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北大水産業報
53(1)， 45-50， 2002. 

CBB培地による河川および沿岸で採取されたサケ(Oncorhynchus 

keta)からのせっそう病原因菌 Aeromonassalmonicidaの検出

野村哲一1)・本間裕美1)・笠井久会2)・吉水 守2)

Isolation of Aeromonas salmonicida， Causative Agent of Furunculosis， 
from Chum Salmon Caught in the River or Coast 

Tetsuichi NOMURA， Hiromi HONMA， Hisae KAsAI and Mamoru YOSHIMIZU 

Abstract 

Furunculosis， caused by the bacterium Aermonoas salmonicida， is a serious disease in salmonid自shand this 

study was carried out for the purpose of establishing control methods for the disease. In this report， the prevalence 

of A. salmonicida on gill surface， kidney and intestine of chum salmon was studied using CBB medium， made by 

dissolving 0.1 mg/ml Coomasie Brilliant Blue R250 in Nutrient agar. The fish were sampled at the Shibetsu， Rausu 

and Ishikari coasts， and in the Rausu， Shibetsu and Ishikari Rivers. Using CBB medium， we examined the 

prevalence of the agent of the chum salmon caught at the Chitose River catching site. The prevalence of the agent 

on gill surface was high (50%) at catching site on the Chitose River， and decreased in fish in the holding pond in 

the river. The agent was isolated from the gill surfaces， but could not be found in the kidneys and intestines. A. 

salmonicida was also isolated from the gill surfaces of masu salmon which were kept directly behind the chum 

salmon holding pond. The bacteria are spread during fish migration within the river and during transportation 

of the fish from capture site to holding pond. The agent was also isolated from the gill surface of chum salmon 

caught 0汀thecoast of Shibetsu， Rausu， but the preva1ence was low (1.7%). To control furunculosis in salmonid 

fish， fish should mature in ponds under conditions of low density and should be disinfected to prevent spread of 

furunculosis before keeping in tile pond for maturation. 

Key words: CBB agar， Aeromonas salmonicida， Furunculosis 

緒言

Aeromonas sa伽onicida(以下本菌とする)を原因菌と

するせっそう病は，サケ科魚類の増養殖において大きな被

害を与える重要な疾病として古くから知られている (Em・

merich and Weibe1， 1894: MacKie et al.， 1930)。本菌の微生

物学側面やせっそう病の病理学については，魚類の疾病中

最も知見が集積されており，優れた総説や成書がある

(McCraw， 1952; Bemoth et al.， 1997)。わが国においても小

林(1963)の報告以来多くの報告が見られ (Nomura，

1994)，天然河川に湖上したサケ科魚類のせっそう病に関し

ては西野(1967)，木村(1963a;1963b; 1970)の報告があ

る。このように多くの知見のある疾病ではあるが，疫学的

な観点からは環境中における本菌の動態など未解明の部分

も多い。しかし，病原体の動態の解明は防崩す策上不可欠

である。本菌の環境中での動態解明が困難な理由は，多く

の病原体の場合と同様ではあるが，本菌を検出するための

選択培地がなく，他の細菌が存在する状況下では，供試材

料から少数の本菌を検出することが困難なためである

(Bemoth et al.， 1997)。

著者らは，本菌の催熟蓄養した外観正常な成熟親魚腎臓

からの検出率について検討し，河川によっては 80%にもお

よぶ高い検出率を示すことを報告した(野村， 1978;野

村・木村， 1981;野村ら， 1991a; 1991b; 1992; Nomura et 

a1.， 1992a; 1992b; 1993)。また，本菌は病魚を離れて水中に

生残しないとされており (Austinand Austin， 1987)，これ

ら成熟親魚から検出される本菌の来源を解明するためには

さらなる検討が必要とされている。

著者らはすでに，普通寒天培地に CBB (coomasie bril-

liant blue)を添加した CBB培地が本菌を検出するのに有

効であると報告した (Nomuraet al.， 1994)。本報では，催

熟蓄養後の成熟親魚から検出された本菌の来源を明らかに

。独立行政法人さけ・ます資源管理センター調査研究課健康管理研究室
(Fish Health Section， Research Division， National Salmon Resources Center) 

2) 北海道大学大学院水産科学研究科生命資源科学専攻応用生物科学講座
(Laboratory 01 Biochemistry and Biotechnology， Graduate School 01 Fisheries Sciences， Hokkaido University) 
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するために， CBB培地を用いて捕獲場および沿岸で採集さ

れたサケの腎臓，偲，腸管からの検出について検討したの

で報告する。

材料および方法

CBB平板全部血

普通寒天培地(栄研化学，東京)に 0.1mg/m1となるよ

うに CoomassieBrilliant B1ue R250 (CBB; Sigma Chem. 

USA)を添加し高圧滅菌後，直径 9cmの滅菌済みプラス

チックシャーレ(テルモ，東京)に分注し， CBB培地平板

とした (Nomuraet al.， 1994)。

分離方法

野村ら(1992)に従い供試魚腎臓の中心部から滅菌綿棒

(日本綿棒，東京)を用いて腎臓を穿刺し，前記 CBB培地平

板に塗抹した。塗抹した平板は 1SOCで 5日間培養し，

Nomura et al.， (1994)の方法によりコロニーの色を観察

し，出現した濃紺色コロニーを釣菌し，純培養後，後述の

性状検査を実施して本菌と同定した。偲表面からの A.sal-

monicida (以下本菌と称する)の検出は前記した綿棒を用

い，鯨表面をふき取り CBB培地平板に塗抹した.腸管から

の検出は，腸管表面をアルコール消毒した後腸管を切開

し，滅菌プラスチック エーゼ(岩城硝子，東京)を用いて

腸管内容物 lμlを採取し，前記した CBB培地平板に塗抹

した。

分離菌の同定

純培養した分離菌株について，運動性，3TCでの増殖，褐

色の水溶性色素の産生，インドール，糖の分解性を基に本

菌と同定した。

実験1. 捕獲直後および催熟蓄養後の本菌検出率の変化

供試魚

石狩川水系千歳川に 1999年 9月に遡上じたサケ (On-

corhynchus keω)親魚を用いた。

調査地点

Fig.11こ示した石狩川水系千歳川で検討を行った。日本

海より石狩川を遡上したサケは河口から 75km上流の千

歳川さけます捕獲場(以下捕獲場とする)において捕獲さ

れる。捕獲されたサケは捕獲装置の上流部に設置された一

時蓄養槽に 24時間収容され，その後トラックで活魚輸送し

7km上流の，さけ・ます資源管理センタ一千歳支所内の催

熟蓄養池(以下蓄養池とする)に 6尾/m2の密度で収容し

た。

検出率の検討

捕獲直後のサケ ω尾を調査した。 24時間経過後，一時蓄

養槽内のサヶω尾を調査し，これらの親魚が蓄養池に収容

されてから 3日ならびに 5日経過後の成熟親魚各60尾に

ついても本菌保有率を調査した。

検出臓器

腎臓，偲，腸管について本菌の検出を試みた。

実験11. 捕獲直後のサケの鋸における本菌生菌数

供試魚

1999年 9月に前記した捕獲場において捕獲されたサケ

20尾を用いた。

本菌生菌数の測定

供試魚の偲を採取し，ホモジナイズ後滅菌 PBSにより希

釈液列を作成した。常法に従い CBB培地を用いて 1SOCで

5日間培養し，出現した濃紺色のコロニーを前記と同様に

純培養し本菌と同定カウントして本菌生菌数とした。

実験III. 蓄葺也下流部に収容したサクラマス幼魚鯨，腎

臓，腸管からの検出率の比較

供試魚

さけ・ます資源管理センタ一千歳支所で飼育されていた

平均体重 5.6gのサクラマス幼魚を用いた。

供試魚の飼育場所

事前の調査で本菌が検出されないことを確認した後，サ

クラマス幼魚をサケ蓄養池の上流部およひ←下流部に設置し

たプラスチック製カゴに収容した。

本菌の検出

前記実験Iと同様の方法で供試魚の鯨，腎臓，腸管から

の本菌検出を行った。

実験 IV. 河川および沿岸におけるサケ腎臓，鯉，腸管から

の本菌検出率の比較

供試魚

標津川，標津沿岸，羅臼沿岸で 1998年から 2∞l年の 10

月に採集されたサケを用いた。

調査地点

調査河川および沿岸における供試魚の採集地点を Fig.1

に示した。これらの調査地点付近の河川は従来から本菌検

出率の高い地域である。

本菌の検出

前記実験Iと同様に行った。

結 果

実験1. 捕獲直後および催熟蓄養後の本菌検出率の変化

石狩川水系千歳川の捕獲直後と蓄養後のサケの腎臓，

鯨，腸管からの検出率を Tab1e1に示した。捕獲直後では
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3 

Nemuro 
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¥Shibetsu 

¥River 

1 Ishikari Coast 

2 Chitose River Catching Site 

3 Rausu River Catching Site 

4 Rausu Coast 

5 Rausu Offshore 

6 Shibetsu Coast 

7 Shibetsu River Catching Site 

Fig. 1. Location of sampling points in the Chitose River， Ishikari cost， Shibetsu River， Shibetsu coast， and Rausu coast. 

Table 1. Isolation of Aeromonas salmonicida， causative agent of fish furunculosis， from kidney， gill surface and intestine 
of chum salmon caught in the Chitose River 

Place No. of fish 

Exarnined Isolated A. salmonicida 

Kidney Gill surface Intestine 

60 o (0)*1 30 (50.0) o (0) 
60 o (0) 12 (20.0) o (0) 
60 6 (10.0) 15 (25.0) 2 (3.3) 

60 9 (15.0) 15 (25.0) 2 (3.3) 

Catching site 

After 24 hr叫

After 3 days holding 

A丘町 5days holding 

*1・lncidence(%). 

*2・Thechum salmon was kept for 24 hours in the cage in the riv官rnear to the catching site for 24 hours. 

8 

cl 6 
回、、

a-Y

内

4

A

U

(ECコ。
o
o
z
e
-〉}回。一

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Fish no. 

Fig. 2. Viable counts of Aeromonas salmonicida on gill surface of masu salmon (Oncorhynchus masou). 

50%にあたる 30尾の鯨から本菌が検出された。腎臓，腸管

からは本菌は検出されなかった。捕獲装置の上流部に設置

された一時蓄養槽にて 24時間蓄養した後では 20%の個体

の鯨から本菌か積出された。捕獲直後と同様に，腎臓およ
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ぴ腸管からは本菌は検出されなかった。

蓄養 3日後および 5日後にはいずれも 25%にあたる 60

尾中 15尾の偲から本菌が検出された。これに対して捕獲直

後および 24時間後に本菌か検出されなかった腎臓からは，
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蓄養3日後に供試60尾中の叩%にあたる 6尾から， 5日後

には 15%にあたる 9尾から本菌が検出された。

腸管からは蓄養3日後と 5日後にそれぞれ 3.3%にあた

る2尾から本菌が検出された。

実験11. 捕獲直後のサケの鰐における本菌生菌数

石狩川水系千歳川で捕獲直後のサケの偲表面の本菌生

菌数を 20尾について測定した結果を Fig.2に示した。 20

尾中 50%にあたる 10尾から本菌が検出され生菌数は，鯉

では IOZから lQ3CFU/gであった。

実験III. 蓄葺也下流部に収容したサクラマス幼魚錦，腎

臓，腸管からの検出率の比較

蓄養池下流部に収容したサクラマス幼魚、偲，腎臓，腸管

からの本菌検出率を Table2に示した。飼育池のサクラマ

ス幼魚 60尾の腎臓，鯨，腸管とも本菌の存在は確認されな

かった。また，蓄養池の上流部に設置したプラスチックカ

ゴに 3日間および 5日間収容した各 30尾のサクラマス幼

魚の腎臓，鯨，腸管からも本菌は検出されなかった。これ

に対して蓄養池下流部に収容したサクラマス幼魚では 3日

後には 30尾中 4尾の偲から， 5日後には 8尾の鯨から本菌

が検出された。同時に調査した腎臓および腸管からは本菌

は検出されなかった。

実験IV. 河川および沿岸におけるサケ腎臓，鯨，腸管から

の本菌検出率の比較

標津川，羅臼川および標津沿岸，羅臼沿岸について検出

率を比較した結果を Table3に示した。 1998年から 2鵬 年

の標津沿岸，羅臼沿岸および2∞l年の石狩沿岸では供試し

た鯨，腎臓，腸管から本菌は検出されなかった。しかし，2∞l

年には標津沿岸と羅臼沿岸で供試したω尾中 l尾の偲か

ら本菌が検出された。各 l尾の鯨から本菌が検出された

2∞l年の標津沿岸および羅臼沿岸で採集されたサケの腎

臓および腸管からは検出されなかった。 1998年から 2∞1

年までの河川で供試した個体からは腎臓，鯨からいずれの

年度でも本菌が検出され，検出率は腎臓で 3.3%から

46.7%，鯨で 11.7%から 31.7%であった。腸管からは標津川

で円98年， 1999年， 2(削年に検出され，検出率は 10%か

ら31.7%でトあった。

考 察

従来，病魚や不顕性感染魚からの病原体の分離は分離対

象臓器として腎臓を用いることが一般的である。サケ科魚

類においても腎臓は浮き袋および腹膜により腹腔と区分さ

れており，解剖後浮き袋および腹膜を注意深く除去するな

ら腎臓から他の細菌の汚染を避けて細菌分離用試料を採

取することは容易である。腎臓に比べて偲や腸管は環境由

来や常在細菌が多く，選択培地を使用するか試料に特殊な

前処理を行わない限り病原体分離用試料として用いること

は困難である。著者らはすでに本菌の判定に CBB培地の

使用が有効であることを報告し (Nomuraet al.， 1994)，本

培地を用いることにより，他の細菌が混在していても少数

の本菌を検出出来るようになった。

一方，著者らはこれまでに本菌がせっそう病の症状を呈

さない成熟親魚の腎臓から検出されることを長年観察し報

告してきた(野村， 1978;野村・木村， 1981;野村ら， 1991a; 

1991b; 1992; Nomura et al.， 1992a; 1992b; 1993)。しかし，

河川や海洋中での本菌の動態が未解明なままでは防疫対策

上不都合である。そこで，本報では，本菌の動態をより明

らかにするため，河川での捕獲直後および沿岸で採集した

個体について，蓄養後成熟した個体と同様に鯨，腎臓，腸

管からの本菌検出を試みた。その結果，河川では捕獲直後

にすでに本菌が鯨表面に存在することが明らかになった。

鯨からの検出率は沿岸，捕獲場，蓄養池と増加するのに対

し，腎臓からの検出率は沿岸および捕獲場では検出され

ず，蓄養池においてのみ日数の経過と共に増加傾向を示し

た (Table1)。さらに，蓄養池下流にて飼育したサクラマス

では偲への本菌付着が観察される場合でも腎臓，腸管から

は検出されなかった (Table2)0 Cipriano (1982)は本菌を

飼育水中に牒濁させ，カワマスを浸潰することにより感染

を起こさせた場合， 7日後には 80%がせっそう病で死亡し

Table 2. lsolation of Aeromonas salmonicida from kidney， gill surface and intestin巴ofmasu salmon kept first in the rearing 
pond and subsequently in front of and behind the chum salmon holding pond 

Place 

Pond Start of experiment 

Pond End of experiment 

Masu kept in front of holding pond after 3 days 

島1asukept in front of holding pond after 5 days 

Masu kept behind of holding pond after 3 days 

Masu kept behind of holding pond after 5 days 

剖:lncidence (%). 

Examined 

Kidney 

60 o (0)判

60 o (0) 
30 o (0) 
30 o (0) 
30 o (0) 
30 o (0) 
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No. of fish 

lsolated A. salmonicida 

Gill surface lntestine 

o (0) o (0) 
o (0) o (0) 
o (0) o (0) 
o (0) o (0) 
4 (13.3) o (0) 
8 (26.7) o (0) 
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Table 3. Isolation of Aeromonas salmonicida in the kidney， gill surface and intestine of chum salmon caught off the 

coast of Rausu and Shibetsu， and in the Rausu and Shibetsu Rivers 

Year Place No. of fish 

Examined Isolated A. salmonicida (Incidence %) 

Kidney Gill surface Intestine 

60 0(0)判 0(0) o (0) 
60 28 (46.7) 18 (30.0) o (0) 
60 0(0) 0(0) o (0) 
60 15 (25.0) 7 (11.7) 19 (31.7) 

1998 Rausu Coast 

1998 Rausu River 

1998 Shibetsu Coast 

1998 Shibetsu River 

1999 Rausu 0百shore

1999 Rausu Coast 

1999 Shibetsu Coast 

1999 Shibetsu River 

60 

60 

60 

60 

2α)() Rausu Coast 

2α)() Rausu Coast 

2α)() Shi betsu Coast 

20伺 ShibetsuRiver 

60 

60 

60 

60 

2001 Rausu Coast 

2∞ Shibetsu Coast 

2∞ Shibetsu River 

2∞ Ishikari Coast 

60 

60 

60 

180 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

o (0) 
o (0) 
o (0) 

24 (40.0) 19 (31.7) 6 (10.0) 

NT*2 o (0) 
o (0) 
o (0) 

o (0) 
o (0) 
o (0) 

)

)

 

凸

U
n
u

(

(

 

凸
リ
ハ
リ

23 (38.3) 17 (28.3) 6 (10.0) 

o (0) 
o (0) 
2 (3.3 

o (0) 

1 (1.7) 

1 (1.7) 

14 (23.3) 

o (0) 

o (0) 
o (0) 
o (0) 
o (0) 

": Incidence (%)， *2 : NT; not tested. 

たことを報告している。また，宮崎・窪田(1975)は本菌の

侵入門戸に関して組織学的検討を行い，鯨が侵入門戸とし

て重要であることを報告している。さらに， Cipriano et al. 

(1996)は飼育中のニジマスの牌臓，体表および鯨表面の本

菌生菌数を検討し， 19尾中 16尾の鯨において1()2から lQ4

CFU/gの本菌か輸出されたが，牌臓ではわずか l尾から

のみ検出されたことを報告している。以上の報告は，本菌

が水中に存在する場合でも容易に感染を引き起こすことを

示唆しており，さらに偲に付着していた本菌が感染に重要

な役割を担っているものと推察される。これに今回の結果

を合わせて考察すると，河川遡上時に鯨に付着した本菌が

感染して増殖し，さらに他の個体への感染を引き起こすも

のと推察される。蓄養池下流に置かれたサクラマス幼魚に

おいて鯉表面の本菌検出率が経時的に増加したことも，本

推察を強く支持するものである。

本菌の来源を，さらに詳細に検討するため，従来から本

菌の検出率の高い標津川，羅臼川および標津沿岸，羅臼沿

岸について検出率を比較した結果，低率ではあるが，沿岸

で採取された個体の鯨表面からも本菌か積出された。沿岸

において検出された本菌も河川|から供給された本菌が低塩

濃度の環境下で生残していたため沿岸に回帰したサケの鯨

に本菌が付着したものと推察される。本菌の海水や淡水中

での生残に関しては， Morgan et al. (1991)はろ過滅菌した

河川水中での本菌の生残を検討し，開始時 1()6CFU/mlの

生菌数が 8日後には 3CFU/ml以下に減少したが，その後

21日まで数菌体が供試水から回収されたことを報告して

いる。 Effendiand Austin (1994)は本菌が 25%。の海水中

で最も長く生残し， 10日間以上検出されたことを報告して

いる。さらに， Enger and Thorsen (1992)はせっそう病の

発生している海中網いけす養殖施設より 1，5∞m離れた場

所で本菌を表面海水より検出し，魚類由来の油滴が本菌の

分布拡大に強く影響していることを報告している。以上の

ように，本菌の来源は淡水由来であることが示唆された

が，供給源については更なる検討が必要であろう。しかし，

蓄養池に収容する前に鯨に本菌が付着していることから，

活魚輸送時における鯉養面からの本菌の除去 (Ciprianoet 

al.， 1992; Cipriano et al.， 1996)および蓄養池における環境

改善により汚染の拡大を防止する必要がある。
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