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冷水病 菌 、F1αvoわoc'θ71〃〃7、ρ5アc〃ρ助 〃〃〃21)は、

冷水 病BacterialColdWaterDisease(BCWD)の

原 因菌 として知 られ てお り、1948年 に北米 のギン

ザケか ら初 めて分 離 され た。2)日本 では 、冷 水病

菌 は1987年 にアユから初めて分離 され 、3)冷水

病 はサケ科魚 類 よりもむしろアユに深 刻 な被 害を

与 えており、養 殖 場や 天然 水域 で発生 している。

4,5)

冷水病の治療には投薬が行われてきた。6)スル

フィソゾールナトリウムは日本において、アユ冷水

病の唯一一の治療薬として1999年 に承認されてお

り、高い治療効果がある。7)しかし過度の投薬は、

薬剤耐 性菌の出現や 匙lo)、魚体や環境への薬の

残留11)が問題となる。

加 温処理は飼育水温を上げてアユの冷水病を

治療する方法である。冷水病菌の最適増殖温度

は15～20℃ で、25℃以上では増殖しない。12-16)

加温処理は、この冷水病菌の生理特性を利用し

ている。魚を昇温に順応させるために、23℃で3

日間の加温処理を行い、通常水温で数 日間維持

した後に、28℃で3日 間の加温処理を行う方法が

川いられている。この方法は養殖現場 にも普及し、

いくつかのアユ養殖業者 が実施している。しかし、

現在行われている加温処理法は、経験的に試行

錯誤を繰り返して開発されたため、治療 中や治療

後の菌の魚体内や飼育環境での動態は不明であ

る。そこで本研究では、人為的に冷水病に感染さ

せたアユに対して種 々の治療を行い、その時の

魚体内および飼育水中の冷水病菌の動態を調べ

た。

材料および方法

供試 菌 と培 養 条件 冷水 病菌Fρ5アo〃(顧 〃〃〃1

PHO424株 を試験 に用 いた。-85℃ で凍 結保 存 さ

れた冷 水病 菌を200mLのMCY液 体 培地 に接 種

し、15℃ で24時 間振 とう培養(160rpm)し た。次

に6800mLのMCY液 体培 地 に培 養 した菌液 を

全 量接 種 し、15℃ で16時 間撹 拝培 養 し、次の攻

撃 試験 に川 いた。

供試アユと攻撃試験2007年2,月 に琵琶湖で採

捕され、滋賀県水産試験場のコンクリート池で、地

下水を注水して飼育された冷水病感染歴のない

琵琶湖産アユ(平 均体重4.3g)を 試験に川いた。

培養した冷水病菌液(2.0×108CFU/mL)を 約

18℃ の地下水で10倍 希釈し、アユを30分 間浸漬

して冷水病 に感染させた。その後700Lの コンクリ

ート池8面 に約280尾 ずつ収容した。収容後は地

下水を10回 転/口 になるように注水し、21日 間飼

育した。給餌 は14日 後までは無給餌とし、14日後

からは市販の配合飼料を毎 日魚体重の約1%与

えた。

治療方法 試験区は投薬区、23℃加温 区、28℃

加温区および無処理の対照 区を設けた。投薬区

はスルフィソゾールナトリウム(200mg/kg魚 体重/
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口)を市販の配合飼料に混ぜて、感染1日 後から

5日 間経 「]投与した。23℃加温 区および28℃ 加

温区は、加 温した地下水を注水して飼育水温を

一L昇させた。感 染1日 後から加温した地下水を注

水して、約5時 間でそれぞれの水温 になるように

調整し、3日間維持した。その後 、通常水温へ約5

時間かけて戻した。対照区は感染後に治療を行

わなかった。1試 験 区当たり2池 を使用した。

冷水 病 菌の計 数方 法 アユ臓 器 中の冷水病 菌 の

定 量は 、培 養法 で行 った。1池 当た りアユ3尾 をサ

ンプリングした。アユの腎臓 、肝臓 、脾臓 、鯉 を無

菌 的 に約5mg摘 出 し、重 量を測 定 後 、300μLの

PBS(一)を加 えてホモジナ イズした。並且液 は20μL

を無 菌的 に採 取 し、280μLのPBS(一)に 希釈 した。

それぞれPBS(一)で 段 階希釈 し、MCY平 板 培 地へ

100μL接 種 した。腎臓 、肝 臓 、脾臓 および 血液サ

ンプルは15℃ で5日 間培 養 し、鰐サ ンプル は5℃

で14日 間培 養 し、冷水 病菌 コロニー を計数 した。

飼 育水 中の冷水病 菌 の定量 は、

Loop-MediatedIsothermalAmplification(LAMP)

法(Nagata&Eguchi,2009)で 行 った。飼 育水500

mLを 毎 日採 取 し、0.22μmフ ィル ター 上 に細 菌細

胞 を濾過 捕集 した。フィルターを滅 菌蒸 留水 でよ

く洗 浄 し、遠 心 分離(18,750×9、4℃ 、20分)し て

上清 を捨 てた。CaptureColumnKit

(GENERATION)を 用 いて沈 殿 させ た細菌細 胞

からDNAを 抽 出 し、ραzE領 域を標 的 とした

LAMP法 で冷水病 菌 を定 量した、,

結果

飼育終了時のアユの生残率を図1に 示した。

生残率はそれぞれ28℃ 加温区99.7%、23℃ 加温

区77.7%、 投薬区93.3%で あった。いずれも対照

区(15.7%)と 有意な差が認められた(X2検 定、1・<

0.Ol)。

魚体内の各部位 における冷水病菌生菌数の推

移を図2に 示した。対照区の冷水病菌生菌数は

感染2日 後にピークとなり、アユの死亡のピークよ

り早く認められた。最も濃度が高かった脾臓では、

冷水病菌生菌数は108CFU/g近 くに達した。その

後冷水病菌生菌数は緩やかに減少したが、アユ

の死亡が終息した感染14日 後でも、生残したア

ユから102～103CFU/gの 冷水病菌生菌が検出

された。投薬 区は投薬開始の翌 日から冷水病菌

生菌数は減少し、投薬4日 目には鯉を除く4部 位

で一時的に検 出限界以下となったが、その後再

び検出された。23℃加温区では、加温開始翌 日

に冷水病菌生菌数は減少したが、その後しばらく

横 ばい状態で推移 した。一方、28℃加温区では

加温開始翌 日以降はすべての部位で冷水病菌

生菌数は検出限界以下となった。

飼育水 中における冷水病菌数の変化を図3に

示した。対照 区の飼 育水中の冷水病菌数は3日

後 にピークとなり、103ce】1s/mLであった。飼育水

中での冷水病菌のピークは魚体内の冷水病菌生

菌数のピーク(2日 目)より1日 遅く認められた。
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出されなかった。

考察

人為的に冷水病 に感染させたアユに対して投

薬を行ったところ、投薬開始翌 口には魚体内の冷

水病菌の増殖が抑制された(図2b)。 試験期間中

に冷水病の再発は認められなかったが、治療後も

魚体内や飼育水中から冷水病菌が検出された

(図2b,3b)。 冷水病菌は病原性を保持したまま環

境水 中で生存することが報告されている。17)この

ことから、投薬で治療したアユは、冷水病の感染

源となる可能性がある。

23℃ の加温処理を行った場合、加温開始翌 日

には魚体内の冷水病菌の増殖が抑制された(図

2c)。冷水病菌のプロテアーゼ産生能は最適増殖

温度より低く、13℃と報告されている。15)さらに、

飼育水温を■Lげることによって魚の免疫活性が上

がると報告されている。18)水温を23℃ に上昇させ

ると冷水病菌のプロテアーゼ産生能が低下し、そ

れ に加えて魚の免疫活性が上昇する。これにより

魚体内での冷水病菌の増殖が抑制されたのであ

ろう。しかし、23℃の加温処理では冷水病が再発

する可能性がある。本研究においては23℃ の加

温処理が終 了した後も魚体内および飼育水中か

ら冷水病菌が検出された(図2c,3c)。 加 温処理終

了3日 目～9日 目にかけてアユの死亡率が増加

し(図1)、 死 亡魚 には冷水病の症状が認められた。

これらのことから23℃ の加温処理の治療効果は

一一時的なものであると考えられる
。

冷水病感染アユに対する28℃ で3日 間の加温

処理に高い治療効果が認められた理由は、魚体

内および飼育水 中の冷水病 菌が死滅したためで

あると考えられる。本研究では、冷水病感染アユ

に対して28℃ で3日 間の加温処理を行ったところ、

魚体内から冷水病菌が全く検出されず(図2d)、

飼育水中からも冷水病菌DNAは 全く検 出されな

かった(図3d)。 これは、28℃で3日 間の加温処理

には冷水病菌の再発を防止する効果もあること、

排水を通して冷水病菌が環境中へ流出するのを

防止できることを示している。養殖現場において、

28℃ で3日 間の加温処理を施 したアユを放流種

苗として河川に放流することは、冷水病の蔓延防

止の有効な手段 になると考えられる。
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