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第王章　　緒　　言

　Aero揃。nas属はVibrio属ときわめて類似した性状を示す細菌で、河川、池、湖、

沼地の水やその泥土などに広く分布している淡水性菌である［4，9，10，12，15，36，

37，48，59，66，67，86，88，100］。本二心に含まれるAeromonas　hydrophila（A．hy－

dro脚！a）の病原性については、カエルの“red　leg”の原因菌として最初に発

見されて以来、淡水魚、ハ虫類や両生類に病原性があるこどで知られていた［2，6，

37，妬，47，68，77，83，96，99，1◎1］。なかでも養殖魚（マス、サケ、ウナギなど）に

出血性敗血症、総湯病や穴あき病などを発病させ養殖業に経済的ζこ大きな被害を

もたらせている［89，101，102］。

　一方、ヒトにおいても本誌は以前から弱病原性を示し、臨床材料からしばしば

分離され、日和見感染症（自発性感染症）の原因菌として知られている。例えば、

転位性筋炎、蜂巣炎、壊疽、腹膜炎、骨髄炎、髄膜炎、肺炎、気管支炎、心内膜

炎、中耳炎、外耳炎、創傷感染、敗血症、白血病、化学療法中の腫瘍、肝および

胆道疾患などの免疫不全患者など各臨床症例から分離された報告がある［1，5，7，

11，i7，21，22，23，26，27，28，31，38，39，4喋，49，5◎，55，62，63，6窪，70，71，76歩78，79，82，

85］。

　ところが、最近Caseli七2らは下痢症状を呈した患者ふん便よりA．hydrophilaを

純培養状に検出し、本卦の腸炎起病性を示唆した。その後、多くの研究者［3，8，

13，18，20，29，30，41，52，61，69，72，9刀が本菌を下痢患者より多数検出し、下痢症の

起因病原菌であることを確認した。また、A．細drophllaの他に，Cha即saurら［13］

はコL・ラ様下痢症状を呈した患者よりAeromonas　sobria（A．sobria）を証明し、本

菌もA．坤drophロaと同様に下痢症の起因菌であることを報告した。

　1982年、わが国では厚生省が、A．hydrophilaやA．sobriaをCa叩ylobacter

jejuniやVibrio　cholerae　non－01、Vibrio　fluvialisと共に食中毒の起因菌と

位置ずけ、本絹による疾患の行政上の対応を明確にした［80］。これ以降、わが国

においてもAero雛。餓s属に関心が高まり、新しい病原菌として注目されてきた。

　下痢患者に対する細菌学的検索デー・ターの集積とあわせて、本望の下痢四病性

因子に関する研究も進められてきた。最近Sanyalら［8荏］がウサギの腸管ループを

用いて腸炎起因性について実験を行い、A．hydrophilaが腸管毒性物質を産生する
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ことを報告した。その後、Wads七ro臨1ら［98］およびLiunghら［61］は、ウサギ腸管ル

ープ、ウサギの皮膚および培養細胞を用いて、A．hydrophilaの培養上清を用いて

検査したところ、コレラエンテロトキシンや大腸菌の易熱性毒素（しT）と同様の作

用機序をもつエンテロトキシンを証明している。また、Cumberbachら［18］はヘモ

リジン活性を示す易熱性の細胞壊死毒（cy七〇加xin）が下痢に関与することを報告

しており、本菌の病原因子については明確にされていないが、A．hydroph日aがヒ

ト下痢症の原因菌であることには疑いがない［6，18，24，43，53，54，60，61，72］。

　ところで、ヒト下痢症に関与するAeromonas属の自然環境下における分布調査や

分類学的研究は必ずしも明らかにされていないのが現状である。本震のヒトへの

感染源としての分布調査については、Schuber七［86］が河川水から、　Ha2enら［36，

37］が淡水や海水から、Kaperら［48］が米国のChesapeak湾における沿岸海水やその

沿岸の泥土における本訴分布調査を行っているにすぎないし、わが国においても

この方面に関する研究はほとんど手がかけられていない。一方、環境汚染の指標

菌の立場よりSeidlerら［88］が河川水のAero田onasを定量的に検討しているが自然

環境下における本川の広範囲な分布調査が必要であろう。

　本菌の分類学的研究は、SanareUi［83］がカエルの疾患から一菌株を分離し堕二

cilius　hydroph日us　fuscusと最初に記載したが、後になってChes七erによって

Bacillus　hydrophilusに改められた。しかし、その後も本座の分類には色々の混

乱があり、ときにはPro七eus属やPseudomonas属あるいはVibrio属に分類されたり

したが、Kluyverら［51］の提案によりBergey’s　manual　of　De七ermina七ive

Bac七eriology（1957年版）の第7版に初めてAeromonas属が記載され、無菌名が認

識される様になった。ところがその後も分類学名について論争が繰り返されたが、

ようやく、1974年にSchuber七［87］が提案した本菌の分類が、　Bergy’s鵬anu－

al　of　De七er面na七ive　Bacteriology（1974年版）の第8版に採用された。しか

し本分類は、伝統分類の概念によって主観的に分けられたもので、必ずしも明確

な分類がされておらず、多少の混乱が認められた。しかし最近、P◎poffら［75］は

Adansonより始められた数値分類を応用して、球菌の転生化学的性状を用いて、そ

れぞれの単位性状は同じ重要性を持つと仮定し、それら全体の相似性を求め性状

を数値化することによる分類を試みた結果、従来のSchuber七による分類では、』

hydrophiIaとA．punc七aもaは異なった菌種として記載されていたが、　Popoffらの数
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値分類の成績では同一菌種に含まれるとの提案がなされた。また、Popoffは　色

hydr（，philaと異なる一群を数値分類でみいだし、　A．sobriaと命名した。また、

Popoffら［74］は、本菌のDNA－DNA相同性の研究において、ガス非産生の運動性竺

romonasには2種類あることを認め、一つはA．hydrophilaやA．sobriaに該当しない

菌種でAeromonas　caviae（A．caviae）と記載した。これらのことから、　Popoffら

はAeromonas属にはA．hydrophila、　A．sobria、　A．caviaeおよびA．salmonicidaの4

菌種に分類できることを提案した。現在のBergy’s　胤anual　of　Sys七ema七ic

Bacteriology（1984年版）ではPopoffら［73］の分類が採用されて記載されている。

しかし、本菌の分類はすべてが解決したものではなく、著者が分離した自然界由

来菌株のうち本分類に該当しない菌株が多数認められ、未解決な点も数多く残さ

れていることが確認され、再検討する必要があると思われた。

　A．hydrophilaを細分類するだめに、血清学的立場からの研究もいくつか報告が

なされてきた。Ewingら［80］は、12の0抗原と9のH抗原の存在を、郭［102］は

魚由来株を用い14種の抗血清を作製し分離菌株について冬野を行ない35％が

戸別されている。Leblanc［58コらも魚由来のA．hydroph日aとA．sobriaの血清型置を

試み12の0抗原を作製し、分離菌株の20％を型別している。しかし、Ewingや

Leblancらの研究では抗原構造表を示すまでに至っていなかった。ところが最近、

島田ら［80⊃はEw　i　ngらのシステムとは全く別個な方法で運動性を持つAero蹴onas

（A．hydroph日a、　A．sobria）の血清学的研究を進め、現在では40種の0抗原と

3種のH抗原の存在を明らかにし、球菌の血清学的分類に応用されつつある。

　一方、ファージ型別についての研究は、大腸菌、サルモ．ネラやブドウ球菌など

に比べ、Aeromonas属についてのファージに関する研究の報告はほとんどないし、

ファージ国別による分類は確立されていない。魚病に関するA．sa1脱onicidaについ

てはファージにより3群に馬蝉されている［74］が、それ以外のAeromonasについて

のファージ分離は最近まで検討されていなかった。ところが、Wuら［103］は、魚の

病変部からA．hydrophilaのファージを8種類分離した。　Chowら［14］も下水中から、

A．hydrophilaのファージを2種類分離：を行い、ファージの性状検査を行った報告

が認められるが、本甲のファージ型別については、まだ確立されていないのが現

状である。

　そこで、著者は上述のことを踏まえ、本研究では、第一に自然環境下に存在す
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る本菌の分布状況と汚染菌量の調査を行い、現在、本菌の分類に使用されている

Popoffらの方法に従って検討した。第2に分離菌株についてAdansonらの方法に従

って、数値分類を応用して、数値分類とPopoffらの分類について比較検討した。

第3に河川水や土壌からファージの分離を試み、分離菌株についてファージ型別

を検討した。

　以上3点について検討を行ったところ、興味ある知見が得られたので、その成

績について報告する。
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　　　　　　第2章　　実験材料および方法

1．調査材料

　1982年10月から1984年7月の期問に多摩川（東京都）のA－Hの8

地点について河川水を経時的に採属した計44件や相模川（神奈川県）ではA－

Hの7地点で48件と津久井湖（神奈川県）ではA－E地点で40件の計132

件を採水した。河川水の採取と同時に同一地点において各地点から5ケ所ずつ河川

の岸や底および湖の岸泥土を計514件採取した。　（図1）また、多摩川と相模

川で捕獲した淡水魚511件を調査対象とした。なお、多摩川と相模川の材料採

取地点は下記の地域である。

多摩川：A地点（福生市羽村町付近：河口より約75km上流）

　　　　B地点（日野市日野橋付近：河口より約57km上流）

　　　　C地点（D地点より1km上流：河口より約41km上流）

　　　　D地点（稲城市矢野口付近：河口より約40km上流）

　　　　E地点（D地点より2km上流：河口より約42km上流）

　　　　F地点（B地点より1km下流：河口より約56km上流）

　　　　G地点（A地点より1km下流：河口より約74km上流）

　　　　H地点（A地点より1km上流：河口より約76k田上流）

相模川：A地点（津久井郡小倉橋．城山ダム付近：河口より約26km上流）

　　　　B地点（津久井郡小倉橋と相模原市高田橋の中間点：河口より約23km上流）

　　　　C地点（相模原市高田橋付近；河口より約21km上流）

　　　　D地点（C地点より下流1km：河口より約20km上流）

　　　　E地点（高座郡寒川町付近：河口より約8k揃上流）

　　　　F地点（相模原市昭和橋付近：河口より約18km上流）

　　　　G地点（E地点より約3km上流：河口より約11k田上流）

2．分離および同定

　Aero田onasの分離方法については、次のごとく操作を行った。すなわち、河川水

の場合には、水11をミリポアフィルター（0．45μm）で吸引し、その濾紙を、

河川土壌の場合には、滅菌生理食塩水による10倍希釈浮遊液を、淡水魚の場合

には、エラ、体表や腸管内容物を原材料として、それぞれDHL寒天培地上に塗
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抹した。本平板培地を37℃18－24時間培養し、大腸菌の集落に酷似した紅

色のものについて、一平板当たり、3－10コロニー釣菌し、Popoff＆Veron［75］に

従って以下に示す各種の生化学的性状を検討し同定した。

　なお、菌数測定について、水の場合には水11をミリボアフィルター（0．45

μm）で吸引し、その濾紙を直接DHL寒天培地に塗抹した。河川土壌の場合には

10倍希釈浮遊液を調製し、10一106まで各希釈し、その調製液をDHL寒

天培地に0．1m1接種し塗抹した。淡水魚の場合には、腸管1gを無菌的に採

取後、乳鉢で材料を乳材にしその材料を10倍希釈を行い101－107まで各調

製し、その調製液0．1m1をDHL寒天に塗抹した。以上の操作後、37℃1

8時間培養し、下平板上でAeromonas様の集落をカウントするとともにコロニー：を

各15コロニー釣弔し、Aeromonasの性状を示した菌株の比率を算出し、本菌の推

定菌量とした。

同定試験に用いた各種検査項目：

a、形態学的特性

　　（1）菌の形状

　　（2）グラム染色性　　　　　　　　　　　　、

　　（3）固形培地での集落型（S，R）：普通寒天培地（日水）を用い、37

　　　　　℃18時間培養後の集落を観察した。

b、生理学的特性

　　（1）発育温度　（28℃，37℃）：ベブトン水に培養し、各々の温度の

　　　　　フラン器に入れ観察した。

　　（2）発育pH　（9．0）：普通寒天培地（日水）をpH9．0に調整し、

　　　　　その培地上に画線培養した。

　　（3）色素産生：K：ingA，　B培地（栄研）を用い、ユ週間後まで観察した。

　　（4）食塩濃度　　（0％，3％，7％，10％）：ベブトン水に各々の濃度

　　　　　のNaC1を加え培養した。

　　（5）02要求性　　（好気性，嫌気性）：好気性培養は普通寒天培地（日水）

　　　　　に、嫌気性培養はGAM寒天培地（日水）を用いGasPak法

　　　　　（BBL）で培養した。

一6一



　　（6）SC、クリステンゼンC：両培地とも市販（日水）の培地を用いた。

　　（7）運動性．：SIM培地（日水）を用い、35℃18時間培養した。

　　（8）ブイヨンの発育：普通ブイヨン（栄研）を用いた。

　　（9）レシチナーゼ反応：ハートインフィジョン寒天培地（日水）に10％

　　　　の割合で卵黄を加えたものを用いた。

c、生化学的特性

　　（1）炭水化物の分解：基礎培地としてCTA培地（日水）を用い、その中

　　　　に各炭水化物を0．5－1％の割合に加えた。

　　　　ブドウ糖，白糖，乳糖，マンニット，イノシット，アラビノース，

　　　セルビオース，ラフィノース，ソルビット，トレハロース，キシロース

　　　アドニット，サリシン，マンノース．

　　（2）MR：VP－MR培地（日水）を用いた。

　　（3）VP：VP半流動培地（栄研）を用いた。

　　（4）硝酸塩の還元：硝酸塩ブイヨン（硝酸カリウム1g、ベブトン5g、

　　　　精製水1，000m1）を用いた。

　　（5）尿素の分解：尿素培地（日水）を用いた。

　　（6）プロテアーゼ：普通寒天培地（日水）にプロテアーゼ（和光）を1％

　　　　の割合に加えたものを用いた。

　　（7）ブドウ糖からのガス産生：TSI寒天培地（日水）およびDurham管を

　　　　入れた1％ブドウ糖加ベブトン水を用いた。

　　（8）インドール：SIM培地（日水）を用いた。

　　（9）硫化水素産生　　（TSI）：TSI寒天培地（日水）を用いた。

　（10）PPA：フェニルアラニンマロン酸塩培地（日水）を用いた。

　（11）マロン酸：ファニルアラニンマロン酸塩培地（日水）を用いた。

　（12）0－F試験　　（F）：CTA培地（日水）：を用い、好気性培養と嫌気

　　　　性培養を行った。

　（13）D一酒石酸：ジョルダン培地を用いだ。

　（14）ONPG（β一ガラクトシダーゼ検出試験）：ONPGディスクを用い

　　　　た。

　（15）カタラーゼ：過酸化水素を3％に調製したものを用いた。
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〈16）エラスターゼ：普通寒天培地く日水）にエラスチン（半井化学）を1

　　　％の割合に加えたものを用いた。

（17）エスタリン：エスタリンブイヨン（ベブトン水1，000m1、エス

　　　タリン1g、クエン酸鉄0．5g）を用いた。

（18）ゼラチン液：ゼラチン培地（日水）を用いた。

（19）リジン脱炭酸：リジン脱炭酸試験用培地（日水）を用いた。

（20）オルニチン酸：Decarboxylase　mediu煩base（Difco）に0．5％

　　　の割合に加えたものを用いた。

（21）ヒスチジン酸：9ecarboxylase辮eづ回議base（Dlfco）にユ％の割

　　　合に加えだものを用いた。

（22）アルギニン水解試験：Decarboxyiase　medium　base（D　i　f　c　o）に1

　　　％の割合に加えたものを用いた。

（23）キチン：普通寒天培地（日水）にキチンを1％の割合に加えたものを

　　　用いた。

（24）デンプン：普通寒天培地（日水）にデンプンを1％の割合に加えたも

　　　のを用いた。

（25）牛乳：スキムミルク（BBL）を用い、凝固の有無について判定した。

（26）アシルアミダーゼ：リン酸二水素カリウム2g、硫酸マグネシウム

　　　0．1g、NaC15g、プロビオン酸アミド　1g、精製水1，000

　　　艶1　pH6。8に調製したものを用いた。

（27）チトクローム酸化試験：オキシダーゼ試験紙（栄研）を用いた。

（28）ノボビオシン耐性：20μ（昭和薬品）濃度のディスクを用いた。

（29）0一129　　（10μg，50μg，　100μg）　：2．4－dia擶lno－6

　　　，7－diisopropyl－p七eridine（SIGAMA）をミュラーヒントン培地（BBDに

　　　各濃度を加えたものを用いた。

（30）炭素源利用試験：アンモニウム寒天（NaC15g、硫酸マグネシウ

　　　ム◎．2g、リン二二水素アンモニウム玉g、リン酸一水素カリウム

　　　1g、寒天15g、0．2％BTB溶液40憩1、精製水1，000
　　　mI）に炭水化物1％あるいは、有機酸0．5％を各々培地に加え用

　　　いた。炭水化物としてはサリシン，白糖，アラビノース，マンノース，
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　　　ソルビット，果糖，アルギニン，ヒスチジン．

（31）SS寒天での発育：SS寒天培地（日水）を用いた。

3．分離菌株の数値分類

　1983年一84年の期間に分離した河川水由来の72株、河川土壌由来の

82株および淡水魚由来の441株の計59．5株を用い、前述に記載した73種

の各種生化学的性状試験成績を利用し、それぞれの単位性状は同じ重要度を持つ

と仮定し、それらの全体の相似性overall　similari七yを求め菌種の近縁性を判

定した。すなわち、各種性状について（＋）または（一）と表示し、2種の菌株

がいずれも（＋）の性状数をNsとし、いずれか一方の菌株が（＋）で他方の菌株

が（一）またはその逆の場合をかぞえてNdとすると、　Nsが相似の数、　Ndが不相似

の数となる。これをSnea七hの理論による次式に従って相似値similari七y　value

および非相似値dissimilari七y　valueを求めた。

Ns

Sim日ari七y　　value　　＝ x100
Ns＋Nd

Nd

Disslmilari七y　　value　　＝ x100

Ns＋Nd

この様にして求められた相似性を各菌株相互の合計の平均値を求め平均値の高い

ものから順次再配列を行った。次いで各菌株相互のSimilari七y　valueを影付マト

リックスにし、それより分類を試みた。なお、数値分類用のプログラムの処理は

麻布大学情報処理センターのHITAC10H（東京大学リモートバッチシス

テム）を使用した。

また、図中における相似度の表現は、紫色は100％、青色は90％、緑色は

80％、澄色は70％、黄色は60％が相似したものとして色分けした。

4．ファージの分離方法

　Aeromonasのファージ分離方法については、ブドウ球菌のファージ分離方法に準
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拠して図2に示すごとく行った。

　ファージの分離材料：当研究室近隣の河川水195件および河川の土壌90件

の計285件を用いた。

　対応菌：河川水、河川土壌や淡水魚から分離したA．hydrophila　22株、　』

caviae　1株，　A．sobria　2株、　Aeromonas　spp．24株の計49株を用いた。

　試料の処理方法：河川水の場合は、水300mlを10，000　r．p．m．

で1時間高速遠心後、その上清を原材料とした。

　土壌の場合は、土壌30gを蒸留水270m1に加えよく振とう後、その上清

200m1を10，000　r．p．m．で1時間高速遠心後、その上清を原材

料とした。

　そのそれぞれの原材料の上清液を2倍濃度の普通ブイヨンに等量加えた後に対

応菌を接種し30℃で2日間培養した。本培養液を5，000　r．p．m．

30分間遠心し、その上精20m1にさらに2倍濃度の普通ブイヨン20m1を

加え同様に培養した。遠心後、その上清をメンブランフィルター（0．22μ）

で濾過を行い、その濾液を対応菌を塗布した平板の上に接種し溶菌斑をみい出し、

ファージ分離を行い、2－3回普通ブイヨンで純培養後、ファージ型別の原液と

した。

　ファージの電子顕微鏡学的観察には、対応菌を接種した普通ブイヨンにファー

ジ液を添加後、30℃18－24時間培養したものを10，000r．p．m．

で30分煙心しその上清を用いた。ファージを分離するために本上清液10m1

を13m1用の遠心管に40％ショ糖液3mlが入っている上に重層し、ロータ

ーSRP8SA1を用い、日立、70P72超遠心器によって27，000r．

p．m．で3時間遠心後、その沈査を少量の滅菌蒸留水に浮遊させ、等量の2％

リンタングステン酸ナトリウム溶液（pH　7．2）を混合し、　JEM100C

電子顕微鏡によって観察した。

5．ファージ型別法

　Aeromonas属のフフージ型別については次のごとく行った。すなわち、　Aerom－

nas属ファージのRou七ine七es七d日u七ion（RTD）測定については黄色ブドウ球

菌のファージ型別［40］に準拠して行った。すなわち、ファージ型別を行うに当た
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っては型別用ファージ液は、ファージ粒子の濃度が適当でなければならない。そ

こで、分離したファージの増殖は30℃18－24時間培養した後、5，000

r．p．m．で30分間遠心を行い、メンブランフィルター（　0．22μm）で

濾過したものをファージ原液とし、そのファージ原液を各段階希釈を行い少なく

ともファージ液が103倍以上の希釈で完全溶菌を起こすものを型別用として使用

した。

　ファージ型別用供試菌株：1982年一83年に河川水、河川土壌および淡水

魚から分離し炬Aeromonas　594株を供試した。

　ファージ型別：髄、A．sobria、　A．caviaeζこついてはA1－A26の

ファージ型を用いた。まだ、Aeromonas　spp．についてはAM　1－AM22のファ

ージ型を用いた。
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第3章　　成　　績

1．Aeromonas属の分離状況

　1982年10月から1984年7月の2年問に、河川水、湖水132件、河

川土壌514件および淡水魚511件の計1，157件の検査試料について、採

取地域別（相模川水系、多摩川水系、津久井湖水系）や季節別（1月、4月、7

月、10月）におけるAeromonas属の分離状況について検討した成績を表1に示し

た。

　　1）河川土壌からの本菌分離状況

　相模川水系、多摩川水系および津久井湖水系から採取した河川土壌5ユ4件中

304件（59．1％）から本号が分離された。その内訳は、相模川由来では2

08件中134件（64．4％）から、多摩川由来では186件中101件（5

4．3％）から、津久井湖由来では120件中68件（56．7％）から本菌が

分離された。また、採取場所や季節による本甲の分離状況について検討を行った

ところ、採取場所において相模川由来と多摩川由来の間に有意差が認められ相模

川河川土壌の方が多摩川河川土壌より高い検出率であった（P＜0．05）。

月別では年間を通してほほ興じ割合で検出された。ただし、1984年置4月に

．極端に分離率が低く49．0％の陽性であった。この原因として、1月から3月

の期間に渡って、例年になく降雪が多く地表の温度差が激しかったことが細菌叢

に影響しているものと考えられた。

　　2）河川水．湖水からの本号分離状況

　河川水、湖水の由来別における分離状況は、次のごとくである。相模川由来で

は48件中48件（100．0％）、多摩川由来では44件中44件（100．

0％）および津久井湖由来では40件中40件（100．0％）の計132件の

全検査例から本菌が分離され、自然環境下の河川水や湖水には、採水場所や季節

に関係なく本菌が常在菌として水中に多数存在していることが明らかとなった。

　　3）淡水魚からの本菌分離状況

相模川水系と多摩川水系から捕獲した淡水魚511件中462件（90．4％）
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から本菌が分離された。その内訳は相模川由来では188件中142件（75．

5％）から、多摩川由来では323件中320件（99．1％）から本菌が分離

された。また、捕獲地域別における検討では、多摩川由来の方から高率に分離さ

れ相模川由来との問に有意差が認められた（P＜0．01）。

　　（1）魚種別における本菌分離状況

　魚種別における本菌分離状況を表2に示した。オイカワでは180件中174

件（96．7％）から、フナでは119件中118件（99．2％）から、ハヤ

では96件中85件（88．5％）から、カジカでは65件中38件（58．5

％）から、コイでは24件中24件（100．0％）から、ウグイでは22件中

20件（90．’9％）から、その他の魚種では5件中3件（60．0％）から本

気が分離された。魚種別においては、カジカからの分離状況が他の魚種に比べ低

い分離率が認められ、他の魚種との問に有意差が認められた（P＜0．01）。

　捕獲場所別においては表3に示すごとく、相模川水系由来では、ハヤ71件中

62件（87．3％）、カジカ65件中38件（58．5％）、オイカワ25件

中19件（76．0）、ウグイ22件中20件（90．9％）およびその他の魚

種5件中3件（60．0）計188件中142件（75．5％）が本菌陽性であ

った。多摩川水系由来では、オイカワ155件中155件（100．0％）、フ

ナ119件中118件（99．2％）、ハヤ25件中23件（92．0％）およ

びコイ24件中24件（100．0％）計323件中320件（99．1％）か

ら本菌が分離された。多摩川で捕獲した淡水魚の方が相模川のそれよりも高い検

出率であった。特に相模川水系のオイカワやカジカからの分離型が低い傾向が認

められた。また、オイカワについては、多摩川由来で全例陽性であったが、相模

川では陽性率が低く76．0％であって統計的にも相模川水系由来と多摩川水系

由来との間に有意差が認められた（P＜0．01）。

　　　（2）検査部位別における分離状況

　551件の淡水魚について、腸管、エラおよび体表の各検査部位別における本

州分離状況を表4に示した。腸管では511件中386件（75．5％）から、

鯛では511件中418件（81．8％）から本菌が分離されたb体表について
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は240件について検討を行ったところ60件（25．0％）が陽性であった。

すなわち、鯛に比べて体表からの分離率が低いことが明らかになった。統計的に

も、腸管、鯛や体表からの分離率について検定したところ、3者の問に有意差が

認められた（P＜0．01）。捕獲地：国別における内訳は、相模川水系由来では、

腸管から188件中122件（64．9％）から、鯛では188件中125件（

66．5％）から、体表では96件中14件（14．6％）から、多摩i川水系由

来では、腸管系から323件中264件（81．7％）から、鯛では323件中

293件（90．7％）から、体表では144件中46件（31．9％）から本

菌が分離された。検査部位別における比較では、多摩川水系由来が相模川水系由

来に比べ、腸管系、鱈、や体表からの分離率が高い傾向が認められ両由来の間に

分離率で有意差が認められた（P＜0．01）。

　以上の成績から本菌の生息場所として、腸管系や鯛から本菌が高率に分離され

ていることから推察して、本菌が腸管や鯛に常在菌として定着していることが考

えられる興味ある知見が得られた。

2．Aeromonas属の推定菌量

　河川水、湖水、河川土壌および淡水魚に分布するAeromonas属菌について汚染菌

量を定量的にも検討を行った。

　1）河川および湖土壌における本甲推定冷帯

　河川や湖土壌中における採取地点別にみた本菌汚染開平を図3．4．5．に示

した。相模川のA，B，　C，D地点では1983年1月。1984年7月までの期

間を調査しだが、E地点は1983年1月一1984年1月．　FとG地点は19

・83年10月一1984年7月までの期間を調査した。多摩川のA，B，　C地点

では1’X83年1月一1984年7月、その他の地点は1983年10月一19

84年7月まで調査を行った。津久井湖ではA－E地点とも1983年五月一1

984年7月の期間に調査を行った。同一地点でも採取場所によって本川量に大

きな差異がみられたし、地点別あるいは季節別にも菌量に差異を認めた。すなわ

ち、相模川由来では、土壌1g当たりのAeromonas属菌量は1．Ox101－1．4

x108／gの菌量を示し、平均1．6x106／g個であった。多摩川由来では
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エ．2x102－3．8x106／gで平均1．6x105個、津久井湖由来では1．

6x102－8．Ox106／gで平均2．5x105個であった。

　採取地点別において検討した場合、1983年1月から7月にかけて相模川由

来のC地点と津久井湖由来のA地点、83年10月から84年7月にかけて多摩

川由来のH地点でそれぞれ採取地点と即断との問に有意差が認めうれた（P＜0．

05）。

　季節別にみた細菌の菌量は概して秋期に低く、夏期一秋期にかけて高い値であ

った。特に、相模川由来のC地点とE地点で83年1月から7月にかけてそれぞ

れ有意差が認められた（P＜0．01）。また、83年10月から84年7月に

かけて相模川由来のB地点（P＜0．05）、多摩川由来のA．DおよびF地点

（P＜0．05）とC地点（P＜0．01）、津久井湖由来のC地点（P＜0．

0、1）とE地点（P＜0．05）でそれぞれ有意差が認められた。河川別におけ

る検討では、相模川由来、多摩川由来および津久井湖由来の3地：域とも共通して、

春期に最も低い菌量を示した。

　2）河川水、湖水における本馬推定菌量：

　河川水や湖水から採弔した水におけるAeromonas属の推定菌量を図6．7．8に示

した。2河川と1湖水の水11当たりのAeromonas属の全体の菌量はLOx102

－2．3x104個の菌量を示し、平均で1．3x103の菌量が認められた。採

水地点別においては、相模川や多摩川は、1982年10月から83年7月の期

間には採水地点と菌数との問には有意差を認めずほぼ同一菌量であったが、19

83年10月から84年7月にかけての期間においては採水地点と理数の間に有

意差があり採水地点による菌数に大きなバラツキが認められた（P＜0．05）。

しかし、津久井湖については採水地点と二尊の間には特に有意差がなく、．各採水

地点のAeromonas属の菌数はほほ1一卜していた。

　季節別については、津久井湖由来が1982年10月から83年7月の期間に

季節と菌数との問に有意差が認められた（P〈0．05）。しかし、相模川や多

摩川では、特に季節的変動は認められなう〉つた。ただし、多摩川の河川水中の

Aero臓onasの菌量は他の採水地点に比べ若干夏期に菌量が高い傾向が認められだが、

全体的にはほとんど季節的変動は認められなかった。
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　　　3）淡水魚の腸管内における本門推定菌量

　一部の淡水魚を対象に腸管内に分布するAeromonas属の菌量について検討：を行っ

た。多摩川で1982年10月に捕獲したコイ12件の腸管内容物1g当たりに

おけるAeromonas属の菌量は1．Ox106－4．　O　x　107／g個で、平均1．1

x10G個であった。淡水魚の腸管内の本四数は106個前後であることが確認さ

れた。

3．Aeromonas属の分類および同定

　相模川水系由来、多摩川水系由来および津久井湖水系由来の分離菌株について、

生物学的分類（Popoffら）、数値分類およびファージ学的分類の検討を行った。

　1）Popoffらによる分類学的検討（Bergy’s　manua11984年版）

　河川水や湖水由来120株、河川土壌由来176株および淡水魚由来1，056

株の計1，352株について生物学的性状による分類の成績は以下の通りである。

　　　（1）河川土壌の分離菌株について

　相模川由来75株、津久井湖由来36株および多摩川由来6．5株の計176株

についてPopoffらに従って菌種同定を行った成績を表5に示した。　A．hydrophila

が176株中38株（2ユ．6％）に、A．sobriaが23株（13．1％）に、』

cav　i　aeが43株（24．4％）にそれぞれ同定された。　Popoffらが示した確認性

状の成績からは、明確に菌種が同定できない株が74株（42．0％）あった。

また、採取地点別における内訳は、相模川由来では、A．hydroph日aとA．cav　i　aeは

75門中19株（25．3％）に、A．sobriaは16株（21．3％）に、　Aerom－

onas　spp．は23株（30．7％）に、津久井湖由来では、　A．hydrophilaは36

株中10株（27．8％）に、A．sobriaは1株（2．8％）に、　A．caviaeは6株

（16．7％）に、Aero揃onas　spp．は19株（52．8％）に、多摩川由来では

A．hydrophilaは65株中9株（13．8％）に、　A．sobriaは6株（9．2％）に、

A．caviaeは18株（27．7％）に、　Aeromonas　sppは32株（49．2％）に

それぞれ分類され一般にA．s。briaに該当する菌株は少：なかった。相模川由来株で

は3菌種ともほほ洞じ割合に分布し、特に菌種問に有意差は認められなかったが、

一16一



津久井湖由来では、A．sobria、A．caviaeがA∈，romonas　spp．より低く、多摩川由来

ではA．sobriaとA．caviaeとの問に有意差が認められた（P＜0．01）。菌種別

においては、A．hydrophiIaは多摩川由来が、　A．sobriaは津久井湖と多摩川由来で

やや低い分離率の傾向が認められ、特に相模川由来と津久井湖由来の問において

分離率に有意差が認められた（P＜0．01）。　A．caviaeは津久井湖由来がやや

低い分離率を示したが、全体的には特に有意差を認めなかった。

　季節別においては、A．hydrophiiaは秋期に、　A．sobriaは冬期に、　A．caviaeは春

期に、Aeromonas　spp．は秋期から冬期にかけて分離率が高い傾向が認められた。

　　　（2）河川水．湖水の分離菌株について

　相模川由来51株、津久井湖由来34株および多摩川由来35株の計120株

について分類した成績を表6に示した。すなわち、A．hydrophilaが120寒中1

7株（14．2％）に、A．sobriaが33株（27．5％）に、　A．caviaeが35株

（29．2％）に同定された。また、河川土壌の場合と同様に上記の3菌種に同

定できない菌株（Aeromonas　spp．）が35株（’Q9．2％）あった。採水河川別に

おける内訳は、相模川由来では、A．hydrophilaが51株中8株（15．7％）に、

A．sobriaが10株（19．6％）に、　A．caviaeが14株（27．5％）に、担＝

omonas　spp．が19株（37．3％）に、津久井湖由来では、　A．hydrophilaが3

4株中3回忌8．8％）に、A．sobriaが14株（41．2％）に、　A．caviaeが9

株（26．5％）に、Aeromonas　spp．が8株（23．5％）に、多摩川由来では

A．hydroph日a35株中6株（17．1％）にらA．sobriaが9株（25．7％）に、

A．caviaeが12株（34．3％）に、　Aeromonas　spp．が8株（22．9％）にそ

れぞれ分類された。

　津久井湖由来株は他と異なり検出菌株に特長が認められた。すなわち、A．hyd－

rophila該当株が少なく、A．sobria該当株が高く分布した（P＜0．01）。　し

かし、津久井湖由来以外の相模川由来や多摩川由来の菌株では菌種間に有意差を

認めなかった。また、菌種別においてはA．hydrophnaとA．caviaeは多摩川由来が、

A．sobriaは津久井湖由来が、　Aeromonas　spp．は相模川由来がそれぞれ分離率がや

や高い傾向が認められたが、全体的には有意差は認められなかった。

季節別においてはA．hyd・◎phi1・は夏期に・A・s・b・i・1ま秋期に・A・caviaeは春期
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に、Aer（》m◎nas　spp．は秋期から冬期にかけて、分離率が高い傾向が認められた。

　　　（3）淡水魚からの分離菌株について

　相模川由来383株と多摩川由来673株の計1，056株について分類した

成績を表7に示した。すなわち、A．hydrophilaは1，056株中182株（17．

2％）に、A．sobriaは332株（31．4％）に、　A．caviaeは206株（19．

5％）に、Aeromonas　spp．336株（31．8％）にそれぞれ分類された。その

捕獲場所別における内訳は、相模川由来でA．hydrophilaとA．caviaeは383株中

79株（20．6％）に、A．sobriaは96株（25．1％）に、　Aeromonas　spp．

は129株（33．7％）にそれぞれ分類された。多摩川由来ではA．hydrophila

は673株中103株（15．3％）に、A．sobriaは236株（35．1％）に、

A．caviaeは127株（18．7％）に、　Aero田onas　spp．は207株（30．8％）

にそれぞれ分類され、両由来株の間には特に有意差は認められなかった。なお、

A．hydroロhilaは相模川で、　A．sobriaは多摩川がそれぞれやや高い分離率を示した

が、全体的には菌種別には特に有意差は認められなかった。

　季節別においては、A．hydrophilaとA．cavlaeは夏期に、　A．sobriaは秋期に，

Aeromonas　spp．は秋期から冬期にかけて分離率が高い傾向が認められた。

　2）数値分類学的検討

　河川水、湖水、河川土壌および淡水魚からの分離菌株について、Adansonらの方

法に従って数値分類法を応用し検討した成績を以下に示した。

　　　（1）河川水、湖水および河川土壌由来の分離菌株について

　河川水由来72株および河川土壌由来82株の計154株を任意に選び数値分

類を行った成績を図9と表8に示した。河川水および河川土壌由来株は75％相

似度を持って1群がらX群に段別された。その内訳は、1群に45株（29．2

％）が含まれ、本四は従来のA．caviaeに該当すると推察された。　H群のユ6株（

10．4％）はA．hydroph日aに相当、堅甲8株、　W群13株、　V群43株、　VI群

9株、V旺群4株の計79株（50．0瑞）は従来の分類のA．sobriaに一致するも

のと推察された。また、残り16株（10．4％）が、猛群、IX群、　X群の3つの
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グループに分類されたが、これらのグループは従来の分類では菌種同定できない

ものであった。

　由来別における内訳は、河川水、湖水由来72株の内、A．hydrophilaに5株、

A．s◎briaに37株、　A．caviaeに25株、およびAeromonas　spp．に5株と分類され、

A．hydrophilaはA．sobriaやA．caviaeとの間に分類率で有意差が認められた（P＜

0．01）。河川土壌由来の82株の内、A．hydrophilaに11株、　A。sobriaに4

0株、A．caviaeに20株およびAeromonas　spp．に11株と分類され、　A．hydroph

－ilaとAeromonas　spp．は、　A．sobria（P＜0．01）とA．caviae（P＜0．05）

との問で分離率で有意差が認められた。

　　　（2）淡水魚由来の分離菌株について

　相模川由来214株と多摩川由来227株の計441株を任意に選び各々数値

分類を行った成績を図10．11および表8に示した。

　相模川由来株については、70％の相似度を持って1群がらD【群に群別された。

1群の43株はA．cavlaeに相当、　H舞41株、皿：群47株の計88株はA．sobria

に、IV群53株、　r X群8株の計61株はA．hydrophllaに一致するものと推察され

た。また、残り22株はV癖、VI群、粗群およびD【群の4つのグループに分類さ

れたが、これらのグループは従来の分類に該当しなかった。

　多摩川由来株については、75％の相似度を持って1群がらD（群に群別された。

1群の60株はA．cav　i　aeに相当、　H群50株、皿群24株およびIV群53株の計

127株はA．sobriaに、　V群11株、　VI群9株およびW群6株の計26株は　』

hydroph日aに一致するものと推察された。また、残り14株は粗群、皿群の2つ

のグループに分類されたが、これらのグループも従来の分類に該当しなかった。

　以上のごとく、河川水、河川土壌や淡水魚由来のAeromonasは70％の相似度を

示し、ほとんど同一グループに属していることが明らかとなった。菌種別のグル

＿ブではA．caviaeはいずれの由来株でも一つのグルピブに含まれていたが・　距

hydroph日aとA．sobriaについては複数のグループにまたがり、生化学的性状のバ

ラツキが大きい菌種であった。また、本分類法においても従来の分類に該当しな

いグループが各由来間にも認められこれらのグループはζ従来の菌種以外の新し

い菌種であることが考えられる成績であった。
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　　　（3）数値分類による菌種別の生化学的性状

　河川水、河川土壌および淡水：魚由来の分離菌株を数値分類の成績により分類さ

れたA．hydrophila　103株、　A．sobria　292株およびA．caviae　148株の

計544株における生化学的性状をまとめた成績を表9－1．9－2に示した。こ

れらの分離菌株は基本的にはAeromonas属の性状に一致しているし、また、ノボビ

オシンや0－129の薬剤感受性試験および炭水化物分解などの性状からもビブ

リオ属とは異なっていることは明確であった。しかし、今回の成績では、従来の

A．hydrophila，A．sobriaおよびA．caviaeの鑑別点であるVP反応、ガス産生性、エ

スタリン、サリシンなどの諸性状からこれらの3菌種に区別することが困難であ

った。すなわち、VP反応はA．hydrophilaが陽性率が高いが、　A．caviaeで24．1

％、A．sobriaで17．7％が陽性であった。ブドウ糖からのガス産生はA．hydro－

phi1。25％、　A．caviae　38％、　A・s・b・i・44・5％が陽性であった・エス

タリンもA．hydrophilaはほとんどが陽性であったがA．caviae　65．4％、　色

sobria　50．0％が陽性であった。サリシンの発育性もA．hydrophila　73．5

％が陽性で、A．caviae　41．4％，A．s。bria　28．今が陽性であった。

　　　（4）数値分類とPopoffらの分類の性状の比較検討

　Popoffらが報告したAeromonas属の代表的生化学的性状と今回の数値分類法で

A．hydrophila、A．sobria、A．caviaeに該当した菌株の生化学的性状を比較検討した。

その成績を表10．11．12に示した。供試菌株の大部分がPopoffらの分類の

性状と一致していたが、A．hydroph日aでは、　V　P反応、アルギニン水解試験、ブ

ドウ糖からのガス産生、セロビオース、フルクトースおよびキシロース分解、ヒ

スチジンの発育性に両者で大きな差が認められた。A・sobriaについてはブドウ糖

からのガス産生、エスタリン加水分解性、アラビノースやサリシン分解性、アル

ギニンの発育性に両者で大きな差がみられた。A．caviaeでは、　VP反応、キシロ

ースとラフィノース分解性（酸）、エスタリン加水分解、オルニチン脱炭酸試験、

ゼラチン液化などが異なっていた。

　以上のごとく、河川水、河川土壌および淡水魚に分布するAeromonasは各種の生

化学的性状パターンを示すものが含まれており、現在の分類基準から同定するこ

とは困難であり、再検討する必要が考えられた。
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　　　（5）河川水、河川土壌および淡水魚由来株の内、数値分類でAerom（mas

spp．に該当した菌株について

　数値分類において、A．hydrophila、A．sobriaやA．caviaeに該当しなかった51株

（8．6％）について、再度、数値分類：を検討したところ、図12に示すごとく、

65％の相似度を持って1群がらVI群の6つのグループに分類された（表13－1．

13－2）。　オキシダーゼ陽性のグラム陰性粁菌で、ブドウ糖を発酵的に分解し

た。リジン脱炭酸陰性、アルギニン加水分解陰性、ノボビオシンや0－129（

10μ．50μ．100μ）に耐性があることからAer（，monas属に分類されるもの

と考えられた。1群は15株（29．4％）が含まれていた。その由来別では河

川土壌由来に4株、河川水由来に1株および淡水魚由来に10株であった。n群

は11株（21．6％）が含まれ、河川土壌由来に4株、河川水由来に1株およ

び淡水：魚由来に6株であった。皿群は8株（15．7％）が含まれ、河川土壌由

来に2株および淡水魚由来に6株であった。以上の1群がら皿群に該当した菌株

はマロン酸陽性株が半数近く認められ、また一部、イノシット、ラフィノースや

キシロースなどの分解性（酸）やオルニチン脱炭酸の陽性株も認められ、従来の

Popoffらの分類のAeromonas属とは異なった性状を示していた。　IV群には13株（

25．5％）が含まれ、河川土壌由来に1株および淡水魚由来に12株であった。

このグループはA．caviaeに最も近い性状を示していだが、　ONPGやゼラチン液

化陰性株が多く認められた。V群には2株（3．9％）が含まれ、淡水魚由来株

のみが該当し、マンニット分解性（酸）が陰性、イノシット、ラフィノースおよ

びキシロース分解性（酸）が陽性であった。VI群には2株（3．9％）が含まれ、

河川水由来のみが該当し、マンニット、イノシットおよびキシロース分解性（酸）

が陽性であった。

　以上のごとく、従来の分類でAeromonas　spp．とした菌株は従来の分類基準と異

なっていたが、数値分類を行った結果、本直属に該当していることが確認されだ。

また、これらの結果から、今回のAeromonas　spp．は、新菌種に該当することが考

えられる成績であ，つた。
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　3）ファージの分離とファージ型別

　河川水や土壌からAeromonasに感受性のファージの分離を試みた結果、ファージ

を分離することに成功した。今回、そのファージを用いファージ型別を確立する

とともに、分離菌株のファージ型別を行い由来別や菌種別について検討を行った。

　　　（1）ファージの分離状況

　河川水および土壌の計285件についてファージの分離を試み、105件（

36．8％）から溶菌斑をみい出し、それぞれの溶受理よりファージの分離に成

功した（図13）。その分離状況は、表14に示すごとく、河川水からは、195

件中82件（40．1％）および土壌からは90件中23件（25．6％）から

それぞれファージが分離された。

　　　　（2）ファージの形態学的観察

　河川水由来のA．hydrophila感受性ファージA　1株を電子顕微鏡で観察した成績

を図14．15に示した。本ウイルスの形態学的特徴は、頭部が六角形の形態を

示し、頭部の長さ120nm、幅60nmであった。尾部は細長い形態を示し、

尾部の長さ120nm、幅15nm、基盤の幅は30nmを示していた。これら

’の所見から本フヲージはDNA型のファージ科Myoviridaeに分類されるものと推察さ

れた。Aero旧onas　spp．（No．141株）感受性ファージAM　1株についても電子顕

微鏡の観察にて同様の形態を確認した。

　　　（3）分離ファージの溶菌パターン

　河川水や土壌から分離されたファージについて対応菌を用い、溶菌パターンの

交差試験を行った。ファージ濃度は1RTD、10RTDおよび100RTDの3濃度

で比較した。すなわち、表15－1．15－2．15－3に示すごとく、A．hydroph

ila、　A．sobria、　A．caviaeに対するファージ溶菌パターンの相違よりA1－A26

型に分類した。一方、、Aero瓢onas　spP．については表16－1．16－2・16－

3に示すごとく、18種の指示菌株により22型に分類することに成功し、前者

と区別するためにAM　1－AM22型と仮称した。本ファージを用いることによ

り、本革の型別が可能であることが示唆されだ。
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　　　（4）分離菌株におけるファージ型別状況

　今回得られたA1－A26型のファージを用いて、　A．hydroph日a、A．sobria、お

よびA．caviaeに該当した543株について型別を行った（表17）。

　供試菌株543株中87株（16．0％）が本ファージにより型別が可能であ

った。その内訳は、4型が最も多く7株、続いて12型が6株、18型が3株、

22型および1型が2株、8型および13型が各1詩型別されたが、残り64株

は混合型に該当した。その各由来別におけるファージ型別状況では表17に示す

通り、河川水、湖水由来では67陣中8株（11．9％）が型別され、12型お

よび21型に各1株が型別されたが、残り6株は混合型に該当した。河川土壌由

来では71株中19株（26．7％）が型別され、4型に2株、1型、8型、

12型および22型に各1株が型別されたが、残り13株が混合型に該当した。

淡水魚由来では405夕蝉60株（14．8％）が型別され、4型に5株、続い

て12型に4株、18型に3株、1型、13型および22型に各1株が型別され

たが、残り45株は混合型に該当した。以上のごとく、分離菌株のファージ型別

状況において4型と12型に最も多く型別された。河川土壌由来株の型別率は河

川水、湖水由来株（P＜0．01）および淡水魚由来株（P＜0．05）より高

い傾向であった。一

　　　（5）河川、湖水の水系別におけるファージ型別状況

　前記の543株を材料の採取地域別（相模川水系、多摩川水系および津久井湖

水系）に区分して検討を行った（表18）。

　相模川水系由来は238中中44株（18．5％）が離別され、4型および

18型に各3株、1型、8型、12型および22型に各1株が型別されたが、残

り34株は混合型に該当した。多摩川水系由来では281寒中39株（13．9

％）が四四され、4型と12型に各4株、1型、13型、21型および22型に

各1株が型別されだが、残り27株は混合型に該当した。津久井湖水系由来では

24川中4株’ i16．7％）が副耳され、12型に1株が型別されたが・残り3

株は混合型に該当した。以上のごとく、菌株の由来とファージ型別状況を比較し

た結果、由来水系別とファージ日別との間には、特別な関連性は認められなかっ

た。
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　　　（6）菌種別におけるファージ三管状況

　分離菌株と菌種別における型別状況：を表19に示した。すなわち、A．hydroph－

il、では103亀嵩47株（45．6％）が型別され・4型・12型および18型

に各3株、1型と22型略2株、8型、1、3型および21型賂1株が珊」さ

れたが、残り15株は混合型に該当した。A．sobriaでは292株中21株（7．

2％）が型別され、12型に3株、4型ここ2株が二二されたが・残り16株は混

合型に該当した．A．・・viaeでは148榊13株（8・8％）が型別され・4型

に2株が厚別されたが、残り11株は混合型に該当した。以上のごとく、菌種別

における比較ではA．hydrophilaが最も多く型別され、　A．sobriaやA．caviaeとの問

に有意差が認められた（P＜0．01）。

　　　（7）混合型のファージ型別の組み合わせ

　混合型に該当した菌株についての型別の組み合わせ数と組み合わせを表20に

示した。すなわち、混合型に該当した64株についての組み合わせ数の内訳は2

一群型に15株、3種に8株、4種ここ7株・5種と6種に各6株・8種に5株・

7種と9種に各3株、10樹こ2株、12種・14極15種および17種に各

1株が該当した。

　混合型に該当した組み合わせば、1型と2型および18型、21型、22型、

23型、24型、25型と26型に5株と最も多く認められたが、その他の組み

合わせば各1株ずつであった。

　菌種別と混合型との問には特別なパターンを認めなかった。

　　　（8）Aeromonas　spp．のファージ型別状況

　数値分類において、Aero田onas　spp．に該当した51株についてAeromonas　spp．

に対するファージ型（AM　1－AM22）を用い型別を試みたところ、表21に

示すごとく、51平中42株（82．4％）が型別された。その内訳は7型に3

株、続いて9型と16型略2株、2型・3型・4型・8型・10型・12型・

14型、15型、17型および22型に各1株が単一なファージ型に型別された

が、残り25株は混合型に該当した。その各数値分類別グループにおける型別状

況では、V群が2寺中2株（100．0％）とも型別され・纐’てW群がユ3三
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中12株（92．3％）、H群が11株中10株（90．9％）、IH群が8株中

6株（75．0％）、1群が15株中11株（73．3％）が型別された。しか

し、珊群には1株も型別しなかった。

　25菌株の混合型のファージパターンは表22に示すごとく2種の組み合わせ

が7株、4種に6株、3種と5種に各5株、6種および8種に各1株であった。

　　　（9）Aeromonas　spp．の由来別におけるファージ型別状況

　由来別における型別状況を表23に示した。河川土壌由来では11株中10株

（90．9％）が型別され、10型に1株が津別されたが、残り9株は混合型に、

河川水由来では4直中3株（75．0％）が型別され、16型に2株が残り1株

は混合型に、淡水魚由来では36平中29株（80．6％）が型別され、7型に

3株が、続いて9型に2株が、2型．3型．4型．8型12型、14型、15型、

17型および22型に各1株が型別されたが、残り15株は混合型に該当した。

以上のごとく、河川土壌由来が最も高く型別され、続いて淡水魚由来株であった。

河川水由来の門別率はやや低い傾向を示していたが河川水由来株は、河川土壌由

来や淡水魚との問に型別率において有意差は認められなかった。

，　（玉0）Aero鵬onas　spp．の水系統別におけるファージ聖別状況

　供試菌株の分離地域別における早耳状況を表24に示した。相模川由来では

18即発全株（100．0％）が型別され、7型に2株、3型、8型、9型、

14型、15型、17型および22型に各1株が単一なファージ型に型別された

が、残り9株は混合型に、多摩川由来では25株中17株（68．0）が直別さ

れ、2型、4型、7型、9型、10型、12型と16型に各1株が単一なファー

ジに型別されたが、残り10株は混合型に、津久井湖由来では8畑中7株（87．

5％）が型別され、16型に1株が単一なファージ型に型別されたが、6株は混

合型に該当していた。以上の成績から由来水系別には特に有意差は認められず特

徴あるパターンは見られなかった。
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4．河川、湖水、河川土壌および淡水魚における検体別の本菌分類状況

　河川水、湖水、河川土壌および淡水魚の各検査材料から本菌の分離を行い分離

菌株について生物学的分類（Popoffら）、数値分類およびファージ学的分類を検

討した。その成績は以下の通りである。

　1）Popoffらによる分類学的検討（Bergy’s　manua11984年版）

　河川水．湖水48件、河川土壌200件および淡水魚414件の計662件の

検査材料について生物学的性状による分類を行った。その成績は以下の通りであ

る。

　　　　（1）河川土壌における分布状況

　相模川由来100件、津久井湖由来40件および多摩川由来60件の計200

件の河川土壌より分離された分離菌株について、検査材料別に分類した成績を表

25に示した。すなわち、A．hydroph日aは200件中33件（16．5％）から、

A．sobriaは21件　（10．　5％）　から、　A．caviaeは39件　（19．　5％）　から、

Aeromonas　spp．は60件（30．0％）から認められた。その由来別における内

訳は、相模川由来ではA．hydrophilaに100件中14件（14．0％）から、　A．

sobriaに13件　（13．　0％）から、　A．caviaeに19件（19．　0％）から、

Aeromonas　spp．に21件（21．0％）から、津久井湖由来では、　A．hydroph日a

に40件中9件（22．5％）から、A．sobriaに1件（2．5％）から、　A．cav一

選に5件（12．5％）から、Aero揃onas　spp．ここ15件（37．5％）から認め

られ、A．hydrophiIaとA．sobriaの間において有意差が認められた（P＜0．01）。

多摩川由来ではA．hydrophHaに60件中10件（16．7％）から、　A．sobriaに

7件（ユ1．　7％）から、A．caviaeζこ15件（25．　0％）から、　Aero蹴onas

sp．pに24件（40．0％）から認められた。由来別において、津久井湖由来で

A．sobriaが分離率が若干低率の傾向が認められたが、津久井湖由来のA．sobria以

外では由来別における分離率はほとんど差異は認められなかった。

　季節別においては、A．hydrophilaは秋期に、　A．caviaeは春期に、　Aero附onas

spp．は全期間を通して分離率が若干高い傾向が認められた。しかし、　A．sobriaに

ついては夏期に低い傾向が認められた。
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　　　（2）河川水および湖水における分布状況

　相模川由来20件、津久井湖由来16件および多摩川由来12件の計48件か

ら分離された分離菌株について分類した成績を表26に示した。すなわち、A．

hydroph日aは48件中15件（31．3％）から、　A．sobriaとAeromonas　spp．は

各21件（43．8％）から、A．caviaeは22件（45．8％）から認められた。

その由来別における内訳は、相模川由来でA．hydrophilaに20件中7件（35．

0％）から、A．sobriaとA．caviaeに各8件（40．0％）から、　Aeromonas　spp．

は11件（55．0％）から認められた。津久井湖由来ではA．hydroph日aに16

件中3件（18．8％）から、A．sobriaに8件（50．0％）から、　A．caviaeに

6件（37．5％）から、Aeromonas　spp．に5件（41．7％）から認められた。

多摩川由来ではA．hydrophila、　A．sobriaおよびAeromonas　spp．に各12郷中5件

（41．7％）から、A．cav　i　aeに8件（66．7％）から認められた。その由来

別においてA．hydr◎philaは多摩川由来と津久井湖由来との問に有意差が認められ

た（P＜0．01）。しかし、全体的にはほとんど差異は認められなかった。以

上のごとく、河川水や湖水には河川土壌と同様に本菌が常在菌として存在してい

ることが明らかとなった。

　季節別において、A．hydrophilaとA．caviaeは夏期に、　A．sobriaは秋期に、　Aer－

omonas　spp．は冬期にそれぞれ分離率が高い傾向が認められた。

　　　（3）淡水魚における分布状況

　相模川由来186件と多摩川由来228件の計414件から分離された分離菌

株について検査材料別に分類を行った。その成績は表27に示した。すなわち、

A．hydrophilaには414件中149件（36．0％）から、　A．sobriaに204件

（49．3％）から、A．caviaeζこ159件（38．4％）から、　Aeromona．s　spp．

に210件（50．7％）から認められた。その由来別における内訳は、相模川

由来ではA．hydroph日aに186件中59件（3ユ．7％）から、　A．sobriaに58

件（31．　2％）から、A．caviaeに54件　（29．　0％）から、　Aero旧onas　spp．

に88件（47．3％）から、多摩川由来では、A．hydrophilaに228件中90

件　（39．　5％）　から、A．sobriaζこ146件　（64．　0％）から、　A．caviaeにi

27件（55．7％）から、Aeromonas　spp．に122件（53．5％）から認め
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られた。その由来別において、多摩川由来でA．hydr（》phiIaはA。soklriaやA．caviae

との問に有意差が認められた（P＜0．01）。

　2）数値分類学的検討

　河川水、湖水24件、河川土壌100件および淡水魚161件の計285件に

ついて分離菌株を検査材料別について検討を行った。その成績は以下の通りであ

る。

　　　（1）河川水、湖水および河川土壌における本尊分布

　河川水、湖水24件および河川土壌100件の計124件から分離された分離

菌株について検査材料別に分類を行った成績を表28に示した。すなわち、　』

hydrophilaには124件中18件（14．5％）から、　A．sobriaに43件（34．

7％）から、A．caviaeζこ38件（30．6％）から、　Aeromonas　spp．に17｛牛（

13．7％）から認められ、A．hydrophilaはA．sobriaとA．caviaeとの問に分離帯

で有意差が認められた（P＜0．01）。その由来別における内訳では、相模川

由来でA．hydroph日aは60件中8件（13．3％）から、　A．sobriaに21件（3

5．0％）から、A．caviaeに18件（30．0％）から、　Aeromonas　spp．ζこ4件

（6．7％）から認められA．hydrophilaはA．sobria（P＜0．01）とA．caviae

（P＜0．05）に有意差が認められた。津久井湖由来ではA．hydrophiIaに28

件中5件（17．9％）から、A．sobriaに6件（21．4％）から、　A．caviaeに

10件（35．7％）から、Aeromonas　spp．は7件（25．0％）から認められ

た。多摩川由来ではA．hydrophilaに36件中5件（13．9％）から、　A．sobria

に16件　（44．　4％）　から、A．caviaeζこ10件　（27．　8％）　から、　Aeromon－

as　spp．に6件（16．7％）から認められ、　A．hydrophilaはA．sobriaとの問に

有意差が認められた（P＜0．01）。

　以上のごとく、Popoffらの分類において高頻度に認められたAeromonas　spp．の

多くは、数値分類を行うことにより、A．sobriaやA．caviaeへの移行がみとめられ、

Aeromonas　spp．は1／3以下に減少が認められた。これらのことから、本菌の分

類には数値分類を応用することが有用であることが明らかにされた成績であった。
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　　　（2）淡水魚における本菌分布

　相模川由来101件と多摩川由来60件の計161件から分離された分離菌株

について検査材料別に検討を行った。その成績を表28に示した。すなわち、A．

hydrophilaには161件中59件（36．6％）から、　A．sobriaに100件（6

2．1％）から、A．caviaeに71件（44．1％）から、　Aeromonas　spp．ζこ34

件（21．1％）から認められた。その由来別における内訳は、相模川由来では、

A．hydrophilaに101件中41件（41．0％）から、　A．sobriaに49件（48．

5％）　から、A．cav　iaeζこ29件　（28．　7％）　から、　Aeromonas　spp．に20件　（

19．8％）から、多摩川由来ではA．hydrophilaに60件中18件（30．0％）

1から、A．sobriaに51件（85．0％）から、　A．caviaeに42件（70．0％）

から、Aeromonas　spp．にユ4件（23．3％）から認められた。

　以上のごとく、由来別では特に多摩川由来からA．sobriaやA．caviaeが高頻度に

検出され、相模川由来との問に有意差が認められた（P＜0．05）。分類状況

においても、河川水や河川土壌由来と同様にAeromonas　spp．がユ／3以下に減少

が認められた。

　3）ファージ型別状況

　今回得られたA．hydrophila、A．sobriaおよびA．caviaeに対するA1－A26のフ

ァージ型とAeromonas　spp．に対するAM　1－AM22のファージ型を用い検査材

料別に検討を行った。その成績は以下の通りである。

　　　（1）由来別におけるファージ型別状況

　河川水、湖水24件、河川土壌100件および淡水魚161件の計285件か

ら分離した分離菌株について型別を行った成績を表29に示した。すなわち、2

85件中117件（41．1％）が型別された。その由来別における内訳は河川

水、湖水由来に24件中9件（37．5％）が、河川土壌由来に100件中30

件（30．0％）が、淡水魚由来に161件中78件（48．4％）が型別され

たが、由来別においては特に差異は認められなかった。
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　　　（2）水系統別におけるファージ型別状況

　相模川水系161件、津久井湖水系28件および多摩川水系96件の計285

件から分離された分離菌株について型別を行った成績を表30に示した。すなわ

ち、各水系由来の285件中117件（41．1％）が型別された。その由来別

における内訳では、相模川水系が161件中60件（37．3％）に、津久井湖

水系が28件中13件（46．4％）に、多摩川水系が96件中44件（45．

8％）に型別された。この水系別においても特に差異は認められなかった。

　　　（3）菌種別におけるファージ型別状況

　A．hydrophila由来77件、　A．sobria由来144件、　A．caviae由来110件およ

びAeromonas　spp．由来51件の計382件についてファージ型別を行った成績を

表31に示した。その内訳は、A．hydrophilaが77件中43件（55．8％）に、

A．sobriaが144件中20件（13．9％）に、　A．caviaeが110件中13件（

11．8％）に、Aero糟onas　spp．が51件中42件（82．4％）に型別された。

　以上の成績から、本分類法はまだ確実な型別には至らなかったが、本ファージ

型を用いることにより型別が可能性のあることが示唆される成績であった。
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第4章　　考　　察

　Aeromonas属が文献上に記載されたのは、　SanarelH［83］が1891年にカエル

の”red　leg”の疾病から菌を分離したのが最初である。本営は自然環境の土壌や

淡水魚に生息し、従来から淡水中の常在菌として知られていた。しかし、本菌の

自然環境下の分布調査についての報告は少なく、Leclercら［59］が河川水から大腸

菌群の調査中にAeromonas属が30％に存在していることを、　Schuber七［86］も河川

水の本菌調査を行い、特に家庭の流しの水の流れる場所の土壌と汚水吸引装置の

最初の部位で最も多く本菌が増殖する場所であることを報告した。Ha2enら［37］も

米国の河川の淡水や海水から38．6％に本菌を検出し、本菌は淡水に限らず、

河川下口の海水にも広く分布していることを述べた。まだ、Kaperら［48］は米国の

Chesapeak湾において本菌の分布調査を行い、沿岸海水や沿岸の土壌にも多数分布

していることを報告し、特に夏期に菌数が最高になり冬期に最低になることを確

認し、Vibrio属の河川における生態とよく一致することを報告している。また、

Clarkら［15］も水道水からAeromonasを8．8－17．．0％に存在することを、

Burke［9，10］らも家庭水や都市水道水について調査を行い、　Aeromonas　spp．が34

％存在することを確認すると共に季節的関連性についても調査を行い、年間を通

して本菌が存在していることを報告している。わが国においても、若林ら［100］は、

養鰻場の池水中からAeromonas　spp．を0－53％に検出したし、また、　Wakabay－

ashiら［99］は淡水魚の分離菌137株についてPopoffらの分類に従って同定した

ところ、A．hydrophilaは29．1％、　A．sobriaは23．4％およびAeromonas

spp．は47．7％に分類されることを明らかにしだ。また、河川水についても同

様に154株について菌種分類を行い、7．8％がA．hydrophila、13．0％が

A．sobriaおよび79．2％がAeromonas　spp．に該当することを報告している。小

林ら［53，54］は自然環境や食品におけるエロモナスの汚染実態調査を行った結果、

下水からA．hydrophilaを25．5％、　A．sobriaを21．3％検出し、河川水から

もA．hydrophilaを36．1％、　A．sobriaを38．9％と高率に分布していること

を記載している。中野ら［66］も広島市内の河川水、特に家庭の流しの排水口付近

の本門調査を行い、高率に本営が分布することを確認している。

　著者は今回、神奈川県内や東京都内を流れる河川水、湖水、河川土壌および淡
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水魚を対象に本菌の分布状況について月別に調査を行った。これと併せて分離菌

株について数値分類やファージ分離とファージ型別を試みた結果、自然環境にお

けるAeromonas属の生態分布の全体像を把握できる成績が得られた。

　調査した132地点の河川水や湖水の全地点より本菌が検出され多摩川、相模

川および津久井湖のいずれにも広く本菌が分布していた。これらの成績は、多く

の研究者と一致する成績であり、本菌が河川水中に常在していることが確認され

た。河川水における本菌の汚染菌量は、水11当たりHa2enら［37］は2x102－

5x105個を、　Kaperら［48］は0．3－5x106個を、　Cavari［12］は9x104

個を，Seidlerら［88］は3x105個を、中野ら［66］は103－106個を、浅尾［4

］も池の水に105個を認め、また、肉眼的に汚れた農業用溜池から107個に本菌

が存在していることを報告している。

　著者の河川水の調査では、Aero鷹onasの門門は、1．Ox102－2．3x104

個で、多くの硬究者の成績に比べやや低い傾向であった。他の研究者よりやや汚

染菌量がすくなかったが、この要因として考えられることは、著者は家庭排水な

どで比較的に汚染されていない流域の河川水を調査対象としたためであろう。

Hazenら、　Kaperら、　Seidlerら、中野らおよび浅尾の調査地点がSchuber七［86］が指

摘している家庭の生活排水が多量に含まれている都市河川であるためと考えられ

る。

　季節別変動については、若干ではあるが、相模川系の生活排水が多いE地点で

夏期に菌量の増加が認められる程度で全体的には季節別の変動は認められず、

Kaperらや中野ら［66］が指摘している夏期に増加するという報告とは若干異なって

いた。

　河川土壌については、514件中304件（59．1％）から本土が検出され、

河川環境の上流中にも広く本門が分布することを明らかにした。ただし、同一地

点においても採取時期によって、検出されないこともあり、土壌中の本菌の分布

はバラツキが高いものと考えられた。土壌1g当たりの本菌菌量については、平

均で6．7x105個認められた。由来別では相模川系で平均1．6x106個、

多摩川系で平均1．6x105個および津久井湖系で2．5x105の菌量が認め

られた。Kaperら［48］はChesapeake湾地域の沿岸における土壌の調査では4．6x

102個の菌：量を示し、著者らの成績がやや高い菌：量を示していた。一方、Neil一
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son［67］は泥土中に105－107を、Seidlerらは4x105個、中野ら［66］も102

個以上の菌：量を確認し、著者の成績とほぼ一致していた。

　土壌中のAeromonas属の季節的変動については、2年間調査を行ったところ、2

年目の春期が最も検出率が低かったし菌量も少なく平均4．5x103個であった。

この要因としては例年になく2月から3月にかけて降雪が多く、地表の温度差が

激しかったことが、細菌叢に影響していることが考えられた。自然環境において

も土壌中で本菌が増殖できる可能性が示唆され、有機物などを多量に含んだ土壌

中では本菌が増殖できるものと考えられたが、気温の高い夏期に特に本菌が増加

する傾向は認められず、その他のなんらかの要因が本菌の増殖に関与しているも

のと推察された。

　淡水魚における本菌の分布調査は、死菌と淡水魚の疾病との開連からみたもの

で、淡水魚における本菌の分布調査についての報告は少なく、金子ら［47〕の養殖

場の虹マス、アユ、コイやワカサギなどから本県を検出している報告があるにす

ぎない。著者は河川に生息するコイ、ハヤやフナなどの淡水魚について調査を行っ

た結果、金子らの成績と同様に淡水魚から本菌を高率に検出し、本夕が淡水魚の

常在菌であることを確認した。

　淡水魚の部位別においては、鰐、腸管からの検出率が高く認められたが、体表

からの検出率が低く、鯛や腸管との問には有意差が認められた。また、腸管内に

常在する本菌弓勢について調査したところ、平均1．1x106個の菌数が認めら

れた。これらの調査から淡水魚の腸管や鱈には常に、常在菌として本菌が生息し

定着していることが明らかとなり、河川水や河川土壌の汚染の要因として、淡水

魚が主役をなしていることが推察された。

　河川やその環境に分布するAeromonas属を菌種別に分類した報告は少ない。著者

は分離菌株をまず、Popoffの分類にに従って菌種同定を行っだ。河川水由来では

31．3％がA．hydrophiia、43．8％がA．sobria、45．8％がA．cavlaeに該

当しだ。さらに、これらの3菌種に同定できない菌株が43．8％にみられだ。

これらの成績はHazenら［37］や小林ら［53，54］とほぼ同様な成績を示していた。し

かし、Wakabayashiら［99］の成績では、　A．hydrophilaやA．sobriaの検出率は著者の

成績の約半数以下の低い検出率を示していた。ところが、Aeromonas　spp．につい

ては、河川水の約80％から検出しており、著者の成績と異なっていたが、これ
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は、分離菌の菌種同定上の問題であると考えられる。地域によって、やや異なっ

た分布を示し、津久井湖ではA．hydroph日aが他の河川より低い検出率であったし、

多摩川ではA．caviaeの分布がやや高い傾向を示したが、全体的にはほとんど差異

は認められなかった。　河川土壌由来についてはA．hydrophila、　A．sobriaおよび

A．cav　i　aeがほぼ同じ10－20％の率を占めていた。河川水の場合と同様に菌種

同定のできなかったAeromonas　spp．も30．0％に認められた。これらの成績は

小林ら［53，54］が泥土から調査した成績とほぼ同様であった。地域別では津久井湖

でA．sobriaがやや低率であったが、全体的には地域におけるAero田onasの菌種別に

差異は認められなかった。

　淡水魚由来についてもA．Mrophila、　A．sobriaおよびA．caviaeがほほ吟じ割合

の約35％に認められた。また、Aeromonas　spp．の占める割合も高く、50．7

％であった。金子ら［47］はA．hydrophilaを31．9％、　A．sobriaを27．0％に、

Wakabayashiら［99〕はA．hydr◎philaを27。0％、’ `．sobriaを23．4％および

Aeromonas　spp．を47．7％に検出し、著者らの成績とほほ洞様な成績を示して

いた。淡水魚の生息場所別では多摩川で捕獲した淡水魚ではA．caviaeがやや高い

傾向が認められたが、全体的にはほとんど差異はなかった。魚種別において金子

らは魚種により若干異なっていたが、著者らの成績では魚種問における差異は認

められなかった。

　以上のごとく、河川水、河川土壌および淡水魚についてPopoffらの方法に準拠

して分類した成績では、Aeromonas　spp．が高率に認められ、自然環境に分布する

本丁の分類については再整理する必要があることが考えられた。そこで、著者は

これらの問題点を解決するため数値分類を応用することを試みだ。

　数値分類は従来の応用細菌学的立場を離れ純分類学的な立場から分類を試みた

純分類学的立場にたつ分類法で、代表的なものにはAdansonの分類または数値分類

と呼ばれる方法がある［81］。この分類方法は、剛chel　Adansonが最初に軟体動物

の分類に用いたのが最初である。近年ではSneath［90－93］やColwellら［16］によっ

て細菌の分類学に用いられている。わが国においても早くから善養寺ら［42］によ

って腸炎ビブリオの分類について応用しているし、林らは［32－35］は球菌類につい

て、絵面ら［25］や楠田ら［56］は魚類Vibrio属病原菌について、醍醐［19］もイヌや

ネコから分離したS七aphylococcusについてそれぞれ再分類の検討を行い興味ある
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知見を得ている。また、金子ら［46］も計数分類を応用して新鮮大腸菌群の分類や

冷凍食品の衛生学的分類に応用し、その有用性を検討した報告が得られている。

そこで、著者も上述のことを踏まえ、河川水、河川土壌および淡水魚由来のAer－

omonas属の数値分類を行った結果、河川水と河川土壌由来株154株は75％の

相似度をもって1－X群に分類することができた。1－W群は従来のA．hydroph－

ila、　A．sobria、　A．caviaeに該当するものと考えた。しかし、皿群、　IX群およびX

群の3グループは従来の分類に該当しなかった。淡水魚についても、相模川由来

で70％の相似度をもって1－D（群に分類することができた。しかし、V群、　W

群およびD（群の3グループは従来の分類に該当されなかった。多摩川由来につい

ても相模川由来とほぼ同様、75％の相似度をもって1一一IX群に分類された。し

かし、四三とIX群の2グループは従来の分類に該当しなかった。

　以上のごとく、河川水、河川土壌および淡水魚由来の本菌は70％の相似度を

示し、ほとんどが同一グループに属していた。しかし、菌種別におけるグループ

別では、A．caviaeはいずれの由来株においても1つのグループに属し、　A．hydro・

philaとA．sobriaとは異なつだグループとして区別できた。しかし、ヒトの下痢症

の原因菌であるA．hydrophilaやA．sobriaは複数のグループにまたがっていたし、

お互いに交叉するところが高く、2つの菌種に区別することに疑問があった。

　数値分類による分類ではA．hydrophilaに該当する菌株は従来の分類と比べ、　V

P反応、アルギニン水解、ガス産生、キシロース分解およびヒスチジン発育が異

なっていた。A．sobriaではガス産生、エスタリン加水分解、サリシン分解が大き

くイレギュラーを示していた。A．caviaeでは、　VP反応、ゼラチン液化、オルニ

チン分解、エスタリン加水分解、ラフィノースおよびキシロース分解が異なって

いた。これらのことからも理解できる様に現在の分類基準で同定した時にAerom－

onas　spp．が多く認め．られた原因として、上述のキーとなる生化学的性状にも多

くのイレギュラーが認められ自然界に分布する本菌種の分類は極めて困難である。

　次ぎに数値分類でも従来の分類に該当しなかったAeromonas　spp．が52株あり、

これらについても再分類を試みたところ1・一陣群に分類された。その中で1群が

らHI群は従来のAeromonas属とは異なった性状を示しており、新しいAeromonas属

の新種であることも考えられた。この点に関してはさらにDNA－DNA相同性による遺

伝学的な方法によって、本菌の分類学的位置を明確にする必要があろう。
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　以上のごとく、数値分類を応用することによりAeromonas　spp．が8．7％と減

少を示していることからも理解できるように現在のPop。ffらの分類基準では、本

門の分類が困難であり、Aeromonas属の分類には数値分類や母体脂肪酸による分類、

あるいはDNAによる遺伝学的な分類を応用し、菌種レベル、亜種レベルあるいは生

物型レベルで再整理を行う必要があろう。著者らの数値分類の成績では運動性

Aero旧（》nas属を2つの種、すなわち、　A．hydrophUaとA．caviaeに分類し、　A．hydr－

oph日aに生物型をおくべきであると推察されるが、この点に関してはさらにヒト

下痢症由来株を含めて検討を進める必要がある。

　ファージ門別については古くから大腸菌、サルモネラやブドウ球菌など多くの

病原細菌について検討が行われその一部については応用されている。Aeromonas属

のファージに関する研究は少なく、Wuら［103］が淡水魚の病変部からA．hydrop－

hilaのファージを分離し溶菌力により8型に分類した。　Chowら［14］は下水中から

2つのファージを分離した報告が認められるが、ファージ型別についての検討は

されていない。そこで今回著者は、河川水や土壌からファージの分離を試みたと

ころわが国で最初に多数のファージを分離することに成功し、耳孔の分類にファ

ージ型別を最初に手掛けた。本ファージの分離方法の特徴として、一般的に大腸

菌などのファージの分離においては、56℃、30分間被好材料を加熱処理系で

もファージを分離することが可能であるが、国辱のファージでは、熱処理した材

料からはファージが検出されなかった。これらのことから推察できることは本菌

のフフージは熱抵抗性に弱いファージであることが考えられた。形態学的には、

WuらやChowらが分離しているDNA型に属するファージと同様であることが電顕所見

により確認された［65，94，95］。溶菌作用についてはChowらが報告しているAeh　1

七ypeと同様に本ファージは接種菌に対し比較的溶菌力が強く、接種部位を透明に

する傾向が見られた。著者が分離しだファージを用いて、本馬のファージ型別法

を検討したところ、A．hydrophilaの45．6％、　A．sobria　7．2％およびA．ca－

viae　8．8％およびAeromonas　spp．では82．4％が型別され、著者のファー

ジによって、本丁を辞別できることが示唆された。ただし、複数のファージに型

別される菌株も多数認められるし、現在の48種のファージでは感受性のない菌

株が78．3％に認められており、さらに新しいファージの分離が必要であると

考えられた。なお、本ファージ型では菌種や由来との問に特別な関連を認めなか
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つたが、将来にはヒト下痢症由来株と自然界由来株のファージパターンの比較あ

るいは魚病由来株のファージ型別にも応用する予定である。

　以上のごとく、著者は河川水、河川土壌および淡水魚における本菌分布調査を

行った結果、自然環境下や淡水魚には本菌が高率に分布していることを明らかと

した。また、本菌の分類においては、従来の分類ではAero附nas　spp．が多く認め

られたが、著者が応用した数値分類を用いることによりAeromonas　spp．が8．7

％と減少することが示され、従来の分類基準では分類が困難であることが示唆さ

れ、数値分類を応用することにより、本菌を再整理することが妥当であることが

考えられる成績であった。ファージ型別についてはわが国で最初にファージの分

離に成功し、本菌の型別を試み、型別が可能であることが示唆される成績であっ

た。ヒトの下痢症由来株についてはエンテロトキシンやCy七〇七〇xinを産生する菌株

が多数認められ、本菌の下痢起病性との関連で研究が進められている。著者は自

然界における本菌の生態学的分布や本菌の分類学的問題点を明確にすることがで

きたが、今後は自然界に分布するAeromonas属とヒト由来株との関連を明らかにす

るため自然界由来株を病原因子の側からも検討する必要があろう。
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第5章　　結　　論

　河川や淡水魚などの自然i環：境に存在する運動性Aeromonas属の分布状況と汚染菌

量について調査を行うとともに、現在本菌の分類に使用されているPopoffらの分

類方法やAdansOnらの数値分類方法に従って検討し、数値分類と　POpoffらの分類

について比較した。さらに、河川水や土壌からファージの分離を試み、分離菌株

についてファージ型別をわが国で最初に検討した。

　1）多摩川、相模川および津久井湖における本菌の分布状況および汚染菌量に

ついて検討したところ、河川土壌で58．9％、河川水．湖水で100％から本

物が分離され本甲が多数分布することを明らかにした。本菌汚染菌量は河川土壌

1g当たり平均1．6x106個、河川水、湖水では11当たり平均L　3　x　103

個であった。河川水や土壌中の本菌の分布を経時的に調査を行ったが、季節的変

動はほとんど認められなかった。

　2）多摩川、相模川で捕獲した淡水魚511件中462件（90．4％）より

本菌が分離された。魚の体表よりも腸管や鯛からの検出率が高いし、腸管内容物

1g当たり106の菌量を示し、本菌は淡水魚の腸管内常在細菌の一種であると推

定された。

　3）Popoffらによる分類に従って、分離菌株の分類を行った。分離菌株につい

て由来別に見た場合、河川土壌ではA．hydrophila　21．6％、　A．sobria　13．

1％、A．caviae　24．4％、　Aeromonas　spp．42．0％に、河川水、湖水で

はA．hydrophila　14．2％、　A．sobria　27．5％、　A．caviaeとAero閉onas

spp．は各29．2％に、淡水魚では、　A．hydrophila　17．2％、　A．sobria　3

1．4％、A．cav　i　ae　19．5％、　Aeromonas　spp．　31．8％に分類された。

また、現在の分類に該当しないAeromonas　sppが高率に認められ分類学的に未解

決な点も多数残されていることが確認され、本菌分類について再検討する必要が

あることが明らかとなつだ。
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　4）Popoffらの分類においてAeromonas　spp．に該当する菌株が多数認められた

ので、分離菌株について、Adansonらの方法に従って数値分類を検討したところ、

河川水、河川土壌由来株は75％相似度を持って1群がらX群に、相模川の淡水

魚由来株では70％相似度を持って1群がらIX群に、多摩川の淡水魚由来株では

75％相似度を持って1群がらIX群にそれぞれ群別された。その分離菌株におけ

る分類頻度では、河川水、河川土壌由来はA．hydrophila　10．4％、　A．sobria

　50．0％、A．cav　iae29．2％、　Aeromonas　spp．　10．4％に、淡水魚由

来はA．hydrophila　19．6％、　A．sobria　48．8％、　A．caviae　23．4％、

Aeromonas　spp　8．1％に分類された。これらの結果から、　Popoffらの分類に

よってAeromonas　spp．が42．2％に認められていたものが本分類法を行うこと

により、Aeromonas　spp．は8．7％に減少が認められ、本分類法の有用性が実証

された成績であった。なお、A．hydroph日aとA．sobriaについてはほほ洞じグルー

プに属するものと考えられるが、A．cavlaeは1つの異なったグループに分類され

た。しかし、現在、細菌の種を論ずる場合、分子遺伝学的分類法G＋C％および

DNA交雑法（DNA－hybridi2a七ion）カ§重視されておりこれを行っていないので、数値

分類上からは1つの種とすることが妥当と考えられるが、分子遺伝学的分類法に

よる裏ずけが今後必要であろう。

　5）将来ヒト下痢症由来、自然界由来の溶菌パターンを比較して疫学調査に用

いる目的で、河川水や土壌からファージの分離を行い、105種のファージを分離

することに成功した。分離した本ファージによる交差試験によってA．hydrophila、

A．sobria、　A．caviaeのグループでは26型のファージ型別に分類できた。河川水

や湖水、土壌および淡水魚から分離したAeromonas属543菌株を対象にファージ

型別を行った結果、87株（16．0％）が本ファージに型別された。また、

Aero田onas　spp．についても82．4％がファージ型別された。以上のことから、

本ファージ型は本菌の生態学的分布調査の解析に応用できうることが示唆された。
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表1　河川水．湖水．河川土壌および淡水魚からのAeromonas属分離状況

調査対象 採取場所 検査例数　　陽性例数（％） 信頼限度（p＝0．05＞

土　壌

相模川

ｽ摩川

ﾃ久井湖

208　　　　　　　134（　64．4）

P86　　　　　　　101（　54．3）

P20　　　　　　　　68（　56．7）

70．6－57．9

U1．6－47．1

U5．6－47．8

小　計 514　　　　　　　304（　59．1） 63．2－54．6

河川水

ﾎ　水

相模川

ｽ摩川

ﾃ久井湖

48　　　48（100．0）

S4　　　44（100．0）

S0　　　40（100．0）

100．0

P00．0

P00．0

小　計 132　　　　　　　132（100。0） 100．0

相模川

ｽ摩川

188　　　　　　　142（　75．5）

R23　　　　　　　320（　99．1）

81．6－69．4

P00．0－98．1

淡水魚

小　計 511　　462（90．4） 93．O－87．8



表2　淡水魚の種類別における塑属分離状況

魚の種類 検査例数　陽性時数（％） ｛言京頁限度（p＝0．05）

オイカワ
180　　　　　　　　174（　96．7） 99．3－94．1

フ　ナ
119　　　　　　　　118（　99．2） 100．0－97．6

ハ　ヤ
96　　　　　　　　　85（　88．5） 94．9－82．1

カジカ
65　　　　　　　　　38（　58．5） 70．4－46．6

コ　イ
24　　　　　　　　　24（100．0＞ 100．0

ウグイ
22　　　　　　　　　20（　90．9） 100．0－78．0

その他
5　　　　　　　　　　3（　60．0） 81．0－39．0

計
511　　　　　　　462（　90．4） 93．0－87．8



表3　淡水魚の捕獲場所別・魚種別にみたAeromonas属分離状況

捕獲場所 魚の種類 検査例数　　　陽性例数（％） 信頼限度（p＝0．05）

相模川

ハ　ヤ

Jジカ
Iイカワ
Eグイ

ｻの他

71　　　　　　　　　　62（　87．3）

U5　　　　　　　　　　　38（　58．5）

Q5　　　　　　　　　　　19（　76．0）

Q2　　　　　　　　　　　20（　90．9）

T　　　　　　　　　　　　3（　60．0）

95．0－79．6

V0．4－46．6

X2．7－59．3

P00．0－78．0

W1．0－39．0

小　計 188　　　　　　　　　　142（　75．5） 8L6－69．4

多摩川

オイカワ

t　ナ
n　ヤ
R　イ

155　　　　　　　　　　155（100．0）

P19　　　　　　　　　　118（　99．2）

Q5　　　　　　　　　　　23（　92．0）

Q4　　　　　　　　　　　24（100．0）

100．0

P00．0・97．6

P00．0－81．4

P00．0

小　計 323　　　　　　　　　320（　99．1） 100．0－98．1

計 511　　　　　　　　　462（　90．4） 93．0－87．8



表4　相模川や多摩川で捕獲した淡水魚における検査部位別のAeromonas属分離状況

捕獲場所 検査部位 検査例数　　陽性例数（％） 信頼限度（p＝0．05）

相模川 腸　管 188　　　　　　　　122（　64．9） 71．7－58．1

（n＝188） 鰐 188　　　　　　　　125（　66．5） 73．2－59．8

体表 96　　　　14（14．6） 27．7－7．5

多摩川 腸管 323　　　　　　　　264（　81。7） 85．9－77．5

（n＝323） 鱈 323　　　　　　　　293（　90．7） 93．3－87．5

体表 144　　　　　　　　　　46（　31．9） 39．5－24．3

腸管 511　　　　　　　　386（　75．5） 79．2－71．8

計 鯛 511　　　　　　　　418（　81．8） 85．2－78．5

体表 240　　　　　　　　　60（　25．0） 30．5－19．5
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表8　数値分類に供試した菌株数と菌種同定

由 来

菌 種

河川水 河川土壌 淡水魚

A．hydrophi ia 5（6．9）＊ 11（13．4） 87（19．6）

A．sobria 37（51．4） 40（48．8） 215（48。8）

A．caviae 25（34．7） 20（24．4） 103（23．4）

Aeromonas SPP・ 5（6．9） 11（13．4） 36（8．1）

総 計 72（100．0） 82（100．0） 441（100．0）

＊菌株数（％）



表9－1 数値分類によって認められたA．hydrophila、

およびA．sobriaの生化学的性状
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表9－2 数値分類によって認められた壁、
およびA．s（⊃briaの生化学的性状

A．caviae

性　　状 A．hydr（，Phila A．caviae A．SObria

（n＝103）． n＝（148） n＝（292）

Kin8　A

m川k

一（0．0）

пi77．5）

一（0．0）

пi33．3）

一（0．0）

пi38．0）

Novobiocin 一（0．0） 一（0．0） 一（0．0）

Achila蹄lidase 一（0．0） 一（0．0） 一（0．0）

0－129（10ug）

n－129（50ug）

O－129（100ug）

一（0．0）一（0．0）一（0．0） 一（0．0）・（0．0）一（0．0） 一（0．0）一（0．0）一（0．0）

Grow七h　　on　　Salicin d（73．5） d（41．4） d（28．4）

Sucrose ＋（91．2） d（72．2） d（74．0）

Arab拍ose ＋（90．2） d（80．9） d（76．4）

Raff　i　nose d（66．7） d（58．0） d（40．0）

卜1annose d（22．5） d（34．6） d（15．4）

Sorbito】 d（75．5） d（56．8） d（31．5）

Levu　l　ose 一（2．0） d（13．0） 一（1．7）

Arginine ＋（98．0） d（67．3） d（68．8）

His七idine d（53．9） d（25．9） d（14．0）・

Anaerobic ÷（100．0） ＋（100．0） ÷（100．0）

pH　9．O

r　S

＋（100．0）

{（100．0）

＋（100．0）

{（100．0）

＋（100．0）

{（100．0）

Ac　id　　from　　GIucose ÷（100，0） ＋（100．0） ＋（100．0）

Sucrose ÷（92．2） ＋（92．2） ＋（91．1）

しac七〇se 一（8．8） d（13．0） 一（4．8）

レ1anni七〇i ＋（92．2） d（82．1） ＋（99．3）

Inosi七〇1 一（7．8） d（16．0） 一（0．7）

Arabinose d（82．4） d（66．7） d（47．3）

Cellobiose d（13．7） d（50．6） d（62．7）

Raff　i　nose 一（8．8） d（11．7） 一（3．8）

S◎rbi七〇i d（11．8） d（22．8） 一（3．8）

Trehaiose ＋（92．2） ÷（93．2） ＋（97．9）

Xylose

`doni土ol

一（15．7）一（1．0） d（27．8）一（3．7） 一（7．9）一（0．0）

Dulci七〇1 一（0．0） 一（5．6） 一（0．0）

Salicin d（67．6） d（38．9） d（21．2）

Plannose ＋（92．2） d（82．1） d（78．4）

＋．90．100（器〉が陽性d・11－89（駕）が陽性一・9。一100α〉が陰性



表10 A．11ydrophilaにおける数値分類とPopoffらの分類の性状比較
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表11
A．sobriaおける数値分類とPOpoffらの分類の性状比較

Aero紅！onas sobria

性　　状
P。P6ffe七al 数値分類

（n＝292）

Ox　i　dase
＋（100．0器） ＋（100．0％）

lndole ＋（100．0） d（87．3）

N　R d（75．0） ＋（89．0）

V　P d（37．5） d（17．5）

S　C d（75．0） d（50．0）

南七ra七e ÷（100．0） ＋（92．1）

TSl（H2S） 一（0．0） 一（0．0）

Urease 一（0．0） 一（0．0）

Gela七in
＋（100．0） d（74．0）

PPA 一（0．0） 一（0．0）

Lysine 一（0．0） 一（4．5）

Arginine d（70．0） ＋（100．0）

⑪rnl七hine 一（0．0） 一（1．4）

Nalona七e 一（0．0） 一（0．3）

ONPG ＋（100．0） ＋（90．4）

Gas　from　glucose ＋（97．5） d（44．5）

Esculin　hydrolysis 一（0．0） d（50．0）

Acid　fronl　Arabinose d（17．5） d（47．3）

CeUobiose d（75．0） d（62．7）

Glucose ＋（100．0） ÷（100．0）

Lac七〇se d（37．5） 一（4．8）

Rafflnose 一（0．0） 一（3．8）

Sucrose d（100．0） ＋（91．1）

Trehalose ＋（100．0） ＋（97．9）

Xylose 一（0．0） 一（7．9）

Adonitol 一（0．0） 一（0．0）

Dulci七〇1 一（0．0） 一（0．0）

inosl七〇1 一（0．0） 一（0．7）

Nanni七〇1 ＋（100．0） ＋（99．3）

Sorbito1 一（2．0） 一（3．8）

SaHcin 一（2．0） d（21．2）

Grow・ヒh　on　Arabinose d（19．0） d（76．4）

Sa日cin d（23．0） d（28．4）

　　　，　　　　　　　●`rglnlne 一（8．0） d（68．8）

Hls七idine 一（8．0） d（14．0）



表12
A．cav　i　aeにおける数値分類とPopoffらの分類の性状比較

Aeromonas 　　　●モ≠u　l　ae

性　　状
Popoff　e七a1 数値分類

（n＝148）

Oxidase ＋（100．0駕） ＋（100．0器）

lndole ＋（90．6） d（62．3）

呂　R ＋（94．1） ＋（93．9）

V　P 一（0．0） d（24．1）

S　C d（72．0） d（47．5）

Ni七ra七e ＋（100．0） ÷（93．2）

TS｝（H2S） 一（0．0） 一（0．0）

Urease 一（0．0） 一（0．0）

Gela七in ÷（100．0） d（58．6）

PPA 一（0．0） 一（0．0）

Lysine 一（0．0） 一（4．3）

Argilline d（100．0） ＋（100．0）

Orni七hlne 一（0．0） d（11．1）

卜1alona七e 一（0．0） 一（5．0）

ONPG ＋（100．0） d（80．2）

Gas　from　glucose 一（0．0） d（38．3）

Esculin　hydrolysis 一（100．0） d（65．4）

Acid　from　Arabinose d（87．2） d（66．7）

Ceilobiose d（84．8） d（50．6）

Gluc◎se ＋（100．0） ＋（100．0）

Lac七〇se d（52．3） d（13．0）

Raff　l　nose 一（0．0） d（11．7）

Sucrose d（100．0） ＋（92．0）

Trehalose ＋（100．0） ＋（93．2）

Xylose 一（0．0） 一（27．8）

Adoni七〇1 一（0．0） 一（3．7）

Dulci七〇1 一（0．0） 一（5．6）

lnosi七〇1 一（0．0） d（16．0）

図anni七〇1 ＋（100．0） d（82．1）

Sbrbi七〇1 一（1．1） d（22．8）

SaIicin ＋（91．8） d（38．9）

Grow七h　on　Arabinose ○ d（80．9）

Salicin ■ d（41．4）

Arginine ■ d（67．3）

Histidine ◆ d（25。3）
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I i
l m rv V vr

(n=15) (n=11) (n=8) (n=13) (n=2) (n=2)

Gramstain(G-) +(1OO.O)* +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O)

Morphotype(rod) +(100.0) +(100.0) +(100.0) +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O)

lndo1e +(40.0) -(o.o) -(o.o) d(61.5) +(1OO.O) +(100.0)

MR +(80.0) d(63.6) +(1OO.O) d(84.6) +(1OO.O) +(1OO.O)

vp d(46.7) d(72.7) d(25.0) -(o.o) -(o.o) -(o.o)

sc d(73.3) +(1OO.O) d(50.0) d(61.5) -(o.o) -(o.o)
ChristensenC d(93.3) +(1OO.O) d(75.0) d(30.8) d(50.0) -<o.o)
TSl(H2S) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
PPA -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
Malonate d(40.0) d(45.5) d(75.0) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
O-F(F) +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O)

Gasfrornglucose d(73.3) +(1OO.O) d(37.5) -(o.o) +(1OO.O) +(100.0)

Nitrate +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(100.0) +(1OO.O) d(50.0)

D-tararicacid -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
Urease -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o>
Cata1ase +(1OO.O) +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(100.0>

Oxidase +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(100.0) +(100.0)

Motility +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +<1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O)

ONPG" d(86.7) +(1OO.O) +(1OO.O) d(69.2) +(100.0> d(50.0)

O%NaCI' +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O) +(1OO.O)

3%NaCl d(40.0) d(72.7) d(50.0) -(o.o) d(50.0) d(50.0)

7%NaCls -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
lo%Nacl -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
Elastase -(o.o) d(18.2) -(o.o) -(5.4) -(o.o) -(50.0)

Escu1inhydro1ysis d(80.0) +(90.9) +(1OO.O) d(61.5) d(50.0) d(50.0)

Ge1atin d(20.0) -(o.o) d(25.0) d(38.5) -(o.o) -(50.0)

Lysine -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -<o.o) -(o.o)
Ornithine d(46.7) +(90.0) d(62.5) -(o.o) d(50.0) -(o.o)
Histidine d(40.0) d(36.4) d(87.5) d(76.9) -(O･O) +(100.0)

Arginine +(1OO.O) +(1OO.O) +(100.0) +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O)

Chitin -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)
Starch d(26.7) -(9.1) -(o.o) d(84.6) -(o.o) d(50.0)

Lecithinase -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(50.0)

2sec +(1OO.O> +(100.0) -(100.0) +(100.0> +(1OO.O) +(1OO.O)

37ec +(100.0) +(1OO.O) +(1OO.O) +(100.0) +(1OO.O) +(100.0)

KingA -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o) -(o.o)

*rbsy=Nerkwafl!E$rgEi<'sl'o



表13－2 Aerom（⊃nas　spp．の生物学的性状
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表15－1　Aeromonas属のファージ門別と溶菌パターン
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表15－2
Aeromonas属のファージ型別と溶菌パターン

ファージ型（A）

指示菌株Nc．
9 10 11 12 13 14 15 16 17

！5（：≧1．25．　　　　a謹：

Q6．28。80）　b

@　　　　　　C

Cし

bL

bし

Cし

bL

bL

CL

bL

bL

Cし

bL

bL

CL

bL

bL

CL

bし

bL

CL

bL

bL

CL

bし

bL

l　Cし

@CL
@CL

a ÷十十 十十十 CL 十十十 一
十十十 十 ÷十十 十÷十

2　　　　b ÷十 十十 十十十 十十 一 十十 願
十÷十 十・←

C 十十 十十 十十 十十 一 十十 一 ÷十 十

16　　　　a
十十十 ÷十十 ÷・ト十 十十 一

÷÷十 十十十 一 十十

b 十十 十十 十 十十 一 ÷十 十十 二 十
一

C 一
十 一 一 一 一 一

a 一
十 一 十十 一 一

CL 一 ＝
45　　　　b o 十 ， 一 一

一　　　　　　．
十十十 一

C 一 一 一 幽 一 ．
十十十 暉 一

a CL 十 ■ 一 一 一 一 一 日

51　　　　b 十÷÷ 十 雪 一 一 一 一 一 一

C ÷÷十 一 o 一 一 一 一 ， 一

a 十十 十十 十 一 一 十÷ 一 一
｝

46　　　　b 十 一 一 一 一 一 一 一 一

C 一 一 一 一 一 9 一 一 鱒

a 一 薗 一 一 一 一
CL ，

十

93　　　　b 一 一 o 一 伽 一
十十十 一 一

C 一 一 一 一 一 一 十十 ， 一

a 一 一 一 一 一 o 一 一 一

125　　　　b 一 一 一 一 一 噛 一 一 一

C 一 一 一 一 一 一 一 一 一

a 一 o 一 一 騨 一 一 ， 一

311　　　　b 一 一 一 一 一 一 ， 一 ・

C 一 一 o o 一 鱈 一 一 一

a 一 一 一 一 一 一 一 一 ，

44　　　　b 一 ， 一 一 一 一 一 一 繭

C 一 一 一 凹 一 ． o 一 一

a 一 一 一 一 6 脚 一 一 一

127　　　　b 一 ， 一 一
．　一 犀 o 一 一

C 儘 一 一 一 一 一 一 一 o

a 一 一 o 一 一
十十十 一 一 ■

160　　　　b 一 一 ・ 一 一
十十十 一 一 一

C 一 一 一 一 o 十十 一 一 一

＋＋：溶菌斑が50個以上

CL：ファージ適下部全面が完全溶菌
{＋＋：個々の溶菌斑が互いに融合している．

＋：溶菌斑力艦20㌘30｛固

{：溶菌斑が20個以下

黶F溶菌斑なし



表15－3 Aeromonas属のファージ型別と溶菌パターン
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表16－1 Aer◎monas　spp．のファージ型別と溶菌パターン

7

　
　
十
L
L
　
↓
邑
C
ハ
㌧
　
十

　
十
　
十
L
　
十
ハ
し
　
十
　
十

　
　
十
1
』
　
重
」
ρ
し
ρ
し
　
十

一
　
　
．
　
　
●

ロ
　
　
　
一
　
　
　
一

　
↓
1
　
・
†
L
　
十
ハ
し
　
十
　
十

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

O
　
　
　
一
　
　
　
一

6

　
　
十
L
L
　
十
C
C
十

　
十
　
十
一
し
　
十
ρ
㌧
　
十
　
↓
5

　
↓
邑
　
十
L
　
十
ハ
し
　
十
　
十

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
．

一
　
　
一
　
　
●

　
十
1
」
　
　
　
・
†
C
　
十

一
　
　
〇
　
　
一

一
　
　
　
の
　
　
　
一

5

一
　
　
層
　
　
一

1
」
し
一
」
ハ
し
C
ρ
し

　
十
　
十
1
」
　
十
C
　
十
　
十

一
　
　
　
一
　
　
　
一

一
　
　
層
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

O
　
　
一
　
　
の

〇
　
　
　
一
　
　
　
一

）
M
A
（
型
ジ
ー
ア
フ

4

一
　
　
　
一
　
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
一

　
十
　
↓
5
L
　
十
戸
し
　
十
　
十

一
　
　
　
一
　
　
　
椰

一
　
　
一
　
　
〇

一
　
　
一
　
　
〇

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
一

3

一
　
　
一
　
　
一

鱒
　
　
一
　
　
一

　
十
　
十
1
」
　
十
戸
し
　
十
　
十

一
　
　
　
ロ
　
　
　
一

　
　
十
1
」
言
』
　
・
†
ρ
し
ρ
し
　
十

脚
　
　
一
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
一

一
　
　
一
　
　
卿

一
　
　
一
　
　
一

2

　
十
　
十
－
』
　
十
C
　
十
　
↓
1

　
十
　
十
L
　
十
C
　
十
　
十

　
・
†
　
十
1
」
　
十
ρ
し
　
十
　
十

鰯
　
　
一
　
　
顧

一
　
　
　
一
　
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
　
餉
　
　
　
一

1

一
　
　
一
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
曽

一
　
　
　
一
　
　
　
一

一
　
　
　
働
　
　
　
■

　
　
十
1
」
一
L
　
↓
・
C
C
　
↓
億

騨
　
　
　
O
　
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
一

口
　
　
　
O
　
　
　
一

一
　
　
　
一
　
　
　
一

＊
a
b
　
C
　
1
2

a
．
n
　
C
　
1
5

a
b
　
C
　
1
9

a
．
O
　
C
　
9
　
6

a
h
り
　
C
　
4
1
　
1

a
L
U
　
C
　
3
　
2
　
2

a
b
　
C
　
4
　
5
　
2

a
b
　
C
　
O
　
7
　
3

a
曾
O
　
C
　
7
　
0
　
P
D



表16－2Aeromonas　spp．のファージ型別と溶菌パターン

ファージ型（AM）
指示菌株No．

8 9 10 11 12 13

　　　　　　　　a＊

P2　　　b
@　　　　　　　C
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¥十
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¥十十

¥十

一
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脚
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P5　　　b
@　　　　　　　C

騨
，
一

CL
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一
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一
一
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P9　　　b
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CL

bL

¥十十
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口
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¥十十
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U9　　　　b
@　　　　　　　　C
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@　　　　　　　　　C

一
一
一

CL

¥十十

¥十

一
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一
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一
一
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一
一
一

CL：ファージ滴下部全面が完全溶菌
＋＋＋：個々の溶高目が互いに融合している。

＋斎：溶菌斑が50個以上

÷：溶菌斑が20－30個

＋：溶菌斑が20個以下

一：溶一斑なし



表16－3 Aeromonas　spp．のファージ型別と溶菌パターン

ファージ型（AM）

指示菌株No．

14 15 16 17 18 19 20 21 22

　　　　　　　　a＊

Q29　　　b
一
．

CL

¥十十
一
一

一
一

一
凹

●
一

一
一

一
一

一
一

C 一 十十 一 9 一 輌 一 一 一

a CL 一 一 齢 一 一 一 一 o

243　　　b CL 葡 一 鱒 一 一 一 一 一

C 十十十 o 一 一 一 一 ， 一 一

a 一 一 一 CL 一 一 一 o ，

290　　　b 一 一 一
十十十 一 一 一 一 一

C 一 一 一 十十 一 一 一 一 一

a 一 一 騨 一 一 一 一 躊 CL

292　　　b 一 o 一 一 一 一 一 一
CL

C 一 一 一 o 一 一 一 一
十十十

a 一 o 一 一 薗 一 一
CL CL

304　　　b 一 一 一 一 一 一 一
CL 十十十

C 一 一 ， 一 一 一 一
十十十 十十

a 一 一 一 一 儒
CL Cし CL 騨

503　　　b 一 一 一 一 o CL 十十十 CL 冒

C 一 一 一 一 昌 CL 十十 十十十 一

a 一 一 一 一 一
CL 一 一

CL

’ 505　　　b ， o 脚 ● 一
CL 一 一

CL

C 昌 一 一 騨 卿
÷十十 一 ●

十十十

a 一 一 Cし 一 一 一 6 一 一

618　　　b 一 一
CL 一 一 一 一 一 願

C 一 畠 十十十 ， 一 一 o ● 一

a 一 一 一 一
CL CL CL CL CL

606　　　b ● 一 一 一
CL CL CL CL CL

C 一 口 一 o CL 十十十 十十十 十十十 CL



表17 由来別におけるファージ型別状況

供試菌株の由来
ファージ型 合’ ‘　，

ニロウコ

lH
i
（
A
）
． 河川水・湖水　　　　河川土壌　　　　淡水魚、 ξ

1　1 1　　　　　　　　　1 2
5

｝

4
0
0つ
一
ら
∂
8
ー
ウ
一

1

1

つ
一
1
1

1

一
〇

4
▲
－
ら
0

1

1

　　　　醇ヨ　　，へ
@　　　《比　　　口

v　　一　　一　　一　　一　一　一　　一　　一　一　　一　　一

@　　　小　計

　　　　　6　　　　　　　　　　茎3　　　　　　　　45

Q　＿　＿　　一　　＿　一　一　一　一　一　一　　一　一　一　　一　一　一　一　　一　　一　　一　　一　　一　一　　一　　一　一　　一　一　一　陶　　一　　一　一　一　　一　　一　一　一　一

@　　　　8（　11．9）‡　　　　　　　　　　　19（　26．7）　　　　　　　60（　14．8）

　　　64

鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈鼈黶

@　　87（　16．0）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1

^別不能　　　　　59（88．1）　　　’　52（73．2）　　345（85．2）
「　　　　窪56（　84．0）

△　　曇↓
禔@　　田

67（100．0）．　　　　　　　　　　71（100．0）　　　　　　405（100．0） 543（100．0）

）コ　　　
　
の

0
（
（

r
、

数株菌。
X
・

ρ



表18　河川水・湖水の水系統別におけるファージ型別状況

供試菌株の地域別由来
合　計ファージ型

@　　（A） 相模川水系　　　多摩川水系　　　　津久井湖水系

　1

@4

@8

P2

P3

P8

Q1

Q2

?ﾚ　　△
dζ　　口

@　　量」Lノ」　、　　ロ1

1　　　　　　　　1　’

R　　　　　　　　4

@1

P　　　　　　　　4　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　】

R　　　　　　　　　　　　　1

P　　　　　　　　1

R4　　　　　　　　27　　　　　　　　　3

　　　2

@　　7

@　　1

@　　6

@　　1

@　　3

@　　1

@　　2

@　64
Q　一　一　一　一　一

@　87（
一＿＿＿＿＿＿＿＿＿　　　一一一一一一一一一一一一一一一一　　　一一一一一一一一一一一一 一

＿　一　　一　一　　一　　一　一　一　一　一　一

44（　18．5）‡　　　　　　39（　13．9）　　　　　　　　　　4（　16．7） 16．0）

二二不能
194（　81．5）　　　　　　242（　86●1）　　　　　　　　　20（　83．3） 456（　84．0）

合　計
238（100．0）　　　　　　281（100●0）　　　　　　　　　24（100．0） 543（100．0）

＊：菌株数α）

’



表19 菌種別におけるファージ型別状況

プア

　　　　4　　　　　　　　3　　　　　　　　　2　　　　　　　　2

　　　　8　　　　　　　　　1

　　　12　　　　　　　　3’　　　　　　　　3

　　　13　　　　　　　　　1

　　　18　　　　　　　　3

　　　21　　　　　　　　　1

22

v．日　　　ム体ヒ　　　ロ

　2

R7 16 11’

一　一　＿　＿　＿　一　＿　＿　＿　＿　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一

一｝一一一一一一一｝一一一

@　　小　計 47（ 呉5．6）零 21（　7．2） 13（ 8．8）

型別不能 56（ 54．4） 271（92．8） 135（ 91．2）

合　計 103（100．0） 292（100．0） 148（100．0）

a）A18－A26夫検言寸 ‡：菌株数（沿



0う
一衰 混合型に型別されたファージ型（A）の組み合わせ

ファージ型混合数 陽性株数 ファージ型混合数 陽性株数

1／2 5
き　　　！／11／12／13／15 1

19／20
2 5／13／1窪／i6／17

1

21／24
2 5／工1／五2／13／15

1

1／12

S．／12

　　　　　　1

堰@　1

18／22／23／24／25／26

P／2／4／5／ユ4／15　　　　　　　　　　　　　　・ 1
14／14

1 1／2／4／6／7／9
1

5／14
1 五8／21／22／23／24／25

1

24／25

25／26

1／2／4

1／2／5

1／2／14

1／9／i2

5／13／14

3．2／13／15

21／23／25

21／24／26

1／2／4／6

2／4／12／13

4／5／7／11

4／10／12／13

5／11／12／13

18／21／23／24

18／21／23／25

1／2／4／7／9

1／2／5／15／16

1／4／9／12／13

，

18／21／23／24／25！26

21／22／23／24／25／26

18／21／22／23／24／25／26

1／2／5／11／14／15／16

18／19／21／22／23／24／25

1／2／4／8／9／10／12／13

1／2／4／9／10／13／正5／16

1／2／4／5／10／11／12／13

1／2／4／5／6／7／8／9

18／20／21／22／23／24／25／26

1／2／4／6／7／9／10／12／15

1／2／5／7／9／10／11／13／14

5／6／7／8／9／10／11／12／16

1／2／3／4／5／6／7／8／9／14

1／2／4／5／6／7／8／9／12／13

1／2／4／5／6／7／8／9／10／12／13／15

1／2／3／4／5／6／7／8／9／10／12／13／15／16

1／2／4／5／6／7／8／9／10／11／12／13／14／15／16

　1／2／3／4／5／6／7／8／9／10／11／12／13／14／15／16／17



表21　Aeromonas　spP．におけるファージ型別状況

数値分類によるAeromonas　spp．のタイプ

ファージ型

@　（AM） I　　　H　　　　IH　　　　W　　　　V　　　　VI

　　1

@　2

@　3

@　4

@　5

@　6

@　7

@　8

@　9

@　10

@　11

@　12

@　13

@　14

@　15

@　16

@　17

@　18

@　19

@　20

@　21

@　22

ｬ合

　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　2　　　　1

@　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

@1

@1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　曾

@1
轣@1

@1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

@6　　　　　6　　　　　4　　　　　9

　1

@1

@1

@3

@1

@2

@1

@1

@1

@1

@2

一　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　一　一

@　小計

一　一一　一　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脚　一　一　一　一　一　一　一　一　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

@　11（　73●3）　　10（　90●9）　　6（　75．0）　　12（　92．3）　　2（100．0）　1（　50●0）

騨　一

S2（82．4）

型別不能 4（　26．7）　　　1（　　9．．1）　　2（　25．0）　　　1（　　7．7）　　　　　　　　　　1（　50．0） 9（17．6）

合計
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’．
P5（100．0）　　11（100．0）　　8（100●0）　　13（100●0）　　2（100．0）　2（100．0） 51（100．0）



表22　Aeromonas　spp．で混合型に三二されたファージ型の組み合わせ

ファージ型（AM）

6／9

2／7

11／12

19／22

21／22

1／3／9

4／7／9

7／9／11

19／20／21

　1／2／3／4

　1／3／6／9

　2／3！4／7

　2／6／7／9

　4／6／7／9

　6！7／8／9

　1／3／6／7／9

　2／5／6／7／9

　2／6／7／8／9

　6／9／11／12／13

18／19／20／21／22

　2／3／4／6／7／9

　2／3／4／5／6／7！8／9

合 十一盲
口

陽性菌株数

25



表23　由来別におけるAeromonas　spp．ファージ二二状況
1

1　　　　　　供試菌株の由来

合　計ファージ型

@（AM） 河川土壌　　　　河川水　　　　　淡水魚

　　　　1

@　　　2

@　　　3

@　　　4

@　　　5

@　　　6

@　　　7

@　　　8

@　　　9

@　　　10

@　　　11

@　　　12

@　　　13

@　　　14

@　　　15

@　　　16

@　　　17

@　　　18

@　　　19

@　　　20

@　　　21

@　　　22

@　　轟目　　　ム
@　　《比　　　ロ
Q＿＿＿一一一一一一一一一一一一暉

@　　小　計

　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　3

@　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　2

P　　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　　　　　　　　　1

@　　　　　2

@　　　　　　　　　　－　　1

@　　　　　　　　　　　　　1

X9 @　　　　　1　　　　　　　　15
　　　　　　　　　　　　　＿＿一一一一一一一一一餉騨一一一一一椰一一一一一一

@10（　90．9）　　　　　3（　75．0）　　　　　　29（　80・6）
一一一一一一一一6一一

@42（82．4）

個別不能
1（　　9．1）　　　　　1（　25●0）　　　　　　　7（　19．4）　　　　　　　　　　　　　　　　　’ 9（17．6）

合　　計 11（100。0）　　　　　4（100．0）　　　　　　36（100●0） 51（100．0）



表24　水系統別におけるAeromonas　spp．ファージ型別状況
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表28 検体別における菌種別の数値分類について

岬

由 来
●

囲 種

河川水
in＝24）

河川土壌
in＝100）

淡水魚
in＝161）

Aeromonas hydrophila 3（12．3） 15（15．0） 59（36．6）

sobria 18（75．0） 25（25．0） 100（62．1）

　　　・
モ≠ulae 18（75．0）

　　　　　　　　　　　　　　，

Q0（20．0） 71（44．1）

Aero旧onas SPP・ 4（16．7） 13（13．0） 34（21．1）
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　　　河川水（300mD

遠　　’こ｝（10，000　r．p．m●111r）

土　壌（30g）

　　1翻翻麗冒えよく振とう

上澄み液（200m1）

　　1

遠　　’む」（10，000　r．P・m●1ilr）

　　　　上澄み液（20ml》

　　　　　　1

　　　2倍濃度普通ブイヨン（20m1）

　　　　　　1

　　　　　等量混合

　　　　　　1

　　　　対応菌を接種

　　　　　A。sobria
　　　　　A．caviae
　　　　　AeromonaS　SPP●

　　　　　　　　1

　　　　　30℃2日間培養
　　　　　　　　1．

　　　　　遠lb（5・000・・・…30而・）

　　　　　　　　1

　　　　　　上澄み液（20副）

　　　　　　　　1

　　　　　　2倍濃度普通ブイヨン（20副y・

　　　　　　　　1

　　　　　　30℃　2日間

　　　　　　　　1　　　　　一
　　　　　遠　　’さ（5，000rr●p●田●30min）

　　　　　　　　1

　　　　　上澄み液

　　　　　　　　1

　　　メンブランフィルターで濾過（濾紙0．22u鵬）

　　　　　　　　1

　　　濾液（ファージ分離用原液とする）を希釈する

　　　　　●　1

濾瀧対樋を塗机解板に簾（30℃2日間）
　　　　　　　　1

　　　溶菌斑を見出しファージ分離

　　図2　Aeromonas属ファージの分離方法　　　　　　，
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津久井湖の土壌に分布するAero鷹onas属の推定菌量：
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