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論文題 目 養殖 トラフ グの 粘液胞子 虫性やせ病の病原生物学的研究

19 9 6 年以降､ 養殖 トラフ グの 粘液胞子 虫性やせ痛が深刻な 問題 と な っ て い るo 病魚は著 し いや せ

症状を呈 し､ 死亡するo 病魚の 腸管には ､ 粘液胞子虫 L ep t o th e c a h g u と M y xidi u m b g u ､ お よび M y xidi u t n

s p . T P の 寄生が見られるが､ L ･ b g u と M y xidiu m s p ･ T P は腸管上皮組織に病理変化 を引き起こ,
し
､ 本

病の原因 とな っ て い るo
一 方 で M . P g u には病害性はないと考えられ て い る.

本病の 重要性にも関わらず ､
病原体の分類学的検討は不 十分で あり ､ 駆 虫法や治療薬を開発する上

で 重要な病原体に関する生物学的知見も少 ない o また ､ 防疫体制の構築に不可欠 な診断法も確立され

て い な い ｡ なぜなら ､ 本病には病原体が複数存在 し ､ それ らが通 常は胞子 を形成 しな い こ とが研究の

進展 を妨げて きた か らで ある｡ そ こ で本研究では ､ 本病 - の 対策 を講ずるための基盤 となる病原生物

学的研究を行 っ た o まず形態と遺伝子 を用い て病原体の 分類学上の位置を確定 した o 次に ､
P C R を

用 いた感度の 高い検出 ･ 診断法を開発 した｡ さ らに ､ 養殖場で の病原体の伝播過程を解明するために ､

感染実験に より水温 の影響や感染力につ いて 検証 したo 最後に, 新 しく開発 した診断法を用い て疫学

調査 を行い ､ 発生状況の季節性や地域性に関する知見を得た｡ 以 上の結果をふま え ､ 養殖場で 取りう

る対顔に つ いて 考察 したo

1 . 形態観察と遺伝子解析による粘液胞子虫性やせ病原困寄生 虫の 分類

粘液胞 子虫の 同定は主に胞子の形態によるが､ M y xidi u m s p ･ T P は ､ トラフ グ体内で胞子形成 しない

ため に種 レ ベ ル で 同定されて い ない o また M . b g u の分類も再検討が必要と考えられたb そ こで ､ 形

態と遺伝子 に よ っ て 両種の分類を再検討した o
また

,
近年発生 した養殖 マ ダイとイ シ ガキダイ の粘液

胞子 虫性やせ病の病原体を同定 した ｡

l -1 . M y xidiu m P Lg u と M y xidiu m sp ･ T P の 分類の 再検討

M y xidi u m sp ･ T P に つ い て は､ マ ダイに人為的に感染させ ることにより ､ 胞子 を得るこ とに成功 したo

そ の 胞子 の 形態はヨ ー ロ ッ パ で報告され て い る E nt e n m y x u m le ei と
一 致レたo また ､ トラ フグから得

た M . h g u の 胞子の形態 臥 E n t e r o m y x u m 属の形態学的特徴をよく満た したo 次
に

, 寄生 虫の s m a11 s u b u n it



rib o s o m al R N A ( S S U r R N A ) 遺伝子の 解析を行 っ たo そ の結果 ､ M y xidiu m sp . T P の塩基配列は E . l e ei

と 9 9 .6 % の
一

致度を示 し､ 形態観察の結果を支持 した. また ､
M . h g u は E n te lV m y X u m 属粘 捌包子 虫

と単系統のクラ ス タ ー

を組んだo 以上 の結果か ら､ M y xid iu m s p . T P を E . le ei と同種と し ,
M . b Lg u を

E n t eT V m y X u m P g u と して 分類 を確定したo

ト2 ｡ 養殖 マ ダイおよびイ シガ キダイの 粘液胞子虫性やせ病原因寄生虫の 同定

鹿児島県の 養殖マ ダイ とイ シ ガキダイ病魚から得られ た胞子 の 形態は, E . l e ei と
一 致したo また ､

寄生 虫の S S U r R N A 遺伝子の解析で も､
その塩基配列はトラフ グの E . le ei と 1 0 0 %

一

致 したo 以 上の

結果から ､ 本病が E . l e ei を原因とする粘液胞子虫性やせ病で あるこ とを明らか にし､ E . le ei の宿主特

異性が低 い こ とを再確認 したo すなわち､ E . le ei の養殖場で の感染環に天然魚 も含めて 様々 な魚種が

関与して い る可能性が示された ｡

2
.
P C R 法を用い た腸管寄生粘液胞子 虫検出法の 開発

従来､ 本病は寄生 虫の形態観察により診断されて きた｡ しか し ､ 栄養体が多様な形態を持 つ うえに､

しばしば 3 種が浪合寄生す るため ､
従来法での 診断は容易で はなか っ たo そ こ で ､

P C R を利用 した

簡便か つ 精度の 高い 診断法の 開発を試み た｡

3 種の粘液胞子 虫の S S U r R N A 遺伝子領域に ､ それぞれに 特異的な 3 組の プライ マ
ー セ ッ トを作製

し
､
P C R 反応の条件検討 を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ 各寄生 虫に癖異的か つ 感度が高い P C R 診断法を開発

した｡ ま た ､ 綿棒で虻 門 か ら採取 した腸内容物を検査試料とするこ と で ､ 検体を殺さずに検査する方

法 を開発 した｡ これに より ､ 従来よりも信頼性が高く簡便な診断法が開発され ､
本病の疫学調査を行

うための 技術的基盤が構築された ｡

3 . 感染実験による腸管寄生粘液胞 子虫の 生物学的特性の検討

寄生虫感染症の 防除には ､ 病原体の 感染環と生物学的性質を理解するこ とが重要で ある. そ こ で ま

ず ､
E . le ei に つ い て

､
発育に水温が与 える影響,

海水中で の感染力維持時間､
トラフ グから他魚種 -

の伝播の有無を検証 した. さらに､ これ までに人為感染の成功例がない L ･ b g u の感染実験を試みたQ

3 -1 . 水温が E n t e' D m y X u m l e ei の発育に及 ぼす影響

無感染 トラフ グに感染魚の腸管を経口投与 し､ 水温 1 5 ℃ ､ 2 0 ℃ ､
2 5 ℃ で 3 3 日飼育した ｡

そ の結果､

2 0 ℃ では 1 9 日 ､
2 5 ℃ で は 1 2 日目以降に感染が霞め られたが ､ 1 5 ℃ で は寄生が確認されなか っ た o 次

に､ 2 0 ℃ で感染させ た後 に飼育水温 を 1 0 ℃ まで下 げ, 長期飼育実験を行 っ た o そ の 結果 ､
試験開始

後 1 2 週 目に 9 尾中 1 個体で E . le ei が検出され た○ 以上の結果より ､
E

･
le ei の トラフ グ腸管内で の発

育 ･ 増殖は低水温 によ っ て抑制されるもの の ､
1 0 ℃ でも生き残るこ とが証明され ､ 養殖場で越年魚 (1

才魚) が翌年の種苗 - の盛典鯨となっ て いる ことが示唆された .

3 12 . E n te n o m y x u m le ei 栄養体の 海水中での感染力

感染魚の 腸管内壁 を擦り取 り ､ 滅菌海水に加 えて 2 0 ℃ で 0 - 4 8 時間静置 した懸濁液に無感染 トラ



フ グを浸漬 した｡ その 結果､
E . le ei の感染力は ､ 海水中で 2 4 時間は維持される ことが明らかになり ､

養殖場で 虫体が感染力を残 したま ま広範囲に拡散 して い ることが示 唆され た｡

3 - 3 . トラフ グか ら マ ダイ - の E n te l V m y X u m l e ei の感染実験

マ ダイ を感染1､ ラ フ グと同居飼育お よび ､
感染 トラフ グの飼育排水中で飼育した ｡ そ の結果 ､ 同居

で も排水中での 飼育で もマ ダイ - の感染が成立 した｡ こ の 結果か ら ､ 養殖場で トラフ グと マ ダイとい

う異なる魚種間で本病が伝播する可能性が示されたo

3 4 . L e p t o th e c a b g u の 感染実験

盛典魚の 腸管 を無感染 トラ フ グに経 口投与 し､ 水温 2 5 ℃ で 5 週 間飼育 した . そ の結果 ､ 試験期間

を通 じて試験魚に L . b lg u の感 熟ま確認されず､ 人為感勤ま成立 しなか っ たo こ の 結果 ､
L ･ 伽 u は魚

か ら魚 - 直接伝播せず ､ 感染環 を完結するためには交互宿主が必要で あると推察され た｡

4 . 腸管寄生粘液胞子 虫の養殖場における寄生動態

養殖場で の 本病の発生と感染拡大を制御するためには ､ 現在の 発生状況 を把握する必要が ある｡ し

か し
､
これ まで は診断法が なか っ た ために全国的な分布調査 は行われ なか っ たo また ､ 病原体の感染

環を解明す る上 で , 季節性や地域性を知 る こ とは重要 で あるo そ こ で ､
P C R 診断法を用 い て 養殖場

で の疫学調査を行 っ た｡

¢1 . 養殖場で の季節変動

熊本県 ､ 長崎県 ､
大分県､

福井県の養殖 トラ フ グを ､ 種苗導入時 (6 -7 月) か ら出荷 ( 翌年 1 0 - 1 2

月) ま で毎月 あるい は隔月 2 0 尾ず つ 採材 し､ E ･ le ei と L ･ 伽 u の寄生率を調査 した ｡ その結果 ､
E ･ le ei

は熊本､ 長崎､ 大分では 1 1 月 から翌 2 月 に高い 寄生率を示 し ､ 本病の発症個体が多く見られ始める

時期と
一

致 した o そ の後寄生率は低下 し ､ 熊本と大分では翌 5 - 6 月 に 0 % にな っ たが ､
7 月 以降に再

び上昇 した ｡ 福井で は調査期間を通 じて 比較的低い 寄生率 ( 0-3 0 % ) で推移 し ､ 発症個体は見 られな

か っ たo こ の ように ､ 福井県 にお ける E . le ei の寄生状況は他県と異な っ た . これ は低水温 によ っ て E ･

le ei の 発育 ･ 増殖が抑制され て い るからと考えられたo L ･ b Lg u は ､ 長崎と福井で のみ寄生 が確認 され

た . 長崎で は 1 2 月 から翌 2 月 に か けて 高い寄生率 (5 0
-6 0 % ) を示 した.

一

方､
福井では種苗導入時

(6 月) にすで に感染して お り､ 感染種苗が人為的に動かされて い る ことが明らか にな
っ た o 導入 時

の 寄生率は 1 0 % で あ っ た が ､
1 0 月 に 5 % を示 して 以降は検出されず､ 漁場に定着 しなか っ た ようで

ぁるo なお ､ 長崎県で の調査期間が短か っ たため､
L ･ ･ b g u の 季節性に つ い て は明 らか に出来な か っ たo

4 - 2 . 長崎県下で の
一 斉調査

2 0 0 4 年 (9 -1 1 月) と 2 0 0 5 年 (1 2 月) に長崎の トラフ グ養殖場で
一

斉調査を行 っ た o 調査尾数は ､

2 0 0 4 年が 1 2 2 8 尾 (6 3 地点) ､ 2 0 0 5 年が 4 9 6 尾 (5 0 地点) で あ っ た. そ
の結果､ 全体と して は 且 Ze e L

'

､

L . b g u と もに感染域は調 査年により異な っ た ｡
2 年連続で感染して いた漁場や ､ 逆に 2 年とも感 知ミ

見 られ なか っ た漁場が存在 した
一 方､
2 0 0 4 年に陽性で翌年に陰性に な っ た漁場が あり ､

一 度漁場 が



汚染され て も必 ず しも定着 しない 可能性が示された o 3 箇所の養殖生け貸の近傍で採集 した トラフ グ

以外の 天然魚 6 0 尾 (4 目 1 5 種) か らは E . l e ei も L . b Lg u も検出され なか っ たが ､ 調査地点お よび個

体数が少なく ､
天然魚が本病の伝播に関与して い ない と断定するには不十分で あると考えられた ｡

考察

現在の トラ フ グ養殖で用 い られ る種苗は全て人 工生産された もの で あり ､
活魚輸送技術の発達によ

り
､
時に数百 k m 離れた漁場に導入 される ｡

しか し
､ 導入前の魚病診断は必ず しも行われて お らず､

特に本病にはこ れま で信頼性の高い 診断法がなか っ たた め ､
感染魚の移動 を防ぐ手だ て がな か っ た o

現に ､ 本研究で は感染種苗が養殖場に導入された例が見つ か っ た. 本病の原因となる E ･ l e ei は魚から

負 - 直接伝播するため ､
こう して 全国に広が っ たと推察される｡

そ れで は , 有効な薬剤や駆 虫法が ない 現状で 本病に取りうる対策は どの ような もの が あるだ ろう

か ? まずは , 当然の こ となが らこれ以上本病を拡散させ ない ことで ある｡ 野外調査 の 結果､ 本病に無

感染の漁場が存在 したが ､
こ の ような水域を守るた めには , 無感染の 種苗を供給する こ とが最も重要

で あるo 次に､ 中間魚も含み ､ 魚を移動す る際には寄生虫検査 を徹底する べ きで あるo 本研究の P C R

法は ､ 従来法よりも簡便 で精度 ･ 感度が高く ､
また ､ 魚 を殺さずに検査する こと も出来る｡ 本法を活

用 す るこ とにより生産者と魚病検査機関が
一

体とな っ た防疫体制を構築 して い く こ とが ､
これ以上の

人為的拡散を防ぐには必要 で ある｡

感染実験か らは ､
E . le ei は トラフ グだけを介 して も漁場に定着 しうると考えられた o L , ･ b g u に つ い

て は交互宿主の感染環 - の 関与が示唆され ､

一 度感染環が成立すればそ こ に定着すると思われ るo 現

に両種とも ､
2 年連続で 陽性の 漁場が存在 し､ 定着 して い る可能性が示 されたo しか し

一 方
､
2 0 0 4 年

に陽性 で翌年に陰性とな っ た漁場もあっ たo 本病が定着しない ような漁場環境
があ るならば ､

無感染

種苗の 導入 を徹底するこ とで感染療を断ち切るこ とが可能か も しれ な
い
o 今後は ､ 天然魚や他 の養殖

魚お よび 交互宿主 の 関与 も含めて ､ 各漁場環境に つ い て個別 的か つ 詳細な検討を行う ことが必要 で あ

るo

本病 - の 防疫対策を完成さ せ るに 臥 伝播に 関わる全て の 要因 を把握する
ことが必須で あるo 本研

究で 臥 病原体の 伝播に つ い て新たな知見を得たが ､
そ の 全容は明らか に出来なか っ た o

今後も本病

の感染環を解明する べ く調査研究を進めて い くこ とが必要である｡




