
Flavobacterium psychrophilum（Bernardet et al., 1996）
は冷水病の原因菌である。本疾病がサケ科魚類増養殖に
もたらす損失は国際的に大きく，日本では多くのサケ科
魚類の他，アユPlecoglossus altivelisでも報告がある（Borg, 
1960; Wakabayashi et al., 1994; Lorenzen et al., 1997; Izumi 
and Aranishi, 2004）。Misaka and Suzuki（2007）は北海
道内のサケOncorhynchus ketaの回帰親魚を調査し，その
体腔液からF. psychrophilumが高率に分離されることを報
告している。また，Hatakeyama et al.（2013）は，北海
道内のある河川に回帰した親魚群とその親魚群由来の稚
魚群から，同じ遺伝子型のF. psychrophilumが高率に分離
されたことから，何らかの様式で本菌が親魚から稚魚へ
伝播した可能性があると報告している。サケ科魚類回帰
親魚の冷水病感染はサケのほかギンザケO. kisutch，マ
スノスケO. tshawytscha，大西洋サケSalmo salarで報告が
あり，これらの感染親魚より得られた卵，精液を人工授
精した場合，しばしば卵内感染が起こるとされている
（Brown et al., 1997; Taylor, 2004; Cipriano, 2005）。これら

の報告は，北海道内のサケ増殖事業においても，F. psy-

chrophilumの卵内感染の危険性は否定できないことを示
唆している。F. psychrophilum の卵内感染の機序ついて
は，ニジマスO. mykissを用いた実験から，本菌が受精時
あるいは吸水時に卵門より侵入し，胚発生を阻害するこ
となく卵内で増殖する現象と理解されている（Kumagai 
and Nawata, 2010a）。この卵内感染は受精時，卵周辺のF. 

psychrophilum生菌濃度が高いほど高率に起こるとされて
いるため（Kumagai and Nawata, 2010a; 小原ら, 2010），
雌親魚の体腔液中の生菌濃度が卵内感染のリスクを考察
する上で重要と考えられるが，これまでに北海道内のサ
ケ回帰親魚の体腔液中の生菌濃度を測定した事例はない。
また，病原体保有状況調査において，現場での試料採取
から実験室での検査までに輸送等による経過時間がある
場合，冷蔵あるいは凍結等の何らかの方法で試料を保存
することになるが，特に病原体の濃度測定を目的とした
調査では，試料の保存方法が病原体濃度に与える影響を
把握する必要がある。そこで，本研究では2012年，2013
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年に道内の6河川で捕獲され，孵化場にて蓄養されてい
たサケ雌親魚を対象に体腔液中のF. psychrophilum生菌濃
度を測定し，あわせて保存のための冷蔵や冷凍が体腔液
中の生菌濃度に与える影響について基礎的な実験を行っ
た。

材料および方法

サケ雌親魚の体腔液中のF. psychrophilum生菌濃度　
2012年および2013年，北海道内の6河川で捕獲され，そ
れぞれの孵化場で蓄養されていたサケ雌親魚を対象に，
体腔液中のF. psychrophilum生菌濃度を測定した。体腔液
は1河川あたり60個体から個体別に，Yoshimizu et al. 
(1985）の方法に従い採取し，実験室（さけます・内水
面水産試験場，北海道恵庭市）までは冷蔵（約4 °C）
で輸送した。その後，体腔液は実験室にて滅菌生理食塩
水で10倍階段希釈し，各希釈10 µLを改変サイトファー
ガ寒天培地（Wakabayashi and Egusa, 1974）に滴下し，
15 °Cで7日間培養した。目視にて発育が確認できた培
地上の黄色のコロニーは，プライマーPSY-G1Fおよび
PSY-G1Rを用いたPCR法（Izumi and Wakabayashi, 2000）
により他種のコロニーを除外した上，それぞれ希釈倍率
とコロニー数からF. psychrophilum生菌濃度を測定した
（検出限界: 3 log CFU/mL）。
保存方法がF. psychrophilum生菌濃度に与える影響　冷
蔵，凍結がサケ体腔液中のF. psychrophilum生菌濃度に与
える影響について，次のとおりの実験を行った。F. psy-

chrophilum標準株（NCIMB1947）を300 mLの三角フラ
スコを用い，30 mLの改変サイトファーガ液体培地（前
出寒天培地の寒天を除いた組成）で15 °C，5日間振盪
培養した。培養後，4 °C，8,000 × gで10分間，遠心分
離し，上澄の液体培地を除いた。沈殿物として得られた
菌体は滅菌生理食塩水に再び懸濁したのち，4 °C，8,000 
× gで遠心分離し，上澄の生理食塩水を除いた。これら
の作業により洗浄した菌体は，メンブレンフィルター（ポ
アサイズ0.45 µm）を用い濾過滅菌したサケ体腔液（20

個体分のプール）に懸濁し，試験用の菌液とした。この
菌液は初発の生菌濃度を体腔液の検査と同様の方法で測
定するとともに，1.5 mLのチューブに1 mlずつ分注し，
4 °Cで冷蔵，あるいはドライアイス上で凍結した。冷
蔵状態の菌液は2，4，6，24，48時間後に前述と同様の
方法で生菌濃度を測定した。ドライアイス上で凍結した
菌液は，48時間後に室温で再融解した。この凍結と再融
解を1および2回繰り返し，それぞれ再融解後に速やかに
生菌濃度を同様に測定した。

結果および考察

サケ体腔液中のF. psychrophilum生菌濃度測定について，
調査対象とした6河川（A, B, C, D, E, F）における体腔液
採取日，採取から検査までのおおよその冷蔵時間，F. 

psychrophilumの検出率をTable 1に示す。体腔液採取か
ら検査までの冷蔵時間は，概ね4，6，30時間だった。ど
の河川のサケ雌親魚からも2012年と2013年の両年でF. 

psychrophilumが検出されており，その検出率は28％から
90％だった。河川Dの検出率は，2012年で90.0％，2013

年で88.3％と，両年共に6河川の中で最も検出率が高か
った。採取年別，河川別の生菌濃度の頻度分布をFig. 1

に示す。いずれも生菌濃度は7 log CFU/mL未満だった。
全体的には高濃度なものほど出現頻度は低かったが，採
取年別，河川別にみると2012年採取分では河川Dにおい
て，2013年採取分では河川Aおよび河川Cにおいて，3 
log CFU/mL台よりも4 log CFU/mL台の出現頻度が高か
った。また，6 log CFU/mLを超える濃度の個体は2012

年採取分では河川Dと河川E，2013年採取分では河川Bと
河川Dで確認された。
保存のための冷蔵や冷凍が体腔液中のF. psychrophilum

生菌濃度に与える影響について検証した実験結果を
Table 2に示す。冷蔵が体腔液中のF. psychrophilum生菌
濃度に及ぼす影響について，4 °Cで2時間から48時間静
置した場合，生菌濃度は少なくとも6時間後までは大き
く変化しなかったが，24時間後では初発濃度の概ね25％
に，48時間後では初発濃度の4％に低下した。また，体
腔液の凍結保存を想定した実験では，ドライアイスによ

River* Sampling
date

Storage
time**

No. of positive
fish/No. of fish
examined (%)

A 5 Oct. 2012 6 h 35/60 (58.3)
16 Oct. 2013 6 h 47/60 (78.3)

B 31 Oct. 2012 30 h 25/60 (41.7)
29 Oct. 2013 30 h 46/60 (76.7)

C 22 Oct. 2012 4 h 22/60 (36.7)
28 Oct. 2013 4 h 45/60 (75.0)

D 25 Oct. 2012 4 h 54/60 (90.0)
24 Oct. 2013 4 h 53/60 (88.3)

E 22 Oct. 2012 30 h 34/60 (56.7)
21 Oct. 2013 30 h 17/60 (28.3)

F 24 Oct. 2012 30 h 25/60 (41.7)
22 Oct. 2013 30 h 27/60 (45.0)

TableT 1 Relationships between the source river,  date of 
sampling,  sample storage time,  and rate of fish 
found positive for F. psychrophilum

 *: Code of river where chum salmon were captured
 **: Storage time at 4 °C before examination (Approx.)
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る1回の凍結と再融解により，生菌濃度は初発濃度の10

％に，これを2回繰り返した場合は初発濃度の0.6％に低
下するという結果を得た。凍結が生物に与える障害につ
いて，氷晶が細胞に与える物理的障害，氷晶の成長過程
において氷晶外に作られる濃縮した水溶液が細胞に与え
る化学的障害が知られている（藤川, 2012）。このことか

ら，液体中の細菌を冷凍する場合についても，氷晶の形
成に関係がある冷凍時の経時的温度変化，細胞内外の水
溶液成分等により，細菌の生存率は大きく異なると考え
られる。今回は，現場での体腔液の簡易な保存，採取か
ら概ね2日以内の実験室での検査を想定し，実験を設定
したが，生菌濃度を保持する最適な体腔液の凍結保存に
ついては更なる検討が必要と考えられる。

F. psychrophilum濃度と卵内感染の関係について，ニジ
マスを用いた実験では，体腔液の生菌濃度が6 log CFU/
mL以上の場合に卵内感染が確認され，濃度が高いほど
卵内感染は高率に起きるとされている（Kumagai and 
Nawata, 2010a）。また，全国の養殖場にて実際に飼育さ
れていたニジマス，アメマスSalvelinus leucomaenis，ギ
ンザケ，サクラマスO. masou，ヒメマスO. nerkaの調査
事例では，個体別にみた場合，ニジマス，ギンザケ，サ
クラマスの体腔液中には6 log CFU/mLを超える生菌濃
度でF. psychrophilumが確認されたが，精液については，
どの魚種でも4.5 log CFU/mL以下であったため，精液中
の本菌が卵内感染に関与する可能性は低いと考察されて
いる（Kumagai and Nawata, 2011）。本研究においては，
全調査河川のサケ回帰親魚でF. psychrophilumが検出され
たことから，本菌は北海道のサケに広くまん延し，稀に
はKumagai and Nawata（2010a）が卵内感染を確認した
生菌濃度である6 log CFU/mLを超える濃度で体腔液中
に存在することがわかった。また，冷蔵時間が体腔液中
のF. psychrophilum生菌濃度に与える影響について検証し
た実験結果から，今回の北海道内各河川におけるサケ回
帰親魚の生菌濃度の測定において，輸送に30時間程度の
冷蔵時間を要した体腔液では，時間相当分の濃度の低下
があった可能性がある。
実際のサケの人工授精においては，複数の雌親魚から

得られた卵を一つの容器内で授精する方法が採用されて
おり，今回の生菌濃度の頻度分布（Fig. 1）に冷蔵時間
相当分の濃度低下を考慮しても，多くの場合6 log CFU/
mLを下回る平均的な濃度下で授精作業が反復されてい
ると考えられる。しかし，前述のとおり，受精時の生菌
濃度が高いほど卵内感染率（卵内感染を受けた受精卵/
全受精卵）は高いとされていることから（Kumagai and 
Nawata，2010a），F. psychrophilumの卵内感染は確率的な
現象と考えられ，6 log CFU/mLを下回る濃度であって
も，実験作業上，検出が不可能な低い率で卵内感染が発
生している可能性は否定できない。また，河川Dは両年
共に検出率が最も高く，生菌濃度も高い傾向があったこ
とから，卵内感染の危険性は道内一様ではない可能性が
ある。小原ら（2010）は未受精卵を等調液により洗浄す
ることで，受精時に混入する菌数を減少させ，卵内感染

Fig.F 1 The frequency distribution of F.  psychrophilum 
concentration measured in the ovarian fluid of 
returning chum salmon captured from the river. Black 
and white columns indicate the results from 2012 and 
2013, respectively.

Concentration of
F. psychrophilum

(log CFU/ml)

Incubation at 4 °C
Incubation time  0 h 7.8

 2 h 7.8
 4 h 7.7
 6 h 7.8
 24 h 7.2
 48 h 6.4

Freezing and thawing*  
 Number of Cycles  None 7.8

 Once 6.8
 Twice 5.6

   Storage condition

TableT 2 The effect of storage conditions on the concentra-
tion of F. psychrophilum in ovarian fluid

*:  Freezing on dry ice for 48 h followed by thawing 
at room temperature
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を防除する方法を提案している。また，有機ヨード剤を
含む等調液で未受精卵の洗浄を行った場合，殺菌効果が
加わり，更に大きく卵内感染率を低減できるとの報告も
ある（Kumagai and Nawata, 2010b)。今後も体腔液中のF. 

psychrophilum生菌濃度を測定し，地域別にリスクを評価
し，必要に応じて，これら防除方法をサケの人工授精作
業に応用することで北海道内のサケ増殖事業における冷
水病原因菌の卵内感染の危険性は大きく低減できるもの
と考えられる。
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