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　細菌性腎臓病（bacterial kidney disease: BKD）は，北

米，ヨーロッパ，南米および日本で発生し，サケ・マス

類に甚大な被害をもたらす疾病である（Fryer and 

Sanders, 1981; Wiens and Kaattari, 1999）。わが国では，

1973年に北海道のマスノスケ Oncorhynchus tshawy- 

tschaで初めて BKDの発生が確認され，その後本州のギ

ンザケ O. kisutchを中心に BKDが発生し（木村・粟倉， 

1977），現在では日本各地のサケ・マス養魚場で問題と

なっている。BKD罹病魚には，体色黒化，腹部膨満，眼

球突出および点状出血が見られ，主に腎臓，脾臓および

肝臓に白斑状の結節様病変が観察される（早川ら， 

1989; Wiens and Kaattari, 1999）。BKDの原因菌である

Renibacterium salmoninarum（R.s.）は，グラム陽性の

短桿菌（0.3～0.5 m m × 0.8～1.0 m m）で，しばしば双

桿状を呈する（Fryer and Sanders, 1981）。R.s.の分離

培地として，システイン血液寒天培地（KDM-1; Ordal 

and Earp, 1956）および KDM-2 培地（Evelyn, 1977）が

用 い ら れ る。ま た，KDM-2 培 地 に 含 ま れ る 牛 

胎児血清の代わりに活性炭を用いた KDM-C 培地 

（Daly and Stevenson, 1985）や KDM-2 培地に各種抗 

生物質を添加した S-KDM 培地（Austin et al., 1983; 

Gudmundsdóttir et al., 1991）も報告されている。しかし

ながら，何れの培地においても R.s.がコロニーを形成す

るまで通常で 2週間以上，不顕性感染魚からの分離では
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ABSTRACT—Detection limit of PCR was investigated for Renibacterium salmoninarum, the causa-
tive agent of bacterial kidney disease, with a logarithmic growth phase.　When genomic DNAs from 
serially diluted bacterial cells were subjected to PCR, the minimum concentration by PCR-detection 
with 30, 35 and 40 cycles of amplification were all 105 cells/mL, and the sensitivity was not 
improved by treatments of the bacteria with lysozyme, achromopeptidase and/or SDS.　The extrac-
tion rate of genomic DNAs from the bacterial cells was approximately 3%.　It was confirmed that 
PCR-detection limit for R. salmoninarum cells mixed with fish kidney tissues was significantly lower 
than that for the bacteria suspended in the medium.　Moreover, there was no significant difference 
in the detection limit between immunofluorescence antibody technique (IFAT) and PCR.　These 
results suggest that PCR detection should be followed by other methods such as IFAT.
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4ヶ月以上を要することもある（Benediktsdóttir et al., 

1991）。そのため，本菌の検出には，蛍光抗体法（IFAT: 

Bullock and Stuckey, 1975）や Enzyme-linked immuno-

sorbent assay（ELISA: Pascho and Mulcahy, 1987）な

どの免疫学的手法，さらに R.s.の菌表在蛋白質である

p57 あるいは 16S rRNAを標的とした PCRおよび RT-

PCR等の分子生物学的手法も用いられる（Brown et al., 

1994; Magnússon et al., 1994）。

　ところで，近年，北海道内のサクラマス養魚場で飼育

中の幼魚において BKDによる減耗が認められ問題になっ

ている。奥田ら（2006）は，サクラマス養魚場で実施し

た抗 R.s.抗体検出調査により，健常幼魚の一部が抗 R.s.

抗体を有し，その陽性率が夏から秋にかけて上昇するこ

と，また遡上親魚の抗 R.s.抗体陽性率も催熟蓄養中に上

昇することから，スモルト生産幼魚および遡上親魚間で

R.s.の感染環が成立している可能性を指摘した。一方で，

Chase and Pascho（1998）は，PCRで数細胞の R.s.が

検出可能と報告しているが，これまで我々が実施した

R.s.の疫学調査で，抗 R.s.抗体陽性で明らかに R.s.感染

履歴を有すると考えられる健常幼魚群および親魚群から

PCRにより R.s.が検出された例は極めてまれであったた

め，抗体検出 ELISAと PCR結果の整合性が得られず，

R.s.感染環の解明を困難にしていた。

　そこで本研究では，感染初期あるいは不顕性感染魚な

ど R.s.が微量しか存在しない状況での PCRによる検出

の限界について検証するため，対数増殖期の R.s.細胞を

用い，PCRによる R.s.の検出感度を改めて検証した。

材料および方法

供試菌

　本研究では，北海道内 BKD罹病サクラマス幼魚由来の

R.s. Tok46株を用いた。R.s.は，KDM-2 液体培地（ 1　 

％ peptone, 0.05％ yeast extract, 0.1％ cysteine-HCl, 

10％ FBS; Evelyn, 1977）を用い15°C で振盪培養（100 

rpm）した。

R.s. の増殖曲線と総菌数

　R.s.の増殖曲線は、KDM-2液体培地に接種した細菌の

濁度を経時的に測定し作成した。即ち，対数増殖期にあ

る R.s.（OD620: 0.5）を KDM-2 液体培地に 1/100 量接種

後15°C で15日間振盪培養（100 rpm）し，経時的に培養

液の濁度（OD620）を測定した。また，OD620: 0.5 付近ま

で培養した R.s.を採取し，ズダンブラック染色フィル

ターに集菌した。なお、ズダンブラック染色フィルター

は，メンブレンフィルター（0.2 m m, Whatman）をズダ

ンブラック B 溶液（50％エタノールで0.1％に溶解した

ズダンブラック B（和光）; 0.2 m mメンブレンフィル
ターで濾過）で染色（遮光 , 一晩）した後，滅菌濾過DW

で洗浄したものを用いた。フィルターに PBSで50倍に

希釈した抗 R.s.家兎血清を 50 m L滴下した後37°C で30

分間反応させ，PBSで50倍に希釈した FITC標識抗ウサ

ギ Igブタ血清（Dako）を 50 m L滴下し37°C で30分間反

応させ，R.s.を蛍光染色した。未反応血清を PBSで洗浄

した後，グリセリン緩衝液（0.5 M炭酸－重炭酸ナトリウ

ム緩衝液（pH 9.5）で作製した90％グリセリン）で封入

後，蛍光顕微鏡（BX51, オリンパス）で観察し，1,000倍

下で50視野観察したときの R.s.細胞数を測定し，1視野

当たりの平均細胞数からフィルター全面の R.s.細胞数を

推定し，培養液 1 mL中の総菌数を算出した。

R.s. の溶菌処理

　KDM-2液体培地で OD620: 0.5となるよう培養した R.s.

を用い，TE（10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0）で

10倍希釈列を作製後，リゾチーム（終濃度 1 mg/mLおよ

び 10 mg/mL），アクロモペプチダーゼ（終濃度0.5 

mg/mL）およびドデシル硫酸ナトリウム（SDS, 1％）を

加え，以下の手順で溶菌処理した。リゾチーム添加では

37°C で 1時間，アクロモペプチダーゼ添加では55°C で　

1　 時間処理した。リゾチーム，アクロモペプチダーゼお

よび SDS処理の場合は，リゾチームおよびアクロモペプ

チダーゼ添加後55°C で30分間処理し , 次いで SDSを添

加した後70°C で30分間処理し，各々を後述の PCRに供

した。

核酸抽出およびPCR

　R.s.懸濁液では，TE- 飽和フェノール抽出を 2回，ク

ロロホルム・イソアミルアルコール混液（24 : 1）抽出を

1　 回行った後，遠心分離（12,000× g, 5　 分）により得た

水層 1 m Lを PCRに供した。なお，SDSを添加した試料

では，エタノール沈殿により SDSを除去した後，得られ

た核酸を所定量の TEに溶解し PCRに供した。一方，腎

臓組織を添加した R.s.懸濁液からの核酸抽出は，野中ら

（1998）の RNase-PEG沈法に従った。SPFサクラマス

から摘出した腎臓組織（20～50 mg）および所定量の

R.s.を 1 mg/mLリゾチーム含 TE 300 m Lで磨砕後37°C

 で1時間処理し，プロテナーゼ Kおよび SDSを各々 1 

mg/mLおよび1％（w/v）となるよう加え37°C で30分間

処理した。フェノール抽出（ 2　 回）およびクロロホル

ム・イソアミルアルコール混液（24 : 1）抽出（ 1　 回）の

後，水層を回収した。エタノール沈殿により得た核酸を

20 m g/m L RNase A含 TEに溶解し37°C で30分間処理し

た後，1/2 量の20％（w/v）ポリエチレングリコール

（PEG-6000）–2.5 M NaCl溶液を加え撹拌後，氷冷で 1　 

時間処理し，遠心分離（12,000 × g ， 5分， 4　 °C ）によ

り得られた沈殿核酸を70％エタノールで洗浄・乾燥させ

た後，TEに溶解した。なお，核酸濃度は何れも UV吸光
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度法により求めた。

　PCR による R.s. 遺伝子の検出には，Brown et al.

（1994）の報告に従い，R.s.の菌表在蛋白質である p57

遺伝子領域（501 bp）を標的とした PCRプライマー，

Rs1（5’-CAA GGT GAA GGG AAT TCT TCC ACT-3’）

および Rs2（5’-GAC GGC AAT GTC CGT TCC CGG 

TTT-3’）を用いた。抽出核酸液 1 m Lを含む 25 m Lの

PCR反応液（10 mM Tris-HCl pH 9.0, 50 mM KCl, 1.5 

mM MgCl2, 0.1％ TritonX-100, 0.2 mM dNTPs, 0.625 U 

Taq DNA polymerase（Promega）, 0.4 m M primers）中

で標的遺伝子の増幅を行った。増幅反応は，まず72°C で

10分間および95°C で 5分間反応させた後，95°C で40秒

間，48°C で40秒間および72°C で40秒間の反応を 1サイ

クルとして35サイクル行い，さらに72°C で 5分間反応さ

せた。PCR産物は，1.5％アガロース-TAE（40 mM Tris-

acetate, 1 mM EDTA, pH 8.0）ゲル電気泳動の後，エチ

ジウムブロマイドで染色し，UV照射下で観察した。な

お，遺伝子増幅は，35サイクルを基本とし適宜変更した。

蛍光抗体法（immunofluorescence antibody tech- 

nique: IFAT）

　KDM-2 液体培地でOD620: 0.5 となるよう培養した R.s.

を用い，PBSで10倍希釈列を作製後，各々 10 m Lをス

ライドガラスに滴下し，自然乾燥した後火炎固定した。

上述と同様に，PBSで50倍に希釈した抗R.s.家兎血清お

よび FITC標識抗ウサギ Igブタ血清で処理し，グリセリ

ン緩衝液で封入後，蛍光顕微鏡で観察した。なお，判定

は1,000倍下で50視野検鏡し，FITC陽性菌体が確認され

た場合を R.s.陽性とした。

結果および考察

　対数増殖期にある R.s.（OD620: 0.5）を KDM2 液体培

地で100倍に希釈し15°C で振盪培養した時の濁度の推移

を Fig. 1. に示した。培養 2～ 3日目から濁度が上昇し始

め 7日目には OD620: 1.7 まで達したが，その後濁度の上

昇は認められなかった。なお，培養約5日間で R.s. は

OD620 が 0.005 から 0.5 まで増殖したことから， KDM-2 

液体培地を用い15°C で振盪培養した R.s.は120時間を要

して100倍（26.6倍）に増殖したことになり，R.s.の世代

時間は約18時間と算出された。培養液を集菌し IFATに

より R.s菌数を計数したところ，OD620: 0.5における R.s.

総菌数は約 109 cells/mLであった。また，R.s.は少なく

ともOD620 が 0.08～0.80 では対数増殖期にあり，この範

囲においてR.s.の総菌数は生菌数と等しいと考えられた。

　対数増殖期の R.s.細胞を用いての PCRでは，検出限

界は25および30サイクルの増幅で各々 106 cells/mLおよ

び 105 cells/mLであったが，35サイクル以上増幅しても

R.s.が 105 cells/mL以上存在しないと検出されないこと

が示された（Table 1）。したがって，本 PCRの検出感度

は，患部に多数の R.s.が存在する病魚等からの検出では

支障ないが，感染初期あるいは不顕性感染魚のように

R.s.が微量しか存在しない場合では明らかに不十分であ

ると考えられた。ところで，本 PCRの標的とする p57遺

伝子は，細胞当たり 3コピー存在する（Rhodes et al., 

2004）。本実験結果では，1反応当たり 1 m Lの抽出核酸

液を供した PCRでの R.s.の検出限界が 105 cells/mLで

あったことから，PCRの検出限界は 1反応あたり 3×

102（300）コピーと算出される。結果には示さなかった

が，クローニンングした同標的遺伝子を対象にした場合，

本 PCRで約10コピーの標的遺伝子が安定的に検出可能

であることを確認している。また，本実験に供した R.s.

懸濁液は TEで十分に希釈されていたことから，PCR反

応阻害物質による検出感度への影響も無いと考えられた。

にもかかわらず，R.s.生菌を用いた本 PCRの検出限界が

300コピー程度と算出されたことは，R.s.の核酸抽出効

率が 3　 ％程度であることを示唆する結果であると考えら

れた。R.s.はグラム陽性菌であり，一般的にグラム陽性

菌はグラム陰性菌に比べ核酸抽出効率が極めて低いこと

が知られている。そこで，リゾチームの濃度を上げて溶

菌処理を施したが，R.s.の検出限界は 105 cells/mLであ

り，さらに，アクロモペプチターゼおよび SDSを用いた

溶菌処理によっても，大幅な検出感度の改善は認められ

なかった（Table 2）。

Fig. 1.　Growth curve of R. salmoninarumin KDM-2 broth 
medium at 15°C at 100 rpm.

Table 1.　Detection limits of R. salmoninarum by PCR with dif-
ferent amplification cycles

Total count (cells/mL)Number of
amplified cycles 104105106107

––+w
*1+25

–+w+ NT*230

–+w+ NT   35

–+w+ NT   40

*1: weakly positive, *2: not tested.
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　次いで，腎臓組織からの R.s.検出を想定し，SPFサク

ラマスから摘出した直後の腎臓組織（20～50 mg）に対

数増殖期にある R.s.を所定量添加し，フェノール・クロ

ロホルム法により核酸抽出した後 PCRに供した。その結

果，詳しいデーターは示さないが，R.s.は全く検出され

なくなり，腎臓組織からの R.s.検出感度は大幅に低下す

ることが明らかになった。PCRでは，抽出核酸液に組織

由来 RNAや不純物が多量に混在することで標的遺伝子の

増幅反応が阻害されるが，この問題は RNase-PEG沈法

による核酸抽出を行うことで大幅に改善される（野中

ら， 1998）。本研究においても RNase-PEG沈法を用い

ることにより， 35サイクル増幅で 105 cells/mL以上の

R.s.が検出可能となった（Table 3）。なお，RNase-PEG

沈法の各操作段階における腎臓組織からの抽出核酸量を

比較した結果，RNase処理前では 10～12 m g/m Lであっ

たのに対し，RNase処理および PEG沈殿後には， 0.1～

1.0 m g/m Lとなった。したがって，腎臓組織からの PCR

による R.s.検出では，多量の夾雑 RNAにより検出感度

が低下する可能性があり，標的核酸を効率良く抽出する

ことが重要であることが改めて確認された。

　Brown et al.（1994）および Chase and Pascho

（1998）は，PCRで 1～数細胞の R.s.が検出可能と報告

している。しかしながら，微量 R.s.の培養は極めて困難

であるため，現在のところ供試検体中の R.s.生細胞数を

正確に把握することは困難である。さらに，CFU法によ

り標的細胞数を求めた場合，死菌から抽出された標的遺

伝子数を正確に把握し，その影響を排除することは困難

であると考えられる。そこで，本研究では対数増殖期に

ある R.s.を用いることで， 濁度と総菌数の関係から生菌

数を推定し，R.s.からの核酸抽出効率が数％程度である

ことを明らかにした。さらに，グラム陽性菌である R.s.

においては，各種溶菌酵素あるいは溶菌剤を用いても，

核酸抽出効率の改善が期待できないことを示した。

Chase and Pascho（1998）や Magnésson et al.（1994）

は，RT-PCRや nested-PCRを用いることで，その検出

感度が改善されることを報告している。確かに，これら

の方法により検出限界の改良が期待できるが，PCRでも

十数コピー程度の標的遺伝子が検出可能であることから，

nested-PCRを用いたとしても検出感度は10倍程度しか

改善されないと考えられる。また，RT-PCR により

mRNAを標的とした場合においても，腎臓組織由来の

mRNAが多量に抽出されること，核酸抽出効率が改善さ

れていないことを考慮すると，検出感度の大幅な改善は

期待出来ないと考えられる。

　最後に，IFATによるR.s.検出感度について検証したと

ころ，約 104 cells/mLであった（Table 4）。近年，分子

生物学的手法の普及により，手軽に PCRが行えるように

なったが，少なくともR.s.の検出においては，PCRによ

る検出感度は決して高感度ではなく，蛍光抗体法と同程

度であることが改めて確認された。すなわち，BKD発症

魚からの R.s.検出あるいは分離培養された R.s.の迅速同

定においては，PCRは極めて有用な方法であるが，IFAT

でも代用可能でり，感染初期あるいは不顕性感染魚など

R.s.が微量にしか存在しない場合には，PCRを過信する

ことなく，IFATを併用すべきであると考える。さらに，

奥田ら（2006）は，北海道内のサクラマス養魚場におけ

る抗 R.s.抗体検出調査により，健常幼魚群および遡上親

魚群から抗 R.s.抗体を検出しているが，R.s.感染履歴を

有すると考えられるこれらの健常魚から PCRにより R.s.

が検出された例は極めて希であったため，抗体検出

ELISAと PCR結果の整合性が得られなかったが，その

原因の一つに R.s.検出用 PCRの感度が予想以上に低

かったことがあると考えられた。
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