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研究成果の概要（和文）：魚類の病原菌の増殖を抑える細菌Pseudomonas mosselii KHZF1を水中に複数回投入す
ると、魚への病原菌感染を抑える効果があることを示した。その効果は、水中投与することで、KHZF1の表皮細
菌叢における割合が大きく増加する効果と、KHZF1が生産する抗菌物質により発揮されることが示唆さた。KHZF1
が生産する抗菌物質の同定を試み、抗菌物質がPseudoiodinineと呼ばれる既知の物質であることが明らかとな
り、この物質は低濃度で様々な魚類病原菌に対して増殖抑制効果を示した。今後は病害防除効果の発揮に抗菌物
質がどのように関わっているかを明らかにする。

研究成果の概要（英文）：It has been shown that multiple administrations of the bacterium Pseudomonas
 mosselii KHZF1, which suppresses the growth of fish pathogens, into water, have an effect on 
suppressing pathogenic infections in fish. The effect is suggested to be due to a significant 
increase in the proportion of KHZF1 in the fish's skin microbiota by administration into the water 
and the antibacterial substances produced by KHZF1. Attempts to identify the antibacterial 
substances produced by KHZF1 have revealed that the antibacterial substance is a known substance 
called Pseudoiodinine, which showed inhibitory effects on the growth of various fish pathogens at 
low concentrations. Further research is needed to clarify the role of the antibacterial substance in
 the manifestation of disease control effects.

研究分野：応用微生物学

キーワード： プロバイオティクス　細菌叢　魚病
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研究成果の学術的意義や社会的意義
広い科学の観点から魚介類表皮プロバイオティクス技術の基盤となる研究は、魚介類の表面をモデルとしたホス
ト-微生物叢間の相互作用に関する基礎的研究ともいえる。次世代シーケンス技術の発達によりDNAの網羅的なシ
ーケンスが可能となって以来、動物や植物の表面や、環境に形成されている微生物叢がそれらの動植物の健康や
生態系サービスにとって重要な役割を持つことが明らかになっている。このように現在、微生物叢の構成の重要
さが様々な分野で認識されつつあるなかで、本研究開発で得られた知見は、将来的に魚介類の養殖にとどまら
ず、環境・医療・農業・水産など様々な分野での活用がみこまれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
魚類は水中で生活することから,  空気中よりもはるかに多くの活性の高い微生物に表皮がさら
されている。したがって、魚類の表皮は腸上皮と同様に、病原体から身を守るための重要なバリ
アーとしての役割を担っている。 そこでは、腸管同様に表皮粘膜層の微生物フローラと表皮の
免疫組織が病原体の体内への侵入を阻止していると考えられており、表皮の傷や表皮細菌フロ
ーラの変動は病原体の感染リスクを高めることが示唆されている (1, 2, 3)。そこで申請者らのグ
ループは近年、表皮を対象とした魚病の微生物防除という視点（魚類表皮版のプロバイオティク
ス）での研究を開始し、魚類の表皮由来有用細菌が病原菌の感染を防ぐことを明らかにした。一
方で、ヒトや動物の腸内細菌を対象としたプロバイオティクスに関する先行研究から、プロバイ
オティクスを実用的な病害防御法として確立するためには、有用微生物による病害防除の作用
メカニズムを明らかにし、それが定着作用する場所にどのような性質の細菌フローラが形成さ
れており、有用微生物やホストの免疫作用によってどのような影響を受けるかを知る必要があ
るものと考えられるが (4, 5)、申請者らが提唱した魚類表皮プロバイオティクスについては上記
の知見がほとんどないに等しい。そこで本研究では、「魚類表皮プロバイオティクスがどのよう
なメカニズムで病原菌感染を防ぐのか」を明らかにするために、1. 抗菌物質を介した表皮由来
プロバイオティクスと表皮細菌フローラおよび病原性細菌との相互作用、2. ホストへの定着、3. 
ホスト表皮の免疫作用に与える影響について注目した。 
 
２．研究の目的 
本研究では、魚類表皮由来プロバイオティクスが病害防除作用を示すメカニズムを表皮細菌フ
ローラや病原菌との関係、およびホストの免疫作用との関係を切り口に明らかにすることを目
的とした。これにより、病害防除に有効な表皮細菌フローラを魚類に構成するための方法論であ
る「魚類表皮版プロバイオティクス」とうい新たな病害防除の実現可能性を示すことを目指した。 

 
３．研究の方法 
・微生物の培養 
Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Vibrio ordalii, Vibrio anguillarumの培養には Nutrient broth 
No.2 (NB2) 培地および Trypticase soy broth (TSB) 培地を用い、28°C で振盪培養した。Bacillus 
subtilis, 有用細菌 Pseudomonas mosselii KH-ZF1の培養には Nutrient broth No.2 (NB2) 培地を用い、
感染防除試験に用いる菌体は 20℃で振盪培養することにより得た。Yersinia ruckeri の培養には
LB培地を用い、28°Cで振盪培養した。Streptococcus iniaeには TSB培地 28°Cで振盪培養した。
酵母 (Saccharomyces cerevisiae) と Candida cylindraceaには YPAD培地を用い 30°Cで振盪培養し
た。合成培地中への抗菌物質の生産を行う場合には、0.4 %のグルコースを含む M9 培地を用い
た。合成培地での Pseudoiodinine生産条件および非生産条件は 0.4%グルコースを含むM9培地に
塩化鉄（II）を終濃度 10g/mL を添加する条件および添加しない条件で培養することで実現し
た。 
 
・次世代シーケンサーによるシーケンス解析と細菌叢解析 
次世代シーケンサーのライブラリー調製はイルミナ社より提供されているプロトコル (16S Met
agenomic Sequencing Library Preparation ; 15044223 Rev. A; illumina) を参考にして行った。得
られたライブラリーをルミナ社より提供されているプロトコル (iSeq 100 Sequencing System G
uide; 1000000036024 v00 JPN; illumina) を参考にして希釈し、シークエンスに供した。シーク
エンスによって得られた配列情報を CLC Genomic Work Bench (Filgen) を用いて in silico 解析
を行った。iSeqによって得られた fastqデータをソフトウェアーにインポートし、クオリティー
チェックとトリミング後、OTU Clustering の機能を用いて operational taxonomic unit (OTU) ご
とに分類分けした。リファレンスデータベースとして上記の SILVA 16s 97%を用い、さらに一
致率が 97%未満 90%以上の配列を再度分類した。データベース上の配列と一致率が 90％以下の
配列は破棄した。得られた分類結果は積み上げグラフにより表現した。 
 
・PCRによる細菌特異的な遺伝子および遺伝子発現の検出 
Yersinia ruckeriを検出するためのプライマーとして gluA特異的プライマー（6）を用いた。また、 
ゼブラフィッシュの各種サイトカイン・ケモカイン・βアクチンを検出するプライマーはデータ
ベース上の遺伝子配列を参考に設計した。遺伝子発現量の解析にはゼ 
ブラフィッシュ表皮より取得した RNA から逆転写酵素によって cDNA ライブラリーを調製し、 
これをテンプレートにリアルタイム PCRを行った。 
 
・抗菌活性試験 
KH-ZF1 による液体培地中での抗菌活性を確かめるために、カナマイシン耐性をもつ Y. 
ruckeri::lacZと KH-ZF1を NB2培地で共培養し、Y. ruckeriの生菌数の変化を経時的に測定した。



また、カナマイシン耐性を付与した KH-ZF1と野生型 Y. ruckeriを用いて同様のアッセイをし、
KH-ZF1の生菌数の変化を経時的に測定した。抗菌活性試験にはディスク拡散法を用いた。好気
条件下での抗菌物質による増殖阻害を検証するために、液体振とう培養に抗菌物質を添加した
ときの病原菌の増殖曲線を測定した。培養開始から 0、12、24、36、48 時間毎に培養液 150 µL
程度をサンプリングし、O.D.600を測定した。病原菌には A. hydrophila、E. tarda、 V. ordalii、V. 
anguillarum、Y. ruckeriを使用した。 
 
・KH-ZF1が生産する抗菌物質の分離精製と抗菌物質の同定・最小増殖阻止濃度 (MIC) の測定 
KH-ZF1の培養上清を有機溶媒抽出し、さらに抗菌物質を分離するために、シリカゲルクロマト
グラフィーを行い、目的物質を含む赤紫色の画分得た。溶出画分について、高速液体クロマトグ
ラフィーによるさらなる分離精製を行った。分取精製物は必要に応じてクロロホルムで分液抽
出し、クロロホルム相を回収・減圧留去して次の実験に適した溶媒で再溶解した。目的の抗菌物
質の分子量を得るために、LC/MS 分析を行った。さらに構造情報を得るために、核磁気共鳴ス
ペクトル測定を行った。最終的な構造決定に X線結晶構造解析を行った。X線結晶構造解析は、
多層膜モノクロメーターMo Kαラジオ波を搭載した Rigaku Xta LAB P200 diffractometerを用いて
測定した。MIC測定方法は先行論文 (7) を参考にして行った。使用培地について、E. tarda、 V. 
ordalii、V. anguillarum、Bacillus subtilis には NB2培地、Streptococcus iniaeには TSB培地、酵母
と C. cylindracea には YPAD培地を用い、それ以外の細菌についてはMueller Hinton broth (MHB) 
培地 (17.5 g/L カザミノ酸、2 g/L 牛肉エキス、1.5 g/L デンプン) を用いた。 
 
・KH-ZF1のゲノム解析および RNAseqによる遺伝子発現解析 
イルミナシーケンサー（iSeq 100）およびナノポアシーケンサー（MiniON）でのシーケンスを行
い、シーケンスデータを得た。シーケンスデータはデータクオリティーを確認後、Unicycler を
用いてハイブリッドアセンブリーを行った。ハイブリッドアセンブリー得られた環状ゲノム配
列につて、RAST を利用してアノテーションを行った。RNAseq に用いる RNA は抗菌物質を生
産している培養条件 3 サンプルとしていない培養条件 3 サンプルよりトータル RNA を抽出し
た。RNAseq によるデータの取得は外部に委託し、得られた fastq シーケンスデータを CLC 
Genomic Work Bench を用いて、アノテーション済に KH-ZF1ゲノム配列にマッピングし、マッ
ピングされたリードの数をもとに発現解析を行った。 
 
・動物実験 
ゼブラフィッシュへの Y. ruckeriの感染実験と飼育水およびゼブラフィッシュの表皮のサンプリ
ング、サンプルからのゲノム抽出は先行研究（6）と同様の方法で行った。感染防除実験は感染
実験の期間の特定の日に 1回又は 2回 KH-ZF1を水中に O.D.600 0.01（2回投与の場合）又は 0.02
（1回投与の場合）となるように加え、魚の生存率を約 1週間観察した。生存時間解析の計算に
は R-studio (https://rstudio.com/) を使用した。生存時間解析の結果はカプランマイヤー曲線で表し
た。各曲線の有意差はログランク検定を用いて計算した。ゼブラフ
ィッシュの表皮上 KH-ZF1 および Y. ruckeri 絶対量の計測は、KH-
ZF1::mCherry もしくはカナマイシン耐性をもつ Y. ruckeri::lacZ を暴
露したゼブラフィッシュを麻酔後、選択培地にスプレッティングし、
現れた mCherryを発現する KH-ZF1 のコロニーもしくは青色を呈す
る Y. ruckeriのコロニーの数を計測した。サンプルの希釈率から魚あ
たりの KH-ZF1および Y. ruckeriの絶対数を求めた。In situにおける
Y. ruckeri および KH-ZF1 の観察は、KH-ZF1::mCherryもしくはカナ
マイシン耐性をもつ Y. ruckeri::lacZ を暴露したゼブラフィッシュを
用いた。KH-ZF1::mCherry の蛍光観察に用いる顕微鏡は Axio 
Zoom.V16 (Carl Zeiss) を使用した。KH-ZF1::mCherryを暴露したゼ
ブラフィッシュにトリカイン溶液で麻酔をかけ、滅菌飼育水で軽く
洗浄後、蛍光観察した。Y. ruckeri の観察はゼブラフィッシュを X-
galで染色後、魚全体をマイクロスコープを用いて観察した。 
 
４．研究成果 
 
ゼブラフィッシュの表皮粘液由来の有用細菌 Pseudomonas mosselii KH-ZF1 株が生産する抗菌
物質の同定 
ゼブラフィッシュの表皮粘液から得られた有用細菌 Pseudomonas mosselii KH-ZF1株について、
これが産生する抗菌物質を探るため、液体培地での抗菌物質の産生を試み、Yersinia ruckeriとの
共培養の結果から抗菌物質が液体培養によって 12時間以降に産生されることが示唆された。次
に、培養上清液からの抗菌物質の分離・精製を試み、最終的に、赤紫色の抗菌活性を含む分画が
得られた（図１）。LC-MSによる質量分析とMNR測定、X線結晶構造解析の結果、Pseudoiodinine 
(3-methoxy-7-methyl-7H-pyrazolo[4,3-e][1,2,4]triazine)として同定された（図１）。この物質は、
Pseudomonas fluorescens var. pseudoiodinumが産生する色素として知られており（8)、本研究では
初めて Pseudomonas mosselii KH-ZF1もこの物質を産生することを示した。魚類病原菌に対する

図 1. KH-ZFより分離同定
された抗菌物質
Pseudoiodinie 



Pseudoiodinine の抗菌活性を決定するために、最小抑制濃度（MIC）をさまざまな魚病原菌に対
して測定した。その結果、以前の報告（9）とは対照的に、多くの魚類病原菌に対して、
Pseudoiodinineが低いMIC (0.5-4.0 g/mL)で抗菌活性を示すことが明らかとなった。これらの病
原菌に対して、Pseudoiodinineが振とう培養条件下でも増殖抑制効果を示した。 
さらに、Pseudoiodinine の生産に関与する遺伝子を探索するために KH-ZF のゲノム解析および
RNAseq による遺伝子発現解析を行ったが、Pseudoiodinine の合成に直接つながる代謝系の同定
には至らなかった。 
 
Pseudomonas mosselii KH-ZF1株投与による表皮細菌叢への影響 
KH-ZF1 投与による細菌叢への影響について探索を行った。KH-ZF1 を飼育水に入れた後の魚の
表皮、鰓、腸における KH-ZF1の存在比を菌叢解析により探索したところ、表皮では KH-ZF1に
関連する OTU の占有率が初回投与後 24 時間後に増加したが、占有率は次の投与まで徐々に減
少した。2回目の投与後、占有率が再び増加したが、初回投与後の増加率よりも低かった。投与
後、Shewanella 属、Flavobacterium属および Acinetobacter 属の占有率が徐々に増加した。これら
の事から、KH-ZF1 の投与は表皮細菌叢の特定の細菌種の占有率に影響することが示唆された。
KH-ZF1の他の組織での挙動を確認するために、投与後にエラと腸管内容物の細菌叢分析を行っ
た。その結果、鰓、腸管内容物共に KH-ZF1関連 OTUの占有率が投与後 1日で上昇し、投与後
3 日で低下したことが示された。表皮の KH-ZF1 について、投与後の絶対量を測定したところ、
投与後 24時間後には、表皮上の KH-ZF1の数は約 106〜107CFU/魚であったが、投与後 2日目と
3日目には 104 CFU /魚に減少した。追加投与を 1回目の投与後 3日目に行ったところ、2回目の
投与後 24時間後には、KH-ZF1の数は 106 CFU /魚に増加した。2回目の投与後 4日目（1回目の
投与後 7日目）には、KH-ZF1の数は約 105 CFU /魚に減少した。一方、追加の投与を行わなかっ
た場合、1回目の投与後 7日目には KH-ZF1の数が 103 CFU /魚に減少した。次に、投与後の KH-
ZF1 について、ゼブラフィシュの表皮上で観察を試みた。曝露後 24 時間後、KH-ZF1 株は魚の
表面に観察され、特に Y. ruckeriに感染するための感染経路としてつけられた表皮の傷近くに観
察された。ゼブラフィシュに暴露した Y. ruckeri を X-gal 染色により観察したところ、主に表皮
に検出され、鰓の組織にも一部検出された。これらの事から Y. ruckeriの感染を防止している主
な部位は、表皮の傷口付近であることが示唆された。 

 
KH-ZF1 株投与による感染防除効果と表皮細菌
叢の関係 
次に、KH-ZF1 株と Y. ruckeri を同時に投与し、
KH-ZF1 による感染防除実験を行おこなった。
KH-ZF1の投与回数を 1回または 2回とし、投与
のタイミングを変化させた場合に、魚の生存率が
どのように変化するかを観察した。その結果、Y. 
ruckeriに暴露した直後と暴露後 24時間後に再度
KH-ZF1を投与すると、生存率が有意に上昇する
ことが明らかとなった。KH-ZF1を単回投与した
場合は、最終的な生存率の改善は見られなかった。
また、病原体に暴露した直後に KH-ZF1を単回投
与した場合は、病原菌のみを暴露した場合と比べ
て生存期間が短くなる傾向がみられた。 
感染防除実験で生存率が改善された 2 回投与を
行った条件と、生存率が低くなった 1回投与を行
った条件、および Y. ruckeri を単独で暴露した条
件において、病原体曝露後 3日目における表皮細
菌叢を分析した。その結果、生存率が向上した投

与条件では、多数の個体において表皮における KH-ZF1関連 OTU（Pseudomonas属）の占有率が
高くなっており、生存率が低下した投与条件では多数の個体の表皮が Y. ruckeriに占有されてい
た（図２）。これは、KH-ZF1 を 2 回投与した後に生存率が向上したメカニズムに、表皮細菌叢
における KH-ZF1 の割合の大幅な増加が関係していることを示していた。魚表皮への病原菌の
付着とそこでの増殖に対する KH-ZF1投与の効果を探索するために、感染防除実験において、生
存魚と死亡魚の表皮上の Y. ruckeriの絶対量を CFUで測定した。その結果、死亡魚の表皮では非
常に多くの Y. ruckeri が検出され、生存魚ではどの投与条件でも少ない量の Y. ruckeri しか検出
されなかった。KH-ZF1の 2回投与により斃死魚の数が減少しているので、KH-ZF1の連続投与
が Y. ruckeriの増殖を抑えたと思われる。一方で生存個体上での Y. ruckeriの絶対量は KH-ZF1を
1回投与した群でやや増加する傾向がみられた（図 3）。この結果と、複数回投与で KH-ZF1の絶
対量が増加することも加味すると、KH-ZF1の 1回目の投与は水中の病原菌および KH-ZF1自身
の付着を促進することが示唆された。KH-ZF1投与による魚の免疫系への影響を探索するために、
有用菌、病原菌暴露後の表皮組織におけるサイトカイン・ケモカイン遺伝子発現の検出について
検討したが、病原菌及び有用菌を暴露した場合について、各種サイトカインの発現パターに再現
性がなく、詳しい解析にはプライマー配列や増幅条件の検討などの多くの検証が必要となった。 

図 2. 感染防除実験における表皮細菌叢の解
析 Y. ruckeriを暴露した 3日後の各実験群
のゼブラフィッシュ表皮細菌叢を解析した。 



 
表皮粘液由来抗菌性細菌による
水中細菌の付着促進 
より養殖環境に近い条件での表
皮粘液由来抗菌性細菌の投与効
果を検証するため、Y. ruckeriが本
来感染する魚種であるニジマス
を用いて検証を行った。以前の研
究で分離されたニジマスの表皮
由来の抗菌性 Pseudomonas 属細
菌（KH-RT1,KH-RT2,KH-RT3,KH-
RT3）をニジマスに投与すること
で、ゼブラフィッシュでみられた
表皮細菌叢の変化がみられるか
検証した。４種類の菌株を、飼育
温度 15℃一定に保ち飼育した、ニ
ジマスに 2回投与し、1回目の投
与時には Y. ruckeri を 1 回暴露し
たところ、2回投与後にニジマス
表皮細菌叢が変動し、変動時に抗
菌性細菌もしくは Y. ruckeri表皮細菌叢における占有率が増加した。この結果から表皮由来の抗
菌性細菌の投与が水中の細菌の付着を促進することが示された（10）。 
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図 3. 感染防除実験における表皮の Y. ruckeriの絶対量の比較 
Y. ruckeriを暴露した群の斃死率が 40％以上となったときの
KH-ZF1投与群のゼブラフィッシュ表皮上の Y. ruckeriの絶対
量を比較した。図中の赤色マーカーの個体は斃死個体を示
す。図中の数字は斃死数を示す。図中の横線は中央値を示
す。各群 10個体より細菌数を計測した。 
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