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北大水産嚢報
36(4)， 216-230. 1985 

ピプリオ病原因薗の分類学的研究・I

Bergey's Manual of Determinative Bacteriology 8th ed. (1974) 

による分類上の位置の検討

田島研一九絵面良男*・木村喬久*

Studies on the Taxonomy of Causative Organisms of Fish Vibriosis・I

Identification of the isolates according to Bergey's Manual 

of Determinative Bacteriology 8th ed. (1974) 

Kenichi T AJIMAへYoshio EZURA * and Takahisa KIMURA本

Abstract 

Taxonomic studi田 wereperformed on七wohundred nineもeenbacもerialisola七esfrom eleven 
species of fish affec七edby vibriosis reared in fresh water or sea wa七erin various parお of
Japan. Firsも， we attempedωidentify七hesestrains accordingωBergey's manual 8th ed. 
(1974). One hundred seventy strains， identi五ed拙 V.anguillα叩 m，were isola七edfrom 
various species of fish reared in fresh water or sea water. Twenty-five strains were identified 
as Vibrio sp. which are similar to V 側伊tillα叩 mand were all isola旬dfrom rainbow trouも
(Sαlmo gairdneri)， yamabe (Oncorhynch:悩刑制cruf. ishikα切仇)and amago (0. rhod叫叩sf. 
間αcrosωmus). All of七hesesalmonids were reared in fresh w前er. Twenty-one of 219 strains 
isolated primarily from fish reared in sea water could no七beidentified as any known species 
in the genus Vibrio. Three of 219 sもrainswere identified嗣 Aerom側倒 spp.

緒言

ビブリオ病は魚類細菌性疾病の中で古くから知られている代表的疾病の一つで，淡水・海水両

域の多くの魚種に広く流行し，V.側伊illarumをはじめ，V. para加側olyticusおよびその類縁菌

である V.alg仇olytic7.ω(赤沢 1966，畑井 1975，1981，楠田ら 1979)他数種の Vibrio属細菌(米・

平野 1971，McCarぬy1976， Harrellら1976，Schieweら1977，大西・室賀 1976，1977，安永ら 1977，

Murogaら1979，Elston and Leibovitz 1980， Egidiusら1981，Loveら1981，Jeffries 1982， Tisonら

1982，高橋ら 1985)が原因菌として報告されている。

V. anguillarumの分類に関しては，現在Hendrieら(1971)の V.anguillarum， V. ichthyodermis 

および V.piscium var. japonicusの3種を同一種とみなすとする提案に基づきBergey'sManual 

of Determinative Bacteriology 8th ed. (1974)ではV.側伊tilla-仰 mとして統ーして記載されている。

しかしピブリオ病原因菌として分離され， V. anguillarumと同定されたものの中にも個々の性

状についてみるといくつかの重要な項目で異なり必ずしも一致しておらず，非運動性(若林ら

1975)あるいはvibrios七aticagent (0/129)非感受性(室賀ら 1979)のものも分離されている。また
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田島ら: ビブリオ病原因菌の分類学的研究ーI

v.側伊tillarum以外の Vibrio属細菌によるビブリオ病についても前記のように，これまでに多数
報告されているが，それらの多くは未だ分類学的位置が整理されず，未解決の問題として残され

ている。

このような見地から本報では国内各地においてピブリオ病擢病魚から原因菌として分離された

菌株を多数収集し，これらについて総合的な分類学的検討を加えることを目的に，国内外のどブ

リオ病魚由来対照(菌およびそれ以外の対照菌をも合せ供試し，常法に従って各種性状検査を行い，

その検査結果を基に，現在細菌同定の指針fとして広く活用されている Bergey'smanu品18ぬed.に

従って供試菌の同定を行なうと共に，同版記載の V.an伊tillarumをはじめ近縁細菌の記載性状と

の比較を行ない分類学的検討を行なった。

実験方法

供試菌株

供試菌株は 1969年から 1978年の 9年間にわたり北海道をはじめ計 19の都道府県水産研究機

関において，ニジマス (Sal仰抑制neri)，ギンマス (Oncorhynchuskis附 h)，ヤマベ (0.mω側 f.

ishikawai)，アマゴ(O. rhodurus f. macrosωmus)，アユ (Plecoglossusaltivelis)，ウナギ (An伊illa
spp.)，ハマチ (Seriolaquinqueradぬta，adu1七)，モジャコ (Seriolaquinquerad耐久 fry)，カンパチ

(Seriola purpurascens)，マダイ (Chrys叩hrysmajO'/・)およびカタチイワシ (Engraulisjap側 ica)等，

淡水産および海産の計 11魚種のビブリオ病羅病魚から原因菌として分離された合計219株，これ

に加えて V.側 guillarum標準株およびビブリオ病魚由来対照株，計 14株，さらにビブリオ病魚

由来以外の対照株，計 15株，総計248株を本実験に供試した。なお圏内分離株219株の魚種別の

由来をT油1e1に，標準株および対照菌株を Tab1e2に示した。

供試菌株は海水培地(ポリベプトン 0.5%，酵母エキス 0.1%，肉エキス 0.1%，プロテオースベ

プトン No.30.1%，寒天1.5%，pH 7.4)の 75%人工海水を1.0%N品C1に替えた培地を用いて継
代保存した。

形態学的，生物学的および生化学的性状検査

特記しない限り各種検査のための基礎培地として前記の改変海水寒天培地を，また培地の食塩

濃度は1.0%とし，培養温度は25'Cとした。なお性状検査は主として培地学各論 (1)(坂崎 1967)

を参照して次の様に実施した。

1) グラム染色 Huckerの変法により染色し，グラム染色性および菌形の観察を行なった。

2) 鞭毛染色 培養菌体を 50mM硫酸マグネシウム液に懸濁して塗抹標本を作製し，西沢・菅原

の法によって染色し，鞭毛数およびその付着部位の観察を行なった。

3) 運動性 培養菌体を生理的食塩水に懸濁し，懸滴標本を作製して常法により観察した。

4) 発育温度 1/6濃度人工海水 (Herbs七，微生物学ハンドブック 1957)に前培養菌体を懸濁し，

その 1白金耳を基礎培地平板に画線し， 5'C，37'Cおよび42'Cで培養し，発育の有無を観察した。

5) 食塩耐性 ベプトン水(ポリベプトン 1%，pH 7.4)に0%，7%および 10%の割合に食塩を加

えた培地で 7日間培養後，発育の有無を観察した。

6) グルコースの酸化・発酵試験 クールコースを 1%の割合に添加した OF培地(Difco)各2本宛

に穿刺培養，一方は滅菌ワセリン・流動パラフィン (2:1混合)を重層して嫌気的条件とし，他方

はそのままの好気的条件下で7日間培養し，酸およびガス産生の有無を観察した。

7) 炭水化物からの酸産生 上記OF培地のグルコースの代りにアラピノース，マンノース，シュ
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Sources of strains isolated from fish vibriosis in J apan Table 1. 

Sources 
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219 13 2 1 19 13 3 130 4 12 21 Total 

クロース，マニトール，イノシトールおよびサリシンをそれぞれ0.5%宛添加し，前培養菌体を穿

刺後，好気的条件下で 10日間培養し，酸産生の有無を観察した。

8) MR (Methyl-Red)試験 ブドウ糖リン酸ぺプトン水に4日間培養後， 0.02%メチルレッド溶

液を滴下して酸産生の判定を行なった。

9) VP (Voges-Prosk乱uer)反応 MR試験と同ーの培地を用い， 4日間培養後， Barrit法によりア

セトイン産生の有無を観察した。

10) デンプンの水解 可溶性デンプンを0.5%の割合に添加した基礎培地平板に4日間培養後，

ルゴール液を注加して集落周囲のデンプン分解の有無を観察した。

11) カゼインの水解 別に滅菌した 10%スキムミルク液を最終濃度が 1%になるように添加し

た基礎培地平板で4日間培養後，集落周囲の透明帯の有無により判定した。
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田島ら: ピプリオ病原因菌の分類学的研究 I

Table 2. Referen田 S七rainsused 

Strain No. Species name Source 

V-7 NCMB 6 v.αn伊ullarum NCMB・1
V-8 NCMB 828 ノ〆 乃F

V-9 NCMB 829 ノア " 
V-1l7 NCMB 571 v.抑制mvar. japonicus 乃P

V-1l6 NCMB 407 v. ichthyodermis ノツ

V-5 TUF v. pisc仰mvar. japanicus rainbow trou七 1957， TUF叫

V-104 NOAA V-775 v. anguillarum biovar 1 coho salmon 1973 U.S.A. NOAA.3 

V-105 NOAA V-1669 " biovar 11 " 1975 グ " (v. ordalii sp. nov.) 
V-194 LS-174 v.側伊tillaru刑 coho salmon 1975 U.S.A. 

V-195 MSC-275 v.側 guillaru制 biovar11 ノア " " 
V-254 VA-6 v.αn伊tillarum rainbow七rout 1971 England 

V-255 VA-8 " 
乃P 1973 Norway 

V-256 VA-15 λ' " 1976 Italy 

V-257 VA-25 " A七lanticsalmon 1975 Norway 

H05 V.pa叩 haemolyt似崎

T-77-5 " 
K-5 " 
K-7 " 
V・447 v.αl炉問lyticus

V-l IAM 1039 v. metschnikovii IAM04 

V-2 IAM 1080 v. tyrogen四 " 
ATCC 7744 v. fischeri ATCC叫

ATCC 25920 Beneckeα叫醐pbellii " 
NCMB 391 Phoωbacteri叫問問αndαpα明朗S柑 NCMB 

NCMB 1280 Lucibacterium ha開'e1f! " 
NCMB 1326 Aerom棚田 pro陶 lytたα " 
NCMB 86 Aer'側棚田 hydrcrphila " 
NCMB 74 Aer，抑附岨spuncωtα グ

Es 1 Escherichiαcoli 

判:NaもionalColle叫ionof Marine Bω旬ria，Aberd田n，Sco七land.
.2: Tokyo Universiもyof Fisheri田， Tokyo， J apan 
同:Northw間七 andAlaska Fisheries Center， NOAA， Washing七on，U.S.A. 
判 Institu句 ofApplied Microbiology， Univer官iも，yof Tokyo， Tokyo， J apan. 
叫:American Type Culture Collection， Maryland， U.S.A. 

12) ゼラチンの液化性 基礎液体培地にゼラチンを 30%の割合に加えた高層培地に前培養菌体

を穿刺し， 14日間培養し，液化の有無を観察した。

13) インドールの産生 トリプトファンを 0.1%の割合に添加したベプトン水で4日間培養後，

Kovacsの試薬を加えてインドール産生の有無を判定した。

14) 硫化水素の産生 SIM培地(日水)に前培養菌体を穿刺し， 4日間培養後，培地の黒変の有無

から硫化水素産生の有無を観察した。

15) オキシダーゼ (Kovas法) 1%もeも，rameもhyl-p-phenylenediaminedihydrochloride 水溶液を
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i慮紙に吸収させ，これに前培養菌体を白金線で塗抹し，紫色の発色を以って陽性と判定した。
16) ツィーン 80の分解 ツィーン 80を1%の割合に加えた基礎培地平板に4日間培養し，その

間ツィーン 80の分解に伴なう集落周囲の不溶性olea旬の沈着の有無により判定した。

17) クエン酸塩の利用試験 Simmonsの培地で7日間培養し，発育に伴なう培地の青変により

クエン酸塩利用陽性と判定した。

18) 抗菌性物質感受性試験 基礎平板培地上に 1/6濃度人工海水に懸濁した培養菌体を塗抹し，

0/129(50μg)およびノボビオシン (20μg)ディスクをおき， 48時間培養後，ディスク周囲の発育

回止帯の有無により感受性を判定した。

19) アノレギニン，リジンおよびオルニチンの脱炭酸 アルギニン，リジンおよびオルニチンそれ

ぞれ 1%の割合に含むMφllerの培地に供試菌を接種後，滅菌流動パラフィンを重層して 4日間

培養し，その間脱炭酸による培地のアルカリ化を観察した。

20) 溶血性 ウマ脱繊維素血液加基礎平板培地に培養後，集落周囲の溶血環の形成の有無を観察

しTこ。

21) 発光性 基礎斜面培地上における新鮮培養菌体 (24-48時間培養)の発光性の有無を観察し

た。

結果および考察

Bergey's manua18th ed.によると Vibrio属細菌を以下のように定義している「極毛による運動

性を有するグラム陰性の短梓菌でオキシダーゼ試験陽性，グ、ルコースを発酵的に分解するが，ガ

スは産生せずvibriosも叫icagent (0/129)に感受性である」これらの性状を基に圏内分離株219株

を整理すると.0/129非感受性株が32株存在したが，大部分は Vibrio属の細菌に同定し得るもの

と考えられた。

1. Bergey's manual 8th ed.記載の V.anguillarumに基づいた分離菌の整理

Table 3に示したごとく， 117株が V.an伊illarumに， 53株が V.an卯illarum類似菌に，さら

にこれらとはいくつかの性状で、異なるものの近似の菌種と考えられるもの 25株，残り 24株の V.

anguillarumとは明らかに異なる菌群とに整理された。この 24株は少数の菌株でいくつかのグ

ループを形成し，特にアユ由来の V-12-V-14の3株は性状がよく一致し，一つのグループをな

し，同じくアユ由来の V-15株もこのグループに近似の性状を示した。またカツオ釣漁業の生餌用

として蓄養されていたカタクチイワシ由来の 13株は7株， 4株， 2株で3つのグループを形成し

た。残り 7株はクーループを形成するには至らなかった。なおV-25，V-74およびV-75の3株は類似

の性状を示し， VP反応， 0/129およびノボピオシンに対する感受性， 0%NaClでの発育等の性状

で他の菌株とは明らかに異なり，むしろ Aeromonas属に包含されるものと考えられる。なお V.

a吋uillarumと同定された 117株の検査性状中クエン酸塩の利用および0%NaClでの発育能に

ついては， Bergey's manua18th edの記載と本報における標準株の検査性状とは異なっていたが，

本菌種のこの性状は疑問視されており(室賀，江草 1973，江草 1978，楠田ら 1979)，特にO%NaCl

での発育については，その検査方法あるいは培養条件により影響を受ける可能性があるのではな

いかと考えられる。なお最近出版された Bergey'sManual of Systematic Bac七eriologyvol. 1 (1984) 

では，その発育にはNa+が必要であると改められている。また0/129感受性は Vibrio属決定の重

要な keyとみなされている。 V.a吋uillarum類似菌と同定された菌株に0/129非感受性菌株が53

株中 33株存在したが，室賀ら (1979)はビブリオ権病中のアユから分離した V.日勾uillarumの中

に0/129非感受性の株が少なからず存在することをすでに報告している。その原因として，これ
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ら菌株が本病の治療薬として使用されていたトリメトプリム，スルファドキシン合剤に対し耐性

化した場合， 0/129に対する感受性を喪失するものではなし、かと推論している。上記の 0/129非感

受性株も同様の機構によるものではないかと思われる。

2. V.αnguillarum標準株およびピプリオ病魚由来対照株との性状の比較

Table 4に示すごとくで，まず V.anguillarumと同定された 117株と V. 日時uilla仰m標準株

NCMB 6， 828および829と比較すると， NCMB 6とは37.Cでの発育性が異なるのみで， NCMB 

828および829とはまったく一致した性状を示した。 V.piscium var. japon必usNCMB 571や V.

ichthyodermis NCMB 407とは若干の性状が異なった。対照株の米国で分離された LS-174株およ

びノルウェーで分離されたVA-15株ともほぼ一致した性状を示した。

一方 V.an伊illarum類似菌とした 53株は，標準株の NCMB571およびNCMB407とは0/

129の感受性，アルギニンのアルカリ化反応等の性状で異なる菌株があるものの他の性状はBer-

gey's manual 8th ed.の V.an伊illarumの記載および標準株に一致した菌株群であり，病魚由来

の対照菌TUF，V A-6， V A-8およびVA・28株などともほぼ一致した性状を示した。以上のことか

らこの 53株は V.an伊tillarumに包含して差しっかえないものと考えられる。

3. V.α昭uillarumおよびその類似菌と同定された菌株と既報の V.CJ1吻uillarum記載性状と

の比較

Table 5に示すごとく， V. anguillarumと同定された 117株および類似菌とした 53株はEvelyn

(1971)がPacific salmonから分離した V. 仰卯illarumとはクエン酸塩の利用性で， Levinら

(1972)がwinterflounderから分離したものとは， VP反応およびシュクロースの分解等の性状

で，室賀ら (1974)のアユ分離株とはインドールの産生能およびMR試験で，さらに楠田ら (1979)

がgroup1としている V.an伊illarumとは0%NaClでの発育性で相違がみられる程度で，これ

ら4者とほぼ一致した性状を示した。

4. Vibrio sp.と同定された菌株と既報の Vibrio属細菌との性状の比較

Table 6に示すごとく ，Vibrio sp.とした 25株はBergey'smanual 8もhed.記載の V.an卯illa-

仰聞とはインドールの産生，サリシン・デンプンの分解，アルギニンのアルカリ化反応および溶

血性等の性状で明らかに異なり，病魚由来の対照菌NOAAV・1669株およびMSC-275株とほぼ一

致する性状を示した Vibriosp.の25株は，大西ら (1976)がニジマスから分離した Vibriosp.， 

Schieweら(1981)の V.ordalii (V.ωtguillarum biotype 2)とは 1，2の性状を除きよく一致した

性状を示した。しかし室賀ら (1976)がウナギから分離し，最近Tisonら(1982)により V.

叩 lni.fiωsbiogroup 2として報告された菌株とは多くの性状で異なっていた。
なお上記NOAAV-1669株はHarrellら(1976)およびShieweら(1977)が V.an伊illarumとは

性状が異なるが，関連性の深い菌株であるとし， Shieweら(1977)は V.anguillarumを V.an伊仏

larum biotype 1と称するのに対し， これら菌群を V.an伊illarumbio七，ype2とした。さらに

Shieweら(1981)はこれら菌群に対し V.ordaliiなる名称を与え新種として提案したが，新種とす

るにはさらに詳細な検討が必要であると考え，ここでは上記25株を Vibriosp.にとどめておい

た。なお Bergey'sManual of Systematic B泌総riologyvol. 1 (1984)では V.an伊illarumbioも，ype1 

は V.an伊tillarumbiovar 1， V. an伊tillarumbitoype 2は V.an伊Lillarumbiovar IIとして記載さ

れている。
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Table 4. Main characteristics of isola旬sclassified副 V 側 guillarum，related strains and 
reference sもrains

宮

Aα:s 占D 』。
Strain 

ij;H i E 
Characteristics 伺bEU2ド』 伺冨0匝当 回=0局= 国=0回西 凶宮Q出 EA =L占型4 司F的でb 』- 』EE2h 司4。z4p? 4pop b 司〉∞ q 
No. of strains 117 1 2 1 1 1 1 53 1 1 1 1 1 

Single polar flagellum + + + + + + + + + + + + + + 
Indole produc七ion + + + + + + + + + +一++ + 
MR test d 十一一十+一一++ - +一+

(55) (53) 
VP reaction d + + +一++ +一+ + 

(89) (66) 
Simmons' citra七e 一++ +一一++ +一++ +十

(77) 
Sensitivityω0/129 + + + + + + + + + + + + + + 

(62) 
novobiocin + + +十+ + + + + + + + + + 

(98) 
Gelatin liquefaction + + + + + + + + + + + + + + 
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C拙einhydrolysis + + + + + + + + + + + + + + 

(96) 
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Acid from arabinose 一一一一一一一一一 一一一一

mannose + + + + + + + + +ー+ + + + 
sucrose + + + + + + + + + + + + + + 

(98) 
manmも01 + + + + + + + + + + + + + + 
inosiも01 一一一一一一一一一一一一一一

(95) (87) 
salicin 一一一一一 一一一一一一一一

Starch hydrolysis + + + + + + + + + + + + + 
(98) 
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7% 11 d 一+
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( ): p紅白ntageof positive or nega七lVesも，rains
d different reaction given by different strain. 
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Table 5. Comparison of main charac七eristicsof isolat曲 classified酪 V.αn仰illarumwi七hV. 
αnguillarum strains repor七edby other workers 
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Table 6. Comparison of main characteristics of isolaωs classified 紛れ初旬 sp.wi由同rams
belonging ωgenus Vibrio reporωd by other workers 
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5. その他の Vibrio属供試菌と Vibrio属あるいはその近縁属対照菌との性状の比較

Table 7に示すごとく，上記 V.側卯illarumと同定された 170株，防briosp.とした25株を除

く21株の Vibrio属供試菌の中， V-129およびV-132-V-137の7株およびこれらとほぼ近似の性

状を示すV-224株は若干の性状が異なるものの V.para.加emolyt白絡にかなり近似の性状を示し

た。その他の 13菌株はいずれの対照菌とも一致あるいは近似の性状を示すものはみられなかっ

た。次にその他の Vibrio属供試菌と既報の Vibrio属細菌との性状の比較をTable8に示した。ア

ユ由来の V-12-V・14の3株およびこれらと近似の性状を示したV・15はMurog品ら (1979)が同

じくアユから分離したnon-choleravibrioとよく一致した性状を示した。前述の V.para・

haemolyt.悶J，Sと近似の性状を示したカタクチイワシ由来のV・129およびV-132-V-137の7株と

モジャコ由来のV・244は，畑井(1975)が養殖ハマチから分離した広義の V.parahae仰 lyticusと

した菌株と類似の性状を示した。カタクチイワシ由来のV-130，V-131， V・144，V-145の4株，

V-140， V-141の2株およびマダイ由来のV-232株は楠田ら (1979)の報告において groupIII (冬

期マダイ分離菌群)としている Vibriosp.に，さらにハマチ由来の V-228株およびマダイ由来の

V-233株の2株は同じく楠田ら (1979)のgroup II (海産魚の潰療病原因菌を含む菌群)の Vibrio

sp.および安永ら (1977)がマダイから分離した Vib巾 sp.に類似の性状を示した。なお， Loveら

(1981)がdamselfishから分離した V.damselaおよび前述のTisonら(1982)の V.叩 ln俳悩 bio-

group 2とは類似の性状を示す供試菌株はなかった。

6. Bergey's manual 8th ed.により同定した圏内分離株219株の由来魚種

Table 9~.こ示すごとく V. 側伊tillα.rum あるいはその類似菌と同定された 170 株は，ギンマス，

アユ，ウナギ，モジャコおよびカンパチ等，淡水産・海産の多くの魚種にわたっていた。一方，対

照菌NOAAV・1669株 (V.an伊tillarumbiotype 2)に近似の性状を示した V訪問 sp.25株は，ニ

ジマス，ヤマベおよびアマゴなどすべて淡水飼育のサケ科魚類由来株であった。その他の Vibrio

spp. 21株のうちMurogaら(1979)のnon-choleravibrio近似の性状を示した4株はアユ由来，他

の17株はカタクチイワシの 13株をはじめハマチ，モジャコおよびマダイ等海産魚由来株であっ

Tこ。

要 約

園内各地においてビブリオ病擢病魚から原因菌として分離された219株と対照株を加えた248

株について Bergey'smanual 8もhed.に基づき同定を試み，以下の結果を得た。

l. 圏内分離株219株は，一応 V.an伊tillarumと同定されるもの 170株，これらとはいくつかの

性状で異なるが近似の菌種と考えられるもの 25株，Vibrio属のいずれの種とも同定し得なかった

もの 21株およびAerom側 ω 属3株であった。

2. V.仰伊tillarumと同定された 170株の由来は淡水産・海産の多くの魚種にわたっていた。 V.

anguillarum近似と考えられた Vibriosp. 25株はいずれも淡水飼育のサケ科魚類由来のもので，

Harrellら(1976)やSchieweら(1977)の V.側伊tillarumbio七.ype2と性状が一致する菌群であっ

た。 Vibrio属に包含されるもののいずれの種とも同定されなかった21株の中，カタクチイワシ，モ

ジャコ由来の8株が V.pa仰加仰wlyt出tSに近似し，アユ由来の4株はMurogaら(1979)がアユか

ら分離したnon-choleravibrioとほぼ一致し，カタクチイワシ，ハマチ，マダイ由来の9株は楠田

ら(1979)がマダイから分離した Vibriogroup IIおよびIII等に近似の性状を示した。
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Tab1e 8. Comparison of main characteristics of iso1a回c1assified酪 Vib巾 spp.wiもhcausative 
organisms of fish vibriosis reported by other workers 
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ビブリオ病原因菌の分類学的研究 I田島ら:

Table 9. Sources of isolates classified拙 V.an仰illα開閉，Vibrio sp.， Vibrio spp. and Aero問。叩S
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