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クロマグロ種苗生産におけるウイルス性神経壊死症防除の

ためのハマフエフキ受精卵の大量消毒法

樋口健太郎*・江場岳史ド・田中庸介*久門一紀 l: ・西 明文、

二階堂英城*・塩津聡*

Large-scale Disinfection of Eggs of Spangled Emperor Lethrinus nebulosus 

to Prevent Viral Nervous Necrosis in Seed Production ofPacific Bluefin Tuna 

Thunnus orientalis 

Kentaro HIGUCHI， Takeshi EBAぅYosukeTANAKA， Kazunori KUMONぅAkefumiNISHI 

Hideki NIKAIDO and Satoshi SHIOZAWA 

Large amounts of yolk-sac larvae are indispcnsable feed materials in the seed production of Pacific 

blueiin tuna. Before yolk-sac larvae are used as feed， the fたer門巾.tηtili臼zed巴ggs need tωo be diおS幻叩infiたecはtedtωop戸I

Vl口ra叫1ne引rvousn巴CroS1S111 t出het加unas巴巳d.Electrolyzed seawater containing residual chlorine is a potential dis-

infectant for use in large-scale production of Spangled emperor eggs for Pacific bluefin tuna. However， the 

residual chlorine concentration dec1incs rapidly because 01' the adherence of organic suspended matter to 

the surface of the eggs. To prevent this dec1ine， we conducted experiments in which we var・iedtwo factors， 

namely the egg-rinse time before disinfection and the f10w of electrolyzed seawater into the disinfection 

tanks. No decline in residual chlorine concentration was observed in disinfection with a 7.0-kQ/h electro-

lyzed seawater日ow(2 million eggs per 0.5-kQ tank) after a 2】 hegg-rinse (8 million eggs per 0.5-kQ tank， 

1.0-kQ/h fresh seavvater f1ow) using a total of 2.0 kQ of什eshseawater (four times thc tank volume). Effec-

tive large-scale disinfection of eggs is possible with the use of sufficient egg-rinse and electrolyzed seawa-

ter f1ow. 

2011年5月 2l:I受付 2011年9月 7日受理

ウイルス性神経壊死症 (ViralNervoLls Necrosis以下

VNN) ，1の発生は 種苗生産に甚大な被害を及ぼすた

め 2.3) その|坊疫体fliljの構築が必須となっている。この

ため守クロマグロ刀1lI1111l1Sonel1l正t!is41
やアカアマダイ

Bra町 hioslegusj叩 OI1lCl♂ 等の種苗生産現場では句 VNN

防疫対策として 電気分解処理した海水(以下.電解海

水)を用いた卵消悲が行われている。電解海水は，海水

を電気分解することで主に生成される次亜j晶素酸によっ

て強い消毒効果を有する 6.'01。実際に.残留塩素濃度を

0.07 ~ 0.58 mg / eに調製した電解海水を用いて，多く

の魚類病原細菌やウイルスを殺菌あるいは不活化1るこ

とが可能であると報告されている 610
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一)でで、は クロマクググ、0、ロ種苗生産の餌料にハマフエフキ

Letlか11'川 u川/ぱS刀εbu!oωsuωfβ5のふイ化ヒイ子f魚青虫、を用いている l川lけ}。 ハマフ

エフキ成f焦勿魚号号乱1，、は飼7青育有苛、環境下でで、 VトNトNJ原京因ウイルス (例N巴引rV01l5

トNecαr‘'05出51凶5Vir川r孔m句'1I5ωlおsJ..:J以、下. NNV) を保有することが知られて

おり 111NNVを保有するハマブエフキ親魚、から得られ

たふ化仔夕、を飼料に使用することで，クロマグロ仔稚魚、

への NNVの水平感染を引き起こすおそれがある。 した

がって。 クロマグロ種目一生産における VNN防疫体制を

構築するためには，飼料生物であるハマフエフキふ化仔

魚に由来サる NNVの水平感染を防止する必要がある。

クロマグロ種苗生産で餌料として供給するハマフエフ

キふ化仔魚、はー 日当たり 1，0007J 1[1iJ体以上となることか

ら‘これに応じた量のハマフエフキ受精卵を消毒する必

要がある。 シマアジ Pseudocaranx市 nt釘の種苗生産現

場では。 500e消毒水槽に対して受精卵を 10万粒ずつ収

容して卵消蒜を行っているが 121 クロマグロ仔稚魚の

飼料として供給する場合。作業効率を考慮すれば

500 e消毒水槽に対して少なくとも 100万粒以上の受精

卵を収容して卯消毒を行わなければならない。 しかし.

大量の受精卵を一度に消毒すると守消毒水槽内の残留塩

素濃度が急激に低下し残留t;w~素濃度を点目付ーすることが

できない。これは，採卵IJ寺に潟水とともに混入した.あ

るいは。卵表面に付着した有機物が大量の受精卵ととも

に消毒水槽|ノヲへ持ち込まれ 残官J孟禁濃度の低下を引き

起こすためであると考えられる i330 残留塩素濃度の低

下への対策として守卯消毒前にi青i争な海水をかけ流した

水槽内で受精卵を管理し有機物を洗い流すこと すな

わち.卵洗浄を行うことが有効であると考えられ

る 1../.151。また。卵消毒中に所定の残留塩素濃度を維持す

るためには 電解海水を消毒水槽内へ注水し ，*'1こ新た

な次亜塩素酸を消毒水槽内に供給することが必要とな

る。そこで本研究では 大量のハマフエフキ受精卵に対

する電解海水をj刊いた消毒j去の開発を目的として。別li先

i宇I1寺問および電解海水の注氷室:の検討を行った。

材料と方法

供試卵 当センターの陸上水槽 (150ke角型コンクリー

ト水槽 1Tliiおよび 50ke角型コンクリート水槽 3面)で

養成した天然出来ハマフエフキ親魚 156尾 (雌 104尾.

雄 52尾 平均尾文長 54.7CIl1句平均体重 2.7kg)から自

然産卵によって得られた卵を用いた。

卵洗浄および卵消毒用の海水の調製 卵洗i多用の海水と

して.砂ろ過海水を電向付文菌装置 (ESf-045，在[tj(、実業)

により残留塩素濃度 0.5Il1g I eで処理した後.活性炭で

次亜塩素酸を除去ーした海水 (以下 殺菌潟水)を用い

た。卵消毒mの海水として，砂ろ過海水を海水電解装置

(HSE-IOO，東平LI電機製作所)により残留塩素濃度 0.5Il1g 

I eに調製した電解海水を用いた。残留指素濃度は 0-
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トリジン溶液 (SIGMA社)で発色させた試水の吸光値

(波長 440nm) を分光光度計 (DRl2400，HACK相) に

より測定し句以下の方法で算出した l九
残留塩素濃度 (mgI e) =吸光他 x0.419 

試験 1:卵洗浄時間の検討 2009年 10月20. 21. 22日

に採卵し!日 l巨lずつ合計 3巨iの試験を行った。10月

20守21. 22日の親魚飼育水槽の水温はそれぞれ 26.4

26.4. 26.3tであった。採卵した卵は 直ちに殺菌海水

を満たした JOoe水機に収容した。3分間静置した後

表面に浮上した卵をナイロン製ネットで採集した。得ら

れた卵の受精率は 100%であ った。各採卵 白において

採卵直後の受精卵の卵径およびふ化率を測定した。卵径

は 顕微鏡用デジタルカメラ (DP70. オリンパス社)

によって撮影した受精卵の画像から阿倍ミ解析ソフトウェ

ア (WinROOF. 三谷商事)を用いて各回 30粒ずつ測定

した。ふ化率は，殺南海水を満たした 500meカザラスビー

カーに受精卵を約 100粒ずつ収容し恒温室内

(26.0 Oc)で 241J寺間管理した後，ふ化仔魚を計数し 以

-!，-の方法で、算出した。ふ化管理期間は.エアーストーン

による通気で、海水を撹宇ドした。

ふ化率 (%)= (ふ化仔魚数 /収容卯数)x 100 

得られた受精卵を殺菌海水で、満たした 500eアルテミ

アふ化水槽 3Tliiに重量法 (350g当たり 100万桔)で

800万粒ずつ収容した後‘流量 1.0ke / hの殺菌海水で

換水し 卵洗i与を行った。卵j先i与11寺聞を O. 0.5および2

時間とする 3 試験 I~ を設定した。

所定時間の卵洗i与を行った後，電解海水で寸前たした

500 e 水槽内に設置したナイロン製ネット(縦 70cm. 

横 70CI11 深さ 95CI11)に供試卵 200万粒を収容し 残

留塩素濃度 0.5I11g I e . 1分間の卵消毒を行った llio 供

試卵を一一定濃度の電解海水に接触させるため 卵消毒中

は ビニールホース(内径 40111m) を用いてネット内

に残留塩素濃度 0.5mg I eの電Wf海水を注水し (流量

7.0 ld I h). 常時ネァト内を湯かき棒で撹枠 した。1分

間の卵消毒後 電解海水のuってを車ちに停止し.チオ硫

目立ナトリウム溶液をt冬i農度 5mg I eとなるように力日えて

次亜塩素酸を中和し卵消毒を終了した(図 1)。各試

験区において。卵洗浄後に卯消毒を行った消毒区に対し

て.次亜塩素酸を含まない殺菌海水を用いて同じ操作を

行う対照区を設けた。すなわち 卵洗浄 2時間消毒 IK.

卵洗浄 2時間対照区切卵洗海 0.5時間消毒13:卵洗海

0.5時間対照区.卵洗浄 O時間消毒 区および、卵洗i争O時

間対照!ヌ:の合計 6試験区とした。なお，卵消毒中の残留

塩素濃度を卵消毒開始直後から 10秒ごとに測定した。

卵消毒に供試した時点の受精卵の発生段階は，卵洗浄 0

および 0.5時間同で原腸佐後期句卵洗浄'2時間区で佐体

形成初期であった。 10月 20句21叶 22日の消毒水槽内の

7hlfuはそれぞれ 26.4守 26.3. 26.4 Ocであった。

卵消毒後 試験区ごとに 1-述と l司桜の方法でふ化率を
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エアレーション 500Rアルテミア
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円
、

ナイロン製

ネット

500Rオ叶fj

卵消毒
(残留塩素濃度0.5mg /ιl分間)

図 l ハマフエフキ受粘J)IJの大iil:JJlli';¥;i守1およびJ)I'lii刊j)j法
A : 1)1.1 iJl i !í' お よびJ)IJdí ~lj の干川ns: J)lllJti!fiにifJIJしたアルテミアふイヒノ'J，jjl'i C: J)I叶

17- 山 した。 また。 対とふイヒ~HiえI) I'J (IJィ;はλ1:右J しているがふ

化できない卵)17.201を計数し守以卜の方法で未ふ化土|タ主

リトJ11 '， JJU4三 を~~r: I[!ll した 。

米ふイヒll:.政J)II山mネ (%); (米ふ化生成卵数 /収不トリI.J

数)x 100 統計処理試験 lに供試した受行;1)11のI)IJ径を デL配iie;分

1Ybj-析ふ化説、'を ¥"2枚先に処した。 また 試験 lにお

試験 2:電解海水の注水量の検討 200951: 11 } J 10 いて ふ化不および未ふ化生成。1I山羽咋を逆.TI::~.立変換

11‘12 1:1 に採I)I'Jし守 lド111!.!1ずつ合引 31111 の試験を行っ し句1)11Ni:iUの有無および、1)11iJtif[，.11吉IIUをt::lslとした一元配

12 日 の iì ~行!J:水利'il}、l の lJ(iJI7J はそれぞれ 25.3 守 25 .4. 25.2 't 

であった。なお 卵 iì~í 'Tljにfjb試 した11'.¥.'旬、の受1'i'll)↑!の発λi

段[i{:yは IB、イイ':)1三)J比中VJJ!JJであ った。

た。10JJ 20. 21. 22 1]のtJlf('，飼育水れlilの:;J(ilir'，はそれぞ、 ii';;分散分析を行った。

れ 25.4守 25.3. 25.1 'tであった。採卵した卵は 直ちに

殺i込ii旬水をil日jたした 100e水利ljに収容した。3分IIUiWiij 結 果

した後。 聖母二百ii に 斤ー|二 した卵をナイロン製ネットでt1~ 集し

た。手!Jられた卵の受1i'j竿は 100'%であった。受精卵 800

]') 1泣を殺前潟水で ~t!u たした 500 eアルテミアふ化:;J(l判へ

J[又谷した後. ifi[1fl: 1.0 ke / hで、殺ii'4iN水をnJし、てJ13ノj(し

2 II~JII \jのI) I'Ji先怖を行った。 fi:iU淡!と 1，什;長の方法で、残f'N J~;~J. 

京i11引主 0.5Illg / e . 1分間の卵jillfijーを行った。I)I'JNi'Iljl!'

にibJ(する ，?[fW海水のi;:ーを 0.0. 3.0および 7.0kC / hと

する 3告閉会|メe を設定 した。1)11iì:í '，年 I "j"'の政令N J;\{~;;勺'J~~J主:を卵

iì ~í 干l} IJI:jMiD':J後から 10秒ごとにiJ!iJlじした。11n 10. 11守

試験 1:卵洗浄時間の検討 10月20句21. 22 Hに採卵

した受1%1) I'JのJJI'J径は.それぞれ 0.81土0.02(-'1ι均値土

i~'UíH~，\ :tf). 0.80士 0.02守0.80:!: 0.02 Illlllであり‘ 不i丘

三12はfFt!，められなかった (F=2.28. P=0.11)o J)I'Ji先i'JIお

よび1)f"Jiì~í 丸一を 行 わなし寸*I)JJ D':I l~の受精卵のふ化不は そ

れぞれ 96.3. 95卜 96.2%であか 有志、7}?ーは問、められな

かった (，，';0.69句P=0.71)。

。I.Jii'i 昨日l .j 始iI~1 後から 10秒経iJi'.l'!lj のタ:~f1{ J:\it悲 W~J支 は.
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ネおよびサミふイヒ土ドグえ卵出 JJ~率 ともに 0fJ ìì ~í 苦:J: の有 !I院に有治:

差が認められたが.卵1うu争時間に有意差は認め られなか

った (表 lおよび表 2)。
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図 3

_ ]l: ~Lii'ì 分-1\:k分析に よる 司、ふ化~I.fUJI.j ，'1'， JJi'千の+~:ひじがi jJ~ 

試験 2・電解海水の注水量の検討 卵出j王寺開始直;後から

10秒経過毎の残留塩素濃度はたi:水量 0.0ke / h区で

0.51. 0.29. 0.40. 0.40. 0.32. 0.35. 0.37 Illg I e. a ;;J， 
lTi: 3.0 ke I h区で 0.53. 0.40. 0.45. 0.40. 0.38. 0.36. 

0.43 Illg / e .主水量 7.0ke / h mで 0.55. 0.50. 0.54. 

0.53. 0.47. 0.58. 0.54 Illg I eであった(1ヌ15)。注水量

7.0 ke I h 1互においてのみ. IJI'J iド171j叶iの残留j包素濃度の

(止下は認められなかった。
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表 2

IJIJ i'Jt i争oH奇問巨で 0.49守 0.29. 0.33. 0.32. 0.43 

0.35 Illg I e .卵 i先i中0.5Uヰ同 区 で 0.51. 0.33. 0.32 

0.30. 0.35. 0.39‘ 0.40 Illg I e守卵iyU争2II'~ 間 13: で 0.52.

0.49. 0.53. 0.49. 0.50. 0.50. 0.47 Illg / eであった(liZJ 

2) 0 1)1.J洗iif'2 H寺間125のみにおいて‘1)j1i向型1):1'1"の残留J晶素

濃度の低下は認められなかった。

ふ化率は，消毒|互の卵 i先 i~'I' 0 11寺問125:.0.5時間 125.2 

H寺問|更でそれぞれ72.9:t 7.2 (平均値±標準誤差 ).

87.8 :t 8.3. 80.2 :t 11.3% 対JI日区の卯洗均 O時間 fR.

0.5 II~ 間 区 2 lI~i問 125 でそれぞれ 95.8 :t 3.7. 94.3土卜9

95.4 :t 1.8')10であり. ì~í 訪 lヌ+で fE~い傾向が認められた

(図3)。未ふ化生成日I.Jl1:，，3J[卒は. m~lJ 区の卵洗浄 011キ間

fR. 0.5時間区.2 JI寺問区でそれぞれ 23.6:t 7.3 (平均値

:t ;m~手掛正) • 10.0:t 6.2守 17.6 :t 11.3%. 対!!日医の卵

iぅt出 01時間 125:.0.51時間区 2 H~J 問 125 でそれぞれ 0.3±

0.5. 1.3主 2.2. 0.6主 1.0%であり ìì~ 芳 |夫で高 し、 ft'f[1汁j

が認められた (liZI4)。二元配置分散分析の結栄，ふ化

0.41 
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図 5. 試験 2 における卵 ii'í 市Ij l の波情Ült~; i}1~ J3tの変化
.• i:i:7](i目。0.0keハ1 O. it;j(';;; 3.0 ke I h ム

7.0ke/h 

fi!(は平均11t[パーはi~~ i\(~RH訟を示す ( 11 = 3) 

考 察

60 

il;jく古i

電W(潟水を用いた受精卵の大量消毒H奇における残留指

素濃度の低下の防止を試みたところ，卵洗i与を 211寺問、

合計 4倍量の殺菌海水を汗jl、て行った場合のみ残留塩素

濃度の低 I~ が生じなかった。 このことは 大量の乏'精卵

を消毒する場合において -[分に卵i先i争を行うことが卵

消毒中の残留塩素濃度の低下の防止に有効な手段である

ことを示している。一 般に守採卵H寺に海水とともに混入

した。あるいは.卵表而に付着した有機物が残留オキシ

ダントや有効ヨウ素なとεの消毒成分の濃度低下を引き起

こすことが知られている 1310 また.卯?i:i7寺前にろ過海

水で、受精卵の洗浄を繰り返すことで¥洗i争後の海水の化

学的酸素要求量が}llri次低1、することが報告されており守

卵洗海により卵表面に存在する有機物が除去されること

が明らかにされてし、る 211。 ヒラメ Paralichthyso!ivacells 

の例では，卵消若干jijに受精卵の洗中が行われているが

一度に消毒する受精卵数が少ないため (10- 30万粒).

3分間の卵洗泌を行えば消毒成分の濃度低下を防ぐこと

が可能である 川。 本研究の結果が示すように.クロマ

グロイ子椎魚、の餌料供給にml、られるような 1007ji泣単位

の受精卵を電解海水を用いて一度に消毒する場合 卵を

収容した海水の 41音量の新鮮な海水を用いて十分な卵洗

均を行うことが卵消毒中の残留塩素濃度の急激な低下の

防止に必要であることが明らかとなった。

卵i先i与を 2時間行ったJ易合 研1;先均を Oおよび 0.5時

間行った場合と比較してふ化率の低下は見られなかっ

た。本試験では採卵白の異なる受精卵を供試したが 各

採卵円の卵径および採卵直後の受精卵のふ化率に有意差

はなかった。また 卵消毒に供試した受精卵の発生ステ

ージは原腸任後見Ijおよび佐体形成初期であったが ノ、てず

l分フエフキ受精卵に対して残留塩素濃度 0.5I11g / e . 

問の卵消毒を行った場合，桑笑佐初期からふ化直前まで

のいずれのステージにおいても同様のふ化率を示すこと

が報告されている 111。 したがって守本試験条例下にお

いて消毒後のふ化率に影響を及ぼす要因は卵洗i争時間の

みであったと想定され 2時間の卵洗浄はハマフエフキ

受精卵のふ化に対して影響を及ぼさないことを示 してい

る。

試験 lにおいて 対照[~ のふ化率と比較して消毒区の

ふ化率が有意に低下した。また 消毒区で、は未ふ化生残

卵出現率の増加が認められた。電解海水を用いた卵消毒

を行った場合.未ふ化生残卵出現不の増加がアカアマダ

イリやコチの_.{重 Platycephall/sSp."1等で、釘lられている O

したがって 消毒区のふ化率の低下は受精卵が電解潟水

に暴露されたことによって引き起こされたと考えられ

る。 村ら 20'(.之海水のオゾン処理によって発生した

残留オキシダントを合む'ifJj:水に受精卵を暴露した場合守

残留オキシダントの作用により卵11英の変性および卵l撲の

膨張過程の欠如が発生し未ふ化生残卵が生じると推察

している 。 受精卵を 'gttjýJ!~海水に暴露した場合においても

次亜塩素酸あるいは電解海水に合まれるその他の残留オ

キシダントによって同桜の現象が発生し 未ふ化生残卵

出;現率が増加した可能性が考えられる O しかし本研究

におけるいずれの試験区の消727区においても，得られた

ふ化詩、は 80%前後と高く 本研究で見られたふ化率の

低下は実用可能な範囲内であると考えられる。

試験 2において句電解海水を 7.0ke / hで注水した場

合のみ残留塩素濃度の低下が起こらなかったo したがっ

て句 200万粒のハマフエフキ受精卵をー度に消毒する場

合 消毒*iili500 eに対して 7.0ke / hの電jy平均水を消

毒水槽内に注水することで 残留塩素濃度が維持され.

安定した消毒効果が期符:できる。

本研究の結果から。受精卵を収存した海水の 4倍畳一の

新鮮な海水を用いて卜分な卵洗浄を行うこと 消毒水機

500 eに対して 7.0ke / hの電解海水を消毒水機内にiJ

水することによか大量のハマフエフキ受精卵に対する

電解海水を用いた効果的な消毒が可能となった。今後。

本研究の方法により ハマフエフキふ化仔魚、に由来する

クロマグロ{子椎魚への NNVの水平感染の防!なが可能と

なり。クロマグロ種苗生産における VNN防疫体制の強

化が期待される。
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本号掲載論文要旨

ク口マグロ種高生産におけるウイルス性神経壊死
疲防除のためのハマフエフキ受精卵の大量消憲法

樋 i二i 健太郎・江;場岳史・旧仁I~ 介・久門

丈・二階堂英城・ 1新薬総

-西明

クロマグロの種苗生産においては，大量のふ化仔魚を

必要とする。ウイルス性神経壊死症を防除するために

は，飼料となるハマフエフキ受精卵の消毒が必要であ

る。電解海水はj院議効果を有するが.卵表面に付着した

有機物により残留塩素濃度が急激に低下する。本研究で

は，卵消毒中の残留指素濃度の低下を防ぐため，卵洗i争
時間および卵浴毒中の電解海水の注水:長の検討を行っ

t:. o その結果• 4倍長の潟水を用いて 2時間の卵洗浄

(500 e水糟に受精卵 800万粒収容 Yi水量 1ke / h) を

行った後，消毒水機 500eに対して電Wt海水を 7kel h 

で注水すること(受精卵 200万粒収容)により，卵消毒

中の残留塩素濃度の低下をi坊止でき，効果的な卵消毒が

可能と考えられた。

水産技術， 4 (1)， 15-20， 2011 
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