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研究成果の概要（和文）：本研究は、両生類の新興病原体であるカエルツボカビ（Bd）が在来種に与える影響を
宿主と寄生体の双方を解析・評価し「なぜ日本の両生類は死なないのか」その機序解明を目的とする。その結
果、ITS-1領域の違い基づくBdハプロタイプごとに、その形状、増殖態度および病原性が異なり、国内では弱毒
性Bdを主流とした多種類のハプロタイプのBdが自然界で維持されていることを明らかにした。免疫抑制モデルを
用いた感染実験で、一過性の不顕性感染であったことから、在来種のBd抵抗性には免疫以外の生体防御機構も働
いている可能性が示唆された。また、ツボカビ症でみられる電解質の変化は皮膚の水透過性異常に起因するもの
と推察した。

研究成果の概要（英文）：Chytrid fungus is an important emerging pathogen of amphibians, but does not
 cause mortality in native species. In this study, we aimed to elucidate pathogenesis from the 
viewpoint of both frog (host) and Batrachochytrium dendrobatidis Bd (pathogen). It was found that 
the Bd haplotype based on difference in the ITS-1 region expressed different morphology, 
proliferative behavior, and pathogenicity. Additionally, several Bd haplotypes, mainly that of 
attenuated Bd, were naturally maintained in native species. In the infection experiment using the 
immunosuppressive model, finding of transient subclinical infection suggested that biological 
defense mechanisms other than immunity may be involved in Bd resistance of native species. Moreover,
 the observed change in electrolyte balance due to chytrid fungus was caused by abnormal water 
permeability of the skin.

研究分野： 獣医病理学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 カ エ ル ツ ボ カ ビ (Batrachochytrium 

dendrobatidis;Bd)は、1998 年豪州とパナマで大
量死した両生類で、初めて確認された病原体
で、1999 年に 1 属 1 種の新種の真菌として登
録された。本菌は両生類に致死的感染を起こ
すことが知られており、世界各地の 20 科 200

種以上の両生類の個体数が減少または絶滅し
たとされている。そのため、2008 年に国際獣
疫事務局は Bd を国際的な監視が必要な届出
病原体に指定した。申請者は 2006 年 12 月に
飼育下外国産両生類の集団死事例からアジア
初の Bd を発見した。環境省と国立環境研究所
は全国 Bd 野外調査を行い、0.8％と低率なが
ら野生下の両生類に Bd が感染していること
を明らかにした。しかしながら、その後の多
くの調査でも、ツボカビ症と診断される事例
は 1 事例も確認できなかった。国内流通過程
で外国産両生類に致死的ツボカビ症が流行し
ている。一方で、国内の野生両生類には、Bd-

GPL を含む Bd が感染している動物がいるに
も関わらず、致死的流行や明らかな両生類の
個体数、種数の減少も確認されていない。 

２．研究の目的 
 本研究は、両生類の新興病原体であるカエ
ル ツ ボ カ ビ (Batrachochytrium dendro- 
batidis、Bd）が日本の両生類に与える影響を
宿主と寄生体（病原体）の双方を解析・評価し
「なぜ日本の両生類は死なないのか」その機
序を解明しようとするものである。 
３．研究の方法 
本研究では、まず、国内自然界での Bd 分布

とハプロタイプを把握するため、１）モニタ
ー 動 物 と し た ウ シ ガ エ ル （ Lithobates 
catesbeina:Lc）幼生の検証を行い、併せて、
最適なカエルツボカビ(Bd)検出方法を検討す
る。そして、野生下 Lcから検出・分離される
Bd に関して２) Bdの国内分布、遺伝子型別、
系統解析：全国各地から Lc を採取して、検出
される ITS 領域の塩基配列の違いによるハプ
ロタイプ別と汎用マーカーによる型別を並行
して実施し、他国の Bd と比較検討する。３)
分離 Bd株の形態学的特徴および培養性状：こ
れらを検索し遺伝子型との関連を検討する。
Bd 遺伝子型による病原性の検討：両生類を用
いた感染実験によって検証する。また、宿主
側の要因については、４）Bd と宿主免疫状態
との関連を検討：在来種の Bd 抵抗性を担う因
子として免疫状態に注目して、トウホクサン
ショウオ幼体に急性被曝量の放射線を照射し
たのちに、Bd を暴露し、感染の成立、発症お
よび致死率を評価した。 
５）国内両生類の Bdへの抵抗性因子の検討：
抗菌ペプチドを含む皮膚粘液の Bd 増殖抑制
効果評価法を確立する。具体的には、スライ
ドチャンバーに様々な濃度の培養 Bd を加え
て、遊走子および遊走子嚢の増殖状況を検討
して評価のための至適条件を決定する。６）
Bdが宿主皮膚水透過性与える影響の評価： Bd
を実験感染させた Bd 高感受性カエルを用い

て、水透過性の変化、病変および感染状況な
どで評価した。 
４．研究成果 
１）ウシガエル幼生における口器ツボカビ症
および検査法の確立 

Lc は国内に広く分布しており、過去の調査
にて Bd感染率が高く、保菌するハプロタイプ
の種類も多いことが確認されている。また、
幼生個体は採集が容易であり、かつ、Bd の感
染部位である角質層が口器に限局しているこ
とから、口器のみを検査対象とすることがで
きる。的確に Bdを検出する検査法についても
検討した。 
一生息池からウシガエル幼生 59 匹を採集

し、これらの口器を病理検査（肉眼検査と組
織検査）および口器から採取した swab を用い
て nested PCR を行った。結果、21匹の口器に
肉眼的変化を認め、そのうち 20 匹に nested 
PCRまたは病理組織検査で Bd を確認した。肉
眼的変化がない 38 匹中 17 匹に PCR 検査、病
理組織検査のいずれか、または両方で Bdを検
出した。Bd感染による口器の肉眼的変化の特
徴は、嘴の①色素消失、②色素沈着層の菲薄
化、③変形および④歯列の淡明化であった。
以上より、ウシガエル幼生は Bd 易感染性であ
り、目視によって容易に感染を確認できるこ
とから、Bdモニター動物として有効であると
結論づけた。 
また、検査法の検討として、nested PCR

（swab、口器）および口器病理組織検査を比
較した。2 ヵ所の生息池から各 60匹、合計 120
匹を採集した。1 検体ですべての検査を行え
ないため、目視検査によって口器異常を有す
る個体が同程度に含まれるように 2 群に分け、
1 群は swab および口器を材料とする nested 
PCR、2群は口器病理組織検査を行った。各種
検査の検出率は、swab nested PCR（67%）、口
器 nested PCR（65%）、口器病理組織検査（33%）
の順に高かった。感度は swab よりも口器を材
料とする nested PCR の方が高かったが、有意
差を認めないこと、swab の採取は、採取者の
手技習熟度の影響を受けることから、口器を
材料とする nested PCR が推奨された。以上よ
り、ウシガエル幼生の口器を採材し、nested 
PCRを行うことで、的確な Bd 感染状況を把握
できると結論づけた。 
２）野生下ウシガエル幼生を対象としたカエ
ルツボカビの国内分布と遺伝子型 
野生下ウシガエル幼生における Bd 感染率、

保有 haplotype を解析し、Bd 国内実態を調べ
た。２年間の各 1～6 月、26 都府県 44地域か
ら 835匹のウシガエル幼生を採集し、その PCR
産物からダイレクトシーケンス法により Bd
の ITS 領域の塩基配列を決定し、既存のハプ
ロタイプと比較、各ハプロタイプの国内分布
を調べた。その結果、19 都県、29 地域、266
匹（感染率 32%）に感染を認めた。検出地域に
おける Bd感染率は平均 51%（3～100%）であっ



た。266検体中 68検体の塩基配列が決定され、
これらは 41 に型別された。うち、6 type は
既存のハプロタイプと一致し、その内訳は世
界流行系統（A type：19、CW34 Clone N：1検
体）、中国検出株（Bd50：1、Bd41：1 検体）、
P type：2、Z type：2、検体であった。他 35 
typeは過去に報告のないものであった。中で
も A typeの高率かつ広域分布を確認した。国
内、中国、アフリカ、ブラジル、オーストラリ
ア、エクアドルおよびテキサス検出株の遺伝
子データとともに、系統解析（近隣結合法）を
行った。Clade 形成に明瞭な地域差はなく、中
国検出株と同じ clade にはいる検体も認めら
れた。 
以上より、Bd は日本およびアジアでは固有

病原体（endemic）であり、長い歴史を経て宿
主両生類と共に共進化している可能性がある
と考えた。 
３）国内由来カエルツボカビの培養性状と病
原性の検討 
国内野生下ウシガエルオタマジャクシの口

器から Bdを分離培養し、シークエンス解析に
よってハプロタイプを決定した。実験１：
Endmic Bd とツボカビ症外来両生類由来株
C(NBRC-112385)と増殖速度、遊走子嚢の増殖
形態および大きさを経時的に比較した。さら
に Bd 病原性遺伝子の検索を行った。実験２：
Bd 高感受性両生類に C および Endmic Bd 培養
樹立株 1.0×106/mL を暴露し、経時的に Bd 感
染状況（PCR法、臨床症状、直接鏡検、病理組
織検査）、死亡率を検討した。その結果、ツボ
カビ症幼生 25 匹より 66 株の樹立に成功し、
ハプロタイプは A１株と E65 株であった。実
験１：C と E は指数関数的に増加した。
C(1.0×10⁵/mL)条件下で増殖速度が有意に速
かった。また、Eは小型遊走子嚢が集塊状に増
殖していた。一方，C は個々に増殖していた。 

図１ 培養所見 中央・右：培養 3日目の所見 

 
図２ ハプロタイプ別の遊走子嚢サイズ 

 
3 つの遺伝子座を比較したところ、C と Eで

同一であった。実験２：A、Cと Eを用いた 

  図３ チャンバー培養による Bd増殖曲線 
感染実験では、ともに全期間中感染が継続し
た。脱皮皮遊走子嚢観察数の平均値は C の方
が多かったが、暴露早期に増加し、時間経過
とともに減少した。E は徐々に増加した。病理
組織学的には皮膚の遊走子嚢数は C がやや多
かった。また、ともに高度な表皮の肥厚が観
察された。死亡率は A100%、Cと Eは 0％であ
った。 
本研究では、国内在来両生類の起源探索に

おける Endemic Bd の位置づけを考察した。そ
の結果、ITS-1領域の違いによるハプロタイプ
が、Bd の増殖態度や病原性とも関連している
ことが明らかになった。そしてハプロタイプ
A は強毒株、Eは弱毒株と評価され、国内野生
化両生類には病原性の異なる Bd 株が存在す
ることが明らかにされた。在来種にツボカビ
症が確認されない 1 つの理由として、自然界
に強毒株が存在しないことが考えられたが、
宿主（在来種）が強毒株に対して抵抗性をも
つことが示唆された。 
４）宿主の免疫状態と Bdに関する検討 
放射線に感受性の高い小型サンショウウオ成
体に急性被曝量 3Gy 群 3 匹と対照群 2 匹とし
て、うち 2 匹 または、1 匹を Bd10６液に浸漬
し、PCR 法による感染確認および発症・致死率
を検討した（本研究ではトウホクサンショウ
ウオを用いた）。その結果、照射群のうち１匹
が 2 週目に一過性に陽性となったが、脱皮の
亢進などツボカビ症の臨床兆候もみられなか
った。また、被曝群の肝臓において造血細胞
数が減少し、肝細胞の核が肥大していた。以
上の結果から、照射による免疫状態の低下が
生じていたと推察されるが、一過性に感染し
ただけで、免疫のみが在来種の Bd抵抗性を司
っているとは考えられなかった。 
５）Bd増殖抑制効果評価法の検討 
複数の増殖抑制因子の効果を、同時し複数

のハプロタイプについて経時的に評価できる
方法としてスライドチャンバー培養法を検討
した。増殖パターンの異なるハプロタイプ C



と E の Bd 遊走子密度を段階的に希釈して増
殖曲線を求めたところ、Bd10５濃度で、観察期
間 7日で、Cは 35ｘ10５／ml に、Eは 160ｘ10
５／ml に達し、この条件が評価に最適と結論
付けた 
６）カエルツボカビ感染が皮膚水吸収に与

える影響 
ツボカビ症の病理発生を明らかにするため

に、次の実験を行った。Bd高感受性動物イエ
アメガエル（Litoria caerulea）感染群 5 匹、
対照群 5 匹、計 10 匹を用いた。感染群には、
培養した Bd遊走子 1×106、5,000または 6,000
個/ml の飼育水を 1 日浸漬させた後、7 日間、
通常飼育し、軽度ツボカビ症を発症させた。
対照群は 7 日間、通常飼育した。これらのカ
エルを安楽死させた後、Ussing chamber 改良
装置を用いて大腿部と背部の皮膚の水透過性
試験を行った。併せて、皮膚を病理組織学的
に、血液を血清生化学的に調べた。Bd 感染確
認は全個体の皮膚を病理組織学的に観察した
他、5 匹（感染群：3 匹、対照群：2匹）の皮
膚から nested PCR を行った。 
感染群 5 匹中、3 匹にツボカビ症の特徴で

ある高度の脱皮を認め、その内、1 匹は食欲不
振、元気消失を伴っていた。Bd 感染の確認で
は、5 匹中 2 匹に病理組織検査または nested 
PCR にて感染を認めた。水透過性試験におい
て、大腿部皮膚の水透過性における水分調節
機能の破綻を確認した。すなわち、抗利尿ホ
ルモン（arginine vasotocin: AVT）反応性 AQP
を介する水透過性が有意に減少し、AVT 刺激
の有無に関わらず水を透過させる AQP を介す
る水透過性が有意に上昇した。背部皮膚には、
水透過性を認めなかった。病理組織学的検索
では、大腿部、背部ともに表皮角質層・表皮細
胞層の肥厚および表皮細胞数の増数を認めた
が、有意差は得られなかった。その他、表皮細
胞の変性などを観察した。血清生化学検査で
は、血漿膠質浸透圧、Na、Mg、Caおよび Clの
減少を認めた。これらのうち、Mgと Caの変化
には有意差を認めたが、その他の成分の変化
に有意差は認められなかった。以上の結果よ
り、ツボカビ症の病理発生機序において、Bd
感染から心不全に至る経路の 1 つに皮膚水透
過性を介する水分調節機能の破綻が関与し、
電解質バランスの恒常性を維持できなくなり、
心不全に至ると結論づけた。 
限定的な IST-1 領域の違いによるハプロタ

イプの意義については、以前より、議論され
てきたが、今回、汎用されている３つの遺伝
子座が同一であるにも関わらず、ハプロタイ
プによって、Bdの形状、増殖態度および病原
性も異なることが、本研究によって初めて証
明された。そして、病原性の異なる Bd が国内
自然界に維持されており、endemic と考えら
れる弱毒 Bd が主流であること証明した。また、
免疫抑制モデルを用いた実験によって、在来
種の Bd 抵抗性は免疫以外の生体防御機構が
働いている可能性が示唆された。 
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