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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　養殖エビ類の卵黄形成抑制ホルモン（VIH)遺伝子であって、クルマエビ科に属するエビ

類の眼柄由来ぺプチドである、SGP-A、 SGP-B、 SGP-C及び SGP-Fからなる群から選択される

１種又は複数種の遺伝子のmRNAを標的とする二本鎖RNA（ dsRNA)を用いて、RNA干渉法によ

り、エビ類の卵黄形成抑制ホルモン遺伝子の発現を抑制し、養殖エビ類の卵成熟抑制を解

除する方法であって、

養殖エビ類がバナメイエビ又はクルマエビの成エビ又は亜成エビであり、

卵黄形成抑制ホルモン（ VIH )遺伝子の mRNAを標的とする二本鎖 RNA（ d s R N A )が、卵黄形成

抑制ホルモン（ VIH )遺伝子の塩基配列の一部に対して同一な塩基配列を有し、該遺伝子に

ハイブリダイズし得るセンス鎖と該センス鎖の塩基配列に相補的な塩基配列を含むアンチ

センス鎖が相補的に結合した二本鎖 RNA ( d s R N A )であり、

センス鎖が配列番号２８で表される塩基配列からなる、 SGP - A遺伝子を標的とする二本鎖 R

NA（ d s R N A )；センス鎖が配列番号３０で表される塩基配列からなる、 SGP - B遺伝子を標的

とする二本鎖 RNA（ d s R N A )；センス鎖が配列番号３３で表される塩基配列からなる、 SGP - C

遺伝子を標的とする二本鎖 RNA（ d s R N A )；及びセンス鎖が配列番号３６で表される塩基配

列からなる、 SGP - F遺伝子を標的とする二本鎖 RNA（ d s R N A )からなる群から選択される二本

鎖 RNA（ d s R N A )の１種又は複数種を用いる、方法。

【請求項２】

　卵黄形成抑制ホルモン（VIH)遺伝子であって、クルマエビ科に属するエビ類の眼柄由来
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ぺ プ チ ド で あ る 、 SGP-A、 SGP-B、 SGP-C及 び SGP-Fか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数

種 の 遺 伝 子 の mRN Aを 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)で あ っ て 、 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH

)遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 一 部 に 対 し て 同 一 な 塩 基 配 列 を 有 し 、 該 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し

得 る セ ン ス 鎖 と 該 セ ン ス 鎖 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 鎖 が 相 補 的

に 結 合 し た 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)を 含 む 、 エ ビ 類 の 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 抑

制 し 、 養 殖 エ ビ 類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 組 成 物 で あ っ て 、

養 殖 エ ビ 類 が バ ナ メ イ エ ビ 又 は ク ル マ エ ビ の 成 エ ビ 又 は 亜 成 エ ビ で あ り 、

セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ２ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 S G P - A遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 R

N A（ d s R N A )； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ０ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 S G P - B遺 伝 子 を 標 的

と す る 二 本 鎖 R N A（ d s R N A )； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ３ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 S G P - C

遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 R N A（ d s R N A )； 及 び セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ６ で 表 さ れ る 塩 基 配

列 か ら な る 、 S G P - F遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 R N A（ d s R N A )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 二 本

鎖 R N A（ d s R N A )の １ 種 又 は 複 数 種 を 含 む 、 組 成 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 分 子 生 物 学 手 法 を 用 い て エ ビ 類 の 生 体 内 に お い て 本 来 の 生 物 学 的 機 能 を 制 御

す る 方 法 に 関 し 、 具 体 的 に は RN A干 渉 の 手 法 を 用 い て エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の

発 現 を 抑 制 し 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 現 在 、 年 間 350万 ト ン に の ぼ る バ ナ メ イ エ ビ 養 殖 生 産 を 支 え る た め に 世 界 で 年 間 約 2,000

億 尾 の 稚 エ ビ が 生 産 さ れ て お り 、 そ の 親 エ ビ と し て 米 国 ハ ワ イ 州 だ け で 80万 尾 が 生 産 ・ 輸

出 さ れ て い る 。 バ ナ メ イ エ ビ を 含 む ク ル マ エ ビ 類 は 人 為 的 に 成 熟 さ せ る こ と が 困 難 で あ り

、 現 状 で は 眼 柄 切 除 を 行 い 、 成 熟 を 促 し て い る 。 し か し 、 眼 柄 切 除 は 成 熟 成 功 率 が 低 い だ

け で な く 、 エ ビ の 片 方 の 眼 柄 を 焼 き 切 る こ と か ら 、 動 物 虐 待 と の 非 難 も 浴 び て い る 。 眼 柄

切 除 に 代 わ る 成 熟 促 進 技 術 を 開 発 し 、 計 画 的 、 効 率 的 な 稚 エ ビ 生 産 を 可 能 に す る こ と は 喫

緊 の 課 題 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 RN A干 渉 (RN Ai)は 、 二 本 鎖 RN A（ dsRN A） に よ っ て 、 そ の 配 列 特 異 的 に mRN Aが 切 断 さ れ 、

そ の 結 果 遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る 現 象 で あ り 、 生 物 共 通 の 核 酸 レ ベ ル の 防 御 シ ス テ ム で

あ る こ と が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ を 参 照 ） 。 RN Aiに お い て は 、 dsRN Aが ダ イ サ ー (

Dicer)の 作 用 に よ り プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ siRN A(short interfering RN A)が 形 成 さ れ 、 siRN

Aが ガ イ ド RN Aと し て タ ー ゲ ッ ト 配 列 を 認 識 し 、 タ ー ゲ ッ ト mRN Aを 切 断 す る こ と に よ り 、 遺

伝 子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 現 在 、 ふ 化 場 等 に お い て 人 為 的 に エ ビ 類 を 成 熟 ・ 産 卵 さ せ る た め に は 、 眼 柄 切 除 に 代 わ

る 技 術 は 存 在 し な い 。 し か し な が ら 、 最 近 で は RN A干 渉 法 を 用 い ウ シ エ ビ （ Penaeus monod

on） な ど の エ ビ 類 で VIHの 発 現 を 抑 制 す る こ と を 目 的 と し た 研 究 事 例 が 報 告 さ れ て い る （

非 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 ２ 及 び 非 特 許 文 献 ３ を 参 照 ） 。 ま た 、 同 方 法 で 成 熟 を 促 す こ と

が 可 能 で あ る と 訴 え る 特 許 出 願 の 事 例 も あ る （ 特 許 文 献 １ を 参 照 ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 出 願 公 開 第 US2015/0099702号 明 細 書

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Tiu and Chan, 2007, FEBS Journal, 274: 4385-4395.

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Treerattrakool et al. , 2008, FEBS Journal, 275: 970-980.

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Treerattrakool et al. , 2013, Aquaculture, 404-405: 116-121.
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【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 RN A干 渉 の 手 法 を 用 い て エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 卵 成 熟 抑 制

を 解 除 す る 方 法 の 提 供 を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 制 御 す る 方 法 と し て 、 RN A干 渉 の 原 理 を 利 用 し 、 エ ビ

類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の mRN Aに 結 合 す る dsRN Aを 用 い エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺

伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と に つ い て 鋭 意 検 討 を 行 っ た 。 こ の 検 討 は 、 生 化 学 的 研 究 に 基 づ

い た 効 率 的 な 成 熟 制 御 を 可 能 に す る た め の 第 一 歩 で あ り 、 生 体 内 で 成 熟 を 抑 制 す る ホ ル モ

ン の 遺 伝 子 発 現 を 解 除 す る も の で あ る 。 そ の 結 果 、 前 記 dsRN Aに よ り 効 率 的 に エ ビ 類 の 卵

成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 卵 成 熟 の 抑 制 を 解 除 し 得 る こ と を 見 出 し た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 さ ら に 、 本 発 明 者 ら は 、 複 数 の 遺 伝 子 が 卵 成 熟 の 抑 制 に 関 与 し て お り 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝

子 の 発 現 を 抑 制 し 得 る 複 数 の dsRN Aを 混 ぜ て 使 用 す る こ と に よ り 、 よ り 効 果 的 に 卵 成 熟 を

抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ

た 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。

[１ ]　 養 殖 エ ビ 類 の 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)遺 伝 子 の mRN Aを 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ d

sRN A)を 用 い て 、 RN A干 渉 法 に よ り 、 エ ビ 類 の 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し

、 養 殖 エ ビ 類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 方 法 。

[２ ]　 養 殖 エ ビ 類 が ク ル マ エ ビ 科 に 属 す る エ ビ 類 で あ る 、 [１ ]の 方 法 。

[３ ]　 養 殖 エ ビ 類 が バ ナ メ イ エ ビ 又 は ク ル マ エ ビ の 成 エ ビ 又 は 亜 成 エ ビ で あ る 、 [２ ]の 方

法 。

[４ ]　 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)遺 伝 子 の mRN Aを 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)が 、 卵

黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 一 部 に 対 し て 同 一 な 塩 基 配 列 を 有 し 、 該 遺

伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る セ ン ス 鎖 と 該 セ ン ス 鎖 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 含 む

ア ン チ セ ン ス 鎖 が 相 補 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 RN A(dsRN A)で あ る 、 [１ ]～ [３ ]の い ず れ か の 方

法 。

[５ ]　 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン 遺 伝 子 が バ ナ メ イ エ ビ の 眼 柄 由 来 ぺ プ チ ド で あ る 、 SGP-A、 S

GP-B、 SGP-C、 SGP-F及 び SGP-Gか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数 種 の 遺 伝 子 で あ る

、 [１ ]～ [４ ]の い ず れ か の 方 法 。

[６ ]　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ２ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-A遺 伝 子 を 標 的 と す る

二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ０ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-B遺 伝 子

を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ３ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る

、 SGP-C遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ６ で 表 さ れ る 塩 基

配 列 か ら な る 、 SGP-F遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； 及 び セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３

９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-G遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)の １ 種 又 は 複 数 種 を 用 い る 、 [１ ]～ [５ ]の い ず れ か の

方 法 。

[７ ]　 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)遺 伝 子 の mRN Aを 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)で あ っ

て 、 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)遺 伝 子 の 塩 基 配 列 の 一 部 に 対 し て 同 一 な 塩 基 配 列 を 有 し

、 該 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る セ ン ス 鎖 と 該 セ ン ス 鎖 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列

を 含 む ア ン チ セ ン ス 鎖 が 相 補 的 に 結 合 し た 二 本 鎖 RN Aを 含 む 、 エ ビ 類 の 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル

モ ン 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 養 殖 エ ビ 類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 組 成 物 。

[８ ]　 養 殖 エ ビ 類 が ク ル マ エ ビ 科 に 属 す る エ ビ 類 で あ る 、 [７ ]の 組 成 物 。

[９ ]　 養 殖 エ ビ 類 が バ ナ メ イ エ ビ 又 は ク ル マ エ ビ の 成 エ ビ 又 は 亜 成 エ ビ で あ る 、 [８ ]の 組

成 物 。
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[１ ０ ]　 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン 遺 伝 子 が バ ナ メ イ エ ビ の 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド で あ る 、 SGP-A

、 SGP-B、 SGP-C、 SGP-F及 び SGP-Gか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 種 又 は 複 数 種 の 遺 伝 子 で あ

る 、 [７ ]～ [９ ]の い ず れ か の 組 成 物 。

[１ １ ]　 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ２ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-A遺 伝 子 を 標 的 と す

る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ０ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-B遺 伝

子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ３ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な

る 、 SGP-C遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ６ で 表 さ れ る 塩

基 配 列 か ら な る 、 SGP-F遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； 及 び セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号

３ ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-G遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)か ら な る

群 か ら 選 択 さ れ る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)の １ 種 又 は 複 数 種 を 含 む 、 [７ ]～ [１ ０ ]の い ず れ か

の 組 成 物 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 の 二 本 鎖 RN A（ dsRN A） を 用 い る こ と に よ り 、 RN A干 渉 の 原 理 で エ ビ 類 の 卵 成 熟 を

抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 卵

成 熟 抑 制 が 解 除 さ れ た エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 促 進 す る こ と に よ り 、 計 画 的 か つ 効 率 的 な 稚 エ ビ

の 生 産 が 可 能 に な る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 二 本 鎖 RN A（ dsRN A） を 使 用 す る こ と よ り 、 10日 で 全 個 体 に お い て 、 遺 伝 子 発 現

レ ベ ル を 皆 無 に す る こ と が で き 、 少 な く と も こ の 状 態 が 30日 間 保 た れ る 。 ま た 、 本 発 明 の

dsRN Aを 用 い た 場 合 の 遺 伝 子 発 現 ノ ッ ク ダ ウ ン 率 は 76.9～ 99.9％ で あ る 。 こ れ に 対 し て RN A

干 渉 法 を 用 い た 他 グ ル ー プ の 結 果 で は 、 例 え ば Feijo et al (2016), Mar Biotechnol. 18

: 117-123に お い て 、 遺 伝 子 発 現 の ノ ッ ク ダ ウ ン 率 は 投 与 後 64～ 73%の み で あ っ た 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ３ 】

【 図 １ 】 本 発 明 の 方 法 の 概 念 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 バ ナ メ イ エ ビ の VIH (SGP-G) cD N Aの 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る

。 推 測 さ れ た 切 断 部 位 は 矢 印 （ ▼ ） で 、 二 重 下 線 部 は dsRN A用 の プ ラ イ マ ー 部 位 を 示 す 。

塩 基 配 列 数 は 右 に 表 記 し て あ る 。

【 図 ３ 】 半 定 量 PCRに よ る 眼 柄 内 の VIH遺 伝 子 発 現 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 Initialは

注 射 無 し 区 を 、 TEは TE buffer注 射 区 を 、 GFPは GFP-dsRN A注 射 区 を 、 VIHは VIH-dsRN A注 射

区 を 示 す 。

【 図 ４ 】 定 量 PCRに よ る 成 エ ビ 眼 柄 内 の VIH遺 伝 子 発 現 量 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （ N

） は 分 析 し た 個 体 数 を 示 し 、 ＊ は Initialに 対 し て 有 意 差 あ り （ P<0.05） を 示 す 。

【 図 ５ 】 バ ナ メ イ エ ビ の SGP-C cD N Aの 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 推 測

さ れ た 切 断 部 位 は （ ↓ ） で 、 二 重 下 線 部 は dsRN A用 の プ ラ イ マ ー 部 位 を 示 す 。 塩 基 配 列 数

は 右 、 ア ミ ノ 配 列 数 は 左 に 表 記 し て あ る 。

【 図 ６ 】 バ ナ メ イ エ ビ の SGP-A cD N Aの 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 推 測

さ れ た 切 断 部 位 は （ ↓ ） で 、 二 重 下 線 部 は dsRN A用 プ ラ イ マ ー 部 位 を 示 し 、 太 文 字 は 合 成

さ れ る dsRN A部 位 を 示 す 。 塩 基 配 列 数 は 右 に 表 記 し て あ る 。

【 図 ７ 】 バ ナ メ イ エ ビ の SGP-B cD N Aの 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 推 測

さ れ た 切 断 部 位 は （ ↓ ） で 、 二 重 下 線 部 は dsRN A用 プ ラ イ マ ー 部 位 を 示 し 、 太 文 字 は 合 成

さ れ る dsRN A部 位 を 示 す 。 塩 基 配 列 数 は 右 に 表 記 し て あ る 。 報 告 さ れ て い る ペ プ チ ド 配 列

と cD N Aか ら の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 所 は 下 線 で 示 し て あ る 。

【 図 ８ 】 バ ナ メ イ エ ビ の SGP-F cD N Aの 塩 基 配 列 と 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 推 測

さ れ た 切 断 部 位 は （ ↓ ） で 、 二 重 下 線 部 は dsRN A用 プ ラ イ マ ー 部 位 を 示 し 、 太 文 字 は 合 成

さ れ る dsRN A部 位 を 示 す 。 塩 基 配 列 数 は 右 に 表 記 し て あ る 。 報 告 さ れ て い る ペ プ チ ド 配 列

と cD N Aか ら の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 異 な る 所 は 下 線 で 示 し て あ る 。

【 図 ９ 】 定 量 PCRに よ る 亜 成 エ ビ 眼 柄 内 の VIH遺 伝 子 発 現 量 の 測 定 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 （

N） は 分 析 し た 個 体 数 、 ＊ は Initialに 対 し て 有 意 差 あ り （ P<0.05） を 示 す 。
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【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ４ 】

　 以 下 、 本 発 明 を 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 願 発 明 は 、 RN A干 渉 法 に よ り 、 エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 卵

成 熟 抑 制 を 解 除 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 養 殖 エ ビ 類 で は 、 卵 成 熟 が 抑 制 さ れ て し ま い 、 従 来 は 眼 柄 切 除 に よ り 、 卵 成 熟 を 促 進 し

て い た 。 本 発 明 に お い て は 、 養 殖 エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と

に よ り 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 願 発 明 の 方 法 に よ り 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る エ ビ 類 は 、 ク ル マ エ ビ 科 に 属 す る エ ビ 類

で あ り 、 ク ル マ エ ビ （ Penaeus japonicus)、 バ ナ メ イ エ ビ （ Litopenaeus vannamei） 、 大

正 エ ビ （ Penaeus chinensis） 、 ク マ エ ビ （ Penaeus semisulcatus） 、 ウ シ エ ビ （ Penaeus

 monodon） 、 フ ト ミ ゾ エ ビ （ Melicertus latisulcatus） 等 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 中 で も 、

食 用 エ ビ と し て 大 量 に 生 産 さ れ て い る バ ナ メ イ エ ビ 又 は ク ル マ エ ビ が 好 ま し い 。 ま た 、 成

エ ビ を 対 象 と し て も 亜 成 エ ビ を 対 象 と し て も よ い 。 こ こ で 、 体 重 10g以 上 25g未 満 を 亜 成 エ

ビ 、 35g以 上 を 成 エ ビ と 称 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 願 発 明 の 方 法 に よ り 、 発 現 を 抑 制 す る エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 は 、 甲 殻 類 血

糖 上 昇 ホ ル モ ン （ CH H： crustacean hyperglycemic hormone)フ ァ ミ リ ー に 属 す る 遺 伝 子 で

あ る 。 CH Hフ ァ ミ リ ー に 属 す る 遺 伝 子 と し て は 、 甲 殻 類 血 糖 上 昇 ホ ル モ ン （ CH H: crustace

an hyperglycemic hormone)遺 伝 子 、 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH: vitellogenesis-inhib

iting hormone)遺 伝 子 、 脱 皮 抑 制 ホ ル モ ン （ MIH： molt-inhibiting hormone） 遺 伝 子 等 が

属 す る 。 な お 、 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH)を Gonad-inhibiting hormoneと も い う 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 で は 、 甲 殻 類 血 糖 上 昇 ホ ル モ ン （ CH H： crustacean hyperglycemic hormone)フ ァ

ミ リ ー に 属 す る 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH） 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 。 卵 黄 形 成 抑 制 ホ

ル モ ン （ VIH） 遺 伝 子 と し て 、 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド （ SGP： sinus gland peptide)遺 伝 子 が 挙

げ ら れ る 。 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド に は 、 SGP-A～ SGP-Gの ７ つ が 存 在 す る が 、 本 発 明 に お い て は

、 SGP-A、 A GP-B、 SGP-C、 SGP-F及 び SGP-Gの ５ つ の 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の １ 種 又 は 複

数 種 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 え る こ と に よ り 、 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン の 発 現 を 抑 制 し 、 卵 黄 タ

ン パ ク 質 を 作 り や す く し 卵 成 熟 さ せ る こ と に よ り 、 卵 成 熟 を 制 御 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 以 下 の よ う に 、 配 列 番 号 １ ～ １ ０ に 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び 遺 伝 子 が コ ー ド す る ペ プ チ ド

の ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。

配 列 番 号 １ 　 SGP-A　 塩 基 配 列

配 列 番 号 ２ 　 SGP-A　 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 ３ 　 SGP-B　 塩 基 配 列

配 列 番 号 ４ 　 SGP-B　 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 ５ 　 SGP-C　 塩 基 配 列

配 列 番 号 ６ 　 SGP-C　 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 ７ 　 SGP-F　 塩 基 配 列

配 列 番 号 ８ 　 SGP-F　 ア ミ ノ 酸 配 列

配 列 番 号 ９ 　 SGP-G　 塩 基 配 列

配 列 番 号 １ ０ 　 SGP-G　 ア ミ ノ 酸 配 列

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 SGP-Aの 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ６ に 、 SGP-Bの 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列

を 図 ７ に 、 SGP-Cの 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ５ に 、 SGP-Fの 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配

列 を 図 ８ に 、 SGP-Gの 塩 基 配 列 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ２ に 示 す 。
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【 ０ ０ ２ ２ 】

　 上 記 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に は 、 そ れ ぞ れ の 遺 伝 子 の mRN Aを 標 的 と す る 二 本 鎖

か ら な る dsRN A(double stranded RN A； 二 本 鎖 RN A)を 用 い れ ば よ い 。 dsRN Aは 、 RN A干 渉 に

よ り 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 （ サ イ レ ン シ ン グ ） す る 。 該 dsRN Aの 一 方 の 鎖 は 各 遺 伝 子 の

塩 基 配 列 の 一 部 に 対 し て 同 一 な 塩 基 配 列 を 有 し 、 該 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 得 る セ ン ス

鎖 で あ り 、 他 方 の 鎖 は 該 セ ン ス 鎖 の 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 含 む ア ン チ セ ン ス 鎖 で

あ り 、 該 セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 は 相 補 的 に 結 合 し 、 dsRN Aを 形 成 す る 。 た だ し 、 セ ン

ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 は 完 全 に 相 補 的 で あ る 必 要 は 必 ず し も な く 、 相 補 的 に 結 合 す る 限 り

、 １ 又 は 複 数 、 す な わ ち 、 １ ～ １ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ５ 個 、 さ ら に 好 ま し く は 、 １ ～ ３

個 、 特 に 好 ま し く は ２ 個 若 し く は １ 個 の ミ ス マ ッ チ が あ っ て も よ い 。 上 記 の 眼 柄 由 来 ペ プ

チ ド 遺 伝 子 中 の 標 的 配 列 は 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ っ て も 、 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 で あ っ て

も よ い 。 ま た 、 コ ー デ ィ ン グ 領 域 と 非 コ ー デ ィ ン グ 領 域 の 両 方 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 dsRN Aは 、 shRN A(small hairpin RN A)及 び siRN A（ small interfering

RN A)を 含 む 。 shRN Aは ２ 本 鎖 部 分 を 含 み セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 が ル ー プ 配 列 を 介 し て

連 結 し て い る ス テ ム ル ー プ 構 造 を 有 す る 。 shRN Aに お い て 、 セ ン ス 鎖 の 3＇ 末 端 と ア ン チ セ

ン ス 鎖 の 5＇ 末 端 が ル ー プ （ ヘ ア ピ ン ル ー プ 配 列 ） を 介 し て 連 結 さ れ て い る 。 ヘ ア ピ ン ル

ー プ 配 列 は 限 定 さ れ な い が 、 ５ ～ 12塩 基 か ら な る U Uで 始 ま る 配 列 、 例 え ば U UCA A G A G Aが 挙

げ ら れ る 。 dsRN A及 び shRN Aは 、 生 体 内 で ダ イ サ ー に よ り プ ロ セ シ ン グ さ れ て siRN Aを 生 成

す る 。 ま た 、 dsRN Aは miRN Aを 形 成 し 得 る 。 本 発 明 の dsRN Aが 、 30塩 基 以 上 の 長 さ で 提 供 さ

れ る 場 合 、 ダ イ サ ー （ Dicer） と 呼 ば れ る RNaseIII様 酵 素 の 作 用 に よ っ て プ ロ セ ッ シ ン グ

さ れ 、 ３ ＇ 末 端 に 2塩 基 の オ ー バ ー ハ ン グ を 有 す る 21～ 27塩 基 の siRN A（ small interferin

g RN A） 分 子 を 生 じ 得 る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 dsRN Aの 塩 基 数 は 、 限 定 さ れ な い が 、 50～ 800塩 基 、 好 ま し く は 100～ 500塩 基 、 さ ら に 好

ま し く は 100～ 300塩 基 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 dsRN Aの 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺

伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 得 る セ ン ス 鎖 と し て 、 配 列 番 号 １ で 表 さ れ る SGP-A遺 伝 子 の 塩 基 配 列

、 配 列 番 号 ３ で 表 さ れ る SGP-B遺 伝 子 の 塩 基 配 列 、 配 列 番 号 ５ で 表 さ れ る SGP-C遺 伝 子 の 塩

基 配 列 、 配 列 番 号 ７ で 表 さ れ る SGP-F遺 伝 子 の 塩 基 配 列 及 び 配 列 番 号 ９ で 表 さ れ る SGP-G遺

伝 子 の 塩 基 配 列 の 部 分 配 列 で あ っ て 、 遺 伝 子 配 列 中 の チ ミ ン が ウ ラ シ ル に 置 換 さ れ た 塩 基

配 列 を 有 す る RN A配 列 を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ２ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-A遺

伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ０ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら

な る 、 SGP-B遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ３ で 表 さ れ る

塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-C遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； セ ン ス 鎖 が 配 列 番 号 ３

６ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-F遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)； 及 び セ ン

ス 鎖 が 配 列 番 号 ３ ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-G遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（

dsRN A)か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)の １ 種 又 は 複 数 種 を 用 い る こ と が で

き る 。 こ れ ら の セ ン ス 鎖 に 、 相 補 的 な 配 列 か ら な る ア ン チ セ ン ス 鎖 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て

dsRN Aが 形 成 さ れ る 。 上 記 セ ン ス 鎖 は 、 dsRN A用 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 作 製 す る こ と が で き

る 。 配 列 番 号 ２ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-A遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ ds

RN A)用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 配 列 番 号 ２ ７ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー が 挙 げ

ら れ 、 配 列 番 号 ３ ０ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-B遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（

dsRN A)用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 配 列 番 号 ２ ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー が 挙

げ ら れ 、 配 列 番 号 ３ ３ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-C遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A

（ dsRN A)用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 配 列 番 号 ３ １ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 及

び 配 列 番 号 ３ ２ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー が 挙 げ ら れ 、 配 列 番 号 ３ ６ で 表 さ
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れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-F遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A)用 の プ ラ イ マ ー と し

て 、 配 列 番 号 ３ ４ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 及 び 配 列 番 号 ３ ５ で 表 さ れ る 塩

基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー が 挙 げ ら れ 、 配 列 番 号 ３ ９ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る 、 SGP-

G遺 伝 子 を 標 的 と す る 二 本 鎖 RN A（ dsRN A) 用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 配 列 番 号 ３ ７ で 表 さ れ

る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー 及 び 配 列 番 号 ３ ８ で 表 さ れ る 塩 基 配 列 か ら な る プ ラ イ マ ー

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 の dsRN Aを 構 成 す る セ ン ス 鎖 は 、 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 と 同 一 で あ

る こ と が 望 ま し い が 、 実 質 的 に 同 一 な 配 列 で あ っ て も よ い 。 す な わ ち 、 dsRN Aの セ ン ス 鎖

と 実 際 に 標 的 と な る 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド の mRN A配 列 が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 限 り １ 又 は 複 数 個

の 塩 基 、 す な わ ち 、 １ ～ １ ０ 個 、 好 ま し く は １ ～ ５ 個 、 さ ら に 好 ま し く は 、 １ ～ ３ 個 、 あ

る い は 、 ２ 個 若 し く は １ 個 の 塩 基 が 欠 失 、 置 換 又 は 付 加 し て ミ ス マ ッ チ が 生 じ て い て も よ

い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 エ ビ 類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る た め に 、 上 記 の 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 少 な く と も １

種 、 好 ま し く は ２ 種 、 ３ 種 、 ４ 種 又 は ５ 種 の 複 数 の 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る 。 複 数 種 の 遺

伝 子 の 発 現 を 抑 制 し た 場 合 、 よ り 効 率 的 に 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る こ と が で き る 。 複 数 種 の

遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め に は 、 各 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 得 る 複 数 の dsRN Aを 用 い れ ば

よ い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 dsRN A分 子 を 構 成 す る セ ン ス 鎖 又 は ア ン チ セ ン ス 鎖 は 、 3＇ 末 端 に オ ー バ ー ハ ン グ を 有 し

て い て も よ い 。 オ ー バ ー ハ ン グ の 塩 基 の 種 類 、 数 は 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 １ ～ ５ 塩 基 、

好 ま し く は １ ～ ３ 塩 基 、 さ ら に 好 ま し く は １ 若 し く は ２ 塩 基 か ら な る 配 列 が 挙 げ ら れ る 。

具 体 的 に は 、 例 え ば 、 TTT、 U Uや TTが 挙 げ ら れ る 。 こ こ で 、 オ ー バ ー ハ ン グ と は 、 dsRN A分

子 の 一 方 の 鎖 の 末 端 に 付 加 さ れ た 塩 基 で あ っ て 、 も う 一 方 の 鎖 の 対 応 す る 位 置 に 相 補 的 に

結 合 し 得 る 塩 基 が 存 在 し な い 塩 基 を い う 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 発 明 の dsRN Aは 、 化 学 合 成 や 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び RN Aポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い た 転 写 系 に よ

り in vitroで 合 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 化 学 合 成 に よ り 合 成 す る 場 合 、 互 い に 相 補

的 な 配 列 を 逆 方 向 配 列 と し て 有 し て お り 自 己 相 補 性 を 有 す る RN A一 本 鎖 を 合 成 し 、 自 己 相

補 性 部 分 で 結 合 さ せ れ ば よ い 。 合 成 さ れ た セ ン ス 鎖 及 び ア ン チ セ ン ス 鎖 の ア ニ ー リ ン グ は

、 当 業 者 に 公 知 で あ る 一 般 的 な 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 ま た 、 プ ロ モ ー タ ー 及 び RN Aポ リ メ ラ ー ゼ を 用 い て 合 成 す る 場 合 、 １ つ の プ ロ モ ー タ ー

の 下 流 に セ ン ス 鎖 と ア ン チ セ ン ス 鎖 を ル ー プ で 連 結 し た 構 造 を 有 す る 鋳 型 D N Aを 合 成 し RN A

ポ リ メ ラ ー ゼ に よ り RN Aを 転 写 す れ ば よ い 。 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 in vitroで 製 造 す る

場 合 、 T7プ ロ モ ー タ ー 、 T3プ ロ モ ー タ ー 等 が 用 い ら れ る 。 ま た 、 ベ ク タ ー に 本 発 明 の dsRN

Aの 鋳 型 D N Aを 導 入 し 、 該 ベ ク タ ー を エ ビ 類 の 生 体 内 に 投 与 し て 生 体 内 で dsRN Aを 合 成 す る

場 合 、 H1プ ロ モ ー タ ー 、 U6プ ロ モ ー タ ー 等 の PolIII系 プ ロ モ ー タ ー 等 が 用 い ら れ る 。 ベ ク

タ ー を 用 い る 場 合 、 ベ ク タ ー と し て は 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 用 い

る こ と が で き る 。 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー と し て は 、 pSUPERベ ク タ ー 、 pBAsiベ ク タ ー 等 を 用

い る こ と が で き 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス

ベ ク タ ー 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 dsRN A分 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー を も 包 含 す る 。

　 本 発 明 の dsRN Aは 、 配 列 特 異 的 に 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の mRN Aを 切 断 し 、 そ の 結 果 、

眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る RN A干 渉 （ RN Ai） を 引 き 起 こ し 、 眼 柄 由 来 ペ プ

チ ド 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 得 る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 発 明 の dsRN Aを 用 い て エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し 、 卵 成 熟 を 解
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除 す る た め に は 、 本 発 明 の dsRN Aを エ ビ 類 の 生 体 内 に 投 与 す れ ば よ い 。 投 与 は 、 経 口 ル ー

ト 、 並 び に 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 皮 下 及 び 腹 腔 内 の 注 射 又 は 非 経 腸 的 ル ー ト で 行 う こ と が で き

る 。 例 え ば 、 dsRN Aを 注 射 に よ り 腹 内 に 投 与 す れ ば よ い 。 こ の 際 、 30G～ 33G程 度 の 細 い 針

を 有 す る イ ン ス リ ン 注 射 用 注 射 針 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 本 発 明 の dsRN Aを 餌 に

混 合 し 、 摂 食 さ せ る こ と に よ り 投 与 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の dsRN Aは 、 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ 得 る 担 体 、 希 釈 剤 若 し く は 賦 形 剤 と 配 合 し て 使

用 さ れ る 。 担 体 と し て は 、 生 理 的 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

グ ル コ ー ス 液 及 び 緩 衝 生 理 食 塩 水 が 挙 げ ら れ る 。 担 体 と 配 合 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の dsRN A

の 含 有 量 は 、 製 剤 に よ り 適 宜 選 択 さ れ れ ば よ く 、 製 剤 に よ り 種 々 異 な る が 、 0.001～ １ 重

量 ％ で あ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の dsRN Aの エ ビ 類 へ の 投 与 量 は 、 0.0001～ １ mgを １ 日

１ 回 ～ 数 回 に 分 け て 投 与 す れ ば よ い 。 ま た 、 １ 投 与 単 位 あ た り 、 dsRN A分 子 量 で 1nM～ 100

μ M、 好 ま し く は 10nM～ 50μ M、 よ り 好 ま し く は 100nM～ 20μ M投 与 す る の が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 RN A干 渉 に よ り 標 的 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 （ サ イ レ ン シ ン グ ） す る と は

、 遺 伝 子 の 発 現 を そ の 遺 伝 子 の mRN A又 は タ ン パ ク 質 の 発 現 量 を 指 標 に 判 定 し た 場 合 に 、 本

発 明 の siRN Aを 導 入 し な い 場 合 に 対 し て 、 100％ 抑 制 さ れ る 場 合 の み な ら ず 、 75％ 以 上 、 50

％ 以 上 あ る い は 20％ 以 上 抑 制 さ れ る 場 合 も 含 ま れ る 。 発 現 抑 制 の 程 度 は 、 遺 伝 子 の mRN A又

は タ ン パ ク 質 の 産 生 量 を siRN A導 入 前 後 で 比 較 す れ ば よ い 。 mRN Aの 場 合 は 、 ノ ー ザ ン ハ イ

ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 RT-PCR、 in situ hybridization等 に よ り 測 定 す る こ と が で き 、 タ

ン パ ク 質 の 場 合 は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 、 ELISA等 の 公 知 の 方 法 に よ り 測 定 す る こ

と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の dsRN Aを 用 い て エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り

、 エ ビ 類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の dsRN Aを

エ ビ 類 に 投 与 し て 、 エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 エ ビ

類 の 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 す る 方 法 を 包 含 す る 。 該 方 法 は 、 本 発 明 の dsRN Aを エ ビ 類 に 投 与 し

て 、 エ ビ 類 の 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る こ と に よ り 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 し

た エ ビ 類 を 製 造 す る 方 法 で も あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 エ ビ 類 に 本 発 明 の dsRN Aを 投 与 し た 場 合 、 数 日 か ら 十 数 日 程 度 で 、 卵 成 熟 を 抑 制 す る 遺

伝 子 の 発 現 を 完 全 に 抑 制 す る こ と が で き る 。 ま た 、 遺 伝 子 発 現 が 抑 制 さ れ た 状 態 は 10～ 50

日 、 好 ま し く は 少 な く と も 30日 保 た れ る 。 ま た 、 本 発 明 の dsRN Aを 用 い た 場 合 の 、 遺 伝 子

発 現 の 抑 制 率 は 、 76.6～ 99.9％ で あ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 こ の よ う に 、 卵 成 熟 抑 制 を 解 除 し た エ ビ 類 に 対 し て 、 卵 成 熟 を 促 進 す る こ と に よ り 、 人

為 的 に 成 熟 さ せ た エ ビ 類 を 製 造 す る こ と が で き る 。 該 エ ビ 類 か ら 、 計 画 的 か つ 効 率 的 に 稚

エ ビ を 生 産 す る こ と が で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て

限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

実 施 例 １ 　 バ ナ メ イ 雌 成 エ ビ に お け る 卵 黄 形 成 抑 制 ホ ル モ ン （ VIH； SGP-G） の 遺 伝 子 発 現

の 抑 制

1.　 VIH(vitellogenesis-inhibiting hormone)遺 伝 子 の 二 本 鎖 RN A(ds-RN A)の 作 製

　 VIH遺 伝 子 は Tsutsui et al.（ 2013） Fish. Sci. , 79: 357-365で 報 告 さ れ て い る 配 列 （

SGP-G遺 伝 子 配 列 ） を 基 に 、 VIH遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し て プ ラ ス ミ ド を 作 製 し た 。 作 製 し

た プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に T7プ ロ モ ー タ ー と 結 合 し た 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー （ T7-VIH-L、

T7-VIH-R、 表 １ を 参 照 ） を 用 い mature VIH部 位 を 増 幅 し 、 そ れ を 鋳 型 に M EG Ascript RN Ai
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Kitを 用 い て VIH-dsRN Aを 作 製 し た （ 図 ２ ） 。 表 １ に 示 す 配 列 中 、 TA ATACG ACTCACTATA G G G(

配 列 番 号 ２ ０ ） で 表 さ れ る 部 分 は t7プ ロ モ ー タ ー の 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

2.　 VIH-dsRN Aの 投 与

　 バ ナ メ イ 雌 成 エ ビ （ 体 重 39g～ 70g） の 脱 皮 間 期 （ ス テ ー ジ C0-C1） の 個 体 を 選 び 実 験 に

用 い た 。 作 製 し た VIH-dsRN Aは TE buffer(10m M Tris-HCl pH 7, 1m M EDTA)に 溶 解 し て （ 1

μ g/μ L） 、 体 重 （ g） あ た り 3μ gを 注 射 し た （ VIH-dsRN A区 ） 。 ま た 、 bufferの 影 響 を 調

べ る た め 、 TE bufferを 同 量 の 体 重 （ g） あ た り 3μ Lを 注 射 し た （ TE buffer区 ） 。 ネ ガ テ

ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 エ ビ の 生 体 に 存 在 し な い 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 遺 伝 子 に

対 す る dsRN A（ 1μ g/μ L） を 作 製 し 、 体 重 （ g） あ た り 3μ gを 注 射 し た （ GFP-dsRN A区 ） 。

各 実 験 区 は 注 射 後 10日 、 20日 に サ ン プ リ ン グ を 行 い 、 眼 柄 で の VIH発 現 を 調 べ た 。 ま た 、

本 来 の 生 体 内 で の VIH発 現 量 を 基 準 と す る た め 、 何 も 注 射 し て い な い 雌 成 エ ビ （ Initial区

） も サ ン プ リ ン グ し て 眼 柄 で の VIH遺 伝 子 の 発 現 を 調 べ た 。 な お 、 各 実 験 区 で サ ン プ リ ン

グ さ れ た 個 体 は 、 実 験 区 ・ サ ン プ リ ン グ 日 ・ 番 号 順 に ラ ベ ル し た 。 つ ま り 、 TE bufferを

注 射 し （ TE buffer区 ） 10日 後 に サ ン プ リ ン グ し た 個 体 は TE10-1～ TE10-5に 、 注 射 20日 後

に サ ン プ リ ン グ し た 個 体 は TE20-1～ TE20-5に 略 称 し た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

3.　 遺 伝 子 発 現 量 の 分 析 （ 全 RN A抽 出 、 半 定 量 PCR法 、 定 量 PCR法 ）

　 サ ン プ リ ン グ し た 眼 柄 か ら RNeasy mini kit（ Qiagen） と Clean-up kit（ Qiagen） を 用

い て 全 RN A（ total RN A） を 精 製 し た 。 精 製 し た 一 部 の total RN Aサ ン プ ル で は （ TE10-3、 T

E10-4、 VIH10-2） 、 色 相 が 残 り 色 が つ い て い た 。 精 製 し た total RN Aは High capacity RN A

 to cD N A kit（ Applied Biosystems） で 逆 転 写 す る こ と で cD N Aを 合 成 し 、 こ れ を 4倍 希 釈

し た も の を 鋳 型 と し て 、 半 定 量 PCR法 及 び 定 量 PCR法 に よ り VIH遺 伝 子 の 発 現 量 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 半 定 量 PCR法 で は 、 目 的 遺 伝 子 の 発 現 量 を 調 べ る た め 、 VIH遺 伝 子 に 対 す る 特 異 的 な プ ラ

イ マ ー （ Liv-SGP-G-F： CG G A GTGCA G G A GCA ACTG（ 配 列 番 号 ２ １ ） 、 Liv-R3： CCTCTCTGTGTCTT

CTG GCCGTTG G（ 配 列 番 号 ２ ２ ） ） と TaqMan Fast Universal PCR Master Mix（ 2x NoA mpEra

se U N G、 Applied Biosystems） を 用 い て PCR（ 94℃ 2分 間 変 性 後 、 94℃ 30秒 、 62℃ 30秒 、 72

℃ 30秒 で 30サ イ ク ル ） を 行 い 、 発 現 量 を 分 析 し た 。 ま た 、 内 部 標 準 遺 伝 子 と し て beta-act

in遺 伝 子 （ ACTB） を 増 幅 す る プ ラ イ マ ー （ Liv-act-Fw1： CG ACCTCACA G ACTACCTG ATG A A G AT（

配 列 番 号 ２ ３ ） 、 Liv-act-Rv2： GTG GTCATCTCCTGCTCG A A G（ 配 列 番 号 ２ ４ ） ） を 用 い て 同 様

に PCRを 行 い 、 相 対 的 に 比 較 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 定 量 PCR法 で は 、 上 記 の 遺 伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー と キ ッ ト に プ ロ ー ブ （ VIHに は Liv-SG

P-G-Prb： TCTACA ACCCCGTGTTCGTCCA GTGC（ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 、 ACTBに は Liv-act-Prb： CG AC

CACCGCCG A GCG A G A A ATCGTTCGT（ 配 列 番 号 ２ ６ ） ） を 加 え 、 以 下 の 条 件 で リ ア ル タ イ ム PCR（

7500Fast Real-Time PCR system、 Applied Biosystems） を 行 っ た ： 95℃ 2分 の 変 性 後 、 95

℃ 10秒 、 62℃ 30秒 で 40サ イ ク ル 。 VIH遺 伝 子 の 発 現 量 は 内 部 標 準 遺 伝 子 （ ACTB） に 対 す る

目 的 遺 伝 子 （ VIH; SGP-G） の 発 現 量 を 計 算 し た 相 対 定 量 で 示 し た 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

4.　 結 果

　 眼 柄 か ら 精 製 し た total RN Aサ ン プ ル の う ち 、 TE10-3、 TE10-4、 VIH10-2の RN Aサ ン プ ル

で は 色 相 が 残 り 色 が つ い て い た 。 半 定 量 PCR後 、 D N A電 気 泳 動 で 確 認 し た 結 果 、 TE10-3、 TE

10-4で は 内 部 標 準 遺 伝 子 が 増 幅 さ れ て い な か っ た の で （ 図 ３ ） 、 遺 伝 子 発 現 量 の 分 析 か ら

外 し た 。 VIH10-2サ ン プ ル で は 内 部 標 準 遺 伝 子 が 増 え て い た が 、 残 っ て い た 色 相 が VIHの 増

幅 を 妨 害 す る 恐 れ が あ る た め 、 同 様 に 発 現 量 の 分 析 か ら 外 し た 。 30サ イ ク ル の 半 定 量 PCR

で は 、 Initial-2、 GFP10-2、 5、 TE20-1、 GFP20-5の 個 体 で は VIHの 発 現 が 見 ら れ な か っ た

が 、 Initial区 、 TE buffer区 、 GFP-dsRN A区 の 全 般 的 に VIHの 発 現 が 確 認 さ れ た 。 一 方 、 VI

H-dsRN Aを 注 射 し た 実 験 区 で は 10日 及 び 20日 の す べ て の 個 体 で VIHの 発 現 が 見 ら れ な か っ た

。
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【 ０ ０ ４ ６ 】

　 ま た 、 図 ４ で 示 し た よ う に 、 定 量 PCRの 結 果 で は 、 Initial区 に 対 し 、 TE buffer区 と GFP

-dsRN A区 で は 10日 、 20日 と も に VIH発 現 量 の 有 意 的 な 変 動 が 見 ら れ な か っ た が 、 VIH-dsRN A

区 で は 10日 、 20日 と も に VIH発 現 量 が 有 意 に 減 少 し た 。 以 上 の よ う に 、 成 エ ビ に お い て 、 V

IH-dsRN Aの 投 与 に よ り VIH遺 伝 子 発 現 を 抑 制 す る こ と が で き る と 立 証 さ れ た 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ８ 】

実 施 例 ２ 　 バ ナ メ イ 雌 亜 成 エ ビ に お け る VIH遺 伝 子 の 発 現 制 御

1.　 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド の ク ロ ー ニ ン グ

　 バ ナ メ イ エ ビ に お い て は 7つ の 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド （ sinus gland peptides： SGP- A～ G）

が 同 定 さ れ て お り 、 そ の う ち 6つ の 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド （ A、 B、 C、 E、 F、 G） が 卵 黄 タ ン パ

ク 質 の 発 現 を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Tsutsui et al. , 2007, Mar. Biotechnol.

, 9:360-369） 。 そ の う ち SGP-Gが 最 も 多 く 存 在 し て い る こ と か ら 、 SGP-Gは 主 な VIHと し て

研 究 の さ ら な る 対 象 と な っ て い た 。 し か し な が ら 、 SGP-Cの 塩 基 配 列 は 構 造 的 に 甲 殻 類 血

糖 上 昇 ホ ル モ ン （ crustacean hyperglycemic hormore: CH H） に 類 似 し て お り 、 ま た CH Hと

同 様 な 作 用 を 有 す る こ と 突 き 止 め た の で 、 両 方 の ホ ル モ ン の 性 質 を 有 す る と 判 断 さ れ た （

Lago-Leston et al. , 2007, Aquaculture, 270: 343-357; Liu et al. , 2014, Peptides,

 53: 115-124） 。 本 発 明 で は 、 SGP-G（ VIH） の み な ら ず 、 上 記 の SGP-C及 び そ の 他 の 類 似

し た SGP遺 伝 子 に 対 す る dsRN Aを エ ビ の 生 体 内 に 注 入 す る こ と で VIHの 発 現 量 を 抑 制 す る こ

と が で き る 。 そ の た め 、 眼 柄 の cD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら SGP-Cの 全 cD N A配 列 を 得 て 、 SGP-A、

SGP-B、 SGP-Fの cD N Aを 新 た に ク ロ ー ニ ン グ し た 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

2.　 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド の dsRN A作 成

　 成 エ ビ と 同 様 に VIH遺 伝 子 の プ ラ ス ミ ド を 基 に 、 mature VIH部 位 の 遺 伝 子 断 片 を PCRに よ

り 増 幅 し 、 そ れ を 鋳 型 に M EG Ascript RN Ai Kitを 用 い て VIH-dsRN Aを 、 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ

ー ル と し て GFP-dsRN Aを 作 成 し た 。 ま た 、 VIH-dsRN Aと 同 様 に 、 SGP-A、 SGP-B、 SGP-C、 SGP

-F遺 伝 子 の mature部 位 を 標 的 と し た dsRN Aを 合 成 す る た め 、 T7プ ロ モ ー タ ー と 結 合 し た 遺

伝 子 特 異 的 な プ ラ イ マ ー と T7プ ロ モ ー タ ー プ ラ イ マ ー （ 表 １ を 参 照 ） を 用 い て 、 ク ロ ー ニ

ン グ し た 各 プ ラ ス ミ ド を 鋳 型 に PCRに よ り 遺 伝 子 断 片 を 増 幅 し 、 そ れ を 鋳 型 に VIH-dsRN Aと

同 じ 方 法 で 各 遺 伝 子 の dsRN Aを 合 成 し た 。 得 ら れ た GFP-dsRN A 、 VIH-dsRN A、 SGP-C-dsRN A

は 3μ g/4μ L濃 度 で TE bufferに 溶 解 し て 使 用 し た 。 SGP-A-dsRN A、 SGP-B-dsRN A、 SGP-F-ds

RN Aの 3つ は 、 各 dsRN Aが 1μ g/4μ L濃 度 に な る よ う に 混 ぜ て 総 dsRN A濃 度 が 3μ g/4μ Lに な る

よ う TE bufferで 溶 解 し て 使 用 し た 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

3.　 dsRN Aの 投 与

　 無 作 為 に 選 ん だ 雌 亜 成 エ ビ （ 体 重 15g～ 25g） 個 体 に 、 VIH-dsRN Aは 体 重 （ g） あ た り 3μ g

の 濃 度 で 1回 の み 注 射 （ VIH-1区 ） と 、 7日 間 隔 で 3回 注 射 し た （ VIH-2区 ） 。 SGP-C-dsRN Aは

体 重 （ g） あ た り 3μ gの 濃 度 で 1回 の み 注 射 し た （ SGP-C区 ） 。 SGP-A-dsRN A、 SGP-B-dsRN A

、 SGP-F-dsRN Aは 同 濃 度 に 混 ぜ て 、 体 重 （ g） あ た り 3μ gの 濃 度 で 1回 の み 注 射 し た （ Mix区
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） 。 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 、 GFP-dsRN Aを 体 重 （ g） あ た り 3μ gの 濃 度 で 1回 の み

注 射 し た （ GFP区 ） 。 サ ン プ リ ン グ は 最 初 注 射 後 、 10日 、 20日 、 30日 で 行 い 、 眼 柄 で の VIH

発 現 量 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ５ １ 】

4． 遺 伝 子 発 現 量 の 分 析 （ 全 RN A抽 出 、 半 定 量 PCR法 、 定 量 PCR法 ）

　 実 施 例 １ の 3と 同 様 の 方 法 で 遺 伝 子 発 現 量 の 分 析 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

5.　 結 果

　 眼 柄 の cD N Aラ イ ブ ラ リ ー か ら ク ロ ー ニ ン グ し た SGP-C遺 伝 子 は 、 115残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列

を コ ー ド し て お り 、 そ の 一 次 構 造 は 、 Signal peptide（ 24残 基 ） 、 CPRP（ CH H precursor-

related peptide； 16残 基 ） 、 mature SGP-C（ 75残 基 ） で 構 成 さ れ て い た （ 図 ５ ） 。 ま た

、 SGP-A、 SGP-B、 SGP-Fの 遺 伝 子 と 思 わ れ る cD N Aも ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き た 。 そ れ

ぞ れ の cD N Aを 以 前 眼 柄 か ら 抽 出 さ れ た ペ プ チ ド 配 列 と 比 較 し た こ と ろ 、 SGP-Aで は mature

部 位 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 致 し た が （ 図 ６ ） 、 SGP-B（ 図 ７ ） と SGP-F（ 図 ８ ） で は ア ミ

ノ 酸 の 2残 基 が 異 な っ て い た 。 こ れ ら の cD N Aは そ れ ぞ れ の dsRN Aの 合 成 で 鋳 型 と し て 使 用 し

た 。 図 ２ 及 び ５ ～ ８ に は 、 dsRN Aの 作 製 に 用 い た dsRN A用 の プ ラ イ マ ー の 配 列 を 二 重 下 線 部

に 示 す 。 該 プ ラ イ マ ー を 用 い て 各 眼 柄 由 来 ペ プ チ ド 遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 す る た め の dsRN A

を 作 製 し た 。 図 ２ の SGP-G用 の dsRN A配 列 を 配 列 番 号 ３ ９ に 示 し 、 SGP-G用 の dsRN Aを 作 製 す

る た め の dsRN A用 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 配 列 番 号 ３ ７ 及 び ３ ８ に 示 す 。 図 ５ の SGP-C用 の dsRN

A配 列 を 配 列 番 号 ３ ３ に 示 し 、 SGP-C用 の dsRN Aを 作 製 す る た め の dsRN A用 プ ラ イ マ ー の 配 列

を 配 列 番 号 ３ １ 及 び ３ ２ に 示 す 。 図 ６ の SGP-A用 の dsRN A配 列 を 配 列 番 号 ２ ８ に 示 し 、 SGP-

A用 の dsRN Aを 作 製 す る た め の dsRN A用 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 配 列 番 号 ２ ７ に 示 す 。 図 ７ の SGP

-B用 の dsRN A配 列 を 配 列 番 号 ３ ０ に 示 し 、 SGP-B用 の dsRN Aを 作 製 す る た め の dsRN A用 プ ラ イ

マ ー の 配 列 を 配 列 番 号 ２ ９ に 示 す 。 図 ８ の SGP-F用 の dsRN A配 列 を 配 列 番 号 ３ ６ に 示 し 、 SG

P-F用 の dsRN Aを 作 製 す る た め の dsRN A用 プ ラ イ マ ー の 配 列 を 配 列 番 号 ３ ４ 及 び ３ ５ に 示 す

。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 dsRN Aの 注 射 に よ る 眼 柄 で の VIH遺 伝 子 発 現 を 定 量 PCR法 で 分 析 し た 結 果 、 Initial区 （ 注

射 無 し ） に 対 し 、 GFP-dsRN Aを 注 射 し た GFP区 で は 10日 、 20日 、 30日 と も に VIH発 現 量 に 有

意 な 減 少 は 見 ら れ な か っ た が 、 VIH-dsRN Aを 注 射 し た VIH-1区 （ 1回 ） と VIH-2区 （ 3回 ） で

は 、 注 射 後 10日 、 20日 、 30日 に VIHの 発 現 量 が 有 意 に 減 少 し た （ 図 ９ ） 。 類 似 し た SGP-C遺

伝 子 の dsRN Aを 注 射 し た SGP-C区 で は 、 注 射 後 10日 で は VIH発 現 量 が 有 意 に 減 少 し た が 、 20

日 、 30日 に は Initial区 の VIH発 現 量 に 対 し 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。 ま た 、 SGP-A、 SGP

-B、 SGP-F遺 伝 子 の dsRN Aを 混 ぜ て 注 射 し た Mix区 で は 、 注 射 後 10日 、 30日 で は VIH発 現 量 が

有 意 に 減 少 し た が 、 20日 で は Initial区 の VIH発 現 量 に 対 し 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 以 上 、 亜 成 体 エ ビ に お い て も VIH（ SGP-G） に 対 す る dsRN Aを 使 用 す る こ と で VIH遺 伝 子

の 発 現 量 を 大 幅 に 抑 制 す る こ と が で き る 。 ま た 、 VIHに 類 似 し た そ の 他 の 遺 伝 子 を 用 い て

も 同 様 な 効 果 を 得 る こ と が で き る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 発 明 の dsRN Aを 用 い て エ ビ 類 を 計 画 的 か つ 効 率 的 に 生 産 す る こ と が で き る 。

【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】

【 ０ ０ ５ ６ 】

配 列 番 号 １ １ ～ １ ９ 、 ２ １ ～ ２ ７ 、 ２ ９ 、 ３ １ 、 ３ ２ 、 ３ ４ 、 ３ ５ 、 ３ ７ 、 ３ ８ 　 プ ラ イ
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