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研究成果の概要（和文）： クルマエビにエビ病原体ウルスの組換えタンパク質を投与し，ワクチンの筋注接種により
発現量が増加するタンパク質を二次元電気泳動により見出し，本応答因子のN末端10残基のアミノ酸配列を決定した。
さらに， ワクチン 接種後の各組織由来のtotal RNAの網羅的遺伝子発現解析を実施し，本応答因子のN末端アミノ酸残
基の遺伝子が認められ、レクチンファミリーに属すると予測された。さらに，本遺伝子の全長塩基配列の決定、各組織
別遺伝子発現およびワクチン接種後の経時的遺伝子発現解析により，クルマエビにおけるワクチン効果に類似する免疫
様現象の一端を担うと考えられる因子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The 10 amino acid sequences of N-terminal were decided by proteomic analysis from 
vaccinated kuruma shrimp with recombinant WSSV proteins. Furthermore, amino acid sequences of this immune 
response factor were recognized by transcriptome analysis with gene expression of total RNA from some 
tissue of vaccinated shrimp, and it was estimated that belonged to the lectin family. And full sequence 
of this factor was decided by gene expression analysis according to each organization onset of vaccinated 
shrimp. These results were suggested that this factor controlled one end of quasi immune response in 
vaccinated recombinant WSSV protein kuruma shrimp.

研究分野：水産増殖学，魚病学
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１．研究開始当初の背景 
		クルマエビ類の	white	spot	disease（WSD）
は、white	spot	syndrome	virus（	WSSV）に
よる感染症で、1990	年代初めに発生が認めら
れた。WSD は、世界的規模で今なお甚大な被害
を起こしていることから、早急な WSD 対策の
確立が切望されている。一方、獲得免疫に類
似した免疫様現象(quasi-immune	 response)
の発見後、我々は、本免疫様現象を応用し、
WSSVワクチンの開発を行ってきた。すなわち、
WSSV の構造タンパク質である rVP26 および
rVP28 をクルマエビに経口投与することで、
WSSV に対する抵抗性を誘導するものである。
さらに、ワクチンの持続性、追加投与の必要
性を明らかにし、抗原特異性・免疫記憶の存
在を現象面で示唆した。その後、rVP28 を筋肉
注射したクルマエビ血リンパ液中から特異的
に発現したタンパク質を二次元電気泳動解析
により明らかにし、因子の回収・精製を行い
マウスへ接種可能な状態まできており、免疫
様現象の因子の特定と定量検出系の確立を目
指している。	
 
２．研究の目的 
		クルマエビへの経口ワクチン投与により、
エビ体内ではきわめてユニークな獲得免疫様
現象が誘導されるが、その分子機構は未解明
である。そこで本研究では。1）この現象に関
与するワクチン応答因子を検出・追跡すると
ともに、2）ワクチン応答因子の発現を担って
いるリンパ様器官等を由来とした構造遺伝子
から組換え因子を作製し，in	vitro でのウイ
ルス不活化効果を確認してワクチン応答因子
であることを裏付ける。さらに、1）、2)に先立
ち、効果的な経口投与法の検討を行う。	
	
３．研究の方法 
1）WSSV の表在抗原（rVP28）ならびに内在抗
原（rVP26）を投与したクルマエビから血リン
パ液あるいはリンパ様器官等から、二次元電
気泳動解析により特異的に発現していると考
えられるタンパク質を回収し、アミノ酸解析
によりタンパク質の特定を試みる。 
2）ワクチン応答因子の発現を担っていると考
えられるリンパ様器官等から、本因子の発現
をコードしている構造遺伝子を特定し、発現
用ベクターに組み込む。 
3）次いで、ワクチン応答因子の組換えタンパ
ク質を取得して、WSSV の中和活性を評価し、
免疫様現象の主要因子であることを裏付ける。 
4）さらに、ワクチン応答因子の組換えタンパ
ク質を家兎あるいはマウスで抗血清を作製し、
因子の定量的把握を行う。さらに、因子の組
換えタンパク質をクルマエビに投与し、受動
免疫様の効果（サイトカインワクチン）をWSSV
を用いた攻撃試験で確認する。 
	
４．研究成果	
1）これまでに、抗原接種により発現量が増加
するタンパク質を二次元電気泳動（プロテオ

ーム解析）により見出した（図 1）。本免疫様
応答因子の N 末端アミノ酸配列解析の結果、
10 残基のアミノ酸配列を決定した。これらの
アミノ酸残基を基に 9 種の縮重プライマーを
設計した。抗原接種クルマエビの各組織より
total	RNA を抽出し、網羅的遺伝子発現（トラ
ンスクリプトーム）解析を実施した。その結
果、免疫様応答因子の N 末端アミノ酸残基を
コードする遺伝子の部分配列が認められ、レ
クチンファミリーに属する遺伝子の一つであ
ると予測された。	

	
2）抗原投与
個体のリン
パ様器官等
の RNA から
免疫様応答
因子の時系
列での発現
状況の把握

ができた（図 2）。４つの免疫様応答因子をタ
ンパク質発現ベクターpET28に組込み、大腸菌
を形質転換後、組換えタンパク質の合成を行
った。各組換えタンパク質は封入体として発
現したため、可溶化バッファーで溶解した。
可溶化した各組換えタンパク質を希釈法によ
りリフォールディング操作を行った。SDS-
PAGEにより精製した組換タンパク質の確認を
行った。いずれの組換えタンパク質もアミノ
酸残基から予測される分子量にシングルバン
ドが検出された（図 3.）。	
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3-4）ク
ルマエ
ビが示
す免疫
様現象
を司る
と考え
られる
応答因

子由来の組換えタンパク質の稚クルマエビを
用いたバイオアッセイによるホワイトスポッ
ト病原因ウイルス（WSSV）の中和試験と受動	

					図 4.バイオアッセイによる中和等試験	

	
免疫様現象の有無について検討した。中和に
ついては、因子と WSSV を試験管で混合直後と
3時間後に WSSV の感染歴のないクルマエビに
筋肉注射し、6 日間後の死亡状況と WSSV 遺伝
子量の定量を行った。その結果、3 時間反応後
に接種した場合、エビから WSSV 遺伝子の検出
が少なかった。また、組換え因子をエビに投
与して、20 時間後に WSSV を接種した場合で
も同様に因子投与個体群は、WSSV 遺伝子の検
出が少なかったことから、中和活性あるいは

受動免疫活性の存在を示唆した（図 4）。	
		組換え因子に対するポリクローナル抗体を
作製した。作製抗血清を用いて WSSV や WSSV
由来組換えタンパク質と組換え因子の結合性
を ELISA により評価した結果、BSA(bobbin	
serum	 albumin)には組換え因子は結合せず、
WSSV由来のタンパク質に特異的に反応するこ
とを確認した。また、組換え WSSV タンパク質
を投与したクルマエビ血リンパ液から ELISA
により応答因子の検出が確認された（図 5）。	
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