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研究成果の概要（和文）：クルマエビにおいて腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor; TNF）の

組換えタンパク質導入後や RNA 干渉法による遺伝子ノックダウン後に発現量が変動する因子

を探索した。また、病原体接種後のこれらの因子の発現動態を解析した。既報のプロテオーム

解析の報告から S-アデノシルホモシステイン加水分解酵素と推定されたタンパク質のスポッ

トにおいて、TNF導入時の発現量の上昇、ノックダウン時および病原体接種後の発現量の減少

が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）：To gain an insight of the function of shrimp TNF at protein level, 

proteome analysis has been done in kuruma shrimp (Marsupenaeus japonicus) with 

recombinant TNF administration, gene silencing by dsRNA, and pathogen stimulation. 

Putative s-adenosylhomocysteine hydrolase were up-regulated after recombinant TNF 

injection and down-regulated after gene knockdown and exposure to pathogens.  
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１．研究開始当初の背景 

世界のエビ類養殖は，年間約 300 万トン，
生産額にして 2兆円にも達するほど急激に発
展している。これに伴い，ウイルス性，細菌
性および真菌性疾病が蔓延しており，多大な
経済的損失を被っている。しかし，エビ類に
おける生体防御機構に関する知見は非常に
乏しく，病原体の排除機構はほとんど解明さ
れていない。そのため，エビ類における疾病
防除のためにも，より詳細な生体防御機構の
解明が望まれている。 

脊椎動物における腫瘍壊死因子（TNF）ス
ーパーファミリーリガンドは，アポトーシス
の誘導や抗体産生の亢進など，恒常性の維持
や感染防御に深く関与していることが証明

されている。魚類においても TNF に関する
研究は盛んに行われており，生体防御機構に
関与していることが報告されている。一方，
無脊椎動物における TNF は，ショウジョウ
バエにおいて 2002 年に初めて確認され，ア
ポトーシスを誘導することが証明されてい
る。このように TNF は，生体防御機構を解
明する上で，非常に重要な因子であると考え
られる。本研究の標的因子であるクルマエビ
のTNFは2010年に甲殻類において初めて同
定したが，これまでのところその機能につい
ては分かっていない。 

 

２．研究の目的 

（１）クルマエビ TNF のスプライシングバ
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リアントを把握するとともに，どの組織で発
現しているかを把握する。 

（２）クルマエビ TNF の受容体を同定し，
TNF シグナル伝達経路の存在を明らかにす
る。 

（３）クルマエビ TNF 組換えタンパク質を
生体内に導入後，あるいは遺伝子ノックダウ
ン後に発現が変動する因子の同定を行う。 

（４）発現が変動した因子に関して，病原性
ウイルスおよび細菌を接種した後の発現量
の変動を解析する。 

 

３．研究の方法 

クルマエビ TNFの 5’および 3’非翻訳領域
において発現解析用のプライマーを設計し，
各臓器における遺伝子発現を確認する。得ら
れた複数のバンドはクローニング後，シーク
エンス解析を行う。  

生体内で最も発現量が高く，かつ多くの組
織で発現しているタイプをサブクローニン
グし，タンパク質発現ベクターを構築後，大
腸菌の形質転換を行う。組換タンパク質は
His-tag融合タンパク質として発現させ，タン
パク質精製カラムにより精製する。 

クルマエビ TNFの遺伝子ノックダウンに
は RNA干渉法を用いる。クルマエビ TNF遺
伝子に特異的な T7配列付加プライマーを設
計し，RT-PCR法により遺伝子を増幅する。
T7領域を利用した一本鎖 RNAの合成および
アニーリングによる二本鎖 RNAの作製を行
う。作製した二本鎖 RNA を 10 μg/g shrimp で
接種し，経時的に発現解析を行いノックダウ
ン効果を測定し，ノックダウンの最適条件を
検討する。 

クルマエビ TNF受容体の探索は two-hybrid

法を用いる。TNFのシグナルペプチドを除く
領域の遺伝子を増幅し，発現ベクターに組込
みベイトの作製を行う。two-hybrid 用発現ベ
クターに組込んだクルマエビの cDNAライブ
ラリーを構築し，ベイトとともに酵母へ形質
転換を行い，ベイトと結合したタンパク質の
同定を行う。 

また，遺伝子データベースを基とした，TNF

受容体の探索も試みる。 

TNF 組換タンパク質をクルマエビに投与し，
標的器官よりタンパク質を抽出する。抽出タ
ンパク質を二次元電気泳動法により分離し，
各スポットの画像解析を行う。同様に，二本
鎖 RNA投与による TNF遺伝子ノックダウン
個体からもタンパク質を抽出し，二次元電気
泳動による解析を行う。それぞれの解析の結
果，タンパク質の発現量に変化が認められた
スポットの同定を行う。 

病原性ウイルスおよび細菌をクルマエビ
に接種した後に，それぞれのタンパク質の発
現解析を行う。 

 
４．研究成果 

クルマエビ TNF のスプライシングバリア

ントの発現解析を組織別に行った結果，当初

同定したタイプとは分子量の異なる 3つのス

プライシングバリアント（v1，v2 および v3）

が存在しており，v1は鰓で，v2 は心臓，胃，

リンパ様器官，腸および筋肉で，v3は全組織

で発現していた（図 1）。 

TNF の膜貫通領域を除いた領域を増幅し，

two-hybrid 用 発現ベクターに組込みベイト

およびクルマエビの cDNAライブラリーを構

築した。クルマエビ TNF組換え酵母とクルマ

エビ cDNAライブラリーの組換え酵母との接

合により得られた酵母のシークエンス解析

を行ったが，TNF受容体のホモログと推定さ

れる遺伝子配列は認められなかった。しかし，

エビ類 EST データベースより TNF 受容体の

全長を得ることに成功した（図 2）。 

 クルマエビへの組換え TNF の投与および
TNF の遺伝子ノックダウン後に発現が変動
する因子について同定を試みたところ，6 つ
のタンパク質スポットが同定された。これら
のスポットについて，病原体接種時の発現動
態を解析したところ，S-アデノシルホモシス
テイン加水分解酵素やRhoグアニンヌクレオ
チド交換因子と推定されるスポットの発現
量の変動が認められた。S-アデノシルホモシ
ステイン加水分解酵素は哺乳類において，サ
イトカインの分泌に関わることが報告され
ていることからも，クルマエビ TNFも生体防
御機構へ関与している可能性が高いと考え
られる（図 3および 4）。 
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