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研究成果の概要（和文）：　冷水病の血清型による簡便な疫学マーカーを開発するため，原因菌の血清型の決定
に関与するDNA配列点変異や遺伝子構造変異を解析した。複数の変異を確認したが，各血清型に特徴的なものは
見られなかった。この結果，血清型別の技術的改良と宿主特異性の確認においては期待された成果を上げること
ができなかった。
　冷水病発生河川における疫学調査では，357株の冷水病原因菌株の分離に成功し，これらを既報の遺伝子タイ
ピング法で型別した。その結果，調査河川における冷水病が複数の感染源から構成されていることと出現頻度の
高い遺伝子型の存在が判明した。このことにより，疫学調査としては一定の成果を上げることができた。

研究成果の概要（英文）： In order to develop a simple and inexpensive epidemiological marker by 
serotyping for bacterial cold-water disease, DNA sequence mutations and genetic structure involved 
in serotype determination of Flavobacterium psychrophilum were analyzed. Several mutations were 
confirmed, but nothing characteristic for each serotype was found. Unfortunately, it was impossible 
to achieve the expected results in the technical improvement of serotyping and the confirmation of 
host specificity, in this research period.
 In the epidemiological survey in the river where bacterial cold-water disease outbreaking, 357 
strains of F. psychrophilum were successfully isolated and typed by the previously reported 
genotypings. As a result, bacterial cold-water diseases in this river consisted of multiple sources 
of infection and the existence of highly frequent genotype was found. We were able to gain the 
required achievement as an epidemiological survey.

研究分野：魚病学
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１．研究開始当初の背景 
 冷水病は，１９４０年代に北米の養殖ギン
ザケで初めて確認された，最も古くから知ら
れる細菌性魚病の一つである。日本では１９
８７年に養殖アユで初めて発生が確認され，
その後，ギンザケ，ニジマス，ヤマメといっ
たサケ科魚類，コイ，ウグイ，オイカワとい
ったコイ科魚類にも広がりをみせた。特にア
ユにおいては養殖場だけでなく天然河川で
もしばしば大量死を引き起こしており，発生
から３０年近く経った現在でも，重要な細菌
性魚病である。しかし，日本においては同一
河川を複数の漁業協同組合が管轄し，漁業協
同組合毎に放流アユ種苗の由来が異なるこ
とも多く，さらに冷水病原因菌が極めて広い
宿主範囲を持つことから，ひとたびある河川
で冷水病が発生すると，その対策を立てるた
めに感染源や感染経路といった感染環を見
極めることは非常に困難である。 
 そこで，申請者らは冷水病の感染環を解明
するための疫学マーカーとして，吸収家兔血
清を用いた血清型や，PCR-RFLP，プラスミド
を用いた遺伝子型による型別法を開発した。
中でも PCR-RFLP による遺伝子型別法は，多
くの研究室で必要な機器が既に揃っている
ことから水産増養殖の現場で広く活用され
ている。これは，感染環を明らかにする感染
疫学研究に対する現場的ニーズが非常に高
いことの表れである。しかし，遺伝子型別は
簡便ではあるものの，必ずしも菌株の表現型
を反映したものではなく，プラスミドを用い
た遺伝子型においては培養中にプラスミド
の脱落が見られるなど，再現性にも課題があ
る。これらの点において，血清型は宿主魚種
との相関が高いこと，日本分離株にしか見ら
れない特徴的な血清型が存在するなど地域
性の検討も可能であること，さらに，再現性
も高いことから，遺伝子型別に比べて血清型
別によって得られる感染疫学的に重要な情
報は多いといえる。それにもかかわらず血清
型別が普及していない原因は，血清型判別用
の抗血清キットが市販されている大腸菌等
と違い，その実施の都度，吸収家兔血清の作
成が必要であり，血清型別の実施には多大な
時間と労力を要するからである。 
 H 抗原である鞭毛，F抗原である繊毛，K抗
原である莢膜のいずれも持たない冷水病原
因菌の血清型別は，Ｏ抗原である外膜上の
LPS 多糖部分の違いによって決定されている。
大腸菌やサルモネラ菌においては，Ｏ抗原血
清型関連遺伝子群のうち，Ｏ抗原フリッパー
ゼやＯ抗原ポリメラーゼ等の遺伝子構造の
違いが，血清型に関与することが既に明らか
となっている。また，このＯ抗原遺伝子構造
の違いを基にした分子生物学的手法による
血清型別法も人畜細菌感染症分野では既に
実用化されている。 
 
 
 

２．研究の目的 
 病原細菌の血清型別は病原性の大小を推
定するだけでなく，感染疫学的にも重要な情
報を提供している。申請者らは，サケ科魚類
やアユに甚大な被害をもたらす冷水病の原
因菌(Flavobacterium psychrophilum)におい
て複数の血清型を発見し，感染環を推定する
感染疫学的研究を行ってきた。その過程で，
血清型に宿主魚種との相関関係や地域性が
あることが示唆され，冷水病の感染制御にお
いても血清型別は有用であると考えられた。
しかし，血清型の判定には吸収血清の作製な
ど，多大な時間と労力を要する。また，血清
型と宿主魚種の間に見られた関係が，いわゆ
る宿主特異性であるとの確証は得られてい
ない。そこで，本研究では冷水病原因菌の血
清型決定遺伝子構造解析と，それによる血清
型別の技術的改良，および血清型と宿主との
関係解明を図る。研究成果は魚病細菌分野だ
けでなくCFBグループ細菌においても世界初
の知見となる。 
 
 
 
３．研究の方法 
小課題「冷水病原因菌における血清型決定遺
伝子群の遺伝子構造」 
 冷水病原因菌の血清型（Ｏ抗原構造）に関
連する遺伝子群の遺伝子構造解析を行い，血
清型を決定している遺伝子配列や塩基配列
の変異等を明らかにする。 
 
小課題「冷水病原因菌の分子生物学的手法に
よる血清型別法の開発と宿主特異性の確認」 
 上の小課題「冷水病原因菌における血清型
決定遺伝子群の遺伝子構造」の結果を基に，
抗血清を使用せず，分子生物学的手法を利用
した簡便で実用性の高い血清型別の方法を
開発する。また，申請者らがこれまでに収集
した多数の冷水病原因菌株に対してこの血
清型別法を適用し，血清型と宿主魚種との相
関関係を明らかにすることにより，冷水病原
因菌株に宿主特異性が存在することを確認
する。 
 
小課題「冷水病発生河川における感染疫学調
査」 
 本項目は，上の 2つの小課題で明らかとな
った，学術的・技術的成果の実証の場と位置
付けられる。冷水病が頻繁に発生する河川に
おいて，放流種苗や冷水病発病魚等から収
集・保存した冷水病原因菌株を，小課題「冷
水病原因菌の分子生物学的手法による血清
型別法の開発と宿主特異性の確認」の分子生
物学手法による血清型別法で解析し，その結
果と聞き取り調査結果とを照合することに
より，冷水病の感染源や感染経路を明らかに
する。 
 
 



４．研究成果 
 小課題「血清型決定遺伝子群の遺伝子構造
解析」においては，冷水病原因菌の LPS コア
の生合成に関わる酵素タンパク LpsA，LPS 糖
鎖の生合成に関わる酵素タンパク WzxE，LPS
糖鎖の生合成に関わる膜タンパクである ABC
トランスポーターをコードする遺伝子領域
にそれぞれ PCR プライマー対を設計した。こ
れらのプライマーによって血清型が異なる
複数の冷水病菌株から予想した大きさの PCR
産物が得られた。さらにこれらの PCR 産物か
ら，LpsA，WzxE および ABC トランスポーター
遺伝子領域の塩基配列を決定し，すべての領
域において菌株間に塩基配列の変異がある
ことを確認した。しかし，これらの塩基配列
変異の中に各血清型に特徴的なものは見ら
れなかった。次に，血清型の決定に関与して
いる遺伝子領域の候補を Flippase 遺伝子と
その上流の 13 遺伝子座とし，全ゲノム配列
が既報の冷水病原因菌CSF259-93株の当該領
域約 14000bp のデータを基にして 20 個のプ
ライマーを設計した。これらのプライマーに
よる網羅的PCRによって候補領域のシンテニ
ー，欠損や挿入等の変異を確認し，必要に応
じて変異部位の塩基配列を決定した。その結
果，血清型不明のテンチ由来株において，ピ
ロリン酸キナーゼ遺伝子領域を含むPCRで他
株より約 1200bp 長い PCR 産物が確認され，
この領域の塩基配列を決定したところ，ピロ
リン酸キナーゼ遺伝子下流にトランスポザ
ーゼ遺伝子を含む塩基の挿入変異が見られ
た。しかし，この変異も各血清型に特徴的な
ものとはいえなかった。以上のように血清型
の違いに関与している遺伝子構造の解析結
果が不調であったことから，小課題「血清型
別の技術的改良と宿主特異性の確認」におい
ては期待された成果を上げることができな
かった。 
 小課題「冷水病発生河川における感染環を
解明する疫学調査」においては，調査河川で
ある群馬県神流川の各管轄漁協の放流実績
と放流後の魚類生息状況や河川環境につい
て聞き取り調査と現地の河川調査を行った。
河川で試験採捕した 16 魚種から冷水病原因
菌の分離を試みたところ，3 か年で 357 株の
冷水病原因菌株の分離培養に成功し，これら
を-80°C のグリセロールストックに保存し
コレクション化した。これらの冷水病原因菌
の菌株コレクションは小課題「血清型別の技
術的改良と宿主特異性の確認」で開発された
血清型別法に供する予定であったが，「血清
型別の技術的改良と宿主特異性の確認」にお
いては期待された成果を上げることができ
なかったことから，これらの菌株を既報の
PCR-RFLP による冷水病原因菌遺伝子型タイ
ピング法で型別した。その結果，複数の遺伝
子タイプが検出され，同河川における冷水病
の流行が複数の感染源から構成される可能
性が示唆された。さらに、3 か年連続で出現
頻度の高い遺伝子タイプを確認し，神流川に

おける冷水病の流行型が判明し，冷水病頻発
河川における疫学調査として一定の成果を
上げることができた。 
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