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Bulletin of the Japanese Society of Scientific Fisheries 47(1)， 35-42 (1981) 

我が国の海面養殖ギン 7 ス1<:発生したピブリオ病原因菌について

田島研一・吉水 守・絵面良男・木村喬久

(1980年 9月 24日受理)

Studies 00 tne Causative Organisms of Vibriosis among the Pen-Cultured 

Coho Salmon Oncorhynchus kisutch in Japan叫

Kenichi T AJIMA判， Mamoru YOSHIMIZU汽 YoshioE乙URA*2，

and Takahisa KIMURA料

In the period 1977-1979， 7 epiLOotics occurred among the pen-cultured coho salmon Oncor-
hynchus in the Tohoku district and Hokkaido， Japan. Thirty-eight vibrio strains were isolated 
from the diseased fish as causative organisms. The isolates were studied taxonomically and 
serologically 

The results obtained were summarized as follows 

1) Of the 38， 33 strains (No. l-No. 33) were identi日edas V. anguillarum， and they a1l 
showed positive agglutination with rabbit antiserum against V. anguillarum type J-0-3 
2) The pathogenicity of a representative strain (No. 1) of those 33 strains (No. l-No. 33) 

was demonstrated by immersion method (ca. lOd cells/ml， 10 min.) using chum salmon O. Keta 
日ngerlings

3) Five strains (No. 34-No. 38) of vibr旧 isolatesat Abuta， Hokkaido were found to be 
di百erentfrom V. anguil/arum on the basis of taxonomy and serology. Also， the representative 
strain (No. 37) of those failed pathogenidty against rainbow trout Salmo gairdneri and coho 
salmon fry. 

On the basis of the above results， those five organisms were assumed 10 be secondarily 
infected organisms 

我が固における葺殖対象旬、である，アユ，ウナギ，ハ

マチ， マタイ竿1-3)のいわ中るどフリオ捕に関する研究

報告はこれまて1こ数多し、。一方サケ科魚類については現

在までにニジマス，ヤマメ，アマゴ9-11)等淡水飼育魚に

限りノド械の完生が報告されているが，その原因菌として

分離された菌株は従来旬、街ピブリオ病原因歯として考え

られている Vibrioanguillarumとは分額上若干異なる

ことが坑者らにより明ら力、にされとし、る21)0 ところで近

年東北地方や北海道においてギン rスの海'1'葺殖が進め

られているか，最近それらに本病の発生が多発するよう

になっ亡きてL、る。若告らはその原因蘭について検討を

行い，それが淡水産司育のサケ科魚類坦場合と異なり，真

性の医 師 guillarum感染によることを明らかにし得た

ので報te，する。

材料および実験方法

供試菌株 1977年から 1979年にかけて東北地方の志

冷川と大槌湾，北海草の虻田と'，，;3-布の討4ヶ所の蓋殖

場町こお庁るビア Jオ病と忠われる病魚から分離した 38

汁株を実験に供試した。供!式歯の由来は TabJe1に，

病魚の症状v土 Table2にまとめた。 また対照菌株と L

亡 Table3に示す V.anguWarum 4株を用いた。な

!っ各種性状検査は Table1に示した海水培地叫(但L人

工海水濃度 30%)を用い，泊葺温度は 25'Cで実施した。

通常海水培地を使用しないi生lk検査用培地でも 30%人

工海水を溶媒として用いた。

形態学的性状検査海水培地斜面における 24時間取

轟薗について， 発光能， 7ラム染色1主 (HUCKERの変

法)，運動性(懸滴標本)，鞭毛染色性 (WESTらの方

法問)を観察した。

生物学的性状検査発育温度減簡 1/6人工海水ポ';2 

mlに培葺菌を 1白金耳磨、濁L，その I白金耳を海水培

地平仮に画線培養L，0， 5， 15， 30， 37'Cおよび 42'C

における発育の有無を観察した。

U 本報告の概要は昭和 55年度日本水産学会春季大会において尭表した。

叫北海道大学水産学部徴生物学講座 (Laboratoryof Microbiology， Faculty of Fisheries， Hokkaido Univer・
sity， Hakodate， Hokkaido 041， Japan) 



 

36 田島・吉水・絵商・木村

d
y
 

e
t
 

m

山。
u
u
a
A
 

s
r
(
 

S

3

 

A
m
 

n
 
a
 

oo 
r
 
o
 

Table 1. Source of the isolates 

No. of Temp. of Med旧 for
Strain No. Location Data sea water 

strains (oC) iso(ation 

1，....， 7 Shizugawa '77. 7. 18 20......21 Sea water agar叫 Kidney

8，.....12 Kirittapu '78， 7. 28 12-18 Nutrient agar 19 
Sea water agar*2 Kidney 

13........22 10 Otsuchi Bay '79. 7. 13 19"""'20 BTB Teepol agar Spleen etc 
BS mediurn base A 
Sea wa ter agar*2 

23，....，27 Kirittapu '79. 8. 25 13.......17 ~'t;I "':~'~~/"~~.，~""l\ Kidney BHI (1.5% NaCI) 
28........30 Sea wat町 agarホ

Kidney 
31.......，33 Otsuchi Bay '79. 11. 21 17-18 Sea water agar*2 ski~"í~sion 

34--38 Abuta '79. 8. 24 19，....，20 Sea water agar*2 Kidn町r

*1 po)ypeptone 0.5% 叫 polypeptone0.5見
yeastcxt. 0.25 yeasteκ0.1 
b田fext. 0.25 meat 田 0.1
glucose O. 1 proteose 
Art. sea pepton No. 3 0.1 

750m( Art.s回
Dist. water 250 ml 750 m{ 

Dist. water 250 mI 

Table 2. Clinical sign of the diseased白shes

Strain Clinical sign of the diseased fishes 恥1eanhody 九1eanbody 
weight length 
(g) (cm) 

Location 
No Superficial Autoptical 
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abrasion at the ventral 

23-27 

reglOn 

K1riftapu;118Z212ZTfftevent:rJ13561nd necromor 
pectoral日n
petechial haemorrhage at 
the ventral region 

abrasion and petechial 
hamorrhage at the ventral 
regLon 
congestion around the vent 
haemorrhage at the lip， 
ventral region and the swclling of the spleen 
lateral. anaemia of the liver Otsuchi Bay 
congestion of the cye. haemorrhage at the 
petechial haemorrhage intestinal tract 
at the lateral 

28-30 

31-33 

34-38 Abula 

abrasion at the dorsal， 
the ventral region and 
the lateral 
cataract 

swelling of thc spleen 

541 33 

1620 44 

84 18 

377 27 

145 21 

75 18 
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Table 3. Reference strains used 

Strain Species narne Dornor 

NCMB 6 V. anguillarum NCMB判
NCMB 829 

NOAA V-775 V't..f1!':.'!!1.J~Ia.rum ~.H. SCHIEWE叫
biotype 1 

NOAA V-1669 V'L~_"..~.z:i~la!um 
biotype 2 

;<) National Collection of Marine Bacteria， Aberdeen， Scotland 
'2 Northwest and Alaska Fisheries Center， NOAA， Washing-
lon， U.S.A 

発育塩分濃度 19ザベプトンホに食塩を 0，0.5， 5， 

7%および 10%(w/v)加えた埼地hこ前1主した懸濁液を

1白金耳接種L，発育の有無を観察した。

塩額の要求i生 日高らの方法三従C'，寒天を除い

たZOBELL2216E叫培地の各組成分の 1/10量を蒸留水，

0.5% NaCI， 39百NaCl，1/6人工海水および人工海水

を溶媒として5種の液体培地を調製しそれぞれに前述

の懸渇液を l白金耳接種し発育の有無を観察した。

薬剤感受性海水培地平板土に前述の懸渇液 0.2ml

塗抹1.-，ノポビオシンおよび Vibriostaticagent 0/129 

の 1濃度ディスクを置き，阻止円の有無iこより検査L

tc。

生化学的性状検査オキシターセ試験(KOVACS法町)

1% tetrarnethyl-p-phenylendiamine dihydrochloride 

水溶液に漫 Lt.ニ炉紙上に 24時間斜面培養菌を塗抹1.-，

塗抹部が紫色を呈した場合，陽性と判定した。

O←F試験 Difco-OF基礎培地に 1%ブドウ槍を加

えた培地を用しv好気的ならびに嫌気的条件下で培養

L，酸およびガス産生の有無を観察したc
インドール産生能 トリプトファンを 0.19百(wiv)の

割「?に添加したベプトン水に培養Lて， KOVACSの方

法川こより検査した。

MR試験 ブドウ糖リン酸へプトンホに培養後，メチ

ルレッド試薬を滴下して検査した。

VP反応 ブドウ糖リン主主ベフ「ンホ l三倍葺後，

BARR汀 T 1)方法1りにより検査した。

クエン鼓塩の利用性 SIMMONSのクェン酷塩沼地で

培養後，発育およひ借地D色の変化で判定した。

硫化水素の産生能 SlM培地;二培葺して検査したc

ゼラチン液化性ゼラチン培地高層穿刺培養法によ

り，ゼラチン液化の有無を観察した。

カゼインホ解性 1%脱脂明L加海水培地に培養後，透

明帯の形成の有無を観察した。

脂質の分解能 1%ツィーン 80加海水培地に培養後，

集落周囲の不溶性 oleate沈着の有無を観察した。

デンプンの水解性 0.5%可溶性デンプン加海水培地

に培長後，ルゴ ル液を注加して，透明帯の有無を観察

L式こ。

炭水化物の分解性 Difco-OF基礎培地に各種糖類を

0.5%加えた培地で情養して，般の産生の有無を観察L

fこ。

溶血性血液加海水平板培地で局養後，溶血環の形成

の有無を観察した。

アミノ酸の脱炭敵試験 MOLLERの方法叫により L-

リジン， L-アルギニンおよび Lーオルニチンに対するテ

カルポキシラーゼ産生の有無を検査した。

血清学的検討常法にvtc、ホルマリン抗原により作製
した3種の V.anguillarumウサギ抗血清21)(抗 J-O-l.

抗 J-O-2，抗 J-O-3)に対L，供試菌加熱死菌を抗原

として凝集反応をみた。

シロザケに対する病原性体長 15-19cm，体重 40

-100gの 9ヶ月令の白ザケ 17尾を用い供試菌町代表

株 (No.l株)について約 10:'cellsjrnlの菌懸濁液に

10分間の菌浴を行い，その後約 15'Cの流水で飼育1.-，

その病原性を検討した。

結果および考察

分離薗の性状 分離菌38株の性状検査の結果は Table

4に示した。分離菌はグラム陰性梓菌で，単極毛を有

L，オキシターゼ陽性， Vibriostatic agent 0/129に対

L感受性を有L，グルコースを発酵的に分解し，ガス非

産生であることから，すべてピプリオ属に包含し得るも

のであった。なお虻田での分離株を除いた 33株は.No

17株の日℃での発育陰性を除いたすべての性状で一致

した結果を示した。虻出の 5株 (No.34-38株)は相

互にほぼ致した性状を示すものの， No‘l-No.33株

とは， VP反応， MR試験， Tween 80の牙解， 5'C， 

37'Cでの発育およびアノレギニンのアルカリ化反応等の

性状で明らかに異なった結果を示した。

分離薗の同定 No. l-No. 33株は病魚の症状およ

び諸性状から V.anguillarumであることが推察きれた

ため， Bergey's rnanual 8th edに記載きれている。 v

anguillarumの性状およひ V 叩 guillarumの傑草株で

ある NCMB6， NCMB 829ならびに米国ギンマス由来

の NOAAV-775. KOAA V-1669 との性状を比較し

た結果 (Table5)，これら11クエン酸塩の利用性および

0% NaCIでの発育以外の性状は Bergeyの記載性状に

合致しさらに標準株の NCMB6， NCMB 829および

対照株の NOAA V-775 とも :i~.r一致した性状を示し

た。このことから No.l-No. 33株は V.anguillarum 

と同定した。 さらにこれら 33株について V.anguil-

larum ~ 3種。抗血清(抗 J-O-1，抗 J-O-2，抗 J-O-

3)との凝集反応の結果，すべて抗 J-O-3血清とのみ凝

集陽性を示した (Table6)。



 

Table 4. Main charactcristics of thc isolates from discascd自由c，
一一一一 Strain I Shizugawa Kiri出 pu Otsuchi Bay Ki山 apu 口出chi Abuta 

Bay 
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Gram 
Single polar flagellum 
Oxidasc 
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Gas from glucose 
Indol 
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Citratc utilization 
Sensitivity to 0/129 

Novobiocin 
Gclaun liqucfaction 
Cascin hydrolysis 
Tween 80 " 
Starch 
Hydrogcn sulfide 
Acid from arabinose 
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sucrosc 
rnannitol 
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O対 NaCI
7% NaCl 
10% NaCI 
Growth at Q"C 

50C 
150C 
250C 
300C 
370C 
420C 

Arginine alkalinc 
Lysine dccarboxylasc 
Ornithine " 
MHT typc 
Hemolysis of horsc blood 
Luminesccnce 
GC mole % 
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No. 1......33 
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Charact町 istics

Single polar flagellum 

Indol 

MR 

VP 

Citrate utilization 
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Table 6. Slide agglutinatio川 testsof the isolates and reference strains against 

anti-V. anguillarum seraホ J-O-l，J-ο-2 and J-0-3 

~一~\Antigen 1 
Serum ________ ー|

J-O-l 

J-0-2 

J-0-3 

. EzURA et al.: Fish Parhology， VoJ. 14， No. 4 (1980) 

No. 1-33 NOAA V-1669 

十

NOAA V-775 

J-0-1 ~~に型別され，対照株の NOAA V-I669とdほ

一致した性状を示すものであった'"。これに対L本報で

むギンマスからD分離株 (No.l-No. 33)は前述した

ように V.anguillarumと同定きれたことから，我が同

ところで前述したように，我が国のサケ科色穎のビフ

リオ病;工，これまでニジマス，ヤマメ，アマゴ等の淡水

飼育魚に隈らわしており，その原因菌も V.arguillarum 

とは多少異なった性状を示L， O血清型別で.はすべて
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Table 7. Main characteristics of the isolates (Ko. 33-38) and Vibrio sp 

reported by several workers 

Strain 込
ト

E
‘
吉
右
〈

OCM凶昌三一

。ω。
Z
3
4
〉
一
+
一
+

(ZAWト
堂
、
h
Z
L
F
M
〈
ハ
》
ぷ
圭
一

号
。
己
』

3
一l?
一

+

(
《

ω邑
ト
ふ

-
J
o
p
m
D凶
}

(
=
『
色
コ
。
』
M
S
Q
ω
。
z
s
t
'

(
Z
ト
ト

E
a
Z
互
Z

門
医
〈
〉
)
一

a
m
C
己
丑
〉
一
+
+
十
一
十
+

ー*
 
幻

ム

i
+
十
一

(
E
a
E
-
J
a
-
-リ土

Haコ。
L
M
)

色
回
。
己
a
r
p

p
r
E
J〈
ド
〈
民
)

eaω

。己
S
-
〉

+

+

十

一

+

+

+

十

一

十

一

+

十

+
+
-

凶

十

一

十

+

十

n
 
o
 

o
 
N
 
e
 
a
 
o
 
e
 
a
剖

z

m
d
=
 

同

h
=

同

e
=

即

m
E

r
n
z
e
-
-
げ

i
m
一
.
同
一
一
山
一

7
一

ν

け
町
z
d
一
町
一
一

間

m
z
r
一
司
一
一

川

m
=
-
m
一
川
一

6
一
川

刷
出

=
u
一
泊
一
一
6

c
b
=
n
-
u
一
-

k
w
=
い
一

ι
一
一

m
m
沼
=
は
一
肝
一
一
げ

t
l
d
r
R
一
泊
一

5-m

四

旧

配

Z

E

-

-

日

k
k
=

府

吋

O
Z

同調

a

=

q

a

=

 

m

e

o

z

 

m

出
品
川
=

一一

I

l

l

1

1

1

J

l

i

l

-

-

M

d

回
一
-

¥

一

迫

d

一

阿

川

町

一

¥

一

m

y

凶

∞

一

時

間

出

=

¥

¥

一

仙

畑

山

'

…

明

白

山

crm
℃

Z
L
'
u
日

パ

山

一

¥

t

出

n
n
在

d
p
'
m
目

u
c
a
o
u副

5

3

4

凶

日

d
m
e
一

山

町

e

¥

r

d

日

比

ザ

u
a
n
剖

m

m

s

k

e

h

ι

一f
川

沿

¥

仁

U

I

I

T

s

-

1

口

h

o

s

t

¥

帥

凶

山

刈

田

町

一

四

叫

叫

副

川

山

田

川

町

一

一

同

h

¥

;

e

H

叩

n
ロ
h

唱

白

N

N

町、
H

H

C

M

l

一

町

一

即

位

¥

引

制

R

P

M

畑

町

制

開

市

川

山

羽

'
'
'
p
'
V
A
v
h
%
町

'
p
・

別

加

川

町

四

一

川

w

¥

日

h

M

V

C

A叫

N

G

G
甲
山
部

H
一
ん

0

7
問

。

山

U
α
m
μ
一

+

十

十

-

↓ 

十

-" 
+ 
+ 
+ 

寸"
十

+ 

+ 
.， 
十'"

ω

ω

問

+
l
寸
寸
千
十
十
一
+
一
+
一
十

Z
-
〉
一
+
斗
!
?
一
+
+
+
↑
+
+
十
+
-
十
十
十
一
十
一
十
一

十

十

+ 

+.叫
+ 
?μ  

(
戸
刊
l
l
Z
凶
)
∞
∞
刊
〉

(お
l
Z
M
)
E
N
〉
一
ー
+
一
+
一
十
十
+
?
+
十
+
十
一
+
一
+
十
十
一
+
一

∞門
J
寸
円
。

z
一
-
+
十

?
+
+
一
+
F
T
+
ー
γ
+
+
+
一
十
十
十
一

~ 

+ 

十"

Characteristics 

+ 

+ ー」

+ 
+ 

+" 

倒

的

ω

+

+

一

十

+

+
w
 

-
+
+
十

+ 

一十
一
+
+
十
一

十

一
+
-
一

+ 

14 

9/17 

II 

9/17 

9 

8/l7 

8 

8/l7 

1 

0/17叫 0/l7 0/l7 

引 numberdiedlnumber tested. 
・2mean body length 16.6 cm， m田 nbody weight 61.2 g， 
..3 ca. IO~ ceHsfm{ 

4 

0/l7 



 

海面養殖ギンマスりピブリオ病 41 

Table 9. Clinical signs of fishes died by artificial infection with a representative isolate* 

Fish 

No 

Clinical signs of fishes died 

Superficial 

congestion around the anal自n
haemorrhage at the ventral region 
swel1imz and comastion at the base of the 

Autoptical 

haemorrhage in the muscle and the abdo-
minal region 

dorsal fin. petechial haerr回rrhageat the pec-
tOTa1 region 

slight discoloration of the liver 

congestion at the base of the dorsal fin 

C河Dngestionaround the ja w， the vent， the anal 
fin and at the base of the ventral fin 

h.~e_mo~rhase at_ the !:!bdominal region 
slight discoloration of the liver 
haemorrhage at the abdominal region 
slight swelling of the spleen 

congestion around the jaw， the vent， the anal 
白nand at the base of the pectoral fin 
congestion at the base of the国 udalfin 
discoloration of the gill 

slight di日olorationof the spleen 

marked discoloration of the liver 

G旧噌1gestioほ1of the pectoral and the ventral fin 
spotted haemorrhage at the ventral reg旧n

spotted haemorrhage and discoloration of the 
liver 

congestion around the jaw， the vent and the 
anal fin. haemorrhage at the base of the 
ventral fin 

discoloration of the liver 

congestion at the hase of the cauda! fin 
haemorrhage of the pe町田alfin 
Swelling around the vent 

* se~ Table 10 

Table 10. Slide agglutination tests of the 
reisolates from artificial infected fish叫
against anti-V. anguillarum sera叫

Antigen 

No. 1 
2 
3 
4 
5 

6 
7 

B 
9 

*1 see Table 8， 

)-0-1 

Antisera 

)-0-2 

・2 EZURA ('/α1.; Fish Patholo;;y， VoL 14， No. 4 (1980) 

の高'1' 主植ザケ刊，~f;t煩ーニおける真モ V. anguillarum感

染の最初の例と忠われる。

一方虻回において分離された 5株 ('10.34-No. 38) 

について Table4に示した性状の検査結呆より Vibrio

属薗院と:11"J定されるものの V.anguWart聞と同定さ

れた前述の No.I-No. 33株とは明らかに異なった性

状を示した。きらに V 削 guillarumの3種抗血1青とも

凝集陰性であった (Table針。そこでこの 5株につい

て既往のヒプリオ病原因菌との性状を比較検討した結果

(Table 7)，虻田の 5株l土椅田ら22)が group111と分額

haemorrhage in the muscle of the abdomi 
nal region 

している冬期マタイからの分離株と若干の相違はみられ

るものの類似の性状を示した。

シロサケに対する病原性供試菌代去株 NO.l株の

シロサケに対する病原性試験の結果は Table8に示L

Tこごとくで，供試魚は菌浴後 5日目と 6 日目にそれぞ

れ 3尾ずつ， 7 R目に 2培，1I日日に I尾の計9尾舞

死L.以後 14日目まで舞死はみられなかった。型HI魚
の症状は Table9に示した。主な症状としては背鰭，

胸鰭， n~鰭等各鰭基部内充血，日I工門の充血，腫脹，顎周

辺町充血，腹腔内出血，肝臓の貧血等いわゆる臼妹、感染

仏の症状と類似の症状を呈した。さらに存型~J[魚の腎臓

からほぼ純粋に分離された菌障は蘭浴に用いた菌株に対

応ずる抗血清(抗 )-0-3血消)とすべて凝集陽11であ

った (Table10)。なお生残した 8足;土外観的Mこは正常

であったか，肝臓の貴血が観察された。

方虻lfilこおいて分離された 5株のうち NO.37株

についてニジマス 1年魚ての腹腔内接種 (4.5x10' 

cells/尾)或L、a2.5ヶ11令ギン可スを用いた薗浴 (9.4
x 10-" cell/ml)攻撃では何ら異状を示さなかったことか

ら，虻田における分離蘭は二次感染薗とも考えられ，さ

らに検討を要するものと思われる。

要 約

束北地方および北海道内ギンマス海中長殖場tこおし、て

ピフリオ病と思われる病魚より分離した 38商科訂ニつい

て検討を行った結果
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1. No. l........No. 33の 33株は V.anguillarumと同

定された。また3種。 V.anguillarumウサギ抗血清

(抗 J-O-l，抗 J-0-2，抗 J-0-3) との凝集反応の結

果，すべて抗 J-0-3血清と凝集陽性であった。

2. V. anguillarumと同定された中から NO.l株に

ついて，菌浴攻撃(約1O~ cells/ml)によりシロザケに

対する病原性を検討した結果，いわゆる自然感染魚の症

状と類似の症状を呈し舞死Lt。

3 虻臼において分離された 5株 (No.34-No. 38) 

は， vibrio属菌株とは同定されるものの，V. anguilla-

rumと;工明らかに異なった性状を示し，V. anguillarum 

のいずれの抗血清とも凝集陰性であった。また病原性も

Il'!認し得なかったことからこれらは三次感染菌と推察さ

れた。
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