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第一章 序論 

1. クルマエビ類養殖について 

クルマエビ科に属するエビ類は世界で最も盛んに養殖されている甲殻類である。

FAO の統計（FAO, 2021）によれば、2019 年における世界の水産養殖生産量は 1 億

2000 万トンであり、このうちの約 5%をクルマエビ類が占めている（Fig. 1A およ

び C）。生産額でみると、約 2700 億ドルの水産養殖生産額の 15%にあたる 400 億ド

ルをクルマエビ類が占めている（Fig. 1B および D）。世界人口が増加し続けるなか

で、動物性タンパク質の安定的な供給を達成するために水産養殖業は重要な存在で

あり、クルマエビ類は一定の役割を果たしている。また、単価の高いクルマエビ類

などの海水性ないし汽水性のエビ類の養殖生産は、発展途上国における外貨獲得の

手段としても重要である（FAO, 2020）。 

クルマエビ類の主な養殖対象種としては、バナメイエビ Litopenaeus vannamei、

ウシエビ Penaeus monodonおよびクルマエビ Marsupenaeus japonicusなどが挙げら

れる。このほかに、バナナエビ Fenneropenaeus merguiensis 、コウライエビ

Fenneropenaeus chinensisおよびテンジククルマエビ Fenneropenaeus indicus 等が世

界各地で養殖されている。2000 年代初頭まではウシエビが最も多く養殖されてい

た。その後、養殖対象は急速にバナメイエビへと転換されていった（Lebel et al., 2010; 

Thitamadee et al., 2016）。バナメイエビは、中国、インド、東南アジアおよび南北ア

メリカを中心に世界中で養殖されており、2018 年には全世界の甲殻類生産量の半

数を占めるに至った（FAO, 2020）。日本国内では沖縄県や西日本各地でクルマエビ

が養殖されているほか、近年は陸上養殖施設を使用したバナメイエビ養殖も行われ
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ている。 

親エビを飼育下で産卵させ、稚エビを大量生産し、配合飼料によって育てるとい

うクルマエビの完全養殖技術を 1930 年代に完成させたのが藤永元作博士である

（村井、1988）。藤永博士の確立した日本のクルマエビ養殖技術が東アジアにおけ

るウシエビ養殖の発展へとつながっていった。 

クルマエビ養殖は、海岸付近に造成した人工池に底砂を敷き、海水を引き込んで

稚エビを放つことによって行われる。従来は、外洋側に水門を設置し潮位の干満に

よって自然に換水されるように設計されたが、近年ではポンプを使用して換水を行

うのが一般的である。養殖池の水はプランクトンによって緑色や褐色に着色し、視

界はしばしば数十 cm 以下となる。このため、定期的な潜水による観察が必要とな

る。また、各池の個体数の把握は坪刈りによって行われる。これは、複数の方形枠

を池に沈め、枠内のクルマエビを計数し、この時の尾数と池面積から池全体の個体

数を推定する手法である。生育したクルマエビは夜行性のため、給餌は主に夕方か

ら夜間に行われる。稚エビついては日中の給餌も行われる。収穫は主に網かごによ

って行われ、収穫されたクルマエビは冷海水にて鎮静化されたのち、おがくずやプ

ラスチックシートに埋め込んで活の状態で出荷される。近年では急速冷凍による保

存も行われているようである。東京都中央卸売市場日報（https://www.shijou-

nippo.metro.tokyo.lg.jp/）によれば、2021 年 12 月の豊洲市場における養殖クルマエ

ビの相場は 1 kg あたり高値で 13,000 円前後、安値で 4,000 円前後となっており、

水産養殖産物としては非常に高価となっている。 

バナメイエビ養殖は、人工的に造成した養殖池で行われる（Fig. 2A, B, C および
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D）。東南アジアにおける近代的なバナメイエビ養殖場では、素掘りの池の底面に黒

色のビニールシートを敷設する。このビニールシートは、池の中央から縁まで底面

全体を覆っているだけでなく、縁から垂直に 10 cm ほど反り立つように設置され

る。これによって、周囲の環境に生息する野生の甲殻類等が池に侵入するのを防い

でいる。また、防鳥ネットを設置して野鳥の侵入を防いでいる。小型の水車が池全

体に分散設置され、これらが稼働することで曝気がなされる。池の中央付近から排

水とともに沈殿した脱皮殻やエビの死体および残餌が排出されるセントラルドレ

ーン方式が使用される。各池に一つないし複数の桟橋が設置され、池の中央付近ま

で渡ることが可能となっている。桟橋から四手網を降ろし、エビを掬い上げること

で摂餌状況や病変の有無を確認する。遊泳生活を行うバナメイエビでは、ウシエビ

やクルマエビと比較して高密度での飼育が可能となる。 

 

2. クルマエビ類の感染症について 

世界の水産養殖業のなかで、クルマエビ類養殖は最も深刻な感染症被害を受けて

きた産業の一つである（Subasinghe et al., 2019）。ウイルス、細菌、菌類および寄生

虫といった多様な病原体がエビの感染症を引き起こす。ウシエビからバナメイエビ

へ養殖対象種が転換された理由の一つとして、Specific pathogen free（SPF）バナメ

イエビ種苗の確立が挙げられるが、依然として感染症の脅威は残っている

（Thitamadee et al., 2016）。世界のクルマエビ類養殖では、ホワイトスポットシンド

ロームウイルス（WSSV）によって引き起こされるホワイトスポット病（WSD）、

イエローヘッドウイルスによって引き起こされるイエローヘッド病、微胞子虫
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Enterocytozoon hepatopenaei（EHP）感染、急性肝膵臓壊死病（AHPND）および従来

の各種ビブリオ属細菌感染症といった感染症が発生している（Saulnier et al., 2000; 

Thitamadee et al., 2016）。こういった感染症を引き起こす病原微生物は、稚エビや餌

料となる環形動物の国際的な取引に伴って伝播していくと考えられる（Vijayan et 

al., 2005; Walker & Mohan, 2009; Krishnan et al., 2021）。しかしながら、世界各地の養

殖対象生物とその取引および疾患発生を追跡する充分なデータが存在しないため、

世界の水産養殖業における感染症発生の予測と制御は未だ困難である（Naylor et al., 

2021）。 

養殖池における病気の発生には、エビ、病原体および環境といった様々な要因が

関連している（Snieszko, 1974; Flegel, 2019）。また、エビであれば種、栄養状態、家

系といった要素が含まれるように、各要素についてさらに細かく考えることもでき

る。同様に、病原体であっても毒性や感染性の強弱や環境要因については水質や水

温といった要素が含まれる。すなわち、単に特定の病原体が存在するからといって

直ちに感染爆発が起こるわけではない。これらの要素を包括的に理解することによ

って、持続可能なクルマエビ養殖が達成される（Flegel, 2019）。 

 

3. クルマエビ類の細菌感染症について 

クルマエビ類の感染症は多様な病原微生物や寄生虫によって引き起こされうる

が、本項では特に細菌感染症について述べる。クルマエビ類における病原細菌の多

くは、通常の養殖環境中に存在するものである。すなわち、クルマエビ類の細菌感

染症の大半は、それらの常在細菌が種々の要因によって感染を生じる日和見感染症
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である（Aguirre-Guzmán et al., 2001）。したがって、養殖環境を適切に保つことが細

菌感染症を防ぐうえで最も肝要である。 

ビブリオ属細菌によって引き起こされる細菌感染症は、日本国内および諸外国の

クルマエビ類養殖に被害を及ぼしている。日本国内のクルマエビ養殖の黎明期より、

Vibrio alginolyticus、Vibrio anguillarum および Vibrio parahaemolyticus などが病エビ

より分離されてきた（高橋ら、1985; 桃山・室賀、2005）。これらに加えて、1982 年

に分離され、1995 年に新種記載された Vibrio penaeicidaはクルマエビに対して高い

病原性を示すことが報告されている（Ishimaru et al., 1995）。諸外国においても、こ

れらのビブリオ属細菌に加えて Vibrio harveyi 等が病原細菌として分離されている

（Aguirre-Guzmán et al., 2001）。これらのビブリオ属細菌による感染症発生メカニズ

ムの詳細は未解明であるが、エビの移動、飼育密度の増加、台風等の気象状況によ

る水質変化、高水温などの状況下で発生することから、エビの生体防御能を低下さ

せるストレス要因が発病を誘引するものとされる。V. penaeicidaについては、その

主要な感染経路は経口的と考えられており（桃山・室賀、2005）、クルマエビに対

する V. penaeicidaの実験感染と細菌の分離培養をもとにした研究では、消化管内に

侵入した V. penaeicida は胃で増殖し、これに続いて肝膵臓およびリンパ様器官に侵

入することが示されている（de la Peña et al., 1995）。なお、夏季のクルマエビ養殖

場にて発生する日中でも潜砂せずにふらふらと漂う異常個体の胃内は、通常個体と

比較して、ビブリオ属細菌の占める割合が著しく高い（今泉、未発表データ）。ビ

ブリオ属細菌による感染が進行すると、最終的には全身感染や菌血症のような状態

になることもあるが（桃山・室賀、2005; Goarant et al., 2006; Soto-Rodriguez et al., 
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2010）、感染初期においては消化管内での病原細菌の増殖が起こっているものと思

われる。 

特定の病原因子を有する細菌によって引き起こされる細菌感染症も存在する。急

性肝膵臓壊死病（Acute hepatopancreas necrosis disease; AHPND）は二つの毒素遺伝

子、すなわち PirA および PirB をコードしたプラスミドを有する細菌によって引き

起こされる（Lee et al., 2015）。この毒素遺伝子は、Photorhabdus属細菌の産生する

殺昆虫タンパク質（Photorhabdus insect-related (Pir) binary toxin）に類似している。

また、Lee ら（2015）が推定した V. parahemolyticus由来の PirA および PirB 毒素タ

ンパク質のヘテロ二量体立体構造は、Bacillus thuringiensis由来の殺昆虫タンパク質

Cry 毒素に類似している。AHPND では感染した細菌によって産生される PirAB 毒

素によって肝膵臓が損傷され、エビの斃死が引き起こされるものと考えられる。 

AHPND の原因細菌として分離されているものの多くはビブリオ属細菌であり、

Tran ら（2013）による原因細菌の特定以降、V. parahaemolyticusによるものが主で

ある（Kumar et al., 2020）。Tran ら（2013）は病エビの胃から細菌を分離しており、

AHPND を引き起こす V. parahaemolyticus は経口感染すると考えられている。後年

の研究もこれを支持しており、AHPND の原因細菌は、エビの消化管へ経口的に侵

入したのち、胃内で増殖し毒素を産生するとともに肝膵臓へ侵入するとされている

（Lai et al., 2015）。近年の網羅的な細菌叢解析によっても、AHPND 発生時の病エ

ビの胃におけるビブリオ属細菌の相対割合の顕著な増加が確認されている（Chen et 

al., 2017; Restrepo et al., 2021）。 

AHPND の発生は 2009 年の中国に起因するとされる（Nunan et al., 2014）。その
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後、ベトナム（Tran et al., 2013）、マレーシア（FAO, 2013）、タイ（Flegel, 2012）、

メキシコ（Nunan et al., 2014）、フィリピン（de la Peña et al., 2015）、バングラデシュ

（Eshik et al., 2017）、アメリカ（Dhar et al., 2019）および韓国（Han et al., 2020）な

どでの発生が確認されている。 

AHPND は日本未侵入とされてきたが、2020 年と 2021 年には沖縄県(1)および広

島県(2)のバナメイエビ養殖施設における発生が確認されている。現時点で明らかに

なっている限りでは、沖縄県における AHPND の発生は、海外から輸入した稚エビ

とともに持ち込まれた病原細菌によって引き起こされた可能性が高い(3)。したがっ

て、現時点では日本の沿岸環境に AHPND 原因株が存在するとは考え難い。しか

しながら、AHPND を引き起こす V. parahaemolyticus は、クルマエビにも実験感染

が成立するため（Tinwongger et al., 2016）、今後の動向を注視していく必要がある。 

注釈（1）沖縄県 HP「県内バナメイエビ養殖場における急性肝膵臓壊死症(AHPND)

の発生について（https://www.pref.okinawa.jp/site/norin/suisan/ahpnd.html）」

（最終閲覧日 2022 年 2 月 9 日） 

（2）中国新聞デジタル 2021 年 3 月 2 日「エビ壊死症、呉の養殖場で発生 国

内 ２ 例 目 、 １ ６ 万 匹 被 害 （ https://www.chugoku-

np.co.jp/local/news/article.php?comment_id=731511&comment_sub_id=0&ca

tegory_id=256）」（最終閲覧日 2022 年 2 月 9 日） 

（3）農林水産省、第２回 AHPND 防疫専門家会議 

（https://www.maff.go.jp/j/press/syouan/tikusui/201023_12.html） 

（最終閲覧日 2022 年 2 月 9 日）  
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4. クルマエビ類養殖における感染症防除法について 

クルマエビ類養殖では、養殖環境に特定の病原体を持ち込まないことが有効な感

染症対策となる。このため、親エビの選別と SPF 種苗の使用や飼育水の消毒技術が

研究されている。しかしながら、換水時の病原体侵入や日和見感染を引き起こす常

在細菌を完全に排除することは事実上不可能である。したがって、抗生物質などの

薬剤の使用によって病原微生物を排除することや餌料添加物によってエビの免疫

系あるいは飼育環境に影響を与えることで感染症に対応する。ただし、抗生物質お

よび合成抗菌剤を含む抗菌剤の使用は、薬剤耐性菌の発生を誘引する。このため、

抗菌剤の使用は厳しく制限されているが、養殖環境や水産物から多数の薬剤耐性菌

が検出されている（Schar et al., 2021）。また、現在、日本国内ではクルマエビに対

して使用が承認されている抗菌剤はない（農林水産省パンフレット「水産用医薬品

について」（第 34 報））。本項では、クルマエビ類養殖において実施あるいは近年研

究されている感染症防除技術について概説する。 

対象生物の免疫系に働きかけてその機能を活性化させる物質が免疫賦活剤であ

る。細菌の菌体を構成する成分であるペプチドグリカン（Itami et al., 1998）やリポ

ポリサッカライド（Takahashi et al., 2000）はクルマエビ類に対して免疫賦活効果を

示す。また、植物抽出物やアミノ酸および核酸類に関しても免疫賦活作用が報告さ

れている（Dawood et al., 2018）。こういった水産分野における免疫賦活剤は、本来、

ストレスなどの影響によって正常な働きを喪失した免疫系に影響を与え、免疫系の

働きを正常に戻すことが目的である（酒井、2013）。したがって、適切な使用を行

わなければ効果は期待できない。特に、投与期間や投与量は重要であり、長期間に
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わたる免疫賦活剤の連続的な使用は、かえってその効果を低減させる可能性がある

（Sakai et al., 1999）。 

対象生物に適切な量を投与することによってその生物の健康に有益な影響を及

ぼす生きた微生物をプロバイオティクスと呼ぶ（FAO/WHO, 2001; FAO/WHO, 2002; 

Hill et al., 2014）。プロバイオティクスが水産生物の感染症に対する抗病性を向上さ

せるメカニズムについては、菌体成分や細菌によって産生分泌される物質による免

疫賦活効果や病原微生物の抑制、病原細菌との拮抗などの解釈が一般的である

（Hoseinifar et al., 2018; Dawood et al., 2019）。プロバイオティクスとしては、培養が

容易で芽胞の状態で長期間保存することのできる Bacillus 属細菌が、ヒト、家畜、

家禽、魚類および甲殻類や貝類を含む水産無脊椎動物に対して広く使用、または研

究されている（Duc et al., 2004; Hong et al., 2005; Cutting, 2011; Mingmongkolchai & 

Panbangred, 2018; Kuebutornye et al., 2019）。Bacillus属細菌によるプロバイオティク

ス効果のメカニズムの詳細については不明な点が多いが、マウスをモデルとした研

究では、Bacillus subtilisの産生するフェンギシンによってクオラムセンシングが阻

害されることで Staphylococcus aureus による感染が防がれる例が報告されている

（Piewngam et al., 2018）。これに加えて、ヒト研究ではプロバイオティクスの及ぼ

す腸内細菌叢への影響も注目されている（Gareau et al., 2010; Gerritsen et al., 2011）。

近年では水産生物においてもプロバイオティクスの投与による腸内細菌叢への影

響が解析されているが、哺乳類とは異なる消化管システムを有するクルマエビ類に

おいてどのような腸内細菌の状態が適切であるかは明らかでない。プロバイオティ

クスとして投与される外来の細菌が消化管に定着することは稀であり、投与法や投
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与量の検討は、プロバイオティクスの効果を向上させる意味でも重要となる。 

 

5. 微生物叢解析について 

エビの飼育環境中に存在する微生物群は、エビの成長や病気の発生と密接の関わ

る重要な要素であると考えられており、以前から調べられてきた（Burford, 1997; 

Moriarty, 1997; Páez-Osuna et al., 2003）。従来は、寒天培地を使用した細菌培養によ

る養殖池の調査や、顕微鏡による大型プランクトンの観察によって、養殖池水中に

存在する微生物群の調査が行われてきた。しかしながら、一般的な寒天培地上で培

養可能な細菌は全体のごく少数であることや、検鏡によるプランクトンの種判別や

計数は煩雑かつ熟練を要することから、養殖池水中の微生物組成の全体像を明らか

にすることは困難であった。 

近年では、次世代シークエンサー（Next generation sequencer; NGS）を使用した網

羅的な微生物叢解析が一般的となっている。生物が普遍的に有するリボソーマル

RNA 遺伝子、特に 16S rRNA 遺伝子（16S rDNA）ないし 18S rRNA 遺伝子（18S 

rDNA）を解析することで、試料中の微生物組成を推定することが可能となった。

NGS の登場以前は、リボソーマル RNA 遺伝子の PCR 増幅産物をクローン化し配

列決定を行う手法（Wang et al., 2014）や、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（Denaturing 

gradient gel electrophoresis; DGGE）（Rungrassamee et al., 2013）によって、クルマエ

ビ類とその養殖環境の微生物叢が解析されてきた。いずれも、NGS を使用した解

析と比して解像度は著しく落ちる。例えば、イルミナ社 MiSeq を使用したシークエ

ンシングを想定し、v2 の試薬セットを用いたとすると、1 回のシークエンシングラ
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ンで約 1,000 万のシークエンスリード（ペアエンドリード）を生成することができ

る。仮に 100 サンプルを併せてライブラリーを作製したとしても、1 検体あたり約

10 万のシークエンスリードを得ることが可能である。 

リボソーマル DNA の PCR アンプリコンを使用した微生物叢解析は、NGS を使

用した解析であっても、他の従来の手法による解析であっても根本的な戦略は同じ

である。すなわち、検体から可能な限りバイアスのかからない手法で DNA を抽出・

精製し、これをテンプレートとして PCR によって標的遺伝子配列を増幅し、配列

決定を行う。得られた配列情報と、リボソーマル DNA 配列データベースから分類

群を推定する。イルミナ社のプラットフォームを用いる場合は、一度目の PCR 後

に PCR 産物の精製を行い、その後、検体を判別するためのバーコード配列（Index）

の付加と再度の精製を行う。これらを定量し、目的に応じて濃度を調整したうえで

混和してライブラリーとしてシーケンシングを行う。得られた配列情報は公開され

ているソフトウェアを使用して解析することができる。このような PCR 増幅産物

の配列決定に基づく微生物叢解析は、真核生物のゲノム配列や RNA-Seq データの

アセンブリと比較して計算量が少なく済むため、汎用のパソコンを使用することも

できる。 

微生物叢解析において、しばしばメタゲノム解析という用語が使用される。従来

は、NGS を使用した PCR 産物由来のライブラリーの配列決定とその解析もメタゲ

ノム解析と呼称されていた。しかしながら、近年では、シーケンサーや計算機およ

び解析ソフトウェアの性能の飛躍的な向上によって、多数の微生物種由来のゲノム

DNA が混在したサンプルから多数のゲノム配列を再構築することや存在する遺伝
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子の網羅的な解析を行うことが可能となってきている。したがって、後者について

特にメタゲノム解析と呼称するほうがより適当であると思われる（Holt et al., 2021）。

和文誌や和文の専門書では、リボソーマル RNA 遺伝子の PCR 増幅産物に基づく解

析は、メタ16S解析やメタ18S解析といった呼称をされることがある（服部、2014）。

しかしながら、英文誌ではこの表現は一般的でない。そこで、本稿では、PCR 増幅

産物に基づく微生物叢解析をメタゲノム解析とは呼称せず、単に微生物叢解析と呼

称し、方法や結果あるいは考察の項にてそれが明らかに区別できるような記載をす

ることとした。 

微生物叢の解析では、主に生物組成の棒グラフ、種々の多様性指数、主座標分析

（Principal coordinate analysis; PCoA）ないし主成分分析（Principal component analysis; 

PCA）および linear discriminant analysis（LDA）Effect Size（LEfSe）などが使用され

る。近年では、これらに加えて細菌群の機能や、その機能に基づいた細菌群間のつ

ながりを推定する解析も行われているが、エビ類を含む非モデル生物を取り巻く微

生物群に対して、現状そういった解析にどの程度の信頼性があるかは明らかでない

（Sun et al, 2020）。 

生物組成の棒グラフは、一般的に、各試料から検出された微生物の分類群（目レ

ベル、科レベルないし属レベルなど）について全体を 100 とした相対検出頻度で表

される。しかし、マーカー遺伝子のコピー数は生物種や細菌株によって異なり、各

微生物の総量の絶対数を反映させることは困難である。これに伴い、異なる検体由

来の解析結果を並べる際は、あくまで組成の特徴をつかむことを目的とし、対照群

との比較や微生物集団の多様性といった指標も併せて吟味すべきである。 
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集団の多様性は大きく二つに分けて捉えられる。すなわち、α 多様性と β 多様性

である。α 多様性は、一集団内の構成要素に基づく多様性を表す（Loreau, 2000）。

最も単純な例は種数であり、これに検出頻度の偏り等を加味した種々の指数が考案

されている。β 多様性は、複数集団間の多様性を表す（Loreau, 2000; Mori et al., 2018）。 

PCoA や PCA は生態学分野で以前より用いられてきた次元圧縮の手法である。

細菌叢解析では、PCoA がより一般的に使用される。点の位置が近いほどサンプル

間の配列の組成、すなわち微生物組成が類似していることを示す（Goodrich et al., 

2014）。 

LEfSe は、集団間の違いをもっともよく反映する特徴量（微生物の分類群など）

を統計的に検出する手法である（Segata et al., 2011）。この手法によって、特定の疾

患を特徴づけるバイオマーカー候補の探索（Suchodolski et al., 2015; Shoskes et al., 

2016）や、実験的な介入の及ぼす細菌組成への影響の評価が行われている（Zhang 

et al., 2018）。 

 

6. クルマエビ類と微生物叢について 

飼育水中の細菌叢の形成は、確率論的な支配を受ける。Heyse ら（2021）がバナ

メイエビ種苗を飼育している水槽の細菌組成を経時的に解析したところ、異なる水

槽間で形成される細菌組成が大きく異なった。これによれば、水槽における細菌叢

の形成は、投入された餌料や換水時の水に含まれる細菌がある程度寄与することは

明らかであるが、それ以上に、どういった細菌が増減するかといった点には不確実

な要素が関与する。さらに、野外の養殖池では、飼育水中の微生物叢の形成過程や
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その変動に関する網羅的な研究例は限られ、不明な点が多い。Zhan ら（2021）が屋

外のバナメイエビ養殖池について解析した報告によれば、同一地点の異なる水深で

採水し細菌組成を解析した結果は類似しており、水中の細菌は垂直方向に対して一

様に分布していると考えられる。 

エビの消化管に存在する細菌群についても、飼育環境中の細菌群と同様にエビの

健康と密接に関わっていると考えられている。従来の分離培養に基づく研究から近

年の NGS による解析まで一貫して、飼育水中の細菌組成とエビの消化管内に存在

する細菌組成が大きく異なっていることが報告されており、クルマエビ類の消化管

内に特徴的な細菌叢が形成されていることを示唆している（坂田・垂野、1987a; 坂

田・垂野、1987b; Holt et al., 2021）。ただし、既報の研究の大半はエビの腸管の細菌

組成を解析しており、消化管の他の部位について解析を行っている研究例は極めて

少ない（Cornejo-Granados et al., 2018; Holt et al., 2021）。クルマエビのような潜砂す

る種では、底砂中に存在する細菌群の解析も行われており、底砂と飼育水中の細菌

組成に関連が認められることとは対照的に、消化管内の細菌組成は、それら環境中

のものとは異なる（Zhou et al., 2021）。クルマエビ類の消化管内では、特に

Photobacterium属細菌や Vibrio属細菌といったビブリオ科の細菌が優占種となって

いることが多い（Soonthornchai et al., 2015; Holt et al., 2021）。これについては、ウシ

エビにおける DGGE を使用した解析に基づいて、ポストラーバ期から稚エビに発

達するに伴い優占種が Photobacterium 属細菌から Vibrio 属細菌へ変遷するという

報告もある（Rungrassamee et al., 2013）。ただし、これが普遍的な現象であるかは不

明である。また、これに加えて、近年の NGS を使用した解析では、クルマエビ類
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の消化管に数%以上の相対的割合で存在する未分離の細菌が見つかっている。特に、

Candidatus Bacilloplasma（Kostanjsek et al., 2007）に近縁と考えられる Mollicutes 綱

に属する細菌は、クルマエビ類と微生物叢における感染症発生との関連が示唆され

ている。 

近年では、感染症の発生と消化管内の細菌叢の関連が論じられている。例えば、

AHPND の発生と胃細菌叢および腸内細菌叢の関連が解析されており、AHPND に

罹患したエビでは、その胃において Vibrio属細菌の占める相対的な割合が高いこと

が報告されている（Chen et al., 2017; Restrepo et al., 2021）。これに加えて、Chen ら

（2017）は病エビの胃において Candidatus Bacilloplasma の存在割合が高いことを

報告している。ウイルス病では、ホワイトスポットシンドロームウイルス（WSSV）

感染後の腸内細菌叢が解析されている。WSSV に感染したエビでは Photobacterium

属、Propionigenium 属および Arcobacter 属に属する細菌が増加し、Candidatus 

Bacilloplasma および Flavobacterium 属の細菌が減少したことが報告されている

（Wang et al., 2019）。このほかに、White feces syndrome (WFS) 発生の原因は単一の

病原体ではなく、消化管内細菌叢の不調によるものとする報告がなされている

（Huang et al., 2020）。これらのクルマエビ類の細菌叢と感染症発生の関連性に関す

る報告については、未だ不明な点が多い。すなわち、単に疾患発生の結果として細

菌組成の変化がもたらされているのか、あるいは細菌叢の変化が感染症の発生を誘

引するのかは定かではない。Huang ら（2020）による WFS に関する報告が正しい

とすれば、クルマエビ類において消化管内細菌組成の変化が、直接、疾患を引き起

こすという興味深い発見である。 
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7. 常在細菌の役割とその制御機構について 

常在細菌が外来の細菌（特に病原細菌）の増殖を妨げる現象、すなわち定着抵抗

性（Colonization resistance）は常在細菌によるバリア機構のメカニズムの一つと考

えられている（Lawley and Walker, 2013）。また、常在細菌と宿主の関係が破綻する

ことによる細菌叢異常（Dysbiosis）は、疾患発生の原因と考えられている（Levy et 

al., 2017）。ここでいう Colonization resistance や Dysbiosis という単語は本来、哺乳

類、特にヒトの腸内細菌叢について用いられるものであったが、昨今の微生物叢研

究の発展に伴い幅広い対象生物について適用されている。これに倣い、本稿でもク

ルマエビ類の体表や消化管内に存在する微生物群についてもこれらの用語を使用

することとする。なお、Dysbiosis については、ヒト研究においても定義は未だ不明

確である（Tiffany & Bäumler, 2019）。 

脊椎動物では胃液の強酸によって、口から侵入した細菌の大半が殺菌される。こ

れにより、消化管内では肛門に近づくにつれて細菌の絶対数が増加する（Leser & 

Mølbak, 2009）。哺乳類では腸上皮の内腔側に形成されるムチンを含む粘液層に細

菌が定着し、宿主との相互関係を通して宿主の消化吸収の働きや免疫系に多大な影

響を及ぼしている（Leser & Mølbak, 2009）。 

哺乳類の腸内細菌叢制御で重要な役割を担うのが分泌型の免疫グロブリン IgA

である。IgA は抗原となる細菌を排除し、細菌の上皮細胞層への侵入を防いでいる

（Brandtzaeg, 2007）。また、IgA は腸上皮粘膜層における特定の細菌の定着に寄与

している（Huus et al., 2021）。近年では、魚類（ニジマス）の鰓細菌叢の制御に分泌

型免疫グロブリン IgT が関与することが示されている（Xu et al., 2020）。脊椎動物
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が進化していくうえで、分泌型抗体による粘膜組織の細菌叢制御機構が確立されて

いったと考えられる（Xu et al., 2020）。 

クルマエビ類を含む甲殻類においては、体表の細菌叢を制御する機構に関して一

般化された見識はない。近年では、クルマエビにおいて C 型レクチンが関与する

腸管内細菌制御機構の存在が示唆されている（Zhang et al., 2021）。また、バナメイ

エビでは抗菌ペプチドであるクラスチンが鰓細菌叢制御に関与している可能性が

示されている（Lv et al., 2020）。クルマエビ類は、ある程度の体サイズがあり、観察

やハンドリングといった実験操作が比較的容易である。クルマエビ類を使用して水

棲の無脊椎動物における体表の免疫システムと細菌叢制御機構を解明することは、

生物の進化を考えるうえでも重要である。 

 

8. クルマエビ類の消化管構造について 

クルマエビ類の消化管は、組織学的・解剖学的に三つの部位に大別され、それぞ

れ役割も異なる（Bell & Lightner, 1988; Ceccaldi, 1989）。すなわち、前腸・胃（Foregut・

Stomach）、中腸（Midgut）および後腸（Hindgut）であり、これは昆虫類などの他の

節足動物に類似する。中腸および後腸を併せて腸ないし腸管（Intestine）と呼称す

る場合もある。これに加えて、胃から中腸につながる消化管部位を包み込むような

形で中腸線・肝膵臓（Hepatopancreas）が存在する。胃は頭胸部の前方に存在する袋

状の臓器である。一般的に胃酸を有する脊椎動物と異なり、無脊椎動物の胃は強酸

を分泌せず（Stumpp et al., 2015）、クルマエビ類においても強酸の胃液は存在しな

い（Navarrete del Toro et al., 2011）。中腸は食下された餌料由来の栄養分を吸収して
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いると考えられ、後腸は水分の吸収に関与しているものと推測されている（Ceccaldi, 

1989）。前腸および後腸にはクチクラが存在し、このクチクラは殻と同様に脱皮時

に更新される（Ceccaldi, 1989）。これとは対照的に、中腸ではキチンを骨格とした

薄膜、すなわち囲食膜（Peritrophic matrix・Peritrophic membrane; PM）が形成される

（Bell & Lightner, 1988; Martin et al., 2006; Wang et al., 2012）。 

昆虫類の中腸では、囲食膜が消化管内容物を包み込み、これらが一体となって排

泄されることが知られている。囲食膜は食下された病原体が腸上皮と直接接触する

ことを防ぎ、体内への侵入を防ぐ物理的なバリア機構として存在すると考えられて

いる（Kuraishi et al., 2011）。RNAi やキチン合成酵素阻害剤の投与によって昆虫の

囲食膜の形成をかく乱すると、細菌やウイルスに対する感受性が高まることが報告

されている（Erlandson et al., 2019）。したがって、害虫駆除を目的とした殺昆虫ウイ

ルスや殺昆虫毒素の効果的な使用を目的として、研究されている（Erlandson et al., 

2019）。 

近年では、腸管でのキチン合成とそれによるバリア機構がより広範な生物種に存

在することが示されている。Nakashima ら（2018）は、腸管におけるキチン合成と

囲食膜によるバリア機構が頭索動物、尾索動物、脊椎動物の円口類および条鰭類に

存在することを示した。同様に、甲殻類においてもキチンを含む膜構造によって消

化管内容物と腸上皮が物理的に隔てられていることが改めて報告されている

（Martin et al., 2020）。Nakashima ら（2018）が示したように、哺乳類の腸管粘膜層

における腸内細菌の定着と宿主との相互関係の確立は、生物進化上、哺乳類が獲得

した派生的な特徴である。 
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クルマエビ類においては、中腸におけるキチンを構成成分とする薄膜の存在が古

くから知られていたにもかかわらず、その役割や形成メカニズムに関する研究は限

られる。Wang ら（2012）は、電子顕微鏡画像をもとにバナメイエビの囲食膜を観

察するとともに、これに含まれるタンパク質の解析を行っている。Thuong ら（2016）

は、バナメイエビの口から PBSを流し込むことによって消化管内構造をかく乱し、

WSSV による攻撃試験を行うことによって、囲食膜の役割について考察している。

Martin ら（2020）は、組織学的手法によって複数種の甲殻類の囲食膜構造を観察し

ているが、クルマエビ類は扱っていない。 

キチンは N-アセチルグルコサミンの重合体であり、多様な生物種がこれを生合

成することが知られている。菌類の細胞壁や節足動物の外骨格がキチンを含有する

ことは古くから知られているが、近年では、硬骨魚類や両生類、頭索動物、尾索動

物および円口類においてもキチンが生合成されていることが示されている（Tang et 

al., 2015; Nakashima et al., 2018）。昆虫類では、キチンの生合成メカニズムが比較的

詳細に調べられており、トレハロースを前駆体として、7 種類程度の酵素が関与す

る修飾を経てウリジン二リン酸 N-アセチルグルコサミンが合成される（Liu et al., 

2019）。さらに、キチン合成酵素によって重合がなされ、キチンとなる。加えて、

一部の N-アセチルグルコサミン残基はグルコサミンへと変換される（Liu et al., 

2019）。 

クルマエビ類では、キチンの生合成に関して分子生物学的な詳細は明らかになっ

ていない。Rocha ら（2012）は、バナメイエビのキチン合成酵素遺伝子ホモログの

部分配列を決定し、組織別の発現解析と脱皮周期との関連を解析している。これに
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加えて、Zhang ら（2019）はバナメイエビのゲノムと発現遺伝子を解析し、脱皮に

ともなう殻の再形成および囲食膜形成に関与する遺伝子群の存在を示唆している。 

 

9. レクチンについて 

生物が病原微生物などの非自己の排除を行うためには、まず、その非自己を認識

する必要がある。病原体を認識するうえで重要となるのが病原体関連分子パターン

（Pathogen-Associated Molecular Patterns: PAMPS）であり（Zindel & Kubes, 2020）、

これを感知する役割を担うのがパターン認識受容体（Pathogen Recognition Receptor: 

PRR）である（Kumagai & Akira, 2010）。細菌の LPS やペプチドグリカン、菌類の

β-グルカンは代表的な PAMPS である。これら微生物由来の PAMPS は、しばしば

その構成成分に糖鎖を含む。したがって、この糖鎖を認識する分子が PRR として

機能する場合がある。 

レクチンは糖鎖に結合するタンパク質の総称である。C 型レクチン、I 型レクチ

ン、ガレクチンおよび P 型レクチンなどといったファミリーが存在し、それらの構

造は全く異なる（Gabius, 1997）。レクチンは様々な生物種に広く分布しており、そ

の機能も多様である（Turner, 1996）。病原微生物表面の糖鎖に結合するレクチンは、

PAMPS を認識する PRR として機能している。特に、血球細胞や粘膜組織で発現し

ているレクチンは、生体防御を担う分子の一つとして重要であると考えられる。 

C 型レクチンはカルシウムイオンを要求し、C 型レクチンドメインを有するレク

チンである（Zelensky & Gready, 2005）。C 型レクチンは、結合する糖の種類に応じ

てさらに細かくサブファミリーに分類される。クルマエビ類では、マンノース、マ
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ルトース、トレハロース、N-アセチルグルコサミン、LPS、PGN などに結合する C

型レクチンが報告されている（Sun et al., 2008; Wang et al., 2009; Zhang et al., 2009）。

これらクルマエビ類の C 型レクチンは、他の生物種におけるそれと同様に細菌お

よび真菌を凝集させ、殺菌あるいは抗菌活性を示すことがある（Lai et al., 2013）。

また、ウイルス感染に応答して発現量が増加する C 型レクチンも報告されており、

それらは、ウイルスに対する免疫系の情報伝達に関与していると考えられる。 

Alenton ら（2017）によって発見されたクルマエビのエラおよび胃で発現する C

型レクチン、MjGCTL はグルコース、キシロースおよび N-アセチル-D-グルコサミ

ンといった糖や LPS および PGN に結合し、グラム陽性およびグラム陰性の細菌を

凝集させる働きを示す。RNAi によって MjGCTL をノックダウンすると、クルマエ

ビの V. parahaemolyticus に対する感受性が増加することが報告されており、

MjGCTL はクルマエビの粘膜組織における免疫系を担う分子の一つとして重要な

働きを有するものと考えられる（Alenton et al., 2019）。 

 

10. RNAi について 

生物の持つウイルスに対抗する免疫系の働きを利用して標的となる遺伝子転写

産物を自ら破壊させることによって遺伝子発現を阻害する手法が RNA 干渉（RNA 

interference: RNAi）である。無脊椎動物では、長鎖の二本鎖 RNA を投与して RNAi

を行うことが多く、アンチセンス鎖の一本鎖 RNA による遺伝子発現阻害（Fire et 

al., 1991）と比較して阻害効果が大きい（Fire et al., 1998）。これは、Dicer と呼ばれ

る酵素によって二本鎖 RNA が切断され、RNA-induced silencing complex（RISC）と
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呼ばれるタンパク質複合体を形成しこれを再利用しながら配列特異的に mRNA を

分解するメカニズムが存在するためである（Khvorova et al., 2003）。RNAi による遺

伝子発現阻害は、原理的に完全に転写産物を排除できないため、遺伝子欠損による

遺伝子ノックアウトに対して遺伝子ノックダウンと呼ばれる。 

RNAi の成否は、投与された二本鎖 RNA が標的となる遺伝子を発現している細

胞に取り込まれるか否かにかかる。加えて、生物種によって RNAi の可否が異なる。

例えば、ショウジョウバエの成虫では二本鎖 RNA 投与による RNAi は困難とされ

る（Huvenne & Smagghe, 2010）。ただし、S2 などの培養細胞では外来二本鎖 RNA

による RNAi が成功する場合がある（Saleh et al., 2006）。これとは対照的に、生物

種によっては二本鎖 RNA の経口投与による RNAi が可能である場合がある

（Chikami et al., 2021）。 

クルマエビ類では、一般的に、注射による二本鎖 RNA の投与が行われ、標的遺

伝子の役割が推測される。特に、免疫関連遺伝子を標的とした RNAi によって免疫

系の働きが解明されてきた。例えば、クルマエビのトランスグルタミナーゼ（TGase）

やクロッティングタンパク質を RNAi によってノックダウンすると、血リンパの凝

固が生じなくなることが報告されている（Maningas et al., 2008）。 

前述のとおり、二本鎖 RNA の接種による遺伝子ノックダウンは生物がウイルス

に対抗するための仕組みを利用している。したがって、外来二本鎖 RNA の接種は

種々の抗ウイルス応答を引き起こすと考えられる。実際に、外来の二本鎖 RNA を

バナメイエビに接種すると WSSV およびタウラ症候群原因ウイルス（TSV）感染に

よる斃死が低減される（Robalino et al., 2004）。また、この現象はウイルス遺伝子配
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列に依存して増強される（Robalino et al., 2005）。このため、RNAi 実験時の実験デ

ザインには慎重を期する必要がある。 

 

11. 本研究の目的 

本研究は、クルマエビ類の消化管および養殖池水の微生物叢の特性を明らかにし、

また、クルマエビ類の消化管構造を解析し、さらにクルマエビ類の粘膜組織におけ

る細菌叢制御メカニズムの一端を解明することを目的とする。第二章では、バナメ

イエビおよびクルマエビの胃および中腸の細菌叢を解析する。第三章では、タイ国

のバナメイエビ養殖場にて、池水の細菌叢と真核微生物叢およびエビ消化管の細菌

叢を解析する。第四章では、クルマエビの腸管構造についてキチン合成酵素と囲食

膜に着目して解析を行う。第五章では、クルマエビの粘膜組織で発現する C 型レ

クチンと細菌叢制御の関連について解析を行う。 
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Figures 

Fig. 1. Production and economic value of crustaceans and other aquatic organisms (FAO, 

2021). (A) Global aquaculture production of 1999 to 2019 (Million ton). (B) Economic 

value of aquaculture production of 1999 to 2019 (Billion USD). (C) Aquaculture 

production of 2019. (D) Economic value of aquaculture production of 2019. 
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Fig. 2. Aquaculture ponds of whiteleg shrimp in Thailand. The bottom of pond is covered 

with plastic sheet (A and B). Wheel is used for aeration and the edge of pond is protected 

from entering of exogenous organisms by plastic sheet rose from the earth (C and D). 
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第二章 

Analysis of microbiota in the stomach and midgut of two penaeid 

shrimps during probiotic feeding 

（プロバイオティクス投与中の二種のクルマエビ類における胃および

中腸の細菌叢） 

哺乳類モデル生物と同様に、クルマエビ類においても腸内細菌が免疫系の働き

や感染症発生などといった宿主の健康に関わる重要な因子であると考えられてい

る。しかしながら、クルマエビ類の消化管システムは哺乳類のそれとは大きく異

なる。加えて、クルマエビ類における細菌感染症の発生メカニズムは、腸管以外

の部位における細菌叢の重要性を予想させる。そこで本研究では、プロバイオテ

ィクス投与中のバナメイエビの胃および中腸、クルマエビの胃内容物および中腸

内容物の細菌叢を解析した。 

バナメイエビについては東京海洋大学ゲノム科学研究室で飼育した個体を使用

した。Bacillus amyloliquefaciens TOA5001 株芽胞を餌料に混ぜ、給餌した。胃（前

腸）および腸管を採取し、DNA 抽出を行い、PCR によって 16S rRNA 遺伝子の増

幅を行った。クルマエビについては沖縄県久米島の養殖場にて同様に TOA5001 株

芽胞を餌料に混ぜて給餌し、生きた状態で空輸して解析に供した。胃内容物およ

び腸管内容物を採取し、DNA 抽出と 16S rRNA 遺伝子の増幅を行った。バーコー

ド配列を付加したこれらの PCR 産物を精製し、ライブラリーを作製した。次世代

シークエンサーMiSeq で配列決定を行い、解析パイプライン Qiime2 を使用して配

列データの解析を行った。 
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バナメイエビおよびクルマエビのいずれにおいても、胃における細菌組成は中

腸の細菌組成と比較して明らかに多様性が高かった。クルマエビ類では、胃酸が

存在しないことや消化管構造の特徴などに起因して消化管の上流に当たる胃内の

細菌組成の多様性が高くなっているものと考えられる。これに加えて、プロバイ

オティクスの投与がクルマエビ類の腸管内のみでなく胃内の細菌叢に影響を及ぼ

すことが示唆された。 
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第三章 

Bacterial and eukaryotic communities in pond water of whiteleg shrimp 

Litopenaeus vannamei and the bacterial communities of their stomach 

and midgut 

（バナメイエビ養殖池水の微生物組成およびそこで飼育されたエビの

胃および中腸の細菌叢） 

養殖池水中や消化管内に存在する微生物群は、バナメイエビを含むクルマエビ

類の健康と密接に関連していることが予想されており、近年では、次世代シーケ

ンサーを使用した微生物叢の網羅的な解析が実施されている。しかしながら、実

際の養殖池において継続的な比較研究が行われた例は少なく、エビを取り巻く環

境の微生物群の動態は未だ明らかでない。そこで、本研究ではタイ国のバナメイ

エビ養殖場にて養殖池水中の微生物叢（細菌および真核プランクトン）およびエ

ビ消化管中の細菌叢の解析を行った。 

タイ国南部スラーターニーのバナメイエビ養殖場に存在する養殖池 2 池を対象

にサンプル採取を行った。各池の 3 地点から 7 日間にわたって表層水を採取し

た。同時に、各池のバナメイエビの胃および中腸を採取した。池水中の微生物を

メンブレンフィルターでろ過し、DNA を抽出した。エビ消化管についても同様に

DNA を抽出した。池水サンプルについては 16S rDNA および 18S rDNA の部分配

列をそれぞれ PCR によって増幅した。エビ消化管サンプルについては 16S rDNA

を増幅した。これらをイルミナシーケンシングに供し、得られた配列情報につい

て Qiime2 等のパイプラインを使用して解析した。 
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供試したバナメイエビの養殖池水中の細菌組成はサンプル採取期間（7 日間）

を通して比較的に安定していた。これらについて主座標分析を行うと、細菌組成

が池ごとに明確に異なることと、それらが段階的に変化していたことが明らかと

なった。さらに、養殖池水中の真核プランクトン組成は池ごとに大きく異なると

ともに、日ごとに大きく変化することが明らかとなった。加えて、バナメイエビ

の消化管中の細菌組成は池ごとに異なり、一方の池のエビの胃において Mollicutes

綱細菌が優占種となっていたことが見出された。NGS 解析の結果に基づくと、こ

の細菌は Candidatus Bacilloplasma に近縁であると考えられた。池水中の細菌だけ

でなく真核プランクトンおよび胃を含めたエビ消化管内の細菌組成を解析するこ

とで、より良い養殖環境を作り出すための知見を得ることにつながると考えられ

る。 
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第四章 

Peritrophic membrane and a chitin synthase which expresses in the 

digestive tract of kuruma shrimp Marsupenaeus japonicus 

（クルマエビの囲食膜構造とキチン合成酵素） 

哺乳類を除く多くの生物において、腸管におけるキチン合成系の存在が知られ

ている。腸上皮で形成されるキチンを骨格とした膜構造、すなわち囲食膜によっ

て腸管内容物と腸上皮は物理的に隔てられており、囲食膜はバリア機構としての

役割を担っていると考えられている。節足動物では、昆虫類を対象とした囲食膜

研究が行われてきたが、甲殻類の囲食膜に関する知見は少ない。本研究では、ク

ルマエビの腸管の組織学的検討とキチン合成酵素遺伝子の解析を行った。 

クルマエビの消化管をパラフィン包埋化し、正中線に対して垂直方向（輪切

り）に切片を作製し、顕鏡した。クルマエビの発現遺伝子データベースからキチ

ン合成酵素遺伝子を探索し、cDNA 配列を決定するとともに演繹アミノ酸配列を

解析した。また、体サイズの異なるクルマエビについて RT-PCR による発現組織

解析を行った。 

クルマエビにおいて、腸管内容物はチューブ状の薄膜に包まれており、腸上皮

と物理的に隔離されていることが確認され、この薄膜は昆虫類に存在する囲食膜

と相同であると考えられた。1523 アミノ酸残基からなるクルマエビのキチン合成

酵素は N 末端側に 9 つ、C 末端側に 7 つの膜貫通領域を有し、その中間に存在す

る酵素ドメインは、昆虫類および他の甲殻類の生物種間で高度に保存されてい

た。また、クルマエビのキチン合成酵素遺伝子は、エビの体サイズを問わず中腸
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および中腸線において発現しており、囲食膜を構成するキチンの産生に関与して

いると考えられた。稚エビでは、他の組織でも転写産物が検出されたことから、

当該のキチン合成酵素は外骨格を構成するキチンの合成にも関与している可能性

がある。クルマエビの腸上皮と腸内容物は囲食膜によって隔てられており、いわ

ゆるエビの腸内細菌として従来解析されてきたものは、摂食された餌料等ととも

に消化管内に侵入した細菌や胃などの消化管上流部位から流出した細菌が、消化

物とともに腸管内腔を通過しているものであると考えられる。 
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第五章 

A mucosal C-type lectin contributes to the homeostasis of gill microbiota 

of kuruma shrimp Marsupenaeus japonicus 

（クルマエビの粘膜組織で発現している C 型レクチン MjGCTL はエ

ラにおける細菌叢制御に関与している） 

水生生物においては消化管だけでなくエラにおける細菌叢が宿主生物の健康維

持に重要であると予想される。脊椎動物では、免疫系の働きによって粘膜組織の

細菌叢の恒常性が積極的に制御されるが、無脊椎動物における粘膜組織の細菌叢

制御メカニズムには依然として不明な点が多い。本研究では、クルマエビの粘膜

組織で特異的に発現している C 型レクチン（MjGCTL）の役割について、細菌叢

と感染症に着目して研究を行った。 

クルマエビに MjGCTL の遺伝子配列特異的二本鎖 RNA（dsRNA）を接種する

ことによって、RNA 干渉による遺伝子ノックダウンを行った。試験群として、

PBS 接種群、dsGFP 接種群および dsMjGCTL 接種群を設定した（n = 6-7）。接種三

日後の個体からエラおよび胃を採取し、RT-qPCR によって標的遺伝子がノックダ

ウンされていることを確認した。同個体由来のサンプルから DNA を抽出し、16S 

rDNA の部分配列を増幅し、イルミナシーケンシングに供して得られた配列情報

を解析した。また、同様の試験群に対して、クルマエビの鰓黒病を引き起こす病

原性の真菌（Fusarium sp.）による浸漬感染試験を行った。 

クルマエビの体重 1 g あたり 3 µg の dsRNA を接種することによって遺伝子ノッ

クダウンを行うことができた。MjGCTL をノックダウンした試験群では、エラに
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おいて特定の細菌群の顕著な減少が認められた。これに伴って、他の細菌群の相

対的存在量が増加し、多様性指数は増加する傾向にあった。胃の細菌叢に試験区

間の顕著な差はみられなかった。MjGCTL をノックダウンした試験群では、対照

群と比較して Fusarium sp.感染後の斃死が顕著に早かった。クルマエビは宿主免疫

系の働きによってエラ細菌叢を積極的に制御していると考えられ、これが病原微

生物に対する感受性に関係していることが示唆された。 
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第六章 総合考察 

本研究は、クルマエビ類の消化管やエラの細菌叢および養殖環境中の微生物叢に

関して網羅的な解析を行い、その特徴を明らかにするとともにエビの生体システム

との関連についても検討を行った。その結果、クルマエビ類は消化管内に外部環境

と異なる特有の細菌を有し、胃から中腸に進むにつれてその多様性が低下すること

が明らかとなった。既知のビブリオ属細菌の感染メカニズムとして胃における病原

細菌の定着と増殖が知られており（桃山・室賀、2005; Tran et al., 2013; Lai et al., 2015）、

AHPNDの発生に関連してバナメイエビの胃細菌叢が解析された研究例が報告され

ている（Chen et al., 2017）。本研究では、これをさらに一般化して、クルマエビ類の

健康における胃細菌叢の重要性を提言する。クルマエビ類の胃は、哺乳類における

腸管のように微生物が定着し宿主に影響を及ぼし得る器官であるがゆえに、病原微

生物の感染部位となるのだと考えられる。また、プロバイオティクスの経口投与は、

クルマエビ類の胃細菌叢を変化させる可能性が示された。今後は、どのような胃細

菌叢がクルマエビ類にとって良い状態なのか、そしてこれをどのように人為的に操

作するかといった点について研究を行う必要がある。 

実際のバナメイエビ養殖池の池水における微生物叢を解析すると、ひとつの養殖

場に存在する同様の養殖池であっても、池水の細菌組成および真核微生物組成が異

なることが明らかとなった。特に、真核微生物叢は急速に変遷していくことが観察

された。これは、フィールドでの実験を計画するうえで重要な基礎的知見である。

上記では、クルマエビの消化管における細菌叢の特徴をエビの生体システムと関連

させて考察し、胃細菌叢の重要性を提案した。これに加えて、現場でのサンプル採
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取では胃の方が腸管よりも圧倒的に採取しやすい。肝膵臓を損壊しないよう気を付

ける必要があるが、頭胸部を切り開けば胃が容易に取り出せる。反対に、内容物を

失わないよう腸管を取り出そうとすれば、背側の殻と筋肉を尾肢付近から頭胸部の

付け根まで一直線に切り開かなければならず、煩雑な作業となる。これもまた、胃

を解析する利点の一つである。 

それでは、腸管はどうなのか。水産分野では、餌料添加物や感染症がエビの腸内

細菌に及ぼす影響に関する研究が盛んに行われている（Holt et al., 2021）。本研究で

は、クルマエビの腸管で形成される囲食膜に着目した。他の生物群と同様に

（Nakashima et al., 2018）、クルマエビの腸管には非細胞性の薄膜が存在することが

観察された。さらに、中腸の転写産物からキチン合成酵素 mRNA 配列を単離する

ことに成功した。クルマエビの腸管内容物やその中の微生物群は、囲食膜によって

腸上皮より物理的に隔離されているがゆえに、腸管内に定着し続けることはないと

考えられる。したがって、従来の研究で解析されていたエビの“腸内細菌”は、腸管

に定着している細菌ではなく、消化管のより上流に位置する器官、例えば胃や肝膵

臓から流れ下ってきたものである。前述の、中腸における細菌組成の多様性の低さ

は、このような消化管の構造的な特徴によってもたらされていると考えられる。し

たがって、従来の腸内細菌解析のみでは、発見されるべき重要な現象が見過ごされ

ていたおそれがある。 

クルマエビ類は粘膜組織の細菌叢の恒常性をどのように制御しているのか。本研

究では、クルマエビの C 型レクチン（MjGCTL）（Alenton et al., 2017; Alenton et al., 

2019）に着目した。この MjGCTL の興味深い点は、明確に粘膜組織のみで発現し
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ている点であり、最も発現量が多いと考えられるのがエラである。また、消化管を

みると、胃および後腸でその転写産物が検出されることとは対照的に、中腸では発

現が認められない。RNAi によって MjGCTL をノックダウンすると、クルマエビの

エラ細菌叢に顕著な変化がみられた。しかしながら、胃細菌叢に対する明確な影響

は検出できなかった。続いて、エラ黒病原因菌である Fusarium sp.による感染試験

を行うと、MjGCTL をノックダウンしたクルマエビの斃死は、他の試験区と比較し

て顕著に早かった。したがって、クルマエビはエラ細菌叢を自然免疫系の働きによ

って積極的に制御しており、これが生体防御に関与していることが強く示唆される。

胃に関しては、本研究結果のみからは、その細菌叢が宿主免疫によって制御されて

いるか否かについては結論を保留とするほかない。今後の研究によって、クルマエ

ビ類の胃細菌叢が制御されるメカニズムの解明が果たされることが望まれる。 

クルマエビ類の養殖環境に存在する未分離の細菌の多くについては研究がほと

んど進められておらず、データベースから分類群を推定することに限界が生じてい

る。本研究でも、Candidatus Bacilloplasma に近縁と考えられる細菌がエビの消化管

で優占種となっていたが、こうした細菌についてはほとんど研究されていない。シ

ョットガンメタゲノムやシングルセルメタゲノムなどの最新の手法を利用してい

くことで、クルマエビ類を取り巻く微生物群のより正確な解析が可能となるかもし

れない。また、それらがより効率的なクルマエビ類養殖の達成につながることを期

待する。 

従来の研究では、エビの自然免疫系の働きを利用した感染症防除法の開発が主な

目標であった。実際、種々の免疫賦活剤に関する研究報告によれば、感染症による
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エビの斃死を防ぐうえで一定の効果が期待できるようである。しかしながら、エビ

の生体防御機構のもう一つのメインプレイヤーであるバリア機構に着目した研究

はほとんど存在しない。体の中に病原微生物を侵入させなければ、病気になること

は滅多にない。本研究の成果をもとに、エビの腸管に存在する物理的バリア機構や、

胃の常在細菌といった生物学的バリア機構をターゲットに感染症防除技術の開発

が行えるのではないか。 

クルマエビ類は、魚類と比較してゆっくりとエサを食べる生き物である。栄養源

の豊富な餌料に水中の細菌が付着すれば、たちまち増殖し、これを食したエビの消

化管内に侵入する。このとき、事前に無害な細菌を餌料に定着させておけば、有害

細菌の増殖を抑えることができる。実際の養殖現場に最適なプロバイオティクスの

使用法を考えていくうえで、いかにして病原細菌の経口的な侵入を防ぐか、という

視点を持った研究を行うことも一つの選択肢でないだろうか。 

昨今のオミクス解析の普及によって、非モデル生物であるクルマエビ類において

も転写産物や微生物叢の網羅的解析が行われるようになっている。しかしながら、

哺乳類や昆虫類のモデル生物で確立された知見をクルマエビ類にそのままあては

めることが妥当であるかは、よく吟味しなければならない。Goodrich ら（2014）に

よる Microbiome 解析の手引き内の Fig. 1 に、研究手順のフローチャートがある。

これによれば、研究の開始地点は “Develop a question” である。かつて Sydney 

Brenner 博士が指摘したように、“low input, high throughput, no output science”

（Friedberg, 2008）になってしまわぬようエビをよく観察し、面白い問いをたて、

それを解決することでエビ養殖のさらなる発展に寄与したいものである。  
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