
レンサ球菌症とエドワジエラ症はヒラメ養殖が普及し始め

た����年頃から西日本の養殖場を中心に発生しており, 養成

中のヒラメにしばしば大きな被害を与えている｡１) 両疾病は

高水温期に流行しやすく混合感染も多い｡ レンサ球菌症の治

療にはテトラサイクリン系の抗生物質が使用され効果をあげ

ているが, エドワジエラ症には承認された治療薬がなく, 対

策に苦慮しているのが現状である｡ ワクチン接種は感染症の

予防対策として有力な手段であり, 魚病においてもワクチン

の開発が進められている｡２) ヒラメで実用化されたワクチン

はないが, レンサ球菌症およびエドワジエラ症ワクチンの開

発が求められている｡

複数のワクチンを混合して多価ワクチンとして使用するこ

とは作業性および被接種者への負担を少なくすることからし

ばしば行われる方法である｡ しかし, 混合して用いることで

個々のワクチンの効果が低下したり, 逆に相乗的に効果が高

まることも考えられる｡ 本研究ではレンサ球菌症とエドワジ

エラ症の混合ワクチンを試作し, 実験感染におけるその予防

効果を検討した｡
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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｡ 実験開始時の平均魚体重は

����±����	であった｡
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年に熊本県下の養殖場のヒラメ病魚より分離されたレ

ンサ球菌症の原因菌������������	
�
����
���および

����年に長崎県下の養殖場のヒラメ腸管より分離されたエド

ワジエラ症の原因菌
�����	
�����������

��を用いた｡

これらの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��
�
��はトッドヒューイット

(��, �����������������) 寒天, 
������は酵母エキス
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％寒天, �����) に接種し, 両菌株とも��℃で培養した｡
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����������	
�および����	
�������の新鮮培養菌を

それぞれ
�ブイヨンおよび酵母エキスブイヨンに接種した｡ ��

℃で��時間振とう培養後, 各培養菌液に１����量のホルマリ

ン (和光純薬) を加えて室温に��時間静置して殺菌した｡ 遠

心分離で集めた���を滅菌�����リン酸緩衝生理食塩水

(���, �����) で３回遠心洗浄し, ホルマリン添加前に測定

した生菌数をもとに, それぞれ２×���� ������の濃度になる

ように����％ ���３ 加���に懸濁し, 冷蔵庫で保存した｡
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使用時に各���懸濁液を等量混合し, ���������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｡ 供試尾数は免疫区および対照区それぞれ���尾とした｡

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, ５つの���Ｌ水槽に免疫魚および対

照魚をそれぞれ��尾ずつ収容し, ����������	
�の
�ブ

イヨン��時間振とう培養菌あるいは����	
�������の酵

母エキスブイヨン��時間振とう培養菌を水槽に添加して��分

間菌浴攻撃した｡ 攻撃方法はそれぞれ, ①�������攻撃, ②

�������攻撃２日後に����	
�攻撃 (�→�攻撃), ③�������

と����	
�同時攻撃 (�・�攻撃), ④����	
�攻撃２日後

に�������攻撃 (�→�攻撃), ⑤����	
�攻撃, とした｡ 攻

撃菌濃度は�������が��７ ������, ����	
�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魚を取り上げて同様に再分離を試み

た｡ �������の再分離には����寒天,３) ����	
�の再分離

には��寒天を用いた｡ 免疫期間および攻撃期間中の水温は,

それぞれ����～����℃および����～����℃であった｡
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免疫区と対照区の生残率の有意差検定には� !"#$の直接確

率計算法を用いた｡
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各攻撃法における死亡経過を� %�１～５に, 死亡魚からの

攻撃菌の再分離状況を� %�６に示した｡ また, 観察終了時の

生残尾数と生残魚の保菌状況を
�&'#１に示した｡

�������の単独攻撃に対しては免疫区と対照区の生残率の

差が顕著であり, 有効率 ((��)＊も)���％と非常に高かった｡

����������単独ワクチンの有効性試験でも高い効果が得ら

れているが (金井, 未発表), ����	
����と混合しても��

�����に対する免疫効果は低下しないと考えられる｡ ����	
�

の単独攻撃でも免疫区の生残率は対照区に比べて高く (�＜

�����), またその値が	�％以上であるとそのワクチンが有効と

認められる有効率６) も	���％と比較的高かった｡ 前報４) で,

本研究とほぼ同じ方法で作製された����	
����による単

独ワクチンの有効性試験ではあまりよい結果は得られていな

い｡ 本研究で����	
�の攻撃に対して混合ワクチンが有効で

あった理由として����������を混合したことが考えられる

が, この点はさらに実験を繰り返して確認する必要があろう｡

�������と����	
�の混合感染を想定した多重攻撃では,

攻撃の順序を変えたいずれの攻撃法も免疫区の生残率が対照

区に比べて有意に高かった (�＜����)｡ また, 免疫区の死

亡原因の大部分が����	
�単独によるものだったことから,

混合感染においても�������に対する高い免疫効果が確認さ

れた (� %�６)｡ なお, 有意な差ではなかったものの, 免疫

区の死亡経過に攻撃の順序による若干の違いがみられ, 最終

的な生残率はＳ→Ｅ攻撃が最も高く, 続いてＥ→Ｓ攻撃, Ｓ・

Ｅ攻撃の順であった｡ また, 有効率はそれぞれ����％, ����
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％, ����％であった｡ 前報５) で, ����������で免疫した

ヒラメを�������で攻撃するとマクロファージが活性化して

感染防御能が高まることを報告した｡ 本研究でＳ→Ｅ攻撃の

生残率が高かった理由として, �������攻撃によって活性化

したマクロファージが, �������だけでなくその後感染した

����	
�の排除にも働いた可能性が考えられる｡

免疫区の生残魚の����	
�保菌率は前報４) と同様に比較

的高かった (�	
��１)｡ したがって, 保菌した生残魚が発
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病する, あるいは感染源になる可能性があることから, ワク

チンの効果としては十分とはいえない｡７) 生残魚の保菌率が

高かった理由としては�������のマクロファージ内におけ

る高い生存能が考えられる｡ 混合ワクチンの実用化のために

はマクロファージの殺菌能を高めるような�������ワクチ

ンの開発が必要と思われる｡
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