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冷水病 は、低水温期に発病することから名づけ

られた病気で、主にサケ科魚類の養殖に甚大な

被害を与えている。原因細菌は、グラム陰性長桿

菌のF1αvo肋c1θr伽11フ∫アc乃rρ助11〃〃2である。もとも

とは北米のサケ科魚類の病気であったが、近年、

口本全国で様々な魚種について冷水病の発生が

報告されており、天然水域での本菌の定着と流行

が始まっていると考えられる。

F 一ρ∫アo加ρ助'1〃〃1には、宿主特異性があり、アユ

に感染するタイプとニジマスなどのサケ科魚類に

感染するタイプは異なると言われている。我々は、

E、ρ5ア訥rρρ例 〃〃2のgソr匁遺伝子の塩基配列の多

型を用いて、4つの型(アユ型、サケ・マス型、多

魚種型、最近出現した型)に 型別することに成功

した。本研究では、宿主特異性メカニズムを解明

する一環として、分離源、種々の基質分解能力、

遺伝子型との間に関連があるかどうかを調べた。

0.5g、 蒸 留 水lL:pH7.2～7.4)で 対 数 増 殖 期 前

期(OD600=0.3)ま で 培 養 した 。この 培 養 液 を 、

OD600=0.Olに な るように希 釈 し、Casein(Skim

milk)、Elastin、Fibrinogenの 分 解 活 性 を調 べ るた

め に 、各 種 基 質 を添 加 したFLPA寒 天 平 板(1%

agar、skimmilkl%、ElastinO.05%、

FibrinogenO.1%)に 滴 下 し、16℃ で2週 間 培 養

した 。そ して 、寒 天 平 板 上 に現 れ たコロニ ー とコロ

ニ ー 周 辺 の 透 明 帯 の 直 径 をノギ スで測 定 し、「透

明 帯 の 直径 ÷コロニー の 直 径 」を各 種 分 解 能 力 の

指 数 とした(Fig.1)。

DNA抽 出FLP液 体培 地で培 養 した対数 増殖 期

の培 養液lm1を1.5mlの マイクロチューブ に移 し、

18,750×g・4℃ ・10分 間の遠 心分 離を行 った。」二

清 を全て取 り除 いた後 、Wizard②GenomicDNA

Puri伽ationKit(Promega)を 川 いてDNAを 抽 出し

た。実験 に用いるまで一20℃ で保 存 した。

材料および方法

供 試 菌 と培 養 日本 全 国 の様 々 な試 料 より分 離 さ

れ たFρ ∫アo加 吻1〃 〃2231株 を 用 い た(Tablel)。 分

離 源 は 、ア ユ(P1θcoglo∬ 〃M〃1vε115)、 ワカ サ ギ

(伽o耀 ∫〃∫吻 ρoηθη∫13)、コイ科 、サ ケ科 、河 川

水 等 の 環 境 試 料 で ある。Eρ5アc航 卿 〃〃〃2をFLP

培 地(BactoTryptone4g、YeastextractO.4g、

CaC12・2H200.2g、MgSO4・7H200.5g、Glucose

甜 〃1PCREρ8アc加 吻1㍑ 〃2のgソMに 特 異 的 な

プ ライマ ー(GYRAFPIF:

GAAACCGGTGCACAGAAGGとGYRAFPIR:

CCTGTGGCTCCGTTTATTAA)を 用 い てgソ 屑

PCRを 行 った1)。PCR反 応 液 の組 成 は 次 の とお り

で ある:2.5μ1の10×KODBuffbr(ToyoBoseki)、

2.5μ1の2mMd-NTPs(ToyoBosekiCo.)、1.0μ1

の10μMGYRAFPIFプ ライマ ー 、1 .0μ1の10

328





30

5

∩
)

5

∩
)

5

(∠

(∠

1

1

(Φ
N
あ

〉
⊂
⊇

8

＼Φ
N
あ

O
而

工
)

〉
↑≡
Ω
①

⊂
o
器

で
①
」
0
Φ
O

0

●●●

8●

分解能力を調べたところ、株 によってその能力が

異なっていることがわかった。基質問による優劣

は見られなかった。基質分解能力と遺伝子型およ

び分離魚種についても検討したが、関係 は見られ

なか った 。以 上 の ことか ら、F潤yc12rqψ11〃 〃2の 病

原性に関与すると考えられるタンパク質分解能力

は、宿主特異性とは関係 が無いことが示された。
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Fig.2.F、 ρ⑤y凶rρ 助11〃 〃1分 離 株 の 各 種 基 質 分 解

能 力 。a:Casein(Skimmilk)、b:Elastin、c:

FibrinogenO
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