
7 第40号(1982年)千葉県水産試験場研究報告

富浦および

村田靖彦

材料及び方法

富浦および勝山養殖場に図 1~2 のような定点をも

うけ1978年から1980年にかけて夏季と冬季の年2図表

面水の採水と採泥を行った。また， 1980年12月には連

鎖球菌症で多量のへい死がみられた富浦養殖場の生資

を中心に採泥を行った。表面水の採水は滅菌した 250

me細口試薬瓶を用いて船上から直接採水した。 探i尼は

エックマンパージ採泥器およびSK採i尼器を使用し， 250

me*田口試薬瓶lこ100mtのす長期i保存海水(6月以上)を

あらかじめ入れて滅菌したものに 5~10g採集した。

表面水は，総菌数のみの言十数を行い，苦手泥については，

総菌数と連鎖球菌の計数を行った。試料の処理は 2時

間以内に行った。細E百計数の方法は，総菌数では 3%

Nac2加BHIagal'(日水)， Membrane filter 0.45pm 

(TM -2， Toyo Roshi co， L TD) によるフィルタ一

法，また泥中の連鎖球菌は， SFブイヨン(日水)によ

る MPN法 (1978年 7 月 ~1980年 8 月)と AE broth 3) 

によるMPN法(1980年12月)で行った。培養は， 3% 

緒言

近年，千葉県のハマチ養殖場において連鎖球菌症の

流行がみられ問題となっている。そしてこれら病魚か

ら分離される Streptococcussp.は，他県で流行してい

るものとほぼ同じ性状を示し，養殖場周辺にも類似菌

が存在することなどを1978年 1)~2)に報告した。
その後も連鎖球菌の発生は毎年みられている。そこ

で，漁場周辺の海泥中の連鎖球菌の状態などをさらに

詳しく知るために，富j甫士、よび勝1)1養殖場周辺の海泥

中の総菌数， 51γeptococcusspp. の分布と表面水の細

菌数を調べた他，St reptocOCC!lS spp.の数株について病

魚からの分離菌とともに性状検査を行い若干の知見を

得たのでごごに報告する。

S t.reptocOCCllS属の性状検査にあたり参考菌として，

菌株を心よく分与して下さった高知県水産試験場の谷

口道子氏(現内水面漁業センター)に感謝の意を表し

ます。
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図 1.富浦養殖場周辺の調査点図(四角枠は生資設置を示す)
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Nacl1加BHIagarについては25'Cで48時間， SFbroth 

およびAEbroth については30'Cで7日間行った。

性状比較には，表ー lのような株を用いた。このと

~雪、

浮

島

¥ 
表 1 性状検査に用いた菌株

Strain No. Da tc of isola tiol1 Source 

1 Mar.， 15， 1979 Katuyama St. 8 

2 Oct.， 1，1978 Human 

3 July. ，20，1978 Kochi， No. 34 

4 Aug. ， 24， 1978 Katuyama 

5 Oct. ， 11， 1980 Tomiura 

6 Oct.， 27， 1977 Tomiura 

7 Dec. ， 22， 1980 Tomiura 

8 Oct.， 9，1980 Tomiura， St. 4 

9 Oct.， 9，1980 Tomiura， St. 4 

10. Oct.， 9， 1980 Tomiura， St. 6 

11. Oct.， 9，1980 Tomiura， St. 4 

12目 Dec. ， 17， 1980 Katuyama， St. 5 

13. Dec. ， 17， 1980 Katuyama， St. 5 

14. Dec.， 17， 1980 Katuyama， S t. 3 

15. Dec. ， 17， 1980 Katuyama， St. 7 

き用いた病魚からの分離菌は，夕、ノクトミ ト培地(日

水)に保存し 6カ月ごとに継代したものを，また海i尼

分離菌は同じくクックトミ ト培地で保存していたも

N 

r 、
‘ 

勝山漁港

5∞m 

Mud 

Feces 

Kidney of yellowtail 

Kidney of yellowtail 

1 ntestine of yellowtail 

Kidney of yellowtail 

Spleen of yellowtail 

Mud 

Mud 

Mud 

Mud 

Mud 

Mud 

Mud 

Mud 
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Oec.，9，1銃犯

2.0X10' 9.5X102 l.lX10' 1.8X10' 1.9X104 

4.0X102 5.4X10' 5.3X10' l.lXI0' 1.4X102 

l.lX10' 6.2X10' 4.3X10' 1目OXI0'2.0X104 

1.0X10' 2.9XI0' 2.6X10' 7.7X10' 2.9X103 

4 2.5X10' 
5 1.8X10' 
6 1.2 X10' 
7 6.0X10' 

表 5

のと計数時にAE培地で増殖したものをさらに EFagar

(日水)で繕養したものである。 f生状検査には常に 3%

BHIブイヨン(日水)25'C， 24時間培養のものを用い，形

態と各種培地での発育，各種生化学.的性状，各種炭水

化物の分解能，各種薬剤に対する感受性などを検査し

た。検査の方式は， Cawan &. Steelsのmanualuやそ

の他の成書 5)に準じて行った。また，薬剤感受性試験

には，昭和 1濃度ディスクを用いた。培地は，原料に

はBBLおよひ'Difcoのものを，調製された乾燥培地に

はおもに臼水のものを用いた。また試薬は，和光純薬お

よひかMerck社のものをおもに用い，血液は半面脱繊維

素血液(極東)，血清には粉末牛血清を用いた。

結果

表面水の総細菌数は富浦では， 1978年12月のSt.4で

332ケ/me，198C年12月の St.3で285ケ/meと比較的高い

値がみられるが，全体的に低い値であった。勝山にお

いて港内で1979年3月に 1，700ケ/me，198011' 12月に

4，000ケ以f:/mlの高い値がみられたがその他は1979年

3月のSt.7の340ケ/meを除くと他の調査点では50ケ/

ml以下で大差はみられなかった。(表2-3)

海泥の 3%Nac1!IJll BHI agarでの総菌数は富浦では，

1978年， 1979年と比較すると1980年になってやや多い

表2 富浦における表面水(lnu!)中の総細菌激

(3 % NacR加BHIagar発育菌1

白川ム!日ID竺型恒.，11，1日 loec.，3，1叫

1 1.4XW 5.8X10' 4.6X10' 4.5X10' 山1.4X10' 

2 1.2X10' 7.5XI0' 3.7X10' 8.0X10' 2.1X10' 4.6X10' 

3 3.7X10' 2.2X10' 4.0X10' l.6X10' 1.5X10' 3.7X10' 

5 5.2 X10' 8.7 X102 5.3 X10' 8.6 X 10' 1.1 X10' 3.9 X10' 

7 1.4X10' 3.9X10' 4.9X10' 3.5XI0' 1.5X10' 3.0X10' 

8 山 2.8XI0' …1.2X10'3.0X10' 

連鎖球菌の数では，全体に富浦より勝山の方が多く

1980年に在ってかなり高い績がみられた(表6-η。ご

のとき培t也がSFT音地から AE培地に変えられたためと

も考えられるが，別に AE培地と SF培地の比較を行

った結果2対 1という値を示しているので，このこと

を考慮しでも19801f.12月はやや高い値とみられた。

富j甫養殖場の生賛下の3%Nac1!加BHlagarでの総菌

数と AE培地による連鎖球菌の数はともに生資並びの

内側の方がより高いi直を示していた。(図 3-4) 

表 6 宮浦における海泥(wet.1 g)中の連鎖球菌数

(SF brothによる MPN/wet.g) 

St.IJUIl.，5，19苅IOec.，18，19沼IJ帆 11，1日 lo，e却問IAυg..1.1卿 b凪，9，1聞事

-・・欠損IJ

2 

1 

285 

20 

40 

ND 

5 

q
L
η
'
'
d告
に

U

に
u
q
u
q
L

1

1

1

 

つd
d
生

1
4
r
D
4
4
n
U
Q
U

1

1

2

1

3

 

ρ
o
n
h
v
q
u

ヮ，
Q
U
F
O
a
4

1

2

1

1

2

1

 

19 

29 

77 

332 に
υ
n
L
9
u
1
i

s
i

ワ
u
q
t
υ
λ
川

Y
F
b
n
b
ヴ

t
172.7 
6目8

475.0 
35.8 

8.2 
ND 
ND 
ND 

7.3 
ND 
2l. 7 
5.2 

5.3 
25.1 
13.4 
ND 

ND 
ND 
ND 
ND 

l.0 
9. 7 
3.1 
4.5 

4
A
に
d
p
O
ヴ

d

81 

表 7

-田・欠担a

表3

St 

22.8 

2.5 

9.6 

2，06l.4 
334.1 

1，303.9 

4l.8 

95.6 

59.2 

162.7 

186.9 

25.4 

ND 

ND 

386.8 

14.6 

ND 17.6 

l.8 ND 

9.8 2.6 

18.725.2 

7.375.6 
135目。...

1l.1 
ND 

8.1 

69.8 

79.1 

1
i
9
b
q
u
に
d

ヮ，。。

20 

15 

10 

20 

4 

48 

4，000く

17 

25 

4 

6 

14 

4，000く

9
u
p
O

ワ
'
ハ
U
Q
U
勾

t

2

1

1

1

2

1

 

q
u
a
u

ハU
α
υ
k
d

'
i

に
d
z
A
A

8 

29 

14 

26 

37 

340 

1，700 

1

2

3

4

 に、
u
n
t
o

。
broth *AE -欠j則，ND: Non difective. -・・欠測



10 

表 1にあげた株の形態と各種培地での発育および

沖側

日M
E
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図3.富浦養殖場生筆周辺の海泥(Wet.lg)中の総菌数

( 3 % NacQ BH I agar発育菌)， 
生費枠1つは 8mX 8m。

表 8 各種条件での発育

各種温度，各種 PH，各種Nac1?濃度での発育の結果(表 8)

口口日日日

大口口日口口

口口日日日

口
口

口
口

口
口

口
口

口
口

図 4.富浦養殖場生纂周辺の海泥(Wet.lg)中の連鎖球菌数

(AEプイヨンによるMPN)，生賓枠 1つは 8mX8m 

Strain. 

S 

1.2.3.4.5.6.7.8.9.10.11.12.13.14.15. 

S Cell lorm 

Size 

Motility 

Growth 01 : 

BHI agar 

Blood agar 

Nutrient agar 

SS agar 

Endo agar 

10% Bile agar 

40% Bile agar 

EF agar 

PEA agar 

Growth in: 

0.1% MB milk 

SF b1'oth 

Growth at 

10
0

C 

45
0

C 

6目5%Nacl 

pH 9.6 

S S S S S S S S s S S S S 

1.0 0.5ド1.0 0.5ト0.7 0.1-1.0 0.7-1.0 0.5ド0.7 O.s.i.l.7 0.4-0.8 0.5--1.0 0.4-D.6 0ι.0.8 0.6ト0.8 O.&.-u.8 O.IUI.8 O.ji-O.8 
μm 
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から EFagarでのコロニーの色およびSFbrothでの

発育，また MotiltyおよびSizeで異なる他は同じ性状

を示していることがわかった。

次に生化学性状では， MRtest， TTCtest， H，点S，

H町ip卯pu口1阻 t臼e加水分解. Arginine脱炭酸で異なる他は同

ヒi仕状であった(表 9)。

炭水化物の分解では. Arabinose， Xylose， Rhamnose， 

Sucrose， Melibiose， S tarch， Raffinose， Melzitose， 

Mannitol， Glycerol J Sorbitol， Inositol， Adonitolで異

なる{由はI言Jtであった(表 10)。

表 9 生化学的性状

11 

薬剤感受性試験では，魚病細菌であまり感受性を示

さないで，漁場海i尼分離菌で強い感受性を示すものに

Chroramphenicol J Spiramysin， Novobiocinがみられ，

逆に魚病細菌で強い感受性を示し，漁場海j尼分離閣で

感受性を示さないものにMikamycin，Lincomycinがみ

られた。また， Bacitracinにわずかに感受性を示すも

のも 4種みられた(表一 11)。

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10目 11. 12. 13. 14. 15. Strain. 

Catalase 

Cytochrome oxidase 

Hugh -Leif son test 

lndole 

MR test 

VP reaction 

H，S 
Casein digestion 

Nitrate 

Urease 

M B reduction 

Gluconate 

Bile dissolution 

PT test 

TTC test 

Hydrolysis of 

Gelatin 

Starch 

Tyrosin 

日ippurate

Esculin 

Arginine 

Decarboxyla tion of 

Lisine 

Arginine 

Ornithine 

F F F F F F F F F F F F F F F 

+ + + + + +十++ + 
十十十+ + 十 十 十 + + + 

十十→十

十

+ +十十

+十十十
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十十+ + + 十十+十+ + 
十++十+

十・+十+ + 十 十 + -1- -1- -1-

+十十 -+- +十 +十
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十
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+

士

十
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十
一
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十

十+十十十

+十十十十

土

+

十
十

十

4 + 
十

+十-+- -+- -+- -+- -+- -+- -+- -+- -+- + -1-

考察

性状検査の結果を総合してみると，ま Fここに用い

た菌株はすべて， Bergey' s manual 6} の Strepto 

coccus faccalisとSt reptococcus faeciumの属する

F 発酵 士:weak 

腸球菌のグループlこ入り，またこれらは Lancefield 

Group D 6). 7)にあてはめられる。さらにTT C testで、

S train， 8， 9，12，13が陰性でEFagar，yellowである

ことだけからみれば，これらは Streptococcus 

{.ecium l:i!I < ，そのf1!Jは， S tγeptococcus faecali s 
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各種炭水化物の利用表10
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Salicin 
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い培地であるので，類似菌検出には適当な培地ではな

い。 AE培地ではこの Slr叩 tOCOCCllSSP.は発育する。

ここで， AE培地を使用し分離して海泥菌を含む数株

とハマチ病魚からの分離菌とを比較すると先に述べた

ように三つのグループl二分けられる。このとき，魚病

細菌と非常に性状が似ているものが分離されたのは，

勝山漁場の St.3で生策に一番近いところである。こ

の株はおそらく魚病細菌との関係があるであろう。今

回この魚病細菌 StreptocOCCIlS sp. と著しく類似す

るものが一株みつかったということは，かなり多く類

似菌の存在が指定される。在ぜ在ら総E百数百~数千と

いう数で Steptococcus属が計数されたをかで，わず

が8株の性状検査であったことを考慮するとさらに多

くの Streplococcussp.類似!菌が混入していると考え

土:weak 

に近いf生状である。しかし Arginine加水分解では

Strain 11，15が陰性と他と異なる上lこSIM培地で，

Strain. 15 1土H，S陽性であるので、Strain11，15はこの

いずれもあてはまらない。

したがって，これら15株は 3つのグル プに区分け

される。すなわち第 1のグループは Strain1， 2で，

St問 ptococcus(aecali sに著しく類似するもの，第 2

のグループは Strain，3， 4 J 5， 6， 7， 14で楠田
8).9) 

ら(1976，1978) ιのハマチ連鎖球菌症原fl9菌Strepto-

-foCOCCIlS sp. に著しく類似するもの，第3のグル

プは， Strain 8， 9，10，11，12，13，15でいずれにも当て

てはまら在いものとなる。

S t rptocoCClls属の定量を試みた SFJ吾f也lムハマ

チ連鎖球菌症原因菌 Sf.reptococcusSP. が発育し者



表11 各種薬剤に対する感受性

13 

Strain. 

PeniciUin (P) 

Streptomycin (S) 

Kanamycin (Ka) 

Tetracycline (T) 

Chloramphenicol (C) 

El'ythromycin (E) 

Leucomycin (L) 

OIeandomycin (01) 

Colistin (K) 

Sulfisoxasol ( i ) 
PhenoxyethyI 
Penicil1in 仁Ph)
Dimethxyphenyl 
Penicillin -(Fd) 
Methγlphenvl-isoxazolyl 
Penioni日n(Ts) 
Phenoxypropyl 
Penicillin (Pp) 
Aminobenzyl 
Penicillin (Pb) 
恥1ethvlchlorouhcnvl
isoxazolyl Penicillin (Pm) 

Oλytelracycline (0) 

Spiramycin (Sp) 
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られる。もちろん，最終的には，病原性まで調べる必

要がある。

ハマチ連鎖球菌症原因菌の感染機構の研究には楠田
3) 10) 

ら(1980)，北尾ら (1979) のものがあるが，特に北尾

らは，養殖場内の海j尼から，数株の原因菌を分離して

おり，これらの同定の最終段階で病魚から分離した保

存菌のウナギ免疫血清によるスライド凝集反応で精度

を高めている。ごの方法はきわめて有効と考えられる

ので今後の調査にとり入れていくべきであろう。

性状の比較を行った病魚分離菌では，高知水試分離

菌と富浦，勝山の病魚分離菌は，まったく同Uであっ
8).9) 

たが，楠田ら (1976，1978) とPTtestと糖分解の

Lactose， Sorhitolで異去るが，北尾(1980))とほぼ同

ピであった。また PTtestについては，楠田はハマチ

の連鎖球菌症原因菌 StreptocoCClls sp.の鑑別法)の

中でこれをStteptococcus faecali sとSI叩 ptococcus

sp.の区別に用い陰性を StreptocoCCllS sp.としてい

る。このごとは，用いた試薬や血液辛どの条件が異な

るごとなどが原因と恩われ，厳密には，比較したい菌

株と同時に検査する必要があろう。これら細菌の分類

は検索的を方法であるが，性状のひとつひっに同価値
13) 

を与えて行う数値分類 がいわれているので，このよ

うな方法での検討も必要であろう。

f生状検査の中でStreptococcusD groupでは通常み

られないか，もしくはまれであるものがいくつかみら

れたのでこれについて述べる。

まず， Motility 陽性がStrain.11と15でみられたが，
4l 

Cowan & Steel (1974) ではこれらのグループは，

Motitily陰性でありまれに例外ありとしている。また

Be 培 ey'sma附 a剖n孔叫1

にMotility陰i任是生.てで、あるが St什γ陀e叩pl何oc何oc町c口11町E日sf.ムaecli“sでは

しばしば陽性のものがあるとしている。 Langstonet 
141 

al (1960) はヒトから Motility陽性 S/ reptococcus 

のベん毛観察と性状検査を行っているし Graual
15) 

(1957) もヒトから分離したものの性状比較を行っ

ている。これらのものと比較してみると今回の Mo-

tility 陽性菌はやや StreptocoCClls (aecalisに近いよ

うである。なお海j尼中の St'reptococcus属の Motili-

ty陽fi'菌の存在は研究が少ないために知るかぎりでは

例をみない。

次に， SIM硫化水素産生陽性が Strain15にみられ

たことである。普通 St rptocOCC1tS属は硫化水素を産

生しないし，今のところ海泥の St reptocoCCllS属にも
15) 

例をみていない。その他北尾ら (1981) のβ溶血菌に

みられるような Bacitracinにやや感受性のあるものが

8 ) 
みられたことである。なお， tl南田(1976)のSI問 pto-

COCCllS sp.は α1容血菌である。

表面水の細菌数は，流れ，風向，投餌後の時間経過

の相異などでかをり変動があると思われる。勝山のi巷

内で著しく高い数値がみられるのは陸水および生活排

水の影響であろう。また生賛周辺の調査点での高い{直

は投餌による海水の汚染と考えられるがこれは一時的
17) 

な値であろう。培地の条件が同じではないが清水(1962)

の千葉県鴨川沖 6kmの表面水の細菌数が8-500ケ/rne 

であるのと比較する今同の調査海域の数値は同じレベ

Jレである。またちなみに，ごれを陸上の飼育水と比較

するためにヒラメ種苗生産タンク内の細菌数)を例に

とると 3%NacR加 BHIagarで1.0X10"--3.3X10γml

である。このことからこれらの海域での表面水の細菌

数は通常はかなり少ないといえる。なお，このとき発

育条件のーつのである培地を特殊な Mat'Ineagar 2216 

(Difco Labo.)を使用するとー桁高い{査を示すことか

ら，実際には総菌数はもっと高い数値となると考えら
19) 

れる。このことについて清水(1973) は，海水，底土

などの微生物のうちで，現在の人工的な培養基で培殖

しうるものの割合は，海域により多くて数パ セント

ときには0.01%以下と考えられるとしていることから

もわかる。

海泥には10え 104 のオーダの 3%NacR BHI発育関

カずみられたが， RoblnaB.etal (1964j20)のi列からこ

のほとんどはグラム陰性菌と考えられ，グラム陽性的ー

では，Streptococcus属以外のものもあると思われる。

石田(1973) lこよると沿岸海域底土には Coryneform

bacferia. Micrococcus属， Bacillusなども見いださ

れるようである。これら海i尼閣の組成についても一度

調査しておく必要があろう。

以上のことから， AE培地のMPN法によるハマチ

養殖場周辺のSIγeptocOCCIlS属の経年的な定量を行う

ことや，その他の微生物の分布を知ることは，養組場

の汚染および養殖場の適正使用や防疫を考えるのに参

考になると思う。

要約

1) 1978年-1980年の冬夏期に富浦及び勝山養殖場周

辺の細菌数および連鎖球菌数を計数L.，そのいくつ

かの株について，ハマチ連鎖球菌分離i萄とともに性

状検査を行って比較した。

2) その結果表面水の総細菌数は大きな差はなく全体

的に低い{直であった。

3)海j尼の総細菌数では富浦，勝Ul養殖場とも1980年



になって10γwet.g台の数値が目立ちゃや多くなっ

ていた。

4)連鎖球菌数では，全体的に富浦より勝山のカが多

く，両海域とも1980年になってか在り高い{直がみら

れた。

5)富浦の生費並ひ、の内fHlJと外側では総菌数と連鎖球

菌ともに内側の方が多い傾向を示した。

6) 15株の性状検査から 3つのグループに分けられた。

すなわち，第 1のグル プは，StreptocQCCUS fae-

calisに類似するもの， 第2グループはハマチ連鎖

球菌症原因菌S1 reptocOCCllS sp に類似するもの，

第3グループは陽球菌の LancefieldGroup DIこ入れ

られるが，第 1，2のいずれのグループにも類似し

ていないものであった。

7) これらの調査から，勝山養勉場の生賛近くの調査

地点の海泥からハマチ連鎖球菌症原因菌とほとんど

同1:1生状のものがみられた。ごれらのことから，も

っと多くの菌株について調べれば，さらに多くの病

因菌類似菌が見つかるものと推測された。

8) 1生状検査から特異なものとして， Motility陽性，硫

化水素産生それに Bacitracin弱感受性の株がみられ
日

， ~O 

9)養殖場周辺の微生物調査は養殖場の適正使用や防

疫を考えるに参考になると思われた。
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