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ABSTRACT-This study was conducted to investigate seasonal appearance of Edwardsiella tarda

and E. tarda bactenophages in cultured Japanese flounder Paralichthys olivaceus and the cu一ture

environment. The surveys were carried out twice a montn at 4 commercia一 fish farms in Ehime

Prefecture in 2002-2004. E. tarda was isolated from the environmenta一 seawater and the organs

(kidney and spleen) of apparently healthy fish from June to December when mortality due to

edwardsiellosis was found among cultured populations. As expected, the outbreak of the disease

preceded a rapid increase in the titers of serum agglutinins against E. tarda. In contrast, E. tarda

phages were frequently identified in the environmental seawater at least one month before the dis-

ease outbreak and during the disease prevalence, but not detected after the outbreak

terminated. The present study suggests thatthe appearance of E. tarda phages can be an indicator

for existence of E. tarda in the culture environment.

Key words: Edwardsiella tarda, bacteriophage, epizootiology, Paralichthys olivaceus,

edwardsiellOSIS

ヒラメParalichthys olivaceus養殖においては,近年魚

価が低迷する中で細菌感染等による魚病被害が多発し,

養殖経営は厳しい状況にある。このため,的確な魚病対

策をとることがヒラメ養殖業の成功の錠を握っていると

いえるO特に. EdwardsiellataJ由を原因とするエドワジ

エラ症は,初夏から秋にかけての高水温期を中心に高い

頻度で発生し,一旦発生すると慢性化する傾向が認めら
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れることから,ヒラメ養殖業における重要疾病のひとつ

である(金井ら, 1988;松岡・室賀, 1993;Muroga,

2001)c　他の細菌感染症と同様,本症も化学療法剤によ

る治療に頼らざるを得ないが,ヒラメに対して使用する

ことが認可されている化学療法剤の種類が少ないことや

薬剤耐性菌の増加のために治療が困難な場合が多い(松

岡・和田, 1996)t　養殖場内での細菌性疾病の蔓延を防

ぐためには,早期に感染魚の存在を知ることが重要であ

るが,一般的に言って,発病魚が存在しない群において

は外見上健康な魚からの病原体の検出率は低い。ヒラメ

養殖過程におけるE. tardaの生態調査を行った金井ら
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(1988)は,本菌がヒラメの腸管内から高率に分離され

ることを明らかにし,その検出率および生菌数が本症の

発生を予察する指標となることを示唆している。一方,

ヒラメの養殖環境水からもE. tardaが検出されている

が,病気発生との関係は明らかにされていない(Rashid

ef a/., 1994)<

本研究では,ヒラメのエドワジエラ症の発生予測につ

ながる指標を兄いだすことを目的として,瀬戸内海の愛

媛県海域におけるヒラメ養殖場において,養殖環境水と

ヒラメ体内におけるE. tardaおよびE. tarda溶菌バクテ

リオファージ(以下ファージ)の出現動向並びにヒラメ

のE. tardaに対する血中抗体価の推移と本症流行との関

係を調べた。

材料および方法

サンプリング

愛媛県上浦町,中島町,長浜町および伊予市のヒラメ

養殖場において∴ヒラメ0才魚が収容されている養殖施

設を試験区とした(Fig.D。 2002年5-12月の毎月2回

および2003年1-3月の毎月1回,養殖環境水および

飼育中のヒラメの採取を行うとともに,各試験区におけ

る魚病発生状況を養殖業者から聞き取り調査した。また,

上浦町および長浜町においては, 2003年5月から2004

年3月にかけて環境水は毎月2回,ヒラメは毎月1回の

サンプリングを行った。

毎回のサンプリングにおいて,上浦町および中島町で

は海面小割生賛外側の水深2mの海水を,長浜町および

伊予市では陸上コンクリート水槽の排水を,それぞれ

1,500mL採取した。ヒラメは,各試験区につき毎月10

Fig. 1. Location of Japanese flounder culture farms in Ehime

Prefecture. Farm A in Kamiura・cho and farm B in

Nakajima-cho where fish were cultured in net

pens. Farm C in Nagahama-choandfarm D in lyo-shi
where fish were cultured in concrete tanks.

尾(2002年5-12月は毎月5尾×2回, 2003年1月以

降は毎月10尾×1回)を供し,直ちにそれらの尾部血管

から採血した。これらの水および魚のサンプルは,氷蔵

して愛媛県中予水産試験場の研究室に持ち帰った。

なお,上浦町の試験区は,約20,000mzの漁場内に約

150台の小割生費が設置されてヒラメのみ養殖されてお

り, 0才魚の収容時に周辺には1才魚が存在する漁場に

ある。試験施設への種苗の導入時期は2002年が4月下

旬, 2003年は6月下旬であった。中島町の試験区は,前

年まで魚類は全く養殖されておらず,他のヒラメ養殖生

貴とは約3km離れた漁場にある。そこに2002年の5-

12月にかけて1業者が同じ由来の0才魚のみを8台の

小割生費に収容した。種苗の導入時期は4月中旬であっ

た。長浜町の試験区は,約14,000mzの敷地内に複数の

経営者が約200両のコンクリート水槽を設置している陸

上施設のうちの1面である。種菌の導入時期は2002年,

2003年ともに4月下旬であった。伊予市の試験区は, 1

業者が36面のコンパネシート張り水槽で0才および1才

魚を養殖している陸上施設のうちの_1面である。種苗の

導入時期は4月下旬であった。

細菌の分離

水からのE. tardaの分離では,原海水を滅菌海水で適

宜希釈したものおよび原海水1,000mLをフィルターユ

ニット(0.45〃m:Nalge)を使用して吸引ろ過し,その

メンプレンフィルターを10mLの滅菌潅水の入った試験

管に入れて約20秒間激しく挽拝することで細菌を再懸濁

させたものを試験水とした。これらの試験水をそれぞれ

サルモネラ・シゲラ(SS)寒天培地(日水製薬) 1枚あ

たり0.1 mLずつ2枚に塗抹し, 25。Cで48時間培養後に

出現したコロニーのうち中心部が黒色で周辺部が透明の

コロニーをEtardaとして計数した(直接法).なお,メ

ンブレンフィルターから再懸濁させた試験水における検

出限界は, 0.05CFU/mLとなる。また,メンブレンフィ

ルター上の細菌を再懸濁させた試験管にDSSS培地

(Wyatt efa/., 1979)を10 mL加えて25-Cで24時間培養

した。その1白金耳をSS寒天培地に塗抹して,さらに

25-Cで48時間培養した後に上記の基準でE. tarda菌の存

在を判定した(増菌法).紛らわしいコロニーが出現した

場合には,日本水産資源保護協会配布の抗E. tarda

(FPC・22株)家兎血清に対するスライド凝集試験により

E. tardaを同定した。

ヒラメでは,外見上異常の認められない個体を供試し,

トリブトソ-ヤ寒天培地(El水製薬1.以下TSA)および

SS寒天培地を用いて画線塗抹法により腎臓から細菌の

分離を試みた(直接法)。また,腎臓および牌臓をそれぞ

れ1尾あたり約0.05gずつ無菌的に摘出し,それらを5

または10尾分まとめ,滅菌pBSを5mL加えてホモジ
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ナイズした。さらに,腸管を摘出し(2003年度のみ),内

容物を軽く拭い取った後, 1尾あたり約0.1gを10尾分

まとめて同様にホモジナイズした。これらの摩砕液2

mLをDSSS培地5 mLに添加して25-Cで24時間培養後

にその1白金耳をSS寒天培地に塗抹した(増菌法)0

25-C, 48時間培養後にSS寒天培地上に出現したコロ

ニーについて,上述の方法でE. tardaを同定した。

ファージの分離

ファージの分離は,水およびヒラメともに合計26株の

E. tardaを宿主菌とした集殖法でウイルス粒子の増加を

図った後,このうちの16株(2002年5月から2003年3

月)または5株(2003年5月から2004年3月)を標示

菌(indicator strain)とする寒天重層法により行った

(日高1986　坂田・古川, 2000)c　なお,宿主菌と標示

菌は同義語であるが,本報においては,ファージの集殖

に使用した株を宿主菌,洛菌斑(プラーク)の観察に使

用した株を標示菌と標記した。宿主菌には, 1988年に長

崎県下のヒラメ病魚から分離された1株と2001年に愛媛

県下で複数の養殖場のヒラメ病魚から分離された25株を

使用した。なお,これらの株はすべて抗FPC-22血清で

凝集した。

水からのフア_-ジの分離は, 2002年5月から2003年

3月の試験水では前述のフィルターユニット(0.45

〃m)でろ過した海水100mLを規定量の2倍濃度の滅

菌トリブトソ-ヤブイヨン(日水製薬:以下TSB) 100

mLに加え,これに上述の宿主菌混合培養液100〃Lを加

えて25-Cで24時間静置培養したO培養後, 2,000×gで

10分間遠心分離し,~その上清を0.45/Jmのメンプレン

フィルターでろ過したものを環境水由来ファージ液とし

た。標示菌懸濁液0.4mLと各ファージ液0.1 mLとを混

和し, 25-Cで15分間静置した後, 50-Cに保温しておい

た1/3濃度のTSA培地(寒天濃度0.5%) 3mLと混合

し,直ちに通常のTSA培地に重層した　25-Cで2日間

培養してプラークの有無を観察した。また, 2003年5月

-2004年3月の試験水(上浦町,長浜町)では,各試琴

水中のファージの大まかな定量を試みるため,ろ過洛水

の量を100, 10および1mLとし,上述の集殖法および

寒天重層法によるファージの分雄を行った.

ヒラメからのファージの分離では,前述の牌臓・腎臓

または腸管の摩砕液3mLを滅菌TSB30mLに加えた

後,環境水からのファージ分離と同様の方法でファージ

液を得,寒天重層法でプラークの有無を確認した。

血中抗体価の測定

採血した血液は　4-Cで24時間静置して血清を採取し,

凝集抗体価を測定するまで-80-Cで保存した。凝集抗体

価の測定はマイクロタイタ一法により行い　25-Cで2時
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間反応後, 4-Cで1夜静置し判定した。抗原には2001年

に長浜町のエドワジエラ症罷病ヒラメから分離されたE.

tarda PEIO6株の生菌を1 mg/mL濃度(PBS)で使用

した。

結　　　　　　果

工ドワジエラ症の発生状況

2002年5月から2003年3月の各試験区におけるエド

ワジエラ症発生期間をFig.2に示したO収容尾数と死亡

尾数から算出した各試験区における生残率は,上浦町59

%,中島町70%,長浜町74%,伊予市80%であった。エ

ドワジエラ症握病魚(腹水貯招,脱腸といった外観症状

から判断)が認められた時期は以下のとおりであるが,

いずれの試験区においても本症による日間死亡率は0.5

%以下で,大きな流行はみられなかった。上浦町におけ

る本症の発生期間は7-12月であったが,周辺の1才魚

において6月中旬からエドワジエラ症の発生がみられて

いた(Fig.2A)c　周辺にヒラメ養殖場がない中島町にお

いても, 10-1月に発生がみられた(Fig.2B)。長浜町

では,死亡魚の外観症状tFおいてもまた死亡魚の増加時

に行った細菌検査でも本症罷病魚は認められなかった

が, 12月頃に周辺水槽の0才魚で本症がみられ糾Fig.

2C)。ここでの8-9月の死亡率は17%に達したが,主

な死亡原因はStreptoccocus iniaeによるレンサ球菌症で

あった。伊予市での発生期問は6-10月であった(Fig.

2D)C

2003年5月から2004年3月の上浦町および長浜町に

おける調査結果をFig.3に示した。両試験区における生

残率は,上浦町が65%,長浜町が84%であった。エドワ

ジエラ症による死亡魚は,上浦町では9-12月(Fig.

3A)に,長浜町では8-12月(Fig.3C)にみられたが,

いずれも日間死亡率は0.5%以下であった。

細菌の分離

海水およびヒラメからのE. tardaの分離結果をFig.2

(2002年度)とFig.3 (2003年度)に示すOなお,各図

ではSS寒天培地-の直接法とDSSS培地を用いた増菌

培養法での結果を区別せず,どちらかの方法で検出され

た場合を「検出」と表示した。

海水サンプルを直接塗抹したSS寒天培地には0.05-

6.2×103CFU/mLの細菌の発育がみられた。このうちE.

tardaは, 2002年には伊予市で6, 7, 9および10月に

(Fig.2D),また, 2003年には上浦町(Fig.3A)で8, 9,

12月,長浜町(Fig.3B)で8, 12月に確認され,その菌

数は0.2-50CFU/mLであった。なお,増菌法によって

E. tardaが検出されたのは2003年12月の上浦町および長

浜町のみであった。

外見上健康なヒラメの腎臓からは, 2002年度には上浦
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Fig. 2. Detection of Edwa/由iella tarda, E. tarda bacteriophages and serum agglutinins in 4 farms of Japanese flounder in Ehime

Prefecture in 2002-2003. Rearing seawater and apparently healthy fish were sampled twice a month from May to

December or once a month from January to March at farms A (Kamiura-cho), B (Nakajima-cho), C (Nagahama-cho) and D

(lyo-shi).
Period of edwardsiellosis outbreak in the fish farms.

蝣Isolation of E. tarda from seawater by either direct p一ating or enrichment method.ロ: negative,蝣: positive

'ISOlation of E. ta/由from fish (kidney/sp一een) by either direct p一ating or enrichment method. □: negative,蝣: positive

Iso】ation of E. ta/由phages from seawater (100 mL) and fish (kidney/spleen) by enrichment method.口: negative,蝣:

positive (Phages iso一ated were lytic to all 16 E. fa/由strains used in the plaque assay),冒: positive (Phages isolated were

lytic on一y to some of 16 E. tarda strains used in the plaque assay)

'Mean agglutinin titers (n = 10) against J tarda in the serum of Japanese flounder.
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Fig. 3. Detection of Edwardsiella tarda, E. tarda bacteriophages and serum agglutinins in 2 farms of Japanese f一ounder in Ehime

Prefecture in 2003-2004. Rearing seawater and apparently healthy fish were sampled twice a month from May to December

or once a month from January to March at farm A (Kamiur甲-cho) and farm C (Nagahama-cho).

*　period of edwardsiellosis outbreak in the fish farms.

・Isolation of E. tarda from seawater by either direct plating or enrichment method. □: negative, I: positive

、 'ISOlation of E. tarda from fish (kidney/spleen or intestine) by either direct plating or enrichment method.ロ: negative, I:
positive

Isolation of E. tarda phages from seawater (100, 10, 1 mL) and fish (kidney/spleen or intestine) by enrichment method.

□: negative, I : positive (Phages isolated were lyticto all 16 E. tardastrains used in the plaque assay),巳: positive (Phages
isolated were lytic only to some of 16 」 tarda strains used in the plaque assay)

'Mean agglutinin titers (n = 10) against E. tarda in the serum of Japanese flounder.

町で8, 9, 12月,中島町で8, 10月,長浜町で8, 9, 10

月,伊予市で7, 8, 10月に(Fig.2), 2003年5月以降

は,上浦町では8-12月に,長浜町では10-12月にE

tardaが検出された(Fig. 3).また, 2003年度のみ行っ

た腸管からは,上浦町では8, 9, 11および12月に,長浜

町では11および12月にE. tardaが検出された(Fig. 3)。
なお,上述の海水サンプルとは異なり,魚からの分経で

はDSSS培地で増菌培養することにより, SS寒天培地

に直接塗抹するよりも高率にE. tardaが検出された。

ファージの分離

E. tardaファージの検出結果をFig.2 (2002年度)と

Fig.3 (2003年度)に示したo環境水からは,すべての

試験区においてE. tardaを溶菌するファージが検出さ

れ, 8-10月にその検出頻度が高かった。中島町におけ

る2002年5月と11月(Fig.2)を除き,分推された

ファージは供試したE. tarda標示菌16株すべてに溶菌性

を示した。また, 2003年度の結果をみると,ファージは

試験水1 mLからも高率に検出された(Fig.3)c　一方,

ヒラメの肝臓・腎臓摩砕液からは, 2002年10月の伊予市

(Fig.2D), 2003年7-9月の上浦町(Fig.3A)および
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11月の長浜町(Fig. 3B)で標示菌16株すべてに感染性

を有するファージが検出されたほかは,標示菌1-2株

のみ.望受任を示す7 7-ジが散発的に検出された.腸管

からも,辞琵・腎肢と同時期に7'ァ-ジが分離された

(Fig. 3)。

これらのファージにより形成されるプラークの大きさ

は,環境水および魚体由来ともにほとんどのものが直径

1mm以下であったが,ごくまれに3mm程度のものも

みられた。ファージが検出された時期は,エドワジエラ

症による死亡魚や一見健康なヒラメ魚体内からE. tarda

が分監されるよりも1-2か月早かったO　また,エドワ

ジエラ症がほほ終息する時期に環境中のファージもみら

れなくなり, 1 -3月の低水温期にはいずれの試験区に

おいてもファージは検出されなかった。

血中凝集抗体価

Fig.2 (2002年度)とFig.3 (2003年度)に, E.ta/也

に対する凝集抗体価を各月10尾分の平均値で示したO抗

体価ば.いずれの漁場においても試験区またはその周辺

の施設でエドワジエラ症雁病魚またはE. tardaの保菌魚

が最初にみられた約1か月後に急上昇し,同症がみられ

なくなった1 -2か月後に低下する傾向が認められた。

特に,周辺施設にヒラメ1才魚が養殖されており,これ

らに7月上旬からエドワジエラ症病魚がみられた上浦町

では,他の養殖場よりも早くから抗体価の急激な上昇

が認められ長期間高い抗体価が維持された(Figs. 2A,

3A)<　また,魚体からE. tardaが分離された個体におけ

る抗体僧は,各区におけるエドワジエラ症流行の初期に

は1 :23と低かったが,流行盛期には1:2"-1:214と

きわめて高い値を示した。

考　　　　　察

2002年から2004年に愛媛県下のヒラメ養殖場で行っ

た今回の調査では,試験区を設定した養殖場のいずれに

おいてもエドワジエラ症の大きな流行は認められなかっ

たものの,長浜町を除く試験区でエドワジエラ症による

死亡がみられた。このうち,陸域や周辺のヒラメ養殖場

からの影響を受けにくい環境にある中島町においても,

初めて発生が確認された時期は他の試験区よりも若干遅

いものの,エドワジエラ症が発生した。本事例ではこれ

らの魚が種苗時からE. tardaを保菌していたか,あるい

は養殖業者による漁場問の移動,また餌等への原因菌の

混入などがエドワジエラ症の発生の原因と考えられ,よ

り厳密な防疫対策の必要性があらためて認識された。

Rashidetal. (1994)は, 4-12月に広島県下のヒラ

メ養殖場においてE. tardaの出現動向を調査し, SS堵

地への直接塗抹では分離されなかったものの, DSSS培

地を用いた増菌法により6-12月に環境水におけるE

ta/由の存在を確認したo　また,金井ら(1988)は,長

崎県下のヒラメ養殖場周辺海水を調査し,調査地点でエ

ドワジエラ症が発生していた8月にのみE. tardaが分離

できたとしている。愛媛県下のヒラメ養殖場において

行った今回の著者らの調査においても,検出率は低かっ

たが6 -12月に環境水からE. tardaが分社された。本来

海洋細菌ではないE. tardaは清澄な海水中では生存能は

低いとされているが(Rashidefa/,,1994),エドワジゴ

ラ症発症魚や死亡魚からは大量のE. tardaが体外に排出

されることが実験的に明らかにされていることから(松

岡, 2004),金井ら(1988)も示唆しているように海水

中のE. tardaは病魚からの排出菌が一時的に生残してい

る状態と考えられる。なお,今回の環境水からの分離で

は,予想に反して直接法に比べて増菌法での検出率はさ

ほど高くなかった。この原因としては,今回の調査では

1000mLの海水をろ過したフィルターを再懸濁したもの

にDSSSを加えるという方法でE.tardaの増菌を試みた

が,この方法ではDSSSに発育可能な他の細菌が多数含

まれていたために,培養の過程でE. tarda以外の細菌が

優占し, E. tardaが検出できなかったと考えられる。

ヒラメの体内(腎臓・牌臓)からは, 7-12月に散発

的にE.tardaが分離された。金井ら(1988)は,養殖ヒ

ラメの腸管および腎臓からE. tardaの分離を試み,腸管

内容物中には高水温期を中心に高い頻度でE. tardaが存

在すること,腸管内の生菌数が高い個体ほど腎臓からE

tardaが検出される割合が高いことを報告している。ま

た, Rashidefa1 (1994)も腸管,肝臓,牌臓および腎

臓からE.tardaの分離を試み,直接法で8-12月に,増

菌法で7-12月にE.tardaを検出するとともに,腸管内

からは他の臓器よりも高率にE. tardaを分離している。

今回の試験では,腎臓・牌臓および腸管ともにそれぞれ

5 -10尾分をまとめて摩砕した液について比較したが,

両者での差はみられなかった。腸管からの検出率の低さ

は腸管内容物を大部分取り除いたことによるのかも知れ

an

ヒラメ病魚由来E. tarda26株を宿主菌として集殖法お

よび寒天重層法によりファージの分社を試みた本研究に　～

おいて,エドワジエラ症の流行期を中心にヒラメ養殖場

の環境水中にE. tarda洛菌ファージが高頻度かつ高濃度

に存在することが明らかになった.これまで, E.tarda

ファージは台湾のウナギ養殖場の飼育水から分離されて

いるが(Hsuetai,2000),海水およびヒラメからの分

離例はない。また,ここには示さないが,愛媛県下以外・

のヒラメ養殖場の環境水あるいは魚から分粧された

ファージを用いておこなったE.tardaファージの型別

(phagetyping)では,ヒラメ由来E.taJ由の大部分はひ

とつのファージ型に属した。さらには従来の研究におい

て,ウナギ養殖環境(淡水)・由来のEtardaには複数の



ヒラメ養殖場でのE.tardaとファージの動態

血清型が存在するが(朴ら1983),ヒラメ養殖環境(港

水)由来のそれは均一であるとされている(Rashidet

aJ'.,1994;金井ら,1988)c　これらのことは,ヒラメ養殖

環境中に存在するE. tardaの生物型の均一性を示すもの

と考えられる。

本研究結果から,ヒラメのエドワジエラ症の発生予察

の指標として原因細菌E. tardaおよびE. tardaファージ

の分離あるいは血中凝集素価の測定を比較した場合, SS

寒天培地という選択鑑別培地があるとはいえ外見上健康

な魚あるいは飼育環境水におけるE. tardaのモニターリ

ングはその検出頻度と時期の点で予察的価値は低いo　ま

た,凝集素抗体価に明瞭な上昇が認められるのは,発病

魚もしくは保菌魚が出現した1-2月後であったことか

ら,これも予察のための指標としては不適格である。一

方」tardaファージの場合は,エドワジエラ症病魚の出

現あるいは環境中からE. tardaが検出される1か月以上

前から飼育水に高頻度に検出され,かつ病気の終息とと

もに検出されなくなった。さらに,飼育水1mL中から

も検出されたことから,その濃度は高い。これらのこと

から,ファージの分離は, E. tardaの存在を検知する方

法として培地を用いて本菌を分離するよりも簡単で感度

の高い方法といえる。また,養殖場の環境水における

ファージの出現をモニターリングすることは,エドワジ

エラ症の流行予測につながる可能性がある。

ファージ型別は感染源の特定のための有力な手段とし

てStaphylococcus aureusなど医学細菌の疫学調査に応

用されている(Sherris and Plorde, 1990)<　魚類病原細

菌のファージについては幾つかの報告があるが

(Anacker and Ordal, 1955; Paterson et al., 1969; Merino

etal., 1990; Stevenson andAirdne, 1984; VJu etal., 1981;

WuandChao, 1982;日高・河口, 1986; Parketal., 1997;

Park et al. 2000) , Aeromonas salmonicidaの感染源の

特定とその伝搬にファージを用いたAhneefa/. (2000

の報告以外にはこのような疫学的観点からの研究はな

い。ファージを主体とするウイルスが表層海水中で時に

10"粒子/mLも存在し(Fuhrman, 1999),細菌の死の大

部分がファージに起因すること(Proctorand Fuhrman,

1990),またファージの宿主特異性の厳格さを考えると,

特定の病原体あるいは病原株の存在量を知る上でその

ファージの存在量をみることは理にかなっている。

ファージという自然での増幅産物を利用して魚類の細菌

性疾病流行のメカニズムを探ることは意義深いと考えら

・mm
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