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緒 言 

 

 我が国では数多くのサケ・マス類が生産され，食用や放流用，養殖用の種苗，遊漁等

の用途に利用されている。ニジマス Oncorhynchus mykiss は，1877年に日本に移植

されて以来，海面・内水面の両方で養殖が盛んに行われており，内水面養殖においては

主要な対象魚種となっている。しかしながら，近年の内水面養殖におけるマス類の生産

量は横ばいであり，ニジマスの生産量に関しては減少傾向にある。その原因のひとつと

して感染症を中心とした魚病被害による経済的損失が挙げられる。本魚種の持続的生産

のためには魚病対策が重要である。 

伝染性造血器壊死症 Infectious hematopoietic necrosis (IHN) は，日本において，

せっそう病に次いで多く発生しているウイルス感染症である。原因ウイルスは IHNV

である。1970年にアラスカから輸入したベニザケ発眼卵とともに IHNVが日本に持ち

込まれ，支笏湖産ヒメマスならびに輸入したベニザケ幼魚で初めて発生した 

(Yoshimizu 1996)。翌 1971年には北海道で発生が認められ，1974年以降，長野県，静

岡県等の在来マスおよびニジマス稚魚においても本病が発生しており，猛威を振るって

いる。IHN 発症魚は眼球突出や腹水貯留による膨張，貧血症状による鰓の退色，胸鰭

基部や肛門付近，体側に V 字状出血等の外観症状に加え，病理組織学的所見として前

腎臓造血組織や脾臓に壊死，腸管固有層顆粒細胞の壊死等の症状を呈するのが特徴であ

る (Amend et al. 1969; Yasutake et al. 1965; Yasutake and Amend 1972)。IHNは主

に稚魚期に発症し，感染魚の死亡率は 70～80%に達する。加齢とともに死亡率は低下

し，2年魚では発症することはないとされていたが，近年は大型魚 (魚体重 10 g以上) の

発症例も増加し，時に成魚や親魚の死亡例もみられている。 

我が国において，IHN 同様サケ・マス類増養殖に多大な被害を与えているのがサケ

科魚ヘルペスウイルス病 Oncorhynchus masou virus disease (OMVD) である。本疾

病発症魚は腎臓の壊死出血や肝臓の壊死，体表に潰瘍形成等の症状を呈し，特に肝臓に

は退色肝や白斑の形成，肝炎症状等顕著な病変をもたらすことが知られている (降幡ら 

2003)。また，本疾病原因ウイルスは OMV であり，腫瘍原性を有することから，感染

耐過魚の口部や鰭部に腫瘍が形成される (Kimura et al. 1991; Kumagai et al. 1994)。
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ヤマメやギンザケ増養殖において OMVDの発症が多数報告されていたが，防疫対策の

徹底により北海道ならびに北日本においては終息したと思われた。しかしながら 1990

年以降ニジマスのヘルペスウイルス病が各地で発生し，成魚の大量死を引き起こした 

(降幡ら 2003)。 

IHNや OMVDのような症状のほか，魚類感染症罹患魚に見られる異常として鰓の退

色や粘液過多，体表に潰瘍形成，臓器の出血や腫脹，腫瘤形成等があり，これら器官に

生じる異常について病理組織学的研究が展開されてきた (舟橋ら 1974; 宮崎・江草 

1976; 木村・粟倉 1977; 畑井ら 1977; Yasutake 1978; 界外ら 1984; 界外・宮崎 

1985; Sano et al. 1985; 江草・反町 1986; 和田ら 1986; 井上ら 1992; Andres and 

Yoshimizu 1994; 桃山ら 1994; 三輪・井上 1999)。ウイルス病の場合，上述のように

各ウイルスの標的器官に病変が認められるが，症状の発生機序ならびに病態生理学的知

見は未だ乏しい。このことは，これまでのウイルス感染症に関する研究が原因ウイルス

の性状や宿主の外見的異常の原因究明，防除・防疫対策に重点が置かれてきた (吉水 

2007) ためと考える。 

オミクス (-omics) 解析は生命現象を包括的に解析・解明しようとする学問分野であ

り，その対象はゲノムに始まり，現在は代謝物まで広がっている。中でもプロテオーム

解析は特定の細胞・組織・器官に存在するタンパク質全体を対象とする解析である。近

年，クロマトグラフィーや質量分析機器等の分析化学技術の進歩とそれにより得られる

大量の分析結果を処理可能なハード・ソフトウェアの開発により，プロテオーム解析を

用いた病態解明や予後の予測，疾患バイオマーカーの探索および創薬に関する研究報告

数は年々増えている (Steel et al. 2003; Alfonso et al.; Csermely et al. 2005; Rao et al. 

2007; Grunert et al. 2011; Besnard et al. 2012; Ghisaura et al. 2014)。魚類を対象と

した研究分野においては環境変化等によるストレスや給餌効率，薬剤の評価にプロテオ

ーム解析が用いられてきている (Martin et al. 2003; Brunt et al. 2008; Baumgarner 

et al. 2013; Saray et al.; Yue et al.; Nuez-Ortín et al. 2018)。冷水病やせっそう病等の

病態解析にプロテオーム解析を用いた研究もいくつか報告されているが (Ræder et al. 

2007; Sudheesh et al. 2007; Braceland et al. 2015; Long et al. 2015; Liu et al. 2017; 

Marcos-López et al. 2017)，その数は未だ少ない。血液は体内の細胞から放出された数
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多くの物質が存在しており，身体に生じた変化を受けそのプロファイルは鋭敏に変化す

る。医学や獣医学の分野では，血液成分から身体の異常や障害が発生している臓器の特

定，原因の絞り込みが可能であり，一般的な健康診断法として血液検査が広く用いられ

ている。獣医学分野においても，ウシをはじめとした家畜においては，血液成分の基準

値に基づく診断に加え，家畜に対するストレス指標として血液成分値の使用が進められ

ており，アニマルウェルフェアの実現に向けて，動物を死亡させることなく各種診断を

行うための研究が進められている (三角ら 2001; 井澤ら 2007)。一方，魚類において

は腎臓やその他臓器を用いた破壊検査が一般的であり，血液を用いる非破壊検査法は一

般的ではない。血球を中心とした血液に関する研究は古くから行われており，汚染物質

やハンドリング等によるストレス，季節変動による血液性状への影響については研究さ

れているが (石岡 1984; Olesen and Jorgensen 1986; Pottinger et al. 1994; Espelid 

et al. 1996; Roncarati et al. 2006; Peres et al. 2013; Panase et al. 2018)，感染症発症

時の血液性状に関する知見は乏しく，診断に利用できるほどには至っていない。近年，

大型魚の IHN が問題となっていることに加え，4 倍体等染色体操作により得られた貴

重な親魚候補については破壊検査の実施が困難であり，非破壊検査の充実が求められる

状況にある。 

ところで，現在のウイルス感染症対策においては，治療ではなくワクチンを用いた予

防に重点が置かれている。魚類ウイルスに対するワクチン開発は盛んに進められており，

現在我が国では，アユやサケ科魚類のビブリオ病不活化浸漬ワクチン，マハタのウイル

ス性神経壊死症不活化ワクチン，ブリのレンサ球菌症不活化ワクチン，ヒラメのエドワ

ジエラ症不活化ワクチン，イリドウイルス病ワクチンならびに多価ワクチンが市販され

ている (農林水産省 2018)。ワクチンは生体に不活化もしくは弱毒化させた病原体を接

種することで特異的な免疫を予め獲得させ，対象の病原体が侵入した際に起こる二次応

答を利用して感染症の発症を阻止する手法である。しかしその特性上，対象の感染症以

外には効果が発揮されない。さらに魚類の獲得免疫はヒトや家畜に比べ弱く，魚種や個

体による差も大きい (Vilain et al. 1984; Scapigliati et al. 1997; Uchida et al. 2000)。

加えて，水温や季節変動，魚体サイズおよびストレスに依存するという問題点もある 

(Avtalion 1969; Sánchez et al. 1993; Espelid et al. 1996; Magnadóttir et al. 1999; 
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Tort 2011)。そこで近年注目されているのが魚類のもつ自然免疫を活性化させる免疫賦

活剤である。免疫賦活剤とは非特異的な免疫機能を向上させる作用をもつ物質の総称で

あり (高橋ら 2001)，合成化合物や栄養素，核酸等様々な種類が知られている (酒井 

2001)。 

Polyriboinosinic-polyribocytidylic acid (PIC) はポリイノシン (poly-I) とポリシ

チジン (poly-C) の二本のヌクレオチド鎖から構成される合成二本鎖 RNA である 

(Chamberlin et al. 1965)。PICは哺乳類において細胞内エンドソーム表面に存在する

Toll-like receptor (TLR) 3や細胞質に存在する Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I), 

Melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5) により認識され，インターフェ

ロン (IFN) の産生を誘導する (Yoneyama et al. 2004; Kato et al. 2008; Matsumoto 

and Seya 2008)。すなわち PICを投与された検体は自然免疫が活性化され，病原ウイ

ルスに対し抵抗性が増加することが報告されており (Field et al. 1967; Park and 

Baron 1968; Richmond and Hamilton 1969)，近年ではワクチンアジュバントとしての

利用が検討されている (Ichinohe et al. 2005; 2010; Phoolcharoen et al. 2011)。PICは

魚類に対しても免疫賦活作用を示し，多くの魚種においてその効果が報告されており 

(Jensen et al. 2002; Lockhart et al. 2004; Purcell et al. 2004; Plant et al. 2005; 

Saint-Jean and Perez-Prieto 2007; Fernandez-Trujillo et al. 2008)，新たな免疫法と

しての利用が検討されている (Nishizawa et al. 2011)。一方で，PICの過剰投与により

病態が悪化することが哺乳類において報告されており (Zeleznick and Bhuyan 1969; 

Phillips et al. 1971)，本毒性は PICの鎖長の違いや PICを認識後のカスケードの違い

により生じているとされている (Morahan et al. 1972; Stewartii and de Clercq. 1974; 

Matsumoto et al. 2015)。魚類においても同様に PIC投与により毒性が現れることが報

告されている。松井ら (2012) はヒラメ Paralichthys olivaceus に PICを投与し，投

与後の飼育水温が 17℃の場合はヒラメに毒性が現れなかったのに対し，13℃では一部

の魚に致死毒性が現れることを示した。さらに，PICを接種した箇所の表皮に発赤や潰

瘍形成が生じることも示している (松井ら 2012)。サケ科魚類においても，タイセイヨ

ウサケ Salmo salar の幼魚に対し PIC を投与し，水温 6℃で飼育した場合において高

い致死性を示すことが報告されている (Salinas et al. 2004)。このように PICの魚類に
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対する毒性には水温が大きく関係していると考えられる。サケ科魚類は冷水魚であり，

低水温下での PIC 投与も考えられ，その際の影響について明らかにする必要がある。

また，PICの免疫賦活作用も PICの塩基長，すなわち二本鎖全長ならびに PICを構成

するpoly-I，poly-Cのそれぞれの鎖長に影響を受けることが知られている (Morahan et 

al. 1972; Black et al. 1973; Machida et al. 1976; Zhou et al. 2013)。近年は PICの塩

基長を調製時にコントロールすることも可能となり，PICの塩基長が免疫賦活作用と毒

性に与える影響を明らかにすることも可能となった (Nakano et al. 2018)。ニジマスに

対しより賦活作用効果が高い PIC が明らかとなれば，低投与量で自然免疫を賦活する

ことも可能となりコストの削減にも繋がる。 

本稿第 1 章では，伝染性造血器壊死症 (IHN) およびサケ科魚ヘルペスウイルス病 

(OMVD) の病態の基礎的知見を得ることを目的として，ウイルス感染によるニジマス

血漿中のタンパク質発現プロファイルならびに生化学成分への影響を，二次元電気泳動

ならびに生化学検査により明らかにした。次いで第 2章では，ニジマスにおけるウイル

ス病防除対策に自然免疫賦活剤である PIC 使用を検討するにあたり，飼育水温ならび

に PIC の塩基長が PIC の自然免疫賦活作用に与える影響を明らかにした。さらに第 3

章では，PIC投与により生じる負の薬理作用について，体内で生じている現象の原因探

索を行った。最後に総合考察ではニジマスの増養殖におけるウイルス感染症防除対策に

ついて有効な検査手法ならびに疾病予防策について提言した。 
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第 1章 IHNおよび OMVD発症時の病態解明 

 

目 的 

 

血液には体内の細胞から放出された数多くの物質が存在しており，その組成は生活習

慣やストレス，加齢，疾病の有無等の影響を鋭敏に反映する。特に血漿は様々な栄養素，

代謝による老廃物，酵素等が含まれており，体内で生じる代謝によってその成分量が変

化するため，各器官の異常や生理状態の変化を推定することが可能である。血液検査は

ヒトや家畜において様々な臓器障害やその程度，機能評価ならびに病態把握のため一般

的に行われており，疫学データも多い。魚類においても血液に関する研究は古くから行

われており，多くの魚種について広範囲にわたってなされている。魚類のストレス応答

や飼料添加物の効果の評価，感染症における病態解析等血液性状を指標とした研究は多

い (池田・見奈美 1982; 石岡 1984; Pottinger et al. 1994; Chen et al. 2003; 2004)。

魚類の疾病の診断等への応用も試みられているが (池田ら 1976)，ヒトや家畜に比べ厳

密な基準値が設定されるまでには至っておらず，血液を用いた健康診断は一般的ではな

い。 

近年，質量分析技術とバイオインフォマティクス等の周辺技術の発達により対象に存

在するタンパク質 (プロテオーム) を網羅的に解析することが可能となった。前述の通

り，血漿は身体の生理状態をリアルタイムで反映するため，血漿のプロテオームを明ら

かにすることができれば定期的な健康診断において異常の早期発見も可能となり，新た

な血液診断法の開発にもつながる。また，疾病特有に増加もしくは減少するタンパク質

を探索することができれば，疾病バイオマーカーになり得る。そこで本章では，ニジマ

スを対象に，IHNVならびに OMV感染による血漿中タンパク質発現プロファイルなら

びに血液生化学成分への影響を明らかにすることを目的とした。ウイルス感染前後の血

漿を二次元電気泳動により展開し，感染症発症による血中タンパク質の変動を比較する

とともに，発症により増加するタンパク質を探索した。また，血液の生化学成分 19項

目についても測定し，感染症発症による影響を調べた。 
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材料と方法 

 

供試魚 

北海道恵庭市にある北海道立総合研究機構さけます・内水面水産試験場（以下，道さ

けます内水試）から分与を受けたニジマスを供試魚として用いた。供試魚は道さけます

内水試から北海道大学函館キャンパス先端環境制御実験棟（以下，先端環境制御実験棟）

に輸送し，試験開始まで 0.5トン円形水槽で脱塩素水道水を用いて流水飼育した。Yano 

et al. (2013) の方法により雌雄判別後，雌のみを試験対象とした。試験開始 1週間前に

供試魚を 60 cm水槽に 7尾ずつ収容し，馴致飼育した。給餌は 1日 1回とし，市販の

サケ・マス用飼料ペレットを魚体重に対し 1%程度与えた。 

 

供試細胞ならびに供試ウイルス 

 IHNVは，1996年にニジマス病魚から分離された IHNV Nag96株 (Nishizawa et al. 

2006) を供試した。OMVは，2000年にニジマス病魚から分離された OMV RtNa0010

株 (降幡ら 2003) を供試した。これらウイルスの培養には RTG-2細胞を用い，ウイル

ス接種後，細胞変性効果 (CPE) が見られるまで 15℃で培養した。RTG-2 細胞の培養

には，FBS (Gibco), MEM (日水), L-グルタミン (コスモ・バイオ), 7.5% NaHCO3, 

M-Tris, ペニシリン  (SIGMA) およびストレプトマイシン  (SIGMA) を添加した

MEM10-Tris培地を用いた。ウイルスの力価測定は，マイクロプレートタイター法によ

り行った。すなわち，96 wellプレートに単層培養した RTG-2細胞にウイルスを接種し

た後，15℃で 2 週間培養し CPE を観察し，Karber 法に基づき 50%感染終末点 (50% 

tissue culture infectious dose; TCID50) を求めた。 

 

感染試験およびサンプリング 

 馴致したニジマス (平均魚体重 238 g) にピットタグによる個体識別を行い，同時に

ニジマス尾柄部から採血を実施した。得られた血液に 10 U/mLとなるようヘパリン水

溶液を添加し，直ちに遠心分離し (3,000×g, 20 min, 4℃) ，血漿を得た。ここで得ら

れた血漿を対照群血漿とし，使用するまで-80℃で保存した。採血後 1 週間飼育したの
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ち， IHNVは 4.5 logTCID50/300 µL/fish，OMVは 3.5 logTCID50/300 µL/fishとなる

よう腹腔内接種した。ウイルス接種後，馴致飼育時と同条件で飼育し，飼育中に瀕死状

態となった検体から同様に採血し，脾臓，腎臓，肝臓を採取した。得られた血液に上記

同様の処理を行い，血漿を得た (感染群血漿)。得られた血漿は実験に供試するまで-80℃

で保存した。また，瀕死状態となったニジマスを計数し，累積死亡率を算出した。対照

群としてHBSS (日水) を腹腔内接種したニジマスを別途用意し，同様の方法で飼育し

た。給餌は 1日 1回とし，市販のサケ・マス用飼料ペレットを魚体重に対し 1%程度与

えた。 

 

ウイルス検査 

 瀕死状態のニジマスから得られた腎臓の一部をストマッカー袋に入れ，9 倍量の

HBSSを加えてホモジナイズした。作製したホモジナイズ液を 1.5 mLマイクロチュー

ブに移し，遠心分離 (4000×g, 20 min, 4℃) した後上清を回収した。48wellプレート

で15℃, 1日培養したRTG-2細胞に回収した上清を50 µL/wellとなるよう接種し，15℃

で 14日間培養した。観察中に CPEが確認された検体については RTG-2細胞に盲継代

を行い，盲継代後も CPE が生じた検体をウイルス感染により瀕死状態になったニジマ

スと判断した。 

 

ニジマス血漿の生化学的検査 

 各ウイルス感染前後の血漿中の生化学成分を血漿富士ドライケム 4000s 

(FUJIFILM) を用いて測定した。乳酸脱水素酵素 (LDH), アミラーゼ (AMYL), グル

コース (GLU), アラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT), カルシウム (Ca), 総蛋白 

(TP), トリグリセリド (TG), アルブミン (ALB), クレアチニン (CRE), マグネシウム 

(Mg), 尿素窒素 (BUN), 無機リン (IP), 総ビリルビン (TBIL), アスパラギン酸トラン

スフェラーゼ (AST), HDL コレステロール (HDLC), アンモニア (NH3), クレアチン

フォスフォキナーゼ (CPK), アルカリフォスファターゼ (ALP), 総コレステロール 

(TCHO) の 19 項目について，1 項目あたり 10 µL の血漿を富士ドライケムスライド 

(FUJIFILM) に滴下し測定した。測定は個体別に行い，測定結果は IBM SPSS 
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Statistics (IBM) を用いて統計学的に処理し，ウィルコクソンの符号付順位検定を用い

て比較を行った。 

 

蛍光ディファレンスゲル二次元電気泳動 (2D-DIGE) のための血漿前処理 

 各群で各々12尾ずつプールした血漿をMultiple Affinity Removal Column (MS-3) 

(Agilent) で処理した後，Amicon Ultra-0.5を用いて微量高速冷却遠心機（機種）にて

8,000×g, 30分間遠心限外ろ過し被検試料とした。被検試料およびキャリブレーション

用の全被検試料を等量ずつ混合したプール試料2 µLに200 µM N, N-ジメチルホルムア

ミド溶液に溶解した 200 pmol の蛍光色素 Cy (Cy2, Cy3および Cy5) を 2 µL加え，氷

上で 30分間インキュベートすることにより蛍光標識した。次に 10 mMリジン溶液を 2 

µL 添加し氷上で 10 分間インキュベートした後に，2×2D-DIGE 用サンプルバッファ

ー (8 M尿素，4% (w/v) CHAPS，20 mg/mL ジチオトレイトール; DTT，2vol% IPG 

buffer pH3-11 NL) を 6 µL加え，さらに 10分間氷上でインキュベートした。最後に

マルチシェーカーで 2,500 rpm で 5 分間振盪し，2D-DIGE 用試料とした。2D-DIGE

用試料の作製は化学物質評価研究機構 (埼玉) に委託し実施した。 

 

一次元電気泳動ならびに二次元電気泳動 

 上記の蛍光色素 (Cy3, Cy5) でラベルした被検試料ならびに Cy2 でラベルしたプー

ル試料を混合した後に試料を展開した。一次元電気泳動は，ゲルストリップ 

(Immobiline DryStrip pH3-11 NL 24 cm (GE Healthcare) ) にカップローディングホ

ルダーを用いて試料を添加し，Multiphor II Electrophoresis system (GE ヘルスケア) 

を用いて行った。フォーカシングは，トータルで 44.2 kVh (300 V; 4hr, 300-3500 V; 5 

hr, 3500 V; 10 hr) で行った。泳動後，平衡化溶液 (50 mM Tris-HCl pH 8.8, 6 M尿素，

30vol%グリセロール，2% (w/v) ドデシル硫酸ナトリウム水溶液) に 0.25% (w/v) DTT

を添加した溶液および同様に 4.5% (w/v) ヨードアセトアミド溶液; IAA を添加した溶

液に各 10分間ずつ漬けて平衡化した。平衡化終了後，Ettan DALT II システムおよび

12% (w/v) 均一ポリアクリルアミドゲルを用いて二次元電気泳動を実施した。同一ゲル

に泳動した試料ならびにラベリングした蛍光物質の組み合わせは Table 1-1 に示した。 



ゲルNo. 蛍光ラベル 試料名 

1 Cy2 IHNV感染前群＋OMV感染前群 (1) 

Cy3 IHNV感染前群 (1) 

Cy5 OMV感染前群 (1) 

2 Cy2 IHNV感染群＋OMV感染群 (1) 

Cy3 IHNV感染群 (1) 

Cy5 OMV感染群 (1) 

3 Cy2 IHNV感染前群＋OMV感染前群 (2) 

Cy3 OMV感染前群 (2) 

Cy5 IHNV感染前群 (2) 

4 Cy2 IHNV感染群＋OMV感染群 (2) 

Cy3 OMV感染群 (2) 

Cy5 IHNV感染群 (2) 

5 Cy2 IHNV感染前群＋OMV感染前群 (3) 

Cy3 IHNV感染前群 (3) 

Cy5 OMV感染前群 (3) 

6 Cy2 IHNV感染群＋OMV感染群 (3) 

Cy3 IHNV感染群 (3) 

Cy5 OMV感染群 (3) 

Table 1-1. 各ゲルにおける泳動試料と蛍光ラベリングの対応表 

10 
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電気泳動後，Typhoon9400 (GE ヘルスケア) を用いてゲル画像の取込みを行った。各

CyDye を適切な波長で励起し蛍光を読み取った (Cy2: 励起 488 nm, 蛍光 520 nm; 

Cy3: 励起 532 nm, 蛍光 580 nm; Cy5: 633 nm, 蛍光 670 nm)。取り込んだゲルイメ

ージ画像を Decyder ver. 7.0 (GEヘルスケア バイオサイエンス) を用いて解析し，画

像品質の確認ならびに定量比較解析を行った。これら作業は化学物質評価研究機構に委

託し実施した。 

 

2D-DIGEゲルスポットの同定 

 定量比較解析によりスポット強度が有意に増加したスポットについて，スポットピッ

カー (GE Healthcare) を用いてゲルのピッキングを行った。ゲルのピッキングは化学

物質評価研究機構に委託し実施した。切り出したスポットは 96well プレートを用いて

試験に使用するまで-30℃で保存した。次に，ゲル片のトリプシン消化を行った。1.5 mL

マイクロチューブに移したゲル片に対し 50%(v/v)アセトニトリル/25 mM 炭酸水素ア

ンモニウム水溶液を 100 µL添加し，10分間振とうすることでゲルの洗浄を行った。振

とう後，上清を取り除き，新しい 50%アセトニトリル/25 mM炭酸水素アンモニウム水

溶液を同量加え，さらに 10分間振盪した。上清を取り除いた後，100%アセトニトリル

を 100 µL 添加し 10 分間脱水し，アセトニトリルをピペットで除去した後に液が完全

に飛ぶまで凍結乾燥を行った。次に乾燥したゲル片に DTT溶液 (10mM DTT, 25 mM

炭酸水素アンモニウム) を 100 µL 加え，56℃で 45 分間インキュベートした。インキ

ュベート後，DTT溶液を取り除き，IAA溶液 (55 mM IAA, 25 mM 炭酸水素アンモニ

ウム) を 100 µL 添加し，暗所で 30 分間インキュベートした。IAA 液を除去後，上記

の洗浄と脱水を実施した後，凍結乾燥を行った。完全に乾燥したゲル片に対し 10 µg/mL

となるよう調製したトリプシン溶液を 10 µL加え，氷上で 30分間インキュベートした。

トリプシン溶液がゲルに完全に吸水されたのを確認した後に，37℃で 14時間インキュ

ベートしゲル内消化を行った。反応後，抽出液 (50%アセトニトリル/5%トリフルオロ

酢酸) を 50 µL 加え，30 分間超音波処理し，ペプチド断片を抽出した。抽出後の液を

別のマイクロチューブに移した。これを 2回繰り返し，得られた抽出液を濃縮遠心機で

濃縮したものを LC/MS/MS 用のサンプルとした。得られたサンプルは北海道大学創成
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研究機構グローバルファシリティセンター機器分析受託部門に委託し，高速液体クロマ

トグラフィー (Paradigm MS2, Michrom BioResources, Colum; Zaplous alpha, Rep 

C18 0.1x150 3µm 120A (AMR) ) に供試したのちに LTQ-Orbitrap XL (Thermo 

Scientific) にて質量分析を行った。得られたスペクトル情報をもとにデータベース検索

を行った。検索ソフトは Proteome Discorverer 1.4.0.288，検索エンジンは SEQUEST 

HT，データセットは UniProtの Oncorhynchus mykiss (SwissProt＋TrEMBL) を用

いた。 

 

瀕死魚の各臓器の病理組織学的観察 

 上記で採取した各臓器をブアン液にて約 24 時間固定した。固定した組織は適切な厚

さになるようメスで切り出し，100%エタノールに 90分間浸漬し脱水を行った。脱水後，

キシレンに 90分間浸漬し，パラフィンで包埋した。100%エタノールならびにキシレン

置換は 3回ずつ行い，毎回新しい液に浸漬した。作製したパラフィンブロックから 4 µm

の組織切片を作製し，ヘマトキシリンエオシン染色 (HE染色) を施した。 

 

 

結 果 

 

感染魚の動態およびウイルス分離 

 IHNVもしくは OMVを腹腔内接種したニジマスの累積死亡率を Fig. 1-1に示した。

IHNV 感染群はウイルス接種 2 日後から 9 日後まで死亡が認められ，11 尾の死亡が確

認された。IHNV 接種 14 日後までの累積死亡率は 78.6%であった。OMV 感染群はウ

イルス接種 3 日後から 8 日後まで死亡が認められ，12 尾の死亡が確認された。OMV

接種 14日後までの累積死亡率は 85.7%であった。一方，対照群において，死亡は確認

されなかった。IHNVおよび OMV感染により瀕死状態となったニジマスには転覆や緩

慢遊泳等異常遊泳が認められた。また，瀕死魚の中には肝臓に出血や退色が認められる

個体が確認された。加えて，脾臓が腫大している個体も見受けられた。一方，腎臓は肉

眼で観察できる症状は確認されなかった。病理組織学的所見としては肝臓，脾臓にお 



Fig. 1-1. 感染試験における累積死亡率. 
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いて壊死やうっ血様の症状が確認された (Fig. 1-2)。 

 瀕死状態のニジマス腎臓を RTG-2 細胞へ接種した結果，全ての検体において CPE

が認められた。この結果から，本試験で瀕死状態となったニジマスは全て IHNV なら

びに OMV感染により瀕死状態になったと判定した。 

 

ウイルス病発症がニジマス血漿の生化学検査測定値に与える影響 

 IHNV ならびに OMV 感染前後のニジマス血漿を生化学検査に供試した結果を Fig. 

1-3~1-8 に示した。IHNV 感染群の血漿中において，測定した 19 項目のうちクレアチ

ニン (CRE)，乳酸脱水素酵素 (LDH)，アラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT)，尿

素窒素 (BUN)，アスパラギン酸トランスフェラーゼ (AST)，リン (IP) の 6 項目の生

化学検査測定値が有意に増加した(Fig. 1-3)。一方，トリグリセリド (TG)，総タンパク

質 (TP)，アルブミン (ALB)，HDL コレステロール (HDLC)，総コレステロール 

(TCHO)の 5 項目の生化学検査測定値が有意に減少していた (Fig. 1-4)。アンモニア 

(NH3)，総ビリルビン (TBIL)，アミラーゼ (AMYL)，カルシウム (Ca)，クレアチンフ

ォスフォキナーゼ (CPK)，アルカリフォスファターゼ (ALP)，マグネシウム (Mg)，

グルコース (GLU) の 8 項目については IHNV 感染前後において生化学検査測定値に

有意差は認められなかった (Fig. 1-5)。OMV 感染群の血漿中においては，アンモニア 

(NH3)，クレアチニン (CRE)，乳酸脱水素酵素 (LDH)，アラニンアミノトランスフェ

ラーゼ (ALT)，尿素窒素 (BUN)，アスパラギン酸トランスフェラーゼ (AST)，クレア

チンフォスフォキナーゼ (CPK)，マグネシウム (Mg)，リン (IP) の 9項目の生化学検

査測定値が有意に増加した (Fig. 1-6)。一方，トリグリセリド (TG)，アルカリフォス

ファターゼ (ALP)，総タンパク質 (TP)，アルブミン (ALB)，HDL コレステロール 

(HDLC)，総コレステロール (TCHO)の 6 項目の生化学検査測定値が有意に減少した 

(Fig. 1-7)。総ビリルビン (TBIL)，アミラーゼ (AMYL) およびカルシウム (Ca) の 3

項目については OMV 感染前後において生化学検査測定値に有意差は認められなかっ

た (Fig. 1-8)。 

 

  



Fig. 1-2. 各臓器の病理組織学的所見. 

 

(A) 対照群脾臓 (B) OMV感染群脾臓 (C) IHNV感染群脾臓 

(D) 対照群肝臓 (E) OMV感染群肝臓 (F) IHNV感染群肝臓 

(G) 対照群腎臓 (H) OMV感染群腎臓 (I)  IHNV感染群腎臓. 
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Fig. 1-3. IHNV感染群で有意に増加した生化学検査測定値. 

 

Day0: IHNV感染前, Moribund: IHNV感染後. CRE: クレアチニン, LDH: 乳酸脱水素酵素, ALT: アラニン

アミノトランスフェラーゼ, BUN: 尿素窒素, AST: アスパラギン酸トランスフェラーゼ, IP: リン. 
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Fig. 1-4. IHNV感染群で有意に減少した生化学検査測定値. 

 

Day0: IHNV感染前, Moribund: IHNV感染後. TG: トリグリセリド, TP: 総タンパク, 

ALB: アルブミン, HDLC: HDLコレステロール, TCHO: 総コレステロール. 
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Fig. 1-5. IHNV感染前後で有意な差が見られなかった生化学検査測定値. 

 

Day0: IHNV感染前, Moribund: IHNV感染後. NH3: アンモニア, TBIL: 総ビリルビン, AMYL: アミラーゼ, Ca: 

カルシウム, CPK: クレアチンキナーゼ, ALP: アルカリフォスファターゼ, Mg: マグネシウム, GLU:  グルコース. 
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Fig. 1-6. OMV感染群で有意に増加した生化学検査測定値. 

 

Day0: OMV感染前, Moribund: OMV感染後. NH3: アンモニア, CRE: クレアチニン, LDH: 乳酸脱水素

酵素, ALT: アラニンアミノトランスフェラーゼ, BUN: 尿素窒素, AST: アスパラギン酸トランスフェラーゼ, 

CPK: クレアチンキナーゼ, Mg: マグネシウム, IP: リン. 
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Fig. 1-7. OMV感染群で有意に減少した生化学検査測定値. 

 

Day0: OMV感染前, Moribund: OMV感染後. TG: トリグリセリド, ALP: アルカリフォスファターゼ, 

TP: 総タンパク, ALB: アルブミン, HDLC: HDLコレステロール, TCHO: 総コレステロール. 

0

50

100

150

200

250

300

Day0 Moribund

TG 

0

50

100

150

200

250

300

Day0 Moribund

ALP 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

4.5

5

Day0 Moribund

TP 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

1.4

Day0 Moribund

ALB 

0

50

100

150

200

250

300

Day0 Moribund

HDLC 

0

50

100

150

200

250

300

350

Day0 Moribund

TCHO 

(mg/dL) (U/L) (g/dL) 

(g/dL) (mg/dL) (mg/dL) 

20 



Fig. 1-8. OMV感染群で有意な差が見られなかった生化学検査測定値. 

 

Day0: OMV感染前, Moribund: OMV感染後. TBIL: 総ビリルビン, AMYL: アミラーゼ, 

Ca: カルシウム, GLU: グルコース. 
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各感染症発症による血漿中タンパク質発現プロファイルへの影響 

 感染試験において瀕死状態となったニジマスから得られた血漿をプールし，

2D-DIGEに供試した結果を Fig. 1-9および 1-10に示した。また，各泳動ゲルにおいて

検出された総スポット数を Table 1-2に示した。二次元電気泳動により展開した 6枚の

ゲルにおいて 4422～5083 スポットが検出された。これらスポットに対し，Decyder 

BVA を使用して IHNV 対照群，IHNV 感染群，OMV 対照群ならびに OMV 感染群間

で統計解析を実施し，試料群間において 3倍以上有意に変動したスポット数を Fig. 1-11, 

Table 1-3 に示した。IHNV 感染前群ならびに OMV 感染前群を比較したところ，8 ス

ポットで強度が増加し，15 スポットで強度の減少が確認された。IHNV 感染前後にお

ける血漿群間で比較したところ，324スポットで強度の増加，276スポットで強度の減

少が確認された。また，OMV感染前後においては 368スポットで強度増加，246スポ

ットで強度減少が確認された。 

 二次元電気泳動においてスポット強度が 3倍以上増加したスポットを LC/MS/MSに

より同定した結果を Table 1-4に示した。IHNVならびに OMV感染により，免疫に関

与するタンパク質である補体因子 C3，プレセレベリン様タンパク質，インテレクチン，

アポリポタンパク質 A-I-1，物質の移動を担う輸送タンパク質（アルブミン，ハプトグ

ロビン，ヘモグロビンサブユニットβ，セロトランスフェリン），エネルギー代謝に関

与するタンパク質（乳酸脱水素酵素，クレアチンキナーゼ，ビオチニダーゼ， 3’(2’), 5’-

ビスリン酸ヌクレオチダーゼ，リンゴ酸脱水素酵素），クロマチンを構成する主要タン

パク質のひとつであるヒストンH2B，High mobility protein B，シグナルトランスイ

ンデューサーおよびアクチベーター，卵黄タンパク質の前駆体であるビテロジェニンな

らびに細胞骨格を構成するタンパク質であるケラチンが増加していることが示された。

また，IHNV 感染血漿群でのみα1-アンチプロテアーゼ，レチノール結合タンパク質，

α1, 4-グルカンホスホリラーゼが，OMV感染血漿群でのみフルクトース-ビスリン酸ア

ルドラーゼが検出された。また，uncharacterized protein ではあるがウイルス感染に

より増加したタンパク質が数多く検出された。 

 

 



Fig 1-9. ウイルス感染前後のニジマス血漿中タンパク質の二次元電気泳動図. 

 

(A) Rt-Ih: IHNV感染前, (B) Rt-Id: IHNV感染後, (C) Rt-Oh: OMV感染前, (D) Rt-Od: OMV感染後.   

(A) (B) 

(C) (D) 
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Fig. 1-10. ウイルス感染症発症前後で発現変動するニジマス血漿中タンパク質の可視化. 

緑 (Cy3) あるいは赤 (Cy5) が強いスポットとして検出される. 

 

(A) Cy3: Rt-Id Cy5: Rt-Od, (B) Cy3: Rt-Od Cy5: Rt-Id, (C) Cy3: Rt-Oh Cy5: Rt-Ih,  

(D) Cy3: Rt-Ih Cy5: Rt-Oh, (E) Cy3: Rt-Id Cy5: Rt-Od. 略語はFig. 1-8 参照. 

(A) (B) 

(C) (D) 

(E) 
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Table 1-2. 各ゲルにおける検出スポット総数 

ゲルNo.  サンプル名 蛍光ラベル 検出スポット総数 

1 IHNV感染前群 Cy3 

4422 OMV感染前群 Cy5 

Pool Cy2 

2 IHN感染群 Cy3 

4794 OMV感染群 Cy5 

Pool Cy2 

3 OMV感染前群 Cy3 

4818 IHNV感染前群 Cy5 

Pool Cy2 

4 OMV感染群 Cy3 

5081 IHNV感染群 Cy5 

Pool Cy2 

5 IHNV感染前群 Cy3 

4877 OMV感染前群 Cy5 

Pool Cy2 

6* IHNV感染群 Cy3 

5083 OMV感染群 Cy5 

Pool Cy2 

* マスターゲル 
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Fig. 1-11. IHNVならびにOMV感染により増加したスポット. 
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比較解析したサンプル 増加 減少 

IHNV感染群/IHNV感染前群 324 276 

OMV感染群/OMV感染前群 368 246 

OMV感染前群/IHNV感染前群 8 15 

OMV感染群/IHNV感染群 40 28 

Table 1-3. サンプル群間で3倍以上の増減が検出されたスポット (p<0.05) 
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考 察 

   

本章では IHNV 感染ならびに OMV 感染により変化するニジマス血漿中の生化学成

分値およびタンパク質発現プロファイルを明らかにした。ニジマスの性差が結果に影響

しないよう雌個体のみを用い，それぞれのウイルスをニジマス腹腔内に接種し，得られ

た瀕死魚から採血を行い，ヒトの血液検査で一般的に用いられる生化学成分 19 項目を

IHNV ならびに OMV 感染したニジマスの血漿に対し測定したところ，クレアチニン，

乳酸脱水素酵素，アラニンアミノトランスフェラーゼ，尿素窒素，アスパラギン酸トラ

ンスフェラーゼ，リンの測定値が両感染症発症魚において有意に増加し，トリグリセリ

ド，総タンパク質，アルブミン，HDL コレステロール，総コレステロールの測定値が

有意に減少していることが示された。次いでウイルス感染前後のニジマス血漿における

タンパク質発現量を 2D-DIGE により比較したところ，IHN 発症後には 324 スポット

が，OMVD発症後には 368スポットが発症前に比べて有意に増加していることが示さ

れた。各感染症発症により増加したタンパク質を同定したところ，腎臓や肝臓において

生成・産生されるタンパク質や免疫に関連するタンパク質，物質輸送に関連するタンパ

ク質，エネルギー代謝に関連するタンパク質，核酸転写に関連するタンパク質ならびに

ケラチンであることが明らかとなった。乳酸脱水素酵素はほぼすべての生物に存在し，

解糖系で生成されたピルビン酸を乳酸に変換する酵素である。肝臓や腎臓に多く存在し，

組織が破壊されることで血液中に流出するためヒトにおいては健康診断の検査項目に

採用されている。今回，ウイルス感染魚の血漿中に乳酸脱水素酵素が多量存在すること

が二次元電気泳動ならびに生化学検査の結果から示された。さらに，肝細胞内に多く存

在する酵素であるASTならびにALTの生化学検査測定値に上昇が認められたことから，

ウイルス感染による肝臓への障害が生じていると考えられる。実際，肝臓の病理組織学

的所見として壊死やうっ血様症状も観察されていた。加えて，OMV病発症魚の血漿に

おいてはアンモニアの測定値も上昇が確認されており，IHN 発症魚に比べ肝臓への障

害が大きいことが考えられる。また今回の試験では尿素窒素ならびにクレアチニンにつ

いても数値の上昇が認められた。尿素窒素はヒトにおいてアンモニアを無毒化した際に

生じる代謝産物であり，腎臓でろ過されて尿中に排出される。高等魚類においてはアン
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モニアを尿素に変換するオルニチン回路を持たないため，尿素を生合成することはない 

(岩田 1998)。よってアンモニアおよびクレアチニンの生化学検査測定値では腎臓に障

害が生じているかを判定することは難しいが，腎臓にも存在するアルブミンや乳酸脱水

素酵素の検査測定値が上昇していること，病理組織学的所見として腎臓組織に壊死が認

められる個体も一部存在したことから，腎臓に障害が生じている可能性は高い。 

生物は病原体感染や外傷等により急性期反応 (Acute phase reaction; APR) と呼ば

れる反応が短期間のうちに発生する。急性期反応中に生じるタンパク質を急性期タンパ

ク質 (Acute phase protein; APP) と呼び，臨床では炎症等の組織損傷を伴う疾患の有

無や予後判定に用いられる。APPは APR時に肝臓で生合成が促進され，血漿中に放出

される。本研究において IHNV 感染ならびに OMV 感染を受けたニジマス血漿中には

補体因子が多く検出された。補体因子C3はAPPのひとつとして知られている (Steel et 

al. 1994)。硬骨魚類において，補体因子が哺乳類同様の機能をもつか不明な点は多いが，

免疫細胞が貪食作用しやすいよう病原体の溶解やオプソニン化作用，炎症反応を起こす

ことが明らかとなっている (Fearon and Locksley 1996; Carroll and Prodeus 1998; 

Sahu and Lambris 2001; Claire et al. 2002)。ヒトにおいては補体因子 C3の他に C反

応性タンパクや血清アミロイドタンパク，α-2 マイクログロブリン，ハプトグロビン，

α1-アンチプロテアーゼ，レクチン，サイトカイン等が APPに該当する (Steel et al. 

1994)。今回の実験において，APP のうち補体因子ならびにハプトグロビン，さらに

IHNV感染群血漿のみではあるがα1-アンチプロテアーゼが検出された。ハプトグロビ

ンは肝臓で生合成され，血中に遊離したヘモグロビンと結合する性質をもつタンパク質

である。リンホシスチスウイルスに自然感染したヨーロッパヘダイならびにヨーロッパ

シーバスにおいて，ハプトグロビンのmRNA発現量が増加することが報告されている 

(Cordero et al. 2017)。溶血等で産生されたヘモグロビンは通常ハプトグロビンにより

処理されるが，一部処理されなかったものは腎臓に傷害を与える。ウイルス感染とハプ

トグロビンの増加の相互関係は不明だが，哺乳類においてはヘモグロビンに含まれる

Feは過剰産生により疾患の発症にも関係していることに加え，今回 IHNVや OMVに

感染したニジマスにおいてハプトグロビンタンパク質が増加していたという結果から

も，ハプトグロビンが免疫において重要な役割を担っていると考えられる。プレセレベ
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リン様タンパク質も APP のひとつとして知られている。ニジマスにおいてはホルマリ

ン不活化 Vibrio anguillarum を接種された際に血漿中濃度が増加することが確認され

ている (Gerwick et al. 2000)。ニジマスのもつプレセレベリン様タンパク質は哺乳類の

もつ免疫複合体に類似していることが報告されており (Gerwick et al. 2000)，機能は未

知であるが，生体防御に大きく関与していると考えらえる。 

インテレクチンはレクチンファミリーのひとつであり，ラクトフェリン受容体として

知られている (Suzuki et al. 2001; Akiyama et al. 2013)。魚類においてはホルマリン

不活化したV. anguillarumを腹腔内接種されたニジマスの肝臓においてmRNAの発現

上昇が確認されているとともに，肝臓の洞様毛細血管内に局在していることが報告され

ており，グラム陰性菌に対して生体防御機構のひとつとして働くことが示唆されている 

(Bayne et al. 2001; Gerwick et al. 2007; Russell et al. 2008)。今回体内に侵入したウ

イルスに対しても生体防御反応としてインテレクチンが生産されたと考えられるが，イ

ンテレクチンは VHSVに結合しないという報告もあり (Reid et al. 2011)，その生理活

性の詳細は不明である。 

 アポリポタンパク質 A-I-1 は硬骨魚類においてアポリポタンパク質 A-II とともに高

密度リポタンパク質を構成する成分である。主な働きは脂質の輸送であるが，その他に

も抗ウイルス作用，抗菌作用，抗炎症作用があることが報告されている (Wu et al. 

2004; Villarroel et al. 2007; Hoover-Plow et al. 2009; Low et al. 2014)。本研究におい

ても IHNVおよび OMV感染によりアポリポタンパク質 A-I-1の増加が認められ，両ウ

イルスに対しアポリポタンパク質が生体防御の役割を担っていると考えられる。 

 ウイルス感染後の血漿において増加していることが示されたフルクトース-1, 6-ビス

リン酸アルドラーゼ，リンゴ酸脱水素酵素は糖代謝における解糖系ならびに TCA 回路

において生理活性をもつ酵素である (Horecker et al. 1975; Minárik et al. 2002)。また，

ビオチニダーゼは N6-ビオチニル-L-リシンをビオチンに変換する酵素であり，ビオチ

ンは糖代謝やアミノ酸代謝において多数の酵素に対し補酵素として働くことが知られ

ている (渡邊 1996; Mock 2001)。他にも核酸代謝においてアデノシン 3’-5’-リン酸をア

デノシン-5’-リン酸 (AMP) に変換する 3’ (2’), 5’-ビスリン酸ヌクレオチダーゼの増加も

確認された。ウイルス増殖の際に宿主の細胞増殖機構を利用するが，ウイルス感染によ
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り細胞分裂が盛んに行われるようになったことに起因するのかもしれない。 

 今回の研究で得られた最も興味深い結果は，IHNVならびに OMV感染によりビテロ

ジェニンタンパク質の増加が認められたという結果である。ビテロジェニンは卵黄タン

パク質前駆体であり，通常雌性ホルモンのひとつであるエストラジオールの刺激を受け

て肝臓で合成される。合成されたビテロジェニンは血液を介し卵巣へ運ばれるため，成

熟魚の血液中に見られる。本試験ではウイルス感染により肝細胞が障害を受け，ビテロ

ジェニンが血中に放出された可能性が考えられる。一方で，ビテロジェニンが抗細菌活

性や抗酸化作用をもつという報告もされており (Sun et al. 2015)，ウイルスに対しても

抗ウイルス活性を示す可能性が考えられる。ビテロジェニン産生が魚類における新規の

生体防御機能であるか否かについて，今後も研究を継続する必要がある。また，今回は

ウイルス感染により増加が見られた血漿中プロテオームのみを解析対象としたが，有意

に減少したスポットも引き続き解析する必要がある。 

 以上，IHNVならびに OMVに感染して 1週間経過したニジマスの血漿におけるタン

パク質発現プロファイルおよび生化学成分を調べた結果，ウイルス感染により腎臓や肝

臓が障害を受け，各器官の代謝物ならびにウイルス感染に対し宿主が産生した急性期タ

ンパク質が多く検出されることが明らかになった (Fig. 1-12)。したがって，これらの

ウイルス感染により変動が見られたタンパク質および生化学成分は疾病バイオマーカ

ー候補となり得ると考えられる。 

 



炎症 

ウイルス タンパク質 

肝細胞など 

Y
 

免疫細胞 

補体因子による
生体防御 (APR) 

Fig. 1-12. ウイルス感染により魚体内で生じている現象の概略図. 

急性期タンパク質 
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第 2章 PICのニジマスに対する免疫賦活作用とその許容量に影響する要因の解明 

 

目 的 

 

 PIC は poly-I と poly-C の二本のヌクレオチドからなる合成二本鎖 RNA である 

(Chamberlin et al. 1965)。PICは哺乳類において TLR刺激物質であり，PICの刺激を

受けた TLR は IFN の産生を誘導する。すなわち PIC を投与することで自然免疫が活

性化され，病原ウイルスに対する抵抗性が増加することが報告されている (Field et al. 

1967; Park and Baron 1968; Richmond and Hamilton 1969)。この PICの自然免疫賦

活作用を活かしてワクチンアジュバントとしての利用も検討されている (Ichinohe et 

al. 2005; 2010; Phoolcharoen et al. 2011)。魚類においても哺乳類同様に PICを投与す

ることで抗ウイルス状態を誘導することが可能であり，サケ科魚においてもその効果が

報告されている (Eaton 1990; Jensen et al. 2002)。さらに PICを投与されたマハタ

Epinephelus septemfasciatusは red-spotted grouper nervous necrosis virusに対し抵

抗性を示すことが報告されており (Nishizawa et al. 2009; Thanasaksiri et al. 2014)，

魚類においても新しい免疫法として検討されている (Nishizawa et al. 2011)。Mxタン

パク質は IFN により産生が誘導される抗ウイルス作用をもつタンパク質であり 

(Lindenmann 1962; Leong et al. 1998; Ko et al. 2002)，自然免疫活性化の指標として

用いられる (Purcell et al. 2004)。魚類において PIC投与によりMx遺伝子発現量が増

加するという報告されている (Nagaard et al. 2000; Jensen et al. 2002; Nishizawa et 

al. 2009; Takami et al. 2010; Thanasaksiri et al. 2014)。また，PIC投与後の飼育水温

とMx遺伝子発現量には相関があることが報告されている。Dios et al. (2010) はゼブ

ラフィッシュ Danio rerio を用いた試験で PIC 投与したゼブラフィッシュを高水温で

飼育すると免疫反応が活性化することから，Mx遺伝子発現量と飼育水温が関係するこ

とを示した。また Thanasaksiri et al. (2014) はマハタを用いた試験で PIC投与後の飼

育水温によってMx遺伝子発現量が変化することを示した。しかしながらこれら魚種は

温水魚であり，冷水魚における水温とMx遺伝子発現量の関係性については明らかにさ

れていない。 
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 一方 PIC の負の側面として，PIC の過剰投与によりしばしば病態を悪化させること

が哺乳類において報告されている (Zeleznick and Bhuyan 1969; Phillips et al. 1971)。

PIC投与による負の薬理作用はPIC自体の直接作用とType-I IFNや炎症性サイトカイ

ンの過剰産生による副作用の両方が起因していると考えられている。魚類においても

PIC 投与による副作用が報告されており，松井ら (2012) は PIC を投与したヒラメを

水温 13℃下で飼育すると水温 17℃下で飼育した場合に比べ致死率が高まることを示し

ている。さらに，PICを投与した表皮に発赤や潰瘍のような症状が観察されている (松

井ら 2012)。加えて，Salinas et al. (2004) は PICが投与後水温 6℃で飼育したタイセ

イヨウサケの幼魚に対し高い致死率を示すことも報告しており，水温が免疫反応に影響

する魚類においては PIC投与後の動態を解明する必要がある。 

 哺乳類において PIC の免疫賦活作用と毒性は PICの塩基長，すなわち二本鎖全長な

らびにPICを構成する poly-Iおよび poly-Cのそれぞれの鎖長に影響を受けることが知

られている (Morahan et al. 1972; Black et al. 1973; Machida et al. 1976)。長鎖の PIC

は高い免疫賦活作用を有する一方で毒性も強い。近年は PIC の塩基長を制御すること

も可能となり，PICの塩基長が免疫賦活作用や毒性に与える影響を明らかにすることも

可能となった。 

 本章では冷水魚であるニジマスにおいて自然免疫と PIC の塩基長ならびに飼育水温

の関係性を明らかにすることを目的とし，PIC投与されたニジマスを高水温ならびに低

水温で飼育したときの脾臓における Mx 遺伝子の発現量を経時的に解析するとともに，

塩基長の異なる 6 種類の PIC を投与した場合のニジマス脾臓における Mx 遺伝子発現

量を解析した。 

 

 

材料と方法 

 

供試魚 

 道さけます内水試から分与を受けたニジマスを供試魚として用いた。供試魚の平均魚

体重は 109 g (高水温試験時)，145 g (低水温試験時)，65 g (PIC鎖長比較試験時)であっ
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た。また，北海道大学で孵化させたニジマス (平均魚体重 12 g) も試験に用いた。供試

魚は全て脱塩素水道水を用いて流水飼育した。 

 

供試 PIC 

 試験に用いた鎖長の異なる 6 種類の PIC は協和発酵バイオ株式会社より分与を受け

た。最長塩基長の PICは GE Healthcareから市販されているものを使用した。PIC塩

基長は Nakano et al. (2018) の方法に従い決定し，その塩基長を Table 2-1に示した。

全ての PICは 500-5000 µg/mLとなるよう生理食塩水に溶解し，供試するまで-30℃で

保存した。 

 

PIC投与後の魚体サイズによる影響の評価 

 供試魚 (平均魚体重 12 gならびに 145 g) を 12尾ずつ 6つのグループに分け，魚体

あたり 100 µg, 200 µg, 400 µg, 800 µgおよび 1000 µgとなるよう PIC (uPIC70-400) 

を腹腔内投与した。対照群には PIC溶解に使用した生理食塩水を 200 µL投与した。PIC

投与後，脱塩素水道水で飼育し，10 日間の死亡率を観察した。本試験時の平均水温は

4.6℃であった。 

 

PIC投与後の飼育水温がMx遺伝子発現量に与える影響の評価 

 平均魚体重 109 gならびに 145 gのニジマスを 12尾ずつ 10つのグループに分け，

魚体あたり 100 µg, 200 µg, 400 µg, 800 µgとなるよう PIC (PIC400-400) を腹腔内投

与した。対照群には PIC溶解に使用した生理食塩水を 200 µL投与した。PIC投与後，

平均水温 17.4℃もしくは 4.6℃の脱塩素水道水で 10日間飼育し，投与 1, 3, 7, 10日後

に水槽ごとに脾臓を採取した。得られた脾臓は RNA later (Invitrogen) に浸漬し，発

現量解析時まで-30℃で保存した。 

 

 

 

 



PICの名称 
塩基長 (kbp) 

Lp Lw 

uPIC70-400 0.4 0.3 

uPIC50-400 0.4 0.4 

uPIC50-400L 0.7 0.6 

uPIC100-400 0.5 0.4 

uPIC100-400L 0.8 0.5 

PIC400-400 1.1 0.5 

PIC-HMW 4.5 NA 

Table 2-1. 供試したPICの塩基長  

Lp: 波長260 nmのピークに含まれるPIC塩基長 

Lw: 平均塩基長 

NA: 該当データなし 
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PIC塩基長がMx遺伝子発現に与える影響の評価 

平均魚体重 65 gのニジマスを 12尾ずつ 6つのグループに分け，塩基長の異なる 6 

種類の PICをそれぞれ 1種類ずつ 3 mg/kg fishとなるよう腹腔内投与した。PIC投与

後，脱塩素水道水 (平均水温 8.7℃) で 10日間飼育した。脾臓は PIC投与 0, 1, 3, 7日

後に上記と同様の方法で採取した。 

 

Mx遺伝子の発現量解析 

 脾臓からの Total RNA抽出には QuickGene SP Kit RNA tissue (KURABO) を用い

て行った。抽出はキットに添付されているプロトコルに従い行った。RNAは 50 µLの

DEPC処理水で溶解し，-80℃で保存した。RT-PCRはReverse transcriptase XL (AMV) 

(TAKARA) とランダムプライマー (TAKARA) を用いて添付プロトコルに従い実施し

た。qPCR による Mx 遺伝子ならびにハウスキーピング遺伝子 (Acidic Ribosomal 

Phosphoprotein P0; ARP) の検出は ABI 7300 Real time PCR System (Applied 

Biosystems) を用いて Purcell et al (2004) の方法に従って実施した。qPCRは Premix 

Ex Taq (Probe qPCR) (TAKARA) を用いて 95℃, 1分間を 1サイクルしたのち，95℃

で 15 秒間，60℃で 60 秒間の反応を 45 サイクルした。PCR 産物の増幅効率を評価す

るため，10 倍希釈した組み換えプラスミド (Mx 遺伝子ならびに ARP 遺伝子) を使用

しアッセイプレートごとにスタンダードカーブを作製した。遺伝子発現量は ABI 

Sequence Detection System software により作製されたスタンダードカーブに基づき

算出した。鋳型 RNA量の差は ARP遺伝子を用いて標準化した。 

 

統計解析 

 算出したMx遺伝子発現量について，SPSS Statistics version 25.9. (IB501XL) を用

いて統計解析を行った。脾臓を採取した時期ごとにクラスカルウォリス検定による群間

比較 (p<0.05) を行った。 
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結 果 

 

魚体サイズが PICへの許容量に及ぼす影響 

 100 µg/fishから 1000 µg/fish の PICを投与したニジマス (平均魚体重 12 g) におけ

る PICに対する耐性を Fig. 2-1に示した。PIC免疫試験中の水温は 4.6℃であった。平

均魚体重 145 g のニジマスはどの PIC 投与群においても死亡は確認されなかったのに

対し，平均魚体重 12 gのニジマスにおける累積死亡率は PIC投与量 200, 400, 800 な

らびに 1000 µg/fishで 25, 58, 85, 73%であった。PICを 100 µg/fish投与したニジマス

群において死亡魚は確認されなかった。結果として本試験におけるニジマスの PIC の

許容量は 100 µg/12 gすなわち 8.3 mg/kg fishであった。平均魚体重 12 gのニジマス

群における死亡魚には脱鱗，眼球突出，腹水，体表の出血，脾臓の腫大の症状が観察さ

れた (Fig. 2-2)。 

 

PIC投与後の飼育水温がMx遺伝子発現量に与える影響 

 PIC投与後のニジマス脾臓におけるMx遺伝子発現量の経時的変化をFig. 2-3に示し

た。PIC投与後に高水温下 (17.4℃) で飼育したニジマスの脾臓におけるMx遺伝子発

現量は投与 1日後にピークが見られ，投与 3日後には対照群におけるMx遺伝子発現量

と同程度まで低下していた。PIC投与 1日後のMx遺伝子発現量は PIC 100, 200, 400

ならびに 800 µg/fish投与群でそれぞれ 15.7倍，18.8倍，23.5倍，27倍であり，投与

量依存的に増加していた (Fig. 2-3a)。一方で，PIC 投与後に低水温 (4.6℃) で飼育し

ていたニジマス群におけるMx遺伝子発現量は緩やかに増加しており，そのピークは投

与 3日後であった。対照群と比較すると，Mx遺伝子発現量は PIC 100, 200, 400, 800 

µg/fish投与群で 9倍，14.7倍，27.3倍，19.6倍であった。また，PIC投与 10日後の

Mx 遺伝子発現量は最大発現時の 30%以上の値で維持されていた (Fig. 2-3b)。これら

の結果より，PIC投与によるMx遺伝子発現量は飼育水温の影響を受けることが示され

た。加えて，PIC投与後に低水温で飼育した場合，Mx遺伝子発現量は長期間高い値が

維持されることが示された。 
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Fig. 2-1. PIC投与後に低水温下 (4.6℃) で飼育した平均魚体重12 gのニジマスの死亡率. 
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(a) (b) 

(c) (d) 

Fig. 2-2. PIC投与により死亡した魚が呈する症状. 

 

(a) 脱鱗, (b) 眼球突出, (c) 体表の擦れ, (d) 眼球突出および腹水貯留. 
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Fig. 2-3. PIC投与後のニジマス脾臓におけるMx遺伝子発現量の経時的変化.  

エラーバーは平均±S.E.を示す. 異なるアルファベットは有意差が有ることを示す (p < 0.05). 

 

(a) 高水温下で飼育 (17.4℃), (b) 低水温下で飼育 (4.6℃). 
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PICの塩基鎖長がMx遺伝子発現量に与える影響 

 塩基長の異なる 6 種類の PIC を投与したニジマスの脾臓における Mx 遺伝子発現量

を Fig. 2-4に示した。本試験時の平均水温は 8.7℃であった。全ての PIC投与群におい

て投与 1日後ならびに 3日後にMx遺伝子発現量が増加し，7日後には対照群と同程度

まで低下していた。これら Mx 遺伝子発現量は PIC の塩基長に非依存的であることが

示された。 

 

 

考 察  

 

ニジマスやタイセイヨウサケ等のサケ・マス類は世界中で増養殖が行われており，

様々な水温帯で飼育される。PICは自然免疫を賦活することで被投与魚を抗ウイルス状

態にするため，ワクチンアジュバントとしての利用が検討されているが，飼育される水

温や魚体サイズによって PIC の自然免疫賦活作用や毒性が異なることが報告されてい

る (Salinas et al. 2004; 松井ら 2012)。サケ・マス類は成長過程や季節によって魚体

サイズや生育水温が大きく異なるため，これらの要因を考慮する必要がある。本研究で

はまず魚体サイズ，飼育水温もしくは PIC の塩基長が自然免疫賦活作用ならびに PIC

に対する許容量に与える影響について検討した。はじめに，魚体サイズと PIC 許容量

の関係性について検討したところ，ニジマスの PICに対する許容量は 100 µg/12 g (8.3 

mg/kg fish) であった。これはマウス，ラット，モルモットの許容量である 20 mg/kg

に比べ低い結果であった (Zeleznick and Bhuyan. 1968; Phillips et al. 1971)。また

PIC投与後の飼育水温による自然免疫賦活作用の変化を明らかにするため，自然免疫賦

活の指標であるMx遺伝子発現量を解析した。PICを投与した後，高水温下で飼育した

ニジマスの脾臓におけるMx遺伝子発現のピークは投与 1日後であり，投与量に依存し

ていた。その後，Mx遺伝子発現量は急激に低下し，投与 3日後までに PIC投与前程度

となった。一方で，低水温下で飼育した場合，Mx遺伝子発現量のピークは高水温下飼

育時とは異なり投与量との相関は認められず，発現量の低下は緩やかであった。PICを

腹腔内投与したマハタにおいても，高水温下の飼育ではMx遺伝子がより早期且つより 
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Fig. 2-4.塩基長の異なる6種類のPICを3 mg/kg fish投与したニジマスの脾臓におけるMx遺伝子発現量.  

異なるアルファベットは有意差が有ることを示す (p < 0.05). 

 

(a) 0 dpi, (b) 1 dpi, (c) 3 dpi, (d) 7 dpi. 
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強く発現することが報告されている (Thanasaksiri et al. 2014)。魚類においてMx遺

伝子ならびにタンパク質は Type-I IFNにより産生誘導される (Nygaard et al. 2000; 

Altmann et al. 2002; Robertsen et al. 2003; McBeath et al. 2007)。低水温下において

Mx遺伝子発現量が長期間維持されたのは IFN 産生の延長と関係していると考えられ，

その結果として副作用を引き起こした可能性が考えられる。これらの結果から，毒性が

出現しないよう投与量について注意する必要はあるが，PIC投与後の低水温飼育は抗ウ

イルス状態を長期間維持でき有効であると考えられる。 

哺乳類細胞において，dsRNA は Type-I IFN の産生を誘導する。エンドソーム表面

に存在する TLRや細胞質に存在する RIG-I, MDA5は dsRNAセンサーであり，RIG-I

や MDA5 は dsRNA を認識する際にその塩基長を判断することで知られており (Kato 

et al. 2008)，PICの塩基長についても同様に免疫賦活に重要である (Lampson et al. 

1970; Machida et al. 1976)。また骨髄系細胞においては短塩基長の PICにより強い自

然免疫が誘導されることも示されている (Mian et al. 2013)。硬骨魚類の場合，IFNの

活性化を誘導する分子経路の詳細は明らかにされていないが (Verrier et al. 2011)， 

PICの塩基長は自然免疫賦活作用に影響しないことが本試験の結果より示された。魚類

における dsRNAの認識は哺乳類に比べ寛容である可能性が考えられ，硬骨魚類におい

て IFN 産生を活性化させるカスケードにおけるメディエーターの特定と性状の解明が

必要である。 

本章では PICはニジマスの自然免疫を賦活するが，飼育水温 4.6℃下では投与量 16.7 

mg/kg で致死性を示すことが明らかとなった。これは低水温により IFN の長期間の産

生が引き起こされたことによる副作用であると考えられる。さらに PIC の塩基長は自

然免疫賦活作用に影響しないことも示された。PICを冷水魚に使用する場合はこれらの

要因を考慮する必要がある。また，PICが自然免疫だけでなく，病原体に特異的な生体

防御機構である獲得免疫に対しても賦活化することが可能であれば疾病防除に役立つ

ワクチンアジュバントとなり得る。 
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第 3章 PIC投与によるニジマスの生理・生化学的影響 

 

目 的 

 

 PICは自然免疫を強く活性化するため，ヒトや魚類におけるワクチンアジュバントと

しての利用が検討されている (Ichinohe et al. 2005; 2010; Phoolcharoen et al.; 

Nishizawa et al. 2011)。第 2章ではニジマスにおいて，PIC投与後に自然免疫活性化

の指標であるMx遺伝子発現量の増加が確認され，ワクチンアジュバントとしての利用

の可能性を示した。さらに，低水温下では Mx 遺伝子の発現期間が延長されるものの，

毒性が高まることも示した。PIC投与による毒性はヒトにおいてのみならず魚類におい

ても複数報告されている。(Zeleznick and Bhuyan 1969; Phillips et al. 1971; Salinas 

et al. 2004; 松井ら 2012)。PIC投与により生じる負の薬理作用は Type-I IFNや炎症

性サイトカインの過剰産生によるものであると考えられているが，魚類においてはその

詳細な薬理作用は明らかとなっていない。PICをワクチンアジュバントとして利用を検

討していくにあたり，被投与魚への影響を把握する必要がある。前章にて，ニジマスの

PICに対する許容量は 8.3 mg/kg fishであることが示され，それ以下の投与量である 3 

mg/kg fish においても Mx 遺伝子の有意な発現量増加が認められている。本章では， 

PICを 3 mg/kg fishとなるよう投与したときのニジマスの生理および生化学的変化に

及ぼす影響を明らかにするため，PIC投与前後のニジマス血液の生化学成分を比較する

とともに，血液中におけるタンパク質発現プロファイルを解析した。 

 

 

材料と方法 

 

供試魚 

 道さけます内水試から分与を受けたニジマスを用いた。供試魚の平均魚体重は 600 g

であった。供試魚は試験開始まで円形水槽にて脱塩素水道水を用いて流水飼育した。 
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供試 PIC 

 試験に用いた PICは協和発酵バイオ株式会社より分与を受けた。PICは 3 mg/mLと

なるよう生理食塩水に溶解し，試験に使用するまで-30℃で保存した。 

 

PIC投与がMx遺伝子発現量に与える影響の評価 

 平均魚体重 600 gのニジマスに 3 mg/kg fishとなるよう PIC (uPIC100-400) を腹腔

内投与した。対照群には PIC溶解に使用した生理食塩水を 600 µL投与した。PIC投与

後，同円形水槽にて平均水温 12℃の脱塩素水道水を用いて飼育し，投与 3 日後に検体

から脾臓を採取した。得られた脾臓は試験使用時まで-80℃で保存した。 

 

Mx遺伝子の発現量解析 

 脾臓からの Total RNA抽出には QuickGene SP Kit RNA tissue (KURABO) を用い

た。抽出はキットに添付されているプロトコルに従い行った。RNAは 50 µLの DEPC

処理水で溶解し，-80℃で保存した。RT-PCR は Reverse transcriptase XL (AMV) 

(TAKARA) とランダムプライマー (TAKARA) を用いて添付プロトコルに従い実施し

た。qPCR による Mx 遺伝子ならびにハウスキーピング遺伝子 (Acidic Ribosomal 

Phosphoprotein P0; ARP) の検出は ABI 7300 Real time PCR System (Applied 

Biosystems) を用いて Purcell et al (2004) の方法に従って実施した。qPCRは Premix 

Ex Taq (Probe qPCR) (TAKARA) を用いて 95℃, 1分間を 1サイクルしたのち，95℃

で 15 秒間，60℃で 60 秒間の反応を 45 サイクルした。PCR 産物の増幅効率を評価す

るため，10 倍希釈した組換えプラスミド (Mx 遺伝子ならびに ARP 遺伝子) を使用し

アッセイプレートごとにスタンダードカーブを作製した。遺伝子発現量は ABI 

Sequence Detection System software により作製されたスタンダードカーブに基づき

算出した。鋳型 RNA量の差は ARP遺伝子を用いて標準化した。 

 

PIC 投与がニジマス血漿の生化学成分ならびに血漿中タンパク質発現プロファイルに

与える影響の評価 

 平均魚体重 600 gのニジマス 12尾の腹腔内にピットタグを打ち，個体識別を行うと
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同時にニジマス尾柄部から採血を実施した。得られた血液にヘパリン水溶液 (10 U/mL 

Blood) を添加し，抗凝固処理を行った。ヘパリン処理後の血液は直ちに遠心分離 

(2,000×g, 20 min, 4℃) し，血漿を得た。ここで得られた血漿を免疫前血漿とし，試験

に使用するまで-80℃で保存した。採血後 4日間円形水槽にて馴致した後，ニジマス 12

尾に対し PIC (uPIC100-400) を 3 mg/kg fishとなるよう腹腔内投与し，同円形水槽に

て流水飼育した。また，遺伝子解析試験ならびに病理組織学的観察に用いるための対照

群としてニジマス 3 尾に 0.8%生理食塩水を投与し，同様に飼育を行った。PIC 投与 3

日後，上記同様にニジマス尾柄部から採血を実施し，ヘパリン処理後，血漿を得た。こ

れを免疫後血漿とし，試験に使用するまで-80℃で保存した。また，PIC 投与群ならび

に対照群から脾臓，腎臓，肝臓も採取した。 

 

ニジマス血漿の生化学的検査 

 PIC投与前後の血漿中の生化学成分を富士ドライケム 4000s (FUJIFILM) を用いて

第 1 章と同様の方法で測定した。測定項目については，乳酸脱水素酵素 (LDH), アミ

ラーゼ (AMYL), グルコース (GLU), アラニンアミノトランスフェラーゼ (ALT), カ

ルシウム (Ca), 総蛋白 (TP), トリグリセリド (TG), アルブミン (ALB), クレアチニ

ン  (CRE), マグネシウム  (Mg), 尿素窒素  (BUN), 無機リン  (IP), 総ビリルビン 

(TBIL), アスパラギン酸トランスフェラーゼ (AST), HDL コレステロール (HDLC), 

アンモニア (NH3), クレアチンフォスフォキナーゼ (CPK), アルカリフォスファター

ゼ (ALP), 総コレステロール (TCHO) の 19項目について測定を実施した。 

 

2D-DIGEのための血漿前処理 

 PIC 投与前血漿ならびに投与後血漿を各 12 尾分ずつプールし被検試料とした。

2D-DIGEのための血漿前処理は第 1章と同様の方法とし，免疫前血漿を混合した評価

用試料には Cy3，PIC 投与後血漿を混合した評価用試料には Cy5，各評価用試料を等

量ずつ混合した内部標準試料には Cy2により蛍光ラベリングした。2D-DIGE用試料の

作製は化学物質評価研究機構 (埼玉) に委託し実施した。 
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一次元電気泳動ならびに二次元電気泳動 

 一次元電気泳動ならびに二次元電気泳動は第 1 章で述べた方法と同様の方法で行っ

た。泳動ゲル毎の誤差を考慮するため，3枚のゲルに泳動を実施した。泳動は 3 W一定, 

15℃で泳動先端が完全に溶出するまで約 15 時間行った。電気泳動後，直ちに

Typhoon9400 (GEヘルスケア) を用いてゲル画像の取込みを行った。各 CyDyeを適切

な波長で励起し蛍光を読み取った (Cy2: 励起 488 nm, 蛍光 520 nm; Cy3: 励起 532 

nm, 蛍光 580 nm; Cy5: 633 nm, 蛍光 670 nm)。取り込んだゲルイメージ画像を

Decyder ver. 7.0 (GEヘルスケア バイオサイエンス) を用いて解析し，画像品質の確認

ならびに定量比較解析を行った。これら作業は化学物質評価研究機構に委託し実施した。 

 

2D-DIGEゲルスポットの同定 

 定量比較解析によりスポット強度が有意に変動したスポットについて，スポットピッ

カー (GE Healthcare) を用いてゲルのピッキングを行った。切り出したスポットは

96wellプレートを用いて試験に使用するまで-30℃で保存した。ゲル片のトリプシン消

化，ならびに LC/MS/MSは第 1章に示した方法で実施した。ゲルのピッキングは化学

物質評価研究機構に委託し実施した。 

 

各臓器の病理組織学的観察 

 上記で採取した各臓器をブアン液にて約 24 時間固定した。固定した組織は適切な厚

さになるようメスで切り出し，100%エタノールに 90分間浸漬し脱水を行った。脱水後，

キシレンに 90分間浸漬し，パラフィンで包埋した。100%エタノールならびにキシレン

置換は 3回ずつ行い，毎回新しい液に浸漬した。作製したパラフィンブロックから 4 µm

の組織切片を作製し，ヘマトキシリンエオシン染色 (HE染色) を施した。 

 

統計解析 

 算出したMx遺伝子発現量について，SPSS Statistics version 25.9. (IB501XL) を用

いて統計解析を行った。脾臓を採取した時期ごとにクラスカルウォリス検定による群間

比較 (p<0.05) を行った。また，生化学成分値については，同ソフトによりウィルコク
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ソン符号付順位検定による比較 (p<0.05) を行った。 

 

 

結 果 

 

PIC投与がMx遺伝子発現量に与える影響 

 PIC投与後のニジマス脾臓におけるMx遺伝子発現量の経時的変化をFig. 3-1に示し

た。PIC投与後のニジマスの脾臓におけるMx遺伝子発現量は投与 1日後にピークが見

られ，投与 3日後には 1/3程度まで低下していた。PIC投与 1日後のMx遺伝子発現量

は対照群の 12倍であった。 

 

PIC投与がニジマス血漿の生化学成分に与える影響 

 PIC投与したニジマスの血漿を生化学検査に供試した結果をFig. 3-2～3-4に示した。

測定した 19 項目のうち，アンモニア (NH3)，カルシウム (Ca)，アラニンアミノトラ

ンスフェラーゼ (ALT)，尿素窒素 (BUN)，アスパラギン酸トランスフェラーゼ (AST)，

クレアチンフォスフォキナーゼ (CPK)，マグネシウム (Mg)，総タンパク質 (TP)，ア

ルブミン (ALB) の 9項目の測定値が PIC投与により有意に増加 (Fig. 3-2)，クレアチ

ニン (CRE)，アルカリフォスファターゼ (ALP)，リン (IP) の 3 項目が有意に減少し

ていることが示された (Fig. 3-3)。総ビリルビン (TBIL)，乳酸脱水素酵素 (LDH)，ア

ミラーゼ (AMYL)，トリグリセリド (TG)，グルコース (GLU)，HDLコレステロール 

(HDLC)，総コレステロール (TCHO) の 7項目の測定値については PIC投与前後で生

化学検査測定値に有意差は見られなかった (Fig. 3-4)。 

 

PIC投与がニジマス血漿中タンパク質発現プロファイルに与える影響 

 PICを投与したニジマスから得られた血漿をプールし，2D-DIGEに供した結果をFig. 

3-5に示した。また，各泳動ゲルにおいて検出された総スポット数を Table 3-1に示し

た。二次元電気泳動により展開した 3 枚のゲルにおいて 1639 から 1814 スポットが検

出された。これらスポットに対し，Decyder BVAを使用して統計解析を実施し， PIC 
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Fig. 3-1. PIC投与後のニジマス脾臓におけるMx遺伝子発現量の経時的変化. 
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Fig. 3-2. PIC投与により有意に増加した生化学検査測定値. 

  

Day0: PIC投与前, PICinj: PIC投与後. NH3: アンモニア Ca: カルシウム, ALT: アラニンアミノトランスフェラーゼ, 

BUN: 尿素窒素, AST: アスパラギン酸トランスフェラーゼ, CPK: クレアチンキナーゼ, Mg: マグネシウム,  

TP: 総タンパク, ALB: アルブミン. 
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Fig. 3-3. PIC投与により有意に減少した生化学検査測定値. 

 

Day0: PIC投与前, PICinj: PIC投与後. CRE: クレアチニン, ALP: アルカリフォスファターゼ, IP: リン. 
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Fig. 3-4. PIC投与により有意差が見られなかった生化学検査測定値. 

 

Day0: PIC投与前, PICinj: PIC投与後. TBIL: 総ビリルビン, LDH: 乳酸脱水素酵素, AMYL: アミラーゼ, 

TG: トリグリセリド, GLU: グルコース, HDLC: HDLコレステロール, TCHO: 総コレステロール. 
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Fig. 3-5. PIC投与前後のニジマス血漿中タンパク質の2D-DIGE像. 

 

(A): PIC投与前, (B): PIC投与後, (C): (A) および (B) の蛍光をマージ. 
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Table 3-1.  二次元電気泳動において検出された総スポット数 

ゲルNo. サンプル名 蛍光ラベル 検出スポット数 

1 Day0 Cy3 

1706 PIC Cy5 

pool Cy2 

2* Day0 Cy3 

1814 PIC Cy5 

pool Cy2 

3 Day0 Cy3 

1639 PIC Cy5 

pool Cy2 

* マスターゲル 
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投与前後で 1.5倍以上有意に変動していたスポットを Fig. 3-6に示した。PIC投与後の

血漿において，20 スポットが強度増加，6 スポットが強度減少していることが示され

た (Table 3-2)。 

 二次元電気泳動においてスポット強度が増加もしくは減少した 26 スポットのうちゲ

ル画像解析により同一と考えられるスポットを除いた 16 スポットについて，

LC/MS/MSにより同定した結果を Table 3-3に示した。PIC投与により，ヘモペキシン

様タンパク質，フィブリノーゲンγA，アポリポタンパク質 A-I-1，補体因子 B/C2，ケ

ラチン，クレアチンキナーゼ，ビテロジェニン，ハプトグロビン，high mobility group 

protein が変動していることが示された。また，同定されたタンパク質の他に

uncharacterized proteinではあるが PIC投与により増加したタンパク質が 5つ検出さ

れた 。 

 

PIC投与による身体所見ならびに病理組織学的所見 

 PIC を投与されたニジマスにおいて外観症状に変化は見られなかった。脾臓，腎臓，

肝臓については肉眼観察では目立った症状は見られなかったが，病理組織学的観察では

壊死が見られる検体も存在した (Fig. 3-7)。 

 

 

考 察 

 

PIC は自然免疫賦活作用をもち，強力なアジュバントとなり得る。第 2 章において，

PIC はニジマスの自然免疫を賦活するが，飼育水温 4.6℃下では投与量 16.7 mg/kg で

致死毒性を示すことが明らかとなった。PIC投与により出現する毒性は自然免疫におい

て産生される炎症性サイトカイン等の働きによる副作用であると考えられているが，そ

の詳細は不明である。本章では PIC 投与により変化するニジマス血漿中の生化学成分

値およびタンパク質発現プロファイルを明らかにした。PICを投与されたニジマスから

脾臓を摘出し，Mx 遺伝子発現量を定量したところ，本遺伝子の上方発現が確認され，

自然免疫が賦活されていることが示された。同時期の血漿において，ヒトの血液検査で 



Fig. 3-6. PIC投与により有意に変動したスポット. 
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Table 3-2.  PIC投与により有意に変動したスポット 

Spot No. 
スポット容積 

 (PIC/Day0, -X=1/X) 
p-value 

673 1.56 0.0045 

1251 1.62 0.00038 

1279 -1.68 0.0012 

1282 -1.75 0.0046 

1370 -1.90 2.30E-05 

1372 -2.25 5.70E-05 

1410 5.48 0.0001 

1416 3.43 0.00053 

1432 -1.58 1.20E-05 

1435 5.38 9.40E-06 

1458 5.15 1.40E-07 

1462 10.18 2.30E-08 

1465 9.52 4.00E-06 

1480 6.62 8.10E-07 

1482 9.65 2.60E-05 

1484 9.06 5.60E-05 

1486 9.55 7.60E-08 

1530 5.05 3.30E-05 

1533 4.85 1.90E-06 

1534 4.29 0.00039 

1535 2.30 1.90E-05 

1536 3.90 2.60E-05 

1606 1.91 0.00026 

1612 3.18 1.00E-05 

1624 -2.01 0.0044 

1735 1.58 0.0048 
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Fig. 3-7. 肝臓の病理組織学的所見. 

 

(A)  対照群 (B) PIC投与群. 

(A) (B) 
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一般的に用いられる生化学成分 19 項目を測定し，投与前後で比較したところ，アンモ

ニア，カルシウム，アラニンアミノトランスフェラーゼ，尿素窒素，アスパラギン酸ト

ランスフェラーゼ，クレアチンフォスフォキナーゼ，マグネシウム，総タンパク質，ア

ルブミンが PIC投与により有意に増加し，クレアチニン，アルカリフォスファターゼ，

リンが有意に減少していることが示された。次いで，二次元電気泳動にて PIC 投与前

後のニジマス血漿におけるタンパク質発現量を比較したところ，20 スポットが強度増

加，6スポットが強度減少していることが示された。このうちヘモペキシン様タンパク

質，フィブリノーゲンγA，ハプトグロビンは肝臓で生合成されるタンパク質であった。

哺乳類における肝臓の役割は代謝された糖の合成・分解，死亡の消化・吸収を補助する

胆汁の生成およびアルコールやアンモニア，毒物等の有害物質を無毒化する解毒作用で

ある。今回上昇が確認された生化学成分のうち，アラニンアミノトランスフェラーゼ 

(ALT) ならびにアスパラギン酸トランスフェラーゼ (AST) は肝臓の損傷を示すもの

である。哺乳類においては早期かつ高度な肝障害により AST>ALTとなり，肝障害回復

期では AST<ALTとなることが知られている (滝川ら 2005)。今回の試験では全ての個

体において AST>ALTであり，早期の肝障害を呈していることが示唆された。また，薬

物性肝障害診断基準では薬剤による肝障害のタイプが分類されており，ALT の数値が

正常基準値上限の 2 倍以上かつ ALP が正常範囲または ALT/ALP 比≧5 であれば肝細

胞障害型，ALTが正常範囲かつ ALPが正常基準値上限の 2倍以上または ALT/ALP比

≦2であれば胆汁うっ滞型，ALTが正常基準値上限の 2倍以上かつ ALPが正常基準値

上限以上または 2<ALT/ALP<5 であれば混合型と定められている。本試験において個

体間の差はあれどおおよそ ALT/ALP 比が 2~3 程度であった。魚類における ALT なら

びに ALP基準値は定められてはいないが，仮に上記の基準に沿って判断した場合，PIC

投与により肝細胞障害および胆汁うっ滞が生じていると考えられる。実際，肝臓の病理

組織学的観察では壊死が見られる個体もあった。魚類以外の生物で肝臓への影響が疑わ

れる例として，PIC を投与したビーグル犬の血液凝固能が低下したという報告 

(Gralnick et al., 1972) が挙げられる。これは，肝臓における血液凝固因子の産生機能

が障害を受けたものと推察され，PICの肝臓への影響が示唆される。マウスにおいては，

麻酔薬ハロタンに起因する肝臓障害が PIC 投与により悪化することが報告されている 
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(Cheng et al. 2009)。またラットから分離されたグリア細胞のひとつである希突起膠細

胞を死滅させるという報告もあり (Steelman and Li. 2011)，PICは肝臓以外にも障害

を与える可能性がある。 

ヘモペキシンならびにハプトグロビンは血中に遊離したヘムやヘモグロビンと結合

することで知られるタンパク質であり，肝臓で生合成される。今回どちらのタンパク質

も PIC 投与後に減少していることが示された。血中に遊離したヘムやヘモグロビンは

活性酸素を産生することが報告されている (Sassa 2006; Hada et al. 2014; Rifkind et 

al. 2015)。PIC投与により肝臓に障害が与えられていることに加え，ヘモペキシンやハ

プトグロビンの減少に起因するヘムならびにヘモグロビンの増加が実際に起きている

か否かについて，今後検討する必要がある。 

一方で本研究では IFN 等の免疫関連分子の有意な増加は観察されなかった。魚類に

おける IFN の血中濃度については明らかになっていないが，二次元電気泳動でのタン

パク質検出限界は 1 ng/spot 程度とされており，IFNの血中濃度がそれ以下であれば検

出は難しいと考えられる。しかしながら PIC投与により IFN産生の指標となるMx遺

伝子の発現量が上昇することが示されており (Nygaard et al. 2000; Jensen et al. 

2002; Nishizawa et al. 2009; Takami et al. 2010; Thanasaksiri et al. 2014)，PIC投与

によりサイトカインストーム様の現象が魚体内で生じている可能性も考えられる。PIC

投与による IFN産生量増加や免疫細胞の活性については更なる研究が必要である。 

本章では PIC 投与により肝臓へ障害が生じることが明らかとなった。また，PIC 投

与により生じると考えられている IFN 等の過剰産生は確認されなかった。PIC 投与に

よる毒性の出現が肝臓への障害のみによるものであるとは言い切れないが，肝臓への負

担が大きく，死因の一要因となっていると考えられる。今後，魚類に対し PIC をワク

チンアジュバントとして利用する場合は十分な免疫活性作用が得られ，副作用の少ない

投与量を検討する必要があると考えられる。 
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総合考察 

 

水産増養殖業の発展に伴い，多様な魚種が孵化放流，種苗生産あるいは養殖の対象と

なるなか，魚類病原微生物による感染症が発生し，水産業に大きな被害を与えている 

(Kimura and Yoshimizu. 1991; Muroga 2001; 若林 2002; Bergmann and Fichtner. 

2008)。現在の我が国のサケ・マス類増養殖における感染症対策としては作業者の手指

ならびに使用器具の消毒や飼育施設の消毒，飼育用水の殺菌，抗体検査を用いた既往歴

の把握およびウイルス検査等による親魚選別，卵消毒による垂直伝播の防止，飼育水温

の管理，ワクチン投与による感染予防等が行われている (Yoshimizu. 2009)。ヒトや家

畜とは異なり，魚類においては治療よりも予防に重点が置かれている。これは個体数が

多い魚に対し治療を行った場合，その労力やコストが生産額に見合わないためである。

それゆえ，増養殖現場において新たな感染症が発生した場合，予防対策を早急に講じる

ため，疾病の早期診断法の確立，病原体の殺菌・不活化条件の決定ならびにワクチン開

発等に関する研究が進められてきた。 

魚類の感染症における症状には特徴的なものが多く，その肉眼的観察や病理組織学的

研究は古くから行われているにもかかわらず，それら症状がどのような機序で発生して

いるのかは未だ明らかにされていない部分が多い。本研究で対象とした IHN および

OMVD についても造血器の壊死や肝炎等の症状やその病理組織学的所見は報告されて

いる一方で，病態生理学的知見は乏しい。血液は身体に生じる生理現象を鋭敏に反映す

る器官であり，疾病により生じている現象をモニタリングすることが可能である。ヒト

や家畜において疾病罹患時の血液性状についてよく研究されており，血液を健康診断に

用いることは一般的である。魚類の血液性状についても古くから研究されているにも関

わらず，病態生理学的知見の少なさから血液を用いた健康診断法および病原体診断法は

少ない。そこで第 1 章では代表的なサケ科魚類のウイルス感染症である IHN および

OMVD 発症における病態の基礎的知見を得ることを目的として，ウイルス感染による

ニジマス血漿中のタンパク質発現プロファイルならびに生化学成分への影響について

検討した。 

まず，新たな感染症防除対策として血液を用いた定期的なモニタリングや疾病バイオ
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マーカーによる感染症検出手法の開発のための基礎的な知見を得ることを目的とし，代

表的なサケ科魚ウイルス感染症発症時の血中タンパク質発現プロファイルを解析した。

人為感染により作出した IHN および OMVD 発症瀕死個体から血漿を得て解析した結

果，乳酸脱水素酵素をはじめ肝臓への障害を表す項目の測定値が有意に増加した。加え

て，急性期反応に関わるタンパク質が多く検出され，ウイルス感染後 1週間程度は炎症

反応が強く生じていることが示唆された。今回作出した病魚は，IHN では肝臓の出血

や退色，脾臓腫大が認められ，病理組織学的所見としては肝臓，脾臓において壊死やう

っ血様の症状が確認されている。OMVD も同様の所見であった。本病理組織学的所見

を裏付けるように，肝臓障害で変動する血液成分がウイルス感染時のニジマス血漿にお

いても変化しており，これらタンパク質は魚類感染症診断の上でも重要な指標になり得

る。また，本研究では腎臓障害で変動する生化学成分の上昇も確認されたが，哺乳類と

魚類では体内で生じたアンモニアの処理方法が異なるため (岩田 1998)，これら数値を

指標とする場合は腎臓障害との関連が裏付けられる代謝経路を同時に提示する必要が

ある。一方，IHNあるいは OMVD発症魚において特異的に増加あるいは減少する成分

を 2D-DIGE解析により見出した。IHNでは Spot No. 2267, 3326および 4625, OMV

病では Spot No. 3534, および 3579である。これらのうち Spot No. 2267および 4625

はLC/MS/MSにより3'(2'),5'-ビスリン酸ヌクレオチダーゼ，レチノール結合タンパク，

と同定されたが，他のスポットは全て uncharacterized proteinとなった。3'(2'),5'-ビス

リン酸ヌクレオチダーゼはアデノシン-3’, 5’-ビスリン酸を加水分解する酵素で，アデノ

シン一リン酸 (AMP) を生成する (Ramaswamy and Jakoby. 1987)。ここで生成され

た AMPは ATP生成に利用される (Farooqui and Balasubramanian. 1970)。またレチ

ノール結合タンパクは肝臓に貯蓄されたビタミン A を各器官に輸送する特異輸送タン

パク質である (Kanai et al. 1968)。これらタンパク質は感染症診断におけるバイオマー

カーの候補であり，今後は他の疾病におけるこれらタンパク質の挙動について明らかに

することで特異性を見極める必要がある。それに加え，ウイルス感染初期に関する病態

生理学的知見も今後明らかにする必要があると考える。 

次に，新たな免疫賦活剤として効能評価が進む PIC の作用および処方を，魚体の血

液性状の変化に基づき検討した。ウイルス病対策のひとつにワクチン投与による予防が
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ある。ワクチンは獲得免疫における二次応答のしくみを利用した予防法であり，魚類の

みならずヒトや家畜においても利用されている。医学分野においては，自然免疫の分子

機構の解明に伴い抗原およびアジュバントを適切な樹状細胞に標的することによる次

世代ワクチン開発が進められている (青枝・石井 2012)。水産分野においては，Kim et 

al. (2009) が予め PICをニジマスに投与することで IHNVに対する免疫が誘導される

ことを示し，PICの自然免疫賦活剤としての有効性を示した。しかしながら，他魚種に

おいて水温に依存して毒性が生じることも示され (Salinas et al. 2004; 松井ら 2012)，

水温と毒性の関係について詳細を明らかにする必要がある。そこで第 2章ならびに第 3

章ではサケ・マス類に対して PICを免疫賦活剤として用いるにあたり，水温が PICの

自然免疫賦活作用ならびに毒性に与える影響を検討した。また，PICの毒性が魚体に対

しどのような障害を与えているのかについて検討した。その結果，ニジマスに PIC を

投与し，低水温で飼育することで抗ウイルス状態が長期間維持されることが示された。

このことにより，低用量で十分な免疫効果が得られるため，コストの低減も見込める。

一方で，低水温下では PICを 16.7 mg/kg fish以上投与すると致死毒性が出現すること

も明らかとなり，投与量については今後十分な検討を行っていく必要がある。なお，こ

のときの死亡魚には脱鱗，眼球突出，腹水，体表の出血，脾臓の腫大の症状が観察され，

PIC投与が魚体に多大な影響を与えることが示された。このときの魚体内での変化につ

いて，第 1章と同様の手法で解析を行ったところ，PIC投与により少なくとも肝臓に障

害が生じていることが明らかとなった。このときのPIC投与量は 3 mg/kg fishであり，

致死的な量ではない。先のウイルス感染症においては，ウイルスが肝細胞で増殖するこ

とで壊死が引き起こされ，ニジマス血漿中におけるタンパク質発現プロファイルに変化

が生じたと考えられるが，PICによる肝臓障害の発生機序は今のところ明らかになって

いない。一般に肝臓は薬剤代謝器官であるため PIC 投与により負担が生じている可能

性があるが，PICにより活性化した NK細胞が自己の肝細胞を攻撃する例が報告されて

おり (Ochi et al. 2004)，自己免疫疾患が起こる可能性を踏まえ肝臓障害の発生機序に

ついて検討を進める必要があろう。PICの使用に当たっては，投与量により副作用をコ

ントロールしていく必要がある。PICを魚類に投与する場合，腹腔内もしくは筋肉に注

射する手法がとられている。連続注射器を用いることで薬剤投与にかかる労力はある程
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度抑えられるが，それでも浸漬法や経口投与に比べ注射法による薬剤投与は作業者の負

担が大きい。PICを経鼻投与することで免疫を誘導する手法も研究されており (Tacchi 

et al. 2014)，哺乳類とは異なり体表全体から薬剤を取り入れることが可能である魚類に

おいては粘膜を介した浸漬法は有効であると考えらえる。 

哺乳類においては PIC の塩基長により免疫賦活効果が異なることが報告されており 

(Morahan et al. 1972; Black et al. 1973; Machida et al. 1976; Zhou et al. 2013)，魚類

への効果は解明すべき重要な点である。本研究により，ニジマスにおいては PIC の免

疫賦活効果は塩基長と相関がないことが明らかとなった。IFNの活性化を誘導させる分

子経路の詳細は明らかにされていないが (Verrier et al. 2011), 魚類における dsRNA

の認識は哺乳類に比べ寛容である可能性が考えられる。PICの有効性は幅広い魚種にお

いて報告されており (Jensen et al. 2002; Lockhart et al.; Purcell et al. 2004; Plant et 

al. 2005; Saint-Jean and Perez-Prieto 2007; Fernandez-Trujillo et al. 2008)，PICに

よる免疫賦活の仕組みが進化的に広く保存されていることが伺われる。比較免疫学の観

点からも，硬骨魚類における IFN 産生を活性化させるカスケードにおけるメディエー

ターの特定と性状の解明が必要である。 

魚類ウイルス病の診断を行う際，外観症状や内臓器官の観察を行い，病変部より分

離・培養したウイルスを同定することが基本である。しかし近年，簡易診断キットの開

発や分子生物学的技術の普及に伴い，病原体の分離・培養を行わず病原体特異遺伝子あ

るいはタンパク質の検出が実施される傾向にある。死因に繋がらない病原体を検出する

ことで誤った診断がなされる危険を避けるためにも，特定の病原体を検出するような手

法だけでなく，病原体の分離を伴わない，宿主の健康状態に基づく感染症発症の予兆を

診断するような手法の開発・導入が必要であると考える。魚病学分野においても病態生

理学的知見を集積し，病気の兆候に早く気付くことで産業被害を最小限に抑えることが

重要であろう。さらに，疾病の予防についても従来の防疫対策に加え，PICのように自

然免疫活性化に着目した物質を利用することにより，ワクチンが効きづらい疾病等への

対応策を増やしておく必要があると考える。本研究において明らかとなったウイルス感

染症における病態生理学的知見ならびに PIC に関する基礎的知見が魚類感染症の防

除・防疫対策に結び付き，ひいてはサケ・マス類の安定生産につながることを期待する。 
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