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Edwardsiellatarda,awell-knownfreshwaterfiShpathogen,hasbeenrecognizedasan
importantpathogenofmarinefiShrecently.Flounder(Paralichthysolivaceus)isoneofsuch
species.

ForelucidatingtheecologyofE.tardainmarineenvironment,thedistributionofthebac-
teriuminanounderfarminNagasakicitywasexaminedin1985and1986bymeansofdirect

platingmethodonSS(SalmonellaandShigella)agarandenrichmentculturemethodinDSSS

(WyATTetal.,1979)andstrontiumchlorideB(IvESON,1971)medium.
E.tardawashardlydetectedfromseawaterorfoulingmaterialsonnetcagesexceptfor
duringepizootic,butwasisolatedeverytimefromtheintestinesof10to50% ofapparently

healthynounder.DuringtheepizootictheincidenceofE.tardaintheintestinesroseto60to
lOO%ofthesamples.WhenthenumderofE.tardaintheintestinesrosemorethan103CFU/
g,thebacterium wasalsotendtoisolatefromthekidney.Allof13selectedisolatesfrom
environmentandtheintestineswerefoundto

ヒラメ養殖が普及するにつれ,1980年頃より腸内細

菌科の細菌Edwardsiellatardaを原因菌とする-ドワジ

ニラ症が発生しており,各地で少なからぬ被害を与えて

いる (安永ら,1982;中津川,1983)｡本症は初夏から

秋までの高水温期に流行しやすく,短期間に大量に死ぬ

ことは少ないものの,一旦発生すると長期間究死が続く

ことが多い｡

E.tardaは米国ではキャットフィッシュ, 日本では

ウナギ,ティラピアなど淡水魚の魚病菌としてよく知ら

れているが (MEYERandBULLOCK,1973;WAKABA-

YASHIandEGUSA,1973;宮下,1984),生態調査によ

り本菌が義魚環境や健康魚の腸内に常在化していること

が明らかにされている (WYATTetalリ1979;渡辺 ･古

檎,1981;皆川ら,1983)Oまた,養鰻池に分布する E.

tardaにはいくつかの血清型の菌が存在し,特定の血清

型が疾病の流行に関与している可能性が示唆されている

長崎大学水産学部

bevirulenttoeel.

(朴ら,1983)｡一方,ヒラメ由来の E,tardaは,発育

至適塩分濃度が 0-0.5% であり,塩分が3%を越える

と増殖性が著しく低下する (安永ら,1982)ことから陸

上由来の菌と思われるが,養殖場における E.tardaの

生態や-ドワジエラ症の流行のメカニズムについてはほ

とんど明らかにされていない｡

そこで,著者らは 1985年と 1986年に長崎市内のヒ

ラメ養殖場において E.tardaの分布を調査し,原因菌

の動態と-ドワジエラ症の発生との関係を検討した｡

材料および方法

Fig.1は長崎市牧島周辺の養殖筏配置図である｡ここ

ではヒラメのほか,マダイや トラフグなども養殖されて

いる｡

1985年 6月は長崎市水産種苗センターの陸上水槽,

7月から翌年 3月まではセンターの海面網いけすを対象

に毎月 1回,10尾のヒラメ当歳魚の体表および腸管,
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Fig.1.DistributionofculturlngnetCagesaroundMakishimaisland.Arrowsindicatethe

samplingsites.

環境水,網付着物などから E.tardaの定量的検出を試

みた01986年 6月から 12月までは,戸石,日の浦両

地区の予め定めた業者のいけすよりヒラメ当歳魚を毎回

各々 20尾ずつ取 り上げ,腎臓や腸管などからの試料に

ついて,定量法と増菌法を併用して E.tardaの検出を

行った｡すなわち,鯉蓋後方から尾柄部にかけて躯幹部

体表粘液を掻き取 りSS寒天に塗抹した後,無菌的に解

剖して,普通寒天を用いて腎臓から細菌の分離 を行 っ

た｡腸管後部を内容物ごと切り出し,PBSを加えて摩

砕後,定量的に希釈して希釈液の 0.1mgを SS寒天に

塗抹した｡海水は懸濁物を遠心分離 (10,000rpm,30

分)で集め試料とした｡増菌法では,摩砕した各試料を

5mlの DSSSブイヨン (WYATTetal.,1979)および

ストロンチウムBブイヨン (IvESON,1971)にそれぞれ

0.5mgずつ接種し,37oCで 3-4日間培養後,培養液

の-白金耳量を SS寒天に塗抹した｡

27oC あるいは 37oC で 2-4日間培養後,周囲が透

明で中心部が黒色のコロニーを SS寒天より釣菌し,性

状試験とスライド凝集試験を行った.そして,グラム陰

性の通性嫌気性菌であり,チトクロームオキシダーゼが

陰性,TSI培地で硫化水素を産生し,リジン脱炭酸およ

びインドール試験が陽性で,運動性を有するものを E.

tarda と同定した｡スライド凝集試験にはウナギ病魚由

来菌株 NUF49で作製した ウサギ 0 抗血清 (凝集価

1:2048)の 10倍希釈液を使用した｡なお,定量凝集試

験は供試菌の 121oC,90分加熱死菌を抗原とし,マイ

クロタイタ一法で行った｡

結 果

1985年度の調査のうち,腸管からの E.tardaの検

出状況を Fig.2に示す｡6月は陸上の種苗について調

べたが,押出し後の7月の調査とともに E.tardaは検
出されなかった｡10月以降は調査したいけすで時折病

魚がみられ,腸管 1gあたり104CFU以上の E.tarda

を保菌している個体がしばしば見られた｡体表では 11

月に 2尾,12月に 1尾から検出されたに過ぎなかった

(Table1)｡海水および網付着物は何れの月も検出限界

以下であった｡
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Fig･2･ViablecountofE･tardaintheintestinesofaounderculturedinanetcageofNaga-
sakiCityAquacultureCenter(Junein1985toMar.in1986).
EZZ詔:Fish,E.tardawasisolatedfromthekidney.

Table1.IncidenceofE.tardainseawater,foul-
ingmaterialsofnetcageandbodysur-
faceofRounder(Junein1985toMar.
in1986).

Fouling

Month Seawater materialsof suBrofadcye
netCage

June く10CFU/J く100CFU/g
July <10CFU/J <100CFU/g
Åug. <10CFU/J <100CFU/g
Sらp. く10CFU/J く100CFU/g
Oct. <10CFU/す く100CFU/g

Nov. く10CFU/J <100CFU/g
Dec. く10CFU/J く100CFU/g
Jam. く10CFU/J <100CFU/g
Feb. <10CFU/l <100CFU/g
Mar. く10CFU/J <100CFU/g
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0
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1
1
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1
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0
0
0
0
0

2

1
0
0
0

* No･ofpositive/no.ofsample.

1986年度の調査結果 は Fig.3,Fig.4な らびに

Table2のようであった｡戸石地区では7月に調査対象

いけすで-ドワジニラ症の発生が認められ,それ以降慢

性的な舞死が続いた｡供試魚の腸管からは 7月 24日
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から 12月の調査まで高率に E.tardaが検出された

(Fig･3)｡ 白の浦地区で調査した3つのいけすは互いに

近接した位置にあったが,いけすaでは 6月26日の調

査時にエドワジエラ症が発生し,腸管からの検出率も高

かった｡一方,いけす bの飼育魚はいけす aに比べて

摂餌が活発であったが,E.tardaの検出率はほぼ同じ時

期の調査にも拘らず比較的低かった｡いけす Cの飼育

魚については 7月24日以降調査したが,戸石地区と同

様,高水温期に特に高い検出率であった (Fig.4)｡環境

の調査は8月にのみ行ったが,戸石,日の浦両地区とも

海水および底泥からE･tardaが検出された (Table2)0

一部の供試魚について腎臓の E.tardaの生菌数を測

定したところ,腸管の E.tardaの菌数が多くなるに従

い,腎臓からも E･tardaが分離されやすく,また生菌

数も多くなる傾向が認められた (Table3)｡また,腸管

から内容物を絞り出して別々に生菌数を測定すると,菌

数が低いうちは内容物からのみ検出されるが,内容物中

の菌数が多くなるに従い,腸管さらには腎臓からも検出

される個体が見られた (Table4)0

Table5は今回の調査あるいはそれ以前に分離された
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Fig･3･ViablecountofE･tardaintheintestinesofRounderculturedinanetcageinToishi
region(1986).EZZ召.･Fish,E.tardawasisolatedfromthekidney.- :Fishsuffered
fromedwardsiellosis.

Table2.DetectionofE.tardainseawaterand

sedimentaroundnounderfarm(Aug.

in1986)

Location Seawater Sediment

Toishi 68CFU/mJ 20-100CFU/蛋

Usunoura 2CFU/m/ 100CFU/g

E.tarda13枚の病原性とウサギ抗血清に対する0凝集

価を示したものである｡病原性試験は供試菌の新鮮培養

を PBSに懸濁させ,ウナギに対し各3尾宛腹腔内接種

して行った｡その結果,いずれも高い死亡率を示し,毒

力が強いものと判断された｡また,調査期間中に分離さ

れた E.tardaはスライド凝集試験ですべて陽性であっ

たものの,凝集価では免疫原の株に比べてやや低い値を

示す菌株もあった｡

考 察

環境あるいは魚体から E.tardaを選択的に分離する

培地として,SS寒天の有用性は多くの研究者によって

認められている (WYATTetal.,1979;皆Jlrら,1973).

本研究でも調査に先立ち,ヒラメ由来株の SS寒天にお

ける発育性を検討したが,普通寒天とほぼ同程度の発育

性を示し,また実際調査に供したところ,コロニー形態

による雑菌との識別も容易であった｡1986年度の調査

で E.tardaが検出された個体数は供試魚全体の 78%

であったが,SS寒天-の直接塗抹法での検出率は 58%

であり,残 り20% は直接塗抹法で検出されずに増菌法

によって検出されたものであった｡また,増菌法のみに

よって検出された個体のうち DSSSブイヨンとストロ

ンチウムBブイヨンの両方から検出されたものは 33%

だけであり,あとの 43% は DSSSのみ,24% はスト
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Fig.4.ViablecountofE･tardaintheintestinesof80underculturedinnetcagesinUsunoura
region(1986).園 :Fish,E.tardawasisolatedfromthekidney.}■:Fishsuffered
fromedwardsiellosis.

ロンチウムBブイヨンのみで検出されたものであった｡

この様に,やや DSSSブイヨンの方が検出率が高かっ

たが,ストロンチウムBブイヨンも他の培地と併用すれ

ば十分活用できると思われる｡

養鰻場では感染症 (パラコロ病)の流行と関係 な し

に,周年環境やウナギの腸内に E.tardaが存在するこ

とが明らかにされている (渡辺 ･古橋,1981;皆川ら,

1983)｡ しかし,今回行った 1985年6月から翌年3月

までのセンターのヒラメ養殖場での調査では,海水や網

付着物から E.tardaを検出することはできなかった｡

E.tardaは養鰻池水中では長期間生存 できるのに対し

(石原 ･楠田,1982),海水中での生存期間は比較的短く

(未発表),また,塩分が3%を越えると増殖性が著しく

低下すること (安永ら,1982)から海水養魚環境中には

常在化しにくいと思われる｡なお,1986年 8月に海水

と底泥から E.tardaが検出されたが,その時期は調査
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地点で-ドワジニラ症が発生していたことから,病負や

死魚から排推されて間もない菌が一時的に環境に存在し

ていた可能性が高い｡

一方,腸管からは比較的多くの個体で E.tardaが検

出され (Fig.1),また,- ドワジニラ症の流行中は検出

率,生菌数ともに高くなること,腸管の E.tardaの生

菌数が高い個体ほど腎臓からも E.tardaが検出される

割合が高まることが明らかになった｡ も し腸 内 の 且

tardaが腸壁などを通過して体内に侵入するとすれば,

腸内の菌数が多いほど体内に侵入する菌数も増加し,発

症へと進む可能性が高いと考えられる｡

E.tardaは河川などを介して陸上から常時侵入して

いることが疑われるが,Fig.2に示したように,3月で

も腸管から検出される個体がいたことから,流行を耐過

した魚が保菌魚となって次の流行の感染源になることも

十分考えられる.なお,餌については十分な調査を行っ
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Table3.Comparison of the viable count
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Table4.Comparison of the viable count
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ていないが,調べた限りでは,イカナゴ,ワムシ,アル

テミアなどから E.tardaは検出されなかったO

養鰻場には少なくとも5種類以上の血清型のE.tarda

が存在し,強毒株は特定の血清型に集中していることが

Table5.Virulenceandagglutinationtiterof且
tardaisolatedfrom environmentand
intestinesofflounder

Cuト Morta1- Aggluti-
ture Source ityin nation
No. eel*】 titer*2

1 Sep"'84,seawater
2 Jan.,'85,intestine

3 Jan.,'85,bodysurface

4 Jan.,'85,foulingmate-
rialsofaquar-
ium

5 0ct.,'85,intestine

6 0ct.,'85,intestine

7 Nov.,'85,intestine

8 Nov.,'85,intestine
9 Nov.,'85,bodysurface

10 Dec.,'85,int¢Stine
ll Jam.,'86,intestine

12 Mar.,'86,intestine
13 0ct.,'86,intestine
NUF49diseasedeel

::.
;..I
;::
::
:::
I
;
:::
:
:
:::
:

N.T.*S
N.T.

N.T.

N.T.

4

4

2
4

4
4

4

2

2

1

2
2

2
2

0

0

5

0

0
0
0

1

1

1

1
1
1

*lNo.ofdead/no.oftested.

Dose:1mg/loo基(No.1-4),0.5mg/100g

(No.5-13).
*2Agglutinationtiterwith0-antiserumagainst
E.tardaNUF49.

*8Nottested.

報告されている (朴ら,1983)｡ ヒラメ養殖場から分離

された E.tarda13株の病原性を調べたところ,すべて

ウナギに対して毒力が強かった｡一方,血清学的に見る

と,スライド凝集試験ではウナギ病魚由来株で作製した

0抗血清と明瞭に凝集するものの,凝集価では免疫原株

と比較してやや低い値を示す菌株もあった｡従って,ウ

ナギ由来株とヒラメ由来株の抗原構造の異同について

は,さらに詳しく検討する必要があろう｡
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