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　　The 　causative 　bacteria，　Vibrio　spp ．，have　been　isolated　from　the　diseased　sea 　urchin 　Strongvlocentrottts　inter−

medius 　at　low　water 　temperatures ．　To　devel〔）p　a　specific 　ident｛fication　method 　forしhc　pathogens，　species −speci 且c

nucleotide 　sequences 　in　the　16S　rRNA 　of　Vibrio　spp ．，　were 　determined．　We 　desiglled　t　wo 　PCR 　priluers，　DA2F

and 　SKIF ，　based　on 　the　nucleotide 　sequences ：DA2F 　forward　primer （nucleotide 　nulnbers 　456　t〔〕 476　in　E 〜
一

‘／herichia　ctoli　16S　rRNA ）for　Date　isolates　and 　Sk1Fforward　primer （nucle 〔〕tide　numbers 　45．　5　to　478 　in　E．6θμ 16S

rRNA ）for　Shiriuchi　and 　Shikabe　isolates，

　 　The　PCR 　product 　with 　 about 　 lkbp　 was 　obtained 　in　all　causative 　bacterja　from　Date，　Shiriuchi，　Shikabc

Breeding　Centers　and 　some 　of　y伽 勿 reference 　straills　by　ampli 且cati〔m 　with 　DA2F −1540R 　prlmer　set，　however ，
those　from　three　Breeding　Cent／ers 　diff

’
ered 　from　the　reference 　strains 　in　the　case 　of　growth　at　30℃ ．　PCR 　ampliti −

cation 　with 　SKlF −1540R　primer 　set　was 　able 　to　differentiate　the　causative 　bacteria　from　Date　and 　those　from

Shiriuchi　and 　Shjkabe．　These　results 　indicate　that　PCR 　ampli 丘cation 　with 　twQ 　primers　is　useful 　for　idcnt丗 cation

of レ伽 ゼo 　spp ．，　which 　are 　the　pathGgens 　Df　culturcd 　sea 　urchin ．
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ド　 エ ゾ パ フ ン ウ ニ ，低 水 温期 病害，γ伽 勿 spp ．，16S　rRNA ，　 PCR

　 1994〜5 年 に 道南地 方の 伊達，知内お よ び 鹿部 の エ ゾ

バ フ ン ウ ニ 種苗 セ ン タ
ー

に お い て ，5〜6 月 の 低 水 温

（11℃ か ら 13℃ ）期 に 行な わ れ る 選 別 作業後 に大 量 死

が 見られ 始め た。各種 苗セ ソ タ
ー

で 原因菌 と して分 離 さ

れ た 菌は，血 清学的に は異なる もの の 性状 お よ び 発症個

体の 症 状 が酢似 し て い た こ と か ら，レ勿 卿 属 の 同　
一
菌

種 と考 え ら れ た。1ノし か し ，そ の 後の DNA −DNA 柑 同

件 の 検討 結 果 か ら，伊達 由 来原因菌 と知 内 ・鹿部由来原

因 菌 とは 異 な る 菌 種 で あ る こ とが 判 明 して い る。2〕1995

イ「以 降，知 内 ・鹿 部 原 因菌 に よ る本 疾 病 が規 模 の 大 小 は

あ る も の の 毎 年 の よ う に発 牛 し て い る 。 最近 1，2 午 に

は こ れ ら の 地 域 以 外 の 種 曲生 産セ ソ ター一で も発 生 が 見 ら

れ る よ うに な っ た。ウ ニ 種苗 セ ン タ
ー

で 本疾病 が発牛 し

た際 に は 施設 内外の 種 々 の 試料 か ら原因菌の 検出が 行な

わ れ る が，こ の よ う な 調査 で は原因 菌の 簡易同定 手段 と

して 簡単 な性 状 検 査 と原 困菌 多価 抗 ［fi1清 が用 い られ て き

た。しか し，多価 抗 血 消 に よ る凝 集 反 応 に は類 属反 応 が

あ り，よ り信 頼性 の 高 い 同定 法 の 開 発 が望 ま れて い る。

そ こ で 本研 究 で は，性 状 検 査 や 多価 抗 血 硝 に よ る 凝 集 反

応 に よ ら な い 原 因 菌 の 同 定 を 検討 す る た め に ，砺 伽 o

属並 び に そ の 近 縁 属 菌 と伊 ifお、ltび 知 内 ・鹿 部 由 来の 両

原 因 菌 の 16S　rRNA 遺伝
．．f・塩 基配 列 の 比 較 検 討 か ら，

原因菌 に 特異的 な 配列 を forward　primcr に 用 い た PCR

に よ る 同定 を試み た 。

材料 と 方法

　供 試 菌株　伊 達 由 来原 因菌 Vibrio　sp ．（Da1 〜Da5 株）

5 株，知内由 来原 因 菌 Vibrio　 sp ．　Srl・−Sr5．株） 5株，鹿

＊ Te1 ：81−138−40−5571 ．　 Fax ： 81−138−4〔｝−5569 ．　 Emai ］： ktajhma＠fish．hokudai ．ac ．jp
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部 巾 来原 因 菌 Vibrio　sp ．（Skl〜Sk5株 ） 5 株，当研究

室 保 存 の Vibrio属 対 照 株 34株 ，　 Altervmonas属 ，

De勿 α 属，ハ4arflnO」nonas 属，　 Pんo’吻 o厩 襯 風 i’

s
’
eud −

oalteromonas 属 PseudOmonas　X　t お よ び Shetvanella属対

照 株の 計 29 株，鹿部種 苗 セ ン タ
ー

飼育 海水 か ら 分 離 し

た ．4旋 70 ”z硼 α∫ 属菌株 （H8 株，　 No ．14 株 と No ，27 株 ）

3 株，凸 翩 4槻 oηα∫ 属菌株 （No ，12株 と No ．15株） と

四 伽 o 属菌株 〔No ．3株 と No ．26 株 〕 各 2 株，正 常 ウ

ニ 腸管 か ら 分離 し た Vibrio　sp ，〔Ua1 株 と Ug1 株）
3）2

株 お よ び ハ ナ サ キ ガ ニ 消化管白濁症原 因菌 W δ痴 sp ．

V365 株，4）ま た ド北半島沿岸域 の 海水 か ら分離 した Al−

teromonas属菌株 （OM5291 −5株 ，　 OM5291 −16株 ，

OM918 　2−］6 株，　 OM9182 −17株）4 株，　 Pseudomonas

属菌株 （OM5291 −9 株 と OM5291 −14株）2 株を供試

し た。さ ら に，伊達種苗セ ン タ
ー

で 病気が発牛 した 際 に

ウニ 個体か ら分離 した 病 原性 の な い Vibrio　sp ．　No．19 株

と No ．36株 の 総 言1．97 株 を供 試 し た （Table　1）。供 試

菌 は海水 寒 天 培地 5：1で 継 代 並 び に 保 存 した。

　DNA の 抽出　DNA の 抽 出は Wizard　 Genomic 　 DNA

Purification　Kit （Promega ＞を 用 い て 行 っ た。供 試菌株

を約 8mL の 海水液体培地 に 接種 し 20℃ で
．．一
晩振 と う

培養 し た 後，遠 心 分離 （14，000　rpm ，2min ） して 集菌

し た。得 られ た菌体を Nuclei　Lysis　Solutionに 懸濁後，

80℃ で 5分間反応 さ せ 室温 に 放置冷却 した 。 そ の 後，

Table 　1．　 Bacterial　strains 　used 　in　this　studv

Strain Strain　No ．〆Source Strain Strain　No ．〆Source

γめ厚Oae ’5tz｛α xianuts
・

v．α4砂 如嬬

v．atginolyticus
V．algin め’ticus
ヒ angui 〃arttin

玩 074 α」ガ

Mco η tPbc ，ilii
vcincin ・nat アiensis

v．costicolt ．ts
賦 dα 辮 5♂α

Kdi （zaot
’
｝oPhicas

v 　jsheriv
．　」7uvialis

v 　furvei∬ ii
v．hareeyi
玖 加 η擢yガ

vh θ〃alSttL・

vlogeiv

．mediterranei

琶 mtdsr ／hni o々〃麗

v．〃膨 〃

v．natrtlestens
琵 照 乙

・arrensis
v．nttreisv
．nig 吻 utc肋 魔帥 o

v．〔〃
・ienttt〃is

V．Parahaemの．tzcus
v．　Pαraha 〔

・跏 城 偽

v．Pelagiz｛s

瑳 ρノoteo！yticus’

usalmonicida
v ．sPlendidus
utt ‘biasJtii

v．微 〜nificus

W δ励 sp．

LMG 　7909T

LMG 　7889T

LMG 　44QgT

V −447NCMB
　6T

ATCC 　33509 「

ATCC 　25920T

LMG 　7891T

NCMB 　701

ATCC 　33539
ATCC 　33466
ATCC 　7744

LMG 　7894T

LMG 　7910T
NCMB ／280
LMG 　7890

JCM 　1283

LMG 　 14011
LMG 　11258T
LMG 　11664T
LMG 　16865

ATCC 　14048
LMG 　l5976T
ATCC 　25917
LMG 　3896T

LMG 　7897T
HO5LMG

　2850T

ATCC 　25916
NCMB 　1326

ATCC 　43839

ATCC 　33ユ25

LMG 　lO936T

LMG 　13545T

Da1 −5，　Sr1−5，　Skユ
ー5

V冨δ海osp ．

Photobacte｝ium　leiognathi
AtteroinOnas　macleoditl

Attervηnonas 　sp ．

z）6忽 α aqttamarina

ル勉ガη0｝nOnas ‘om ”tuni ，〜
M ．vagaPs
・
ez｛doalteromvnas　antarct ’ica

P．α〃antica

P．a・”rantia
P．aurantia
f乳 ‘／arrageenovora

P σガ韵 α

Rc ’itxeaP
．e’vakovii

P め α o々癬

Re ！yakovii
P．esPojiane
P6s ρ砂砌 召

EhatoPlanktis
P．nigrtfaciens
P．piscicida
P．Prydeensis
P ．rubraf

乳 tetraodonis

P．tetraθd侃 お

P ．undina

JJseudomona ∬ p．

Shetvanella乃anedai
5heza，anella 　sp ．

No．3，26，19，36，　V365
P−2P44 ，　Ua1 ，　Ugl
NCMB 　391

1AM 　12920
「
［
．

OM9182 −16，9182 −17

0M5291 −5，5291 −16
H8 ，　No ，14，　No ，27
1AM ／2550

1AM 　12914
里AM 　12923T
CECT 　4664T

NCIMB 　301T
MCIMB 　2033
DSM 　6057T
MCIMB 　302
KMM 　216

ATCC 　29719T

KMMI62T
IAM 　14594
021，0221AM

　12640T
Oユ71AM

　12915T
IAM 　13010T
NCIMB 　645
ACAM 　620T

A ユ℃ C29570T

IAM 　14160T

KMM 　458

1AM 　12922T

KMM 　636

0M5291 −9，5291 −14
No．12，　No．15
1AM 　1264／T

KMM 　3299

LMS ：Lubora しorium 　voor 　Microbiologic 　Universiteit　G 巳n 亡，　Gent，　B 巳1gium．
JCM ：Japan　Collcc．tion 。f　Microorganisms，　Saitama，　Japan．
IAM ：IAM 　Culture　CoUcction，　Tokyo ，　Japan．
KMM ：Colle⊂ 亡ion〔，f　Marine　Microorgan孟sms ，　Vladivostok．　Russla．
NCMIB ：National　Co1】ection　of 【ndustrial 　Marine　Bacteria，　Aberdeen，　Scutkmd、
ATCC ：American　Type　Culture　C〔〕11ection，　Muryland，　U．S．A ．
ACAM 二Aus亡ralian 　Collecti” n （｝f　Alltarctic　Microorganisms，　AustraLia，
CECT ： CoUecti 〔m 　Espan 〔jLade 　 CuLtivos　Tipo ，　Valencia ，　Spain．
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RNase　Solution　3μL を 加 え 充 分 に 混合 し て 37℃ で 60

分間反応さ せ た。室 温 で 放冷後，Protein　Prccipitation

Solution　 200 μL 加 え 攪拌 し 5 分間氷冷 し た。遠 心 分離

（14，000rpm ，2min ） 後，卜清 を と リ イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル

600 μL を 加 え チ ュ
ー一ブ を よ く振 り混 ぜ ，遠 心 分 離

（14 ，000　rpm ，2min 〕 で DNA を 沈殿 さ せ た。沈殿 を 70

％ エ ク ノ
…

ル で 洗 浄 し乾 燥 させ た 後，得 られ た DNA

を TE 　bu且br 〔10mM 　Tris−2　mM 　EDTA ，　pH 　8．0）に溶

解 さ せ template　DNA 溶 液 を 得 た。こ の 溶液は 使用 す

る ま で
一20DC で保存 した。

　 特異的塩基配 列 の 検索並 び に プ ラ イ マ
ー

の 設計　伊達

由来原囚 菌 2 株 （Da2 株 と Da4 株 ），知 内 ・鹿部巾来 原

因 菌各 1株 〔Sr3株 と Sk1 株 ） お よび Gene 　Bank 　data−

baseか ら 検索 した 既 知 の 乾 ∂γガo 属細菌 37 菌種，　 Photo−

bacterium属 3 菌種，また ，当 研究 室 で 止 常 ウ ニ 腸管 か

ら 分離 した Vibrio　g．　p．3 株（Ua1 株，　Ug1 株，　Ud10株）
3）

お よ び ハ ナ サ キ ガ ニ 消 化 管 白 濁 症 原因菌 Vibrflo　sp ．

V365 樫 ：；の 16S　rRNA 遺伝 了
．
塩 基 配 列 の 比 較検討 か ら

伊達由来原因菌 と知内 ・鹿部 由来 原 囚 菌 に 特異的な 配列

部分を検索 した。両 原 因 菌 に 特異 的 な配 列 を基 に，伊達

由来原 因菌 に つ い て は forward　primer と して DA2F プ

ラ イ マ
ー，5LGGTAACGTTAATAGCGTTATC −3

「

（Escherichia　coli　numbering 　456 か ら 476　aS　Hに 相当す

る 21 塩 基 ） を，知 内 ・鹿部 rtl来原 因 菌 に つ い て は for−

ward 　 primer として SKIF ，5
’−GTGTGTAGTTAATA −

GCTGCGCATC −3
’
（E ．　 coli 　 numbering 　 455 か ら 478 番

目に 相 当 す る 24塩 基 ） を 設計 した 。reverse 　primer と

L、てユ ．ニ バ ーサ 1レプ ラ イマ
ー

で あ る 1540R プラ イマ
ー．一，

5
’−AAGGAGGTGATCCAGCCGCA −3

厂
を 用 い た 。な

お，す で に 報 告 して い る よ う に 知 内 巾来 原 囚 菌 と鹿 部 由

来原 因 菌は 同
一・

菌種 で あ り，こ れ ら原 因 菌 と伊 達 由来 原

因 菌 とは異 な る菌 種 で あ る 詔

　16S 　rRNA 遺 伝 子 の 増幅　16S　rRNA 遺 伝 了
．
の 増 幅

に は ，設 計 した 各プ ラ イマ
ー．一セ ッ トを用 い て PCR を 行

っ た 。DNA 濃 度 が 100　ng ．／100pSL （PCR 反応液〕に な

る よ う に 調 製 し た 前述 の template　DNA 溶液 を 含 む

PCR 反応液 L1　× 　PCR 　buffer，　dNTPs 　mix （各 200 μM ），
0．2μMDA2F 　primer

−0，2μM ／540R　primer ，1．5　mM

MgClz］ に ミネ ラ ル オ イ ル を 重 層後，サ
ー一

マ ル サ イ ク

ラ
ー

（PERKIN 　ELMER 　PJ−2000Model 　480 ） を 用 い て

94℃ で 1 分 間 保持 し た 後 ，熱 変 性 （94℃ −1min ），ア

こ
一

リ ン グ 反 応 （58 ℃
− 1mil1），伸 長 反 応 （72℃ −1．5

min ｝ の 反 応 を 30　cyc 】e 繰 り返 し，16S　rRNA 遺伝子の

増幅 を行 った 。

　増幅産 物の 確 認 は 1．5％ ア ガ ロ …
ス 電気泳動 に よ り 行

っ た。ゲ ル は 0．5 × TBE 　bu飩 r （89　mM 　Tris−borate，2

mM −EDTA ）に ア ガ ロ
ー

ス （Nippon 　gene） を加 え て 作

製 し，泳動 に は O．5 × TBE 　buifbrを 用 い ，約 30分間室

温 で 定 電 圧 〔100V ） の 泳動 を 行一
） た

。 泳動 用 試料 は，
ユ6S　rRNA 遺伝 子増 幅産物 5．0μL に 分 子 量 マ ーカ L・一

（30％ グ IJ セ ロ ー
ル ，0．25％ ブ 凵 モ フ ェ ノール ブ ル

ー
）

1．0　”L を 混合させ た もの を 供試 した。泳 動 後，ゲ ル を

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで 染色 して 紫外 線 照 射 トで 観 察

し，伊達 由 来原因菌 と 同
・
の 約 1080bp の バ ン ドが 認

め られ た もの に つ い て は 30℃ で の 発育の 有無を 調 べ た。

　 試 料採取お よび試料の 培養　北 海 道 水 産種 鮨セ ン タ
ー

鹿部 支 所 で 飼育中の ウ ニ 個 体，飼 育 海 水，飼 育 カゴ お よ

び 飼 育 水 槽内壁 付着物 を 供試 した、、ウニ 個 体試料 は 75

％ 減 菌 人 ⊥ 海水 で 洗浄後，海 水 寒 大培 地 に個 体を 押 し

付 け て培養 した。ウ ニ 体腔液 は，周 口膜 を ア ル コ
ー

ル綿

で 消毒 後 滅菌注射器で 採取 して海水 寒天 培 地 に表面塗

抹 した 。 飼育 カ ゴ 付着物，飼育水槽内壁付着物 は滅菌綿

棒 で 採 取 後，75％ 滅菌 人工 海水で 適宜 希釈 して 海 水 培

地 に塗 抹 した。海水 試料 に つ い て は，約 200　mL を 孔 径

0．45 μm の フ ィ ル タ
・一

（Millipore　HA ） で 濾過 し，7 イ

ル タ
ー

を海 水 寒 天 培地 に 貼 り付け 培 養 した 。試 料 を 接 種

した 培 地 は 15℃ で 511 問培養 した 、

　Vibrio　re菌 の 簡易同定　前述 した 各試 料 の 海水 寒 大

培 地 に 形 成 され た 集落の うち 原因 菌 と色 調 が 類 似 した 集

落 を 釣 菌 して TCBS 寒天培 地 へ 移植 して 増 菌 さ せ た 。

こ れ らの 集 落 の 中 で 白糖非分解菌 の み を海 水培 地 平板 に

移植 し （本 疾病 原 因 菌 は 白糖非分解菌で あ る
2
り 30℃ で

培養 した。30℃ で 発 育 しな い 菌 〔本疾病原因菌 は 30℃

で 発育 しな い
2
り に つ い て グ ラ ム 染色，グ ル コ

ー
ス 分解

試験 塩類要求性 試験 ，運 動 性 試験，オ キ シ ダー
ゼ 試 験

お よ び カ ダ ラ
ー一

ゼ 試 験 の 検 査 性 状 に よ り 孵うγガo 属 細 菌

を 選択 した、

　特異 プ ラ イ マ ーセ ッ トに よ る増幅　前記 聾厩 o 属 細

菌に つ い て DNA を 抽 出 し た 後，　 DA2F −1540R プ ラ ィ

マ
ー

セ ッ トで 増幅，次 い で 原因菌 と 同
一・
の 約 1080　bp

4）増幅産物が 得 られ た 菌 株 に つ い て SKIF −1540R プラ

イマ
ー．一

セ ッ トに よ る増幅 を行 った。SKIF −1540R プ ラ

イマ
ー

セ ヅ トで 増幅の み られ た菌 株 を知 内 。鹿部由来 原

閃 菌，増幅の み られ な か っ た菌 株 を 伊達由来原 囚 菌 と同

定 し た，、

　DNA −DNA 相 同性 の 測 定 　前 記 SKIF −1540R プ ラ イ

マ ーセ ッ トに よ る PCR で 増 幅 の み ら れ た菌株 に つ い て

DNA −DNA 相 同件 に よ り原 因 菌 の 最終確認を 行な っ た。
DNA −DNA 相同性の 測 定 は，　 Ezaki らの 方法

61
に ほ ぼ 準

拠 し て フ ォ トビ オ チ ン 標識 DNA を 用 い た マ イ ク ロ プ

レ
ー

トハ イブ リダ イゼ イ シ ョ ン 法 に よ っ て 行 っ た。鹿 部

由来原因 菌代表株 Sk1 株 の DNA を標識 DNA と した。

結果 お よ び 察考

伊 達 由 来原因 菌 2株 （Da2 株 と Da4 株），知 内 ・鹿部

由 来 原 因 菌 各 1 株 （Sr3株 と Skl 株 ） お よ び Gene
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Bank 　database か ら 検索 し た 既 知 の y伽 和 属 細 菌 37 菌

種，Photobacterium　X　N　3 繭種，当研 究 室 で正 常 ウ ニ 腸 管

か ら分 離 し た y砺 勿 sp ．3 株 （Ua1 株 ，　 Ug1 株，　 Ud10

株）
3 〕

お よ び ハ ナ サ キ ガ ニ 消化管 白 濁 症 原 因 菌 Vibrio

sp ．　V365 株
4； の 16S　rRNA 遺伝 r一塩 基 配 列 の 比 較検討

．

か ら，伊達 お よ び知内 ・鹿部由来原囚 菌 同 定 の た め の 特

異 配 列 を 検 索 し た 。そ の 結 果，両 原 因 菌 と上 記 の

Vibrio・P加 励 α傭 ア跏規 属糸田菌 との 間 で 塩 基配 列 が 異 な

り，さ らに 伊
．
達 由来原因菌 と知 内 。 鹿部 由来原 因 菌 とで

塩 基 配列 の 異 な る 部位 が，Ecoli 　 numbering 　 456 か ら

476 番 目 に 相当 す る 塩 基 配 列 の 部 位 に み ら れ た 。そ こ

で，伊達 由来原因菌 に 特異的 な 塩 基 配 列 部 位，Eca ／i

numbering 　456 か ら 476 番 冖 に 柑 当 す る 21 塩 基 を

DA2F プ ラ ィマ
ー

（forward　primer），知 内 。鹿部由来

原 因 菌に 特異的な塩基配列部位 ，Ecoli 　numbering 　455

か ら 478 番 目 に 相 当す る 24 塩 基 を SKIF プ ラ イ マ
ー

〔forward　primer ） と し，　 reverse 　primer とし て ユ ニ バ ー

サ ル プ ラ イ マ
ー

で あ る 1540R プラ イマ
ー

を用 い て 2組

の プ ラ イマ
・一

セ ッ トを作 成 した。

　 ま ず ，DA2F −1540R と SKIF −1540R の両 プラ イマ
ー

セ ッ トを 用い て ，伊達，知 内 お よ び 鹿部巾来原因 菌各 5

菌株 の 言1．15株 の PCR 増幅 を 行 っ た 。　 DA2F −1540R プ

ラ イマ
ー一セ ッ トを 用 い た PCR で は，原因菌 15菌株す

べ て に 所定 の 約 1080bp の 増幅産物 が み られ た。　 SKIF

−1540Rプ ラ イマ
ーセ ヅ トを用 い た PCR で は，知 内 お

よ び 鹿部由来原 因 菌 の 各 5 株 は 所定 の サ イズ の 産 物 が

増幅 さ れ た が，伊 達 由 来原 因 菌 5 株 に は増幅 が み られ

な か っ た （Table　2）。 こ れ ら の 結 果 か ら，　 DA2F −

1540R プ ラ イマ ーセ ッ トを用 い た PCR に よ・
：・て 本 疾病

原因菌 を特 定 した後，SKIF −1540R プ ラ イマ ーセ ッ ト

を用 い た PCR に よ り，伊達由来原 因菌 と知 内 ・鹿 部 巾

来原因菌 とを区 別 す る こ とが可 能 で ある こ とが 示 唆 され

た 。

　 そ こ で ” 加 ガo 属 対 照 株 34株 を 供 試 し て DA2F −

1540R プ ラ イマ
ー一

セ ヅ トを 用い た PCR 増幅 を 行 っ た。

結 果 は 示 して い ない が，” 厩 osp ．　Ug1 株，　 Vibrio　sp ．

P −2P44 株 ，　 V．んo〃翻 θ お よ び V．ノlscheriに 原 因 菌 と同

．・サ イ ズ の 増幅産物 が み ら れ た。さ ら に ，供試 Vibrtlo

属 対 照 菌株以 外の 海洋細 菌 に つ い て も増 幅 産物が み ら れ

る か 否か を 調 べ るた め，鹿 部 種 菌生 席 セ ン タ
ー

の 飼 育 海

水 か ら分離 した ・4伽 70 勉 oπα∫ 属，Pseudomonas 属 お よび

四 伽 θ 属 菌 株 各 2 株 の 計 6株，Vibrio　li以 外 の Altero−

monas 　ts，　 Dψyα 属，跏 漉 襯 侃 α S 属 ，　 Photobacterium

属 ， Pseudoalteromonas属 ， 」Pseudomonas 属 お よ び

Shewanelia属対 照 株 32株，さ らに 本病害 の 発症 水 温 と

近 い 海 水 温 （13．2℃ ）時に 下北半島沿岸域 の 海水 か ら分

離 し た ／4〃67η ηzo照 ∫ 属 菌 株 2 株 （OM5291 − 5株 と

OM5291 −16 株 ），撫 翩 40嬲 o ηα 5 属菌株 2 株 （OM5291

Table　2．　PCR 　product　from　DNAs 　of 　the 　cau ＄ative 巧 西加

　 spp ．　Da1 −5，　Srユ
ー5　and 　Sk1−5　with 　DA2F −1540R 　and

　 SKIF −1540R 　primer 　sets

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Primer 　 set

　 Strain　　　　　　
．．
　　

．
　　　　　　　　　　　

．
　　　　　　　　

−
　 　 　 　 　 　 DA2F −1540R 　　　　　 SKlF −1540R

　 Dal　 　　　　　 　　 ＋　　 　　　　　 　　　　
．．

23451234512345aaaarrrrrkkkkkDDDDSSSSSSSSSS 十

十

＋

　
．

†

十

ー

十

十

＋

＋

十

十

十

」−

十

十

十

十

十

十

十

十

十

＋ ： pesitive
−

： negative

一9 株 と OM5291 −14株 ），伊 達 種 苗セ ン タ
ー

で 病 気 が

発症 し た 際 に ウ ニ 個体 か ら 分 離 し た 病 原 性 の な い

Vibrio　sp ，2 株 （No．19 株 と No ．36 株） に っ い て も併

せ て 調べ た 。そ の 結果，鹿部種苗生産 セ ン ターの 飼育海

水 か ら分 離 された Vibrio　sp ．　No．3株 と No ，26 株 お よび

伊達種 苗セ ン タ
ー

の ウニ 体腔 液か ら分 離 した Vibrio　 sp ，

No．36株 に 原因菌 と同
一

の 約 ユ080　bp の増幅産物 が 認

め ら れ た （Fig．1）。

　 な お ，DA2F −1540R プ ラ イマ
ー一

セ ヅ トに よ る 増幅 に

お い て ，原囚菌 と同
一・

サ イズ の 増幅産物が み ら れ た 菌株

Vibrio　sp ，　Ug1 株 ，　 V．　fischen
’
，　V．　 hollisae，　Vibrio　sp・　P−

2P44 株，鹿部海水 分離菌 Vibrio　sp ．　No ，3 株 と No ．26

株 お よび 伊達種 苗 セ ン ター分離菌 Vibrio　sp ．　No ．36株の

計 7株 に つ い て 30℃ で の 発育 の 有無を 調べ た。原因 菌

以 外の 菌株 は す べ て 30℃ で発育 した こ とか ら ，
30℃ で

の 発育 の 有無 を調 べ る こ とに よ っ て ，こ れ ら菌株 と原 因

繭 との 鑑
．
別 が可 能 で あ っ た 。

　 よ っ て ，供試菌 に つ い て ，DA2F −1540R プラ イ マ
ー

セ ッ トに よ る 増幅 を 確 認 した 後，30℃ で 発育 しな い も

の に っ い て ，SKIF −1540R プラ イマ
ー一セ ッ トに ょ る増

幅 を 行 な え ば，本疾 病 原 因 菌を 特定 で き，さ らに 伊 達 由

来 原 因 菌 と知 内 ・鹿部由来原因 菌 とを区 別 す る こ とが で

き る と 思 わ れ た 。

　 次 に，北 海道 水 産 種 苗セ ン タ
ー鹿部 支 所 に お い て 低水

温期の 木 疾 病 の 発 生 が 予 想 さ れ る 時期 の 選 別作 業 後 に ，

試 料 の 採 取 を 行な い 木 疾 病 原 因 菌 Vibrio　sp ．の 1司定 を
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Fig ．1．　Agarose 　gel　 electrophoresis 　of　PCR 　products

　 fl’01n　L
「
ibrio　sp．，／1〃t！rOllzt〃躍 ∫ sp ．　and 　I）settd θ tn θ ｝tfts

’
SI〕，

　 with 　 the 　prime1
・DA2F 　 and ⊥650R．　 Gel　 was 　 stailled

　 with 　EtBr，　Lanes：1，　length　n1 ≡土rker 〔1kl〕 DNA 　Lad −

　 der）；2，　TJiin
’io　sp ．　Da2 ；3、ノl　ltErtnnontis　sp ，　OM529 レ 5 ；

　 4，Altero」iz〔n2・as 　sp．　ONI918 　2
−1； 5，1’seitdo ｝ttonas 　sp ．

　 OM5291 −9 ；6，　Vibl：
’
ρ sp ．　No ，19；7，レ7〜麗o　sp ．　Nc，、36；

　 8，レ
’
ibi’io　SP．　No．3；9，γ訪ガθ sp ．　No ．26 ；10，　V

’
ibrio　sp ．

　 Da2；11，　negative 　cor1 七rQ1 （without 　templaLe〕．

Table 　3．　PCR 　prQduct　from　DNAs （エf　Vibrio　spp ，　fronl
　 various 　samples 　which 　do　not 　g1℃ w 　at　30℃ with 　DA2F
　

−
／540R 　primer 　sets

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Primcr　sct
　 Strain　　　　 ．．　　　　　　　　　 ．　　　　　 一一一
　 　 　 　 　 　 　 DA2F −1540R　　　　　 SKIF −1540R

　 Bcl 　　　　 　　　　
−．
　　 　　　　　 　　　 一

Bc2Bc5Ba6Bc7Bc10Bcl2B

（：13Bc14Bc21Bc2

−2Bc2
−3F
・lF5F

］7G6

試み た n 各試料 の 海 水 寒 天 培地 に 形 成 され た 集落の うち

原因菌 と色調 が類似 し、た 集 落 を 釣 菌 し て TCBS 寒 天 培

地へ 移植 Lて 増菌 させ た。こ れ らの 集 落の 中 で 白糖非分

解菌の み を海水 培地 平 板 に 移 植 し 30℃ で 培養 し た 、、30

℃ で 発育 L、な か っ た 菌株 に つ い て 前 述 の 検 査 性 状に よ り

四 δ吻 属細菌 16 株 を 得 た。こ れ ら 16 株 に つ い て ，ま

ず DA2F −1540R プ ラ イマ ー一セ ・ゾ トに よ る増 幅 を行 一・・た

結 果，飼育海水 か ら 分 離 され た Bc21 株の み に 伊達内来

原 因 菌 と同
一・．

り
．
イ ズの 増 1隔産物が み られ た （Table　3）、、

次 い で Bc21 株 は ，　 SKIF −1540R プ ラ イ マ ・．．セ ッ トで

も増幅 され た 〔Fig．2〕 こ とか ら，知内 ・鹿部 巾来 原囚

菌 と同一・
菌種 と考 え ら れ た 。な お，Bc21 株 は デ・．一タ は

承 して い な い が，鹿部原囚菌抗 而 清に 対
．
して 凝 集 反応 陽

性 を 示 し，さ ら に ．鹿部由来原因 菌代表株 Skl 株 との

DNA −DNA 相 同性 を 調 べ た 結 果，77．0％ の 相 同 性 を・∫1

した、、こ れ らの 結 果か ら，Bc21 株 は 知 内 ・駆 部 由 来 原

囚 菌 と同
一・

菌 種 で あ る こ と が 確認 さ れ た 、

　 以 Eの 結 果 よ り，分 離被検 菌 に っ い て 30℃ で の 発 育

の 有無，お よ び 本研 究 で 設 計 した
一’．一．りの プ ・

ラ イマ
ー一・1．：ッ

トで の PCR 増 幅 を組 み 合 才）せ て 調 べ る こ と に よ ．．
｝ て，

低 水温．期 の ウニ 病 害 原 囚 菌は 同定 で き る こ と が 示唆 され

た、，

　本来，疾病 の 原 因 菌の 同定 には 1．）．NA −DNA 相 同・1生の

測 定 が 必 要 だ が ，す べ て の 分離 菌株 に っ い て DNA −

DNA 柑 1冂J性 を 調べ る に は 非常 に 労 ノ」と時間を 要 す る。
2000 年 6 月，こ れ ま で に 本疾 病 の 発生 が 見 られ な か一一t

た 北海道道 央域 の ウ、二 種 苗 セ ン ヌ
ー

で 本疾 病 が 発生 した

際．採 水 冂 海 域 を 含 め た 近 傍 海 域 に お け る 原 閃 菌の 生 態

十

：　P （，sitive

： ncgative

十

lkbp

Fig．2．　Agamsc 　gel　elecLroph 〔）resis　 of　PCR 　pr〔，ducts
　 from 　Vibrio　 sp ．，　 Bo2 ／ wi しh　 the　 primer 　 SKIF 　 nnd

　 1540R ．　G （：1　was 　s亡ai ｝ユed 　with 　E亡Br．　Lanes： 1，］angth

　 lnarker 〔11（b　 DNA 　 Laddcr）； 2，怖 δ珈 sp ．　 Sk1 ；3，
　　Vibr・io　sp ．　Bc21 　isolated　frc）m 　rearillg　seawatcr ；4，
　 negative 　contro 且「：wi 亡hエ）u むしenlplate ）．

調 査 を 実施 した。こ の 調査 で 原 因菌 の 簡易 同定 手段 と し

て 原閃 菌多価抗血 清を 用 い た が，多価 抗 Ml清 に よ る 凝 集

反 応 に は類 属反応が あ り、よ 『〕信頼 性 の 高い 同定 法 の 開

発 が 望 まれ た。本 研 究 で 開発 し た 原 因 菌 特 異 的 ブ ラ イ

マ
ー

を 用 い た PCR と 30℃ で の 発育 の 有無 を 調 べ る こ
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とで こ の 目的 が 達成 で きる と考 え る。
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