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 Susceptibility of 32 fish cell lines against fish noda

viruses from moribund barfin flounder (Verasper moseri, 

BFNNV), greasy grouper (Epinephelus tauvina, GGNNV) 

and striped jack (Pseudocaranx dentex, SJNNV) was 

investigated. Cytopathic effects were observed on 

SSN-1 cells inoculated with the 3 viruses at 15 or 20•Ž, 

and on SBK-2 and SK, both derived from sea bass 

(Lates calcarifer), inoculated with GGNNV. Viral infec

tivity of homogenized brain and eye of moribund barfin 

flounder and Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) 

juveniles were 10 7.55•`8.55 and 106.05•`6.55, respectively and 

whole bodies of striped jack larvae were 108.80•`>9.80 

TCID50/g .

Key words: fish nodavirus, SSN-1, susceptibility, viral
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 海 産魚類 の放流 を 目的 とした種苗生産が行 われてい る

が,そ の成否 に疾病発生 の有無が多大 な影響 を与 えてい

る1)｡ウ イ ルス性 神 経壊 死症(viralnervous necrosis;

VNN)は 宿 主範 囲が広 く,大 きな問題 となってい る2)｡

VNNウ イ ルスは長 い間培養す る ことがで きなかったが,

Frerichs et al./3)およ びLim et4)が,そ れ ぞれス トラ

イプ ドス ネークヘ ッ ド(Channa striatus)由 来 のSSN-

1細 胞 お よびシーバ ス(Lates calcarifer)由 来 のSB細 胞

を用いて原因 ウイルスの分離 を報告 している｡

 本研 究ではSSN-1,お よ びSBと 同一魚種 由来である

SBK-2, SK細 胞 を含む温水性淡水魚11種,海 産魚8種

な らびにサケ科魚類6種,計25魚 種 由来の32種 類 の魚類

培 養細胞 を供 試 し,シ マ アジ(Pseudocaranx dentex),

ヒ ト ミハ タ(Epinephelus tauvina)お よ び マ ツ カ ワ

(Verasper moseri)病 魚 由来 ノダウイルス に対す る感受

性 を検 討 した｡ま た,SSN-1細 胞 を用いてVNN罹 病 魚

の ウイルス感染価 の測定 を試みた｡

 魚 類培 養細胞の魚類 ノダ ウイルスに対 する感受性 の検

討 は,供 試 ウイルス として1991年 の シマ アジ仔魚 由来

SJNNV 1991株5),1993年 の マ ツカ ワ稚魚 由来BFNNV

1993株6),1991年 の ヒ トミハ タ由来GGNNV 1991株4)

を用 いて行った｡SJNNVお よびBFNNVはSSN-1細 胞

で,GGNNVはSB細 胞 で培養 した｡い ずれ のウイルス

株 もSJNNV特 異PCR7)で 反応 陽性 を示 し,抗SJNNV

家 兎 血清 で中和 された もの を用 いた｡

 細 胞 と使用 した培地 をTable 1に 示 した｡培 地は10%

牛 胎 児血清(FBS;Gibco),1001U/mLの ペ ニ シリンG

(Sigma),100μg/mLの 硫 酸 ス トレ プ トマ イ シ ン

(Sigma)を 含 む16mMト リス緩衝MEM(MEM10Tris)

あ る いは同量のFBSお よび抗 生物 質添加L-15培 地 を用

いた｡細 胞 は細胞培養用24wellプ レー ト(Falcon)に

2.0×105 cells/mL/wellと な るように播 き,20℃ で3日

間培養 した｡細 胞が80～100%confluentに な った時,供

試ウイルス液 をM.O.I.が 約0.1と な るように100μLず

つ2wellに 接 種 し, BFNNVを 接 種 した細胞 は15℃ で,

SJNNVお よびGGNNVを 接 種 した細胞 は20℃ で培養

した｡2週 間後 に同種細胞 に継代 し,10日 間観察 した｡

 供 試 した32種 類 の細 胞 のBFNNV, GGNNVお よ び

SJNNVに 対 す る感受性 をTable 1に 示 した｡初 回接種

時に細 胞 に変化 が見 られ た細胞 は供試 した32種 類 の うち

10種 類 であ った｡Fig.1にSSN-1細 胞 に見 られた細胞

の膨化 と顆粒 様物 質を含 む球 形細胞 の出現 を特徴 とす る

変化 を示 した｡

 同種細胞 に継代後 も細胞 に変化が見 られ,CPEと 判 定

された細 胞はSSN-1とGGNNVを 接 種 したSBK-2お よ

びSKの み であった(Table 1)｡し た が って,今 回調査

した細胞 の中で はSSN-1細 胞 が魚類 ノダウ イルス を分

離す るの に最 も適 している と考え られた｡

 罹 病魚体 中の ウイルス感染価 測定 には,-80℃ に保

存 して あ った1991年 の 罹 病 シマ アジ仔魚(全 長3.7～

3.8mm),1993年 の 罹 病 マ ツ カワ稚魚(全 長45～63

mm)お よ び1998年 の 罹病 ヒ ラメ稚 魚(全 長18～20

mm)を 供 試 した｡マ ツカ ワお よび ヒラメで は病魚5尾

の脳お よび眼 を個体別 に,シ マアジで は5尾 プールの全

魚体3検 体 をHanks'BSS(Gibco)で ホモ ジナイズ し,

0.45μmフ ィル ター(ミ リポア,HA)で 濾 過除菌 した｡

ホモ ジナイズ濾液を108倍 まで希釈 して,ウ イルス感染価

をSSN-1細 胞 を用 いて測定 し,検 体1gあ た りの感染価
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を 算 出 し た 。 マ ツ カ ワ で107.55～8.55,ヒ ラ メ で106.05～6.55,

シ マ ア ジ で は108.80～>9.80 TClD 50/gで あ っ た 。

SSN-1細 胞 は シ ー バ ス(Dicentrarchus labrax)由 来

の ノ ダ ウ イ ル ス を 分 離 で き る こ と が 報 告 さ れ て お り3),

本研 究で ヒラメを含 む4魚 種 由来のノダウイルス が分離

可能であ った ことを考 えあわせ ると,本 細胞 は魚類 ノダ

ウイルス を広 く分離で きる可 能性が示唆 され る。
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Table 1. Susceptibility of fish cell lines against fish nodavirus

Fig. 1. Photograph showing inoculated SSN-1 cells. Inocu
lated with the brain and eye tissue of affected barfin
flounder juvenile.


