
　カワハギStephanolepis cirrhiferは淡白な白身魚であ
り，一般家庭でも消費されやすい魚である。また，肝臓

は美味で珍重されており，養殖魚は天然魚より肝臓が大
きいことから高値で取引されている。現在，新たな養殖
対象魚種として長崎県1），大分県2），宮崎県などで種苗生
産および養殖に関する技術開発が進められている。一方，
カワハギ養殖においても他の魚種と同様に種々の疾病 
が発生し，宮崎県，愛媛県および大分県ではとくに
Streptococcus iniaeを原因とするレンサ球菌症の診断件
数が多い3）。しかし，カワハギに使用できる治療薬は少な
く4），疾病予防のために給餌量の制限などが行われている
が，出荷サイズに達するまでの飼育期間が長くなるなど
のデメリットもある。そこで今回，水産用医薬品として
承認されているヒラメ用b溶血性レンサ球菌症ワクチン
がカワハギのS. iniae感染症に対して有効か否かを検討
した。

材料および方法

供試菌株および供試魚
　長崎県総合水産試験場地先海面いけすで飼育されてい
たカワハギから2010年9月に分離され，10％グリセリン
を保護剤として－ 80°Cで凍結保存されていたS. iniae 
NSL10を攻撃用菌株として用いた。使用時に，本菌株を
トッドヒューイット（以下 TH；Difco）寒天培地で
27°C，24時間培養した。供試魚には，2010年に長崎県
総合水産試験場種苗量産技術開発センター魚類科で種苗
生産され，紫外線照射海水を用いて陸上水槽でEPを給
餌して飼育されたカワハギ0歳魚および1歳魚を用いた。

供試ワクチン
　水産用医薬品として市販されているヒラメb溶血性レ
ンサ球菌症不活化ワクチン“Mバックイニエ（松研薬品
工業株式会社）”（ロット番号6–1；以下，ワクチンと省
略）を使用した。

人為感染試験
　筋肉接種法と浸漬法により人為感染法を検討した。筋
肉接種法では，攻撃用菌株をTH寒天培地で27°C，24時
間培養後，菌体を滅菌 0.01 Mリン酸緩衝生理食塩水pH 
7.2（PBS）に 2 mg湿重量／ mLの濃度で懸濁し，PBSで
10倍階段希釈系列を調製した。供試魚 10 尾（平均体 
重 30.3 ± 6.7 g）の背部筋肉に各希釈段階の菌液を 
0.1 mL/100 g魚体重（BW）注射した。接種菌数は9.4 ×
 10–1～2 CFU/100 g BWであった。対照区には滅菌PBSを
0.1 mL注射した。浸漬法では，攻撃用菌株をTH液体培
地で27°C，24時間振盪培養後遠心分離（1,750× g，15
分）し，集めた菌体を所定の濃度になるように海水に懸
濁して供試魚20尾（平均体重は同上）を30分間浸漬し
た。浸漬菌濃度は7.3 × 104～7 CFU/mLであった。対照区
は菌を添加していない海水に浸漬した。攻撃後は両攻撃
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ABSTRACT—A commercial b-hemolytic Streptococcus 
vaccine for Japanese flounder was examined for the pro-
tective efficacy against Streptococcus iniae infection of 
threadsail filefish Stephanolepis cirrhifer. In the artificial 
infection test a high mortality rate (90%) was obtained by 
intramuscular inoculation with S. iniae as low as 102 

CFU/100 g body weight. In the vaccination test intraperi-
toneal inoculation with the vaccine at the usual and 1/10 
dosages resulted in a high protective effect (RPS≧
85%), and the high protective efficacy was kept for at 
least 7 months.
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法とも攻撃菌濃度ごとに100 L容の円形水槽に収容し，
魚体重の1　 %のEPを毎日給餌して流水飼育しながら3
週間死亡経過を観察した。試験期間中の水温は25.3～
25.6°Cであった。死亡魚および試験終了時の生残魚の脳
と腎臓からTH寒天培地を用いて攻撃菌の再分離を試み
た。培地上に発育したコロニーについて，抗S. iniae 
NUF631ウサギ血清5)を用いたスライド凝集試験により
S. iniaeであることを確認した。

ワクチンの有効性試験
　ワクチンを滅菌PBSで10倍および100倍に希釈し，ワ
クチン原液と希釈液をそれぞれ供試魚20尾（平均体重
88.5 ± 26.9 g）の腹腔内に0.1 mL接種し，100 L容円形
水槽で給餌流水飼育を行った。対照区にはPBSを注射し
て同様に飼育した。ワクチン接種2週間後，攻撃用菌株
のTH寒天培養菌を6.9 × 102 CFU/100 g BW筋肉接種
し，その後人為感染試験と同様の方法で飼育しながら3
週間死亡経過を観察した。試験期間中の水温は25.0 ～
27.7°Cであった。死亡魚および試験終了時の生残魚から
の攻撃菌の再分離と分離菌の同定は上記と同様の方法で
行った。ワクチンの有効率（Relative percent survival : 
RPS）を以下の式により算出した。

　RPS ＝ （1－ワクチン投与区の死亡率／対照区の死亡
率）× 100

免疫効果の持続性試験
　ワクチン原液を供試魚（体重77.1 ± 32.8 g）100尾の
腹腔内に0.1 mL接種し，2 kL容円形水槽で給餌流水飼
育を行った。対照区の100尾にはPBSを注射して同様に
飼育した。ワクチン接種は8月下旬に行い，飼育期間中

の水温は11.2 ～ 26.1°Cであった。ワクチン接種2週間，
1　 か月および3　 か月後にワクチン投与区と対照区から20
尾ずつ，7か月後に 10 尾ずつ取り上げてそれぞれ100 L
容円形水槽に収容し，ワクチンの有効性試験と同様の方
法で攻撃試験を行った。7か月後の攻撃試験は，供試魚

Table 2.　Survival and carrier rate of filefish in the vaccine effi-
cacy test*1

Carrier rate*3RPS
(%)

Survival
rate*2

Vaccination
dose KidneyBrain

0/200/2010020/201 dose

1/170/17 8517/201/10 dose

0/8 0/8  40 8/201/100 dose

––– 0/20Control

*1 Challenge dose: 6.9 × 102 CFU/100 g BW.
*2 No. of fish survived/no. of fish challenged.
*3 No. of fish carried S. iniae/no. of fish survived.

Fig. 1. Change in cumulative mortality  of filefish artificially 
infected with S. iniae NSL10 (Intramuscular 
inoculation).　Dose: 9.4 × 102 ( ● ), 9.4 × 10 ( ◆ ), 9.4 × 
100 ( ▲ ), 9.4 × 10–1 (×) CFU/100 g body weight, control 
( ○ ). 

Table 1.　Survival and carrier rate of filefish in the artificial 
infection test

Carrier rate*2Cumulative 
mortality*1

Challenge dose 
(CFU/100 g 
BW or mL)

Challenge 
method

KidneyBrain

0/1 0/1  9/109.4 × 102

Intramuscular 
inoculation

1/1 0/1  9/109.4 × 101

0/4 0/4  6/109.4 × 100

0/100/10 0/10 9.4 × 10–1

0/100/10 0/10Control

0/8 0/8 12/207.3 × 107

Immersion

0/180/18 2/207.3 × 106

0/140/14 6/207.3 × 105

0/200/20 0/207.3 × 104

0/200/20 0/20Control

*1 No. of fish died/no. of fish challenged.
*2 No. of fish carried S. iniae/no. of fish survived.

Fig. 2. Change in cumulative mortality  of filefish artificially 
infected with S. iniae NSL10 (Immersion challenge).　
Dose: 7.3 × 107 ( ● ), 7.3 × 106 ( ◆ ), 7.3 × 105 ( ▲ ), 7.3 × 
104 (×) CFU/mL, control ( ○ ).
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を約25°Cに2週間順化させた後に実施した。死亡魚およ
び試験終了時の生残魚からの攻撃菌の再分離と分離菌の
同定は上記と同様の方法で行った。

有意差検定
　ワクチン投与区と対照区の生残率の有意差検定にはc2

検定を用いた。

結果および考察

　人為感染試験における死亡経過をFig. 1および2に，
試験終了時の生残魚の保菌状況をTable 1に示す。筋肉
接種法では，102区および101区で90％，100区で60％
の累積死亡率となり，10–1区および対照区では死亡はみ
られなかった。浸漬法では，107区で 60％，106区で
10％，105区で30％の累積死亡率となり，104区および対
照区では死亡はみられなかった。筋肉接種法では攻撃3
日後から死亡し始め，死亡のピークは4～6日後であっ
た。浸漬法では5日後から死亡し始め，18日後まで死亡
が続いた。死亡魚には，眼球の白濁，体表の褪色，接種
部付近の膨隆，腎臓および脾臓の腫大などがみられ，全
ての死亡魚からS. iniaeが分離された。生残魚の保菌率
は低かった。注射攻撃法で比較した場合，ブリやマダイ
はS. iniaeに対して比較的感受性が低く，アユやヒラメ
は感受性が高い5–8）。今回の実験結果からカワハギも感受
性の高い魚種であると考えられた。しかし，浸漬法では
アユやヒラメに比べると死亡率が低かった6,9）。カワハギ
の皮膚は厚く丈夫なため，直接皮膚から細菌が感染する
ことが少ないことも考えられる。
　ワクチンの有効性試験の結果をTable 2に示す。ワク
チン原液および10倍希釈液で免疫した区のRPSは100％
および85％であり，両区の生残率は対照区に対して有意
に高かった（p＜0.01）。また，生残魚の保菌率は低かっ
た。免疫効果の持続性試験の結果をTable 3に示す。免
疫2週間後から7か月後までのすべての攻撃試験におい

てRPSは80％以上であり，免疫効果が長期間持続するこ
とが分かった。生残魚の保菌率も低かった。S. iniaeにお
いては莢膜抗原が主要な感染防御抗原であることが解明
されており10），我が国の各種魚種から分離されるS. iniae
は莢膜抗原によって単一の血清型に分類されると考えら
れることから5），カワハギ由来のS. iniaeに対してもヒラ
メ用ワクチンが有効であったと思われる。
　本研究から水産用医薬品として承認されているヒラメ
b溶血性レンサ球菌症不活化ワクチンがカワハギのS. 
iniae感染症にも有効であることが確認された。しかし，
ブリではa溶血性レンサ球菌症ワクチンが使われ始めて
からノカルジア症や他の疾病の発生が増え11），ヒラメで
はb溶血性レンサ球菌症ワクチンが使われ始めてからS.
parauberis感染症の診断件数が増加したことから12），カ
ワハギにおいても今後は他の疾病のワクチンについても
研究を進める必要があると思われる。
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Table 3.　Survival and carrier rate of filefish in the protective immunity duration test

Carrier rate*4RPS
(%)

Survival
rate*3

Temperature*2

(°C)
Challenge dose
(CFU/100 g BW)

Mean body*1

weight ± SD (g)
Experimental
group

Time after
vaccination KidneyBrain

0/160/16 8016/20
25.0～26.06.9 × 102 91.7 ± 31.2

Vaccinated
2 wk

––– 0/20Control

0/180/18 9018/20
24.7～25.26.5 × 102 91.4 ± 36.1

Vaccinated
1 mo

––– 0/20Control

2/180/18 9018/20
22.7～25.21.5 × 102136.1 ± 55.2

Vaccinated
3 mo

––– 0/20Control

0/100/1010010/10
24.0～25.85.6 × 102163.0 ± 42.9

Vaccinated
7 mo

––– 0/10Control

*1 Mean body weight of fish used in the challenge test.
*2 Water temperature during the period of challenge test.
*3 No. of fish survived/no. of fish challenged.
*4 No. of fish carried S. iniae/no. of fish survived.




