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ｌはじめに

東京都においては、昭和５２年度にＩＨＮ（伝染性造血器壊死症）の発病件数が増加したため、都単

事業でＩＨＮ研究に取組んだ。昭和５２年度は防疫対策の一助とするために、。（ニジマス親魚のＩＨＮ

ウイルス汚染状況調査，，（昭和５２年７．１０月、昭和５５年１月）および｡《ＩＨＮ発生池でのニジマ

ス稚魚感染試験”（昭和５２年６月、４０日間）を行なうと共に、従来のＩＰＮ（伝染性膵臓壊死症）

ワクチン研究（指定研究）の手法をもちいて、ＩＨＮワクチン研究に着手した。その結果は５２年度報

告、関連研究の項に述べたとおりである。

本年度は、新たにＩＨＮワクチン研究が指定研究にとりあげられた。従って本年度指定課題の報告は

５２年度の関連研究の項の継続研究である中和抗体価（５５年１月１０日採卵時）および攻撃試験の結

果と５５年度の途中経過を記述した。なお、５５年５月２５－２４日に行なわれたマス類のウイルス病

研究班による計画検討に基ずいて５５年度試験は行なわれているが、奥多摩分場におけるワクチン接種

親魚の採卵が５５年１１月２０日～１２月１９日であったため、稚魚の発育段階別攻撃試験については、

本報告書には記載することが出来なかった。

の
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ＨＩＨＮワクチンに関する研究

Ａ親魚への免疫賦与試験

ニジマス親魚に不活化したＩＨＮウイルスを接種した。接種後経時的に採血しウイルス中和抗体価

を測定して親魚における抗体産生の有無、抗体産生個体の出現率について観察した．なお、本報では

昭和５５年１月１０日採卵群と昭和５５年１１月２０日～１２月１９日採卵群とを、それぞれ試験Ｉ、

試験Ⅱとして扱った。
、

1．方法および材料

ａ試験Ｉ

１）供試ワクチン

ＩＨＮウイルス長野分離株（ＨＶ７６０１）をホルマリンで不活化し、接種抗原とした。ワ

クチンの調製は北里研究所で行い、アジュパンドを添加した。

２）供試魚

供試魚のニジマスは奥多摩分場産で、ＩＨＮ非汚染魚と考えられる群より選別した５年初産

親魚５０尾である。

５）接種時期および回数

ワクチンは採卵予定期日の６．５．５週間前、つまり、昭和５２年１１月２２日・１２月１

日・１２月１６日に合計５回接種した。ワクチンの接種時期は図１に飼育水温と共に示した。

４）ワクチン接種量および接種部位

供試魚の腹腔内に、魚体重Ｍ７あたり１回目１〃、２回目２秘、５回目５〃づつ接種した。

ワクチン接種に先立ち供試魚の個体別計測を行うとともにアンカータグによる個体標識を行っ

た。

５）血清採取

供試魚の中和抗体価を測定するため採卵時に供試魚尾柄部より採血し、４℃の冷蔵庫に１晩

放置し血清を分離した。分離した血清は－２０℃で凍結保存した。

６）中和抗体価の測定

保存血清は室温融解後５６℃５０分で非動化し、ＭＥＭ２で５０倍から５倍希釈を行った。な

お、測定は常法によりマイクロタイタ一法で実施した。

ｂ試験Ⅱ

１）供試ワクチン
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試験Ｉに準じ調製した。ワクチンのウイルス濃度は１０６．５ＴＣＩＤ５ｏ／hzZとし、ワクチンの

調製は北里研究所で実施した。

2）供試魚

供試魚は群馬県水産試験場川場養鱒場産ニジマス親魚（５年初産）を用いた。供試魚は昭和

５５年７月に奥多摩分場へ移送し飼育した。なお、本供試魚はＩＨＮ非汚染魚と考えられる魚

群である。

3）接種時期

ワクチンは採卵予定期日の１１．８．４週間前つ在り、昭和５５年９月１２日・１０月５日．

，０月５，日に合計５回接種した。ワクチンの接種時期は前出の図’に飼育水温と共に示した。

4）ワクチン接種量および接種部位

試験Ｉに同じである。

5）血清採取

供試魚の中和抗体価を測定するためにワクチン接種前、接種後５．７週間目および採卵時に
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供試魚尾柄部より採血した。

血液は室温に１時間放置後４℃の冷蔵庫に１晩保存して凝固させ、２，５００ｒｐｍ１５分遠心

分離の後血清を分離した。分離した血清は－２０℃に保存した。

6）中和抗体価の測定

保存血清を室温融解後ＭＥＭ２で１０倍希釈し、０４Ｍのフィルターで無菌濾過し測定に供

した。但し、５６℃５０分の非動化は行わなかった。測定は常法によりマイクロタイター法で

実施したが、実施に際してはｃｅｌｌｌｉｎｅはＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅｌ６８継代樵また、接

種用のウイルスは部会の申し合せにより長野水指より分与されたＩＨＮウイルス（ＨＶ７６０１

株）を使用した。

ＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅは使用前にＭＥＭ,。・Ｔｒｉｓで２０℃６日間培養後、細胞濃度を

２００，０００個/;，Ｚに調製し使用した。一方、ウイルス液はＨＶ７６０１株をＲＴＧ－２ｃｅｌｌ

ｌｉｎｅで２０℃６日間培養後、培養液を０４Ｍのフィルターで無菌濾過し濾液をMEMloTris

で５０倍に希釈したのち－２０℃に凍結保存した。

ウイルス液の使用に際しては、使用前にＴＣＩＤ５ｏ／ｈＺを測定し、ウイルス儂度を１００

ＴＣＩＤ５ｏ／;7Hzに調整した。なお、保存ウイルス液については図２に示すような感染力価の低

下が観察された。

マイクロタイター

6.5

法の結果判定は、マ

イクロプレートを

１５℃で培養し５日

間毎日顕微鏡観察を

行ない、５日目にギ

ムザ染色により最終

判定を行った。

7）採卵親魚のウイル

ス検査

採卵時に供試魚の

体腔液についてウイ

ルス検査を実施した。

供試魚を麻酔した
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一●－ＩＨＮウイルスをＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅで培養し、培養液

を遠心分離し、その上情を－２０℃に凍結保存した場合
一o一遠心分離後の上清を新らしいＭＥＭ,。で５０倍に希釈し保存
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腹腔内より体腔液を採取し、Hank，ｓＢＳＳで５倍に希釈、無菌濾過後ＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅ

に接種した。接種用のｃｅｌｌｌｉｎｅは１２５×１０７７z"のローラーチューブで２０℃・２４時間

培養後使用した。

接種したｃｅｌｌｌｉｎｅは１５℃と２０℃で１０日間培養し、途中でＣＰＥが認められたチュ

ーブについては、５日目に培養液をHank'ｓＢＳＳで１０倍希釈しｃｅｌｌｌｉｎｅに再接種して

観察した。

２結果

試験，では、採卵時期をそろえる目的で昭和５５年，月，０日に採卵を行い、その後の試験に供

した。当日、採卵出来た個体はワクチン接種魚９尾、対照魚５尾の合計’２尾であった。採卵時の

個体別中和抗体価測定結果は表１に示すとおりである。ＮＤ５０で示したこれらの価をみると、ワク

チン接種にともない抗体価の上昇が認められたのは９尾中５尾（Ｈ－２．－５．－９）で、抗体価

の上昇した供試魚の出現割合は５３５冊と低く、その価も≦１５８が最高値であった。一方、対照

魚では５尾中，尾（Ｈ－，２）に≦２１という値が得られたが、供試魚群がＩＨＮ非汚染魚と考え

られることから、その原因についての検討が必要と考えられる。

試験Ⅱの中和抗体価測

定結果を表２に示した｡

測定個体は合計２５尾で、

その内訳はワクチン接種

雌魚，８尾、ワクチン接

種雄魚５尾、ワクチン未

接種雌魚（対照魚）２尾

である。対照魚について

はワクチン接種開始前と

採卵時の２回について測

定したが、ＮＤ５ｏはいず

れもく５０となり抗体価

の上昇は認められなかつ

表１ワクチン接種親魚の中和抗体価（試験Ｉ）

｡
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表２ワクチン接種親魚の中和抗体価（試験一Ｈ）

抗体価（ＮＤ５ｏ）

備
考体重（牙）番号

接種前(，／１２）

６
０
８
０
０

４
７
２
５
５

二
一
ｍ
１
く
く

０
０
０
０
０
０
０

５
５
５
５
５
５
５

く
く
く
く
く
く
く

９
６
０
９

２
２
２

／
〃
〃
／
／
／

１
２
１
１

１
１
１
１

９
９
９
９
８
８
８
９
９
９
９
９
２
９
９
９
９
９
９
９
９

1，０７５

８６２

１，０７１

１，１７４

１，２９８

１，０４４

６５

１２８

１
２
５
４
５
６
７
８
９
Ⅲ
Ⅲ
旧
旧
Ⅱ
旧
旧
、
相
川
加
四
一
皿
四

１
１
０
０

２
２
５
９

二
一
二
一
く

≦９０

０
０
０
０
６
０
０
０
０
０
０
０
６
８

５
５
５
５
１
５
５
５
５
５
５
５
４
５

く
く
く
く
４
く
一
一
く
く
く
く
こ
―
く
ろ
く
一

０
９

６
１

２
２

１

／
〃
／
〃
〃
〃
〃
／
／
〃

１
２
２

１
１
１

１，１７５

１，０９２

１，１４２

１，５７０

１，５５０

１,０４６

１，５０２

１，５５５

１，５５５

１，４１０

１,１６０

１，０１５

１，１４５

９８０

＋

＋

＋
＋

〃

〃

１２／１９

〃

＜５０

＜５０

1，５７１

９９０

対照魚

〃

ワクチン接種雄魚については接種前、２．５回接種時および、一部は媒精時に測定した。抗体価

は接種前く５０、その後１個体（妬７）のみ９０の値を示したが、他の２尾についてはほとんど上

昇は認められなかった。ワクチン接種雌魚については、接種前および採卵までの途中で抗体価を測

定したのが４尾、残りの１４尾については採卵時のみ測定した。抗体価は接種前はいずれもく５０

とたり、血中の中和抗体の存在は確認されたかった。その後、５回目のワクチンを接種した時点

（１０月５０日）で≦５４～１２８と抗体価が若干上昇し、採卵時には８個体で≦５０～１，１７０

の範囲で上昇した。しかしながら、採卵時において抗体価の上昇しない個体も１０尾と多かった。
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ワクチン接種に伴ない抗体価の上昇が認められた|帷の出現割合は４４４％、また、抗体の確認さ

れた個体についてもその５０妬は≦２１～≦４５という低い値であった。

中和抗体価の測定と同時に、採卵時に体腔液を採取しウイルス検査を実施したが、その結果、４

尾の体腔液についてＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅにＣＰＥが発現した。（１５℃培養）ＣＰＥの発現

した培養管|/てついてはさらに別の培養管へ継代接種したが、いずれも類似するＣＰＥが発現した。

一方、２０℃培養ではＣＰＥは観察されなかった。

丑考察

ニジマス親魚に不活化したＩＨＮウイルスを接種し、間接的に稚魚にＩＨＮに対する抵抗性を高

揚する可能性を検討した。雀ず最初に親魚における抗体産生の観察を実施した｡試験Ｉでは奥多摩

分場産の親魚を使用した。当初、採卵期の４ケ月前から１ケ月毎に５回のワクチン接種を実施する

予定であったが、ワクチン調製上の都合で採卵期の６週間前に接種を開始し、比較的短期間に５回

のワクチンを接種した。

試験Ⅱについては群馬県水試産の親魚を使用し、ワクチンの接種は採卵期の５ケ月前から５回実

施した。このような条件下で得られた結果を整理すると、試験Ｉ．Ⅱに共通して抗体産生個体の出

現率が低く、抗体価（ＮＤ５ｏ）も低いことが特徴的である。

抗体産生個体の出現率は奥多摩分場産ニジマス（試験Ｉ）が５５．５冊、群馬産（試験Ⅱ）が421

筋であった。また、群馬産ニジマスは群馬水試のデーター（昭和５５年度、マス類のウイルス病研

究班計画検討会提出資料）からも出現率は５８６筋と低く、今回の結果との差は認められなかった。

このように、２つの試験に供試したニジマスの抗体産生個体出現率が低い現象について、ニジマス

に＿般的なものであるか、あるいはここに示す２つの系統に特異的な現象であるのか現時点での判

断は困難であり、この解明には類似条件下での多くのデーターの蓄積を待たねばならない。いずれ

にしろ、この問題はワクチンの有効性を左右する要因と考えられ、今後、詳細なる検討が必要であ

ろう。

一方、抗体価（ＮＤ５ｏ）に関しては、奥多摩産ニジマスは全体的に値が低く、平均値６１（最高

値≦１５８）に対し、群馬産では平均値２７４（最高値１，１７０）と奥多摩産ニジマスより高くな

る傾向であった。この両者の差の原因としては、ワクチン接種時期が試験’では’１～’２月、試

験Ⅱでは９～１０月と異なり、このため飼育水温の差が大きくなったことが考えられる。

一般に魚類等の変温動物では、水温により抗体産生速度が変化する。したがって、今回のように

水温下降期におけるワクチン接種では、接種時期が遅れる程抗体産生速度は遅くなることが推測さ

れる。今回の採卵時の抗体価の差も、試験，、Ⅱにおける５週間の接種時期のずれに帰因すると考

⑥

n』
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えられる。

4．要約

１）奥多摩分場と群馬水試産の２系統のニジマスにＩＨＮワクチンを接種し、中和抗体価を測定し

た結果、両系統とも抗体産生個体の出現率が低かった。

２）抗体価は奥多摩分場産よりも群馬産ニジマスが高くなる傾向であったが、この原因としてはワ

クチン接種時期のちがいが考えられる。

Ｂ感染試験

感染試験は試験－１で述ぺたニジマス親魚から個体別に採卵ふ化させた稚魚について、発育段階に

応じてＩＨＮウイルス（ＨＶ－７６０１）により実施した。

１．方法および材料

１）供試魚

供試魚は採卵個体１２尾のうち、採卵時の中和抗体価と発眼率を考慮し、ワクチン接種魚から

５群、対照魚から１群の稚魚を用いた（表５参照）。なお、稚魚４群の親魚の中和抗体価および

採卵結果は表５に示す。

表５供試魚群の親魚の抗体価および採卵結果

採卵数(糊 本｛｢H１Ｎｌｌ6験

曰
L｣

2）感染方法

高張液を利用した二浴法によった。手順は供試魚を５５２妬のＮａＣｌ溶液１Ｊ中に２分間浸漬

した後、ただちに所定濃度に調製した同量のウイルス懸濁液（ＭＥＭ,oを含む）に移し５分間浸

漬した。

５）感染ウイルス濃度および感染時期

感染試験は供試魚がふ化した直後と浮上時の２回実施した。

感染に供したＩＨＮウイルスの濃度はふ化直後の場合１０２．５．１０３．５．１０４`５ＴＣＩＤ５ｏ／fj2Z
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の５濃度、浮上時では１０２５．１０３５ＴＣＩＤ５ｏ／〉?〃の２濃度を設定した。供試ウイルス液は、

ＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅで１５℃・６日間培養後、培養液を遠心分離し、その上澄みを飼育用水

で希釈して所定濃度に調製した。

4）観察時の飼育条件

各試験区分とも供試尾数を１区２０尾とし、図５に示す塩化ビニール製の水槽で飼育した。

匡
昌
ロ
ト
×
○
○
一
×
○
○
口

］［

図５感染試験用水槽

試験実施期間はふ化直後の感染が昭和５５年２月２５日から５月１７日で、水温は川～９２

℃であり、浮上時の感染が４月８日から４月５０日で、水温は６．１～’６℃であった。飼育用水

は河川からの浸透水をポンプで揚水して使用し、各水槽の換水率が１回／分になるように注水量

を１５，J／秒に調節した。

浮上時の感染では観察期間中給餌した。

5）ウイルス検査

試験期間中の蕊死魚については蝿死開始の時点でＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅによりウイルス検査

を実施した。結果の判定はＣＰＥの観察でおこない、抗血清によるウイルス同定は行わなかった。

２結果

供試魚のふ化直後に実施した感染試験の結果を表４に示した。感染後４週間の観察ではウイルス

濃度１０４．５ＴＣＩＤ５ｏ／>７２Ｊの場合４試験区とも２週間で累積蕊死率は１００冊となり、さた、１０ａ５

ＴＣＩＤ５ｏ／>72J感染では各区とも２～５週間で姥死率１００妬となり、いずれもＩＨＮウイルスに
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表４フ化直後におけるＩＨＮ感染試験結果

累積蕊死率（96）感染ウイルス濃度

(ＬｏｇｌｏＴＣＩＤ上o／；nＪ）

ウイルス

妬

４（週） 検査結果

＊＊

＋

＋
＊＊＊

ＮＴ

１ ２ ５

２５

９０

１００

８０

１００

８０ １７L５

９８

８．５

５
５
５

■
■
●

２
５
４

０
０
０

Ｖ－１

５
５
５

●
●
ロ

２
５
４

５０

８０

１００

９０

１００

９０ １４．８

９４

８０

０
０
０

＋
＋
ⅢＶ－２

９０

９５

１００

２５

５．５

４．５
０
０
０

１００

１００

１１．２

，１

８．０

＋
＋
ⅢＶ－３

４５

１００

１００

９５ １００２．５

．５．５

４．５

０
０
０

１６．９

２９

８．０

＋
＋
ⅢＣ－１

＊……ＭＤＤ平均死亡日数、計算は次式によった。

蝿死までの日数×蝿死尾数
ＭＤＤ＝

総蝿死尾数

*＊……ＲＴＧ－２ｃｅｌｌｌｉｎｅで１５℃培養によりＣＰＥが発現し、ＩＨＮに特徴的な

細胞変性が認められた場合を（＋）とした。

*＊＊…ウイルス検査を実施せず。

対する抵抗性は認められなかった。

感染ウイルス濃度が１０２'５ＴＣＩＤ５ｏ／>7Zでは２週間でＶ－１区と他の５区との間に蕊死率の差

が認められた。すなわち、感染２週間目にＶ－１区の累積蕊死率は２５妬であったが、他の５区は

それぞれＶ－２区５０冊、Ｖ－５区９０筋、Ｃ－１区４５９６とＶ－１区より高い値を示した。ざら

に、５．４週間後の蕊死率についてもＶ－１区と他の５区との間に若干の差が認められた。これら

の結果から平均死亡日数を求めるとＶ－１区１Z５日、Ｖ－２区１４８日、Ｖ－５区１１．２日、Ｃ

－１区１６．９日となり、他の５区に比べＶ－１区の稚魚はＩＨＮ抵抗性が高くなった。

供試魚の浮上時に感染させ、その後５週間の観察結果を表５に示した。

感染ウイルス濃度はふ化時の感染試験結果を加味し１０２．５．１０３．５ＴＣＩＤ５ｏ／ｈＺの２濃度とし
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表５浮上時におけるＩＨＮ感染試験結果

累積蕊死率（妬）感染ウイルス濃度

(Log1oTCID5o／hzZ）

ウイルス

検査結果

ＭＤＤ妬

５（週）２１

５
５

２５

６０

２５

６５

１２５

１０１

２５

５．５

＋

Ｖ－１

７０

５５

７０

８０

１１．０

１１．５

十２５

５．５

０
０

Ｖ－２

１０．４

９６

８５

８５

８５

９０

＋2.5

5.5

０
０

Ｖ－５

１１．９

９５

＋７０

８０

７０

８５

2.5

5.5

０
５

Ｃ－１

た。１０３．５ＴＣＩＤ５ｏ／>７，Ｊ感染では２週間の累積蜷死率がＶ－１区６０９６、Ｖ－２区５５妬に対し、

Ｖ－５区・Ｃ－１区はそれぞれ８５冊、８０冊と高くなった。また、５週間の蝿死率はＶ－１区が

６５妬であったのに対し、他の５区（Ｖ－２．Ｖ－５°Ｃ－１区）はそれぞれ８０．９０．８５％

と、ｖ－１区に比ぺ蜷死率がやや高くなる傾向が認められた。

一方、１０２５ＴＣＩＤ５ｏ／､Z感染では蝿死魚の出現傾向が各区とも類似しており、２週間後に累

積蕊死率は最大となり５週間では難死魚の増加はみられなかった。各区の蝿死率をみろと、ｖ－１

区では２週間後に２５冊に達しその後変動せず、試験終了時には７５冊が生残したが、Ｖ－２．Ｖ

－５．Ｃ－１区の蕊死率は２週間でそれぞれ７０．８５．７０冊に達し、試験終了時には２５～５０

９６の生残魚が観察されたにとど雀b､Ｖ－１区と他の５区との間にはIHN抵抗性の差が明確であった。

各区の平均死亡日数についても、１０ﾕ５ＴＣＩＤ５ｏ／､Z感染の場合Ｖ－１区９Ｖ－２区・Ｖ－５

区・Ｃ－１区でそれぞれ１０１．１１５．２６．，５日、１０２．５ＴＣＩＤ５ｏ／>,Z感染でそれぞれ

１２５．１１０．１０４．１１．９日となり平均死亡日数からもＩＨＮに対する抵抗性に明らかを差

が認められた。以上述べた結果についてｚ２検定を行い、ふ化直後と浮上時の２回の試験について

１０輩ＴＣＩＤ５ｏ／､Z感染の場合にＶ－１区と対照区との間で有意差が認められた。

なお、試験期間中の驍死魚についてはウイルス検査を実施し蕊死原因の確認を行った。

＄

5．考察

感染試験に用いた供試魚の親魚の抗体価はＶ－１区が≦１５８であるのに対し、Ｖ－２．Ｖ－５

区では≦４６、≦２１と低く、対照区であるＣ－１区の≦２１とはほとんど差がみられたかった。
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Ｃ－１区で≦５４の抗体価が得られたことは、本供試魚群がＩＨＮ非汚染魚と考えられているとこ

ろから興味深い結果であるが、一方、測定誤作の可能性も考えられる。

ふ化時の感染試験結果では、感染濃度１０２．５ＴＣＩＤ５ｏ／刀Ｚで感染きせ２週間後の累積姥死率を

求めると、Ｖ－１区が２５冊に対し、Ｖ－２．Ｖ－５°Ｃ－１区はそれぞれ５０．９０．４５９６と

をｂＶ－１区の生残率が高かった。また、浮上時の攻撃試験結果では、同じく102.5ＴＣＩＤ５ｏ／>，Ｚ

２週間後の累積蕊死率を求めると、Ｖ－１区２５冊に対し、Ｖ－２．Ｖ－５°Ｃ－１区はそれぞれ

７０．８５．７０妬となり、ふ化時の結果と同じくＩＨＮに対する抵抗性が認められた。感染試験

に用いた稚魚の親魚の中和抗体価はＶ－１区が≦１５８に対し、Ｖ－２．Ｖ－５．Ｃ－１区がそれ

ぞれ≦４６．≦２１．二２１であり、中和抗体価の高かったＶ－１区の稚魚がＩＨＮの抵抗性が高

いという結果を得た。

以上のように、親魚への免疫賦与により稚魚のＩＨＮ抵抗性を高揚させるという研究目的からす

れば、一応、将来の可能性を示唆する結果とも考えられるが、一方、Amendら（１９７７）は､ペ

ニザケ稚魚について親魚の系統により先天的にＩＨＮ感受性が異なると報告している。あるいは、

今回の抵抗価における≦４６と二１５８の値の差の有意性に関する疑問等、今回の結果に関しては

解決すぺき疑問点も多く、本感染試験結果をワクチン効果と短絡し論議するにはデーター不足の感

がある。また、感染試験結果がワクチンの効果によるものであるとしても、ワクチン接種後の抗体

価の上昇に関する不均一性（抗体産生個体の出現率の低さ）は、ワクチンの有効性を左右する重要

左要因となると考えられる。このように、検討すべき事項が山積する現状であり、今後、今回の結

果を足掛りに、ＩＨＮワクチンの開発に向けて資料の蓄積を行なう必要があろう。

４要約

１）採卵時の抗体価が高かった親魚に由来する稚魚では、ふ化時と浮上時の２回の感染試験で対照

区よりも高い生残率を示した。

２）採卵時の抗体価が対照区とかわらない親魚からの稚魚では､感染試験結果も対照区と差がなかった。

５）今回の結果は一応将来の可能性を示唆しているが、解決すぺき疑問も多く、ただちにワクチン

の効果と判定することは出来ない。

４）ワクチン接種後の抗体産生個体の出現割合の低さもワクチンの有効性に関連する重要な問題である。

５）今回の結果を足掛りとして更に資料を蓄積する必要がある。

5．参考文献
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ＩＩＰＮワクチンに関する研究

はじめに

ＩＰＮ（伝染性膵臓壊死症）ワクチン実用化研究は昭和５１年度より指定研究として着手した。

初年度は親魚へのＩＰＮ不活化ワクチン接種をしたところ中和抗体価が上昇することから、ＩＰＮウ

イルスは抗原性が高い事を明らかにした。昭和５２年度は移行免疫の検討を行い、ＩＰＮ自然発病に

よる稚魚の減耗を観察した。その結果、ワクチン接種魚由来の稚魚の生残率が対照区より高くなる傾

向がみられ、ワクチン接種回数一血中の中和抗体価一稚魚の生残率の間に一連の関係が推定出来

る事を報告した。

本年は指定研究からはずれたため、関連研究として、５２年度に引継き、親魚への免疫賦与による

稚魚の耐病性について検討した。

Ａ親魚への免疫賦与

昭和５１．５２年度につづいて不活化したＩＰＮウイルスをニジマス親魚に接種し、中和抗体価を

測定するとともに、得られた稚魚について親魚の個体別|/てＩＰＮの発病状況を観察した。

1．方法および材料

１）供試ワクチン

栃木水試で分離したＩＰＮウイルス株を使用し、北里研究所において調製したアジュパント・添

加ワクチンを供試した。

２）供試魚

供試魚は奥多摩分場産のニジマス５年初産魚５０尾を用いた。なお、供試魚は稚魚時にＩＰＮ

に感染し耐過した魚群である。

５）接種時期および回数

前記ＩＨＮワクチンの試験一Ｉと同じスケジュールでワクチン接種を行った。最初のワクチン

接種から採卵左での期間の水温は前出の図１に示すとおりである。

４）ワクチン接種量および接種部位

ＩＨＮワクチンに関する研究、試験一Ｉと同じである。

５）中和抗体価の測定

血清の採取や抗体価の測定は、前記ＩＨＮワクチンに関する試験－１と同じ方法によったが、

ウイルス接種後のプレートの培養温度は２０℃とし、６日間培養後ギムザ染色を行った。
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結果および考察

昭和５５年１月１０日に採卵した１１尾中、発眼率の高い５尾について採卵時における中和抗体

価を表６に示した。

この５尾（Ｐ－１．２．５．４. 表６ＩＰＮワクチン接種親魚の採卵時の抗体価

２

体重(易５）では、ワクチン５回接種により

全個体が抗体価の上昇を示し、平均

値６２８（１５０～１，８００）とい

う結果であった。

不活化したＩＰＮウイルスをニジ

マスに接種したときの抗体価の変動

については、すでに昭和５１年度に

報告した。５１年の場合の５回目接

種後１ケ月と今回の採卵時の採血と

抗体価（ＮＤ５０）妬１体重㈹１抗体価（ＮＤ貝､）ｌ備考

1，８００

８５０

２５０

１５０

１５０

１
２
５
４
５

｜Ｐ

1，２７６

１，１６４

９２８

１，０６５

１，２６９

Ｃ－１１１，５２８１＜５０１対照魚く５０

が、ワクチン接種終了から採血までの飼育期間が一致することから、両者の抗体価を比較すると、

５１年度では５０４（４～１，１００，Ｎ＝５）に対し今年度は６２８（１５０～１，８００，Ｎ＝５）と

なり類似した結果が得られた。

５１年度とは接種のスケジュールに若干の違いはあるが、両試験ともワクチン接種により抗体価

の上昇が認められＩＰＮウイルスの抗原性の高さがあらためて証明される結果であった。一方、上

昇の程度についてみると、前年度の抗体価は最終回（５回）のワクチン接種後１ケ月よりも２～５

ケ月経過時の方が高く、抗体価のピークは接種後２～５ケ月にあると考えられる。したがって、今

年度の最終ワクチン接種から採卵までの期間（４週間）では、十分な抗体価の上昇を期待すること

は出来なかったと考えられる。

図１に明らかなように、当場では毎年８～９月以後飼育水温の急激な低下がおこる。このことは、

魚体内において抗体が産生される重要を時期が低水温期となるため、抗体産生の速度が遅くなるこ

とが考えられる。したがって、今後ワクチン接種計画の段階でワクチン接種開始時期や最終ワクチ

ン接種から採卵までの期間などについての再検討が必要と考えられる。

Ｂ稚魚におけるワクチン効果の判定

１．方法および材料

１）供試魚および試験区

マス類のウイルス病研究班（指定県を中心に組織）の申し合わせにより、ワクチン接種親魚よ
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b個体別採卵を昭和５５年１月１０日に行い、当日採卵した１１尾のうち発眼率の高い５尾分に

ついてワクチンの効果を検討した。試験区および採卵結果は表７に示す。なおＣ－１区は対照区

である。

2）試験水槽

供試魚は容量９０Ｊのポリエチレンコンテナ製の水槽を用い流水で飼育した。給餌は供試魚の

大きさにより１日４～８回オリエンタル酵母ＫＫ製の餌付用飼料を与えた。

３）試験水温

餌付開始日の昭和５５

年４月１４日から試験終

了時左での水温を自動観

測装置により測定し、図

４に旬別の最高・最低水

温で示した。

4）効果の判定

上記の条件で供試魚を

飼育し、ＩＰＮの自然発

病を観察するとともに、

前年度と同様にＩＰＮ発

病地に感染用生費を設置

し、試験を行った。

表７供試魚群の採卵結果

弓卵数（粒）

区
１
２
５
４
５

験
一

試
Ｐ

親魚の体重⑨ 発眼率（妬）

９５．５

９５．７

９１．０

９５９

９１．９

1，２７６

１，１６４

９２８

１，０６５

１，２６９

1，４７４

１，７５５

２，０５５

１，８５４

２，５４４

Ｃ－１ 1，５２８ ９Ｚ４

℃

２ 』.［

～一屯

１

２結果および考察

本年度は、同一採卵日の

稚魚を供試し餌付は４月

１４日に同時に開始した。

餌付開始後の各区の累積蜷

死率を図５に示した。

試験開始後、４月下旬か

ら５月にかけて各区とも蕊

死魚が増加し、特に、Ｐ－

３．Ｃ－１区では５０拓以

１

Ｏ
ＡＰＲＭＡＹＪＵＮＥＪＵＬＹ

図４餌付から試験終了までの飼育水温

→一最高水温一一最低水温
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上の聾啄B率となった戊蜷死魚のウイルス検妬
４０

査ではＩＰＮウイルスは分離されなかった。

その後、６月中旬にＰ－４区にｵ５国V、てＩＰＮ

と推定される愛駁５ｶ増襟された｡しかしながら、

５O

これらの襲琢E魚では鯛'て粘液細菌の重篤感

染も観察され、蜷死原因を特定するには

問題があった。他の区でも６月下旬から

２０
７月上旬にかけて同様な症状を呈する蕊

死魚の増加があった。

一方、生産事業用のニジマス稚魚では

１０
５月下旬～６月中旬にＩＰＮの発生が観

察されたので、６月１０日に飼育池排水

口付近に木製金網張りの生費を設置し、

各試験区から５０尾づつ放養して感染試０

r二三:三三=病、:ゴ

▲Ｐ－４

と二二二三=i二;三
ＡＰＲＭＡＹＪＵＮＥ

験を行ったが、試験区の蕊死魚よりのＩ
図５ニジマス稚魚の累積蕊死率の推移

ＰＮウイルス分離率が低く、をた、蜷死

魚の原因調査から事業用ニジマス稚魚に

おけるＩＰＮが、途中で重篤な細菌性鯛病との混合感染へ移行し、ＩＰＮによる減耗割合が低いと

推測され、感染試験において十分なＩＰＮ感染が成立しなかったものと考えられる。感染試験にお

ける各試験区の累積蜷死率は、対照区（Ｃ－１）の６～８冊に対しワクチン接種区では１２～２冊

となった。

従って、本年度の結果では親魚における抗体価の上昇は確認されたが、稚魚でのＩＰＮ抵抗性に

ついては、供試魚の混合感染症発病のため５２年度に報告したような明確を結果は得られなかった。

－１８－



ｕせつそう病ワクチンに関する研究

はじめに

ヤマメのせつそう病については、指定研究として昭和４５年よりワクチンの実用化研究に着手した。

昭和５０年度に経口ワクチンの場合、餌付け開始と同時に投与を開始し、連続１４ないし２１回投与

した後に間周旋投与する方法でせつそう病の予防効果が期待出来そうであることを報告した。しかし、

ヤマメはニジマスに比ぺ魚体の取扱いが困難であることや、ＡｓＭ７ｚＯ几ＺｃＺｄａの病原性に関する諸

問題などから、ワクチン効果を確認する攻撃試験が困難であり、有効な攻撃技法の開発が急務となっ

た。昭和５１年度より攻撃技法に高張液利用の二浴法を検討した。本年度は指定研究からはずれたた

め、関連研究として、５２年度に引き続き経口、経皮ワクチン研究および二浴法を応用した浸漬ワク

チンを検討したので報告する。

Ａワクチンの経ロ投与による免疫賦与試験

１方法および材料

１）供試魚

昭和５２年１０月に採卵したヤマメ稚魚（平均体重０１６?）を用いた。供試尾数は１区

５，０００尾とし、７区合計、５５，０００尾である。各区の餌付（経口ワクチン投与）は昭和５５

年１月２８日に開始した。

２）試験区 表８経ロワクチン試験区分

投与回数試験区は表７に示した７

区を設定した。

5）投与方法

経口ワクチン１日投与量

を2772Jの０８５冊生理食塩

水に溶解後、餌付用飼料に

混和、浸透きせ１日８回に

分けて投与した。

4）投与期間

昭和５３年１月２８日の

餌付開始と同時にワクチン

の投与を開始し、２１日間

三ｒｒ
ワクチンの種類

原
原
原

抗
抗
抗

体
性
性

菌
溶
溶

全
可
非

１
２
ろ

＊
＊
＊

２１回

２１回

２１回

全菌体抗原

可溶性抗原

２１回

２１回

乱.SM7ZO7LZCZdaを超音波破壊し凍結乾燥した抗原

超音波破壊菌体の遠心分離上澄を凍結乾燥した抗原

〃 残漕を凍結乾燥しﾌﾟて抗原

幻
Ｉ
（
と
Ｚ
）

＊
＊
＊
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連続投与した。投与終了日は２月１７日である。

5）飼育水温

飼育期間中の水

温は旬別の最高・

最低水温を図６に

℃

２００

示した。

2．結果および考察

経口ワクチン投与

後の各区の生残率を

図７に示した。

１０．０

ｌｈｐＡｐ頂」
-J

経口ワクチン２１

図６経口ワクチン試験供試魚の飼育水温

一最高水温一最低水温
回投与終了直後の２

月下旬から５月にか

けて、各試験区とも

蜷死率６０～８０筋

に達する異常蕊死が

発生した。これらの

姥死魚の外観所見で

は尾鰭、背鰭上胸鰭

を主体に鰭の癒着、

変形、欠損が観察さ

れ、－部浮腫症状を

示す個体も観察され

た。常法に基ずく細

菌およびウイルス検

査の結果では、蕊死

魚から細菌、ウイル

ス等の病原体は検出

されず、蕊死原因を

明らかにすることは

妬

１０

５

１

０

ＦＥＢＭＡＲＡＰＲＭＡＹＪＵＮＥＪＵＬＹ

図７経口ワクチン試験区の生残率の推移

一一Ｆｏ－１区一一Ｆ０－２区－－Ｆｏ－５区一一Ｆｏ－４区

-→－Ｆｏ－５区一一一Ｆ０－６区－－－Ｆｏ－７区
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出来なかった。異常蕊死は４月にはいり終息し、その後７月末日までに細菌性鯛病による減耗がみ

られたが、せつそう病は発生せず、ワクチン効果の検討は実施出来たかった。

試験終了時の各区の生残率はＦｏ－１区２７１１妬・Ｆｏ－２区１ｚ５妬・Ｆｏ－５区２１２妬・Ｆｏ

－４区１１１冊・Ｆｏ－５区２５．５冊・Ｆｏ－６区２２４冊・Ｆｏ－７区２７１０％であった。

Ｂ感染試験

１．方法および材料

１）供試魚

餌付時より経口ワクチンを投与したＦo－２．５．４区と対照区（Ｆｏ－１区）のヤマメ稚魚を

用いた。

２）供試菌株

昭和５５年４月、奥多摩分場産プラウンマスより分離したAsaZmo7zZcZcZαを用いた。培養

はトリプトソーヤブイヨン（ニツスイ）によった。

５）感染方法

高張液を利用した二浴法と生菌の筋肉内接種の２つの方法を検討した。

二浴法については５５２妬ＮａＣｌ溶液に供試魚を２分間浸漬後、ただちに菌懸濁液（１０６～

１Ｏ８ｃｅｌｌｓ／､、ヘ移し、さらに２分間浸漬後ガラス水槽に放養した。また、筋肉内接種につ

いては魚体１尾あたり１０２～１Ｏ４ｃｅｌｌｓになるよう菌液を調製し接種した。

４）感染時期

経口ワクチン投与終了後５０．９０．１５０日経過時に感染試験を実施した。

２結果

感染試験結果を表三・<;iに累積整死率で示した｡観察期間は2週間とし､蕊死魚数は細菌検査で
ＡｓａＺｍＯ几zczczaが分離された個体、および外観的に明らかなせつそう病患部がみられる個体の

みを計数し襲死率を算出した｡その結果表この二浴法では感染菌量…い｡ⅡMiwと最も
多い０１〃/>７０Ｚ（１０８ｃｅｌｌｓ／>72J）の場合には、試験区間の蕊死率の差は認められなかったが、

o0177WhzJ(１０７ｃｅｌｌｓ／172J)感染では対照区（Ｆｏ－１区)に比べ全菌体抗原を投与したＦｏ－２区の

蕊死率が低く左っこ。この傾向は５０日、９０日目の感染において顕著であった。しかしながら、可

溶性抗原あるいは非溶性抗原を投与した区（Ｆ０－５，４区）と対照区では蕊死率の差は認められなかった。
〃

なお、生菌接種については表口に示すとおり、各区とも９０～１００筋のj鰭死率となりワクチン

効果の検討は行えなかった。
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表９経□ワクチン供試魚への二浴法による感染結果

累積蝿死率（妬）

５０日目９０日目１５０日目
供試尾数(尾）試験区感染菌量

２０

〃

〃

〃

Ｆｏ

１
２
５
４

０
５
５
０

0.001”／>７２Ｊ

０
０
０
０

８
６
９
９

５
０
０
５

１
２

０
０
０
０

２
１
５

Ｆｏ ２０

〃

〃

〃

１
２
５
４

00ｍＶ／>７１z

(１Ｏ７ｃｅｌｌＭ１'Z）

２０

〃

〃

〃

５
０
０
０

６
１
２

０
０
０
０

５
４
７
２

Ｆｏ
１
２
５
４

0.11'Y/〉72J

(１Ｏ８ｃｅｌｌｓ/hzD

表１０経口ワクチン供試魚への生菌接種結果

善下車昂

〕曰Ｅ９０日脾

ソ［］ ｊＵ

L］Ｕ

］［DＵ

5．考察

本年度の経口ワクチン試験については、初期に昨年度と同様の異常難死が発生し、以後の試験は

２０～４０冊程度の生残魚を使用せざるを得ない状況であった。これらの生残魚については脊椎骨

の異常を呈する個体も観察されることから、試験魚として最適の状態とはいいがたく、これらの条
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件がワクチンの効果判定におよぼす影響は無視出来ないと考えられる。一方、感染試験についても

感染魚の大きさ、飼育水温と感染菌量との関連などについての検討不足によりデーターのバラツキ

が生じ、明確な結論を導き出すことは困難であった。しかしながら、１０７ＣｅｌｌＳ／>７２Jの菌液での二

浴法感染結果において対照区と全菌体抗原投与区（Ｆｏ－２区）との間に蕊死率の差が認められた｡

このことは、従来使用していた可溶性抗原の替わりに全菌体抗原を投与することにより、経口ワク

チンの効果を高められる可能性を示しており、抗原の種類を検討することにより有効な経口ワクチ

ン開発の可能性を示唆していると考えられる。

Ｃ経皮ワクチン試験

１．方法および材料

１）供試魚

奥多摩分場産ヤマメ１年魚（昭和５１年１１月採卵群）を用いた。供試魚は、稚魚の時点で経

口ワクチンおよび経皮ワクチン（経口ワクチンのブースターとして）により免疫の賦与を試みた

群と、稚魚期にはＶａｃｃｉｎａｔｉｏｎをまったく実施していない２群より構成した。

２）試験区

ワクチン接種から採卵期雀での期間でせつそう病の自然発病状況を観察しワクチンの効果を検

討するための試験区４区と、接種抗原の検討を兼ねて人為感染によりワクチンの効果判定を行う

試験区５区の合計、９区を設定した。これらの試験区は表１１に示すとおりである。

５）鞄死魚の細菌検査

ＦＰ－１から４の４試験区については試験期間中繁死魚の外部所見を記録するとともに、腎臓

よりの細菌分離によりＡＳＭ?２０几ｚｃＺｄａの確認を行った。

４）感染試験

ＦＰ－５から９の５試験区について筋肉内接種による感染試験を行った。感染に供した菌株は、

昭和５５年４月に奥多摩分場で分離した菌株でトリプトソイブイヨンで培養後、供試魚１尾あた

り１０２，１０ｃｅｌｌｓになるよう接種菌量を調整し､試験の実施時期をワクチン接種後６０．９０．

１２０日経過時に設定して各区１０尾あて接種した。試験実施時期はそれぞれ昭和５５年５月１６

日、６月１７日、７月１７日で、その際の供試魚の平均体重および試験水温（カッコ内）はそれ

ぞれ１１７Ｌ５ヲ（１２７～１５５℃）、１５，１，（１５６～１Ｚ５℃）、１４６５牙（１６．５～２０２

℃）であった。

５）凝集価測定

感染試験実施時期にあわせ各区（ＦＰ－１～９）５尾づつについて凝集価の測定を行った。
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表１１‐せつそう病経皮ワクチン試験における試験区分

試尾数
（

・ニニ：：ｒ

ワクチン：：

接種時平均体重
（ザ）

区
一
一
一
一
一
一
一
一
一

験試
Ｆ

抗原の種類 備考

＊１

洗浄多価１０５０

１０５０

１１００

１１００

２００

２００

２００

２００

２００

ラ
。

。
〃

Ｒ
）
〃
”
○
〃
〃
〃
〃
〃
〃

勾
Ｉ

対照区

＋
＋
＋

５
５
６

＊
＊

＊

洗浄多価

〃

〃

十
十
＋
＋
＋

対照区

＊２

洗浄多価

＊５

菌の代謝成分

＊４

菌体十代謝成分

ホルマリン不活化した菌体を生理食塩水で洗浄した抗原で調製はワクチンメーカに依頼し

たものである。

＊１と同じ方法で調製した抗原で、調製は奥多摩分場で実施

菌を培養した液体培地にホルマリンを加え不活化した後、菌体を除いたもの

＊５で菌体を含む屯の

稚魚期にワクチンを賦与した個体の混養割合は４０冊である｡

全供試魚が稚魚期にワクチンを賦与されている。

＊１

（
色
Ｚ
）
幻
斗
Ｆ
Ｄ
〃
。

＊
＊
＊
＊
＊

2．結果

１）せつそう病発生状況

ＦＰ－１～４区の飼育

期間中の月別の生残率と

せつそう病による月別の

鞄死率をそれぞれ表１２

と図８に示した。

本年度のせつそう病の

発生は５月上旬から観察

され、７月になって一応

終息したが、その後も散

妬

２０．０

１０．０

０ －－－一

ＡＰＲＭＡＹＪＵＮＥＪＵＬＹＡＵＧ

図８せつそう病による蜷死率の推移

→－１区－２区－５区ペエー４区

－２４－



表１２試験期間中の月別生残率

月
９

試験区

７０．６

６９１

７６．８

８Z７

８０２

７４．５

８１．７

８９９

７Ｚ５

７１．９

８１．０

８９５

９４．５

９０４

９９６

９，５

８Ｚ２

８１．５

８５．６

９２．０

ＦＰ－１

２

５

４

９９１

９８．７

９９１

１０００

発的に罹病魚が認められた。ＦＰ－１～４区のせつそう病による累積蕊死率はＦＰ－１区１２４

妬、ＦＰ－２区１Z５％、ＦＰ－５区４０９６、ＦＰ－４区1.9妬となり対照区（ＦＰ－２区）に

比べワクチン接種区の累積蕊死率が低い結果となり、ｚ2検定においても対照区と接種区（ＦＰ－

１．５．４）との間に危険率１冊で有意差が認められた。

さらに、稚魚期にワクチンを賦与した個体を混養したＦＰ－３．４区の蝿死率がＦＰ－１区に

比べ低いという結果が得られた。

2）感染試験結果

ＦＰ－５～９区の感染試験はワクチン接種後６０．９０．１２０日目に行い、各区の蜷死率を

算出し表１５に示した。

表１５感染試験結果（累積蕊死率拓）

接種菌量

（ｃｅｌｌｓ／ｆｉｓｈ）

累積蜷死率（妬）
試験区 備考

６０日後 ９０日後 １２０日後

２
２

２
２

２

，
）
〔
Ｕ
ｎ
〕
（
Ｕ
〔
Ｕ
〔
Ｕ
、
）
、
）
、
）
０

幻
Ｉ
幻
Ｉ
ａ
Ｉ
剣
Ｉ
分
Ｉ
幻
Ｉ
列
Ｉ
薊
Ｉ
幻
Ｉ
勾
Ｉ

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

６
９
７
０
５
８
３
５
５
０

１
１

０
０
０
０
０
０
０
０
０
０

５
６
５
８
２
４
２
７
１
６

０
０
０
０
０
０
０

１
６
５
２
４
２
８

ＦＰ－５

対照区－６

－７

－８

０

２０

－９

－２５－



各区の蜷死率を比較すると、対照区（ＦＰ－６区）の蕊死率は６０日後の感染で７Ｍ（１００

妬、カッコ内は１０２ｃｅｌｌｓ／ｆｉｓｈ感染結果）、９０日後で５０９６（８０％）・１２０日後で

５０冊（２０妬）であった。これに対し洗浄菌体を１回接種したＦＰ－７区ではそれぞれ５０冊

（８０筋）・２０冊（４０％）・４０９６（２０冊）とたり、６０，９０日後の感染では対照区よ

りも蜷死率が低くなった。しかしながら、１２０日後では蕊死率の差は認められなかった。この

傾向は細菌の代謝成分を抗原としたＦＰ－８・ＦＰ－９区と対照区との間でも認められ、特に、

ＦＰ－９区（代謝成分十不活化菌体接種区）との間で顕著であった。一方、稚魚期に経口・経皮

によるＶａｃｃｉｎａｔｉｏｎを行い、さらに経皮ワクチンを接種したＦＰ－５区では、９０日後の１０cells

／ｆｉｓｈによる感染結果が対照区より高い蜷死率を示したものの、全体的には他の試験区に類似

した傾向が認められた。

5）凝集価測定

凝集価の測定結果を図９－１．２に示した。ＦＰ－１～４についてはワクチン接種後２ケ月目

の５月から６．７月室

で毎月採血し凝集価の

測定を行った。図９－

１から明らかなように、

ＦＰ－１、５，４区は

対照区（ＦＰ－２）に

比べ凝集価は高くなり、

さらに、ＦＰ－１区よ

りも５．４区が高くな

る傾向を示した。この

結果はせつそう病によ

る蕊死率の違いと一致

した。また、各区の凝

集価は接種後２ケ月目

の５月が最も高く、そ

の後低下した。

ＦＰ－５～９区につ

いてはワクチン接種後

５，４ケ月経過した６

５
5月

．Ｌ膠０
５

尾
数 6月

０
５

7月

０

く5０５０１００２００４００８００

凝集抗体価

図９－１ヤマメ親魚の血中凝集抗体価（ＦＲ－１～４区）
ヒコ１区■■２区画５区ｚ２４区

５
6月

０
５

尾
数

可’１
7月

0

く5０５０１００２００４００８００

図９－２ヤマメ親魚の血中凝集抗体価（ＦＰ－５～9区）
□５区■６区塵ｌ７区Ｅ＝８区〃９区
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月と７月の２回、凝集価を測定した。その結果は表９－２に示すとおりである。各試験区とも６

月から７月にかけて凝集価の低下する傾向が認められ、凝集価の変動パターンはＦＰ－１～４区

と一致することが推測された。６月の凝集価はＦＰ－５・ＦＰ－９区が他の５区に比ぺ明らかに

高く、７月においても同様の結果であった。一方、対照区（ＦＰ－６区）とＦＰ－７・ＦＰ－８

区では６月には凝集価もそれほど高くはならず、５試験区間の差も少なかったが、７月にはＦＰ

－７＞ＦＰ－８＞ＦＰ－６の順で凝集価に差が認められた。

5．考察

ＦＰ－１～４区については、対照区（ＦＰ－２区）に比べＦＰ－１．５．４区のせつそう病蜷死

率が低く、さらに、凝集抗体価も蜷死率と一致する傾向があり、明らかなワクチン接種効果が認め

られた。また、ワクチン接種区間を比較するとＦＰ－１区よりＦＰ－５．４区の蝿死率が低い結果

であった。この点に関しては、飼育池の配置はＦＰ－１．２区の下流に５．４区が位置しており、

例年５．４区の歩留まりが１．２区のそれを下回る傾向があったが、本年度のように５．４区の蜷

死率が低かった事はせつそう病抵抗性に１．２区と差があったことが推測される。ＦＰ－５．４区

については稚魚期にＶａｃｃｉｎａｔｉｏｎを行った個体が４０冊含まれており、凝集価もＦＰ－１区より

高くなっている（図９－１参照）。雀た、稚魚期にワクチネイションを行った個体１００冊からな

るＦＰ－５区の凝集価も高いことから、多回ワクチン接種魚はせつそう病の抵抗性が高いと考えら

れる。

ＦＰ－５～９区については、対照区とワクチン接種区の難死率に差が認められたものの、接種抗

原の種類や接種回数と蕊死率との関係は明らかではなかった。しかしながら、凝集抗体価について

は、稚魚期に経口、経皮ワクチンを与えた供試魚にさらに経皮ワクチンを接種した群（ＦＰ－５区）

と不活化菌体に菌の代謝産物を加えて接種した群（ＦＰ－９区）の抗体価が他の試験区（ＦＰ－６．

７．８）より高くなった。

さた、洗浄菌体のみを１回接種した群（ＦＰ－７区）と菌の代謝産物のみを接種した群（ＦＰ－

８区）についても、対照区より高い凝集価が認められた。

以上のことから、経皮ワクチンに関しては多回接種の方が予防効果が大きいと考えられる。また、

接種抗原に関しては、ＡｓａＺｍｏ几ｚｃＭａの代謝産物（外毒素と考えられる）が有効な抗原となる

可能性が示唆されよう。
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浸涜ワクチン試験

1．方法および材料

１）供試魚

ヤマメ０年魚を用い、供試尾数は１試験区あたり５００尾、５区、合計１，５００尾である。

２）試験区

試験区は表１４に示すとおりである。

，

Bの

表１４．せつそう病浸漬ワクチン試験区分

91.尾数(尾）

区験
Ｉ
Ⅱ
Ⅲ

試

抗原の種類 備考

*1可溶性抗原

*2菌体十代謝成分

５００

５００

５００

5.2

5.1

5.1

６月１５日

〃

*５対照区

＊１，２経ワクチン試験の抗原の種類を参照

＊５食塩水２分間浸漬のみ実施

5）ワクチン処理

浸漬方法は５．５２筋食塩水に２分、ワクチン液５分の二浴法によった。ワクチンの濃度はＩ区

が１Ｏ６ｃｅｌｌｓ／､Z（換算値）およびⅡ区が１Ｏ８ｃｅｌｌｓ／>７２Zである。

4）感染試験

ワクチン処理後５０．６０．１０４日目に二浴法および生菌接種による感染試験を実施した。

二浴法における感染菌量は１Ｏ８ｃｅｌｌｓ／〃、生菌接種の場合の菌量は１Ｏ２ｃｅｌｌｓ／>’Ｚとし､５０

日目には１区１０尾づつ、その他は１区２０尾を感染に供した。各試験の実施月日は５０．６０゜

１０４日目がそれぞれ昭和５５年７月１５日・８月１５日・９月２８日で、その時の試験水温は

１ｚＯ～１９６℃・１８．８～２０５℃・１３．５～１Ｚ０℃である。

2．結果および考察

感染試験の結果は表１５に示した。

５０．６０．１０４日目の感染試験時における供試魚の平均体重はそれぞれz６？・１４２１．

２４．４ヲであった。

感染試験の結果をみると、生菌接種ではほとんどが１００妬の蕊死率となっており、接種菌量が

多過ぎたことが考えられ、今後生菌接種を行う場合２～５段階の菌量を設定する必要があろう。ま
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表１５浸漬ワクチン処理魚の感染試験結果（＊１累積蜷死率拓）

二浴法による累積蕊死率（妬） 生菌接種による累積蕊死率（妬）

H1mW
試験区

１０４二二

Ｉ
Ⅱ
Ⅲ

０
５
５

９
６
４

１００

１００

１００

１０

５

５

１００

１００

１００

１００

１００

１００

■ら

＊１観察期間は２週間とし蝿死率を算出した。

た、二浴法については、感染に供した菌株の濃度をほぼ一定に調製したにもかかわらず、蜷死率に

大きな差異が生じた。この原因としては飼育条件の違いが考えられる。このように感染方法自体に

問題があったことなどから、ワクチン処理と蕊死率との関係は明確でなく、ワクチン効果の判定に

は至らなかった。

しかしながら、浸漬ワクチンは操･作が簡単であり大量処理には最も有効な方法と考えられ、今後、

抗原の種類、ワクチン処理法、感染試験方法等の検討を行いデーターを蓄積する必要があろう。
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他Ⅲそ の

せつそう病に対するｓｏ合剤の野外治療試験

昭和５５年４月下旬、当場で飼育中のプラウンマスにせつそう病が発生したので、ｓｏ合剤（スル

フマモノメトキンン（ＳＭＭ）：オルメトプリム（ＯＭＰ）＝５：１，治験番号ＤＧ－５４５９）に

よる治療試験を行った。

1．方法および材料

１）供試魚

プラウンマス（Ｓａｍｏｆ７ｕｔｆα）１年魚、平均体重１１８牙を用いた。

２）供試薬剤

ＤＧ－５４５９（１，中ＳＭＭ５００呼十ＯＭＰ１０ｍＶの倍散剤）を投与した。

Ａ

少

5）薬剤投与量

魚体重１Ａ’あたり１日量として５０叩を７日間投与した。薬剤は給餌量（給餌率ｔｏ妬）の外

割７％で添加するスケソウ肝油に懸燭後、飼料に混合して投与した。

4）試験方法

罹病魚群1,055尾を２分し、５．５×1.5×０５ｍの飼育池２面に放養し、投薬区と対照区の

２区を設定した。投薬区では放置後５日目より７日間連続投与を行ない、さらに、投薬終了後４

日間蕊死魚を観察した。試験期間中の蕊死個体については外観的にせつそう病患部の有無を調べ

るとともに、腎臓より細菌の分離を行った。

一方、投薬区については、薬餌投与直後に供試魚１０尾をサンフ゛リンクし個体別|/てサルフマ剤

の濃度を定量するとともに、投薬終了後６．２４．４８時間経過時に供試魚の内臓・鯛および筋

肉内のサルファ剤濃度を定量して薬剤の摂取状況、残留濃度を調査した。

サルファ剤の定量は第一製薬ＫＫに依頼し、ＢｒａｔｔｏnｺVmarschallの変法（津田の変法）

により実施した。

５）試験期間

昭和５５年４月２８日～５月１２日

６）試験水温

試験期間中の水温は１０９～１３９℃である。
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２結果

１）ｓｏ合剤の治療効果

ＤＧ－５４５９投与結果は図１０に示す。供試魚群では昭和５５年４月２０日頃より蕊死魚が

出現した。４月２１日に莞死魚２尾について細菌検査を行ったところ、』.SaZmo7LZCZdaが分

離されたのでせつそう病と診断した。その後、轄死魚が漸増傾向を示したため、４月２７日に罹

病群を２等分しＤＧ－５４５９による治療試験を行った。試験区設定後５日目から投薬を開始し

たが、その間に試験区設定時の取扱いの影響と考えられる蕊死魚の増加が認められた。この傾向

は投薬区において顕著で、投薬２日目まで蕊死魚は増加したが、その後漸減し投薬開始後７日目

以後の蝿死魚は認められなかった。無投薬区（対照区）では当初は投薬区に比ぺ鞄死魚は少なか

ったが、その後急増し、投薬区において５日目の投薬を実施した時点では日間蕊死尾数が投薬区

の約５倍に達した。対照区ではその後も１日に６～１６尾の蜷死魚が観察された。

試験終了時の累積蜷死率は対照区の２４１冊に対し投薬区は１４５妬であり、対照区に比ぺ明

らかに低い結果であった。

投薬開始後の蜷死魚については個体別に細菌の分離を行った。その結果、対照区については試

験終了時までほぼ１００妬の割合で４JaZmo1L花泓αが分離されたが、投薬区では投薬開始後
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図１０ブラウンマスの-せつそう病に対するＤＧ－５４５９の治療効果
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５日目で５尾中２尾、６日目で２尾中１尾について分離され、菌の検出率が低下する傾向を示し

た。

2）サルフマ剤の組織内濃度定量結果

初回の投薬直後における供試魚の薬餌摂取状況を表’６にサルファ剤の組織内濃度およびアセ

チル化率（ＡＣ妬）で示した。
◆

表１６投薬直後におけるサルファ剤の組織内濃度

組織内濃度（〃／〃）
ＡＣ（妬）体長（c加）体重（,）服

＊２Ｔｏｔａｌ＊’Ｆｒｅｅ

１１．２

１０．２

１１．２

８．５

１０．２

，６

１０．０

１００

１２０

１３．７

１
６
９
５
２
７
６
８
０
０

１
１
２
１
１
５
１

１

１
７
０
７
５
７
７
９
０
１

１
２
２
１
１
５
１

１

0.0

１
５
０
２
９
８
９
５
５
９

２
Ｚ
２
？
５
３
４
８
４
Ｚ

●
●

２
１
２

１
１
１
１
２
５

１
２
５
４
５
６
７
８
９
０
１

０
４
７
０
７
５

５
Ｚ
７
０
２
５

●

Ⅲ
｜
〃

１５士１０ １６士１０平均

＊１遊離のサルファ剤濃度

＊２遊離のサルファ剤十アセチル化体濃度

定量に供した１０尾中、摂餌していないと考えられる個体が１尾観察され、他９尾については

若干の濃度のバラツキが認められた。これらの個体のサルファ剤濃度については、遊離のサルフ

ァ剤濃度を例にとると最低６叩／Ａ７に対し最高値はその６倍の５６叩／Ａ７を示し､平均(EDdn5士１０

１７２Ｍ(７という結果であった｡総量としては16士10噸投薬量ﾌｳ』ら算出した摂取率は1067士66.7冊であった。

投薬終了後６．２４．４８時間経過後のサルフマ剤濃度については表１７に示した。投薬終了

後６時間経過時の組織内濃度は内臓と鯛を混合した資料中で７～１９叩／Ａ７ＢＷ(Ｆｒｅｅ量)を示

し、また、筋肉内の濃度は０．４～０８呼冊とほぼ同水準の値となり個体差はほとんど問題になら

ない結果を示した。各組織内のサルフマ剤濃度は４８時間経過後にはほとんどＯに近い値を示し

■刃

た。
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表１７薬斉Ｉ投与後のサルファ剤の組織内濃度

筋肉内濃度（呼妬）

万nr57亘了ＴＺ石~；；
内臓・内濃度（岬／Ａ７）投与終了後の

経過時間
体重(牙）妬

ＴｏｔａｌＡＣ妬 ＦｒｅｅＴｏｔａｌＦｒｅｅ

５
６
５
４
８

■
●
●
●
●

０
０
０
０
０

６
６
６
４
８

●
●
●
●
●

０
０
０
０
０

４５．５

５５．５

２０．８

６９６

５５．５

２
６
９
７
６

１
１
１

１

２
４
４
５
４

２
２
２
２
２

１８．０

２１．８

２１．７

２０６

１１６

１
２
５
４
５

６

０．６＋０．１０６士０．１１４士４ ２５士0.8 ４０．５平均

４
６
５
９
６

■
●
●
●
●

０
０
０
０
０

６５．６

６０．０

６５．６

４４．４

５３．８

４
６
２
７
５

０
０
０
０
０

１
５
１
８
５

２８．２

１８．８

１２４

１６．１

１４．５

４
６
４
０
６

１

１

１
２
５
４
５

１
１
１

２４

０．６＋0.20.5士０２１４＋５6士２ ５Ｚ１平均

２
１

０
０
０
０
０

２
■

０
０
０
０
０

４６．２

７
５
５
４
５

５
８
９
１
９

１
１

２２．２

２０．２

１８．６

１７３

１６．２

１
２
５
４
５

４８

６５．６

4士２１１０士２平均

5．考察

プラウンマスに発生したせつそう病に対してＤＧ－５４５９を１日量として魚体重１Ａ？あたり

５０７７Z?、７日間連続投与することにより治療効果が認められた。

投薬区について薬餌投与直後にサンプリングしサルファ剤濃度を定量して、薬剤の摂取状況を調

べたが、まったく摂餌していないと考えられる個体が１尾あった。この個体はせつそう病による衰

弱個体であったと推測される。一方、摂餌した個体間における濃度差については、投薬を自由摂餌

により行なったことから、この程度の差はさけられないものであろう。

しかし、７日間投与後については濃度差が少ないことから、全個体の組織内濃度が有効水準に達

するには連続投与力泌要とう考>fられろ。したがって、有効濃度に達するための投与回数についての検討

が必要であり、その結果によっては投薬期間を短縮することも可能であろう。

当場においては１９６６．１９６７年にニジマスの人工感染によるせつそう病に対してサルファ

ＴＰ
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剤（ＳＭＭ）を経口投与し、その有効量は１日量として魚体重Ｍ７あたり１００噸であることを報

告した。また、ＳＭＭのせつそう病に対する治療効果については一般に、魚体重１Ａ？あたり１００～

２００叩を５～７日間投与する方法が有効とされている。しかしながら、今回の結果からＳＭＭを

オルメトプリムと混合して使用することにより、ＳＭＭ量としては魚体重１Ａ？あたり１５叩を７日

間投与することにより十分な治療効果が得られたことから、オルメトプリムを使用することにより、

サルフマ剤の使用量を少なくすることが可能と考えられる。

また、オルメトプリムはサルフマ剤耐性菌にも有効であるといわれ、その意味で、今後の魚病治

療薬としての興味は犬であるが、耐性菌に対しては、新らしい薬剤による対応以前に、従来ある薬

剤の使用方法からの対応が先決であり、オルメトプリム等の新らしい薬剤への安易な依存は厳に慎

⑪

しむぺきではなかろうか。
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