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研究成果の概要（和文）：本研究では、主に魚病細菌 Edwardsiella tarda (E.tarda) 強毒株 (NUF251) 
又は弱毒株 (NUF194) 暴露によるヒラメ腹腔マクロファージの初期応答を比較した。その結果、

強毒株はマクロファージの活性酸素種 (ROS) 放出を阻害し、ROS による殺菌に対して抵抗性

を持つ可能性があり、E.tarda はヒラメ腹腔内マクロファージの酸素依存性殺菌機構に深く関与

していることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we demonstrated that high virulent strain (NUF251) of 
Edwardsiella tarda has an ability to prevent the production of reactive oxygen species (ROS) by 
macrophages, and is even capable of surviving and multiplying within Japanese flounder peritoneal 
macrophages, where the low virulent strain (NUF194) has no ability.  
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１．研究開始当初の背景 
 活性酸素により、引き起こされる酸化スト
レスは生物にとっては避けられないリスク
であるが、近年、環境ストレスへの活性酸素
の関与が強く指摘されている。更には、各種
炎症性疾患の病態発現における活性酸素と
抗酸化酵素の役割については大変注目され
てきた。しかし、魚類の生体防御系における
抗酸化酵素の役割に関する報告例はない。

我々はヒラメの代表的細菌感染症であるエ
ドワジエラ症の原因菌Edwardsiella tarda (E. 
tarda) を始め数種の魚病細菌を用い、抗酸化
酵素の１種であるスーパーオキシドジスム
ターゼ (SOD) の挙動を調べた。その結果、
E.tarda感染時において病態進行の初期段階
で酵素的防御能を示唆するデータを得てい
る。一方、赤潮原因プランクトン Chattonella 
marinaがスーパーオキサイド(O2

-)や過酸化
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水素(H2O2)などの活性酸素を産生すること
により魚毒性を発現していることも明らか
にした。また、予備実験の段階ではあるが、
Chattonellaはこれらの活性酸素に加え、一酸
化窒素(NO)も産生放出していることが見出
された。細菌においてもEnterococcus faecalis,
Escherichia coli, Lactobacillus sp., Streptococcus 
pneumoniaeが活性酸素種であるO2

-とH2O2を
細胞外に産生するという報告がある。そこで
E. tardaがO2

-を産生しているか否かをルミノ
ール法及びスコポレチン法で調べた。その結
果、E. tardaからのO2

-の産生は認められなか
った(未発表データ)。このことからE. tardaが
直接SODの基質であるO2

-を産生し、結果とし
てSOD活性が上昇するという考えは否定さ
れた。もう一つの可能性としては、E. tarda
の構成成分の何らかの物質がマクロファー
ジの活性酸素産生能を亢進することにより、
SOD活性が誘起され、Cu,Zn-SODについては
生成物であるH2O2

 

により、Mn-SODはNOに
よるチロシン残基のニトロシル化により活
性を失うのではないかという考え方がある。
この応答機構を解明するためには活性酸素
代謝に関わる抗酸化酵素及びその生成物の
解析が不可欠である。 

２．研究の目的 
 本研究では、分子生物学的手法を用い、活

性酸素代謝において律速として働くヒラメの

SOD及び誘導型NO合成酵素(iNOS)等の抗酸

化酵素遺伝子の構造解析をすること、次いで

ヒラメ腹腔マクロファージの初代培養系で細

胞生物学的手法を用い E.tarda 感染に伴う酸

化ストレスに対する抗酸化酵素の応答機構を

明らかにすることを目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1) cDNA クローニングにより、既に決定さ
れているヒラメ Cu,Zn-SOD 及び Mn-SOD の
全一次構造、並びに哺乳類の報告を基に設計
したプライマーを用いて PCR を行った。得ら
れた DNA 断片のクローニングを行い、ヒラ
メ両 SOD の遺伝子構造の一部を明らかにし
た。尚、塩基配列の決定はサイクルシークエ
ンス法により行った。更に、これらの遺伝子
構造を基に、各 SOD の cDNA のみを増幅す
るように設計したプライマーを用い、ヒラメ
肝膵臓より調製した mRNA の逆転写産物を
リアルタイム PCR (インターカレーター法) 
に供し、ヒラメ両 SOD mRNA の定量を行っ
た。 
 
(2) ヒラメ腹腔内より分離したマクロファ
ージを供試細胞とした。マクロファージによ
る E.tarda NUF251 ( 強毒株 ) 及び E.tarda
NUF194 (弱毒株)の貪食能及びマクロファー
ジ内の両菌株の生存率はそれぞれギムザ染

色、コロニー形成法により測定した。E.tarda 
両菌株暴露によるマクロファージの活性酸
素種 (ROS, 主にO2

-)、一酸化窒素 (NO) 及び
TNF-αの産生能について検討した。マクロフ
ァージが産生するROSは化学発光法を用いて
調べた。さらにE.tarda の ROS 消去系酵素の
影響も考えられるため、スーパーオキシドジ
スムターゼ(SOD)並びにカタラーゼ活性の有
無についても化学発光法、コロニー形成法を
用いて検討した。また E.tarda 感染によりマ
クロファージから放出されるNOは、培養上清
中のNO2

-

 

をグリース法により検出すること
で測定し、TNF-αの定量はELISA法により行
った。以上の結果を基に E.tarda 強毒株又は
弱毒株暴露によるヒラメ腹腔内マクロファ
ージの初期応答について比較した。 

４．研究成果 
(1) ヒラメ Cu,Zn-SOD 及び Mn-SOD の翻訳
領域に相当する部分の遺伝子構造は共に５
個のエキソンと４個のイントロンにより構
成されていた。各イントロンの挿入箇所はそ
れぞれ哺乳類の Cu,Zn-SOD 及び Mn-SOD と
概ね一致していた。また、Cu,Zn-SOD 遺伝子
については、イントロン配列が一部異なる２
種類の遺伝子が検出されたが、それらのエキ
ソン配列は全て一致していた。更に、リアル
タイム PCR による解析の結果、各 SOD 遺伝
子は、濃度依存的な増幅パターンを示し、
SOD mRNA の定量、並びに個体間における発
現量の比較が可能であることが示唆された。 
 
(2)ヒラメ腹腔マクロファージの E.tarda 強毒
株(NUF251)又は弱毒株(NUF194)の貪食能
をギムザ染色後、顕微鏡観察により調べた。
その結果、貪食能については両菌株間で有為
差は認められなかった。 
 

図１.ヒラメ腹腔マクロファージにおける E.tarda
     の細胞内増殖能. 

 
マクロファージ内での E.tarda の生存率をコ
ロニーアッセイ法で調べた。マクロファージ
内の E.tarda の生存率を比較すると強毒株の



 

 

み生菌数の増加が見られ細胞内増殖能を有
していることが確認された(図１)。 
 次いで、E.tarda 暴露に伴うヒラメ腹腔マク
ロファージの活性酸素種 (ROS) 放出能につ
いて化学発光法を用いて調べた。 
 

 

 

図２. E.tarda 暴露に伴うヒラメ腹腔マクロファ 

     ージの活性酸素種 (ROS) 放出能. 

 
弱毒株暴露によって強い ROS の放出が見ら
れたが、強毒株ではほとんど見られなかった
(図２)。そこで E.tarda の持つ SOD 及びカタ
ラーゼ活性について検討した結果、強毒株は
弱毒株より、僅かに高い活性酸素消去能を有
することが明らかになった。 
 
 

 
 
 
 
図３. E.tarda を暴露したヒラメ腹腔マクロファ 

     ージに対する PMA の影響. 

 
E.tarda 強毒株をマクロファージに暴露後、活
性酸素誘発物質である phorbol myristate 
acetate (PMA) の刺激により顕著な ROS の放
出が確認された(図３)。
 以上の結果より、E.tarda 強毒株はマクロフ
ァージの ROS 放出を阻害し、ROS による殺
菌に対して抵抗性を持つ可能性があり、
E.tarda はヒラメ腹腔マクロファージの酸素
依存的殺菌機構に深く関与していることが
示唆された。 
 
 次に、E.tarda暴露に伴う一酸化窒素(NO)及
びサイトカインの一つであるTNF-αの産生能
について検討した。NO産生は、培養上清中の

NO2
-

 

をグリース法により検出することで測
定し、TNF-αの定量はELISA法により行った。 

 

 

図４. E.tarda 暴露 に伴うヒラメ腹

腔マクロファ 

   ージの NO 産生能 

 
その結果、両菌株共に NO の産生が見られた
(図４)。更に、NOS 特異的インヒビター
(L-NAME) を用いて検討した結果、NO 産生
が完全に阻害された。従って、NO 産生はヒ
ラメ腹腔マクロファージ由来の誘導型 NO 合
成酵素 (iNOS) の誘導による可能性が示唆さ
れた。一方、TNF-α の産生も両菌株で確認さ
れたが、強毒株の方が顕著であった。 
 そ こ で E.tarda の 菌 体 外 産 生 物 質 
(Extracellular product: ECP)を調製し、マクロ
ファージ株化細胞 (RAW264.7) に暴露後、マ
クロファージの NO の産生能を調べた。その
結果、E.tarda 強毒株の ECP を暴露後、NO の
産生が確認されたが、弱毒株ではほとんど見
られなかった。また、iNOS 特異的インヒビ
ター (L-NAME)、イムノブロット法、及び
RT-PCR の検討結果から、ECP 暴露に伴う NO
産生は iNOS の誘導によることが明らかにな
った。一方、E.tarda 強毒株の場合、TNF-α の
産生も確認されたが、弱毒株では見られなか
った。また、ECP によって誘導された NO 及
び TNF-α の産生は、JNK インヒビターによ
って阻害された。更に、ECP は加熱処理で不
活化されたが、透析によって失活されなかっ
たことからタンパク質の一種と考えられた。
 以上の結果より、E.tarda NUF251 (強毒株)
の菌体外産生物質が新規の病原因子であり、
抗酸化酵素や iNOS に応答している可能性が
示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４ E.tarda 暴露 に伴うヒラメ腹
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