
(平成 22年  北 海道大学審査学位論文)

養殖サケ科魚類の卵内感染による垂直伝播の

防除技術に関する研究

小 原 昌 和

緒  言

第 1章  養 殖サケ科魚類に認められる病原細菌の卵内感染機序の検討

第 1飾 養 殖サケ科魚類親魚および未受精卵における病原菌の保有

第 2節 冷 水病原因菌′ ′sychrophiノ″ の卵内感染経路および成立条件

第 3飾 ′ psych′ο″′ノ"以 外の魚病細菌および一般細菌による卵内感染

第 4節  走 査型電子顕微鏡によるニジマス卵門の形態観察

第 2章  養 殖サケ科魚類の人工採卵における等調液洗卵法の卵表面除菌効果

第 1節 等 調液洗卵法の除菌およびウイルス除去効果

第 2節  養 殖事業における等調液洗卵法の除菌効果の検証

第 3節 長 野県内の養魚場における洗卵法の実態調査

第 3章  卵 消毒効果に及ぼす体腔液、漬卵成分の影響および卵消毒による

卵内感染の防除効果

総合考察

1 養殖サケ科魚類における卵内感染機序について

2 種 苗生産における卵内感染の防除技術

謝  辞

参考文献

緒

現在、わが国の内水面でのサケ科魚類養殖にお

いて実施されている防疫対策は、197:年および

1972年 の両年にわたり北海道の孵化場でヒメマ

スおよびペニサケ稚魚に伝染性造血器壊死症

“nfectious hematopoietic Decrosis:I鳳ゆ が発

生し、さらに 1974年 以降、本州のニジマス

(防cOra,chus ttisSの 主産県において本病が

感染拡大したことを契機に構築されたものである

Ioshimizu 1996;20091。その骨子は、消毒法と

防疫施設による飼育管理であり 消 毒法は、ポビ

ドンコード Oovidone lodine:以下ヨード剤とす

る)に よる魚卵消毒と消毒剤による養殖用器材、

養魚池などの施設消毒である (原 1991;木村・吉

言

水 1985:吉水 200つ。

卵消毒に関してはヤマメ (′″∫ο″″∫初 、ア

マゴ (′"∫θ″ishik繭 等の在来マス養殖に

おいて問題となったせっそう病の伝播を防止する

ために、1971年にアクリノールによる卵消毒が行

われたのが始まりであり、その後国内で lHNが発

生・拡大したため、全国湖沼河川養殖研究会養鮮

部会によリヨード剤を用いた魚卵消毒に関する共

同研究が開始された 原 1990。ヨード剤性状の

違いによる有効性や魚卵に対する安全性に関する

試験力桁われ、実際の事業形態や魚卵の移動の実

情にあった消毒方法が検討された。ニジマス等の

発眼卵にはヨード剤200倍液 (50 ppmで15分間
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消毒する方法が推奨された (原 199D。現在 こ

の卵消毒法は サ ケ科魚類の種卵移動時において

実施され 防 疫上不可欠な要素となつている。近

年では、発眼卵の消毒に加え、孵化 飼 育施設内

への病原体の持ち込み防止を日的に 受 精 ・吸水

直後の卵消毒も行われている (野村 笠井 2003:

熊谷 縄田,20091.器 材や池などの消毒法につい

ては、IⅢVお よび伝染性膵臓壊死症ウイルス

(lnfectious pancreatlc necrosis:IPnlに対す

る逆性石鹸液および塩素剤等の消毒効果力検 討さ

れ (佐々 木ら 1976:山崎ら 197い、施設消毒の有

効性が示された。その後、消毒剤の種類および対

象病原体ごとの消毒効果 (佐古ら 1988:井 上

ら,19901991:Yoshimi2u 1996:羽鳥ら 2003)、

有機物による阻害、効果持続性、反復使用、温度

の影響などの使用条件に関する検討 {木村 吉

水 1990:岐阜県水産試験場,199,力 桁 われ、消

毒剤および消毒法に関する知見の充実が図られて

きた。

防疫施設による飼育管理は、地下水や湧水など

病原体力恰 まれない用水を使用し、食用魚生産池

や親魚養成池とはI.8した専用の孵化 飼 育施設

において受精卵をふ化・飼育し 種 苗を生産する

方法として開発された (本西 2000。 近年では

養魚用水の紫外線殺菌技術が実用化され (吉水

ら 1986;吉水 日向 19921吉水・笠井.2002)病

原体で汚染された用水であっても、紫外線殺菌処

理することで種苗生産が可能になった。これらの

技術力籠 苗生産における防疫対策として養殖事業

に組み込まれ、lHNの防除に大きく貢献している

(吉水 笠井 2009.

このように、サケ科魚類の種薔生産における防

疫対策は着実な成果をあげてきたが、垂直伝播す

る疾病の防疫対策については課題が残っている。

病原体の卵内感染による垂直伝播が問題視されて

いる主な疾病に 1躙 とFII菌性腎臓病 (bacterial

kidney disease:BKD)があげられる。長野県にお

いて発生したこれら 2疾 病の伝播経路を表 1お

よび 2に示した。IPNは、人や器材の交流、汚染

水による水平伝播が主要な経路であったが、汚染

された種卵による事例も286%認 められている.

BKlでも汚染池との器材や魚の交流による水平伝
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表2長 野県内の在来マス養魚場におけるコ歯性質朧病(BKD)の 伝僣継綺
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播以外に 汚 染種卵による経路が 19%近 くあっ

た。経路が不明の件数には 複 数の養魚場から種

卵を導入している例も含まれ、これを汚染種卵に

よる伝播とすれlまBKD伝播経路の43%以 上を汚

染卵による垂直伝播が占めることになる。IPWの

卵内感染については Bunock θ ′′′ (197611こ

よつて問題提起されているが、その経路や発生頻

度など、実態は不明である。また BKlに ついて

はEvelyn θ′′′ (1984a,blにより卵内感染が起

こることが報告されているものの、卵内感染が成

立する時期、経路などは未だ不明である。卵内感

染を防除するために、産卵親魚へのエリスロマイ

シン投与による化学療法力拭 みられた結果、BKl

の垂直伝播を防止するためには、産卵前の雌親魚

にエリスロマイシンを注射する方法が有効である

ことが報告されているCHloll θ′′′,19891。さ

らに、近年になつて、細菌性冷水病 Oacterial

cold later disease:BCD、 以下冷水病と表記す

る)で も卵内感染による垂直伝播力健 こることが

明らかになり (BIon θ′′/1997:Kumagai θ′′′

2000)、種苗生産時における本病の発生は、養殖生

産を不安定にさせる要因になつている。従って、

種苗生産における防疫対策を強化するために、卵

内感染機序の解明と防除技術の開発が必須の課題

となっている。

江草 099411ま、垂直伝播に関する総説におい

て、IPll、IHNおよびBKDに関する既往の研究成果

を整理し 成 立の脚宇について考察している。こ

のうち 卵 内に病原体が入ることが証明されてい

るものはBЮだけであり、I P N および I H N では証

明されていない、としている。江草は、BЮ に関

す る 7 研 究 例 を 取 り上 げ て 、 原 因 菌

ル″″θ″ ′"∫′力″inaru饉の卵内侵人は、卵巣

液または体腔液中で卵rlを経由して起こることは

疑いないものの、排卵以前に卵巣内で卵膜孔管経

由またはそれ以前の卵形成期におきている可能性

があるとしている。さらに、搾,|(産 ,D後 の体

外で伝播力起 こる可能性についても考察している。

これ ら BKDの 卵内感染に関する研究では、

2"力 のlnar躙保菌親魚から得た卵 lEveln θ′

′′  1984a 1986a) や 人為的に ′″物"777a,S

で汚染した卵が供試され lEvelyn θ′′′ 1986b:

Bruno and HlnT。1986: Lee and Evelyn,1989)、

卵内感染力雛 かめられている。しかし、卵内から

細菌分離を行う前に卵を水中で吸水 硬 化させて

いること、ヨード剤液で一定時間消毒しているこ

とから、原因菌の卵内侵入時期が排卵された親魚

体内か、あるいは体外での操作過程か そ の際の

経路は卵Fl経由か卵膜孔管経由かについて具体的

に説明することは難しい。

その後、冷水病でも垂直伝播が疑われる事例が

報告される ⑩ ltθ′′′ 1993)と ともに、BroWn

″ ′′(199ηおよびKumagal θ′′′ 2000b)は 、

リロ内 に 冷 水 病 原 因 菌 (″′轟 κt″ ψ

′̀シリ″″″ノ″a力寝 入していることを明らかにし

た。これにより 先 の3疾病に加え冷水病が追加

されることになった。 Kumagai and NaFata(2010)

は人工感染試験手法により卵内感染の成立条件を

検討し、106CFU/ml以上の′ Owoヽ■嗜 〃ωで汚

染した未受精卵を授精 ・吸水させることにより卵



内感染が成立し、卵表面の汚染度力ヽ高いほどその

比率も高くなることを報告している。さらに 侵

入した′psКh=ophiノ物は卵の囲卵腔内で増殖し

発眼期までに 10'CFU/卵まで増殖するが、卵の発

育には影響しないことも明らかにした。このよう

に卵内感染の成立条件や実態力稔 々に明らかにな

ってきた。

採卵した卵を人工汚染させる手法 (体外環境)

で卵内感染が成立していること、魚類の受精卵は

水に接することにより付活され、吸水とともに囲

卵腔の形成が進むという卵の初期発生を考えれば、

′ρs乃"り ,■撻 の卵内感染は、親魚体内では成

立せず、汚染卵を人工授精した際に、体外で起き

ており、その経路は卵門経由である可能性が高い。

しかし、EvelⅧ θ′′′ “ 9840は 卵の凍結組織

切片を観察し、卵黄内に′μ■螂 ″″囲の存在を

確認し、卵形成初期か、形成後期に体腔液中の

イ∫′物″ル″"が 卵門経由で侵入したのではな

いかと推察している。また、Brom θ′′′0990

は、人工感染させたニジマス幼魚の卵母細胞内で

2"!爾 inar躙 が増殖していることを組織切片

で観察している。このように、親魚体内で既に卵

内感染が成立している可能性を否定することはで

きない。条件をより精査した試験や組織学的観察

によって卵内感染の事実を具体的に証明し、卵内

感染脚字を明らかにする必要がある。

ところで、サケ科魚類の人工授精において 人

工的に採卵した卵に精液を加えて混合した後に、

水を加える乾導法 (Dry method)力拡 く用いられ

ている。長野県水産指導所は、ニジマスの種卵生

産事業において、卵の発眼率が低下する原因とし

て、採卵 (搾出)操 作の際に生じる潰卵由来の卵

蛋自が精子を凝集させることを見いだし リ ンゲ

ル液で卵液 (体腔液)を 洗い落としてから授精す

ることにより、発眼率が向上することを明らかに

した (長野県水産指導所 1957)。さらに 稲 葉ら

(1968)に よって、潰卵力堀 入した体腔液中では

精子は活動せず、凝固状態になることや、採卵数

に対する潰卵混入率が約 3%以 上では発眼卵が全

く得られないことなどが明らかにされた。そして

等調液 (等張液と同義であり、水産増養殖学分野

では「等調液Jの用語が多く使用されることから、

本研究ではこれを用いる)の 処方についての実用

化試験がなされ、1955年からこの等調液洗卵法

(egg、ashing口ethod)が普及に移された。その

後、等調液の処方は、NaC1 9 04g、KC 1 0 24g

CaC12 0 26g/Lに改良され、ニジマスなどサケ科

魚類養殖の人工採卵時において広く利用されてい

る 。 Kumagai and Narata (2010) |ま、 ′

ρ∫′力勁 i■踵 の人工感染試験において、卵表面

が 106 CF1/ml以上の ′ ′∫″″″″〃″ で汚染さ

れた卵を授精 ・吸水させた場合に卵内感染力起 こ

り、これ以下の菌濃度では感染が成立しなかった

と報告している。また、サケ科魚類の発眼卵の感

染実態調査において、国内で生産された4173粒

の発眼卵では全く見つかっていない (熊谷 縄

田 200720082009。 熊谷 らの研究か ら、′

′̀″″″″=■mに よる卵内感染の成立の可否は卵

表面の菌濃度に依存していること力昧 され、保菌

親魚から採卵した汚染卵であつても、卵を洗浄し

て表面の菌濃度を減じれば:卵 内感染の危険性が

低くなることが推察される。また 実 際に国内で

生産された発眼卵の調査では卵内感染が確認でき

なかった原因として、等調液洗卵法の効果が考え

られる。卵の受構成績を向上させる目的で普及し

ている等調液洗卵法であるが 卵 内感染の防除技

術として再認識し、その効果の実態や除菌効果の

高い方法等について検討する必要があると考える。

以上のように、内水面のサケ科魚類養殖の種苗

生産事業における防疫対策上の課題および,,内感

染に関する既往の研究成果を踏まえ、本研究では、

養殖サケ科魚類における卵内感染機序の解明とそ

の防除技術の開発を目的とした。第 1章では、主

として′ps“bFOpbi′″を対象とした人工感染試

験を行い、9F内感染が成立する経路、条件を検討

した。第 2章では、卵内感染の防除対策としての

等調液洗卵法に着目し、洗卵による除菌効果の把

握と感染防除効果を検証した。第 3章では、防除

対策をさらに強化するために 未 受精卵消毒の効

果的な実施条件および防除効果を検討した。
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第 1章  養 殖サケ科魚類に認められる病原細菌の卵内感染機序の検討

養殖サケ科魚類の疾病として、細菌性疾病を

はじめウイルス性 真 菌性 原 虫症など多くが

報告されている (小川 室賀 20081.緒 言で述

べたように こ れらの中で伝染性膵臓壊死症

(IP 、ヽ細菌性腎臓病 OKllお よび冷水病は、

卵内感染による垂直伝播が問題視され、防疫対

策上の課題となっている疾病である。しかし、

卵内感染機序については未だ不明な点が多い。

江草 (199411ま、魚類における垂直伝播問題に

ついて、BKD、IP おヽよび lHNに 関するこれまで

の研究例を取り上げ そ の機序について論じて

いる。特に研究例が多いBЮ については 卵 内

感染による垂直伝播は既成の事実とし 保 菌親

魚の体内で起きている伝播と産卵後の体外で起

こる伝播に問題があることを指摘している。さ

らに保菌親魚の体内での伝播においても、時期、

経路など多くが不明であることも述べている。

その後 ′ psychioph〃初 の卵内感染が明らか

になり (Broln θ′′′ 1997)、 感染試験にお

ける垂直伝播の成立条件などが報告されている

(Kumagai and NaFata 2010)。

体内伝播または体外伝播のいずれにあっても、

親魚の保菌は両者に関係する重要な点であると

考える。本章では、サケ科魚類の卵内感染機序

を検討するために、先ず第 1節では親魚の保菌

状態と保菌親魚が保有する未受精卵内における

KII菌の有無を調べることで 体 内伝播の可能性

を検討した。第 2節 では、体外伝播の機序、条

件をより具体的に明らかにするために、′

ρsychroph〃物 による卵の人工感染試験を行い、

感染経路について検討した。第 3節では、′

psychroph〃初の感染試験で得られた結果をも

とに、′s′′″″滋 ′物.せ っそう病原因菌

″″″″β∫∫al“nた′″ および一般細菌による

感染試験を行い 菌 種が違っても卵内に細菌が

侵入するかについて検討した。第 4節 では 走

査型電子顕微鏡による卵門の形態観察を行い、

人工感染試験で得られた感染経路に関する知見

について、卵の側からの考察を試みた.

第 1節 養 殖サケ科魚類親魚および未受精卵

における病原菌の保有

目 的

産卵期に体腔内へ排卵するサケ科魚類では

病原菌による体腔液の汚染は、卵内感染の危険

と孵化飼育環境の汚染をもたらす重要な問題で

ある。BKDの 卵内感染においては、体腔液内の

′s′1“n力a=咆 菌数が重要なファクターであ

ることが指摘されている。また、冷水病では、

′ psvch ρ́′″ノz″で高度に汚染された卵を授

精 ・吸水させることによって感染が成立するこ

とが確かめられている。卵内感染機序に関して

は、雌親魚の体内において卵形成からり1卵まで

の過程ですでに成立している可能性と、採卵さ

れた卵が人工授精される過程において起こる可

能性が考えられているが、明らかにはされてい

ない。しかし 雌 親魚の体腔液汚染は卵内感染

を考える上で重要な要因であると考えられる。

このため、長野県内の養殖サケ科魚類親魚の

保菌状態を調べるとともに、保菌親魚から得た

未受精卵から細菌分離を試み、排卵までの過程

における卵内での感染の有無を検討した。

材料と方法

採JF用親魚からの体腱液、精液の採取

2007年 から2009年 にかけて、長野県内にお

けるサケ科魚類の 5養魚場 (民間 3養魚場 県

水産試験場 2養魚場)の ニジマス、アマゴ、ヤ

マメおよびイワナ (ルノη ルぉ ′θocoma″′0

親魚の体腔液または精液における保菌調査を行

った。 ′ ρsriroph″拠 については4養魚場

のニジマス、ヤマメおよびイワナを ■

`′l"n″ ″ については3養魚場のアマゴ、ヤ



ロ

マメおよびイワナを対象にし、′s∂1罰on″θ′〃″

については 1養魚場のアマゴを対象にした.保

菌検査は■.a3細 菌を対象とし 飼 育群におけ

る保菌魚の比率 (以下、保菌率とする)お よび

各試料中における生菌数を調べた。

試料採取に先立ち、先ず 70%イ ツプロピルア

ルコールを湿した消毒綿で総排泄口周辺を消毒

した後に、減菌したマイクロビベット用チップ

を生殖ロヘ挿入して体腔液または精液を約 lml

採取し、滅菌したマイクロチュープに保存した。

養魚場で採取した試料を氷冷して実験室へ持ち

帰り 生 菌数測定に使用した。

′ p s y t h r o o h ′/″、え "な ″″′“ および

′"I“ ●″′′″ の生菌数測定

生 菌 数 の 測 定 方 法 と して は  ′

psych″″〃〃″および ′ s′■mni″ ′aについ

ては平板塗布法を 2s′Imnル∂′″″については

ミスラ法 (坂崎,1978)を使用した。すなわち、

′ ps“hr"h=′″ および ′ ∫′力″たノ″ は、

試料 0 1mlを寒天平板培地へ塗布し 15℃で 7

日間培養したのちに 平 板上の菌集落数から試

料 l m l あた りの 生 菌数 を算定 した。

′∫′|"n力″物については、減菌等調液を用い

て試料の 10倍階段希釈したものを、平板に 50

μl滴下し、30日間の培養を行って生菌数を算

定した。培地は■ s′■mon″′″ に対してはCBB

培地 (野村 吉水 2006)を、′ psvchro"″"

に対しては牛胎児血清 (FBS)を5%添加した改

変サイトファーガ培地を用い、′"=園 n力′′″″

にヌfしてはKDM 2 MSRs(Matsui θ̀∂′  2010)

を供試 した。′ "物 ″″ ″ は Coomassie

briniant blle CBBl寒天培地 (野村 吉 水,

2000上 の青紫色の集落から純粋分離を行い、

普通寒天培地で褐色色素を産生するグラム陰

性 運 動性陰性菌を′ `′■mn″ ′″ とした。′

Psychroph′/″ は改変サイトファーガ培地上の

黄色菌集落について、抗 ′ ρs“力『麒 ″″ ウ

サギ血清 (日本水産資源保護協会)に よる凝集

試験および特異遺伝子検出用プライマーを用い

た PCR(吉 浦 ら 20061に より判定 した。

2"=腱 on777a′〃″については 抗 ′s′1罰on″′′″

ウサギ血清による凝集試験または間接蛍光抗体

法 はFAT)に より判定した。

未受精卵内からの ′ pswhrのな″"の 分離

雌親魚から体腔液を採取した後に、腹部を軽

く押し未受結卵 200粒程度を滅菌遠沈管に採取

した。卵を冷蔵して実験室に持ち帰り、卵内か

らの菌分離に供試した。検査対象はニジマスで

は ′ p s y c 晨″′″〃“ 、 ア マ ゴ で は

′ジlmn72″″ とした。′ パ“ね′ρ′″ノ″″の検

査においては、採取した未受精卵を体腔液とと

もに 3日間冷蔵保存し、生菌数測定用に培養し

ている培地平板上の′ psκ″′″″ノ“集落の出

現状況を観察し、体腔液の′ ps"hrophiノク 陽

性または陰性を確認し 細 菌分離を行った。

′s′1∞nル′′″″検査においては、体腔液試料を

ス ライ ドグ ラス に塗沫 し、 I F A T によ り

′"["B″ ′′″″の有無を判定し、未受精卵内か

らの細菌分離を行つた。′ ps“hrophi/四 検査

に使用した卵は体腔液腸性卵が 9区  陰 性区が

6区であり、2∫ 幼́″777′́″″では陽性および陰

性区ともに 3区 であった。

未受精卵の細菌分離は、先ず未受精卵 60粒 を

減菌等調液で 3回洗浄し′′s“h″′″′囲の試

料については減菌等調液で 200倍 に希釈した水

産用イツシン消毒液で 15分間の卵消毒を行い、

′s′=mn/772′″″の試料については水産用イソ

シン 100倍液で 20分 間の卵消毒を行った。消毒

終了後に減菌等調液で 2回洗浄して消毒液を取

り除いた後に、寒天平板培地上で転がし、卵表

面の細菌分離操作を行つた。その後、卵を 1粒

ずつ96穴マイクロプレー トのTe Hに収容した。

注射針付滅菌シリンジ (1■1、23G× 1″:テル

モ)を 用いて吸引採取した卵内容物を、滅菌綿

棒 を 用 い て 培 地 平 板 へ 塗 沫 した 。 ′

ps“晨「oph〃ι″の分離には、改変サイ トファ
ー

ガ寒天平板培地を使用し、2"l磯 on力′′〃2の 分

離には KDM 2 MSRsを使用した。培養期間は′
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ρs″力roph′′ω で 7日間、′"1毬on77"rumで 30

日間とした。

結 果

姜殖 サ ケ科親 魚 の ′ psychゅ h′/4′

"力 "′r′″ および ″"“ "′″″″"保 苗率お

よび生菌数

調査した養魚場の各親魚群における病原菌

の保菌率および生菌数を表 111に 示すととも

に、病原菌別の生菌数を図 111に 示した。′

psychioph″"は 1養 魚場のヤマメ (雌)で

432%の 高い保菌率がみられたが、ほか 3養魚

場のニジマスおよびイワナの保菌率は 20%未

満であつた。 ″ `′=腱on′α,daは 1養魚場のヤ

マメ (雄)が 250%で 最も高かったが、これ以

外は 10%未 満であった。′s′lmn力 ′′″″はアマ

ゴ親魚の保菌率が L7お よび 37お であった。

′ ps“燿=麒 ′′″ 生菌数は体腔液が 10 ‐
42

CFU/ml、精液が 100～
2 cFL/mlで

あった。イ

"1撻 n″′″ は、 体腔液力'1010～
よ。 CFU/ml、 精

液 が 103卜
H CFU / m lの

範 囲 で あ つた。

2∫`!"n力aru磁は難親魚のみで保菌が見られ、

108卜'9 ce n s / m lでぁった。′ ps″h「"h′/″″

および′ sal“B′cidaの生菌数は高くても 104

CFU / m l程度であったが ′ s′1腱on力ar躙は 108
～Ю CFU/m lと著しく高い値であった。

未受精卵内からの ′ psyttr"h′′″ および

′"あ "″ “"の 分離

ニジマス、アマゴ保菌親魚および非保菌親魚

の未受 精 卵 にお け る ′ ps“hη ガ ノ四、

2"J赫 ′′′′〃″の分離結果を、表 112に 示し

た。ニジマス体腔液の′ psКhroph〃″生菌数

は 105‐42 cF1/mlであったが、9区 全ての未受

精卵内から′ ps″hroph〃"は 分離されず、体

腔液が陰性の 6区 か らも分離 されなか っ

た。 シ l剛 ′″御 を対象にしたアマゴ未受精

についても、体腔液が腸性および陰性ともに、

卵内から2"lttnル ′′z″は分離されなかった。

また、卵内からの細菌分離に先立って行った卵

表面の検査では、全ての検査区の卵表面から′

。s“hittli硬 または′シ=“nル、■籠 は分離さ

れなかった。

目  '餞 "拿 )および覇鍮(a)●1ぉける●暉●日の生菫欧

一 生■…

● 旱ゅ●
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考 察

産卵期におけるサケ科魚類の親魚では、体腔

液から′)、麒ζ憔 ″″″が 101～107CFU/ml(熊

谷 縄田.2008)、″ "力 ″′″″ が 2X101～

83× 106 CFU/111(野村ら 1992:野村 :993)、

′"=“ ninaru理が 40X10'cells/ml(Evelyn

θ′′′,1984a).IHNVおよび llMVが1021～1043

および 108～ 102 1 TCID″鼈l(吉 水ら 1988a)

程度分離されることが報告されている。体腔内

に排卵されるサケ科魚類では体腔液の汚染は卵

汚染と直接的に関係し、卵内感染および管理施

設の汚染面から考えて、防疫対策上重要な問題

である。

本研究の対象にした 3菌 種の うち、′

psychro議″″ および′ "ltton′σ′″では先の

報告にみられる 10い'CFU/ml程度の高い生菌数

の事例はなかったが、′シlm壺′′′′″″では

Evelyn″′′(1984a)の報告と同等の生菌数が

観察され ′∫′lmnル∂′"の 生菌数は他の細菌

に比べて著しく高いことが確認された。

次に、体腔液が汚染されている雌親魚から採卵

した未受精卵内から細菌分離を試みたが、体腔

液 か ら ′ p s y c h 「o p h 〃幽 ま た は

′,■輔 ′″′r″″が分離されない親魚の卵はも

とより、両菌を保有していた親魚から採取した

未受精卵内からも分離されなかった。兵藤ら

(1995)は 、卵表面が BKD菌 に汚染されている

ヤマメ未受精卵の卵内から 2∫′=霊on′″′″″の

分離を試みているが、本研究と同様に全く分離

されていない。さらに、熊谷 縄田 (20072008,

2009)は 国内で養殖されているサケ科魚類 6魚

種の未受精卵 L680粒 (28群)の 卵内容物にお

ける′ps“農Ю"〃 "の 有無を検査し、全てが

陰性の結果を得ている。以上より、排卵された

未 受 精 卵 が 既 に ′  が ″ r"ね〃物 や

′∫′/“″ル′′″″に感染している可能性は低い

ものと考えられる。ただし、′∫′力ω″″″ に

関しては、卵黄中に本菌が存在し lEvelyn θ′

′′,1984a)、卵内感染が起こる経路として、病

原菌に高度に汚染された体腔液中に排卵された

. 口
壼 した● 凛 " ● ( 彙■ ) 冷 水 腐 ● ( = ジ マス) 3 К O ● ( アマゴ )



未受精卵の卵円からの侵入 ま たは卵成熟過程

において感染が起こる可能性が指摘されている。

本研究では、高度に汚染された検体数が僅か 3

検体であったことから、さらに多くの個体を供

試して結論を出す必要があると考える。

第 2節  冷 水病原因菌′ pswhr碗 〃″ の卵

内感染経路および成立条件

目 的

前節では 排 卵前の規魚体内における卵内感

染の有無を検討するため、親魚の保菌状態と排

卵された未受精卵内からの細菌分離を行った。

そ の 結 果 、 ′ p s “h = o " ″" お よ び

2s∂l国onl■aru腱の保菌親魚の体腔内に排卵さ

れた未受精卵内から細菌は分離できず 排 卵さ

れるまでの時期における卵内感染 (体内におけ

る感染)の 可能性は低いと考えられた。

近 年 に な っ て 、 1 0 6 ～
8  C F U / m l の′

ρ, v c h r o っも〃ω で汚 染 した ギ ン ザ ケ 卵

( K u m a g a i  θ′ ■́. 2 0 0 0 1 およびニ ジマ ス卵

(Kumagai and Narata 2010)を授精 吸 水させ

場合に卵内感染が成立 し、日卵腔内で ′

ρs“hioph″物 が増殖していることが報告され

た (Kumagai and NaTata 2010)。 これにより、

伝播機序を説明する上で重要な侵入部位と条件

が 明 らか に な っ た 。 囲 卵 腔 内 で ′

ps″hioph〃″ が増殖していることから、菌の

侵入経路は卵門である可能性が考えられるが、

明確にはされていない。このように、採卵およ

び人工授精の過程において卵内感染が成立する

条件に関する知見は集まってきているが、経路

に関しては依然不明な点が残されている。本節

では、人工感染試験に関する知見が比較的揃つ

ている ′ psychioph″″ を対象にして、各種

の人工感染試験を行い、卵内感染機序として指

摘されているもうひとつの経路 (体外における

感染)に ついて検討した。

材料と方法

塩類溶液の検討

養殖サケ科魚類の採卵において等調液洗卵法

が普及し 採 卵した未受精卵の洗浄 (洗,pl と

媒精用の溶液として使用されている。このため、

卵の人工感染試験において、卵汚染用の菌液の

調整に使用する塩類溶液として等調液が適当で

あることを確認するために、PBS←)と等調液を

使用して

(l)培 養菌液の階段希釈による生菌数測定

(2)培 養菌体の洗浄と生菌数測定

(3)培 養菌体の洗浄 2時間後の生菌数の測定

の 3条件下で生菌数を測定し、それぞれの生菌

数の測定結果を比較検討した。

培養菌体の洗浄操作は 5℃において 1800× `

で 5分間違心分離を行った後 培 地を除去し、

塩類溶液に菌体を懸濁させる方法で 2回行った。

洗浄後、細菌培養液に対して 1/5相当量の各塩

類溶液に供試菌を懸濁させたものを生菌数測定

用の試料とした。試験にはニジマス病魚から分

離した′ 、、ぬis饉′′四 l16003株 )およびブ

ラ ウ ン トラ ウ ト病 魚 か ら分 離 した ″

∫′力″′σ′″ 0 8 0 2 9 株 ) を 供試 した。 ′

ps″n,麒 〃"に は改変サイ トファ
ーガ液体培

地を使用し 15℃ .3日 間の培養を行い、′

s′力ω′cid2は トリプ トツイ液体培地 CSB:

栄研化勃 を使用して 20℃  2日 間の培養を

行い、それぞれの培養菌液を作製した。生菌数

の測定は′ Dsychis藤 ″″では改変サイ トファ

ーガ寒天平板培地、′ "、蓼 rヽ′″ では CBB

寒天平板培地を使用した。両菌種ともに平板培

地を 15℃ で 7日 間培養し、得られた集落数

から生菌数 lCFU/ml)を 算出した。

供試菌の培費と感築用菌液の日整

卵の人工感染には、′ psychrophi′″″(06003

株 ) ′ " ― l l 1 8  0 2 9 株) お よび

′s′1腱nル′′″″l19001株)を 供試した。前節

同様 ′ psvch=麒〃"に は改変サイ トファー
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ガ液体培地を使用 し 15℃  3日 間  “

∫′!聡on″ ″ はTSB培地を使用して 20℃ 2日

間 2s′1口on″′′l172については前培養上清を添

加したKDM 2培地(KDM Sm s)を使用して 15℃

5日 間の培養を行い 細 菌培養液を作製した。

各培養菌体を滅菌等調液 (以下、等調液)で 2

回洗浄し、供試菌培養液に対して 1/5相当量の

等調液を加え懸濁させたものを人工感染試験に

おける卵汚染用の菌液とした。

人工感染用供試卵

卵の人工感染試験には、長野県水産試験場ま

たは民間養魚場で飼育しているニジマス、アマ

ゴ規魚から採取した未受精卵および精液を使用

し 各試験の都度 8～5尾分を混合して供試した。

未受精卵については、等調液で洗浄 (濯ぎ洗

卵 2回及びシャワー洗卵)を 行ってから試験に

使用した。また、各試験で未受精卵が対象とす

る魚病細菌フリーであることを確認するために

体腔液、洗卵後の卵および精液の
一
部について

細菌分離を行い 対 象菌が陰性であることを確

認した。

JFの人工感染方法

卵人工感染の基本的な方法は次のとおりであ

る。洗浄した未受精卵を400粒 ずつ 200口1容量

ピーカーに収容し、供試菌液 2臓1を加えて卵を

緩やかに撹拌し 卵 表面を汚染した。非感染対

照区の卵については、菌液の代わりに等調液 2

mlを 加えたのち 5分間放置した。この卵に対し

てニジマス精液を02皿 l加えて授精した後に,

各区の卵に滅菌飼育水 200 mlを 加えてから :

時間静置して吸水させた (以下、汚染卵授精と

する)。なお、試験内容によっては、卵表面を汚

染した未受精卵を 授 精せずにそのまま不受精

卵として吸水させる方法 (以下 不 受精卵汚染

とする)、未受精卵を授精した後に供試菌で汚染

させ、その後吸水させる方法 (以下、授精卵汚

染とする)を 行った。

吸水処理後には,ボ ビドンコー ド剤 (水産用

イツシン液:明治製菓、以後ヨー ド剤と称す)の

200倍液で 15分間卵消毒 (BKDの試験において

は 100倍 液で 20分 間)後  飼 育用のふ化水槽

に収容した。

人工感染後 21日 が経過した時点で、各区から

発眼卵 60粒 を採取し、ヨー ド剤 の 200倍液で

15分間消毒した。その後、発眼卵を改変サイト

ファーガ寒天平板培地上で転がし、卵表面から

の細菌分離操作を行い、96六 マイクロプレート

の各Ie nに 1粒ずつ収容した。滅菌注射針で卵

に傷をつけてから、減菌綿棒で卵を潰して採取

した卵内容物を培地に塗沫し、15℃ で 7日 間培

養した。培地上に増殖した黄色の集落を対象に、

抗 ′ ps″晨「oph′/"ウ サギ血清によるスライ

ド凝集試験および PCR検 査により分離菌を鑑別l

した。

人工感染卵の鋼育

人工感染卵を綱籠に収容し 塩 化ビニル製の

試験用小型孵化水槽 (縦 20cm×幅 10cm×深さ

10c口)に 収容した。飼育用水は,活 性炭で脱塩

素処理した水道水であり, ヒーターまたは冷却

機を使用して 8～12℃の温度範囲に調節した。

卵内からの供演菌分離

人工感染してから20日 前後経過し、積算温度

(日間平均水温×日数)が 200℃ を超え 卵 が

発眼期に達した時期において、各試験区から基

本的には卵 60粒 を採取し、ヨー ド剤による卵消

毒をしてから細菌分離に供した。卵消毒の条件

は′ ,schi嚇 〃"お よび′ Saltton′″″で

は水 産 用 イ ツ シ ン 2 0 0 倍液 1 5 分間 、

′∫′=Юn力′′〃″では 100倍液 20分間とした。

消毒した卵を対象菌種に応じた寒天平板培地上

で転がして卵表面からの細菌分離操作を行つた

後に、96六 マイクロプレー トの各 Tellに 1粒

ずつ収容した。

卵内容物の細菌分離方法は 人 工感染させた

卵が不受精卵 (不受精卵汚染)の 場合と受精卵

(汚染卵授精 受 精卵汚染)の 場合で異なる方

10
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法を採用した。不受精'卜の場合には、注射付滅

菌シリンジ (lm1 23GX l″)で吸弓採取した卵

内容物を 減 菌綿棒を用いて寒天平板培地に塗

沫した。また、発眼卵の場合には 減 菌注射針

●3GX l″ )で卵に傷をつけてから、減菌綿棒

で卵を十分に潰して卵内容物を採取し 培 地に

塗沫した。

細 菌 分 離 に 使 用 し た 培 地 は  ′

psychioph″ω では改変サイ トファ
ーガ寒天平

板培地、′ ∫′′″″′″″ では CBB培 地 、

′∫′1"n772′′ωではKDESIR s寒 天平板培地を

使用した。培養条件は′ osychioph″"お よび

′ ∫′ltton′θ/″ で は 15 ℃   7 日 、

2∫′="n力 ′′〃〃では 15℃  30日 間とした。各

平板培地上で対象菌の増殖の有無から暢性 ・陰

性 を 判 定 し た 。 分 離 菌 の 鑑 別 は ′

ρ̀″″ioph″ω ではスライ ド凝集試験および

PCR検 査、4∫ ″́″たノ″では濃紺色に染まっ

た集落の判別、′s∂=園n′″∂r“″ではスライ ド凝

集試験または IFATを用いた。

卵内感染の成立過程の検討

′ ps“hioph″"の 卵内感染が、単に卵の吸

水過程において起こるものか、または精子の侵

入も関与する (精子の誘導)も のかどうかを検

討するために、ニジマス未受精卵の汚染時期お

よび授精の有無によりそれぞれに異なる3条 件

で人工感染を行い、発眼期において不受精卵ま

たは発眼卵から′ρs″h′″″/"の 分離を行い

卵内感染の有無を調べた。試験区は、不受精卵

汚染区、汚染卵授精区および受精り1汚染区とし

た。試験は 3回 行い 各 試験における ′

′sychic訥″物 による卵汚染濃度は、10&3と

1043、1088と 10“および 10m CFU/mlとした。

また、卵内から ′ ps“晨,"h′/物 の分離を

行うとともに、発眼率を調べた。なお、不授精

汚染区については 自 濁していない卵を正常不

受精卵としてみなし、この比率を求めた。さら

に第 3回 試験の発眼卵をヨー ド剤消毒 (200倍

液 15分間)し 、新たに清浄な飼育水槽に収容し

てふ化率を調べた。

卵内感染の成立時期の検討

′ psrhio"〃 ″の卵内感染が、吸水過程に

おいて卵門を介して成立するとすれば い つの

時期までかを見極めるために次の試験を行つた。

受精卵を吸水させ、その後
一定の時間が経過し

た時点で卵を汚染し、発眼期の卵に感染が成立

しているかを検討した。卵汚染は汚染,,授精の

方法とし、吸水前 (0分後)、吸水 2分後、5分

後 10分 後、30分後および 60分後の 6区の条

件を設けた。吸水操作は、200ml容量のビーカ

ーに収容した受精卵に対して滅菌飼育水 200ml

を入れて静置する方法で行った。各時間が経過

した時点で飼育水を排出し、供試菌液 2口|を添

加して緩やかに卵を撹拌した。その後再び飼育

水 200■1を入れ、60分間吸水させた。

これと併せて、200mlビーカーに収容した未

受精,Fに飼育水 200"|を加えて、
一旦吸水を開

始させ、以後 2分、5分、10分および 30分経過

した時に、飼育水を排出し、0 2mlの精液を混

せて授精を行い、再び飼育水を添加して十分に

吸水させてから飼育水槽へ収容した。発眼期に

おいて発育した発眼卵を計数して発眼率を調べ

た。

卵内感染が成立する汚染環境および濃度条件

の検討

′ ps“h[oph〃初 の卵内感染が成立するため

の汚染条件を検討するために、2種 類の汚染環

境について各濃度条件を設けて人工感染試験を

行い、感染率の差を検討した。卵の汚染環境と

して、卵汚染と吸水時の環境水汚染を設定した。

卵汚染の方法はこれまでの試験で採用した汚染

卵授精方法とし、環境水汚染では、授精した卵

に対して卵汚染と同様の供試菌液 2口1を飼育水

200■lに 添加し こ の汚染飼育中で卵を吸水さ

せた。2回の試験における′′s“hrophi/初の

濃度条件は、10''&'い 。,ぉょび 1"9 CFU/ml

の 5段階 (高濃度域の検討)と 、10'97'S,4'

1 1
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コ1214■ の颯燿澪液を使用しただ́γαりっh絶"およびズ"″“た雄■姜自体の
浣浄および生歯薇測定結果

■麟灌液
操 作

等鋼波
・

薗種
PBα )

嬌贅菌液の生菌数測定
4“ "α覇″“

″̂ ,り"醐 ,レ

38

86

j3姜自体浣浄
+

生菌嗽測定

ス“"‐ 商 “

″ぉ ,りヽ 例 し勧

8 3

8 4

8 3

8 7

埼姜薔体洗浄後2時祠静ヨ  ス …
+

生■薇瀾定

・'生薗戦 (“,。)CFU/m〕

および 101'CFU/mlの5段階(低濃度域の検討)

であった。

結 果

供試菌液の口整に用いる塩類溶液の適性

PBS←)と等調液を用いて ′ psrnr"晨 =/″

および″ ∫′lmn″ ′″ 培養液の 10倍階段希釈

による生菌数測定、各培養菌体の洗浄および生

菌数測定、並びに培養菌体の洗浄 2時間後の生

菌数測定結果を表 121に 示した。

培養菌液の生菌数測定 において、え

∫′l"n″ ″ では PBS←)による生菌数が 10■3

CFU/ml、等調液による生菌数が 108 6 CFU/ml

であり ′psychioph″囲では 108:および 10&8

0FUん1で あつた。各塩類溶液で測定された生

菌数は同等であった。培養菌体の洗浄および生

菌数測定においては ′ "力 ″た滋 では

PBS←)および等調液の生菌数がともに 10&3 CFU

/mlであり、′ os、chioph″囲では 1034ぉょび

10,7 cFU/mlであった。この操作においても各

塩類溶液による測定結果は同等であった。培養

菌体洗浄 2時間後に生菌数測定した場合でも、

″ 励ゞ ″′ル では PBS←)による生菌数が

10=6 0FU/ml、等調液による生菌数力'1084 cFU

/mlであり、′ ps"h「oph″ωでは 10&0および

10いCFU/mlで あった。この場合でも、各塩類

溶液の測定結果は同等であった。

′ ps“h"p腱″“の卵内感染経路

3種類の方法により′ psychroph′ノ″汚染し

たニジマス卵内から細菌分離を行った結果を、

表 122に 示した。

第 1回試験では、卵を 10いCFU/口1の濃度で

汚染した条件において、不授精卵汚染区では

183%汚 染卵授精区では 267%お よび授精卵汚

染 区 で は 4 0 0 % の比 率 で 、 卵 内か ら ′

ps″晨『o薇″"が 分離された。不授精卵汚染区

と授精卵汚染区の比率に統計学的有意差 (′/2

<001)が 認められた。,1汚染濃度 104,cFU/ml

および非汚染条件では、3試 験区ともに分離さ

れなかった。

第 2回試験では、10日CFU/口1の 濃度条件に

おいて 不 授精卵汚染区では 67% 汚 染卵授精

区では 33%お よび授精卵汚染区では 83%の 比

率で、卵内から′ ps“h「oph″物が分離された。

3区の比率間には統計学的有意差はなかった。

第 3回試験では、10Ю CFU/mlの 濃度条件に

おいて不授精卵汚染区で 500%、汚染卵授精区

では2L7%の 比率で、卵内から′ psychloph″″

が分離され、両比率の間に統計学的な有意差 (′

/2<001)が 認められた。

以上 3回 の試験により、ニジマス卵を 10&8、

1088および 10Ю CFU/mlの汚染条件のもとでは

不受精卵汚染区 汚 染卵授精区および受精卵汚

染区ともに′ ps“h′ο′″′塑の卵内感染が認め

られた。
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表122 異 なる過程で― 汚染したニジマス卵の中内感築率

試験
壼汚棄濃度 昴内感簗旱¬

t●gⅢCFU′●7)不 曼綺昴汚簗区
・2

汚簗"撥 薔区
・'   曼

薔"汚 笙r.

“
　
“
　
一

1:/m (18■ )・
'

ν“

0/m

16′“ (26'■)

0/60

0/m

24/∞ (4Q昴 )・
'

y∞

νm

8 8

4 8

4/60(6■)

0/m

o/el

5/60(30■)

0/60

ν∞

¨

蜘

¨

ν

Ⅳ m(5oo)・
' :3/60(2171)・

`
ND・
'

燎ll吸 水籠 積,3臓 詢 ℃を経うした彙颯"に 正常不受■口また`発曖"か ら■分■した
・'0凛 で汚簗したネ晏輛,を 吸水させた
・'日
濠でお軋 た未晏■口を侵綺した後に晏水させた

'`"口
漱中でllllした中を口濠で汚員させた後に象求させた

''生
"敗 (b■,つ0ヽ■ミ

・=■
凛の代わりこ二■0■ 晟を使用した

。・'両
者の比率にar学 的■摯=(P/'O01)が ある

°'試
験せず

′●syふr麒 ′●雌 染卵の発眼率およびふ化率

′ psychFo絲″″の人工感染試験におけるニ

ジマス卵の発眼率およびふ化率を表 123に 示

した。

第 1回試験においては、不受精卵汚染区の非

汚染卵の正常不受精卵率が 7L7%で あったのに

対して、104・CFU/皿l濃 度で640%、10&3 CFU/ml

濃度では 670%で あった。汚染卵授精区では非

汚染卵の発眼率が 407おであったのに対して、

10“CFU/ml濃 度で 382%、 108 CFU/ml濃 度

では 270%で あった。受精卵汚染区では、非汚

染卵の発眼率が 363%であったのに対して、

104 S cFU/ml濃度で 388お、108 3 CFU/ml濃度

では 292%で あった。このうち、汚染卵授精区

の非汚染9Fと 10&8 CFU/ml濃度における発眼率

の間において統計学的有意差 (′/2く001)力 '

認められた。

第 2回試験においては、不受精卵汚染区の非

汚染卵の正常不受精卵率が 724%で あったのに

対して、104 8 cFU/ml濃度で 696%、108 8 CFU/ml

濃度では 725%で あった。汚染卵授精区では非

汚染卵の発眼率が 785%で あったのに対して、

104 8 cFU/口l濃度で 744%、 108 8 cFU/ml濃度

では 729%で あった。受精卵汚染区では、非汚

染卵の発眼率が 8L5%で あったのに対して、

壺12-3 ■ なる過程で… 汚葉したニジマス中の発嘔事およびふ`ヒ率

●汚摯凛菫 発颯旱 (■)・
1

ふ|し串 (り

Oo`,.CFυ″〉不曼綺口汚彙区 汚 葉曰授■区 曼 綺口汚彙区  汚 築口摂■区
饉

3 3

4 3

3,0

640

, 1 ,

270''

3 8 2

4 0 ,・
'

NT・
'

NT

NT

２

３

０

”

“

“

3 3

4 8

301

762

816

Ｔ

Ｔ

Ｔ

Ｎ
一　
Ｎ
　
Ｎ

η

■

■

100 007

807

ND・
`

Nll

1∞

9,0

２

３

・ 汚彙甲燎41区および螢薔甲汚筆区では 菫菫甲に占める,崚 昴の比率を
示し不,■ 口区では自濁4ししていない正'な不,椰 中の比率を示す
・'歯浅の代わりこ滅薔■口波を使用した
・'員
■の比率に摯|1学的itt(′ χ

2K001)が
ある

・̀●験せず
・'横
董せず
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表12●  こ ジマス,の 吸水に伴うら●K力9■九"の 卵内感染率と発瞑率の変
イヒ

吸水時間

(分)

発眼率

( 1 )

昴内感楽率

く疇性"彙 /標本教:り

0(吸 水前 )

2

5

1 0

3 0

∞

5/80 (001)

3/30 (381)

:/80 (131)

1/80 (13%)

0/80 (0■ )

0/80 く 0■)

40“

15“

391

:4"

0“

ND・
'試
験せず

104 8 cFU/ml濃度で 762%、 1088 cFじ/ml濃度

では 801%で あつた。3汚染区ともに、汚染卵の

正常不受精卵率または発眼率は対照の非汚染卵

の成績と差は認められなかった。

第 3回の試験においては、不受精卵汚染区の

非汚染卵の正常不受精卵率が 807%で あったの

に対して、10Ю eFU/ml濃度で 867おであった。

汚染卵授精区では非汚染卵の発眼率が 836%で

あったのに対して、10にCFU/饉l濃 度で 892%

であった。また、汚染卵授精区の発眼卵と非汚

染対照区の発眼卵のふ化率は、それぞれ 100お

よび 97%であり、差は認められなかった。

以上 3回の試験において、卵内感染がみられ

た試験区の正常不受精卵率または発眼率は 第

1回 試験の汚染卵授精区においてのみ差が見ら

れた以外は、全て非汚染卵の成績と変わらない

結果であり、ふ化率にも差は認められなかった。

吸水時間の経過に伴う ′ ps″h輔 ′/rrの卵

内感染率の変化

未受精卵の吸水時間の経過における卵内感

染率および発眼率の変化を表 124に 示した。

′ ρsrhr"h″ 囲で卵表面を汚染した未受精

卵を吸水させる前の時点では、卵内感染率は

63%で あり、吸水開始から2分経過した卵では

38%5分 および 10分で 13%の比率で感染卵が

みられたものの 30分 および 60分 では検出さ

れなかつた。未吸水で授精した卵の発眼率が

486%で あったが、吸水時間の経過にともない発

眼率が急速に低下し、10分後では L4%に なり、

30分後では発眼卵が得られなかった。

本試験において 未吸水卵および吸水 10分後

までは感染卵および発眼卵を確認することがで

きたが そ の後時間が経過した卵では感染卵お

よび発眼卵は認められなかつた。

′ ,sychr"h′′″ の卵内感染が成立する汚染

環境条件

10'卜・'CFU/mlの ′ ps“ni。轟′/ωで卵表

面を汚染したニジマス卵と、同じ菌液を添加し

た汚染環境水で吸木させたニジマス卵における

卵内感染率の結果を表 125に 示した。

第 1回試験においては、卵表面を供試菌液で

汚染した卵汚染区の 10'9 CFU/ml濃度で 360%、

1●9 CFじ/口l で5 帖、 10?'CFU/ml で 1 窃の比

率で感染卵がみられたが 10''CFU/ml以 下の

濃度および非汚染卵では感染卵はなかった。
一

方 環 境水汚染区では 10''CFU/ml濃 度におい

て感染卵が L9%み られた。10''CFU/ml濃 度に

おける両区の卵内感染率には統計学的有意差(′

″<001)が 認められた。

第 2回試験においては、卵汚染区の 10'9 CFU

/ml濃 度で 233%、 107 9 cFU/mlでL7%の 感染

卵がみられたが 10`'CFU/ml以 下の濃度およ

び非汚染の卵ではみられなかつた。環境水汚染

区では、10'9 CFU/ml濃度でのみ 33%感 染卵が
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みられた.

以上 2回の試験により ′ ps“hro"″ "で

卵表面を汚染したニジマス卵では汚染濃度が

101'CFU/ml以上の場合に卵内感染が成立した。

また、吸水時の環境水を汚染した場合よりも、

卵表面を汚染した場合に卵内感染率が高かった。

考 察

内水面のサケ科魚類養殖において、親魚から

採卵して人工授精を行う場合に等調液 (田

代 1976;稲葉ら,1958)が使用されることから、

人工感染試験用の菌液の作製、卵の授精などに

使用する塩類溶液の適性を検討した。その結果、

培養菌液の洗浄および生菌数測定において、等

調液は微生物試験で一般的に使用される

PBS()と変わりなく使用できることが確かめら

れた。

試験 1では、′。s"h“"″ ″で汚染する時

期が異なる3種類のニジマス卵について 感 染

の有無を検討した。授精しないままの不受精リロ、

′ psrarOph〃“ 窃 染してから授精した受精

卵、授精後に汚染した受精卵のいずれにおいて

も、汚染が 108～Ю CFU/ml程度の場合に卵内感

染が確認された。各試験の中には 汚 染時期が

異なる卵の感染率に有意差が認められた事例も

あったが、比率の違いには一定の傾向が認めら

れなかった。よって、試験の再現性については、

今後検討の余地が残るものの 3通 りの汚染方

法において差がないと判断できる。先ずは、不

受精卵でも卵内感染が成立したこと、さらには、

′““■,哺 〃″ による汚染時期が異なる受精

卵の感染率にも明瞭な差が認められなかったこ

とから、′psκhroph〃″の卵内感染は、授精

の際に精子の侵入に誘導されて起こるのではな

く、吸水過程において′ ,sychr畿 ″"が 侵入

することにより起こると考えられる。また、正

常に発育した発眼卵から′ psrhroph〃″が分

離され、腸性卵が混じる卵群の発眼率、ふ化率

も対照と同等であることから、り1内感染は卵の

発育に影響しないことが明らかとなった。

試験 2では、飼育水中において吸水させた卵

を経時的に汚染して、卵内感染の有無を調べた。

その結果、受精 10分後までの時期に汚染した卵

では、卵内感染が確認された。これにより、精

子が卵内に侵人できる限界の時期と卵内感染が

確認できた時期とが一致したことが示され、′

psvc ■ヽoユ″"の 卵内感染は、卵門経由で起き

ていることが考えられた。

試験 3で は 供 試菌の濃度を 10卜'CFU/ml

として卵表面を汚染した場合と吸水時の環境水

を汚染した場合における感染率の違いを検討し
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た。予め,,表面を′ メlr/7ra2/77/ωで汚染した

卵のほうが明らかに高い感染率を示した。卵表

面を汚染した試験区でも 吸 水用に飼育水を添

加した時点で 環 境水汚染区と同じ菌濃度にな

る条件設定であつたが 環 境水の汚染よりも、

卵表面の汚染状態が強く影響することが考えら

れる。また、汚染濃度に関しては Kumagai and

Nawata 0010 と 同様の結果となり、感染試験

条件のもとでは 10卜
「CFι/ml程 度が成立条件

であると考えられた。

以上の試験結果から、′ psychroph〃"の 卵

内感染経路は吸水時の卵P日経由であり、卵表面

が 10「CFU/ml以 上の′ psr力=o嶽″囲 に汚染

されている場合に卵内感染が起こり得ることが

明らかになった。

第 3節  ′ ps“hro"″ ″以外の魚病細菌およ

び一般細菌による卵内感染

で に卵 内感 染 の 問 題 が 指 摘 され て い る

′"″ ″′″物 と、卵内感染が問題視されてい

ない′ "i螂 ″ ″を対象に人工感染試験を行

い 両 菌における卵内感染の成立の違いを検討

した。

次に ′ p s y c h r o p h ′ノ″ と ′ ` ∂物" ′ε′″

による人工感染試験を行い、汚染卵を吸水させ

た直後から発眼期までの過程において定期的に

卵内から細菌分離を行い、卵内における生菌数

を経時的に測定し、卵内における細菌の消長を

調べた.

さらには、これまでおこなった人工感染試験

において、卵内からの細菌分離を行った際に、

明らかに卵内で増殖していると思われる
一般細

菌の分離事例がみられた。このため 分 離菌の

鑑別および性状試験を実施するとともに、同様

の方法により人工感染試験を試み、魚病細菌以

外の細菌による卵内感染の有無を検討した。

目 的

第 2節では、′ρSychrophi/囲による人工感

染試験を行い、卵内感染は卵の吸水時に卵門を

介して′ ′sychroっ基″"が 侵入することによっ

て起こることが確かめられた。卵表面が高度に

汚染された条件であれば、他の魚病細菌でも卵

内への侵入が起きる可能性が考えられる。しか

し、これまで卵内感染が問題視された魚病細菌

は 、 専 ら ′s ′力" ″″囲 お よ び ′

ρsrhroph″囲である。せっそう病については、

種首生産現場で卵内感染が疑われるような発生

事例の情報はない。また、野村 (1993)は生菌

数 101 CFUん1の ′ ∫′1国oこ′″″ に人為汚染し

たサケ卵から細菌分離を行っているが、卵内か

らは分離されていない。菌種の違いによって卵

内感染の成立の可否が異なるとすれば そ の原

因が何であるかは不明である。細菌の大きさや

形態の違いによる確率の問題であるのか、侵入

後に卵内で菌の増殖を左右する現象が起きてい

るのか、などの疑間が生じる。そこで こ れま

材料と方法

′"た ″″“"お よび ん "ん ″″′″ による

人工感染試験

卵 内 感 染 が 問 題 視 さ れ て い る

2"lmDル ′′″農 卵内感染が問題視されていな

い′ ∫́=腱■7r′″を対象にして人工感染試験を

行った。

感染試験に使用する卵汚染用の供試菌の培養

および菌液の調製方法は、第 2節 に示した方法

のとおりである。′"=鰤 ′″́′″αは、2009年に

県内のアマゴ養魚場の病魚から分離された野外

株 l19001株)で あり、4シ |"n′́ ′″ も同様

に野外株 (08029株 )で ある。供試卵の種類に

ついては、′"imn′″′″″の試験においてはニ

ジマス卵とし、′ ∫′1破on″ ″ の試験ではアマ

ゴ卵とした。卵汚染方法は、″ ∫βノ励 ″″ の

試験では不授精卵汚染とし、′"1国on力′′〃〃の

試験では不授精卵汚染および汚染卵授精の 2つ

の方法を行った。
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人工感染させた ′ psy"″"″ "お よび ″

"′"″7r′″の卵内における消長

人工感染により卵内に侵入した細菌の卵内

における増殖実態を明らかにするために、人工

感染させたニジマス卵を発眼期まで飼育し そ

れまでの期間中定期的に卵内からの菌分離を行

い、卵内感染率および卵内の生菌数の変化を調

べた。

卵汚染に使用した供試菌は′ps,chrophi■鞭

および′ s′■動 ′σ′″であり、卵の人工感染は

不受精卵汚染の方法で行った。人工感染で処理

した卵は各菌種とも 1200粒であり、人工感染、

吸水および卵消毒の一連の操作が終了した段階

で、約 200粒ずつ6区分に分けて試験用水槽に

収容した。卵内からの細菌分離は、吸水直後 (1

時間吸水させた後に飼育水槽へ収容し、2時 間

経過後)、飼育3日、7日、14日および 21日目

の5回行い、各検査時にそれぞれ 60粒を検査し

た。

一般細薔による卵内感染の検討

′ psychiOph″〃″および′ ∫∂=恥■′σ′′2の

人工感染試験において、ニジマスおよびアマゴ

卵内から分離された 5菌株 (ニジマス卵出来細

菌 :No27,No10 NQHおよal。25、アマゴ卵由来

細菌 :No9)を供試して人工感染試験を行った。

5菌株の培養にはTSB(栄研化学)を使用し、15

℃において 2～3日 間培養した。卵汚染用菌液

の調整は、′ psyt/7「oph〃認 における方法に準

じた。供試卵はニンマス卵を使用し、卵の人工

感染方法は前節の汚染卵授精の方法を採用した。

発眼期における卵内からの細菌分離にはTSA

寒 天 平板培地 を使 用 し、 分離 操 作 は ′

psych"phi=umにおける操作に準じた。

また、供試菌株の鑑別 ・同定を次の方法によ

り行った。常法によリグラム染色 (フェイバー

Gセ ットF:日 水製薬)を 行ってグラム染色性、

菌形およびサイズを調べた。さらに、一般細菌

簡易同定キット (IP120NE:シスメックス・ビオ

メリュー社)を 用いて性状試験を行い、数値プ

ロファイルから求めたインデクスにより細菌を

同定した。キットによる培養は 15℃で 48時 間

行い 反 応結果を判定した。

結 果

′"ん "″ “におよび′ "″ ″′́′″の卵内

感染

ニジマスまたはアマゴの未受精卵を用いて行

った′∫′■回 力aru墨おょび′ ∫′="n′″″の

人工感染試験における卵内感染率を表 131に

示した。

2s′島″力′′"の 試験においては、10閻2 cFU

/ml濃度条件で 183%の感染卵がみられたが、

表13,2_励 伽 ■"お よびえ… で汚楽したニジマスおよびアマゴ昴の感楽率
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10・]CFU/ml濃 度および非汚染卵では検出され

なかった.I s′ !磯on″′″ の試験においては

3汚 染濃度条件および非汚染卵ともに感染卵は

検出されなかつた。

人工感染させた ′ psychr"h′/7fお よび ′

"力 "た ′“の卵内での消長

′ psychroph′′″″また|ま′ s∂lmn′θ′″ 汚

染したニジマス卵の卵内感染率および卵内生菌

数の経時的変化について 第 1回試験の結果を

図 131に 、第 2回試験結果を図 132に 示し

た。

第 1回試験においては、′ psychroph′/〃汚

染卵では、吸水直後から発眼期 (21日)ま での

間 0～67%の 比率で感染卵がみられた。卵内の

生菌数は、吸水直後では 100'CFU/粒であり、3

日では 1010～102 5 CFU/粒、14日では 10・4～1045

CFU/粒、21日では 106 1 cFU/粒であり、飼育日

数の経過に伴い卵内の生菌数が増加した。一方、

′ ∫′1∞途′″″汚染卵では 吸 水直後から7日

まで 17%の 比率で感染卵がみられ、卵内の生菌

数は 100～101'CFU/粒であったが 14日 および

21日 には感染卵は全く検出されなかつた。

第 2回試験においては、′ ρsyc力[oph″″汚

染卵では 吸 水直後から発眼期 (21日)ま での

期間において 333～ 500%の 比率で感染卵が

認められた。卵内の生菌数は、吸水直後では 101

～10 5CFU/粒{平均値 10り であり、3日では

107～ 101,CFU/粒(平均値 10■)、7日では 10‖

～1067 cFじ/粒 (平均値 1060)、14日では 1004

～1046 cFじ/粒 (平均値 10'()、21日 では 10・

～10?8 CFt/粒(平均値 100')であり、飼育日

数の経過に伴い生菌数が増加した。一方 ■

∫′lmn′cida汚染卵では、吸水直後で 100%、3

日では 50%の 比率で感染卵がみられたが、7日

以後感染卵は検出されなかった。卵内の生菌数

は、吸水直後では 101～10 8cFU/粒であったが、

3日では 10`'CFU/粒に減少した。

以上の試験において、′ psychioph〃″汚染

卵では吸水直後から 21日 までの間において感

染卵がみられ、しかも卵内生菌数が増加した。

一方、′ "=mn″ ′da汚染卵では 3～7日 まで

は感染卵がみられたが、21日 (発眼期)に は全

く検出されなくなつた。卵内生菌数は ′

psvch″′″′〃″が増加したこととは逆に 減 少

傾向であった。
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一般細面による卵内感染の成立

卵由来の一般III菌の性状試験および同定結果

を、表 ■32に 示した。全ての分離菌は、グラ

ム陰性の拝 菌であった。簡易同定 キ ッ ト

(AP120NE)の性状試験結果から得られた数値プ

ロファイルの検索により同定された細菌の種類

は, Ooma鑽o,ぉ 属が 2株 , お¨ ぉ 属が 1

株, ,″ ″″″∂s属が 2株であった。

5菌 株の菌液で汚染した各ニジマス卵の卵内

感染率の結果を表 133に 示した。卵由来細菌

No9の 10"CFU/口l濃度で 450%、 αヽ27の 10“

OFU/ml濃度で 267%、卜Q10の 10''CFU/ml濃

度で 33%、 mHの 10いCFU/ml濃度で 67%お

よびNQ25の 10'4 CFU/ml濃度で 26篠 の比率で

感染卵がみられた。卵出来細菌ヽ9お よびヽ27

については、それぞれ 10'S CFU/mlの濃度条件

でも卵を汚染したが、感染卵は検出されなかっ

た。また、対照の非汚染卵では,1内感染卵は検

出されなかった。

考 察

本節では、′ oswh「oph′/"の 人工感染試験

結 果 の 再 現 性 を 検 討 す る た め に

′シ=mn′″r″″および ″ ∫′lmn′″″ による

人工感染試験を行った。′∫∂■恥n力∂r〃″では、

′ ps,chioph′/"と 同様に卵内感染が成立する

ことが確認できた。10Ю CFU/ml程 度の高濃度

では成立したが、低温度の汚染卵では卵内から

菌が分離されないことも ′ ps“hroph″〃 と

同様であった。しかし、″ ∫́=Юn′σ′″では発

眼期に検査した卵内からは全く菌は分離されな

かった。

そこで、この違いの原因を確かめるために、

それぞれ ′ ρs“hm′ ′″ と′ ∫′l腱o■=′′″

で汚染した卵を飼育し、卵内における両菌の動

態 を追跡 した。熊谷 縄田 0 0 0 8 1 および

Kumagai   and  Nawata   (2010)   は  、   ′

ps“hioph″″ で汚染したニジマス卵内の生菌

供 菫 薔

菫摯項目 方法
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表133卵 内から分離された一般錮薗で芳染したこジマスコの印内感染=

歯 株
昴汚楽菫産
(o“.CFUttD

昴内感染率
(`性昴藪′橋本螢 : )ヽ

卵歯距9

卵歯に27

27/60 (45(H)

0/60

16/60 (267%)

ν∞

卵歯L10 2/60 (30■ )

卵菫L" 4/60 (67■ )

卵薗'セ5 16/60 (267■ )

対 熙

・
由腋の代わりに■由等口を 使用した

数の変化を調べ、発眼期までに1粒の卵内で 107

CFU/粒以上に増殖することを報告している。2

回の試験から、′ ps“h「oph=ノ″汚染した卵内

では日数の経過に伴い生菌数が増加し 発 眼期

には 10卜8 CFU/粒程度まで増殖していることが

確認され,熊谷らの報告を裏づけるものとなつ

た。これに対して、■ "lmn″ ′″汚染卵では、

吸水直後の卵内からえ "■壼 た物 が分離され、

本菌が卵内に侵入していることが確認できた。

しかし、日数が経過しても卵内の生菌数が増加

する傾向は見られず、試験 1では 14日以降に、

試験 2で は 7日以降には全く分離されなり、2

回の試験ともに同じ傾向であった。この結果か

ら、″ ∫′1"n″ ″ は一旦卵内に侵入するもの

の卵内では増殖せず 次 第に死滅することが推

察される。

魚卵には、 リツチーム、レクチン、ベルオキ

ンダーゼなどが存在 し ( 工藤 1 9 8 3 , 2 0 0 0 :

Shiina θ′ ′′,  2002: Tateno θ′ ′́  1998)、

囲卵腔にはレクチン (岩松 2004)が、り1膜には

リツチームおよびペルオキンダーゼ (■藤

19832000)が含まれていることも報告されてい

る。近年 魚 類や無脊推動物におけるこれら物

質の生体防御機能に関して多くの研究がなされ

ている(森 神谷 1995)。リツチームについては、

Yousif θ′′′ (1994)が、サケ科魚類の卵から

抽出したリツチームに対して ′∫′lmnル arm

は耐性であり、″ ∫′im、′″″は感受性である

ことを報告している。また、BroT■θ′′′ 0997)

も鶏卵自リツチームに対して ′ psrhr″ ″′幽

は耐性であり、イ ∫′1∞n″′″ は感受性である

ことを報告している。両研究ともに,供 試菌の

耐性の違いが卵内感染の可否に関連性があるこ

とを指摘している。このように、田卵腔内に侵

入した細菌が囲卵腔内や囲卵腔と接する卵膜に

ある生体防御物質の影響を受けることが考えら

れ、細菌が増殖または死滅する理由を検討する

上で、重要な手がかりになると考えるが、詳III

は今後の検討課題として残った。

ところで、一般細菌による人工感染試験で、

卵表面の汚染度が高い場合には、一般細菌の中

にも′ psvch“″ ′=藝 11 2∫ ■́mn′′′′″″と同

様に卵内へ侵入し、増殖する細菌が存在するこ

とが明らかになった。魚類病原411菌ではないこ

とから 仮 に卵内感染が起きても、実際の被害

につながることは考えにくい。この結果は、卵

表面の汚染がひどい場合には、どのような細菌

種であっても卵内への侵入が起こり得ることを

示 し て お り 、 ′ p s “h ′ο′″〃″ や

2s′imn′′′′″″の感染試験結果とともに、卵内

感染機序を検討する上で重要な知見であると考

える。
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第4節 走 査型電子顕微鏡によるニジマス卵円

の形態観察

分および 60分 が経過した各時期に、10粒ずつ

取り出して固定液 10口l中に収容し、卵を48時

間以上固定した。また、少量の等調液とともに

ビーカーに入れた未受精卵に対して、精液を加

えて授精させた卵 10粒 も固定し、受精卵標本と

した。

病原苗汚築算の作製

病原菌で卵表面が汚染された未受精卵の卵門

を 観 察 す る た め に ′ 。s " h ″″〃ω 、

′∫′="n″ ″″ および ′ ∫′=mn′σ′″ による

汚染未受精卵を作製した。供試菌の培養(培地、

条件など)は 前節における方法に準じた。各培

養菌体を滅菌等調液で 1回洗浄した後に、ろ過

除菌したニジマス体腔液に懸濁させ、汚染体腔

液を作製した。そして、未受精卵 10粒を供試菌

汚染体腔液中に 5分間浸漬した後に固定した。

観察用卵農標本の作製

実体顕徴鏡下で固定卵の卵門の位置を確認し

てから 注射針(テルモ 25GX l‐)を使用して、

卵門部を含む 2×211m四方程度の卵膜を固定卵

から切り取った。切り取った卵膜片を次の手順

により脱水した後、2～3時間の凍結乾燥を行っ

た。銅ベースの導電テープを使用して卵膜標本

を試料台へ貼り付け、金蒸着を施し、SEM観 察

を行った。脱水操作は以下のとおりである。

① PBS()2時 間 2回

② 70%エ チルアルコール 2時 間

③ 80%エ チルアルコール 2時 間

④ 90%エ チルアルコール 2時 間

⑤ :00%エチルアルコール 2時間、2回

⑥  t― プチルアルコール・エチルアルコ

ール混液 (1:2)2時 間

⑦  t― ブチルアルコール エ チルアルコ

ール混液 (1:1)2時 間

⑧  t― プチルアルコール エ チルアルコ

ール混液 (2:1)2時 間

⑨  t― ブチルアルコール 1時 間、2回

目 的

本章第2節における′ osvc 「ヽoph″″の人工

感染試験において、卵内感染は 卵 表面に存在

した細菌が、卵の吸水過程において卵門を経由

して物理的に侵入することによって起こること

が明らかになった。授精をしない不受精卵でも

卵内感染が成立したこと、受精卵 (発眼卵)が

得られる吸水 10分 後の時期まで感染が成立し

たことは、感染経路を説明する上での重要な知

見である。サケ科魚類の卵は、体液と等調な生

理食塩水中では付活しないが、淡水や低調な塩

類溶液中に置かれた場合には活性化し、吸水 ・

硬化が進む (山本,1958)。しかも 卵 門が閉じ

る時間について、メダカ卵では 5分で完全に閉

じ (岩松 1997)、サケ卵では 10分後には閉口が

進むことが報告されている (Kobwashi and

Yamamoto 1993)。サケの卵門管部分が閉じる時

間と、卵内感染が成立する時間とが
一致するこ

とから、ニジマス卵を供試して、吸水時間の経

過に伴う卵門形態の変化および病原菌で汚染し

たり1門の状態を電子顕微鏡により観察した。

材料と方法

ニジマス未受精卵の吸水処理と卵の固定

長野県水産試験場で飼育しているこジマス雌

親魚 (2尾 )か ら得た未受精卵を標本作製のた

めに使用した。また、受精卵標本を作製するた

めに、2尾 の雄から採取した精液を使用した。

卵の固定には、電子顕微鏡用 70%グルタルアル

デヒド液 (和光純薬)を PBS(―)で希釈した 2%

溶液を使用した。

未受精卵の吸水過程における卵門の形態変化

を観察するために 未 受精卵 200粒 を 200口l容

量のビーカーに入れ、飼育水 200mlを加えて吸

水させた。吸水開始から2分  5分  10分  30
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SEM観 察

卵門の観察は、(独)水 産総合研究センター養

殖研究所札幌魚病診断・研修センターにおいて、

走査型電子顕微鏡 (日立社製 S3500ヽ)を 使用

して行つた。

卵膜を観察したところ 卵 Fl管底の内口の直径

は 2 9μmで あった。卵門周辺の卵膜表面は凹凸

状に見えるが、さらにその周辺になると特別な

構造は観察されず、平滑な状態であった。また、

卵門以外には卵内に通じていると思われる小孔

状の形態は観察されなかった。

受精卵 :

等調液中で授精したニジマス卵の卵門管か

ら精子の尾部 (鞭毛)が 出ている状態が観察で

き、中には複数の精子が侵入している状態が観

察された。また、卵膜表面に付着した精子が観

察された。ニジマス精子の頭長は 2 6μm、頭幅

は 20μ 口であった。

吸水 5分後 :

卵門管上部の直径は 5 8μmで あり 未 受精

卵のサイズと変わらなかったが、下部の直径は

22μ 口であり、やや小さくなっている状態が観

察された。また、吸水現象の進行に伴い、卵門

管から吹き出された囲卵腔内物質がり1門前庭に

付着している状態が観察された。

結 果

走査型電子顕微鏡 (SEM)で観察したニジマス

未受精卵、受精卵、人為吸水卵および病原菌汚

染卵の卵門の形態を図 141～ 144に 示した。

SEMで みられた卵門における観察所見は、以下

のとおりである。

未受精卵 :

卵円前庭の直径は3L9～ 43 8μmで、卵円管

のサイズは上部直径が 57μ であり、下部は33

μmで あつた。また、卵原形質側 (裏側)か ら

(0・●●●A拍瞑」●●“れ た口円お
よび口2,

,0分■1‐(iO不受“中の中間

…

CI●目■壼0"口 ")

●点,"●

0 .口 田 齋申闘 ― ●●円) て,1●●0日3メ柳 凛んて なヽい口円'

…

日'■ 1=ジ マス来受ロロおよび曼薔"の ,日
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壼水∞分性

(A,ワ円●内"が日●している●I円)
て31"■●●に付●した●… )

(8罰 舶 脚 出 てし¬ m〕

●…

〈01-0■ 人■)

口1■ 3 ■ 水∞ m分 ■にお“ 不晏輌口の口円

吸水 10分後 :

卵門管上部の直径は64～ ■lμ■で、変化が

なかった。卵円管下部内が何らかの物質で満た

されて閉塞し、開口部分 (直径 1 4μOが 僅か

にみられる状態の卵がみられた。しかし、中に

は下部直径が 32μ 口と、変化がみられない卵も

あった。卵門管底の内口の直径は 29μ 国であり、

変化がなかった。また、吹き出された囲卵腔内

物質が卵円周辺にまで広がっている状態の卵も

みられた。

吸水 30分後 :

卵門管上部の直径は54～ 6 7μmで変化がな

かつた。卵円管下部内の開塞が進み、僅かに開

口している部分の直径は07～ 0 9μmで あった。

吸水 60分後 :

卵門管上部の直径は 4 9μmで これまでと変

わりがなかつた。卵円管下部内の閉塞はさらに

著しくなり、極僅かに開口していると思われる

不定形の穴が観察された。卵門管底の内口の直

径は 25μ ■であり、これまでと変わリカ'なかっ

■1-F‐ ― ―々 ■・よび
― でわ彙したこジマス●80供 ●
(`1矢 醒 ロロ0饉 ●締 )

た 。

供試菌汚染卵 :

′ ps“ ar"′ ″“ ′ "力 "″″r″ また|ま

′ "力 "′ ′́″ を懸濁させた体腔液で卵表面を

汚染した未受精卵では、卵膜表面、卵P,前庭内

に付着 して いる細菌が観察 された。′

,sぬ =麒 ″″および2∫′力ω″LI睡汚染卵の

表面では、多くの細菌は観察されなかったが、

″ッ=題n″″ 汚染卵の表面には多数の付着菌

が観察された。ニジマス卵門管のサイズは、上

部の直径が 5～7μ■で、卵門管底の内口の直径

が 2～ 3μ皿であり、′ ps“hiophi′″、

2,′力″力″"お よび ′ "力 "″ ′″ のいず

れも卵円管内を通過することが可能であること

が観察された。

考 察

本研究において観察したニジマス未受精卵で

は、卵門前庭の大きさ (直径)が 40 μ m程度で



あり、卵門管上部直径が 5μm、下部直径が 3μm

であった.魚 類の卵門形態については、岩松

2004が 多様な魚類の情報を整理して紹介し

ており 今 回観察された結果もこの中で紹介さ

れているニジマスの観察値と同程度であった。

飼育水中に置いて吸水させたニジマス卵では、

10分 後には卵門管内が閉塞しつつある状態の

卵が観察され 30お よび 60分 後には卵門管内

(下部と思われる)力 ほ`とんど閉塞している状

態が観察された。卵門管上部や卵円管底の内ロ

が吸水に伴って閉じるような変化ではなく、卵

門管内に物質が詰まるような状態であった。10

分後の卵では、未受精卵と同程度に開口した卵

門管が観察される卵もあること,30分 後には卵

門管内の閉塞が進行し、60分後にはほとんど閉

口に近 い状態であることが観察 された。

Kobavash and Yam öto 1993)は 、低調な塩類

溶液中に置いたサケ卵門の変化を透過型電子顕

微鏡 lTEM)で観察し、10分 後には卵門管下部

の広さが 1/3程度に狭まっており、60分後には

卵門管の下部域 (卵門管の下部 1/3の部分)力'

閉塞している状態を観察している。よって ニ

ジマス卵でもサケ卵と同じように卵門の形態変

化が起きていることが分かつた。この SEM観察

では こ れまでの感染試験によって得られた卵

内感染経路に関する考えを、形態面においても

さらに支持するものであると考える。

また、卵形成期の卵母細胞の卵膜には卵膜孔

管 pore cana1 0 2～0 4μmlが貫通しており,

この小孔を介して卵黄前駆物質が卵細胞質内ヘ

取り込まれる。そして、り1卵が近づき、卵形成

が終了する頃から卵膜孔管が不明瞭になるとさ

れている (高野,19891。卵門周辺の卵膜表面を

観察したが、卵内に貫通していると思われるよ

うな卵膜孔管は観察されなかった。観察したニ

ンマス卵は排卵された卵であり、この時期の卵

膜では卵膜孔管は既に消失していた。

さらに、供試菌汚染卵の観察から、ニジマス

の卵門は細菌が侵入するには十分な口径サイズ

であり、吸水が進行して卵円管内が閉塞するま

でに 30分 以上の時間を要すると考えられるこ

とから、卵内感染が卵門を介して起きることが

容易に推察される。
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第 2章  養 殖サケ科魚類の人工採卵における等調液洗卵法の卵表面除菌効果

第 1章では、卵を用いて ′ ps″力ro"″″

による人工感染試験を行い、卵内感染機序につ

いて検討した。その結果、卵表面が高度 (107

CFU/ml tt L)に汚染された未受精卵は人工授精

の吸水過程において卵表面の細菌が卵円を経由

して侵入することが明らかになった。ギンザケ

,P (Kumagal θ′ ∂1, 2000) で は 108 CFU/ml

ニジマス卵 (Ku●agai and Narata 2010)では

106 CFU/ml以上の細菌濃度で卵表面が汚染され

ている場合に卵内感染が成立する。試験感染の

条件下ではあるが、卵表面の高度細菌汚染は卵

内感染が成立するための重要な要因であると考

えられる。

本研究の第 1章において 産 卵親魚の体腔液

中の生菌数を調べたところ、2,lmDル ′′″″保

菌魚の全てが 10'～ЮCFU/mlにも達した。′

Osychroph″″ ′ "′励 たノル では最高でも

104 cFU/mlレベルであったが、イ "=Ю n′oiぬ

では野村ら(1992)が106 CFO/mlレベルの保菌

事例を、′ ^劾 ″″″″ では熊谷 縄田

1200720081が 10i CFU/mlレベルの保菌事例

があることを報告している。体腔液が、人工感

染試験で卵内感染が成立するレベルと同等もし

くはそれ以上の生菌数である親魚から採卵され

た卵の表面は、これらの病原体に汚染され、卵

内感染の危険性が非常に高いと考えられる。

内水面のサケ科魚類養殖においては 採 卵の

際に生じる潰卵が受精を阻害することから、採

卵した卵を人工授精する前に、等調液で洗浄す

る等調液洗卵法 (田代 ,1976:稲葉ら,1958)力'

普及している。親魚から採卵 (搾出)し た卵に

は糞、血液、卵殻および過熟卵などが混じる。

このため、ポールなどの容器に収容した未受精

卵に等調液を加えて撹拌し、上清とともに固形

物を洗い流す洗浄 (以下 濯 ぎ洗卵とする)を

行つてから、ザルに移し換えた卵に対して等調

液をシャワー状に散布する洗浄 (以下、シャワ
ー洗卵とする)が行われる。

等調液洗卵法は、受精率の向上を日的として

普及している作業であるが、洗卵によって病原

体を多量に含んでいる体腔液が洗い流され 卵

表面が清浄な状態になることによって卵内感染

のリスクが低下していることが考えられる。第

1節では、′ psychroph′′"を 主な対象として、

採卵作業で行われている等調液洗卵法の除菌効

果を定量的に明らかにするとともに、等調液洗

卵法による卵内感染の防除効果について検討し

た。第 2節では、養殖作業現場において応用試

験を行い、等調液洗卵法の除菌効果について検

証した。第 3節では、長野県内でニジマス、在

来マス類の採卵を行っている養魚場で実際に行

っている等調液洗卵法の実態を調査した。

第 1節 等 調液洗卵法の除菌およびウイルス

除去効果

目 的

産卵期のサケ科魚類親魚は、時に体腔液中に

様々な病原体を保有しており、その濃度は 106

CFU/■l以上に及ぶ例がある (野村ら,1992:野

沐寸  1993: Evelyn θ′ ′′  1984a  l曖谷   β電

田 20072008)。このような親から採卵された卵

を授精し、飼育した場合には卵内感染が起きる

可能性があり、感染リスクを低下させるための

対策が必要である。

そこで、卵の汚染度を下げるための対策とし

て、内水面のサケ科魚類養殖の人工採卵におい

て普及している等調液洗卵法に着日した。ニジ

マスなどのサケ科魚類は体腔内に排卵するため、

卵は親魚体内で体腔液と混合し、かつ体腔液と

ともに採卵 (搾出)さ れる。体腔液が汚染され

ていた場合には、卵表面も汚染されることにな

る。しかし、養魚場では通常人工授精の前に洗

卵作業が行われるので、卵表面の病原体は洗い

流されてしまい、卵内感染の機会が減少してい



ることが考えられる。このため 本 節では等調

液洗卵法の除菌効果が実際にどの程度であるか

を把握するとともに、除菌による卵内感染の防

除効果について検討した。

―ガ液体培地 lFBS5%添加)で 15℃ 3日間培養

した培養菌液を L800×′ 5分間の遠心分離後

上清を捨て、減菌等調液で 2回洗浄した後に

当初の培養液体培地に対して 1/5量の滅菌等調

液に懸濁させたものを、′′sychrophi′″ 菌液

とした。′ "lmn″ ′′″については、TSB培地 で

20℃.2日間培養して得られた菌体について、′

p s , c h ″″′/ 囲 と 同 様 に 洗 浄 を行 い、′

μl“n″′″液を作製した。

ウイルス材料としては、ニジマス病魚から分

離した IⅢV(RtNag 9612株 )お よび同じくニジ

マス病魚から分離した OMV IRtNag 0010株)を

使用した。IHWに ついては、RTC―卿 胞に101

-1で 接種し、CPE力`発現して細胞が培養器壁か

ら剥離し始めた時に 培 養液を孔径 045″ mの

メンプレンフィルターでろ過したものを ⅢNウ

イルス液とし、試験に供するまで-80℃ で保存

した。OWに ついては、RTC-2細 胞に接種

は Ql=01)し て培養し、ウイルスの回収と保

存については 冊Wと 同様に行った。

洗卵工程別の除口量

洗卵操作は 飼 育現場で行われている洗卵作

業に基づき、濯ぎ洗リドを2回 、シャワー洗卵を

1回 行う試験と、シャワー洗卵のみを行う試験

を行つた。洗卵の各工程別の生菌数およびウイ

ルス感染価を測定し、等調液洗卵における除菌

および除去効果を調べた。なお、各病原体材料

についてそれぞれ僣別に洗卵試験を行つた。先

ず、無処理体腔液またはW照 射処理体腔液 30ml

に対して 3口lの供試菌液またはウイルス液を添

加して汚染体腔液を作製した。次いで、ビーカ

ー 600口l容 量)に ニジマス未受精卵を 1000

粒入れ、汚染体腔液を 15ml加え、汚染卵を作製

した。

等調液洗卵は、汚染卵に減菌等調液 100mlを

加え、減菌綿棒で撹拌しながら濯ぎ洗卵をした

後に上清を捨てる操作を 2回行つた。次に、卵

を小型ステンレス製ザルに収容して液体を除去

し、ザル内の卵に対して 100mlの滅菌等調液を

材料と方法

供演ニジマス卵および体腟液

長野県内の民間養魚場のニジマス雌親魚 4尾

から得た未受精卵および体腔液を洗卵および卵

感染の試験に供した。未受精卵は、減菌等調液

●aC1 9 04g、Ke1 0 24g、CaC12 0 26g/蒸留水

lLで 3回洗浄後、試験に供した。

体腔液は、採卵の際にステンレス製ザルを用

いて採取し、供試菌液およびウイルス液の作製

に用いた。′ p s ″力″″″" お よび ′

s′■腱n″′ル の洗卵試験にはそのまま供試し、

IHNVおよびOMVの洗卵試験には、体腔液中のウ

イルスの混入を避けるため、直径 15cmのガラス

シャーレに体腔液 40●1を 入れ、紫外線ランプ

(15りの30cm下で 10分間紫外線 (以下、UVと

する)を 照射した後に供試した。また、′

′s“晨,o森〃"の 卵感染試験では、体腔液に混

じる一般細菌を除くために、孔経 045μ ●のメ

ンフレンフィルターでろ過除菌した体腔液を用

いた。なお、洗卵試験用の無処理体腔液および

卵感染試験用のろ過体腔液の一部を、牛胎児血

清 (FBS)を 5%添加した改変サイトファーガ寒

天平板培地とComassie brilliant blue lCBBl

培地 (野村 吉水 20061に 塗沫 して ′

バ″″="h″ "お よび45′力″″ ″が存在し

ないことを確認した。さらに、ウイルス洗卵試

験に用いたUV照射処理体腔液をRTC-2細 胞に

接種してⅢNVおよび側 が分離されないことを

確認した。

供減綱菫およびウイルス液の作襲

供試細菌は、′ パ“hrophi′J706003株 )

および″ ∫′ittoniθ′″ 08029株 )を 供試した。

/1 ρs″iroph″″については、改変サイトファ



シャワー状に散布して洗卵した。その後、十分

に卵の水分をとり 滅菌等調液 30mlと ともに卵

をビーカーに収容した。シャワー洗卵を単独で

行った試験では、汚染体腔液を添加した未受精

リトを小型ステンレス製ザルに収容してから 同

じ方法でシャワー洗卵を行つた。シャワー洗卵

に使用した容器は プ ラスチック製の試験用洗

浄瓶 (容量 100mlまたは 500mDに 水道用シャ

ワーロを取り付けて自作したものである。

洗卵による除菌効果を調べるために、洗卵前

では汚染卵付着の体腔液を lml、また各洗卵工

程では卵付着の等調液を 1■1採取し、生菌数ま

たはウイルス感染価を測定した。

シャワー洗卵強度の違いによる除菌効果

無処理体腔液 6 0 口l に 対 し 6 口l の ′

バ, 薇I s 藻″塑 菌 液 ま た は 6 皿1 の  ′

∫∂=嶋n″ ″ 菌液を添加して、それぞれの汚染

体腔液を作製した。ビーカー 600ml容 量)に

入れたニジマス未受精卵 L000粒 に対して、汚

染体腔液を 15ml加えて汚染卵を作製した。洗卵

のために使用する等調液の量を、L000粒 の卵

に対して 50、100、200および 400mlの 4段 階と

し、洗卵方法は試験 1においてシャワー洗卵を

単独で行った場合と同様に行った。洗卵後、各

試 験 区 か ら l m l の試 料 を採 取 し 、 ′

ρsychrθph″凛 ′ s′■動 ′″″ および
一般細

菌の生菌数を測定した。

生薔数およびウイルス感94●の測定

採取した試料について滅菌等調液を使用して

10倍階段希釈し、ミスラ法 (坂崎,1978)に よ

り生菌数を測定した。′ psrhi輔 〃″ につい

ては、分離に改変サイトファーガ (FBS5%添加)

寒天平板培地を使用して 15℃ 7日 間培養し、

黄色の集落について抗 ′ psychro"″ 國 血清

(社:日本水産資源保護協会配布診断液)で スラ

イ ド凝集試験および PCR(吉浦ら 200611こより

分離菌を鑑別した。ι s∂1回on′′′″ については

基礎培地に TSA培 地 (栄研化学)を 使用した

CBB寒 天平板培地を使用して 15℃で 5日 間培養

し 濃 紺色に染まった集落数を数え生菌数を算

出した。また、同培地において増殖がみられた

′ "ittθ ′″以外の細菌を一般細菌として計

数した。なお、生菌数測定における検出限界は

101 3CFt/mlであつた。

IいVお よびllWに ついては、採取した試料を

抗生物質法 (吉水 野村 198911こよリー夜処理

した後に、Hanks'BSSを 使用して 10倍段階希

釈し、その 50μ lを 96穴 のマイクロプレ
ー トに

培養した細胞に接種した。接種後 15℃で 14日

間培養し、CPEの 発現状態を観察 して TCID詢

法によリウイルス感染価を測定した。使用した

培養細胞の種類は、1ドVに EPC細胞、OWに RTG

- 2 細 胞 を用 いた 。 感 染価 は 4 六 法 の

Behrenslarbar法で算出した。なお、感染価の

測定における検出限界は、101 6 TcID50/mlであ

った。

′ ,、ふr麒 ″“ の卵感染試験

試験区は、無洗卵区 濯 ぎ洗卵区 シ ャワー

洗卵区および非感染対照区の 4区 を設けた。洗

浄したニジマス未受精卵を400粒ずつ4区 に分

けて、各々を200″′容量ビーカーに収容した。

この卵に対して′ ps″hroph″ω液を2ml加え、

卵を緩やかに撹拌して,|を汚染した.非 感染対

照区の卵は、供試菌液の代わりに滅菌等調液

2』′を加えた。また、濯ぎ洗卵区では、汚染卵

に40mlの滅菌等調液を加えて濯ぎ洗卵を行い、

シャワー洗卵区では 40mlの 減菌等調液でシャ

ワー洗卵を行った。これらの卵に対してニジマ

ス精液 0尾 分の混合)を 0 2ml加えて授精し

た後に、各区の卵に滅菌飼育水 200mlを加えて

から 1時間静置して吸水させた。その後、卵を

ヨード剤 200倍液で消毒してから、ふ化水槽に

収容して飼育を行った。飼育用水は、活性炭で

脱塩素処理した水道水であり、飼育期間中の水

温は 105～ 115℃であった。なお、汚染卵の授

精操作に先立ち 各 試験区から卵付着の体腔液

または等調液を0 5ml採取して生菌数を測定し



―

た。

試験感染後 21日が経過した時点で、各区から

発眼卵 60粒 を採取し、ヨー ド剤の 200倍 液で

15分間消毒した。その後 発 眼卵を改変サイト

ファーガ寒天平板培地 CBS 5%添加)上 で転が

し、卵表面からの細菌分離操作を行ってから、

96六 マイクロプレートの各 Ie‖ に 1粒ずつ収

容した。滅菌注射針で卵に傷をつけてから 減

菌綿棒で卵を潰して採取した卵内容物を培地に

塗沫し、15℃で 7日間培養した。培地上に増殖

した黄色の集落を対象に、抗 ′ ps“hioph″″

血清によるスライ ド凝集試験および PCRに より

分離菌を鑑別した。

結 果

洗卵工程男1の除苗効果

等 調 液 洗 卵 を行 っ た 場 合 の 、 ′

′sychi哺〃″ふ ″ ∫′J"n′″″ および一般細

菌の除菌効果を表 211に 示した。

′ps"niOph〃"で は、洗卵前の汚染卵の生

菌数が 10'2 CFU/mlであったが、第 1回および

第 2回 の濯ぎ洗卵により 10'7ぉょび 10'2

CFU/mlに減少し、さらにシャワー洗卵により

102 5CFU/mlまでに減少した。濯ぎ洗卵 1回あた

りの除菌量は 100 SCFt/ml、シャワー洗卵による

除菌量は 10よ
1～
1021 CFU/口1で あり、2回 の濯

ぎ洗卵とシャワー洗卵を併せた一連の洗卵によ

る総除菌量は 10'7 CFU/mlであつた。

■ ∫′/ " ″″ ″では、洗卵前には 1 0 8 ' C F t / m l

であったが、第 1回および第 2回の濯ぎ洗卵に

より 107:ぉょび 10。
'CFU/mlに

減少し、さらに

シャワー洗卵により 103 CFU/■1に減少した.

濯ぎ洗卵 1回あたりの除菌量は 10 0CFU/ml、シ

ャワー洗卵による除菌量は 1027～1032 CFU/ml

であり、一連の洗卵による総除菌量は 1052

CFじ/111であつた。

一般細菌数は,洗 卵前には 104'cFU/mlであ

ったが 第 1回および第 2回の濯ぎ洗卵により

100'および 10"CF1/mlまで減少し、シャワー

洗卵後には検出限界以下までに減少した。濯ぎ

洗卵 1回あたりの除菌量は 1げ
0～
lo14 cFU/口1、

シャワー洗卵による除菌量が 10・
5～
1げ
1

CFU/mlであり、一連の洗卵による除菌量は 104'

≦CFU/mlであった。

等調液洗卵によるIHNVおよびOMVの除去効果

を表 2■ 2に示した。IHNVは、洗卵前の感染価

が 107`TCID50/mlであつたが 第 1回および第

2回 の濯ぎ洗卵により 106 1 TCID;0/mlおよび

10'4 TcID50/mlに減少し、さらにシャワー洗卵

により 10;TCID60/mlまでに減少した。濯ぎ洗

卵 1回あたりの除去量は 1007～10 0 TCID"/ml、

シャワー洗卵による除去量は 1020～1げ5

TCID60/●1であり、2回の濯ぎ洗卵およびシャワ
ー洗卵を併せた一連の洗卵による除去量は

10‐TCID5′Ъlであつたo

OWは 、洗卵前の感染価が 1054 TcID`・/mlで

あったが、第 1回および第 2回の濯ぎ洗卵によ

豪21-lF″ ″れ",■″または A“ あ“筋"で 汚墨したニジマス来曼薔日の0日 液■日における工櫂鋼の生薗螢の壼{ヒ
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''検出限界(131・■.CFU/m)以 下を示す

51 ―・' 51≦

"― 餃“薔の分離■■にはCBB,嗜 薇 用した
.2等
“波轟卵におする●朦口■をテす



=2 1 2 1HNVま たはOMVで 汚奎したニジマス未受嬌昴の等口腋洗昴における工程,1の感染価の変イヒ

拭験区 滉卵工程

!HNV

(“̀ .TCD″ m)

OMV

O。3.T00"′mD

洸"後   は 去量 除去量

第口 灌ぎ洗卵

第2回燿ぎ洗卵

シヤワー洸卵

合 t t '

7 4

6 1

5 4

6 1

5 4

0 1

13

0 7

2 0

4 0

46

39

14

0 3

0 7

2・●

4 0

シャワー浣昴   71 40 19

等口灌滉,に おけるウイルス0● 餘去量を示す
*ウイルス分離における検出限界は1611●g,p TCD″m:でぁった

り10“および 10"TCID50/mlに減少し、さらに

シャワー洗卵により 101 4 TCIDi・/mlまでに減少

した。濯ぎ洗卵 1回 あたりの除去量は 10■1～

101 1 TCID5/皿l、シヤワー洗卵による除去量は

1げ
6～
1♂
'TcID/mlで

あリ ー連の洗卵による

総除去量は10“TCID50/mlであつた。

シヤワー洗卵強度の違いによる除苗効果の違

い

等調液の量を4段階に変えて洗卵した場合の、

′ ρsκぬro絲″"お よび ′ シ=撻n″′″ の除

菌効果を表 2■ 3に示した。′ )、ぬIS′ ノ"

は、洗卵前における 50 100200お よび 400口1

の各試験区の生菌数は 1077 1016 1079ぉよび

107,cFU/mlであつたが、洗卵後にはそれぞれ

1げ1 lo51 lo42ぉょび10口CFU/mlまでに減
少した。洗卵による各区の除菌量は、10111022

1が
'ぉ
ょび loH cFU/口1であり 等 調液量が増

すほどに除菌効果が向上した。

′ ∫′1画onた ′″ は洗卵前における 50 100

200お よび 400■1の 各洗卵区の生菌数が 10&2

lo&l lo12ぉ ょび 10日CFU/mlで あつたが 洗

卵後にはそれぞれ 10" 10い  1016お よび 10`

CFU/mlま でに減少した。洗,ドによる各区の除菌

量は :0・1 lol。 10'。および 104 2 cFU/口1で あ

り、等調液量が増すほどに除菌効果が向上した。

一般細菌は、洗卵前における 50 100,200

および400mlの 各洗卵区の生菌数が 10い 1051

10''および 10'3 CFU/mlであつたが、洗卵後に

はそれぞれ 1041 lol1 lo42ぉ ょび 1033

CFU/mlま でに減少した。洗卵による各区の除菌

量は 106 1022. 107ぉ ょび 10・
l CFU/mlで

あった。

洗卵除薔による ′ ,syttr赫 ″″ 卵内感染の

防除効果

′ osychio斑 ″ω を添加した体腔液で汚染し

表21-3 ′ ″り電"″ "ま たは人"昴 卸 `議 で汚彙したこジマス未受輌口を■なる専口液■でシャワー洗卵した
場合の生薗数の資,ヒ

等口液■
(ぃレl mlt)

″ρ, p り 物

(b`.Cヽ ■ミ)

え ●●7-●r77●

(●g, F́U′mo

一般“自
“

(b`,.CFU/ml)

浣昴● 浣 ,後  朦 薔i  浣 口前 浣 昴後 朦 薔■  浣 "前  浣 昴後 餘 薗量

ｍ
ｍ
¨
勒

77     31      1■

76   駐 4    22

79   ■ 2    37

'9   40    39

32    02    20

3:    55    26

&2      46      06

&3    41    42

4 0     : 0

3 1     2 2

4 2     , 7

0 3     2 0

66

●3

・●9

53
い一般輌菫の分離培■にはCBB培増を使用した
,検 出限界は100"p cFU/m[で あった



中

表214興 なる方■で0■ 液滉団したF",● _hν 懃"=築 ニジマス●の印内嗜奎●

専田灌滉"
浣昴後の生自漱    印 内感染率

。

0電,.CFU/m)  (疇 t卵 敷/標本漱 り

彙滉"

燿ぎ浣中
・'

シヤワー洗,・
'

10/60(217)“

3/60(50)“

υ℃0(0

91

,B

69

非汚楽昴 0/61 KOl

Ⅲニジマス未■■■4X糧 Ⅲ ■巌“mlで滉口した
ウ
検 出限 界 03電 。CFu/mり 以 下 を示 す
・̀浣
昴 授"後 、精■■壼200●を経過した,曖 卵から面分離を行つた

“
両者の比率に織計学的有薫菫(々

′
く001)がある

た卵、汚染卵を 2種類の方法で洗卵した卵およ

び非汚染卵の4試 験区の発眼卵について行った

細菌分離の結果を表 214に 示した。授精、吸

水前の時点における各試験区の卵周囲の体腔液

または等調液中の生菌数は、無洗卵区で 1091

CFU/ml、濯ぎ洗卵区で 10・
80F1/ml シ

ャワー

洗卵区で 106 9 CFU/mlであり 非 汚染対照区で

は検出限界 (101:CFU/口1)以下であつた。発眼卵

内からの細菌分離検査においては、無洗卵区お

よび濯ぎ洗卵区の卵から′ psychro"″ ″が分

離された。無洗卵区の感染卵の比率は 13/60粒

(2L7%)濯 ぎ洗卵区は 3/60粒 (50%)で あり、

両区の比率には統計学的な有意差 (′″
2<

001)が 認められた。これに対して、シャワー

洗卵 区お よび非汚 染対 照区の卵か ら ′

ps“h「oph〃′″は分離されなかつた。また、卵

内からの細菌分離に先立っておこなった卵表面

の細菌分離検査においては、全試験区の卵から

も′ psychroph〃物 は分離されなかった。

に濯ぎ洗卵が 2～3回 行われ 次 いでシャワ

ーによる洗卵が行われる。洗卵に使用する等調

液の量は、卵 1万粒に対して 1～2Lと されてい

る (長野県水産指導所, 195η。

このような作業内容をモデルにして 濯 ぎ洗

卵およびシャワー洗卵の工程別に除菌効果を調

べた と ころ、 l 回 の濯 ぎ洗 卵 に よ り ′

ps“hroph〃〃″|ま100`程度、 え ∫′■塾o■ノr′′′で

は 101程度、IHMお よび Onrで lol程度の除菌

または除去効果があることが明らかとなった.

また洗卵作業の主体であるシャワー洗卵により、

′ psvchioph′′″″では 10!程度、′ ∫あmn/ε ノ″

では 103程度 IHNVお よび OWで 102程度の除

菌、除去効果がみられた。そして 2回の濯ぎ洗

卵とシャワー洗卵を併せた
一
連の洗卵操作によ

り、′ psκttro"′′の では 103、′ シ =破on′̀ /″

では 105、Hwぉ ょび OWで 104程度の除菌、

除去効果が認められた。また シ ャワー洗卵に

使用する等調液の量を、卵 1000粒 に対して

50"1か ら400口lまで増lnさせることにより、シ

ャワー洗卵の除菌効果が′ psrhioph″ 囲では

104近く、4∫ ′/ω″″ ″ では 104程度にまで

向上することも明らかになつた。ただし、一般

細菌においては、等調液の増量による除菌効果

の向上が認められなかつた。この理由は不明で

あり 今 後の検討を要する。

次に、′ ρs″hrのね″″ で高度に汚染したニ

ジマス卵を濯ぎ洗卵またはシャワー洗卵するこ

とにより、洗卵が卵内感染の防止に効果がある

かどうかについて、人為汚染卵を用いて試験し

考 察

本研究では 内 水面の養殖サケ科魚類の人エ

採卵において、受精成績の向上を日的として普

及している等調液洗卵法が、卵表面における病

原体の汚染程度を下げ、卵内感染の防止に役立

つているのではないかと考え 洗 卵法の除菌効

果を定量的に把握するための試験を行った。養

魚場における採卵作業では 糞 凝固した血液、

卵殻および過熟卵などの固形物を洗い流すため



た 。 洗 卵 を行 わ な か った 試 験 区 の ′

psychroph//ι″濃度は 10' CF[/●1であり 発

眼卵の時点における卵内感染卵の割合は 2L7%

であった。これに対して 濯 ぎ洗卵された卵の

濃度は 10・
;CFU/mlま

でに低下し 卵 内感染卵

の割合は 50%で あリ シ ャワー洗卵した卵では、

′ ρsychioゃヽ″物 数は 10。
'CFU/mlま

でに低下

し、卵内感染卵は検出されなかった。このよう

に、高度に汚染された卵であつても 洗 卵する

ことにより汚染濃度が低下し、卵内感染のリス

クが小さくなることが確認された。ただし、′

ρ∫″力ro籠〃″″の濯ぎ洗卵における除菌量が、

″ ∫∂I血 ″′′aや IHNVの結果に比べて低く、

そのために、シャワー洗卵による除菌量は同等

であるものの、洗卵全体の除菌効果が他の病原

体に比べて低い結果であつた。この違いが試験

操作によるものであるか、また細菌の特性によ

るものであるかなどについては、今後の検討課

題である。′ ρs“hrap/77/"の卵内感染防止対

策を充実させるためにも、この点については確

認する必要があると考える。

このように、内水面のサケ科魚類養殖に普及

している等調液洗卵法は卵内感染の防止に有効

であり、防疫対策の上でも重要な作業であると

考える。養魚場の中には、シャワー洗卵をせず

に簡単な濯ぎ洗卵で済ませている事例も見受け

られることから、除菌効果を高めるために濯ぎ

洗卵とシャワー洗卵とを組み合わせた等調液洗

卵法を養殖現場に定着させる必要がある。
一方、

河川増殖用に飼育されるサケの種苗生産現場に

おいては、切開法で採卵されるために潰卵が少

ないことから、等調液洗卵が行われていない

(野村,2000。
一度に多数の親魚から採卵しなけ

ればならない作業上の制約もあるだろうが、卵

汚染度の低減は卵内感染防止のためのみならず、

受精卵のふ化管理に伴う飼育環境の汚染防止の

ためにも有益であることから 増 殖事業の生産

現場へも等調液洗卵法が普及することが望まし

| 。ヽ

第 2節 養 殖事業における等調液洗卵法の除菌

効果の検証

目 的

第 1節において 濯 ぎ洗卵とシャワー洗卵の

各工程別に等調液洗卵法の除菌効果を明らかに

し、′ os,chiopb″囲汚染卵を洗卵することで、

卵内感染を防止できることも明らかにすること

ができた。

第 2節では、試験で得られた成果が事業規模

の採卵においても同様の効果が期待できること

を検証するために、種苗生産を行っている養魚

場 に お い て 、 等 調 液 洗 卵 法 に よ る ′

Osvchi雨〃囲 の除菌効果および生産した発眼

卵における卵内感染の有無を調べた。

材料と方法

採卵作業における洗岬と卵消毒

現場検証のための試験は、長野県水産試験場

が種苗生産のために行つている通常のニジマス

卵作業を利用して実施した。採卵作業における

洗卵および卵消毒の手順は、次のとおりである。

① ニ ジマス親魚から搾出法により採

卵する (卵は体腔液とともに、容器

に貯められる)

② 卵 2～3万粒を 1回分として、等調

液 (1%食塩水)で 洗卵する (3回

程度の濯ぎ洗卵およびシャワー洗

,p)

③ 洗 卵後の未受精卵を 5万 粒ずつ分

けて少量の等調液とともにバケツ

に収容し、授精する

④ 授 精後 5分程度放置してから 卵を

ザルに移して等調液および精子を

除去する

⑤ ザ ル内の受精卵に等調液をかけて、

余分な精子を洗い流す

⑥ 等 調液で 200倍希釈したヨード剤

31



消毒液 10L中 に受精卵を入れ、15

分間卵消毒を行う(途中で数回卵を

撹拌する)

⑦ 卵 消毒が終了したら、卵を受精卵飼

育室内のふ化水槽に収容する

試験区の設定と ′ 卜v轟了麒 ′/2●の生苗数測

定

長野県水産試験場のニジマス親魚では、′

ρs“●=oph″″ の保菌がみられることから、′

ρ∫′ぬI嗜 〃ι″を効果判定の指標とし,通 常の

まま採卵された卵について、洗卵および卵消毒

の工程別に卵表面の体腔液または等調液中の生

菌数を測定した。しかし、第 l章第 1節の親魚

保菌調査に関して述べたように、体腔液中の生

菌数があまり高くないことが考えられたため、

採卵された卵を′psychr前 ″囲で人工的に汚

染してから洗卵を行う試験区も設定した.1回

の試験で処理した卵は25,000粒であり、人工汚

染卵については、前節における方法に準じて作

製した汚染用菌液 100ml(10'。CFt/ml)を各卵

に添加して作製した。

′psych=o"〃″の生菌数測定は、通常採卵

区では平板塗布法を、人為汚染卵区においては

ミスラ法を用いて測定した。なお、卵消毒後の

検査においては、1/10Nチオ硫酸ナトリウム液

で試料中のコード剤を中和してから検査をした。

卵飼育と発眼卵からの ′ ′̀″力粥″′′"の 分

離

洗卵および卵消毒が終了した時点で、処理卵

の中から約 200粒を抜き取り、試験用小型水槽

で発眼期まで飼育した。卵の飼育には脱塩素処

理した水道水を使用した。水温は 10～12℃であ

った。

発眼期に達した時期に、各試験区の発限卵 60

粒を対象にして、卵内の′ps“褻『麒 ″"分 離

検査を行った。検査前の卵消毒、卵内容物の採

取方法および培養方法などは こ れまでの ′

ρsκ晨,oふ〃″の検査方法に準じた。

結 果

実際の洗卵作業における ′ ,syc"r●●詢″″ の

除菌量

実際の採卵事業において行われた洗卵の除

菌効果を表 221に 示した。通常採卵区では、

洗 卵 前 の 卵 表 面 の 体 腔 液 中 か ら ′

psycbioph″四 が分離されたのは 1回のみであ

った。洗卵前の生菌数は 101。CFU/mlであった

が、洗卵後には分離されなくなった。他の 3回

の 試 験 で は  洗 卵 前 の 段 階 で も ′

ps“hi哺 〃"が 分離されず、洗卵後および卵

消毒後も分離されなかった。

人工汚染卵区では、洗卵前の時点で 107卜
82

CF1/mlの生菌数がみられたが、洗卵後には 10'3
～38CFU/mlま でに低下し、洗卵による除菌量は

1042‐●9 cFU/mlであった。また、消毒後の消毒

液中から細菌は分離されなかった。

洗卵および"消 毒による ′ ,sychr●oh″"卵

内感染の防餘効果

実際の採卵作業において、洗卵および消毒さ

れ た 後 に飼 育 され た発 眼卵 内か らの ′

psКhio菫〃"分 離結果を表 221に 示した。

通 常 採 卵 区 に お い て 、 洗 卵 前 に ′

ps“色Ю"′/″ が分離され、洗卵後には分離さ

れ な か つた 試 験 区 の 発 眼 卵 内 か ら ′

ps“bi麒 ″"は 分離されなかった。人工汚染

した卵を洗卵、授精して飼育した発眼卵内から

も′ ps“L『oph″"は 分離されなかった。

また、両試験区の洗卵および卵消毒をして飼

育した発眼卵からも、′ ps“hroph〃"は 全く

分離されなかった。

考 察

前節において、養殖現場に普及している等調

液洗卵法をモデルにして、濯ぎ洗卵およびシャ

ワー洗卵の除菌効果を検討したところ、′



表221事 =規 模の標卵におけるキ調液洗卵および"消 毒の7●pγ`"ヴ ″″除薗及び卵
内感奎防除効果

′′"昴 ""ん ゅの生面数
・

"内 感染率

離 ;輔
摯
“

消苺区

瞳
」
‥

区験試

通常採卵

,

2

3

4

lЮ

●̀

0/60

NT

NT

NT

NT・
'

0/60

0/60

0/60

1      ' 3

人お汚柴中  2   811
3      8 0

一　

一　

一　

一

０

つ

の

０

６

“

“

Ｇ

0/60

0/60

0/30

0/60

0/60

0/60

0/60

0/60

°'生函致 :(L●8●)CFU/ml
・2試験1回あたリニジマス未受嬌甲25∞ Ⅲを処理した
°'0日 液浣昴 :層ぎ浣口2回およびシヤワー浣"を 実施した
“ボビドンヨード剤〈水産用イツシン)2∞倍液て15分問口消審した
°'検出限界(10L●駒0/m)以 下を示す
・̀昴消春をせず
・'検壺せず

′srhrοph=ノ"と ′ s′ル″″ ″では除菌効果

にやや差が見られたが、概ね 104～5 cFU/ml程度

の4JI菌が除去され、病原ウイルスも同様に除去

できることが明らかになった。本節では,養 魚

場で実際に行われている採卵作業においても同

様の効果が期待できることを確認するために、

現場検証試験を行つた。

本試験の採卵作業では、濯ぎ洗卵が 3回程度

とシャワー洗卵が 1回行われた。その結果、洗

卵によって卵表面の′ ps″力『ophi■mは 104～
5

CFU/mI程度除菌されていることが明らかとな

り、前節の試験で得られた洗卵法の除菌効果が、

事業規模の試験においても期待できることが明

らかとなった。さらに、洗卵によって卵表面の

生菌数がかなり減少したものの、102～3 CFU/ml

程度の細菌がまだ残っていた卵を授精して飼育

したが 卵 内感染はみられなかった。以上のこ

とから、養魚場の採卵作業における等調液洗卵

法は受精率向上のためだけではなく 卵 表面に

存在する細菌やウイルスを除去する効果があり、

卵内感染防止にとって有効であることが確かめ

られた。

また、通常どおり事業的に採卵されたニジマ

ス卵に混じる体腔液中の′ ps“hroph″″を検

査 したが、4回 の試験のうちで 1回 のみ ′

psvc =ヽ赫 ″囲 が分離されたが 残 る 3回 の試

験では分離されなかつた。長野県水産試験場の

飼育池は′ psκhro"i′"に 汚染されており、

親魚も保菌していることがわかっている。本研

究で行った親魚の保菌調査では、ニジマス親魚

の体腔液における保菌率はおよそ 10%以 下で

あり、まれに生菌数が 104cFU/ml程度の個体が

見られたものの、多くは 102CFU/ml以下の生菌

数であった。実際の養魚場においては、卵内感

染が成立する程度にまで卵が汚染されている恐

れは低いものと考えられる。しかし、熊谷 縄田

(2007.2008)が全国から収集した材料を検査し

た結果では、
一部に 106～70FU/ml程度保菌する

例があつた。採卵された卵の中には卵表面が高

濃度に汚染された卵が混じることになり、条件

によっては卵内感染が起こる可能性があること

を十分認識する必要があ る。そ して、′

psvchioph″"の 卵内感染を防止するためにも、

等調液洗卵法は重要な防除対策であると考える。



第 3節 長 野県内の養魚場における等調液洗卵

の実態調査

洗卵作業に関する姜魚嬌への間き取り調査

長野県内でニジマスおよび在来マス類 (アマ

ゴ ヤ マメ イ ワナ)を 養殖し、年間に 10万粒

以上の発眼卵を生産している養魚場を対象にし

て、採卵作業における洗卵の実施状況の聞き取

り調査を行つた。対象の養魚場数は、公的機関

2、民間養魚場が 19の合計 21養 魚場であつた。

調査した内容は 次 の 3項 日とした。

① 洗 卵に使用している等調液の処方

② 洗 卵方法の具体的な方法

なお、洗卵方法の区分において、シャワ

ー状に散布する方法でなく、卵の上からボ

ール等の容器に入れた等調液をかけ流して

洗浄する方法もシャワー洗卵に含めた。

③ 洗 卵に使用する等調液の量

結 果

洗卵に関する 3項 目について、21養 魚場に聞

き取り調査した結果を図 231に 示した。

書口液の処方

標準的な等調液を使用しているものが 4件

(190%)で 、09～ 1%の 食塩水による簡易処方

の等調液を使用しているものが最も多く 16件

(762%)で あった。また、1%炭酸水素ナ トリウ

ム液を洗卵、授精に使用しているものが 1件

(48%)あ った。

洗卵の方法

養魚場で行われている洗卵方法は、濯ぎ洗卵、

シャワー洗卵、若しくは両方法を組み合わせた

複合洗りFの 3種 類に区分された。濯ぎ洗卵だけ

を行つているものは 8件 (381%)で あり、この

うち 1回濯ぐ程度のものが 3件 (143%)、 2回

以上行うものが 5件 (238%)で あった.シ ャワ

ー洗卵単独のものは 6件 (286%)、 濯ぎ洗卵お

よびシャワー洗卵を複合して行っているものが

7件 (333%)で あった。

洗卵における等■液の使用■

:回の洗卵作業で処理する卵数は、1尾採卵す

ることに洗卵をするような小単位のものから

目 的

内水面のサケ科魚類養殖において普及 して

いる等調液洗卵法は 元 来人工授精における受

精率の向上を目的に開発され、昭和 30年から実

用化された (田代,1976).そ の後、雌体腔液の

浸透圧に基づいて改変された処方が、標準的な

処方として現在まで使用されてきた。この間に、

等調液に含まれるK(カ リウム)と Ca(カルシウ

ム)の必要性について検討され、通常の飼育水で

等調液を作製するならば、塩化カリウムおよび

塩化カルシウムを敢えて添加することは不要で

あり、09%程 度の食塩水でも十分であるとされ

た (鈴木 1981)。これにより、養魚場の中には

09%な いしは 1%食塩水が簡便的に利用される

例もある (桐生 2005:近 藤 本西 2000)。 ま

た、当時、人工授精のために使用する等調液量

の目安は、卵 1万粒あたり 1～2Lあ れば十分と

された (長野水指 1957)力'、その後に洗卵方法

や使用量について検討された例がなく 養 殖技

術書においても、洗卵のための使用量等につい

て具体的に記述されたものがない。

このような経緯から、実際に行われている洗

卵は、養魚場によって使用される等調液の処方

や方法が異なっている。受精率の点では、多少

の違いがあってもあまり差が現れないかもしれ

ないが、等調液洗卵法を防除技術として考える

場合には、方法や使用量は結果を左右する重要

な要因である。

前節までの研究成果から、等調液洗卵法を防

除技術のひとつとして考え、より効果的な方法

を養魚場へ普及する上での基礎資料を得るため

に、養魚場で行われている洗卵方法について聞

き取り調査を行った。

材料と方法
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口2● 1■ 野県内の■魚■におけるOl腋 滉中の実態

10万粒以上まとめて行うものまで、処理の規模

に違いがみられた。洗卵方法や処理の規模は養

魚場により異なるが、卵 1万粒を洗卵するため

に使用する等調液の量を整理した。1万 粒あた

りの使用量が lL以下のものが4件 (190%)で

あり、このうち濯ぎ洗卵が 3件 (143%)、 シャ

ワー洗卵が 1件 に 8%)であった。 1～ 2Lの 範

囲が 12件 (571%)で 最も多く、3L以 上使用

するものが 5件 (238%)で あった。

使用量が少ない4件は、全てが在来マス (イ

ワナまたはヤマメ)を 飼育する養魚場であり、

洗卵方法は、濯ぎ洗卵が 3件であり、シャワー

洗卵が 1件であった。在来マス養殖では、冷水

病 (熊谷.2009)および BЮ (本西.199Dの 発

生がみられ、特にBЮでは有効な対策が開発さ

れていない (木村ら 19871。よって、洗卵程度

が低い事例のうちで、まず改善が必要と考えら

れるものは,濯 ぎ洗卵を行っている3事例であ

る。本研究においても、′"力 "″ aru鶴保菌親

魚の体腔液中の生菌数が非常に高いことが明ら

かになっており、洗卵による除菌の必要性が高

い。第 1節の試験結果から、同量の等l・H液を使

用するならば、シャワー洗卵の方が濯ぎ洗卵よ

り除菌効果が高いことが明らかになっているの

で シ ャワー洗卵の採用と使用量を増加する改

善が必要であると考える。

考 察

調査をした全ての養魚場で、洗卵が行われて

いた.洗 卵に使用される等調液の処方では、簡

便処方が最も多く使用されていた。方法では、

濯ぎ洗卵、シャワー洗卵並びに両者を併用した

洗卵のいずれかの方法に区分された。等調液の

使用量では、卵 1万粒あたり1～2L程度が最も

多かったが、lL以 下のものが4件あつた。



第 3章  卵 消毒効果に及ぼす体腔液、漬卵成分の影響

および卵消毒による卵内感染の防除効果

第 1章において、サケ科魚類の卵内感染は

表面が病原菌に汚染された未受精卵が吸水過程

に卵門を介して細菌が侵入することにより成立

することを明らかにした。また、感染が成立す

る条件としては、人工感染条件であるが 卵 が

101CFU/ml以上の′ パ〃 『哺 ″ので汚染され

た場合であることも確認できた。感染の成立は

,,表面の汚染度に依存していることが考えられ、

卵の汚染度を低減することが卵内感染を防止す

るために重要であると考える。

第 2章では、サケ科魚類養殖の人工採卵にお

いて行われている等調液洗卵法の未受精卵表面

における除菌効果を検討した。その結果、病原

体の種類によって効果に多少の違いがあるもの

の、標準的な方法では、104～
5程 度の除菌また

はウイルス除去効果があることが明らかになっ

た。しかし、卵表面の汚染度が高い場合には,

等調液洗卵した後にも細菌が残っていることも

不された。 ′ ps“ hropbブノ囲 では 10'CFU/ml

程度に保菌する親魚があるとされ (熊谷 縄

田,2008)、本研究においても 2"l扁 鍋力置撻

を 10Ю CFU/ml程度に保菌する親魚も見つかっ

ている。等調液洗卵を行つた後にも、卵表面に

は未だ多くの′ ps,chioph″國が存在し 卵内

感染の危険性が残っている。

現在、養殖サケ科魚類の卵消毒には、ヨー ド

剤が使用されている。1969年に ヨ
ー ド剤によ

るサ ケ科 魚 類 の 卵 消 毒 の 有効性 が 報 告

(McFadden,1969)されて以後、サケ科魚類ウイ

ルスに対する消毒効果(Amend and Pietsh 1972)

をはじめ、主に米国において消毒効果と卵に対

する毒性が検討された。1971年に日本で初めて

IHNが発生し、その後各地へ拡がつたことを契

機として 全 国湖沼河川養殖研究会養鱒部会に

よつて実用化研究が組織的に行われた。1973年

以降、魚卵移動時の卵消毒が普及に移され、現

在ではサケ科魚類養殖における重要な防疫対策

として定着している。具体的には、発眼卵の出

荷時と荷受時においてヨー ド剤 200倍 液で 15

分間の消毒を行うこととされ、死卵を完全に取

り除いてから消毒すること、消毒液は再千1用し

ないこと、などが消毒時の基本になっている

(山崎 原.1970。

ヨー ド剤は、皮膚刺激が少なく、水溶性で、

浸透性 洗 浄性があり、殺菌作用もかなり強い

(古橋 宮前. 1976)。
一方、共存する蛋自など

の有機物にヨウ素が吸着されて殺菌力が減弱す

る (朝長ら 1987)とされ、手術用イツジン液に

血清を添加 (5%)し た場合には 希 釈倍数が高

い液で細菌の発育が認められる。IPNV(井 上

ら 1990)、 llLNV(井上ら 1991)、CW(羽 鳥

ら 2003)、 ′ ∫̈ ′″″ (Yoshillizu, 1996)、

″ "=園 ■″滋 およびビプリオ病原因菌 ″″′ο

an帥′′″′″ (佐古ら 1988)な どの魚類病原体

を対象にした消毒試験においても、消毒剤の反

応時に血清、ペプトンまたは培地成分などの有

機物が共存することにより、消毒効果が低下す

ることが報告されている。

サケ科魚類の親魚から採卵した場合には、未

受精卵に体腔液が混じることになる。また、親

魚から採卵 (搾出)す る際に、02%程 度の卵が

漬れていることも知られている (長野県水産指

導所 1957:稲 葉ら 1958)。ニジマスの体腔液は、

やや粘性を帯びた漿液性の物質であり、炭水化

物・蛋自質が含まれている (高野.1974)。また、

魚卵の一般分析値ではニジマス完熟卵に蛋自質

が 202～ 294%含 まれ (隆島 1974)、卵の主要

な部分を占める卵黄は蛋自質と脂質が主素材で

あり そ の成分は脂蛋自 (lipovitenin)、リン

蛋自 (phosvitin)などであるとされている (隆

島 1982)。未受精卵のヨー ド剤消毒を行う場合

には、体腔液および潰卵成分に含まれる蛋自質

によって、ヨー ド剤の消毒効果が低下すること

を考慮しなければならない。このため、本章で



は、体腔液および損卵成分の混入がヨー ド剤の

消毒効果に及ぼす影響を調べるとともに、等調

液洗卵法によってこれらの有機物を除去した場

合の消毒効果について検討した。さらに ′

メ″ rρ″′/71aで汚染した未受精卵を授精 吸

水前の段階で消毒する場合と、汚染卵を授精し

た後に消毒液中で吸水させる場合の 2通 りの方

法で消毒を行い、各方法における卵内感染の防

除効果の違いを検討した。

て培養菌体を洗浄し 反 応用菌液を作製した。

体腔液、潰卵の混入率

1回 の卵消毒において使用する消毒液量と処

理卵数は、現在のサケ科魚類養殖において普及

している「:OL当 り 5万粒」の基準を採用した。

体腔液は液体であることから 消 毒液量に対す

る体腔液量の比率を混入率とした。潰卵につい

ては 処 理卵数に対する潰卵数の比率を混入率

とした。

採卵時に、1尾 のニジマス親魚から採取され

る体腔液量は 6～100mlの範囲であり 平 均値

が 421口l、l尾あたりの採卵数は 2651粒 であ

る (長野県水産指導所,1957)。この値から、卵

50000粒 あたりの体腔液量を求め、消毒液量 10

Lに対する比率を計算すると約 8%に なる。この

値を参考にして、採卵作業における体腔液の混

入率を 10%と した。これをもとに、20、10、1

および 01の 4段階の混入率を設定した。

また、1尾の採卵 (平均値 2651粒 )に おい

て 0～14粒 (平均値 53粒 )の 潰卵がみられる

ので、採卵数に対するlR卵の比率 (演卵率)は

平均で 02%に なり、最大値の場合では 05%余 り

となる。実際の採卵作業では、潰卵を全く含ま

ないことはかなり困難であり、この程度よりも

多くなることが指摘されている (長野県水産指

導所 1957)。このため、本試験においては採卵

作業の混入率を 1%に仮定し、2、1 01お よび

001%の 混入率条件を設定した。

さらに、実際には体腔液中に濱卵成分が含ま

れている状態であることから、両者が混入した

場合の条件として、20+2(体 腔液+潰 卵)、10

+1、 1+01お よび 01+001の 4条 件を設け

た。

生苗数の瀾定

反応終了後 0 1mlの試料を分取し、10倍階段

希釈を行い、反応液中の生菌数を測定した。測

定方法にはミスラ法を用い、本法の検出限界は

10!'CFU/mlであつた。各細菌の培養条件は、こ

材料と方法

供試消=剤

消毒試験には、ポビドンヨード剤 (水産用イ

ツジン液 :明治製菓)を 使用した。

阻書用の体農液、量卵液の作製       ・

ヨー ド剤消毒の阻害物質として、ニジマス体

腔液および未受精卵を人為的に潰して得た演卵

成分の 2種類を使用した。30尾のニジマス雌親

魚の生殖口からマイクロピペットを使用して採

取した体腔液を混合し、045μ 口孔径のメンプ

レンフィルターでろ過除菌してから使用した。

潰卵液の作製については、減菌等調液で 3回濯

ぎ洗卵をしてから、ヨー ド剤 200倍液で 15分聞

消毒した後に、滅菌等調液で 2回洗浄してヨー

ド剤を除去した。滅菌等調液先の体腔液 10口l

中で、注射針を用いて卵 2粒 を漬してから十分

に撹拌混合した。その後、卵殻を取り除いた等

調液を潰卵液として使用した。体腔液および潰

卵の混合液については、先の体腔液 10●1中にお

いて消毒した卵 2粒 を潰し、以下の操作は潰卵

液の方法に準じた。

供減菌液の作製

阻害物質が混入した場合のコード剤による卵

消 毒 の 有 効 性 を 評 価 す る た め に 、 イ

"!間 n″′″   ′   psychroph′ /囲  お  よ び

′s′!mmル ∂′″″を用いた。前章までと同様の方

法で 3菌種を培養した後に、減菌等調液を用い
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れまでの試験方法に準じた。

ヨード剤の消毒効果に及ぼす体撻液、潰卵混入

の影響

10ml容量のプラスチック製遠沈管内におい

て、体腔液、潰卵の混入率が各条件になるよう

に滅菌等調液 体 腔液または潰卵液を所定量加

えて 9口1にしたものに、各供試菌液 lmlを加え

て全体が 10mlとした。これに対して、ヨード剤

50μしを加えて素早く撹拌し 反 応を開始させ

た.反応時間は 15分間とし、この間 5分経過ご

とに反応液を撹拌した。反応時の温度は :0℃と

した。反応時間が終了した時に、ろ過除菌済み

の 1/10Nチオ硫酸ナトリウムを40μ l添加して

ヨード剤を中和し、反応を停止させた。また、

ヨウ素を中和するために添加するチオ硫酸ナト

リウムの生菌数に与える影響を確認するために、

それぞれの菌液を滅菌等調液に加えて 15分 間

静置し、チオ硫酸ナトリウムを添加した場合と

しなかった場合の生菌数を測定した。

卵消毒における等目液洗卵による阻書衝費瞼

去の効果

供試卵には、ニジマス3尾から採卵した未受

精卵を用いた.滅 菌等調液で洗卵 (濯ぎ洗卵 2

回+シ ャワー洗卵)し た卵 500粒を200口l容量

のビーカーに入れた。潰卵 5粒を混入・溶解さ

せたニジマス体腔液 (ろ過除菌処理)10●1をビ

ーカー内の卵に混ぜて撹拌し 人 工採卵した未

受精卵の状態に似せた模擬未受精卵を3区作っ

た。潰卵を混合した体腔液を加えない清浄卵試

験区の卵には、滅菌等調液を加えた。

模擬未受精卵の 1区に滅菌等調液 50口1を 注

ぎ緩やかに撹拌してから、上清 50mlを捨てる洗

卵操作をした (濯ぎ洗卵)。もうl区の卵につい

ては、同じく滅菌等調液 50mlでシャワー洗卵を

してから、別のビーカーに卵を入れ 減 菌等調

液 10mlを加えた。各試験区の卵に供試菌液 1口1

を加えた後に ヨ ード剤 0 5mlを溶解させた消

苺液 90mlを加えて卵消毒を開始した。15分間

の反応において 5分 経過するごとに 綿 棒を

使用してピーカー内の卵および消毒液を撹拌し

た。反応終了時に、チオ硫酸ナ トリウムで中和

した。反応液からの試料の分取 生 菌数の測定

方法は試験 1に準じた。

供諷卵および ′ ,sychro,卜′物口による卵汚染

の方法

ニジマス雌親魚 3尾から採卵した未受精卵と

同じく3尾 の雄から得た精液を供試した。ニジ

マス卵および精液を使用するに当り、卵表面の

体腔液と精液の一部を減菌綿棒で採取して培地

に塗沫し ′ pswヽ[opb〃物 のないことを確認

した。

第 1章第 2節で行った′ ′sychroph〃〃人工

感 染 試 験 に 準 じ て 、 卵 汚 染 用 の ′

psycttroph″ι″菌液を作製し、卵を汚染した。

すなわち、洗卵 (濯ぎ洗卵 2回 、シャワー洗卵)

をした未受精卵を400粒ずつピーカーに入れ、

汚染用′ o、は ふ 〃脚菌液 2mlを加えてから

撹拌して 卵 を汚染した。試験 1お よび試験 2

に使用した汚染用菌液の濃度は、1094ぉょび

10■.CFU/●1であった。

F“ И"渤 ″′′″汚染卵のヨー ド剤消毒

卵消毒剤には、ヨード剤を使用した。未受精

卵消毒区については 汚 染卵を入れたビーカー

に減菌等調液で 200倍 に希釈した消毒液 80ml

をいれ、15分間卵を消毒した。この間 5分経過

するごとに卵および消毒液を撹拌した。消毒が

終了した時点で卵および消毒液を小型の網籠に

いれて消毒液を除去し、別のビーカーに卵を再

収容した。この卵に滅菌等調液 10口1を加えてか

ら 精 液 02口lを混合して授精した。その後

卵に減菌飼育水 200mlを加え、60分 間吸水させ

た。吸水処理後、ヨー ド剤 200倍で 15分間消毒

した後に飼育水槽に収容した。吸水消毒区につ

いては 02■ lの 精液を混ぜて汚染卵を授精し

た後に 減 菌飼育水で希釈したヨー ド剤消毒液

200mlを入れて 60分 間の吸水消毒を行った。消



毒が終了した後に 卵 を飼育水槽へ収容した。

無消毒対照区については 汚 染卵を同様に授精

してから減菌飼育水中で 60分 間吸水させた後

に 卵 消毒を行ってから飼育水槽に収容した。

卵内からの′ psych′oph″"の 分離

飼育水槽へ収容してから積算温度が 200℃以

上を経過した発眼期において、各試験区から発

眼卵 60粒を採取し、卵内から′psychi"h′/″″

の分離培養を行つた。分離操作における卵消毒、

卵内容物の採取方法などは、これまでの試験方

法に準じた。

で発育(101 8 CFU/ul)がみられ、2"■ mon力θ′〃́

では 10%まで発育 (103卜
2℃FU/ml)みられた。

漬卵単独混入の場合では、混入率 20%において

′ ∫′=∞n′θ′″ および ′"lコonル∂′〃″の発育

(1035および 10■
6 cFU/ml)がみられたが、′

ρsr●r"h″ 國 では全てにおいて発育はみられ

なかった。体腔液と演卵を併せて混入した場合、

′ "′“n″ ″ では混入率 10■1は で発育

( 1 0 ■卜 ■l  C F U / m l ) がみ ら れ た 。 ′

psrniOph″囲では混入率 20+2%で 発育(1032

CFU/ml)力'みられ、2"["nina=ヽ では 10+1%

まで発育 (10&6～
4℃FU/ml)がみられた。また、

中和用チオ確酸ナトリウムの添加が生菌数に与

える影響を調べたが、添加の有無に関係なく生

菌数は同等であった。

■■液洗卵法による消毒効果の向上

体腔液と漬リドを混入 (10+1%)さ せたニジマ

ス未受精卵を等調液洗卵してから、ヨード剤に

よる卵消毒を行つた場合の卵表面における供試

菌の残存結果を表32に 示した。″ "lmn″ ′″

では、等調液洗卵をせずに消毒した場合では

結 果

体腱液,潰卵の混入がヨード剤の消毒効果に及

ぼす影彗

体腔液および漬卵を混入した消毒液で反応

させた場合の供試菌の残存を表 31に 示した。

体腔液を単独混入した場合、′ ジ1輛 7r′′′

では混入率 10%まで菌の発育 (1080‐■tFU/ml)

がみられた。′ ps″hr"お″"で は、混入率 20%

豪 31ョ ー ド姜 当こ に 最 r■ な 腋 丼 摯 i′■日 星 入 の 形 ●

口書||■  m―
入旱
…  ■ ― ・・‐   F""扇 プ囁" R… …

〈ゆ    (Ц .脚 廂 ) (t・ 3.脚 廂 ' (l・ ●.・ヽ ヽ)

漬 卵

３５

”
　
一
　
一　
一

鶴
　
一　
一　
一　
一

ｍ

”
　
一　
一　
一

”

Ю

Ｉ

”

ｏ

”
　
一　
二

　
一

”
　
一　
二

　
一

２
‐
ｍ
ｍ
ｏ

８６
　
４
　
二

　

一

”
　
一　
一　
一　
一

７‐
　
２‐
　
．
　

．
　

．

体臓濠+漱 "

20+2

1 0 + ;

1+0,

0 1 + 0 0 1

0+0

対 熙
(チオ●菌ナトリウム)

洒 加

■澤如

7 7

7 8

,・●

7 0

“

“

倅腱漱の謹入率は長`晟 中の比率を示し 壼口思入率は処理ロ
ltに対するlt旱歩 す
・2検出曖,(10L●g rFu/mO以 下を示す
●ヨード"消 壽波の反応は、200t議 15分口とした



表γ2 体 腔腋および漬昴成分を誂昴臓去した場合のヨード剤の口消毒効果

消毒前の■卵方議    え
“睦 競百“  F′ "力 η屈"  2コ 城"“ "

(峰 ゛ Fυ →     U∝ ,.CFU為 ,   (“ .CFU端 ,

薇洸昴(10・1 〉ヽ
¨

灌ぎ浣卵(1回)

シヤワーカ昴

22 ”
　
“
　
　
一

一
　

一
　

一

対熙〈阻書物質なし)

'日
子1臨 :'・

昴抑 ・を 水こ用イツシン2∞[救 1∞鼎中u5分

*消 毒開始時の生歯彙
え “伽oた 凛 :76(|●g")CFU/ml
/1ロッ●″η″ゴ″″ :,4(og。 )OFU/ml

え“あ%ぃ●″“":98〈 嗜 ,。)OFu/ml
・1,■
■における体腟漬 ■中の'入 事を示す

・'検 出瞑,(1副 ogmCFU/●I)以下を示す

1022 CFU/mlの菌発育がみられたが 濯 ぎまた

はシャワー洗卵を行った卵では発育はみられな

かった。′`′1繭 777ar″″では、無洗卵で消毒し

た場合には 10“CFU/ml、濯ぎ洗卵をしてから消

毒した場合には 10`CFU/口lの 発育がみられた

が、シャワー洗卵を行った卵では発育はみられ

なかった。′ psКhr"h′/囲では 無 洗卵およ

び 2洗卵区ともに発育はみられなかった。また、

阻害物質が混入していない対照区では 3菌 種

ともに発育はみられなかつた。

未受精卵消●および吸水消轟の卵内感染防除

効果

′ パ″ 『oph〃囲 で汚染したニジマス卵を、

ヨード剤で未受精卵消毒または吸水消毒した場

合の卵内感染率を表 33に 示した。

試験 1では、卵消毒を行わなかった汚染卵の

卵内感染率が 217%で あった。これに対して、

未受精卵消毒区の卵からは′ psychi麒 ′′″

が分離されず、吸水消毒区では L7%の卵内感染

がみられた。試験 2では、無消毒区の卵内感染

率が 67%で あり、吸水消毒区は 38%で あった。

また、供試用のニジマス卵および精液から ′

ps“hioph〃″ は分離されず、ともに陰性であ

った。

考 察

サケ科魚類親魚から採卵 (搾出)し た場合に

は、未受精卵以外に体腔液や潰卵成分が含まれ

る。体腔液、未受精卵には蛋白質や脂質などの

有機物が含まれており、ヨー ド剤の消毒効果を

低下させることが考えられる。このため、体腔

液および潰卵成分 を混入させた状態で ■

"■"3″ ″  、  ′  psychroph′ノυ お よ び

2∫′lmn/″′r″″をヨー ド剤と反応させ、混入率

の違いによる消毒効果の違いを調べた。ニジマ

ス親魚から出される体腔液量および採卵時に生

３
■
表
効
ヨード"に よるこジマス未螢綺卵消=お よび吸水消■の一 中内感業の防魔

卵 消 毒
・'

対 照
"汚 業灌=

に%,.CNス")

未彙綸甲消`

(口住卵n/● ホ螢 っ

吸水消●       無 ,H■

(饉性卵螢′■ ホ薇 り    (■ 性口藪′●ホ強 )ヽ

９４
　
　
¨

0/60(0■ )

ND・
2

1/61(171)

2/60(381)

13/60 (2171)

″60(07ヽ)

・
 ボ ビドンヨード詢(水産用イソジン)知嗜波を■用し 未受精昴消■は
15分間 吸水消・●は60分間輌うた
●2●摯せず
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じる漬卵率 (長野県水産指導所 1957)を参考に

して、養魚場の採卵作業における体腔液の混入

率を 10%に、潰卵の混入率を 1%に設定して こ

れよりも2倍の高い場合と、1/10および 1/100

の低い条件について消毒試験を行った。実際の

採卵では、体腔液と潰卵が混じつた状態で出さ

れることから、体腔液および潰卵の混入率 10+

1%の 場合が現実的に想定される条件である。

採卵時を想定した混入率 (1011%)では ′

s′物のたノ″および′"imn力 &=撻の残存がみ

られたことから、採卵したままの状態で卵を消

毒した場合には、卵表面のイ μlmn′″″およ

び ′s′imル ′′〃2に 対して十分な消毒効果が

期待できないと考えられる。一方、これ以下の

混入率では供試菌の残存はみられなかったこと

から、卵表面を洗浄し、卵に付着した体腔液や

潰卵成分を除去すれば、消毒効果の向上が期待

される。そこで、体腔液と潰卵を混入 (1011%)

させた卵を、濯ぎ洗卵またはシャヮー洗卵して

から消毒を行い、消毒効果に及ぼす洗卵の効果

を調べた。′が′琥物″″囲では無洗卵状態で

も消毒効果が認められたが、″ シ=園n″′″で

は濯ぎ洗卵またはシャワー洗卵することにより、

′∫励 ″∂′″″ではシャワー洗卵することに

より、それぞれ消毒効果が認められた。

また、体腔液または潰卵を単独で混入した試

験区では、体腔液混入率 10%において ′

s′■撻n′″″および′∫′力″ルとI睡の残存がみ

られた。潰卵混入率 1%では 3供試菌ともに残存

は認められなかった。この結果からみれば,消

毒効果に対しては潰卵よりも体腔液混入のほう

が影響していることが考えられる。

以上のことから、等調液洗卵をすることによ

り、ヨー ド剤消毒の効果が向上することが明ら

かになつた。等調液洗卵法は、卵表面を除菌す

る効果だけでなく、卵消毒を有効にするために

も重要な作業であると考える。しかし、消毒効

果に影響を及ぼす阻害物の混入程度は菌種によ

って異なる結果が得られた。特に、垂直伝播が

問題視されている′∫́1"n′″′ωでは、確実な

消毒効果を得るためには 1回の濯ぎ洗,Fでは不

十分であり、シャワー洗卵の必要性が示された。

次に、′ ps″力●oph″″で汚染した未受精卵

を、授精 ・吸水させる前にヨード剤消毒 (200

倍 15分間)し た場合には、′ が 勁́●oph〃″

の卵内感染は見られなかった。しかし ヨ ー ド

剤消毒液中で吸水 (吸水消毒)さ せた卵では卵

内感染がみられた。 Kumagai ″′′(1998)|ま

サケ科魚類 3種 の受精卵を 10卜8 0FU/mlの′

pwchroph′/"に 30分浸漬して汚染し、一旦流

水中に収容した後に、ヨード剤 200倍液(50ppm)

で 15分間消毒を行つてから′ ps"hio藤 ″"

の分離を行ったところ、60～80%の卵内から本菌

が分離され、発眼卵においても全ての卵内から

分離されたことを報告している。さらに、熊谷

縄田(2008)は、ヤマメ、イワナ、ギンザケおよ

びニジマスの未受精卵を′ psychroph〃″で汚

染し、1 0 0 倍( 1 0 0 p p m ) と2 0 0 倍( 5 0 p p m ) のコ

ード剤消毒液中で吸水させたが、卵内感染を防

除できなかつたことも報告している。これらの

ことから、卵内感染を防除するためには、授精

卵を消毒液中で吸水させる方法 (吸水消毒)は

不十分であり、未受精卵消毒が有効であると考

えられる。

ま た 、 Kumagal θ′ ′′(1998)は、 ′

ps“hroph′/囲 に対する有効なヨード剤消毒時

間を検討し、250倍 (40ppm)の濃度では05～

15分間の処理が有効であるとしている.吸水消

毒の場合でも、卵表面に長く残っている ′

ps″hroph〃″ に対してはヨード剤が有効であ

ると考えられるが、速やか (05分 以内)に 卵

内へ侵入した′ psychroph′んりに対しては消毒

剤が効いておらず、 しかも囲卵腔内へ入ったヨ

ード剤が囲卵腔内の成分により阻害されること

により、十分な防除効果がみられない可能性が

考えられる。
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総 合 考 察

内水面の養殖サケ科魚類の種苗生産において

は、特に lHNの防除を目的とした防疫対策が普

及している.防 疫対策の骨格は、消毒法と防疫

施設による飼育管理である。ニジマス等の発眼

卵をヨード剤で消毒してから、隔離飼育施設へ

収容してふ化飼育を行い、種苗の規格サイズ (5

g程 度)に 成育するまで飼育する。このような

防疫対策をとることによって種苗生産過程にお

ける lHNの発生が防止できるようになり、養殖

生産の安定に大きく貢献してきている。

このような防疫対策が実行されている種苗生

産においても、垂直伝播に対する防疫上の課題

が残っている。これまで、病原体の卵内感染に

よる垂直伝播が問題視されている疾病に、IPN、

IHN、BKllおよび冷水病がある。この中で、BKl

と冷水病については、卵内感染が証明 (Evelyn

θ′ θ′,  1984a : Evelyn ,  1986a b : Brorn θ′

′′ 1997; Kumagai and Narata 2010) さ れて

いるが、経路や条件などの感染機序について不

明な点が残っている。本研究では、養殖サケ科

魚類における卵内感染機序の解明と防除技術の

開発を目的とした。第 1章 では 主 に ′

psychio"″"を 対象にした人工感染試験を行

い、感染経路、条件等について検討した。第 2

章および第 3章では 卵 内感染を防除するため

の技術開発を目的として、人工採卵における等

調液洗卵法およびヨード剤による未受精卵消毒

を取り上げて、これらの感染防除効果を検討し

た。本研究の成果と今後の課題について、卵内

感染機序に関する部分と防除技術に関する部分

に分けて整理する。

1 姜 殖サケ科魚類の卵内感染機序について

第 1章第 l節では、親魚の保菌と親魚体内に

おける卵の感染の可能性を検討 した。′

psychr"h〃拡 Is∂ 力の′″″ 保菌親魚の体

腔液中における生菌数は高くなく、人工感染試

験で成立する濃度条件 (107cFU/ml)を考えれ

ば、,,内感染が起こる確率は低いと考えられる。

しかし 熊 谷 縄田 (2008.2009)の報告のよう

に、10'CFU/ml程度に保菌している親魚も
一部

にはみられるので 養 殖事業において卵内感染

が起こる可能性を全く否定することはできない。

BЮ は、卵内感染するためにヨー ド剤による発

限卵消毒が効かず、種苗生産における難病の
一

つとして考えられてきた。BKD伝 播経路の中で、

汚染卵導入による垂直伝播の比率が高い結果は

そのことを反映している。本研究の人工感染試

験においては 2シ =閻n′″′"の 卵内感染率は

′ バ′力″″〃″ と比べても著しく高くはない

こと、105CF1/ml程度の汚染では同じく感染が

起こらなかったことから、′"Im、 777′′″″だけ

が特異的に侵入しやすいとは考えにくい。これ

に対して、2ッ =撻nル′″″″保菌親魚の体腔液中

の生菌数が著しく高い結果が注目される.等 調

液洗卵を行つたとしても、え saltton″″ や ′

ps“hroph′ノ囲にlLべて2 μ l回n′″′他の方が

残存する菌の量がかなり多いことが推定される。

2,lm逮 ル ′́“″の卵内感染頻度が高いとすれ

ば 体 腔液中の生菌数が高いことが関係してい

るのではないかと推察される。調査事例数が少

ないので、全ての保菌親魚がこの程度に保菌し

ているかについては不明であり、今後の検討が

必要である。

次に、保菌親魚体内での感染の問題である。

保菌親魚から得た未受精卵 (排卵した状態)で

は、′ 昴′力,″′ノ″″および 2∫′l曇on″ar極

は卵内から分離されなかった。′"=m趣 ″a=u饉

が卵黄な どの卵細胞買内で観察されている

(Evelyn θ′′′, 1984a: Bunro and lunro, 1986)

ことは事実であるが、試験操作の問題も含めて、

感染経路や時期などに不明な点が残されている。

本研究では、細菌分離に際して、未受精卵を付

活させないように等調液で洗卵し、等調液で希

釈したヨード剤液で消毒を行ったことから、卵

が吸水している恐れはないと考えられる。その

′
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結果 ′ 2ゞ1mnina′〃″を 高濃度に保菌した親

魚が夢1卵した未受精卵てさえt,陰性であった。

体腔内に排卵された未受精卵においては ′

が″ ,oph〃″および′s′1醸onル′′″″の感染が

成立している可能性は低いと考えられるが さ

らに調査事例を重ねた上で判断することが適当

であると考える。

第 1章第 2節以降では、卵内感染の経路およ

び条件を検討した。受精卵と同様に、授精しな

い卵 (不受精卵)で も卵内感染が成立したこと

から 精 子の侵入が細菌侵入に対して直接的に

関与する可能性は低く 吸 水の過程で物理的に

侵入している可能性が考えられる。さらに、吸

水途中の卵を経時的に授精したところ、正常に

発生した発眼卵が得られるのは吸水 10分 後ま

でであり ′ psκhio,h″″ の卵内感染がみら

れた時期も同じであつた。つまり、卵円を精子

が通過できた時期と卵内感染が成立した時期と

が一致することになり、経路は卵門であること

が間接的に証明されたと考える。SEMに よる卵

門の観察においても、吸水 10分後までは卵門管

内が開口している状態が観察されるが、30分以

後では卵門管が閉塞した状態が観察されたこと

でも裏付けられた。

次に、卵内への細菌進入部位であるが、卵表

面の細菌が吸水に伴って卵門から侵入するので

あるから、卵の表層変化に伴つて囲卵腔が形成

される魚卵の初期発生様式からしても、侵入部

位は日卵腔であることが考えられる。人工受精

卵ではしばしば囲卵腔に余剰の精子が入つてい

るとされ (岩松 2004)、卵門管内にある余剰の

精子が囲卵腔の形成に伴って中に入つたと考え

られる。侵人部位が囲卵腔であるとする考えは、

Kumagai and Navata(2010)が感染卵の囲卵腔

部に′ρ,vchrOpゎ″"を 観察していることから

も支持される。

さらに、成立するための環境条件としては、

吸水時の環境水汚染よりも卵表面の汚染が強く

影響し、その汚染程度は 107cFU/ml以上である

ことが明らかになった。感染試験では 10'

CFt/ml程度の汚染が必要であったが、細菌の侵

入が物理的に起きているとなれば、確率は非常

に低いにしても こ れ以下の汚染濃度条件でt)

感染が起こり得ることが考えられる。よって

後述する防除技術により十分な処置に努めるこ

とが必要である。

また、第 3節の試験では、2"=破 on″″物の

卵内感染が再現され ″ ∫′!m毬′′′″でも
一旦

は卵内に侵入していることが確認された。さら

には、一般細菌でも同じく感染が成立した。卵

門からの物理的な侵入であるならば、このよう

な結果は自然である。となれば、細菌ばかりで

はなく、lPNVや IHNVなどのウイルスも同様に

侵入することが考えられる。吉水ら (1988b)、

Yoshimizu″′′ (1989)は Invを 受精直後の

サクラマス吻 "θrnchus辺`sθ″ およびサケ

吻″oryn“ぉ ″′ク の卵内へ注射して消長を

観察したところ、 1～ 5週 後には卵内からウイ

ルスが検出されなくなった。また、卵黄内に含

まれる成分のウイルス不活化効果も確認してい

る。この実験でウイルスを注射したのは卵黄内

であり、囲卵腔ではない。侵入部位が異なるの

で、本研究の結果と比較検討することはできな

い。卵黄内にはウイルス不活化成分があるため、

卵内ウイルスの分離培養方法を工夫する必要が

あるが ′ ′∫ンo"物″′ノ國 と同じように IHNV

および IPNVでも人工感染試験を行い 囲卵腔ヘ

のウイルスの侵入と消長について調べる必要が

ある。

以上のとおり 卵 内への細菌の侵入経路およ

び条件を具体的に明らかにすることができた。

しかし、卵内に細菌が侵入したことが感染成立

につな が らな いケー ス も示 され た 。

′μl園nル′′″″では発眼卵内から細菌が分離

され感染が確認されたが、″ ∫′Imn″ ″では

感染が成立していなかった。この原因を検討す

るた め に、 ′  psychroph′′″″ ま た は ′

"'動 ″ ″ 汚染卵を吸水させて発眼期まで収

容し 卵 内における細菌の消長を経時的に調べ

た。その結果、F ps“壺″″〃"お よび ′

′
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′ゞ″のたノ″ ともに一旦卵内へ侵 入 し ′

psychi、ヽ ア/"は 卵内で増殖して発眼期の卵内

生菌数 が 10iCFt/粒程度 に達 す るが  ′

∫′=職on=″ルでは、7～14日までの間に消滅して

行き、発眼卵では全く分離されないことが分か

った.魚 卵には 生 体防御物質として知られる

リツチーム、レクチン、およびベルオキシダー

ゼが存在する (ShHna θ′′′ 2002:Tateno θ′

′′ 1998:工 藤 1983:工藤,2000:岩松,2004)。

リツチームに対しては、′"1破on777′′″″および

′ p s y c h r ″″/ " は 耐 性 で あ る が 、 イ

∫′|"mi″″ は耐性が低いとされ、耐性の違い

と卵内感染 との関連性 が指摘 されている

(Yousif θ′′′, 1994;BIoln θ′′′  1997)。 こ

のように 感 染成立の可否は、囲卵腔内にある

生体防御物質の作用に影響を受けることが考え

られるが、詳細は今後の検討課題として残った。

また、′ psychropわ″"感 染卵は正常卵と変

わりなく発眼卵まで発育することが確認され、

Kunagai and NaTata 2010の報告と同様であっ

た。養殖事業では、飼育した受精卵が発眼期に

達した段階で、正常に発育した発眼卵と、死亡

卵、不受精卵および発育不良卵を選別する作業

(検卵)が 行われる。検卵が済んだ発眼卵はヨ

ー ド剤で消毒され 防 疫対策を行っているふ化

場内の水槽に収容され、ふ化飼育される。感染

卵は正常卵と外見上も変わりないので、検卵で

洵汰されることなくふ化場内へ持ち込まれ、感

染栞が防疫施設内へと素がることになる。また、

卵内感染した卵群のふ化率は正常卵と同等であ

り、ふ化も正常に進むことも確認された。サケ

科魚類卵のふ化に際しては、蛋自分解性のふ化

酵素が囲卵腔液中に出され、卵膜内層が溶けて

薄くなることが知られている (山本 1943; 力|

本,1966).囲 卵腔内で増殖した細菌もふ化酵素

の影響を受けていることが十分に考えられる.

また、仔魚がふ化の際または環境水中に拡散し

た細菌に感染し、発病に至るかどうかも分から

ない。ふ化酵素の作用および感染 ・発病の経過

に関しては、今後の検討課題である。

本研究では 主 に雌親魚およびIFの汚染を対

象にして卵内感染の機序について検討した。雄

精液の関与については 十 分考察するには試験

例が乏しい。第 l章第 2節における人工感染試

験では、′ ρsrhiOph″囲 で汚染し授精せずに

吸水させた,卜、細菌汚染して授精した卵および

受精後に細菌汚染した卵のいずれからも細菌が

分離され、感染率は同程度であった。この結果

は 、  Evelyn ″  ∂ス  ( 1986b) /1｀ 行 っ た

2∫′t“n″″″2の 試験結果と同じである。これ

らから、授精による精子侵入が細菌の侵入を誘

導していることは考えにくい。また、人工授精

時の精液の所要量は、卵 1万粒に対して 5～10ml

とされ (立"11974)、 卵に混じる体腔液量に対

して 1/16～1/32程度であり、卵内感染に関与す

る可能性は体腔液に比べて低いと考えられる。

熊谷 縄田(2008)も、精液中の′ ″ychroph■ノ“

菌数は少なく、関与する可能性は低いと述べて

いる。しかし、高濃度に汚染された精液で授精

した場合には、精液に含まれているIII菌で卵表

面汚染されることになり、卵内感染の可能性を

全く否定することはできない。人工感染試験な

どにより具体的に検討する必要がある。

2 ● 苗生産における卵内感染の防除技術

第 1章において、卵表面の汚染濃度が、卵内

感染が成立するための重要な条件であることが

明らかになった。このため、内水面のサケ科魚

類養殖の人工採卵において行われている等調液

洗卵法に着目し、洗卵による除菌効果を調べた。

その結果、試験規模では 104 CFU/口l程度、事業

規模でも 104■cFU/ml程度の細菌またはウイル

スが除菌 ・除去されていること、汚染卵を洗卵

すれば卵内感染を防除できることが明らかにな

った。体腔液中の ′ psrhioph′ノ物 や ″

s∂im■″滋 の生菌数は、高い例でも 100～̀

CFU/mlであるから、洗卵によって卵表面の菌の

大部分が洗い流されて、卵内感染のリスクが大

きく低下していることが考えられる。従来、等

調液洗り1法は受精率向上のために普及した技術
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であるため 民 間養魚場で実行されている洗卵

方法と程度には差があることも明らかになった。

防除対策として再認識し、効果の啓発と技術の

普及に努める必要がある。とりわけ BKD防 除

対策として在来マス類の養魚場や、河川増殖fll

に飼育されるサケ種苗生産事業への普及効果が

期待される。

このように、等調液洗卵による除菌効果が明

らかとなる一方で 卵 表面の汚染度が高い場合

には洗卵しても菌が残ることが示された。洗リロ

後に残存する菌を卵消毒によって殺菌すること

で、卵内感染リスクをさらに低下させる必要が

ある。このため、サケ科魚類の発眼卵消毒で実

行されている薬液消毒法(ヨー ド剤 200倍液 15

分間)による未受精卵消毒の有効性を検討した。

その結果、この方法が ′ o、ぬ■S〃 物 や

2∫′Imn772″″ に対して有効であり、卵内感染

の防除効果も確認することができた。ただし、

確実な消毒効果を得るためには、人工採卵した

ままの状態の卵を消毒するのではなく、未受精

卵に混じる体腔液や漬卵成分を等調液洗卵によ

り洗浄除去する必要がある。このように、等調

液洗卵は、除菌とともに未受精卵消毒における

阻害物質を除去するために有効であり、等調液

洗卵法と未受精卵消毒は一体的に実行されるこ

とが必要である。洗り,および卵消毒により 孵

化場内への病原体の持ち込み (伝播)が 阻止さ

れ、卵内感染の防除のみならず飼育環境の汚染

防止においても防疫効果は格段に向上すると考

えられる。

以上の成果を踏まえて、サケ科魚類の種苗生

産における卵内感染の防除対策を図 1に整理し、

工程内容および技術的課題について以下に述べ

る。

親魚の保薔対策

卵内感染の問題は、排卵時の規魚体内におけ

る卵の汚染が原因となる。採卵用親魚群におけ

る保菌魚の比率および体腔液、精液中の生菌数

の低減を図ることが先ず重要な対策である。親

魚群に疾病が発生した場合には、水産用医薬品

で早期に治療し 産 卵期までlrt行した状態で持

ち越さないことは当然行うべきである。さらに

BKD対 策で試みられている親魚への医薬品投与

(木村ら :98714 原ヽ 2001)、親魚へのワクチン

接種 (降幡 2006)な どの手法によって規魚の

保菌程度を低減させるための技術開発が今後必

要である。

人工繰卵時の等目液洗卵

規魚から採卵した未受精卵を等調液で洗卵し、

体腔液および卵表面に付着した病原体を除去す

る.等 調液の使用量は、卵 1万 粒当り 1～2L

とし、除菌効果が優れているシャワー方式を採

用する。電気設備のない場所、洗卵器具の施設

や作業用の空間が十分に確保できない場合には

園芸用ジョーロを利用した簡便な方法でも対応

できる。等調液を作製する時には、必ず病原体

汚染のない用水を使用する。また、洗卵廃水中

には病原菌が多く含まれているので、養魚池や

環境水中へそのままり1出せず、一旦貯留して消

毒した後に」1出することが適当である。

未受精卵のヨード用消毒

等調液で希釈したヨー ド剤 200液 10L中 に、

洗卵が済んだ未受精卵 5万粒を入れて、15分間

の卵消毒を行う.卵 表面にヨー ド剤が残ってい

ると受精率が低下する恐れがあるため (東京都

水産試験場 1975)、清浄な等調液で洗浄してか

ら授精する。その後、等調液で卵周囲の余分な

精液を洗い流してから、再度ヨー ド剤で卵消毒

を行ってからふ化水槽へ収容する。卵内感染は

卵の吸水過程で起きることから、飼育水で希釈

した消毒液を使用すれば、リドの吸水が進み、卵

内へ進入した細菌までは完全に消毒できない。

等調液で作製した消毒液を使用して卵の吸水を

防ぎながら卵表面を完全に消毒することが重要

である。

実際の養殖事業では 授 精した卵を吸水させ

る前にコー ド剤消毒している事例もみられる。1

回の卵消毒で十分であれば、作業が省力化でき

る。本研究においては、卵表面の細菌が卵内ヘ

侵入することに対して、授精 (精子の侵入)の
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関与が疑われる結果はみられなかった。受精卵

を吸水前に消毒する方法でも十分な効果が期待

できると考えられるが、今後防除効果を検証し

た上で実用化することが必要である.

本研究により、養殖サケ科魚類の種苗生産に

おいて課題となっている卵内感染による垂直伝

播の防除に関して、卵内感染機序を明らかにし、

等調液洗卵法および未受精卵消毒の対策によっ

て防除が可能であることを具体的に提示するこ

とができた。しかし、垂直伝播の機序を含め

て問題が全て解決したわけではない。親魚の保

菌対策において水産用医薬品やワクチン利用の

点では、技術的にまた制度面でも解決されなけ

ればならない課題が残っている(吉水 20071吉

水 吉田 20081。また、今回得られた成果を養殖

事業へ定着させるために、技術の改良と平準化

に努めることが必要である。

目1 ■ 首生産油における防崚対策モデル
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