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ABSTRACT―From February 2000 to January 2001,epi

zootics occurred in cultured rainbow trout Oncorhynchus 

mykiss weighing 12 - 1,503 g at 18 fish farms in Nagano 

Prefecture, Japan. A virus was isolated from diseased fish 

in RTG-2 cells with a CPE characterized by syncytia. 

High infectivity titers were demonstrated in the main inter

nal organs and multiple necrotic foci were observed in the 

liver. The virus was identified as salmonid herpesvirus 2 

by serological tests and PCR. Based on these results, 

the epizootic was diagnosed as salmonid herpesviral 

disease. In more than 80% cases, the outbreaks were 

linked with introductions of live fish.
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SaHV-2

日本におけるサケ科魚類のヘルペスウイルスは1972年

及び1974年 に十和田湖の孵化場で死亡 したヒメマス稚魚

か ら1),次 いで1978年 には北海道のサクラマスの卵巣腔

液か らも分離 された2)｡そ の後,養 殖ヤマベ(Oncor

hynchus masou)の 口部腫瘍(基 底細胞癌)や 養殖ヒメ

マス(O.nerka)の 大量死をはじめ3),海 面養殖ギンザ

ケ(O.kisutch)大 型魚の死亡あるいは生残魚での口部

腫瘍等の産業被害が報告されたが4),防 疫対策の徹底 に

より北 日本ではほぼ終息した5)｡ニ ジマスのヘルペスウ

イルス病は1992年 に北海道の養殖ニジマスに最初に発生

し,成 魚が死亡することから経済的損失が大きかったが,

防疫対策の実施により発生件数は激減した｡し かし,近

年,再 び本州中部に発生が見られ6),ニ ジマスの主産県

である長野県では,1999年 に本ウイルス病に似た症状を

有するニジマスの大量死亡が発生 し,翌 年には複数の養

殖場に広がった｡本 研究では死亡原因と感染原因を明ら

かにするため,養 鱒場業者への聞き取 り調査を行うとと

もに,病 魚の病理学的検討を行った｡

材料及び方法

 2000年2月 か ら翌年1月 に長野 県の18養 鱒場 でニ ジ

マスの異常 大量死亡が発生 した｡養 鱒場主か らの聞 き取

りによって発 生状況及 び感染 源 を調査 す るとと もに,2

養 鱒場(A,B)の7発 病群について,飼 育尾数,体 重,流

行 期間,死 亡率及び水温 を調査 した｡

 これ ら症例 か ら採取 した病魚106尾 の 外観 及び内臓所

見 を観察 し,外 部寄 生虫検査及 び ウイルス検査 を行 い,

そ の内の98尾 につ いて細菌検査 を,68尾 につ いて真菌検

査 を行った｡さ らに,1養 鱒 場の瀕死魚5尾(23～43

g BW)に つ いて は,病 理組織検査,分 離 ウイルスの 中和

試 験 及 びPCRに よ るOncorhynchus masou virus

(OMV)特 異 遺伝子 の検 出,主 要臓器 のウイルス感染価

の測定 も行 った｡外 部寄生虫検査 は鰭,体 表及 び鯉 を検

鏡 した｡細 菌検査 は腎臓 よ りトリプ トソーヤ寒天培地 を

用い て常法 に従い細菌分離 を行 い,20℃ で7日 間の培

養 を行 った｡真 菌検査 はlchthyophonus hoferi感 染 の有

無 を腎臓及び肝臓組織の圧扁標本 を作製 し検鏡 した｡ウ

イルス検査は抗 生物 質(penicillin-G 800 I.U./mL,strepto

mycin 800 μg /mL,mycostatin 200 unit/mL)入 りHanks'

Balanced Salt Solutionで100倍 に希 釈 した腎 臓 ホモ ジ

ネー ト上清 を15℃ で3時 間静 置 した後,RTG-2細 胞 に

接種 し,050Cで14日 間CPE発 現 の有無 を観察 した｡

 病 理組織検査 は肝臓 を10%中 性 緩衝ホルマ リン液で固

定 し,厚 さ4μmの パラフ ィン切 片 を作製 し,H-E染 色

後光顕観察 した｡中 和試験 は(社)日 本水 産資源保 護協

会 か ら分与 を受 けた抗OMV家 兎 血清(ND50=1:140)

を7倍 に希 釈 し,RTG-2細 胞 を用 いて50%終 末 点法 に

よる定性試験 によって行 った｡OMV特 異 遺伝子検 出用

PCR7)はCPEが 現 れ た培養細胞 か ら行い,陽 性 対照 と
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してOMV OO-7812株 を 用いた。主 要臓器 の ウイルス感

染価 は,腎 臓,肝 臓,脾 臓 及び脳 についてRTG-2細 胞 を

用 いた50%終 末 点法によ り算 出 した。

結果及び考察

異常大量死亡 は12gの0年 魚 か ら1,503gの 親 魚 まで

見 られ,通 年発生 していた。18養 鱒場 におけ る発病サ イ

ズは100g以 下 が5養 鱒場(28%),100～1,000gが6

養 鱒場(33%),1,0009以 上 が7養 鱒場(39%)で あ っ

た。感染 原因は近県 や県 内養鱒場 か らの活魚 の導入 によ

る ものが10養 鱒場(56%),同 一 水系 による水平 感染が

5養 鱒場(28%),不 明 が3養 鱒場(16%)で あ った。

A養 鱒場 における6発 病群 の死亡 は4月 上旬か ら7月

下旬 に見 られ,流 行期 間は80～118日 間,累 積死 亡率 は

33.6～77.0%で あ った。その期間の水温 は8.1～20.6℃ で

あった。B養 鱒 場で は9月 下 旬(水 温12.5。C)に40g

の魚 が発病 し,2001年1月 中旬(同8.2。C)ま で の107日

間死亡が続 いた ことか ら,飼 育群 は処分 された。 この間

の累積死亡率 は41.4%で あ った(Table1)。

外 観所見 として,体 表 における斑 点状 の退色症 状,鯛

の軽度 の退色 及び鯉弁 の出血が観察 された。発病 群全体

では潰瘍形成 を伴 う個体 は少 なかった。 内臓所 見 は肝臓

が退色 し,一 部の魚 の肝臓 に白斑 の形成 が見 られた。そ

の他,腹 腔内脂肪 の発 赤,腸 の発赤 が観察 され た(Fig.

1)。 発 病 群や耐過群に腫瘍 を形 成 した個体 は確認 されな

かった。

外部寄生虫検査 では,死 亡原 因 と考 え られる寄 生虫は

認 め られなか った。 また,細 菌及 び真菌検査 では,病 魚

98尾 中3尾 か らStreptococcusが 分 離 され,68尾

中4尾 にI.hoferiが 観 察 された。 ウイルス検査 では,106

尾 中85尾(80%)か らRTG-2細 胞 に多核 巨細 胞の形成

を特 徴 とす るCPEを 示 す ウイルスが分 離 された。分離

ウイルスはRTG-2細 胞 で継代が可能であ ったd

中 和 試験 に用 い た分 離 ウイ ルス5株 は いず れ も抗

OMV血 清 添加 区で210910以 上 の感染価 減少が認め られ,

中和 陽性 と判断 された。 また,PCRで はOMVOO-7812

株 と同 じ位置(439bp)に1本 のDNAセ グ メ ン トが増

幅 された(Fig.2)。 病 理組織検査では肝臓の実質細胞 に

核 崩壊 を伴 った多数 の壊 死病巣 が観察 され た(Fig.3)。

主 要臓 器の ウイ ルス感 染価 は,肝 臓 が1056-83,腎 臓 が

1049-84,脾 臓 が1054-8.4,脳 が105.8-7.7TCID50/gで あ っ

た。

1999年 か ら長野県で発生 したニジマ スの異常 な大量死

の原 因を調査 した結果,異 常大量死は通年発生 してお り,

100g以 上 の魚 の発症が全体 の70%以 上 を占めた。 また,

400g以 上 の大型魚の累積死亡率 は70%以 上 と高かった。

主な病徴 は鯉 の軽 度な退色 と鯨 弁の出血,肝 臓 の退色並

びに腹 腔内脂肪 と腸の発赤であった。

大 量死 の原因 と考 え られ る外部寄生 虫 は認 め られず,

S.iniae及 びI.hoferiは 検 出頻度が低 い ことか ら直接 の

死因ではないと判断 された。一方,OMVの 感 染実験病魚

やギ ンザケのヘルペス ウイルス病 魚で見 られ る肝臓の巣

状壊 死像2,4)が 一 部の病魚 に見 られ,ウ イルス検査 では

80%の 病 魚 においてヘ ルペス ウイルスに特徴的な多核 巨

細胞 を形成す るCPEが 観 察 された。 そ して,分 離 ウイ

ルス は抗OMV家 兎 血清 によ り中和 され,PCRに よ り

Table 1. Results of epizootiological survey of salmonid herpesviral disease in rainbow trout

Fig. 1. Diseased rainbow trout (16.1 g  BW), showing white
spots in the liver. Bar = 1 cm

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification prod-
ucts of 5 virus isolates from diseased fish and OMV
strain 00-7812. Lanes: M; DNA molecular weight
marker, 1-5; virus isolates from diseased fish, 6; OMV
strain 00-7812
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OMV特 異 遺伝子 が増幅 された ことか ら,本 ウ イル スは

salmonid herpesvirus 2と 判 断 され た。 主要臓器 の ウイ

ルス感染価 は104.9-8.4TCID50gと 高 く,本 病 はサ ケ科

魚類のヘ ルペ ス ウイルス病 と診 断 された。

北海道 の養鱒場 で初 めて発生 したニ ジマ スのヘ ルペ ス

ウイルス病が本州へ伝播 した原因は定かでない。長野県

下の場合,発 生のあった18養 鱒場の内10養 鱒場の感染源

は購入 した活魚であった。 また,こ れらと同一水系のた

めに水平感染した5養 鱒場を含めると,感 染源の83%が

活魚の移動に起因していた。恐 らく本州の主産県に被害

が拡大 した原因も活魚の移動によると推定される、,
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Fig. 3. Multiple foci of severe necrosis in the liver. H-E stain,
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