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１．はじめに

近年、外国漁業水域での我国の漁獲量は厳しい国際情勢を反映し、著しく低下している。そのため、

我国領海内での漁業生産の飛躍的増大か望まれ、沿岸漁業の見直しや栽培漁業の展開といった各種施

策が提唱され、実施に移されている。なかでも、海面、内水面の養殖業に対する期待は大きく、さま

ざまな新技術が開発され、養殖生産の拡大か図られている。

養殖業の発展に伴左って、魚病による被害も年Ar増加し、その被害額は養殖生産額の１割に達する

と推測されている。養殖業の将来を左右する大きな要因は魚病問題であり、魚病問題の克服は水産養

殖業に携わる試験研究機関に課せられた重要な責務である。

東京都水産試験場は早くから魚病問題に積極的に取り組んできた。その歴史を東京都水産試験場調

査研究要報に沿ってたどってみると、昭和３５年の「ニジマスの貧血を伴う肝臓脂肪代謝障害につい

て」（調査研究要報〃２５）が魚病関係の最初の報告と思われる。次いで、昭和４１～４２年にサル

ファ剤の魚類に関する試験（〃５３，５４．５５，５６）か行わｵTている。その後、国庫補助事業の

指定調査研究総合助成事業に魚病が取り上げられ、東京都でも昭和４４年、「昭和４３年度指定調査

研究総合助成事業、養殖魚介類の病害研究報告書」（〃７１）、昭和４５年、「昭和４４年度指定調

査研究総合助成事業、病害研究報告書（キンギョ）」（〃７７）、「昭和４４年度指定調査研究総合

助成事業、養殖魚介類の病害研究報告書（ニジマス）」（〃８１）として報告されている。指定調査

研究はその後も継続して行われ、要報〃８７，８８，９４，９８，９９，１０７，１１３，１２１，

１２２，１２９，１３０，１３５，１３７，１３８，１４２，１４８，１５６，１５９，１７３が結

果報告書である。

昭和５９年度から、魚病対策を一層充実させるため、都単事業として魚病対策技術開発試験を新た

に開始した。本報告書は昭和５９年度から昭和６１年度の３カ年間に、魚病対策技術開発試験で得ら

れた成果を取りまとめたものである。目次に示すように、この間取り組んだ項目はＩＨＮ（伝染性造

血器壊死症）被害低減化試験、細菌性鯛病に関する試験、水カビ病に関する試験、せつそう病被害低

減化試験、ＢＫＤに関する調査、消毒剤に関する試験と多方面にわたっている。現在、東京都内の養

鱒場で問題となっている疾病はＩＨＮと細菌性鯛病であり、これら２つについては特に重点的に取り

組んだ。

魚病研究は魚類生理学、病理学、血液学、ウイルス学、細菌学、真菌学、寄生虫学、免疫学など数

多くの学問を基礎として成り立っている。これらすべてに精通するのは容易なことではない。そこで、

本試験ではそれぞれの分野の専門家の人々と共同研究という形で仕事を進めた。ＩＨＮ被害低減化試

験の１部は東京水産大学水族病理学講座と、細菌性鯉病に関する試験の１部は東京大学水産第２講座

と、水カビ病に関する試験の１部は東京水産大学養殖学講座及び日本獣医畜産大学魚病学教室と共同
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で行った。共同研究に携わった諸先生および学生諸氏に衷心より御礼申し上げるとともに、東京都の

魚類防疫施策の一層の発展に向け、今後とも円滑な形で共同研究か実施できるよう関係各方面の御配

慮をお願い申し上げる。

ＬＩＨＮ被害低減化試験

1．ＩＨＮワクチン開発基礎試験

１）ＩＨＮウイルスの不活化法の検討

ＩＨＮワクチンとしては、弱毒生ワクチンと不活化ワクチンの２種類が考えられるが、試験中

の安全性等を考慮し、不活化ワクチンを検討の対象とした。

ＩＨＮウイルスの不活化法として、β・プロピオラクトンを用いる方法')か報告されている。

しかしこの方法は発癌性などの点で好ましいとは言えたい。そこで、ホルマリンを用いた不活

化法に焦点を当て、試験を行った。

（１）ホルマリンによる不活化

ａ材料および方法

ホルマリン不活化ＩＨＮウイルスの調製：ＩＨＮウイルスの不活化は東京水産大学水族病

理学講座により行われた。ここにはその概要を記載する。

細胞およびウイルス株：ＩＨＮウイルス長野株（ＨＶ７６０１）※を、１冊または２９６

牛胎児血清加ＭＥＭ培地を用いて培養したＥＰＣ細胞あるいはＦＨＭ細胞に、１０２又は

１０３ＴＣＩＤ５ｏ／ｃｅｌｌのＭ0.1.で接種した。１５℃で６～１０日間培養し、細胞に

ＣＰＥか現われ培養器底から剥離した時、ウイルス浮勝液を３，０００×？、２０分間遠心分

離し、精製した。

ウイルスの濃縮：精製されたウイルス浮勝液を６筋ポリエチレングリコール６０００

（ＰＥＧ）と０．５ＭＮ２Ｃｆの添加による沈澱操作により濃縮した。この濃縮浮勝液を４℃

で２時間攪拝し、更に３，０００×,、２０分間遠心分離した。沈檀を０．０１Ｍトリス緩衝

液、ｐＨ7．７６（５℃）に最初の１／２０量となるよう再浮勝した（２０倍濃縮）。

不活化：濃縮したウイルス浮勝液に0.05妬、０．１拓、０．２妬、０．４冊、０．８秘のホル

マリンを加え、４℃で培養した。培養後、チオ硫酸ナトリウムで中和、００１Ｍトリス緩

※：ワクチン開発基礎試験にはこのＩＨＮウイルス株を統一的に使用した。

以下の攻撃試験にもすべてこの株を用いた。
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衝液に対し１夜、透析した。

不活化の確認：ホルマリン作用１～１３日後のウイルス浮勝液を希釈し、４５０ｎｍの

フィルターで炉過あるいは抗生物質で処理後、ＥＰＣ細胞に接種し、不活化の確認を行

った。

有効性の検討：ホルマリンで不活化したウイルス液の免疫原としての有効性を調べるた

め、ニジマス稚魚に０．１筋ホルマリン－１３日間、０．２妬ホルマリン－６日間、０．４妬ホ

ルマリン－２日間処理し不活化したウイルス浮勝液を腹腔内注射（０．０５１M／尾）した。

注射後、２６日間（免疫期間）飼育したのち、生ウイルス腹腔内注射（０．０５Ｍ／尾）に

より攻撃した。攻撃ウイルスの力価は１０Ｌ２，１０３．２，１Ｏ５２ＴＣｌＤ５ｏ／秘の３段階と

した。攻撃後、蕊死状況を１８日間観察、累積蝿死尾数、蝿死率、有効率を算出した。な

お、有効率は次式により求めた。

(’
試験群の姥死率

)×'Ⅱ有効率（妬）
対照群の蝿死率

計１２区の試験区を設定し、１区あたり３０尾のニジマス稚魚（平均体重１．１ヲ）を供

試した。試験期間中の水温は１０．１～１２．５℃、平均１１．６℃であった。

ｂ結果

ＩＨＮウイルスの不活化に要するホルマリン濃度と作用時間：試験結果を表１に示す。

ＩＨＮウイルスはホルマリン濃度０．１冊－１３日間、0.2冊－６日間、０．４筋－２日間、

0.896-1日間で不活化された。

表ＬＩＨＮウイルスのホルマリンによる不活化時間

数日

ホルマリン濃度
１２３４５６７８１３

拓

妬
妬
拓
筋
５

８
４
２
１
０

●
●
●
●
●

０
０
０
０
０

＋

＋

＋
＋
十

＋＋＋

＋＋＋ ＋

４℃

（－）：感染性ウイルスは検出されなかった。

（＋）：感染性ウイルスか検出された。
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有効性の検討：生ウイルスで攻撃後、１８日間の各試験区の累積整死尾数、整死率、有

効率をとりまとめ、表２に示す。対照区の攻撃後の蝿死率は攻撃ウイルスカ価ｌ０１２ＴＣＩ

Ｄ５ｏ／伽の区で６２．Ｍ、ｌ０３２ＴＣＩＤ５ｏ／１Ｍの区で９３．３冊、ｌ０５２ＴＣＩＤ５ｏ／

秘の区で７６．７冊と濃度レスポンスに若干の問題はあるものの各区とも６０筋以上であった。

これに対し、０．１妬ホルマリン－１３日間および0.2冊ホルマリン－６日間の不活化ウイル

ス浮勝液注射区は１尾の蝿死も認められず、有効率は１００筋であった。0.496ホルマリン

－２日間の不活化ウイルス浮勝液注射区も、攻撃ウイルスカ価ｌ０Ｌ２ＴＣＩＤ５ｏ／秘の区

で１尾蜷死が認められただけで、有効率は９４．７冊、１００冊、１００冊であった。

表２．ＩＨＮウイルスの不活化に要するホルマリン濃度と処理時間

試験区水槽番号供試尾数奎撃岳ｲﾆｲ鬘離職癖
有効率

（妬）

０
０
０

１００

１００

１００

２
２
２

●
●
●

１
３
５

０
０
０

０
０
０

３
３
３

0.Ｍホルマリン

１３日間不括ｲヒ

１
２
３

ウイルス注射区

１００

１００

１００

２
２
２

●
●
●

１
３
５

０
０
０

０
０
０

９
０
０

２
３
３

0.2冊ホルマリン

６日間不活化

ウイルス注射区

４
５
６

３０

２９

３０

２
２
２

●
●
●

１
３
５

１
０
０

３
０
０

●

３７
８
９

９４．７

１００

１００

0.4筋ホルマリン

２日間不活ｲﾋ

ｳｲﾉﾚｽ注射区

対照区升２

８
８
３

１
２
２

６２．１

９３．３

７６．６

２
２
２

●
●
●

１
３
５

１０

１１

１２

９
０
０

２
３
３

升１：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／祁

升２：３５％チオ硫酸ナトリウムによるホルマリン中和液を注射

ｃ考察

表１及び表２に示したように、ＩＨＮウイルスはホルマリン濃度０．１冊－１３日間、０．２

妬－６日間、0.496-2日間で不活化され、免疫原性も保持されていた。従って腹腔内注射

法に関する限り、本試験で用いた調製法により有効なＩＨＮワクチンを開発することができ

る。しかし、養鱒業は何十万、何百万の群単位の魚を取り扱う産業であり、それらに１尾１
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尾腹腔注射することは非現実的である。次の段階として、浸漬法によるワクチン投与を考え

る必要があり、そのためのワクチン開発を検討しなければならない。

２）不活化ＩＨＮウイルス液の保存法の検討

ワクチンの開発において保存方法の検討は重要である。例えば、試作されたワクチンの有効性

の検討を距離的に離れた数カ所の試験機関で同時に行う場合、どうしても作製後の日数の異なる

ワクチンを使用せざるを得ない。そこで、保存期間の長短によりワクチンの効力に差の出ない保

存方法を明らかにするため、２つの試験を行った。第１は不活化ウイルス液に各種保存処理を施

し保存しようとする試験、第２は無処理で４℃の低温に保存した場合、いつまで効力か持続する

かという試験である。

（１）保存処理方法の検討

ａ材料及び方法

不活化ＩＨＮウイルス液の調製

ＩＨＮウイルスの不活化は東京水産大学水族病理学講座により、(1)ａに記載した方法、す

なわちホルマリン濃度０．２９６，４℃、６日間で行われた。

保存処理

保存処理として次の４種類の方法を試みた。①０．０１９６チメロザール添加、②５妬クルコ

ースと５筋デキストランを保護剤として凍結乾燥、③７．５妬ラクトースを保護剤として凍結

乾燥、④保護剤なしで凍結乾燥である。これらの保存処理方法で、４℃、２０日間保存した

のち有効性の検討を行った。

有効性の検討

静岡県富士養鱒場産のニジマス稚魚（１腹仔、平均体重１．０牙）に各種保存処理した不活

化ウイルス液を腹腔内注射（０．０５Ｍ／尾）した。注射後、２１日間（免疫期間）飼育した

のち、生ウイルス腹腔内注射（０．０５秘／尾）により攻撃した。攻撃ウイルスの力価は102.4

１０４４，１０６４ＴＣＩＤ５ｏ／〃の３段階とした。攻撃後、鍵死状況を１８日間観察、累積

蕊死尾数、蕊死率、有効率を算出した。計１８区の試験区を設定し、１区あたり３０尾のニ

ジマスを供試した。対照として作製直後の不活化ウイルス液を腹腔内注射した区と３５妬チ

オ硫酸ナトリウムによるホルマリン中和液を腹腔内注射した区を設けた。

ｂ結果

攻撃後、１８日間の各試験区の累積弊死尾数、墜死率、有効率を取りまとめ、表３に示す。

作製直後の不活イヒウイルス液で免疫した試験区の有効率は９６．４～１００冊と高く、ワクチ

ンとしての有効性を再確認することかできた。不活化ウイルス液の代わりにホルマリン中和
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液を注射した区（水槽番号１６～１８）の蕊死率は１３．３～９６．７冊で、濃度レスポンスも

認められた。

保存処理を行った試験区の中ては、０．０１筋チメロザール添加区の有効率が６５．６～１００

冊、７．５妬ラクトースを保護剤として凍結乾燥した区の有効率が６５．９～９２．６冊と高かっ

た。５冊クルコースと５筋デキストランを保護剤として凍結乾燥した区及び保護剤なしで凍

結乾燥した区では、１０６４ＴＣＩＤ５ｏ／畑のウイルスカ価で攻撃した場合の有効率か17.3

妬及び３１．０冊と低かった。

表３．不活化ＩＨＮウイルス液の保存方法の検討

累積蝿死蕊死率有効率

尾数（妬）（妬）

攻撃ウイルス

カ価（lOgT
CID5M7zZ）

保存方法試験区供試尾数

チメロサール添加

４
４
４

●
●
●

２
４
６

０

６．７

３３．３

１００

８６．６

６５．５

４
０
０

２
３
３

０

２

１０

１
２
３

凍結乾燥保護剤

１升１

２
４
４

２

６．７

１３．８

８０．０

３０

２９

３０

４
４
４

●
●
●

２
４
６

４９．６

７２．４

１７．３

４
５
６

凍結乾燥保護剤

２升３

７升２

８

９

３．７

３３．３

２７

３０

４．４

６．４

９２．６

６５．６

１
０

１

凍結乾燥保護剤

をし

１０

１１

１２

２．４

４．４

６．４，

０
２
０

２

０

６．７

６６．７

１００

８６．６

３１．０

０
０
０

３
３
３

調製直後

３
４
５

１
１
１

２．４

４．４

６．４

０
０
１

０
０
５

●

３

７
８
８

２
２
２

１００

１００

９６．４

対照区升４

０
０
０

３
３
３

６
７
８

１
１
１

２．４

４．４

６．４

１３．３

５０．０

９６．７

４
５
９

１
２

：596グルコース＋５筋デキストラン

:操作上のトラブルのため実施しなかった。
：７．５冊ラクトース

：３５冊チオ硫酸ナトリウムによるホルマリン中和液を注射。

１
２
３
４

升
升
升
升
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(2)４℃における保存性の検討

ａ材料及び方法

不活化ＩＨＮウイルス液の調製

ＩＨＮウイルスの不活化は東京水産大学水族病理学講座により、(1)ａに記載した方法とほ

ぼ同様の方法で行われた。異なる点は、ウイルスを濃縮後、２０キロサイクルの超音波発生

装置を用いて、１００ワットの出力でＭＣ当たり２秒間処理し、塊状のウイルスを分散させ

たのち、ホルマリン濃度０．２冊、４℃、５日間不活化した点である。

保存方法

調製された不活化ウイルス液を４℃で低温保存し、調製１週間後、２週間後、３週間後に

取り出し、有効性の検討を行った。

有効性の検討

４℃で低温保存した不活化ウイルス液を、奥多摩分場産ニジマス稚魚（平均体重１．５１）

に腹腔内注射（０．０５耐／尾）した。注射後、１４日間（免疫期間）飼育したのち、生ウイ

ルス腹腔内注射（０．０５Ｍ／尾）により攻撃した。攻撃ウイルスの力価は１０２５及び１Ｏ３５

ＴＣＩＤ５ｏ／牙の２段階とした。攻撃後、蕊死状況を２１日間観察、累積蝿死尾数、整死率、

有効率を算出した。計１２区の試験区を設定し、１区あたり２５尾のニジマスを供試した。

対照として３５冊チオ硫酸ナトリウムによるホルマリン中和液を腹腔内注射した区を設けた。

飼育には３Ｚﾉ容のプラスチック製水槽を用い、循環方式で行った。

ｂ結果

攻撃後、２１日間の各試験区の累積蕊死尾数、蕊死率、有効率を取りまとめ、表４に示す。

４℃、１週間保存した時の有効率は８０及び８７．５９６，２週間では４５及び６０筋、３週間

では５０及び６２筋であった。

表4．ＩＨＮ不活化ウイルス液の４℃における保存期間の検討

蕊死率有効率

（妬）（妬）

攻撃ｳｲﾉL久 累積蕊死

力価（log供試尾数
ＴＣＩＤ５ｏ／;７１０）尾数

保存期間試験区

1週間保存ワクチン区

対照区

４
２
０
６

２
１

８０．０

８７．５

５
５
５
５

●
●
●
●

２
３
２
３

５
５
５
５

２
２
２
２

６
８
０
４

１
８
６

2週間保存ワクチン区

対照区

５
５
５
５

２
２
２
２

６
８
１
０

１
２

４５．０

６０．０

４
２
４
０

２
３
４
８

２．５

３．５

２．５

３．５

3週間保存ワクチン区

対照区

３
３
６
８

５０．０

６２．０

５
５
５
５

２
２
２
２

２
２
４
２

１
１
２
３

５
５
５
５

●
●
●
●

２
３
２
３
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(3)不活化ＩＨＮウイルス液の保存に関する考察

ワクチンの保存方法として理想的な方法は、作製直後の効力をそのまま保持していることで

ある。各種保存処理を施した場合の結果（表３）を蝿死率について見ると、作製直後の不活化

ウイルス液で免疫し１０６４ＴＣＩＤ５ｏ／〃のウイルスカ価で攻撃した場合（水槽番号１５）、

蜷死率はわずか３．５筋であるのに対し、保存処理を施した場合は33.3～80.0筋と高くなった。

従って、０．０１冊チメロザール添加や７．５妬ラクトースを保護剤として凍結乾燥するなど、有

効率から見て有望と思われる保存方法は見い出せたものの、保存処理方法については更に検討

する必要があると考えられる。

保存処理を何ら施さず、４℃の低温で保存した場合、表４に示すように、１週間の保存では

有効率８０及び８７．５妬と高かったが、２週間及び３週間保存では４５～６２冊に低下した。

有効率８０及び８７．５筋という数字は保存処理を行った場合の有効率の数字と比較しても見劣

りしないものであった。したがって、現時点では不活化ＩＨＮウイルス液は作製後そのまま４

℃で保存し、１週間以内に使用することか望ましいと言えよう。

5）浸漬免疫の検討

１）で述べたように、不活化ＩＨＮウイルス液は腹腔内注射法により高いワクチン効果を示し

た。次の段階として、浸漬法によるワクチネーションの可否を検討する必要かある。浸漬法を検

討する場合、注射法に比べ大量の不活化ＩＨＮウイルス液が必要となる。幸い、東京水産大学水

族病理学講座で浸漬法を検討するに足る量の不活化ＩＨＮウイルス液か調製されたので、それを

用いて浸漬免疫の検討を行った。

（１）材料及び方法

不活化ＩＨＮウイルス液の調製

ＩＨＮウイルスの不活化は東京水産大学水族病理学講座により、２）(2)に記載したとおりの

方法、すなわち、ウイルスを濃縮後、超音波処理し、その後ホルマリンで不活化するという方

法で行われた。

供試魚

奥多摩分場産ニジマス稚魚（１腹仔、感染実験室内でふ化、餌付、飼育したもの。浸漬免疫

時の平均体重は１．２１であった）。

浸漬免疫

調製された不活化ウイルス液を２倍および２０倍に希釈し供試魚を浸漬した。

ａ２倍希釈液による浸漬

不活化ウイルス液（原液）８６．５伽を飼育水で２倍に希釈し１７３秘の浸漬液とした。
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５００祁容ガラス製メスシリンダーに浸漬液を入れ、ウオーターパスで液温を１３℃に保

持した。これに供試魚１３０尾を入れ、通気しながら１分間浸漬した。浸漬時の魚の密度

は0.9牙／〃であった。浸漬後、流水式ガラス水槽に魚を移し、５分間観察、異常のない

ことを確かめ、再度同一の浸漬液に１分間魚を入れ浸漬した。この操作を計５回繰り返し

た。２倍希釈の不活化ウイルス液に合計５分間魚を浸漬したことになる。作業終了後、魚

を流水式ガラス水槽に移し、飼育した（免疫期間）。

ｂ２０倍希釈液による浸漬

不活化ウイルス液（原液）８６．５，０を飼育水で２０倍に希釈し１７３０伽の浸漬液とし

た。３必容のポリエチレン製標本瓶に５冊ＮａＣＺ液ＬＣを準備し、ウオーターパスで液温

を１３℃に保持した。そこに供試魚１３０尾を収容し、通気したから２分間前処理した。

３必容ポリエチレン製標本瓶に２０倍希釈した浸漬液を入れ、１３℃に保持し、そこに前

処理の終った供試魚１３０尾を入れ、通気したから３時間浸漬した。魚の密度は０．０９『

／〃であった。浸漬終了後、魚を流水式ガラス水槽に移し、飼育した（免疫期間）。

ｃ追加免疫（ブースター）

第１回浸漬免疫の２週間後、追加免疫として、同様に調製した２倍希釈および２０倍希

釈浸漬液を用いて、同様の方法で供試魚を浸漬した。

有効性の検討

第１回浸漬免疫の１ヵ月後（追加免疫２週間後）、浸漬法により攻撃した。３必容ポリエチ

レン製標本瓶に飼育水ＬＣを入れ、生ウイルス液をＭＯ添加した。その溶液に供試魚２０尾を

収容し、通気しながら１時間浸漬した。液温はウォーターバスで１３℃に調整した。攻撃ウイ

ルスの力価は１０５５，１０４５、ｌＯ３５ＴＣｌＤ５ｏ／祁の３段階とした。各攻撃ウイルスカ価

に対し２区の試験区を設定した。対照として不活化ＩＨＮウイルス液による浸漬処理を行わな

い区を設けた。攻撃後、蕊死状況を２１日間観察、累積蝿死尾数、蝿死率、有効率を算出した。

攻撃後の飼育は、３必容のプラスチック製水槽を用い、循環方式で行った。飼育水温は１３士

１℃に設定した。

(2)結果

攻撃後２１日間の各試験区の累積襲死尾数、蕊死率、有効率をとりまとめ、表５に示す。対

照区の蝿死率は、攻撃ウイルスカ価ｌ０５５ＴＣＩＤ５ｏ／伽で５５及び４５９６，１０４５ＴＣＩＤ６ｏ

／湖で４０及び４５冊、１０３５ＴＣＩＤ５ｏ／〃で２５及び２５冊であった。これに対し、２０

倍希釈不活化ウイルス液浸漬区は、攻撃ウイルスカ価１０５５ＴＣＩＤ５ｏ／秘で３０及び５冊、

１０４５ＴＣｌＤ５ｏ／耐でＯ及び0冊、１０ａ５ＴＣＩＤ５ｏ／Ｍで０及びＯ妬であり、また､２

倍希釈不活化ウイルス液浸漬区は、攻撃ウイルスカ価ｌ０５５ＴＣＩＤ５ｏ／〃で１５及び５冊、
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１０４５ＴＣＩＤ５ｏ／〃で１０及び１０冊、１０ａ５ＴＣＩＤ５ｏ／加で５及び５冊であった。

有効率をみると、２０倍希釈液浸漬区は、攻撃ウイルスカ価１０５５ＴＣＩＤ５ｏ／棚で４５

及び８９冊、ｌ０４５ＴＣＩＤ５ｏ／秘で１００及び１００筋、１０３５ＴＣＩＤ５ｏ／秘で１００

及び１００秘であり、２倍希釈液浸漬区は、１０５５ＴＣＩＤ５ｏ／〃で７３及び８９妬、１０４５

ＴＣＩＤ５ｏ／加で７５及び７８妬、ｌ０３５ＴＣＩＤ５ｏ／畑で８０及び８０妬であった。

(3)考察

ＡＭＥＮＤａｎｄＦＥＮＤＥＲ（１９７６）2）により高張処理浸漬で雄牛血清アルブミンがニジマ

スに取り込まれることか報告されて以来、浸漬法による魚のワクチネーションが脚光を浴びる

ようになり、ＡＮＴＩＰＡａｎｄＡＭＥＮＤ(１９７７）３)、ＣＲＯＹａｎｄＡＭＥＮＤ４）（１９７７）、

SONGandKOV(1981)5)､AOKIら(1984コ）6)、（1984b)７１ＫAWANOら(1984ﾀﾞ）

により、細菌性疾病に対する対策の１つとして、浸漬法による魚のワクチネーションか試みら

れている。

表５．不活化ＩＨＮウイルス液を用いた浸漬免疫の検討

累積蕊死
供試尾数

尾数

蝿死率

（妬）

有効率

（妬）

攻撃ウイルス

カ価（lOgTC
ID5o／伽）

試験区

２０倍希釈不活化

ＩＨＮウイルス液

浸漬区

５
５
５
５
５
５

●
●
●
●
●
●

３
３
４
４
５
５

０
０
０
０
０
０

２
２
２
２
２
２

０
０
０
０
６
１

０
０
０
０
０
５

３

０
０
０
０
５
９

０
０
０
０
４
８

１
１
１
１

２倍希釈不活化

ＩＨＮウイルス液

浸漬区

５
５
５
５
５
５

●
●
●
●
●
●

３
３
４
４
５
５

０
９
０
０
０
０

２
１
２
２
２
２

１
１
２
２
３
１

５
５
０
０
５
５

１
１
１

０
０
５
８
３
９

８
８
７
７
７
８

対照区

５
５
５
５
５
５

●
●
●
●
●
●

３
３
４
４
５
５

０
０
０
０
０
０

２
２
２
２
２
２

５
５
０
５
５
５

２
２
４
４
５
４

５
５
８
９
１
９

１
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城（１９８１）９)その他の研究により、アユのピプリオ病に対しては、ホルマリン不活化ワ
クチンか実用段階に入っている。

魚のウイルス性疾病に対しては有効な治療法かたく、ワクチンによる対応か最も望まれてい

るにもかかわらず、研究開発はほとんど試みられなかった。魚病の治療の場合、ヒトの病気治

療と異なり、経済効率が常に前提になり、経済的に有利でなければ、それがいくら優れた方法

であろうと魚病対策のテーブルに乗ることはない。ウイルス性疾病に対するワクチンの開発研

究の遅れも、経済性の点に問題があるためと思われる。効果の有無が不明な段階で、牛胎児血

清等高価な消耗品を必要とするウイルスワクチンの開発に着手することは多分に困難性が伴う

であろう。

今回の試験は、ウイルスワクチン開発のためのパイロット的試みとして実施した。表５に示

すように、対照区の蜷死率がやや低く問題はあるものの、不活化ウイルス液原液の２倍あるい

は２０倍希釈液に魚を浸漬したところ、非常に高い有効率が得られ、生ウイルスで攻撃後３週

間の観察期間中、１尾の鍵死も認められない試験区もあった。通常、有効率が６．冊以上あれ

ばそのワクチンは効果ありと判定される。今回の試験では’２区の試験区のうち，，区が有効

率６０妬以上で、“劇的な“効果か認められたと言っても過言ではたいてあろう。

アユのピプリオ病のワクチン開発途上でもしばしば見られたか、試験場所によりワクチン効

果のバラつくことかある。ラット、マウスをどの哺乳類を用いる場合と異なり、実験動物とし

ての魚類か未だ確立されていないため、供試魚の系統によっても試験結果は変動する。したが

って、１カ所の試験結果では結論的には断言てきないか、今回の試験より少し遅れて、東京水

産大学水族病理学講座及び山形県内水面水産試験場、埼玉県水産試験場の３カ所で、同一の調

製法で作製された不活化ＩＨＮウイルス液による同様の試験が行われた。それらの結果は今回

の結果と合わせて、近い将来報告されることになっている。今回の結果と同程度の結果か得ら

れれば、本格的にＩＨＮウイルスワクチンの開発に、関係団体、関係機関挙げて取り組む必要

かあるであろう。

2．迅速診断技法開発試験

１）螢光抗体法の応用

養殖現場で用いられる魚病の診断技法は、正確、迅速、簡便かつ経済的でなければならない。

ＩＨＮの診断は、通常、ウイルス分離用検体（病魚内臓のホモジナイズ液など）を感受性のある

細胞培養（ＥＰＣ細胞など）に接種し、１５℃で培養を続け、特徴的なＣＰＥ（細胞変性効果）

の発現を観察するという方法で行われる。しかし、この方法では、病魚材料を採集後、診断を下

すまでに最低４～５日間を要し、対策が遅れがちとなる。そこで診断の迅速化を目指し、螢光杭
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体法の導入を試みた。順序として、まず、実験室内で有効性を検討し、次いで野外調査に応用し

た。

(1)有効性の検討

材料および方法

a）チャンパースライドを用いる方法

供試株化細胞：ＣＨＳＥ２１４（東京水産大学水族病理学講座より分与を受け、継代培

養したＣｈｉｎｏｏｋｓａｌｍｏｎｅｍｂｒｙｏ由来の株化細胞)。

供試抗血清：抗ＩＨＮウイルス・ウサギ血清（同上より分与を受け、供試するまで－８０

℃に保存した。以下、抗ＩＨＮＶ血清)。

接種ウイルス材料：養魚池で自然発病したニジマスＩＨＮ病魚の腎臓のホモジナイズ液。

チャンパースライド：ラポテク社製８チャンパースライド。

２次抗体：ＦＩＴＣ標識プロテインＡ（ファルマシア社製)。

反応行程：チャンパースライドを用いた螢光抗体法の反応行程を図１に示す。すなわち、

チャンパースライドにＣＨＳＥ２１４細胞を培養、それにウイルス材料を接種、１５℃で

１５～２０時間培養しウイルスを増殖させた。ついで細胞か剥がれ落ちないよう注意しな

がら、ＨａｎｋｓＩＢＳＳ（ｐＨ7.4～7.6)で５分間ずつ３回、液を変えて洗浄した。ドライ

ヤーの冷風で乾燥後、４℃の冷アセトンで３０分間前処理。風乾ののち、抗ＩＨＮＶ血清

を0.05,2／チャンパーの割合で細胞上に盛り、湿潤箱に入れ、２０℃で９０分間作用さ

せた。作用終了後、リン酸緩衝食塩水で５分間ずつ３回、液を変えて洗浄した。つぎに、

ＦＩＴＣ標識プロテインＡ（１ｑｕヲ／〃）を０．０５Ｍ／チャンパーの割合で細胞上に盛

り、２０℃で６０分間作用させた。作用終了後、リン酸緩衝食塩水で５分間ずつ３回、液

を変えて洗浄、炭酸重炭酸緩衝無螢光グリセリンで封入し、落射式螢光顕微鏡（ＮＩＫＯＮ）

を用いて観察した。

ａ

細胞準備：ＣＨＳＥ２１４，８チヤンパースライド（ラポテック）１５℃、２４時間
↓

検査材料接種
↓

培義：１５℃、１５～２０時間
↓

洗浄：Ｈａｎｋｓ’ＢＳＳ（ｐＨ7.4～7.6）、５分間ずつ３回
↓
風乾

↓
前処理：４℃、アセトン、３０分間

↓
風乾

↓
１次反応：希釈抗ＩＨＮＶ血清（×２０）、0.05Ｍ／チャンパー、２０℃、９０分間

↓
洗浄：洗浄液（０．０１Ｍリン酸緩衝食塩水、ｐＨ７．２）、５分間ずつ３回

2茨反応:mTC標識ﾌﾟﾛﾃｲﾝＭＭⅧ0051M/ﾁｬﾍ２０℃､６０分間
↓

洗浄：洗浄液、５分間ずつ３回

封,l【･癖;炭酸重炭酸緩衝無螢光ｸﾞﾘｾﾘﾝ(pH85)､落射式螢光顕微鏡
図１チャンバースライドを用いた螢光抗体法の反応行程
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b）臓器塗抹標本を用いる方法

臓器塗抹標本の作製：養魚池で自然発病したニジマスＩＨＮ病魚から腎臓及び脾臓を摘

出し、割面を螢光抗体法用無螢光スライドクラスに塗抹した。

供試抗血清および２次抗体：いずれもａ）と同一のものを使用した。

反応行程：臓器塗抹標本を用いた螢光抗体法の反応行程を図２に示す。すなわち、腎臓、

脾臓の塗抹標本を作製後、風乾。４℃の冷アセトンで３０分間前処理した。風乾ののち、

抗ＩＨＮＶ血清を０．０２伽ずつ塗抹部分に盛り、湿潤箱に入れ、２０℃で９０分間作用さ

せた。作用終了後、リン酸緩衝食塩水で５分間ずつ３回、液を変えて洗浄した。次ぎに、

ＦＩＴＣ標識プロテインＡ（１０ノリヲ／〃）を０．０２秘ずつ塗抹部分に盛り、２０℃で６０

分間作用させた。作用終了後、リン酸緩衝食塩水で５分間ずつ３回、液を変えて洗浄、炭

酸重炭酸緩衝無螢光グリセリンで封入、落射式螢光顕微鏡（ＮＩＫＯＮ）を用いて観察し

た。

臓器塗抹標本作製：腎臓、脾臓

↓

風乾

↓

前処理：４℃、アセトン、３０分間

↓

風乾

↓

１次反応：希釈抗ＩＨＮＶ血清（×２０）、０．０２Ｍ、２０℃、９０分間

↓

洗浄：洗浄液、５分間ずつ３回

↓

２次反応：ＦＩＴＣ標識プロテインＡ、１０J2zl／畑、０．０２伽、２０℃、６０分

↓間

洗浄：洗浄液、５分間ずつ３回

↓

封入・観察：炭酸重炭酸緩衝グリセリン（ｐＨ８５）、落射式螢光顕微鏡

図２臓器塗抹標本を用いた螢光抗体法の反応行程

ｂ結果

ａ）チャンパースライドを用いる方法

チャンパースライドを用いて行った螢光抗体法のＩＨＮウイルス陽性像を写真１に示す。

黄緑色の特異螢光を発するＩＨＮウイルスかＣＨＳＥ２１４細胞の細胞質内に認められる。
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チャンパースライドを用いた場合、細胞準備から観察終了まで３日間必要であった。

ｂ）臓器塗抹標本を用いる方法

ＩＨＮ病魚の腎臓及び脾臓の塗抹標本を用いて行った螢光抗体法のＩＨＮウイルス陽性

像を写真２及び写真３に示す。黄緑色の特異螢光を発するＩＨＮウイルスが所とに認めら

れる。

臓器塗抹標本を用いた場合、塗抹標本作製から観察終了までに要する時間は数時間であ

った。

ｃ考察

螢光抗体法は免疫組織化学的方法の１つであって、抗体のマーカーに螢光色素を用い、螢

光顕微鏡下に励起された螢光を観察することによって抗原の所在を探る方法である。本法は

免疫組織化学的方法の中で最も早く確立された方法で、１９４０年代の初頭、ＣＯＯＮＳら

か開発に着手し、１９５０年代にほぼ確立し、今日では免疫組織化学の代表的方法の１つと

なっている｡'0）

魚病診断の分野への螢光抗体法の利用例としては、ＢＵＬＩＯＯＫａｎｄＳＴＵＯＫＥＹ１１）

が細菌性腎臓病に、ＫＩＴＡＯａｎｄＫＩＭＵＢＡ１２)及び森ら’3)か養殖ハマチの類結節症に、

楠田ら皿)がﾌﾞﾘの主要疾病に､渡辺らⅢ5)かﾏｽ類のIHNに､溜?鑑鍔鶏のＩ
ＰＮ及びＩＨＮに、それぞれ応用している。

本研究では、螢光抗体法をマス類のＩＨＮの迅速診断に応用した。従来、ＩＨＮの診断は

細胞培養を用い、病魚からＩＨＮウイルスを分離するという方法で行われてきた。従来の方

法では、感受性のある株化細胞の維持・継代、検査材料のホモジナイズ及び希釈など、繁雑

な作業を必要とし、ＩＨＮのＣＰＥ発現にも最低４～５日間必要であった。病気発生の場合、

養鱒業者は一刻も早い診断と対策指導を水産試験場に期待している。今回検討した螢光抗体

法では、チャンパースライドを用いた場合は３日間、臓器塗抹標本を用いた場合はわずか数

時間でＩＨＮウイルスを検出することができた。どちらを用いても、従来の方法よりはるか

に早く診断を下すことができる訳で、養鱒業者の期待に十分応えることができる。

チャンパースライドを用いる方法と臓器塗抹標本を用いる方法を比較すると、チャンバー

スライド法は手法かやや複雑で、洗浄操作などに注意を要し、診断に３日程度必要であるか、

夫雑物に影響されず、比較的クリアー左陽性像を得ることができる。臓器塗抹標本を用いる

方法では、反応行程は数時間で終了するか、塗抹の仕方（厚簿）や來雑物による非特異螢光

の存在など、判定に苦労する場合かある。したかって、時と場合により、両者を上手に使い

分けることが必要である。

螢光抗体法を効果的に実施するには、染色力価の高い、精製された抗血清が不可欠である。
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幸い、本研究では東京水産大学水族病理学講座により試作された、染色力価１２８０倍とい

う高品質の抗血清を使用することができた。今後の問題として、今回用いたような高品質の

抗血清を安定的に入手できるような供給体制の確立か必要である。
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蕊墜諦麺唾

写真１チャンバースライト・を用いて行った蛍光抗体法のＩＨＮウイルス陽性像
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(2)野外調査での応用

実験室内で行った検討結果から、螢光抗体法はＩＨＮの迅速診断法として利用価値の高いと
●

とか判明した。今後、ＩＨＮの迅速診断法-として螢光抗体法を普及していくには養殖現場で実

際に診断に利用し、例数を積み重ねる必要がある。そこで、東京都内の養鱒場で、ＩＨＮによ

る蕊死の疑いのあるニジマス、ヤマメを採集し、それらを検査材料として螢光抗体法による迅

速診断を試みた。同時に、細胞培養を用いた従来のＩＨＮウイルス分離法による診断も実施し、

両者の結果を比較検討した。

ａ材料及び方法

供試魚の採集：東京の多摩地域に分布する養鱒場を図３に示す。本研究に用いた供試魚は、

この図に示す養鱒場へ魚病診断に出向いて採集した。採集月日、場所、魚種、検査尾数は表

６に示すとおりである。

□●●●●●●●●

●~●●
●ﾛ●

、●●●b●

●●●●｡●

●●●●
●●●●

●●●●●●●●
●●■●●●●●●●●●●●●

｡｡●●●●●

*
●●●●

◆

＄

⑪

奥多摩湖 鮎 多摩川
●●●●●●

あ

:旱）
p●｡
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秋川
■●●

串
あ

●●
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■●●●●●●●●

浅川

竜、一ぎぎ
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●□

ｐ●
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図３．多摩地域の養鱒場の位置図
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表６．供試魚の採集月日、場所、魚種、検査尾数

採集月日採集場所魚種検査尾数

場
場
場
場
場
場
場

鱒
鱒
鱒
鱒
鱒
鱒
鱒

養
養
養
養
養
養
養

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ
Ｅ
Ｆ
Ｇ

５月２９日

５月２９日

７月１０日

９月１３日

１０月２日

１０月３日

１１月２８日
ス
ス
・
〆
ス
ス
ス
ス

汎
ポ
マ
ハ
ハ
ｗ
脈

一
一
二
ヤ
ニ
ニ
ニ
ー
ー

０
０
０
９
４
５
７

１
１
１

螢光抗体法：本研究では臓器塗抹標本を用いて螢光抗体法を実施した。養鱒場で採集した

検査対象魚を氷冷して実験室に持ち帰り、小型魚の場合は内臓全体を用いて、大型魚の場合

は腎臓、脾臓、肝臓の臓器別に、螢光顕微鏡用リングマーク付スライドグラス（マツナミ製）

上に臓器を塗抹し、臓器塗抹標本を作製した。風乾ののち、４℃の冷アセトンで３０分間前

処理し、図２の反応行程に従い、螢光抗体法を実施した。

細胞培養法によるＩＨＮウイルスの分離と定量：検査材料からのウイルス分離はＥＰＣ細

胞を用い、マイクロプレート法により行った。ウイルスの定量は５０９５感染終末点（ＴＣＩ

Ｄ５ｏ）法により行った。なお、ウイルスの定量限界は１０２．８ＴＣＩＤ５ｏ／牙であった。

ｂ結果

Ａ養鱒場で採集したニジマス稚魚について行った診断結果を表７に示す。魚体番号５２９－

１，５２９－５，５２９－６，５２９－７はウイルス分離法ではＩＨＮウイルスか検出され

たか、螢光抗体法による判定は陰性であった。魚体番号５２９－１及び５２９－５のウイル

スカ価は、それぞれ≦103.3ＴＣＩＤ５ｏ／ヲ、≦１０ａ３ＴＣｌＤ５ｏ／牙と少なかった。

魚体番号５２９－８，５２９－９，５２９－１０はウイルス分離結果と螢光抗体法の判定結

果かともに陽性で一致した。

魚体重の範囲は０．７～１．５１、採集時の水温は１１．０℃であった。
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表７．Ａ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法による

診断結果と螢光抗体法による診断結果の比較

ウイルス分離法
魚体番号魚種体重(,） 螢光抗体法

分離力価

２升１
８
８
８
３
８
３
５
３
３

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

３
２
２
２
３
５
５
５
６
６

二
く
く
く
二
一

１升十
一
一
一
十
十
十
十
十
十

１
１
５
７
３
８
０
８
８
７

●
●
●
●
●
●

１
１
１
０
１
０
１
０
０
Ｏ

スハ
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

一一

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１

’
｜
’
｜
’
｜
’
｜
’
’

９
９
９
９
９
９
９
９
９
９

２
２
２
２
２
２
２
２
２
２

５
５
５
５
５
５
５
５
５
５

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

＋
＋
＋

升１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた｡

升２：ｌｏｇＴＣＩＤ５ｏ／牙

採集時の水温：１１．０℃

Ｂ養鱒場で採集したニジマス稚魚の診断結果を表８に示す。検査した１０尾すべてからＩ

ＨＮウイルスか検出され、螢光抗体法による判定もすべて陽性であった。ウイルスカ価は

１０５３～１０７６ＴＣＩＤ５ｏ／牙、採集時の水温は１２０℃であった。

Ｃ養鱒場で採集したヤマメ稚魚の診断結果を表９に示す。検査した１０尾のうち６尾から

ＩＨＮウイルスが検出され、ウイルスカ価は１０３８～ｌ０６８ＴＣＩＤ５ｏ／牙であった。腎臓

及び脾臓の臓器塗抹標本に対して行った螢光抗体法の判定結果は、魚体番号７１０－１，

７１０－２、７１０－３，７１０－４，７１０－８は腎臓、脾臓とも陽性でウイルス分離結

果と一致したが、魚体番号７１０－７は腎臓、脾臓とも陰性であった。採集時の水温は15.0

℃であった。

Ｄ養鱒場で採集したニジマスの診断結果を表１０に示す。検査した９尾のうち７尾からＩ

ＨＮウイルスが検出され、ウイルスカ価はｌ０ａ１～ｌ０８８ＴＣＩＤ５ｏ／牙であった。螢光抗

体法による判定結果もＩＨＮウイルスか検出された７尾はすべて陽性であった。魚体番号

９１３－５～－９の魚体重は３７．１～８１．１牙で、１ＨＮ感染魚としては大型であった。

－２１－



表８．Ｂ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法

による診断結果と螢光抗体法による診断結果の比較

ウイルス分離法
魚体番号魚種体重（ｻﾞ） 螢光抗体法

分離力価

ス胸
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

一一１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
２
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｜
’
’
’
一
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｜
’

９
９
９
９
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２
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５
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５
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５
５
５
５

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

３
７
３
５
２
１
５
０
８
３

●
、
●
●
●
●
●
●
●
●

２
２
１
３
３
３
２
２
２
３

２升６
８
８
１
１
６
３
８
８
３

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

７
６
６
６
７
５
７
６
６
５

１升十
十
十
十
十
十
十
十
十
十

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

升１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

升２：ｌｏｇＴＣＩＤ５ｏ／『
採集時の水温：１２．０℃

表９．Ｃ養鱒場で採集したヤマメのＩＨＮウイルス分離法によ

る診断結果と螢光抗体法による診断結果の比較

ウイルス分離法螢光抗体法
魚体番号魚種体重（の

分離力価腎臓脾臓

３
４
４
６
６
９
８
７
０
０

●
●
●
●
●
●
●
、
●
●

３
４
５
５
３
８
９
３
０
６

２
１

１
１
１

６．１升２

５．６

５．１

５．６

＜２８

＜２．８

３．８

６．８

＜２．８

＜２．８

１

｜
’
｜
’
｜
’
｜
’
｜
’

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

７
７
７
７
７
７
７
７
７
７

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

メマ
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

ヤ １升十
十
十
十

＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋

＋
＋

＋＋

升１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

升２：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／ヲ

採集時の水温：１５．０℃
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表１０．Ｄ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法による診断結果と

螢光抗体法による診断結果の比較

螢光抗体法ウイルス分離法

魚体番号魚種体重（，）
分離力価腎臓脾臓

｜
＋
＋
’
＋
＋
＋
＋
＋

２升

８
１
６
８
８
１
８
５
１

□
●
●
●
●
●
●
●
●

２
６
６
２
６
３
８
５
７

く
く

１升

一
十
十
一
十
十
十
十
十

８
０
２
５
４
５
８
７
１

■
●
●
●
●
●
●
●
●

３
２
７
３
０
６
０
１
７

１
５
４
７
８
３

スハ
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

一一１
２
３
４
５
６
７
８
９

－
一
一
一
一
一
一
一
一

３
３
３
３
３
３
３
３
３

１
１
１
１
１
１
１
１
１

９
９
９
９
９
９
９
９
９

０
０
０
０
０
０
０
０
０

＋
＋

＋
＋
＋
×
＋

升１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

升２：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／,

採集時の水温：１６．０℃

Ｅ養鱒場で採集したニジマスの診断結果を表１１に示す。検査した５尾すべてからＩＨＮ

ウイルスが検出され、腎臓、脾臓、肝臓の塗抹標本に対して行った螢光抗体法の判定結果も

すべて陽性であった。

Ｆ養鱒場で採集したニジマスの診断結果を表１２に示す。検査した４尾すべてからＩＨＮ

ウイルスか検出され、螢光抗体法による判定もすべて陽性で、診断結果は一致した。

Ｇ養鱒場で採集したニジマス７尾の診断結果を表１３に示す。検査した７尾すべてからＩ

ＨＮウイルスが検出され、ウイルスカ価は１０６１～１０７１ＴＣＩＤ５ｏ／ヲであった。螢光

抗体法は魚体番号１１２８－５～－７の３尾について実施した。その結果、魚体番号１１２８－

５と－７は陽性であったが、１１２８－６は陰性であった。
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表１１．Ｅ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法による診断結果と

螢光抗体法による診断結果の比較

ウイルス分離法 螢光抗体法
魚体番号魚種体重（牙）

分離力価腎臓脾臓肝臓

１００２－１ニジマス５３．８＋升１ＮＤ升２＋＋＋

１００２－２〃 ５０．４＋ＮＤ＋＋＋

１００２－３〃 ４１．５＋ＮＤ＋＋＋

１００２－４〃 ３７．４＋ＮＤ＋＋＋

１００２－５〃５１．０＋ＮＤ＋＋＋

※１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥが認められた。

※２：測定しなかった。

採集時の水温：１６．７℃

表１２．Ｆ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法による診断結果と

螢光抗体法による診断結果の比較

ウイルス分離法 螢光抗体法

魚体番号魚種体重（『）
分離力価 腎臓

９．０＋升１ＮＤ升２

５．２＋ＮＤ

２１．１＋ＮＤ

２８．４＋ＮＤ

＋
＋
＋
＋

１００３－１ニジマス

１００３－２〃

１００３－３〃

１００３－４〃

升１：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

升２：測定しなかった。

採集時の水温：１６～１７℃
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表１３．Ｇ養鱒場で採集したニジマスのＩＨＮウイルス分離法による診断結果

と螢光抗体法による診断結果の比較

螢光抗体法ウイルス分離法

魚体番号魚種体重（『）
分離力価腎臓脾臓

１１２８－１ニジマスＮＤ升１＋器２６．１升３ＮＴ升４ＮＴ

Ｚ６８１１２８－２〃ＮＤ＋ＮＴＮＴ

１１２８－３〃ＮＤ＋Ｚ６ＢＮＴＮＴ

１１２８－４〃ＮＤ＋之６．８ＮＴＮＴ

１１２８－５〃２９．１＋７．１＋＋

１１２８－６〃２１．１＋６．１

１１２８－７〃１７．５＋６．６＋＋

升１：測定しなかった。

器２：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

升３：ｌｏｇＴＣＩＤ５ｏ／ヲ

升４：テストしなかった。

採集時の水温：５．６℃

ｃ考察

今回の調査では計５０検体を従来のウイルス分離法と螢光抗体法の両方法で検査した。そ

の結果、診断か一致したのは４４検体で、一致率は８８冊であった。診断結果が一致しなか

ったのは６検体で、これらはいずれも従来のウイルス分離法で陽性、螢光抗体法で陰性であ

った。６例を詳細に検討すると、４例（魚体番号５２９－１，５２９－５，５２９－６，

５２９－７）は魚体重０．８～１０１の稚魚であり、塗抹標本の作製に問題があったとも考え

られる。また、３例（魚体番号５２９－１，５２９－５，７１０－７）はウイルスカ価が

１０３１～１０３８ＴＣＩＤ５ｏ／'と低く、そのため、螢光抗体法で陽性像を見落した可能

性も考えられる。これらの点については今後更に診断例数を増やし、検討する必要かある。

ＩＨＮの好適発生水温域は１０～１２℃で、１５℃を越えると発病しにくくたると言われ

ており､21）昇温によるＩＨＮ防除策も検討されている２２)。今回の調査結果では、ＩＨＮの

発生水温は５．６～１６．７℃と広い範囲にわたっていた。発病サイズについても、従来は稚魚

に限られていたものか、本調査で明らかなように、７０～８０牙といった魚にも発病か認め

られ、大型化していた。これらのことから、今後、ＩＨＮの発生水温域の拡大化と発病サイ
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ズの大型化に注意する必要かある。

2）ニジマス血清中の抗ＩＨＮウイルス抗体迅速測定法の開発

ニジマス血清中の抗ＩＨＮウイルス（以下、ＩＨＮＶ）抗体を迅速に測定する方法の開発を目

的として、抗原固相法のＥＬＩＳＡを実施するため、抗ニジマス１９ウサギ血清の作製を試みた。

（１）材料及び方法

供試魚

ニジマス１年魚。魚体重２００～４００１．

抗ウサギ赤血球ニジマス血清の調製

供試魚６尾の腹腔内にあらかじめ調製した洗浄ウサギ赤血球を１Ｏ１ｏｃｅｌｌｓ／尾の割合で

注射した。注射は１０日間隔て４回実施し、最終注射より７日後に尾部血管より採血した。

採血後、常法により血清を分離した。６尾のうち１尾は免疫期間中に蕊死したため、５尾分の

血清をプールし、以下の試験に用いた。対照として、外観上正常なニジマス８尾より同様の方

法で採血し、血清を分離したのち、８尾分をプールした。

赤血球凝集試験

抗ウサギ赤血球ニジマス血清のウサギ赤血球凝集試験を芦原ら（１９８０）の方法23)に従

いマイクロタイター法で実施した。すなわち、ニジマス血清を４４℃で２０分間処理し非働化

したのち､24)0.1筋ＢＳＡおよび0.01冊ゼラチンを含むベロナール緩衝液で２倍から１０２４

倍まで２倍段階希釈した。この希釈液を９６穴Ｕ字型マイクロプレートに005,8／穴の割合

で注入した。更にウサギ赤血球浮遊液を0.05,M／穴の割合で加え、マイクロミキサーでﾌ･レ

ートを攪枠し、２０℃に２時間置き、更に４℃に１夜置いたのち、凝集素価を測定した。

抗ニジマス１９ウサギ血清の調製

抗ウサギ赤血球ニジマス血清４j7zCとウサギ赤血球ｌ０９ｃｅｌｌｓをＥＤＴＡの存在下で４℃、

２４時間反応させた。反応終了後、凝集したウサギ赤血球をベロナーム緩衝液で４回洗浄し、

それをウサギの耳静脈に注射した。注射は１０日間隔て４回行い、最終注射より７日後に採血

し、血清を分離し、抗ニジマスＩテウサギ血清とした。対照として、正常ニジマス血清をウサ

ギの耳静脈に注射し、１２日後に採血し、血清を分離した。

抗ニジマスＩ牙ウサギ血清の検定

免疫電気泳動用ベロナール緩衝液を蒸留水で２倍に希釈し、精製寒天（ＤｉｆｃｏＮｏｂｌｅ）

１．０～１．２冊とＮａＮ３０．１筋を加え、ガラス板に流し、厚さ１"mJmの免疫電気泳動用寒天平板

を作製した。この免疫電気泳動用寒天平板を用い、松橋ら（１９８５）２５)の方法に従い免疫

電気泳動法により抗ニジマス１９ウサギ血清の検定を行った。

(2)結果
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抗ウサギ赤血球ニジマス血清のウサギ赤血球凝集素価は１：３２であり、正常ニジマス血清

のウサギ赤血球凝集素価は１：１６であった。

免疫電気泳動法により、抗ニジマス１９ウサギ血清とニジマス血清の間には４本の沈降線か、

抗ニジマス血清ウサギ血清とニジマス血清の間には多数の沈降線か形成された。

(3)考察

抗ニジマス１９ウサギ血清中には、ニジマス血清中の少なくとも４つの成分に対する抗体が

形成されていたと考えられる。したかって、得られた「抗ニジマス１９ウサギ血清」は本来の

目的のものではなかった。

この原因として、凝集抗体価が低かったこと、血球に凝集素以外の蛋白質か付着してしまっ

たことなどか考えられる。今後はもっと多数のニジマスをウサギ赤血球で免疫し、その中で高

い凝集素価を示す個体の血清のみを使って試験を実施する必要がある。

5．ニジマス親魚体腔液のウイルス検査

ＩＨＮは病魚及び不顕性感染魚（健康保菌魚）か主たる伝染源と考えられている。また、感染耐

過した親魚はウイルスフリーとはたらず、成熟期に体腔液中にウイルスを排出することから、それ

らの生殖産物や汚染卵も重要な伝染源になると言われている。２６）

そこで、奥多摩分場で採卵に用いる雌親魚の体腔液についてウイルス検査を行い、汚染状況の把

握を試みた。

１）材料および方法

供試魚

奥多摩分場産３年魚雌魚。昭和５８年３月に孵化した群。

体腔液の採取
２７）

体腔液の採取はＹＯＳＨＩＭＩＺＵａｎｄＫＩＭＵＲＡの方法に従って行った。すなわち、自動式

ピペット（Ｇｉｌｓｏｎ社製）に1.0祁用のプラスチック製チップを取り付け、麻酔した雌親魚の生

殖孔に挿入し、体腔液を吸い上げた。吸い上げた体腔液はＳ１スクリューバイアル瓶に移し、検

査に供するまで－２０℃で保存した。

１９８６年１月に７０尾、２月に４０尾、計１１０尾より体腔液を採取した。

ウイルス検査

保存体腔液を解凍し、抗生物質入りＭＥＭ－２（ペニシリン、８００１Ｕ／秘、ストレプトマ

イシン、８００α，／〃を添加したＭＥＭ－２）で１：１０（Ｖ／Ｖ）に希釈し、４℃で１夜反

応ざせ接種材料とした。あらかじめ９６穴マイクロプレートに準備したＥＰＣ細胞に常法に従い

接種材料を接種した。接種後、１５℃で培養し、１４日間細胞を観察した。
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2）結果

親魚体腔液からのウイルス検出状況を、他県で行われた同様の検査結果と合わせて、表１４に

示す。検査した１１０尾の雌親魚体腔液のうち、ＩＨＮウイルス特有のＣＰＥが認められたのは

１６尾であり、ウイルス保有率は１４．５冊であった。

表１４．ニジマス親魚体腔液および精液のウイルス検査結果

ウイルス検出尾数検査尾数実施県検査月日

１１０（雌）

６０（雌）

５７（雌２８，

３０（雌２６、

６
３

１東
岐
静

泉 １９８６，１～２

旱※１９８５，１～３

岡※１９８４，１２

野※１９８５，１２

雄２９）３５（雌２８／２８）
（雄７／２９）

雄４）６（雌６／２６）長

※昭和６０年度、魚病対策技術開発研究成果報告書（第４分冊）

（社）日本水産資源保護協会による

5）考察
２８）

花田らは静岡水試富士養鱒場の雌親魚７７尾のウイルス保有状況を調べ、９尾（８．８冊）にＩ
２９）

ＨＮウイルスの保有を認めている。また、アメリカにおいても、ＭＵＬＣＡＨＹらか１９７７年

から１９８０年にかけて、北アメリカ太平洋岸の７カ所のサケ･マスふ化場においてＳｏｃｋｅｙｅ

ｓａｌｍｏｎおよびＣｈｉｎｏｏｋｓａｌｍｏｎ計９１９尾の雌親魚体腔液を採卵時に採取し、ＩＨＮウイ

ルスの保有状況を調べ、保有率が３９～１００筋であったと報告している。

１９８４年と１９８５年に、岐阜、静岡、長野の各県か行ったニジマス親魚体腔液及び精液の

ウイルス検査でも、表１４に示すように、保有率に差はあるものの、各県のニジマス親魚にウイ

ルスの保有か認められている。

奥多摩分場の雌親魚にも、表１４に示すように、１４５筋のＩＨＮウイルス保有か認められた。

ウイルス性疾病に対する有効な治療法が明らかになっていない現時点では、雌親魚はＩＨＮウ

イルスを保有しているということを念頭に置き、卵に対するヨード剤消毒を徹底し、防疫に努め

なければならない。
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4．夏季、比較的高水温環境下におけるＩＨＮの発生例

ＩＨＮは本邦各地の養鱒場のニジマス、ヤマメに発生し、大きな被害を与えているウイルス性疾
３０）

病の1つである。本疾病の発生は水温に大きく影響され、水温’0℃前後か好適で、自然の状態

では１５℃を越えると発生したくなると考えられてきた｡31)しかし、我々は１９８４年夏季に行っ

た魚病発生状況調査において、１５℃を越える飼育環境下でＩＨＮの発生を認めたので若干の検討

を加えた。

1）材料および方法

調査方法

１９８４年７月から９月の夏季に、原因不明の弊死が認められる４カ所の養鱒場へ出向き、発

病状況の聞き取り、現場観察を行い、病魚を採集し氷冷して試験場へ持ち帰り、検査に供した。

採集及び検査の概要を表１５に示す。

表１５．採集及び検査の概要

養鱒場魚種採集月日採集時水温(℃）飼育用水検査尾数(尾）

河川水

河川水

河川水

河川水

Ｈ
１
Ｊ
Ｋ

７月１０日

７月１０日

８月７日

９月１，１３日

１６．０

１５．０

１８．５

１６．０

０
０
４
３

１
１

１

●
〆
ス
ス
ス

マ
旅
次
火

ヤ
一
一
一
一
一
一

ウイルス検査

検査材料はウイルス検査に供するまで－２０℃で保存した。解凍後、小型の魚体（魚体重０．５

～２０１）は頭部と尾部を切除した残りを、大型の魚体は腎臓、脾臓を中心とした内臓を、それ

ぞれ個体別に氷冷し左から乳鉢で磨砕し、均一な乳剤にたったところで、検査材料の重量の９倍

のＭＥＭ－２（Ｇｉｂｃｏ社製牛胎児血清を２％になるように添加した日水製薬ＭＥＭ培地）を加

え、均一な１０妬浮遊液を調製した。この浮遊液を一定時間静置したのち、注射器で上清を吸い

上げ、それを無菌室内でＯ４５ＪＵｍ孔径のＨＡフィルターで炉過し、接種材料を調製した。

ウイルス分離のための培養細胞として、ＩＨＮウイルスに高い感受性を有するＥＰＣ細胞を用

いた｡32)９６穴マイクロプレートにＥｐＣ細胞を準備し、常法に従い階段希釈した接種材料を

０．０５秘／穴接種した。接種後、１５℃で培養し、ＣＰＥ発現の有無を１４日間観察した。

2）結果

Ｈ養鱒場において採集したヤマメ１０尾のウイルス検査結果を表１６に示す。１０尾のうち６

尾からＩＨＮウイルスが検出された。ウイルスカ価は１０３８～１０６８ＴＣＩＤ５ｏ／ヲであった。
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調査は７月１０日に実施したが、６月下旬から死魚が増加しだしたということであった。

表１６．Ｈ養鱒場で採集したヤマメのウイルス検査結果

魚体番号魚種体重（ヲ）ウイルス分離ウイルスカ価升１

３
４
４
６
６
９
８
７
０
０

０
●
●
●
●
●
●
●
■
●

３
４
５
５
３
８
９
３
０
６

２
１

１
１
１

メマ
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

ヤ１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１

’
｜
’
｜
’
一
一
一
一
－

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

７
７
７
７
７
７
７
７
７
７

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

２升十
十
十
十

１
６
１
６
８
８
８
８
８
８

●
●
●
●
●
Ｄ
Ｃ
●
●
●

６
５
５
５
２
２
３
６
２
２

く
く

く
く

＋
＋

升１：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／，

升２：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

採集時の水温：１６．０℃

Ｉ養鱒易で採集したニジマス１０尾のウイルス検査結果を表１７に示す。１０尾のうち６尾か

らＩＨＮウイルスが検出された。それらのウイルスカ価は１０４６～１０５８ＴＣＩＤ５ｏ／FBであっ

た。Ｈ養鱒場とは水系を異にしているか、Ｈ養鱒場と同様、６月下旬から死魚が増加したという

ことであった。

Ｊ養鱒場で採集したニジマス４尾のウイルス検査結果を表１８に示す。４尾のうち３尾からＩ

ＨＮウイルスが検出された。Ｊ養鱒場では７月２５日にニジマス稚魚５，０００尾を購入し飼育し

たところ、８月４日頃より死魚か増加したということであった。８月１日から１９日玄での日間

死魚数と水温変動の様子を図４に示す。日間死魚数は８月９日に２２１尾と最高となり、以後減

少に転じ、８月１９日頃には死魚はほとんど認められなくなった。８月１日から１８日までの累

積死魚数は１３５７尾で、放養尾数の２７筋に達した。
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表１７．１養鱒場で採集したニジマスのウイルス検査結果

魚体番号魚種体重（牙）ウイルス分離ウイルスカ価升１

８
６
８
３
１
８
８
８
１
８

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

２
４
２
５
５
２
２
５
５
４

く
く

く
く

ス次
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

一一１
２
３
４
５
６
７
８
９
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
２

’
’
一
｜
’
｜
’
｜
’
’

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

７
７
７
７
７
７
７
７
７
７

０
０
）
０
０
０
０
０
０
０
０

１
５
５
８
６
１
０
６
２
９

●
■
●
●
●
●
●
●
●
●

１
０
０
０
１
１
２
０
１
０

＋升２

＋
＋

＋
＋
＋

升１：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／牙

升２：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥが認められた。

採集時の水温：１５．０℃

表１８．Ｊ養鱒場で採集したニジマスのウイルス検査結果

魚体番号魚種体重（牙）ウイルス分離ウイルスカ価升１

２升，
Ｄ
Ｄ
Ｄ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

ス火
〃
〃
〃

一一１
２
３
４

’
｜
’
’

７
７
７
７

０
０
０
０

８
８
８
８

０
０
０
０

＋升３

＋

＋

Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

升１：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／,

升２：測定しなかった。

升３：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

採集時の水温：１６．０℃
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図４．Ｊ養鱒場における日間死魚数の推移

Ｋ養鱒場で９月１日、１３日の２回にわたり採集した計１３尾のニジマスのウイルス検査結果

を表１９に示す。１日に採集した５尾のうち３尾、１３日に採集した８尾のうち６尾からＩＨＮ

ウイルスか検出された。それらのウイルスカ価は１０３１～１０８８ＴＣＩＤ５ｏ／ヲであった。Ｉ

養鱒場では７月下旬、ニジマス稚魚１５，０００尾を購入し飼育したところ、８月２５日頃から７０

～８０尾／日の死魚が認められるようになり、その後、稚魚飼育池の下流に位置する５０～１００

牙サイズのニジマス飼育池でも死魚か増加した。
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表１９．Ｋ養鱒場で採集したニジマスのウイルス検査結果

魚体番号魚種体重（，）ウイルス分離ウイルスカ価器１
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ
Ｄ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

＋升３

＋

＋

２升，
Ｄ
Ｄ
Ｄ

Ｎ
Ｎ
Ｎ
Ｎ

ス火
〃
〃
〃
〃

一一１
２
３
４
５

一
｜
’
｜
’

１
１
１
１
１

０
０
０
０
０

９
９
９
９
９

０
０
０
０
０

６．１

６．６

＜２．８

６．８

３１

＞８．８

５．５

７．１

１２．０

７．２

３．５

５０．４

４６．５

７０．８

８１．７

３７．１

＋
＋

１
２
３
４
５
６
７
８

’
｜
’
｜
’

３
３
３
３
３
３
３
３

１
１
１
１
１
１
１
１

９
９
９
９
９
９
９
９

０
０
０
０
０
０
０
０

〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃

＋
＋
＋
＋
＋

升１：ｌＯｇＴＣＩＤ５ｏ／,

升２：測定しなかった。

升３：ＩＨＮウイルスの典型的ＣＰＥか認められた。

９月１３日の採集時の水温：１６．０℃

5）考察

ＩＨＮの発生と環境水温の関係については、高水温（ＩＨＮの発生と環境水温の関係については、高水温（１７℃以上）で魚を飼育すればＩＨＮに
３３),34),35）

よる被害を防ぐことができるという報告と、１５℃及び１８℃の環境水温下でも、ニジマス稚魚
３６）

は容易にＩＨＮに感染し死ぬという報告があり￣致していない。このことについては、実験に用

いた魚の大きさと攻撃ウイルス量の違いによるためではないか、という意見もある｡37）

今回の野外調査結果から考えると、ヤマメ．ニジマスとも、１６～１８℃といった環境水温下

で、ＩＨＮに自然感染発症することは明らかである。

，ＨＮは，０℃の環境水温下では、感染後４～６日で死か始まり、死は８～’４日で最高に達

するが、数週間継続することもあるといわれ､38）１０℃以下では症状の進行は遅くたり、それ以

上では早まるとされているj9)Ｊ養鱒場における調査時に、ＩＨＮの高水温環境下における潜伏

期間を知るため、ＩＨＮ未感染と推定されるニジマス稚魚（平均体重１０テ）にリボン式標識を
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施し、発病池に放養したところ（８月１０日）、６日後から標識魚の死が始まり、死魚からＩＨ

Ｎウイルスが検出された。したかって、環境水温１８℃、魚体重１０牙でのＩＨＮの潜伏期間は

６日間程度と考えられた。また、図４に示すように、高水温環境下では、魚群の死は感染後１０

～１２日で最高に達するか、３週間程度しか継続しないと考えられる。

春の低水温期に、ニジマス稚魚にＩＨＮか発生すると、累積死亡率は９０筋以上になることか

多い。これに対し、Ｊ養鱒場の累積死亡率は２７筋であり、その他の発生例についてもその後の

聞き取り調査から同様の傾向が認められた。このことは、魚体の大きさの影響もあると思われる

が、ＩＨＮによる死亡率は高水温の方か低くなるという実験結果３３)を裏付けるものである。

今回検出したＩＨＮウイルスのウイルスカ価は、１０３１～ｌ０８８ＴＣＩＤ５ｏ／？と広い範囲

にわたっていた。このことは、ＩＨＮの発症適温とされる１０℃前後では各個体か一律に高いウ

イルスカ価を有するのに対し、１５℃を越えるような高水温環境下では各個体のウイルスカ価に

幅が出るという実験結果３９)を裏付けるものと考えられる。

ＩＨＮは主として稚魚が冒される疾病であるが、Ｓｏｃｋｅｙｅｓａｌｍｏｎについては１０～１４

カ月令、体長１００－１１２，ﾘzJmの魚での発症か認められており､4o)実験的には１４カ月今、魚体

重６５．０，のニジマス成魚にも強い病原性か認められている。４１)表１９に示したように、Ｋ養

鱒場では、７０～８０牙といった大型ニジマスも、１６．０℃という高水温環境下でＩＨＮに自然

感染・発病し、死亡した。今後、１５℃を越える高水温環境下の大型ニジマスの死亡原因の－つ

としてＩＨＮも疑う必要があろう。

今回検査対象としたＨ～Ｋ養鱒場の死魚に共通する肉眼的所見として、鮠の極度の貧血を挙げ

ることができる。細菌性鯛病やカラムナリス病と異なり、鯉表面に細菌等の寄生体は認められな

かったが、貧血のため、鯉は白色を呈していた。

本研究で示したように、ＩＨＮが高水温環境下でも発生するようにたったこと、大型魚にも発

生するようにたったことの原因が、寄生体としてのウイルスの側の何らかの変化によるものか、

あるいは宿主としての魚の側の変化によるものか等について、今後更に検討する必要がある。
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Ｈ細菌性鯉病に関する試験

1．ＦｌｑＴｏ６ａｃｔ８７伽ｍｓｐ・の養魚環境における生態

サケ科魚類の細菌性鯛病の原因菌、FlcLひｏ６ｑｃｔｅγ川ｍｓｐ．（以下、鯉病菌）の養魚環境にお

ける生態はほとんど明らかになっていない。そこで、奥多摩分場で飼育中のニジマス・ヤマメの鯉

および体表面の鰍病菌の付着状況および飼育池水中の出現状況を調べ、生態解明の一助とした。

１）材料及び方法

供試魚及び検査月日

奥多摩分場で飼育養成中のニジマス・ヤマメ０年魚を検査対象として用いた。検査月日は表

２０に示すとおりである。

表２０検査月日および検査尾数

検査月日 検査尾数検査月日 検査尾数

４月１０日

４月２４日

５月６日

５月２０日

６月５日

６月１９日

７月１日

７月３日

７月５日

０
０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１
１

０
０
０
０
０
０
０

１
１
１
１
１
１
１

日
日
日
日
日
日

０
０
５
２
８
１

１
１
１

１

月
月
月
月
月
月

７
７
７
８
８
９

鯉病菌の検出方法

鯉：養魚池より供試魚を取り上げ、鮠を摘出し、１部はスライドグラスにのせ光学顕微鏡によ

り直接観察し、１部はスライドクラスに塗抹し螢光抗体法により観察した。

体表：供試魚の体表面の粘液を綿棒で掻き取り、それをスライドクラスに塗抹し螢光抗体法に

より観察した。

池水：池水３００〃を無菌的に採水した後、孔径０．４５J2Zmのメンブレンフィルター（ミリポ

ア社、ＨＡフィルター）でろ過し、フィルター上の残澄を綿棒で掻き取り、それをスライドグラ

スに塗抹し螢光抗体法で観察した。
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鯉病菌の定量方法

鯛病菌数の定量は平板塗抹培養法と螢光抗体法の２つの方法で実施した。供試魚より摘出し

た鮠を秤量し、ガラスホモジナイザーを用いてホモジナイズした後、滅菌蒸留水で１０倍階段

希釈した。平板塗抹培養法はサイトファーガ寒天培地を用い、階段希釈した希釈液を平板に－

定量滴下しコンラージ棒で平板全面に拡げ培養するという通常の方法で行った。螢光抗体法は

階段希釈液０．０ＭZをスライドクラス上に滴下し、風乾したのち、螢光抗体染色を施し、螢光

顕微鏡で菌数を数えた。

試料塗抹無螢光スライドクラス

↓

風乾冷風ドライヤー

↓

抗鯉病菌ウサギ血清を滴下ＰＢＳ(-)で１０倍程度に希釈

↓

反応湿潤箱内、３０℃、３０分

↓

洗浄ＰＢＳ白で５分、３回

↓

風乾

↓

ＦＩＴＣ標識プロテインＡを滴下ＰＢＳ(-)で１０００倍に希釈

↓

反応湿潤箱内、３０℃、３０分

↓

洗浄－１ ＰＢＳ(-)で５分、３回

↓

洗浄－２ 蒸溜水

↓

風乾

↓

封入緩衝グリセリン液

．↓

螢光顕微鏡で観察

図５．螢光抗体法の手順

２）結 果

鮠及び体表からの鯉病菌の検出

鯛及び体表からの鯛病菌の検出状況を表２１に示す。 鮠について行った光学顕微鏡観察では、
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７月１日に実施した検査で１０尾中９尾に鯛病菌の付着か最初に認められた。螢光抗体法による

観察では、鯛で６月１９日、体表で６月５日に実施した検査で鯛病菌か最初に認められた。鱒病

菌は６月５日～８月２日の約２カ月間、水温１３．７～１９．７℃の範囲で検出された。なお、７月

２日と１３日に治療を目的に596ＮａＣＣ溶液に２分間、飼育魚を浸漬した。

表２１．供試魚の鯛と体表面からの鯛病菌の検出率

検査〃検査肥光学顕微鏡観察(獺）ｉ:i光抗縣）＊温(℃）

３
９
８
６
７
２
０
０
８
２
６
８
７
０
９

●
●
■
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

０
１
２
２
３
６
６
６
５
５
５
５
９
８
８

１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１
１

●
●
●
●
●
●
●
□
●
●
●
●
●
ｃ
●

二
二
ｍ
一
二
４
－
ｍ
ｍ
」
（
｜
’
【
ロ
ー
）
［
屋
羽
）
（
二
（
叩
）
〈
回
〔
叩
）
【
〉
，
、
。
【
ソ
・
‘
【
ノ
ロ
。
［
》
〃
Ⅱ
０
【
屯
〃
Ⅱ
。
［
〉
”
●
０
（
血
〕
（
⑪
）
（
】
二
一
ｍ
）
（
⑪
『
）

●

（」【ｕ）

（）二ｍ）

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

９
３

５
１
１

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

３
０
５

１
７
２
２

１

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

４
４
９
２

５

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５

１
１
１
１
１
１

０
４
６
０
５
９
１
３
５
０
２
５
２
８
１

１
２

２
１

１
１
１

１

飼育他水からの鯉病菌の検出

飼育池水からの鰯病菌の検出状況を表２２に示す。螢光抗体法では総計１５回の検査のうち、

６月１９日から８月２日にかけて実施した８回の検査で鮒病菌か検出された。塗抹培養法では７

月１日、３日、１０日、１２日に実施した４回の検査で鯨病菌か検出された。
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表２２．池水からの鯉病菌の検出状況

検査〃 検査月日 螢光抗体法平板培養塗抹法

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

△毎ｍ一一△ロ、一一一』Ｌ【’四》Ｐ（虫）〈曰【叩）〈弓（叩）【”ロ。【〃口。【》”Ⅱ。【〉〃Ⅱ。【》〃・ロ【〃日。（ｕ’二血）（】寡呵）（皿『〉

●

〈宮屋叩）

（】二ｍ）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５

１
１
１
１
１
１

０
４
６
０
５
９
１
３
５
０
２
５
２
８
１

１
２
２
１

１
１
１
１

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋

＋
＋

鯉病菌の定量

供試魚醐の鰯病菌数の測定結果を表２３に示す。塗抹培養法では７月１日に実施した検査で

３．２５×ｌ０７ｃｆｕ／ヲ、７月１２日に実施した検査で２９４×１０５ｃｆｕ／牙であり、この２

回の他はいずれも検出限界以下であった。螢光抗体法では６月１９日から７月１５日までに実

施した検査で１０４～，Ｏ７ｃｅｌｌｓ／テの菌数か認められた。

表２３．供試魚鯛の鰯病菌数測定結果

平板培養法
ｃｆｕ／？（平均値）

螢光抗体法
ｃｅｌｌｓ／牙（平均値）

検査服 検査月日

検出限界以下
〃

〃

〃

〃

〃

３．２５×１０７

検出限界以下
〃

〃

２．９４×１０５

検出限界以下
〃

〃

〃

検出限界以下
〃

〃

〃

〃

４．０２×１０４

６．０５×１０７

１３６×１０５

検出限界以下

２７８×１０５

４．７６×１０７

７．７２×１０４

検出限界以下
〃

〃

●
●
●
ｃ
●
●
●
●
●
●
●
●
●
。
●

竺
口
如
一
△
△
幻
扣
一
一
一
匹
【
幻
》
｜
●
【
四
）
（
皖
叩
）
（
辱
［
叩
）
【
”
Ⅱ
。
【
ソ
ロ
。
【
〃
〃
。
【
｝
〃
ロ
。
〔
〃
〃
。
【
》
”
四
○
（
】
二
四
）
（
凹
一
堯
呵
）
（
皿
『
》

●

（一屋叩）

（》二函）

１
２
３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３
４
５

１
１
１
１
１
１

０
４
６
０
５
９
１
３
５
０
２
５
２
８
１

１
２
２
１

１
１
１
１

升検出限界：１．００×１０３ｃｆｕ／７（平板培養法）

１．００×１０４ｃｅｌｌｓ／ヲ（螢光抗体法）
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５）考察

鯛病菌の発育可能温度は１０～２５℃であるか、５℃あるいは３０℃で発育する菌株もあると

言われている｡26)今回、養魚池水中から鯉病菌の検出を試みた結果、表２２に示したとおり、６

月下旬から８月上旬にかけて、水温１６．２～１９．７℃の範囲の時に検出することができた。した

がって、野外養魚池では水温１６～２０℃が鮒病菌の発育に適していると考えられるα

養魚池水からの検出状況と供試魚の鯛および体表からの検出状況を総合して考えると、池水か

ら鯛病菌か検出された時は、７月５日に実施した検査を除き、供試魚からも必らず鰯病菌か検出

されている。このことは本菌か魚体に付着しやすい性質を有するということを示唆するものと思

われる。また、表２１に示したように、鯉と体表面を比較すると、体表からの方が先に鯉病菌か

検出されている。これは、流行初期には本菌はまず体表面に付着し繁殖するということを示唆し

ている。

７月，日に実施した検査の際、供試魚を採集した魚群は典型的な細菌性鰕病の徴候を示してい

た。すなわち、魚か池壁あるいは排水部に集さり、鰕蓋を開き、遊泳か不活発であった。この時

の供試魚の鯉の鯉病菌菌数は、表２３に示したように、平板培養法で３．２５×１０７ｃｆｕ／ヲ、

螢光抗体法で６．０５×１０７Ｃｅｌｌｓ／ヲであった。このことから、外観所見で明らかに細菌性

鰕病と判断できる状態の魚では、ｌ０７ｃｆｕ／テ程度の鯛病菌が鯛に付着していると考えられる。

今回用いた鯛病菌の検出方法を比較すると、表２１及び表２２に示したように、光学顕微鏡に

よる生標本観察や平板塗抹培養法よりも螢光抗体法の方か検出回数、検出率とも高かった。した

がって、螢光抗体法は野外養魚池等で細菌性鯛病の診断や生態調査をする際の菌体検出法として

実用性の高い方法と言うことができる。

細菌性鮠病の治療を目的に７月２日に５冊ＮａＣＣ溶液に２分間魚を浸漬した。その効果をみる

と、表２１に示したように、鯛の螢光抗体法観察で、７月１日の浸漬前には１００９Ｍ魚に鯉病

菌か認められていたか、７月３日には５０妬、７月５日には096と低下している。また、表２３

に示したように、菌数も７月１日には１０７ｃｆｕ／,あったものが７月５日には検出限界以下に

低下している。すなわち、塩水浴後３日間程度で鯛病菌は魚体表面から駆逐されると考えられる。

しかし、７月１２日に実施した検査結果を見ると、鯛病菌か再び鮒や体表に付着している。した

かって、５冊ＮａＣＣ溶液に２分間魚を浸漬することで、鯛病菌を￣時的に魚体から除去すること

は可能であるが、池水中に鰯病菌が生息し、水質その他の発病条件が揃っている限り、浸漬処理

後１０日程度で魚は再び細菌性鰕病の症状を呈するようになると言えよう。細菌性鰕病対策とし

て塩水浴は必ずしも十分な方法とは言えず、今後更に予防・治療法を検討していく必要かある｡
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2．細菌'性鯛病人エ感染試験

細菌性鯉病の予防・治療を検討する上で人工感染技法を確立しておくことは重要である。そこで、

奥多摩分場の養魚池で発生した細菌性鯛病病魚よりＦＪｑＵ０ｂａｃｔｅγ伽ｍｓｐ．（以下、鯉病菌）を

分離し、それを用いて人工感染試験を試み、感染魚の鯛における鯛病菌の動態を光学顕微鏡及び走

査型電子顕微鏡（以下、ＳＥＭ）を用い観察した。

１）材料及び方法

供試魚

奥多摩分場産ニジマス稚魚、体重４．４～９９１．

供試菌株

ＦｌｑＵｏ６ｑｃｔｅγ伽ｍｓｐ・ＯＤ－１株。本菌株は１９８６年７月、奥多摩分場の細菌性鱒

病病魚の鯉より分離し、供試する注で－８０℃で凍結保存したものである。なお、本菌は日本

及び外国で分離された鮒病菌と共通抗原をもつことが明らかになっている。４２）

感染方法

１５必容ガラス水槽に飼育用水５必を入れ、ＯＤ－１株のサイトファーガ液体培養液（２０

℃で３日間振とう培養、菌数約５×ｌ０７ｃｆｕ／〃）１６０伽を添加し、浸漬用菌液を調製し

た。供試魚４０尾を浸漬用菌液に収容し、通気したから感染させた。浸漬開始時の水温は13.4

℃であった。酸素の補給を考え、浸漬開始２時間後及び２４時間後に５２ずつ新鮮な飼育用水

を加えた。

光学顕微鏡及び走査型電子顕微鏡による観察

魚を浸漬後、１，２，３日目に２尾ずつ取り上げ観察に供した。まず、鰯を摘出し、１部は

スライドクラスに載せ直接、光学顕微鏡で生標本の観察を行った。１部は０．１Ｍリン酸緩衝液

（ｐＨ７．２）で洗浄後、２．５妬クルタールアルデヒド溶液で１晩固定した。固定後、病理組織

標本及びＳＥＭ観察用標本を作製した。病理組織標本の作製は固定試料を０．１Ｍリン酸緩衝液

で再度洗浄し、以下常法に従い実施した。ＳＥＭ標本の作製は固定試料を洗浄後、５０冊、

７０９６，８０冊、９０冊、９５妬、１００冊エタノールを通し脱水、１００％酢酸イソアミル

で置換し、臨界点乾燥装置（ＪＣＰＤ－５）を用いて乾燥後、イオンスパッタリング装置（Ｊ

ＦＣ１１００）を用いて金コーティングし、ＳＥＭ（ＪＳＭ，Ｔ１００）で観察した。

２）結果

１日後

菌液浸漬１日後の生標本の観察結果を写真４に示す。鰕弁先端部表面に多数の長桿菌の付着

か認められる。ヘマトキシリン・エオシン（ＨＥ）染色を施した病理組織標本の観察結果を写

真５，６に示す。糸状の長桿菌か主に鯉薄板の先端部に認められる。鯛薄板上皮細胞にはほと
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んど変化は認められず、菌体の組織内への侵入も認められない。ＳＥＭによる鯉表面の観察結

果を写真７，８に示す。鮠薄板表面を長桿菌か覆っている。鰕弁表面にはあまり菌体は認めら

れず、長桿菌以外の菌の付着もない。

２日後

菌液浸漬２日後の生標本の観察結果を写真９に示す。１日後と同様、鯛弁先端部を中心に鰯

表面に多数の長桿菌の繁殖か認められる。病理組織標本の観察結果を写真１０，１１に示す。

長桿菌か鯛薄板先端部のみでなく、鯛薄板と鮠薄板の間隙にも認められる。上皮細胞の変化や

菌の組織内への侵入は認められない。ＳＥＭによる観察結果を写真１２，１３に示す。鯛薄板

表面は多数の長桿菌で覆われ、菌体が相互にからみ合っている。鯉弁の表面にも部分的に長桿

菌力認められる。

３日後

菌液浸漬３日後の生標本の観察結果を写真１４に示す。鯛表面に多数の長桿菌の付着繁殖か

認められる。２日後と比べ、大きな差異はない。病理組織標本の観察結果を写真１５，１６に

示す。長桿菌か全面的に鮠表面を覆っている。鮠薄板と鮠薄板の間隙にも多数の長桿菌の繁殖

が認められる。ＳＥＭによる観察結果を写真１７，１８に示す。おびただしい数の長桿菌が鯛

薄板に密にからみつき、鯛薄板表面は完全に菌体で覆われてしまっている。鯛弁表面も長桿菌

に密に覆われている。

鮠病菌の付着の様式

鰍病菌の鰯表面への付着様式を調べるため、付着部分をＳＥＭを用いて観察した結果を写真

１９に示す。鯉病菌は菌体周囲に線毛状の構造体を多数待ち、それにより鮴表面に付着し、あ

るいは菌体同志つながり合っているような所見か得られた。

5）考察

木村ら43)'｡〔人為感染試験により細菌性鰕病の病原菌の探索を行い､ＦＪｑひ06α…γ川、＄p・

が細菌性鰕病の原因菌の１つであることを明らかにした。その中で、種々の条件で行った人為感

染試験の結果から、菌液に魚を浸漬したのち止水槽に移した時及び菌を止水式飼育槽の中に加え

た時は感染か容易に成立するか、菌液に魚を浸漬したのち流水槽に移した時は感染させるのが困

難であったと報告している。

今回も予備試験として供試魚を菌液に２時間浸漬し、その後流水槽に魚を移したところ、感染

は成立しなかった。したがって、細菌性鰕病の人工感染試験を確実に行うには止水条件で実施す

るのが望ましいと言える。このことはまた、細菌性鰕病の対策を立てる上のヒントになると思わ

れる。

細菌性鯛病の自然感染魚の病理組織学的研究はＷＯＯＤａｎｄＹＡＳＵＴＡＫＥ（１９７５）４４)により
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アメリカ各地の病魚について行われている。それによると、鯛上皮の異常増殖、フィラメント状の菌の

付着、鰊ブラック,,の存在など力認められている。木村ら４３）も、人為感染魚について病理組織学的検

討を行い、鰯薄板や鯛弁の癒合、上皮細胞の異常増殖を認めているが、“ブラック鋤は確認でき

なかったとしている。今回の試験では菌液浸漬１，２，３日後の鮠について検討を加えたが、鯉

薄板や鰕弁の癒合、上皮細胞の異常増殖、“ブラック鋤の存在のいずれも認められなかった。し

たがって菌液浸漬３日程度では鯛組織自体はほとんど影響を受けたいと考えられた。

鯛病菌の鮠ヘの付着様式をＳＥＭを用いて観察したところ、鯛病菌の菌体周囲には線毛状の多

数の構造体が存在し、それにより鮠表面に付着しているらしいことがわかった。宿主と寄生体と

の関係において、「付着」の意義は非常に重要である。「付着」の様式を明らかにし、機構を解

明することで細菌性鯛病の予防・治療対策は大きく進展すると思われ、この方面の研究の発展か

望まれる。
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写真の説明

写真４菌液浸漬１日後の魚の鯨。鰕弁先端部にＦ１α⑳ｏ６ａｃｔｃγ伽ｍｓｐ・の付着・繁殖が認められ

る。生標本。×２００．

写真5．菌液浸漬１日後の魚の病理組織標本。ＦＪｑＵ０６ｑｃｔｃ７川ｍｓｐ・が主に鯛薄板の先端部に認

められる。ＨＥ染色。×４００．

写真６．同上。ＨＥ染色。×１０００．

写真７．菌液浸漬１日後の魚の鯛の走査型電子顕微鏡像。鯉薄板をＦｌαひｏｂａｃｔｅγ伽ｍｓｐ・か覆っ

ている。×５００，５ｋｖ・

写真８．同上。鯛弁表面にはあまり菌体は認められない。×２０００，５ｋｖ・

写真９．菌液浸漬２日後の魚の鮠。１日後と同様、鯛弁先端部を中心に鯛表面に多数のＦＵｑＤｏｏａｃ－

ｔｅγｉｚＬｍｓｐ・の付着・繁殖が認められる。生標本。×２００．

写真１０．菌液浸漬２日後の魚の鯉の病理組織標本。鯛薄板と鯛薄板の間隙にもＦＪａＵｏ６ａｃｔｅγ〃ｍ

ｓｐ・の付着・繁殖が認められる。ＨＦ染色。×４００．

写真１１．同上。ＨＥ染色。×１０００．

写真１２．菌液浸漬２日後の魚の鮠の走査型電子顕微鏡像。鰯薄板をｌＭｚＤｏｂｑｃｔｅγ伽ｍｓｐ・が覆っ

ている。×５００，５ｋｖ、

写真１３．同上。ＦｌａＤｏ６ｑｃｔｃγ伽ｍｓｐ・の菌体が相互に絡み合っている。鯛薄板基部の鯉弁表面に

も菌体が認められる。×１５００，５ｋｖ・

写真１４．菌液浸漬３日後の魚の鯉。鯛表面に多数のＦＪａＤｏ６ａｃｔｅγ伽ｍｓｐ・の付着・繁殖か認めら

れる。生標本。×２００．

写真１５．菌液浸漬３日後の魚の鯨の病理組織標本。鯛薄板全域をＦＪａＤｏ６ａｃｔｅγ〃ｍｓｐ、が覆って

いる。ＨＦ染色。×４００．

写真１６．同上。ＨＥ染色。×１０００．

写真１７．菌液浸漬３日後の魚の鯛の走査型電子顕微鏡像。おびただしい数のＦＺａ妙ｏ６ａｃｔｅγ〃ｍｓｐ・

が鰯全面を覆っている。×５００，５ｋｖ・

写真１８．同上。鯛弁表面'ＭＭＬＵｏ６ｃｕｃ”γ〃ｍｓｐ、により全面的に覆われている。×２０００、

５ｋＶ．

写真１９．鰯に付着したＦＪａＤｏ６ａｃｔｅγ〃ｍｓｐ、の走査型電子顕微鏡像。菌体周囲の線毛状の構造体

により鯉表面に付着している。菌体同士もお互いの線毛状の構造体で結び付いている。

×３５０００，１５ｋＶ．
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細菌性鯛病と水質の関係

細菌性鰕病発生と水質との関係を明らかにするため試験を行った。

1）材料及び方法

奥多摩分場内の養魚池を1つ選定し､他の注水部と排水部で､水温､水量、Ｄ０，ＮＨす、Ｎ

Ｏ２を測定するとともに、その池に収容されているニジマス稚魚を対象に、魚群の行動及び鯉

の生標本の顕微鏡観察から細菌性鯉病発症の有無を調査した。

ａ調査対象池

場内の稚魚飼育池１面（面積１１．６㎡、水深３２c17z）を調査対象池とした。

ｂ水温

棒状水銀温度計で測定した。

ｃ水量

他の水深を１Oc77z上昇させるのに要する時間を測定し、毎秒当りの注水量を求めた。

ｄＤＯ

ＤＯメーター（飯島精密工業製）を用いて測定した。

ｅＮＨ４＋

分光光度計（日立製）を用い、ネスラー試薬による比色法で測定した。

ｆＮＯ２

分光光度計（日立製）を用い、グロースロイミン試薬による比色法で測定した。

ｇ発症の有無

調査期間中毎日、魚群の摂餌状態、遊泳状態を観察するとともに、月１～２回、稚魚５尾を

無作為に採集し、鯛の圧平標本を作製し、光学顕微鏡を用い観察した。

ｈ調査期間

調査は６～１０月の５カ月間行い、水質調査についてはこの間、延７５回行った。採水は午

前１ｏ時頃、池掃除をする前に行った。

5．

2）結果

水質調査結果を各月の旬ごとに整理し表２４に示した。水温は１３．６～１９．４℃、水量は２．９

～６．ｑＣ／Ｓ、ＤＯは注水部で８．９～１０．４ｐｐｍ、排水部で６．８～８．４ｐｐｍ、ＮＨ４＋は注水

部で0.00～０．１６ｐｐｍ、排水部で０．００～０．２６ｐｐｍ、ＮＯ２は８月中旬の排水部の0.002

ｐｐｍを除き検出限界以下であった。鮠の生標本の顕微鏡観察は、６月１３日、７月３日、２４

日、８月６日、２５日、９月８日、１０月３日に行ったか、いずれの場合も鯛表面に細菌性鰕

病の原因菌と考えられている長桿菌の繁殖は認められず、魚群行動の観察からも細菌性鯛病発

症の徴候は調査期間を通じて認められなかった。

－４８－



表２４．旬別水質観測表

水温水量ＤＯ（ｐｐｍ）ＮＨ４＋（ｐｐｍ）ＮＯ２（ｐｐｍ） 観測

（℃）（と／s）注水排水消費量注水排水増加量注水排水増加量日数
月

上旬１４９９．３７．９１．４００００．０００．００２

６月中旬１５．９９．５６．８１．７０．０６０．０８０．０２６

下旬１５．４９９８．４1５０．０９０．１００．０１４

上旬１６．４９９８．２１．７０．０６０．０６０．００６

７月中旬１７．２９２７．７１．５０．１６０．１９００３０．００００．００００．０００６

下旬１６．８９０８．３０．７０．０４００４０．０００．００００.0000.000３

上旬１８．６6.0９３８．１１．２０．０５０．０６０．０１０．０００0.0000000３

８月中旬１９．４５．７９２７．５１．７０．０６０．０７００１０．００００００２０００２７

下旬１８．９４．７９１７．５１．６０．０７０．０９０．０２０．００００．００００．０００９

上旬１８．６５．０８９８．１０．８０．０５０．０８０．０３０．００００.００００．０００３

９．３８．２９月中旬１７．７５．２１１０．０４０．０６０．０２０．００００.ＯＯＯＯＯＯＯ５

下旬１７．０４．０９２７．７１．５０．０５００６００１０．００００.００００．０００７

上旬１６．３２９９１７．２１９０．０９０．２２０．１３０．００００．００００.ＯＯＯ５

１０月中旬１４．７５２９８８．３１．５０．１００．１６０．０６０．００００．００００．０００６

下旬１３．６４．１１０４８．２２．２０．０９０．２６０．１７０．０００００0００．０００３

5）考察

細菌性鯛病の発症には､水温の上昇､ＤＯの減少､ＮＨオの増加など､水質要因が複雑に関与

していると考えられている。今回の調査では、調査池において、細菌性鰕病の自然発症が認めら

れなかったため、当初予定した水質と発症との関係を明確にすることはできなかった。今後は、

自然発症に依らず、人為的感染手法を用いて水質と発症との関係を明らかにする必要かあろう。
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Ⅳ水カビ病に関する試験

ヤマメの水カビ病発生に及ぼす飼育密度の影響

ヤマメ雄魚は採精可能となった時期から真菌症に罹Dやすくなる。その原因としては性成熟期に

おける雄魚のステロイド分泌との関連性も疑われるか、成熟時におけるストレスによる可能性も否

定できない。

特に、ヤマメの採卵場においては、産卵期に雌雄判別、熱度鑑別を行うなど、いわゆる取り扱い

によるストレスが加わる。また、作業の便宜上、高密度で蓄養する。ここでは、これらストレス要

因のうち、まず密度の影響について究明した。

ヤマメ雄魚は雌雄判別後、採卵まで、取り上げ作業を容易にするため小型池に収容し、この間は

高密度下のもとで蓄養される。これら高密度での収容はストレス要因の－つとされ､45）その影響も

大きい可能性がある。更に、密度の影響か性成熟度によって異なる可能性か考えられるため、ここ

では未成熟期と成熟期における密度の影響について検討した。

１）未成熟期

（１）材料および方法

供試魚は、東京都水産試験場奥多摩分場において１９８２年に採卵した未成熟の２年魚で、

これらを１９８４年５月７日より同年７月９日までの間、次の条件下で飼育した。飼育池は低

密度区用３．７×２２×０７ｍ（水容積５．９耐）、高密度区用０．８×２２×０．７ｍ（同１３が）

で、流量は各地とも２００必／分とし、期間中の水温変化は１０．９～１６．４℃であった。

なお、採卵、採精用親魚を蓄養する際の通常の飼育密度は２０尾／㎡（０９～１Ｍ,／㎡）

であり#6)今回の実験では高密度区で７０尾/㎡（7.31`9/㎡)、低密度区で6尾/㎡(0６

１０９／㎡）とした。

各飼育池には実験の２週間前に供試魚を入れて馴致した。馴致期間中及び実験期間中はニジ

マス配合飼料をライトリッツ給餌表の８０筋量、給与した。飼育期間中は、目視又は触診によ

って水カビ病発生状況を観察した。また、終了時には１０尾前後を採取し、２－フェノキシエ

タノール（５００ｐｐｍ）で麻酔後、尾部血管より採血した。次いで、標準体長、体重を計測

後、精巣を摘出し測定した。採取血液は冷却遠心分離後、ラジオイムノアッセイ法によりコル

チゾール量を測定した。ラジオイムノアッセイにはスペック社のコルチゾールキットを利用し

た。

（２）結果

実験期間中、水カビ感染魚は高密度区、低密度区ともにまったく認められなかった。標準体

長は実験開始時、１８．８±１．５c77z（ｎ＝１０）であったか、終了時には、高密度区で２１．５＋

1．
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１．３c77z（ｎ＝１０）、低密度区で２１．６士２．３（ｎ-１０）、体重は実験開始時１０３．２士22.1

テ（ｎ＝１０）であったが、終了時には、高密度区で１５１．６士３０．７，（ｎ＝１０）、低密

度区で１７５．０±３８３牙（、＝１０）で、ともにほぼ順調に成長した。

なお、血中コルチゾール量は、終了時、高密度区で４２．０±２０．８，９（、＝１０）、低密度

区で１８２．７士１９６．９，９（ｎ＝９）であったか、有意差（Ｐ＜０．０５）は認められたかっ

た（表２５)。

表２５．異なる密度で飼育した未成熟魚の体長、体重、ＧＳＩ、

真菌症感染率、血中コルチゾール量

密度測定尾数体長体重ＧＳＩ真菌感染率血中コルチゾー

(尾／㎡）（尾）（c7n）（ヲ）（妬）（妬）ル量（ｎｇ／〃）

高密度７０ １０２１．５１５１．６０．２１０

（士１３）升（士３０．７）（士００６）

１０２１．６１７５．００．１６０

（士2.3）（±３８．３）（士０．０４）

４２０

（士２０．８）

１８２．７

(士１９６．９）

低密度６

升（平均値士標準偏差）

2）成熟期

(1)材料および方法

成熟期供試魚としては、東京都水産試験場奥多摩分場において、１９８２年に採卵した成熟

進行中の２年魚で、これらを同分場において１９８４年８月２９日より１０月２３日まで、次

の条件下で飼育した。実験区として低密度区、中密度区、高密度区の３区を設定し、低密度区

は３．７×２．２×０．７ｍ（水容積５．７７７２，）、中密度区と高密度区は０．８×２．２×0.7ｍ（水容積

１．３㎡）の流水他とし、流量は各地ともほぼ２００必／分とした。期間中の水温は１９６～

１２．０℃で水カビの生息可能範囲内であった。

密度及び面積当りの重量は、低密度区が１０尾／㎡（２．２ＩＣ,／㎡）、中密度区５０尾／〆

（１０．８１c,／㎡）、高密度区１００尾／㎡（２１．９１c,／〆）とした。飼料はニジマス用配合飼

料をライトリッツ給餌表の８０拓量与えたか、摂餌しなくなった時点で給餌を中止した。

実験終了時にすべての魚の水カビ感染度を調べ、更に各区より雄５尾を採取し、標準体長、体

重を測定後、精巣を摘出して秤量し、プアン液で固定した。
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なお、水カビ感染度は肉眼によって判定し、皮膚にビロード状に繁殖している状態を（＋＋）

皮膚が白くなっているがビロード状になるまでに至っていないもの（＋）、未感染を（＿）と

した。また、同時に雌魚の感染度も参考に調べた。

（２）結果

体重は実験開始時２４７．８士９０．１『であったが、終了時高密度区２５９．８士７４．７牙、中

密度区２７７．８士４４．３『、低密度区３１９．５±６２．７ヲであり、いずれにも有意な差は認め

られなかった。ＧＳＩは実験開始時１．９１±０．４９冊であったか、終了時高密度区１．５８士

０．３５妬、中密度区１．６５士０．２９冊、低密度区１９６±０．５２冊で、これらにも有意差は見

られなかった。開始時にはすべての雄魚が排精していなかったのに対し、終了時にはすべての

個体から採精可能であった。

感染魚は、高密度区８０尾中２４尾（３０．０冊）、中密度区４６尾中１８尾（３９．１％）、

低密度区３１尾中９尾（２９．０９６）であった。なお、雌では、高密度区で８９尾中３尾（３．４

冊）、中密度区で３３尾中２尾（５．７冊）、低密度区で４９尾中２尾（４．１妬）に感染か認め

られた（表２６)。

5）飼育密度の影響に関する考察

未成熟魚では、通常の親魚飼育密度より少し高い密度でも水カビ病の発症は認められず、更に

血中コルチゾール量にも有意な差は認められなかった。また、成熟魚を対象とした実験でも密度

に関係なく、水カビ病が発生した。これらの点から考えると、現行程度の親魚の高密度蓄養かス

トレスとして作用し、水カビ病の原因となった可能性は低いと考えられる。

ＲＯＴＨ（１９７２）４７）やＮＥＩＳＨ（１９８０）４８）は水カビ病の要因としてストレスを

挙げており、ＮＥＩＳＨ４８）はストレサーか加わることにより、血中コルチコステロイドか増加

し、糖新生やたんぱく質分解作用を促進するため、たんぱく質の不足を招くこと、血中コルチコ

ステロイドの増加はアスコルピン酸、すなわちビタミンｃの不足も招くなどの結果、皮膚の構成

物質であるコラーゲンが不足し、傷の回復力が弱くなることによって、水カビ病にかかりやすく

たるのであろう、と述べている。実際に、ハイドロコルチゾン、コルチゾル、酢酸コルチゾルな

どのコルチコステロイドの投与により、水カビ病を実験的に発生させうることを報告している。

しかし、ヤマメの場合、現行の密度の範囲であれば、ストレスはもとより、水カビ感染も招か

ないようである。
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表２６．成熟期における収容密度の真菌症に対する影響

検査尾数
区性

（尾）

感染度（冊）体

〔＋〕〔＋＋〕

重

（ｻﾞ）

ＧＳＩ

（妬）

雄８０２８．８ 1.3 ２５９．８１．５８

(士74.7）升 （士０．３５）

２０３．７２０．０７

(士１５．８）（±3.06）

２７７．８１．６５

(±４４３）（士０．２９）

１８４．１１６．８５

(士４６．１）（士3.80）

３１９．５１．９６

(±627）（士0.52）

１８４０１７．８９

(士３１．０）（±3.34）

高密度

雌８９ 3.4 0

雄４６３９．１ 0

中密度

雌３５ 05.7

雄３１２９．０ ０

低密度

雌４９ 4.1 0

雄 ２４７．８１．９１

(士９０．１）（±０４９）

１９０．６８．２０

(±４３．７）（士1.96）

実験開始時 ０３６５ 0

雌

升（平均値士標準偏差）
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Ｚヤマメの水カビ病発生に及ぼす絶食の影響

ヤマメでは性成熟進行につれて摂餌活動か低下するため、親魚養殖においては給餌を少なくした

り、給餌を止める。この間、魚は少食あるいは絶食状態となり、外部からの栄養補給かほとんどな

くなる。絶食が魚類の成長や成熟に対して大きく影響することは明らかであるか、それらはすべて

栄養的な要因による影響だと考えられている。しかし、ＤＯＮＡＬＤＯＳＯＮ（１９８１）４５)は

養殖環境下での飼料不足がストレッサーとして働くことを指摘している。その結果、血中コルチコ

ステロイドを増加させ、更に真菌症を発生させている可能性かある。そこで、ヤマメにおいても、

絶食状態かストレッサーとして作用して水カビ病感染を引き起こしているのかどうか、未成熟魚を

用い検討した。

１）材料および方法

供試魚は、東京都水産試験場奥多摩分場において１９８２年に採卵した未成熟の２年魚で、こ

れらを２区に分け、１９８４年５月７日より７月９日までの２カ月間、次の条件下で飼育した。

すなわち、第１区は給餌、第２区は無給餌とし、飼育池はともに３７×２２×０．７ｍ（水容積

５．９派）、２００２／分の流水式で飼育した。期間中の水温変化は１０．９－１６．４℃で水カビの

生息範囲内であった。

両区の密度および面積当りの重量は６尾／㎡（０．Ｍ,／派）とした。実験開始後２週間はニジ

マス配合飼料をライトリッツ給餌表の８０冊量を給与し、その後給餌区は毎日１回ニジマス用配

合飼料をライトリッツ給餌表の８０冊量給与し、無給餌区へはまったく給与しなかった。

飼育期間中には目視または触診によって水カビ病発生状況を観察した。終了時には１ｏ尾前後

を採取し、２－フェノキシエタノール（５００ｐｐｍ）で麻酔後、尾部血管より採血した。次い

で、標準体長、体重を計測後、精巣を摘出して秤量した。採取血液は冷却遠心分離後、血清中の

コルチゾール量をラジオイムノアソセイ法により測定した。ラジオイムノアッセイにはスパック

社のコルチゾールキットを利用した。

２）結果

実験期間中、目視による水カビ病感染魚は給餌区、無給餌区ともにまったく認められたかった。

標準体長は、実験開始時１８．８±１５Cllz（、＝１０）であったか、終了時には給餌区で２１．６

士２．３Ｃｌ､（ｎ＝１０）、無給餌区で１９．４＋１．３ｍ（ｎ＝１２）であり、給餌区の方か成長した。

体重は、実験開始時１０４．２士２２．１『（ｎ＝１０）であったか、終了時には給餌区で１７５．０

＋３８３１（ｎ＝１０）、無給餌区で１０４．９士２０．１１（ｎ＝１２）で、明らかに差かあり

（Ｐ＜０．０Ｃｌ）無給餌区では註ったく体重増加が認められなかった。

ＧＳＩは実験開始時０１５士０．０３妬（、＝１０）であったか、終了時には給餌区０．１７士

０．０４冊（ｎ＝１０）、無給餌区０．１３士０．０５筋（ｎ＝１２）であり、給餌区では若干増大し
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た（Ｐ＜０．０５)。

血中コルチゾール量は、終了時に給餌区で１８２７士１９６．９，９／刺（ｎ＝９）、無給餌区

で１０８．７士６４６，９／畑（、＝１２）で両者間に有意差（Ｐ＜０．０５）は認められなかった

（表２７)。

表２７．２か月間絶食させた未成雄熟魚の体長、体重、ＧＳＩ、血中

コルチゾール量

測定尾数体長体重ＧＳＩ真菌感染率血中コルチゾール
区

（尾）（cwz）（？）（筋）量（ｎｇ／畑）

１０８．７

（±64.6）

１８２．７

(士１９６．９）

無給餌１０ １９．４１０４．９１０．１３

(士１３）升（士２０１）（±０．０５）

２１．６１７５．００．１７

(士２３）（士３８３）（±００４）

0

０給餌１２

升（平均値±標準偏差）

5）考察

魚類は絶食状態では成長率か低下し、生殖腺の発達か不良となる｡49)今回の実験でも無給餌区

では成長か悪く、ＧＳＩか小さい傾向が認められた。このように、今回の実験で無給餌区は十分

に絶食の影響下にあったと考えられるにもかかわらず、給餌区、無給餌区の|のずれにも水カビ病

は発生しなかった｡更に、血中コルチゾール量も給餌区、無給餌区では差か認められなかった。

これらの結果は、絶食状態かストレッサーとならなかったことを示している。したがって、成熟

期における給餌量の減少は、単独では水カビ病の原因になっているとは考えにくい。しかし、

ＮＥＩＳＨ（１９８０）４８）か述べているように、他のストレッサーの作用により、血中コルチ

コステロイドが増加し、たんぱく質やビタミンＯがコラーゲン形式のために不足状態にたると、

絶食や少食は、外部からのたんぱく質やビタミンＣの供給ができない状態にしているため、水カ

ビ病が発生しやすくなっていることは考えられるか、この,点については更に検討が必要であろう。

5．ヤマメの水カビ病発生に及ぼす取り扱いの影響

ヤマメの種苗生産過程では、成熟期を迎えると雌雄鑑別を行う。更に、雌魚は全部の個体が一斉

に完熟することはなく、５～１０日位の間隔で熱度鑑別を行う。同時に、採精作業のために雄魚も

５～１０日位の間隔で取り上げられる。取り扱いによって血中コルチコステロイドか上昇すること
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がBrowntroutPo)マスノスケ､51)ニジマス52)などで知られており、PLOKERING5o)等

の知見からすると、そのために水カビ病に感染しやすくなる可能性か考えられる。

そこでここでは、取り扱いの水カビ病に対する影響を検討した。

１）材料および方法

供試魚は、東京都水産試験場奥多摩分場において１９８２年に採卵した未成熟の２年魚で、こ

れらを１９８４年５月７日より同年７月９日までの間、取り扱いによるストレスを与えた区（以

下ストレス区）、あるいはストレスを与えず静置した区（静置区）のいずれかで飼育した。飼育

池はともに３．７×２２×０．７ｍ（水容積５．９７γ03）で、流量は両他とも２０ｑＣ／分とした。期間

中の水温変化は１０．９～１６．４℃で、水カビの生息範囲内であった。

実験期間中、ストレス区では１日１回午前９時に、池掃除や曳網作業を模して、約１分間、デ

ッキプラシで池をかき回した。静置区は実験期間中ずっと静置し、できるだけ刺激を与えたいよ

うにした。飼育密度および面積当たりの重量は６尾／㎡（０．Ｍ,／㎡）とした。各飼育池には実

験の２週間前にヤマメを入れ園||致させた。馴致期間中及び実験期間中はニジマス配合飼料をライ

トリッソ給餌表の８０９６量ほど給与した。

飼育期間中は、目視によって水カビ病発生状況を観察した。また、終了時には１０尾前後を採

取し、２－フェノキシエタノール（５００ｐｐｍ)で麻酔後、尾部血管より採血した。次いで、標

準体長、体重を計測後、精巣を摘出し測定した。採取血液は血清を冷却遠心分離後、コルチゾー

ル量をラジオイムノアッセイ法により測定した。ラジオイムノアッセイにはスパック社のコルチ

ゾールキットを利用した。

２）結果

実験期間中、ストレス区、静置区ともに目視によって水カビ病感染魚はまったく認められなか

った。標準体長は、実験開始時、１８．８士１．５cｍ（ｎ＝１０）であったか、終了時には、ストレ

ス区で２０．４士１．９Ｃｌ､（、＝１０）、静置区で２１．６士２．３cmZ（ｎ-１０）、体重は実験開始時

１０４．２士２２．１牙（ｎ＝１０）であったか、終了時にはストレス区で１４４．０±３６．５ヲ（ｎ

＝１０）、静置区で１７５．０±３８．３１（ｎ＝１０）で、ともに成長が認められた。

ＧＳＩは実験開始時に、０．１５±０．０３冊（ｎ＝１０）、終了時にはストレス区で０２０±

０．０５冊（ｎ＝１０）、静置区で０．１７士0.04冊（ｎ＝１０）であり、実験期間中は両区とも

未成熟であった。

血中コルチゾール量は、終了時のストレス区で１６１．５±１２１．９，９／秘（ｎ＝１０）、静

置区で１８２．７士１９６．９，９／伽（ｎ＝９）であったか、有意差は認められなかった（表２８)。
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表２８．未成熟魚の体長、体重、ＧＳＩ、血中コルチゾールに

対する取り扱いストレスの影響

ストレス測定尾数体長体重升２ＧＳＩ真菌感染率血中コルチゾー

（尾）（C77Z）（ヲ）（妬）ル量（、g／秘）

１０２０．４１４４．００．２０

升１

（士1.9）（±３６．５）（±０．０５）

１０２１．６１７５．００．１７

（士2.3）（士３８．３）（±０．０４）

＋ １６１．５

(士１２１．９）

１８２．７

(士１９６．９）

０

升１（平均値±標準偏差）

升２有意差なし（Ｐ＜０．０５）

5）考察

今回の未成熟魚を対象とした実験では、両区とも真菌症発生か認められず、血中コルチゾール

量にも有意差が認められなかった。この結果からすると、１日１回１分間程度池をかき回す程度

の取り扱いではストレッサーとはならず、かつ、ヤマメに対して水カビ病を引き起こす可能性は

低いと考えられる。

取り扱いによる影響かストレッサーとなるかどうかは、刺激の与え方によって違ってくる。た

とえば、ＰＩＯＫＥＲＩＮＯ等（１９８２）５０）は、短時間の取り扱いはＢｒｏｗｎｔｒｏｕｔで－

時的に血中コルチゾールを上昇させるか、４時間後には元に戻ると報告している。一方、ＳＴ－

ＲＡＮＧＥ（１９７７）５３）は、マスノスケ稚魚を網ですくい上げた後、狭い所に収容すると血中

コルチゾール量は増加し、その後２日経過してもなお高い値を示すと報告している。

したかって、親魚の熱度鑑別に際しては、今回適用した刺激量程度を目安にして、作業を行う

ことが望ましい。

4．内臓真菌症人エ感染試験

内臓真菌症は餌付け後、１～２週今のサケ科魚類稚魚に発生する疾病である。日本では１９７４

年に岐阜県の養鱒場のアマゴに初めて発見された54)。東京都では１９７６年頃から発生が認められ始

め、以後毎年発生している。全国的にも各地で発生が報告されている。５５）

本症は、体色の黒化、腹部の膨満、腹部内における多量の菌糸の存在等により特徴づけられる。
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経口的に取り込された真菌の胞子あるいは菌糸が、胄腔内の飼料の滞留により排出されず、発芽な

いし伸長してしまうことか原因と考えられている。原因となる真菌として、ミズカピ属のＳａｐγ０－

ノCD〃ｆｑｄｄｃＪｉ"αと未同定の不完全菌の２種類か知られている。発症した場合、通常のへい死

率は１０～２０筋であり、約２０日間で終息に向かう。予防・治療法として有効な方策は現在のと

ころ知られていない。

本症に対して有効な対策を確立するには、必要な時に必要なだけの病魚を得られるように、人工

感染技法を明確にすることか不可欠であると考え、若干の試験を行った。

１）材料および方法

供試魚

分場産の１腹仔のニジマス稚魚を用いた。平均体重は１．２牙であった。試験に供する注で適量

の餌を与え、流水式で飼育した。

感染方法

ＧＹ寒天培地上に滅菌した市販の配合飼料を置き、同培地であらかじめ培養したＳｑＰ７ｏノｅ－

ｇ〃ｉｑｄｉｃｌｍｑ（ＮＪＯＯ１０株、１９８６年２月１４日に分場で発生した内臓真菌症のヤマ

メ稚魚から分離した株）を接種し、飼料中に菌糸か入り込むようにした。直径９０jizjmのシャーレ

に菌糸が十分に広がったところで寒天培地を飼料ごとはかし、計量した後、メスで約１"Jim角に細

断した。この菌糸つき配合飼料を１日２～３回供試魚に自由摂餌により経口投与した。

試験区の設定

試験区と対照区の２区を設定した。供試魚５０尾ずつを容量２０２のガラス水槽に収容し、注

水量約１３〃／秒で飼育した。試験区の魚には上記の方法で準備した菌糸つき配合飼料を１日２

～３回、飽食量与えた。対照区の魚には市販の配合飼料を適量与えた。

試験期間および水温

試験は１９８６年７月２日から１９日までの１８日間行い、７月２日から１１日までの１０日

間餌を投与し、以後は無給餌とした。試験期間中の水温は１４．４～１６．２℃であった。

採材

試験期間中７回、１回につき試験区５尾、対照区３尾の魚を取り上げ、１０９６ホルマリン水で

固定し病理組織学的検査に供した。

糞の検査

糞からの真菌の分離を目的に試験区及び対照区から新鮮な糞を採取し、滅菌蒸留水中で軽く洗

った後、抗生物質処理したサプロー寒天培地（日水）に乗せ２０℃で培養した。検査は７月１０

日に行った。

内臓からの真菌の分離
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感染を確かめるため、試験区５尾、対照区３尾の魚の脾臓、腎臓、冑を摘出し、抗生物質処理

したコーンミールアガール（日水）上に乗せ、２０℃で培養し、真菌の分離を試みた。分離の試

みは７月１９日に行った｡

2）結巣

試験区、対照区とも蕊死は全く認められなかった。病理組織学的検査では試験区の魚の冑の中

に菌糸か認められたものの、他の臓器への菌糸の伸長はなかった。試験区、対照区とも、糞から

真菌か分離された。内臓からは真菌は全く分離されなかった。

5）考察

予想に反し、今回の試験では内臓真菌症を発生させることはできなかった。

内臓真菌症は稚魚かｓ・ｄｄｃｚ伽αの菌糸や胞子を飲み込むことから始まり、飲み込まれた菌糸

や胞子が胃の中に滞留している飼料によりうまく排泄されず、発芽、伸長してしまいその結果、

菌糸が胃壁を貫通し発病に至ると言われている。５６),５７）

今回の試験では、菌糸付きの飼料か吐き出された形跡のないこと、また、病理組織学的に胃の

中に菌糸が認められたことから、菌糸か魚に取り込まれたことは確実である。それにもかかわら

ず真菌症か発生しなかった原因として、菌糸の感染力の問題を挙げることができる。菌糸には感

染力がないか、あっても弱いということも考えられ、発病には胞子か取り込まれる必要があるの

かもしれない。ｓ、ｄＪｃＪ〃αは富栄養状態では生殖器を形成したいため、今回作製した感染用飼

料に胞子が混ざっていた可能性は低く、今後、胞子を用いた感染試験を試みる必要かある。

もう１つの原因として、胃の中に取り込まれた菌糸か伸長する間もなく排泄されたということ

か考えられる。事実、感染用飼料投餌１日後の糞にはｓ，ｄ化ｌ伽αと思われる菌糸塊か混入して

いた。したかって、胃の中に取り込まれた菌糸か一定期間滞留するような工夫も必要と思われる。

今回の試験では内臓真菌症の発病には宿主側の要因が大きく影響するということか改めて示唆

され.たと言えよう。
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Ｖせつそう病被害低減化試験

1．小７０，０"ｑｓ８ａｌｍｏ〃ｉｃＭａの毒素産生に及ぼす培養基の影響

せつそう病に対する生物学的製剤開発の基礎資料を得ることを目的とし、培養基の違いにより

山γ０，０"ｑｓ８ａＵｍｏｍ０Ｍｑの産生する毒素力に差か生じるかどうか検討する。

１）材料及び方法

供試魚

せつそう病歴、投薬歴ともに無い、奥多摩分場産ヤマメｏ年魚（平均体重１１．０９）を用いた。

供試菌株鰄及び供試培養基

山γｏｍｏ"αｓｓｑＪｍｏ冗化ｊｄａＡＹＳ－２株及びＴＯ－８３１０株の２菌株を供試した。培養基

はプレインハートインフュージョン・ブイヨン培地（栄研．以下ＢＨＩＢ）とカゼインイースト

ピーフ・ブイヨン培地（以下ＣＹＢＢ）の２種類を用い、比較検討した。

攻撃用菌液の調製

背部筋肉内注射によりヤマメの魚・体を２回通過させた供試菌をＢＨＩＢおよびＣＹＢＢ各１００

川に接種し、２０℃、２４時間静置培養した。培養終了後、菌数を算定し、飼育水を用いて階段

希釈を行い、攻撃用菌液を調製した。

試験区の設定及び攻撃試験方法

表２９に示すように、計１６区の試験区を設定した。攻撃試験は二浴法で行った。１区当たり

２５尾の,洪試魚を５．３２冊ＮａＣＺ溶液４必中に２分間、続いて攻撃用菌液１必中に３分間浸漬し

た。浸漬終了後、２０必容のガラス水槽に収容し、弊死状況を２週間観察、プロピット法により

ＬＤ５ｏ値を算出し、培養基の違いにより毒力に差が生じるかどうか、比較検討した。

２）結果及び考察

各試験区の蕊死状況及びＬＤ５ｏ値を表２９に示す。ＴＯ－８３１０株ではＢＨＩＢで培養した

場藝合のＩＤ50値は６．８×１０６ｃｆｕ/i7zZ、ＣＹＢＢで培養した場合のそれは２．６×１０５cfu／7Ｍ

で、ＣＹＢＢで培養した方が毒力は強かった。一方、ＡＹＳ－２株では培養基の遣いによる毒力

の差は判然としなかった。用いる菌株にもよるが、培養基の違いにより毒力産生に差が生じると

いう知見は、せつそう病に対する生物学的製剤開発の基礎資料として意味あるものと考えられる。
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表２９．曲γｏｍｏ〃ｑｓ８ａＭｏ〃ｊｃｆｄａの毒素産生に及ぼす培養基の影響

供試尾数

（尾）

攻撃菌数

(Ｃｆu／i7zZ）

へい死率

（冊）

平均死亡

日数（日）

ＬＤ５ｏ

(ｃｆｕ/i7zU）
攻撃菌株 使用培地

×１０４

×１０５
５．９

×１０６

×１０７

５
５
５

２
２
２

０

０

１９．０

７３．９

2.2×１０７ＡＹＳ－２ ＢＨＩＢ

4.5

5.6２５

×１０４

×１０５
２．８

×１０６

×１０７

５
５
５
５

２
２
２
２

０

４．２

０

６５．４

5.0

1.2×１０７ＡＹＳ－２ ＣＹＢＢ

5.1

×１０４

×１０５
６．５

×１０６

×１０７

５
５
５
５

２
２
２
２

９．５

２７．３

２５．０

９０．５

５
１
６
３

●
●
●
●

６
７
５
４

6.8×１０６ＴＯ－８３１０ ＢＨＩＢ

×１０４

×１０５

２．６
×１０６

×１０７

５
５
５
５

２
２
２
２

２６．１

４０．０

８２．６

１００．９

０
７
５
０

●
●
●
Ｂ

８
５
４
４

2.6×１０５ＴＯ－８３１０ ＣＹＢＨ

ＺＡｅγomo"ｑｓｓａｌｍｏＭｃＭａの薬剤感受'性試験

“γ０，０〃ｑｓｓａｍｏ〃加川αの薬斉Ｉ感受'性を調べ、抗請剤投与時の参考とするため試験を行った。

１）材料および方法

ヤマメのⅧせつそう病病魚の腎|蔵より山γ０，０〃ｃＵｓｓｑＪｍｏ〃'ｃｆｄｑを分離し､スルファモノメト

キシン（ｍｐ）、スルファジメトキシン（Ｘ）、オキシテトラサイクリン（ｏ）、クロラムフェ

ニブール（ｃ）、ナリジクス酸（Ｎｄ）の５種類の薬剤について、ディスク法により薬剤感受性

性を調べた。

２）結果

今回供試したＡ・ｓａｌｎｚｏＭｃＭｑ１０株の薬剤感受性を表３０に示す。オキシテトラサイクリン、

クロラムフェニコール、ナリジクス酸に対しては１０株とも高い感受性を示したが、スルファモ

ノメトキシン、スルファジメトキシンに対しては１０株中５株が感受性を示さなかった。
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表３０．ＡＣγ０，０"ｑ８ｓｑＪｍｏ〃ｆｃｆｄｑの薬剤感受性

Ｎｄ菌株番号 Ｃ０Ｘｍｐ

＋（５３）

＋（５３）

＋（４９）

＋（５５）

＋（４５）

＋（５１）

＋（４２）

＋（３９）

＋（４８）

＋（４４）

＋（５０）

＋（４８）

＋（３４）

＋（４７）

＋（４０）

＋（５０）

＋（４９）

＋（４０）

＋（４１）

＋（３１）

＋（３９）

＋（３４）

＋（３２）

＋（３２）

＋（３５）

＋（４０）

＋（４２）

＋（４５）

＋（３６）

＋（４６）

＋（３７）

＋（３８）

＋（５３）

＋（３９）

＋（３６）

＋（３１）

＋（３９）

＋（４０）

｜
’
’
一
｜
’
｜
’
’
’

０
０
０
０
０
０
０
Ｏ
Ｏ
Ｏ

Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ
Ｔ

１
２
１
４
６
７
９
０
１
２

０
０
１
１
１
１
１
２
２
２

３
３
３
３
３
３
３
３
３
３

８
８
８
８
８
８
８
８
８
８ ＋（５０）＋（４３）

※＋感受性一耐性（）内は阻止円の直径jmJm

ⅥＢＫＤ（細菌性腎臓病）に関する調査

サケ科魚類の細菌性腎臓病（ＢａｃｔｅｒｉａｌＫｉｄｎｅｙＤｉｓｅａｓｅ）は１９３０年代にスコットランド及

びアメリカで発見された疾病である。日本においては、木村ら58)により北海道のサク科魚類に初めて

発見され、その後、短期間で静岡、新潟、栃木、宮城、岩手、群馬、長野、富山、山梨、石川、福島

等、各県に広がった。５９）

東京都においても、他県からの成魚の移入か盛んに行われており、いつＢＫＤが発生してもおかし

くない情勢にある。そこで、現時点で東京都にＢＫＤが侵入しているかどうかを明らかにするため、

ＢＫＤに感受性が高いと言われるヤマメについてＢＫＤの調査を行った。

1．材料及び方法

検査対象魚東京都におけるヤマメの主要な種苗生産場所である奥多摩分場のヤマメ雌親魚を検

査対象魚に選んだ。１９８６年１０月２１日、６４尾、１０月２８日、２６９尾を検査した。

検査方法採卵涛に開腹したヤマメ雌親魚の腎臓を肉眼的に綴察し、ＢＫＤ特有の白色の櫛また

は結節様病変の有無を調べた。

２．結果及び考察

検査結果を表３１に示す。１０月２１日に検査した６４尾、１０月２８日に検査した２６９尾、

すべてＢＫＤ特有の腎臓の白色の廊または結節様病変は認められなかった。
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表３１．ヤマメ雌親魚のＢＫＤ検査結果

検査年月日 検査尾数 ＢＫＤ陽性尾数

１９８６年１０月２１日

１０月２８日

６４

２６９

０
０

ＢＫＤの診断法には、分離培養法６０)､臓器塗抹標本のグラム染色、螢光抗体法61)、共同凝集試

験62)がある｡将来、肉眼的観察でＢＫＤ様の病変が認められた場合は、これらの診断法を駆使し、

ＢＫＤの精密な分布調査を行い、汚染の拡大防止に努める必要も生じるであろう。

Ⅶ消毒剤に関する試験

1．アルコール系消毒剤のＡＣγomo〃αｓｓａＪｍｏ帆ＣＭαに対する殺菌効果

アルコール系消毒剤はサク・マス類養殖現場で、手や指の消毒によく使用されているが、魚類病

原体に対する殺菌効果については不明の部分が多い。そこで、アルコール系消毒斉Ｉの山γ０，０〃ｑ８

ｓｑｍ０ＭｃＭｑ（せつそう病の原因菌）に対する伽Ｕｊｔγ0での殺澆'効果を調べ、養殖現場におけ

る防疫技術確立の基礎資料とした。

１）材料及び方法

供試菌としてＡ・ｓａＪｍｏｍｃＭａＡＴＣＣ１４１７４株を用いた。アルコール系消毒剤はエチ

ルアルコール、メチルアルコール、イソプロピルアルコール（いずれも試薬特級）の３種類を供

試した。各種アルコールを所定の濃度（５０％、６０冊、７０％、８０筋、９０９６）に蒸留水を

用いて希釈し、希釈液を中試験管に１０畑ずつ分注した。供試菌をハートインフュージョン・ブ

イヨン培地（日水）で２０℃、２４時間静置培養し、培養菌液を各種アルコール希釈液にhzZず

つ注入、菌液とアルコール希釈液を作用させた。作用時間は１５秒、１分、２５分、５分、１０

分の５通りとし、作用時の温度はエチルアルコールについては0℃と２０℃、メチルアルコール、

イソプロピルアルコールについては２０℃とした。所定時間作用させたのち、菌の生死を調べる

ため、１白金耳量（内径４ｍｍ）を後培養のハートインフュージョンブイヨン培地に接種した。接

種機、培地の混濁の有無を７２時間目まで肉眼的に観察し、殺菌効果を判定した。以上の試験方

法は飯塚らの方法を参考に行った。

２）結巣

アルコール系消毒剤のＡ・saZmo〃伽｡αに対する殺菌効果を表３２，３３，３４に示す。

供試したアルコール系消毒剤はＡ・ｓａｍｏ〃伽｡αに対し、いずれも高い殺菌効果を有していた。
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５０妬メチルアルコールが作用時間１５秒で効果がなかった他は、いずれも濃度５０～９０冊、

作用時間１５秒で有効であった。

エチルアルコールは０℃においても殺菌効果は高く、濃度５０～９０９６、作用時間１５秒で有

効であった。

５）考察

アルコール系消毒剤は蒸発が早いため、短時間で殺菌効果が認められる必要があるが、今回の

試験では作用時間１５秒で有効であり、実用に十分適するものと思われる。現場での使用頻度の

高いエチルアルコールとイソプロピルアルコールは、今回の濃度範囲内ではいずれも有効で、両

者間に差は認められなかった。エチルアルコールは使用感はソフトであるが価格的に割高であり、

イソプロピルアルコールは価格は安いが特有の臭気とプラスチック製品を白濁させる性質がある。

したがって、目的に応じて使い分ける必要があろう。

冬季における殺菌効果の低下傾向を調べるため、０℃における検討をエチルアルコールについ

てのみ行ったが、表３２に示したように２０℃の場合と同等の殺菌効果が認められた。サケ・マ

ス類の養殖現場では冬季の気温が－１０～－２０℃位に低下することも多く、逆性石ケンなどは

凍結し使用不能になるが、エチルアルコールの共晶点は－１１７．３℃なので十分使用に耐える。

表３２．エチルアルコールのＡ，ｓｑＪｍｏＭｃＭα

に対する殺菌効果

作用時間

１５秒１分２５秒５分１０分

十十＋＋＋

（+）（十）（+）（+）（十）

＋＋＋＋＋

（+）（+）（+）（+）（+）

＋＋＋＋

（+）（+）（+）（+）（+）

＋＋＋＋

（+）（十）（-0（-0（十）

＋＋

（+）（十）（十）ｌ(+）（十）

濃度

(妬）

５０

６０

７０

８０

９０

＋：有効一：無効

作用温度上段２０℃下段（)内0℃
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表３３．メチルアルコールのＡ・ｓａＪｍｏ剛ＣＭα
に対する殺菌効果

lLii二一。
間

５分１０分

十十

＋＋

＋＋

＋＋

＋＋

＋：有効一：無効

作用温度２０℃

表３４．イソプロピルアルコールのＡ、ｓａＪｍｏｍｃＭα

に対する殺菌効果

iiiニニテ
十：有効

作用温度

－：無効

２０℃

更に検討する必要はあるものの、アルコール系消毒剤は低温時にも効力を発揮するものと恩われ

る。

既報のように、ＩＨＮウイルスに関しても、エチルアルコールで濃度４０９６、イソプロピルア

ルコールで濃度３０筋、作用時間１５秒でいずれも殺ウイルス効果が認められていることから、

両アルコールはサケ・マス類養殖現場で、手や指の消毒に効果的に使用し得るものと考えられる。

低温下における逆性石けんのＩＨＮウイルスに対する効果

サケ・マス類養殖現場で、手や指、器具・機材等の消毒剤として使用頻度の高い逆性石ケンの

2．
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ＩＨＮウイルスに対する殺ウイルス効果を冬季の使用を考慮して、低温下で検討した。

1）材料及び方法

消毒剤として、塩化ベンザルコニウム（８拓）、ポリオクチルポリアミノエチルグリシン（１．８

冊）、ポリオキシエチレンアルキルフェノールエーテル（１．２妬）の合剤（商品名：北研ゼット）

を供試した。消毒剤原液をＰＢＳ（－）で希釈し、有機物として牛胎児血清を添加し、所定濃度

（１：５０，１：１００，１：２００，１：３００）の供試液を作製した。０℃及び５℃の条件

下で供試液にウイルス液（ＩＨＮウイルスＨＶ７６０１株）を所定時間（５．１０，１５，２０，

３０分間）作用させ、既報の評価方法に基づき、消毒剤の殺ウイルス効果を調べた。評価方法の

概略は、細胞毒性対照及びウイルス対照を設け、細胞が消毒剤の影響を受けず、しかもウイルス

感染力価の減少が認められない希釈倍率をまず求め、この希釈倍率におけるマイクロプレート観

察において、ＣＰＥが認められた場合を無効（－）、ＣＰＥが認められなかった場合を（＋）と

した。

2）結果

０℃および５℃における逆性石ケンの殺ＩＨＮウイルス効果を表３５及び表３６に示す。

０℃においては、希釈倍率１：１００、作用時間５分で殺ウイルス効果か認められた。５℃に

おいては、希釈倍率１：１００、作用時間５分、希釈倍率１：２００、作用時間３０分で殺ウイ

ルス効果が認められた。

表３５．０℃における逆性石けんのＩＨＮ
ウイルスに対する殺ウイルス効果

L巴ｆｌｆｉ＝
十：有効 :無効
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表３６．５℃における逆性石けんのＩＨＮ
ウイルスに対する殺ウイルス効果

作一用用時間㈹

５１０１５２０３０

＋＋＋＋＋

＋＋＋＋＋

＋

濃度

(希釈倍率）

１：５０

１：１００

１：２００

１：３００

＋：有効 :無効

5）考察

０℃、５℃の条件下でも、逆性石けんの殺ＩＨＮウイルス効果は認められたが、１５℃で行っ

た同様の試験結果と比較すると、低温になるにつれ、効果が低下する傾向にあり、冬季の使用に

際しては消毒剤の儂度を高める必要かあると考えられる。

Ⅷ摘要

昭和５９年度から６１年度の３カ年間に実施した魚病対策技術開発試験の結果をとりまとめた。得ら

れた成果は次のとおりである。

1．ＩＨＮ被害低減化試験

１）ＩＨＮワクチン開発基礎試験を行い、ＩＨＮウイルスの不活化法としてホルマリン処理が有効で

あることを明らかにした。

２）ホルマリンで不活化したＩＨＮウイルス液の保存法について検討し、無処理でも４℃で低温保存

すれば、調製後１週間は効力に変化の無いことを明らかにした。

３）浸漬免疫について検討し、有効性を確認した。

４）診断の迅速化を目指し、螢光抗体法の導入を試みた。螢光抗体法を用いれば従来のウイルス分離

法に比べ柊段に早く診断できることを明らかにした。

５）奥多摩分場で採卵に用いるニジマス雌親魚の体腔液についてウイルス検査を行い、１４．５筋の魚

がＩＨＮウイルスを保有していることを明らかにした。

６）高水温環境下におけるＩＨＮの発生例について記載した。
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2．細菌'性鰕病に関する試験

１）細菌性鯏病の原因菌､、αひｏ６ｑｃｔｅγ伽ｍｓｐ・の奥多摩分場の養魚池における生態を調べ、６月

下旬から８月上旬、水温１６～２０℃の時に池水中や魚の体表面、鮠から検出できること、検出方

法として螢光抗体法が優れていることを明らかにした。

２）細菌’性鯛病の人工感染試験を行い、感染魚の鯛における原因菌の動態を光学顕微鏡、走査型電子

顕微鏡を用いて観察した。

３）細菌性鯛病と水質の関係を調査したが、両者の関連性を明確にすることはできなかった。

5．水カビ病に関する試験

１）ヤマメの水カビ病発生に及ぼす飼育密度の影響を調べ飼育密度の影響は少ないと推定した。

２）ヤマメの水カビ病発生に及ぼす絶食の影響を調べ、絶食の影響は少ないと推定した。

３）ヤマメの水カビ病発生に及ぼす取り扱いの影響を調べ、取り扱いの影響は少ないと推定した。

４）内臓真菌症の人工感染試験を試み、内臓真菌症の発病には宿主側の要因が大きく影響することを

明らかにした。

4．せつそう病被害低減化試験

１）Ａｅ７ｏｍｏ"ｑｓｓｃＭｍｏ〃‘ｃＭｑの毒素産生に及ぼす培養基の影響を調べ、培養基の違いにより毒

力産生に差が生じることを明らかにした。

２）んγ０，０"ｑｓｓｑＪｍｏＭｃＭｑの薬剤感受性を調べた。

5．ＢＫＤに関する試験

１）奥多摩分場のヤマメ雌親魚の腎臓を採卵時に肉眼的に調べ、ＢＫＤの有無を検査した。計３３３

尾について調べたがＢＫＤの症状は全く認められなかった。

6．消毒剤に関する試験

１）アルコーノレ系消毒斉Uの山７０，０"ｑ８Ｓｑｌ畑0〃ＣＭαに対する殺菌効果を調べ、短時間で殺菌効果

のあることを明らかにした。

２）低温下における逆'性石けんのＩＨＮウイルスに対する効果を調べ、低温になるほど効果が低下す

る傾向を明らかにした。
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