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クロマグロ種苗生産におけるウイルス性神経壊死症防除の
ためのハマフエフキ受精卵の大量消毒法

樋口健太郎＊・江場岳史＊・田中庸介＊・久門一紀＊・西　明文＊・
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Large-scale Disinfection of Eggs of Spangled Emperor Lethrinus nebulosus 
to Prevent Viral Nervous Necrosis in Seed Production of Pacific Bluefin Tuna 

Thunnus orientalis

Kentaro HIGUCHI, Takeshi EBA, Yosuke TANAKA, Kazunori KUMON, Akefumi NISHI, 

Hideki NIKAIDO and Satoshi SHIOZAWA

Large amounts of yolk-sac larvae are indispensable feed materials in the seed production of Pacific 
bluefin tuna. Before yolk-sac larvae are used as feed, the fertilized eggs need to be disinfected to prevent 
viral nervous necrosis in the tuna seed. Electrolyzed seawater containing residual chlorine is a potential dis-
infectant for use in large-scale production of Spangled emperor eggs for Pacific bluefin tuna. However, the 
residual chlorine concentration declines rapidly because of the adherence of organic suspended matter to 
the surface of the eggs. To prevent this decline, we conducted experiments in which we varied two factors, 
namely the egg-rinse time before disinfection and the flow of electrolyzed seawater into the disinfection 
tanks. No decline in residual chlorine concentration was observed in disinfection with a 7.0-㎘/h electro-
lyzed seawater flow (2 million eggs per 0.5-㎘ tank) after a 2-h egg-rinse (8 million eggs per 0.5-㎘ tank, 
1.0-㎘/h fresh seawater flow) using a total of 2.0 ㎘ of fresh seawater (four times the tank volume). Effec-
tive large-scale disinfection of eggs is possible with the use of sufficient egg-rinse and electrolyzed seawa-
ter flow.
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　ウイルス性神経壊死症（Viral Nervous Necrosis以下，
VNN）1）の発生は，種苗生産に甚大な被害を及ぼすた
め 2, 3），その防疫体制の構築が必須となっている。この
ため，クロマグロ Thunnus orientalis4）やアカアマダイ
Branchiostegus japonicus5）等の種苗生産現場では，VNN

防疫対策として，電気分解処理した海水（以下，電解海
水）を用いた卵消毒が行われている。電解海水は，海水

を電気分解することで主に生成される次亜塩素酸によっ
て強い消毒効果を有する 6-10）。実際に，残留塩素濃度を
0.07～ 0.58 mg /ℓに調製した電解海水を用いて，多く
の魚類病原細菌やウイルスを殺菌あるいは不活化するこ
とが可能であると報告されている 6）。
　独立行政法人水産総合研究センター西海区水産研究所
奄美庁舎（旧奄美栽培漁業センター：以下，当センタ
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ー）では，クロマグロ種苗生産の餌料にハマフエフキ
Lethrinus nebulosusのふ化仔魚を用いている 11）。ハマフ
エフキ成魚は飼育環境下で VNN原因ウイルス（Nervous 

Necrosis Virus以下，NNV）を保有することが知られて
おり 11）， NNVを保有するハマフエフキ親魚から得られ
たふ化仔魚を餌料に使用することで，クロマグロ仔稚魚
への NNVの水平感染を引き起こすおそれがある。した
がって，クロマグロ種苗生産における VNN防疫体制を
構築するためには，餌料生物であるハマフエフキふ化仔
魚に由来する NNVの水平感染を防止する必要がある。
　クロマグロ種苗生産で餌料として供給するハマフエフ
キふ化仔魚は一日当たり 1,000万個体以上となることか
ら，これに応じた量のハマフエフキ受精卵を消毒する必
要がある。シマアジ Pseudocaranx dentexの種苗生産現
場では，500ℓ消毒水槽に対して受精卵を 10万粒ずつ収
容して卵消毒を行っているが 12），クロマグロ仔稚魚の
餌料として供給する場合，作業効率を考慮すれば，
500ℓ消毒水槽に対して少なくとも 100万粒以上の受精
卵を収容して卵消毒を行わなければならない。しかし，
大量の受精卵を一度に消毒すると，消毒水槽内の残留塩
素濃度が急激に低下し，残留塩素濃度を維持することが
できない。これは，採卵時に海水とともに混入した，あ
るいは，卵表面に付着した有機物が大量の受精卵ととも
に消毒水槽内へ持ち込まれ，残留塩素濃度の低下を引き
起こすためであると考えられる 13）。残留塩素濃度の低
下への対策として，卵消毒前に清浄な海水をかけ流した
水槽内で受精卵を管理し，有機物を洗い流すこと，すな
わち，卵洗浄を行うことが有効であると考えられ
る 14, 15）。また，卵消毒中に所定の残留塩素濃度を維持す
るためには，電解海水を消毒水槽内へ注水し，常に新た
な次亜塩素酸を消毒水槽内に供給することが必要とな
る。そこで本研究では，大量のハマフエフキ受精卵に対
する電解海水を用いた消毒法の開発を目的として，卵洗
浄時間および電解海水の注水量の検討を行った。

材料と方法

供試卵　当センターの陸上水槽（150 ㎘角型コンクリー
ト水槽 1面および 50 ㎘角型コンクリート水槽 3面）で
養成した天然由来ハマフエフキ親魚 156尾（雌 104尾，
雄 52尾，平均尾叉長 54.7 cm，平均体重 2.7 kg）から自
然産卵によって得られた卵を用いた。

卵洗浄および卵消毒用の海水の調製　卵洗浄用の海水と
して，砂ろ過海水を電解殺菌装置（ESF-045, 荏原実業）
により残留塩素濃度 0.5 mg / ℓで処理した後，活性炭で
次亜塩素酸を除去した海水（以下，殺菌海水）を用い
た。卵消毒用の海水として，砂ろ過海水を海水電解装置
（HSE-100, 東和電機製作所）により残留塩素濃度 0.5 mg 

/ ℓに調製した電解海水を用いた。残留塩素濃度は，o-

トリジン溶液（SIGMA社）で発色させた試水の吸光値
（波長 440 nm）を分光光度計（DR/2400, HACK社）に
より測定し，以下の方法で算出した 16）。
　残留塩素濃度（mg / ℓ） = 吸光値 × 0.419

試験 1：卵洗浄時間の検討　2009年 10月 20，21，22日
に採卵し，1日 1回ずつ合計 3回の試験を行った。10月
20，21，22日の親魚飼育水槽の水温はそれぞれ 26.4，
26.4，26.3℃であった。採卵した卵は，直ちに殺菌海水
を満たした 100ℓ水槽に収容した。3分間静置した後，
表面に浮上した卵をナイロン製ネットで採集した。得ら
れた卵の受精率は 100%であった。各採卵日において，
採卵直後の受精卵の卵径およびふ化率を測定した。卵径
は，顕微鏡用デジタルカメラ（DP70，オリンパス社）
によって撮影した受精卵の画像から画像解析ソフトウェ
ア（WinROOF，三谷商事）を用いて各回 30粒ずつ測定
した。ふ化率は，殺菌海水を満たした 500 ㎖ガラスビー
カーに受精卵を約 100 粒ずつ収容し，恒温室内
（26.0 ℃）で 24時間管理した後，ふ化仔魚を計数し，以
下の方法で算出した。ふ化管理期間は，エアーストーン
による通気で海水を攪拌した。
　ふ化率 （%） ＝ （ふ化仔魚数 / 収容卵数） × 100

　得られた受精卵を殺菌海水で満たした 500 ℓアルテミ
アふ化水槽 3面に重量法（350 g当たり 100万粒）で
800万粒ずつ収容した後，流量 1.0 ㎘ / hの殺菌海水で
換水し，卵洗浄を行った。卵洗浄時間を 0，0.5および 2

時間とする 3試験区を設定した。
　所定時間の卵洗浄を行った後，電解海水で満たした
500ℓ水槽内に設置したナイロン製ネット（縦 70 cm，
横 70 cm，深さ 95 cm）に供試卵 200万粒を収容し，残
留塩素濃度 0.5 mg / ℓ ，1分間の卵消毒を行った 11）。供
試卵を一定濃度の電解海水に接触させるため，卵消毒中
は，ビニールホース（内径 40 mm）を用いてネット内
に残留塩素濃度 0.5 mg /ℓの電解海水を注水し（流量
7.0 ㎘ / h），常時ネット内を湯かき棒で攪拌した。1分
間の卵消毒後，電解海水の注水を直ちに停止し，チオ硫
酸ナトリウム溶液を終濃度 5 mg /ℓとなるように加えて
次亜塩素酸を中和し，卵消毒を終了した（図 1）。各試
験区において，卵洗浄後に卵消毒を行った消毒区に対し
て，次亜塩素酸を含まない殺菌海水を用いて同じ操作を
行う対照区を設けた。すなわち，卵洗浄 2時間消毒区，
卵洗浄 2時間対照区，卵洗浄 0.5時間消毒区，卵洗浄
0.5時間対照区，卵洗浄 0時間消毒区および卵洗浄 0時
間対照区の合計 6試験区とした。なお，卵消毒中の残留
塩素濃度を卵消毒開始直後から 10秒ごとに測定した。
卵消毒に供試した時点の受精卵の発生段階は，卵洗浄 0

および 0.5時間区で原腸胚後期，卵洗浄 2時間区で胚体
形成初期であった。10月 20，21，22日の消毒水槽内の
水温はそれぞれ 26.4，26.3，26.4 ℃であった。
　卵消毒後，試験区ごとに上述と同様の方法でふ化率を
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算出した。また，未ふ化生残卵（胚は生存しているがふ
化できない卵）17-20）を計数し，以下の方法で未ふ化生残
卵出現率を算出した。
　未ふ化生残卵出現率 （%） ＝ （未ふ化生残卵数 / 収容卵
数） × 100

試験 2：電解海水の注水量の検討　2009年 11月 10，
11，12日に採卵し，1日 1回ずつ合計 3回の試験を行っ
た。10月 20，21，22日の親魚飼育水槽の水温はそれぞ
れ 25.4，25.3，25.1 ℃であった。採卵した卵は，直ちに
殺菌海水を満たした 100ℓ水槽に収容した。3分間静置
した後，表面に浮上した卵をナイロン製ネットで採集し
た。得られた卵の受精率は 100%であった。受精卵 800

万粒を殺菌海水で満たした 500 ℓアルテミアふ化水槽へ
収容した後，流量 1.0 ㎘ / hで殺菌海水を用いて換水し，
2時間の卵洗浄を行った。試験 1と同様の方法で残留塩
素濃度 0.5 mg / ℓ ，1分間の卵消毒を行った。卵消毒中
に注水する電解海水の量を 0.0，3.0および 7.0 ㎘ / hと
する 3試験区を設定した。卵消毒中の残留塩素濃度を卵
消毒開始直後から 10秒ごとに測定した。11月 10，11，

� �

図 1．ハマフエフキ受精卵の大量卵洗浄および卵消毒方法
A：卵洗浄および卵消毒の手順　B：卵洗浄に使用したアルテミアふ化水槽　C：卵消毒風景

12日の消毒水槽内の水温はそれぞれ 25.3，25.4，25.2 ℃
であった。なお，卵消毒に供試した時点の受精卵の発生
段階は，胚体形成初期であった。

統計処理　試験 1に供試した受精卵の卵径を一元配置分
散分析，ふ化率を x2検定に処した。また，試験 1にお
いて，ふ化率および未ふ化生残卵出現率を逆正弦変換
し，卵消毒の有無および卵洗浄時間を要因とした二元配
置分散分析を行った。

結　　果

試験 1：卵洗浄時間の検討　10月 20，21，22日に採卵
した受精卵の卵径は，それぞれ 0.81 ± 0.02（平均値 ± 

標準偏差），0.80 ± 0.02，0.80 ± 0.02 mmであり，有意
差は認められなかった（F = 2.28，P = 0.11）。卵洗浄お
よび卵消毒を行わない採卵直後の受精卵のふ化率は，そ
れぞれ 96.3，95.1，96.2%であり，有意差は認められな
かった（x2 = 0.69，P = 0.71）。
　卵消毒開始直後から 10秒経過毎の残留塩素濃度は，
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率および未ふ化生残卵出現率ともに卵消毒の有無に有意
差が認められたが，卵洗浄時間に有意差は認められなか
った（表 1および表 2）。

図 2．試験 1における卵消毒中の残留塩素濃度の変化
 ●：卵洗浄 0時間区　○：卵洗浄 0.5時間区
 △：卵洗浄 2時間区
 値は平均値，バーは標準誤差を示す（n = 3）

図 3．試験 1の各試験区における卵消毒後のふ化率
 ■：消毒区　□：対照区
 値は平均値，バーは標準誤差を示す（n = 3）

卵洗浄 0時間区で 0.49，0.29，0.33，0.32，0.43，0.41，
0.35 mg /ℓ， 卵 洗 浄 0.5 時 間 区 で 0.51，0.33，0.32，
0.30，0.35，0.39，0.40 mg /ℓ，卵洗浄 2時間区で 0.52，
0.49，0.53，0.49，0.50，0.50，0.47 mg /ℓであった（図
2）。卵洗浄 2時間区のみにおいて，卵消毒中の残留塩素
濃度の低下は認められなかった。
　ふ化率は，消毒区の卵洗浄 0時間区，0.5時間区，2
時間区でそれぞれ 72.9 ± 7.2（平均値 ± 標準誤差），
87.8 ± 8.3，80.2 ± 11.3%，対照区の卵洗浄 0時間区，
0.5時間区，2時間区でそれぞれ 95.8 ± 3.7，94.3 ± 1.9，
95.4 ± 1.8%であり，消毒区で低い傾向が認められた
（図 3）。未ふ化生残卵出現率は，消毒区の卵洗浄 0時間
区，0.5時間区，2時間区でそれぞれ 23.6 ± 7.3（平均値 

± 標準誤差），10.0 ± 6.2，17.6 ± 11.3%，対照区の卵
洗浄 0時間区，0.5時間区，2時間区でそれぞれ 0.3 ± 

0.5，1.3 ± 2.2，0.6 ± 1.0%であり，消毒区で高い傾向
が認められた（図 4）。二元配置分散分析の結果，ふ化

�

図 4．試験 1の各試験区における卵消毒後の未ふ化生残卵出現
率

 ■：消毒区　□：対照区
 値は平均値，バーは標準誤差を示す（n = 3）

表 2．二元配置分散分析による未ふ化生残卵出現率の検定結果

表 1．二元配置分散分析によるふ化率の検定結果

試験 2：電解海水の注水量の検討　卵消毒開始直後から
10秒経過毎の残留塩素濃度は，注水量 0.0 ㎘ / h区で
0.51，0.29，0.40，0.40，0.32，0.35，0.37 mg /ℓ，注水
量 3.0 ㎘ / h 区 で 0.53，0.40，0.45，0.40，0.38，0.36，
0.43 mg / ℓ，注水量 7.0 ㎘ / h 区で 0.55，0.50，0.54，
0.53，0.47，0.58，0.54 mg /ℓであった（図 5）。注水量
7.0 ㎘ / h区においてのみ，卵消毒中の残留塩素濃度の
低下は認められなかった。
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考　　察

　電解海水を用いた受精卵の大量消毒時における残留塩
素濃度の低下の防止を試みたところ，卵洗浄を 2時間，
合計 4倍量の殺菌海水を用いて行った場合のみ残留塩素
濃度の低下が生じなかった。このことは，大量の受精卵
を消毒する場合において，十分に卵洗浄を行うことが卵
消毒中の残留塩素濃度の低下の防止に有効な手段である
ことを示している。一般に，採卵時に海水とともに混入
した，あるいは，卵表面に付着した有機物が残留オキシ
ダントや有効ヨウ素などの消毒成分の濃度低下を引き起
こすことが知られている 13）。また，卵消毒前にろ過海
水で受精卵の洗浄を繰り返すことで，洗浄後の海水の化
学的酸素要求量が順次低下することが報告されており，
卵洗浄により卵表面に存在する有機物が除去されること
が明らかにされている 21）。ヒラメ Paralichthys olivaceus

の例では，卵消毒前に受精卵の洗浄が行われているが，
一度に消毒する受精卵数が少ないため（10～ 30万粒），
3分間の卵洗浄を行えば消毒成分の濃度低下を防ぐこと
が可能である 13）。本研究の結果が示すように，クロマ
グロ仔稚魚の餌料供給に用いられるような 100万粒単位
の受精卵を電解海水を用いて一度に消毒する場合，卵を
収容した海水の 4倍量の新鮮な海水を用いて十分な卵洗
浄を行うことが卵消毒中の残留塩素濃度の急激な低下の
防止に必要であることが明らかとなった。
　卵洗浄を 2時間行った場合，卵洗浄を 0および 0.5時
間行った場合と比較してふ化率の低下は見られなかっ
た。本試験では採卵日の異なる受精卵を供試したが，各
採卵日の卵径および採卵直後の受精卵のふ化率に有意差
はなかった。また，卵消毒に供試した受精卵の発生ステ
ージは原腸胚後期および胚体形成初期であったが，ハマ
フエフキ受精卵に対して残留塩素濃度 0.5 mg /ℓ，1分

間の卵消毒を行った場合，桑実胚初期からふ化直前まで
のいずれのステージにおいても同様のふ化率を示すこと
が報告されている 11）。したがって，本試験条件下にお
いて消毒後のふ化率に影響を及ぼす要因は卵洗浄時間の
みであったと想定され，2時間の卵洗浄はハマフエフキ
受精卵のふ化に対して影響を及ぼさないことを示してい
る。
　試験 1において，対照区のふ化率と比較して消毒区の
ふ化率が有意に低下した。また，消毒区では未ふ化生残
卵出現率の増加が認められた。電解海水を用いた卵消毒
を行った場合，未ふ化生残卵出現率の増加がアカアマダ
イ 5）やコチの一種 Platycephalus sp.22）等で知られている。
したがって，消毒区のふ化率の低下は受精卵が電解海水
に暴露されたことによって引き起こされたと考えられ
る。三村ら 20）は，海水のオゾン処理によって発生した
残留オキシダントを含む海水に受精卵を暴露した場合，
残留オキシダントの作用により卵膜の変性および卵膜の
膨張過程の欠如が発生し，未ふ化生残卵が生じると推察
している。受精卵を電解海水に暴露した場合においても
次亜塩素酸あるいは電解海水に含まれるその他の残留オ
キシダントによって同様の現象が発生し，未ふ化生残卵
出現率が増加した可能性が考えられる。しかし，本研究
におけるいずれの試験区の消毒区においても，得られた
ふ化率は 80%前後と高く，本研究で見られたふ化率の
低下は実用可能な範囲内であると考えられる。
　試験 2において，電解海水を 7.0 ㎘ / hで注水した場
合のみ残留塩素濃度の低下が起こらなかった。したがっ
て， 200万粒のハマフエフキ受精卵を一度に消毒する場
合，消毒水槽 500 ℓに対して 7.0 ㎘ / hの電解海水を消
毒水槽内に注水することで，残留塩素濃度が維持され，
安定した消毒効果が期待できる。
　本研究の結果から，受精卵を収容した海水の 4倍量の
新鮮な海水を用いて十分な卵洗浄を行うこと，消毒水槽
500 ℓに対して 7.0 ㎘ / hの電解海水を消毒水槽内に注
水することにより，大量のハマフエフキ受精卵に対する
電解海水を用いた効果的な消毒が可能となった。今後，
本研究の方法により，ハマフエフキふ化仔魚に由来する
クロマグロ仔稚魚への NNVの水平感染の防除が可能と
なり，クロマグロ種苗生産における VNN防疫体制の強
化が期待される。
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図 5．試験 2における卵消毒中の残留塩素濃度の変化
 ●：注水量 0.0 ㎘ / h　○：注水量 3.0 ㎘ / h　△：注水量

7.0 ㎘ / h
 値は平均値，バーは標準誤差を示す（n = 3）
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