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緒 論

日brioanguillarumは多くの魚類病原細菌の中でも最も古くから知られる代表的なものの一つである。本

的は松初ヨーロッパの沿岸や汽水域のウナギ (An伊 illaangu illa *)の red diseaseの原因菌として報告さ

れたが，そω後ウナギ以外ω栴{t_f'なおよびサケ科f.(噸などの回前魚の駒丙囚となるととが，ヨーロッパのみ

ならず，アメリカ合衆国 (CISARand FRYER 19693)， LEVIN et a1. 19724))およびカナダ (EVELYN

1971 )の においても報化ーされている。また最近ではアメリカ合衆国におけるニジマス (Salmogairdneri) 

の例 (Rosset al. 1968)6)およびカナダICおける熱初魚の例 (HACKINGand BUDD 1971)7) に見られ

るように，淡水魚ないしは淡水中の魚においても本的感染症の存在が確認されている。

とのように医 anguillarum は梅水中，淡水中を間わず，魚類lζí~気を起ζ すものとして世界中で注目され

ながらも， Jiい勲合ではその性状記載が十分でなかった乙ともあり. Bergey's manua1 of determinative 

キヨーロッパにおける多く ω報竹および最近の ANDERSONand CONROY 19701) によるビブリオ病に関

する総説などではヨーロソパウナギの学名は A.vulgaris とされているが，本論文では桜井 19722)に従い

A. anguillaとしfこ。
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bacteriologyの第7版(1957)ゅには記載されていなかった。しかし最近Kなり本闘の性状lζ関するかなり詳

しい報告が世界各地でなされるようになり，特に EVELYN(1971)5)および HENDRIEet al. (1971)9) 

などにより過去の報告が整理され，その結果として最近出版された Bergey'sManua1 第8版(1974)10)

には本菌杭記載されるに至っている。

ととろで従来院 anguillarum以外の魚類病原性 vibriosとしてはオーストリアのコイ (Cyprinus

carpio)からの v.pおcium(DAVID 1927)11)， plaice (Pleuronectes platessa)などの潰場病の原閃蘭で

ある玖 ichthyodermis(本菌は最初WELLSand ZOBELL 193412)によりAchromobacterichthyodermis暑

として報告されたが，その後 HODGKISSand SHEWAN 1950叫により Pseudomonasichthyodermis 

として報告され，さらに SHEWAN，HOBBS and HODGKISS 196015)，とより防brioichthyodermis 

と分類された).および我が国のニジマスのビブリオ病の原因菌であるに pisc似m var. japonicus 

(HOSHINA 1957)16)の3種ーがあげられていた。と乙ろが第8版の Bergey'sManua1 では単に従来からω

V. anguillarumが登載されただけでなく. HENDRIE et al.が提案していたように V.piscium， V. 

pおc似m var. japonicusおよび V.ichthyodermisが V.anguillarumの synonymとされ一つにまとめ

られている。従ってとの Manual IL従うならば.今まで種名の明らかにされてきた fish-pathogenic

vibriosはすべて V.anguillarumとなるわけである。

我が国ではニジマスのビブリオ病が1953年から1955年にかけて新潟，群馬，静岡および烏収県下で流行し，

HOSHINA (1956)17) および斉藤ら(I956)叫により研究が始められ，原因閣はv.pおciumvar. japonicus 

(HOSHINA 1957)16)と命名された。同じ頃，あるいはそれ以後，数人の研究者Kよりニジマスのビプリオ

病に関する報告がなされている(岸ら 195819)，村江ら195920)，SAITO et al. 196421)，林ら 1964a22)， 

b23)， 196524))。それらの報告ではかならずしも原因菌は V.piscium var. japonicus と同定されてはいな

いが，その後もそれらの分離菌については整理される乙となく，一般的に教が国のニジマスのビプリオ病の

原因菌は V.piscium var. japonicusとされてき〈保科 196325)，196826)，江草 19722カ)新しい

Bergey's Manua1 K従えば，それは V.anguillarumとなるわけである。

1960年頃から海産魚の養殖および蓄養が瀬戸内海などを中心に盛んに行なわれるようなり，アユ

(Plecoglossus altivelis)，プリ(ハマチ，Seriola quinqueradiata)，トラフグ(丹19urubripes)， イシダイ

(Oplegnathus fasciaωs)およびキュウセンベラ (Halichoerus poecilopterus)などに潰湯病と [1子ばれる結h菌

性疾病が多発し，楠田・赤沢(1963)28) および楠田(1965)29) により原因歯は V.anguillarum ，ζ知似した

Vibrio sp.であるζとが報告された。また一方では赤沢ら(1966)湖 ti:穂身の海産魚、の病f!.¥から腸炎ビプリオ

V. parahaemolyticusを分離している。木村 (196431)，196832))は養殖ハマチの細菌性疾病について検討し，

原因菌として楠田の分離菌 (Vibriosp.)と同じものを報告している。またマダイ (αηsophrysmajor) 

の細菌感染症を研究した平野・米(1971a33)， b34)， 197235))およひF安永(1972)36)は涼閃蘭として楠[ljO)

報告した Vibriosp.および他の vibrios (し、ずれも種名の同定はなされていなしつを報令している。以上

のように養殖海産魚にはビプリオ病が多発し，研究も多くなされていながら，その民i肉闘の精華;については

未だiζ結論をみていない。

乙のような状況の中で著者は1¥165年から浜名湖において海産稚アユの細閣性疾病に関する研究K着子し，

その原因菌を V.anguillarum と同定した (MUROGAand EGUSA 1967)37)。その後，利根川河口(宅

賀・元信 1967)胡および伊豆の海産稚アユにおいても本菌感染症を確認した。また19()8{f:から 1970~r'とか

け滋賀県下および長野県下で淡水養殖中のアユからも本粛を分離し，淡水中での本関感染症の存在を確認し

た(室賀・江草 1970)刻。

本論文では第 I苧:でアユおよびその他の養殖魚における V.anguillarum 感染症について述べ，第目市:で

ホ後K ZOBELL (1946)13)自身，本菌は Pseudomonasichthyodermisとすべきであるとしている。
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著者が分離してきた菌株の性状を整理するとともに V.anguillarum に関する分類学的考察を加え，第血章

では本菌をウナギ (A.japonica) K.接種して行なった病原性実験の結果について述べる。また最後に免疫学

的な面ーから行なった実験結果についてつけ加えた。

第 I章各種養殖魚のVibrioanguillarum感染症について

冒頭l乙述べた如く Fてanguillarumはそもそもヨーロッパにおいてウナギの reddisease (red pest) 

の病原体として分離同定されたものである。ヨーロッパにおけるウナギの発病例は養殖魚の病気とは呼び難

い面もあるが，一部では組放的養殖あるいは蓄養といった状況下で発病している例もあるようなので，一応

ウナギでの本菌感染症について触れてみる。

SINDERMAN (196640)， 197041))によれば，オランダ， ドイツ，イタリアおよびスウェーデンの各国お

よびパノレト海，北海の沿岸において reddisease と呼ばれるウナギの疾病が古くから知られていたという。

最も古くはイタリアで171S年という記録があり，その後も1825年， 1850年， 18臼年， 1部4年， 188巨T，1889 

年，および1892年に発生したとあり，病魚の症状は鰭および即膏における発赤および内臓における出血により特徴

づけられ，しばしば大量豊富死をひき起乙したとされている。 Red disease (ウナギの鎗赤病)という病名は

スカンディナビアでの発病伊lを報告した FEDDERSENが1896年につけたとされている。原因菌については

CANESTRINI (1893)， INGHILLERI (1909)の研究があり， 1~削年に BERGMANN が Vibrio an伊 illarum

なる種名を命名したが，その性状iζ関する記載は不十分なものであったといわれる。 1930年頃になり

ドイツの SCHAPERCLAUS(1934)42)およびスウェーデンの NYBELlN(1935a)43)により比較的詳しい研

究報告がなされ， V. anguillarumなる種名は一般的に認められるようになった。本病は比較的最近でも発

生しているようで， ドイツから WOLTER (1960)輔)および MATTHEIS(1964)45)の報告があり，フラ

ンスからも LAGARDEand CHAKROUN (1965)46)の報告が出されている。

以上のようにヨーロッパにおいては V.anguillarum によるウナギの red diseaseはかなり昔から巌近

IC変るまで広く発生がみられているが，アメ 1)カではウナギに関する報告はなく，我が国でもウナギ (A.

japonica)を淡水中で養殖するためか，本病はどく最近まで認められなかった(城，室賀 1972)刊。

ヨーロッパにおいてはウナギを除く天然海産魚での症例も多いようであるが，サケ科魚類に関してはヨー

ロッパのみならずアメリカでも報告されている。アメリカ合衆国では RUCKER ら， ( RUCKER et al. 

1953柑)， RUCKER i959柑))によりニジマスなどの養殖マス類にビブリオ病が発生することがかなり前から

指摘されていたが，最近になり Rosset al. (1968)6)によりアリゾナ州のコロラド川の水を使用している

Wil10w  Beach National Fish Hatcheryで発生したニジ7 スのビブリオ病から V.anguillarumが確認

されているし， CISAR and FRYER (1969)3)によりオレゴン州で汽水中で飼育されていたマスノスケ(

(Onchorhynchus tschawytscha)に発生した疾病の原因菌として医 anguillarum が報告されてL、る。ま

たカナターからも自晴中の4種の Pacificsalmon (サケ Onchorhynchusketa， ベニマス 0.ner加， カ

ラフト 7 ス O.gorbuscha， 7'スノスケ)から V.anguillarumが報告されている (EVELYN1971)5) 。も

ちろん故近のヨーロッパにおいても，ノルウエーにおけるニジマスでの症{7IJ(HOLT 197050)， HAASTEIN 

and HOL T 1972 51)， およびイギリスにおける同じくニジマスでの症例仰CCARTHYet al. 1974)52) 

が報告されている。

乙のようにサケ科魚類においては海水中はもちろん淡水中でも本菌感染症の存在するととが世界的に確認

されている。前述したように我が国におけるニジ、7 スのピプリオ病の原閃菌は V.piscium var. japonicus 

とされ独特なものと見なされていた面もあるが，乙れも医 anguillarum の synonymとされた現在では，

諸外凪におけるニジ、7 スのビプリオ病と同じと考えてよいわけである。なお日本のニジマスのピブリオ病の

原因閣には V.anguillarumと同定し難いものも存在する疑いがあるが，乙の点については後に述べる。

また益殆魚、という範時からは少し外れるが，淡水熱帯魚の tigerburb (Puntius sp.) およびドジョウ(
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Acanthrophthalmus sp.) にピプリオ病が発生し，原因菌として V.anguillarum が分離された例もカナ

ターから報告されている (HACKINGand BUDD 1971)7). 

著者は主としてアユ (Plecoglossusaltivelis)のピプリオ病について研究を行なってきたが，本魚種はニシ

ン目 Clupeida，サケ亜日 Salmonina， アユ科 PlecoglossidaeK属し，日本およびその周辺にのみ分布す

る魚である。以下アユにおける本菌感染症を中心IC，ウナギなど少数例ではあるが他魚種ーにおける症例につ

いても述べていく。

第 l節浜名湖産稚アユのピプリオ病

浜名湖の稚アユは池中養殖用あるいは河川放流用の種苗として古くから利用されていたが，採捕後淡水，1::

順致する過程における歩留りの悪さが手Jj用上の大きな障害となっていた。浜名湖の稚アユの種苗化の歴史は

明確ではないが， 1931年(昭和 6年う頃より始まり， 193&-1938年頃には3月から 5月にかけω~加万尾の

稚アユを採捕し，静岡県下の河川および養殖業者に配給したというま撮がある。しかしその後歩留りが悪い

ためほとんど利用されなくなったもののようである。 19印年より同湖の稚アユの利用があらためて検討され

始め， 11月~3 月 K採捕するという方法にかえる乙とにより 1963年からはどうにか種苗化が彰L道に乗り始め

た(大上・山崎 1965)到。しかしながら依然として歩留りは1~50%と悪く，大きな問題を残したまま
で

あった。海産稚アユは養殖用種苗の3割以上を占めるものでありながら，一般的に採捕後の歩留りは悪く，

中でも浜名湖産のものは特に歩留りが惑いもののようであった。

大上・山崎 (1965，196754~ は同湖の稚アユの歩留りの悪さは， 1 魚体が小型である ζ と， 2. 蓄養

が海域で行なわれている乙と， 3. 細菌感染による病害が著しい乙と， ，ζ起因すると指摘し.海水蓄養をや

め陸上で半流水式の水槽に収容し淡水K順化していくと歩留りを高める乙とができたと報告している。しか

しながら乙のように淡水順化を比較的すみやかに行なっても，海水蓄養した場合と同様に細菌感染症が発生

し，特に 3月以降の種苗では投薬しなければ全滅するといった状態であった。

著者は19白年から ζの問題の究明に着手し，まず細菌感染症が起きるととを確認し，次にその原因菌がv.

anguillarumである乙とを確認した。

(1)病気発生の時期と病魚の症状

淡7.1<11質化の過程で起乙る死亡は必ずしも単一の原因によるものとは考えられないが，採捕後陸上水槽に収

容して 3~5 日目頃κ起乙る大量発死が古くから関心を集めていた。
乙の病態は原因の確認がないままビプ

リオ病と呼ばれたり，あるいはその発生が採捕後4日目頃を中心とする乙とから4日目病と呼ばれたりして

いた。ピプリオ病と呼ばれるようになったのは， HOSHINA (1957) 16)の報告中にニジマスの病原体であ

ある v.pおciumvar. japonicus (v. anguillarum)はアユをも冒すとある乙とや.本病が楠田・赤沢(1963)

28)により報告された舞鶴湾などでの海水蓄養中のアユに発生したビプリオ病(原因菌 Vibriosp.) に症

状的に似ていると ζ ろからきたものと想像される。

外観的に見られる特徴的症状は，シラスアユにおいては躯幹局所の透明な体側筋肉に混濁部分が現われる

ζ とである(巻末に示したPlate1-1参照)。乙の病徴を示す魚は時lζ水面を狂奔するとともあるが，多

くの場合は水面をふらふら泳いでおり.1か-20時間以内に水底K沈んで死亡する。やや成長し鱗が出き始め

たいわゆる背黒アユ(体重2g以上)では躯幹局所筋肉に白濁ないし発赤mが現われる。そして一見したと

乙ろ正常に泳いでいたものが突然水底に横転したり狂奔するといった乙とを 2.3回繰返えして死に至る。

乙れら白濁あるいは発赤斑の現われる部位は多くの場合1カ所で，主として紅円から尾柄部の聞の部分κ多

いが σ'late1-2参即，体前部の躯幹IC現われる個体も稀ではない。開腹してみると，腸管K炎症が認め

られたり肝臓にうっ血が認められる乙ともあるが，一般に内臓器官に乙のような肉眼的異常が認められない

ことが多し、。

乙れらの症状は最近の小寺ら (1974，a55)， b 56)) の報告しているアユのビブリオ病の症状とまったくー
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致しているし，後述する淡水養殖中のアユのピブリオ病の症状ともほとんど一致するものである。

病魚の組織を Bouin 氏液で固定し常法ーにより作製したパラフィン切片標本 (Hematoxylin.Eosin染色ム

を観察した結果を以下に簡単に述べる。

皮膚および筋肉病変部:初期病変とみられる白濁を呈する筋肉組織では，皮下に出血が認められ，ごく一

部の筋肉蹴佐には融解などの病変が認められ，病原菌 (v.anguillarum)と考えられる細菌が多数認められ

る部分もある。やや症状が進んだ個体では出血域が拡がり，特に真皮表層部における出血が顕著である。筋

紘維には配列の乱れ，膨化および融解などの変性が起きている。一部の筋繊維束は完全に融解し，その部分

には血球と組織崩壊物が充満しており，細菌の集落らしきものも認めるととができる。

踊管:筋肉に白濁病変が認められる初期病魚の腸管では，正常魚と異なり繊毛上皮がやや薄くなっており，

粘液細胞の増加が認められる。症状が進むと輪走筋層の内側に出血が認められ，一部の繊毛構造が乙われ始

める。

さらに重症のものでは繊毛組織はほとんど崩壊し，腸管内にその崩嬢物および血球が充満している。

牌臓:筋肉の白濁病変が認められる魚では牌柱および牌小節などの構造が不明瞭になり，赤血球が赤牌髄

IL充満している。外観的症状の進んだものでは出血性牌炎の程度が進行しているが，実質組織の壊死などは

認められず，細菌は散在する程度で集落らしきものはあまり認められない。

肝厳:筋肉IL白濁が認められる比較的初期の病魚の肝臓組織では，うっ血が認められるがその他の変化は

認められない。やや症状が進行し体表および筋肉に出血が認められる個体においても多くの場合うっ血が認

められる程度であり，重症魚と思われるものにのみ肝細胞の壊死および細菌の集落が認められる。

以上をまとめてみると，真皮および筋繊維聞の結合組織における出血，筋繊維の融解.腸管繊毛組織の崩

壊，牌臓の出血性炎症，肝臓のうっ血，出血および壊死などが擢病魚の特徴的病変となっている。

乙れらの病変は，淡水中で養殖開始直後に発生したアユのピプリオ病について病理組織学的に検討した舟

橋ら (1974)57} が報告しているものとほぼ一致する。ただ彼等の観察例では腸管には充血や出血が認めら

れていない点が相違している。

また潰蕩病(原因菌 Vibriosp.)にかかったアユにおいては，腸などの消化管を含めて内臓諸器官iζ潰療

などの顕著な病変が観察されており(楠田・赤沢1963，窪田・高桑 1963，58) 楠田1965) ，浜名湖におけ

るアユの病変はそれらに比べると軽度であるといえよう。乙のような症状の違いは原因薗の病原性の違いに

よるものもあろうが，初期感染病巣の位置の違い，および魚の抵抗力あるいは水温などに影響される病気の

進行速度の違いによるものもあると恩われる。

ω歩濡りの原因としての細菌感染症

前述した症状は特徴的なものであり細菌感染によるものであるととを示唆しているが，採捕後の死亡魚が

すべて乙の症状を呈するわけではなく.他の原因によって死亡するものもあると考えられた。そとで全体の

型車死原因の中で細菌感染症の占める大きさを知るための実験を行なった。

〈材料および方法〉

1967年3月に浜名湖の湖口部において採捕(採捕水域水温約9.C)された稚アユから健康と恩われる背黒

アユ(体重 2~5g )を選び， 4つのコンクリート実験水槽(車帥O佃，横田畑，深さω側，水量約印 l)1<:: 

各々30尾ずつ収容し， 9日後までの死亡状況を追跡し，あわせて死亡魚の症状の観察と細菌の分離を行なっ

Tこ。

4つの水槽には，それぞれ浜名湖の海水(比重0=25，clヰ 18.5%，) ，稀釈海水 (0=17) ，煮沸滅菌

海水 (σ=26)，および chlortetracycline (以下 CTCと略)10ppm添加の海水が入っていた。実験を開

始してから， 3， 6， 8日後ILCTC薬浴区の薬液を更新し，同時に対照区である海水区の水を換えた。稀

釈海水区では実験開始直後から淡水を少量ずつ連続的に注入し， 1時間後には比重σ=10，7時間後にはσ
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ニ 6，24時間後には完全lζ淡水にした。この淡水順化の過程および換水時を除けば，すべての区において実

験は止水で行なわれた。水温は淡水11民化区の17-18'Cを別lとすれば他のすべての区で13-15Cであった。ま

た実験期間中を通じて餌は与えなかった。

V. anguillarnm 

〈結果および考察〉

図 1K対照区ともいうべき海水区の日間死亡率を示し，図 21ζ各区の累積死亡率を示した。図 1IC示され

たように，海水K収容したアユの50~ぢが最初の 1 日の聞に死亡したが 2 日後， 3日後には死亡するものはか

なり減少した。 4日後に至り再び死亡率は上昇し，最終的には 6日後Iζ全滅した。死亡魚の肉眼的観察によ
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れば. 2日後までの死亡魚には前述したような細菌感染によると思われる病徴は認められず. 3日後ないし

4日後からの死亡魚にのみ病徴が認められた。また細菌分離の結果Kおいても，採捕してから 1日後までの

死亡魚Jからは病原菌と考えられるものはまったく分離されなかったのに対し. 2日後および3日後の死亡魚

の一部からは病原菌と恩われる細菌が分離され. 4日後およびそれ以降の死亡魚からは例外なく病原菌と思

われるものが分離された。以上の乙とから海水lζ収容した対照区のアユの死亡は 2つの部分に分けられるこ

とがわかった。すなわち，一つは採捕直後から 2日後までの細菌感染以外の原因による死亡で，他は3日後

ないし 4日後から始まる細菌感染による死亡である。乙乙では前者を前期死亡と呼び，後者を後期死亡と呼

ぶ乙とにする。

次に図2，と示された各実験区における累積死亡率の変化をみてみると. CTC薬浴区における前期死亡は

対照区のそれと比較してほとんど差がないが，後期死亡には顕著な差が見られ，特に 3日後から 6日後まで

の間では 1尾も死亡しなかった。前年(196がめの同湖の稚アユからの分離株 (v.anguillarum) が CTC

K対し高い感受性を示したことから CTCを用いてみたわけであるが，乙の薬浴区での実験結果は対照区で

の観察結果から得られた結論，すなわち前期死亡は細菌感染によるものではないが，後期死亡は細菌感染に

よるものであるという結論を裏付けるものと思われる。

また煮沸滅菌海水区では対照区に比べて若干死亡率が低くなっているが，対照区と同様に細菌感染症が発

生した乙とが，症状の観察および細菌の分離結果から確認された。飼育水中には病原菌は存在していなかっ

たと考えられるので，乙の実験区のアユは実験水槽に収容した後に飼育水中に存在する病原菌の感染を受け

たのではなく，すでに感染が成立していたといいうるか否かはともかく，魚自体が病原菌を持ち込んだと判

断された。

次lζ淡7.kJ順化区をみると，乙乙では 2日後までまったく死亡魚は認められず. 3日後から死亡魚が出始め，

9日後までには剖%以上が死亡した。乙の区においても 4日後ないし 5日後から死亡魚には細菌感染症の病

徴が認められ，病原菌 cv.anguillarum)も分離された。本病原菌は後述する実験結果iζ示されたように

淡水中には存在しえないと考えられるので，乙の区の場合も魚は採捕前か採捕時K病原菌を保持しており，

淡水中で発病したものと判断された。

非常に興味あるととは，本実験の淡水区にみられたように，海水中で採捕したアユを稀釈海水に収容し，

l日以内に淡水K順化してしまう乙とにより前期死亡をなくする乙とができたという ζ とである。 ζれは大

上・山崎 (1965)53) の実験結果とも一致するわけであるが，その理由を説明しうるだけのものは現在はな

い。小寺ら (19741J)56) は品庄愛知県下の海産稚アユのビブリオ病について報告しており，淡水!瞭化を遅ら

せる ζ とにより発病率を下げるととを試み，失敗に終わっているが，本実験結果から考えればそれはむしろ

当然のζ とと恩われる。彼等は海水中のアユと淡水中のアユlζ対する V.anguillarumの病原性K差がある

のではないかと推論しているが，著者はそのような差はほとんどないものと考えている。むしろ環境変化と

それに対応する魚側の生理的な状態が感染ないし発病を左足まする一番大きな要因になっているものと考えら

れる。

以上をまとめてみると，浜名湖産海産稚アユの採捕後の死亡は 2種類，あるいは 2つの部分に分けられる

乙とがわかった。すなわち一つは採捕直後から 2日後までの比較的早い時期に起こるもので，その原因は採

捕による物理酌な影響およひ環境変化から生じるアユの生浬的な障害に起因するものと想像される。そして

この死亡はその時期に淡水順化させることにより抑えるととができることが確認された。もう一つの死亡は

採捕してから 3日後ないし4日後から起乙るもので，その原因は細菌感染である ζ とが確認された。そして

ζ の死亡は CTC薬浴により抑える乙とができる ζ とがわかった。

。)原因薗の分離

19邸年および1966年の調査により浜名湖の稚アユの細菌性疾病は V.an♂ullarum によるものであろうと

いう乙とが一応把握されていた。そ ζで1967年3月lζ，病原菌が魚lζ感染する時期および症状の進行と感染

との関係などを知るために以下の実験を行なった。



V. anguillarum 1ω 

〈材料および方法〉

採捕直後の稚アユを海水水槽に収容し，日を追って魚から細菌分離を行なった。分離方法は，材料魚の組

織小片(腸管，肝臓.および筋肉を含む皮膚一一皮膚の表面はアルコール綿でよく消毒した)を切り取り，

普通プイヨン(NaCl3%)に入れ28'Cで2411輔培養した。増菌したものを BTBteepol寒天培地に拡げ，発

育してきたコロニーの形状(本節(4)に示す)から玖 anguillarumを確認した。なお V.anguillarum以外

で8TBteepol寒天培地上に発育してきた菌は3種類ほどあったが，それらはいずれもコロニーの形や色で

医 anguil/arumとは区別でき，また念のためそれらの菌についてもアユおよびウナギに接種してみたが病

原性は認められなかった。

実験は採捕日時の異なる4つの魚群について行ない，それぞれ海水水槽に収容し 6日後まで検査を行なっ

た。材料魚の平均体重および体長は表中に記した。

〈結果および考察〉

検査した魚を，健康魚(外観的に異常が認められないもの).病魚(筋肉に白濁もしくは発赤部分が認め

られるもの).および瀕死魚(症状のあるなしにかかわらず瀕死状態のもの，もしくは死亡直後のもの)の

3つに分け，それぞれの肝臓，腸管およひ・皮膚のい昔守1かから V.anguillarumが分離された個体数の検査個

体数に対する比を，採捕魚群および経過日数別に表 llC示した。乙の表lζ示されたように，採捕したその自

に調べた個体からは問題の vibrioは分離されず，翌日(1日後)でも Bグループのものを除けば瀕死魚か

らも医 anguillarumは分離されなかった。 2日後になると健康魚以外の魚からはすべて V.anguillarum 

が分離され. 3日後になると健康魚でも 5尾中 4尾から分離され. 4日後からはすべての魚から医

師 19uillarumが分離された。なおと乙には臓器別の出現状況についての結果は示さなかったが，臓器別に

みても特にどの臓器/組織から分離されるという ζ とはなく，検査した 3つの臓器/組織でほぼ同時1<::V. 

angu illarumが出現した。また V.anguillarumが分離されなかった25個体のうち.22個体の腸管からは何

らかの菌が分離されたが，半数以上の個体の皮膚および肝臓からは菌は培養されなかった。

乙の実験から，採捕してから 2日後ないし 3日後からのアユの死亡には 1種類の細菌が関与している乙と

があらためて確認された。しかしながら一方では，先の発病状況の観察実験から得られた推論，すなわち蓄

養を開始した時点で病原菌がすでに魚体中に存在するという ζ とを実証するという点ではあまり明確な結果

が得られなかった。 ζの点に関しては二つの乙とが考えられる。一つは，もし感染(あるいは保菌)してい

るとしても全部の魚がという ζ とではなしむしλどく一部の魚が感染しており，その魚が蓄養開始後IL発

病し病原菌を排出し.イ也の魚が短時間のうちに排出菌に感染するという patternが考えられる。もしそうだ

とすれば採捕当日ないし翌日に原因薗が確認できる魚はどく一部であってよし本実験結果にみられたよう

に当日および翌日の検査個体21尾中2尾から原因菌が分離されたととがある程度その証明になると解釈でき

る。

もう一つの考え方としては，採捕直後にすでに多くの魚が原因菌の感染を受けているが，実験の方法に問

題がありそれを証明する乙とができなかったという可能性がある。実験方法上の問題点としては，初感染部

位がζの実験で検査した組織とは違うと乙ろであったζ とがまず考えられる。また検査した腸管などに感染

していたとしても，菌数が非常に少なかったりあるいは増菌過程における他の菌種との競合のためうまく分

離できなかったという可能性もある。

いずれにしても採捕時κおいて一部の魚かあるいは大部分の魚が原因菌を保持していた乙とは間違いない

と考えられ，どの程度の魚が，どとに保菌していたのか，あるいはどとに感染を受けていたのかについては，

今後分離方法を検討するなり，個体別蓄養をするなどして究明しなければならないであろう。



Tab!e 1. Incidence of Vibrio anguillarum from young Ayu (Plecoglossus altivelis) during the course of stoking. 

(Number of fish from which the bacterium was isolated/Number of fish tested) 

D、aycsatacfhteinr g 。 1 2 3 4 5 6 
号、~

Length and weight 

of fish tested 

Conditions 

d・国H 芯〉a=a 、 4吉田〉5、 f・出百・h5 B 言凸 高出官制e〉a、 1 』出官相ω 診、 5 宅.2a 2 言i:5 誼 王宮司〉子、of 
samples Mean and Range 

Experimenta1 
group 

A 。 。 1 5 5.2 cm 1.3g 

(6， Mar.， 1967) 2 2 1 (3.8・7.2)(0.2・2.5)

B 。 1 1 2 。 1 1 3 1 1 2 1 17 6.6 2.3 

(8， Mar円 1967)
2 2 1 1 1 3 1 1 2 1 (4.8・9.2)(0.7・7.2)

C 。。。。1 1 。2 9 5 2 31 7.1 3.4 

(16， Mar.， 1967) 3 1 1 2 2 1 1 3 1 9 5 2 (6.1・8.8)(2.0・5.5)

D 。。。 3 1 1 1 2 1 1 18 6.7 2.6 

(17， Mar.， 1967) 
3 3 2 3 1 1 1 2 1 1 (5.2-9.2) (1.0-6.8) 

。。 1 1 2 1 4 。3 2 5 11 2 5 1 3 4 71 6.7 cm 2.8 g 

Total 
7 7 6 4 2 1 5 1 4 2 5 11 2 5 1 3 4 (3.8・9.2)(0.2・7.2)

0/8 2/13 4/7 7/10 18/18 7/7 818 

回
目
。

!1m 

副

議

論
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(4) 原因薗の同定

1965年.1966年および1967年の3年聞にわたり稚アユ病魚から pure もしくは dominantな形で分離さ

れたいくつかの菌株について，アユおよびウナギに接種するととにより病原性を検討した。その結果，病原

性を有する株として. PB-l (1965年分離). PB-3， PB-5， PB-6， PB-7， PB-15 (1966年分灘). 

PB-26， PB-27， PB-28， PB-29， PB-37 (1967年分離)の11株を検査の対象lζ取り上げた。

ζの11株について，常法lζ従い生物学的および生化学的性状を検査する一方，アユおよびウナギ，さらに

マウスに対する病原性を検討し，分類学上の位置を決定した。

〈材料および方法〉

上記の分離菌11株の分離，培養，および1カ月程度の短期間の保存などには. polypepton 15g， beef 

extract 7.5g， NaCl 30g， 蒸留水1t. pH 7.0 -7.2， (agar powder 15g)劫且成の普通栄養培地(普

通栄養寒天培地)を用いた。生化学的性状検査は常法，c準拠し，通常2ト 280C下で2日間培養して判定し九

特別な項目の検査方法については第 E章で説明するのでこ乙では省略する。適正培地塩分量. pHおよび培

養温度K関する実験では Difconutrient brothを用い，振盤音養を行ない光学的に増殖量を測定した。

病原性実験では普通栄養寒天培地で24時間培養した菌を滅菌した 0.85%NaCl 溶液K懸濁させ，アユおよ

びニホンウナギ (A.japonica)の体側筋肉部に接種した。接種量は魚体重l∞g当り湿菌重量で 0.01-5. 

o mgとした。なお湿重量にして 1mgの菌量は車胡包数(生菌数)にすると 7.2-8.8 X lO8個であった。

マウスに対する病原性実験は，上記のように食塩水に懸濁させた材料のほかにブイヨン培養液をそのまま材

料とし腹腔内接種を行なった。

〈結果〉

生物学的性状:検査した11菌株は実験結果からすべて同一種と断定されたので，必要な箇所以外では特K菌

株を断わるととなく結果を述べる。

本菌はグラム陰性で，長さ 1-2μ，幅 0.5μのやや膏曲した短梓酒で.1本の極鞭毛を有し活発K運動す

る。普通寒天培地上および普通ブイヨン中でよく発育し，培地上に色素を産生するととはない。ただし分離

後数年を経た株では培地の色をごくわずかに茶褐色に変ずる場合がある。普通培地上でのコロニーは正円形

で，湿潤性光沢のある灰白色を呈し，比較的透明であるが発育が進むと中央部がわずかに混濁してくる。培

地だけで長期継代したものでは病原性の低下がみられるが，それとともにコロニーの透明度も低下する。そ

のような状態の菌を魚体を2回程度通過させるととにより病原性を回復させる乙とができるが，それと同時

にコロニーの透明度も回復する。拡散運動 (swarm泊g)は認められない。 BTB teepol寒天培地上では鮮

黄色のよく発達したコロニーを形成し. WA寒天培地では青色の微小コロニーを形成する。 MacConkey

寒天培地(NaC13%)ではほとんど発育せず. ss寒天培地(NaCl3%)ではまったく発育しない。胞子は

形成せず爽膜も持たない。

塩分，温度および pHが本菌の発育iζ及ぼす影響についての実験結果を図3および図4K示した。まず視

度と塩分の影響であるが，図3の左側K示した280C，pH 7.0の場合は6薗株いずれも NaCl1 -3%のと乙

ろでよく増殖している ζ とがわかる。右側に示した PB-l株を使つての温度と塩分の組合わせ実験では，

温度により至適塩分濃度が多少違ってくる乙とが示された。すなわち 150Cの場合は至適塩分濃度が 1%'ζ 

近いととろにあり. 200Cおよび 280Cの場合は 1-2%にあり. 350Cおよび 370Cの場合は 3%，ζ近

いととろに至適塩分濃度がある。

また塩分濃度 2%のと乙ろに着目してみると. 280Cの時に最もよく増殖し，以下 350C，20oC， 3ア

C， 150Cのj順になっている。なお発育温度について PB-l株の場合を例にあげると，分離直後にはlOoC
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Fig.3. Effects of NaCl concentration and temperature on the growth of Vibrio anguillarum 
isolated from diseased young Ayu. 

Left : experiments on the 6 strains including PB-l 

Right: experiments on strain PB-l 

NaC1 

でも発育可能であり. 370Cでは非常に発育が悪かった。しかし普通斜面培地を用いて2. 3ヶ月間隔で植

え継ぎながら約1年間維持しているうちに.乙の実験結果に示されたように 1S0Cではかなり発育は悪くな

り，逆に 370Cでは十分発育するようになっていた。

また培養源度を 2S0C Kし掛子濃度を 2%とした時の pHによる増猫度の違いは，図41ζ示したように，

pH 7および8で最もよく発育し，以下 pH9， pH 6， pH 10の順になり. pH 10ではわずかではあっ

たが増殖したのに対し pH5ではまったく増殖しなかった。

本薗は滅菌した海水中では2週間以上生存したが，滅菌した井戸水(淡水)中では 6時間は生存しえたが
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Characteristics of Vibrio anguillarum isolated from 

diseased young Ayu in Lake Hamana 

Table 2. 

Gas from carbohydrates 

Hugh-Leifson test 

Cytochrome oxidase 

Catalase reaction 

H2 S production 

lndole production 

Methyl red test 

Voges-Proskauer test 

2. 3・butanediolproduction 

Gelatin liquefaction 

Cholera red test 

Starch hydrolysis 

Nitrate reduction 

Urease 

Milk coagulation 

Chitin decomposition 

Hemolysis of horse blood 

Utilization of d・tartrate

malonate 

citrate 

PB・28 PB・29 PB・37
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* lab ferment +w : weakly positive 料。-type

Table 3. Carbohydrate utilization of Vibrio anguillarum isolated 

from diseased young Ayu in Lake Hamana 

Carbohydrate 

Glucose 

Arabinose 

Xylose 

Fructose 

Mannose 

Galactose 

Rhamnose 

Mannitol 

lnositol 

Sucrose 

Maltose 

Raffinose 

Lactose 

Cellobiose 

Dextrin 

Glycogen 

Starch 

Glycerin 

PB-27 PB-28 PB・29 PB-37 PB-7 PB-15 PB-26 PB-6 PB-3 PB-5 PB-l Strain 
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24時間後には死滅した。また食塩を含まぬ 1%ペプトン水中で静置培養 (280りすると多くの株はまったく

増殖しなかったが，培養3日後にわずかに増殖が認められる株もあった。

保存:本菌は普通斜面培地ないし半流動寒天培地に接種し 5- 100C 位の温度の下におけば 2~3 カ月は

保存可能である。また仔牛の血清または脱脂粉乳を分散媒として常法に従い凍結乾燥すれば2年間は保存可

能であり，中には 5年間も保存できた株もある。

なお FLOODGATEand HAYES (1961)59)は V.an♂ullarum (NCMB 6)をブイヨン:牛の血清=1 : 

3の混合液 (glucose7.5%添力ゆを分散媒として凍結乾燥し 2年間は保存可能であったと報告している。

生化学的性状:分離菌11株の生化学的性状を一般性状および糖分解性K分けて表2および表3に示した。

それらの結果をみると数種の糖利用性において株聞に若干の相違点があるが，主要な性状では完全に一致し，

この11株は同一種であると判断された。

薬剤lに対する感受性:栄研の感受性 discを用い Heartinfusion 寒天培地lζて試験した結果，本菌は

chloramphenicol， tetracycline， colistinおよび novobiocinK対し高い感受性を有することがわかった。特

にTC(tetracycline)系抗生物質の本菌に対する発育阻止力は強く， CTCおよびOTC(oxytetracycline) 

の 50%発育阻止濃度 (270C ， 6~占振型車立養)は 0.005 - 0.01 ppmであった(室賀・江草 1968)60)，。

また vibriostatic agent (0/129， 2:4・diamino6:7・diisopropylpteridine)に感受性が認められた。

病原性:各菌株をアユおよびウナギiζ接種した実験結果を表 4，ζ示した。 PB-lおよび PB-3株を接
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Time in days to death 

Dose (mgjl00 g fish body weight) 
2.0 1.0 0.5 0.1 0.05 0.01 

1 2 2 

1 2 2 

3 S*キ

Pathogenicity for fishes of Vibrio anguillarum isolated 

from disea田 dyoung Ayu in Lake Hamana 
Table 4. 

Experimenta1 
water 

temperature 

Fish V. anguularum 

5.0 

1 15・170C

13・14

20・25

Body weight 

8・10g

5・12

3040 

*
 u

u
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y
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A
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3

3

3
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・
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吋
，
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1 

2 

13-15 

20・25

17・20

1・5
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Eelキ

PB-l 
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5 

3 
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S
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4

4
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1
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弓

3

2

2

2

2
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4

3

3
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" 
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Eel 

PB-3 

PB-5 

PB-6 

PB-7 

PB-15 

PB-26 

PB-27 

PB-28 

PB-29 

PB-37 " 
Fishes (Ayu， Plecoglossus altivelis， and the eel， Anguilla japonica) were injected intramuscularly. 

* Experiments were carried out in田awater， and the others were in freshwater. 

件 S: survived for one week. 

種したアユは接種後10数時間で接種部位に発赤および膨隆が認められ (Plate1-3参照) ，多くの接種魚は

1日ないし 2日後に死亡した。 3日後lζ死亡した個体の中には接種部位に潰蕩が形成されていたものも 1尾

あった。ウナギの場合も株Kより，また接種量によって死亡するまでの日数は異なるが，魚体重 100g当り

1 mg を接種した場合はすべて 1~4 日後に死亡した。アユにおいてもウナギにおいても，死亡魚、の肝臓，

牌臓，腎臓および血液から純粋に接種菌が再分離された。 PB-l株の接種実験結果にみられるように，侮
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水中のアユと淡水順化させた後のアユとの問には，接種してから死亡するまでの時間および症状には明らか

な差はなかった。

接種後のアユにおける変化を病理組織学的にみると，接種部近くの筋肉繊維束間lζは著しい出血が起きて

おり，菌が多数認められる部分も多い。また筋繊維が融解しその跡に細菌が多数認められる部分もある。

牌臓は自然病魚、の場合と同様出血性炎症を起としているが，自然病魚の場合と異なり細菌が多数認められる

部分も認められる。肝臓においても出血を伴なう病変が顕著で，大小の壊死域および類壊死域が目立ち，そ

乙には細菌が集中していることが多い。肝細胞索が原形を保っている部分でも肝細胞の核の拡大や萎縮など

の変化がみられる。接種アユにおける ζれらの各組織における病変は自然病魚のそれと比べて本質的には差

がないが，自然病魚の場合より急激に病状が進行していると考えられた。

ウナギド接種した場合は接種部位の発赤および膨降はアユにおける場合程顕著ではなしむしろ体表全面

にわたる点状出血や特に各鮪におけるうっ血，出血が目立った (Plate1-5)。しかし時によっては接種部位

の膨降が目立ったり，そとに潰揚が形成される場合もあった (Plate1-6) 0 PB-3株の実験結果が示して

いるように，ウナギの場合においても淡水と海水による病原性発現の差はみられなかった。菌接種したウナ

ギlζおける病理組織学的変化κついては第 E章で詳しく述べる。

なお注射によらない感染万法として，水中へ培養した菌を探加するととにより，採捕後数日を経た海水中

の稚アユを発病させる ζ とはできた。しかしながらそれらのアユはもともと保菌していた可能性がないわけ

ではなく，はたして本当に添加した菌の感染により発病したかどうかは疑わしかった。一万，完全に淡水I1民

化しさらに数日を経，もはや自然発病はしないと思われる健康魚を材料とした場合は，水中に培養菌を添加

しでも発病させることはできなかった。飼育水中lζ菌を懸濁させる乙とによってアユを感染，発病させるの

は，材料魚の問題あるいは再現性の点などでかなり問題があるものと思われた。

注射法には筋肉注射と腹腔内注射とが考えられ，その比較実験をしてみた。乙乙にはその実験結果を示さ

なかったが，アユの場合はどちらの万法によっても死亡率および死亡時聞にはほとんど差がなかった。また

ウナギの場合については第 E章に結果を示すが，筋肉注射の万がより確実に病原性が発揮されることがわか

った。また腹腔内注射ではあやまって臓器に注射してしまうような危険性もあるので，筋肉注射を主たる接

種方法とした。

表 4，ζ示したように， PB-lおよび PB-3株の実験で，アユに接種するととにより自然病魚、によく似

た症状をひき起乙して死亡させることが確められ，またすべての株がウナギを 1mg/l00 g魚体重の接種量

で4日以内に致死させうる乙とが確められた。

Table 5. Pathogenicity for mou田 ofVibrio anguillarum isolated 

from diseased young Ayu in Lake Hamana 

Exp. No. V. anguillarum Incubation Dose Number of animals 

strain 
(per one animal) 

1. PBー1 onnnCu， trient agar 0.01， 0.05， 0.1， 
28-C. 48 hrs 0.25，0.5 mg 

2. PB-l， 3， 5， 6， 7， 15 on~rーC11，1tnent aEar 0.3 -0.4 mg 
28-C. 24 hrs 

3. PB-5，6 on，ー、nCu，trient agar 0.1 mg 
28-C. 24 hrs 

4. PB-l in nutrient broth 0.1， 0.25， 0.5 ml 
280C， 50 hrs 

5. PB-l inzEtmt hoth 0.05， 0.1， 0.25， 
28-C， 70 hrs 0.5ml 

Control V.(Opkaaryahamaea mBobOyーtic1u8s) on内nCu，位ientagar 0.5 mg 
28-C. 48 hrs 

1n Exp. No. 1， 2， 3， and Control， saline suspended cells were injected intraperitoneally 

In Exp. No.4 and 5， incubated broth were injected intraperitoneally 

*τhe mou田 receivedPB-5 and PB-6， respectively， died. 

died/tested 

0/5 

2*/6 

0/5 

0/6 

0/4 

4/4 
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マウスに対する腹腔内接種実験の結果を表 511:示した。実験11:用いた7 ウスは体重 15-30 gのものであ

り，菌接種後は餌を与えながら 7日ないし10日間観察した。また比較のため京都府衛生研究所の赤沢一三博

士より分与された Vibrioparahaemolyticus (Okayama BO-18海産ウナギ由来)を用いて実験を行なっ

た。なお表の下に説明したように，実験1.2， 3および V.parahaemolyticusを用いた対照実験では寒天培

地上で培養したものを滅菌食塩水に懸濁し接種し，実験4および5では培養したブイヨンをそのまま接種し

fこ。

実験 1. 2および3の結果をみると，実験2で PB-5および PB-6株を接種したマウスがそれぞれ 1匹

ずつ死亡した以外は. PB-l株をはじめ他の株でも 7 ウスを死亡させる乙とはなかった。また実験4および

5K示したように. PBー 1株を50瑚司ないし70時間培養したブイヨンをそのまま接種した場合でも死亡する

マウスはなかった。乙れに対し，対照区の V.parahaemolyticusを接種したマウスは4匹とも20時間以内

に死亡した。

以上の実験結果から稚アユ病魚から分離した本菌はマウスに対しほとんど病原性をもたないものと判断さ

れた。むろん本実験でも一部のマウスが死亡しており，マウスに対する病原性について問題がないわけでは

ないが， ζ の点については第 E章で V.parahaemolyticusとの比較とし、う面からあらためて検討を加える

乙ととする。

〈考察〉

本菌はグラム陰性で，端在単鞭毛を有し，活発に運動するやや奇曲した短梓菌である。 Glucoseを醗酵

的に分解し. gasを産生せず酸のみを産生する。 Cytochromeoxidaseを産し，酒石酸を利用する。硝酸

塩を還元し亜硝酸とし. ureaseは産生しない。また pH9で発育し，好塩性である。さらに novobiocin

および vibriostatic agent (0/129)に感受性を有する。とれらの形態学的および生化学的性状から本菌は

防brio属に分類された (DAVISand PARK 196261)， 坂崎 196362)， 196763)， BUCHANAN and 

GIB即 NS197410))。

なお著者が本分離菌を V.anguillarumと同定した頃 (MUROGAand EGUSA 1967)37)，坂崎 (1967)

63) は V.an♂ullarum， V. ichthyodermisおよび V.piscium var. japonicus，すなわち現在 v.
anguillarumとされているものは. lysineの脱炭酸酵素を持たず arginine脱水素酵素を持つととを重要視

し，V. anguillarumは vibrio属からはずすべきであると述べ. V. anguillarum 11:対し Oceanomonas

anguillarumなる名称そ提案したいと述べている。これに対しBAINand SHEWAN (1968)併)はVibrio属K

lysine脱炭酸陰性， arginine脱水素陽性なるものを記載しており，それが一般的に認められたようで，そ

の後坂崎 (1972)65)もV.anguillarumを認めるようになっている。

とζ ろで最初lとも述べたように新しい Bergey'sManual ゅでは V.anguillarum BERGMAN 1909， V. 

pisc似m DAVID 1927， V. pisc似m var. japonicus HOSHINA 1957， V. ichthyodermis (WELLS and 

ZOBELL) SHEWAN， HOBBS and HODGKISS 1960の4種が一つにまとめられ V.anguillarumとなって

いるわけであるが， 浜名湖産稚アユからの分離菌を同定した当時は， そのような意見も一部にはあったが

(SMITH 1961)剖)まだー脚'-]K認められていなかった。従って本分離菌を V.anguillarumと同定するた

めの比較の対象には最初から V.anguillarumとして報告されたものを取り上げた。

V. anguillarum についてはかなり古くから研究されてはいたが，その性状に関する記載は不十分で，例

えば SCHλPERCLAUS(1934)42)および NVBELIN(1935)43)の論文にある性状記載と比較検討するだけ

で本分離菌を V.anguillarumと同定するにはいささか無理があった。 SMITH(1961)はスコットラント

の河口部におけるマス (finnock，Salmo trutta)ωヒブリオ病を研究しその原因菌を V.an♂ullarumと同

定した。これが V.anguillarumの性状について詳しく報告した最初のものと思われる。彼女は BAGGE

and BAGGE (1956) 67)の分離した V.anguillarum (NCMB 6)の性状を調べ，彼女の分離株の性状をそ
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れと比較し医 anguillarumと同定している。そζ で著者の分離株の性状を彼女の示している NCMB6 

株の性状と比較したととろ starch手u用性の点で異なるほかはすべての項目で一致した。そ乙で本分離株をv.
anguillarumと同定した。なお SMITHの分離株は本分離株と starch利用性の点では一致し陽性であった。

もちろん新しい Bergey'sManual (1974) における医 anguillarumの性状記載と比較しても特に払閣と

なるような点はないが，その後の分類κ関する問題については第 Eで詳しく述べる乙とKする。

旬利根川河口におりる稚アユのピプリオ病

海産稚アユの歩留りの悪さは浜名湖産のものに限られたものではなく，他の地域の海産稚アユあるいは河

川産稚アユlとおいても，程度の差はあれやはり一般的に歩留りは惑いようであった。そしていずれの場合に

も細菌感染症が関与しているとともまた共通しているととのようであった。

1967年，著者は利根川河口で採捕された稚アユ病魚について細菌検査をする機会を得， V. anguillarum 

が関与している乙とを確認した(室賀・元信 1967)38)。

利根川の稚アユは従来よりシラスウナギ掛袋網漁，シラウオ漁などの混獲物としては知られていたが，養

殖種苗としては全く注目されていなかった。それが1964年に一部で試験的に採捕が行なわれ， 1967年にはか

なり本格的に養殖種苗としての稚アユの採捕が行なわれるようになっていた。採捕には旋網が使われ2月初

めから 4月一杯Kかけて行なわれていた。河口付近の茨城県波崎における海水の chlorinityは17-18%0

であり，水楓lユョ'c(2月上旬)-1St (4月下旬)であった。乙の波崎において採捕したアユを長方形水

槽に収容し，淡水!順化を行なっていたが， 19筋年および1967年いずれの年にも，収容後3-4日目頃に細菌

感染によるものと恩われる大量発死が発生した。採捕収容後3-4日自に発生するという点や病魚の症状は
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生きていた3尾であり，死魚および生魚それぞれ 1尾に体側部筋肉の白濁もしくは軽度の出血病変が認めら

れ，他の3尾fCは外観的異常は認められなかった。

分離材料を培養したと ζ ろ. 5尾中4尾の魚の筋肉，肝臓および血液から一種類の菌が pure もしくは

dominant K出現し，コロニーの形状および表 6K示した生化学性状，さらKはウナギに対する病原性か

ら V.anguillarnmと同定された。表 6には別身の個体から分離された3菌株 σH-l，PH-2， PH-4)の

性状を示したが，それら 3菌株の間では glycogen利用性にのみ差がみられたが，他のすべての点で完全に

一致していた。

また1970年に静岡県の伊豆で摂輔された海産稚アユ病魚より分離された菌の同定を依頼され検査したと ζ

ろ，やはり V.anguillarnmと同定された。本菌株(PI-6)の性状についてはζ 乙では省略したが，第 E章
の表18および表191ζ示した。

なお本章第2節で示すように，愛知県，徳島県および岡山県におけるアユ養殖場に発生したピプリオ病の

原因菌も V.anguillarumであり，それらの場合の種苗は愛知県，徳島県，高知県および宮崎県で樹甫され

た海産稚アユであった。乙れらの乙とから全国的に海産稚アユに発生する細菌性関丙は V.anguillarnmに

よるものであると考えられた。

第2節淡水養殖中のアユのピプリオ病

1967年浜名湖産稚アユで V.anguillarum感染症を確認した後，淡水養殖中におけるアユの本菌感染症の

存在の有無について検討を始めた。その当時すでに淡水養殖中のアユにもビブリオ病と呼ばれる細菌感染症

が存在するといわれていたが，それに関する報告例はなく，ニジ 7 スの病原菌である χ piscium var. 

japonicus (v. anguillarnm)がアユをも冒すとの記載がある程度であった (HOSHINA1957，保科・四竃・

江草 196568))。また一部のアユ養殖に関する成書をみると，疾病の項ではいずれも第ーにビブリオ病を取

り上げてはいるが，その原因菌は V.anguillarumとしているもの(大上 1966)69)と. V. piscium var. 
japonicusとしているもの(石田 1968)初}があり，原因菌の種名についてはあいまいな点がみられた。現在

では V.piscium var. japonicusは V.anguillarumの synonymとされているが，当時は別種と考えられ

ていたので，淡水養殖アユのビプリオ病の原因菌を明らかにする ζ とを目的として調査を始めた。

1967年5月，浜名湖周辺の養殖場，および同年8月愛知県赤羽根の養殖場のアユにビブリオ病と思われる

疾病が発生したとの連絡を受け調査した。それらの養殖場では共に海産稚アユを種苗としていた。しか

しながら V.anguillarum はいずれの養殖場の病魚からも分離されず， Aeromonas spp.が分離され，

Aeromonas感染と診断された。

その後19倒年.19ω年iζ至り，滋賀県下および長野県下の養殖場で初めて本菌感染症を確認するととがで

きた(室賀・江草 1970)刻。さらに晶庄では全国的にアユのビブリオ病が大流行し，徳島，岡山および愛

知県下の養殖場で V.anguillarumが確認されている。

(1)滋賀県下および長野県下の聾殖場に発生したアユのピプリオ病

(材料および方法〉

滋賀県:1900年夏，養殖場のアユおよび琵琶湖に流入する河川の天然アユに流行病が発生した。現地では

本病を一応ピブリオ病と呼んでいた。病魚の症状は体表，鰭およびその基部，吻および口腔，紅門周辺の発

赤によって特徴づけられた。病状が進んだものでは体表および筋肉組織に潰蕩が認められ，一部の病魚には

腹水症状も認められた。内臓所見では点状出血が肝臓，腸および筋肉組織に認められた。いくつかの養殖場

の病魚および芹川の天然アユ病魚を材料魚とした。

長野県:19ω年の初夏lζ県下東部の18のアユ養殖場のうち11の養魚場において流行病が発生した。病魚の
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症状としては腹水と先に述べた滋賀県での場合と同様，魚体各部分における発赤が目立つた。 8月の末にな

ると腹水症状を呈する魚は少なくなり. 9月初めiとは病気はほぼ治まった。被害の程度は養殖場によって異

なるが，平均すると尾数にして18%位であった。佐久地区のいくつかの養殖場から集めて蓄養池K収容され

ていた病魚を検査材料魚とした。

なお調査した両県の養殖場では琵琶湖産の稚アユを種苗としていた。

とれらの病魚の病変筋肉部，肝臓および腎臓より 3~彰 NaCl 加普通寒天培地を用いて細菌分離を行なった

ととろ，滋賀県下の 6養殖場と 1河川および長野県下の蓄養池のいずれの病魚からも，コロニーの形状から

vibrioと恩われる細菌が pure もしくは dominantな形で分離された。そζで各地域から Iないし数株

を残して研究材料とした。

またとの前年の1968年，および翌年の1970年に滋賀県下の養殖場のアユ病魚を調べた際，いくつかの菌に

混って19ω年の分離株と同一種と思われる菌が分離されたので，それらも合わせて性状検査に供した。以下

lζ材料菌株の分離年月および場所を示す。

PSh-l……滋賀県，養殖場.1968年9月分離. PSh-2……滋賀県，養殖場.1900年8月. PSh-3… 

…滋賀県，芹}II (天然アユ). 19ω年8月. PSh-8， 9， 10・…・・滋賀県，養殖場.1970年7月. PNa-1 … 

…長野県，蓄養池.19ω年8月。

V. anguillarum 

〈結果および考察〉

分離株はし、ずれも 3~ぢ NaCl加普通寒天地上でよく発育し，正円形，湿潤性光沢のある灰白色ないし淡黄色

の比較的透明なコロニーを形成した。コロニーの特徴は浜名湖産稚アユ病魚から分離した V.anguillarum 

とよく似ており，透明感のある点で先に述べた浜名湖周辺あるいは赤羽根の病気アユから分離された

αlaracteristics of Vibrio anguillarum isolated from diseased Ayu加

freshwater ponds加 Shigaand Nagano prefectures 

Vibrio anguillarum 
PSh-2 PSh-3* PSh-8 PSh-9 PSh-l0 PNa-l 

rod， Single polar flagellum， Active motility 

0.5・2 1 1・1.5 1・1.5 1・1.5 1・3

Negative 

+ 

+ 

+ 
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Short 
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NT** 
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+句V
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NT 
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+
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α1紅 acter

Form， Flagella and Motility 
Length 

Gram stain 

Cytochrome oxida田

Catalase 

Indole production 

H2 S production 

Gas fromωrbohydrates 

Hugh・Leifsontest 

Methyl red test 

Voges-Proskauer test 

Cholera red test 

Nitrate reduction 

Gelatin liquefaction 

Utilization of d-tartrate 

malonate 

citrate 

Decarboxylation of紅'gin泊e

lysine 

Sensitivity to 0/129 

+ 

+ 

* PSh-3 was finally removed from V. anguiJlarum 

** No t tested 

+ + + 

+ 
+ + 
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Aeromonas spp.とは容易に事Ijgljできた。分離菌の形態学的および生化学的性状を表711:，糖分解能を表81(，

塩分耐性およびウナギに対する病原性を表9にそれぞれ示した。表71ζ見られるように，淡水アユからの分

離菌7株のうち PSh-3株を除く 6株の性状は， PSh-9株の cholerared反応制を除けばすべての点で

一致していた。そして乙れらの性状は先に示した浜名湖産稚アユから分離された灰 anguillarumの性状と

まったく一致するものであった。表8に示した糖分解能においても， PSh-3株を除く 6株はすべて同じ反

応を示し， galactoseの点を除けば浜名湖株の性状とも一致した。さらに表9に示した塩分耐性の実験結果，

およびウナギに対する病原性実験の結果を総合し， PSh-3株を除く 6株は V.anguillarumと同定された。
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Carbohydrate utilization of Vibrio anguillarum isolated from diseased 

Ayu in freshwater ponds in Shiga and Nagano prefectures 

Vibrio anguill耐 um
PSh-3* PSh-8 PSh-9 

+ + + 

Table 8. 

Gluco田

Lactose 

Su心rose

Maltose 

Raffinose 

CeUobiose 

Dextrin 

Arabino揖

Fructose 

Galactose 

Xylo随一

Manno田 NT

Rharnno輯 NT

Starch NT 

Glycerin NT 

Mannitol + 

Inositol NT 

Sorbitol NT-

* PSh-3 was fmally removed from V. a噌 uillarum
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NaCl・toleranceand pathogenicity for eels of Vibrio a.樗 uillarumisolated 

from 心開a揖 dAyu泊 freshwaterponds泊 Shigaand Nagano prefectures 

Vib.吋ioanguillarum 
PSh-2 PSh-3傘 PSh-8 PSh-9 PSh-l0 PNa-l 

Growth in peptone water conta泊ingNaCl 
泊 variousconcentrations 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 

+ + 
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Table 9. 

NaCl 0 % 
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坤

+
+
坤
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+
旬

+ 

+ 

+ 

* PSh-3 was fmally removed from V. anguillarum 

帥羽田 Japane田 eelswere injected踊位arnuscularlywith viable cells 

I吋町tiondo田 s:1 mg/l00 g of fish body weight 

+ + + + + + Pathogenicity for eel** 
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芹川の天然アユから分離された PSh-3株は argininedecarboxylaseー， Iysine decarboxylase +とな

っており他の 6株および浜名湖株と異なっている。先にも述べたように坂崎(1967)ω} もとの項目を重要

視していたし. BAIN and SHEWAN (1968)刊によれば vibriospathogenic for poikilo白ermic

animalsのlysinedecarboxylaseは陰性と記しているとともあり，本菌株を V.anguillarumとする ζ とは

無理と恩われる。なお本研究では ar酔lIne，Iysineおよび ornithineの decarboxylase試験には Falkow

medium (SKERMAN 1967) 71)を用いて伊ょった。また本菌株は表81C示した糖分解能においても cello-

biose， arabinoseおよび fructoseなどの点で他の6株とは異なった反応を示しており，乙の点からもやは

り別種であると考えられる。しかしながら表91(示したようにウナギには実験的には病原性を示した乙とも

あり，今後再びとのような株が出現するような乙とがあれば更に検討を加える必要があろう。

表91(示した塩分耐性においては. PSh-3株を除く 6株中. 4株が食塩を含まぬペプトン水中で発育し，

2株はまったく発育しなかった。高塩分においては 5%で全株発育し.79彰ではごくわずかに発育するもの

が3株あった。高塩分1(対する抵抗性は浜名湖株と比べてあまり差はないが.0%1ζ対する抵抗性には若干

違いがあり，浜名湖株に比較してやや淡水に適応していると見るととができる。

なお乙れらの分離株を普通斜面培地を用いて保存 (5t下)しておいたととろ. 2カ月後にはすべての株

が死滅してしまい，海産稚アユからの分離株1(比べて保存に対してはかなり弱いととがわかった。

V. anguillarumは本来海水細菌であると考えられているので (SINDERMAN1970)41)，との菌がどζで

淡水養殖アユに感染したかという ζとが問題となる。海産稚アユを淡水で養殖している時に発病した場合は

アユが長期間にわたり保菌していたと考えるととができるが， ζの滋賀県および長野県下の例ではいずれも

琵琶湖産のアユを種苗としており，伝染経路が重要な問題となる。一部の養殖場では海産魚を餌として用い

ていた事実があるので，餌が感染源とも考えられるが，かならずしも海産魚を投与していない池でも発生し

ているので単純に餌が原因とは考えられない。同じ琵琶湖の種苗を養殖していて滋賀県と長野県という遠隔

の地で同時に発病したととから考えれば，むしろ種苗の時期にすでに感染していた可能性が強く，もしそう

だとすれば本菌はすでに何等かの形で琵琶湖に存在しているのではないかと考えられる。

白徳島県，岡山県および愛知県の聾殖場に流行したアユのピプリオ病

養殖アユのピプリオ病は原因菌の種名に関する混乱などはありながらも，いくつかの県の水産試験場にお

ける研究成果や養殖業者自身の経験に基づき一応の対策が立てられ.1965年頃から1972年にかけては，さほ

ど恐しい病気とは考えられていなかったようである。例えば大上 (1966)的}によれば，数種のサルファ剤

(sulfisoxazole， sulfathiazole， sulfad加 ethoxine，sulfamonomethoxine)， furazolidone，および抗生物質

( tetracyclineなど)が遜割前に効き，経口投与をすれば3日-4日で発死魚がきわめて少なくなり. 5日~

6日で全治するのが普通であるとされている。事実.1965年および19飴年に浜名湖産稚アユから分離された

株および1968年1(滋賀県の養殖アユから分離された株は sulfisoxazoleに対しでもかなり感受性を有してい

たし. tetracyclineおよび chloramphenicolに対してはすべての株が高い感受性を有していた(後出する

表13参照)。従ってその当時の V.anguillarumには薬剤耐性株と呼べるようなものはほとんどなく，実際

的にもサルファ剤および抗生物質がかなり有効であったものと考えられる。

ととろが19均年春に発生したアユのピプリオ病はその発生規模もほぼ全国的であり，また従来使用されて

いたサルファ剤あるいは ch1oramphenicolなどの治療薬の効果がほとんど認められないζとから大きな問

題となった。

1973年春から夏にかけて，著者は各水試の職員の協力の下に，徳島県下のいくつかのアユ養殖場および岡

山県下の一養殖場を調査し，また愛知県水試の宇野将義氏の分離した菌株を同技師と共同して検査する機会

を得，いずれの場合も原因菌は灰 anguillarumである乙とを確認した(室賀ら 1974η}， 字野・室賀

197473))。
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〈材料および方法〉

徳島県下およひ、岡山県下で観察した病魚は各館，口吻および体表における出血あるいは潰蕩，さらに紅門

部の発赤および拡張など，ビブリオ病の典型的な症状を呈していた(plate1-4参照)。 そのような症状を

示す病魚の主として肝臓から o.5第 NaCl加普通寒天培地を用いて細菌の分離を行なった。培養の結果，ほ

とんどの病魚の肝臓材料からはほぼ純粋な形で一種類と恩われる菌が得られ，場所，池あるは個体の違いに

応じて，徳島県下の病魚から18菌株，岡山県下の病魚から 1菌株を選び性状検査に供した。また愛知県にお

ける病魚の症状も乙れら両県における場合とまったく閉じで，同じような方法で分離した4株を性状検査に

供した。それぞれの菌株の由来を表lOK示した。

Table 10. Sources of strains of Vibrio anguillarum isolated 

from diseased Ayu in 1973 

Strain Location 

V. anguillarum 

PT -3 Anan， Tokushima Pref. 

PT-4 

PT-5 

PT-8 

PT-9 

PT-IO 

PT-ll 

PT-12 

PT-14 

PT-15 

PT-16 

PT-17 

PT-18 

PT-19 

PT-22 

PT-23 

PT-24 

PT-25 

PH-5 

PA-1 

PA-2 

PA-8 

PA-9 

" 
" 
" 
" 

" 
" 
" 

" 

Hiwasa， Tokushima Pref. 

Anan} Tokushima Pref. 

" 
" 
" 

Soja， Okayama Pref. 

Aichi Pref. 

Date (1973) Seed 

4， May 

29， May 

" 
" 

30， May 

" 
" 
" 

22， May 

25， May 

" 
" 

21， Mar. 

4-5， Jun. 

" 
" 

Caught in sea (Tokush泊la)

" 
" 

(Kochi) 

" 
" (Miyazaki) 

(Kochi) 

" (Tokush卸la)

" " 
(Miyazaki) 

Caught in freshwater (Lake Biwa) 

Caught in sea (Miyazaki) 

(Miyazaki & 
Tokushima) 

(Tokushima) 

(Kochi) 

" (Tokushima) 

Caught in freshwater (Lake Biwa) 

Caught in田a (Miyazaki) 

Caught in sea 

Caught in sea 

" 

この23株について常法に従い形態学的および生化学的性状を検査するとともに，栄研の 3濃度 discを用

いて薬剤感受性を調べ，また 1%ペプトン水に食塩を加えた培地を用いて280C.48時間培養し塩分耐性を調

べた。

さらに病原性試験として，徳島県養殖アユからの10株と愛知県養殖アユからの 1株，あわせて11株につき，

ニホンウナギに湿菌量 1mg/ 100-g魚体重の割合で筋肉内注射し，マウスlζは愛知株をさらに 3株加えた計

14株につき. O. 6mg/ 1匹の割合で腹腔内注射し，それぞれに対する影響をみた。
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〈結果および考察〉

検査した23株の一般性状を表lHc，糖分解能を表12にそれぞれ示した。(なお宇野・室賀 197473)の報

告中にある愛知株 4株の glucoseおよび dulcitolの分解性，および PA-8 株の glycerin および

glycogen o_乃士解性に関する記載は間違いであり，本論文中の記載が正しし、。〕

乙れらの結果および後述するウナギに対する病原性などから，検査したすべての菌株は V.anguillarum 

と同定された。表lUc見られるようにζ の23株の indole産生能がすべて陰性となっており，乙の点で浜名湖

あるいは滋賀株と異なっている。これは浜名湖株の検査に用いたと同じ万法，すなわち SIM培地で25-

Characteristics of Vibrio anguillarum isolated from 

diseased Ayu in 1973 
Table 11. 

Strains having 

reaction as given 
Aichi 

4 strains 
(pA-l内.pA・9)

Okayama Tokushima 

18 strains 

σT-3"-PT-25) 

+:PT-22 

ー :PT-4，5，19，PA-2，8，9 

(PH-5) 

Short rod 

0.5-2μ0.6・2 0.5-2.5 

Single polar f1agellum 

+ + + 

+ 

+ 

+ 

+15， -3 

+ 

+ 

+ 

+ 

+9，ー1

10 

+

+

+

+

+

 

+ 

+ 

+ 

+1，-3 

+ 

+ 

+ 

+ 

NT 

+1 

-4 

+ 

Fermentative 

+

+

+

+

+

 

+ 

+ 

+ 

+

+

+

+

+

+

 

+ 

+1，一17*

+

+

+

+

+

 

Strain 

Character 

Form 

Length 

Flagella 

Motility 

Swanning 

Gram stain 

Hugh-Leifson test 

Gas from glucose 

Cytochrome oxidase 

Catalase 

Litmus mi1k 

Nitrate reduction 

Gelatin liquefaction 

Indole 

Voges-Proskauer test 

Methyl red test 

H2 S production 

2， 3・butanediol

Arg泊inedecarboxylation 

Lysine 

Ornithine 

Phenyla1anine deamination 

Urease 

Cholera red test 

Citrate 

Malonate 

Tartrate 

Starch hydrolysis 

Sensitivity to 0/129 

Novobiocin 

Penici11in 

Pathogenicity for eel 

for mou田

一:PT-15NT 

NT 

キ Numberof strains having reaction as given 
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28'C. 2日間培養して判定した結果であり，試みに 5日間培養して検査すると弱楊性を示す株が多かった。

NVBELlN (1935a) 43)の分類に従えば，浜名湖株および滋賀，長野株.すなわち1965年から1970年にかけ

Table 12， Carbohydrate utilization of Vibrio anguillarum isolated 

from disea田dAyu in 1973 

Tokushima Okayama Aichi Strains having 
18 strains 1 strain 4 strains reaction as given 

(PT-3同町一25) (PH-5) (PA-I-PA-9) (Exept PH-5) 

Acid from Glucose + + + 

Fructo田 + + + 

Xylo揖

Arabino田

Rhamno田

Galactose +2，-16 + +:PT-22，23 

Mannose + + + 

Sucrose + + + 

Lactose 

Trehalo田 + + + 

Raffinose +17，ー1 一:PT-9，PAstrains 

Dextrin + + + 

Maltose + + + 

Glycogen + 

lnulin +2.-16 +:PT-22， 23 

Glycerin + +1，-3 一:PA-l，2， 9 

Mannitol + +1，-3 一:PA-l，2， 9 

Sorbitol +15， -3 + + ー:PT-9，17，25 

lnositol 

Adonitol 

Dulcitol 

Salicin +2，-16 +:PT-22， 23 

Cellobiose +2，-16 +:PT-22， 23 

て分離された株はすべて indole+， sucrose +， mannitol +で V.anguillarumの A type K属するもの

であったのに対し.1973年に分離したとれら23菌株のうち19株は indole-， sucrose +， mannitol +で

SMITH (1961) 66) の提案した Ctype に属するととになる。残りの 4株(岡山株および愛知株3株)は

indole一， sucrose +， mannitolーとなっており. A， B， C，いずれの typeにも該当しないとと』となる。

最近までは反 anguillarumK関する多くの報告の中で，乙の NVBELINの type分けについて言及され

てきたが，他の 3種を合わせたものとしての新しい V.anguillarum においては彼の type分けはあまり意

味を持たなくなったものと考えられる。

糖分解においても，上記の mannitolのほかに. inulin + (2株). raffinose + (17株).および

salicin + (2株)など1965年から1970年までの分離株には見られなかったような性状を示すものがあった。

表11に示したようにニホンウナギiζ対しては PTー15株を除くすべの検査株は 1mgを接種するととによ

り数日以内に死亡せしめ，病原性を有する乙とが確認された。なお PT-15株を接種したウナギは接種部位

の組織の崩壊などの病変は認められたが死亡しなかった。またマウスに対しては検査した14株すべてが病原

性を示さなかった。

次lζ薬剤l感受性の実験結果を表131ζ示し，比較のため浜名湖株および滋賀株 (PSh-l)の薬剤j感受性を併

記した。乙れらの実験方法はすべて同じで. sulfisoxazole については MuellerHinton寒天培地を用い，

抗生物質については Heartinfusion寒天培地を用い.28'Cで24時間培養し判定した。 Discは栄研の 3濃
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Table 13. Drug sensitivity of Vibrio anguillarum isolated from diseased 

Ayu in 1973， comparing with the strains isolated in 1965-1968 

74竺
1973 

Tokush加 a Okayama Aichi Lake Hamana Shiga 
18 str田ns PH-5 4 strains 6 strains PSh-l 

Chloramphenicol 朴十3* 朴 10 +5 +3 -1 持+6 村十

Colistin 判十13 * 4 +1 +tt 村+4 判+4-t十1+1 +朴

Dihydrostreptomycin 持+3 十十13 +2 +3 -1 +十4 +2 +朴

Erythromycin 件+2 *16 + 4十4 +十4 +2 オ+

Kanamycin 件+13 *5  + 引仲4 +十2+4榊

Leucomycin 制仲7 +十10 +1 +十 十十4 +十6 +十

Oleandomycin +18 +4 +十1+5 + 

Tetracycline 持十4 +十11 +3 + 斗十3+1 +朴6 榊

Sulfi釦 xazole 18 -4 判+2*3 +1 件+

本 Numberof strains having揖nsitivityas given 

度 discを用いた。

表131ζ示した結果をみると.1965年から1968年にかけて分離された浜名湖株および滋賀株は chloram-

phenicol (CM)および tetracycline(TC)に対しすべての株が高い感受性を示しているのに対し.1973年の

分離株ではそれらの薬剤に対し高い感受性を示すものもあるが，かなり感受性が低い株もあり，中には岡山

• 
株のようにまったく感受性を示きないものもあった。 Sulfisoxazole(SI)に対しても19偲年以前の株の多く

のものは高い感受性を有していたのに対し.1973年の株はすべて感受性を示さなかった。乙の変化を解り易

亡二二コ Sensitive

~ Resistant or weak1y sensitive 

ωra即 henico1 [ 

山 dro…pto町山協努 71% 

u1fisoxazo1e ~~ 8臼

7 strains iso1ated 
in 1965 - 1968 

23 strains iso1ated 
in 1973 

Fig.5. Comparison in drug sensitivities between the strains of Vibrio anguillarum isolated in 1973 

and白0舘 isolatedin 1965 - 1968. 

くするために. CM， SM (dihydrostreptomycin)， TCおよび SIの4つの薬剤に対する感受性の違いを図

51(示した。乙れは表131ζ示した実験結果において.+t+および-H-であったものを感受性を有するものとし，



126 室賀清邦

+もしくはーであったものを抵抗性を有するものとし.19飽年以前に分離された7株と1973年に分離された

23株の中で感受性株と耐性株の占める割合を図示したものである。とれを見ると，前述の繰り返しになるが，

SI IC対する感受性の変化が最も顕著で.CMおよび TCIC対する感受性の変化も明らかに認められる。SM

K対しては19留年以前の分離株にも抵抗性を示すものがある程度存在したが.1973年になっても抵抗性を示

すものがふえているという乙とはない。乙のζとは養殖場においてサルフ 7剤. CMおよび TCが最も頻繁

κ使用されてきた事実と結びつくものと思われる。 1973年に分離されたとれらの薬剤耐性株は青木ら(1972)

74)のいう 4剤耐性株 (SA. . . sulfonamides， SM， CM， TC)にあたると考えられる。青木ら(1973)75)

は1973年にアユから分離した院 anguillarumの薬剤耐性について検討し，多くの株は SA・SM・CM・TC

耐性を示すとし，それらはR因子 (resistantfactor)によるものであると報告している。

とのように1973年に分離された V.anguil1arumは SA，CM， TCなどに対する耐性株が多く.養殖場で

それらの薬剤が従来と違って効果を示さなかった事実を裏付けている。

なお1973年の徳島県下の養殖場においては. nalidixic acid (NA)を試験的に用いたと乙ろ，かなり有効

であったようであるが.1973年の後半にはすでに NAIC対し耐性を示す株が出現し.1974年には NAが

実際的にも効力を示さなくなった例が多いようである。乙のような SA，CM， TCあるいは NAに対する

耐性菌の出現は，著者が調査した県だけではなく，滋賀県，岐阜県および静岡県などでも同様K見られてい

るといわれる。

一時は抗菌剤により予防あるいは治療が効を奏し，あまり重要視されていなかったアユのピプリオ病は

1973年に至り，無秩序な薬剤の使用が原因して全国的に耐性菌が出現し，新しい有効治療薬の選択に追われ

るような状況に立ち至っている。

第5節養殖ウナギのピプリオ病

繰り返し述べてきたように V.anguillarumはヨーロッパにおいて海水あるいは汽水中のウナギの飴赤

病 (reddisease， red pest， Salzwasseraalrotseuche)の病原菌として世に知られるようになったわけである。

一方アメリカ合衆国ではサケ科魚類を始めとする他の海産魚Kピプリオ病の存在する乙とが報告されている

が，ウナギに関する症例は未だない。ヨーロッパのウナギが Anguillaanguillaであるのに対しアメリカの

ウナギがA.rostrataであるという魚種の違いによるととも考えられるが，一つにはアメリカにおいてはウナ

ギがあまり重要視されずほとんど観察されていないζ とからきている可能性がある。

我が国においてもウナギ (A.japonica)のピプリオ感染症の事例はほとんどないといってよい。とれは我

が国ではウナギはほとんど淡水池で養殖されている乙とによるものと恩われる。 SCHAPERCLAUS(1934) 

42) がドイツにおけるウナギの鰭赤病について報告しているが，それによれば淡水域のウナギの病原体は

Aeromonas punctata (Pseudomonas punctata sacrowiensis)であり，海水ないし汽水域のウナギの病原

体は院 anguillarumであるとしている。我が国における養殖ウナギにおいても館赤病は最も重要な痴丙の

ーっとなっており，乙れに関しては保科の詳細な研究があり，病原菌は A.punctataおよび Paracolo-

bactrum anguil1imortiferum (Edwardsiella tarda)とされている(保科 1962)叫。

著者は海産稚アユで Fてanguil1arum感染症の存在を確認した後，ニホンウナギにおける本菌感染症の存

在の有無を調べるために機会あるごとに調査を行なってみた。例えば1965年から1966年にかけて，愛知県伊

川津において海水中で蓄養されていたウナギのうちの病魚数尾，また19筋年3月浜名湖内の角建網(桝網)

で採捕されたウナギのうち皮膚に潰蕩病変が認められた個体2尾，あるいは向年3月浜名湖周辺のやや塩分

を含む養鰻池で認められた病気のウナギ5尾，などについて細菌検査を行なってみた。しかしながら伊川津

での実験的蓄養魚の例を除けば，天然および養殖ウナギから χanguillarumを分離するととはできなかっ

た。伊川津での例は特別なケースとも考えられるので別に述べるものとする。

1971年 5月徳島県松茂町の養鰻池において，鰭赤病症状を呈する病魚が認められ，徳島県水試の披泰彦技
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病変とする赤点病病魚とは別ι 従来から知られていた鰭赤病の病魚と恩われるものについて細菌分離を行ない， 6 

菌株を得た。彼はその分離株を東京大学の研究室に持ち込み，著者と共同して形態学的および生化学的性状

を調べた。その結果， 6株のうち 1株 (ETー1)が表141ζ示したような性状を有し，V. anguillarumと同定

された。表141ζは V.anguillarumと同定されたζの ET-1株の形態および生化学的性状を示すとともに，

後述するウナギか6の他の分離株 (ET-23，24，松茂問養殖ウナギ由来， EI-5，6，伊川津蓄養ウナギ由菊

の性状をまとめて示した。

なお ET-l株を除く残る 5株中4株は Aeromonas属l己分類され， 1株は分類学的位置を明らかにするに

は至らなかった。

ET-1株の至適塩分および pHを知るために Difconutrient brothを用い25t:で6時間振湿培養し，い

ろいろな条件における増殖度の違いを比較してみた。その結果，発育可能塩分は0.5-4.5%09彰ペプトン

水中で48時間静置培養するとNaCIO%および5%でもわずかに発育は認められた) ，至適笹川 1-29払発

育可能 pHは6-10，至適 pHは7-9であっTこ。乙れらの結果は浜名湖株のものと比較すると発育可能塩分

の上限がやや低いだけであとはよく一致していた。またいろいろな環境水での本菌の生存状態を知るために，

誠菌した海水，淡水〈池水)，およひ'蒸留水それぞれ1∞叫!中に101118(109-1010 cells) の培養菌を懸濁

させ室温 (S-1S.C)に放置した。その後適宜釣菌し普通寒天培地で培養するζとにより懸濁させた菌の生

存状態を調べたととろ，蒸留水中では 6時間後1(，淡水中では24時間後にすでに生菌が認められなくなって

いたが，海水中では4週間以上生存した。例えば Aeromonassalmonicidaは滅菌した淡水中(井戸水〉で

7日以上生存しうるとされており(木村 1970)制， ζれと此鍛すると本菌はやはり海水性のものであると

考えられる。

薬剤]感受性の点では CM，TCなどに感受性を示したが SIILは感受性を示さなかった。

またウナギ1(1 mgJI00 g魚体重，筋肉内接種したと乙ろ，水温1シ】1St:の下で3日以内に死亡させた。

翌1972年.松茂町および那賀川町などの養街也において，赤点病の発生側兄を把握することを主自的とし

て調査を行なった際，やはりいくつかの池の病魚から V.anguillarumが分離された〈室賀・城・矢野

1973)宵Lその時の分離株 ET-23，ET-24の幽犬を先の表141C::示した。

ζの1972年の春の調査結果を例にとれば，検査した77尾汐ト見的に発赤などの異常が認められたものは約

009彰で，他は外見的には異常が認められなかった)のうち17尾 α2%) (すべて体表もしくは鰭IC::発赤が認

められた)のウナギから本菌が分離されており，すでにとの松茂町あるいは那賀川町の養殖池には v.
anguillarumが常在しているものと考えられた。現在までのとと λ，同地区の養鰻池には Pseudomonas

anguilliseptica による赤点病， A. liquefaciens および Paracolobactrum anguillimortiferum 

(Edwardsiella tarda)による鰭諸積などいくつかの細菌性疾病が存在しており ，V. anguillarum による鰭

赤病は単独で大きな被害をもたらしているわけではなく，産業的にはあまり重要視されていない。

本薗が分離された養鰻池の水の掛子についてみると， 1971年1(最初に分離された池の水にはほとんど塩分

が含まれていなかったが(城・室賀1972)， 1972年の春に調査した時には， CIーにして1.1-4.0泌とい

ずれも多少の塩分を含んでおり，まったく塩分を含まない池の魚から本菌は分離されなかった。従ってウナ

ギにおける本菌感染症は赤点病の場合(室賀・城・矢野1973)と同様，多少とも塩分を含む池に発生する病

気とみる乙とができょう。

なお静岡県吉田地区の養殖ウナギの細菌性疾病を調査した若林・江草(1973)80) は同地区のウナギから

は V.anguillarumはまったく分離されなかったと報告しているが，乙れはその地区の養嫡也の水にはほと

んど塩分が含まれていないζとと関係するのではないかと思われる。また1973年愛知県水試の宇野将義氏が

豊橋市内の養鰻池の病魚から分離した細菌の中にも V.anguillarumと同定しうるものが確認されているが

〈字野・室賀 1974)73)，残念ながらその池の塩分については調べられていない。

以上のように現在のととろ養殖ウナギの本菌感梨症は地被的にある限られた所にのみ発生しているが，塩

分を多少とも含むような池では今後新たに発生する可能性は十分あるものと恩われる。しかしウナギはアユ
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に比べると本菌IC対する抵抗性が強いと恩われるので，魚の健康管理に十分注意を払えば，ウナギ養殖地で

本菌感染症が蔓延し大量発死を招くようなととはあまりないものと考えられる。ヨーロッパにおけるウナギ

の reddiseaseの流行の状況をみても，多くの場合高水温時など魚にとって環境条件が悪化した時に発生し

ているようである。徳島県下で観察したある池では，アユにピプリオ病が発生し，かなりの死亡魚が出てい

る池の水をそのままヨーロッパウナギを飼育している池に注水していたが，その池のウナギには何等異常は

認められなかった。乙れらのととから考えると(ニホンウナギとヨーロッパウナギの本菌に対する感受性は

あまり差がないととが第E章に示す実験結果からわかっている).ウナギのビプリオ病はアユの場合程恐れ

る必要はないものと考えられる。

次』ζ伊川津での海水蓄養中のニホンウナギに発生した本菌感染症の事例について簡単に説明する。愛知県

渥美半島の伊川津にあった東大農学部付属水産実験所明在は浜名湖に移転〉において1961年頃からウナギ

の成熟促進に関する実験が行なわれ，著者が観察する機会を得た19日年にも，秋tζ浜名湖などで漁獲された

下りウナギである大きな天然ウナギを海水中に蓄養し，ホルモン投与などがなされていた。それらのウナギ

にしばしば細菌性疾病と思われるものが発生し，実験上困難を生じていた。著者は196拝 12月および19邸年

1月に数尾の病魚から細菌分離を試みた。

病魚の症状は，鰭および体表における出血を特徴とし，なかには採捕した時すでに尾部先端が欠損してい

たものもある。また一部の病魚にはおprolegniasp.と，酎コれるカピの着生も認められた。蓄養池の海水の

CI-は約14良品，水温は14-15・Cであった。検査したウナギの大きさは様身で，体長39.8佃-72.6佃，体重

66g-540 gであった。

内臓諸器官から分離・培養を行なった結果，いくつかの細菌とともに vibrioι思われる 2株 (EI-5，

EIーのが得られ，前出の表14に示したような性状を有していた乙とから. V. anguillarumと同定されjごゐ

我が国では海水中でのウナギの養殖はほとんど行なわれていないが，一部では試験的に海水中での生貸養

殖が行なわれ，館赤病のような症状を呈する病魚も出るといわれている(問中 1967)81)。このような場合

には V.anguillarumが関与している可能性があるので今後検討する必要があろう。

第4節 その他の魚にお回る本菌感染症

(1)海水順化中に発生したニジマスのピブリオ病

19飴年3月，静岡県水試浜名湖分場の海水流水池2面に収容されていたニジ7 スIC細菌性疾病と思われる

病気が発生し. 1池〈約3∞尾)は全滅し，もう一つの池でもかなりの発死魚が認められた。 ζれらのニジ

マスは同年2月まで淡水中で養殖されていたものを実験的1(海水に順致させたものであった。同池の海水の

温度は12-13"(;で CIーは約15鋭であり，魚の大きさは田~叩gであった。

病魚の症状としては，外観的には体表の一部が白っぽく変色したり，やや膨隆している程度で.発赤など

はあまり認められなかった。そのように皮膚が白っぽくなった部分を切開してみると，筋肉組織には著しい

出血が起きており，中』ζは血膿がたまり筋肉組織の一部が完全K壊死している個体もあった。

水面をふらふら泳いでいた病魚の病変筋肉部，肝臓，牌臓，腎臓，および腸管から. 35ぢ NaCI 加普通

寒天培地を用いて細菌分離を試みたと ζ ろ，腸管以外のすべての組織から pure 1( 1種類の菌が得られた。

乙の分離菌 (RB-l株)をニジマスの筋肉に接種したととろ.10数時間後にその魚は死亡し，接種部位の筋

肉には自然病魚と同じように著しい出血が認められた。本菌は表151(示したような形態および生化学的性状

を有し. V. angui1larumと同定された。なお表151ζは本分離株 (RB-l)のほかにa 後出する沼津の養殖

ハマチおよびカンパチからの分離株 σN-8，KN-ll)，神西湖のボラからの分離株(MSh-8，MSh-23)， 

および岡山県水試で育成した稚アユからの分離株(pO-14-PO-58)の性状をあわせて示しである。

乙れらのニジマスは海水順致によりかなり stress(SNIESZKO 1974) 82)を受け，抵抗力が低下していたために

容易に感染が成立し大量発死をみたものと恩われる。 ζ れとまったく同じようなケースが最近イギリスでも
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Table 15. Characteristics of Vibrio anguillarum isolated from diseased rainbow trout (Salmo gairdneYl)， yellow tail 

(seriola quinqueradiata)， Kampachi (S. purpurascens)， grey mullet (Nugil cephalus)， and Ayu (Plecoglossus altivelis) 
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H2S production 

Arginine decarboxylation 

Lysine 

Ornithine 

Phenylalanine deamination 

Urease 
Cholera red test 

Citrate (Simmons) 

Tartrate (Jordan) 

Malonate 

Chitin decomposition 

Starch hydrolysis 

Hemolysis of horse blood 

Pathogenicity for eel 

+ + + 

RB-l from rainbow trout， YN-8 from yellow taiJ， KN-l1 from Kampachi， MSh strains from grey mullet， PO strains from Ayu. 

+ + 
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観察されており，海水順化過程に発生したニジ、マスのビプリオ病から原因菌として V.anguillarumがlii認

されている仰CCARTHYet al. 1974) 52)。

ω沼津の養殖ハマチおよびカンパチにおけるピプリオ病

19飴年3月，静岡県沼津において純生賛で養殖されていたハマチ (Seriolaquinqueradiata)およびカンパチ

(S. purpurascens)に体表の潰療病変を特徴とする細菌性疾病と思われる病気が発生し，病魚の腎臓および

肝臓などから 6菌株を分離した。当時の同水域の水温は12-14"Cで、あった。分離菌の性状を調べた結果， 2 

株(ハマチからの YN-8，カンパチからの KNー 11 )が先の表15K示したような性状を有し，V. angui-

llarumと同定された。他の4株は Vibri・0 属のものではあったが， gelatin分解性， indole産生能，お

よび sucrose利用性が陰性であり，また lactoseを利用し，さらにウナギに対する病原性が認められなか

ったζ とから別種と判断した。

検査個体数が少なかった乙ともあるが，いろいろな菌が分離されたととから，それらのハマチあるいはカ

ンパチの発死が本菌感染によるものであったかどうかは疑わしかった。なおとの時検査した病魚の肝臓には

いわゆる脂肪肝のような変性が認められ，また網生賛には付着物が多く水の交流が阻害されていたととから

考えると，冬期の役餌および環境悪化が廃死を招いた主原因と思われた。

乙のほか養殖ハマチについては， 1967年7月に香川県下において，また同年8月lζ三重県下においていく

つかの養殖場ーにおいて多数の病魚の細菌検査を行なったが， V. an，♂allarumが確認された例はまったくな

かっTこ。

(3) 神西湖のボラなどにおりるピプリオ病

1972年7月頃から翌年3月頃にかけて島根県北西部にある神西湖(やや汽7H到において，ナマズ4(Para-

silurus aso仰の， タイワンドジョウ(ライギョ σzannamaculata )およびボラ (Mugilcephalus)に体

表における潰湯病変を特徴とする細菌性疾病が発生し， 1972年秋に島根県水試の鈴本博也氏が細菌分離を行

ない，多数の菌株を得た。著者はそれらの分離菌を検査する機会を得，性状検査を行なったと乙ろ，ボラか

ら分離された 2株 (MSh-8 および MSh-23)は先の表15に示したような性状を有し， V. anguillarum 

と同定された(鈴本 1974)83) 。

しかしこの場合も先の沼津のハマチなどの場合と同様，多数の菌種に混って本菌が分離されており，本菌

感染症と呼べるようなものが存在したかどうかは疑問である。

(4) 海水中での種苗生産の過程におけるアユのピプリオ病

岡山県水産試験場では数年前からアユの種苗生産を行なっているが，海水中で、育成している稚アユに毎年

4月頃になると，海産稚アユのビブリオ病と同じ症状を呈する病気が発生し，種苗生産における大きな問題

点の一つになっている。その原因については同水試の調査で V.anguillarum感染によるものであろうとし、

う乙とはほぼ確められていたが，著者は1973年 5月および 6月にそれらの病魚から 7菌株(pO-14，15， 

16， 18， 19， 20， 21)を分離し，翌1974年K同水試の杉山瑛之氏が分離した4株(pO-54，目、 56，58)を合

わせて検査に供した。その結果，それらの分離株は先の表15に示したような性状を有し ， V. anguillarum 

と同定された。なお1973年の分離株7株はいずれも indole産生能陰性であり，その点、では同年徳島あるい

は岡山県などの養殖アユ病魚から得られた株と同じであったが， 1974年の分離株はすべて indole産生能陽

性であった。

との種苗生産の過程におけるアユのビブリオ病は発生する時期がかなりはっきりしており，また環境の白ー

でも天然水域に比べればかなりいろいろな要素を把握しやすいので，ビプリオ病の発生機序の研究には絶好

の材料になると思われる。

第5節まとめ

以上述べてきたように， V. anguillarumはアユをはじめ，ウナギ，ニジ7 ス，ハマチ，カンパチおよび
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ボラから分離された。しかし養殖対象魚として特に問題になるのはアユにおけるビブリオ病というととにな
る。養殖ウナギKおけるピブリオ病は今のと ζ ろその発生が一部の地区K限られており，あまり重要ではな
い。また著者がニジマスにおける本菌感染症を確認したのは1例にすぎないが V.piscium var. japonicus 
が V.anguillarnmの synonym とされた現在では，ニジ 7 スにおける本菌感染症も重要なものとな
るわけである。著者はニジ7 スのビブリオ病の原因菌には V.anguillarnmのほかにこれとはいささか性状
を異にするものもあると考えている。乙の点については次章の分類のととろであらためて述べる乙とにし，
乙乙ではアユのビブリオ病を中心にまとめてみる。

V. anguillarnmはすべての魚を冒すわけではなく，あるいくつかの種類の魚を選択的に冒すものと考え
られる。乙のζ とは今までの自然、感染例を見てもある程度推測しうるし，また第E章で示す感受性の比較実
験結果からも裏付けられる。本菌による流行病が認められたという点からいえば，本菌に対し高い感受性を
持つものとしてはまず第ーにアユ，それに次いでニジマスを挙げる乙とができる。そしてζ の2種に比べる
とやや感受性は低いと考えられるが，一応ある地域で継続して本菌感染症が存在している乙とから，ニホン
ウナギを感受性を有する魚種として付け加えることができる。

次には感染体である本菌は先に述べたように淡水中では生存しえないととから考えれば，本菌感染症は海
水ないし汽水中の魚，もしくはそのような水域で生活した経歴をもっ魚にのみ発生する乙とになる。もちろ
ん先に実験結果を示したように 6時間程度の短時間であれば淡水中でも生存可能であるから，養殖場のよう
な魚の密度の高いと乙ろでは容易に伝染しうると考えられるが，その場合でも長初に発病する個体はやはり
別のととろで感染を受けたものと考えられる。 ζのような海水とのつながりという面からみれば，海産稚ア
ユおよびシラスウナギはともに十分感染の機会を持っているし，徳島県松茂町付近の養殖池のウナギの場合
は継続的にある程度塩分があるような環境におかれており常K感染の可能な状態下におかれていると見ると
とができる。しかし琵琶湖産アユの場合は海水とのつながりという面からはまったく説明ができない。餌と
しての海産魚からという経路も考えられるが，すべての池の場合をそれで説明する乙とはできない。乙の琵
琶湖産アユのビブリオ病，あるいはニジマスにおけるビプリオ病を考えると . V. anguillarnmが何等かの
形で淡水域Iζ定着している可能性が考えられるが， ζの点については別に検討されねばならない。

もう一つ考慮しなくてはならないのは，本菌は obligatepathogenではなく facultativepathogen (条
件性病原体)であるという ζ とである(EVELYN. 1971)の。すなわち本菌と本菌に対し感受性を有する
魚が接触すれば必ず感染が成立し発病に至るといったものではないという ζ とである。魚側の状態が悪く，
抵抗力が低下するとか，環境が変化し菌が増殖するとかの条件があってはじめて発病が起ζ るのである。魚
側の状態が悪くなるような条件としては，水温あるいは塩分などの環境要因が急激に変化するとか.物理的
なショックを与えられるとか，水質が悪化するなどが最も典型的なものとして考えられる。乙の点において
海産稚アユあるいはシラスウナギは採捕および運搬という物理的ショックを受け，淡水JI質化という環境変化
による生理的ショックを受ける要素を有している乙とで問題となるわけである。特に稚アユはウナギに比べ
るとそのような物理的あるいは環境的影響に対して著しく敏感であり弱い魚といえよう。

以上の要因をまとめてみると，本菌感染症に最もかかり易い魚とは，本菌に対し高い感受性を有する乙と，
海水中で生活する時期がある乙と，採捕および淡水l順化あるいは運搬というような物理的影響および環境の
急変という悪条件にさらされ，かっそのような影響を強く受ける弱L、魚であるとと，などの諸要因を備えて
いるものという ζ とになる。そしてそれらの要因をすべて備えているものといえば海産稚アユが挙げられふ

また浜名湖においてみられた海水順化過程lζ発生したニジ7 スのビブリオ病の場合，あるいは伊川津の実
験所での海水蓄養ウナギに発生したビブリオ病の場合も，ほぼこれらの条件を満たしていた例とみることが
できょう。 ζれらに対し，沼津の養殖ハマチの例や神西湖の天然ボラの例は，上記の条件のうちいくつかの
条件がたまたま重なったために，本来あまり本菌に対し感受性を有していない魚種に発生した例とみる乙と
ができょう。

ζのように見てくると，浜名湖などの海産稚アユに本病が多発するのはむしろ必然的とさえ言えよう。も
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ちろん自然減耗についても検討しなくては断言できないが，現在のような状況では多少技術的な改良を加え

ても，海産稚アユを種苗化する ζ とはかなりの減耗を伴ない，資源、の有効利用という点からみて大いに問題

があると恩われる。

また養殖過程におけるアユのビブリオ病についてみても，海産稚アユにおけるι噛の延長とみることがで

きる。すなわち淡水順化の過程を薬剤などの助けを借り，なんとか乗り切って養殖池に移したものが，再び

魚が抵抗力を失うような条件を与える乙とにより，一部の保菌魚を発病させ，短期間のうちに地全体に病気

を拡げてしまうと考えられる。従って保菌している可能性のない種苗を用いる ζ とが望ましいわけであるが，

たとえ保菌していても他の条件を成立させないようにすれば，すなわち魚の健康状態を良く保っておけば，

本病の発生はかなり防げるものと恩われる。薬lζ依存した予防あるいは治療対策には様々な問題があるとと

はすでに一部で実証されているし，今後は魚、の健康状態を維持しうる養殖方法というものを検討し直すζ と

が最大の課題と考えられる。

なお世界的にみても，本菌感染症が多発する魚穫が，ウナギおよびサケ科魚類に限られている ζ とをみれ

ば，高い感受性を有するとともに先にあげた条件がととのい易い魚種に発生しているとみるととができる。

第 E章 Vibrio anguillarumの性状および分類学的考察

1907年 BERGMANはスウェーデンの西海岸におけるウナギの疾病を研究し，病魚の躯幹部lζ発赤腫脹性

の患部が観察されたととからとの疾病を roteBeulenkrankheitと呼び，病因は一種の防brioである乙と

を明らかにし，それを Vibrioanguillarumと命名した (NYBELIN1935a) 43)。なお乙れより以前にイタ

リアにおけるウナギの reddiseaseを研究した CANESTRINI(1892)は病原菌を Bacillusanguillarum 

として記載しているとのととである(保科 1962)76) 。

その後 BRUON and HEIBERG (1932)がデンマークのウナギの Rotseucheを研究し，病原菌を v.
anguillicida n. sp.と名付けたが. SCHλPERCLAUS (1934) 42)はそれを反 anguillarumと同一種であ

とし，以後 V.anguillicidaなる種名は使われる乙とがなかったようである。

V. anguillarum K関する知見はまず BERGMAN(1909) により与えられ，その後 SCHAPERCLAUS

(1934)および NYBELIN(1935a) らによって付け加えられはしたが，生化学的性状の記載が十分でなか

ったためか Bergey'smanual of determinative bacteriology第 7版(1957)8)附託己載されなかった。

本種について最初に最も詳しい性状記載をしたのは SMITH(1961) 66)であろう。

SMITH (195984)， 1961)は英国スコットランドの Dee川河口の Salmotrutta の病魚からはほとんど

pureな形で一種の vibrioを分離し. Torry Research Stationより取り寄せた V.anguillarum NCMB 

6 (BAGGE and BAGGE 1956 がデンマーク沿岸のタラから分離した株)の性状と比較検討した結果，

彼女自身の分離菌を V.anguillarum と同定した。彼女はその分離株が NYBELIN(1935a)の示した A，

B いずれの type にもあてはまらない乙とから，新たに Ctypeを提案した。また彼女は乙の時，保科が

ニジマスから分離した反 pおciumvar. japoni，ωsおよび HODGKISSand SHEWAN (1950) 14)がカレイ

仰ωronectesplatessa)から分離した V.ichthyodermis (乙れは最初 Pseudomonasichthyodermis 

として報告され，後K Vibrio属に移されたととはすでに述ベた)についても比較検討し. V. piscium 

var. japonicusは V.anguillarum K含めうると述べている。前主主で述べたように著者が浜名湖産椎アユか

ら分離した菌を V.anguillarumと同定した拠り所も乙の SMITHの報告にあった。

その後 Rosset al. (1968) 6) がアメリカ合衆国アリゾナ州の淡水養殖ニジマスから V.anguillarum 

を分離し，本菌種が Bergey'sManual IC登載されるべきであると主張した。 1969年には我が国からも江草85)

lとより本菊 IC関する総説が出され，さらに 1971年にはカナダの EVELYN5)およびスコットランドの

HENDRIE et a1.9)により本薗の定義に関するかなり具体的な提案がなされた。その結果，新しい Bergey's

Manual第 8版 (1974)10) に本菌種が収められ，細菌分類学上ょうやく認められるに至ったわけである。
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Tこだ新しい点として注目しなければならないのは， HENDRIE et al.が提案していたように， Bergey's 

Manual第8版lζ収載された V.anguillarumは従来から V.anguillarumと呼ばれていたものはもとより，

V. ichthyodermis， ~て piscium および医 piscium var. japonicusを合わせたものとして記載されてい

るという乙とである。

さらに V.anguillarumは人聞の病原菌でありまた魚、からも分離される V.parahaemolyticus (腸炎ピブ

リオ)およびその近縁種である V.alginoly ticusとの関係が問題にされ，比較検討がなされてきている。

乙のような樹兄のもとに，現在まで著者が種々の病魚から分離してきた V.an伊 illarum61株(他の研究

者が分離し著者が同定したものも一部含む)の性状を整理するとともに (ζのうちの31株についてまとめた

ものを過去に報告した，室賀・江草 1973師)) ，坂崎 (1967)63)の検査した V.anguillarum 7株(彼の

報告中では V.anguillarum 3株， V. piscium var. japonicus 2株，V. ichthyodermis 2株となってし、

る)の性状および比較的最近出された外国からの報告にある分離株の性状を比較しながら.Bergey's 

Manual第8版に記載された広 an炉 illarumの typedescription について検討を行なってみた。

また今まで我が国で報告された魚類病原性 vibriosとの比較をするとともに，最後に V.parahaemoか-

ticusおよび V.alginoly ticusとの比較検討を試みた。

第l節 各 種 病 魚 よ り 分 離 し たに anguillarumの性状

〈材料および方法〉

性状検査に供した V.angui/larum 61株を海水中の病魚から分離したもの(以下海水株という)31株と，

淡水もしくはわずかに塩分を含む汽水中の病魚から分離した株(以下淡水株という)30株とに分け，それぞ

れの由来を表16および表17K示した。

表16K示したように，海水株は19邸年から1974年にかけて，浜名湖(弁天島)，利根川河口(波崎)およ

び伊豆の海産稚アユから分離したもの，岡山県水試の人工癖化育成アユから分離したもの，愛知県伊川津に

あった東大水産実験所の海水蓄養ウナギから分離したもの，静岡県水試浜名湖分場の海水蓄養ニジマスから

分離したもの，および沼津の養殖ハマチとカンパチから分離したもの，計31株である。また淡水株は表171乙

示したように， 1968年から197鮮手にかけて，滋賀県彦根，長野県佐久，徳島県阿南および日和佐，および岡

山県総社の養殖アユから分離したもの，徳島県松茂の養殖ウナギから分離したもの，および島根県神西湖(

汽水)のボラから分離したもの，計30株である。

多くの項目についての性状検査は各株分離後， 1~2 カ月以内に行なわれたが，いくつかの項目について

は後に追加的に行なわれた。なお本章第3節K示す V.parahaemoly ticus との性状比較のために PB-3

(1966年分離)など5株について1971年に再検査したが，その結果は分離直後に行なわれた実験結果とまった

く一致していた。

性状検査は，多くの項目について市販の検査培地を用い，細菌学実習提要(伝期丙研究所学友会編 1958)

87) .臨床細菌検査の実際(SCHAUB，坂崎・波間訳 1964)88)，腸炎ビブリオ(坂崎 1964)62) ，その第

E集(坂崎 1967)63)， Identification methods for microbiologists， part A (HAYWARD 1966)89¥ 

A guide to the identification of the genera of bacteria (SKERMAN 1967r1) などにある方法iζ従

って行なった。し、くつかの項目についてのみ検査方法を以下に示す。

Sensitivity to 0/129 (vibrio static agent) :坂崎(1964)の記載に従い， 2， 4・diamino-6・7・diiso-

propyl pteridine 150 l略を ethylalcohol . ethyl ether等量混合液10mllζ溶解し，これを直径6.5皿の円

形椿紙にしみ込ませた後，3TCで乾燥して freezer中に保存したものを discとして使用した。

Sensitivity to novobiocin and penicillin : novobiocinの場合は 2mcg disc傑冊を使用し， peni-
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PB~1 

PB~3 

PB~5 

PB~6 

PB~7 

PB~15 

PB~26 

PB~27 

PB~28 

PB~29 

PB~37 

PH~1 

PH~2 

PH~4 

PI~6 

PO~14 

PO~15 

PO~16 

PO~18 

PO~19 

PO~20 

PO~21 

PO~54 

PO~55 

PO~56 

PO~58 

EI~5 

EI~6 

RB~1 

YN~8 

KN~11 

V. anguillarum 

Table 16. Strains of Vibrio anguillarum isolated from 

diseased fishes in sea water 

Host fish Location 

Ayu Bentenjima. Shizuoka 

" 

" 

" 
" 

" 

" Hazaki， lbaragi 

Izu， Shizuoka 

" Ushimado， Okayama 

" 
" " 
" 
" 
" 
" " 
" 

" 
Eel Ikawazu， Aichi 

" 
Rainbow trout Bentenjima， Shizuoka 

Yellow tail Numazu， Shizuoka 

Kampachi 

Year 

1965 

1966 

1967 

" 

" 

1970 

1973 

" 

" 1974 

" 
" 
" 

1966 

Ayu (Plecoglossus altivelis)， Eel (Anguilla japonica)， Rainbow trout (Salmo gairdneri)， Yellow 

tail (Seriola quinqueradiata)， Kampachi (S. purpurascens). 

cillin の場合は 10 u disc (栄研)を使用して判定した。

135 

2，3・butanediolproduction : BULLOCK (1961)如) の記識に従い， K2HP04 を0.5%含む nutrient

broth 4.5 ml IC滅菌した glucose溶液 (15%)を0.5mt加えたものを培地とし， 48時間培養後lζ2.3必過

沃素酸溶液を 1mt加え，よく振ってから 30分間室温lζ放置し，さらに piperazine溶液(蒸留水 99mt IC 

piperazine hexahydra te 25 gを溶かし.87%ギ酸を1.3 mt加えたもの)を 1.5mt加え，最後に 4% sodium 

nitroprusside 溶液を0.5mt加え，直後にみられる青色の発色で判定した。

Decarboxylase for arginine， lysine and ornithine : A guide to the identification of the genera 

of bacteria に記されている Falkowmethod Iζ従し" Bacto-peptone 5g，酵母エキス 3g • glucose 19 

および bromcresol purple (1. 6 %溶液) 1 mtを1tの蒸留水に溶かしたものを基礎培地とし， arginine， 

lysineおよび ornithineをそれぞれ0.5%になるように加えた培地で培養し検査を行なった。なお arginin巴

の検査の際，培養後IC ammoniaの有無を調べたところ但nmomaが検出されたので. decarboxylase 
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Table 17. Strains of Vibrio anguillarum i釦 latedfrom di田a田d

f1Shes卸 freshwater

Strain Host fish Location Year 

PSh-l Ayu Hikone， Sh抱a 1968 

PSh-2 " " 1969 

PSh-8 " " 1970 

PSh-9 " " " 
PSh-l0 " " " 
PNa-l " Saku， Nagano 1969 

PT-3 " Anan， Toku晶画la 1973 

PT-4 " " " 
PT-5 " " " 
PT-8 " " " 
PT-9 " " " 
PT-I0 " " " 
PT-ll " " " 
PT-12 " " " 
PT-14 " " " 
PT-15 " " " 
PT-16 " " " 
PT-17 " " " 
PT-18 " " " 
PT-19 " Hiwa鈎， Tokush卸la " 
PT-22 " Anan， Tokush加la " 
PT-23 " " " 
PT-24 " " " 
PT-25 " " " 
PH-5 " Soja， Okayama " 
ET-l Eel Matsushige， Tokush加国 1971 
ET-23 " " 1972 
ET-24 " " " 
MSh-8 Grey mullet Jinz泊ko，Sh耐lane " 
MSh-23 " " 

Ayu (Plecoglossus altivelis)， Eel (Anguilla japonica)， Grey mullet (Mugil cephalus) 

より dihydrolaseの方が作用していると考えられたが，準拠した textでは decarboxylasetestとなって

いたので乙とでは一応arginineの場合も decarboxylaseという表現をとった。

Chitin decomposition: i.腸炎ビプリオ」中の柳沢(1964)91) の記載に従い. Campbellの基礎培地

(K2HP04 1 g， MgS04 0.5 g， CaCh 0.1 g，蒸留水1t) K chitinを加えた培地で2週間培養し判定し
~-g、ー。

Hemolysis of horse and human blood (TS) : 5%血液加 Trypto-Soy 寒天培地を用い. 2日間培
養し判定した。

Hemolysis of human blood (Azuma) : 5%ヒト血液加吾妻変法培地(神奈川現象検査培地)を用い

て判定した (LECLAIRet al. 1970)92) 。

なお海水株を検査する場合には NaCl濃度を 3%にした培地を用い，淡水株を検査する場合には NaCl

を特に加えないか，または 0.59ぢの濃度になるように加えた培地を使用し，培養温度はいずれの場合も2シー
28'Cとした。

塩分耐性:1 9彰ペプトン水 (pH7.0 -7.2) に所定の濃度になるように NaClを加えた培地で48時間静置
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培養し，発育を肉眼的に観察し判定した。

病原性試験:普通栄養寒天培地にて2ト 28'C，48時間培養したものを滅菌食塩水 (NaCI0.85%)に懸濁さ

せ，所定の菌量をニホンウナギの体側筋肉部へ接種した。接種量は 111恵(湿薗重量)/100 g (魚体重)と

し，水温1号、-2S'Cの下で 1週間以内にウナギを死亡させた場合，病原性を有すると判定した。

〈結果および考察〉

乙の61菌株は海水中および淡水中の病魚から分離されたわけであるが，その魚種をみると，ハマチおよび

カンパチという海産魚を除けば，アユ，ウナギ，ニジマスおよびボラという海水および淡水いずれの水域に

も生活している，あるいは生活しうる魚種に限られていることが興味を百|く。本研究ではアユが主たる対象

魚となっているが，乙乙ではその由来する魚種に関係なく分離菌を海水株と淡水株lζ分けてその性状を検討

してみた。海水株31株の一般性状を表181ζ，糖分解能を表19K示し，淡水株30株の一般性状を表2OIC，糖分

解能を表21にそれぞれ示した。更にそれらの結果を表22にまとめてみだが，そこでは各試験の結果を海水株

および淡水株，更にはすべての株を合わせたものとして+もしくはーに表示し，括弧内tζはそれぞれの表示

にあるような反応を示した株数の検査株数に対する割合 (percentage)を示した。乙乙では乙の表22にまと

めた結果を中心に論議を進める乙とにする。

一般性状において，すべての株に共通している性状をまとめてみると以下のようになる。本菌は短梓菌(

長さ 1-3μ)で1本の極鞭毛を有し活発に運動し，グラム陰性で，普通栄養寒天培地上で正円形の比較的

透明なコロニーを形成し，競走 (swarming)する乙とはない。

Glucoseを醗酵的に手1朋し gasは産生しない。 Oxidase(GABY and HADLEYおよび KOVACSの方

法による)を産生し， vibrio static agent (0/129)および novobiocinK感受性を有し， penicilIin Kは

感受性を示さなし、。ただし沼津のハマチから分離された YN-8株およびカンパチから分離された KN-ll

株は penicilIinIC対しどく弱い感受性を示した。また表22には示されていないが，他の抗生物質やサルファ

剤に対しては前章第2節で示したように， 1968年以前の分離株は chloramphenicolと tetracyclineK高い

感受性を示し， sulfisoxazole K対しでも多くの株が感受性を有していたが， 1973年の分離株は chloram 

phenicol および tetracycIineIC対しても感受性を示さないものが認められ， sulfisoxazole'ζ対しては

すべての株が感受性を示さなかった。

Catalaseを有し， litmus milkをぺプトン化もしくは凝回し.硝酸塩をE硝酸に還元し， gelatinを

層状もしくは漏斗状に液化する。 Voges-Proskauer試験 (acetyl-methylcarbinol= acetoin産生〕陽性で，

2，3・butanediolを産生し， SIM 培地で硫化水素を産生しない。

Arginine脱炭酸酵素 α見水素酵素)を有し， lysineおよび ornithine脱炭酸酵素は有しない。多くの

研究者はargm泊e脱水素酵素として結果を記載しており，本研究においても一部の株をTHORNLEY1960 

明の方法によって検査したととろ脱水素酵素を有するととが確められたので，他の研究報告との比較の際

には arginine分解という表現をとった(表23参照)0 Phenylalanine脱アミノ駿反応は陰性で，尿素を分解

しなし、。

酒石酸塩 (Jordan培地)を手Ij用し，殿粉を加水分解する。ウマおよびヒトの血液に対し溶血性が認められ

神奈川現象(吾妻変法培地におけるヒト血液溶血性〉についてはどく少数の株について調べたと乙ろ陽性の

株と陰性の株とがあった。

また大多数の株はクエン酸塩 (S泊lmons)を利用し， cholera red反応および methylred反応は陰性で，

7 ロン酸塩を利用し， chitinを分解しない。 lndole産生については全体的には陽性株が多いが，陰性株

もかなり存在する。

ニホンウナギに対しては，検査した45株中必株が病原性を示し， 1株(PT-15柄。のみが，接種したウナ

ギに接種部位の膨隆などの変化を引き起乙したが死亡させることなく，病原性陰性と判定された。
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次に糖分解能についてみると， 11の糖に対してはすべての株で反応が一致している。すなわち， dextrin， 

fructose， glucose， ma1tose， mannose， starchおよび sucroseを分解し， adonitol， dulcitol， lactose 

および xyloseを分解しない。それ以外の 13の糖に対しては株によって反応が異なるが， 90%以上の株は，

treha10seおよび mannitolを分解し， rhamnose， inulin， salicinおよび inositolを分解しない。

Raffinose， glycogen， sorbitol， arabinose， galactose， cellobioseおよびglycerinK対しては株lとより反応

はまちまちである。
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Carbohydrate utilization and NaCI・toleranceof Vibrio anguillarum isolated from di田asedfishes加盟awater Table 19. 
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_____ Strain 

T'est ______ 

Acid from Dextrin 
Fructo鈎
Gluc沼田

Maiぬ田

Manno臨

Starch 
Sucrose 
Adonitol 
Dulcitol 
Lactose 
Xylo田
Trehaio田
Rhamnose 
In叫泊

Saiicin 
Mannitol 
Inositol 
Raffmo田

Glycogen 
Sorbitol 
Arabinose 
Gaiacto田

Glycerin 
eeUob句碑

Table 21. Carbohydrate utilization and NaO・toleranceof Vibrio anguillarum isolated 

from di田a輯 dfislles in freshwater 
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Table 22. Characteristics of Vibrio anguularum studied 
必E、泊コ・

31 30 61 Carbohydrate 31 30 61 

General character strains strains strains utilization & strains strains strains 

(sea water) (freshwater) NaC1・tolerance (sea water) (freshwater) 

Single polar flagellum + (100)* + (100) + (100) Dextrin + (100) + (100) + (100) 

Moti1ity + (100) + (100) + (100) Fructose + (100) + (100) + (100) 

Gram stain ←(100) (100) 一(100) Gluco揖 + (100) + (100) + (100) 

Swarming (100) 一(100) 一(100) Maltose + (100) + (100) + (100) 

Fermentation of glucose + (100) + (100) + (100) Manno揖 + (100) + (100) + (100) 

Gas from glucose 一(100) (100) 一(100) Starch + (100) + (100) + (100) 

Oxidase Cytochrome. + (100) + (100) + (100) Sucro田 + (100) + (100) + (100) 

Kovacs + (100) + (100) + (100) Adonitol 一(100) 一(100) 一(100)

Sensitivity to 0/129 + (100) + (100) + (100) Dulcitol 一(100) 一(100) 一(100)

Novobiocin + (100) + (100) + (100) Lactose 一(100) 一(100) -(100) 

Penicillin ( 92) (100) 一(96) Xylo田 一(100) ー(100) 一(100)

Catalase + (100) + (100) + (100) Trehalose + ( 93) + (100) + ( 97) 

Litmus mi1k peptonization + (100) + (100) + (100) Rhamnose 一(94) 一(100) 一(97) 州E

Nitrate reduction + (100) + (100) + (100) Inulin 一(100) 一(91) 一(95) 

Gelatin liquefaction + (100) + (100) + (100) Salicin ー(100) 一(91) 一(95) E誼

Voges-Proskauer test + (100) + (100) + (100) Mannitol + ( 87) + ( 97) + ( 92) 

2， 3・butanediolproduction + (100) + (100) + (100) Inositol 一(87) 一(93) 一(90) 王酪

H2S production (100) (100) 一(100) Raffino脂 ー(100) + ( 59) 一(72) 

Arginine decarboxylation + (100) + (100) + (100) Glycogen 一(52) + ( 95) + ( 68) 
議

Lysine 一(100) (100) 一(100) Sorbitol + ( 73) + (、62) + ( 66) 

Ornithine (100) (100) 一(100) Arabino田 +(61) 一(79) 一(58) 

Phenylalanine deamination 一(100) 一(100) 一(100) Galacto田 + ( 87) 一(77) + ( 56) 

Urease production (100) (100) 一(100) Glycerin 一(81) + ( 79) 一(55) 

Tartrate (Jordan) + (100) + (100) + (100) Cellobiose + ( 68) 一(66) + ( 52) 

Starch hydrolysis + (100) + (100) + (100) 

Hemolysis of horse blood + (100) + (100) + (100) NaC1 

human blood + (100) + (100) + (100) 。% 一(74) 一(69) 一(72) 

human blood in Azuma + ( 50) + (100) + ( 60) 0.5 + (100) + (100) + (100) 

Citrate (Simmons) + ( 97) + (100) + ( 98) + (100) + (100) + (100) 

Cholera red test ( 97) ( 97) 一(97) 3 + (100) + (100) + (100) 

Methyl red test (100) 一(87) 一(93) 5 + (100) + (100) + (100) 

Malonate + ( 74) + ( 90) + ( 82) 7 +(61) 一(80) 一(61) 

Chitin decomposition 一(74) (100) 一(75) 10 一(100) (100) 

Indole production + ( 77) 一(63) + ( 57) 

Pathogenicity for eel + (100) + ( 95) + ( 98) 

) = % having reactions as given 
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塩分耐性の点では. NaCl 0% (ペプトン水そのものの NaCl濃度は測定していないので，正確にいえば，

NaClを加氏ないペプトン水という乙とになる。)では約4分の3の株が発育せず. 0.5必から 5;;ちまでの範

囲ですべての株が発育し，特に 1~3%において最もよく発育する。 NaCl 7 %になると海水株では比較的

多くの株が発育し，淡水株では逆に発育しない株が多く，全体を合わせると発育するものとしないものとが

半身程度になる。表には NaCl10%の結果を示したが. 8%以上ですべての株が発育不可能と思われた。

第 I章で PB-1株(浜名湖商佐アユより分離)などを用いての実験結果に示されたように，発育可能 pH

は 6~1Oで，発育?Ë適 pH は 7~8である。発育可能温度は1~3TCで，発育至適温度は30.C前後にある。

以上が著者が分離してきた V.anguillarumの性状であるが，他の研究者の報告との比較は次節lζ回すと

し，乙乙では海水株と淡水株の違いについて検討してみる。

すでに述べてきたように，一般性状の多くの項目において海水株と淡水株の性状は一致している。やや詳

しくみるならば，クエン酸塩利用では海水株κのみ陰性株(1株)があり. methyl red反応においては淡

水株にのみ陽性株 (4株)があり，さらに indole産生能で、は海水株iζ陽性株が多く淡水株に陰性株が多い

点が違いとして挙げうる。しかしながら，クエン酸および methylredの点では上記のような反応を示す株

はむしろ例外的なものであり，海水株と淡水株の違いとみる乙とはできなL、。また indoleの点については

海水株と淡水株の違いではなく.1973年の分離株のみが陰性であったための違いである。 Chit泊分解にお

いては海水株にのみ陽性株(微陽性株6株〕があるが，その数は少なく，また淡水株についてはほとんど調

べられていないこともあり，やはり乙の点も海水株と淡水株の違いとすることはできない。さらにウナギに

対する病原性の点でも差はなく，一般性状においては海水株と淡水株の差違はなし、ものとみる乙とができる。

次に糖分解能についてみると. dextrinから xyloseまでの11の糖に対する反応は前述の如くすべて一致

しており，それ以外のいくつかの糖の分解において海水株と淡水株の間にわずかな違いがみられる。o'Jえは

海水株にのみ trehalose陰性株(1船および rhamnose陽性株 (2株)があり，淡水株にのみ泊ulin陽

性株 (2株)および salicin陽性株 (2株)がある。また海水株の多くは raffinose陰性 (100;;的，

glycogen陰性 (52:紛. arabinose陽性 (61鈎. galactose陽性 (87紛.glycerin 陰性 (81%) • 

cellobiose陽性 (ffi%)であるのに対し，淡水株の多くはこれと逆に. raffinose陽性 (59%).glycogen 

陽性 (95%). arabinose陰性仰紛. g心actose陰性 σ7%). glycerin陽性 σ9%) • cellobiose 

陰性 (66;;引となっている。特に galactose(海水株十87%.淡水株一77%)および glycerin (海水株-

81;;彰，淡水株+79;;的に対する反応が比較的高い割合で相反するとみることもできるが，いずれの場合も90

第以上の株が相反する反応を示すわけではないので，糖分解能においても海水株と淡水株とを区別しうるよ

うな違いはないと判断した。

塩分耐性においては 7%における発育にわずかな違いが認められ，海水株の多く (61%)のものは発育可

能であるのに対し，淡水株の多く(加%)は発育不可能となっている。

なお，海水株の場合は通常 NaClを3%含んだ格地を分離および維持に使用していたのに対し，淡水株ω

場合は NaCI0.5%の培地を用いていたので，それによる影響もあるかもしれないと考え，異なる塩分濃度

の培地で総代培養することにより，塩分耐性が変化するかどうかを調べてみた。その結果，継代培養により

塩分耐性が大きく変化するようなことはなく，海水株と淡水株の塩分耐性の差は維持されることがわかった

(室賀・属 1974)94)。従ってやはり NaCl7%における塩分耐性に関しては，海水株と淡水株との聞に若

干の差があるものと考えられた。

以上を総合すると，海水株と淡水株との聞には NaCl7 %における塩分耐性. galactoseおよび glycerin

分解性などにわずかな違いが認められるが，全体的にみればこの両者を特に区別する必要はないもωと判断

された。
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鰐2節分類学的考察

前節で示してきた著者の分離した灰 anguillarumの性状をBergey'smanual of determinative bacte-

riology 8th ed. (1974)における本菌の typedescriptionと比較するとともに，本菌の代表的な株につい

ての坂崎 (1967)の検賓結果および比較的最近外国から報告されたものの性状を比較する乙とにより .v. 
anguil1arumに関する考察を行なった。

〈材料および方法〉

性状比較のために引用した報告中の菌株由来を以下に説明する。

坂崎(1967)ω):NCMB 6 = ATCC 19264... BAGGE and BAGGE (1956)67} がデンマークのタラ

Gadus callal加病魚より分離.NCMB 828 = ATCC 14181，" NCMB 829・・・SMITH(1961)“}がスコ

ヴトランドの Salmotrutta病魚より分離..NCMB 571， NCMB 572... (医 p舵 iumvar. japonicus)， 

HOSHINA (1957)叫がニジ7 スSalmogairdneri病魚より分離. NCMB 407， NCMB 1291... (v. 

ichthyodermis)， • NCMB 407は HODGKISSand SHEWAN (1950)叫がスコットランドのカレイ

Pleuronectes platessa病魚より分離。

Ross et al. (1968)り:アメリカ合衆国アリゾナ州の淡水養殖ニジマス病魚より分離。

CISAR and FRYER (1969)3) : アメリカ合衆国オレコーン州の海水飼育マスノスケ Oncorhynchus 

tschawy tscha病魚より分離。

EVELYN (1971)5):カナダ NanaimoBiological Stationで海水飼育していたサケ αlcorhynchus

ketaとベニマス O.nerka • および West Vancouverの PacificEnvironmental Instituteで 御k飼育

していたカラフトマス O.gorbuschaと7スノスケ，それぞれの病魚より分離。

HACKING and BUDD (1971戸:カナダの OntarioVeterinary Collegeの研究室へ持ち込まれた淡

水熱帯魚(タイガーパルプ Puntiussp.およびドジョウ Acanthrophthalmussp. )の病魚より分離。

LEVIN et al. (1972)の:アメリカ合衆国RhodeIslandの NarragansettBayで諜獲された winter

flounder (Pseudopleuronectes americanus)倒丙魚より分離 (12株)。

HAASTEIN and HOLT (1972)51) :ノルウェーの Bergen近くの海で捕獲されたcoal-fish (Gadus 

virens)，タラ (G..morhua)，カレイ (Pleuronectesplatessa， P. flesus)， dab (Limanda limanda)および

マス(品lmosalar)，それぞれの病魚より分離 α0株)。
MCCARTHY et a1. (1974)52) :イギリスの Weymouthにある研究所において，淡水で飼育されたニ

ジ7 スを海水に順致させた時に発病した病魚より分離。

〈結果および考察〉

表231(一般性状についてまとめ，表24には糖分解能ならびに塩分耐性についてまとめてみた。なお引用し

た著者の記載に結果の示されていない項目については，その株に関する他の研究者の記載を引用し， asterisk 

を付けて示した。また著者の分離株， LEVIN et al.および HAASTEINand HOL Tの分離株の悼拭記載の

一部K括弧をつけた数字を示したが，乙れは先の著者の分離株の性状をまとめた表221ζ用いたと同じように，

表示した反応を示した株数の割合ー(%)を示したものである。

なおBergey'sManualの typedescription には証識されていない性状がいくつかあり，特に糖分解につ

いての記載が少ないので， HENDRIE et a1. (1971)9)の提案した typedescriptionを表中の該当欄に括

弧を付けて併記し，比較の対象に含めた。

まず著者の分離株と Bergey'sManual における性状記載を比較する。表23および表241(示されたほとん



Comparison in general characteristics of Vibrio anguillarum reported by several workers Table 23. 
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どの項目において，著者の分離株の性状は Bergey'sManualの記載に一致し，本分離株は V.anguillarum 

と同定しうるととがあらためて確認された。ただクヱン酸塩利用. indole産生および塩分耐性など

の点においである程度食い違いがみられるが，それらについては後で他の研究者の報告結果を総合して論議

する。

次lζ坂崎の検査した V.anguillarum 7株(先ICも述べたように坂崎は3菌種7株の性状として報告して

いる)の性状をみると.cholera red， methyl red， indoleおよび starchなどいくつかの糖分解性におい

て相互に食い違う点は認められるが，全体的Kはほとんど一致しており. HENDRIE et al. (1971)が提案

し，清水(1972)95)および坂崎(1972)65)自身も認めているように V.piscium var. japonicus および

χichthyodermisは V.anguillarum IL含めうる乙とが示されている。

以下個々の問題点について他の研究報告を合わせて論議を進めてみる。

まず鞭毛については. Bergey's Manualの typedescriptionでは一応端在単鞭毛とし. Achromo-

bacter ichthyodermi・sの WELLSand ZOBELL (1934) 12)の最初の記章宮では lophotrichous(叢毛性)

となっている乙とを付記している。しかしながらその後 ZOBELL(1946) 13)自身，その分離菌は 1本の鋭

鞭毛を有するとし Pseudomonas属に移すべきであると述べているし. HODGKISS and SHEWAN (1950) 

14)が分離した Ps.ichthyodermisも端在単鞭毛を有するとなっている。また Rosset al. (1968)6)は

ニジマスから分離した V.anguillarum について，多くの細胞は端在単鞭毛を有するがなかには周毛と呼ぴ

うるような鞭毛を有する細胞が少数ながら存在したと報告している。

著者はかなり長くなった細胞で両極ILI本ずつの鞭毛を持った分裂寸前のものと恩われるものは見ている

が， tuft polar (= lophotrichous)あるいは peritrichous (周毛〉といったような鞭毛は観察していな川

いずれにしても V.anguillarumの基本的な形は singlepolar flagel1umと考えてよいであろう。

Vibrio static agent IC対する感受性は比較的重要な項目と恩われる。本薬剤に対する感受性は現在のと

乙ろ genusVibrioの鑑別の keypoint になっているので. LEVIN et al. (1972)的の報告中にある

0/1291C対する感受性陰性の 1株は V.an.伊 illarumとするにはいささか問題があるものと思われる。

Penicillin Iζ対しては著者の分離株中に弱い感受性を示すものが2株存在するが，一般的に本菌は penicil1in

lζ感受性がなく novobiocinには感受性を有するとしてよいであろう。他の抗生物質などに対する感受性は

薬剤の使用などにより変化する乙とは，すでに第 I章第2節ICおいて述べたように，我が国における1973年

の分離株により実証されている。

Voges-Proskauer (以下 VPと略) testも比較的重要な項目ι思われる。 HENDRIEet al. (1971) 

の提案では usual1ypositive となっていたが Bergey'sManualでは variableとなっている。 VP

陰性株は plaiceから分離された NCMB407株と LEVINet al.が winterflounderから分離した株だけ

であり，それらの株が分離された plaic喝および winterflounderの症状は dermatitisと表現されてい

る。また最初に V.ichthyodermis (Achromobacter ichthyodermis)を分離した WELLSand ZOBELL 

(1934) 12)によれば.Fundulus parvipinnis にみられた病巣は皮膚および筋肉に限局されており，内臓お

よび血液からは病原菌が分離されなかったと報告されている。とのような症状は著者が観察したアユのピブ

リオ病，あるいは第E章で示すウナキーでの実験的感染症に特徴的にみられる全身感染症とはかなり異なるも

のである。魚種の違いは無視できないが，やはり VP陰性である株収 ichthyodermisgroup)と他の v.
anguillarumとは病原性の点において異なった性質をもっている可能性がある。

硫化水素産生およびクエン酸塩利用については研究者により結果が異なっており，特にクエン酸塩利用に

おける著者の分離株の結果は Bergey'sManualの記識に相反するものとなっているが，乙れらの項目にお

いては検査方法の違いが含まれているので，そのまま結果の違いを問題にするととはできないと思われる。

Cholera red および methylred testにおける反応は，株により陽性，陰性いずれも存在するものと恩わ

れる。 Malonate，ζ関しては著者の分離株のみが陽性となっている。乙の検査は栄研のマロン酸培地を用い.

48時間培養後IL.培地の色がやや青緑色に変化したものを陽性と判定したが，乙の判定基準に問題があるか
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もしれない。

Chitin分解については著者の分離株についてしか検討されていない。著者の分離株の中には陽性と判定

されたものもあるが，その分解の程度はV.parahaemoly ticus IC比べると弱く . V. anguillarumのchitin

分解性は著者の採用した万法による限りは陰性とみてよい。

Indole産生能は Bergey'sManualでは陽性としているが，著者の株および他の研究者の報告をみても

やはり陽性陰性両方あるとすべきである。

次に表24lc示した糖分解能についてみると. dextrinから xyloseまでの11の糖については. mannose 

における HACKINGand BUDDの分離株. starch における NCMB6および MCMB407などの例外

的なものもあるが，一応 Bergey'sManualおよび HENDRIEet al.のま葺樋り，それぞれ陽性もしくは陰

性とするととができる。

なお LEVINet al.の分離株には sucrose陰性. adonitol陽性といった他の株とは違った反応を示す株

が含まれており，先の vibriostatic agent Iζ感受性を示さない株の存在を合わせ考えると，彼等の分離株

(12株)をすべて医 anguillarumとするのはやはり問題があるものと思われる。

Trehalose， salicin， mannitol， inositol， raffinoseおよび glycerinの6つの糖については，各研究者の

結果がほぼ一致しており，乙れらについても Bergey'sManualおよび HENDRIEet al.の5週針重りでよい

ものと思われる。なお rhamnoseについて HENDRIEet al.は陽性もしくは陰性としているが乙れは陰性

とすべきであろうし. inulin については記載がないが， ζれは陰性と規定できるであろう。また sorbitol，

arabinoseおよび galactoseの3つの糖iζ叫、ては陽性もしくは陰性 (variable)とすべきであろうし.glycerin 

および αllobioseは HENDRIEet al.の提集車り陽性もしくは陰性 (variable)としてよいであろう。

塩分耐性の点では. NaCIO.5%から 5%の範囲ではすべての株が発育可能と考えられる。 Bergey's

ManualではO%IC和、て発育可能としているが，乙れは HENDRIEet al.が述べてb、るように特に食塩を加

えぬ nutrientbroth中で発育可能という ζ とを意味しているものと思われ，著者が試験したペプトン水中

とはいささか条件が異なるわけである。厳しくいえば nutrientbrothあるいはペプトン水そのものに含まれ

る NaCI濃度を諦べる必要はあるが，一応 NaCI0%および7%においては発育可能な株とそうでない株が

あるとするζ とができょう。

そのほか，結果は示さなかったがいくつかの重要な点について簡単に触れたい。

本菌の血清 typeについては従来あまり触れられていないが，著者の断片的な検査結果によれば，著者の

分離株だけでもいくつかの typeにまとめる ζ とは困難なように思われる。例えば， 1965年に分離した浜名

湖株 PB-lの抗血清と196昨および1957年の浜名湖株とを反応させてみても凝集反応は認められなかったし，

196俳の浜名湖株 PB-15の抗血樹立1957年の浜名湖株とも反応しなかっむまた1971年の徳島株 ET-lの

抗血清と1972年の徳島株 ET-23，24との聞にも凝集反応は認められなかった。

HACKING and BUDD (1971)7)も彼等の分離株の抗血清を用いて NCMB6および NCMB828と

凝集反応を試みているが，いずれも陰性であったと述べている。 ζのような現象は NYBELIN(1935a)が

すでに認めているととであり. ANDERSON and CONROY (1970)1)が述べているように. V. anguillarum 

と同定された菌株間でも説集反応が認められるととは稀なようである。従って本菌をいくつかの血清 type

IC部類分けするのはかなり困難なととと思われる。

故近，本菌の DNAの gu回泊eおよび cytosine含量(GC値〉について検討がなされており. Bergey's 

Manualでも本菌の GC値を4今回45(HENDRIE et al. は43-46としていた)としているが，との

点についても今後更に検討される必要があろう。なお著者の分離株 PB-l，PB-lS株などについて

ANDERSON and ORDAL (1972)96)が検討し，その GC値を44と報告している。

以上を総合してみると， Bergey's Manual における本菌の性状記載は多くの研究者の報告を包含しうる

ものであり，本菌の性状をかなり明確に定義付けたものとして評価しうる。また従来の fish-pathogenic

vibriosを v.anguillarum 1種にまとめた点も現段階では一応妥当なものと考えられる。
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しかしながら一方では，従来の fish-pathogenicvibriosを一つにしてしまう ζ とにより，病原性の違う

ものが単純に V.anguillarumとして扱われてしまう不安も感じられる。本菌はもともと obligatepatho-

genではなく facultativepathogenであるにしても，向じような性状を持っていても魚に病気を起すもの

とそうでないものが存在するのかどうかといった問題や，アユを冒すものと海産魚を冒すものがたとえ生化

学的性状では一致していても病録性という点でも同じものであるとみてよいのかどうかといった問題につい

ては，更に検討されなくてはならない。そのような問題を検討していくためには，本菌を単純に一種として

包括的にだけ扱うのではなく，病原性およびそれに関連するような生化学的性状にある蓋準をみつけて類別

してし、く必要が出てくるであろう。病原性そのものは不安定な特性で，分類の重要な基準にはなりえないと

もいわれるが，魚病学の立場からは病原性は最も重要な性質と考えられ，本菌K関して病原性の評価という

乙とが重要な研究課題となる。病原性のとらえ方という点に関しては，まず分離された株がその魚の病気の

原因体と認定できるかどうかという乙とと，次いで実験的にはその病原性をどのようにして評価するのかと

いう問題がある。前の点について，少なくとも現在のととろ性状的にある範爵に入っていれば，それが流行

病の原因体として分離されたものも，単に異常魚から分離されたというだけのものも同等にV.anguillarum 

として扱っているわけである。乙の点をもう少し整理していけば V.anguillarumの性質も整理されてくる

のではないかと考えられる。もう一つの問題点，すなわち実験的に確認しうる病原性についてはまずその実

験方法を検討する必要がある。との点については第 E章において著者の検討結果を示すものとする。

第3節我が国で報告された他の魚類病原性 vibrios との比較

前節で示したように V.pisc似m var. japonicusが医 anguillarum の synonymとされた現在，我が

国のニジマスのビプリオ病の原因菌も V.anguillarumという乙とになるが，すべての研究者が必ずしも原

因菌を V.piscium var. japoni，ωsと同定しているわけではない。また海産魚の潰療病の原因菌も v.
anguillarum Iζ近し、ものであるとはいわれながら， 単iζ Vibriosp. とされている。著者がアユなどから分離

してきた V.anguillarumと乙れらの菌の相違点を明確Kするために以下のような比較を行なってみた。

〈材料および方法〉

著者の分離してきた V.an♂ullarumと比較するために，ニジマスのビブリオ病の原因菌に関するものと

して. HOSHINA (1957)16) .岸ら (1958)19) .村江ら (1959)20) .林ら(1964a)22) • SAITO et al. 

(1964)21)の報告および坂崎(1967)ω) の検査結果を取り上げ，海産魚の潰蕩病の原因菌K関するものと

して楠田(1965)29)、木村(1968)32)および安永(1972)36) の報告を取り上げた。

ニジ7 スのビブリオ病の原因菌について. HOSHINAは医 pisciumvar. japoni，ωsと命名し，岸らおよ

び SAITO et al.は V.pisc似m var. japonicusなる種名そのものについてはあまり触れず，単に分離株を

保科の分離株と同じものであるとしている。それに対し，村江らは彼等の分離株は保科の分離株とはいささ

か異なるとのみ述べ，林らは彼等の分離株を保科のものと同一種であると認めた上で.V. ichthyocholerae 

という名前を提案している。坂崎の報告は保科の分離株 NCMB571， 572の性状を再検査したものである。

一方海産魚の漬療病の原因菌について，楠回(1965)は，彼の分離菌を V.parahaemolyticusおよび

V. anguillarum ，ζ近いものであるが，そのいずれとも異なる種であると結論している。その後しばしばこ

の楠回分離株が V.anguillarumと呼ばれることがあるが，当分離株の種名については未だ結論をみていな

い。また宮崎県におけるハ7 チの細菌性疾病について研究した木村(1900)はその分離株13株の性状を記載

し. 1株を医 a尉fnolytiωsとし，残りの12株を楠田の分離した Vibri・osp.と同一種であるとしている。

: ζ 乙では V.alginoか'ticus と同定された 1株を除く 12株についての性状を引用し比較の対象とした。また

マダイ (Chrysoph，アsmGザor)の細菌性疾病について検討した安永 (1972)はいくつかの細菌とともに一種
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の Vibrioを分離し，マダイ lζ対する病原牲を確認している。彼はその分離株の性状を坂崎(1967)が

marine vibrioとして記載しているものの性状lζ似ていると述べている。

なおζ 乙に引用したものの他に魚の病原性 vibriosを報告したものとしては，内田 (1961)97) のニジマ

スのビブリオ病の原因菌があるが，その記載Kは分離株の由来が明記されておらず，示された性状もあまり

多くはなく，また保科の報告を引用した部分が原著と著しく違っている乙となどもあり，乙乙では採り上げ

なかった。また比較的最近，輸送中のマダイの型車死原因としての Vibri・ospp.が平野・米lζよ勺て報告され

ている保・平野 197198) .平野・米 1971a33)，b34)， 197235)) 。彼等は分離した多数の菌株を13のグ

Jレープに分け，そのうちの2つのクーループを病原性を有するものとし. 1つ (V群)は楠田の報告した

Vibrio sp.と同じものであるとし，もう一つ (X群)は V.anguillarumの Btype (NYBELlN)に似ている

としている。彼等はX群とした細菌を細く分けるととなく 1種類の菌，しかも病原菌としてとらえているよ

うであるが， x群の性状としてあげられている結果をみると. VP (Voges-Proskauer test)および MR( 

methyl red test)が陽性のものと陰性のものが混っているだけでなく，中には硝酸塩還元陰性の株，

urease~陽性の株，さらには cytochrome oxidase陰性の株まで含まれており，とうてい 1種類の菌とは考え

難く，従ってどの性状のものをさしてに anguillarumと似ているというのか理解できなし、。以上の理由で

彼等の分離株も比較の対象には採り上げなかった。

また魚から病原菌として V.parahaemoly ticusあるいは V.algionoly ticusが分離されたという報告も

あるが，とれは次節で採り上げるものとする。

〈結果および考察〉

一般性状を表25に，糖分解能および塩分耐性を表26にそれぞれ示した。

保科の分離株を検査した坂崎の結果をみると，その性状はほとんどの点で著者の分離した V.anguillarum 

の性状と一致しており V.pisc似m var. japonicusは V.anguillarumの synonym としてさしっ

かえないことがわかる。しかし村江らの分離菌はコロニーが小型で透明度が劣る点や，ヒトおよび家兎血液

に対して溶血性が認められず，さらに VPカ鞍性. lactose分解および xylose分解が陽性である点、などで

著者の分離してきた V.an伊 illarumとは異なっている。林らの分離株もやはり VP陰性.lactose陽性と

なっており，村江らの分離菌に近いものと思われる。それらを V.an♂ullarum fζ含めるにしても，また別

種とするにしても. vibrio static agent に対する感受性. argmme分解. lysine脱炭酸反応，および塩

分耐性などいくつかの重要な項目について検討されねばならないであろう。

著者は1969年8月，長野県明科の養殖ニジマスから病原菌として一種の vibrioを分離しているが(室賀

未発表).その性状も VP 陰性. lactose陽性であったばかりでなく，普通栄養寒天培地に発育しにくく，

V. an.伊 illarumとは別種のものであると判断した。さらに最近(1974年).静岡県富士菱鱒場で分離され

たビブリオ病の原因菌も Vibrio属には分類されるが，明科の株と向様lζ普通寒天培地には発育しにくく，

VPが陰性であり，更に argininedihydrolase (decarboxylase) も陰性であり . V. anguillarumとは一

応別種であると判断された。乙れらのニジマスからの分荷量株の性状については更に検討を重ねた上で報告す

るつもりである。

以上の乙とを合わせてみると，現蒔点では我が国のニジマスのビブリオ病の原因菌には V.anguillarum 

と，それとはいささか性状を異にするものとが存在するとしておくべきであろう。

次にハマチ (Seriolaquinqueradiata)などの養殖あるいは苔養海産魚の潰蕩病の原因菌 Vibriospp.と

V. anguillarumを比較してみる。楠田 (19白)は彼の分離菌の性状と V.anguillarumの性状を比較し，

lactose， sucrose分解性，櫛テ耐性および血清学的な違いをもって医 an伊 illarumとは別種であるとして

いる。彼の挙げている血清学的な違いおよび lactose利用の点は別種とする根拠にはなり得ないと考えられ

るが，塩分耐性の点および sucrose利用の点はたしかに重要な違いといえよう。彼の分離株は NaCIO.5%
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で矯殖しないとなっており，そのような株は医師rguillarum ICは知られていない。また彼の分離株は

sucrose陰性となっているが. V. anguillarum における sucrose陰悼株は最近ではどくわずかにしか報告さ

れていない(MATTHEIS 1960帽)， LAGARDE and CHAKROUN 1965輔)). EVELYN (1971)5)および

HENDRIE et al. (1971)9)が χanguil1arumの sucrose分解性は陽性と提案し. Bergey's Manualで

もそれは陽性と定義付けされている。乙れらに従い sucrose陽性を V.anguillarumの重要な性質とみなす

ならば，楠田の分離株はとの点と塩分耐性の点をもって V.an.♂ullarumとは別種としうるわけであるが，

とれだけではいささか問題があるように思われる。

木村の分離株は VP-， sucroseー(+の株も含まれている)， NaCl 0.5%の培地で発育しないなど

の点で楠図の分離株と一致している。また安永の分離株も VP-， sucrose一， NaCl 0.5%で発育しない点

などで前2者の分離株と一致している。更に安永の分離株は argininedihydrolase -， lysine decarbo-

xylase +となっており，乙の点で決定的に V.anguillarumとは異なるととがわかる。楠田および木村の分

離株については arginineおよび lysineについての結果が出されていないが，もし安永の結果と一致する

ならば，その点をもって潰蕩病の原因菌は V.anguillarumと別種であると断定できょう。

またもし.楠田および木村の分離株が arginine+， lysineーであり，その点では V.anguillarumと区

別できないとしても，それらの漬揚病の病原菌はウナギに病原性を示さない(楠田1965)点で著者の分離し

てきた V.anguillarumとは違うと恩われるので. VP一， sucroseーなどの性状の違いを重要視し，仮に

V. anguillarum K含めるにしても著者がアユなどから分難した V. anguillarum とは何らかの形で区

別しておく必要があろう。

第4節 Vibrioparahaemolyticusおよび V. alginoly託叩s との比粧

最近アメリカ合衆国などで，貝類などから V.parahaemoly ticusあるいは医 alginolyticusが分離され

ているし (BAROSSand LISTON 197099人TUBIASH et al. 19701∞))，同じくアメリカ合衆国の

LEV IN et al. (1972)のによれば V.parahaemolyticusおよび V.alginolyticus は humanand fish 

pathogenと書かれており，その当否はともかく，その言葉が示すように. V. parahaemolyticusおよび

V. alginolyticusが魚の病原菌となっている ζ とがかなりの研究者により認められているようである。

我が国においては赤沢ら (1966)30)の報告にあるように，潰場病にかかった海産魚から V.parahaemo伊

lyti，ωsおよび V.alginolyticusが分離されているし，また他の研究者によっても.V. alginolyticus 

が他の細菌とともに病魚から分離されている(木村 1968)32)。

乙のような乙とから . V. anguillarumと V.parahaemolyticusあるいは V.alginolyti，ωsとの比較検

討が重要な研究課題とされ. LEVIN et al.はそれらの鑑別の基準を提案している。

著者は東京都衛生研究所から分与された V.parahaemolyticusおよび V.alginolyticusの性状をv.
anguillarumと比較しながら検査し，いくつかの相違点を明らかにした〈室賀・江草 1973)踊} 。

〈材料および方法〉

検査した V.parahaemolyticusは中津川株(ヒト死体より分離，抗原型 0:2， K: 3)，およびT-S455

株(海水由来. 0: 4， K: 34)の2株であり .V. alginolyticusは魚由来の C-20株である。

一般性状検査の方法はすでに述べてきた通りである。一部の色素K対する抵抗性を比較するために.NaCl 

3%とした Trypto-Soy寒天培地K brilliant greenあるいは methylvioletを 0.005%ないし 0.01

%に加えた培地での発育を調べた。

また3菌種のニホンウナギおよびマウスに対する病原性を比較するために，普通栄養培地を用いて同一条

件下 α8.C)で培養したそれぞれの蘭を，ウナギ体重1∞g当り湿菌重量にして 1略および5時量を筋肉内
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Comparison in characteristics among Vibr;o anguiJlarum， 

v. paraheamoかticusand V. alginolyticus 
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• from COLWELL (1970) 
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接種し，マウスIC1匹当り O.2時. O. 5~および 1~腹腔内接種し，それぞれに対する病頃性の違いを検討

した。

なお性状比較を示した表27には坂崎(1967)の検査した V.parahaemolyticus (32株)および v.
alginolyticus (10株)の性状，ならびに Bergey'sManual 8th ed. 中の V.parahaemolyticusについて

の記載を引用し参考にした。 Bergey'sManualでは V.alginoly ticus を lつの穏として認めておら

ず.V. parahaemolyticus 1ζbiotype 1 におよび biotype2を設け. biotype 2が V.algionoly ticus 

IC相当するものとなっている。従って乙とで引用したのは χparahaemolyticusの biotype1の性状

である。

〈結果および考察〉

まず表271ζ示した一般性状，糖分解能および塩分耐性における医 anguillarumとV.parahaemolyticus 

の違いを拾ってみると VP，2， 3-butanediol production， arginine decomposition， lysine and 

ornithine decarboxylase， MR， sucroseおよび塩分耐性の諸点を挙げるととができるo VP については先

に述べたように V.an伊 illarum と同定されるものの中にも陰性株がある乙とや，著者が検査したに

parahaemolyticus 2株が微湯性を示した乙となど多少まぎらわしい点もあるが，一応違いとしうる。 MR

については V.parahaemolyticusが十であるのに対し. V. anguillarumの多くの株がーとなっており ζ

れも一応違いとみる乙とができる。 Sucroseについてはかなり明確な差がある乙とになるが，前節で述べた

ように過去に sucrose 陰性なる V. anguillarum が報告されているととや. V. parahaemolyticusの

sucrose分解性についても BIANCHI(1971)101)は陽性とし. COLWELL (1970) 1刷も陽性株(2/.32) 

を記載しており，まったく例外が無いわけではなし、。また 2，3-butanediol production， arg泊ine分解，

lysineおよび ornithine脱炭酸反応における違いは特に重要な違いとみる ζ とができょう。更に NaC17

%および10%における増殖の差も一応違いとみる乙とができょう。

次KV. anguillarumと V.alginoか昨usの相違点を拾ってみると swarming G寒天培地上での務走発

育). arginine， lysine， ornithineおよび臨耐性の諸点が挙げられる。

LEVIN et al.は乙の3菌種の鑑別のための図式を示しており，そこには今著者が挙げてきた項目の他k

galactose， sorbitolおよび cellobioseの分解性を鑑別の鍵として挙げている。しかしそれらの糖に対して

は著者の分離した V.anguillarumの中に陽性のものおよび陰性のもの共にかなりの率で存在しており，鑑

別の鍵とはなり得ないと考えられる。また彼等は371じにおける増殖の有無を違いとして挙げているが，著者

の分離した V.anguillarumも3TCで増殖するし. HACKING and BUDD (1971)7)によれば彼等自身の

分離株および NCMB6， NCMB 828株も37'Cにおいて増殖可能となっている。従って V.anguillarumと

に parahaemoly ticusおよび v.al.回fnolyticusとの間Kは増殖至適温度の違いはあるにしても，単純に37

℃における増殖の有無から 3菌種を判別する乙とはできないと考えられる。また Bergey'sManual 8th 

ed.では V.parahaemolyticus は 5'Cで発育しないが V.anguillarumは5'Cで発育可能としているが，

著者の分離した医 anguillarumは5'Cでは発育せず. 5'Cにおける増殖能力を両菌種の違いとするととは

できない。更に LEVINet alは H2S 産生能を取り上げ V.anguillarumは陰性であるが V.para-

haemolyticusは陽性なので両者の鑑別に使えるとしている。乙れは彼等が V.parahaemolyticusの性状を

COLWELL (1970)の報告から引用しているためと思われる。 COLWELLの用いた万法は他とは違って

おり，同一方法 (SIM培地使用)にて調べた本実験結果では両菌種とも陰性であり，乙の項目も鑑別には

使えないと思われる。

表中に吾妻変法培地におけるヒト血球lζ対する溶血性の検査を示したが，とれJまLECLAIRet al. (1970) 

92) が医 parahaemolyticusの溶血性を調べる方法として記載したものに従ったわけであるが，乙の方

法でも検査した V.anguillarumの中には溶血性を示す株 (3/5)があり，との点でも V.parahaemo-
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かticusと V.anguillarumを区別する ζ とはできなかった。

また表には結果を示さなかったが，いくつかの色素に対する抵抗性の違いを調べたと ζ ろ， methyl 

violet IC対する抵抗性ICは差がなかったが， bril1iant greenを0.01%含む Trypto・Soy 寒天培地には

χanguillarum は発育しなかったが，V. parahaemolyticusおよび χalginolyticusは発育し，差が認

められた。

1河原牲についての3繭種の比較実験結果を表28'ζ示した。 1966年から19飽年にかけての実験では，著者の

分離した V.anguillarumは一部の例外的な結果はありながらも，一応7 ウスK対しては病原性はないもの

と判断された。と乙ろが，乙乙lζ示したように1971年K行なった実験では病原性ありと認めざるを得ない結

果が得られた。乙の違いは1971年の実験に用いた菌株の activityが高かったためとも考えられるが，特tζ長

男!の保存がもたらした繭株ω向調への適応が影響したのではなし、かと考えられる。いずれにしても表28に示

した実験結果により ，V. anguillarumのある株はマウスを死亡させうる乙とが明らかになった。しかしそ
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Comparison in pathogenicity among Vibrio anguillarum， 

V. parahaemolyticus and V. alginolyticus 

Table 28. 

Vibrio 

alginoly ticus 

C
N
l
u
 

Vibrio 

parahaemolyticus 

咽

量
伺

皆
目
H 
e司
M .. 
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and 

Strain 

同
町
守
的

i
H

Vibrio anguillarum 

∞
刊

l
間
島

同

H
凶

唱

l
F同

閉
山

l
国
島

m
l銅
色

Animal 
and 

Oose 

+0 

+0 

+0 

+0 

+0 

+0 

+0 

+0 

mg/l00 g 

mg 

1 

5 

Eel 

+ 

0/2 

0/2 

0/2 

+ 

0/2 

2/2 

2/2 

+ 

2/2 

2/2 

2/2 

+ 

+0 

0/2 

0/2 

2/2 

0/2 

1/2 

1/2 

0/2 

0/2 

1/2 

0/2 

0/2 

0/2 

2/2* 

1/2 

2/2 

0.2 mg/animal 

0.5 mg 

1 mg 

Mouse 

(10/30) 

Eels (the Japanese eels， Anguilla ;aponica， body weight 97 - 137 g， water temperature 15.0 - 18.50C) were 

injected in tram uscularly . 

Mice (average body weight 20 g) were injected intraperitoneally. 

Key ・+0 injected fish showed pathological changes and died within a week. 

+ injected fish showed pathological changes but survived. 

injected fish showed no changes. 

number of the animals died per tested. 

(0/6) (10/12) ( total) 

* 

の場合でも，接樟した 7 ウスは V.parahaemolyticus接種により死亡したマウスより時間的にかなり遅れて

死亡した。とれら全体的なことから，本商の7 ウスに対する病原性は V.parahemolyticus のマウスlζ対

する病原性よりはかなり弱いもωであると判断した。

ニホンウナギに対しては， V. an伊 illarumは 1mgの接種量で死亡ーさせうる(1株例外)だけの病原性を

示した(m亡対し，V. parahaemolyticusおよび V.alginolyticusは1mgの接種量で1まか1等の影響を与える乙

となく o 5 mgO).rJ，}合でもtg;絡部{立の筋肉組織にほとんと、出血を伴わない壊死病変を引き起とした程度で，死

亡させることはなかった。

以 f..ω病原性実験の結果をまとめてみると，ウナギlζ対しては V.anguillarumのみが致死的な病原性を

示し，マウスに対しては V.parahaemolyticusが強い.そして V.an伊 illarumがそれに比べると弱い
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病原性をそれぞれ示したが. V. alginolyti，ωs はいずれの動物にもほとんど病原性を示さなかった。

赤沢ら (1966)の実験によれば V.parahaemoly ticusはキュウセンベラ (Halichoerespoecilopte1Us) 

およびササノハベラ (Pseudolab1Usjaponicus) Kは致死的な病原性を発揮したが，淡水中のウナギ，フナ

およびドジョウKは接種部位における膨隆などは認められたが死亡させることはなかったとされている。こ

の乙とからも χanguilla1Um と反 parahaemolyticusのウナギに対する病原性の違いはかなり明確であ

り，両菌種の重要な性質の違いのーっとみることができる。

第 5節 まとめ

著者が分離してきた V.anguillarum 61株の性状をまとめてみたと ζ ろ，海水株.i淡水株別にみても，そ

れらの間には大きな違いはなくほとんどの項目で一致していた。それらの性状を Bergey'sManual 8th ed. 

の typedescriptionと比較した結果，本分離菌は V.anguilla1Um と同定しうるととが再確認された。

他の研究者の報告をも考察しながら Bergey'sManual の typedescriptionを見ていくと，必ずしもそ

れに問題が無いわけではないととがわかった。すなわち.indole産生能陽性となっているが乙れは陰性株も

かなりあるので陽性もしくは陰性 (variable)とすべきであるし， arabinose陰性となっている点も陽性株が

かなりある ζ とから variableとすべきと考えられた。 S.Cで発育可能とされているが，少なくとも著者の

分離株は S.Cでは増殖しないので，陰性もしくは variableとすべきである。更に，乙れは当然の乙とかも

しれないが， catalase陽性. litmus milk peptonization陽性.phenylalanine deamination陰性を付け加

えるととができょう。

また Bergey'sManual IC登載された V.anguillarumは従来の V.anguillarumのほかκV.piscium， 

v.pおciumvar. japonicus，および V.ichthyodermisをまとめて 1種にしたものであるが，乙れは fish-

pathogenic vibriosを整理するというととで現段階では一応妥当なととと考えられたσ しかしながら，いく

つかの種類を V.anguillarum 1種にまとめた ζ とにより，本菌の性状の規定がゆるやかになり，今後海水

中，淡水中を問わず病魚から分離されてくる vibriosはすべて V.anguillarumとされてしまう可能性が強

く，更』とは単に生化学的性状が近似しているといった乙とから健康魚あるいは水中からも本菌に分類される

菌が報告されてくるととも考えられる。そのような事態になれば病原菌としての V.anguillarumの性質は

ますます不明確になってくる恐れがある。そのような事態をさけるためには，病原菌として分離されたもの

かどうか，また実験的に病原性が認められるか否か，といった観点から整理してし、く必要がある。そして将

来は病原性およびそれに関連するような生化学的性状K基づき，本菌を type分けする，あるいはあるもの

は別種とするなどして病原菌としての本菌の性質を明確にしていく必要があろう。

我が国でニジマスおよびハマチなどの海産魚から分離された種名の明らかIこされていない fish-pathogenic

vibriosは，今述べた V.anguillarum以外lζ種を設けるか，種内に typeを設けるべきかという問題を検

討する上で重要な材料となるものである。現時点では，ニジマスからは V.an伊 illarumとはいささか異な

るものが病原菌として存在しているものと恩われるし，ハマチなどの潰蕩病の原因菌についても， type分

けをせずそのまま単ICV. anguillarumとしてしまうととはできないものと恩われた。

最後に V.anguillarumと V.parahaemolyticus および V. alginolyticus との比較を行なってみたと

乙ろ，最前種と後2種との聞には arginine分解， lysine， ornithine脱炭酸の点で明確な違いがあり，また

NaCl 7 -10%の範囲での増殖にも差があるととが確認された。更に前2種の聞には， sucrose利用に違い

があり.methyl red reaction， Voges-Proskauer reaction， 2， 3・butanediolproduction の点でも例外的

な株はあるにしても一応違いがある乙とがわかった。

またこの3菌種につき，ウナギおよびマウスに対する病原性を比較したところ， V. anguillarumはウナ

ギに対し他の2種と異なり致死的な病原性を示し， 1-て parahaemolyti，ωs はマウスに対し強い病原性を示し，

V. anguilla1Um はそれよりやや弱い病原性を示したが， V. alginolyticusはマウスに対しでも病原性を示
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さなかった。なお，との V.anguillarumとV.parahaemolyticusの7 ウスおよびウナギに対する病原性の
違いは，両菌種の増殖至適ないし増殖可能最高温度の違いに帰せられる可能性があるが，乙の点については
更に検討する必要があろう。

第 E章 Vibr;o anguillarumの病原性

前章で述べたように，魚類病原菌であるに anguillarumについては非常に古くから研究がなされてきた
が，種名の確立が主要な問題であったためか，その形態学的あるいは生化学的性状を主として扱っている研
究報告が多かったようである。しかしながら本菌の病原性あるいは羅病魚の症状について検討を加えている

報告も少なくはない(SCHAPERCLAUS 193442)， NVBELIN 1935a43)， HODGKISS and SHEWAN 1950 
14)，SAITO et al. 196421)， HACKING and BUDD 19717)， LEVIN et al.19724))。それらの報告を総合して
みると，本菌感染病魚の症状に関する記載はおおまかにはほぼ一致しており，体表および筋肉組織などにお
ける出血および壊死，さらには潰蕩.また内臓諸器官におけるうっ血などが特徴とされている。しかしなが
ら詳細に検討すれば，それらの報告の内容にはいくつかの点で違いが認められる。その違いは菌株のもつ病
原性の違いによるものと，魚種の違いによるものとがあるわけである。また実験的11::感染させた場合の病魚
における症状の違いはこの2つの要素に加えて実験方法の違いによる差も含まれてくるので，それらの報告
から分離株の病原性を比較する ζ とは困難なととと思われる。

多くの研究では自然病魚と同じ魚種に分離菌を接種する乙とにより，その魚11::自然病魚と同じような症状
を起乙し，死亡させる乙とを確認し，分離菌を原因菌と認定している。 ζれは当然なされなければならない
実験であるが，それとは別に V.anguillarumの株聞における病原牲の違いについて検討するためには，や
はりある特定の魚種に対する病原性というものを比較検討しなければならない。著者は前毒で V.anguillarum 
を type分けする際の，あるいは本菌と他種の鑑別の際の一つの鍵に病原性の項目を採り上げるべきである
と述べた。病原性を問題にするとすれば，病原性確認の方法およびその再現性という乙とが問題になってく
る。そして病原性確認の方法については標準動物あるいは実験魚の選択が第一の検討課題となる。
本章ではまず最初にいくつかの魚種に対する本菌の病原性を比較し，それから得られた結果およびいくつ

かの現実的な状況から，ニホンウナギを本菌の病原性検査の標準動物として選んだ過程を説明し，次いでニ
ホンウナギを実験材料魚とした場合の接種方法について検討し，病原性確認の方法を提案する。後半におい
ては，その実験的感染における本菌とニホンウナギの host-parasiterelationship について検討を加えてみ
た。

第 1節 数種魚類の本薗に対する感受性の比較

浜名湖産稚アユ病魚より分離した V.anguillarumをアユの筋肉内に接種すれば，数時間あるいは数日で
アユに自然病魚と同じような症状をひき起乙し，死亡させるととはすでに第 I章で示した。第 I章で示した
本菌の分離された状況および乙の再現実験の結果から本菌がアユの疾病の原因体であるととが確認されたわ
けである。乙の浜名湖の例だけでなく，我が国における本菌感染症は主としてアユに発生するという事実を
考えると，本菌の病原性確認、のための標準動物としてはアユがまず考えられる。しかしながらアユの飼育は
通常きれいな水を多量に必要とするととから，どζででも容易に飼えるというわけではない ζ とや，年間自
由に任意の大きさの魚を入手し得ないζ と，さらには非常に弱い魚であるため運搬あるいは実験の操作上種
身不都合な点がある ζ とが考えられる。更に重要なとととして，海産稚アユはもちろん，淡水池でかなりの
期間養殖されたアユでも本菌を保菌しているか，もしくは過去に本菌の感染を受けている可能性が高いわけ
である。 ζ れらの理由から，本菌に対する実験動物としてはアユは不適当であると判断した。
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そζでアユにかわる適当な魚種をさがすζ とを目的として，いくつかの入手可能であった魚ILV. anguilla 

rumを接種し，それらの魚の本菌に対する感受性を調べてみた。

(材料および方法〉

実験材料魚としてはニホンウナギ (Anguillajaponica)， ヨーロッパウナギ (A.anguilla)， キンギョ

(白rassius訓 ra加)，コイ (Cyprii即 scarpω)， フナ(白rassiuscarassius)， ドジョウ(Mis，伊 musan.伊 illi

caudatus)，ニジマス (Salmogairdneri)，クロダイ(砂/iomacrocephalus)およびハマチ(プリ .Seriola 

quinqueradiata)を採り上げた。原則として各魚種10尾をそろえ，筋肉内接種を行ない.V. anguillarumのそれら

の魚種に対する病原性を調べた。使用した魚の体重，接種菌量(原則として体重1∞g当り 1ug)および実

験水温〈原則として20"(;前後〉は表中に示した。クロダイおよびハマチについては海水中で実験を行ない，

他はすべて淡水中で実験を行なった。使用した菌株は1966年K浜名湖産稚アユ病魚より分離した PBー15株

であり，実験は19飽年から197企年にかけて行なわれた。

〈結果および考察〉

実験結果を表291ζ示した。ニホンウナギに lugを接種した2回の実験結果を平均してみると接種後2日間

で佃%の魚が死亡しており，ヨーロッパウナギ1<:::111恵を接種した場合も死亡日数は若干異なるが死亡率は90

Table 29. Pathogenicity of Vibrio anguu，伽百m forぬmefre血waterand 

marine fishes by intramuscular injection 

Body weight Water temperature Do田 Numb町 Mean time 
Fish of fish t。

mean (range) mean (rar唱e) mg/l00g died/tested death 
(days) 

古田 Japane指田:l 17g (10-33) 18.00C (17.0-19.0) 6/10 2.0 

" 32 (12-52) 19.2 (18.5-20.7) 10/10 1.9 

The European eel 74 (48-100) 20.0 (19.0-20.5) 9/10 3.1 

" 59 (32-80) 20.0 (19.0-20.5) 0.1 0/10 

Loach 12 ( 6-20) 17.8 (17.5-18.0) 10/10 1.3 

" 13 ( 8-26) 25.6 (24.0-26.0) 0.5 9/10 2.2 

Rainbow甘out 8 18.1 (16.8-19.4) 10/10 2.9 

" 98 18.1 (16.8-19.4) 4/10 6.0 

Carp 4 ( 3-6) 18.0 (17.0-19.0) 0/10 

Gold自由 10 ( 3-22) 18.0 (17.0-19.0) 1/10 3.0 

Crucian carp 3 ( 2-4) 18.0 (17.0-19.0) 3/10 2.7 

Black sea bream 1.0 (0.7-1.5) 19.3 (18.8-20.6) 10 6/10 1.0 

" 1.1 (0.5-1.7) 19.2 (18.3-20.5) 6/10 1.2 

Yellow t剖1 300-4伺 20.2 (20.0-20.5) 3-4 4/4 2.5 

百四 Japane随時1(Anguilla ;aponica)， The European白 1(A. al昭uula)，Loach (ftIisgumus anguulicau. 

da仰の， Rainbow trout (Salmo gairdneri)， Carp (Cyprinus carpio)， Goldfish (Carassius auratus)， Cru-

cian carp (C. carassius)， Black鑓 abream (ftIylio macrocephalus)， Yellow tail (Seriola quinqueradiata) 

Black蜘 breamand yellow tail were kept in蜘 water(Cl-14.0 -15.5 %0) 
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%とほぼ同じ結果が得られている。ヨーロッパウナギにO.1略を接種した場合は 1尾も死亡しなかったが，

乙れは後に示すようにニホンウナギに O.h曹を接種した場合でもやはり死亡魚はみられず.ζの点でも同じ

結果を示した。 ドジョウもニホンウナギと同様短時間でほとんどのものが死亡しており，ウナギに劣らぬ高

い感受性を有する ζ とがわかった。ニジマスは平均体重8gという当才魚(婚化後約半年〉の場合は約3日

高ですべてが死亡したが，平均体重錦gという 1年魚(癖化後約 1年半)ではω須の魚が死亡した叫どま

り，平均死亡日数も 6.0日とかなり長くなっている。乙のようにニジマスでは当才魚と 1年魚との間には本

菌に対する感受性にやや差があるが， 1年魚ではウナギに比べてやや感受性が低いという乙とがいえる。

SAITO et al. (1964)21)はニジ7・スから分離した院 anguillarum(v. piscium var. japoni，ωs)の病原性

について実験を行ない，ニジマスには 10--8mgの菌量を接種するだけで死亡させえたのに対し，ウナギ

(ニホンウナキヲには O.10.:接種しでも死亡させる ζ とはできなかったと報告している。従って著者の分離

株のウナギおよびニジマスに対する病原性と彼等の分離株のそれとはかなり違っているととがわかる。

コイ，キンギョおよびフナに対しては，死亡率がいずれの場合も30%以下であり，本菌株はとれらの魚に

対してあまり強い病原性を持っていないものと判断された。 HOSHINA (1956) 17) はニジマスからの v.
anguillarum (χpiscium var. japonicus)はコイにも病原性があると記しているし， SAITO et alもコイ，

フナおよびキンギョを 10-4- 10-5 mgの菌量で致死させえたとしている。従ってとれらコイ科の魚類に

対する病原性の点でも著者の分離株とニジ7 スからの分離株とはいささか性質を異』とするものと思われる。

クロダイは勝化後4カ月の小さなものを実験材料としたわけであるが，死亡率は 1略接種の場合も10略接

種の場合も共に609彰とそれ程高くはなかった。接種された魚には接種部位の皮膚および筋肉組織に潰蕩が形

成され，著しい場合は脊椎骨が露出しても死亡しなかった個体もあった。

ハマチは4尾しか実験に供していないので他とは比較できないが，本菌iζ対する感受性を有している乙と

が確認された。

なおζれらの実験は，接種する菌が魚体重1∞g当り 10.:の接種量でニホンウナギを死亡させるととを確

認した上で行なったもので，ある魚種11:対する実験の時に接種菌の病原性が特に低下していたという心配は

Tよb、。
以上をまとめてみると，本菌はニホンウナギ，ヨーロヲパウナギ，およびドジョウに最も強い病原性を示

し，ニジマスおよびクロダイにもそれに次いで比較的強い病原性を示したが，コイ，キンギョおよびフナに

はあまり強い病原性を示さないととがわかった。もちろん第 I章の表411:示したように，本菌はアユに対し

てはウナギに対する以上に強い病原性を有しているわけである。

乙の実験から本菌の病原性確認のための実験魚としてはウナギもしくはドジョウが適しているものと考え

られた。ヨーロッパウナギはとの実験を行なった当時，我が国ではまだ一般的ではなかったので一応除外b .~ 

た。ニホンウナギおよびドジョウはアユあるいはニジマスに比べて飼育が容易であるという点でも実験魚と

して適している。そして以下に述べる 3つの理由から，最終的にニホンウナギを実験材料魚とする ζ とにし

た。第一の理由は，V. anguil/arumはそもそもヨーロフパウナギの reddiseaseの病原体として報告され，

我が国でもニホンウナギにおける本菌感染症が少例ながら存在し，ウナギを材料魚とするととは単に実験動

物というだけでなく実際的な意味をも持ちうるという利点がある。ドジョウでは HACKING and BUDD 

(1971) 7)の報告例(1oach，Acanthrophtha1mus sp.)はあるにしても一般的には本菌感染症は知られてい

tJ.~ 、。

第二に， ζれは第一の理由とやや矛盾する ζ とであるが，ニホンウナギに本菌感染症が存在するにしても

それはどく限られた地域においてみられるだけであり，飼育池を吟味すれば本菌の感染を受けたととのない

ウナギを入手するととは容易であり，乙の点でアユにおいて問題となった点の心配がない。

第三11:，ウナギは，海水，淡水いずれにおいても比較的容易に飼育しうるという点で，単に病原性検査だ

けでなくいろいろな実験の材料魚として好都合な面があると考えられた。また血液などを材料とする場合，

ドジョウ K比べればウナギは大きく，採血しうる血液の量が多いといったととなども利点と考えられた。
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もちろんドジョウの方が有利だと考えられる点もある。例えば現段階ではウナギにおいて人工騨化などに

より種苗を作る ζ とは非常に困難であるのに対し，ドジョウでは比較的容易に種苗を作るととができ，場合

によっては無菌魚を作るととも可能と考えられる。また少数の魚を飼育する場合，ウナギはわずかな刺激な

どによってもほとんど摂餌しなくなるといった現象が一般的にみられ，実験の目的によっては非常に扱いが

難しいのに対し， ドジョウは比較的容易に摂餌させうるといった違いがある。しかし，この2つの点はさし

あたっては大きな障害にはならないと判断し，ニホンウナギを実験動物に選んだ。

第 2節 ニホンウナギを用いての実験的感染

(J)感染方法

〈材料および方法〉

感染方法として，ニホンウナギを飼育している水糟中へ培養菌を懸濁させる方法〈水中懸濁法).培養菌

を配合飼料IC混ぜて投与する方法(経口投与法).および注射法の3つの方法を検討してみた。水中懸濁法

では，水量41 の水槽にニホンウナギ(体長 8-12佃)を10尾収容し，培養菌を 4∞~側~懸濁させ(生

菌濃度8-12x 107 cells / ml). 7日ないし10日間観察した。飼育水は淡水の場合と海水の場合の両方を設

け，それぞれにつき 2回実験を行なった。水温は18-23.Cであった。

経口投与実験では50尾のニホンウナギ〈実験開始時の体重lD-20g)を水量約3∞ tのコンクリート水槽

に収容し，毎日培養した麗を 0.85%の食塩水に懸濁し，その液で粉末配合飼料をねり，投与した。実験は4

カ月続けられ，その聞の水温は15.0-21.0 "cであり，投与した培養菌の総量は約加O~であった。実験に使

用したウナギはシラスの時から大学の実験水槽で飼育したもので，飼料によく慣れており実験中もほとんど

の個体が摂餌し，かなりの成長も認められた。なお市販の配合飼料には何等かの抗菌剤が含まれている可能

性があると考え，某飼料会社IC発注して抗菌剤を含まない実験用の飼料を作り，それを使用した。

注射法としては，背鰭前端部近くの筋肉に注射する筋肉内注射，腹腔内注射，および胸部を切開し動脈球

IC直接注射する血管内注射を行なった。接種量および実験水温は表30lC示す通りである。

なお水中懸濁法iζ供した菌株は19伍年に浜名湖産稚アユ病魚より分離した PB-l株であり，経口および注

射法に供した菌株は196併引ζ同湖産のアユ病魚より分離した PB-15株である。

〈結果および考察〉

水中懸濁法によってウナギを発病させる乙とはできなかった。また経口投与法によってもやはり発病させ

るととはできなかった。なおとの経口投与実験は抗体産生実験を兼ねて行なったものであるが，乙れらのウ

ナギには実験開始後約3ヵ月自に凝集素価にして25ないし50という抗体が形成されていた(後出の補章，第

Table 30. Comparison in mo出 116esama.eo骨~the Japane田 eelsinjected with 

Vibrio anguillarum in往amusc叫arly.intraperitoneally and intravascularly 

Injection route 
Dose Mewm eigbhot dy Water Mortality Mean time 

mg/l00g temperature to death 

Intram uscular 0.5 71g 24.4-26.00C 20% 2.0 days 

Intraperitoneal " 61 10 2.0 

Intravascular " 66 " 10 2.0 

Intramuscular 44 23.0-25.5 90 1.3 

Intraperitoneal 42 " 20 1.5 

Intravascular " 42 " 10 2.0 

Ten 闘 lswere u揖 dfor each test. 
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3節参照〉。

注射法による実験結果を表30lC示した。接種菌量が 0.5~の場合はいずれの場合も死亡率は10-20%とあ

まり差がなかったが，接種量を1rr曹とした場合は筋肉内接種による死亡率が90%であったのに対し，腹腔内

接種では20%，血管内接種では1O~彰と差が認められた。

以上のととから病原性を確認する方法としては，注射による接種，それも筋肉内接種が最も確実な方法で

ある乙とがわかった。もちろん感染の mechanismを研究するような場合には自然感染に近いような方法で

実験的にも感染を成立させる必要がでてくるが，そのような目的の実験にはウナギはあまり適していないも

のと思われた。

V. anguillantm の病原性について検討している他の研究者の報告をみると，多くの場合は筋肉内あるし、

は腹腔内接種法が採られている (NYBELIN 1935a， SMITH 1961， SAITO et al. 1964， HAcKING and 

BUDD 1971， HAASTEIN and HOLT 197251)， LEVIN et al. 1972)。例えば LEVINet a1.は winter 

flounder (Pseudopleuronectes americanus) を用いて腹腔内接種と皮下注射を行ない，皮下注射の方が病

原性が若干強くでるという結果を得ている。

また注射以外の接種，あるいは感染方法についてもいろいろ検討されている。 ZOBELL and WELLS 

(I 934) 103) はkillifish(Fundulus parvipi・'nnis)の鱗をはいだ部分に培養菌を塗布するととにより感染させ

ているし， SAITO et a1;はニジマスの眼球，傷ついた，あるいは傷つけた鰭および皮膚などに培養菌を塗

布するζとにより何割かの魚を発病致死せしめている。また HACKINGand BUDDは自然病魚の tiger 

burb (Puntius sp.) が入っている小水槽κguppyを3尾入れ， 2日後lζtigerburbが死亡し，その4日

後に 1尾の guppyが死亡し，その魚の肝臓からは V.anguillantmが純粋に分離されたが，残る 2尾の

guppyは発病しなかったと報告している。また小寺ら(1974b)56)はアユの皮膚に培養菌を塗布する ζと

により発病，致死せしめている。 ζのように魚種によっては注射以外の方法で感染，発病させうるととも十

分可能であるととが報告されている。

ω接種菌量，水温，および魚体重と死亡率の関係

材料魚としてニホンウナギを用い，筋肉内注射するとしても，その場合の接種菌量，水温および魚の大き

さが問題になる。なお飼育水が海水の場合と淡水の場合の違いについては，すでに第 I章の表41ζ実験結果

を示したように，海水中のウナギと淡水中のウナギは同量の培養菌を注射されれば，ほほ同じような時聞を

経て死亡するととが確められている。

〈材料および方法〉

水温約10・Cあるいは20.Cの水槽に収容したいろいろな大きさのニホンウナギに，魚体重 100g当り 0.1，

0.5，しないし 51略・(湿菌重量〉量の培養菌を筋肉内に接種した。なお湿菌重量ICして 1略の蘭量は細飽

数(生菌数〉にすると約8X 108 cellsであった。実験は1968年から1970年にかけて20回行ない， 1回の実験

にウナギを10尾ずつ用い，同一実験にはなるべく大きさの揃ったウナギを材料魚に選んだ。用いた菌株は

PB-15で，普通栄養寒天培地Kて25-沼.C，48時間培養したものを 0.859ぢ食塩水に懸濁させ，接種材料と

した。なお前述したように本菌は魚体を通すととなく長期間培地で継代していると病原性の低下が起乙るの

で，多くの場合は l回ウナギに接種しそれから再分離するととにより病原性をある程度高めてから実験に供

した。

〈結果および考察〉

20問の接種実験の結果を表311c示した。魚の大きさによる死亡率の違い，水温による死亡率の違い，およ

び接種菌量による死亡率の違いをみるために，表311C示した乙れらの結果を以下のように整理した。まず使

用した魚の平均体重が 1∞g以上の場合の実験結果と，平均体重が10-20gの場合の実験結果を比べてみた

のが表32である。乙 ζでは水温がlぴC前後の実験結果(No.19，20)および供試魚の平均体重が30-1∞gの
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Table 31. Mortalities of the Japanese eels injected with 

Vibrio anguillarum (PB-15) intramuscularly 

ENxop .. fBzosh dy mweaeniEh± tof Wnzaetaenr ±t田S.nDp.. 
Dose Mortality 

S.D. mg/l00 g 

110 :! 13 g 19.4 :! 0.70C 1 80% 

2 14:! 3 20.9 :! 0.3 100 

3 19士 5 20.9 :! 0.3 90 

4 10士 4 21.1 :! 0.3 0.1 。
5 133 :! 10 21.3 :! 0.3 0.1 。
6 146士 22 21.8 :! 0.5 5 100 

7 17:! 5 21.5 5 100 

8 133士 9 21.8士0.5 0.5 80 

9 17:! 9 21.3 0.5 100 

10 168:! 37 22.6 :! 0.6 5 80 

11 22:! 15 22.1 5 100 

12 167:! 17 22.6 :! 0.6 0.5 90 

13 22:! 13 22.6 :! 0.6 0.5 90 

14 182:! 10 19.9 :! 1.6 0.1 。
15 18:! 7 19.9 :! 1.6 0.1 。
16 32 19.2 100 

17 17士 6 18.0 :! 0.8 60 

18 57 :! 17 18.7 :! 1.1 100 

19 131 :! 20 10.9 :! 0.2 90 

20 157士 33 10.2士0.6 60 

Ten eels were used for each test， S.D. st冶ndarddeviation 

Size 

Large 

Small 

Table 32. Effect of fish size on the mortalities in 

pathogenicity exper加lents

Body wf1e5h ight Do田 Water Mortality Mean time 
of mg/l00 g temperature to death 

146ー 168g 5 21.8 -22.60C 90% 2.7 days 

110 1 19.4 80 2.8 

133 -167 0.5 21.8 -22.6 85 2.6 

133 -182 0.1 19.9 -21.3 。
17 - 22 5 21.5 -22.1 100 1.1 

14 - 22 18.0 -20.9 83 2.0 

17 - .22 0.5 21.3 -22.6 95 1.4 

10 - 18 0.1 19.9 -21.1 。

Table 33. Effect of water temperature on the mortalities in 

pathogenicity exper加 ents

Water 
temperature 

10.2 -10.90C 

19.2 -20.9 

Do田

mg/l00 g 
Body weight 

of fish 

131 -157 g 

14 -110 

Mortality 

75 % 

93 

Mean time 
to death 

5.7 days 

2.1 

Mean time 
to death 

2.8 days 

1.9 

2.1 

2.7 

1.0 

3.3 

1.1 

2.6 

1.1 

2.1 

1.8 

1.9 

2.0 

2.5 

5.4 

6.0 

Exp. No. 

6， 10 

8， 12 

5， 14 

7， 11 

2， 3， 17 

9， 13 

4，5 

Exp. No. 

19， 20 

1， 2， 3， 16 

163 



1臼 室賀清邦

実験結果(No.16，18)を除いてある。との表にまとめられた結果をみると， 0.1 u曹を接種した場合は大きい
もの (100g以上)も小さいもの(l(ト20g)も1尾も死亡していないととを別』とすれば，他のいずれの接

種量においても，小さいウナギの方が大きいウナギに比べて高い死亡率を示しており，また死亡するまでの

平均日数も綬くなっている。しかしながらその差はわずかであり，実験材料魚としては体重1D---20gの小さ

なウナギも 100g以上の大きなものもいずれも使用できるととがわかった。

次IC水漏の影響ーであるが， lO'C前後での実験結果 (No.19， 20)と，同じ接穫量(1~) の水温20'C前後での
実験結果(問。 1， 2， 3， 16)を表33にまとめてみた。乙れをみると，水温101じの場合は水温20'Cの場合に

比べて死亡率もやや(尽く，死亡するまでの日数がかなり長くなっているととがわかる。なお水温20'Cの実験

結果には小型のウナギを用いた実験結果が含まれており，その影響も多少はあるかもしれないが， 1∞g以

上のウナギを用いた実験結果 (No.1)だけを取り出して比べてみても，やはり水温20'Cの方が死亡率が高く
死亡するまでの日数が10'Cの場合の約半分になっている ζ とには変わりがない。 ζのことから，水温はlO'C

でも一応病原性の検査は可能であるが20'Cの方がより早く確実な結果が得られる乙とがわかった。

なおこのような病原性発現に及ぼす水温の影響は他の研究者によっても認められており，例えばZOBELL

and WELLS ICよれば院 m伊 illarum(Achromobacter ichthyodermis)をkillifish(Fundulusparvipinnis) 
に接種した場合，水温が15'C以下の場合は水温が15-25'Cの場合IC比べて死亡率も低くなりまた死亡が遅
れると報告されている。

Table 34. Effect of injection dose on the mortalities in pathogenicity exper卸lents

Dose Body wfEediE ght Water 
Mortality Mean time 

Exp. No. mg!100 g of temperature to death 
5 17 -168g 21.5-22.6T 95 % 1.8 days 6， 7， 10， 11 
1 14 -110 19.2-20.9 93 2.2 1， 2， 3， 16 

0.5 17 -167 21.3-22.6 90 2.0 8， 9， 12， 13 
0.1 10 -182 19.9-21.3 。 4， 5， 14， 15 

次』ζ接種菌量別にまとめた実験結果を表341L示した。乙 ζでは実験水温が19'C以下のもの (No.17，18， 19， 
20)そ除き，供試魚体重IL関係なく各接種量ごとに実験結果をまとめた。 ζれをみると，接種量が 5u暫， 1 
E曹および 0.5u曹の場合の死亡率はそれぞれ95%，939ム90%となっており，乙れらの閲では一応援種量IC比

例した死亡率が出ているが，むしろ ζの3つの接種量の聞には死亡率の差はなく，いずれの場合も高い死亡

率が得られているとみるととができる。死亡日数においても，いずれの接種量の場合も約2日となっており
ζの点でも差は認められない。

ζれに対し， 0.11唱を接種した実験では接種した40尾中 1 尾も死亡せず，接種量 0.5~以上の場合と際立
った違いをみせている。

乙れら20回の実験は19飽年から1970年にかけて同ーの株を用いて行なわれたものであり，その意味ではか

なり再現性があるものと判断できる。また前章で示したように，ほとんどの分離株 (44/45) は 1~量をウ
ナギに接種する乙とにより致死的病原性が確認されており，乙の点からも病原性確認のためには 1u曹という
接種量が適切な量であると考えられる。

なお本実験IC用いた PB-15株は1966年に浜名湖産稚アユ病魚から分離されたものであるが，同年に行な

った実験によれば，第 i章の表 41C結果を示したように. 0.05~の接種量でウナギを 3 日目に死亡させてい
るC 従って魚体を通す乙とによってある程度病原性を維持しうるが，その病原性の程度は最初IC分離された
時のそれよりやはり低いものでしかないととがわかる。

以上をまとめてみると，ニホンウナギを実験魚として V.an♂ullarumの病原性を検査する場合は，実験
水温を20'C前後にし，魚体重 100g当り 1u曹の菌量を筋肉内に接種すればよいという結論が得られた。なお
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供試魚は小さいものの方が死亡率がやや高くなる傾向があるがlOg以上のものであれば一応大きさに関係な

く材料魚としてうるととがわかった。また水温が 10.C前後の場合i乙は水混 20.C前後の場合IL比べ死亡がか

なり遅れ，また死亡率もやや低くなるが，病原性の検査は一応可能であると考えられた。

なお分離株の病原性の検査は，分離後 1カ月以内位に行なった方が確実であるが，それ以上長く保存し病

原性が低下したものでも 1固ないし 2回魚体を通過させることにより病原性をある程度回復させるととがで

きるので，その上で実験を行なえば，病原性の確認は可能である。

(3)接種目菌の魚体内における消長

以上で本章の第一の目的，すなわち病原性確認の方法については一応の結論が得られたわけである。そし

てとの実験中IL，接種量のわずかな違い1<:::より90%以上の魚が死亡する場合とまったく死亡魚が出ない場合

がある ζ とがわかった。そ乙で乙の現象に着目し，感染後発病し死IL至る場合と，感染後も症状が進行せず

回復に向う場合の違いを検討するととにより host-parasite relationshipの一つの局面をとらえてみた。

まず最初IL感染後死亡する場合と回復する場合の，それぞれの魚における接種菌の消長を知るための実験

を行なった。

〈材料および方法〉

前述した方法と同じよう 1<:::，培養した V.anguillarum (PB-15株〉をニホンウナギに魚体重 1∞g当り

1~および 0.1 rr官筋肉内接種し，水温20.Cあるいは1O.Cの水槽に収容した。菌接種してから一定時間後 (30

分， 1時間， 3時間，………72時間〕にウナギを取り上げ， 1. 5 % urethan溶液中で麻酔し，胸部を切開し

動脈球より採血した。採取した血液は少量の tween80 (0. 5労程度〉を含む 0.85%食塩水を用いて適宜稀

釈し，一定量を寒天培地上に滴下し conradi 棒を用いて拡げ，培養した。 24~48時間培養後に発育してき

たコロニーの数から血液 1mt中の V.anguillan.tm の数を求めた。結果を示した表にはその値を対数K直し

て示した。

一部の実験では肝臓，稗臓および腎臓における生菌数を測定したが，その場合には採血後に各組織を切り

取り，重量を測定した後， tween 80を含む 0.85$ぢ食塩水を稀釈液として加え glasshomogenizerですり

つぶした。得られた homogenateを必要に応じて更に稀釈し培養に供した。

なお健康魚と思われるものを材料魚とした限りでは，操作中に混入したと考えられる雑菌が発育してきた

場合を別lとすれば，多くの場合接種した V.anguillan.tm 以外の菌が発育してくる乙とはなかった。実験は

1969年から1972年にかけて数回行ない，用いた材料魚の多くは何等の病気も発生していない養殖業者の池か

ら直接購入したものである。

〈結果および考察〉

まず水温約20.Cの下で行なった実験から得られた血液中の菌数変化についての結果を表35，36および図 6

に示した。表35Kは接種菌量を 1n車とした 5 回の実験結果を示し，表36には 0.1~を接種した 6 回の実験結

果を示し，それらの結果を図 6にまとめた。

との図をみると，個体差はかなりありながらも 1~接種した場合は血液中の菌数は徐々に増加し， 36時間

後には平均して約 107 cells/ml に達している乙とがわかる。とれに対して O.1略接種した場合は，比較的

速みやかに菌数は減少し48時間後には約 102 cel1s/ml になっている乙とがわかる。

先に示したように，J.k温約20.C で 1 略を接種したウナギは接種後 2 日，すなわち36~48時間で死亡するわ

けであるが，乙の実験結果をみると，死亡寸前のウナギの血液中における V.anguillan.tmは107 cel1s/mlに

なっていることがわかった。なお48時間後にはやや菌数が減少しているが，とれは血中菌数が36時間後KlO'

K達した魚が死亡してしまい， 48時間後に生き残っていたものは，死亡がやや遅れる個体もしくは回復1<:::向

う個体であったためと考えられる。

一方 0.1~を接種したウナギは先の実験結果からみてすべて生き残ると考えられるが，乙の実験結果をみ



Table 35. Changes with time in log number of viable cells in the blood of the Japanese eels intramuscularly 

i吋ectedwith 1 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 200C of water temperature 

Experiment Number of Log number of田 llsof V. anguillarum/ml of blood 
water I of fish fish 

(Date) temperature I tested tested Time after injection (hours) 

Mean and (range) 0.5 2 3 6 9 12 24 36 48 

1 18.60C 36 g 8 6.26 6.60 >7 4.86 

(Jul. 1969) (17.8-19.2) (26-74) 6.00 6.08 >7 6.15 

2 18.9 112 8 5.52 6.36 5.95 5.34 

(Oct. 1969) (18.0-19.8) (71-162) 5.58 5.67 6.93 8.00 

3 19.7 104 8 5.20 5.23 5.20 5.76 

(Oct. 1969) (19.5-20.0) (64-189) 5.43 3.95 5.08 4.48 

4 18.7 130 8 5.70 5.70 6.70 <5 

(May， 1971) (18.5-19.0) 5.78 5.70 <5 7.48 

5 17.5 127 30 5.20 6.00 4.60 

(Nov. 1972) (17.0-18.0) (94-155) 6.26 5.41 6.34 

5.43 5.78 6.97 

6.32 5.53 7.81 

5.88 5.72 5.83 

5.94 6.40 5.23 

6.28 6.90 6.57 

6.26 6.23 8.23 

5.30 6.54 7.59 

5.65 5.62 6.20 

Mean 18.70C 111 g 5.32 4.59 5.14 5.36 5.86 6.07 6.40 6.12 6.62 5.51 

g 

I!l{f 

脳

部

議



Experiment 

(Date) 

(Jul. 1969) 

2 

(Oct. 1969) 

3 

(Nov. 1969) 

4 

(Jun. 1970) 

5 

(May， 1971) 

6 

(Nov. 1972) 

Mean 

Table 36. Changes with time in log number of viable cells in the blood of the Japane田 eelsintram uscularly 

injected with 0.1 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 200C of water temperature 

hTJ凶 alndB7FEt  
Number of Log number of cells of V. a噌 uillarum/mlof blood 

白血

temperature I tested tested Time after injection (hours) 

mean and (range) 1 3 6 9 12 18 24 36 

18.70C 32 g 8 3.00 

(17.8-19.5) (20-51) 3.77 

20.6 90 8 3.43 3.18 4.53 5.36 

(20.5-20.8) (46-166) 4.08 3.40 3.95 2.30 

18.5 67 8 3.40 4.74 2.40 1.70 

(18.0-19.0) (55-79) 5.15 5.04 2.48 2.54 

18.6 112 12 4.48 4.15 3.93 

(18.2-20.0) (65-148) 6.11 3.18 く2

6.18 5.18 5.76 

18.7 131 8 2.48 2.70 <2 <2 

(18.5-19.0) 2.78 2.00 1.70 く2

17.5 118 8 5.32 2.78 

(17.0-18.0) (100-140) 4.86 3.00 

18.80C 93 g 5.59 3.76 3.67 3.62 4.36 3.48 3.12 く2

48 72 96 

<2 <2 <2 

<2 <2 <2 

3.08 

<2 7可

1.70 

1.48 <1 

1.00 <1 

1.82 <1 く2

~ 
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Fig.6. Changes with time in log number of viable cells in the blood of the Japanese eels 
intramuscularly injected with 1.0 mg and 0.1 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 
200C of water temperature. 

AFTER 

Changes with time in log number of viable cells in the blood of the Japanese eels 
intramuscularly injected with 1 mg of cells of Vibrio anguillarum 

under about 100C of water temperature 

Table 37. 

Experiment Experimental Body fwEseh ight Number of Lngoug ilnlaurmum ber of cells of V. water of fish anguillarum per ml of blood 
(Date) temperature tested tested 

Tune after mjediorI(hou6 rs) 
mean and (range) 48 9 

1 12.20C 161 g 16 4.56 <2 7.49 6.26 
(Jan. - (11.8-12.5) (88-274) 6.18 5.89 6.91 7.92 
Feb. 1970) 5.79 5.60 5.41 8.11 

6.26 5.88 6.89 4.78 

2 10.4 155 20 6.54 5.20 8.18 5.18 
(Feb. 1970) ( 9.5-11.0) (123-234) 6.40 5.20 8.04 7.71 

5.65 5.90 6.69 8.11 

5.96 4.81 7.08 8.08 

6.15 5.78 8.91 6.23 

Mean 11.30C 158 g 5.78 7.11 
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ると必時間後1[すでに菌数は102 位になり ，96時間後にはほぼ消失してしまっていることが確認された。 l

'.~と 0.1 [[電の接種量はわずかに 1オーダー違うだけであり，接種してから 3時間後までの菌数の違いは測定

値が少なく個体差が大きく出ているためもあってかあまり大きな差は出ていないが，それ以後の菌の消長は

まったく対照的であり非常に興味ある現象と思われた。

次1[水温1O.C下で行なった 1略接種実験の結果を表371[.示した。 ζの場合は48時間後と96時間後の値のみ

を測定しているが，ととでも時間経過とともに菌数が増加している ζ とがわかる。先に示したように水温10

℃下で l略接種するとウナギは 5日ないし 6日で死亡するわけであるが， 4日後 (96時間〉にしてすでに血

中の菌数は107 に達している乙とが確認された。

Fish 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

Mean 

± 

S.D. 

Table 38. Changes with time in log number of viable cells in the tissues of the Japanese eels 

intramuscularly injected with 1 mg of cells of Vibrio anguillarum 

under 17.50C of water t田nperature

Log number of cells of 医 anguillarum/g(ml) of tissue 

Time after injection (hours) 

6 24 36 

Blood Spleen Liver Kidney Blood Spleen Liver Kidney Blood Spleen Liver Kidney 

5.20 6.11 4.70 5.00 6.00 6.89 5.70 6.40 4.60 6.38 4.70 5.00 

6.26 6.66 5.40 5.40 5.41 6.00 4.00 5.78 6.34 5.00 4.70 5.54 

5.43 6.72 5.11 5.63 5.78 6.28 4.00 5.18 6.97 7.36 5.00 6.51 

6.32 6.92 5.26 5.57 5.53 6.81 4.48 5.30 7.81 7.73 7.83 7.93 

5.88 6.43 4.00 5.00 5.72 7.26 4.88 5.40 5.83 6.51 5.30 5.00 

5.94 6.94 4.48 5.56 6.40 6.04 5.20 5.74 5.23 6.32 4.00 5.00 

6.24 7.23 5.34 5.71 6.90 7.20 5.70 6.28 6.57 7.15 6.23 6.15 

6.26 7.34 5.45 5.86 6.23 7.04 4.88 5.60 8.23 7.73 7.58 7.54 

5.30 6.83 4.00 5.65 6.54 7.11 5.54 6.18 7.59 7.76 7.04 7.53 

5.65 6.70 4.90 6.04 5.62 6.40 4.40 5.40 6.20 7.18 5.00 6.11 

5.85 6.79 4.86 5.54 6.01 6.70 4.88 5.73 6.54 6.91 5.74 6.23 

士 + ± ± + + ± 士 + + + ± 

0.43 0.36 0.55 0.33 0.49 0.48 0.65 0.43 1.15 0.87 1.34 1.13 

Experimental water temperature 17.50C (17.0-18.0) 

Body weight of material fish 127 g (94-155) 

以上が血液中における生菌数変化であるが，血液以外の内臓器宮における菌数変化についても合わせて調

べた実験結果を表38，39および図 7，8 K示した。表381[示したのは30尾のニホンウナギに 1略を接種して

6時間， 24時間および136時間後に魚を10尾ずつ取り上げ，血液，牌臓，肝臓および腎臓における菌数を測定

した結果である。更に ζ の結果を図 71[示したが，とれをみると菌数は各組織においでほぼ同じ様に増加し

ているととがわかる。臓器別に菌数をみると，測定時聞に関係なく常1[.牌臓で最も高く，以下血液，腎臓，

肝臓のIl頃になっている。

なお本実験では血液および上記の3つの臓器における菌の存在量についてしか測定していないが，予備実

験で接種魚のいろいろな組織を stampするととにより大まかな菌の存在量を調べてみた。その結果，血液

および上記の 3つの臓器からは多量の菌が分離されたのに対し，腸および胃からはわずかな菌しか分離され

なかった。また接種部位近くの筋肉組織にはかなり多量の菌が存在するととが確められ，また生き残るよう

なウナギにおいても一番最後まで菌が検出しうる部位でもあったが，採取する筋肉組織のわずかな位置の違

いにより菌数に大きな差が出る ζ とから定量の対象とはしなかった。

O.lrr曹を接種した場合の結果を表39および図 81[.示した。 ζの場合も 3つの臓器における菌数変化の傾向
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TIME AFTER 

Table 39. Changes with time in log number of viable cells in the tissues of the 

Japanese 閃 Isintramuscularly injected with 0.1 mg of cells of 

Vibrio anguillarum under 17.50C of water temperature 

Log number of叫 sof V. anguillarum/ 
g (ml) of tissue 

Tirne after injection (hours) 

24 48 

2.78 1.48 

3.00 1.00 

η一
ん
叫
ん
勺

6 

5.32 

4.86 

Tissue 

<1 
<1 

Blood 

2.30 

2.30 

<1 
<1 

3.40 

4.68 

5.16 

5.36 

Spleen 

<1 
<1 

3.18 

<2 
3.90 

3.18 

Liver 

<1 
<1 

<1 
1.70 

Experimental water temperature 17.50C (17.0-18.0) 

Body weight of material fish， 8 eels， 118 g (100-140) 

3.00 

3.30 

4.64 

4.00 

Kidney 
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Fig.8.αlanges with time in log number of viable cells in the tissues of the Japanese eels 

intramuscularly injected with 0.1 mg of cells of Vibrio anguillarum under 17.SoC of water 

temperature. 

AFTER TIME 

は血液中における菌数変化の傾向とほぼ同じであり， 72時間後にはいずれの組織からも接種菌は消失してし

まっていた。臓器別にみるとやはり牌臓に最も多く，他はあまり差がないが，肝臓では他におけるより早く

48時間後Kすでに10以下となっていた。

以上の結果をまとめてみると， 1 II恵の V.an♂ullarnmをニホンウナギに筋肉内接種した場合，血液，肝

臓，牌臓および腎臓において菌数は10・ ~105 から 106 へと徐々に増加し，死亡する寸前には106 ないし107

の levelIC達していた。一方， 0.1 mgを接種した場合，菌数は各組織において10'位から次第に減少し48時

間後には102以下になり ，72時間後には10以下となりほぼ消失してしまった。乙の lrr曹と 0.1II電接種の場合

の対照的な菌の消長が，前者の場合の905ぢ以上，後者の場合の0%という極端な死亡率の違いをもたらすと

考えられた。

V. anguillarnmを接種した場合の魚体内における菌の消長に関する報告は見当らないが，畑井(1972a)1倒)

は Aeromonasliquefaciensをニホンウナギに血管内接種し，接種菌の消長について観察している。本実験

結果と彼の実験結果を比べてみると，菌種の違いおよび接種方法の違いがあるにもかかわらず，菌数の変化

の全体的な傾向はよく似ている。すなわち，死亡寸前と恩われるウナギの血液中の菌数は， 106 もしくは1σ

の levelであるとと，および肝臓と腎臓における菌数(彼は牌臓については調べていなしつの変化は血液中

におけるそれとほぼ平行している点などで一致している。しかし細部においては一致しない点も認められる。

例えば彼の実験では致死量以下の菌量を接種した場合，最初の24時間では速みやかな菌数の減少がみられる

が，その後はあまり減少せず7日後でも 103 ~1O'の菌が血液中に残っていたという点は本実験結果と異な

っている。

本実験結果から判断すると，体内に入った V.anguillarnmを処理するウナギの能力はかなり安定してお

り，その能力は接種菌量が 0.1mgの場合は処理できるが， 1 mgの場合は処理しきれないものであるととがわ
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かった。そ乙でその処理能力を決定しているものは何か，どの組織あるいはどの細胞が処理能力を有してい

るのかというととが問題となってくる。

畑井はとの問題!C関し，腎臓における菌数が最も多いζ とから腎臓が除菌をする重要な組織ではないかと

推論しているが，その論法でいけば本実験結果からは，牌臓の方がより重要というととになる。しかしなが

ら菌数が多いという ζ とがその組織が菌を処理しているという乙との説明には必ずしもならないと考えられ，

との実験から菌を処理している組織を推定することはできないものと，恩われる。

(の接種魚の血液性状の変化

接種実験により死亡するウナギあるいは回復するウナギの内的変化を調べるために，まず血液性状におけ

る変化に着目してみた。先の実験結果から，接種された V.anguillarumは血液中および血液につながりの

深い組織において多く認められたととから，血液に何等かの病変が生じているかもしれないと考えた。また

もし血液に何等かの顕著な変化が起きているとすれば，本病の診断の上でも利用できると考えられた。

検討した項目は，第ーに貧血が起きているかどうかを知るため1('hematocrit値，赤血球数および血色素

量を測定し，第二に防禦反応の状態を知るために各種白血球の量的変化を調べてみた。

〈材料および方法〉

本節(2)および(3)の実験で用いたと同じ方法により，ニホンウナギ!cV. anguillarumを接種し，一定時間

後1(魚を取り上げ麻酔した後，絢部を切開し動脈球より heparin を coating した滅菌注射器を用いて採

血をした。採血量は魚体重の約 1%01/W) とした。

得た血液の一部は菌数測定の材料とし，先に示した方法で lml中の菌数を求めた。 Hematorit値はmicro-
hematocrit管を用い 12，αm回転で5分間遠心分離を行ない測定した。赤血球数は Hayem氏液を稀釈固定

液に用い Thoma の血球算定盤を用いて算出した。血色素量(hemoglobin量〉は Sahli血色素計を用
い肉眼にて測定するという最も簡単な方法を採った。

白血球数の計測は May-Giemsa染色〈結城 1963)105)を施した塗抹標本を観察するととにより，成熟赤

血球 10，0∞に対する相対的な数を求めた。血球の分類は結城(I960106)， 1963)の分類などを参考にして，

成熟赤血球，幼若赤血球，崩壊赤血球，リンパ球，.好中球，単核球などのその他の白血球，栓球および核影
に分類したが，そのいずれにも分類するととができなかった血球もある。実験は1970年から1973年にかけて

15回行ない， 1回の実験にニホンウナギを少ない時で8尾，多い時で40尾，合計312尾を用いた。

〈結果および考察〉

表401(水温約1O-C下で h曹を接種した実験結果 (Nnl，2)および水温約20-C下で 1時を接種した実験結

果 (Nn3， 4， 6， 7， 12， 15)を示し，表411C水温約20-C下で O.lu曹を接種した実験結果 (Nn5， 8， 10， 
11， 13， 14)および 1略を血管内接種した実験結果 CNn9)を示した。

まず赤血球lとおける変化をみるために，水温約20.C下で 1llQ:およびO.lrr曹を接種した時の， hematocrit 
値， hemoglobin量および赤血球数の変化をそれぞれ図9および図100C示した。とれらの図には合わせて
血液中の V.anguillarumの細胞数の変化も示したが，乙れは変動はあるものの全体的には前の実験結果と

同様!c，lu恵接種の場合は徐身 !c増加し， 0.1llQ:'接種の場合は徐々に減少している。とのいずれの場合にお

いても， hematocrit値， hemoglobin最および赤血球数Kはある程度のふれはありながら，それらの値が
時間経過とともに減少してし、く，あるいは増加していくといったような変化は認められなかった。図には示

さなかったが，水温10-c下で1R曹を接種したウナギにおいても閉じように貧血の徴候は認められなかった。
ただ実験Nn9の血管内接種の場合には，それらの値がある程度減少していく傾向が認められた。しかしとの
血管内接種実験に供した魚の数は少ないので論議の対象にはしなかった。少なくとも筋肉内接種した場合は，

その接穫量が致死量の場合にも致死量以下の場合でも，実験期間中には hematocrit値， hemoglobin量お
よび赤血球数にはほとんど変化が起乙らないと判断された。



Table 40. Changes with time in blood characteristics of the Japanese eels intramuscularly injected 

with Vibrio anguillarum. (Part 1) 

Item-一一一一一一 Exp.No. 1， 2 3， 4， 6， 7， 12， 15 

Date Jan. -Feb.， 1970 1971， 1972， 1973 

Water temperature 10.4 - 12.20C 17.5 - 25.0oC 

Dose 1 mg/l00g 1 mg/l00 g 

Time after injection Cont. 48 hrs 96 hrs Cont. 6 hrs 9 hrs 24 hrs 30 hrs 36 hrs 48 hrs 

Num ber of fish tested 18 18 18 38 28 2 36 11 15 9 

Body weight of fish 152 g 158 174 123 114 132 116 97 136 110 

LOB V. number of ceHs of 
anguillarum (per ml of blood) 5.95 7.98 5.63 5.70 5.82 5.00 6.26 

Hematocrit value 34 32 34 27 28 24 30 26 29 

Hemoglobin (g/dl) 6.6 6.0 6.5 5.4 5.6 4.8 6.6 5.5 4.9 六

Num ber of blood cells 
Mature erythrocyte (×104/cuJnm) 242 214 221 230 244 212 240 233 222 

Relative number of b100d cells (to 10000 mature erythrocytes) 

Immature erythrocyte 36 24 28 13 4 16 45 5 5 

Disintegrated erythrocyte 94 108 81 49 32 24 65 93 18 129 

Lymphocyte 93 47 26 166 105 63 80 31 74 95 
(100) (54)キ (31) (100) (80) (57) (43) (36) 

Neutrophil 59 30 13 20 46 66 35 7 28 51 
(100) (54) (21) (100) (304) (168) (84) (78) 

Other leucocytes 32 15 13 43 23 20 26 10 17 49 
(100) (50) (47) (100) (73) (61 ) (42) (43) 

Unidenlified 107 126 106 210 160 55 143 92 129 200 

Spindle cell 116 92 前l 115 138 36 88 145 19 81 

Nuc1ear shadow 132 113 71 101 66 104 100 31 239 

本 relativenumber 10 the control 

ー、乞品、3
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Table 41. Char喝:eswith t加 ein. blood characteristics of白eJapane鶴田Isintramuscu1arly 

injected with Vibrio anguillarum. (Part 2) 

ii「一一一ーとNo
5， 8， 10， 11， 13， 14 9 (lntravascu1ar injection) 

Date 1971， 1972， 1973 Apr.， 1970 

Water temperature 17.5 -20.80C 16.00C 

Dose 0.1 mg/l00 g 1 mg/l00 g 

Time after injection Cont. 6 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 

Number of fish tested 28 23 22 16 16 4 4 4 2 

Body weight of ftsh 135 g 119 135 135 131 100 103 96 95 

Isg v;nuamnEbzedEtaorf umcell(s 1 of 
(per ml of blood) 4.55 4.26 3.32 1.88 

Hematocrit value. (%) 29 28 28 27 27 24 20 20 18 附

Hemoglobin (g/dl) 5.8 6.4 5.9 5.6 5.8 4.6 3.1 3.4 3.5 

Number of blood田lIs
国首

Mature ery也rocyte-(XI04/cu.mm) 237 229 225 228 218 205 145 172 153 
玉事

Relative number of blood cells (to 10000 mature erythrocytes) 

lmmature erythrocyte 3 1 。 3 15 52 222 50 ヨ韓

Disintegrated erythrocyte 13 14 17 11 13 202 79 337 69 

Lymphocyte 120 49 70 68 97 130 112 52 216 

(100) (71)* (66) (83) (160) 

Neutrophil 16 33 38 34 59 207 141 297 198 

(100) (380) (202) (302) (572) 

Other leucocytes 25 14 14 14 30 40 42 91 80 

(100) (78) (50) (71) (230) 

Unidentified 157 67 67 86 76 117 239 155 160 

Spindle cell 98 99 102 160 127 17 59 88 126 

Nuclear shadow 50 41 36 48 42 49 124 93 94 

事 relativenumber to the control 
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Fig.9. Changes with time in blood characteristics of the Japanese eels intramu配 ularlyinjected 

with 1.0 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 200C of water temperature. 
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Fig.10.αlanges with tInle in blood characteristics of the Japanese eels intramuscularly injected 

with 0.1 mg，of cells of Vibrio anguillarum under about 200C of water temperature. 
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邦

V. anguillarumをITJいてのとのような実験例は他にないが. ANDERSON and CONROY (1970) 1)がス

コットランドの大然、タラおよびカレイなど (Gadus morhua. Pleuronectes microcephalus， P. platessa， 
Rhοmhus maximus)のピブリオ擢病魚、の血液を調べている。それによれば病魚のhematocrit値， hemoglo-
bin -:t~~および亦/[J l球数は位以魚、のものに比べて一線K低く，例えば hematocrit 値では健康1.(1，の似の70-84
%になっている。乙のような臼然病魚におけぎ貧血症状はウナギの鰭赤病 (Aeromonaspunctata 感染)に
おいても I認められているが(保科 1962)76)，ビブリオ病の場合も自然病魚の場合は慢性的に病状が進行しそ
の粘果としてttlf/11，{状を呈ーするものと推測される。もちろん貧血症状を呈するようなものが感染を受け易い

とみるととも可能であろう。

いずれにしても，本実験Kよればウナギにおける実験的急性 V.anguil/arum感染症においては貧血の徴
械は認められないことがわか「た。なお幼若赤血球および赤血球の崩壊形の数は個体差も大きく，実験に供
した魚群どとにもかなり去があることもあ勺てか，閣f妻橋後の時間経過に伴う増加あるいは減少の傾向は認

められなかった。

次Kfl/fn球のほ的変化についてであるが，各実験IC供した魚群ごとにはじめからかなり白血球数の発があ
ったので，各j_("群ごとに対日(¥f.(I，でのそれぞれの白血球数を 100とし，それに対する実験魚のリンパ球，好中
球，およびtfi_核球などのその他の白血球(以下取に「その他の白血球Jと呼ぶ)の値を求め，それを平均し

た。そのようにして求めた*11対航の変化を凶11および凶121c示した。図11には水制約20'C下で 1rr砲を ji~穏し
た実験結果を，阿121Cは水tIL約20"(下で 0.1rr曹を接種した実験結果を示しである。

まず阿11の致死量級痛の場合与をみると， リンパ球および「その他の白血球」は時間経過とともに徐々にMi.
少しているのに対し，好中球は閑接揮してから 6時間後には対照f!.¥の3倍もの値K嬬加している。好中球も
その後は以少し.24時間後には対照か、の1.7倍科度になり.30時間後および36時間後には対照魚の値より低
くなっている。
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Fig.12. Changes with time in relative number of leucocytes of the Japane田 eelsin tram uscularly 

injected with 0.1 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 200C of water temperature. 
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injected with 1 mg of cells of Vibrio anguillarum under about 100C of water temperature. 

TIME 



178 室 賀 清 邦

Table 42. Changes with time in leucocyte constituent of the Japanese 

eels intramuscularly injected with Vibrio anguil/arum. 

Water temperature : 17.5-25.0oC 

1 mg!100 g 

。6 24 30 36 hrs 
Leucocyte 

-----------Lymphocyte 166* 105 80 31 74 
(72)本*(55) (61) (65) (58) 

Neutrophil 20 46 35 7 28 
(9) (31) (24) (15) (30) 

Other leucocytes 43 23 26 10 17 
(19) (14) (15) (20) (12) 

Total 229 174 141 48 119 

* Relative number to 10，000 of mature erythrocyte 

キキ percentagein total leucocytes 

0.1 mg!100 g 

。6 24 48 72 hrs 

120 49 70 68 97 
(73) (51) (60) (58) (56) 

16 33 38 34 59 
(11) (36) (29) (28) (28) 

25 14 14 14 30 
(16) (13) (11) (14) (16) 

161 96 122 116 186 

乙れに対し，図121C示した致死量以下の菌量を接種した場合をみると， 24時間後までの白血球の変化は致

死量接種の場合とほぼ同じKなっている。すなわちリンパ球および「その他の白血球Jは徐々に減少し，好

中球は 6時間後K対照魚の 4倍近くに増加し，その後24時間後にはやや減少し対照魚の 2倍程度になってい

る。 24時間後からの変化は致死量接種の場合とは著しく異なり，すべての白血球は増加の一途をたどり，特

に72時間後における好中球の量は対照魚のそれの 5倍以上になっている。

また水温10.Cの下で lrr曹を接種した場合の白血球の量的変化を図131ζ示した。乙の場合は接種してから48

時間後までの間では測定していないのでその聞の変化は不明であるが， 48時間後および96時間後にはいずれ

の白血球も減少しており，水温20"Cで致死量接種した場合と基本的に同じ現象が見られている。

次に白血球の組成変化の面から検討を加えてみた。 ζの場合も各実験魚群ごとに白血球の組成(各白血球

が会白血球の中で占める割合， Fめを求め，それを平均した値を表42および図141ζ示した。図14の左側K示

した致死量接種の場合をみると，好中球の占める割合が対照魚の9%から 6時間後lζ31%と急激K増加して

おり，その後もある程度の変動はありながら36時間後でも30%前後と高い割合を示している。リンパ球の占

める割合がその分だけ低くなっており. rその他の白血球Jの占める割合は終始14-209彰とあまり変化して

し、Tよし、。

図14の右側iζ示した致死最以下の O.1略を接種した場合においても，好中球の占める割合が 6時間後に36

%と増大しており，その後も多少は下るが30%近い値で維持され，その分だけリンパ球の占める割合が対照

魚と比べて低くなっている。乙の白血球の組成変化の点では致死量接種の場合も，致死量以下接種の場合も

同じ現象が見られているといえよう。

以上の白血球の量的変化をまとめてみると，致死量接種した場合，接種してから 6時間後に好中球が異常

に多くなり，その後好中球は減少し，死亡す前と思われる36時間後には接種前(対照魚〉より減少してしま

っていた。ただ好中球が全白血球中で占める割合は 6時間後から36時間後まで常に対照魚より高い値を示し

た。リンパ球および「その他の白血球jは接種後減少の一途をたどり.組成の点では「その他の白血球Jの

占める割合には変化がなく，リンパ球は常IC対照魚より低い値を示した。

これに対し，致死量以下の菌量を接種した場合は24時間後までのそれぞれの白血球数の変化は致死量接種

の場合と同じ patternを示したが， 24時間後以降はすべての白血球が増加した。白血球の組成の点では致死

量接種の場合とまったく同様lζ好中球が対照魚と比べて高い割合を維持し続けた。

なお本実験の対照魚における白血球の組成は，好中球が約10%，リンパ球が約70%， rその他の白血球J

が約20%となっているが，乙の割合は SANO(1957)107)の示したニホンウナギの値と比べると，特に好中
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球の占める割合が低いように恩われる。本実験で用いたウナギと彼が謁べたウナギの血液状態がかなり違っ

ていたと考えられるが，一つには白血球分類の基準の違いによるものもあるのではないかと考えられる。

本実験結果で確認された白血球の変動について多少推論を混えて論議してみたい。

疾病時における白血球の数およびその形態上の変化は，その動物自身の造血機能と病原体の病毒力との相

対的関係、できまってくる。つまり一般に造血機能が高い場合には作用する病毒力に対し積極的IC:反応を示し，

白血球数の増加として現われ，病毒力が造血機能を制圧する状態になると退行所見が示されるといわれる(日

比谷 1963)1佃}。

本実験結果でもに anguillarum.を筋肉内に接種すると，すみやかに白血球造血機能が働き始め，接種6

時間後には特に好中球が血液中に多量に認められるようになる。 24時間後になると 6時間後に比べると好中

球も半減し，リンパままおよび「その他の白血球j も減少しているが，とれはおもにそれらの白血球が初感染

部位である筋肉組織に集中したためと考えられる。定量的には測定していないが，接種部位の筋肉組織の塗

抹標本を観察すると，好中球およびリンパ球などの白血球が顕著に増加している ζ とが確認されたし.後出

する組織切片の観察からも同様の現象が確認されている。

泌時間後以降の変化は接種菌量によって違ってくるが，致死量接種の場合は生産される好中球などの白血

球の喰菌作用を上回るだけの菌の増殖があり，逆に白血球を破壊し，血中の白血球は減少し，死iζ至るもの

と考えられる。血液塗抹標本を観察していると， 2. 3個程度の院 anguillarumを取り込んで溶解してい

る好中球の存在とともに. 5個程度の菌体を取り込み逆に好中球が崩壊しかかっている像カ1留められた(plate

11-1，2参照〉。しかし好中球がかなり減少してきでいる個体の血液標本においても，乙のような好中球の

崩壊像はそれ程多いとは思われなかったζとから考えれば，単に好中球が細菌に破壊されるととだけで数が

減少するとは恩えず，やはり造血機能にも何等かの障害が生じているものと推測された。

ζ れに対し，接種菌量が致死量以下であった場合は， 24時間後以降白血球は増加してくる。乙れは接種部

位に集中した好中球などの白血球が菌の増殖を抑えたために，その後補給された白血球が血液中に多量に存

在したためと考えられる。

乙のようにみてくると，接種された菌を処理するウナギの能力を決定しているのは喰菌作用をもっ白血球

の量〈本実験結果からは好中球が主たる働きをすると考えられた〉という ζ とになる。 ζの場合の白血球の

量というのは，菌が接種された時点における血液中の存在量もさる ζ とながら，それ以上にその後生産され

る量，すなわち造血機能が問題となる。

畑井 (1972b)1ω〉は A.l勾uefaciensをウナギに血管内接種した時の白血球の量的および組成の変化を調

べている。本実験の結果と彼の実験結果を比較してみると.菌接種後にリンパ球などにはほとんど量的な変

化はなく，好中球のみが顕著に増加している点で一致している。しかしながら彼は死亡寸前のウナギにおい

ても好中球の数が依然として多いと述べている点が若干問題となる。彼の実験結果をみると，たしかに好中

球が全白血球の中で占める割合という点では死亡す前のウナギにおいても高い levelが維持されているが，

絶対値，すなわち好中球の数そのものの値は必ずしも最後まで高い値で維持されているとはいえないように

恩われる。

また全体的に彼の実験結果では，好中球の数および割合が本実験結果より高くなっている傾向がある。 ζ

の差は先にも触れたように，材料魚の血液性状の違いあるいは血球の分類の基準の違いに基づく部分もあろ

うが，一つには菌の接種方法の違いからきているものもあると考えられる。すなわち本実験では筋肉内に接

種したため，いったん血流中に出された好中球などの白血球が接種部位に集中したのに対し，彼の実験では

血管内に直接接種したためそのような他の組織への白血球の移動がほとんどなかったととによる差と考えら

れる。

問接種魚の病理組様学的検討

致死量および致死量以下の V.anguillarumを筋肉内に接種したニホンウナギの各組織における病変と接
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種された菌の存在状態を知るために病理組織学的検討を行なった。

〈材料および方浪〉

組織中の生菌数および血液性状の変化をみた先の実験と同じように，V. anguillarum (pB-15株〉を魚体

重1∞ g当り 1時もしくは 0.1時の割合でニホンウナギに筋肉内接種し，水温 18.0-20.8"Cの水槽中に収

Table 43. Nurnber of the Japanese eels姐mpledfor histopathological observation 

Dose Time after i吋ection。 6 24 30 48 72 hrs 
(Control) 

1 mg/l00 g 3 eels 2 3 3 

0.1 mg/l00 g 2 3 3 3 3 

容した。接種後一定時聞にウナギを取り上げ，採血した後，各組織を切り取り Bouin氏固定液にて固定し

た。約24時間固定の後，通常の方法によりパラフィン切片標本を作製した。染色は Hematoxylin -Eosin 

染色と，主として細菌の存在を見るために May-Giemsa染色を施した。観察に供した組織は，接種部位近

くの皮膚および筋肉(以下単に筋肉と呼ぶ)，肝臓，牌巌，腎臓，心臓(主として心室)，胃，腸〈ほぼ中央

部)，および憾である。標本材料としたウナギの尾数を接種後の経過時間別に表431C示した。

〈結果および考察〉

0.1 mg接種の場合

筋肉組織:菌を接種してから 6時間後の標本を観察すると，筋繊維束聞の結合組織中に接種した vibrioと

考えられる細菌が存在している。その数は比較的少ない場合とかなり多い場合とがあるが，乙れは主として

採取した組織の位置の違いによるものと思われた。病変としては皮膚に近い脂肪組織に隣接する筋肉組織に

おいて，筋繊維の軽度の融解が認められた。菌を接種してから24時間後の標本では，筋繊維の融解は進行し，

筋繊維東間の結合組織において vibrioがかなり増殖し，多いととろでは 1，∞0倍 1視野 (0.03阻止厚さ 5

μ〉に 1∞個以上の菌体が確認された。なお菌体の長さは 2-4μ となっており，培養したもの(通常 1-

2μ〉よりかなり長くなっていた。結合組織および筋繊維束間における各種血球の浸潤か糧支著であった (Plate

11-4参照〉。必時間後の標本では，白血球などの浸潤は依然として目立つが， vibrioは減少し，筋繊維におけ

融解などの病変も24時間後からは進行せず， 72時間後には白血球の浸潤は目立つが vibrioは発見が鴎難な

程減少していた。

肝厳:接種してから 6時間後の標本では肝臓内の血管中にわずかながら vibrioが認められ，白血球も多

く認められた。 24時間後のものにおいても vibrioは血管中にかろうじて確認でき，白血球はやや減少して

いた。その後 vibrioは血管中を含めて肝臓組織中ではまったく認められなくなり，白血球も減少していTこ。

肝臓の実質組織には終始目立つた変化は認められず，部分的にうっ血が認められた程度である。

牌膿: .Wl!:rioは接種6時間後および24時間後の標本には血管中にわずかに認められるが，その後は消失

した。全体的に赤血球を主体とする各種血球の増加が認められ，そのため赤牌髄と白牌髄(対照魚の標本で

赤血球が比較的集中している部分を赤牌髄 redpulpとし，他の部分を白牌髄 whitepulpとした〉の区分

が不明瞭となり，牌柱も消失したようにみえる。これらの変化は48時間後のものではやや軽度になり， 72時

間後のものでは赤牌髄と白牌髄の区分もかなりはっきりし，回復している乙とが確認された。

腎臆: Vibrioは6時間後の標本でも非常に少なし 24時間後のものではまったく認められない個体もあ

り，以後はすべての個体で完全に消失してしまった。血管を取りまく筋肉組織にどく軽度の変化が認められ

た場合もあるが，細尿管および糸球体には終始変化は認められなかった。腎臓のリンパ様組織中IC菌体を取

り込んでいる大型白血球が認められる標本もあった。

心腹: Vibrioは終始認められず，心室の筋肉組織にもほとんど変化は認みられなかった。血液中におけ



182 室賀清 邦

る白血球の増加が目立ち，中には vibrioを取り込んだ大型白血球がわずかに観察された。

胃: Vibrioはまったく認められなかった。血管中K白血球の増加が認められる点と， 24時間後および72

時間後の標本に繊毛上皮における粘液細胞の発達が認められたほかには特に変化は認められなかった。

脇: Vibrioはまったく認められなかった。粘膜下組織中の血管がややうつ血を呈しているほかには変化

はなかっTこ。

偲: Vibrioは終始認められず，組織にも特記すべき変化は認められなかった。

1 mg接種の場合

筋肉組織: Vibrioは6時間後から24時間後にかけて，主として結合組織において繁殖し.30時間後には

かなり深部の筋肉組織聞の結合組織を中心に繁殖し，融解してしまった筋繊維束内，脂肪組織，表皮に隣接

する結合組織，あるいは基底膜下の間隙などあらゆる部分で繁殖している。筋繊維の融解はすでに 6時間後

に比較的表皮に近い部分で認められ，時間経過とともに融解の程度が進行し，また病変がみられる部分も次'

第に深部へ拡がっている。 M時間後には表皮基底膜下における血管がうっ血を呈し，血管外でも各種血球の

浸潤が顕著であり，個体によっては表皮組織において細胞の増生あるいは逆に崩壊などの変化が認められた

(Plate II-S参照，表皮増生を示す〉。

筋肉組織における変化は，最初IC筋繊維の不明瞭化，すなわち硝子様変性が起ζ り，次いで部分的融解が

起乙る。乙れらの変化は通常近くに vibrioの存在がないままに進行し，かなり融解が進んだ段階で vibrio

がその部分IC認められるようになる (Plate11-6， 7， 8参照. 8の写真の右側の部分が筋肉が完全に融解し

てしまった部分を示し，各種血球とともに小さな点として見える菌体が多数認められる)。すなわち，筋繊維

の変性あるいは融解はvibrioの侵入に先行して起ζ るものと判断され.本菌は筋繊維を融解するような物質

を菌体外に産出しているものと考えられた。

肝臓:血管中には終始 vibrioが観察されるが，その量は少なく，比較的大きな血管でも 1断面にせいぜ

い2-3個の菌体が認められる程度である。実質組織には菌体はまったく認められず，病変も認められなか

った (Plate III-1参照〉。

牌厳: Vibrioは時間経過とともに増加し.30時間後には組織全面に多数認められるようになるが，せい

ぜい 5-6個の菌体が集っている程度で，集落を形成しているとは恩われなかった (PlateIII-2， 3参照，

3は散在する菌体を示す〕。血管周辺を中心IC全体的に各種血球の増加が認められた。また24時間後には牌柱

の筋繊維に軽度の変性が認められたがその後進行する様子はなかった。

腎臆: Vibrioは6時間後から認められるが，その後あまり増加するととはなく.30時間後においてもリ

ンパ様組織中に散在する程度である。全体的にリンパ様組織において赤血球を主体とする血球の増加が認め

られるが，細尿管，糸球体などにはほとんど変化は認められなかった (PlateI1I-4参照〉。

心膿:Vibrioは標本によっては 6時間後からわずかに認められるが.30時間後でも心室筋肉組織の繊維束

聞に血球に混ってわずかに認められる程度である。 6時間後から血液中の白血球の増加が認められ. vibrio 

を取り込んでいる大型白血球〈喰細胞〉も認められた。お時間後から心室の一部の筋繊維K軽度の変性が認

められたが.30時間後になってもあまり進行した様子はなかった(plateIII-S参照〉。

胃: Vibrioは粘膜下筋層の主として血管中に24時間後から観察されたが.30時間後になっても血管外に

認められる乙とはなかった。粘膜下組織に 6時間後から白血球および赤血球の浸出が認められ，粘膜下筋板

muscularia mucosaの筋繊維に軽度の融解が認められ，時間経過とともにその程度は進行した。外側の輸

走筋層および縦走筋層にも部分的に節繊維の変性が認められるが，その程度は粘膜下筋板における変化に比

べると軽度であった。繊毛上皮には多少粘液細胞の発達が認められた程度でそれ以上の変化は認められなか

った。

腸: Vibrioは30時間後の標本において初めて認められ，その存在は粘膜下組織の血管中に限られていた。
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24時間後に輪走筋層に接する部分の縦走筋層の筋繊維の一部IC融解が起とり，コーンハイム野Cohnhe加 's

fieldが消失していた。 30時間後κはそれらの変化は更に進行し輪走筋層にも病変が起きていた。粘膜下組

織においても細胞区分が不明瞭となり核だけが逆に明瞭化〈濃染〉し，一部では出血も起乙り白血球も広範

囲に浸潤していた (Platem-6参照〉。繊毛組織には特に変化は認められなかった。

餌: Vibrioは終始認められず，総弓軟骨近くの筋肉層に軽度の変性が認められたが，鯨薄板などにはま

ったく変化が認められなかった。

以上を総合してみると，接種された V.anguillarumは接種部位である筋肉組織あるいは結合組織におい

て増殖しているのみで，その他に増殖していると判断される組織は認められなかった。死亡寸前の個体の牌

臓においてかなりの菌が認められ，牌臓においてはあるいは増殖しているかもしれないと恩われる程度であ

る。従って接種部位で増殖した菌が血流lζ乗り各組織へ運ばれたと考えられる。また接種部位における結合

組織あるいは筋肉組織を別Iとすれば，各組織で実質細胞が壊死するといったような変化は認められなかった。

これらのととから，との実験的感染魚の病状は典型的な敗血症であるとみる ζ とができる。との場合の敗血

病巣は接種部位の筋肉組織および結合組織というととになり，乙の原発病巣から絶えず vibrioが血流中に

侵入し，各組織に運ばれ全身感染症をひき起乙し，死tζ至らしめたとみる乙とができる。致死量以下を接種

した場合は，原発病巣における炎症により血流中に送り込まれる菌がある段階で誠少し，敗血症に至らずに

回復に向ったと判断される。

V. anguillarum Iζ感染した自然病魚の組織病変を検討した報告は数多くあるが(ZOBELLand WELLS 

1934， HODGKISS and SHEWAN 1950， SAITO et al. 1964， HACKING and BUDD 1971， LEVIN et 

al.1972， MCCARTHY et al. 1974，舟橋ら 1974)，いずれも自然病魚である乙とと魚種が違うという点で比

較はできないと恩われる。

舟橋ら(1974)57)は自然病魚のほかに V.anguillarumを筋肉内接種あるいは皮膚塗抹し感染させたアユ

の病変について検討しており，筋肉内注射によりひき起乙した病変を一次性敗血症と呼んでいる。魚種の違

いはありながらも本実験でウナギにみられた変化は基本的には彼等の示したアユにおける病変とよく似てい

る。すなわち，接種部位の筋肉組織および結合組織において菌が増殖し，血流によって各組織へ運ばれてい

るとと，筋繊維の融解が菌体の侵入に先行している ζ とから菌が何等かの分解酵素的なもの(彼等はそれを

外毒素と呼んでいる〉を産出していると考えられるとと，および肝臓，心臓，あるいは総などの実質組織に

は病変が認められないなどの諸点で一致している。もちろん魚種の違いによるためか，検査した魚の状態(彼

等は死亡魚ないし瀕死魚のみを材料としている〉の違いによるためか，彼等の観察では牌臓および腎臓に変

性壊死が認められている点など，本実験結果とは相違する点もある。

第 3節毒素について

V. anguillarumが毒素を産生するか否かは本菌の病原性を検討する上でも，また vaccineについて検討す

るよでも重要な問題点になると考えられる。しかしながら現在まで V.anguillarumが毒素を産生するか否

かについてはほとんど検討されていない。と ζでは本菌の毒素産生IC関する予察的な実験を試みた。

〈材料および方法〉

V. anguillarum PB-15株を普通寒天培地にて28.C，48時間培養したものを滅菌食塩水に懸濁させた。濃

度は10時/rnt，20mg/mlおよび200mg/rntの3種類用意した。lOmg/rntおよび2001昭/rntの2つのものは超

音波発生装置(Tominaga，UR-150P， 20KC)を冷却しながら30分間作用させた後. 10，∞個転15分間高速

遠心分離を行なった。その上澄み液をとり，培養により生菌が残存しないととを確認し(場合によっては更

に bacterialfil terを通した)，接種材料とした。また20時 /mlの懸濁液には 0.01%になるように merzonin

(merthiolate， ethyl mercuri・thiosalcylate)を加え， 18時間室温に放置し，生菌のない乙とを確めた上で接

種材料とした。また比較のために同一培養の本菌を10略/mt食塩水に懸濁させ，生菌接種の材料とした。
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ζれらの接種材料を魚体重30-202gのニホンウナギの体側筋肉部に接種し，水温17.5- 30.3iじの下で 1

週間観察した。

〈結果および考察〉

結果を表441L示した。乙れをみると，超音波処理をしたものの上澄み液を接種したウナギは，生菌量に換

算して2∞1Itを接種したものでも死亡していないことがわかる。また単に死亡しないだけでなく外観的な病

変もほとんど認める ζ とはできなかった。 ζれに対し merzonin処理死菌を接種した場合は生菌量K換算し

て10時の接種量でm尾中 8尾(約28%)が死亡している。 Merzonin死菌の接種実験は数固に分けて行なわ

れたものであるが，その実験毎に結果は異なり. 2尾接種し 2尾とも死亡したり. 6尾接種し 1尾も死亡し

なかったり，更には同じ実験で10時(生菌換算量〉を接種したウナギが死亡したのに25n曹を接種したウナギ

Table 44. Toxicity of sonicated supernatant and merzonin-killed四 IIsof 
Vibrio anguillarum (PB-15) for the Japanese eels. 

Number Mean Dose Body weight 
Water of time Injection materia1s of 

temperature fish to (/100g) fish tested 

A Supernatant of sonicated cell suspension 

(10 mg/ml) 

B Supernatant of sonicated cell suspension 

(200 mg/ml) 

C Supernatant of sonicated cell suspension 
(200 mg/ml) 

1 ml 30 - 64 g 17.5-20.00C 

0.5 65 - 89 19.0-20.5 

64 -122 19.0-20.5 

D Merzonin-killed cell suspension (20 mg/ml) 0.5 70 -202 19.0-31.5 

E (Con訂01)Viab!e cell suspension (10 mg/ml) 0.1 40ー 74 17.5-20.0 

died/tested death 

0/10 

0/5 

0/5 

8/29 3.9 days 

10/10 2.5 

F (Control) Merzonin saline (merzonin 0.01%) 0.5 117 -196 22.8-30.3 0/6 

Preparation of materia1s 

Supernatant of sqnicated cell suspension-一一一 Culturedcells were suspended into saline and sonicated by 
an osci1lator 

(Tominaga UR-150P， 20KC， 30 min.)， and supernatant fluids obtained by centrifugation were injected. 
Merzonin・killedcell suspension-一一一 Culturedcells were suspended into saline containing 0.01 % merzonin. 

が死亡しなかったりといった具合に結果の変動が著しく大きかった。同一条件下で培養したにもかかわらず

菌の状態 (virulence)は必ずしも同じではなかったとも考えられるが，原因は主としてとの実験が冬期に水

温を上昇させた条件下で行なわれたため魚の状態があまりよくなかった ζ とにあると思われる。 ζのように

merzonin 処理をした菌を用いての実験結果からは本菌の産生する毒素の存在をはっきりと肯定する，あ

るいは否定するだけのものは得られなかった。

超音波処理をしてその上澄み液を接種するという方法は清水(1969)110)がAeromonasliquefaciens IL 

用いた方法に準拠したものであるが，乙の方法では V.an.♂ullarum fとはウナギに対する致死的作用をもっ

毒素は検出きれなかったわけである。清水は A.liquefaciensの産生する毒素lζ関する一連の研究を行なっ

ているが (SHIMlZU1968 a -d)I11)-114)，それによれば A.liquefaciens (Y -62株，ウナギ由来〉は生

繭換算量で 3-4mg相当の接種量で，ウナギの接種部位の組織の崩壊および休表全面での出血斑が観察され

たとしている。菌種が違うため同一方法を用いても同じように毒素が得られない場合もあるので. V. an♂u-
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llarumについては更に別の方法で検討してみる余地はあるが，一応本菌には A.liquefaciensが産生する

ような毒素は産生しないと考えられた。

村江ら(1959)20) はニジマスより分離した Vibriosp. (v. pisc似m var. japonicusとはいささか異な

るとのみ報告している〉の液体培地での培養漉液を7 ウスiζ接種し，毒性物質の存在を確認している。彼等

はその毒性成分の 1つは histamineであろうとしているが，魚に対する毒素については検討していない。

いずれにしても本菌の産生する毒素に関しては本実験では一応否定的な結果が得られたが，培地成分，菌

の virulence，更には毒素の分離方法について再検討の必要があるものと恩われる。

第 4節 マウスに対する病原性

従来一般的IC V. anguillarum は温血動物IC対する病原性を持たないものとされてき九乙制まCANESTRINI

(1893)が V.anguillarum (Bacillus anguillarum) はウナギ， トゲウオ (sticklebacks)• キンギョ，

カエlレおよびイモリには病原性を示すが，ウサギ，テンジクネズミおよびマウスには病原性を示さないと報

告している ζ とや(RUCKER 1959)49)，本菌は一般的Ic37'C以上の温度の下では増殖しないとされている乙

となと、からきていると思われる。実際にはあまり実験されるととなく一般的に温血動物には病原性を示さな

いとされてきたようである。

著者が分離した χanguillarumについては第 I章および第 E章で示してきたように，マウスに対し病原

性が認められた場合があったわけである。しかしその病原性は V.parahaemolyticusのマウスに対する病原

性と比較するとやや弱いものであった。著者の実験では，分離直後の株がマウスに病原性を示した例はなく，

分離後ある程度の年月が経過した株にのみ病原性が認められている傾向がある。従って前章でも述べたよう

に培養を重ねることにより発育可能温度が多少高くなってきたととがマウスに対し病原性を発揮するように

なった原因とも考えられる。との発育可能温度と温血動物に対する病原性の関連については今後の研究課題

の一つであろう。

ニジマスから分離された医 anguillarum(v. piscium var. japonicus)の温血動物に対する病原性につい

ては SAITOet al. (1964)21)がマウス，ラット，テンジクネズミ，ウサギ，ネコおよびイヌには病原性は

認められなかったと報告している。また熱帯魚(水温23-24'C)から分離した V.anguillarumの病原性に

ついて検討した HACKING and BUDD (1972) 7)はテンジクネズミ， 7 ウスおよびウサギには病原性を示

さなかったと報告している。ただ妊娠したテンジクネズミの腹腔内に接種すると死産するケースが認められ，

何等かの悪影響を与えていた ζ とを示している。

以上を合わせて考えると.V. anguillarumは温血動物に対しほとんど病原性を示さないとみる ζ とができ

る。著者の実験結果にみられたように菌の状態によっては病原性が発揮される場合もあるが，その病原性は

V. parahaemolyticusのそれと比べれば弱いものであった。

なお V.anguillarumと同定されていない魚類病原性 vibriosにはしばしばマウスに対する病原性が認め

られている。例えばニジ7 スから村江らによって分離されたVibriosp.および海産魚の潰湯病の原因菌はマ

ウスlζ対しかなり強い病原性を示す乙とが報告されている(楠田 196529)，木村196832))。もちろんこれら

の実験結果を比較する際，接種量が問題になるわけであるが，その点を加味しでも，一応 V.anguillarum 

はマウスにはほとんど病原性を示さず，他の fish-pathogenicvibrios はマウスに病原性を示すものが多い

という乙とができょう。従ってζのマウスに対する病原性の点も分類上の一つの鍵になるのではないかと考

えられる。

第 5節 ま と め

V. anguillarumを数種の淡水魚および海産魚に接種した結果，ニホンウナギ，ヨーロアノfウナギおよび
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ドジョウは本菌に対し高い感受性を有し，ニジマス，クロダイおよびハマチも比較的高い感受性を有するが，

コイ，フナおよびキンギョは低い感受性しか持っていないととがわかった。

感受性の高いととや飼育しやすいととなどの理由からニホンウナギを本菌の病原性確認の材料魚に選び，

病原性検査の方法について検討してみた。まず感染方法についていくつかの方法を実験してみたが，筋肉内

注射による接種が最も確実な結果をもたらすととがわかった。更に，筋肉内注射により病原性を調べる場合，

接種菌量は魚体重1∞g当り 1mg (湿菌重量〉とするのが適当であるとと，魚は体重10g以上のものであれ

ば大きさにあまり関係なく材料魚としうるとと，水温は10"Cでも実験可能であるが20"Cの方がより早く確実

な結果が得られる乙となどがわかった。

前章において，病原性は見落すととのできない本菌の重要な性質の一つであると述べたが，乙乙では以上

のようにその具体的な検査方法が示されたわけである。そしてζの方法で検査したと ζ ろ，著者が現在まで

分離してきた V.anguillarumのほとんどすべての株がウナギに病原性を示すととが確認された。しかし他

の研究者の分離株にはウナギにはほとんど病原性を示さずニジマスなどの別の魚種に強い病原性を示すもの

があるので，実際にはウナギに対する病原性だけでその菌のもつ魚類への病原性を推し測る ζ とは無理なよ

うである。従って，ウナギだけでなくニジマス，アユ，コイあるいはハ7 チなどの海産魚など数種の魚類に

対する病原性を調べるととができれば，その菌のもつ病原性の特性が更に明確になり，また他菌株あるいは

他菌種との比較もより意味のあるものになろう。

なおととでいう病原性陽性とは，その菌が自然状態において魚に病気を起とすという乙とまでを意味する

ものではなく，病気を起とす能力を有するという病原菌としての必要条件を満足しているととを意味するに

過ぎないととは言うまでもないととである。

ニホンウナギにおける接種実験において，接種菌量の違いによる死亡率の違いを検討した際，魚体重 100

g当り 1略の菌量を接種すると90，彰以上の魚が死亡するのに. 0.1 u曹の菌量を接種するとまったく死亡魚が

出ないという興味ある現象が見られたので，乙の致死量接種の場合と致死量以下の接種の場合の菌の動向お

よびウナギの反応の違いについて検討を進めた。

まず本菌を接種したニホンウナギの各組織における接種蘭の消長を調べたととろ，致死量接種の場合は，

血液，肝臓，牌臓および腎臓においでほぼ同様の傾向で菌数は増加し，死亡す前と思われる接種36時間後に

は血液中で10ろ1ntの level 1<::達していた。乙れに対し，致死量以下を接種した場合，各組織における菌数

はそれぞれ同じような傾向で減少し.72時間後にはほぼ消失してしまっていた。

また接種魚の血液性状を調べたと ζ ろ，致死量を接種したウナギおよび致死量以下を接種したウナギのい

ずれにおいても. hematocrit値. hemoglobin量あるいは赤血球数Kは変化は見られなかった。

一方，白血球の動態にはそれら死亡するウナギと回復するウナギとの間には顕著な差が見られた。すなわ

ち，致死量を接種されたウナギでは接種してから 6時間後1<::好中球の顕著な増加が見られたが以後は減少し

続け，その他の白血球も一様に減少し続けた。とれに対し致死量以下を接種したウナギにおいては，一時的

な減少はありながらもすべての白血球が72時間後まで顕著に増加した。特に好中球が死亡するウナギと回復

するウナギにおいて対照的な変化を示し，好中球が本菌の処理に大きく関与しているととが示された。

また病理組織学的に検討を加えた結果，接種された菌は接種部位である筋肉組織および結合組織において

増殖し，それが血統に乗り各組織に運ばれ，ウナギに全身感染症をひき起乙し，死に至らしめるという典型

的な敗血症をひき起としている乙とが確められた。

次に本菌の毒素産生K関する基礎的な実験を行なったが，少なくとも超音波処理による上澄み液にはウナ

ギを死亡させるような毒性成分は認められず.A. liquefaciensとはとの点で異なるものと考えられた。

最後1<::第 I章および第 E章で示したマウスに対する病原性実験の結果をふまえて，本菌の温血動物に対す

る病原性について考察を加えてみた。その結果，本菌はマウスなどの瓶血動物に対し病原性を示す場合もあ

るが，多くの場合は病原性を示さないものと判断された。乙の7 ウスに対する病原性の点において，我が国

で報告されている V.anguillarum以外の fish-pathogenicvibriosと V.anguillarumとの聞には違いが
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みられるので，今後分類学的な面でも着目すべき事項と考えられた。

補 免疫学的検討

主主殖魚、および天然魚における V.anguillarum感染症は，海産魚および淡水魚において最も重要な疾病の

一つに挙げる ζ とができる。我が国においては第 I章で述べたように，アユ，ニジマスおよびウナギという

淡水養嫡魚において本菌感染症が大きな被害をもたらしており，その対策は産業上緊急の研究課題とされて

いる。すでに述べたように， ζれらの養殖魚における本病の対策としてはまず第ーに予防が大切であり，そ

のためには種苗の選択や養殖方法の改善などの面で根本的な検討がなされなくてはならなし、。

しかしながらそれと平行して，現実の問題としてはもう少し直接的な予防法あるいは治療法に関する検討

も必要とされている。

ヨーロッパにおける最近のに anguillarum感染症に関する報告は天然魚を扱ったものが多いためか，治

療という点ではほとんど検討がなされていない。ただ興味あるとととして，ノルウェーにおいてマス(ぬlmo

salar) 1とおける本病の被害を少なくするために耐病性の系統の選択について検討されている ζ とを挙げる乙

とができる (GJEDREM and AUSTAD 1974)115)。アメリカ合衆国では魚類の細菌性疾病の対策として，サ

ルファ斉IJ，抗生物質あるいはニトロフラン誘導体の使用に関する一般的な研究は多いが，特lこV.anguillarum 

感染症についての研究といったようなものは見当らなし、。

我が国では集約的養殖が行なわれているためと，薬剤jの使用制限がゆるやかなためか，予防あるいは治療

のために種々の薬剤が頻繁に使われており ，V. anguillarum感染症においても例外ではない。本病lζ対する

予防ないし治療薬として malachitegreen (保科・千葉1957，116)SAITO et al. 196421))，フラン剤(林

ら1964a22)，196524))サルファ剤(保科ら1957117)，SAITo et al.1964217大上1969118))および oxytetra-

cyclineや chloramphenicolなどの抗生物質(保科ら 1957117) 林ら 196524)，ALMEIDA巴tal. Cイ

ンド)1967119))とひととおりの薬について検討がなされており，適確に使用すれば十分予防ないし治療効

果が期待できるとされている。著者も chlortetracyclineが invitro試験においても現場における治療効

果の点でも非常にすぐれた力を発揮する乙とを確めている(室賀・江草 1968)60)・0

しかしながら第 I章で示した徳島県下などのアユ養殖場での例に見られたように，V. anguillarumの薬剤l

k対する抵抗性が増し，従来使用されていた抗菌剤jの効果がまったく認められなくなるという現象が起きて

いる。現場での状況を観察するとやはり薬剤の過度の使用が本菌の耐性化を招いたものと思われる。また単

IC V. anguillarumが薬剤に対し耐性化し治療が困難になるというだけでなく，人体および環境K及ぼす影

響の面からみても，薬剤]の過度の使用は問題があると思われる。従って今後は薬剤IC依存しない養殖方法，

あるいは病害対策について検討されねばならないと考えられる。

そのための基礎的な研究として，V. anguillarum IC関する免疫学的な検討を行なった。なおこの実験は病

原性実験IC関連して行なわれたために材料魚がニホンウナギとなっており，その点では我が国で問題となっ

ているアユあるいはニジマスのピプリオ病からはいささか離れてしまっている。

第 l節 ニホンウナギの本菌に対する抗体産生と防禦作用

まずニホンウナギIC V. an♂ullarumの merzonin(ethyl mercuri-thiosalcylate)処理死菌を接種すると

とにより，凝集素抗体が産生されるか否かを検討し，更に抗体を産生したウナギが本菌K対する防禦作用を

示すかどうかを検討してみた。

〈材料および方法〉

実験は2回行ない， 1回目は1968年10月から11月にかけ， 48尾のニホンウナギ考会用いて実験し， 2回目は
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1900年5月から 6月にかけて48尾のニホンウナギを用いて実験を行なった。との実験IC限らず.免疫に関す

る実験に用いたウナギはほとんど静岡県吉田地区で養殖されたものである。 19飽年5月から12月にかけて同

地区から入手した約 1∞尾のウナギの血棄を材料にし医 anguillarumPB-15株の死菌を抗原として凝集

反応、を試みたが，反応はすべて陰性であった。また当時の岡地区における調査によっても病気のウナギから

V. anguillarumが分離されたととはなかった。とれらのζとから本実験の材料魚とした同地区からのウナ

ギは V.anguillarum IC感染した経歴はないものと判断した。

1回目の実験では，魚を12尾ずつの4つのグループ (A-D)IC分け， A群のウナギには 1週間間隔で2

回死菌接種による免疫を行ない， 2回目の免疫接種の 1週間後に生菌による攻撃試験を行なった。 B群のウ

ナギには1週間間隔で4回免疫し，最後の免疫の 1週間後に生菌攻撃試験を行なった。 G群およびD群は対

照区とし，それぞれ2固ないし4回の merzonin を含む滅菌食塩水の注射後に生菌攻撃試験を行なった。

また攻撃試験時にそれぞれの魚群から 2尾ずつ魚を取り上げ，凝集素価を浪.tl定した。実験水温は16.0-24.0"C

であった。

免疫接種IC用いた死菌液は， 48時間培養したV.anguillarumPB-15をO.Ol$f>merzonin食塩水(NaCIO.85%)

に懸濁させ1晩以上室温ないし冷蔵庫に保存したものを用い， 1回の接種量は 1略〈湿菌重量)/1∞g(魚

体重〉とした。対照区の魚に接種したのは菌そ含まない merzonin食塩水である。

凝集素価の測定は，動脈球より採血した血液を 3，0∞回転10分の遠心分離を行ない得た血棄を材料として

行なった。滅菌食塩水を用いて倍数稀釈した血袈の稀釈系列に merzonin.処理死菌を抗原として同量加え.

37"CIζ2時間置き，その後15-20"Cの下に15-20時間放置した後に凝集反応を肉眼的に観察して凝集素価を

決定した。なお遠心分離して得られた血祭を56"Cないし48"Cで30分間非働化処理をすると，前者の場合は非

働化前のものと比べて62%の血祭 sample(砂's7)が1段階低い凝集価を示すようになり，後者の場合は

非働化前のものに比べて24%の血祭 sample(17/71)が1段階低い凝集価を示すようになった。 ζ とでは非

働化する前の血棄を用いて測定した凝集価を示した。

生菌による攻撃試験は各群10尾ずつのウナギを材料にし，前章で述べた方法により培養菌を筋肉内に接種

し， 1週間観察し死亡率を求めた。

2回目の実験は 1回だけ免疫を行ない，抗体が産生されるまでの日数を知るととを目的として行なわれTこ。

乙乙では対照区の魚はそのまま生菌攻撃試験に供し，免疫区の3群 (A，B， C)には 1回死菌接種(接種菌

量10時/1∞ g魚体重〉を行ない，その後3日目ILA群， 7日自にB群， 14日自にG群をそれぞれ生菌攻撃

試験IL供した。攻撃試験には各群10尾ずつを用い，各群残る 2尾ずつを凝集価測定に用いた。攻撃試験およ

び凝集価測定の方法は 1回目の実験と同じである。なお2回目の実験水温は 18.0-21.8"Cであった。

〈結果および考襲〉

1回目の実験結果を表451C，2回目の実験結果を表46にそれぞれ示した。 1回目の実験結果をみると， 2 

回ないし4回免疫したウナギは生菌攻撃試験時にそれぞれ笈氾，回Oという坑体価を示した。攻撃試験の結

果においても，対照群が 100%(C)， 70% (D) という死亡率を示したのに対し，免疫したものの死亡率

は0%(A)， 10% (B) となっており，確実に防禦能力を有していたζ とが確められた。

次Iζ表461C示した2回目の実験結果をみると， 1回だけ免疫されたウナギは2週間後に抗体を産生してい

たととが，凝集価の点でも防禦作用の点でも確認された。

なお，免疫時の接種抗原量は魚体重 1∞ g当り 0.01叶 O略の範囲では抗体産生の結果には差がみられなか

った。また超音波処理死菌を接種抗原とした他の実験においても同じように抗体が産生される ζ とが確めら

れた。

以上の実験から，死菌接種をするととにより，ウナギは2週間後には抗体を産生し防禦能力をも獲得する

乙とがわかった。
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Table 45. Challenge of irnmunized and control eels with Vibrio anguillarum 

Immunization and Challenge 
Agglut泊恒

Group 
titer 
at 

1， Oct. 8，Oct. 15，Oct. 22， Oct. 29， Oct. Cha11enge 

A 1 st 2 nd Cha11enge 200 

Immun包. Immuniz. 

Immunized* 

B 1 st 2 nd 3 rd 4 th Cha11enge 800 

Immuniz. Immuniz. Immuniz. I町Imumz.

C 1 st 2 nd Cha11enge <25 

Inject. Inject. 

Control** 

D 1 st 2 nd 3 rd 4 th Cha11enge <25 

Inject. Inject. Inject. Inject 

* immunized with merzonin-killed cells by intramuscular injection (1 mg/100 g) 

紳 injectedwith merzonin鈎 line(0.1 ml/100 g) 

(1968) 

Mortality 

0% 

10 

100 

70 

αlallenge: Ten eels (A. japonica， 64-130 g) were injected intramuscularly with 1 mg of viable 

cells in each group. 

Experimental water temperature: 18.90C (16.0-24.0). 

Table 46. Challenge of immunized and untreated control eels with Vibrio anguillarum 

(1969) 

Immunization and Challenge AggtlEutetr inin 

Group at 
Mortality 

22， May 23， May 26， May 30， May 6， Jun. Challenge 

Control Cha11enge <4 

A Immuniza- Cha11enge <4 
tion 

Immunized * B Immuniza- Challenge <4 
tion 

C Immuniza- Cha11enge 32 
tJon 

* immunized with merzonin-killed cells by intramuscular injection (10 mg/100 g) 

Challenge: Ten eels 併 japonica，97-128 g) were injected in佐amusculariywith 

1 mg of viable cells in each group. 

Experimental water temperature: 20.10C (18.0-21.8). 

80 % 

70 

70 

。
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第 2節 抗体産生に及ぼす水温の影響

魚類の抗体康生iζ及ぼす水温の影響の重要性については古くから知られている (CUSHING 1942，120) 

HILDEMANN 1962 )0121)先に示したように水温16-24"Cの下ではニホンウナギは容易Ir抗体を産生すると

とが確められたが，乙とでは水祖がウナギの抗体産生IL及ぼす影響について検討してみた (MUROGA and 

EGUSA 1969122))。

〈材料および方法〉

実験は1968年から1969年にかけて，静岡県吉田地区で養殖されたニホンウナギ〈体重70-140g)を材料

魚として行なった。接種死菌は先と同じ merzonin処理死蔵を用い， 1回の接種量は魚体重 100g当り lmg

(湿菌重量〉とした。また一部の実験では adjuvantの効果をみるために.Freund's incomplete adjuvant 

(流動パラフィン 1 : tween 80 1) IC死菌を等量混合させたものを接種する方法と，死菌液9: 1 %クロ

ムミョウパン 1の割合に混合したものを接種する方法とを検討してみた。

実験は3つの部分からなり，最初IL供試尾数を決定するために凝集価の個体差の大きさを知るための実験

を行なった。乙とでは29尾のウナギを用い 1週間間隔で4回死菌接種を行なう一方. 2週間自からは同じく

1週間間隔で 5尾ずつ魚を取り上げ抗体価を測定した。

次いで水温別の抗体産生を明らかにするために，いろいろな水温の下においたウナギILI週間間隔で4回

死蘭接穫による免疫を行ない，第2回目の免疫から平行して凝集価の測定を行なった。実験水温および実験

期間は下記の通りである。

実験区設定水温(平均水温士標準偏差〉 実験期間

A IIOC (10.6:t 0.90C) 1968年 12月 5日-1900年 1月30日

B IS0C (14.9 :t 0.20C) 1968年 10月 10日~ 11月28臼

C 190C (18.9 :t 0.90C) 6月12日~ 7月 17日

D 230C (23.4 :t l.2oC) 6月20日~ 7月25日

E 270C (27.4 :t 0.90C) 6月23日~ 9月17日

上記のように水温は11"Cから2TCまで4.C間隔で5段階設定し，水温調節はアクアトロンによった。

最後Ir. adjuvantの効果をみるために，先の水温実験における B区(15"C)およびE区 (27"C)Ir平行

して Freund'sincomplete adjuvant vaccineを接種する実験を行ない， C区(19.C)およびD区 (23.C)

に平行して chromevaccineの接種実験を行なった。また ζ の比較試験終了後，水温15"Cの下で Freund's

incomplete adjuvantを用いて免疫したウナギを温度調節をしない室内水槽に移し，最初の免疫から約4カ

月間無投餌で飼育し，その聞の凝集価の変化を調べ，抗体の維持について検討してみた。

なお，抗体の維持実験に用いたウナギだけでなく実験中すべてのウナギにはまったく餌を与えなかった。

〈結果および考察〉

緩集価の個体差:実験結果を表471r示した。乙の表をみると，最初に取り上げて調べた 5個体，すなわち

1回だ妙免疫された個体の聞には25から 1∞という 3段階の凝集価の聞きが認められるが. 2回目以降の検

査魚，すなわち 2回以上免疫された個体の聞にはせいぜい 1段階の凝集価の開きしかないととがわかった。

従って 1つの測定値を得るためには2尾科度の魚を調べるだけで十分であると判断し，以下の実験では2尾

ないし3尾の魚の凝集価の平均値をもって1つの値とした。

なお抗体価の変化を調べるためには， 1個体の動物について連続的に追跡する方が正確な変化を把握しう

ると考えられるが，本実験では 1尾のウナギから最低0.5mlの血液を採血したので，連続採血は不可能であ

ったc そのため 1つの値を得るためには 1尾の魚を殺さねばならず，伺休業を検討する必要があったわけで

ある。
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Table 47. Differences in agglutinin titer among individual immunized eels. 

(1968) 

Ag事IUtinin titer 

Fish 
3 

Test and Immunization 

5 

1 (5) 

2 (5) 

3 (5) 

4 (5) 

5 (5) 

6 (4) 

100 

800 

1600 

1600 

1600 

4 

25 50 50 

400 800 800 

800 800 800 

800 800 800 

800 1600 1600 

800 800 1600 

2 

25 

400 

800 

800 

800 

800 

(Number of fish tested or immunized) 

immunization (29 eels) 

immunization (24) 

immunization (19) 

immunization (14) 

A

U

A

U

恥

u

s

n

r

t

 

t
i

ぅ，
M

句、w
A
吟

27， Aug. 

3， Sept. 

10， Sept. 

17， Sept. 

24， Sept. 

1， Oct. 

8， Oct. 

23.0 (mean):t 2.9 (s.Dfc. 

230C 

Experimental water temperature: 

25 
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Fig.15. Effects of water temperature on the production of agglutinins against Vibrio anguillarum 

in the J apanese eels 

Fish were injected with 1 mg of the merzonin-killed cells per 100 g of body weight four 

times at one week intervals. Arrows show antigen injection. 
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抗体産生に及ぼす水温の影響:実験結果を図151ζ示した。免疫は関中に矢印で示したように4回行なった

わけであるが，水温11"(;の場合は最初の免疫から 8週間後まで抗体は産生きれなかった。 15"(;の場合は4週

間後に初めて50という凝集価が測定され，以後変動はありながらも 7週間後Ic800という値に達した。 19"C

の場合は2週間後にすでに 1∞という凝集価が測定され. 5週間後には即oIC達した。 23"(;と2'rcの場合は

ともに2週間後IC800というほぽ最高値iζ達した。

以上をまとめてみると，水温11"(;ではウナギは抗体を産生せず. 15.Cから23"(;までの闘では抗体産生

速度は水温が高くなる程早くなるが.27"(;では23"(;の場合とほとんど差がなかった。なおζの実験では水温

23'Cおよび'27"(;の場合には最初の免疫接種から 2週間後に初めて抗体が確認され，その抗体価は加Oであっ

た。しかし先に示した個体差を調べた実験結果〈表:47)においては，水温23"(;において録初の免疫から 1週

間後Ic25-1∞という抗体価が測定されている。 ζの差は何によるものであるかはわからないが，水温23.C

というニホンウナギの抗体産生に最も好適な温度と恩われる条件下では，抗体は免疫後1週間目から 2週間

目の間K産生されるととが明らかになった。

NVBELIN (1935 b)123)は灰 anguillarumをヨーロッパウナギIC接種し抗体産生をみているが.水温

7 -10'Cでは抗体産生はみられず，水温18-2O"Cでは 10240-409ω という高い凝集価が得られたと報告し

ている。本実験結果は凝集価の点では彼の結果と著しく違っているが.1O"C以下では抗体が産生されないと

いう点では，ニホンウナギとヨーロッパウナギという魚種の違いはありながらも一致している。保科(1962

)'6) は低水温時におけるニホンウナギの抗体産生について調べており .A. punctata (生菌〉を接種した

とζ ろ.1O"C以下でも抗体産生が認められたと報告している。

PLISZKA (1939 a 124)， b 125))によれば，コイ ICA. punctata (Pseudomonas punctata)を接種したとζ

ろ，水温19-20"(;の場合は 1週間後κ抗体産生が認められ. 3週間後には最高値に達したが，水温9-11"(; 

では抗体は産生きれなかったと報告している。一方 SMITH(1940)126)はコイおよびニジ7 スなどに A.

salmonicida (Bacterium salmonicida)を接種したととろ水温10"(;下でも抗体の産生が認められたと報告し

ている。乙のように抗体産生の限界水温は魚種によって異なるものと考えられるし，また接種する抗原によ

っても若干の違いはでてくるようである。

ニホンウナギの抗体産生に対する好適水温は本実験結果から23-27"(;と考えられた。 MANN(1939) 127) 

はコイ ILA. punctataの死菌を接種し，水混17"Cの場合と水温27'Cの場合の抗体産生を比較しているが，

それらの結果にはあまり差がなく，水温を20"(;以上に上げても抗体産生を更に促進するととはできないと述

べている。

一方SPENCEet a1. (1965) 128)は冷水魚の抗体産生速度は，その魚の適応可能最高水温に水温を近づけ

る程，速くなると述べている。乙れと比較すると，ウナギやコイのような温水魚の場合は，温度が高ければ

高い程抗体産生は速く匂るというものではなしやはり適混というものがあると考えられる。

Adjuvant の効巣および抗体の維持:Adjuvantの効果をみた実験結果を図16に示した。乙の図をみる

と，水温27"(;および15"(;の場合の Preund'sincomplete adjuvant実験においても，水温23"(;および19"(;の

'chrome adjuvant実験においても. 5-8週間という実験期間中には adjuvant を添加した効果はほと

んどあらわれていないと見るととができる。KRANTZet al. (1963129)，1964 a 130))のbrowntrout (Salmo 

trutta) IL A. salmonicidaの死菌を抗原として倭種した実験において. adjuvant vaccine (Preund's 

complete adjuvant)を用いると死菌単独の場合に比べて，抗体の維持がより長期にわたるばかりでなく，

抗体価も数倍高くなり，またより早く抗体が産生されるととが認められている。本実験では実験期間が5-

8週間と短いため維持の点は論議できないが，抗体価の高さ，あるいは抗体産生の速さの点における adju-

vant の効果はほとんど認められなかった。

次IC抗体の維持IC関する実験結果について述べる。Preund'sincomplete a匂uvantを用いて水温15"(;の下

で免疫されたウナギを材料とし，最初の免疫 (19a年10月10日〉から17週間後 (1900年2月6日〉までの

J!J-l聞における凝集価の変化について調べた結果とその問の水視変化を図171C示した。水温は7週間目まで15
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.CI乙保たれ，以後温度調節を中止したため水温は下降し. 1月末の14週間目から15週間自にかけては7.Cに

まで下っている。一方抗体価は7週間後K4∞であったのがその後も下降する乙となしむしろ上昇し実験

終了時の17週間後には1E削 -32∞となっていた。 ζのようにいったん免疫を獲得すれば. 7-15.Cといっ

た低水温に 2. 3カ月おかれでも，抗体は維持される乙とが確められた。従ってもし晩秋に免疫して抗体を

産生させれば，その抗体は翌春まで維持する乙とは十分可能であることが示唆された。

MANN は A.punctata の死菌をコイ l乙接種し，水福11-13.Cの下においた場合. 2カ月間抗体の維持

が認められ，生菌を接種した場合は約 1年半も維持されたと報告している。前出の KRANTZ et al.によれ

ば，水温11.Cの池で飼育中の browntrout KA. salmonicidaのホルマリン死菌を接種したと乙ろ. 3ヵ月

後iζ抗体価は最高値(1ω)IC達し. 6カ月後にはかなり低下(10)したが adjuvantvaccineを接種した場

合は2年間も高い抗体価 (640-102咽)が維持されたと報告している。

ζのように魚種や実験方法の違いによって結果はまちまちであるが，死菌を単独で接種するよりもやはり

adjuvant vaccineとして接関した方が抗体はより長期にわたって維持されるものと考えられる。本実験におい

ても，ウナギが比較的長期間抗体を維持していたのは，第ーに adjuvantの効果があったものと推測される

し，また水沼が低くかった ζ とや無投餌で飼育していた乙とも影響しているものと恩われる。

第 3節経口免疫の試み

第1節において，死菌を筋肉内に接種すれば，ウナギは抗体を産生し，同一株の攻撃に対してかなりの防

禦作用を発揮するととが確認された。しかしながら産業的応用という ζ とを考えると，注射による養殖魚の

個体免疫は非常lζ困難であり， 経口免疫の検討が必要であると考えられた。そとで先の実験に用いた v.

anguillarum PB-15株を用いてニホンウナギIC対する経口免疫を試みた(室賀・江草 1969)131)。

〈材料および方法〉

普通寒天培地で28r.48時間培養した菌を滅菌食塩水に 1，略(湿重量)/1mlの割合IC懸濁させ生菌抗原

液とした。乙の生菌抗原被は毎日投餌の直前に用意した。死菌抗原液は生菌抗原液K用いたと閉じ培養の菌

を0.01% merzonin溶液1L1O時/mlの割合K懸濁させ，冷蔵庫中に保存した。毎日の餌の準備に際し，乙

のようにして調製した死菌抗原液の少量をとり滅菌食塩水で10倍に稀釈して用いた。

上記の生菌抗原液，死菌抗原液，さらに merzonin 溶液および水道水(脱塩素処理をしたもの〉を用い

てウナギ用配合飼料をねり合わせ. 4種類の餌を毎日用意した。飼料をねり合わせる際には，粉飼 11C対し

各溶液1.5 (重量:容量〉の割合K混ぜたので，実験区用の餌 2.5 g (湿重量)には1.5rr曹の生菌もしくは

死菌が含まれていた乙とになる。なお配合飼料としては抗生物質あるいはフラン剤なと、の抗菌剤が含まれて

いないものを用いた。

実験に使用したウナギは1967年冬から19ffi年初春にかけてシラスウナギとして採捕されたものを，生餌お

よび配合飼料を用いて約9カ月間飼育したものであり，飼料によく慣れていた。実験は1900年 1月31日に開

始したが，実験開始時のウナギの体重は 5-50gとかなりバラツキがあった。なお，実験開始時および実験

中においても，摂餌活動が低下するのをさけるため，抗体価測定の材料魚以外の魚、の体重は測定しなかった。

乙れらの材料魚を2皿 x1 m x 15cm (水深) (水量3∞ l)のコンクリート水槽4つにそれぞれ50尾ずつ収

容し.A~D 区とした。 A区は死菌投与区. B区は生菌投与区とし.c区 (merzonin区〉およびD区(水

道水区〉は対照区とし，それぞれの区に前述のようにして準備した餌を原則として毎日 1回投与した。投餌

量としては，投与を開始してから 30分間以内K完全に食べてしまうような量を与え，食べ残しのないよう

注意した。実験は1900年 1月31日から 6月3日まで約4カ月続けられ，実験を開始してから最初は 1週間後，

その後は 1カ月間隔で各区より 2尾ずつ魚を取り上げ抗体価を測定した。実験終了後，各区より 10尾ずつ魚

を取り上げ，生菌攻撃試験に供した。攻撃試験は先に述べた病原性実験の方法に従い筋肉内接禄を行ない，

水温約20・Cの下で 1週間観察した。
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Table 48. Amounts of organisms (V. a1刷 illarum)and food administered and 

water temperature in oral immunization of the J apanese eels. 

A B C 
Period merzonin-killed viable cells control 

cells feeding feeding (merzonin) 

31， Jan. - 5， Feb. 33mg* 55g** 47mg 78g 73g 

1969 14.6 :!:: 1.80C 15.3 士1.00C 14.8 土1.00C

7， Feb. - 5， Mar. 115mg 1929 149mg 248g 273g 

13.7 士 2.10C 14.9 :!:: 1.5OC 14.3 士1.70C

8， Mar.ー 7，Apr. 122mg 203g 158mg 263g 270g 

16.4 士 2.10C 16.4 :!:: 1.70C 16.9 :!:: 2.50C 

9， Apr. - 6， May 204mg 340g 210mg 350g 360g 

21.1 :!:: 1. 70C 18.9 士 2.40C 19.7 :!:: 2.90C 

8， May - 3， Jun. 254mg 423g 213mg 355g 340g 

21.1 :!:: 0.80C 21.4 :!:: 1.80C 19.5 士1.70C

Total 728mg 1213g 777mg 1294g 1316g 

Mean 17.40C 17.40C 17.00C 

* organisms (viable or killed) ， ** food， both in wet weight. 

〈結果〉

D 

control 
(city water) 

73g 

15.0 :!:: 1.20C 

290g 

15.1 :!:: 1.90C 

300g 

17.9 士 2.5。c

375g 

21.5 :!:: 2.10C 

308g 

20.4 士1.30C

1346g 

18.00C 

各区における投与菌量，投餌量(ともに湿重量〕および各期間の水温(平均水温士標準偏差)を表481ζ示

した。 ζの表lζ示されているように，各区の水温にはあまり差がなく，そのためか摂餌量(投餌量〉にもほ

とんど差がない。

表491C各区から定期的iζ2尾ずつ魚を取り上げ測定した凝集価，および検査に供した魚の体重を示した。

なお，凝集価測定のための材料魚としてはよく餌を食べていると恩われるなるべく大きいものを選んだ。と

の表IL示されているように，死菌区 (A区)および2つの対照区 (C，D区〉の魚には4カ月の実験期聞を

$ 

Table 49. Agglutinin titer by oral immunization of the Japanese eels. 

A B C D 

Date Killed Viable control control cells cells 
f田~ feeding (merzonin) (city water) 

6， Feb. 1969 * 

(56，54 g)キ* (13，11 g) (16，13 g) (14，11 g) 

7， Mar. 

(32，23 g) (19，14g) (24，20 g) (27，20 g) 

8， Apr. 

(25，23 g) (21，18 g) (19，19 g) (27，19g) 

7， May 25，50 
(86，32 g) (34，17 g) (28，18 g) (25，23 g) 

6， Jun. ，12.5 

(65，41 g) (34，27 g) (34，21 g) (47，25 g) 

*ー・<12.5 or <25 * * body weigh t of fish tested 
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通じて，凝集素抗体は検出されなかった。なお，実験に供した血棄の最小稀釈倍数は 12.5ないし 25であっ

たので，凝集価ーとなっているのは正確には<12.5あるいはく 25という乙とになる。

生菌投与区 (B区〉においては，菌体投与開始後約3ヵ月自に凝集価25，50を得た。しかし更に 1カ月

間菌体を投与し続けても凝集価の上昇はみられず，むしろ 12.5，< 12.5と下ってしまっていた。実験期聞を

通じて生菌投与区においても他の区と同様，発病あるいは死亡する個体はまったく認められなかった。

次1<=，実験終了時(実験を開始しーてから 4カ月後)に行なった生菌攻撃試験の結果を，菌接種後1週間目

V. anguillarum 
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CHALLENGE 

Fig.18. Challenge of orally immunized and control eels with Vibrio anguillarum by intramuscular 

injection. 

AFTER TIME 

までの各区における累積死亡率として図18に示した。第E章で示してきたように，本菌株を水温約20'Cの下

でニホンウナギに筋肉内接種すると， 2日後までに70%近くが死亡し， 1 週間後の累積死亡率は加~1∞%

になるのが普通である。本実験のA，C，およびD区いずれの区の死亡率変化もそれと同じ pattern を示

しており，とれらの区のウナギには何等特別な防禦作用は働いていないと判断できる。 B区の生菌投与区の

場合は，最終的には死亡率 1∞劣となっているが， 2日後における累積死亡率は他の区と比べて著しく低く.

20%となっている。 ζの死亡の遅れを重要視すれば，生菌投与区の魚はある程度防禦能力を有していたと考

える ζ とができるが，その能力はどく低いものであったと判断される。

〈考察〉

魚類における経口免疫に関する研究はいくつかあるが，川津(1969132)，1972 133))および SNIESZKO 

(1970) 134) が魚類の免疫反応に関する総説の中で述べているごとしその結果はまちまちである。多くの

研究はサケ，マス類について A.salmonicidaを材料としてなされているが (KLONTZ and ANOERSON 

1970)135 ) 最近になり V.anguillarumを用いての研究がアメリカ合衆国(FRYERet al. 1972)136)およ

びイギリス(FLETCHERand WHITE 1973) 137)から報告されている。

現在までなされた魚類の経口免疫に関する実験報告例を表50にまとめてみた。乙れら11例の結果をみると，

一応防禦という面でも効果があったものは4例あり (DUFF1942138)，林ら 1964b23).， Ross and KLONTZ 

1965139)， FRYER et al. 19721紛)，多少免疫効果があったと思われるものが2例あり (POST1966， 1判)

FLETCHER and WHITE 1973137))，あとの 5例はまったく抗体が産生された形跡が認められなかったもの



Table 50. Oral immunizations in fishes 

Results 

Investigator Organism Fish Methods Aggltuitteinr in Mortality 

Duff 1942 Aeromonas salmonicida Cutthroat trout CP-chloroform-killed cewlelse， k higher出ancontrol immunized 24% 
(Bacterium salmonicida) 64-70 feedings in 2 weeks control マ5%

Snieszko 1949 A. salmonicida Brook trout heat and merzonin-kil1ed no effect 
& Friddle cells， fed for 8 days 

Hoshina 1962 A. punctata Eel heat killed四 lls，fed for 銅melevel as no effect 
2 weeks control 

Hayashi 1964 Vibrio sp. Rainbow trout folma1in-killed cells， fed 64 (3 w帥 ks) 泊lmunized 70% 
et a1 for 5 weeks 128 (4 weeks) control 100% 

Saito 1964 VIbrpio zscaznunpn 4iflamm Rainbow trout hea t killed cells negative no effect 
et al (V. piscium var japonicus) 

Krantz 1964 A. salmonicida Brown trout viable and chloroform-killed 組melevel as 
et al cells，. 65 feedings control 

Spence 1965 A. salmonicida Coho salmon formalin-ki1led cells， fed for negative no effect 
et a1 98 days 

Ross 1965 mpaotuhodg1en d of“red Rainbow trout pfeheedninogl-sMHhed 10celwlse，ek1s 8 positive immunized 10% 
& Klontz isea田" control 90% 

Post 1966 A. hydrophila Rainbow trout heat killed cells， fed for higher than control 民lmunized 60-90% 
9 months control 80-100% 

Fryer 1972 V. anguillarum Chinook salmon sonicated cells， fed for 14 卸lmunized 45% 
et a1 days control 98% 

F1etcher 1973 V. anguillarum Plaice heat killed and fre渇ze・dried 16 (serum) 
& White cells， fed for 1 year 64 (intestina1 mucus) 

Cutthroat trout (Salmo clarkl) ， Brook trout (Salvelinus fontinalis)， Eel (Anguilla japonica)， Rainbow trout (Salmo gairdneri下， Brown trout (Salmo trutta)， 

Coho salmon (Oncorhynchus kisutch)，αlinook salmon (0. tschawytscha)， Plaice (Pleuronectes platessa). 

同
市
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である。 21)，76)， 128)， 141)， 142) ζれらの報告を比較検討しても，効果が見られた例と見られなか

った例の違いを単純κ魚種，菌種あるいは方法の違いによって説明するととは難しいと恩われる。抗原の作

製方法についての比較検討は重要と恩われるが，多くの報告中ではあまり十分に検討されておらず. Ross 

and KLONTZ による“redmouth disease"の病原菌についての検討がある程度である。いずれにしても，

ζれらの研究成果を総合してみると，魚類における経口免疫は十分可能であると考えられるが，抗原などに

ついての検討が十分になされていないためか，現時点ではやや再現性11:z.しいものとなっている。

本実験の結果では，生菌投与区には凝集素抗体の産生が認められたが，生菌攻撃試験ではわずかに死亡の

遅れが認められた程度で，防禦作用はあまり顕著に認められなかった。しかし一応ニホンウナギに対し v.
anguillarumを用いて経口免疫するととは可能であると結論するととはできょう。問題は死菌投与区では

抗体が産生されなかったという点であり，今後抗原の作製方法について検討を進める必要がある。

なお最近 ROHOVECet al.143)はマスノスケ (α tschawytscha)などのサケにおける V.anguillarum感

染症に対する経口免疫の効果について詳細な検討を進めており V.anguillarumのホルマリン処理死菌を凍

結乾燥して15日間経口投与するととにより，自然感染に対し顕著な防禦効果が認められたとしている。彼に

よれば，免疫した魚に生菌を接種すると防禦作用はほとんど発揮されず，自然状態で感染させた時にのみ対

照区よりはるかに低い死亡率を示すという。従って著者の実験の場合でも，生菌接種をしたために防禦作用

があまり認められなかったとも考えられ，自然状態に近い形で攻撃試験を行なえば，もっと顕著な防禦効果

が期待できたものと思われる。とのように攻撃試験の方法も重要な研究課題の一つであろう。

第 4節 ま と め

ニホンウナギICV. anguillarumの死菌を接種する ζ とにより，凝集素抗体が産生きれ，また生菌攻撃に

対する防禦力も獲得する ζ とが確認された。乙のような死菌接種による抗体産生に及ぼす水温の影響を調べ

たところ，水温11"Cの場合は抗体が産生されないのに対し，水温が15"Cから23"Cの閣ではいずれの場合も抗

体が産生され，その閣では水温が高い程抗体の産生はすみやかに行なわれる乙とがわかった。また水温を'zl

"c 11:上げた場合の抗体産生速度は23.Cの場合とほぼ同じであり，水温23-'Zl"Cがウナギの抗体産生にとって

好適水温と考えられた。 ζ のような好適水温の下で，最も早く抗体が確認される時期は多くの実験では免疫

してから 2週間後であったが，一部の実験では 1週間後という例もあった。

また adjuvantを用いて免疫されたウナギは 7-15.Cという比較的低水温のもとにおかれた場合，最初の

免疫接種から 4カ月間以上抗体を維持するととが確められた。

次に経口免疫について検討したところ，本実験では生菌投与区にのみ抗体の産生が認められたが，ウナギ

における経口免疫は可能であると考えられ， 投与する抗原についての検討が今後の研究課題として残され

た。

乙のようにみてくると，実験的には免疫による本病の予防が可能であるという結論が導き出されてくるが，

応用という乙とを考えると，それぞれの魚種，特に我が国でいえばアユにおける基礎的な実験が必要である

し，本病の感染経路および本菌の血清タイプという大きな問題点も残されている。

本菌の血清タイプは非常11:variety 11:豊んでおり，年』とより.地域により，あるいは池により，それぞれ

抗原構造が異なる株が出現してくる可能性が強いと考えられている。とすればあらかじめ予防的に vaccine

を経口投与し免疫を獲得させえたとしても，同一血清タイプの菌株の感染があるような場合には十分効果が

期待できるが，そうでない場合にはあまり効果は期待できないという ζ とになる。従って vaccineによる本

菌感染症の防除という問題K関しては，アユなどにおいても今ウナギを材料に示してきたような基礎的な実

験がなされるとともに，投与する抗原の作製方法についての検討とともκ本菌の血清タイプに関する知見の

集積がなされなければならないものと考えられる。
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要 約

〈本論文はすでに発表した実験結果に未発表の実験結果を付け加えてまとめたものである。〉

第 I章

アユおよびその他の養殖魚の病魚から Vibrioanguillarumを分離し，我が国における本菌感染症を確認

した.

1 )浜名湖産稚アユは採捕後の蓄養期間中における歩留りが著しく悪いが，その発死原因には，主として

蓄養初期の死亡をちたらす物理・化学的要因と，主として蓄養開始後3日目頃からの死亡をもたらす細菌感

染症の 2つのものがあるととが確認された。

2)前者の死亡は淡水JI頁化を短時間に実施するととにより，後者の死亡は chlortetracycli雌薬浴を行な

うζ とにより，それぞれかなり抑える乙とができた。

3)後者の細菌感染症には1種類の細菌が関与しているととがわかり，また稚アユは蓄養水槽IC収容した

時点ですでにその病原菌の感染を受けていると考えられたが，感染している個体の比率，あるいは感染を受

けている組織〈初感染部位〉を明らかにする ζ とはできなかった。

4) 1965年， 1966年および1967年に浜名湖産稚アユ病魚から分離された病原菌 (11株〉は，その形態学

的および生化学的性状からいずれもVibrioanguillarumと同定された。

5)利根川河口産稚アユ (1967年〉および静岡県伊豆の海産稚アユ病魚(1970年〉から V.an.♂ullarum 

が分離され，各地の海産稚アユの歩留りの不良には多くの場合本菌感染症が関与しているものと考えられTこ。

日 19白年夏，滋賀県彦根周辺および長野県佐久地区の淡水養殖アユ(琵琶湖産種苗)にピプリオ病が発

生し，いずれの病魚からも V.anguillarumが分離され.完全なる淡水域にも本菌感染症が存在するととが

確認された。

7) 1973年，全国的K養殖アユのビプリオ病が流行し，徳島県，岡山県および愛知県下の病魚から v. 
anguillarumが原因菌として分離された。との年の流行は，従来は本病に対し有効であった治療薬(サルフ



v.側伊illarum 201 

ァ剤ならびに chloramphenicolなどの抗生物質〉の効果がほとんど認められないζ とから大きな被害をも

たらした。同年の分離菌株は invitro試験によってもとれらの薬剤にかなり耐性化している ζとが示され

た。

8)乙のようなV.anguillarumの薬剤耐性化は薬剤の過度の使用がもたらしたものと考えられ，抗菌剤K

よる本病の予防・治療対策iζは大きな問題のある ζ とが指摘された。

9) 1971年，徳島県松茂町の養鰻池においてニホンウナギの本菌感染症が確認され，以後同地区の塩分を

含む養鰻池には継続して本病が存在した。

10) 19邸年および 1966年，愛知県伊川津において実験を目的として海水に蓄養されていたニホンウナギ

から本菌が分離された。

11) 1966年，浜名湖において海71<J願化試験を行なったニジマスに本菌感染症が発生した。

12) 1966年，静岡県沼津の養殖ハマチおよびカンパチ， 1972年島根県神西湖の天然ボラなどの病魚から本

菌が分離された。

13)岡山県水産試験場で行なっているアユの種苗生産においてピプリオ病による著しい減耗が大きな問題

となっており，その原因菌は V.anguillarumである乙とが確認された。(1973年， 1974年〉。

14)魚の本菌に対する感受性，魚の一般的な抵抗力，および種苗の取り扱い方などを総合してみると，アユ

特に海産稚アユIL:本菌感染症が多発するのはかなり必然的なととであると考えられ，アユのピプリオ病を抑

えるためには根本的な養殖方式の再検討が必要と考えられた。

第 E章

著者が乙れまでに分離したV.anguil1arumについて，その性状を整理し，それらと外国から分離・報告さ

れた本菌の性状を比較するとともに初めて Bergey's manual of determinative bacteriology (8th ed. 

1974)に記載された本菌の typedescription について考察を加えた。また我が国で報告された他のfish-

pathogenic vibrios，更には Vibrioparahaemolyticusあるいは Vibrioalginolyticusと本菌の性状との比較

を試みた。

15) 1965年から 1974年にかけて，アユ，ニホンウナギ，ニジマス，ハマチ，カンパチおよびボラから分

離した V.anguillarum 61菌株の性状を整理したと ζろ，糖分解能その他でいくつかの相違点はあるにして

も主要な項目およびウナギに対する病原性などの点で完全に一致した。それらの性状を新しい Bergey's

Manualのtypedescript ionと比較した結果，すべての分離株は V.anguillarumと同定しうる乙とが再確

認された。

16)著者の分離株の性状およE紗ト国から報告されたV.anguillarumの性状を総合して検討した結果， Bergey's 

Manualのtypedescription IL:は indole産生能についての記載など，若干訂正されるべき点があると考えられた。

1ηBergey's Manual IL:記載されたように， 防briopisc似m， V. pお'cium var. japonicusおよび v.
ich thyodermisを.v.anguillarumのsynonymとする乙とは現段階では一応妥当なととと考えられたが，今

後特に本菌の病原性についての検討を行ない，将来は生化学的性状だけでなく病原性の違いをも考慮して本

菌をいくつかの typeIL:分ける必要があると考えられた。

18)我が国で他の研究者』とより報告された種名の明らかにされていない fish-pathogenicvibriosの性状

を検討したととろ，ニジマスには V.anguillarumとは別種の病原菌も存在していると考えられ，また海産

魚の潰蕩病の原因菌をそのまま V.anguillarumとする ζ とには問題があると考えられた。

19) V. anguillarumとV.parahaemoly ticusを比較検討したととろ， arginine dihydrolase， lysine 

decarboxylase， sucrose利用，Voges-Proskauer reaction，塩分耐性などの生化学的性状，およびウナギに

対する病原性に違いのあるととが確認された。

20) V. anguillarumと V.alginolyticusを比較したと乙ろ argininedihydrolase， lysine decarboxylase 

塩分耐性およびウナギに対する病原性などに違いのある乙とがわかった。
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第置章

V. anguillarum (pB-15株，アユ由来〉に対する数種淡水魚および海産魚の感受性を検討したのち，ニ
ホンウナギを実験材料魚に選び，病原性確認の実験方法について検討した。乙の接種実験の過程において，
接種菌量のわずかな違いによって90%以上のウナギが死亡する場合とまったく死亡魚が出ない場合があった
ので，その現象IC着目し，接種菌の動態および接種した魚の内的変化を明らかにする ζ とにより host-para-
site relationshipの一局面をとらえてみた。

21) V. anguillarumを数種の淡水魚および海産魚に接種したと乙ろ，ニホンウナギ，ヨーロッパウナギ
およびドジョウは本菌に対し高い感受性を示し，ニジマス，クロダイおよびハマチも比較的高い感受性を示

したが，コイ，フナおよびキンギョは極めて低い感受性しか示さなかった。

22)感受性が高い点や飼育が比較的容易である乙となどからニホンウナギを本菌の病原性確認の材料魚と
して選び，感染方法を検討したととろ，接触法(培養菌水中懸濁法)あるいは経口投与法によっては発病さ
せるととができず，注射法，それも筋肉内注射が最も確実に発病させうる接種方法であるととがわかった。

23)発病を目的として筋肉内注射を行なう場合，接種菌量は魚体重1∞g当り 111恵(湿菌重量，生菌数

8 X 108 cells)が適当であるとと，魚は体重10g以上であれば大きさにあまり関係なく材料魚として使用し
うる ζ と，水温は10"(;でも実験可能であるが20"(;が適当である ζ とがわかった。

24)ニホンウナギに本菌(pB-15株)を魚体重1∞g当り 1n唱を接種すると9096以上のウナギが死亡し

たが，接種量を 0.1~とすると死亡魚は 1 尾もでなかった。

25) lrr曹を接種されたウナギの血液，肝臓，牌臓および腎臓において接種菌は徐々に増加し，死亡寸前

〈接種36時間後〉の菌数は 106/mlor gの levelに達していた。 ζれに対し O.1略を接種されたウナギの
各組織中の接種菌の数は時間経過とともにすみやかに減少し.72時間後にはほぼ消失していた。

26) lrr恵を接種されたウナギおよび 0.1~を接種されたウナギのいずれにおいても. hematocrit 値，

hemoglobin量あるいは赤血球数における変化は認められなかった。

2η 白血球の変動においては. 1 n恵を接種されたウナギと 0.1~を接種されたウナギの間には大きな違い
が認められた。特iζ菌接種6時間後IC急激に増加した好中球は，前者のウナギ(11略接種〉ではその後減少
し続けたのに対し，後者のウナギ (0.1~接種)では更に増加し，好中球が本菌の処理に大きく関与してい
るととが示唆された。

28)病理組織学的に検討を加えた結果，接種された菌は接種部位の筋肉組織および結合組織において増殖
し，それが血流に乗り各組織に運ばれ全身感染をひき起ζ し，典型的な敗血症をひき起としているととが確
められた。

29)本菌を超音波処理した上澄み液にはウナギに対する毒性成分は認められなかった。

30)本菌は多くの場合マウスに対する病原性を示さなかった。実験によっては病原性を示す菌株もあった

が，その程度は V.parahaemolyticusのマウスに対する病原性に比べると弱く，本菌は一般的にはマウスに
ほとんど病原性を示さないと考えられた。

補

ニホンウナギを材料魚IC用い，本菌感染症の予防法の検討を目的として免疫学的基礎実験を試みた。

31)本菌の死菌をウナギに筋肉内接種すると，喜話集素抗体が産生きれ，生菌接種攻撃に対しでも顕著な防
禦作用を発揮した。

32)死菌接種免疫によるウナギの抗体産生には水温が大きく関与するととが確められた。すなわち水温11
℃ではウナギは抗体を産生せず，水温15"(;以上で抗体を産生しその速度は水温が高い程増した。しかし水温
を27"(;にまで上げても抗体産生の速度は水温23"(;の場合と変わらず，水温23-27-C位がニホンウナギの抗体
産生のための好適水温であると考えられた。

33)水温23-27"(;の場合，通常最初の免疫から 2週間後IC凝集素抗体が初めて確認されたが，最も早い例
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では 1週間後K確認された。また維持の点では， Freund's incomplete adjuvant vaccineを接種し水温7

-15"Cの下においた場合，最初の免疫から約4カ月後でも抗体が確認された。

34)経口免疫実験を試みたと ζ ろ， merzomn死菌投与区においては抗体は産生されなかったが，生菌投

与区においては低い titerながら凝集素抗体の産生が認められた。なおそれらの抗体を産生した生菌投与区

の魚に生菌攻撃を試みたが，あまり顕著な防禦作用は認められなかった。
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Summary 

Part 

Vibrio anguillarum was identified as the causative organism of epizootics of vibriosis in Ayu 

(Plecoglossus altivelis) and in some other fishes cultured in Japan. 

I) In every spring from 1965 to 1967, young Ayu, which were caught in Lake Hamana, a salt 

lake, as seed fish for pond-culture, showed heavy mortalities during the period of acclimatization to 

freshwater. A considerable part of the mortalities was caused by an infectious disease. The causative 
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bacterium of this infection has been identified as Vibrio anguillarum. 

2) In 1967 and 1970, similar disease occurred in stocked young Ayu caught in an estuary of the 

River Tone and along the sea-shore of some other districts, respectively. V. anguillarum was isolated 

from these diseased fish in each case. 

3} In the summer of 1969, an epizootic occurred in Ayu in freshwater ponds in Shiga and Nagano 

prefectures. The causative organism was identified as V. anguillarum. Since these fish were caught as 

seed in Lake Biwa, a freshwater lake, this was the first time for the bacterium to be isolated as the 

etiological agent from Ayu which had exclusively inhabited freshwater environments. 

4) In 1973, Vibrio anguillarum infection was prevalent in Ayu in freshwater ponds in various parts 

of Japan, and led to heavy losses due to the ineffectiveness of sulfa drugs and ~ntibiotics, which had 

been frequently used before in controlling efficiently. 

5) In 1971, V. anguillarum was isolated from the diseased eel (Anguilla japonica) cultured in 

freshwater ponds in Tokushima prefecture. The water of these ponds contained a slight amount of 

sea-water. Ever since then, this infection of cultured eel has repeatedly occurred in that district. In 

contrast, such infection has never been observed so far in eel ponds in other districts of Japan. 

6) From 1966 to 1974, V. anguillarum was isolated occasionally also from diseased specimens of 

such fishes in sea- or brackish waters, as cultured rainbow trout (Salmo gairdneri}, yellow tail (Seriola 

quinqueradiata) and Kampachi (S. purpurascens), and wild grey mullet (Mugil cephalus). 

7)._ As described above, vibriosis has recently become a serious problem in fish culture, especially 

in Ayu culture in Japan. It is wished that the actual method of Ayu culture should be examined 

radically anew, in view of controlling the occurrence of this infectious disease. 

Part 11 

The microbiological characteristics of V. anguillarum isolated by the present author were studied 

comparatively and comprehensively. The type description of V. anguillarum listed in Bergey's manual 

of determinative bacteriology (8th ed. 1974) was discussed on the basis of the characteristics of the 

strains isolated by the present author and some other strains reported by foreign workers. Furthermore, 

some comparative studies of the present strains of V. anguillarum with other fish-pathogenic vibrios 

reported in Japan, and also with Vibrio parahaemolyticus and Vibrio alginolyticus were carried out. 

8) The characteristics of V. anguillarum isolated from various fishes as described in the previous part 

proved to be identical with each other (not serologically), and these isolates were reaffirmed to be 

classified as V. anguillarum in referrence to Bergey's new Manual. 

9) From investigations of the present isolates, it seems necessary to revise the type description of 

V. anguillarum in the Manual for some items such as indole production, growth at 5°C and some sugar 

utilizations. 

10) It seems reasonable to combine V. anguillarum, Vibrio piscium, V. piscium var. japonicus and 

Vibrio ichthyodermis as a single species, under the name of V. anguillarum. At the same time, however, 

it is suggested that V. anguillarum should be divided into separate types on the basis of the differences 

in pathogenicity and in some biochemical characteristics. 

11) It was indicated that some vibrios from rainbow trout and marine fishes in Japan, as reported 

by other authors, can be differentiated from V. anguillarum by certain biochemical chatacteristics 
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and by their pathogenicity. 

12) From comparative experiments, it was demonstrated that V. anguillarum differs from V. para

haemolyticus in the following points; arginine dihydrolation, lysine decarboxylation, sucrose fermenta

tion, Voges-Proskauer reaction, NaCl-tolerance and pathogenicity for the eel. Likewise, V. anguillarum 

differs from V. alginolyticus by arginine dihydrolation, lysine decarboxylation, NaCl-tolerance and 

pathogenicity for the eel. 

Part Ill 

The Japanese eel (A. japonica) was selected as test-material for the evaluation of pathogenicity 

of V. anguillarum, and a method to confirm the pathogenicity was sought for. In the latter section of 

this part, some host-parasite relationships in experimental infection were investigated. 

13) Susceptibilities of several freshwater and marine fishes against V. anguillarum (strain PB-15, 

from Ayu) were tested by means of intramuscular injection. As a result, it appeared that the Japanese 

eel, the European eel (A. anguilla) and loach (Misgurnus anguillicaudatus) possess a remarkable sus

ceptibility; that rainbow trout, black sea bream (Mylio macrocephalus) and yellow tail have a relatively 

high susceptibility too, but that carp (Cyprinus carpio), goldfish (Carassius auratus) and crucian carp 

(C. carassius) have a low susceptibility. 

14) On account of this high susceptibility and for practical convenience, the Japanese eel was 

chosen as the test-material fish, and a method for the evaluation of pathogenicity was sought. The 

conclusions were as follows: intramuscular injection proves to be the most reliable method and 1 mg 

of the bacterium in wet weight (8 X 108 cells) per 100 g of fish body weight is the adequate dose for 

inoculation. Even small eels (more than 10 g in body weight) can be used as materials. The ex

perimental results can be obtained by a water temperature of 10°C, but show up more rapidly at 20°C. 

15) Under the above mentioned experimental conditions, more than 90% of the Japanese eels that 

received a dose of 1 mg of cells of the bacterium died within a week, while none of the eels that 

received only 0.1 mg died. It was confirmed that the number of the bacterium in the blood and in 

some other tissues of the former eels augmented slowly up to 106 cells/m! or g; and that on the 

contrary, the bacterium in the latter eels diminished in number and at 72 hours after the inoculation 

the bacterium disappeared in every tissue. 

16) From hematological studies of the inoculated eels, it was proved that no change had occurred 

in the hematocrit value, the hemoglobin content and the number of erythrocyte, even for the eels 

that had received a lethal dose (1 mg). But changes in number of leucocytes, especially of neutrophil, 

were markedly contrasted between the eels that received 1 mg and those received 0.1 mg. 

17) From the histological studies, it could be shown that the eels which had received a lethal dose 

fell into a systemic septisemia. 

18) A supernatant fluid of the sonicated cell suspension of the strain PB-15 was proved to have no 

toxic effect on the eel. 

19) Most of the strains of V. anguillarum showed no pathogenicity for mouse, but in a few"experi

ments some strains exhibited pathogenicity, though weaker than that of V. parahaemoly ticus. 
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Supplementary part 

Some immunological laboratory experiments were carried out, using the eels as test-material. 

20) The eels produced agglutinins and protective immunity by receiving the merzonin-killed cells 

intramuscularly. 

21) Water temperature played an important role on the formation of antibodies in the eel; within 

a temperature range from 15°C to 23°C, the maximum titer, viz. 800-1,600, were attained more 

rapidly at higher temperature, but no difference was found between 23°C and 27°C. No measurable 

antibody was produced at ll °C. 

22) The agglutinating antibody induced by Freund's incomplete adjuvant vaccine were maintained 

for about 4 months at a low temperature of 7 to 15°C. 

23) An attempt was made on oral immunization of the eel against V. anguillarum. The group fedon 

merzonin-killed cells did not produce antibodies, but the group fed on viable cells produced circulating 

agglutinating antibodies after three month's feeding. It was shown that the protective immunity of 

the eel fed on viable cells was very weak however, even after four month's feeding. 
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Plate 

I Vibriosis in young Ayu caught in Lake Ham ana. 

2 Vibriosis in young Ayu caught in Lake Hamana. 

3 Induced vibriosis in young Ayu by intramuscular injection. 

4 Vibriosis in Ayu cultured in freshwater ponds. 

5 Induced vibriosis in the Japanese eel by intramuscular injection. 

6 Induced vibriosis in the Japanese eel (Inoculation site). 
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Plate 

I 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

11 Induced vibr iosis in the Japanese eel. 
Vibrio anguillarum phagocy tized by a neutroph il in the blood. 
(afte r 30 ho urs since inocula tio n w ith I mg) 
V. anguillarum in a ne utrophil in the blood. ( I mg, 30 hrs.) MG 
Skin o f a contro l (heal thy) eel. 
Muscle of a injected eel. (0.1 mg. 24 Ius.) MG X I 00 
Skin ( I mg,24 h rs.) HE X JOO 
~l uscle ( I me.30h rs.) HE X IOO 
Muscle ( ) HE X400 
Muscle ( ) MG X400 

~IG --- May-Giemsa sta in , H E- -- He matoxylin-Eosin sw in 

I~ 
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Plate Ill Induced vibriosis in the Japanese eel. 

Liver ( 1 mg, 30 hrs.) MG XJOO 

2 Spleen ( ) MG X400 

3 Spleen ( MG XJOOO 

4 Kidney ( , MG X400 

5 Heart [Ventricle] ( , MG X lOO 

6 Intestine ( MG X lOO 

-+ Vibrio anguil/arum 


