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富浦湾養殖ハマチより分離された

Streptcoccus属について

村同議彦

緒言

連鎖球菌症は現在類結節症とともに養殖ハマチに大

きな被害を与え、 1974年頃から全国的に流行している。

本県はハマチ養殖の歴史が浅く、その経営体も少ない

が、 1975年に鋸南町勝山で初めて本症がみられた。又

富浦町で、は、養殖2年目の1977年10月にかなりの被害

があった。

これら病魚の診断はまず病徴観察からはじまるが、

細菌性疾病の場合には、出来るだけ早く、その病原菌

の鑑別と薬剤感受性試験を行ない投薬等の指導をしを

ければならなしミ。また、菌の詳細な性状を知ることは

予防，防疫を考えるために重要なことである。

そこで、 1977年10月に千葉県富浦湾養殖場(図 1) 

ハマチの病魚から分離した Streptococcus 属の性状に

ついて調べその類似菌や他の流行地のそれと比較検討

したので、ここに報告する。
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図 1 富浦湾のハマチ養殖場の位置
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材料及び方法

供試魚:1977年10月27日千葉県富浦湾養殖場ハマチ

の二年魚3尾，当才魚5尾を材料とし病徴を観察した

後、 BHI agar (日水)で各臓器から菌の分離を行な

った。

形態学的性状:グラム染色性は Huckerの変法及び

劉鑑別法で行ない、形態観察は Loeffler のMethy.

lene Blue染色で行なった。運動性は、 SIM培地(栄

研)及び懸滴標本で観察した。また、芽胞染色は、

Moellerの変法で行なった。

生物学的生状.

1 )各培地での発育

BH I agar (B水)， Nutrient agar (日水)， Mac 

司 Conkey agar (日水)， SS agar (日水)，BTB Tee 

pol agar (日水)，Ogawa Medium (日水)， Endo 

agar (栄研)，EF agar (日水)，PEA agar (日水)， お

よび SFbroth (日水)をそれぞれ使用し、その発育を

調べた。又blood agarには羊面脱線維血液， Bile 

agarには牛生血清， MBmilkには、新鮮全乳を用い

た。

2 )各種混度での発育

分離菌をブイヨン(極東)に接種し、各温度(5
0

C 

~400C )で24hr . r吾養し660nmの吸光度を求めた。
3 )各種 pHでの発育

各 pH(4~10) のブイヨン(日水)で25
0

C 24 hr . 

培養し 660nmの吸光度を求めた。

4 )各種塩分濃度での発育

ベプトン (Difco)，肉エキス(極東)を用い、各

坂分濃度 (0~6 %)を調整し、 250C48 hr .培養後

660 nmの吸光度を求めた。

5 )熱耐性及びpH9.6での発育

熱耐性は60
0
C30min .の耐性を、 pH9.6での発育

には、ブドウ糖フェノールフタレインブイヨンを使用

した。

生化学的生状 Cytochrome oxidaseにはKovacs

法、 Hugh. Lei f50n t e5tには、 Hugh.Leif50n培地

(栄研)， IndoleはIndole産生試験用口紙(日水)， 

MR te5tには VP.MR培地(栄研)， VP reaction 

は、 VP半流動培地(栄研)， Ci trate ut i 1 i zat i on 

はシモンズ・クエン酸寒天(栄研)，硫化水素産生は、

SI M培地(栄研)をそれぞれ用いた。又、硝酸塩還
元は硝酸塩寒天、尿素利用は尿素培地(日水)、B1l汁溶

解性は牛血清ブイヨンを使用した。そして、チロシン

溶解はチロシン寒天、ゼラチン液化はゼ、ラチン寒天、

デンプン分解はデンプン寒天、馬尿酸分解は Hare& 

Colebrookの法、エスクリン分解は、エスクリンブイ

ヨン、そしてアルギニン分解にはアJレギニンブイヨン

を用いた。リジン脱炭酸は 1)ジン脱炭酸試験用培地(日

水)，アルギニン脱炭酸は MTllerの方法で行なった。

糖の分解性は糖分解用半流動培地(栄研)に各種糖類

を1%に調整して行なった。

これらの性状検査のほとんどは、 Cowan&SteelI)

(1974)の ManualおよびHurlganet al2)(1976) 

のLaboratoryMethod5によって行なった。

薬剤感受性試験:感受性はディスク法と平板希釈法

を行なった。ディスク感受性試験は昭和1濃度ディス

クで、感性ディスク用培地(日水)を用いて行なった。

平板希釈法は日本化学療法学会標準法により最少阻止

濃度を求めた。 MICで使用した薬剤は、塩酸テトラ
サイクリン，硫酸ストレプトマイシンである。

結果

病徴むよび菌の分離状態:この結果は表1に示した。

Streptococc山属が分離された病魚は健康群から離れ

浮上して遊泳し、外見的症状は、眼球突出，眼球白濁，

腹部発赤，尾鰭発赤，尾柄発赤がみられたが、鯨蓋内

側は特に異常なく、内臓諸器管にも異常はみられなか

った。又この菌は特に限，腎臓，心臓に多くみられた。

各種混度での発育・この結果は図ー 2に示した。す

べての株で同じ傾向を示し、 25
0

Cで最もよく発育し、

15 0C 以下の発育は悪かったが、 30~400Cでもかなりの

発育を示した。

昌也。。。

Oc 

図2 分離菌の各種温度での発育(ム T-1、
.: T-2，"': T-3， 0: T-4、圃 T-5、口 T-6)
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各種塩分濃度での発育:この結果は図 4に示した。

値のバラツキがみられたが、傾向としては、すべて塩

分濃度が低い程発育がよかった。

各種 pHでの発育:この結果は図 3に示した。す

べての株で同じ傾向を示し、 pH5~pH9 でかなりの

発育がみられた。
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5 4 
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図4 分離菌の各塩分濃度での発育(ム:1'-1、
.: T-2、企 T-3，0: T-4、・ T-5，口1'-6)

図3 分離菌の各PHでの発育(ム。 T-l、
.: T-2，"': T-3， 0: T-4・:T-5、口 T-6)

病魚の外部所見および菌の分離状況

No. 体重 全長 遊泳状態 外見的症状 菌の分離状況

1 2.7 k， 66.2 cm 事カら離れ遊泳が 下顎，腎鰭，腹部発赤
肝腎牌心臓臓臓臓

し迎。

2 3.1 64.3 同 上 左脅鰭眼球発突赤出， 眼球白濁， 腹部， 肝君心牌腎長臓臓臓1晶 ピプリオ様商， SsーtreπptToEco7ccus sp (τ1 StreDtococcus 
ピプリオ様菌
Streptococcussp，『E・3J) 
S_t_reI!!~_Q_c_Çu~__sp. (T-4 

3 3.2 63.1 同 上 眼発球赤，白濁ベ，ニ下デ顎ニ，ア瞥寄鰭生， 尾柄
町眼心牌腎臓臓臓臓 Str印 tococcussp. tt-5) 
ピプリオ様菌

Sぜtヲ~Il:リt牙OC稼oc菌cus__.!?p. tt-6) 

4 300 ' 31.4 同 上 鰭下発顎，赤腹，鯨部量腎内鰭側充，血尾柄， 背
肝牌心腎臓臓臓臓 ピプリ。ij。オ様商

5 290 37.0 同 上 下白濁顎 偲腹部蓋，内側皆鰭充発血赤， 眼球
肝牌心腎臓臓臓臓

~， 

イシ

4シ

。

6 480 34.7 正 常 下顎，尾鰭，腹部発赤

肝騨心腎臓臓臓臓

7 260 27.4 防l 上 腹部布、，デ尾ィ柄やや発生赤
目d牌腎じT、I臓臓臓昔ベ ニア寄

8 590 36.1 同 上 腹部ネ，デ尾ィ柄， 寄下顎やや発赤，
肝'牌腎M臓臓臓菌ベ ニア生

表1
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形態学的生状:この結果は表 2に示した。グラム

染色性は、 Hucker変法ですべて陽性，劉鑑別でも陽

性を示した。 MethyleneBlue染色での観察ではすべ

て長連鎖状球菌でその大きさは約0.7j.tmであった。又、

芽胞は観察されなかった。

各種培地での発育:この結果は表 2に示した。す

べての株で同ピ結果で、 BHIagar， Blood agar， 

Nutrient agar， Ogawa medium， Endo agar， 10 % 

Bile agar， 40% Bile agar， EFagar， PEAagar， 

0.1% MBmilk，l0'c，45'C，6.5% Nac!' pH9.6ではそ

れぞれ陽性で、MacConl日yagar， S S agar， BTB Tee 

-pol agar， SF brothで陰性であった。又bloodagar 

での溶血性は、羊面血液を用いたためか判然としなか

った。

生化学的性状:結果は表-3に示した。すなわち分

離菌はすべて、 Hugh-Lei fson t estで醗酵、 MRtest， 

VP reacti on， PT testでそれぞれ陽性、 Catalase，

Cytochrome oxyclase， Indole， Citrate utilization， 

H2S production， casein digestion， Litmus milk， 

Nitrate， Urease， MBreduction， Gluconate， 

Bile dissolutionはそれぞれ陰性であった。加水分解

では、 Esculin，Arginineが陽生， Gelatin， Starch， 

Tyrosin， Hippur叫 eで陰性であった。

糖の分解:この結果は表 4に示した。すなわち

表2 分離菌の形態及び各種培地での発育

Test T-] T-2 下 3 T-4 T-5 下 6

C巴11form s 5 S s 5 5 
Size 約日.7戸田約仏7μ田 約0.7μm約0.7μ国 約0.7μ冊 約0.7μm

Gram + + + 4 十 十

Moti]i ty 
Growth on: 
BHI agar 十 + + + + + 
Blood agar 十 + + + + ト
Nutri ent agar + 十 + 十 + 
MacConkey agar 
58 agar 
BTB Teepol agar 
Ogawa medium + + 十 十 イ 十

Endo agar 十 十 十 + + + 
10%Bile agar + 十 十 + 十 十

40%Bile agar + + + 十 十 + 
EF agar r r r r r r 

PEA agar 十 + 十 + + + 
Growth i n: 
O.l%MBmilk + + 十 + 十 十

SF broth 
Growth at: 
]0'C + + + + + + 
45'C 十 ート 十 + 十 ート

6.5%NaCI ト 十 十 十 + 十
pH 9.6 + 十 + + ト 十

r 亦ミ色， S 球状

表3 分離菌の生化学的性状

Characters つ，-] T-2 T-3 T-4 下 5 '[-6 

白 talase
Cytochrome oxi dase 
Hugh-Lei fson test F F F F F F 
1nd01e 
MR te8t 十 十 + + + + 
VP reaction ト + + 十 十 ト

Citrat巴 utilization
E七日
Casein digestion 
Litmus milk 十 + + 十 十 十

Nitrate 
Urease 
MB reduction 
Gluconate 
Bile dissolution 
PT te，t (0.03%) → 十 十 ト 十 + 
TIC test + ート 十 十 + 
Hydrolysi s of: 
Gelatin 
Starch 
Tyrosin 
Hippurate 
Esculin + + 十 ト 十 十

Arginine + ト ート 十 + 十
Oecarboxylation of: 
Lisine 
Arginine 十 十 十 十 十 十

Orllithine 

F 酸酵

表4 分離菌の各種糖類の利用性

T-] 下 2 つ，-3 T-4 下 5 下 6

Gas from 
carbohydrat巴s
Acid frorn・
Arabillose 
Xylose 
Rhamllose 
Glucose + + 十 + + + 
Mallllos巴 + + 十 十 + + 
Galactose 十 十 十 + イ

Maltose + + + 十 + + 
Cellobiose 十 十 十 + + + 
Lactose 
Sucrose 
Trehalose + + 十 ト + 十
Melibiose 
Starch 
DextrIn 十 + 十 + イ + 
Raffinose 
Melezitose 
Glyeogen 
Mallnitol ート + 十 + + 十
Glycerol 
Sorbitol 
Salicin + + 十 + + 
Esculin 十 十 十 + + + 
I nosi tol 
Dulcitol 
Adonitol 



Glucose. Mannose. Galactose. Maltose， Cello-

biose， Trehalose， Dextri n， Manni tol， Sal i ci n， 

Esculinでそれぞれ陽性， Arabinose， Xylose， Rham 

nose， Lactose， Sucrose， Mel i biose， St arch， 

Raffinose， Melezitose， Glycogen， GI ycerol ， 

Sorlλ101， Inositol， Dulcitol， Adonitol，でそれぞ

れ陰性であった。

薬剤感受性:この結果は、表 5~6 に示した。

Optochin， Bacitracinはすべて陰性， その他のディ

スクでは、特に、 Tetracycline，Oxytetracycline， 

Demethylchlortetracycl i r刊にそれぞれ強い感受性を

示した。最少阻止濃度は、 Tetracyclineで 0.4mcg， 

Streptomicineで 100<mcgであった。
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表5 分離菌のオプトヒン，バシトラシンに
対する感受性

Strain Optochin Bacitracin 

T-j 

T-2 

T-3 

T-4 

T-5 

T-6 

表6 分離菌の各種薬剤に対する感受性

Anti bi oti cs T-l T-2 

Peni ci 11 i n 十 4ト

Streptomyci n 

Kanamycin 十 十

Tetracycl i ne →十 * Chl orampheni col イ十 十

Erythromyci n 4十 4十

Leucomycin 4十 十件

uleandomycin 1十 →十

Colistin 

Sulfi soxazol 

uxytetracycl i ne 十件 叫

Spiramycin 十 十

Novobi oci n 十 十

Dihydroxymethylfatoridin 4十 4十

Po1ymyxin B 

Sul famonomethoxi n 

Sul famethi zol e 

Nal i di xi c aci d 

Lincomycin 引 1十

Demethy 1 chl ortetracycl i ne lIf 十件

Mynocycline lIf ↓件

考察

StreptocoCCU5 属の最少定義は Cowan (1974¥11こよ

れば、二速または連鎖状のグラム陽性球菌、定型的に

は、非運動性無芽胞性，好気性，通気嫌気性，カタ

ラーゼ陰性，オキシダーゼ陰性，糖を醗酵的に分解す

るものである。このことから、今回の分離菌は、通気

性の確認は行なわなかったが、 Streptococc山属に入る

ことはまちがいない。

次に、 StreplOCOCCUS 属は、 Buchanan& Gi bbons 

T-3 T-4 T-5 T-6 

十 4十 廿 十

十 十 十 十

4十 ，1ト 4十 十件

十 十 十 十

+十 廿 イ十 4十

* 十件 4十 十件

4十 イ十 4十 一仲

↓件 ↓件 十件 +件

十 十 十

十 1十 十 十

t十 1十 イ十 4十

イ+ →十 4十 イ十

十時 十性 制十 十体

4十 イ+ 4件 ↓性

(19叫引によると、 4つのグトプに分けられている。

すなわち、第1のグループに入るものは、 100Cあるい

は45
0

Cで発育しなくて、6.5%Nacl brothで発育しな

いし、 pH9.6あるいは 0.1%メチレンブルーミルクで

も発育しないもの。第2のグループに入るものは、 10

℃で発育しないが45
0

Cで発育し、 6.5%Nacl broth， 

pH 9.6あるいは0.1%メチレンプル ミルクで発育し

ない。第3のグループは、 10
0

Cと45
0

Cで発育する。第

4のグループは、 45
0

Cで発育せず、 10
0

Cで発育し、又
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6.5% Nacl brothあるいはpH 9.6で発育しないが、

0.1%メチレンプJレーミルクで発育する。このことか

ら本菌株は、この第3のグループに入る。

この第3グループはさらに 3区分され、A区分は6.5

%1、lacl，pH 9.6， 0.1%メチレンブルーミルクで発育

し、 B区分は6.5%Nacl， pH 9.6で発育するが、 0.1

%メチレンブルーミルクで発育しない。 C区分は、6.5

% Nacl， pH 9.6， 0.1%メチレンブルーミルクで発

育しないものとなっている。

したがって、本菌株は、 6.5%Nacl， pH 9.6， 0.1 

%メチレンプlレーミルクで発育するごとから A区分に

入ってくる。そしてこの中に入っているものは、 Strep'

初C附凶 f町四ゐと St叩 ωcoccusfi田 C叫m だ立で
ある。これら腸球菌に関しては、 Deibel (1964) ， 

(5) (6) 

Barnes (1956)，および橋本(1964) に詳しく報告さ

れており、楠田ら (19761は、新魚病細菌としての

StrepωCOCCUS 属をこれら、腸球菌旦 fαecαlis• 丘 fae .

C出m との類似菌であるとしている。

魚病としての Strepωcocc出 属に関する暦究は、海

産魚では、ハマチについての楠田ら (1976)に詳しい
) ， •. ， _. (1闘

が、その他高知水試，和歌山水試，宮崎水試等で当

面の養殖の魚病被害の問題として報告がなされている。

W1HEirlson(19731)も魚類の S同 wcoc山をとりあげ

ているが、 10% Bile および 40%Bileに発育しな

い、 r 漆血性としているほか、 Plumbet al (1974? 

も数種の魚から分離しているが、これも r.溶血性であ

り分離菌と異なる。淡水魚では、 Robinson et al 
(強

(1966)が、 r 溶血性の Streptococo出を、 Hoshina

et al (日ぱはニジマスから、腸球菌 S.fα町 alis を

分離している。

本菌株の性状と、これらの報告例をこごの結果と比
171 

較すると、各種温度別における発育では、楠田ら と

ほぼ同ヒ傾向である。各 pH別での発育でも彼等のY

T・5とほとんど同どであるが、 pH4の発育に相異がみ

られる。塩分濃度別発育では、 YT.3， YT. 5が4%

から 5%にかけて急激に低下しているのに対し、ここ

での T.1 ~T. 6では0%から直線的に低下していて

多少の相違はみられるが傾向としては、ほぼ同ピとみ

てよい。又 Hoshinaら岨の結果と比較すると、温度別

では、 15'Cでの発育で相異がみられる。 pHの影響に

関しては Hoshinaらの丘 fαecαlis の結果と異なり少

しピ クか守酸性側によっており、 pH 10でかなりの発

育がみられるのに対し本菌では発育がみられない。

薬剤感受性では、テトラサイクリン系のものに、非

表7 分離菌と類似菌の比較

The isolates of 「存ud由"山首 he i 801at巴s01 Th巴 isolatesof Bergey's manual 
Test ChIba (Tpr1e ~TFIs6 h 1'-3， YT ，vakayama F. S. Wakayama F. S. 

Sta. (T-I-T-6) (ws 19-28) (ws 17-18) S. faecali s S. faecium 

Hugh-Lei fson test F F F F F 

VP reaction 十 十 + + 十

EF agar r r r yr 
Growth at: 
10'C + 十 ート + 十

45
0

C + 十 十 十 + 
6.5-%NaCl 十 十 + 十 ート
pH 9.6 十 + + + 
40% Bile + + 
0.04% PT 十

O.l%MBmilk 十 十 + 十 十

Hydrolysis of: 
Starch + 
Hippurate 
Acid from' 
Lactose + 
Sucrose 十

Starch 一ト
Glyc巴rol + 十

Esculin 十 + 十

Sorbitol 十 (十) 十 d 
Decalboxylation of: 
Arginine 十 十 + + 
Litmas milk 
600C 30min + d 

F:醗酵， r 赤色， yr 黄赤色， d 多様性，()弱い
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常に高い感受性を示しており、このことは和歌山水試

の報告と一致する。 Bacitraci n. Optochinの感受性

は陰性で、腸球菌丘 fαeCαlω と同じである。このこ

とは、 Bacitraci nはA群B型溶血球菌と区別するのに

用いられ、 Optochinは肺炎球菌と区別するために用い

られるので、当然の結果である。ちなみに、腸球菌類

はLancefieldD群に入っている。 ここで溶血型につ

いてふれると、楠田らはこのハマチ魚病菌をα型とし

ている。本試験では、血液寒天の発育状態をみると、

羊面血液を用いたためか、 i容血型の判別が出来なかっ
たので、今後別の血液で確認しておく必要がある。

次に、今回の分離菌 T-1 ~T- 6株と楠田らの YT

3， YT-5株，和歌山水試の ws19~28株および ws

17~18，それに Bergey's manualの S.faecαlz:~ ， s 
fαec山m の性状をそれぞれの報告書から、引き出して

比較してみると表7のようになる。 T-1 ~6 と YT-

3.5を比較した場合、 Sorbitol分解で異なる他は一致

している。又 ws19~28 との比較では、 pH 9.6， 40% 

Bileでのデ タがないが、 Sorbitol分解性も一致し

ている。又、きわめて特異的な株1VS 17~18が報告さ

れているが、病原性があるということであるので今後

の調査で十分注目していく必要がある。

以上のことから今回千熔県内房海域の養勉ハマチか

ら分離された菌株は、他県流行地で分離された Strep-

tococc山 とほほ洞ーのものと考えられる。しかし、高

知水試制では、分離株の培養的性状とタイプ分けを試

みてわり、多少の性状のちがいから、グループ分けも

可能のようである。次回は病原性の確認に関する実験

も加えて行なう予定である。 又これら病原性をもっ

5 trepωcoccus 属の由来や伝播については海泥中、 種

苗の保菌についてのわずかな研究があるにすき、ず、こ

れら感染機構の解明が急がれる。

要約

1) 1977年10月千葉県富浦湾の養殖ハマチから、

S tre戸ococcus 属の分離を行なった。

2 )これらの菌株の性状検査、薬剤感受性について試

験を行なった。

3 )その結果、他流行地の連鎖球菌症の病原菌とほぼ

同ーのものであることがわかった。
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