
Title 魚類病原ウイルスの保存法

Author(s) 木村, 喬久; 吉水, 守

Citation 日本微生物株保存連盟会誌, 4(1), 1-8

Issue Date 1988

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/39589

Type journal article

File Information yoshimizu-52.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



、J

¥". 

BulJ JFCC 

VoI. 4 .1 ~ 8.19曲

魚類病原ウイルスの保存法

北海道大学水夜学部機生物学!ltli! 〒刷1北樽週蹴館市t巻町口一1-1

木村喬久吉水 守

Preservation of Fish Pathogenic Viruses 

Takahisa Kimura and Mamoru Yoshimizu 

Laboratory of Microbio1ogy. Faculty of F・sheries.1I0kkaido UniveTsity 
3-1-1 . Minato. Hakod抗e.Hokkaido 041 Japan 

SUMMARY 

Preservation of fish pathogcoic viruses under the free.zing or free.ze.dry conditions was 
sludied. Thc viability of viruses after freezing or freeze.dry was estimated. On the frce.z 
ing method. eff.制ctsof freezing speed. slorage temperalures aod cryoprotl'{:tants 00 infec 
tivity of viruses were compared 
Fish pathogen陀 viruses，infectious pancreatic necrosis virus (IPNV). infectious hemato 
po・eticnecrosis virus (IHNV). 0仲間rhynchusmasou virus (OMV). Herpesvirus salmonis 
(H. salmonis) suspended in culturc mcdium :;upplemen1ed with 10 % DMSO or glycerol 
were prescrved rctainiog thcir viabilili1y under -80 C or Iiquid nitrogen. DMSO was 
more cffcctivc thao glycerol 10 keep infec1ivilY of virus. Allhough effect of frce.zing speed 
on virus infectivity was not so significant. rapid frce.zing was more effective than slow 
f"氾日~lßg

On the freeze.dry method， 29もcryoprolcctants.namely lactose and sorbito1. were suit 
able for 1PNV and IHNV. Skimmilk. albumin and 50dium glutama1e were effective for 
OMV to avoid the 1055 of v・rU5infl'{:tivity. Storage atー20C or 0 C for the free.ze.dried 
specimens was more effective than at room 1empera1ure 
Fish pathogenic virus明。 IPNV，IHNV. OMV and H. salmonis wcrc prcserved at-80 C 
or in Iiquid nilrogen and were also prescrved by thc frecze.dry mcthod 

緒 曹

魚願は変温動物であり 魚鰍病原ウイルスの至適発tf温度は宿主魚頒の生息環績水の温度に依存する。た

とえばサケ科魚劉の術原ヘルベスウイルス Iferpesvirussalm附'"のょっに至適発育極度がiOCのものや

(2巧) アメリカナマズのヘルベスウイルス channelcatfish viru$ (CCV)のように30Cのものも存在する(17)。

温度安定性もサケ科魚鎖の伝染性脈腸線死佐 (infectiou$pancreatic necrosis virus : lPNV )ウイルスの

ように低温度下 (OC)で数年間も感染性が保持されるものもあれば(12) サケ科魚鎖のヘルペスウイルス

Oncorhynchus masou virus (OMV)のようにOCでも 2週間程度で感染性を消失するものもある (6)。魚鏑

鋪原ウイルスの僻究を逝めるにあたり ウイルスの性状や綱原性を褒化させることなく長期則保存すること

が必要である。しかし!魚顕病原ウイルスの保有法についての続発は少ない.

本鰍では魚額病原ウイルスの保存法の開発を目的に まず低温下に必ける魚額綱原ウイルスの温度安定性



を検肘した。さらに低温保存法に必ける凍得防御剰の僧矧と議度 疎漏速度およぴ保存温度などのウイルス

の安定性に及ぽす影響について倹針した。また凍結舵燥保存法における線答防御剤の健鎖および保存温lJJ:の

倹耐も行ったので これらの結果を報告する。

実験材料および方法

供試ウイルス 凍結保存における保存温度およぴ凍客防御剤の添加効果の検討には，魚鎖病原ウイルスと

して illfectiouspallcreatic Ile口 osis(lPN) virus (22) (VR.299， Buhl， Ab， Sp練)， infectious hemato凹 ietic

m口 osis(lHN) virus (J) {CHAB. SRCV， RTTO， HV.l株)およびO.ωrhYllchusmasou virus (5) {OMV 

00.7812傑)を，様結舵燥保存訟の検討には lPNV(VR.299)， IHNV (CHAB)およぴOMVを自民試した。

保拭細胞 魚類由来線北細胞としてニジマス (Salmogairdneri)卵巣由来の RTG.2細胞 (23)を俄試し

10%牛胎児血清 (F田)加 Eagle'$MEM (Gibco) (以後MEM闘と称す)を捌い15Cで続養した。

。院試ウイルスの綱製法 lPNV. IHNV sよぴOMVの続養には RTG.2細胞を用い 15Cで7-10日間格養

後権委複をポアサイズ0.451= (ミリポアフィルタ-HA)あるいは0.401= {ヌクレオポアフ 4ルタ

OMVの場合)のフィルタ で渇過してパイアルチA プに分注後， -80Cに保存し この岡ーロットのウ

イルスを再度上配の条件で培養後フィルターで泡過し実験に供した。

低7a下における安定性犯よぴ凍害防御剤の添加効柴の測定供鼠ウイルス液に 5%の割合にグリセロールあ

るいはジメチルスルホオキンド (DMSO)を添加し，ポリプロピレノチュープに分注して 0，-20， -80C 

および液体盆索中に保存し. 1週間および 1，3， 6カ月後にウイルス感染価を RTG.2細胞を朗いた常法

のマイクロタイター法により測定した。

凍害防御部lの.度の~・ 8康容防御剤の添加温度の検肘には OMVの格養温液に DMSOを1，2.5，5，10%

の割合に添加して -20Cに保存し，それぞれ 1，2， 3， 4週間後に感染価を測定した。

冷却速度の彫響 IPNVとIHNVの緋養櫨液を対象に DMSOJ当よぴグリセロールを10%の割合に添加し，

プログラムフリーザー(プラ Jナ←， RKRYO.10)を用い。0.3C/millの冷却速度で-30Cまで あるいは

1.0C/minの冷却速度で-6OCまで冷却し 以後液体怠索中へ投入 または直袋液体皇畿中へ役入の3条件

全般定し.iilJ省後のウイルス感染価を比較した。

凍結舵燥法 a取締乾燥法の検討には lPNV(VR.299)，旧NVにHAB)およぴOMV((X).7812)を供試し，使
容防御舟Jとしてラクト}ス!グルコース!ソルピト ル.スキムミルク アルブミン グルタミン殿ソーダ

を選ぴ。それぞれ2%副長度となるように加えた後、凍結舵揖を行い無添加のものとウイルス感染価の比般を

行った。凍結乾燥はドライアイスアルコ ルで予備集結の後。室温で真空凍結舵燥(Lab<:ollco Model 175035) 

を行い所用時聞を 4時間とした。保存温度としては 20， 0， 15Cを般定し， 3， 6カ月後のウイルス感

染舗をマイクロタイタ 法により測定し比鮫検附した。さらに 郁は米国オレゴン州立大学で凍結粍燥を行

い釦送による鎗送試験を笑絡した。

結果

凍結保存温度 ウイルスの低温下での安定伎を Fig.I，2に示した。IPNV(VR.299)およびIHNV(CIIAB) 

は 20Cで安定であったが，OMVは不安定で 80C以下で保存する必要が罷められた (Fig.1 )。 線開で

はIHNVの各株はデータは示していなしaが-2OCでいずれも安定であった.しかし IPNVのBuh1.Ab 均株

は不安定であった (Fig，2 )0 したがって IPNVや OMV各株の保存には DMSOあるいはグリセロ】ルを添

加して-8OC以下で保存する必要性が包められた。

DMSOの添加喰度 OMV全対忽に DM田を 1，2.5， 5， 10%の割合に加え般適添加歳度を検附した.
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DMSOの添加副長度が高くなるにつれウイルスは安定した (Fig.3)。保存には10%議度の添加が厳も越して

L、犬と。

冷却速度 lPNV(VR-299， Ab， 5p)必よぴIHNVの府委漣漉に，グリセロ ルあるいは DM回を10%の割

合で加えたものおよび無添加のものを附いた。冷却速度O.3C/minでー30Cまで冷却し 以後液体ヨ担当医へ

I.OC/min 一個 Cまで冷却し以後液体捜索へ 必よぴ直後液体皇索中に役人の 3条件で凍結を行った。凍

結後の感染価を TableIに示した。緩慢冷却よりもむしろ急速冷却(液体貌素への直後投入)の方がウイル

ス感染価の減少が少なかった。

凍結舵油 供試した6績の葎嘗防御剤を2%の割合に加えて凍結乾煉を行い，凍結舵燥前後のウイルス感
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Table 1. Effe<:t 01 freezing spe剖 andcryoprote<:tant on viability of IPNV and IIINV 

Freezin& speed Cryoprotectant I n f ec t i ¥1 i ty. 1 ( 101. TC I Ou 1・l.l

(C I圃 in) I PNV I HNV 

y..!..:.lii ，!..!! :iJ! CHA8 

0.3 C 1 ain HE円，，'ー 3.30 0.80 0.80 <1.80 

(1，・30c) 円E門t・+ 10 % l!llycerol 7.80 3.80 5.80 4.55 
!!il!・+ 10 % DMSO・3 7.55 h1> i.:J.Q u!i 

¥.OC/.in 円E円。ー 7.05 3.75 6.05 4‘30 

(¥0 -60 C) 同E阿川 + 10 % glycerol 7.55 3.75 6.55 4.80 

円<l!.!・+ 10; OMSO 7.05 3.75 6.05 4.55 

Direclly inlo 円E円1・ 7.55 3.05 7.05 4.30 

liquid nitrogen門'".・+ 10 % l!llycerol 7.55 4.75 6.30 4.55 

円'".・+ 10 % 0円SU 7.55 4.05 6.30 4.55 

自室forefreezing Lil L..Q.i .2..:..[Q 4.55 

'1 Preserved befor a・onthand 圃elted by runnin耳 waler(10 C) • 

'2 Eagre's /'tE伺 supple.er、ted ¥Ii th 10 % FBS 
J Oiaelhyl sulfuide 

倹舗を比駁したoTable 2にみられるように IPNVで 1-2オ グ.IIINVで2オーダ OMVでは2-3オー

ダの感謝除価の低下が械黙された。

凍結舵燥後の保存極度 ウイルス ~H~iI・波に.終議度が2%となるよ う に凍害防御舟jを加えて凍納従燥を

行い，-20， 0および15Cで6カ月間保存したoJHNVおよびIPNVにはラクト ス。ソルピトールがiil梼

防御剣として優れ高い感謝陸性が保持された.ー方OMVは嶋餐a・糠 (MEM叫 のみでも感染舗は保持された
が.線機防御御!としては...鯛よりも心しろスキム ミルク!アルプミン，グルタ ミン厳ソーダの方が後れて

いた (Table3)"データは示していないが1Stで保存した樋合でも6カJl聞はウイルス感染舗に大会な室

化は見られず，海外から廊逃する繍送鉱駿で也到藩時 {凍鎗錠録後2週間}ウイルス感染舗に大きな変化は

見られなかった (Table4)0 

考.
魚煩病原ウイルスのうち伝身険性脈鼠峨死猛ウイルス JPNV(VR.299. Buhl像)(2.20，27)や伝到険性造血雄総

死鑑ウイルス(infe<:tioushe固剖。凹ieticne<:rosis virus; IHNV) (I】3.14.17，27). ウイルス性幽血性敗血催

ウイ ルス (町叫 hemor叩 csept閣 lDia川内5;VHSV )(4.8).パイタ艦魚のラプドウイルス(pikeIry rhabdo 

附 U5;PFRV )(9.11)は無細胞也被の状想でQ-4Cで 1カ月から 1年以上もの保存が可能とされて必り

IPNVでは20-田%にグリセリ ンを加え冷血傑存する方法も線告されているが(12.22) ヘルペスウイルス

ぞラプ ドウイルスの中でもコイの電車ウイルス痢ウイルス (spring vire剛ia01 carp制rus;svCv) (3)のよ うに

'Cで数日から2週間後度で慮魚住を失う 也のもあり，ウイルスのー般的な保脊ままは確立してい令い.

凍I/i保存では 魚頒ラブドウイルス IIINV， VHSV， PFRV. SVcv. eel virus from America (EVA)(I8) 僧 l

virU5 from Europe (EV日【)(19) ヒラメのラブドウイルス症ウイルス Rhabdovirusoliva偲凶 (hiramerhabdo. 

- 5 -



官、hle2. Comparison 01 viabilily 01 IPNV. IHNV and OMV beforl' and just afll'r Ireezl' dry 

Cryoprロtectant Infectivi h (TCI05圃/咽II

I PN V IHNV 。門V

円EMI.'I(Beforefreeze dry) 8.55 6.80 6.SO 

同E門1・+ Lac tose 7. 05 日.30 4.05 

HEMI圃+Glucose 6.80 自.05 3.55 

同EH.・+Sorbitol 7.30 6.55 3.80 

同EH.・+ Sodiu圃glutaute 7.05 6.05 3.80 

同EH.・+A I bu・'" 6.55 5.80 3.05 

円EH.・+Ski. .i Ik 7.30 6.30 3.05 

t!1t!.!・ 7.30 5.80 3.30 

'1 Eagle's HEM supple圃entedwith 101 F8S. 

Table 3. Eflecl 01 Ihe cryoproleclant on viabilily 01 IPNV， IHNV and OMV preserved-20 
。rOC for 6months 

Cryoprotectant Infectivib (TCI05・/圃II

-20 E 。E 
l!..!!.i LII.I!.Y ll!1Y w!.i LII.I!.Y 日目E

Before freeze-dry Lll L.Q.O !L.>> !L.>> L.Q.O !L.>> 
円E川1" 1 + 2% t.ac tose 7.55 4.30 3.05 1.55 7.05 2.80 

HE同1・ + 2% Glucose 1.05 6.80 2.55 6.80 5.30 3.05 

同EH.・ + 21 Sorbitol 7.05 6.05 3.05 1.55 7.05 2.80 

円EH.・ + 21 Sodiu. gluta圃ate7.55 7.30 3.80 8.80 6.80 5.80 

円EH.・ + 2% Albu.In 5.30 4.05 5.30 6.55 3.80 6.05 

HEHI・ + 21 Ski・・jI k 6.80 4.30 3.80 7.55 4.80 5.55 

MEH1' Lll ~ l.d> L1!l L.>.> L2i 
'1 Eagle's門E門 supple・entedwi th 10 % F8S 

Vlru筑 HRV)(7)などでは-2<)C以下での凍結傑存において凍笹防御剣の有無にかかわらず少なくとも 2年聞

は安定であることがすでに明らかにされているが.SVCVは-5-一回Cでは感染性が低下するとの報告も

ある(3)。ー方ピルナウイルスに属す IPNVは縁関により安定性が異な旬，北米幽来椋VR.299やBuhl株は

四C以下の保存において比般的安定であるが。ヨーロッパ由来像は一回Cでは不安定であるとされ(24)，

また北米陶楽練でもカットスロートトラウト由来のCTT徐は 60C保存でも 1カ月間で99%以上の感染価

の減少を示すという(15)0ー方魚鎮のヘルペスウイルスは一般に不安定でocはむろん-2<)Cでも速やかに

感染性を消失し-60C以下に保存することが要求されている(5.6，17)。

本線では IPNV.IHNV. OMVを対象に冷却速度 凍結保存時における温度安定性，凍害防御剣の添加副長度

についての検討を行った"IPNVのBuh1.Ab， Sp練およびOMVは 2<)Cで不安定で DMSQあるいはグリ

セロ ルを添加して 80C以下で保存する必要が寵められたoDMSοの添加調限度は10%が織も遣していた.

- 6ー
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Table‘ Change of the viability by trans凹rtau。仙 台。mU.S.A. 10 Japa目 withmail after 
rrnze-dry 

• ， 
‘， 

• 

V i rus 

IPNV 

【8uhl)

IHNV 

(SRCV) 

Preserva t ion 

perlod.t 

包工旦旦 IL且且1且三
Just after・2
2 ~eeks' I 

4 lIeeks 

住担工ιi且旦且1且

Just after 

2 ~eeks 

Ll<旦担

Preserved in 25 -30 C ~ 

l nfectivi tv (Lo昆.TCIO・・J・Il
主且巴主主主且旦i

L且且畠 19.工副喧旦1

1.，1且 且4且
6.35 5.80 

(6.30)‘ 6.80 

L且且 局 55

i且4旦二 且」且

6.05 6.30 

4.80 4.05 

1.，.1且 五..lJ旦

Infectivi ty ~a s ・ ea s ured in Orelon State University. 

Infed ivjty ¥la5・easured in our laboratory after 2 and 4 ¥leeks 

，・poule ~as broken for 50・e reason 
ーカ冷却E温度のウイルス感染価に及ぼす影・をプログラムフリーザーを用いて検附したが緩慢冷却よ句も忽

速冷却の方がウイルス感染価の減少が少なく液体重索中への直娘役入法が簡便で効機的と考えられた.

以上の結挟より魚頒病原ウイルスの保存には ウイルスJIIWiII液に10%の割合に DMSO~加え 曲℃低

量槽もし〈は液体怠索中に直篠殺人する方法が推奨され。ニの方様により現在lPNV，IIlNVの各線ならびに

SVCV， PFRV. EVA， EVEX， HRV， OMV.II. sa/m制服 CCV.chum錨 ImonvirU5 (仁志川(21)がー曲C'"'よぴ液体

盆索中でいずれも 2年間保存されている {データ未発表)。

}方魚飯綱服ウイルスの凍結舵燥法については IPNV(VR.299) 1ff4it.漉にスキムミルクや乳舗 ラクトー
ス，アルプミ J を(25)， VHSV， SVCV， PFRVでは FBSを2%の桝合に加えて諌給範燥を行い.cあるいは
-20C に保存することにより良好な成績が'催告されている (8 ， 1 0.11) ~ 本線ではこれらの結集を多考に俄紙

ウイルス培養櫨穣に6鍾の凍害防御剣を2誕の鍋合に加えて諌純舵爆を行い，隷給・庫銀前後のウイルス感後

価を比較したところ 稽子感染価の低下が健策されたが諌鮪能録後の保存則聞に感験舗が減少しなければ

十分実用に供し得る方法であると考えられた.そこで諌給乾燥後 20， 0， 15Cで4週間保存しウイルス感

染価の濁定を行。たと ころ感染価の低下も少なく安定であった.線高防御剣としては山NV必よぴlPNVに

はラクト ス。ソルピトールが また O"Vにはスキム ミルク，アルプミン，グルタ ミン鰻ソ ダが優れて

いた.これらの純泉を陪まえウイルスllfJ!iI・被と被害防御鋼会等R.R終温度が2%となるように加えて凍
結舵燥を必こない，アJ プルを 却Cに保存したところ，上位の魚鎖術原ウイルスはいずれも""欄保存さ

れた (データ来籍後).以上の方法により魚鎖病原ウイルスの感染価は変化な〈安定的に保持されることが

明かとなった.しかし，保存後の病原性についての鎌倉例はない.今回 80Cで保存1年後のO"Vを倹賦

して病原性を検針したが感染魚の症状必よぴ擁死率にa取締前の災政結果と差は包められなかった{データ
未発表).今後網島区性はもちろん銑瓜性や他の性状にも変化がないかどうか検射する盛裂があη。さらに少

~くとも散年聞は継続して観鍛を続け検附する必要があると考える.
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附!I

本砺ヲをは食休水産省農体水産枝術会織，昭和田-61年度特別研究「微生物の長期保存法に関する研究jに

よった ここに配して謝意を表する。また凍結乾燥保存法に関しては種々ご峰力頂いたオレゴン州立大学微

生物学将のJ.L. Fryer悌土， "よぴ米国野生生物局，魚類研究センターのJ.R. Winlon博士に感衡の意を表

する。
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