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１．はじめに１．はじめに１．はじめに１．はじめに        

 短期間でクルマエビに大量死をもたらす海洋性病原ウイルス WSDV(White Spot Disease Virus)は，東南アジアを中

心に世界中のクルマエビ養殖業に甚大な被害をもたらしている。1993年には，外国からもちこまれた WSDV が西

日本のクルマエビ養殖に壊滅的な被害をもたらしたという事例もある 1)。しかしながら，WSDV の感染メカニズム

や集積組織に関する情報は不明であり，一度感染したエビに対する効果的な治療法は存在していない。さらに，

WSDV を海水から高感度に検出する方法は確立しておらず，ノロウイルス等の回収法として知られる陰電荷膜濃縮

法 2)においても，WSDV には有効でない 3)。したがって，WSDV の検出とその除去は，エビ養殖場の経営にとって

極めて重要な課題である。そこで本研究では，海水中に分散した WSDV の高感度検出法の開発を目的とし，ウイル

スの泡沫への濃縮機能を利用した WSDVの除去および濃縮における基礎的研究を行った。 

２．材料と方法２．材料と方法２．材料と方法２．材料と方法        

２．１ 試料の調整 

 実験に用いる WSDV として，冷凍させた WSDV 感染エビを解凍し肉片約 0.2gを滅菌生理食塩水中でホモジナイ

ズした後，ガラス繊維ろ紙(口径25mm，GF/B型)を用いて肉片を取り除き，単体のWSDVがフリーに存在するウイルス汚染海

水（原水）を作成した。カゼインの標準溶液(10,000mg/L)は，試薬を 0.01M の NaOH水溶液に溶解して作成した。鉄

の標準溶液(10,000 mg/L)は，塩化第二鉄溶液(39%重量含有)を蒸留水で希釈して作成した。鉄イオンの錯化剤には，

鉄キレート試薬である Deferoxamine mesylate溶液(0.076mol/L)を用いた。 

２．２ 泡沫分離法 

本研究では，泡沫分離法 4)および鉄コロイド・泡沫分離法における WSDVの除去・濃縮について，図 1の泡沫分

離装置を用いて検討した。泡沫分離の手順として，まずウイルス汚染海水(180mL)を準備し，強い界面活性を示す

カゼインを 1mg/L になるように添加した。攪拌後，泡沫分離(一定流量 0.3L/min)を行い，原水，処理水，および回

収された泡沫水の WSDV をそれぞれ定量・比較し，WSDV の除去・濃縮率を算出した。鉄コロイド・泡沫分離法

については，WSDV の除去に最適な鉄およびカゼインの量をあら

かじめ検討し，鉄 1mg/Lとカゼイン 1mg/Lの条件で行った。まず

ウイルス汚染海水に鉄を添加し，攪拌後に発生した鉄コロイドをカ

ゼインによる泡沫分離で泡沫水中に回収し，除去・濃縮率を算出し

た。実験はそれぞれ 3 回の繰り返し実験を行った。 

２．３ 鉄コロイドの溶解 

 鉄コロイド・泡沫分離法後に回収された泡沫水の全量を遠心分離

(3000rpm,10min)し，上澄水をある程度取り除いた後，残り全量(約

1ml)を 1.5ml遠心チューブに移し，再度，遠心分離(12000rpm,3min)

を行った。分離した上澄水と鉄コロイドをそれぞれ回収した。鉄コ

ロイドは 0.1M の HCI で溶解し，鉄キレート試薬と TE Bufferを添

加した後，0.1Mの NaOHで中和した。中和液は Milli-Q 水によって

180µL に調整し，これを鉄コロイド溶解液とした。 
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２．４ DNA 抽出および定量法 

原水，泡沫分離処理の処理水と泡沫水，鉄コロイド処理の

泡沫水（未処理）と遠心分離後の上澄水および鉄コロイド溶

解液について，WSDV の DNA を各試料から抽出した後，

Real-time PCR法によるコピー数で定量した。 

３．結果と考察３．結果と考察３．結果と考察３．結果と考察    

３．１ WSDV の除去 

カゼインによる泡沫分離実験での原水，処理水，および泡

沫水の WSDV をそれぞれ定量した結果，いずれのコピー数も

ほぼ一致した値を示した。カゼインのみを利用した泡沫分離

法では，WSDV の除去は困難であることがわかった。次に，

鉄コロイド・泡沫分離法による実験結果を図 2に示す。原水の WSDV は処理によって著しく減少し，除去率は 99.5%

となった。鉄コロイドを生成させてから泡沫分離処理することによって，極めて効果的に WSDV が除去されること

がわかった。WSDV は鉄コロイドとともに泡沫水に分離・回収されていると考えられた。 

３．２ WSDV の濃縮 

 表 1 には，鉄コロイド・泡沫分離法において回収された泡沫水について，未処理の泡沫水，遠心分離後の上澄水

および鉄コロイド溶解液の WSDV の測定結果を示す。高濃度に WSDV が濃縮されていると推察された未処理の泡

沫水の WSDV 濃度は原水よりも低くかった。また，上澄水の WSDV 濃度は処理水と同等の極めて低いオーダーで

あった。これに対して，鉄コロイドからは 3.2×1011copy/mlの極めて高濃度の WSDV が検出され，約 200倍も高く

検出された。すなわち，鉄コロイド・泡沫分離法で除去された WSDV の大部分が鉄コロイドに吸着され，鉄コロイ

ドとともに泡沫水に濃縮されたと考えられる。 

４．まとめ４．まとめ４．まとめ４．まとめ     

（１）WSDV は，強い界面活性を示す

カゼインのみによる泡沫分離処理で                                                                        

は除去が困難である。 

（２）鉄コロイドを発生させ，泡沫分

離処理することによって，海水中に存

在するWSDVの 99.5%以上を除去する

ことができる。 

（３）鉄コロイドを濃縮した泡沫水から鉄コロイドを回収し，溶解処理することによって極めて高感度に WSDV

を検出できる。 
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図２ 鉄コロイド・泡沫分離法の実験結果 

表１ 鉄コロイド・泡沫分離後の各サンプルの WSDV 濃度 (copy/ml) 

(n=3,±SD) 

上澄水 鉄コロイド

未処理
1.7×10

9

±1.6×10
8

9.4×10
6

±1.3×10
6

鉄溶解
1.7×10

9

±1.9×10
8

2.1×10
7

±1.6×10
7

1.5×10
7

±1.3×10
7
3.2×10

11

±7.7×10
10

7.2×10
8

±2.3×10
8
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