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第１章 緒論 

エビ類養殖産業は東南アジアや中南米をはじめ、世界中で急激に増加して

いる。2007 年の世界養殖生産量は 327 万トンであるが、このうちアジアでは

約 85 %以上を生産しており、世界で最も養殖が盛んな地域である[1]。エビ養

殖では生産効率を上げるために、高密度でエビを飼育する集約養殖が主流で

あり、除草剤、抗生物質、栄養剤など様々な化学薬品が投与されている。そ

のため、消費者の健康や環境に対する悪影響が懸念されている。養殖池が汚

染されていない時期には、生産量を多くあげることができるが、数年後には

底泥には残餌や有機物が堆積し、さらには、化学物質による汚染のため、養

殖池の環境が悪化し、病気が発生しやすくなり、生産量は次第に減尐する。

1980 年代から、台湾、フィリピン､タイ、インドネシア､インドなど東南アジ

アの主要エビ生産国で、ウイルス性の疾病が流行し、1995 年にタイ王国では

1 年間に 2 億 4 千万ドルの多大な損失を出した[2]。そのなかでも、産業に甚

大な被害をもたらすウイルス性疾病として、クルマエビ急性ウイルス血症原

因ウイルス（PRDV）、イエローヘッド病原因ウイルス（YHV）、伝染性皮下

造血器壊死症原因ウイルス（IHHNV）およびタウラ症候群原因ウイルス（TSV）

などが知られている。PRDV は、日本をはじめとするアジア諸国、さらに中

南米の養殖クルマエビにも発生し、大きな問題となっている。日本では、中

国から購入した種苗を用いた養殖場において 1993 年に初めて発生し、翌年に

は西日本一帯に広がった[3]。YHV は、1990 年にタイの養殖ウシエビにおい

て初めて確認され、その後感染地域を広げ、東南アジア各国およびオースト

ラリアにおいて多大な被害をもたらしている[4]。IHHNV は、1980 年代初期

にアメリカで Litopenaeus stylirostris と L. vannamei に発生し、L. stylirostris の

稚エビや幼若エビに大量死をもたらした[5, 6]。TSV は 1992 年にエクアドル
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のタウラ川河口の L. vannamei 養殖場で発生して、甚大な被害を出した。その

後、北米・中南米に伝播し、現在ではアジア各国に広がっている[7-9]。 

ウイルス病のみならず細菌性疾病も多大な問題となっている。クルマエビ

生産に被害を及ぼしている細菌感染症にビブリオ病がある。本疾病は 1980 年

頃から山口、鹿児島、熊本の各県下で流行し始め、その後各地の養殖場に大

きな被害を与えた[10]。本疾病の原因菌の 1 つは Vibrio penaeicida である。V. 

penaeicida は日本のクルマエビ養殖場に常在する条件性病原体であると考え

られているが、10~100 cfu/g の筋肉注射でエビを死亡させることから、病原性

は強い[10]。近年では、V. nigripulchritudo によるビブリオ病による被害も報告

されている[11]。海外では V. alginolyticus や V. harveyi による感染症が知られ

ている[12, 13]。日本や東南アジアで行なわれている集約的エビ養殖では、エ

ビの成長に伴う残餌や糞の堆積による環境悪化や水温上昇などのストレスに

より、体内に存在する尐数の菌が増殖することで、発症が促されることが報

告されている[14]。これらの細菌性疾病に対して、種々の対策が考案されてい

るが、抗菌剤の使用、飼育環境の改善やストレスの軽減などが、基本的な対

策となっている。 

 

このように細菌性やウイルス性の疾病が多発する中で、エビの免疫力を高

め病気に対する抵抗力の増強を目的として、天然物由来の免疫賦活剤投与が

行なわれている。病気の発生を抑えられれば、抗生物質の投与なども減り、

環境に与える影響も軽減される。しかし、免疫賦活剤の投与だけでは、疾病

の完全な制御は難しいため、エビ類疾病の根本的防除のためには、感染防御

機構を解明する必要がある。生体防御機構の解明は、免疫賦活効果の評価や

疾病防除における有効性の評価にも繋がる。 
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エビ類をはじめとする無脊椎動物では、獲得免疫が欠除しており、自然免

疫が生体防御の主役であるため[15]、初期免疫応答や非自己分子の認識機構の

解明が重要である。さらに、これらの生体防御関連遺伝子をバイオマーカー

として用い、生体防御能やストレス応答を検査することは、病気発生を予測

するだけでなく、早期診断による適切な処置を行うことが可能になり、疾病

の蔓延防止の鍵にもなると考えられる。 

 

現在、ショウジョウバエをはじめとする無脊椎動物における感染防御機構

の分子レベルでの解明が進んだ結果、病原微生物を認識し、感染防御反応を

誘導する分子が同定されてきた[16, 17]。ショウジョウバエでは、微生物の感

染により、哺乳類での肝臓に相当する脂肪体と呼ばれる器官で、抗菌ペプチ

ド遺伝子が活性化され、複数の抗菌ペプチドが体液中に放出される。この全

身性の抗菌ペプチドの産生誘導は、Toll 経路と IMD 経路と呼ばれる 2 つの細

胞内シグナル伝達系により制御されている[18, 19]。 

Toll受容体が制御する Toll経路は、真菌とグラム陽性菌の感染で活性化し、

おもに抗真菌ペプチド Drosomycin の発現を誘導する[20]。一方、IMD アダプ

ター分子が介在する IMD 経路は、ジアミノビメリン酸（diaminopimelic acid; 

DAP）を含むペプチドグリカン（PG）を有する細菌の感染により活性化され、

抗菌ペプチド Diptericin の発現を誘導する[21]。Attacin などの他の抗菌ペプチ

ドは、Toll 経路と IMD 経路の両者の制御を受ける[19]。このように、ショウ

ジョウバエは感染した微生物を識別し、それに対応した免疫応答を誘導する

ことが知られている[19]。近年、ショウジョウバエの Toll 受容体はウイルス

感染に対しても応答することが報告されている[22]。 

 これらの抗菌ペプチドの発現誘導に関わる因子として同定されたのがペプ
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チドグリカン認識蛋白質（PGRP）ファミリーで、PGRP-SA、PGRP-LC およ

び PGRP-LE などが報告されている[23]。PGRP により、多様な PG が認識さ

れ、Toll や IMD 経路を活性化し、それぞれの経路で媒介因子により核内へと

シグナルが伝達され、抗菌ペプチドの産生が惹起される（Figure 1）。Toll 経路

においては、PGRP によるグラム陽性菌や真菌の認識によりセリンプロテア

ーゼが活性化し、Spätzle を切断する。Spätzle と Toll の結合により活性化した

Toll の細胞内ドメインより MyD88、Tube、Pelle、TRAF6、ECSIT、IRD6 およ

び Cactin/Cactus/Dorsal/Dif の複合体を介し、核内へとシグナルを伝達する

[24-26]。 

  

 哺乳類においても、Toll 受容体に類似した分子として Toll 様受容体（TLR）

が認められている[18]。マウスにおいて、現在まで 13 種の TLR 遺伝子 がク

ローニングされ、ファミリーを形成している事が明らかになった[18]。グラム

陰性菌由来の膜成分であるリポポリサッカライド（LPS）を TLR4 とその細

胞外ドメインに会合する MD-2 が[27-30]、マイコプラズマや細菌由来リポペ

プチド、グラム陽性菌のペプチドグリカンを 2 量体の TLR1/TLR2 や

TLR6/TLR2が[31, 32]、鞭毛由来タンパクであるフラジェリンをTLR5が[33]、

細菌由来 DNA を TLR9
 がそれぞれ認識する[34]。2 重鎖 RNA を TLR3 が、

TLR7 は抗ウイルス薬として使われている薬剤に反応することから、類似した

ウイルス由来の構造物を認識している可能性が示唆されている[35]。このよう

に、哺乳類における TLR ファミリーは細菌、真菌およびウイルスも含めた多

様な病原体の構成成分を認識し、生体防御因子活性化シグナルを伝達する

（Figure 2）。 

また、TLR は臓器の上皮細胞において、抗菌ペプチド産生などを介して防
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御反応を誘導する。上皮細胞やマクロファージに発現した TLR は、サイトカ

イン産生を誘導することで、好中球を中心とした迅速な防御反応を促す[32]。

TLR を欠損したマウスでは、感染症に高い感受性を示す例が報告されている

[36]。このように侵入した病原体を TLR が認識し、活性化シグナルを伝達す

ることは、その病原体を生体全体として排除するかどうかの決定に直結して

おり、TLR は防御反応の誘導に大きく関与する分子である。 

 

Toll 受容体や TLR による抗菌ペプチドの産生誘導機構は、ショウジョウバ

エから哺乳類に至るまで保存されており、初期免疫応答において重要な役割

を担っており、感染防御機構を解明する上で重要な機構の一つである。これ

までの研究により、エビ類と昆虫類の免疫システムは類似した機構を有して

いることが報告されている。そこで、本研究では昆虫類における免疫機構を

基に、クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）の Toll 受容体遺伝子および抗菌

ペプチドである ALF 遺伝子の同定を行った。さらに、近年盛んに利用されて

いる遺伝子機能解析法である RNA 干渉法により、Toll 受容体 mRNA を分解

することにより、コードされているタンパク質の発現をノックダウンし、Toll

受容体シグナル伝達経路関連因子および抗菌ペプチドなどの網羅的発現解析

により、Toll 受容体とそれぞれの因子との関連性について解析を行うことを

目的とした。 

 なお、本文に記載している遺伝子の正式名および省略形の一覧を Table 1 に

示した。 
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Table 1. List of gene name 

Gene notation Gene Name 

Akirin Akirin 

ALF anti-lipopolysaccharide factor 

Attacin Attacin 

BMP bone morphogenetic protein 

BPI bactericidal/permeability increasing protein 

Cactin Cactin 

Cactus nuclear factor kappa-B inhibitor cactus 

CP clotting protein 

Crustin Crustin 

Dicer Dicer 

Dif dorsal-related immunity factor 

Diptericin Diptericin 

Dorsal Dorsal 

ECSIT evolutionarily conserved signaling intermediate in Toll pathways 

Fondue Fondue 

IMD immune deficiency 

IRD immune response deficient 

JNK c-Jun N-terminal kinase 

LBP LPS binding protein 

LGBP LPS-and β-1,3-glucan binding protein 

lysozyme lysozyme 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MD-2 lymphocyte antigen 96 

MyD88 myeloid differentiation factor 88 

Pelle serine/threonine-protein kinase pelle 

Penaeidin Penaeidin 

PGRP peptidoglycan recognition protein 

PPAE ProPO activating enzyme 

ProPO prophenoloxidase 

Relish Relish 

Serpin serine protease inhibitor 

Snake Snake 

SOD superoxide dismutase 

Spätzle Spätzle 

STAT signal transducers and activator of transcription 

TGase transglutaminase 

TLR Toll-like receptor 

TNF tumor necrosis factor 

Toll Toll receptor 

TRAF6 tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 

Tube Tube 
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Figure 1. Pathogen recognition and signaling in the Drosophila 
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Figure 2. Pathogen recognition pattern of Toll like receptors in mammals 
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第２章 クルマエビにおける Toll 受容体遺伝子の分離および同定 

第１節 目的 

 自然免疫機構の初期免疫応答（非自己分子認識機構）に関わる分子として

Toll 受容体が知られている。Toll 受容体は、細菌、真菌およびウイルスなど

多様な病原体の認識により活性化され、核内にシグナルを伝達させる[17, 22]。

最終的に、抗菌ペプチドやサイトカインなどの生体防御関連物質の産生を誘

導する[37]。無脊椎動物であるエビ類においては、自然免疫機構が発達しおり、

Toll 受容体により病原体を認識していると考えられる。 

 

 これまで、エビ類における Toll 受容体は Litopenaeus vannamei、コウライエ

ビ（Fenneropenaeus chinensis）およびウシエビ（Penaeus monodon）において

分離されている[38-40]。しかし、クルマエビにおける Toll 受容体は認められ

ていない。また、エビ類における複数の Toll 受容体の存在は明らかにされて

いない。そこで、これまでに報告されているエビ類の Toll 受容体遺伝子およ

び他の無脊椎動物であるショウジョウバエやカブトガニなどの Toll 受容体遺

伝子を基に、クルマエビの Toll 受容体遺伝子を同定し、その発現解析を行う

ことにより、生体防御機構の基礎的知見を得ることを目的とした。 
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第２節 材料および方法 

1. 供試クルマエビ 

宮崎県のクルマエビ養殖場より平均体重 12.0 g のクルマエビを入手し実験

に供試した。 

 

2. Toll 受容体遺伝子増幅用縮重プライマーの設計 

2.1. 昆虫類およびカブトガニ Toll 受容体遺伝子を基にした縮重プライマーの

設計 

 無脊椎動物であるカブトガニ（Tachypleus tridentatus）、ヨーロッパミツバチ

（Apis mellifera）、ネッタイシマカ（Aedes aegypti）およびキイロショウジョウ

バエ（Drosophila melanogaster）の既存の Toll 受容体遺伝子の相同性解析を行

い、保存性の高い領域に対し、縮重プライマーを設計した（Table 2）。 

 

2.2. エビ類 Toll 受容体遺伝子を基にした縮重プライマーの設計 

 L. vannamei、コウライエビおよびウシエビにおいて分離されている Toll 受

容体を基に、保存領域に対し、プライマーを設計した（Table 3）。 

 

3. Toll 受容体遺伝子のクローニング 

3.1. クルマエビのリンパ様器官の細胞培養 

3.1.1. 基礎培地の調整 

2 倍濃度 L-15 培地（Gibco, USA）を distilled water（D.W.）に溶解し、ラク

トアルブミン（Gibco, USA）、TC-イーストレート（Gibco, USA）、グルコース

（Gibco, USA）、プロリン（Gibco, USA）、タウリン（Gibco, USA）、アスコル

ビン酸（Gibco, USA）、およびペニシリン・ストレプトマイシン混液（5 mg/ml）
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（Gibco, USA）を Table 4 に示す分量で混合し、濾紙で濾過したのち、1M NaOH

で pH を 7.6 に調整した。クリーンベンチ内で 0.22 μmのフィルターで無菌濾

過したものに、2-メルカプトエタノールを 0.5 ml 加えた。常温で一晩静置し、

コンタミネーションの有無の確認後 4 °C で保存した。 

 

3.1.2. 細胞の培養 

クルマエビを 70 %アルコールで湿らせたキムタオルで包み、氷で 2～3 分

間冷やし、腹側に 70 %アルコールを十分に吹きかけてから、クリーンベンチ

内へ入れた。腹部の神経節を数箇所切断し，頭部からリンパ様器官を摘出し

た。ナイロンメッシュ PP-40n（メッシュサイズ 40 μm・共進理工）を貼り付

け、湿熱滅菌した 50 ml 遠沈官（NUNC）のメッシュ上に摘出したリンパ様器

官を置き、基礎培地を注ぎながら滅菌したヘラで磨り潰した。リンパ様器官

の細胞浮遊液の入った 50 ml 遠沈官を 1.5 ml エッペンドルフチューブに分注

し、2,000 rpm、4 °C、5 分で遠心し、上清を捨てたのち、基礎培地 500 μlに再

懸濁した。この洗浄操作を 2 回行なった。細胞培養用の 48 well プレート

（NUNC）に細胞懸濁液を 900 μl ずつ分注し、ここに 100 μg/ml の LPS

（Lipopolysaccharide from Escherichia coli Serotype 0127:B8）溶液を 100 μl 添加

し、ピペッティングし、インキュベーター内（25 °C）で培養した。 

 

3.2. Total RNA の抽出 

 48 時間培養したクルマエビのリンパ様器官の初代培養細胞 25 mg を 1.5 ml

エッペンドルフチューブに入れ、300 μl の ISOGEN（NIPPON GENE, Japan）

を加え、よくホモジナイズし、再び 700 μl の ISOGEN を加え 1 ml シリンジ

（20 G 針付）で 20 回程度攪拌し、22 °C で 5 分間静置した。次に、クロロフ
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ォルム（Wako, Japan）200 μlを加え、転倒混和によって十分に混合したのち、

22 °C で 3 分間静置し、4 °C、14,000 rpmで 15 分間遠心分離を行った。上清を

新しい 1.5 mlエッペンドルフチューブに移し、イソプロピルアルコール（Wako, 

Japan）500 μl を加え、4 °C で 30 分間静置後、4 °C、14,000 rpm で 30 分間遠

心分離を行った。上清を除去し、80 % エタノール（Wako, Japan）1 ml を加え、

緩やかに混合したのち、4°C、14,000 rpm で 5 分間遠心分離を行った。上清を

除き、5 分間風乾させたのち、ペレットを 20 μl の diethyl pyrocarbonate（DEPC; 

SIGMA, Japan）処理水に溶解して、total RNA 溶液とした。 

 

3.3. cDNA の合成 

セクション 3.2. において抽出した total RNA をテンプレートに、ReverTra 

Dash（TOYOBO, Japan）を用いて逆転写反応を行った。反応溶液（Table 5）

を作製し、primer に Oligo (dt) 20-P7 を用い、42 °C で 20 分間、99 °C で 5 分間、

4 °C で 5 分間の反応を、サーマルサイクラー（BIO RAD, Mycycler）を用いて

行った。 

 

3.4. PCR による Toll 受容体遺伝子の増幅 

  クルマエビのリンパ様器官培養細胞より作製した cDNA をテンプレート

として PCR を行い、Toll 受容体遺伝子の増幅を行った。反応溶液はの組成は

Table 6 に示した。セクション 2 において設計したプライマー

Toll-dgF1/Toll-dgR1 および shToll-F1/shToll-R1 を用い、95 °C で 5 分間のプレ

ヒート後 95 °C で 30 秒間の熱変性、50 °C で 30 秒間のアニーリング、72 °C

で 1分間の伸長反応を 45サイクル、サーマルサイクラー（BIO RAD, Mycycler）

を用いて 1st-PCR を行った。さらに、1st-PCR 産物を D.W.で 100 倍希釈し、
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2nd-PCR に供した。2nd-PCR は、Toll-dgF2/Toll-dgR2 および shToll-F2/shToll-R2

を用い 1st-PCR と同様の条件で反応を行った。反応終了後、1.5 %アガロース

ゲルによる電気泳動を行い、増幅遺伝子の確認を行った。 

 

3.5. ベクターへのライゲーション 

  T ベクター（pGEM-T Easy vector; Promega, UK）へのライゲーション反応

は、4 °C で 16 時間行った。なお、反応溶液の組成を Table 7 に示した。 

 

3.6. コンピテントセルへのトランスフォーメーション 

 トランスフォーメーションは、大腸菌 JM109 株（NipponGene，Japan）を用

いて行った。-80 °C に保存していたコンピテントセルを氷上で融解し、ライ

ゲーション産物 2 μlを加えた 1.5 ml エッペンドルフチューブにコンピテント

セル 50 μlを添加し、穏やかに混和し、氷上で 20 分間静置した。静置後、42 °C

のウォーターバスで 50 秒加熱し、2 分間氷上に静置した。SOC 培地（Table 8）

950 μlを加えた後、37 °Cのウォーターバスで1時間半振盪培養した（185 rpm）。

振盪培養後、0.1 %アンピシリン添加マッコンキー寒天培地（日水製薬）に 100 

μlをプレーティングし、37 °C で 15 時間培養した。形成したコロニーをレッ

ドホワイトセレクションにより選択し、インサートの確認に用いた。 

 

3.7. コロニーPCR によるインサートの確認 

 マスターミックス溶液（NIPPON GENE, Japan）（Table 9）を 20 μl ずつ 0.5 ml

チューブに分注し、滅菌爪楊枝を用いて生育したコロニーを尐量掻き取り、

溶液内に懸濁させた。PCR は、作製した T7 および SP6 プライマー（Table 10）

を用い、94 °C で 30 秒間プレヒート後、94 °C で 30 秒の熱変性、55 °C で 30
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秒間のアニーリング、72 °C で 30 秒間の伸長反応を 30 サイクル、サーマルサ

イクラー（BIO RAD, Mycycler）を用いて行った。反応終了後、PCR 産物を

1.5 %アガロースゲルで電気泳動し、インサートの有無およびサイズの確認を

行った。 

 

3.8. プラスミド DNA の抽出 

大腸菌を 100 μg/ml のアンピシリンを含む 3 ml の LB ブロース（Table 11）

で 16時間培養し、8,000 rpmで 3分間遠心分離により集菌した。これをQIAprep 

Spin Miniprep Kit（QIAGEN）を用い、マニュアルに従いプラスミド抽出を行

なった。250 μl の BufferP1 を加え、菌体ペレットを再懸濁した。250 μl の

BufferP2 を添加後、5~6 回転倒させ完全に混和させた。350 μl の BufferN3 を

添加後、5~6 回転倒させ完全に混和させ、13,000 rpm、4 °C で 10 分間遠心操

作した。上清をデカントおよび、ピペッティングによりスピンカラムにアプ

ライし、13,000 rpm、4 °C で 1 分間遠心操作後、フロースルー液を廃棄した。

Buffer PB 0.5 ml を添加後、13,000 rpm、4 °C で 1 分間遠心し、フロースルー

液を廃棄した。Buffer PE 0.75 ml を添加後、13,000 rpm、4 °C で 1 分間遠心し、

フロースルー液を廃棄した。残留している洗浄バッファーを除去するために、

さらに 13,000 rpm、4 °C で 1 分間遠心操作した。カラムを新しい 1.5 ml エッ

ペンチューブにセットし、Buffer EB をカラムの中央にアプライし、1 分間放

置した後、13,000 rpm、4 °C で 1 分間遠心操作した。 

 

3.9. シークエンス 

3.9.1. シークエンス PCR 

Table 12 マスターミックスを連結チューブに 8 μl分注し、プラスミド DNA 
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を 2 μlを混合して合計 10 μlにし、ボルテックスをした後，PCR 反応を行っ

た。PCR 条件は、96 °C 20 秒で前処理し、96 °C 20 秒、55 °C 20 秒、60 °C 4 分

を 35 回繰り返し、4 °C で保存した。反応終了後、ストップソリューション

（Table 13）を加え酵素を失活させた。 

 

3.9.2. エタノール沈澱 

セクション 3.9.1. で得られたシークエンス PCR 産物を 1.5 mm チューブへ

移し、99.5 %のエタノールを 60 μl加え、15 分、14,000 rpmで遠心分離を行

った。次に、上澄みを捨て 70 %のエタノールを 200 μl加えてペレットを洗浄

した後 2 分間、14,000 rpmで遠心分離を行った。この洗浄を 2 回行った後、

上清を捨て、ペレットをバキュームドライで 5 分乾燥させ、sample loading 

solution（SLS；ベックマンコールター，USA）30 μlで溶解させて、シーケン

ス解析用サンプルとした。 

 

3.9.3. シークエンス解析 

SLS に溶解したサンプル全量をサンプルプレートに移し、バッファープレ

ートには専用のセパレーションバッファーを、サンプルを入れたポジション

と同じところに 8~9 滴入れ、CEQ8000 へサンプルプレートをセットしてメソ

ッドをスタートさせた。 

 

3.9.4. データ解析 

BLAST Program（http://www.blast.genome.ad.jp/）[41]を用い、dbEST を含む

GenBank 上のデータベースと比較を行った。 
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4. 5’-および 3’-RACE 法による Toll 受容体遺伝子の全長解析 

4.1. RACE 法による Toll 受容体遺伝子の 5’および 3’末端配列のクローニング 

4.1.1. 5’-RACE-cDNA の合成 

セクション 3.2. において抽出した mRNA をテンプレートに、SMART
TM

 

RACE cDNA Amplification Kit（Clontech, Japan）を用い、5’末端からの cDNA

の合成を行った。cDNA の合成は初めに反応溶液（Table 14）を作製し、5’-CDS 

primer（5’-(T)25N-1N-3’）を用いて、70 °C、2 分間インキュベートを行った。 イ

ンキュベート後、氷上にて 2 分間静置した後、さらに反応溶液（Table 15）を

加え、42 °C で 1 時間 30 分インキュベートを行った。インキュベート後、50 μl

の Tricine-EDTA buffer を加え、72 °C で 7 分間インキュベートを行った。 

 

4.1.2. 3’-RACE-cDNA の合成 

セクション 3.2. で抽出した mRNA をテンプレートに、SMART
TM

 RACE 

cDNA Amplification Kit（Clontech, Japan）を用いて 3’末端からの cDNA の合成

を行った。cDNA の合成は反応溶液（Table 16）を作製し、3’-CDS primer A を

用いて、70 °C、2 分間インキュベートを行った。インキュベート後、氷上に

て 2 分間静置したのち、さらに反応溶液（Table 17）を加え、42 °C で 1 時間

30 分インキュベートを行った。インキュベート後、50 μlの Tricine-EDTA buffer

を加え、72 °C で 7 分間インキュベートを行った。 

 

4.1.3. 5’-および 3’-RACE PCR  

クルマエビリンパ様器官培養細胞より作製した5’-および3’-RACE cDNAを

テンプレートに Toll 受容体遺伝子に特異的なプライマーおよび Universal 

Primer A Mix（UPM）を用いて 5’-および 3’-RACE-PCR を行い、Toll 受容体遺
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伝子の 5’-および 3’-末端配列の増幅を行った。5’-および 3’-RACE-PCR は反応

溶液（Table 18）を作製し、反応時間は 94 °C で 5 分間のプレヒート後、94 °C

で 30 秒間の熱変性、68 °C で 30 秒間のアニーリング、72 °C で 3 分間の伸長

反応を 25 サイクル行い、ファイナルエクステンションを 72 °C で 5 分間行っ

た。PCR に用いたプライマーの配列は Table 19 に示す。反応終了後、1.5%ア

ガロースゲルによる電気泳動を行い、遺伝子増幅の確認を行った。 

 

4.1.4. PCR 産物のシークエンス解析 

セクション 3.5. から 3.9. と同様の方法でシークエンシングを行った。 

 

4.1.5. データ解析 

 セクション 3.9.4. と同様に、得られた配列のデータベースとの比較を行っ

た。また、得られた Toll 受容体遺伝子の部分塩基配列を用い、Toll 受容体遺

伝子の全長を決定した。さらに得られた全長配列を基にアライメントを作製

し、相同性解析、系統解析を行った。系統解析に用いた既知の Toll 受容体遺

伝子は Table 20 に示した。アミノ酸配列のアライメントは、BioEdit software

（ver. 5.09）を用い clustal W プログラムによって作製した。また、アミノ酸

の配列の相同性解析には、MatGAT ver2.02 を用いて解析した。系統樹は、

MEGA（Molecular Evolutionary Genetics Analysis ver. 4）software[42]を用い、近隣

結合法[43]によって作製した。シグナルペプチド、細胞内および細胞外ドメイ

ン 、 膜 貫 通 領 域 に つ い て は  SMART version 4.0

（http://www.smart.emblheidelbergde/）により予測した。さらに、細胞内ドメイ

ンは SWISS-MODEL（http://swissmodel.expasy.org/）により立体構造予測を行

った[44]。 
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5. Toll 受容体遺伝子のゲノム構造解析 

5.1. ゲノム DNA の抽出 

 ゲノム DNA の抽出は、DNeasy Tissue Kit（QIAGEN）を用い、マニュアル

に従い行なった。クルマエビの筋肉を 25 mg 摘出し、細かくカットし、1.5 ml

のマイクロ遠心チューブに入れた。180 μl の Buffer ATL を添加し、Proteinase 

K 20 μlを添加後、ボルテックス操作して混和し、組繊が完全に溶解するまで

56 °C でインキュベートした。サンプルを効率的に溶解するためにインキュベ

ーション中に時々ボルテックス操作した。4 μl の RNase A（100 mg/ml）を添

加しボルテックス操作で混和し、室温で 2 分間インキュベートした。15 秒間

ボルテックス操作し、200 μlの Buffer AL を添加し、ボルテックス操作で十分

に混和した。200 μlのエタノール（100 %）を添加し、再びボルテックス操作

で十分に混和した。混合液を、新しい 2 ml コレクションチューブ中の DNeasy 

Mini スピンカラムに移し、8,000 rpm で 1 分間遠心操作した後、ろ液およびコ

レクションチューブを廃棄した。DNeasy Mini スピンカラムを新しい 2 ml コ

レクションチューブに移し、500 μl の Buffer AW1 を添加し、8,000 rpmで 1

分間遠心分離した後、濾液およびコレクションチューブを廃棄した。DNeasy 

Miniスピンカラムを新しい 2 mlコレクションチューブに移し、500 μlのBuffer 

AW2を添加し、14,000 rpmで 3分間遠心してDNeasy メンブレンを乾燥させ、

濾液およびコレクションチューブを廃棄した。DNeasy Mini スピンカラムを新

しい 1.5 ml に移し、200 μl の Buffer AE を DNeasy メンブレン上に直接ピペッ

トで添加した。室温で 1 分間インキュベートしたのち、8,000 rpm で 1 分間遠

心分離し溶出させた。 
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5.2. PCR による Toll 受容体遺伝子の増幅 

 得られた Toll 受容体遺伝子の全長の塩基配列を基に、約 1,000 bp 程の部分

配列を増幅するようにプライマーを設計した。セクション 5.1. において抽出

した DNA をテンプレートとして 3.4. と同様に PCR を行い、Toll 受容体遺伝

子の増幅を行った。PCR に用いたプライマーの配列は Table 21 に示す。 

 

6. Toll 受容体遺伝子の発現解析 

6.1. 各臓器における Toll 受容体遺伝子の発現解析に使用する cDNA 合成 

 3 尾のクルマエビより胃、リンパ様器官、中腸腺、鰓、腸、筋肉、脳、心臓

および神経を摘出し、それぞれを 1.5 ml チューブに移し 300 μl の ISOGEN を

加え、セクション 3.2. と同様に total RNA の抽出を行った。さらに、セクシ

ョン 3.3. と同様に cDNA の合成を行なった。 

 

6.2. 免疫賦活剤で刺激したリンパ様器官における Toll 受容体遺伝子の発現解

析に使用する cDNA 合成 

 クルマエビ 50 尾より摘出したリンパ様器官をセクション 3.1. と同様の方

法を用い細胞浮遊液を作成し、48 well プレートの 35 well に 900 μl ずつ分注

した。ここに 100 μg/ml に調整した、LPS（E. coli Serotype 0127:B8, SIGMA）、

CpG DNA （ ATCGACTCGAACGTTCC ）、 flagellin （ Salmonella muenchen, 

recombinant, E. coli, Wako）、imiquimod（LKT Laboratories, Inc）、peptidoglycan

（ PG from Staphylococcus aureus, Biochemika ） 、 poly I:C

（polyinosinic-polycytidylic acid）各溶液およびコントロールとして基礎培地を

5 well に 100 μlずつ添加した。これを 1、4、8、12 および 16 時間、25 °C で

培養し、それぞれの well の培養細胞をセクション 3.2. と同様の方法を用い
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total RNA の抽出を行なった。抽出した total RNA を 3.3. と同様に cDNA の合

成を行なった。 

 

7. TaqMan リアルタイム PCR による Toll 受容体遺伝子の発現定量解析 

 各 cDNA を鋳型として Toll 受容体遺伝子および β-actin 遺伝子に対し、イン

トロンを挟むように TaqMan プローブおよびプライマーを設計し、Applied 

Biosystems 7300 リアルタイムPCRシステムによるTaqManリアルタイムPCR

発現定量解析を行った。PCR は反応溶液（Table 22）を作製し、94 °C で 30

秒間のプレヒート後、95 °C で 5 秒間の熱変性、60 °C で 40 秒間のアニーリン

グおよび伸長反応を行った。TaqMan リアルタイム PCR に用いたプライマー

の配列は Table 23 に示した。 
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第３節 結果 

8. クルマエビ Toll 受容体遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列 

 クルマエビにおける Toll 受容体遺伝子の分離を試みたところ、2 つの Toll

受容体（MjToll および MjToll2）遺伝子の全長 cDNA が得られた（GenBank 

accession no. AB333779 および AB385869）。MjToll および MjToll2 遺伝子の

cDNAのオープンリーディングフレームはそれぞれ 3,027、2,793 塩基であり、

1,009、931 個のアミノ酸をコードしていた（Figure 3 および Figure 4）。また、

MjTollおよびMjToll2遺伝子の推定分子量はそれぞれ 116、107 kDaであった。

アミノ酸ドメインの検索を行なった結果、MjToll および MjToll2 遺伝子には、

ロイシンリッチリピートモチーフ、膜貫通領域  および Toll/interleukin-1 

receptor（TIR）domain が確認された。また、MjToll および Toll2 遺伝子の N

末端のそれぞれ 32 および 31 残基のアミノ酸はシグナルペプチドであること

が確認された（Figure 3 および Figure 4）。 

 

9. MjToll および MjToll2 遺伝子の相同性解析 

 MjToll および MjToll2 遺伝子の相同性解析を既知のエビ類、キイロショウ

ジョウバエおよびマウスの Toll ファミリーを用い解析を行った。解析の結果、

MjToll 遺伝子のアミノ酸配列の相同性は、L. vannamei Toll 受容体遺伝子

（LvToll）と 42.8%、コウライエビ Toll 受容体遺伝子（FcToll）と 43.1%、シ

ョウジョウバエの Toll（DmToll）ファミリーと 19.1‐29.0%、マウスの TLR

（MmTLR）ファミリーと 21.3‐23.2%の相同性を示した。一方、MjToll2 遺伝

子は、LvToll と 82%、FcToll と 83.2%、DmToll ファミリーと 18.8‐27.4%、

MmTLR ファミリーと 20.7‐23.2%の相同性を示した（Table 24）。 
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10. MjToll および MjToll2 遺伝子のドメイン構造解析 

 MjToll および MjToll2 遺伝子と LvToll、昆虫類 Toll ファミリー、カブトガ

ニ Toll およびのイカ Toll 遺伝子とのドメイン構造の比較を行ったところ、2

つのクルマエビの Toll はいずれも LvToll および DmToll と最も類似したドメ

イン構造を有していた（Figure 5）。 

 MjToll および MjToll2 遺伝子の細胞外ドメインであるロイシンリッチリピ

ート（LRR）ドメインのアミノ酸配列と哺乳類における TLR 遺伝子のコンセ

ンサス配列との比較を行ったところ、ほとんどの LRR は 22-26 アミノ酸残基

で 2、5、7 および 15 番目に位置するロイシンおよび 10 番目に位置するアス

パラギンを保存していた（Figure 6）。 

 また、MjToll および MjToll2 遺伝子の細胞内ドメインである TIR ドメイン

におけるアライメントおよび相同性解析を行ったところ、MjToll は MjToll2

と 79.0 %、LvToll と 77.5 %、FcToll と 79. 0 %、カブトガニ Toll（TtToll）と

48.6 %および昆虫類の Toll ファミリーと 37.1‐60.1 %の相同性を示した。

MjToll2 は LvToll と 98.5 %、FcToll と 99.3 %、TtToll と 46.4 %および昆虫類

Toll ファミリーと 34.5‐60.6 %の相同性を示した（Figure 7）。 

 

11. MjToll および MjToll2 の細胞内ドメインにおける立体構造の予測 

 MjToll および MjToll2 の細胞内ドメインである TIR における立体構造を予

測し、DmToll と比較を行ったところ、いずれも中心部に 5 つの β シートおよ

びそれらを囲んだ 5 つの α へリックスが認められた。また、MjToll における

第 1α へリックス領域が MjToll2 および DmToll より短いことが確認された。

さらに、下流へのシグナル伝達に重要な BB loop やその他の構造は類似して

いた（Figure 8）。 
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12. MjToll および MjToll2 遺伝子のゲノム構造 

 MjToll および MjToll2 遺伝子のゲノム構造の解析を行なったところ、MjToll

遺伝子は 4 つのエクソンと 3 つのイントロンより構成され、ゲノム上でのサ

イズは 3,691 塩基であった。MjToll2 遺伝子は 5 つのエクソンと 4 つのイント

ロンより構成され、ゲノム上でのサイズは 5,540 塩基であった（Figure 9）。

MjTollおよび MjToll2 遺伝子と DmTollファミリーとのゲノム構造には類似し

た構造は認められなかった。 

 

13. MjToll および MjToll2 遺伝子の系統解析 

 系統解析は、哺乳類、鳥類、魚類および数種の無脊椎動物において既知の

Toll 受容体ファミリーを用いた。MjToll2 は、LvToll および FcToll と最も近縁

であったが、MjToll はこのグループより若干離れて位置していた。さらに、

エビ類のToll受容体は昆虫類のToll 受容体ファミリーとクラスターを形成し

たが、ウニ（Strongylocentrotus purpuratus）の Toll ファミリーとは離れて位置

していた。（Figure 10）。また、DmToll9およびガンビエハマダラカ Toll9（AgToll9）

は哺乳類の TLR と近縁であった。 

 

14. MjToll および MjToll2 遺伝子の発現解析 

14.1. 各臓器における MjToll および MjToll2 遺伝子の発現解析 

 MjToll および MjToll2 遺伝子は健常クルマエビの中腸線、筋肉、脳、神経、

胃、腸、造血器、心臓、鰓、血リンパおよびリンパ様器官のすべてにおいて

発現が認められた。MjToll は中腸線で最も発現量が低く、その他の器官では

中腸線の 10 倍以上の発現量が認められた。特に、リンパ様器官、血リンパお



 

24 

 

よび鰓においては中腸線の 100 倍以上の高い発現を示した（Figure 11a）。 

 MjToll2 も MjToll と同様に、中腸線の発現量は最も低い値であった。心臓

および神経における MjToll2 の発現はそれぞれ中腸線の 1000 倍および 100 倍

以上と、極めて高い発現量を示した（Figure 11b）。 

 

14.2. 刺激したリンパ様器官由来細胞における MjToll 遺伝子の発現解析 

 in vitro において CpG DNA で刺激したリンパ様器官由来細胞は、刺激後 9

時間目において発現量は高くなったが、その後減尐していた。Flagellin およ

び LPS で刺激を行った区では顕著な発現の変化は認められなかった。

Imiquimod で刺激を行った区では刺激開始から 12 時間後まで緩やかな発現量

の上昇が認められた。PG で刺激した細胞では、対照区と比べ、9 時間後に 27

倍および 12 時間後に 76 倍の有意な発現量の上昇が認められた。Poly I:C で刺

激した区では、刺激後 3 および 9 時間後において発現の上昇が認められた

（Figure 12）。 
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第４節 考察 

 Toll 受容体は、自然免疫機構や炎症反応における異物認識機構において

重要な受容体であり、線虫[45]、カブトガニ[46]、魚類[47]、鳥類[48]および哺

乳類[18]など様々な生物において確認されている。エビ類では、ウシエビ[40]、

コウライエビ[39]とL. vannamei[38]からToll受容体遺伝子の全長が明らかにさ

れている。そこで本章において、クルマエビから、Toll 受容体遺伝子の分離

を試み、遺伝子発現解析を行なった。 

 本研究で、クルマエビにおいて 2つのToll受容体（MjTollおよびMjToll2）

遺伝子が分離され、エビ類において複数の Toll 受容体遺伝子が存在している

ことが明らかとなった。これらは、ロイシンリッチリピート（LRR）から成

る細胞外領域、細胞内領域の TIR ドメインなど Toll 受容体に特有のドメイン

構造を有していた。MjToll および MjToll2 は、全長アミノ酸配列およびドメ

イン構造から、既知のエビ類や昆虫類 Toll 受容体遺伝子と高い相同性やドメ

イン構造の類似性が認められた。キイロショウジョウバエの Toll（DmToll）

およびネッタイシマカの Toll（AeToll）は、抗真菌ペプチドである Drosomycin

のプロモーターの転写を誘導することが報告されている[49, 50]。MjToll およ

び MjToll2 は DmToll と非常に類似したドメイン構造を持つことから、抗真菌

に対する自然免疫応答に関連したタンパク質の合成の制御に関係している可

能性が考えられる。 

 

哺乳類における TLR のロイシンリッチリピート（LRR）は PAMP

（pathogen-associated microbial patterns）を認識し[51]、凹面のリガンドと結合

するために、蹄鉄形構造をもつと考えられている[52]。さらに、ヒトの TLR

の LRR はコンセンサス領域において 10 または 15 番目で挿入配列を有し、こ
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の挿入は PAMP の相互作用に関与することが報告されている[51]。しかし、

DmToll における LRR の挿入配列は確認されていないため、PRR（pattern 

recognition receptor）としての機能をもたず、サイトカインなどの因子と相互

作用することで異物認識を行うことが報告されている[53]。同様に、カブトガ

ニの Toll は LRR での挿入配列は確認されていないため、PAMP を認識できな

いことが示されている[46]。MjToll および MjToll2 の LRR には、LRR-10 で 7

残基の挿入が確認された。このことから、クルマエビ Toll 受容体は哺乳類に

おいて知られている異物認識システムと類似したリガンドとの結合様式を有

する可能性が示唆された。MjToll および MjToll2 のリガンドを同定すること

で、それぞれのシグナル伝達経路によって誘導される標的因子の特定に繋が

ると考えられる。 

 

細胞内の TIR ドメインは、動物および植物など多様な生物において、生体

防御に関連するタンパク質が相互作用する領域である[54]。ヒトゲノムにおい

て、TIR ドメインを有するのは、TLR ファミリー、IL-1/IL-18 レセプターおよ

び細胞質関連タンパク質であり、TIR は TLR またはインターロイキンレセプ

ターの下流でのシグナル伝達経路に関連したアダプター分子として機能する

[55]。細胞が TLR リガンドで刺激されると、TIR ドメイン間の同種親和性の

相互作用により MyD88 のようなアダプタータンパク質が TLR の TIR ドメイ

ンに結合し、下流のシグナル伝達により炎症性サイトカインやケモカインの

産生を誘導する[51]。TLR4 の TIR ドメインの変異型マウスは、その機能を損

失し、LPS に対する感受性が高まることが知られている[27]。また、ネッタイ

シマカの Toll の突然変異である欠損変異体もその機能を損失することが確認

されている。TIR ドメインにおいて、ネッタイシマカや哺乳類の Toll にシグ
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ナル伝達の活性化に必須なプロリン残基が保存されていることが知られてい

る[53]。DmToll において対応する位置ではバリン残基であり、AeToll におい

ては、このプロリンがバリンへ突然変異した場合でも機能の損失は認められ

ていない[49]。クルマエビにおいて対応する位置ではアルギニンであり、これ

は、甲殻類ではクルマエビにのみ特有である。今後、この MjToll におけるア

ルギニン残基のシグナル変換への影響について検討する必要がある。 

 

DmToll は真菌および細菌性感染症に対する非特異的免疫反応で重要な役

割をはたすことが知られている[19, 56]。Toll 経路は、Dorsal や Dif など転写

制御因子に関連した NF-κB の核転座に終始する細胞内シグナル伝達経路を通

し、抗菌ペプチドや多くの炎症性サイトカインなどの免疫応答関連因子の誘

導を制御している[19]。一方、Toll 経路はキイロショウジョウバエの抗ウイル

ス剤への反応に必要不可欠である。これはショウジョウバエ X ウイルス複製

や感染拡大の抑制のために特に重要であり、Toll によって誘導された抗ウイ

ルス反応は、血球を通した細胞性免疫に依存していることが示唆されている

[57]。エビ養殖産業で、ウイルス性疾患は最も重大な脅威である。今後の研究

により、DmToll と高い相同性を持つ MjToll が抗ウイルス活性の誘導に関与し

ているか検討する必要がある。 

 

MjToll は MjToll2、LvToll および FcToll と 42.8‐43.2 %の相同性を示した。

さらに、MjToll2は LvTollおよび FcTollと 82.0‐83.2 %の高い相同性を示した。

また、系統解析からもMjToll2はLvTollおよび FcTollと最も近縁であり、MjToll

はこれらの Toll受容体から離れた位置にあった。これらのことから、MjToll2、

LvToll および FcToll は同一もしくは非常に類似した Toll ファミリーであると
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考えられる。したがって、今回得られた MjToll は LvToll とは別クラスの Toll

受容体であると考えられる。このように、エビ類においても Toll はファミリ

ーを形成し、様々な生体防御に関連している可能性が考えられる。また MjToll

および MjToll2 遺伝子は昆虫類の Toll 受容体遺伝子とクラスターを形成して

いたが、DmToll ファミリーのいずれとも高い相同性は得られず、分離した 2

つの MjTollがどの Tollファミリーに属するかは決定することは出来なかった。

そこで、クルマエビからのさらなる Toll 受容体遺伝子の分離やリガンド結合

パターンの解析を行って、それぞれの Toll 受容体の異物認識機構の解明が必

要である。 

 

MjToll と DmToll ファミリーの TIR ドメインにおけるアミノ酸相同性解析

の結果、38.7-54.7%の相同性が確認され、TIR ドメインの高い保存性が示され

た。このような TIR ドメインの高い相同性は、今後新たな種類の Toll 遺伝子

を分離する上で有用な情報となると考えられる。 

しかし、MjToll2、LvToll、FcToll および昆虫 Toll ファミリーに保存されて

いるが MjToll にのみ特有の配列が TIR ドメインの 9 番目のアスパラギン酸、

11 番目のバリン、55 番目のアラニン、70 番目のアスパラギン、97 番目のロ

イシンおよび 116 番目のメチオニンなどに認められた。さらに、TIR ドメイ

ンにおける立体構造では MjToll の第 1α ヘリックスは MjToll2 および DmToll

と異なっていた。哺乳類 TLR では下流の MyD88 依存および非依存型のシグ

ナル経路が認められている[51]。クルマエビの Toll 受容体においてもこのよ

うな TIR ドメインの多様な構造が存在し、下流のアダプター分子も異なって

いる可能性が考えられる。 
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MjToll および MjToll2 はともに血リンパ、リンパ様器官、鰓、心臓、脳、

胃、腸、神経、筋肉、造血器および中腸線など発現解析を行った全ての組織

で発現が認められた。また、MjToll および MjToll2 は、いずれも中腸線では

他の組織と比較し非常に低い発現量であったが、これは LvToll の組織の発現

解析と同様の結果であった[38]。中腸線は代謝や恒常性の維持に重要な因子が

多く発現する傾向があるが、免役系の因子として数種のレクチンも発現して

いることが確認されている[58]。レクチンは初期免疫応答において Toll と同

様に重要な役割を担っており、さらに Toll 受容体とタンパク質間で相互作用

することが報告されている[59]。クルマエビの中腸線におけるレクチン産生も

Toll 受容体と相互作用し、生体防御能に重要であると考えられる。 

また、MjToll はリンパ様器官や血リンパにおいて、MjToll2 は心臓および神

経において高い発現が認められた。リンパ様器官、血リンパおよび心臓はエ

ビ類の免役機構において重要な器官であることはこれまでの多くの研究で報

告されている[60, 61]。哺乳類の TLR4 および TLR9 は神経成長因子による発

現調節を受けていることが報告されており、クルマエビ Toll のより詳細な研

究により、神経系での免疫機構との関連性についても新たな知見が得られる

ことが期待される。 

 

in vitro において、抗ウイルス薬である imiquimod や細菌の遺伝子に特有な

塩基配列である CpG DNA および真正細菌の細胞膜の外側に層を形成する細

胞壁の主要物質である PG を用いて刺激したリンパ様器官由来細胞において、

MjToll は PBS 区と比べ高い発現を示した。imiquimod はウイルス由来の RNA

を認識する TLR7[62]、CpG DNA は細菌やウイルスからの防御で働く TLR9 

[63]およびPGはグラム陰性細菌や幾つかのグラム陽性細菌のリポタンパク質
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に対する自然免疫応答の中心となる受容体である TLR2 [31, 64]によって認識

されることが知られている。また、ショウジョウバエの Toll 受容体も PG に

より活性化されることが知られている[16]。MjToll は imiquimod、CpG DNA

および PG 刺激区において発現が上昇したが、有意に高い発現は PG 刺激区に

のみ確認されたため、今回分離された MjToll は細菌由来の PG に免疫応答を

有する可能性があることが示唆された。MjToll2 においても様々なリガンドに

対する反応性を解析し、標的となる異物の特定について検討する必要がある。 

 

本研究ではクルマエビから初めて分離された Toll 遺伝子の構造および発現

解析を中心に行なった。エビ類の Toll ファミリーの全容を明らかにするため

に、今回用いた刺激物質に加えて、現在エビ養殖産業で問題とされているウ

イルスや細菌由来の核酸を用いて、各 Toll 受容体の機能を検討する必要があ

る。 

  



 

31 

 

 

 

Table 2. Degenerate primers for partial MjToll cloning 

Primer Sequence (5′–3′) 

Toll-dgF1 CSDRMGAKCTVGAHRACAA 

Toll-dgF2 TAYTSVMRCWMRGACRRWGA 

Toll-dgR1 MCCAMRCVCTTTCYAVGAA 

Toll-dgR2 GAHAGVAYBAMDAMDAKVKTYC 

 

Table 3. Primers used for partial MjToll2 cloning 

Primer Sequence (5′–3′) 

shToll-F1 GACTTGCAATTGCGACATGA 

shToll-F2 TGACTTCTTCACCTTTCTGCAA 

shToll-R1 TAGTTCGACGGCTGTCCTCT 

shToll-R2 ACCTGGCCATACACAATGACT 

 

Table 4. Composition of shrimp cell culture medium 

Components Quantity (g) 

L-15 Medium (Gibco) 27.4 

Lactalbumin hydrolysate (Gibco) 1.0 

TC-Yeastolate (Gibco) 1.0 

Glucose (Gibco) 1.0 

Proline (Gibco) 0.1 

Taurine (Gibco) 0.1 

Ascorbic acid (Gibco) 0.001 

Penicillin streptmycin (5000 U/5 mg/ml)(Gibco) 0.1 ml 

2-mercaptoethanol 0.5 ml 
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Table 5. Reaction mixture for cDNA synthesis 

5×RT Buffer 4 μl 

Oligo (dt) 20-P7 primer 

(5’- CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACT20-3’) 
1 μl 

dNTP Mixture (10 mM) 2 μl 

RNase Inhibitor (10 U/μl) 1 μl 

total RNA (50 ng/μl) 2 μl 

ReverTra Ace   1 μl  

RNase free H2O make up to 20 μl 

 

Table 6. Reaction mixture for PCR 

10×Buffer 5.0 μl 

2.5mM dNTPs 5.0 μl 

Fw-primer (5 pmol/μl) 5.0 μl 

Rv-primer (5 pmol/μl) 5.0 μl 

cDNA (100 ng/μl) 2.0 μl 

Taq DNA Polymerase (5 units/μl) 0.5 μl 

D.W. 27.5 μl 

Total  50.0 μl 

 

Table 7. Reaction mixture for ligation 

T4 DNA Ligase 10×buffer 5 μl 

pGEM-T Easy vector (4 ng/μl) 1 μl 

PCR products (4 ng/μl) 3 μl 

T4 DNA Ligase (3 units/μl) 1 μl 

Total 10 μl 
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Table 8. Composition of SOC medium 

Bacto Tryptone (BECTON DICKINSON, USA) 20.0 g 

Bacto Yeast Extract (BECTON DICKINSON, USA)  5.0 g 

NaCl (WAKO, Japan) 0.5 g 

D(+)-Glucose solution(1M)(WAKO, Japan) 20 ml 

D.W. make up to 1 L 

 

Table 9. Reaction mixture for colony PCR 

10×Buffer 20 μl 

2.5mM dNTPs 16 μl 

T7 primer (5pmolμl) 8 μl                    

SP6 primer (5pmol/μl) 8 μl 

Taq DNA Polymerase (5units/μl) 2 μl 

D.W. 146 μl 

Total  200 μl 

 

Table 10. Primers used for colony PCR 

Primer Sequence (5′–3′) 

T7 TAATACGACTCACTATAGGG 

Sp6 ATTTAGGTGACACTATAGAA 

 

Table 11. Composition of LB medium 

Bacto Tryptone (BECTON DICKINSON, USA) 10 g 

Yeast Extract (BECTON DICKINSON, USA) 5 g 

NaCl (WAKO, Japan) 5 g 

D.W. make up to 1 L  
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Table 12. Reaction mixture for sequence PCR 

5×sequence buffer 2.0 μl 

DTCS 2.0 μl 

SP6 or T7 primer (1.6 pmol/μl) 2.0 μl 

Plasmid DNA (200 ng/μl) 2.0 μl 

D.W. 2.0 μl 

Total 10.0 μl 

 

Table 13. Composition of stop solution 

Glycogen (20 mg/ml) 1.0 μl 

3M NaOAc 2.0 μl 

EDTA (100 mM) 2.0 μl 

Total 5.0 μl 

 

Table 14. Preparation of 5'-RACE-Ready cDNA 

SMART II A Oligonucleotide (10 μM) 

(5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3’) 
1 μl 

5’-CDS Primer (12 μM) 1 μl 

mRNA (50 ng/ μl) 3 μl 

Total 5 μl 

  

Table 15. Reaction mixture for 1st strand 5’-RACE cDNA synthesis 

5×first strand buffer 2 μl 

DTT (20 mM) 1 μl 

dNTP Mix (10 mM) 1 μl 

Power Script Reverse Transcriptase 1 μl 

Total (already containing 5 μl) 10 μl 
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Table 16. Preparation of 3'-RACE-Ready cDNA 

3’-CDS Primer A (12 μM) 

(5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30V N-3’) 
1 μl 

mRNA (50 ng/μl) 3 μl 

RNase free H2O  make up to 5 μl 

  

Table 17. Reaction mixture for 1st strand 3’-RACE cDNA synthesis 

5×first strand buffer 2 μl 

DTT (20 mM) 1 μl 

dNTP Mix (10 mM) 1 μl 

Power Script Reverse Transcriptase 1 μl 

Total (already containing 5 μl) 10 μl 

 

Table 18. Reaction mixture for 5’ and 3’ -RACE PCR 

10× Advantage 2 PCR Buffer 5.0μl 

dNTP Mix (10 mM) 1.0μl 

Fw/Rv-Primer (5pmol/μl) 1.0μl 

10× UPM 5.0μl 

5’ /3’ RACE-cDNA 2.5μl 

50× BD Advantage 2 Polymerase Mix 1.0μl 

PCR-Grade Water 34.5μl 

Total 50.0μl 
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Table 19. Primers used for 5’ and 3’ -RACE PCR 

Primers sequence (5′–3′) 

5′-RACE  

 5′-R1 CCTTCATCTCTTGAACTCTGAGAAAGC 

 5′-R2 TCAATGAGCTCGCAGTCACAGAC 

 5′-R3 GAGCTTTGCAATGTGCTTAGCTTGT 

 5′-R4 CTGCCCATTAGCAAATGAGGAAAAT 

 5′-R5 TCCCAACACGTTCCAGTCCTTTA 

 5′-R6 GAGGCTGGATACCATGTTGTTGTTG 

 5′-R7 CATTTGGGAAACTGCAGTCGTT 

 5′-R8 TTTGGCTTTATGTTGGCACTTCA 

sh5’R1 GGAGCTCTCCATCACTTGCACA 

sh5’R2 TCAGGGACTTGCAGAAAGGTGA 

3′-RACE  

 3′-F1 GCCTACATTCAGCAGCAGATTA 

 3′-F2 AAGCAAGTCGCAGGACCATT 

 3′-F3 GATGGAGAAGTACCTCAACTTGAAA 

 3′-F4 AACTGTGCAGGGCTCCAA 

 3′-F5 AAGGGCTGTTCCAGAACTTG 

sh3’-F1 TGTAGAGGACAGCCGTCGAACA 

sh3’-F2 GCTCACTCACAAGCTCTGCAAGAC 
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Table 20. Details of genes used for MjToll analysis 
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Table 21. Primers used for genome structure analysis 

Primers sequence (5′–3′) 

 Toll R1 CCTTCATCTCTTGAACTCTGAGAAAGC 

 Toll R2 GAGCTTTGCAATGTGCTTAGCTTGT 

 Toll R3 TCCCAACACGTTCCAGTCCTTTA 

 Toll R4 CATTTGGGAAACTGCAGTCGTT 

 Toll R5 TTTGGCTTTATGTTGGCACTTCA 

 Toll F1 GCCTACATTCAGCAGCAGATTA 

 Toll F2 GATGGAGAAGTACCTCAACTTGAAA 

 Toll F3 AAGGGCTGTTCCAGAACTTG 

Toll2 F1 TACCATGTTCTCGGCCTTGT 

Toll2 F2 CTGTTCTTTTAAAGGCATGAAGG 

Toll2 F3 GCAACAAAAGTGCAAAAATGC 

Toll2 F4 TTGTTCATGAGTACATTGGTCTTG 

Toll2 R1 AAAACAGGTCACAGCCAAGTG 

Toll2 R2 CAAAGATGCCCGATGGTAAT 

Toll2 R3 ACCCCCATAGCAGGAAGG 

Toll2 R4 ATAGAGCCGCAACTTCTCATCT 

 

Table 22. Reaction mixture for real time RT-PCR 

2X TaqMan
®
 Universal PCR Master Mix 25.0 μl 

Forward Primer (10 μM) 4.5 μl 

Reverse Primer (10 μM) 4.5 μl 

TaqMan
®
 Probe (5μM) 2.5 μl 

Template cDNA 2.0 μl 

D.W. 11.5 μl 

Total 50 μl 
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Table 23. Primers and probes used for real time RT-PCR 

Primers sequence (5′–3′) 

MjTollF CTCATTCTTTCTGGTGTTTTAGCTACTGT 

MjTollR TGAGTGAAGAGCCAAACTTTGATT 

MjToll probe TTTGGAAATACAAGCAAG 

actinF CTCGCTCCCTCAACCATGA 

actinR CCGATCCAGACGGAGTACTTG 

actin probe ATCAAGATCATTGCCC 

 

Table 24. Amino acid identity and similarity of MjToll and MjToll2 gene with 

drosophila Toll and mouse TLR sequences 
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Figure 3. Amino acid sequence of MjToll 

The predicted signal peptide, transmembrane region and the TIR domain are shown 

in black, blue and red boxes, respectively. 
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Figure 4. Amino acid sequence of MjToll2 

The predicted signal peptide, transmembrane region and the TIR domain are shown 

in black, blue and red boxes, respectively. 
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Figure 5. Comparison of secondary structures of Tolls 

 

  

LRR 
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(a) 

 

(b) 

 

Figure 6. Alignment of Toll genes ectodomain with consensus sequences  

(a) MjToll, (b) MjToll2 
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Figure 7. Alignment of the Toll/interleukin-1 receptor (TIR) domain 

Box and shadow indicate identity and similarity, respectively. 
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Figure 8. Protein 3D structure prediction of MjToll, MjToll2 and DmToll in TIR 

domain 

α-helix and β-sheets are indicated by ribbons and arrows, respectively. 
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Figure 9. Genomic structure comparison of MjToll, MjToll2 and Drosophila 

Tolls 
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Figure 10. Phylogenetic tree of Tolls/TLRs 

 

 

 

 

 

 



 

48 

 

 

 

Figure 11. Expression analyses of Toll genes in tissues  

(a) MjToll, (b) MjToll2 

 

 



 

49 

 

 

 

 

 

 

Figure 12. Quantitative real-time PCR analysis of the MjToll gene of lymphoid 

organ cells of their in vitro stimulation 

Asterisk denotes significant differences vs. untreated group (p < 0.01) 
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第３章 anti-lipopolysaccharide factor 遺伝子の分離および同定 

第１節 目的 

グラム陰性細菌は細胞壁の外膜の主要構成成分として、内毒素の一種であ

る LPS を含んでいる。LPS は、コア多糖と O 抗原からなる親水性の多糖部分

と、lipid A と総称される疎水性の糖脂質から構成される両親媒性物質である

[65]。この lipid A が宿主に対する強力な自然免疫誘導活性の本体として認識

される。哺乳類では、グラム陰性細菌が体内に侵入すると、LPS の lipid A 部

分が LBP と結合し、マクロファージ、好中球、リンパ球および顆粒球の細胞

表面の TLR4 で認識される[27]。その後、細胞内ドメインを介してシグナル伝

達経路を活性化し、種々のサイトカイン産生を過剰に誘導する。次に、血小

板活性化因子、プロスタグランジン、NO などの中間媒体の放出により白血球

減尐、多臓器不全などの症状を呈す[30]。 

近年、生体防御機構の解明が進んだ結果、LPS と結合し、毒性の中和反応

を誘導する BPI と呼ばれる分子が哺乳類において同定されている[66, 67]。一

方、カブトガニでは、BPI と類似した機能を有する抗菌ペプチドとして ALF

が知られており、LPS の毒性中和や、菌の増殖阻害など、疾病防除に重要な

役割を果たしている[68, 69]。ALF は、これまでにクルマエビ属において、L. 

vannamei で 3 種[70]、ウシエビで 5 種[71-73]、クルマエビで 1 種報告されて

いる[74]。L. vannamei やウシエビで複数の ALF 遺伝子が同定されていること

から、ALF 遺伝子はファミリーを形成すると考えられる。そこで本章では、

クルマエビ新規 ALF 遺伝子を同定し、LPS および V. penaeicida の刺激に対す

る発現動態解析を行うことを目的とした。 
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第２節 材料および方法 

1. 供試クルマエビ 

 宮崎県のクルマエビ養殖場より平均体重 12.0 g のクルマエビを購入し実験

に供試した。 

 

2. ALF 遺伝子増幅用プライマーの設計 

 クルマエビ、L. vannamei およびウシエビの既存の ALF 遺伝子の相同性解析

を行い、保存性の高い領域に対し、プライマーを設計した（Table 25）。 

 

3. ALF 遺伝子のクローニング 

3.1. クルマエビのリンパ様器官の細胞培養 

 第２章 3.1.と同様の方法でクルマエビのリンパ様器官の細胞培養を行った。 

 

3.2. Total RNA の抽出 

 第２章 3.2.と同様の方法で totalRNA の抽出を行った。 

 

3.3. cDNA の合成 

セクション 3.2. において抽出した total RNA をテンプレートに、ReverTra Ace® 

qPCR RT Kit（TOYOBO, Japan）を用いて逆転写反応を行った。Table 26の cDNA

合成用反応溶液を作製し、37 °Cで 15分間、98 °Cで 5分間、4 °Cで 5分間の反

応を、サーマルサイクラー（BIO RAD, Mycycler）を用いて行った。 

 

3.4. PCR による ALF 遺伝子の増幅 

 クルマエビのリンパ様器官から抽出したmRNAを用いて作製した cDNAを
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テンプレートとして PCR を行い、ALF 遺伝子の増幅を行った。反応溶液の組

成を表 4 に示した。1st-PCR は ALF-F1/R1 プライマーを 2nd-PCR に

ALF-F2/ALF-R2 を用い、95 °C で 5 分間のプレヒート後 95 °C で 30 秒間の熱

変性、55 °C で 30 秒間のアニーリング、72 °C で 1 分間の伸長反応を 45 サイ

クル、サーマルサイクラー（BIO RAD, Mycycler）を用いて行った。反応終了

後、1.5 %アガロースゲルによる電気泳動を行い、増幅の確認を行った。 

 

3.5. ベクターへのライゲーション 

 Tベクターへのライゲーション反応は、第２章 3.5.と同様の方法で行った。 

 

3.6. コンピテントセルへのトランスフォーメーション 

トランスフォーメーションは、 第２章 3.6.と同様の方法で行った。 

 

3.7. コロニーPCR によるインサートの確認 

コロニーPCRによるインサートの確認は、第２章 3.7.と同様の方法で行った。 

 

3.8. プラスミド DNA の抽出 

プラスミド DNAの抽出は、第２章 3.8.と同様の方法で行った。 

 

3.9. シークエンス 

 シークエンスは、第２章 3.9.と同様の方法で行った。 

 

3.10. データ解析 

BLAST Program（http://www.blast.genome.ad.jp/）を用い、GenBank 上のデータ
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ベースと比較を行った[41]。 

 

4. 5’-および 3’-RACE 法による ALF 遺伝子の全長解析 

 5’-および 3’-RACE 法による ALF 遺伝子の全長解析は、第２章 4.と同様の

方法で行った。なお、5’-および 3’-RACE 法に用いたプライマーは、Table 27

に示した。  

 

5. 相同性解析 

得られた ALF 遺伝子の部分塩基配列を用い、ALF 遺伝子の全長を決定した。

また、全長配列を基にアライメントを作製し、相同性解析、系統解析を行った。

アミノ酸配列のアライメントは、BioEdit software (ver. 5.09) を用い clustal W

プログラムによって作製した。また、アミノ酸の配列の相同性解析には、

MatGAT ver2.02 を用いて解析した。系統樹は、MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis  ver. 4) software[42]を用い、近隣結合法[43]によって作製した。

シグナルペプチドは SMART version 4.0（http://www.smart.emblheidelbergde/）

に よ り 予 測 し た 。 さ ら に 、 細 胞 内 ド メ イ ン は SWISS-MODEL

（http://swissmodel.expasy.org/）により立体構造予測を行った[44]。 

 

6. ALF 遺伝子の発現解析 

6.1. 各臓器における ALF 遺伝子の発現解析に使用する cDNA の作製 

3 尾のクルマエビより脳、鰓、心臓、血リンパ、中腸腺、造血器、腸、筋

肉、神経および胃を摘出し、それぞれを 1.5 ml チューブに移し 300 μl の

ISOGEN を加え、第２章 3.2.と同様の方法で total RNA の抽出を行った。抽出

した RNA を鋳型とし、セクション 3.3. と同様に cDNA の合成を行なった。 
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6.2. リンパ様器官由来細胞の LPS による刺激および cDNA 作製 

20 尾より摘出したリンパ様器官を第２章 3.1. と同様の方法を用い細胞浮

遊液を作製し、48 well プレートの 15 well に 900 μlずつ分注した。ここに 1、

10 および 100 μg/ml に調整した、LPS（E. coli serotype 0127:B8, SIGMA）溶液

およびコントロールとして基礎培地を 5 well に 100 μl ずつ添加した。これを

1、4、8、12、24 および 48 時間、25 °C の CO2インキュベーターで培養し、

それぞれの wellの培養細胞を第２章 3.2.と同様の方法で totalRNAの抽出を行

った。セクション 3.3. と同様に cDNA の合成を行なった。 

 

6.3. LPS および Vibrio penaeicida 接種後のクルマエビからの cDNA 作製 

平均体重 12.0 g のクルマエビに V. penaeicida（1×10
5
 CFU/ml）の生菌およ

び LPS（E. coli serotype 0127: B8, SIGMA）（200 g/shrimp）を接種し、1、2、

4、6、8、12 および 24 時間後に各区 3 尾からリンパ様器官を摘出し、それぞ

れを 1.5 ml チューブに移し 300 μl の ISOGEN を加え、第２章 3.2.と同様の方

法で totalRNA の抽出を行った。抽出した RNA を鋳型とし、セクション 3.3. と

同様に cDNA の合成を行なった。 

 

6.4. PCR による ALF 遺伝子の半定量発現解析 

各 cDNAを鋳型としてALF遺伝子およびEF1-α遺伝子のエクソンを挟んで

設計したプライマーを用い PCR を行った。PCR は Table 28 の反応溶液を作製

し、94 °C で 30 秒間のプレヒート後、94 °C で 30 秒間の熱変性、55 °C で 30

秒間のアニーリング、72 °C で 30 秒間の伸長反応を決定サイクル数（EF1-α

遺伝子 25 サイクル、ALF 遺伝子 40 サイクル）で行った。PCR に用いたプラ
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イマー配列は Table 29 に示した。PCR 終了後、1.5 %アガロースゲルにて電気

泳動を行い、バンドを画像として保存し、バンドの蛍光強度を、Image Gauge 

3.4（FUJIFILM Science Lab）を用いて数値化した。 
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第３節 結果 

7. クルマエビ ALF 遺伝子の塩基配列およびアミノ酸配列 

クルマエビにおける ALF 遺伝子の分離を試みたところ、全長 558 bp のク

ルマエビ ALF 遺伝子アイソフォーム 2（MjALF2）が得られ（GenBank accession 

no. AB453738）、120 アミノ酸残基をコードしていた（Figure 13）。また、

MjALF2遺伝子のN末端の 22残基のアミノ酸はシグナルペプチドであること

が確認された（Figure 13）。さらに、タンパク質の予想分子量は 13.8 kDa であ

った｡ 

 

8. MjALF2 遺伝子との相同性解析 

 分離を行った MjALF2 遺伝子と、既に GenBank に登録されている甲殻類の

ALF 遺伝子との相同性解析を行なった結果、MjALF 遺伝子と既に報告されて

いるクルマエビ ALF（MjALF）とのアミノ酸配列の相同性は 43.1 %、ウシエ

ビ ALF2（PmALF2）と 83.3 %、PmALF と 56.7 %であり、さらに、その他の

ALF 遺伝子とは 32.5 ~ 47.2 %であった（Table 30）。また、MjALF2 と既知の

ALF とのアライメントを作製したところ 58 と 79 番目のシステインの保存が

確認された（Figure 14）。 

 

9. MjALF2 の立体構造の予測 

 PmALF3 を基にしたホモロジーモデリングにおける相同性は MjALF が

57.8 %で MjALF2 が 38.6 %であった。また、MjALF2、MjALF および PmALF3

の全長アミノ酸配列をもとに予測した立体構造を比較したところ、いずれも 3

つの β シートおよび 3 つの α へリックス構造が認められた。また、PmALF3

において LPS 結合領域と予測されている β シートの構造は MjALF および
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MjALF2 において非常に類似していた（Figure 15）。 

 

10. MjALF2 遺伝子の系統解析 

 系統解析は、既知の GenBank に登録されている甲殻類の ALF 遺伝子の全長

アミノ酸配列を用いた。MjALF2 は、PmALF1 および PmALF3 と最も近縁で

あったが、MjALF はこのクラスターとは離れて位置していた（Figure 16）。 

 

11. MjALF2 遺伝子の半定量発現解析 

11.1. 各臓器における MjALF および MjALF2 遺伝子の発現解析 

脳、神経、造血器、血リンパ、胃、中腸腺、心臓、腸管、鰓および筋肉の

全ての器官で、MjALF および MjALF2 遺伝子の発現が認められた（Figure 17）。

また、血リンパを除くすべての器官において MjALF2 は MjALF よりも高い発

現量を示した。MjALF は中腸線で最も発現量が低く、血リンパにおいて 11.5

倍の最も高い発現が認められた。MjALF2 は MjALF の中腸線の発現量と比較

し、すべての器官において 6 倍以上の発現量が認められた。特に、心臓で 42.9

倍、鰓 25 倍の高い発現を示した。 

 

11.2. リンパ様器官培養細胞を用いた LPS 刺激後の MjALF 遺伝子の発現解

析 

 LPS 刺激後のリンパ様器官培養細胞の MjALF2 遺伝子の発現は無処理区で

の発現と比べ、1 μg/ml 刺激区で 48 時間目に 1.4 倍、10 μg/ml 刺激区で 8 時間

目に 1.6倍および 100 μg/ml刺激区で 12時間目に 1.8倍のそれぞれ最も高い発

現が認められた。また、ほとんどの区で無処理区を上回る MjALF2 の発現が

認められた（Figure 18）。 
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11.3. V. penaeicida および LPS 接種後のクルマエビリンパ様器官における

MjALF および MjALF2 遺伝子の発現解析 

V. penaeicida を接種したクルマエビのリンパ様器官における MjALFおよび

MjALF2 遺伝子の発現量は、接種後 24 時間後の MjALF2 の発現量（1.1 倍）

を除き、すべて無処理区を下回る値であった。一方、LPS を接種したクルマ

エビのリンパ様器官における MjALF および MjALF2 遺伝子の発現量は、接種

後 6 時間後にそれぞれ無処理区と比べ、5.4 および 2.7 倍と最も高い発現量を

示し、その後減尐する傾向が認められた（Figure 19）。 
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第４節 考察 

クルマエビにおける免疫因子の分離や機能解析による免役機構の解明はエ

ビ養殖における疾病防除のためにも非常に重要である。そこで本章では、ク

ルマエビにおける新規 ALF遺伝子の同定ならびに LPS や V. penaeicida に対す

る発現動態の解析を行うことで新規ALF遺伝子の基礎的知見を得ることを目

的とした。 

 

本研究にて得られたクルマエビの新規 ALF遺伝子（MjALF2）の全長 cDNAは

558 bpで 120 アミノ酸残基をコードしていた。また、MjALF2 遺伝子の N 末端の

22 残基のアミノ酸はシグナルペプチドであり、既報の甲殻類 ALF における構

造と類似していた。MjALF2 遺伝子と既報のクルマエビ ALF遺伝子（MjALF）と

のアミノ酸配列の相同性は、43.1 %、またウシエビの ALF アイソフォーム 2

（PmALF2）と 83.3 %の相同性を示した。したがって、MjALF2 遺伝子はクルマエ

ビにおける新規の ALF 遺伝子であり、PmALF2 と同一か非常に類似したアイ

ソフォームであることが認められた。 

 

MjALF2遺伝子と既報の甲殻類 ALF とのアライメントから 2つのシステイン残基

（Cys
58および Cys

79）の保存が認められた。このシステイン残基によるジスル

フィド結合は両親媒性ループ構造を形成し、LPS の lipid A におけるリン酸基

が結合したグルコサミン 2 分子がグリコシド結合した脂肪酸鎖に結合すると

考えられている[75]。多くの抗菌ペプチドはシステイン残基を有しておりジス

ルフィド結合の形成に伴う酸化的フォールディングが起こることが報告され

ている[37]。また、ALF はグラム陰性菌の LPS と結合し、LPS による血リンパ凝固

作用を抑制することや[76, 77]、カブトガニ ALF（TtALF）において LPS 中和活
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性能を有することが認められている[78-80]。さらに、ALF により誘導された

タンパク質の LPS 結合様式や毒性の中和作用に関する研究も報告されている

[77, 81]。既報の MjALF もまた、2つのシステイン残基によるジスルフィド結合が

LPS との結合であり、また高い LPS の毒性中和能や溶血活性を有していること

が報告されている[74]。このように MjALF2 も同様に両親媒性ループ構造によ

り LPS と結合し、毒性の中和に働いていることが予測される。 

 

タンパク質立体構造予測から、MjALF2 と PmALF3 は類似した構造である

ことが認められた。PmALF3 は核磁気共鳴分光法によるタンパク質立体構造

が解析され、LPSの lipid Aとの詳細な結合様式について報告されている[82]。

LPSとの結合には βシートの 10の荷電残基が関係しているということが報告

されている（Figure 14）。しかし、クルマエビにおけるこれらの残基のうち 43

番目のバリン、45 番目のロイシン、46 番目のトリプシンおよび 64 番目のプ

ロリンにのみアミノ酸残基の保存が認められた。LPS の lipid A 中に含まれる

脂肪酸鎖は細菌種によって異なるため、このようなアミノ酸残基の多様化に

より、様々な病原微生物に対応できる多様性を生み出している可能性が考え

られる。 

 

脳、神経、造血器、血リンパ、胃、中腸腺、心臓、腸、鰓および筋肉の全ての器

官（細胞）で、MjALFおよびMjALF2の発現が認められ、MjALF は血リンパにお

いて、MjALF2 は心臓で高い発現を示した。また、MjALF とエビ類の抗真菌

ペプチドである Penaeidin との発現様式は類似していた[74, 83, 84]。ノーザン

ブロットによる Penaeidin3 の発現は血リンパにおいて最も顕著であり、リン

パ様器官、心臓、腸、鰓でも発現が認められている。リンパ様器官、血リン
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パおよび心臓はエビ類の免役機構において重要な器官であることはこれまで

の研究で報告されている[60, 61]。また、クルマエビの血球は異物を貪食し、

活性酸素中間体を産生する[85]。腸や鰓は細胞表面の粘膜が環境中に晒されて

おり、このような防御機構が働いていることが考えられる。このように、

MjALF および MjALF2 は全身性の免役系で働き、病原微生物の防除を果たし

ている可能性が考えられる。 

  

リンパ様器官培養細胞におけるMjALF2遺伝子の LPS刺激に対する発現動

態の解析を行ったところ、ほぼ全ての LPS 刺激区において無処理区より高い

発現量を示した。また、V. penaeicida の生菌および LPS のクルマエビへの接

種後のリンパ様器官における MjToll および MjToll2 遺伝子の発現動態を解析

したところ、V. penaeicida 接種区は MjALF および MjALF2 遺伝子の発現量の

増加は認められなかったが、LPS 接種区では無処理区と比べ、接種 6 時間後

に MjToll および MjToll2 遺伝子の高い発現が認められた。既報の MjALF 遺伝

子も LPS 接種により遺伝子発現が上昇することが認められている[74]。この

ように、MjALF および MjALF2 は LPS に対して迅速に応答することが予測さ

れる。 

 

ALF は抗真菌の増殖抑制能を有しており、抗生物質にとって代わる抗菌物

質として応用されることが期待される[70]。ザリガニにおいては ALF の組換

えタンパク質がエビ類急性ウイルス血症原因ウイルス（PRDV）の増幅を抑制

することが in vitro および in vivo で報告されており[86]、抗真菌以外の病原微

生物に対する防御能も有している可能性がある。今後のさらなる研究により、

ALF 遺伝子の病原体に対する詳細な防除機構の解明が期待される。 
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Table 25. Degenerate primers for partial MjALF2 cloning 

ALF-R1 CATGAACTCCACTTCATCCGAGTG 

ALF-R2 ACAACTCAACGATCCTTTGGACAAG 

ALF-F1 CATACGGACATATCCTTGGCTTCAG 

ALF-F2 GGAGGACTCAAGAGGATGCGTTT 

 

Table 26. Reaction mixture for cDNA synthesis 

5×RT Buffer 2.0 μl 

Primer Mix 0.5 μl 

RT Enzyme Mix 0.5 μl 

total RNA (250 ng/μl) 4 μ 

RNase free H2O Make up to 10 μl 

 

Table 27. Primers used for 5’ and 3’ -RACE PCR 

5’RACE-Rv1 CATGAACTCCACTTCATCCGAGTG 

5’RACE-Rv2 ACAAGTGCGGGAATCAAGTC 

3’RACE-Fw1 ACTCAGCCTGATTGCACTTGT 

3’RACE-Fw2 TTGATTCCCGCACTTGTCCA  

 

Table 28. Reaction mixture for PCR 

10× Ex Buffer 2.0 μl 

2.5mM dNTP 2.0 μl 

Fw-primer (5 pmol/μl) 2.0 μl 

Rv-primer (5 pmol/μl) 2.0 μl 

cDNA (100 ng/μl) 1.0 μl 

TaKaRa Ex Taq (5 units/μl) 0.5 μl 

D.W. 10.5 μl 

Total  20.0 μl 
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Table 29. Primers used for RT-PCR 

EF1-a exF  GTCTTCCCCTTCAGGACGTA 
EF1-a exR  GAACTTGCAGGCAATGTGAG 
Mj ALF2 exF  AAGGATCGTTGGGTTGTGG 
Mj ALF2 exR  CCAGATCCTTGCATCATCCT 
Mj ALF exF  GTCAGTAACGAGCATGATCC  
Mj ALF exR  GAGCATCTGATACCACGACC  

 

 

 

Table 30. Amino acid identity and similarity of MjALF2 gene with other known 

ALF sequences 
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Figure 13. Complete nucleotide and deduced amino acid sequence of MjALF2 from 

Marsupenaeus japonicus. Shaded letters indicate the start site and the asterisk 

represents the stop codon. The putative sequence of signal peptidase is boxed. The 

two cysteine residues involved in the formation of the disulfide loop are underlined 

with double lines. The poly-adenylation signal sequence is underlined with a single 

line. 

 

 

 

 

 

_ 
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Figure 14. Multiple alignment of amino acid sequences of MjALF2 from 

Marsupenaeus japonicus with those of other ALFs from M. japonicus (MjALF1), 

Penaeus monodon (PmALF, PmALF1, PmALF2, PmALF3), Litopenaeus vannamei 

(LvALFAV-R, LvALFAA-K, LvALFVV-R), Homarus americanus (HaALF1, 

HaALF2), Pacifastacus leniusculus (PlALF), L. schmitti (LscALF), Farfantepenaeus 

paulensis (FpALF1), Scylla paramamosain (SpALF), Fenneropenaeus chinensis 

(FcALF), Macrobrachium olfersii (MoALF), L. stylirostris (LstALF), Tachypleus 

tridentatus (ALFTt) and Eriocheir sinensis (EsALF). The accession numbers of ALF 

genes from different species in GenBank are as follows: MjALF2 (AB453738), 

MjALF1 (BAE92940), PmALF (ACC86067), PmALF1 (ABP73290), PmALF2 

(ABP73291), PmALF3 (ABP73289), LvALFAV-R (ABB22832), LvALFAA-K 

(ABB22833), LvALFVV-R (ABB22831), HaALF1 (ACC94268), HaALF2 

(ACC94269), PlALF (ABQ12866), LscALF (ABJ90465), FpALF1 (ABQ96193), 

SpALF (ABP96981), FcALF (AAX63831) , MoALF (ABY20736), LstALF 

([AAY33769), ALFTt (AAK00651) and EsALF (ABG82027). Identical or highly 

conserved residues are shaded in black, while similar residues are shaded in grey. 

Blue letters show amino acid residue of PmALF3 gene related to binding with LPS. 
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Figure 15. Protein 3D structure prediction of MjALF2, MjALF and PmALF3 

α-helix and β-sheets are indicated by ribbons and arrows, respectively. 
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Figure 16. A boot-strapped neighbor-joining tree summarized relationships of the 

known ALFs from various organisms. The scale bar indicates a branch length of 0.1. 

Amino acid sequences are obtained from the GenBank.  
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Figure 17. Transcriptional analysis of MjALF and MjALF2 genes in various tissues 

of healthy kuruma shrimp. Semi-quantitative RT-PCR was performed using primers 

specific for MjALF, MjALF2 and EF1-α.  
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Figure 18. Transcriptional analysis of MjALF2 gene in lymphoid organ on in vitro 

immunostimulation with LPS at different time intervals (0, 1, 4, 8, 12, 24 and 48 h). 

Semi-quantitative RT-PCR for MjALF2 gene was performed with cDNA obtained 

from lymphoid organ cells stimulated with lipopolysaccharide, LPS (a) 1 μg/ml (b) 

10 μg/ml and (c) 100 μg/ml prior to isolation of the total RNA. Data are presented as 

MjALF2 PCR products after normalizing against EF1-α products.  
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Figure 19. Transcriptional analysis of MjALF and MjALF2 genes in lymphoid organ 

on in vivo immunostimulation with V. penaeicida and LPS at different time intervals 

(0, 1, 4, 6, 8, 12 and 24h). Semi-quantitative RT-PCR was performed with cDNA 

obtained from lymphoid organ tissue followed by V. penaeicida and LPS injection. 

(a) live V. penaeicida injection, (b) LPS injection 
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第４章 Toll 受容体のノックダウン時における Toll シグナ

ル伝達経路関連因子および抗菌ペプチドの発現動態の解析 

第１節 目的 

 クルマエビの生体防御能の指標として、総血球数測定、貪食活性、リゾチ

ーム活性、プロフェノール酸化酵素（ProPO）活性および抗酸化酵素（SOD）

活性測定などがあり、プロバイオティクスや免疫賦活剤の評価などに用いら

れている。しかし、クルマエビの脱皮、成熟などの生理活性がこれらの評価

法に影響するため、安定した生体防御能の測定は困難である。また、DNA マ

イクロアレイによる網羅的な遺伝子応答の解析も試みられているが、不明因

子も多く、再現性や検出感度の点からも基盤的研究の詳細な検討が必要であ

る。 

   

 無脊椎動物の中でも昆虫類であるショウジョウバエやカイコなどにおいて、

異物に対する免疫応答はよく研究されており、Toll 受容体や IMD シグナル伝

達経路による細菌の構成成分の認識機構が数多く報告されている[24]。さらに、

微生物の感染により最も迅速に活性化されるフェノール酸化酵素系も Toll や

IMD 経路に関わっていることが報告されている[87-89]。哺乳類においては

Toll 受容体のアンタゴニストの開発やバイオマーカーとしての検討も行われ

ている[90]。 

 

 近年、エビ類においても多くの自然免疫関連因子の同定が報告されている。

これまでに、異物認識機構関連因子として、Toll受容体[38-40, 91]、Serpin [92]、

Snake（セリンプロテアーゼ）[93, 94]、Spätzle [95]、MAPK、ECSIT、TRAF6、
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Cactin、IMD [96]、Akirin、Relish[97, 98]、LGBP[99, 100]および JNK、サイト

カインとして TNF、サイトカインシグナル伝達経路に関わる因子として、

STAT[101]などが分離されている。また、抗菌ペプチドとして ALF[70-72, 102, 

103]、Penaeidin[84, 104-106]、Crustin[107-109]および lysozyme[110-112]などが

分離されている。これらの抗菌ペプチドは、アイソフォームを持ち、多様な

異物に対して働いていると考えられる。また、細菌やウイルスに対する防除

効果も報告されており、分子基盤での活性化機構を解明することで疾病防除

に対する有効な知見が得られると考えられる。 

 しかし、これらの因子に関する研究は構造や発現解析に留まっており、詳

細な相互作用やネットワーク経路などは分かっておらず、各因子に対するタ

ーゲットとなる病原体や異物の特定には至っていない。 

 そこで、これらの遺伝子の RNA 干渉法によるノックダウンや網羅的な発現

定量解析などによるシグナル伝達経路や相互ネットワークの解明はクルマエ

ビの免疫機構を把握するためにも重要である。また、これまで有効とされて

きた免疫賦活剤等に対する免疫応答システムや非特異的生体防御能の向上な

どの機構解明にも重要な鍵になる。さらに、各免疫系に対する標的因子の特

定やバイオマーカーの探索、選抜育種の評価などが可能になると考えられる。 

 

 近年では、エビ類においても RNA 干渉法による遺伝子の機能解析に関する

研究が報告されている[113, 114]。RNA 干渉法とは、相補的な二本鎖 RNA に

より、細胞や生体内の特異的な標的 mRNA を分解することにより、タンパ

ク質の発現を抑制できる方法である。 

 当初、植物においてウイルス由来 RNA を分解の特異的標的とすることに

より RNA ウイルスの感染に応答することが発見され[115-117]、転写後遺伝子
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サイレンシングあるいは ウイルス誘発性遺伝子サイレンシングと提唱され

た[118, 119]。その後、RNA 干渉は、線虫[120]、ゼブラフィッシュ[121]、真

菌[122]、ショウジョウバエ[123]、マウス[124]など様々な生物で報告されてい

る。 

  

 RNA 干渉のメカニズムは、複数の段階から構成されている（Figure 20）。ま

ず、二本鎖 RNA は Dicer（二本鎖 RNA 分解酵素）によって認識され、21~23 

塩基対の siRNA（small interfering RNA）に分解される。次に、siRNA は RISC

（RNA 干渉標的複合体）に組み込まれる。この RISC によって、組み込まれ

た siRNA に相同的な mRNA が破壊される。標的 mRNA は、siRNA に相補

的な領域の中央で切断され、最終的に標的 mRNA が分解され、タンパク発

現量が低下する。 

  

 本章では、昆虫類でのパターン認識による自然免疫応答のシグナル伝達経

路を基盤とし、RNA 干渉法による Toll 受容体ノックダウン後の Toll 受容体シ

グナル伝達経路関連因子やこれらの因子によって誘導される抗菌ペプチド等

の発現解析により、Toll 受容体と各因子の関連性の解明を目的とした。 
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Figure 20. The mechanism of RNA interference 
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第２節 材料および方法 

1. クルマエビおける RNA 干渉法による Toll 受容体のノックダウン 

第１章において、クルマエビからの 2 タイプの Toll 受容体（MjToll および

MjToll2）遺伝子の分離を行った、これらの Toll 受容体は細胞内の Toll／イン

ターロイキン-1 受容体（TIR）ドメインの相同性が高く、非常に類似した構造

を持つため、この領域で dsRNA を設計すると非特異的反応が起こる可能性が

高いことが予測される。そこで、細胞外ドメインであるロイシンリッチリピ

ートドメイン（LRR）をターゲットとし、それぞれの Toll 受容体に対し 2 本

鎖 RNA（dsRNA）の作製を行った。 

 

1.1. dsRNA 作製用の鋳型となるプラスミド DNA の作製 

高純度の dsRNA を作製するためには、非特異的な遺伝子増幅産物の混入を

できる限り避ける必要がある。そこで、dsRNA を作製するための鋳型には、

クルマエビ由来の cDNA ではなく、目的の遺伝子を挿入したプラスミド DNA

を鋳型として用いた。そこで、MjToll および MjToll2 の全長をクローニング

およびプラスミドの精製を第１章セクション 3.と同様の方法により行った。

MjToll および MjToll2 の遺伝子の全長遺伝子配列を増幅するためのプライマ

ーは Table 31 に示した。 

 

1.2. dsRNA 作製用プライマーの設計および PCR による遺伝子増幅 

MjToll および MjToll2 遺伝子のアライメントから相同性の低い領域を検索

し、標的とする領域を決定後、dsRNA 作製用プライマーの設計を行った（Table 

32）。設計したプライマーを用い、セクション 1.1.で作製したプラスミドを鋳

型とし、PCR により MjToll および MjToll2 の dsRNA 作製用標的領域の遺伝子
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増 幅 を 行 っ た 。 MjTolldsF/T7-MjTolldsR 、 T7-MjTolldsF/MjTolldsR 、

MjToll2dsF/T7-MjToll2dsRおよびT7-MjToll2dsF/ MjToll2dsRのプライマーセッ

トで GoTaq® Green Master Mix（Promega，USA）を用い（Table 33）、サーマル

サイクラー（BIO RAD, Mycycler）により、95 °C で 5 分間のプレヒート後、

95 °C で 30 秒間の熱変性、55 °C で 30 秒間のアニーリング、72 °C で 1 分間の

伸長反応を 45 サイクルの反応条件で PCR を行った。反応終了後、1.5 %アガ

ロースゲルによる電気泳動を行い、増幅遺伝子の確認を行った。 

 

1.3. dsRNA 作製用 PCR 産物の精製 

PCR 産物を illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit（GE 

Healthcare，UK）を用い、マニュアルに従い精製を行なった。1.5 ml の滅菌チ

ューブに 100 μl の PCR 産物および 500 μl の Capture buffer type 2 を加えよく

混和し、GFX MicroSin column に混合液を全量アプライし、16,000 × g で 30 秒

間遠心し、フロースルー液を廃棄した。GFX MicroSin column に 500 μlの Wash 

buffer type 1 を添加後、16,000 × g で 30 秒間遠心し、フロースルー液を廃棄し

た。GFX MicroSin columnを新しい 1.5 mlエッペンチューブにセットし、Elution 

buffer type 4 をカラムの中央にアプライし、室温で 1 分間静置した後、16,000 × 

g で 30 秒間遠心操作し、DNA の溶出を行った。精製した産物は NanoDrop 

spectrophotometer ND-1000（Themo Scientific USA）により濃度の測定を行った。 

 

1.4. MjToll および MjToll2 の dsRNA の合成 

精製した PCR 産物を用い、T7 RiboMAX™ Express RNAi System（Promega，

USA）によりマニュアルに従って dsRNA の合成を行った。RiboMAX™ Express 

T7 2X Buffer は沈殿が溶解するまで 37 °C で加温した。1 本鎖 RNA（ssRNA）
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合成反応溶液を室温で調整し（Table 34）、37 °C で 2 ~ 6 時間反応を行った。

合成した ssRNA を混合し、70 °C で 10 分間加温した後、20 分間かけて室温ま

で冷まし ssRNA をアニーリングさせることで dsRNA を作製した。dsRNA に

Nuclease-Free Water により 200倍に希釈したRNase Solutionを 1μlおよび RQ1 

RNase-Free DNase を 1μlそれぞれ添加し、37 °C で 30 分間 RNase および DNase

処理を行った。処理後、3M 酢酸ナトリウム（pH 5.2）を 0.4 μlおよびイソプ

ロパノールを 40 μlを添加した後、良く混和させ、15,000 rpm で 10 分間遠心

操作を行った。上清を丁寧に除き、0.5 ml の冷 70 % エタノールを加え沈殿を

洗浄し、15,000 rpm で 30 秒間遠心操作を行った。その後、エタノールを丁寧

に除き、沈殿を 15 分間風乾した。80 μl の Nuclease-Free Water に沈殿を溶解

させた。 

 

2. dsRNA による遺伝子ノックダウンの最適条件の検討 

14 尾のクルマエビに MjToll dsRNA 5 μg/g shrimp を接種し、1、2、3、4、6、

8 および 10 日後に 2 尾ずつ血リンパを採取し、第２章 3.と同様の方法で

totalRNAの抽出および cDNAの合成を行なった。各 cDNAを鋳型としてMjToll

遺伝子および EF1-α遺伝子のプライマーを用い PCRによる発現解析を行った。

PCR はセクション 1.2.と同様の方法で、プライマーは MjToll full 1stF/MjToll 

full 1stR（Table 31）および EF1-a exF/ EF1-a exR（Table 29）を用いた。 

さらに、Mj Toll dsRNA のノックダウン最適条件と同様の条件下で、クルマ

エビに MjToll2 dsRNA の接種を行い、同様に発現解析を行った。 

 

3. MjToll および MjToll2 遺伝子ノックダウン後の免疫関連因子の発現解析 

3.1. クルマエビ免疫関連因子の発現解析用プライマー設計 



 

78 

 

クルマエビの免疫関連因子の発現解析は、ProPO、LGBP、Snake、Serpin、

TRAF6、ECSIT、Cactin、Spätzle および CP、抗菌ペプチドとして ALF、ALF2、

Crustin、Penaeidin および lysozyme を標的とした。それぞれの遺伝子の発現解

析用プライマーは Table 35 に示した。 

 

3.2. SYBR Green リアルタイム PCR による発現解析 

MjToll および MjToll2 をノックダウンしたクルマエビの血リンパより作製

した cDNA を鋳型として免疫関連遺伝子および EF1-α 遺伝子の発現解析用プ

ライマーを用い、Applied Biosystems 7300 リアルタイム PCR システムによる

SYBR Greenリアルタイム PCR発現定量解析を行った。コントロールには PBS

を接種したクルマエビの血リンパより作製した cDNA を用いた。SYBR Green

リアルタイム PCR は THUNDERBIRD
TM

 SYBR
®
 qPCR Mix（TOYOBO，Japan）

を用い、反応溶液（Table 36）を作製し、95 °C で 30 秒間のプレヒート後、95 °C

で 5 秒間の熱変性、55 °C で 20 秒間のアニーリング、60 °C で 40 秒間の伸長

反応を 45 サイクル行った。 
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第３節 結果 

4. MjToll および MjToll2 の dsRNA の作製 

dsRNA 作製用プライマーによる PCR の結果、約 400 bp 付近に目的のサイ

ズの MjToll および MjToll2 のバンドが認められた。また、これらの PCR 産物

を基に合成した dsRNA のバンドも約 400 bp 付近に認められた（Figure 21）。 

 

5. dsRNA による遺伝子ノックダウンの最適条件の検討 

MjToll dsRNA を接種したクルマエビの血リンパでの MjToll の発現解析の

結果、接種後 2 日目では 1 尾、接種後 3 日目では 2 尾で発現が認められなか

った。接種後 4 日目の 1 尾には低い発現が認められたが、それ以降は高い発

現が確認された（Figure 22）。この結果より、MjToll dsRNA 5 μg/g shrimp での

接種では 3 日目に最もノックダウン効果が高いことが示唆された。 

そこで、MjToll2 dsRNA を同様の濃度でクルマエビに接種し、3 日目に発現

解析を行ったところ、MjToll2 dsRNA を接種した全てのクルマエビで MjToll2

の発現抑制が認められた（Figure 23）。 

また、MjToll および MjToll2 dsRNA の接種によるクルマエビの死亡は認め

られなかった。 

 

6. MjToll および MjToll2 遺伝子ノックダウン後の免疫関連因子の発現解析 

MjToll をノックダウンした cDNA を用いて解析を行った結果、PBS を接種

したクルマエビと比べ、ProPO で 73 倍および LGBP で 70 倍の高い発現上昇

が認められ、lysozyme で 10 %、CP および Spätzle で 0.1 %以下の発現が認め

られた。また、ALF2、Crustin、Penaeidin および TRAF6 においては 3.1 ~ 5.6

倍の発現上昇が認められ、ECSIT、Cactin および ALF は 50 %以下の発現量で
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あった。 

一方、MjToll2 をノックダウンした cDNA を用いて解析を行った結果、PBS

を接種したクルマエビと比べ、ProPO で 168 倍および ALF2 で 510 倍の発現

上昇が認められ、lysozyme および CP で 10 %以下、Spätzle で 0.1 %以下の発

現が認められた。また、LGBP、Crustin、Penaeidin、Snake および Serpin にお

いては 1.4 ~ 5.9 倍の発現上昇が認められ、TRAF6、ECSIT、Cactin および ALF

は 50 %以下の発現量であった。 
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第４節 考察 

本章では、RNA 干渉法によるクルマエビの MjToll および MJToll2 遺伝子の

ノックダウンを行い、様々な免疫関連因子の発現解析を行った。 

MjToll dsRNA におけるノックダウンの最適条件の検討により、MjToll およ

び MjToll2 の効果的な遺伝子の発現抑制が認められた。L. vannamei では Toll

遺伝子 dsRNA を 1 μg/g shrimp 濃度で接種し、接種後 1 日目からノックダウン

効果が認められ 3 日目および 7 日目までノックダウン効果の持続が認められ

ている[113]。また、ウシエビでは PPAE dsRNA を 2.5 μg/g shrimp で接種し、2

日目に発現抑制が認められている[114]。本研究では MjToll 遺伝子 dsRNA を

5 μg/g shrimp 濃度で接種し、接種後 2 日目からノックダウン効果が認められ 4

日目までノックダウン効果の持続が認められた。このように、dsRNA の接種

濃度や dsRNA の標的遺伝子配列の違いにより、ノックダウン効果も異なって

くるが、エビ類における dsRNA による遺伝子ノックダウンは効果的に働くた

め、今後の遺伝子の機能解析において非常に有効な手法である。 

 

MjToll および MjToll2 をノックダウンした cDNA では、いずれにおいても

ProPO の高い発現が、MjToll ノックダウンでは LGBP の高い発現上昇が認め

られた。ザリガニの LGBP やカイコの PGRP は血リンパにおいて ProPO を活

性化することが知られている[125, 126]。この ProPO カスケードはメラニン合

成のみに働くのではなく、真菌や細菌を非自己として認識し、その認識シグ

ナルを増幅し、生体防御機構を活性化する[127, 128]。MjToll のノックダウン

により ProPO や LGBP の発現が上昇したのは、Toll シグナル伝達経路が異物

認識機構として機能しなくなったために、ProPO カスケードが生体防御能を

補完しようとして活性化したことが要因である可能性が考えられる。今後、
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Toll 経路と PO 活性の関連性について検討することで、より詳細な異物認識機

構の解明が期待される。 

 

ショウジョウバエにおける Toll 経路の研究において、Spätzle はセリンプロ

テアーゼにより分解されて結合型となり、Toll 受容体と結合することでシグ

ナル経路を活性化することが報告されている[129]。このように、Spätzle は Toll

経路の活性化に必須の分子である[130]。MjToll および MjToll2 のノックダウ

ンはいずれも Spätzle の顕著な発現抑制が認められた。ネッタイシマカにおい

ても Toll5A 遺伝子のノックダウンにより Spätzle A の mRNA の発現量の減尐

が認められている[131]。このように、Toll 受容体によって、Spätzle の発現が

制御されている可能性が考えられる。 

 

また、Toll 経路の構成因子である ECSIT、TRAF6 および Cactin さらに抗菌

ペプチドの MjALF においては、MjToll2 ノックダウン時に全遺伝子で発現が

減尐する傾向がみられ、MjToll ノックダウンにおいても TRAF6 を除いて発現

の減尐傾向がみられた。ショウジョウバエでは ECSIT は Toll 経路だけでなく

BMP シグナル伝達経路にも関与していることが報告されている[132]。TRAF6

もまた、様々なシグナル伝達経路の制御を担っている[133]。このように、ク

ルマエビにおいてこれらの各因子は Toll 経路に関与はしているものの、別の

シグナル経路を制御している可能性が考えられる。 

 

エビ類における血リンパ凝固反応は TGase の放出による CP の重合反応に

より引き起こされる[134]。TGase はウイルス感染時に活性能が減尐し、血リ

ンパ凝固能が低下することが報告されている[135, 136]。また、クルマエビに
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対する細菌の接種時には一時的な TGase の発現上昇が認められている[137]。

さらに、ショウジョウバエにおいては血リンパ凝集反応を引き起こす因子で

ある Fondue が Toll 受容体経路により制御されていることが示唆されている

[138]。ヒトにおいても、血小板で発現する TLR ファミリーが敗血症に合併し

た播種性血管内凝固症候群に関わっている可能性があることが報告されてい

る[139, 140]。MjTollおよび MjToll2 のノックダウンでは、いずれも CP の顕著

な発現抑制が認められた。このことから、Toll 受容体シグナル伝達経路によ

り CP の発現や TGase の産生が制御されている可能性があることが示唆され

た。今後、Toll 受容体と血リンパ凝固作用との関連性の解明が更なる課題で

ある。 

 

MjToll2ノックダウンによりMjALF2の 100倍以上の遺伝子発現が認められ

た。第２章において MjALF2 は LPS の刺激に対し、迅速に応答することが明

らかとなっている。また、L. vannamei の ALF の組換えタンパク質は、抗真菌、

抗細菌能を有しており生体防御機構において非常に重要な役割を果たしてい

ることが報告されている[70]。MjToll2 ノックダウン時の MjALF2 の顕著な発

現上昇は、MjToll2 経路の不活化により、MjALF2 が活性化し、免疫能を補完

した可能性が考えられる。MjToll2 経路と MjALF2 の関連性のさらなる検討が

必要である。 

 

Crustin はウシエビや L. vannamei において V. harveyi 接種に対し、発現の上

昇が認められている[141, 142]。さらに、L. vannamei において、IMD 異物認識

経路の構成因子である IMD が Penaeidin の発現を調節していることやコウラ

イエビにおいて IMD 経路の Relish のノックダウンにより Penaeidin の発現が
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減尐することが報告されている[96, 97]。このように、Penaeidin 産生には IMD

経路が関与していると考えられる。抗菌ペプチドである Crustin および

Penaeidin は MjToll および MjToll2 ノックダウン時にいずれも発現が上昇して

いた。この原因については明らかではないが、いずれかの Toll 遺伝子をノッ

クダウンした場合に、この経路の欠落を補完するために別の経路が活性化し

た結果、これらの抗菌ペプチドの発現が上昇した可能性が考えられる。 

 

lysozyme はエビ類においておもにグラム陽性菌に対して溶菌作用を示し

[143, 144]、昆虫類では Toll シグナル経路により活性化されることが報告され

ている[145]。MjToll および MjToll2 のノックダウンにより抗菌ペプチドであ

る lysozyme の顕著な発現抑制が認められた。このように、クルマエビにおい

ても lysozymeが Toll受容体を介したシグナル伝達経路により発現が制御され

ている可能性が高いことが示唆された。  
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Table 31. Primers used for full length cloning of MjToll and MjToll2 

Primer sequence (5′–3′) 

MjToll full 1stF TCGGTACCGTTCATCAACAA 

MjToll full 1stR TTCCATTAGGTTCTCTTTCAGGA 

MjToll full 2ndF ATGAAGCCTTTATGGATCCTCC 

MjToll full 2ndR CTCTCCTTTGAATCTGATTTGAC 

MjToll2 full 1stF GCATCAAGAGTCGCTGTCAA 

MjToll2 full 1stR TCCAGCTACTCATGCACACA 

MjToll2 full 2ndF CGAGACGAGTTCGTGGAAAT 

MjToll2 full 2ndR CTCTTGCGAGAAACCAGGTC 

 

Table 32. Primers used for dsRNA construction 

Primer sequence (5′–3′) 

MjTolldsF CCCATCCTTCTGCCACCTAA 

MjTolldsR ATGACCCCAGACATTCTCTATGAA 

T7-MjTolldsF 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCC

CATCCTTCTGCCACCTAA 

T7-MjTolldsR 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGATG

ACCCCAGACATTCTCTATGAA 

MjToll2dsF CTGTTCTTTTAAAGGCATGAAGG 

MjToll2dsR TTGGTCCAGTACCTTCCTTTCAG 

T7-MjToll2dsF 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGCT

GTTCTTTTAAAGGCATGAAGG 

T7-MjToll2dsR 
GGATCCTAATACGACTCACTATAGGTTG

GTCCAGTACCTTCCTTTCAG 
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Table 33. Reaction mixture for PCR 

2x GoTaq® Green Master Mix 50 μl 

upstream primer, 10μM 10 μl 

downstream primer, 10μM 10 μl                    

plasmid DNA (50 ng) 5 μl 

Nuclease-Free Water 25 μl 

Total 100 μl 

 

 

Table 34. Reaction mixture for ssRNA synthesis 

RiboMAX™ Express T7 2X Buffer 10 μl 

Enzyme Mix, T7 Express 2 μl                    

DNA template (200 μg) 5 μl 

Nuclease-Free Water 3 μl 

Total 20 μl 
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Table 35. Primers used for expression analysis of shrimp immune related genes 

Primer sequence (5′–3′) 

ProPO exF GGGAGTTCGTGGACATCACT 

ProPO exR CTGGAACAAGTCATCCACGA 

LGBP exF AACCAGTACGGAGGAACGAC 

LGBP exR CGTTCCAGAAGTCGAGGAAG 

Snake exF CATCATCAAGCTGCAAGGAA 

Snake exR CGCACAGCTGTTTGTCGATGATGT 

Serpin exF TGTCGACGTTAAGTTGCCCAAG 

Serpin exR GACGAAAGCTTTGTGGATGA 

TRAF6 exF ATGAGTGAGAGCAGCAGTCGTTG 

TRAF6 exR GCTCCACACATTTCACATGG 

ECSIT exF GTCCGCAAATATGGCAGAAT 

ECSIT exR GGAGGCCTAGCTTCAGCTCT 

Cactin exF CCCACCCAAGATTGTACAGGGTTA 

Cactin exR GCCGTGAACTTGAGGATAGCAAAG 

Spätzle exF AGAACACCGAGGGTAAATGG 

Spätzle exR ACGAGGAAGCGGTGGTAGAT 

Clott exF AGACTGAAGCCCATGTCGT 

Clott exR ATCGCCGAGTTACAGGGCCA 

ALF exF  GTCAGTAACGAGCATGATCC  

ALF exR  GAGCATCTGATACCACGACC  

ALF2 exF  AAGGATCGTTGGGTTGTGG 

ALF2 exR  CCAGATCCTTGCATCATCCT 

Crustin exF GACTGCAGGTACTGGTGCAAGA 

Crustin exR CCTGCTCCAACGACTACAAGTG 

Penaeidin exF CCCCACCTGTAGAGTCC 

Penaeidin exR GCATCACAACAACGTCC 

Lysozyme exF TCCTAATCTAGTCTGCAGGGA 

Lysozyme exR CTAGAATGGGTAGATGGAATTGGA 

EF1-a exF  GTCTTCCCCTTCAGGACGTA 

EF1-a exR  GAACTTGCAGGCAATGTGAG 
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Table 36. Reaction mixture for SYBR Green real time RT-PCR 

THUNDERBIRDTMSYBR® qPCR Mix 10 μl 

Forward Primer (3 pmol) 2.0 μl                    

Reverse Primer (3 pmol) 2.0 μl 

50X ROX reference dye 0.4 μl 

Template cDNA (100 ng) 2.0 μl 

Nuclease-Free Water 3.6 μl 

Total 20 μl 
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Figure 21. dsRNA construction of MjToll and MjToll2 

 (a) Confirmation of MjToll and MjToll2 PCR products for dsRNA construction 

M；Gene Ladder 100（NIPPON GENE，Japan） 

Lane1; MjTolldsF/T7-MjTolldsR, Lane 2; T7-MjTolldsF/MjTolldsR 

Lane 3; MjToll2dsF/T7-MjToll2dsR, Lane 4; T7-MjToll2dsF/ MjToll2dsR 

(b) Confirmation of MjToll and MjToll2 dsRNA 

M；Gene Ladder 100（NIPPON GENE，Japan） 

Lane1; MjToll dsRNA, Lane2; MjToll2 dsRNA 
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Figure 22. Evaluation of MjToll dsRNA effective period 

M；Gene Ladder 100 (NIPPON GENE，Japan) Blue boxes indicate lapsed days after 

MjToll dsRNA injection. The gene expression was confirmed using two individuals 

in each day. 

 

 

 

 

 

Figure 23. Evaluation of MjToll2 dsRNA  

PBS or MjToll2 dsRNA was injected into four kuruma shrimp and gene expression 

analysis was performed three days after dsRNA injection. 
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Figure 24. Expression analyses of immune related genes after PBS, MjToll and 

MjToll2 dsRNAs injection. 
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第５章 総合考察 

ショウジョウバエでは、真菌やグラム陽性菌に感染すると PGRP ファミリ

ーによりPG認識され、Toll受容体シグナル伝達経路の様々な因子が活性化し、

核内へとシグナルが伝達され、抗真菌ペプチドの産生を誘導する[20]。 

これまでにエビ類における Toll 受容体は、L. vannamei、コウライエビおよ

びウシエビにおいて分離されている[38-40]。しかし、クルマエビにおける Toll

受容体は認められていない。また、エビ類における複数の Toll 受容体の存在

は明らかにされていない。エビ類の抗菌ペプチドとして、ALF[70-72, 102, 103]、

Penaeidin[84, 104-106]、Crustin[107-109]および lysozyme[110-112]などが分離さ

れている。ALF は、L. vannamei で 3 種[70]、ウシエビで 5 種[71-73]、クルマ

エビで 1 種[74]報告されており、遺伝子ファミリーを形成していると考えられ

る。 

エビ類における Toll 受容体や抗菌ペプチドに関する研究は遺伝子構造や発

現解析に留まっており、相互作用やシグナルネットワークなどは分かってお

らず、またターゲットとなる病原体や異物の特定には至っていない。そこで

本研究ではクルマエビの Toll受容体および新規ALF遺伝子の同定を行うとと

もに、RNA 干渉法により Toll 受容体遺伝子をノックダウンし、Toll 受容体シ

グナル伝達経路関連因子および抗菌ペプチドの網羅的発現解析を行うことで、

Toll 受容体とそれぞれの因子との関連性について解析した。さらに、クルマ

エビの生体防御関連因子として報告されている ProPO、LGBP および血リンパ

凝固因子である CP の発現解析を行い、それぞれの遺伝子と Toll 受容体との

関連性についても検討を行った。 

 

第２章における Toll受容体遺伝子の分離の結果、クルマエビから 2つのToll
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受容体（MjToll および MjToll2）遺伝子が分離され、エビ類において複数の

Toll 受容体遺伝子が存在し、ファミリーを形成していることが示唆された。

ショウジョウバエでは 9 つの Toll 受容体遺伝子が報告されていることから

[50]、エビ類においてもさらなる Toll 受容体遺伝子ファミリーが存在し、様々

な異物に対応した生体防御機構を形成していると考えられる。相同性および

系統解析より、MjTollはエビ類における新規の Tollファミリーであり、MjToll2

はこれまでに分離されている L. vannamei、コウライエビおよびウシエビの

Toll 受容体と同一、もしくは非常に類似したファミリーであることが明らか

となった。また、in vitro において PG で刺激したリンパ様器官培養細胞では、

対照区と比べ、12時間後に 76倍のMjToll遺伝子の発現量の上昇が認められ、

MjToll はグラム陽性菌由来の PG に応答することが示唆された。コウライエ

ビのリンパ様器官において Toll 受容体（FcToll）遺伝子は、グラム陰性菌であ

る V. anguillarum の接種により、対照区と比べ、23 時間後に 10 倍の有意な発

現量の上昇が認められている[39]。MjToll2 は FcToll と極めて高い相同性を示

すため、MjToll2 のグラム陰性菌に対する免疫応答を解析する必要がある。 

 

第３章ではクルマエビにおける新規抗菌ペプチドとして MjALF2 遺伝子を

分離した。MjALF2遺伝子は既報のウシエビALFアイソフォーム2（PmALF2）

遺伝子と非常に高い相同性を示した。また、in vitro および in vivo において

LPS 刺激に対して MjALF2 遺伝子の発現上昇が認められた。PmALF2 遺伝子

は血リンパにおいて V. harveyi 接種により、対照区と比べ、6 時間後に有意な

発現量の上昇が認められている[72]。本研究では、V. penaeicida 接種に対して、

リンパ様器官における MjALF2 遺伝子の顕著な発現量の変化は認められなか

った。PmALF3 の組換えタンパク質は、多くのグラム陰性菌や真菌に対して
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抗菌・抗真菌活性を有することが報告されている[71]。MjALF2 においても血

リンパでの発現解析や組換えタンパク質の抗真菌活性を測定し、病原微生物

に対する防御能を解析する必要がある。 

 

第４章において Toll 受容体遺伝子をノックダウンし、Toll 受容体シグナル

伝達経路関連因子、抗菌ペプチドおよび他の生体防御関連因子の網羅的発現

解析を行った。その結果、MjToll および MjToll2 遺伝子をそれぞれノックダ

ウンすることにより、ProPO の高い発現上昇が、また、Spätzle、CP および

lysozyme の顕著な発現抑制がいずれも認められた。また、MjToll ノックダウ

ンでは LGBP の高い発現上昇が認められた。ザリガニの LGBP は血リンパに

おいて ProPO を活性化することが知られている[125]。ショウジョウバエでは

PGRP が真菌や細菌を認識し、ProPO カスケードにより認識シグナルを増幅し、

生体防御機構を活性化することが知られている[127, 128]。今回の実験で、

MjToll のノックダウンにより、ProPO や LGBP の発現が上昇した原因は、Toll

シグナル伝達経路が機能しなくなったために、ProPO カスケードが生体防御

能を補完しようとして活性化した可能性が考えられる。Toll 経路と PO 活性の

関連性について検討することで、より詳細な異物認識機構の解明が期待され

る。 

ネッタイシマカにおいては Toll5A 遺伝子のノックダウンにより Spätzle A

の mRNA の発現量の減尐が認められている[131]。ショウジョウバエでは血リ

ンパ凝集反応の誘導因子であるFondueがToll受容体経路により制御されてい

ることが報告されている[138]。また、昆虫類において lysozyme は、Toll シグ

ナル経路により活性化されることが報告されている[145]。このように昆虫類

でも報告されているように、Toll 受容体によって、Spätzle、CP および lysozyme
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の発現が調節されている可能性が考えられる。しかし、その他の抗菌ペプチ

ドである Crustin や Penaeidin は MjToll および MjToll2 経路とは別の生体防御

機構により制御されていると予測された。 

MjToll2 のノックダウンにより第２章において同定した MjALF2 の顕著な

発現上昇が認められた。この発現上昇は、Toll 受容体シグナル伝達経路の不

活化により、その機能を補うために MjALF2 が活性化された可能性が考えら

れる。このような異なる免疫応答の活性化メカニズムの解明はさらなる生体

防御機構の解明に繋がることが期待される。 

Toll シグナル伝達経路の構成因子として知られる ECSIT、TRAF6 および

Cactin においては、MjToll2 ノックダウンにより全遺伝子の発現が減尐する傾

向がみられ、また MjToll ノックダウンにおいても TRAF6 を除いて発現の減

尐傾向がみられた。ECSIT や TRAF6 は Toll 経路だけでなく他のシグナル伝達

経路にも関与していることが報告されている[132, 133]。そのため、クルマエ

ビにおいてこれらの各因子は Toll 経路に関与はしているものの、別のシグナ

ル経路も制御している可能性が考えられる。 

このように、本研究では MjToll および MjToll2 が ECSIT、TRAF6 および

Cactin などを介し、lysozyme や CP の発現を調節している可能性が高いことを

明らかにした。今後、さらなる遺伝子ノックダウンや網羅的発現解析により、

詳細な生体防御機構におけるシグナルネットワークの解明が期待される。 
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要約 

クルマエビ（Marsupenaeus japonicus）において 2 つの Toll 受容体（MjToll

および MjToll2）遺伝子が分離されたことにより、エビ類において複数の Toll

受容体遺伝子が存在していることが明らかとなった。また、MjToll は細菌由

来の PG に対して高い応答を示すことが示唆された。 

次に、クルマエビにおける新規抗菌ペプチドとして MjALF2 遺伝子を分離

した。MjALF2 は既報のウシエビ ALF アイソフォーム 2 と高い相同性を示し

た。また、MjALF2 の LPS 刺激に対する迅速な遺伝子の発現上昇が認められ

た。 

RNA 干渉法により、Toll 受容体をノックダウンし、Toll 受容体シグナル伝

達経路関連因子および抗菌ペプチドなどの網羅的発現解析により、Toll 受容

体とそれぞれの因子との関連性について解析を行った。 

解析の結果、MjToll および MjToll2 の両者のノックダウンにおいて、ProPO

の高い発現上昇が、CP、Spätzle および lysozyme の顕著な発現抑制が認めら

れた。したがって、クルマエビにおける MjToll および MjToll2 の両者のシグ

ナル伝達経路が様々な生体防御機構と連携し重要な役割を担っていることが

示唆された。さらに、強い溶菌作用を有する lysozyme の発現は Toll 受容体を

介したシグナル伝達経路により制御されている可能性が高いことが示唆され

た。 

このように、RNA 干渉や網羅的発現定量解析によるシグナル伝達経路や相

互ネットワークの解明はクルマエビの免疫機構の把握のためにも非常に重要

である。 
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