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ABSTRACT―Age- dependent humoral immune response

 of barfin flounder Verasper moseri was investigated. 

One hundredƒÊL of recombinant coat protein of barfin 

flounder nervous necrosis virus (BFNNV) adjusted to 

250 ƒÊg/mL in Tris-EDTA buffer (pH 8.0) was injected 

intravascularly to 4, 5, 6 and 7 month-old fish. One 

month after injection, an enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) antibody titer was measured. Although 

no ELISA antibody titers were detected in injected or non

injected fish of 4 and 5 month-old, the antibody titers were 

remarkably increased (p<0.025) in 6 and 7 month-old 

fish. High ELISA antibody titers were kept for at least 2 

months.
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　北 日本 の重要 な栽培漁 業対象種 で あるマ ツカワ

Verasper moseriに も,他 の海産魚 同様1)種 苗生産 時に

ウイルス性神経壊死症(以 下VNN)が 発 生 し2),大 きな

問題となったが,防 疫対策の徹底 によ りウイルスフリー

の稚魚を生産できるようになった3)｡本 種の栽培漁業の

さらなる推進にあたっては放流後の種苗が疾病に罹病し

ないことが重要であ り,そ のためには放流後に感染が想

定される病原体に対する放流前のワクチン投与が有効と

考えられる｡

　現在,日 本で市販 されてい るワクチ ンは,ビ ブ リオ病

とレンサ球菌症およびマダイイリ ドウイルス病に対する

ワクチンの3種 類であるが,外 国ではせっそう病,冷 水

病,レ ッドマウス病,冷 水性ビブ リオ病および伝染性膵

臓壊死症に対するワクチンも市販されている｡伝 染性造

血器壊死症,ウ イルス性出血性敗血症,ア メリカナマズ

ウイルス病およびリンホシスチス病に対する各種ワクチ

ン4),ヒ ラメラブ ドウイルス病5)お よびVNNに 対するワ

クチ ン6)が研究されている｡そ して,こ れ らのワクチ ン

は,魚 類の細胞性免疫がふ化後約2週 間以上,液 性免疫

がふ化後4～6週 間以上経過しないと発達 しないため4),

稚魚期以降に使用することが条件 となっている｡た だし,

免疫応答が発現する時期に関しては明 らか となっている

Fig. 1. ELISA antibody titers in sera of adult barfin flounder

 immunized with BFNNV coat protein. One mL of TE 
buffer was injected into the muscles and additionally 
into the blood vessel of control fish (A). One mL of
 recombinant coat protein of BFNNV(250μg/mL in TE

 buffer (pH 8.0)) was injected into the muscle of healthy 
barfin flounder, and after 2 weeks, 1 mL of the coat 

protein was injected intravascularly (B).
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魚種 は少な く,マ ツカワや ヒラメParalichthys olivaceus

な ど,異 体類 につ いて も免疫応答 開始時期 は明 らか でな

く,ワ クチネー シ ョンが有効 となる時期 は明確 になって

い ない｡

　本研 究では,す で に確 立 したELISAに よ るVNNウ イ

ルスに対す る抗体検 出法7)を 用 いて,VNN試 作 ワクチ ン

につ いて,マ ツカ ワの大腸 菌発現barfin flounder nerv

ous necrosis virus (BFNNV)外 被 タンパ ク質7)に 対す る

液性免 疫応 答 開始 魚齢 を把握 す る こ とを目的 に試験 を

行った｡

　まず,日 本栽培漁業協会厚岸事業場(以 下当場)で 飼

育 したマ ツカ ワ成 魚(平 均 体重1,673g)の 筋 肉内 に,

Tris-EDTA(以 下TE)緩 衝 液(pH8.0)で250μg/mLの

濃 度に調整 した大 腸菌発現BFNNV外 被 タンパ ク質(32

kDa)1mLを 抗 原 と して注 射 し,さ らに2週 間後 に尾

部血 管内 に同量 を追加投与 した｡対 照にはTE緩 衝 液 を

注射 した｡抗 原 タ ンパ ク質 を注射 した区は10尾,対 照区

は8尾 とした｡飼 育 は自然水温(3.0～12.90C)の 流 水

に より,週3回 配合飼料(ヒ ラメ用 ソフ ト2号,坂 本飼

料)を 飽食量給餌 して行った｡供 試魚の血液 を抗 原 タン

パ ク質投与前 お よび1,2,3ヶ 月後 に尾部血管 よ り採

取 し,大 腸菌発現BFNNV外 被 タンパ ク質を固相抗 原 と

したELISA7)に よ りBFNNVに 対 す る特異抗体価 を測定

した｡測 定結果をx2検 定 によ り比較 した｡

　供試魚に抗原タンパク質を投与 した後のELISA抗 体価

の変化 をFig.1に 示 した｡対 照区では試験期 間を通 して

抗体価 の上昇は認 め られなかったが,抗 原 タンパ ク質 を

投与 した 区では初 回投 与1カ 月 目か ら顕著 なELISA抗

体 価 の上昇が認 め られ た(p＜0.001)｡抗 体 価 の上 昇が

認 め られた血清 の中和 能 を,常 法 に したが ってSSN-1

細 胞8)を 用 いて試験 した ところ,細 胞 変性 効果は観察 さ

れ ず,免 疫 した マ ツ カ ワ はBFNNVに 対 す る中和 活

性(ND50=1:20～1:40)を 有 して いた｡こ の こ とか ら,

大 腸 菌 発 現BFNNV外 被 タ ンパ ク質 は,sea bass

 Dicentrarchus labraxに 対 す る不 活 化 魚類 ノ ダ ウイ ル

ス9)お よびシマ アジPseudocaranx　 dentex1)お よびマハ

タEpinephelus septemfasciatus10)に 対 す る大腸菌発現

SJNNV外 被 タ ンパ ク質 と同様 に,マ ツカ ワに液性免疫

による防御能 を誘導で きる もの と考 え られた｡

　次 に,当 場 で種 苗生産 した4,5,6お よ び7ヶ 月齢

(平均全長それぞれ59.5,91.1,107.0,133.2mm)の 魚

の尾部血 管内に,同 濃度 の抗 原 タ ンパ ク質 を100μL投

与 した｡対 照 としてTE緩 衝 液 を投 与す る区お よび投与

しない区 を設けた｡各 区 とも30尾 とし,配 合飼料 を週5

Table 1. Effects of age on humoral immune response of barfin flounder juveniles immunized with BFNNV coat protein
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回飽食量給餌 し,14℃ に調温 した海水により流水飼育

した｡抗 原投与前および投与後1,2,3ヶ 月に各区から

10尾 ずつ血清を採取 し(4,5ヶ 月齢の稚魚では1ヶ 月

後のみ),親 魚と同様にELISA抗 体価を求めた｡

　魚へ抗原タンパク質を投与した場合のELISA抗 体価の

変化 をTable1に 示 した｡い ずれの月齢の魚 も,投 与前

のELISA抗 体 価 は10以 下 で あった｡4,5ヶ 月 齢の魚で

は,投 与後1ヶ 月 を経過 して も,抗 体価 は10以 下で あっ

た｡対 照 区お よびTE緩 衝液 を投与 した6,7ヶ 月 齢の

魚では,い ずれ も抗体 価は10以 下であったが,抗 原 タン

パ ク質 を投与 した区では,抗 体価が6ヶ 月齢の魚で≦10

～ ＞160と 上 昇する個体 が認 め られ ,7ヶ 月齢の魚では＞

160と 投 与前 よ り顕著 に上昇 した｡

　抗原 タンパク質を投与した魚の2ヶ 月後の抗体価は,

6ヶ 月齢 の魚で40～ ＞160,7ヶ 月 齢 の魚 で20～ ＞160

と引 き続 き高かったが,3ヶ 月後 には6ヶ 月齢 お よび7

ヶ 月齢 の魚 ともに≦10～40に 低 下 した｡

　これらのことから,本 試作ワクチンを1回 注射 した場

合,4～6ヶ 月齢までのマツカワでは液性免疫応答の発

達段階であ り,7ヶ 月齢でほとんどの個体に発現するも

のと考えられた｡ま た,高 い抗体価の継続期間は本試験

の条件下では投与後1～2ヶ 月程度と推察された｡

なお各試験区間で注射後の平均全長に明瞭な差は認め

られず(p＞0.25,x2検 定),死 亡する個体もなかったこ

とから,抗 原としたBFNNV外 被タンパク質がマツカワ

の成長･生 残に悪影響を及ぼすことはないものと考えら

れる｡

　以上のことか ら,6ヶ 月齢以降のマツカワの尾部血管

内へ本試作ワクチンを1回 注射することにより,本 種の

液性免疫応答による防疫効果を期待できるもの と考え

る｡今 後の課題として,本 試作ワクチ ンを注射 した魚の

血清中のVNNウ イルスに対する中和活性 を確認すると

ともに,注 射した魚に対 してVNNウ イルスによる攻撃

試験を行って効果を検証する必要がある｡
　一方魚類においては,疾 病に対する防御能があっても

抗体が認められないか,抗 体価が著しく低い場合があり,

ワクチ ンにより誘導 される特異的感染防御能は抗体に依

存する液性免疫 よりも,細 胞性免疫や腸管免疫のような

局所免疫が重要 な役割 を果たす ことも示唆 されてい

る11)｡マ ツカワでは細胞性免疫や局所免疫の機能を検査

する方法が確立されていないが,こ れらの免疫応答につ

いて検討 し,よ り有効なワクチネーション手法を確立し

ていく必要があると考える｡

　本研究に当た り,日 本栽培漁業協会今村茂生第二技術

部長,同 協会厚岸事業場錦昭夫場長は じめ職員の方々に

種 々ご配慮をいただいた｡こ こに記して深謝の意を表す

る｡
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