
グラム陰性菌���������		�
����を原因菌とするエドワ

ジエラ症は高水温期にヒラメやマダイなどの海水魚に発生し,

その養殖に大きな被害を与えている｡１) 本症は化膿性炎およ

び肉芽腫性炎を特徴とし, 病勢は比較的慢性的である｡２) 一

旦流行が始まると, わずかな死亡が長期間続き, 累積死亡率

が��％を超えることもある｡ 薬事法で承認された本症の治療

薬はなく, たとえ本菌が感受性を示す薬剤を投与しても一時

的に病勢を抑えるだけで完治させるのは困難であるといわれ

ている｡３) 病巣ではマクロファージなどに貪食された��


����がその殺菌作用に抵抗して細胞内で増殖する様子が観

察されている｡２)

疾病の予防は防除対策として一義的に重要と考えられるが,

本症の予防法は確立されていない｡ ワクチンは宿主の免疫機

構を特異的に活性化して感染症に対する強い防御能を賦与す

ることから, 有効な感染症予防法としてヒトや動物で長年用

いられてきた｡ 魚類の感染症にもすでにいくつかのワクチン

が使われているが, エドワジエラ症ワクチンはまだ開発さ

れていない｡ ホルマリンで不活化した��
����の菌体をワ

クチンとした実験では, ある程度の防御効果が認められるも

のの実用化には不十分なものであると報告されている｡４,５)

ワクチンに含まれる抗原の中で宿主に免疫を賦与する抗原

が感染防御抗原であり, ワクチンには十分な量の感染防御抗

原が含まれている必要がある｡ また, 菌体成分は培地や培養

法によって変化するため,６,７) 感染防御抗原の産生の有無や

産生量も変動すると考えられる｡ 一方, 生体内は体外環境に

比べ鉄イオン濃度が低く, さらに細胞内はマグネシウムイオ

ンの濃度も低いことが知られている｡８) また, 好中球やマク

ロファージは過酸化水素を産生して貪食した細菌の殺菌を行

う｡ これら鉄イオン欠乏, マグネシウムイオン欠乏および過

酸化水素などがストレッサーとなって, 病原菌は生存あるい

は増殖のために新たな蛋白 (ストレス蛋白) や病原性に関係

する蛋白を産生する｡９,��) したがって, 培地で増殖した菌と

生体内で増殖した菌の間にも種々の抗原および感染防御抗原

の含有量に差があることが予想される｡ 本研究ではこれらの
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点を考慮して鉄イオン欠乏, マグネシウムイオン欠乏および

過酸化水素で刺激した菌体からホルマリン死菌を作り, それ

らのワクチンとしての効果を検討した｡

�������

�	


長崎県西彼杵郡高島町の種苗生産業者より購入したヒラメ

稚魚を長崎県総合水産試験場に搬入後, �����Ｌパンライト

水槽に収容し, ヒラメ用配合飼料 (ドライペレット, ヒガシ

マル) を与えて流水飼育した｡ 実験開始時の魚体重は, 実験

１～３においてそれぞれ����±����ｇ, �����±		��ｇ, �
�


±����ｇであった｡

�	�����
��

����年に長崎県下の養殖場のヒラメ腸管より分離された��

�����
��	��を用いた｡ 本菌株は当研究室で液体窒素を用

いて凍結保存されており, 使用時に解凍して酵母エキス寒天

(���％酵母エキス, １％ポリペプトン, ���％
���, ���％寒

天, ｐ���	) に接種し, 	�℃で培養した｡ 合成培地 (�����

１) はろ過滅菌して用いた｡

試作ワクチンを作るための培養法を�����２に示した｡ �

�
�
�：酵母エキス寒天培養菌を合成寒天培地に接種し,

	
時間後の発育コロニーを合成液体培地に接種した｡ 	
時間

振とう培養後, 遠心分離で集菌し, ①合成培地 (���), ②

金属イオン除去合成培地 (�����), ③金属イオン除去後

鉄イオン添加合成培地 (������) あるいは④金属イオン

除去後マグネシウムイオン添加合成培地 (������) で１回

遠心洗浄後, 各培地に懸濁し実験１および実験３では３時間

(それぞれ��� �, ����� �, �������, �������),

実験２では６時間 (それぞれ��� �, ����� �, ������

�, �������) 静置した｡ 金属イオンの除去はマグネシウ

ムおよび鉄塩を除いた合成培地を������������� (!�"�

��#$��"%�&"%���) カラムに通して行った｡ 金属イオン除

去後の鉄あるいはマグネシウム塩の添加量は合成培地に含ま

れる量とした｡ �����
�
�：酵母エキス寒天	
時間

培養菌を酵母エキスブイヨンに接種した｡ 	
時間振とう培

養後, 酵母エキスブイヨンで１回遠心洗浄し, 酵母エキスブ

イヨンで３時間 (実験１, '(� �), ６時間 (実験２,

'(� �) あるいは２時間 (実験３, '(� 	), および	�)

� 過酸化水素添加酵母エキスブイヨン (�２*２�'(�) で２

時間静置した｡

������������� !

各培地で処理した菌懸濁液に�+	��量のホルマリン (和光

純薬) を加えて室温で
�時間静置した｡ 遠心分離で集めた不

活化菌を滅菌した�����リン酸緩衝生理食塩水 (,!�, -�

��	) で３回遠心洗浄し, 湿重量で���)�+)$の濃度になる

ように���	％ 
�
３ 加,!�に懸濁し, 冷蔵庫に保存した｡

	"#$%��&'(	)

各�.�を,!�で��倍希釈して��)�+)$とし, ���)$+���

ｇ!�/�の割合でヒラメの腹腔内に接種した｡ 対照区には

,!�を接種した｡ 供試尾数は実験１が	
尾, 実験２と３が	�

尾であった｡ 接種後, フィンカットで標識して�����Ｌ水槽

に収容し, 流水飼育した｡ ２週間後, 実験１では６つの	��

Ｌ水槽に各�.�接種魚を４尾ずつ, 実験２では各�.�接種

魚が６つの	��Ｌ水槽にできるだけ均等に分かれるように,

実験３では供試魚すべてを�����Ｌ水槽１つに収容した｡ ��

�����
��	��の酵母エキスブイヨン	
時間振とう培養菌を

供試魚が入った水槽に添加して��分間菌浴攻撃した｡ 攻撃菌

濃度は実験１が
��×��７ ���+)$, 実験２が���×��８

���+)$, 実験３が	��×��８���+)$であった｡ 攻撃後約

１ヶ月間死亡状況を観察し, 死亡魚については腎臓からの攻

撃菌の再分離を試みた｡ また, 試験終了日にはすべての生残

�	
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魚を取り上げて同様に再分離を試みた｡ 攻撃期間中の水温は,

実験１～３それぞれ����～����℃, ����～����℃, ����～�	��

℃であった｡

�������

各実験における攻撃後の死亡経過を
���１～３に, 攻撃１

ヵ月後の生残率, 生残魚の保菌率および有効率 (
�������

���������������, 
��) を�����３に示した｡ 実験１と２

はワクチンの有効性に及ぼす金属イオン除去培地と各培地に

よる処理時間の影響を調べることを目的とし, それぞれ同じ

年の８月および��月に同じ飼育群のヒラメを用いて行った｡

実験３は実験１の結果を再検証するとともに, 過酸化水素添

加の影響を調べることを目的に, 翌年の９月に別の飼育群の

ヒラメを用いて行った｡

実験１では����� ３処理
� 接種区の生残率が対照

(非免疫) 区に比べて有意に高かった (�＜���	)｡ 有効率も

����％と比較的高い値を示した｡ 一般に有効率が��％以上の

ワクチンが有効と認められるが, 対照区の死亡率が��％以上

であることが必要とされている｡��) 本実験では対照区の死亡

率が����％と低かったことから, 有効率でワクチンの効果を

論じることはできない｡ 実験２では有効率が��％を超えたワ

クチンはなかったが, ������６処理
� 接種区の生残率

が最も高く, 保菌率も低かった｡ 実験３では各ワクチン間に

生残率の差はほとんどなかったが, !２"２�#$� ２処理
� 

接種区の生残率および保菌率が比較的低かった｡ 本研究では

過酸化水素処理を��%�で２時間としたが, 濃度や処理時間

を変えた実験も行う必要があると思われる｡

これまでのエドワジエラ症のワクチンに関する研究では主

に普通培地あるいは酵母エキス培地で培養した�������の


� が使用されている｡４,５) 本研究では酵母エキス培地培養

菌の
� を対照ワクチンとして, 各種金属除去培地処理お

よび過酸化水素処理の効果を検討したが, その中に明確に有

効性を高めるものはなかった｡ また, 生残率は対照区に比べ

て高いものの, 生残魚の保菌率は対照区と同程度かむしろ高

いものが多かった｡ さらに, 保菌魚のなかには発病している

ものもあった (データ非提示)｡ これらの結果は従来の研究

報告と大きな違いはない｡４,５) つまり, 攻撃後の観察期間を

延ばせば, 免疫区の保菌魚が発病して死亡することにより対

照区との生残率の差が次第に小さくなっていくと考えられる｡

鉄イオン欠乏やマグネシウムイオン欠乏がある種の細菌蛋白

の発現を促すことが大腸菌や��	
��
		�を始め, 多くの病

原菌で知られている｡��,�&) そのような蛋白には生体内での生

存や病原性に関係するものが多いことから感染防御抗原とな

るものも含まれると考えられる｡ しかし, 金属イオンによる

�������の蛋白の発現制御についてはほとんど調べられて

おらず, 今回の金属イオン欠乏の処理条件が適切であったか

どうかは不明である｡ さらに, 金属イオン以外にも種々の環

境因子が細菌の蛋白発現を制御することが知られており,��)

今後は各環境因子の刺激によって発現する蛋白の解析および

蛋白発現に及ぼす処理条件の検討を通してワクチンの試作を
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試みる必要がある｡ また, 同時にヒラメの�������感染症

における免疫防御メカニズムの解明などの基礎的研究を行う

ことも重要と思われる｡
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金井, 金丸, 塚原, 一ノ瀬, 佐々木：�������
���������ホルマリン死菌の免疫原性


