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研究成果の概要（和文）： 
第一に，太平洋クロマグロの住血吸虫は，従来，主に鰓血管に寄生する Cardicola orientalis1

種と考えられていたが，第 2 種として主に心室に寄生する Cardicola opisthorchis を見出し，
新種記載した。第二に，鰓に集積した虫卵がどちらの住血吸虫に由来するかを形態によって鑑
別する方法を開発した。さらに，鰓組織を NaOH で融解したのちに，虫卵を計数する方法を開
発した。第三に，沖出し後 45 日目に 2 種の寄生を確認し，その 1 週間後には成虫を、さらに
その 1 週間後には鰓に虫卵を確認した。第四に，C. opisthorchis はプラジクアンテル（PZQ）
7.5 mg/kg 魚体重以上の用量の 3 日間連続投与で完全に駆虫されることを確認した。なお，投
与 1 か月後には再寄生が認められた。魚体内の薬剤は投与 24 時間後に検出限界以下となった。
第五に，PZQ の in vitro における効果を調べた。SEM 観察によって，2 種ともに外被の損傷
が激しかった。すなわち，C. opisthorchis では体表の膨隆と収縮，および体表に皺形成が顕著
となった。一方，C. orientalis では体表面に小穴の形成が特徴的であった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Firstly, a second blood fluke species from Pacific bluefin tuna was found from the heart 
ventricle and described as Cardicola opisthorchis n. sp. Secondly, new methods were 
developed to distinguish eggs of C. orientalis from those of C. opisthorchis morphologically, 
and to count the number of eggs in the gills. Thirdly, infection cycle was partly elucidated. 
Namely, both species of blood flukes were found in juvenile tuna 45 days after transfer to 
outside net cages; one week later, flukes were matured and laid eggs after one more week. 
Fourthly, C. opisthorchis was eradicated from tuna with oral administration of 
praziquantel (PZQ) at 7.5 mg/kg fish body weight or more for 3 consecutive days. 
Reinfection was confirmed 1 month after medication. PZQ concentration in tuna decreased 
to the undetectable level（0.02 μg/L）24 h after administration. Lastly, SEM observation of 
the two species of blood flukes shows swelling and contraction of the tegument and 
formation of many minute furrowed ridges in C. opisthorchis, while in C. orientalis, many 
minute holes were characteristically formed on the tegument. 
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１．研究開始当初の背景 
クロマグロ資源は減少が著しく、漁獲制限

は厳しさを増している。今後の安定供給は養
殖に頼らざるを得なくなることから、近年、
各地でクロマグロ養殖が展開されるように
なった。養殖クロマグロは他の海産魚に比べ
病気に罹りにくいとされてきたが、最近、日
本海側と太平洋側のいずれの養殖場でも住
血吸虫（血管内吸虫）による被害が深刻にな
っている。申請者はこの住血吸虫が新種の寄
生虫であり、予備調査でクロマグロに強い病
害性を持つことを明らかにした。この寄生虫
症（以下、本症）の対策は確立していない。
一方で、一部に未承認薬が駆虫剤として用い
られている実態があり、食の安全上の問題と
なっている。本症の強い害作用と広域での発
生を考えると、今後のクロマグロ養殖の重大
な障害になることが懸念されている。 

 
２．研究の目的 

クロマグロの安全かつ安定的な養殖生産
に資することを目的として、本症を防除する
ための基礎研究を行う。具体的には，1）申
請後に初めて確認された寄生種を含む住血
吸虫 2 種を同定し，それぞれの種の寄生部位
の違いを明らかにする；2）鰓に集積した住
血吸虫 2 種の虫卵を PCR によって鑑別を行
い，魚体への影響評価のために鰓の虫卵計数
法を開発する；3）セルカリアの侵入時期を
推定する；4）野外飼育されたクロマグロを
用いて，駆虫実験によってプラジクアンテル
（PZQ）の有効性を確認し，最低有効濃度と
クロマグロ体内における PZQ の動態を調べ
る；5）PZQ の有効性を虫体の in vitro 培養
系を用いて明らかにする。 

これらの基礎研究によって，クロマグロ養
殖における住血吸虫の寄生の推移，魚体への
影響，治療薬候補としての PZQ の有効性，
安全性，用法についての知見を集積すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
1）寄生種 2 種の同定とそれぞれの種の寄生
部位：あらたに心室から未知の住血吸虫を採
集し，形態学的検討のための標本作製と分子
生物学的検討のため抽出された虫体遺伝子
を解析した。 
2）鰓に集積した虫卵の種鑑別と計数法の開
発：2 種の住血吸虫を区別する PCR 系を開発
した。鰓に集積した虫卵を形態と遺伝子によ

る鑑別を行った。鰓の虫卵数を求めるために，
直接計数やアルカリ処理後の鰓から計数す
る方法を試みた。 
3）セルカリアの侵入時期の推定：種苗生産
されたクロマグロ幼魚を定期的にサンプリ
ングし，前項によって開発した鑑別法を用い
て，マグロへの侵入時期を推定した。 
4）野外駆虫実験：感染の確認されたクロマ
グロ幼魚 10-50尾を小型の網イケスに収容し，
PZQ の経口投与による薬剤有効性試験を行
った。投与量は 150，15，1.5，0 mg/kg 魚体
重とし，3 日間連続投与した。この試験で 15 
mg/kg 以上の区で有効であったため，最低有
効量決定するために，再度 15，7.5，3.25，0 
mg 区を設定し，駆虫試験を実施した。体内
動態試験では，7.5 mg/kg を投薬歴のないク
ロマグロに経口投与し，投薬前，投薬後 30
分，60 分，90 分，2 時間，3 時間，4 時間，
6 時間，10 時間，24 時間，48 時間，72 時間
に採材し，肝臓，腎臓，筋肉，血清中の PZQ
濃度を HPLC により測定した。 
5）PZQ の in vitro における効果：  C. 
opisthorchis を PZQ が 0.2 ppm と 1 ppm に
なるように調整した L-15 培地に収容して，
倒立顕微鏡下で連続観察した。薬剤を含む培
地中で 24-72時間処理した虫体を薬剤無添加
の培地に移して，回復状態も観察した。別の
機会に，C. opisthorchis と C. orientalis を
PZQ の 0.2 ppm, 1 ppm, 5 ppm 加 L-15 培地
に収容し，6.5 時間，13 時間，24 時間後に
SEM 用に固定し，PZQ の効果を検討した。 
 
４．研究成果 
1）寄生種 2 種の同定とそれぞれの種の寄生
部位：これまでの検査で虫卵は鰓に、虫体は
心臓と鰓血管のみにみられた。本研究申請時
点では、住血吸虫は単一種と考えられていた
が、形態と遺伝子解析の結果、主に鰓血管寄
生の Cardicola orientalis とは別に，心室に
新種 Cardicola opisthorchis が寄生すること
を明らかにし，記載報告した。 
2）鰓に集積した虫卵の種鑑別と計数法の開
発：鰓薄板内には主に楕円形虫卵、小入鰓動
脈内には三日月型虫卵が集積していた。これ
らの虫卵の遺伝子解析の結果、楕円形，三日
月型虫卵はそれぞれ C. orientalis ， C. 
opisthorchis のものであることが明らかとな
った。これにより，鰓弁の虫卵観察によって
2 種の寄生の有無を簡易診断する方法を確立
した。虫卵の直接計数は煩雑で精度にも問題



があったため，アルカリ処理後の鰓を材料と
して計数することとした。鰓弁内の虫卵の分
布は不均一であったため、片側 4 枚の鰓組織
を NaOH で融解して，一定量の液中の虫卵
を計数し，換算して鰓全体の虫卵数を表現す
ることとした。その結果、沖出し 10 週後で
131 万個もの虫卵が集積したクロマグロもみ
られた。 
3）セルカリアの侵入時期の推定：PCR 検査
によって，沖出し後 45 日目に鰓と心臓で 2
種の寄生を確認した。その 1 週間後には心臓
に成虫を確認し、さらにその 1 週間後には鰓
に虫卵を確認した。これにより、セルカリア
は沖出し直後からマグロに侵入し，2 ヶ月後
には成熟，産卵することが示された。 
4）駆虫実験：心室に寄生する C. opisthorchis 
は PZQの 15 mg/kg魚体重以上の用量の 3日
間連続投与で完全に駆虫されることを確認
した。なお，投与 1 か月後には再寄生が認め
られた。最低有効量決定試験においては，7.5 
mg/kg以上の用量での 3日間連続投与で完全
駆虫が確認された。体内動態試験では，血清
中で 90 分後に最大値の 2.0 μg/L となった。
いずれの臓器においても投与 10 時間後にほ
ぼ消失し，24 時間後には検出限界（0.02 
μg/L）以下となった。 
5）PZQ の in vitro における効果：  C. 
opisthorchis では 0.2 ppm・24 時間処理で明
瞭な影響が観察された。薬剤を含む培地中で
24～72 時間処理した虫体を薬剤無添加の培
地に移したところ、0.5 ppm・72時間処理で、
薬剤の影響から回復できなくなった。SEM観
察では，24 時間までには PZQ 無添加の対照
区では病的変化はなく，虫体外被は規則正し
く微細な畝状構造が配列し、体表面には乳頭
状の突起が観察された。一方，C. opisthorchis 
0.2 ppm の 6.5 時間処理では著変はみとめら
れなかったが，13 時間後では体表の膨隆と収
縮，および体表に皺形成が顕著となった。こ
うした病変は 1 ppmでは 6.5時間後にすでに
明瞭であった。C. orientalisの 0.2 ppmの 6.5
時間処理では体表の膨隆と収縮および皺形
成はさほど顕著ではなかったが，体表面に小
穴の形成が特徴的であった。1 ppm の 6.5 時
間では，体表面の小穴以外に体表に皺の形成
が認められ，16.5 時間後にはさらに体表の膨
隆と収縮も確認され，時間経過とともに病変
はより顕著に表れる傾向があった。また，低
濃度区での小穴の形成は軽微な個体が多か
った。このように， SEM 観察では C. 
opisthorchis と C. orientalis にみられた病変
は異なった。 
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