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北大水産業報
52(2)， 67-70， 2∞1. 

ヒラメ怪由来細胞2株の樹立

笠井久会1)・吉水 守1)

Establishment of Two J apanese FIounder Embryo Cell Lines 

Hisae KAsAI1) and Mamoru YOSHIMIZU1) 

Abstract 

Two ftounder cell lines; hirame natura1 embryo ∞Hs (HlNAE) and clone hirame embryo cells (CHlE) were 
established from hirame (Japanese flounder Paralichthys olivaceus) embryos. Both cells were cultured using a 

Leibovitz's L-15 medium at 20OC. HlNAE and CHlE cells consisted of fibrob1asticαUs. Doubling tim巴of

HlNAE and CHIE cells were 9 and 12 days， respective1y. HINAE and CHIE cells showed cytopathic e征伐:ts

(CPE) when infectious pancreatic necrosis virus (IPNV)， infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) and 

hirame rhabdovirus (HIRRV) were inocu1ated. Both cells did not show a susceptibility to flounder herpesvirus 

(FHV)， causative agent of vira1 epithelia1 hyperp1asia and Japanese flounder nervous necrosis virus (JF-NNV). 

HINAE cells showed a susceptibi1ity to Japanese flounder 1ymphocystis disease virus (JF・LCDV)and produced 

en1arged rounded cells. Infectivity of culture grown JF-LCDV using the HINAE cells reached 105.30TCID5o/ml. 
HINAE is a first cell line to suppo此 agrowth of JF-LCDV. 

Key words: Fish cell1ine， Hirame， Japanese flounder， Paralichthys olivaceus， HINAE， CHIE 

緒言

ヒラメはわが国各地で飼育されている産業的に重要な

魚種である。種苗生産および陸上養殖が進む過程で多くの

疾病が発生し，その予防・治療あるいは疾病防除対策確立

が急務となっている。ヒラメの病気の中でウイルス病とし

ては，イリドウイルスによるリンホシスチス病をはじめラ

ブドウイルスによるヒラメラブドウイルス病，ビルナウイ

ルスによるウイルス性腹水症，へルペスウイルスによるウ

イルス性表皮増生症，ノダウイルスによるウイルス性神経

壊死症などが知られている (Kimura and Y oshimizu， 

1991)。このうちリンホシスチス病とウイルス'性表皮増生症

は原因ウイルス分離ができず，ウイルスの詳しい性状は不

明のまま，電子顕微鏡による観察により研究が進められて

いる。

魚類のウイルス病研究の基礎として，原因ウイルスの分

離・同定，性状試験等に宿主由来培養細胞は不可欠である。

19的年以降，サケ科魚類を中心に魚類由来培養細胞カ澗立

され， 1994年の総説では 34科74魚種から 137株の魚類由

来細胞が樹立されている (Fryerand Lannan， 1994)。ヒラ

メの細胞としては HF，HE， FF-llおよびHL・8細胞が報告

されているが (Yoshimizu et al.， 1988;吉水ら， 2α)())，い

ずれの細胞を供試してもヒラメリンホシスチス病ウイルス

(JF-LCDV)とウイルス性表皮増生症原因ウイルス

。北海道大学大学院水産科学研究科応用生物科学講座

(FHV)を分離するに至っていない(吉水， 1997;吉水ら，

2鵬)。今回，従来のトリプシン消化法に代わり，直播き法

を採用し，ヒラメの匪を対象に再度，細胞樹立を試み，現

在まで培養ができないとされてきたヒラメの LCDV (JF-

LCDV)を培養できる細胞株を樹立し得た。ここではその

樹立の経過と培養細胞内での JF-LCDVの形態を報告す

る。

材料と方法

供試ヒラメ受精卵

鳥取県水産試験場の山本栄一博士から分与を受けた通

常ヒラメおよびクローンヒラメ癖化直前の旺体を本試験に

供試した。供試卵は受精の翌日に海水を入れたビニール袋

に収め，酸素を充填し， 5~lOoC で函館まで空輸した。

直播き法による細臨培養法

受精卵と共に送られてきた飼育海水で作成した有効

ヨード濃度 50ppmのポピドンヨード液(明治製菓)に， 5 

粒の受精卵を 15分間漫潰し，卵表面を消毒した。 0.22μm

のミリポアフィルター (HA)で漉過除菌した海水で卵表

面を 3回洗浄し，滅菌メスとハサミで卵膜を切り，匪を取

り出した。2本のメスで旺を細切し，パスツールピペットで

牛胎児血清 (FBS:Gib∞)を 20%，ペニシリン G (Sigma) 

(Laboratory 01 Biochernistry and Bωtechnology， Graduate School 01 Fisher;卸 Sciences，Hokkaido University) 
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を1，α治IU/ml，硫酸ストレプトマイシン (Sigma)を
1，α氾μg/ml含む LeibovitzのL-15培地 (Gibco)を 1ml 
加え，組織片を懸濁した。

L-15培地をさらに 1ml加え，組織片を初代培養用フラ

スコ (Primaria;Falcon)に移し，フラスコ底面に均一に播

いた。培地を抜き取り， 15Tで24時間培養した。翌日，抗

生物質濃度を通常の濃度とした培地を加え，組織片から細

胞が伸長するまで20
0

Cで数日間培養した。

細胞片の周囲に細胞が伸長してコロニー状になったと

き，常法の Versen/Trypsin分散媒を加えて組織片のみを除

去し，新たな培地を加え，さらに数日培養を継続した。単

層細胞がフラスコ底面を覆ったときに，常法に従い継代を

行った。初代から 5代までは細胞を2倍に希釈した。継代

10代目からはL・15培地の血清濃度を 10%に，細胞数を

2.0x 105 cells/mlに，フラスコも通常の組織培養用フラスコ

(Greiner)に変更した。

培養細胞の性状およびウイルス感受性試験

細胞の継代数がHINAE細胞が50代， CHIE細胞が30

代になった時点で，細胞の形態と倍化時間の観察を行うと

共に，ヒラメの鰭由来の HF細胞 (Yoshimizuet al.， 1988) 

および京都大学の青海忠久教授から分与を受けたヒラメ匪

由来の HE細胞を対象に，伝染性醇臓壊死症ウイルス

(lPNV; VR-299株)，伝染性造血器壊死症ウイルス

(IHNV; ChAb株)，ヒラメラブドウイ lレス (HIRRV;

HV7601H株)，ウイルス性表皮増生症原因ウイノレス

(FHV)，ウイルス'性神経壊死症ウイルス(JF-NNV;MY  

株)，ヒラメリンホシスチスウイルス (JF-LCDV;KU株)

に対する感受性を観察した。

細胞形態は位相差顕微鏡による観察と May-Grunwald

Gimuza染色によった。細胞の倍化時聞は 25cm2容車蹄匙培

養用フラスコ 5個に 2.0x105 cells/mlとなるように細胞を

播き， 3日毎に細胞数を測定し，細胞数が倍になる時間を求

めた。

細胞のウイルス感受性はIPNVとIHNV，HIRRV， JF-

NNVはm.o.l.を0.1として接種し， FHVとJF-LCDVは

組織ホモジナイズ漉液の l∞倍希釈液を O.lml宛接種し

た。

なおJF-LCDVに対しては細胞変性効果 (CPE)を観察

すると共に，ヒラメ匪由来培養細胞を用いて継代を 3回繰

り返した分離株を対象に，その増殖量および感染細胞内で

の形態を超薄切片を作成して観察した。超薄切片には酢酸

ウランと燐タングステンによる二重染色を施した。

結 果

培養結晶

両細胞共に培養開始翌日に，ヒラメ町昌織片から細胞が

伸長し，培地を添加しても組織片は浮上しなくなった。培

養開始 1週間後には組織片周囲の細胞はコロニー状となっ

た。分散媒を添加して組織片を除去した後も，細胞は順調

に増殖を続け，約3週間後には単層細胞ができあがった。

継代数 10代噴から 30代にかけて細胞の増殖率が低下し

た。これらの細胞を hiramenatural embryo cell (HINAE) 

およびclone hirame embryo cell (CHIE)と仮称した。

HINAEおよびCHIE細胞は共に繊維芽細胞で構成されて

いた。

細胞の倍化時間

HINAE細胞およびCHIE細胞について細胞数が倍にな

るに要する時間を測定した。2.0x105 cells/mlで培養を開始

した HINAE細胞は， 3日目に 2.8x 105 cells/mlに， 6日目

に3.2x105 cells/ml， 9日目に 4.4X105∞lls/ml， 12日目に
8.0x 105 cells/mlとなり， CHIE細胞は3日目に 2.0x105 

cells/ml， 6日目に 2.6x 105 cells/ ml， 9日目に 3.0x105 

cells/ml， 12日目に 4.2x105 cells/mlとなり，細胞数が倍に

なるのにそれぞれ9日と 12日を要した。

HINAE細胞の魚類ウイルス感受性

ヒラメの鰭由来の HF細胞，旺由来HE，HINAEおよび

CHIE細胞の IPNV，IHNV， HIRRV， FHV， JF判 NVおよ

びJF幽LCDVに対する感受性を Table1に示した。

供試した 4種の細胞はIPNV，IHNV， HIRRVに感受性

を示し， HINAE細胞はJF-LCDVにも CPEを示した。

JF・，LCDVのHINAE細胞でのCPEとウイルス感染価

JF-LCDV KU株を接種した HINAE細胞における CPE

をFig.lに示した。繊維芽細胞はやや膨潤して大型球形化

した。培養JF-LCDVのHINAE細胞での感染価は 105.30

TCID50/mlであった。

HINAE細胞内でのJF-LCDVの形態

培養JF-LCDVを接種した HINAE細胞の超薄切片像を

Table 1. Susceptibility of HINAE， CHIE， HF and HE 
celllines against JF-LCDV and several fish viruses 

Fish viruses*' 
Cell 
lines JF- JF-
IPNV IHNV HIRRV FHV 

NNV LCDV 

HINAE 

CHIE 

HF 

HE 

+叫+ 十一一*3

+
+
+
 

+
+
+
 

十
+
+
+

判:IPNV; infi配tiouspancreatic necrosis virus， IHNV; 
infectious hematopoietic necrosis virus， HIRRV; hir-
ame rhabdovirus， FHV; flounder herpesvirus， JF-
NNV ; japanese flounder nervous necrosis virus， JF・
LCDV; japanese flounder lymphocystis disease virus. 
*2: CPE positive. 
同 CPEnegative. 
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Fig. 1. CPE of Japanese flounder Iymphocystis disease 

virus on HINAE cells 

Fig.3 
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Fig.2. Japanese flounder Iymphocystis disease virus (JF-

LCDV) in a s配tionofinfected HINAE cells (-: 2，5∞ 
nm) 
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Fig.2および3に示した。ウイルスは壊死細胞の細胞崩壊

部分あるいは一部細胞質内の空砲内に観察された。正6角

形で大きさは 245~250nm であった。

考察

今回，直播き法を用いてヒラメの匪由来細胞の樹立を試

みた。従来のトリプシン消化法のようにトリプシン濃度，

消化時間，消化温度等の予備実験を行う必要がなく，少量

の試料から効率よく培養細胞を立ち上げることができ，貴

重な試料に適した方法と考える。

HINAE細胞およびCHIE細胞共に当初は順調であった

が，継代数が 10に達したときに，フラスコをプライマリア

から通常のフラスコへ，継代時の細胞数を 2.0X 105 cells/ ml 

へ，さらに培地の血清濃度を 10%に変更したことにより，

CHIE細胞の発育速度が遅くなった。今後は，これら培養条

件変更時期をより慎重に決定しなければならないと考え

る。

LCDVは古くから欧州、!と南北アメリカの沿岸や内陸の

魚で報告され，わが国をはじめ，アフリカ，オーストラリ

アなどでも見られ全地球上に分布するものと考えられてい

る (Wolf，1988)。原因ウイルスはイリドウイノレス科リンホ

シスチスウイルス属に分類されているが，大きさは魚種に

よって異なっている。 LCDVは1966年に米国の bluegill

(Lepomis macrochirus)のLCDVがbluegill由来の培養細

胞BF-2およびlargemouthbass (Micropterus sabηoides)由

来の LBF・l細胞を用いて Wolf(1962)により分離された

が，種特異性が厳ししその後，分離報告は認められなかっ

た。 1999年になって Garcia-Rosadoet al. (1999)がスペイ

ンの gi1t-headseabream (Sparus aurata)のLCDVを同魚

種由来の SAF-I細胞で分離し報告している。わが国のヒラ

メおよびマダイの LCDVについて， HF細胞を用いて分離

を試みたが不成功に終わっている。今回，ヒラメ由来の

HINAE細胞によりヒラメの LCDVを分離することがで

きた。今後は分離ウイルスの性状を検討すると共に，ワク

チン源としての利用等，本病の防除対策への応用を計って

行きたいと考える。
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