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BKD原因菌 R.salmon;.日rumA TCC  33209と共通抗原を

有する Pseudomon出属細菌の存在について

吉水 守・紀 栄興・1野村 哲ーペ木村喬久・2

A Falsepositive Reaction in the Indirect Fluorescent Antibody 

Test for R側 ibacten'um且 lmoniηarumA TCC 33209 

Caused by a Pseudomonas sp 

Mamoru YOSHIMIZU・ RongxingJI・ TetsuichiNOMURA・

and Takahisa K1MURA・2

Ab8tract 

臥lringthe routine examination of matured salmonid， the BKD (bacterial kidney disease 

of田 Imonid)positive antigens were obse円 edon the kidney smears of matured chum 

(On印品川ch附加削 andpink salmon (0. gorbuscJw) returning to Shari River. Signs of BKD 

were not 0国e円edin these fish and their progenies appeared to be healthy. An organism was 

i田latedwhen the screening was done for山eBKD antigen by indirect F AT among the 

colOJ羽田 grownon the KDM.2 which was inoculatE叫 withthe kidney tissue of pink岨Imon

The isolate was c1a回自edas PseudomOna5 sp. but which was found not a BKD organism， 

however， showed a positive reaction with antisera against R，四 r白cteriumsa/moni叩間m

ATCC 332凹 byFAT. The shape and size of the isolate were similar to that of R 

salnwnina間 m. Therefore this i回 latecould not be distinguished from BKD organism by 

FAT. The i田 latedid not show a positive reactior、inthe coagglutination test 副首dgel-
diffusion t田 t，and also did not show a reaction with anti提刊magatr国 thedifferent strain of 

R 錨lnwninarum(OlObe)， and partially purified IgG of anti-R.salnwninarum A TCC 33209 

rabbit serum by FAT. The positive reactions on the kidney smears of chum and pink salmon 

with FAT was judged to be a false positive reaction caused by th崎由。late

績冒

サヶ科魚類の細濁性腎臆病 (BKO)は。その原因薗Renibaaen'umsalnwninarumの糟擦が困院であるこ

とから。診断は血滑学的除断法に頼らざるを得ない(木村吉水 1981). BKDの血滑学的鯵断法としては

北側・進.け ますふ化渇研究集旗第305号
・6 北海道大牢水産学・6徴金物学院座(Laboratoryof Microbiology， Faculty of Fisherie色 HokkaidoUnive聞 ty
Minato 3-1-1， Hak岨ate.041 }APAN) 
.，水'*庁北海道きけ ますふ化渇(HokkaidoSalmon Hatchery Fisheries， Agency of Japan， 2-2 Nakainoshima， 
Toyohira-ku， S岬回ro，062 JAPAN) 

121 



背水紀野村木村

様々の方法が報告されているが.著者らは痢魚の治合にはcoagglutination回舗が.係閣魚の場合には後光

悦休法 (FAT)の利用が普ま Lいことを報告Lてきた (Yoshimizuaod kimura 1985). 

東北北部，北海道に必ける保卵甥魚の病原体保有状況の側糞にあたり 1984年から BKD保菌状況の嶋査を

FAT問機法によ η係卵貌魚に実絡してきたが，その過般で1984lJ'-斜卑川のサケ観魚が，また翌年間河川のサ

ケ必よぴbラヲトマス親魚が。祝R.salmoni即 rum ATCC33209 *見血清を用いた FATで陽性と判定さ

れた.しかし両魚檀共に腎障に病後はなしその後の継続調査でも保卵解化維魚に BKDによる微死は観照さ

れず飼育経過は順鯛であった.

ところで憲近 BKD原因磁 R阿 Z白cteriumsalmoni回rnmに対する抗血清を用いた FAT問機法で受盤反

応崎健全示すグラム陽性細麹の存在が報告きれている(Austinet al. 1985).上庇町斜星川町サケおよびカラ

フトマス腎陵中に見られるこれら統R.solmoninarum ATCC羽2曲家兎血清と FAT問機法で反応陽性を

示した抗原がR.sol;開制附rnm幽来か否かを明らかにするため， KDM-2槽地 (Evelyn1977)を用い 本

簡の分般を猷みたところ R.salmonin(Jrum は分離されず，抗 R.salmoninarum ATCC 33209家見血清と交

盤反応陽性を示すグラム陰伎の運動性を禍ーする細菌置が分雌きれた.

本線ではこの抗R.sa/moni即附m家見血清と反応陽性を示した倒閣の分隙状況およびその性状。主として

血滑学的性状について線告する.

実験材料と方法

供紙魚の BKD検査記長 1984年9，10， II凡翌年9Jヲよぴ10月に.斜皇川に遡上中綿獲され曹養地に'ln豊

中のサクラマス.カラフトマス必よぴサケ各々回尾の腎腺表面より"を無菌的に外し滅菌綿織の柄にて腎臓

表面に穴全開け.錦織で腎民組織のー郁をスライドグラス表面に虫色保した.火.炎固定後，FAT問機法(木村

他 1986)により BKD原因酋の有無を観務Lた.さらに，1985年11月カラフトマス回尽を対象に，腎腺の塗

抹梅本の作成と共に締掃を用いて腎服組織の 節を KDM-2 (Evelyn 1977)寝地表面に盤鎌し， 15'(:で3

週間格養し BKD原因磁の分般を賦みた.

供院薗 sKD原図薗と してR回lmonina刊 mATCC担2関係およびIG8401練を. .た後述の方法によ

りカラフトマス腎腺から分飽きれた SK田01練の3妹を本実肢に供した.

供民銚血清 抗血清として自家製のR.sah町制即四mATCC 33209株釘よぴ0'0回徐に対する家見枕.. 
滑ならびに上配銑R.sa/moni聞間m 宮駅見血清の硫安分画 IgGを本実験に供した.

定畳破鏡銚体価の測定法，共同積集反応およびゲル向沈降反応 定量喰集抗体備は McFar1andNo.3 ~・IX

に聞製Lた供紙麹のホルマリン死閣惣濁議に倍々希釈した抗血清を等.加え，37"(:で2時間反応後.さらに

01;で一晩反応させ。礎9・が飽めら札た血清の最高希釈>¥1を求め凝集抗体価とした.共同凝集反応およびゲル

内沈降反応は木村他(1986)の方法によった.

分陵商の性状検査 前途の KDM-2 J密地上に出現Lたコロニーのうち銑R.sa/;開削柑開m稼見血滑によ

るFAT間後法によ 9反応陽性となったコロニーを釣酋し.純分腫を織り返し供賦分間監薗SK-8501を得た.分

厩閣については常法通~ .グラム染色性。薗型，運動性，鞭毛の有無， グルコースの酸化発陽性，チトクロ

ームオキングーゼ活性の有無を観策した.
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BKDIt:図閣と共通筏If.を有する細菌の存在について

結 果

斜./11のサケおよびカラフトマスの FAT問機波による BKD械査結果 1984年必よぴ1985年斜星川に遡

上中術後され書，豊中のサクラマス.カラフ トマス，サケめ腎脆J!IlI末梅本を対象に抗 R.salmQn;narum A TCC 

担209窓見血清を周いて FAT問機法による BKD検査を実紘Lた.結集は表1に示すごと〈で。1984年のサ

クラマスおよびカラフトマスは陰性であったが，サケで60尾中7属が反応陽性を示し。1985年のサクラマス

は陰性であったが，サヶで60尾中 21忌， "ラフトマスで 6剖尾'1'16尾が反応賂伎を示した.

寝l 併星川のサクラマス カラフトマスおよびサケのFAT問機法による BKD検査鎗呆
T.ble 1. Detection of the BKD antigens in the kid町 U幽 esof matured salmon collected at t旧 catching

紙ationof Shari River by indirect FAT using anti-R. safmoni剛 rumATCC 332ωrabbit gerum 

S開児'白 sampling 

U offi由 d且"
masu岨 lmon・3 5. Sep. '84 

pink salmon" 27 " 
chum salmon" 29. Nov. " 

masu salmon 3. Sep咽 '85

，h山n組 Imo自 16. Oct. " 
pink岨 lmon 17 " 
叫:On((m伽 ，h附隅醐U
" ; Oncorhynch附 go吋凶C加
" : 0胃corhynchuske.却

刑 mberof specimen 

employed BKD positive' 

60 0/6U 

60 0/60 

ω
ω
ω
ω
 

ωω
曲

目

別

/

/

/

/

 

7

0

2

6

 

KDM-2堵地に幽現Lたコロニ-の FAT間機法によるスク .りJ一=ング結果 l凹96田5年11月のカラ7 トマスに

ついて上配問機'腎'臓の塗妹棟本を周いた FAT間按法による R.，“almoni削附m抗原の検索と共に.KDM-2 
府地を周いた B田KD原因薗の分離を眠みた.R.5o“almo，附
問t峻喪法によるスクリ ニ〆グ鎗訓栄帳を君表受2に示したが帆'腎峨のs血盆鎌欄2本ドにs必五ける FAT陽佐l日3倒体の KDM-2 
S膏地平板上に出現したコロニー36舗の肉.R. sal"ωm瑚 rnmと頬似の色調.形態を示したものI<Sコロェー

であった.続 R.sal"ωm回開mATCC33209家兎血清を周いた FAT問機法により反応陽性を示したコロニ

ーは魚体No.541ニ見られた 1コロユーのみであった.

分隊箇SK-師01の性状 FAT間被法によるスクリ ニングにより反応栂伎を示した魚体 No副由来線

SK-8501はグラム陰性の運動性を有する。大きき0.6-0.7x 1.0-1.5μmの短得蘭であり Kovacs・のオキy

ダ ゼ飲喰陽性，グルコースを匝変化せず Pseudomonas属に分類され.R. salmoninarumとは明らかに異なる

細菌であった.

分.薗SK-8剖1橡の血清'"的性状 分荷量蘭 SK宇 8501株の血榔学的性状を"'3に示した.供依した枕R

"，1.問 ninarum ATCC担209およびOtobe隊司際見血清に対する定1医療集続休価はホモの R.5OlmoninaTUm 

ATCC羽田9除の 1: 640および1: 1280に対し SK-8501橡は共に 1: 8以下であった.

次に FAT間後法では R.salmoni困問mATCC 33209必よぴIG8401保U供献した両血清共に反応剛健で

あ勺たが。 SK-8501株は銑R.5Olmoni剛聞mATCC33209血清とのみ反応陽性を示したが，統Otobe除血滑

とは反応険性であった.さらに共同荷量集反応およびゲル内沈降反応では.R. 50ft即 m出 rumATCC 33209お

よびIG8401像は供猷Lた両血清共に反応陽性であったがSK田01保はいずれも反応険性であ。た.

分自陣.SK-田01練抗原の県安定性 分雌檎 SK-8501株の FAT問機法における反応抗原の熱安定性を表

41こ示した.100'(:30分の加徐により反応は陰性となり。反応抗原は易偽惟であることが明らかとな勺たが。

盤妹欄本を火炎固定した渇合。30秒間の凶定でも反応性を消失することは出来なかった.
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表2 カラフ トマスの腎楓....を崎要したKDM-2 J奮泡に出現したコロニーの FAT問機法によ るスタ・1ーニ
ング結果

Table 2. Screaning of R.salm側 inarumby indirect FAT among a colo刷'""，0帆 ngon KDM-2 medium 
inoculated with kidney ti駒山eof pink salmon collected 8t the catching st8tion 01 Shari River in 
November '85 

fish No number of the colonies 

show the BKD grown on looks show the po副tive

仰 sitiveO' the KDM-2 similar to reaction with FAT 

m町lium R却 lmoninarum

7 .30 。 。
8 孟30 。 。
9 .30 。 o 

10 孟30 。 。
11 孟30 。 。
14 7 l 。
16 孟30 o 。
" 4 。
45 3 l o 

46 6 2 。
" 6 。.. 4 。
54 6 1 (SK-8剖1).， 

total 13/曲 .36 5 

.， : by indirect FAT using the岡田rof kidney ti鶴田
・.: isolate employed for following 四回riments:Pseudomonas sp. (SK -8501) 

113 分般商 Puudonumassp. SK-8501線の血清学的性状
Table 3. Serologi日 1characteristics of isolate， pse“do脚岨ssp. SK-節制

anti-R.safmoninarum rabbit aera 

ATCC Otobe ATCC 010回 ATCC Otobe ATCC Otobe 

antigen 33209 33209 33209 332Q9 

agglutination indi陀" coagglutlnation gel-difusion 

titer FAT ，..， test 

.， : not test剖

礎'安健分圃銑 R.ral加m師，帥同m ATCC却却9ウサギ血，膏と分.厳隆.SK-師0削1との FAT間績法にs必苔"‘反応

性 分m雌量薗 SK一-850旧1抹の主生主蘭'ホルマリ ン死薗'あるいiはま加熱死薗吸収抗J尺色 s“almoni即開mATCC 33209司家医
見血滑必よぴ抗 R “叫1m脚o念m仰削"川開eげ問n附d

胸雌量首蘭‘の生薗'ホルマリン死薗，加熱死薗を伺いた吸収機作によ っても FATによる反応性は消失しなかった

が，統R.5O"聞 m柑 rumA TCC 33209ウサギ血清の硫安分蘭 IgGとの FATによ る反応は険性 となった.
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BKD原因薗と共通筑原を有する・珊の存在について

表4 分.. 蘭 Psoudomonassp. SK-8501像筑原の偽安定住
Table 4. Heat蜘 bi1ilyof Psoudo脚 nonsp. $K・8501antigen 

FAT reaction・E
untr曲 t吋 + 
heat fix回叫

5 総C + 

""" + 
15 鎗C + 
20 鋭うC + 
25 鋭割C + 
30 鎗C 十

1ω℃却 min.
.， : with anli宇R.salrrwninarumATCC 33209 rabbit serum 
・，: by name 

考察

i1I安分薗貌R.salmoni聞 ..m.兎血

清および貌OtoOO橡家兎血，胃を聞いた

FAT問告書2去による斜星川カラフトマス

..盆錬得志の BKD再検査の結果

1985年11月のカラフトマスの腎服組妹欄

窓に ついて 再度硫 安分画 杭 R

salmoni開問m ATCC 33209*兎血清

IgGおよび銑Otobe株啄見血清を周い

たFAT問機法による診断を賦みた結果

を表6に示した.供訳したカラフトマス

Nn 1 -30の腎腺怠抹得本のうら，無処理

町抗血清で反応陽性を示した8検体はい

ずれも供叙した蘭血清で反応は陰性とな

勺 fこ.

サケマス績の柵蓑殖を計るに際0.その陣容となる病原体の分布の実態偲姐を目的に，1976年から東北北
榔.北海遮に釘ける保卵規魚の病原体保有状況の欄査を実施しているが， 1984年からはサケ糾魚績の細蘭性

腎厳痢 (BKD)原因簡を剣査対象に加え保卵網魚の腎厳重徳梅本を作成しFATによる検釜を実絡した.

その過程で1岨4.斜里川のサケ観魚がまた翌年同河川のサケ匁よぴカラフトマス規魚が， FAT問機法で
sKD陽性と判定された.しかし間魚纏共に腎院に病変はなしその後の継続醐釜でも銀卵膨化柚魚に BKD

による覧死は観策されず飼育経過も順調であった.

そこで斜星川のサケ必よぴ"ラフトマス腎腹中に見られるこれら抗 BKD家見血清と FAT問機法で反応

陽性を示した銑臓がR.5Ol"ωnma間 m由来か否か.KDM-2t脅地を用い原因磁の分般を鼠みたところ.R

salmoni即開mは分離されず.抗 BKD家兎血清と交差反応陽性を示すグラム険性の運動性を有する細菌が

分徹された.

このグラム陰性で運動性を省する細菌 SK-8501は，大きさがQ.6-0.7x l.O-1.5J.1ffiで，時に対を成して

存在し FATで R.Sillmoni問問m と区別することは図礎であ勺たがその性状から PwudotnOnass。に分類

115 硫安分圃枕 R.SIl/moninarum ATCC 33209ウサギ血清と分旭鷲
~Ud01制"'"即 SK-850 1鱒と の FAT 問機法における反応笹
Table 5. Reacti加 betw俊 nPslUdomomJS sp. SK-8501 antigen arKI 
IgG of a同 j-R.saωω附同rumATCC 33209 rabbit誕 rumby 
indirect FAT 

'"・g剖 ・
R.salmoninorum 
ATCC 33209 

SK~お01

• : living cell剖'"田ion

anti-R.salmonjnorum ATCC 332ゆ9
rabbit serum 

unpurified TgG 

+ + 

+ 
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表6 硫安分画抗R.sa{moni柑 rnm家見血清J;よぴ統Otobe縁家見血清を周
いた FAT間暗法による斜里川ヵラフトマス腎臓塗鎌棟本の BKD再倹査
の結果

Table 6. Dete<:tion of the BKD antigens in the kidney ti鎚 U飴 ofmatured 
pink saJmon collected at the catching station of Shari River in 
November 百 by indirect FAT using IgG from anti-R 
salmoninarum rabbit serum 

number anti-R.salmonl削 rumrabbit serum 

of fish 

employed 

30 

ATCC 33209 

unpurified 

8 

きれ R.salmoninarumとは明らかに異なる細菌であった.

IgG 

O 

Otobe 

unpurified 。

血清学的には供献した抗 R.S4lmoninarnmATCC 332凹およびOto回線家兎血清に対して凝集抗体価を

示さず。FATでも供践した銑BKD家兎血清のヲち抗ATCC33209血清とのみ反応陽性を示L.共同凝集反
応やゲル内沈降反応では岡血清共に反応陰性であった.また結果には示さなかったが分荷量薗 SK-8501の生

菌。ホルマリン死薗，加齢死菌を用いた吸収操作によっても銑R.salmoninarum ATCC 33209家兎血清との

FATにおける反応性は消失しなかった.しかし抗R.salmoninarum ATCC拍209家兎血清の硯安分画IgG

では反応を示きな〈なった.この理由については現在のところ不明であり，今後検射する必要があると考え

られる ~SK-8501の反応抗原は易熱性であったが，通常用いる塗妹得本の火炎固定の場合3C秒間の加熱によっ

ても抗原性が残存し。本菌と R.salmoninarumとの区別には， Otobe株に対する抗血清を使用するか。抗R

salmoni回rnm家兎血t婚の硫安分画 IgGを用いる必要のあることが明かとなった.もちろん精製抗R

salmoni制問mIgGに俊光色素を線機した血清を周いる直披法でも本薗は反応陰性であった.

このよヲに斜里川のサケ釘よぴカラヲトマスでFAT間娘法により BKD陽性と判定された抗原11.， BKD 

原因箆 R.'"初wm問問例由来でなく， FATで交差反応を示す Pseudomonas属細菌由来であることが明ら

かとなり，先の判定は偽陽性と結輸づけられた.

な必 B常の BKD検査では FATで明らかに形態の異なるいくつかの細菌が反応陽性を示すことがあり，

AustIn (1985)もFATで反応陽性を示すグラム陽性の細菌を分服している.今後これらの細菌と R

salmoni即 rnmとの血清学的関係についても検肘する必要があると考える.

謝 辞

本研究の遂行に当たり...な賦料の提供および賦料採取に際し種々ご便宜を計って頂いた北海道きけ ま

すふ化場北見支崎斜里事業場畏，坂口利夫氏および同場関係各位ならびに北海道きけ ます地殖事業凶会網

走支所斜里捕獲保卵場邑鎌ロ憲治氏必よぴ同協会関係各位に深<01;1射申し上げる.

文 献

Austin，B.， D.Bucke， S.Feist and }. Raymeno (1985) : A false positive reaction in the indirect f1uor出 切cent

antibody test for Reni.如cten'umsalmoninarum with a "Corynefonn" organism. Bull. Eur. A鼠

Fish. Pathゅ1.，5. 8-9 

Evelyn， T.P.T. (1977): An improved growth medium for kidney disease bacterium and some notes on 

using the medium. Bull. Off int. Etiz.， 87.511-513 

木村禽久 含水守。原 武史(19唱7) サヶ科魚類の細菌性腎臓澗 IBKD)の診断技法，水産湖養殖寮・.

125 



U 

BKD原因薗と共通抗原を有する細菌の存在について

35，社団法人日本水産資源保積協会，p.61 

木村喬久 吉水 守 (1981) 特異抗体感、作 staphylococciを用いた coagglutinationte叫によるサケ科魚

頬の紙蘭位腎臓病 (BKD)の迅速惨断法について 日水紘 47.1173-1183 

Y田.himizu，M. and T.Kimura (1985): A coagglutination test with antibody-sensitized staphylococci for 

rapid and simple diagnosis of bacterial and viral disease of fish. Fish PalhowllY却 243-261

127 


