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海洋細菌AZとerorn〇nas sp．の産生する

抗ウイスル物質に関する研究

学位論文内容の要旨

  魚類の増養殖事業現場において、健康種苗の確保およ

び管理、感染症の防除は不可欠な課題であるにも関わら

ず、毎年種々の疾病が発生し、深刻な打撃を受けている。

特にウイルス感染症は、その伝播が細菌その他による感

染症に比べて極めて迎く、しかも有効な治療薬もないこ

とから、一度ウイルス病が発生すると、多大な被害を被

る場合が多い。従って、ウイルス病の効果的な防疫法が

強く望まれている。そこで本研究は、水圏由来細菌が産

生する抗ウイルス物質を魚類ウイルス性疾病の予防・治

療対策に有効利用することを考え、そのための基礎的知

見を得ることを目的とした。

  まず第1章では、Kameiら(1987c，1988b)が分離し、サケ

・マス類の代表的な病原ウイルスである伝染性造血器壊

死症ウイルス（ IIINV)に対し、抗ウイルス活性を示す水圏

由来細菌125菌株のうち、強い抗IH NV活性を有する63菌株

を供試して、それぞれの産生する抗1｜I NV物質の作用特性

に基づく型別を行った。得られた結果は、水圏由来細菌

の産生する抗ウイルス物質に関するこれまでの報告の多



くがウイルスレセプターのプロックやウイルス粒子の酵

素的分解などウイルスに対する直接作用であるとしてい

ることを支持するとともに、ウイルスの増殖段階を阻害

する物質や作用の異なる複数の物質を産生する細菌も存

在することが新たな知見として得られた。またこのよう

な物質を産生する細菌1ま分類上Pseudo ;vonas属やレibrio

属の細菌とする報告があるが、海水環境由来菌株では両

属細菌の他Hora.Yel la属も多数存在すること、さらに上記

63菌株より代表4菌株を選び、それぞれが産生する抗IHNV

物質の諸性状の検討結果、水圏由来の細菌が産生する抗

ウイルス物質は多様であることが明らかとなった。

  第2章では第1章の結果から高分子で易熱性の抗IHNV

物質を産生することが示唆された海洋細菌Al teromonas

sp. 48HS－27株を供試し、まず抗ウイルス物質産生条件の

検討を行った。その結果、25℃で72～96時間振盪培養する

のが最適であった。次にこの条件下で培養した上清から

抗IHNV物質の精製を試み、限外濾過、硫安塩析、アセトン

沈澱、ゲル濾過および分取電気泳動などにより、精製度

270倍、最終収率6．20％で精製抗IHNV物質48HSー27Aを得た。

次に精製48HS－27Aを用いて魚類株化細胞に対する細胞毒

性を謂ぺるとともに、各種魚類病原ウイルスに対する抗

ウイルス活性を検討した。その結果、48HS－27Aの魚類株化

細胞に対する最小毒性濃度は144皿g/mlであったのに対

し、魚類病原ウイルス0MV、HRV、IHNV、svcv、PFRおよびEVA

に対する50％感染阻止濃度（ICs。）は0．09～2．5111 g/mlと

低く、48HS－27Aは低細胞毒性でかっこれらのウイルスに



強 い 抗 ウ イ ル ス 活 性 を 有 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 本 物 質

は既知の抗ウイルス剤と比較しても極めて強い活性を有

していた。さらに本物質は、カゼインおよびウシ血清アル

プミンに対し分解活性を有するプロテアーゼであること、

ヒト腫癌細胞であるKB細胞およびマウス自血病自血球細

胞であるL1210細胞に対し、弱い抗腫癌活性が認められる

ことなどを明らかにした。次に48HS－27Aの酵素学的性状

を検討した。まずpHおよび熱安定性について調べたとこ

ろ、48HS－27Aは1℃、3時間の条件下でpH3. 0～11.0の範囲

でほぼ安定であったが、熱に対しては不安定であった。分

子量約52．000の48HS－27A（pI5．1）は20℃以上で15分間加

熱することにより、48HS－27Aの二量体と考えられる分子

量約98，000の熱変性酵素(48HS‐27B；pI5．1)を生じ、さら

に温度を上げて50℃で15分間加熱することにより単畳体

で分子畳約45，000の熱変性酵素（48HS―27C：pI5.2）へと

不可逆的に変化した。48HS‐27Aのプロテアーゼ活性に対

し賦活化作用を示す塩類は塩化ナトリウム、塩化マグネ

シウムおよび塩化カルシウムで至適濃度はそれぞれ500

mM、80mHおよび8mHであった。これら塩類の賦活化作用は、

マグネシウムおよびカルシウムが分子内金属としてプロ

テアーゼ活性に関与し、ナトリウムが酵素の安定化に関

与していることが推定された。次に基質特異性を検討し

たところ、抗ウイルス活性を有する48HS－27Aは、合成基

質中のチロシン（Tyr）のC末端側およびフェニルアラニン

（Phe）のC末端側を切断したが、抗ウイルス活性を失った

48HS－27Bおよび48HS－27Cは、TyrのC末端側のみを切断し、



PheのC末端側を切断できなかった。このことからPheのC

末端側を切断し得るか否かが、抗ウイルス活性の有無を

決定している可能性が示唆された。反応至適条件は48HS－

27Aが15℃でpHII．0、48HS－27Bが45℃でpH9．O、48HS－27C

が60℃でpH8.5であった。至適条件下において、48HS－27A

のSuc－Ala―Ala－Pro－Phe-MCAに対するィ皿は0．049mH、koは

99sec－｜で、同酵素のSuc－Leu―Leu－Val-Tyr-IICAに対する

Kmは0．47mll、koは88sec-lであった。  また、Suc－Leu－Leu－

Val－Tyr-HCAに対する48HS-27Bのィロは0．14mM、koは71

sec－1で、同基質に対する48HS－27Cのィ皿はO．13mH、koは57

sec-‾であった。またキモスタチンおよびSTIは本酵素活

性を阻害すること、Ph゙ eおよびTyrのC末端側を切断するこ

となどからキモトリプシン類似のセリンプロテアーゼで

ある可能性が考えられたが、本酵素は分子量、等電点およ

び至適pHなどで既報のキモトリプシンA、゛BおよびCとは

明らかに性状が異なることから、新種の酵素である可能

性が高い。さらに抗ウイルス性プロテアーゼ48HS－27Aの

抗ウイルス作用機序を検討した結果、48HS－27Aは魚類病

原ラプドウイルスであるIHNV、HRV、EVAおよびEVEXの構造

タンパクを分解し、これらのウイルスを直接不活化して

いることが確認された。これまでに、水圏におけるウイル

スの不活化に関与する細菌由来の物質として報告されて

いるものは各種の分解酵素など高分子で易熱性の物質が

ほとんどであるが、実際にそのような物質を精製した例

はなく、まして酵素学的性状を明らかにしたのは初めて

である。
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  最後に第3章では、Pseud〇ruonas  sp.51BBir→29株および

A1ter01Uonas sp. 48HSー27株の産生する抗IHNV物質を多量

に得ることを目的に、両菌株を固定化したアルギン酸カ

ルシウムビーズを用いたバイオリアクター・システムを

考案し、これを用いて抗ウイルス物質の生産を実験室レ

ペルで試みた。菌体固定化ビーズを電子顕微鏡観察した

ところ、細菌はビーズ表面でよく増殖し、供試ビーズ中で

のPseud〇田〇nas sp. 51BB賈一29株およびAl terom〇nas sp. 48

HS－27株の生菌数は100～ 10iOCFU/Beadに達した。さらに

両菌株の抗ウイルス物質生産量の最高値は、69.3JIHDs0

（ 14～17日目）および46．7JIHDso(ll～14日目）で、従来

の振盪培養法に比べ2．5および2．7倍上昇した。本バイオ

リアク夕一・システムは、ビーズの活性化に5日間を要し

たが、その後は振盪培養法における最高値以上の生産量

が 連 続 15日 間 (5～ 20日 目 ） に わ た り 継 続 し た 。

  以上のごとく本研究では、水圏由来の細菌が産生する

抗ウイルス物質のうち、多くの研究者が指摘しているタ

ンパク分解酵素のーっを精製し、その性状を明らかにし

得たと考える。  さらに本物質は抗ウイルス剤として優れ

た性質を持つのみならず酵素としても特異な性状を持つ

ことから、今後は魚類ウイルス病の制御に対する利用が

期待されるとともに、酵素としての利用法も検討する必

要がある。



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

海洋細菌Alとerornonas sp．の産生する

抗ウイスル物質に関する研究

魚類の増養殖事業に多大な被害を与えているウイルス性疾病には、現時点で

は有効な治療法がなぃことから、早急な予防・治療対策の確立が望まれている。

本論文は水圏由来細菌の産生する抗ウイルス物質に着目し、それを有効利用す

るための基礎的知見を得ることを目的として、海洋細菌の産生する抗ウイルス

物質の単離・精製、生化学的性質の解明および抗ウイルス作用機序を検討した

ものである。特に評価される成果は以下のとおりである。

1．淡水、汽水、海水試料から分離された細菌のうち強い抗ウイルス活性を示

す63菌株を供試して、これらの産生する抗ウイルス物質の作用様式に基づく型

別を行った。その結果、52菌株はウイルス粒子に直接作用する物質を産生し、

10菌株がウイルス増殖段階を阻害する物質を産生し、1菌株は両方の作用を有

する物質を産生することを明らかにした。さらに代表菌株を選び、それぞれの

産生する物質の耐熱性と分子量の推定を試み、これらの菌の産生する物質が多

種にわたることを確認した。

2．上記の代表菌株中から、易熱性で高分子の物質を産生するAlteromonas
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sp.48HS－27株を選び、本菌株の産生する抗ウイルス物質の単離・精製を試み、

培養 上清か ら限 外濾過、硫安およびアセトン沈澱、ゲル濾過、分取電気泳動に

より最終収率6.2%で精製抗ウイルス物質48HSー27Aを得た。

3．48HS－27Aは、エンベロープを有する魚類病原ウイルスのOMV，HRV，IHNV，

svcv，PFRおよぴEVAに対する50%感染阻止濃度が0.09～2．51u g/mlと強い抗ウ

イルス 活性 を示 し、ー方、魚類培養細胞に対する最小毒性濃度は、144皿g/ml

と低毒性であることを明らかにした。

4．48HS－ 27Aは、 分子 量52kDaのプ ロテ アーゼ であり、広範なpH域で安定であ

るが熱には不安定な物質で、その酵素活性はNa゙ ，Mg＋＋，Ca++により著しく賦

活化されることを示した。

5．48HS－27Aは、25℃の加熱でも変性し、変性中間物質（48HS―27B）となり、さ

らに50℃の加熱で分子量47kDaの変性物質（48HS－27C）へと変化した。これらA，

B， Cは 、い ずれ もプロ テア ーゼ 活性 を有す るが 、Aのみが抗ウイルス活性を保

持していることを明らかにした。

6．48HS－27A，B，Cは、いずれもプロテアーゼ用合成基質のうち-Tyr－C末端側

を 切 断 し 、 同基 質 で の 反 応 至 適 条 件 は 、 Aが pHll． 0で 15℃ 、 Bが pH9.0で45

℃ 、 Cが pH8.5で 60℃ と 異 な り 、 い ず れも キ モ ス タ チ ン と STIに よ り阻 害 さ

れる こと など から 、アルカリ性セリンプロテアーゼ系の新種の酵素であること

を示唆した。

7．48HS―27Aのみが-Pro―Pheーを認識し、そのーPheーC末端側を切断することを

見いだし、この基質特異性が48HS―27Aの抗ウイルス作用に直接関与しているこ

とを示唆した。

8． 抗ウ イル ス性 プロテ アー ゼ48HS―27Aの抗ウイルス作用機序を検討し、IHNV

を はじ めと する 4種 類の 魚類病 原ラ ブド ウイ ルスの構造夕ンパクを分解するこ
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とから、48HS―27Aがウイルス粒子に直接作用して不活化することを明らかにし

た。

9．Alteromonas sp.48HSー27株とPseudomonas sp. 51BBW－29株の生菌をア

ルギン酸ビーズに固定化したバイオリアクターシステムを用い、それらの抗ウ

イルス物質の産生条件を検討した。その結果、固定化ビーズの活性化に5日間

を要するが、その後は、約15日間にわたり液体培地で振盪培養する方法に比ベ

約2.5～2.7倍の生産量が得られた。これにより抗ウイルス物質を安価で簡便に

量産できることを示した。

以上、本論文では、これまで多くの研究者が指摘しながらその本体の解明が

なされなかった水圏でのウイルス不活化因子で、細菌由来のタンパク分解酵素

のーっとして、海洋細菌Alteromonas sp.の産生する抗ウイルス性プロテアー

ゼを単離し、酵素化学的性質を明らかにし、その抗ウイルス作用機序を解明し

た。

また、本物質は抗ウイルス剤として優れた性質を持つのみならず、酵素として

特異な性質を持つことが示された。さらに、本物質が安価で簡便に量産する方

法も考案されたことから、今後、魚類ウイルス病の防除に対する有効利用が期

待される。

以上の成果は水圏における魚類病原ウイルスの微生物制御の可能性を示唆し

魚類病原微生物学に新しい知見を加えるのみならず、水産学に貢献するところ

大であり、審査員ー同は、本論文が博士（水産学）の学位論文として充分な業

績と判定した。
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