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クルマエビのホワイトスポット病WSD(white spot disease) 

の防除対策に関する研究小l

佐藤純リ

Studies on prevention measure of white spot disease 
。fkuruma shrimp Mαrsuρenαeus Jαρonzcus 

Jun SATOH 

Abstract: vVSD (white spot disease)， the equivalent of penaeid 21cute viremi21 (PAV). has 

become one of the most serious problems not only in the shrimp farming industry but also 

in hatchery production in Southeast Asian countries and the Americas. The m21jor infection 

route of the causative virus (WSSV: white spot synd1'ome vi1'us= PRDV) is considered to 

be ve1'tical t1'ansmission f1'om spawne1's to la1'vae/juveniles via eggs in the seecl procluction 

p1'ocess of ku1'uma shrimp (JlIlarsutenaeus Jatonicus). The1'efo1'e， in orcle1' to inhibit verti-

cal trans mission， eggs 21re selected based on PCR (polyme1'ase chain 1'eaction) cletection of 

l可SSVf1'om the receptaculum seminis after spawning. 1n addition， the fertilizecl eggs are 

disinfected with poviclone iocline (5 mg/I for 5 min). 1n orcle1' to p1'event ho1'izontal transmis-

sion， la1'val ancl juvenile rearing seawater is treated with UV irradiation. Stable p1'ocluction 

of specific-pathogen-f1'ee shrimp was 21ccomplishecl by these countermeasu1'es fo1' the p1'e-

vention of ¥市SSVtransmission. However. in kuruma shrimp farms. horizontal transmission 

by cannibalism and waterborne routes is 21lso very important 21mong rea1'ed sh1'imp ancl co-

habiting c1'ustaceans in thosc cnvironments. Thus. it is still difficult to p1'event ho1'izontal in 

fection by WSSV at shrimp farms. Recently. 21 "quasl-lmmune response was founded in ku-

1'uma shrimp. whe1'ein naturally survivecl f1'om i九iSD¥ve1'e p1'otected against a 1'e-challenge 

with WSSV. Moreove1'. we developed or21l vaccine with WSSV 1'ecombinant p1'oteins. 1'VP26 

and 1'VP28. meaning that shrimp protection against WSSV-infection was inducible by the 

o1'al vaccine with rVPs目

Chapter 1.ー 1n1996. a hatchery of ] apan Sea-Farming Association obtained kuruma 

shrimp (Marsutenaeus J，ゆonocus)eggs for seedling culture from wild broodstocks. among 

which some we1'e found to be white spot synclrome virus (WSSV) infected by PCR test. 

Eggs we1'e washed once with filtrated seawater and re21red in the hatchery. During the cul-

ture. those post-la1'val g1'oups in which WSSV we1'e cletected were excluded. Although no 

WSSV was found in the seecllings prior to the transportation to the nu1'sery by PCR test. 

vVSD occurred among them cluring thc culture in the nursery facilities. 1n 1997. the hatchery 

again obtainecl p1'awn eggs from wilcl brooclst 
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tion SOll1'ce of WSD occllrred in 1996 o1'iginated f1'om spawne1's. 

Chapte1' 2. -Conclitions sllitable fo1' disinfection of fe1'tilizecl eggs of Marsutcnαcus y"ato71i-

CZlS llsing povidone-iodine we1'e investigated. Eggs 10 h afte1' fe1'tilization we1'e exposed to O. 

2.5. 5.0 21nd 10.0 mg/L of active iodine for 5. 10. 15 and 20 min. Hatching rate showed no sig-

nific21nt diffe1'ence between control and test grollps in concentration of 2.5 mg/L of active io 

dine for 5 to 20 min and 5.0 mg/L for 5 to 15 min. Viable bacterial COllnts in ihese conditions 

clecreasecl by more than 90% when comp21red with those of control grollps. There was no 

signific21nt difference in the hatching r21tes of eggs with eight different developmental stages 

betvveen control 21nd tested groups exposed to 5.0 mg/L of 21ctive iodine for 5 min. 

Chapter 3.ーWecomp21red WSSV infection indllction in kllruma shrimp by or211. immersion. 

21nd intr21muscular injection (IM) expOSll1'e methocls and evalll21ted the oral v21ccine pre-

pared f1'om the recombin21nt WSSV proteins rVP26 and rVP28. The 50% leth21l doses (LD剖))

of WSSV by or211. immersion. 21nd 1M challenges were 10一(11.10一11.and 10 -I.I g shrimp -1. re-

spectively. indicating th21t WSSV infection cfficiency by or21l ch21llenge w21s signific21ntly less 

than the other 2 ch21llenge routes. However. in shrimp farms it is believed th21t WSSV infec-

tion is e21sily 21nd commonly establishecl by the oral rOllte as 21 1'esult of cannib21lization of 

WSSV-infected shrimp. Kurllm21 shrimp vaccin21ted orally with WSSV rVP26 or rVP28 were 

challengecl with WSSV by ora1. immersion. 21ncl 1M rOlltes to comp21re protcction efficacy. 

The relative percent surviv21l vallles were 100% for oral challenge. 70 to 71% for immersion. 

ancl 34 to 61% for IM. Thus. the protection against WSSV-infection that was inclucecl in ku 

rllma shrimp by or21l v21ccination with rVP26 or rVP28 seemecl equivalent to that obiainecl 

through IM vaccination. 

Chapter 4. -The phylaxis against vVSSV was also inclucible by oral vaccinaiion wiih re-

combinant i市SSVp1'oteins. rVP26 ancl rVP28. 1n the present study. kuruma shrimp ora[[y 

vaccinated with 1'VPs were seqllentially challenged with WSSV to ev乱luateonset 21nd dll-

ration o[ phylactic response ancl booster ef[ecL The phylactic response of shrimp 21g21inst 

WSSV-challenge peakecl at day 45 a[ter ihe vaccination with rVP 

Key words: WSD. PA V. kurllma shrimp. lvIarsutc71acus y"atonicu丸 vaccme

目次 第 41;'，' WSSVの rVP26およびrVP28を帝王LJ投 Ij会し

たクルマエビの感染防御1I武力以の持 ~~U!JJIIIJ 免

疫記憶および、~y共性

部 lJ'字 離了I'i/-1' il'(?)品ヂl!における 'WSDの発1.1'.:ikiJt: 総合考祭

第2，';i' ポビドンヨード剤をJI.Jし、た受精卵iiiIU~の安全 謝辞

七1，と効扶 文献

立~ 3市 iVSSVのrVP26およびrVP28を帝王[-q立与宇し

たクルマエピの WSSV攻単に対する感染防j
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戸内iiU阿部海域の現状を解析することで.クルマエビ

資iiJ;lの変j笠がMIり]されると考えられる(浜111奇

2005)。

ーブ)• エビ狂!の人ユ(1なな明主主舶は. 1930年代後半

に il& JM~ 永 元作同 -':によって完成された(IIlldinaga.

1942)。 クルマエビの完全主主タ11'[技術(の完成)は.

日本のみならず.アジア話回を11一l心に 111:界的な発展

をはるエピ知のlV:在地生産の基礎をなした。 また.

クルマエビの航 j'ú ~l : 出技術の完成は.放流と漁業;n:

Jl/!.による資源管Jljl漁業への転換!!)jにおいても.いち

はやく技術|泊先に11¥(りかかることを IIJ能にした(桶

l，-;iJら. 1996) 0 2006年度の同内における放流川エピ

鎖の都i'i'r~!:. }!i"は.クルマエビ.クマエピ (Penaeus

semisulcωllS) . ヨシエビ (Melatellaeusellsis) およ
びホッカイエピ (PaJ1dalllsfless/eri)の4舵でわわれ，

総生産地数は2.11む足.そのうちクルマエピは1.5位同

(74%)を117めた(水川りej'. (仙)Jj(jm*t合イリ|究センター・

(社)全国JfJかな海づくりifbι|励会. 2008)。また.養

殖川としても守 クルマエビは 6Tゾj}{が生産され. ク
ルマエビ、主iTn'I'rの!]!I}、j'-!:.ilIi数はホタテガイにけ山、で2帯

|τ|であり守 i主計漁業ならび、に養刑i.((t染対象都として1fi.:

一史である 。 |王!I)~のクルマエヒの脱出政流出数は. 1987 

fドに 3 佑 3 千万j毛 と i品去 i泣 J" ~むを記釘、した 。 !!1 1::1本栽培

レU

クルマエピホワイトスポット耐の|坊|徐対策

1. クルマ工ビ漁業

(1)漁獲量生産額および種苗放流

クルマエビ科に属するクルマエビ属28租のうちの l

mーであるクルマエビ MarslIteJ1aellSja仰 J1lClISは.沿
j十1から k!l'~十JJIJ にかけての i}己 ib'(. 砂羽山氏に桜息し. イン

ド.V_~大平洋に jよく分布ーする体長30cI11に注する大引

のエピ~Jiである 。 !] 本沿jドでは本州北部以下旬に分布し

(=:宅.1982). 沿岸漁業の主主.:な対象限となってい

る。iHt業・長始業lUiliがcid'{I:.m (J~H}水産省統~1-j--;，'!;日)

によると 1-1 -4(国内におけるクルマエビ漁業のI，((t3笠jz-

は.1970年の1.263トンをiiL;J:ました以降むミ々に1'/I1JIIし

19851，/ーにはこれまでの故1"")となる3.741トンまでj主し

た (Fig.1)。 しかし.近句会では1.000トンれ!立にまで

落ち込み 1970:¥/二凶の/J(iV'にまで減少している。また.

イセエビ (Pmzilurusspp.) とクルマエビをlatいたエ

ヒ:'1;f!の先;i/でも漁獲j71- は 1985j l~以降全|主!(10 に減少傾向

にあり (iJ~III{，i'. 北 111. 2005). クルマエビを合めたク

ルマエピ知におけるJJUL:の漁獲j71-は.過去最低レベル

にある。このi.((t控J;iのi)，え少JJj(!klは. i.((t1生ラチ)Jld.:との!YJ

係からよよてもクルマエビ、資 ìJJ;l の Tlf ~!: }だ過程I~ に川 1mがあ

ると考えるのが妥当であり.i!日投iifの安定している瀬
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ルマエビ‘の栽IfJ漁業が成立する可能性もある

;1ヒFI-!.2005)。
(2)養殖生産

義角1'[~I:.ilr に日を移すと. IR¥I内の生産量は1988:fj:に

これまでの最内他となる3.020トンの生産遣 を記録し

た (Fig.3)。 このH寺の経営イ本数は159で施設而和は

6.035.000m~であ っ た (使川施設当たりの生産長 : 5.00 

トン Iha)o三lii&:17{1二(2005年)のとL:.産主は1.824トンで.

経件体数は120. 施設ifi刊flは4.570.000m"にまで減少し

ている (4.00トン Iha)o1993年の|孟i内における PAV

の発生以来.単位ifU'fi't当たりの生産量がピーク11守の80

%fU立にまで減少していることを示 しており. PAV 

あるいはピブリオ病の予防対策の一段:として 2Jl)Jれ

から 1J!JJ竹二への 11日興や放接統)立の低下 (桃山町 出 ~Ci. 

2005)などの，セーブしたIi'iJl':i養成を行っている;1犬山

が窺える 。 しかし2000イ I~以 1;伝 言tji![ ~I:. l!i'i {ilはi，((¥業'-I:.J1i't

iFを安?としてJ'.阿っており. Ifll付のJJi:裂なクルマエビ

供給Mご業である。なお.以下の記述において. PAV 

をホワイトスポット病(もNhitespot disease. WSD)と句

また PAVの原|主|ウイルス penaid1'od-shaped DN A 

virus (PRDV) (Inouye et al.守 1996) を whitespot 

synd1'ome vi1'us (WSSV)と記す。

クルマエピ知には. 大lfi~j の食m都が多く 合まれ，ホ

ワイトレッグシュリンプ (LilotenαeusvanJ1αmeil. 

(ìJ( lll~i . 
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漁業協会志布志、事業場(:lJU';咋tWJ{iJI究Jiji';J.'; ，{ri ;;止、 ir~f.

以下，1占:，{fî志庁舎と記す)では • 1967irから本磁の布!
Wj ~I::. Ui に取り組み，その後関係府県が行うクルマエビ

放流耕業の支援を 目的に2000;(1'まで33{1'-11¥jにわたか

椛エピあるいは舵i'i'lの供給を行ってきた。1970年代に

は句 1年間に 11広尾ijij後の種Wiを生産できるようにな

ったが. 1971 1. 1 : に氏 11\jの養地JJjj のクルマエビ、極t'I'j ~I:.illi.

j曲松でパキュロウイルスtl:11.1)J訪日JiUiH山11'.(baculovi1'al 

mid-gut gland nec1'osis: m"IN) (桃111. 1981: Sano el 

αl.. 1981)が発性して以降.クルマエビ、極111の計四(1り

な ~LJii'~ に多大な支[)~'t を来たした。 また. 1996{r-には.

芯羽J一志)-j-'合でιmj'iJ JldjfEを日(JりとしたI:I.lIliJT:'f成1/1のクル
マエビに急性ウイルス IflUu'(penaeid acute vi1'emia: 

PAV)が発対ニし (Inouyeet al.. 1996). 11H，'j}j主流中身;
のkきな!;Rlii):となった。1995"1:以降，干jTlWiJrJJの疾病の

流行による放流JIJHCiW数の減少や. JiltiiIt種11lの平均体

長の大担化に伴う尾数減少により，都I'i'(の!/l.流数が急

激に減少している (Fig.2) 0 n(i'J'j放流の効来について
は句 JjJi:ifrE効栄が高いと考えられる大>>i1j栢[j訂を肱流する

ようになったものの，漁獲長は減少しており，クルマ

エビ、資源の変j廷は税IW放流と無関係に到し、ていると考

えられている (浜川. ;1ヒ111.2005)。 しかし.布i.l'iJ放
流とクルマエビ資源i;Jeの増加が直接的に結びっく.高

い 1 1.i 1収率が伴られた~Jí例もあり.地域内oな規模ではク
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ると (FAO Fish stat 1970-2006). 19801，1'以降束|何ア

ジアでの主主殖生産量が明加するにつれて.右肩上がり

で生産量が桜寸LIし続け. 2006年における111:界のクルマ

エビ鎖養殖生産量は.3，175.856トンに述している (Fig.

4)。中国においては. 20011，1':以降それまでの対象栂で

クルマエピホワイトスポット捕の防|徐対策

ウシエヒ (P.m0710dol1).コウライエビ. Banana 

prawn (Melicertus merginαtus). インドエビ

(Fe111zerotenaeus indicus).クルマエビ.blue shrimp (L. 

SむIlirosfris)を1-1-1心とした 7脱が東南アジアI也域で様

んに養刑されている (Fig.4)0 FAOの漁護統計によ
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あったコウライエピに加えて.ホワイトレッグシュリ

ンプ (L.vannαmei) の生Jii'，:を!日j始し.2003{1二以降は句

クルマエピ. ウシエピも加|オコり rl-'1羽田内のよL:m'~ lftが

2006{1~ は1.242.385トンと200l{1:の41，¥:以 1-'-にj主し

' -1コ 同一同で総'1:.産自ーの 39% を，~íめるまで急速に明力11 し

た。41にホワイトレッグシュリンプは.そのll:.是正2 

2.l36ρ48トン(総'I:_!li'iii.l:の67.3%)の47%をrll国一回

で生 J'I'~ しており，世界で最も多し叶二iti;i を誇る (Fig.4.

5)。ーブJ. クルマエビのI.Ui'iirlは2006:¥1:~こ 53.098 トン

を記;i:ffcL. iÍt~H( -: ll に lliめるクルマエビの住民 :;i升'1. 7

%にまで急i般に1';刊11した。なお. 2006:¥1:のクルマエビ

の生丘中ーである53.098トンの95.5%はrl'l五|で、乱五とされ

た。 2003年と 2006イ1:の総生産171 に，~í める純資!別の ~um

i，(('. をよじ!決するとホワイトレッグシュリンプの ~I:. J~i'!~ J_i ~ が

約 31;;，:となり，総 lumln・の 67% を，~íめるまでとなった。

ホワイトレッグシュリンフーは.111J :il::に強く. ウシエビ

に対して約 211'.の収符常!立て白，j有することができ効率

(10 な生 }:i~が可 能であることから. 主 ~ ~I~ }{L~ b.1で、の丸j象

干ilがウシエピからホワイトレッグシュリンプへと切り

柱えられたことがとI:. j~i'~ ll't ll;~大の背jitにある 。 また句先

進国をrll心にt4l:Jsi:f食品としての水産物がn日され句消
費されるようになり. 111:界的に市民の.j)1;大が見られて

いるのと 同時に，経済発以めざましい'-111王|での山首iJl:

J:.による市民の1';1)JIIが1';伐との背;去にある。

2. クルマエビ類の増養殖における感染症による病害

(1) 圏内における病害問題

日本の養Jli'.[クルマエビにおける州特IIUiむは.桃

111.主主 (2005) によって. また.干1TiWI '1会 {ii過程の

iiI) ~i:ç f，('. 介 1a'! の疾病発生状況 0994~1999) は. II!弘法;

川ら (2005) によって;可しくレビューされている o

それによると制点itl狭山は. 1970:¥1: I;(!のクルマエピ

2003 total 1，804，933 

666.072 

723，858 
79.338 

103.985 /2.+46 31560 

2.289 

2006 totaI3，175，856 

52.157 

.235 

Litopenaeusνannmei • Penaeus monodon Fenneropenaeus chinensis 

Melicertus merginatus ... Fenneropenaeus indicus .... Marsupenaeus japonicus 

Litopenaeus stylirostris ... others 

Fig. 5， Production volume o[ penaeid shrimp aquaculture in the world (17AO) 
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設91!(J劾において‘化亡↑|団体からビブリオ府知11*、lがうr
i~1iされ JJL ヂ1: においても ~~1， ~Jé (10に党n:.が(能ji立されて
いる感染1Ij':である (Fig.6 氷山資源保護協会デー

タ)(桃山町主 f'L.2005) 0 Vibrioα!giJ/o!yticu‘勺 v
j!aralwelJ1olyliclIs， V. anglliLLαrllJJl， V. Izarveyi， V. 

vU!JZlficusは. しばしばクルマエピm長引 ~I:. J~í'~ にお

いて分11J!iされる刻111品|であり H i'，'j LI: ili'i jO f'，'において

も V.harveyi. 1'.可tle1ldidllsの分自!iが干ltiltされてし、

る (Lightner.1996)0 1980"1・代以降 1:1コドのクルマ

エピ主主対(Jf)jでの被告が111]:起となったピブリオ州(I'，-:J 

柿ら. 1985: Takahashi elα1，. 1998)の))j(1元|刺1I1A'.jは.

v.ρe}/aeicidαとされ Oshimilnlrt a/.， 1995l. クルマ
エビに刈して強しゅq});('!"1を示すことが硲認されており

( J'j-，'j柿ら.] 985 : de la Pet'ia et a!.. 1993守 1995: ? 1: ，';，ら

1988). 1日|オ本iのクルマエヒ、主益主ダ抗矧納jf山μt自川1けj場品に，J品;日1.干有lするリ典t引[的!内tな

条f刊|十卜:γ'I!性I!

J荷必州ムω此;J.2却O∞Oα似ど4り1)0 20∞O白5引5{1司年l下ニには 脱;児UJ品品り県i~1ド内人付、イjのクルマエピ長
h卯州l'山'iけけJL;において山jil!ti卜一 (27tlで-大iiHtをもたらしたねi

Hlの});(IAIがlである V.nigJψ1I1clzritlldoによるピブリ

オ州が ';'~Ii ~ 1;.されている(Sakaiela{. 2007) o Fi~ 6には，

作イ1:. の全 ;Jj~;lri]1皮 ~ïl ;: 布!に I'i め る疾病別の被告:キを示し

た。1992イ|ーのビブリオ'hi]の被1・I:t汁ま. 63.8%と当11.¥の

最も深刻な11i];~::て‘あった 。 1993"1: に IJ4 卜1.+:で WSD が
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~c ~1 して以降.ピブリオ病 (171 %) の被'，~::;lí'~が減少し

WSD (80.2%) に li~I': き jt~わった様に見えるが 2004"1: 

では WSD(9.3% ) の f皮告:は ìJ，~少しビフA リオ病 (68.2')ú)

のf&:~， iパqが 1'1 び1>;4)JIIした。2005"ドはピブリオ;hiJが49.0

%. vVSD が35.8'}(， で.それらの被 'ii~: 復!は I;;J れ!支とな

り.クルマエビ病1?ではこれら 2jj~州が'ii~' に川!起にな

っている。手，T(i'i'i~I :'t(.i品れにおいても. 1999"1に体長20

-25111111 の 11古|体でピブリオ 11i:jの発~I参事作'Jがあり その

発生半 u幻li~)c ~L lk\ 例数 / 飼育事例数)および化亡ネ

の!日j さカ{lnJ~ill となったことが ?Iifbーされている (111日正、 111

ら. 2005)。
点iA'-j'hりとしては， フサリウム杭の被';-1;ーがWSDおよ

びピブリオ州にけ山、で多く判じりされている (Fig.6)。

フサリウムガICは. クルマエビのm似!思tカがf久マ川l

4判τ立j徴でで、¥. 自叫!忠tにおけるJI昨|呼予引l吸以州|防附2笥ト:むl5Jと1/い川!司J航1杭K叫杓4有判仲4中lドl崎奇粁宅や』版u行動j加脈』侃正財十機主
能ド附市i1l-カがt起きることでP死七亡するとヨ考写えられている (村桃t 

Iけ山!打l主f賀'i.20∞05引)。市~j lJ;(I*jはFusarutl71 s()!alli UIH)I・ら，

]978: ):111)1:. iT，'j'l:. 1978)である。イj効な治療i:l、が主11

られていないことから. 予防1'1包にエピ、のJIJi.桂後の!I少J;j(

1/'の F so!aJ/ iを殺j:ijすることが1((奨されている ():III

jl:ら. 1978)。 ブ'i. 干，[(l'I'i 'I:.e~過れにおいては. 1994 

"1: iJ、ら 1999イ 1'. まで、h"r本1"':の )c ~I :.が ';'~Ilf1，:され '11;，'ill:JIi 

の日(l'I'j~1:.J;i'ごを行う ー|ー で大きな川:W となっている(11!i'j，ι 
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1+1ら. 2005)。フサリウム痕の発病時期は，クルマエ

ビ類ではノープリウスからポストラーバ101-1齢期にか

けて発生し死亡率は非常に高く.発病すると全滅す

るケースが多い ('I!鳥志田ら. 2005)。

一方.ウイルス病であるパキュロウイルス性1:1:1腸

腺壊死症 (Baculoviralmid-gut gland necrosis virus: 

BMN)は1 クルマエピのポストラーバ期10日齢前後

に発生する。急性で、致死性の高いウイルス感染症で

ある。病原体は. Baculoviral mid-gut gland necrosis 

virus (BMNV)で¥エンベロープを有する大型の梓

状DNAウイルスである (Sanoet al.， 1981)。本病は，

l中腸腺と腸管の一部の白濁を特徴とし.症状は過急性

に経過することが多(感染後数日間で死亡する。本

病の対策として.相lWi~1:.産過程における受精卵の回収

11寺に親エビの糞などを消i争な潟水でj先ゆすることで韮

直感染の防|徐が可能とされる (Sanoand Momoyama. 

1992)。ただ現在では，本疾病による病害の報告はほ

とんどなく(水産資源保護協会データ).種l羽生産過

殺においても19911，1ょ以降の発生報告はない(II!自主;旧ら，

2005)。
(2) WSDによる病害問題

1993{1'. 日本国内のクルマエピの明養剤は WSDに

より 甚大な被害を受けた。2000年以降.被害のピーク

は過ぎたものの 2004年には86.7億円の生産級に対し

て7.3億円の被害が卒lifりされ， WSDは現在もなお深刻

な問題である (Nakanoet α1.， 1994 : Momoyama and 

Muroga.. 2005) (Fig. 6)0 WSDは. 1:j:1固から!I!命入さ

れたクルマエビ.'llTiwiを発生iJJj[とし TLEj日木各地のク

ルマエビ、養刑場へ|砕く聞に伝捕したと考えられてい

る(仁1:1野ら. 1994)。本病は， ー，..脚 1=1のエビ・カニ#'i

が感染するウイルス性疾病で.アジアおよび1j:1近点

のクルマエピ頼主主拙でも甚大なもI1t~~: をもたらしている

(Lightner. 1996 : Wang et al.， 1998 : Jory and Dixon. 

1999)0 WSDはこれまでに.!-kToiiアジア諸国の養地ク

ルマエピ，ウシエビ.アカオエピ (F.ρenicillatus). 

およびコウライエビなどで発生が報告されている

(Table 1)。この他のクルマエピ科に属するクマエビ(P.

semisulcatus) . インドエビ (F.indicus). Banana 

shrimp (F. merguiensis). フトミソ守エビ (Melicertus

latisulc・atus).vVhite leg shrimp， White shrimp 

(L. setijerus). Blue shrimp (L. stylirostris). 

Northern brown shrimp (Faだfalltetel1aeusaztecus). 

Northern pink shrimp (Fa. duorarum). ヨシエピ.

Ginger prawn (j¥lI. monoceros)， Kadal shrimp (M. 

dobsoni). Fine shrimp (似 elegans)， トラエビ (M

αcclivis) ， アカエピ (M.barbata)，キシエビ (M

dalei) ， サルエビ (Trachyρenaeuscuvirostris). 

Kiddi shrimp (Paratenaeotsis均Ilifera)の9属22称

に感染が確認された (Tabl巴1)0WSSVは.ワタリガ

ニ科およびイセエビ科の数棋で， また餌利生物に用い

られるアルテミア (Artenziasp.)やワムシ (Brachionus

urceus)でも感染が位認され. さらに昆虫類からも

WSSVが検出された事例があか現在までに12日21

科2I1Ji科51属の生物で感染が任認される宿主純|剖の広

いウイルスである。

WSDは.我が国で幸lt告された PAVと同ーの疾

病と考えられている (Takahashiet al.， 1996 : Lo et 

al.. 1996; Wang et al.， 2000))。 前述の如く. PAV 

の15(閃ウイルスは PRDVと命名された(Inouyeet 

al.. 1996)。本病および原因ウイルスは， m'I(~~的には

WSDVあるいは WSSVとH千ばれるが. WSDたる病

名の山来となっている dHiE 病個体の外生j'絡の l~l点もし

くは白斑の症状が.必ずしも本病に特有の症状では

ないことから. 1-1ネ;で、は現在も PAVの病名が一般的

にf史われている。 ICTV(International Committee on 

Taxonomy of Viruses)第8版 (Fauquetet al， 2005) 

では.本疾病の病;m[ウイルスは whitespot sydrome 

virus (WSSV) で.ニマウイルス科 (Ni11lavirid.α)

ウイスポウイルス属 (Whiゆovirus) に分類される

(Fauquet et al.. 2005) 0 WSSV;j.'j:子は.エンベロープ

で1立われた卵形あるいは長崎円の梓状で.大きさは帆

が120-150nm.長さが270-290nmで¥粒子の一端に

鞭毛様の構造物が付属している (Wongteerasupaya

et al.. 1995)。ピリオンは，肢も外n!IJに脂質の 3)苦か
らなるエンベロープタンパク質があり，その内側に存

在するテグメントタンパク質によって科状のヌクレオ

カプシッドが包合されている。WSSVは.約300kbp 

の2本鎖 DNAをゲノムとしエンベロープタンパク

質山来の VP19およびVP28.テグメントタンパク間

山米の VP24およびVP26.ヌクレオカプシ ッドタン

パク質由来の VP15，VP664の ~;16 純類の主要梢造タ

ンパク質から構成される (vanHulten et al.. 2000 a. 

b ; van Hulten et α1.. 2001 ; Tsai et al.. 2006 ; Yang 

et al.. 2001 ; Chen et al.. 2002a)。クルマエビの WSD

，mi病佃イ本は. タト 'l~介在の自民l あるいは l~l/.(の)1';I&;に加

え，体色が赤変もしくは拠色化し (Fig.7). 感染末期l

にはウイルスJflU主となる (Momoyamaet al.. 1995)。

病別組織学的には感染エビの胃の上皮K.jIlJJi1，Jw.結

合組織. リンパ様器1il--造Jfll組織の1:j.tJJf葉・外)J伝来一起

源細胞の核の肥大と1!¥1;構造化が矧祭される(桃山ら.

1994 ; JI:-'二ら. 1994)。また最近の研究で¥実験感染

エピの心臓心筋組織に顕若な壊死が観察され.これが

WSD:府病クルマエビの致死病変であるとする報告が

ある (Miyazakiet al.. 2008)。
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Table 1. List of WSSVじunfirmednaturally and/or experimentally infecLed hosl speo目
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Fig. 7. WSSV in[ected kuruma shrimp. upper : health. 

lower・infected

クルマエピのやm1'1'1' ~1'.Jií'~ 施設で、は. 1995イドに初めて

WSD の党~I: が報 ;i; され. 199951'までほぼ10:51日:n<f!iーさ

れている(I叫止.~ 111 ら守 2005) 。 本疾病の発~Iê は ヨシ

エビにおいても一制作があり.近年でもクルマエビお

よびヨシエビの航1'1'1~1'.Jìll機関の 10 %松山で wssv の

検lI'，あるいは vVSDの党'1'.iJ{認められ. HHllj(IJなi'ifil'I'i 

h主流事業の妨げとなっている 。 クルマエビの舵 1'I'í ~Ui;

j品れにおける WSSV の 主 たる!岳当~i1}hl作は. ]i:由:i.I.;i需

であることから Uv1ushiakeet al.. 1998: Satoh etα!. . 

1999) .その|坊除刈ー策として WSSV フリ一刻エビのj~

))IJ. ヨード庁IJ をJi.J いた受精卵のm :il)~および飼育水の殺

rMが主要である (Mushiakeet al.. 1998. 1999 : Satoh 
et a!.. 1999. 2001 :イ!I:)i主ら200:3)。 これらの対策により句

陸上施設等をJ:FJいた都l'l'i土産過程での WSSV防|徐刻

策はほぼ伴立されたが. '1'1問l日川iリj予脊j')成&:ωj記J()υJ場品必-や養角侃倣ilr施;設止におおBい

ては. f飼{河可7育守守n域;』;;ぢ:irlドい.コlにλltじつ)，忠l
飼ア有]了'i淘旬/ぶkを介した wへ~iSSV σの');ぶドよ平|ド三什f伝伝王云討;司t捕需が起こるf危立l防険り倹:け↑七澗性~I生1: : 
カがfあり. 米だWioiJとされていなし、。事実.ivIaeda et al 

(1998)町iV1omoya111aet a!.. (2003)は養州場に生息す

るrp)'出航から WSSVが検lI'，されることを また iVu

et a!. (2001)は共食いによる水平感染がWSSVの主

要な伝J括経路で、あることを'{l{f'";-しており. 主養主角舶{自w必;J-や』肱文
i討流片危L 川干軒杭~T[j前1Y町'í のι中|

i間~H題起でで、ある 。

(3) WSDの診断あるいは WSSVの検出方法

WSD 竹j~荊エビの líll リンパをJ.iJ し、た診断法は. 11;[;悦

野山微鏡下で矧祭すると約0.5μ111の多数の微粒子が

認められることや. 向上皮!日の感染刺11 胞の核が1O~

15μmのI.I.J-jl~あるいは桁 P:J71~の輪郭明瞭で;j!!~1Pj 造の

I~I 色物体として制祭されることから簡便な方法とし

て'W告されている(1I，110l11oya111aet (/!.， 1995) (Table 

2) 0 JJμ左lウイルスの検出には，特典J'l0プライマーをm
いて WSSVの遺{ぶ寸七を検出する PCRtt (Takahashi 
et al.. 1996 :木村らー 1996: Lo et al.. 1996b)が開発

され.以jエビの診断をはじめ，キャリアーや;?:JLエピ

からのウイルス遺伝子の検出法として!日いられてい

る。その他. タト回では insitu hybridization (Durand 

et a!.. 1996. Wongteerasupaya et a!.. 1996). 蛍光抗

イ本11~ (Lo et a!.. 1997: Zhan et a!.， 1999; Poulos et α! .. 

2001). dot blot hybridization (Chang et al.， 1998). 

dot immunoblot assay (Poulos et al.. 2001; You et al .. 

2002).ウエスタンプロット11.;(Poulos et al.. 2001) ， 

ELISA法 (Chen et al.. 2002b). 11J代主主主治II!JiQ，をJiJい

たウイルス分:Ijli:11.;もヰli~b~' されている (Tapay etαlリ

1997)。従来の PCRit(木村ら.1996)では. nested 

PCR反応が終 fするまでにが:;5 II~今 1111を型:ーしこの1m

に jHi~ll;j什附1) にうま旦jIしている卵の発止が進み. ;f!fmí ~I:. 

!d:;jq'，lIiに収符するまでの1111にふ化へのJ止、影響が懸念さ

れた。そのため.止(1何ら(1999学会党表)*4は.木村

ら(1996)の開発した PCR法を若干改良し PCR1t、

の熱変七1:.. アニーリング及びfiIi長の 3つのステップの

反比、のうち，アニーリングのステップを省111任する 2ス

テップPCR法 (シャトル PCR法)により反応11寺山jの

短縮を図った。そのがi栄.従米jよ (木村ら， 1996) と

2ステップPCR1去をJIj いて WSSV の検I.U!~~度を比較

しでも. 全 く遜色のない結果がq.~i' られるとともに.

nested PCRまでの反応同1111を半分の約2，511寺11¥jに短縮

することに成功した。現在も多くのクルマエピ種1J'i

生産機関では. WSSV 1湯性;j&¥エピを選別するために

PCR il~ による検査が行われてし、るが， PCR i:去による

検1I¥系が:W桁 (木村ら. 1996)されてから慨に10ilニ以

J'.が経過し最近ではfitj使で市効率.高村製!立の核
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Table 2. Diagnustic methuds for WSD Diagnusiic methuds Reference 

Diagnostic methods Reference 

Darkイicldmicroscopic obscrvation Momoyama et al.， 1995 

PCR Takahashi et al.. 1996、Kimllraet al， 1996、Loetα/寸 1996b 

In sitll hvbridization Durand et al.， 1996、Wongteerasllpayael al.， 1996 

Immllnoflllorescence assays Lo etα1.. 1997、Zhanet al.‘1999、POllloset (/1.. 2001 

Dot blot hvbridization Chang et aょう 1998

Dot immllnoblot assav 
ザ

POlllos et al.. 2001、YOllet al.， 2002 

Western blot techniqlles POlllos et {/I.司2001

ELISA Chen et al.， 2002b 

Primary cell cllltllre Tapayetα1.， 1997b 

限tllll.U キットや山j主 PCI~ 者支持あるいは i白\ii"l)fJjj性に催

れた DNA令成肝ヨーなどがrlJ'lQ止されている。i註析の'Iu

宇liを断まえつつ適材適所に改良された検査手法の導入

を阿る必要がある。また. 出!岳Jiな検1:I'ti:l.~であること

から.感染'I~Iーがないウイルスを4如 I't することも 考 えら

れることからその判定(J:'lt!.:TItに行わなければならない

し保定診断を行う場合は病以組織学的検査も必要で

あろう。

3. クルマ工ビ類の生体防御能を利用した wssv防
除

クルマエピの舵1'I'1 ~1 :. 注 ;I!H~I' においては WSSV フリ

ー産卵組fr.¥の選別.ポピ ドンヨードによる受布刊IJ消毒.

ならぴ、に殺菌海水で、の飼育により 1.ltll¥j育成に五るまで

の ìVSSV の@~雨伝1m による!惑染|訪問:対策が情築され

(NIushiake et a/.. 1999 : Satuh et ([1.. 2001 :イli:iJ'会ら.

2003) 主に放流を 目的とする種Wi'-i"，j}f?{設IV，Jにおいて

紺;統的に災施されている (Fig.8) 0 q t 11¥j育成および

義姉過松で、は. V，rSSV の :ill~~な感染続出とされる環

境牛物の捕食. 共i;t"、あるいは/J(系感染による水平感

染 (ivlaedaet al.. 1998 : W u et al.. 2001 : f¥IIumuyama 

et al.. 2003)の防止対策がない。ウイルスフリーの欣

流種1訂に対して 水平伝揃対策を胞すことは主にコス

トの而から。;現実的でないため対策が行われていない

が並に長Yil[~I:， jirlにおいては. WSSV検ftに多大な

労力 とコストを~~するウイルスフリーの布iiWの と1'.産 に

は)J点をiむかず.愛知過程に実施可能な効以(10で効半

的な水平伝11fi対策の構築が望まれている。

IJI殻~)J'i の ~1:.1本防静IJ機構については，産業上i1t裂なエ

ヒ")j'i の l';~'It Yí~[ lle j}f~;邑f'1'で;:)iil害が多発することから.そ

のWI'llj1・イり|究がa日され始めている。高橋ら (995)

の総説では。 ;W，1;刊行到J物に病以微生物の死ii';iあるい
は生閣を投与することで誘導されると1".体防御は。病

江戸イ木村: ~IIl:抗体の 11ft. とlé を行わないので， 免疫l賦活効果と

して考えることがj白当とし.抗体をJ4たない力!f，tf椛動
物のワクチンにIY，Jする開発・{り「究はほとんとε行われな

かったとしている。しかし ?tijl情ら (1995)の総説か

ら 10年以上が経過した現在.クルマエピ~j:i をはじめ多

くの1'1")投類の生体防御機構に関する新たな研究が次々

と報告されている。そのーつに. WSSV感染ITIH;邑エ

ピ jä"i は円!感染に対し:Jl~'}]'Ltl: を獲得すること (Venegas

et al.. 2000: Wu et al.. 2002). またクルマエピにおい

て尖!験的に誘導された WSSVに対する感染防待IJ効梨

はピブリオ!岳ヨミに対して無武力であったこと. さらに

WSSV感染lriiJ過クルマエビのlillリンパ液には. WSSV 

を ~'.\' lN i'I9 に 1:1 .1 手 11 する i古tl が認められることが明らか

になり (vVu.2003).エビ棋の感染防御機梢にも一種

の免疫様現象が存在する可能性が示唆された。さら

事 I !It I ~ )敬一.iJ'i* 健 治「ぷ;一目1>..{j元 繰. (!，:ijj~ 純. 1999. .mエピ公的:j主の PRD¥'の存イ(1I(とPA¥・発'1:.とのWJi来、 すl'此¥11¥oj立11本f!)病年会
詐季大会議「必要斤柴.40. 
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Open Sea 

工〉

♂ 

応
rel

に.剤I..W!:え大)J弘前で発現した WSSV構j主タンノTク質

(1・巴combinantviral protein. rVP)をクルマエピ， ウ

シエビ¥Whiteleg shrimp L. vαnnamez. アメリカザ

リガニに筋肉接種あるし、は経l二l投与することで I~I 

然感染|耐過エビと問機に WSSVに対する防御効栄が

誘j草されることが硲認されている (Namikoshiet a!川

2004; Witteveldt et al.. 2004a. b 2006; Vaseenharan et 

α1.. 2006: Jha et al.. 2006. 2007)。ワクチン係効呆とも

言うべき現象の防除技術へj，iSmが期待されている。
本1iJI究では句 クルマエピにおける WSSVの防除対

策を係:立することを目的に.第 1lf': において橋市生ä~

過税における WSDの発生状況について報告した。第

2 iiJ'においては.クルマエビ、'受精卵のホ.ビドンヨード

斉Ijによる消帝の安全性と効栄について間査を行った。

第3阜では. WSSVの攻堅苦tの把握と発mタンパク
質の経!こl投与による WSSV防御効巣に閲する試験を

行った。tf}4.lflでは. WSSV与t;JJ¥f.タンパク質の*手口

投与によって誘導される WSSVに対する!功例l効栄の

発現時期，持続J~JjIMj および追加投与効栄に関する試験

を行った。

Hatchery 

。図。

Disinf-eA!tion 

叫fR工ロフ
汗γ、n eggs
;;)ぐヨ

ロフ

第 1章 種苗生産過程における WSDの発生状況

1 .目的

国内の税i'i'i~t産機関(正 として lー1- ' 間育成期)での

WSDの発生は，クルマエビ以外では，これまでヨ

シエピでの先生事例 (Momoyamaet al.. 1997)が報

f毎されているにj邑ぎない。オヰ草「では. 1996~1三および

1997r.r:の志布志庁舎におけるクルマエピ極iJ3'~ミ産過程

('l'問育成も含む)での WSSVの検出およびWSDの

発生状況について述べる。なお，クルマエビの幼生期

の名和;は.我がItlではf云統的にノープリウス，ゾエア，

ミシスおよびポストラーパという通称が使われている

が.これらの通称は一|附l巾殻類の凶際的な名称とは必

ずしも一致しない (合1-11 1986;本尾. 1988) 0 I主l際

的な名称に従えば.各ステージの呼称は，ノープリウ

ス(1~ 6令)=ノープリウス.ゾエア (7~ 9令)

=プロトゾエアあるいはゾエア. ミシス OO~13令)

=ミシスあるいはゾエア.ポストラーパ 03~14令)

=メガロパ. (15令以降)=稚エピとのように修正さ

れる。しかし我が国の種i'ii生産現場では，いまだに

これらの通称が慣用されている現状から，本州究にお
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いてはこれらのt，'1'h、を J Jj，-，、ることとした。 その I~~-~.ポ

ストラーパJ!JJの:i山民Jjitは HlIdinaga(1942)のJ刊行j

した記放とは )'I~. なり.通例ポストラーパ!lJJ に注した段

附からの日ih()で表記する方法が佐川されているため

それに準じた。

2 材料および方法

(1) 親クルマエビの購入と採卵

1996イ|および1997!-1ーの芯イli，止、h千?における抑(j'I'('-I:.泊f

JIJ天然組クルマエピ(以下組エピ)の購入から侃卵

までの概裂を Table3に不した。1996!-):の干if(j'i'![1:.1)じで

は5)-J 241二lから 9n 17 1:1にかけて。九州および|些11ι|の
作治j判旬j或で'i，(('.獲されたi¥lLエビを6.639J{HIIj:入した。

また。 1997{1:は. 4 )H111から 8n 7 1]にかけて.九
州 ~f~ ].平 均 j或で'ì'(('.~lJi:された tli.エビ2.748J己を購入した。

いずれも。 111t入地において11悦による透制御l祭により

。I'l県が先述した~\lLエビを選別した。

1996{1会の郡 山刊:.，;(で、は (i少 i!，~過 iíl)~;J(の人った木村H作

:1[: 1.6 kL)に300~600 J{の幼エピをJI正作しム;イIJ，ι
Ji引をまで愉j乏したが. 1997イ|ーは. 輸送'1'の組エビ11¥jの

按削!の機会を少なくする 1:1Ir;で紫外線殺rNY!.I)JI!(IJ 

本フォトサイエンス製 ~PL-lO‘ 22) III);J(を入れた発

泡スチロール製本出 00L)に. 1 ~ 7尼ずつ収不手し

'1恥活した。 愉送lI !ill\jは llllí 人地と志布志h'1~ のU.I ~14Wの

WJ係で. 1996イ 1: は3.5~ 10 川 11\jを 1997"1 は3.5~ 6 1I.¥'1I¥j 

を~した。 1996イ|の輸送'1'の;j(i:;，"は. 20~25t;を似つ

たが. 1997{1は. '!iI!iiJ:!i'I'の，;'())IJをjilJfliリするため15tliij

後とした。

まず. 1996イ1:は.よ，(Ii法':h:'?;:に主Ij~:i: した後.購入し

たすべての税エビを角刑コンクリート製j>I'，'JjIJ;J州，"i(25 

kLJ に収作し飼育*ìldl24~29 'tで、{Ji.!'I'('1 五i に必~:

な卯数にk、じて 1~ 31111¥]，，0)1-)させた。刻エビ、検有に

ついては. (01J-J後の一点liの11，¥1体の山J'.J.sL(約50μg)

を官自11+:))IJにJ示i収し. 後述する PCRによる WSSV検1f

JJj;iU'1とした。

迎1997{1:は_ 'H食i1;(';ょぬ・松本_ 1996)によるJ必

熟11，川本の判別を行うため ディスポーザブル・シリン

ジ (符1'::3 mL : n:身、JH18 G)で%;JLエビ卵巣の-.ti:ljを
J采11'Rして杉:鈍し J)IJ~~Jj IJ の去Hl i にj1<);， 'IIJ包がJf~]北された

イ附休(Tìíj成熟知l および成~:~\J!lJ)をi在日IJした。なお- +采

l以した卵巣の一点li(約100μg)は 例休日IJにPCRに

よる WSSV-1'会:Wに{!hした。j:i!i))IJ された]&~~けI~I 付、は.

ウイルス検干fR:/i~~が'l'IJIVJするまで エアレーションを

悩した小型水十，，ui(10 L)に1I<'il))IJに収作し白色ランフ'(京

広ライフテック製 D400)3 ~，じを全ぶ柑を!日1 らすよう

に I'\~iむし光!出身、!と削 ri;Jく ilhiの JtJ、1) (15
0

C)により小

)í'~ 木村'iI)'jでの"，:J)IJをjJIl;jiljしたe卵巣検作で WSSV1出

tl:と午むとされた例イイ，;5 ~ 12}己を]グループとして{())JJ

Aくf'，"i(0.5 kLJに収作した。その|仕出))1');J(t'，"iには紫

外*Jjt;f:1lA，i処JJIJiiJj ;J( (30 _ 000μW . sec /じ1112!!江川) を

給水し水iJti\ を 24~28 oCとして 1~ 3 1111¥jj;ωI-Jさせ

fニ。

Table 3. Olltline ()f wilcl brooclstocks of kllrllma prawn employecl for seecl procluction ancl countermeasures 

fOl・WSDat Shibushi Station oC ]ASFA in 1996 ancl1997 

Ye日I 1997 1996 

8roodstocks 

Caplllred山ca

Captllrcu d.llc 

i'vlean body weighl (range) (g) 

Coaslal ¥¥'alers of KVIIShll alld Shiko!-.1I 

¥!日y24lh ~ Seplt'llIber 17lh 

91.6(644・1256)

f¥pL II~Allg. 7 

CoaslofKvlIShll 

70.6(61.0~930)* 

Transportation of spawners 

丁目Ilk、。11II1le(/) 

i¥'umber of tallk 

No. of spawner， per lan!-. 
limc rcqllircd (h) 

1600 10 

20~ 108 

1~7 :;oO~600 

3.5~ 10.0 3 . 5~6.0 

5
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1 Selection of spawl1crs ¥¥日sbascd 011 thc dctcction of WSSVti'olll ovmγby 2 step PC' R 

勺 E山swere dipped illto iodophor (5 1Il巴/1)for 5 lllill 
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;J吋'NI)、jに産1'1'，されたJ!I'JのJ不当二は. ネット w合 100
μ111) でろ過する);式を侃川した。採集した卵は

1996{Iーはお'j'i1'lな油j且ihjノ'J(をJiJし、てIjlJi先仰を行った。

1997年は紫外線処JII!iilj水で洗浄した後にヨード削によ

るii'i=ilJ(有効濃度 5mg / L. 5分IIU)Ovlushiake e/ 

al・.1999)を行った。

(2) 種苗生産

J来日IJ後. ij¥;i[jIあるいはijill71j:した卵(;t. bo:外コンクリ

ート製飼育水村 050-2.500k1)に収作し水;:;'l24

-28"(でふ化させた。ふ化II-:jのノープリウスの収作術

!立は. 0 .4-10.8)j尼 /kL であった。 削育fi~ 料には.

テトラセルミス Telrasell71is tetrathele.アルテミア

ノープリウス flrtemia刈 luwおよびrlJ!U.iの人T.門日イ?

削ギ|を)IJt"、た。f!'iJTt;J(の換水はミシス!日j以降にIJfJ始し
-t~~;J(半は .H(WI の成長に J:~; じて 11河川 1 させ ú止終的には 1

1::1200%とした。なお 1996年の飼育JIJi'Jくには砂iW;1!Q
iiリノドを. また1997年には紫外線処JIj!iitj7](をJI1し、た。制

官JlJJ川1/'のノj(ili，U;t}J1I illltにより 23
0

C を~:fí: 4-.\ したが.ii!日l

は25cC以上に卜.11'するため. J'i然;J(illltとした。

H:I'i'iの杉i 千ヒは • 19961，1:.は卵 (whole 50μgを11食イ本

とし 5検体以 1'-whole 50μg x 5と，;己す).ノー

プリウス (wholc50μg x 5). ゾエア (whole50μg 

x 5). ミシス (whol巴50μgx5). ポストラーパ 1[1 

míìJ~JJ (Pl.ふ化後11卜1/:1 : w hole 5)毛を l検イイiとし10

検体・以下 vvholc5尼x10). 1'5 (P4) (ふ化後15[11-1. 

whole 5 ):( X 10)および配付 IUliijの P20(P9) (ふ化

後30U 1-1. whole 1);r'; X 30)を検作した。なお.抗日瓜

I)~ に.土JJ ~I : の形態制採により Hudinaga (1942)のうf

1ft に恭づく幼生の名称を1]í:記した。 1997イ|会の師 l'l'î ~lj(

では. 1'5までliij{ドと|百]1浪にqJい.以後 P;:lO(1'11) (ふ

化後 401:111 )までは 5IIIIU附で杉Cff(whole 1)1; X 

30) し.技終的には'I'IIU育成J品へ愉.;6する各ロ yトに

ついてili(Jii送2Illiij (P25-1'30 : P10-P11)にそれぞ

れ検千正(11iのj]f[JJ何/iliを11食休とし30検イイ以トー j]u

JJ旬i'i1i1 )モX30)を行 った。なお. 1/ 'iIU有J&JJ)jに輸送す
る I:~~. N(Wiの一日liは'1'川育成が終 fするまで事業場で

引きibtきtHf:l'し.そのIIU5 II1DにPCRによるウイル

ス検在(以JJ何i:';li1 J{ X 30)を行った。

(3) 中間育成

飼育ぶ判iiで生産されたH(j'1日立.WJ係各機WJに配付し.

1/'川育成に供した。 1/・'IIU育成過T~I! の飼育胞誌は.コン

クリート木村11. キャンパスi'Jくれ11. 築見式あるいは凶い

制fJ式で.飼育;J(ìl~，tは何れも 25.7-28_2 "(であった。

(4) PCRによる WSSV遺伝子の検出

fJi.エビおよび都I'i'iからのJJ1J，i'!DNAの1111山は 水 i~li.
n:カ~q;(ïJ~ したマニュアル (1996 ) に叩τ じて行った。 1111

1'1'，した絞 i'授は • TE (JO mI¥lI Tris-HCl. pH 8.0. 1 l11ivl 

EDTA) 100μLにiffIfJI(した 。 WSSV の 1Ý~ 11'，は. ~iJ! 

エピおよび削育科WiからtlIIIL¥した DNA(Ju1)を

幼虫IJとし.木村ら(1996) の方法を一部改変した2

step PCR (nestecl PCR)によりわった。すなわち.

PCI<反U:.、Il支の全51を25μLとし DNA ;t;リメラーゼ

Takara Ex Taq (タカラバイオ)を)IJい.PCRプライ

マーとしてlst-st巴pJコCRでは P1(5' -A TC A TG GCT 

GCT TCA CAG AC-3' )および P2(5' -GGC TGG 

J¥GA GGA CAA GAC AT-J )を 2ncl-stcpPCI<で

は. P3 (5' -TCT TCA TCA GJ¥ T GCT J¥CT GC-3' ) 

および、P4(5' -TAA CGC TAT CCA GTA TCA 

CG-J) をJIJし¥D¥'Aサマールサイクラー (9600.パ

ーキンエルマー)で限的遺伝-{-を lVlllJI(~ した 。 11;rí 1111 ，~反)，~;

の条n.は.72"('10分II¥Jおよび950C・6分川の反)，i:.、後.
95
0

C・l分IIU. 57
0

C . 1分30秒!日J. 72"(・]分!日lを1

サイクルとし25あるいは30サイクルの後， 72t. 5分

!日!の反!心、を行った 。 WIIIII，\サイクル数は~iJ!エビ検脊では

30サイクルとし利iYiの検1fで・はノj(};i'diのマニュアル

(1996)に準じて 25サイクルとしたo

3. 結果

(1) WSDの発生状況

1996{J'.の 1J(I'i'î ~Uìてにおいては ;;;-1・91IT1のかIJ-tt cJf例
1/14例(削背中例 No.6-9)で， I/'II¥J育成配Hliijの

.H(1'i'1から wssvカミ+YUI'，され， fHftを'1'1トーした (Tabl巴
4)。これらのがiJftj品れで. wssvがJ政初Jに1YUI'，され
た村jYiのステージは.卯から PIOの発育段1;待で.その
11.)のfi'IJti水jiltは22.1-29.4tであった。ー)j，{J(I'I'il.l: 

注目JHyi]No. 1-5では， 1'20まではいずれの発育段附で

もwssv陰'1'/:.で， WSDの発生も;出、められなかった。
しかし ・ ji 例 ~O. 1-5の郁T!'iを1/'川育成Jil}に輸送し
た後。 ----;-"iISのエビを，L吋IU-:Jiイ?で航続飼育していた
ところ お例 No.3および 5 の P51および P29の - ì'í:l~

がPCEにより WSSV似性と判定された。これとね介

するように ヰ[.jYIJ;';;0. 3および 5 のや~(i'i'1を)IJいた1/'111]

fiJ戊8中fWi予てで WSDが発生した (Table4) 0 '1'111] 

7守 JJ比 J~)j においては，利li'!'îを 'Ii命 ;6 した 1 [1後ヵ、ら181-1f去、

の発育ステージ (P27-P55)でWSDが発生し k

ift1七にiffった。iJU[化の似体には.体色の亦変.右目色お

よびI.Jl J主に I~I/，':が lr、められ.約10U 111]での以fú~t 亡:+三

は50-100%に注した。f'TiWi，~:_{( :Jf.例NO.5のH(i'i'iを

)IJし、た1/'111]育成J必での化亡11，0;/体では. 70 %の↑1/;1体がl

slep PCRでも WSSVI(ル|ゾ|と'l'IJiιされた。
HI'，'iと|二};j'Cに)IJ¥，、たtJi.エビについて. JIi'iJ)JJ終了後. 一
日liの11i11休のilj卜J支を WSSVtÝ~伐に fんした結栄町 7 J J 

ド旬以降に購入した~iJ!エビから WSSV が検，'1'，された

(Tabl巴 4)，これらの縦エビを)IJし、たfiT(WI'I'.i主 CKo.5
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Table 4. Detection of WSSV from spawners and juveniles in seed production at Shibushi Station of 

J ASF A and occurrence of vVSD in nursery culture in 1996 

Occurrenc巴ofWSD
Detection of WSSV 

in seed production*2 

(eggs to P20) 

Spawners 

Trial 

No 
111 nursery 

culture 

in seed 

productiol1 

PCR Captured 

date test火l

1

2

3

 

ー (0/4)・3
-(0/1) 

+ (3/3) 

(0/3) 

+ (5/5) 

Not done 

Not done 

Not done 

Not done 

4
 )
 
戸、JP且(
 

，4 

May 24， 25 

Jun.25 

Jlll. 12 

Jul. 16、17

Jlll. 24 

+ (Abandoned) 

+ (Abandoned) 

+ (Abandoned) 

+ (Abandoned) 

(P29)ド

(Eggs) 

(Eggs) 

(P10) 

(P5) 

“」

+ 
十

+ 
+ 

十

Sep目

Sep. 

Sep. 12 

Sep. 17 

3

4

 

4 

6 
勺

/

O

O

A

Y

5 

十+ 

..L. 

*1 Detection of WSSV fI・omstomach cllticlllar巴pidermis日fspm¥ners alicr spawning b)' 2 st巴pPCR 
本2Detection 01' WSSV from larvae and postlarvae sa口lpleddllring the seed prodllction. The sta巳eofpra日nin parenthesis 
1巴prese口tsthe devclopment日Istagc whcn WSSV was lirst c1etectecl by 2 step PCR 

勺 (Numberof cases WSD recorcled/conductecl) 
不4PRDV was dctectcd later li.om juveniles、vhichwcre rearccl in the hatchery afier their siblings were transferred to 
nursery grollllcls 

Table 5. Detection of WSSV [rom spawners and juveniles in seed production日tShibushi Station of 

J ASFA and occurrence of VlSD in nursery culture in 1997 

Ocωcu山l日川11冗l

Detection of WSSV 

from postlarvae* 1 

Spawnel・5

Trial 

No. 
111 nursery 

culture 

in seed PCR Captured 

date production 

5 

6 

(0/1)'2 

(0/1 ) 

(0/4) 

(0/1) 

(012) 

(0/3) 

(0/3) 

側 (0/1) 

(011) 

test 

Apr. II 

May 12， 13 

May 16 

May 17 

May21-23 

Jun. 11，12 

Jul. 17 

4 

つ-べ
J

7 

Jul. 19 

Jul. 22 

8 

9 

巧 Detectionof WSSV from postlarvac just before transportation to nursery clllture grollncl. 

勺 (Number01' cases WSD recorclecl/concluctecl) 

ビの卵巣から WSSVが検山されたものの， これらの

PCR 陽性↑[i'i[イ本を排除した陰性1[1i11;本のみから得た卵を

韓首生産に用いた結果. 9 [百lの種121生産事例および17

回の中間育成事例のいずれにおいても WSSVは検出

されず.WSDの発生も認められなかった (Table5)。

なお. 1/:[日栽協上illi事来:場 (現ぷ産総合研究センタ-

m養地研究所上 iilìll '舎.以下J~.im庁舎 と 記す) で1997

5[:'. 7月と 8rJに搬入した PCR効性個体を含む組エピ

-8)では.結果的にはいずれの権下f:iからも WSSV

が検出され.親エピにおける WSSVの存在と種苗か

らの WSSVの検出結果とがよく一致した。ただし.

極官i生産事例 NO.9に朋し、た親エビの同上皮からは

WSSVは検出されなかったにもかかわらず.その後

の右前Wi生産過程で¥種尚一 (P5)から 'WSSVが検出さ

れたc

ープJ.1997年には 4月および5月に搬入した税エ
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から採卵して符たノープリウスを飼育試験に供した

ところ、 21旦|の司L例とも程iRi'j'1(P8. P22)から vVSSV

が検出され.その後P35およびP55において WSDが

先生し.大:lltl;ヒが，;忍められた。
(2) 採卵時期と種苗からの wssvの検出

組エビの選別および卵のIi!jJEを行わなかった19961，1ニ

の志布志rr令 (Table4) における組エどからのt~ 1)/'1

II;\， J切と符『了ltl からの WSSV 検出lI~n仰との関係を Tabl巴

6にまとめた。 5rJおよび6J:Jに搬入した親エビから

の卵を)日し、て種1'，日1:産を開始した事例では.稲11:1の

いずれの発育ステージにおいても ì~iSSV は検 IH きれ

なかった。 しかし 7月にl隣人した親エピから得た

1)1'Jで布(I~i'f生産を行った事例では. 6事例仁|二，2 :~jf例の研.

WI (P29およびP5l)が WSSV陽性となった。また.

8FJおよび9rJに開始した場合では守すべての事例で

WSSV防性となった。引に 9 FJ IJfJ始の事例では P20

以I'iiiにWSSV1湯七|となり *見エビからのぼ卵11奇!日lが

)1，[くなるほど在t i'Nからの WSSV のf~IU 尋:カf向くなる

とともに. WSSVが検，tl'，される布[i'i'iの発育ステージ

が早まる傾向がみられた。

4 考察

WSSV の|坊 l;i~ ;t，J 誌として f;ß ~I:J に f史川する税エピ

のj耳目リとヨード斉IJ によるリ11 7ì~ífl)を行わなかった1996{1ー

は， 5-7}-Jほ卵分の種j'j'jにおいて 1=1' r，U育成場に

配付する前の P20までは WSDによる死亡はみられな

かったものの.配イJ後の1=1"/1日育成段|滑において. 一

向11(No. 3. 5)の極111で WSDが先生した。 9月以降

に得られた卵を)IJし、た事例では。配イナijijの極l'i'iから

WSSVが検出されたためよ1:.肢をIt'l卜宇した。また. t末

。/1後に制べた親エピの胃上)支からは. 7月下旬以降

になると WSSVが検/1'，される傾向を示したG ーブJ.

1997{ドにおいては.天然7jtエピの ;~}M査結果(虫!日j ら.

1998)から%jtエピの WSSV1湯性呼が比!I史的低いと考

えられる 4JJから稀j'j'j~J:: jH~ を IJr.J ~f:ì し*~エビ選別と

卵7ì~í'71]による防|徐対策を講じたあ1;)jと flT(1'，日tJ:I三および

'11/1¥J育成のいずれの段階においても WSDは発生しな

かった。また 仁川i汁舎で十jった飼育試験で. WSSi， 

防'Itit古|体が混入した%J\\エビから ~~J られたflJi片山において

WSSVが検出され. WSDが発λ|ー.した (MlIshiakeet 

al.， 1999)。これらの結巣から.クルマエビ'fJTlj'I日t:.Jiri

j曲者l! における WSSV の ~ì'ê たる感染経路は. >>~エピか

らの1Ii:J，~({去j需で、あると考えられた 。

1996年の税 WI~I:.産事例において， ui'i1)/1後の-;'¥[¥の親

エビ同|てj之を杉t]!fした結巣 WSSVl~iiitE と'I'iJJとされた

にもかかわらず.それ らの@~エビから作た般市から

WSSVが検出された事例が 2事例(飼育毛M.例JNo. 3と

9)あった。これは.税エピ、の検ヲt，citlSf立と検証j毛数に

lIiHJriがあったためと考えられる。この点について，そ

の後の研究により雌7jtエビのjJJj合には卵巣(虫IYJら

1998)もしくは受精主主 (交尾により掛から獲得した精

子をlfi-蹴しておく小説)0¥11 lIshiake et al" 1999)から

刻~~f的に WSSV がffr~ /I'，されることが判明した。 した

がって. 'f~i J.):!Lのみの PCR検許あli栄に基づく j担エビ

の選日IJ7:1;は. WSSVキャリアーの釧|徐には不充分で

あることがIljJらかになった。検許足数に閲しては.大

8~!*柑j を }IJ し、て flT! T!'iを iTJ~AflするJJ)j合.まとまった毘の

卵を伴保するために300-600尾の械工ピを使川して

いることから.品'z1)IJに供したXjtエピの-{'iISを検交する

だけでは.親エビ全体の WSSVの保有状況を把侭で

きるとは考え難い。以 l二のことから ;flT( l'i'i生産に)I:Jい

るすべての税エビの卵巣および、交付j説:について句 PCR

Table 6. Season of egg collection and first appearancc of ¥VSSV at each developmental stage of kllrllma 

prawn in seed prodllction at Shibllshi and Tamano Stations of J ASFA in 1996 

Seed production First appearance of WSSV 

Collection NlImber oftrials Detection 

of eggs Conducted PCR positiveトl rate (%) 
before P20 P21 "" P40 

May O O 。え2 O 

June フ O O O O 

July 6 フ 33.3 O 

August 2 2 100 O 2 

Septem bel 4 4 100 3 

お INUl1lber oftrials where WSSV was detected by 2-step PCR in postl日rvaedl1l'ing seed production process 
':'2 NUll1bcr oftrials whcrc WSSV ¥¥'as dclccted at each de¥'clopl11ental stage 

after P41 

O 

O 

O 

O 
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Table 7. Detection of WSSV from juveniles of kuruma prawn in seed producLion at Shibushi 

station of J ASFA and occurrence of WSD in nursery cLllture in 1996 and 1997 

Selection of Disin1'ection treatment 
Year 

spawners*' of eggs by iodophor 

1996 Not clone Not clone 

1997 Donc Done 

Presence o1'WSSV 

injuveniles 

6/9，:，2 

0/9 

Outbreak of WSD 

in nursery culture 

8/16判

0/17 

l' 1 Selection basecl on the cletection of WSSV from ovary by 2 step PCR. 

*2 Number of cases in WSSV positive in juveniles 01' prawn/concluctecl. 

ワ Number01' cases in occurrence 01' WSD/concluctecl. 

法による WSSV検在を災施する必裂の王あることが7F

された。

J.j.l 11¥j'j":{ nl()JJj‘で、の WSDの発生ニキqま. 7月以降にJ采卵

し飼育された舵j'l'fiこおいて1111い何[If'Jにあった。これは.

虫IYJら(1998)がIYJらかにしたように， 天然税エビで

は夏JlJjに漁獲される剖エビほどWSSVI効性不がlijし、

ことに起|主|すると考えられる。 したがって句表6のあii

栄から1((:どきしても， 刷工ピの WSSVI;ル|年半が比;1史的

fLi:いと考えられる 4)]から 6JJ の IIU に f!;た LJIJ を航 l'I'f ~I:

J)(:に利川することも。 WSSVの|め|訟には有効な )Jy:l;

であることが示された。 以上の*8~~ を JIL に|坊|注文J 策を

実施した1997イl'の;fJ(l'I'f ~I:_ i主 では.幼 l]: からの WSSV

の検/1'，およびI]II1Uアf)J.X:JJ)jで、の WSDの先生はー‘切;沼め

られず (Table7) 本法による税エビ選別が， WSSV 

|山除対策に似めて有効であることが昨i;Zされた。

第2章 ポビドンヨード剤を用いた受精卵消毒の安全

性と効果

1 .目的

利j'N ~1っ;í'd&紅における木技術の i山 122対策のーっとし

て，税エビからのlfi:I!J:感染をIWJトーするためにヨード芥IJ

による'走中l'j )j 11 ?ìi 'iJj，が~&.t;，} i.((t 5!\~センターなどで広く実施

されている (Mushiakeet a!.. 1999:仏:n'r，iら， 2003)。

また.ウシエピにおいては， WSSVが卵巣卵内に有-

'u:すると卯の発1苛が1;11..;，与され， lIt Ii~: 1:1.;捕が起こらない

とされているが，日11 およびふ化幼~I:- については洗浄ま

たは ?ì~íIむを尖施することが行効な]土佐伝捕の|りj除にな

る (Loet al.. 1997) 0 WSSVは. 有効ヨウ三14濃度2.5

mg/L iiリアj(で10分IIU(1"1'町:ら， 1998)， 2.5 mg/L以卜ー

で0.2分以内， 1.0 mg/Lで2分以内(桃山.谷村.

2004 ) に不i市化されるとの ';~I{ f l";ーがある 。 受キi'J!111 の?ì~ 7与

による弔I古感染防|徐似~;j~を仰るために， 11iJ u;(休のげj

Jij:剤に対する感受性の検討に力11え，受1'I'W11のji!jJU処辿l

に刈する|耐性をゆlらかにすることが必民ーである。さら

に.柄 11日UI~施;没において卵 ?ií tU: を行う場合には，ふ

化本にkきな影響を及ぼさない範WIで?i'iiHする必裂が

ある。ポビドンヨード、斉IJがMiHd(l，介JJ[の受中i'j)jIJ?i'i-iii斉!J

としては未承認、で、あるため， ;J({(総合{リ|究センターで

は. そのまカ能.JJ1、大を il之終 1~10 な 日 (1なとし乏1'1刊11 の ?ì:í 存条

件の把MにIY，]する実験を実施している。オ，;t!A告では.

ポビドンヨードがクルマエビ、受付卵に;括判;を及(ますjlL

!主と処JI!iIl;¥-IIUをリ|門会n段|俳句に検討するとともに.受
1'i'jLJIJの一般I.IJ有数の変化からヨード斉IJの殺m効民につ
いても検討した。

2 材料と方法

(1) 有効ヨウ素濃度と消毒時聞が安全性と消毒効果

に与える影響

ポビドンヨード方IJとして;J(J;j'UIJイソジン液 (1リ灯台製

菓)を川い， J:.iilii-j二会およびIU1-1栽|品:h!，;j栽桁漁業セ

ンター (JJ!IJljiii}:1ぎ;J(J!I; {iJI究}iji'11:向JJ"'令.以下紅白JY千?

と記す ) の 11&;邑海水で、iYí" jL iI1~J主に希釈してIド1 71j11記 (以

卜¥ ヨードil記)をイ乍製した。

手i 効ヨウ素濃度と?ì'í i与 II ~J'IIUが受1'r'j)j11のふ化にワーえる

;話料:と?i日市効果を把+Ji5するためのJ円以I:としてJlh、られ

ている生|有数の減少効栄(~ -JI:ら， 2001)について試

験を行った。なお， lTi 1'r'f ~I: J;(における卵i1171j実施II;¥-'HJ]

を与応して.水iiu¥.22tで受付後6~ 911寺|J1日出品し， !Jj; 

に;t;;:状，;;;;が形成された以降のステージ、の受1'i'i)j11を川い

fこo

1)採卵車見工ビ

ほ卵には1ili1生直後の天然クルマエビ (以卜町 tJ，¥エピ)

を川い yl~ なる 311自|体のおlエピから何られた交1'i'i !lIJ を

fjh試した。それぞれの税エピの令長.体重および庄11'，

卵の受付ギは.イ|占|イイ~ A : 24.9 cm. 10'1.0 gで95.7%，

f凶休B: 21.2 cm. 113.4 gでは 98.2%， fl，¥1休 C: 24.5 

cm， 107.2 gでは97.5%であった。糾エビは， 111i1W1D~ 
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に500Lポリエチレン水梢に収作し微辿気. J!!f，a水
で産卵させた。水il"1は.力n品会Lji--fをmし、220Cに維持し
た。 j主 11 トj の fiN ii!.!，されたノjq'，"i から ~11 を集め 75 Lのプ

ラスチック作部 (二ー1'1:1)に0.02g/L (2.00011!i1 /L) と

なるようにI1又谷した。

2)ヨード剤の濃度と消毒時間

ヨードif記は.イh効ヨウ京il良Jit2.5.5.0および10.0

mg/Lの3濃度としそれぞれの濃度で 5.10. 15およ

び20分|日]?ì~í刊した。 ?ì ~í'fかは. 目的のステージに述し

た各受Hi卵0.6gをNi')L濃度に希釈したヨードIft1.8L 

に説話(してわった。IYi1.ιIISI:Uにj主した段I;{;yで. n~1 任6

じ111.iltさ2じm. 1=1 t'iい200μmのネット (ニッ タル

7xx-200)で取りあげた。生以i放のi¥!lJiLに供試するた

め0.1gの受柿卵をlrii.り. 1 mLの2%ペプトン水でヨ

ードの反比、を 11めた。 また.支:*1刊IJ2mg を ろ j~ iílj:水

の治川く1-[.1(600 mLlmin) に ii~J': いたネット lこ Ilx持して

3 分 I:U洗均し.新しいシャーレ (n~1雫9じ111 jltさ1.5

じ口1. 水1~[13 mL)に移して22tの'主IJ'.Jでふ化させた。

刈!!((1ぎは. ろ j品湖水にIYí j.ιII~JII¥J?:えI!'tした (Fig.9)。
3)ふ化幼生の観察

ふイヒをfiNii!.!，後. ノープリウス 2HJJOit，Hく1935)に

主Ijj主した段附でルゴール泌によりいじとし.未ふ化作

成。11(発λ|ーは.if'i;¥'に進んで、いるがふ化していない受行j

卵 ) 句手E ~I'J . TE'ii¥'ノープリウス.タヒ亡ノープリウスお

よび~11!:.'n~' ノープリウスを実イ本山u;泣鋭卜で百|数し ふイヒ

ネ (IL'i古ノープリウス数/総数x100) を 1~~lU した。

4) 生菌数の測定

!:L rf-I数は ìJぷ ff-î ペ プトン水で洗浄した受付i~11 に 9

1i¥:1IJ・のiJ点Tf-I人J:海水を加えてl必li't，し 101古希釈i伐列を

作製し iI/j水平似土庁J也 (#リペプ トン5g. I勾エキスl

g.プロテオースペプトン1g京天15g. 昨 J~ エキス 1 g. 

l-lerbst' s ATiiU水750mL. 1/i，W!水250mL. pH 7.8)に
添付」後.25"Cで5III:U土庁主主しコロニー数をil!Ij)Lした。

(2) 受精卵の発育段階と消毒の安全性

卵党育段]l{;yごとの叉:1'，'i卵のヨード剤に刻する!必乏:'1"1

試!段を句 lìíj記試験と|口JtKに.JiIì位前後の~~エビから自然

，;)寸11によ って刊た受Hil111をJIJし、て災胞した。

1)採卵親工ビ

供，iえした 3Wil休の~~エビの全i之体 ïfr:および:ï]IUI'， ~11

の受Wiヰfは.11M休D:22.2じm.90.0 gが92.3%.↑|市1休E白

20.2 cm. 88.0 gが92.0%およ び11，oilイ本F: 20.8 cm. 77.0 

gでは90.8%であった。

Disinfection Rinse with fresh sea water (600mL/min.) 

Incubation for hatching 

Nauplius of 

kuruma shrimp 

Observation of hatching 

Normal hatching rate(%)ニnumberof normal nauplius/number of tested eggs x I 00 

Fig. 9. Proじedure01' povidone-iodinc Lrealment in experim巴niof disinf巴ciioneggs of kuruma shrimp 
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2)採卵の各ステージでの消毒試験

~iz ~11 ブh去は。前 i!ßと同様に朽った。 Jli'2 ~ I'l が{J'{f 認され

た水村ijから[o:ちに卵を採1r:(し， ~Wiま J1I1水科ij としてJIjい

た75Lのプラスチック容器に0.03g/Lとなるよう収

符し死卵などの411it卵の取り除きは行わなかった。

消毒試!i失には.卵管JJI!水flJlから90%以-'のf所定のス

テージにj主したことを伴認した受精卵の2mgを由:径

6 cm. i栄さ2cm. 1:1 {'iい200μmのネッ ト (ニッタル

7xx-200)に取り.有効ヨウ素濃度5mg/Lのヨード

il記6mLの入ったシャーレ(直筏9cm句泌さ1.5cm) 

に収容し 5分間の処理I!を行った。対照IEとして，ろ

過iiif水をJrJいてJriJじ処旦i!を行う|五および未処J1IURを設

けた。5分後.受精卵を流水のろj曲如水It'(600 mLl分)

に世いたネ ットに収容して 3うjrlUi先i争し がIしいシャ

ーレ (前itl'，)に移して22"(;の室内でふ化させた。受1'1'1

卵の発育段階は，2 ~:III !J~flJJ. 128剤II !J包!tJJ ， IW に ~W\';;r

1-1:'，税HJJ. 第 l触角の始浜のJI;J主!日1 附Jr'ri，IJ支の分叉!J支の

JI;UlWJJ，夕刊支およびI}'JJJ支のJI;JiX:WJ. ~Il内ノー プリウス

初期および卵内ノープリウス後JtJJの8Jt)jとした (藤永

100 

80 

ま〆)'‘、 60 

+dc【q J 4 

':・9
ー 40
ょ=
z t0J 3 20 

1935) 。 なお.試!玖水品iは.加 ii"t装躍を m いて21.8~

22.4"(;に保った。

3，結果および考察

(1) 有効ヨウ素濃度と消毒時聞が卵消毒と受精卵の

発育に及ぼす影響

有効ヨウ素濃度2.5mg/Lで 5~20分間消7U した場

合およ び5，0mg/Lで5.10および15分間的存した場

合のふ化率は.対!!HIEとのII¥Jに有意志は認められなか

った (ρ<0.05:Fisher' s PLSDによる多重比較検定.

Fig. 10) 0 相li'j'[生産を成功させるためには経験(10に50

%以、止のふ化~í'~の受1;1~卵をイJt試する ことが民まれる こ

とから，いずれの濃度においても 5分間以内に?i'i'i与を

終える必安があると考えられた。千f効ヨウ素濃度5，0

mg/Lで20分および10.0mg/Lで5~20分 II\]i向持 した

場合は，ふ化率が対 !'(，\I~ と比 ! I決して有志 (þ <0.01ま

たはρ<0，05)に低下した (Fig，10)。このときすべ

ての尖験区の斗j*i数は約 1桁減少し対!!{:tに比較して

有志に減少した (t< 0，01 : Fisher' s PLSDによる多

1 ~ 1.圃悶 1:園開 l匝 _L*** 
O 

O 2. 5 5 

Concentration of active iodine (mg/L) 

~;5mi甘1111川trea伺倒atme児en肌 口ωomir廿ll1川tr潤e伺帥a
巴;パ15m叩111叩叩t仕rea

10 

Fig， 10， Sensitiveness of kUl‘uma prawn eggs (lst antenna is formed above the 2nd 

appendage stage) on treatment of povidon-iodine. Experiments in triplicat巴were

concluctecl for 5， 10， 15 ancl 20 min， Values are means ancl stanclard deviations 

Significant differences from th巴じontrolvalues ar巴inclicatedby • (ρ< 0，05) or •• (ρ 
く0.01)，
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Fig. 12. Influence of povidon・iodinetreatment on hatching rate at different developmental 

stages in kuruma prawn. Eggs were treated wiih 5 l11g/L activ巴 iodinefor 5 min. Eggs in 

the control of巴achdevelopmental stage wer巴incubatedin sea water for 5 min. Experil11ents 

W巴redone three times and each bar represents th巴 meanvalue and standard deviations. 

Developm巴ntalstages are cat巴gorizedas : A : 2 or 4 cell stage. B : 128 cell siage. C ; embryo 

with a ring-shaped middle part. D : embryo with 1st ant巴nnaformed above 2nd appendage. E : 

embryo with biramous 2nd and 3rd appendages. F: embryo with appendages with exopodiie 

and endopodite. G : egg containing nauplius at an early developmental stage. H ; egg containing 

nauplius at a later developm巴ntalstage. Significant diffcrence from the non-ireatment group 

is indicated by*(戸<0.05).Non-treatment group represent eggs maintained in the original tank 

throughout the expcriment period 
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ifUtil!;:(fYUと)(Fig. 11)。
{jくし、で2.5mg/Lのヨード械を作製し作製直後と

20分経過後にギ{'f.YJヨウ素濃度をiJllJjとした。また.受打j

卵を今i旦lの;，"1U股条fI:である0.33g/L 浪!主となるよう

に2.5I11g/Lのヨード械に収容し 20分IliJ?i'hU処J1j!を

行った後.ヨウ京濃度を ìJ!!J 山した(1::1木J:業 }J~終(JIS

k 0102 J::!"J;i'tJ 1司任式験んi1、33.3 伐fNJ~íllf素 ) ( 11 本 ÎJ~1持

協会~1Iri2005 ) を改変 ) 。 その471 以 fl 製正l 後のヨード

ìf記のヨウ素濃度に刈し。''1:fi'j~P を人れない場合の減

衰キは1l.5%:t1.65. 受HjJjPを人れた場合のi]，北京キは

19.7%:!: 2.69となった。Student's t検定のが1来.手J必;

&，ま iitめられなかったことから (ρ>0.05 ) 今 I !.! I の ;i，~!.1倹

条件で、は''1Hi JJiJ のイ{:flif: によるヨウ 主主 il}~1立の減表はなか

ったものと考えられた。

(2) 受精卵の発育段階と消毒の安全性

128~:11I胞JVltJ.、外のふ化不は.すべて80%以 1:.のイめを

ぶしたが. 128*IIIIJ包!!JJにおけるふイヒキは.刈J!HI豆お

よびヨードl三でそれぞれ63.5%:!: 21.4および71.6%:!: 

23.3となった。128剥11胞!!JJの対}!I!liのふイヒオtは 未処

JII'Iズと比'1決し。有泣いく0.05.Dunl1ctt iょによる多

E比1]次検定)に低トーした。 ヨード|ぎ.のふ化本は未処理j!

!ぎと比較しイj¥むJf.は;itめられなかった (Fig12)。こ

れらのことから.この 8ステージに刈しヨード斉IJによ

るむ;.; ~t~~:・はないとィ号えられた。 しかしながら. 128刻II)J~

!日jにおけるハンドリング、の1j;';響は，他の 7ステージよ

り太きいことがIYJ らかになった。 128 キIIIIJ包 )!JJ は，ノ~(il~[i

22
0

C で:"JI(~IJ 2I1S:II¥j後にflji止するが. 一般的な1%Wi'l長i'

JJ!)品ーでは伐11¥j}~i'卵するクルマエビの採卵は ':U J1iわれる

ため れ作消iド肖~í"/存!b住加別'iμJ:II.、

|附当咋?にlはま|Hl!山Hl起uないと考えられる。 しカか、しし句 ハンドリング

の影響を交け幼いこのlI~iJ日lで、のdhUの実施は避けるべ
きであると考えられた。

ヨード斉IJ はイT効ヨウ 詩:~ ;'1~ 1立5I11g/Lで10分までは

クルマエビ受1・l刊PにiUtlがないとする tlH';'(桃山

1990) の他.イj 効ヨウ 詩~; i)~~ 1~立 5 I11g/Lでs分II¥JのJ11J?i'i 
fU で安全'111ーを刊行12 した ïIH~，" Cvlushiake et al.. 1999) 

などがあり守これらと本尖験結果はブ、きく変わらない

ことが伺'認された。'豆:*I'j 11/"1におjする'/;.，'全tlが{i"(riIT!.!.され

た 1-) 幼ヨウ京 il;~1え2.5および5.0 I11g/Lで5分J，'Uのii'i手b

処且!により. -1~ ':'Iiにおける生j~i 数の減少ホは. 90%以

Lで、あか殺j:(4効栄が認められた。ープ'J.WSSVは.

1'f~カヨウ素 il;~lit2.5 I11g/Lで10う上II¥J(1:1.' ill}ら. 1998) 

や2.5mg/L 以J:.で0.2分以内. l.0 mg/Lでは2分以

内 (桃山 弁村. 2004)で不i市化さ;jLるとキli;IFされて

おり.今11'1のヨード斉IJによる安全な卵消背条件はウイ

ルスの不i市化もJ!JJ待できると考えられる。

これらのがi!.l~からヨウ 芽iのA北京がy起こらないことが

的認された卵術!主 (0.33g/L)で.かつウイルスのイ4

i;r;.化カ{f前認されているの一効ヨウ京政j支:2.5-5.0I1lg/L 

の海水に.クルマエピ'乏:HjJJIJを5う.i'IIUi:1ii'tすることは.

完全かつ効民の)!)J1~1':できる卵れ'í il):)Jì1、で、あると与えら

れる。

第3章 WSSVの rVP26および‘rVP28を経口投与し

たクルマ工ビのWSSV攻撃に対する感染防

御効果

1 目的

クルマエビの相 Wi ~1て }，(j!&科における WSSV 防除

刈策として PCR による WSSV フリー1'1に卯 ~iQFt の

選別 ポピドンヨードによる受中I'jwmil/. ならびに
WSsv フリー削背*で、の有~Iニ が有効で、あり (Mushiake

et al.， 1999: Satoh el al.， 2001;仏五会ら.2003). これ

らの対策によ 1")iVSSVフリーのクルマエピ純l'l'jの}ft

~Lが可能になった。 しかしながら. 'I'IIU 育成および

長幼過日では.飼育iJR境 '1' に ~k息する他の 11'殻矧か

らも WSSVが検，'.¥.'，されること OVlaeclael al.， 1998. 

Momoyal1la etα1.. 2003). また WSSVの1ft:裂な感染

経路とされる共食いや水系!感染による水平感染 (Wu

et al.. 2001)の防止対策が雌立されていないことから.

WSDはクルマエピ義的I'[};{来において水だ深刻な川辺

である。

V巴negaset al. (2000)は. WSD ~L伐クルマエピが

WSS¥-のIIJ!必染に刈しili;f/L'I~ Iーをぶすこと. また-1~ J)~ 

象が尖験(1なにも 11{;iJIされることから. J!!r;ïHH~動物であ

るエピ知に・CJlIaSHl11l1lllne response" (免桜紙.fJ1.象)

が干fずlすることを 'r:IA~I;. した 。 また.感染 IIiiJ過クルマエ

ビに認められた WSSVに対する抵抗tl:は.感染後3

迎I1りから詑.められIjfiめ.約 2か}'J川持続すること (WlI

et ([1.. 2002) 本抵抗性にはある1'1'1立のW.¥'W.tlが認め

られることがr'li告された (Venegaset (/1. 2000)。さ
らに，ホルマリン不出化 WSSVおよびj、IJ易保iで党

JJL した\VSSV の j 今 ~.tl'lf :ìi!:タンノ f ク質である rVP26お

よび rVP28 を筋肉|人j抜相することで.同f，ì~の抵抗tlー

が誘導されることも JYlらかにされた (Namikoshiet 

al.. 2003)。劇作ーまでに クルマエビヂ|の whiteleg 

sbrimpおよびウシエピにも同級の・qUelsi-iml1111n巴

response が干iγiことカqYlらかにされ. WSSVに刈す

るワクチン似u .~との検討が成されている ( Wittevelclt et 

(/1.. 2004a. ¥Vittevelclt el (/1.. 2004b. Wiuev巴lcltet al.， 

2006. Vaseeharan et (/1.. 2006)。先にも述べた自11く.

主主911'[エビにおける WSSVの感染経路としては Jt食

いによるノj(lle!己主ゴミカ{11!.:~であることカ可児に示 されてし、

ることから (WlIef al.， 2001).経uワクチンのIIJfiE
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ゼ|が百iくぷ11変される。そこで本問先では. まずAIJ詰l込1

1ê 拶~ ¥VSSV rVP26および rVP28をJIJし、た経1-1ワクチ

ンを作成し その効県について筋肉Ijqyiぷj法.浸ii'lit

および粍|一l法による!感染ゴJ験を11-い，よヒ'1次検討した。

2 材料と方法

(1)供試クルマエビと WSSV源の調製

{jh 試したクルマエビは. I'.iili fl' ~~~で WSSV フリー

としてH(，'，'fLI二Ji(されたものを. また wもSDσの').↑m~1病向 l作快:の

なL、ν，l山L
イ休本1f(4.0へ~7.0g のイ倒防凶1011げf体本をj川|リjしい、. ょJ.f.，i1jに nestcd PCR (木

村ら. 1996: T}I!'ら. 1998)にて wssv1むtlである
ことを{J'fl;;i2した。クルマエピは ;市民に施した砂蚊

きのA付制に収作し TE気分W(による殺I足iiilj:JJ(をかけiた
してi!ii]有し (24:!:180C). rlJ似の配合tH午、|を 111、11た
り、fJioJイ本市ーの 3%郊で給i!耳した。

攻~~~川に IIJ し、た\VSSV 1れ M~ 波のイ十製は、 野'1'ら

(1998)にi¥f'じて行った。すなわち. WSDによる槻1

1t11市|イ本の筋肉キ1111胞を 4fi¥ l~ : の PBS (リン内定緩衝i皮.

Invitrog巴n) を力11えて11'.'li'l~し 4't.3.000xg10うf

11¥jのjil心分自Ii後の I'.i'，'jをliilllxしたものを¥VSSVi1J;(と

し位111まで-85'tで保管した。

(2) クルマ工ビに対する WSSVの病原性試験

1J~ ili¥エビは150L水411に47-63児 1m2(成IIli1'1'1)の

術伎でI1比谷し ilij I ~~J LU・J.公il'lおよび続l寸によ る

WSSV の J主 ~lF.1;式験を行った。WSSVのii2.fJ(後. 1jt ili¥ 

エピを141:11 111ft'iJ ti し ~Hl1~ 亡数を ?iJl然した 。 半数致

必:;::(LD，o)は.sehrcnes-IGirb巴ri1により Jii;:l.I'， した。
筋肉 n・射攻;常に IIJ いる WSSVi)J;( は PBS でlO :;1 ，~，:か

ら 10'1:"(まで段|年fifJ釈した。筋肉it身、jによるfciKHにfji

試するエビ (;'vlBW6.8 g. n = 15 )はー 15
0

Cに冷却し

た泌水に1分I:¥jに浸出し州、酔状態にした後。}Yi' 'Lのjtt

!主に PsSで、希釈した WSSVを100μL/shril11pで筋

肉ìJ射した ( 1~~ 'lt 刈!!(~. : PBS) 0 i受jill拡'，H¥;¥え!玖で、は.

fJ~ ，:Aエピ(平均体1Ji4.4 g. n=20)は. WSSVをiN水

で101. 10'および 10'1，";ーとなるよう 11J初iした3Lのウ

イルス波に 111，¥ IIU i支出した。陰性士、JJ!Hは. 1'dl:)主エビ

のゆHi1~ì伐を 10' に希釈した ìí1):水に l百1 f;ì~に i受 iiえした。 i'~

ii!t攻撃が終了後. 1Jt ~J\エヒはネ ッ トに 11)[ り山し ii'j' ì!f'

な海水により 3分I:¥jのiオtJj(;先仰を行い，飼育水神iにTIJ.

J立収作したo ~JU -t止初日式!狭では. 1J1:ilAエビ (、|λ均{キ:'f/I

3.1 g. n=15)に対して WSD 死亡111!1休の筋肉を0.25

g. O.白.4g‘ 0.65 gおよび1.02g/shrμ山'1計泊11山I11pでで、J投文 Iワ]子'した。

f供J!凡tιt;i.ふベ，j試;

のJ投文与与今l片氏;下社it:をUと(I-定l主:し (三孟五0.47gl日h川1l'l日111刊pω〉オ).0.65 g および

1.02 g tx Ij今グループは2または 3[11日jにうfけてJ立与ーを
わーった。対J!Hとして. 1'illWなクルマエピの筋肉を1.02

g 1 ，什J~OコブTì)、で投与するグループを設けた。 経口J友利1

::A.I淡にIIJいたWSD死亡1!;'il体の筋肉は.注射および泣
il't i主柿にJl:jv、た wssv)j5Ii1~ìá のイ午}!X:i)J;(と同じものを
11]し、た。

(3) VP26およびVP28遺伝子のクロ一二ンクと発現

1 )ウイルス DNA試料の調製

出子"，ら(1998)のRNase-PEGiti1、により .WSSV 

に感染したクルマエビ組織から WSSVのDNAtIlUI'， 

i伐を制製したG すなわち.WSD病エピキ11織約0.2g 

を300μLのプロテイナーゼK(0.1 I11g/mL)と SDS

00 mg/mL)の混合液とともに府昨した後. 37
0

Cで

15分!日li'iJii丘した。これに3.10・の TEiIi長循jir記(50mM 

Tris-HCl. pI-1 8.0句 1nuvIEDTAlー飽和|フェノールをJJII

えがnうJ-I: ¥j i~放しく Mi1、した後.ijl心うJ- 1~1í 02.000 X g. 

5分1I¥j)を行ってノ，J()，.... ;を1'-'111足したc .fiJ皮フェノール

flll 川を行った後 (~'; ll~ のクロロホルム・イソアミルア

ルコール (24:1)iJt iWを加えて約 l分1I¥jiOiしく N:tl'し

た。次いでー述心分離 (12.000X g. 1minlを行って

水!日を Ii1IJlx し • 1I10ir:の5p，/Ji~ll暖アンモニア ì?州支およ

び2.51，¥:1[::の100%エタノールをfJlIえてJjt合した後町 j主

心分自Ii 02.000 X g守 15分11¥])により沈肢を仰た。作ら

れた沈b投物を200μlのENascA li~if長 (20μg/ μ L.

TE溶液)にi創作し.37'tで20分川処担した。その

後.ニI'"<li:の20%ポリエチレングリコール (PEG-6.000)

-2.5M NaCI i作 ifi を JJII えて ~i[1"ドし.jiI心分向Ii (12.000 

X g. 5 l11inlを11'し¥ I'.i(~み械を完全に 1;!J~1、した 。 さ

らに. L5l11Lの70%エタノールをJJIIえて数秒間批判、し

た後.泣心うf出If (12.000 x g. 2 minlを行し¥ 卜Jffみ

械を フヒ全に|徐 l~' し. 1.5mLの100%エタノールをJJIIえ

た。これを町 ;i心分離 02.000x g. 2 l11inl して Li¥)'

みを除去し.刊られた沈肢を本jiiiで約10うjllU乾燥させ，

20μLのTEにj忠治して DNA111111'，;伐とした。なお

jil心分内Iiは全て主jilliでわった。

2) 外被タンパク質遺伝子ク口一二ング用 PCRプ

ライマ-

GenBankに投鈷されている WSSVVP26および

VP28 タ ンパク質 j立し;f'のj:íllt)，'~J!jl タiJ (GenBank iJ:録詐

り AF173992およびAF173993lに)，lとつなき.VP26F (5 

・GTAAAG GAA GAA CTT CCA TC-3' l. VP26R 

(5' -TAT ATT TGT ACA ATT CCC ACT TTA-3') 

およびVP28F(5' -CAA GCA ACG TTC GA T AAA 

GA-:3' ). VP28R (5' -GAA GGT T AA GTA GGT 

CAA TAA-3')を行製した。

卜一己プライマーセット VP26F-VP26Rは. WSSV 

VP26;立伝子のオープンリーデイングフレーム

(ORF. nt 35-649)を合む670j;\，'~ Jil~ を l':!Î11目標的とし.

VF28F-VP28RはVP28;立伝;下の ORF(nt 33-647)を
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含む754塩恭を標的とするものである。なお， la;<:I¥If，¥}又

応の反応条件は， 72
0

C-lO分間および95t-9分間の

反応後， 95tー1分間L55t-1分間， 72t-1分間

をlサイクルとし計30サイクル行った後， 72t -5分

間とした。

3) VP26およびVP28遺伝子のク口一ニング

VP26F-VP26Rおよび、 VF28F-VP28Rをmい.
WSSV DNA試料から VP26およびVP28iU:伝子のIlf

Ip需産物を，付属のプロトコールに従いプラスミドベク

タ-pCR-Script SK (+) (Stratagene)のSrfIì~i\j位へ

挿入した後，大腸i!fiiDH5αコンピテント細胞を形質

転換した。 得られた:JI~質転換iilli はアンピシリンを合む

LB楽天培地仁で椛養し /flJIj:i:地 1-'で、古二色コロニーを

選択することで DNA断j十を有する刻!換えWiを選択し
た。

クローニングした遺伝子のi伝説配列は， ダイタ

ーミネーターサイクルシーケンシングキット (Dye

primer thermal cycle sequence kit) (ABI社)およ

びT3/T7ダイプライマー (T3/T7dye primer) (ABI 

社)をJlJい，定法に従いわい， n Ifi)Jシークエンサー
(373A DNAシークエンサー.ABI社)によりWf，析した。
解析結果より.VP26およびVP28遺伝子がクローニン

グされていることが隊認された (Fig.13， 14)。

4) rVP26およびrVP28発現系の構築

VP26造伝子の発現JI:Jプライマーとして VP26Fの5'

端側に Nde1およびEcoRI の認識配列を合む11 j:ílï; i!， I~

のリンカー配列 (5'-aaagaattcat-3' )を付加lしたi¥-¥-31

瓶;Ji~長の VP26expF プライマー (5'-aaagaattcal-ATG 

GAA TTT GGC AAC CT A AC-3')および‘VP26R

の5' 端側に SalI の認識配列を合む9北it ~，I~ のリンカ

ー配列 (5'-gctgtcgac-3' )を 1，J力11した計31J:J"t i!i~ 長

の VP26巴xpRプライマー (5'-gctgtcgac-TT A cn、
CTT CTT GAT TTC GTC C-3' )を作製した。また.

VP28遺伝子発現JlJプライマーとして， VP28Fの5 '~M;­

側に Nde1およびEcoRIの認識配列を含む111;:μILの

リンカー配列 (5'-aaagaattcat-3' )を付加l した ~n'34Jí，;[

;J，l~長の VP28expF プライマー (5' -aaagaattcat-A TG 

GAT CTT TCT TTC ACT CTT TC -3')および

Nucleotide sequence of structural protein (VP26) gene ofWSDV 
GG町 AACCAACACGTAAAGGAAGAACTTCCATCTAAAAC山 GAAAA園 GAATITGGCA
ACCTAACAAACCTGGACGTTGCAATTATTGCAATCTTGTCCATTGCAATCATTGCTCTAATCGTT 

ATCATGGl寸ATAATGATTGTATrCAACACACGTGTTGGAAGAAGCGTCGTCGCTAATTATGATCA

GATGATGCGAGTCCCAAn'CAAAGAAGGGCAAAGGTAATGTCAATTCGTGGAGAGAGGTCCTA 

CAATACTCCTCTTGGAAAGGTGGCCATGAAGAATGGTCTCTCCGATAAGGACATGAAGGATGT 

下rCTGCTGATCTTGTCATCTCTACCGTCACAGCCCCAAGGACTGATCCCGCTGGCACTGGGGCC

GAGAACTCTAACATGACTTTGAAGATCCTCAACAACACTGGCGTCGATCTCTTGATCAACGAC 

ATTACTGTTCGGCCAACTG下rATTGCAGGAAACA了rAAGGGAAATACTATGTCGAACACTTACT

TCTCGAGCAAGGACATTAAATCTTCATC下rCAAAAA丁TACCCTCA了TGACGTGTGCAGCAAATT

TGAAGACGGCGCAGCCTTCGAAGCTACAATGAACATTGGATTCACCTCCAAGAATGTGATCGA 

TATCAAGGACGAAATCAAGAAGAAG広AlAGTGGGAATTGTACAAATATAAAGGlTTTGTTTGA
ATAAAAA 

iATG : initial coclo，i ↑fAA : stoocαlonl 

Amino acid sequence of structural protein何千26)ofWSDV
MEFGNLTNLDV AIIAILSIAllALIVIMVIMIVFNTRVGRSVV ANY以:2MMRVPIQRRAKVMS IRGERS 
YNTPLGKV AMKNGLSDKDMKDVSADLVISTVT APRTDPAGTGAENSNMTLKILNNTGVDLLIND 

ITVRPTVIAGNIKGNTMSNTYFSSKDIKSSSSKITUDVCSKFEDGAAFEATMNIGFTSKNVIDIKDEI 

KKK 

Fig. 13. Nucleotide sequence and amino acid sequence of structural protein (VP26) of WSDV. Primer sequences 
underlined (一一)， Green coloring indicate the nucleotide sequence of VP26 coded gene. 
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Nucleotide挺quenceof structural protein (VP28) gene of WSDV 
TCITAATAAα AAGCAACGTTCGATAAAGAAAAAAACTCG園 TGGATCTTTCTTTCACTCT下I
CGGTCGTGTCGGCCATCCTCGCCATCACTGCTGTGA了TGCTGTAT下rATTGTGAII I I IAGGTATC 

ACAACACTGTGACCAAGACCATCGAAACCCACACAGACAATATCGAGACAAACATGGATGAA 

AACCTCCGCAT寸CCTGTGACTGCTGAGGTTGGATCAGGCTACITCAAGATGACTGATGTGTCCT

TTGACAGCGACACCITGGGCAAAATCAAGATCCGCAATGGAAAGTCTGATGCACAGATGAAG 

GAAGAAGATGCGGATCITGTCATCACTCCCGTGGAGGGCCGAGCACTCGAAGTGACTGTGGG 

GCAGAATCTCACCTTTGAGGGAACA下TCAAGGTGTGGAACAACACATCAAGAAAGATCAACAT

CACTGGTATGCAGATGGTGCCAAAGAT寸AACCCATCAAAGGCCliTGTCGGTAGCTCCAACAC

CTCCTCCITCACCCCCGTCTCTATTGATGAGGATGAAGTTGGCACC了下rGTGTGTGGTACCACC

下rrGGCGCACC人A下fGCAGCTACCGCCGGTGGAAATCllllCGACATGTACGTGCACGTCACCT

ACTCTGGCACTGAGACCGAG~ATAAATCGTGCl ï 1 1 I'IATATAGATAGGGAA了TTTAATATTA
CAACAATAAGAAAATAAAACAATTGAGGAAATTTATACCATATTTTATTGACCTACITAACCITC 

I寸GCTATACAATGAAT

|TCA : initial codonl 1lAA : stOD CωOl~ 

Amino acid sequence of structural protein円1P28)of WSDV 
MDLSFrLSVVSAILAITAVIAVFIVIFRYHNTVTKTIETHTDNIETI、、JMDENLRIPVTAEVGSGYFKMT

DVSFDSDTLGKIKIRNGKSDAQMKEEDADLVITPVEGRALEVTVGQNLTFEGTFKVWNNTSRKINI 

TGMQMV PKINPSKAFVGSSNTSSFrPVSIDEDEVGTFVCGTTFGA PIAA T AGGNLFDMYVHVTYS 

GTETE 

Fig. 14. Nucleotide sequence and日minoacid sequencc o[ structural protein (VP28) of WSDV. Primer scqu巴nces

underlinecl (一一一).Gr巴巴ncoloring inclicate th巴nuじleoticles巴qu巴nじeof VP28 coclecl g巴ne.

VP28R の;) 立端;品出i品;似仰側IJにS匂aリlけIの出Jtιtj1波t抜主配ダ刈|リJ;ををf合守む 9 J~品iuiμI(

リンカ一|門可妃己ω夕州lリIJ(臼5'-gctgt民t仁~ga以:1lじ:-3' ) を付 加川|した illロ27行J桁JH陥昨恥iぶU晶，U，!よJ，I~L 

長の VP28expH.フプ。ライマ一(伍5'-gιtgtcgac-TTACT 

CGGTCTCAGTGCC-3' )を作製した。

VP26expF-VP26expRおよびVP28exp1<-VP28expR 

を川い. WSSV VP26およびVP28jTIfぶ子を PCR1';引IJII~

(72.C -10 min. 95
0

C -9 min. 30 cycles o[ 95"C -} min. 

550C -1 jj' II¥J. 72.Cー}min. ancl 72"C -5 min)した後

フェノール/クロロホJレム.]:11¥1L¥およびエタノール沈殿

によりWIIII市長I物をitA紺iした。1NIIIit¥J，(q如ま l%f氏制t/.(、ア
ガロースケレ7民生(i永動にfjbした後. GeneClean kitを

)IJし、て目的の DNA断Hーを1!1lJIえし守 N，ど!e1および5al1 

で処迫j!した後.党現ベクタ-pET-25b (+) (Novag巴n)

の，Vr/e1-5([1 1 j"ij;{立にライゲーションキット (タカ

ラパイオ社)を)1]1t、て組み込み守大!財I:;;jBL21のコン

ピテント剤IIIJ包の形質 'I !i~換 に)j-Jいた。 何られた rVP26

およびrVP28遺伝-[-を発現する大IJ易保if*を各々 pET

VP26およびpETVP28f~~ と 111'-ぶ。

5) rVP26およびrVP28発現系を用いた rVP26およ

びrVP28の発現

大腸 If，jpET VP26および pETVP28をLB-ampift 

f本土日 地 (l% bact-trypton. 0.5% bact-yeast exlract句

1% i¥aCI. pH7.4. 50μg/mL ampicillin) をj日い.

Wj 1小 i~~ I文 (OD州)が0.5t!，!I立になるまで(約 611.¥

II¥J ). 37 "cで1Mとう以主した。1;-"，:11と放に終 tfi~ J主が

lm~'.'lと なるよ う IPTG (iSOPI川)yl-s -D (ー)-

thiogalactopyranosicle)をi添加lし. さらに37tで311S

II¥J 1';"，:長することで制的泣伝子を党J凡させた。1/'，:1:主泌

を 4
0

C で; --I~~I'iíトii" I
J

: し遠心分自Ií: (930 X g. 20min. 4t) 

した後調111胞を TEiÍ'0:衝 ifUこ?æ1 i~a し Triton X-I00およ

びリゾチームを終波山が0.1%および100μg/mLと

なるよう添加し 30"Cで15分間処.fli!した。肉体懸溺

械を j也背波似昨処J}I!.した後玄心分~11í 02.000 X g. 15 

min. 4"C)にfjbし jil心j}pmf?zのit版物を rVP26およ
びrVP28の党.fJ[タンパク質ワクチンとして15111Lの

PBS に }I~i犯した 。
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Fig. 15. SDS-P AGE analysis ()f exprcssed proteins. rVP26 

and rVP28 of V-lSSV. The proteins in the 12% g巴1were 

stained with Coomassie brilliant bll1e. 

lanes M : molecular marker. lanes 1 : rVP26. lanes 2 : rVP28 

rVP26およびrVP28懸溺i(t(之 SDS-PAGE電気泳動

(La巴mmli.1970)に供した後，クマーシーブリリア ン

トブルー (CBB)で染色を施した。そのがi県.rVP26 

およびrVP28の分子量は，各々25.5kDaおよび27.8

kDaて¥WSSVVP26およびVP28のうよ1-1ftと一致し

た。 さらに. rVP26およびrVP28のSDS-PAGE 'fl1気

泳動{象を 1!lIi1象!昨析ソフト (ImageJ : NIH :National 

Institutes of H巴a l th. 米|主11壬I jj: j!n ~Jニ イiJf究所)により Wío

析した結果. rVP26とrVP28の純度は.各々 20.3%

および30.8%であった (Fig.15)。

6) rVP26および rVP28の経口投与と WSSVによ

る攻撃試験

rVP26あるいは rVP28を四日1'1P.司キ|の5% ii:: PBS 

に懸濁し市販配合飼料に添JJIIし (MaruhaCo" 

Ltd).混合撹持後.配合飼料の0.5%lfl・の展着斉IJ(SD 

Tenchaku 1 Gou. Schering -Plough Animal Health 

k.k.)を添加lしi吃燥させ クルマエピの経口ワ クチン

としてイ史j目した。rVP26および rVP28懸i罰法の配合

飼料添加1量は 5 % ('vV/W)とした。

fjb試クルマエビ (平均体lll:68g) を4試験区に分

け (n=150). rVP26あるいは rVP28iMJII飼料を35μ

g/g shrimpl EI (rVP 濃度:10μg/g shrimp/ 1:1)ずつ.

また E.coliタンパク質添))11p.~J料を 25μ g/g shrimp/ 

日.お よびPBS配合飼料を各々 15FI 1m 投 lJーした。

統 n ワクチン投 'j.25 日後.各{jh試エビをさらに4 1~:

(n =12~ 15) に分け，筋肉n:射県ll~ . 浸iik摂取および

符1-1摂取による WSSVの攻接試験に供した (rVP26

および rVP28投与 I~ は d l1p !icate ) 。 筋肉注射 では，

的 lと第 2JJ主11日の Hりから. PBSで10・lに希釈した

WSSVを100μL/shrimpずつ桜種した。浸Wi攻!単で、

は.VlSSVをlO-'fこ希釈したが1)水に 1Ik~' IIiJtえiiHし. 経

|ーl攻惨では WSD死亡111il体の筋肉を 0.6g/ shrimp/3 

HlliJで投りした。これらのWSSV攻撃IR:は.Table 8. 

Fig.16に1j'';したよr・数5文化毘から.ワクチン刻投与IKの
以もリヒ仁率が70%となる51ーである。

!l長男E尖!段1]'.死亡111il体は 1[1に21]:回収しこれら

カ{WSSV の !~t4ミによるヲピ亡であることを{r1l' IT.~，すーるた.

後に PCRに111:するまで -30
0

Cで似けました。

7) 有意差検定および相対生残率

各試験lぎの娯和死亡率は x2検定による有志:ま検
定を行 った (5%水準)。 期待度数が5J.-j、1;となるJ劫

介はιFisher の直接航手計~~ì:I、で検定を行った 。

相|対生成率 (relativepercent sl1rvival RPS)は白 計-

~~:式 1- ワクチン投与|ヌ:の泉枯死亡率 / 手l õ投与対!!日 |ヌー

の以積死亡率)x 100) (Amend. 1981)により 算iJ'， し
守、

1-。
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Fig. 16. CUl11ulative l110rt乱lityof kuruma shrimp after巴xperimentalWSSV 
challenge by three routes. (A) nlI challenge with O.l ml of diluted WSSV 

solution， (B) Immersion challenge with dilutecl WSSV solution.日ncl(C) Oral 

challenge with WSD shrimp l11uscle. 
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3.結果

(1) クルマ工ビに対する WSSVの病原性

WSD椛1ii1エビ筋肉およびそのか，，'ii'lモ械の希釈iitを

)IJし、 筋肉内i1身、l 没ii1lおよび経1-1(10にWSSV攻 B院

を行い.各攻撃iLにおける WSSVの州)jj(れについて

検討 した ~':I 'i ~~を|ヌ/16 に 示 した。 まず. WSSV原液の

10 o.oi;'，: 11111¥ ìf~ を筋肉|川討中した|ぎ では. ウイルス攻阜

の ~!~! 1:1から死亡が;IZめられ始め.飼育 2週間後まで
に以.h'lJじ亡率は80%に注した。lo，jOi;!i11i釈if支を筋肉

|人j抜羽したlズでは.攻峡後 3!::I /-1から死亡が;IZめられ
始め共有i死亡率は73%であった。これに対し 10，0

1i"f希釈波を筋肉内松町{した|ヌでは.攻:限後 811 1-1に

l 出が化亡したが.その後の死亡は認められず#~

fi'l死亡，本は6.7%であった (Fig.16-A)。以卜ーのがi県よ

か供誠 ¥vSS V }j'Hi~勺伐の よ!と 数放死 11 : (LD，o) はlO-，n

mL/shrimpと1?'l1Hされた (Table8)。同¥VSSVu;(i伐

の10川. lO!OおよびlooOiN希釈iitをJIj，-，、たj支出攻阜で

は. 10 L O およびlo.!Ofj"，:希釈波攻 ~t?を|ヌ令で， 攻幣後 2~

3卜1/;1からタヒ亡がはじまり.各々の;共有i死亡率は85'J"

および30%であった。これに刈しlO，Of;¥:希釈液J)(常

区では死亡はiitめられなかっ た (Fig.16-B)。 したが

って句1Jt;l点WSSVU~!ii1し ìit の以 ìú攻 B午E における LDõoは

lO -:L 'mL と t~r:/1'1された (Table8)。上ii己尖験に川いた

WSSViIJ;[と/'iJじWSD椛11)1エビ筋肉を0.25gl }毛.0.40 

gl }{. 0.65 g/出および1.02g/地ずつ経1-1投 Ijーした

攻常|ぎでの以杭死亡率は，各々 15%.67%. 87%およ

び93%で， 本-1m;}おエビ筋肉の LDooは. 0.37 g/shrimp 

と算lI'rされた (Fig.16-C. Table 8)。なお.何れの攻

鉄iLにおいても.対!日{，[又での死亡は認められなかった。

(2) rVP26およびrVP28経口投与による WSSVに

対する防御効果

WSSV rVP26およびrVP28を粁l[.j立与 したクルマ

エピに刈し対 J!~tI乏の以.fi'l死亡中が70%となるよう

なWSSVlfkで経1-1. 浸ii'tおよび筋肉内抜高:攻11をした

場合の死亡率の変化を Fig.17に/j'え した。終日攻常区で

は rVP26およびrVP28を投与 したクルマエビに死亡

はiitめられなかったが. )(J財界iタンパク質をJ支与|ぎな

らびに対!!日|ヌ:では攻単 31-1後ないし 71-1 後から死亡が

始ま か ~fi't死亡ギは各々 31% および67% であった

(Fig. 17-A) 。 浸出攻咳|ヌ:では.ぷ( ~}~後 41-1後から 8

日後に死亡が;認められ始め， rVP26， rVP28. 大脱出

タンパク'ft投与|ヌ:および対照|ヌ:の以和死亡率は.各々

21 %， 22%， 57%および73%であった (Fig.17-B)。

ブ)，筋肉|人1t~.H(攻単 |ヌ では.攻: ~f~ 後 41二! 日 から死

亡がはじまり， rVP26， rVP28， 大!J詰If<Iタンノマク質投

Ij.[ヌおよび対!!日|ヌの以砧死亡率は.各々 31'}("52%， 

9::l%および79%であ った (Fig.17-C) c なお， WSSV 

~ I:攻撃|ヌ:における死亡は.認められなかった。

経1-'ワクチンを投与 したクルマエビを経円.浸詳し

筋肉|付II'身、lにより WSSV攻政 し死亡および生成し

fニ↑!日付、からの PCI~ による WSSV 1会 l!'[~h栄を Tabl巴 9

にぶした。 ~H支 lj 刈 }!{:t!ズ (PBS 1)(:)における全ての

ヲヒ亡例イ本からIstepPCR で WSSV カ斗.~~nr[され， '1ダ長
官iil1~込でも 66.7%以上から ncstcd PCRでWSSVが検山

された。rVP26およびrVP28投 Ij.!rfの'I:.!itil川休からは.

33-60%がlstcpPCRで， 73.3-100%が nestedPCRで

WSSV 逃伝子が+if~r'l'rされた。 しかし rVPsf支Ijイ!川本

の攻常;試験後の !::I.:.!ilillil休は，経l寸 J)(般の ~I: 成物i休の­

N[; (三五10%の|場料1:.ネ)から nestedPCRでWSSV[場

t/となったものの，ほとんどのil81休は WSSV[~?'i"[:で

Table 8. Virulence of iへ'SSVin kuruma shrimp challenged by intramuscular. 

immersion and oral routes 

Challenge 

route 

Intramuscular 

Immersion 

Oral 

50% of lethal dose (LD5()) 

Measured value" 

1O-70ml shrimp一|

10-37 ml ml-I 

0.37 g shrimp一l

Converted value 

(g shrimp-I) 

10-77 

10-1斗

10-0斗

" Measured values were calculated from the data shown in Fig. 2 
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Table 9. PCR detection of WSSV in orally vaじじinatcdshrimp a[tcr experimental challenge with WSS¥I by oral. 

immersion. and DvI routes 

Delecliol1 rate 01' WSSV 

(Posilive 11111llbers/Exal1lil1ed 1111lllbers) 

01<11 challe l1 ~e 11lllllersiol1 challe l1 ~e 1M challe l1 ~e Mock challel1日e

Dead SlIrvivors Deacl Survivors Dead SlIrvivors 511rvivors 

NcSlecl l1ested I1csled 
Al1ti‘2子en 円二Iミ p(ごR p(ごR

円ごiミ PCR PCR 

()c]{ 6.7% 50.oS{， むδJ、J、cJfO 
rVP26 

(0/30) (2/30) (316) (5/6) 

0% I()'Yo 33% 83.3% 
rVP28 

(0β0) (3/30) (2/6) (5/6) 

ICX)% lOOQ'O 日% 0% 125% 50.0% 
r::.円lli

(4'4) (4'4) (0/9) (0/9) (118) (4'8) 

1 (XYi'o 1 (XY7o 4u.O% 
PsS 

1 (XJ% ICX)% ICXl'r， 

(10/10) (10110) (215) (5/5) (1 1/11) (1111 1 ) 

あった。すなわち. rVPs 投 'J'1181休iiY'の日:残エビにお

ける WSSV 防'[11・中は.ゴ|τ投与 nY' に比べ午T ~l~、に低いこ

とが刊行itされた。

以J'.のキlli栄から. rVP26. r¥l1'28および大JJ坊[f-iタン

ノマク質-11'j.1支 の RPS を t~'(/Jljしたがi.'.1~. r VP26~& LI投

与し経1-1.えu1tおよび筋肉y止射により」来車した|支の

RPSは各々 100()[，. 71 %および61%. -)j rVP28投与

|当では. 100% (続11). 70 ( ~() (浸ii'l)および'34.% (筋

肉n~.J)となった。 rVPS の粁日投 'j. Hr の R1'S 1n'( は.

rVP28投与 13:の筋 IJ~JiLJ;JJ次:1f. (34 'Yt， ) を I;~~ けば， うでて

60%以卜であった。一 方.kJJ訪問タンパク質投与|ぎ

の RPS(')())は句経11攻単|ヌ:で54%であったが. 浸iN

および筋肉n:身、jJ究明では各々 22%および0%と長打l

死亡半でも rV1'26および 1・VP28t1.!..j.{t下とはギ):'也に低

いことが{昨日立された (Tablc9)。

4.考察

本1iJI究では. WSSV r\l 1'26および rV1'28 を)IJ~、た

経LIワクチンのI!lJ発を 1-1([0にまず筋肉内接杭.泌

iftおよび杭1-1投与攻政による WSSVの病u;('[主につい

て検討した 各攻幣法での LDがま10I.IJ mL/shrimp. 

10・l.ImL/shrimpおよび0.37g/shrimpと算 11'1され

た (Table7) 0 作.0c~+t i去に)IJし、た WSSVi応lは.Mれ
もliiJー ロットの.1W州エビ筋肉からiuiu製したものであ

ることから 各攻~~~ìtの LD :>o を .1W病エピ筋肉 i;;ーに N~

t~r したところ.筋肉注射攻撃では10・i7g 筋肉中Il f:ì'&

Ishrimp. 支出では10一llg筋肉刺U:iiXIshrimp および

杭 1-1攻14司法では10-01g筋肉キ11織 Ishrimpとなり.

経u感染では浸ii'tJ交政の1010fi"i ll~. 筋肉注射感染の
10 ， :lfì\:: I ~: の WSSV が必1t:となり.帝王 1-11岳染による!感

染五カキは 受 ÜIt!l~~ 染と筋|夫:J Yt身、l に比'[l文して大 I[J~\( こ低し、

円二R

(yy" 

(()'22) 

0% 

(O!21) 
O'K白

(0も)

25.0% 

(1/4) 

I1cslcd l1ested l1ested l1eslecl 
PCR IてR PCR 

PCR PCR 円ごR 円二R

9.1つら SOu% ICXl% び1rJ 38.9% (yJu o官1

(2122) (4'R) (81自) (0/18) (7/1日) (0112) (0/12) 

0% {泊(YJ'c) 73.3% oqも 35.7% 。% 0'.泊

(0/21) (り(15) (11/15) (O!l4) (5/14) (0112) (O!l2) 
。% IC的% ICXl'Yo 0% 0% 

(0/6) (13/13) (13113) (011) (0/1) 

75.0% ICX)% ICXl% 仁% 正(，.7%

(3/4) (1 1111) (11111) (O!3) (2β) 

ことがゆjらかになった (Table7) 0 Escobeclo-sonilla 

e! al. (2005. 2006)は. WSSV の攻峡 i;l- の t~l{iV化を

わい.経ni去により筋肉iJ射i1;と 同1;'1'I主の以砧死亡

を誘導するためには. 101ì\ の wssv が必~であるこ

とを出告 している。 しかしイヰ尖月食品[!f~~では.経 u

感染と筋肉 ìt~.J 感染の効:干の見は句 10 ， I 1ì\ であり.

Esじobeclo-sonillaet al. (2005. 2006)のがi栄と大きく

却なっていた。 、[".数致死に必~ーな WSSV 叩e は.尖!玖

fjb 11式舵あるいはウイルス料、により 与II~ なる IIJ 能性があ

るが.何れにせよ経U法による感染効率が他の攻単

位;に比べrvJらかに侭いことが改めて11す認されたo Wu 

et al. (2001)および:'vlo111oyamaancl :'vIuroga (2005) 

は. クルマエピの飼育術!立の'1弓減.あるいは共食いの

1;ll[トーにより ¥¥'SDによる以将1死亡ヰfカサ(111Mに'1;/1':かえする

ことをlりjらかにしさらに wssvの!占染経路として
共食いが主張な ~I)，[であることを指摘した。すなわち.

経1-1感染における WSSVの感染効中は似めて低いが.

椛州エビ筋肉を県倒することで大iteのwssvが休I}'.!
に 11足り jムま ~L. ~:ií栄 ([0 に県柏死亡中に J:. きく l;~.;判:する

のではないかと考えられる。本実験においても.共食

いが~j[党していたことを(i{fi ïi!.!、しており 共食いが以砧

死亡中に lj;-;~ti~~ した可能性が刊し、。 Jt食いによる経Uil長

染の;汚型;を排除するためには. W u et al. (2001)が行

った11古1iJリti，;Jf:i実験法が不可欠である。 しかし本イI}I究
の日(10は. WSSV rVPsを符|寸J支与 したエビの|坊位IJ幼

米の検討であり.エピ長角I'(:l品では共食いが!日i発するこ

とを考え合わせると.長納税J必に近い飼育環境下で効

栄判定を行う必裂があると考え 木村|究ではあえて集

約([0tii日1法により!岳染尖!段を行うこととしt:.o

ところで Na111ikoshiet al. (2004)は. WSSV 

1'V1'26. rV1'28およびホルマリン不活化 WSSVをク
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ルマエヒに筋肉I)'j抜机することで. また Wittevedtet 

(/l. (2004b. 2006)は. rVP28をウシエどおよびWhile

leg shrimpに粁l寸投 与すること で WSSVに刈す

る l岳染|功例l効米がi誘導されることを ';~lifli-している。

しかし?しlmikoshiet al. (2004)ではワクチンを筋

肉内J主将し，筋肉内iH.Jによる攻惨を行っており

Wittevcdt et al. (2004b. 2006)は. ワクチンを経Uf3(:

与して.茂i11攻;単によるえ}J県をみたものであり.ワク

チンを経口投与したエビの経1-1攻単による効栄判定を

行った -';'~Ii ~ 1;_はみあたらなし、。

先に示した ~II く.共食いは\VSSV の!~~染経路とし

てIfi:裂であることから.経Uワクチンエビの経1-1攻般

による検証が必虫ーで、あると考え. 4~1iJf究では rVP26.

1・VP28および大JJ易iW-jタンパク質を粁1-1投与 し 統n攻
幣にlJllえ.以前お よび筋肉I)'j抜荷:で攻咳し.手キ攻常

iL における *JU ワクチンの幼~~を比較4食;トl した 。 ま

ず.各攻唯i:1~実験対J!(Uぎにおけるクルマエピ、の以fJ'\死

亡キが作々 67~79% であったことから，各JX~~宇 i1;に

おける wssvif~ がj必切であったと与えられた (Table

10)0 -' H このようなJ夫常治l主でも rVP26あるい

はrVP28を椛n投与したクルマエピの経u攻l惨での
RPSは何れも100%で 1，，)エピを以出攻取した場介に

おいても. RPSはいずれも70%以 1'.となり. ト分な

l;)jl~ll~カ米カfist、められたo さらに.統 11 ワクチン|文と手|ー

投与|乏の wssv1場'It;iトの|りlらかな迎いが1i(j;認された
{Table 9)0したがって rVP26およびrVP28の粁u
投与は. WSSVの経U感染に対しても卜分な防御[J効

井;を誘jSLできることカ{fi'(li;i'，!.で‘きた。4守に. rVP26ある

いは rVP28を椛11投リーしたクルマエビに刈し. ä~'J 

攻i?をした II..¥'のRPSは，作々 61%および34%であり.

その感染防御効栄は杭し|あるいは浸iiY攻政法で、認めら

れた幼~~に比べ低かった (T，lble 9)。トJamikoshiet al. 

(2004)は. rVP26. rVP28を筋肉I)'j抜却すること で

WSSV に刈 する感染|坊仙II ~M~~ が誘導 されることを n.<

;11ーしている。本災l険料以では. rVP26あるいは rVP28

を将ITi之')ーしたクルマエピが。;ぇi抗感染あるいは筋肉

注射感染よりはるかに多15・ (Table8)の¥VssvがJ主
駐された杭U攻単に対しでもまたー|づfな|功例!効果を不

し. さらに杭n攻~tr.試験における RPS 1r![が浸jilt攻撃

あるいは筋 1~~J1t 身、l 攻黙での RPS を上|日|っていた 。 こ

のがl来は. iV u et a!. (2001)およびr.Iomoyam<:land 

iV]uroga (2005)が折摘した 「共食いによる¥VSSVの

経U感染j の íE~'I"/ 1 を必 く支持するも のであり さら

にrVP26およびrVP28の経口投与によりクルマエビ

長ダ[i'(場でfl!:似される 「JC食いによる WSSVの水平(10

(2;-1吊jをドIlllできる可能性を不11去するものと与一えるo

本実験では. Fig. 15に不すように rVPsにE.colzタ

ンパク質が合平lーしたため E.ω1I 投与 lぎを刈HHH干の

ーっとして却やiii したところ.その RPS は経 1-1 攻~~~

で54%. 浸ii!i攻撃で22%と.低いレベルではあるも

ののìVSSV に対する|山和 1I効~~が認められた (Table

9)0 Itami et al. (1998). Ch巴nget al. (2005) および

Stritunyalucksana et al. (1999)は E. coli 111米タ ン

パク 釘を投 I止することで，エピの~1 :. 1本 IVj術líi~ が!!武ì1i化

され町 wssv に対しでも.j~UA'I~;をぶす.いわゆる免

;)5i j~\ì円幼県を似fIJ し ている 。 本笑月食品Ii栄で認められた

E. c刀lllH米タンパクfqを投'j.1ヌの¥VSSVに対する|坊

待11能は白 Irami el ([1. (998). Cαheng et a!. (位2005)~あお勺ラ
、

よびStr工r北i比tu山11山II川1ηy引叫alu【clオk伐s渋叩占託泊ζ廿川l

i円五刻効?力J封栄ミlにこ起|川)，刈、，1したのもでで、あると-If住E記然守している。

ところで. W u et ([1. (2002)は. WSSV!感染休j位エ

ビの wssv に対する.jl~+A'1ゾ 1:は感染後 3 .;iM 11¥j 後から

活j浮きれ その後，約 2か)=)11¥j持続することを被告し

ているが. Namikoshi et ([1. (2004)は.ホルマリンィ、

;1，化 wssv を筋肉|人~~主主~(により jÎが与された防 liÌ[J).7)県

が I~l 然!事染による IVJ 静[J).:iJ米ほど長!日l 川持~~IC しないこと

Table 10目 Protectionagainsl i市SSVchallenge by oral. i111111ersion. and I~vI routes in kuru111a shrimp vaccinat巴d

orally with rVP26 and rVP28 

Oral challell民 Illllllersioll cl1allell!.!e 1M challell2e M叫 kchallellge 

MOItality 問"s 』、vlo'1ali，v RPS ルIOJlality RPS tvlOJ1ality 
へn{lgell n n n 

(%) (%) (%) (%) (%) (']1，) (%) 

rVP26 30 。初 100 28 21" 71 26 61 12 。

rVP2X 30 o日 l∞ 27 22' 70 29 52 34 12 。
E.(υli 13 31 外 14 57 22 14 93 。
PsS 15 67 15 73 14 79 

限Si邑nificuntlyclif1erent (1% bピ1)fi'oll1lhe non-¥'<lccinatecl groups by X' lcst 
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を羽t世tしている。オ斗リ|ヲEで rVP26およびrVP28をキー予

u投 'j会することで. ー|ー分な感染|坊径1I武力米が誘導可能で
あることがIljJらかになったが. L1~ h長染|山jall効果の誘j草

!日!始時HJJならびに持続!!JJII日については ilt~:な課題で

あり.第41:1'にて日Jjj全検討した。

第4章 WSSV rVP26およびrVP28を経口投与した

クルマ工ビのWSSVに対する感染防御能の

持続期間と特異性

1. 目的

WSSV に I~I ?民感染し3ドき成ったクルマエピが

WSSV に対ーするI'J 感染に.jl~抗t/，を不すこと.その:jJ~

-iit:t/，カ，!岳染後 3i!i&IIUから認められ始め約2か)J II\Jr'd~'é 

することから. 1!!f:1'HHi動物であるクルマエビの免疫級

別象の{-(.{j:がJljJらかにされた (Vcnegaset al.， 2000 

¥V 1I et a!.. 2002)。 また本免疫松現象は. WSSVの

W;j立タンパク質を大腸Wiで先制させた rVPsを筋肉

J実姉することでも誘導可能であることがめ'認され

WSSV に対するワクチン IJfJ発の可能↑~/ーが示唆された

(Kamikoshi et al.， 2004) 。 さらに守[;í}3 i'~l において.

rVPsを主主U1x'jーしたクルマエビは. i市SS¥'による131

1-1.民 itt および筋肉内抜科攻~lf.:に刈 し十分な抵抗t/ー

を示すことが!IJJらかになり.災J.lJ(I~ な rWSSV 杭し|

ワクチン」の/JfJ発が具体化されつつある。WSSVの

rVPsをJ/Jl、た粁|寸ワクチンの効以については.ウシ

エピ.ホワイトレッグシュリンプでも尖~jE されている

(Wittevcldt et al.. 2004a : Wittevelclt el al.. 2004b : 

Wittevelclt elα1.， 2006 : Vaseeharan et al.， 2006) 0 し

かしなカfら. rVPsを経仁i投与 したエビの WSSVに対

する防御効県の.j-H:)'e)tJJIIUについては，ほとんどlりjらか

にされていない。

そこで本中ーでは. ¥VSSV rVP26および rVP28を統

U投 'j今したクルマエピを続II-Y(I~ に WSSV 攻撃するこ

とで.帝王nワクチンによる|功例l幼栄の党:JJlil.¥'j!J!および
~:.\続 J!JJ/I¥Jについて検討するとともに.rVPs経nワク
チンの追加投与効栄について検討した。

2. 材料と方法

(1) 供試クルマエビと接種WSSV

山崎県の芸員11JJJiの.f!Tfi'i'j !:/・ ~~ 施設で例脊された

WSD感染1iuJ!1、のないクルマエビ (之|λ均休:ill.0.08-0.09g)

を.チめ nesteclPCR (Kimllra et al.， 1996)でWSSV

|後七/:で あることをMii ~{;，した後.実験に供した。 1J t ii"tェ

ピは • ~ !Tu氏の J~.1mに砂を放き元l;めた FRP製の水れ!?

を川い. ';u:WP処理iilJ水 (0:3mg/L. 23:t l O

C ) を m~Ji..t 

~;処却をして飼育し.体11! の 3 ~20% に とlí たる rlil川町

合fiiiJ*:1を旬r:11~ 41!lIM河川した。

攻1t~試験に m し、る WSSV 液の訓終は.的 3 J:~!' に記

した力法で、行った。すなわち， WSD椛1Mクルマエビ

の筋肉を 411'!Hi~~ の PBS で-雌 jí干し j主心分離 (3.000x 

g. 10 min. 4t)により制た上市をI!.'.I収L.WSSV iJJ;( 

として位川するまで -85'tに似存した。

(2) WSSV rVP26およびrVP28含有配合飼料の調

製

WSSVの rVP26および rVP28の党別およびrVPs

合有配合飼料の ~Jfi]製は.約 3 i'i"に不 したブiitと1，什Jれこ

行った。すなわち. pET-VP26あるいは pET-VP28で

JI~ 'ft!転換した大)J詰IAWをLB-Ampirt 1<t.:.t;¥:地にJ去楠し.

37'tでIk¥/!lJil.nとうよ;?長し制度(QD州)が0.5利Jtに
述したところで jhl心分出11により大腸I';';jを匹11/正し. 1 

mivIIPTG合 LB-Amp液体府地にN!住淵し 37 tで

311剖:-u振とうJA-註した。).，:JJ易肉刻"胞をjiI心分;1JIi'(930 

X g. 10分. 4
0

C)により!日|収し Triton X-100で処理

した後 • i也音n主処迎lにより核阪をイv，UJ虫し. さらに述心

分14!f02.000 X g. 155土. tl't)により rVPsをl可J/xし

た。rVPsをPBSに懸渇した後. rlJ 版配合飼料とl

19の剖合でJjt合.批判tし.さらに|則合例年|に対して0.5

%id-の 11~ ~{i'斉IJ (止に川シェリング・アニマルヘルス)を

}JIIえ乾燥させることで句 rVPsf;;"干l配イT飼料をi制製し
マ‘
ム」 。

(3) rVP26およびrVP28の経口投与と WSSVによ

る攻撃試験

実験 1.WSSVに対する感染防御効果の発現時期

および持続期間

クルマエピ780J{(平均体1fI92:t 34 mg)を210L 

谷5tのFRP製A什1llにJlx作し. rVP26およびrVP28を

10 μg/g shrimp/卜1.大)J山民|タンパク質(投fJ:対J!(.U三)

を25μg/gshrimpl 1:1. 1コBS(~I 投与対!!日|ズ ) を合む

配合削IIをHI当たり休置の20'yo :，::の給糾 3不で 1511 

II¥JA枕して粁円投与した。Table11のスケジュールに

従い.投与 I JfJ ~fìから 29. 36. 45. 55. 75. 106. 112 

119. 126および1351]1-1に¥VSSVによる攻準試験を行

い.それぞれの以杭死亡ネから RPSを11山した。なお

WSSVによる攻'IP:は.会て民ii'ULて、行った。すなわち.

20~25出のエピをバケツに収容し士、]"J!(1!主の以和死亡

ネがおおよそ70%となるように訓悲した¥VSSV攻黙

泌(WSSV放を ìÍlj水でlO 'Olí}希釈) に llh\"'liU~乏iN した。

段ii'lf灸.クルマエビをil'j'i争な海水により流水ijU争し.

150 L作のニ111・成仕様の FRP製水楠に収容した。攻

撃後30卜111日にわたり.名|メの;14砧死亡の.j(g移を観察し.

また死亡伽11~汁ま f手 [1 2 J文IIIIJlx し WSSV の!0，.~染によ

る死亡であることを PCRにより確認するためで 30'C

に 1~~{{ した 。
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実験II. rVPs経口ワクチンの追加投与効果

ヲミ!段IでrVP26. rVP28. A!J弘前タンノマク質. あ

るいは PBSを経u投ワーした作|三クルマエビを本実
!i失にもfjbした。ネ9J[II[ワクチン投与により誘導された

WSSVに刻する感染防俗[Ji'iEがとr.i}iえしたH引UJ.すなわ

ち初[1.i[投ljーから75卜[[ ~[に各ワクチン投与|孟のクルマ

エビを65尾ずつ150L谷iljのFRP製水利li4つに分惜

し初[1.i[投ヲーと同じタンパク引を合む|配介飼ギ|を 7

卜[II¥J J.jj )JII投与した。投IJiiiは rVP26およびrVP28

は10μg/gshrirnp/卜[. プ(!J弘1A'，iタンノマク質は25μg/g

日hrimp/[]とした.f)J[i][までu.j立与から106および135[[ Hi: 
に 科試験|ヌーから20J.{を新たな水利ijに移し 実験Iと

[iiJHiの手JI[f[で WSSVによる攻;準を行った。

実験1lI.感染防御効果の免疫様記憶

リミ!放IでrVP26. rVP28 大!JYj(f，iタンパクEi. あ

るいは PBSを経11投与した名|さーのクルマエピを-4(尖

験にも供した。初!日|ワクチン投与により誘i与された

¥VSSVに対する感染防御能が完全に消失したH寺NJ.

すなわち初!日l投与ーから]04トl後に.各ワクチン投与[l

より各々 100尼のクルマエピを210L容;;iのFRP製7J(

1"，!li4つにそれぞれ分納し初|旦|投 lj-と同じタンパク質

を合む II\~イ河川日|を 5 卜[ [1¥jJ.jj加投与した。初日投りから

112. 119. 126および135[[ [-[ ( iι加投りから8. 15 

22および31日|一[)に.各|当ーより 20~25足ずつ新たな水

hillに移し実験Eと[，1]1栄の}j;1、で WSSVによる攻併

を行った。

実験N 感染防御効果の特異性

次に新たなクルマエピ飼育併(平均体mO.08g)を

210 L符 FRP製ノ'J(1'，
I!i3つに500J1i:ずつJlx作しお|険I

と[，iJfJ1rVP26. rVP28あるいは PBSを合む配介飼料

を15[ [ [I\lií'~~餌した 。 ワクチン投 'j. ijl:およびJ支与.d、は.

全て 1~験 l と|百] tJ~ に行 っ た。 1'1J[ii[ 投与iJfJljfiから35.

45. 55および106日後に. 各 lヌー より 20~25J{ を %Jr たな

水利ijに分村ijし.尖験 IとHHiにWSSV攻1表試験を災

施し，ネm日|投与による WSSVに刈する感染防佐[J能が

一度|界した後，減点したことをイ確認した。さらに.

1')j[lI[投与IJHljれから106[] [-[に. 初'J[1.i[rVP26投与mーから
210 L容 FRP水村llに2つに60J毛ずつ分科ijし ーブJに

は rVP261~配合 f!iiJ1"1を (rVP26-rVP261ヌー} 他方ーには

rV P28合問介飼料 (rVP26-rV P28[~)を弁々 7[:[ [I¥j 

J.jj }JII投与した。Hflに.初|日[rVP28投 lj./作からも60

尾ずつを 2水hillにうt1;rNし 一方に rVP26合配合tHfl

を (rVP28-r VP26 [豆一)。他))には rVP28合|配合f!iiJllを

(r VP28-r VP28 [ヌ)を各々 7[[ [I¥j i邑}JII投与した。なお.

対J!(~として.初|訂[ PBS 合 I\~ イ'ì t!， iJlH支 Ij.Hf より 60){ を

分科llし PBS合配合間半、1.;を追加|投与した。さらに.

Table 11. CUlllulative nlOnalilY and relaLive percentage surviv<ll (1~PS) In kUl'ull1<:l shril1lp V(lCじinatedwith 

WSSV rVP26. rVP28 <lncl E.co!i proteins by ¥VSS¥i challeng巴 atdifferent Limes after the initial v<.にtInario!l

laIli品1Var 
1-15 d 

， V I'~6 

E¥I)('J-il1ll'lIt IVP~8 

E ，'o/i 

I'BS 

，VP26 

r.'Il"!'Imem IVP2~ 

11 
ιmli 

P13S 

，VP26 

E九1lt.'rImt.'llt rVP~S 

111 
E凶 )Ji

I'IlS 

D;l¥'S :Ift.....r ll1llial vaωIII:¥linn 
]9<1 36d .15d 55d 75 d 10品d 112(1 119<1 126，1 135<1 

C酬n.l¥h'l1.(~o)・ 92 ''I:! 0・ 45 68 60 96 
lU'S (%).， 0 4 IIlIl 36 15 (1 U 
cUIU、ton.(~o 9ó 96 88 )" 6 0η84  

l~ I'S (%，) (1 11 0 93 25 0 0 
C'11m. ~ 1 ort.(τるC)~ 28・ 52・ 50 96 n 75 

N I'S(%・ o 71 41 29 /) n /) 
('UII1. MOrl. ("1 84 CJ6 88 70 80 60 70 

ßoo~ 'C I' Vnr. 
(75-81 d川、}

CUIIl. MOfl. ('，J 
，.VI'26 .一一 -~_...~..・M・-

15・ 76
~ 0 lミPSf'Y.，) 

C凶11Mo1'\ . (型。 45.~ 79 
，.VI'}S .- ー'-"'-町一一-一…… .......n...'目

民I'S('X，) 4訓11 n 1 

1:.‘ 
('u山叩llLMo凶 {σ宅もω75 71 
RI'S(吹%) 0 0 

PsS CUIll. Mo同 i事。} 7主 71 

rVJ>26 
('lIl11. /1.1."，. (~.J 85 90 30" 65 
RI'S(%) 0 0 57 24 

lJoostc，' ¥':lc. rVI'2R 
(104-108 dll¥吋

ι口IIi

PBS 
ウ1:CUllllllalivc 11101'し.llity(%)
噂2:RじlatiwpcrCCnI survI¥"，} (%) in cach g!'Oup、'じrsusPsS grOl!p 
耐3:Significamly difTcr.:m (I'V.， Ic山 1)li'ol1l thc I'sS groups byχ， tcst 
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Fig. 18. Time.dependent changes of r巴lativcpcrcent of slIrvivor (RPS) against 

WSS¥!じhallengein kuruma shrimp vaccinated with WSS¥! rVP26. rVP28 or E. coli 

prolelI1s 

3.結果

実験 1. WSSVに対する感染防御効果の発現およ

び持続期間

rVP26. rVP28. 大腸iY-iタンパク質およびPBSを

経u投与したクルマエビを WSSVで攻撃した|際の県
積死亡率を Table11に.また rVP26. rVP28および

大)J易Wiタンパク質投与l夫の PBS投与|互に対する相対

生残ヰ:;(RPS)をTable11およびFig.18に示した。

rVP26投与|実のwssvに対する感染防御能は. .fijJ 
IITI投与36日1=1から認めら れ. 45 H日に故高値 000

初回投 I子からll31]1=1に.手千|乏から20)毛ずつ新たな水

酬に分村ljし尖験Iと同線の手)11([で WSSVによる攻

政試!~(を行い.~ワクチン投与 |乏の以結死亡半の推移

を30Flli¥J?rMtきした。

(4) 有意差検定および相対生残率

子(~. ~I~~ ~~::検定および相対 1. 1:，伐半は.第 3ir，'と同様の方
法で行った。
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%.持;干131死亡4，;0%.P <0.01)に4し.その後減衰
し75[1ド|まで持続したが. 106卜11]以降では ¥VSSVに

対する|坊倒l能は全く認められなかった。rVP28投与-1ヌ:

では.初U1日|投与ーか ら 55 ド!日に認め られると同 II~' に品

市11!((93%. *砧死亡ヰ~5%. P < 0.01)に述しその後
rVP26投与|三と liiJ+i(iの符過が観察された。ープJ 大脱

出iタンノTク質投与区では. 1'JJI日投与ーから36卜11;1にJiEめ

ら始めると liiJ11寺に最I':S11l[ (71 %.以和死亡弓~;28%. P < 
0.01)に;直し 551:11 -1 まで f'~，~:~:;'t:したが. 751二!日以|経で

は防御反応を矧祭できなかった。なお. PBS合配合

fiiiJ ;jq投与|豆での累積化亡半は. ] 06 [1 1=1の攻蚊試験で

60%と若干低かったものの.その他の攻撃試験では

70-96%と安定していた。

これらの結県から rVP26投与|ヌーの感染 I~)j1向l能のピ

ークは. rVP28投与|ヌ舎に比ベコ(~i 1・1，1.いことがIljJらかに
なった。また町プI，j似ii;f.i投与|豆でも WSSVに刈する感

染防後11能が認められたが.そのピークは rVP26ある

いは rVP28投与|さに比べさらに早い11-.¥)日jに認められ

た (Fig.]8-.4)。また. rVP26あるいは rVP28を15ト|

IIU*3':1-I投与 した I:~~~こ誘 j草される WSSV !岳染 l)}j fiよ 11íì~ は.

30-40 卜|宅n立しか1'iY~~'é しないことがIYj らかになった。

実験II. 経口ワクチンの追加投与効果

rVP26をf支うしたクルマエビに初|日1-1支与ーから751-11]

にrVP26を51] IIU 追加投与し初IJ.lI投 1)竹、ら1061]お

よび135卜1EIにWSSVで攻殺した対米. 106日目に向

い感染防御能 (RPS:80%. WH11じ亡~~ :15%)が認めら

れたが. 135 H 1=1には感染防御能はUZめられなかった

(RPS: 0%.以fi'i死亡!'j，;: 76%) (Table 11. Fig. 18)。

rVP28を投ザーしたエピに rVP28を追加投与した場合で

も|百JHi~こ .1061] 1二|に感染防御能が認められたが (RPS:

40%. }l叫11死亡率 45%).135 [1 1-1には辺、められなか

った (RPS:0%.以和予七亡率・ 79%)(Table 11. Fig 

18)0 rVP26あるいは rVP28を追加投与した|ぎで1061-1

EIにiftめられた感染防御能は 追加投与前(尖験11三

751ー11=1 )およびゴ|追加投Ij_1ズ(尖験11200611日)と

比べIYJらかに日く 追加投与により WSSV感染|功例l

能が上昇ーすることがゆjらかになった。しかしながら。

各迫力H投与により上灯した感染防御能は.初!日|投与よ

り135LI 1;1 (迫加投与より601:11=-1)には完全に川氏し

ていた。ープJ.大腸Wiタンパク質を主JJIJ.lIおよび追加投

1]ーしたク ルマエビでは. 1061:1日および1351]トlの;終結

死亡Zキ〈は. 75% (RPS: 0%)および71%(RPS: 0%) と

なり.追加l投与による感染防f~l1 íì~の _1-. 11' は認められな

かった。なお. PBS追加|投与|互の以枯死亡ヰ、は.イIIJ

れも71%以J:.で、あった。

実験E 感染防御効果の免疫様記憶

初日ワクチン投与により誘存された!岳染防御能が

完全に消失 したlI~iJ tJJ.すなわち初|訂|投与ーから 104-108

1;1卜|に尖!波日と 1，什正に追加免疫を行い.追加投IJ-に

よる感染防御能の変化をまえ10および1~115に不した。

rVP26を追加l投与したIEでは. 1121:/ 1-1 (追加投Ij_8 

[j 1=1 )および119卜11ヨ(追加投与1511I ~I )の攻鉄で感

-iA~ l;Ji f~ll能は btめられなかったカ王. 1261:1 ICI (;且)JIIJ支17-

221] 1二1)の攻!壊では RPSが57%(以砧死亡率30%)と

なり。比11皮j'IJì';;~ い感染防御能がi1tめられた。 しかし

1351] 1;1 (追加投与31日Il)の攻"f.では. RPS は24%

(架.fM~亡~;65%) となり.感染l坊位11能は126 1]に比べ

弘北京していた。

rVP28を追加11文与・した|ぎでは. 1121:1 1-1 (追加1-1支う

8 LI 1=1)の攻喉で感染l;jifMl能は認められなかったが，

119卜11=1 (追加投与15日日)の攻墜で!感染防御能が認

められ始め (RPS:24%). さらに12611日 (JJ1加投与

22卜|日)の攻政では RPSが93%(以砧化亡ネ5%)と

なり.向い!岳染|リ~.full能がj12められた。しかし 135 [1 

|二1(追加投り311-:11=1)の攻惨では.感染防組|げjEは消火

していた。

大l貼|苅追加投1:;'1ぎ.では. 112-1351:1 1-1の攻蚊で何れ

もRPSは0%で.追加|投 1)今による WSSVに対する感

染防組11能は;itめられなかった。なお. PBS 追加l1X与

|孟の以干131死仁卒は 何れも6:)%以 lーであった。

実験N 感染防御効果の特異性

rVP26あるいは rVP28を帝王1-11支与ーし. さらに|司有fあ

るいはl/':-flTiタンパク質を追加l投5・した場合の vVSSV

感染防御能の-lfiJ多を Tabl巴 12にiJ'した。まず. rVP26 

あるいは rVP28をキモn-l支与し35H. 45日. 55 [jおよ
び106[1 1:1にWSSVにより攻 l棋を行ったところ. 35 

卜lおよび45[11ニ|の攻自殺では感染防御能は認められな

かったが. 55 H 1;1の攻鉄で ¥VSSV感染防御能がJ:.1l

し (rVP26-}支11‘18:の RPS:72%. rVP28投与ー|乏の RPS

59%)。さらに106卜11;1の攻咳では感染防御能が減京あ

るいは消タえしていた。

次いで.初lilJ-I立与.106-112L11ー|に初|口|投与ワクチン

と同郡あるいは県相タンパク貨を迫力"投ワーし初|汀|投

1]ーから 113 [1 1~ 1 (.iJl加投与会 71:1 1-1)にWSSVJ主務をわ

った。その結米. rVP26投与|ぎに rVP26を追加投与し

た場合 (rVP26-r VP26)のRPSは100%であったのに

対し.I<.J I )(~ rVP28を追加投与した場合 (rVP26-rVP28)

のRPSは33%で¥|司利抗版を追加投与した場合

の RPS は 1/!~極抗胤を投与した場合に比べ明らかに

)f:，'Jかった。 また守 rVP26-rVP261実の RPSは迫加投

与刊(liijのRPS(21%)に比べIljJらかに高かったが.

rVP26-rVP281さ-と追加投与直前の RPS に布誌な i'I~:]'iS

は認められなかった。--H.rVP28投与lヌ:に rVP26あ

るいは rVP28を追加投与した場合. rVP28-rVP26およ
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Table 12. Booster effect uf homologolls and heterologolis rVPs in shrimp phylaxis induced by oral vaccinatiol1 

Wilh reじol1lbinant¥VSSV proteins. rVP26 elnd rVP28 

Initia! Vac 
1-15 d 

35 d 45 d 

Days aftcr initi日1vaccinalion 
soostcr Vnc. 
106-112 d 

113 d 55 d 106 d 

CIII11. Mon. (%)"' 80 
‘，
 t
 

}
 
1
 
1
 

rVP26 

RPS(‘%)・2 11 

Expcl'imcnt 
IV Cllm. Morl. (%) 87 

rVP28 

RI'S (旬、} 3 

45 PsS CUIl1. 1'v1c111. (%) 90 
"1: Cut11ulative l1lortality (%) 
ミワ2:Rミεei<山I叫山tlV刊巴pコx父川c引J九rcω:江氾川cα叩2刀川nts叩urVI、V刊「勺刊l
=ゴ3:Si巴叩昌引l山lifi恥cαωωa訓叩mt向1;:d山ir、T五花TCI仏必fCIα2孔l代山c口叩11凶11(υ1% lc¥口、V代，吃el)川r、ilω0111t山hcPBS g包ro山u叩p戸3万sb匂旬yχx2 tcsl 

び rVP28-rVP28の I~PS は. 手千々 42%および67%で¥

先と同総にl'iJ.fJ(ワクチンを追加I.J)(:与により誘j与された

感染防í~11能のブJが. !TSfJ(ワクチンを追加投1]に比べ日

いことがIYJらかになった。さらに. rVP26迫力111)(:Ij.1ヌ会

である rVP26-rVP26Ix:(RPS: 100%)とrVP28-rVP26

|当 (RPS:42% ) を比 i院した J~)j合. 同 じ rVP26 を迫力11

投与 したにもかかわらず川郡ワクチン投与|ヌeのRPS

が yls~Jn ワクチン投与|ぎの RPS の 2 i('; 以 I~. r'， ::j いもので

あった。逆に. rVP28迫}JII投与l文で、比較しでも I"J.tJfi 

に， rVP28-rVP261ヌ (RPS:33% ) の !f~.X;染 I;)jiull能は.

rVP28-rVP281ざ(RPS:67')(，)に比べ2倍以 l'向かった。

4.考察

尖験 Iの布Ii栄から. 1べrpsをクルマエビに符u投I止
したJJ;}イ'i. iVSSVに刈する感染防御能は， Jit与45-55

日目 に!.I'，JJLしその後20-301-l11¥J維持されることが明

らかになった (Fig.18-A. B) 0 Namikoshi el al. (2004) 

は. rVPsをクルマエピに筋肉注射J立与 したJ必fT.

WSSVに刈する+lUj'Lセ1:.は抜積30卜11:1以降に係認され

ることを手liflfしている。また. WSSV!岳染イ本iJ.'ilエピ

の場介では. WSSVに対するmお'd'leは感染後、 3;I.'ij 1=1 
から山現し.その後約2かJ-J/1¥]1ず抗されたとしている

(W u et al. 2002)。 したがって.クルマエビの場合は，

ワクチンの投与方法にかかわらず， WSSV感染防御

能の誘導に約20-301-1利!主必嬰で、あると考えられる。

しかし rVPs により i秀導された感染防御能の.J~Hすし JlJJ

II¥]は守感染lsi1;品エピで認められた|坊位1I能に比べ|りjらか

に短いことが示11変された。ーブJ，ウシエピに rVP28

を経I-J.j支与 したJ必合.投与後7日日にu立も向い防ii111

~JJ採が1iM ;!!.!， され (Witteveldt et al.町 2004).またイt:iTi: 

87 24勺 U lill. Mo'1. (%) 
rVP26一一一一一一一ー

0・3
)) 

RPS ('16) 

。 CUlll. M口円作品 30rVP28 ...._-..回目・・ー ・一回一ー
RPS (01.，) 33 

Cllll1. Mort.l%) 26 
rVP26 一一一 四一一 『

RPS ('1<，) 42 

72 21 

87 36・3 90 

。 一・2CUI11. Morl. (%) 15 J 
59 。 rVP2S 

RPS ('X，) 67 

80 88 70 PBS Cllll1. Mort. (%) 

5gのホワイトレッグシュリンプでも 同ねiに， +支IJ-fik

7 H 1 = 1 に ~!:j い防御反応が制奈されている (Witte velcl

et al.. 2006)。この係に， rVPdJU投与により誘15Lさ

れる感染防御能の時J!JJは句クルマエピとその他のエビ

Miでは大きく見なるようにはえるが. 尖|慌には， iJt HJ¥ 

エビの抑制のみでなく.件、ifi:， ii2 f!T[ HL JJ; (の静寂i.川市

方法あるいはfHTf 7j( ìi~\. サ:の条nが実験結米に大きく信

号~:t:iすると考えられる 。 ~.1j， にイ'4( f[U之|坊位11)えk; の，i秀導 1 1;\

J!JJ に l;;-~~tWする iはも 主要な聖一凶の一つであると考えてい

る。なぜなら.子市Hi(1甘な尖験ではあるが.てII.Ji)休lf(U.J

g. 0.8 gおよび2.5gのクルマエピに rVP26を経口投

I1した:JJ)r;:'i. 0.1 gおよび0.8gのエビでは rVP26投

与後45[1 目 まで、感染|り~íi1 11能が;it、められなかったが， 0.8 

gのエピでは投lJ後初日で検lI'rされ サイズの大きい

エビのブjが速やかに感染防御能が1I'，Jj~する傾向が:認め

られている。

サミ!検 Iにおいて， rVPs の経|二|投ワによる防佐1I効 !A~

の持続則的jは20-3011111]であり句感染filN.i.苗エピに比べ

知いことがlりjらかになり.主主9jl'[JJL JJ)jで、の IべiPS経1-1ワ
クチン 1~ J1 J を恕〉とした JØ'j合 . 大 きな訓ljむが残された。

そこで¥尖!!JgZIIでは. rVPsの.iB!JII投 f子により感染防

御効果への影響を検，iiEした。災験 IIでは. rVPs ';Yl凹

J支与による WSSV !岳染 IWí~11能のピークがj自ぎ減哀 し

たものの句 まだl坊位/l能が残存する 11守HJJ.初!日l投与75-

81日1=1に追加|投与を行った (Table11.実験 I句751])。

そのあli栄.初I!J.I投与後1061:1目の攻峡試験で. ゴlo迫力11

投与|互に比べ明らかに高い感染防御能が雌認された

(Table 11)。本感染防御能は.追加|投与国一前の!岳染Ij:Jj

f向l能と比 '1 1交しでも IY.J らかに ?I~:jかったことから (Table

11). rVPsを)Jj加|投与することで WSSV感染防御能
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を ~fi持することが可能であると考えられる。 しかし

ながら，初1l:!1投与ーから135El卜1(3ιJJII投与より 60卜1m
に行った WSSV攻撃試験において， rVPs追加投与l天

のエピに WSSV感染防待/ltmが認められなかったこと

から.追加l投与により WSSV !感染防 1MJ能のtH~éJ!JJIIU

を延ばすことが可能であるが.追加l投与により延びる

+H~，J!JJIIU は比 '1皮~:}):く， WSSV!必染|山ialJ能をまfi:J.¥し続

けるためには少なくとも30-40[1勾:に rVPsを迫加|投

与-する必史ーがあると考えられる。

ジミll会皿では， rVPsのみIJlul +;1: ij・により ;秀2ffj.された

WSSV 感染防御能が先令に消失 した11守!日J，すなわち

';YJ 1i:i11支与の、ら104-1081:1101に rVPsを追加1.J'j(与しぷ

染|坊話 IJ能の推移を ~UL然した。 そのがi栄， rVPsを追加l

投与 した|ズでは.迫力H投与nL(後 (主JJ同投与112卜11;1， 

追加投 t子8EI "'1)の攻撃で感染防御能は認められなか

ったが， 119-1261=1 EI (追加投'J'12-15ト11=1 )の攻撃

で向い感染防御能 (rVP26追加l投与:57%， rVP28一迫Jjll

投与:93%)が百立められた。 しかしながら， 13511 1=1 

(迫加投与311]1=1)の攻按で， WSSV感染防御能がl況

に大1111>¥~こ l"え京あるいは ?ì~j失していることカ{j ljJらかにな

った (Fig，18)。残念ながら， {1JIl'.I~H文 /nr(: を設けて

いなかったことから， rVPs 追加|投与-によるJ岳染|功例l

能の11'，JJLII.j' !!JJについて:iEfiNに比較することは11'，来ない

が.迫}Jn投与による感染防御の誘導(約12-151ーliiij後)
は，W¥u¥投与 (約30\-\ 前後)に比べ述いIlJíì~ 'I'/1ーが 'J~II& さ

れた。また先にも述べた立11く.追加投与による感染

防ij;/I能の持続Jl)]II¥]は.初1)11投与ーあるいは感染ifrH;0¥エビ

に比べりjらかに臼:し、ことがIJJ倣認された。

ところで， Namikoshi el al. (2004)は. クルマエ

ピに rPVsを筋肉内n射により追加11;1:与することで.
WSSVに対する感染l;Jjiill IiEがj‘し進することを '{:Iit';'し

ている。本実験結栄では.初|日|投与による感染|抑制l能

が RPS93%以-'"と高かったこともあり.残念ながら

追加l投与により感染IWia¥liiEの/じ進は;itめられなかった

が.迫力11投与による!惑染|りJ仰の誘j隼がj生まる傾向カflit

められた。 これらの現象は.子HH~動物における免疫の

二次応答に似めてうa:i似した刷象である。台!f;1'Hfi，動物で

あるエビ'1Jiは抗体を，NJたないことから.狭義の免疫は

ないと考えられてきた。 しかしなカfら， WSSV!ぷ染

ifrn ;邑エビが WSSV:PJ感染に拡f/~'I~I を 示す.いわゆる

免}針lJJL象が発見され (Venegaset al.， 2000)， rVPs 

をJ;t与ーすることで'vVSSV!\l.~封さ|坊 1t1J 古E カ可走 ir:t-されるこ

と (WII et al" 2002)， さらには rVPsを迫加投与によ

り感染防御能が持続されることは.エピJKiにも免疫反

}，~;に ~Ji似した感染防静IJ被怖が1iili わっている可能tl を示

唆する枯採で、あると考えられる。

そこで実!吹1Vでは rVPs投与 により誘導され

る WSSV 感染防御能の*~: )~I~ 性について検 ti1 するた

めに.初日投I7-と同研:あるいは児柿の rVPsを追加!

投与 した場合の感染防御fiEの変化について検討した

(Table 12) 0 その料米 同干~Tl rVPsを迫加l投 IJした

J劫介 (1・VP26-rVP26および rVP26-rVP26)の RPS

は.災組 1・VPsを追加l投りした J~j} 合 (rVP26-rVP28

および rVP28-1べíp26 ) に比べ明らかに I'，~j く. またj阜

JJlIl立与直liijと比べても感染防静/1能が克j正しているこ

とがIVJらかになった。 さらに， rVP26)JjJJII投与|さで

ある rVP26-rVP2613: m，ps: 100%) とrVP28-rVP26
l烹 (RPS:42%)とを. また rVP26J且1JII:tJi:.!j， /:8:である

rVP26-rVP281ヌ:(RPS: 33%)とrVP28-rVP2813:(RPS 
67%)とを比較 したJt)j合， IfiJじrVP26あるいは rVP28

を)Jj}jll投与 したにもかかわらずl'iJ柿ワクチン投与ー12:

の RPSが24日1ワクチンJ文与区の2倍以 I'，i匂いことが

IVJらかになった。ープ'j， 予1illi(1旬に行ったiiJt!険では

WSSV感染防ftll能をi詑噂されたクルマエピは. ビブ

リオ感染に士、jする防御能を不さなかったこと， WSSV 

感染防御能を誘導されたクルマエビの IfJLリンパ 1'，ìl~; 

J，I'には， WSSV を1'/'午11 するÌî~'tl が ;;tめられること

さらに本Ir"リンパ械は他のf(t1j1 Hkj )Jj(ウイルスである

infectiolls hematopoietiじ necrosisvirlls (1l-1NV)， 

viral h巴morrhagiじら巴ptlじ巴miavirlls (VHSV)および

infectiolls pancreatic neじrosisvirus (IPNV)を1'1'午11

することができなかった (Wu，20邸内士論文)刊。

これらの結以は. クルマエピが rVP26とrVP28を以

なるタンパク質として認11抜している可能性を示唆する

ものであり， さらに先の実験ではIYJらかにできなかっ

た同和(rVPを迫)JII投 tjーすることで， ¥VSSV!岳染jVii~1l 

能がj'C;並されることを不す結果であると考える。すな

わち. クルマエビも.十J'Lf本こそ持たないが.イf.t(í~動物

の免疫に相当する ~t付， 1幼後)Jti引11;を備えている可能性が

あると考える。

ところで¥本研究で大JJ坊Wiタンパク質を続U1立

与 したクルマエビにおいても， WSSV感染防移IJ能

が認められた。これまでの1iJ1究で.ペプチドグリカ

ン， s-1，3 グルカンもしくはリ ポ多粉体 (LPS:
lipopolysaccharide)の杭n投与によって誘4ーされる
感染防御反応は.部IIW4感染のみならず (Sunet al.， 

1994 : Teunissen et al.， 1998 : Sritunyalucksana et 

al.. 1999)， ¥.IlSSVに対しでも効栄が認められている

.， Wl1， J L.. 20m， Stl1c1ies 011 ql1<1si-imll1ul1e respol1仁巳 ofkurl1m<lぉitril11pPrllftel川 jlljJ()}llClISa山Jil1S1whitc spot sYllclroll1e、!ru日(¥¥'SS¥')..-¥pplied 
13ioJogical Sience， Grac1uλtc Schoo! of Biosphere Sciellces， !!irositil11<1 Ulli、erslt、Do仁(Or，lIThesi， 62-81 
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(Itami et al.， 1998 ; T日kahashiet al.. 2000)。また最

近 • s -1.3グルカンおよびLPSに対する結合タンパ

ク質)tl{Z~ 了の{p. nzoJ1odoJ1 (Luo et al.， 2006)およびL.

sc1zl7litti (Cominetti el al.. 2002)からクローニングさ

れ.さらに Toll交:谷体Jll伝-{-がL.vaJ1J1amei (Yang 

el al.. 2007)から ip離されている。本実!検討i県におい

て. 大JJ易1f-iタンパク質投与|ヌでは惑染I;Jj待l!iiEのピー

ク (RPS1[![71 %)がJ立与後361-11ニ|から il立められおか

rVPs 投与 |メ:の ピ ークに比べ1O~20 日 和平かったこ

と(実験1) さらに大JJ弘前タンパク質の追加投与に

よる効果は一切認められなかったことから (実験 H

III) .大JJ品|拘タンパク質により誘導された WSSV感染

防iU'1ばiEは， rVPs により 誘J与された!~~染防 1M!能とは lþS

なる機l字によって誘導されたのではないかと考える。

総合考察

クルマエビ千!Tn'!'i~I e Jl( J!1:f!I' における WSSV の|坊 I;~~対

策の現状を Fig，8~こ航式 ([0 に不 した{) 1J(i'J'1 ~U1i'l に供す

る受中l'j~11 を Md記するのに必要な雌刻エピの主主)JX:技術は

まだ的ιなされていなし、。採卵JIJの)J!G;?，¥した組エピは句

ほとんどの場合大然111来の刻エビに依{-{している。

天然組エビがWSSVに!感染していれば.府(I'!'i~1:. ïl'(.fJ~ 

j必にウイルスを持ち込むことになり， fHi':l'J!1Wにおけ

るWSD発作の危険性がrll-，IjくなるC また， 天然海域に

よlL，lA、する l'II)'o:dJiやiilJ;J(を介してのノド之1̂([0な1.L;1訴が起こ

る司能性があるo 従って， ;fJ(WI".J:.，l足場へWSSVを持

ちjムまないために感染経路の)lf!;1析を1.1.'心とした|め除対

策の椛築が求められる。.fJLtIでは， jlí'~11 に1J日点した~:Q

エビの PCRi去による WSSV 検 IIHi'i県に ~，I~づくウイル

ス|場 'I~I:エビの排除と受布切11 のヨード方IJ による iì'Plj:の尖

施.および例7守JI:J水の殺|品iを中心とした|幼|徐対策を講

じることにより， WSSV フリーの柿 Tú を作 1~~する技

術が的立した。次のステップとして. クルマエピの免

疫椋現象を利川した水平感染防|注文、j策の梢築がlIJ1iEと

なれば守 ウイルスフリーの郁1'1'1のイ{効利川につながる

とともにクルマエピにおける WSDの総合([0な|削除対

策の構築が可能となる。本イiJI1"t第1'"戸および2常にお

いてクルマエビ、郡17! とURi における WSD の発~I:.:Iた況と

m~出 感染の|山 I;~~ を Iー 1 . ' 心とした|山 10~刈策の効米について

検討したo 白江抗ín日l 'ド~i市i

1発f:'-1七作川二ジ:.:1羽状|げ伏1犬よ jか)~の 詐創刺制11 1なな十検食 7討l'J によ り， WSSVのごi'.たる感染

五予防の.j(i1ζを行った。また.約 2'，;;i'ではポビドンヨー

ド剤による安全で効栄([せな受1:í'J~11 のれ~./'1);条件を把握す

る目的で. クルマエピ受中i 'i ~11 に刈する安全ìl;~)主， ii'i'ilJ 

処Jl!! II~J'11¥jおよびjI33j;効栄について検討した。

T-iij J主の女11くウイルスフリーの1AWIを生反する技術を

4併倣雌1官住j[ 立 したカが自[，iJ l育当すJ叫i域;f，[υJ~克lをウイルスフリ一の:1)えよ;態主に f仏.~~つ

ことカがf河|除主州|印主刻矧Iiな7育t守?引i了')成i或j比(J段支引])t:

までで、7無!!任!仕t凶負策=でで、あつた。しカか、しし' クルマエビにおける免疫

総現象の発見により (Venegaset al.， 1999)，エピJJi

においても十分に免疫様現象を利川したワクチン技術

のIJf.J党が可能であると考えるに亘った。第3'i~i では.

rVPs の経u投 'j宇による WSSV 攻~~への|山静I!効栄をä

射. 良市および杭[-1攻幣によって検討した。第4卒で

は， 1坊笹I!効米の発JJ~II~i! !JJ，持続!日JII¥jおよび追加投与効

果について検討し料[-1ワクチンによるAぃÎ感染対策

の構築を 1':1([0として似l究に11)(りキIlんだ。

ここでは. これまでのがi来を総合([なにとりまとめ.

クルマエビの WSSV1幼技対策の民望について考岩手す

る。

的 11;"において， 1996年以降の志イIJ¥よ、)'1'合におけ

る稲 !?l 生 ，i(J!1T:~I' の WSD の発~I 会状uを検討した。 その

あ'i:!{~ ， jlr卵組エピの卵巣から WSSV がtý~II'，されたこ

と. これらの PCRI場tl:11古川， 111 来の受粁i~ll を 1)1 除した

ところ.樟i'I'I"I'_庄の成功事f>iOは234[.例'1'2FF例 (91.3

(J6 )になり， WSSVの防lqy効栄を{許認できる結果が

不され (Table13)， t&エピにおける WSSVの検11'，kL

米と柄引lからの iVSSVの検出およびWSDの発生が良

く符合した。また， WSSVI効性のJ比エピを州|除した

f主I'!'i~I'. "í] での成功守、f の |ιFI から.干1T( 1'1日I~.N:J邑干:11 にお

ける WSSV の i たる!岳ゴE帝王 E告は t&エピからの亜i~ [ ~: i玉、

J前と考えられた(イL，'JjY，fら， 1999) 0 山[Ylら (998)は.

1996年7月から1998イl'4月までに同内 i'Iti，(([N)jで、泊、獲

された天然~:Qエピ合計 1. 269J:[; (雌955， b:fí~314) の 9.2

% から WSSV を tý~11'，し， t会Ll'，ネは.反J!JJ(7)'Jから

8 JJ)にi'(([1生される刷エヒ、でτ，'Jまる傾向がみられ， J又
刈に 4月から 6月にかけて漁獲される批fU&エビでは低

いftYl[IlJがあるとした。これとは別に 2002年から2007

fドまで、の実li公の沼町!'i，'j:. ~{ においてJ来日H に供試された批H

税エピ6 ， 312J毛からの WSSV 検 11'，状況の.j(í~移を Fig.19

に不した。2002{1今に東海沿jいおよび九州東山2のiiIJj-&

で50')uに述する検山本を方、した後 2003イ|二以降15.0%

のfý~II'， ネ を ilU:JJ にほぼ10% 前後で、iW移し検11'，される

地j-&が特定のJJJj所に偏ったfiJi[r'Jがみられるとともに，

7月あるいは8月頃に検出されやすい傾向がみられ

た。天然海I或での佐心、↑凶イ本から WSSVが検11'，される

ことはウシエビ (Loet al.， 1997)やヨシエピ (Wang

etα1.， 1997)でも fli告され.ウシエビでは産卵J!JJであ

る友から秋の漁獲悩休のブiが冬の漁獲111il体より検出

咋が日くなることが:ilA告されている。この現象はクル

マエビと同様であり.クルマエビにおいては多IL!I産卵

がストレッサーとなって丸エビに不肱itl'感染してい

るiVSSVのl';0Mを誘発することに起|主|すると考えら
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i2í:~卵後の }J/.J q~UI'1尋:が向く.また j1(卯後の検山本は

卵巣卵より乏1'1';袋・のプJが日くなっている (Tabl巴 13)

OVlushiake et al.. 1999 ) 。 以|二の~:占栄から f&エピの

WSSV 検出キfi楽に ~， I，;づく'乏中i!j リ IJ の選別を行う|坊|段対

策においては，庄司IJ後の交1il;訟を検11'i;151立に選択する

ことが1f(裂であると考えられる。

Fig. 19に示した)(然クルマエビの WSSV検1'1'1状況

の訓在において. 2002年から2003年にかけて検出不の

低ドとともに|川I:EIW岸での検1'1¥ネが比較的 [11=:)くtfi移し

た。 いずれについても史~ 1)，1 は不明であるが，九州J，j~;ギ

クルマエビホワイトスポット州の防|徐対策

れている C'vlushiakeel al.. 1999)。このような検11'1半

に季節 (1なな変動が起こる現象を断まえ，柄 I'I'I ~I.:.J!( にお

いては. WSSVの感染ネが比較的1止し斗月から6月に

iJu位されるf&エヒを搬入し それらの机エビから l~J ら

れた卵をfi'iJ育にJIJ'-'、ることも WSSVの|功|徐対抗の

っとして有効とされている C1~1りj ら. 1998)。また.

1997イ|から1999イl'の3千I'IIIJにおける. ~Jîエビ、の tOJlJ前

後の卵見UJIJおよび、受1il;袋 (交J.{によりwから絞れJした
1il;了今をltj=jl~&: しておく小説)からの WSSV 検 11'1 i1i';を比

較すると.卵巣卵および受H;袋のいずれも j!(卵前より

Table 13. Occurrence of WSD at Shibushi ancl Kamillra station ()f ]ASFA in 1996 to 2000 

No. of slIccesses / condllcted Disinfection treatm巴ntof eggs Selection of spawnres"1 YCat 

6/1-1 (-I2.90A，) I'iot donc Not clonc 1996 

21/23 (9l.3'%) ρν -l
 
r
L
 、
，(
 
l
 

!日01110、日ryprc.spa、、1111lg1997 

11111 (100%) loclinc F1'OI11 R. S・，ancr sp日、、'111l1g1998 

.n/.J8(97.リ%)1 6116 ( 1 00%) lodinc aftcr apa¥¥'nin巴1'1'0111 R. S 1999 

20121 (95.2%) lodinc alkr ap白、、'111l1g

本ISじIcctiol1basccl 011 PCR rcsults 

"21ミS.:rcじcpwじulumselnInIs 

1'1'0111 R. S 2000 

60 

50 
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行IJJ或で、検{I'，ニキ:が低|ごした攻守|天|の宇っとして病以体と1l'i

::1:の平衡関係の成立が考えられる。主到 (2000)は.

オーストラリアの野ウサギの撲滅にJIJし、たミクソー

マウイルスとの三l!.f%関係成立までのID:代数で、みると 6

III:{にかかったとされる司;例から. 1主|内のニジマス(l

!日代が3:f!:)における IPN(伝染tl:JJ平臓場。山主)の発

抗 (1964イl'国)から終息まで (20"f¥]iJ)の-l:jf.jyUとも良

く符合し. 'hi，J}J;(体と1U主の51"衡化が流行の終山、に|均わ

っている IIJ能性を;治している o クルマエビの WSDが

発生するようになった1993年からJJL-u:までに15il，'経過

しクルマエピの 1111:代を 2"ドとすれば 7!I刊にが.

3イドとすれば5山イtが経過したと考えられ. クルマエ

ピと WSSVの:>:1とf財イヒが;包こっているかもしれないo

WSD カサ主|内です台~I三 {?Z. WSSV はフミ然のql)投資lから十余

{I'，あるいは分自Iiされていることから.このウイルス

は|主|内に定治したものと考えられる。天然クルマエ

ビ、の十余{I"Wカ{11(トイば[IIjJにある3血j或もあるカ土 器~~~~'é して

杉Ql.UされるJ也J必もイfイ1'.し句 ヲ三然の11-1;'1;):1;([にいかにして

WSSVの!必ヨミカ勺ι着していったのか. ヲ'cW~ i1IJJ或にお
ける WSSV の!惑~~JJfl については!f!! 1味深いところであ

る。f(t1J[のベータノダウイルスにおいては.分子攻守:

的な，uliJ在手法により天然マアジから検I.l!，されるベータ

ノダウイルスの泣伝n0多係官1:がi制べられ. 天然マアジ

!日jでのベータノダウイルスの伝1{.iに地JI!!(10.季節的~:

閃が|羽係していると考えられている (官谷ら. 2007う.~:

会発表 "'60 WSSVの検{I";I犬j兄においても地JII!(10ある

いは季節的な変動がみられることから (Fig.19). こ

のような.分イー疫学(10千11、によるデータのみ砧を行う

ことで， 天然J或で、の WSSVの分イ1)および助イ本をJ巴J!j5
することが可能となれば.流行予測という制).¥から，

より尚!立な WSSV防除刈策の構築が可能となると考

える。

]IIj;iliのように.郡山ドI:.iii'::;品ヂ11で、の WSDの発lle状iJG

から句 vVSSVの!岳ゴミキ王E作として:Tfi:iUfム1ifiカ{Urrlく石く11変

され.産卵後の;f&エビ乏:-fi!;主主を検査し l岱tl:と判定

された税エビ、 111 来の卵のみを選日iJして航1'r'í ~I:. J!Iごを実施

したところ. Table 13に元tしたように1998イl'治、ら2000

"1' までのクルマエビ、都Wí~t:.J!í'~ の成功半は97.9 % となっ

た。 したがって.剃エビの長村議検資に t，~づく卯選

別と次項目で述べる卵jiq78-とを長11み合わせた方法は.

干J(Wi~I:， ilri;品主I~ におけるクルマエピの v.，rSSV 1坊152対策

として小hめて有効で、あると考える。 しかし. 48e.Jf例1:11

わず、か l例ではあるが種111から WSSVが検!I'，され.

WSD の発生には主 らなかっ たものの，組 1'I'í ~I:.J，í~ を'1 '

11二せざるを刊ない事例があった。その後. このJJi(1主|

は • ilr~卵後の受î'j'j 説は PCR I~?七1:であったが.卵巣が

PCR 1;抜|て1:の11，';1イ本が合まれていたことが判明し (虫lりj

ら.米発表)(Table 14). i!産在卵 f後妥の乏:~斗1中'1介|

けにJ恭1主Lづづ、く H卵iJのj選笠別でで、は. WSSVの検{I'I漏れを~こ

すことが判明した。この検在耐れを|坊ぐには. 1作;1体

について卵巣卵と受粘蛍の2品位を検査することが必

~:になるが. コストおよびび、検千有EII時1:，時、寺剖刊「引|日11]の延j長乏など川!題出ι).J

カがfあることカか、ら. 最も現実1'10な防除対策として. 制エ

ビの PCRI場性率が低い 4JJから 6)-Jの比!I史的lT]いIh¥

!日jに漁獲されるt&エビを)IJい，il(011後の受-fMi毛からの
WSSV 検 {I" 結栄に)，I~づく受精卵の選別が有効かつ効

ネ(1なであると考える。

VlSSVがクルマエビ、長村;1j↑Jに侵入するのか. lPに

去而i に N~~i'しているだけなのかについては IljJ らかで

はない。 また 乏・i'i';011のditl;にl却しでも.今のとこ

ろ効扶を IH~併に伺:認、した例は '(1<告 されていない。 台i巧

におけるウシエビの WSDでは興味深い械;ifがある D

WSSVが卵巣卵|付に介イ1'.すると卵の発育がドIltifされ.

W: n'J: 1i; 1ifiがil話こらないとされている。 しかし. この
場合でも.卵および、ふ化幼~L二については ìk泊または

ii'i むを尖胞することカf有効な]i由イ::Z;1需の防|徐になると

している (Loet al.， 1997) 。 志布志Ij:1l~では.受~:I'f0¥1 
の卵去[(JIに有平1:するウイルスを不出化することを|二11'1な

として. 1997 "I'W，I派. ヨード剤 (午{~7J ヨウ京濃度 5

mg凡)を合む紫外線処JlJI ìilj 水で、 5 分 111]の iì ~í誌を行っ

ている 。 最近の{リ|ヲ~ -';'~I{ 告 では。 WSSV は有効ヨウ素

濃度2.5mg/L以じでは0.2分以内， 1.0 mg/Lでは 2

分以内に不活化されるとされていることから (桃山，

谷村， 2004)，上;iliのjill-71j条件はサー分に受1'i'1'0IJ去而の

WSSV を不 i古化できているものと ifí~'iとされる。 さら

に.節2j'f"で述べたように受精01Jの発育段|析が128細胞

J!JJ以外の段階に布効ヨウ京一ù~~}iの ìlU.tが起こらないこ

とが{i{!iii2された卵術!主 (0.33g/L)で、イj効ヨウ素j112皮

2.5および5.0mg/Lで5分11¥jのii'iflj 処J~!! により， ヨー

ドを含まないi1If;J(で、れ:jJiJ:操作のみを行った刈)!((I3:の正
'it~. ..5、化不 と遜色ないjr'i;~ふ化三下がれJ られることがM 認

され.安全かっ切J来のHJJ待できる卵?i'i存ん法であると

考えられる (佐政ら， 2006)。

干AWi~1:.Jlli )f.'Q 干Uこおける WSD の発生には， WSSVの

剃エビからの:TIíj~(fd吊のほかに.水平伝J前も叩~~な~

I~I の宇っと考えられる (佐藤ら. 2003)。特に市街皮

の飼育1;;:境|、では.共食いや飼育水を似介とした水

平感染が谷易に成り 立つことがヰli.~ I~" されている (Wu

-fh ii谷琢I}') 点以一m;.出1，1;)::正弘 ;'1"1' ~~ . '1'-)1敏1，lj 池1J1.f11夫 2007. )、然マアジから検nJ)されたベータノダウイルスの泣(;:、((0多H(t'1 ‘1'1皮
19{1'I広FI-1.::(I，¥j，w;:会H?fik会議lW桜旨集 p.:)7 
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Table 14. Prevalence of WSSV in ovary and rcccptacllllllTI SClTI1I11日ofkurlllTIa prawn spawners by nested 

PCR before ancl after spawning dllring 1997-1999 

Date of 
Prevalence of WSSV (%) 

pllrchase Ovary Receptaclllul11 seminis 

month 
Pre-spawning Post-spawn i ng Pre-spawn ing Post-spawn i ng 

yem・

1997 Apr. 1.6(4/248)" 

May O( 01 81) 

JlIn. 0(011 08) 

Jlll. 0.7(2/297) 

AlIg. 1.3(3/240) 

fotal in 1997 0.9(9/974) 

1998 Mar. O( 01 3) 

Apr O( 01 38) 

May. O( 0/13) 

JlIn. O( 01 13) 

.Jlll. 0(0/108) 

Total in 1998 0(01175) 

1999 Mar. O( 01 15) 

Apr. 。(01 10) 
May. 。(01 5) 
JlIn O( 01 10) 

.Jul. 。(01 7) 
Total in 1999 。(0/47) 

ー'(PCRpositive/examined). 

C Not examined. 

。/al.. 2001)0 f足って，う三IW.N'，:ii!，'として相続iな山術!主
R寸古を避け飼育時境に配慮する必~ーがあるとともに削

予j、水1'，lIiII¥jの器!こ{ーのJUrJの1主l卜パエアレ一シヨンなどに

よる 7丹I~ 訪沫(!感l岳芸染の|防;リ山Jj一l汁|卜宇:宇fペ咋、

らの水村村州i1lパべやコイ使史川日出詰j児:主Lについては. WSSVに有効な不

活化効県のある業斉IJが ';'~I{; 1;_されているので (iJ 1肝ら.

1998 : Chang e/ al.. 1998 : i¥tlaeda et al.. 1998). }Ij;主

に見合った n~í'(lj方Ijを住川すれば.谷坊にjill-dtはIIJ能で

あると考える (Table15)。

1 iij JJ3.の立11く ¥VSSVフリーの在日目をfloる技術は{市

立 したが• 11'11¥j育成j曲目1あるし、は1'H[I'li.((i.業における都

l'l'jの育)J.lUJ;1境は. 自然J~~J克に近い条fi:で行う JJJJ合が多

く IÌÎl 述の立11 く iiil境 ~I:.物や fUiJ'f:'i/Jえからの水平伝1iIiによ

る!感染がj~ こる I'Jíì~tl:がある (Maeda et al.. 1998 : 

W 1I et al.. 2001 : ivlomovama. 2003) 。 ウイルス !r~.X;封切伝

3.4(3187) NE NE 

O( 01 40) NE NE 

。(01 37) 0(0/38) 2.3( 21 86) 

4.0( 4/101) 8.6(6/70) 39.2( 83/212) 

1 O.O( 1 0/1 00) 5.7(2/35) 52.6( 411 78) 

4.7(17/365) 5.6(81143) 33.5(126/376) 

O( 01 18) 。(01 3) 。(01 18) 
。(0/587) O( 0/38) 1.4( 8/587) 

0.9( 1/111) 。(01 13) 。.9(1/111) 
1.6( 2/122) 。(01 13) 13.9( 17/122) 

1.4( 2/148) O( 01 21) 24.3(36/148) 

0.5( 5/986) 。(01 88) 6.3(621986) 

O( 0/181) 。(01 15) O( 0/181) 

O( 0/262) O( 01 10) 。(0/262) 
O( 01 39) 。(01 5) 。(0/39) 
6.8( 51 74) O( 01 10) 4 1. 9(3 1 /7 4) 

。(0115) 14.3( 11 7) 56.1 (37/66) 

1 .9( 12/622) 2.1 ( 1/47) 10.9(68/622) 

の水平感染対策の具体策は.柴斉IJでのifiJMが附ijifi:で

あることから 長ダp'[)I1.fif(I'I'jとしては町ワクチンを利JI:J

する方法や SPR(specific pathogen resistant) m(i'I'jの
導入を|支|ることが;;lt良と考えられる。Venegasllet al. 

(1999)によるクルマエビにおける免疫1{JUJU誌の発見

により.エビ1Jiでも免疫抗似の投ljによるワクチンに

知似したウイルス感染杭防除の11M立が|づJ'¥こJrJWJ'で、き

ると考えられる。¥VSSVは株化剤11胞によるI庁長がで

きないため.免疫};'L)J;lの効半的竹];)(:が休I¥!Hであるが，

大j尚一rN発羽系与を)11し、た¥VSSV.Wii泣タンパク質の発

JJUi'j製が可能であり. .fJL ~Ú:で'\;土肢も効率的な免疫Hr: hj(

の作成Jhtのーっとして)11し、られている (Namikoshi

etα1.. 2004 : Witteveldt et al.. 2004.2006 : Jha e/ al. 

2006. 2007)。本{リ|究では. WSSVの十件j丘タンノTク

質である rVP26(tcgumentタンパク質山米)およ
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Table 15. Effect of chemical and physical treatments on the inactivation of WSSV 

Treatlllent Conclition !ミefercnce

Heat ミ1Illinllte at 600C‘註 1hOllr at 500C トJakanoel al. (1998) 

Dry ミ3bours at 260C Maccla (!{ ，，/. (1998) 

?、JaCl 乙24bOllrs at conじentrationsof25% Nakano el al. (1998) 

uv ~ 1 OO.OOOll W ・sec/，じIII Nakano el al. (1998) 

Ozone-produced oxidanls ミ1minllte at concenlralions 01" O.621llgl 1 Nakano el al. (1998) 

Sodiulll bypoじhlorile ミ10Illinutes at concenlralion of lmg/l Nakano el al. (1998) 

Iodinc ~ 1 Ominutcs at conccntrations of2.5mg/l Nakano el al. (1998) 

Trilllcthyl日mllloniummethlenccholoridc ~ 10 III日1UtCSat conccntrations of25mgl 1 Nak品noelα1. (1998) 

Ethvl alcobol ミ1minute at concentration:， of 30% Nakano el al. (1998) 

Formalin ミ1Ominutes at concentrations of 5g!1 Nakano c/ al. (1998) 

pH 3 ~ 60 minllles (250C) 

pll 12 ミ 10minlltes (250C) 

Duration of WSSV infectivitv in sea watcr 15davs (250C) 

び rVP28(エンベロープタンパク質山来)の経n投
与による WSSV1山itlJ効米をゆlらかにした (Satohet 

al.， 2008)。杭1-1投与方法は.育成JJ}jへ導入する liiiの

ウイルスフリーの樟1'1'1 に WSSV に刈する Jl~ fJ'C性を

付与する最 も羽尖的で効号、，(1むな投与位、である。L!1に

党現タンパ ク質を経u投 Ij.することで WSSVに対
する|坊位IJ反応を誘i与した';;Ji.例はI，iii述の立11くPeJlaeus

mOl1oc!OJ1. Litotenaeus vaJ1Jlameiで -?IA~つされてい

るが (Namikoshiet al.. 2004: Witteveldt et al.. 2004. 

2006: Jha et al.. 2006町 2007).クルマエビにおける検討

がなかったことから.本純における IVi1J仰が~ !A~の ;蒜 ;[!j.が

係官、できたことは意義ì~~ 1t 、 また 実際の育成環境で

!J，J[発するであろう共食いによる;J(-'Iと感染のJJl、大を想定

した経11攻単試験に対する強し、lijjfjlJ効栄の誘導につい

ても付認ができた。

[A} 4 i\.;~i において守誘導されるì-VSSV 防御反止、の発

現II'.¥HJJ 持続HJJII¥Jおよび追加投与の効米についてjlWべ

た結栄. rVPs の経u投与 IJ仙台から約35~45 日 後に発

現すること その防f~IJ}.i I，~、の持続JりJII\Jが10 日 II\J程度で、

あるが. rVPsを追加投与ーすることで. 1山信IJ効栄をTIr

)主fサられることを的認 し.効果的な投与スケジュール

の設計の可能性を示した (Satohet al.. 2009)。この

実験結糸のデータによれば 具体的には，発剥11~"J~}jの

ピークを扶んで前後101ーIII¥Jほどである松山のi坊位IJ効県

がIZめられたことから泣.())に li'ú~ ;ig された II ~\ 点から 30

~401] II¥JI何でiliJJl1投与を行うことで、維品二で、きる可能性

Chang e/ ，，1， (1998) 

Chang er ，，/. (1998) 

ル'lacclae{ ，，1， (1998) 

が/Jくされたe 会}j， rVP26投与|ぎにホモあるいはヘテ

ロで追加投与 した#)j'2'i.ホモ;BJJII投与|ヌがヘテロ追加|

J立与|ヌ:に比'1交して. ゆjらかにII;:，rjい防御武力以が;;tめられ

た。この結以から. クルマエビに;認められる免疫係現

象には.改めて41:主主性と記t'J:が存11する可能性が考え

られた。iVSSVの VP26および VP28の}j'C!Jj( W-¥' ~'IS tlに

ついては.五ミ兎あるいはマウスを)JJし、た invitro実!険

で、訓べられている。VP28に対する家兎JflLill;は WSSV

を1[1平11することが雌認されたが (vanI-Iulten ('! al .. 

2001)， VP26に士、jするマウス山米の抗lillì l~f では WSSV

を1[1手11できなかったとされ (Xieancl Yang.. 2005). 

M らかの感染に|羽わる抗J4(特 hl'S'I~1ーを 示すことが被告 さ

れている。クルマエビにおいて倒記ざされた.ヘテロ正i

lJlI投与|ぎで、HU/L'Iゾ!こがji'{r;i認されなかったのは. クルマエ

ピ、が}j'C !J)( の q.\ h'~tl: を Ji，五 日放した可能tl が考えられた。 今

後. クルマエビにおいて免疫抗jjj(に刈する記ι出や特児

七1:の有平1:をメカニズムのffiiから明らかにすることがで

きれば. より効率lねな防御武力栄を誘導できるワクチン

開発につながるデータになると考える。

V cncgas et al. (2000)は. WSSV感染iniJi品工ビが

WSSV T'1感染に対し抵抗性を ボす現象を rq llasi-
immllne response (免疫総現象)Jとして兄lijJしてい

るが.これに刈し Flegel(2007)は rAccommodation 
concept (適応概念)J を抗 'It¥L. '1')没1S[のウイルス

感染に対する防fMJf~摘を ;見 lijJ しようとしている 。

r Accommodation conceptJとは守:rl'i.:i'，がウイルスに
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対する免疫記憶与の特典的機能を働かせることで.什i

Jょがウイルスの+:'，~:<<::)é!'，ぷ染を ;/1・作し (Accommodaion: jJi:j 

J.i:; ) 守 ~:， 'i ~~ (10にウイルス!感染によりヲ|き l巴こされるiI'l

j311111包のアポトーシスカqrl1i1ilJされることで、発iiJ二を抑え

ている. ii'l主と病以ウイルスのやIpj作川であると ;;ì~IYJ

している (Flegel町 2007)。一般的に1f1H動物ではアポ

卜ー シスの お1)の働きに.ウイルス感染*11111包なとεのイl

'iiiイヒした稲111胞を除去する ~I イ本|リIj í;i!l J.>Ui:.;が存干1'.するとさ

れる (/k111ら. 2003)。中主 WSSVや yellowbcacl 

clisease ¥'irus (YHDV)に!岳染しタヒ亡したウシエピに

おいて.アポトーシスキ11111包がWI}JIIしていたことが係

iJZされ (Wongprasertel al.. 2003 : Khanobclee et al. 

2002) . また bananaprawnではアポトーシスにWJ.;主

するカスパーゼ3プロテアーゼが発見され(Phongclara

et al.， 2006).アポトーシスがウイルス感染に刻する

エビ~:JtのL七イ小 IWiallにおいてIfi:史ーな働きをしていると与

えられる。 しかし¥V1Iand iVluroga. (2004)は. ~~ 

d主主'fUJL象による wssv感染|山ijllíì~ の"秀 JJjL の右 1!!fi に WJ

わらず. ¥VSSV攻 B咲により誘導されたクルマエビ体

内のアポトーシス*11111包数に1'J[J，:なJLが;1tめられなかっ
たことから，アポトーシスはエビ似の免疫綜JJL象に市

民な役'，iiiJを~~たしていないこと述べている 。 しカか、し

〔アFポf代ぞト一シスを起こさない免j攻長4ね似iL!J刻l象においても払紙

JわU机抗'11九>'1/1"↑f竹1"

(¥V有:'Uelα1.. 2002a : WlI a引111χ吋cl:¥11刈'1uroga孔1.2004). Venegas 

et aL. (2000)の党比した免佼似現象を強く文持した。

しかし免疫線現象を以付ける1[11.リンパ波11'の抗体ね:

物引についての科学ヴ10な似拠がi:Vいことから その機

能!げ IYJ について興|川よ派いし.免j~f;f(現象と同総の|坊御

効栄を誘導していると:j(í~~きできるいくつかの NÆ背にお

いてもI;;jfjll ~)J民の機íì~MIVJが行われることが大いに!日l

刊さhる。

i足後に. 8l~lq去の受*I'j 主主からの\Vssv 検 11'，に)，~づ

く受精卵の選日Ijとヨード剤をJIJし、た卵mil)とを組み合
わせた)j泣くは. やml'，'i ~ J:. P(.ì凸1':，\における WSDI山|自冷l 策

にギi~)J)仕方il(であることが判|リjした。しかし シーズ

ンIJ-'にすでに出卵を繰り返している可能'Itがある立)l)J

にi，l(l，daされる刻エビにおいて¥VSSV松山中の卜-FLが

みられる(tf[I Íl J があることから • XJ!.エビで|効性キがJ'JJ'

した[~~.~には 必弘ーな受Hj~lj放を的似できず舵 I'，'i'-1 :.1主が

|平1!)1Iiになるケースも考えられる。そのためにも liij述

した土11い1I.¥')l)J(4 ~ 6 H)にj魚住されるtJl.エビから保

卵を行うことも|山|徐刈筑の一つになると考える。

'I'IH米における PellaellS VaJ1JlαIJlelなどの佐子11'[業

では II-IHNV(伝染性;5;，-1" ;立lill.出121死1，U や TS(タウ
ラ川;わリtr)等のウイルス山弁li花としてSPR(speじific

pathogen resistant)主引'I'iのJ草人が平IAf~~' されている

(Lightner ancl Reclman. 1998)。しかし }jY:ifr日夜Wi'1:. 

jmのための税エビは泣伝的多似性も考慮に入れる必~ー

があることから.政ifrUJ(城からflj-られたものが妥当で

あり.そうすることにより.その;J(域にしばしば起こ

り判る疾病の生き残りを~iJ!.としてf史川する IIJíì~tl カ 'i'，~:な

くなる (主賀.2000)。さらに 安定したtJl.エピの人

Tを雌尖にするためにも.このような天然観エビから
刊られた位WiiJ、らのほ卵川制エビの長成技術のj)rJ発が

怖く出まれ.ウイルスフリーの税エピ養成技術が時 lL

されれば. ]}:jI':!伝J訴の|坊|徐対応の最も大きな士、j策とな
り 1~J. るものと考えられる 。 そして.本{引先で IYJ らかに

なったように，あらゆる対策を総合的に;議じることに

より. WSSV 1功|訟を凶ることができる と?と1える。

J t.:米 • f)CW を j:~'J たない JI既存 1fí~動物のワクチン|剣先

は背任意l床で、あると与えられてきたが. これまでの主

到らの仰|先により.感染IrIH;凸エビがIlf感染に士、jし11Uft:

'1"1を鮭科することなどがfiHIリ!された (Ven巴gasel al.， 

1999) 。 この現象は千Hfí:動物の免疫現象に ~lÛ~ めて知似

した反応であり句 クルマエピにおいても免疫掠刻象

を利ハjして WSDの|幼除技術の1)日発がー|づ上にIIJ能であ

ると与 える。これまでに クルマエ ビにおいては

WSDへの|山待11反比、をキIU終え大)J坊|足l発現の WSSVタン

ノマク自の筋肉ti射投1)によって;活i阜できることがw世了
されているが O¥amikos11ielα1.， 2004)‘本イり|究では守

9尖i.f}川!リ川l卜川，↑性|

WSSV 1防リ坊'jil私倒御』訓卸11以去効カ井米ミを|ゆ川リ引lらカか、に し (Sa川It山t(ω:(刀訓01刈11el α1.， 2008). 

さらにれ誘秀J草きれる|防り坊'jfJ初倒御11川!リj又)比Jよt、の与発色4刷l山11時与ω!卯則U山l およびび、拍持:~がbU￡ωtU乙dj知則U羽JII山問l日川iリj 

について|ゆ川リ川lらカか、にした (Saloh ('1 al.. 2009)。今後は.

この以応の機Ji-;の解l引に|到しでもJμ控データの収集を

1-1 J'J0に尖験に泊干し こ ~L らのイUfゴEかられJ られる免1文

様刷象を平IJJIjした防 151 に WJする JII~位データを)，i:.;JIjし

IiJJ主主JJ![;位主i!におけるよりも1級的なれ'SSV防除刈一誌の

梢築を 1=lmしたいと考えている。
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本イり|究を逆行するにあたり. IEI卜1"j~1主桁 i，((t来協会に

おいて当時の)よ品大学λ1:物ll:.Jlfi'I市教授の率引ii';邦

1'-'';: 1:にJtlflj{り「究者として有:(，在な f~IJ1lJJ ~i' をl!弘った 。 ここ

に記して!乱制の語、を表します。

本イiJl究の機会を与えていただき.多くの便宜をはか

つていただいた独立行政法人lj<.jil':総合イiJI究セン ターの

T1ii'r if& 元J!II ::ji: . 今村 ï1: ~ I:.元 J1!! .!.]i. 1刊誌舶のi究所

兄所長 il~~ -JH~~次 I'-'J汁íÌÍiI9i長'1'野広t，1iJ:.現所

長・ 7じ1i!j~~;: 1坊 I:~~jiilj長似1111'["1火j'-'/1:.前業務ifi:;1si'iI¥長

中1'，多 哲III/-I:. ~務推進行lリii: fJIjMも文)五円上 lii，州ij;!?

|め IjfJ~ 'I-ij I) 長イt，: ~H 疋広 \l.I/J:. :lJν;l~: I;)j Ij~~部長乙竹プC:\日I

二uこ派議jの72;を去します。
~'í .{)Jより本イ泊先テーマに|刻わるチャンスを与えてい

ただいき。柿々のご指導ごIth}JをJTiだくとともにヱli1'1J

より lほかい激励をmいた水産総合イり|究センターの附長
納付i究所 'tt iJf，l止1:.JiI'?部長 .{-{元 J当叩!lこ1'.I&71ljjヌ:;'j<'J~(

fUI究所 まぐろIVJ主主刑制究セ ンタ一長 1~llji敬一 Ii.'/J:

に心からお札をIjlし上げます。

本側先にあたり. fiT[々 のご折J尊ご|品))を JI'iきました

1';日HII'({i) j究所州主|幼陥~'ì!iI) 税 1'I'iHJJKlJij研究グループの

池111午|け、元グループ長. ¥百J7己1えれ技術開発セ ンタ-

~&.1，..';-技術イiJI 究グループ長波辺倒- \，.1/1: (収点よれ民業

jν字教授). I，;J :JL:JJUiH支術¥JfJ発セ ンタ-J主府技術{ul

'fEグループ Hl.J'支術¥)IJ発rl !!(U雫午11久¥rI，i1: (現IJyillj: ¥><: 

7JくJi(fiJj7"'e/折llii1;i\ ';;~:1iJf究センタ -l/ :.(( .J'支術グルーフプ。長).

lドい同「口叶;J1病H併尚p.内i可iJ';i出!h5引，.刊:ヰ|防;リ坊j心Ij¥自徐t(巾;リ市|目¥1'1.T'机lT'予H山'1川l

民f必止 jμ広iム、-f郎!I巾|日1¥ド附i咋I判-→吐1:(ω3別lオ本~;'部'ilí日:イ付倒H引i 究引州抗f'今\~.i.進iι{):日|日州lリ引dl究|日附j別月Mづ発色コ一

デデ司イネ一夕一). I，HJU日支付:JIJ:J党センター松川一技術liJI

究グループ刊行採前川一1:(刻'1'火;J<.Pf~イリ|究所水派遣

1云子Wí:~ïí' センター :t任イり|究員 ) に Jíji く お札 FjIし 1 '. げ

ます。また元 }J:，I:.¥栽Iiti((1業セ ンターのJJlii\lí 二 I:~太助

長 (JJL本印刷究.Jfi:;1si!ili{iJl究IHJ)(コーディネーター)な

らびに元 Liili ~& .1;'，: ;，((1. ~~ セ ンタ一助長 |刊 紙ード!パ4

( JJ，I. iL4 ;ilJ 1ヌ水jl)汁り|究l貯まくろIl?益911'[研ヲ目Eセンタ - h記

熟ililJfJIJグループ民)をは じめとする職員祐氏には。絶

大なるご協力をJYiき.lFくお礼を1"し上げます。
J足後になりましたが机I'i'i'-1'. U'::lJ，l.JJ)iで!t!.':VJから深伐

まで. 11，¥には炎天下での1'1:;r~. 11r 1!:!11 OOtYt体をj也える

検作業務与の共同作業を行った当11:.l'志布志Xt.J:;";漁業セ

ンターの今ょj~ ~L~之 iliilì 工ti;ij、j~)jl三. ~I十本 ij!;専任技術LEl.

加 ~fì俊一二1: 1干:技術以(以，I.lN長納長:)1 究所 長殖技術自lífill

Wi ~J:. il( 1i) 1 究グルー プ長) . i'-Y WJ文"iII-S' 1主制:il~l (現IJy

iililヌバ<.Jijリり|究所有美fJ・4?まぐろ川iiH!I'[イり|究セ ンタ -
N(i'I'ili'l:ili2グループイiJIゲE民l.技術民 的川布|久1'-'/-1.:(現
IW主主911'[(iJI 究 /9í' 1'~ $V[ システム i'ilí 1'.f YI~[ 災市|河1)1 究グルー プ

長).1II:iじ栄 ー氏 冗l-.ìilì栽 .1;\:ì.((t~'~センタ ー の凶 l ì{，j ~:! 

弘主任技術民 (現I刊誌がiイリ|究所 f(I，:){!j診断 ・イリ|修セン

タ一二HlイiJI・究員l. 7C:T1iIl日:j1-/ ~主的漁業センターの今良

均技術民 WUVI養納付| 究所主主 YII~[技術i'ilí ウナギlj;~:jiI1 fi)1 

究グルーフーで任。|究員)およ び 111利ゆかり氏.似谷

!l':T氏古川rjiif'!;氏. LI.J日制ili子氏.上 '11美似氏秋以

ひとみ氏.ならびに米川骨織氏の J~~{~Jkj=]隊員のブj々 に

こころよ りお札IjIし l二げます。
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クルマエビのホワイトスポット病 WSD(white spot 

disease)の防除対策に関する研究

イJ，:Jii，i 純(1';付'Hp'(似|究Ivr卜-il1irJ'令)

¥VSDは. クルマエビ午~T((!'i '-1 '. )112 ;t¥ Wあるいは養子II'( ~I '.

)il~ ;位JJl!において被佑ーをもたらすウイルス!感染川であ

る。]l:*HL休を持たない月!r，台1H:IDJJ物のワクチンIjfJづき

は111tU;l床で‘あると考えられて米たが.感染jilj;);品クルマ

エビが WSDJJj(I'J，1ウイルスである WSSV(wihte spot 

syndromc virus ) の 11 1 感染に対しあ るヂI'J立の~~， lN'I;1・

を有するJ正抗性を位得することがWiclりjされた(免疫掠

現象)。木イリ|究では. これらの免疫椋羽象を手IJ川した

より1'Mú~的な水平íi、感染 l{~~技術の IJfJ発を目的のーっと

した。第lqfでは. {ITm'l ~I. t( jt¥1'1r'におけるWSSVの

感染経路を検討し H(I'I'I ~I '. Jl(;位 1:1' における WSSV の

-j たる!感染i守路は]i:~り』げさの IIJ 能tl が尚 いと :1 リ jjJí し

た。第 2 一?市ト戸:で、は f相航~T'冊~fl'山'r'I日'1~Iι3引生|十'. ).庄'~í'立立主í':~ ;~過邑 1~払紅JJflt! において手尖J施される受J村粕.1J抗J古t1 I 
8別卵IJのヨ一ド斉剤|リlによるj川iド円'i行it背bの泣安tぺqでγ，性|

しし' クルマエピの受付卵は128キIIIJJ包!日jにおいてハンド

リングの;話料;を受けやすいことを的;悲した。また. ヨ

ウ誌濃度5mg/Lで5分の処J1i!が三て全であり句 '/J:全

な処J'I1.条例二で州JjI.七 I(Îi の ~f:. 1 品i~Ílを 90 % 以卜j欣させた。 約

3. 4 ，-;'，'では大l財官・|発刻の ¥'VSSVのrVP26とrVP28

の経口投与ワクチンの冶効'I~I:を検討した。 そのがi以.

経II攻撃. 浸ifi攻隼および、aMJ失感の何れにおいても

|川dll効県が係:訟できた。41・に 経1-1攻学試!段で市し、|功

例Fi.:カ月ミがfザられたことは. 共食いによ る水-'1' (10 な m.~染

の拡大を特徴とする WSDの尖川的な|切|徐刈策の一つ

になると考えた。

以、卜. JJ!II古 }，I，(で与え られる沿もイ(~:カな l切除対策技術

をとりまとめると守 1. tQエピの選抜.2.卵jI175.

3. 飼育水のl(i:J!i! 飼育水の殺Wi1，:¥: JIIIがi)mしくなる天

然ìilj Hr i を利 J Ilした長向1'( ~I:. )~1り邑:fl~で、の対策としては. ~L 

体|坊fWIJ能を平IJJI]した水-'Y!感染対策が考えられ.rVPs 

の椛1-1投与 とブースターの必~tl について検討したと

ころ、 WSSV に刻する防御 ~7J ~~がi誘導できること.

さらに誘導される|坊待11反比、の発現11:.¥')日jおよび持続!!JJII¥J 

もIYJらかにした。


