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緒 言

サケ科魚類の細菌性腎臓病 (BacterialKidneyDisease,BED)は､ 1933年に

Mackieらによってスコッ トラン ドの大西洋サケの疾病 として初めて報告された

(Hackie旦主Bi･･1933)｡ また･ 馴 3='同 じ時期に米国のマサチューセ ッツ州のカ

ワマス Salvelinusfontinalisにおいても報告された (BeldingandTier,ill,

1935)｡ 1940年代に入って野生のサケ科魚類に発生するようになり注 目されは じ

めた (RuckerLtil･･1954)｡ さらに本病はカナ ダにおいても流行が認め られ

(Bell･1961)､ 現在では北米大陸のサケ科魚概の重要 な疾病の一つとなってい

る.

本病の外観的な病徴は･ 眼球突出､ 膿鰭や胸鰭およびその基部､ 肛門等の出血

腹水の貯溜､ 線の貧血などである. また･ 体側の皮膚にク リーム色もしくは赤色

の膜状液が滴った大きな水泡が出来ることもあるb 内部的には腎臓に小 白点が出

現 し､ 病状が進むにつれて大 きくな り巨大な腫物 となることが多い (写真 1)｡

病変の中心部の組織は頓死 し･ 組織や細胞の崩壊物や遊走細胞そ して多数の病原

菌 で占め られている｡ 腎臓は全体的に腫大 し･ さらに退色する｡ このような小白

点は･ 肝鼠 牌臥 心臓にも現れることがある｡ 牌感は腫大 し､ 肝腰は退色する｡

その他に､ 点状出血が内臓や腹腔内壁にみ られ る (FryerandSanders,1981)｡

本病原菌は､ 大きさ0･3-0･5×0･5-1･0〃nの小さな非運動性, 好気性､ 非抗

酸性･ グラム陽性梓菌で多 くの場合潔柱状を呈 し, 発育可能温度は5-22oC､ 至適

温度は 15-18℃である0 本菌は･ 初めOrdalandCarp(1956)によってCoryneba-

cterium属の細菌であると報告 された｡SandersandFryer(1980)は､ 本菌の細胞

壁のペプチ ドグ リカンにはアラニン, グル タミン酸およびメソジア ミノピメ リン

酸･ さらに細胞壁にはアラビノース､ ガラク トースが含 まれ､ Corynebacterium属

の特徴であるムコ リク酸が含 まれ ていないことか ら新たに Renibacterium壁土二

mOninarumという学名を与えられた｡
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本菌の培養はきわめて困難である｡Ordaland巴arp(1956)は トリプ トン1.0%,

酵母エキス0.05ガ. 塩較-L-システイン0.1%､ ヒ ト血清20臥 寒天1.5%の組成の

培地を用いて本菌の分離に初めて成功 した｡ その後 ミュラー ヒン トン培地に塩俊

一L-システイン0.1%を加 えた培地 (VoltandDumber,1959)､Ordaland

Earpの培地の ヒ ト血清を牛血清に替 えたKDMl2(Evelyn,1977)および血清のかわ

りに活性炭を加 えたKDH-C(Dully旦主a1.,1985)などの培地が報告されているが､

いずれの培地も菌の発育がきわめて遅 く､ 15-18℃の発育適温で培養 してもコロニ

ーの出現が認め られるまで数週間を必要 とする｡

本菌の生化学性状は､BrunoandMunro(1986)によると β-溶血性でゼラチンを

加水分解 し､ カ タラーゼおよびt)Nase陽性である｡ チ トクローム ･オキシダーゼと

メチル レッド反応は陰性である｡ イン ドールを産生せず､ どのような糖も分解 し

ない｡ これ らの性状は､ アメ リカ､ カナ ダ､ イギ リスお よび 日本で分離された菌

株 においても同一であると報告され ている｡ 本菌の同定 にはさらにAPI･ZYMsys-

temがきわめて有効であるとい う報告もある (表 1) (Austin吐 出.,1983)｡

Bullock旦占旦主.(1974)は､ 米国各地で分離 した10菌株 について血清型を調べ､

それ らは一つまたはそれ以上の共通抗原をもち､ 抗原的に均質であったことを報

告 している｡Getchell旦長生1_.(1981)は､ アメリカ､ フランス､ ノルウェー､ イギ

リス. カナ ダより集めた菌株の血清型を比較 し､ すべての菌株が共通の抗原 をも

ち､ 抗原的に均質であったことを明 らかにし､ さらにこの共通抗原 (antigenF)

の分子量は57､000できわめて熱に対 して安定であることを報告 している｡

本病は､ 肉眼的に腎臓にみ られる病変.およびそのス タンプ模本のグラム染色

か ら判断できるが､ そのような病状を示さない個体も多い｡ 病原菌の培養は前述

したように時間を要することか ら診断法 として用いられ ることは少ない｡ これ ら

の ことか ら本病の診断には血清学的手法が一般的に用い られている｡ 現在までに

報告されたものとして, ゲル 内沈降法 (Chen旦主i1.,1974)､ 蛍光抗体法 (

BullockandStuckey,1975, Bullock旦主i1.,1980)､ 共同凝集反応 (Kimura



蓑 1 Renibacteriuniaユmoninaru皿の性状
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andYoshimizu,1981)､ 対向免疫電気泳動法 (Cipriano些 ai.,1985). ELI-

SA法 (PaschoandHulcahy,1987,Dixon,1987)および ドッ トプロット法 (

Sakai吐 吐 .,1987a)などがあ り､ それぞれ本病の診断や保菌魚の謝査に実用さ

れ ている｡

本病の伝染源は保菌魚 と病原菌に汚染きれた卯であると考 えられてお り, 水平

お よび垂直感染の両方が起 こ りうることが知 られている｡ 水平感染については､

皮膚やその傷 口が重要であるとされている (Volf,1966)が経 口感染の可能性も

否定されていない (WoodandWallis,1955). 一方､ 親か ら卵への垂直感染は､

Allison(1958)によって最初に示唆され, 実験的にはBullock吐 ai.(1978)によっ

て証明された｡ この卯への感染は､ 菌が卵黄の中に存在するためにヨー ド液に浸

けて卯を消毒 しても菌を除 くことが出来ないという報告がある(Evelyn旦呈出,

1984)｡

木蘭の潜伏期間は､ 水温にもよるが一般的にきわめて長い｡ Sanders吐 出 .

(1978)によると腹腔内注射によって本菌を接種 されたベニザケ Oncorhynchus

血 は､ 水温12℃で兜死に至るまで1カ月間を必要 とす る｡ また水温が高 くなる

ほ どその期間が短 くなるとともに尭死率が減少す ると報告されている｡ BKDの発生

は､ ふつ う晩秋か ら早春にかけて起 こることが知 られている｡ 一般的に温度の上

昇 とともに病気が発生 し､ そ して夏には終息す ることが多い(Bruno,1987)｡ 本病

は､ 本来淡水において飼育されたサケ科魚概に発生する病気であるが. 感染魚が

海水生活期に入った後にも､ 発生することが知 られている(FryerandSanders,

1981)｡ また, 海水中で水平感染の起 こる可能性も示唆されている(Banner旦主

旦呈.,1983,早川 ら､ 1989)｡

RISalmoninarumは､ inviLroにおいてマクロライ ド系の薬剤に対 して強い感受

性 を示す ことが報告されている(WolfandDumber,1959,Austin,1985)｡ しか し

なが らこれ らの薬剤を用いての本病の治療は､ 十分な成果を上げていない｡ その

理 由として, 本菌の食細胞内での生存および増殖性が考 えられる( Young and
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Chapman,1978)｡ さらに, エ リスロマイシン耐性株の存在も報告されている(

Bell旦主旦主.,1988)｡ BKDのワクチンに関する研究は､PatersonSL虫･(1981)や

HcCarthy旦主Bi.(1984)の成功例の報告があるものの､ 発病を免れた魚か ら菌が除

去 されずに保菌魚になるなど間温点が多い.本病の発生 を飼料によって抑えると

い う試みも行われてお り.Paterson旦主Ai.(1981)紘, ビタミンAや鉄､ そ して亜

鉛 を飼料中に強化することによって本病の発病 を減少させ得ることを兄いだした｡

しか し, その後の追試によって十分な効果が期待されないことが報告されている

(sakaiBiai.,1987)｡ このように本病はきわめてコン トロールがむづか しく

サケ科魚難の難病の一つとされてお り､ さらに国際獣医事務局 (OIE)によって魚

見難疾病の中でも特に伝幡防止に努めなければな らない病気に指定されている.

BKDは､ わが国においては1973年に北海道のマスノスケ Oncorhynchus主星垣 二

止旦旦垣､ ヒメマス 919旦工垣､ カラフ トマス 91 gOrbuschaおよびヤマメ 91旦a=

旦旦里の幼魚に初めて発生が路め られた (木村 ･粟倉.1977)O その後本病は､ 北海

道のみな らず本州においても発生が見 られるようになり､ その被害が､ 拡大す る

傾 向にある(Ki爪uraandYoshimizu,1981)｡

近年､ ギンザケ養殖のシステムが確立され､1987年にはその生産量が 1万 5千

トンに遠 している｡ このシステムは､ まず北米か らギンザケ glkisutchの発脹

卵 を輸入 し､ 淡水でふ化させ､ 体重が150g前後になるまで飼育す る｡ その後 この

点 を海水に移 し､ さらに 10カ月間養殖 し､2-3Kgの大きさにしてか ら市場に出荷す

る｡ 前述のようにBKDは卯感染 をすることが知 られてお り､ アメリカ ･カナ ダか ら

旦･salmoninarumに汚染された卵が輸入され､ その卯か ら成長 した魚にBKDの発生

が見 られるようになった.さ らに海水移行時のス トレスによって大発生を引き起

こしやすい｡ そのために. 現在､ ギンザケ養殖における最も恐ろしい病気 と考 え

られている｡

BKDは､ 北米大陸か ら輸入された病気と考 えられているが､堅.salmoninarumは､

わが国在来のヤマメ､ イワナ Salvelinusユeucomaenis. アマゴ』 .nacrostomuS
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などにも病床性があることが知 られている｡ 現在すでに､ ヤマメ､ イワナ､ およ

びアマゴの養魚場において, BKDの被害が出始めてお り何 らかの防疫対策を行わな

い限 りますます拡大 してい くものと思われる｡ さ らにわが国最大のサケ ･マス資

源であるシロサケ ql軸 への影響も懸念 される｡ このようにBKDは､ ますます

流行する可能性があるにもかかわ らず, 有効な薬剤やワクチンがな く､ 防疫的処

置が本病を防 ぐ上で最も重要な手段であると考 えられる｡

本研究はこのような状況の下に始め られたもので､ まず現在までに報告された

BXDの診断法を比較 し､ どの方法が保菌魚の検出に最適であるかについて検討を行

った｡ そしてその方法を用いて養殖ギンザケおよびその他のサケ ･マス類の星.

salmoninarumの保菌状況を調査 した｡ さらに･ 海中ギンザケ養殖場の旦･ 吐

ninaru皿分布状態について調査 を行い､ シElサケ-のBKDの感染の可能性を考察 し

た｡ 最後に､ BKDの ワクチン開発の試みとして種々のワクチンをニ ジマスに投与 し

て免疫応答を調べ､ さらに攻撃実験によって防御能の有無を検討 したa
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第 1章 BKDの診断法の検討

一特に酵素抗体法を用いた ドットプロット法について-

BKt)の診断方法 としては､ 腎臓に形成された白点の有無 を調べ, さらにその腎臓

の グラム染色を行い鹿田菌の存在を確路することが一般的であるが､ そのような

白点を形成 しない場合も多 く､ グラム染色においても原 因菌 とメラニン穀粒 との

判別が困難な場合が多い｡ それに加 えて原因菌の分離は､ コロニー出現 まで2週

間以上 を必要とするため実用的ではない｡ そこで, 現在は本病の診断に抗旦.

salnoninarum血清を用いた血清学的手法が広 く利用され ている｡ 本病の診断に用

い られた最初の血清学的手法 は､ ゲル内沈降法である (Chen旦生ai,.1974)が､

その後､8ullock卓t旦呈.(1975)によって間接蛍光抗体法が用い られ､BKDの診断に

す ぐれた成果を示 した｡ しか し本法はー 高価な蛍光顕微鏡を用いるために小さな

研究室では行えないことや親祭に多 くの時間を必要とす るなどという問題点があ

る. そのためにKinuraandYoshinizu,(1981)は､Staphylococcusaureusの菌体

を用いた共同凝集反応法を開発 した｡ この方法は感染魚の腎臓の魚抽出液と抗体

感作菌体を混合 し菌体の凝集 を観察するという非常に簡単な手法であるために広

くわが塩の水産試験場などで用いられている｡ その後 ､ Cipriano旦呈出･

(1985a)は, 対向免疫電気泳動法を用いてBKDの診断を行い､ 感度の点で他の方悲

に勝ることを報告 している｡

近年､ 医学の分野で静索抗体法 (EIA)が病気の診断に用い られ感度および簡易

性の面か らす ぐれた成果を上 げている｡ 本章においては､EIAリー ダーなどの特殊

な装置を必要とせず しかも簡単に行 える静索抗体法として､ ニ トロセル ロースの

膜上でB･sal山Oninarum抗原に対する酵素抗体法を行 う ドッ トプロッ ト法を開発 し､

これをBKDの診断に試みたC ざ らに的述 した種々の血清学的手法 と比較 し､ ドッ ト

プ ロッ ト法の利点について考察を加 えた｡
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第 1節 ドッ トプロッ ト法を用いたBKDの診断方法の検討

材料および方法

1 使用菌株

Renibacteriu皿 Salmoninarum KU8504株を用いた8 この菌株は1985年に岩手県●● のギンザケ病魚よ り分離 し､ グラム染色および凝集反応 によ り旦･salmo･linarumで

あると確認 したoKDM･2培地 (Evelyn･1977)で･15℃で14日間培養 し, 以下の実

験 に供 した｡

●●

2 抗血清の作製

KDM-2培地で培養 した菌体を､ 白金耳で集め､ 滅菌生理食塩水 (PS) (0.85%

NaCl)に懲濁 した｡ これに全体量の0･3%になるようにホルマ リンを加え4oCで12時

間放置 し菌を不活化 した｡ その後菌体を生理食塩水 (ps)で3回遠心洗浄 し､ 最後

に570n刀で0･D･がl･0になるようにPSに懸濁させたC この菌液にF,eundの完全アジ

ュバン ト (ディフコ社)を等量加え十分に混合 し･ これ を0･2mlずつウサギ (3.5

xg)の背部に筋肉内接種を行った｡ さらに2週間後にブースター (追加免疫) とし

て･ ホルマ リン死菌を同量接種 した｡卜 3週間後に試採血を行い抗体価が1:4096

以上になったものについて･ 全採血を行った｡ 採血 した血液を､4℃に放置 して凝

固させた後･ 遠心分離 (2,000回転,15分間)によって血清を分散 した｡ これ らの

抗血清は､ 小分けして-80℃で保存 した｡

3 抗原の作製

RISalmoninarumKU8504をKDM-2培地にて15℃で14日間培養 し菌体をPSにて3回

遠心洗浄 した後､ 菌濃度をPSにて108cells′nlに説教 し･ これを涙液として10倍

9
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系列希釈を行った. さ らにこの希釈液0.5mlにニジマスの腎臓を0.5g加 え十分にガ

ラスホモジナイザーにてホモ ジナイズし､ これを20分間水浴中で100◆Cに加熟 した.

2,000回転で20分間遠心分離 し､ その上清を抗原抽出液として以後の実験に用いた｡

4 ドッ トプロッ ト法

4-1 直接法

抗虹 salmoninarumウサギ血清に､50%の飽和硫酸アンモニウムを加 えてγ-グロ

ブ リンを分画 した｡ この分画8mgに5mgの西洋ワサ ビペルオキシダーゼ(IIRP)(シグ

マ社)を過 ヨウ素酸法 (NakaneandKaWai,1974)にて結合させたC そ して未結

合のHRPを除去す るためにセファデ ックスG-100カラムクロマ トグラフィーにより

分画 して､HRPラベル γ-グロブ リンを集めたC これをタンパク質が10ng/nlにな

るようにロー リー法 (Loury吐 出.,1951)にて謝製 し､ -80℃で保有 した｡

ドッ トプロッ ト法は､ ミリポア社製のニ トElセル トース ･アセテー ト膜 (0.45

FLm)を用いて行った. この膜 を､Tらs(20mMトリスアミノメタン､500mMNaCI

pH7.5)に浸 した後､ 抗原液10〝1をプロッ トし､30分間20℃の湿潤箱内に静置 し

た｡ これに3%ゼラチンTBSを加 えてさらに30分間静置 した後､lSゼラチンTBSで80

倍 に希釈 したHRPラベル虹 salmoninarumウサギ γ-グロブ リンを各抗原の上に

5FLlずつプロットし､ 湿潤箱 内で30分間20℃で反応させ た. その後TBS,0.5i

Tveen80TBS,および TBSで5分間ずつ洗浄 した後DAB(ジーアミノベンチジン (

シグマ社)20mg,5抑2020.1ml/100TnlTBS)を加 えて発色させた｡

4-2 間接法

ニ トロセル ロース ･アセテー ト膜に抗原液をプロッ トし, 前述の方法でブロック

した｡ これに1%ゼラチンTBSで80倍に希釈 した抗-A.salJnOninarumウサギ血清

(1次抗体)を5/11プロットし､ 湿潤箱内で20℃30分間反応させた｡ その後､

TBS,0.5%Tween80TBS,お よびTBSで5分間ずつ洗浄 した. 次に1%ゼラチンTBSで

120倍に希釈 した西洋ワサ ビペルオキシダーゼでラベル した抗-ウサギIgG-ヤギ血

10



清 (2次抗体) (ミルズ社) を5plプElツ トし, 湿潤箱内で反応させた後 (20℃

30分間)前述の直接法と同じ方法で洗浄 した｡ そ してDABによって発色させた.

4-3 ペルオキシダーゼ抗ペルオキシダーゼ (PAP)紘

間接法の手順に従って1次抗体を加 えて湿潤箱内で抗原 と反応 させ､ 洗浄 した

後, 2次抗体として1%ゼラチンTBSで80倍に希釈 した抗 ウサギIgGヤギ血清 (2次

抗体)を5J11プロッ トし､ 湿潤箱内で反応 (20℃,30分間)させた｡ 前述の間接法

の場合 と同 じ方法で洗浄を行い､ その後､IiゼラチンTBSで100倍に希釈 した西洋●● ワサ ビペルオキシダーゼ抗ペルオキシダーゼ複合体 (ウサギIgG) (PAP) (ミル

ズ社)を5Jllプロットし､ 湿潤箱内で反応させ､ そ して洗浄を行った｡ 発色は､

前述と同様にDABで行った｡

pAP法の場合､ 2次抗体 とPAPとの反応のプロセスを繰 り返 し行 うことによって

さ らに感度が高 くなることが知 られている｡ 従って本実験においても2次抗体 と

pAPの反応のプロセスを繰 り返 して感度の増幅を図った｡

4-4 精巣の判定

これ らの静索抗体法においては. マクファーラン ドN05の漉度に懸濁 した旦二

salnoninaru皿 KU8504株か らの熱抽出抗原を陽性コン トロール とし, 同濃度の

AeromonassalmOnicidaTN-1K株か らの熱抽出抗原および牛血清アルブ ミン (

10mg)を陰性 コン トロール としてー 陽性 コン トロールが十分に発色 したと考 えら

れ た時点 (DABを加 えてか ら約30秒後)にサンプルの結果 を判定 した｡ 判定に時間

を必要とするときには､0.1Nのt12SOdを加 えて発色を停止 させた (図 1)｡●●

5 ドッ トプロット法の特異性

本法の!Lsalmoninarumに対する特異性を明かにするために以下のような細菌と

の交差性を調べた｡ Aerornonassa17nOnicidaATCC14174,A.salmonicidaKAH8501

Vibrio anguillarumPT24,EdwardsillatardaAJC8101,Pseudononas

fluorescens KPF8401,Streptococcussp.SG8004(p-hemolytc),Escherichia

｢
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~
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陽性 陰性

DotBJot法の結果

●●
図 1 ドッ トプ ロッ ト法の結果
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●●

S9iiK-1Z ｡ さ らに 旦･sal皿Oninarum間の抗原の統一性 を明かにするために､ 各

地か ら分離された B･sal皿Oninarunとも比載 した. それぞれの菌株の由来は､ 表

2に示 した｡ これ らの菌を･ マクファーラン ドⅣ05の漉度 でPSに腰濁 し､ 水浴中で

10分間加熱 した｡ これを4･000回転で20分間遠心 し, その上滑を抗原液とした｡ こ

れ らの抗原液の反応性を､ ドッ トプロット法の間接法を用いて検定 した｡

6 発色剤の比較

酵素抗体法では､ ペルオキシダーゼを検出するためにさまざまな発色剤が用い

られている｡ そこでこれ らの発色剤の うち下記の 5種概 について間接 ドッ トプロ

ッ ト法における優劣を検討 した｡

6-1 3･3ジアミノベンチジン (DAB)

3･3ジア ミノベンチジン (シグマ社)2mgをTBS(pH7.6)10mlに溶か し, メンブ

レンフィル ターで濃過後､5男H202を0.01ml加 えた｡

6-2 4-クロロー1-ナフ トール

4~クロロ11-ナフ トール (和光純薬)2mgにエ タノール0.2nlを加 えて溶か し, そ

れ にTBS(pH716)を加 えて10nlとし, 30分規#後､ 渡過 し､pH7.6に調製 し､ さ

らに5#H202を0.01山加えた｡

6-3 0-フェニ レンジアミン

0･1Hクエン酸4･86mlと0･2MNa2HPOd5.14mlを混合 して10mlとし､ これに｡-フェニ

レンジア ミン (シグマ社)2mgを加 え､ さらに5%H202を0.01nl加 えた｡

6-4 2.7-ジア ミノフルオ レン

2･7-ジア ミノフルオ レン (シグマ社)2mgを10mlのエ タノールに溶解 し､ これを

1ml取 り､5%ll202を2FLl加 え, さらにTBSを8.9ml加 えた｡

6-5 2･2'-アジノービス (3'-エチルベンゾチアゾリン-6一スルホン酸) (ABTS)

バイオーラッ ト社のキットを用いた｡2.2'-アジノービス (3,･エチルベンゾチアゾ

リン~6-スルホン酸)を含んでいる溶液 AとH202を含んでいる溶削 とを等量混合

13
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蓑2 本 研死 に用 い たBISalnoninarun菌株の由来

年 場 所 魚

●●

●●

KU8502

KU8503

KU8504

XU8805

KU8806

RB173

1985 岩 手 県 ギンザケ

1988

1978 オ レゴン州 (米国) マスノスケ

1A,



した｡

7 ホルマ リン固定サンプルか らの里.salmominarum抗原 の検出

北里大学水産学部水族病理学研究墓に保存 してあった､ 5年削 こBKDに感染 した

ギンザケのホルマ リン固定サ ンプル10尾 (平均体重60g)か らそれぞれ0.3gの腎臓

を摘出した｡ これに0･5mlのPBSを加 え､ ガラスホモジナイザーでホモジナイズし､

100oCで20分間水浴中で加熱す ることによって熱抽出サ ンプルを調製 し､ ドッ ト●● プロッ ト法を行ったo

次に ドッ トプロッ ト法にお けるホルマ リン固定の影響 について検討 した｡ 前述

の方法によって作製 したBISal爪Oninarun菌体10倍希釈系列にそれぞれホルマ リン

を0･3別こなるように加 えた. これを4℃で保存 し､ 2週間 ごとに一部を取 り出し熱

抽 出抗原を作製 し･ 感度の比朝を行った○ なお実験は､ ホルマ リン固産後130日日

まで行いコン トロールとしてホルマ リンを加 えていない菌体希釈系列を用いた｡

ドッ トプロッ ト法臥 すべて間接法を用い,DABで発色させた｡

●●

8 試料臓器間の比較

BKDの診断に ドッ トプロット法を用いる場合にどの戚紫が最もRiSalmoninarum

抗原を検出 しやすいかを調べた.BISal皿Oninaruがこ感染 したと考 えられる10尾の

淡水養殖ギンザケ (約60g)を用い､ 腎臥 肝臓､ 心鼠 腸管､ 筋肉 (主に背鰭の

部分)および肺臓 を取 り出し･2倍量のPBSを加 えてホモ ジナイズ し､ 前述の方法

で熟抽出サンプルを調製 した｡ 間接 ドットプロット法を用い､DABで発色させた｡

15
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結果

1 各 ドッ トプロッ ト法の感度の比較

直接法･ 間接法およびpAP法の!_1Salnoninarum抗原の検出感度を表 3 に示 したD

最 も検出感度が高かったの臥 増感処理 したPAP法と間接法で102cells/gの濃度ま

でのBISalmoninarum抗原を検出することが出来た｡ しか し直接法とPAP法も､

103cells/gの漉度までの抗原 を検出することが可能であ り､ これ らの方法も高い●● 感度を示 した｡

2 ドッ トプロッ ト法の特異性

ドッ トプロッ ト法を用いた酵素抗体法の特異性を蓑4 に示 した｡ 本研究で用い

たBISalmoninarum菌株はすべて腸性であ り､ その他の菌株は､ すべて陰性であ

った｡

●●

3 発色剤の感度の比較

DAB, 0-フェニ レンジアシンおよびABTSは､ 間接法にお いていずれ も102cells/

gの漉度の抗原量を検出することが可能であった｡ しか し､ ジア ミノフロレインで

は10dcells/g,41クロロー1-ナフ トールにおいては､106 cells/gの濃度までと感

度が低いことが分かった (表 5)｡

4 ホルマ リン固定サンプルか らのむ Salnoninarum抗原の検出

1983年のBKD感染魚か らの ドットプロッ ト法による抗原の検出結果を表 6 に示

した｡10サンプルの うちすべ てが ドッ トプロッ ト法によって陽性を示 した｡ この

ことか らホルマ リン固定魚に対 しても ドットプロッ ト法 を用いてBKDの診断が出来

ることが分った｡
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蓑3 各酵素抗体法の感度の比較

菌数 直接法

(cells/g)

●●

●●

間接法 PAP法

常法 増感法

107 +

106 +

105 +

10d +

103 +

102

10

+ + +

+ + +

十 十 +

+ + +

十 十 +

± +

コン トロール



表 4 ドッ トプロッ ト法によるBISalmoninarun抗原検出の特異性

抗-RISalnoninarumKU8504血清

R.salmoninarumKU8504

R.salmoninarumKU8502●●
旦ユSalmoninarumKU85O3

R.salmoninarumRB173

A.salmonicidaATCC14174

主上hydrophilaKAH8501

1L anguillarumPT24

旦上地 旦 AJC8101

● ● e-fluorescens8401

Streptococcus旦2ユSG8004

旦二⊆且と主K12



表 5 ドッ トプ ロッ ト法 に用 い られ る発色剤の比載

発色剤 感度 (cells/ml)

●●

DAB

0-フェニ レンジア ミン

ARTS

ジーア ミノプロ レイン

41クロロー1-ナフ トール



表61983年度のホルマリン固定ギンザケよりの
BISalmoninarun抗原の検出

ドットプロット法

● ●

● ●

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10



●●

●●

5 ホルマ リン固定サンプルにおける感度の比載

ホルマ リン固定 した菌液の抗原の保存性については､ 感度の低下が見 られ るも

のの､ ホルマ リン固定によって少な くとも130日後まで抗原が保持され ることが示

された｡ 一方､ ホルマ リン未処理の薗液においては､99日臼で陰性 となった (義

7)

6 ドッ トプロッ ト法に用い られる臓器の比載

淡水で養殖 されたギンザケの各臓串か らのRISaユmoninarun抗原の検出結果を

表 8 に示 した｡ 10局中BKDの病徴が見 られたのは2尾であった｡ それ らのサンプル

か らは､ 筋肉を除 くすべての臓器か らRiSalmoninarum抗原が検出された｡ 腎臓が

最 も高い検出率 を示 し･ 10サンプル中8サンプルが腸性であった. 次に心臓 と牌臓

の5サンプル, そ して肝臓の3サンプルが場性であった｡ 腸管か らと筋肉か らは､

BKDの病徴をもった魚か らのみ抗原が検出された｡

rI
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表 7 ホ ル マ リ ン 固 定 サ ン プ ル に お け る感 度 の 変 化

● ●

● ●

ホ ル マ リ ン 固 定 後 ホ ル マ リ ン 固 定 サ ン プ ル 4cc保 存 サ ン プ ル

の 日 数

0

1 5

3 1

4 4

5 8

9 9

1 3 0

(cells/ml)

N.D.* : 検 出 さ れ ず

(cells/ml)



蓑8 ドットプロット法を用いてのBISahOninarun抗原の各臓器からの検出

虹salmoninarum抗原の検出

サンプル 8KDの病徴 腎臓 心臓 肝臓 牌践 腸管 筋肉

｢
~

~

● ●

● ●

1 +

2

3

4

5

6 +

7

8

9

10

合計 2

+ 十 十 十 + +

+ + - + - _

+ - - + - _

十 一 一 _ _ _

+ + - + - _

十 十 + 一 十 +

+ 一･･ _ _ _ _

+ + + + _ _

8 5 3 5 2 2
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第 2節 各種BKD診断法の比較

材料お よび方法

1 間接蛍光抗体法

無蛍光スライ ドグラスに抗原液を10〝1スポ ッ トし､ 風乾後､ アセ トンで5分間

固定 した｡ これにPhysiologicalBufferSaline(pH7.2)(PBS)で80倍希釈 した抗

!L salⅢoninarumウサギ血清を10J11滴下 し､20℃､30分間湿潤箱中でインキュベ

ー 下した｡ これ をPBSで5分間ずつ3回洗浄 し､FITCでラベル した抗ウサギIgG･ヤ

ギ血清 (ベー リング社)10〝1を加 え20℃で30分間湿潤箱 中で反応 させた｡PBSで

3回洗浄後さ らに蒸留水で1回洗浄 し､ 風乾 した｡ その後, 蛍光疎微鏡 (オ リンパ

ス社)にて400倍で50視野観察 し, 菌体が5視野以上見 られたサンプルを陽性 とし

た｡

2 ゲル内沈降法

ゲル内沈降法はChen吐 ai.(1974)の方法によって行った｡旦.salmoninarum抗原

希釈液と抗AISalmOninarumウサギ血清 (原液)をそれぞれゲル坂 に設け られた

穴 に注いだ後,20℃で24-48時間､ 湿潤箱中でインキュペ- トし､ 沈降線の形成

がみ られたものを穆性 とした｡

3 対 向免疫電気泳動法

ベロナ-ル緩衝液 (パル ビツール1.84g/1,パル ビツール10.3g/1, pH8.4)に

溶か したlSアガロースを, ガラス板上に流 してゲル坂 を作製 した｡ そのゲル坂に

7･5mm間隔に直径3mmの穴を2カ所あけ､ 一方に旦エSalmoninarumの抗原液､ 他方に



●●

抗BISalmoninarumウサギ血清 (原液) を10IL1ずつ入れ､30nAで70分間泳動 させ､

沈 降線の形成が見 られ たもの を揚性 と した｡

4 ラテ ックス凝集反応

前節 で述べ た抗 -RiSalTnOninarun γ-グロブ リン分画 をグ リシン緩衝液 (グ リ

シ ン7.3g/1,NaCllOg/1,pH8.2) (GBS)で80倍希釈 し､ これ に0.81/川 の ラテ ッ

クス粒子 (ヂ イフコ社) (1A109 /ml)を等量加 え37℃ で2時間､ ゆ っ くりと洗拝

しなが らインキュペ- トした｡

この ラテ ックス粒子0.5tDlとRISalmoninaruTnの各抗原 液0.5mlをスライ ドグラス

上 で混合 し,20●Cで30分 か ら120分間, 湿潤箱 中でインキ ュペ- トし､ ラテ ックス

粒 子が凝集 しているもの を陽性 と した｡

5 共同挺集反応

Staphylococcusaureuscowanl型の菌株 を トリプ トソーイブイヨン (TS) (日

水 ) にて37℃ で2日間培養後､ 菌体 を遠心分能 し､ 分能菌体 を3臥 PBSにて5,000

回転15分間洗浄 した｡ その後,0.5%ホル マ リンPBS中で24時間､4℃ で不活化 し,

再 び遠心分離 によって菌体 を集めPBSで3回洗浄 した後､40%になるよ うにPBSに懸

濁 させ た｡ これ を1時間.80●Cに加熱 し､ 再度､ 遠心分離 によって集菌洗浄 し､P

BSで40%の漉度の菌体浮遊液 を作成 した. この菌体浮遊液1mlに, 抗虹 salmoni-

旦旦工旦些 ウサ ギ γ-グElプ リン液 (20倍希釈)3mlを混合 し､37℃ で3時間ゆっ くりと

● ● 規 拝 しなが らインキュペ- トした｡ これ を遠心分離後､0.5%の瀦度の菌体浮遊液

に禍熟 し､ 共 同凝集反応液 と した｡

共 同凝集反応 は､ ラテ ックス凝集反応 と同 じ方法 で行 った｡

6 各診 断法の感度の比や

努1節 に記述 した抗原の作製方法 を用 いて旦こSalmoninarun希釈液 を作製 した｡



●●

●●

これを用いて､ ドッ トプロッ ト法 (間接法)､ 蛍光抗体法 (間接法), ゲル内沈

降法､ 対向免疫電気泳動法､ ラテ ックス凝集反応および共同凝集反応の感度につ

いて比較 した｡

さらに淡水で養殖されていたギンザケを用い､ それぞれの診断方法を比較 した｡

BKDの発生 している養殖場か らギンザケ19尾を取 り上げ､ BKDの外部症状､ 内部症

状 を謝べ､ KDM-2培地とSKDH培地を用い腎臓か ら菌の分離 を行った｡ 次にスライ ド

グラスと無蛍光スライ ドグラスに腎臓のスタンプ標本を作製 した｡ スライ ドグラ

ススタンプ模本については､5%H202で脱メラニン処理を行った後, ハ ッカーの変

法 にてグラム染色を行った｡ 無蛍光スライ ドグラススタンプ積木については､ 蛍

光抗体法 (間接法)を行なった｡ グラム染色も蛍光抗体法も､ 倍率400倍で50視野

観無 し､BIiSalmOninarum菌体 と思われる菌体が見 られる場合には､ さ らに倍率を

1000倍にして観察 した｡ 検体の腎臓を注意深 く精出し､2-3倍量のPBSを加 え､ ホ

モ ジナイズをした｡10分間,100℃に加熟 した後､ 遠心分離 して上清を採 り､ ドッ

トプロット法 (PAP汰)､ ゲル内沈降法､ 対向免疫電気泳動法､ ラテ ックス凝集反

応および共同凝集反応に供試 した.

結 果

1 各診断法の感度の比較

それぞれの診断法の感度を表 9 に示 した｡ 最も感度が良かったのは､ ドッ トプ

ロッ ト法 で102cells/gの菌数の抗原を検出す ることが出来た｡ 次に感度が良か

ったのは, 間接蛍光抗体法であ り103cells/gであった｡ 凝集反応においては､ 共

同凝集反応が10dcells/g､ ラテ ックス凝集反応が107cells/gであった｡ 沈降反

応 は最も感度が藩 く､ ゲル内沈降法が10gcells/g､ 対向免疫電気泳動法において

26
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表 9 旦二Salmoninaru皿抗原 を検 出す るための各診断法の比較

診断法 感度 (cells/g)

● ●

●●

ゲル内沈降法

ラテ ックス凝集反応

対 向免疫電気泳動法共同凝集反応間接蛍光抗体法間接ドットプロット法

l

■

㌧↑



も 106cells/gであった｡

2 旦ヱSalnoninarum自然感染魚を用いての各診断方法の比載

19尾のギンザケの うち5尾にBKDの病鞍 (眼球突出､ 腎臓の白点など)が謎め ら

れ た｡AISalmOninarumの分織目ま､SXDM培地で､ 5サンプルか ら菌の分離ができた

が一匙 Salnoninarunが分散された魚の うちNo9以外のすべての魚で同時にKDM-2培

地 にA_iSalmOnicidaが発育 した｡ 腎臓組織のスタンプ標本のグラム染色において●● は･ 1サンプルを除いてすべてBKDの症状が見 られたもののみRISalmoninarumと考

え られる菌体が叔無された｡ 免疫学的診断法においては19サンプル申18サンプル

が陽性であった ドッ トプロッ ト法が最 も感度が高かった｡ 次に感度が高かったの

は間接蛍光抗体法および共同凝集反応で16サンプルが揚性であった｡ ラテ ックス

凝集反応 と対向免疫電気泳動の陽性サンプル数は13､ ゲル内沈降法において臥

わずかに2サンプルだけが陽性 であった (表 10)｡

●●
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表 10 里.salnoninaru皿自然感染魚に対する各診断法の比較

病徴 菌分敢 グラム染色 ゲル内沈降法 ラテックス凝集反応 共同凝集反応 対向免疫電気泳動法 間接蛍光抗体法 ドットプロツ
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第 3節 考察

ドッ トプロッ ト法は､ 医学の分野においてはELISA法とともに多 く用い られてい

るが､ 魚病学の分野においては, わずかにCipriano旦主由 .(1985b)が ビブ リオ病

とSakaiLtAi.(1986b)がせつそう病の診断に用いたのみである｡ 本法は, 蛍光抗

体法やELISA法における特殊な横者 (蛍光顕微鏡やELISAリー ダー)を必要 とせず,

さ らに高い感度を示す ことが知 られている｡8KDの診断においても本法は､102-

104cells/gという高い感度を示 した｡ 特に高い感度 を示 したのは､ 間接法とPAP

法 であった｡ しか しPAP法は_ 操作が複雑なために時間がかかるなどの欠点がある｡

そこで以後の実験は､ すべて間接法を用いることとした｡

次に､ ドッ トプロッ ト法における抗原の特異性について検討を加 えたが､ 今回

用いた魚病細菌や一般細菌の間には. まった く交差性が謬め られなかった｡ この

ことは本法が十分に野外にお いても使用が出来 ることを示 している｡ しか し､BI

salnoninarun抗原 と抗庶的に交差性をもつ細菌 (Austin,吐 il.,1983,青水 ら､

1987)も報告されてお り､ 実際に本法によるBKDの診断を行なう場合にはやは り注

意 しなければいけないであろう｡

今回用いた抗旦二SalnoninarunKU8501株ウサギ血清に対 して我が国またはアメ

リカ合衆国で分散されたBI Salmoninarum株は､ ドットプロット法において､ す

べ て醸性を示 した｡Getchell旦主Ai.(1985)は､ 各国か ら分離された旦ヱSalnoni-

旦旦工哩の血清型について検討を行い, すべての株が､ 熱安定性の分子量57Kdの共通

抗原を持つことを報告 している｡ 今回用いた ドッ トプロット法では､ 熟抽出抗原

を用いてお り､ この旦二SalmOninarum共通抗原を見逃す ことはないと考えられる｡

発色剤の選択は､ ドッ トプ ロット法においてきわめて重要である｡ 蓑 5 に示 し

たように発色剤によって感度に大きな差が播め られた｡ その うち4-クロロー

1-ナフ トール臥 本法において頻繁に用い られているが感度がきわめて劣ること
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が示された｡ す ぐれた感度を示 したのは､DAB､0-フェニ レンジア ミンおよび

ABTSであった｡ これ らは安定性においては､4-クロロー1-ナフ トールに劣 るものの､

す ぐれた感度を示 し､ さらにH2SO一で反応 を停止することが出来る｡ そこで以後の

実験にはDABまたはABTSを用いることとした｡

野外においてBmの診断が不可能な場合､ サンプルをホルマ リン等で固定す る必

要がある｡ 従ってホルマ リン固定サンプルか らもBKDの診断が出来ることが望まし

い｡ ホルマ リン固定サンプルか らのむ salnoninarum抗原の検出はすでにBullock

旦主ii.(1975)が蛍光抗体法を用いて行っている｡本研究において, ドッ トプロッ

ト法によって5年前の旦.salnoninarum感染魚か ら虹 salJnOninarum抗原 を検出す

ることが可倉巨であった｡ さらに今回､ サンプルをホルマ リン固定 した場合としな

い場合を比較 し､ ホルマ リン固定の方がはるかに塁上SalmoninaruEl抗原の保持に

す ぐれていることが示された｡

一般にBKDはー 腎臓に生 じる白点状病変の存在によって明 らかになることが多 く,

従って､ 腎臓が数々の診断に用いられてきた｡ 今回 ドッ トプロッ ト法によってど

の組織か らRISalmoninarum抗原 を検出しやすいかを検討 した結果においても､

腎臓か らのむLSalnoninarumの検出率が高 く､ 次に肺臓 と心臓であった｡ 一方､

筋 肉と腸管か ら検出された例はきわめて少な く､BKt)の病徴が見 られた魚のみであ

った｡ ゲル内沈降法は､BKDの血清学的診断法 として最初に用い られた方法である

が､ 感度が低 く､ さ らに時間が長 くかかるために, 実用性において劣 ると考 えら

れ る｡Cipriano旦旦旦主･(1985a)は､ その変法である対向免疫電気泳動法が間接蛍

光抗体法よ りも倭れた感度を示す と報告 しているが､ 本実験においてはその感度

が､ 106cells/gであ りー その他の診断法に比べて高 くはなかった｡ 同様な結果

は､ Pascho旦占旦呈･(1987)によっても報告されている｡ 次に凝集反応による診断

法であるが､ 今回､ ラテ ックス凝集反応 と共同凝集反応 を用いたが, これ らの方

法の特長はきわめて短時間に行 うことが出来 るもので, 特に共同凝集反応 は広 く

我が国で用い られている｡ ラテ ックス凝集反応 と共同凝集反応の感度は､ 今回の
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乗教では, それぞれ107cells/gと104cells/gであった. 共同凝集反応の感度がラ

テ ックス凝集反応のそれよ りも高かったのは､ それぞれの支持体の抗体の吸着性

(staphylococcus 旦旦工旦埠の菌体は､ ウサギの抗体 (IgG)を特異的に吸着するが

ラテ ックス粒子は非特異的に γ-グロブ リン分画を吸着す る)の差によると考 えら

れ る｡

蛍光抗体法は､BKDの診断に最も広 く用い られている方法である｡ 本法は､ きわ

めて高い感度 (103cells/g)を示すためにBKDの診断のみな らず保菌魚を検査する

ほ とんど唯一の方法であるとされている (Evelyn旦主旦主.,1981)｡ しか し蛍光顕

微鏡を必要とす ることや観索 に長い時間を必要とするという欠点も指摘 されてい

る｡

今回用いた方法で､ 最もす ぐれた感度を示 したのは､ ドットプロッ ト法 (102

cells/g)であった｡ さらに養殖ギンザケか らのBKDの検査においても最も高い検

出率 (18サンプル申17サンプル揚性)を示 した｡ これ らの結果より ドッ トプロッ

ト法は, 病魚の診断のみならず保菌魚の検出にも適用出来ることが明かとなった｡

このように ドッ トプロッ ト法は､ 特殊な装置を必要 とせず しかも俵れた感度を

示す ことか らBKDの診断にはきわめて有用な方法 と考えられる｡ しか しなが ら実際

に菌体を確認することがないために偽暢性反応が存在 した場合, これを見分ける

ことが出来ない｡ 従って本法は､BKD病魚の診断や保菌魚の検査において一次スク

リーニングとして用い､ 陽性になったサンプルについては､ さらにその他の方法

によって再確総することが必要である｡



努2章 ドットプロッ ト法による旦二Salmoninarum保菌魚の調査
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わが国におけるBKDの存在は.1973年に木村 ･粟倉(1977)によって最初に報告さ

れ るまで知 られてお らず､ 本病は, アメ リカまたはカナ ダか らの輸入卯によって

持 ち込まれたものと考えられている｡ しか し1973年の本病の発見以後.BKDは日本

各地において発生がみ られ るようになってきたd

近年, ギンザケ養殖は､ 三陸沿岸を中心 としてますます生産高を上げてお り,

1989年度には,1万6千 トンに達 している｡ ギンザケ養殖 は､ まずー 発眼卵をアメ

リカ ･カナ ダより輸入 し, それを淡水でふ化 させ､ そのまま約10カ月間飼育す る｡

そ して体重が150-200gに遺 したときに､ これ を海水に馴致 し, さらに10カ月間t

海水で飼育する｡ そ して体重が2-3Kgになったものを市場に出荷す る｡ このギン

ザケ養殖において最も執紫にBKDの発生が見 られるのは､ 淡水か ら海水に魚を馴致

した直後 と, その後､ 水温が上昇 して12-13℃に達 したときである｡ しか しなが

らギンザケ養殖において､ 現在BKDがどの くらい流行 しているかは調べ られていな

い｡ そこでギンザケ養殖におけるBXDの実態を把握するために､ ドッ トプロッ ト法

を用いてBKD病魚の診断と保菌魚の調査を行った｡

BKDは､ 病原菌に汚染された卯などによって輸入された伝染病と考 えられている

が, わが国の在来の魚に対 しても被害を与 えている｡ しか し､ どれ くらい本病が

在来魚に広がっているかは不明である｡ そこでヤマメ､ イワナなどの在来魚につ

いても保菌魚の鍋査を行った｡

旦･salmoninaruJnの病原性に関する実験的研究は_Sanders旦主旦土,(1978)によっ

て､ ギンザケ､ スチールヘ ッ ド gl出 塁､ ベニザケについて行われ､ また､

SnieszkoandGriffin(1955)によってカワマス､Ordaland巴arp(1956)によって

マスノスケについて行われている｡ しか し, 我が国在来の魚種に対す る病原性に

関する知見は乏 しい｡ そこで､ 特に重要 と考 えられるニ ジマス､ ヤマメ､ ギンザ
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第 1節 ドッ トプロ ッ ト法 を用 いたBISalJnOninarum保菌魚の調査

材料お よび方法

1 サ ンプ リング

各養魚場 か ら異常魚 (苑死魚､ 排水 口付近 で漂 ってい る魚､ 体色 が黒化 した魚

響 ) を中心 にサ ンプ リングを行った｡ しか しそのよ うな魚が見 当た らない場合 に

はー 正常魚か らサ ンプ リングを行 った｡ サ ンプルはできる限 り1養殖場 か ら20尾以

上 を取 るよ うに した｡

2 BKDの診 断お よび保菌魚の調査法

サ ンプル を研究壷 に持 ち帰 った後 に, 外部お よび内部 の異常 について調べ た｡

次 に､ 腎肢 を取 り出 し, 2-3倍圭のPBSを加 えて前章 で述べ た方法 によ り､ 熟抽 出

抗原 を作製 した｡ この熟抽 出抗原 を用 いて間接 ドッ トプ ロッ ト法 によ り 旦二S旦土二

moninarum抗原の検 出を試 た｡ また､ 一部 のサ ンプル につ いては間接蛍光抗体法

も合わせ て実施 した｡

3 ギンザ ケ

ギンザケのサ ンプ リングは, 淡水飼育､ 淡水か ら海水への馴致お よび海水飼育

の3つの時期 に分 けて行った｡

淡水飼育 ギンザケのサ ンプ リング法 は､ 前述 の とお りであ るが, 淡水 か ら海水

へ の馴致時のサ ンプ リングお よび海水飼育 ギンザケのサ ンプ リングは､ 魚体 が大

き く正常魚 の入手 が困難 なために主 に異常魚 に対 して行 った｡

淡水飼育 ギ ンザ ケは､ 1985年か ら1989年 にかけて岩手県､ 宮城県､ 栃木県の52

カ所か ら集 めた計 1532尾 を検 査対象 と した｡

淡水か ら海水馴致 時に集め たギンザ ケは､1986年か ら1989年 までで計 635尾 で

rp
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あった｡

海水飼育ギンザケのサンプル尾数は､ へい死魚 しかサンプ リング出来なかった

ために､1986年か ら1989年までで計 383尾 と少なかった｡ (蓑 11)

4 ヤマメ

ヤマメのサンプルは､ すべて淡水養殖中のもので1986年か ら1988年にかけて､

岩手県､ 宮城県､ 栃木県下の16カ所か ら計241尾を集めた｡

5 サクラマス

サクラマスに対する検査は､ 岩手県沿岸の3カ所よ り採捕された計73尾を用いて

行 なった｡ これ らの魚は. すべて天然魚 (平均体重2,2Xg)であ り, すべて外観上

異常が線め られなかった｡

6 イワナ

イワナは1986年 と1987年に岩手県 と福島県下の5カ所の養殖葛よ り計77尾を集め

た｡

7 ニジマス

1987年 と1988年に5カ所の養魚場よ り集め られた計46尾のニジマスについての

旦ユSalmoninaru皿検査を行った｡ これ らのニジマスには外観上､ まった くBKDの病

徴がみ られなかった｡

8 シロサケ

シロサケについては､ 放流前の稚魚 と川を潮上 してきた親魚を用いて検査を行

った｡稚魚については, 魚体が小さいために､ 全体をホモジナイズし, これか ら

熱抽出抗原を作製 した｡ サンプ リングは､1988年にはギンザケ養殖が行われてい
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~表 11 養殖ギンザケのサンプ リング
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表 12 その他のサケ科魚類のサンプ リング

魚種 飼育環境 年度 養殖場数

●●

●●

サ クラマス

イ ワナ 淡水

//

ニ ジマス 淡水

シロサケ 淡水

海水

マスノスケ 海水

ヒメマス 淡水

1985
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る湾 口の河川 で行 ったC さ らに1989年においては､ ギンザケ養殖が行われていな

い湾 口の河川 でもサンプ リングを行った｡

9 マスノスケお よび ヒメマス

マスノスケに対す る検査は､ 1987年 に淡水養殖 されていた2尾 について行った｡

一方. ヒメマスについては､ 1988年に福島県下で淡水 で養殖 され ていた5尾 を対象

と した｡ これ らの魚はいずれ も外観上､ まった く異常が認め られなかった｡

rr

I
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結果

1 淡水養殖ギンザケ

淡水で蓑相中のギンザケ (体重20g-100g)の1985年か ら1989年 までの旦ユ 蔓旦_二

1DIOninarumBKD感染率 を表 13-16に示 した｡47カ所か ら集めた1532尾の うち

Bf(Dの病徴が見 られた個体 は､ わずか8尾であ った｡ しか し､ ドッ トプ ロッ ト法に

よってBI Salnoninarum抗庶慢性 と判断された個体 は､ 264尾 に及び､ これは全体

の17.2%を示 した. 年次 ごとのRISalmoninarum抗原偽性率の比較は､ 各年 によっ

てサンプル個体数が大き く違 うために行わなかった｡ 14カ所の養殖場 については,

2年にわた り調査 を実施す ることができたが､ その うち2年連続でBKt)が放出された

の は､ Al, A15,A22,A23,A25,CB,NS,GK,SS,KS,EK,TKの12カ所 であった.

2年 目にBKDが検 出されなかったTI,YG,SKの3カ所では､ いずれ も2年 目に3週

間エ リスロコイシンの経 口投与が行われていた｡ 逆に初年度にR,salnoninarum抗

原 陽性魚が検 出されず2年 目に初めて検出され た養殖場 も存在 した (表 32)｡



表 13 1985および1986年度 にサンプ リングされた淡水養殖 ギンザケの

tlKDの出現 とR.salmoninarum抗原の保有状況

養魚場 年, 月 サ ンプル数 BKD感染魚数

病徴 ドッ トプロッ ト法

8

7

…

∧U

3

3

6

4
-

7

7

6

2

ハU

2

0

2

8

9

6

1

1

1

1

…

4

0

0

nU

0

0

0

nU

0

0

O

…

0

0

0

0

0

0

0

9

0

ハU

0

0

OO

5

7

1

8

0

5

0

7

3

5

9

5

nU

1

3

5

3

5

4
-

1

2

…

1

5

1

…

2

2

1

…

1

0

5

5

5

1.3

6

eU

9

9

9

0

7

7

1

0

1

0

1

1

1

1

1

1

1

1

1

85

86

〃

〃

〟

〟

〃

〃

〃

〃

〃

〝

〃

〃

〝

〃

〃

〃

〃

9

9

1

1

0

1

1

2

3

1

4

5

6

∩′

8

9

1

1

1

nU

S

I

K

G

ド

ln

A

･A

l八

▲n

A
.

.A

A

･A

ln

A

A

･A

ハL

MH

T

G

Y
▲

S

i

喜



rI

I
表 13 (続き)

BKD感染魚数

病徴 ドッ トプ ロッ ト法

サ ンプル数
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表 14 1987年度にサンプ リングされた淡水養殖ギンザケの

BXDの出現 とBISalmoninaru皿 抗原の保有状況
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表 14 (続き)

養魚場 月 サ ンプル数 病敬 ドッ トプ ロ ッ ト法
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蓑15 1988年 にサ ンプ リングされ た淡水養殖 ギンザケの

BKDの出現 と虹 salmoninarun抗原の保有状況

月 サ ンプル数 病 轍 ドッ トプロッ ト法
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表 16 1989年度に淡水において飼育されたギンザケのBKDの検査

養魚場 月 サンプル数 病徴 ドッ トプ ロッ ト法

●●

●●

5 0

10 0

2 0

17 0 11(64.7男)
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2 海水馴致ギンザケ

1986年か ら1989年までの4年間で､635尾の魚が検査され_ その うち160尾 (25.

1%)がBKD偽性 と判断された｡ ざらにBKDの病徴を示すサンプルも38尾 (5.9弟)荏

在 した｡ その うち1986年および1987年度のサ ンプルか らそれぞれ2カ所ずつ虹

salmoninarum抗原が検出されなかった養魚場があったが, いずれもサンプル数

(5尾以下)が少なかった｡ これ らの魚はいずれも馴致時の異常魚をサンプ リング

したのであるが､ その他の病原細菌は, lXNaClを加えた トリブ トソーヤ寒天培地

(日水)およびプ レイン ･ハー ト･インヒュ-ジョン寒天培地 (El水)による検

査 では分離されなかった (表 17-20)8

3 海水飼育ギンザケ

主にー へい死魚または異常魚を中心に集め られた海水養殖ギンザケ383尾の うち､

129尾がBKD偽性 を示 した (33.6%)､ そのうち病徴を示 した魚が､34尾 (9.3%)に

及んだ (表 21-24)｡

11カ所のうち10カ所のサンプルにRISalmoninaru皿抗原陽性の魚が見 られた｡ ま

た､ 抗原陽性率は､3-6月にサンプ リングした魚に高 くなる傾 向がみ られた｡ 2カ

所の養魚場で3カ年にわたってサンプ リングを行ったが, いずれの年にもかなりの

割合で抗原楊性魚が検出された｡

4 ヤマメ

養殖ヤマメか らの旦こSalmOninarum抗原陽性率を蓑25に示 した｡16カ所か ら集

め られた241尾の うちBXDの病鞍か ら見 られたものは10尾､ ドッ トプロッ ト法でBI

sal皿Oninarun抗原陽性 と判断されたものは52尾 (21.5好)であったo LかLBXmこ

感染 していた養殖場は､16カ所の うちの7カ所であ り_ ギンザケに比べ て少なかっ

た｡



表 17 1986年に馴致時にサンプ リングしたギンザケにおけるBXDの

出現とBISal皿Oninarum抗原の保有状況

養魚場 月 サンプル歎 病徴 蛍光抗体法 ドッ トプロッ ト法
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蓑 18 1987年 に馴致 時にサ ンプ リングしたギ ンザケにお けるBKDの

出現と旦⊥salmOninarum抗原 の保有状況

養 魚場 月 サ ンプル数 病徴 蛍光抗体 法 ドッ トプ ロ ッ ト法
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表 19 1988年度 に馴致 され たギンザ ケにお け るBKDの出現 と

B.iSal皿Oninarum抗原の保有状況

養 魚場 月 サ ンプル数 病教 ドッ トプロ ッ ト法

A25 10 9

A22 10-11 38

A15 11 16

合計
63 2 26(41.2%)
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表 20 1989年度 に馴致 されたギンザケにお けるBKDの 出現 と

RISalmoninarun抗原 の保 有状況

月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプロッ ト法
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表 21 1986年 に海水 で養殖 され たギンザケか らのBXDの出現 と

虹 salmoninarun抗原の保有状況

養殖場 月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプロッ ト法
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表 22 1987年 に海水 で養殖 され たギンザケか らのBKDの出現 と

R.salJnOninarum抗原の保有状況

養殖場 月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプロッ ト法

合計 18 4 6(33.3ガ)
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表 23 1988年に海水で養殖 されたギンザケか らのBKDの出現 と

BISalmoninarun抗原の保有状況

養殖場 月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプロッ ト法
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表 24 1989年に海水で養殖 きれたギンザケか らのBKDの出現 と

BISal皿OninaruT3抗原の保有状況

養殖場 月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプロッ ト法
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蓑25 養殖ヤマメか らのBKDの出現 とAISalnoninarum抗原の

保有状況

美魚場 年､ 月 サ ンプル数 病徴 蛍光抗体法 ドッ トプロッ ト法

●●
A60 1985, 5 35

A50 1986, 6 30

A51 1986, 7 21

1988, 4 3

A52 1986, 7 16

A56 1987, 4

A57 1987, 4

A12 1987, 4

A53 1987,10

A54 1987,10

A55 1987,10

A14 1987,10

A61 1987,10

A62 1987,10

A63 1987,10
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5 イワナ

6カ所か ら集め られた計77尾の葺舟イワナの うち4尾が ドッ トプロッ ト法でRi

salmoninarun抗原が傍性 と判断され (511%)､ そのうち1尾がBKDの病徴を示 した｡

しか し､RISalmoninarum抗原が検出された養魚場は､1カ所のみであった (義

26)｡

6 ニジマス ･マスノスケおよび ヒメマス

ニジマス臥 5カ所か ら計46尾が集め られたが､BKDの抗原陽性魚は､2尾のみで

あったC これ らの魚は､ いずれもBKDの病徴を示 していなかった.

今回用いたマスノスケおよび ヒメマスか らはBKDの抗原 は検出されなかった (義

26)｡

7 放流用のシロサケ

1988年 と1989年にわた り計70尾の放流用のシロサケのBKD感染を訪べたところ,

A.iSalmoninarun抗原はまった く検出されなかった (表 27)｡

8 天然水域において採挿されたシロサケおよびサクラマス

シロサケは･ ギンザケ養殖 を行っている湾か ら漸上 してきたものを川の下流で

サ ンプ リングした01988年度に20尾申4尾に､1989年度に100尾申 3尾にBKD抗原

陽性が見 られた (蓑 27). またギンザケ養殖が行われていない2つの湾で採捕さ

れ たシロサケにおいて112尾中 1尾がBKD抗原陽性であった｡

サクラマスにおいては･1987年度に2カ所か らの51尾申2尾､1988年度に1カ所か

らの22尾中9尾にRiSalmOninarum抗原が検出された｡ しか しこれ らの魚はBKDの病

徴 を示 していなかった (蓑28)｡



表 26 養殖 イワナ･ ニ ジマス､ マスノスケお よび ヒメマスか らの

BKDの出現 とBISalmoninarun抗原の保有状況

魚種 養魚葛 年､ 月 サ ンプル数

●●
イ対 A12 1986,6

A50 1986,6

A56 1987,4

A59 1987,6

A14 1987,ll

A60 1987,ll

こシ…マス A12 1987,6

A59 1987,6

A16 1987,10
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1̂7 1988,日
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ヒメマス A59 1987,6
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蓑27 放流お よび湖上 シロサケにお けるBKDの検査

場 所 年､ 月 サ ンプル数 病徴 ドッ トプ ロ ッ ト法

●●

●●

コス…チ(稚魚) 1988,4 10 0

ウラハマがワ(稚魚) 1989,5 60 0

(湖上魚) 1988,11 20 0

(H) 1989,11 100 0

サカリ (〟) 1988,12 12 0

ツがルイシ (〟) 1989,12 104 0

70 0

232 0
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蓑 28 岩手県沿岸 よ り採捕 され たサ クラマスにお けるBKDの検査

場 所 年, 月 サ ンプル数 病敬 ドッ トプ ロッ ト法

●●

●●

宮古定置網 1987,4 4

三 陸走置約 1987,5

〟 1988,10

〝 1988,11 1
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第 2節 各魚種の旦二Salmoninarumに対する感受性

材料および方法

1 使用菌株および攻撃菌の調製

感染実験には, すべて旦二SalmoninarunKU8504株を用 いた. KDM-2培地にて15'

Cで14-16日間培養 し､ 可視大のコロニー形成後､3日目の菌を実験に使用 したC

白金耳で集めた菌をPSに懸濁 した後､ 薗液の一部を採ってメチ レンブルー染色を

行い､ 血球算定盤で菌の濃度 を測定 し､ 原液にPSを加 え菌濃度を109cells/mlに訴

製 した｡

2 実験魚

2-1 ギンザケ

ギンザケは､ 実験時までBKDの発生 していない養魚場か ら入手 した｡ さらにその

中の10尾について ドットプロット法によってBKDが陰性であることを確縁 した｡ 乗

験魚の平均体重は6gであった｡ 実験魚は､ 北里大学内の水槽に収容 し12●Cで10日

間飼育 した後､ 感染実験に供 した｡ 感染実験区は､2区設 け､1実験区あた りの尾

数 を22-25尾 とした｡ 1尾当 りの接種商量は､ 2.0AlOTあるいは2.0xlOBcells

であった｡

2-2 シロサケ

シロサケは_ 岩手県下のふ化場より入手 した｡ 北里大学内の水槽にて平均体重

5gになるまで飼育後､ 感染実験区は2区設け､1区当 り40尾ずつとした｡1尾当 り接

種量は､5.7XIO7および5.7XIOOcellsであった｡

2-3 ニジマス



ニジマス (平均体重20g)は･ 岩手県内水面指導所よ り入手 し､ 10日臥 12℃で

北里大学内の水槽にて飼育 した｡ 感染実験区は2区削 ナ1区当 り18120尾 とし､ 1尾

につき4･8日 07 および418X10台cells/fishの接種量 で感染実験を行った｡

2-4 ヤマメ

岩手県下のBKDが発生 していない養殖場か ら平均体重4･2gのヤマメを入手 した｡

ギンザケの場合と同じように同じ群のヤマメ10尾を ドッ トプロッ ト法を用いて●● BKD抗原陰性であることを認めた｡ この魚を15日間12●Cで飼育 したQ 感染乗験区を

2区設け1区当 り60-65尾 とし､ 1尾につき1･2日 07 および1･2X108 cells/fish

の接種量で感鞄美顔を行った｡

●●

2-5 イワナ

イワナ (平均体重15g)も着手県下の養魚場か ら入手後､ ギンザケ､ ヤマメと同

様 にBKDの検査を行い抗原陰性 であることを確認 した｡ 感染実験区を､ 2区 (1区当

り25尾)設け､ 1･2xl07と1･2A108 cells′fishの接種量で感染実験を行った｡

2-6 アユ

アユ (平均体重20g)は､ 岩手県下の養魚場か ら入手 し､ 20日間12･Cで飼育後､

1･2日 OTcells/fishの接種圭で21尾を用いて､ 感染実験を行った｡

2-7 コイ

岩手県内水面試験場より入手 した平均体重15gのコイを用いた｡ 12℃で10日間飼

育 した後･4･8日 07および4･8日 08cclls′fish(1区当 り19尾)の接種量で感染

実験 を行った｡



●●

●●

3 感染実験

感染実験は､ すべて腹腔内注射法で行った｡ それぞれの濃度に調製 した菌液を

予めMS-222で麻酔 し､ 魚に1尾 当り0.1mlずつ (ギンザケ､ ヤマメおよびシロサケ

については0.05ml)注射 した｡ 対照として各魚種10-20尾か らなるPS注射区を設

けた｡ 魚は感艶後水温12℃ で飼育 し､50日間観察 した｡

発死魚については､BKDの病轍を調べた後､ 腎臓のスタンプ模本を作製 し､ 前述

の方法でグラム染色を行ったO さらに､ 腎臓の熟抽出液を作製 し､ ドッ トプロッ

ト法によ りBISalmoninarum抗原を検査 し､ 実験終了後､ 生存魚については､BKD

の病徴の有無を調べ､ さらに腎臓のスタンプ標本 を作製 し､ グラム染色 と間接蛍

光抗体法を行った｡ また, 腎臓熱抽出液を作製 し ドッ トプロット法を行った｡

結果

1 ギンザケ

2.0×10ecells/fishのRISalJnOninarumを腹腔内注射 したギンザケは､ 試験開始

後11日目か ら光死が始まり.16-18日日に弗死の ピークを迎えた｡ そ して35日目ま

でに24尾中21尾の免死が観察 された｡ 一方､2.0×107cells/fishの攻撃区におい

ても35日目までに25尾中18尾の光死が見 られた｡ これ らすべての曳死魚の腎臓塗

抹スタンプ模本か らグラム染色によってRISalmoninarum菌体が確認 された｡ ま

た､ すべての生存魚の腎臓塗兼スタンプ標本か ら蛍光抗体法によってBISalmoni

吐旦riLg菌体が言忍め られた｡

｢
1

.~

一
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10 20 30 40 50(日)

注射後の日数

図 2 8,saユnoninarumを2.O,H Oさcclls/fish(●)および2･OJH qTcells/Fish(○ )腹腔内

注射したギンザケの生残率
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2 シロサケ

5.7×108cells/fish区においてシロサケは､ 実験感染後ー7日目か ら免死が始

ま り､ll-12El目に ピークを迎えたo そ して18日後にはすべての魚が兜死 した.

一方ー5.7×107cells/fish区においても,11日目か ら尭死が始まり､15日目にピ

ー クを示 した｡ そ して20日目には,40尾申39尾が苑死 した｡ しか し､それ以降50

日目の実験終了まで弟死は見 られなかった｡108cells/fish攻撃区においては40尾

の光死魚申5尾,107区においては､39尾申10尾にBKDの症状が見 られた｡107およ

び108cells/fish攻撃区苑死魚の腎臓スタンプ標本のグラム染色においてRl室止二

moninarum と考 えられる菌体がすべてのサンプルにおいて確認され､ さらに腎臓

を用いて ドットプロッ トを行 ったところ､ すべて陽性であった｡1尾の生存魚にお

いては. グラム染色で菌の存在は確認できなかったが, その蛍光抗体法 と ドッ ト

プロッ ト法においては陽性であった (図3)0

3 ニジマス

4.8×108cells/fish区の托死は､ 攻撃後18日目に始ま り､27-30日目にかけて

発死の ピークがみ られた｡ この区における弗死魚は,40日目までで18尾中17尾 (

94.4%)であった｡4.8×107cells/fish区においては､4日間に3尾の先死 しか憩め

られなかった｡ 両方の区の兜死魚の腎臓塗抹模本のグラム染色においてグラム陽

性菌がすべてのサンプルにお いて確認され､ 腎臓の熱抽 出物か らドッ トプロッ ト

法において旦ヱSal皿Oninarum抗原の存在が路め られた｡ さ らに生存魚においても､

グラム染色ではRISalmoninarum菌体の存在が認め られなかったが､ 蛍光抗体法お

よび ドットプロット法においは､ すべてBISalnoninarum抗原陽性を示 した (

図4)｡

4 ヤマメ
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ヤマメについては､ それぞれ1.2×108 と1.2×107cells/fishの濃度で感染実

験 を行った｡1.2×108cells/fish注射区にお いては35日目までに65尾申59尾の魚

が発死 した (91%)｡ 蒐死の ピークは､15-18日目にかけて見 られたo 一方､ 1.2

xlO6cells/fish区においては､60尾申32属の乃死 (53%)が見 られたが, 兜死の

ピークは認め られず､ だらだ らと光死が続いた｡ グラム染色および ドッ トプロッ

ト法によって両区のすべての免死魚にRISalnoninarunの存在が確致された｡ ま

た､ すべての生存魚についても､ 蛍光抗体法および ドッ トプロット法によって同

4 ● じくRISalmoninarumの存在が確詠された (図 5)0

5 イワナ

イワナについては､ 1.2XIO8 cells/fish接種区と1.2X107 cells/fish接種

区にそれぞれ20尾(80%)と4尾 (16%)の尭死が見 られた｡ そ してすべての生存魚か ら

旦ユSalnOninarum抗原が検出された (図 6)｡

●●

6 アユ

1.2×107cells/fishの菌量 で攻撃 したアユの九死尾数の日変化を図7 に示 し

た｡7日目か ら弗死が始まり20日目までにすべての魚が舞死 した｡ これ ら舞死魚

21尾中 5尾の魚がBKDの病徴を示 した｡ なお､ グラム染色､ ドッ トプロット法によ

ってすべての光死魚 でBISalmoninarumの存在が紘め られ た (図 7)｡

7 コイ

4.8×108 および 4.8×107 cells/fishの菌量で攻撃 したコイには､50日間1尾

の弗死もみ られなかった｡50日目に生存魚の腎臓の組織塗抹模本を作 りグラム染

色 を施 し枚銑 したが､ RI Salmoninarumの存在は絡め られなかった｡ しか し蛍光

抗体法と ドッ トプロッ ト法によって､108区で8尾､107区で9尾の魚についてAi

salnoninarumの存在が確認できた.

｢1
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表 29 旦こSalmonlnaru皿に対するギンザケ､シロザケ､ニジマス.
ヤマメ､イワナ､アユおよびコイの感受性試験のまとめ

魚種 (体重) 攻撃菌数 尾数 幾死尾数 (党死率) 生存魚 (陽性数)
(cells/fish) グラム染色 lFATl)

ギンザケ(30g) 2.0×10巧
2.0×10【

シロザケ(5g) 5.7×108
5.7×107

ニジマス(呈og) 4.8×108
4.8×107

ヤマメ(4.2g) 1.2x10S
l.2×10~

イワナ(15g) 1.2×108
1.2×107

アユ(20g) 1.2×107

コイ(15g) 4.8×108
4.8×107
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第 3節 考察

本章に述べた調査では総計2550尾の養殖ギンザケに対 してBKDの検査を行った｡

その結果, 淡水養殖期のギンザケのRiSalmollinarum抗原陽性率は17.2%. 淡水か

ら海水-の馴致時のギンザケの陽性率は25.1%､ また海水養殖期のそれは,33.6%

と成長にともなってRISaluoninarumの感染率が増大 していることが示唆された (

裏 30)｡ 養殖ギンザケのRISalmoninarum感染を調べるには､ 淡水養殖期か ら海

4 ● 水養殖期まで同 じグループについて追跡調査するのが望 ましい｡ しか し- これは

海水養殖業者が､ 複数の淡水養殖業者か ら購入 したギンザケ稚魚 をlつのいけすの

●●

中に混ぜ合わせるため､ 実施 出来なかった｡ しか し､ い くつかのグループについ

ては､ 淡水養殖期か ら馴致時にかけてのBKDの出現率の変化が調べることができた｡

その結果は表 31のとお りであった｡1986年度､Al養魚場においては､5月のサン

プ リング時にはまった くRl!almoninarum陽性魚が検出されなかったが､8月は50

尾申6尾のBISalnoninarun陽性魚が見 られ､ そ して馴致時には､215尾申46尾 と増

加 し､ さ らに7尾の魚に病徴が見 られた｡ 同様なことが､ 他の養魚場においても認

め られた. これ らのことは､ 淡水養殖期に旦二Salnoninarunの水平感染が進行 して

いることを示 していると思われる｡

淡水養殖場における2年間のRISalnoninaI･umの疫学調査の結果をまとめると表

32の通 りであったO 毎年11月頃にはすべての魚を出荷す るので､ 前年度の旦エ

salmoninarum感染魚が残ってないにもかかわ らず,2年連続でBISalmoninaruE個

性魚が検出される養殖場が多かった｡ 現在､ ギンザケ卯の輔人に際 しては旦二

salnoninaruJnによる汚染の有無がチェックされ汚染卵は輸入されない防疫 システ

ムが確立 し, 以前に比べてRISalmoninarunによる汚染卵の輸入は少な くなってき

たと舌われているo Lか しこのようにBKD感染魚の減少す る傾 向が見 られず､ 新 し

い卵を入手 してもBKDが発生す ることか ら､ ギンザケ卵の旦⊥salmoninarumのチェ

ックが不十分であるか_ あるいはすでにそれ らの養魚場が旦二Salnoninarumによっ



裏 30 養殖 ギンザケにお けるBKDの出現率

飼育環境 年度 養殖場数 尾数 病徴 陽性数 と陽性率 (東)

●●
5

6

7

cc

9

eO

CC

8

8

8

nJ

9

9

9

9

1

1

1

1

1

7

4

9

8

cc

6

9

2

8

5

9

1

6

5

ll(16.9)

ll(64.7)

532 8 264(17.2)

80(24.9)

22(21.5)

26(41.2)

32(21.4)

635 38 160(25.1)

5

1

5

11へU

l

1

40(74.0)

6(33.3)

64(41.0)

19(12.2)

383 34 129(33.6)

2550 80 553(21.6)



蓑 31 淡水養殖期か ら馴致時にお け るBKDの出現 と陽性数の変化

年度 養魚場 月 サ ンプル数 病敢 陽性歎

●●

●●

1986 Al (淡) 5 30

′′ (淡) 8 50

〝 (訓) 10 215

1988 A15 (淡) 4 26

〝 (馴) 11 16

1989 A15 (咲) 8 5

′/ (馴) 11 20

0 o

O 6

7 46

2 9

0 7

0 4

0 7



表 32 淡水 ギンザ ケ蓑殖- お けるBKDの変遷 (馴致時も含む)

養魚葛 年､ 月

●●

●●

Al 1985,10

1986,5

1986,8

A6 1986,10

1987,ll

A23 1986,10

1987,ll

A25 1986,10

1987,10-ll

1988,10

1989,ll

C8 1986,ll

1987,10

NS 1986,10

1987,10

GK 1986,10

1987,10

SS 1986,10

サ ンプル数 BKDの病微 傷性数

9

0

0

1

3

5

3

5

0

7

1

4

9

0

7

1

3

～

9

3

1

-

2

-

-

3

1

1

5

3

2

1987,9 30

XS 1986,10 15

1987,10 31

4

0

0

0

0

-

0

0

0

1

6

0

0

0

0

o

o

o

o

o

o

8

0

6

0

0

-

6

0

5

5

-

-

1

0

4

8

1

-

5

1

1

1

1



表 32 続き

養 魚場 年､ 月 サンプル数 数性楊敬病のDyna

●●

●●

EK l986,10 25

1987,10 30

TI 1986,11 25

1987,10 30

YG 1986,11 25

1987,10 26

SK 1986,11 10

1987,10 20

SW 1986,11 1

1987,10 27

CH 1986,10 1

1987,10 30

TK 1986IIO 1

1987,川 30

A22 1987,11 22

1988,10-11 38

1989,10 39

26

0

o

o

o

o

o

o

0

o

o

o

o

o

o

5

1

8

2

0

0

0

0

5

3

6

0

9

-

6

0

0

0

0

1

1

1

0

-

0
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て汚染きれていたと考 えられる｡ 今臥 調査を行った養魚場の うち2年 目に虹

salmOninarumBXD抗原陽性魚が検出されなかったものが3カ所あった｡ これ らの養

魚場の2年 目の魚にもRISalmoninarum感染魚はいたと思われるが, 調査以前に水

産試験場の指導によ り3週間エ リスロマイシン投与が行なわれたため旦二 Salmoni一

旦旦工坦感染魚の把握ができなかった.BKDに対す るエ リスロマイシンの治療効果は

GronanandKlontz(1983)がマスノスケ､Austin(1985)がニジマスtSakai吐

ii.(1986)がサクラマスでそれぞれ発病率が減少 した報告 している｡ しか し､ エ リ

スロマイシン投与を行った養魚場においても､虹 salmoninarun抗原陽性魚が見 ら

れ る所もあ り, エ リスロマイシンの本病における防疫効果は､ 十分ではないよう

である｡

FryerandSanders(1981)は､ マスノスケを淡水環境か ら海水環境に移動 させた

ときにBKDによって大量輿死を招 くことを報告 している. 今回の調査において､海

水養殖ギンザケで最も高い虹 salnoninarumの出現率を示 したC!L salmoninarum

は海水中で水平感染はせず(Bruno,1989)海水に魚を移 したときのス トレスによっ

て発病が促進されると考 えられているが､ 今回の調査結果では､ 淡水時に くらべ

て旦二Salmoninaru皿抗原陽性率が著 しく高いことか ら水平感染の可能性 も否定する

ことができないと思われる｡

ギンザケ以外の養殖魚にお いては, ヤマメお よびイワナにBKDの病徴を示す魚が

み られた｡ ヤマメにおいては､16カ所中7カ所か ら旦二Salmoninarum抗原揚性魚が

兄いだされたが. うち4カ所の魚か ら病徴が見 られた｡ これ らのRISalnoninarum

暢性魚の兄いだされた7つの養魚場のうち､6カ所ではその周囲や上流でギンザケ

養殖が行われていたo このことか らそれ ら6カ所のヤマメのBKDは､ ギンザケが感

染源 となっていたと考えられ る｡ 旦二Salnoninarun抗原陽性のイワナが検出され

たのは､6カ所申1カ所のみであった｡ この1カ所は､ 同 じ場所でヤマメも養殖 して

お りそのヤマメか らも旦エSalnoninaru瓜抗原が兄いだされ た｡ ニジマスについて

も1カ所で虹 salnoninaruJn揚怪魚が検出されたが､ その養殖場は､ ギンザケも同



衷33 その他のサケ科魚類におけるBKt)の出現率

魚種 年度 養殖場数 サンプル数 病微 傷性数 と脇性率
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時に養殖 してお りギンザケか らの感染が考 えられた｡Hitcham里長旦主.(1979)は､

アメ リカのワイオ ミング州のふか場で飼育されているカワマス､ ブラウン トラウ

トおよびニジマスが野生のカ ワマスが保菌魚となってBISalnoninarumに感染する

ことを報告 している｡ しか し今回調べたヤマメ､ イワナ､ ニジマスのB.iSalno-

ninarum陽性魚は､ いずれも養殖ギンザケか らと考 えられ､ 今のところ淡水におい

て野生魚か らこれ らの魚種へのBKDの伝染の可能性はないようである｡

岩手県沿岸で捕獲された73尾のサクラマスの うち､BISalmoninarun抗原揚性魚

r ● が15純 も及んだ｡ 近年･ 岩手県下でサクラマス栄藤の拡大のためにその稚魚の放

流が盛んに行われている｡ これ らのサクラマスの旦ユSalmoninarum感染の経路は評

かではないが, 淡水養殖期にギンザケ稚魚か ら感染 したか､ あるいは海中で海水

墓苑ギンザケか ら感染 したかのいずれかと考え られるであろう. 次にシロサケで

あ るが､ 放流前の稚魚にはBISalnoni11arum感染魚は見れ なかった｡ しか し海水ギ

ンザケ養殖が行われている湾に潮上 してきたシロサケではその 5.8%がBl旦旦土

moninarum抗原陽性であった｡ ギンザケ養殖が行われていない場所か らの湖上シロ

サケにも旦エSalmOninarum感染魚が見 られたが､ その割合は､ 比較的少なかった

(0･82;)｡ Banner旦主旦i,i(1986)は太平洋で採挿されたマスノスケ､ シロサケー

ベニザケおよびスチールヘ ッ ドが､2･4%-11･0%の割合でRISalmoninarum抗原を

保持 していたことを報告 している｡ 今回採捕 したサクラマス, シロサケにおいて

●●も同じような割合でRISalmoninarum抗原が検出された｡ これ らの魚のBKDの感染

経路は定かではないが､ シロサケの場合淡水生活期がきわめて短 く旦⊥salnoni-

旦旦工旦些感染魚と接触する可能性が少ないことか ら海水中での感染の可能性が高いと

推測される｡

本研究において実施 したギンザケ, シロサケ､ ヤマメ､ イワナ､ ニジマス､ ア

ユおよびコイのBKDに対する感受性に関する美顔は､ それぞれの魚の成長段帽に多

少の違いがあるために (5g-20g)､ 単純には感受性の比較が出来ないが､108

cellsの旦ヱSalmoninaruJnを注射 したコイは1尾の曳死も見 られなかったことか ら



表 34 自然界より採捕 され たシロサケ･ サ クラマスのBKD陽性率

魚種 年度 場所 サ ンプル数 病微 陽性

り ラマス 1987 2 51

1988 1 22



感受性が殆 どないと考 えられ る｡ ニジマスは､ サケ科魚類において最も兵死が低

かった｡ このことは､ わが国においてニジマスのBKDの発生がみ られないこととも

関係 しているかもしれない｡ ヤマメ, イワナおよびギンザケは､ ほとんど同 じよ

うな死亡率を示 した｡ これ らの魚にではニジマスの場合 と異な り旦二Salmonina-

iBB感染魚の存在が養魚場で確路されている｡ 今回の実験 ではシE3サケが､ 最も高

い死亡率を示 し､ さ らに-い死にいたる時間も一番短かった｡ シロサケの昼_i蔓旦二

1moninarunに対する感受性について吉水 ら (未発表)もサ クラマスよ り著 しく感

r ● 受任が高いことを報告 している｡ サケ科鯛 のRISalnoninarunの感受性について

sanders旦主旦呈.(1978)はベニザケが最も感受性が高 く, つぎにギンザケそ してス

チールヘ ッ ドが最も感受性が低いと報告 している｡ 本実験においてベニザケを用

いることが出来なかったが. その他の魚種についてはSandersetal.(1978)の結

果 と一致 している｡ しか し､ コイを除いてその他の魚の生存魚のほとんどか ら旦二

salnoninarum抗原が検出された｡ 従ってこれ らの魚は保菌魚 となる可能性が高い

と思われる｡

アユは､ 西 日本において広 く養殖 されてお りきわめて水産上重要な魚種である

が､Rlsalmoninaru瓜に対 し高 い感受性を示 した｡ これまでアユのBKDについては

報告されていない｡ きわめて高い感受性があ りなが らアユにBKt)の流行が謎め られ

ない理 由として, アユの生息水温がBKDの発生する水温度 よ り高いこと､ ギンザケ

と同じ場所で養殖されることが少ないなどが考 えられる｡ しか し今後t ギンザケ

養殖が拡大するにつれ､ アユにもBKDの流行の可能性が考 えられ十分に注意する必●●
要があろう｡
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第 3章 海水養殖ギンザケのBKD

前章において養殖ギンザケを中心 として8KDの疫学的調査 を行い､ BKDの感染率

が淡水養殖期 (17･2好)か ら海水馴致期 (23湖 )､ そ して海水養殖細 (33.6%)へ

と拡大す る傾 向を認めた｡ また天然の シロザケおよびサ クラマスにもBl旦旦主旦虹

ninarum腸性魚の存在することを確路 した〇 本病は淡水飼育 されているサケ科魚類

の間で水平感染することが知 られているが､ ..15水中にお いては十分に調べ られて

いない｡ 海水養殖ギンザケに発生 したBKDの病理組織学的研究 (早川 ら､ 1989)や

海水のサケ ･マス轍のBKD感染 を調べた研究 (Barlner旦呈出･,1983)か らRIS旦二

1moninarunBKDの水平感染が･ 海水でも起 こりうることが示唆されているのみであ

る｡

そこで本章において海水中でのむ sal｡oninaI･umの水平感染が起 こりうるかどう

かを謝べるために､ まずBI Sal皿Oninarunの海水中での生存性を検討 した｡ 次に

養殖場周囲に集 まって くる海産魚を採捕 してBI Sahoninarum抗原の有無を訪べたB

最後に､ 美原に海中ギンザケ養殖場か らBI Salmoninarumが放出されているかを調

べ るために･ ホタテガイPatinopecteQyeSOenSisを入れ たカゴを海中ギンザケ養

殖網生黄の周囲につるし･BI Salnoninarumのホタテガイへの感染を調べた｡



● ●

●●

第 1節 海水 ギ ンザ ケ養殖場 にお けるAlsall30ninarunの分布

材料お よび方法

1 海水 中にお けるRISalmoninarumの生存性

北里大学水産学部 内の飼育水槽 よ り採取 した海水お よび淡水 (河川水) を孔径

0･45jLnの フ ィル ターでろ過滅菌 を した｡ これ に旦二Salmoninarum KU8504株 を加

え､ 前述 の方法 で108cells/nlの濃度 に調製 し､15℃ で保存 した｡ 保存後､ 1,3,

5,10,15,20,30お よび40日目に各試水 中にお けるAISalmoninarumの生存性 を調べ

た｡ 菌液 を滅菌PSにて10~tか ら1016 まで段階希釈 し､ それ ぞれ5FLlずつSKDM寒

天 平板培地上 に清下 した｡15℃ で14日か ら18日間培養 しコロニーを形成 したもの

を生存性 あ りと判定 した｡

2 海水 ギンザ ケ養殖場周囲の海産魚 か らのむ Salmoninarum抗原 の検 出

ギンザケ養魚場の桐生筆の周囲 に集 まる魚 を釣 りによって採挿 しBKDの病徴 を訴

べ､ さ らに腎臓組織の ス タンプ模本 について抗RISalmoninarunKU8504ウサギ血

清 を用 いて蛍光抗体法 によ り卓二Salnoninarun抗原 を検査 した｡ また腎臓 の熟抽 出

試料 を作製 し､ ドッ トプ ロ ッ ト法 (間接法) でALSalmoninarum抗原 の有無 を調

べ た｡

1986年 に､3,5,7月の3臥 Blギンザケ養魚場 の網生業付近か らチカ HypoEleSuS

pretiosus (平均5g)61尾お よび スケ トウ ダラ Tbcram charco… a(平均3g)

10尾 を採捕 した｡ また､1989年 は､6月にB6ギ ンザケ養魚場の桐生箕付近 か らアイ

ナ メHeW 川川10SgLAbii(平 均15g)12尾､ ニ ジカジカ AIcichthysalcicornis

(平均12g)11尾お よびマガ レイ Limandayokohamae (平均40g)7尾 を採捕 した｡

1989年のサ ンプル は､ 前述 した旦二SalnoninarumKU8504株 の ウサギポ リク ローナ
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ル抗体 に加 えて R.salmoninarumのマウスモ ノクローナル抗体4D3(Wins and

Kaatari,1989)を用いて蛍光抗体法 と ドッ トプロッ ト法 を行った｡

サンプ リングした魚はいずれもほぼ同時期にBKDの発生が見 られた場所 (1986年

のBl養魚場 では5尾申5尾陽性､ 1989年のB6養魚場 では39尾 中9尾陽性 ) であった｡

3 ホタテガイか らの虹 salmoninaru皿抗原の検 出

平均体重15gのホタテガイを直径約30cnLの円垂形の寵の 中に10-15個体入れ､ 図

8のように海水ギンザケ養殖場の生我の外側の海中に吊 した｡ そ して4,10,24,

31,40,52および63日後にそれ ぞれ8個体 を取 り上 げた｡ 次 にホ タテガイの中腸腺組

織 を無蛍光スライ ドグラスに塗抹 し､ 前述のポ リクローナルお よびモ ノクローナ

ル抗体 を用いて蛍光抗体法によ りRISalmoninarum抗原 を検査 した｡ また申腸腺 を

ホモ ジナ イズ し, 熱処理 (100℃､20分間) した上､ 遠心分離 (3,000回転.20分

間) した｡ その上清 を用 いて RISalmo-1inaru皿抗原の存在を ドッ トプロッ ト法に

よ り鯛べ た｡ この調査は､ 前述のB6ギンザケ養魚場 で5月か ら7月にかけて行 った｡

コン トロール としてホ タテ ガイ10個体 を海水 で106cells/nlの濃度 に鍋製 した

旦ユSalJnOninarum菌液に24時間浸漬 し､ その後流水 で30日間飼育 した｡ これ らの

サ ンプルの中腸腺 について､ 前述の方法で蛍光抗体法 と ドッ トプロッ ト法を用い

旦ユSalmoninarun抗原 を検査 した. なお飼育水温は10-13℃ であった｡

結果

1 海水中にお ける旦⊥salmoninarumの生存



海面養 殖 ギンザ ケの生 箕

図8 ホタテガイに対する里.salmoninarunの感染実験の模式図

辛

-
∴
一
･十



● ●

●●

海水および淡水中におけるRiSalmOninarunの生存性を図9 に示 した｡ 海水 ･

淡水とも3日目までは, ほぼ100%に近い生残率を示 した｡ その後､10日目には両区

とも20%の生残率にな り､ 以後､ 減少 しなが らも､40日目まで生存が認め られた｡

海水と淡水にの間に生存性に大きな差はみ られなかった｡

2 海水ギンザケ養殖場周囲の海産魚か らのむ Salmoninarum抗原の検出

1986年にサンプリングした合計61尾のどの魚か らもBI Salnoninarum抗原は検出

きれなかった (表 35)0

1989年にサンプ リングしたニジカジカ11尾中の3尾が, ポ リクローナル抗体 を用

いた蛍光抗体法 と ドットプロット法による検査おいて陽性であった｡ この結果は,

モ ノクローナル抗体を用いた場合も同 じであった｡ しか しこれ ら3尾のニジカジカ

にはまった くBKDの病微が穏め られなかった｡ そのほかアイナメやカ レイは, すべ

て陰性であった｡

3 ホタテガイか らの虹 salnoninarum抗原の検出

bKDが発生 している海水ギンザケ養殖生箕のギンザケか らその生筆の申にに吊し

たホタテガイ-のRISal皿Oninarumの感染実験の結果を表 35に示 した｡ 実験開始

前のホタテガイか らは､ いずれの挨査方法によっても旦二Salmoninarum抗原は検出

されなかった｡ しか し5日目に､ ポ リクt3-ナル抗体を用いた蛍光抗体法によって

2個体か ら旦ユSalnoninarum抗原が検出された｡ しか しその他の方法では検出され

なかった｡ それ以降ポ リクローナル抗体 を用いた蛍光抗体法で陽性 を示す個体が

多 く兄い出された｡ そのうちモノクローナル抗体でも暢性を示 したサ ンプルが16

個体あった｡ ドッ トプロッ ト法においては､ 13サンプルが腸性を示 した｡ ドッ ト

プロッ ト法で陽性を示 した13サンプルの うち､ モノクローナル抗体法でも腸性を

示 したものは､7個体であった｡ これ らの結果を総合す るとすべての方法で揚性

を示 したサンプルは52個体中7個体であった｡ 106cells/mlの濃度の里.salnoni-
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蓑35 海水ギンザケ養殖場付近で採捕された海産魚か らの旦二Salmoninarun抗原の検出

ポリクローナル抗体 モノクローナル抗体

年､月 魚種 サンプル数 病徴 IFATH DBA2) IFATl) DBA2)

1986,3
〇

7
17∫

1989,6
6
6

デカ

≠カ
チカ

スケト卵…ラ

アイナメ
二シ､tヵシ､~ヵ

カレイ

つ
J

L〇
3
0

2
1

7

つ
､レ

l
1
1

1
1

IFATl):間接蛍光抗体法

DBA2､:ドットプロット法



表36 ホタテガイからのむ Salmoninarum抗原の検出

ポリクローナル抗体 モノクローナル抗体

実験後の日数 サンプル数 IFATl) DBA2) IFATl) DBA2)

コントp-ル cI

IFATl):間j妾蛍光抗体法
DBA2):ドットプロット法



旦旦工凹 菌液 に浸潰 したホ タテ ガイは､ 浸漬後30日目にすべ ての個体の 中腸腺 に蛍

光抗体法 でも ドッ トプ ロッ ト法 でもRISalmonlnarum抗原 の存在が認 め られ た｡

コン トロール と して菌液 に浸溝せず 同一条件 で飼育 したホ タテガイ5個体 か らは､

塁上salmoninarum抗原 がまった く検 出され なか った｡

●●

●●
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第 2節 考察

卓二SalJnOninarumの魚体外での動態については､ ほとん ど調べ られていないo

AustinandRayment(1985)は､56カ所のBKDの発生 している養魚場の底泥か ら旦二

salJnOninarumの分離を試みたが成功 しなかった｡ しか し彼 らは､ 実験塵において

木南が水槽内の沈設物中に21日以上生存することを報告 している｡ 今回の実験で

本菌は､ 海水中で少な くとも40日間生存することが分かった｡ これは､ 淡水にお

ける場合とほとんど同じ生存期間であった｡ 同 じ実験 を行ったEvelyn(1988)紘,

本菌は海水中で12日間以上生存することを報告 している｡ 淡水環境において､

AustinandRaynent(1985)紘. 104cellS/Dlの菌量の 旦⊥salnoninarunが28日間

河川水中で生存 したそのあと急速に死滅することを報告 しているC これ らの結束

は､旦二Salnoninaru皿が通常の水中の細菌相になることができないけれ ども､ 限 ら

れ た期間魚体外 で生存する能力があることを示 している｡AustinandRaymenL

(1985)は､ さらに水中でBISalmoninarunが長期間生存す るためには､ 水中の有機

体 と結合 して存在する可能性 を示 している｡BKDの発生 と水質との関連については

十分に解明されていないuWarren(1963)は､ 経験的にCa2+､Mg2十,Fee+､cl~､

SiO2-そ してSO42~の水中濃度の低い他で発生が多いことを報告 している｡ しか

LFryerandSanders(1981)は､ これ らのイオンの漉度 とBKDの発生は関係な く.

海水中でも本病の戎生が多いことを指摘 しているC 今回の実験結果か ら考察する

と, 海水中に多 く含まれるこれ らのイオンは, 本菌の生存に影響 してないと思わ

れ る｡

養殖場付近の海産魚がBKDの保菌魚 となるかどうかを訴べた結束､ ニジカジカの

サ ンプルの一部にAISalJnOninaruD抗原が検出されたO ニ ジカジカに対す る感染実

験 を実施することはできなかったが､ 少なくとも保菌魚 とな りうることは示され

た｡ ニジカジカ-の感染姪路は不明であるが_ 本種がギンザケのエサであるモイ

ス トペ レッ トを食べるために集まってきていることか ら､ BKDで光死 したギンザケ
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を食べたか､ あるいは海水中に放出されたAISalmoninarunが魚体の損傷部､ ロ､

または蝕か ら侵入 したと考え られる｡ さらにBISalmoninarun感染魚の糞か ら本菌

が分離 される ( B u llocketa1., 1980 , Aus tin and Ray ment,1985) ことか ら こ

れ ら感染魚の糞を摂取 した可能性もある｡Evelyn(1988)は､ グラム染色 と培養法

でALSalmoninarumに感染 していないと考 えられたベニザケを､ 以前BKD感染魚 を

飼育 していたことのある生箕 で､ 数ヵ月間海水中で飼育 したところ.BKDの発生が

見 られたことを報告 している｡Evelyn(1988)の結果および今回ニジカジカよ り旦ニ

saldlOninaruⅢ抗原が検出され たことか ら､ 海水中でのBKDの水平感染が起 こり得

る可能性が十分にあると考 えられる｡ 従って､ 前妻で述べたBKD感染率の海水にお

ける増大について､ 保菌ギンザケ体内の検出願界以下の旦ユSalmoninarumが海水移

行のス トレスによって増菌 した場合 と､ 海水中での水平感染による場合があると

考 えられる｡

今回､BXDが多発 している海面ギンザケ養殖生半の周囲にホタテガイを吊して､

水 中に放出されたBISalmoninarumがホタテガイに取 り込 まれるかを蛍光抗体法 と

ドッ トプロット法で調べた｡ その結果､ 蛍光抗体法で検出される旦ヱSalmonina一

工旦些抗原を持つ細菌が多数のホ タテガイの中腸腺に多数検出されたc LかLBI

salmoninarum と共通抗原をもつ細菌がAustin旦主旦呈.(1985)や吉水 ら(1987)によ

り報告されてお り､ ホタテガイに検出された細菌がBISalnoninarum との共通抗

原 を持つ他の細菌である可能性も考 えられる｡ 事実これ らのサンプルを熟抽出 し

て ドッ トプロッ ト法で検査 した場合には陽性サ ンプル数が13個体に減少 した｡ さ

らに､WinsandKattari(1989)が作製 したBISalE)011inarunの菌体蓑面上の57kdの

タンパク質を祇識するモノクローナル抗体によって抗原の検出を試みたところ､

これ ら13個の陽性のサンプルにうち7サンプルのみが腸性であった｡ 従って､ 今回

調べた52個体の うち少な くともこれ ら7個体がAISalmoninarumに感染 していたと

思われるが､ 分離培養を行なっていないので他の細菌である可能性を完全に否定

す ることは出来ないC 現在の培養法で､ このよ うなサンプルか ら旦エSalmOnina-
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iLmを分散する技術は開発され ていないので, 今回免疫学的手法を用いたが本実験

の結果をさらに確捉するために虹 より優れた培養法の確立が望まれる｡

注射によって人為的にBISalnoninarumを取 り込 ませたホタテガイか ら30日後に

もBI SalELOninarum抗原が検出されたことか ら･ 1度取 り込 まれたBI Salnonina-

LiLnは､ 非常に排出されに くいことが分かった｡ このことは､ 海水中において､ 月

がAiSalmoninarumを取 り込む と長期間にわた りそれを保持 し､ その結果長期間そ

の環境中にRISalmoninarumが存在する可能性を示唆 している｡

本章において述べた調査によってBKDに感染 したギンザケを飼育 している海面養

殖場は､ 周囲の漸 こAISalmoninaru血を放出 し､ 他の魚且概への感染源になって

いることが明かとなった｡ 特 にホタテガイが･ きわめて長時間BI Salmoninarumを

保持 しうることか ら月概が魚 (サケ科)への二次的感染源となることも考 えられ

る｡ いずれにしても海水ギンザケ養殖場におけるBKDの多発は､ 同じ湾内で行われ

ているシロサケの放流事業に影響を与 える恐れがあると思われる｡
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弟4茸 シロサケおよびギンザケの血中のRISalmoninarum抗体

感染症の診断を行 う上で最 も確実な方法は病原体を検 出することであるが､ 前

章 までこのことについて述べ た｡ その他に病原体が侵入 してきた形跡を調べるこ

とも広 く行なわれている｡ この 目的ために現在広 く用い られている方法は､ 病原

体 に対す る血清中の抗体を測定す ることである｡ もし血清中にその病原体に対す

る抗体が存在すれば, 少な くとも1度はその病原体に侵された証明となる｡ 病原体

が細菌の場合､ 菌体 と血清 とを混ぜ合わせて凝集反応を調べる (ウイ- ダル反応)

が古典的な方法 として知 られている｡ しか し最近では､ 感度の高い方法として酵

素抗体法が種 々の感染症の診軒に利用されるようになった｡ 魚病の分野において

ち. せっそ う病 (Kodama旦旦ii.,1985)､ ビブ リオ病(Thuvander旦巨由 り 1987,

Haznilton旦tai.,1987)および レッドマウス病 (Cossarini-Dunier,1985)の診断

に用い られて､ いずれも凝集反応よりも高い感度を示す ことが報告されている｡

本研究においてはー シロサケおよびギンザケのAISalmoninarumに対す る血中抗

体 を検出するために､ 凝集反応 とEL工SA法の比較を行った｡ そ してそれ らの方法を

用いて湖上 シロサケおよび出荷前の養殖ギンザケのR_iSalmoninarumの血中抗体

価 を調べ､旦二SalnLOninarunの感染率を推定 した.
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弟 1節 血中抗体の検出方法の検討

材料 と方法

1 シロサケおよびギンザケのIgMの分離

湖上時のシロサケ (3-4Kg)10尾の尾部血管より採血 した｡4℃､12時間静置 し

凝固させ､ そのまま2000回転 で20分間遠心 して血清を分離 した｡10尾分をプール

してIgHの分画に用いた｡ ギンザケ (2-3Kg)については､ 出荷前の魚15尾を用い

シロサケの場合と同様に血清を集めた｡

それぞれの血清に､0.02%EDTAを加 えて3倍 に希釈 し､ これを透析膜に入れ, 低

温重 (4℃)内で0.02〆EDTAに対 して4日間透析 しその後凍結乾燥 した｡ 次に20mHの

Tris-fICl(pH8.0)0.5MNaClの緩衝液で溶か し､SephacrylS1300を用いてゲル遭遇

した｡ 各分画の吸光度を波長280nJnで測定 し､ 最初の ピー クをIgM分画 とした｡

2 シロサケおよびギンザケのIgMに対するウサギ抗血清の作製

シロサケおよびギンザケのIgM分画を0.D.280nnにて吸光度1.0に合わせ､ これに

等量のフロイン ト完全アジュバン ト (FCA)を混合 し､ 第 1章に記述 した方法でウ

サギを免疫 した｡

3 西洋ワサ ビペルオキシダーゼ僚栽法

ギンザケもしくはシtjサケのIgMに対するウサギ抗血清に､50男飽和硫酸アンモ

ニウムを同量加 えて γ-グロブ リンを分画 した｡ この γ-グロブ リン分画を0.01Mの

PBS(pH7.8)の中に溶解 し､P巨s(pH7.8)中で48時間､4℃で透析 した｡ γ-グロブ リ

ンと西洋 ワサ ビペルオキシダーゼとの結合は､ 第 1章で述べた方法によった｡ そ

れぞれの額識抗体を10mg/mlの漉度に調製 したのち､ 使用す るまで-80℃で保存 し



た｡

4 ELISA法

96穴ELISA用のマイクロプ レー ト (コ一二ング社)にマクファーラン ド N03の

漉度に調製 した旦エSalmOninarumKU8504練熟抽出抗原を50J▲1入れ､4℃で一晩静

置 した｡ その後､ プ レー トに付着 していない熱抽出抗原 を捨て､ さ ら洗浄のため

0.5%Tween80-PBSを3OOFLl入れ5分間マイクロミキサーで凍拝 し､ これを3回繰 り

f ● 返 した｡ 次にブロック溶液 (1%牛血清アルブ ミン(BSA)-PBS)を300pl入れ･ 室温

で30分間インキュベ- トした｡ その後､ ブロック溶液を捨て､ 0.5好 Tween80-

PBSで5分間3回洗浄 した｡ 次に､ シロサケもしくはギンザケの血清を50〝1入れ4

℃ で16時間反応 させ, 血清を捨てた後0.5%Twee1180-PBSで同 じように3回洗浄 し

た｡ これに西洋 ワサ ビペルオキシダーゼ模試抗 シロサケもしくはギンザケIgM-ウ

サギγ-グロブ リンを50Ill入れ4℃で16時間反応させた｡ そ して3回同 じように洗

浄 した.0.1Hクエン酸-0.2Mリン酸緩衝液 (pH5.0)50IL1に0-フェニ レンジア ミン

20mgを溶か し､ さらに5約202を33ml加 えたものを発色液 として用意 し､ マイクロ

プ レー トの各穴にそれぞれ200FLl入れ､ 遮光 し室温で30分反応させた｡ その後6N

tI2SOdを50Ftlずつ加 えて反応 を停止させた｡ELISAリーダー (バイオーラッ ド社)

を用いて450nmで吸光度 を測定 した｡

● ●
5 マイクロタイタ一法による範集抗体価の測定

96穴のV字型マイクロプ レー トにシロサケまたはギンザケの血清を50J11ずつ入

れ､PBSにて2倍希釈で2048倍 まで系列希釈 した｡ マクファーラン ドN03の濃度に合

わせた 旦ユSal皿Oninarumホルマ リン死菌浮遊液を各希釈血清に25fLl加 え､5分

間振 とうした後､20℃で2時J18インキュベ- トし､4℃で12時間静置 した後, 凝集

抗体価を測定 した｡

96
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6 ELISA法 とマイクロタイタ一法の感度の比較

平均体重100gのギンザケ7尾 に､ マクファーラン ドN05の漉度に合わせた 旦二

salnoninaruJnKU8504株のホルマ リン死菌 とフロイン ト完全 ジュバン トの混合物

0.1mlを腹腔内に注射 し､50日間水温15℃で飼育 した｡ その後､ 尾部血管よ り採血

し血清を分離 し､ これ らの血清のむ salmoninarumに対す る凝集抗体価を測定 した｡

さ らにPBSで4,32,128,256および512倍に希釈 し､ELISA法に供 した｡ これ とは

別 に湖上 シロサケをサ ンプ リングし､ その血清のむ salnoninaruDに対する凝集抗

体価をマイクロタイタ一法でAFl走 したo その うち2か ら8の凝集抗体価 を示 した血

清について､ ギンザケの血清 と同 じように希釈 し,ELISA法を試みた｡

7 ELISA法とマイクロタイタ一法の特異性

虹sal爪OnicidaATCC14174, 旦l旦旦guillariBBPT24,巳二と旦辿 AJC810l,

Streptococcus星空･SG8004,P.fluorescensKPF8401,E.coliK12,および尺.sat-

moninarum を用いてELISA法 とマイクロタイタ一法の特異性を比叔検討 した｡

ELIŜ法においては､ これ らの細菌の熟抽出抗原を作製 し､ マイクロプ レー トに

付着 させた後, 抗-BISal皿OninaruElギンザケ血清(抗体価 32倍)を反応 させた｡

マイクロタイタ一法においては､ これ らの菌を0.3%のホルマ リンで不活化 した｡

PBSで菌体を3回洗浄 した後マクファーラン ドN03の濃度に合わせ. 抗一旦二Salmo-

ninarumギンザケ血清(抗体価 32倍)の2倍希釈系列 と混合 して凝集反応を観察 し

た｡
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結果

1 ELISA法とマイクロタイタ一法の感度の比較

アジュバン トワクチンを注射 したギンザケのRISalmOninaruTnに対する凝集抗体

価 は､2か ら32であった｡ これ らの血清をさらに2倍系列希釈 してELISA法によ り抗

原抗体反応を測定 した｡ これ らの反応後の0.t).は､ いずれも凝集抗体価の希釈度

よ りさ らに5倍か ら10倍に希釈 したときほぼ一定の僧 (0.D.1.20付近) となった

(図10-1)｡ 従ってELISA法の感度は､ マイクロタイタ一法による定量凝集反応の

5倍か ら10倍であると考えられ た.軋lSalmoninarumに対する2か ら8の凝集抗体価

を持つシロザケ血清を用いたELISA法を行った場合も凝集抗体価の希釈度よ りさら

に5倍か ら10倍に希釈 したときにほぼ一定の吸光度を示 した (図10-2)｡

2 ELISA法 とマイクロタイタ一法の特異性

マイクロタイタ一法においては､ 供試 したすべてのRISalmoninarum株が､

8-32の凝集素価を示 したのに対 して､ その他の細菌は2以下であった (表 37)｡

ELISA法においては､RISalnoninarunの各菌株が0.D.0.134か ら0･143の高い憎 を

示 したのに対 してその他の菌の0.D.は低 く､ 最高でも0.111であった (義38)｡
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表37 マイクロタイタ一法の特異性

抗体価

く2 2 4 8 16 32

RISalmoninarunKU8504

A.salmoninarumKU8502

R.salmOnlnarumKU8503

塁上SalnoninarumRB173

A.salmOnicidaATCC14174 *

旦ニanguillarulnPT24 *

Blと旦こ由 AJC8101 *

StrepLococcussp･SG8004 *

P.fluorescensKPF8401 *

呈上旦giiK12 *



蓑38 ELISA法の特異性

菌 株

● ●

R.salmoninarunKU8504

RISalmoninarumKU8502

R.salnoninarunKU8503

R.salmoninarumRB173

A.salmonicidaATCC1474

呈上anguillarunPT24

旦上皇旦工由 AJC8004

Streptococcussp.SG8004

P.fluorescensKPP8401

E.coliK12
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第 2節 養殖 ギ ンザ ケお よび湖上 シロサ ケの血 中の

!L salmoninarum抗体の蘭査

材料 と方法

1 養殖 ギンザケ

出荷の ための取 り上 げが行 われ た時 にサ ンプ リング した｡ 尾部血管か ら採血 し

前述の方法 で血清 を分離 した｡ サ ンプ リングは､1986年 か ら1989年 まで毎年7月 に

行 い､88-300尾か ら血清 を採 集 した｡ ただ し､ELISA法 による検査 は､1987年か

ら1989年のサ ンプル に対 して行 った｡

2 湖上 シロザ ケ

ギンザケ養殖 が行われ てい る湾 内に欄上 してきた シロザケについて検査 した｡

1986年 か ら1989年 にかけて毎年 11月にサ ンプ リングを行 い､104-200尾 の魚 か ら

血清 を採 集 したC

3 A.iSal皿Oninarumに対す る血 中抗体の検 出法

ギンザ ケお よび シロサケの､ 尾部 よ り採血 し､ 常法 に従 い血清 を分散 し､RI

salmoninarumに対す る血 中抗体 を､ マイクロタイ タ一法 を用 いて検 出 した｡ 抗原

と して旦ユSalmoninarumKt18504株の ホル マ リン死菌浮遊 液 を用 いた｡



結果

1 ギンザケ

養殖ギンザケにおけるマイクロタイタ一法による血中抗体価検査の結果 を蓑

39に示 した｡ 1986年においては､ 48.2%の魚の血清が抗体反応陽性を示 したO そ

の うちタイタ- 4の魚が最も多かったが, タイタ- 16の魚もみ られた｡ 1987年に

f ● お いては18･2%･ 1988年においては23･7%､ 1989年においては29･6m 魚 が揚性であ

ったo これ らの結果をまとめるとギンザケ829尾申258尾 (31.1%)の魚か ら抗体が検

出された｡

●●

2 シロサケ

シロサケは､ ギンザケに くらべて血中抗体傷性率が低 く､ 1986年においては､

104尾申9尾､ 1987年においては189尾中14尾､ 1988年においては168尾中18尾､

1989年においては227尾申33尾であった (表39)｡ これ らの結果を合わせ ると計

706尾のシロサケの中で70尾 (9.9ガ)が腸性であった｡

3 抗体反応陽性魚と抗原反応揚性魚の比較

第 2葦において1989年度の シロサケサンプル100尾を用 いてBI Salnoninarum抗

原腸性を ドットプロット法で謝べたが､ これ ら同一サンプルか らのむ Salmonin-

aLgB抗体陽性をマイクロタイタ一法で調べることが可能であったのでそれ らの関

係 を表 40に示 した｡ ドットプロッ ト法偽性のサンプルは3検体で､ これ らはいず

れ もマイクロタイタ一法にお いて抗体価の上昇が見 られた｡



表39 マイクロタイタ一法によるBISalmoninaru血抗体の検出
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表 40 遡上 シロサケ100尾 中にお け るBI Salnoninarum抗体 陽性魚 と抗原 陽性

魚 の関係

腸性数

全 すげ ル数 ドヮげ ロフト法 マイクロ州 一法

● ●

●●

供 試尾 数

ト､JJト7､､pット

陽性 サ〃 ●ル

マイクロタイト

陽性 すり ●ル

100 3 13

3 3 3

13 3 13

栄:RISalmoninaru揃 体 慢性 魚 はマイクロタイト法 で､ 抗原 腸 性 は､ 卜外7-叫 法 によ

り確かめた｡



● ●

●●

第 3節 考察

マイクロタイ タ一法 は､ 病原細 菌に感染 した動物の抗体 を定量的 に検 出す る方

法 として広 く用 い られ てきた｡ 本実験 にお いても､ ギンザケお よび シロザケの旦二

salnoninarum感染 を調べ るために本法を用 いた｡ 多 くの旦二Salmoninarum菌株 は､

菌 体 自身が生理食塩水 中で 自己凝集 を起 こす ことが知 られ ている (Dalyand

Sヒevenson,1987,Bruno,1988)｡ 今回マイクロタイ タ一法 で用 いた菌株 はほ

とん ど自己凝集が見 られ なかったが､ 抗原抗体反応 によ る凝集 と菌体 自身の 自己

凝集の区別 をよ り分か りやす くす るためにV字型 のマイクロプ レー トを用 いた｡

最近 この マイクロタイ タ一法 よ りもさ らに感度が高 い とされ るELISA法 が開発 さ

れ多 くの研究 に用 い られ てい る｡ 本研究 にお いてさ らに旦ユSalmotlinarumの血清 中

の抗体 を検 出す る方法 としてELISA法の検討 を行 った｡ELISA法の場合､ 一般 に ど

こまでを陽性 とす るかの判断 が非常にむづか しい｡Kodama吐 ai.(1985)は､ ニ ジ

マス血清中のき･sal皿Onicida抗体 をELISA法 を用 いて検討 した｡ この研究 にお い

て彼 らは､ マイ クロタイ タ一法 で抗体価 の見 られ た血清 を､ さまざまな漉度 に希

釈 し, これ をサ ンプル としてELISA法 を行 い､ その吸光度 の偶がほぼ一定 になった

0･t)･をベースラインとした｡ 今 回のELIS.A法 においてもKodaTna旦主吐.(1985)の

方 法 に準 じた｡ ギンザケの場 合 は､ ギンザケにRISalmoninarum死菌 を接種 し､ マ

イ クロタイ タ一法 でさまざまな抗体価 を示 した血清 を用 いてベースラインを決定

した｡ シロサケの場合 は､ 抗原 を接種 し､ その後採血 して血清 を分離 できるほ ど

の大 きさの魚 が入手 できなか ったので､ マイ クロタイ タ一法で2､4､8.16倍 の抗

体価 を示 した血清 をさまざまな洩度 に希釈 し､ これ らの希釈血清 によってベー ス

ラインを決定 した｡ その結果､ELISA法 は､ マイクロタイ タ一法の5-10倍の感度

を持つ ことが明か となった｡ 同 じ様 な結果 と して､Kodama吐 出 .(1985)は､ ビブ

リオ病細菌 (Vibrioanguillarun) に対す る血 中抗体の検 出にお いてELISA法が､



●●

●●

マイクロタイタ一法の約5-40倍の感度を示す ことを報告 している｡ 従って､ ギン

ザケおよびシロサケの血清中の旦こSalmoninarum抗体の検 出法として､ ELISA法は､

マイクロタイタ一法より優れた感度を持つことが示され た｡ しか し本研究におい

てELISA法の陽性の0.D.値がKodama旦主ai.(1985)に比べ て極端に低いために抗体

価の調査には用いなかった｡

今回､ サンプ リングしたギンサケは､ すべて商品として出荷されたために､ 十

分なBKDの病徴を確路す ることができず､ さらにこれ らについては抗原保有率を調

査す ることができなかったので､ BKDの発病と抗体価 との関係 を調べることができ

なかった｡ しか し出荷されたものと同一群の舞死魚 (B養魚場群)の旦ユSalmoni-

旦旦エgJ!抗原保有率は､ 1986年度 か ら1989年度 までの平均で30･0%であ り､ これ らの

中には明確な病徴の確致され た個体も存在 した. Bruno(1987)は､ ニジマスと大西

洋ザケにおけるBI Salnoninarum抗体の保有状況をマイクロタイタ一法で調べて

いる｡ その結果､BKDの病徴を示すニジマスほど高い抗体価 を示 したが､ BKDの感

染の前歴のない場所か らサンプ リングした魚も低いなが ら抗体価を持っていた｡

一方､ 太平洋ザケにおいては､ BKD感染の前歴 と抗体価 との間に相関が認め られな

かった｡ これについてBruno(1987)は､ 自然界にはAustin旦主旦主.(1985)や書水 ら

(1987)によって報告されているような共通抗原 を持つ菌が存在 し､ それ らの菌に

太平洋ザケが感染 した結果であろうと考察 している｡ 今回マイクロタイタ一法 と

ELISA法を用いてさまざまな魚病細菌との交差性を検討 したが, いずれも交差性は

見 られなかった｡ しか し野外 で飼育されている魚の場合には､ Bruno(1987)によっ

て指摘されるような共通抗原 を持つ菌に感染 している可能性もあ り､ それによっ

て旦二Salmoninarunに感染 していないにもかかわ らず､ 陽性抗体が検出される危

険性がある. しか し､ 今回サンプ リングしたギンザケは､ いずれもBKDの発生が見

られた養魚場の魚であ り､ Bruno(1987)の結果 と比べると､ BKD感染 と抗体の保有

状況 とがきわめてよ く一致 してお り, これ らの群においてはマイクロタイタ一法

での偽陽性反応の可能性は少ないと思われる｡



シロサケにおいては､ ギンザケの場合に比べてA_1Salmoninarum抗体の保有率

が低 く9.92;であった｡ さらに抗体価もギンザケの場合よ り低 くマイクロタイタ一

法 で16倍以上の抗体価を示 した個体は､708尾申わずかに3尾であった｡ これは､

ギンザケが病気に感染 しやすい状態で集約的に養殖されているのに対 して､ シロ

サケは､ 自然の状況におかれているためにBKDがこの群で養延 しなかったためであ

ろうと思われる｡

シロサケの場合､ 1989年度 に一部サンプルの腎臓を採取 LRiSalnoninarum抗●●原保有率を調査 した｡ 抗原保有率は･ 抗体保有率に比べて低かったけれ ども抗原

を保有 している個体は､ 抗体 も保有 していることが確認 できたO そしてこれ らの

旦ユSalnoninarum抗原を保有 している魚はいずれもBXDの病徴が見 られず保菌魚で

あった｡ これ らの在来のシロサケがどの様にしてBmに感染 したかについて十分な

証拠は得 られていないものの､ ギンザケ養殖生半の周盟に群がっている魚か ら旦⊥

salmoninarum抗原が検出されたという事実よ り､放流以後に湾内でギンザケと接

触 し､ 一部の魚が感染 したものと考 えることができる｡ また､ 在来のシロサケが

す でにAISalnoninarumに感染 してお り､ さらに1986年か ら1989年にかけて感染

が拡大 している傾向が認め られ､ なん らかの対策を施さなければ将来 シロサケ梁

瀬 に大きな影響を及ぼす可能性がある｡
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第 5章 BKDワクチンの試み

前章までに､ わが国におけるサケ科魚煤の旦二al血Oninarun感染の実態について

検討 してきた｡ 現在､ BKDは薬剤による治療がほとんど期待できず､ 感染魚を養魚

場に入れないことが最も良いBKD対策である｡ しか し､ 一旦BKDが発生 してしまう

とその場所か ら本病 を除 くことはきわめて難 しいことは､ 第2章で示 した通 りで

ある｡

BKDのワクチンに関する研究 は, Paterson旦主ai.(1980)およびMcCarthy旦主

旦呈.(1984)によってすでに行われている｡ Paterson旦妄旦呈.(1980)は､ フロイン ト

完全アジュバン トを混合 したホルマ リン死菌を大西洋サケに注射 して抗体価の上

昇 を確怒 している｡ そ して､ その後の旦⊥alnoninarunの 自然感染においてワクチ

ン区にBKDの病微を示す魚が少 なかったと報告 している｡ しか し, 抗体価の上昇が

遅 いことや ワクチン区においてR.ialmoninarum感染率が コン トロール区と比べて

ほ とんど差がなかったという問軌 点も指摘 している｡ McCarthy旦占ii.(1989)は､

旦二almoninarun菌体をpH9.6で溶解させたバクテ リン (菌体溶解 ワクチン)が､

BKt)に対するきわめて高い防御能をニジマスに与えることを報告 している｡ しか し,

彼 らはワクチン魚の抗体価を測定 してお らず､ さらに生存魚か らのRiSalmonin一

旦工旦些抗原の検出も感度の低い腎臓塗兼のグラム染色でのみ行っただけであ り生存

魚が保菌魚になるかどうかの検査を充分に行っていない｡ このように過去のBKDワ

クチンに関する研死には､ 問題点が多 く､ さらに十分に検討を加 える必要がある｡

そ こで本研究においては､ さまざまな抗原処理 をしたワクチンに対す る免疫応答

について､ 液性免疫および細胞性免疫の両方の観点か ら検討を加 えた｡ またその

中で比較的す ぐれた効果を示 したワクチンで免疫 した魚群に対 しt 人為的に感染

実験を行って､ 防御能の有無を調べた｡
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第 1節 各種 ワクチン投与魚の免疫応答

材料および方法

1 供試魚

岩手県内水面水産指導所よ り分与された平均体重50gのニジマスを用いた｡ これ

らの魚は､ いずれも蛍光抗体法および ドットプロッ ト法 でBKDの病歴のないことを

確総 した後､ 北里大学内の水槽に収容 し15℃で飼育 した｡

2 ワクチンの調製法

RISalmoninarumKU8504株 をXDM-2培地にて15℃で12-17日間培養 し､ これを

もとに7種のワクチンを作製 した｡

○ ホルマ リン死菌洗浄菌体 ワクチン (ホルマ リン死菌 ワクチンA)

菌液の濃度を波長 540mmの吸光度で0.D.1.0になるよ うに生理食塩水を加 えて

調製 した後ー0.3%になるようにホルマ リンを加 えて不活化 し､ そして､4℃で12時

間静置 したのち4,000回転で20分間遠心分艶 して菌体を沈殿させ, 上清を持て､ ふ

たたび生理食塩水を加 えて懸濁させたB この操作を3回繰 り返 して最終的に濃度を

0.D.で1.0に合わせた｡

○ ホルマ リン死菌非洗浄 ワクチン (ホルマ リン死菌ワクチンB)

菌液に生理食塩水を加えて濃度を0.D.で1.0に合わせ､ これをミキサーにて充分

に淡拝 した｡ そ してー4,000回転で菌体を沈殿させー その上滑を採取 し保存 したo

また､ 菌体は0.3%ホルマ リン生理食塩水に再懸濁させ, 4℃で12時間静置 して不活

化 しー その後3回菌体を生理食塩水で洗浄 したO さきほどの上借に洗浄 した菌体を､



● ●

●●

加 えよ く懸濁させ､ これをワクチンとした｡

○ アジュバン ト混合ホルマ リン死菌 ワクチン

ホルマ リン死菌ワクチンAを4,000回範で沈黙させ. これに最初の半分の圭の生

理食塩水を加え元のワクチンの 2倍量 とし､ これにフロイン ト完全アジュバン ト

(デイフコ社)を等量加 えてよ く混合 し､ アジュバン ト混合 ワクチンとした｡

○ 熱死菌 ワクチン

首液を0･t).で1,0の濃度に生理食塩水で鋼製 した後､ 水槽中で100℃30分間熱処

理 を行 した｡ これを熟死菌ワクチンとした｡

○ 紫外線殺菌 ワクチン

菌のコロニーがKt)M-2培地上に出現 してか ら3日目 (培養開始か ら15-17日日)に､

シャー レのふたをあけ. 紫外線 ランプの下50cmの位置で2時間照射 した｡ その後､

菌濃度を0.D.で1.0になるように生理食塩水で試製 し､ これを紫外線殺菌 ワクチン

とした｡

○ 菌体溶解 ワクチン

菌液に前述の方法でホルマ リンを加 えて不活化 した｡ そ して菌体 を生理食塩水

にて洗浄 した後, 薗濃度を0.D.で1.0になるように生理食塩水で調製 し, これに

10NのNaOHを加 えてpHを9.5に合わせた. 1時間室温で静置 した後､ 10NのHClを用い

てpH7.2に合わせた｡ これを菌体溶解 ワクチンとした｡

○ 連鎖球菌ホルマ リン死菌混合 ワクチン

β-溶血性のStreptococcus旦p.SG8004株をBHI培地 (ニ ッスイ)にて30℃､48

時間培養 した｡4,000回転で菌体を3回遠心洗浄 し､ 菌液を波長 540nmの吸光度で
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0.D.で1.0になるように生理食塩水で合わせた後､ これ に0.3iになるようにホル

マ リンを加え､3回遠心洗浄 して最終的に濃度 を0.D.で1.0に生理食塩水にて合わ

せ た｡ これに同量のむ salAOninaruDホルマ リン死菌 ワクチンAを加えt 混合ワ

クチンとした｡

3 ワクチンの投与

ニジマスをHS-222で麻酔 し､ それぞれのワクチンを0.1nlずつ腹腔内に注射 した｡

アジュバン ト混合ホルマ リン死菌ワクチン区のコン トロール としてフロイン ト完

全 アジュバン トのみの注射区を設け､ その他のワクチン区のコン トロール として

生理食塩水注射区をもうけた｡ 各区30尾ずつとし､35日後に血中凝集抗体価､ 白

血球の菜食維および化学発光の測定に用いた｡

4 血中凝集抗体の測定

ワクチン投与後.35日目に各区よ り10尾取 り上げt 麻酔後､ 尾部血管よ り採血

し､ 前述の方法で血清を分離 した｡ そ して､ 血中凝集抗体価をマイクロタイタ一

法で測定 した0

5 白血球の会食能

ニジマスか ら前述の方法で採血 した後､ 腎臓 (約0.5g)を摘出した｡ ヘパ リン

250unitを含むRPMI1640培地 (pH7.2) (ニ ッスイ)の中で腎臓組織をピンセ ッ ト

でほ ぐす ことによ り細胞 を遊離させた｡ ガーゼで波過 して細胞浮遊液か ら､ 大き

な組織片を取 り除いた｡ この腎臓の細胞を1200回転で10分間遠心分離 し､ RPHI

1640培地に再浮遊 した｡ この操作を繰 り返す ことによって洗浄 した｡ 細胞液の一

部 を採 りトリパンブルー染色 にて生細胞数を測定 し､ 最終的に1XIO7cells/mlの

濃度に合わせた｡ この細胞懸濁液にそれぞれの ワクチン投与魚の血清を 52:になる

ように加え､ カバーグラス上 に2mlずつ滴下 した｡20℃で2時間静置後､ カバーグ
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ラスに付着 していない細胞 を取 り除 くために･ カバー グラスをRPMI1640培地 で軽

く洗浄 した｡ 次 に1×107cells′mlのRISalnoninarumXU8504ホル マ リン死苗 を

含 むRPHI1640培地 (それぞれ の ワクチン投与魚の血清10絶 含む) をカバー グラ

ス上 に2m1滴下 し､ 再び20ocで2時間静置 した｡ カバー グ ラスをRPMI1640培地 にて

聴 く洗浄 した後･ メ タノール で固定 し､ ギムザ染色 を行 った｡ 微分干渉顕微* (オ

リンパス祉) にて虹 salmoninarun を食食 している白血球 を観察, 計数 し, 次の

式 に用 いて貧食率 を求め た｡

主食 している白血球

会食率 (罪) ≡ Xloo

全 白血球 (300細胞)

本実験 は､ 各 区4尾づっ を用 いて行 った｡

6 白血球 の化学発光

〇 日血球浮遊液の調製

前述の方法 で腎臓の細胞 を分離 し･ フェ ノール レッ ドを含 まないRPNI1640(pH7.

2)で1×106cells/mlの濃度 の細胞浮遊液 を謝製 し､ これ を白血球 とみな した.

0 刺激物 の調製

マ クフ ァー ラン ドNoSの濃度 に合わせ た虹 salmoninarunKU8504のホル マ リン死

菌 液3mlを遠心分離 し･ 上清 を持 て, 代わ りにそれ ぞれの ワクチン投与魚の血清 を

1ml加 え､ よ く混合 した｡ そ して20℃ で2時間静置す ることによってR.salnonin-

9LLn菌体 をオ ブ ソナ イズ した｡ その後･ 遠心分 離 して血清 を取 り除 き, 代わ りに

RPMI1640を加 え再 びマクファー ラン ドNoSの濃度 に合わせ た.

0 ル ミノールの調製

ル ミノール (片 山化学)100mgを50mlの水 に入れ､ さ らに トリチル ア ミン50〝1を

加 え,50℃ の温裕 中で超音波処理 を行 い溶解 させ た｡

｢



○ 化学発光の測定

白血球の化学発光の測定はフリック社のル ミノメー ターを用いた｡0.3mlの白血球

溶液に0.1mlのル ミノール溶液を加え､ これをル ミノメー ター内のセルの中に入れ､

バ ックグラウン ドが一定になってか ら0.1Jnのオプソニン化 したAISal皿Oninarum

を加 えた｡ 測定は20℃で30分間行い､10秒ごとに光の強度をmVで示 した｡ 予備実

験 において同じの群内の個体のば らつきが大きかったので3尾分の細胞をプール し

て測定 した｡ 各ワクチン区とも9尾ずつ取 り上げ､ 測定に供 した｡●●

●●

結果

1 ワクチン投与魚の血中凝集抗体価

各 ワクチン魚の血中凝集抗体価 を表41 に示 した｡ 各 ワクチン投与魚 とも､ 抗

体価は低 くー アジュバン ト混合 ワクチン区の16が最高であった｡ 次に比較的抗体

価の高かったのは､ 紫外線殺菌 ワクチン区と菌体溶解 ワクチン区であった｡ しか

し, すべてのワクチン区において血中に凝集抗体の認め られない魚が数尾ずつ存

在 した｡

2 ワクチン投与魚の白血球の食食骨巳

白血球がBISalnoninaruBl菌体を最も多 く貧食 した区は､ アジュバ ン ト混合ワク

チン区で58.4%であった｡ 次に食食率が高かったのは､ 菌体溶解殺菌 ワクチン区

で27.92;であったO ホルマ リン死菌 ワクチン区においては､ 菌体を洗浄す ること

による食食能の差は見 られなかった｡ 連鎖球菌混合 ワクチン区においてはホルマ



蓑41 各種BKDワクチンを投与したニジマスにおける血中凝集抗体価

凝集抗体価

ワクチン く2 2 4 8 16 32 64 128

ホルマリン死菌A

ホルマリン死菌B

アジュバント混合

熱死菌

紫外線殺菌

菌体溶解

連鎖球菌混合

対照 (PS)

2 4 1 1 2

2 2 3 3

1 0 1 3 2 3

4 3 3

2 2 5 L

1 2 5 2

2 4 4

10

対照 (アジュバント) 10
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リン死菌ワクチン区よ り食食能が低 く､ 連銀球菌の混合による増強効果は強め ら

れ なかった (表42)｡

3 ワクチン投与魚の腎臓細胞の旦二Salnoninarumに対す る化学発光

ワクチン投与魚の腎臓細胞のR･salnoninarumに対す る化学発光を図 11か ら図

12に示 した｡ 最も高い レベルを示 したのは, アジュバ ン ト混合 ワクチン区で最

高 90mVの レベルまで遺 した く図 11)｡ 次に高い レベルを示 したのは, 菌体溶

解殺菌 ワクチン区で､ 最高 45mVの レベルを示 した｡ そのほかのワクチン区にお

いては､ コン トロール (PSのみ)より少 し高い レベルを示 しただけであった (図

12)｡ なお, 図 12はそれぞれ3回の実験の平均値 を示 した｡



表42 各種BKDワクチンを投与されたニジマスの白血球の会食能

(x)

ワクチン 食食能 有意差

ホルマリン死薗A

ホルマリン死菌B

アジュバン ト混合

熱死菌

菌体溶郁

紫外線殺菌

連鎖球菌混合

対照 (PS)

対照 (アジュバン ト)

16.1± 3.1 Pく0.005

15.2± 2.1 Pく0.005

58.4± 3.3 Pく0.005

日.2± 2.2 Pく0.05

27.9± 3.0 Pく0.005

13.4± 1.1 Pく0.01

10.2± 3.1 N.S.

9.2± 1.9

ll.0± 0.7



10 測定時間 20 30(分)

図11 アジュバン トワクチン投与魚の白血球の化学発光能｡アジュバント混合れ レマリン死菌 (1)
対照 (アジュバントのみ) (2)

- ｣



10

測定時間
20 30(分)

図 12 各種ワクチン- 魚の白血球の化学発光乱 れ レマリン死苗A (i)､ ,BJuマリン死苗E (2)
加熱死菌 (3)･ 掛 - 苗 (4)･ 菌体溶解 (5)･ 連- 首混合 (6)･ 対射 7)
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算2節 BKDワクチンの有効性

材料および方法

1 供試魚

岩手県内水面水産指導所よ り分与された平均体重5gのニジマスを用いた｡ これ

らの魚は､ 前述の方法でBISal皿Oninarumが腎臓中に存在 しないことを確言忍した後,

実験に使用するまで北里大学水産学部内の水槽で水温14℃で飼育 した｡

2 ワクチン

今回の実験には､ 前節において比較的高い免疫応答を示 したアジュバン ト混合

ワクチン､ 菌体溶解 ワクチン､ 紫外線殺菌 ワクチンおよびホルマ リン死菌非洗浄

ワクチンを用いた｡

3 ワクチンの投与法

魚 をMS-222で麻酔 した後､ それぞれのワクチンを0.05mlずつ腹腔内注射 した｡

各 区それぞれ40-50尾 とし､ ワクチン接種後､35日間水温14℃で飼育 した｡ コン

トロール として生理食塩水注射区とフロイン ト完全アジュバン ト注射区を設けた｡

4 攻撃実験

旦二SalJnOninarunKU8504株 をKDM-2培地にて 15℃で14-16日間培養 し, コロニ

ー出現後､3日目の菌を使用 した｡ この菌を108cells/mlの濃度に調製 し､ さ らに

生理食塩水にて系列希釈 したO 攻撃区を､107cells/fish区と106cells/fish区に

分 け､ それぞれ20-35尾ずつ とし､ 1尾当 り 0.05mlずつ菌液を注射 した｡13｡Cの

水槽に収容 し60日間観察 した｡



殆死 した実験魚について･ BKDの病徴を戟- た後･ 腎臓スタンプ模本を作 ｡

グラ硝 色を行った｡ また間接蛍光抗体法と間接 ドッ トプロッ ト法によって､

の存在を確めた｡ 60日後､ 生存魚をすべて取 り上げ､弗死魚と

同 じようにBKDの病徴､ 腎臓 スタンプ模本のグラム染色･ 間接- 抗体法および間

接 ドッ トプロッ ト法によるむ

●●

●●

抗虎の検出を行った｡

6 ワクチンの効果判定

各ワクチンの効果判定に臥 Anend(1981)の有効率 (PPS)を適用いた｡ 有効率は

紀の計算式で求めた｡

ワクチン投与魚の光死率(東)

Ⅹ 100
有効率 (代ps) = 1 _

コン トロール魚の兜死率 (群)

有効率が60以上になったワクチン区を有効 と判定 した｡



●●

●●

結果

1 アジュバン ト混合 ワクチンの有効性

アジュバン ト添加ホルマ リン死菌 ワクチン投与ニジマスの攻撃実験の結果を図

13および図14に示 した｡2･2AlOTcells′fishの菌量で攻撃 したワクチン投与魚の

攻撃後25日目までの生存率は･ コン トロール魚であるアジュバン トのみを接種区

の生残率と比べて有者な差 (攻撃後25El日の有効率は76･5)を示 した｡ しか し､

その後 ワクチン投与魚にも党死が始ま り60日目の生存率 は､38･2%であった (攻

撃後60日目の有効率は38･4) (図13)ら5･1XIO6cells/fisllの歯糞で攻撃 したワ

クチン投与魚も削 ぎ同様な光死パターンを示 し･60日目の生存率は44.1% (有効

率は35･7)であった (図14)｡ アジュバン ト添加 ワクチン区において攻撃試験終

了後の生存魚か らそれ ぞれ38･4%および35･70/Oの割合で旦･salnoninarunの抗原が

検 出された (蓑43)｡

2 菌体溶解 ワクチン､ 紫外線殺菌 ワクチンおよびホル マ リン死菌 ワクチンの有

効性

5･7A107 cells/fishの菌量で攻撃 された菌体溶解 ワクチン､ 紫外線殺菌ワク

チンおよびホルマ リン死菌 ワクチンの有効率は･ それぞれ35･8,5.1,10.0であっ

た (図15)｡ これ らのワクチンの中では､ 菌体溶解 ワクチンが比載的よい防御能

を示 した｡ しか しこれ らの生存魚か らも75%か ら100%の割合で旦･salmoninaru揃

原が検出された05･7xI°ecells′fish攻拳区においても有効率は､ 菌体溶解 ワ

クチン区で36･4､ 紫外線殺菌 ワクチン区で5･6- ホルマ リン死菌 ワクチン区で

23･7であ り･5･7x107 cells′fish攻撃区とほぼ同様な結果が得 られた く図16)｡

そ して生存魚腎臓か ら旦･salmoninarun抗原が･ 高い割合 (54･4紬 らゝ100%)で検

出された (裏43)｡
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10 20 30 40

攻撃後の日数

図13 旦エSalnoninarum 2･2日OTcells/fishの菌数で攻撃されたアジュバント
ワクチン投与魚の生存率

アジュバントワクチン (●)､ 対照 (アジュバントのみ) (○)

50 60(日)
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図 1 5RISalnoninarum 5･7x 107 cells/fishの菌数で攻撃された一各種ワ クチン投与魚の生存率
菌 体溶解ワクチン (● )､ 紫外線殺 菌ワクチン (Ⅰ )

れ レマリン死菌ワクチン ( ▲ )･ 対照 (PS) (□ )

60(日)



___ ～ __｣ __- __ _IN _｣ ___I_～J

10 20 30

攻撃後の日数
40 50 60(日)

図 16 旦こSalmoninarum-517汰106 cells/fishの菌数で攻撃された各種ワクチン投与魚の生存率
菌体溶解ワクチン (● )､紫外線殺菌ワクチン (■ )

れ レマリン死菌ワクチン (▲ ). 対照 (PS) (□ )



蓑43 ワクチン投与魚の感染実験結果

生存魚からの

ワクチン 攻撃区 実験尾数 生存尾数は) RPS 抗原の検出(罪)

アジュバント混合 2.2X107
5.1Xlob

対照 2.2Xlo†

(アジュバント) 5.1X106

菌体溶解

紫外線殺菌

ホルマリン死菌

対照(PS)

13(38.2) 38.2
14(41.2) 33.6
0(0)
4(ll.1)

V入
X
VA
V人

7
7
7
7

5
LfB
⊂J
5

0
0
0
0
へU

0
0
0

1
1
1
1
1
1
1

1
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第 3節 考察

種々のBKDワクチンを調製 してまずニ ジマスに対する免疫応答を調べ､ その中で

比較的す ぐれた応答を示 したもの･ すなわち･ アジュバ ン ト混合ワクチン､ 菌体

溶解 ワクチン､ 紫外線殺菌 ワクチンおよびホルマ リン死菌 ワクチンについて防御

音巨の有無を検討 した｡ これ らのワクチンのうち, 最も高 い防御効果を示 したの臥

アジュバン ト混合 ワクチンと菌体溶解 ワクチンであった｡ アジュバン ト混合 ワク

チンの有効性について臥 すでにPaterson旦主由 ･(1981)やEvelyn(1971)がワク

チン魚における高い凝集抗体価や･BKDの出現率の減少について報告 している｡ し

か しPaLerson旦旦ai･(1981)は･ それにもかかわ らず uKD感染率は減少 しなかっ

たとしている｡ 今回の実験においてもアジュバン ト混合 ワクチン投与魚の白血球

は他の ワクチン凌与魚 と比べ て高い食食率 と強い化学発光能を示 し､ さ らに感染

実験においても比較的す ぐれ た結果 を示 したC しか し, ほとんどの生存魚か らRI

s旦上野ni旦旦工坦抗原が検出された｡ 従ってこれ らの魚は. 免疫能の低下 とともに

BKDが発症 した り, あるいは保菌魚 として他の魚にRISalmoninarunを感染させる

感染源となる可能性がある｡ 本実験においてコン トロール として設けたフロイン

ト完全アジュバン ト注射区においても生理食塩水注射区に比べて免疫応答の増加

がみ られた｡ フロイン ト完全アジュバン トが 自然免疫を活性化することは､01i-

ver旦tai･(1985)によって報告されている｡ また･ KaatLari旦呈出 .(1987)は､ フ

ロイン ト完全アジュバン トの注射によってギンザケのAISal皿Oninarunに対する抵

抗性が劇的に増加することを報告 している｡ しか し､ 本実験においてはKaattari

虫 垂 ･(1987)の給料 まどのBI Salnoninarumに対する抵抗性の増加は認め られなか

った｡ これは､ ニジマスとギンザケとのBISaユmoninarumに対する自然免疫応答の

違 いによるのかも知れない｡

現在､ 最もす ぐれた結果が報告されているBKDの ワクチンは､"cCarthy旦旦ai.

(1984)の菌体溶廓 ワクチンである｡ 今回の実験においても､ 菌体溶解 ワクチン投
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与魚は､ アジュバン ト混合 ワクチン投与魚には劣 るものの､ 血中凝集抗体価､ 白

血球の責食能､ 化学発光のいずれにおいても優れた免疫応答を示 した｡ また感染

実験において,McCarじhy旦呈出･(1984)の結果に見 られたよ りは劣るもののある程

度の防御能 (有効率 35)を示 した｡ しか し､ やは りほとんどの生存魚か らBI

salnoninaruD抗原が検出された｡

Sakai旦呈出･(1987b,1989b)は､ 連鎖球菌症のワクチンが白血球の食食能を増

加 させることを報告 していたo 今臥 この連鎖球菌症 ワクチンとBXDワクチンとを

同時に与 えることによって､ 連鎖球菌症 ワクチンがBKDワクチンのアジュバン トと

して働 くことを期待 したB しか し､ 免疫応答の実験においてホルマ リン死菌 ワク

チンを与えた場合とまった く差がな く､ 連鎖球菌症 ワクチンによるアジュバン ト

効果は認め られなかった｡KaaLtari吐 出.(1987,1988)も､ 数々の方法を用いて

il anguillarum とBISalnoninaru皿を結合させてワクチンの有効性を検討 したが.

有益な防御能は得 られなかったと報告 している｡

すでに実用化されているビブ リオワクチンでは､ 菌をホルマ リンで不活化 した

後･ 十分に菌体を洗浄 してワクチンとして用いている｡ しか し､Amend旦主.Ail

(1984)は, ビブ リオ病や レッ ドマウス病のワクチンにおいては菌体のLPSが重要な

免疫原 となっているが,BKDやせつそう病の場合はむ しろ菌体表面上の タンパク質

が重要な免疫原 であることを示唆 している｡ そこで本美顔においては､ ホルマ リ

ンで菌体を不活化する前に､ 菌体 を十分にミクサ-で洩伴することによって菌体

表面上の タンパク質を生理食塩水に溶出させ, それを菌体 といっ しょに魚体に注

射 した｡ しか しこのように処理 したホルマ リン死菌 ワクチンにおいても､ 血中凝

集抗体価､ 白血球の東食能お よび化学発光には. まった く差がみ られなかった｡

また菌体非洗浄 ワクチンを用いて攻撃実験 を行ったが, 生残率が低 く､ 有効性に

乏 しかった｡ 最近､TuragaLtBi･(1987)が､BISalnoninarumの菌体外生成物

(ECP)は･iB虫上辺においてリンパ球の抗体産生能を抑制する働きがあることを報

告 してお り､ あるいは本実験の結果は､ ホルマ リン死菌に加 えたこれ らの成分が



む しろ免疫の抑制に働いたことも考 えられる｡

攻撃試験終了後のワクチン投与生残魚のほとんどか らBISalmoninarum抗原の存

在が確認された｡ この事実は､ ワクチン投与魚群においてBISalnonlnarunに対す

る免疫力が低下するとBXDが発病するおそれのあることを示唆 している｡ このよう

な現象は ビブ リオワクチン投与魚には観察されていない (Sakai鎚 ai.1986｡)｡

最近･Kaattari旦主iiL(1989日 私信)は, 本菌に感染 した魚の腎臓 中でお こる抗

原抗体反応が食細胞によって処理されないために, 感染魚が複合体性過敏症に陥●●ることを報告 している｡ さらに､ 本菌が食細胞内で生存 できる能力を有す ること

も防御能を獲得する上において大きな障害 となっている (YoungandChapman,

1978)B これ らの事実を総合すると･ 宿主の抵抗力によってBKDを予防することの

きわめて難 しいと結論される｡
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第 6章 総括

細菌性腎臓病は､ 外来の伝染病であると考 えられてお り､ わが国では1973年に

北海道ではじめて発見され､ その後全国各地に広がった｡ 本研究においては疫学

的視点か ら養殖ギンザケのBKDを研究 した｡ そ してその養殖が､ わが国において

BKDを広める大きな原因になっていることを明 らかにした｡良二Salmoninarunは水

平 にも垂直にも感染することが知 られている｡ 現在.水産庁が中心 となって&

salmoninarun汚染卯を蛍光抗体法によって検査 しているが､ この検査方法では

103か ら10-cells/g以上の菌量 でないと検出できず､ またその検査体制は必ず しも

十分でな く, 正規の経路以外か らも卵が輸入されている状態にある｡ 今回のBKDの

野外調査の結果 をみると本病が減少 している傾向は認め られなかった｡ 養殖ギン

ザケでは､ 魚令の高いほどBKDの明確な病徴が見 られるよ うにな り､ さ らに海へ退

ばれることによってBKDによる尭死が増大する傾 向にあった｡ 海面におけるBKDに

よる弗死の増大は､ マスノスケについて調べたBanner旦主旦呈･(1983)も報告されて

いるO もう一つの開削 ま､ ギンザケか らその他の魚種に本病が感染することであ

る｡ 老殖ヤマメとイワナを中心にBKDの疫学的調査を行った結果､ あまり数は多 く

ないものの､ ヤマメもイワナも_P.ilSalmoninarunに感染 しているという実態が明 ら

か となった｡KimuraandYoshinizu(1981)も同 じようにヤマメのBKDについて報

告 している｡ これ らの魚にBKt)が見つかった場所のほとん どがギンザケ養殖 とのな

ん らかの関係があることが明 らかとな り､ これ らの魚類へのBKDを防 ぐためには,

ギンザケ養殖をその地域に持 ち込まないことが必要であると考 えられる｡

種々の魚に対する旦二Salmoninarumの感受性を調べた結果. アユが本菌に対 して

きわめて高い感受性を持つことが示された｡ これまで､ アユのBKDについては報告

されていないが､将来ギンザケとアユが同じ場所で養殖 されることになれば､ ア

ユにもBKDが発生する可能性があ り､ 今後十分に注意 しなければな らない｡

旦ユSalmoninarunの海水中での水平感染についてはこれ まで報告されていないが､
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本研究によってR.salmoninarumが海水中に30日以上生存す ることが明 らかとなっ

た｡ またー 海水ギンザケ養殖場付近か ら採集 した海産魚か らRISalmoninarum抗原

が検出され､ 月額が本菌を保菌する可能性も示された｡ これ らの結果は,Bl 匙L

l爪Oninarumが海水中で水平感染する可能性を示唆 している｡ 最近Evelyn(1988)は､

淡水中で旦こSalnoninarunに感染 していなかったベニザケが､ 海水中で旦エSalmo-

ninaruJnに感染 したことを報告 している｡ このようなことか ら海水を介 して養殖ギ

ンザケか らシロサケ､ サクラマス-BKDが流行す る可能性がある｡ 今臥 海水環境

よ りサンプ リングされたサクラマスに､ かな り高い割合 で旦ユSalmOninarumの感染

が見 られた｡ 岩手県においては､ 現在サクラマスの増養殖がさかんに行われてお

り､ 十分な対策を行わなけれ ば､ 将来サクラマスのBKDが大きな問題 となる可能性

が考 えられ る｡ 湖上 シロサケを中心に, ドッ トプロッ ト法によるRISalmonina-

iLn抗原検査 と､ マイクロタイ タ一法による血中抗体検査 を行ったC その結果､ ド

ッ トプロッ ト法によって3%の割合で抗原が検出され, さ らにマイクロタイタ一法

によって132;の魚に&こSalmOninarunに対する抗体が検出された｡ これ らの魚の

RISalmonlnarumの感染源 として･ 同 じ湾で行われているギンザケ養殖が琴われ･

放流直後に感染 したのではないかと思われる｡ シロサケ-のBKDの伝槽は､ シロサ

ケの資源に少なか らず影響を与えることも予測され､ シロサケの放流が行われて

いる湾内のギンザケ養殖 を規制するなどの行政の対応が必要 となるであろう｡

BKDの予防ワクチンについては､ ワクチン投与によって免疫が賦与されることを

明かにしたがその能力は低 く､ 直ちに予防に結びっ く結果は得 られなかった｡ 現

在のところ､ BKDに対す る有効 なワクチンの開発はきわめて難 しいと考 えられる｡

これまで述べてきたように､ わが国においては､ BKDはギンザケに多 くみ られ､

その他の魚種には､ まだ発生例が少ない｡ しか し水平感染については､ 現在徐々

にではあるが拡大 してお り養殖区域に､ 一･鹿本病が入るとなかなか除 くことが困

難 な状況にある｡ また､ シロサケ資源への影響が懸念される｡Vedemeyerand

Nelson(1977)は, 魚病の水平感染を予防する方法 として､ ①病気が発生 している



養魚場の水か らの病原体の除去 ③養魚場での病気の広が りを防 ぐために水の再

利用 システムにおける病原体の郎除 ③養魚場における排水中の病原体の撲滅に

よる環境の保護を上げている｡ ギンザケ養殖の場合､ これ らの対策を海面で実行

す ることは不可能であ り, 淡水養殖期間に しか適応 され ない｡ また､ これ らの予

防方法の実施には紫外線やオ ゾン等による養魚用水の殺菌が必要であるがー 紫外

線やオゾンがどれだけ& salmoninarumを殺菌するかについては､ まだ検討されて

いない｡従って現在実施できる最もよい方法は､ 病魚および保菌魚を持ち込 まな

● ● いことであ り､ 検査 を徹底す ることであろう｡ 本研究において検討 した ドッ トプ

ロッ ト法は､旦二Sa1mollinarumの保菌魚を検査するのに感度 と簡便 さにおいてもっ

とも優れた方法であ り､ 検疫 を実施する上で有力な手段 を与 えるものと考 える｡
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要約

1 間接 ドッ トプロット法 を用いる静索抗体法は､ 感度および所用時間の点で

最も実用的と判断され た｡ 発光剤としては､ ジーア ミノベンチジンが感度

の面か らす ぐれていた｡ 本法は､ ホルマリン固定サンプルか らもBKDの診断

出来ることが分かった｡

2 各診断法の感度は､ ドッ トプロッ ト法が102cells/g､ 間接蛍光抗体法が

103cells/g､ 共同凝集反応が10dcells/g,ラテ ックス凝集反応 と対向免疫

電気泳動が107cells/g､ そ してゲル内沈降法は109cells/gであった｡

3 養殖ギンザケにおけるBISalnoninaruJn感染の実態 を､1985年か ら1989年 ま

での5年間にわたって調べた｡ 淡水においては17.2男(1532尾申264尾)､ 馴

致時においては25･lS(635尾申160尾)､ そ して海水においては33.6.%(

383尾中129尾)であった｡ このように養殖期間が長 くなる従って拡大す る

傾 向にあった｡

BKDは養殖ヤマメ､ イワナおよびニジマスにおいてー それぞれの陽性率は､

21.5%,5.1%,および4.3%であった.

天然水域より採捕されたサクラマスおよび シロサケのRISalmoninarum感染

率は､15･0ガおよび3･4東であった｡ 従って､ これ らの資源は少なか らずBI

salmoninarumに感艶 していることが示された｡

6 旦⊥salmoninarumはシロサケおよびアユに対 して高い感染性を示 したが. ヤ
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マメ･ ギンザケ､ イワナお よびニジマスに対す る感染性はあま り高 くなか

った｡ しか し･ これ らの魚がAISalmoninarumの保菌魚 とな りうることが示

され たo なお､ コイはBISalmoninarumに対 して感受性 を示 さず､ 保菌魚 と

なる可能性も少ないと考 え られた｡

RiSalnoninarumは海水 中お よび淡水中で少な くとも40日間生存す ることが

示 され た｡

ll'毎水 ギンザケ養鵬 付近 で採捕 した海産魚 (ニ ジカジカ)か らRl吐

血 抗原が検 出され･BI SalmOninarumが養殖場か ら周囲水城の海産魚

に伝幡す ることが示唆 され た｡

海水ギンザケ養殖場の周囲に吊したホ タテガイか ら虹 salnoninarum抗原が

兄い出され ホ タテガイもBI Salmoninarunに感染す ることが示 された｡

10 旦ユSalmoninarum感染魚の血中抗体価 をELISは とマイクロタイタ一法 で測

定 したところELIS帽 はマイクロタイタ一法の5-10倍の感度 をもつことが分

った｡

11 養殖ギンザケのAISa⊥noninarumに対す る抗体の保持率は､ マイクロタイタ

一法で 31･1ガであった｡ 一万･ シロサケにお いては､9･日 であった｡

12 7種板のBKDワクチンを謝熟 してニ ジマスに注射 し､ 免疫応答 をマイクロタ

イ タ一法･ 白血球の貧食百は よび化学発光 を用 いて調べたところ､ フ ロイ

ン ト完全 アジュバン ト混合 ワクチンが最 もす ぐれ た免疫応答 を示 した｡



13 7ロイン ト完全アジュバン ト混合 ワクチン､ ホル マ リン死菌 ワクチン, 栄

外線殺菌 ワクチンおよび菌体溶解 ワクチンを用いて､ BXDに対する防御能

を検討 したところ, いずれの ワクチン区においても､ 十分な防御効果は一

抹め られなかった｡ さ らに･ ほとんどの生存魚か らBISalnoninarun抗原 が

検出された｡

■●
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