計した。次に自然産卵に

よって得たゼブラフィッシュ受精卵約 100 個に対し、ガイド RNA および Cas9 を顕微鏡下で

インジェクションした。受精卵を 28 度で飼育し、ある程度の大きさに育った個体をランダ

ムに 16 個体選別し、ゲノム DNA を抽出した。その後、これを鋳型とし、ガイド RNA 認識部

位を含む領域約 250bp を増幅させるように設計したプライマーで PCR を行った。その後、

PCR 産物を 2等分し、一方を制限酵素 Bam HI で処理した。制限酵素処理区および未処理区

の PCR 産物をアガロースゲル電気泳動に供し、切断の有無を確認することで、ゲノム編集

された個体の 1次スクリーニングを行った。 

2 年目には、トラフグゲノムデータベースより免疫グロブリン M（ミュー）鎖の塩基配列を

抽出し、第二エキソンを標的とするガイド RNA を作製した。次に長崎県総合水産試験場の

協力を得て、トラフグの産卵期である4月に同場にて約300個の受精卵にガイドRNA、Cas9、

およびスクリーニング用の蛍光色素を実体顕微鏡下でマイクロインジェクションした。ゼ

ブラフィッシュの場合と同様に、ランダムに選んだ受精卵からゲノム DNA を抽出し、免疫

グロブリン M（ミュー）鎖の塩基配列を解析した。 

最終年度も 4月に長崎県水産総合試験場の協力の下、人為催熟した親魚 3ペア由来の受精

卵を提供していただいた。北里大学海洋生命科学部まで輸送し、実験に供したものの、全

ての個体が孵化後約 1週間で死亡した。そのため、ヘテロボツリウム幼生による攻撃試験

を行うことが出来ず、IgM ノックアウトトラフグがヘテロボツリウムに感染しないかどう

かは明らかにできなかった。そこで当初の方針を変更し、寄生虫ヘテロボツリウムの宿主

認識因子であるマンノース結合 IgM に関して、トラフグ発生初期における発現解析を行っ

た。未受精卵および受精後 1時間後～150 時間後までの胚計 11ステージ、および孵化後 0，

2，3，4，5 日後の仔魚から、mRNA およびタンパク質を抽出し、RT-PCR およびウエスタン

ブロッティングによる IgM の検出を試みた。加えて、水産研究・教育機構増養殖研究所南

伊豆庁舎より供与いただいた孵化後8日目の仔魚および57日目の稚魚についても同様の解

析を行った。 

 

４．研究成果 

ゼブラフィッシュにインジェクションを行い、ランダムに選んだ 16 個体のゲノムを解析し

たところ、6 個体において、制限酵素処理後の PCR 産物のバンドサイズが未処理区と変化

が見られなかったことから、ゲノム編集の導入が示唆された。そこで次に、これら 6個体

由来の PCR 産物の塩基配列をダイレクトシーケンス法により解析し、正常個体のそれと比

較した。その結果、全ての個体で塩基の欠損が認められた。アミノ酸配列に翻訳したとこ

ろ、6個体中 4個体でフレームシフトが生じており、IgM の欠損が示された。 

2 年目に、トラフグ受精卵にインジェクションを行ったところ、インジェクション成功率

は約 60％であった。ランダムに解析した 10 個体のうち、実に 6 個体の IgM 遺伝子に欠損

が生じており、ゲノム編集による IgM ノックアウト個体の作出は十分可能であることが示

された。しかしながら、インジェクションした個体を孵化させ、継続して飼育を試みたも

のの、約 1ヵ月後に全滅してしまい、IgM を欠損した成魚を得ることは出来なかった。 

IgM の mRNA は、孵化後 57 日目の稚魚においてのみ検出された。一方、コイやニジマスな

ど、多くの魚種の卵中に存在することが知られている IgM タンパク質は、トラフグ未受精

卵からはもとより、解析に供した全てのサンプルから検出されなかった。このことから、



トラフグのヘテロボツリウム感受性は、少なくとも受精後 57日後の稚魚期までは獲得され

ないことが示唆された。 
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