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研究成果の概要（和文）：ヨーロッパ腐蛆病菌はミツバチの重要な病原体である。世界中で分離

される典型的な性状の株は、その培養に培地へのリン酸水素カリウムの添加が必要である。一

方、日本では発育にカリウム塩の添加を必要としない非典型株も分離される。我々はゲノム解

析と新しく開発したベクターを用いて、典型株は Na+/H+ antiporter と cation-transporting 

ATPaseの遺伝子が変異によって失活しているため、発育にカリウムを要求することを明らかに

した。 

 
研究成果の概要（英文）：Melissococcus plutonius is a fastidious honeybee pathogen, and 
the addition of KH2PO4 to culture medium is required for the growth of typical M. plutonius 
strains isolated in the world. In contrast, atypical strains isolated only in Japan do 
not show potassium requirement for the growth. Using genome sequences and a newly 
developed vector, we showed that mutations in genes encoding Na+/H+ antiporter and 
cation-transporting ATPase are involved in the potassium requirement for the growth of 
typical M. plutonius strains. 
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１．研究開始当初の背景 
 ヨーロッパ腐蛆病菌（ Melissococcus 
plutonius）はヨーロッパ腐蛆病の原因菌で、
ミツバチの健康を脅かす重要な病原体の一
つである。本菌の典型的な性状を示す株（典
型株）の培養にはカリウム塩を添加した培地
など、低ナトリウム高カリウムの環境が必要

であるとされており、それが菌種同定の重要
な指標の一つにもなっている。しかし、近年、
国内で培地へのカリウム塩の添加を必要と
しない（即ち、高ナトリウム低カリウムの培
地でも発育する）株（非典型株）が見いださ
れた。 
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２．研究の目的 
本研究課題では、ヨーロッパ腐蛆病菌の代

表株のゲノム配列を比較することで、非典型
株の高ナトリウム低カリウム環境下での発
育を可能にした原因を特定し、その情報を正
確なヨーロッパ腐蛆病の診断に役立てるこ
とを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 16S rRNA 遺伝子の塩基配列の解析と
DNA-DNA ハイブリダイゼーション法によって、
非典型株の分類学的な位置付けを確認した。  
 
(2) 典型株と非典型株の代表株および典型
株より派生した高ナトリウム低カリウム環
境下でも発育するようになった変異株の全
ゲノム配列を決定・比較解析し、カリウム要
求性の違いに関与する遺伝子の候補を抽出
した。 
 
(3) 豚レンサ球菌用ベクターを基にヨーロ
ッパ腐蛆病菌に遺伝子を導入するためのベ
クターと遺伝子導入法を開発した。 
 
(4) 開発したベクターを使って、カリウム要
求性の違いに関与する可能性のある遺伝子
をヨーロッパ腐蛆病菌株に導入し、その機能
を解析した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 分類学的に非典型株も確かにヨーロッ
パ腐蛆病菌（M. plutonius）に属する菌であ
ることが確認された。 
 
(2) 比較ゲノム解析の結果、典型株ではナト
リウムイオンを細胞内から細胞外に排出す
るポンプと推測される Na+/H+ antiporter と
cation-transporting ATPaseの遺伝子が変異
によって失活していることが明らかになっ
た。 
 
(3) ヨーロッパ腐蛆病菌用遺伝子発現ベク
ターを用いて、正常に機能する Na+/H+ 
antiporter ま た は cation-transporting 
ATPase遺伝子を典型株に導入したところ、カ
リウム塩を添加していない高ナトリウム低
カリウム培地でも発育可能になり、この２つ
の遺伝子の機能がカリウム要求性に関与し
ていることが明らかとなった。 
 
(4) 生物は常に細胞内を低ナトリウム高カ
リウム状態に維持することで正常な生命活
動を行っているが、細胞内を低ナトリウムに
維持するためには、細胞内から細胞外に積極

的にナトリウムイオンを排出する必要があ
る。効率のよいナトリウムの排出が出来ない
と予想される典型株では、培地に多量のカリ
ウム塩を添加して、細胞外の環境を低ナトリ
ウム高カリウム状態にしないと、細胞内を低
ナトリウム高カリウム状態に維持できない
のだろうと推測された。 
 
(5) 本研究の過程で、世界で初めてヨーロッ
パ腐蛆病菌の全ゲノム配列を決定し、本菌の
遺伝子操作に必要な技術を開発した。この成
果は、今後のヨーロッパ腐蛆病研究の進展に
大きく貢献するものである。 
 
(6) ヨーロッパ腐蛆病菌は人工培地で継代
培養することによって容易にミツバチに対
する病原性が失われてしまう。そのため、本
病の発病機構の解析はほとんど進んでいな
かった。しかし近年、我々は、本研究で使用
したヨーロッパ腐蛆病菌非典型株が継代培
養を繰り返しても病原性を維持し続ける世
界初の株であることも明らかとした。今後は
本研究で開発した遺伝子操作法と病原性を
維持し続ける非典型株を用いて、ミツバチに
とって重要な感染症であるヨーロッパ腐蛆
病の発病機構の解明に取り組む予定である。 
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