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研究成果の概要（和文）：アユ、ワカサギおよびキンギョの腸管内における AHL 生産細菌の多

くは Aeromonas 細菌であった。また、Shewanella 属は AHL を分解する細菌としてキンギョから

分離された。これらの結果は、AHL を分解する Shewanella 属細菌をプロバイオティクスとして

利用することで Aeromonas 属細菌による日和見感染症が防除できる可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：The intestinal tracts of ayu (Plecoglossus altivelis), Japanese smelt 
(Hypomesus nipponensis) and goldfish (Carassius auratus) were colonized with the 
AHL-producing aeromonads.  On the other hand, members of genus Shewanella were isolated as 
AHL-decomposer from the intestinal tract of goldfish.  These results suggest that the 
AHL-decomposing Shewanella seems to be one of the candidate of probiont for preventing 
aneromonasis of freshwater fish.
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１．研究開始当初の背景 
 過密状態で魚類を飼育する養殖場では、大

きなストレスが魚類に生じることによって

日和見感染症が多発する。日和見感染症を引

き 起 こ す Aeromonas 属 細 菌 や Listonella 

(Vibrio) anguillarumなどの日和見病原菌（日和

見感染菌）は病原性が弱く魚類の腸管や飼育

水に常在するため、日和見感染症の発症を予

防するためには、主として魚類へのストレス

を軽減させることが挙げられる。また日和見

病原菌は養殖施設の至る所から検出される



ため、衛生管理だけで防除することは困難で

あることが申請者らによって報告されてい

る。しかし、近年、経口投与することによっ

て腸内細菌のバランスを整え、疾病を防除し

て宿主の健康を増進させるプロバイオティ

クスに対する関心が高まりつつあり、日和見

感染症を予防するにはプロバイオティクス

の導入が効果的であると考えられる。 

一方、細菌の病原因子としては、プロテア

ーゼ、溶血因子、シデロフォアや腸管上皮や

粘液への付着性などが知られているが、これ

らの物質の発現にはクオラムセンシング（以

下、QS と略記）機構が働いていることが L. 

anguillarumやA. hydrophilaなどの日和見病原

菌で報告されている。魚類の主要腸内細菌で

あるグラム陰性細菌では、細胞内の Lux I 

family タンパクが生産するオートインデユー

サーであるアシル化ホモセリンラクトン（以

下、AHL と略記）が一定濃度に達すると、細

胞内でLux R familyタンパクとよばれるAHL

リセプタータンパクと複合体が形成され、こ

れが特定のプロモーター下流域にある遺伝

子の発現を活性化させることが知られてい

る。また AHL は AHL リセプタータンパクを

つくる細菌であれば、異種間でもオートイン

デューサーとして作用することができる。こ

のように QS 機構は、細菌密度が高い魚類腸

管内では、AHL を介在とした微生物間の相互

作用が活発に起こっていることが推察され

るが、水産分野では、分離した数株について

検討した研究が数例あるだけであり、腸内細

菌群全体を対象とした報告は国内外を問わ

ずない。また AHL を分解する細菌由来の酵

素も報告されており、AHL 分解細菌を用いて

腸管内における AHL 濃度を低下させること

によって日和見感染症を防除することが考

えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ヒラメ、トラフグ、アユ、コ

イ、キンギョなどの養殖魚から腸内細菌を分

離して①AHL の生産能および分解能を調べ

て各魚種におけるこれら AHL 関連細菌の分

布状況を推定するとともに、②AHL が L. 

anguillarum や Aeromonas hydrophila のような

日和見病原菌のプロテアーゼ生産性やバイ

オフィルム形成能に及ぼす影響について調

べることにより、魚類腸管内における QS 機

構の役割を明らかにする。さらに、③日和見

病原菌、それ以外の AHL 生産菌および AHL

分解菌同士の相互作用について解析し、AHL

分解菌によるプロバイオティクスとしての

有効性を検討した後、④AHL 分解細菌を魚類

（トラフグおよびコイ）に経口投与すること

による日和見感染症の発症防除効果につい

て検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)試料 

実験には, 神奈川県水産技術センター内水

面試験場構内で飼育されたアユおよびワカ

サギ５尾、研究室で飼育したキンギョを使用

した。 

(2)細菌学的検査 

供試魚から腸内容物を取り出し 10 倍系列

に希釈した。希釈した試料を Trypticase soy

（TS）寒天培地（BBL）, マッコンキー寒天

培地（栄研化学）, GAM 寒天培地（日水製薬）

および変法 FM 寒天培地（日水製薬）に接種

し,好気的または嫌気的条件下, 20℃で 10 日

間培養した。各培地から無作為に 20 株ずつ

を釣菌して TS または GAM 培地上で画線・

培養を数回繰り返し, 純粋培養を得た。本研

究では, 通性嫌気性細菌は好気性細菌に含め

て扱うこととした。 

 

(3)AHL 生産能の測定 

分離菌株の AHL 生産能は , Chromo- 



bacterium violaceum CV026 株を用いて調べた。

好気性細菌は TS 培地に, 偏性嫌気性細菌は

GAM 培地に接種し, それぞれ好気的または

嫌気的条件下, 20℃で数日間培養した。次に

出現したコロニーから 1 cm 程度離して

CV026 株を接種し, 好気的条件下, 25℃で２

日間培養して CV026 株のコロニーが紫色を

呈した場合, 当該菌株を AHL 生産菌と判定

した。 

(4)分離菌株の分子系統解析 

TS 寒天培地から分離した AHL 生産菌につ

いて 16S rRNA 遺伝子の塩基配列を解読し, 

同 定 し た 。 解 読 し た 配 列 デ ー タ は

DDBJ/GenBank/EMBL のデータベースを対象

とする BLAST 検索や EZ-taxon の Web 検索サ

イトを行い , 近縁種を見出した。さらに

Clustal W を用いて分子系統解析を行い, 種の

同定を行った。本研究で解析した塩基配列は

DDBJ に登録した。 
 
４．研究成果 
(1) アユ 
アユの腸内容物, 飼育水および配合飼料か

ら TS およびマッコンキー培地を用いて分離

した 260 株の内, 133 株が AHL を生産した。

GAM および改変 FM 培地を用いて同じ試料

から分離した242株の内, 152株が偏性嫌気性

細菌, 90 株が通性嫌気性細菌であった。偏性

嫌気性細菌はいずれも AHL を生産しなかっ

たのに対し, 通性嫌気性細菌では 52 株が

AHL を生産した。 

腸内容物の好気性細菌数, 偏性嫌気性細菌

数および従属栄養細菌数は , それぞれ

1.8×107 ～ 9.3×108 CFU/g, 2.1×105 ～ 3.6×108 

CFU/gおよび 2.1×107～1.3×109 CFU/gであっ

たのに対し, AHL生産者は 2.8×106～2.8×108 

CFU/gであり, 従属栄養細菌数の 1.2～60.7%

を占めた。飼育水の好気性細菌数, 偏性嫌気

性細菌数および従属栄養細菌数は, それぞれ

3.8×104 CFU/ml, 4.1×103 CFU/ml お よ び

4.2×104 CFU/mlであり, AHL生産者は 1.3×104 

CFU/mlで, 全体の 31.0%を占めた。配合飼料

では偏性嫌気性細菌およびAHL生産菌は検

出できず, AHL生産能のない好気性細菌が

8.9×104 CFU/g検出されたのみであった。 

TS 寒天培地から分離した AHL 生産菌 32

株の内, 継代途中で生育しなくなった 2 株を

除く 30株について 16S rRNA遺伝子の塩基配

列を解読し, 分子系統解析を行った。その結

果, 腸管由来の１株は Aeromonas media と

100%の相同性を示した。腸管および飼育水か

ら分離した３株は Aeromonas popoffii と 98.9

～100%の相同性を示した。腸管および飼育水

から分離した25株はAeromonas veroniiと99.7

～100%の相同性を示した。飼育水由来の１株

は Chromobacterium aquaticum と 99.8%の相同

性を示した。これらの同定結果は分子系統樹

によって支持された。以上の結果から, アユ

の腸管および飼育水から分離した AHL 生産

菌は A. media, A. popoffii, A. veronii および C. 

aquaticum と同定することが妥当であると判

断された。 
 
 (2)ワカサギ 
ワカサギの腸内容物, 飼育水および配合飼

料の生菌数はそれぞれ , 2.2×105～ 2.0×107 

CFU/g, 3.2×103 CFU/mlおよび 2.4×104 CFU/g

であった。これらの数値は, 淡水魚類に関す

るこれまでの数値とほぼ一致していた。 

ワカサギの腸管, 飼育水および配合飼料か

ら分離した 136 株について 16S rRNA 遺伝子

の塩基配列に基づいて同定したところ, 15 属

28 種に分類された。またこれらの AHL 生産

能について調べたところ, 半数の 68 株が生

産菌であり, それらはいずれも Aeromonas 属

に 分 類 さ れ る 細 菌 （ A. aquariorum, A. 

eucrenophila, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. 

hydrophila subsp. ranae, A. media, A. sobria, A. 



taiwanensis, A. veronii）であった。飼育水から

は４属 7 種の細菌が検出され, Acinetobacter 

parvus, Aeromonas veronii, P. shigelloides など

が優占した。配合飼料からは６属９種が検出

され, Staphylococcus saprophyticus が優占した。

これに対しワカサギの腸内容物からは８属

17 種が検出されたが, 優占種は個体によって

異なっていた。その内, Aeromonas 属, 特に A. 

sobriaやA. veroniiは５個体中４～５個体から

検出され, 優占した。また個体３および５で

は乳酸球菌 Lactococcus lactis subsp. lactisが優

占していた。 

AHL生産菌は, 配合飼料からは検出されな

かったものの, 飼育水では 9.7×102 CFU/ml

（30%） , 腸管内容物で 1.7×105～2.0×107 

CFU/g（5～100%）であり, 飼育水やワカサギ

の腸管内に多く生息していることが判明し

た。 

ワカサギでは, 浸漬攻撃によって実験的に

A. hydrophilaに感染することが報告されてい

る。Aeromonas属細菌では, AHLを介在として

溶血素やプロテアーゼのような病原因子の

転写が活発化することによって日和見感染

症を発症することが報告されている。また, 

AHLを生産する細菌がワカサギの腸内に優

占することは, これらの物質がオートインデ

ューサーとしてQS機構を活性化させ, とき

に宿主魚類に日和見感染症を発症させるこ

とを示唆するものである。さらに, 本研究で

AHL生産能が認められたA. hydrophila, A. 

media, A. sobria, A. veroniiなどの細菌は, 他の

淡水魚からも優占菌として分離されている

ことから, これらの魚類のAeromonas症発症な

どにもQS機構が関与する可能性が示唆され

る。 
 
(3)キンギョ 

 魚類病原細菌の一部はクォラムセンシン

グ機構を用いて細胞同士のコミュニケーシ

ョンを行うことが知られており、魚類腸管の

優占菌である Aeromonas 属などでは，介在物

質（オートインデューサー）として N-アシル

ホモセリンラクトン（AHL）を使うことが多

い。そこで，キンギョの腸内細菌などについ

て AHL 生産能や AHL 分解能などについて調

査をした。その結果、AHL 生産菌の大部分は

Aeromonas 属細菌であり、本物質を偏性嫌気

性細菌は生産しなかった。また、AHL 分解細

菌としては Shewanella属細菌が主なものであ

った。今後は、AHL 分解能の性質について調

べ、プロバイオティクスとしての有効性を検

証する予定である。 

 

(4)海産魚類 

 海産魚類の日和見感染菌の代表である

Vibrio 科細菌に特異的なプライマーを用いた

定量法の有効性について検証した。その結果、

①本プライマーを用いた PCR 法を用いてク

サフグ、トラフグおよびヒラメの腸内容物か

ら構築したクローンライブラリー全 310 クロ

ーンが Vibrio 科細菌であることから、本プラ

イマーは主に Vibrio 科細菌の 16S rDNA の一

部を増幅していることが判明した。②Vibrio

科の 23 菌株のみで DNA が増幅したのに対し、

Vibrio科以外の 89菌株では増幅が認められな

かった。 ③本プライマーを用いたリアルタ

イム PCR 法による Vibrio 科細菌の定量では、

Vibrio 科細菌数は沿岸魚類腸管内の全菌数の

0.0001~50.1%を占めたことから、個体によっ

て大きく変動することが判明した。本研究で

開発した定量PCR法によってVibrio科細菌の

迅速定量が可能となったことから、魚類の飼

育環境と Vibrio 科細菌の関連性について今後

検討する予定である。 
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