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学位論文内容の要旨

  タイ国における主要産業にまで発展した魚介類の養殖業が、各種の疾病被

害の増大により岐路に立たされている。しかし現在、その有効な対策はまだ

確立されていない。そこでタイ国に古くから伝わるハーブに着目し、魚介類

の疾病防除・治療への応用の可能性について検討した。すなわち、タイ国伝

統ハーブ21種を対象に、魚類およびエビ類の病原ウイルスならびに病原細菌

に対する抗ウイルス効果および抗菌効果のスクリーニングを行った。優れた

抗ウイルス効果を示したC．  nutansのウシエビのイエロー＾ッド病抑制効果お

よび強い抗菌効果を示したP．guajavaのハイフ゛9ッ I゙ キャツIフィッシュの運動性エロモナ

ス病抑制効果を加vivoで観察した。さらにこれらの魚類およびエビ類の生体

防御能に及ばす影響およびウイルスに対する作用機序にっ、いて若干の検討を

行った。

  まず第1章ではタイ国伝統ハーブCassia alata, Calophyllum inophyllum，Clinacanthus

sp．，c．nutans，  くJlinus oppositifolis，  Hura crepiton，  Momordica charantia’〇cimum scmctum（red

andWhite），〇rcんDCロヮ恥Sぬmピ恥お，剛ヅ〃・ロぬm瓣ロCfd瓣，P．ロm口′18，P．出6釘嵒，P．闇r洫血f瓣

P．Hr加ロr缸f研めMm舒蛔艪vロ，nn＄p〇mcD剛めfむ，rびf・ゆロの計18種についてエタノーノレ

抽出液を作成し、培養が可能でかつ抗ウイルス効果のスクリーニング法が確

立されている3種のサケ科魚類の病原ウイルス；ラブドウイルスの伝染性造

血器壊死症ウイルス（ImW）、  ビルナウイルスの伝染性膵臓壊死症ウイルス

－ 198 -



（IPNV）およびサケ科魚類のへルベスウイルス2型（Sal:fV－2；OMV）に対する抗

ウイ ルス効 果を 、CHSE-214細胞を用いたプラーク減少法により観察した。同

時 に ハ ー ブ 抽 出 液 の CHSE-214細 胞 に 対 す る 細 胞 毒 性 値 を 検 討 し た 。

  抗ウ イ ル ス 効 果 は 100Ug/mlに 調製 し た抽 出液 をウ イル ス接種 前に 3時 間

細胞 に添加 した 場合 、ウイ ルス と3時間 直接 接触 させた場合および重層剤に

添加 して感 染細 胞に作用させた場合について観察した。供試したハーブのう

ちG．叩psfゆ´む，〃．cr印f細，■出口rロ門fぬの3種類を除く15種類がImWおよび

OMVに対 し90～loo％ 以上 のプ ラーク 減少 率を 示し 、その 作用 は直 接的で あ

った。IPNVに対しては〇，s洳B恥おおよびP．ロc遇8が抽出液を重層剤に添加し

た場 合にl00％のプ ラーク減少率を示した。CHSEー214細胞に対する細胞毒性

は1．2～11mびmlと低かった。18種のハーブを比較検討し、最も強い抗ウイル

ス効果を示すハーブとしてc．灯“f弸を選出した。

  第2章では上記18種の中からC．加印りW甜ma所ロc弸肪瓣sp．，G．（桝’〇sfゆ仏，

〃．c′印f加，〇．s洳P恥むを除いた13種に新たにイH加釘印カおp弸ぬぬ旭別ゆぬロ′弧

P．pHた慨Prの3種を加えた計16種のハーブを対象にハイフ゛9ッ1゙ キャツ1フィッシュから分

離したイピ′Dm〇門岱緲加めぬおよびシーバスから分離した．跏印r〇cDc鯔sp．、  ウシ

エビから分離した賄6冖．Dp甜舶ロ弸Dりを恥各1株とレカ甜V・グ9株を対象にハーブ

抽出液含有平板を用いて抗菌効果の観察を行った。〇．sロ門crHm（redandwhite）、

C．n甜ロ恥，P．ロc遇ロ，アcrむ舛を除く11種のハーブ抽出液が抗菌効果を示し、P．

pづ鮒およびMc轟ロ′翻ぬにレん口wヴおよびレpロ′励ロピmDケガ拙に対する強い抗菌

活性が認められた。供試した4種の細菌に対する最小抗菌濃度はP．〆q泗′ロで

O．63m〆mI、M出口′伽ぬで1．25m〆mlであった。P．g瑚細′ロ抽出液をセファデック

スLH－20に より 分画 し、得 られ た抗 菌画 分はHlNMRおよびCIj―MNRによる分

析からタンニンと同定された。

  第 3章 では 第1章で強い抗ウイルス効果を示したc．nHfロ恥のウシエビのイ

エロー＾ッド病原因ラブドウイルス（YHV）に対する加vfvDでの抗ウイルス効

果 を検 討 した。 体重 15～ 20gのウ シエ ビ15尾 を1群 とし、 ペレ ッ卜 にハー ブ

抽出液を0．1，1．0，10g膩，gに添加し、7日問毎日2回給餌した。7日後にYHV

感 染病 エ ビの鰓 lgの ホモ ジネ ートを lol水槽 に添 加し 、28．5～30Cで 3時 間
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浸漬攻撃し、以後14日間観察した。  累積死亡率はコン卜ロール群が75．5％、

O.lgf Kg投与群が42.2％、lg爪g投与群

高 い 効 果 の 認 め ら れ た のは ベ レ ット 1

33.3％、10gnくg投与群68.9％であり、最も

Kg当たりlgのC．nutans抽出液を添加

し た 餌 料 を 給 餌 し た 群 で あ っ た 。   さ ら に 101タ ン ク に 10弘 g/rnlと な る よ う

にハーブ抽出液を加えた水槽で、体重10～15gのウシエビ6尾を、9日お

よ び 1時 間 飼 育 後 に 上 記 と 同 様 の 攻 撃 を 行 っ た 。 累 積 死 亡 率 は コ ン ト ロ ー ル

群 で 100％ ， 9日 間 飼 育 群 で 41.7％ 、 1時 間 の み の 群 で27.8％ で あ り、 強 い抗 ウ

イルス効果が観察された。

  第 4章 では第 2章で選抜 した強い 抗菌効果を 示したP． guajavaのハイ 7゙ 9ッ I゙ キ

ヤツIフィッシュに対す抗菌効果をめVI VOで観察した。平均魚体重35gのハイフ゛9ッI゙ キャツ

Iフ イッ シュ 10尾にハー ブ抽出液 をl.OgKg含むペレ ットを毎 日2回7日問 給餌した 。

7日後にイ，りめ19pカfぬを筋肉内に1．2x10゚ CFU／0．1ml宛注射し、401水槽を用い

27． 5～ 29Cで 14日 間 観察 し た。 累 積 死亡 率 は コン ト ロー ル 群 で80％、 1． 0ジ Kg

群 で 0％ で あ っ た 。 潰 瘍 患部 は 3日 目に 快 復 傾向 を 示し 、 lO日 後 には 完 治 した 。

  ウシエビ の場合、 体重12．6～ 16．9gのエビ を401水槽に 18尾収容し尸，駟づ刪ロ

抽 出 液 を O． 5g依 gと 5． 0g爪 g添 加 し た 餌 料 を 毎 日 2回 7日 間 給 餌 し 、 28～ 31C

で飼 育 し た。 こ の間 1、 3、 7日 目 に レ施 冖 ヴを 1． 4x101℃ FU／ 0． 2ml宛筋 肉内に

注 射 し 、 30分 後 に 第 3頭 脚 の り ン パ 節 か ら 体 液 を 採 取 し 、 レ 施 wり 釘 の 生 菌

数 を 測 定 し 、 コ ン ト ロ ー ル 群 の 生 菌 数 と の 比 較 か ら 排 菌 率 を 求 め た 。 給 餌 1

日目 の 排菌 率はコン トロール 群をO％とし て、O．5g群 7．9％、5． 0g群2．3％で あ

った。対 照として 設定した o小etracycline（OTC）投 与群は｀4．9％であった。3日

目の 排 菌率 は0．5g群58． 7％、5．0g群 50．7％、OTC群53． 6％であっ た。7日目 で

は0．5g群66．9％、5．0g群60．9％、OTC群69．0％で、P．舒‘蜘′ロはOTCと同程度の効

果を示した。

  第5章ではP．ガ飢ń ロ抽出液を対象にハイフ゛9ッI゙ キャツIフィッシュのAりむ印んぬに対

す る 免 疫 応 答 と ウ シ エ ビ の Ec〇 釘 に 対 す る 免 疫 応 答 を 検 討 す る と 共 に 、 C．

門“′ロ恥抽出液のIHNVに対する直接的影響の有無を観察した。

  ハイフ゛9ッI゙ キャツIフイッシュに尸，g弸厨旧抽出液をベレットに5．0gと10．0飢くg添加し、

30日 間 飼 育 後 、 ホ ル マ リ ン 不 活 化 Aり め 叩 カ ぬ で 免 疫 し た 。 10， 20， 30日 後



に採血し、凝集抗体価と赤血球数、白血球数を測定した。10日目の抗体価

はコントロール群で2̈ 、5.Og給餌群268、10g給餌群でヅと測定された。20

日目にはそれぞれ2”、268、270、30日目に2“、26・6、2’。となった。自血球数に

変 化は 見ら れなか った が、赤 血球 数は20日後 から約 2倍に 増加 した。

  最後にC．  nutans抽出液のIHNVに対する直接的影響の有無を観察した。ウ

イルス液と抽出液を3時間作用させたが、構造蛋白泳動像に変化は認められ

ず、RT-PCRの結果にも影響は認められなかった。ただ抗C．rrutロnsウサギ血清

と抗IHNVウサギ血清との間に拮抗作用が認められたことから、Clnzdansは

ウ イ ル ス 表 面 の 抗 体 結 合 部 位 へ 作 用 す る も の と 考 え ら れ た 。

  以上の結果から、タイ国伝統ハーブは魚介類の疾病対策に応用可能である

ことが示唆された。
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学位論文審査の要旨
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 Studies on the antiviral and antibacterial activity

of Thai traditional herbs and application to prevent

 the viral and bacterial diseases in aquatic animals

（夕イ国伝統ハーブの抗ウイルスおよび抗菌活J陸と水棲生物の

ウイルスおよび細菌による疾病防除への応用に関する研究）

  タイ国において主要産業にまで発展した魚介類の養殖業は各種の疾病被害

の増大により岐路に立たされている。しかし、その有効な対策は未確立のま

まである。本論文はタイに古くから伝わるノヽーブに着目し、魚介類の疾病防

除・治療への応用について検討したものであり、特に評価される成果は以下

のとおりである。

1．タイ国伝統ハーブCossia alata, Calophyllum inophyllum，Clinocanthussp．，C．nitrans,

Glinz.ts oppositifolis,  H,.tra crepitan,  Momordica charantia,〇cimum sanctz tm（red  and  xvhite），

Orchocaipus siamensis，Phyllamhus acidus,P．amar us，P．匸セ6f／fヱ尸，rgfセH／ロ′u£  尸，Hrmロrf¢

ん織川門口fづロvqn門〇叩〇′ロc〇′‘dめ触Fcrゆロの計18種についてエタノール抽出液を

作製し、抗ウイルス効果のスクリーニング法が確立されている3種のサケ科

魚 類 の 病 原 ウ イ ル ス ； ラ ブ ド ウ イ ル ス の 伝 染 性 造 血 器 壊 死 症 ウ イ ル ス （ IHNV） 、

ビルナウイルスの伝染性膵臓壊死症ウイルス（IPNV〕およびサケ科魚類のへル

ペ ス ウ イ ル ス 2型 （ SaHV‐ 2； OMV） に 対 す る 抗 ウ イ ル ス ‘ 効 果 を 、 CHSE‐ 214細胞 を

用いたブラーク減少法により観察し、同時にハーブ抽出液のCHSE・214細胞

に対する細胞毒性値を検討した。供試したハーブのうちG．9印〇5nめ帆H

cr印frロルMcんロrロ門fm口の3種類を除く15種類がIHNVおよびOMVに対し90～
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100％以上のプラーク減少率を示し、その作用が直接的であることを明らか

にした。IPNVに対しては〇．siamensisおよびP．acidus抽出液を重層剤に添加し

た場合、100％のプラーク減少率を示すことを明らかにした。CHSE―214細胞に

対する細胞毒性は1.2～llmg/mlと低く、18種のハーブを比較検討し、最も

強い抗ウイルス効果を示すハーブとしてC．nzttansを選出し得た。

2．上記18種の中からCI inophyllum,Clinacanthus sp．，G．oppositifolis,Hcrepitan,

〇，siamensisを除いた13種にAndrographis paniczぬ旭Eff印旧ロめqP．pHfcんgrの3種を

加えた計16種のハーブを対象にハイ7゙ 9ッ I゙ キャツIフィッシュから分離したイP′0mo門甜

ル 伽印 んぬ およ びシーバスから分離 したSf′印roc〇cc“5sp．、ウシエビから分離した

M6′め p口 r口ね ビmDケ′ セ“ s各1株と レね ev眇9株を対象に抗菌効果の観察を行った。

〇．Sロ門c′u′門（redandwhite），C．門甜fロ門£P．ロCfめ‘£Fcrむp口を除くll種のノ丶ーブ抽出液

が抗菌効果を示し、  特に 尸．g甜づロvロおよびMcカ口rロ灯fぬが゛レヵロピvグおよびレ

pロ′ ロヵ ロピ ″2〇リセ恥に強い抗 菌活性を示すことを明らかにした。最小抗菌濃度は

尸．g“づロvロで0．63mg／ml、Mcカロrロ門′ぬで1．25mg／m1であり、P．g“づ0vロ抽出液の抗菌作

用の主成分がタンニンであることを明らかにした。

3． 強 い 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 示 し た C． 刪 fロ 門 sの ウ シ エ ビ の イ エ ロ ー ヘ ッ ド 病 原

因 ラ ブ ド ウ イ ル ス （ YHV） に 対 す る mvfyDで の 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 検 討 し た 。 体

重 15～ 20gの ウ シ エ ビ を 対 象 に 、 ペ レ ッ 卜 にハ ーブ 抽出 液を 0． 1，1． 0， log／ Kgに

添加して7日間毎日2回給餌した。7日後にYHV感染病エビの鰓ホモジネ

ートを添加して3時間浸漬攻撃し、以後14日間観察した。累積死亡率はコ

ン ト口 ール 群が 75．5％、0．1g／Kg投与群42．2％、lg／Kg投与 群3313％、log／Kg投与

群 68． 9％ と な り 、 ペ レ ッ 卜 1Kg当 た り lgの C． 朋 ′ ロ ns抽 出 液 を 添 加 し た 餌 料 を

給 餌 し た 場 合 、 高 い 効 果 が 認 め ら れ る こ と を 明 ら か に し た 。 さ ら に lolタ ン

クに10皿g／mIとなるようにハーブ抽出液を加えた水槽で、体重lO～15gの

ウシエビを、9日および1時間飼育後に上記と同様の攻撃を行ったところ、

累 積 死 亡 率 は コ ン ト 口 ー ル 群 で loo％ ， 9日 間 飼 育 群 で 41． 7％ 、 1時 間 の み の

群 で 27． 8％ と な り 、 強 い 抗 ウ イ ル ス 効 果 が 観 察 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。

4．強い抗菌効果を示したP．g“づロvロのハイフ゛9ッ I゙ キャツIフィッシュに対す抗菌効果を

mvfvDで観察した。平均魚体重35gのハイフ゛9ッ I゙ キャツIフィッシュにハーブ抽出液を

1， Og／ Kg含 む ペ レ ツ 卜 を 毎 日 2回 7日 間 給 餌 し 、 7日 後 に Aり み 叩 カ fぬ を 筋 肉

内 に 1． 2x10゚ CFU／ 0． lml宛 注 射 し て 401水 槽 を 用 い 27． 5～ 29Cで 14日 間 観 察
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した。累積 死亡率はコントロール群で80%であったが、1．Og/Kg群ではO％で

あり 、 潰瘍 患 部も 3日目 に 快復 傾 向を示し 、10日後には 完治した。 ウシエ

ビの場合も、体重12．6～   16．9gのェビを401水槽に収容しP.gz.tajava抽出液を

0.5g/Kgと5．Og/Kg添加した餌料を毎日2回7日間給餌し、28～31Cで飼育した。

この間1、3、7日目にレhor veyを1.4xlO｜℃FU/O．2mi宛筋肉内に注射し、30分

後に第3頭脚のりンパ節から体液を採取し、レharveyniの生菌数を測定して排

菌率を求 めたところ 、給餌1日目の排菌 率はコン卜 ロール群を 0％と して、

0.5g群で7．9％、5．Og群2．3％であった。対照として設定したoxytetracycline（OTC）

投与群は-4.9％であった。3日目の排菌率は0.5g群58．7％、5.0g群50．7％、OTC

群53.6％、7日目では0.5g群66．9％、5.0g群60．9％、OTC群でも69．0％と、P．

guajavaはOTCと同程度の排菌効果を示すことを明らかにした。

5．P．guajava抽出液を5．Ogと10．Og/Kg添加した餌料を30日問給餌後、ホルマ

リン不活化A hydrophilaで免疫し、ハイフ゛9ッI゙ キャツIフィッシュのAhydrophilaに対する

免疫応答を観察した。P．guajava抽出液を与えた場合、凝集抗体価の上昇と赤

血球数の増加が観察され、P．guajava抽出液が免疫応答を促進している可能性

を示した。

  以 上の成果は魚介類疾病の防御・治療にハーブが有効であることを示唆し

ており、今 後の水産増養殖の発展に大きく寄与するものであることから、審

査員一同は申請者が博士（水産学）の学位を授与される十分な資格を有すると

判定した。


