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Isolated bacteria from kidneys of dead brown soles in a tank were similar to A．salmonicida sub.

salmonicida. Intraperitoneal injection with １０５～７CFU per fish of isolated bacteria killed all of ５

injected fish, injection with １０２～４CFU per fish killed four fish, and injection with １０１CFU per fish

killed one fish; immersion with １０７CFU per L for 1 hour killed all tested fries. Therefore, the strain

of this study was obligate pathogen for brown sole. Injection with １０７CFU per fish to Japanese

flounders killed １０ out of １０ fish and with １０５CFU per fish killed four fish, but injection with １０３

CFU per fish killed no fish.

Intraperitoneal injection with １０７CFU per fish also killed ８ out of １０ barfin flounder, but did not

kill with under １０５CFU per fish of bacteria. The strain used in this study has the capability to kill

not only brown sole but also Japanese flounder and barfin flounder.
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まえがき

Aeromonas salmonicida は１９世紀にサケ科魚類のせっ

そう病の原因菌として発見されて１）以来多くの研究が行

われ，淡水魚ではサケ科魚類以外でもウナギの頭部潰瘍

病２）などの原因菌としても報告されている。

また，海産魚ではニシン３），turbot４），Atlantic cod５），

flounder６）などから分離例が多数報告されている。国内

の海産魚では栽培漁業が振興するに伴い，イシガレ

イ７），ハタハタ８），マコガレイ９），ムシガレイ１０），アイナ

メ１１），ヒラメ１１），クロソイ１１，１２）から A.salmonicida が分離

され，病原性が確認されている。対策としては早期に発

見できた場合，抗生物質による治療が有効と考えられる

が，発見が遅れると大きな被害が発生する。また，ノル

ウェーではサケ科魚類に対してアジュバンド添加ワクチ

ンが効果をあげている１３）が，日本国内でまだワクチンは

認可されていない。

北海道の海産魚では，過去に道南で飼育していたマコ

ガレイの病魚から褐色色素を産生し，抗せっそう病血清

と凝集する菌が分離された例があるが，病原性などの検

討はされていない。２００２年６月に道南で飼育していた産

卵期のマガレイが死亡し続けたため，原因を検討したと

ころ，腎臓から褐色色素を産生する菌がほぼ単一のコロ

ニーとして分離された。その菌の性状を検討したとこ

ろ，A.salmonicida sub.salmonicida に極めて近い性状を示

した。また病原性をマガレイ稚魚で確認するとともに，
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同じ異体類であるヒラメ，マツカワについても病原性を

検討したので報告する。

材料および方法

１．供試魚

２００２年６月２８日に死亡したマガレイ２尾（全長３２�，２８

�）を実験室に持ち込むまで氷冷し，検体とした。外観

及び解剖により症状を観察した。

２．細菌検査

腎臓の一部をスライドガラスに塗抹・風乾し，サフラ

ニンで単染色後，１，０００倍で検鏡した。また，腎臓を BHI

培地，Vibrio選択培地，SS培地，marine broth２２１６

培地に塗抹し，１５℃で５日間培養して，生じたコロニー

を観察した。次に代表的なコロニーをそれぞれ５株ずつ

釣菌し，清水・絵面の簡易同定法１４）を用い，分離菌の属

レベルを決定した。さらに，Cowan and Steel’s医学

細菌同定の手引き（第３版）１５）による方法で生化学的性

状を検討し，菌の同定を行った。また，日本で発見され

た非定型 A.salmonicida と性状を比較するために糖の分

解性試験なども加えて行った。

３．ウイルス検査

腎臓を９倍量の PBS（－）でホモジナイズし，０．４５�
フィルターで濾過後，CHSE－２１４細胞，RTG－２細胞

に接種して１５℃で１４日間細胞変性の有無を観察した。

４．薬剤感受性試験

分離した菌のうち１株を代表株とし，BHIブイヨン

に接種し，２０℃で培養後，MacFarlandNo．２に菌濃度

を調整し，感受性培地に１白金耳のせ，コンラージ棒で

塗抹した後，市販のオキシテトラサイクリン，ニフルス

チレン酸ディスク（日水）をのせ，２０℃で２４時間培養後，

阻止円の大きさから各薬剤への感受性を検討した。

５．耐塩性試験

普通ブイヨンに終濃度で

０，３．０，３．５，４．０，４．５，５．０，５．５，６．０，７．０％となる

ように塩化ナトリウムを加えた培地に菌を接種し

て，１５℃で１週間培養し，菌の発育の有無を調べた。

６．マガレイに対する病原性の検討

腹腔内接種試験としてマガレイ０歳魚５尾（全長６０±

４�）に対しそれぞれ１０１，１０２，１０３，１０５，１０７CFU／

尾となるよう滅菌 PBS（－）で希釈した菌液を腹腔内接

種し，また浸漬試験として１０７CFU／Lの菌液に１時間

浸漬し，いずれも１５℃で１４日間飼育観察した。死亡魚に

ついては腎臓から分離された細菌のコロニーの形状，

色，褐色色素産生の有無から接種菌による死亡かどうか

を判定した。また，対照として PBS（－）を接種した。

７．マツカワ，ヒラメに対する病原性の検討

マツカワ１歳魚（全長１９６±１５�），ヒラメ稚魚（全長

７１±３�），でマガレイに準じて腹腔内接種による感染

試験を行っ た。な お，接 種 し た 菌 量 を そ れ ぞ れ

１０３，１０５，１０７CFU／尾とした。

結果と考察

１．マガレイの症状

外観では供試魚では観察されなかったが，その後に死

亡したマガレイで腫瘍様のものが観察された。解剖した

ところ，腎臓肥大と卵巣に出血が観察された。

２．分離菌の性状

腎臓の塗抹標本を観察したところ，多数の桿菌が観察

された。BHI培地で単一のコロニーが，marine broth

２２１６培地でもほぼ単一なコロニーが形成されたため，両

培地からコロニーを釣菌し，性状を調べた。調べた性状

の一部を Table１に示した。

分離菌はグラム陰性で運動性がなく，OF試験は発酵

的であり，塩類要求性はなく，カタラーゼ試験及びオキ

シダーゼ試験は陽性で褐色色素を産生したことから

Aeromonas 属細菌であると同定した。属の同定後，

Cowan and Steel’s医学細菌同定の手引き（第３版）

に基づいてさらに詳しく同定を行った。なお，Ｄ－ガラ

クトウロン酸塩は現在販売されていないため，試験を行

わなかった。Cowan and Steel’s医学細菌同定の手引

き（第３版）に記載されている Aeromonas 属細菌の性

状と比較したところ，A.salmonicida sub. salmonicida と

類似した結果が得られ近縁種であると考えられた。しか

し，Cowan and Steel’s医学細菌同定の手引き（第３

版）には記載されておらず，他の論文９～１１）で記載されて

いる糖分解性試験を比較したところ，一部で A.

salmonicida sub．salmonicida とは異なる結果が出たこ

とや GCmol％を調べていないことからこの菌が A.

salmonicida sub．salmonicida であると断定はできなか

った。

３．ウイルス検査

供試した細胞で細胞変性は起こらなかった。
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４．薬剤感受性試験

オキシテトラサイクリンとニフルスチレン酸ナトリウ

ムの最小阻止濃度は０．０５�／�以下と１．５６�／�で，両

薬剤ともに有効と考えられた。

５．耐塩性試験

分離菌は０から５．０％の塩分濃度で発育したことから

海水中でも充分発育できることが判明した（Table２）。

６．マガレイに対する病原性

感染試験の結果を Table３に示した。１０５CFU／尾接

種区，１０７CFU／尾接種区ですべての個体が，１０２，１０３CFU

／尾接種区で４尾が死亡し，１０１CFU／尾接種区で１尾死

亡した。また，菌濃度を１０７CFU／Lとし，１時間浸漬

した試験区でも供試したすべての個体が死亡した。

以上の感染試験の結果からこの菌はマガレイ稚魚に対

する病原性が大変強いことが明らかになった。

７．マツカワ，ヒラメに対する病原性

マツカワとヒラメに対する病原性試験の結果を Ta-

ble４に示した。マツカワ１歳魚では１０７CFU／尾腹腔内

接種区で８尾死亡したが，１０５CFU／尾以下の濃度の菌

液を腹腔内に接種しても死亡しなかった。

ヒラメでは１０７CFU／尾腹腔内接種区で１０尾が，１０５

CFU／尾腹腔内接種区で６尾が，１０３CFU／尾腹腔内接種

区で３尾が死亡した。

以上の結果からマツカワやヒラメも条件次第で発症す

る可能性が示唆された。

病原体がマガレイへ進入した経路としては，１）ねず

みなどの陸上小動物や人間など哺乳類から進入した可能

性，２）給餌していた餌料から進入した可能性，３）天

Table 1 Characteristics of the strains used in this
study and Aeromonas genus

Table 2 Influence to growth of isolated bacteria
with each NaCl concentration

Table 3 Mortality of brown sole infected with
Aeromonas salmonicida like bacteria
separated from brown sole
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然海域から移入する際にすでに感染していた可能性が考

えられた。

この菌は３７℃で発育しない性状や，強い耐塩性を有す

ることから，ねずみなど陸上哺乳動物から進入した可能

性は低い。また，餌料についても冷蔵保存した市販の餌

料を給餌していることから感染原因とは考えにくい。

そのため，病原体を持っていたマガレイを天然海域か

ら導入し，人為飼育環境下におかれたことによるストレ

スや産卵期により免疫力がおちたことから発症した可能

性が高いと考えられた。もともと A.salmonicida はサケ

科魚類のせっそう病１）やウナギの頭部潰瘍病１）など淡水

魚の疾病の原因となる菌であり，塩類要求性もなかった

ことから，マガレイが河川由来生物などを汽水域で摂餌

し，感染したのではないかと考えられたが確証はない。

そのため，河川由来のプランクトン，小型魚類や河口周

辺で生息するマガレイなどの異体類のこの菌の保有状況

調査をし，感染源や保菌している可能性の高い魚の分布

状況を絞り込み，種苗生産施設に病魚を持ち込まないよ

うにすることが今後の防疫対策の一つとして重要であ

る。

現在，発症後に塩酸オキシテトラサイクリンを投薬す

る以外講じる手段がなく，また，発症後に投薬するため

効果がでるまで時間がかかり，被害が大きくなることが

考えられる。そのため，防疫対策の確立や早期診断・早

期治療法の開発，ワクチン開発等予防法の研究・実用化

を行っていく必要がある。
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Table 4 Mortality of barfin flounder and Japanese
flounder infected with Aeromonas
salmonicida like bacteria
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