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シオミズツボワムシ複相単性生殖卵の消毒

渡辺研一， la*篠崎大祐，l小磯雅彦，l桑田 博， 1吉水 守2

(2004年7月1日受付， 2004年 10月18日受理)

1掛水産総合研究センタ一能登島栽培漁業センター 2北海道大学大学院水産科学研究科

Disinfection of parthenogenetic eggs of the rotifer B1匂chionusPlic，αtilis 

KEN-ICHI WATANABE，la* DAISUKE SHINOZAKI，2 MASAHIKO KOISO，l 

HIROSHI KU羽TADA 1 AND MAMORU YOSHIMIZU2 

1Notojima Station， National Centel' 101' Stock Enhancement， Fisheries Reseal'ch Ag，仰の"Notojima， Ishi加 ωG

926-0216， 2Graduate School 01 Fisheries Science， Hokkaido Univel'sity， Hakodate， Hokkaido 041-8611， Japan 

The Disinfectant effi巴ctof chemical and physical treatments on parthenogenetic eggs of the rotifer was inves-

tigated. No disinfectant effect was observ巴dby treatment with ozonated or electrolyzed seawater， and triton-X un-

der several conditions. Tr巴atmentswith povidone-iodine at 50 mg/L as iodine， pH 2， and 10，000 mg/L of hydro-

gen peroxide were effective for disinfection， but hatching rate was low. Glutarald巴hyd巴treatmentat the concen-

tration of 1，250 mg/L for 30 min effectively disinfected the eggs of rotifer and did not reduce the hatching rate of 

parthenogenetic eggs. 

キーワード:消毒，シオミズツボワムシ，Bmchionusρlicatilお，複相単性生殖卵， グjレタールアルデヒド

我が国では 2001年度に 51種類の海産魚類の種苗生

産が行われ 1)多くの種でシオミズツボワムシBrachio-

nus plicatilおなどの輪虫類(以下ワムシ)の給餌が必須

となっている。2)一方，ワムシが感染源として疑われる

疾病の発生が報告されており， 3-8)ワムシ由来で種苗生

産対象種に疾病が発生することを防除する技術の開発が

緊急の課題である。そのためには餌料として供給するワ

ムシの病原体による汚染レベルを低くすることが必要で

ある。

ワムシの病原体による汚染レベルを低くするために

は，培養に使用する用水，水槽，器具，餌料および初め

に接種する元種などを消毒する必要がある。ワムシの培

養水9)や水槽・用具10)をはじめとした培養環境の消毒技

術はすでに確立されている。11)しかしながら，餌料や元

種の消毒法については未検討であり，これらの消毒技術

を早急に確立する必要がある。

ワムシの一生は，大きく卵と虫体とに分けられ 12)一

般に消毒剤に対する耐性は卵の方が大きいと考えられ

る。10)ワムシの卵には複相単性生殖卵と耐久卵とがあ

り 12)単性生殖卵は雌が単性生殖により産出して急激な

増殖をもたらすのに対して，耐久卵は雄の出現による両

性生殖により産出されて休眠をもたらし，両性生殖の起

こり易さはワムシの株により異なる。12)一方，現在我が

国の種苗生産機関で培養されているワムシは，増殖の良

さを基準として選抜が行われてきているため， 耐久卵を

生じる株を用いている機関は非常に少ないものと推察さ

れる。耐久卵の消毒に関しては Balompapuenget al.13) 

およびRombautet a[.I4)により報告されているが，単

性生殖卵と耐久卵では消毒剤に対する感受性が異なるこ

とが予想され，種首生産の現場における元種の消毒に耐

久卵の消毒法をそのまま用いることは非常に危険であ

る。

したがって，単性生殖卵の消毒技術を確立する必要が

あり，単性生殖卵の各種消毒薬に対する感受性と消毒効

果について検討した。

試料および方法

供試ワムシ 独立行政法人水産総合研究センタ一能登
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Research Agency) 
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島栽培漁業センター (以下当センター)において，地先

から揚水し砂ろ過した天然海水と当センターの井戸から

取水した井戸水を用いて，およそ 20psuの塩分となる

ように希釈した培養水(以下:60%海水)を用い， 20 

~250C で培養中のシオミズツボワムシ(し、わゆる L 型

ワムシ)小浜株を用いた。

ワムシ単性生殖卵の分離 小磯・日野15)の方法を一

部改変して単性生殖卵(以下:ss)を分離した。すなわ
ち，家庭用ミキサーで培養水とともにワムシを撹排して

虫体から卵を分離し，この培養水をメスシリンダーに移

し入れ，卵が沈下するのを待って虫体を含む上清を廃棄

した。上述の 60%海水を加え，再度卵の沈下を待って

同様に上清を廃棄した。この作業を数回繰り返し，沈下

した卵を回収した。

実験用水の検討 薬剤を溶解する用水として，精製

水，精製水と塩化ナトリウムで調整した 0.9%NaCl 溶

液， 60%濃度のHerbstの人工海水および16)上述の 60

%海水を用いた。試験は 20
0

Cの恒温器に 1日以上放置

した用水を用いて 20
0

Cの室内で行った。それぞれの消

毒用水 1Lを角形水槽 (210x 270 x 40 mm)に入れ，

約 19の単性生殖卵を 30分間浸漬した。浸漬中は 100

rpmで運転中の撹狩機 (IKASchuttler MTS4)に水槽

を設置した。浸漬終了後，ネットで卵を漉し取り，淡水

クロレラ(クロレラ工業;生クロレラ V12)を1，000

万細胞/mL含む30mLの60%海水が入った 50mL試

験管に卵を数百粒入れ， 100 rpmの撹持機上にセッ卜し

て2昼夜振とう後，実体顕微鏡下で胃がクロレラで緑

色を呈する虫体を生存個体，呈さない虫体を死亡個体と

して，さらに未ふ化の卵を計数した。 一方， ふ化率を以

下の式により算出し，ふ化に及ぼす影響を検討した。

ふ化率={(生存個体数)-7 (生存個体数+死亡個体数

+単性生殖卵数)}x 100 

殺菌力を有する海水の単性生殖卵消毒効果 種苗生産

場で用いる飼育器具類に対する消毒効果が報告されてい

る電解海水17) (有効塩素濃度 0.5~4.8mg/L)とオキシ

ダソ ト海水18)(オキシダント濃度 0.5mg/L)を対象に，

単性生殖卵に対する消毒効果を検討した。電解海水は海

水電解装置(東和電機製作所試作機)で，オキシダント

海水は海水オソ。ン処理装置(オゾン卵洗浄装置，荏原実

業)で作製した。 卵約 19をネットに入れ，それぞれの

濃度に調整した 100% 海水 (水温 1O~ 20 0C ) を 3L/ 
minの流量で流水にした 25L 容のコ ンテナ中に 5~60

分間振とう しながら浸漬した。浸漬終了後，ネットで卵

を癒し取り，滅菌2%ペプ トン水(1.5%NaCl加)を

十分量加え，塩素およびオキシダン卜の作用を止めた。

約0.1gの卵を滅菌したビニール袋に取り，秤量後滅菌

した Herbstの人工海水9倍量を加えてホモジナイズし

た。 10倍希釈液列を作製し，海水寒天培地平板19)表面

に塗抹して20
0

Cで5日間好気的に培養し，出現コロ

ニー数から生菌数を算出した。なお，殺菌力を有する海

水に浸漬する前の卵の生菌数についても同様に測定し

た。消毒率は以下の式により算出し，消毒効果を評価し

た。

消毒率={1一(浸漬後の生菌数÷浸漬前の生菌数)}

x 100 

なお，ふ化率を消毒前後の卵について上述の方法で算

出した。

有効な消毒剤の検討 さけ科魚類の卵消毒剤として使

用されている水産用イソジン液(明治製菓 :有効ヨウ素

1~50 mg/L濃度)，過酸化水素水(有効過酸化水素0.1

~1.0% 濃度)， Triton-X ( 0.05~0. 1%) ，水産用グルタ

ラ-}レ(三鷹製薬;グJレタールアJレデヒドとして 1，250

mg/L)の単性生殖卵の消毒剤としての有効性を調査し

た。 pHの影響は，アルカリ側でpH12，酸性側でpH2

および4として観察した。 pHの調整は水酸化ナトリウ

ムもしくは塩酸を添加して行った。

これらの消毒剤について，上述の方法で消毒効果およ

びふ化率を検討した。水産用グJレタラーjレの場合には，

製品に添付の中和剤(亜硫酸水素ナトリウム)を滅菌

60%人工海水に 2，600mg/Lの濃度となるように溶解

し，上述の 2%ペプトン水と同様に十分量かけてグル

ターlレアルデヒ ドの作用を止めた。浸漬時聞は，各剤 ・

各濃度ごとに 1~30 分とした。

統計検定 ふ化率の平均値の差の検定を，ふ化率を逆

正弦変換した値を用いて，クラスカルーワーリス検定に

より行った。消毒用水の検討においては，さらに

ScheffeのF検定を用いて多重比較を行った。

結果と考察

実験用水の検討 各用水に卵を浸潰した場合のふ化率

をTable1に示した。

精製水および 0.9%NaCl 溶液に卵を 30分間浸潰した

場合のふ化率はそれぞれ 11および66%であった。 60

%人工海水および60%海水に浸漬した場合には，それ

ぞれ 97および95%であった。これらの4種類の用水

を用いたときのふ化率には有意差が認められた (ρ<

Table 1 Effects of sev巴ralwaters on hatching rate of par-
thenogenetic eggs of rotifer . 

Treatment Hatching 
Water time rate 

(min) (%) 

Re自nedwater 30 10.9:t 1.45 
Re五nedwater with 0.9% NaCl 30 65.8:t 0.63 
60% Herbst's artificial seawater 30 96.5:t 3.92 
60% natural seawater 30 95.1土4.78
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Table 2 Effects of ozonated or electrolysed seawat巴ron 

disinfection of parthenogenetic eggs of rotif巴r

Material Concentration 

(mg/L) 

0.52 

0.52 

0.52 

0.94 

0.96 

0.96 

0.96 

2.02 

2.96 

3.96 

4.81 

0.51 

0.51 

0.51 

0.51 

0.51 

Treatment 
time 
(min) 

5 

10 

15 

5 

Hatching 
rate 
(%) 

86.0 

94.4 

94.0 

72.1 

94.0 

91.7 

87.6 

37.0 

6.9 

4.0 

3.0 

Rate of 
disinfection 
(%) 

63.9 

92.7 

72.2 

31.7 

58.8 

82.0 

81.5 

51.7 

37.3 

27.6 

66.8 

5.0 

5 
Electrolysed 
seawater 

ハU
E

U

F

D

E
1U
F
h
U
t
u

-
R
d
nU

E
u
nU

A
U

可
A

唱

A

1

よ

可
ム

q
U
F
O

-46.4 

-91.0 

-139.7 

NT* 

NT 

NT 

NT 

NT 

31.8 
Ozonated 
seawater 

* Not tested 

0.05)。多重比較検定を行ったところ 60% 人工海水と

60% 海水の聞で、は有意差は認められなかったものの，

他の用水間では有意差が認められた。したがって，精製

水および 0.9% NaCl 溶液は消毒剤の効果を検討する用

水として適していないと考えられた。

一方，天然海水には有機物が含まれており消毒剤の減

衰をもたらす可能性があること，時期により含有成分が

異なることが予想され，消毒効果に影響する可能性があ

ると考え，有効な消毒剤を検討するための用水として

60% 人工海水を用いることとした。

殺菌力を有する海水の消毒効果 電解処理もしくはオ

ゾン処理した海水に浸潰した卵の消毒率とふ化率を

Table 2に示した。 0.5mg/Lのオキシダン トを含むオ

ゾン処理海水では 60分浸潰しても消毒効果は認められ

なかった。電解処理海水では最大で 1オーダ一生菌数

の減少が認められたが，十分な消毒効果があるとは考え

られなかった。さらに，およそ 3mg/L以上の塩素濃度

となると，わずか 5分の浸漬でもふ化率が 10% 未満に

低下し，電解処理した海水も卵の有効な消毒剤とは考え

難い結果となった。

有効な消毒剤の検討 60% 人工海水を用い各種の消

毒剤で卵を処理した場合の消毒率とふ化率を Table3に

示した。

イソジン液を用いて有効ヨウ素濃度 50mg/Lで 10分

以上処理した場合，99%以上の消毒率が得られたが，

ふ化率は2%程度以下と卵のふ化に悪影響を及ぼし

た。浸漬時聞を5分以下，有効ヨウ素濃度を 50mg/L 

以下とした場合， 99%以上の消毒率が得られる条件は

得られなかった。 Triton-Xでは消毒効果は認められな

Table 3 Effects of chemicals on disinfection of the par-

thenogenetic egg of rotifer 

Chemical Concentration 

(mg/L) 

5 

5 

10 

10 

25 

25 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

50 

500 

1，000 

1，250 
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2 
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12 
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96.0 
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0.5 
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_，一一ー
20.0 
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* Not countable 
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99.99 
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99.5 

80.5 

79.7 

80.9 

85.0 

87.4 

92.7 

かった。

pHおよび過酸化水素について検討したところ， pH2 

で2オーダー，過酸化水素 10，000mg/Lで1オーダー

の生菌数の減少が確認されたが，ふ化率がともに 0.5%

と低かった。 pH4，12では消毒率がそれぞれ 81および

80% と低かった。

以上のことから，イソジン液， Triton-X， pHおよび

過酸化水素は，今回の試験条件下では，有効な消毒剤と

は考えられなかった。

一方水産用グJレタラ-)レでは，グJレタールアJレデヒド

として 1，250mg/Lの濃度で 15分浸漬した場合に 99.9

%以上，30分浸漬した場合に 99.99%以上との生菌数

の減少が観察され， 30分浸漬することにより十分な消
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毒効果が認められた。ふ化率は 15分浸漬した場合に 59

~74% ， 30 分浸漬した場合に 66~96% であった。こ

の試験に供した卵を消毒せずにふ化試験に供したとこ

ろ ， ふ化率は 60~90% であった。統計検定の結果，こ

れら 3群の平均ふ化率の聞に有意差は認められなかっ

た (ρ>0.05)。

ワムシ全体の細菌数の減少法については以下の報告が

ある。 山野井 ・杉山20)は給餌前のワムシの虫体および

卵をニフルスチレン酸ナ トリウム (以下 NFS)処理し，

未処理のものと比較して 3オーダ一生菌数が減少した

場合があることを報告している。さらに山野井ら21)は，

NFS処理したワムシおよびアjレテミアノープリウスを

用いてクロダイの種苗生産を行った結果を報告してい

る。それによると， NFS処理した区のクロダイの消化

管内細菌数は対照区のそれより少なく，病魚、の消化管内

細菌数が正常魚より多いと報告されている腹部膨満

症22)の発症の可能性を低減できたことを報告してい

る。一方，我が国のアユ種苗生産機関にアンケー ト調査

を行った結果23)では，餌料生物の NFS処理を行った場

合に大量死亡の発生が明らかに減少するが， NFS処理

を行わなくても大量死亡が発生しない機関もあり，給餌

直前における餌料生物のNFS処理の効果は必ずしも明

確ではない。この要因として山野井 ・杉山20)は，NFS 

に感受性を有する仔稚魚に有害な細菌が優先する時にの

みNFS処理効果が発揮されると考えられるとしてい

る。また， 山野井 ・杉山20)が紫外線，水呉24)が過酸化

水素，Suantika et al.25)がオゾンのワムシ細菌数の変化

について検討している。いずれの方法も細菌数の減少は

認められるものの，ワムシが死亡するか 1オーダ一程

度の減少が確認されるのみで，種苗生産におけるワムシ

元種の消毒法として有効な手段とは考えにくい。したが

って，現状ではワムシ全体の消毒法は確立されておら

ず，元種を消毒する場合には卵の消毒法について検討す

る必要がある。

Balompapueng et al.13)は 1mg/Lの次亜塩素酸ナトリ

ウムで 60分耐久卵を処理することにより無処理のもの

よりふ化率が向上し， SEMにより卵表面に細菌が観察

されなくなったことを報告している。今回の試験では次

亜塩素酸ナトリウムについては検討しなかった。これは

卵に対する次E塩素酸ナトリウムの毒性が確認されてい
るためである(桑田未発表)。また， Rombaut et a[.l4) 

は0.05μL/LのグJレタールアルデヒ ドで 6時間耐久卵

を処理することにより，無処理のものとふ化率に差が無

く，細菌が検出されなくなったことを報告している。今

回のグlレターjレアlレデヒドを用いた消毒試験は 1，250

mg/Lの濃度で行った。これは使用した水産用グルタ

ラールの推奨使用濃度で検討したためであり，また，単

性生殖卵の消毒では発育段階をそろえることが非常に困

難であるため，消毒中もふ化する卵があり，長時間の消

毒に問題があるためである。

以上のことから，種首生産現場でワムシの培養に用い

る元種を消毒するためには，単性生殖卵をグルタールア

Jレデヒド 1，250mg/Lを含む 60%人工海水で 30分間処

理することが最も効果的であると考えられる。
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