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Lactococ，ωs garvieae は，海産養殖魚類のレンサ球菌感

染症の原因菌である。1)L. garvieaeの分離報告例は海産

養殖魚類だけではなく，圏外においてニジマス On-

chorynchus mykiss2)や淡水エピMacrobr，仰 chumrosen-
berigiz"3)からの報告例もある。最近ではチーズ 4)野

菜 5)ヒトの血液6)および糞便7，8)からの分離 ・報告例が

ある。これら L.garvieae菌株が養殖環境中に流入した

際，ブリ Seriolaquinqueradiataやカンパチ S.dumerili 

など L.garvieaeに感受性を有する養殖魚類に対する影

響が危倶される。今回，ヒト糞便から L.garvieaeを分

離した。このヒト糞便由来株の性状及びカンパチに対す

る病原性について検討した。

ヒト糞便由来L.garvieae株は，内山ら7，8)の方法で分

離 ・同定した菌株を用いた。すなわち健康な成人男性数

報

名の糞便を分取し， BHI液体培地で希釈液列を作成し

た後，一部を BHI寒天培地で培養し菌株を単離した。

グラム陽性を示し，乳酸生成を認めた数株を乳酸菌と判

定した。一般性状は， API STREP (bioMereux; Maecy 

l'Etoil， France)を用い37
0

C，24時間反応後，L. gar-

vieaeと判定された菌株を保存すると共に 16Sr-DNAを

標的にしたPCR反応を行った。9)PCR反応陽性4株の

うち， 1236および20-92株の16Sr-DNAの部分遺伝子

配列を決定した。その結果，データベースに登録されて

いる L.garvieae (A Y699289， AF3521l6および

AF352165)と一致したので，糞便由来株をL.garvieae 

と同定し， PCR反応で陽性を示した 20-92，1236， 881 

および337株を試験に供した。

糞便由来4株と魚類由来の 14株は，抗血清によるス

ライド凝集反応10)を行った。遺伝型別は，パイアス正

弦電場電気泳動 (BSFGE)で解析した。11)試験に供し

た魚類由来株の同定は， PCR反応で行った。9)使用した

魚類由来菌株は， 2006年のメバルSebastesinermis由来

のEH06M1株，シマアジPseudocaranxdentex由来の

KGLA0631株， ヒラマサS.lalandi 由来の KN6121 ~

KN6128株 の7株， プリ由来のDKG6806および

DKG6808株を使用した。また， 1987年のプリ 由来の

KG8712株 および 1993年にヒラメ Paralichthys

olivaceusより分離した KG9301株の計 14菌株を用いた。

BSFGEに用いた試料の作成は， Nomoto et al.11)の方法

に準じて行った。 BSFGEは， 制限酵素SmaIで染色体

DNAを消化後，ジェノフィールド@(ア ト一社)で行

った。泳動条件は，定常パイアス電場電圧:288 V，正

弦電場電圧:48V，周波数を開始が 10mHz，終了を

300mHzにセットし， 15
0

Cで24時間泳動した。遺伝

子断片の解析は， Gene Profiler 4.05@ (アト一社)を用

いデンドログラムを作成した。

L. garvieaeのパクテリオファージに対する感受性

を，糞便由来株と魚類由来株で比較した。用いたファー

ジは， PLgW-1， PLgY-16およびPLgY-30を使用し

た。12)対照菌株としてプリ由来の KG94081)および

ATCC49156を用いた。ファージに対する感受性の評価

は， Kawanishi et al.12)の方法に準じて行った。

糞便由来2株 (1236および20-92)のカンパチ(平

均体重70g ; n = 10)に対する病原性を調査した。 150

Lの循環式水槽を使用し， 1時間あたり 2回転の換水率

で23
0

Cの水温で感染試験を行った。それぞれの感染菌

数は1.5X 106 cfuおよび2.3X 106 cfuの濃度を，カンパ
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Fig. 1 Biased sinusoidal 邑eld gel electrophoresis 
(BSFGE) SmaI macrorestriction profiles of Lactococ-
cus garvieae isolates from human feces (Lanes 1 ~4) 
and白sh(Lanes 5~18). M: molecular marker， Lanes 
1: 20-92， 2: 881， 3: 337， 4・1236，5: EH06Ml， 6: 
KN6121， 7: KN6122， 8: KN6123， 9: KN6124， 10: 
KN6125， 11: KN6126， 12: KN6127， 13: KN6128， 14 
DKG6806， 15: DKG6808， 16: KG8712， 17: 
KGLA0631， and 18: KG9301. 

チ1個体あたり腹腔内にそれぞれ注射し 14日間観察し

た。感染 14日後，生残魚の腎臓より細菌分離を試み

た。感染対照として KG9408を同様に調整し(1.8X 106 

cfu)感染させた。

糞便由来株の実験感染において，試験期間中カンパチ

の死亡は認められなかった。また，感染後 14日目の生

残魚の腎臓から細菌分離を試みたが，再分離もされなか

った。しかしながらブリ由来 KG9408は，感染5日以

内にすべてのカンパチを死亡させると共に，すべての死

亡魚の腎臓より細菌が再分離された。魚類由来株は診断

用抗血清に強い凝集を示したが，糞便由来4菌株では

凝集反応が認められなかった。また，用いたファージ3

株に対する感受性はまったく認められなかった。

KG9408は， PLgW-1に感受性が認められなかった

が，他のファージ (PLgY-16，PLgY-30)に対しては

感受性が認められた。 ATCC49156は，すべてのファー

ジに対して感受性が認められた。 BSFGEの結果，糞便

由来株と同ーの泳動パターンを示すものは，魚類由来株

においては認められなかった (Fig.1)。また，BSFGE 

を基に系統樹を作成したところ，ヒト糞便由来株は海産

魚由来株と大きく異なるグループに分類されることが判

明した (Fig.2)。

L. garvieaeは海産養殖魚類のみでなく，他宿主から

の分離報告例がある。2-ti)今回，ヒト糞便由来L.gar-

vieaeの菌株と魚類由来株を比較した。また，日本の海

産養殖対象魚であるカンパチに対する病原性についても
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Fig. 2 Dendrogram showing c1uster analysis based on 
BSFGE profiles. 

検討した。内山ら8)は，日本人女性 135名の糞便を調査

した結果，L. ga仰 ieaeが糞便 19あたり 107程度検出さ

れる検体があることを報告した。本研究において調査し

た糞使由来の2株は，カンパチに病原性は認められ

ず，海産養殖魚類に対して脅威になる可能性は低いと考

えられた。 BSFGEによる解析の結果からも，現在海産

魚養殖場で問題視されている菌株とは，泳動パターンも

異なっていた。また，ファージに対する感受性も明らか

に魚類由来株とは異なっていた。以上の性状から，ヒト

糞便由来のL.garvieaeは現在海産養殖魚で問題となっ

ている菌株とは，遺伝型，ファージ型，血清型ともに異

なる可能性が考えられた。 L.garvieaeの食品からの分

離報告例があるが 4-5)野菜から分離された菌株もプリ

に対して病原性が認められず，ファージに対する感受性

も魚類由来株と異なることが報告されている。5)今後も

食品や多様な宿主からのL.garvieaeの分離報告がある

と思われる。これら分離株の海産養殖魚に与える影響を

継続して検討する必要があると考える。 L.garvieaeを

検出する PCR法は開発されているが 9，13)現在日本で問

題となっている海産魚由来株と他宿主由来菌株を識別で

きる PCR法は開発されていない。日本の海産養殖魚類

で問題となる菌株との識別を容易にするべく新しい

PCR法の開発が望まれる。
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