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研究成果の概要（和文）：海産魚の白点虫症に関して以下の４つの観点から研究を進めた(I. 海産白点虫の生態
学的特性に基づく発生予測技術の検討、Ⅱ.化学療法剤の探索と有効性・安全性の検討、Ⅲ.寄生関連タンパク分
解酵素を抗原としたワクチンの検討、iV. 新たなin vitro培養法の開発）。Iについては、シストからの感染幼
虫の放出の概日リズムの詳細が明らかになった。Ⅱ、Ⅲについては、イオノフォア抗生物質の経口投与ならびに
タンパク質分解酵素の遺伝子を用いたDNAワクチンが、治療・予防にある程度の効果があることが明らかとなっ
た。IVについては、アポトーシス細胞を利用した培養法開発を試みたが、従来法以上の成果は得られなかった。

研究成果の概要（英文）：　Research on the white spot disease of marine fishes caused by the 
parasitic ciliate, Cryptocaryon irritans, was conducted from the following four perspectives (I. 
Investigation of techniques for predicting outbreaks based on the ecological characteristics of the 
ciliate, II. Exploration of chemotherapeutic agents and investigation of their efficacy and safety, 
III. Investigation of vaccines using parasite-associated proteolytic enzymes as antigens and IV. 
Development of new in vitro culture methods) 
　For I, the details of the circadian rhythm of the release of infected larvae from cysts were 
clarified. For II and III, oral administration of ionophore antibiotics and DNA vaccines using genes
 of proteolytic enzymes were found to be effective for treatment and prophylaxis to some extent. For
 IV, an attempt was made to develop a culture method using apoptotic cells, but no better results 
were obtained than with the conventional method.

研究分野： 魚病学

キーワード： 海産白点虫　Cryptocaryon irritans　ワクチン　化学療法　生態　概日リズム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
海産白点虫症は海産魚の陸上養殖や与える光周期によって、感染幼虫の放出時間を変化させることによって、の
コントロールによって被害を抑える手法の開発に資するものである。また、イオノフォア抗生物質による治療法
やタンパク分解酵素を抗原としてDNAワクチン開発の試みは、今後の本病にの予防・治療の開発・確立に資する
ものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
繊毛虫 Cryptocaryon irritans（海産白点虫）の寄生による海産白点病は海面網生簀、陸

上水槽を中心に様々な種類の海産養殖魚に大量死をもたらし産業被害も大きい。しかし、食
用魚に有効な防除法は確立していない。一般に寄生虫や害虫を単一の方法で完全に防除す
ることは困難であり、様々な手法を組み合わせて経済的に許容できる範囲に被害を抑える
統合的病害虫管理 （IPM：Integrated Pest Management）が有効とされている。そこで、
これまでの研究代表者の本病に関する研究蓄積・成果をもとに、IPM による本病の防除法の
開発にむけた研究を行った。 
研究は、以下の 4つの課題によって構成される。I. 白点虫の生態学的特性に基づく発生

予測技術の開発、II, 有効かつ安全な薬剤療法の開発、III. 有効な抗原の探索と免疫法選
択によるワクチン開発、IV.新たな in vitro 培養法の開発。 
I については、海産白点虫病の発生は年によって大きく異なっており、その発生には環境

因子が大きくかかわっていると推察される。これまでに、海産白点虫のシストや感染期幼虫
の発達・動態に関する実験室内での実験により、水底の溶存酸素濃度、水中の温度躍層が発
生、光条件が発生に関わると示唆されている。しかし、これらを検証するためには、養殖場
周辺の感染期幼虫の密度や動態を詳細に把握する必要があるが、既報の qPCR 法による定量
法は海水中のプランクトンなどの夾雑物の影響の評価が不十分である。 
II については、海産白点虫は宿主組織内に侵入しているため、経口薬剤が不可欠である。

魚の粘液分泌を亢進させることで感染幼虫の侵入を低減する抗白点病薬として塩化リゾチ
ーム製剤が市販されているが、その効果は十分でなく、新たな薬剤の開発が望まれている。
研究代表者のグループは、細胞膜のイオン透過性に作用するイオノフォア抗生物質である
サリノマイシンに高い殺白点虫効果があることを見出した。製品化を目指して本薬剤の魚
体への安全性と効果を企業と共同研究を行ったが、マダイに対しては効果も安全性ともに
高かったものの、長期の予防投薬が必要という結果が得られた。また、ブリ類に対しては毒
性が高いという結果も得られ、薬剤開発を断念した 。 
Ⅲについては、海産白点虫に感染耐過した宿主は、海産白点虫の体表・繊毛表面に多く含

まれている抗原タンパクに対する抗体を産生することが知られている。この抗体は虫体の
表面に付着することにより虫体の動きをとめることから、非動化抗体と呼称され、当該の抗
原タンパクは不動化抗原と呼称されている。 
しかし、不動化抗原の血清型は極めて変異性が高く、不動化抗原を抗原としたワクチンは

同一の株に対しては防御作用を持つが、実用的なワクチン抗原としては適していないと考
えられている。一方、特定の血清型が海産白点虫集団の多くを占めているのであれば、ヒト
や陸上動物のワクチン同様、多くの変異型の不動化抗原に対する多価ワクチンを作製する
ことにより実用に耐えるワクチンの開発が可能性も見出すことができる。しかし、海産白点
虫の非動化抗原の変異性については十分な検討がされていない。 
IV については、海産白点虫を継続的に得るためには、ほとんどの寄生虫と同様に、宿主

への感染実験を繰り返して感染を維持することが不可欠であり、これに必要な労力が大き
く、研究遂行の上、大きな壁となっている。これまでに、寄生期虫体をアガロースゲルを重
層した in vitro 系（2層培養）で成長させ、成長させた虫体を海水中に移してシスト化さ
せ感染幼虫を得ることに成功している。しかし、虫体をゲルの下から取り出す収率が悪いた
め、培養を繰り返すことができず、虫体は感染実験によって得ざるを得ない。 一方、寄生
期虫体は 2 層培養においてアポトーシスを生じた魚類細胞を摂取していることを見出して
いる。 
２．研究の目的 
Ｉについては、そこで、養殖現場で使用できる感染幼虫の定量法の開発を目指した。さら

に、既報の手法を改良するとともに、夾雑物の影響の評価を行った。加えて、シスト期のな
かの光を受容する発育段階、必要な光強度などの光に対する反応の詳細の解明ならびに光
受容に関わる遺伝子の探索を目指した。Ⅱについては、二価陽イオンに対するイオノフォア
抗生物質を含むイオノファア抗生物質の経口投与による海産白点虫とスクーチカ繊毛虫病
に対する治療法の開発を目指した。Ⅲについては、不動化抗原の多様性の把握を最初の目的
とした。さらに、虫体のタンパク分解酵素をターゲットして組み換えタンパクワクチンなら
びに DNA ワクチンの開発を目指した。IV については、二層培養法を代わる新しい海産白点



虫 in vitro 培養法の開発をめざした。 
３．研究の方法 
(1) 白点虫の生態学的特性に基づく発生予測技術の開発 
感染幼虫の定量法の開発：先行研究で設計されたプライマーならびに新たに設計した

TaqMan probe を用いて、5.8 S リボソーム遺伝子をターゲットとしたリアルタイム PCR 法
を開発し、魚類寄生性繊毛虫 Miamiensis avidus や珪藻 Chaetoceras を混入させた場合の
有効性を検討した。 
 シストの光反応性の検討：シストに任意の光周期を与えながら、シストから放出されるセ
ロントを経時的に回収する装置を作製した。この装置を用いて、光周期条件、ならびに光強
度を変えて、放出された感染幼虫数を定量した。加えて、明期ならびに暗期に発現する遺伝
子を RNAsec によって解析した。 
(2) 有効かつ安全な薬剤療法の開発 
イオノフォア抗生物質の魚類細胞ならびに魚体への毒性検討：5種のイオノフォア抗生物

質の魚類培養細胞の一つである FHM 細胞に対する毒性を細胞数測定キット CCK8 を用いて検
討した。さらに、魚類培養細胞への毒性が低いイオノフォア抗生物質について、カンパチ、
マダイ、ヒラメへの毒性を経口投与によって調べた。 
海産白点虫に対するイオノフォア抗生物質の in vitro での殺虫効果と in vivo での治

療効果：2層培地を用いて薬物の殺虫効果を in vitro で評価した。in vivo としては、マダ
イ稚魚を海産白点虫の感染幼虫で攻撃したのち、サリノマイシン、ラサロシド、モネンシン
が 0、25、50 mg/kg BW/day となるよう調整した飼料を 2日間経口投与し、魚体内で成長し
てから魚体を離脱して虫体計数した。さらに、同様に感染させたマダイを循環水槽内で上記
の飼料で 25oC で 2 週間飼育し、魚の生存日数を薬剤無添加区と比較した。 
スクーチカ繊毛虫症へのイオノフォア抗生物質経口投の治療効果：各種イオノフォアを

添加した液体培地にスクーチカ繊毛虫（Miamiensis avidus）を接種し、薬剤の殺虫効果、
増殖抑制効果を in vitro で検討した。比較的魚毒性が低く、かつ in vitro で殺虫効果・増
殖抑制効果を示したサリノマイシンナトリウム、ラサロシドナトリウム、モネンシンナトリ
ウムを対象に、ヒラメをスクーチカ繊毛虫の懸濁液に浸漬して攻撃したのち、前述の３剤が
0、10、25 mg/kg BW/day になるように調整した飼料を経口投与しつつ、循環水槽内に 2週
間飼育し、生存日数を薬剤無添加区と比較した。 
(3) 有効な抗原の探索と免疫法選択によるワクチン開発 
各地から採取した海産白点虫の不動化抗原の比較：同一県内の養殖場から得た４種の白

点虫株をクローニングしたのち、血清型ならびに虫体のサイズを比較するとともに、病原性
の強さを感染実験によっ比較した。 
虫体のタンパク分解酵素の組み換えタンパク質を抗原としたワクチンの有効性の検討：

虫体に含まれるタンパク分解酵素 4 種の遺伝子を組み込んだ細菌によって産生させた組み
換えタンパクを腹腔内接種してトラフグを免疫したのち、海産白点虫の感染幼虫で攻撃し、
ワクチンとしての有効性を検討した。 
システインプロテアーゼの遺伝子による DNA ワクチンの有効性の検討：組み換えタンパク
のワクチンとしての有効性が確認されたシステインプロテアーゼをターゲットとして、プ
ロテアーゼのアミノ酸の部分配列ならびに完全配列をコードした DNA ワクチンを試作しヒ
ラメに接種したのち、海産白点虫の感染幼虫で攻撃し、ワクチンとしての有効性を検討した。 
(4) 新たな in vitro 培養法の開発 
魚類培養細胞に効率よくアポトーシスを引き起こす条件を検討し、アポトーシス細胞を

得た。得られたアポトーシス細胞を各種培地に懸濁し、海産白点虫の感染幼虫を加えること
により、有効な培養法を探索した。 
４．研究成果 
(1) 白点虫の生態学的特性に基づく発生予測技術の開発 
感染幼虫の定量法の開発：新たに設計した qPCR 法と Sterivex filter cartridges を組

み合わせることで、海水１Lからの検出も可能となり、高い検出感度で定量することが可能
となった。他の魚類寄生性繊毛虫 Miamiensis avidus や珪藻 Chaetoceras を混入した植物
プランクトンを混入させた場合、多くの場合、定量性は損なわれることがなかった。しかし、
複数回の実証実験を行った結果、定量した濃度が添加した感染幼虫の密度と 10倍以上異な
る場合も散見された。そのため、この手法は、夾雑物のほぼ存在していない実験室内での定
量やシスト内の虫体遺伝子量の動態把握のためには使用できるが、養殖現場で使用できる
までの精度には至らなかった。今後、さらに検討が必要である。 



 シストの光反応性の検討：シストから放出されるセロントを経時的に回収する装置によ
り、正確かつ省労力でを光反応性の検討が可能となった。この装置を用いて、光周期条件、
ならびに光強度を変えて、放出された感染幼虫数を定量した。その結果、光を照射された海
水中では、感染幼虫の放出における概日リズムは光への反応性は示さず、宿主を離れて１，
２，３日目のどの時期であれ、シストに与えた光周期に反応して、暗期に感染幼虫が放出さ
れた（図１）。また、1 lx という極めて弱い光でも光周期への反応が見られた。このことは、
シストそのものが光を受容することによって概日リズムが形成されること、どの発達段階
のシストであっても 12時間光を照射すだけで概日リズムが形成させえること、水深 20－40 
m というような養殖場の水底においてもシストは光周期に反応して感染幼虫を放出するこ
とを示している。また、陸上水槽養殖において、光周期によって感染幼虫が放出される時間
帯をコントロールし、その期間に流入水量を増大させて水槽内の感染幼虫を減少させるた
めには、暗黒に近い環境を与える必要があることも示唆された。 
 シストに光を与えて、明期ならびに暗期に発現する遺伝子を RNA sec によって解析した
ところ、明期あるいは暗期に特異的に発現する遺伝子群が見出されｇたきた。海産白点虫の
光反応性の解明に資するデータを蓄積することができた。 
(2) 有効かつ安全な薬剤療法の開発 
イオノフォア抗生物質の魚類細胞ならびに魚体への毒性検討：培養細胞に対して、バリ

ノマイシンおよびカルシマイシンは 0.117 ppm 以上で毒性を示した。イオノマイシンおよ
びラサロシドナトリウムの毒性は比較的低く、サリノマイシンナトリウムおよびモネンシ
ンナトリウムは 0.938 ppm 以下では毒性を示さなかった。 
サリノマイシンナトリウムとラサロシドナトリウム、モネンシンナトリウムの経口投与

のカンパチ、マダイ、ヒラメへの影響について調べ、ヒラメへの影響を前述の２剤に加え、
モネンシンナトリウムについても調べた。その結果、いずれの薬剤も、カンパチに対しては
強い毒性を示した。一方、マダイに対する毒性は低いものの、サリノマイシンナトリウムと
ラサロシドナトリウムでは 50 mg/kg BW/day 以上で、モネンシンナトリウムは 100 mg/kg 
BW/day で毒性が示された。ヒラメに対しては、いずれの薬物でも 25 mg/kg BW/day 以上で
薬物に起因すると思われる死亡が認められた。 
海産白点虫に対するイオノフォア抗生物質の in vitro での殺虫効果と in vivo での治

療効果：in vitro では、サリノマイシンナトリウム、カルシマイシン、モネンシンナトリ
ウム、ラサロシドナトリウムには明らかな殺虫効果が認められた。 
マダイにおける海産白点虫病に対するイオノフォア抗生物質経口投与の効果は、サリノ

マイシンナトリウム、ラサロシドナトリウム、モネンシンナトリウムは 25 mg/kg BW/day で、
それぞれの虫体数がいずれも対照区に対し有意に 29.6～39.5％低下した。さらに、同様に
感染させたマダイを 2 週間飼育した結果、試薬の投与量が多いほど魚の生存日数は長くな
った（図２）。以上より、サリノマイシン、ラサロシド、モネンシンの経口投与はいずれも
マダイの海産白点虫病に対して一定の治療効果が示された。しかし、魚毒性を示す投与量と
の差が小さく、実用化については慎重に進める必要がある。 
スクーチカ繊毛虫症へのイオノフォア抗生物質経口投の治療効果：in vitro では、サリ

ノマイシンナトリウム、ラサロシドナトリウム、モネンシンナトリウムに殺虫効果が示され
た。また、in vitro 試験では、いずれの薬剤の経口投与において死亡の遅延効果が認めら
れた。この成果は、特許出願した。しかし、遅延効果を示す濃度と死亡を引き起こす濃度の
差が小さく、海産白点虫同様に実用化については慎重に進める必要がある。 
(3) 有効な抗原の探索と免疫法選択によるワクチン開発 
各地から採取した海産白点虫の不動化抗原の比較：同一県内の養殖場から得た海産白点

虫４株は虫体サイズおよび病原性が異なると同時に、不動化抗原の血清型も異なっていた。
さらに詳細な検討が必要であるが、不動化抗原を利用したワクチン開発を極めて困難と判
断された。 
虫体のタンパク分解酵素の組み換えタンパク質を抗原としたワクチンの有効性の検討：

虫体に含まれるタンパク分解酵素 4 種の組み換えタンパクのトラフグへの接種によるワク
チン有効性試験において、いずれの組換えタンパク質を接種した魚においても、組換えタン
パク質に対する血中抗体価は上昇し、対照区と比較して感染虫体数も減少した。特に、その
うちの１種のシステインプロテアーゼを接種した群については、感染虫体数が有意に減少
した。。さらに、組換えタンパク質接種魚の血中抗体は不動化抗原の異なる株の虫体に対し
ても結合性を示したため、異なる株の虫体に対しても有効な感染防御抗原になりえること
が示唆された。以上より、組み換えタンパク質のワクチンとしての有効性が示された。しか



し、減少の幅は小さく、実用に耐えるレベルには達しなかった。 
システインプロテアーゼの遺伝子による DNA ワクチンの有効性：システインプロテアー

ゼをターゲットとした DNA ワクチンの有効性試験では、寄生虫体数を有意に低下させた。こ
のことから、システインプロテアーゼは白点虫に対する DNA ワクチン抗原として有望であ
ることが示された（図３）。しかし、依然として、実用に耐えるレベルの効果に達しおらず、
ワクチン開発についてはさらに詳細な検討が必要である。 
(4) 新たな in vitro 培養法の開発 
魚類培養細胞に紫外線を定量的に照射することにより効率よくアポトーシスを引き起こ

す条件を見出した。得られたアポトーシス細胞を餌とした培養法を探索しが、虫体はアポト
ーシス細胞をほとんど摂餌せず、新たな in vitro 培養用の開発には至らなかった。 
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