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マツカワのウイルス性神経壊死症原因ウイルス遺伝子の

検出に及ぼすPCR条 件の検討
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Revelation of Effective Methods for Detection of Viral Nervous

Necrosis Virus Gene using Polymerase Chain Reaction

in Barfin Flounder, Verasper moseri
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Abstract: Detection rate of viral nervous necrosis (VNN) virus gene using polymerase chain 

reaction was investigated. Tested specimens were: just hatched larvae, heads of larvae, eye or brain 
of juveniles, ovarian fluid and sperm obtained from brood fish. The specimens were mixed with a 
10-fold serial dilution of virus solutions prepared from the eyes and brain of the Pacific Cod, Gadus 

macrocephalus, affected with VNN. For nucleic acid extraction, a comparison was made between 20-

proteinase K, SDS-proteinase K,acid guanidium phenol chloroform, Isogen, TRIzol, RNA isolation 
kit, Catrimox-14, and High Pure Viral Nucleic Acid Kit. Isogen and/or RNA isolation kit showed the 
highest detection rate. PTC-200 and PJ 480 thermal cyclers were more effective than the PC-700 

model. In comparison of reverse transcriptase, AMV, M-MLV, and Super Script II were tested; r 
Taq or Ex Taq was used as the DNA polymerase. Pairing of Super Script and Ex Taq was most 

effective. In PCR programs, 3-temperature PCR was more effective than 2-temperature PCR.
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海産魚類の放流を目的とした種苗生産は,年 々その

種類を拡大 し,対 象魚種は1996年 に37種 となっている 。

近年種苗生産の成否 に疾病発生の有無が大 きな影響 を

与 え,中 で もウイルス性 神経壊 死症(viral ner

vous necrosis: VNN)は,発 生する宿主範囲が広 く,被 害 も

大 きい2)。わが国では1989年 から1994年 までの6年 間に,

VNNは ビブリオ病 と並 びもっとも多い7魚 種で発生が

報告され2),世 界的には22魚 種で本疾病の発生が報告さ

れている3)。

日本栽培漁業協会厚岸事業場(以 下当事業場 とする)

の種苗生産対象種であるマッカワ,Verasper moseriに

もVNNが 発生 し4),そ の防除対策の確立が急務 となっ

た。疾病の防除対策に当たっては,原 因病原体の検 出

法の確立がまず必要である。今 までに,VNNの 原因ウ

イ ルス を検 出す る方法 と して 電子 顕 微 鏡観 察5),

ELISA6),PCR7),蛍 光抗体法8),酵 素抗体法9),In situ

 hybridization10)および培養細胞による分離11)などが報告

されている。現在では,検 出感度の高さと簡便 さから

PCRに よるウイルス検出法が主に用いられている12,13)。

本疾病 は,親 魚が主たる感染源であると考えられて

いる 。 しか しながら,PCR陰 性 と判定 された親魚

か ら得 たPCR陰 性のふ化仔魚、を用いた種苗生産過程で

VNNが 発生 した例が報告 されている4,19)。また,シ マ

アジでは主にふ化後10日 目までにVNNが 発生するが16),

マ ッカワでは種苗生産過程の どの段 階でウイルスに感

染 し,ウ イルスが増殖 し始めるか容易に推定できない4)。

さらに,飼 育水や餌料などから水平感染す る可能性 も

否定で きない。
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このため,マ ツカワの種苗生産においては,卵 お よ

び精液のPCRに よる検査 をはじめ,ふ 化仔魚から稚魚

を取 り揚げるまでの2.5ケ 月間,5日 に1回,60尾 を対

象にPCRに よる検査 を実施 し,VNNウ イルスの増殖状

態の把握 を行 っている13)。このために要す る労力,時

間およびコス トには多大なものがあ り,検 査の省力化

と省 コス ト化 をはかる必要がある。 さらに,検 出感度

が低 い方法 を用いて検査 を行い陰性 と判定 した場合,

実際 にはウイルスが存在する可能性 も否定で きず,卵

管理の際 には周辺環境の汚染,種 苗生産過程では他の

水槽へ水平感染を引 き起 こすことも考 えられる。その

ため,少 しで も検 出感度が高い方法 を用いて検査 を行

い,ウ イルス陰性 を確認する必要がある。

一方
,検 出感度を向上 させるためにはPCRの サイク

ル数 を増加 させること,お よび一度PCRに より増幅 し

たcDNAを テンプレー トとして,再 びPCR法 に供する

nested PCR法 が知 られている。 しか しながら,検 査環

境が満足 とは言えない飼育現場では,サ イクル数の増

加や2度 増幅を繰 り返す ことは多大な労力 を要 し,場

合によっては非特異産物の増幅 を招 き,検 出感度の向

上につながらない可能性 も危惧される。

そこで,本 研究ではPCRの サイクル数を一定 とし,

既存の各種核酸抽出法,PCRプ ログラム,酵 素および

サーマルサイクラーを用いてPCRを 行い,そ れらに要

する時間と検出成績を比較 して,マ ツカワの飼育現場

で簡便 にかつ高感度にVNNウ イルス遺伝子 を検出する

方法について検討 した。

材料 と方法

供試魚、 当事業場で養成 中の種苗生産用マツカワ親

魚の卵巣腔液および精液,ふ 化仔魚および仔魚の頭部,

眼 な らびに稚魚 の脳 を供試 した。 これ らの試 料 は

Nishizawa et al.7)の方法 によるPCR検 査 によりいずれ

も陰性であった。卵巣腔液および精液 は50μlを,他 の

材料では50mgを1検 体 とした。

ウイルス液の調製 供試 ウイルス液 として,北 海道

立中央水産試験場 より分与を受けた,VNN罹 病マダラ,

Gadus macyocephalusの 眼および脳ホモジナイズ液(以

下 ウイルス液 とする)を 用いた。なお,病 魚は-80

℃に保管 されていたものを用いた。病魚の眼および脳は

ス トマ ッカー(オ ルガノ)を 用いてホモジナイズ し,

10unit/mlのRNase Inhibitor(Takara)を 含むDDW

{0.1%(W/V)ジ エチルピロカーボネイ トを含む蒸留水

を一晩放置 した後,オ ー トクレープ(121℃,15分)し

たもの}で10倍 希釈 してウイルス液とした。 ウイルス

液は使用す るまで-80℃ で凍結保存 した。 なお,供 試

ウイルス液はNishizawa et al.7)の方法を一部改変 して行

った場合,10-4希 釈 までPCR陽 性 となった。改変 は,

RT反 応 にお いて 逆 転 写酵 素 に50UのSuper ScriptII

(Gibco BRL)と 添 付 の緩衝 液,PCR反 応 にお いてDNA

ポ リメ ラーゼに1.25UのEx Taq(TaKaRa)と 添 付 の緩

衝 液 を用 い,サ ー マ ル サ イ ク ラ ー にPTC-200(MJ

 Research)を 用 いる ことによ り行 った。

核酸 抽 出 法の検 討 既存 の 核酸 抽 出法 のVNNウ イ

ル ス 遺 伝 子 検 出 成 績 を比 較 す る た め に,tween 20

-proteinase K法20),SDS-proteinase K法7),親 魚 の体 腔

液 に存在 するVNNウ イ ルス を検 出す るため に改 良 され

たSDS-proteinase K法17),AGPC法21),お よび市販 さ

れてい る核 酸抽 出 キ ッ トの うちIsogen, RNA isolation

 kit, TRIzol (Gibco BRL), Catrimox-14 (Takara)お よ び

High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Behlinger-Manheim)

を 用 い た。核 酸抽 出 は これ らの各 方法の手順 に したが

い,10-3か ら10-5希 釈 の ウイルス液 を含 む脳,眼,頭,

仔 魚,卵 巣腔 液 お よび精液 に,500μlの 核 酸抽 出液 を

添 加 して行 った。 核酸液 の調製 と得 られた核酸 液 か ら

のVNNウ イ ルス遺伝 子 の検 出 は前述 の方法 に よ り行 っ

た。結果 は,ア ガロースゲル電気泳 動法 に よ りVNNウ

イ ルス特異 バ ン ドが検 出 された材 料 につ いて,陽 性 を

示 した最大 希釈 倍率 の常 用対 数値(以 下検 出成績 とす

る)に-1の 係 数 を乗 じた値 で示 し,複 数 回行 った結果

の平均値 と標準偏 差 で示 した。

PCRプ ロ グラムの検 討 一般 に シャ トル と呼 ばれ る

変 性 を1反 応 温度,ア ニ ー リ ング と伸 長反 応 を1反 応

温 度 の計2つ の温 度で行 うPCRは,反 応 時 間の短縮 と

高 温 にお いてアニー リングさせ ることによる特異 性の高

さが期待 される22)。 そ こで{(95℃10秒,60℃30秒)×

25サ イ クル}の シャ トルPCRと,通 常 の3反 応温 度の

PCR{72℃10分,95℃2分,(95℃40秒,55℃40秒,

72℃40秒)×25サ イ クル,72℃5分}のVNNウ イ ルス

遺 伝子 検 出成績 を比 較 した。 成績 の比 較 は,シ ャ トル

PCRの 検 出成績 に-1の 係 数 を乗 じた値 に,3反 応 温度

のPCRの 検 出成 績 を加 算 した値 の平均 値 に よ り行 っ

た。

PCRに 用 い る酵素 の検 討 逆 転写 酵素 としてAMV

 reverse transcriptase {AMV: Takara, RNA PCR kit

 (HMV) Ver. 2.1},M-MLV reverse transcriptase(M-

MLV: Toyobo, RT-PCR high)お よ びSuper Script IIを,

DNAポ リ メラーゼ と してはEx Taqとr Taq(Takara)

を用 い,酵 素 の商 品の違 いに よる検 出成績 を比較 した。

成績 の比 較 は,そ れ ぞれ の酵素 を組 み合 わせ た検 出成

績 に-1の 係 数 を乗 じた値 にSuper Script IIとEx Taq

を用 い た場 合 の検 出成績 を加 算 した値 の平 均値 に よ り

行 っ た 。 酵 素 のユ ニ ッ ト数 は,AMVで は2.5U,M-

MLVで は10U, rTaqで は1.25Uと した。使 用 す る緩衝

液 は各酵 素 に添 付 の もの を用 い,各 種塩 類 の濃度 は各

酵素 に添付 の 説明書 に記 載 され てい る濃度 と した。 プ
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ライマ ーお よびdNTPsの 濃 度 は前述 と同様 と した。

PCRに 用 いるサー マル サイ クラー の検討PTC-200,

PJ480(Perkin-Elmer Cetus)お よ びPC-700(Astec)を

用 いて,サ ーマルサイ クラーの違い による検 出成 績 を比

較 した。PCRに あ たっては,Aldrich Chemical Company

製 の ミネラル オ イル を添加 した。 成績 の比 較 は,そ れ

ぞれの機種 を用 いた場合 の検 出成 績 に-1の 係 数 を乗 じ

た値 に,PTC-200を 用 いて,ミ ネ ラル オイルを添加 せず

にPCRを 行 った場合 の検 出成績 を加算 した値 の平均 値

によ り行 った。

結 果

核酸 抽 出法 の検討 種 々の核酸 抽 出法 を用 い た場 合

の ウイルス遺伝子 の検 出状 況 をTable1に 示 す。脳 お よ

び眼 を材料 とした場合 にはIsogen法,TRIzol法,AGPC

法 お よびRNA isolation kit法 い ず れで も良好 の検 出結

果 が得 られ た。 頭部 を材料 と した場 合 にはIsogen法 お

よびRNA isolation kit法 の 検 出結果 は4.3±0.50,4.5±

0.58と 高 く,AGPC法 で は3.5±0.58と や や劣 った{t検

定 に よ り統 計 的 な有 意差 は認 め られ なか っ た(Isogen

法 に対 してはp>0.5,RNA isolation kit法 に対 してはp>

0.4)}。 仔 魚 と卵巣腔 液 を材 料 と した場 合 には,Isogen

法 とRNA isolation kit法 の 検 出結 果 が優 れたが,精 液

を材料 とした場 合 にはRNA isolation kit法 の検 出結 果が

優 れた。検 出結果が優 れたIsogen法,TRIzol法,AGPC

法 お よびRNAisolation kit法 で は10-5希 釈 となる ように

ウイルス液 を添 加 した場 合で もVNNウ イ ルス遺伝子 が

検 出 され る場 合 が あ り,前 述 の通 りウ イルス液 の み を

核 酸抽 出 した場 合10-4希 釈 まで陽 性 とな った よ りも検

出結 果が優 れ た。

PCRプ ログラム,酵 素およびサーマルサイクラーの

検討PCRプ ログラム,酵 素およびサーマルサイクラ

ーの種類によるウイルス遺伝子検出結果 をTable2に 示

す。PCRプ ログラムとして2温 度段階PCRを 用 いた場

合のウイルス遺伝子検出結果 は-1.0～-1.8と な り,通

常の3反 応温度 を用いた場合 には2温 度段階PCRよ り

ウイルス液を10～100倍 希釈 して添加 した場合までウイ

ルス遺伝子が検 出された。

酵素の組み合わせの違いでは,Super Script IIとr Taq

を用いた場合の検出結果は-0.3～-0.5とSuper Script II

とEx Taqを 用いた場合の結果 と差が少なかった。 しか

し,他 の酵素の組み合わせ を用いた場合の検出結果は0

～-1 .5であ り,Super Script IIとEx Taqを 用いた場合

の検出結果が最 も優れた。

サーマルサイクラーの比較では,MJ480の 検出結果

は0～0.2を 示 し,い ずれの核酸抽出法 を用いてもPTC-

200と ほぼ同等であった。 しか し,PC-700で はいずれの

核酸抽出法を用 いて も-0.3～-0.5と やや劣 る結果 とな

った。PTC-200で は,検 出結果が0.5～-0.5と ミネラル

オイルの添加の有無による検出感度の差 は認め られな

かった。

考 察

本研究では,マ ツカワの各種試料 にウイルス液を添

加 し,様 々の方法を用いてPCRを 行い,そ れらの検出

感度 を比較す ることにより,飼 育現場で簡便かつ高感

度にマツカワのVNNウ イルス遺伝子を検出する方法に

ついて検討 した。

まず核酸抽出法について検討 したところ,Isogen法,

TRIzol法 お よびRNA isolation kit法 は,従 来用いられ

Table 1. Effect of nucleic acid extraction on detection rate of NNV gene

*1 Tween 20 -proteinase K method .
*2 Sodium dodecyl sulfate -proteinase K method .
*3 Sodium dodecyl sulfate -proteinase K method using supernatant of homogenized sample solution for nucleic acid extraction .
*4 Isogen(Nippon gene)method

.
*5 TRIzol(Gibco BRL)method

.
*6 Acid guanidium phenol chloroform method

.
*7 RNA isolation kit(Toyobo)method

.

*8 Catrimox -14(Takara)method .
*9 High Pure Viral Nucleic Acid Kit(Behlinger -Manheim)method .
*10 Mean of -log

10(dilution rate of virus solution which detected the viral specific gene)±S.D.*11 

Not tested.
*12 Not detected in some cases

.
*13 Not detected

.
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Table 2. Results of experiments on detection rate of NNV gene

*1 See Table 1
.

*2 Brain
,eye,heads,hatched larvae,ovarian fluid and sperm were used for nucleic acid extraction sample.

*3 Results were compared with usual program
.

*4 (95℃-10sec,60℃-40sec)×25cycles
.

*5 Σ(-log10(examined value of most diluted virus solution that detected the viral specific gene)+log10(compared value of most diluted

 virus solution that detected the viral specific gene))/trial number.
*6 Results were compared with combination of enzyme that use Super Script II & Ex Taq

.
*7 72℃-10min

,95℃-2min,(95℃-40sec,55℃-40sec,72℃-40sec)×25 cycles,72℃-5min.
*8 Results were compared with PTC -200 that performed without mineral oil.

て きたtween 20-proteinase K法,SDS-proteinaseK法

お よび改 良 され たSDS-proteinase K法 に比較 して,感

度 が10～100倍 優 れ て い た。 中で もIsogen法 とRNA

 isolation kit法 の 検 出感度 が高 かった。核酸 抽 出 に要す

る時 間はRNA isolation kit法 が150分 間 で あるの に対 し

てIsogen法 は90分 間 と短 く,時 間の短縮 をはか る とす

れ ば,Isogen法 を用 いる こ とが有効 と考 え られ た。一

方,精 液のVNNウ イ ルス保 有状況 を検 査す る場 合 には

RNA isolation kit法 の検 出感度 が高 く,精 液 を材 料 とす

る際 には本 法 に よ り核酸抽 出 を行 うべ きと考 えられた。

Isogen法 お よびRNA isolation kit法 はRNAを 抽 出

す る方 法 で あ るが,tween 20-proteinase K法,SDS-

proteinase K法 は全 核酸 を抽 出す る 方法 で あ る。 これ

らの全 核 酸 を抽 出す る方 法 で は,同 時 に抽 出 され た

DNAと 共 に核 酸液 中の核 酸量 が過剰 に なって しまって

い る可能性 が 考 え られ る。 核 酸量 が過 剰 な場合,PCR

反 応 が 阻害 され るこ とが知 られてい る23)が,こ のこ とに

よ りVNNウ イ ルス遺 伝子 が検 出で きなか った可 能性 が

あ る。

一 方
,Catrimox-14法 とHigh Pure Viral Nucleic Acid

 Kit法 は,RNAを 抽 出す る方法 で あ るが,検 出感 度 が

低 か った。 これは,こ れ らの市販 キ ッ トが マ ツ カワの

VNNウ イ ルス検 出のため の核酸抽 出法 と して適 してい

ない ため と考 え られた。

また,改 良SDS-proteinase K法 の場 合,材 料 の ホモ

ジナ イズ液 の遠心 上清 を使 用す るこ とか ら,核 酸 抽 出

液 中の核 酸量 は,材 料 のホ モ ジナ イズか ら直接核 酸抽

出 す る場 合 と比較 して少 ない と考 え られ る。 低 濃度 の

核酸 溶液 中の核酸 をエ タノ ール沈殿 に よ り回収 す る場

合,効 率が悪 い ことが知 られてお り,酵 母 のtRNAな ど

の適切 な共沈剤 を添加 して核酸を回収することが行わ

れている24)。一方,Isogen法 な どではウイルス液のみ

を核酸抽出した場合に10-4希 釈までしかウイルス遺伝子

が検出で きなか ったのに対 して,ふ 化仔魚,卵 巣腔液

および精液 といった材料 にウイルス液を添加 して核酸

抽出 した場合 には10-5希 釈 まで検出することがで きた。

このことは,供 試魚由来の核酸がVNNウ イルス核酸の

共沈剤 となって,PCRでVNNウ イルス遺伝子 を検 出

するに充分な量のウイルス核酸を回収できたためと考え

られる。 したがって,改 良SDS-proteinase K法 の場合

は,適 切な共沈剤 を用いることによりPCR検 出に充分

な量のウイルス遺伝子を回収することができ,検 出感

度が向上する可能性がある。

PCRに 用いるプログラムの検討では,一 般 にシャ ト

ルと呼ばれる変性を95℃,ア ニー リングと伸長反応 を

60℃ の計2つ の温度で行 うPCRは,通 常の3反 応温度

のPCRと 比較 して反応時間が短い利点があるが,プ ラ

イマーのTm値 が反応温度以下の場合増幅が認められな

い可能性がある。本PCRに 用いるF2お よびR3プ ライ

マーのTm値 は,そ れぞれ60℃,62℃ と計算 される

25)ことから増幅可能 と判断 し,シ ャ トルPCRと 通常の3

反応温度PCRの 検出感度を比較 した。シャ トルPCRを

用いた場合で もVNNウ イルス遺伝子の検出は可能であ

ったが,検 出感度 は通常のプログラムを用いた方が高

く,現 場 での検査には通常の3反 応温度のプログラム

を用いるべ きと考える。

PCRに 用いる酵素の検出感度に与える影響 を検討 し

たところ,Super Script IIとEx Taqを 用いた場合に検

出感度が高かった。

サーマルサイクラーでは,PJ480とPTC-200の 検出感
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度に差は認められなかったが,PC-700を 用いた場合に

は若干低下 した。PC-700は 同一のPCRプ ログラムを実

施 した場合,他 の機種が110～120分 問を要するのに対

して90分 間で結果が出せ る。PC-700を 使用する場合に

は,他 の機種の温度変化カー ブにあわせた温度変化が

可能 となるように,プ ログラム設定 を変更す る必要が

あろう。 また,PTC-200を 使用 した場合には ミネラルオ

イルの添加の有無 によ り検出感度 に差が認め られなか

った。以上のことか ら,ミ ネラルオイルを使用せずに

PCRす ることができるPTC-200を サーマルサイクラー

として用いることが省力化,省 コス ト化の面から有効

と考 えられる。

以上の結果を整理する。卵巣腔液,仔 魚,仔 魚の頭

部,仔 稚 の眼および稚魚の脳ではIsogen法,精 液では

RNA isolation kit法 を用いて核酸抽出 し,Super Script

 IIとEx Taqを 酵素 として用い,PTC-200を 用いて3反

応温度 によるPCRを 行 うと良好な結果が得 られると結

論 される。 しか しなが ら,本 研究では既存の技術 のみ

を検討 してお り,特 にPCRに 用いたプライマー はシマ

アジの神経壊死症原因ウイルスの塩基配列か ら設計 さ

れたものである7)。マツカワとシマアジの神経壊死症 ウ

イルスの塩基配列は異 なっている26)ことから,マ ツカワ

用のプライマーを設計することも必要であろう。 さら

に,分 子生物学関連の技術は日進月歩であることか ら,

新たな技術に関 して情報収集 し,そ れらの検 出感度 を

比較 しなが ら導入を検討 してい く必要 もあろう。

最近マツカワのVNNウ イルスは,SSN-1細 胞 により

分離できることが明らか となった11)。培養細胞によるウ

イルス分離は検出感度が高い方法であるが,検 出に若

干の時間を必要 とする27)。一方,伝 染性造血器壊死症

(IHN)ウ イルスの場合 には,材 料 を接種 した細胞 を1

日培養後にPCRす ることにより,高 感度に迅速 にIHN

ウイルスを検出することが可能であることが報告されて

いる28,29)。VNNウ イルスについて も,細 胞培養法 と

PCR法 を併用 して検 出する方法を検討する必要がある

と考える。

要 約

マツカワを材料 とした場合の,核 酸抽出法,PCR反

応温度,反 応酵素,機 器等の ウイルス性神経壊死症原

因ウイルス遺伝子の検出に及ぼす影響について比較検討

した。核酸抽 出法 としてはIsogenお よびRNA Isolation

 Kitが,cDNAの 増幅に際 して変性,ア ニーリング,伸

長反応を3種 類の反応温度により行 う方法が,逆 転写酵

素としてはSuper Script II, DNAポ リメラーゼはEx Taq

が,サ ーマルサイクラーはPTC-200お よびPJ480が 優れ

ていた。
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