
第四章 感染実験による腸管寄生粘液胞子虫の生物学的特性の検討

序

寄生虫感染症の研究において、病原体の感染環を理解することは、単に基礎的な知見を

得 るこ とに留 ま らず、予防や治療な どの実学への応用 とい う点で も重要である。化学療法や

ワクチン療法が未だ実用化されていない粘液胞子虫の感染症においては、予防が主な対策と

な り、感 染環 を断 ち切 るこ とを第一 に考 える必要がある。 これ まで に、感染環 に関す る知見

を基 に して粘液胞子 虫感染症 の制御 を試 みた例 と しては、 コイ(Cyprinus carpio)の 出血性

テ ロハネ ル ス症 を引 き起 こす粘 液 胞 子 虫Thelohanellus hovorkaiが あ る。T.hovorkaiは 貧 毛 類

のエ ラ ミ ミズ(Branchiura sowerbyi)を 交 互 宿 主 と して生 活 環 を完 結 す る こ とが感 染 実 験 と

遺 伝 子 解 析 で 証 明 され て い る(Yokoyama 1997; Szekely et al. 1998; Anderson et al.2000)。

Liyanage et al.(2002)は 、 エ ラ ミ ミズ が 生息 場 と して粒 子 の粗 い砂 よ りも泥 を好 む性 質 を明

らかにし、養殖池底の土壌を改良して貧毛類相を制御することで病気を予防できると報告し

た。 この よ うに、感染環 を解明す るこ とは病気の対策 にもつ なが る。

粘 液 胞 子 虫性 や せ 病 に つ い て は 、Enteromyxum leeiが トラ フ グか ら トラ フ グへ 直接 伝 播 す

ることが実験 的に証 明 され 、その ことが養殖場で本疾病 が速や かに拡散す る原因になってい

る(Yasuda et al. 2002)。 しか し、本 疾 病 の 伝播 につ い て は未 解 明 な 点 が多 い 。Yhsuda et al.

(2002)は 、感染 実験 の結果か らE.leeiの 発育が水温の影 響 を受 け るこ とを示唆 したが、

自然水温 で行 われ た実験であったため、詳細は明 らかにされ なかった。また、E.leeiの 感染

力が海中で維持される期間については知見が無く、本疾病が虫体の拡散によってどの程度遠

くまで伝播す るかは不明であ る。 さらに、本研究の第一章ではE.leeiの 伝播 に トラフグ以

外の養殖魚や天然魚が関与している可能性が示されたが、経水的な伝播は実験的に証明され

ていないた め、養殖場 で トラフグ とその他 の魚種 との間で伝播 してい るとい う確証 はない。

も う1種 の原 因寄生虫であるLeptotheca fuguに ついては、人為感染の成功例は無 く、感染環

については未 だ何 も分 かっていない。 そこで本研究では、本疾病 の伝播過程 を解 明す るた め
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に、感染実験 に よって原 因寄生虫の生物学的特性 について検討 した。 まず、E.leeiの トラフ

グ内での発育に水 温が与える影響について実験的に明 らかに した。 次に、E.leeiの 海水 中で

の感染力維持 時間につ いて検証 した。 さらに、E.leeiが 経水的 に トラフグ とマ ダイの間で伝

播す るかを確かめた。最後に、 これ までに成功例がないL.fuguの 感染実験 を試みた。

第一節 水 温がEnteromyxum leeiの発 育に及ぼす影響

材料と方法

実験1(15℃ 、20℃ 、25℃ の一 定 水 温 で の飼 育)

魚

E.leeiの 感 染源 としては、熊本県 内のやせ病 が発生 している養殖生け簀 か ら採材 した養殖

トラフグ30尾 を用 いた(平 均体長15.6cm、 平均体重106.2g)。 実験直前 に粘液胞子虫の寄

生率 を腸管上皮の スタンプ標本観 察によ り調べた ところ、E.leeiが90%(27/30)で 、E.fugu

が93%(28/30)で あ った。粘液胞子 虫無感染 の供試魚 としては、熊本県水産研 究セ ン ター

内で飼育 した トラフグ80尾(平 均体長14.3cm、 平均体重119.7g)を 用いた。試験期間中

は海 か らポンプで汲み上げた砂濾過海 水を100μm、50μm、10μmの 目合いのカー トリッジ

フィル ター で順 次三段階 に濾過 して飼育水 と して用いた。 また、試験期間中は毎 日魚体重 あ

た り約0.5%の 配合飼料 を与えて飼育 した。

感染法

感染魚 の腸管 を、縦に切 り開いた後、濾過海水で軽 く洗浄 して約1cm角 の小片に刻 んだ。

これ を感染源 とし、供試魚60尾 に経 口投与 した(経 口投与法)。 経 口投 与は3日 間連続で行

い、1日 あた りの投与量は感染魚10尾 分 であった。 その後1日 おい て、経 口投与 した実験

魚60尾 を20尾 ずつ の3群 に分け、それぞれ200Lの 円形水槽に移 した。 また、供試魚 の う
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ち感染魚 の腸 管を摂餌 させなかった20尾 を、同様に200Lの 円形水槽 に移 し陰性対照区 と

した。経 口投 与時の水温は20℃ とし、それぞれの実験区の水温 を徐 々に変化 させ、7日 間か

けて15℃ 、20℃ 、25℃ に設定 した。 陰性対照区の水温は20℃ とした。

採材

全ての区の水温が設定温度に達 した 日(経 口投与開始後、12日 目)に 、第1回 の採材(各

区5尾)を 行 い、以降毎週5尾 ずつ採材 した。以降、述べ る投与後 日数は、経 口投与初 日か

らの経過 日数 を意味す る。なお、25℃ 区にお いて1尾 が経 口投与後31日 目に水槽 か ら飛び

出 して死亡 したため、25℃ 区の33日 目にお ける採材尾数は4尾 であった。体長 と体重 を測

定 した後 、解剖 して腸管 を採取 した。 それぞれ の腸管について腸管 内壁 の塗抹標 本 を作製す

る とともに、組織切片作製用にBouin液 による固定標本 を作製 した。塗抹標本 と組織切 片作

製用 の腸管 は、腸前部(腸 管前端～胆 管開 口部)、 腸 中部(胆 管開 口部 と直腸前端 との間の

中間部分)、 腸後部(直 腸前端 までの5cm程)の3区 域 よ り採材 した。塗抹標本は、各区域

につい てDiff-Quik染 色 して光学顕微鏡 で観察 した。固定標本は第2回 の採材 までは 中腸部

のみ 、第3回 目以 降は3区 域 につ いて作製 した。組織切 片は常法 に従 って作製 し、Uvitex

2B-H&E三 重染色 して光学顕微鏡 と蛍 光顕微鏡(UV励 起)で 観 察 した(Yokoyama et al. 1996)。

寄生 の有無 は、腸管 の前部 、中部 、後部 のスタンプ標 本お よび組織切片 上で一カ所 で も寄生

体 が観 察 され た場合 、陽性 と判定 し、寄生率(%)を 陽性個体数/試 験個体数 として定義 し

た。

実験2(飼 育途 中で15℃ か ら20℃ へ昇温)

魚

E.leeiの 感 染 源 と して は 、熊 本 県御 所 浦 町 で養 殖 され てい た トラ フ グ20尾(平 均 体 長25.5

cm、 平均 体 重424.3g)と 、同県龍 ヶ岳町 で養殖 され て い た トラフ グ50尾(平 均体 長16.6cm、
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平均 体重115.1g)を 用 い た。 実験 直 前 に腸 管 上皮 の ス タ ン プ標 本観 察 に よ り粘 液 胞 子 虫 の

寄生 率 を調 べ た とこ ろ、前 群 で はE.leeiが5%(1/20)、E.fuguが45%(9/20)で 、後 群 で

はE.leeiが62%(31/50)、E.fuguが84%(42/50)で あ った。 粘 液 胞 子 虫無感 染 の供試 魚 と

しては 、熊 本 県 水 産研 究 セ ン ター 内 で飼 育 した トラフ グ148尾(平 均 体 長19.1cmで 、 平均

体重207.7)を 用 い た。 全 ての 実験 区 にお け る飼 育条 件 は 実験1と 同様 と した。

感染法

感染法 としては、実験1と 同様 の経 口投与法 を用いた。経 口投与はまず前群(20尾 分)

の腸管 を投 与 して、そ の後1日 おいてか ら後群 の腸管(50尾 分)を 投与 した。経 口投与時

の水温は全 て20℃ と した。その翌 日、経 口投与 した実験魚111尾 を37尾 ずつ の3群 に分け、

それぞれ2tの 円形水槽 に移 した。それ ら3水 槽 の内1つ は、試験終 了時まで20℃ で飼 育 し

た(20℃ 区)。 残 りの2水 槽 は、翌 日か ら5日 間かけて水温 を15℃ に徐 々に調整 した。15℃

水槽の1つ は、経 口投与3週 後か ら5日 間かけて徐 々に20℃ に昇温 した(途 中昇温区,図4-1)。

も う一方 は試験終 了まで15℃ で飼 育 した(15℃ 区)。 また、供試魚の うち感染魚 の腸管 を摂

餌 させなか った37尾 を、同様 に2tの 円形水槽 に移 し陰性対照 区と した。 なお陰性対照 区

の水温は20℃ とした。

採材

経 口投与21日 後、42日 後お よび63日 後に採材 を行 い、体長 と体重を測定 してから解剖 し

て腸管 を採 取 した。それ ぞれ の腸管について腸管内壁 の塗抹標本 を作製す るとともに、組織

切片作製用 にBouin液 による固定標本 を作製 した。 なお、塗抹標本 と組織切 片作製用 の腸管

は、腸 前部、腸中部、腸後部 の3区 域 より採材 した。 塗抹標本は各 区域 についてDiff-Quik

染色 を施 して光学顕微鏡 で観察 した。組織切 片は常法に従って作製 し、Uvitex 2B-H&E染 色

して光学顕微鏡及び蛍 光顕微鏡 で観察 した(Yokoyama et al. 1996)。 寄生率は、腸管の前部、

中部、後部 のスタンプ標本お よび組織切 片上で ーカ所で も寄生体が観察 された らその個体 は
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図4-1 実験2の 途 中昇温区における水温の変動。矢印はサ ンプ リングを行った 日を表す。
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陽性と判定 して求めた。飼育期間中にやせ病の症状がみられた場合、発病した日付と個体数

を記録 し、個体 については累積発症個体数 として計数 した。

実験3(飼 育途 中で10℃ か ら20℃ へ昇温)

魚

E. leeiの 感染源 としては、熊本県水産研 究セ ンターの陸上水槽でE. leeiの 感染魚 として維

持 されていた トラフグ10尾(平 均体長19.6cm、 平均体重203.4g)を 用いた。実験直前に

Lethal PCR検 出法によ り粘液胞子虫の寄生率 を調べた ところ、E. leeiとE. fuguと もに100%

であった。粘液胞子 虫無感染 の供試魚 としては、熊本県水産研究セ ンター 内で飼 育 した トラ

フグ80尾(平 均体長17.1cm、 平均体重164.9)を 用いた。全ての実験区における飼育条件

は実験1と 同様 とした。

感染法

感染法 としては、実験1と 同様の経 口投与法を用いた。経 口投 与は2日 間連続で行い、1

日あた りの投与量は感 染魚5尾 分、経 口投与時の水温 は全 て20℃ とした。その翌 日、経 口

投与 した実験魚60尾 を20尾 ずつの3群 に分け、それぞれ1tの 円形水槽 に移 した。実験区

3水 槽 の内1つ は、試験終了時まで20℃ で飼育 した(20℃ 区)。 翌 日か ら、残 り2水 槽 の水

温を10℃ まで20日 間かけて徐 々に調整 していった。 さらに、経 口投与45日 後 か ら、10℃

水槽 の1つ を20日 間かけて徐 々に20℃ に昇温 した(途 中昇温区,図4-2)。 もう一方は試験

終 了まで10℃ で飼 育 した(10℃ 区)。 また、供試魚の うち感染魚 の腸管 を摂餌 させなかった

20尾 を、 同様 に1tの 円形 水槽 に移 し陰性 対照 区 とした。 なお 、陰性 対照区の水温は20℃

と した。

採材

経 口投与42日 後 と84日 後 に採材 を行い、体長 と体重 を測定 してか ら解剖 して腸管 を採 取 し
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図4-2実 験3の 途中昇温 区にお ける水温の変動。 矢印はサンプ リングを行 った 日を表す。
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た。 それ ぞれ の腸 管の中央部付近 か ら腸管内壁 の塗抹標本 、10%中 性緩衝ホルマ リン固定標

本お よび80%エ タノール固定標本 を作製 した。塗抹標本はDiff-Quik染 色 を施 して光学顕微

鏡 で観察 した。組織切 片は常法 に従って作製 し、Uvitex 2B-H & E染 色 して光学顕微鏡 と蛍光

顕微鏡 で観察 した(Yokoyama et al.1996)。80%エ タノール標本 か らは、第二章で既述 した

Lethal PCR法 によ り寄生虫を検 査 した。寄生率は、ス タンプ標 本、組織切 片、PCRの いず

れかで陽性 であればその個体は陽性 と判定 して求めた。

結果

実験1

E.leeiは 、25℃ 区 で は12日 目に初 め て寄 生 が確 認 され 、そ の後 寄 生 率 は100%に 達 した。

20℃ 区にお いては19日 目以降に80%の 寄生率 を示 した。 しか しなが ら、15℃ 区 と対照 区に

おいては試験期 間を通 じてE.leeiの 寄生は確認 され なかった(図4-3)。E.fuguは12日 目以

降に対照 区を除 く全ての試験 区で寄生が確認 され、19日 目に寄生率 は100%に 達 した(図

4-4)。 腸管 の部位別 にみ ると、E.leeiは20℃ 区において19日 目で腸前部のみか ら、26日 目

で腸 中部 、33日 目で初めて腸後部か ら検 出 され た(図4-5)。25℃ 区において も同様 に腸 前

部か らまず検 出され 、その後に腸 中部、腸後部に移行 していった(図4-6)。 また、20℃ 、25℃

区共に時間経過 に伴って腸前部 の寄生率が減少 した。一方のE.fuguは 、20℃ 区において12

日目以降に腸管 の全ての部位 か ら検 出され 、19日 目以降に100%の 寄生率に達 した(図4-7)。

25℃ 区では12日 目以降に腸管の全 ての部位 か ら検出 され、19日 目に100%の 寄生率に達 し

たが、33日 目には寄生率 の減少が見 られた(図4-8)。

実験期 間中に本疾病 を発症 した個体 は見 られなかったが、25℃ 区では33日 目に腸水 が観

察 された個体 があった。病理組織学的 には、20℃ 区 と25℃ 区でE.leei感 染魚 の腸管上皮組

織が剥離す る現象が観察 された(図4-9)。 一方のE.fuguの 寄生部位 にお ける腸管上皮組織

の病変は、非常 に軽微な もので あ り、寄生部位 におい て腸管上皮表面が若干陥没 してい る程

度であった(図4-10)。 この よ うな腸管 上皮組織の剥離 が見 られ た個体は、15℃ 区 と対照 区
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図4-3実 験1に お け るEnteromyxum leeiの 水 温別 寄 生率 。N=5 (25℃ 区 の33日 目のみ4)。

図4-4実 験1に お け るEnteromyxum fuguの 水 温別 寄生 率。N=5 (25℃ 区 の33日 目のみ4)。
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図4-5実 験1の20℃ 区 にお け るEnteromyxum leeiの 腸 管部 位 別 寄 生率 。N=5。

図4-6実 験1の25℃ 区 にお け るEnteromyxum leeiの 腸 管部 位 別 寄 生率 。N=5(33日 目のみ

4)。
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図4-7実 験1の20℃ 区 にお け るEnteromyxum fuguの 腸 管 部位 別 寄生 率。N=5。

図4-8実 験1の25℃ 区 にお け るEnteromyxum fuguの 腸 管 部位 別 寄生 率 。N=5(33日 目の

み4)。
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図4-9 Enteramyxum leei重 篤 感 染 トラ フ グの腸 管組 織 。E.leei(矢 印)の 寄 生 を受 けた 上皮

組 織 が剥 離 して管 腔 内 に落 ち込 ん でい る。H-E染 色。 スケー ル バ ー は40μm。

図4-10 Enteromyxum fugu感 染 トラフ グの腸管組織。E.fugu(小 矢 印)は 腸管の 上皮組織

表面に付着 して寄生 している。 寄生 によ り引 き起 こされ た と考え られ る上皮の くぼみ(大 矢

印)以 外に病変は見 られない。H-E染 色。 スケールバーは50μm。
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では試験期間 を通 じてみ られ なか ったが、20℃ 、25℃ 区共に26日 目に最 も多 く見 られた。

実験2

試験期間中に全ての水槽で、試験魚同士の噛み合いやスレによるものと考えられる死亡

魚 が見 られた。 しか し、それ らの死亡魚 は粘液胞子 虫性やせ病の典型 的な外観症状 を呈 して

いなかったため、やせ病 による死亡魚 とは見分け ることが可能であった。各区の総死亡数は、

対照 区で10尾 、15℃ 区で1尾 、途 中昇温 区で4尾 、20℃ 区で8尾 であ り、その うち発症 し

ていた個体は対照 区、15℃ 区で0尾 、途 中昇温区で3尾 、20℃ 区で8尾 であった。

途中昇温 区にお ける水温の推移 は図4-1の 通 りであ る。E.leeiの 寄生は対照 区 と15℃ 区

においては試験 期間 を通 じて確認 され なかった。途 中昇 温区では、経 口投 与21日 後、すな

わち水温 を20℃ に昇温す る前に採材 した時にはE.leeiの 寄生が確認 されなかったが、昇温

後の42日 目に1個 体 の腸前部 で、63日 目には3個 体 で寄生が確認 された。20℃ 区では経 口

投与後6週 目に寄生が確認 されたが、死亡 した個体が出たために9週 目の採材時には1尾 し

か採材 できず、その個体か らE.leeiは 検 出 されなかった(表4-1)。 一方のE.fuguは 、経 口

投与後3週 目以降に対照区を除 く全ての試験 区において検出 された(表4-1)。

20℃ 区では、感染魚 の腸管 の経 口投与後38日 目に初 めてやせ症状 を呈 して死亡 した個体

が観 察 され、それ以降試験終 了時まで死 亡が続 き、累積発症個体数は8尾 であった(図4-12)。

また途 中昇温 区では、経 口投与後59日 目に初めてやせ症状 を呈 して死亡 した個体 が観察 さ

れ、死亡は試験 終了時 まで続 き、累積発症個体数は3尾 であった(図4-12)。 一方、15℃ 区

と対照区においては、試験期間を通 じてやせ症状を呈す る個体は見 られなかった。

実験3

途 中昇温区にお ける水温の推移は図4-2の 通 りである。E.leeiの 寄生は、対照区では試験

期間を通 じて確認 されなかった。20℃ 区では経 口投与後42日 目と84日 目ともに寄生 が確認

され 、寄生率はそれぞれ80%(10尾 中8尾)と78%(9尾 中7尾)で あった(表4-2)。 さ
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表4-1実 験2に お け るEnteromyxum leeiとEnteromyxum fuguの 寄 生 率 の 推 移 。

* 陽性個体数/試験個体数
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図4-12 実験2の20℃ 区 と昇温 区にお ける累積発症個体数。
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表4-2 実 験3に お け るEnteromyxum leeiとEntemmyxum fuguの 寄 生 率 の 推 移 。

* 陽性個体数/試験個体数

72



らに、経 口投与後59日 目に1個 体が発症 して死亡 した。途 中昇温 区では、水温を20℃ に昇

温す る前の経 口投与後42日 目には検出 されなかったが、昇温後の84日 目には29%(7尾 中

2尾)で 寄生 が確認 され た。10℃ 区では、42日 目には検 出 されなかったが、84日 目に9尾

中1個 体 で寄生が確 認 された(表4-2)。 途 中昇温 区、10℃ 区 ともに発症個体 はみ られなか

った。 一方のEfuguは 、全 ての実験 区において高い寄生率(70-100%)で 検 出 された。

考察

実験1に お いて、E.fuguが いずれの水温区でも高い寄生率で検 出された一方 で、E.leeiは

15℃ 区では試験期 間(33日)を 通 じて感染が確 認 され なかった。 この結果 は、 二通 りに解

釈 できる。 一つは、El顔 が水温15℃ で死滅す るとい う解釈 であ り、 も う一方 は、低水温

によって発育 ・増殖 が抑 え られ てお り、試験 期間 中に顕微鏡観察 で検 出でき る程度の寄生強

度 に達 しなか った とい う考え方で ある。E.leeiが 低水温で死滅す るか ど うかは、養殖現場 に

お ける本寄生虫の伝播 を考える上 で大 きな意味 を持つ。 もしE,leeiが 水温15℃ で生 き延び

る ことがで きな いので あれ ば、冬 の低水 温期 に15℃ を下回 る漁 場では トラフグ間での感染

環 が途切れ る ことにな る。逆 に、15℃ で も トラフグ体 内で生き残 るのであれば、寄生虫を保

持 した越年魚(1歳 魚)が 漁場に残 り、感染環は途絶 えない。そ こで実験2で は、E.leeiが

15℃ で死滅す るか ど うか を検証 す るた め、20℃ で感染 させ てか ら一度15℃ まで水温を下げ

て2週 間飼育 し、再び20℃ に水温を上昇 させ る実験 区 を設 けた。 その結果、15℃ の期間に

行 ったサ ンプ リングではE.leeiは 検 出されなか ったが、20℃ に昇温す る と寄生が確認 され

るよ うにな り、発症 して死亡す る個体 もみ られ た。 これ に よ り、E.leeiは 水温15℃ では発

育 ・増殖が抑 え られ てい るだけで、死滅す るわけではないこ とが示 された。 しか し、 トラフ

グ養殖 は福 井県 のよ うに年間の最低水温 が10℃ を下回 る水域 で も行 われ てお り、15℃ よ り

低 い水温が与える影響 を調べる必要がある と考 えられた。そ こで実験3で は、20℃ で感染 さ

せ た後 に飼 育水温 を10℃ まで下げて21日 間飼 育 し、再び20℃ に水温 を上昇 させ る実験区を

設けた。その結果、水温が10℃ の期間に行 ったサ ンプ リングではE.leeiは 検 出 されなかっ
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たが、20℃ に昇温 した後 のサ ンプ リングでは寄生が確認 された。 さらに、10℃ 区で74日 目

に9尾 中1尾 か らE.leeiが 検 出され た。以上の結果 か ら、E.1eeiの トラフグ体内での発育 ・

増殖 は低 水温に よって抑制 され るものの、水温10℃ であって も トラ フグ体 内で生 き残 るこ

とが証明 され、寄生虫を保持 した越年魚 が翌年の感染源 となるこ とが示 され た。この ことは、

トラフグ養殖場 にお ける本疾病の伝 播様 式を推測す る上 で非常 に重要である。 なぜ な ら、一

般 に トラフグは春 か ら初夏 にか けて種苗 を導入 して翌年 の冬 に出荷す る形態 を取 り、同一漁

場 内に1歳 魚(越 年魚)と0歳 魚が混在す る時期 が生 じるが、 ここで1歳 魚 か ら0歳 魚への

伝播 が成立すれ ば、そ の漁場 では トラフグだけ を介 して も漁場 に定着す ると考え られ るか ら

である。本疾病へ の対策 を講ず る上 でも、 この よ うな伝播経路 につい ては十分 に検討 しなけ

れ ばな らない。

本疾病の発症 については、養殖場 におけ る発生が低水 温期 に小康状態にな る(鮫 島1999)

とい う観 察結果 が あるが、本研究 によ り、 それ は本疾病 の原 因であるE.leeiの 発育 が低水

温で抑 え られ るためである と考 え られ た。実験2で は、途 中昇 温区(15℃ か ら20℃)で 発

症個体が観 察 され始めた時期(経 口投与59日 後)が 、20℃ 区(経 口投与38日 後)よ り3週

間遅 く、低 水温に よって発症 が抑 え られ るこ とが実験的 に証明 され た。 同様の例は、 ターボ

ッ トの 腸 管 に 寄 生 す る 粘 液 胞 子 虫Enteromyxum scophthalmiに お い て も報 告 され て い る

(Redondo et al.2002)。E.scophthalmiに つ い て 同居 感 染 実験 を行 った と ころ、18℃ で飼 育 し

た 群 で は試 験 開始 後42日 目か ら死 亡 が観 察 され る よ うに な り、66日 目に は 累積 死 亡 率 が

86.6%に 達 した。 しか しな が ら、 自然 水 温(12-14℃)で 飼 育 した と ころ、E.scophthalmiの

寄生 は 確認 され た もの の 、試 験 期 間 を通 じて 死 亡 は起 きな か っ た(Redondo et al.2002)。 ま

た 、Ferguson(1981)は 、軟 胞 子 虫綱 に属 す る ミク ソ ゾアTetracapsuloides bryosalmonae(=PKX)

がニ ジマス(Oncorhynchus mykiss)に 寄生す ることに よって起 こる増殖性 腎臓病(PKD)に

つい て、水温 が与 える影響 につ いて報告 してい る。PKDに 罹患 したニジマス を養殖場 か ら

実験室に移 して16℃ で約3ヶ 月飼育 した ところ、14尾 中10尾 にPKDの 発症が見 られたが、

養殖場において 自然水温(採 材時は0-1℃)で 維持 した同群のニジマスは発症 しなかった。
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この ように、低水温が ミクソゾアの魚 体内での発育 ・増殖 を抑制す ることは知 られ てい るが、

E.leeiに ついては本研 究が初 めての報告である。

本研究 では、水温以外 に も本疾病 の発症に影 響 を与 える要因があるこ とが示唆 された。 実

験2に おいて、20℃ 区で発症個体がみ られ始めたのは経 口投与38日 後 であ り、途 中昇温区

では59日 後(昇 温を始 めてか ら37日 目で、20℃ に達 してか ら30日 目)で あった。 これ ら

の結果 か ら、本疾病 が発症す るまで には水温20℃ で感染後約5-6週 間を要す る と考 え られ

た。 しか し、実験3で は12週 間の試験期 間を設定 したにもかかわ らず、20℃ 区で経 口投与

後59日 目に1尾 発症 しただ けであった。 なお、実験1と 実験2で 用いた供試魚 の平均体重

に大 きな差はな く(207.7gと164.9g)、 また飼育密度 もあま り変 わ らなかった(0.38kg/m3

と0.33kg/m3)。 この よ うに発症時期が実験 によって異 なった原 因は明 らかではないが、実

験2で は実験魚 同士の噛み合いが多 く観察 された ことか ら、 こ うした ス トレスが発症 の引き

金 となったのか も しれない。また、本研 究で用 いた感染法 では定量的 に病原 体を投与す るこ

とが 出来ないた め、実験 によって異な る寄生強度 が、結果 に影響 を及ぼ した可能性 も否定で

きない。いずれ にせ よ、ス トレス を与 えず に飼 育 した り、放養密 度 を下げる ことで漁場 中の

虫体の絶対数 を減 ら した りす る等の工夫に よって、発症 を抑 えた り遅 らせた りす る ことが 出

来れば、被害 の軽減 につ ながるだ ろ う。今後 は、水温や飼育密度、他 の疾病 との複合感染な

どの要因が発症に及 ぼす影響 も含 めて、本疾病 の発症機構 を研 究す る必要があると考 える。

実験1に お いて、E. fuguが 比較的速や かに腸の全体 に拡散 したのに対 して、E.leeiは 腸前

部 か ら腸後部へ段階的 に移行 してい った。 これ は、両者 の寄生部位 の違いに起因す る と考 え

られ る。E.fuguは 腸管上皮 の表面 に付着 して発 育す るため、管腔内 を移動 して速やか に腸

管後部 にまで感 染が広が りやすい と考 えられ る。一方のE.leeiは 、腸管上皮組織 内に寄生

す るため、分裂増殖 に ともなって上皮組織 内を徐 々に移動す るか、い ったん管腔 内に脱落 し

てか ら再び侵入す る とい う方法 で感染域 を広げている と思 われ る。消化管の前部 か ら後部へ

感染 が広 が る現象は、E.scophthalmiに ついて も確認 され てお り、組織学的観察 によ り、寄

生虫の伝播 は管腔 内へ の脱 落後 の再侵入 と、上皮組織 下の結合組織 内にある血管 を通 して行
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われ る と され た(Redondo et al.2004)。 さ らに 、E.scophthalmiは 、 消化 管 以外 に も心臓 、造

血 器 官 、 筋 肉 、鯉 な どか ら観 察 され 、 魚 体 内 で の寄 生 虫 の伝 播 に血 管 系 が大 き な役 割 を果 た

す こ とが示 唆 され て い る(Redondo et al.2004)。E.leeiに つ い ては この よ うな血液 中 ステー

ジは 見つ か って い ない が 、重 篤 感 染 トラフ グの消 化 管 以外 の組織(心 臓 、脾臓 、腎臓 、肝臓 、

鯉)か らPCRで 陽性 反応 が出 た例 が あ る こ とか ら(本 研 究 、未 発 表 デ ー タ)、 トラ フ グ内 で

のE.leeiの 伝 播 もE. scophthalmiと 同様 な過 程 を経 るか も しれ ない。 粘 液胞 子 虫の 中 で最 も

詳 細 に生 活 環 が研 究 され て い るMyxobolus cmbralisで は 、SSU rRNA遺 伝 子 情 報 に基 づ い た

in situ hybhdization (ISH)法 を用 い た検 出法 が 開 発 され てお り、 宿 主 内で の感 染 初 期 ステ ー

ジの検 出 に成功 してい る(Antonio et al.1998;999)。E.leeiに つ いて も、ISH法 を利 用 す る

こ とで、 消 化 管 以外 の組 織 で の発 育 ス テー ジや 感 染 初 期 の 虫体 を検 出 で き る よ うにな るだ ろ

う。

も し、腸 前 部 か ら腸 後 部 へ のE. leeiの 移 動 が 一 方 向的 で あ るな らば 、新 た な 経 口感 染 の

起 きな い 条件 下 で は 寄 生 虫 が腸 管 を通 りす ぎ て治 癒 す る可 能性 も考 え られ る。 実 際 に、 実験

1で は 、20℃ 区 と25℃ 区 と もに、 時 間 経過 に伴 っ てE.leeiの 腸 前部 にお け る寄生 率 が 減少

した 。 こ の現 象 は 、 トラフ グがE.leeiに 対 して獲 得 免 疫 を有 す るか とい う問 題 とも関 連 し

て、 非 常 に興 味深 い。Sitja-Bobadilla et al.(2004)は 、E. scophthalmiの 流行 を生 き延 び た タ

ー ボ ッ トの血 漿 中 か ら抗E .scophthalmi抗 体 を発 見 し、 ター ボ ッ トがE.scophthalmiに 対 して

獲 得 免疫 を持 つ こ とを示 唆 して い る。 トラ フグ につ い て も、E.leeiな い しはL.fuguに 対 し

て獲 得免 疫 を有 す る か ど うか 、研 究 を行 う必 要 が あ る と考 え る。

第二節 海水 中にお けるEnteromyxum leeiの栄養 体の感染力

材料と方法

供試 魚は 、熊本 県水産研 究セ ン ター で孵化 した粘液胞子 虫無感染 の トラ フグ0才 魚120

尾(平 均体重30.2g)を 用 い、試験開始 まで2tの 円形水槽 で飼育 した。感染方法 と しては、
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虫体 を水槽 内に投与す る浸漬法 を用 いた。 まず、E.fuguとE.leeiの 感染魚 として維持 され

ていた トラフグ8尾(平 均体重201.3g)を 解剖 し、腸管の上皮組織を滅菌済み剃刀でこそ

ぎ取 った もの を滅菌海水 に懸 濁 した。1500rpm、10分 の遠 心分離 による洗浄 を二回繰 り返

し、最終的 に5Lの 滅菌海水 に再懸濁 した。 この懸濁液 を20℃ で0～48時 間静置 してか ら

浸漬実験 に用いた。100Lの 感 染用水槽 を設 け、静置0時 間(懸 濁液調整直後)、6時 間、12

時間、24時 間、48時 間後 に懸濁液1Lを 抜き取 り、海水 と混合 して100Lの 浸漬液 を作製

した。浸漬液 の水温は実験 開始時 の 自然水温(27.2℃)と した。 そ こに20尾 の供試魚 を移

し、エア レー シ ョンを しなが ら6時 間浸漬 した。浸漬後は各 区2基 の500L水 槽 に10尾 ず

つ分槽 した。また、供試魚の うち浸漬 を行 わなかった20尾 を、1tの 円形水槽 に移 し陰 性対

照 区 とした。試験期 間中は砂濾過海水 を飼育水 と して用 いた。 また、試験期間 中は毎 日魚体

重 あた り約0.5%の 配合飼料を与 えて飼育 した。試験期間 中の飼育水温 は26.8±4℃ であった。

浸漬3週 間後に全ての魚 を採材 し、体長 と体重 を測定 してか ら解剖 して腸管 を採取 した。そ

れ ぞれ の腸管か らス タンプ標本 と80%エ タノール 固定標本 を作製 し、 スタンプ標本 の顕微

鏡観 察 とLethal PCR検 出法のいずれ かで陽性 であった個体 を陽性 として寄生率 を求めた。

試験 区ご とに、2基 の水槽間で寄生率に差 があるか どうかをFisher's exact testに よ り統計的

に検定 した。

結果

試験期 間 中に、48時 間区を除 く全ての実験 区で、試験魚 同士の噛み合 いやス レによるも

の と考え られ る死亡魚 がみ られた。それ らの死亡魚 は粘液胞子 虫性やせ病の典型 的な外観症

状を呈 していなか った。全 ての試験 区において2基 の水槽間でE.leei、E,fuguと もに寄生率

に統計的な差 がなか ったため、水槽2基 分を一つにま とめて表 した。E.leeiは 、静置0時 間、

6時 間お よび24時 間の区で感染が確認 され、寄生率はそれぞれ15.8%(3/19)、11.1%(2/18)

お よび23.5%(4/17)で あったが、12時 間 と48時 間の区では感染 は確認 されなかった(表

4-3)。E.fuguは 、静置0時 間か ら48時 間までの全ての実験区(0、6、12、24、48時 間)で
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表4-3 0～48時 間 静 置 したEnteromyxum leeiとEnteromyxum fuguの 海 水 懸 濁液 を用 い た浸漬

実験 。

*陽性個体数/試験個体数
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検 出 され たが 、 寄 生 率 は低 く、 いず れ も5%程 度 で あ っ た(表4-3)。 な お 、 陰性 対 照 区 では

E.leei、E.fuguと もに感 染 は確 認 され な か った 。

考察

魚 体 外 にお け る粘 液 胞 子 虫 の 寿命 につ い て は 、 これ ま で に報 告 され た ほ とん どが 胞子 に 関

す る もの で あ っ た。 例 を挙 げ る と、Myxobolus cerebralis粘 液 胞 子 の 寿命 は13℃ で5ヶ 月 間

(El-Matbouli & Hoffmann1991)、Myxobolus artus粘 液 胞 子 は25℃ で15ヶ 月 間(Ybkoyama et al.

1997)だ っ た の に対 し、M.cerebralisの 放線 胞 子 は12.5℃ で3-4日 間(Markiw1992)、Myxobolus

cultusの 放 線 胞 子 は20℃ で7日 間 しか 生存(Ybkoyama et al.1993)し な か っ た とされ 、 一般

的 に粘 液 胞 子 の方 が寿 命 は 長 い。 一方 、栄養 体 に 関 して は、E. soophthalmiが 海 水 中で1日

は生存す るこ とがin vitroの 培養 実験 で証明 されてい るが、この栄養体が感染力 を持 ってい

たかは明 らかに され ていない(Redondo et al.2003)。 本研究では、E.leeiの 栄養 体が海 水中

で1日 は感染力 を維 持す ることが明 らかにな り、養殖場では虫体が感染力 を残 したまま広範

囲に拡散 してい るこ とが示唆 された。栄養体は直径10～20μm程 の多細胞体であ り、繊毛や

鞭毛な どの運動器官 を持た ないため、養殖場 での拡散 は海水の動きに よる受動的 なもの と思

われ る。栄養体の海水 中での沈降速度が不 明であるた め、1日 で どの程度拡散す るかを積 算

す るこ とは 出来 ない が、潮通 しの良 さや潮流 の向きによって大 き く異な ることは容易 に想像

が付 く。魚類寄生 虫が養殖場 内で どの よ うに拡散す るかについては、ブ リ類 の体表 に寄生す

る単生虫Benedenia seriolaeに 関す る研究がある(Chambers & Emst2005)。 彼 らは、B.seriolae

感染魚 が飼育 され ている網 生け簀 か ら、漁場 を流れている潮流 に垂直な方向 と平行 な方 向の

それ ぞれに一定距離(250m、500m、1km)離 れ た3調 査点 を設定 し、プ ランク トンネ ッ

トに よる虫卵 の採集 を行 った。 その結果、 虫卵は潮流 を横切 って拡散す るこ とはなかった。

さ らに、同様 の調査地点に無感染供試魚 が入 ったか ごを垂下す ることによ り、感染の拡散 を

調べた結果、 虫卵の場合 とは異な り、感潮流 に垂直な方 向に設置 した調査地点 でも感染は起

こった。そ の原因は、虫卵 から孵化 したB.seriolaeの 幼生が遊泳能力 を持った めと考え られ
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た(Chambers&Emst 2005)。E.leeiは 、前述 した よ うに遊泳 能 力 を持 たな い と思 われ るた め 、

B.seriolae の 虫卵 と同様 に潮流に乗 って漁場 内を拡散 してい くと推察 され る。 日本 の トラフ

グ養殖 は、潮の満 ち引 きによって潮流が複雑 に変化す る内海 の入 り江な どで行 われ るこ とが

多いが、E.leeiに よる感染被害 を軽減す るた めには、可能 な限 り潮流 を考慮 して養殖生 け簀

を設置す ることも重要であ る。

従来、E.leeiの 感染 実験 に用い られてきた感染法は、経 口投与法、同居法お よび排水曝露

法 であるが、いずれの方法 に して も虫体を定量 的に扱 うこ とができなかった。そ の点、寄生

虫懸濁液 を用いた浸漬法は、定量性 が期待できる。しか し、本研究 で用いた感染源 にはE.leei

とE.fuguが 混合感 染 してお り、 ウエ ッ トマ ウン トでそれ ぞれの虫体 を識別す ることは困難

であるため、懸 濁液 中の虫体数は明 らかにできなかった。それ故、静置0時 間後 の実験区で

E.leeiとE.fuguの 寄生率が低かった(15.8%と5.3%)理 由が、浸漬時間が短かった(6時

間)た めなのか、それ とも曝露 した虫体数が少な かったた めなのかは不 明で ある。今後 、本

疾病 に対す る予防試験や治療試験 を行 う上では、個体間での寄生強度 のば らつ きを減 らし、

高い寄生率で感染 させ る ことができる感染実験系 が望まれ る。本 実験 で用いた浸漬法を改 良

して、定量的な感染方法を確立 させ るこ とが今後の課題 として残 され た。

低 い寄生率 とい う本実験 の結果 に基づ いて、養殖場での感染 も起 こ りに くい と考 えるのは

早計である。なぜな ら、本実験で供試魚 を虫体懸濁液に浸漬 したのは6時 間のみ であるのに

対 し、養 殖場では感 染魚 か ら継続 的に放 出 され る新鮮な栄養 体に曝露 され続 けてい ると考 え

られ るか らで ある。 実際に どの程度 の離れ た場所 までE.leeiが 伝播す るか を明 らかにす る

には、前述 したChambers&Emst(2005)が 行 った よ うな養殖場 での感染実験が有効 であろ

う。
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第 三節 トラ フ グか らマ ダイ へ のEnteromyxum leeiの 感 染 実 験

材料と方法

E.leeiの 感染源 としては、熊本県水産研究セ ンター の陸上水槽 で感染魚 として維持 されて

いた トラフグ15尾(平 均体重240g)を 用 いた。試験 開始直前 に、Non-lethal PCR法 を用い

て粘液胞子虫の寄生率 を調べた ところ、E.leeiが60%(9/15)で 、E.fuguが67%(10/15)

で あった。供試 魚 と して、熊本県 内の種苗 生産 業者 か ら購入 した粘液胞 子虫無感染 のマ ダイ

45尾(平 均体重120g)を 用いた。感染方法 としては、感染 トラフグ との同居飼育に よる同

居法 と感 染 トラフグの飼育排水 中で飼育す る排水曝露法 を用 いた。 同居法では、感染 トラフ

グ15尾 が飼 育 され てい る2.5tの 角形水槽 に縦横150Cm× 深 さ80cmの 網か ごを浮かべ、そ

の 中でマダイ15尾 を飼育 した。排水曝露法では、前述の飼育水槽 か らの排水 を導入 した1.0t

の円形水槽 でマ ダイ15尾 を飼育 した。 また、陰性対照区 として、供試魚 の うち15尾 を、1t

の円形水槽 に移 して濾過海水で飼育 した。試験開始後42日 目と70日 目に採材 し、体長 と体

重 を測 定 してか ら解剖 して腸管 を採 取 した。飼 育水温は21℃ に設定 した。それぞれの腸管

か らス タンプ標 本 と80%エ タノール 固定標本 を作製 し、 スタンプ標本の顕微鏡観 察 とPCR

法のいずれかで陽性 であった個体 を陽性 として寄生率を求めた。

結果

E.leeiは 、 同居法 と排水曝露法のいずれ において もマダイへの感染 が成立 し、その寄生率

は試験開始後70日 目でそれ ぞれ43%(3/7)と25%(2/8)で あった(表4-4)。 一方のE.fugu

は、試験 開始70日 後 においても寄生が確認 されなかった。なお、陰性対照区ではE.leei、E.

fuguと もに感染 は確認 されなか った。 また、試 験期 間を通 じて粘液胞子 虫性 やせ病の発症

は確認 されなかった。
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表4-4ト ラ フ グか らマ ダイ へ の経 水感 染 実験 にお け るEnteromyxum leeiとEnteromyxum fugu

の寄 生 率 の推 移 。

*陽性個体数/試験個体数
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考察

本実験では、E. leeiが トラフグか らマ ダイへ経水的 に感染する ことが実験的に証明 され、

養殖場 にお いて トラ フグとマダイ とい う異 なる魚種間で本疾病 が伝播す る可能性が示 され た。

マダイは、 しば しば トラフグと隣接 した生 け簀で飼育 され るため、実際 にこの よ うな伝播 が

起きている ことは十分 に考 え得 る。 しか し、今の ところマ ダイでの発生報告は少ない。 この

理 由の一つ と しては、マダイに も本疾病 が発生す るとい う認識 がな く、また診断法 も確 立 さ

れ ていなかったかったために、単に見過 ご され ていた とい うことが考え られ る。現状を明 ら

かにす るために も、今 後はマダイを対象 とした調査 を進 めてい くことが必要 である。マダイ

での発生報告 が少 ない も う一つ の理 由 としては、魚種間での感受性 の違 いが考 え られる。 な

お、 ここでの感受性 の違い とは、感染 しやす さ、魚体内での寄生 虫の発育 ・増殖速度お よび

発症 しやす さの違 い全 てを含んだ ものである。Hedrcketd(1999a)は 、サ ケ科魚類の旋 回

病 を引 き起 こすMyxobolus cerebralisに ついて、ニジマス(Oncorhynchus mykiss)に 比べてブ

ラウン トラウ ト(Salmo trutta)は 感受性 が低 く、ニ ジマス と同程度 の寄生率 を示 しながらも、

発症率 が低い こ とを感染 実験 で証明 した。 また、サ ケ科魚 類 の腸 管寄生粘液胞 子 虫である

Ceratomyxa shastaに つ いても、異なる魚種 間、あるいは同一種 内の系統間で感受性 が違 うこ

とが知 られている(Bartholomew 1998)。E. leeiに っいては、この よ うな感受性の違 いは報告

されていない。本研究 では供試魚 にマダイのみ を用いたた めに、 トラフグとの比較 を行 うこ

とが 出来なか ったが、 同時 に トラフグも供試魚 として用い ていれば、感受性 の違 いについて

の知見が得 られたか もしれない。

本実験 で感 染源 として用いた トラフグにはE. fuguも 感 染 していた にもかかわ らず 、同居

法 と排水曝露法 のいずれ にお いて もマ ダイには感 染 しなかった。 また、本研 究の第 一章第二

節 で検査 した養殖マ ダイ(自 然感 染魚)か らもE. fuguは 検出 され なかった。 これ らの結果

は、マ ダイはE. fuguに 感染 しないこ とを示 唆する。 しか し、第二章第一節 では、感染 トラ

フグの腸 管を実験 的に投与 したマ ダイか らE. fuguが 検 出 されている。 このよ うな結果の食

い違いが何に起因 してい るかは明 らかではないが、感 染 トラフグの腸管 をマ ダイが摂取す る
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とい う現象 は 自然環境 では ほ とん ど起 こ りえない と考 え られ る ことか ら、マ ダイにE.fugu

が感 染 した第 二章第 一節 の結果 は異常なものかも しれない。 いずれ にせ よ、マ ダイを供試魚

と して用いた経水的感染実験 でE.leei単 独感染魚 を作製できれ ば、E.leei単 独 の感染実験を

行 うことが可能になる。単独感染実験が可能になれば、前節(本 章第二節)で 述べたような

定量的な浸漬感染法を実現できるかもしれない。

第 四節Leptotheca fuguの 実 験 感 染

材料と方法

魚

Leptotheca fuguの 感 染源 と しては 、熊 本 県御 所 浦 町 で養 殖 され てい た トラ フ グ12尾

(平 均 体長21.9±2.7cm、 平均 体 重265.7±81.9g)を 用 い た。 実験 直 前 に粘 液 胞 子 虫寄 生 率

を腸 管 塗 抹標 本 で調 べ た と ころ、L.fuguが67%(8/12)、Enteromyxm fuguが25%(3/12)

で あった。粘液胞子 虫未感染の供試魚 としては、熊本県水産研究セ ンター内で飼育 した群 を

用いた。実験に供試す る前に10個 体 を抜 き出 して測定 した平均体長は14.2±1.4cm、 平均

体重 は59.1±9.1gで あ り、いずれの個体 も粘液 胞子虫に無感染で あることが確認 された。

試 験 期 間 中 は 、砂 濾過 海 水 を、 更 に100μm、50μm、10μmの 目合 い の カー トリッジ フ ィル

ター で順 次三段 階 に濾過 して飼 育水 として用いた。 また試験 期 間中は毎 日魚体 重 あた り約

0.5%の 配合飼料 を与 えて飼 育 した。

感染法

感染魚の腸 管を縦 に切 り開いた後 、濾過海水で軽 く洗浄 して約1cm角 の小片に刻んだ。

これ をLeptotheca fuguの 感 染 源 と し、1tの 円形 水 槽 に収 容 され てい る20尾 の 供試 魚 に投 与

した。経 口投与は3日 間連続 で行い、1日 あた りの投与量は感染魚4尾 分であった。 また供
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試魚のうち感染魚の腸管を摂餌させなかった30尾 を同様に1tの 円形水槽に移 し陰性対照

区 とした。経 口投与時 を含めて、試験期間 を通 じて水温は25℃ に維持 した。

採材

経 口投与7日 後、21日 後お よび35日 後 に採材 を行 った。 なお、試験期間 中に噛み合い

による死亡が起 きたため21日 目、35日 目のサンプル数はいずれ も7尾 とした。体長お よび

体重を測定 してから解剖 して腸管を採取した。それぞれの腸管について腸管内壁の塗抹標本

を作製す ると ともに、組織切片作製用 にBouin液 に よる固定標本 を作製 した。なお、塗抹標

本 と組 織切 片用 の腸 管 は、腸前部(腸 管前端～胆管 開 口部)、 腸 中部(胆 管 開 口部 と直腸 前

端 との間の中間部分)、 腸後部(直 腸 前端 までの5cm程)の3区 域 よ り採材 した。塗抹標本

は各 区域 についてDiff-Quik染 色 して光学顕微鏡 で観 察 した。組織切片 は常法 に従って作製

し、Uvitex2B-H&E染 色 して光 学顕 微鏡 お よび 蛍 光顕 微 鏡 で観 察 した(Yokoyama et al.1996)。

寄生率は、腸 管の前部、中部、後部 のスタンプ標本お よび組織切 片上でーカ所 でも寄生体が

観察 された らその個体は陽性 と判定 して求めた。

結果

試 験 区 にお い て 、Enteromyxum fuguは 経 口投 与 後7日 目以 降に 寄生 が確 認 され21日 目以

降に寄生率が100%に 達 したが、LeetOtheca fuguの 寄生は試験期間 を通 じて確認 され なかっ

た(表4-5)。 病理組織学的 にはE.fuguの 寄生 によるもの と考え られ る軽微 な病変 のみが確

認 され、試験期 間を通 じてやせ病 を発症 した個体は見 られ なかった。なお、対照区におい て

はE.fugu、L.fugu共 に 寄生 は確 認 され な か った。

考察

本章 では 、L.fuguとE.fuguの 混 合感 染 魚 の腸 管 を未 感 染魚 に経 口投 与 す る こ とでL.fugu

の実験感染 を試み た。しか しながら、試験期間 を通 じてL.fuguの 感染は確認 され なかった。
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表4-5腸 管 経 口投 与 実験 にお け るLeptotheca fuguとEnteremyxum fuguの 寄 生 率 の推移 。

*陽性個体数/試験個体数
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感 染魚 腸 管 にはL.fuguだ け で な くE.fuguも 感 染 してお り、 そ の寄 生 率(3/12)はL. fuguの

寄生率(8/12)よ り低 かったが、E fuguは 未感染魚へ伝播 した。本実験 では飼育水温25℃ の

試 験区 しか設けていないが、養殖現場 では、夏場の高水 温時に もL.fuguの 寄生による粘液

胞子 虫性やせ病 の発 生は報告 され ている(熊 本県2001)。 そのため、本 実験 にお ける設定水

温は、L.fuguの 実験感染 を行 うに妥当な もの であった と考 える。 さらに、同様 の実験 が宮

崎県水産試験場(2002)に よ り行 われ てお り、感染魚の腸管を未感染魚 に経 口投与 して 自然

水 温(18-25℃)で 約4ヶ 月 飼 育 した が、 や は り、L.fuguの 感 染 は成 立 しな か った。 これ

らの結 果 か ら、L.fuguは 、E.fuguやE.leeiと は異 な り、魚 か ら魚 へ 直接 伝 播 せず 交 互宿 主

を介 して放線胞子虫ステー ジに変態 して初 めて魚へ感染する と考え られた。

第四章のまとめ

本章 では、粘液胞子虫性やせ病の原 因寄生虫であるE.leeiとL.fuguの 感染環お よび生物

学的特性 を検討す るた めに、種 々の感染実験を行 った。第一節 では、E.leeiは 、低水温 によ

ってその発 育 ・増殖 が抑制 され る ものの、10℃ で も トラフグ体内で生き残 るこ とが実験 的に

証明 され た。第二節 では、E. leeiの 感染力が海水 中で24時 間は維持 され ることが明 らかに

なった ことで、養殖場では、虫体が感染力 を残 したまま広範囲に拡散 してい るこ とが示唆 さ

れた。第三節 では、E. leeiが トラフグか らマ ダイへ経水的に伝播す ることが実験的 に確 かめ

られ た ことに よ り、養殖場 にお いて トラフグ とマ ダイ とい う異なる魚種 間で本疾病が伝播す

る可能性 が示 され た。第四節 では、L. fuguの 感 染実験 を試 みたが、人為感染 が成立 しなか

った ことか ら、L. fuguは 魚 か ら魚へ直接伝播 せず、感 染環 を完結す るためには交互宿主 が

必要 である と推 察 され た。 このよ うに本章では、感染 実験 の結果 に基づ いて、養 殖場 にお け

る本疾病 の伝播経路 の一端 が推定 された。 そ こで第四章 では、養殖場 で実際に起 こってい る

現象 を とらえるた めに、本研究で新 しく開発 した診断法 を用いて疫学調査 を行 った。
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第五章 養殖場における腸管寄生粘液胞子虫の寄生動態

序

感染症 の制御 には、病気 の発生 お よび病原 体の分布調 査 を行 うこ とが不 可欠で ある。 な

ぜ な ら、季節性 や地域性 の有無に よって、その疾病への対策が大き く異なるか らである。例

えば、養殖 トラフグにも被害を及ぼす単生類Neobenedenia girellaeは 、虫卵が15℃ 以下で孵

化 しない ことか ら、高水温 に適応 した種 と考 えられ てお り(Bomdad-Reantaso et al. 1995)、

養殖場 でも低水温期 には寄生がみ られな くな る(小 川2004)。 す なわち、低水温期 には本寄

生虫症へ の対策 を講 じな くて も良い とい うこ とである。 一方、 トラフグの鯉お よび鯉腔壁 に

寄生す るHeterobothrium okamotoiは 周年寄生 がみ られ るため、年間を通 じて対策 を行 う必要

が ある。 また、地域性 につ いては、多殻 目粘液胞子 虫Kudoa amamiensisに よる奄美 ク ドア

症 の発生域が限定的で あることが、沖縄県で行 われ た疫学調査に よって明 らかに され てい る

(Sugiyama et al. 1999)。 それ では、粘液胞子虫性やせ病 については ど うだ ろ うか。本疾病の

発生 が九州 の トラフグ養殖場で発生 し始めたのは1996年 とされている(Tin Tun et al. 2000)。

それか ら10年 が経過 し、現在 では四国地方で も本疾病 の発生 の報告 があ り(黒 原2005)、

感染域の地理的分布 は拡が ってい ると思われ る。 しか し、 これまでは信頼性 が高 く簡便な診

断法がなか ったた めに、全国的な分布 調査が行 われ てお らず、それ ゆえ、本疾病 の発生にお

ける季節性や 地域性 に関す る知 見は少ない。 そ こで本 章では、本研究 で開発 したPCR法 を

用 いて トラフグ養殖場 での疫学調査 を行 った。また、養殖場付近 に生息す る天然魚 につい て

も調査 した。

第一節 腸管寄生粘液胞子虫の寄生率の季節変動

材料と方法

調査 におけ る諸条件 を表5-1に 示す。調査地点 として、福井県、長崎県、熊本県お よび大
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表5.1 トラフグの腸管寄生粘液胞子 虫の定期調査を行 った調査対象群 に関す る情報。
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分県の トラフグ養殖場か ら1生 け簀ずつ選 定 した。なお、各県にお ける調査地 点の詳細 は、

経営体 を含む各協力機 関の意 向によ り、公表 す ることはできない。それぞれの調査点 につい

て、毎月(熊 本 と長崎)あ るいは隔月(大 分 と福井)20尾 ずつ を採材 し、腸管寄生粘 液胞

子虫の寄生率 を調査 した。調査期間は以下の通 りである。福井:2004年6月 の種苗導入時

か ら2005年8月 まで。長崎:2004年7月 の中間魚(中 国産1才 魚)導 入時から2005年2

月まで。熊本:2004年12月 か ら2005年11月 まで。大分:2004年12月 か ら2005年8月 ま

で。 検査魚 は、生 け賓 内の海面近 くを遊泳 してい る個体 か ら無作為に採集 したが、低水温期

な らびに海 面近 くに魚 が姿 を見せない ときには餌 を播 いて浮 き上が って きた ものの中か ら採

材 した。腸管寄生粘液胞子 虫の検査は、長崎、熊本お よび大分についてはNon-lethal PCR検

出法に よって行 った。福井 については、調査開始時の検 体が4-5cmと 小 さかったため、Lethal

PCR検 出法 によって行 った。寄生率(%)は 、陽 性個体数/試 験個体数 と定義 して算 出 した。

結果

調 査地点付近 の水温 の変動 を図5-1に 示す。 なお、 この水温は、本調査期間 における実測

値 で は な く、 日本 海 洋デ ー タセ ン ター の統 計デ ー タか ら引用 した。福 井 と長崎 にお け る

Enteromyxum fuguは 、漁場 に トラフグを導入 した2-3ヶ 月後 に寄生が確認 され始め、それ以

降調査 終了まで高い寄生率(80-100%)で 推移 した(図5-2)。 大分 と熊本においては、調査

期間 を通 じて高い寄生率(80-100%)で 推移 した(図5-2)。Enteromyxum leeiの 寄生率は、

長崎では2004年11月 、大分では2004年12月 、熊本では2005年1月 に ピーク(そ れぞれ

65%、100%、90%)を 示 し、この時期に調査地点では、本疾病の発症個体が多 くみ られた。

その後、寄生率は低下 し、熊本 と大分 では2005年5月 か ら6月 にかけて0%に な り、発症

個体 もみ られな くなった。熊本 と大分 では、7月 以降 に再び寄生率は上昇 したが、熊本では

9月 に再び0%に な り、11月 も10%と 低かった(図5-3)。 福井では、種苗を導入 した2ヶ

月後の2004年8月 に15%の 寄生率を示 したが、10-12月 には0%に な り、2005年2月 以降

も低い寄生率5-30%)で 推移 した(図5-3)。 また、福井では、調査期間を通 じて発症個体
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図5-1 トラフグの腸管寄生粘液胞 子虫の定期調査 を行 った調査 地点付近の水温変動(海 面

下0m)。 各月の平均水温 をプ ロ ッ トした。元デー タは 日本海 洋デー タセン ターの統計デー

タ(1906年 から2003年 までの統計値)に よる。
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図5-2 各 調 査 地点 にお け るEnteromyxum fuguの 寄 生 率の 推移 。
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図5-3 各 調 査 地 点 にお け るEnteromyxum leeiの 寄 生率 の推移 。
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はみ られなかった。Leptotheca fuguは 、長崎 と福井でのみ寄生が確認 された。長崎では、2004

年12月 か ら2005年2月 にかけて高い寄生率(50-60%)を 示 した(図5-4)が 、長崎の調査

対象魚は2005年3月 に全 て出荷 されて しまったため、ここで調査打ち切 りとなった。一方、

福井 では種苗 を導入 した2004年6月 に10%の 寄生率を示 した(図5-4)が 、検査 した トラ

フグは漁場 に導入す る前 の もの であった。すなわち、 も ともと種苗がL.fuguに 感染 してい

た とい うこ とを意 味す る。その後 、2004年10月 に5%の 寄生率 を示 したが、それ以降は調

査期 間を通 じて検 出され なかった(図5-4)。

考察

本研 究では、新た に開発 したPCR法 を用いて、養殖場 にお ける トラフグ腸 管寄生粘液胞

子虫の寄生動態 を調べた。調査対 象 としては、九州3県 と、 これ までに本疾病 の報告例 がな

い福井県 を選定 した。その結果、福井 、長崎 ともに導入1ヶ 月後か らE.fuguの 寄生が確認

され 、その後全 ての調 査地点で通年 高い寄生率 を示 した(図5-2)。 これ は、 トラフグ体 内

での発育 ・増殖が水温に大 きく影響 されない とい う感染実験 の結果 とも良 く一致す る。なお、

以上 か ら、既 に漁場 で飼育 されてい る他 の トラフ グ群 か ら栄養体 を介 して感染 した後に、一

年 を通 じて トラフグ間 での直接伝播 が起 こるこ とに よ り、養殖場 でのE.fuguの 寄生 は、周

年 高率に維持 されている と考 え られ る。ただ し、交互宿 主を介 した感染環が存在す る可能性

は否 定できず、放線胞子 による感染 も関与 してい るかも しれ ない。

E.leeiの 寄生率は、福井を除 く九州3県 では比較 的似通った変動 を示 した(図5-3)。 すな

わ ち、12月 か ら1月 までは寄生率 は上昇 し、水温が20℃ 以下にな り始 めると、低下す る。

寄生率の低 下は、水温が20℃ 以 上にな り始める5月 か ら6月 まで続 く。その後 の水温上昇

とともに、再び寄生率は上昇す る とい う傾 向である。ただ し、長崎は2月 に調査打 ち切 りと

なったために、3月 以 降の動 向は分か らない。 同様 の結果 は、本研究以前の研究 でも得 られ

ている。鮫 島(2001)は 、1999年 度 と2000年 度の種苗(0才 魚)に ついて熊本県の御所浦

地域 で定期調査を行 った結果、E.leeiの 寄生は、種苗導入 した年の11月 か ら翌1月 にかけ
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図5-4 各 調 査 地 点 にお け るLeptotheca fuguの 寄 生 率の 推移 。
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て多 く観察 され るが、その後の3月 か ら8月 にかけてはほ とん ど確認 されなかった としてい

る。 また、Tin Tun(2000)は 、1997年 か ら1998年 にかけて長崎県 で調査 を行 ってい る。そ

の結果、E.leeiの 寄生は10月 か ら11月 に始ま り、12月 か ら翌2月 にかけて寄生率が最大

(80-100%、N=10)に なった。その後の3月 に寄生率が0%に なった ものの、5月 以降再び

寄生 が確認 され るよ うになった。 この よ うな寄生率の変動 は、E.leeiの 発育 ・増殖 が低水温

に よって抑制 され るこ とが要因 となってい ると考え られ る。以下 に、仮説を述 べる。水温が

20℃ を下回 りだす と、 トラフグ腸管 内でのE.leeiの 増殖 が抑制 され るよ うになる。同時に、

腸 管上皮 の剥離等 によ りE.leeiは 魚体外 に排 出 され るので、結果 として腸管 内の寄生強度

は減少す る。 また、それ によって海水 中の虫体数 も減 り、新たな感染は起 こりに くくな る。

この よ うな一連 の現象に よ り、腸管内のE.leeiの 寄生強度 は減少 し続 け、最終的 に本研 究

で用 いたPCR法 の検 出限界以 下になる と思 われ る。個体 によっては、完全に寄生虫が一掃

され て しま うケー ス もあ るか も しれ ない。 水温が20℃ 以上 にな る と、E.leeiは 活発に増殖

をす るよ うにな り、 トラフグ間での直接伝播 も起 こるよ うにな る。 こ うして再び寄生率は上

昇す る と考 えられ る。 しか し、E.fuguと 同様 に、交互宿 主 を介 した感 染環 の存在 は否定で

きず 、放線胞子 による感染 も関与 してい るか も しれ ない。それでは、福井 県につ いては どう

解釈 すれ ば良いだ ろ うか。各県 にお ける水 温の推移 を見 る と、福井 の水温 が20℃ 以下 にな

り始 めるのは、他の3県 に比べて1ヶ 月ほ ど早い。また、最低水温 も約3-5℃ 低 く、15℃ 以

下の期 間が4-5ヶ 月ある(図5-1)。 そのため、福 井では、試験期間を通 じて他の3県 より寄

生率が低 く、本疾病 の発症 もみ られ なかった と考 えられ る。 しか し、水温だ けでは説 明でき

ない部分 もある。例 えば、大分 と熊本 で寄生率 が0%に なった5-6月 に、福井の寄生率は20%

であった。 これは、用いた診 断法の検 出感度 の違い による と推察 され る。第二章で前述 した

ように、綿棒 を用い るNon-lethal PCR法 は、寄生強度が低い ときにはLethal PCR法 よ りも

検 出感度 が劣 る。そのため、Non-lethal PCR法 を用いた大分 と熊本 では検出できな くとも、

Lethal PCR法 を用いた福井では検出できた可能性がある。

本研究 で調 査を行 った4県 の うち、L.fuguの 感染が確認 され たのは長崎 と福井 だけで あ
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った。長崎 では、種苗導入後3ヶ 月たった2004年10月 に初めてL.fuguが 確認 され 、12月

以降に50%以 上 の寄生率 を示 した。 しか し、2005年3月 に調査対象魚 が全て出荷 されて し

まったため、調 査は2月 で打ちき りとなった。 そのため、L.fuguの 季節性 については明 ら

か にな らなかった。一方 の福井 では、漁場導入 前の トラフグか らL.fuguが 検出 され 、種苗

が既 に感 染 していた こ とが示 され た。 調査開始時点の寄生率が10%で あった にもかか わ ら

ず、2004年10月 に5%(20尾 中1尾)を 示 して以降は調査期 間を通 じて検出 されなかった。

L fuguは 魚 か ら魚へ直接伝播せず 、感染環が完結す るには交互宿主が必要 と考 えられ る こと

か ら、福井 の漁場 には交 互宿 主 とな る生物が存在 しないた めに、L.fuguが 漁 場に定着 しな

かった と考 えられ る。福 井県外か ら導入 され たこの種苗は、導入 元で既 に海面 に出され てい

たた め、その時 に感 染 した もの と思われ る。感染魚の人為的な移動 が確認 されたのは本研 究

が初めてであ り、粘液胞 子虫性やせ病 の伝播 と本疾病 への対策 を考 える上で非常に重要な報

告例であ る。本疾病 に対 しては、 これ まで信頼性 の高い診 断法がなかった。そのた め、種苗

導入時に感染 の有無 を確認す る ことができず、感 染魚 の移動 を防 ぐ手だ てがなかった。本疾

病 の原因 とな るE.leeiは 魚 か ら魚へ直接伝播 す るため、 こ うして全 国に拡 がった と推察 さ

れ る。

第二節 長崎県下での一斉調査

材料と方法

2004年 の9月 か ら11月 にか けて と、2005年 の12月 に、長崎県の養殖場で粘液胞子虫性

やせ病の一斉調査 を行 った。2004年 は37漁 場63経 営体、2005年 は28漁 場50経 営体を対

象 とし、総検査尾数はそれぞれ1228尾 と496尾 であった。各経営体か ら1な い しは2生 け

簀を選定 し、それぞれ10尾 あるいは20尾 を採材 し、綿棒 を用いたNon-lethal PCR検 出法 に

よってE.leeiとL.fuguの 寄生の有無 を調べた。PCRは 各個体について行 わず、5尾 ずつ プ

ール したDNA溶 液 を用い た
。 さらに、経営者 か らの聞き取 りに より、調査対象群 の魚齢、
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収容尾数、種苗の 由来、種 苗の導入 時期 を確認 した。 なお、同一経営体 か らサ ンプ リング し

ていて も、2004年 と2005年 では、調査地点は厳密 には同 じではない。 なぜな ら、 トラフグ

養殖では、飼 育魚 の成長 に応 じて群 を分 けた り、他の生け簀に移動 させ た りす ることがある

か らである。しか しなが ら、通 常の経営体が 占有す る海 面はそれ程大 きな ものではないため、

漁場 が同 じであれば、同一調査地点 とした。調査地点お よび調査群に関す る情報は表5-2に

示す。地区 とは、長 崎県南部や長 崎県北部 とい った大まかな区分 を表す。導入元は小文字 の

アル ファベ ッ トで表 した。 同 じアル ファベ ッ トの場合は同 じ種苗生産施設 由来であ ることを

意味す るが、同一群 であったかは不 明である。 なお、各漁場の位置 と種苗の導入元につ いて

は、経営体 を含む各協力機 関の意 向に より、公表す ることは出来ない。2005年 の調査では、

3漁 場(漁 場 「せ」 「ら」 「よ」)に つい て養殖生 け簀近傍 の天然魚 も調 べた。 天然魚 の採集

は、か ご網 によって行い、冷凍ない しは氷詰 めに して研究室に持 ち込んで、E.leeiとL.fugu

の感染 の有無 を確認 した。寄生虫検査は、解剖 して摘 出 した腸管か らDNAを 抽出す るLethal

PCR検 出法によってお こな った。

結果

2004年 の 調 査 で は、E.leeiが 陽性 だ った の が21地 点(15漁 場)で あ った の に対 し、L.fugu

は8地 点(7漁 場)で 、E.leeiよ り少 な か った。 また 、そ の うち4地 点(4漁 場)で はE.leei

とL.fugu両 方 が感 染 して い た(表5-2)。2005年 は、E.leeiが10地 点(10漁 場)、L.fuguが

4地 点(3漁 場)で 陽性 で あ り、2004年 に比 べ る と、 いず れ も、数 の上 で は感 染 水域 が減 少

した。 しか し、2004年 と2005年 とで は調 査 地 点 が異 な る。 そ こで 、2年 と も調 査 を行 った

地 点 の結 果 の み を表5-3に 示 した。 す る と、E.leeiに つい て は 、2004年 に陽性 だ った12地

点 の うち、8地 点 が2005年 に陰 性 とな った。 一 方 、2004年 に陰性 であ った3地 点 で 、2005

年 には 陽 性で あっ た(表5-3)。L. fuguに つ い ては 、2004年 に 陽性 だ った3地 点 の うち1地

点 が2005年 に は陰性 とな った 一方 で、 新 た に1地 点(り-1)が 陽性 とな っ た(表5-3)。

この よ うに 、全 体 と してみ る と、E.leei、L. fuguと もに、感 染 域 は2004年 と2005年 で
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表5-2長 崎 県の トラフグ養殖場 にお ける一斉調査 の各調査地点お よび調査対照群 に関す る

情 報 と、Enteromyxum leeiとLeptotheca fuguの 寄 生 状 況 。

* 未調査

** 聞き取 りできず 不明
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表5-2 (続 き)長 崎 県の トラフ グ養 殖場 にお ける一斉調査の各調査地点お よび調査対 照群

に 関 す る 情 報 と、Bnteromyxum leeiとLeptotheca fuguの 寄 生 状 況 。

*未 調 査。

**聞 き取 りで きず 不 明 。
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表5-3長 崎 県 の トラ フ グ養 殖 場 に お け る 一斉 調 査 の 各 調 査 地 点お よび調 査 対 照 群 に 関す る

情 報 と、Enteromyxum leeiとLeptotheca fuguの 寄生 状 況。2年 連 続 で調査 した地 点 だ け を抜

粋 。

*聞 き取 りで きず 不 明
。
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異 なった。 しか し、細か くみる と、2年 続 けて感染 していた漁場や、逆に2年 とも感染が確

認 されな かった水域 も存在 した。 特に、漁協 「E」にお いては、調査対象漁協 中2番 目に調

査地点が多 かった(11地 点)う えで、E. leeiとL. fuguと もに2年 連続で陰性であった(表

5-2,3)。

魚 の 由来 に着 目す る と、2004年 の 漁 場 「え」 と 「お 」 の よ うに 、 種 苗 の 由来 に か か わ ら

ずE. leeiが 感 染 して いた 水域 が あ った(表5-2)。 一 方 で 、導 入 元eか らは 、 ほ ぼ 同時期 にE

漁 協 の7地 点 に も種 苗 が導 入 され て お り、 こ こで はE. leeiの 感 染 は確 認 され な か っ た(表

5-2)。E. leeiな い しはL. fuguの 感 染 が2年 連 続 で確 認 され た地 点 で は、 「や-1」 と 「ら-

1」 の よ うに2年 と も同 じ導 入 元 で あ った と ころ と、 「る-1」 と 「よ-1」 の よ うに2004

年 と2005年 で は導 入 元 が異 な る と ころが あ った(表5-3)。

2005年 に行 っ た天 然魚 の調 査 で は 、3地 点 で 計60尾(4目15種)を 検 査 した が、E. leei、

L. fuguと もに 寄 生は確 認 され な か っ た(表5-4)。 調 べ た魚 種 の 中に は、コモ ン フ グ(Takifugu

Poecilonotus)、 カ ワハ ギ(stephanolepis cirrhifer)、 ウマ ヅ ラハ ギ(Thamnaconus modestus)、

ヨ ソギ(Pmmnacanthus japonicus)と い っ た、 フ グ 目の4種 も含 まれ てい た。

考察

この調査 によ り、長崎県にお けるE. leeiとL. fuguの 感染水域 は、全体 としては必ず しも

確 定 していない ことが示 され た。2年 連続で感染が確認 され 、漁場 に定着 して しまってい る

と思われ る漁場が存在す る一方 で、2004年 に陽 性であったのに2005年 に陰 性となった漁場

が あ り、いったん養殖場 が汚染 され て も必ず しも定着 しない ことが示唆 された。 なお、交互

宿主 を介 した感 染環 だけではな く、 トラフグやその他 の養殖魚お よび天然魚 も含 む魚 か ら魚

の直接伝 播 に よって漁場 に新規 導入 され た群 に継続 的 に感 染が成 立す る場合 も含 めて 「定

着」 しているとした。

細か くみ ると、地 区 「己」 では、2004年 に2地 点中2地 点、2005年 に3地 点 中3地 点 で

L. fuguが 検 出 され、漁場 に定着 している と思われた。L. fuguが 感染環 を完結するには交互
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表5-4 2005年 に調 査 した天 然魚 の情 報お よび 、Entoromyxum leeiとLeptothoca fuguの 寄生

状況 。

* 陽性個体数/試験個体数
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宿主が必要と考えられることから、この漁場には交互宿主となりうる生物が存在する可能性

が示 され た。L.fuguの 生活環 を解明す るた めには、この よ うな漁場 が調査 に適 してい ると

考 え る。 一 方 で 、調 査 地 点 「す-2」 で は、2004年 にはL.fuguが 検 出 され た が 、2005年 に

は検 出 されなか った。2004年 の 「す-2」 と同 じ導入元に由来す る種苗は、他 の4地 点で

も用 い られ て い るが 、そ の いず れ もL.fugu陰 性 で あ った。 す な わ ち、2004年 の 「す-2」

におけるL.fuguは 種苗 由来ではない と考 えられ る。だ とす ると、ここはL.fuguが 定着 して

い る漁場なのではないだ ろ うか。 なぜ2005年 には感 染が確認 され なかったのだ ろ うか。原

因は明 らかではないが、ひ とつの可能性 としては、2004年 よりも2005年 の検査尾数が少な

か っ た こ とが 挙 げ られ る。 「す-2」 にお け るL.fuguの 寄 生率 は25%(1/4)で あ る が 、5

尾分のDNAを プール してPCRに 用いていたために、実際の寄生率 よ りも多 く見積 もって

い る可能性 が高い。 この漁場 が、何 らかの原 因で感染 率が低い漁場 であ る とすれ ば、2005

年に行った10尾 の検査 では検 出できなかったのか も しれない。 このことは、他 の調査地点

に も当 て は ま る と考 え られ る。 い ず れ に しろ、 現 時点 で は、漁 場 にE.leeiな い しはL.fugu

が定着するか否かを決定する要因は不明である。今後も継続 して調査を行うことで、実像は

明 らかになって くる と考 える。

調 査 の 結果 、 漁 協 「E」の よ うに、2年 連 続 でE.leei、L.fuguと もに感 染 が確 認 され な か

った水域が存在した。このような漁場は、粘液胞子虫性やせ病の非汚染水域として今後も守

り続 けていかなければな らない。 それ では、 どのよ うにすれば汚染 を防 ぐこ とが 出来るだろ

うか。詳細 は総合考察で述べ るが、まず感染 トラフグを漁場 に導入 しないこ とが重要なのは

明 らかであ る。本章 の第一節 では、L.fuguに 感染 した種苗 が人為 的に移動 している例 が確

認 されたが、E.leeiに つ いても、あ る種苗生産場か ら出荷 され る前の種苗に感染 していた例

がみ つ か っ てお り(高 見 氏 私 信)、 現 時 点 で 、E.leei、L.fuguと もに感 染魚 の 人為 的 な移 動

が起 きているのは明 らかである。 トラフグを生か して移動す る際 には、寄生 虫検査 を徹底す

ることが必要である。

3地 点の養殖生け簀の近傍 で採集 した天然魚か らはE.leei、L.fuguと もに検 出され なかっ
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た。調査対象魚の 中には、 これ までにE.leeiあ るいはL.fuguに 感染す ることが明 らかにな

ってい る魚種 は含 まれていなかった。ただ し、 フグ 目の4種(コ モ ンフグ、カ ワハ ギ、 ウマ

ヅ ラハ ギ 、 ヨ ソ ギ)が 含 まれ て い た こ と と、 ス ズ メ ダイ(Chromis notata notata)と 同 属 の

ダ ム ゼ ル フ ィ ッシ ュ(Chromis chromis)や 、 サ サ ノ ハ ベ ラ(Pseudolabrus japonicus)が 属 す

るベ ラ科 の14魚 種 が、E.leeiに 感 染 す る こ とが報 告 され て い る(Padros et al. 2001)こ とか

ら、調査対象魚 として不適 当であった とは思 われ ない。 しか しなが ら、以上 の結果 に基 づい

て、 トラフグ養殖場 にお けるE.leeiとL.fuguの 伝播 に天然魚が関与 していない とは断言で

きない。 なぜな ら、ひ とつ には、検査個体数 が少 ないか らである。 さらには、今回調査 した

3漁 場 いず れ の養 殖 トラ フ グか ら も、2005年 にE.leeiが 検 出 され て いな い か らで あ る。 天

然魚が本疾病の伝播に関与しているかどうかを明らかにするためには、実際に本疾病が発症

し、寄生 虫の感染 が確認 され てい る漁場 で調査を行 うことが不 可欠である。

第五章のまとめ

本章では、粘液胞子 虫性やせ病の原 因であるE.leeiとL.fuguの 養殖場にお ける寄生動態

を明 らか にす るために、 トラフグ養殖場 で疫学調査 を行 った。第一節では、E.leeiの 寄生率

が季節変 動 を示 し、水温 の影 響 を受 けてい ると考 え られた。一方、L.fuguの 季節性 につい

ては明 らかにできなかった。 また、感染魚 が人為的 に移動 されてい ることが確認 され、本疾

病が感染域を広げてきた原因が推察された。第二節では、2年 連続で感染が確認 された漁場

が存在 した一方 で、2004年 に感染 していたのに2005年 には感染が確認 され な くなった漁場

があ り、いった ん養殖場 が汚染 され ても必ず しも定着 しない可能性 が示 され た。 また、養 殖

場 で採 集 した トラ フ グ以 外 の 天然 魚60尾(4目15種)か らはE.leeiもL.fuguも 検 出 され

なかったが、調査地点お よび個体数 が少なかったため、天然魚が本疾病の伝播 に関与 してい

ない と言い切 るには不 十分 である と考 え られた。 この よ うに、本章では、本疾病 の養殖場 に

お ける現在の感 染状況の一端が明 らかになった。次章では、本章 で得 られた知 見 と第 四章 ま

でで得られた実験結果を基に、対策を中心にして本疾病について総合的に考察する。
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第六章 総合考察

粘液胞子 虫性やせ病 の病原 体の 由来

従来、養殖 トラフグの粘液胞子虫性やせ病原因寄生 虫はMyxidium sp. TPとLeptotheca fugu

の2種 である とされ ていたが、本研究(第 二章)に よって、Myxidium sp. TPは 、 ヨー ロッ

パで海産養殖魚な どに被害 を及ぼ しているEnteromyxum leeiで あ ることを明 らかに した。 こ

こで、両種の 由来、す なわ ちどの よ うな経緯 で養殖 トラフグに侵入す るよ うになったのかに

ついて考察す る。E. leeiは 、宿主範囲が広 い粘液胞子虫であ り、これまで ヨー ロッパでは30

種近 い海産魚 か ら感染例 が報告 され ている。 しか し、今まで ヨー ロッパでは、 トラフグの よ

うにその魚 体内で胞子形成 が完結 され ない宿主は知 られていない。それ ゆえ、 トラフグは、

E. leeiに とって 「本来の宿主」ではない と考 えられ る。そ こで第一 には、海外 から人為 的に

導入 され た感 染魚 か ら伝染 した とい う仮説が立て られ る。 日本には、国外か ら輸入 され る活

魚 に対す る検疫 を義務づ け る法律 が無 く、海外か ら感 染魚 が人為 的に持 ち込まれ るのを防 ぐ

ことができない のが現状である。例 えば、単生類のNeobenedenia girellaeは 、輸入カ ンパ チ

種苗に寄生 して 日本 に持 ち込まれた と考 えられ てお り(Ogawa et al. 1995)、 現在 ではブ リ類

だ けでな く トラフグや ヒラメな ど他の海産養殖魚 に も被 害を及ぼ してい る。 また、2004年

から2005年 にかけて中国か ら輸入 されたカ ンパ チの大型 種苗 に、 アニサキスI型 幼虫の大

量寄生 が見つ かった例 もあ る(注)。E. leeiに つ いて は、 日本の養 殖 トラフ グにおける被害

の発生が1996年 以降(Tin Tun et al. 2000)で あるのに対 し、 ヨー ロッパ では1991年 か ら

(Diamant 1992)で あ り、 この時間差 は、Eleei感 染魚 が ヨー ロッパ か ら日本 に持 ち込 まれ

た可能性 を示 している。また、E. leeiの 発育が15℃ 以 下で抑制 され る とい う本研究(第 四

章)の 結果は、E. leeiの 起源 が熱帯 あるいは亜熱帯地域であるこ とを示唆 している。現 に、

北米の水族館 で飼育 され ていた熱帯性 のハマ クマ ノミか ら、E. leeiに よく似た粘液胞子虫が

(注)良 永 知義,木 南 竜平&小 川 和夫.2005.平 成17年 度日本魚病学会大会
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見つかってい る (Kent 1999) 。この寄生虫の種 同定は行 われ ていないが、E.leei のそ もそも

の宿主は熱 帯魚 であ り、感 染魚 が観賞魚 として 日本 とヨー ロッパ に持 ち込まれた とも考 え ら

れ る。 しか し、いずれ にせ よ海外 か ら感染魚 が持 ち込 まれ た とい う確証は得 られ ていない。

E. leeiの 由来 に関す る第 二の仮説 として、 もともと 日本海 沿岸の天然魚 を宿主 として分布 し

てお り、その よ うな分布域 で養殖 された トラフグに感染 した とい うことが考 え られ る。多殻

目粘液胞子虫 Kudoa thyrsites は、世界 中で これまでに35種 以上の海産魚 か ら見つかってお

り、 日本 でも天然 のカタクチイ ワシ (Engraulis japonicus), トビウオ (Cypselurus agoo) 、シ

イ ラ (Coryphaena hippurus) が宿主 となることが報告 されている(松 本1963;  Langdon et al.

1992) 。この場合、本 寄生虫は、天然 の感染魚 が長 い時 間をかけて徐 々に拡散す ることに と

もなって地理的分布を広げたと考えられている (Whipps et al. 2004) ただ し、養殖 ヒラメ

で感染が確認された例では、種苗が韓国産であったため、感染魚が人為的に移動された可能

性 も指摘 されている(Yokoyama et al. 2004b)。E. leeiは 、K. thyrsites同様 に宿主範囲が非常

に広い。それ故、様 々な天然魚 を宿主 と しなが ら世界 中に拡散 し、 トラフグ養殖 が行われ る

よ うになる前 か ら日本近海 に分布 していたのか も しれ ない。 しか し、 これ までにE. leeiが

天然魚か ら報告 された例は少な く、 日本では天然魚 を対象 とした調査 自体 が行 われて こなか

った。E. leeiの 由来 につ いて追求す るのであれば、天然魚 を対象 とした調査を行 ってい く必

要があるだろ う。以上、E. leeiの 由来について二つ の仮説 を提 唱 したが、今 の ところいずれ

の仮説 に も確証はない。ただ し、本研究でお こなったSSU rRNA遺 伝子解析の結果、E. leei

の由来 に迫 る一つ の道筋が見つかった。これまでに調べ られた 日本 由来(ト ラフグ、マダイ、

イシガキダイ)のE. leeiの 間では塩基配列が100%一 致 したのに対 して、ヨー ロッパ由来(シ

ャープ スナ ウ トシー ブ リーム)の もの とはわずか(0.4%)な が ら差が見 られ 、いわば 「日

本株 」 と 「ヨー ロッパ株」 が存在す る可能性 が示 され た。す なわ ち、第二の仮説 を支持す る

結果 である。 しか し、 ヨー ロッパ ではたった1魚 種、それ も1地 域 から得 られたE. leeiに

ついて解析 が行 われ ただけである。そ のため、 ヨー ロッパ には複数の 「株」 が存在 し、その

中の一つ が最近 になって人為的に 日本 に導入 され た可能性 も否定で きない。 この問題 を解 決
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す るには、 ヨー ロッパ と 日本で、様 々な魚種 を対象に遺伝 子解析 を行 うことが必要である。

その際、どの よ うな遺伝子領域 を解析の対象 とす るかについて考慮すべ きである。SSU rRNA

遺伝子領域は、保存性 が高いため、粘液胞子虫の種内変異 をみるには適 していない。その点、

ribosomal RNA遺 伝子間に存在す るintemal transcdbed spacer (ITS)遺 伝子は、翻訳 され ない

領域 であるために、分子進化速度 が比較的速 く、種 内変 異を調べ るの に有用 である とされ て

い る(van Herwerden et al. 2000)。 粘液胞子虫では、サ ケ科魚類 の旋回病の原 因粘液胞子虫

Myxobolus cerebralisのITS遺 伝子領域 に関す る研究が行 われてお り、北米大陸 とヨー ロッパ

由来の ものの間では、ほとん ど変異がない とい う結果 が得 られ ている(Whipps et al. 2004)。

これ は 、本病 が人為 的 な感 染魚 の移動 に よって ヨー ロ ッパ か ら北米 に拡散 した とい う仮 説

(Wolf 1986)を 支持 してい るとされる(Whipps et al. 2004)。E.leeiの 由来を検証す る うえ

で も、ITS遺 伝子領域を解析の対象 とするべ きであろ う。

次 に、L.fuguの 由来 については ど うか。L.fuguは 、今の ところ トラフグ以外 の宿主は見

つ かっていないため、宿主特異性 は高い と考 え られ る。 また、魚 か ら魚 への直接伝播 も しな

い こ とか ら、感染環 の完結 には交互宿主 が必要 で ある と推 察 され る。 だ とす る と、L.fugu

は、 もともと トラフグを宿 主 として、 日本近海 に分布 していたのではないだ ろ うか。 さらに

推論 を重ね ると、L.fuguだ けでは被 害が少なかったために表面化 していなかったが、E.leei

の感染被 害が拡 がるのに伴 って、L.fuguに ついて も顕在化 した とは考 えられないだろ うか。

現 に、E.leeiに 比べて、L.fugu感 染群 における死亡は少ない とい う、養殖場 での観 察例 もあ

る(鮫 島、私信)。 しか し、感染実験系が確 立 されていないため、L.fuguの 病害性 は、病理

組織学的知見か ら推察す る しかない。Ogawa & Yokoyama (2001)やTin Tun et al. (2002)

によると、寄生部位 における病理変化 は、E.leeiとL.fuguで 異 なる。E.leeiの 感染部位 では、

多 くの場合上皮組織の剥離がみ られ るが、一方のL.fuguの 感染部位では、上皮 の剥離は あ

ま り観 察 され ない。 このよ うな違いは、両種 の間で死 亡率や発症までの期 間な どが異な るこ

とを示唆 してい るが、詳細 を明 らか にす るには本疾病 の発症機構 を解 明す る ことが必要であ

る。
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粘液胞子虫性やせ病の伝播

E.leeｉ とL.fuguが 養殖 トラフグに寄生す るよ うにな った経緯は不明であるが、す でに本

疾病 が全 国の トラフグ養殖産地 に蔓延 している ことは確か である。そ こで、本疾病 が どの よ

うに して 日本国内で伝播 したかを考察す るため、本研究 で得 られた結果 に基づきE.leeiとL.

fuguの 伝播 を個別 に検証す る。E.leeiの 伝播に関 して実験的 に明 らかになってい ることを以

下に列挙す る。E.leeiは トラフグか ら トラフグへ、経水的に直接伝播す る(Yasuda et al. 2002)。

トラフグ間だ けでな く、 トラフグとマ ダイ、 トラフグ とヒラメの間で もこの伝播経路は成 立

す る(本 研究第四章;Yasuda et al. 2005)。 経水的な直接伝播においては、栄養 体が海水中に

浮遊 してい る間に も感染力を保持 していると考 えられ るが、この感染力は20℃ の海水 中で24

時間維持 され る(本 研究第四章)。 また、E. leeiは10℃ で12週 間は トラフグ体内で生き続

ける(本 研究第 四章)。 以上 から、 トラフグ養 殖にお けるE.leeiの 伝播 には、以下の よ うな

経路が存 在す ると推 察 され る。 まず 、ある生 け寳で飼 育 され ている一群 の中に感染 トラフグ

がい るとす る。 この個 体か ら、経水 的に生 け寳内で感染 が拡 がる。次 に、感染力 を保持 した

虫体が海 水の動 きに伴 って受動 的に拡散す ることによ り、近傍 の生 け寳 で飼育 され ている ト

ラフグにE.leeiが 伝 播す る。マ ダイや ヒラメが近 くで飼 育 され ている場合 には、それ らも

巻 き込んで感 染域 は拡 大す る(図6-1)。 感染 トラフグは、体 内にE.leeiを 保持 したまま越

冬 し、翌年の感染源 とな る。感 染魚 が飼育 されてい る漁場 に新規 の種苗が導入 され ると、越

冬 した感染魚 か らの伝播 が起 こる。 こ うして、いったん漁場 がE.leeiに 汚染 され る と、 ト

ラフグだ けを介 してで も、その漁場 にE.leeiが 定着す ると考 えられ る。 この他 に、交互宿

主や漁場に生息 してい る天然魚 を介 した感染環が存在す る可能性 もあるが、本研 究ではそ の

よ うな感 染経路に関す る知見は得 られ なかった。それ では、第五章 の養殖場での疫 学調査 で

は どの よ うな ことが示 されたのだ ろ うか。長崎県下の一斉調査では、種苗の 由来にかかわ ら

ず2年 連続 でE.leeiの 感染が確認 され、漁場 に定着 してい ると考 えられ る漁場 が存在 した。

その一方で、2004年 には陽 性であったのに2005年 には陰性 となった漁場 が多 くみ られたこ

とか ら、E.leeiの 感染が必ず しも漁場 に定着 しない ことが示 された。E.leeiの 漁場への定着
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図6-1 本研究 によ り推察 され た、 トラフグ養殖 にお けるEnteromyxum leeiの 伝播経路。赤

で囲 った トラフ グか ら伝播が始 まる。黒矢印は、感染実験 と野外調査の結果 か ら明 らかにな

った伝播経路。感染魚の人為的な移動 により、地理 的に隔離 された漁場間で も伝播 してい る。

白矢印で示 した経路が存在す るかは、本研究では明らかにできなかった。
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を防 ぐことは、本疾病 の対策 においても大きな意 味を持っ。しか し、残念 なが ら本研究では、

E.leeiが 検 出されな くなった漁場に共通す る漁場環境 ない しは飼 育方法は見いだす こ とはで

きなかった。天然魚や交互宿主の 関与 も含 めて、各漁場環境 について個別的 かつ詳細な検討

を行 うこ とが今後必要 である。 ところで、本研 究では、感染魚(ト ラフグ)が 、種苗や 中間

魚 と して人為的 に動 か され るこ とによ り、海水 中の拡散 では伝播 し得ない よ うな地理的に離

れ た漁場 に もE.leeiが 伝播 しているこ とが確認 された(図6-1)。 現在の トラフグ養殖で用

い られ る種 苗は全て人工生産 された ものであ り、活魚輸送技術の発達に より、時 に数百km

離れ た漁場 に も導入 され る。 また、他の漁場であ る程度 の大 き さ(数100g)ま で育成 した

トラフグを中間魚 と して導入す る養殖業者 も多い。 しか し、導入前の魚病診 断は必ず しも行

われてお らず、特に本疾病に対 しては これ まで信頼性 の高い診断法 がなかったため、感染魚

の移 動を防 ぐことがで きなかった。E.leeiは 魚 か ら魚へ直接伝播す るため、導入先で さらに

感染域 を拡げ ることにな る。 こ うして、E.leeiが 全 国に拡がった と推察 され る。

次に、L.fuguの 伝 播 につ いて考察す る。感 染実験系が確立 され ていない ため、実験 的に

明 らかになってい る情報は ない。 しか し、感染 トラフグの腸管 を経 口投与 しても人為感 染が

成 立 しない ことか ら、魚 か ら魚へ直接伝播す ることはな く、感染環 の完結 には交互宿主が必

要 と考 えられ る(図6-2)。 また、本研究で行った野外調査 によ り、E.leeiと 同様に、感染魚

が人為的 に移動 され ている ことが明 らかになった(図6-2)。 しか し、上述 したよ うに、交

互宿 主を介 した感染環 しか存在 しないのであれば、そのよ うな生物が存在 しない漁場 にはL.

fuguは 定着 しな い ことになる。本研 究の第五章 で行 った福 井県 にお ける定期 調査では、導

入時(2004年6月)に10%(2/20)の 寄生率 を示 したのにもかかわ らず、その後は2004年

10月 に5%(1/20)を 示 して以降、調査終了(2005年8月)ま でL.fuguの 寄生は確認 され

なかった。 この結果は、福 井県の調査地点周辺 にL.fuguの 交互宿主が存在 しなかった こと

に起因す るのかも しれ ない。 しか し、L.fuguが 、最低水温が10℃ 以下 にな る福井 の漁場環

境 を生 き延び る ことが出来なか った可能性 も否定 できない。 いずれ にせ よ、L.fuguの 伝播

経路を解明す るためには、交互宿主の調査が必須である。それ では、 どの ような生物 を調査
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図6-2 本研 究 に よ り推 察 され た 、 トラ フ グ養 殖 にお け るLeptotheca fuguの 伝 播経 路。 赤 で

囲った トラフ グから伝播 が始 まる。黒矢印は、野外調査 の結果か ら明 らかになった経路。感

染魚 の人為的 な移動 によ り、地理的 に隔離 され た漁場 間に も伝播 してい る。 白矢印 で示 した

経路 は、感染実験の結果か ら存在が示唆 された ものの、養殖場で確認す るには至 らなか った。
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対象にすればよいだろうか?こ れ までに生活環 が解 明 された唯一の海産粘液胞子虫

Ellipsomyxa gobiiは 、 ゴ カ イ 科(family Nereidae)の 多 毛 類Nereis diversioolorとNereis succinea

を交 互 宿 主 とす る こ とが報 告 され てい る(Kφie et al.2004)。 また 、粘 液 胞 子 虫 ステ ー ジは 明

らか に な って い な い が 、 ス ピオ科(family Spionidae)の 海 産 多 毛類 や(Kφie 2005)、 イ トミ

ミズ 科(family Tubificidae)の 海 産 貧 毛類 か ら放 線 胞 子 虫 が発 見 され て い る(Hallett et al.

1999)。 以上はいずれ も環形動物 である。それ故 、L.fuguの 交互宿主を探す際 には、環形動

物 をまず調査対象 とす るべ きであ ろ う。 さらに、調査 を行 う場所 も検討す る必要が ある。本

研 究の疫学調査では、種苗の 由来にかかわ らず2年 連続 でL.fuguの 感染 が確認 された漁場

が見つ かった。 この よ うな漁場 では、L.fuguの 感染環 が成立 し、定着 している可能性 が高

いため、交互宿 主の調査 を行 うのに適 している と考え られ る。

本研究 に よって、 トラフ グ養 殖 にお ける本疾病 の伝播 には、広域 には感 染 トラフ グの人

為 的な移動 が、局所的 にはE.leeiの トラフグか ら トラフグへの経水的 な直接伝播 が大 きな

役割 を果 た してい るこ とが示 された。 さらに、同一漁場 内の養殖マ ダイ もE. leeiの 伝播 に

関与す る危 険性が明 らかになった。 このよ うな知見は、本疾病の これ以上の拡散 を防ぎ、予

防対策 を講 じる上で重 要な情報である と考 える。 しか し、E.leeiとL.fuguの 伝 播に交互宿

主と天然魚が関与しているのかどうかは不明のままであり、本疾病の伝播経路の全容解明に

は至 らなかった。

粘液胞子虫性やせ病の発症機構

これ まで に腸管 に寄生す る粘液胞子虫に よって引き起 こ され る疾病 の中で、そ の発症機構

が解 明 され たものはない。 あくまで、病理組織 学的な見地か ら、発症 のメカニズムを推論す

るに留 まってい る。例 えば、本疾病 と同様 の症状 を示す ターボ ッ トの粘液胞子 虫症 について

は 、Enteromyxum scophthalmiが 重 篤 感 染 して 消 化 管 上皮 組 織 を破 壊 す る こ と に よ る悪 液 質

(cachexia)、 す なわち慢性的な栄養 障害による全身衰弱が、やせ る原 因であるとされ ている

(Palenzuela et al.2002)。 トラ フ グ の 粘 液 胞 子 虫性 や せ 病 に つ い て は 、E.leeiな い しはL.fugu
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が消化管上皮組織を破壊することにより、栄養吸収不良や浸透圧調節障害が起こり、結果と

して 罹病 魚 はや せ症 状 を呈 す る ので は ない か と示 唆 され てい る(Ogawa&Yokoyama 2001; Tin

Tun et al.2002)。 ま た、E.leeiに つ い て は、感 染 した シ ャー プ ス ナ ウ トシー ブ リー ムの肝 臓

に病変が見られたことから、肝機能障害がやせ症状の原因となっているという仮説もある

(Le Breton&Marques 1995)。 こ う した 中 で 、 石 松(2002)はE.leeiに 自 然 感 染 した トラ フ

グの生理学 的特徴 を調 べ ることに よ り、本疾病 の発症機構 の解明 を試 みた。彼 は、感染魚の

血漿浸 透圧やCI-濃 度 が無感染魚 に比べ て有意 に高 く、 また、感染魚の水分吸収 が正常 に機

能 していない とい う結果か ら、浸透圧調節障害が本疾病 の発症 に大 き く関わってい るこ とを

示唆 した。海産硬骨魚類の体液浸透圧 は、海水の約3分 の1で あ り、そのため常に体内か ら

水分 が失 われ る と同時 に体外か ら塩分が流入 している。 この よ うな環境 下で体液の恒常性 を

維持す るために、海水魚 は積極的 に海 水を飲み 、腸 か ら吸収す ることで水分補給 に役立てて

い る。 この飲 水 量 は 、魚 種 に よっ て も異 な るが 、40-200mL/kg/dayで 、 そ の70%が 腸 管 か ら

吸収 され る(小 栗1991)。 そ れ 故 、E.leeiとL.fuguの 寄 生 に よ り引 き起 こ され る腸 管 上皮

組 織の病理変化 が腸全 体にお よんで腸管 にお ける水吸収 が正常に行 われな くなった結果、罹

病魚 は脱水症状 をお こ し、急激 にやせ るのではないだ ろ うか。 だ とす る と、上皮組織 の剥離

が最 も顕著な病理変化 としてみ られ るE.leeiの 方が、L.fuguよ りも病害性 が強 い とい うこ

とも考 え られ る。 しか し、両種の病害性 につ いて評価す るには、や は り実験系での検証 が必

要 である。L.fuguに ついては実験感染系が確立 され ていないので、まずはE.leeiを 対象 と

して、実験 的に本疾病 の発症機構 を解 明す ることが今後 の課題で ある。 その際には、宿主で

あ る トラフグの生理学的な側面か ら研究することが有効であろ う。

粘液胞子虫性やせ病への対策

本疾病は、2種 の腸管寄生粘液胞子虫を原因 とす る感染症 であ り、その うち1種 において

は魚 か ら魚 への水平感 染 も起 こり うる。 トラフグ養殖 にお ける本疾病の被害 は重大 で、何 ら

かの対策が求 め られてい る。感染症 への対策は、治療 と予防に大別 され る。 そ こで、治療 と
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予防の両面か ら、現在取 りうる本疾病への対策 を考察 してみたい。

まず は、治療 につ いて検討す る。化学療 法につ いては、 これまでに ミクソゾアの感染症に

対 して実用化 され た例 はない。抗 生物質 の一種 で あるフマ ギ リン(fumagillin)の 経 口投 与

に治療効果 があるこ とが数種の ミク ソゾアについて報告 され てい るが、宿 主である魚 に対 し

て毒性 を持つ こともあ り、実用化 には至っていない(Yokoyama 2003)。 本疾病 については、

フマギ リンを経 口投与 して も駆 虫効果 がなか った とい う実験結果が ある(宮 崎県水産試験場

2001)。 毒性 が低 い フマギ リン誘導体TNP-470の 経 口投与がサケ科魚類の増殖性 腎臓病に対

して治療効果 がある とい う報告 もあるが(mggins&Kent 1998)、 フマ ギ リン と同 じく実用

化 され てい ない。現状 では化学療法 の早期開発 を期待す る ことはで きない。 それ では、薬剤

に頼 らない 治療 法 は 考 え られ ない だ ろ うか 。本 研 究(第 四章)で は 、飼 育 水温 を低 く

(10～15℃)保 つ ことで本 疾病の発症 を抑 え られ る ことが示 唆 され た。 しか し、陸上養 殖で

あれば水温 をある程度 コン トロールす ることは可能である とはい え、水温維持 に要す るコス

トを考 えると、現状では現実的ではないかも しれない。

次に、予 防につ いて検討す る。本研究 で行 った疫学調査の結果、本病に無感染 と思われ る

漁場の存在が確認 された。 この よ うな水域 を守 るた めには、無感染種苗 を供給す ることが最

も重要で ある。前述 した よ うに、現在の トラフグ養殖で用い られ ている種苗はその全てが人

工種苗で ある。通常、種苗生産場 では、体長4-6cmに なるまで陸上水槽 で飼育す る。 その

際 に飼育水 として用 いてい る海水は、必ず しも濾過や滅菌消毒 され ていないのが現状である。

本疾病 の汚染海域か ら無処理の まま飼 育水 を導入す る と、 出荷前の種苗 が感染 して しま う可

能性 がある。現 に、本研究 では、導入前の種苗 で感染 が確認 され ている。 こ うした ことが起

きるのを防 ぐた めには どうすればいいだろ うか。他 の粘液胞子虫症 では、紫外線照射に よっ

てM.cerebralisの 放線 胞 子 を不活 化 す る こ とよ り、旋 回 病 を抑 制 で き る こ とが実 験 的 に証 明

され てい る(Hedrick et al.2000)。 また 、 オ ゾ ンの有 効性 もCeratomyxa shastaで 報告 され て

い る(TipPing 1988)。 本 疾 病 に対 す る効 果 も期 待 で き るか も しれ な い が、E.leeiとL.fugu

に効果的な紫外線やオゾンの強度および濃度については今後の研究によって明らかにする必
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要が ある。 この よ うに無感染種苗 の作製 に努力す る とともに、魚 を移動す る際の寄生虫検査

を徹底す るべ きであ る。 これまでは、信頼性 の高い診 断法がなかったこ ともあ り、種苗お よ

び 中間魚の移動 の際 に、検査 は必ず しも行 われて こなかった。しか し、本研究で開発 したPCR

法は、従来の診 断法 よ りも簡便 で精度 ・感度 が高 く、また魚 を殺 さず に検査す ることもでき

る。本法 を活用す るこ とによ り、生産者 と魚病検査機 関が一体 となった防疫体制 を構 築 して

い くことが、 これ以上 の人為的拡散 を防 ぐには重要である。

それ では、本疾病 が発生 して しま った場合 には どうすれ ばよいだ ろ うか。 まず、群れの中

にやせた個体が見 られ た ら、最寄 りの魚病検査機 関に持 ち込み、診 断を依頼す る必要がある。

なぜな ら、原因がE.leeiとL.fuguの いずかによって、取 るべき対策が変わって くるか らで

ある。E.leeiが 検 出 された場合には、感 染魚 か らの水平感染 を防 ぐために、な るべ く早 く発

症 個体を取 り上げる ことが重要 になる。また、環境水 中に存在す る栄養体の絶 対数 を少な く

して再感染 の機会 を減 らす ために、飼育密度 を低 くす ることも有効 と考 えられ る。海面養殖

では、周 囲の生け簀 への伝染 もお こり うるため、感染群 と無感染群 をできるだけ離す こ とが

望ま しい。特 に、E.leeiは10℃ で も トラフグの体 内で生残 し、その感染力 も海水 中で1日

維持 され るこ とか ら(本 研 究第四章)、 感染歴 のあ る越 年魚(1歳 魚)の 近 くに新規の種苗

(0歳 魚)を 導入す る ことは避 けるべ きである。 しか し、実際に どれ くらい距離 を離せ ば ト

ラフグ間での経水 的な直接伝播 が成立 しないかは、現時点 では明 らかになっていない。 それ

故、可能であ るな らば、越年魚 と1歳 魚 を違 う漁場で飼育す ることも考慮すべ きである。あ

るいは、漁場 内に トラフグがいない期 間を作 ることで感染環 を断 ち切 ることも有効 かも しれ

ない。現実には、各経 営体が個別 に このよ うな対策 を取 ることは困難 であろ う。 近隣の経営

体 同士が協力 して、本疾病への対策 を講 じてい くことが望まれ る。 陸上養殖では、個々の水

槽 が独立 してい るた め、汚染水槽 専用の器具 を設 ける等の注意 をし飼 育水 を他の水槽 に混入

させ ない限 り、水槽間 での伝播 は起 こ らないだろ う。 しか し、忘れ てはいけないのが飼 育廃

水 の処理 であ る。 もし、それ まで感染履歴 のなかった飼育場 に外部か ら感染魚 を導入 して し

ま った場合 、無処理 の まま飼 育水を排 出す ることは、寄生虫を非汚染海 域に放 出 して しま う
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ことになる。そ こで寄生 虫が定着 して しまえば、その海域 か ら導入 している飼育水に寄生虫

が混入す ることにな り、飼育場内の全ての水槽が感染 の危機 にさらされ ることになる。また、

その海域 で トラフグやマ ダイ を養殖 してい る他 の経営体 にも損害 を与え ることにな るか も し

れ ない。新規 に陸上養殖 を始 める際な どには、 この よ うな事態が起きない よ う十分 な注意が

必要であ る。

以上は、E.leeiの 場合である。続 いて、L.fuguが 検出 された ときの対策 について考察す る。

L.fuguは 、魚 か ら魚へ直接伝播せず 、交互宿主 を介 して感染環が完結す ると考 え られ る。

トラフグ間で伝播 しないか らといって、病魚 を放置 して も問題 ない とい うわけではない。 な

ぜな ら、飼 育場周辺 の海 域に交互宿主 とな りうる生物が生息 していた場合、感染 トラフグか

ら排 出された胞子に よって、新たな感染環 が成 立 して しま うか らである。漁場に定着 させ な

いためにも、病魚 を取 り除いた り、場合に よっては感染群 を全て処分す る と言 った思い切 っ

た対策 を とる ことも必要 である。漁場 に交互宿主が存在 しなければ、L.fuguの 感染環 は定

着 しない こ とになるが、 どの よ うな生物が交互宿 主になるか分か らない現状 では、 この よ う

なケースをあま り期待す るべきではない。

以上、本疾病に関 して現在取 りうる予防対策 を論 じてきたが、要約す る と次のよ うになる。

第一 に、無感染水域 を汚染か ら守 りこれ以上 の被害拡大 を防 ぐため、無感染種苗の供給 と、

トラフグを移動す る際の寄生虫検査 を徹底す る。第二 に、発病 が見 られ た場合には、寄生 虫

検 査を行 った うえで、病魚 を速やか に処分す ること、お よび感染群 と未感染群 を隔離す るな

どの対策 を取 る ことで被害 を軽減す る。 この よ うな防疫体制 を講 じる一方で、本疾病の伝播

において未解 明な部分 についての調査 ・研究 を継続 して行 ってい くこ とが必要である。

今後の展望

現在 の トラフグ養殖では、海外か らの輸入 トラフグの増加に伴 う魚価 の低迷が、生産者 に

とって大 きな負担 となっている。 こ うした現状では、生産 コス トを削減 して利益率 を高める
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ことが重 要であ るが、そのためには魚病の発生に よる歩 留ま りの低下 を抑 えなけれ ばい けな

い。粘液胞 子虫性やせ病 は、 トラフグ養殖におけ る最 も重 大な疾病の一つであ るに もかかわ

らず、 これ までその研 究はほ とん ど行 われて こなかった。 そのため、本疾病が発生 した とき

に取 るべき対策 を講 じるのに必要な知 見が著 しく不足 していた。そ こで、本研 究では、病原

体の同定、検 出 ・診 断法の開発 、感染 実験 による病原 体の生物学的特性の検討、野外調査 の

4部 か らな る病原生物学的研究 を行 った。そ の結果、現状で本疾病 に取 るべ き対策 を提案す

るに至 った。 しか し、未解明な部分は多 く残 され てお り、今後 も調査研究が必要なのは言 う

まで もない。以下に、本疾病 に関す る研究にお ける今後 の展望を記す。

本疾病への防疫対策を完成させるには、伝播に関わる全ての要因を把握することが必須で

ある。本研究 では、本疾病の原因 とな る粘液胞子 虫E.leeiとL.fuguの 感染環の一端が明

らかに され たが、全容 の解 明には至 らなかった。 特に、天然魚お よび交互宿 主の関与 につい

ては一切 の確証 が得 られ なかった。 しか し、疫 学調査 の結果、本疾病の原因寄生虫が必ず し

も定着 しない漁場 の存在 が示 され た。寄生虫が定着 しない よ うな漁場環境があるな らば、無

感 染種苗 の導入 を徹 底す ることで、いったん漁場に成立 した感染環 を断 ち切 ることが可能 に

なるかも しれない。天然魚 や他 の養殖魚お よび交互宿主の関与 も含 めて、各漁場環境 につ い

て個別 的かつ詳細 な検討 を行 うことが必要である。その際には、本研究で開発 したPCR法 が

有用であろ う。感染環の全容が明 らかになった暁には、トラフグ養殖 に適 した漁場の選定や、

漁場環境の改良 とい った対策が現実的な ものになるか も しれない。

本疾病 への対策 と して、 ワクチンな どの免疫療 法 を開発す る ことは可能だ ろ うか。Sitja-

Bobadilla et al. (2004)は 、E.leeiの 近縁種 であるE.scophthalmiに 感染 した ター ボ

ッ トがE.scophthalmiに 対す る特異抗体 を産生す るこ とを実験的 に証 明 し、 さらに、E.

scophthalmiの 流行 を生 き延びた ターボ ッ トが、再感染 して も発症 しなかった こ とか ら、獲

得免疫 の存在 を示唆 した。本疾病 については、 これ までに免疫学的研 究は行 われ てお らず、

感 染個体が免疫 を獲 得す ることを示す よ うな現象 も観 察 され ていない。そのため、本疾病に

対す るワクチ ン療法 を実現す るには、まず、特異抗体の有無や再感染 に対す る防御能の有無
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といった基礎的知見 を集積す ることが必要であ る。その点、本研究(第 四章)に おいて、E.leei

の寄生部位 が腸 前部 か ら後部へ と移行 し、時間経過 とともに腸前部 における寄生率 が減少す

るとい う現象 が観察 され 、新規感染 を防げば感 染魚が 自然治癒す る可能性 が示 され たこ とは

興味深い。 自然治癒の有無 について調べる際には、Non-lethal PCR検 出法が有用 であろ う。

なぜな ら、 この方法 を用 いれ ば検体 を殺 さず検査で きるため、同一個体の感染 状況 を経時的

に調べ ることが可能 だか らであ る。 本疾病 に対す る トラフグの生体防御能については、今後

の研究 の進展 が望 まれ る。

宿主 とな る魚 の系群に よって粘液胞子虫症 に対する感受性 が異なることがC.shastaやM.

cerebralisに お い て 報 告 され てい る(Bartholomew 1998;Hedrick et al.1999b)。 トラ フ

グの 系群 に よ る本疾 病 に 対 す る感 受 性 の違 い に 関す る研 究 は ない が、 感 受性 の低 い個 体 を親

魚 と して 用 い る こ とで選 抜 育種 を し、 耐性 を持 つ 種 苗 を作製 で きれ ば、 被 害 を軽減 す る こ と

ができるよ うになるか もしれない。

免疫療法や、耐病性系群の育種を検討するためには、定量的で再現性のある感染実験系が

必要 とな る。本研 究で用いた、感染魚 の腸管 を経 口投与す る方法 では、E.leeiを 定量化す

る ことができない。そ のため、実験 ごとに投与す る虫体 の数が異なる とい う問題が あった。

その点、寄生虫懸濁液 を用 いた浸漬法では、実験に供す る虫体数 を定量化す ることが出来る。

本研究では、懸濁液 を作製す る際に用いたE.leei感 染 トラフグにEnteromyxum fuguが 混

合感染 していたため、E.leeiを 定量化す るには至 らなかった。 しか し、本研究 によって、

マ ダイに経水感染 させ るこ とでE.fuguを 除去できる可能性が示 された ことか ら、混合感染

の問題は乗 り越 えられ るか もしれ ない。近い将来、定量的な感染実験 を確 立す ることは十分

可能である と考 える。

本疾病 が初 めて報告 されてか ら約10年 が経過 し、感染域は全国的な広が りを見せている。

有効な治療法や駆虫法がない現状では、非汚染水域や無感染群を感染から守るという予防対

策が本疾病への唯一の対応策である。しかし、海という開放的な環境下で養殖を行う以上、

完全な予防は事実上不可能といっても過言ではない。そのため、 トラフグの生体防御能を利
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用 した対策や 、駆 虫法 な どの一刻 も早い開発 が望まれ る。今後は、病原体の生物学的特性 だ

けでな く、宿 主である トラフグの生理学的な側 面 も含 めて、多角的に調査研究 を行 ってい く

ことが必要 であると考える。
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論文の内容の要旨

水圏生物科学専攻

平成15年 度博士課程進学

柳田哲矢

指導教員 小川和夫

論文題目 養殖 トラフグの粘液胞子虫性やせ病の病原生物学的研究

1996年 以 降、養殖 トラフグの粘液胞子 虫性やせ病 が深刻 な問題 となってい る。 病魚は著 しいやせ

症状 を呈 し、死亡す る。病魚 の腸管には、粘液胞子虫Leptotheca fuguとMyxidium fugu、お よびMyxidium

sp.TPの 寄生が見 られ るが、L.fuguとMyxidium sp.TPは 腸 管上皮組織 に病理変化 を引き起 こし、本

病の原因 となっている。 一方 でM.fuguに は病害性はない と考 えられてい る。

本病の重要性にも関わ らず、病原体の分類学的検討は不十分であ り、駆虫法や治療薬 を開発する

上で重要な病原体に関する生物学的知見も少ない。 また、防疫体制の構築に不可欠な診断法も確立 さ

れていない。なぜなら、本病には病原体が複数存在 し、それらが通常は胞子を形成 しないことが研究

の進展を妨げてきたからである。そこで本研究では、本病への対策を講ず るための基盤となる病原生

物学的研究を行 った。 まず形態 と遺伝子を用いて病原体の分類学上の位置を確定 した。次に、PCR

を用いた感度の高い検出 ・診断法を開発 した。 さらに、養殖場での病原体の伝播過程を解明するため

に、感染実験によ り水温の影響や感染力について検証した。最後に、新しく開発 した診断法を用いて

疫学調査を行い、発生状況の季節性や地域性に関す る知見を得た。以上の結果をふまえ、養殖場で取

りうる対策について考察 した。

1.形態観察 と遺伝子解析による粘液胞子虫性やせ病原因寄生虫の分類

粘液胞 子虫の同定は主に胞子の形態によるが、Myxidium sp.TPは 、 トラフグ体内で胞子形成 しない

ため に種 レベルで同定 されていない。 またM.fuguの 分類 も再検討 が必要 と考 えられ た。そ こで、形

態 と遺伝子 に よって両種 の分類 を再検討 した。 また、近年発生 した養殖マ ダイ とイ シガキダイの粘液

胞子 虫性 やせ 病の病原体を同定 した。

1-1.Myxidium fuguとMyxidium sp.TPの 分 類 の 再検 討

Myxidium sp.TPに つ い て は、マ ダイ に 人為 的 に感 染 させ る こ とに よ り、胞 子 を得 る こ とに成功 した。

そ の胞 子 の 形 態 は ヨー ロ ッパ で 報 告 され てい るEnteromyxum leeiと 一 致 した。 ま た、 トラフ グか ら得

たM.fuguの 胞 子 の形 態 は 、Enteromyxum属 の 形 態 学 的特 徴 を よ く満 た した。次 に 、寄 生 虫 のsmall subunit

132



ribosomal RNA(SSUrRNA)遺 伝 子 の解 析 を行 っ た。 そ の結 果 、Myxidiuｍ sp.TPの 塩 基配 列 はE.leei

と99.6%の 一 致度 を示 し、形 態観 察 の 結果 を支 持 した。 ま た 、M,fuguはEnteroｍyxum属 粘 液 胞 子 虫

と単 系 統 の ク ラス ター を組 んだ 。 以 上の 結果 か ら、Myxidium sp.TPをE.leeiと 同 種 と し、M.fu8uを

Enteromyxuｍ fuguと して分 類 を確 定 した。

1-2.養 殖マ ダイお よびイシガキダイの粘液胞子虫性やせ病原 因寄生虫の同定

鹿児 島県 の養殖 マダイ とイシガ キダイ病魚か ら得 られ た胞子の形態 は、E.leeiと 一致 した。 また、

寄生虫のSSU rRNA遺 伝子の解析 でも、その塩 基配列は トラフグのE.leeiと100%一 致 した。以上の

結果か ら、本病がE.leeiを 原因 とす る粘液胞子虫性やせ病 であることを明 らかに し、E.leeiの 宿主特

異性 が低い ことを再確認 した。 すなわち、E.leeiの 養殖場 での感 染環 に天然魚 も含 めて様 々な魚種が

関与 している可能性が示 され た。

2.PCR法 を用いた腸管寄生粘液胞子虫検出法の開発

従来、本病は寄生虫の形態観察により診断されてきた。しかし、栄養体が多様な形態を持つ うえに、

しばしば3種 が混合寄生するため、従来法での診断は容易ではなかった。そこで、PCRを 利用 した

簡便かつ精度の高い診断法の開発を試みた。

3種 の粘液胞子虫のSSUrRNA遺 伝子領域に、それぞれに特異的な3組 のプライマーセ ットを作製

し、PCR反 応の条件検討を行った。その結果、各寄生虫に特異的かつ感度が高いPCR診 断法を開発

した。また、綿棒で肛門か ら採取 した腸内容物を検査試料とすることで、検体を殺さずに検査する方

法を開発 した。これにより、従来よりも信頼性が高 く簡便な診断法が開発 され、本病の疫学調査を行

うための技術的基盤が構築された。

3.感 染実験による腸管寄生粘液胞子虫の生物学的特性 の検討

寄生虫感染症の防 除には、病原体 の感染環 と生物学的性 質を理解す ることが重 要である。そ こでま

ず、E.leeiに つ いて、発 育に水温が与 える影響 、海水 中での感染力維持時間、 トラフグか ら他魚種へ

の伝播の有無 を検証 した。 さらに、これまでに人為感染の成功例がないL.fuguの 感染実験 を試みた。

3-1.水 温がEnteromymm leeiの発育に及ぼす影響

無感染 トラフグに感 染魚 の腸管を経 口投与 し、水温15℃ 、20℃ 、25℃ で33日 飼育 した。その結果、

20℃ で は19日 、25℃ では12日 目以降に感染が認め られたが、15℃ では寄生が確認 されなかった。 次

に、20℃ で感染 させ た後に飼 育水温 を10℃ まで 下げ、長期飼育実験 を行 った。 その結果 、試験 開始

後12週 目に9尾 中1個 体でE.leeiが 検 出され た。以上の結果 より、E.leeiの トラフグ腸管内での発

育 ・増殖 は低水温によって抑制 され るものの、10℃ で も生き残 ることが証 明 され、養殖場で越年魚(1

才魚)が 翌年の種苗への感染源 となってい ることが示唆 された。

3-2.Enteromyxum teet栄養体 の海水中での感 染力

感染魚 の腸管 内壁 を擦 り取 り、滅菌海水 に加 えて20℃ で0～48時 間静置 した懸濁液 に無感染 トラ
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フグを浸漬 した。その結果、E.leeiの 感染力は、海水 中で24時 間は維持 され るこ とが明 らかにな り、

養殖場で 虫体が感 染力 を残 したまま広範囲に拡散 していることが示唆 され た。

3-3.ト ラ フ グ か らマ ダイ へのEnteromyxum leeiの 感 染 実験

マダイを感染 トラフグと同居飼育および、感染 トラフグの飼育排水中で飼育 した。その結果、同

居でも排水 中での飼育でもマダイへの感染が成立 した。 この結果から、養殖場で トラフグとマダイ と

い う異なる魚種間で本病が伝播する可能性が示された。

3-4.Leptotheca fuguの 感 染 実験

感染魚 の腸管 を無感染 トラフグに経 口投与 し、水 温25℃ で5週 間飼 育 した。 その結果、試験期 間

を通 じて試験魚 にL.fuguの 感染は確認 されず 、人為感 染は成立 しなかった。 この結果 、L.fuguは 魚

か ら魚 へ直接伝播せず、感染環を完結す るためには交互宿主が必要である と推察 された。

4.腸管寄生粘液胞子虫の養殖場における寄生動態

養殖場での本病の発生と感染拡大を制御するためには、現在の発生状況を把握する必要がある。 し

か し、これまでは診断法がなかったために全国的な分布調査は行われなかった。また、病原体の感染

環を解明する上で、季節性や地域性 を知ることは重要である。そこで、PCR診 断法を用いて養殖場

での疫学調査を行った。

41.養 殖場での季節変動

熊本県、長崎県 、大分県、福井県の養殖 トラフグを、種苗導入時(6-7月)か ら出荷(翌 年10-12

月)ま で毎月あるいは隔月20尾 ずつ採材 し、E.leeiとL.fuguの 寄生率を調査 した。その結果、E.leei

は熊本、長崎、大分では11月 か ら翌2月 に高い寄生率 を示 し、本病 の発症個体 が多 く見 られ始 める

時期 と一致 した。そ の後寄生率は低 下 し、熊本 と大分では翌5-6月 に0%に なったが、7月 以降 に再

び上昇 した。福 井で は調査期 間を通 じて比較的低 い寄生率(0-30%)で 推移 し、発症個体 は見 られ な

かった。 この よ うに、福井県にお けるE.leeiの 寄生状況は他県 と異 なった。 これ は低水温 によってE.

leeiの 発育 ・増殖 が抑制 されているか らと考 えられた。L.fuguは 、長崎 と福井 でのみ寄生が確認 され

た。長崎では12月 か ら翌2月 にかけて高い寄生率(50-60%)を 示 した。一方、福井では種苗導入 時

(6月)に すでに感 染 してお り、感染種苗が人為 的に動か されてい ることが明 らかになった。 導入 時

の 寄生 率は10%で あったが、10月 に5%を 示 して以 降は検 出されず、漁場に定着 しなか った よ うで

ある。なお、長崎県での調査期間が短かったため、L.fuguの 季節性について は明 らかに出来 なかった。

4-2.長 崎県下での一斉調査

2004年(9-11月)と2005年(12月)に 長崎の トラフグ養殖場で一斉調査 を行 った。調査尾数 は、

2004年 が1228尾(63地 点)、2005年 が496尾(50地 点)で あった。 その結果 、全体 としてはE.leei、

L.fuguと もに感染域は調査年によ り異なった。2年 連続で感染 していた漁場や、逆 に2年 とも感染が

見 られ なかった漁場が存在 した一方 、2004年 に陽性 で翌年 に陰性 になった漁場 があ り、一度漁場 が
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汚染 されても必ず しも定着 しない可能性が示された。3箇 所の養殖生け簀の近傍で採集 した トラフグ

以外の天然魚60尾(4目15種)か らはE.leeiもL.fuguも 検出されなかったが、調査地点および個

体数が少なく、天然魚が本病の伝播に関与していないと断定するには不十分であると考えられた。

考察

現在の トラフグ養殖で用いられる種苗は全て人工生産 されたものであ り、活魚輸送技術の発達によ

り、時に数百km離 れた漁場に導入される。 しかし、導入前の魚病診断は必ず しも行われておらず、

特に本病にはこれまで信頼性の高い診断法がなかったため、感染魚の移動を防ぐ手だてがなかった。

現に、本研究では感染種苗が養殖場に導入された例が見つかった。本病の原因となるE.leeiは 魚から

魚へ直接伝播するため、こうして全国に広がったと推察される。

それでは、有効な薬剤や駆虫法がない現状で本病に取 りうる対策はどのようなものがあるだろ う

か?ま ずは、当然のことながらこれ以上本病を拡散させないことである。野外調査の結果、本病に無

感染の漁場が存在 したが、このような水域を守るためには、無感染の種苗を供給することが最も重要

である。次に、中間魚も含み、魚を移動する際には寄生虫検査を徹底するべきである。本研究のPCR

法は、従来法よりも簡便で精度 ・感度が高く、また、魚を殺 さずに検査することも出来る。本法を活

用す ることによ り生産者 と魚病検査機関が一体 となった防疫体制を構築 していくことが、これ以上の

人為的拡散を防 ぐには必要である。

感染実験からは、E.leeiは トラフグだけを介 しても漁場に定着しうると考えられた。L.fuguに っい

ては交互宿主の感染環への関与が示唆され、一度感染環が成立すればそこに定着すると思われる。現

に両種 とも、2年 連続で陽性の漁場が存在 し、定着している可能性が示された。 しかし一方、2004年

に陽性で翌年に陰性 となった漁場もあった。本病が定着 しないような漁場環境があるならば、無感染

種苗の導入を徹底す ることで感染環を断ち切ることが可能かもしれない。今後は、天然魚や他の養殖

魚および交互宿主の関与も含めて、各漁場環境について個別的かつ詳細な検討を行 うことが必要であ

る。

本病への防疫対策を完成させ るには、伝播に関わる全ての要因を把握することが必須である。本研

究では、病原体の伝播について新たな知見を得たが、その全容は明らかに出来なかった。今後 も本病

の感染環を解明するべく調査研究を進めていくことが必要である。

135


	53_0001
	53_0002
	53_0003
	53_0004
	53_0005
	53_0006
	53_0007
	53_0008
	53_0009
	53_0010
	53_0011
	53_0012
	53_0013
	53_0014
	53_0015
	53_0016
	53_0017
	53_0018
	53_0019
	53_0020
	53_0021
	53_0022
	53_0023
	53_0024
	53_0025
	53_0026
	53_0027
	53_0028
	53_0029
	53_0030
	53_0031
	53_0032
	53_0033
	53_0034
	53_0035
	53_0036
	53_0037
	53_0038
	53_0039
	53_0040
	53_0041
	53_0042
	53_0043
	53_0044
	53_0045
	53_0046
	53_0047
	53_0048
	53_0049
	53_0050
	53_0051
	53_0052
	53_0053
	53_0054
	53_0055
	53_0056
	53_0057
	53_0058
	53_0059
	53_0060
	53_0061
	53_0062
	53_0063
	53_0064
	53_0065
	53_0066
	53_0067
	53_0068
	53_0069
	53_0070
	53_0071
	53_0072
	53_0073
	53_0074
	53_0075
	53_0076
	53_0077
	53_0078
	53_0079
	53_0080
	53_0081
	53_0082
	53_0083
	53_0084
	53_0085
	53_0086
	53_0087
	53_0088
	53_0089
	53_0090
	53_0091
	53_0092
	53_0093
	53_0094
	53_0095
	53_0096
	53_0097
	53_0098
	53_0099
	53_0100
	53_0101
	53_0102
	53_0103
	53_0104
	53_0105
	53_0106
	53_0107
	53_0108
	53_0109
	53_0110
	53_0111
	53_0112
	53_0113
	53_0114
	53_0115
	53_0116
	53_0117
	53_0118
	53_0119
	53_0120
	53_0121
	53_0122
	53_0123
	53_0124
	53_0125
	53_0126
	53_0127
	53_0128
	53_0129
	53_0130
	53_0131
	53_0132
	53_0133
	53_0134
	53_0135
	53_0136
	53_0137



