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　　Ftex’ibacter　sp ，　represented 　by　strain 　F −2，　the　causative 　bacterium　of　spotting 　diseasc　of　sea 　urchin 　Strθn一

ぎy1θ‘砌 伽 飯 ∫ interinetlii．ts，　was 　dctected　in　various 　samples 　from　mid 　July　to　mid 　August　wl ユen 　seawater 　tempera
−

ture　reached 　20℃ or　m 〔〕re，　bu巳 he　bacteriuln　was 　not 　detected　in　any 　samples 　from　win しer　to　earl ｝
・sumlner ．　From

this　phenomenon 　it　is　suspected 　that　this　bacterium 　erlters ［nto 　a　viable 　but　n （｝nculturable 〔VBNC ）state 　during

low −temperature 　seasons ．　To 　obtain 　fundamental 　data　of 　survival 　onhls 　1〕acteriuln 　adow 　temperatures，　we 　exa
−

mined 　some 　factors　for　entering しhc　VBNC 　state ，　Direct　viable 　count 〔DVC ）was 　also 　carried 〔〕ut ．　The　bacterial

cells　i】ユthe　mid −log　phase 　quickly　became　I1〔）ncultural 〕le　a亡5℃ ill　arti且cial　seawater 〔ASW 〕．No　decrease　in　t（エtal

counts 　or　DVC 　was 　observed 　during　storage ，　indicaしing　that　the　bacterium　entered 　the　VBNC 　state ，　During

storage 　periods，amorphologjcal 　changc 　from　long　rod 　cells　to　sh 〔〕rt　rods 　or　spheroid 　cells　was 　observed 　by　scal1
−

11ing 　elec しren 　microscepy ．　Cells　in　the　VBNC 　state 　lost　the　pathogeniciしy　to　sea 　urchin ．

キ
ー

ワ
ー・ド ：ウ ニ 斑 点 病，Ftexibacter　sp ．，　 VBNC

　1993 年 積 丹 町 水 産 種 IFIflセ ン タ
・一

で 発生 した エ ゾパ フ

γ ウ ニ 8伽 η幻 耽 6班 70 螂 編 齶 紹 4跏s 蜘．点 病 の 原 因 歯 と

して 報告 さ れ た Flexibacter　sp ．T・Lllは，7 月
．
ド旬 か ら 8 月

一
卜旬 に かけ て の 高 水 温 期 に は ウ ニ お よび環 境 試 料 か ら分

離 す る こ とが で き るが ，低水温期や 昇温期 に は い ず れ の

試料か ら も検 出 す る こ と が で きな い
。

3〕 本菌 は 通 常実験

室 で の 固型 培 地一トで の 培養 に おい て，培 養 1］数 の経過 と

と もに 形態 が長 桿状 か ら短 桿状 へ と変化 し，平板上 で は

約 3 口 問 で 継代培養 は 不 可能 とな り，さ ら に 正 常菌体

に 対 す る ウ サ ギ 抗血 橘 との 凝 集能 が 消失す る こ とが 判 明

して い る。

　近年 に な 一） て ，VBNC 〔viable 　but　 nonculturable ）状

態 に あ る 細 胞 が 環 境 中 に 存在 す る 可能
・
「生が 示 唆 され，

Vibrio　choleTae な ど の ヒ ト病 原細 菌 が，自然 環境に 放出

さ れ ，環境 ス ト レ ス を受 け た 場 合，寒天 培地 一Lで は増 殖

で きな い が，呼 「吸活 性 や 某 質取 り込 み 活性 を保 持 し た 状

態 （VBNC 状態 ｝ とな る こ とが報告 され て い る 。

1・5．6： 本

菌に つ い て も，環境0 ）変 化，特 に低水温や 低有機物濃度

の 海 水 中 で は 増殖 速 度 が 低下 し，形態 が 変 化 し て

VBNC 状 態 に な る こ とが 予 想 され る。そ こ で，　 Flexiba（／−

ter　sp ，　F−2 株 の 菌 懸 濁 液保持系 に お け る増殖能 な らび

に 歯体 細 胞 の 形 態変化 に 及 ぼす 影 響 を検討 す るた め ，保

持温度，保 持 開 始時σ）供試茵の 増 殖 ス テ
ー・一

ジ，保持系の

有機物 濃度 に つ い て 保 持 日数 の 経 過 に伴 う供試菌 の 生菌

数 お よび 総菌数の 変化 を調 べ る と と もに ，Kogure らの

方法η を 用い て 生 珥「活 性 を 有す る 細胞 の 経 時 変 化 も調 べ

た。また，培 養不 能状態へ 移彳∫す る 過程 の 細 胞 の 病 原性

を検 討 す る と とも に，細胞の 形 態変 化 を走査型竃 了顕 微

鏡 に よ り観察 した．

材 料 と 方法

供 試 菌株　1993 年 8 月 に 斑 点 病 罹 病 エ ゾパ フ ン ウ ニ

＊ Tei ： ＋ 81−138−40−5571，　 Fax ： ト81−138−40−5569、　 E・mail ： ktajima＠fish、hokudai・uc・jP
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か ら分離 さ れ，1） 本 研 応室 て 凍 結 保 存 され て い た Fle，X一

めm げ sp ．　F−2 株 を実 験 に 供 試 した。

　保持温度 が培養不能状態移行 に及ぼ す影 響　供 試 困 を

海水 斜面培地 て 前培養 し，そ の 新 鮮 国 体 を 1 白金 月 か

き と り，そ れ ぞ れ 3 本 の 300mLb
一

角 フ ラ ス コ に 入 れ

た 渤 水液 体 培 地 100mL に 接種 し，こ れ を対数増殖期中

期 ま で培 養 した 後 に 芽菌 し，滅国 75％ 人工 海水 （75％

ASW ） て 2 回 洗浄 （1，800　x　g，5℃，　20　min ） し た。こ

の 菌 休 を 滅菌 75％ASW 　100　mL を 入 れ た 3 本の 300

mL 容 三 角フ ノ ス コ に 約 10呂
cells ！mL と な る よ う に 懸濁

し，5℃．15℃ お よ び 25℃ に 保 持 し た 。そ の 後，定 期

的 に 試料の
一

部を 無困 的に 取 り 出 し 平 板 法 で 生菌 数 を，

4
’
，6−diamidino−2−phenylindole　dihydrochloride〔DAPI ）

染色 に よ り総菌数 をそれ ぞ れ 測定 した。

　保持開始時の 増殖 ス テ
ー

ジ が 培養不能状態移行 に 及ぼ

す影響　前述同様に 前培養 した 供。氏困 を ／ 白金 9 か き

と り，て れ・〔れ 3 木の 300mL 容 二 角フ ラ ス ニコ に 入 れ た

海水 液 体培地 10  mL に撕 車し，こ れ らを増殖 ス テ
ー

ン

の 秀導期 ，対 数 増 殖 期 中 期，定 常 期 中期 まで 培 養 した

後，各増知 ス テ
ー

／ の 菌体 を，75％ASW で 2　［iil洗浄 し

た。こ れ ら の 菌 例 d
’，滅菌 75％ASW 　100　mL を 入 れ た

3 本 の 300　mL 容 二 角 フ ラ ス コ に そ れ ぞ れ 約 10s　cells ！

mL と な る よ うに ｝ま濁 し，5 ℃ て 保持 して 試料 と L た。

こ の 試料、k り定 期的 に
一

部を 無菌的に 取 り 出 し，前述同

様 に牛菌数 才
’kひ 脈 菌数を 測 定 した 。

　保持環境の 有機物濃度が培養不 能状態移行に及 ぼ す影

響　前述同様 に 斜面培地て 前培養 した 菌体 を 1 白金 耳

か き と り，6本の 3001nL容 r 角フ ラ ス ニコ に 入れ た 侮水

液体培地 100mL に 接種 して ，対数 増殖期 」1−r期 ま で 培養

し た 後 ，6 本 の 「 角 フ ラ ス コ の 囲 体 を 別 々 に 隼 国

（］，800xg ，5℃，20min ）した。そ れ ら を 海水 1佼 体垢地 ，

海 水 液 体培 地 の 有 機 物 濃 度 を 112，110 ，1〆100 に 希 釈

し た も の ，滅 菌 天 然 海 水 （NSW ） お よ び 滅 菌 75％

ASW の 6 俥 の 培 地 を 用 い て そ れ ぞ れ 2 同 つ つ 洗浄 し

た 。こ れ らの 菌体 着 1光浄に使 用 した も の と 同 じ培 地 中

に，そ れ ’
L れ 約 108cells〆mL と な る よ う に 懸濁 して 5

℃ で 保持 した 。そ の 後，保持 試 料 か ら定 期 的 に
・
部 を

無函的に 取 り出 し，生菌数 。 kび 総菌数 を 測ttした。

　成長能を 有する 細胞の 計数　前述同様 に 斜 面培地 で前

培 養 し た菌 体 を 1 白金 耳 か き と り，300mL 容二 角 フ フ

ス コ に 入 れ た 海 4（液付 垢 地 100mL に 抜種 し て ，対数増

殖 期 中 期 まで 培 養 し た、、そ の 後，菌体 を 集菌 し ，滅菌

75％ASW で 2 回 徒 浄 した。こ れ を 滅 菌 75％ASW 巾 に

約 107cells〆mL と な る よ う に 懸濁 し，5 ℃ に 保 持 し，

HIJ　コ」［iの 方 法 で 牛 菌 数 お よ び 総菌数 の 経時的 に 測 定 す る と

と も に，Kogure らび）方 法 71
に よ り生 理 活 1生を 有 す る 細

胞 の 経 時変 化 を 凋 べ た 。

　電子 顕 微鏡 に よ る観 察　前 述 同様 に，供 弐 菌 乞 対 牧 増

ケ直期中 tiJI　k 一
ぐ培着…し孟二D 　そ7び）｛麦，　困 体 右

』
集萬 し，　75％

ASW で 2 回 洗浄 し た。こ れ を 滅 国 75％ ASW 中 に 約

107cells〆mL とな る よ う に 懸濁 し，5 ℃ に 保持 した。保

持開始 力 LO 口 目，10 日 目，30Hli に 採 取 し，菌 叡 が

104　cells 、　mL に な る よ う に 希 釈 L た そ れ ぞ れ の
一
式料 に グ

ル タ ル ア 1レノ ハ イ ドを終濃 度 が 2．5％ （vol ．
．
vol ） と な る

よ う に 加 え ，室 温
一2 時間 固 定 し た 。 菌 体 を 孑L得 0．22

μ m の Nuclepore フ ィ ル タ・一［に お 7し 、 カ に捕集 し，50

％，70％ ，90％，95％ 二［ タ ノ・一ル て 各 ］ 回，100％ エ ダ

ノ
ー

ル Q2 回 ，順 次 ，脱 水 処埋 を 室温 て 各 20 分 問 り つ

行 った、、エ タ ノ
ー

ル 脱 水 後，1〔｝0％ エ タ ノ
ー．

ル と弟 3 ブ

チ 1レア ル コ
ー

ル の 混
∠

ttft 〔2 ： 1，1 ： 1，1 ： 2） お ．kび

100％ 第 3 ブ 殉 レア Jレコ
ー一ル て 全 温 て 善 30 分 間 つ ）処

理 して 第 3 フ 」
一
ル ア ル コ

ー一ル 置 換 を行 い ，最後に 新 し

い 100％ 第 3 ブ チ Jレア ル コ ・．一ル に 代 ．r．た 。 試 料 を 冷凍

庫
「t’　一一

晩 凍 結 した 後，真 空 昇華 し て走 査 型 電 」顕 微鏡

〔SEM ） 試 料 と した、，こ の
．
式料 を フ ィ ル メ

ー
も 申過 面 ノ

上 を 向 くよ う に両 面 テ
ー

プ天 試料 台 に接着 し，自个
一パ

ノ ノウ ム で コ
ー

テ ィ ン ツ し，SEM （JSM −6320F ，日本

雷子 ）て 観察 した。

　 感 染 実 験 　感 衰失 験 は 浸 尚 去
1
に よ り 行 っ た，t 有ll述 1司

様 に ，μ 試 困 を 対 数 増 殖 期中 期 虫て 靖 養 した、そ の 後，

集菌 し，75％ASW で 2 「司洗 浄 した 。こ れ 右 蚊田 75％

ASW 中 に 約 107　cells ’mL と な る よ う に 懸濁 し，5 ℃ で

保持 し た。保持閉始直後，保持同始 力 v ・ 3 日 目，7 日

目，お よ び 15 日 目 にそ の
一

吉［を採 取 した。酎采取 日 ）

試料 の 温度 t22 ℃ に 凋整 し，飼育用 欠 1海 水 （マ リ ン

テ ッ ク 〕 て IL浄 した 殻r益約 20　mni の 健全 な エ ゾパ フ ン

ウ ∴ （各試料 6個体ず つ 〕 の 体表 に 拍毒 し た 歯科 用 の

エ キ ス プ ロ
ー

ラ
ー・

て 5mm の 傷 を つ け た 個 体 を 1時 間

浸 庫 し た、伎 置後，飼育用 ノ
ー
匚海水 で 洗浄 し，IL 春水

憎 に 移 し，同 人工 海水 L エ ア レ
ー
ン ヨ ン を わ い tS

’b 　飼

育 した。飼育 水 は 1 目 お き に 換水 し た 。ナ 検 水 温 は 22

℃ とし，観察期間は 72 時間 と した 、、対照 区 と して，各

菌液 廷 含まな い 飼 lt　m 人工 海水用 い て 同様の 処理 ご 行 ・

た 們体を用い た。±sl 点症状を伴一て死 亡 した 個体に つ い

て ，Polymyxin　B を 35μg ！mL 加 え た f毎水平板培 1齟、二

M 表 と向 r 夜を培養 し，25℃ で 4 日 間培養 し た 後，攻

撃 菌 と同 じ色 凋 σ）コ ロ ニ
ー

に つ い て 攻 i撃困 株で 作製 し た

抗血 拍 との 凝 集 式験 を 行 い ，凝年 反応 防 lIを も っ て 攻 撃

菌 と簡 易 同 定 した。

結果 お よび 考 察

　保 持 温 度 の 影 響　保持温 反 vFtexib α c／ter　sp ．　F−2 株 の

培養 不 能状態移行 に 与え．る 影響 を 検討す る た め ，幻数増

殖 期 中 期 の 本苗
・75％ ASW 」Fで ，5 ℃ （冬期び）水tH），

15℃ （昇 IH 期 σ）水温 ），お よび 25℃ CF． 季の 水 温） に 保

持 し た と き の 1国 数 お 」．．♪総 菌 数 の 経 叶 変 化 を Fig．1
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Fig．1．　 Survival　of　Flex・ibacter　sp ．　sしraill 　F−2　stored 　at 　di且brent 匸empera 亡ures 　in　75％ ASW ，願 ，Viable　counts 　at　25℃，▲ ，　Viable
　 counts 　 at 　15

°
C．● ，Viab 且e　cQunts 　at　5°C．　 o ，Total　counts 　 at　5°C，
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Fig．2．　 Surviva且at　5℃ of 　Flexibacter　sp ．　strain 　F−2　using 　cel 且s　at 　di麁 rent 　growth 　stages 　in　75％ ASW ．▲，　Lag　phase ．■ ，Mid・log
　 phase ．●，Stationary　phase ．　 o ，Total　counts 　in　mid 一且og 　phase ．

に 71K した 。 但 し，い ず れ の 保 持温 度 に お い て も総 菌 数 に

は 大 き な 変 化 が 見 られ な か っ た の で ，Fig．1 で は 5 ℃

に 保 持 し た試 料 の 総 菌数の 経 時変化の み を示 した。生菌

数 は，5 ℃ で 保持 した 時，保持開始の 翌 日か ら減少 が 見

られ ，そ の 後，毎 日 約 1 オ
ーダー

ず つ 減少 し ，保持開

始 か ら 約 15 日で 平板 Hに コ ロ ニ
ーが形 成 され な くなっ

た 。し か し，15℃ お よび 25℃ で 保 持 した 試 料 は，実 験

開 始 か ら 20 日 目 ま で に 107　CFU 　f　rnL か ら 105　CFU 　t

mL へ と漸減 した が，110 日経 過 した 時 点 で も生 菌数 は

約 103　CFU ／mL あ り，こ こ で は 示 し て い な い が ，保 持

開始 か ら 1年経過後 も生 菌 数 は 約 102　CFUfmL を 維 持

した 。
こ れ らの 結 果 と，本 菌 が 水 温 が 5〜6℃ の 冬期 に

検 出 され て い な い こ とを考 え 合わ せ る と，保持温度が 本

菌の 平 板 培 地 上 で の コ ロ ニ
ー
形成能 に影響を 及ぼす大 き

な 要因 とな っ て い る こ と が示唆された。

　保持開始時の 増殖 ス テ
ー

ジの 影響　保持開始時 の 増殖

ス テ
ー

ジ が Flexibacter　sp ．　F−2株の 培養不 能状 態移 行 に

与 え る 影 響を 検 討 す る た め ，保 持 開 始 時 の 保持系の 菌体

に ，本 菌の 誘 導期，対数増殖期中期，定常期中期 の 細胞

を用 い て 75％ASW 中 で ，5℃ で 保持 し た と き の 生 菌数

お よ び 総菌数の 経時変化 を Fig，2 に 示 し た。但 し，実

験期間中，ど の 増殖 ス テ
ー

ジ の 試料 も総 菌 数 に 大 きな 変

化 が 見 ら れ な か っ た の で ，Fig．2 で は 対 数増 殖期 中 期 の

試 料 の 総 菌 数 の 経 時 変 化 の み を 示 し た 。生 菌数 は 誘導

期 ，対 数 増殖期 中 期 お よび 定常 期 の 細 胞 すべ て で 減 少 が

見 ら れ ，定 常期 巾 期 の 細 胞 が も っ と も早 く約 7 日 で ，
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Fig．3．　 Survival　ef　Flttxibacter　sp ．　strain 　F−2　in　diil
’
erent 　concentrations 　of 　nutrients 　of　SA 　broth，75％ ASW 　and 　NSW 　a 亡5℃．◆ ，

　 SA　broth．■ ，12SA 　broth．▲，1〆10　SA 　broth．○ ，1110 〔l　SA　broth．△ ，　NSW ．● ，75％ ASW ．凵 ，Tetal　 counts 　in　SA 　broth．

対数増殖 期 中期 の 細 胞 は 約 15H で コ ロ ニ
ー

形成が 見 ら

れ な く な っ た 。誘 導期 の 生 菌数 は 徐 々 に 減少し，30H

目で コ ロ ニ
ー
形成 が 見 られ な くな っ た 。

一
般的に 定常期

の 細胞は 環境 ス ト レ ス に 強 い こ とが 知 ら れ て お り，8：．コ

ロ ニ ー一
形成能消失 に 要 す る期 問 が 最 も長 い もの と予測 さ

れ た が，本実験で は 逆の 結果 とな っ た。こ の た め，以 後

の 実験 で は，対数増殖期中期の 菌体紺 胞 を 用 い る こ とに

し た。

　 保持系の 有機物濃度の 影 響 　保持 系 の 有
’
機 物 濃 度 が

Flexibacter　sp ．　F−2 株 の 培養不 能状 態移 行 に 及 ぼ す 影 響

を検 討 す るた め，保 持系の 有機物 と して ，海 水 液体培地

（SA ），　 SA の 有機物濃度を ユ12，1〆10，11100 に希 釈 し

た も の ，お よび NSW ，75％ASW 中に供試菌 を 懸濁 し

て，5 ℃ で保 持 した と きの 生 菌数 お よび総菌数の 経時 変

化 を Fig．3 に 示 した 。 但 し，実験期間中，各有機物濃

度の 試料 の 総菌数 に 大 きな 変化 が 見ら れ なか っ た の で ，
こ こ で は SA の 総菌数 の 経 時変化に み を 示 した 。い ず れ

の 有機物濃度の 保持系 に お い て も，保持期間 の 経 過 と共

に 生 菌数 は 減 少 し，コ 冂 こ
一

形 成 能 が消失 し た 。ま た ，
保 持 系 の 有機物濃度 が 高 い もの ほ ど平 板 培 地 上 で の 培養

可 能 期 闘 が 長 く な 一．
） た 。SA の 場 合，約 30 日 で コ 凵

ニ ー一形 成 能 が 消 失 し た が ，有機物濃 度 を SA の 1f2，11

10 とした 系で は約 25 口 で コ ロ ニ
ー

形 成能 が 消失 した。
NSW 中 に 保 持 した 系 で は ，約 20　H で コ ロ ニ

ー形 成能

が 消失 した 。有 機 物 濃 度 を SA の 1AOO と した 系 と 75

％ ASW 中 に 保持 した 系 で は 約 15 日 で コ m ニ
ー

形 成 能

が 消 失 し，コ ロ ニ
ー
形成能消失 まで に要 す る時間が 最 も

短 か っ た。NSW 中に 保持 した 系 は 有機 物 濃度 を SA の

11100に した系 よ り 二コ ［ ニ
ー
形成能消失に 要 す る時 期 が

長 か っ た。こ れ は NSW 中 に 含 ま れ る 有機 物 や微 量 成 分

な どが 本菌 の コ 冂 ニ ー
形成能維持に よ り適 した もの で あ

っ た こ とに よ る もの で は な い か と思わ れ る。

　 成長能を有 す る細 胞 の 計数　こ れ まで の 浬 の 実験 を

通 して，保持温 度，保持 開 始 時の 増殖ス テ
・一

ジ，保持系

の 有機物濃度等の 条件 に 関 わ ら ず，供 試菌の 総菌数 が 実

験期 間 中常 に
一

定 数 を維 持 して い た こ とは，本菌 は コ ロ

ニ
ー

形成能 を 失って も溶 菌 せ ず，DAPI 染色 で 染色 さ れ

る 2 本鎖 DNA を 保 持 した状態 で 各試料中 に 存在 し，死

滅 し て い な い こ とを・厂唆す る もの と思わ れ る。こ れ を さ

らに 確認 す る た め に，牛 菌 数 お よ び 総菌数 と共 に ，
Kogure らの方法
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を用 い て 溶 菌せ ず に 生 埋 活性 を保持

し た細胞を計数 し，そ の 経 時変 化 を調 べ た。その 結果を

Fig．4 に 示 した。前述 の よ う に 75％Asw 中，5 ℃ に 保

持 した 場 合，約 ユ5 日 目で コ ロ ニ ー形 成 能 が 消失 し た

が，保持期間中総菌数 に変 化 は 見 られ なか っ た。ま た ，
生理 活性 を 保持 した 細 胞 数 に も大 きな 変イヒは ほ とん ど 見

ら れ ず，活性 を 保持 した 細 胞 の 減少は ，保持開始 か ら

35 日経 過 した 時点 で わ ず か 1 オーダー
減少 した に 過ぎ

な かった。従 っ て，本菌が 平板 培 地 上 で コ ロ ニ ー
形成能

を 消 失 した 後 も死 滅 す る こ とな く VBNC 状態 へ 移行 し

て い る こ とを小 す と考え られ た。

　 以 Eの 結 果 か ら，本菌 が低水温 期 に検 出す る こ との で

きな い の は VBNC 状態 へ 移行 して お り，平 板 法 で は 検

出 が で きな くな る が 環境 中 に 生 仔 し て い る と結 論 さ れ

た。そ れ ゆ え 本 菌 は VBNC 状態 へ 移 行 す る こ と に よっ

て ，低 水 温 期 を 乗 り 越 え ，水 温 の 上 昇 に と も な い 蘇 生

し，斑 点 病 を 引 き起 こ す 潜 在 的 娑 因 とな っ て い る の で は

な い か と考 え られ る。

　SEM に よ る形 態 変化　VBNC 状 態 へ 移 行す る桿状細

菌 は ，そ の 形 態 を短 縮 す る 形 態変化が 報告 され て い る。
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Fig．4．　 Direet　viable 　counts （DVC 〕orF 娵 酌μ〔廊 7　sp．　strain　F−2　sLored 　at 　5℃ in　75％ ASW ．● ，Viable　counts ．▲，　Total　counts 、■ ，
　 DVC ．

（A ）

ODay

（B）

10Days

（C）

30Days

Bar ＝ 1μ m

Fig．5，　Morphological　chunge 　o正Flexilbacter　sl），　strain　F−20bserved　l〕y　SEM 　during　surviva 且periocls．〔A 〕，Mid −log　phase　cells　of

　 FIEIxibacter　sp．　strain　F−2．〔B ），Cells　starved 　fQr　10da ｝
・s．〔C，，Cel！s　starved 　for　30　da｝

厂s、　Bars＝1μ m ．

本 菌 に っ い て も，VBNC 状態 へ 移行す る こ とが 判 明 し

た こ とか ら，そ の 形態変化 を SEM で 観 察 した。実験開

始 直 後 （To），開始 か ら 10 「1冂　〔：Tlo），開 始 か ら 30 日

目 〔　T30） の 荊II胞 の SEM 写真 を Fig，5−〔A ）〜一（C）に 示

し た。VBNC 状態 に 移行 し て い くに 従 っ て．10 μIn 以

上 の 長桿状 か ら 2 μm 以 ドの 短 桿状 ，ま た は 球 状 に 近 い

形態 へ と形態変化 が 観察 され た 。
To時 （生菌数 は 約

107　CFU 〆mL 〕で は，　 Fig．5−（A ）にみ られ る よ うに，長

桿状 を示 し，細胞表而 に 細 か な 凹 凸 が 見 られ た、t　 Tll］時

（牛 菌 数 は 1　OL’　CFU 　，
i
　mL ） で は，　 Fig，5− 〔：B）に み ら れ る

よ う に ，先 端 が 球 状 を した 細胞 が 多 く観 察 され た。

VBNC 状 態 へ 移 行 した T ：o 時 く生 菌数 は OCFUfmL ）

で は Fig．5−（C ）に み ら れ る よ う に 球 状 に 近 い 細 胞 が 多

く存 在 し，端 時 と 比 較 し て 細 胞 衰 面 の 凹 凸 が 増 した 。

しか し ，VBNC 状態 へ 移 行 した 細 胞 が 細 胞 外物質 を 分

泌 して lj：い に 近 接 し沖 ま た ，小胞 体を 形 成 し た りt　！）1／細

胞 が 伸 張，越，し くは ら せ ん 状 に 変 形 した り，101
細 胞 サ イ

ズ が 0．5μ m 以
一
ト
．
に まで 極 端 に 縮 小 化 し た り と い っ た 現

象
11）は 観察 され な か っ た。

Table 　1，　 Pathogeniciしy　of　Flexibacter　sp ．　strain　F−2　dur・

　 　 ing　diffbrent　VBNC 　s しages 　to　sea 　urchins

瞬 旨 C驫 、、 1∴ 響難   ，，

0375　

　

　

1

ContrDl1

．9xlO ，13

．〔｝x1041
．0 × loz

　 o

6，！6‡2 　 6！6

6，／6　 ei6

6166i6

　 6，／6
6，

t6
　 6，，6

6〆6　6〆6　6〆6　6！6

0〆63i
’6　0〆66

，

t6
　6〆6　6〆6

伺 Days　a ゼte1
・
stc，rage 　at　5℃ in　75％ ASW 、

＊21
］urnb 巳r　suvvivcd ，，’numher 　tested．

6〆6

　SEM の 観 察 結 果か ら，本菌 は VBNC 状態 へ 移 行 す る

に 伴 い 球 状 に 近 い 形態へ 変化す る が細 胞構 造 は 壊 れ る こ

とな く維持 され て い る もの と思 わ れ た。

　VBNC 細胞の 病 原 性 　VBNC 状態 へ の 移行過程 の 試

料 を 用 い て 人 T．感染実験 を 行な っ た 結果 を Table　1 に 7J・9

した 。各感 染実験 開 始 時 の 総 菌 数 は い ず れ の 試料 と も

10tt　cellsi
’
mL で あ っ た。保持開始時の 生菌数 は 1．9 × 10G
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CFU ，imL ，3H 目は 3．Ox ユO’i　CFUfmL ，7 口 Fiは 1．0 ×

102CFU 〆mL で ， ユ5　H　H に は 生 菌数 は 計数 さ れ な か っ

た。本菌 の ウ ニ に 対 す る病原件 は，75％ASW 中，5℃

で 保持開 始 直後の 菌液 （生 菌数 1．9 × 10ti　CFU 〆mL ） を

用 い て 攻 撃 した 場 合 ，24 時 間 後 に 全 個 体 が 黒 紫 色 の 斑

点 を 伴 っ て 死 亡 した。保 持 開 始 か ら 31
．
i経 過 し た 菌 液

（生 菌 数 3．Ox 　104　CFUfmL ） で 攻 撃 した 場 合 ，24 時 闇

後 に 2 個 体，36 時 間後 に 残 りの 4 個 体 全 て が 黒 紫 色 の

斑 点 を 伴 って 死亡 し た
。 保 持 開 始 か ら 7 日経 過 した 菌

液 （生 菌数 1，0x102 　CFU 〆mL ） で 攻 撃 した 場 合，36 時

間 後 に 3 個 体，48 時 間 後 に残 りの 3 個 体全 て が黒 紫色

の 斑点 を伴 っ て 死 亡 した。保持開始 か ら 15 日経 過 し，

VBNC 状態 へ 移行 した 菌液 （生菌 tw　O　CFUfmL 〕を 用

い て 攻 撃 した 結果，72 時間経過 し て も死 亡 も，脱棘，

黒紫色の 斑 点症 状 も 見 ら れ ず 個 体は 生 残 し，VBNC 状

態 へ 移行 し た 本菌 に は 病 原 性 が 認 め ら れ な か っ た 。な

お ，全て の 死亡 個体か ら は 攻撃菌 と 同 じ 色調 の コ ロ ．  ．一

を 形 成 す る 菌 が 分離 さ れ，そ れ ら は本菌の 正 常菌体で 作

製 した 抗血 清 と陽性の 凝集反応を示 した 、生菌数 が 1，0

x102 　CFU 〆mL 存在 す る 保持開始 か ら 711 目の 試料 ま

で は，死亡 に 到 る 時聞は長 くな る もの び），ウ ニ 個体は 斑
．

点症 状 を tt
／し死 亡 した 。 しか し，生 菌数を計数す る こ と

が で き な くな り VBNC 状 態 とな っ た細 胞 は，ウ ニ に 対

す る病 原性 を失 っ た。こ の 点 に つ い て は，前 述 の よ うに

Kogure らの 方法
71，

に よ り処 理 した 菌体 細 胞 が 成 長 能 を

示 し た こ と か ら，VBNC 状 態 の 本 菌 細 胞 は，細 胞 の 代

謝活件 の 低
．．
卜
．
に よ り病 原 体 と して 有 して い る種 々 の 病 原

閃 了
．
を 機能的 に 発現 で きな くな っ た と推 察 され る。

　 以上 の 結果 か ら，エ ゾパ フ ン ウニ 斑 点 病 原 因 菌 1｝Ve，x−

ibacter　sp ．　F−2 株 の 低水温期に お け る生残
・
「生の 可 能

」1柴が

明 らか とな・．・た。今後，本菌の VBNC 状熊 か らの 蘇 生

の メカニ ズム を研究 し，木菌の 環境中で の 生熊 を 開 らか

に す る こ とで ，種 所生 産 過程で 発生す る 斑点病 に 対す る

効 果的 な 防 除 法 が 確 114され る もの と考え る。
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