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はじめに

近年全国的に発生し、問題となっているアユ冷水病の

予防対策として、アユ冷水病ワクチン（以下「ワクチン」

と記す）の研究が進められている１),２),３）。これまでに、

注射ワクチンにおいて有効性が確認されている４）が、稚

魚への負担が大きいこと、手間がかかることなどから、

より簡便な投与方法が求められている。

経口ワクチンは、簡便であるものの胃液の作用によ

り効果が低く、実用化が難しいとされてきた。そこで著

者は、胃液で溶解せず腸液により溶解する性質のマイク

ロカプセル５）（以下「MC」と記す）に着目した。ワクチ

ンをマイクロカプセルに内包して、アユに経口投与した

結 果 、 ア ユ 冷 水 病 の 原 因 菌 （ Flavobacterium 

psychrophilum ）に対する血中凝集抗体価（以下「抗体

価」と記す）の上昇を確認した６）,７）。しかし、オイルア

ジュバントを添加した注射ワクチンの抗体価（1：2～1：

16）と比較して低い傾向（1：2～1：8）にあり、実用化

を目指すためにはワクチンの効果を高めるアジュバント

や投与期間の検討および攻撃試験による評価等が必要と

された７）。

そこで本研究では、水溶性アジュバント添加ワクチ

ン内包 MC をアユに一定期間経口投与した後、その効果に

ついて、冷水病菌の生菌注射による攻撃試験および同菌

に対する抗体価による評価を行った。

材料および方法

供試魚は、神奈川県水産総合研究所内水面試験場にお

いて継代（2代）飼育された親魚から、2002 年 11 月に採

卵し、養成した平均体重 4.8ｇのアユを用いた。

ワクチン原液の調製は、滋賀県のアユから分離された

冷水病菌株 SG990302 株を改変サイトファーガ液体培地

で 96 時間振とう培養し、ホルマリンを 0.3％濃度となる

ように添加後、4℃で 24 時間以上保存して不活化した

（6.0×108CFU/mL ）。

試験区は、FKB-MC 区、1.0％IMS-MC 区、10.0％IMS-MC

区および無処理対照区の４区を設定した。FKB-MC 区は、

アジュバント無添加のワクチン内包 MC を用いた。すなわ

ち、ワクチン原液を 4℃、5000rpm、30 分で遠心分離し、

上清を除去後、原液の容量で 1/10 となるよう PBS（-）

水溶液を添加し、10 倍濃縮ワクチン液を調製した。これ

を既報７）に基づきカプセル化した（以下「FKB-MC」と記

す）。1.0％IMS-MC 区は、水溶性アジュバント添加ワクチ

ン内包 MC を用いた。すなわち、10 倍濃縮ワクチン液に

対して水溶性アジュバント（セピック社製 Montanidae 

IMS 1312）（以下「IMS」と記す）を外割りで 1.0％の容

量で添加し、FKB-MC と同様に作製した（以下「1.0％

IMS-MC」と記す）。10.0％IMS-MC 区は、10 倍濃縮ワクチ

ン液に対して IMS を外割りで 10.0％の容量で添加し、

FKB-MC と同様に作製した（以下「10.0％IMS-MC」と記す）。

なお、オイルアジュバントは注射ワクチンにおいてその

効果が確認されているが、本研究では、MC への内包作業

が複雑となるため用いなかった。水溶性アジュバントは

効果が確認されており８）、既報７）と同様の製造方法で MC

に内包できることから、本研究ではこれを用いた。無処

理対照区は、配合飼料のみを与えた。

ワクチンの経口投与は、2003年 8月 4日から開始した。

ワクチンを確実に投与するため、次のとおり配合飼料と

混合した。すなわち、配合飼料（大洋飼料㈱製「あゆっ
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子 4 号」）に滅菌蒸留水を適量散布し、柔らかくした後、

各 MC とそれぞれ混合し、先端をカットした 10ｍLのシリ

ンジにこれを入れ、シリンジ先端に目合い約 5ｍｍのナ

イロンメッシュをあてて押し出した後、細断した。これ

を各 MC 相当量で 0.5ｇ/kg（BW）/日となるよう各区にそ

れぞれ投与した。投与期間は、5 日間連続投与後 2 日間

休止する方法を 3 回繰り返した。

ワクチン投与開始から攻撃試験直前までの飼育管理は、

円型 0.5ｔ水槽に供試魚を各 150 尾収容し、井戸水のか

け流しで飼育した。この間の水温は 17.0～20.0℃であっ

た。

初回ワクチン処理後 29 日目に、冷水病菌の生菌注射に

よる攻撃試験を行った。生菌液は、冷水病菌 SG990302

株を改変サイトファーガ液体培地で 15℃、96 時間振盪培

養後、高濃度（3.0×10７CFU/尾）または低濃度（2.0×

10６CFU/尾）に調製した（以下それぞれ「高濃度攻撃」

および「低濃度攻撃」と記す）。生菌液の濃度を 2 濃度設

定したのは、冷水病菌の攻撃性が水温により変化する 9）

ことを考慮したためである。前者は各区からそれぞれ 20

尾、後者は各区からそれぞれ 25 尾を取り上げ、攻撃試験

に供した。アユに対して生菌注射直前に FA100 による麻

酔を行った後、背鰭基部筋肉内に各生菌液を 50μL/尾注

射した。攻撃後 14 日間の死亡数を経日的に観察した。攻

撃試験期間中の飼育管理は、20L の角型アクリル水槽で、

井戸水のかけ流しで飼育し、水温は 18.2～19.0℃であっ

た。無処理対照区とワクチン区における死亡数の差の検

討は Fisher の直接確立計算法により行い、ワクチンの有

効率（relative percent survival :RPS(％)=(1-ワクチ

ン区のへい死率/無処理対照区のへい死率)×100）は、

Cory and Amend10）に従い算出した。 

冷水病菌に対する抗体価は、各区から５尾ずつマイク

ロタイター法により測定した。測定に供する血清は、注

射器を用いて尾柄部より採血し、24 時間、4℃で保存し

た。その後、4℃、4500rpm で 20 分間遠心分離して得た。

補体の非動化処理は、血清を 40℃のインキュベーター内

に 30 分間静置して行った。 

 

結   果 

攻撃試験の結果を Table1 および Fig.1、2 に示した。 

高濃度攻撃で攻撃開始後に初めて死亡が確認された

のは、FKB-MC 区では２日後、無処理対照区では 3 日後、

1.0％IMS-MC区および10.0％IMS-MC区では4日後であっ

た。攻撃開始から 14 日後の死亡率は、低い順に FKB-MC

区が 55.0％、10.0％IMS-MC 区が 60.0％、1.0％IMS-MC

区が 75.0％および無処理対照が 80.0％であった。各 MC

とも無処理対照区に対する死亡率に有意差が認められな

かった。RPS は、高い順に FKB-MC 区が 31.3％、10.0％

IMS-MC区が25.0％および1.0％IMS-MC区が6.3％であっ

た。低濃度攻撃で攻撃開始後に初めて死亡が確認された

のは、無処理対照区では 2 日後、1.0％IMS-MC 区では５

日後、FKB-MC 区および 10.0％IMS-MC 区では 6 日後であ

った。攻撃開始から 14 日後の死亡率は、低い順に 10.0％

IMS-MC 区が 40.0％、1.0％IMS-MC 区が 44.0％、FKB-MC

区が 72.0％および無処理対照区が 80.0％であった。

1.0％IMS-MC 区および 10.0％IMS-MC 区において、無処理

対照区に対する死亡率に有意差（P<0.01）が認められた。

RPS は、高い順に 10.0％IMS-MC 区が 50.0％、1.0％IMS-MC

区が 45.0％および FKB-MC 区が 10.0％であった。 

 

Groups Callenge dose Total Specific loss RPS

(CFU/fish)
(numbers of

fish)
(numbers of fish) (%) (%)

FKB-MC 3.0×10
 ７

20 11 55.0 31.3

　 2.0×10
 ６

25 18 72.0 10.0

1.0%IMS-MC 3.0×10
 ７

20 15 75.0 6.3

　 2.0×10
 ６

25 11 44.0
*

45.0

10.0%IMS-MC 3.0×10
 ７

20 12 60.0 25.0

　 2.0×10
 ６

25 10 40.0
*

50.0

Control 3.0×10
 ７

20 16 80.0

　 2.0×10
 ６

25 20 80.0

Water temperature,18.2～19.0℃

Asterisks indicate that the mortality is significantly different from the control group of the same challenge
dose. *,P<0.01.

Ｔａｂｌｅ1　Relative percentage survival (RPS) of Vaccinated ayu after challenge with F.psychrophilum

             strain SG990302.

Mortality

表 1 冷水病菌（SG990302 株）による攻撃試験の結果 
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 抗体価の測定結果を Table2 に示した。 

Vaccines

FKB-MC ＜4, ＜4, ＜4, ＜4, 4

1.0%IMS-MC ＜4, ＜4, ＜4, ＜4, ＜4

10.0%IMS-MC ＜4, ＜4, ＜4, ＜4, 4

Control ＜4, ＜4, ＜4, ＜4, ＜4

Individual serum titers（１:　）

Table 2 Agglutinating antibody titers in sera of ayu 29days after vaccination.

表 2  ワクチン投与後29日後のアユの血中凝集抗体価

 初回ワクチン投与から 29 日後に抗体価を測定した結

果、抗体獲得が確認されたのは FKB-MC 区および 10.0％

IMS-MC 区の各 1 尾のみで、抗体価は各 1:4 であった。こ

れらの他は抗体獲得が確認されなかった。 

 

考   察 

へい死遅延効果は、高濃度攻撃では認められず、低濃

度攻撃では全ワクチン区で認められた。このことは、低

濃度攻撃はワクチンの効果が現れる適当な強さであった

が、高濃度攻撃はワクチンの効果を上回る強さであった

と思われた。 

これまでの FKB-MC の経口投与研究では、アユに対して

FKB-MC を 1.0g/kg(BW)/日として合計 2 日または 10 日投

与した場合のRPSは、0.0～11.1％と報告されている 11）。

本研究における FKB-MC の RPS は、これらと比較して高い

傾向にある。楠田他 12)によると、アユのビブリオ病の経

口ワクチンでは、ワクチンの効果はワクチンの投与量お

よび投与期間に比例するとされている。このことから、

本研究においても投与期間の延長が RPS の値に影響した

可能性が考えられた。 

1.0％IMS-MC の死亡率は、低濃度攻撃で無処理対照区

との間において有意差（P<0.01）が認められ、RPS は、

FKB-MC のそれより高い値を示した反面、より低い値も示

し、安定しなかった。これらのことから、1.0％の IMS

を添加した場合、IMS の添加効果は低いと思われた。 

10.0％IMS-MC の死亡率は、低濃度攻撃で無処理対照区

との間において有意差（P<0.01）が認められ、RPS の最

高値または最低値は、各 MC と比較して、いずれも最も高

い値を示した。これらのことから、IMS の添加量の増加

により効果が高まったと思われた。既に実用化されてい

るビブリオ病ワクチンの RPS は 60.0％以上 13）である。

今後、アユ冷水病の経口ワクチンの実用化にあたり、IMS

添加量を更に増加させるなど PRS を高めるための検討が

必要である。 

 抗体価はほとんど上昇が認められず、IMS の添加効果

について比較検討ができなかった。この原因は不明であ

る。一方、抗体価がほとんど上昇していないにも拘わら

ず、各 MC で一定の予防効果が認められている。このこと

は、経口ワクチンの投与により、血中抗体以外の要因が

誘導された可能性が考えられる。 

 

摘   要 

本研究では、水溶性アジュバントを添加したアユ冷水

病ワクチンを腸溶解性マイクロカプセル（MC）に内包後、

アユに経口投与し、その有効性を検討した。 

生菌注射攻撃では、ワクチンにワクチンに10.0％の水

溶性アジュバントを添加後、これを内包した MC において、

無処理対照区に対する死亡率に有意差（P<0.01）が認め

られ、ワクチンの有効率についても25.0～50.0％と比較

的高い値を得た。 

以上のことから、MC を用いたアユ冷水病の経口ワクチ

ンにおいて、水溶性アジュバントをワクチンに添加する

ことは有効と思われた。 
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Fig．1    Changes in cumulative mortality for 14 days after challenge
           (challenge level was 3.0×10

7
CFU/fish).
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Fig.2 Changes in cumulative mortality for 14 days after challenge 

      (challenge level was 2.0×106CFU/fish). 

図２ 攻撃試験における死亡率の推移(攻撃菌量：2.0×10６CFU/尾) 

図１ 攻撃試験における死亡率の推移(攻撃菌量：3.0×10７CFU/尾）
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