
エロ ウイル ス性 出血性敗血症

1.ウ イルス性出血性敗血症の概要

(1)病 名と病原体

● 病 名 :ウ イルス1■出品と性敗血症

英名はViral Helnorrhagic Septicemiaで、略称の VHS力 ∫広く使われている.本 病は

いろいろな名前で知られており、エグトベ ド (Egtved)病 や伝染1■腎臓li肢 ・肝臓変

1生ヴ商 (INuL)と も呼ばれる。

2 病 原体 :VHSウ イルス

ラブ ドウイルス科に属する。VHSVに は 3つ のサブタイプが知られている。ウイル

スの系統により病原性の強さに変民のあることが報智子されている。VHSVは 血清″〔4は
一つであるが、ポリクローナル抗体及び単クローン抗体による中和反応の結果から3つ

のサブタイプに分けられる。また、VIISVは 分離される地域と関連する4つ のiな 遺

伝 r型 に分けられる。

(2)発 生地域

VHSは ヨーロッパ大陛の大部分の卜1において、サケ科魚類を中心に風土病的に発生し

ており、スウェーデンやフィンランドのエジマスでも報+1予されている。VHSVは 、ワシ

ントン州のピュージェットサゥンド水域のマスノスケやギンザケ、アラスカ湾及びカナダ

の大平洋側のタイヘイヨウエシンやタイヘイヨウタラからも分離されている。また、日本

においても1996年に養殖ヒラメにおいて初めて VHSが 発■し、それ以降養殖ヒラメを中

″とヽにほぼ毎年に発生している。

(3)行 主域

ニジマス (θ″ごθ〆ゎ′2ご乃″S772ル'SS)、ブラウントラウト (S″′777θナ/″′ナ筋)、グレイリング

(Tんメ〃?″〃″s′乃メ772″〃2rs)、 ホ ワイトフイッシュ (Cθ〆雀″′2″S Sp.)、 パ イク (どざθメ′″ごルバ)、

ターボット (Sでの力rん″ブ,72″rS',2筋″″2′S)な どで報告されている。近年では大 r`洋の北米沿

岸のマスノスケ (働だθ/乃_ll′″ごん″sなん″2り,ハcん″)、 ギ ンザケ (θァィθ/乃メ″ご乃″sたびs′rrごん)、 タイ

ヘイヨウエシン (α2rpビσ ttα′筋Sび)(写真 2)、タイヘイヨウタラ (C″び″s″クご/θごり乃クルrs)(写

真 3)、北大山洋およびバルチック海のタイセイヨウタラ (Cクプ″s772θ力″ク)、など10種類

以 卜の野生の海産魚からもVHSVが 分離されている。血清学的には野生の海産魚から分

離した株と淡水魚から分離した株との区別できない。また、大平洋産のサケ、タラ、ヒラ

メ類から検出されるVHSVは 、ニジマスに対する病原性が弱いという遺伝子的特徴をも

つ。ll本においては、ヒラメ し ″′た乃rゎsθ′ヵαごビ″s)、マアジ (T″ご乃″/″sブリθ′″た″rs)、

タケノコメバル (Sカクsr♂s θttθ″g″s)、マダイ (ま贈 ″s″ガθ〆)か ら分離されている。

(4)発 々の特徴

VIISVは、あらゆる年齢の魚にも容易に伝染し、感染後の生残魚は長期FBgゥィルスキャ

リアになる。本ウイルスは、照を通って魚に侵入すると思われる。VHSVの 感染源は、

養殖魚や野■魚中の顕性感染魚ならびにイく顕性キャリアである。VHSVは 糞、尿、生殖

液中からも検出されるが、ウイルスが最も大量に存在するのは腎臓、陣臓、脳、消化待で

ある。一旦、VHSVが ある養殖魚群ないしは水系に定着すると、キャリアのために本病
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は地方病的流行をするようになる。

VHSVに 対する感受性は、同一魚種においても共なり、若齢魚ほど顕性感染を受けや

すい。本病の発生には水温が大きく関
r」し、_般 に低水温 (1～ 5℃ )で は、日間死亡率

は低いが累積死亡率は高く、高水温 (15～18℃)で は、急激な死亡を示すが累積死亡率は

高くない。VHSは 年十出1を通して発生するが、特に水,品が上昇したり、不現只1に変化する

木に多く発生するぃ

(5)抗在 】犬

感染魚には様々な症状や病理組織学的変化がみられる。放しい症状を示すものもあるが、

ほとんど正常にみえるものもある。歴史的にVHSの 病状および和[織学的変化は、急性、

慢性および済伏型に分類されてきた。これらの記載は、本病の進行状況や過程ではなく、

症状の激しさの程度を衣している。病魚には遊泳不活発や異常遊泳がみられる。外観症状

としては、眼球突出、腹部膨i前、貧向、および限球 ・皮膚 ・僻 ・鰭基部の出血がみられる

(写真 2、 3、 4)。 子」検すると、腹膜 ・腸管膜 ,内臓脂肪組織の広範囲の出血、腎臓と庁F

臓の充1血と・服脹 ・継色、骨格筋の点状出血 (写真 5)な どがみられる。病理対1織学的変化

は、一般に肝臓、腎臓、畔臓および骨格筋に限定してみられ、肝臓、腎臓、陣臓において

は壊タヒ的変化、すなわち空胞化、核濃縮、核融解、リンパ球浸潤、時には対人体形成が局

部的ないしは広範に起こる。腎臓および畔臓の辻血組織に初期感染病巣が形成される。骨

格筋においては、lnt液細地 (■として赤血球)が 筋束および筋繊維中にうっ滞するが、傷

件はほとんど起こらない。

(6)防 除法

現ねtのところ、行政的防除手段を含む公的な健康監視計画の実施と遺伝的手法による選

抜 ・属岡雑種作出などによるほかはない。ワクチンは実験段階であり、実用には至ってい

ない。

2.試 料採取法

(11 被検魚の収集

● 少 なくとも10尾の瀕死魚または当該疾病の外観症状を示す生存魚を採取する。

2 被 検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行なうことが望ましく、できれば発

生現場で臓器試料を摘出する。

0 被 検魚を検介機関まで輸送する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素パッ

キングし、水温変動に注意して搬送するか、検査対象魚を発生現坊で即殺後、4団体ごと

に無菌の竹閉可能な容器に収容し、氷冷または冷蔵状態で48時間以内に搬送する。搬送

の際、被検魚が凍結することのないよう注意する。

0 被 検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ごと

にビニール袋などで密閉包装して氷冷または冷蔵状態で搬送する。

O 臓 器試料または被検魚には採取場所および日時を明記したラベルを添付する。

(2)外 観症状および子J検所見の記載

0 0.500 MS222(Tricainei 3-aminobenzoic acid ethyl ester methanesull‐ onate)な ど

の麻酔刺で麻酔するか、または大型魚では撲殺する。
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2 外 観症状をf己載する。

0 魚 体衣而を70%ア ルコール綿またはアルコール噴霧器で消とし、減内したハサ ミ、

ピンセットなどで解剖する (被検魚採取から遅くとも48時間以内に行う)。

0 内 臓の共常を調べ、子J検所兄を記載の上、検査に必要な部位を採取する。

(3)ウ イルス検企のための臓器試料の採材

(1)明 らかに病徴を生している魚

(al 全長 4cm以 下の仔魚

魚/TR体を試料とする。体表を消尋後、卵黄嚢がある場合は除去する。

(b)令 長 4cm～ 6cmの 魚

甲チ臓を含む内臓全体を試料とする。

(C)企 長 6cm以 上の魚

腎臓、畔臓及び脳を試料とする。

0 病 徴の兄られない魚 (不顕性感染が疑われる魚)

(al 木成熟魚

腎臓、牌臓および脳を試料とする。

(b)成 熟親魚

li記臓器の他に卵巣腔波
*1を
試料とする。

*1卵 巣腔液は、必ず開腹前に減菌したピペットなどで泌尿イ|二殖丁しより採収し、他

の組織試料とは別の容器に入れる。サンプル主は5尾 を 1検体とし、合計で約

l mL以内とする。

(41 ウイルス検企のための臓器試料 /液体試料の一般的調製法

0 試 料の輸送と抗生物質処理

プールした臓器または卵巣腔波は、ウイルス分離を行うまで減内したガラス容器に入

れ、 4℃ に保存する。臓器試料は混入した雑商の繁殖を抑えるため、抗rli物質を添加し

た輸送波
*2(少
なくと試料の 5容量)の 人ったガラス容器に入れて研究空に送ることも

ある。

*2輸 送波 :イーグル最少必須培地 (MEM)ま たはハンクス基礎焔類浴液 (HBSS)

に、ゲンタマイシン1000 μ g/mLま たはペニシリン8001U/mLと ジヒドロスト

レプ トマイシン800 μ g/mLの 併用が適当である。合成抗菌剤のマイコスタチ

ンまたはファンギゾンを最終濃度4001U/mLで 、輸送波に加えてもよい。輸送

時間が12時間を超えるようであれば、ウイルスを安定化するためにinと満または

卵白を5～ 1000加えてもよい。pHを 7.3～76に保つため、予め減商した2Mト

リス緩衝液で調率する。

0 臓 器試料のホモジネートの調製

(a)操 作は氷冷 卜
^(0～
4℃ )で 行うことが望ましい。

(b)臓 器試料が予め抗生物質処理されていない場合は、試料を抗イli物質を添加した特地

に再懸濁し、15℃、 2～ 4時 間、または4℃ で一晩放置する。

(C)試 料容器を傾けて抗■物質添加培地を捨てる。

(dl プールされた臓器を乳鉢または電気ミキサーでホモジナイズして、ペースト状にし、
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これを輸送液に再懸濁して最終的には 1:10の ホモジネー ト液とする。

(e)ホ モジネー ト液を2000xgで15分F]遠心分離し、上清を回収する。

(f)卵 来牌液は、臓器試料と同様の方法で遠心し、その_上清を1ま接、次の段階に供試する。

0 試 料等の処llll

検介試料および解音J器具などは、病原体による汚染 ・伝播を防ぐために以 ドの処置を

施す必要がある。被校魚、臓器試料の残りは焼却処分、輸送用コンテナおよび水は次“

塩索酸ソーダなどで消寺する。解剖器具、微生物培養器具 (以下同様)は 再使用、廃乗

の前にオー トクレーブによる減菌を行う。

3.診 断手順

(1)培 養細胞によるVHSVの 分離

● 培 養細胞への接極

使用する株化細胞 tBF-2またはEPC細 胞 (写真 7)

細胞培益液 :′li胎児市L清 (FCS)10°。を含むイーグルの最少必須培地 (MEM)に 、

抗:L物質 (ペニシリン1001U/mLと ストレプトマイシン100 μ g/mL)を 添加したものを

使用する。

(a)Fめ 24ウェルの細胞培養用プレー トに、BF-2細 胞またはEPC細 胞を20℃で培

養しておく.接 和する細胞は、分散後24時間村度経過したものを用いる。希釈液を

接種する場合は、直前に細地培養液を除去する。

(b)ホ モジネー ト11清の10倍段階希釈列を3列 作 り、BF-2ま たはEPC細 胞単層に

各列の各希釈液の適当主 (100 μ L/2 cm2の細胞単層)を 接使する。

(C)10～ 15℃で0.5～1時 間吸若させた後、接種液はそのままにして、FCSを 2%添

加|した細地培養液 (pH7.6)を24ウェル細胞培養プレー トに lmL/ウ ェルずつ加え、

15℃で培養する。

2 培 養及び観察

ta)40～ 100倍の倍率で 7～ 10日間毎 H顕 微鏡観祭し、接種細胞と陽性対照培養細胞に

おける感染経過を追う。位相差顕微鏡の使用を薦める。

(b)細 胞培養液の pHは 全培養期間を通して7.3と7.6の間に保つ。そのためには、細胞

培差液に減菌した重炭酸塩緩衝波 (密閉した細胞培養フラスコ用)ま たは2Mの ト

リス緩衝液 (細胞培養プレー ト片1)を 加えるか、ヘペス液緩衝培地を用いるとよい。

(C)ホ モジネー ト上清希釈液を接種した培養細胞に細地変性効果 (CPE)(写 真 8)が

現れたら、高ちにウイルス同定手順に着手する (下記参H“)。

ld)陽 性対照培養細胞以外にCPEが 生じなければ、培養 7H後 にホモジネー ト接粧培

養細胞の継代培養を行う。しかし、陽性対照にもCPEが 観察されない場合には、感

受性細胞を用いて新しいバッチの臓器試料について、もう一度ウイルス検介をやり1ユ

さねばならない。

3 継 代特養

la)に 満希釈液を接種したすべての細地単層から、細胞培養液を集める。

(b)4℃ で15分問、2,000xgで遠心分離後、 L清 をい1収する。
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(C)前 述 したように、BF-2ま たは EPC細 胞単層に接種し、観察する。

ld)CPEが 生 じなければ、試験結果は陰性である。

(2)ウ イルスの同定

Bio―X社 製のキットB10_FLUO VHS IP5Bll(Bio K 006)を用い説明書に従い診断を

行う。

O キ ットに含まれている検谷葉類

(a)100mL洗 浄液 1本

PBSを 900mL加 え、10倍に希釈して使用する。

(b)25mL固 定液 1本

IC)凍 結乾燥した抗 VHSモ ノクローナル抗体 1本

凍結乾燥した抗体に500 μ Lの蒸留水を加え、一次抗体原波を調製する。一度に使

用しない場合は、分注して-20℃に凍結保存する。使用直前に10倍希釈洗浄液で抗体

原液を20倍に希釈する。

(d)凍 結乾燥したFITC標 識抗マウス免疫グロブリンに対する抗体 (ヤギ血清)

凍結乾燥した抗体に500 μ Lの蒸留水を加えて、二次抗体原液を調製する。一度に

使用しない場合は、分,十して-20℃に凍結保存する。使用直前に抗体原液を標識抗体

の希釈液で20倍に希釈する。

0 細 胞培養用プラスチックプレート (24ウェルプレート)の ウェルのカバーグラスを入

れ、25℃で24時間以内に約8000繁茂となるようにBF-2ま たはEPCの 細胞単屑 (ウイ

ルス分離株あたり同定用に6、陽性対Hq用に2、陰性対照用に2ウ ェル)を 準備する。

0 細 胞平_層が接植「J^能に増殖したら、同定すべきウイルスの10倍段階希釈液を培養細他

の人ったウェルに直接接種する。

0 陽 性対照のVHSV液 を同様に細胞培養培地で希釈して、5,000～10,000PFU/mLのウ

イルス抗体価希釈液を得るよう接種する。

3 15℃ で、CPEが 出現するまで培養する。

0 各 ウェルの細胞特養液を除去した後、500 μ Lの同定液を加えて4℃ で20分岡1司定す

る。

0 固 定波を除去した後、洗浄液を各ウェルにl mLずつ加え、数分間放岡後洗浄液を除

く.再 度、同様の操作を繰り返す。

0 200μ Lの 希釈した一次抗体液を各ウェルに加え、室温で 1時間反応させる。

C 洗 浄液を各ウェルにl mLずつ加え、数分岡放置後洗浄液を除く。再度、同様の操作

を繰り返す。

① 200〃Lの 希釈した二次抗体液を加え、室温で1時間反応させる。

●1 洗浄液を各ウェルにl mLずつ加え、数分間放置後洗浄液を除く。再度、同様の操作

を繰り返す。

⑫ カ バーグラスをウェルより取り出し、無蛍光スライドグラスにグリセリン塩類溶液

(pH85)を 滴下し、細抱而を傷つけないように注意して細胞面を下にして封入し、蛍光

顕微鏡で観祭する。

O VHSVが 存在する場合は、蛍光緑色を早したプラークが観察される。また、観祭に
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先立ち、陽↑!|:および陰性対照が期待している結果を出していることを確認する.

131 問接蛍1光抗体法

-1, |ュi憩2に21～15,の操作を行う。

0 細 胞サ苫益サキ地を除去した後、001M PBS(pH7.2)で 1回 、さらにカバーグラスに対

しては冷却したアセ トン (-20℃ 保存)、プラスチックのウェルではアセ トン30%と エ

タノール7000(容 |ヽ′‐容校)の 況合液で、昨く3 1Ljl洗浄する。況合液も-20℃ で、保存

したものを用いる|,

‐1 細 地中イム|ギ2 cn12
1`1たり500 μ Lの 同定液を加え、15分問作用させる.

■ 細 胞i¥^層は少なくとも30分岡l■t乾し、正ちに次の処理に移るか、-20℃ で凍結竹t存す

る。

O Tween80を 0.05%合 む001h/1 PBS溶 液 (PBS―Tween、 pH7.2)で 、VHSVに 対する精

製抗体または抗向清を希釈する (希釈液は予め用意しておく).

llli PBS Tweenで 41同1洗浄後、この緩徳i液を先令に除去する。

IⅢ 37℃ の湿潤衛中で、甲屑細他を10iで用意した抗体浴液 (0.25mL‐‐2 cm2ウェル)と 1

時間反応させるぃこの際細胞半店が乾燥しないように注意するti

十ウ1 反 応終 r後 、PBS Tweenで 4胆1洗浄本する(,

0 細 胞い層を37℃で 1時 間、FITCで 標識した免疫グロブリンに対する抗体 (二次抗体)

と反応させる。

‐■ PBS Tweenで 41111洗浄する。

‐, 処 F性した対‖池|や】 は、プラスチックプレートliで1巨ちに触祭するか、顕微鏡鶴↓察に先

、1って、カバークラスをウェルより取り出し、グリセリンサ品類浴液 (pH8.5)を ,||いて、

無蛍光スライドグラスに対入して観察する。緑色蛍光が観容されれば半J定は陽性であ

る。

コ 観 祭に先立ち、陽1■および陰性対1照が則1待している結果を出していることを確認する.

141 RT―PCR,2〔

(Tl '作 わli

lal 採取した病1〔(:武料 (腎臓、牌臓、脳席砕液または卵巣策液)あ るいは分離ウイルス

キ千養 11消からの1山出 RNA

(b)RT PCR法 使ナ11機器および試葉 (サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッペ

ンドルフチューブ、酵素 。試業類、電気泳動装置および試栞類など)

(CI プライマー

Forward primer 5'―GGGGACCCCACACTGT-3'

Reverse primer 5・―TCTCTGTCACCTTGATCC-3'

増幅産物サイズ 1 81lbp

lJ 子  手支

la)採 収した病魚試料を適当なRNA抽 出キットにより核陵llll出する。抽出法などは、

使用するキットのマニュアルに従う。

lb)抽 出した核践および陽性対照 RNAを テンプレー トとして、 li,iこのプライマーを用

いて PCR反 応を行う。反応は、最初に50でで30分間、続いて94でで 2分 ll増、その後
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94℃で30秒阿、52℃で30秒|1明、68℃で 1分問を35サイクル、最後に68℃で 7分 『町行う。

(C)PCR終 了後、増幅産物を迪ヽなDNA分 子里:マーカーとともに 1%程 度のアガロー

スゲルで1電気泳動を行う。

ld)史 化エチジウム存ね:ド、 トランスイルミネーターにより分 rギi81lbpのバンドのイf

無を触祭する。

|ヨ ート」 定

|1的のバンドが検出された1同体を陽性、検出されなかった4同体を陰性 と判定する.

4.参 考文献

肺lanual of Diagnostic Tests for Aquatic Aninlals 2006, CHAPTER 2.1.5,

OIE (http卜!十ヘドww.oie ht/‐eng‐/nornles‐/fnlanual―/A_0002241ltl■l)
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写真 1 デ ンマークのニジマス養殖場で発生したVHSに よる大量死。(木村喬久博士提供)

写真 2 VHSに 罹病 したタイヘイヨウエシン。体表に出血が観察される。(」R Winton博 士提供)
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写真 3 ア ラスカ沿岸で捕獲されたVHSに 罹病 したタイヘイヨウタラ。体表に顕著な出血が観察される。

(T R Meyers博 士提供)

写真 4 VHSに 冒されたニジマス。紹と肝臓は褪色 し、躯幹筋肉には出血点が観察される。限球突出も

みられる。(P Ghmino博 士提供)
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写真 5 VHSに 罹病 したニジマス。姫幹筋肉に強い点状出血がみられる。 (ヨーロッパ魚病学会誌 Vol

15,No 4増 補版
“
What should i do?"より)

写真 6 VHSウ イルス粒子の電子顕微鏡像。本ウイルスはラブドウイルス科に属 し、弾丸型を呈する。

(」R Winton博士提供)

―- 2-34 -一



静も'

写真 7 VHSウ イルスの分離に使用されるEPC細 胞 R Winton博 士提供)

呼    ヤ
=    善 穣       Ⅲ 韓i 幹 懐字

.   1‐ 密
it奪1導
・     ・ i

写真 8 VHSウ イルス感染 EPC細 胞。細胞の短縮、球形化を伴うCPEが 特徴。(T R Meyers博士ほ

か提供、1992)
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