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第１章 序論 

  

 ノコギリガザミは Scylla serrata、S. paramamosain、S. olivacea、S. tranquebarica の

合計 4 種類が知られている。これらノコギリガザミは太平洋とインド洋の温帯から

亜熱帯にかけて分布している[1]。ノコギリガザミは沿岸域に属する国の漁業にお

いて高い需要が存在する水産重要種である。しかしながら、ノコギリガザミの天然

資源の減少にともない、資源量の回復と水産養殖を行うために種苗生産施設で生産

された人工種苗が必要となっている[2]。そのため、現在多くの国でノコギリガザミ

類の種苗を供給するために種苗の大量生産が試みられている。しかし、種苗生産施

設では細菌や卵菌類による幼生の大量斃死が頻発しており、感染症がノコギリガザ

ミエ種苗生産の最も大きな障害の一つとされている[3, 4]。 

 

第１節 ノコギリガザミ Scylla spp.の感染症 

ウイルス：ノコギリガザミの病原体として、white spot syndrome virus (WSSV)、 

muscle necrosis virus、 reovirus、baculovirus の 4 種類のウイルスが報告されている。

ノコギリガザミのウイルス感染に関する報告は、自然または実験的に感染したノコ

ギリガザミに由来する WSSV が多くを占めている[5-7]。タイでの研究によると、

アミメノコギリガザミ S. serrata および他のカニ類は、Taura syndrome virus (TSV) 

に注射によって感染させることができることが報告されている。また、TSV 感染個



2 

 

体はウイルスを最大 50 日間保持する可能性があるため、TSV のキャリアとなりエ

ビ養殖に潜在的なリスクをもたらす可能性がある[8]。しかし、野生から捕獲された

ノコギリガザミが TSV に自然感染している例はこれまで報告されていない。また、

ノコギリガザミに対して Yellow head virus (YHV) のようなエビに感染性を持つウ

イルスを用いた実験感染によると、これらのウイルスはノコギリガザミには感染し

ないことが示されている[9]。 

細菌：ノコギリガザミにおいて細菌性の壊死症状は幼生期における典型的な疾病で

ある[10]。この壊死症状を伴う疾病は“black spot”、 “brown spot”、 “burnt spot”、 “shell 

disease”、 “chitinolytic bacterial disease”ともさまざまな呼ばれ方をしている。この疾

病は甲殻類の外骨格であるキチンを分解するキチン分解性の細菌が侵入すること

で引き起こされ、感染部位で糜爛やメラニン色素沈着を引き起こす。この疾病の原

因とされているのは Vibrio 属細菌、Pseudomonas 属細菌、Aeromonas 属細菌である

[11]。 

卵菌：Lagenidium、Atkinsiella および Haliphthoros の 3 つの卵菌が、ノコギリガザ

ミの卵死亡率に関わる病原体として報告されている[12-15]。また、Lagenidium spp.

はインドネシアにおいてアミメノコギリガザミの卵および幼生に病原性があるこ

とが報告されている[16]。成熟した雌のカニの卵の死亡などの卵菌感染による雌の

繁殖障害は大きな問題であった[17]。卵菌感染により、部分的または完全な卵塊の

損失をもたらすことが養殖場で観察されている。また、アミメノコギリガザミにお
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いて Haliphthoros spp.が卵塊内で優占し卵の死亡を引き起こすことが報告されてい

る[15]。受精卵は、膜が真菌の侵入を制限するために、未受精卵よりも感染の影響

を受けにくいことが示唆されている[18]。幼生期に Lagenidium spp.に感染した場合、

末期症状としては、広範・高度に枝分かれした菌糸体が、体全体に侵入し、最終的

に発達した菌糸が表皮を突き抜けることが確認できる。 対策としてはホルマリン

およびトリフルラリンを投与した予防法が存在する。実験において対照と比較して

メガロパへの生存率および幼生発育に有効であることが示唆された[19]。 

寄生虫：ある研究では、調査したすべてのノコギリガザミにおいて内部寄生虫また

は外部寄生虫が観察できた[20]。 その寄生虫はそれぞれ原生動物 (Hematodinium 

sp.、 Epistylis sp.、 Acinata sp.) および後生動物 (Levinseniella sp.、 Polypocephalus 

sp.、 Octolasmis sp.、Chelonibia sp.) であった。また、多くの共生生物もまたノコギ

リガザミにおいて見出された [20]。また、発達中の卵において高い死亡率を引き起

こす可能性のある Thraustochytriaceae 科に分類される新しい寄生虫がオーストラリ

アから報告されている[21]。 

 

第２節 日本におけるノコギリガザミ Scylla spp.の種苗生産と感染症 

日本の沖縄県石垣島にてアミメノコギリガザミ S. serrata 種苗生産が行われてい

る。しかし、種苗生産過程で壊死症状を伴う幼生の大量斃死が発生することで種苗

生産が妨げられている[3, 4]。過去にニフルスチレン酸ナトリウムやホルマリンを
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添加することで疾病の防除が試みられてきた。しかし、現在食用の水産物にこれら

を使用することは認められておらず、代替となる防除方法が必要となっている。

2000 年に、グラム陰性長桿菌が疾病に罹患したアミメノコギリガザミ幼生から分

離された。この分離細菌のアミメノコギリガザミ幼生に対する病原性は実験感染に

よって確かめられた[22]。疾病に罹患した幼生は背棘部に壊死症状を伴うメラニン

色素性結節形成が生ずる。以上より、この分離株はアミメノコギリガザミ幼生大量

死の原因細菌であることが示唆された。この原因細菌の形態および生化学性状より

Flavobacteriaceae 科の細菌であることが考察されている[22]。しかしながら、この原

因細菌の正確な分類や診断方法、薬剤を用いない防除方法は開発されていない。 

 

第３節 バクテリオファージや拮抗細菌を用いた疾病防除法 

 これまで細菌感染症に対してバクテリオファージや拮抗細菌を利用した薬剤を

用いない疾病防除が試みられてきた[23]。 

バクテリオファージ：バクテリオファージは 1915 年に英国の研究者である

Frederick Twort によって発見された[24]。バクテリオファージを用いた疾病防除は

ファージセラピーと呼ばれバクテリオファージの溶菌性を利用し細菌性疾病の防

除・治療を行う。このファージセラピーは最初、1919 年から赤痢菌患者の治療に対

して試みられた[24, 25]。抗生物質の発見により、調製の容易さや安定した高い殺

菌・静菌活性の点でファージセラピーの評価は低かった[25]。しかし、1970 年代に
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はバクテリオファージの微生物干渉の特異性や患者への毒性が低いことや抗生を

使用することで耐性菌が増加することが報告され、ファージセラピーは再評価され

てきた[23, 26, 27]。その後、Escherichia coli、Salmonella typhimurium、Clostridium 

difficile、Pseudomonas aeruginosa など多くの細菌性疾病に対するファージセラピー

の研究が報告されてきた[28-34]。水産分野においても、Aeromonas salmonicida、A. 

hydrophila、Edwardsiella tarda、Yersinia ruckeri、Lactococcus garvieae、Pseudomonas 

plecoglossicida などの細菌に対する治療・予防にバクテリオファージを用いた研究

がされている[35-37]。 

拮抗細菌：環境中の微生物群集は共生、拮抗、寄生などの複雑に相互作用をしなが

ら成り立っている[38]。細菌の中には空間中で有利に増殖するために他の細菌に対

して拮抗性を有するものが存在する。この拮抗作用には細菌の乳酸などの二次代謝

産物やリゾチーム、毒素、バクテリオシンなどの細胞外酵素、ストレプトマイシン

やテトラサイクリンなどの抗生物質によって引き起こされることが知られている

[39-43]。このような、乳酸菌や放線菌をはじめとした細菌の持つ拮抗作用を利用し

て細菌性疾病の防除が試みられてきた[44-46]。水産分野においても拮抗細菌を用い

て疾病の防除に関する研究がされてきた[22, 47-52]。 
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第４節 本研究の目的 

そこで本研究では、上記の壊死症状を伴うアミメノコギリガザミ幼生の大量死に

ついて、生化学性状試験、ゲノム解析、他の甲殻類への病原性を検討し原因細菌の

同定と性状に関する知見を得ること (第 2 章) 、原因細菌の診断を行うための検出

ツールの開発 (第 3 章) 、薬剤を用いずに原因細菌の防除をする方法の開発 (第 4

章) を行うこととした。 
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第２章 アミメノコギリガザミ壊死症原因細菌の代表株である NY1 の性状解析 

 

第１節 材料と方法 

 

第１項 病アミメノコギリガザミから分離された菌株 

実験には壊死症原因細菌の代表的な分離株である NY1 株を使用した。本分離株

は沖縄県石垣島の種苗生産施設において 2000 年に分離された[22] 。本細菌はマリ

ンアガー (MA; Difco) またはマリンブロス (MB; Difco) を用いて 25℃で培養を行

った。 

 

第２項 生化学性状試験 

原因細菌 (NY1 分離株) の形態を塩化ピノシアノール (Sigma) 染色を用いて観

察した。Gram’s Stain Reagent Solution (Nacalai Tesque) を用いてグラム染色を行った。

Flexirubin-type 色素の産生は先行研究に記載された方法に沿って行った[53]。異な

る温度における発育性を確認するために、NY1 株を 6℃、20℃、25℃、30℃、33℃

および 37℃で 5 日間培養した。ポリペプトン寒天培地を使用して、細菌の成長に

対する 20％から 80％の濃度の海水の影響を調べた。カタラーゼおよびオキシダー

ゼ活性およびカゼイン、デンプン、ゼラチン、セルロースおよび Tween 20 の加水
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分解を含む、NY1 株の生化学的特性を調べた。キチンの分解能は、滅菌海水を含む

キチン寒天培地を使用して検査した[54]。 

 

第３項 ゲノム解析 

NY1 株のゲノム DNA を DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen) を使用して抽出し

た。 Nextera XT Library Preparation Kit (Illumina) を使用してライブラリーを調製し

た。ライブラリー調製は Nextera XT Library Prep Reference Guide に沿って行った。

MiSeq Reagent Nano Kit version 2 (Illumina) および Illumina MiSeq を用いてライブラ

リーをシーケンスした。シーケンスによって得られた塩基配列は CLC Genomics 

Workbench 9 (CLC bio) を用いてアセンブルを行った。細菌の 16S rRNA 遺伝子配列

は、MEGA X [55]を使用して他の細菌種との比較を行った。また、16S rRNA を用

いた系統樹を neighbor-joining アルゴリズムを用いて作製した。系統樹の遺伝距離

は、Kimura’s two-state parameter model [56]によって推定された。いずれの場合も、

ブートストラップ値は 1,000 回の繰り返しに基づいて計算した。遺伝子のコーディ

ング領域とアノテーションは、RAST によって予測した[57] 。今回得られた NY1

株ゲノムと Aquimarina spongiae ゲノム (GenBank accession no. FQYP01000001) を

Mauve [58] を用いて比較した。 

 



9 

 

第４項 アミメノコギリガザミを含む 4 種の甲殻類を用いた感染試験 

4 種類の甲殻類が NY1 株を用いた感染実験に使用した。実験に使用したアミメ

ノコギリガザミ S. serrata (ゾエア一期幼生) は西表島で捕獲された親ガニを国立研

究開発法人水産研究・教育機構西海区水産研究所の亜熱帯研究センターで飼育し、

孵化させたものを使用した。アルテミア Artemia franciscana (メタノープリウス幼

生) は市販の米国ユタ州ソルトレイクシティで採取された卵から東京海洋大学で

孵化を行い、孵化翌日に使用した。ガザミ Portunus trituberculatus (ゾエア一期幼生) 

は国立研究開発法人水産研究教育機構瀬戸内海区水産研究所百島庁舎で親ガニの

養成と孵化を行わせたものを孵化翌日に使用した。ヤマトヌマエビ Caridina 

multidentata (ゾエア一期幼生) は東京海洋大学で飼育された親エビ由来の卵から孵

化した当日に使用した。 

MB を用いて 25℃で一晩振盪培養した NY1 株を感染実験に用いた。その後、MB

で 1：100 (高濃度感染区) および 1：10,000 (低濃度感染区) で希釈した 500 µL の希

釈液を 50 mL の滅菌海水に加え接種菌液とした。各 90 尾の幼生を菌液に室温下 

(ノコギリガザミ) または 25℃ (そのほか 3 種類の甲殻類) で一時間浸漬した。そ

の後、アミメノコギリガザミ幼生は 10 mL の滅菌海水で満たした 6-well plate に各

ウェル 5 尾ずつ収容し室温で飼育した。ヤマトヌマエビ幼生とガザミ幼生は 5 mL

の滅菌海水で満たした 12-well plate に各ウェル 1 尾ずつ、アルテミア幼生は 1 mL

の滅菌海水で満たした 24-well plate に各ウェル 1 尾ずつ収容し 25℃で飼育した。そ
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れぞれアミメノコギリガザミは 30 尾、その他の 3 種類の生物は 20 尾を観察区とし

た。観察区のプレートは実態顕微鏡下で観察を行い、死亡数の計数と死亡個体の除

去を行った。 

アミメノコギリガザミの高濃度感染区において、観察用のプレート以外から経時

的なサンプリングを行った。サンプリングは感染前、感染直後、感染 1 日後、感染

2 日後に 3 尾ずつ行った。採取された 3 尾は 10 %海水ホルマリンで固定後、後述

する切片作製・組織観察に用いた。 

 

第５項 組織観察 

アミメノコギリガザミの感染 2 日後のホルマリン固定サンプルを 2%寒天-2,5%

ゼラチンでプレ包埋を行った[59]。その後、パラフィン包埋を通常の方法で行った

後、切片を作製した。作製した切片をメイグリュンワルド-ギムザ染色に供するた

めに May-Grünwald’s Stain solution (Nacalai Tesque) と Giemsa Stain solution (Fujifilm) 

を用いた。蛍光免疫染色を行う際には切片の脱パラフィン後、Aptum Bio Retriever 

2100 (Aptum Biologics) を用いて抗原の賦活化処理を行った。その後、1,000 倍希釈

した抗 NY1 株血清 (後述 第 3 章 第 1 節) と 500 倍希釈した Alexa Fluor 488-

conjugated goat anti-rabbit IgG (H&L; Abcam) および Hoechst 33342 で染色を行った。 
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第６項 統計解析 

フィッシャーの正確確率検定を用いて p < 0.05 となった場合、有意差有りと判定

した。 
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第２節 結果 

 

第１項 生化学性状試験 

 MA 上に発育した NY1 株のコロニーは滑面かつ明るい黄色であった (Figure 2-

1) 。塩化ピノシアノール染色によって長桿菌の存在が確かめられた (Figure 2-2) 。

本実験で得られた NY1 株の生化学性状を Table 2-1 に示した。NY1 株は長さ 5 から

10 µm のグラム陰性長桿菌で、カタラーゼおよびオキシダーゼを産生し、キチン、

カゼイン、ゼラチン、DNA を分解した。Flexirubin-type 色素は存在しなかった。MA

上では 20℃から 33℃で発育し、40%から 80%海水を含んだポリペプトンアガーで

発育したが、60%以下の海水濃度では増殖性が弱まる傾向であった。 

 

第２項 ゲノム解析 

 ゲノムシーケンスの結果、Table 2-2 のデータが得られた。アセンブルの結果。合

計 3.56 Mbp の 29 個のコンティグが得られ、コンティグの G+C 含量は 32.5%であ

った。遺伝子を予測した結果、2,971 個の遺伝子が予測され、その中に 16 個のキチ

ナーゼ関連遺伝子が含まれていた (GenBank accession nos. LC512060 - LC512075) 。

これらのキチナーゼ関連遺伝子のアミノ酸配列の相同性検索を行ったところ、

Aquimarina 属と Tenacibaculum 属細菌の Type IX Secretion System (T9SS) の遺伝子

と相同性があった (Table 2-3) 。16S rRNA 配列の分子系統樹を作製した結果、NY1
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株は A. hainanensis に分類された (Figure 2-3) 。A. spongiae ゲノムと比較を行った

結果、T9SS 遺伝子の 1 つを中心に、タンパク質の並びが共通している部分がみら

れた (Figure 2-4) 。 

 

第３項 アミメノコギリガザミを含む 4 種の甲殻類を用いた感染試験 

アミメノコギリガザミ：高濃度感染区において感染 1 日後から、低濃度感染区では

2 日後から死亡がはじまった (Figure 2-5) 。3 日間観察を行った結果、最終的な死

亡率は高濃度感染区、低濃度感染区、非感染区でそれぞれ 100%、73%、7%となっ

た。フィッシャーの正確確率検定で統計解析を行ったところ、高濃度感染区、低濃

度感染区ともに非感染区に対して有意な差があった (p < 0.05) 。また、感染個体の

中には背棘部にメラニン色素沈着がみられた (Figure 2-6) 。 

 

アルテミア：高濃度感染区、低濃度感染区ともに感染 4 日後から死亡がはじまっ

た。その後、7 日後には高濃度感染区、低濃度感染区においてすべてのアルテミア

が死亡し、非感染区では死亡が起こらなかった (Figure 2-5) 。フィッシャーの正確

確率検定で統計解析を行ったところ、高濃度感染区、低濃度感染区ともに非感染区

に対して有意な差があった (p < 0.05) 。 
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ヤマトヌマエビ：高濃度感染区において感染 2 日後から、低濃度感染区において感

染 3 日後から死亡がはじまった (Figure 2-5) 。5 日間観察を行った結果、最終的な

死亡率は高濃度感染区、低濃度感染区、非感染区でそれぞれ 100%、70%、0%とな

った。フィッシャーの正確確率検定で統計解析を行ったところ、高濃度感染区、低

濃度感染区ともに非感染区に対して有意な差があった (p < 0.05) 。 

 

ガザミ：高濃度感染区において感染 1 日後から、低濃度感染区では 2 日後から死亡

がはじまった (Figure 2-5) 。3 日間観察を行った結果、最終的な死亡率は高濃度感

染区、低濃度感染区、非感染区でそれぞれ 90%、50%、20%となった。フィッシャ

ーの正確確率検定で統計解析を行ったところ、高濃度感染区では非感染区に対して

有意な差があった (p < 0.05) 。また、感染個体の中には背棘部にメラニン色素沈着

がみられた (Figure 2-7) 。 

 

第４項 組織観察 

 A. hainanensis に感染させたアミメノコギリガザミ幼生のホルマリン固定サンプ

ルから組織切片を作製した。その結果、メイグリュンワルド-ギムザ染色、蛍光免疫

染色ともに A. hainanensis が幼生の付属肢に菌塊を形成している様子が確認できた 

(Figure 2-8, 2-9) 。また、メイグリュンワルド-ギムザ染色において A. hainanensis コ
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ロニー周辺の細胞の核が変性している様子や細胞が死亡し核濃縮が起こっている

様子が観察できた (Figure 2-8) 。 
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Figure 2-1. NY1 株のマリンアガー上に発育したコロニー 
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Figure 2-2. NY1 株の塩化ピナシアノール染色像 
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Table 2-1. 生化学性状試験結果 

＋, 陽性反応、－, 陰性反応 
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Table 2-2. MiSeq によるシーケンスによって得られたコンティグ 
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Table 2-3. キチナーゼ関連 (T9SS) 遺伝子一覧 
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Figure 2-3. 16S rRNA を用いた分子系統解析 

 

 

 

 



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2-4. Aquimarina hainanensis NY1 株を Aquimarina spongiae のゲノムにおける

T9SS 近傍の遺伝子配列の類似性 
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Figure 2-5. 4 種類の甲殻類幼生を用いた Aquimarina hainanensis NY1 株の感染実験 

*：フィッシャーの正確確率検定を用いた統計解析の結果、非感染区に対して有意

差あり (p < 0.05) 
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Figure 2-6. Aquimarina hainanensis NY1 株の感染実験中のアミメノコギリガザミ

Scylla serrata 幼生に見られたメラニン色素沈着 

矢印：メラニン色素沈着 
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Figure 2-7. Aquimarina hainanensis NY1 株の感染実験中のガザミ Portunus 

trituberculatus 幼生に見られたメラニン色素沈着 

矢印：メラニン色素沈着 
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Figure 2-8. Aquimarina hainanensis NY1 株に感染させたアミメノコギリガザミ幼生

パラフィン切片のメイグリュンワルド-ギムザ染色像 

矢印：接種菌の菌塊、黒矢頭：核の変性、白矢頭：核濃縮 
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Figure 2-9. Aquimarina hainanensis NY1 株に感染させたアミメノコギリガザミ幼生

パラフィン切片の蛍光免疫染色像 

矢印の緑色蛍光：接種菌の菌塊、青色蛍光：核 
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第３節 考察 

 

 16S rRNA を使った分子系統解析により、アミメノコギリガザミ幼生の壊死症原

因細菌 NY1 株は Aquimarina hainanensis と同定された。A. hainanensis は中国の海南

省のエビ養殖場において疾病に感染したバナメイエビ Litopenaeus vannamei 幼生か

ら分離され 2016 年に新種登録されている[60]。Flavobacteriaceae 科 Aquimarina 属

は 2005 年に最初に報告されて以来、現在まで 26 種が報告されている[30]。

Aquimarina 属細菌の多くは海洋環境から分離がされており、一般にゼラチン、カゼ

イン、キチン、アガロースなどを分解するものが多く、G+C 含量は 31 から 38%と

低いことが知られている[61-66]。これは本研究で得られた結果と矛盾せず、分子系

統解析の結果を強く支持する。ゲノム解析により得られた合計 3.56 Mbp の DNA 塩

基配列データについて、RAST によるアノテーションの結果、16 個のキチナーゼ関

連遺伝子が得られた。BLAST を用いてアミノ酸の相同性検索を行ったところ、キ

チナーゼ関連遺伝子は Aquimarina 属または Tenacibaculum 属の Type IX Secretion 

System (T9SS) と相同性があった。T9SS は細菌の滑走運動やキチンの利用に必要な

分泌装置であり、Flavobacterium pychrophilum においては病原性に関わることが報

告されている[67, 68]。4 種類の甲殻類幼生を用いた感染実験の結果より、A. 

hainanensis NY1 株はアミメノコギリガザミ、アルテミア、ガザミ、ヤマトヌマエビ

に病原性を示したことから、分類階級の鋼をまたいで感染することが示唆された。
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また、A. hainanensis が疾病に感染したバナメイエビ幼生から分離されていること

から考えても、本菌が甲殻類の幼生に対して広範な病原性を持つことが示唆された。

メイグリュンワルド-ギムザ染色、蛍光免疫染色ともに A. hainanensis NY1 株が幼生

の付属肢の内部に菌塊を形成している様子が確認でき、メイグリュンワルド-ギム

ザ染色において菌塊周辺の細胞の退行性病変がみられた。以上より、A. hainanensis

は付属肢付近に付着し、外殻であるキチンを分解することで幼生内部に侵入し疾病

を引き起こすものと考えられる。 
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第３章 アミメノコギリガザミ壊死症原因細菌検出法の開発 

 

第１節 材料と方法 

 

第１項 PCR 法 

・検出用プライマーの作製と特異性の検証 

 第 2 章にて Aquimarina hainanensis NY1 株の病原性関連因子だと考えられるキチ

ナーゼ関連遺伝子が予測された。このキチナーゼ関連遺伝子の塩基配列を用いて

Primer3Plus (https://primer3plus.com/cgi-bin/dev/primer3plus.cgi) で増幅産物長が 217 

bp のプライマー、NY1_chitinase1-2 F：5′-TAACCGATGTCTGCCATCAA-3′と

NY1_chitinase1-2 R：5′-GTTCTCTGCCTGTGGTCCTC-3′を作製した。 

 作製した NY1 株の検出用プライマーの特異性を検証するために 200 年に石垣島

の種苗生産施設で分離された 3 株の Aquimarina hainanensis (NY1, NY6, NY110) お

よびリファレンスとなるタイプ菌株である A. hainanensis KCTC 42423 (Korean 

Collection for Type Cultures) 、,Aquimarina litoralis JCM 15974 (Japan Collection of 

Microorganisms) 、A. macrocephali JCM 15542、A. intermedia JCM 13506、A. addita 

JCM 17106、A. gracilis JCM 17453、A. mytili JCM 17454、A. longa JCM 17859、A. pacifica 

JCM 18214、A. megaterium JCM 18215、A. versatilis JCM 19528、A. aggregata JCM 

30824、A. latercula JCM 8515、Tenacibaculum discolor、T. Mesophilum、Flavobacterium 
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pychrophilum の菌体を DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) で抽出した DNA を用い

た。これらの DNA を Takara Ex Taq (Takara Bio) を用いて初期熱変性を 94℃, 2 分

間、サイクルは熱変性を 94℃, 20 秒間、アニーリングを 60℃, 30 秒間、伸長反応を

72℃, 30 秒間で 40 サイクルとした。その後、2%のアガロースゲルを用いて 100V

で電気泳動を行い、ミドリグリーンアドバンス (日本ジェネティクス) で染色し、

増幅産物を確認した。 

 

・生体からの NY1 株の検出法の検証 

 第 2 章で行った感染実験における感染個体から PCR による検出が行えるかどう

か検証した。 

 アミメノコギリガザミの高濃度感染区において、観察用のプレート以外から経時

的なサンプリングを行った。サンプリングは感染前、感染直後、感染 1 日後、感染

2 日後に 3 尾ずつ行った。採取された幼生の 3 尾はプールし、摩砕後に PCR によ

る NY1 株の検出およびコロニー数（CFU）の計数に用いた。アルテミアの高濃度

感染区において観察用のプレート以外から感染前、感染直後、感染 1 日後、感染 2

日後、感染 3 日後に 3 尾ずつサンプリングを行った後、3 尾をプールし磨砕後に

NY1 株の検出 PCR に供した。ガザミの高濃度感染区において観察用のプレート以

外から感染前、感染 1 日後、感染 2 日後に 3 尾ずつサンプリングを行った後、3 尾

をプールし磨砕後に NY1 株の検出 PCR に供した。ヤマトヌマエビの高濃度感染区
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において観察用のプレート以外から感染前、感染 1 日後、感染 2 日後、感染 3 日後

に 3 尾ずつサンプリングを行った後、3 尾をプールし磨砕後に NY1 株の検出 PCR

に供した。 

 サンプルからの DNA 抽出は以下の方法で行った。サンプルはすべて 100 µL の

TE buffer (10 mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, pH 7.4) とともに凍結保存した。ここに

400 µL の Lysis buffer (0.1 M NaCl, 0.05 M Tri-HCl, 0.1 M EDTA and 1% [w/v] sodium 

dodecyl sulfate, pH 8.0) 、10 µL の Proteinase K (5 mg/mL) を加えて混合した。混合

したサンプルを 55℃で 3 時間インキュベートしサンプルを溶解させた。インキュ

ベート後にサンプルと等量の Phenol/Chloroform/Isoamyl alcohol (25:24:1) を加え室

温下で 30 分間ローターリーシェーカーを用いて混合した。その後、12,000 rpm で

10 分間遠心分離し水層を回収した。回収した水層に Chloroform/Isoamyl alcohol 

(24:1) を加え室温下で 30 分間混合し同様に遠心分離後水層を回収した。その後、

2-プロパノール沈殿を行い、ペレットを 20 µL の TE buffer に溶出した。 

PCR で使用した条件は次の通りである。Takara Ex Taq (Takara Bio) を使用し、初

期熱変性を 94℃, 2 分間、サイクルは熱変性を 94℃, 20 秒間、アニーリングを 60℃, 

30 秒間、伸長反応を 72℃, 30 秒間で 40 サイクルとした。 
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第２項 抗血清による検出法 

 50 mL のマリンブロスに NY1 株菌体を接種し、攪拌しながら 25℃で一晩培養し

た。培養液を 10,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離し上清を捨て、5 mL の滅菌人工

海水に懸濁した。15 µL のホルマリン (35%ホルムアルデヒド液) を加え、4℃で 2

日間静置した。その後、10,000 rpm、4℃で 10 分間遠心分離し上清を除いた後 5 mL

の滅菌人工海水に懸濁した。遠心分離、再懸濁は 3 回繰り返した。14,000 rpm、4℃

で 5 分間遠心分離し上清を除いた後湿重量を測定し PBS で 20 mg/mL に調整した。

ウサギへの免疫および採血等はアーク・リソース株式会社へ委託し、抗 NY1 血清

を得た。 

 当初は凝集反応を利用した検出方法を検討したが、Aquimarina 属細菌は自家凝集

性が高く判別が困難であった。そこで、間接蛍光抗体 (IFA) を用いた方法の検討を

行った。抗血清の段階希釈液を使用した蛍光抗体法を、NY1 株およびリファレンス

となるタイプ菌株である Aquimarina 属の細菌 7 株: A. hainanensis KCTC 42423、A. 

addita JCM 17106、A. gracilis JCM 17453、A. intermedia JCM 13506、A. latercula JCM 

8515、A. macrocephali JCM 15542 および A. megaterium JCM18215 を用いて次のよう

に試験を行った。細菌のコロニーを塗抹したスライドガラスをアセトンで固定し、

2 倍ずつ段階希釈した抗 NY 1 血清をスライドグラスにマウントし 37℃で 1 時間静

置した後、二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (H&L; 1:500; 
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Abcam) と 37℃で 30 分間反応させた。その後、蛍光顕微鏡 (Nikon, Eclipse Ti-U) を

用いて抗原特異的な蛍光を観察した。 
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第２節 結果 

 

第１項 PCR 法 

・検出用プライマーの作製と特異性の検証 

 A. hainanensis を含む Aquimarina 属細菌 13 種と Tenacibaculum 属細菌 2 種、F. 

psychrophilum の DNA を用いて検出用 PCR 法の特異性を検証したところ A. 

hainanensis KCTC 42423 および石垣島分離株 NY1、NY6、NY110 のみを検出するこ

とができた (Figure 3-1) 。 

 

・生体からの NY1 株の検出法の検証 

 検出 PCR 法を用いて NY1 株に感染させたアミメノコギリガザミ、アルテミア、

ガザミ、ヤマトヌマエビから NY1 株の検出を試みたところ、アミメノコギリガザ

ミでは感染 1 日後から、アルテミアでは感染 2 日後から、ガザミでは感染 1 日後か

ら、ヤマトヌマエビでは感染 1日後から検出することができた (Figure 3-2) 。また、

アミメノコギリガザミを用いて CFU を測定した結果、1.6 × 103 CFU/larva (感染直

後) 、5.0 × 103 CFU/larva (感染 1 日後) 、5.8 × 104 CFU/larva (感染 2 日後) となり菌

数の増加とともに PCR 法によって NY1 株が検出されていることが確かめられた。 
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第２項 抗血清による検出法 

 NY1 株に対する抗血清を用いた間接蛍光抗体法によって A. hainanensis である

NY1 株では抗血清の希釈倍率が 1024 倍希釈まで、KCTC42423 株では 512 倍希釈

まで特異蛍光による陽性反応が確認できた (Figure 3-3) 。一方、A. addita JCM 17106、 

A. gracilis JCM 17453、  A. intermedia JCM 13506、  A. latercula JCM 8515、  A. 

macrocephali JCM 15542、A. megaterium JCM 18215 において抗血清の希釈倍率が 4

倍以上では特異蛍光が確認できなかった。この結果から、血清学的にも NY1 株が

A. hainanensis と同定された。 
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Figure 3-1. Aquimarina hainanensis 検出 PCR 法の特異性の検証 

1：Aquimarina hainanensis (NY1)、2：Aquimarina hainanensis (KCTC42423)、3：

Aquimarina hainanensis (NY6)、4：Aquimarina hainanensis (NY110)、5-16：Aquimarina 

spp. (reference strains)、17：Tenacibaculum discolor、18：Tenacibaculum Mesophilum、

19：Flavobacterium pychrophilum 

 

 

 

 

 



38 

 

 

 

 

 

Figure 3-2.人工感染させた生体からの Aquimarina hainanensis 検出 
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Figure 3-3. Aquimarina hainanensis の抗 NY1 血清による検出 
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第３節 考察 

 

 第 2章で取得したNY1株のキチナーゼ遺伝子をターゲットとして PCR用のプラ

イマーを作製した。石垣島の種苗生産施設で分離された 3 株およびリファレンスと

なる A. hainanensis 1 株、Aquimarina 属細菌 12 種、フラボバクテリア科の細菌 3 種

を対象に PCR を行い、A. hainanensis を特異的に検出できることが判明した。本検

出法で、第 2 章で行った感染実験における経時サンプリングした個体から接種した

NY1 株を検出できた。もう一つの検出法として NY1 株に対するウサギ抗血清を得

た。原因細菌 NY1 のホルマリン不活化菌体をウサギに免疫し、抗血清を作製した。

Aquimarina 属細菌は自家凝集性があり、凝集反応による検出は困難であったため、

間接蛍光抗体による検出法を検討したところ A. hainanensis のみを特異的に検出で

きた。また、NY1 株が血清学的にも A. hainanensis に同定されることを示している。 
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第４章 アミメノコギリガザミ壊死症防除法の検討 

 

第１節 材料と方法 

 

 アミメノコギリガザミの種苗生産において薬剤を用いずに壊死症の防除を行う

ためには壊死症の原因細菌である A. hainanensis を飼育環境から排除しなければな

らない。その方法として、バクテリオファージおよび拮抗細菌の飼育環境への投与

が有効であると予測し、それぞれの分離、有効性の検討を行った。 

 

第１項 バクテリオファージと拮抗細菌の分離 

・採取場所 

 分離に用いた環境サンプルはアミメノコギリガザミ種苗生産施設のある沖縄県

石垣島にて採取した。採取したサンプルの種類はアミメノコギリガザミ親ガニ飼育

水、マングローブ水および底泥、沿岸海水、種苗生産施設排水、種苗生産施設内の

オニヒトデ飼育水およびサンゴ飼育水とした。 

 

・バクテリオファージ 

 採取したサンプルを 0.22 µL Millex-HV フィルター (Millipore) を用いてろ過し

た。NY1 株の菌体を 10 mL のマリンブロスへ懸濁した。新しいマリンブロス 10 mL
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に 0.5 mL の菌液と 1 mL のろ液を加え 25℃で一晩静置した。これを 0.45 µL Millex-

HV フィルター (Millipore) を用いて濾過した。MB と 0.35% Bacto Agar (Difco) で

調製した 3 mL のソフトマリンアガーに NY1 株の菌液を 500 µL 加え MA 上に流し

込んだ。固化後、先ほど作製した濾液を 10 µL 滴下し 25℃で培養した。分離された

バクテリオファージは 2、3 回プラークから継代することで純化させた。 

 

・拮抗細菌 

 採取した環境サンプルをMAへ塗抹し 25℃で一晩培養した。コロニーを観察し、

できるだけ形態や色の異なるものを新たな MA へ植え継ぎ拮抗細菌候補株とした。

MA へあらかじめ培養しておいた NY1 株と拮抗細菌候補株を十字になるように塗

抹し 25℃で 2 日間培養した。培養後、NY1 株の発育を阻害している候補株を拮抗

細菌として保存した。 

 

第２項 バクテリオファージおよび拮抗細菌の分類 

・バクテリオファージ 

 精製したバクテリオファージを燐タングステン酸で染色し、透過型電子顕微鏡で

観察した。その後、形態の異なるバクテリオファージを選抜した。 
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・拮抗細菌 

 培養した拮抗細菌を滅菌蒸留水に懸濁し、96℃, 2 分間、4℃, 5 分間で処理し熱抽

出を行った。その後、Takara Ex Taq (Takara Bio) と primer pair：S-D-Bact-0341-b-S-

17/S-D-Bact-0785-a-A-21 を用いて以下の条件で PCR を行った[69]。初期熱変性を

94℃, 2 分間、サイクルは熱変性を 98℃, 10 秒間、アニーリングを 55℃, 30 秒間、

伸長反応を 72℃, 1分間で 30サイクルとした。PCR産物を精製後、BigDye Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) でシーケンス PCR を行い、

Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer (Applied Biosystems) で配列を取得した。

得られた配列に対して BLAST を用いて相同性検索を行った。 

 

第３項 バクテリオファージ宿主域 

 MA で培養した 4 株の Aquimarina hainanensis (NY1, KCTC42423, NY6, NY110）、

Aquimarina litoralis JCM15974、A. macrocephali JCM15542、A. intermedia JCM13506、

A. addita JCM17106、A. gracilis JCM17453、A. mytili JCM17454、A. longa JCM17859、

A. pacifica JCM18214、A. megaterium JCM18215、A. versatilis JCM19528、A. aggregata 

JCM30824、A. latercula JCM8515 をマリンブロスに懸濁した。溶解させた 3 mL の

ソフトマリンアガーに 500 µL の菌懸濁液を加え、MA に流し込んだ。固化後、分

離したバクテリオファージ (TJI1701P, TJI1707P) を 10 µL 滴下し 25℃で一晩培養

した。その後、菌が溶菌されているか観察した。 
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第４項 バクテリオファージと拮抗細菌の A. hainanensis 増殖抑制効果 

・バクテリオファージ 

 2 mLの滅菌海水中に 1.0×103 PFU/mLのバクテリオファージ(TJI1701P, TJI1707P) 

と 4.0×105 CFU/mL の NY1 株となるように 3 本ずつ調製し、25℃で振とう培養し

た。1 日ごとにミスラ法を用いて NY1 株のコロニー数を MA で測定した。 

 

・拮抗細菌 

 2 mL の滅菌海水中に TJI1713B が 1.1×105 CFU/mL または TJI1717B が 1.4×105 

CFU/mL、TJI1752B が 8.0×104 CFU/mL と 6.7×105 CFU/mL の NY1 株となるよう

に 3 本ずつ調製し、25℃で振とう培養した。1 日ごとにミスラ法を用いて NY1 株

のコロニー数を 100 µg/mL のカナマイシン硫酸塩を含んだ MA で測定した。 

 

第５項 バクテリオファージと拮抗細菌の A. hainanensis 防除効果  

・バクテリオファージ 

 生体は孵化から 1 日後のアルテミアを用いた。非感染コントロールとして 30 尾

のアルテミアを滅菌海水に 25℃で 1 時間浸漬した。150 尾のアルテミアを 2.3×103 

CFU/mL に調製した菌液に 25℃で 1 時間浸漬した。滅菌海水、1.1×101 PFU mL-1、

1.1×102 PFU/mL、1.1×103 PFU/mL、1.1×104 PFU/mL のバクテリオファージ液 
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(TJI1707P) を調製し、5 mL ずつ 6-well plate 分注した。1 試験区 30 尾として各 well

に 5 尾ずつ 1 時間浸漬後のアルテミアを加えた。25℃で飼育し、アルテミアの死亡

数を測定した。 

 

・拮抗細菌 

 生体は孵化から 1 日後のアルテミアを用いた。非感染コントロールとして 120 尾

のアルテミアを滅菌海水に 25℃で 1 時間浸漬した。120 尾のアルテミアを 9.3×103 

CFU mL-1に調製した菌液に 25℃で 1 時間浸漬した。滅菌海水、8.5×102 CFU/mL の

TJI1713B 菌液、1.9×103 CFU/mL の TJI1717B 菌液、1.2×103 CFU/mL の TJI1752B

菌液を調製し、5 mL ずつ 6-well plate 分注した。1 試験区 30 尾として各 well に 5 尾

ずつ 1 時間浸漬後のアルテミアを加えた。25℃で飼育し、アルテミアの死亡数を測

定した。 

 

第６項 統計解析 

t 検定またはフィッシャーの正確確率検定を用いて p < 0.05 となった場合有意差

有りと判定した。 
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第２節 結果 

 

第１項 バクテリオファージと拮抗細菌の分離 

 NY1 株に溶菌性をもつバクテリオファージと拮抗細菌は種苗生産施設やマング

ローブから分離できた (Table 4-1) 。 

 

第２項 バクテリオファージと拮抗細菌の分類 

 バクテリオファージの形態観察の結果、分離されたバクテリオファージは

Podoviridae科のTJI1701PとMyoviridae科のTJI1707Pの2種類に分類された (Figure 

4-1) 。 

 拮抗細菌は 16S rRNA の配列から Pseudoalteromonas sp. TJI1713B、TJI1717B と

Photobacterium sp. TJI1752B に分類された。 

 

第３項 バクテリオファージの宿主域 

 Aquimarina 属細菌に対する宿主域を調べたところ、分類群 TJI1701P 株は A. 

hainanensis のみに、分類群 TJI1707P 株は A. hainanensis を含む 9 種類の Aquimarina

属細菌に感染することが明らかとなった (Table 4-2) 。 
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第４項 バクテリオファージと拮抗細菌の A. hainanensis 増殖抑制効果 

・バクテリオファージ 

 実験開始時の NY1 株の菌数は 1.2×106 CFU/ml であった。その後、NY1 株のみ

添加した試験区では 1 日後に 1.0×106 CFU/ml、2 日後に 1.1×106 CFU/ml と推移し

た。NY1 株と TJI1701P 株を添加した試験区では 1 日後に 1.1×106 CFU/ml、2 日後

に 1.1×106 CFU/ml と推移した。NY1 株と TJI1707P 株を添加した試験区では 1 日

後に 6.6×103 CFU/ml、2 日後に 3.4×103 CFU/ml と他試験区と比べて大きく NY1 株

の菌数が減少した。NY1 株のみを添加した区と TJI1707P を添加した区の 2 日後の

結果から t 検定を用いて統計解析したところ有意差がみられた (p < 0.05) (Figure 4-

2)。 

 

・拮抗細菌 

 実験開始時の NY1 株の菌数は 6.7×105 CFU/ml であった。その後、NY1 株のみ

添加した試験区では 1 日後に 1.4×106 CFU/ml、2 日後に 1.6×106 CFU/ml、3 日後に

9.2×105 CFU/ml、4 日後に 5.2×105 CFU/ml、5 日後に 5.1×105 CFU/ml と推移した。

NY1 株と TJI1713B を添加した試験区では 1 日後に 6.6×105 CFU/ml、2 日後に 8.6

×105 CFU/ml、3 日後に 5.3×105 CFU/ml、4 日後に 2.4×105 CFU/ml、5 日後に 1.1×

105 CFU/ml と推移した。NY1 株と TJI1717B を添加した試験区では 1 日後に 3.3×

105 CFU/ml、2 日後に 7.8×105 CFU/ml、3 日後に 4.1×105 CFU/ml、4 日後に 2.4×

105 CFU/ml、5 日後に 2.1×105 CFU/ml と推移した。NY1 株と TJI1752B を添加した
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試験区では 1 日後に 9.2×105 CFU/ml、2 日後に 8.0×105 CFU/ml、3 日後に 6.7×105 

CFU/ml、4 日後に 3.8×105 CFU/ml、5 日後に 4.1×105 CFU/ml と推移した。拮抗細

菌を添加した試験区では NY1 株の菌数が抑えられる傾向にあったが大きな差はみ

られなかった (Figure 4-3) 。 

 

第５項 バクテリオファージと拮抗細菌の A. hainanensis 防除効果 

・バクテリオファージ 

 NY1 株に感染させた試験区では接種 3 日後から死亡がはじまった。NY1 株に感

染させファージ未添加の試験区ではその後死亡率が増加し続け、7 日後に死亡率が

100%に達した。1.1×10 PFU/ml のバクテリオファージを添加した試験区では最終

的な死亡率は 20%であった。1.1×102 PFU/ml 以上のバクテリオファージを添加し

た試験区では死亡率は 6.7%以下に抑えられ、ネガティブコントロール区と同水準

であった (Figure 4-3) 。フィッシャーの正確確率検定を用いて NY1 株に感染させ

ファージ未添加の試験区とバクテリオファージを添加した試験区で統計解析を行

ったところ、すべての試験区で有意な差がみられた (p < 0.05) (Figure 4-4) 。 

 

・拮抗細菌 

 NY1 株に感染させ拮抗細菌未添加の試験区では 3 日後から死亡がはじまり、そ

の後死亡率が増加し続け 5 日後に死亡率が 100%に達した。NY1 株に感染させ

TJI1713B 株を添加した試験区では感染 4 日後から死亡がはじまり、最終的な死亡
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率は 67%であった。NY1 株に感染させ TJI1717B 株を添加した試験区では感染 2 日

後から死亡がはじまり、最終的な死亡率は 87%であった。NY1 株に感染させ

TJI1752B 株を添加した試験区では感染 3 日後から死亡がはじまり 5 日後には死亡

率が 97%に達した。フィッシャーの正確確率検定を用いて NY1 株に感染させ拮抗

細菌未添加の試験区と拮抗細菌を添加した試験区で統計解析を行ったところ、

TJI1713B 株を添加した試験区で有意な差がみられた (p < 0.05) 。また、非感染か

つ拮抗細菌を添加した試験区では最終的な死亡率が、TJI1713B：8%、TJI1717B：

40%、TJI1752B：17%となり、非感染かつ拮抗細菌未添加のネガティブコントロー

ル区の 7%を上回った (Figure 4-5) 。 
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Table 4-1. バクテリオファージと拮抗細菌分離サンプル 
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Figure 4-1. バクテリオファージのリンタングステン酸によるネガティブ染色の電

子顕微鏡像 
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Table 4-2. 分離した 2 株のバクテリオファージの宿主域 

 

〇, 溶菌性あり、×, 溶菌性なし 
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Figure 4-2. 分離した 2 株のバクテリオファージの Aquimarina hainanensis 殺菌効果 
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Figure 4-3. 分離した 3 株の拮抗細菌の Aquimarina hainanensis 増殖抑制効果 

.  
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Figure 4-4. Aquimarina hainanensis 感染アルテミアに対するバクテリオファージの防

除効果 

*：フィッシャーの正確確率検定を用いた統計解析の結果 NY1 株感染区に対して有

意差あり (p < 0.05) 
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Figure 4-5. Aquimarina hainanensis 感染アルテミアに対する分離した 3 株の拮抗細菌

防除効果 

*：フィッシャーの正確確率検定を用いた統計解析の結果 NY1 株感染区に対して有

意差あり (p < 0.05) 
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第３節 考察 

 

 食に供する生物の種苗生産において疾病制御に用いるツールとして薬剤を用い

ることができないため、自然由来の溶菌性バクテリオファージと拮抗細菌の使用を

検討した。バクテリオファージと拮抗細菌はアミメノコギリガザミ飼育槽、沿岸海

水、マングローブ、種苗生産施設排水、オニヒトデ・サンゴ水槽から分離した。分

離されたバクテリオファージは形態の観察から 2 種類に分けられた (TJI1701P、

TJI1707P) 。A. hainanensis 由来のバクテリオファージがアミメノコギリガザミ親ガ

ニ水槽や種苗生産施設の排水、同施設内のオニヒトデ飼育水槽、サンゴ飼育水槽、

施設外のマングローブから分離されたことから A. hainanensis を親ガニが外部から

持ち込んでいる場合や、種苗生産施設の給水や環境中で共生している甲殻類に感染

している場合などが考えられた。 

拮抗細菌は 3 株 (TJI1713B、TJI1717B、TJI1752B) 分離され、16S rRNA の配列か

ら Pseudoalteromonas 属、Photobacterium 属細菌であることが判明した。2 種類のバ

クテリオファージを用いて in vitro で A. hainanensis NY1 株に対する溶菌力を試験

したところ、TJI1707P がより溶菌性が高いことが示された。そこで TJI1707P を用

いてアルテミアを用いた感染防除試験を行ったところ、飼育水に対して 1.12×102 

PFU/mL のバクテリオファージを添加することで非感染区と同程度まで死亡を抑

えることができた。また、拮抗細菌 3 種を用いて NY1 株の増殖抑制試験を行った
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が、病原細菌の菌数は大きな差がみられなかった。また、NY1 株のみを添加した試

験区においてもほとんど増殖していないことから、NY1 株が海水中で増殖できる

上限は 106 CFU/mL 程度であると考えられた。バクテリオファージと同様にアルテ

ミアを用いて感染防除試験を行ったところ、拮抗細菌を添加することで死亡が抑え

られる傾向にあったが TJI11717B および TJI1752B において長期間の拮抗細菌への

暴露による影響が懸念された。Dan＆Hamasaki (2015) によってアミメノコギリガザ

ミの種子生産における、拮抗細菌を用いた細菌性壊死症の制御法が検討された[22]。

プロバイオティクス細菌の投与は A. hainanensis を原因とする死亡を抑える効果が

あるものの、長期間拮抗細菌を飼育環境で維持することが困難であることが示され

ている。本研究の結果と合わせると、拮抗細菌を投与した場合 A. hainanensis によ

る死亡を抑えつつ幼生が死亡しない濃度に拮抗細菌をコントロールすることは困

難である。そのため、バクテリオファージ TJI1707P 株の添加は幼生へ直接影響を

与えず、殺菌性も高いため疾病の防除に適していると考えている。 
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第５章 総合考察 

 

第 2章において、アミメノコギリガザミ壊死症の病原細菌NY1株がA. hainanensis

であることが判明し、広範な宿主域が明らかとなった。Flavobacteriaceae 科に分類

される Aquimarina 属は 2006 年に新属として登録された[61]。Aquimarina 属は、グ

ラム陰性長桿菌であり、従属栄養、好気性、海洋環境から分離されるという特徴を

持っている[60]。甲殻類から分離された Aquimarina 属細菌として A. hainanensis と

A. penaei が報告されている。これらはそれぞれ、中国の種苗生産施設において疾病

に罹患したバナメイエビ Litopenaeus vannamei 幼生と中国のエビ養殖場において疾

病に罹患したバナメイエビの腸管から分離された[60, 70]。本研究および先行研究

で得られた NY1 株の特徴は一般的な Aquimarina 属細菌の報告と一致していた。一

方で、NY1 株と A. hainanensis の生化学的特性の不一致は、37℃での発育とカゼイ

ンの分解能のみであり、株の違いによるもとだと考える[60]。第 3 章において本病

原細菌の病原性関連遺伝子であるキチナーゼ遺伝子をターゲットとして検出用

PCR プライマーを作製した。特異性、検出感度、生体からの検出の有無が確かめら

れた。ウサギ抗 NY1 血清を作製し、間接蛍光抗体による検出法の検討を行った。

この方法でも A. hainanensis を特異的に検出することができた。これらの検出法は

今後アミメノコギリガザミの種苗生産現場で本疾病の診断に用いることが出来る

と考えられる。第 4 章にて薬剤を用いない防除法に用いるツールとしてバクテリオ
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ファージと拮抗細菌について、分離培養および有効性の試験を行った。その結果、

バクテリオファージのうち TJI1707P 株が最も有効に病原細菌の排除を行えること

が示された。 

現在ノコギリガザミ Scylla spp.をはじめとした甲殻類の種苗生産は世界中で行わ

れ、減少した甲殻類の野生資源量の回復や養殖に用いられている。種苗生産過程で

はしばしば感染症が発生し甚大な被害を与えることが問題となる。現時点ではアミ

メノコギリガザミ以外ではA. hainanensisを原因とした被害は確認されていないが、

A. hainanensis は広範な宿主域が予測されることから今後、A. hainanensis を原因と

する疾病が発生する可能性がある。日本のガザミ P. trituberculatus 種苗生産施設に

おける大量斃死時に、MA 上で A. hainanensis と似た黄色のコロニーが分離されて

おり、この事例も A. hainanensis が原因である可能性が高いと考えている。現在は

アミメノコギリガザミのみで確認されている A. hainanensis による感染症が他の甲

殻類種苗生産において発生した場合、本研究で作製した検出ツールが有効であると

期待される。種苗生産過程では、幼生の初期段階で自然に死亡する個体がみられ、

これまでは寒天平板上で細菌分離をする以外に診断方法がなかった。本研究で開発

された PCR 法と抗 NY1 株血清による検出方法は甲殻類の種苗生産において A. 

hainanensis の感染を明らかにし、種苗生産に貢献できることが期待される。ホルマ

リンや抗生物質などを使用しない疾病防除方法として、バクテリオファージと拮抗

細菌の添加による方法を検討した。実際の種苗生産現場においては、外部から原因
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細菌の持ち込みを防ぐために、供給される海水の消毒 (紫外線殺菌等) と親ガニの

搬入時のバクテリオファージによるトリートメントを行う。その後は産卵前の養成

時、産卵後、幼生孵化直前に分けてバクテリオファージを飼育水に添加し、A. 

hainanensis を排除する。幼生孵化後はバクテリオファージの耐性菌出現を抑えるた

めにバクテリオファージの添加を控え、A. hainanensis の増殖が弱まる 60%程度に

希釈した海水を用いて幼生飼育を行うことで A. hainanensis を原因とした疾病を抑

えつつ種苗生産を行うことができると考えている。 
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