
2019年に北海道内のマツカワの飼育施設で大量死が発
生した。瀕死魚の腎臓から細菌が分離されたため，同定
したところPseudomonas anguillisepticaであった。
マツカワVerasper moseriはカレイ目カレイ科マツカワ

属のカレイである（坂本　1986）。えりも以西太平洋海域
には全長8 cmのマツカワ種苗が100万尾放流されており
（川下・今　2007），現在，天然魚も漁獲されるものの，漁
獲物のほとんどが放流種苗由来である（吉村 2020）。

P. anguilliseptica はWakabayashi and Egusa（1972）によ
ってニホンウナギの赤点病として命名された報告が最初
であり，その後，国内ではアユ（中井ら 1985，Shimahara 
et al.2018），シマアジ（Kusuda et al.　1985）など，海外
ではニジマス，ターボット，ヒラメなど広範囲の魚種の
病原体として報告されている（Wiklund and Bylund 1990，
Berthe et al. 1995，Kang et al. 2015）。
マツカワからのP. anguillisepticaの分離は今回が初めて

であり，分離した菌株の同定の詳細，薬剤感受性試験，マ
ツカワに対する病原性について報告する。

材料と方法

供試魚　2019年8月8日に北海道内の施設で瀕死のマツカ
ワ（平均全長69 mm）を取り上げ，宅急便で冷蔵輸送さ
れてきた魚を検体とした。なお，輸送には1日を要した。
この魚体の外観と解剖による症状の観察を行った。
細菌の分離　腎臓，脾臓，脳の塗抹標本を作製し，グラ
ムサフラニン溶液（BD）で染色し，生物顕微鏡で菌の有
無を検鏡した。また，MarineAgar2216培地（Difco），パ
ールコアTCBS寒天培地（栄研），SS寒天培地（顆粒）「ニ
ッスイ」（日水製薬）に腎臓と脾臓を塗抹し，15 ℃で7日
間培養した。腎臓から単離した菌をP. anguilliseptica Kd-1

株とし，以下の試験に供した。
細菌の同定　細菌の性状検査はAPI20E（ビオメリュー）
で調べた。なお，グラム染色はグラム染色キット（日本
べクトン・ディッキンソン）で，運動性とOF試験は絵面
・清水（1990）の簡易同定法で調べた。鞭毛染色はKodaka 
et al. (1982)の方法を使用した。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
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ッスイ」（日水製薬）で判定した。カタラーゼ試験は1％
塩化ナトリウム（富士フイルム和光純薬）となるように
調整したトリプチケースソイ寒天培地（以下1％塩化ナト
リウム含有TSA，日水製薬）で培養した新鮮培養菌体に
3％過酸化水素水を滴下し判定した。DNA分解性試験は
DNA寒天培地「ニッスイ」（日水製薬）で行った。塩分
耐性および温度耐性試験は中井ら（1985）の方法で調べ
た。16SrDNA領域の解析はBacterial 16S rDNA PCR Kit

（タカラバイオ）を用い，キットのマニュアルに従いPCR

法で増幅させた。得られたPCR産物のシーケンスは株式
会社ファスマックに委託し，解析した。また，得られた
シーケンスデータ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.nlm.nih.gov/Blast.
cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_
LOC=blasthome）を利用し，ホモロジー検索した。
ディスク拡散法による薬剤感受性試験　今回分離したP. 

anguilliseptica Kd-1株を終濃度が1%塩化ナトリウム含有
TSAで15 ℃，10日間培養後，100 mlの終濃度が1%塩化ナ
トリウムとなるように調整したトリプチケースソイ液体
培地（以下，1％塩化ナトリウム含有TSB，日水製薬）に
1白金耳懸濁し，15 ℃で5日間振盪培養した。菌液を1白
金時採取し，1％塩化ナトリウム含有TSAに塗抹後，BD

センシ・ディスク　オキシテトラサイクリン30（日本べ
クトン・ディッキンソン）を載せ，15 ℃で10日間培養後，
ディスクの周りにできた阻止円の直径を測定し，添付資
料から結果を判定した。
抗P. anguilliseptica Kd-1株ウサギ血清の作製　今回分
離したP. anguilli-septica Kd-1株を1％塩化ナトリウム含
有TSAで15 ℃，10日間培養後，100 mlの1%塩化ナトリウ
ム含有TSBに1白金耳懸濁し，15 ℃で5日間振盪培養し
た。次に，50 mlの培養液を4 ℃下で3,000×gで15分間遠
心分離し，上清を捨てた。沈殿した菌体を25 mlの0.85％
塩化ナトリウム溶液に懸濁し，4 ℃下で3,000×gで15分間
の遠心分離を行った。この作業を3回繰り返し，洗浄した
菌体1 mgを採取し，1 mlの0.85％塩化ナトリウムに懸濁
した液を11本作製後，0，3，7，10，14，17，21，24，28，
31，35日後にウサギ（日本白色種）へ1回あたり1本を静
注した。42日後に全採血し，スライド凝集法で凝集価を
測定した。なお，ウサギの飼育・抗原接種・全採血はユ
ーロフィンジェノミクス株式会社に委託した。
感染試験の供試魚　栽培水産試験場で飼育した全長50～
60 mmのマツカワ種苗を使用した。感染試験開始前に全
長を測定した。
マツカワに対する病原性　感染試験は中央水産試験場の
隔離飼育施設で実施した。60 L水槽で流水飼育し，流水
量は毎時1換水とした。配合餌料を1日1回飽食量給餌し

た。菌液の調整には継代数6の菌を使用した。1％塩化ナ
トリウム含有TSAに菌を塗抹し，15 ℃で10日間前培養し
た。菌を1白金耳とり，100 mlの1%塩化ナトリウム含有
TSBに懸濁し，15 ℃で5日間振盪培養した。この菌液を
抗P. anguilliseptica Kd-1株ウサギ血清の作製と同様に洗
菌後，0.85％塩化ナトリウム溶液でMacFarland No.3の濁
度に調整した。生菌数は1％塩化ナトリウム含有TSAで測
定した。2.1×105, 2.1×106, 2.1×107　CFU/mlの菌数の海水
を調整し,室温で1時間浸漬攻撃した。死亡魚の脳からは
菌の再分離を実施し，抗P. anguilliseptica Kd-1株ウサギ血
清で分離菌の凝集試験を行った。感染試験中の水温はペ
ンダント温度データロガー（HOBO）で1時間に1度水温
を測定した。

結 果

供試魚　マツカワは平均全長68.7 mm，平均体重は4.3 g

（n=32）であり，外観的な症状として鰭基部や頭部の発
赤が観察された。解剖したところ，肝臓出血，腎臓や脾
臓の肥大が観察された。
細菌の分離　サフラニン溶液染色した腎臓，脾臓，脳の
塗抹標本中には桿菌が多数観察された。MarineAgar2216

培地では腎臓と脾臓からほぼ単一の菌が増殖したが，
TCBS寒天培地とSS寒天培地では増殖しなかった。
細菌の同定　供試菌の生化学的性状を調べた結果を表1

に示した。グラム陰性桿菌でOF試験は糖を発酵せず，運
動性があり，鞭毛は極毛であった。また，チトクローム
オキシダーゼ試験とカタラーゼ試験は陽性であり，糖分
解性を調べたところ，供した糖はすべて分解しなかった。
DNA分解性は陰性であり，ゼラチン分解性は陽性であっ
た。塩分耐性を調べたところ，今回の試験で上限とした
5％まで菌は発育した。生育温度は4～30 ℃まで発育した
が，37 ℃では発育しなかった。なお，これらの生化学的
性状はKang et al.(2015)で報告されているP. anguillisepti-

ig. F 1 Cumulative mortality of barfin flounder after P. 
anguilliseptica immersion exposure.
● : Control(n=29), ○ : 2.1×107 CFU/ml(n=30), 
× : 2.1×106 CFU/ml(n=29), ▲ : 2.1×105 CFU/ml(n=31)
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caの性状とすべて一致した。シーケンス結果から
16SrDNA(34-1,325番)は既知のP. anguillisepticaの配列
（LC194236）と100％一致した。
薬剤感受性試験　添付資料にあるオキシテトラサイクリ
ンでは感性があるという判断基準が阻止円直径19 mmに
対して，供試菌では阻止円直径が44.6 mmであり，感性が
あると判断された。
抗 P. anguilliseptica Kd-1株ウサギ血清の作製　血清は
約50 ml採取でき，P. anguilliseptica Kd-1株に対するスラ
イド凝集価は1：16であった。
感染試験の供試魚　平均全長53.7 mm±3.8（n=30）であ
った。
マツカワに対する病原性　感染試験の結果を図1に示し
た。2.1×107 CFU/mlの菌液に浸漬した場合，10日目から
死亡が開始し，14日目までに30尾中12尾が死亡し，21日
目までに21尾が死亡し，試験終了時の35日目までに22尾
が死亡した。2.1×106 CFU/mlの菌液に浸漬した場合，11

日目から死亡が開始し，14日目までに29尾中2尾が死亡
し，21日目までに11尾が，試験終了時の35日目までに24

尾が死亡した。2.1×105 CFU/mlの菌液に浸漬した場合，
12日目から死亡が開始し，14日目までに31尾中2尾が死亡
し，21日目までに8尾が死亡し，試験終了時の35日目まで
に23尾が死亡した。また，死亡魚には発症時と同様に鰭
基部の発赤などが観察され，死亡魚の脳からは抗P. an-

guilliseptica Kd-1株ウサギ血清により凝集反応を示す菌
が全個体で確認された。一方，対照区での死亡はなく，生
残魚からは同ウサギ血清に凝集反応を示す菌は分離され
なかった。なお，感染試験時の水温は18.0～20.4 ℃，平
均水温は19.1 ℃であった。

考 察

Table 1に示したとおり，今回分離されたP. anguillisep-

tica Kd-1株はKang et al.（2015）がヒラメから分離したP. 

anguillisepticaと性状が一致し，かつShimahara et al.(2018)
で報告されているアユのP. anguillisepticaの16SrDNAの配
列と今回分離された菌の部分配列(1,292塩基)が100％一
致したことから，P. anguillisepticaと同定した。現在，マ
ツカワの細菌病としてはエドワジェラ病，ビブリオ病等
が知られているが，P. anguillisepticaの分離事例は北海道
内の過去の事業報告書や診断記録，論文などにも記載が
なく，マツカワでは初めての事例となる。今回分離した
P. anguillisepticaの生化学的性状を中井・室賀(1982)と中
井ら(1985)によって報告されているアユとウナギのP. 

anguillisepticaの性状と比較すると，ゼラチン分解性があ
ること，塩分耐性が高いことから本菌はアユから分離さ
れた株よりもウナギから分離された株に近い性状を持っ
ていると推察される。
本研究で菌濃度が2.1×105～107 CFU/mlの1時間の浸漬

攻撃後，35日間飼育したところ，供試魚の73～86％が死
亡した。死亡魚では鰭基部の発赤など症状が再現された。
死亡魚の脳からほぼ単一のコロニーが分離され，これら
の菌は抗P. anguilliseptica Kd-1株ウサギ血清で凝集反応
を示した。以上のことから，コッホの原則が満たされ，こ
の菌はマツカワに対して病原性を示すものと考えられた。
また，室賀(2008)によると偏性病原体の特徴として浸漬
攻撃が成立するということが挙げられているから，この
菌は偏性病原体の可能性が高いと考えられる。
マツカワで発生する細菌病の治療方法は水産用医薬品

としてカレイ目への投与が認可されている塩酸オキシテ
トラサイクリンもしくはアルキルトリメチルアンモニウ
ムカルシウムオキシテトラサイクリンの投与が考えられ
る。今回の試験ではP. anguilliseptica Kd-1株に対して，塩
酸オキシテトラサイクリンに感性があると判断された。
治療には有効であると考えられた。しかし，平均体重約
50 gのマツカワには水産用医薬品として認可されている
塩酸オキシテトラサイクリンやアルキルトリメチルアン
モニウムカルシウムオキシテトラサイクリンを規定量投

Kang et al. (2015) Nakai et al. （1985） Shimahara et al. (2018) Nakai&Muroga（1982） This study
Japanease flounder Ayu Ayu Europian eel Barfin flounder

Gram stain - - - - -
Shape rod No record rod No record rod
pigment No record - - - -
O/F - - - - -
Growth temperature（℃） 5〜30 10〜30 No record 10〜30 4〜30
Mobility + + + + +
Flagellation Single polar Single polar + Single polar Single polar
Cytochrome oxidase + + + + +
Catalase + + + + +
Gelatin degradation No record - - + +
Sugar examined - - - - -
Growth in TSA with NaCl(%) 0-3（4-5:Not detectede） 0-3 No record 0-4(4%:＋or-) 0-5

able T 1 Comparison of the biochemical properties of the bacteria isolated in this study and P. anguilliseptica isolated from 
Japanese flounder (Paralichthys olivaceus), Ayu (Plecoglossus altivelis), and European eel (Anguilla anguilla).
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与しても，治療に十分な体内濃度に達しないことがわか
っている（西原ら2004）。今回発症した個体の大きさは平
均体重4.3 gであったが，4 g前後のマツカワへの規定量の
塩酸オキシテトラサイクリンの投与についても同様に治
療に十分な体内濃度に達しないことがわかっている（未
公表データ）。マツカワに発症するP. anguillisepticaの化学
的治療方法に関しては，今後，最小阻止濃度の検証や治
療試験を行う必要があると考えられる。
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