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学位論文内容の要旨

  エ ロ モ ナ ス 属 細 菌 は 水 圏 に 広 く 分 布 し て い る 菌 種 で 、 1971年 以 降 東 南 ア ジ ア 諸 国 に

おいて養殖魚ならびに野生魚に大量死をもたらしている流行性潰瘍病(EUS)の原因

菌 種 と も 考 え ら れ て い る 。 ま た 、 本 属 菌 種 は 、 魚 類 の ほ か 両 生 類 や ヒ ト を は じ め と す る

哺乳動物の各種の疾病の原因菌でもある。現在、本属には14の遺伝子型種(HG)が

公 表 さ れ て い る が 、 数 種 の 追 加 菌 種 が 考 え ら れ て い る 。 そ の 中 の ー っ に 、 Iqbal（ 1999)

がタイのEUS感染魚から分離・同定したAeromonas sp. T8株があるが、本菌種につ

い て は 、 金 魚 に 対 す る 病 原 性 が 調 べ ら れ て い る の み で あ る 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 本 菌 の

分布、EUS発症魚種及び哺乳動物に対する病原性ならびに検出法を検討した。

  ま ず 第 一 章 で は 、 養 殖 並 び に 野 生 の 健 康 魚 お よ び EUS感 染 魚 、 カ エ ル お よ び カ メ か

ら 分 離 し た 106株 の エ 口 モ ナ ス 属 細 菌 を 供 試 し て Aeromonas sp. T8の 分 布 を 調 べ た 。

分 離 菌 株 の 内 訳 は 、 バ ン グ ラ デ シ ュ 分 離 株 49株 、 夕 イ 分 離 株 33株 、 マ レ ー シ ア 分 離

株 18株 、 フ ィ リ ピ ン 分 離 株 2株 お よ び 日 本 分 離 株 4株 で あ る 。 第 一 節 で は 、 各 国 分 離

株106株および対照株として、14のHG代表菌株およびAeromonas sp. T8株の計121

株 を 供 試 し て 、 44項 目 の 生 理 学 的 お よ び 生 化 学 的 性 状 を 調 べ て 表 現 形 質 に よ る 分 類 を

試 み た 。 そ の 結 果 、 供 試 し た 106株 は 、 4株 が Aeromonas sp. T8株 に 、 37株 が Aeromonas

hydrop轟 む 日 subsp． 轟 ydIてpゐ矼 日に、 22株が4． 轟ydむ叩 ゐiな8ub8p．j賃五 aeに、1株 が4・

閲 edぬ に 、 24株 が 4． 開 mndbiotype舶 み 門 湧 に 、 10株 が 4． 児 mぬ ガ biotype贈 rD‘ ぬ dに 、

8株 が 4． カ ロ 出 甜 に 同 定 さ れ た 。 第 二 節 で は 、 表 現 形 質 で の 分 類 結 果 を 確 認 す る た め

に16SrDNAの塩基配列に基づく系統解析を行った。供試菌株は、第一節で4帥m伽as

轟yd癶りゐI′a8ub8p．轟yd門叩ゐŹ a、4．轟ydp叩轟む日8ub8p．j設，ロae、4．レ8r（’ぬdbiob′peSDみ．E函、

4． 珊 此 班 ガ biotype開 mnd4． 丿 滴 ぬ d硫 汀 に 同 定 さ れ た 菌 株 を 2株 ず っ 、 4． mecみ 嗇 に 同

定 さ れ た 1株 お よ び 4甜 伽 伽 as8p． T8に 同 定 さ れ た 4株 （ T4， T27， P2， B30） で あ る 。

対 照 株 と し て 4甜 ― Dぬ ロ s8p． T8株 お よ び 各 分 類 菌 群 の 標 準 株 19株 （ DNAデ ― 夕 ベ ー
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スから）を供試した。その結果、Aeromonas sp. T8に分類された4株をはじめ、各分

類群に同定された菌株はそれぞれ高い相同値で独立したクラス―を形成し、第一節の分

類結果が概ね妥当なものであったことが確認された。Aeromonas sp. T8株に同定され

たグル―プ(T4，T27，P2，B30)について、T8株DNAをフォトピオチン標識して

DNA-DNA相同値を測定した結果、T4、T27およびP2株はT8株と70％以上の相同

性を示しT8株と同種と判断されたが、B30株は36％の相同性しか示さずT8株とは同

定されなかった。なお、T4、T27およびP2株の3株はいずれもEUS感染魚分離株で

あった。T4株とT24株はタイ分離株で、P2株はフィリピン分離株であったことから、

T8グ ル ー プ は 広 く 東 南 ア ジ ア に 分 布 し て い る こ と が 予 想 さ れ た 。

  第二章では、新規エ口モナス属菌種T8グループの病原性を検討した。第一節ではT8

株のsilver barb、striped snakehead、tilapiaの3熱帯魚種に対する病原性を筋肉内接

種法により調べた。また、T8グループのすべての株を用いてマウス（10 ¥-12週令）に

対する病原性を腹腔内注射、静脈内注射および乳のみマウス試験により調べた。第二節

では、培養上清のプロテア―ゼ活性、また魚類・哺乳動物の赤血球を用いた菌体外産生

物質(ECP)の溶血活性、PCR  (Polymerase Chain Reaction)によるエ口モナス属細

菌に確認されているaerolysinおよびcytolytic enterotoxin等の病原性遺伝子を調べた。

まず、T8株の3魚種silver barb、striped snakehead、tilapiaに対するLDsoはそれぞ

れ1.5xl05、3.2xl05、2.9x10s CFU/fishと比較的高い値であった。なお、それぞれ

の実験魚にはEUS自然発症魚で見られる症状と類似の症状が観察され、死亡魚からは

接種菌が再分離された。マウスに対する腹腔内注射、静脈肉注射および乳のみマウス試

験ではいずれも病原性は認られなかった。T8グループの菌株が産生するプ口テア―ゼ

は、夕イ分離株(T4、T8、T27)は主にセリンプロテアーゼ、フィリピン分離株(P2)

は主に金属プ口テアーゼであることが推察された。また、T8グループの菌株のECPの

溶血活性は哺乳動物の赤血球に対してよりも魚類赤血球に対してより強い溶血活性を

示した。さらに、ECPの魚類細胞(RTG-2、FHM、EPC、BF-2、SNN-1)およびヒ

トのHeLa細胞に対する細胞毒性は、フィリピン分離株に若干認められたが、他の株に

はみられなかった。aeroり8inおよびcytoりtiCenterotoxin遺伝子はT8グループの菌

株には認められなかった。第二章で得られた結果から、T8グループの菌株の病原性は、

ヒトを含めた哺乳動物に対しては極めて低く、魚類に対してのみ強いことが示唆された。

  第三章では、T8グループ菌株の防除対策を考える上で欠かすことのできない迅速で

正確な本菌群の検出法を検討した。まず、第一節ではェ口モナス属細菌のみを特異的に

検出するためのPCRのプライマ―を作出するために、工ロモナス属細菌の16SrDNA

の塩基配列の比較からAerom．Fa（5’．AGCGGCAGCGGGAAAGTAGCTTGC・3，）と

Aerm‐Ra（5’‐GCT．AGCTrGCAGCCCTCTGTACGC．3，）からなるプライマ―セットを作

成した。本プライマーセットは、供試したT8株および分離菌106株とは所定の1206bp

のバンドを形成したが、近縁菌であるピブリオ属細菌やフォトバクテリウム属細菌から

はこのサイズのバンドが増幅されず、エ口モナス属細菌のみを特異的に検出し得ること



が 分か っ た 。第 二 節 では、 エ口モナ ス属の14の HGの代表菌 株、T8株お よび分離 菌

106株 の 、 第 一 節 で の PCRで 得 ら れ た 1206 bp DNAを 用 い てRFLP解 析 を行 っ た 。

まず、14HGのうち、A. sobr洒（HG7），4．他mnガ（HG8and10），4．カロda畄（HG9冫，4・

馳轟u6田‾あば（HG12），4．tmぬ（HG13）および4甜りmDぬassp．Group501の6HGは制限

酵素 Á “Iで特異的切断片を作り、他の遺伝型種とは区別された。4．凹洫e（HG4），

4．J刃ed函（HG5），4．e“‘x弸舛め伽と4甜伽コ伽assp．T8は4んIでは同じ切断パ夕一ン

を示したが、このうち4．e馳′弸D」曲ぬは脇DIで他遺伝型種と，さらに4．閲Pdぬは

P閉Hで 4，餾刀沍eと 4甜伽伽as8p．T8と区別できたが、4．凹洫とィ甜伽Dぬassp．T8

とを区別し得る制限酵素は見出せなかった（両者は1、2の性状で区別し得る）。残りの

4，Aルぬ［脚仏（HG1），4．み醐．t函H｜m（HG2冫，4．sa励D‘ロ血轟ぬ（HG3）およびHG11はA仍D

I．BHお よび｜協rIで 識別でき た。以上 の14HGの結果 を基に、 分離エ口 モナス属菌

106株 の RFLP夕 イ プ を 調 べ た 結 果 、 HG1に 53株 、 HG5に 1株 、 HG8/10に 35株 、

HG9に 8株 、 HG4夘 8に 7株 お よ び HG13に 5株 と 分 類 さ れ た 。 こ の 結 果は 第 一 章で

の分 類結果とほ ぽ一致し たことか ら、本章 でのPCR・RFLPに よる同定 がT8株並びに

エ口モナス属細菌の迅速検出法として利用可能なことが分かった。

  以上 、 1999年に タ イ のEUS感染魚か ら分離さ れた新菌 種4口卿弸 as8p．T8株は、

分布調査の結果、夕イ分離株の他、フィリピン分離株にも見出されたことから、T8グ

ループは広く東南アジアに分布していることが予想された。また、T8グループの菌株

の病原性は、ヒトを含めた哺乳動物に対しては極めて低く、魚類に対してのみ強いこと

が示 唆された。 さらに、 若干の性 状検査を 加えたPCR． RFLPによりT8株 を迅速に検

出し得ることを明らかにした。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Studies on the distribution，virulence properties

    and detection ofanewly identified species
    Aer07n07zas sp．T8 group

（エロモナス属新菌種T8グループの分布，病原性ならびに

    検出法に関する研究）

  エロモマス属細菌は水圏に広く分布している菌種で、1971年以降東南アジア

諸国において養殖魚ならびに野生魚に大量死をもたらしている流行性潰瘍病

(EUS)の原因菌とも考えられている。また、本属菌種は、魚類のほか両生類

やヒトをはじめとする哺乳動物の各種の疾病の原因菌でもある。現在、本属に

は14の遺伝子型種(HG)が公表されているが、数種の追加菌種が考えられて

いる。その中のーっに、1999年にタイのEUS感染魚から分離・同定された

Aeromonas sp T8株があるが、本菌種については、金魚に対する病原性が調べ

られているのみである。本論文は、本菌の分布、EUS発症魚種及び哺乳動物に

対する病原性ならびに検出法を検討したものである。特に評価される成果は以

下の通りである。

1．バングラデシュ、夕イ、マレーシア、フィリピン、日本の養殖並びに野生

  のEUS感染魚および健康魚、カェルおよびカメから分離・収集したエ口モナ

  ス属細菌106株を供試して、生理学的および生化学的性状を調べて表現形質

  による分類、16S rDNAの塩基配列に基づく系統解析並びに分子生物学的手

  法による分類を行い、Aeromonas sp.T8の分布を調べた。その結果、3株(T4，

  T24，P2)がAeromonas sp.T8に同定された。3株はいずれもEUS感染魚分

  離株で、T4株とT24株夕イ分離株で、P2株はフィリピン分離株であったこ

  とから、T8グループは広く東南アジアに分布している可能性を示唆した。

2. T8グループの菌株の病原性を調べた。その結果、T8株の3熱帯魚種silver

  barb，striped snakehead，tilapiaに対するLDsoは、それぞれ1.5xl05，3.2x

  105，2.9x10s CFU/fisliと比較的高い値であった。マウスに対する腹腔内注射、



  尾静脈内注射および乳のみマウス試験では、T8グル―プの菌株はいずれも病
  原性を示さなかった。また、T8グル―プ菌株のECPの溶血活性は哺乳動物
  の赤血球に対してよりも魚類赤血球に対してより強い溶血活性を示した。こ
  れらの結果から、T8グループの菌株の病原性は、哺乳動物に対しては極めて
  低く、魚類に対して強いことを示唆した。
3. T8グル―プの菌株の迅速な検出法を検討した。その結果、まずェ口モナス
  属細菌のみを特異的に検出するためのPCRのプライマーを作出するために、
  エ口モナス属細菌の16SrDNAの塩基配列の比較から
  Aerom-Fa(5’-AGCGGCAGCGGGAAAG′IAGCTTGC-3’）  と  Aerm-Ra(5’・
  GCTAGC′rTGCAGCCCTCTGTACGC-3，）からなるプライマ―セットを作成
  した。本プライマーセットは供試したT8株および収集したエ口モナス属細菌
  106株とは所定の1206bpのバンドを形成したが、近縁菌属の細菌ではこのバ
  ンドは増幅されなかった。次いで、PCRで得られた1206bp DNAを用いて
  RFLP解析を行った。その結果、若干の性状検査を加えたPCR-RFLPにより
  T8株を迅速に検出し得ることを明らか、にした。
  以上の成果は、今後東南アジア諸国において発生が予想されるT8グループの
菌株によるEUSを正確・迅速に診断し、本病の防除対策を講じる上で大きく貢
献するものと考えられることから、審査員一同は本論文が博士（水産科学）の
学 位 を 論 文 と し て 十 分 な 内 容 を 有 す る も の と 判 定 し た 。


