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目 的 

アユの冷水病は Fravobacterium psychrophilum（以下，

冷水病菌）を原因とする細菌性疾病であり，解禁日前

後での発症事例も多いことから，アユ漁業に深刻な被

害をもたらしている。
1) 冷水病菌は 2 種類の遺伝子型，

すなわちアユに病原性を示す A型とマス類に病原性を

示す B 型に大別される。
1) 近年では河川環境中やアユ

以外の魚種の冷水病菌の保菌状況について遺伝子型ま

で含めた調査が行われるようになり，感染経路等につ

いての言及も散見されるが，
1–3) その内容は報告によ

って異なることが多い。そこで本試験では，県内にお

ける冷水病の感染経路および発生条件の解明に向けて，

天然魚の保菌状況調査（試験Ⅰ），放流後の時間経過に

伴う保菌状況の変化（試験Ⅱ），検出された冷水病菌の

配列比較（試験Ⅲ）を行った。 

 

Ⅰ 天然魚の保菌状況調査 

材料および方法 

試験には平成 28 年度 4 月の那珂川アユ遡上・放流状

況調査（p.28-29）の際に得られた稚魚，および 9 月に

友釣りによって得られた成魚（以下，釣獲魚）を用い，

ともに冷水病の症状は認められなかった。各個体から

鰓弁を摘出後，MightyPrep reagent for DNA（TaKaRa）

を用いて total DNA を抽出し，以降の PCR に用いた。

1st PCR は吉浦ら
4) 
がロタマーゼ遺伝子上に設計し，

冷水病菌の検出に利用されるプライマー（FPS-1）を

用いた。Nested PCR には滅菌 DDW で 50 倍希釈した

1st PCR 産物を用い，田畑
5) が FPS-1 増幅領域の内側

に設計したプライマー（FPS-B）により行った。PCR

には Premix Taq™（TaKaRa）を用い，条件の一部は改

変した（表 1, 2）。冷水病菌が検出された際は制限酵素

HinfⅠによる RFLP 解析
4) 
により遺伝子型を判定した。 

 
プライマー名 使用用途 配列

FPS-1F 5'-GTACCATGATACAGTCAGGTTTTTATACCA-3'
FPS-1R 5'GCGTTTTTAAATCCAACTCTTGCTTCG-3'
FPS-BF 5'-CTTCGATGTGGTTTCTGTGC-3'
FPS-BR 5'-ATTGTCTGCAACGGGATTT-3'
FPSW-1F 5'CCAGGGCAAAACATGACCATC-3'
FPSW-1R 5'GGAACGCAAGTGCCAAACAA-3'

1st PCR

Nested PCR

シーケンス  
 

 
Sample DNA 1 μl
Premix Taq 5 μl
F+R primer
（10 μM each） 0.5 μl

DDW 3.5 μl   

温度 時間
95℃ 1min
95℃ 10sec
60℃ 10sec
72℃ 20sec       

温度 時間
95℃ 1min
95℃ 10sec
54℃ 15sec
72℃ 30sec  

結果および考察 

遡上魚における冷水病菌の保菌は Nested PCR での

み確認され，保菌量が少ない，あるいは環境中の冷水

病菌が鰓弁に付着した状態であったと考えられる（表

3）。一方で釣獲魚では，1st PCR の時点で 3 個体から

検出されており，冷水病菌の DNA 量は多かったと考

えられる。得られた冷水病菌の遺伝子型はすべて B 型

であり，A 型は検出されなかった。冷水病菌のワクチ

ン効果について，A 型菌で作成した不活化ワクチンは

B 型菌に対しても有効性をもつことが報告されている。

1) その逆については報告がないものの，海産天然魚が

病気に強いとされる一因には B 型の保菌によるワクチ

ン効果があるのかもしれない。 

 

採取日 区分 尾数（尾）
ロットあたりの
尾数（尾）

1st PCR
（陽性 / 陰性）

Nested PCR
（陽性 / 陰性） RFLP

4月1日 稚魚 6 10 0 / 6 2 / 6 B型
4月8日 稚魚 3 6 0 / 3 2 / 3 B型
4月15日 稚魚 2 6 0 / 2 0 / 2
4月22日 稚魚 8 6 0 / 8 7 / 8 B型
9月26日 成魚 12 1 3 / 12 3 / 12 B型  
Ⅱ 放流後の時間経過に伴う保菌状況の変化 

材料および方法 

試験は県内のアユ放流河川で行った。放流時のアユ

および電気ショッカーにより採捕した河川生息魚（以

下，在来魚），解禁直前のアユと付着藻類，解禁後の病

魚について，試験Ⅰと同様の手法で冷水病菌の有無お

よび遺伝子型を調べた。 

 

結果および考察 

放流時では Nested PCR によりギバチを除く在来魚

から冷水病菌が検出されたが，その遺伝子型は B 型で

あった（表 4）。さらに，解禁直前の付着藻類からは検

出されなかった。これらの結果は，今回の放流河川に

A 型の冷水病菌が常在していない可能性を示している。

一方，解禁直前の時点で，外部症状はみられなかった

ものの，アユから A型の冷水病菌が検出された。また，

解禁後の病魚から検出された菌も A 型であった。本調

査では河川中に A 型は検出されておらず，鳥類による

伝染や保菌魚の侵入，あるいは既に解禁された河川か

らのアユの持ち込みなどによる可能性が高いと考えら

れるが，経路については今後検証する必要がある。 

 

表 1 試験に使用したプライマー配列 

反応液の組成 FPS-1 FPS-B 

×35 ×35 

表 3 天然魚の保菌状況および RFLP 解析結果 

表 2 FPS-1 あるいは FPS-B を用いた PCR の反応液

組成および反応条件 
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時期 魚種 ロット数（群）

ロットあたりの
尾数（尾）

1st PCR
（陽性 / 陰性）

Nested PCR
（陽性 / 陰性） RFLP 備考

アユ 6 6 0 / 6 0 / 6
イワナ 1 4 0 / 1 1 / 1 B型
ヤマメ 3 2-5 0 / 3 1 / 3 B型
ウグイ 5 4-5 0 / 5 1 / 5 B型
カジカ 4 5-6 0 / 4 3 / 4 B型
ギバチ 1 1 0 / 1 0 / 1
アユ 10 6 0 / 6 2 / 6 A型
藻類 9地点 1地点 0 / 9 0 / 9 藻類

解禁後 アユ 11 1 2 / 11 9 / 11 A型 病魚

放流時

解禁直前

 
Ⅲ 検出された冷水病菌の配列比較 

材料および方法 

試験には保存菌株（アユ由来 6 株，ニジマス由来 3

株）および県内河川の病魚（5 河川；外見からすべて

放流魚と判断された）から抽出した DNA を用いた。

試験Ⅰと同様の手法で冷水病菌の遺伝子型を調べた後，

試験Ⅰ，Ⅱにて 1st PCR で冷水病菌が検出されたサン

プルと併せて塩基配列の解析に用いた。FPS-1 の増幅

配列を挟み込むように設計したプライマー（FPSW，

表 1）を用いて，表 5 に示す PCR 条件により増幅産物

を得た後，武田
6) 
に従いシーケンスを行い，塩基配列

を決定した。得られた配列は NCBI に AB254195.1 とし

て登録されている A 型の配列（以下，登録配列）と比

較した。 

 

Sample DNA 1 μl
Primestar Premix 5 μl
F+R primer
（10 μM each）

0.3 μl

DDW 3.7 μl
  

温度 時間
95℃ 1min
95℃ 10sec
56℃ 15sec
68℃ 60sec

  

結果および考察 

 RFLP 解析の結果，河川の病魚から得られた冷水病

菌は全て A 型であった。一方で保存菌株では，ニジマ

ス由来の 3 株は全て B 型であったが，アユ由来 6 株の

うち 4 株は A 型であったが 2 株は B 型と判定された。 

配列解析では，RFLP 解析により A 型と判定された

10 サンプルのうち，7 サンプルが登録配列と同じ配列

であった（以下，A-1）。A-1 の配列を図 1 に，変異箇

所および置換された配列を表 6 に示す。3 サンプルは

A-1 と 1 塩基の置換のみが確認され（以下，A-2），本

試験での解析領域にほとんど変異がないことが示され

た。B 型と判定された 6 サンプルのうち，ニジマスの

3 菌株と釣獲魚 1 サンプルの配列は同一で，釣獲魚の

冷水病菌はそれら由来の可能性がある。残る 2 サンプ

ルは A 型と B 型の中間的な配列を示した（以下，AB）。

発症したアユからもしばしば B 型が分離されるが，
1) 

いわゆるマス類の B 型ではなく，アユに病原性を有す

る新しい遺伝子型と判断するべきかもしれない。アユ

から分離された冷水病菌を対象とした RFLP 解析によ

り B 型と判断された際は注意する必要がある。 

 
 

 

魚種 由来 : サンプル数 1 2 3 4 5 6
A アユ 河川病魚:4 / 保存菌株:3 T C T A A G A-1
A アユ 河川病魚:1 / 保存菌株:2 - - - - - A A-2
B アユ 保存菌株:2 A - C - - - AB
B アユ・ニジマス 釣獲魚:1 / 保存菌株:3 A T C T G - B
A アユ 河川病魚:4 / 保存菌株:3 D - S E N - A-1
A アユ 河川病魚:1 / 保存菌株:2 - - - - - - A-2
B アユ 保存菌株:2 E - P - - - AB
B アユ・ニジマス 釣獲魚:1 / 保存菌株:3 E - P V S - B

アミノ酸

RFLP
由来 変異箇所

遺伝子型

塩基

 

総合考察 

 本調査では，天然魚や在来魚からは B 型の冷水病菌

のみが検出された。一方で河川病魚から分離されたも

のはすべて A 型であった。また、解禁前のアユからも

A 型が分離されている。感染経路については未解明だ

が，検出された A 型に変異はほとんどみられなかった

ことから，なんらかの経路で冷水病発生河川から周囲

に広がっているものと推察される。蔓延防止のために，

他河川からアユを持ち込まない，使用後の釣り用具は

洗浄するなど，可能な範囲での遊漁の際の防疫技術の

開発も重要な課題である。 
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表 4 放流河川における保菌状況の変化 

表 5 FPSW を用いた PCR の反応液組成および反応

×35 

図 1 遺伝子型 A-1 の塩基配列 

太字は変異がみられた箇所を、枠内は FPS-1 による増幅領域を⽰す 

表 6 各遺伝子型の由来と変異箇所 

表中のハイフンは A-1 と変異がないことを⽰す 
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