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佐有水研報 25 (41--76) 2011 

海苔スミノリ病の発症要因解析と防除法開発に関する研究*1

三根崇幸*2

Studies on the Incidence Factors of Suminori Disease and the Development 
of the Biological Control in Laver Cultivation using Bacteriophage 

Takayuki MINE 

The cultivation of laver¥Porphyra spp.， is one of the major marin巴farmingindustries in J apan. However， 

the occurrence of suminori disease caused by pathogenic bacterial infection during the period using frozen 

laver tha11i is a serious probl巴m.Th巴presentstudy was carried out to elucidate the factors that influence the 

Qccurrence of suminori disease and to develop a biological control of suminori disease by bacteriophages 

that infected suminori pathogenic bacteria 

Pathogenicity was determined in four stocked bacterial strains， isolated from suminori-diseased laver 

tha11i of PorPhyra spp. in 1985町2002，2003， and 2004 when the suminori disease occurred in the Ariake Sea 

Even though a11 isolates caused the same symptoms of th巴diseaseon infected laver tha11i of P. yezoeJlsis， 

th巴yb巴longedto completely different families. Among them， in 1985 an isolate was identified as being 

closely related to Arthrobαcter tumbae. whereas the other three rec巴ntisolates were related to 

Gaetbulibacter saemankumeJlsis 

The detection of the pathogen revealed that the isolate of Gaetbulibacter sp. was commonly found on 

normal and frozen cultivated laver tha11i. Furthermore， it was revealed that the physiological condition of 

the laver thalli det巴riorateddue to the freezing treatment and the deterioration was accelerated under low 

salinity. It was also observed that the sensitivity to bacterial infection corresponded to the deterioration in 

the physiological condition of the lav巴rthalli. It was strongly suggested that several factors influence the 

incidence of suminori disease. since the disease is induced by a combination of the number of pathog巴ns

present and the physiological condition of laver tha11i 

Three types of bacteriophages that infected suminori pathogenic bacterium， Gaetbu!ibacter sp.， were 

isolated from seawater and tideland mud of the Ariake Sea. These bacteriophag巴swere classifi巴dinto two 

groups according to their morphology and restriction analysis of th巴irgenomes. Their host range. virulence， 

storage stability， and pH stability was investigated 

Suminori disease control was also att巴mptedusing one isolated bacteriophage selected by its virulence 

and the storag巴stability.The incidence of th巴diseasewas apparently repressed in phage-treated laver 

thalli immediately after bacterial infection. Furthermore守phagetreatment was 

* 1 . ~，論文!~ 脱Y2.，t;，;).、午大学院述合成苧研究干|に拠出した学位論文を一部改変したものである。
*2 現干「 水1位叩
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that of phage-treated laver. It was suggested that phage treatment is an eff巴ctivesuminori disease control 

without a significant reduction of the growth of laver thalli 

The results obtained in this study reveal the incidence factors of suminori disease， and suggest the 

possibility of using bacteriophages for suminori disease control in laver cultivation 

序論

ノリ (Poゆhyraspp，)養殖は，ノリの殻胞子を網に付

着させること (採苗)により開始される。我が国におけ

るノリ養殖は， 1950年頃まで-は主に天然採苗により行わ

れていたため守 一ー部の海域でのみ行われていたが. ノリ

の人工採前技術が1954年に侍立されてからは全国各地

で、本格的に行われるようになった。その後.多収穫性品

種の開発など様々な養殖技術の改良によりノリの生産量

は飛躍的に伸び， 2∞8年度では，その生産量およびと1:，産

会額はそれぞ、れ年間約90億枚で8∞億円に達している。

有明海佐賀県海域はその1，1，1で，生産枚数および生産金額

ともに平成15年度以降全問l位であり，有数のノリ生

産J也となっている。

ノリの土産量を飛躍的に向上させた養殖技術の一つ

に，1966年に開発されたノリ網の冷凍保存技術がある J)。

この技術は， ノリ業体の葉長が 2~3cmになるまで育苗

したノリ網の一部を 20~-300C で数ヶ月間冷凍保存す

るものである。このt支仲1カf開3Eされる以前では，アカグ

サレ病2)や蚕状菌病3)などの発生によりノリ網が土産不

能となった時点でノリ養殖は終7していた。しかしなが

ら，この技術が開発されてからは ノリ網が生産不能と

なった場合でも 冷凍保存していた網に張り替えること

により継続した養殖が可能となった。この技術が普及し

た現在では ノリ養殖期は訳出したノリ制を育所してそ

のまま養殖する秋芳網期と秋芽網期に冷凍保存してい

た一斉1)のノリ網を再度出場に張り込み養殖する冷凍網J!JJ

に分けられている。近々の有明海佐賀県出域では守秋w
桐JUl養殖は 10月中旬の採苗から始まり， 11月101"旬のノ

リ制の冷凍保存(冷凍入庫)を経て。漁場からノリ網が

一斉撤去される 12月J'I"旬まで行われ。冷凍網期養殖は

冷凍ノリ網が再度漁場に張り込まれる 12月仁1"下旬以降

から行われているo 冷凍綱期におけるノリの生産量およ

び、生産金額は秋芽綱JtJJと比較していずれも高く. ノリ養

殖にと って冷凍綱則は重要なH寺期となっている。特に。

冷凍~同期11J ml摘みの乾ノリ製品は高品質であ 1') ，養殖期

間を通じて最高値で11)(引される。しかしながら. 有明海

佐賀県海域では 1976年以降，この冷凍網期初回摘みの

ノリ葉体を中心にスミノリ病がしばしば発生し (Tabl巴

1)，被害が大 きい年では5O~70 億円の損害が生じてい

る。

Tablc I OCCllrr一巴nceof Sllminori diseas巴in th巴Ariake Sea 01 
Saga Pr巴fectllre

Year Damag巴 Year Damag巴

1976 + 1993 

1977 1994 

1978 1995 

1979 1996 

1980 十 1997 

1981 + 1998 

1982 + 1999 

1983 20叩

1984 + 2001 

1985 ++ 2002 ++ 

1986 + 2003 

1987 2004 + 

1988 2∞5 
1989 2006 

1990 ++ 2007 

1991 + 2008 

1992 2009 

スミノリ病とは.ノリ葉休が細菌感染することにより

発症するキ111前性疾病で、あるとされている4)。 スミノリ病

!東京flI菌に感染したノリ殺体には淡い赤色を呈するなどの

症状が認められるが， 一般に守 r~~J \JRrl先祭では正常なノリ

業体とのIK別が|到難である5-i)。また守本病にiffi思した

ノリ葉体の光学顕微鏡観察では，主l'材、k:ffI菌と呼ばれる伴

閣の葉体~:~辺部付着 細胞の色素体やi夜胞の褐色化，細

胞配列の乱れなどの杭:1犬が認められるものの 目立った

死~:III胞は認められなしJ10 しかしながら，製i日11JO工する

過程において.このようなノリ殺体を淡水に漫潰すると

細胞の原形質が吐出し その製品には表而にさ~を詮った

ように光沢がなくなる (Fig1)。このような乾ノリ製品

は等級格イ寸けで披低である「日IjJ等級になり製品価値

は苦しく低.ドーする。本病は， このように製品加工する段

階でその発生に初めて気付くことになるため，防除対策
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Fig. 1 Products made of suminori diseased laver thalli 

A : Normal， B : Suminori 

が遅れ被害が拡大する傾向にある6)。さらに，本病の発

生にはスミノリ病原細菌が関与していると考えられてい

るが，その発生の規模や程度はノ 1)葉体の養殖条件に

よって変動することなども認められており 4.8) 本病発

生原因が細菌感染以外にもある可能性が否定できないこ

とから。本病の発生機構の解明は明確にされていないの

が現状である。

本病の被害を防止・軽減するためには守本病の防除i去

を確立することが重要となるが，そのためにはまず.本

病ノリ葉体から細菌を分離して病原性の確認と細菌種の

同定を行ったのち，そのと!ミ育条件などの細商微生物学的

性状を明らかにすることが必須となる。しかしながら，

スミノリ病原細菌として‘異なる海域で様々な細菌がこ

れまでに報告されているが，それらは‘いずれも属レベ

ルまでの分類に止まっており，種の同定までには至って

いない4)。また，スミノリ病原細菌の生育条件に関する

検討は定性的に行われているにすぎない4)。

これまで実施されている本病の防除法としては， ノリ

綱の干出時間を長くして業体付着細菌数を減少させる

「高水位養殖J46.79)やノリ綱を pH2程度の強酸性溶液

に数分間浸演して葉体付着細菌を除去する「酸処

理j10-12)等が挙げられる。しかしながら.r高水位養殖J
はノリ業体の生長を遅らせるため生産量の増加が期待で

きない，赤色を呈した乾製品ノリとなることから商品価

値が低下しやすい.本病の被害が大きい年では本i去によ
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る被害の回避が不十分であることなどの問題が残されて

いるの。また本病防除法で、現在のところ最も有効とさ

れている [酸処理」においても，処理条件によってはノ

リ葉体に傷害を与えてしまうことや，環境に負荷を与え

る可能性が指摘されており守その使用量の削減が求めら

れている 13-1510以上のことから，これらの問題点を解

決する効果的かつ環境負荷の少ない新たな本病防除方法

の開発が強く求められるようになってきている。

パクテリオファージ(以下， ファージ)は守細菌を宿

主とする細菌ウイルスであり。 ~ f 常に高い宿主特異性を

有し標的とする細菌のみに感染して溶南するo フアー

ジの感染様式は.①ファージ、の宿主細菌への吸着および

菌体内への核酸の注入。 ②菌体内での子孫ファージの複

製， ①薗体のi容菌と子孫ファージの放出の3段階からな

る。放出された子孫ファージは，次々と宿主細菌に感染

し溶菌していくことから，感染単位としてのファージは

感染により爆発的に増加していく 。このようなファージ

の宿主細菌への感染・ i容l*iをlサイクルだけ行わせる実

験は一段増殖実験とH子ばれる。この実験からは， ファー

ジが感染してから子孫ファージが放出し始めるまでの時

間(潜伏期)や l個の感染細胞から放出されるファージ

粒子数の平均値 (burstsize)などが得られ，これらは，

宿主細菌に対するファージ感染力の強さの指標となる。

Twort16)および d'Herelle17)によるフア←ジの発見

後，すぐにその溶菌活ttが注目されるようになり.ファー
ジを利用したヒトの細菌感染症の治療(以下， ファージ

療法)が医学分野を中心に活発に試みられたl針。しかし

ながら.1940年代に抗生物質による化学療法が開発され

ると，この化学療法がファージ療法よりも細菌感染症に

対して簡便であり効果的であったため守ファージ療法に

対する関心は次第に薄れていった19)。ところが。近年に

なると，多斉1]耐性菌(パンコマイシン耐性腸球一菌

VRE201やメチシリン耐性ブドウ球菌 :MRSA21)など)

の出現が多数報告され医療現場において問題となってき

たが ファージ、の治療効果がVREやMRSA感染マウ

スに対ーして報告され22お) 細菌感染症に対するファー

ジ療法が再び注目されるようになった。現在では

ファージを利用した細菌感染症の治療や防除が医学のみ

ならず.獣医学や農学の分野で再び試みられはじめてい

る24-26)。

本研究では，スミノリ病の発生要因を明らかにすると

ともに，ファージのもつ高い宿主特異性と感染後の急激

な複製・増殖能に着目して， ファージを利用した海苔ス

ミノリ病防除法の開発を目的とした。第l掌では句スミ



44 

ノリ病原細菌の細菌瀞!の同定を行うとともにその生育

条件などの細菌学的性状について検討した。第2主主で

は スミノリ病原細菌iの養殖ノリ菜ー体上における分布に

ついて調べるとともにスミノリ病の発生に及ぼすノリ

葉体の生理状態の影響について検討した。第3章では.

スミノリ病原細菌に感染可能なファージを分離し分離

したフアージの性状解析を行うことでスミノリ病防除に

最も適したファーシ、の選抜を行った。第4章では.選抜

したフアージを用いて人為的にスミノリ病原細菌に感染

させたノリ業体に対するファージの感染防除効果を検討

した。さらに， ノリ養殖現場ーで、のファージを利用したス

ミノリ病防除法の実用化のために，ファージ処理方法に

ついて検討するとともにそのフアージ処理の効果につ

いて阪処理との比較検討を行った。

第 1章 スミノリ病原細菌の分離と性状

自然環境下で行われるノリ養殖で、は.当然のことなが

ら自然災害による被害は回避できない事象と認識されて

いる。しかしながら守その中でも風水害とは呉なり.病

害発生による被害に対しては治療もしくは予防などの防

除法の純手を目指すことで人為的に対応可能な余地が残

されている。特に 微生物感染による病害発生の防除法

確立には，まず，その病原微生物を分離同定し その

生育条件などの細菌微生物学的性状を明らかにすること

が重要事項とされている。

養殖ノリで微生物感染に起凶する病答のひとつとし

て散発的に発生する剤11菌感染症で、あるスミノリ病があ

る。本病は養殖期間中の発症判定が困難で¥ノリ摘採後

の製品化工程時に初めて硲官、される事から被害は甚大な

ものとなり，その防除法の確立を目的とした病原細菌の

分離 同定が現在も行われている。

これまで¥スミノリ病原細菌として本病ノリ葉休から

分離された細菌は数種類報告されており.それらは従来

の同定法である形態学的性状や生物・生化学的性状を指

標とした手法によりグラム陰性細菌である Flavobacter-

lum Sppや Vibriosppと同定されている827.28)。しか

しながら 従来の細菌種の同定法では種名の決定は困難

であか属名においても正{I'Mさに欠くことから これま

でに病原細菌として報告されたものがそれぞれ別種であ

ることには疑問の余地が残されてきた。

ところで¥近年では，細菌の分類・同定に関して従来

の手法の欠点を補うことから. 16Sリボソーム RNA遺

伝子 (以下 16SrDNA)の塩基配列を基準にした手法が

主流となってきているお)0 16S rDNA rnK基配列を利用
する長所としては， ① 16SrDNAは全ての出Hli曲が有し

ている， 包)ij[基配列中に共通する領域が比較的多く存在

するため系統問での比較が可能である， ① 16SrDNA 

は解析する上で適当な大きさである.@ほとんど全ての

細菌種の 16SrDNA塩基配列がデータベースに収録さ

れていることが挙げられる。以上のことから. 16S 

rDNA 塩基配列を基準にした手法を用いることで¥正隊

な細菌種の同定を行うことが甘j能となってきてお

り30.31) 本手法で同定した結果と細菌の形態学的性状

や生物・生化学的性状を指標とした従来の手法のみで、同

定した結果が異なる場合も報告されている32)。このこ

とから，スミノリ病原細菌を正確に同定するためには

これまでの細菌の形態学的性状や生物・生化学的性状を

指標とした手法に加えて守 16SrDNA塩基配列を基にし

た手法を用いることが必要であるが.この手法によるス

ミノリ病原点fll閣の同定はこれまで報告されていなかっ

た。

一方‘スミノリ病原細菌の細菌学的性;1犬としての生育

条件に関する検討では‘培養温度，食塩濃度およびpH

についての報告があるものの。その試験では異なる各税

培養条件に設定された液体培地中に細菌を接種しその

発育程度を定性的に|央j服観察することで検討したにすぎ

ない4)。また本病の発生や感染の拡大に深く関係する

と考えられるスミノリ病原判11菌の増殖速度については.

これまでに全く検討がなされていないのが現状であっ

た。

木章では町スミノリ病)既存111菌を:iH'ff，に同定するため‘

スミノリ病ノリ葉体から分離・保存されていた菌株につ

いて発症試験によりその病原性の隊認を行ったのち

分離した細菌の 16SrDNA塩基配列に基づく細菌種の

同定および系統結f解析を行った。さらに.同定されたス

ミノリ病原細菌の生育に及ぼす培養条件および平均倍加

時間を指標とした増殖速度について検討を行った。

材料および方法

供試菌株

有明海佐賀県海域および、佐賀県唐津湾のスミノリ病ノ

リ葉休から 1985年から 2∞4年にかけて分離され -80
℃に保存されていた DY1219-4Y.H-14LY. H-15LY 

H-16LY. NS-5Y. NS-llY. NS-17Y.およびKS-4Y*米

の計8ifJt*を用いた (Table2)。
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Table 2 Bacterial strains used in this study. 

Strain Date 

DY1219-4Y Dec.， 19， 1985 

NS-5Y Dec.. 13， 1991 

NS-llY Dec.. 13， 1991 

NS-17Y Dec.. 13， 1991 

KS-4Y Jan.， 13， 1992 

日-14LY Dec.. 2α)2 

H-15LY Dec.. 2∞3 
日一16LY D巴c.，2∞4 

細菌学的性状検査

細菌の性状検査には， ZoBell 2216E培地 (0.5%ポリ

ペプトン， 0.1%酵母エキス， 2.4%塩化ナトリウム ;pH

7，6)または ZoBell2216E培地に終濃度が1.5%となる

ように寒天を加えた培地(以下， ZoBell 2216E寒天培地)

を用いて 20'tで培養した新鮮な細菌を使用した。コロ

ニーの色調は， ZoBell 2216E寒天培地上で 10日間指養

したのち判定した。細胞の形態は，光学顕微鏡下で常法

にしたがい観察した。グラム染色はHuckerの変法で判

定した。運動性はサ 0，2%寒天を含むZoBell2216E寒天

培地中に設置した小ガラス管内に細菌をせん刺接種し

20
0

Cで14日間よ音養したのち，細商のガラス管外への拡

散増殖する度合いを確認することで判定した。

供試ノリ葉体および培養条件

佐賀県白石町地先のノリ養殖試験地において，業長約

5cmまで生長させたスサピノリ P.yezoensis (品種名

S-5-0)を実験するまでの期間， -20
o
Cで冷凍保存してい

たものを使用した。これらを 5
0

Cで解凍したのち，切断

して葉片 (10x 2~5 mm)にしストレプトマイシン 3∞
mg/Lおよびペニシリン G1∞mg/Lを添加した滅菌海
水中で14

0

Cで約24時開通気培養することで除菌した。

抗生物蛍処理を行った葉片はさらに滅菌海水で、2回洗均

したのち.改変SWM-III33)を添加した滅菌海水150mL

入りのフラスコに葉片 12~15 枚を入れ，水温 14't，光

強度40μmol/m2/sec，10時間明期 14時間暗期の条件

下で振とう培養 010rpm/min) した。

分離細菌の病原性試験

ZoBell 2216E寒天培地の斜面上で分離細菌を 20'tで

約48時間培養したのち，これらを滅菌海水に懸濁させ

た。 細菌!懸濁液を句除菌したノリ葉片を浮遊させたフラ

スコ中の滅菌海水に接種し 14
0

Cで5日間培養した。こ

の時の各細菌終濃度は DY1219-4Y，H-14LY， H-15LY， 

Source Location 

Diseased laver thalli Ariake S巴a

Diseas巴dlav巴rthalli Ariake Sea 

Diseased laver thalli Ariake Sea 

Diseased laver thalli Ariake Sea 

Dis巴asedlaver thalli Karatsu Bay 

Dis巴asedlaver thalli Ariake Sea 

Diseased laver thalli Ariake Sea 

Diseased laver thalli Arial王eSea 

H-16LY， NS-5Y， NS-llY， NS-17Y，およびKS-4Ytネ

がそれぞれ7，9X 107，8.3 X 107，5.4 X 107，4.9 X 107， 

5.1 X 101， 2，7 X 101， 6，1 X 101，および4，3X 101 

CFU/mLとした。対照区には 菌液の代わりに滅菌海

水を用いたo発症の程度は.一菜体を淡水に 20分間浸漬

したのち， 40 倍視野の光学顕微鏡観察により全細胞数に

対する原形質吐出した細胞数の割合(以下，原形質日土出

率)を算出し求めた。さらに， 試験終了時に，各感染ノ

リ業体から次の方法により細菌の分離を行った。一定量

のノリ業体を海砂とともに乳鉢中でよく摩砕しこれを

滅菌海水中に懸濁させたのち，ノリ業体摩砕液の 10倍

希釈系列を作製した。この摩砕液を， ZoBe1l2216E寒天

培地を用いて20'tで10日間混釈平板培養することで細

際iを分離した。

細菌16SrDNAの調製

ZoBell 2216E培地に分離細菌を接種し 20
0

Cで約24

時間振とう培養したのち，遠心分離操作 (20αX)X g， 

10分)により菌体を回収した。ゲノム抽出キット

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen， Hilden， Germany)を

用いて.回収した菌体よりゲノム DNAを抽出した。得

られたゲノム DNAを鋳型として，細菌ユニバーサルプ

ライマーセット 8f(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCA 

G-3')および1510r(5'-GTGAAGCTT ACGGYT ACCT 

TGTT ACGACTT-3') 34) を用いて， 16S rDNAの

V1-V9領域の約1.5∞bpをPCRによって増幅した。
PCR反応液組成は， Premix Ex Taq (Takara， ]apan) 

25μL，各プライマ-4μL，鋳型DNA2μLおよび滅菌

水15μLの総量叩μLとし PCR反応、は， Tグラジエン

トサーモサイクラ-96 (Biometra， Germany)を用いて，

95't 5分に続き， 95
0

C羽秒， 55't 30秒， 72't 1.5分を

30サイクル，最後に 72
0

C5分で、行った。PCR反応後，

1.2%アガロース電気泳動により DNA断片の増幅を確

認した。得られた PCR産物である DNA断片を， PCR 
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精製キット QIAquickPCR Purification Kit (QIAGEN， 

USA)を用いて*青製した。

16S rDNA塩基配列決定用試料の調製

ライゲーションキット TA -Blunt Ligation Kit (Nip 

pon G巴ne，Japan)を用いて守精製した 16SrDNAの

PCR産物を 16'tで 18時間反応させ， pGEM-T Easy 

Vector (Promega， USA)に組込んだ。このn寺の反応iiU

組成は， pGEM -T Easy Vector 1 μし 10x Enhancer 

solution 1μL， 5 x Ligation Mix 2μL，精製PCRj主物 3

μL，およびー滅菌水 3μLの総量 10μLとした。得られた

来日換えプラスミド溶i夜2μLをコン ピーテントセル

E守chericluacoli JM109 (TOYOBO町Japan)25μLに加

え， OoCで30分間放量後， 42
0

C で 45~50 秒間の熱処理

を行うことで，E. coli JM1ω を31三質転換した。

形質転換後，菌体をアンビシリン 1C泊mg/L，イソプ

ロピル-s-Dーチオカラクトヒラノシド l∞mg/し 5-ブ
ロモ 4-クロロ 3-インドリル s-Dーガラクト ピラノシ
ドlOmg/しおよび寒天 15gを含む LB培地 (トリ プ ト

ン1%，再字母エキス 0，5%， J::IT;イtナトリウム 0，5% : pH 

7，2)に塗布した。37
0

Cで-'s免t古養後。形成したコロニー

の色を観察し白色を呈したコロニーを選抜した。選抜

した内色コロニーを直接鋳型 として， M13プライマー

セ y トM13F(5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACG 

AC-3')およびM13R(5'-TCACACAGGAAACAGCT 

ATGAC-3')をIJ:Jいたコロニ-PCRにより。 16SrDNA 

(1，5∞bp 1析)'，')のベクタープラスミド組込みを昨認 し
た。PCR反応、;夜中且l或は守 IくODDash (TOYOBO， Japan) 

0，1 μし KODBuffer 1μし dNTPs1μL各プライマー

0，1μしおよび滅菌水 7，7μLの総量 10μLとし反応は

Tグラジエントサーモサイクラー舗を用いて， 94 t 5 
分に続き守 94

0

C30秒 52
0

C30秒， 74
0

C 70秒を 30サイ

クル，最後に 74
0

C7分で行った。PCR反応後， 1.2% 

アガロース電気出動により目的とするバンドを検出した

コロニーを 16SrDNA組換え体とした。

得られた 16SrDNA組換え体を アン ピシリン l∞
mg/Lを含む LB培地に接語1し 37

0

C，tMとう速度2∞
rpmの条件で 16時間士子:養した。遠心分離操作 (13，αxl

x g， 5分)して菌体を回収したのち. プラスミド抽出

キット HighPur巴 PlasmidIsolation Kit (Roche Di-

agnostics KK句 Switzerland)を用いて回収した菌体か

らプラスミドを抽出した。抽出したプラスミド、の濃度

は.微量分光光度計NanoDropND-1∞RP (NanoDrop 
Technologies， USA)により測定した。

塩基配列の決定および相同性検索

16S rDNAのi匝基配列の決定はジーンネット (株)(円

本)に依頼して行ない，得られた塩基配列の相同性検索

は NationalCenter for Biotechnology Information 

(NCBI)の Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST)を用いた。

系統樹解析

Ribosomal Database Project II (http://rdp，cme，msu 

edu/)より，得られた塩基配列と比較的相同性の高い

Type strainの宮"20シーケンスを収集し， ClustalW 

version 1，83 (http://clustalw，ddbjnig，ac，jp/top-j，htmD 

を用いてアライメントを作製した。Phylogeneticdis-

tanceはKimuraモデル35)より算出し，系統樹は近隣結

合法36)により作製した。Bootstrap解析ではlα治団の

リサンプリングを行った。

スミノリ病原細菌の生育条件および増殖速度

制1I菌の生育に及ぼす影響試験は，影響因子としてjj副主

食塩濃度およびpHに関して行った。細菌の生育に及ぼ

すjii度の影響試験では ZoBe1l2216E培地を用いて 5，10，

15， 20， 25および30
0

Cの6段階で、行った。食塩濃度お

よびpHの影響試験では.それぞれ食塩濃度を 0，5，1.0， 

1.5， 2，0， 2，5および3，0%を用い守 pHは2，4， 6‘ 7 

8および8，6の6段階に調整した ZoB巴112216E 培地を

悶し、て 20
0

Cで、行った。ZoBell2216E t台地 10mLに網開

を寒天塙地に生育したコロニーから直後接種し 20tで

約 40時間振とう培養を行った(l次培養)01次i古養し

た細菌を各種 ZoBell2216E 培地lOmLに 1150量按樟

したのち振とう楕養し (2次培養)， 可m分光光度合，-
SPECTRONIC 20D + (タイテック製)を用いて，培養液

の濁度 (OD刷))を 1時間毎に測定した。

1¥'1殖速度は l次培養した細菌を新鮮な ZoBell2216E 

培地に 1150量接種したのち 20
0

Cで振とう培養し この

培養液の一部を 2H寺間毎に採取し培養液中の細菌数を

測定することで求めた。細菌数の測定は， ZoBell 2216E 

祭天培地を用いて 20 't で 10 日 間混釈~板培養しげ!現

したコロニー数を計数することで、行った。訓11菌の比増嫡

率 (μ)および才一均倍加時間 (g)は，対数増猫期におけ

る細菌数の変化率としてそれぞれ下記の式から算出し

守、

k。
μ== dn/dt ' 1/71. 

g == logc2・1/μ

ここで 77は市111菌数，tは時間 (h)をそれぞれ示す。
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Fig. 2 Symptoms of suminori disease on laver thalli caused by the pathogenic bact巴ria.A: controL B: strain DY1219-4Y， C 

strain 1-1 -14L y， D : strain H -15L Y. E : strain H -16L Y. Arrows show the plasmoptysis of lav巴rcells. Scale bar '" 30μm 

企土
l'ロ 果

細菌の病原性の維認は ノリ業体が入ったフラスコに

細菌を接種し 14tで5日間培養したのち，ノリ業体細

胞の)制限質Itl:出を観察することで行った。その結果， fjb

試した 8i量l株中で 1985年， 2∞2年.2∞3 :tf，および
2∞4年に分離された DY1219-4Y.H-14LY. H-15LYお
よびH-16LY株の4菌株を接種したノリ業体で¥細菌感

染51::1目に細胞の原形質|止出が観察された (Fig.2)。感

染が認められた4菌株のItl二出年で、は，スミノリ病の大被

害が発生した年に分離された H-14LY 株が 5~1O % と

一番高く， DY1219-4Y.日-15LYおよびH-16LYi'朱はい

ずれも 5%以下の比較的低い値であった。一方 1991年

に分離された NS-5Y.NS-ll y，およびNS-17Yの3菌

株と 1992年に分離された KS-4Y株ではこれらが本病

ノリ葉体から分離されたにもかかわらず¥接種したノリ

業体に細胞の原形質吐1-1:'1は観察されなかった。病原、性試

験終了時に各感染ノリ業体から接種菌の科分隊を行った

結果，接種菌と同様な形態および色調を呈するキ111菌がい

ずれの感染ノリ業体からも純粋に分離できた。なお，キ111

Table 3 lvlorphological charact巴rizaLIon of sUl11mon 
pathogenic bacteria 

Strain 
Characterization 

DY1219-4Y H-14LY H-15LY H-16LY 

Cell form P.od Rod Rod Rod 

Gr ζUTI stam lコOSluve Neg呂tlv巴 Negativ巴 Negativ巴

Motilitv None Non巴 Non巴 None 

Color of colonv Y巴1101'1 Light yellow Light yellow Light y巴110¥¥

菌を接種していない対照のノリ葉体で1抗日i胞の原形質吐

出は認められず.その葉体からは細菌も分離できなかっ

fニ。

ノリ葉体細胞の原 ]I~ 質 Itl: 出を引き起こした

DY1219-4Y H-14LY， H-15LYおよび、H-16LYi'~(の 4

菌株の出III菌学的性状についてさらに検討を行った。その

結果，グラム染色以外の細菌学的性:[犬は4南株ともほぼ

同じであり，それらは非運動性の梓i量|で， ZoBell 2216E 

寒天培地一I:~こ黄色あるいは淡黄色のコロニーを形成した

(Table 3) 0 ここで特記すべき事として分離したスミ

ノリ病原細菌のグラム染色では， 2∞2年以降に分f1l1iされ
たH-14L Y. H -15L Y および H-16LY i'~ミの 3 菌4朱はグラ
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ム陰性であったが‘ 1985年に分離されたDY1219-4Y株

ではグラム陽性であり，細菌が分離された時期でスミノ

リ病を発症させる病原細菌が全く異なることが明らかと

なった。

DY1219-4Y， H-14LY. H-15LYおよびH-16LYt朱の

4菌株の正確な同定を行うために，これらの 16SrDNA 

塩基配列解析を行った。DY1219-4Y.日 14LY，

H-15LYおよびH-16LY株の 16SrDNA塩基配列 (そ

れぞれ1498，1492. 1492，および1492bp)を決定しそ

れらの塩基配列に基づいて既知の細菌種との相同性検索

を行った結果， 1985年に分離されたDY1219-4Y株では

Arthrobacter tμmbaeと99.5%， 2∞12， 2∞3，および
2∞4年に分離された H-14LY.H-15L YおよびH-16LY
株では Flavobacteriaceaebacterium T]D738とそれぞ

れ99.6%句99.5%. および99.5%の高い相向性を示し

た。しかしなカfら.H-14LY守H-15LYおよび、H-16LY

株と高い相向性を示した Flavobacteriαceaebacterium 

T]D738は明石在に同定されたMlIi笥ではないことから，

H-14LY. H-15LYおよびH-16LY株に最も近縁な細菌

を検索するため.これら 3菌株の塩基配列と比較的相同

性の高い塩基配列を持つ基準菌株との系統樹解析を行っ

た。その結果守 H-14LY，H-15LY‘およびH-16LY株は

Gaetbulibacter saemanlwmensisに最も近縁であり句そ

れぞれ94.9%， 94.8 %.および94.8%の相向性を有し

ていた (Fig.3)。さらに. 1985年に分統された

DY1219-4Y株と 2∞2年以降に分離されたl-H4LY.
H-15LYおよびH-16LY株の Hii株との類縁関係を調

べるために系統樹解析を行った結果.これらは遺伝的に

大きく異なっていることが明らかとなった。なお，本研

究で決定された菌株の 16SrDNA塩基配列情報は，

DNA Data Bank of ]apan (DDBJ)に査録したO

DY1219-4Y. H-14LY. H-15LY.および、H-16LYt*の
塩基配列情報のアクセッション番号は，それぞれ

AB522428. AB522425‘AB522426.およびAB522427で

ある。

分離したスミノリ病原細菌の同定の結果，近年では G.

saemanl，umensis近縁種が発症原因細菌となっているこ
とが判明した。そこで この菌種のうち最も感染性の高

い分離菌株であることが本研究で認められた H-14LY

株を用いて，スミノリ病原細菌の生育に及ぼす温度，食

塩濃度，およびpHの影響を検討した。本菌株の生育に

及ぼす温度の影響について調べた結果， 20~30oC の範囲

では温度が高くなるほど本菌株はよく生育したが，

1O~15 ocの範囲では生育がベコや悪くなり， 5
0

Cではほと

んど生育しなかった (Fig.4)oまた，生育に及ぼす食塩

濃度の影響については，食塩濃度が 2.0~3.0 %の範囲

では本菌株はよく生育したが. 1.5 %になると生育がや

や悪くなり、1.0%以下になるとほとんど生育しなく

なった (Fig.5)。生育に及ぼすpHの影響について検討

した結果，中性付近 (pH7~8) では本菌株はよく生育し

たカ弱酸'性 (pH6)および弱アルカリ性 (pI-I8.6)で

は生育がやや悪くなり.酸性 (pH4以下)では細菌の生

育が阻止されることが明らかになった (Fig.6)。

本菌株の生育に及ぼす温度，食塩濃度，およびpHの

影響試験において守本商株を培養液に接種した後の培養

液の濁度|二昇が緩やかな傾向にあったことから，本菌株

の増殖速度は遅いことが考えられた。そこで¥培養液中

の細菌数を経時的に測定することにより H-14LY株の

平均倍加時間を指標とした増殖速度について検討した。

その結果.20tにおける本菌株の対数増殖期は培養後約

4~14 時間であることが明らかとなり (Fig. 7).対数増

殖期における細菌数と培養時間との関係から句本菌株の

比増殖率 (μ)はμ=0.24 (h -1) と算出された。さら

に，比増殖率 (μ)の値から本菌株が2分裂するための経

過時間である平均倍加時間は2.8時間と算出された。

考 察

スミノリ病ノリ業体から分蹴・保存されていた菌株の

病原性を検討した結果，1985， 2∞2， 2∞3.および2∞4
年に分隊された4菌株で、は病原性が硫認されたが，病原

性の強さは菌株で異なった。スミノリ病の被害が近年で

最も大きかった 2∞2年に分離された菌株である
H-14LY株では病原性が最も強く，スミノリ病の被害が

ほとんど認められなかったか，軽微であった2∞3年お
よび2∞4年に分離された菌株である H-15LYおよび
日 16LY株では病原性が弱くなってきていた。このこと

は，菌株の病原性とスミノ 1)病の被害程度との聞に相関

関係があることを示唆するものと推測したが，本病の被

害が大きかった 1985年に分離された菌株である

Dl219-4Y株に高い病原性が認められなかったことで¥

スミノリ病発生による被害状況は病原細菌の質的変化よ

りも量的変化に影響することが推察された。また 1991

年および1992年に分離され病原性が定性的に確認され

ていた4菌株28)の病原性が定量的に行った本研究では

確認できなかったことから，スミノリ病原細菌の病原性

は.-80
o

Cの長期保存によって失われていく可能性も否

定できない。
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Gaelbulihacfer saemαnkumen:、is(A Y883937) 

H-16LY (AB522427) 

。l
Fig. 3 Phylog巴n巴ticpositions of strains DY1219-4Y. ][-14[λT. H-15LY句 and[-[-16[λT and other r巴lat巴dm巴mbersin th巴

families Fhmοbαcteriaceae and 111icrococac('ae. Th巴treeis based on 16S rDNA sequences and was generated by the 

n巴ighbor-joiningmethod. Esc/Zerichiα('o!i was used as乱nolltgroup. Numb巴rsm par巴nthes巴sar巴G巴nBanknuclcotidc 

accession numbers. Numb巴1"Son th巴lコranchesindicat巴theconfid巴nc巴limitsestimat巴dby a bootstrap analysis of 1000 

replicat巴s.Scal巴barr巴pres巴nts0.1 substiturions p巴1・nucleotideposition 

これまでに分離されているスミノリ品川町咽菌の細菌学

的特徴としては守非運動性のグラム1;全性科i宣で守 ZoBell

2216E寒天培地上に賀色あるいは淡貰色のコロニーを形

成することが挙げられているお}。そこで¥病原性が認め

られた4菌株の細菌学的性状を調べたところ.2∞2年以

|年にう子高It された 3 1i:j材ζはこれまでにう}i~ti.ーされているスミ

ノリ病原*11/国と同様な細菌学的性状を有 していたが，

1985 :11三に分離された商株はこれまでに分再!iーされている

スミノリ病原料11閣とはグラム染色性で、全く異なっている

ことが明らかとなった。そこで，病原、，[生が認められた4
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Fig. <1 Effect o[ temperature on the growth of Gaetbuli-

bacter sp. strain H-14LY 

10.0 

310 
0 
) 

ω 
υ 
戸

~ 
.D 

o 
s 0.1 
〈

。。

・30t. 0 • 25 oC.・20t。口 150C..A. 
10 oC.ム 5t

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
rime (h) 

Fig. 5 Effect of NaCI concentration on the growth of 

Cαetbulibacter sp. strain H-14L Y 

100 

6 1.0 
0 
) 

ω 
υ 

同
F。
』

O 

~ 0.1 
〈

。。

・3.0%.0 .2.5%.・2.0%.巳 1.596. 
.A.. 1.0 96ム 0.596

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 
Time(h) 
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Fig. 7 Growth curve of Gαetbulibacter sp. strain H -14L Y 

in the ZoBell 2216E medium at 20 oC 

菌株の細菌種を同定するために 16S rDNA 塩基配列に

誌づく既知種との相同性検紫および系統樹Wioi汗を行一った

結栄. 4菌株とも同様にスミノリ病の症状を引き起こし

たものの 1985年に分布!tされた菌株と 2∞2以降に分高!i
された 3]お株は系統樹問で大きくかけ離れた 2つのグ

ループに属することがIJ)-jらかとなった。16SrDNA J1~基

配列に慕づくキ111菌の分類 同定手法では，既知種との

16S rDNA j:~ti1~配列の相同性が 97%以下であれば別種

とみなすと考えられていることから:川.1985年に分離

された DY1219-4Y株はA.tumbae:引 と同一種.2∞2年
以|徐に分離された H-14LY，H-15LYおよびH-16LY株

は Gaetbulibacter属加】の新説である可能性が高いこと

から，それぞれ Arthrobαctertumbae DY1219-4Y， 

Gaetbulibacter sp. H -14L Y. Gaetbμlibacter sp 

H-15LY. および Gaelbulibactersp. H -16L Yと同定し

た。スミノリ病原細菌としては，これまでに有明海佐賀

県海域や愛知県三河湾および、伊勢湾で、Flavobαcterzu11Z

Spp.L7.28.40) 佐賀県麿津湾では Flavobacteriumsppや

Vfbflo sPP28)などが報告されているが.本研究で|百l定し

た制菌はこれらとは全く異なるキ111菌であった。このよう

に，これまでスミノリ病原細菌として様々な種類の細菌

が同定されたことから，スミノリ病原細菌として分離さ

れた細菌にはノリ葉体細胞の原形質H士山を引き起こす共

通した病原因子が存在し41)この病原因子は細菌問に伝

達されている可能性が推測される。

スミノリ病の発生要因を解明するためには，スミノリ

病原細菌の生育温度および生育食塩濃度条件を明らかに

することが重要である。そこで，近年分離されたスミノ

リ病原細菌の中で最も病原性が強かった 2∞2年分離菌
株の生育に及ぼす温度および食塩濃度の影響について調

べた結果，本開株の至適生育温度および至適生育食塩濃

度は，それぞれ 20~30oC および 2.0~3.0 %であること



が明らかとなった。有明海佐賀県海域のノリ養殖漁場に

おける食塩濃度は通常3%前後であることから.本菌株

の至適増殖条件を考慮した場合，水温が30
0

C近くなる

夏季に本商株は最も増殖しやすいと考えられる。しかし

ながら，本商株を含めてこれまでに分離されたスミノリ

病原市111菌は，水温約1O~14 vc台と低いjJ<.ilfA時に本病ノ

リ業体から分離されている。このことから，スミノリ病

原細菌の増殖には，増殖器質としてのノリ業体の存在も

大きく関係している可能性が示11去された。また ノリ養

殖では現在，スミノリ病対策として pH2程度の強酸溶

液に浸演してノリ葉休に付着するスミノリ病原剥1I閣を除

去するノリ制の酸処理が活発に行われている。しかしな

がら. 木菌株に対しても酸処理による除去効果が認めら

れるかどうかは不明であった。本研究における本菌株の

生育に及ぼすpHの影響:についての検討結果は.現在行

われている酸処理が本菌株に対しても有効であることを

支持するものと考祭された。

2∞2 年に分離した前株 H-14LY 株の ~I~育に及ぼす温

!主，食塩濃度守およびpHの影響を検討した結果から，

本菌株は増殖が遅い細菌であることが推察された。そこ

で¥本菌株の平均倍加時間について調べた結恥 2.8時

間であることが明らかとなった。ウナギA71guillα)a戸0

7llcaなどの淡水養殖魚やヒラメ Paralichthysolivaceus 

なとの海水養殖魚、の病原*目前で、ある Edwardsiellatar" 

dσ の平均倍加時間は約1.4時間と報告されていること

からω.本菌株は海洋性細菌の巾で、も比較的増殖が遅い

細菌であることが明らかとなった。

以上，これまで細菌の形態学的性状や生物・生化学的

性状を指標とした手法で複数種のスミノリ病原細菌が同

定されていたが. 16S rDNA 塩基配列に基づく細菌の分

類・同定手法を用いた本1i31究においても.スミノリ病原

細菌は l種類ではなく.複数種有在することが明らかと

なった。

第2章 スミノリ病発症要因の解析

有明j海毎佐賀L県県県黒海域におけるノリ養殖でで、は， 10月中旬か

ら12月1""1句までの期間に行われる採苗したノリ網を育

市してそのまま養殖する「秋芽網期」と。 12月下旬から

4月上旬までに行われる秋芽網期に一部冷凍保存してい

たノリ網を再度養殖する rj令凍網期」の2つの期間に分
けて実施されている。この養殖期間中の海水温度は，秋

芽網期では開始時の約23tが終了時には約 15
0

Cに低下

し冷凍網期では開始時の約 15
0

Cが養殖期半ばの l月
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から 2月にかけて約lOtにまで低下しその後上昇し

て終了時の 4月上旬には約 15
0

Cに変化する。一方，海

水の塩分濃度は，晩秋から初春にかけての全ノリ養殖期

間中で著しい変化はほとんど認められず， 2.8~3.0 %と

比較的安定している。これらノリ養殖環境と第 l主主で明

らかにしたスミノリ病原細菌のとヒ育条件を基にしてスミ

ノリ病の発生状況を推測すると.木、府は海水j昆度が比較

的高い養地則前半の秋芽綱期初期もしくは後半の冷凍綱

期後期]に発生が認められるはずで、あるo ところが，有明

海佐賀県海域におけるスミノリ病の発生は。海水温度の

比較的高い秋芽綱期初期や冷凍網期後期には全く 認めら

れず冷凍結l養殖期初期に集中して発生することが報告

されている4310 特に‘冷凍保有網をWi凍して施桝育成し

た最初Jの摘係ノリ(l存ノリ)に本病が発生している場

合が最も多いことが知られているが，このことは冷凍(も

しくは解凍)処理がノリ葉体に負の影響を与えているこ

とを示峻するものと予tf¥された。さらに，第u有におい
て分離された年代は異なってはいるものの，本病ノリ

ヨ;主体からスミノリ病原品11/菌として属の全く異なる複数種

の細菌が同定されたことや，同属の細菌でも病原性に差

があることから。本病の発生には病原細菌の感染は必須

条件ではあるものの。 ノリ葉休の生育JtJjにおける生理状

態も大きく関係している，いわゆる日和見感染症である

ことが推察される。

コド病の発生とノリ業体の生l'lf!状態との関係について

は‘ これまでも明確さには欠けるものの言及されてきて

いた4)。有明海佐賀県海域においては.ノリ葉体を冷凍

保存する前の育苗期および冷凍網養殖期1に全天日射量が

少ない年には本病が発生する傾向にあることが経験的に

知られている。このことから. 日射量が少ない条件で養

殖されたノリ業休では光合成活性が低下することで生理

状態が悪化しそのために，本病に対する感受性が高く

なっていることが推察されている11)。また冷凍処理が

ノリ葉体に及ぼす影響では，冷凍保存温度が異なるノリ

葉体を用いて本病の発症試験を定性的に行った結果 冷

凍保存条件として適正でない温度に保存したノリ葉休で

は本病の症状が重症化することも報告されているり。こ

の報告では，冷凍処理はノリ業体の生理状態に何らかの

影響を及ほし生理状態が悪化したノリ業体では本病に

擢患する可能性が高くなることが推測されている。しか

しながら，ノリ葉体の生理状態を実際に調べ，その葉体

を用いて本病の発生程度を定量的に検討した研究が行わ

れていないため，現在まで本病の発生とノリ葉体の生理

状態との関係についての明確な指摘はなされていないの
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が現状であった。

本章では，スミノリ病の発生要因を明らかにするため，

細菌を正確かつ迅速に定量検出で、きると考えられている

Real-time PCR'15. 46)や簡便法としての抗原抗体による

検出j去を用いてスミノリ病原細菌の養殖ノリ葉体!こにお

ける分布について調べるとともに，スミノリ病の発生に

及ぼすノリ業体の生理状態の影響については， ノリ業体

の光子T成量をその生現状態の指標としてスミノリ病原細

菌感受性を調べることで検討した。

材料および方法

供試菌株

試験には. 1985. 2∞2， 2∞3.および2∞4if.(こスミノ
リ病ノリ a菓休から分離された A.tum向。 DY1219-4Y

株守 Gaetbulibactersp. H-14LY 株• Gaetbulibαcter sp 

H-15LY t朱， および Gaetbulzbactersp. H -16L Y材ミを用

し、fこ。

ノリ葉体に付着する細菌の検出

ノリ葉体上のキIII菌数は厳密な定量測定としては

Real-timePCR i去を用し、 とl'定畳一1'10な検出にはfJLGαet-

bulibacter sp. H-14LY f朱ウサギ血j告によるftLJjfltJ'L 1:木反

応を利用した凝集反応j去を用いた。

Real-tim巴PCRi去による制11閣数の定量測定では。有明

治]佐賀県海域のノリ養殖漁場ーから庄治6年 11月に係取し

た秋芽網養殖期の正~l~'な養殖スサビノ J) P. yezoellsisを

試料として用いた。DNA抽出キット ISOILfor Beads 

Beating (Nippon Gene. J apan)を用いて.ノリ業体約

Igから 全 DNA を抽出し Real-timePCRのfji型

DNAとしてJFJいた。Real-timePCRでは，全半IIIi年itif(句

スミノリ病原紙Hi笥Gaetbli!ibactersp. Hグループ林

(Gaetbu!ibactcr sp. H -14L Y 株。 Gaetbu!ibactersp 

1-I-15LY株，およびGaetbu!ibacter sp. H -16L Y株) お

よび¥A.tumbae DY1219-4Y株を標的とした。各桐菌グ

ループの 16SrDNAの定量には Table4に示すプライ

マーセットを用いた。 スタンダードには • Gaetbulibac-

ter sp. H-14LY株およびA.tumbae DY1219-4Y株の

16S rDNA全長をもっプラスミドを用いた。プラスミド

の濃度は 微量分光光!主計NanoDropND-l∞RPを用
いて測定した。測定して得られたプラスミドの濃度およ

び塩基配列よりプラスミドのコピー数を算出し 10倍段

階希釈することで Real-timePCRのDNAスタンダー

ドとした。

Real-time PCRは Mx3C削PQPCR System (Stra-

tagene. La Jolla. CA)を用いて 95t 2分に続き守 95t

30秒.印t15秒. 72t 15秒を 40サイクルの反応条件

で行 ヮた。各j又l止、は。 FullVelocityTMSYBR Green 

QPCR master mix (Stratag巴ne.La J olla. CA) 10μL各

プ ライマーセット 0.15μM.R巴ferencedye 2μM. 

template DNA 211Lを合む reactionmixture 20μLの

反応系で、行った。ネガティブコントロールには.鋳型

DNAの代わりに 2μLの Milli-Qwater を 反応液に i~

加した。反応終7後 55tから 950Cに徐々に加熱し

SYBR Green 1の主i.t光強度を測定することで解離H打線を

作成し PCR 1';')111目産物の特異性を確認した。

冷凍保存養殖ノリ葉体からのスミノリ病原細菌の検索

では Gaetbuhbαctersp H-14LY株のウサギ抗JfJ1ii!;を用

いた凝集試験により行った。 2∞6~2∞8 年度の秋芽綱

養Ji![iUJに育I百して-2Stで冷凍保有していた養殖ノリ 業

体を解凍後。調製したノリ挺休の!辛砕液から ZoBell

2216E寒天i苛地を肘いた混釈平板培養法により細菌を分

離し抗体との反応、で、防↑~lーを /j，したものを Gaetbu!ibac

ter sp. II -14L Y株として計数した。

ノリ葉体の生理状態の測定

本iiil究では. ノリ業体の生現状態の指標として純光合

成長 を!甘いそのìftiJ >Eは藻~)j'I ~I:.U!生態jiJI 究法'18 ) に従い次

のように行 った。ノリ葉休を及川 (10x 5111111)に切断し.

二の菜片 5枚を DO瓶に入れ水晶 18t 光強度 90

Tablc 4 Primers used 10r qu日ntitativereal-tim巴PCEin this sutdy 

Targct Primer nam巴 Primer scqucnc巳(5'-3') Product size (bp) ReD巴rence

Tot司1bactcri日 上lDAl ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 200 47) 

HDA2 GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

H group sLrains 183F TATTGCGACATCGCATGGTG 103 Iコresentstudv 

26m CTATCGTTGCCATGGGGTG 

A. tumbae DY1219-4 Y DYF20 CAAGTCGAACGATGATCTCC 142 Pr巴sentstudv 

DYE19 AACCACCAI、GCGATGGAAG



μmol/m2/secの条件下で 111寺間静置した。静置後葉

片を静かに取り出し DO瓶に試薬を加えて酸素を固定

した。DO瓶中の溶存酸素量は Winkler法49)により 求

め!ノ リ葉体の純光合成量 (Pn)は次式によって算出し
守、

r、ー。

Pn (mg02/cm2/h) = (Db - Dυ)/a x t 

ここで¥

D" :開始時における溶存限素量

Db :インキュベート後における決存酸素量

a:葉片の而積

t インキュベーションの時間

である。

冷凍処理ノリ葉体の調製

室内採萌したスサピノ リP.yezoensis (品種名 S-5-0)

を改変SWM-IIIを添加した塩分31.9の海水中で水温

18 t.光強度90μmol/m2/sec，12時間明期 12時間j時

期の条件下で通気培養し 業長 5cm前後まで生長させた

ものを正常ノ J)業体と した。この正常ノリ業体に対し.

t;~分 31. 9 (正常塩分)または 10.5(低J品分)の海水ItJで

次のように冷凍処理を行った。それぞれのj詰i

水 E中|ドコでで、 I正七常ノリ葉イ付休~，、を同条{宇判件! I牛|十- でで、 3 日問 i通亘気I培台養したの

ち これらを気温2却ot，混早度7河0%に設7定主した人コ-気象
筆 (日本l医豆化器械製1'1作ノ午n所H折?製製.LPH-1-L)内で水分合量
(WC) 40 %まで乾燥させた。水分合員 (WC)は次式に

よって;Jとめた。

WC (%) =1(Aw -Dw)/(Ww  -Dw)!x 1∞ 
ここで，

Aw 名時点におけるノリ ii主体のJ9'i~乾:w:量

Dw : 85
0

Cで41刑H-j乾燥させたノ リ業体の乾重量

'vVw 乾燥前におけるノ リ業休のiE重Z-

である。

乾燥後 これらを-20tで1週間冷凍保存し冷凍処理

ノリ業イ本の試料 とした。なお，本研究では.冷凍保存TiIi

の前培養則的jにおける海水指分の遣いにより.冷凍処理

ノリ実体をそれぞれ正fit-塩分冷凍ノリ禁体および低塩分

冷凍ノリ葉休と称した。

スミノリ病原細菌感染に対するノリ葉体の感受性試験

スミノリ病原細菌は分雌i笥株1'11で最も病原性の向い

Gaetbulibacter sp. H-14LY株を使用した。

正常ノ リ:主体。正常塩分冷凍ノ J)葉体. および低塩分

冷凍ノ リ主主体を葉)十 (10x 5 mm)に切断し 切断した業

片に対し第 l主主と同様な方法で抗生物質処理を行い，主主
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体上の付着細菌を|徐菌した。抗3ニ物質処理を行った業片

は滅菌海水で2回洗均したのち，改変SWM-IIIを添加

した滅菌海水 150mLを分注したフラス コに葉片 15枚

を入れ 水温14t，光強度40μmol/m2/sec，10時間明

期 14時間時期の条件下で振とう培養した。

Cαetbulibacter sp. H-14LY材、を ZoBell2216E寒天培

地の斜面上で20tで約48時間柄養したのち.滅菌海水

に懸j切させた。抗生物質処理を行った正常ノリ葉休，正

常Jj~分冷凍ノリ葉f木および低t~~5}冷凍ノリ葉片が入っ

たフラス コに， 終濃度がそれぞれ 4.9X 101 ~107 

CFU/mL， 6.0 X 101 ~ lOÎ CFU/mしおよび4.0X 101 

-lOiCFU/mLとなるよ うにスミノ リ病原制閣を接種

したのち 上記のキ1養条例ニ下で各ノリ業片 を71:1間対4養

した。対照には，病原細菌の代わりに滅菌海水を接種し

た。

発症の程度は.第l章で述べたとおり原形質吋wネを
算出して求めた。試験終了間に.ZoBell 2216E祭実培地

を用いたjjl釈平板培養法により各感染ノリ葉体から制限!

のう〉阿佐を行い， }月i:Gαetbulibactersp. H -14L Yウサギ、lIll

清をj刊いた凝集試験50)により陽性を示した細菌を Gaet-

buLibacter sp. H -14L Yとして計数した。

結果

立1株の 16SrDNA塩恭配列を基にしてスミノリ病原(

細菌 Gaetbul1bactersp. Hグループ株およびA.tumbae 

DY1219-4Y林に特異的なプライマーを設言|した。設計

した各プライマーを用いた ReaHimePCRにより

2α)6年度秋芽綱養地!!1Jに採取した正常な主主殖ノリ葉休
からスミノリ病原刻1I1iiを定量的に検出した。なお この

実験では. Jj.f.~日JDNA 溶液qJの各*lIli3Hグループの 16S

rDNA のコピー数(i，スタンダードDNAの測定結果よ

り作製した検量線をJrJし、て算出した。その結果?すべて

のReaHimePCR において~::Ít~TI・~;，'R(之少なくとも DNA

j農度の 5対数値にわたって直線を示 し相関係数 R2が

0.991ムトーて、あった。また 検出限界は ReaHimePCR 

において 10copiesであり。ノリ 1g 1'1.1に 103-10，1 

COPHoSであった。以 iの検出限界の値(.こ基づいて定量

実験を行った結果正'Il~' ノリ業体には企細 PîlT数 7. 1 x 

10' copies/gに対して 2∞2年以降に分離されたスミノ
リ病原細菌 Gaetbu!ibαctersp. Hグループ株の菌数が

1. 6 X 106 copiesl g検出され.一般のノリ養殖漁場で生

育した正常ノリ葉休においてもスミノ リ病原刻11肉Gaet-

bu!ibacter Sp. Hグルーフ。株のキ111菌数は全細菌数の 2.3
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冷凍処理ノリ葉体の生現状態とスミノリ病原*111

菌に対する感受性について検討した。冷凍処理がノリ業

体の生理状態に及ぼす影響に関しては句正常塩分あるい

は低塩分海水でノリ葉体を培養後に冷凍保存したものを

試料としこれらのノリ葉体の生理状態をその純光合成

量を測定することで検討した (Fig.10)。その結果.冷凍

処理を行っていない正常ノリ葉休ではその純光合成量が

0.20 mgOzlcm2/hであったが，正常塩分条件下で培養

Fig.1O 

原細菌が付着して生存していることが硲認された

9)。

次』こ，

%を占めていることが判明した (Fig.8)。一方.1985可1

に分離されたスミノリ病原細商A.tumbae DY1219-4Y 

株は 2C胤年の正常な養殖ノ1)葉体からは全く検出され

ず， 有明海佐賀県海域では 20年足らずの間にTj;i社!の大

きな変化が生じていることが明らかにされた。また正

常な養殖ノリ葉体から現在のスミノリ病原細菌 Gaetbu-

libacter sp. Hグルーフ可米が才剣IJされたことから この細

菌は有明海常在細菌でありスミノリ病の発生には感染術

主側であるノリ業体の止現状態も深く関係していること

が示唆された。

一方，スミノリ病の発生が冷凍網養殖開始出後に集1'1'1

することから，冷凍網養殖初期のノリ業体はスミノリ病

原細菌にすでに感染していることが推察された。そこ

で，秋芽網養殖期に育苗しその一部を冷凍保存してい

た 2C脱~2∞8 年度の養殖ノリ葉体から

ter sp. H-14LY株の抗血清を使用して半定量的にスミノ

リ病原細菌の存在を検 繁 した。その結果，

Real-timePCR i去で明らかにされた正常な秋芽綱養殖期

のノリ葉体の細菌数からも推察されたように.2α)6. 

および2∞8年の冷凍養殖ノリ葉体からそれぞれ
1.1 X 107 CFU/g. 1.1 x 107 CFU/g.および1.8X 106 

CFU/gの本菌株が検出され冷凍処理期間を経ても冷

凍網養殖開始時にはすでにノリ業体に多数のスミノリ病

Gaetbu!ibαc-

2配7.



しでも，冷凍処理を行った場合には，ノリ業体の純光合

成量は 0.17mg02/cm2/hと低下することが判明した。

さらに，生育条件の悪い低塩分条件下で培養後に冷凍処

理を行ったノリ葉体の純光合成量は0.13mg02/cm2/h 

となり，その止理状態は正常塩分条件培養で無処理のノ

リ業体のそれと比較して約ω%程度に低下することが

明らかになった。

冷凍処理がノリ業体の生現状態に負の影響を及ぼすこ

とが判明したことから，生理状態の異なるこれらの冷凍

処理:ノリ葉体を用いて，スミノリ病原細菌感染に対する

ノリ業体の感受性試験を行った (Tabl巴5)。その結果，

冷凍処理を行っていない正digitノリ業体では句供試した最

大細菌濃度である 4.9x 10' CFU/mL 接種区で¥ 試験

最終日の7日目に剖;のノリ葉体細胞に 5%以下の原形

蛍rtlょ出が観察された。一方生理状態が正'lrs"ノリ葉体の

80%程度に減少した正常塩分条件下で、冷凍処理を行っ

たノリ葉体では， 7日目に正常ノリ業体が催忠した濃度

の約 10-4のキ111前濃度で、も 5%以下ではあるが原形質吐出

が認められた。また供試したノリ業体1:1.1で生理状態が

正711;のそれの印%まで減少した最も思い状態の低塩分

条件下で冷凍処理を行ったノリ葉休では，冷凍処理を

行っていない正常ノリ葉体よりも憎めて低い4.0X 101 

CFU/mLの細筒抜種濃度でも 7日目には原形質H十出が

認められ，感染が成立することが判った。さらに，正常

塩分条件下で冷凍処理したノリ業休と比較するとサ低塩

分条件下で冷凍処理したノリ業体では，ノリ業体細胞の
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]Jj(、形質吐出が観察される時期が 4.0X 105 ~ 107 

CFU/mLの細菌濃度で接種5日目からと早く，また，そ

のpj出率が4.0x lO:J~ lOÎCFU/mL の細菌濃度で接種

7 日目に 5~ 1O % と高かった。 なお，生理状態が悪化し

た冷凍処理したノリ葉休でもキ111閣を接種していない試験

区では， ノリ業体制11胞の原形質吐出は観察されなかった

ことから。スミノリ病の発症に宿主の生理状態が大きく

影型:するが.細菌感染は必須であることが明らかになっ

た。また感受性試験終了後各感染ノリ葉体から

Gaetbullbacter sp. H-14LY株の再分離を行った結果，

本i~，if~(を接種した全てのノリ業体からは本i均株を分離す

ることができたが.本)隊i株を接種していない対照のノリ

業体からは木菌株を分離することができなかった。

考 察

第 l埠:において，スミノリ病原細菌は水温が高いほど

よく 生育することが明らかとなったことから，冷凍綱養

地則よりも水iHiが高い秋芽網養殖期のノリ謙一体にスミノ

リ病原細菌が感染している可能性が考えられた。そこ

で¥2C削年度秋芽網養殖期lに摘採した正常な養地ノリ葉

体からスミノリ病原細菌の定量検山を試みたれli :l'í~， 2∞2 
年から 2∞4:rfにかけて分離されたスミノリ病原細雨
Gaetbulibacter spが!感染成立には主らないまでもノリ

業体1'11の会細菌数に対して高い割合で検出され，本菌は

現在のところ有明海に常在している可能性が考察され

Tablc 5 S巴nsitivityof treated laver thalli to bacterial infection 

Laver thalli 

Fr巴shthalli 

Normal-salinity frozen thalli 

Low-salinity frozen thalli 

Dose 

(CFU/ml) 

O 

4.9 X 101 

4.9 X 103 

4.9 x 10" 

4.9 x 10' 

O 

6.0 X 101 

6.0 x lO:l 

6.0 X 105 

6.0 x 10' 

O 

4.0 X 101 

4.0 X 103 

4.0 x 10" 

4.0 x 10' 

Davs after infection 

3 5 J 

十

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ ++ 

+ ++ 
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た。一方， 1985年に分離された A.tumbaeは全く検出

されなかったことから，複数種の細菌がスミノリ病の原

因細菌となりうるが，本病を引き起こす細菌は，海洋の

環境要因などにより時代とともに変化している可能性が

推察された。

またスミノリ病原細菌 Gaetbulibacterspが正常な

ノリ業体に認められたことから，本病の発生には，スミ

ノリ病原細菌感染だけでなくノリ業体の生理状態も大き

く関与しノリ葉体の生理状態が悪化した時に初めて発

病することが示唆された。そこで， ノリー某体の止現状態

を悪化させる要因について検討を試みた。

有明海佐賀県海域における本病は，一般的に冷凍保存

したノリ業体を用いた冷凍綱養殖期に発生しやすく句冷

凍保存していない正常なノリ葉体を j刊し、た秋芽網養殖~Ij

にはほとんとと発生しないことがまりられている430 さら

に，冷凍網養殖期開始時のノリ業体には.スミノリ病原

細菌が冷凍処理期間中も死滅することなく，秋芽網養殖

期と同様にイ寸着して土七存していることが認められた。こ

のことから，冷凍綱養殖期を行うための冷凍処理がノリ

業休に影響を及ほしその生理状態を悪化させているこ

とが考えられたQ

冷凍処理が生体に及ぼす影響について紅藻の Clum

drus cristusでは，冷凍処理によりその原形質!院が苦し

い隙告を受け.その結果として光合成活性が低Tするこ

とが報告されている511。 しかしながら，ノリ養殖に使用

されるスサピノリ葉休に及ぼす冷凍処理の影響について

は.これまでにもiiJl究され報告されているものの，その

研究では冷凍処埋のノリ業体の生存率に及ほ守す影響につ

いてのみが検討 され。冷凍処理のノリ葉~~三の~r.tFf!.状態、に

及ぼす影響については考祭に留まり直接的には検討され

ていなかった¥)。 そこで 本liJI究では純光合成長を指iAl{

として，冷凍処理がノリ誌体の生理状態に与える影響に

ついて検討した紡栄.冷凍処理を施すことによりノリ業

体の純光合成量が減少し 生理状態が顕著に悪化するこ

とが明らかとなった。

-"H . 有 明海佐賀 ~~jj止域で、は， ノリ 薬科¥を冷凍保存す

るriijの育苗期の平均j品分が低いゴ手ほとごヰサ{J1の被害が大き

い傾向にあることも知られている"ll。さらに。ナラワス

サピノリ Pyezoellsis f llarawael1sis ivliuraの幼苛ーは低

t;~~分海水に浸i黄されたのち ~21.染させられると. f{$j告.を受

けることも宇R告されている 5~ ) 。 これらの報告ーから.ノリ

葉休を冷凍処理の実施前に低塩分海水で培養すること

で\ノリ業体が~Iê理的な傷害を受けている可能性も推察

された。そこで¥正常塩分または低塩分海水で、情義した

のちに冷凍処理を行ったノリ紫休の生理状態について調

べた結呆，ノリ葉体の生理状態は冷凍処理により悪化す

るが，その悪化の程度は句 低塩分条件下で冷凍処理した

ノリ葉体で著しいことが明らかとなった。

止理状態が悪化したノリ葉体カ郊出菌感染に対して感受・

tlが高くなるであろうことは容易に推察された。そこ

で，冷凍処理葉体のスミノリ病原細菌感染に対する感受

性を調べた結泉町冷凍処理ーを行ったノリ葉体では，冷凍

処理を行っていない正常ノリ葉体が発病しないような極

めて低い細菌濃度で、も発病した。さらに.通常の冷凍綱

期に使用するような正常域分条件下で冷凍処:fll'したノリ

業体よりもさらに生現状態が悪化する低塩分条件下で冷

凍処理したノリ紫体では、 本病の発病l時期が早く.その

催居、程度も拡大することが半[J[V~ しスミノリ病棟、細菌感

染に対するノリ葉休の感受性はノリ葉体の生理状態の悪

化に伴い上昇することが明らかとなった。

スミノリ病の発~Iーには，スミノリ病原細菌感染数だけ

でなく，ノリ葉体の主t理状態も大きく関係することがゆj

らかになったが ノリ業体の生理状態に影響を及ぽす安

!さ!としては，本研究で明らかとなったように‘ ノリ主主体

の冷凍処理!や培養海水の塩分濃度が挙げられ，スミノリ

病の発生機構については多機性があることが強く示唆さ

れた。

ノリ養殖において， ノリ業体の冷凍保存技術の導入が

乾海志の生産量を飛躍的に伸ばすことに寄与したことは

否定できない事実であるo しかしながら，本研究で判明

した結栄から 従来の冷凍保存法はノリ業体の生現状態

悲化を引き起こし，スミノリ病発生による大被害の危険

1生を併せ持つようになったZ事もヰ時三として長け止めなけ

ればならないと考古寺された。

以上のことから.養殖ノリのスミノリ病の被告を防ぐ

ためには守スミノリ病原細菌数を減らす技術を開発する

ことはいうまでもなく ノリ紫体の止理状態を良好に保

つことも重要であり. ノリ葉体の冷凍保存ブj}l、の改良な

とな養殖方法の改普が必要で、あると考えられる。

第3章

スミノリ病原細菌感染ファージの分離と性状

第2i柱のスミノリ病原細菌感染に対するノリ葉イ本の感

受性試験結果からも明らかとなったように，細菌感染症ー

とされるスミノリ病の被害を防ぐためには， ノリ養殖環

境からスミノリ病原細筒数を減少させることが最重要課

題となってくる。ノリ養殖では現在。 ノリ葉体に付着し

ているスミノリ病原市Illitiを殺菌・滅菌するブn去として.



有機酸を主成分とする pH2程度の強酸溶液にノリ網を

浸漬することでノリ業体上のスミノリ病原細菌を除去す

る化学的防除法である，いわゆる酸処理が1993年から

実施され，これまでのところ本病の発生を効果的に抑制

することに成功している。しかしながら，現在最も効果

的なスミノリ病対策法である酸処理は，その使用方法を

誤るとノリ英一体に傷害を与えることがま/Jられてお

り13.14) また際処理剤の使用は海洋環境や魚介類など

の水生生物に影響を与える可能性が以前から指摘されて

きていた15)。さらに，酸処理の多用は，ノリ養殖業者の

肉体的負担だけでなく経済的負担も大きし、。以よのこと

から，酸処理と同様な効果を持ちながらも環境に対する

負荷の少ないスミノリ病|坊除方法の新たな開発が急務と

なっている。

ところで， 同然界にはウイルスと呼ばれる宿主細胞に

感染してのみ増殖することができる絶対寄生性の微生物

が存在し，感染後ウイルス粒子の増殖に伴い宿主細胞は

破壊されていく 。ウイルスは，その1芽生する宿主細胞の

違いにより，真核刺11胞である動物細胞に感染する動物ウ

イルス，植物細胞に感染する植物ウイルス守真菌に感染

する真菌ウイルス句および原核細胞である細菌に感染す

る細菌ウイルスに分類されており.特に町細菌に感染す

るウイルスはパクテリオファージもしくは単にファージ

とよばれている。ファージは真核キ111胞の動植物細胞や真

菌には感染不可能であることは当然のことであるが 原

核細胞である同誌の細菌でさえ菌株が異なれば感染しな

い場合もあり，非常に高い宿主特異性を有していること

が知られている。さらにーファージは，宿主細菌に感染

後，その細菌内で複製してファージ粒子数を増幅させて

い色最終的には宿主細i桁を破壊(溶首)して複製した

ファージ粒子を刺|胞外へと放出させる。このようにして

放出されたファージ粒子は.再び残存する宿主細菌に感

染して浴菌させていくことから，感染単位としての

ファージ粒子数は細菌感染により爆発的に増加する特徴

も有するo また，ファージ感染による自主細菌数の減少

は.白己増殖不能で、宿主に絶対依存性のファージにとっ

て自然消滅を促すことになるo このようなファージの性

語は.その発見が赤痢菌やブドウ球菌などの病!京高11I閣の

溶菌現象であったことも一因となり 細菌感染症の予防

および治療の道具として一時期は関心が薄れたにも関

わらず今日では再び注目されてきている。ファージによ

る細菌感染の防除夜は「ファージ、療法:phage therapy J 

とよばれ. 医学分野のみならず農学分野においても世界

的規模で開発が進められている。
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ファージ療法の開発でまず問題となることは， ファー

ジの持つ非常に高い宿主特異性である。この特性のた

め。同種の細菌でも病原細菌として複数の菌株が存在す

る場合には，細菌感染症防除に利用するファージがそれ

らに感染できるかどうか明らかにしておく必要がある。

またファージを利用して*111菌感染症の防除を行う場合，

利用するフアージの宿主細菌に対する感染力が問題とな

るが，このファージの感染力はファーシ、の一段増殖完験

などから検討が可能である。さらに 細菌感染症の防除

にファージを利用するためには守ファージの保存方法を

確立することも必要であか利用するファージの温度安

定性について明らかにしておくことも重要であるo

ファージは一般的に酸に弱し、とされていることから，細

菌感染症の防|徐にファージを利用する際に酸の影響を受

けることが想定される場合には，利用するファージの

pH安定性について検討しておく必要もある。

そこで本章では，スミノリ病原細I長j!感染ファージを利

用した海苔スミノリ病の防除法開発を目的として，スミ

ノリ病原稿11菌に感染可能なファージを有明海の環境仁|川、

ら分離することを試みた。さらに，分離したフアージの

lゃからスミノリ病の防除に最も適したファージを選抜す

るために，分離したファージの宿主特異性，一段増殖実

験を指標とした感染力 溢度安定性，およびpH安定性

について解析した。

材料および方法

スミノリ病原細菌および培養条件

ブアージの検索と分離には宿主細菌として.近年分離

されたスミノリ病の原因*11I閣のうち最も病原性の高い菌

t1ミである Gaetbulibactersp H-14LY t~ミを用いた。 オぐ菌

株は 1i欠培養した後，新鮮な ZoBell2216E培地lOmL

に1150量按種し 20tで約6時間振とう培養して対数

増結期に達したものをファージの指示菌液として使用し

た。

ファージの分離源

2∞4年から2∞5it二にかけて， Fig.11に示す佐賀県白
石町地先の六角川自動観測塔 (St.1)から採集した海水

および六角川河口域の干潟 (St.2)から採集した泥土を

ファージの分離源として用いた。泥土は，その 19を9

mLの滅南海水によく撹拘?して懸濁させたのち，遠心分

離(l，3∞xg， 10分， 15 Oc)した上清を使用した。海水
および泥土上清は孔径0.22μmのPVDFメンブレン
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Fig. 11 Sampling stations in th巴 AriakeSea of Saga 

Pr巴fectur巴 Clos巴dareas show laver farms 

フィルター (Millipore.USA:以下，フィルター)で漉

過除菌してファージ検索の試料とした。

フアージの純粋分離

ファージの分離は. Adamsの寒天草層法53)に準じて

i欠のように行った。終濃度が0.5%となるように朱天を

加えた ZoBell2216E培地 (以下.ZoBell 2216E軟寒天培

地)に Gaetbulibactersp. H-14L Y株の指示商液0.3mL

とファージ検紫試料液0.5mLを混和したのち，直ちに

ZoBell 2216E 寒天培地に重層した。 20
0

C で 1~2 日間J音

養し形成された溶菌斑 (プラーク)を観察することで

試料中のファージの存在を検索した。

i容菌斑が形成された場合には句次の方法によりファー

ジを純粋に分離した。j容菌斑の部分を白金耳でかき}!x

1 指示菌液に接種し 20"Cで約 24時間振とう培養した

のち，遠心分離 (20.αX)x g. 10分.15 OC)して上清を

回収した。得られた上清をフィルターで倍、過除菌したも

のを試料として，再び寒天重層法を用いて溶菌nf.を形成
させ，この溶商斑分離操作を3回繰り返すことでファー

ジを純粋分離した。

純粋分離したファージはさらに指示菌液に接種し 20

℃でが]24時間振とう坑ー養したのち，遠心分離 (20，αX)

x g. 10分， 15 OC) して上清を回収した。得られた上清

をフィルターで泌過したものを再び本国株の指示菌液に

接税・培養した。この操作を繰り返し行ってファージ数

を培加させたのち。 これをフィルターでj慮過したものを

感染実験および安定性試験のファージ試料として実験に

使刑するまで5tで保存した。

ファージ粒子の精製

l次培養した Gαetbulibactersp. H-14LY株を ZoBell

2216E 塙地 l∞mLに接植し 20tで約6時間振とう晴
養したのち 7 ブアージ、液(約lO9PFUlmL) 1 mLを接種

し 20
0

Cで約 24時間振とう精養した。この土台養液を遠

心分離 (13αX)X g. 30 分。 4
0

C) し 1，~1. られた上清に終

j農)支が 1μg/mLとなるように DNaseIおよび RNaseI

を添加して 37
0
Cで2時間静置培養したのち。遠心分自li

(13，αX)Xg， 30分 4't)することで'li'i主細存lの染色体
DNAを除去した。f#られた とj青に終i良l立が20%とな

るように polyethylen巴glyco16守α)()をi主力[Jして40Cで手ヲ

24時間静置したのち 遠心分離 (20.α刃 Xg. 30分.4 

OC)することでファージ粒子を回収した。得られた

ファージ粒子の沈殿物を SMbuffer (叩 mMTris-HCl 

buffer， 8.1 mM  Mg~S04 ・7H20. 1∞mM  NaCl; pH 7.5) 
に懸濁させ 精製ファージ‘粒子懸濁液とした。

ファージDNAの調製

精製ファーシ‘粒子懸濁液に.EDTAを終濃度20mM，

Proteinase Kを終濃度叩μg/mL，および10% SDSを

終J農度0.5%となるようにそれぞれ添加し 42
0

Cで2時

間静置した。静置後。このファージ¥ぢ濁il互に等量の TE

[10 mM  Tris-HCl (pH 7.9). 1 mM  EDTAJ飽和フェ

ノールを添加しファージ DNAを抽出したのち.遠心分

自住(13.α)()X g， 10分，室温) してファージDNAを含

む水層を回収した。得られた水層に等量のクロロホル

ム。イソアミルアルコール混合液(体積比24:1)を添加

してファージDNAを精製したのち，遠心分離 (13αm

X g， 10分，室杭)して水層を同収した。得られた水層

に酢酸ナトリウム 14.85μL，etachinmate 3μLおよび

95%エタノール 5∞μLを添加し室温で2分間静置し
たのち遠心分離 (20.αX)x g， 10分， 4

0

C)することで

ファージDNAを沈殿させた。ファージDNAの沈殿物

に70%エタノール6∞μLを添加し洗浄したのち，遠心
分離 (20αX)X g， 10分， 4

0

C)した。洗浄したファージ

DNAの沈殿物を減J.I乾燥させたのち， TE buff巴rに懸



濁させてフアージDNA:j:rfl出液とした。

ファージDNAの制限酵素解析

ファージDNA抽出液に制限酵禁HindIII(ニッ ポン

ジーン)を添加し 37
0

Cで2時間加温することでファー

ジDNAを切断したのち‘その切断パターンを電気泳動

により解析した。電気泳動は.0.7%アガロースゲル

(ニッポンジーン)を用いて日V定電庄，45分間，

の条件で行った。

ファージの電子顕微鏡観察

'コケJ田
三<'.Illll

1%酢酸ウラニルでファージをネガテイブ染色したの

ち，透過型電子顕微鏡]EM-121O(JEOL社製)を用い.

加速電圧80kVの条件下で観察した。

ファージの交差感染試験

スミノリ病ノリ紫体から分離され病原性が認められた

4 T芸i株 (Arthrobactertumbae DY1219-4Y株 Gaetbu

libacter sp. H -14L Y 1~ミ ， Gaetbulibacter sp. H -15L Y 1宋

および Gaetbu!ibactersp. H -16L Y株)および木病ノリ

業体から分離され病原性が認められなかった 4菌株

(NS-5Y株.NS-llY株， NS-17Y株.およびKS-4Y株)

さらに， 正常ノリ葉休から分離され病原性が認められて

いない2T街株 (EX-S5Y株およびH-180R株)の計 10

菌株を分離したファージ、の交差感染試験用指示菌として

用いた。

1次培養した供試菌株を新鮮な ZoBell2216E培地に

接種し 20
0

CでOD660=0.25~0.3 までi音養したものを

指示菌液とした。ZoBell2216E寒天培地上に滅菌した

綿棒でファージ液を縦に引き，よく乾燥させたのち。指

示菌液を滅菌綿棒でファージと直交に日|いた。20tで

48時間培養後，交差部分の溶菌の有無を検討した。

ファージの一段増殖実験

ファージ、の一段増殖実験は Ellis and Delbruckの方

法54)を一部改変して次のとおり行った。Gaetbu!ibacter

sp. H-14LY株の指示菌;/互に細菌あたりのファージ感染

度 (多重感染度 MOI)が0.1となるようにフアージ液

を接種し 200Cで 10分間静置してファージを宿主細菌

に吸着・感染させた。宿主細菌に未感染のファージを除

去するため.この感染液を遠心分離 (13α氾Xg. 5分.

20t)してファージ感染細菌を集商し何られた細菌を

PBS (1∞mMリン酸緩衝液:pH 7.0)に懸濁させたの

ち同条件で再度遠心分離して集車iした。この PBSでの
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洗i争操作を 2回繰り返して符られたファージ感染細菌を

ZoBe1l2216E培地lOmLに接種しさらに同培地で 104

倍に希釈したのち • 20
0

Cで静置i奇養した。この培養液か

ら1O~30 分勿二に試ギ|を採取し寒天童層法により試料

中のファージ数 (PFU)を測定した。

ファージの温度安定性試験

ファージ液を 5tおよび20"Cに24週間保存しサン

プル rl・!の生存ファージ数を 1~4 週間毎に測定した。

ファージ、数の測定は寒天重層法で、行い，結果は，開始時

のファージ数を l∞ %とした比率で示した。

ファージのpH安定性試験

pHを2，3. 4， 6守 8，8.5の6段階に調整した ZoBell

2216E :t古地 0.9mL にファージi夜 O.lmL を ì~加し 20

℃で 10分間静置したのち.サンプル1.1コの生存ファージ

数を寒天重層法で測定した。結果は，処理前のファージ

数を l∞ %とした比率で示した。

結果

スミノリ病原料l菌 Gaetbulibactersp. H -14L Y株を宿

主細菌とした寒天重層法により， 有明海の海水中および

干潟泥土中から本I芸i株に感染するファージ、の検索を行っ

た。その結果本菌株が生育した ZoBell2216E寒天培

地|二に形態が異なる 3種類のプラークが形成された。そ

れぞれのプラークからファージを純粋分離するために

プラーク部分を白金耳でかきとり，これを本菌株の指示

菌液に接種し培養したものを試料としたプラーク分離を

斜tり返すことで ファージを純1キに分l~J佐した (Table6)。

分離した 3種類のファージはそのプラーク形態から 2つ

のグループに分けられ， 直径約0.50101のピンホール状の

プラークを 7f三成するファージを ul とし周囲がi~1) った

大型のプラークを形成するフアージをそれぞれU2およ

びU3とした。なお，ファージ U2およびU3のプラー

ク形態は類似していたが。それぞれの直径は約301mおよ

び2.50101で、あか海水から分離されたファージU2の方

が干潟泥土から分離されたファージU3よりも大きかっ

Tablc 6 Phag巴sisolat巴di口thisstudy 

Phage Dat巴 Source Location 

U1 0巴c..2∞4 Seawat巴r Ariake Sea 

U2 Nov.. 24. 2∞5 S巴awater Ariak巴Sea

U3 Nov.. 24. 2005 Tideland mud Rokkaku River 
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た (Fig.12)。

ファージ U2およびU3は守類似した大型のプラーク

を形成することから近縁な種であり，小型のフ。ラークを

形成するファージ ulはこれらのフアージとは異なる種

であることが考えられた。そこで¥分離フアージから

DNAを抽出したのち，制限酵素HindIIIによるファー

ジDNAの制限酵素切断パターンを比較した (Fig.13)。

その結果，小型のプラークを形成するファージ ulの

DNA制限酵素切断パターンは，大型の類似したプラー

クを形成するファージ U2およびU3とは明らかに異

• 日 • -•• 

なっていることが判明した。ープj，大型の類似したプ

ラークを形成するが，その分間!h原が海水および干潟泥土

とそれぞれ異なるファージ U2およびU3では，類似し

た制限酵素切断パターンを示したが，両者の聞にはそれ

ぞれ特異的な DNA断片も認められ，互いに類縁種であ

ることカf明らかとなった。

さらに分離した3種類のフアージを形態学的に分類

するために，電子顕微鏡を用いてファージの粒子形状を

観察した (Fig.14)。その結果小型のプラークを形成す

るファージ ulは，直径約70nmの正六角形の頭部と長

さ約 145nmの幅広く長い尾部を有していた。一方，大

型の類似したプラークを形成するファージ U2および

U3は類似した形態をしており.いずれも径約65x叩

nmの六角形の頭部と長さ約 130nmの細長い尾部を有

していた。

分献したスミノリ病原細菌に感染する 3種類のファー

ジの中から，スミノリ病の防除に最も適したファージを

選抜するために，分離したフアージの宿主特異性，増殖

特性.温度安定性およびpH安定性について検討を行っ

た。

ーー 分離したファージの宿主特異性の検討では.病原性が

-
Fig. 12 Plaque morphology of phages 

A : Ul， B : U2， C : U3. Scale bars = 1.5 mm 

認められたスミノリ病原細菌4菌株と病原性が認められ

なかった6菌株の計10菌株を指示菌として分離した3

種類のファージを交差感染させて行った (Table7)。そ

の結果，分離した3種類、のフアージの宿主域は同一であ

り，これらのファージは，近年のスミノリ病の原因細菌

kbp 

19.33 -
7.74¥ 
6.22 -
4.26 -
3.47 -
2.69 -

1.88 --
1.49 ".." 

0.93 -

孔f 2 3 

Fig. 13 Agarose gel electrophoresis of HindIII -dig巴sted
phage g巴nomes.Lane M : molecular size marker¥ 
Lane 1 : Ul， La口e2 : U2， lane 3 : U3 
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Fig. 14 Electron micrographs of phag巴s.A: ul 

B : U2， C : U3. Scale bars = 100 nm 
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Table 7 Host specificity of isolated phag巴S.

Strain 
Sensitivity to phages 

U1 U2 U3 

DY1219-4Y 

NS-5Y 

NS-llY 

NS-17Y 

KS-4Y 

H-14LY + + + 

H-15LY + + + 

H-16LY + + + 

EX-S5Y 

H-180R 

10" 

10" 

o 30 60 90 120 150 180210240270300 330 
fime (min) 

Fig. 15 One-step growth curve of phag巴5

0: Ul..: U2，ム U3
V巴rticalbars show standard deviations (n=3) 

で、ある Gaetbulibactersp. H -14L Y t~ミ ， Gaetbulibacter 

sp. H-15LY t~ミおよび Gaetbulibacter sp. H -16L Y t朱の 3

菌株には感染したが守 1985~年に分離されたスミノリ病原

細菌である A.tumbae DY1219-4Y l'朱や病原性がtEめら

れなかった NS-5Yl'朱， NS-l1Y t米， NS-17Y t)j(， KS-4Y 
株守 EX-S5Y株および日一180R株に対しての感染は認

められなかった。

ファージの感染力は増殖特異性として，分離した3種

類のファージの感染細菌あたりのファージ放出量 (burst

size)および宿主細菌に感染してから子孫ファージが放

出されるまでの時間(潜伏期)について， 一段増殖実験

を行って検討した (Fig.15)。その結果，ファージUl.

U2，およびU3の感染細胞あたりのファージ放出量はほ

ぼ同じであり，それぞれ 53，44 および 38PFU/in 

fected c巴IIであった。しかしながら.ファージが感染し

てから子孫ファージが放出されるまでの時間である潜伏

期では，小型のプラークを形成するファージ U1と大型

の類似したプラークを形成するファージ U2およびU3
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で潜伏期の時間は大きく異なっていた。小型のプラーク

を形成するファージ ulでは，子孫ファージの放出は細

菌感染 120分後から始まり，その後ファージ放出量は緩

やかに上昇して最大となったのに対し大型の類似した

プラークを形成するフアージ U2およびU3では，細菌

感染後わずか30分で子孫ファージ、の放出が始まり句そ

の後ブアージ放出量は速やかに上昇して最大となった。

分離した3種類のファージの温度安定性については，

50Cおよび200Cで保存1-1-1のファージ生有率を経時的に

測定することで検討した。ファージを 5tで保存した場

合， 3根類のファージの生存率は20週日までは円数の経

過とともに緩やかに減少していき， 20 週日には開始時の

約 30~叩%の生存率:に低下した。 しかしながら， 24週

目では，ファージulおよびU2の生存率は 20週日とほ

ぼ同じであったのに対しファージU3の生存率は開始

時の 6%まで急激に減少した (Fig，16A)。一方， 20tに

A 

100 

〆、訳'ーー.ヘJ 

日3
<l.l 

() 

'';ー-0E3 a 

0.. 

4尽bA3 心
10 

..c 
0.. 
<l.l 

」Cコ司

〉

B 

100 

〆ミ'完ーヘ

、、.，/
cfj 

<l.l 

() 

+c--q 4 

0.. 
<l.l 10 
bd a 
..c 
0.. 
<l.l 

」CD百

〉

保存した場合では (Fig.16B)，ファージulおよびU3

のとげ子専は日数の経過とともに緩やかに減少していった

が， 24 週目でも開始時の 20~40 %の生存率を維持して

いた。ところが，分離した3種類のファージの中で最も

大きいプラークを形成したフアージU2では，最初jの6

週間までは開始時の 25%の生存率を維持していたもの

のその後守生存率はさらに減少していき 24週日では開

始時の2.7%まで低下することが判明した。

分離した3種類のフアージの pH安定性はサ所定の

pHに調整した ZoBell2216E培地にフアージを 10分間

浸演し浸漬後のフアージ生存率を測定することで検討

した (Fig.17)。その結果.弱酸性 (pH4) ~弱アルカリ

性 (pI-I8.5)の範囲では.全てのファージの生存率は処

理前の 80%以よと高く維持されることが明らかとなっ

た。しかしながら守強限性 (pH3)状態では，ファージ

ulの生存率は 80%以上と高かったものの守ファージ

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 
Week 

Fig. 16 S;:ability of phag巴sduring storage at 5 Oc (A) and 20 oc (8). 0 : Ul. . : U2ム U3
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U2およびU3の生存率は著しく低下し，処理前の0.1% 

以下となった。さらに pHが下がり pH2の世柄引u液1'1コ

では，全てのフアージは完全に不活化されることが判明

した。

考 察

第 l主主において，スミノリ病原細菌として属が異なる

複数種の細菌が存在することが明らかとなったことか

ら，ファージを利用して本病の防|徐を行うためには

ファージ、の宿主となるスミノリ病原細菌を選択する必要

がある。しかしながら 現在のところ有明海佐賀県海域

で近年発生している本病は毎年行う発病調査の結果で¥

全て Gaetbu!ibacter属細菌によって引き起こされてい

ることが明らかにされている (佐賀県有明水産振興セン

ター 未発表)。 そこで本研究ではう}i1，lIfされた Gaet

bzrlibαcter属制i胞のうちで最も高い病原性が認められた

スミノリ病!東京1[1iJ，i Gaetbullbαcter sp. H ~ 14L Y株を

ファージの宿主主111丙として選択し 本1均株に感染する

ファージ‘の検索を行った。

その結呆有明海の海水およひ干潟j尼こl'から本菌株に

感染する 3種類のフア ジ (Ul.U2守およびU3)を分

離することができた。さらに それらの形成するプラー

クの形態から 大型のプラークを形成するファージ U2

およびU3は近縁な棋であか小型のプラークを形成す

るファージ ul はこiLらのフ ァ ージとは日Ijt~;であること

が推察された。そこで句分離したファージのDNAを抽

u:"してその制限酵素消化パターンを比較することで、遺伝

学的な性状を検討した。その結果。大型のプラークを形

成したファージ U2およびu3では守消化パターン内に

互いに特異的なDNAの酵素消化断片が数箇所認められ

るものの，極めて類似したパターンを示したことから阿
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者は遺伝的に近縁関係にあるが，小型のプラークを形成

したファージ Ulは前者とは明らかに異なる種であるこ

とが判明し半閉鎖系の有明海において，同ーのスミノ

リ病原細商に感染可能なファージが複数種存在すること

が強く 示唆された。さらに，分離した3種類のファージ

が制限酵素で消化司能であることから，すべて 2本鎖

DNAを村:つことが強く 示唆されたことで これらを同

際ウイルス分類命名委員会の分類基準55)に従い電子顕

微鏡による形態観察を行うことで分類を試みた。その結

果.分断した全てのファージは尾部っきフアージである

ことから Caudovirales目に属しさらに，小型のプラー

クを形成するファージ Ulでは尾部が幅広いことから

Mvoviridae科守大型のプラークを形成するファージU2

およびU3では尾音1¥が細長いことから SiPhoviridae科

にそれぞれ分類されることが推察された。

ファージは宿主細菌を厳密に認識して感染するため。

その感染はi長iflf(特呉的というよりも商株特異的であると

いわれている56)。ところで，近年のスミノリ病の原因細

菌である Gaetbullbacter属中III菌は‘本研究で、ファージ宿

主細菌として刑いた GaetbuZzbactersp I-I~14LY f*以外
にも 2Hミ分離されている o そこで句これらの Gaetbuli-

bacter }，1';細菌2株に士、lしでも今回分離したファージが

感染可能かとうかを明らかにしておく必要があった。そ

こで.スミノリ病原点IIIHf'iとしてこれまでに分離されてい

る GaetbuIibacteJ属細菌3株に対する分離ファージの

感染性について嗣べた結果，分離した3種類のファージ

は近年のスミノリ病原細菌である Gaelbulibacler属細

雨3株の全てに感染可能であることが明らかとなった。

ところで，海洋性細菌を出主とするファージの中には

市ミtqW lj"!~性が低く. Jj'(なる干lfiのキIlJWi(こさえ感染するもの

も存在することが限告されている5I58)。本病の|りJ除lこ

ファージを利用する場合 海洋の生態系維持を考慮する

と.干iJ)討するファージが目的とするスミノリ病原細菌種

以外の細菌に感染しないことが要求される。そこで 分

市ltしたファージの Gaetbullbacter属細菌以外のスミノ

リ病JJjl、利l商極や病原性が認められなかった細閣の計7f均

株に対する感染性について検討したところ.分自![した3

種頬のファージは近年のスミノリ病原組|菌である

Gaetbu!ibacter属細菌以外の組nflには感染しないことが

明らかとなか比較的高い宿主特異性を有することが推

察された。

スミノリ病原細菌に対するファージの感染力の強さ

は。 ファージを利用したスミノリ病防除法の成否に関わ

る最も重要な因子のlっと考えられる。そこで， ファー



64 

ジの一段増殖実験および形成するプラークの7t~態から分

離した3種類のファージの感染力について検討した結

果，フアージU2は短い潜伏期および大きいパーストサ

イズを有し，かつ，形成するプラークも大きいことから。

分離した3種類のファージのうち，ファージU2がスミ

ノリ病原細菌に対して最も強い感染力を有することが抗

察された。さらに，ファージ U2の瀞伏期は約 30分で

あり.これまでに一段端組実験が報告されたニジマス

Oncorhynchus mylussの病原細菌 FlauobacteriuJJ1

ρりchroþhilum に感染するフアージの潜伏期 (4~6 時

間)と比4史すると39) ファージU2のi替伏期はかなり?♀

いことが明らかとなった。

本病の|幼除に利J.FJするファージを安定的に保有するた

めには，その保存i:~l!立が重要になる。 そこで\分離した

3種類のファージの温度安定'凶ιついて検討した結以

分離した全てのファージは5tで約半年ーclliJは充分な感染

力を維持できることが明らかとなり，このことから こ

れらのファージが利用時まで低渦下であればノリ養殖期

聞を通じて長期間保存可能であることが強く 示唆され

た。しかしながら， ファージが環境に与える影響を考慮

した場合、利用するファージが環境中に長期間残存する

ことは.特に二!と開 ~jW9である有明海では，好ましくない

事態の予期せぬ発生も考えられる。今回分断した3H類
のファージのうち，ノリ養殖期間の水温に近い 20tで

は，スミノリ病原和1/菌に感染性の比較的高いファージ

U2のみが限られた期間しか活性を維J三?で、きないことか

ら，分離したフア←ジの中で。ファージU2が最も環境

中に残存せずスミノリ病の防除に適しているものと推察

された。

スミノリ病原細肉は強酸溶液中で、は生育て、きないこと

から，ノリ養殖では現在スミノリ病対策として pH2 

程度の強酸溶液でノリ業休に感染しているスミノリ病原

細菌を除去するノリ網の間処理が行われている。しかし

ながら， 一般的に.ファージは酸に弱いことが知られて

いるため(jO-53) ノリ網の酸処理はスミノリ病原細菌に

感染するファージにも影響を及ぼす可能性が考えられ

た。そこで，分離した 3種類のファージのpH安定性に

ついて調べた結果，本1fk)の防除対策ーとして行われている

ノリ網の酸処理はスミノリ病原細菌に感染するファージ

を完全に不活化することが推測され，スミノリ病防|徐に

ファージを用いる場合は，その実施に際し新たな方法を

考案すべきものと考察された。

以上の結果から，本研究で分離したスミノリ病原市111菌

に感染する 3種類のファージのうち，スミノリ病の防除

に最も適したファージは，宿ミiiであるスミノリ病原(細菌

に対して;白い感染力を持ちながら環境中に長期間残留し

ないファージU2であることが示唆された。

第4章病原細菌感染性ファージを用いた

海苔スミノリ病防除法の開発

ノリ養殖では， ノリ1主体に細菌が感染することにより

発病するとされるスミノリ病がしばしば発生しており句

その生産に多大な被害を及ぼしている。本病に対する r，jj

|徐対策としては.r雨水位莞殖J6.7.9)や [養殖ノリ網の
限処甜!J10ーl2)などの方法が挙げられる。高水位養殖は

ノリ網を空片!に干しあげ，乾燥や紫外線の効果によりノ

リ業体に付着する刺1/南を除去する方法であるが， 本法で

は本病がー度発生してしまうと被害の拡大を防ぐことが

困難であることから4¥今日では。 強円安tlのすヰー機内支溶液
にノリ網を漬けこむことでノリ葉付、に付着する細菌を除

去する酸処理が優先的に行われているのが現状である。

また 本病の被答を|坊ぐためには本病の発生子祭が霊

安となるが，未だに本病の正確な発生下察方法は確立さ

れていない状況であるo このため，有明海佐賀県海域で

はサ本病が冷凍網整殖期lの開始直後に発生しやすいこと

が経験的に知られていることから，スミノリ病原細菌の

存在の有無にかかわらず，本:!fiqの被告を防ぐために冷凍

保存ノリ網をif号、場に張り込んだ直後に予防的にノリ網の

酸処理を行っているのが現状であり，このため酸処理剤

の使用量が年々増加傾向にある。一方限処理斉IJは環境

に負荷を与える可能性が指摘されており 15) 近年では酸

処理斉IJの再利用なと¥その使用量削減の要請が各方而ーか

ら強くなされるようになってきた。また，酸処理lを繰り

返し行うと。自主耐性のスミノ 1)lIkJl京Milill¥iが出現してくる

ことが室内試験において確認されていることから 4) 化

学的防除法としての酸処理に代わる効果的で環境にやさ

しい新たなスミノリ病防除方法の開発が強く求められて

きている。

ところで¥水産増養殖分野で、は近年，細菌ウイルスで

あるパクテリオファージを利用して守病原、細菌数を減少

させることでキ/ll ï~，ï感染症を防除する，いわゆるファージ

療法に対する関心が高まってきている。この理由とし

てこれまで、防除の主流で‘あった抗生物質処理などの化

学的防|出土において.薬剤耐性菌の山現や環境汚染など

の問題発生が懸念されるようになってきたことが挙げら

れ，ファージ療法がこれまで、の化学的防除法に代わる新

たな刺1/蘭感染防除法として注目されている64-66)。特に

魚介類養殖で、は，ファージを利用した細菌感染症防除を



目的として養殖環境付功、ら病原細菌に感染するファー

ジの分離が活発に試みられてきており，これまでにアユ

Plccoglossus altivclis6i)，ウシエピ Pcnacus

J1107lOd0716SJ，ウナギ A.Jαlりο71ica(9)，エゾアワビ

Haliotis discus han71ai70)，カワマス Salvclinus

斤mtmαlis'1)守ヒラメ P.olivaccus72. 73).およびブリ

Scriola cjμiJlCjucraclz'ata74.75)なとごの産業上霊安な魚介類

の病原細菌に感染するファージが分離されている。

また分隊された魚類の病原細菌に感染するファージ

を利用して，実際に，魚類の細菌感染症に対するファー

ジの感染防除実験が多く試みられるようになってきてお

り，一部の魚種では。実験的ではあるものの，ブアージ

の感染防除効果が認められている。アユの制菌性出血性

腹水爪iで、は，病原細菌を合んだ餌をアユに」チえた直後に

ファージを含んだ餌を与えたところ ファージを与えた

アユでは死亡浮の低下が認められその死亡半低一|、は。

漏出向を与えた 24時間後にファージを与えた場合でも認

められている7(九 またブリの連鎖球菌症では，病原市111

菌を注射したブリに0，1.および24時間後にファージ

を注射した場合 ファージをit射していないブリではそ

の90%が死亡したのに対しファージを注射したブリ

の死亡率は。感染O時間後のファージ液注射で0%，1 

時間後のファージ液注射で20%.および24時間後の

ファージ波注射で50%となり，ファージ処理jIにより明

らかに死亡率が低下したことが報告されている(1)。さ

らに， ヒラメのF溶血性連鎖球菌症では‘病原細菌をヒ

ラメに注射した 12および24時間1?Zにファージをj主射し

たところ， ファージを注射していない対照区のヒラメの

生存率が5%であったのに対し感染 12および24時間

後にファージを注射した区のヒラメの止存不はそれぞれ

45%および33%と，いずれも対照区のそれよりも有意

に高くなるとの報告もなされているi3)。

このように，実験室レベルではファージによる魚頒の

細菌感染症の防除効来が確認されてはいるが これまで

のところファージを利用した魚類の細菌感染症防除が実

用化された例はなし、。一方 フアージを利用した細向感

染症防除に関して，水産増Ji自分野よりも研究が進んで、い

る農業分野においても守ファージを利山した細菌感染症

の防除が実用化された例はほとんどなく. トマト斑点細

菌病に対してファージによる防|徐が米同で実用化されて

いるのみである77)。このようなファージ利用による細

菌感染症防除が実用化されていない原因としては，

ファージを投与しでも宿主主111閣に感染する以前に，様々

な環境要因によりファージが不活化することが考えられ
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ており，現在では。ファージ処理の実刑化に向けた効率

的な保存および実施方法が検討されている。

本章一では，スミノリ病原細菌感染フアージを利用した

海苔スミノリ病|坊除法雄立のために，第3章で選抜した

スミノリ病の防除に最も適したファージを用いて.スミ

ノリ病原利liiiに人為的に!感染させたノリ業体に対して

フアージ処理による感染防除効果について検討した。さ

らに， ノリ養勉現場でのファージを利用したスミノリ病

防除法の実用化を日的として. ノリ養殖現場で、のファー

シ、処理方法について検討するとともにそのファージ処

理の効呆について，スミノリ病防除法として現在最も有

効とされている酸処理と比較検討を行った。

材料および方法

供試菌株

近年分離されたスミノリ病の原因細i芸lのうち。較もがJ

原性の高いTWH株で、あるスミノリ病原市111'[罰 Gactbu!ibactcr

sp. H-14LY株を試思実にR-Jいた。

供試ファージ株

スミノリ病原細菌 GactbulibactcrSp. H -14L Y株に士、j

して最も強い感染力を有し第3京で述べたように環境

保全にも有効とされるファージU2を使用した。ファー

ジ液の調製は第3主主と同様の方法を用いて行った。

供試ノリ葉体株

スサピノリ P.yczocnsisの養殖品種S-5-0を使用し

た。

ファージによるスミノリ病原細菌の溶菌試験

ZoBell 2216E 培地lOmLにl次情養したスミノリ病

原細菌を113度 (OD(必())が約0.1となるように接種し 20

℃で振とう培養した。可視分光光度五ISPECTRONIC 

20D +を用いて培養液の濁度 (OD以前)を 111寺間毎に測定

し塙養液の濁度 (OD660)が約0.3に達した培養6時間

後にファージ液を接布i した。 ファージìf~の接種濃度は，

細菌あたりのフアージ感染度 (MOI)で0.01，0.1.およ

びlとした。対照には守ファージ1夜のイtわりに ZoBell

2216E培地を加えた。接種後。同条件で継続して培養し

培養液の濁度 (OD660) を測定した。

ファージによるスミノリ病の感染防除試験

-20'tで冷凍保存していたノリ業体を解凍したのち，
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切断して業片 (10x 4mm)にし切断した業片に対し第

l章と問機の方法で抗生物質処理することで業体 tの付

着細菌を|徐菌した。抗生物質処理した葉片は滅菌海水で

2 [l.!J洗浄したのち，改変 SWM-IIIを添加した減醇h毎7](

2∞mLを分注したフラスコに葉片 24枚を入れ守水温14
oC，光強度40μmol/m"/s巴c，10 時間明期。 14時間11育期

の条í~l:下で振とう培養した。

スミノリ病原細菌は ZoBell2216E寒天市:地の斜而上

で20
0

C，約48時間培養したのち守滅菌海水に15罰させ

た。抗生物質処理!を行ったノリ葉片が入ったフラスコ

に.スミノリ病民t組[~，、i を終 i!襲)立が1. 6 X 101 CFU/mL 

となるように接flTIし接税直後または 2411寺問i乏にファー

ジiiliを終u良!主が2，0X 101 PFU/mLとなるように接種

した。対照には.ファージ、江主の代わりに ZoBell2216E 

IE地を添加した。スミノリ病原細菌接種後.上記の培養

条件ドでノリ葉片を 7日間培養し発症の程度を第 l章

で述べたとおり原形質l吐出ヰ:を算出することで求めた。

スミノリ病原細菌が感染した冷凍ノリ葉体の調製

室内採市したノリ幼芥色改変SWfvI-IIIを添加した

j.~ 分 31.9の海水中で水温 180C，光強度開l-llTIol/m2

/sec， 12 11寺間明1tJJ: 12 11寺同日計JJの条件下で通気培:在、し

葉長5cmntrlをまで生長させた。このノリ紫体に対し第 l

主主と同絞な JJ}l~ で、tí'L~t一物質処理を行ったのち これらを

改変SWM-IIIを添加したj成]%i海水350mLを分注した

フラスコに入れた。j欠に， スミノリ病!京細I差l を終ù~~J立が

4，6 X 101 CFU/mLとなるようにノリ葉体が入ったフ

ラスコに接種し水il乱14t守光強度4OLlinoi/1112/SECe 

10 同llijlij:JNJ: 14 H刊行附則の条件て判 241時[I¥j埼玉;するこ

とで ノリ葉休をスミノリ病IT7:MII肉に感染させた。感染

f克実!iJされている冷凍桝期用のノリ業イ木の間製法に準

じて このスミノリ病原~:目前感染ノリ業体を水分合1l.40

%まで乾燥させたのち。供試するまで 20
0

Cで、冷凍保存

した。

スミノリ病原細菌感染冷凍ノリ葉体に対するファージ処

理および酸処理試験

冷凍保存していたスミノリ病h訂:[1[菌 !~X;染ノリ訪日本を解

凍したのち 切断して葉片 (10x 5 mm)にした。ファ

ジ処理ではこの切断ノリ葉jJに対して守 4.4X 109 

PFU/mLのファージ液に 10分間浸漬した。また，酸処

理ーでは p1-I2，2に調整した酸処理斉IJ(グローゲン.第一

製網)に3分間浸漬して行った。対照のノリ葉片は。

ファージ液および酸処理斉Ijの代わりに滅菌海水に 10分

間浸潰した。各処理を行ったノリ紫片を改変SWM-III

を添加した滅菌潟水 l日mLを分注したフラスコにそれ

ぞれ30枚入れ，水杭14
0

C 光強度40μmol/m2/sec，10 

時間明期 14時間日当期の条ド|下で7日間保とう培養し

た。発症の程度は第 l章二で述べたとおり原形質吐1:1:¥号1を

算出して求めた。ノリ1;ミ休からのスミノリ病原刻11菌の検

索は第 2i告で述べたように Gaetbu!zbactersp， H-14LY 

株の抗巾清を使「げした凝集反応試験をJlJいて行った。ノ

リ葉付休、からのフア一ジの検索lはま主U以)，、下の方j法去で

リ葉休カか、らのスミノリ林病]原細菌の1検食索にf使吏用したノリ紫

イ休オ木E摩f砕l咋宇i液夜の一音剖部|日;Jををj遠主室一ι{、分離 (位20，αα〉刃ox g， 1叩O勿分， 15't) 
しその上清をフィルターで鳩過したものを試料としたO

寒天重層法によりプラークを形成させ.試料，.[ー!のファー

ジ数を言十数した。ノリ菜体の生長は紫長で表し楽長は

ノギス (CD-15PSX，ミットヨ)を用いて測定した。

企士
ili同 果

ファージ U2によるスミノリ病原細菌 Gaetbulibac ter 

sp，H-14LY株に対する増殖抑制効果を培養細菌あたり

のファージ感染度 (MOI)が0，01，0，1.およびlとなる

ようにファージ U2を按種し捺種後の塙養液の濁度

(OD(】60) をiWJ定することで検討 した (Fig，18)。その結

果 ファージを接視していない対照[Zの培養液の濁度

(OD660) は11寺問の市王過とともに上昇していき守士吉jを30

時間後の続安1伐のj出度 (OD6W)は1.565となった。

11，ブァージを接種したl更では ブアージ桜極後に培養

液の顕若な濁度 (OD(由0)低下が観察された。細雨あた

りのファージ感染度 (!'vIOI)が0，01，0，1.およびlの濃

度でファージをJ妾慌 した区では それぞれ接税後 3，2， 
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Fig. 18 Growth inhibition of Gactbu!ibacter sp， strain 
H -HL Y by pbage U2 at different MOI 
o : control (no phages)守・ lvlOI = 0，01.口
rvIOI = 0，1・MOI 1. Arrow indicates the 
time of phag巴inoculation



およびO同問から培養液の濁度 (OD660)低|ごが認めら

れた。さらに，ファージ接種24時間後にあたる培養30

時間後の菌体培養液の濁度 (OD6ω)はファージを接種

していない対照区よりも明らかに低下しそれぞれの感

染度区で0.005守 0.073，およびO侃Oとほぼ同様な値を

示した。

本菌株の培養液中にファージを接種することで培養液

の濁度 (OD6ω)が低下したことから ファージによるス

ミノリ病原細菌の感染防除効果が期待された。また市111

菌あたりのファージ感染度 (MOI)がlとなるように

ファージを接種した区では.接種直後から情養液の濁度

(OD660)が低下し始めたことから フアージによるスミ

ノリ病原細菌の感染防除を効果的に行うためには.細菌

あたりのフアージ感染度 (MOI)が1以よとなるように

ファージを接諒すればよいことが考えられた。

そこで，ノリ葉体を培養しているフラスコにスミノリ

病原細菌 Gaetbulibactersp. H -14L Y株を接種した直後

に，キIII菌あたりのフアージ感染度 (MOI)が約 lとなる

ようにファージ U2を接種しノリ葉休の原形質凶 /:H率

(Fig. 19)を観察することで¥ブアージによるスミノリ病

原細雨の感染予防効果について検討した。その結果，ス

ミノリ病原細菌接種直後にファージ、処理を行ったノリ業

体細胞では，培養7日日にノリ業体細胞で0.4%の原形

質吐出が観察されたに過ぎなかったが.ファージ処理を

行っていないノリ業体では J音養3日日からノリ業体細

胞の原形質吐出が観察され始め，培養7H自にはノリ葉

体細胞の激しい原形質吐出が観察され，そのItl:出与は

12.2 %に達した (Fig.20A)。

さらに.ファージによるスミノリ病原細菌の感染予防

効果が認められたことから.ファージによるスミノリ病

の発病抑制効果についても検討を行った。ノリ葉休を1音

養しているフラスコに，スミノリ病原細菌 GaetbulibσC

ter sp. 1-I-14LY株を接種して 24時間後にファージ U2

を接種しノリ業体の発症の程度を観察した結果.スミ

ノリ病原細菌接種24時間後にファージ処理を行ったノ

リ業体細胞では，スミノリ病原細菌接種直後にファージ

処理した場合と同様に本病の発病抑制効果が認められ。

培養 7日国のノリ業体細胞の原形質吐出率は 1%と

ファージ、処理を行っていないノリ築体細胞のそれと比較

して明らかに低|ごしていた (Fig.20B)。以上のように。

スミノリ病原細菌の正常ノリ葉体感染実験に対する

ファージ添加による本病の感染予防と発病抑制試験で

は，明らかに本病の発生が抑制されたことから.ファー

ジ処理によるスミノリ病防除効果が期待され ノリ養地
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Fig.19 Eff巴ctof phage U2 tr巴atm巴nton the suminori-dis 

eased laver thalli caused by Gaetbulibacter sp 

strain H-14L Y. A : control thalli. B : phage-tre-

ated thalli. Arrows show th巴plasmoptysisof laver 

thalli cells. Scale bars = 60μm 

現場へのファージ処理の応用笑施の可能性が強く示唆さ

れた。

さらに，第2意で明らかにしたように 実用されてい

る冷凍網期のノリ葉休にはかなりの濃度でスミノリ病原

市111菌が付着し感染している可能性もある O そこで¥

フアージ利用によるスミノリ病発生防除の実現を目的と

してスミノリ病催忠ノリ業体を調製してファージ処理

を行い その発病防止効果をスミノリ病対策として現有二

最も有効とされる限処理のそれと比較検討した。その結

呆。無処理のスミノリ病催官、ノリ葉体ではノリ葉体細胞

の原31~質 I tl::U:'t が崎:養 5 日 目 から観察され始め句培養 7 日
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Fig. 20 Effect of phage U2 tr巴atmenragainst bacterial 

infection with th巴suminoripathogenic bacterium. 

Cαetbulibacter sp. strain H -14L Y in the laver 

thalli. Laver thalli wer巴 treatedwith the phage 

(A) immediately and (8) 24 h aft巴rbacterial 

infection 
o control thalli守.: phage-treated thalli 
Arrows indicat巴 thetime of phage tr巴atment

Vertical bars show standard deviations (n=3) 

自のノリ業体細胞の原形質ItU出率は約 3%となったが，

ファージ処理および酸処理を行ったノリ業体では試験期

間を通してノリ業体細胞の原形質吐出が全く観察され

ず.ファージ処理は現行の酸処理と同様にスミノリ病の

発生防止効果を有することが判明した (Fig.21)。一方.

酸処理を行ったノリ葉休ではノリ葉体細胞の原形質I止出

は認められなかったものの守 ファージ処理では認められ

なかった傷害を受けた細胞が一部観察された (Fig.22)。

さらに，各処理を行ったノリ葉体上の本菌株の生育に

ついて調べた結果，ファージ処理および酸処理を行った

ノリ葉体上の本菌株の菌数はいずれも培養日数の経過と

ともに減少していくことが明らかとなった (Fig.23)。

しかしながら.ノリ葉体上から本菌株が検出不能となっ

た時期は. ファージ処理を行ったノリ業体では培養7日

目となったのに対して，酸処理を行ったノリ業体では培

養 l日目にすでに検出不能の状態となることが判明し
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Fig.21 Eff巴ctof two kinds of treatment against bacterial 

infection with th巴sllminoripathogenic bacterillm. 

Gaetbulibacter sp. strain H-14LY in the laver 

thalli. 0 : no treatment. . : acid treatm巴nt.ム
phage treatment. V巴rticalbars show standard 
deviations (n=3-5) 

ファージ処理ではスミノリ病原細菌は酸処理の場合とは

異なり，比較的穏やかに死滅・減少してゆくことが明ら

かとなった。なお，対照区である無処理のノリ業体上で

の本菌株の菌数は試験期間を通してlOS~109 CFU/gの

範囲を推移した。また j告養7日日のファージ処理ノリ

業体から残存する本菌株感染ファージ、の検索を行った結

呆.ノリ葉体から 2.0X 106 PFU/gの本菌株感染ファー

ジが検出された。さらに.各処理を行ったノリ葉休の生

長について捌べた結果，全ての処理ノリ葉体の葉長は培

養3日目までは同程度であったが，培養 3R目以降の

ファージ処理したノリ葉体の葉長は，酸処理を行ったノ

リ葉体および~処理のものと比較してより大きくなる

傾向が認められた(Fig.24)。培養7日目におけるファー

ジ処理を行ったノリ葉休.酸処理を行ったノリ葉体およ

び無ー処理のノリ業体の葉長はそれぞれ17.7.14.8，およ

び15.7mmであり，ファージ処理を行ったノリ葉体では

酸処理を行ったノリ葉体および無処理のノリ葉体よりも

有意に生長することが判明した (Tukey-Kramertest. 

Pく0.05)。

考 察

ファージを利用したスミノリ病の防除を効果的に行う

ためには，スミノリ病原細菌に対するファージの感染度

(MOI)は重要となる。そこで，ファージ感染度 (MOI)

の違いによるスミノリ病原細菌の溶菌効果について検討

した。その結果.ファージU2をファージ感染度(IvIOI)

が1となるようにスミノリ病原細菌に感染させた場合，

スミノリ病原細菌は増殖することなく.ファージ感染に

より 直ちに溶菌されていくことが明らかとなった。この
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Effect of two kinds of treatment on the growth of 

Gaetbu!ibαcter sp. strain H-14LY on the laver 
thalli. 0 : no treatment， . : acid treatment，ム
phage treatm巴nt

。

* 

Eff巴ctof two kinds of treatment on the growth of 

th巴 laverthalli infected with Gaetbulibacter sp 
strain H-14LY. 0 no treatment， . : acid 
treatment.ム phagetr巴atment.Vertical bars 
show standard deviations (n=3-5). The asterisk 

indicates a statistically significant difference 

betwe巴nphag巴 tr巴atmentand th巴 othertreat-

ments (Tukey-Kramer test. Pく005)。
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るようにスミノリ病原細菌に対してファージ U2を感染

させれば効果的であることが推察された。さらに，

ファージ感染度 (MOI)が0.01と極めて低い濃度でも

ファージ接種24時間後には，ファージ U2によるスミ

ノリ病原細菌の溶菌効果がフアージ感染度 (MOI)がl

の場合と同様に認められた。このことは， ファージ耐性

菌が容易に出現しにくいことを示唆しており，ファージ

を利用したスミノリ病の防除を実施するにあたり重要な

点になると考えられる。以上の結呆から フアージによ

るスミノリ病の微生物学的防除の可能性が強く示唆され

Eff巴ctof two kinds of treatm巴nton the sumi-

non一diseasedlaver thalli caused by Gaetbulibac-
teアsp.strain H-14LY. A: no tr巴atment.B : acid 

tr巴atment，C : phage treatment. Black and white 
arrows show the plasmoPtysis and injury of laver 

thalli cells， respectively. Scale bars = 100μm 

Fig. 22 

正常ノリ業体を用いて人為的にスミノリ病原

ファージによる本病の感染防除効果に

スミノリ病原細菌接種直後

た。

さらに，

細菌に感染させ，

ついて検討ーした。その結果，

ファージを利用したスミノリ病防除を効果的

ファージ感染度 (MOI)がl以上とな

ことから，

に行うためには，
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にファージ処現を行った場令.ファージ、処理を行ったノ

リ葉体で、は本:Jf~]の発生が明らかに抑制された。 このこと

は，スミノリ病原細菌がノリ養殖環境中にすでに存在し

ていたとしても ファージ処理を行うことによりスミノ

リ病原細閣のノリ葉体への感染を防止できることを示唆

している。また正常ノリ業体にスミノリ病原細菌を 24

時間感染させた後にファージ、処理を行った場合でもスミ

ノリ病の発生が抑制されたことから.ノリ養殖漁場にお

いてスミノリ病原中J1I菌感染がある程度進んだ段階のノリ

葉体でも.ファージ処理を行うことによりスミノリ病の

発病が抑制されることが期待された。

ファージ処理には，スミノリ病原細菌感染を防止する

だけでなく、スミノリ病の発病を~fl1制する効果も認めら

れたことから.ファージ処理は.養殖ノリのスミノリ病

の新たな防除方法として有望視された。しかしながら，

E、殖ノリのスミノ 1)病の新たな防除対策として，ブアー

ジ処理をノリ養地現場に応用するためには，効果的な

フアージ、処理方法について検討しておく必要がある。

現在.強酸性の限処理剤が入った容器にノリ網を浸漬

してノリ業体に付着するスミノリ病原細菌を除去する酸

処理が行われているが.ノリ養殖現場でのブアージ処理

方法としては。酸処理斉IJの代わりにファージ;'iliを入れて，

この中にノリ網を浸漬する方法が最も簡便に実施できる

ものと考えられる。一方， ファージ処理法では.その効

果をあげるためにファージの宿主となるスミノリ病原細

菌がノリ葉体に感染している必要があるo ノリ業体にあ

らかじめスミノリ病原市町商が付着していなければ.

ファージ感染によるファージ粒子の増幅が起こらず.長

期的な防除効果が期待で、きないことが懸念された。しか

しながら.第 2 章で明らかにしたように I令i~{網)1月に使

用するノリ業体では その銅製時期である秋芽網期にす

で、に比較的高濃度のスミノリ病細菌の付着が認められ.

付着したスミノリ病原細菌はノリ葉体の冷凍期間中も死

滅せず生存することから，冷凍網WJの養殖開始直後のノ

リ葉体にファージ処理を実施した場合， ファージは業体

に付着したスミノリ病細菌に感染することで増殖し防

除効果が加速されてゆくことが推察された。

そこで守このような状態におけるファージ、処理方法の

有効性を検討するために，まず¥冷凍網期のノリ葉体に

近い状態のノリ業体を人為的にスミノリ病原細菌に感染

させ冷凍することで調製した。この処理ノリ葉体を解凍

し ファージ液に浸潰したのちに塙養した結果，フアー

ジ処理を行うことによってノリ業体上のスミノリ病原細

菌数が減少し発病が阻止されることが明らかとなった。

またファージ処理を行ったノリ葉体では，ノリ業体か

らスミノリ病原細菌が検出できなくなった後でも ι ノリ

菓葉Aイ休木 r，fに二フア一ジ、が比較的言高J山しいミj濃農皮度，で
のことから.スミノリ病原細菌がノリ葉一体に新たに感染

した場合でも，ノリ葉体上のフアージによりスミノリ病

原細菌の増殖は抑制されフア←ジ処理による本病の発

病阻止効果は一定期間維持されることが強く示唆され

た。

ファージを利用した本病の防除を実用化するために

は.ノリ業休に対するフアージの安全性について確認し

ておく必要がある。ファージ処理を行ってもノリ業体細

胞が枯死しないことはフアージによる本病の感染防除実

験から明らかであったが，ノリ菓体のま長に及ぼす

ブアージの影響については不明であった。そこで守ノリ

葉体の生長に及ぼすファージ処理の効果について調べた

結果， フアージ、処理を行ったノリ葉体では， ファージ処

理を行っていないノリ業体よりも高い生長を示すことが

明らかとなった。この結采から.ファージ、処理を行って

いないノリJ主体と比較する限りでは.ファージ処J1!!はノ

リ業体の生長に悪影響を及ぼさないことがtf('察された。

さらに.有明海佐賀県海域では本病が冷凍網養殖期の

初期に発生しやすいことから，冷凍養殖ノリ網をi魚、場に

張り出した直後から間処理が実施され このことで現在

のところ本病の被害を防ぐことに成功している。そこ

で¥現在行われている酸処理の本病防除効果とファージ

処理の防除効果について比較を行った。その結果，ノリ

業体上のスミノリ病原細菌数を減少させ，発病を阻止す

る効果はファージ処理および酸処理にも同様に認められ

たが，ファージ処理よりも酸処理の方がノリ葉体上のス

ミノリ病原細菌数をより速やかに減少させることが明ら

かとなった。しかしながら.酸処理ーしたノリ業体の生長

はファージ処理したノリ葉休と比較して劣ることも判明

した。この原凶としては，酸処理によるノリ業体細胞の

傷害が関係していることが推察された。

以上の結果から守 ファージを利用した海苔スミノリ病

の防除法確立の可能性が強く示唆された。また.スミノ

リ病の防除法として現在最も有効であるとされる酸処理

と比較しても，スミノリ病の防除にファージを利用する

ことの欠点は認められず，むしろ，ノリ葉体の生長に関

しては酸処理よりもファージ処理の方が好ましいことが

強く 示唆された。このため，スミノリ病の発生を防ぐと

同H寺に ノリ養殖期間を通して最も高!日質で、高価な冷凍

網養殖初期の乾ノリ製品の生産量を増加させるために

は，酸処理よりもファージ処理を行うことが適している



と考えられ， ノリ養殖現場でのファージ処理の早期実用

イヒが期待される。

総括

近年，ノリ養殖では. #111菌感染症であるスミノリ病が

冷凍養殖網期にしばしば発生しその土産に多大な被害

を及ぼしている。本病の発生にはスミノリ病原細菌の感

染が主に関与していると考えられているが守スミノリ病

原細菌感染以外の要因も関与していることが経験的に知

られている。このことから，本病の被答を防ぐためには，

スミノリ病原市111間以外の発生要因について明らかにして

おくことが必安である。また，スミノリ病の|坊除対策と

して.pH 2程度の強円安溶液にノリ網を浸i責する酸処理

が現在最も行われているが，近年，酸処理が環境や生物

に及ぼす影響が懸念されており，酸処理に代わる効果的

で環境負荷の少ないスミノリ病Ijjj除方法の新たな開発が

強く求められている。本研究では，スミノリ病の発生要

凶を解析するとともに 効果的かつ環境にやさしいスミ

ノリ病防除法として，パクテリオファージを刑いたj毎お

スミノリ病防除法の開発を目的とした。

本病ノリ葉休から.1985年から 2ω4!r]えにかけて分離・

保存されていた8前株について，病原性試験によりその

病原性の確認を行った結果. 1985. 2∞2. 2∞3. および
2∞4年に分離した 4Kfi株で、は病原性がii府立され守 4菌株
のうちで2∞2年に分離された菌株が最も高い病原性を
有 していた。 病Jj~:tl:が締:認された 4 菌株の細菌学的住|一 :1犬

について検討したiI:E，栄. 1985 年に分;~l!Éされたï3':i株はグラ

ム陽性秘11菌.2∞2年以降に分離された 3菌株はグラム陰
性剤II閣とキIlIT拘が分離された時期で全く呉なっていた。そ

こで¥病原性が確認された4i副本の正確なi吋定を行うた

めに。 16SrDNA塩基配列に基づく既知種との相同性検

家および系統樹解析を行った結栄 4菌株とも Ifi]i主に本

病の症状を引き起こしたものの守 1985年に分離された南

株はArthrobactcrtllmbae‘ 2∞2 /1以降に分間Hされた3
i有株は Gaetbulibactersacmα111m J71 C 11 S isにそれぞれ最

も近縁な説であり 全く異なる 2つのグループに属する

ことが明らかとなっfニ。

スミノリ病の発生要因を明らかにするために 2∞2年
に分隊されたスミノリ病JJf，、細菌 Gaetbulibactersp 

H-14LY 株の生育に及ぼすì:~l度および、食塩濃度の影響に

ついて調べた結果，本商株の至j出1::.育 j晶皮は 20~300C

であり 至適生育食塩濃度は 2.0~3.0 %であることが

明らかとなった。また本菌株の生育に及ぼすpHの影
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響について剖べた結果. pH 4以下の椴性状態では本菌

株は生育不能であることが明らかになった。さらに，本

菌株の平均倍加時間について調べた結果. 2.8時間であ

り，木菌株はこれまで平均倍加l時間が調べられた海洋性

高川閣の1'1:1でも比較的増殖!の遅い中111商であることが明らか

となった。

スミノリ病原細菌として属の異なる複数種の細菌が同

定されたこと千 本菌株の生育条件と本病の発生状況に

相違があることから，本病の発生にはスミノリ病原細菌

感染だけではな(それ以外の発生要因も大きく関係し

ていることが推祭された。そこで¥本病の発生要因を明

らかにするため Real-timePCRおよび抗体j去による検

出法を別いてスミノリ病原細菌の養槌ノリ業体上におけ

る分析jについて調べた。Real-timePCRを月jいて 2∞6
年度秋芽綱則の正常な養植ノリ葉休からスミノリ病原細

雨の定量検山を行った結果，正常な養殖ノリ葉体から

2∞2年以降に分離されたスミノリ病原細商 Gaetbuli，
bacter spが検出され守その数は全市IHHIi数の 2.3%を占め

ていた。 Jf'~~'な養刑ノリ葉休からスミノリ病原細菌が分

離されたことから守本病の発生にはスミノリ病原細菌感

染のみならず¥ ノリ業体の生理状態も大きく関与してい

ることが示11変された。

ーブJ.f)，芥網養殖期のノリ葉休からスミノリ病原細菌

Gaetbu!ibσcter spが検出されたことから.秋芽祥l養殖期

に育苗し冷凍保存する冷凍制養刑期開始H寺の養殖ノリ業

体にもスミノリ病原細菌 Gaetbu!ibacterspが付着して

いることが考 えられた。 そこで• Gaetbu!ibαcter sp 

H-14LY株のウサギ抗血清を用いて冷凍保存養殖ノリ業

体から本菌株の検索を半定量的に行 った結果

2α)6-，2∞8年の冷凍保存養殖ノリ業体から1.8X 106 
-1.1 X 101 CFU/g のオ，: rM~;カ {tfr~出されたことから守冷

凍結j養殖開始II~ のノリ業体にはすでに多数のスミノリ病

原i叩菌が付着して生存していることが時認された。

ノリ業件、の止理状態に影響を及ぼす要因としては守本

病の発生が冷凍綱初j開始直後に集中することから守ノリ

葉体の冷凍処理が考えられた。そこで ノリ京一体のとl'理

:11に態に及ぼす冷凍処理の影響について明らかにするた

め. 正常塩分あるいは低JS~~分海水でノリ 2主体を培養後に

冷凍保存したノリ拡体の土理状態をその純光合成畳をil!lJ

定することで検討した。その結果。 冷凍処理によりノリ

葉体の生現状態は明らかに悪化しその悪化の程度は，

特に低塩分条件-1、ーで冷凍処理したノリ業体で顕著である

ことが判明した。さらに， とL現状態の異なるこれらの冷

凍処理ノリ業体を用いて スミノリ病原細菌感染に対す
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るノリ業体の感受性試験を行った。その結果.冷凍処理

を行ったノリ葉体では，冷凍処理を行っていない正常ノ

リ菓一体では発病しないような極めて低い細菌濃度でも発

病することが明らかとなった。さらに，正常塩分条件 F

で冷凍処理したノリ業体と比較して，生理状態がさらに

悪化する低塩分条件下で冷凍処理したノリ諜休では，本

病の発病時期が早くその催患程度も拡大することが判明

しスミノリ病的、細菌感染に対するノリ業体の感受性は

生理状態の悪化に11れ、上封ーすることが明らかとなった。

以止の結果ーから，本:J戸jの発生には，スミノリ病原細菌感

染数だけでなく， ノリ葉体の~I:.現状態も大きく関係する

ことが明らかとなか本病の発生要因は多様性を有する

ことが強く示唆された。

ファージを利mしたスミノリ病防除法の開発のため
に1 有明HJjの海水および泥土からスミノリ病原細菌

Gaetbu!ibacter sp. H-14LY株に感染するフアージの分

離を行った結果，プラーク形態の異なる 3種類のファー

ジ (Ul，U2，および U3)が分離できた。制限酵素

HlndIIIによる分離ファージ DNAの制限酵素切断パ

ターンを比較した結果.ファージU2とU3は近縁な種

であり、ファージUlはそれらとは明らかに異なる種で

あることが明らかとなった。さらに.電子顕微鏡観察に

よるファージ粒子の形態的特徴から ファージ ulは

Myoviridae科，ファージ U2および U3はSzthoVlr-

idae科にそれぞれ分類されることが推察された。

分離した 3 種類、のフア←ジの rl~から本病の防除に最も

適したファージを選抜するために，分離ファージの性状

について解析した。街主特興性について検制した結栄町

分間仕した企てのファージは近年のスミノリ病原細菌であ

るGaetbulibacter属細菌にのみ感染したことから.比較

的高い宿主特異性を有することが示唆された。ファージ

の一段増殖実験および形成するプラークの形態から分縦

したファージの感染力について検討した結果. ファージ

U2は短い潜伏期で高いブアージ故山率(パーストサイ

ズ)を有することから句分離した3種類のファージのう

ち ファージU2がスミノリ病原細菌 Gaetbulibactersp. 

H-14LY株に対して最も強い!感染力を有することが推祭

された。分離したファージの温度安定性を検討した結

果，今回分離した全てのファージは5
0

Cで約半年聞は充

分な活性を維持できることが明らかとなった。しかしな

がら， 20
0

Cで保存した場合では句分離した 3種類の

ファージのうちファージU2のみが長期間活性を維持で

きないことが判明した。また， pH安定性では，分離し

た全てのファージはpH2の強酸溶液中では完全に失活

することが明らかとなった。以上の結巣から，分離した

3種類のファージの中で本病の防|徐に最も適したフアー

ジは，本菌株に対して最も強し、感染力を持ちながら‘環

境中に長期間残留しないファージU2であることが示唆

された。

ファージ U2のスミノリ病原細菌 Gaetbulibαctersp 

l-H4LY料、に対する増殖が11制効果:について検討した結

巣，ブアージ U2をMOIがlとなるように本菌株に感

染させた場合 本国株は増殖することなく直ちにファー

ジ感染によって溶菌されていくことが|明らかとなった。

さらに MOIが0.01と低い感染濃度でも守 ファージ接

税 24時間後にはファージ U2による本i量l株に対する増

殖tJI1itlj効果が認められた。以じの結果から可ファージに

よる本病防除の可能性が強く 示11去された。

そこで，ファージ U2による本病の感染防除却j栄を人

為的にスミノリ病原細菌 Gaetbulibactersp. H-14LY株

を感染させたノリ葉体を用いて検討した。その結果.ス

ミノリ病原キ11日均一接種直後にファージ処理を行ったノリ葉

休では本菌株に対する明らかな感染防!と効果が認められ

た。さらに，細菌感染241時間後にファージ処理を行っ

た場合でも，本病の発病抑制効果が認められた。ι上の
結果から，ブアージ処理は本病の新たな防除方法として

見出され， ノリ養タIii現場への応用が期待された。

冷凍網期に使用するノリ葉休には比較的高濃度のスミ

ノリ病市11闘がすでに付着していることから，冷凍作l養殖

直後のノリ業体にファージ処理を行った場合.ファージ

は葉体に付着したスミノリ病細菌に感染することで、明砲

しその防除効果は加速されてゆくことが推察された。

そこで このような状態におけるファージ、処理の効果

を酸処理と比較検討するため，Gaetbuhbacter sp. 

H-14LY株を人為的に感染させて調製した冷凍ノリ業体

を解凍後. ファージ液または酸処理剤に浸演したのちに

培養した。その結来。フア一ジ処理および

たノリ葉f体本でで、は' いずれも本病の発病阻止効果が認めら

れた。しかしながら 酸処理を行 ったノリ葉体では本病

の発病が認められなかったものの.ファージ処理では認

められなかった傷害を受けた制胞が一部観察された。各

処理を行ったノリ業休上の本菌株の増殖について嗣ベた

結果，ファージ処理および椴処理を行ったノリ業体上の

本菌株の菌数はいずれも培養日数の経過とともに減少し

ていったが.ファージ、処理を行ったノリ葉体よの本菌株

の菌数は，酸処理を行った葉体よりも比較的穏やかに減

少してゆくことが明らかとなった。また， ファージ処理

を行ったノリ業休では，ノリ業体から本菌株が検出でき



なくなった後でも，ノ 1)葉体ヒにファージが比較的高い

濃度で、存在していたことから，ファージ処理による本病

の発病阻止効果は一定期間維持されることが強く 示H変さ

れた。さらに。各処理を行ったノリ葉体の生長について

問べた結果， ファージ処理したノリ葉体では椴処理した

ノリ業体よりも高い生長を示すことも明らかとなった。

以J..のことから 阪処理と比較しでも，スミノリ病の|坊

除にファージを利用することの欠点は認められず。むし

ろ， ノリ葉イ本の生長に対しては酸処理よりもファージ処

JlI!のブjが好ましいことが強く 示唆された。

以 tの研究により，スミノリ病の発生~~[却がけj らかと

なり，また，パクテリオファージを用いた海苔スミノリ

病のI;)j除法確立eの可能性が示唆された。木研究で得られ

た匁l見が活一月1されることによ り，今後‘ スミノリ病被害

の軽減ならびにノリ養殖業の活性化が図られることが期

待される。
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海苔スミノリ病の発症要因解析と防除法開発に関する研究

三根崇幸

ノリ整殖では，細菌感染症であるスミノリ病が冷凍網

養婚期にしばしば発生し その生産に被害を及ぼしてい

る。本研究では，スミノリ病の発生要因を明らかにする

とともに，スミノリ病原細菌感染フアージを)日し、た海苔

スミノリ病防除法の開発を目的とした。

本病ノリ葉体から分離・保存されていた細菌8菌株に

ついて，病原性の確認とキ111菌種の同定を行った。その結

果. 1985守2∞2.2∞3.および2∞4年に分離された4菌
株では同様に本病の症状を引き起こしたものの.1985年

に分離された菌株はArthrobacterlumbαe. 2∞2iド以降
に分離された3菌株は Gaetbuubactersaemαn!?lf.mellsis 

に最も近縁な刻11菌と|司定された。

II常および冷凍保存した養殖ノリ葉体から本病菌を検

索した結果，いずれの養殖ノリ業体にも Gaetbz出向cter

sp.が付着していることが明らかとなった。一方，冷凍処

理によりノリ:条件;の生理;[犬態は悪化し 低塩分条件下で

の冷凍処理ではさらに悪化することが判明した。さら

に， 本病菌感染に対するノリ葉休の感受性は生理状態の

悪化に伴い上昇することが明らかとなった。以上の結果

かケ本病の発生には，本病菌感染だけでなく，ノリ業

体の~I :現状態も大きく関係することが明らかとなり守本

病の発生~凶は多様性を有することが強く示11変された。

有明iIIJの潟水および午潟泥土からスミノリ病原細菌に

感染するファージを 3 揖類分離しその↑~f:;[犬 fíJ~1庁を行っ

た。ファージの形態およびゲノム制限酵素解析の結果，

これらのファージは2種類のグループに分けられた。分

離した各ファージの宿主特異性，感染)J. 温度安定性.

pH安定性について検討 し 本病の防l徐に最も過した

ファージを選抜した。

選抜したファージをJFJし、てノリ葉付、にんjする本病の発

応防除6.i~ 検を行 った結果. 本病的の接種直後にファージ

処理したノリ紫休では。本病閣に対する感染防止効梨;が

認められた。さらに，細i痛感染24時間後にファージ処

理を行った場合でも本病の発的jil1f1川効果が認められた。

本病菌を人為的に感染させ冷凍保存したノリ葉体に対

するファージ処J.l[!の効果を酸処Jc~1 と比較検討した。 その

結巣。 ファージ処理および限処理を行ったノリ業体では

いずれも本病の発病 I;I:IJ[~.効果が認められたが， ファージ

処理を行ったノリ業体上の本病菌は，般処理を行ったノ

リ葉体よりも比較的穏やかに減少してゆくことが明らか

となった。さらに 酸処理したノリ業体の生長はファー

ジ処理したノリ葉休と比較して明らかに劣ることも明ら

かとなった。以|二のことから， ノリ業体の生長に与える

影響を考えると，本病の防除には限処理よりもファージ

処理のブ7が好ましいことが強く 示11変された。

以上の研究により，スミノリ病の発生要因が明らかと

なり守 また，スミノリ病原細菌感染ファージを用いた海

苔スミノリ病の防除法確立の可能性が強く示唆された。
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