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昭和５１年度指定調査研究総合助成事業病害研究（ニジマス）
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Ｉはじめに

昭和５８年のヤマメの本格的池中養殖開始以来せつそう病による採卵用親魚の鍵死率か高く

なり採卵事業計画に支障をきたしている。これに対処するため当場においては昭和４２年よ

り､サルファ剤～合成抗菌剤一抗生物質等による治療試験および昭和４３年より予防対策とし

てワクチンの実用化研究を行っている。ワクチン研究は親魚に対するワクチンの接種および稚

魚への経口投与を行ったが、経口ワクチンでは餌付け開始と同時に投与を開始し～連続２１回

ないし１４回投与した後に間欧投与する方法でせつそう病の予防効果が認められた。また＿ヤ

マメのせつそう病と並んで重大な問題としては昭和４４年よりみられはじめたニジマスのウイ

ルス性疾病（ＩＰＮ：伝染性すい臓壊死症）である。本疾病による養殖業者の被害は大きく

時にふ化稚魚の６～８割を蕊死させるなど～養殖経営に多大な被害を与えており～当場でも

ＩＰＮ対策として昭和４６年度より抗糖尿病剤～抗プラスミン剤、抗炎症剤一糖代謝改善剤､

ＰｖＰ－Ｉの投与試験、カゼイン飼料試験を行ってきた。但し～効果的治療方法は見出し得ず

ワクチンの開発か急がれている。

昭和５１年度は従来の実績をふまえ、せつそう病に関してはせつそう病研究部会会員各県

（’都６県）との協同研究の一環として、せつそう病経口ワクチン試験～経皮ワクチン接種試

験を中心にフィールド治療試験やＦＡ法の検討などのせつそう病防除研究を行った。特に経

口ワクチンについては投与回数、ブースターワクチンについての検討を行った。ＩＰＮに関し

ては親から仔への移行抗体によるＩＰＮ予防､いわゆる親仔免疫を検討した。その第一段階と

して当場でＢＰＬ不活化ＩＰＮウイルス液を作成した後ニジマス親魚に接種した。接種親魚に

ついては血中の中和抗体価の推移を観察した後、採卵を実施し卵への抗体の移行および稚魚の

ＩＰＮに対する抵行性の検討に着手した。
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ⅡＩＰＮワクチンに関する研究

ＩＰＮウイルスの不活化

1）供試ウイルスＩＰＮウイルス（ＴＣＩＬｏ／mug＝１０~と９３）

2〕使用細胞．ＲＴＧ－２ｃｅｌｌ２ｉｎｅ（１４４～１４５代継代）

、使用不活剤および濃度

β－プロピオラクトン（β一ＨｙｄｒｏｘｙｐｒｏＰｉｏｎｉｃＡｃｉｄ

Ｌａｃｔｏｎｅ：ＣﾖＨ４０２以下βＰＬという｡）０５％である。

1．

4）使用培地細胞培養用培地ＭＥＭ１ｏＴｒｉｓ

ウイルス培養用培地ＭＥＭ２Ｔｒｉｓ

，不活化の手順ＩＰＮウイルス不活化手順を図１に示した。

FliimiEn蕊］

↓

（２０℃５日間培養）

↓

MEM1oを捨て～新しいMnvI2を加える。

↓

ＩＰＮウイルス接種

↓

（２０℃６日間培養）→感染力価（ＴＣＩＤ５０）の測定

↓

β一プロピオラクトン不活化

↓

（４℃１晩放置）

↓

培養液を集1hh，５０００ｒｐｍ５０分遠心分離

↓

ミリポアーフィルター濾過

ウイルス不活化の確認
(１部ＲＩＵ－２ｃｅｌｌ接種）

↓

ﾛ薑7i盲~１日

図1．ＩＰＮウイルス不活化手順
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細胞およびウイルス培養にはファルコンのディスポーザプルプラスコ（７５㎡、培地２０

”）を使用した－βＰＬ不活化前にウイルスの力価をマイクロタイタ一法により測定した。

その結果一ウイルスの感染力価はTCIＤ“ん８－１が…であった。また～不活化後のウイル

スの生残は認められなかった。

接種液の作製に際してはβＰＬ不活化後４℃、１晩放置後フラスコを激しく振璽した後､

培養液を集め遠心分離により細胞残澄を除き＿無菌濾過し接種液とした。接種液はＭＥＭに

含まれる指示薬力讃色を呈することからＰＨはかなり低いと考えられる。

2．中和抗体価の測定

前項の手順で作成した不活化ＩＰＮウイルス液をニジマス親魚に接種し、中和抗体価

（ＮＤＨ０：５０％Ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎｅｎｄｐｏｉｎｔ）の推移を観察した。

〔方法〕

１）供試魚ニジマス２年魚へ５０尾（平均体重６６０の

幻接種量魚体重１ｋｇ当り１加'を腹腔内に接種した。

，試験区表１のとおりである。

表１中和抗体価測定試験区

接種月日
試験区 接種回数 備考

Ａ
Ｂ
Ｃ
Ｄ

１
２
５
１

※

１９７６．８．４

〃

ノソ

バグ

'１４

" １０．４

対照区

※ＭＥＭ２のみ１回接種

4）採血供試魚はクックガンを使用し～背鰭基部に個体標識し、各区５尾づつ個体

別反復採血を１ケ月毎に４回実施した。

採血はキュピエ氏管から行い､採血した血液は４℃で１晩放置後血清fを分

離し、密栓小試験管で－２０℃に凍結保存した。

5）中和抗体価の測定

血清は室温融解後５６℃５０分の加温を行った後ＭＥＭ２で５０倍から５倍

希釈を行った。測定は常法によりマイクロタイター法で中和抗体価を測定し
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た。（図２参照）

サンプル血清ストックＩＰＮウイルス

５６℃、５０分加温．ＨＡフィルターロ週

感染力価(TCID`,/005鍼)汎I定 マイクロタイタープレートでの血清

希釈（５倍希釈）

ウイルス液(１００TcIDso/005祗） ＵＯ５ｍｕ’

の調整

、、
０．０５

ＲＴＧ－２ｃｅｌｌ懸濁液

(200,ＯＯＯｃｅｌｌ／､ｌ）

、
マイクロミキサーで撹伴後

室温～５０分放置

０１ｍ

マイクロミキサーで撹拝後シールし

２０℃＿５日間培養

ホルマリン固定後ギムザ染色、検鏡

Ｒｅｅｄ－Ｍｕｅｎｃｈ法によるＮＤ』oの算出

図２マイクロタイター法操作手順

〔結果〕

各区の最終ワクチン接種から１ケ月毎の中和抗体価を表Ｚに､また－

水温を図５に示した。

試験期間中の飼育

－４－



表２ＩＰＮウイルス中和抗体価の推移

最終ワクチン接種後の経過時間（月）

１２５４

試験区

１
２
５
４
５

０
１
０
０
０

５
２
７
５
５

く
こ
－
２
く
く

５６

５５

５５

＜５０

＜５０

０
０
５
０
５

７
９
５
５
５

２
５
く

０
０
０

７
－
４
５

２
鵲
く

△

Ａ

１
２
３
４
５

1，２００

８１０

５６０

１９０

二２１

1，７００

５５００

１，４００

１８０

≦２１

１０，０００

１，１００

１，１００

耗升

Ｂ

＜５０

１
２
５
４
５

１
１
３
８

９

１

０
０
０
０
０

８
０
９
１
４

８１０

１，６００

１，４００

４７０

４４

Ｃ

４
０
０
０
０

４
５
５
５
５

く
く
く
く

１
２
５
４
５

３
０
０
０
０

６
５
７
５
９

く
２
く

９
０
５
１
５

５
５
５
２
５

く
二
一

１５０

＜５０

６５，

器……標識不明瞭の為採血出来なかった屯の

升升……現在分折中を示す。

各区の中和抗体価はＡ区では５尾中４尾について､≦２１～５９０の範囲で抗体価の上

昇力認められ､５ケ月目にピークとなる傾向がうかがえたが～まったく上昇しない個体も

１尾観察された。Ｂ区では４ケ月目の採血予定日およびＣ区では５ケ月目の採血予定日が

採卵期と重複し、定期サンプリングを実施せず～採卵時に採血を行った関係で、データは

不十分であるが全体的にＡ～Ｄ区に比べＢ、Ｃ区では高い抗体価を示しへＢ区では２回目

のワクチン接種後５ケ月で１０，００Ｕの値を示す個体もみられた。逆に～Ｂ区では５尾中２

尾～Ｃ区で５尾中１尾は他の個体に比べ極端に近い値を示し～抗体価の上昇には明らかな

個体差がみられた。

－５－
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図５ＩＰＮワクチン接種魚の飼育水温

（飼育期間中の旬別最高最低水温）

〔考察〕

ワクチン接種後の血中の中和抗体価の推移を知ることは親仔免疫ワクチン接種を行う場

合に～接種回数～時期を決定するたUhの基礎として重要と考えられる。今回の試験では～

Ａｅγ0机o”ｑｓｓＱｌｍｏねｉｃｉａｑの凝集価の推移に関するＫｒａｎｚｅｔａｌ（１１６４)､

岐阜水試（１９６７)、東京水試（１９７５)、などの知見を参考に、第１回目の接種時期を採

卵期のろ～４ケ月前になるように設定し､接種回数については１．２－５回接種について

検討した。今回の結果についてみると－Ａ区は対照区（Ｄ区）に比べ若干抗体価は高くな

り～接種後ほぼ５ケ月目に最高となる傾向が認められたか－Ｗｏｌｆ（１９６９）‐Ｊｐｒｇｅｒ

ｓｅｎ（１９７５）の生ウイルス接種結果に比べれば、本試験の値ははるかに低いと言える。

今回､Ａ区で高い値いか得られなかった理由としては抗原性の問題が考えられ、今後の検

討が必要である。一方､Ｂ､Ｃ区については６，～８０％の個体で比較的高い抗体価が得

られたことから、βＰＬ不活化抗原を使用した場合には多回反覆接種が必要と考えられる。
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また～対照区（Ｄ区）についても抗体価が若干検出される個体が出現したが＿これは供

試魚がＩＰＮ罹病魚群由来であり、成魚期にも同一環境でＩＰＮのくり返し発生を経験し

ていることから､自然獲得免疫による抗体価の上昇とも考えられるが､現段階では推測の

域を出ない。

次に抗体価の上昇しない個体についてであるが､本試験で抗体価の上昇しない個体や他

に比べて箸るし〈値の低い個体が２０～４０％の割合で存在した。この点については今後

の知見の集積を待たねばならないが～Ｗｏｌｆ（１９６５）はニジマスについてウイルス保菌

魚では抗体価が箸るし〈低く、逆に抗体価の高い個体ではウイルスの保菌のまったく､あ

るいはほとんどないことを報告している。また、他の実験用動物については～不顕性感染

個体では相同する抗原に対する抗体価の上昇が遅延することが知られている。今回の供試

魚についてもウイルスの保菌の可能性も考えられることから、今後、ワクチンの効果を検

討するうえで注目すべきことと考えられると共に､ウイルスフリー親魚探索の方向を示唆

していると言えよう。

5．親魚へのワクチン接種

’）の方法により作製した不活化ウイルス液を採卵親魚（雌のみ）に次のように接種した。

’）当場におけるニジマス採卵盛期は１月中一下旬であるので～その５ヶ月前に相当する，０

月中旬にワクチン接種（１回目）を行った。

ｚ）接種尾数は採卵を主目的とする群５０尾～中和抗体価測定を主目的とする群５０尾の計

６０尾である。

５）中和抗体価測定を実施した。

４）個体別採卵を実施した。

なお､中和抗価値測定を主目的とした群より得られた稚魚については個体別飼育～採卵を

主目的とした群よりの稚魚についてはワクチン接種回数に基づいて５群に分け、，群，0,000

～２０'000尾の群飼育を行い､同時に卵の抗体価の測定～ふ化稚魚のＩｐＮ攻撃試験～ＩｐＮ

発生状況（生残率）等の検討を行う予定である。

4．奥多摩分場におけるＩＰＮの発生状況

当場における本年度のＩＰＮによる難死状況は図４に示すとおりである。

各区の日間擁死数が飼育尾数の１％を越えた日はＡ：５月１９日、Ｂｓ５月２日、Ｃ：５

月21日であった。終息時期については、症状は６月下旬まで続いたが細菌性鯛病～コスティ
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図４ ニジマス稚魚のＩＰＮによる蕊死率（入川試験池）

.たて軸は旬別累積鐸死率を示す。

．――……飼育期間中の平均水温

．Ａ：２年魚より採卵した稚魚

Ｂ：５年魚より採卵した稚魚

Ｃ：４年魚より採卵した稚魚
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ア病の併発がみられたため正確な把握は出来なかった。

海沢試験池では～６月下旬のＩＰＮ終息時までの累積蕊死率は平均２４．０％（22.8-25.2）

であった。

当場におけるＩＰＮの発病は昭和４４年より観察され、５０～７６％の蕊死率を示してい

たか､本年度は特に海沢試験池の姥死率は２４％前後となり～近年若干ではあるが蕊死率が

低下する傾向がみられる。

なお､本年も都内では業者を含めてＩＨＮの発生はみられなかった。

5．要約

１．β－プロピオラクトン不活化ワクチンを作成した。

２．上記ワクチンを接種し､中和抗体価の測定を行った。

１）ワクチン１回接種により抗体価か上昇し、接種後５ケ月目にピークとなる傾向となっ

たが、値はあまり高くなかった。

２）多回接種により明らかな抗体価の上昇がみられ＿最高１，，０００となった。

５）抗体価の上昇には明らかな個体差がみられた。

４）対照区でも抗体価の高い個体が観察された。

５．ワクチン接種親魚より採卵を行い､親仔免疫の検討に着手した。
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、せつそう病に関する研究

1．経口ワクチン試験

昨年度の試験で遅延効果の認められた２１回連続投与について～更にブースターワクチン

接種を試みた。

〔方法〕

１）供試魚ヤマメ、年魚（平均体重０１４１）、１区５，０００尾とし－６区もうけた。

ｚ）試験区試験区分については表５に示すとおりである。

表５せつそう病経口ワクチン試験区

5） 供試ワクチン上ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａを超音波破壊し、その遠心上清を凍結乾燥した

た‘のである。

投与方法０８５％生理食塩水に溶解後クランプルに浸透させた。

投与期間昭和５１年２月２日より１４回および２１回連続投与

ブースターワクチン接種

試験区Ｆｏ－１～２区より各区１，５００尾にホルマリン不活化ワクチ

ン（化血研製）を１尾あたり００５”接種し､更に1,500尾を対照区

とした。なお平均体重は６．５？、１回目のワクチン接種は７月９日に

実施した。

4）

5）

6）

〔結果〕

ワクチン投与後の生残率を表４～図５に示した。

せつそう病の発生は表５Ｋ示すとおり各試験区とも認められ～生残率も表４に示したと

おりＦｏ－５区２４．９％、４区２z９％－５区２，１％と低い値を示した。試験区別のせつ

そう病発生時期はＦｏ－４､５－５の順であった。
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表４経口ワクチン投与魚の生残率（％）

試虚、且 ４５ ８

(８Ｚ５)升

８６．２

２スヨ

２８８

５０５

１
２
５
４
５

０

Ｆ

iIliillj
Bz7

８６．２

８１．８

４５．３

８Ｚ１

９７１

９５．１

９５，８

９５．５

９５．７

２４．９

２Ｚ，

２’１
■

升（）は７月１日より７月１０日までの値

ｊ
Ｄ

仇
ね

ｊひ

ｊ
坐
３

己、

ＦＢＡ．ＭＡＲ．ＡＰＲ．ＭＡＹ．ＪＵＮＥ，ＪＵＬＹ．ＡＵＧ．

図５．経口ワクチン投与魚の生残率の推移
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表５経口ワクチン試験区のせつそう病発生状況

せつそう病発生時期
備考試験区

Ａ※１

７月５日

６月１２日

７月５日

７月５０日

８月８日

７月２０日

Ｂ※２

７月下旬

７月中旬

７月下旬

８月中旬

８月下旬

８月中旬

7月６日～２５日

５
４
５
６
７
８

－
一
一
一
一
－

４
ｏ

※
Ｆ

６月１６日～７月９日

７月７日～２２日

８月５日～１４日

８月１７日～２６日

７月２８日～８月１２日

ブースター１回接種区

ブースター２回接種区

対照区

」

Ａ：せつそう病によると推定されるへい死魚が認められた時点

Ｂ：細菌分離によりせつそう病力確認された時点から大量へい死が終息した時点まで

Ｃ：せつそう病によるへい死魚が認められなくなった時`点

Ｆｏ－６=７はそれぞれＦ０－１，２区より１，５００尾抽出した区、Ｆｏ－８はＦ０－１，２

区の混合群より１，５００抽出した区

※１

※２

※５

※４

ブースターワクチン接種試験区（Ｆｏ－６～８）では～各区ともワクチン接種後１ケ月以

内にせつそう病の発生かみられ、各区の８月下旬の生残率は４６～１２．１％と低い結果と

なった。（表６参照）

表６ブースターワクチン接種区の生残率（％）

月月７ ８

試験区

Ｆｏ－６

７

８

下旬

２８

１２．１

４．６

中旬 下旬

１００

６４．２

４．７

２Ｒ１

８８．９

ス１

９１．５

９５５

９０１

９．６

１８．１

９８．１

〔考察〕

本年のせつそう病発生時期は７月上旬から中旬にかけてであった。これは昨年度の結果

と類似しており､経口ワクチンの有効期間を示唆しているとも考えられる。

ブースターワクチンの接種については当初５月を予定していたが～供試魚が小さく接種

作業が困難であり５？以上になるまで延期したため、第１回接種は７月になった。せつそ

う病はその後約１ヶ月間に各区で発生したが､対照区に比べブースターワクチン接種区の
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（１年魚）

ヤマメ

サクラマス

イワナ

カワマス

プラウン

ホウライ

（、年魚）

ヤマメ

アナゴ

サクラマス

カワマス

プラウンマズ

ニジマス

ＭＡＲ．ＡＰＲ．ＪＵＮＥ．ＪＵＬＹ．ＡＵＧ．ＳＥＰＴ．ＯＣＴ．

一一一一せつそう病の散発的発生期間

[…せつそう病による大量姥死の観察された期間

図６奥多摩分場におけるせつそう病の流行時期と発病魚種

発病か１０～２０日遅れたことから遅遠効果とも考えられる。しかし、ワクチン接種か

ら発病まで１ケ月しかなかったことは、凝集価が有効レペルに達する前の罹病とも考えら

れ､今後、小さい魚体へのワクチン接種方法および接種時期について並行した検討か必要

である。

また～本年は当場で飼育しているマス類の多くに早い時期から散発的にせつそう病が発

生し、５月下旬にはカワマスーサクラマス１年魚に鍵死魚がみられるなど、例年になくせ

つそう病被害の大きい年であった。（図６参照）ワクチンの効果か病原体と宿主のバラ

ンスの上に成立するとすれば‐上述の飼育環境か経口ワクチン試験魚の生残率を低下させ

た要因の１つと考えられ、また－Ａ・ｓＯｌＺｍＯ〃ｆｃｉｄｏの毒力の高い株の出現によることも考

えられるた姉、来年度のワクチン作成用菌株の選択の際に検討する必要があろう。

一方‐原虫寄生および細菌性鯛病による稚魚期の初期減耗が、近年、増加する傾向にあ

り～そのため経口ワクチン試験も昨年までは５～５月に２０～５０％の蕊死かみられたが＿
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本年はこれらの被害は軽微であった。

２経皮ワクチン試験

本年度は従来の接種試験のほかに稚魚期に経口ワクチン投与を行ったヤマメの経皮ワクチ

ン接種を行った。また、ワクチン接種時に供試魚の細菌検査をＦＡ法により実施した。

〔方法〕

１）供試魚ヤマメ親魚、各区1,000尾（平均体重４５１）

２）試験区分供試尾数､ワクチンおよび稚魚期の経口ワクチン投与の有無は表７に示すと

おりである。

表７せつそう病経皮ワクチン試験区

区ｸﾗ:～墓且
Ｉ

Ⅱ

m

w

v（対照区）

供試ワクチン｜稚魚期における経口ワクチン投与

化血研製ワクチン

北里研製ワクチン

自家製ワクチン

北里研製ワクチン

区
区
区
区
区

経
経
未
末
末

験
験１，０００

１，０００

１，０００

１．００，

ＺＯＯ

験
験
験

経
経
経

⑰）

.Zαひ

飲ひ

ﾉｭ０

よ‘

ＡＰＲ．ＭＡＹ．ＪＵＮＥ．ＪＵＬＹＡＵＧ．ＳＥＰｎＯＯＴ．

図７経皮ワクチン接種魚飼育水温（旬別最高最低水温）
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5）接種時の細菌検査

接種時に各区１，尾ずつ任意抽出した供試魚の腎臓よりの塗抹標本につい

てＦＡ法（直接法）により細菌検査を行った。

4）飼育水温飼育期間中の旬別最高最低水温は図７に示すとおりである。

5）姥死魚の検討

試験期間中の蝿死魚については５)と同様の手法により細菌検査を実施し～

死因がせつそう病によるか否かを判定した。

(％）

/００
ｑ｣－－ニーーニョーー三三三＝｡～篝

￣ｺﾞコ

，〃

Ｉ

Ｚひ

Ⅱ

7℃

Ⅲ

とり

Ⅳ

Ｉ

（

一一一

へ

、’’’’○Sひ

～

へｏＶ

字０

ＭＡＲ．ＡＰＲ．ＭＡＹ．ＪＵＮＥ．ＪＵＬＹ．ＡＵＧ．ＳＥＰＴ，

図８経皮ワクチン接種魚の生残率
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〔結果〕

ワクチン接種前に実施した細菌検査では経口ワクチン経験群および未経験群とも１０尾

中４尾に４８⑰l…兎ｉｃｆｄａの保菌が疑われる結果となった。

各試験区の生残率を図８に示した。

各区とも７月までは生残率が９０％と高くなったが､８月にはいりせつそう病の発生に

より蝿死魚が急増した。

飼育期間中の試験区の全蝿死の死亡原因をせつそう病によるものとそのほかのものとに

分けて表８に示した。

表８経皮ワクチン接種魚の原因別鞄死率

４ ５ ７６ ８

四
一
Ｉ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
ｖ

升０群（０２）

Ｏ（Ｏ）

Ｏ（0.1）

Ｏ（、）

Ｏ（Ｏ）

（０４）

（0.1）

（０５）

（０４）

（ｏ）

Ｏ（0.5）

0.6（1.0）

０（０５）

1.0（1.4）

1.0（１５）

ｏ（２．１）

0.Ｂ（2.6）

0.1（２．６）

２５（４．８）

３Ｄ（４．０）

０．２（5.5）

０．９（４４）

1.2（５．８）

2.7（7（２）

Z５（’５）

４．１（１４．５）

５．７（１５．６）

11.0（Ｚ２０）

12.1（２Ｚ８）

1'0（５５．０）
１

０
０
０
０
０

升……供試尾数に対するせつそう病によるへい死魚の累積へい死率

升升……供試尾数に対するせつそう病以外の原因［よるへい死魚の累積へい死率

〔考察〕

本年度の経皮ワクチン試験の結果は生残率でみるとＩ、Ⅱ区がほぼ同じ値いとなり、つ

いでⅢ区、Ⅳ区、対照区の煩で低下している。Ｉ～Ⅱ両区とⅢ､Ⅳ区の生残率の差につい

ては次の事か考えられる。

①Ｉ区の下にⅢ区、Ⅱ区の下にⅣ区の飼育池を設定したことによる環境の差

②Ｉ区とⅡ区は経ロワクチン経験群であり～Ⅲ区とⅣ区は未経験群である。

③Ｉ､Ⅱ区は稚魚期にせつそう病の流行を経験しているｶﾆ皿Ⅳ区は未経験である。

以上のことは今後稚魚から親魚までを通してのワクチンの計画的接種法を考える上で検討

すべき問題であろう。

5．薬剤感受性試験

本年度当場および業者の飼育池より分離したＡ`ｻﾞ。ｍ・〃Ｃ３８ａｌｎＯｏｍｆｃｉｄａの薬剤感受性試

験をディスク法により実施した。
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〆

〔方法〕方法はせつそう病研究部会の申し合せに準じた。

’）使用培地：感受性ディスク用培池「ニッサン」

２）方法：常法により感受性ディスク培池の平板上に、被検菌の懸濁液（１D1ocelMi1Uり
を０．０１”塗抹した後､ディスク５～４個を置き、直ちに２０℃の恒温器に

忙移し､２４時間と４８時間経過後の阻止円の直径を測定し‐感性度グラフ

により＋一等で感受性の程度を判定した。

ろ）使用ディスク：昭和ディスクの次のものを使用した。スルフアジメトキシン（ｘ)、フル

ﾌｲｿﾒｿﾞｰﾙ(Z)､ｽﾙﾌｧﾓﾉﾒﾄｷｼﾝ(mpﾙｸﾛﾗﾑﾌｪﾆｺｰ

ﾙ（C）、ストレプトマイシン（Ｓルチアンフェニコール（ｔｐ)、ピロミト・酸

（ＤＡ)､ナリゾスク酸(Ｎｄ）、オキンテトラサイクリン(Ｏ)～テトラサイク

リン（Ｔ)、フラゾリドン（ｆ）

注）（)内は略号である。

4）供試菌株：供試菌株の由来は表，に示すとおりである。

表，供試菌株の由来

分離魚

lLJY
菌株番号｜分離年月日

靴iに
５９

５．１１

６．２４

６．２９

”

7【１

７Ｌ２

Ｚ９

”

Ｚ１２

５
６
８
９
０
１
２
４
６
７

０
０
０
０
１
１
１
１
１
１

６
６
６
６
６
６
６
６
６
６

７
７
７
７
７
７
７
７
７
７

一
一
一
一
一
一
一
一
一
一

′ノ

〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
〃
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分離魚
菌株番号 分離年月日

場所

８５１
Ｆ養魚場

当場ふ化槽

Ｓ養魚場

”

"

Ｆ養魚場

"

"

Ｚ'

８
１
２
５
４
５
６
７
８

１
２
２
２
２
２
２
２
２

６
６
６
６
６
６
６
６
６

７
７
７
７
７
７
７
７
７

一
一
一
一
一
一
一
一
一

ｏ

Ｔ

Lｒ
ｌ

〔結果と考察〕

感性度クラブによる判定結果を表１０に示した。

今回試験した菌株のうち昭和５１年４月から７月までに分離した菌株では、いずれの株も

サルファ剤～抗生物質～その他の合成抗菌剤に高い感受性を示した。しかしながら、９月以

後に業者の飼育池で再びせつそう病の発生か諸姉られ始め～これらの魚病から分離した菌株

については、いずれもサルファ剤に対して耐性を示し､抗生物質にも－f;１W耐性を示すものが

見られた。

これらの業者では、以前のサルファ剤の不適正使用の疑いがあり、耐性菌の出現との関係

が推定される。

－１９－



ム
ー、

９，、
ｌｈ

ｌ、

（
○
こ
土

（
へ
こ
土

（
、
乙
土

（
二
）
土

（
Ｃ
こ
土

（
□
。
）
土

／白、〆■、

⑥ト

ー←

、＝'蛆-'

二Ｆ±

（
ひ
乙
土

（
Ｃ
こ
土

（
こ
）
土

（
吾
）
土

′■、〆■、

Ｏ、｡、

←←

、.ノミーグ

ニト土

’■、〆宜、

､◎｡

←←

、.ソミーグ

土土

（
巴
）
土

Ｇ
←
）
土

（
ロ
国
）
土

（
Ｄ
Ｃ
土

（
ぬ
こ
土

（
巴
）
土

入《、詩《Ⅷ艀榊

（
の
巴
圭

Ｇ
Ｂ
主

ａ
巴
主

白
巴
主

（
○
の
）
主

目
寓

日
雇

（
□
Ｃ
）
王

Ｇ
巳
主

（
句
、
）
主

（
⑪
国
）
主

（
９
）
王

（
医
）
主

（
、
、
）
王

（
、
、
）
主

白
ご
王

（
。
。
）
主

（
寺
）
王

（
弓
）
辛

（
。
Ｓ
王Ｂ昏

寓塵

入
《
へ
了
い

順
一
卜

（
ｂ
巴
主

（
（
巳
辛

（
α
二
王

（
山
師
）
主

（
弓
）
王

Ｓ
ｍ
）
主

'白、

←

ト【）

筥一ノ

王
（
囚
巴
主

（
。
Ｓ
主

（
。
ご
主

（
、
巴
主

自
崖

日
雇

（
〔
巴
王

（
Ｃ
巴
主

（
（
ご
王

（
回
ご
主

（
Ｃ
巳
主

（
す
ご
主

（
○
巴
辛ＢＢ

Ｚ屋

噸
娼
唄
弄
鑑
稲
遡
駆
遥
一
一
紅
灘
Ｑ
ご
葛
・
冒
・
§
：
．
、

題
Ｋ
へ
釈
｛
卜

箇
・
＋
ハ
ロ
幻

、
。
へ
や
け
卿

｛
く
い
昌
一
Ｙ
八

△
ボ
ー
門
Ⅱ
Ⅲ
Ｈ
ｎ

ｑ
ｍ
ｎ
、

（
い
、
）
辛

（
幻
、
）
主

（
扇
）
主

Ｒ
ｓ
王

（
す
ご
主

（
□
す
）
王

（
こ
）
主

（
Ｎ
ｃ
辛

い
戸

（
い
、
）
主

臼
乞

田
富

（
、
、
）
主

（
⑪
、
）
幸
一

（
、
、
）
王

？
ご
主

Ｇ
ｓ
土日
雇

（
す
囚
）
土

（
⑳
、
）
一
幸

Ｆ
囚
）
王

Ｓ
ご
主

含
ｌ
ｎ
１
Ｈ
ｎ

ｑ
ｍ
ｎ
、
§
窯

（
蔦
）
主

（
馬
）
主

Ｓ
ｍ
）
主

（
馬
）
王

（
□
囚
）
土
‐

（
国
巴
主

Ｓ
巴
主

（
ト
国
）
士
十

（
孚
巴
主

Ｓ
ｍ
）
主

Ｒ
囚
）
主

（
Ｎ
、
）
主

Ｓ
巴
主

二
ｍ
）
主

Ｓ
ｍ
）
主

●

－－

１１W（

ｉｆ塞芸:篭 冒
邸
四
厘
卦
圏
型
便
（
）灘

ｍ
Ｃ
Ｃ
（

す
。
ｂ
ト

ｏ
Ｃ
ｂ
（

。
。
Ｃ
（

の
□
ｂ
へ

、
Ｄ
Ｃ
〔

四
○
℃
（

←
一
℃
（

□
一
℃
（

『
←
＠
（

国
一
○
（

、
一
℃
（

幻
声
幻
ト

国
Ｎ
ｂ
（

一
四
℃
（

す
。
Ｃ
（

、
国
幻
（

Ｃ
ふ
む
ト

ロ
。
◎
ト

の
国
ｂ
ト

ト
ｄ
ｂ
ト

－２０－



4．トリプリッセン（Ａ－ＴＰ）投与試験

トリメトプリム（２．４－ｄｉａｍｉｎｏ－５－（５．４．５trimethoxybenzylWrimidimj）

とスルファダイアジン１：５の割合であるトリプリッセンによる治療試験をおこなった。

〔方法〕

１）供試魚奥多摩分場飼育池のＡ池５０，０００尾へＢ池５７１０００尾の計８ス０００尾および

Ｋ養魚場のＣ池８０，０００尾～Ｄ池１５，０００尾の計９５，０００尾について治療試

験をおこなった。

供試魚はヤマメ０年魚で各池ともに病魚は体側に小豆大の膨瘤患部あるい

は鰭基部に出血患部が認められ、腎臓から菌の分離を行ったところA`γ…九Ｇs

saz狐o“““が分離された。

魚体の大きさは－分場産が6.5～８．７’､業者池産が2.5～４．５１であっ

た。

２）供試薬剤と投与量

トリブリッセンを製剤で１日量として魚体重（kg）あたり５０噸の割合で投

与した。

５）投与方法

投与方法はトリプリッセンをフィート・オイル（飼料の外割１０％量）に懸

濁後市販飼料に混合し、給飼量は魚体重の1.5％とした。

４）試験期間奥多摩分場Ａ池昭和５１年６月１４日～２４日

Ｂ池６月２２日～７月５日

Ｋ業者Ｃ・Ｄ池６月１５日～７月４日

５）試験期間中の水温

分揚地１３．４～１６．２℃

Ｋ業者池１２～１４℃

〔結果と考察〕

各地の日間へい死魚数の推移を図，､１０に示した。

Ａ池では～試験開始時のへい死魚数は５００尾以上であったが～投薬２日目から－へい

死魚数は急激に減少し､５日目には６０尾になり～実験終了時には１０尾程度となった。Ｂ

池においても＿姥死魚が増加する傾向がみられた時点で投薬をおこない～Ａ池と同様の減

少傾向力認姉られた゜Ｃ－Ｄ池については､病気がかなり進行した状態で、投薬を開始し

たためか投薬開始５日目まで～蕊死魚数の顕著な減少は認ぬられなったか、４日目以降急
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激に減少し､実験終了時には猯～缶程度の蕊死魚数となった。
なおいずれの場合も、薬剤の添加に伴なう摂餌の低下は認められなかった。

本実験の蕊死魚数の推移を比較すると－治療効果は‐病気の早期発見による早期投与が

効果的で､投薬回数は５～６回でよいように考えられる。

０
０
．

り
ひ

ｓ
望

［
ロ
間
鎗
死
尾
数

/＠゜

。

ざ／◎

飼育期間

/ざ

図，奥多摩分塲における日間捷死魚数の推移
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６℃｡

池
池

０
，

よノロ

飼育期間

/ざ

図１０Ｋ養魚における日間姥死魚数の推移

5．せつそう病診断への螢光抗体法の応用

螢光抗体法（以下ＦＡ法と言う）によるせつそう病の診断は培養法に較べ－迅速であるこ

と＿および病魚からの直接塗抹標本でも＿非特異反応がみられない事を報告した（昭和５０

年度報告）が～本年は更に両法の比較の追試を行なうとともに‐本法の診断か迅速である事

は、現場の適応性に富んでいることに着眼し、現場で活用する場合に生じる問題点の1つと

して抗原の安定性と塗抹経過時間について検討した。

’）ＦＡ法と培養法との比較（追試）

（材料ならびに方法）

（１）抗ＡＯ「｡、｡冗ａ３８ａｌ泥｡”icid②螢光抗体

宮崎大学北尾忠利教授の御好意により～分与された凍結保存原液を使用時に融解し、

ｐＢＳ（ｐＨＺ２）で４０倍に希釈し、小試験管に分注後冷暗所（４℃）にて保存した

ものを用いた。

心
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(2)供試魚

せつそう病か疑われるヤマメ蕊死魚１４尾を用いた。なお内訳は当場試験池より７月

４日３尾、８月１０日５尾の６尾、都下Ｆ養魚場より６月２８日８尾の計１４尾である。

(3)方法

供試魚の腎臓より白金耳にて無螢光スライドクラスに塗抹し、同時に普通寒天培地に

て４８時間培養した。螢光抗体染色は前年と同様直接法によった。なお、ＦＡ法の検鏡

は、ニコンＦＴ型螢光顕微鏡を用いた。

〔結果と考察〕

結果はまとめて表１１に示した。１４検体中１２検体についてはＦＡ法～培養法とも結果

が一致したが～２検体についてはＦＡ法で(-H～培養法でＨを示した。

なお＿診断までの時間はＦＡ法が約２時間､培養法は４８時間である。
Ｌ5.

今回の結果でもＦＡ法と培養法との結果は良く一致しており､しかも診断に要する時間は

ＦＡ法を用いた場合～培養法の数十分の一で済み、螢光抗体液と螢光顕微鏡を用意すれば極

めて簡易に検査を行なえることから現場での早期診断法としての検討を進める必要があると

ともに､培養法で験出されない場合でもＦＡ法では検出されることから～診断技法として所

要時間のみならず精度面でもすぐれているといえよう。

2）抗原の安定性と塗抹経過時間について

（材料ならびに方法）

（１）抗Ａ`「０，０⑰ｑ３８ａＵｍＯｎｉｃｆｄ囮螢光抗体

実験１に同じ

（２）供試菌株Ｔｏ－７６０５（表，参照）

（３）方法

普通寒天培地にて培養したＡｅ７ｏｍｏ加Ｑ３３ａＭｏ蝿“idc（Ｔｏ－７６０５）を滅菌生

理食塩水で希釈（濃度は－寒天平板を使い希釈法により算定したところ－２．５２ｘ１０ｒｏ

個／秘であった）し使用した。塗抹にあたっては､あらかじめガラス鉛筆で丸印を書い

た無螢光スライドグラスを用意し、その丸印内に均一になるように注意した。

試験区の設定および検鏡時間（保存時間一アセトン固定後の放置時間）は表１２に示

すとおりである。なお～対照として塗抹後直ちに染色をおこなった区を．作成し検鏡した。

検鏡には「ニコンＦ型検微鏡」を用い、ＦＡ法の手順は直接法によった。
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なお観察は－検鏡と同時に写真撮影（ネオパンＳＳＡＳＡ１００、４００倍～開放５分

間露光）をし、客観的判定の一助とした。

表１１ＦＡ培養法（４８時間）によるＡ・salmO”i`idcの検出結果

壁iii型一
奥多摩分場

１９７６.Ｚ４．
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結果

繩
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阯
阯
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阯
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１１９

肉眼的所見

胸鰭、腹鰭基部に水カピー尾柄
部びらん

iliiji}W霧
＋

＋

＋

:lfl鷺。
腎鰭基部にセッソウ様患部あり

外観的に異常なし､胃袋．腸管
に水様物、体表面にチョウ寄生

背鰭欠損

＋

＋

上
上
上
上

同
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同
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＋

外観的には異常なし 十

頭部、尾柄部に水カビ

胸鰭基部に出血～鯛蓋後部にセ
ッソウ様患部あり

表１２塗抹後スライドクラスの保存条件

亜圃エ０ヒイ釆乍Ｆ（日刀

Ｄ－ＳＩＲＬＫ－１ｎ［

－２５－



〔結果と考察〕

表１３検鏡結果

霊iW蟇i霊Rijii雪fEl ｌ６８ｈ

ｊ
Ｊ

Ｊ℃
叱
叱

４
２
ろ

く
く
く

１
２
５

＋

十
一
十

(＋）半(徒i可能

検鏡結果は表１５に示すとおり－１６８時間（１週間）でも判定をくだすことかできた。

螢光の強さは４℃‐２０℃、５０℃とも保存時間７２時間まではほとんど変わらなかったが＿

１６８時間になると明らかに衰える結果となった。

このように､保存時間７２時間まではいずれの保存温度でも、螢光の強さはほとんど変ら

ないので､現場での作業としては病魚からスライドグラスへ塗抹しアセトン固定を行なえば

その後の処理は試験場へ持ち帰ってからでも可能である。また＿その際の保存温度も４℃で

なければならないという必要性もないと考えられる。ただし､今回の実験では保存期間中の

温度は常に一定に保たれており､温度変化はほとんど無いものと考えられる。しかし、野外

での持ち運びの際には温度変化は十分考えられることから、できるだけ断熱材等を用いた＿

しかも密閉可能な容器で運搬するのか望ましいと考えられる。

今後更に、螢光消滅時間一菌濃度と螢光の強さ等、将来検討すべき事項か多いが､今回の

試験により現場適用への１つの目安を得ることができた。

６要約

１）経口ワクチン２１回投与区に１回および２回のブースター・ワクチンを接種したところ～

遅速効果か認められるようであった。

２）対照区に比べ、経皮ワクチン接種区の方かせつそう病による蕊死率が低く～ワクチンの

効果が認められた。

５）経皮ワクチン試験では、稚魚期における経口ワクチン投与区でしかもせつそう病経験区

が良い結果を得た。このことは～稚魚から親魚までを通してのワクチンの計画的接種法を

考える上で検討すべき問題である。

４）経皮ワクチン試験供試魚では、ワクチン接種時に保菌の疑われる個体がみられた。

IPｂ
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5）薬剤感受性試験結果では－部業者池よりの分離株でサルファ剤耐性がみられたが、大部

分は感受性菌であった。

6）トリプリッセンによる治療は病気の早期発見一早期投与、および５～６回の投与回数が

効果的である。

7）螢光抗体法の作業を分解すると＿現場でアセトン固定をおこなえば４℃～５０℃の温度

範囲では７２時間後まで診断が可能であった。

1Ｖ都内養殖池に発生した疾病について

昭和５１年度に奥多摩分場および都下の養殖池に発生した魚病の概要を表１４に示す。

本年度の魚病の発生状況は下記のとおりである。

１）本年度はＩＨＮの発生は認Uのられず、ＩＰＮについては当場に関するかぎりでは被害が

若干減少した。

2）稚魚期における原虫類寄生および細菌性鯛病の発生が早くなり‐被害も増大する傾向が

みられる。

5）本年度は例年に比べせつそう病による被害が大きかった。

4）春と秋にニジマス０，１年魚で２件のイクチオフォヌス病の発生がみられ～大きな被害

を引き起こした。なおへ本病は都下ではじめて発生したものである。

5）水カビ病は周年観察され、在来マス類では被害は減少したが採卵後のニジマス親魚の被

害は増加する傾向がみられる。
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