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Abstract.一DirectRT-PCR， tissue culture and RT-PCR combin巴dwith tissue cultur巴W巴r巴com-
pared for the IHNV inspection in juvenile masu (Oncorhynchus masou) and sockeye salmon (0. 
nerkα). The detection rate of IHNV from artificially infected rainbow trout (0. mykiss) was also 
compar巴dby using tissue culture and RT-PCR combin巴dwith tissue culture. IHNV -infected 

salmonid fish were detect巴dhighly using RT-PCR combined with tissue culture. Thi宅method

restrained inhibition of IHNV RNA extraction， because IHNV was replicated in the inoculated cells 
and inhibition of IHNV RNA ex仕actionwas diluted. Th巴RT-PCRcombined with tissue culture is 

a good method for the routin巴巴xaminationof IHNV. 

Key words: virus detection， IHN， IHNV， RT-PCR 

Contribution A No. 3 from the National Salmon Resources 
Center. 。1998National Salmon Resources Center 



30 さけ・ます資源管理センター研報Bull.Natl. Salmon Resources Center， No. 1， 1998 

緒言 材料と方法

伝染性造血器壊死症 (inf巴ctioushematopoietic 

necrosis; IHN)はサケ科魚類，特にベニザケ， ニジマ

ス，マスノスケ，アマゴ，サクラマス等の主と して稚

魚期に発生する極めて致死性の高いウイルス性疾病で

ある.本疾病は1953年にRuckeret al. (1953)によっ

てアメリカ合衆国ワシン トン州におけるベニザケのウ

イルス性疾病として初めて報告されて以来，カナダを

含めた北米大陸はもちろん，日本でも 1971年に北海道

に発生が認められ，1974年以後，日本各地にその発生

域を広めた (Yoshimizu1996).現在では台湾 (Chen

et al. 1983)，フランス (Baudinet al. 1987)，イタ リア

(Bovo et al. 1987)， ドイツ (Enzman町nn巴飢tal. 1992幻)， そ
のイ他也のヨ一ロツノパT諸国 (01巴s巴nand Koαr凶's油5

においても発生がみられる.

この致死性の高いIHNの疾病対策は，サケマス類の

鮮化放流事業および養殖業において重要な課題であ

る.IHNは主として稚仔魚、期に発生するため，採卵用

親魚、が病原体を保有していれば卵や精子を介し， 解化

後のほとんど抵抗力を持たない稚仔魚へ垂直感染する

(Yoshimizu et al. 1989a).そのため親魚、が感染を受け

ているか否かの調査が重要である(吉水・野村 1989). 

さらに解化仔魚の伝染性造血器壊死症ウイルス

(IHNV)保有の有無はその後の種苗生産の成否を左右

するため，稚魚、期の健康チェックはきわめて重要であ

る.従来，魚類のウイルス検査法は魚類由来の株化細

胞を用いたウイルス分離を基本に行われてきた.しか

し最終結果を出すまでに約 1 ~ 2週間を要する(吉水

1996). IHNVをはじめ魚類のウイルス病の多くはその

進行が早く，結果が出るまでJこ魚、が全滅するこ とが起
こり得る.そこで，短時間で正確な診断が可能となる

方法の開発が進められ，特異的なプライマーを設定し

たpolymerasechain reaction (PCR)法といった遺伝子

に基づく診断法が開発されてきた (Winton1991; 

Lopez-Iastra et al. 1994; Nishizawa et al. 1994). しか

し，現状ではキャ リアや感染初期の稚魚、の検査にはウ

イルス量が少ない上に，核酸の抽出阻害があるなどの

問題があり，有効な検査法の開発が望まれている.

本研究でで、lはまI旧HNVの確定診断に血j清青学的検査法の代

用としてr印巴ve飢r官 tra釦ns印cnp卯tlO叩n(恨RT引)-PCRが利用可能
でで、あるカか冶否カか、の検討-と， IHNVの分離に最適な細胞で

あるRTE-2細胞 (Yoshinaka巴ta1.1997a)での培養法

とRT-PCR法を組合せることで，IHN特有の症状を呈

していない感染魚からも IHNVを検出することを目的

に検討ーし，現時点での迅速 ・簡便かっ正確なIHN診断

へのRT-PCRの応用を試みた.

感染実験供試魚 サクラマス発眼卵をヨード剤で消

毒後 (50ppm， 10分間)，北海道大学水産学部の魚類

隔離実験室内僻化槽に収容し，脱塩素処理水道水を用

いて流水飼育し，SPF (specific pathogen fr巴e)魚を

得た.臓嚢吸収直後の浮上稚魚、に 103.2TCID5o/mlの

IHNV ChAb株 (Yoshimizuet al. 1989b)で60分間浸

漬攻撃した.攻撃開始後17日目に死亡が観察されは

じめ，その時の稚魚、13尾(平均体重 0.47g)を本実験に

供試した.なお， 1:共試魚、は使用するまで 20
0Cに凍結

保存した

核酸抽出法 感染発症した3尾の頭部と尾部を取り

除き，内臓部分(背筋，背骨を含む)を細切後，プー

ルして1.5mlのマイクロチューブに入れ，500 Iのdena-

turing solutionを加えてホモジナイズした.このホモジ

ナイズ液を再度denaturingsolutionを用いて10-1まで10

倍希釈した各希釈液列からAGPC法 (Yoshinakaet 

al. 1997 b)により RNAを十由出 し，RT-PCRのテンプ

レー トとした.次に， 10尾の瀕死あるいは死亡魚、を2

群に分け， 5尾については個体別に同様にして 100倍

希釈液から町叫Aを抽出 した.残りの5尾については個

体別にRTE-2細胞を用いたウイ ルス検査を実施した.

なおRT-PCRはYoshinakaet al. (1997 b)の方法に従

い行った.

卵巣腔液を用いたウイルス検出法 1995年9月に北

海道内の河川に遡上した，IHNV陰性のサクラマスか

ら採取した卵巣腔液を用い， 卵巣腔液450μlに105.8

TCID501mlのIHNVChAb株を50μl加えた.その後2つ

に分け， 一方は卵巣腔液で10-4まで10培希釈し， 他方

はdenaturingsolutionを用いて同様に 10-4まで希釈し

た.両希釈液列から上述のAGPC;法により RNAを抽

出， RT-PCRのテンプレートとした.なお，卵巣腔液

を希釈に用いた試料では100，u1を， denaturing solution 

で希釈した試料は全量をRNAの抽出に供した.同時 ， 
に，卵巣腔液による希釈液列をそれぞれ細胞培養用6

ウェルプレートに培養したRTE-2細胞に接種し，15
0

C 

で30時間培養後，細胞からRNAを抽出し，RT-PCR 

のテンプレートとした.

分離ウイルスの鑑別 1995年9月に北海道の標津川

と伊茶仁川に遡上したサクラマスの卵巣腔液から分離

したウイルスと愛知県水産試験場内水面漁業研究所か

ら検査を依頼された体重70gのニジマスから分離され

たウイルス (Ov-A，B)の言十3:1*を24ウエルプレー トに

培養したRTE-2細胞に接種し， CPEの発現を確認後，

培養上、清を取り除き，感染細胞を回収してdenaturing

solutionを500μl加えてホモジナイズし，前述のAGPC

法によりRNAを抽出して，RT-PCRのテンプレート と

した.RT-PCRは前述の方法に従った.
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吉仲ら-RT-PCRと培養法によるIHNVの検出

培養細胞により増殖させたウイルスのRT-PCRによる検出

2.0 X 105 cells/mlのRTE-2細胞5mlを細胞培養用6ウェ

ルプレートに播き， 20
0

Cで24時間培養した.培地を

取り除き， multiplicity of infection (M.O.I.) = 1.0およ

び0.1になるようにそれぞれIHNVChAb株を接種し，

15
0

Cでl時間吸着後，培地を5mlずつ加え，15
0

Cで0，

12， 24， 36時間培養した.所定時間後，培養液を取り

除き，感染細胞をHanks'BSSで2回洗浄し， denatur-

ing solutionを500μl力日えてホモジナイズした.AGPC 

法により RNAの抽出を行い， PCRのテンプレートと

した.なお，ウイルスの感染価は培養液と感染細胞の

両方について 50%終末点法により測定し，

logTCID501mlとして表した.

細胞培養とRT-PCRの組合せによるウイルス検査

1997年7月に北海道内で飼育されたサクラマス稚魚、

32尾とベニザケ稚魚、30尾， 1997年 12月から 1998年l

月にかけて北海道大学水産学部微生物研究室および山

梨県，埼玉県，東京都，栃木県および、長野県の各水産

試験場で実施した平均体重0.15gのニジマス稚魚、500

尾に対する 同居感染実験に供したニジマス稚魚、計

1，174尾について，細胞培養と RT-PCRを組合せて

IHNV感染の有無を検査した.2.0 X 105 cells/mlに調

製したRTE-2細胞を細胞培養用96ウェルフ。レー トに播

き， 20
0

Cで24時間培養した.それぞれの稚魚、は1-2ml 

の抗生物質入り緩衝液 (AntiInk: penicillin-G 1，500 

I.U./ml， str巴ptomycin1，500μg/ml， mycostatin 800 

unit/mlを含むHanks'Balanced Salt Solution)を添加し

てホモジナイズし， 1晩4"Cで静置後，あらかじめ培養

しておいた96ウェルプレートに4ウェルずつ接種した.

48時間後，各サンプルについて2ウェルはRNA抽出

に，残りの2ウェルはCPE観察とウイルス分離に使用

した.CPE観察は10日間行った.RNA抽出用の2ウ

ェルは培養液を取り除き， 200μ1 TE buffer (0.2 M 
Tris-HCI pH 8.3， 0.1 M EDTA)で細胞を懸濁し， 1.5 

mlマイクロチューブに移した.Denaturing solutionを

500μl加えて，上述と同様にAGPC法でRNAを抽出し

た.抽出したRNAをテンプレートとしてIHNVのRT-

PCRを行い，増幅産物の確認を行った 1997年7月の

北海道内のサクラマス稚魚、とベニザケ稚魚、，各60尾に

ついては，稚魚、のホモジナイズを直接RNA抽出 し，

RT-PCRを行った結果とも比較した

結果

IHN感染発症群か らのウイ ルス遺伝子の検出

IHNV感染発症群のサクラマス稚魚、3尾の内臓をプー

ルし，ホモジナイズした試料をRT-PCRで調べた.内

臓ホモジナイズ液の原液からIHNV遺伝子は検出され

なかったが， 10.1， 10.2， 10.3希釈液からIHNV遺伝子が

検出された (Pig.1).供試した5尾のうち 1尾からの

31 

713 
553 
500 
427 

510 

M 1 4 5 2 3 

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR amplification 

products from homogenate of IHNV -infected masu 

salmon fry. Gel was stained with Ethidium Bromide. M， 

DNA molecular weight marker; 1， fish homogenate; 2， 

dilut巴d10'] with homogenate buff，巴r;3， dilut巴d10.2 with 

homog巴natebuff，巴r;4， diluted 10.3 with homogenate 

buffer; 5， diluted 10-4 with homogenate buffer. 
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Fig. 2. Detection of IHNV by from cells inoculated with the 

diluted virus by ovarian fluid of masu salmon. G巴1was 

stained with Ethidium Bromide. M， DNA molecular 

weight mark巴r;1， diluted 10'] (l 03.8 TCID，oIml) with the 

ovarian fluid; 2， diluted 10-2 (102.8 TCID，oIml) with the 

ovarian fluid; 3， diluted 10-3 (1018 TCID，oIml) with the 

ovarian fluid; 4， diluted 10.4 (100.8 TCID，oIml) with the 

ovarian fluid 

みウイルス核酸の増幅が認められたが，他の4尾から

はPCR産物は得られなかった.同時に培養法を用いて

検査した結果は全て陰性で、あった.

卵巣腔液を用いたウイルス検出法 IHNV陰性の卵

巣腔液に 105.8TCID，o/mlのIHNVChAb株を懸濁し，

10-4まで卵巣腔液と denaturingsolutionで希釈した後，

RNAを抽出してRT-PCRを行った.卵巣腔液で希釈し

た場合は，各希釈液の 100μ1から抽出を行ったため，

感染価は1/5に減少していたが，いず、れの希釈液列か

らも PCR産物は得られなかった.て一方， denaturing 

solutionを用いて希釈した場合は， 10-1希釈液(ウイル

ス染価は 1038TCID，oIml)からPCR産物が得られた.

同時に，ウイルス懸濁卵巣腔液の各希釈液を 100μl宛

RTE-2細胞に接種し， 30時間培養した培養細胞から

RNAを抽出し， PCRを行った結果， 10-2希釈液 (1028

TCID501ml)を接種したものまでPCR産物が確認され

た (Pig.2). 
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Fig. 4. Yield of cell fr巴巴 andcell associated IHNV(ChAb) in 
RTE-2 cells 

M.O.I.= 1.0では接種直後の感染細胞から陽性となり，
その時のウイルス感染価は前者で1023TCID50/ml，後

者で1025TCID501mlであった.

細胞培養とRT-PCRの組合せによるウイルス検査

1997年7月に北海道内のサクラマス稚魚、32尾，ベニザ

ケ稚魚、30尾のIHNV検査を行った.サクラマス稚魚、で

は直接PCRではすべて陰性， CPE観察によるウイルス

分離では32検体中18検体が陽性となり(検出率56%)，

細胞培養と RT-PCRを組合せた方法では32検体中31

+会4本が陽性となり， l'食出率は100%となった (Tabl巴1). 
ベニザケ稚魚、では直接PCRではすべて陰性， CPE観察

によるウイルス分離でもすべて陰性となったが，細胞

培養と RT-PCRを組合せた方法では30検体中 10検体

が陽性となり，検出率は33%となった.

1997年 12月から 1998年1月にかけて北海道大学水

産学部微生物研究室，山梨県，埼玉県，東京都，栃
木県および、長野県の各県で、行ったニジマスのIHNV感

染試験に関連して， 国NV攻撃群中の感染率を求める

ために無作為に採取したニジマス稚魚、の検査結果を

Table 2に示した.北海道大学水産学部微生物研究室

では 177尾中34尾が陽性となり，そのうちCPEが観察

されたのは7尾であった.山梨県の220尾では細胞培

養と RT-PCRを組合せた方法で3尾が陽性となったが，

CPEは観察されなかった.埼玉県，東京都，栃木県，

長野県の試料では細胞培養とRT-PCRを組合せた方法

でそれぞれ220尾中7尾， 220尾中9尾， 220尾中4尾，

4 

Fig. 3. Agarose gel electrophor巴sisof RT-PCR amplification 
product from virus strains cultured in RTE-2 cells. Gel 
was stained with Ethidium Bromide. M; DNA molecular 
weight marker; 1， Virus isolat巴dfrom ovarian fluid of 
masu salmon (Ov-A); 2，Virus isolat巴dfrom ovarian fluid 
of masll salmon (Ov-B); 3， Virus was isolated from rain-
bow trOllt in Aichi Pr巴fecture，4， IHNV(ChAb). 

3 2 1 M 

分離ウイルスの鑑別 北海道内の2河川に遡上した
サクラマスから分離したウイルスと愛知県水産試験場
内水面漁業研究所で、ニジマスから分離されたウイルス

計3株を接種し， CPEが発現した直後の細胞から抽出
したRNAのPCR産物を調べたところ，供試した3株か

らIHNVChAb株と同ーサイズのPCR産物が得られ

lHNVと判定した (Fig.3). 

培養細胞により増殖させたウイルスのRT-PCRによる検出

M.O.I=O.1でRTE-2細胞に接種した場合，感染細胞内
でのウイルス感染価は接種直後1018，12時間後102.3，

24日寺問{麦103.8，36 S寺間f灸1043TCID50/mlと士普力日した
(Fig. 4).培養液中では，接種直後101.3であったもの

が36時間後104.0TCID5o/mlに増加した次に， M.O.I 
を1.0として細胞に接種した場合，感染細胞内のウイ
ルス感染価は接種直後 1025，24時間後106.3， 36時間
後に 106.5TCID501mlと増加した.また，培養液と感染

細胞内のウイルス感染価は，培養24時間後まで感染細

胞の方が高く ，培養36時間後に両者ほほ同じになっ

た.上記のIHNV感染細胞を用いて行ったRT-PCRi去
によるlHNV遺伝子の検出はM.O.I.=O.1で12時間後，

Table 2. Comparison of IHNV inspection for rainbow trout 

artificially infect巴dwith IHNV at various laboratories 

Tissu巴clllture

7/177 (3%) 

0/220 (0%) 

0/220 (0%) 

0/220 (0%) 

11220 (0.4%) 

11220 (0.4%) 

RT-PCR combined 

With tissue culture 

3411 77 (19%)'" 

3/220 ( 1%) 

7/220 ( 3%) 

9/220 ( 4%) 

4/220 ( 1%) 

61117 ( 5%) 

Table 1. Comparison of IHNV detection in maslI and sock巴ye
salmon by direct RT-PCR， preclllture combined RT-PCR， 

and tissue culture. 
Laboratory 

Tissue 

cultur巴

RT-PCR 

combined with 

ttssu巴cultur巴

Direct 

RT-PCRゆ

Fish 

Hokkaido Univ 

Yamanashi 

Saitama 

Tokyo 

Tochigi 

Nagano 

32/32 18/32 

(100%) (56%) 

10/30 0/30 

(33%) ( 0%) 

*Number of positive fish/number of fish examined (pe陀entageof positive fish) 

今
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川
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Masll salmon 

Sockeye salmon 

ヰ'Numberof positive fish/number of fish examined (percentage of positive fish). 



吉仲ら RT-PCRと培養1去によるIHNVの検出

117尾中6尾からIHNV遺伝子が検出された.しかし，

CPEが観察されたのは栃木県と長野県の各l尾のみで

あった.対照魚、はすべて陰性であった.

考察

ウイルス病の診断にPCR法を応用しようと検討が始

まった当初，病魚、の組織内にウイルス遺伝子が1コピ
ーでも存在すれば，理論的に検出が可能であることか

ら多くの試みがなされ，dsRNAウイルスであるIPNV

(Lop巴z-lastraet al. 1994)などではRNAの抽出が比較

的容易なこともあり多くの研究成果が報告されている.

しかし，IHNVに関してはその多くが培養ウイルスか

ら抽出したRNAを用いたもので，病魚、の組織から直接

RNAの抽出を行った報告は少なく， 1995年になって

Chiou et al. (1995)やDroletet al. (1995)らが実験

感染させた未発症魚でのIHNV遺伝子の存在部位を

PCR法と蛍光抗体法を用いて比較検討した結果を報告

しているにすぎない.

そこで本研究ではまず， IHNV感染発症群のサクラ

マス稚魚、を対象にRT-PCR法によるIHNV遺伝子の検

出を試みた.3尾プールの魚体ホモジナイズ液の原液

からは遺伝子増幅産物は検出されず， 10一1_10.3希釈液

から検出された.このことは，魚体にウイルス核酸の

抽出またはPCRに阻害的に働く物質が存在し，原液で

はウイルス核酸の抽出ができなかったかあるいはPCR

の反応阻害が起きたと考えられる.このように，核酸

の抽出またはPCRに阻害的に働く物質の存在が示唆さ

れたことから，ウイルス核酸を抽出する場合，試料を

希釈することによって阻害物質の濃度を下げる必要が

あると考えられる.

上記と同一群のサクラマス稚魚を各個体毎に，培養

法とRT-PCRl法によるウイルス検査を行い比較したと

ころ，培養法ではIHNVはいずれの魚体からも分離さ

れなかったが， RT-PCR法でl尾からPCR産物が得ら

れ，魚、体試料希釈液からの本PCR法による検出感度が

通常の培養法と比べ低くないことが示された.ただ，

今回は魚体が小さく，同一個体の標的臓器を両法で検

査していないため，直接的な比較はできなかった.

次に，卵巣腔液成分によるウイルス核酸の抽出阻害

についてRT-PCRを用いて検討したところ，卵巣腔液

で希釈した場合，いずれの濃度の試料からもPCR産物

は得られなかったが， denaturing solutionで希釈した場

合は， 10.1希釈液からPCR産物が得られた.そのとき

のウイルス感染価は103.8TCID，o/mlであった.これは

本研究で設定したRT-PCRの検出限界101.8TCID5o/ml 

と比較して 11100も検出感度が低く， 卵巣腔液中にも

ウイルス核酸に対して阻害的に働く物質が存在してい

ると考えられた.次に，卵巣腔液で希釈したウイルス

液をRTE-2細胞に接種し 15
0

Cで30時間培養してそ
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の感染細胞からウイルス核酸を抽出し， PCRを行った

ところ， 10.2希釈液 (1028TCID，oIml)の卵巣腔液を接

種した細胞からも PCR産物が得られ，検出感度が10

倍上昇した.この結果は，卵巣腔液中に存在していた

ウイルス核酸の抽出またはPCRに対して阻害的に働く

物質の作用が，魚体成分を含まない希釈i夜で希釈され
たことにより抑えられ，さらに培養細胞でウイルスが

増殖したために検出感度が上昇したと考えられる.

通常分離したウイ ルスは 中和試験を行い同定す

る.このステップをPCR法で代用できるかどうか，

CPEの発現を待ってRT-PCRを行ったところ，約8時

間でPCR産物が得られIHNVであると判定し得たこ

のことは，中和試験に比べると同定に要する時間の短

縮の点で優れていると考えらる.

次に，ウイルスが少ない試料への対応として，細菌

の場合に広く実施されている増菌培養手法を行うこと

を考え， RTE-2細胞を用いて測定したウイルス感染価

をもとにIHNVの増殖量とRT-PCRによる検出時期と

の関係を検討した M.O.I.を0.1としてウイルスを接種

した場合，培養12時間後からRT-PCR法により田NV

が検出され，その時のウイルス感染価は1023TCID，oIml-

であった.M.O.l.が1.0の場合は，感染直後から検出
され，その時のウイルス感染価は1025TCID，o/mlであ

った.また今回はM.O.I.を0.1として検討したが，

0.001の場合も 24時間後には，ウイルス感染価が本

PCR法の検出限界102.0TCID，o/mlを越えることから

(Yoshinaka et al. 1997a)，試料を接種後1日培養すれ

ば，RT-PCR法での検出が十分可能であると考えられ

た.同時に検討した蛍光抗体法の結果では， M.O.I.が

0.1の場合は24時間後， M.O.I.が1.0の場合は 12時間

後から陽性となり，そのときの感染価は1040TCID，oIml 

で、あった(データは示していない).このことは検査材

料を一度RTE-2細胞に接種し，細胞内でウイルスを増

殖させた後にPCR法でIHNV遺伝子を検出すれば，時

間にして1日を余分に要するのみで，従来よりも早く

正確に診断カ可 能になると考えられる.しかし，卵巣

腔液試料など，一部の試料では細胞毒性効果を示す場

合もあり，この場合は細胞内でのウイルス増殖も遅い

と考えられ，ウイルス接種後の培養時間を長くするな

どの工夫が必要であろう.いずれにしてもウイルス核

酸抽出の前段階に培養細胞でのウイルス増殖を行うこ

とは，RT-PCRによるIHNVの検出法において有利に

働く方法であることが示された.

この細胞培養とRT-PCRを組合せて行う方法が有効

であることは 1997年7月に北海道内のサクラマス稚

魚、，ベニザケ稚魚、のIHNV検査結果と 1997年12月か

ら1998年l月にかけて北海道大学水産学部微生物研究

室，山梨県，埼玉県，東京都，栃木県および長野県の

各水産試験場で、行ったニジマスのIHNV感染試験に関

連して， IHNV攻撃群中の感染率を求めるために無作
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為に採取したニジマス稚魚、の検査結果をみても明らか

である.ウイルス分離による検査方法ではIHNV陽性

魚をかなり見落としてしまうとともに，細胞に現れた

変化を細胞毒性かどうか判定するために継代が必要で

あり，さらにIHNVによる細胞変性であることを確認

するために血清学的検査が必要となる.これに対して，

細胞培養とRT-PCRを組合せた方法では，培養細胞に

検体を接種することでRNAの抽出阻害として働く物

質が希釈されるとともに，ウイルスが存在すれば，そ

の量が増加することでより RT-PCRで検出しやすくな

る.

このように，病魚の診断および冴離ウイルスの鑑別

にPCR法の応用が可能となったが，実際のウイルス検

査において，多数の試料を扱う場合には，一度サンプ

ルをRTE-2細胞に接種し 1-2日後に細胞を回収し

てRT-PCRを行う方法が，現段階では一番早く，簡

便，確実に診断できる方法と考えられた.
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