
シシャモは北海道の太平洋沿岸の水深120 mより浅い
ところに分布する日本固有種である（森，2003）。2013年
にシシャモの孵化仔魚を成魚まで飼育することに成功し
（石田，2016），その後大型種苗の量産技術開発が進めら
れている（北海道，2022）。

Aeromonas salmonicidaは19世紀末の欧州でブラウント
ラウトから初めて症例報告がされ，それ以来サケ科魚類
を養殖しているほとんどの国から報告されている（山本，
2008）。近年では催熟中のウナギでも報告されている（寺
島ら，2021）。また，海産魚ではムシガレイ（中津川，
1994）やヒラメ（飯田ら，1997）など多数の海産魚類で
報告されている。

2022年に道内の研究施設でシシャモの死亡が発生し，
同じ水槽で飼育されていた遊泳異常魚の腎臓から菌を分
離培養したところ，A.salmonicidaと同定された。本報で
は分離菌株の塗抹標本像，16SrDNA遺伝子の遺伝的性
状，抗A.salmonicida血清による凝集の有無，生化学的性
状を報告する。

試料及び方法

2022年7月に栽培水試のシシャモで日間死亡率約5％の
死亡があった水槽に飼育されていたシシャモのうち，ふ
らふら遊泳等の異常遊泳する個体を5尾（平均全長
90.0 mm（標準偏差11.5），平均体重4.4 g（標準偏差1.8））
採取し，細菌分離までクラッシュアイスによる冷蔵で当
日中に輸送した。実験室到着後，外観症状を観察し，全
長・体重を測定した。腎臓をスライドガラスに塗抹し，風
乾後，火炎固定し，サフラニン染色し，光学顕微鏡を用
い400倍で検鏡した。また，腎臓と脳を1％塩化ナトリウ
ム含有トリプチケースソイ寒天培地（以下，TSA培地）
に塗抹し，15 ℃で7日間培養した。

16SrDNA塩基配列解析にはBacterial.16S. rDNA.PCR.
Kit（タカラバイオ）を使用した。キットに添付されてい
るマニュアルに従い，PCR法で増幅し，得られたPCR産
物の塩基配列を調べた。シーケンス解析は株式会社ファ
スマックに委託した。得られた塩基配列はアメリカ国立
生物工学情報センターのオンライン（https://blast.ncbi.
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nlm .nih .gov/Blast .cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome）を利用し，相
同性検索をした。

凝集試験は北海道大学から分与された抗A.salmonicida.
Ar-3株ウサギ血清を用いた。ウサギ血清は0.85%塩化ナ
トリウム溶液で10倍希釈して菌液と混合し，凝集の有無
を観察した。

生化学的性状の一部については，API20E（ビオメリュ
ー）を用いて調べた。グラム染色性と細菌の形態的特徴
についてはグラム染色キット（日本ベクトン・ディッキ
ンソン）を用いて調べ，運動性試験とOF試験は絵面・清
水（1990）の簡易同定法によった。チトクローム・オキ
シダーゼ試験はチトクローム・オキシダーゼ試験用ろ紙
「ニッスイ」（日水製薬）を用い，カタラーゼ試験は新鮮
培養菌体に3％過酸化水素水を滴下して実施した。塩分耐
性は中井ら（1985）の方法で調べた。なお，16SrDNA領
域の部分塩基配列解析，抗A.salmonicidaウサギ血清によ
る凝集試験，および生化学的性状試験には，3回純粋分離
した菌株を用いた。

結果および考察

症状としてはふらふらとした異常遊泳，痩せ，下顎出
血が見られた。解剖したが，臓器が小さいため，異常を

判別することはできなかった。
腎臓のサフラニン染色像を観察したところ，桿菌が多

数観察された。腎臓と脳を1％塩化ナトリウム含有TSA培
地で培養したところ，腎臓では5検体中4検体で，脳では
5検体中3検体で褐色色素を産生するほぼ同一のコロニー
が多数観察された。このことから，腎臓で観察され，脳
と腎臓から分離された桿菌が死亡原因である可能性があ
った。今回分離された株は褐色色素産生することから，
A.salmonicidaが疑われたが，ヒラメ稚魚から分離された
Vibrio anguillarumでも褐色色素産生の報告があることか
ら（Sakai.et al.,.2006），16SrDNA領域の塩基配列解析，抗
A.salmonicidaウサギ血清による凝集試験，生化学的性状
試験を実施した。
解析された16SrDNA領域の部分塩基配列1,422塩基は.

A. salmonicidaの塩基配列（NCBI.Accession.No..KU359246.1）
と100％一致した。また，抗A.salmonicida Ar-3株ウサギ
血清による凝集試験は陽性だった。生化学的性状を表1に
示した。本分離菌株は非運動性のグラム陰性桿菌であり，
OF試験は好気性および通性嫌気性，カタラーゼ試験とチ
トクローム・オキシダーゼ試験は陽性，褐色色素を産生
した。また，発育には塩化ナトリウムを要求しなかった
が，塩化ナトリウム濃度が4％までの液体培地まで発育可
能であった。
以上の結果から，今回分離された菌は非定型の

A.salomonicida
subsp.salmonicida
ATCC14174＊1

Marine fish isolates*2 This study

Gram stain − − −
Mobility − − −
O/F test F F F
Catalase ＋ ＋ ＋
Cytochrome oxidase ＋ ＋ ＋
Brown pigment ＋ ＋ ＋
Lysin decarboxylase ＋ ＋ −
Indole production − ＋ −
Voges-Proskauer reaction − ＋ ＋
Gelatin hydrolysis ＋ ＋ ＋
Acid from glucose ＋ ＋ ＋
Acid from mannnitol ＋ ＋ ＋
Acid from sucrose − ＋ ＋
Growth at 4% NaCl ＋ +* +
*1:Yamada et al. ( 2000)
*2:Iida et al. (1997)
*:Growth until 4.5%NaCl
This table was prepared with reference to Terashima et al .(2021)

able	T 1 Comparison of the biochemical properties of the bacteria isolated in this study with those of Aeromonas salmonicida 
subsp. salmonicida and marine fish isolates. 
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A.salmonicidaであると考えられた。
シシャモからのA.salmonicidaの分離報告は初めてであ

り，今後感染試験で病原性や毒力を検討していく必要が
ある。
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