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サ ク ラ マ ス お よ び シ ロサ ケ 受 精 卵中 に おけ るIHNVの

消 長 に 関 す る研 究

吉 水 守,佐 見 学,木 村 喬 久

(1988年7月13日 受付)

Survival and Inactivation of Infectious Hematopoietic Necrosis Virus (IHNV)
 in Fertilized Eggs of Masu Salmon Oncorhynchus maso

u and Chum Salmon O. keta

Mamoru Yoshimizu,* Manabu Sami,* and Takahisa Kimura*

The possibility of vertical transmission of infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) was

 studied using the eggs of masu salmon Oncorhynchus masou and chum salmon O. kera. One day

 after incubation, IHNV was not detected from the eggs of masu salmon and chum salmon

 contaminated with IHNV. Eggs just after fertilization, and eyed eggs were injected intraoviumly

 with IHNV by microglass needle. Infectivity of IHNV inside the eggs decreased gradually and

 could not be detected 1 week or 5 weeks after incubation. This reduction rate of IHNV infectivity

 in the fertilized egg was similar to that found in the mixture with IHNV and the homogenized egg

 contents. Several kinds of phospholipid, amino acid and vitamin those were components of yolk

 showed anti-IHNV activity. In the eyed eggs, the embryos of both masu salmon and chum salmon

 were infected with IHNV, and this infectivity increased rapidly and reached more than 106.5

 TCID50/fish. The cumulative mortality of both masu salmon and chum salmon were 90%. The

 rate of susceptibility of hatched-out masu salmon and chum salmon fry against IHNV were

 different, and the cumulative mortality was more than 90%in masu salmon and 20 to 30% in

 chum salmon artificially infected with IHNV by immersion method. From above results, we

 concluded that the vertical transmission of IHNV is doubtful.

サ ケ科 魚類 の伝 染 性造 血 器壊 死 症(infectious hema-

topoietic necrosis; IHN)は,わ が国 では1971年 に北

海道 立水 産艀 化場 の ベ ニザ ケ稚 魚 で その発 生 が初 め て確

認 され,翌 年 をこは北 海道 さけ ・ます ふ化場 の同 稚 魚 に再

び発生が 認 め られ た 。1)1974年 以降 本 症 は本 州 の ニ ジマ

スに急速 に 広 ま り,2)現 在 本 州各地 の多 くの ニジ マス養

殖場 がIHNVに 汚染 され,ニ ジマ スの養 殖 生産 に おけ

る大 きな 障害 の一 つ とな ってい る。

IHNの 予防 ・防疫対 策 としては,幼 稚 魚 の飼 育水 温

を調 節す る方 法3,4)を始 め ワ クチ ンの 開発,4)化 学 療 法5,6)

等 が研 究 され て い るが,現 在 最 も効果 的 でか つ広 く用い

られてい る方 法 は,卵 を ヨー ド剤 に よ り消毒 し,そ の後

ウィル ス フ リーの環 境 で飼 育す る方 法で あ る。7,8)

我国 で も,飼 育 水温 を15℃ 以 上 に保 つ こ とに よ り効

を奏 して い る例 もあ るが,ほ とん どの ニ ジマス養 魚場 で

は,上 述の 方法に よ りIHNVの 被害 か ら免 れて い る。

す な わ ち,ま ず 発 賑初期 に卵 を ヨード 剤(50 ppm, 20

 min)で 消 毒 した後,田NVに 感 受 性を 持つ 時期 を ウ ィ

ル スフ リーの湧 水 あ るい は紫 外線 で処 理 した用 水 で飼 育

し,そ の後 稚 魚を 河川 水 を用 いた 飼育 池 に移 し飼 育 して

い る。9)

とこ ろでMulcahy and Pnscxo10)はIHNVが サ ヶ科 魚

類2魚 種 の精 子 の表 面 に吸着 す るこ とを 明 かに し,死 卵

か らのIHNVの 検 出例 等を 考 慮 した上 で, IHNVの 垂

直感 染 の可 能性 を示 唆 して い る。11)またNusbaum and

 Grizzle12)も ア メ リカナマ ズの 精子 にCCVが 吸 着 す る

現 象 を報 告 し, CCVの 垂直 感染 の可 能 性 を論 じて い る。

わ が 蟹で も最 近,卵 を消 毒 し ウ ィル ス フ リーの飼 育用 水

を用 いた に もか かわ らずIHNが 発 症 した 例が 晃 られ,改

めて垂 直 感染 の可 能 性が 論議 され る よ うに な ってい る。

本報 で はIHNVに 対 す る感受 性 の異 な るサ クラマ ス

Oncorhynchus masonと シ ロサ ケO. keta卵を 用 い,

 IHNV垂 直感 染 の可 能性 を検 討 した 。

* 北 海 道 大 学 水 産 学 部 微 生 物 学 講 座(Laboratory of Microbiology
, Faculty of Fisheries, Hokkaido Uni

versity, Minato Hakodate, Hokkaido 041, Japan).

実験材料と方法

供試ウイルス　IHNVと して1976年 に網走川のシロ



サ ケ採 卵 親 魚の 体腔 液 よ り分離 したChAb株, 1986年

IHN発 症 シ ロサ ケの瀕 死 魚 よ り分 離 したChIw株,お

よび1983年 に青 森 県 内水面 水 産試 験場 の ニジ マス採 卵

親 魚 の体 腔液 よ り分 離 したRtTo株 の3株13)を 供 試 し,

 100 I. U./mlのpenicillin, 100μg/mlのstoreptomycin

 (Sigma)お よび10% FBS加EAGLEのMEM (Gibco;

以 後MEM-10と 称す)に て培 養 したRTG-2細 胞14)

を 用い, 15℃ で7日 間 培 養後,培 養液 を ミリポ ア フ ィ

ル ターHA (0.45μm)で 濾 過,小 分 け して-80℃ に ス

トッ クし以 後 の実 験 に供 試 した 。
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供試 魚卵 お よび 供試 魚　 サ クラマ スお よび シ ロサ ケの

未 受精 卵,精 液 な らび に発眼 卵 を北 海道 さけ・ ます ふ 化

場 よ り分 与を 受 け,卵 につ い ては50 ppmの イ ソジン(明

治製 菓)で20分 間 消毒後,水 産 学部 内 の 飼育槽 に移 し

脱塩 素処 理 水道 水 で孵 化 させ,以 後 も同 様 の水 で飼 育 し

た 。稚 魚 につ い ては孵 化 後,卵 黄 嚢 吸収 時 の シ ロサ ケお よ

びーカ 月齢 の サ ク ラマス な らび に シ ロサ ケを供試 した 。

な お孵 化な らびに 飼 育水温 は10℃ と した。

卵 のIHNV汚 染方 法　 サ ク ラマス の未 受精 卵100粒

にIHNV (ChAb株)培 養 濾 液(106.05 TCID50/ml)を5ml

混 合 し, 30分 間 静置 後 受精 させ 卵 汚染 群 とした 。同様 に

精 液2mlにIHNV (ChAb株)培 養濾 液 を1ml混 合

し,未 受精 卵100粒 を受 精 させ精 子 汚染 群 とした 。さ ら

に 同 方法 で卵 お よび 精子 の両 者 を汚 染 させ た群 お よび両

者 汚染 群 を50 ppmの イ ソジ ン液 で20分 間 消毒 して 消

毒群 を設 定 し,汚 染 後 の卵 の累積 死 卵 率 と ウイル ス感 染

価 の 消長 を観 察 した 。

IHNVの 卵 内接種 法　 サ クラマ ス お よび シロサ ケの

受 精直 後 卵 にIHNV (ChAb株)培 養濾 液(106.05 TCID50/

ml)を,発 眼 卵 にはIHNV (ChAb, ChIw株)培 養 濾 液

(106.05 TCID50)を,先 端 の外 径 が100μmの 自家製 毛 細

ガ ラス針 を用 いて,植 物 極側 か ら卵 黄 中心 部 に卵一 粒 当

り5μlず つ100粒 に接 種 し,対 照 としてはMEM-10

を 同様 に接 種 した 。

ウ イル ス感 染価 の測 定法　 供試 魚 卵 を前 述 の方法 で 汚

染 後, 10℃ の流 水 中 に置 き,受 精 時 汚染群 お よび受 精

直後 接 種群 で は1週 間毎,発 眼期 汚 染群 で は2日 毎 に

卵 お よび孵 化 稚魚 を10粒 あ るた は5尾 ず つ 採 取 し

Hanks' BSSを 加 え て摩 砕後,ミ リポ ア フ ィル タ ーHA

で濾 過 し, RTG-2細 胞 を用 い た常 法 の マ イ クロプ レー

ト法 に よ りウイ ルス感 染価 を測 定 した 。

IHNV ChAb株, ChIw株, RtTo株 の 病原 性　 卵 黄

嚢 吸 収 時 の シ ロサ ケ稚 魚50尾 を103.75 TCID50/mlの

IHNV (ChAb, ChIw)を 含 む飼 育水 に,ま た卵 黄嚢 吸 収

時 の シ ロサ ケお よびー カ月齢 のサ クラマス な らびに シ ロ

サ ケ各50尾 を102.00 TCID50/mlのIHNV (RtTo株)

を 含 む飼 育 水1lに 一 時 間浸漬 後 流 水 飼育 を行 い,そ の

後 の斃 死数 を観 察 した。

未受 精卵 内容物 中 にお け るIHNVの 消 長　 シ ロサ ケ

未 受精 卵 を摩砕 し,滅 菌 ガーゼ で卵 膜 を除 去 した 内容物

に 等量 のIHNV (ChAb株)培 養濾 液(105.05 TCID50/ml)

を 懸濁 し, 5℃ に静 置 して1, 3, 5, 7日 後 の ウ イルス感

染 価を 測定 した 。対 照 群 としてはHanks' BSSにIHNV

培養 液 を同様 に懸 濁 し ウイ ルス感 染 価を測 定 した。

卵 内主 要 成分 のIHNV不 活化 効果　 ア セ トン不溶性

脂 質 の うち グ リセ ロ リン脂 質 の レシチ ン,セ フ ァ リン(和

光 純 薬),ス フ ィン ゴ脂質 のス フ ィン ゴ ミエ リン,セ レブ

ロシ ド(Sigma)を それ ぞ れHanks' BSSに 懸濁 し50W

で60秒 間 超音 波処 理(大 竹 製作 所)し た 。また,卵 黄を

構 成 す る ア ミノ酸 の うちL-ア ス パ ラギ ン酸, L-グ ルタ ミ

ン酸, D, L-フェ ニル ア ラ ニン, L-ト リプ トフ ァン, L-ア ル

ギ ニ ン, L-リ ジ ン,　L-ヒスチ ジ ン, L-バ リン, D, L-ア ラ ニ

ン, L-ロ イ シン, D, L-イ ソロイ シ ン, D, L-ス レナ ニ ン, L-

セ リン, D, L-メチ オ ニ ン, L-シ ス テイ ンお よびL-プ ロ リ

ンの17種 類(和 光純 薬)さ らに ビタ ミン類 としてアス コ

ル ビン酸,ピ リ ドキサ ル リン酸,ビ オ チ ン お よ び 葉酸

(和光 純 薬)を そ れぞ れHanks' BSSに 溶解 し(pH 6.5～

7.5)以 下 の実 験 に供 試 した 。

まず脂 質 懸濁 液 を最 終濃 度100μg/ml,ア ミノ酸 お よ

び ビタ ミン溶解 液 を最 終濃 度1000μg/mlと な るよ うに

IHNV (ChAb株)希 釈液 に混 合 し, 15℃ で30分 間 静

置 した後,細 胞に 接種 し出現 した プ ラ ック数 を測定 した。

次 に細 胞培 養用 培地 に,こ れ らを 上記 の濃 度 に加 え, 24

時 間後 に培 養細 胞 をHanks' BSSで2回 洗浄 した後,

 IHNV (ChAb株)を 接種 し出現 した プ ラ ック数を測定

した 。さ らに重 層培 地 に同濃 度 で添 加 して培養 しIHNV

 (ChAb)の プ ラ ッ ク数 を測 定 した 。

また 供試 した17種 類 の ア ミノ酸 につ たて はHanks'

 BSSに1000μg/mlと な る よ うに溶 解後,こ れ にIHNV

を約100 PFU/mlと な る よ うに 懸濁 し, 5℃ で1, 3, 5,

 7日 間静 置 しこの 間 の感染 価 の変 化 を観 察 した 。さ らに

これ らの ア ミノ酸 の うち プ ラー クの減 少 が観 察 された も

のを199培 地(Morgan et al.)15)の 組 成に 準拠 して調

製 ・混合 し(総 ア ミノ酸量, 370μg/ml:グ ル タ ミン酸,

 150;ア スパ ラギ ン酸, 60;フ ェニ ルア ラ ニ ン, 50;ト リ

プ トフ ァン, 20;ヒ ス チ ジン, 20お よび アル ギニ ン, 70

μg/ml),こ の ア ミノ酸 混液 にIHNVを 懸 濁 し7日 間 ウ

イ ル ス感 染 価 の変 化を 同様 に 観察 した 。な お プラ ック法

はKamei et al.16)の 方法 に従 い,無 処 理 のwellと 前述

の各 方 法で 処理 したwellの プ ラ ッ ク数 の比 較を行 ない

プ ラ ッ ク減 少率 と して 表示 した 。

結 果

受 精 時卵 表 面汚 染群 の死 卵 率 とIHNVの 消長　 サ ク



ラマスの未受精卵汚染群,精 子汚染群,両 者汚染群なら

びに両者汚染群をイソジン消毒した群,さ らにシロサケ

の両者汚染群の5週 間後までの累積死卵率とウイルス感

染価の観察結果をTable 1に 示 した。実験開始時卵1粒

あたり103.75～104.83/gのIHNVで 汚染した卵(精 子も

受精時の卵に換算)か らは,精 子汚染群を含めいずれの

群からも翌日にはIHNVは 検 出されなくなり,観 察し

た5週 間いずれの群にも苑卵は見られずウイルスも検出

されなかった。なお4週目 に発眼卵となり7～8週 後に

全卵孵化した。

IHNV垂 直感染の可能性 2091

Table 1. Cumulative mortalities and infectivities of IHNV (ChAb) on the eggs of masu salmon and

 chum salmon contaminated with IHNV on the surface of egg, sperm or both before fertilization

Species

 Contami-
nated

 with

 IHNV

 Dose
 Log.
 TCID50/
egg

 Treatment

 Cumula-
tive

 mortality

 ( %)

 Infectivity (Log. TCID50/egg)
 day week

1 1 2 3 4 7

Masu salmon*1 Egg & Sperm 4.83 0 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50

Egg 4.75 0 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50

Sperrn 3.75 0 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50

Egg & Sperm 4.83 Iodophore*3 0 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.50 ≦1.

50 Chum salmon*2 Egg & Sperm 4.83 0 ≦1.50 ≦1.50 ≦150 ≦150 ≦1.50 ≦1.50

*1 Oncorhynchus masou , *2 Oncorhynchus keta, *3 50 ppm, 20 min.

受精直後卵内接種酵の死卵率とIHNVの 消長　受精

直後にサクラマスの卵内にIHNV (ChAb株)を 接種し

た群の3週 間後までの累積死卵率とウイルス感染価の観

察結果をFig. 1に 示 した。受精直後にIHNVを 接種し

た群は3週 間の観察期間内に全卵死亡したが, IHNVは

1週間後には検出されなくなった。対照群の累積死卵率

はMEM-10接 種群で42.9%で あった。

受精時にシロサケ卵内にIHNV (ChAb株)を 接種し

た群の5週 間後までの累積死卵率とウイルス感染価の観

察結果をFig. 2に 示 した。受精直後にIHNVを 接種し

た群では5週 間の観察期間に全卵死亡したが, IHNVは

5週 間後には検出できなくなった。対照群の累積死卵率

は, MEM-10接 種群で41.4%で あ った。もちろんいず

れの対照群からもウイルスは検出されなかった。

発眼期卵内接種群の死卵率とIHNVの 消長　サクラ

マスの発眼卵内にIHNV (ChAb株)を 接種し,そ の後

7日 間累積死卵率あるいは孵化稚魚の累積斃死率および

IHNV感 染価の消長を観察した結果をFig. 3に 示 し

た。IHNV接 種群では接種後3日 目に孵化稚魚より1尾

当り106.50 TCID50/g以 上のウイルス感染価が得られ,

接種7日 後までに全個体が死亡した。対照群の接種7日

後までの累積斃死率はMEM-10接 種群で30.0%,ガ ラ

ス針を刺しただけの群で22.9%で あった。なおこの発

眼卵はウイルス接種後1日目 から孵化し始め5日 後ま

でに全卵が孵化した。

Fig. 1. Cumulative mortalities and infectivities of

 IHNV (ChAb) in the egg of masu salmon

 artificially intraoviumly injected with IHNV

 (dose; 103.75 TCID50/egg) just after fertiliza

-tion.

●; Test group, △; Control group,  ?? ; Less

 than detectable limits.

シロサ ケ発 眼 卵 内に: IHNV (ChAb, ChIw株)を 接種

し,そ の後15日 間累積死卵率あるいは孵化稚魚の累積

斃死率とウイルス感染価の消長を観察した結果をFig. 4

に示 した。IHNV接 種後9日 目に孵化稚魚より1尾 当

り106.50 TCID50/g以 上のウイルス感染価が得られ,接

種15日 後までの卵および孵化稚魚の累積斃 死 率 は,

 ChAb株 で91.1%, ChIw株 で88.9%で あ った。なお

この発眼卵はウイルス接種後3日 目から孵化が始まり13



日後までに全卵が孵化した。
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Fig. 2. Cumulative mortalities and infectivities of

 IHNV (ChAb) in the egg of chum salmon

 artificially intraoviumly injected with INHV

 (dose; 103.75 TCID50/egg) just after fertiliza-

tion.

●; Test group, △; Control group,  ?? ; Less

 than detectable limits.

IHNV ChAb株, ChIw株, RtTo株 の 病原 性 比 較

　供試 したIHNVの 各 株RtTo, ChAbお よびChIw株

の サ クラ マス お よび シ ロサ ケに対 す る病原 性 を観 察 した

結 果をFig. 5に 示 した 。RtTo株 はー カ月齢 のサ クラマ

ス に対 し90%,ー カ月 齢 の シ ロサ ケに対 しては22%,卵

黄 嚢 吸収 時 の シ ロサ ケに対 して20%の 累 積斃 死 率 を示

した。ChAb株 お よびChIw株 は卵 黄 嚢吸 収 時 の シ ロサ

ケに対 して,そ れ ぞ れ6%お よび28%の 累 積斃 死率 を

示 した 。対 照群 は ー カ月齢 のサ クラマ スで5%,卵 黄 嚢

吸収 時 の シ ロサ ケで9%で あ った 。

未 受精 卵 内容 物 中に お け るIHNVの 消長　 シ ロサ ケ

未受 精 卵 内容 物中 に おけ るIHNV (ChAb)感 染 価 の変

化 をFig. 6に 示 した 。IHNVの 感染 価 は漸 減傾 向を示

し一週 間 で約2オ ーダ ー減 少 した 。Hanks' BSSに 懸濁

した対照 群 で は1オ ー ダーの減 少 に とどま った 。

卵 内主 要 成分 のIHNV不 活化効 果　 供試 した アセ ト

ン不 溶 性脂 質4種,ア ミノ酸17種 お よび ビタ ミン4

種 のIHNV (ChAb株)感 染価 に お よぼす 影 響をTable

 2に 示 した 。IHHVに直 接30分 間作用 させた場合,セ

フ ァ リン お よび フ ェニ ルア ラ ニ ンは100お よ び1000

μg/mlの 濃 度 で 無処理対 照 と比 べ て81お よび61%の

プ ラ ッ ク数 の減 少 が観察 された 。 また セ フ ァ リンを細胞

に あ らか じめ加 えた後, IHNVを 接種 した場 合 に も60%

の プ ラー ク減 少 が 観察 され た 。 さ らに グル タ ミン酸,ト

リプ トフ ァン,ピ リ ドキ サ ル リン酸 お よび葉 酸を1000

μg/mlの 濃度 で重 層 培地 に混合 した場 合,そ れ ぞれ100,

 69, 100, 100%の ブラ ッ ク数 の減 少 が観 察 された 。他の

成分 に は著 しい プ ラッ ク減 少 は観 察 され なか った。

Fig. 3. Cumulative mortalities and infectivities of

 IHNV (ChAb) in the eyed egg of masu

 salmon and fingerling intraoviumly injected

 with IHNV (dose; 103.75 TCID50/egg).

●― ●; Test group, □―□; Control group-1

 (MEM10), △― △; Control group-2 (needle),

 ●---●; Dead eggo, ▲---▲; Dead fingerling,

 □---□; Alive egg, △---△; Alive fingerling.

  ?? : More than detectable limits.

また 供試 した17種 類 の ア ミノ酸 溶液1000μg/mlに

IHNVを 約100 PFU/mlと な る よ うに懸濁 し, 1, 3, 5,

 7日 後 の感 染価 を 測定 し。対 照 の プ ラー ク数 と比 較 した
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Fig. 4. Cumulative mortalities and infectivities of IHNV (ChAb) in the eyed egg of chum salmon

 and fingerling intraoviumly injected with IHNV (dose; 103.75 TCID50/egg).

●― ●; Test group (ChAb) ▲---▲; Dead fingerling

▲― ▲; Test group (ChIw) □---□; Alive egg

□―□; Control group (MEM10) △---△; Alive fingerling

 ?? ; More than detectable limits.

Fig. 5. Cumulative mortalities of masu salmon or chum salmon fry infected with IHNV (ChAb

 and ChIw dose; 103.75 TCID50/ml, 60 min., RtTo dose; 102.00 TCID50/ml, 60 min.) by immersion

 method.

―; Sac fry, ---; 1 month old, ●; ChAb, ▲; ChIw, △; RtTo, ○; Control



減 少 率 をFig. 7に 示 した 。ジ カルボ キ シア ミノ酸 の グル

タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸(Fig. 7A),芳 香 族 ア ミノ酸 の

フ ェニル ア ラエ ン,ト リプ トフ ァン(Fig. 7B),塩 基性 ア

ミノ酸 の ヒスチ ジン,ア ル ギ ニ ン(Fig. 7C),脂 肪族 ア ミ

ノ酸 の ロ イシ ン(Fig. 7D)に 顕 著な プ ラー ク数 の減 少が

観察 された 。 他の ア ミノ酸 には 顕著 な プ ラー ク数 の 変化

は観 察 され な か った(Fig. 7E, F, G)。 さ らに プ ラー クの

減少 が 観察 された7種 類 の ア ミノ酸 の うち ロイ シンを除

く6種 類 を199培 地 の組 成 に 準拠 して混合 し,こ の混

合液 にIHNVを 同様 に懸濁 した が,こ の場 合に も顕 著

な プ ラー ク数 の減 少 が観察 され た(Fig. 7H)。
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Fig. 6. Survival of IHNV (ChAb) in the unfertiliz-

ed egg contents of chum salmon.

●; Test group, △: Control group (suspend-

ed in Hanks' BSS).

Table 2. Effect of the egg components to the IHNV infectivity

Egg component  Concentration

 (μg/ml)

 Plaque reduction (%)

Direct

 reaction*1
 Pre-
treatment*2

 Mixed with
 overlay*3

Amino acid L-Aspartic acid 1000 14 12 3

L-Glutamic acid 1000 3 17 100

DL-Phenylalanine 1000 60 -3 8

L-Tryptophan 1000 11 12 69

L-Tyrosine 1000 34 18 -12

L-Arginine 1000 8 14 0

L-Lysine 1000 7 10 -5

L-Histidine 1000 0 3 0

L-Valine 1000 6 2 -6

DL-Alanine 1000 6 22 2

L-Leucine 1000 6 1 -22

DL-iso-Leucine 1000 9 6 -8

DL-Threonine 1000 15 10 -3

L-Serine 1000 -3 -7 8

DL-Methionine 1000 23 4 3

L-Cysteine 1000 8 10 -7

L-Proline 1000 19 -6 33

Vitamin Ascorbic acid 1000 7 -2 44

Pyridoxal phosphate 1000 -10 21 100

Biotin 1000 9 -1 11

Folic acid 1000 -43 ND 100

Lipid Lecithin 100 -7 14 0

Cephalin 100 81 60 16

Sphingomyelin 100 34 10 0

Cerebrosides 100 35 7 -3

*1 INHV was mixed with these compounds and reacted 30 min, in 15℃.

*2 These compounds were added in cell culture medium and washed away two times by Hanks' BSS just before virus inoculation.

*3 These components were added to overlay-medium after virus inoculation.

ND: Not determined.

考 察

IHNVの 垂直感染の可能性を検討するために,本研究

ではまず体腔液のウイルス検査が陰性であったサクラマ

スおよびシロサケ親魚群より得た未受精卵および精子を

用いIHNV (ChAb株)に よる卵表面汚染,精 子表面汚

染,両 者汚染群および両者汚染群に消毒を施した群を設

定し,ウ イルスフリーの流水環境下に置き,受 精後の死

卵およびウイルス感染価の消長を観察した。精子汚染群

を含めIHNVで 汚染した卵からは,翌 日こはウイルス



は検 出できな くな り,発 眼期 まで死 卵 は 見 られ ず ウイル

スも回収 され な か った(Table 1)。
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Fig. 7. Survival rate of IHNV (ChAb) in the mixture with IHNV and amino acid disolved in

 Hanks' BSS.

●― ● ▲― ▲ ■―■: Concentration of amino acid, 1000μg/ml

○―○ △― △: Concentration of amino acid, 500μg/ml

●― ●: Mixed with 6 kinds of amino acid (Glu: 150, Asp: 60, Phe: 50, Trp: 20

, His: 20, Arg: 70μg/ml)

この結果はAmend17,18)の 報告を支持するものであっ

たが,供試卵数が各群100粒 と少なく限られた条件下で

の実験であったため,次 に以上の結果を再確認すること

を目的に,自 家製の毛細ガラス針を用いてIHNVを 受

精直後に強制的に卵内に接種し,卵 内でのIHNVの 消

長を観察した。IHNVは サ クラマスで1週 間後,シロ サ

ケで5週 間後には検出限界以下となった(Fig. 1, 2)。た

だサクラマスで3週 間後,シ ロサケで5週 間後に全卵

が死亡した。MEM-10を 接種 した対照群の累積死卵率

は41.4～42.9%と ウイルス接種群のそれとは明らかに

有意差があり,ウ イルス接種群における卵の死亡はウィ

ルス接種によるものと考えられた。しかL受 精直後の卵

の場合,胚 の細胞数は少なく卵内はウイルスが十分増殖

できる環境ではなく,感染価の漸減傾向は卵内がIHNV

の生存に不適当な環境できるためと考えられた。

そこでこのウイルス感染価の漸減現象をin vitroで

観察すべく,シ ロサケ未受精卵から内容物を取 り出 し

IHIV (ChAb)を 懸濁して感染価の消長を観察した。

Burke and Mulcahy19)は ベニザケ卵内容物中において

IHNVの 感染価は安定であると述べているが,本 実験で

は漸減傾向が観察され(Fig. 6),こ の傾向は受精卵内で

のIHNVの 消長 と類似するものであった。

この結果は受精卵中にIHNVを 不活化する物質が存

在する可能性を示唆するものと考え,安 藤20)の報告に見

られるサケ科魚類の卵構成成分のうち主要成分および胚

体形成に際し含量の変動する物質を対象に抗ウイルス効



果 の ス ク リー ニ ン グを プ ラ ッ ク法21)に よ り行 な った とこ

ろ,リ ン脂 質の セ フ ァ リン,ア ミノ酸 の グル タ ミン酸,

フ ェニ ル ア ラニ ン,ト リプ 卜フ ァン,ビ タ ミンの ピ リド

キサ ル リン酸,葉 酸 に抗 ウ イル ス 効 果 が 観 察 さ れ た

(Table 2)。 さ らに遊離 ア ミノ酸 にIHNVを 懸濁 した場

合に も グル タ ミン酸,ア スパ ラギ ン酸,フ ェニル ア ラニ

ン,ト リプ トフ ァン,ヒ ス チ ジン,ア ルギ ニ ン,ロ イシ

ンに ウ イル ス不 活 化 効果 が観 察 され, 500μg/mlで も

1000μg/mlと 同 等 の ウ イルス 不 活 化効 果 を示 した ロイ

シ ンを 除 く,こ れ ら6種 の ア ミノ酸 を混 合 した場 合 に

は,よ り低 濃 度(総 ア ミノ酸 量370μg/ml)で 同等 の ウイ

ルス不 活 化効 果 が観 察 された こ とか ら(Fig. 7),今 後 よ

り多 くの 卵構 成 成分 に つい て同 様 の検 討 を行 な う と 共

に,こ れ らの卵 黄成 分 が,単 独の み な らず 複 合的 に も効

果 を 示す か ど うか検 討 す る必要 が あ る と考 える 。

以 上 の結 果 は,た とえIHNVが 精 子 を 介 して受 精時

に卵 内 に侵 入 した として も,ウ イ ルスは不 活 化 され て し

ま うと考 え られ,受 精 卵 を ヨ ー ド剤 に よ り消毒 し,そ の

後 ウイル ス フ リーの環 境 で 飼育 すれ ばIHNV防 除 は可

能 で あ る と考 え られ る 。現 に本 州中 部 の各 県下 で は,発

眼 初期 に 卵 を消 毒 し, IHNVに 感受 性 を有 す る期 間を ウ

イル ス フ リーの湧 水 や紫 外線 処 理 した河川 水を 用 い て飼

育 を行 い,そ の 後河川 水 を 用い た 飼育 池 に稚魚 を 移す 方

法 に よ りIHNVに よる被 害 か ら免 れ てい る。 た だ時 折

IPNの 発 生 を 見る こ とがあ る が,こ れ はIPNVの 紫 外

線 感 受性 が低 いた め と考 え られ る。22)
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と ころで安 藤,23)須山 ・荻野,24)高 間ら25)は リン脂質

の うち特 にア セ トン不 溶性 脂 質;セ フ ァ リン,レ シチ ン,

ス フ ィンゴ ミエ リン,セ レブ ロシ ド等 が胚体 形 成 に 際

し,著 し く消 費 され る こ とを 報告 して い る。そ こで 発眼

卵 を供 試 し, IHNVを 卵 内 に接種 した後 の 卵 あ るいは孵

化稚 魚 の累 積 死亡 率 とウ イル ス感 染 価 の消 長を 観察 した

が,ウ イル ス感染 価 は サ クラマス で,接 種 後3日 目,シ

ロサ ケで9日 目に孵 化 稚魚 か ら一 尾 当 り106.50 TCID50/

g以 上 と高い 値 が得 られ た 。 また サ ク ラマスで も接 種 後

7日 以 内に全 個 体 が死 亡 し,シ ロサ ケで もChAb株,

 ChIw株 共 に接種 後15日 以 内 に90%程 度 が 死亡 した 。

な お対 照群 の7日 目 までの累 積 死 亡率 は,毛 細 ガ ラス針

を刺 した だけ の 群で22.9%, MEM-10接 種群 で30.0%

で, MEM-10に よ る胚 へ の影 響 は少 な か った もの と考

え られ る(Fig. 3, 4)。 以上 の よ うに抗 ウ イルス効 果 を有

す る物質 が胚 体 形成 に 際 し減 少す る と考 え られ る発 眼期

の卵 内 にIHNVが 侵 入 した場 合,サ クラマ ス,シ ロサ ケ

共 に胚 体 はIHNVに 感染 し急 激 な ウイル スの増 殖 が起

こ る こ とが 明か とな った 。今 後 は発眼 期 の どの 時期 か ら

ウ イル スが増 殖 し うるの かを 明 らか にす る必 要 が あ る と

考 え る。死 亡 した 卵 か らIHNVが 時 折 分離 され る こ と

があり, Mulcahy and Pascho11)は これらの卵がIHNV

の垂直感染に重要な役割を果たすものであると報告して

いる。しかし以上の結果から考察するとこれらの死卵は

発眼期にIHNVに 感染したものと考えられ,厳 密な意

味での垂直感染には該当しないと考えられる。

最後に今回供試したIHNV (ChAbお よびChIw株)

は共に発眼期のシロサケ胚に高い死亡率をもたらし,そ

の病原性が危惧された。そこで今回供試したシロサケか

ら分離したIHNV (ChAb株 とChIw株)の 病原性をニ

ジマスから分離したRtTo株 の病原性と比較を行った。

一カ月齢のサクラマスに対してRtTo株 は 累積斃死率

90%と 強い病原性を示したが,卵 黄嚢吸収時および一

カ月齢のシロサケに対しては累積斃死率はそれぞれ20,

 22%と 低い値を示しシロサケのIHNVに 対する感受性

は,サ クラマスに比べかなり低いものであることが再確

認された(Fig. 5)。またChAbお よびChIw株 は共に

発眼卵の胚に高い斃死率をもたらしたが,孵 化後卵黄嚢

吸収時のシロサケの累積斃死率は6%お よび28%と 低

く, RtTo株 とほぼ同様の値を示した。このような従来

知られている種特有の抵抗性がいつの時期に現れ,何 に

起因するものか興味深い問題であると考える。

要 約

サ クラマ ス と シロサ ケの 未受 精卵 お よび受精卵 を供試

し,人 為 的 にIHNVで 汚染 した後 の 死 卵率 お よび ウ

イル ス感 染価 の 消長 を 観察 す る と ともに,卵 内 成 分 の

IHNV感 染価 に及 ぼ す 影 響 につ い て も 検 討 し以下の結

論を 得 た。

1) 両 魚種 とも に,受 精 時に 卵 あ るい は精子 が汚染 され

て も死卵 は 見 られ ず,ウ イル ス も検 出 され なか った。

2) 受 精直 後 の卵 内にIHNVを 接種 した場合,サ クラ

マ スで3週 間 以 内,シ ロサ ケで5週 間 以内 に全卵死

亡 したが,ウ イル スは サ クラマス で1週間 後,シ ロ

サ ケで5週 間後 に検 出限 界 以下 とな った。

3) シ ロサ ケの 未受 精卵 内容 物 にIHNVを 懸濁 した場

合,ウ イ ルス感 染価 の漸減 傾 向 が観察 され,セ ファ

リン,グ ル タ ミン酸,フ ェニル ア ラ ニン,ト リプト

フ ァン,ピ リ ドキサ ル リン酸 お よび葉酸に ウイルス

不 活化 効果 が 観察 された 。

4) 発 眼卵 内 にIHNVを 接 種 した場 合,サ クラマスで

は7日 以 内に全 個 体,シロ サ ケで は15日 以内に

90%が 死 亡 し,両 魚種 とも一 尾 当 り106.50 TCID50/

g以 上 の ウイル ス感染 価 が得 られた 。
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