
緒 言

Edwardsiellatarda（以下 E.tardaとする）は養

殖のニホンウナギ，ヒラメ，マダイ，テラピア等

にパラコロ病あるいはエドワジエラ症を引き起こ

す病原細菌である 1-6）。そのうち，ニホンウナギ

とヒラメのE.tarda感染症は，侵入細菌に対して

好中球が反応する化膿性炎を主病徴とするのが特

徴である。いずれの魚種でも養殖場で発生すると，

短期間に大量斃死が起こることは少ないが，高水

温期に長期間にわたって死亡が継続するため，累

積死亡率が高くなる6）。そのため，養殖産業にお

いて重大な疾病の一つとなっている。エドワジエ

ラ症の防疫対策としては，大部分を抗菌性医薬品

等に頼っているのが現状である。しかし，これら

抗菌性医薬品等の使用は従来から指摘されている

ように多剤耐性菌の増加を促進し，魚病対策を困

難にしてきた7）。さらに，近年では消費者の食の

安全性に対する意識が高まり，食品衛生の観点か

ら魚体内への薬剤残留が食品衛生上の観点から問

題となる事が多く，薬剤に頼らない，免疫法など

による有効な予防対策が求められている。

E.tardaホルマリン不活化ワクチンおよびE.tarda

由来Lipopolysaccharideの注射による能動免疫に
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Abstract

Weperformedactiveimmunizationbyintramuscularinjectionswithformalin-killedbacterinandlive

bacteriaofE.tardainkoiCyprinuscarpio,andexaminedthespecificantibodytiterandtheeffectivenessby

challengewithvirulentbacteria.Themeantiterofserumantibodywas214inkoi(n=5)vaccinatedby

bacterin,and512inkoi(n=5)vaccinatedbylivebacteriawithlowvirulence,indicatingthesuccessful

immunization.Afterchallengewithvirulentbacteria,survivalratiowas32% inkoi(n=19)vaccinated

withbacterinwhereas70%inthecontrol(n=20),resultedinnoeffectiveness.Ontheotherhandsurvival

ratiowas94%inkoi(n=16)vaccinatedwithlivebacteriawhereas27%inthecontrol(n=15),resultedin

definiteeffectivenessofimmunization(RPS=91.8%).Theseresultsdeterminedthatthevaccinationusing

livebacteriawithlow-virulenceinducedthedefinitelyeffectiveimmunizationinkoi.
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よって好中球の貪食能が高まることから8），免疫効

果が期待されたことがあった。しかしながら，馬久

地ら9）は，ヒラメのエドワジエラ症に対するホル

マリン不活化ワクチンについての研究を行い，免

疫を行うことにより抗体価の上昇は見られるもの

の，エドワジエラ症に対する明瞭な防御効果は認

められなかったとしている。

本研究では，免疫効果の薄いホルマリン不活化

ワクチンにかわるワクチンとして生菌ワクチンを

開発し，その免疫効果を比較検討した。本研究で

は，コイを用いた。E.tardaはコイに自然感染を

起こすことはなく，コイは自然抗体を持つことが

ないことから，免疫実験に用いる利点は大きい。

また，福村 10）（2008）によれば，実験的にコイは

E.tardaに対して感受性を示し，斃死に至ること，

E.tardaを接種することにより膿瘍の形成と膿瘍

内の好中球による食菌および細胞内細菌増殖など

E.tarda感染症の病理学的特徴が再現されること

が報告されている。この事実から，コイをE.tarda

感染症の実験モデルとすることは妥当といえる。

本研究では，E.tarda培養株をホルマリン処理

して作製した不活化ワクチンおよび弱病原性化し

たE.tarda生菌ワクチンを筋肉内接種することに

より，コイに能動免疫を施し，E.tarda生菌で攻

撃実験を行って，免疫効果を検討した。

供試細菌

三重県下ヒラメ養殖場で発生した腹水貯留，脱

肛等が認められた典型的なエドワジエラ症のヒラ

メ病魚の腎臓から BrainHeartInfusion（BHI）

寒天培地（日水）を用いて分離培養し，1コロニー

を選抜して菌株を得た。分離菌株がE.tardaであ

るとは抗E.tarda-IgY（太陽化学）を用いて，凝

集反応により判定した。

ホルマリン不活化ワクチンの作製には，分離培

養した菌株を用いた。また，生菌ワクチンの作製

には，選抜して得た菌株をHeartInfusion（HI）

寒天培地（日水）で繰りかえし継代培養を重ねる

ことにより弱毒化した株を，弱病原性株として本

実験に供した。なお，弱病原性株は107CFU/mL

に調整した細菌懸濁液をコイの筋肉内に体重の

0.5％量となるように接種した時，斃死率は0％

であることを確認した。

供試魚

実験には，三重県下養鯉場および，山口県下関

市の独立行政法人水産大学校から分与をうけたコ

イ（Cyprinuscarpio）当歳魚を供した。実験中の飼

育水温は25℃に設定した。

１ａ．ホルマリン不活化ワクチンの作製と能動免

疫実験

BHI液体培地を用いて，E.tardaを 25℃で培

養した。培養72時間後，ホルマリン（0.5v/v添

加）により不活化させた。その後3000×g・15分

間遠心分離行い，沈殿物を滅菌生理食塩水で1回

洗浄し，沈殿物を滅菌生理食塩水に再懸濁し分光

高度計（日立）を用いて菌数を調製した菌体懸濁

液をワクチンとして実験に供した。100L容量の

パンライト水槽に平均体重20gのコイを免疫区20

尾，対照区20尾に分けて収容した。免疫区のコイ

には，滅菌生理食塩水を用いて5×106CFU/mL

に調整したワクチンを，体重の0.5％となるように

尾部の筋肉内に接種した。その10日後，ブース

ターとして，同様にワクチンを追加接種した。対

照区のコイには，滅菌生理食塩水のみを同様に注

射した。最初のワクチン接種から21日目に，5×

107CFU/mLに調整したE.tarda生菌懸濁液を体

重の0.5％量となるように尾部の筋肉内に接種す

ることで攻撃実験を行った。能動免疫の有効性に

ついては，生菌攻撃後に発生した斃死・瀕死魚数

をもとに，有効率（％）（RPS＝（1－ワクチン投与

区の死亡率/ワクチン非投与区の死亡率）×100）を

用いて評価した。

１ｂ．ホルマリン不活化ワクチンを用いて能動免

疫を施したコイにおける特異抗体価測定

100L容量のパンライト水槽に，平均体重60ｇ

のコイを5尾収容し，滅菌生理食塩水を用いて5

×106CFU/mLに調製したワクチンを，体重の

0.5％量となるように尾部の筋肉内に接種した。

その10日後，ブースターとして，同様にワクチ

ンを追加接種した。最初のワクチン接種後21日目

に，コイの尾静脈より，1尾あたり0.3mLずつ採

血を行った。採取した血液は室温で１時間静置し，

さらに4℃で一晩静置した後，3000×g・10分間

遠心分離を行って血清を得た。96穴マイクロタイ

タープレート（CORNING社）を用いた血清の2
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倍希釈法で，凝集反応を顕微鏡観察することによっ

て，血清内特異抗体価を算定した。なお，血清の

希釈には滅菌生理食塩水を用いた。

２ａ．生菌ワクチンの作製と能動免疫実験

弱病原性化E.tardaをHI液体培地を用いて25

℃で培養した。培養48時間後，3000×g・15分

間遠心分離を行ない，沈殿物を滅菌生理食塩水に

再懸濁し分光高度計（日立）を用いて菌数を調製

した細菌懸濁液を生菌ワクチンとして実験に供し

た。100L容量のパンライト水槽に平均体重30ｇ

のコイを能動免疫区16尾，対照区15尾に分けて

収容した。能動免疫区のコイには，滅菌生理食塩

水を用いて5×106CFU/mLに調製した生菌ワク

チンを，体重の0.5％量となるように尾部の筋肉

内に接種した。その10日後，ブースターとして，

3×106CFU/mLの生菌ワクチンを同量追加接種

した。対照区のコイには，滅菌生理食塩水のみを

同様に注射した。

最初のワクチン接種から 21日目に，5×107

CFU/mL生菌懸濁を体重の0.5％量となるように

尾部に筋肉内注射することで攻撃実験を行った。

細菌接種後11日目まで観察を行った。また，生

菌ワクチンによる能動免疫の有効性については，

有効率RPSを用いて評価した。

２ｂ．E.tarda生菌ワクチンを用いて能動免疫

を施したコイにおける特異抗体価測定

100L容量のパンライト水槽に，平均体重20ｇ

のコイを5尾収容し，滅菌生理食塩水を用いて7×

106CFU/mLに調製した生菌ワクチンを，体重の

0.5％量となるように尾部の筋肉内に接種した。そ

の6日後，ブースターとして5×107CFU/mLの

生菌ワクチンを同量追加接種した。

最初のワクチン接種後27日目に，採材し，特

異抗体価測定した。特異抗体価測定方法は，ホル

マリン不活化ワクチンの実験と同様である。

結 果

１．ホルマリン不活化ワクチンによる能動免疫実験

血清中の特異抗体価は，個体差がみられ，5尾

の結果を平均して214となり，ホルマリン不活化

ワクチンを用いた能動免疫で抗E.tarda抗体が産

生されたと判断された（表1）。

ホルマリン不活化ワクチンによる能動免疫実験

では，対照区では20尾中14尾のコイが生残し，

生残率は70％となった。能動免疫区では20尾中

6尾のコイが生残し，生残率は32％となった。能

動免疫区のコイでは対照区よりも生残率が低くな

り，E.tarda感染症に対する免疫効果は認められ

なかった（図1）。

２．弱病原性化生菌ワクチンによる能動免疫実験

弱病原性化生菌ワクチンで免疫したコイの血清

中の特異抗体価は，5尾全てで512となり，生菌

ワクチンを用いて能動免疫を行ったことにより高

濃度の抗E.tarda抗体が産生されていた（表2）。
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表１ E.tardaホルマリン不活化ワクチンを用い

て能動免疫をおこなったコイにおける血清内

特異抗体価

コイNo. 抗体価

1 32

2 256

3 16

4 512

5 256

図１．E.tardaホルマリン不活化ワクチンによる

能動免疫の効果



弱病原性化生菌ワクチンによる能動免疫実験で

は，対照区では15尾中4尾のコイが生残し，生

残率は 27％となった。能動免疫区では 16尾中

15尾のコイが生残し，生残率は94％となった。

有効率RPSは計算の結果91.8％となった。能動

免疫区のコイでは対照区よりも生残率が有意に高

くなっており，弱病原性化生菌ワクチンを用いて

能動免疫を行うことにより，E.tarda感染症に対

する免疫効果が得られたと判断された（図2）。

考 察

E.tardaホルマリン不活化ワクチンを用いた能

動免疫について，抗体価の上昇がみられるものの，

能動免疫区のコイでは対照区のコイより生残率が

低くなり，ホルマリン不活化ワクチンを用いた能

動免疫では，E.tarda感染症に対する感染防御効

果は期待できないことが確認された。福村 10）も

同様の結果を得ており，今回の実験においても，

このことが確認された。また，馬久地ら9）は，ヒ

ラメのエドワジエラ症に対してホルマリン不活化

ワクチンを用いた能動免疫実験を行い，抗体価の

上昇は見られるものの，エドワジエラ症に対する

明瞭な防御効果は認めていない。ホルマリン不活

化ワクチンを用いた能動免疫の無効性については，

つぎのように考えられる。本来E.tardaは好中球

の貪食・殺菌作用に対して抵抗性を持ち，かつ好

中球内で増殖できるという特性を持つ1-5）。また，

E.tardaホルマリン不活化ワクチンの注射により能

動免疫したニホンウナギの好中球の貪食能が高まる

ことがinvitro実験で確認されている8）。これらの

事実を考え合わせると，ホルマリン不活化ワクチン

による免疫作用で貪食能が活性化した好中球により

E.tardaが活発に貪食されるが，殺菌されず，逆に

好中球内で増殖したE.tardaが全身伝播し，感染

魚を斃死に至らせると考えられた。

他方，弱病原性化した細菌から作製した生菌ワ

クチンを用いた能動免疫では，免疫区のコイでは非

免疫対照区のコイより生残率が高くなった。生菌ワ

クチンを用いて能動免疫を行うことで，E.tarda感

染症に対して感染防御効果が得られることが確認さ

れた。この理由のひとつに，生菌ワクチンの接種に

より，高濃度の抗E.tarda抗体が産生されたことが

あげられるが，詳細は今後の検討をまたねばならな

い。アメリカナマズ（Ictaluruspunctatus）に感染す

る同属のE.ictaluriでもホルマリン不活化ワクチン

および生菌ワクチンを用いた免疫の研究がなされて

いるが，ホルマリン不活化ワクチンによる免疫では

有効な感染防御は得られていない。他方，生菌ワ

クチンでは非常に有効な感染防御効果が得られて

いる11-13）。感染防御効果は，体液性免疫に関わる

特異抗体産生のみでなく，マクロファージの殺菌

活性を高めるなど細胞性免疫も誘導されるためで

あると考えられている12-13）。また，テラピアのエ

ドワジエラ症に対する弱毒化変異株E.tardaを用

いた生菌ワクチンの研究においても，生菌ワクチ

ンによる能動免疫効果が確認され，その原因とし

て生菌ワクチンの強い細胞性免疫誘導が考えられ

ている14）。

以上の実験結果より，E.tardaホルマリン不活

化ワクチンを用いた能動免疫では，E.tarda感染

症に対する免疫効果は期待できないが，E.tarda

生菌ワクチンを用いて能動免疫を行うことで，E.

tarda感染症に対しての免疫効果が得られること

が明らかとなった。今後，生菌ワクチンで能動免

疫したコイにおける好中球のE.tardaに対する反

応を検討し，感染防御機構を解明したい。
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表２ E.tarda生菌ワクチンを用いて能動免疫を行っ

たコイにおける血清内特異抗体価

コイNo. 抗体価

1 512

2 512

3 512

4 512

5 512

図２．E.tarda生菌ワクチンによる能動免疫の効果
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