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序章



冷水病 (sCWD，sacterial Cold-Waler Disease)は同意語として低温病 (Low

Temperalure Disease)なども知られる細菌性のサケ科魚類の病気である。その

名の通り、低水温下の養殖場で発生し、産業的に甚大な被害をもたらすことで

知られている。原図的は、グラム陰性の長樗i潟、Flavobacleriumpsychro-

phi/umである。

本原因尚一は1948年、 Borgによって北米のギンザケ (CoboSalmol1， O/1corhyn-

chus kisul，ch)から最初に分離され、 1960年、同人によってCylophagapsychro-

p!JjhJと命名された。その後、 Ple.正ibaclerpsychrophilusと改名され、さらに、同

年、 ReichebachによってCyLOphagapsychroplIilaと再改名されたが、1996tt三.

sernardetらのDNA-DNAハイブリダイゼーション、 RAPD(RfLndomly AmpJi-

fied Polymorphic DNA)等を用いた分子生物学的分類によりP/avoba.ct.erium

psyc!Jropfli1umと改名され現在に宅っている (sorg1960， semardet and Grimont 

1989 、Reichebach 1989， s誌如e釘erl1陥1

Pla¥'，叩ob旬acL臼町er万i山uω叩I口m】p戸sy'戸'chr汀ro叩phωI以ulμlu山叩11川mη7の地埋理-自的甘分布としては、 アメリカ合決凶、 カ

ナダなどの北米とフランス、デンマーク、 ドイツなどヨーロッパ各凶で知られ

ていたが、現在では、日本、南米、オーストラリア、続園などでも報告されて

いる(Davis1946 cit巴dby Holl et a1. 1993， semardel el a]， 1988包Wakabayasllie{ 

a]， 1991， Schmidtke and Carson 1995， Lee and Heo 1998)。

宿主範聞はすべてのサケ科魚類に及ぶと考えられている。ギンザケ幼魚は特

に感受性が高く、マスノスケ (ChinookSalmon， 0. tshawytscha)、ベニザケ

(Sockeye 8a1mon， 0， nerka)、サケ (Chllll1Salmon， 0， keta)、カットスロウトト

ラウト (ClltlhroatTrout， 0， cli1Iki円、カワマス(I3rookTrolll， Salveljnus (o/1li-

nalis)、ブラウントラウト (BrownTroul， SlIlmo Irutta)、タイセイヨウサケ

(Atlanlic 8aJmon， S， sa1ar)も感染することが知られている。また、 1980年頃か

らヨーロッパのニジマス (RainbowTrout， 0， mykiss)卿化場で甚大な被害を出

しているlミrFS(Rainbow Trollt Fry Syndrome)も巨 psychrophilumを原因菌と

する病気である(l3ernardelet <1/， 1988， L1I111sden et aL 1996)。現在では広くサケ

科魚類以外にも感染することが知られており、コイ (Ca叩，Cyprinus cllrpio)、

テンチ ([ench，Tinca tinca.)、ヨーロッパウナギ (Europeaneel. Anguillaω19uil-



Ja)、アユ(Ayu，PJecoglossus aliiveJis)、オイカワ (Oikawa，Zacco pJatypus)など

からの分離報告がある (Kenle/.al. 1989， L巴hmannetaI1991. DaJsgaard 1993， 

Wakabayashi et a1. 1992， lida加に1Mizokami 1996)。

本疾病は通常水温が12"(かそれ以下のl時に発生する。主にf;I}魚が発病し、 j原

因蘭は外部病巣からも内蔵からも分縦される。症状は、静化雑魚では卵焚裂の

腹側表面が侵され、それが破れ内容物が漏出する。本病の急性疾患の幼魚で

は、尾柄部がH音色となり、全く外部病巣が出現することなく姥死する。しか

し、 一般的には皮脳病巣が形成され、同意語として尾柄病 (PeduncleDisease) 

も知られる様に、はじめは尾柄部に認められるととが多いが、 m司、頭部にもliI

現する (Fig.J)。病巣は発達し、皮下組織は広範聞に侵される。もしその魚が

十分に生きながらえた場合、尾鰭を失い、結局は尾柄の脊住が露::1.¥してしま

う。本病の慢性型では、脊柱前撃者症や側撃著書干:を呈する。とれらの主に外部的病

変を提示する場合を冷水病 (CWD、ColdWater Disease)とl呼ぴ、 一方、肝臓の

嬢死、 JJ卑l臓の肥大、鰍の媛死、 l眼球突tl-¥、貧血等の主に内臓の病変が認められ

る時、 VCWD(Visceral form of Cold WaLer Disease)と呼ばれることもある

(Obach 1991)。またRTFSも、内臓疾患1'1:の症状が特徴的で、あることが知られ

ている(Lorenzen el a/. 1997)。

冷水病の診断方法は、これまで推定診断には症状によるもの、総定診断には

寒天平板を用いた病原体の分鱗の後、抗血清を用いた分離菌株の1U1消学的ある

いは生化学的|百j定を行うものが一般的で、あった。また、吸収抗血清を用いた蛍

光抗体法による簡便な診断法が*1干与されているが (Lorenzen<lnd Karas 1992)、
吸収抗血清の単備や、非特異反応による診断の難しさといった理由で現場で用

いることを考えた場合には不便さが残る。また、不顕性感染f!.tからの保菌検出

についてはいまだ有効な方法は報告されていない。

現在、日本における冷水病の地理的分布はi'P純県を除くほぼ全辰l的なものと

なっているが、被主与は養殖場にとどまらず、天然の河川や糊にまで広がってい

る。また、その産業的な被害の大きさ、地域的、宿主滅的なjよがりによって、

日本におけるもっとも深刻な細菌性魚類疾病の一つであるといえる。冷水病発

生の最初の報告は、 1987年、徳島県下の養殖アユで報告されたもので、つい
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で、常城HAのギンザケ義姉場での発生が判告された (W乱kabayashiel nJ. 1992司

Wakabayashi el aJ. 1991)。その後ニジマス、オイカワなどにその術主域を広げ

ており(Iidaand Mizokami 1996)、その巾でもアユ袋殖における被告がもっと

も深刻なものとなっている。外来種であるギンザケやニジマスと異なり、アユ

は日本在来種であること、欧米では古くから知られているが日本では比較的新

しい病気であることを考えると、日本における冷水病の山米は外来種とともに

持ち込まれたものが起源であることが懸念されるが、このことに関する疫学的

追跡調査や研究はほとんどなされていない。

そこで、本研究では、分チ生物学的手法を応用して、不顕性感染fhの保闘検

査法を確立し、それを利用して特に被筈の大きいアユにおける巨 psychro-

phiJunJの保鵠状態を調査した。また、その凶来を探るべく種々の方法を用いて

型別を行った。

第l草では、 PCR(Polymerase Chain Reaciion)によるF.psychrophi1ul7lの簡

易検出法の確立を目指した。第2主主では、 PCRによる簡易検出法を用いて、琵

琶湖産種苗アユからのF.psycJlIopJliJumの検出を行い、実際の保菌状況を犯握

するととにした。また、同検出法を応用し、輸入ギンザケ卵からのF.psychro-

plJilUI1Jの検出も試みた。第3掌以降では、日本におけるF.psyc!Jrophilul7lの伝繊

経路の動物疫学的追跡調査のために、様々な方法で種内型別を行うことにし

た。第3主主では血病型によるF.psyc!JrophiJumの型別を、第4章ではpcrしRFLP

によるF.psychrophi/uDJの型別を、そして第5iまではプラスミドプロファイルに

よるF.psychrophi/umの型別を試みた。



Fig.1. Ayu(Plecoglossus oItivelis) showing BCWD symptoms 

Arrows show typi.cal disease sign; dal'ken peduncle 
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第1章

P仁Rを用いた冷水病原因菌 (FIavobacterium
psychrophi Ium) の検出法の確立



序論

冷水病は、日本におけるもっとも電要な細菌性魚類疾病の mつであり、とく

にアユ養殖における被得がもっとも泌刻なものとなっている。しかし、冷I.K病

に対するワクチン等の予防手段はまだ確立されておらず、その発生による大主占

拠死を|紡ぐ手段としては発病前に、投薬、)JII温等の適切な処置をとるととが必

要である。その処置の|時期は発病前の保l舗状態のl待が最も有効であることは当

然である。これまで、冷水病発病fなからの検出には内政組織のスタンプ様本を

用いた間後蛍光抗体法による診断法も報告されているが、(呆菌状態の魚に対し

ては.寒天平板を用いた)原因閣の単離を行い、スライド凝集反応や間接蛍光抗

体法による血清学的験査、あるいは生化学的な検査によるものしかなかった

(しorenzenal1d Karas 1992， Ev巴I1sel1and LOI巴nz巴n1996， 1997)。しかし、}-'.

psychrophilumは地殖が遅い闘で、また多くの生化学的試験に対する反応性が

低く、その判定に要する時間や信頼1'i'といった点で、これらの方法が4量刑現場

における有効な手段であるとは言えない。

そこで本誌では‘ PCR(Po1ymerase Chain Reaclion)による花線、迅速、高感

度の冷1)<病的検1:1¥法の的:立を目的と した (Saikiet il/. 1988). PCR71~は遺伝子工

学におけるクローニング操作、分子生物学におけるDN八鑑定、医学生物学にお

ける臨床診断や法医学鑑定などに煤んに用いられている方法である (Slerr:日日

and八L1as1988， Kolk et a1. 1992. Wang et al. 1993， soond巴ekhuneL al. 1993， Erb 

and Wagner-Dob1er 1993，トIyki日ell1l.1994， Millsavage et a/. 1994). Tbermus 

aq ullticus (raq)等の熱安定性DNApo1ym巴rase、プローブ等を使用し、c1ena-

lure、 allnea1ing、 exlensionの各ステップを20~30サイクルを繰り返すことによ

り目的とする(本研究ではF.psyc1JIopbiluI11の)極少量のDN八断片を可視レベ

ルまで増幅する技術で、現在、このPCRによる病原菌検1:1¥は綴々な魚類病原微

生物に対して開発されている (CoLlsi.neL a1. 1993. Leon e[ a.l. 1994， Toyama et 111 

1994， 1996， sroWIl el a/. 1994， 1995， Argenlon el aJ. 1996， Nishizawa el al. 1994 

Aoki et al. 1997， lzumi aud Wakabayashi 1997)。迅速性を求めるには、従来の検

出法では必要不可欠ではあるが、厳も時間のかかるサンプルからの舗の分縦士活
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必の段階をなくし、組織等からI叫妥検11¥することが望まれる。そこで、本研究

ではアユから然的的に分離した腎臓組織に人為的に冷/.K病的を接種し、このE疑足

似!感惑染組織をサンプルとして従古米l長毛の2寒筆j天ミマ

鮫を行い、 PCRによる不顕性感染魚からのFpsychropiJilumの検11¥の可能性に

ついて検討した。また、これに先立ち予備的段階として純情接的液を使用し、

PCRによるF.psychrophill/11lの検出の肢i菌粂{午を求めることを行った。
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材料と方法

織櫓

F. psychrophilum NCI MßI94i'株(冷水病原図的標準株)を_.~夜Tl'E液体

tif地(トリプトン 0.4%. 酵母エキス 0.05%、CaCI，・2H，o0.02%、 MgSO， • 
71-1，00.05%、pH7.2; Fujihamancl Nakalani 1971)で娠、滋情養し、 3500rpm、

30分遠心分離し回収したものを滅的蒸儲水に約30mg/mlとなるように懸濁し、

ミスラ法*でl溜数を測定した(約 10'~10' CFV/ml)。この菌i夜は、 -800Cで保存し

た。以下に述べる各DNAl1fllll法を行うに際し、乙の菌i伎を滅菌蒸留水で、JoffH写

に段階希釈しサンプルとして使用した。

牟ミスラ法 (Milcs& Misra法)

医学調111泊の分野で簡易的.数計算法としてよくmいられる方法で、その実際は以下のi盟り.
1 ) 試験する~地は平板!?~J也とし、表而をよく乾燥させる。

2)試験1皆株を液体地l也にI白昼、あるいは懸泌して所定の濁皮に剥製する。

J)それを滅l羽生.l!l!食±血液で述統希釈し.7段階の101古希釈系列のl筑波を作製するa

4)マイクロピペット等で各希釈のl;'¥ii伎を251<しずつE式験する借地表而に摘卜する。i凶

"j~，;. j持地の""心とその問聞に崎等に6ヵ所、 JI7カ所に滴下接純する.

5)接積l猫液が完全に借地に吸収したのち所定の条件でI宵謎し.t長級した試験l:tiの発育
の状態で判定を行う.

アユ

アユは、滋賀県;j(!17f試験場の協力により、箆琶湖.im養殖用の稚アユを供試し

た。無菌的に解剖、腎臓を分離され、S-11三バッファー (100mMトJaCI、100111M 

EDTA、50mM  Tris-HCI)とともに手動ガラスホモジナイザーでホモジナイズ

WJ20% WN)した。このホモジネートも-80"cで保存した。

DNAの抽出法

(l)Proteinase Kをmいた地出法
サンプル80μl、2XKバッファー (40mM  Tris-HCI、0.2%NonideL 1'40、0.2



mM  EDTA、1 % Tween20) 100 IL 1、ProteinaseK溶液 (Imglm1、 SIGI¥I八

P2308) 20μlを混合し、55'cで111与問、100'cで10分インキュベートしたもの

を州IIIDN八とし、 PCRテンプレートとして使用した(トliraishi1992. 1994). tllj 

:lIDNAは4'Cで保存した。疑似感染サンプルからの検/11のときはサンプルとし

て上記のアユ腎臓ホモジネート 10ILlと希釈的液70μlを混合したものを使用し

た。

(2)フェノール/クロロフオjレム法

Proteinase Kを用いた刷:mtで得られたtIIi/JIDNA200μlに当量のフェノー
ル/クロロフオルム/イソアミルアルコール (25/24/1、 pH 8.0)を加え、激しく振

徽した後15000rp1ll、4'Cで5分間述心分離し、 1::i1Jを分開fEし、さらに.その l・

mに当訟のフェノー)[，/クロロフォルム/イソアミルアルコールを)J11え、激しく
振撤した後15000 rpm， 4'Cで5分間遠心分離した。そして ト泊を分離し、その

I::mに当詰のクロロフォルムを)JIlえ、激しく振替差した後15000rpm、4'cで5分
間遠心分離、その上消lご3jg忌の100%エタノールと1110悩訟の3MCH河COONa

を加|え15000rp1ll、30分遠心分離し、 DNAを遠沈させ、 1:打!?を姶て、 70%エタ

ノールを前述の100%エタノールと悶品川え、 15000rp1ll、30分遠心分離し、

DNi¥を述ちtさせ、 I~ 消を廃棄した。 その後、沈消をよミ:雫乾燥し、 T 1:::fí ッフ ァ

ー(10mMTris-トIC1、 1 mM  EDT八、 pH8.0) 200μlに懸濁したものを仙ll'r

DN八とし、ドCRテンプレートとして使用した 。仙1IIDN八は4'Cで保存した。

(3)Che/ex 100を用いた方法

サンプル100 μ l 、 滅的蒸儲/.K900 μ | を混合し、 ~r/i，tで20分 11良債した後、

15000 rpm、4"Cで10分迷心分離し、 u苫を取り除いた。その後、 5%Chelex 

100 (SIGMA Cal. # C-7901)治液を300μlをIJIIえ、 56'cで30分インキュベート

し、約10秒激しく悦折》し、さらに100"cで20分インキュベートし、15000rpm、

4 'cで10分遠心分離した仁消を納/J¥DN八とし、 PCRテンプレートとして使用し

た。-l!Ji/lIDNAは4
0

Cで保存した (WaJshel <11. 1991、Crouseel a/. 1993，1995. 

Lalll b11erie el 111. 1992. Viglloli el al. 1995)。疑似感染サンプルからの検出のとき
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はサンプルとして上記のホモジネート 10μ!と希釈樹液90μlを混合したものを

使用した。

蛍光抗体法

蛍光抗体?1;には間接蛍光抗体法(lFAT.IncJirecl Fluorescenl八IllibocJyTech-

nlql旧)を用いた。ホモジネート 10μlと希釈l樹液90μlを混合し、 3500rpm‘ 30 

分述心分離後、 t1古90μlを廃棄した。沈消10IL 1を血液塗沫版本をつくる方法

と|司織の方法で無蛍光スライドグラスに約10cniの!ムさで塗沫、乾燥した後、ア

セトンで10分間|古|定した。抗l三 psychrophilu11lNCI M s 1947'家兎血清(抗体制

1024のものをPBSで101肖希釈)40μlをマウン卜し37.C、30分インキュペー

ト、 PsS(ー)で3凶洗浄し乾燥、 FITC標識プロテインA(20μglml) 40μlをマウ

ントし、 37"c、 30分インキュベートし、 PI3S(ー)で3回洗浄したものを鼠後に滅

菌蒸儲ノドでII!.!1洗浄し乾燥させ.蛍光顕微鏡で観祭した (Lee札口CJGorcJoll 

1987). FITC特イ守の滋光を発している際的は、同様的を{立+11差顕微鏡で観祭

し、 l諸外・であるかどうかを確認、した。l議体であることをめ認できた標本は陽性

と判定し、 l翁体ではなく*1王将兵蛍光を号すもの、または蛍光のないものは陰1"1

とした。

寒天平板橋義法

ホモジネート 10μlと希釈的液90μlを混合し、3500rpm‘30分述心分離し t

m90μlを廃棄し、沈消10μlをTYD幸夫τY.f:反(トリプトン0.4%、自手母エキス

0.05%、CaCl，・2H，O0.02010" 1¥，'lgSO唱・ 7H，O0.05'X，、pH 7.2、寒天1.5%)Jーに

|回線塗沫、 18.Cでインキュペートした。24、48、96時間経過後にコロニーを観

察し、策燈色を説したコロニーを分離情益し、抗F.psychrophilul11 NCIMB 

1 94tii反兎Ihl抗!?をmいたスライド凝集試験、および蛍光抗体試験を行い.冷ノド病
原図的であることを確認した。
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PCR条件

引使用機様、試薬及びi電気泳動条件

PCR、nesledPCRの反応j夜にはraKaRaTaq (TaKaRa Cal. # ROOI)を、 RT-

PCRの反応機にはG巴neAmp rTrh DNA Polymerase with 13111-r，巴rPack (Perkin 

巳lmerCaL # N808-0098)を斤lいた。サーマルサイクラーは、 Oen巴八mpPCR 

Syslem 2400 (Perkin巳1l1lel一CaL.# N803-0003)を使用した。すべてのPCIU'fi物

は、 J9-/tアガロース1600ゲル(WakoCaL. # 0げ-09531)電気泳llJJにより、目的

DNA断片のよ曽帽の千i!!~を確認した。 PCR J!îHþJ IOμl、 tracki ngdye 3 I~ 1(2 '1.， 

SDS、25'11" Fico 11、0.125% brol11o pHenol blue、40111M Tlis司 HCI、5111M 

EDT八、 pH 7.5)を混合したものを電気泳動の試料とし、 TAEバッファー (40

mM  Tris-<lceLa(e、IIllM EDTA)を沼解液と して100V、40分間Il'idlhした。泳動

機にはMlIpidミニゲル泳IVJ楠 (Advance社製)を使用した。その後、臭化エチジ

ウム1制夜で染色し、水道水で軽く洗浄した後、 30211111の紫外線下で泳部Jパター

ンを写兵に保った。マーカーとして pHYマーカー (TaKaHaCal. # 3404八)を使

用した。ブライマーの権基配列は、 PSYIが、 3にGγrGGC八TC八八C八C八CTー

3'、PSY2;1.)，、 5'一CG八TCCTACrTGCGT1¥0-3'、20ドカ1、5'-八GAGγーITGATC

(AC) TOGCTCAO-3" 1500Rが、5'-GOTTACC門-Gγ「八CG八Cl寸ーす、であ

り、それぞ、れEschechiaco/iの16SrRNA遺伝チで190から206、1278から1262、8

から27、1510から 1492のポジションに位置した (TOyill11<lel al. 1994. Weisburg el 

al. 1991)。

(2)通常のPCR

反応液の組成は、 TaqDN八polyl11eras巴(5U/μ1) 0.25μl、10X bufTer (100 

111M Tris-HCI、500mM  KCI、15Il1I'vl MgCl，l 5μ|、dNTPmixture (dATP、

dCTP、 dGTP‘ dTfP各2.5mM) 5111、pm羽erPSY 1 (101'11101/ IL 1)、prnner

PSY2 (10 pl1lollμ1)各々5μl、テンプレート10μl、滅的恭儲水19.75μlの言150

μ!とした。実際に反応液をPCIミチューブに分子t:するときには、作業効格の向上

と試薬泊二人操作の増加によるコンタミネーションの危険減少のため、あらかじ

めTaq、10Xbllffer、dNTP円'llxtUI巴を 仁記とおなじ比本で混合したMaSlel
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Illix(ureとprimerPSY 1、primerPSY2を混合したPSYprilller pail 溶液を作製し

て、 Maslermjx(ure 10.25μl、PSYprim巴rpair 10 JL 1、テンプレート 10μ|、滅

的恭儲水19.75JL 1を分nした。
PCR反応条件は、 denaluraliol194 .C、30秒、 al1l1ealing51 .C、90秒、 exlen-

siol1 72"C、 2分を30サイクル、さらに日rstdenaturatiol1 94"C、 5分、 1aslex-

lensiol1 72.C、5分とした。

(3)1】esLedPCR 

第l段階のPC1えには20F、1500Rの真正純111誌にユニバーサルなプライマーペア

を用い、第2段階のPCRには PSY1. PSY2のF.psyc!Jrophilull1に特異的なプライ

マーペアを用いた。

反応液の組jjX;およびPCR反応条件は.上記の通常のPCIミと|訂j様とした。ただ

し第2段附のPCRのテンプレートとして、第l段階のPCRで待られたPCR産物を

TEバッファーで2% に7i'j~烈したものを使用した (Wiedman l1 et. al. 1993)。

(4)RT-PCR 

逆転写の反応液の組成はrTthDNA p01ymerase (2.5 UIμ1) 2μl‘ 10XrTth 

Reverse Tral1scriptase Buffer (100 mM丁目s-HC1、9001111¥11KC1) 2μ|、dNTP

Illixlure (dATP、dCTIヘdσrp、dTTP各2.5mM) 6.4 JL 1、pγimerPSY2 (10 

p11)ollμ1) 1.5μ1、10mM  MnCl，2μl、テンプレート6.1μl、の言'.20μ!とし

た。逆転写反応の条件は、 51"c、 l分30秒、70.C、5分、とした。

逆転写で得られたcDN八をテンプレートとしたPCR反応の反応液の組成は、

1 OX Che1ating buffer (50 % g1ycer01、100111M Tris-ト1C1、1M KCI、0.5%

Tween20、7.5mM  EGTA) 8 JL 1、25111M MgCI， 8μl、primerPSY 1 (10 pmo1}μ 

1) 1.5 JL 1、滅的蒸儲水62.5li 1、 l二記の逆転半反応を終えた反応液20μ|の言|ー100

μ!とした。PCR反応条件は、 denalUraliol194"C、 30秒、 anne乱ling51 "c、 90

秒、巴Xl巴I1siOI170 "C. 2分を30サイクル、 laSIeXLension 70 "c、 5分とした (Myers

and GelUlocl 1991)。

13 



結果及び考察

純情益樹液を使用し各DNA納:1.¥法.各PCIミ法を用いて検:U感肢を求めた結

果は以下の通りである。 ProleinaseKを用いた納:11法を使用 し作製したテンプ

レートを斤lい、通常のPCR、nesledPCR、RT-PCRを行った場合の検:1'，感度

は、 PCR反応チューブあたりそれぞれ2.16X10'CFU、2.16CFU、8.25X10、

CFUであった。 Chelex100を用いた方法で作製したテンプレートを周い、通常

のPCR、nesledPCR、RT-PCRを行った場合の検出感度は、 PCR反応チューブ

あたりそれぞれ1.14X10'CFU、1.14CFU‘4.13X10' CPUであった。フェノー

ル/クロロフォルム法で‘作製したテンプレートを用い、通常のPCR、n巴sled

PCR. 1ミT-PCR行った場合の検出感l皮は、 PCR反応チューブあたりそれぞれ

6.60X 10' CFU、6.60CFU、6.60X10' CFUであった(Figトla-c，TabJe 1-1)。

以上の結果から、純情養箇体をサンプルとした各DNA抗11:1¥法、各PCRによ

る検出感度は、 ChelexlOOを用いた方法でDNA納11¥しnesledPCRで噌l悟した検

1+1法が1.14CFU/lubeともっとも高感度であったが、各々のPCRにおいて、制1

Il¥法の違いによる検11:¥感度に大きな主主はなく、いずれの方法においても高い感

度で目的DN八断片の増幅が確認された。 抽出t:l.~の違いによる検UI感度に大きな

差がなかった県出として、純情義的{，fを滅菌蒸儲水に懸濁したものをサンプル

として使用したので、サンプJレ中のPCR阻害物質が少なかったことも考えられ

た。一方、サンプルの処埋に目を向けると、 DNAの1111111については、 Prolei-

naseKを用いた制I:H法とChelex100をj司いた方法は、 l検体についてl種類の試

薬とチュープl本しか使用しないのに対し、フェノール/クロロフォルム法で

は、多くの試薬とチューブを使用し、処理が煩雑で、J9r姿時間も長く、有機熔
燥を使用するといった多くのデメリッ トがあった。また、その煩雑な処J!P:の段

断で、試薬やサンプルの汚染による結果の不正硝'さも危恨された。また、 PCR

条件については、 nest巴dPCRは通常のPCRの併の傑作、時間、試薬を必要と

し、 RT-PCRは逆転写反応の後に試薬をさらに加える段階が入り、また試薬の

{illi絡も高側であった。これらのことから、特に現場においてサンプルから分離

椛益した菌妹をPCRによって同定する際には、 DNA刷tllにおいて、 Proleinas巴
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KかChel.exlOOを用い、 PCRにおいて通常のPCRを用いる方法が最適であると

忠われた。

なお.通常のPCR、nested PCRの条件は.当初、遠山らの条件(denut.ura-

110日94'c、 120秒、 anneali略的℃、卯秒、以tenslO日72cc、 120秒を30サイ
クル. lirst. d巴naluration94 cC、 120秒、 last extension 72 'c、 120秒)に従った

が、使用した機骨号、試薬ts;が災なったので、より最適な地l限条件を求め、 上記

の条件とした。 同条件は、第2挙で行う実験にも適用した(Toyamae( a1 1994)。

疑似感染組織を使用し各DNA前IIWt}_c、各PCR法を用いて検LL¥感度を求めた

結果は以下の通りである。

Proleinase Kを用いた羽H:I¥法を使用 し作製したテンプレートを用い、通常の

PCR. n巴sledPCR、R-l二PCRを行った場合の検:u感度は、 PCR反応チューブあ
たりそれぞれL94X1ぴCFU、7_00X10' CrlJ、 1.94X10' CFUであった。Che-

lexlOOを用いた方法で作製したテンプレートを用い、通常のPCI之、 nested-

PCR、lミT司PCIえを行った場合の検:1-¥感度は.PCR反応チューブあたりそれぞれ

1.50X 10' CFU、J_50 CFU. 3.86 X 10' CFUであった。フェノール/クロロフォ

ルム訟で作製したテンプレートを用い、通常のPCl之、 neslecl-PCR、RT-PCR

行った場合の，t.:11H¥感度は、 PCR反応チューブあたりそれぞれ5.78X10' CドU、

5_78 CFU、5.78X10'CFUであった (Fig.1-2a-c， Tableト2).I二pふ:yc!JrophiJumlこ

特11なバンド以外にそれより分子誌の小さいパンドが認められることもあった

が、これらは明らかに分チ民が異なるので、 PCRによる検U¥での判定の妨げに

はならないと宅ーえられた。寒天平板楕益法の検:U限界は4.38X 10' CFUI1 0μ|ホ

モジネートでこれはCh巴lex100でDNAl1ll:Hした際の検:1¥感度では1.48X10' 

CFU/tubeに相当し、蛍光抗体法の検:1¥限界は1.49XIO'CFU/JOμ1ホモジネー

トでこれはChelex100でDNAれ1111¥した際の検:J¥感度では5.05X 10 CFU/tllbeに相

当した。主主)C平板前養法においては、少なくとも十万個体以上の生l泊を塗沫し

ないと検1.1 \が隊認できないという it，，~i泉であった。 この生菌数は、ミスラ法で言，.

数する際、寒天平板 |てでi首殖できる菌数である、ということを考えると、検出

に際し寒天 |ーに一緒に塗派したアユの腎臓組織中、あるいはSTEバッファーが

l箱の泊殖を|阻害することも考えられた。また蛍光抗体法については、今回使用
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した蛍光抗体法が間接法であることも 因であると思われる非特異反応も見ら

れ、またサンプル|割定及び染色の際に菌1{;が変形しやすいらしく、 1川打差顕微

鋭で観抵当しでもはっきりと筒形をボしている、といえないものも多く見られた

(Fig.I-3，4)。

よって、寒天平板tf;義法や、蛍光抗体法に比べても、 Chelex100でDN八111111¥

しnestedPCRを用いた検:11法が1.50CFU/tub巴と、もっとも高感度であった。

また、その傑作においても迅速で、結果の判定も容易であり、非特異反応もな

いことから、現場においても有・用な方法であると思われた。
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Fig. 1-la. Agarose gel electrophor巴sisof PCR products 
from pure-cultured F. psychrophilum DNA 

extracted with proteinaseK. 

Lane # 1-6: PCR was performed with s1ng1e step PCR. The template DNA 
concentrati.ons of 10ne # 1-6 were 2.16X 10'ー1白色CFU/tuberespechve1y. 

Lane # 7-12: PCR was performed wlth RT-PCR. The temp1ate DNA 
concentrati.ons of 10ne # 7-12 were 8.25 X 10' -10'CFU/tube respecti.vely 
Lone # 13-18: PCR was per干ormedwith nested-PCR. The temp10te DNA 
concentrαtlons of 1ane # 13-18 were 2.16X10'-10・CFU/tuberespecti vely. 
1aneM : pHY marker 
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123456M  7891白1112 M 13 14 15 16 17 18 M 
E司圃匝園圃置彊面望L~争・~

Fig. 1-lb. Agarose gel electrophoresis of P仁Rproducts 

from pure-仁ulturedF. psychrophilum DNA 

extracted with Chelex 100. 

Lone # 1-6; PCR wos performed with si.ngle st巴PPCR. The template ONA 
concentrati.ons of lone # 1-6 were 1.14 X 1O' -10・CFU/tuberespecti. vely 
L.one # 7-12; PCR wos performed wi. th RT -PCR. The template ONA 
concentrati.ons of lane # 7-12 were 4.13 X 1自に10'UU/tuberespecti.vely. 
Lane # 13-18: PCR was performed wi.th nested-PCR. The template ONA 
concentrati.ons af lane # 13-18 were 1.14 X 10' -10'CFU/tube respecti. vely. 

loneM : pHY marker 
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1 2 345  6 M 

Fig. 1-lc. Agarose gel electrophoresis of PCR products 

from pure-cultured F. psychrophilum DNA 

extracted with phenol/chloroform. 

Lone # 1-6: PCR was performed w1th slng1e step PCR. The temp1ate DNA 
concentrations of lane # 1-6 were白.66X 10' -10'CFU/tube respectwe 1y 
Lone # 7-12: PCR was performed w1th RT-PCR. The template DNA 
concentratlons of lane # 7-12 were 0.66X10'-10'CFU/tube respεchve1y 
Lane # 13-18・ PCRwas performed w1th nested-PCR. The template DNA 
concentrati.ons of 1αne # 13-18 were 0.66X10'-10'CFU/tube respechvely 

10neM : pHY mαrker 
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Fi.g. 1-2a. Ag口rosegel electrophoresis of PCR products 

from th巴 mixtureof ayu kidney homogenate and 

F. psychrophilum extracted wlth protelnaseK. 

Lane # 1-6: PCR was performed with slngle step PCR. The templαte ONA 
concentratlons of lane # 1-6 were 1.94 X 10'-10'CFU/tube respectlvely. 
Lane # 7-11: PCR was performed with RT -PCR. The template DNA 

concentrotlons of lane # 7-11 were 1.94X10'-10'CFU/tube respecttvely 
Lone # 12-16: PCR was performed wlth nested-PCR. The templote ONA 
仁oncentrohonsof lane # 12-16 were 7.00X10・-1白，'CFU/tuberespectl vely. 
loneM : pHY morker 



123456M  7891白 1112 M 13 14 15 16 17 18 M 

Fig. 1-2b. Agaros巴 gelelectrophor巴sisof PCR products 

from the mixtur巴 ofayu kidney homogenate and 

F. psychrophilum extr臼ctedwith Chelex lOO 

Lane # 1-6: PCR was performed wi.th si.ngle step PCR. The template DNA 
concentrations of lane # 1可6were 1. 50 X 10' -10"CFU/tube respεcti.vely. 
Lane # 7-12: PCR was performed wi. th RT -PCR. The template DNA 
concentrati.ons of lane # 7-12 were 1.50X10'-10・CFU/tuberespecti.vely 
Lane # 13-18・PCRwas performed wi. th nested句PCR.The template DNA 
concentrati.ons of lane # 13-18 were 1.50X1自に10'CFU/tuberespectl vely. 
1αneM : pHY marker 
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1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 11 12 M 13 14 15 16 17 18 M 

Flg. l-Zc. Agarose gel electrophoresls of P仁Rproducts 

from the mlxture of ayu kldney homogenate and F 

psychrophilum extrαct巴dwHh phenol/仁hloroform.

Lane # 1-6: PCR wα5 performed with single step PCR. The template DNA 

concentratlons of lane # 1-6 were 5.78 X 10'-10'CFU/tube respecti.vely 
Lane # 7-12: PCR was performed with RT-PCR. The template DNA 
concentrαHons of lane # 7-12 were 5.78Xl由仁10・CFU/tuberespectlvely 
Lane # 13-18: PCR was performed with nested-PCR. The template DNA 
ζoncentrahons of lane"# 13-18 were 5.78X10'-10'CFU/tube respechvely. 

1αneM : pHY marker 



Fig. 1-3. Detection of F. psychrophilum by IFAT 

Mi.xture of kidney tissue homogenate and pure-cultured F. psychrophilum. 
Concentration of F. psychrophilum is 1.49X10' CFU/10 IL 1 homogenote. 

Fig. 1-4. Detection of F. psychrophilum by IFAT 

Mixture of kidney tissue homogenαte and pure-cultured F. psychrophilum. 
Concentration of F. psychrophi lum is 1.49X10' CFU/10μ1 homogenロte



Table 1-l. P仁Rsensi. h vi. ty for pure-cultured F. psychrophi Ium. 

Extrachon normロ1PCR 

Prota"inase K "z .16 X 10' 

Ch巴lex10白 1.14Xユザ

Phenol/chlorofoum 6.60 X 1日z

nested PCR 

Z.16 

1.14 

6.6白

RT-PCR 

8.25X10' 

4.13X10' 

6.60X10' 

Table 1-2. P仁Rsensi.ti.vity for the mixture of kidney tissue 

homogenat巴口ndpur巴-culturedF. psychrophilum. 

Extract"ion norm口1PCR 

Prota"inase K 1. 94 X 1げ

仁helex1自由 1. 50X 10< 

Pheno l!chlorofoum 5.78 X 10' 

nested PCR 

7.0白X10'

1.5白

5.78 

.， Colony Forming Unit (CFU) per 0 PCR reoction tube 

RT -PCR 

1.94X10" 

3.86X10' 

5. 78X 10' 

Detection limi.t of cul ti. votion ond IFAT ore 4，38 X 10'CFU!10μ1 homogenote 
ond 1.49 X 10'CFU/10μ1 homogenote respectively. 
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第2章

琵琶湖産アユと輸入ギンザケ卵からのP仁R;去を用いた
Flavobacterium psychrophilumの検出



序論

アユは日本における冷水病の被官の綴も大きい魚種である。このアユは、ニ

シン口 (Clupeida)、アユ科 (Plecoglossidae)‘アユ属 (Plecoglossus)の両側凶遊

魚で、日本のほぼ全域と台湾、朝鮮半島、中国大陸の一部に分布する。).r命l

ヶ年の年魚であることがfi?-，であるが、その生活は以下の通りである。秋、川

の下流の砂線地でj!f二卵し、卵は卵l供で砂機に付jきする。解化後、仔奴lは海に流

れ下って冬を沿j伴海域で過ごした後‘翠春、 7cmぐらいになると河川に遡上す

る。Y)J魚はillJJ物件の浮遊生物を夜食する。河川J::中流域に定住したアユは、川

底のィーlに付着する務類をその特布の術と舌で奴食して成長し、秋、 KMli後死亡

する。lイ1ヱでは成熟せず、 i可巾で越冬し、翌年産卵する越年fなもまれにみられ

る。遊f.{l.の対象としても有名であるが、鵜飼、梁詩:によっても採られる。日本

)JI'i淡水魚の内高価なものの一つで、また、産卵場の保護、ダム辿設などによる

遡上の妨7与を克服すれば、巌も生産的な淡水魚の一つであるとされている。

このアユ養殖で、日本における綴大の穏前生産地およひー全l到の遊魚種前汀1ア

ユの生産供給地は滋賀県の箆芭湖 (Fig.2-1)であり、琵琶湖芹沼i前アユからも冷

水病の分離の報告がある(滋賀県水産試験場;学会報告、論文縄戦等無し)。

しかし、実際には琵琶湖rr種前アユの保菌にたいする継続した調査研究はな
い。そこで、本車では、第 l掌の結果より、寒天平板t~1主法や蛍光抗体tl;に比

べ感度が高いと忠われたPCRによる箆琶湖1Jw.養殖用アユのF.psychrophilul11の

保関検査を行った。

t!J:界的に冷水病が初めて縦告されたのは、北米のサケマス卿化場であり、日

本でも輸入卵を使用した符城県のギンザケ長殖場で冷水病の発生が報告されて

いる (sorgJ 960. ¥ヘfakabayashiet aJ. 1991)。日本におけるギンザケ必殖の概要は

以下の通りである。まず、 12月に発11良卵を淡水の防化場に収容し、 l月t:術、化

させて、 2月に創刊けを開始する。淡水養殖場は秋まで・に平均体重150gに養成

して、海而益殖場へ:1¥術する。梅雨養殖場は10刈下旬からJIR中旬t:掛けて種

苗を海水ilJlI致後、梅雨の益軒白生け貨に収容し、 ドライペレットやモイストペ

レットを給tìfIする 。 翌年4~8月までに2~3 kgに養成してノド揚げし、ノ主温上昇前
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に全量を水揚げする。ギンザケは日本に生息しないため種苗卵のほとんど、をア

メリカやカナダから輸入しているが、現在でも各地の貯化場で冷水病の発生が

宇lH!rされている。このことから、日本におけるギンサ'ケの冷水病は、lI¥1ll人ギン

ザケ卵とともに持ち込まれたものであることも予想される。しかしこれまで輸

入ギンザケ卵からのF.psychrophiJllm検:1¥は行われておらず、このことは憶測

の域を越えない。そこで、アユからのPCRによる検出技術を応用し、輸入ギン

ザケ卵からのFpsychrophiJumの検:Uを試みた。また、寒天平板取益法と、蛍

光抗体法による輸入ギンザケ卵からのF.psychropbiJuU1の検出も試み検出不を

比較した。
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材料と方法

アユ

滋賀県水産試験場の協力により、 I9951f4月から1997{f6.Flまでに採集したア

ユ324尾を供試した。アユは、各個体侮に話i!議員をはかり、主主的的に解剖し、

腎臓を分離、 200JL IのSTEバッファーまたはPI3S(ー)でホモジナイズしたものを

サンプルとした。I995{f4月から6月までの各月に採集したアユの一部 (LOl# 

2 、 1 0、 1 6)についてはサンプル 1 0μ lを、作製後、直ちにTYE;Ji.~天平似に主主tt

し、寒天lft1Ji!市長法による検査を行った。また‘同じく作製直後のサンプル10

μlを第l単と悶l憾の方法で無蛍光スライドグラスに塗沫し蛍光抗体法に使用 し

た。

似洗浄サンプルは1.5mlチューブに入れ、 |司チューブに滅的PBS(ー)I mJを}JJJ

え約10秒激しくブレンダーで悦枠した後、似をl取り!徐き、伐った鰍表面洗浄液

を15000rpm、40Cで10分述心分離した。上i1iーを廃棄し、 tU査を100/L 1のPBS(ー)

に向懸濁したものをサンプルとした。腎臓ホモジネートサンプルおよび腿洗浄

サンプルはPCRに使用するまで-80"cで保存した。

ギンザケ卵

日本水産資源保護協会の1:6.6)]により、日本に入国前後の輸入ギンザケ発11艮卵

及び、国内産ギンザケ発l浪卵を入手し、使用した。発限911は、処坪ーするまで

it=aったガーゼと共に弘:閉容認中に保存した。容訴は4"Cの冷蔵庫中で保存し

すこe

ギンザケ卵をl粒ずつ滅的した1，5mlチューブに入れ、問チューブに滅的

PBS(ー)I mlを}JIIえがJlO秒激しくブレンダーで批判戸した後、ギンザケ卵を取り|徐

き、残ったギンザケ卵表而洗浄液を15000rpm、4"Cで10分遠心分離した。 Iサ百

を廃棄し、沈?在を100Jl IのPBS(ー)に丙懸濁したものをサンプルとした。サンプ

ルはPCRに使用するまで 800Cで保存した。



DNA扱iLlj法

第l主主のChelexlOOを斤lいた方法と同様の方法を用いた。ただし、サンプルと

して上記の腎臓ホモジネートサンプル、 飢!洗浄サンプル、およびギンザケ卵洗

浄サンプル10μ|を使用した。

PC尺

第Ii主のnestedPCRと同綴の方法を用いた。ただし、反応液量は、組成の比

三終を同じにして1st.PCRでは言|・10μl、2nd.PCRでは言"20JLIとした。

寒天平板培養法

第l主主のJ1f天平板法と同線の方法を用いた。

蛍光抗体法

第 l主主の蛍光抗体法と同級の方法を用いた。
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結果及び考察

琵琶湖l!if種市アユからの検出

PCRによる琵琶湖苑種前アユの腎臓ホモジネートからのF.psyclJroplJiJlIn1の

検出結果は324尾中52尾(16.00;'，)が陽性で、 51ロット中、陽性の個体があった

ロットは24ロットであった (T油le2-1)。このことから、琵琶湖琵種苗アユが卜

psyclJrophiJlIInを保菌した状態で日本凶内を流通していることが示唆された。

琵琶湖原種市アユが、日本で殿大のアユ綴市の供給源であることを，与えると、

日本のアユ益猟場で発生している冷水病は琵琶湖淀種市アユとともに持ち込ま

れたものである可能性も否定できない結果であった。

1995年に採集されたLol#2、10、16の74尾については寒天平板熔益法、蛍光

抗体法も併用して保i鏑検笠を行ったが、寒天平板培養法、蛍光抗体法の両方法

で保繭が縦認された個体がなかったのに対し、 PCRで保I摘が確認された個体は

5サンプルであった(Table2-2)。このことから、第l車で示唆されたとおり、現

場サンプルを用いた場合においても、 PCRが従米のJ1fA平fllitif益法や蛍光抗体

f去に比べて、優れた検:1¥法であることがわかった。

また、寒天平板を用いたアユからのF.psychroph.iJυmの保菌検盗に、総組織

を用いることが有効であるとの報告から、腎l臓ホモジネートサンプル、総ホモ

ジネートサンプル、および鰍洗浄サンプルからの検出本の比較を行い、館組織

を用いたPCRによるF.psychrophiJtl/l1の検出の有効性を検討した (Table2-3)。

その結果、鰍ホモジネートサンプル、および総洗浄サンプルからのF.psychro-

phi/lllnの検出率はそれぞれ70%、58.3%で、腎臓ホモジネートサンプルからの

検出率 (12.5%)に比べてかなり検:_u感度が高いと忠われた。腎臓ホモジネート

サンプルから保闘が確認された個体で艇!ホモジネートサンプルか飢!洗浄サンプ

ルで保闘がli(lt認されなかった個体はなかった。また、似洗浄サンプルの作製

は、ホモジネートサンプルの作製に比べて簡便なことも、多検体を扱う保i持調

査においてイT効であると思われた。

そこで、腎臓ホモジネートサンプルに供試した51ロット中の23ロットを用い

て総洗浄サンプルからのPCRによる検査を行った (Table2-4)。その結果、全



112尾中保菌が確認された個体はほぼ半数の55尾(49.1'X，)で腎臓ホモジネートサ

ンプルからの検出部 (16%)に比べ、かなり高い他となった。また、腎臓ホモジ

ネートを用いたときには保的個体が検1:1¥できなかったロットで鰍洗浄サンプル

を用いたときに保繭個体が検:JIできたロットも6ロットあった(しol# 25. 38，41， 

42，46，51)。逆に腎臓ホモジネートを用いたときには保l菊個ft:が検:Uできたロッ

トで鰍洗浄サンプルを用いたときに保闘個体が検:Hできなかったロットはl

ロットだけであった(し01# 48).このことから、鰍洗浄サンプルを用いたPC1互

による{果的検査が有効であることが考えられた。しかし、冷ぷ病が全身感染tl:

の病気で、また似は、常1;::喋Jji/./(と接触している探官で‘F.psychrophilumが

環境715在的な細菌であることを考えると、総洗浄サンプルからF.psychro-

pl】山mの存在が確認された個体が発病に苓る前段階としての保蘭状態であると

は断定できない。従って、総洗浄サンプルを用いた保菌調査についてはさらな

る検討が必要であると思われた。

輸入ギンザケ卵からの検出

PCRによる輸入ギンザケ卵からのFpsychrophilu11lの検:1-¥紡果は183粒巾81

腕 (44.3%)が陽1'1で、 23ロット巾、陽性の個体があったロットは9ロットであっ

た。このことから、ギンザケ卵が、 F.psychrophiluD1を保附した状態で輸人さ

れており、これらを江にしたギンザケ長殖で発生した冷水病は輸入ギンザケ卵

が起源である可能1'1ーが考えられた。一方、寒天.平似主計益法および蛍光抗体法に

よる検:-IJ，では、 PCRで陽性で、あったロットで-検:1:¥が確認されなかったロットも

多く、 I]!~ らかにPCRによる検11\感度が高いと思われた (Tah1e2-3)。

また、 lご psychrophilumに特異的なバンド以外に約1500bpの弱いバンドが

みられたサンプルがあったが、これは第l段階のユニバーサルブライマーに

よって噛幅したF.psychrophilu11l以外の歯に出来するものと思われた (Fig.2-

3)。

今回の検査ではギンザケ輸入卵の洗浄液を検査対象として用いていることか

ら、検出された個体には、 ~Il外に F. psychropiJilumが存在していたと考えられ



る。しかし、 F.psychrophilll111はギンザケ卵の卵外 (011egg)のみではなく、卵

内(inegg)に存在することが知られていることから、今後の輸入ギンザケ卵の

F. psychrophilllDJの検査には.日11洗浄液以外にも卵内を検査することも必要で

あると恕われた (Brownet;1/. 1997， Kum，lgai and Takahashi J 997).また、今凶
の研究には輸入ギンザケ卵のみでなく 、近年SPF(specil!c pathogen fl巴巴)卵とし

て需要が高まっている園内旅ギンザケ卵も検査した(しot#JO， 11)。その結果、

日本国内で生産されたギンザケ卵からはF.psychrophilt/lllが検出されず、改め

てSPF卵としての困内産ギンザケ卵の価値が認められた。しかし、本研究で保

菌検食した圏内産ギンザケ卵は、わずか2ロット・ 6サンプルのみであるので、

凶内苑ギンザケ卵のSPF卵としての本当の{dli他を旅立するためには、今後の継

続的な保的検査が必要であると思われた。

32 



M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 

M 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 M 

487白bp
2016 
136白
11自7

926 
658 
489 
267 

Flg. 2-2. Agarose gel巴le仁trophoreslsof P仁Rproducts 

from DNA extracted from ayu fry (lot# 2). 

Lone 1-24:sample# 1-24， Lane M:pHY marker 
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Fig. 2-3. Agarose gel electrophoresis of P仁Rproducts 

from DNA extracted from coho salmon eggs (lot# 23). 

Lane 1-8 sample# 1-8， Lane M marker 
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Table 2-1. Inspection for F. psychrophilum千rom

Ayu kidney homogenate・1with P仁R.

SampHng Sampl i.ng Average wt 
Number of Number of 

Lot # fi.sh fi.sh 
dαte Location of ayu(日〉

exロmi.ned posi. ti. ¥Ie 

1 9504日6 Shi.ga 2.20 

z 950413 Adogawa 2.26 24 

3 950419 Nakonushi 3.24 。
4 950420 Adogawa 3.48 3 

950509 Shi.ga 4.30 。
6 95051白 Kohoku 2.4自 。
7 95日51日 Nakanushi. 3.9日 z 自

950511 Bi.wa 5.18 5 日

9'] 950523 Hikone 2.78 

10" 950523 Hi.kone ヨ.42 25 日

11 950609 Kohoku 2.88 申

12 950622 Hi.kone 8.46 3 

13 95白626 Bi.wa 8.30 

14 950627 Mαki.no 4.52 。
15 95062.8 Hi.kone 5.74 5 。
16 950629 Nakanushi 5.35 25 自

17 950712 Shigα 2.9日 日

18 95自713 Kohoku 5.82 自

19 950718 Biwa 6.00 。
20 950719 Nα且ahamo 4.14 1 

21・3 960112 Unknown 1. 25 1 

2.2 960319 Hi.kone 2.10 4 自

23 960422 Hi.kone 1.95 4 自

24 96自529 Hi.kone 2.48 4 日

25 960627 Hikone 4.15 d本 日

26 961203 Hi.kone 日18 1 

27 970128 Oki.shi.ma 0.18 。
28 970226 Hikone 2.08 自

(Conti.nued on following pa宮e)
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Table 2-1. (仁onti.nued)

5ampli.ng 5ampli.ng Average wt 
Number of Number of 

Lot # fish flsh 
date Location of ayu(g) 

exαrnined post ti.ve 

29 970226 5hi.目。 日70 唖

30 9703日5 Maktno 0.74 

31 970318 Hi.kone 1.64 自

32 970319 5hi.ga 2.84 

33 970326 Kohoku 2.24 自

34 970403 Makino 1.04 

35 970410 5hi.ga 1.68 

36 970423 Adogowo 10.02 5 1 

37 970425 Kohoku 2.58 3 

38 970425 Hi.kone 4.96 。
39 970502 M凶kino 2.04 z 

40 970509 5higα 3.9日

41 97白513 Hikone 4.27 10 日

42 970521 Maklno 7.51 10 自

43 970522 Kohoku 2.77 10 

44 970523 Adogowα 6.86 10 

45 970603 5higa 6.10 10 4 

46 970612 Hi.kone 3.97 1日 日

47 970619 Maki.no 4.38 5 

48 970625 Adogαwa 4.3白 z 

49 97062.5 Makino 4.26 z 

50 970711 5higo 3.62 4 

51 97日711 Maklno 4.50 日

total 3.86 324 52 

"The homogenotes of the ki.dney tissue were examined for F. psychrophi.lum wi.th PCR. 
"Samples of Lot# 9 and 10 were sαmpled i.n the same day and place， but di.fferent lat 
each other 
"Ayu of Lot# 21 were diagnosed 05 BCWD by theIl" disease sign before PCR inspection 
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Table 2-2. Inspection of ayu for F. psychrophilum 
by P仁R，Culture and IFAT" 

Aver口ge
Det巴ctionof F. psychrophilum 

Lot# 
5日mpli.ng

wt. of 
dロte 。yu(g) PCR Culture IFAT 

z 950413 2.26 5/24" 日/24 自/24

6 950510 2.4日 日/25 自/25 日/25

16 95日629 5.35 日/25 自/25 日/25

Total 3.7日 5174(6.8j高〉 自/74 日/74

. The homogenates of the kidney tissue were examined for F. psychrophilum with 
three different methods， i.e. PCR， cu1ture， and IFAT. 
‘number of fish posi hve/number of fish exami.ned 



Tabl巴 2-3 仁omparison0千PCRd巴techonbetween 

gi.ll and ki.dney 

Detecti.on from 

Lot# 
Sampli.ng Average 
dロte wt. (g) Gi.ll Gi.ll Ki.dney 

homogen口te W口shi.ng homogen日t巴

21 960112 1. 25 ND" 212" 1/2 

22 960319 2.1白 ND 自14 日/4

23 960422 1. 95 ND 。/4 自/4

24 960529 2.48 ND 2/4 日/4

25 96白627 4.15 ND 日14 日14

41 97白513 3.98 ND 215 自15

42 97白521 7白4 ND 2/5 自15

43 970522 2.58 5/5 5/5 2/5 

44 970523 6.26 4/5 5/5 ヨ15

45 970603 5.94 1/5 5/5 自/5

46 970612 4.36 4/5 5/5 。15
total 4.08 

14/20 28/48 6148 

(70拓〉 (58.3克〉 (12.5克〉

Not done 
.， number of fish pos1tive/number of fish exomined 
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Table 2-4. Inspection for F. psychrophilum from Ayu 

gi11 washings with PCR 

5amplei.ng 5ampl i.ng Average wt 
Number af Number of 

Lot # fi.sh fi.sh 
date locotion of ayu(g) 

exami.ned posi tive 

6 95白51自 Kohoku 1.5白 z 。
22 96白319 Hi.kone 1.46 5 也

24 96日529 Hikone 2.26 5 自

25 96白627 Hi.kone 4.00 z 

30 9703日5 Maki.no 自 86 5 1 

32 970319 5hi.ga 2.68 

34 97白403 Maki.no 0.96 

35 97由410 5hi.ga 1.58 ヨ

36 970423 Adogawa 9.72 

38 970425 Hi.kone 3.94 

39 970502 Mαkino 3.98 

4日 970509 5hi.ga 3.16 

41 970513 Hi.kone 2.58 

42 970521 Mαkino 7.04 

43 970522 Kohoku 3.98 

44 970523 Adogawa 6.26 

45 97日603 5higa 5.94 

46 97自612 Hi.kone 4.36 

47 970619 Makina 4.46 

48 97白625 Adogawa 4.7自 白

49 970625 Makino 5.74 5 3 

5自 970711 Shi.gα 3.76 

51 970711 Makino 4.46 3 

total 3.95 112 55 
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Table Z-5. Inspection of eyed-eggs of coho 

salmon for F. psychrophilum 

Detechon of F. psychrophilum 
lot制 Egg source Yeor 

PCR Culture IFAT 

USA (WS) 1995 23/24・a 5/24 7124 

USA (W5) 1995 24/24 1/24 01Z4 

USA (WS) 1995 24/24 自，f24 日/24

USA (WS) 1995 3ノ3 +.， + 

USA (W5) 1995 213 + 

USA (WS) 1995 自/3

USA (WS) 1995 自/3

USA (DS) 1995 自/3

U5A (05) 1995 自/3

10 Jopan (DS) 1995 自/3

11 Jopan (05) 1995 日/3

12 USA (05) 1996 0/5 自/5 ND 

13 U5A (DS) 1996 1/5 0/5 ND 

14 USA (W5) 1996 0/5 0/5 ND 

15 USA (DS) 1997 218 ND 

16 USA (OS) 1997 1/8 NO 

17 USA (DS) 1997 0/8 ND 

18 USA (05) 1997 自18 ND 

19 USA (DS) 1997 0/8 ND 

20 USA (05) 1997 自18 ND 

21 USA (DS) 1997 自/8 ND 

22 USA (WS) 1997 自18 ND 

23 USA (DS) 1997 1/8 ND 

Total 81/183(44.3見〉

DS: Domesti.c spawner， WS :Wi.ld spawner， ND: Not determi.ned 
白Sompleeggs were vi.gorously shoken wi. th PBS by a tube mi.xer. The sedi.ments 
collected作omthe PBS by centri.fuge were exami.ned千orF. psychrophi lum wi. th 
three di.ffe，'ent methods， i..e. PCR， culture， and IFAT 
1 number of eggs positive/number、ofeggs exomi.ned 
唱 Severaleggs were pooled and exami.ned; + detected，ー:not detect怠d
Culture and IFAT dαta of Lot# 4-11 were ki.ndly offered by A. Kumagai.， Mi.yogi. 
Prefectural Fi.sheri.es Experi.mentol Stati.on. 
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第3章

血清型による
FIavobacter宅iumpsychrophiZumの型別

面園圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃..-ー←|



序論

2お2主主の結果により、 feむ湖院議殖用アユはかなり高い保的取であることが

分かり、琵琶湖Ipf益殖用アユが、全国のアユ養刑の;極WiとしてJムく用いられて

いることから、日本における冷水病が、きわめて深刻な事態であることが改め

て浮き彫りとなった。また、 !吋じく第2l'iiの結果より、輸入ギンザケ発l恨卯

が、P.psychrophiluJI1を{果的した状態で輸入されることも分かった。口.4>=にお

ける冷/j(病が、1iくから知られている欧米に比べ比較的近年になってから知ら

れるようになったことを考えると、F.psychrophilumは、ギンザケやニジマス

のように外凪から移入された魚種とともに日本に持ち込まれたと考えることも

できる。しかし、若林らによる吸収血液を用いた血清型の研究により、日本に

おけるP.psychrophilu l11は、ギンザケ ~tl来株に多くみられるI血病型の0-1 とアユ

凶来株に多くみられる血消型のo-n:分けられ、日本のアユに発生している冷

水病は均ーものもではなく種内変異が存在することが知られている(Waka-

bayashi et al. 1994)。

そこで、本主主では、若林らの迫実験も兼ねてf土psycJJrophilul11の血清型によ

る製自IJを行った。また、若林らの研究の時点ではF.pSYCbIOphilωJJの日本での

分離例が少く、実験にfJ日正できた株数が少なかったこと、ニジマス山米株にJU1

f百型が不明の株が多く見られたことから、その後日本で分離された多くの的株

を供試し、新たに、ニジマス山来株の抗血清も作製して実験に使用した。
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材料と方法

抗原液

F. psychrophilum 126株を抗原として使用した (γable3-2)。各的。株はTYE液

体培地で府主主後、ホルマリンを添加lし(0.4%)ー昼夜処月!した。その後、 PBS(ー)

で3回洗冷し、ホルマリン処思抗j泉としたa ホルマリン処J!H抗原を沸!騰ぷ巾で

30分間の加熱処J!Hを行い内びPI3S(-)で3凶洗浄したものを加熱処Jffi抗原とした。

抗fUliF'J

まず、 ヒ;;dのホルマリン処埋抗原を使用し、ニジマス白米のFPC814、ギン

ザケ山来で'F.psycbropiJiluill標準妹のNCIMBI947'、アユ山米のFPC840、の

計3株に対する家兎llllfi'iを作製した。家兎は、日本白色のメス ρ5kg)を使用し

た。アジュパントにはフロイントコンプリートアジュパント (WakoCat.# 014-

09541)を使用した。

抗NC1Ms1947
T
家兎血病はホルマリン処思した円'C840で、抗rPC840家兎Jfll

t青はホルマリン処思したNCIMBI947J'でl没収操作を行った。抗FPC814家兎血

清はホルマリン処珂!したNC1MBI947γとFPC840で吸収操作を行った。吸収操

作は、仙のてっの抗原被に対して各々の抗原液に特異的になるまで繰り返し

た。すなわち、抗NCIMBI947了家兎JUl清は加熱処用したNCIM削 947'、抗

FPC840家兎JlIlri'jは加熱処;埋したFPC840、抗FPC814家兎血清は加熱処理した

FPC814の各抗原液に特典的に反応するようになるまで繰り返した。吸収後の

抗JJllmは4"Cで保存し、作製後速やかに実験に供試した。

抗体制Ii.測定

抗体制liは96穴マイクロタイタープレートを用いたマイクロタイター訟により

測定した。抗JlIl消の希釈と、除性対照にPBS(ー)を使用した。抗原i夜は、ホルマ

リン処lill抗原、加熱処J.!f!抗原ともに5mglml PBS(ー)に調者きしたものを用いた。
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抗体イdfiが4以下は|塗性、16以 lーは腸1'1:とし、 3種類全ての11&1& Jill滑に陰性の株は

血清型不明j株 (ND)とした。また、自発凝集によって判定できない株は、結果

に入れないことにした。
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結果及び考察

各吸収血清はそれぞれの)JII熱抗原液に特異的であった。そこで、 f-PC840で

吸収した抗NCIMsI947'illui'iに特典的に反比、するものを0-1， NCIlvlBI947rで

吸収した抗FPC840Ull消に特災的に反応するものを0-2，NCIルlB1 947'と

PPC840で吸収した抗FPC8 1 4血清に特:I!~的に反応するものを0-3 とした(Table

3-1)。

次に、この3種類のI没収出荷で-綴々な術主山米の126的株に対して、それぞれ

同級に抗体制liを測定した (rable3-2)。その結果、自発凝集によって判定できな

い株をのぞいて、ギンザケ吐l米株12株のうちの半数以上の7株は0-1となり、残

りの5株は血消型ィ，切l株となった。アユ由来株42株は、山消型判定不能のl株を

除いて全て0-2となった。アユ山米株のほとんどが0-2で、アユ型の0-2と判定

された株は、アユ山米株のみに見られたのが特徴的であった。このことからア

ユから分離される株は非常にアユに対する宿主特奥性が高く、アユが日本在来

種であることから日本に特集的であると云うことができた。ニジマス山米株は

36株中、 0- 1 の株が1株、 Úll ì市型不1~1妹も2株見られたがほとんどの33株が0-3 と

なった。これらのことから、ギンサマケ山米抹に多くみられる血病型、 0-1、ア

ユ山来株に多くみられるlUl清型0-21こ)JIIえて、新たにニジマス由来株に多くみ

られる0-3の血清型が存在することが別らかとなった。また、0-1、0-2，0-3の

血清型がそれぞれギンザケ、アユ、ニジマスに対する宿主特呉性の高い血清ー裂

であることが分かつた。

オイカワ山来株については、血汗j型が0-2のものがあることが制倍されてい

る(lidaand Mizokalllj J 996)が、本研究の結果で供試したオイカワ山米株のJfll

清型は0-2のものはなく 、0-3のものがみられた。飯11]らの研究H寺点では車Irしい

血清型である0-3は44i侍しておらず、本研究で供試した的妹とは異なるもの

の、いずれも広ぬ県で分断tされた株であることをd考えると、彼らの使用した蘭

株も出荷型0-3のものであるかもしれない。オイカワは日本の天然水域では、

はじめて冷ぷ病の発生が幸11干与された魚種であり、日本の冷水病が、現在養殖峨

のみならず天然水域で発生していることが大きな問題となっていることから、
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オイカワ山会長株についてはlUli1f型も合め今後さらに検討を加えるべきだと忠わ

れた。

ギンザケ、アユ、ニジマス以外の魚種由来株には、ギンザケ盟の0-1、ニジ

マス型の0-3と判定された株もあったが、 ulltr;Jt¥'l不叩j株が多く見られた。この

ことから、 P.psychrophilul1Jには0-1、0-2、0-3以外にも約ょに依存する111l清

製が存在することが予想された。これらの未知の血清型の型別にはさらに多く

の的株に対する抗血病の作製や、あるいはモノクローナル抗体の作製等の必要

があると思われた。

また、 .(5林らの研究で斤lいたi翁株は全て本研究でも使用したので、その結束ー

を比較してみた。その結果、血清型不明のもの以外ではほとんどの株でおなじ

結果となったが、ギンザケ山来CH8-80が、才JZ林らの研究ではO-Jであったのに

対し、本研究ではI血清型不明]で、あった。ニジマス山米のドPC806は0-2とされて

いたが、今回の研究では0-3と判定された。しかし、 lfrl~行型0- 1 、 0-2において

のJ吉林らの結果と、本研究での結果の差は.抗血清を作製した家兎が異なるこ

と I吸収操作に用いた抗出荷の種類が異なること、また、実験f雪の技術的な長

挺などを考l益すると、非常に小さなもので、.ullfl'1型がF.psychrophiJul1Jの型別

において再現性の高い方法であると思われた。また、 IIll清型不明とされていた

ニジマス山米のFPC808、FPC814、FPC816は本研究でニジマス型の0-3と判定

された (Table3-4)。
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Table 3-1. Agglutinin titers of rabbit anti 

Ant1serum 

NCIMB1947
T 

CCS-USA) 

FPC840 

(AY-JPN) 

FPC814 

(RT-JPN) 

Flavobacterium psychrophilum sera 

ofter obsorption 

Agglutinin titer for 
Absorbed 

with NCIMB1947τ FPC840 FP仁814

HK HK 

FP仁840FK 32 <4 

NCIMB1947' 
<4 32 

FK 

NCIMB1947' 

FK & <4 4 

FPC840 FK 

RT:Rai.nbaw trout， CS:Coho sa1mon， AY:Ayu 
JPN: Japan. USA: Uni.ted States of Amerlca 
FK:Formalin ki.lled， HK:Heat ki.lled 
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Table 3-2. 0巴t巴rminationof the serotypes for heat-stable 

antigens of F. psychrophilum isolated from 
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(Conttnued on following page) 
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Table 3-2. (仁ontinued)
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(仁ontinuedon following page) 
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Table 3-2. (仁ontinued)
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AMS970 

49-L 

FPC810 

FPC932 

887 

95-18 

95-19 

95・20

96-4 

ND: Not determined 

CS(Coho salmon): Oncorhynchus kisutch， AY(Ayu): Plecoglos5us 01士iverl is， RT(Rai.nbow 
trout): Oncorhynchus mykiss， Amago: Oncorhynchus rhodurus， Oi.kαwa: Zocco plotypus， 
Iwana(Yama胴上Salvelinus pluvins， Ugui: Tribolodon hakonensis hakonensis， Co叩:
Cyprinus carpio 
Sera#l: Rabbit anti-NCIMB1947 sera absorbed wi.th FPC840FK， Sera#Z: Rabbit anti-
FPC840 sera absorbed wi.th NCIMB1947FK， 5era#3: Rabbit anti-FPC814 sera absorbed wi.th 
NCIMB1947FK and FPC840FK 

Strロlns0千 FPC819(CS)，255/93(Unknown)， 874(Unknown)， 176-L(Sαlmon)， I36(AY). 
PT96019(AY)， PT96033(AY)， SA9701(AY)， KNA9702(AY)， KNA9705(AY)， 13-23(RT)， P27-
2/95(RT) and P30-1/95(RT) wereαuto-aggluti.ni.n 
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Tabl巴 3-3. Relationship betw巴enhost and serotype 

Serotype 
Host Total 

0-1 0-2 0-3 ND 

仁5 5 日 日 5 10 

AY 白 42 日 1 43 

RT 1 日 32 1 34 
_._-・回 圃』圃 ー圃 圃』 圃'ー・"_ー一一ー---- ---・・ d 

Am口go 自 自 1 7 8 

Iwan口 。 日 1 。 1 

Yロm口me 1 自 自 ヨ 4 

Otkawa 白 自 2 1 3 

仁arp 1 自 1 白 z 

Grayltng 1 自 1 。 z 

Ugut 。 自 1 。 1 

Tench 自 。 自 1 1 

5日lmon z 。 自 o Z 

Unknown 自 。 1 o 1 

Totα1 11 42 39 20 112 

C5:Coho salmon， AY:Ayu， RT:Rainbow trout 
ND: Not determined 
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Table 3-4. Deter‘mination of serotype by Wakabayashi 

et a1.・1 and in this study. 

Serotype determlned by 

Str口ln Host Locat1on 
thi.s study W口k日bay口shi.・2

NCIMB1947τ 仁5 USA Wash"ington 0-1 0-1 

SH3-81 仁5 USA Oregon 0-1 0-1 

仁H8-8日 CS USA Oregon ND 0-1 

FPC828 仁5 M"iyロgl 0-1 0-1 

FPC829 CS M"iyロgl 0-1 0-1 

FP仁83日 仁5 M"iyロgl 0-1 0-1 

FPC839 AY Tokush"ima 0-2 0-2 

FPC840 AY Tokush"im口 0-2 0-2 

FPC924 AY Wak口y口m口 0-2 0-2 

FPC925 AY WロkαYama 0-2 0-2 

FPC926 AY Wakay日ma 0-2 0-2 

FPC8白6 RT Nロ9日no 0-3 0-2 

FPC808 RT Nagロno 0-3 0-2? 

FPC814 RT Tokyo 0-3 0-2? 

FPC816 RT Tokyo 0-3 0-2フ

喰1Wakabayashi， H.， T. Toyamαand T.工idロ(1994)・Astudy on serotyping of 
Cytophogo psychrophi 10 iso lated子romfishes in Japan. Fish Pathol.， 29， 101-104 
RT:Rainbow trout， CS:Coho salmon， AY:Ayu 
USA: United States of America 
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第4章

gyrBを標的としたP仁R-RFLPによる
Flavobacterium psychrophilumの型別



序論

第3主主の結果より、 F.psyc!Jrophilurnには宿主魚種と強く相関する線数の血

清型が存在することがあらためて明らかとなり、血清型という表現型において

F. psychrophilu11lの種内変泉が示唆された。そζで、本主主ではF.psychro-

phiJumの遺伝子型による多型性を調べることを目的に、 PCR-RFLPを用いてy

psychrophilum種内における型}]IJを試みた。PC札 RFLPはPCRyg:物を用いて

RFLP (reslriclion rragmenllenglh polymo叩hism，制限酵素断片長多型)を検出

し、 遺伝子の変異や多型を検出に利用されている方法である (Selandere( ，!I 

1986， Navarro e( ，11.1992， Janlausch and HulJ 1996)。本章では、 PCIミ産物として
DNAジャイレース (gyrase)の遺伝子領域(以下gyrB領域)を標的としたRFLP

によってF.psychropl】i/llm種内の型別を行った。

DNAジャイレースは二本鎖DNAの同鎖を切断再結合する傍若言で、 DNAの

復製に必須な酵ポである。このためgyrB領域は全てのtilll笥種に存在していると

考えられ、また、 納1闘の系統分類に広く用いられるお rRNA(sl11all subunit Iト

bosomal RNA)遺伝子よりも速い分子進化を行うとされている遺伝子である

(Kranz et a1. 1992. Yamamolo andトlarayam日1995，1996)。
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柑料と方法

細菌

F. psychrophijllm全146株を使用した (Table4-1)。フリーズス トックをTYビ

寒天熔地に機種し、 18"cで24~36時間格益したものを使用した。

テンプレートDNAの揺i出法

テンプレートDNAの刷出には第l車以降で用いているChelexJOOを使用する

方法を応用した。すなわちTYE寒天地地 tに発育したl白令耳分のF.psychro-

phij1l1l1を1.5mJエッペンドルフチューブに取り、 5% Chelex 100溶液を300μ|を

}JrJえ、 56"cで30分インキュペートし、約10秒激しく焼事I!し、さらに1000Cで20

分インキュベートし、 15000rpm、4"Cで10分遠心分離した上初をテンプレート

とした。テンプレートは4"Cで保存した。

gyrB::Lニパーす)/?プライマーの設計

Bacijjus subliJis (accessioll # P05652)、Escheげchiacoli (accession # P06982)そ

してPseudomonasputida (accessiol1 # P 13364)のDNAジャイ レースBサブユ

ニットの既知のアミノ綴配列を碁にGYR-2:5' CA YGCNGGNGGNAART-

TYGA 3'、GYR-IR: 5' CCRTCNACRTCNGCRTCNGT 3'のgyrs領域のユニ

バーサJレプライマーペアを設計した(ドIg・4-1)。

F. psychmpbijumのgyrB飯域の境基配列決定

F. psychrophilufl]のgyrB領域に特異的なプライマーの設計のためギンザケ由

来のFPC828とアユ由米のFPC840の2株のgyrB倣械のユニバーサルプライマー

で嶋I煽したPCR産物をサプクローニングしその部分古包装配列を決定した。クロ

ーニングベクターはpT7Blue-1二Vector(Novagen Cat. # 69820-1)を、 PCR産物
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とクローニングベクターのライゲーションにはTakarllDN八LigatiollKit Ver.1 

(Takara Cat. # 6022)を、大!協闘"はHscherichinco/i .1 M 109 Competent Cι115 

(Takara Cal. # 9022またはToyoboCat. # DNA-900)を用いた。取基，IIiC91Jの決

定にはDyeTenni日目LorCycle Seqllencing FS Ready Reaction K.it (P巴rkinEhner 

Cal. # 402079)と、八131PRISM 377 DN八S巴qllencer(P巴rkinElmer)を{吏用し

た。

F psychrophi/ulllのgyrB鋲域に特契約プライマーの設計

ギンザケ由来のFPC828とアユ由来のFPC840の2株のgyrB鎖域のflIl分糠基西日

ダIJを基にF.psychrophi/umO)gyrB領域に特異的なプライマ←ぺア PSY-G11コ

5'TGĈ GGAAATCirACACTCG 3'， PSY -G 1 R : 5' GTrGCAA下rA-

CAATGγrGT 3'を設言|した (Fig.4-4)。

PCR条件ー

使用機線、試薬及び電気泳動条件は、第l主主以降の方法とおなじ方法を用い

た。ただし、 PCRサイクルの条件はおnaturatiol194.C、60秒、 annealing56 

℃、 2分、 exLensiolJ72 "c、 2分を35サイクル、さらに日rstdenaluration 94 

℃、5分、laSIexl巴I1sion72 "c、 5分とした。反応液量は20μlとし、そのうちの

8μlを危気泳動してPCR産物の地!隔を確認した後、残りの12μlを制限酵素処

J!r，に使用した。

制限酵素処理

PCR産物12μl、制限酵素 (2.5Unit/'1り1.5μl、制限僻業指定のバッファー

1.5μlを制限酵素処用に使用した。市1)限酵素は尺S81 ， Msp 1 . S~u3A 1 . Hha 1 ， 

Haeill， MboII， Hpa 1， DdeI， HillII， Pst 1の主に4iilii基認識のものを10種類用

、、Tこ。
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制限酸素処理済みサンプルの電気泳動

サブマリン型アガロースゲル電気泳動装置GelMale (Toyobo Cal. # GEP 

102)を電気泳動機として用いた。電気泳動用ケゃルには4%NuSieve 3: 1 agarose 

(FMC sioProdllct Cal. # 50090) TAEを用いた。泳!J))}条f~ニは50V、 150分間、 4

℃とした。マーカーとしてSlIperladder-Lowマーカー (FlIl1akoshiCat. # GU・

0110-00)を使用した。
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陣'

結集及び考察

gyrβ領域のユニバーサルプライマーペアGYR-2、GYR-IRを用いてPCRを

行った結果、予想された梅基数(約1212bp)のPCR産物以外に約290bpの

PCRjlI[物も得られた(Fig.4-2)。とれはgyr13領域ではない;Jlo特異な.PCR花物であ

ると思われたが、全ての菌妹で問様に増幅が.1iI11認されたので、 RFLPによる型

別の妨げにならないと判断し、そのままRFLPを行った。その結果、J-Jiu/Iを

用いてRFLPを行ったとき、 2つのRFしPパターン、 A、Bがみられた (Fig.4-3)。

アユ由来の68株中、50株がlミFLPパターン八で残りの18株巾16株はRFLPパター

ンBとなり、RFLPパターンA、8どち らとも判定できない株が2株であった。ア

ユ由来以外の妹ではすべてがRFLPパターンBとなり、パターンAはアユ由来的

株のみにみられたのが特徴的であるといえた。

F. psychropf1i1umのgyrB領域に特呉的なプライマーペア PSY-GIF、PSy-

GIRを用いてPCRを行った結果、予想された1017bpの単 -のPCR産物が得ら

れ、これはgyr131ifit域のPCR産物で、あると思われた (Fig.4づ)。そこで、このPCR

産物を用いてRFLPを行った結果、尺sa1で処理したとき2つのRFLPパターン

R、Sが認められた (Fig.4-6)。ニジマス出来株では、 38株巾のほとんどである

お株がRFLPパターンRであった。それに対し、アユ山手|是株68抹巾では、 RFLP

パターンRのものが8株、 lミFLPパターンSのものが60株で、 RFLPパターンSの

ものが多かった。 ギンザケ lお米株ではRFLPパターンR、 5阿方のものが|司じ ~ilJ

合で見られた。またギンザケ、ニジマス以外のサケ科魚類およびその他の魚種

山来の菌株のほとんどでは、ニジマスと異なり、 RFLPパターンSを示した。こ

のことから、 ニジマス山来株でほとんどがRFLPパターンRとなるのが特徴的で

あると言えた。これらのことから.PCIしRFLPを用いたF.psychropJJJJum穏内

の盤別も、血清型による型別と同様、宿主魚種に強く相関すると思われた。

本研究ではgyrB鉱i域を標的とするPCR-RFLPを行ったが、これに先立ち16S-

rDNA領域、 ITS(Inlemal Tra.nscribed Spacer)領域を僚的とした.PCR-RFLPも

行った。その結果同j領域を際的としたPCR-RFLPパターンには菌株間に有効な
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差異が認められず、 F.psychrophiJuJlJの型別には利用できなかった(Fig.4-7)。

16S-rDN八領域については近縁の生物問ではその塩基配列はほとんど1，，1じで

あることが知られており、属以上の系統分類に利用されることが多いことから

も、 F.psyclJrophiJuJl1範内にRFLPパターンの差異が認められなかったのは当然

の結果ーであると思われた (Forsm<lnet flJ. 1994、N.Leblolld司sourgetel. aJ. 

1996)。また、 16S-rDN八領域に比べて様基置換頻度が10倍以上とされている

ITS鎖域も、本研究の紡果F.psychrophiJum種内においては非常に保存されてい

る領域であると忠われた (Gurller1993， 1995， Guertler <lnd Stanisich 1996)。

また、 gyrJJ領域のユニバーサルプライマーペアGYR-2、GYR-IRを用いた

PCR-RFLPで2つのlミFLPパターン、 A、Bが確認されたが、これは、その後こ

のgyrJJ領域ではない約290bp非特兵なPCRn:物の寝基配列を決定した結果、こ

の非特異な倣域に山米するもので • gyrs領域の続基配列の差異に|白米するもの

ではないことが分かった。このことから、 gyrs領域における遺伝学的な多製は

ニジマス由来菌株に特奥的であることが分かった。
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8aci llus subti 1 i 5 
Escheri chia co1i 
Pseudomonas putido 

E胃雪宮曹司E宵宮町-

1: EV1MTVLI:lAG<iKFD，GSGYKVSGGLHGVGASVVNALSTELDVTVHRDGK1HRQTYKRGVPV 60 
1: EVIMTVL[iAGGKFQDNSYKVSGGLHGVGVSVVNALSQKLE LVIQREGKIHRQIYEHGVPQ 60 
1: EVIMTV噌必鑑印DNSYKVSGGLHGVGVSVVNALSEKLVLTVRRSGKIWEQTYVHGVPQ 60 

**..・刻降車~*"'*・・測隊 司隊司k***.隊司...毒事 司修婚事司配布市・ ・ a阪 事車事 事 ・ e・F捻

8aci llus subti 1 i 5 61: TDLEIIGETDHTGTTIHFVPDPEIFSETIEYDYDLLANRVRELAFL TKGVNITIEDKREG 120 
Escheri chia col i 61: APLAVTGETEKTGTMVRFWPSLETFTNVTEFEYEILAKRLRELSFLNSGVSIRLRDKRDG 120 
Pseudomonas putida 61: APMAVVGESETIGTHIHFKPSAETFKNI -HFSWDILAKRIRELSFLNSGVGILLKDERSG 119 

本司惨 事事. 事権 *本 ‘'‘院 刻， ..測隊 司修司修 司修司住 専 当幹. . 

8a口 llussubti 1 is 121: QERKNEYHYEGGIKSYVEYLNRSKEVVHEEPI -YIEGEKDGIT淀川LQYNDSYTSN1YS179 
Escheri chia coli 121: KE --DHFHYEGGIKAFVEYLNKNKTPIHPNIFYFSTEK-DGIGVEVALQWNDGFQEN1YC 177 
Pseudomonas putida 12目白KE--EF FKYE GG LRAFVEYLNTNKTPVNSQV FH FSVQREDGVGVEVALQWNDS FNENL LC 177 

事 司質調隊寧司聡 調・..傘調a ・ ・*・...唱障. .岡弘 司ド

80ci llus subti 1 is 180: FTNNINTYEG訂HEAGFKTGLTRVINOYARKKGLIKENOPNLSGDOVREGLTAIISIKHP 2ヨ9
Escherichia col i 178: FTNNIPQROGGTHLAGFRMMTRTLNAY附 KEGYSKKAKVSATGOOAREGLIAVVSVKVP237 
Pseudomonas putida 178: FTNNIPQROGGTHLVGFRSSLTRSLNSYIEQEGLAKKNKVATIGOOAREGL TAIISVKVP 237 

Ba口 llussubti 1 is 240: OPQFEGQTKTKLGNSEARTI丁目TLFSTAMETFMLENPDAAKK1VOKGLMAARAR刷 AKKA299 
Escherichia col i 238: OPKFSSQTKOKLVSSEVKSAVEQQMトIELLAEYLLENPTDAKIVVGKIIOAARAREAARRA297 
Pseudomonas puti da 238: OPKFSSQTKDKLVSSEVKTAVEQEM刷KYFSOFLLENPNEAKAVVG附HOAARAREAARKA297 

8aci llus subti 1 is 3自白 REL TRRKSALEISNLPGKLAOCSSKOPSISELYIVEGOSAGGSAKQGRORHFQA1LPLRG 359 
Escherichia coli 298・REMTRRKGALOLAGLPGKLAOCQERDPALSELYL VEGOSAGGSAKQGGNRKNQAI LPLKG 357 
Pseud，凹回nasputida 298:R王MTRRKGALOIAGLPGKLADCQEKOPALSEL YL VEGDSAGGSAKQGRNRRTQAILPLKG 357 

町川田山田~.I".lI r~__ 

Ba口 llussubti 1 is 36日:KI LNVE KARLOKI LSNNEVRSMIT AL GTG1G -EDFNL E KARYHKVVI町OAOVO((AH1RT418 
Esche円 chia co li 358・KILNVEKARFDKMLSSQEVATL IT AL GC G1 GRDE YNPDKL RYHSII1r{rOAOVOqSH1RT 417 
Pseudomonas putida 358: K1LNVEKARFOKMISSQEVGTLIT ALGCGIGREEYNIDKLRYHNIII附D~四，gSHIRT 417 

傘調ド事司債権*ホ.. ・4ド ・. .・ ・・・a・.・・.

[5en5e primer] [antl5ense primer] 

HAGGKFD  T 0 A 0 V 0 G 

+ 
5' ACN GAY GCN GAY GTN GAY GG 3' 

compl¥百冊ented

GYR -2: 5 'CAYGCNGGNGGNAARTIYGA 3・ GYR-1R・5'CCRTCNACRTCNGCRTCNGT 3' 

Fig. 4-1. Design of univ巴rsalprimers for 

the PCR amplification of gyrB 
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M1 2 345 6 M 

ーム晶晶孟一一ーー」

4870bp 

2016 

136由

1107 唖~
926 r-1 '..1: I -，--， -5 雪- 1212bp
658 
489 

267 " E -.:..___~-E .. F里=-- 29自bp

Fig. 4-2. Agarose gel electrophoresis of PCR products 
amplified with universal primers for gyrB 

Lαnel: SH3-81(C5)， Lone2: FPC828(ζ5)， Lone3: FPC840(AY) ， 
Lane4・FPC924(AY)，Lone5: FPC808(RT)， Lone6: FPC814(RT)， 
LαneM:pHY morker 

CS:Coho Solmon， AY:Ayu， RT:Roi.nbow Trout 
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1日目白bp

9自由
800 

700 

60由

5自由

400 

30自

Z00 

100 

M123456M  

Fig. 4-3. Agaros巴 gelelectrophoresis of RFLP of gyrB 

PCR products amplified with gyrB universal 

primer pair (Hinf I dig巴sted)

Lanel・SH3-81(CS)，LaneZ: FPC8Z8(CS)， Lane3: FPC840(AY)， 
Lane4: FPC9Z4(AY)， Lane5: FPC808CRT)， Lane6: FPC814(RT)， 
LaneM: 1白日bpladder marker 

CS:Coho Salmon， AY:Ayu， RT:Rainbow Trout 
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FPC828 1: CATGCCGGCGGGAAGTTCGACTCGAAAGCCTTTAAAAAATCAGTAGGACTAAATGGGGTT 60 

FPC840 1: CATGCGGGTGGGAAGTTCGACTCGAAAGCCTTT AAAAAATCAGTAGGACTAAATGGGGTT 60 
*・食事*司~ .* "'*訓kョ・4・事...会*******掌司8・司幹事$市事事$‘脚本寧・*羽駐車*歳定志・*方事*軍事事調官司区噂事

FPC828 61: GGTACCAAAGCAGT AAATGCACTTTCTCATTA TTTTCGTGTAGAA TCTGTTCGTGATAAC 120 

FPC840 61: GGTACCAAAGCAGTAAA TGCACTTTCTCA TT A TTTTCGTGTAGAA TCTGTTCGTGATAAC 12日
事現与謝・..・..本..*，.，・ 4惨*傘*・傘**~修司俳測候..悦司跡*別院・側$測候喰司陣取..・‘惨事事事局艇*刻..別院.....司F 傘司跡調院車掌羽W

E曹司胃曹司町古田明曹司

FPC828 121: CAACAAAAAGCGGCCGAA TTTTCTGCAGGAAATCTT ACACTCGAAGAAGATA TT ATTGAA 180 

FPC840 121: CAACAAAAAGCGGCCGAA TT打 CTGCAGGAAATCTTACACTCGAAGAAGATATTATTGAA180 
司ド...傘事羽解明酔.羽v・*..*****・.・*鋼惨事..測隊唱惨事‘脚本******寧事..唱拠調'‘*移調院現象倉a臨調惨事事司麻布.事..

FPC828 181: AGCACAAAACGTAAAGGCACAAAAGTTTCCTTT ATTGCCGATGAAGTCA TTTTTAAAAAC 240 

FPC840 181:AGCACAAAACGTAAAGGCACAAAAGTTTCCTTTATTGCCGATGAAGCCATTTTTAAAAAC 240 
..・羽惨事場隊司~*.**・*司跡司・羽隊司..事司隊司炉事事司炉判隊司ド*・羽院本事.本‘惨事 a・*本字識調障字率傘羽..傘 ..羽・4司惨事曾牟場念・..

FPC828 1021: TTGCGTGGTAAGCCTCTAAA TTCCTACGGAA TGTCGAAGAAAATCGTGTACGAAAACGAA 1日80

FPC840 1021: TTGCGTGGT AAGCCTCT AAATTCCTACGGAA TGTCGAAGAAAATCGTGTACGAAAACGAA 1080 
$週前・..車摩宇手本寧*事事司院..啓司惨事..齢..・e・・9・掌市羽隊司隊司・..・判断車率4・.*****刻..・・調跡調修司隊司俳$・唱跡調隊司旨傘噂

FPC828 1白81:GAA下門AATTTATTACAAGCGGCTTTAAATATCGAAGAAAGTATGGAAGAT下TGCGTTAC1140 

FPC840 1081: GAAT廿AATTTATTACAAGCGGCTTTAAATATCGAAGAAAGTATGGAAGAT打 GCGTTAC1140 
...・音羽~****・宇刻...測候刻属意羽陸場羽惨事*・e 事訓院刻院.'跡事調院...測隊司陰*専制~***ヨ..・a・・..象噂測隊*・・*司R・・

-・・E・E・-画冨司冨"軍司・m面富市ヨ司-

FPC828 1141:AACAACA汁 GTAATTGCAACCGATGCAGACGTGGATGG

FPC84白 1141:GACAACATTGTAATTGCAACCGATGCCGATGTCGACGG 

1178 

1178 
a・.場調隊機..取事庫事象司惨事...宇司幹事事キ牟噂. .・ 寧. ..  司隊司院

[sense primer] 
[αnti.sense pri.mer] 

PSY-G1F: 5 'TGCAGGAAATffiACACTCG 3' 3
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PSY-GIR:5町GTTGCAATTACAATG竹 GT3' 

Fig. 4-4. Design of specific primers for PCR 
amplification of F. psychrophiZum gyrB 
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M1 23 456M  

4870bp 

Z日16

136日
1107 

926 

658 

489 

267 

Fig. 4-5. Agarose gel electrophor巴sisof P仁Rproducts 

amplified with specific prim巴rsfor gyrB 

Lane1: SH3-81(CS)， Lane2: FPC828(CS)， Lane3: FPC840(AY)， 
Lane4: FPζ924(AY)， LaneS: FPC808(RT)， Lane6: FPC814(RT)， 
LaneM: pHY marker 

CS:Coho Salmon， AY:Ayu， RT:Rainbow Trout 
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M1Z34S6M  

1日目白bp

900 

B自由

7自由

4336Z2977bbbP P p 

6自由

5自由

4自白

30ゆ

Fig. 4-6. Agarose gel electrophoresis of RFLP of 
gyrB PCR products amplified with gyrB 
speci h c primer pair (Rsa I digested) 

Lαne1: SH3-81CCS)， LaneZ: FPC8Z8(CS)， Lαne3: FPC84日(AY)， 
Lane4・FPC9Z4(AY)， LaneS: FPC8白8(RT)，Lane6・FPC814(RT)， 
LaneM: 10咽bpladder marker 

CS:Coho Salmon， AY:Ayu， RT:Rainbow Trout 
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Fig. 4-7. Agarose gel electrophoresis 0千 RFLP

of 16S-rDNA and ITS region P仁R

products(Hinf I digested) 

LoneM: 1日目bplodder marker 

Lane1: SH3-81(CS)， Lane2: FPC828(CS)， Lane3: FPC84日(AY)，
Lone4・FPC9Z4(AY)，Lane5: FPC808(Rη， Lane6: FPC814(RT)， 

CS:Coho Solmon， AY:Ayu， RT:Roinbow Trout 
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園田副温調.........-

FPC828 1: CATGCTGGCGGCMGTTCGACAAGG臥 AAA廿 TMCGMGCATTACTATCGCTMAAAM60 

FPC84白 1・CATGCAGGGGGCMGTTCGACAAGGCAMAT竹MCGAAGCATTACTATCGCTMMMA60 
事司・・羽俳事 .. 曹司，..・車場ド...司修...司，..ヨ住専専念*孝司俳..羽院事事.ホ曾唱B・*測隊.司院事..噂羽1<***司惨事司....

FPC828 61: GGTAGCCCAGAGCAATGGGGMMTGGTTAGAAGACGMMMGAATCATGCAAAGTACT 12自

FPC840 61:【;GTAGCCCAGAGCAA TGGGGAAAA TGGTT AGAAGACGAAMAAGAA TCA TGCAAAGT ACT 12日
判，.測隊司酔.*..*.命*司ド..・測隊司k・・"・・・・・‘I<....~・・*・・・・・・・・*ホ増砂司..惨事事事...・.唱陣取割償刻w・ 4修司伊刻除

FPC828 121: AAAGAACAAATGTACAGTACCATGATACAGTCAGG下竹門iATACCACACAAGCAGAAGCA180 

FPC840 121:AAAGAACAAAT訂 ACAGTACCATGATACAGTCAGGTT汁TATACCACACAAGCAGAAGCA180 
司k・・・$事司齢羽隊司助‘脈事..・司ド刻齢司砂刻院.彫刻依網島別館別・e・・...司..・.忠司...事司俳寧耳障刻院事M・...・**..寧事事調色事政調脈事

FPC828 181 :AAGTTTAACTACGAATTAGAAAATAACAAAGTTACCTTCGATGTGGTTTCTGTGCCATAT 240 

FPC840 181: AAGTTTAACTACGAATTAGMAATMCAMGTTACCTTCGATGTAGTTTCTGTGCCATAT 240 
。..***・車掌・a院*事・8・事.*.*.・傘..ゆ移*ホa権命*・・主2・..牟事事. .....・本車$事$・・・・

『司'幽温E祖国圃
FPC828 241: TCAACTATCGAAGACAAAAAAGTAGAACCTACGGATGCCGACGTAGACGG 290 

FPC84白 241:TCAACTATCGAAGACAAAAAGGTAGAA TCTACCGATGCCGACGT AGACGG 290 
事刻陰惨事訓脚本事事調h・・・寧事*事事場字率 傘草場彫刻~*. *念命取 傘傘..・傘...事*愈司惨事***

lIinf I 

Fig. 4-8. Sequences of non-specific PCR products 
amplified with gyrB univ巴rsalprimer pair 
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T口ble4-1. Relationship between host and PCR-RFLP， 

amplified with gyrB universal primer pair 
and dig巴stedwi th Hinf 1 

RFLP type 
Host Tot口1

A B ND 

CS 。 11 自 11 

AY 50 16 Z 68 

RT 自 38 日 38 

Am口go 白 8 o 8 

Iw日n口 日 1 o 1 

Yロm口m巴 日 4 日 4 

0i_1く日W口 自 3 日 3 

Carp 日 Z o z 

Grayllng 日 2 o 2 

Ugul 自 1 o 1 

Tench 自 Z o z 

5口lmon 自 ヨ 日 3 

Unknown 自 3 日 3 

Total 50 94 2 146 

(S:(oho salmon， AY:Ayu， RT:Rαinbow trout 
ND: Not determined 
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Table 4-2. Relationship between host and PCR-RFLP， 

ampl1千iedwith F. psychrophilum gyrB 

specific primer pair and dig巴stedwith Rsal 

RFLP type 

Host Tot口1
R 5 ND 

CS 5 5 1 11 

AY 8 58 z 68 

RT 33 3 z 38 

Am日go 日 8 日 8 

Iwon口 自 1 日 1 

Y口m口me 自 4 日 4 

Qi.k口W口 日 3 自 3 

E口rp 自 z 日 Z 

Groyli.ng 1 1 日 2 

Ugui. 8 1 日 1 

Tench 自 z 。 2 

Salmon 1 Z 自 3 

Unknown 3 自 日 3 

Tot口1 51 90 5 146 

CS:Coho sαlmon， AY:Ayu， RT:Rαinbow tl"Qut 
ND: Not determined 

7白



Table 4-3. Rel口tionshipbetween host and RFLP-profil巴

RFLP type 

Host A B ND Total 

R 5 ND R 5 ND R 5 ND 

CS 自 自 自 5 5 1 自 日 自 11 

AY 6 44 自 2 14 自 日 Z 自 68 

RT 日 自 自 33 3 Z 日 自 。 38 
Amago 日 自 自 自 8 。 自 日 白 8 

Iwロn口 白 日 自 日 1 自 自 日 自 1 

Yロmame 白 自 日 日 4 。 自 日 自 4 

01kロwa 白 自 日 自 3 日 自 。 自 3 

仁口rp 。自 日 日 日 自 日 自 z 

Grayl"ing 自 自 自 1 1 自 自 自 自 z 

Ugu"i 白 自 日 。 l 。 日 日 日 1 

Tench 。日 日 。 z 日 日 自 日 Z 

Salmon 自 自 自 1 Z 日 自 自 自 3 

Unknown 自 。 日 3 自 自 日 。 自 3 

Tot口1 6 44 日 45 46 3 日 2 白 146 

CS:Coho salmon， AY:Ayu， RT:Rainbow trout 
ND: Not determi.ned 
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第5章

プラスミドプロファイルによる
FZavobacterium psychrophiZumの型別



序論

かねてより lマpsychrophilu111には概ねの犠募数によって分類できる後数のプ

ラスミドが存在することが知られていた。ChakrOllllellll. (1998)によるとヨー

ロッパのニジマス山米株の多くが約3.5kbpのプラスミドを持つとされており、

このニジマス由来総に特異的なプラスミドは、ニジマスに対する病原料!との問

に相関があるとともぶl唆されているが、とのプラスミドの境幕配列およびその

機能は未知のままである。また、同じくChakrounらによるとアユ山米株に特

異的なプラスミドが存在することも縦認されているが‘彼らの使用した株が徳

島県で|司時期に分縦された4株のみに限られており、このアユ特兵的なプラス

ミドについてもその様基配列および機能は未知のままである。

そこで、本研究ではニジマス由来株とアユ山米株についてそれぞれ特異的な

プラスミドの塙幕配列を求め、これに基づいて特異的なプライマーペアを設計ー

することにより、プラスミドを州:1¥することなく PCRによるプラスミドの型別

方法を確立し、これを用いて、より多くのアユ由来株を含む、日本で様々な魚

種から分離されたF.ps}'chrophil1l111のプラスミド型別を試みた。
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材料と方法

細菌

プラスミ ド仙:1¥用の繭株は2001111TYE液体tg地で18"c、 24~36時間柄長

し、 PI3S(ー)で3凶洗浄後プラスミドのl1fHJ¥に供試した。PCRのテンプレー ト用の

繭株はF.psychrophiJu/ll 133株を使用した。フリーズストックを下fE寒天地地

で18"c、 24~36時間格養しテンプレート DNAの納:J\に供試 した。

プラスミ ド鮒/JI

プラスミ ドの抽出には大腸菌を用いたDNAクローニング等でー般的に用い

られているプラスミ ドの羽jlll.¥方法を応用した (Kadoand Liu 1981)， 200 ml 

1γl二液体熊地でtt1f必したF.psycbrophiJumのぺレットに200Illlysozyme 

(SIGMA Cat. # L-6876) SOIUtiOll (5 mg/ml FET buffer (50 mM  fruclose， 25 ml¥11 

rris [pH 8.0]. 10 mM  EDTA [pH 8.0]))を加え、常温!:5分間おいた後、400μl

0.2NN日OトI，I%SDSを加えた。氷上で5分間おいた後、氷冷した300μlの3

M NaAc [pH 5.2]を川|え、 中和した。再び氷 1:で5分間おいた後、 1000011コmで5

分間遠心分離し、 lて消を新しいチューブ'に移した。 L滑に90011.1の

phenol/chloroformを}jllえ、 10000rpmでZ分間遠心分離し、 tmを新しいチュー
ブに移した。 Jニ滑に900μlの2-propanolを}111え、室温に5分間おいた後、 10000

rpmで5分間遠心分離し、上mを新しいチュープに移した。I-.mにImlの70'%
ElOHを加え、 10000rpmで2分間遠心分離し.上清を廃棄し5分間点雫乾燥し

た。乾燥後のぺレットに300μlのTEと15μ|のRNaseA(1 mg/ml)を)111え、 37

℃で20分間インキュベート した。300μlのph巴nol/c.hlorofonnを加え、 10000

rprnで2分間遠心分縦し、 |二mを新しいチューブに移した。 300ILIのCHCI，を加
え10000rpmで30秒間述心分離し、Jて111を新しいチューブに移した。6μlの5M

NaCIと600μlの-20'C!:冷やした ElOHを加え -80'cで20分以上おいた後10000

rpmで10分間遠心分離し、 仁清を廃棄した後5分間真空乾燥したものを100μl

のTEに総かした。100μ|の 1.6M NaCl :を含む 13%(w/v) PEG rWako Poly-
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ethylene Glycol6000 CaL # 169-09125)をIJIIえ15000rpmで10分間遠心分離し、

|二泊を廃棄した後5μ lの 5M ト~aCI と 200μl の EIOHを IJlIえ 1 0000 rpmで10分

間遠心分離し、 1-.前を廃棄した後5分間真宅乾燥したものを100μ|の1I10TEに

溶かした。

プラスミドの電気泳動

f1lilllしたlご psychrophilumのプラスミドは1%アガロースゲル電気泳動によ

り、プラスミドの有無、およびそのおおよその犠基数を機認した。使用機穏な

どは第l与のPCRili'f物の電気泳動と同じものを使用した。ただし、泳Ii}}条件は

50V， 90分間で、マーカーとしてSupercoiledDN八Ladd巴rrna rker (G 1 sCO 

BR L CaL # 15622-012)を使用した (Rochelleel al. 1985)。

PCRfflテンプレー トDN八の抽出法

テンプレートDN八の制lII¥には第l章以降で用いているChelexlOOを使用する

方法を応用した。すなわちTYE寒天椛地上に発育したF.psychroph ilu /J1 を I r'l ~

耳1.51111エッペンドルフチューブに取り、 5%Ch巴l巴x100溶液を300μlを)JIIえ.

56
0

Cで30分インキュペートし、約10;旬、激しく撹枠し、さらに100"cで20分イン

キュベートし、 15000rpm、4
0

Cで10分迷心分離した lニ清をテンプレー トとし

た。テンプレートは4"Cで保存された。

プラスミドの権基配列決定

ニジマス白米株のlごPC8J4とアユ由米株のFPC840のプラスミドの椛基配列を

決定した。プラスミドのサブクローニングは第4単でのPCR産物のサプクロー

ニングで用いた方法と|古l綴とした。FPC814株はHiIJd皿とHIncllで制限静子終処

理したDN八断片をサブクローニングし、 FPC840抹はfji口d皿とEcoR1で制限

画事業処理したDNA断片をサプクローニングした。クローニングベクターには
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pUCI9 (Takara Cal. #3219)を用い、 pUCI9の脱リン般化処.m1にはTakaraAI-

kalil1e Phosphotase (Takara Cat. # 2120)を用いた。制限西孝子終処E型は第4lifの

PCR-RFLPで用いた方法と同級の方法を用い、 )1見リン般化処県は、製品に添付

の説明書などを参々にー般的な方法に従った。すなわち、制限僻素処J!]したク

ローニングベクタ-pUCI9. 10 HI 、XIOBuff，巴r5μl、8八P(0.3-0.6 1Illit/lJ.り2

μ|に滅的超純水で50μ|までメスアップした溶液を37"c、 30分の反応温度とH寺

問で反応させ、その後、フェノールクロロフォルム処埋によって精製した。胤

基配JIJの決定には第41芦と|司じくlコyeTermina.tor CycJ巴Seqll巴nC1JlgドSReady 

Reaction K..it (Perkin Elmer Clll. # 402079)と、八sIPRISM 377 DNA Sequenωr 

(Perkin Elmer)を使用した。

プライマーの設立i

ドPC814株のプラスミ ドの塩基配列を基にニジマス出来株に特典的なプライ

マーペアp814-4とp814-5を設計ーした (Fig.5-2， 3)。それぞれの様基配列は、 p814-

4iO15にCCG八γGATTATACTCGGArr八1寸叫CTCG-3"p814-5iO!5・-GA八TTr八ー

TAATAA-n-ATTCGG八八GC-3'とした.

FPC840株のプラスミドの椛基配列を基にアユ山来株に特巣的な2組のプライ

マーペアp814&840-3、p840-6とp840-8、p840-10を設計した (Fig.5-6， 71。それ

ぞれの境基配列は、 p81凶4&8制40-3が5タ'-GAACT司ATCGCITfGCGT屯CGσTγr円v吋rccc-

3， 、p840-る61カが5肘ii5'-GA

GAGA八CAT、CGTI八'¥T匂CGTT寸f-3、p840-10カii5・-CTCA八AGTCAAA八TA八A八T-

CAGGCAA TT-3、とした。

また、これらのプラスミドによる型別に用いたプライマ一以外に、 FPC814

妹のプラスミド、 FPC840株のプラスミドの権基配タIJの決定のためにp814-1、

p814-3、p814&840田4. p840-5、p840-9のプライマーを用いた (Fig.5-3， 7)。
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PCR条件

使用機探、試薬及び電気泳!WJ粂件は、第l主主以降の方法とおなじ方法を用い

た。ただし、 PCRサイクルの条('j:はdenaluratiol194 'c、 30秒、 annea1ing51 

℃、 60秒、巴xlension72 oc、2分を30サイクル、さらに日rstdenaluralion 94 
℃、 5分、 1asteXlension 72 oc、5分とした。
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結巣及び考察

PC尺を/青いたプラスミ f:sf!.別法の砂宣

ギに日本で分離されたニジマス山来株11株からプラスミドをlllHgし沼気泳ifVJ

によりその概ねの邸慕数を確認した。その結果、 JO株で約3.5kbpのプラスミド

が確認され、日本のニジマス山米株にも約3.5肋pのプラスミドを持つものが多

いと忠われた (Fig.5-1)。そこで、その中のFPC814株のプラスミドをpFPC814

とし、その全長の取幕開cjlJを決定した。その結果、実際の様慕数は3409bpで

あった (Fig.5-2)。この権基配ダIJを基にp814-4とp814-5のプライマーペアを設計

しPCRに使用した (Fig.5-3)。 その結果、ニジマス由主~株に多いと忠われた約

3.5 kbpのプラスミドは、 p814-4とp814-5のプライマーペアによるl凶のPCRで

全ての約3.5kbpのプラスミドを持っとおもわれる菌株から予想された673bpの

塩基数のPCRjlI物のj首l隔が確認できた (Fig.5-4)。

阿様にアユ山来株12株からプラスミドを打lIU，¥し1電気泳動した紡果、 9.f朱で約

4.1 kbpのプラスミドが確認され、アユLb米株には約4.1kbpのプラスミドを持

つものが多いと思われた (Fig.5-5)。そこで、その巾のFPC840株のプラスミド

をpFPC840とし、その境系配列の一部(PFPC8401l )を決定した (Fig.5-6)。ζの

1盟主主配列を基にp814&840-3、p840-6と、p840司札 p840-IO、(1)2組のプライマー

ペアを設計しPCRに使用した (Fi昌子7)。その結果、アユ山米株に多いと思われ

た約4.1kbpのプラスミドは、 p840-8、p840-10のプライマーペアによるl回の

PCRでは、約4.Jkbpのプラスミ ドを持つことが分かっている的株からのPCR版

物の噌!隔が旅認できないものがあったので、 p814&840-3， p840-6のプライマー

ペアで第l段階のPCRを行い、 p840-8、p840-10のプライマーペアで第2段僻の

PCRを行うnesled-PCRで、 全ての約4.1kbpのプラスミドを持っとおもわれる

菌株からPCR))7i物の増1憶が機訟できた (Fig.5-8)。

これらのことから、ニジマス山来株に多いと忠われた約3.5kbpのプラスミ

ドとアユ山来株に多いと恕われた約4.1kbpのプラスミドはそれぞれl回のPCR

とncst巴dPCRによって煩雑なフラスミド抽出を行うことなくその存在が確認で

きることがわかった。
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アユ山米妹のFPC840から打11111されたプラスミドに関しては、 ChakrOlll1らが

おなじ円'C840が約3.7kbpのプラスミドを持っていることを鰍併している

(ChakrOlll1 el <11. 1998)。しかし本研究では約3.7kbpのプラスミドはtuJ/l¥されず

約4.1kbpのプラスミドが川111された。FPC840株のプラスミド断片である

PFPC8401lの寝基配要IJを基に設計したアユ山米株に特典的な2m況のプライマーペ

アp840-8、p840-10によってよ首幅されたPCR産物が約2.1kbpであり‘ p840-8.

p840-10のポジションがそれぞれPFPC840ハI二で80-99と2132引 59に位置するこ

とから、アユ由来株のFPC840がやはり約4.1kbpのプラスミドを持っているこ

とは間違いないと思われた。

PCRを用いたプラスミドの型別

これらのプライマーペアを用いてPCRによるF.psychrophilum 162株のプラ

スミドタイピングを行った。

その結果、供試したアユ由来株77株中、約4.1kbpのプラスミドを持つもの

はおよそ半数の36株で、約3.5kbpのプラスミドを持つ株はみられなかった。ま

た、約4.1k旬、約3.5kbpのプラスミドの両方を持たない株は41株であった。

このことから、やはりアユ山来妹中には約4.1kbpのプラスミドを持つ株が多い

と思われた。

ニジマス山米株40株rll、約4.1kbpのプラスミドを持つものは4株で約3.5kbp 

のプラスミドを持つ株は27株であった。また、約4.1kbp、約3.5kbpのプラス

ミドの両方を持たない株は4株で、 1~lj方を持つと思われた株がl株存在した.

ギンザケ白米株11株小、アユ山手k株に多いと思われた約4.1kbpのプラスミ

ドを持つものはなく、ニジマスlお来株に多いと忠われた約3..5kbpのプラスミド

を持つ株はl株であった。また、約4.1k旬、約3.5kbpのプラスミドの両方を持

たない株は10株であった。

その他の魚種山来株ではアマゴ由来のJ3株'11約4.1kbpのプラスミドを持つ

ものが4株みられたのが特徴的で、その他の株では約4.1kbp.約3.5kbpのプラ

スミドの両方を持たない株が多かったσ礼ble5-1)。
これらのことから.プラスミドによる型別も、 f荷主魚種との相関性が高いこ
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とが分かった。

日本のニジマス山米株の多くかられHU:¥された約3.5kbpのプラスミドは、そ

の塙3正数からChakrollllらがヨーロッパのニジマス出来株から打ll:L¥したものと

liflじものであることが;考えられた。また、 Lorenz巴nらによるとデンマークのニ

ジマス出米株の多くが約3.2kbpのプラスミドを持つとされているが、本研究で

はニジマス111米株からは約3.2kbpのプラスミドは仙U:¥されなかった。これは

Chak.rollnらが指摘するとおり、しorenzenらが電気泳動によりその様基数を折{

定するときの誤差だと思われた (Lorenzene( aJ. 1997)。また、ニジマス山来初t

の多くにはChak.rOllllやLorenzenらが指摘するとおり、約20kbpと思われる大

きなサイズのプラスミドが存在しており、アユ山来株にも4.1kbpのプラスミド

と、それより少し小さいサイズのプラスミドを共有していると恕われる株もみ

られた (Fig.)-1， 5-針。今後、これらのプラスミドの権基配列も明らかにするこ

とにより.より詳納なPCRによるタイピングが行えるものと思われた。

今回の研究で分かったpFPC814とPFPC8401lの栴碁配列を幕に、インター

ネットの遺伝子データベースとの相]向性検索を行ったが、t;u;知の病原遺伝子あ

るいは薬剤耐性遺伝チとの相向性のある配列は見つからず、その機能は現|払時L時F乞わJ

では不q砂明)月一Jのままでで、ある。また、pFPC814とPFPC8401lの土復基配列巾には約98%

と高い相同1'1:を持つ配列がTlfl[認されており、このことが示す意義については今

後の検討課題であった。

また、アユ山来株に多いと思われた約4.1kbpのプラスミドはIlTIlのPCRで検

:1¥できないものがあったが、これは、 F.psychrophiJum内の約4.1kbpのプラス

ミドのコピー数が少ないためかもしれない。
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3.5kbp 
(αpprox. 

M1 23 4567 8 91白 11 M 

16210bp 

14174 
12138 
10102 

8066 
7045 

6030 
5012 
399由

2972 
2自67

F1g. 5-1. Agarose ge1巴1ectrophores1sof pur1fied 

p1asmid from F. psychrophilum ls01口ted

from rainbow trout 

Lanel-11: FPC8白5，FPC807， FPC8自8，FPC813 ， FPC814， FPC939， FPC942， 
FPC944， 95-14'， 96-29， 1 -46 LαneM:Supercoiled DNA Ladder 
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1・ATGAAAATACTGAAA心AATAATTAAATTAAATCGAAGATTTGAATTAGATTATTTGAAAC
61' CCATAAATGTAAAATTGTTTGATGTACATAAAAATTCGATTGATGA TTTT AACGATAAAA 

121' ACAACTCTAAAGTAATATCTAATATTATAGGGAA了TCAGCAATAGAAACCTCCAAn円AC

181' AAAACA了TGAGGAAAATAAAAAATTAAATGAAACAATAATTAAACAAGAAAATGCAATAA

241・AATTTTGGAAAιAACAAAATGAAA TTTT AGAAAAAGAAAAAAAAGAA T ATCATAGA TGT A 
301' TGGAAAAA TT AAACCGT AATATGAAAGTGGAAAAAACTTTAATGGGCAAAAAACCCTACA 

361・TAAATTTATCAGTTGAAGAAACGGAAAAACTAT下竹ATTTAATACCTTAATA下汁下下TAT
421' AATCTCGTGCGACCTGCCGTCGGGGCGACTCAAAAA TAAAATAAAACCCCCTCTMTTTA 

481' GATACAAA下TAGAGTGGGTTTTATTTTAmGAGTTAAATCTAAATAGTTn寸TGATG

541・TAAATCGTTCTTCAA TTT A Tt:GAωATAATCCG企GIAIAA1=GGACACA下TTACTAA
601・TAATTCAT下TAAAATATTATAAAGGGCAAAAGCCTCGTGATATTTAAGGGAAG了TTTATA
661・CTTT下円寸TAGCATCAAATAAATTTATア竹下TTACGAATTGTTTTTTGT汁寸GAAAGCAT
721・CGCATCGGCT ACATCGT AGGCAA TC GAACGTA TT A TTTT A TCA TTTTGACC CAAGGGAGC 
781' TGGTAGGTCATATACCTG下TCTAATAATCTTGCAGCTGCGTTAATGGTGTCAGCATTCAA

841' TTTTAATTCTACTTTCATTACACCCAACCTT了TTTATTAAAAACACCTCTTAAATAGCTT

901' GGTATATC廿 TAGTAAGTGTTA竹ア打竹Ai汁GCAATACCCTCAAGCAAGTTA打寸TTT

961' TCGGCTACAAATTCTTTATAATAT下TAAGCGCCCAT AATTGTGCAAT下TCAG心AGATAAT

1021' CCCGA内GCTTCAATATGCTTTATTCTTCTTTGCATTTCGGGGTTAATCTCGAAATTAGGG

1081・ACATCACTCGCAAACAATTTTAATTGCTCAGGTTTTAAAGAATCAATATACAAATGAATG
1141' GTA汁 GTAAGACCGTGAGCGAACTTTGG廿MC竹ATAATCAAAACGAATATCTGTATTT

1201' TCA下竹ATTTGTTT寸 TGGCAACATCTAAAACAT汁 TπTTAAGCGCTGTTGCATTTTCG 

1261・TAGGTATCTTTTCCATTCTTATCAATTAATCCAAGCATTTTTTTAAATTCATCTAAAGGC
1321' ATTGGGTTAAATTTdlTA:tJil:GAIIillGACAAGiOAA TACTGT AGAGTCGTTTGGCATA T 
1381・TTAGAAGTACAATTCAAAACTGATTTTAATTGTAAAAGAGGTAAAATTATCTTTTAATTC
1441・AAAAAAAT̂了TGCCTTGCTATTGGATTAAγCAACACTCCGAAAGCCCCTGTA TTA TGATA 
1501・GTA TTCAACCTTTGACCAAAGC CAAA TTTGTTTT AAACTCTTTTCGTC CTCAA TTTCAAA 
1561' CATTCTACTACCAAAATCTTCGGTAGAC打 CCTTAATTGTTGATAGTTCてACTTi円C打
162.1‘AGTTAGAGCTTCTATATCTAAGGCACTAATGATATATTCTTIATCTACGGCATCATTCTT 
1681' TTCGAGAGAACl門AACAACATAAATAGTATATσAACTGACAAGCGGTTACGTCAAA TCT 

1741' ACCTGAAGTAATAGAATTACTCATCATAATTTTTTTATCCGCACTAACATCTAATAATTC 

1801・CATAACAGATAT汁 AATTTGTTTTTACAATATTACTAAAAAATTTCCAAAAATAAACATT
1861' CTTIAATAAACTTTCTT廿 CGCTTATAAAAAC竹 TC下n庁CG仁TTATAAAAACTTTC打 T

192.1' TCGCTTATAAAAACT下了仁TTTTCGCTTATAAAAACT下Tcm門CGGCTCGTAACTGTCTG

1981' ATTTTCAATATAGCTGTACCCCCTTAAATAAAGAAATAAAGAAATAAGAAAAACAιTAGC 

2041' GCGAGAATTTGn門寸1門寸CGGmATTTGGTTGAAATCCCCAAAAATTCCGTTCAGAA

2101 '必坐~AAAGAAAAACAA刷AACAA山GAAAAAGATTGAAA極MQ
2161' Ii極極極極量QGG竹下下汁GATGCTTT竹 AAAG仁TT汁 TTTTGATTATT竹 AGCGTγTGC

2221' AGTAAAATATAAGTCTAAAAAAAAACAAAGCTTTAAAACGTCTTAAAATGCn円TAAGTA

2281' AATTAAAAACTTCTTTGGACTTTTTATTTCTAATAATGCCCATAAGCAGACAAGAζAAAA 

2341・ACGGTTACAGTATTCTCGTTAATTCTATAAACGATACGATGTTCTCTGTTTATTCTCCTT
2401' GAAAAAGTTTCTTCGGAATAC;-同TTTTAGTATTTCγAGTTGTCCTGTTCCTGTGCGTGGG

2461' TGTTCCGAAAGCTCGTCTAAAAGAGATT打 AATTTTTTTAAAACAGACTTATCGC CTGA T 

2521' rm円AAGAATAGCAATATCCG下下TCTGCTTGAGCAGAAAATT亡TATATAATAACTCATA

2581・AACCTAAAAAATCTTTTAAATC丁TCT下TTGCAATTCTC GT AAC CTGCCCA TTT廿 GACTT
2641' GTTCGATGGATTTATCAATTTTTGCGTAAAATTCAGCTTCTGTCATCAGCGTATCATCTT 

A竹 AAATCAAAATATT下下Tア打GATGATCTCTAAA汁 CTCTACTACTAATTA

2821' CTATCATAACTTTTA下円TTGTGTACCAAATTGGTACAAATATATGAAA下TAGTAAAATA

iATTTTATAAAGTGCTGATATTTAG下T

3061' GT下TAGTTT了γ門 GCTAT下門ATAAATTATCCTTAAAAAGGATAACCTTTTTATTAATAγ

3121・相「汁TAAAACTCAT AATATCAA TA TTTTATATTA rm庁GA印 GATAATAAAAAGGATAA

3181・TTATGCTTGAAAAi寸TAAAAATAACAAAGGAATCTAAAAACGGCTTAGAATGGCTTAAAA
3241.' AAAATTATTCTTTTAACACTTATAGCATTGCAATTGATACTGCAATCCAATTn円TAAAA
3301' ATA灯仙TA廿TCCCCAAGAGAAA盈証立必組組菖江副幽.QAATA廿 TM廿
3361' TTAAAAATGAATTGTTTγTAAAATTAGATGAATTTGAAAAAAAAGAAA 

Fig， 5-2， The nucleotide 5巴qence of pFP仁814，

pFPC8l.4 is cloned from pFPC8l.4CRT speci fic plasmi.d) of F. psychrophi lum 
The nucleotide sequences of the pri.mers are hi.ghli.ghted 
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Hind 111 (2930) 

Hind 111 (2248) 

Hind 111 (2191) 

pFPC814 

3409 bp 

EcoR 1 (152) 

Hind 111 (1025) 

Hinc 11 (1168) 

く1336-1355)

Fig. 5-3. Map of pFP仁814(RT specific plasmid). 

Primers of p814-1. p814-3. p814&840-3 and p814&840-4 were used 
for determi.noti.o円 ofpFPC814 sequence 
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673bp 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M 

= 二L~ - E 』 L__L__I - E .，EE E

Fig. 5-4. Agarose gel electrophor巴sisof P仁R

products from F. psychrophilum 

isolated from rainbow trout 

487自bp

2016 

136白

11由7

926 

658 

489 

267 

Lane1-11:FPC805， FPC807， FPC8白8，FPC813， FPC814， FPC939， FPC942， 
FPC944， 95-14・， 96-29， 1-46 LaneM:pHY marker 
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4.1Kbp 

(approx.) 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 

16210bp 

14174 

12138 

10102 

8066 

7自45

603白
5自12
3990 

2972 

2067 

Fig. 5-5. Agarose gel electrophoresis of purifi巴d
plasmid from F. psychrophilwn isolated 
from ayu 

Lone1-12: FPC837， FPC838， FPC839， FPC840， FPC841， FPC842， FPC955， 
FPC956， SA95自1，SA9601 ， PT97白22，PT97025， LoneM: pHY marker 
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ー

1・CTTTTGTGGACTTTTTATTTTTAATAA TGCCCATAAGCAGACAAAACCAAAACGGTTACA 
61' GTATTCTCGTGAATTCTATIAAJ:.ι庄工AcGAT.G1:I.C.1ndTTTATTCTCCTTGAAAAAGTT
121' TCTTCGGAA TAGTGTTTT AGTA TTTCTAGTTGTCCTGTTCCTGTGCGTGGGTGTTCCGAA 

181' AGCTCGTCTAAAAGAGATTTTAA汁TTTTTAAAACAGCCTTATCGCCTGATTTTTTAAGA

241' ATAGCAATATCCG汁 TCTGCTTGAGCAGAAAATTCTATATGATAACTCATAAACCTAAAA

301・AACTTTTTAAATCTTCTTTTGCAATTCTCGTAACCTGCCCATTTTTGGCTTGTTCGATGG
361' ATTTATCAATTTTTGCGTAAAATTCAGCTTCTGTCATCAGCGTATCATCTTCT AA TACAG 

421' GAACTAATTTATAGCT下汁ATT汁 TACCTCTTTGAAf'llA'τIA民主主士:CATIli后TAT釘 A

481' TTAAATCAAAATATTTTTTTTGATGATCTCTAAATTCTCTACTGCTAATTACTATCATAA 

541・CTTTTATTTTTGTGTACCAATTTGGTACAAATATATGAAATT AGTAAAA T AAAAGAιTTA 
601' AAAAATAATTTσTTTTTGA T GAA TTGAAAGGGCA TT A TT AAGC TTCTTTTTC GGACTTT 

661' TTTCTGAATTAT竹 TTTTGCTTTTTTTGAACTTTTTGGGCAGAATGTAGAAAAAAGCAAG

721 ・ A騒~飴Ç，(;CAAAGCGA:証亙n古川rTTATAAAGTGCTGA竹TTTAGTCGTTTAATTT 
781' TTTTGCTATTTTATAAATTATCCTTAAAAAGGATAA汁 T打 TTATTAATATTTTTTAAAA

841・CTCATAATATCAATATTTTACA TT A TTTTTGAGGGAT AAT AAAAAGGATAA TT ATGCTTG 
901・AAAATアTAAAAATAACAAAGGAA TCT AAAAACGGCTTAGAATGGCTT AAAAAAAA TT A TT 
961・CTTTTAACACTT A TAGCA竹 GCAATTGATACTGCAA TCCAA TTTTTT AAAAA T AA T AA TA 
1021' TTTCCCCAAGAGAAAGAA T汁 ATAATAATTA竹 CGGAAGCAATATTT AA TTTTAAAAA TG 

I白81'AATTGT下TTTAAAATTAGATGAATTTGAAAAAAAAGAAAATGAAAATACTGAAAGAATAA

1141' TTAAATTAAATCGAtJI瓦ifiG1iAIIAG且，11'An:rGAAACCl1ATAAATGTAAAATTGTTTG
1201' ATGTACATAAAAA下TCGATTGATGA TTTT AACGA T AAAAACAACTCTAAAGTAATATCT A 

1261・ATATT ATAGGGAA TTCAGCAATAGAAACCTCCAA竹 TACAAAACA下TGAGGAAAATAAAA
1321' AATT AAATGAAACAAT AA TT AAACAAGAAAATGCAATAAAA TTTTGGAAAGAACAAAA TG 

1381' AAATT竹 AGAAAAAGAAAAAAAAGAATATCATAGATGTATGGAAAAA TT AAACCGTAA TA 

1441' TGAAAGTGGAAAAAACTTT AA TGGGCAAAAAACCCT ACAT AAA TTT ATCAGTTGAAGAAA 

15白l' CGGAAAAACTATTTTA TTT AA TACCTTAA TA TTTTTT A TAATCTCGTGCGA 

1561' "亙G(;CGAc:l'i"AAAAA官AAAATAAAACCCCCTCTAATTTAGATACAAATTAGAGGGGGTTT

1621' TA下TTTA TTTTTGAGTGAAA TTCT AAA TAGTCTTTTGA TGT AAA T CAGTCTTCAA TTT A T 

1681' CGAGAA TT A TTTATAAA TTT AAAAAGGAGGAGGAACTCTTTTTTGT AAAAA TTCATCAAA 

1741' ATCAATATTGTATTTATATATCAAACTTTCACAAGTACTTATTTCATATTTACAAAAACG 

1801・CTTATAAACTTCTACTTCTGTTTCAGGCAACTTATAAACIIICAT.cAt広llTGGsw
1861・TCTGTCTTT A CGAAA TTCTYCAAGCTTGTCT AGT AAAAAAAA TTCT AAC CA TTTTTTTT C 
1921' TTCAACACTCATCCTA TTCAACCACATCTCCATAACTATATATTTTTATTTT竹 GACAAG

1981・CCTAAAATCTTATCCATAGCATCATTAACGACTTCTTTTTTAGGTTTTTTTACAGTTACT
2041・TTTTTCGAATTTTCTCCTGCAAGCATCTTTTTCAAAGCATT AA TT AAA TAGCCCTT AGGG 
2101' TTCGATTTTTTTGAAGCGAGTACACGCATT竹川UAA.¥(，TCAAAATAAA紅白瓜illil
2161・ICTTTTTGACATTGCTT AAA T AAACGAGATGTTTTTT A TTTCAGA TTCTGAAAAAATATA 
2221' ATTTTCCTTGAGATAATTTATT ATCATCAAATCT AAATCCCAACGTAAAG冶AACATTCTT

2281' TTTTAATTGCAAAGCCTCTAAAACAGGGTCTCTGTTGTCGGGTNTTGCAACTGGATAAAA 

2341' AT 

Fig. 5-6. The nucleotide 5巴qenceof PFPC840/1 

PFPC840/1 is cloned from pFPC840(AY speClhc plasmtd) of F. psychrophilum. 
The nucleoti.de sequences of the pri..mers are hi.ghl ighted 
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pFPC840 

4.1 kbp 

(approx.) 

可k

日.07

p814晶84自-4
、(457-478】
‘お‘
『 一一一Hind111 白 64

町P山崎-3

PFPC840/1 

EcoR 1 1. 27 

タ問 5

く184自ー1859)

Hindlll 1.88 

Fig. 5-7. Map of pFPC840 (AY specific plasmid) 

Primers of p840-5. p84日-9αndp814&840-4 were used for 
determination of pFPC814 sequence 
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2.1Kbp 

(approx .) 

Fi.g・5-8.Agarose gel electrophoresi.s of P仁R
P「oduct5fromF.P5YChr-oph11tJ171 

i.soloted from oyu 

487白bp

2016 

1360 

11日7
926 

658 

489 

267 

Lanel-12: FPC837， FPC838， FPC839， FPC84日， FPC841， FPC842， FPC955， 
FPE956，SA9591B5A9691，PT97822，PT97B25BLaneM:pHY morkeF 
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Table 5-1. Relationship between plasmid-type and host 

Pl口smidtype 

Host 4.1 kbp 3.5 kbp 
4.1 and Total 

plasmid plasmid 
3目5kbp None 

plasmid 

cs 日 1 自 1自 11 

AY 36 自 日 41 77 

RT 4 27 1 8 4白

Amago 4 1 1 7 13 

Iwロna 自 白 。 1 1 

Y口mロme 自 日 日 4 4 

Oilく日W口 自 自 。 3 3 

仁口rp 。 1 日 1 Z 

Gr口yling 日 1 日 1 2 

Ugui 自 1 自 。 1 

Tench 日 自 日 2 2 

5口lmon 日 日 自 3 ヨ

Unknown 日 2 。 1 3 

Total 44 34 2 82 162 

ND: Not determi.ned 

CS:Coho Solmon， AY:Ayu， RT:Rai.nbow Trout 
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総合考察



日本の冷水病はその発生が徳品保のアユ主主嫡場ではじめて確認されてから10

年以上が経つ。この10年間でその発生による経済的損失、被告地域および宿主

域は拡大の一途をたどり、現在では湖や河川といった天然の水系でも発生が報

告されるなど、生物環境的な被害の而でも大きな問題となっている。ワクチン

開発、抗生物質・抗的剤開発技術の発達した現代においては、単 ーの感染抗が

これほどの長い期間、その猛威を振るうことは稀である。以前、アユでその被

容が甚大であったビブリオ病の流行も、有効なワクチンの開発などにより、冷

水病に比べると短期間で終息し、いまではほとんどその発生が知られていない

ことを考えると冷水病がきわめて典例の繍蘭刊一魚類疾病で-あるといえる

(KaWilno e( al. 1983)。

般に冷水病のような感染応対策として、感染成立の3要因、感染源・感染

経路 ・1荷主感受性への対応姶置が必要であることが知られている。fri主感受性

への対応f位置とは、主にワクチネーションによる個体集団の防御能力の増強で

ある。これまでいくつかの冷水病ワクチンの開発研究がなされているものの、

冷水病が奴創を開始する前の前期仔魚期でも発疲することから経口ワクチンは

使用できず、浸漬ワクチンもいまだ有効なものは実用化されていない。

そこで、残る2つの要因、つまり感染源・感染経路への対応指置の'環とし

て、本研究の第lのテーマである 「冷水病原因菌F.psychIopllilullJの検IL:Jを

行った。すなわち、アユ後殖などにおいて、感染源の一つであるFpsychro-

pbilum保菌種商を1判明に診断 ・検出することにより、保菌種市への技薬、川l瓶

といった治療、あるいは保菌種苗の除去といった早期対策に利用できること、

そして、日本への感染経路における対策、つまりギンザケ種卵などの輸入H寺に

おける海港、2)'!港での検疫に利用できることを目的とした。

本研究では、F.psycbrophilumの保麟検出法に、 DNA鑑定、医学生物学にお

ける臨床診断や法医学鑑定などに椛んに用いられているPCRを利用した。その

結果.従来の寒天平板を用いた分離培養や、抗血清を用いた診断法に比べ、簡

便で信頼性の高い方法が開発でき、今後の冷水病対策に有効利用できると期待

された。また、 PCRを行う際に必要なサンプルからのDNA州出には、研究室

レベルで頻繁に使用されている一般的な1Ji機溶媒を使用した方法は、実際の主主
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殖現場のサンプルを大量に倣う保l溺検査では簡便1:1，に欠けると思われたので、

本研究ではより簡便なキレート樹脂を用いた方法を採用した。このことによ

り、 PCRの簡便性がさらに際だったものになった。このPCRによる検出法を用

い、実際に輸入ギンザケ~I!の検査を行った結果、かなり高い符IJ合でF. psychro-

pIJi1UDJの保繭が確認され、日本のギンザケ養殖のほとんどが北米からの輸入卵

に依存していることから、日本のギンザケ養殖場で発生した冷水病は輸入ギン

ザケ卵が起源であると思われた。また、アユ種市の保菌調ii'を行った結果、琵

琶湖旅アユがかなり高い制合で不顕性感染していることが分かり、琵芭溺!が最

大のアユ種程i似、給源であることから、琵琶湖i!l極筒アユが、冷水病保的状態の

まま出術され、その後全国のアユ養殖場で発病している可能性が高いと考えら

れた。このことは、 lマps)'chrophilulIlが環鹿水常在刊の細菌であることから、

fE琶湖l全体がアユの冷水病の感染巣(reservoir)の一つで、ある可能性もぷl唆して

おり.魚類防波 1=の観点から非常に重大な意義を持つと忠われた。

しかし、箆琶湖がアユの冷水病の感染巣のーつである、と言うことが、短絡

的に日本のアユの冷水病が琵琶湖を起源とするものである、と昌一うことにはつ

ながらない。琵琶湖のアユの冷水病も、{也から持ち込まれた可能性が十分考え

られるからである。実際、この10年FJlの冷水病の日本での爆発的な統行は、輸

入ギンザケ卵からF.psychrophiluI11が検出されたこと、欧米に比べると日本で

は比較的近年になってから知られるようになった病気であること等の事実から

も、冷水病が外来の伝染病であるととを示唆しているように見える。

しかし、若林らのl吸収血清を使用した瓜l清型の研究、 ChakrOLlllらのR八PD

(Randomlyampli日巴clpolymorphic DNAJ、リポタイピングによる型別、 l記rlo-

liniらのプロテアーゼを用いた型別などにより、日本のアユ由来株が、欧米で分

離された株と災なることが知られている(Wakabayashie( al. 1994， Chakroul1 et 

(11. J 997. J 998. Berlolini el al. 1994)。とのことから、アユの冷水病が日本に特異

的なものであることが示唆されている。

従って、現在でも、アユの冷水病の起源は不明のままであり、まして、日本

でアユ以外のアマゴ、オイカワ、ウグイ、ヤマメといった魚種から分離された

F. psychropl1ilulllについては、そのほとんどが血清型すら知られておらず、し
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たがって、大きな問題となっている天然ぷ系での冷/.K病の山米も不明である。

本研究の第2のテーマである 「冷水病原因閣F.ps)'chrophilumの型別」は、

これらの不明点を解明するために疫学的な追跡調査が必要であるとの与えから

行った。疫学マーカーとして血病型、 PCR-RFLPそしてプラスミドを利用し、

F. ps)'ch1"OphiJlInl種内における型別を試みた。

供試したドps)'chrophill1ll1は、とれまでに海外で分離された株を含む、 tに

各都道府県の/.Ki!f試験場あるいは関係機関から分与された種々の魚種山米の株

を用いた。

血約裂においては、若林らの血清型の研究と同じl吸収jfll清を使用する方法を

用いたが、新たにニジマス山王将株に対する抗血清も用いた。PCR-RFLPにおい

ては.gyrB領域のユニバーサルプライマーとP.ps)'chropbil111ηに特典的なプラ

イマーを設計し、それを用いた。プラスミド型においてはニジマス、アユ雨宿

主出来事~にそれぞれ特具的と思われる現主主数の巣なるこつのプラスミドの積装

配ダIJを決定し、それを基にプライマーを作製することにより、煩雑なプラスミ

ド刷出を行うことなく PCRによって簡便に型別を行った。

その結果、血清型による製別では0-1、0-2、0-3の3つの血病型が確認さ

れ、 PCR-RFLPでは八R‘八S、BR、sSの4つのRFLPプロファイルが確認され

た。そしてプラスミドによる型別では、 3.5kbpのプラスミドと4.1kbpのプラ

スミドを持つグル」プと、そのI山j方を持たないと思われる3つのグループがw
認された。そして、これらの型別の結果は、いずれも山来魚種と強く利関し.

F. ps)'chrophiJumは、発生年代、 地域に関係なく、その術主に対して特典的な

いくつかのタイプが存在すると考えられた(TableD-I)。

ギンザケではOート sR(あるいは!3S)・プラスミドなし、のプロファイルを持

つものが多く、また、 日本のギンザケ白米株と.ギンザケ発11即liの4時ij:li国であ

るUSA株に悶じプロファイルのものが複数みられたことから、!ji(ilj入ギンザケ卵

を用いたギンザケ益殖場で発生した冷水病は、やはり海外から持ち込まれたも

のであると思われた。

アユでは0-2'AR(あるいはAS)・4.1kbpのプラスミド(あるいはプラスミド

なし)、のプロファイルを持つものが多く .アユでみられたプロファイルは海外
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のものを含めて他の魚種出会長株では全くみられないことから、アユ山来株は日

本とアユに非常に特異的で、アユで発生した冷水病は少なくとも海外由米のも

のではなく、日本を起源とするものである可能性が高いと考然された。また、

アユ畦l来株間のプロファイルにも発生年代.地域による大きな差異はなく、ア

ユ出来株の日本での起源については不明のままであった。ただし、 山梨県で分

間推されたアユ山来株3.t%に共通のPCR-RFLPプロファイルとして認められるI3R

は他の県のアユ山来株ではみられなかった。

ニジマスでは0-3・sR・3.5kbpのプラスミド、のプロファイルを持つもの

が多く、このプロファイルがギンサーケ同様海外のニジマス山来株にも多くみら

れたことから、ニジマスで発生した冷ぷ病も、やはり海外から持ち込まれたも

のであると思われた。また、アユに多いと思われた4.1kbpのプラスミドを持つ

株が復数みられ、この中には海外の株も存在した。これは、 一般的にプラスミ

ドは細菌個体問における接合などでその遺伝子の移入がたやすく行われること

から、この4.1kbpのプラスミドが海外出来である可能性を示唆しており、非常

に興味深いと思われた。

アマゴでは血清型不I)JJ.sS・4.1kbpのプラスミド、ヤマメでは血清型不

IYJ・sS・プラスミドなし、のプロファイルを持つものが多く、これらのプロフ

ァイルはそれそoれのf.~l.flfîに特異的であると j忍われ、アユやギンザケ、ニジマス

といったこれまでに大きな被告を/:Uしている魚樋山米のF.psychrophilumが水

平伝機したものが起源となっているとは考えられなかった。

天然水域で-の発生が問題となっているオイカワでは0-3・sS.プラスミドな

し.ウグイでは0-3・sS・3.5kbpのプラスミド、のプロファイルを持つものが

多く、これらのプロファイルを持つ株は、ニジマス株に数株みられることか

ら、天然水域で発生している冷水病はニジマス由米株が起源である可能性も示

唆された。

今後は、日本国外でははじめてのアユ凶米株であり、 Leeらによって初告さ

れている、韓国苑アユ由来株も含め、さらに多くの魚種、地域lお米のF.

psyc/Jrophilumを本研究で用いた型別法に供試するとともに、これまでに報告
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されている、 RAPD、リポタイピングあるいはプロテアーゼを用いた五

ps)'cbrophi/l1mの型別法などもとり入れ、日本における冷水病の感染起源と伝

i瀦経路をより明らかにしていくととが課題である。

また、本研究では、それぞ、れの型別のもIIj似を¥lfsiljに考えたが、実際これらの

型J]IJには分子進化におけるH与問車1'1的なパラメーターと相関する順序が存在する

と}j1われる。すなわち分子系統学的に言うところの分チ進化の速度をこれらの

型別がある程度反映していることが考・えられる。

もちろん、 般的にプラスミドは細菌個体問における接合などでその遺伝チ

の移人がたやすく行われること、継代前後を繰り返すことによって本米持って

いたプラスミドを持たない変異株になることがよくま11られることから F

psychrophilwllO)プラスミドによる型別は.最も時問調"的な仰i仙は低いか、あ

るいは進化の速度とは無関係と思われる。

しかし、疫学的な見地からみると、プラスミドは薬剤耐性遺伝子など、病原

性に大きく関わる遺伝チを持っていることが多く、分チ系統分類学的にはよく

用いられる分子進化を反映する型別が、必ずしも疫学的追跡調企を目的とした

型別に有拾であるとは言えない。なぜなら、保的魚の輸送による病原体の拡散

や過度の投薬による薬剤耐性的のI:U現など、人為的な袈素に多大な影響を受け

るとjぷわれる病原閣の伝嬬経隙の疫学的な追跡調査には、進化の速度以外の1nlj

似も重要視する必要があると思われるからである。

今後も、病原1"1=を含め、疫学的調査における表現型、遺伝子型による型別が

際 1-の家務と異なり、 水という環境を持ち、より野生穏に近い種を用いる/.K産

地養殖における疫学マーカーとしてもつ意義について慎重に検討しながら|吋械

の調査を行うことが重要であると思われる。
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Table D-1. Deter、mination of the serotyp巴s，RFLP-types and 
plasmid-types of F. psychrophilum isolated千rom

di fferent fl sh巴s in dif千巴rent locati.ons 
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笠目白主
FPC819 

FPC817 

FPC818 

FPC820 

FPC829 

FPC830 

FPC828 

FPC831 

NCIMB1947 

FPC8ZS 

FPC826 

FPC936 

FPC931 

KNA9402 

KNA9801 

KNA9701 

KNA9702 

KNA9705 

FPC928 

FPC930 

FPC929 

151 

OKA9804 

OKA9805 

OKA9806 

OKA9808 

OKA9811 

OKA9807 

OKA9809 

0KA9810 

OKA9812 

OKA9813 

OKA9801 

OKA9802 

OKA9803 

(Continued on following page) 

97 



Table D-l.(contlnued) 

Strain# Host Locαtion Oote SeJ"otype RFLP type Plasmid 

133 AY Shiga 1994.03.03 0-2 B 5 N 

FPC955 AY Shiga 1994.03.09 0-2 日 5 N 

136 AY Shiga 1994.04.13 AA A AP 

FPC956 AY Shiga 1994.04.15 日-2 A 5 AP 

135 AY Shiga 1994.04.27 0-2 5 N 

139 AY Shigα 1994.05.02 A 5 AP 

FPC957 AY Shiga 1994.05.13 0-2 日 N 

SA9501 AY Shiga 1995.12.11 日-2 A 5 AP 

SA9601 AY Shigα 1996.日1.05 0-2 A 5 AP 

SA9602 AY 5higa 1996.01.18 ND ND N 

SA9603 AY Shiga 1996.01.26 A AP 

SA9604 AY Shiga 1996.03.18 A AP 

SA96白5 AY Shiga 1996.04.11 0-2 A AP 

SA9606 AY Shiga 1996.日5日1 A AP 

SA96日7 AY Shiga 1996.06由7 A AP 

SA9608 AY Shiga 1996.06.24 A 5 AP 

SA9609 AY Shiga 1ヨ96.10.15 白-2 A 5 AP 

SA9701 AY Shigα 1997，02.07 AA A 5 AP 

SA9702 AY Shi.gロ 1997.03，24 A 5 AP 

I58 AY Shigα 0-2 A R N 

PT96019 AY Tokushi.ma 1996.04.26 AA A 5 AP 

PT96033 AY Tokushima 1996.12.04 AA A 5 AP 

PT97001 AY Tokushima 1997.01.07 0-2 A N 

PT97003 AY Tokushi.ma 1997.01.08 A AP 

PT97012 AY Tokushimロ 1997.01.27 N 

PT97023 AY Tokushi.mα 1997.03.28 A 5 AP 

PT97022 AY Tokushima 1997.03.31 0-2 A 5 AP 

PT97自25 AY Tokushima 1997.白4.18 A 5 AP 

PT97027 AY Tokushi.m日 1997.05.13 A 5 AP 

PT97030 AY Tokushima 1997，05.26 A 5 AP 

PT97031 AY Tokushima 1997.日5.27 A R N 

PT97037 AY Tokushi.ma 1997.09.日1 日-2 A 5 N 

PT97043 AY Tokushima 1997，09.27 A N 

PT97日49 AY Tokushima 1997.12.04 0-2 A R N 

PT97050 AY Tokushima 1997.12.04 A R N 

PT97051 AY Tokushima 1997.12.16 A AP 

PT98021 AY Tokushi.mo 1998，02，02 0-2 日 N 

PT98白22 AY Tokushimロ 1998.02，05 0-2 A AP 

PT98026 AY Tokushi.ma 1998.02白9 A N 

(Contlnued on followlng page) 
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Table D-l.(continued) 
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FPC842 
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FPC841 
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FPC924 
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FPC927 

96-9 

96-26 
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品~R97C

AMR97B 

FPC805 

FKR9801 

KNR9706 

144 

145 

146 

147 

FPC808 

FPC807 

FPC806 

OKR98日3

OKR98日1
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(仁ontinuedon following page) 
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Table D-l.(continued) 

Strai.n# Host Locati.on Date Se盟主盟主__B_旦E1;Ype Plosmi.d 
FPC944 RT Yamagαta 1994.01.12 0-3 R RP 

95-15 • RT Yamonashi 1996.02.29 0-3 R RP 

95-14' RT Yαmαnashi. 1996.02.29 0-3 R RP 

95-16 ' RT Yロmロnロshi. 1996.02.29 0-3 R RP 

95-23 RT Yamanashi. 1996.03.27 0-3 R AP 

96-7 RT Yomanashi. 1996.05.2白 0-1 R N 

96-8 RT Yamanashi. 1996.白5.21 0-ヨ R RP 

96-10 RT Yロmロnashi 1996.白5.22 0-3 R AP 

96-21 RT Yamanashi 1996.06.28 0-3 RP 

96-29 RT Yomanashi 1996.07.12 ND R N 

13-23 RT 1991.07.17 AA R RP 

13・17 RT 1993.10.23 0-3 R RP 

13-55 RT 1995.日3.01 0-3 R AP 

P27-2/95 RT 1995.11.03 AA R RP 

P30-1I95 RT 1995.12.08 AA R RP 

P3-3/95 RT 1996.02.26 0-3 R RP 

F剛9801 Amago Fukui. 1998 N 

0ゆ19801 Amago Okayama 1998.05.18 ND AR 

OKM9802 Amago Okoyαmロ 1998.06.04 ND AP 

OKM9803 Amago Okayoma 1998.06.自9 AP 

OKM9804 Amago Okayama 1998.06.17 AP 

OKM9805 山nago Okayama 1998日6.18 RP 

。ゆ19806 Amogo Okayαma 1998.08.1由 N 

FPC958 Amogo Tottori. 1994.07.14 0-3 AP 

95-16 Amoga Yamanashi. 1996.日1.11 ND N 

95-15 Amago Yamonαshi. 1996.日1.11 ND N 

95-14 Amago Yamonashi 1996.01.11 ND N 

95-13 Amago Yαmonαshi. 1996.01.11 ND N 

95-24 Amago Y口rnanashi. 1996 ND N 

96-5 Iwana Yamanashi. 1996.05.15 ND N 

95-20 Yamame Yomanashi 1996.03.18 ND N 

95-19 Yamame Yαmanashi. 1996.03.18 ND 5 N 

95-18 Yロmome Yamanashi. 1996.日3.18 ND 5 N 

96-4 Yomame Yamanαshi. 1996.05.14 0-1 N 

FPC945 Oi.kawo Hi.roshi.ma 1993.09.16 0-3 5 N 

FPC946 Oi.kロW口 Hi.roshima 1994.01.11 0-3 5 N 

FPC948 Oi.kαwa Hiroshi.ma 1994自2.23 ND 5 N 

FPC811 Carp E町内many 199白 0-1 5 N 

FPC947 Car1'. Hi.roshi.ma 1994.01.04 0-3 5 RP 

(Cont"i nued on 千口l1owi.ng p日目e)
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Strai.n# 

27-H 

126-H 

FPC932 

FPC809 

FPC810 

AMS97D 

176-L 

49-L 

887 

255/93 

874 

Host 

Grayli.ng 

Grayl i.ng 

Ugui. 

Tench 

Tench 

Salmon 

Salmon 

Salmon 

Tabl巴 D-1.( conti nued) 

Locαti.on 

Hi.roshima 

Germony 

Germany 

Aomori 

Dat旦一一三旦!:91:y2L_RFLDy~

1993.05 

199自

1990 

1997.03.12 

0-3 8 R 

0-1 8 5 

0-3 8 5 

ND 

0-1 

AA 

0-1 

0-3 

AA 

AA 

8 5 

8 5 

8 5 

8 R 

8 5 

8 R 

8 R 

8 R 

ND:Not d巴tεrmined，AA:Auto-αggluttni.n， 81ank:Unknown or Not done 

Plasmi.d 

RP 

N 

RP 

N 

N 

N 

N 

N 

N 

RP 

RP 

RP:approxi.mately 3.5kbp plasmi.d， AP:ロpproxi.mately 4.1kbp plasmi.d， ARαpproxi.mately 
3.5kbp and 4.1kbp plasmi.d， N: Nei ther 3. 5kbp nor 4.1kbp plasmi.d 
Locati.ons of strai.n number 13-23， 13・17，13-55， P27-2J95， P30-1/95， P3-3/95， 27-H， 
126-H， 176-L， 49-L， 887， 255/93， 874 are unknown but not Japan 
CS(Coho salmon): Oncorhynchu5 ki5Utch， AY(Ayu)・Plecoglo5sU501 tiverl i5， RT(Rai.nbow 
trout)・Oncorh戸1Chu5mykis5， Amago:Oncorhynchu5 rhoduru5， Oi.kawαι Zacco plotypus， 
Iwanα(Yαmame): 50lνelinus pluvins， Ugui: Tribolodon hakonensis hakonensls， (arp 
Cypri nU5 carpi 0 
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