
Title サケ科魚類卵巣腔液からの伝染性造血器壊死症ウィルス(IHNV)の分離に適した細胞の選択

Author(s) 吉仲, 桃子; 吉水, 守; 絵面, 良男

Citation 魚病研究, 32(2), 75-80
https://doi.org/10.3147/jsfp.32.75

Issue Date 1997-06-15

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/53145

Type journal article

File Information article84.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



魚 病研 究 Fish Pathology,32(2),75-80,1997.6

サケ科魚類卵巣腔液からの伝染性造血器壊死症ウィルス

(IHNV)の 分離に適した細胞の選択

吉 仲 桃 子*･吉 水 守*･絵 面 良男*

(1996年7月2日 受付)

Selection of Suitable Cell Line for Isolation of the Infectious Hematopoietic

 Necrosis Virus(IHNV)from Ovarian Fluid of Salmonid fish

Toko Yoshinaka*, Mamoru Yoshimizu* and Yoshio Ezura*
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(Received July 2,1996)

Replicability and yield of 2 strains of IHNV in 9 salmonid cell lines(CHSE-214,KO-6,RTE,RTG-2,RTH,

RTT,SEH,STE,RTE-2)and 3 non-salmonid cell lines(FHM,EPC,EPG)were compared at a low M.O.I.of

 0.001.Yield of IHNV in RTE-2 derived from rainbow trout embryo was as high as those of RTG-2,EPG,FHM

 and EPC cell lines. Although EPC and FHM cell lines showed high sensitivity to toxic substances in the ovarian

 fluid from masu salmon Oncorhychus masou,RTE-2and RTG-2showed low susceptibility to these substances.

These results indicate that the RTE-2 and RTG-2 cell lines are suitable for the isolation of IHNV from the ovarian

 fluid.

Key words: IHNV,cell line,cytotoxic effect,RTE-2,RTG-2,EPC,FHM,salmonid

ニジマスの養殖やサケ･マ ス類の孵化放流事業におい

て,健 康な種苗を確保する上で採卵用親魚の健康管理が

重要な課題であり,現 在有効な治療法のないウィルス病

や細菌性腎臓病(BKD)の 防疫対策として採卵親魚のウィ

ルスおよび細菌検査が日常検査の重要な項 目となってい

る(吉水･野 村,1989)｡特 に伝染性造血器壊死症ウィル

ス(IHNV)に よるニジマスおよび在来マスの被害は大 き

く,防 疫対策の確立が重要な課題となっている(Amend e

t al., 1969;Pilcherand Fryer,1980;Yamazaki and Motonishi,

1992)｡そ のため採卵･孵 化現場におけるウィルス検査の

関心も高 く,現 場担当者が自ら採材 し冷蔵輸送による検

査依頼が増加 し,わ れわれの研究室における1990年 以降

の検体数 は2500件 を上回っている(野 村 ら,1991;

Yoshimizu et al.,1993)｡

ウィルスの分離にはそれぞれ目的とするウィルスに対

して感受性の高い細胞を用いるべ きであるが,複 数の細

胞を用いることは多大な労力と経費を要する｡ま たウィ

ルス感受性が高 くても魚体成分による細胞毒性効果が発

現すれば再度継代 しなければならない｡そ こで想定され

る複数のウィルスに感受性を有し,か つ魚体成分の影響

をあまり受けない細胞が存在すれば検査遂行上得られる

利点は大きい｡

Fendrick et al.(1982)はIHNVを 分離,培 養するための

細胞としてCHSE-214,STE-137,RTG-2,EPC,FHMの5

種類の細胞を比較し,EPCとFHM細 胞がIHNV分 離,

培養に優れているとした｡現 在,CHSE-214,RTG-2,EPC,

EPG細 胞が各県の水産試験場をはじめ一般に広 く用いら

れている｡Yoshimizu et al.(1988)は32種 の魚類由来細

胞を対象に2株 のIHNVの 増殖量を比較検討 し,CHH-

1,SE,RTG-2,CHSE-214細 胞 で高い感染価を得たと報告

している｡ま たニジマス胚体由来のRTE-2細 胞がIHNV

に高い感受性を示す報告 もある(Fernandez,1990;

Fernandez et al.,1993)｡

そこで上記の報告を参考に比較的IHNVの 増殖量の多

い12種 類の魚類由来細胞を選び,増 殖量を比較検討し
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た｡さ らに これ らの う ち増殖 量 が多 か っ た5種 類 と広 く

魚 類 の ウ ィ ルス 分 離 に用 い られ るCHSE-2l4細 胞 を用 い

て,IHNV検 出 陽性 群 で あ っ た サ ク ラマ ス の 卵 巣 腔 液 成

分 等 の影 響 を調 べ た｡こ れ らの結 果 を総 合 して,現 場 で

多 数 の卵 巣 腔 液 サ ン プル か らIHNVを 高 頻 度 で分 離 で き

る細 胞 を選 択 した｡

材 料 お よ び方 法

供 試 株 化 細 胞

当研 究 室 で継 代 培 養 中 のサ ケ科 魚 類 由来 のCHSE-2l4,

KO-6,RTE,RTG-2,RTH,RTT,SEH,STEお よびRTE-2細

胞,サ ケ 科 魚類 以 外 の 魚 種 由来 のEPC,EPG,FHM細 胞

の総 計12種 類 を株 化 細 胞 と して 供 試 した(Tablet)｡細

胞 の培 養 には10%牛 胎 児血 清,ペ ニ シ リ ン1001.U/ml,

ス トレプ トマ イ シ ン100μg!ml,0.15%NaHCOsお よ びTris-Bul

色rを 含 むEagle's minimum essential medium(Gibco;以

後MEMl｡一Trisと 称 す)を 用 い た｡

供 試 ウ ィル ス株

供 試 ウ ィル ス 株 と して北 海 道 の サ ケ か ら分 離 され た

IHNV(ChAb)株(Yoshimizuθ ∫α1.,1989)と 本 州 の ニ ジ マ

ス か ら分 離 され たIHNV(HV-i6ol)株(Sano6'ol.,1977)

を 選 定 した｡両 ウ ィル ス株 のCHSE-2l4細 胞 を用 い て測

定 した ウ ィル ス感 染価 は それ ぞ れ105･3お よび106.3TCID50/

mlで あ っ た｡

供 試 卵 巣 腔 液

1993年9月 に採 取 したIHNV検 出 陽性 群 の 斜 里 川遡

上 サ ク ラマ ス の卵 巣 腔 液(60検 体)を 本 実 験 に供 試 した｡

な お卵 巣 腔 液 は,現 地 にお い て採 卵 直 前 の成 熟 親 魚 の排

卵 腔 に滅 菌 チ ッ プ を挿 入 して 約1mlを 無 菌 的 に採 取 し

(Yoshimizu et al,1985),同 量 の抗 生 物 質 入 りBalanced Salt

 Solution(Anti Ink:Hanks' Balanced Salt Solution 100ml,Penicillin-G1500I

.U./100ml,Strep tomycin 1500μg/100ml,　 Mycostatin800　Unit/ml

)を 添 加 して よ く混合 したの ち,氷

冷 して実 験 室 へ 輸 送 し直 ち に ウ ィ ル ス検 査 を行 った｡そ

Table 1. Fish species and type, tissue of origin, and original reference of fish cell lines.
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の 後,本 実 験 に供 試 す る まで,-8(°Cに 凍 結 保存 した｡

なお,こ の卵 巣 腔 液 の 凍結 前 の ウ ィル ス 検査 でIHNV陽

性 と な った 卵 巣 腔 液 のIHNV感 染 価 は,CHSE-214細 胞

を用 い て 測 定 した とこ ろ102-104TCID50/mlで あ った｡

ウ ィル ス の接 種

供 試株 化 細 胞 を2.0×105cell/mlに 調 整 し,そ の5.0mlを

25cm2フ ラ ス コ(Falcon)に 分 注 し,20℃ で24時 間培 養

後,IHNVをM.O.I.=0.001と な る よ う に接 種 した｡接 種

後,培 養 温 度 を15℃ に して,1,3,5,7日 目 に フ ラス コ

か ら培 養 液 を0.1mず つ 取 り,CHSE-214細 胞 を用 い て

ウ ィル ス 感 染 価 を50%終 末 点法 に よ り測 定 した｡

サ ク ラ マ ス 由来 卵 巣 腔 液 の ウ ィル ス検 査 法

上 記 の測 定 でIHNVに 対 して 高 い感 染 価 と増 殖 量 を示

した5種 類 の細 胞 を選 択 し,一 般 的 に広 くウ ィルス 検 査

に用 い られ て い るCHSE-214細 胞 を加 え た計6種 類 の 細

胞 を2.0×105cells/mlに 調 整 後,96ウ ェ ル プ レー トに100μ1

ず つ 播 き,20℃ で24時 間培 養 後,供 試 サ ク ラマ ス 体 腔

液 を50μlず つ4ウ ェル に接 種 し,15°Cで10日 間培 養 し

た｡細 胞 に変 化 が 現 れ た試 料 につ い て,そ れ ぞ れ初 回接

種 時 と同 じ細胞 を播 い た24ウ ェ ル プ レー トに継代 し,細

胞 変 性効 果(CPE)を 観 察 した｡こ の時,細 胞 にCPEが 見

られ なか った 試 料 は初 回接 種 時 の 変化 が 細 胞 毒性(CTE)

に よる もの と判 定 した｡一 方,RTE-2細 胞 にCPEが 見 ら

れ た 試 料 につ い て は残 りの5種,す な わ ちRTG-2,EPC,

EPG,FHM,CHSE-214細 胞 で さ らに継 代 を行 い,CPEで

あ る こ と を確 認 した｡な おRTE-2細 胞 でCPEが 観 察 さ

れ な か っ たが 他 の 細 胞 でCPEが 観察 さ れ た試料 に つ い て

は全 供 試細 胞 に接 種 し,CPEで あ る こ と を確 認 した｡こ

れ らCPE発 現 試 料 由 来 ウ ィ ルス につ い て は抗IHNウ ィ

ル ス ウ サ ギ血 清(ND50=1:128)を 用 いた 定 性 的 中和 試 験 を

行 った｡

結 果

MO.Iを(0.001に して 接種 した場 合 のIHNVの 増 殖 量

IHNV ChAb株 をM.O.I.を0.001に して 接 種 した場 合

の増 殖 量 をFig.1-Aに 示 した｡3日 目 にRTG-2細 胞 は

107.8TCID50/ml以 上 の 感 染価 を示 し,RTE-2,EPG,EPC細

胞 が そ れぞ れ6.80,6.30,5.80(log.TCID50/ml)と 高 い 感 染

価 を示 した｡次 にIHNV HV-7601株 の 結 果 をFig.1-Bに

示 した｡HV-7601株 の場 合,RTE-2,RTG-2,EPC,EPG,

FHM,STEの6種 類 の 細 胞 で増 殖 が 早 く,3日 目 に そ れ

ぞれ6.05,5.80,5.05,5.30,5.80,5.30(log.TCID501ml)の 感 染

Fig. 1. Yield of IHNV in 12 fish cell lines (M.O.I.=0.001)

     A: IHNV strain ChAb

      B: IHNV strain HV-7601

価を示した｡

サクラマス採卵親魚の卵巣腔液を接種した場合のCPEと

CTEの 出現

上記のRTE-2,RTG-2,EPC,EPG,FHM細 胞 にCHSE-

214細 胞 を加えた6種 類の細胞を用いて,斜 里川に遡上

したサクラマス採卵親魚の卵巣腔液60検 体を検査 した結

果をTable2に 示 した｡初 回接種時に細胞に形態変化が

現れた検体数はFHMで26,EPCで25,EPGで21,RTE-

2で19,RTG-2で13,CHSE-214で11検 体であった｡

なお60検 体 中13検 体はすべての供試細胞で全 く変化が

観察されなかった｡次 に24ウ ェルプレー トを用い,細 胞

に変化の生じた細胞から同一細胞に継代 した結果CPEが

出現した検体数はRTE-2で14,RTG-2で12,EpCで

11,EPGで10,FHMで7,CHSE-214で2検 体であっ

た｡一 方,初 回接種時の細胞の変化が細胞毒性(CTE)と

判断された検体数はFHMで19,EPCで14,EPGでll,

CHSE-214で9,RTE-2で5,RTG-2で1検 体 となった｡

なおこれらの検体のうちいずれの細胞でもCPEが 出現し

なかった検体数は29検 体であった｡残 る18検 体 はいず
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Table 2. CPE formation of six fish cell lines inoculated with 60 ovarian fluid samples from masu salmon

        collected at Shari River

れかの細胞でCPEを 形成 し,そ の中でCPE出 現 の一番

多かったのはRTE-2細 胞 の14検 体 で,同 細胞から残 り

の5種 の細胞に継代 した場合,全 ての細胞にCPEが 見

られた｡次 にRTE-2細 胞でCPEが 見 られず,他 の細胞

でCPEが 観察された試料は4検 体(試 料番号No.5,20,39,

42)で あ っ た｡そ れ らの う ちRTG-2細 胞 でNo.20,39,42

の3検 体,EPCでNo.5,20の2検 体,EPG,FHMでNo.

42の1検 体 にCPEが 見 られ た｡そ こ でNo.20,39,42は

RTG-2か ら,No.5はEPCか ら他 の5種 の細 胞 に継 代 し

た｡そ の結 果 い ず れ の 細 胞 に もCPEが 出現 した｡な お
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CPE発 現試料由来ウィルスは抗IHNVウ サギ血清を用い

た中和試験によりIHNVと 判定した｡

考 察

北海道に回帰するサケ科魚類採卵親魚の保有するウィ

ルス感染価は米国での報告例(Mulcahy et al.,1983)に 比

べると低 く,卵 巣腔液中のウィルス感染価 の多 くは

102～4TCID50/m程 度であった(Yoshimizu et al,1989)｡従 っ

て102TCID50/ml程 度のウィルス感染価を有する試料から

ウィルスを分離するためには,細 胞を2.0×105cells/mlと

した場合,細 胞 とウィルスの量的関係すなわち感染の多

重性(M.O.I.)は0.0250.0002'と なり,こ のM.0.1.が0.001

程度 で細胞変性効果が出現 し,か つウィルス増殖が早

く,増 殖量の多い細胞を用いる必要がある｡

供試したIHNV ChAb株 とHV-7601株 の増殖が共に早

く,か つウィルス増殖量の多い細胞 として,サ ケ科魚類

由来細胞のRTE-2お よびRTG-2細 胞,サ ケ科以外の魚

類由来細胞のEPC,EPG,FHMの 計5種 類を選んだが,

この結果はFendrick et al.(1982)が 選んだEPC,FHM細

胞,Yoshimizu et al.(1988)が 選 んだ4種 の細胞のうちの

一つRTG -2細 胞 を含み,現 在一般にIHNVの 分離に用

い られている細胞 と同じになった｡さ らにFernandez

(1990),Fernandez et al.(1993)が,日 本のサケ科魚類から

分離されたIPNV,IHNV,NeVTA,OMV,CSVお よびギン

ザケの脳由来ウィルスに対 しても感受性を有し,サ ケ科

魚類の卵巣腔液の検査に適した細胞としたRTE-2細 胞 を

も含む結果 となった｡

次 いで実際の ウィルス検査を考慮 し,上 記RTE-2,

RTG-2,EPC,EPG,FHM細 胞 に一般に広 く魚類のウィル

ス検査に使用されているCHSE-214細 胞 を加え,IHNV陽

性群のサクラマス採卵親魚の卵巣腔液を用いて検討 し

た｡初 回接種ではFHM,EPC,EPGに 細胞の変性が多 く

みられたが,同 一細胞による継代を行ったところ継代不

能なものが多 く,細 胞の変化は毒性によるものと判断し

た｡こ れらの細胞のように初回接種に細胞変性が見 られ

ても,継 代 を行わないとその変化が毒性物質によるもの

なのか,ウ ィルスによるものなのか判断できず,結 果的

に労力と日数を要する｡ま た同じ試料でも細胞が異なる

とウィルスが分離できない場合があり,CPE出 現率の高

かったRTE-2,RTG-2お よびEPC細 胞から,供 試細胞全

てを用いたクロス継代を行い,最 終的に60検 体中18検

体 をIHNV陽 性 と判定 した｡EPC,EPG,FHM細 胞では初

回接種時に細胞に変化が観察されたにもかかわらず,継

代できずにCTEの 判定 となった検体が多数あった｡し か

し,RTE-2,RTG-2細 胞 は初回接種時のCPEとCTEを 含

む細胞の形態変化がEPC,EPG,FHM細 胞 にくらべて少

なかったが,細 胞毒性の影響も少ない細胞であった｡

以上の結果からウィルス産生量が多いこと,ウ ィルス

感受性が高いことおよび細胞毒性に比較的強いことなど

を総合的に判断 し,RTE-2あ るいはRTG-2細 胞 をIHNV

の分離に適 した細胞 と･して選択 した｡
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