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Bo沈Aeromo花αSんッかop九ggαand AeroJ花0′1αぶぶα～mo花£cよdαWerelnJeCted  

汗汀o the skin of carps（23gin mean body weighも）with O．1Hlor PBS conもain－  

ing：l．h）PdrophtlnlO‘cFU一卜．－l．sn］monicL’血108 cITU；rr：－m］．：l．恒・drophilnlOT  

CFU・十．⊥しsn］moT2lctdnlOT cドU／／／mI．．；l．hユ′droph［／nlO亡～cli、U＋：し s（7［monE■cidn  

lO8cFU／mland A．んッdrop九£gα105CFU＋』．ぶαgmO花gC∠血109cFU／ml．The  

lnjeCもedlesions were sもudied with histopath010glCalandi11direct rluorescent  

antibody techniques（IFAT）．Allinjectedlesions showed necrosis，hemorrhage  

and bacもerialmulもiplicaもioninもhe skin andlateralmusculature．IFAT used  

the absorbed anti－A．hydrophila－Serum rnarkedly revealed fluorescent antibody  

responsein alllnjeCtedlesions，indicating・the bacterialmul如1icaもionin  

tissues．0n もhe other hand，IFAT used the absorbed antト鉦 ぶα～mo花王C£dα－  

Serum narrOWly revealed rluorescent anもibody responsein thelesionsin  

which九んyか叩ゐggα10＄cFU ＋ A．ぶα～mo花～cよ血107 cFU and A．九yかop九∠gα  

104 ClデU ＋ A．sαgmO几ねご血108 cFU were明eCもed．These resultsindicaもed  

that A．九γdr叩ん£～α mOre dominantly mulもipliedin もhe carp もissues than  

A．salmonicida when they were mixed．Theindirecも fluorescent anもibody  

もechnique used absorbed an七isera proved to be an efrecもive and usefulmethod  

for bacterまaldistincもioninlesions where bacteria belonglng・tO the same  

genus were mixed．  

K¢y WO「ds：Aeromonad，Indirect fluorescent antibody techniqe  

＊：現在 三惑県水産技術センター   
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穴あき柄は，コイ，キンギョおよびフナの間に発生する疾病で，魚の体表に靡爛や磯療病巣が形  

成されるのが特徴である。その癖原体として，ダgeェZゐαC£erco～㍑m花αrね（宮崎ら1973），AeromoJiαぶ  

わdr叩ん∠gα（高橋ら1975a，b），一種の滑走細菌（宮崎ら1976a，b，C）および非蓬選摘．ぶαZmo一  

花icよ血（EL‡J】0′1、′1、and Sト靂0′1、′1、S柑80a，b）がそれぞれあげられ，これらの細菌の単独あるいは混合  

感染によって魚の体表に病巣が形成されると考えられている。患部の組織内におけるダ，CO～昆m花か  

r∠£や一種の滑走細菌はその特徴的な形態から判別が容易であるが，同じエロモナス偶の通．  

毎か叩／z～gαとA．gαgmO柁∠cZ血の識別は全く不可能であった。しかし，同じエロモナス属の細菌  

でも，A．毎dr叩九£gαとA．ぶα～れOrlよc£血のそれぞれの抗血酒を用いた間接蛍光抗体法によれば  

両者の識別が可能であると考えられた。本研究では，A．九ッかopゐよ払とA．ぶαgmO花王cよ血の両者  

をコイに接種し，その接種患部の組識内における二様の分布状態を間接蛍光抗体法によって観察し  

た。  

材料および方法   

供試負および供拭細菌   

感染実験には平均体感23gのコイ14尾を用いた。供試細菌のA．毎dr叩九よgαは1985年11．私大  

阪府淡水魚試験場より採取した穴あき病のフナの患部から分離した‡卜1株であり，A．ぶαgmO花gC；  

dαは1984年6月∴奈良県下の寒殖蟻から採取したセッソウ病のアマゴ患部から分離したA…1株  

である。これら二極の細菌をそれぞれBHI寒天平板培地で250c，・48時間培養後，pH7．5滅菌リン駿  

緩衝液に懸濁した。感染実験に際し，これら二様の細菌の懸淘液をA、ゐッdr叩九£ぬ106CFU 十  

A．ぷαgmO花∠c£血106CFU／ml，A．如か叩たよgα107C】γU】卜A．ぶαg仇0′lZcよdα107CFU／ml，  

A．毎dr叩ゐよgα108cFU＋A．sαgmO71Zc£dα108CFU／血，月．ゐッdr叩ゐ£gα105cI㍗U」一月．  

sαgmO花ic；血109cダリ／ml，およびA．短か叩九まgα10甘CIPU ＋A．ぶαg仇0花王cまdα10g CFU／ml，  

となるよう混合した。その二様の細菌の混合液を各区3または4尾に，1尾あたり0．1mlずつ体側  

部の鱗下に注射した。細菌接種後，魚は50リットル水槽（水温200c）に収容した。  

組織標本作製および蛍光抗体法   

供試魚は，接種後毎日1尾ずつ各接種群から採取した。それらの供試魚の注射患部をナイフで切  

り取り，川％中性ホルマリン水（4℃）で3…5日間固定した。固定模本のエタノール系列による  

脱水は40Cで行い，パラフィン包埋は56℃で行い，3005〟のパラフィン切片を作製した。蛍光抗  

体法のためのA．ゐッdropたよ～αのウサギ抗血清（以下Ah抗血摘）は高知大学農学部水族病理学畿座  

より分与を受けた。また，A．ぶαgmO花よcZdαのウサギ抗血清（As抗血樽）は北里大学水産学部よ  

り分与を受けた。これらこ種の細菌のウサギ抗血滴からそれぞれの共通抗体を除去するため，まず  

As杭血滴に滅菌リン髄緩衝液（以下PBS）で3回洗浄したA．′りか叩たまgαホンマリン死蘭を懸  

噛させ370Cで2時間反応させた。その徽 40cで1晩静置し，遠心分離器で死菌を除去して吸収As  

抗血清を得た。また，吸収Ah抗血酒はA．ぶαgmO71～c～血ホルマリン死薗懸濁により得た。そし  

てガラス凝集テストにより両吸収抗血酒から共通抗体が除去されたことを確認した。吸収As抗  

血酒の凝集力価は640，吸収Ah抗血清の凝集力価は640であった。組織切片のための蛍光抗体法  

は次に述べる間接蛍光抗体法を用いた。まず組織切片は脱パラフィン後PBSで充分に洗浄し，ト  

リプシン消化液で30分間処理しPBSで充分に洗浄した。その組織切片上に各吸収抗血酒をかけて   
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60分間反応させ，P王∋Sで充分洗浄乳FITC梗識抗ウサギIgGヤギ血滑（医学生物学研究所）をか  

けて60分間反応させPBSで充分に洗浄した。組織切片は緩衝グリセリン液で封入し，蛍光顕微鏡  

（オリンパス）のU励起で観察した。また，A．んッか叩ゐよgαとA．ぶαgmO花～c～血の菌体についても  

組識切片と同様に処理し∴菌体の蛍光反応の指機とした。なお，病理組織学的観察にほ組織切片に  

ギムーザ染色を施した。  

結  果   

実験魚の外見   

各接種群の実験魚はともに，接種後＝日日から注射部位が出血を伴って脛大し，立鱗を呈してい  

た。なお，1尾あたりA．九ッか叩た～ぬ108CFU＋A．ぶα～moJ王立c£ゐ108CIアU接種群でほ4日目  

に艶死が認められた。  

病理組織学的所見  

1尾あたり，月．ゐッか叩ゐ∠gα105CFU十月．ぶαgmOJlよcg血105CFU，A。毎dr叩たggα106c‡㌻U  

＋A．ぶαgmO花～cgdα106CIPU，カ．ゐッか呼んよ～α108cFU斗・A．ぶαgmO′l£c∠血108CipUおよびA．  

んッかqpたよgα105cFU＋月．ぶαgmO花£cg血107CFU各接種群の実験魚ではともに，細蘭注射患部  

において細菌が蚤皮から体側筋組織にかけて増殖しており，そこに壊死と出血が起こっていた  

（Fig．1）。それに対して，1．尾あたりA．んッかopた£～α104cFU＋A．ぶα∠mo花よcZ血108CIrUを  

接種した実験魚では，細菌注射患部において細菌が褒皮から体側筋組識にかけて増殖しており，そ  

こに壊死∴軽微な出血，好申球やマクロファージの浸潤およびそれらの金歯橡が観察された  

（Fig．2）。  

蛍光抗体法による観察  

1履あたり月．如か叩ゐg∠α105cFU十A．sαgmO花王c£血105CFU，A．んッdJて準た∠～α106CFU  

」一泊．ぶαgmO花王cgdα108CIrUおよぴA．わ′か（pゐggα108cI㌻U＋A．ぶαgmOJl∠c£ゐ108C甘Uの3  

接種群においては，注射患部の褒皮と体側筋組織に，吸収Ah抗血緒に反応して蛍光を発する菌体  

（A，んッか叩たg～α）が顕著に認められた。しかし，吸収As抗血滴に反応して蛍光を発する菌体（A．  

ぶαgmOJlgCよ血）は認められなかった。  

1属あたりA．んッか叩たg払10S cFU＋A．ぶαgmOJヱgCg血10T CFU接種群においては，注射患  

部の姦皮と体側筋組識に，吸収AIl抗血酒に反応して蛍光を発する菌体（A．九ッdr叩んま～α）が顕著  

に認められた。吸収As抗血清に反応して蛍光を発する菌体（A．sαgmOJigCZ血）は体側筋組識に  

認められたが小数であった。  

1尾あたりA．毎dr呼ん£gα10－1CI和＋力．ぶαgmOJlgCよ血108CFU接種群においては，注射患  

部の寅皮と体側筋組織に，吸収Ah抗血椅に反応して蛍光を発する菌体（A，如か叩たよ～α）が朗著  

に認められた（yig．3）。また，同部位には吸収As抗血檎に反応して蛍光を発する菌体（月．ぶαg－  

mo花gCg血）もかなり認められた（Fig．4）。  

考  察  

本研究ではAみ頭ねゆぬとA．ぶαgmOJlgC£血をコイに混合感染させた。両細菌はともにエロ  

モナス偶の細菌であり，それぞれの細菌を抗原として作成したウサギ抗血椅は両者の細菌に共通の   
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抗体を含んでいた。今回，筆者らが行なった抗血清からの共通抗体の除去方法はそれぞれの抗血消  

からの共通抗体の除去に有効であることがわかった。そして，それぞれの吸収抗血酒を用いた蛍光  

抗体法により，A．如か叩ゐg払とA．sαgmOJも∠c～dαを混合感染させた病患部において雨細菌をそ  

れぞれ識別することがで重た。このことから，混合感染が起こった病患部の組織標本において，抗  

血橋を用いた蛍光抗体法ほそれぞれの細菌の存在および病変との関係を解析するのに有効であるこ  

とがわかった。   

本研究では雨細菌の接種歯遜の差により蛍光抗体法の感度に差違が生じた。つまり，1尾あたり  

A．ゐッか（p九£ぬ104c‡rU」一月．ぶα～mo花よcよ血10歩CFU接種群のように戎．ぶαgmOJlよcgdαの接  

種薗魔が轟わめて多い群においてのみA．ぶα～mo花よごgゐを確認できた。しかし，両紙菌の接種菌魔  

の差が少ない他の群ではA．sαgmO花∠cよ血を確認で重なかった。これは仁魚体内でA．毎dr叩んggα  

の増殖が優勢であり，そのためA．ぶαgmO花王cよ血の増穂が抑えられたことを示唆している。コイの  

自然発症の穴あき病では，病患部の形成はAん〆ね殖混と非定型A．ぶα～mo71£c∠dαの混合感染  

によると言われている（ELl」10・1、rl、andSl品‡0′i、′t、S．19鋸a，b）。しかし，その癖患部からA，妙dro一  

夕九よゎが優先的に分離されることも事実である（高橋ら，1975b）。春研究では非定型A．  

ぶα～mo花王cgdαとは若干異なる定型A，ぶαgmO花王C£dαを用いたが，その注射患部の病理組織棟本で  

はA．gαZmo花gC～血よりはA．たッdrop九£gαの方が優先的であった。このことばA．ぶα～mo7乙gCよdα  

とAみ両極殖混の混合感染の場合には，A，毎dr叩んZ～αの増殖が優先的であることを示唆して  

いる。コイの自然発症の穴あき病患部でも非定型A．ぶαgmOJl∠cg血とA．毎dr呼んggαは同様の関  

係にあると考えられ，今後∴蛍光抗体故により間組蘭の関係を解明したい。  
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Explan∂tion of P】8teI   

Fig．1． Aninjcctcdlesion≠∫ith：1．恒droph血10O cFU ＋ ノし saImoTtic［dE710B cFU．rrhc  

lateralmusculaもure showed marked bacterialmultiplication，neCrOSis and hemoト  

rhage．Giemsa，Ⅹ320．  

Fig．2． Åninjectedlesion≠烏h：l．恒・drophilalO4 CFU ＋．・1．sn！moTlieid汀108 cFU，’me  

lateralmusculatureshowedmarkedbacterialmultiplication，neCrOSis，Slighthemoト  

rhage andinぎiltration orinrlammatory cells．Giemsa，Ⅹ320．  

Fig・3－ Stainlng Wiもhまndまrect fluorescent antibody technique used absorbed anもi－A．九ッか0－  

pん£gαSerumOnthesectionshowninIγig．2displayedmarked rluorescent roacもions  

in the n¢CrOtic musculature．This rigure demonsもrated bacterialcells ofA．九γか0一  

戸／汀k．X200．  

Fig．4． Stainlng Withindrect fluorescenもantibody techniqe used absorbed antま一九salmo－  

TltCtda scrum on thc sectic）n Shownin Fig．2 displayed［1uorescent1・eaCtionsin  

the necrotic musculaもure．でhis rigure demonstra七ed bacもerialcells of A．ぶαgmO花～－  

c£dα．X200．   
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