
Title
サケ科魚類せっそう病原因菌Aeromonas salmonicidaの産生する病因物質の検討－Ⅱ：A. salmonicida,
Ar-4 (EFDL)の産生するプロテアーゼのヤマベ(Oncorhynchus masou f. ishikawai)及び金魚(Carassius
auratus)に対する毒性の比較検討ならびに細胞毒性物質について

Author(s) 田島, 研一; TAJIMA, Kenichi; 高橋, 恒人 他

Citation 北海道大學水産學部研究彙報, 34(2), 111-123

Issue Date 1983-06

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/23819

Type departmental bulletin paper

File Information 34(2)_P111-123.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



北大水産業報

34(2)， 111-123. 1983. 

ザケ科魚類せっそう病原因薗 Aeromonassalmonicidaの産生する

病因物質の検討-11

A. salmonicida Ar-4 (EFDL)の産生するプロテアーゼの

ヤマペ (Oncorhynchusmasou f. ishikawai)及び

金魚 (Carassiusauratus)に対する毒性の比

較検討ならびに細胞毒性物質について

田島研一*・高橋恒人**・絵面良男*・木村喬久料

Studies on the Virulent Factors Produced by Aeromonαs 
salmonicida， a Causative Agent of Furunculosis 

in Salmonidae・11

Studies on the pathogenicity of the protease of Aeromonαs 
salmonicidαAr・4(EFDL) on yamabe (Oncorhynchus 
masou f. ishikawai) and goldfish (Carαssius 
auratus)， and the substance which 
exhibits cytotoxic e'貸'ectin RTG-2 

(rainbow trout gonad) cells 

Kenichi TAJIMA *， Tsuneto TAKAHA呂田**， Y oshio EZURA * 
and Takahisa KIMURA * 

Abstract 

Previously we reported on the purification of the extr問。llularprote品目efrom 
the superna句ntculture fluid of A. sαlmonicidαAr--4 (EFDL) by acetone precipita-
tion， ammonium sulfa句 fractionation，DEAE-cellulose and DEAE-seph乱dexA-50 
column chromatogr却hy.
In仙ispaper， we examined the pa品hogenicityof もhepro旬品目eof A. 
sal仰仰仙Ar--4(EFDL)抗曲。hstage of the purification on y畑山e (0. 
冊側側 f.ishika叩 i)組 dgoldfish (0. auratω)， and then前udiedthe cytoωxic 
substance other than the proもeasewhich w，側 detectedin process of purification. 
In conclusion， we certified thatもheextr乱cellularprote乱seof A. salmonicida 
Ar--4 (EFDL) was a causaもive晶genもoffurunculosis and we considered the 
cytotoxic substance to be a glycoprotein functioning as a co-factor of toxicity of 
the prote咽 e.
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緒言

前報1)で述べたように，せっそう病はサケ科魚類の代表的な疾病である乙とから，本報ではヤマペ

(Oncorhynchus masou f. ishikawai)を供試魚とし， さら 11:コイ科の魚である金魚 (Carassius
auratus)においても本菌感染症の報告例2)がみられる ζ とから金魚も併せて供試魚として A.

salmonicida Ar-4 (EFDL)株の病原性ならびに本菌株のブロテアーゼ精製過程における各段階の酵

素液の毒性についての比較検討， さらにこの精製過程において見出されたブロテアーゼ以外の培養細

胞に対する毒性物質についても検討した。

実験方法

1. 供試魚ならびに飼育法供試魚としてヤマペと金魚を用いた。ヤマペは道立水産ふ化場森支場

及び北海道乙部町立サケ・マスふ化場から分与頂いた体長約 10cm.体重約 14gのO年魚を用いた。

金魚;ま奈良県大手時R山市の金魚農場から購入した体長約 9cm，体重約 16gのものを用いた。
供試魚の飼育には，約 181容ガラス製水槽を用い，水温は 150CI己保ち，通気によって酸素の供

給を十分に保ちながら行った。供試魚は予め7日間予備飼育し，異状のない ζとを確認した後に実験

に供試し，実験期聞を通じて同様の条件で飼育を続けた。なおヤマベに対する生菌以外の毒性試験は

道立水産ふ化場森支場内の既存の稚魚池において行った。同場飼育池の水温は実験問中 13-140Cで

あった。またすべての実験において，実験期間中も給餌を行った。

2. 病原性または毒性試験用各試料の調製法調製法は Fig.lK示した。供試菌株 A.salmon-

icida Ar-4 (EFDL)の生菌懸濁液は. 200Cで27時間振渥培養後， 20分聞の遠心分離 (9.000Xg，

5
0
C) により集菌し，菌体を滅菌生理的食塩水で2回洗浄後，菌体湿重量を測定し一定濃度になるよ

うに滅菌生理的食塩水に再懸濁して調製した。またプロテア{ゼ精製過程における培養上清は原液の

まま，各段階の蛋白質及びプロテアーゼ画分は蛋白質濃度を一定に調製した後， それぞれミリポア

フィルター (HA型)で漉過し， ζの漉液を普通寒天平板に塗抹して無菌である ζとを確認した後に

供試した。なお各試料の対照は，生菌懸濁液接種の場合は，滅菌生理的食塩水を， その他の試料では

各供試液を 1∞。Cで30分間加熱したものを用いた。

3. 各試料の接種法及び観察法供試魚に対する各試料の接種には， まず供試魚を 1:2∞o濃度の
メタアミノ安息香酸エチルメタンスルホネート (MS-222)溶液に30秒から 1分間浸漬して麻酔後，

ヤマベについては，魚体側左側アブラ鰭の下約 5mmの筋肉内K，金魚については魚体側左側背鰭

最後部かち約 5mm下の筋肉内に所定量接種した。

すべての試験において供試魚は5尾ずつ用い，試料接種後の飼育期聞は8日間とし，経目的に供試

魚の異状の有無を観察した。また接種の結果，舞死した供試魚については解剖観察を行うと共に，生

菌接種による舞死魚については接種菌の再分離も併せ実施した。供試魚K対する生菌懸濁液の病原性

は魚体重 kg当りの菌体湿重量で，精製各段階の蛋白及びブロテアーぜ函分の毒性については蛋白質

相当量で細菌学実習提要3)1とより 5096致死量(印刷)を算出し，それぞれの試料の病原性あるいは

毒性を比較検討した。

4. RTG・2培養細胞に対する細胞毒性の試験法前報1】におけるブロテアーゼ精製過程の

DEAEーセルロースカラムクロマトグラフィー及び DEAEーセファデックス A-50カラムクロマトグ

ラフィーにおける全溶出フラクションを供試し， 常法tとよりマイクロタイタープレ{トの各ウエJレに

Rτロー2細胞(ニヲマス稚魚生殖腺由来)を懸濁した 1096ウシ胎児血清加イーグル MEM!宮地を
O.lml宛分注し.180Cで3日間前培養を行い，コンフルヱントに達した細胞に各試料を 0.05ml宛

接種した。また対照として，溶出に用いた食塩を 0.2M.0.3M及ぴ 0.5M添加した培地を同じく

0.05ml宛接種し.180C K 2日聞置いた後，ホルマリン添加により細胞を固定.常法により 0.196
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田島ら A.sulmonic似aの産生するプロテアーゼの毒性

Incubated on a shaker 

Cenもrifuged

Supernatant of culture fiuid 

Proもeinprecipitated with -一一一一一一-
aceωne (67% v/v) 

Proもeinprecipi加もedwith ammo-
nium sulfate (85% saturation) 一一一一-

Protease purified by DEAE-cellu-

lose column chromatography一一一一一一-

Protease purified by DEAE-sephadex 
A-50 column chromatography一一一一一一一

J 
Viable cells 

w品shedwith sterile physio-
logical saline 

J 
Suspended in s飴rilephysio-
logical saline 

Inoculated Control 
to fish sterlie physio-

logic乱1saline 

HA filter Control 
(0.45 mμheated at 1000C 

Confirmed 
sもerility

Inocul品，ted
to fish 

for 30 min. 

Inoculated 
to fish 

Fig. 1. Preparation of銅 mplesof A. sal'刑 onicidαAr-4(EFDL) for pathogenicity and 
toxicity tests. 

クリスタルパイオレットエタノール溶液で染色後，細胞変性の有無を観察じた。

o. 細胞毒性物質の紫外部吸収スペクトル 4. で明らかに細胞変性のみられた各画分の一部を集

めて凍結乾燥により濃縮後蒸留水に対して一夜透析して脱塩した後，分光光度計を用いて吸収スペク

トルを調べた。

6. 糖類の検出法 (Molisch反応)剖 5%aーナフトール・エタノール溶液 1-2滴を前述 4.の濃

縮細胞毒性画分溶液 1mlに加え， 1 mlの濃塩酸を静かに重層し，境界面IL生ずを赤紫帯の有無を観

察した。

7. 細胞毒性物質のヤマベに対する毒性試験供試魚及ぴ飼育法は前述の 1. と同様である。また

前述 4.で集めた細胞毒性物質商分を 50%ポリピニルピロリドン溶液を用いた浸透圧法tとより Ooc

で濃縮後，溶出に用いた緩衝液に対して一夜透析して， 2. で述べた方法と同様にミリポアフィルター

但A型)で減過して供試した。なお対照は緩衝液のみを用いた。また接種法及ぴ観察法は前述の 3.

と同様である。
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Table 2. Toxici色，yand LD50 of supernatant culture 11吋dof A. 
sal，冊。略化必αAr.・4(EFDL) on yamabe and goldfish 

(A) yamabe 

Fish number died* 
Dose本* I一一一 日

叩 |可」|てIm;OjtIo: I 7 I 8 I凶
91 
9.1 
0.91 
control 

0/5 
0/5 I not 
0/5 I calculated 
0/5 

(B) goldfish 

Dose柿
(mgjkg) 

|:21l:23115;再引

LD同**

112 
control 

no色
ωlcul乱色ed

*: fish number diedjfish number tesおd
紳 protein(mg)jfish weight (kg) 
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田島ら A.抑加抑制daの産生するプロテアーゼの毒性

結 果

1. 供試菌生菌の病原性供試菌， Ar-4 (EFDL)株のヤマペ及び金魚11:対する病原性の検討結果

は Table1 F:示した。ヤマペについてみると，接種菌量の最も多い 157mg/kgでは，接種後1日目

で供試5尾すべてが発死し，舞死魚には接種部付近の膨隆， 筋肉内出血及び筋肉融解が認められると

共F:，肝臓に出血斑が観察されるものもあった。 15.7mg/kg接種した場合は接種部位F:若干の膨隆

が認められるものもあったが，すべて8日目まで生残した。また 1.57mg/kg接種では何ち異状は認

められなかった。一方，金魚では 181mg/kg接種した場合， 3日目で3尾， 4日目ではすべての供試

魚が発死した。発死魚には接種部付近の膨隆， 筋肉内出血及ぴ筋肉融解が認められると共11:，皮膚の

崩壊，脱鱗，皮膚表面の変色等が認められるものもあったが， 内臓には特11:異状はみられなかった。

18.1 mg/kg接種では，第死魚はなかったが，供試魚すべてに接種部付近の膨隆及ぴ立鱗が認められ

た。 1.81mg/kg接種においても同様の症状を呈するものもあった。

以上の結果から， 供試菌生菌のヤマペ及ぴ金魚F:対する印'60はそれぞれ 49.6mg/kg， 57.2 mg/ 

kgと算出された。なおヤマペ及び金魚の型車死魚の菌接種部，腎臓及び心臓血液から接種菌の分離を

行った結果，すべて接種菌を優勢に分離し得た。

2. 供試菌培養上清の毒性前述の方法tとよりヤマペ及ぴ金魚に対する毒性の検討結果は Table2 

K示した。ヤマペに蛋白相当量tとして 91.0mg/kg接種した場合，接種後1日目で3尾の供試魚が第

死したが，以後の第死はみられなかった。発死魚11:は接種部付近の膨隆及ぴ筋肉内出血が認められた。

9.1mg/kg及ぴ 0.91mg/kg接種では共に供試魚の第死はみられず，何ら異状も認められなかった。
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金魚では， 112mg/kg接種した場合，全供試魚の接種部付近の膨隆及び立鱗がみられたが，事E死fC
至るものは全くなかった。

以上，供試菌培養上清の毒性が低かった ζとから， LDω は算出し得なかった。

3. アセトン沈殿蛋白質画分の毒性 前述の方法によりヤマペ及ぴ金魚fC対する毒性の検討結果は

Table 3 Iと示した。

ヤマペK.蛋白質相当量lとして 101.mg/kg接種した場合，接種後1日目で2尾， 3日目， 5日目及び

6日自に1尾ずつ舞死した。第死魚の接種部付近iと'ま膨隆，筋肉内出血及ぴ筋肉融解等が認められた。

10.1 mg/kg及び 1.01mg/kg接種では供試魚の発死はみられず，何ら異状も認められなかった。

一方，金魚に 133mg/kg接種した場合，接種後1日目で供試魚すぺてが発死し，発死魚tとは前述

のヤマベの場合と同様の症状がみられた。 13.3mg/kg及ぴ 1.33mg/kg接種では接種部付近に若干

の膨隆及び立鱗が認められたが発死はみられなかった。

以上の結果から，ヤマペ及び金魚に対する LDdO はそれぞれ 31.9 mg/kg， 42. 1 mg/kgと算出さ

れた。

4. 硫安分画蛋白質の毒性前述の方法tとよりヤマペ及び金魚fC対する毒性の検討結果は Table4 

に示した。

ヤマベfC蛋白質相当量tとして 32.1mg/kg及び 3.21mg/kg接種した場合，いずれも接種1日目

ですべて発死した。 0.321mg/kg接種では，発死はみられず，何ら異状も認められなかった。

金魚では， 27.1 mg/kg接種した場合， 接種1日目ですべて舞死した。 2.71mg/kgでは接種部付

近に膨隆及ぴ立鱗， O. 271 mg/kgでは若干の膨隆が認められたが，共fC発死はみられなかった。なお

Table 4. Toxicity and LD同 ofprote品目許制 ob伽inedwi色hammonium 
sulfate precipitation on yam晶be晶ndgoldfi自h

(A) y品mabe

Fish number died* 
Dose紳|ー←一一 一一一一

(mgjkg) 一一 Days十叩竺内 LD.o** 

1 1 2 1 3I 4 15 1 6 1 7 I 8 I 

。.321 説I0/5 Iν51ν5 I 0/5!附!附|附
control 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 

(B) goldfish 
g 

Fish number died* 

227}! 一 町一…一一 LD
50
** 

五'.1一司王111-pソ 7日
2.71 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 向日

ぷ2ll :ぇ1n|説|説|拐|;jii奴iu …
fish number died/fish number tested 
protein (mg)/fish weight (kg) 

***:日eeFig. 1 
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田島ら A.salm側 icωα の産生するプロテアーゼの毒性

Table 5. Toxiciもy晶ndLD50 of pro色ea自e脚本 purifiedby DEAE-cellulose 
column chromatography on yamabe and goldfish 

(A) yamabe 

Fish number died* 

D晶戸晶fterinoculation 
Dose** 
(mg/kg) 

1 1五一「瓦 4--1-5-!6(7 8 
10.3 

LD50** 

1. 03 
0.103 
control 

3/5 !附!附 1/5 ~ ，. I 
lz;iz:lz:lU1ZU;2i;21ziI326 
0/5 i 0/5 I 0/5 1 0βI 0/5 1 0β1 0/5 1 0/5 1 

(B) goldfish 

Fish number died事|
Dose*事 | 一一一一 +一 | 

Days after inoculation LD50 ** (mg/K8)1-p-l  

__~_!. 2.1 3j_4 J _ 5 1 6 L.? 1 _8---，1 _ _  
28.9 I 5/5 

2.89 附附 iν51 附 i 附~~~ i ~~~ I附 9・14
0.289 0/5: 0/5 1 0/5 1 0/5! 0/5 1 0/5 1 0/5 i 0/5 
。叩伽附 0/51 0/5 1 0/5 0/5 I 附 10/5 [附(

*. 貧自hnumber died川shnumber tested 
紳 protein(mg)jfish weight (kg) 
*ホ*: see Fig. 1 

第死魚についてはヤマベ及び金魚共に前述のアセトン沈殿蛋白質溶液接種の場合とほぼ同様の症状を

呈した。

以上の結果より， ヤマベ及び金魚に対する LD却はそれぞれ 1.04 mg/kg， 8. 57 mg/kgと算出さ

れた。

5. DEAE-セルロースカラムクロマト分画プロテアーゼ画分の毒性前述の方法tとよりヤマペ及

ぴ金魚に対する毒性の検討結果は Table5に示した。

ヤマベに蛋白質相当量tとして1O.3mg/kg接種の場合，接種1日目で3尾， 2日目， 4日目にそれ

ぞれ1尾ずつ舞死した。 1.03mg/kg及び 0.103mg/kg接種では発死魚はなく，何ら異状も認めら

れなかった。

金魚では， 28.9mg/kg接種した場合，接種後1日目ですべて舞死した。 2.89mg/kg及び 0.289

mg/kg接種では発死jまみられず，何ら呉状は認められなかった。

以上の結果から，ヤマペ及び金魚に対する LD50はそれぞれ 3.26mg/kg， 9. 14 mg/kgと算出され

た。舞死魚については金魚で心臓付近に出血がみられた他は，前述のアセトン沈殿蛋白質溶液接種の

場合とほぼ同様の症状を呈した。

6. DEAE-セファデックス A・50カラムクロマト分画プロテアーゼ画分の毒性 前述の方法tとよ

りヤマベ及び金魚K対する毒性の検討結果は Table6 IC:.示した。

ヤマペに蛋白質相当量にして 12.1mg/kg接種した場合，接種後1日目ですべての供試魚は第死し，

1.21 mg/kg接種でJま1日目， 2日自にそれぞれ1尾ずつ舞死した。以後は第死がみられず生残魚にも

何ら異状が認められなかった。 0.121mg/kg接種では何ら変化はみられなかった。
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Table 6. Toxicity and LDoo of pro初制e場料 purifiedby DEAE-sephadex 
A-50 column chromatography on yamabe and goldfish 

(A) yamabe 

LD同**

12.1 I 5/5 
1. 21 I 1/5 
0.121 I 0/5 
control I 0/5 

1.52 

(B) gol岨.sh

Fish number died* 

Days after inocul抗ion 事也守
備
M

・
D
 
L
 

25.6 
2.56 
0.256 
∞叫rol

* : fish number diedjfish numberもested
柿 protein(mg)jfish weight (kg) 
*市*: see Fig. 1 

民

υ
A
U
w
h
υ

，f
，，e
，I
 

A
υ
A
U
A
U
 

5.11 

金魚では， 25.6mg/kg接種した場合，接種後1日目ですべて第死した。 2.56mg/kgでは1日目

に1尾舞死したが，以後は接種部付近fL膨隆及び立鱗がみられるものもあったが，第死fL至らず耐過

した。 0.256mg/kgでは何ら変化はみられなかった。なお舞死魚については，ヤマベ及び金魚ともに

前述のアセトン沈殿蛋白質溶液接種の場合とほぼ同様の症状を呈した。

以上の結果より，ヤマベ及び金魚に対する LDooはそれぞれ 1.52 mg/kg， 5. 11 mg/kgと算出さ

れた。

なおこれまでのヤマペ及ぴ金魚に対する各試料の毒性試験において対照魚には何ら異状は認められ

なかった。また Table7にζれまでの毒性試験の結果をまとめて示した。

'1. RTG・2培養細胞に対する毒性試験前述までの毒性試験においてブロテア{ゼのヤマペ及び

金魚に対する毒性は，精製が進むにつれて上昇したが，精製の第3段階である DEAE-セルロ{スカラ

ムクロマト分画後にやや毒性が低下したととかち， ブロテア{ゼ以外の毒性物質の存在が示唆された。

そ乙で前述の方法で， DEAEーセルロースカラムクロマトグラフィー及ぴ DEAEーセファデックス

A-50カラムクロマトグラフィーの全溶出フラクションについて RTG-2培養細胞に対する毒性を調

べた。結果は Fig.2及ぴ Fig.3に示した。

まず DEAE-セルロースカラムクロマトグラフィーにおける全溶出フラクションの RTG-2細胞に

対する毒性 (Fig.2)は， ブロテアーゼ活性を有するフラックション No.82-No. 103の画分に認め

られ，さらにその後の食塩濃度が 0.2Mから 0.4Mの範囲で溶出されるフラクション No.125-

No. 217の画分にも明らかに認められた。乙の画分には Fig.2から明らかなように. Schacterle and 

Pollack法5) で検出され得る蛋白質のピークは認められなかった。なお対照として食塩を 0.2M0.3 
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T品.ble7. Comparison of pathogenicity of viable cells andω，xicity of protease 
of A. 8almonio必aAr--4 (EFDL) on yamabe and goldfish 

Clinical s福田 I LD60 (mg/kg) 
Purific叫 onsteps Iー←ー I 一一一一一一 | 

y晶m晶be gol岨sh

Swellminugs，chlae Bmorrh品ge||Swelling，haemorrhage 
in 泊 muscle

Viable cells IEA品aqeもumelfiovωIeTtrhioan gi of muscle 
Liquefaction of muscle 49.6 57.2 

c spot Destruction of sk血
Scale 10呂田
Discolor晶tionof lesion 

Supernatant Swin ellminugs，chle aemorrhage Swelling. 
Scale protrusion 一 一

A佃 ωne Swelling， hぅle帥 morrhage Swelling， haemorrhage 
precipitation m muscle in muscle 

31. 9 42.1 Liquefi乱ctionof Lsoiq品uleefpardotirounSioof n muscle 
muscle 

(NH，)sSu， as晶bove as above 
1. 04 8.57 precipitation 

DEAE.cellulose Swelling， haemorrh乱ge
column chroma- in muscle 
togr品phy 品sabove Liquef:加もionof muscle 

3.26 9.14 Scale proもrusion
Haemorrhage around 
heart 

DEAE.sephadex Swelling，h3le a，emorrhage Swelling， haemorrhage 
A-50 column m musCle in muscle 
chromatography Liquefaction of Liquefaction of muscle 

muscle Scale porrrohtrauEse ioan nd 1. 52 5.11 
Congestion at fin-ba町 Haemo町hage

congestion at fin. 
base 

M 及び O.5M添加した緩衝液では，細胞に対して何ら異状は認められなかった。両画分の細胞変性

状態を顕微鏡tとより観察したと乙ろ， プロテア{ゼ函分では細胞シートが崩壊あるいは網目状を呈し

ているのに対して，フラクション No.125-No. 217の画分では細胞シートが崩嬢あるいは均質な粒

子を呈しており，作用様式I'C.相違が観察された。さらに後者の画分について各フラクションを前述の

イーグル MEM培地で2倍， 4倍及び8倍iと希釈して，前述と同様の方法で細胞に対する毒性を観察

した結果， Fig.2 I'C.示したととく， 食塩濃度 O.25M-0.3M聞に溶出するフラクション No.160を

中心とした画分に高い毒性が認められた。一方， DE姐ーセファデックス A-50カラムクロマトグラ

フィーにおける全溶出フラクションの RTG-2細胞に対する毒性は Fig.3に示したごとくでプロテ

アーゼ活性を有するフラクション No.89-No. 1∞の蘭分以外には認められなかった。

8. 細胞毒性物質の紫外部吸収スペクト)1- 細胞毒性画分の紫外部吸収スペクトルをみた結果は

Fig.4 Iζ示した。図から明らかなように本物質は 200nmに吸収極大を持ち， 280nm付近にもわず

かながら吸収が認められた。
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9. 糖類の検出糖類の検出法である前述の

Molish反応をみたととろ，濃縮細胞毒性画分溶液

は明らかに陽性反応を示した。

10. 細胞毒性物質のヤマベに対する毒性試験

細胞毒性物質を含んだ画分を前述の方法で濃縮し，

ヤマペに接種して毒性の観察を行った。結果は

Table 8に示した。供試魚は8日間の観察期間中，

外見的には何らの変化もみられず，解剖所見でも

異状は認められなかった。

考 察

供試菌 Ar-4(EFDL)株の産生するプロテア{

ゼの毒性の検討を行うに先立ち，供試菌の病原性

について再確認を行った。 その結果， ヤマペ及ぴ

金魚の両供試魚共に接種部付近に膨隆・立鱗がみ

られ，金魚では体表fC.出血が観察されるものも

あった。また第死魚について膨隆部位を切開する

と，筋肉内に血膿様浸出液の貯留が認められ，両

供試魚いずれの場合も乙の患部から接種菌を優勢

に分離し得たことから， 乙の膨隆患部は接種薗に

よって形成きれた， いわゆる郷と思われた。 きら

に両供試魚の型車死魚の腎臓及ぴ心臓血液からも接

種菌を優勢に分離し得た ζとから，両供試魚lま明

Q
.

。

0.5 

200 300 400 

wave length (nm) 

Fig. 4 U.V. absorption spectrum of 
cytoωxic substance obtained by 
DEAE・ωllulosecolumn chromaω-
graphy (自eeFig. 2) 

Table 8. Toxicity and LD問。fcytotoxic substance obtained by DEAE司
。暗llulo船舶lumnchromatography on yam乱.be(日eeFig. 2) 

Fish number died* 

Dose柿
D同vsafter inocu!晶tion

(mgjkg) I____~__~r 

1 I 2 I 3I 4 I 5 I 6 I 
1. 87 I 0/5! 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 
control I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I 0/5 I0/5 I 

* : fish number diedjfish number tesもed
protein (mg)jfish weight (kg) 

LD同**

:j:|;j:| not calculated 

らかに供試菌の接種tとより発死したものと思われた。 そとで本菌の産生するブロテアーゼについて，

各精製段階の各蛋白質及びプロテア{ゼ試料の毒性の検討を行った。

まず培養上清の毒性について検討した結果， ヤマペ及び金魚の両供試魚とも接種部付近に前述の生

菌病原性試験において認められた，いわゆる癒と外見上類似の膨隆及び立鱗がみられたが，筋肉融解

等は認められなかった。すなわち皮下筋肉組織の融解物や血液等を含むせっそう様患部形成は明らか

ではなかった。しかし，さらに精製の進んだアセトン沈澱蛋白質溶液から DEAE-セフアデックス

A-50カラムクロマトまでの各分画ブロテアーゼの毒性試験の結果， ヤマペ及び金魚の両供試魚iと常

tと一貫してせっそう様息部の形成が観察され， 乙の患部付近の筋肉には出血及び筋肉の融解がみられ，
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さらに症状の進んだものでは血液を含んだ膿様浸出液で満たされているものもあった。また解剖所見

では，ヤマべでは内臓に異状を呈したものはみられなかったが，金魚では心臓付近及び腹腔内に出血

がみられるものもあった。

以上の結果から，供試菌Ar-4(EFDL)株の産生するプロテア{ゼと，本菌の感染によるせっそう病

における典型的な病変との問には密接な関連性があるものと推察された。 Ciprianoら引も A.salmon-

icidaの培養上清より RTG-2培養細胞に対する毒性物質を得ているが，病原性との関係ではプロテ

アーゼ活性を合せ持っている成分がその活性を持たない成分に比較してより病原性が強いことを報告

している。

また以上の結果から両供試魚について精製の各段階の試料の 50%致死量 (LD60) を比較検討した

結果，いずれの試料に対してもヤマベの方が若干感受性が高い傾向がみられた。本菌が本来サケ科魚

類のせっそう病原因菌として知られていることからも当然の乙とと思われる。 しかし，本菌感染症の

権病魚の症状は，魚種による差はあまりない7) ともいわれており，前述したように病原性及び毒性試

験の結果における外見及び解剖所見でみられたように，両供試魚tとほぼ同様の症状が観察された乙と

から，実験室内での飼育の容易きを考慮するならば， 本菌の病原因子の研究などのために金魚もまた

十分供試魚として使用し得るものと考えられる。

また LD60値は，ブロテアーゼの精製が進むにつれてヤマペ及び金魚とも減少，すなわち毒性が高

くなっていくが，精製が進み，DEAEーセルロースカラムに展開して得られたブロテアーゼ画分を接

種した場合ブロテアーゼ活性は明らかに上昇しているにかかわらずヤマペ及び金魚のいずれにおいて

も若干の毒性の低下がみられた。 ζの乙とからブロテアーゼ以外K何らかの毒性物質の存在が推察さ

れた。そこで DEAE-セルロースカラムクロマトグラフイ{で得られた全溶出フラクションについて

R1ひ 2培養細胞に対する細胞毒性の観察を行った結果， ブロテアーゼ活性を有する画分以外にも細

胞に対して明らかに毒性を示す両分が見出された。 ζの画分の一部を集めて凍結乾燥により濃縮した

乙の細胞毒性画分は 200nmfr:吸収極大を示す他， 280nm付近lとも若干の吸収が認められた。 とこ

ろで， Fullerら8) は A.salmonicidaの培養上清からニクマスの白血球を溶解する物質を見出し， ζ

の物質が糖蛋白であると報告している。本物質についても地lisch反応により糖の検出を試みたとこ

ろ明らかに陽性反応を示した。

また物質の組成は明らかにされていないが野村ら帥も A.salmonicidaの培養上清液からイワナ，
ヤマペ及ぴニヲマスの赤血球膜を破壊する物質について報告している。 しかし， Ciprianoら叫によれ

ば白血球膜溶解活性と病原性の強さとは直接関連性がないと述べている。

細胞毒性画分のヤマベに対する毒性を検討した結果，供試魚には外見的及び解剖所見ともに何らの

異状がみられなかった ζ とから，おそらく本物質鞠虫ではせっそう病起病因子となり得ず，本菌のブ

ロテアーゼの毒性の補佐的因子として作用するものではないかと考えられる。 この点に関しては

Fullぽら8) もA.salmonicidaの病原性の研究において，生菌fr:前述の白血球溶解物質を加えた場合

の方が生菌単独の場合よりも第死率が増加する ζ とを報告している。
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