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近年, ウナギ����������	
����養殖ではハウス養殖が

盛んになり, 常に高水温で飼育されるようになったため,

�
���
���������
�によるパラコロ病�) が成長段階や季節を問

わず���) 単独感染症として発生している｡ �����
�は, 淡水魚

ではウナギのほかナマズ���������	��������(����)�), テラピ

ア����	���
��������(��	�)
), ニジマス����
����
����

�����
���(��	�)�) , ドジョウ��������������������
����

(��	�)�) およびコイ��	��������	�
(��	�)	) など, 海産魚

ではボラ�������	�����(���
)�), チダイ���������	
����

(����)��) , マダイ ���������
� (��	�)��) , マスノスケ

 ��
�������������������(��	�)�), ヒラメ������������


��������(��	�)��), ブリ����
��!���!����
���� (��	�)��)

およびアイナメ"�#������
�
��$��(����)��) など各種の

魚類でもエドワジエラ症として知られる疾病を引き起こし,

水産業に甚大な被害を与え, 大きな社会問題となっている｡

ところで, 細菌性疾病はウイルス病とは異なり予防や治療

が可能なため, その予防と治療のために様々な化学療法剤が

養殖漁場に大量に長期的に投与されてきた｡ その結果, 魚病

細菌の薬剤耐性化が進み, 耐性化の範囲も日本全域に拡大し,

日本における魚養殖に新たな問題を引き起こしている��,��)｡

とくに�����
�は, 疾病ウナギの菌株で薬剤耐性化が進み,

様々な多剤耐性株の出現を見ている�
���)｡ この薬剤耐性化は薬

剤耐性 (Ｒ) プラスミドが伝達することで引き起こされる�
)｡

�����
�の薬剤耐性化および薬剤耐性の伝達性に関する研

究はウナギから分離された菌株で詳細な研究がなされてい

る�
���)｡ しかし, 海水養殖魚から分離された�����
�では,

薬剤感受性に関する研究は多く見られるが�����), 薬剤耐性の

伝達性に関する研究は見られない｡
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森井, 大場, 孟, 金井：�������の薬剤耐性とその伝達性

本研究は, 淡水養殖のウナギなどおよび海水養殖のヒラメ

などのエドワジラ症 (パラコロ病) の疾病魚から分離された

�������の薬剤耐性化および薬剤耐性の伝達性を検討する

ため, 分離�������の各種薬剤に対する感受性, プラスミ

ドと薬剤耐性との関連性, Ｒプラスミド (または薬剤耐性)

の伝達性, 伝達性Ｒプラスミドの薬剤耐性因子のコード化,

伝達性および非伝達性Ｒプラスミドの制限酵素での消化パター

ンを調べた｡ また, 伝達性Ｒプラスミドの分子量を電子顕微

鏡写真で測定した｡

�������

�	
�

����～����年に日本各地 (����	２参照) の淡水および海

水養殖漁場のエドワジエラ症 (パラコロ病) の魚類 (����	

２参照) から分離された�������	
���������
�菌株を,

薬剤感受性試験および接合伝達実験に用いた｡ また, 接合伝

達実験の受容菌としては���

�	�
	����	���
χ�������

変異体 [χ���� (�����������
���������
����
��

������) のリファンピシン耐性変異体] を用いた｡

�	�
�������

�������の培養には２％塩化ナトリウム添加ブレイン・ハー

トインヒユージョン (���) 培地 (�����製) および�����	

の培養には�������	�����(��) 培地 [１％ バクト－トリプ

トン (�����製), ���％ バクト－酵母エキス (�����製), １

％  �!�, �� ���] を用いた｡ 薬剤感受性試験には１％ 塩

化ナトリウム添加"���	��������培地 (�����製) を, また

接合伝達実験での接合伝達体の選択には各種薬剤添加���－

ラクトース平板培地 [１％ バクト－ペプトン (�����製), １

％バクト－酵母エキス, １％ラクトース, ����#％���, ���

％ 寒天, �����] を用いた｡ 培養温度は�������および��

���	とも��℃とした｡

�����	�

薬剤感受性試験は日本化学療法学会標準法
�) に従い, 下

記の各薬剤を添加した"���	��������寒天培地を用い, 添加

薬剤濃度は
倍段階希釈とした｡ まず, "���	��������培地

で�
時間振とう培養した培養液 (��
$%�) を�&'緩衝液

(��
�％  �!�, ����％ (�
)*#, ���+％  �
�)*#, ����％

ゼラチン) で��+$%�に希釈した｡ この希釈液をミクロプラ

ンター (１プランターの直径は３%%で４μ�を摂取：東洋

測器株式会社製) を用い, "���	��������寒天平板上に摂取

した｡ 最小発育阻止濃度は
#～#
時間培養後に, また薬剤耐

性は最小発育阻止濃度から決定された｡

供試薬剤はペニシリン系抗生剤のアンピシリン (,�), セ

フェム系抗生剤のセファレキシン (!	-), クロラムフェニ

コール系抗生剤のクロラムフェニコール (!%), マクロラ

イド系抗生剤のエリスロマイシン (.%) [&�/%�製], アミ

ノグリコシド系抗生剤でデオキシストレプタミンを含むカナ

マイシン ((%) およびストレプチジンを含むストレプトマ

イシン (&%) [和光純薬工業製], テトラサイクリン系抗生

剤のテトラサイクリン (��), オキシテトラサイクリン

(*��) およびドキシサイクリン (��) [&�/%�製], 合成抗

菌剤のピリドンカルボン酸系のサルファモノメトキシン

(&�) [和光純薬工業製] , ナリジクス酸 ( �) およびトリ

メトプリム (�%�), フラン系のフラゾリドン ( �), キノ

リン系のオキソリン酸 (*�) [&�/%�製] の計�#薬剤を用い

た｡

������

供与菌の�������を��時間および受容菌の�����	���


χ�������を８時間振とう培養した｡ 供与菌と受容菌の培

養液を等量混合 (各
��%�) し, ��%�容三角フラスコに入

れ, ��℃で３時間静置培養した｡ 混合培養液の��倍段階希釈

液の���%�をリファンピシン (��) と各種選択薬剤を添加

した���－ラクトース寒天平板培地で
#時間培養した｡ 薬剤

濃度は��(��μ/$%�), ,�(+�
�μ/$%�), !% (
�μ/$

%�), .% (���μ/$%�), (% (
�μ/$%�),  �(���μ/$

%�), &�(�
��μ/$%�), ��(
�μ/$%�) および�%�(#��

μ/$%�) とした｡ なお, 受容菌の最小発育阻止濃度は,�

(����%/$%�), !% (�
��%/$%�), .% (��μ/$%�), (%

(�
��μ/$%�),  �(��μ/$%�), &�(�+��μ/$%�) およ

び�%�(�
��μ/$%�) であった｡ ��℃で
#～#
時間培養後

のコロニーが接合伝達体として計数され, 供与菌数当たりの

接合伝達体の値として接合伝達頻度を求めた｡

また, ��あるいはそれ以上の接合伝達体を分離し, 薬剤耐

性を調べた｡

������ !

粗プラスミドの分離はアルカリー界面活性剤法
+) で, ま

たプラスミド分析は分離したプラスミドを���％アガロース

ゲルで電気泳動分析した｡ 精製プラスミドは粗プラスミドを

さらに塩化セシウム密度勾配遠心法で分離して得た｡ 精製プ

ラスミドは制限酵素によるＲプラスミドの消化実験および電

子顕微鏡観察に用いた｡

消化断片の分子量はλ� ,の����消化断片 (ニッポン

ジーン) を用いて測定した｡

"#$%&�'(���������)*��

供試�������の伝達性Ｒプラスミド� ,の起原および魚

種, 地域, 年代の違いを検討するために行った｡ 制限酵素と

して���Ⅰと�	 0Ⅲ (宝酒造) を用いた｡

���������+,-./01��

電子顕微鏡観察のための� ,の拡散には微量拡散法 (滴

下法) を用いた｡ まず, プラスミド� ,を����" 酢酸アンモ

ニウム－����%" .��,溶液 (�����)で
�μ/$%�に希釈

し, その希釈液の��μ�をパラフイルム上に滴下した｡ この希

釈液にチトクロームＣ溶液 (��μ/$%�) の４μ�を注意深く

加え, 混合した｡ この混合液の上にペトリー皿をかぶせ, ��

分間静置した｡ 変性したチトクロームＣと開環した� ,の液

���



面上フイルムを, グリッド膜側面と接触させ, グリッド上に

移動した｡ このグリッドを５秒蒸留水で洗浄し, ����μ�酢

酸ウラニウム－��％ エタノール溶液で染色し, ��％ エタノー

ルで��秒およびイソペンタンで��秒脱水した｡ ��	�
(���
�：

直径�����, 長さ�����) を回転蒸着 (距離は����, 角度は


�°) 後に電子顕微鏡で観察した｡ なお, プラスミド���の

長さ１μ�は�
��塩基対 (��) として算出した｡

� �

�� �����������	


供試����������菌株の各薬剤に対する最小発育阻止濃度

の分布を����１に, また各薬剤に対する耐性菌の割合を

�����１に示す｡ 同濃度分布は��, ��, ��, ��, ��, � ,

!�, !��, "#$��および���については２つのピークを有し,
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森井, 大場, 孟, 金井：�������の薬剤耐性とその伝達性

低い濃度分布の感受性菌と高い濃度分布の耐性菌が存在し

た｡ 他方���, ��および��は１つのピークだけを有し, こ

れらの薬剤に対しては供試�������のすべてが感受性であっ

た｡

各薬剤に対する耐性菌の割合は��, 	�および
��につ

いては１％またはそれ以下で, これらの耐性はヒラメ由来菌

だけに認められた｡ また��, ��, 
�, 
�, ��, ���, ��お

よび
�については約��～��％の範囲で耐性菌が存在し, こ

れらの耐性菌の大半がウナギ由来菌で認められた｡ なお, 同

じ化学的基本構造を有する��, ���および
�の耐性はいずれ

も����％であった｡ それ故今後, これら３薬剤耐性は同一の

ものとして扱う｡

�� �������������	
���
��������

�����

様々な魚種および地域から分離した�������の薬剤耐性

化の程度を
����２に示す｡ ウナギから分離した菌株では,

いずれの地域から分離した菌株ともその大半が耐性菌で, 他

方ヒラメから分離した菌株ではその大半が感受性菌であった｡

また, マダイ, アイナメ, チダイおよびテラピアからの分離

菌では, 供試菌数が少なく耐性化の程度は判断できなかった

が, いずれの供試魚由来菌株とも耐性菌が確認された｡ また,

供試���菌株のうちの��株 (約��％) が耐性菌であった｡ な

お, 薬剤耐性化の程度と分離年代との関連性は明らかでなかっ

た｡

�� �����������������

薬剤耐性を保持した供試�������の薬剤耐性マーカーと

���

Drug used for drug

susceptibility test

Ampicillin (Ap)
*1

PO
*2

(1/104) 0.5

Cephalexin (Cex) not isolated the resistant strains 0.0

Chloramphenicol (Cm) AJ(22/53), PO(3/104) 13.5

Doxycycline (Dc) AJ(26/53), PO(4/104) 16.2

Erythromycin (Em) not isolated the resistant strains 0.0

Kanamycin (Km) PO(2/104) 1.1

Nalidixic acid (Na) AJ(21/53), HO(5/7), PM(3/15), PO(2/104), EJ(1/2) 17.3

Furazolidone (Nf) AJ(40/53), PO(1/104), TM(1/4) 22.7

Oxolinic acid (Oa) AJ(18/53), PO(3/104) 11.4

Oxytetracycline (Otc) AJ(26/53), PO(4/104) 16.2

Sulfamonomethoxine (Su) AJ(26/53), PO(4/104), PM(1/15) 16.8

Streptomycin (Sm) not isolated the resistant strains 0.0

Tetracycline (Tc) AJ(26/53), PO(4/104) 16.2

Trimethoprim (Tmp) PO(2/104) 1.1

　*1
 Abbreviations of drugs are shown in parentheses.

　*3
 185 strains of Edwardsiella tarda  were used for this experiment.

Percentages of

the resistant

strains
*3

Fishes isolated the resistant strains

 (number of the resistant strains/

number of the test strains)

　*2
 Abbreviations of the name of fishes: AJ, Japanese eel; EJ, crimson sea bream; HO, greenling;

PM, red sea bream; PO, Japanese flounder; and TM, mozambique mouthbreeder (also see Table 2).

���������� ����!����"�������	
����������#��$� �#�!#�$%&�#�!��"#�%

#������$����$"��#��$��%��!�� �#������$���#��$�

Fishes Area

Number of the

resistant strains/

number of the

test strains

Freshwater fish (45/57)

  Japanese eel (44/53)

  (Anguilla japonica,  AJ) AICHI (AC) 8/12

KAGOSHIMA (KG) 4/4

MIYAZAKI (MZ) 2/6

NAGASAKI (NG) 15/15

SHIZUOKA (SZ) 5/5

TOKUSHIMA (TK) 10/11

  Mozambique mouthbreeder (1/4)

  (Tilapia mossambica,  TM) KAGOSHIMA 1/4

Marine fish (16/128)

  Japanese flounder (7/104)

  (Psralichthys olivaceus,  PO) EHIME (EH) 1/17

FUKUOKA (FK) 0/1

KAGOSHIMA 1/17

KUMAMOTO (KM) 1/15

NAGASAKI 2/46

OITA (OT) 1/6

SAGA (SG) 1/2

  Red sea bream (3/15)

  (Pagrus major,  PM) KAGOSHIMA 1/3

NAGASAKI 2/12

  Greenling (5/7)

  (Hexagrammos otakii,  HO) OITA 5/7

  Crimson sea bream (1/2)

  (Evinnis japonica,  EJ) NAGASAKI 1/2

                    Total 61/185

  Abbreviations of the names of fishes and area are shown in parentheses.
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伝達性薬剤耐性マーカーを�����３に示す｡ 供試 �������

の薬剤耐性は１薬剤だけに耐性を示す菌株 (パターン１と２)

から６薬剤に対し耐性を示す菌株 (パターン��｡ �	, 
��

および��耐性は同一と考える｡ 以下同様とする) まで, ��

の薬剤耐性パターンがあった｡ 薬剤耐性菌はその多くが多剤

耐性を示し, このうち
��
��
�耐性 (パターン８) および

	��
�������耐性 (パターン��) を示す菌株を多く認めた｡

薬剤のうち	�, ��, ��および��の４薬剤の耐性が伝達

され, その他の耐性は伝達されなかった｡ しかし, これらの

伝達性薬剤耐性は菌株により伝達される場合とされない場合

があり, また同じ薬剤耐性パターン (パターン��) を示す菌

株でもこの両者を認めた｡ また薬剤耐性が伝達される場合に

は, 伝達性耐性のすべてが伝達される場合と, その一部が伝

達されない場合 (��耐性因子については伝達されない場合

があった) があった｡ なお, 薬剤耐性菌��株のうちの��菌株

で耐性が伝達された｡ この��菌株中の９菌株がウナギから分

離されたが, 分離した地域および年代ともに様々であった

(�����４参照)｡

�� ��������������	
��
�

供試�������から����	
����χ�������への薬剤耐性

の接合伝達頻度を�����４に示す｡ 薬剤耐性の伝達頻度は菌

株により��－�～��－�と異なったが, 個々の菌株における各薬

剤耐性の伝達頻度には違いを認めなかった｡ なお, 供試菌は

分離した魚種, 地域および年代が異なるが, このような来源

の違いによる伝達頻度の違いは見られなかった｡

�� �����������������������

供試したすべての薬剤に感受性を示した���菌株, および


�, 
�および
�のいずれか１つまたは複数に耐性を示した

が	�および／または��に耐性を示さない��菌株 (�����３

参照) はいずれもプラスミドを保持しなかった｡ なお, ��

耐性は	�および／または��耐性と常に共存し, したがって

	�および／または��耐性を示さない菌株は全てがプラスミ

ドを持たず, つまり	�および／または��耐性を示さない菌

株は, 伝達性Ｒプラスミドを持たない菌株であった｡

	�および�または��耐性を示した菌株のプラスミドのア

ガロースゲル電気泳動図を !"#２に示す｡ 	�および�また

は��耐性を示した菌株では, 伝達性 (グループⅠ) および

非伝達性 (グループⅡ) に関わらず, その全てでプラスミド

のバンド１本が確認された (なお, プラスミドよりも低分子

側に認められるバンドは染色体�
$である)｡ なお, Ｒプラ

スミドはほぼ同じ分子量 [後述するように, 電子顕微鏡観察

の結果, 伝達性Ｒプラスミドの分子質は約����であった]

であった｡ 前述のように	�および�または��耐性を示さな

い菌株ではＲプラスミドを保持しないことから, このプラス

ミドは	�, ��, ��および／または��耐性をコードするＲ

プラスミドと判断された｡

長崎大学水産学部研究報告 第��号 (����) ���

Pattern

Number of strains harbored

transferable R plasmid/

number of strains studied

1 Na 0/9 [HO (5); PM (3); EJ (1)]* 0/9

2 Nf 0/6 [AJ (5); TM (1)] 0/6

3 Na   Oa 0/4 [AJ (2); PO (2)] 0/4

4 Nf   Oa 0/1 [AJ (1)] 0/1

5 Ap  Cm  Tc 1/1 [PO (1)] 0/1

6 Cm  Nf   Su Cm 2/2 [AJ (2)] 2/2

7 Cm  Su   Tc Cm  Su  Tc 1/1 [AJ (1)] 1/1

8 Na   Nf   Oa 0/9 [AJ (8); PO (1)] 0/9

9 Na   Su   Tc 1/1 [AJ (1)] 0/1

10 Nf   Su   Tc Su    Tc 2/2 [AJ (2)] 1/2

11 Su   Tc   Tmp 1/1 [PO (1)] 0/1

12 Cm  Nf   Su   Tc 13/13 [AJ (13)] 0/13

13 Cm  Km  Su  Tc 2/2 [PO (2)] 0/2

14 Na   Nf   Su   Tc Su    Tc 1/1 [AJ (1)] 1/1

15 Cm  Na   Nf   Su  Tc 2/2 [AJ (2)] 0/2

16 Na   Nf   Oa   Su  Tc 2/2 [AJ (2)] 0/2

17 Cm  Km  Su   Tc  Tmp Cm   Km  Tc 1/1 [PO (1)] 1/1

18 Cm  Na   Nf   Oa  Su  Tc Cm   Su    Tc 4/4 [AJ (4)] 4/4

Total 33/61 10/61

  Abbreviations of drugs: Ap, ampicillin; Cm, chloramphenicol; Km, kanamycin; Na, nalidixic acid; Nf, furazolidone;

Oa, oxolinic acid; Su, sulfamonomethoxine; Tc tetracycline; and Tmp, trimethoprim.

  *Abbreviations of the name of fishes are shown in parentheses.: AJ, Japanese eel; EJ, crimson sea bream; HO, greenling;

PM, red sea bream; PO, Japanese flounder; and TM, mozambique mouthbreeder (also see Table 2).

Resistance marker of

the resistant strains

Drug-resistance

transferred

Number of strains

harbored R plasmid/

number of strains studied
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��������	
�

各薬剤で選択された接合伝達体のプラスミドのアガロース

ゲル電気泳動図を����３(Ａ)および３(Ｂ)に示す｡ 伝達性薬

剤耐性を保持したいずれの供試菌株とも, 供与菌のプラスミ

ド (レーンＡ) と各薬剤で選択した各接合伝達体のプラスミ

ド (レーンＡを除く他のレーン) は分子量が同じで, つまり

供与菌のＲプラスミドはコードする薬剤耐性を変えることな

く伝達された｡

�
 ���������������	
����������

���� 

�������から分離したＲプラスミドの���Ⅰ消化断片の

アガロースゲル電気泳動図を����４(Ａ)に示す｡ 図に見られ

るように, 非伝達性Ｒプラスミド (グループⅠ) と伝達性Ｒ

プラスミド (グループⅡ) の���Ⅰによる消化パターンに,

意味ある違いを見い出すことができなかった｡ むしろ, この

両者に共通する����, ����および	��
��の大きさのバンドが

認められ, とくに������のバンドはレーンＢのプラスミドを

除くすべてのプラスミドに, また	��
��のバンドはレーンＫ

(レーンＭも	��
��のバンドの存在が再実験で確認) を除く

すべてのプラスミドに認められた｡ また, レーンＧとＨおよ

びはレーンＭとＮ (再確認実験からの結果を含む) は同一の

パターンを示し, 前者は分離した魚種, 地域および薬剤耐性

が同じであるが, 後者は分離地が異なった｡

�������から分離したＲプラスミドの	
�
Ⅲ消化断片の

アガロースゲル電気泳動図を����４(Ｂ)に示す｡ 図に見られ

るように, 非伝達性Ｒプラスミド (グループⅠ) および伝達

性Ｒプラスミド (グループⅡ) の	
�
Ⅲによる消化パター

ンに, 意味ある違いを見い出すことができなかった｡ 一方,

ヒラメ由来菌のＲプラスミド (レーンＢ, ＲおよびＪ) の消

���

Cm Km Su Tc

6 ETAJTK8604* Cm  Nf    Su 6.9X10
-6 nd nt nd

6 ETAJTK8607 Cm  Nf    Su 1.5X10
-5 nd nt nd

7 ETAJAC8705 Cm  Su    Tc 3.2X10
-4 nd 1.5X10

-4
2.6X10

-4

10 ETAJTK8605 Nf   Su    Tc nd nd 2.6X10
-6

1.1X10
-6

14 ETAJTK8704 Na   Nf    Su   Tc nd nd 1.3X10
-5

1.0X10
-5

17 ETPOOT9139 Cm  Km  Su   Tc   Tmp 1.3X10
-5

1.4X10
-5 nt 1.2X10

-5

18 ETAJTK8603 Cm  Na   Nf   Oa   Su    Tc 2.7X10
-4 nd 2.7X10

-4
2.4X10

-4

18 ETAJTK8701 Cm  Na   Nf   Oa   Su    Tc 1.9X10
-4 nd 1.2X10

-4
1.3X10

-4

18 ETAJSZ8807 Cm  Na   Nf   Oa   Su    Tc 3.7X10
-6 nd 2.5X10

-6
3.7X10

-6

18 ETAJSZ8808 Cm  Na   Nf   Oa   Su    Tc 3.5X10
-5 nd 4.5X10

-5
4.3X10

-5

  * The Edwardsiella tarda  (ET) strain was isolated from an eel (AJ, see Table 2) in Tokushima

(TK, see Table 2) in 1986 (8604). The others also are the same.

   Abbreviations of drugs: Cm, chloramphenicol; Km, kanamycin; Na, nalidixic acid; Nf, furazolidone; Oa,

oxolinic acid; Su, sulfamonomethoxine; Tc, tetracycline; and Tmp, trimethoprim.

  Symbols: nd, not determined; and nt, not transferred.

Transfer frequency of individual R factors
Pattern Strain Resistance marker
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化断片はウナギ由来菌 (レーンＢ, ＥおよびＪ以外のレーン)

のそれに比べその数が極めて少なかった (しかし, ���Ⅰで

の消化パターンではこのような違いは見られなかった)｡ ま

たレーンＣ, ＧおよびＨは同じ消化パターンを示し (しかし,

���Ⅰでの消化パターンはレーンＣとレーンＧおよびＨとで

は異なった), これら３者は分離された魚種, 地域および薬

剤耐性が同じであった｡ ところがレーンＭとＮは同じ消化パ

ターンを示したが (���Ⅰでの消化パターンと同様), 分離

した地域が異なった｡ 他方, レーンＮとＯおよびレーンＰと

Ｑは分離魚, 分離地域, 薬剤耐性およびプラスミドの分子質

量が同じ (とくにレーンＮとＯは分離年も同じ) であるにも

関わらず消化パターンは異なった (���Ⅰでの消化パターン

でも同様)｡

�� �������������	
��
����������

����������������	株から分離したＲプラスミド (
�,

��および�
耐性因子がコード) の電子顕微鏡写真を����５

に示す｡ 本菌のプラスミドの長さは����μ�, 分子量は����

であった｡

� �

供試�������は分離した魚種, 地域および年代に関わり

なく
��, ��および��に対してはすべてが感受性で, また

��, ��および���に対してもほぼすべてが感受性であっ

た｡ 他方
�, ��, ��, ��, ��および�
(� 
および�
を

含む, 以下同様) に対しては��～��％の範囲で耐性であった｡

しかしながら淡水養殖のウナギ由来菌ではその大半がこれら

の薬剤に対して耐性であったのに対し, 海水養殖のヒラメや

タイ由来菌では大半が感受性であった｡ ウナギ由来菌株で薬

剤耐性の割合が高かったことについては, 養鰻池が閉鎖的で

用いた抗生剤および抗菌剤の残留性が高いことに関連すると

考えられる｡ ところで現在, 海産魚類のエドワジエラ症の治

療薬として承認されている薬剤はない｡ しかしながら, 沿岸

養殖場では各種の疾病の予防と治療のために多種多用の薬剤
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が大量に投与されている｡ それ故今回, 薬剤耐性菌の割合が

低かったヒラメやタイ由来菌株についても, 今後薬剤耐性化

が進むことが予測される｡ 事実, ���に対する耐性が愛媛で

は����年以降で��), 大分では���	年以降で増加傾向を示して

いる�
)｡ 加えて��, 
�および���についてはヒラメ由来株

だけに耐性を認めたこと, またウナギ由来株では様々な薬剤

に対する耐性株が感受性株に比べて優占していることを考え

合わせると, 海水養殖魚類では様々な薬剤に対する耐性化が

今後増加すると思われる｡

ところで今回, ��, 
�, ��および／または��耐性をも

つ供試�������ではプラスミドを保有し, このプラスミド

は接合伝達され, 各薬剤耐性の伝達頻度は同じ菌株では違い

が見られず, また接合伝達されたプラスミドの分子質量は供

与菌のそれとが同じであり, さらにこの接合伝達体の薬剤耐

性は供与菌と同じ薬剤耐性を示した｡ これらの結果から,

�������では��, 
�, ��および／または��耐性は１つの

Ｒプラスミドにコードされていること, そしてこの多剤耐性

プラスミドが感受性菌を耐性化していることが明らかとなっ

た｡ ところで, これらＲプラスミドは伝達される場合とそう

でない場合があり, 伝達されたプラスミドの大部分がウナギ

由来株であった｡ またウナギ由来株とヒラメ由来株とでは

��	�Ⅲでの消化パターンが異なった｡ それ故, ウナギ由来

株とヒラメ由来株では薬剤耐性化の機構が異なることも考え

られ, 今後これらＲプラスミドの構造と機能を調べる必要が

ある｡

耐性を示した薬剤のうち, ��, 
�, ��および��耐性を

持たない��, ��および��耐性株ではプラスミドを保持せず,

したがってこれら��, ��および��耐性は染色体���にコー

ドされていると考えられる｡ また薬剤耐性が伝達されなかっ

た��耐性株や��, 
�, ��および／または��耐性株ではＲ

プラスミドを保持しており, したがってこれについてはＲプ

ラスミドが伝達性因子を持たないことあるいはこれを欠落し

ていることなどが考えられ, 今後塩基配列の研究を通してこ

れらのことを明らかにする必要がある｡

��	�ⅢによるＲプラスミドの消化パターンについて見る

と, ヒラメ由来株から得られたＲプラスミドとウナギ由来株

から得られたそれとでは消化パターンに有意な違いが見られ,

前述したヒラメ由来株とウナギ由来株の薬剤耐性化の違いと

の関連性も考えられる｡ 一方, ウナギ由来株からのＲプラス

ミドの消化パターンは様々であった｡ この中にあって同じ消

化パターンを示したレーンＣ, ＧおよびＨのうちのレーンＧ

とＨは
��Ⅰでも同じ消化パターンを示し (レーンＣはレー

ンＧおよびＨとは
��Ⅰでの消化パターンを異にした), こ

の両レーンのプラスミドは薬剤耐性, 分離魚種および分離地

域が同じであり, したがってこれらプラスミドの起源も共通

すると考えられる｡ 他方, 宿主菌の分離地域が異なるにも関

わらず同一の消化パターンを示したプラスミド (レーンＭと

Ｎ：この両レーンのプラスミドは
��Ⅰでの消化パターンも

同一であった) についてもＲプラスミドの起源の共通性が考

えられ, 薬剤耐性化の機序を研究する上で興味深い｡ また宿

主菌の薬剤耐性, 分離地域, 分離魚種, 分離年およびプラス

ミドの分子量が同じであるにも関わらず消化パターンを異に

する (レーンＮとＯ) 場合があり, ウナギ由来株のＲプラス

ミドは様々な起源をもつことが推察される｡

これまで, ある魚種のある特定の疾病にも, 様々な薬剤を

選択的に利用することで治療がなされている｡ しかし, その

ときどきの病原体にどの薬剤が有効であるかを調べた上での

選択がなされていない｡ とりわけ, 個々の細菌の様々な薬剤

に対する耐性化やその機構が明らかにされてないことがその

選択を一層困難にし, 治療効果のないまま無駄な投与がなさ

れていると考えられる｡ 今回の研究で�������の様々な薬

剤に対する耐性化やその機構に関し, ある程度の知見を得る

ことができた｡ ところで現在, エドワジエラ症の治療薬とし

て承認されているものがないが, 今回の結果は, 今後治療薬

として使用する場合の参考になると考える｡

� �

供試菌の一部は愛知県水産試験場内水面漁業研究所, 愛媛

県魚病指導センター, 大分県農林水産研究センター水産試験

場, 鹿児島県水産技術開発センター, 静岡県水産試験場浜名

湖分場, 東京海洋大学 (教授青木宙博士), 徳島県立農林水

産総合技術支援センター水産研究所並びに長崎県総合水産試

験場から譲渡された｡ ここに謝意を申し上げる｡
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