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アユの冷水病は、1987 年に徳島県で発病が確認（若林・沢田, 1992)されて以来、現在では全国に蔓延し、

アユ養殖業に大きな被害をもたらしている（井上，2000）。本病原因菌である Flavobacterium psychrophilum は

12 月の河川水中から遺伝子が検出されたとする報告（網田ら, 2000）や、河川水中の培養菌体が 36 週間生存

したとする報告（Vatsos et al., 2003）があることから、河川水中等では長期間生存する可能性が考えられる。

しかし、それ以上の生存性は検討されていない。前報（中居, 2009）では、淡水（河川水）中で 970 日までは

寒天培地上にコロニーを形成したが、1000日後にはコロニー形成が無かったことを報告した。それ以降の観察

から、新たな知見が得られたので報告する。 
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材料と方法 

1 供試菌株 

CS-1株（1995 年に体重 12.9gのアユ病魚より分離）

を用いた。遺伝子型（Izumi et al., 2003）は AR型で

あった。 

2 菌液調製 

改変サイトファーガ液体培地（Wakabayashi and 

Egusa, 1974：以下 MCYB）で 15℃・3日間静置培養し、

菌液を 27170G、20分間の遠心沈殿後、上清を捨て、そ

れと同量の下記の供試水に再懸濁したものを供試菌液

とした。供試前の菌数は 1.2×10７CFU/mLであった。 

3 供試水 

   当研究所下呂支所第 5 井戸用水（飛騨川の伏流水）

を高圧蒸気滅菌後、供試した。 

4 菌液と供試水の混合およびその後の培養 

  供試水 9mL と菌液 1mL を混合後、15℃下に静置した。

なお、その後、約１ヵ月ごとに改変サイトファーガ寒天

培地（以下 MCYA）に供試水と菌液の混合溶液 0.1mLを接

種して、15℃で培養して、コロニー形成後にその数を測

定した。なお、MCYA 培養で 3 回連続して検出限界

（10CFU/mL）未満となった場合、供試菌は死滅したと判

断し、その後の実験を行わなかった。 

  なお、形成されたコロニーは、載せガラス凝集法によ

る自発凝集性試験と遺伝子型の判別（Izumi et al., 

2003）を実施した。 

 

結  果 

結果を図および第 1・2 表に示した。 

接種 32 日後に約 1/100 に菌数が減少し、60 日後には約

1/10000 に菌数が減少したが、91 日後以降 970 日後までほ

ぼ 103CFU/mL の菌濃度を維持した。なお、1000 日後以降

は検出限界以下となった。なお、菌液の一部をスライドガラス

に風乾・固定後、メチレンブルーで染色して形態を観察した

結果、ほとんどの菌体の形態が球形化していた。 

1000日後以降では、1031日後に再びコロニーが形成され

た。その総数は変動が激しく、1644日後までは概ね2桁で推

移したが、1707 日後、1934 日後は 3 桁に上昇した。また、そ

れ以降、4169日後まで 1桁と 2桁が交互に出現した。この状
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態は、60 日後から 940 日後までの水準とほぼ同様の状態に

戻ったことになる。なお、厳密な観察ではないが、培地に接

種してからコロニーが視認できるまでの日数が７日以上かか

り、中には 1 か月以上経過してからコロニー形成が認められ

ることもあった。 

1031 日後からは、黄色コロニーの他、白色のかかった黄

色コロニーが出現した。全体としてその比率は 69%に達した

が、経過日数との相関は見られず、観察日によって黄色コロ

ニーが 100％の時（1311 日後、1539 日後、3785 日後、3957

日後）もあれば、逆に白色のかかった黄色コロニーが 90%以

上の時（1707 日後、1934 日後）もあった。なお、1061 日後に

分離されたコロニーの遺伝子型を確認した結果、黄色、白色

かかった黄色コロニーのいずれも AR 型（Izumi et al., 2003）

であった。 

  1061 日後と 3785 日後接種で形成された菌体の生理食塩

水中における自発凝集性は、1061 日では黄色コロニーが凝

集、白色のかかった黄色コロニーは非凝集、3785 日後では

黄色コロニーが非凝集（その時は黄色コロニーのみ形成）で

あった。 

第 1 表 淡水に接種後の生菌数の推移（1000 日後まで） 

経過日数 
生菌数

(CFU/mL) 
経過日数 

生菌数

(CFU/mL) 
経過日数 

生菌数

(CFU/mL) 
経過日数 

生菌数

(CFU/mL) 

0 1.2×106 242 9.3×102 523 8.8×102 783 1.1×102 

32 1.0×104 271 7.2×102 554 1.1×103 808 4.1×102 

60 2.0×102 314 3.6×102 593 1.5×103 877 3.2×102 

91 1.8×103 343 6.3×102 623 4.9×102 908 4.2×102 

120 1.7×103 372 1.7×103 654 2.3×102 940 1.9×102 

151 1.3×103 411 8.3×102 683 2.2×103 970 8.0×101 

181 1.7×103 441 2.0×103 714 1.1×103 1000 10> 

210 8.7×102 481 1.0×103 745 3.5×103     

 
図 淡水に接種後の生菌数の推移（1000日後まで） 
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第 2 表 淡水に接種後の生菌数の推移（1000 日後以降） 

経過日数  
コロニー数（0.1mL／plate） 自発凝集性（生理食塩水） 

総数 うち黄色コロニー うち白色がかりのコロニー 黄色コロニー 白色がかりのコロニー 

1000 0 0(-) 0(-) NT NT 

1031 28 5(17.9) 23(82.1) NT NT 

1061 53 21(39.6) 32(60.4) ＋ － 

1091 79 33(41.8) 46(58.2) NT NT 

1122 51 9(17.6) 42(82.4) NT NT 

1153 77 26(33.8) 51(66.2) NT NT 

1185 36 13(36.1) 23(63.9) NT NT 

1213 23 7(30.4) 16(69.6) NT NT 

1252 27 7(25.9) 20(74.1) NT NT 

1311 19 19(100) 0(0) NT NT 

1346 7 3(42.9) 4(57.1) NT NT 

1441 42 11(26.2) 31(73.8) NT NT 

1539 40 40(100) 0(0) NT NT 

1644 25 4(16.0) 21(84.0) NT NT 

1707 127 9(7.1) 118(92.9) NT NT 

1934 149 2(1.3) 147(98.7) NT NT 

2159 6 5(83.3) 1(16.7) NT NT 

3785 33 33(100) 0(0) － NT 

3957 6 6(100) 0(0) NT NT 

4169 19 8(42.1) 11(57.9) NT NT 

計 847 261(30.8) 586(69.2)     

NT：未実施 （）内は黄色コロニーと白色がかりのコロニーとの比率（％）     

 

考  察 

淡水への接種 1000 日後以降のコロニー数の急減と、コロ

ニー出現数の変動は、本研究で用いた手法の誤差範囲を

大きく逸脱するものと考えられた。その理由として考えられる

ことは以下のとおりである。 

1000 日後の菌体の形態が球形化していた。飢餓状態に

置かれた Flavobacterium 属細菌は球形化（小型化）すること

が知られている（Kjeiieberg and Hermansson, 2004）。菌液中

の栄養状態は、ごくわずかに混入した培地成分の他に栄養

は無い（他に、死んで溶菌された菌体成分が栄養となること

は考えられる）ため、球形化の原因は飢餓環境にあると考え

られる。 

細菌が自然環境中、または自然環境を模した実験条件下

で、VBNC（viable but nonculturable 生きているが培養できな

い）細菌細胞になることが知られている（Colwell  and 

Grimers, 2004）。本研究の実験条件で自然環境を模した項

目は飢餓環境であり、その場合、細菌が VBNC に移行する

事は多くの研究例がある（Colwell and Grimers, 2004）。ま

た、VBNC 状態となった細菌は、栄養状態の改善によりコロ

ニー形成能が回復することが知られている（Roszak et al., 

1984）。1000 日後以降のコロニー出現数の変動は、VBNC

状態となった供試菌が寒天培地に触れることによりコロニー

形成能を回復するものの、ＶＢＮＣの状態が常に変動してい

るために、コロニー形成能を回復する供試菌の割合も変動し

ているものと考えられた。1000 日以降では形成までかなりの

時間を要したコロニーも珍しくなかったことから、その時間は

VBNC状態の菌体が寒天培地上でコロニー形成能を回復す

るのに要する時間と考えられた。なお、すべての生残菌が

VBNC 状態なったかどうかは不明であるが、1000 日後に一

旦コロニー形成が見られなくなった後に、コロニー数の回復

が見られていることから、生残菌のうち少なくともかなりの割
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合が VBNC になったと推察される。また、VBNC 状態の細菌

は固形培地上ではコロニーを形成することはできないが、代

謝活性を保っている状態である（Colwell  and Grimers, 

2004）。このことは、本研究の実験条件である飢餓環境にお

いて、供試菌はその環境下で生存するために、常に適応す

るよう対応していることを示すものと考えられる。本研究で観

察されたコロニー色の変化や生理食塩水中での自発凝集性

の喪失は、飢餓環境への対応の結果であると考えられる。

従って、VBNC 状態となった供試菌の状況は常に変化して、

その反映としてコロニー数が変動するものと考えられた。 

F. psychrophilum の全ゲノム配列は判明しており、バイオ

フィルム形成に関する遺伝子を有することが明らかとなって

いる（Duchaud et al., 2007）。バイオフィルムを構成する細菌

は、バイオフィルム外側の環境水と接することのない内部に

おいては常に飢餓状態であると推測されている（Kjeiieberg 

and Hermansson, 2004）。本研究では、F. psychrophilum が

飢餓状態で 10 年以上の長期にわたり生存能を有することを

明らかにした。このことは、河川環境下で存在すると想定され

る本菌を含んだバイオフィルム内においても、飢餓状態に耐

性があるという特性が本菌の生存性に大きく影響するものと

考えられることから、本菌が河川環境中で長期にわたり生存

する可能性が大きいと考えられる。 

 

要  約 

1.淡水中における冷水病原因菌の生存性を継続調査した。 

2.接種 32 日後に約 1/100 に菌数が減少し、60 日後には約

1/10000 に菌数が減少したが、91 日後以降 970 日後まで

ほぼ 103CFU/mL の菌濃度を維持した。 

3.1000 日後以降では、1031 日後に再びコロニーが形成され

たものの、その総数は変動が激しく、1644日後までは概ね

2桁で推移したが、1707日後、1934日後は3桁に上昇し、

それ以降、4169 日後まで 1 桁と 2 桁が交互に出現した。 

4.上記の挙動を示した理由として、供試菌の多くが VBNC 状

態に移行したためと推察された。 

5.本研究の結果、冷水病原因菌は飢餓状態で 10 年以上の

長期にわたり生存することが明らかとなり、河川環境中でも

長期にわたり生存する可能性が示された。 
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