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2003年のクロマグロ種苗生産時,一 部の受精卵

および卵孚化仔魚に卵黄の白濁症状(以 下,卵 黄白

濁症)が 認められた。発症卵の卵黄は時間と共に

白濁・膨張が進行 し,卵孚化後1日足 らずで卵黄嚢が

破裂 して発症魚は死に至ったが,発 症卵数が限 ら

れてお り水平感染 も認められなかったことから大

きな問題 とはならなかった。翌2004年 にも「司症の

発生が見られたが,そ の発生頻度および発症卵の

比率は2003年 に比べて増加 しており,最 悪の事例

では収容 した卵の98%に 同症状が見 られた。すでに

クロマグロ種苗の計画生産に支障を来 し始めてい

るが,2005年 以降の更なる発症率上昇が強 く懸念

される。場合によってはクロマグロの種苗生産が

不可能 となる事態も考えられることから,早 急な

対策が求められている。

卵黄白濁症に対する防除対策を講 じるにあたっ

ては,そ の原因究明が不可欠である。本報告では

同症がある種の鞭毛虫の寄生によって発症するこ

とを明らかにするとともに,同 症起因原虫が人為

的に培養可能であることを示した。

試料および方法

試料2004年7.月29日 に近畿大学水産研究所大

島実験場で採取 したクロマグロ受精卵を,同 研究

所白浜実験場の500L水槽に収容 して止水で管理 し

た。経時的に採取 した受精卵および卵孚化仔魚を試

料として用いた。

また,卵 黄 白濁症状を示した卵孚化仔魚の卵黄嚢

内容物を可能な限り無菌的に採取 して試料 とした。

充分白濁症状が進行 した卵孚化仔魚を滅菌海水で洗

浄後,ガ ラス ピペ ッ トを用い腹膜 を破 らないよ う

慎 重に滅菌海 水中に移 した。枝付 き針を用 いて卵

黄嚢 を破 り,内 容物 を滅菌済みマイ クロピペ ッ ト

を用 いて採 取 した。

光学顕微 鏡観 察 卵 黄 白濁症 状 を示 した受 精

卵,仔 魚お よび卵黄嚢の内容物 を光学顕微鏡下で

観察 した。卵黄嚢内容物 については採 取後1週 間,

毎 日観察を行 った。

18SrDNA塩 基配列 による同定 卵黄 白濁部に見

られた原虫 と思われ る粒子 の分類学的位置 を明 ら

か にす るため,18SrDNAの 塩基配列 を決定 した。

ユニバーサルプ ライマー を用いたPCR法 で増幅後 ,

TOPOCACloning(Invitrogeniifetechnologies)

によ りクローニ ングを行い,遺 伝子解析 システム

CEQ8000(BECKMANCOULTER)に よって シー クエ ン

スを行 った。 決定 した塩基配 列 と類 似 の配 列 を

DDBJの デー タベースで検索 し,卵 黄 白濁症患部 に

見 られ た粒子の分類学的位 置を検討 した。

培養 法の検 討 卵 黄 白濁 部 に見 られ た原 虫 と

思われ る粒 子の培養法 を検討 するため,マ ダイ血

清,細 胞培養用無血L清液体培 地BME(Invitrogen)・

RPMH640(SIG酷)・ 囲M(Invitrogen),市 販植物用肥

料ハイポネ ックス(群PONeX)を 滅菌海水 で適 宜希

釈 して培養試験 に供 した。培養 には12wellプ レー

ト(NalgeNunc)を 用 い,1wel1あ た り2mlの 培養液

を分注 した。 すべての培養液 には抗菌剤 として ス

トレプ トマイ シン(12ng/r吐)と ペ ニシ リンGカ リウ

ム(6ng/mL)を 添加 した。培養温度 は25℃ とした。

また,12.5%RPMIを 用いて15℃,25℃,35℃ で

の増殖 を比較 した。
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結 果

光学顕微鏡観察 クロマグロ胚が心臓拍動 を

開始するころ(艀化8時 間前)か ら卵黄内に球形の

粒子が確認され始め,艀 化時には増殖 した粒子に

よって卵黄がほぼすべて白濁 した状態になった

(図1)。白濁 した卵黄嚢は膨張を続け,艀 化翌 日に

は破裂するとともに多量の粒子を放出 した(図2)。
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図1.卵 黄白濁症発症卵(矢印。艀化8時 間前)
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図2.卵 黄嚢が破裂 した卵黄白濁症罹病仔魚

(卵孚イヒそ麦糸勺1日)

放出された粒子および破裂前の卵黄嚢から採取

した内容物を検鏡 したところ,形 態は球状で直径

は約30㎜ であった。粒子は膜に囲まれ,内 部にさ

らに微細な球形の構造を数十個持っているのが確

認された。これ らの形態,お よび海水中で運動性

を示 したことか ら,卵 黄 白濁部に見られた粒子は

原虫の一種であり,卵 黄 白濁症はこの原虫の寄生

によるものであることが推察された。

卵黄嚢内より採取 した粒子を滅菌海水中で観察

したところ,数 時間後に鞭毛を有する涙滴型に変

化するものを少数確認 した(図3)。涙滴型への変態

は採取後3日 目まで確認 されたが,以後は観察され

なかった。
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図3.涙 滴型に変化 した卵黄白濁症起因原虫

(矢印)

18SrD甑 塩 基 配 列 に よ る同 定 決 定 した589塩

基 の配 列 を以 下 に示 した。

5'-GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATAT

TAAAATTGTTGCGGTTAAAACGCTCGTAGTTGAATATTTGCTGA

AAATAGCTGGTCCATCCTAGTGATGAGCACCTGGCACGTTTTCA

GCTCTTTTTTGGGGATTCTGTTTGCACTTCACTGTGTTGCATAC

GAACCATTTTTTTTACTTTGAGGAGATGAGAGTGTTTCAAGCAG

GCGTTTGTCGTGAATACGTTAGCATGGAATAATGACACAGGACC

TTGCTCCGAAGTTGTTGGTTTTTGGAGCGAGGTAATCAAAATGG

GGATAGTTGGGGGCATTCGTATTTAACTGTCAGAGGTGAAATTC

TTGGATTTTTTAAAGACGAACTACTGCGAAAGCATCTGCCCAGG

ATGTTTTTATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGA

TCAGATACCGTCCTAGTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGAG

ATGGGGGACGTCATTTCTTGACGTCGTCAGCACCTTATGAGAAA

TCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGA

AACTAAAAGGAATTGACGGA-3'

DDBJで類似配列を検索 した結果,一 致する配列

は認められなかったものの,卵 黄白濁症患部に見

られた粒子は渦鞭毛虫に同定 された。
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培養法3種 の細胞培養用培地中で明かな粒子

の増殖が認められたが,BMEとRPMI1640に おいて顕

著な増殖が確認 された。最も増殖が速かったのは

6.3%BME(海 水希釈)であった。12.5%RPMI中 では

25℃で増殖 したが,15℃ および35℃では増殖が見

られなかった。なお,発 症魚から直接採取した虫

体に見られた海水中での涙滴型への変態は,培 養

虫体を海水に移 しても確認されなかった。

考 察

クロマグロの受精卵および卵孚化仔魚に見られた

卵黄白濁症はある種の鞭毛虫の寄生によって発症

することを明 らかに した。魚類の卵黄に寄生する

原虫としてはZ酌 砂o漉η1∠伽o加 ゐθノ∂r醒が知られ

ているがD,鞭 毛虫類に属 し,卵 黄の白濁および

卵黄嚢の破裂とい う症状を引き起こす点でもクロ

マグロに見 られた寄生原虫と共通 しているD。 両

者は同種あるいは近縁種 と考えられるが,種 レベ

ルでの同定にはより詳細な検討が必要である。

起因原虫の感染経路等については不明であるが,

受精卵は強靱な受精膜に包まれていること,産 卵

後直ちに卵を洗浄 して収容 していること,1例では

あるが98%と い う高率の発症が見 られたことなど

から,産 卵前に既に親魚体内で寄生されているこ

とが推測される。起因原虫に寄生されていない親

魚を選別 ・育成 し採卵に用いることで卵黄 白濁症

を防除できると考えられ るが,ク ロマグロの親魚

は極めて大型であるため技術的・経済的に実施は

困難である。培養虫体を川いて感染経路解明のた

めの高感度特異検出法等の開発を進めているが,

薬剤やワクチンによる親魚体内での起因原虫の増

殖抑制についても検討が必要である。
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