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ヒラメのエドワジェラ症に対する予防免疫の試み
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The Japanese flounder (Parahchthys oliyaceus) were vaccinated with formalin-killed cells (FKC) of

Edwardsiella tarda by intramuscular inj∝tion, immersion and oral administration. Fish were also

immunized by injection with diluted extracellular products (ECP) and intracellular components (ICC) of

the bacterium, both of which were found lethal to艮ounder. As a result, mean serum agglutinating

antibody titers against FKC rose in all the immunized鮎h groups except those vaccinated by immersion

with FKC. When the immunized and control丘sh were challenged by injection and immersion with live

cells, death was delayed in most of the immunized groups. However, clear protection was not observed

in any group immuntzed either with FKC, ECP or lCC.

Key words : Japanese flounder, Ed抑蝣ardsiella tarda, edwardsiellosis, vaccination, relative percent surviv-

al (RPS)

Edwardsiella tardaを原因とするヒラメ(Paralichthys

olivaceus)のエドワジェラ症は高水温期を中心に長期間

にわたって被害をもたらし,薬剤の治療効果も一時的で

ある場合が多く,現在ヒラメ養殖における最も被害の大

きい疾病となっている(安永ら, 1982;金井, 1993;松

岡・室賀, 1993)。本症の予防法として低密度飼育等の飼

育条件の改善が挙げられているが(水野, 1993),その効

果は一般的にあまり顕著なものではない0本研究では,

ヒラメのエドワジェラ症に対する有効な免疫方法を開発

するため, E. tardaのホルマリン死菌および粗毒素によ

る免疫を行い,感染実験によってそれらの防御効果を調

べた。

*1広島県水産試験場
ポ島根県栽培漁業センター

和広島大学生物生産学部

材料および方法

供託魚および供託菌抹

実験は島根県栽培漁業センター(以下島根と略す)お

よび広島県水産試験場(以下広島)において, Table lに

示したような材料魚および条件下で行った。実験にはヒ

ラメ病魚由来のE. tarda NUF251株を魚体通過により病

原性を高めて使用した。

ホルマリン死薗(FKC)ワクチン作製方法

ホルマリンを0.5%添加した滅菌O.OlMリン酸緩衝生

理食塩水(pH7.0,以下pBSと略す)に普通寒天培地で

25-C,48時間培養したNUF251株を懸薗し　25-Cで48

時間静置して不活化した。不活化菌体を遠心分離

(12,C沿0×5, 20分)し上清を捨て,沈毅に滅菌pBSを加

えて菌体濃度が10mg/m/となるように調整し,ホルマ
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Table 1. Experimental conditions: experimental method, water temperature and observation preiod after challenge

Station Experiment
Water temperature Observation after

range ( C)　　　challenge (day)

Shimane Prefectural Fish

Farming Center

Hiroshima Prefectural Fisheries

Experiment Station

Immunization with FKC*

Injection and immersion

Oral administration

Immunization with FKC

Injection and immersion

Challenge with ECP*2, ICC*3

Immunization with ECP, ICC

21.4-23.8

20. 5-22. 5

24.5-26. 8

22.0-23.0

23.6-24.4

i

n

0

品

　

O

^

O

 

T

f

*'FKC: Formalin-killed cells of E. tarda,粒ECP: Extracellular products of E. tarda, *3 ICC: Intracellular components

ofJ tarda.

リン死菌(以下FKCと略す)ワクチン原液とした。な

お,ワクチン原液は生菌が残っていないことを普通寒天

培地を用いた培養試験により確認し,実験に供した。

菌体外産生物質(ECP)および菌体成分(ICC)の調製方

汰

セロファンを載せた普通寒天培地(ペトリ皿直径9

cm)にNUF251株をコンラージ棒で均一に塗布し,

25-Cで95時間培養したO培地1枚当り2m)の滅菌

PBSを加えて菌体を回収し,遠心分斑(12,㈱×9. 20

分)を行った後,上浦をメンプランフィルター(孔径

0.45yum)で波過し.函体外産生物貫く以下ECPとする)

の原液とした。遠心分だ後の沈没を液面PBSで3E]遠

心洗浄(12,㈱×9, 20分)した後, 50tng,'m/の漂変に調

整し,超音波処理して菌体を破砕した。さらに.これを

遠心分離し,得られた上清をメンプランフィルター

(0.45tim)で慮過し菌体成分(以下ICC)の原液とした。

FKCワクチンによる免疫方法

注射免疫:供試魚1尾あたり0.05mlのFKCワクチン

を筋肉内に注射し, 10日後に同量を追加接種した。な

お, FKCワクチンは島根では原液を,広島では5倍希釈

液を用いたため, 1尾当りの1回の注射抗原量はそれぞ

れ0.5mg,0.1mgとなった.対照区の魚にはワクチンの

代わりに滅菌生理食塩水を注射した。なお,注射免疫に

は島根で平均体重3.7gの魚を60尾(対照区l(氾尾),広

島で平均体重7-1gの魚を80尾(対照区80尾)それぞれ

供した。

浸漬免疫:抗原濃度が0.01mg/m/となるようにFKC

ワクチンを添加した101の海水に, 1回に20尾の供試魚

を収容してエアレーションを行いながら30分間浸漬し

た。また, 10日後に同様の処理で追加免疫を行った。対

照区ではワクチンを添加していない海水で同様の処理を

行ったO供試尾数は島根では各100尾(3-7g),広島では

So尾(7-1g)とした。

経口免疫:抗原濃度が20mg/miのFKCのワクチン液

12m/を40gの配合飼料にスプレーで均一に噴霧し,ワ

クチンを浸透させるため4oCで1-2時間静置した後,

120尾の供試魚(平均体重24.6g)に与えた。すなわち投

与抗原量は計算上1日1尾当り2mgとし,供試魚の摂

餌に偏りが無いように,また,残餌が生じないように留

意して20日間経口投与を行った。対照区の魚にはワク

チン処理していない通常の配合飼料を同様に投与した。

ECPおよびICCの致死毒性試験

調整したECPおよびICC原液をPBSで2¥ 2¥ 2¥ 26,

27倍の5段階に希釈し,それぞれの濃度の粗毒素液を

0.05mJずつ各15尾(平均体重3.2g)の筋肉内に注射し

た。対照魚には同量の生理食塩水を筋肉内注射した0

枚革素による免疫

ECPおよびICC原液を27倍に希釈し,それぞれを

0.05mJずつ40尾(平均体重5.1g)の魚に筋肉内注射し

た。その12日後に同様の処理により追加免疫を行った。

なお,対照として滅菌生理食塩水およびFKC (0.1mg/

氏sh)を同最それぞれ40尾ずつの筋肉内に注射したo

免疫効果判定のための攻撃試験

pKC注射免疫魚, FKC浸漬免疫魚,粗毒素注射免疫

魚およびそれらの対照魚に対し,追加免疫の2週間後に

それぞれ筋肉内注射および浸漬(毒素免疫については注

射のみ)の2通りの攻撃を行った。一方, FKC経口免疫

区およびその対照区についてはワクチン投与終了後5日

目に筋肉内注射攻撃および経口攻撃を行ったo
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攻撃方法および攻撃後の飼育方法等は前報(馬久地

ら, 1995)と同様としたo　なお,各実験時の水温および

攻撃後の観察期間はTable lに,各区の攻撃畳(濃度)は

Table2,3,もよび4に示したO攻撃に供した尾数は原則

として各区15尾ないし20尾としたが,それぞれの実験

区の実際の尾数は各表に示した。

観察期間中の死亡魚および終了後の生残魚の腎脇から

E. tardaの再分離を試み, E. tarda感染による死亡を確

認するとともに生残魚における保菌状況を調べた。免疫

有効率(RPS)は次式により求めた。

免疫有効率(RPS)- (1 -免疫区の死亡率/

対照区の死亡率) ×1(泊(%)

なお,死亡魚のうちE. tardaが再分離されなかった魚

の数を攻撃に供した尾数および死亡尾数から除いて死亡

率を求め,免疫有効率を計算した(Table2, 3および4)0

ただし,それぞれのE. tarda陰性の死亡数を表中に示し

た。また,攻撃試験時に各免疫魚および対照魚10--15尾

の尾柄部より採血を行い,試験区毎に血清をプールして

マイクロタイタ一法によりNUF251株のFKCに対する

抗体価を測定した。

結　　　果

ホルマリン死菌免疫による防御効果

ホルマリン死菌ワクチンによる免疫魚および対照魚に
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おける生菌攻撃後の死亡率,免疫有効率および50%致

死日数を注射免疫(Table 2),浸漬免疫(Table 3),およ

び経口免疫(Table 4)の結果に分けて示した。

注射免疫:島根では,注射攻撃後の免疫区で対照区に

比べ死亡魚の出現が若干遅れる傾向が認められたが,有

効率は最低攻撃量区(2.3× 101 CFU/氏sh)でも21%以下

と低かった。広島では,免疫有効率は79%ないし1∝)%

と高かったが,対照区の死亡率は高濃度攻撃区でも33%

と低かった。

浸漬法により攻撃した場合,免疫区に死亡の遅れが見

られたが,広島での2.4× 106CFU/m/攻撃区の有効率が

58%であった以外は有効率は0ないし9%と低かった。

浸譲免疫:浸漬免疫魚に注射攻撃を行ったところ,島

根では免疫魚と対照魚の問に死亡率においても平均死亡

日数においてもまったく差は見られなかった。広島では

5.9× 10'CFU/鮎h攻撃した時の免疫区の死亡率は対照区

に比べ低かったものの,有効率は22%に止まった。

浸漬攻撃した場合.島根では差がなかったが,広島で

は免疫区における死亡の遅れが認められ,有効率は

2.4× 107 CFU/m/攻撃区で28%, 106 CFU/m/攻撃区で

34%であった。

軽口免疫:経口免疫魚を注射攻撃したところ, 8×103

および102CFU/fish攻撃区の有効率はそれぞれ43%お

よび71%であった.

Table 2. Mortality in live cell challenge test in flounder immunized by injection with E tarda (NUF251) FKC

Challengestation-

meth。d∑芸alien
蝣U/fis芸霊Mortality(%)RPS*

)(dead/tested){%)WTimeto50

m。rtality(d芸,

Il心ec tion Shimane Immunized 2.3× 103

2.3×102

2.3×101

Control　　　　　2.3 × 103

2.3X 102

2.3×101

89( 8/9)

90 ( 9/10)

70 ( 7!10)

100 (19/19)

1∝l (19/19)

89 (16/18)

1　0　11　1　2

Hiroshima Immunized　　　5.9X IO'

5.9×100

Control　　　　　5.9 × lot
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Immersion Shimane Immunized　　5.7× 107　　　　∝〉 ( 8! 8)

Contro1　　　5.7 × 107　　　　カ(19/19)

Hiroshima Immunized　　　2.4× 101

2.4× 106

Contro1　　　　2.4 × 107

2.4× 106

67 (10,/15)

17 ( 2/12)

73 (11!15)

40 ( 6/15)

9　　　　　　　25

58

17

*'Number of dead丘sh from which E. tarda was not re-isolated. This number was excluded in the calculations of

mortality. *2RPS-Relative percent survival- (1 -mortality in immunized group/mortality in control group) × 1(カ%.
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Table 3. Mortality in live cell challenge test in flounder immunized by immersion with K tarda (NUF251) FKC

Challengect.-.,Challeng
,JStationFish,,-.,r,cf
meth。d(CFU/fish霊Mortality(%).,RPS*2Timeto50

)(dead/tested)(%)mortality(d芸,Injection Shimane Immunized 2.3× 103

2.3× 102

2.3×101

Contro1　　　　2.3 × 103

2.3× 102

2.3× lot

1∝) (20/20)

95 (19/20)

83 (15!18)

I(氾(20120)

95 (18119)

79 (15119)

Hiroshima Immunized　　　5.9× lot

5.9X ld)

Contro1　　　　5.9 X 101

5.9× 1(ヂ
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Immersion Shimane Immunized　　　5.7 × 101

Contro1　　　　5.7 X lO'

Hiroshima lmmunized　　　ヰX 107

2.4× 106

control メ X lo†

2,4× lO6

l脚(19/19)

1(泊(20/20)

67 (10,!15)

31 ( 4/13)

93 (14/15)

47 ( 7/15)

28　　　　　　　18

34

10

*'Number of dead鮎h from which且ta′蝣da was not re-isolated. This number was excluded in the calculations of

mortality.和RPS -Relative percent survival.

Table 4. Mortality in live cell challenge test in Bounder immumzed by oral administration with E. tarda (NUF251)

ia:<議

Challenge..Challen
,-StationFish.-t-,,-
meth。d(CFU,fisg霊Mortality(%)N*,RPS*2Timeto50%

)(dead/tested)e(%)mortality(day)I nj ection Shimane Immunized 8.0:く10】

8.0＼ 101

8.0×IOI

Control　　　　　8.0× IO)

8.0× toュ

8.0×101

53 ( 8115)

27( 4/15)

7(り15)

93 (14715)

92 (12113)

7( 1115)

m
　
^
h
 
O

A
H
 
I
S

18

S
2
　
I

Oral Shimane Immunized　　　8.0 × lot

8.0>、 107

8.OX 10"

Contro1　　　　8.0 × lo‡

8.0× 107

8.0× 106

l
　
ー
　
　
ー
　
)
　
ー
　
　
ー

c

i

-

i

 

r

*

t

　

蝣

ォ

*

　

m

　

蝣

ォ

*

蝣

　

m

1

 

t

・

1

　

t

.

.

1

　

1

　

1

　

1

m
　
-
　
　
-
　
f
 
D
　
-

・

w

 

s

-

/

　

s

-

<

>

　

s

-

/

　

′

l

　

(

M

 

t

s

　

ォ

　

n

f

 

0

0

m

 

r

n

　

<

-

-

・

*'.Number of dead丘sh from which K tarda was not re-isolated. This number was excluded in the calculations of

mortality. * RPS-Relative percent survival.

経口攻撃した場合は, 8.0×107CFU/丘sh攻撃区におい

て有効率は43%であったが,それ以外の攻撃区では死

亡率に差はほとんど認められなかった。

ホルマリン死菌免疫による血中抗体価の上昇

免疫処理2週間後の血中抗体価は,注射免疫区では島

根が29,広島が2",経口免疫区で27と,それぞれ抗体価

が上昇したが,浸漬免疫区の抗体価は島根,広島ともに

対照区と同程度の23-24であった.

生残魚の保菌状況

実験終了時に生残魚のE. tarda保菌状況を調べた結

果,島根では注射および浸潰免疫区の保菌率は67% (2/

3)以上　経口免疫区での保菌率は1区を除き　55% (6,∫
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Table 5. Mortality of flounder intramuscularly injected with diluted ECP*1 or ICC*2
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Injection dose Death after Injection Mortality ( % )

(dilution)　　　　　　　　　　　　　、　6 (day)　　　(dead/tested)

ECP ×2'3　　　　　　0　　　7　　　　0　　　0　　　0　　　0

×2-4　　　　　　0　　　3　　　0　　1　　0　　　0

×2~5　　　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0

X2"6　　　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0

X2-7　　　　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0　　　0

47 ( 7/15)

27( 4/15)

0( 0/15)

0( 0/15)

0( 0/15)

Ice X 2~3　　　　　　0　　　9　　　3　　　2

×　　　　　　　　　　　　　　　　　11

×2~5　　　　　　0　　　1　　1　　4

X2"

×2~T 0 o 0 0

0　　　　0

0　　　　0

0　　　　0

0　　　　0

0　　　　0

93 (14,!15)

87 (13!15)

40( 6/15)

13( 2/15)

0( 0!14)

Control (PBS)　　　　　0　　0　　0　　0　　0　　0　　　　　　　　　　0 ( 0,/15)

'ECP: Extracellular products of E. tarda NUF25 1 (25-C-96h culture).和ICC: Intracellular components of E. tarda

NUF251 (25 C-96h culture).

Table 6. Mortality in live cell challenge test*1 in flounder immunized with ECP, ICC and FKC ofE. tarda (NUF251)

Immunogen
challenge dose Mortality ( % )　　　　RPS*2　　　　　Time to 50%

(CFU/伝sh)　　　　　(dead! tested)　　　　( %)　　　　mortality (day)

ECP*3　　　　　　　　6.8 × 102

6.8× 101

ICC*4　　　　　　　　6.8 × 102

6.8XIOl-

FKC*5　　　　　　　6.8 × 102

6.8× 101

Control　　　　　　　6.8 × 102

6.8×101

1∝) (15/15)

60 ( 9/15)

87 (13/15)

60 ( 9/15)

87 (13/15)

60( 9115)

1(刀(15115)

67 (10/15)
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*'Immunized丘sh were challenged by intramuscular injection,ポRPS: Relative percent survival,村ECP: Extracellular

products (25-C-96 h culture),籾ICC: Intracellular components (25 C-96h culture), *5 FKC: Formalin-killed cells.

ll)以上であった。一方広島では保菌率は低く,最高で

も50% (3/6)であった。

ECPおよびICCの致死毒性

粗毒素接種魚の死亡経過をTable 5に示した　ECP接

種区では最高濃度21倍希釈区で約半数(7/15)の魚が死

亡したが, 25倍希釈区より低濃度区では6日間の観察期

間中に死亡は認められなかった。一方, ICC接種区では

27倍希釈区を除いた全ての区で死亡魚が出現した。

ECPおよびICC免疫による防御効果

ECP, ICCおよびFKCで免疫した魚に生菌注射攻撃

した結果をTable 6に示した。いずれの免疫区において

も対照区より死亡がやや遅れて生じる傾向が見られた

が,有効率はいずれも13%以下と低かった。なお,各免

疫区の凝集抗体価は2` dec区), T (ECP区)および23

(FKC区)と対照区に比べいずれも高かった。

考　　　察

R tardaはウナギのパラコロ病の原因菌として古くか

ら知られており(Wakabayashi and Egusa, 1973),本病に

射る予防免疫の試みもなされている　Song and Kou

(1981)は浸漬免疫の有効性を報じているが, Salati ef a/.

(1987)はE. tardaのFKCおよびLPSで注射免疫した

ウナギにおいて血清抗体価は上昇し,食作用も高められ

るものの防御効果は極めて低いことを報告している。ま

た,ヒラメのエドワジェラ症に対する予防免疫につい

*森　重信・西村　真・金井欣也(1992):ヒラメのエドワ
ジェラ症に対する注射および浸漬ワクチンの有効性.平成

4年度日本魚病学会春季大会　講演要旨p. 25.
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て,森ら(1992)*は注射免疫ではある程度防御能が高め

られるものの浸漬免疫の効果は認められなかったとして

いる。

今回のわれわれの実験では, FKCを用いた注射,浸漬

および経口免疫法のいずれによってもある程度防御能が

高められるものの,その効果は実用化をめざすためには

極めて不十分なものであった。

また,本研究で使璃したE. tarda NUF251株の菌体外

産生物質(EPC)および菌体成分(ICC)にヒラメに対す

る致死毒性が認められたため,それらの粗毒素液を希釈

したものを抗原として注射免疫を行ったが,やはり不十

分な防御効果しか認められなかった。なお,予備実験で

ホルマリンを用いて本毒素のトキソイド化を試みたが,

毒性の低下が認められなかったため,本試験では致死量

以下の毒素液を免疫原として用いた。

ウナギではE, tardaが好中球等の食作用に対して抵抗

性を有することが示され(飯田ら, 1993;IidaandWaka-

bayashi, 1993),ヒラメにおいても病理組織学的な観察結

果から本菌が食細胞中で増殖することが確認されている

(Miyazaki and Kaige, 1985)。すなわち,ワクチン投与に

よりヒラメの体内で抗体が産生され,食細胞による　E.

tardaの取り込みが促進されたとしても,最終的には食

細胞による殺菌作用に抵抗力を示し生き残ることが考え

られる。攻撃後長期間にわたってヒラメの死亡が認めら

れ,試験終了時の生残魚の一部がE. tardaを保菌してい

たという本実験の結果はこの考え方を支持するように思

われる。
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