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研究成果の概要： 

E.tarda感染能評価のため 1）GFP 遺伝子導入 E.tardaを GAKS細胞に感染 2）E.tardaを GAKS
細胞に感染後、DAPI でゲノム DNA を染色 3）NanA シアリダーゼ活性染色の 3 つを比検討した。
in vitro では 1）が感評価に適しており、in vivo では real-time PCR で GFP 遺伝子の検出を
行う方法が適していた。またゼブラフィッシュ仔魚で同じ実験を行ったところ、体が透明なた
め GFP導入 E.tardaの観察が容易で、迅速簡便な評価方法としてより適していた。 
 

研究成果の学術的意義や社会的意義 
E,tarda感染の状況を確認できるまでに 26 時間以上要する従来法と異なり、E, tarda 感染

の可視化およびその評価ができるようになれば、1～2時間程度で確認できるようになる。これ
により、感染阻害の候補物質を短期間で効率よくスクリーニングすることが可能になる。    

E. tarda の養殖魚への被害は深刻なため、阻害物質スクリーニングの評価系が確立すれば E. 
tarda の感染予防や治療薬の開発に繋がり、魚病害の防除技術の一助となると期待される。 
 
 
研究分野：生化学 
 
キーワード：E.tarda、蛍光顕微鏡 、バクテリア感染     
 
１．研究の目的 

エドワジエラ症は E.tardaを病原菌とする感染症で、我が国では特に養殖分野で甚大な被害
が確認されているが、有効な予防や治療薬が無い。一方、我々の研究グループでは NanA を阻
害することで E.tarda の細胞内感染が抑制されることが突き止められたため、NanA 阻害物質
を発見できれば、新規の E.tarda 感染予防法開発が期待できると考え、研究テーマの 1 つとし
て阻害剤の検討を進めている。しかし培養細胞を用いる従来の方法では、感染後にバクテリア
を培養する工程が必要で、感染の評価までに最低でも 26 時間かかる。また細胞内からバクテ
リアを回収する工程が煩雑で、実験者の技量の差が値に影響しやすい。 

 そこで本研究では、E.tarda の感染を可視化させることで、実験者の技量が影響せず、短時間
で感染評価するための方法を検討することにした。この研究課題により、 感染予防物質を効率
よくスクリーニングするための、迅速簡便な評価系の構築を目指した。 

 

２．研究成果 
E.tarda の感染能を評価するため、研究成果の概要に先述した 3 つの方法について比較検討

を行った。その結果、in vitroにおいては GFP 導入 E.tarda の蛍光シグナルが最も E.tardaの
細胞内感染数および細胞内オルガネラとの共染色に適していることが分かった。 
 次に in vivo 実験として、GFP 導入 E.tarda 懸濁液をゼブラフィッシュ腹腔内に注射し、
real-time PCRを用いて E.tarda感染度の評価を行った。その結果、GFP 遺伝子をターゲットに
した PCRが特異性が高く、染評価に適していることが分かった。またゼブラフィッシュ仔魚で
同様の実験を行ったところ、体が透明なために GFP導入 E.tardaの観察が顕微鏡下で容易であ
り、迅速簡便な評価方法として適していた。 
以上の結果から、仔魚を実験動物とし、かつ GFP導入 E.tardaを用いることで、感染阻害の

候補物質を短時間で効率よくスクリーニングできることが示唆された。 
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