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緒  言 

 

 

わが国の養殖ニジマスに発生した疾病としては、1960

年代のビブリオ病やカラムナリス病、1960 年代後半から

発生が見られた不明病（後に伝染性膵臓壊死症 

（infectious pancreatic necrosis：ＩＰＮ)と確定 

(Sano,1976;山崎,1990)）、1972 年からは水カビ病が、さ

らに、1974 年以降には伝染性造血器壊死症（infectious 

hematopoietic necrosis：ＩＨＮ）の発生が報告されて

いる(Sano et al, 1977)。その後もイクチオホヌス症、

レンサ球菌症、冷水病などが発生したが、中でもＩＨＮ

はサケ科魚類の仔・稚魚に大きな被害をもたらす疾病で

あり、ニジマス養殖において特に警戒すべき疾病の一つ

である(本西,1984;Kimura and Yoshimizu,1991)。このＩ

ＨＮの防除対策として(1)発眼卵のヨード剤による消毒、

(2)ＩＨＮウイルス非汚染用水の使用、(3)専任の孵化管

理者の設置、(4)養殖資材の消毒、(5)飼育用水の非再利

用と用具の専用化、(6)鳥獣の侵入防止、(7)良好な飼育

環境の保持が計られ、安定した種苗生産と被害の軽減を

図ることができている(本西,2004)。 

サケ科魚類のヘルペスウイルスは 1970 年代前半にア

メリカ合衆国ワシントン州の孵化場のニジマス親魚から

分離され、Herpesvirus salmonis と命名された(Wolf et 

al.,1978)。その後長く分離されなかったが、1986 年に

カリフォルニア州サクラメント川に遡上したスチールヘ

ッドトラウト親魚から分離され、Steelhead Herpesvirus 

（ＳＨＶ）と仮称された(Hedrick and McDowell,1986)。

日本では，1972 年および 1974 年に十和田湖の孵化場で

ヒメマス稚魚から分離され、Nerka virus in Towada Lake 

Akita and Aomori prefectures（ＮｅＶＴＡ）と命名さ

れた(Sano,1976)。1978 年には北海道のサクラマス採卵

親魚の卵巣腔液から分離され、本ウイルスが腫瘍原性を

有することから、Oncorhynchus masou から分離された

Oncogenic なウイルスとして Oncorhynchus masou virus 

（ＯＭＶ）と命名された(Kimura,1981a)。その後、養殖

ヤマベの口部腫瘍(Sano et al.,1983)からも分離され、

北日本に回帰する天然のサクラマスおよび陸封型のヤマ

メにも広く分布していることが明らかになった

(Yoshimizu et al.,1993,1995)。 

米国カリフォルニア州で分離されたＳＨＶ株は H. 

salmonis と同じウイルスであり、病原性もほとんど認め

られなかった。しかしわが国で分離されたＯＭＶは宿主

のサクラマスを始めヒメマス、サケ、ギンザケ、ニジマ

スに病原性を示し、特にヒメマス、サケ、サクラマスに

は強い病原性を示し、腫瘍原性も実験的に確かめられた 

(Kimura et al.,1981b;Yoshimizu et al.,1987)。1988
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年以降、淡水養殖ギンザケおよび海面養殖ギンザケにヘ

ルペスウイルス病が見られるようになり(堀内ら,1989)、

幼魚から成魚、特に出荷間近の成魚が感染・発症し、死

亡率も 10～30％に達することから産業的に問題となっ

た(Kumagai et al.,1994)。さらに、1992 年に北海道の

養殖ニジマス成魚にヘルペスウイルス病が見られ、ギン

ザケが発病した場合と比較し大量の成魚が死亡すること

から、経済的損失が問題となった(鈴木,1993)。 

その後、サケ科魚類のヘルペスウイルス病は、防疫対

策の徹底により北日本ではほぼ終息したが、中部日本に

伝播し、1994 年以降、静岡県、山梨県、岐阜県で発生が

見られるようになった。ニジマスの主産県である長野県

では、1999 年に民間養鱒場のニジマス親魚でヘルペスウ

イルス病による大量死亡が発生し、翌 2000 年には長野県

内の複数の養鱒場に被害が広まった(Yoshimizu and 

Nomura,2001)。本病は０年魚（12ｇ）から 1,000ｇ以上

の親魚まで年齢に関係なく発病し、累積死亡率が 34～

77％に達した。特に 100ｇ以上の出荷サイズおよび親魚

の被害が 70％以上を占めたことから本疾病による被害

は甚大で、養鱒場の経営が危ぶまれる様相を呈した。長

野県水産試験場では緊急魚病情報を県内養鱒場に配布し、

ヘルペスウイルス病に関する情報提供と防疫対策の徹底

を図るよう呼びかけたが、被害はその後も続いている。 

養殖ニジマスにおいて、これまでに問題となったウイ

ルス性疾病はＩＰＮおよびＩＨＮであり、これらは仔・

稚魚期に罹患する疾病である。仔・稚魚期の養殖施設で

は、前述のようにヨード剤による発眼卵の消毒ならびに

ウイルス非汚染水での飼育等の防疫対策を講じることで、

病気の制御が可能である(本西,1997)。しかし、ヘルペス

ウイルス病はすべてのサイズで発病するため、ＩＰＮや

ＩＨＮで培ってきた防疫・防除対策を成魚期まで継続す

ることは、施設的また経済的に困難である。特に、稚魚

期から 100ｇサイズあるいは１kg サイズの大型魚までを

飼育するには大量の飼育用水が必要であり、これをウイ

ルス非汚染水である地下水や紫外線殺菌処理水でまかな

うことは現実的に困難と言わざるを得ない。こうした現

状から、ヘルペスウイルス病については仔・稚魚期に加

え成魚期の新たな防除対策が求められている。 

本研究では、本州中部の各地で発生しているニジマス

のヘルペスウイルス病の病態解明と産業被害軽減を目指

した防除技術の確立を目指し、まず第１章で，ニジマス

のヘルペスウイルス病の発生状況および感染源の究明を

行い、また本症の病理組織学的特徴、原因ウイルスの病

原性および魚体内分布について検討した。次いで第２章

では、原因ウイルスの環境中での生存性とウイルスの有

効な消毒方法を検討した。最後に、第３章では、成魚期

の防除対策としてホルマリン不活化ワクチンの有効性の

検討を行った。また、ニジマスの飼育環におけるウイル

スの感染環遮断を目的に、感染耐過した親魚にワクチン

を投与し、採卵親魚体腔液へのウイルス出現抑制効果に

ついて検討した。 
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第 1 章 長野県下で発生しているニジマスのヘルペスウイルス病 

 

 

目  的 

1999 年に長野県下の民間養鱒場において親魚候補群

に原因不明の大量死が発生した。死亡率が高く、採卵は

断念せざるを得なくなった。病魚の外観には鰓腐れ、体

表の斑点状退色、潰瘍および膿瘍の形成が認められ、内

臓では肝臓の退色、脂肪の班状発赤が観察された。翌

2000 年には長野県内の複数の養鱒場で同様の症状を呈

す疾病が発生した。本章では、長野県内で発生したニジ

マスの大量死亡の原因究明、県内の発生状況の実態およ

び感染原因の把握を行い、病理組織学的観察を行い死因

を考察した。 

サクラマスから Oncorhynchus masou virus（ＯＭＶ）

が分離された当初、ＯＭＶのサクラマス、シロサケ、ギ

ンザケおよびニジマスに対する病原性は仔魚期のみであ

った(木村ら,1983)。一方、ギンザケから分離されたＯＭ

Ｖはギンザケに対し、稚魚のみならず、より大型の魚に

対しても病原性を有していることが報告され(熊谷

ら,1995)、さらにギンザケ由来ＯＭＶの病原性は５ｇサ

イズのギンザケに対し強いが、サクラマスに対しては弱

く、ニジマスに対しては認められなかったと報告してい

る。今回、ニジマス病魚から分離されたＯＭＶ-RT 株の

ニジマスに対する病原性を明らかにすることを目的に、

異なるサイズのニジマスを用いた感染実験を実施した。

一方、ニジマス養鱒場ではイワナ、アマゴをはじめ他の

サケ科魚類が養殖されている場合が多い。また、養殖目

的ではないもののコイ、フナあるいはウグイなど一般河

川に生息する魚種が養殖池に混入している場合もある。

そのため、これら養殖場で見られる各魚種のニジマス由

来株ＯＭＶに対する感受性を検討した。 

 サケ科魚類のヘルペスウイルス病の病理組織学的特徴

に関しては、ヒメマスおよびギンザケの自然発病事例 

(Sano,1976；堀内ら,1989；Kumagai et al.,1994)では、

肝臓の著しい壊死が観察され、サクラマス、サケおよび

ギンザケの人為感染事例では、１ヶ月令時感染魚は腎臓

が主要標的臓器であったが、３ヶ月令魚では脾臓および

膵臓の壊死、特に肝臓の壊死病巣が顕著になったと報告

されている(Kimura et al.,1981a；Tanaka et al.,1984)。

今回、ニジマスの自然発病魚および人為感染魚の病理組

織学的および電子顕微鏡学的特徴を観察し、既報の他の

魚種と比較した。 

一般にＩＨＮおよびＩＰＮなどのウイルス感染症を耐

過した個体から、その原因ウイルスを分離することは困

難であるが、感染耐過魚が成熟すると生殖産物中に病原

体が再び出現することはよく知られている。しかし、全

ての感染耐過魚がウイルスを保有しているかどうか、ま

た、成熟するまでの間、ウイルスは魚体内のどこに潜ん

でいるかなど不明な点が多く残されている。近年、ＯＭ

Ｖ特異遺伝子検出用ＰＣＲが Aso et al.(2001)によって

確立され、培養法と同等あるいはそれ以上の検出感度を

有することが明らかになった。そこでニジマスのヘルペ

スウイルス病魚の魚体内でのウイルス分布状況をＯＭＶ

特異遺伝子検出用ＰＣＲにより調査し、次いで、成熟期

における感染耐過魚のウイルス魚体内分布状況を調査し

た。 

  

材料と方法 

長野県内における本病発生状況の実態把握 

 2000 年２月から翌年１月の間に、長野県下の 157 養鱒

場を訪ね、養鱒場主からの聞き取りによりニジマスの異

常大量死の発生状況および感染源を調査するとともに、

病魚の微生物学的検査を行った。さらに、異常大量死の

あった２養鱒場を選び、発病魚群の飼育量、体重、流行

期間、死亡率および水温を調査した。 

 

病原体検査 

 養鱒場において衰弱個体あるいは外観症状のある個体

を採取し、直ちに氷蔵して試験室に運んだ。病魚 106 尾

の外観および内臓を観察し、外部寄生虫およびウイルス

検査を行い、内 98 尾を対象に細菌検査を、また 68 尾を

対象に真菌検査を行った。さらに、１養鱒場の瀕死魚５

尾（23～43ｇＢＷ）は、病理組織検査、ＰＣＲによるＯ

ＭＶ特異遺伝子の検出、主要臓器のウイルス感染価の測

定および分離ウイルスの中和試験を行った。 

外部寄生虫検査として、鰭、体表および鰓を検鏡した。

細菌検査は腎臓よりトリプトソーヤ寒天培地を用いて細

菌分離を試み、20℃で７日間の培養を行った。真菌検査

はIchthyophonus hoferi感染の有無を目的に腎臓および

肝臓組織の圧扁標本を作製し、顕微鏡観察した。 

ウイルス検査は腎臓組織を摘出し、抗生物質入り

Hanks’ Balanced Salt Solution（penicillin-G 800 I.U. 

/mℓ,streptomycin 800µg/mℓ,mycostatin 200unit/mℓ in 

Hanks’ ＢＳＳ）を９倍量（W/V）添加して磨砕し、遠心

分離（2,000rpm10 分,４℃）後、上清をさらに Hanks’Ｂ

ＳＳで 10 倍（V/V）に希釈した。４℃で一夜静置後、Ｒ
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ＴＧ-２細胞に接種し、15℃で 14 日間観察した。 

 病理組織検査は、供試魚を飼育池から取り上げた直後

に解剖し、各臓器を 10％中性緩衝ホルマリン液で固定し、

常法に従い厚さ４μm のパラフィン切片を作製し、ヘマ

トキシリン・エオシン染色を施して、光学顕微鏡により

観察した。 

 ＯＭＶ特異遺伝子検出ＰＣＲは Aso et al.(2001)に従

い行った。ＲＴＧ-２細胞が細胞変性効果（cytopathic 

effect：ＣＰＥ）を呈した well からウイルス感染細胞を

含む培養液を抜き取り、14,800rpm、15 分間遠心し、ペ

レット化した。Phosphate-buffered saline（ＰＢＳ）で

２回洗浄したペレットに 200μℓのＤＮＡ抽出剤

InstaGene Matrix（BIO-RAD Laboratories 社）を添加し、

56℃、20 分間温水浴し、強く撹拌した後、沸騰水中に８

分間置いた。試料は撹拌後、10,000rpm、90 秒遠心し、

上清を鋳型ＤＮＡ溶液（１μℓ）として使用した。 

F10（5’-GTACCGAAACTCCCGAGTC-3’）と 

R5（5’-AACTTGAACTACTCCG GGG-3’）のプライマーセット

を用い、ＰＣＲ反応液の全量を 20μℓとし、ポリメラー

ゼには Premix Taq Takara Ex Taq Version（Takara）を

用いた。反応条件は、変性を 94℃30 秒間、アニーリング

を 56℃30 秒間、伸長反応を 72℃30 秒間とし、増幅サイ

クル数は 30 サイクルとした。その反応産物を２％アガロ

ースゲルで電気泳動し、遺伝子断片（439bp）の増幅を確

認した。なお、ＰＣＲの陽性対照には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、脾臓およ

び脳組織を対象とし、少量の滅菌硅砂を入れた滅菌乳鉢

に摘出し、前述の Hanks’ＢＳＳを９倍量（W/V）添加し、

乳棒で磨砕した。磨砕液を 1.5 mℓチューブに移し、15℃

で３時間静置後、2,000 rpm で 10 分間（４℃）遠心分離

した。Hanks’ＢＳＳで 10 倍希釈した上清のウイルス感染

価をＲＴＧ-２細胞を用いて 50％終末点法により測定し、

臓器１ｇ当たりのウイルス感染価を算出した。 

 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、等

量の分離ウイルスと混和した。対照には抗血清の代わり

に牛胎児血清を２％添加した Minimum Essential Medium 

（ＭＥＭ-2）を用いた。15℃で２時間反応後、ＲＴＧ-

２細胞を用いて 50％終末点法により両者のウイルス感

染価を測定した。 

 

自然発病魚の病理組織学的観察 

 2001 年の６月から７月にかけてニジマスのヘルペス

ウイルス病が発生した２ヶ所の養鱒場から８尾の瀕死の

ニジマス（体重 124～832ｇ）を採取した。病理学的な病

兆概要を得るため、外観および内臓の観察の後、寄生虫

や細菌の検出を目的に鰓および体表を検鏡した。細菌分

離は腎臓からトリプトソーヤ寒天培地（15℃７日間培養） 

を用いた。前述の方法に従い腎臓組織からウイルス分離

を行った。 

 皮膚やその下の体側筋組織を含む潰瘍部位、肝臓、脾

臓、腎臓、心臓、消化管および鰓の組織を 10％緩衝ホル

マリン液で固定し、常法によりパラフィン包埋し、厚さ

４μm切片を作製した。組織切片はヘマトキシリン-エオ

シン染色を施し、病理組織学的観察を行った。 

 

人為感染魚の病理組織学的観察と電子顕微鏡学的観察 

ＯＭＶ（RtNa-0010 株）はＲＴＧ-２細胞(Wolf and 

Quimby,1962)を用いて 15℃で培養し、試験に供するまで

-80℃で保存した。ニジマス（０年魚、平均体重 34.2ｇ）

は流水飼育（10 尾/水槽）し、攻撃区は反復水槽、対照

区は１水槽とした。攻撃区は、１尾当たり102.3 TCID50/100

μℓを腹腔内接種し、対照区には 100μℓのＭＥＭを接種

した。供試魚には市販ペレット飼料を与え、水温 13.5℃

で 36 日間給餌飼育した。 

 この間、病魚の病兆および毎日の死亡尾数を記録した。

瀕死魚や死亡直後の魚から得た内臓器官の組織は前述し

た病理組織学的観察を行った。また、透過型電子顕微鏡

観察を目的に改良カルノフスキー液で前固定を行い、

0.1M リン酸緩衝液で洗浄後、２％オスミウム酸で後固定

を行い、エポキシ樹脂に包埋した。その後、厚さ 120～

130nm の超薄切片を作製し、酢酸ウラニールおよびクエ

ン酸鉛による二重染色を行った。ウイルスの再分離は腎

臓組織よりＲＴＧ-２細胞を用いて行った。 

 

自然発病魚および成熟期におけるＯＭＶ感染耐過魚の魚

体内でのウイルス分布 

自然発病魚は長野県下の養鱒場から瀕死成魚 30 尾を

採取し、本試験に供した。ＯＭＶ感染耐過魚は春期から

夏期にかけ本疾病が流行した長野県水産試験場構内のニ

ジマス親魚群を用いた。成熟段階の異なる３群、すなわ

ち、前卵黄形成期をレベル１、卵黄形成後期をレベル２

および排卵期をレベル３として、それぞれ９、10 および

10 尾を供試した。 

ＯＭＶの検出は、各供試魚の腎臓、肝臓、脳、脊椎神

経前部、脊椎神経中部および脊椎神経後部組織から前述

したＯＭＶ特異遺伝子検出用ＰＣＲにより行った。ＯＭ

Ｖ感染耐過魚のレベル１、レベル２およびレベル３の供

試魚は血液もＰＣＲ試料とした。また、比較のためＲＴ
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Ｇ-２細胞を用いて培養法によるウイルス検査も併せて

行った。培養法によるウイルス検査は，各臓器の組織に

抗生物質入り Hanks’ＢＳＳ（penicillin-G 1,000 I.U./m

ℓ, streptomycin 1,000μg/mℓ, mycostatin 800 U/mℓ）

を９倍量（W/V）添加してホモジナイズし、遠心分離

（10,000rpm、15 分、４℃）後、上清をさらに Hanks’Ｂ

ＳＳで 10 倍（V/V）に希釈した。４℃で一夜静置後、Ｒ

ＴＧ-２細胞に接種し、15℃で 14 日間観察した。 

 

異なるサイズのニジマスに対するＯＭＶの病原性 

 供試魚は長野県水産試験場で生産された各種サイズの

ＳＰＦのニジマスを用いた。ウイルス攻撃には、2000 年

に長野県下のニジマス病魚（体重 211ｇ）から分離され

たＯＭＶ（RtNa-0010 株）を用いた。供試ウイルス液は、 

ＲＴＧ-２細胞を用いて 15℃で培養し、試験に供するま

で-80℃で保存した。 

 ＯＭＶの人為感染は、注射法と浸漬法により行った。

注射法の試験Ⅰでは，平均体重 1.3ｇの魚 50 尾、11.3ｇ

の魚 25 尾および 114.1ｇの魚 10 尾にウイルス液を 103.8 

TCID50/50μℓ/尾となるよう腹腔内接種した。注射法の試

験Ⅱでは、平均体重 11.2ｇの魚 30 尾それぞれにウイル

ス液を 102.3 TCID50/100μℓ/尾あるいは 10
4.3 TCID50/100

μℓ/尾ずつ腹腔内接種した。注射法の試験Ⅲでは、平均

体重 95.2ｇの魚 10 尾それぞれにウイルス液を 102.8 

TCID50/100μℓ/尾あるいは 10
4.8 TCID50/100μℓ/尾ずつ腹

腔内接種した。試験Ⅰ、ⅡおよびⅢの対照魚にはウイル

ス液の代わりにＭＥＭ-5 を同様に接種した。試験Ⅰの水

温は 11.0～15.2℃（平均水温 12.5℃）、試験ⅡおよびⅢ

は 10.1～11.7℃（平均水温 10.5℃）で、いずれも脱塩素

水道水で流水飼育し、市販配合飼料を給餌した。試験Ⅰ、

ⅡおよびⅢの観察期間はそれぞれ 35、42 および 20 日間

で、毎日病兆と死亡尾数を記録し、死亡魚の腎臓組織か

らウイルスの再分離を行い、接種ウイルスによる死亡か

を確認した。 

 浸漬法の試験Ⅳでは，平均体重1.9ｇの魚25尾を101.8，

102.8および 103.8 TCID50/mℓのウイルス液に１時間浸漬し

た。対照魚にはウイルス液の代わりにＭＥＭ-5 を用いた。

11.0～12.7℃（平均水温 12.0℃）の脱塩素水道水で流水

飼育し、市販配合飼料を給餌しながら 35 日間観察し、病

兆と死亡尾数を記録した。死亡魚の腎臓組織からウイル

スの再分離を行い、接種ウイルスによる死亡かを確認し

た。 

 

ＯＭＶに対する養殖サケ科魚および在来生息魚の感受性 

 供試魚はサケ科養殖魚類としてアマゴ Oncorhynchus 

masou ishikawae（20 尾、平均体重 18.4ｇ）、イワナ

Salvelinus leucomsenis（19 尾、41.1ｇ）、コレゴヌス

Coregonus lavaretus mareana（20 尾、14.7ｇ）ブラウ

ントラウト Salmo trutta（10 尾、25.2ｇ）、ニジマス O. 

mykiss（20 尾、16.8ｇ）を、養殖場に見られる在来の生

息魚類としてコイ Cyprinus carpio（20 尾、8.8ｇ）、フ

ナ Carassius auratus（20 尾、8.7ｇ）、ウグイ Tribolodon 

hakonensis（20 尾、7.4ｇ）を供試した。これらはいず

れも、長野県水産試験場、同佐久支場および同木曽試験

地で生産されたＳＰＦ魚である。 

 供試ウイルス株は前述と同様にＯＭＶ（RtNa0010 株）

を用いた。供試ウイルス液は、ＲＴＧ-２細胞を用いて

15℃で培養し、試験に供するまで-80℃で保存した。 

 人為感染は各供試魚に対し 103.8 TCID50/100μℓ/尾のウ

イルス液を腹腔内接種した。対照魚にはウイルス液の代

わりに MEM-5 液を同様に接種した。試験魚は、9.0～

13.1℃（平均水温 11.0℃）の脱塩素水道水で流水飼育し、

市販配合飼料を１日１～２回給餌しながら 42 日間観察

した。死亡魚は毎日取り上げ、外観および内臓を観察し

た後、腎臓組織からＲＴＧ-２細胞を用いてウイルスの再

分離を行った。試験終了時、生残魚の一部は死亡魚と同

様にウイルスの分離を行い、さらに腎臓組織から前述し

たＯＭＶ特異遺伝子検出用ＰＣＲによりＯＭＶ特異遺伝

子の検出を行った。 

 

結  果 

長野県内におけるニジマス大量死の発生状況および実態

把握 

ニジマスの異常大量死は 158 養鱒場の内 18 養鱒場で

発生していた。発生は通年にわたり、12 g の０年魚から

1,000ｇ以上の親魚にまで見られた。発病群は 100ｇ以下

が５養鱒場（28％）、100～1,000ｇが６養鱒場（33％）、

1,000ｇ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感染が 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およびB養鱒場の合計７群の発生状況をTable1-1に

示した。A 養鱒場の観察した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 79～117 日間、累積

死亡率は 33.6～77.0％であった。その間の水温は 8.1～

20.6℃であった。B養鱒場では９月下旬（水温 12.5℃）

に 40ｇの魚が発病し、2001 年１月中旬（水温 8.2℃）ま

で 105 日間死亡が続いたことから、本飼育群は処分され

た。この間の累積死亡率は 41.4％であった。 
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Table 1-1. Epizootiological survay of OMV disease in rainbow trout 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

検査結果 

 外観所見として，多くの個体の体表に斑点状の退色症

状が観察された。発病群全体としては体表の潰瘍形成を

伴う個体は少なかった。鰓はやや退色し、鰓弁の出血が

見られた。内臓所見として、肝臓が退色し、中には肝臓

に白斑の形成が見られる個体が観察された（Fig.1-1）。

他には腹腔内脂肪および腸に発赤が観察されたが、発病

群や同疾病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、細菌および真菌検査では、異常死を

引き起こす外部寄生虫は認められず、病魚 98 尾中３尾か

らStreptococcus iniaeが分離され、また、Ichthyophonus 

hoferi は 68 尾中４尾に観察された。ウイルス検査では

106 尾中 85 尾（80％）から RTG-2 細胞に多核巨細胞を特

徴とする CPE が観察され、分離ウイルスは RTG-2 細胞で

継代が可能であった。 

 病理組織検査では、肝臓の実質細胞に核崩壊を伴った

激しい壊死病巣が多数観察された（Fig.1-2)。ＰＣＲで

は、ＯＭＶ OO-7812 株と同じサイズの産物（439 bp）が

増幅された（Fig.1-3)。主要臓器のウイルス感染価は、

肝臓が 105.6～8.3、腎臓が 104.9～8.4、脾臓が 105.4～8.4、脳が

105.8～7.7 TCID50/ｇであった。分離ウイルスは、抗ＯＭＶ

家兎血清を用いた中和試験において２ log10 TCID50 以上

の感染価の減少が認められ、抗ＯＭＶ 家兎血清により中

和された。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1. Diseased rainbow trout （16.1ｇBW）, showing white spots in the liver. 

Scale bar = 1cm. 

Fish farm
No. of

rea ring fishes  
in the pond

Mean body
weight   

(g)

Epizootic period        
(Duration)

Cum ulative
mortality   

(%)

Water
temperature  

(℃)

A 3,500 110 2000.5.12 - 7.31 (79) 37.7 10.5 - 20.6

A 2,600 190 2000.4.20 - 7.19 (89) 34.5 9.4 - 18.8

A 3,900 190 2000.4.28- 7.19 (81) 33.6 9.4 - 18.8

A 1,000 1,000 2000.4.4 - 7.31 (117) 72.1 8.1 - 20.6

A 500 420 2000.4.12 - 7.5 (83) 77.0 8.7 - 18.8

A 700 800 2000.4.12 - 7.4 (83) 70.1 8.7 - 18.8

B 75,000 40 2000.9.29 - 2001.1.14 (105) 41.4 8.2 - 12.5
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Fig. 1-2. Multiple foci of severe necrosis in the liver. H-E stain,  

Scale bar = 200μm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-3. Agarose gel electrophoresis of PCR amplification products of 5 virus 

isolates from diseased fish and OMV strain OO-7812. 

Lanes: M; DNA molecular weight marker, 1-5; virus isolates from 

diseased fish, 6; OMV strain OO-7812. 

 

 

自然発病魚および人為感染魚の外観と内臓所見 

 自然発病魚はほぼ全て体色が黒化し、退色した斑点病

巣あるいは基底脂肪組織およびその下の体側筋組織を含

む潰瘍病巣があった。鰓は鰓弁に出血をともなって退色

していた。肝臓は顕著に退色し、多くの白班病巣が見ら

れた。脾臓および腎臓は出血をともなって腫脹していた。

腸管および幽門垂は激しく内出血し、粘膜上皮が分離し

ていた。ＯＭＶは供試試料の全てから分離された。寄生

虫は観察されず、また細菌も分離されなかった。 

 人為感染では、注射後 13日目に瀕死魚が２つの攻撃区

に出現し、累積死亡率は最終的に 50％および 70％に達し

た。対照区には死亡は認められなかった（Fig.1-4）。瀕

死魚あるいは死亡魚の外観および内部所見は自然発病魚

とほぼ同様であった。人為感染魚では１尾が皮膚の潰瘍

を形成しなかった。なお、ＯＭＶはウイルス攻撃区の瀕

死魚あるいは死亡魚全てから再分離された。

 

439
500

0400

M 1 2 3 4 5 6
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Fig.1-4. Cumulative mortality of rainbow trout that were injectedintraperitoneally 

 with 102.3 TCID50/100μℓ/fish of the OMVat 13.5℃. 

 No mortality was observed in the control group(not shown). 

 

 

自然発病魚および人為感染魚の病理組織学的観察 

 感染魚の病理組織学的所見は自然発病魚と人為感染魚

に違いは認められず、供試魚全てにおいて脾臓に最も激

しい変化が見られた。自然発病魚の脾臓は脾髄や莢動脈

に出血した多くの壊死病巣が認められた（Fig.1-5A）。人

為感染魚の脾臓は全個体共に出血をともなって広く壊死

していた（Fig.1-5B）。これらの壊死病巣において、脾細

胞および莢組織細胞は核の膨化、核膜過染、核崩壊およ

び核濃縮などの核変性を示して壊死し、核の断片化が起

こっていた。自然発病および人為感染においても腎臓に

は造血組織に出血した壊死病巣が見られた（Fig.1-5C）。

広範囲な壊死病巣では、多くの尿細管上皮細胞も影響を

受け、壊死していた。肝臓では壊死病巣の形成程度が個

体によって異なっていた。脾臓や造血組織に激しい感染

病巣を示した多くの個体では、主に肝実質にある小さな

血管の周囲に多数の壊死病巣が観察された（Fig.1-5D）。

壊死病巣では、肝細胞索が壊れ、その肝細胞は炎症細胞

の浸潤なしに核変性や細胞の断片化を示し、激しく壊死

していた（Fig.1-5E）。非感染巣部分では、多くの肝細胞

が萎縮していた。一方、脾臓や造血組織が著しく冒され

ているにもかかわらず、いくつかの個体では肝細胞の明

瞭な壊死が認められなかった。これらの肝臓では、有糸

分裂像を示す細胞および大型の核と好塩基性細胞質をも

つ大型の細胞が多数存在した。これらの細胞は細胞索内

や胆汁管近傍に見られ、一部の細胞は集塊を形成してい

た。細胞はマクロファージに似ており、肝細胞の再生像

ではなかった。生残魚の肝臓では、好塩基性の小核を有

する多くの小細胞が肝細胞索に広がる病巣小結節を多数

形成していた（Fig.1-6A）。心臓では、出血を伴う小さな

壊死病巣が心室に発生し（Fig.1-6B）、その心筋細胞は核

濃縮した凝固壊死あるいは空砲化を伴い、膨化していた。

腸管は固有層や粘膜下織が組織壊死した重度の出血病巣

を示し（Fig.1-6C）、絨毛が崩壊していた。幽門垂も組織

壊死した固有層や粘膜下織に重度の出血あるいは上皮剥

離を示していた。人為感染魚の膵臓では腺房細胞の壊死

が見られた。鰓弁結合織は壊死し、軽度な出血が見られ

た（Fig.1-6D）。皮膚の潰瘍病巣では、表皮は崩壊し、そ

の下の真皮結合組織および脂肪組織は壊死し、マクロフ

ァージの浸潤が見られた。皮膚の下の体側筋組織では、

結合組織が重度に壊死し、出血していた。また、関連す

る筋細胞も壊死していた（Fig.1-6E）。
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Fig. 1-5. Histopathological signs of OMV-infected rainbow trout.  (A) Necrotic lesion with hemorrhage in 

the splenic pulp of naturally diseased fish. OMV-infected cells were necrotized showing nuclear 

degenerations. H&E, Scale bar= 50μm. (B) Necrotic lesion with hemorrhage in the spleen of 

experimentally infected fish. H&E, Scale bar= 100μm.  (C) Necrotic lesion with hemorrhage in the 

hematopoietic tissue in the kidney of experimentally infected fish. H&E, Scale bar= 100μm.  (D) 

A necrotic focus presumably at the early stage of infection in the liver of naturally diseased fish. 

H&E, Scale bar= 100μm.  (E) Developed necrotic focus in the liver of naturally diseased fish. Most 

of OMV-infected hepatocytes showed nuclear degenerations and cellular fragmentation. H&E, Scale bar= 

50μm.  
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Fig. 1-6. Histopathological signs of OMV-infected rainbow trout.  (A) Nodular lesion consisted of cells with 

a basophilic nucleus in the liver of survived fish in infectivity experiment. H&E, Scale bar= 50μ

m.  (B) Necrotic lesions with hemorrhage in the ventricle of experimentally infected fish. H&E, Scale 

bar= 100 μm.  (C) Necrotic lesions in the intestine of experimentally infected fish. The epithelium 

was extensively destroyed and the underlying tunica propria and submucosa were also necrotized severe 

hemorrhage. H&E, Scale bar= 100μm.  (D) Necrotic lesion in connective tissues of a gill filament of 

naturally diseased fish. Separation of the epithelium from gill lamellae is an artifact by sample 

processing. H&E, Scale bar= 100μm.  (E) Necrotic lesion in the lateral musculature. The connective 

tissues were necrotized hemorrhage, and involved muscle cells were also necrotized. H&E, Scale bar= 

100μm.  
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人為感染魚の電子顕微鏡学的観察 

 人為感染魚のウイルス感染細胞の電子顕微鏡観察では、

核内でウイルスのヌクレオカプシッドが、また細胞質内

でウイルス成熟粒子が認められた。ヌクレオカプシッド

は直径 115～120nm の正六角形で、そのいくつかは高電子

密度のコアを有していた（Fig.1-7A）。成熟ビリオンは電

子密度が高く、明瞭な厚いエンベロープを有し、その大

きさは 220～280×200～260nm であった（Fig.1-7A）。肝

細胞や造血細胞におけるＯＭＶ感染細胞の初期段階では、

核内に増大する染色質や断片化した核小体を持つ多くの

ヌクレオカプシッドが見られ、細胞質内にはエンベロー

プを持つビリオンは少なかった。これらの感染細胞には

断片化した粗面小胞体（rER）と滑面小胞体（sER）が見

られ、新たに形成したミエリン様構造と同様にクリステ

を損傷したミトコンドリアが見られた。膨化、核濃染お

よび断片化のような核変性が見られる壊死段階では、エ

ンベロープを持つビリオンの多くは細胞質内に移動した

が、ヌクレオカプシッドは依然核内に存在した。細胞質

の電子密度は非常に低く、多くの断片化したrERやsER、

変性したミトコンドリアおよびミエリン様構造が見られ

た（Fig.1-7B）。特に，壊死した心筋細胞には空胞化した

筋形質が顕著に見られた（Fig.1-7C）。脾臓の細胞断片化

した病巣では、ＯＭＶ感染細胞の間隙に多くの放出され

たビリオンや細胞断片が見られ（Fig.1-7D）、造血組織お

よび肝臓でも同様であった。 

 

自然発病魚および成熟期におけるＯＭＶ感染耐過魚の魚

体内でのウイルス分布 

瀕死魚からのＯＭＶ特異遺伝子の検出は、腎臓、肝臓、

脳、脊椎神経前部、脊椎神経中部および脊椎神経後部の

各臓器からそれぞれ 67、77、90、70、47 および 80％の

割合で検出された。しかし、培養法ではそれぞれ 10、13、

47、33、30 および 43％の検出率であった（Fig.1-8）。 

感染耐過した成熟親魚の検出結果を Table 1-2 に示し

た。レベル１で腎臓から 8/9 尾で、また脳、脊椎神経中

部および後部から 1/9 尾で、ＯＭＶ遺伝子が検出された。

レベル２では脊椎神経中部の 1/10 尾を除き、各臓器から

40～60%の割合で検出された。レベル３では卵巣腔液を含

め全ての部位から 40～90%の割合で検出された。しかし、

ウイルス分離はレベル２およびレベル３では困難であり、

レベル３の肝臓と腎臓、脳からいずれも 1/10 尾からＯＭ

Ｖが分離された。レベル２および３の血液からはそれぞ

れ8/10および5/9尾でＯＭＶ遺伝子が検出された（Table 

1-2）。 

 

 

異なるサイズのニジマスに対するＯＭＶの病原性 

 試験Ⅰにおいて、1.3ｇ、11.3ｇおよび 114.1ｇの実験

魚における累積死亡率はそれぞれ 84、88 および 70％で

あった（Table 1-3）。これら 1.3ｇおよび 11.3ｇ魚の主

な病兆は、鰓の退色、肝臓および腎臓の退色、脾臓の腫

脹、腸管の発赤であった。114.1ｇ区の死亡魚では、鰓弁

での出血ならびに肝臓の白班病巣も認められた。脾臓の

腫脹、腸管の発赤も顕著であった。1.3ｇ対照区で１尾が

死亡したが、ＯＭＶは再分離されなかった。 

 試験Ⅱにおいて、11.2ｇ魚に対する２濃度攻撃の累積

死亡率はともに 86.7％であった。病兆は試験Ⅰの 1.3ｇ

および 11.3ｇ魚の死亡魚と同様であった。対照区で１尾

が死亡したが、ＯＭＶは再分離されなかった。 

試験Ⅲにおいて、95.2ｇ区では２濃度でウイルス攻撃

を行ったが、何れの攻撃区においても累積死亡率は

100％であった。死亡魚の病兆は、試験Ⅰの 114.1ｇ区で

の死亡魚と同様であった。対照区で１尾の死亡があった

が、ＯＭＶは再分離されなかった。 

 試験Ⅳにおいて、1.9ｇ魚に対する 101.8、102.8 および

103.8 TCID50/mℓの浸漬攻撃の累積死亡率はそれぞれ０、

８および 80％であった。1.9ｇ区における死亡魚の主な

症状は、鰓の退色と鰓弁の出血、肝臓のわずかな退色、

腎臓の退色と出血、脾臓の腫脹、腸管の黄色化であった。

対照区の魚に死亡はなかった。 

 

養殖サケ科魚および在来生息魚のＯＭＶ感受性 

 ニジマス由来ＯＭＶで攻撃したコレゴヌスおよびニジ

マスで死亡が見られ、累積死亡率はそれぞれ 10 および

90％であった（Table 1-4）。コレゴヌスの２尾の死亡は、

攻撃後 13 および 16 日目に起こり、後者の腎臓組織から

ＯＭＶが再分離され、また、２尾の腎臓組織からＯＭＶ

特異遺伝子が検出された。後者の外観および内臓所見は、

鰓のわずかな退色、肝臓の退色と白班病巣、腎臓の退色、

腸管の発赤で、ニジマス死亡魚の病兆とほぼ同じであっ

た。これらのことからコレゴヌスの死亡原因はＯＭＶに

よるものと判断された。 

 アマゴ、イワナ、ブラウントラウトあるいはフナで死

亡はなかった（Table 1-5）。コイおよびウグイでは、攻

撃魚および対照魚に死亡が見られたが、腎臓組織からＯ

ＭＶは分離されず、また、ＯＭＶ特異遺伝子も検出され

なかったことから、いずれも外部寄生虫症による死亡が

原因と考えられた。
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Fig. 1-7.  Electron micrographs of OMV-infected cells. (A) OMV-infected hematopoietic cell showed many 

nucleocapsids in a nucleus and enveloped virions in a cytoplasm. In this cell, an enveloped virion 

was present in the expanded space between two nuclear membranes. Electron dense chromatin was increased 

and attached on the inner nuclear membrane. m: outer nuclear membrane.  Scale bar= 450 nm.  In set 

shows a virion with a thick envelope (233x220 nm).  (B) OMV-infected hepatocytes with many virions 

in a cytoplasm showing degenerated mitochondria and fragmented sER. Scale bar= 250 nm.  (C) 

OMV-infected cardiac muscle cell showed many virions in the vacuolated sarcoplasm. Nucleocapsids are 

present within the destroyed nucleus with coagulated chromatin. c: myofibrils of cardiac muscle cell.  

Scale bar = 1200 nm.  (D) OMV-infected splenocytes. Infected splenocytes had been fragmented and many 

free virions were present among cellular fragments. Scale bar=1,400 nm.  Large arrows indicate virions 

in the cytoplasm. Small arrows indicate nucleocapsids in the nucleus. n: ncleus. 
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Fig. 1-8. Detection of OMV in different organs of infected fish by PCR and cell culture method.  

Kd; Kidney, L; Liver, Br; Brain, FN; Front Nerve, MN; Middle Nerve, RN; Rear Nerve. □PCR, ■CPE. 
 
Table. 1-2. Detection of OMV from rainbow trout organs in different maturity stages by PCR  

and cell culture method. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

+: positive,  -: negative,  NT: not tested,   

Level 1: previtellogenesis stage, Level 2: late vitellogenesisi stage, Level 3: ovulation stage. 
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CPE PCR CPE PCR CPE PCR CPE PCR CPE PCR CPE PCR CPE PCR
Level 1 1 - - - - - - - - - - - - - -

2 - + - - - - - - - - - - - -
3 - + - - - - - - - + - - - -
4 - + - - - - - - - - - - - -
5 - + - - - - - - - - - - - -
6 - + - - - + - - - - - - - -
7 - + - - - - - - - - - - - -
8 - + - - - - - - - - - + - -
9 - + - - - - - - - - - - - -

0/9 8/9 0/9 0/9 0/9 1/9 0/9 0/9 0/9 1/9 0/9 1/9 0/9 0/9
Level 2 1 - - - - - - - - - - - - - -

2 - - - + - - - - - - - - - -
3 - - - - - - - - - - - - - -
4 - - - - - + - + - - - + - -
5 - + - - - + - + - - - + - -
6 - + - + - + - + - - - - - -
7 - + - + - - - + - - - + - -
8 - - - + - + - - - - - - - -
9 - + - + - + - + - + - + - -

10 - + - - - + - + - - - - - -
0/10 5/10 0/10 5/10 0/10 6/10 0/10 6/10 0/10 1/10 0/10 4/10 0/10 0/10

Level 3 1 - + - - - + - + - - - + - -
2 - + - + - + - + - + - + + +
3 - + - + - + - + - + - + + -
4 - + - + - + - + - - - + + +
5 - + - + - + - + - - - + - -
6 - + - - - - - + - - - - - +
7 - + - + - - - - - - - + - -
8 - + - - - - - + - + - - - +
9 - - - - + + - - - - - - + +

10 + + + + - - - - - + - - + +
1/10 9/10 1/10 6/10 1/10 6/10 0/10 7/10 0/10 4/10 0/10 6/10 5/10 6/10

Ovarian fluidBrain Front nerve Middle nerve Rear nerve
Stage No.

Kidney Liver
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Table. 1-3. Detection of OMV in different stages of maturity of 

rainbow trout blood by PCR 

Stage  No. PCR 

Level 1 1 + 

1 + 

2 + 

3 + 

4 + 

Level 2 

5 + 

 6 + 

 7 - 

 8 - 

 9 + 

  10 + 

1 + 

2 NT 

3 + 

4 + 

Level 3 

5 + 

 6 - 

 7 - 

 8 + 

 9 - 

  10 - 

+: positive,  -: negative,  NT: not tested, 

Level 1: previtellogenesis stage,  

Level 2: late vitellogenesisi stage, 

Level 3: ovulation stage. 

 

Table 1-4. Cumulative mortality of different sized rainbow trout artificially infected 

 with OMV RtNa-0010 strain 

Exp. Challenge method

Body 

weight 

(ｇ) 

Challenge dose 

(TCID50/fish or mℓ) 

No. of 

challenged 

fish 

No. of    

dead fish 

Mortality

(％) 

103.8 50 42 84 
1.3 

Control 50 1 2 

103.8 25 22 88 
11.3 

Control 25 0 0 

103.8 10 7 70 

Ⅰ 
Intraperitoneal 

injection 

114.1 
Control 10 0 0 

102.3 30 26 86.7 

104.3 30 26 86.7 Ⅱ 
Intraperitoneal 

injection 
11.2 

Control 30 1 3 

102.8 10 10 100 

104.8 10 10 100 Ⅲ 
Intraperitoneal 

injection 
95.2 

Control 10 1 10 

101.8 25 0 0 

102.8 25 2 8 

103.8 25 20 80 
Ⅳ Immersion method 1.9 

Control 25 0 0 
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Table 1-5. Susceptibilities of several freshwater fishes to OMV strain RtNa-0010 

Fish species 

Body 

weight 

(ｇ) 

No. of dead fish

in challenged 

group / examined

No. of dead fish

showing positive

CPE/examined 

No. of dead fish

showing positive

PCR/examined 

No. of survivors

showing positive

CPE/examined 

No. of survivors

showing positive

PCR/examined 

No. of death fish 

in non-challenged 

group/examined 

Amago salmon 

 (Oncorhynchus masou 
ishikawae) 

18 0/20   0/10 0/5 0/19 

Japanese charr 

(Salvelinus leucomsenis) 
42 0/19   0/9 0/5 0/19 

White fish 

(Coregonus lavaretus mareana) 
15 2/20 1/2 2/2 0/9 0/5 0/20 

Broun trout 

(Salmo trutta) 
25 0/10   0/5 0/5 0/10 

Rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) 
17 18/20 17/18  0/1 0/1 0/20 

Common carp 

(Cyprinus carpio) 
9 4/20 0/4 0/4 0/8 0/5 6/20 

Crucian carp 

(Carassius auratus) 
9 0/20   0/10 0/5 0/20 

Japanese dace 

(Tribolodon hakonensis) 
7 1/20 0/1 0/1 0/9 0/5 1/20 

 Challenge dose: 103.8 TCID50/fish.       

 

2
4
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考  察 

 1999 年から長野県で発生が認められたニジマスの大

量死の原因調査を行ったところ、大量死は通年見られ、

10ｇ前後の幼魚から１kg 以上の大型魚に見られた。特に

100ｇ以上の魚での発症が全体の 70％以上を占めた。ま

た、観察した７飼育群の累積死亡率は 34～77％であった

が、400ｇ以上の大型魚の累積死亡率は 70％以上と高か

った。鰓の退色と鰓弁の出血、肝臓の退色ならびに腹腔

内脂肪と腸の発赤が顕著であった。 

 外部寄生虫は認められず、Streptococcus iniae およ

び Ichthyophonus hoferi の検出頻度が低いことから、こ

れらは本症の直接の死因とは考えられなかった。一方、

ＯＭＶ人為感染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が一部の病魚に認められ

(Kimura et al.,1981a;Kumagai et al.,1994)、ウイルス

検査において 80％の病魚から分離したウイルスは、何れ

もヘルペスウイルスに特徴的な多核巨細胞を形成する

CPE を示し、抗ＯＭＶ家兎血清により中和され、ＰＣＲ

によりＯＭＶの標準株と同じサイズの産物が増幅された

ことから，本ウイルスはＯＭＶと同定された。１、10お

よび 100ｇサイズのニジマスに対する感染試験において

本ウイルスは高い死亡率をもたらしたこと、主要臓器に

おけるウイルス感染価は 104.9～8.4TCID50/ｇと高かったこ

とから、本病はサケ科魚類のヘルペスウイルス病と診断

した(降幡ら,2003)。 

 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経緯は定かでないが、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、これらを汚染源と

し、同一水系にある５養鱒場に水平感染した発症率を含

めると、感染源の 83%が活魚の移動に起因したことが明

らかになった。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水平感染であると推定される。 

 ニジマスの自然発病魚および人為感染魚の病理組織学

的および電子顕微鏡観察による所見を整理し、他魚種と

比較したところ、外観および内臓の病理学的所見はサケ

科魚類で報告された所見と同様であったが(Tanaka et 

al.,1984;堀内ら,1989;Kumagai et al.,1994)，本研究で

は腸管での激しい壊死が認められた。この壊死は最も著

しい変化であり、また、腹腔内注射による人為感染と同

様に自然感染にも観察された。このことは、ＯＭＶが腸

管組織の細胞に感染し、肝臓、脾臓、造血組織、心臓お

よび他の組織などに広がり、各組織で壊死病巣を形成し

たことを示している。一方で、電顕観察により、細胞の

壊死がＯＭＶの増殖と関連していることが明らかとなっ

た。さらに、ＯＭＶの明らかな標的細胞は脾臓の脾細胞

と莢組織細胞、造血細胞、肝細胞、心筋細胞であった。

それは、脾臓、肝臓、腎臓組織のウイルス感染価が 10 4.9

～8.4 TCID50/ｇと高いことからも伺えた(降幡ら,2003)。

第一標的細胞についは、Tanaka et al.,(1984)はサクラ

マスの成長に従い、造血細胞から肝細胞に変化したとし

ている。ニジマスの場合、細胞の壊死は肝細胞よりも脾

臓で激しく、この病変は腸管の壊死と同様に病魚の全て

に観察された。したがって、肝細胞はニジマスにおいて

第一標的細胞ではないと考える。 

次いで、自然発病魚の魚体内でのウイルス分布につい

て検討したところ、ＯＭＶは自然発病魚の腎臓、肝臓、

脳、脊椎神経前部、脊椎神経中部および脊椎神経後部の

全ての臓器から培養法により検出され、全身感染症の様

相を呈していた。肝臓や腎臓は標的臓器の一つであるが、

培養法による検出率が低かった。培養検査では臓器の 10

倍希釈液をＲＴＧ-２細胞に接種しているが、細胞毒性に

より判定不能であった試料が含まれていたことが影響し

たと考えられる。ＰＣＲ法によるＯＭＶ特異遺伝子の検

出は培養法に比べ全ての部位で検出率が上回り、ＯＭＶ

の検出にはＰＣＲ法がより適していると考えられた。さ

らに、成熟期における感染耐過魚のＰＣＲ法によるＯＭ

Ｖ特異遺伝子検出結果から、ＯＭＶは成熟直前に腎臓に

出現し、卵黄形成以降、血液と共に各臓器に運ばれ、最

終的に卵巣腔液に出現するとの仮説が得られた。 

 続いて、異なるサイズのニジマスに対するニジマス由

来ＯＭＶの病原性を確認したところ、ニジマス病魚から

分離したＯＭＶ（RtNa-0010 株）は腹腔内注射および浸

漬による人為感染実験で１ｇサイズのニジマス稚魚に対

し 84 および 80％の高い死亡率をもたらし、ニジマス稚

魚に対しても強い病原性をもつことが明らかになった。

さらに、10ｇサイズの稚魚および 100ｇサイズの成魚に

対しても改めて強い病原性が確認された。ニジマスはあ

らゆるサイズにおいてＯＭＶに高い感受性を示すことか

ら、ニジマスのヘルペスウイルス病の防除対策は魚体サ

イズに関わらず行わねばならないと考えられる。少なく

とも稚魚期では、ＩＨＮおよびＩＰＮ対策と同様に、ウ

イルスフリー用水を用い、防疫対策の徹底した隔離施設

で飼育することでＯＭＶを防除できると考えられる。一

方，隔離施設から屋外施設に収容する５ｇサイズ以降に

ついては、ＯＭＶ汚染の疑われる飼育用水を使用せざる

をえない場合が多く、新たな防除対策を講じる必要性が

示唆された。 

最後に、ニジマス以外の養殖サケ科魚および在来生息

魚のＯＭＶ感受性を検討したところ、コレゴヌスに死亡
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が確認されたことから、コレゴヌスはニジマス由来ＯＭ

Ｖに対し感受性を有することが明らかとなった。しかし

ながら、ジマスの死亡率が 90％であったのに対し、コレ

ゴヌスの死亡率は 10％と低かった。さらに、ニジマスお

よびコレゴヌスを養殖し、ニジマスのヘルペスウイルス

病が自然発病した１養殖場において、多くのニジマス群

が発病したにもかかわらず、コレゴヌス群には発病が認

められなかったことから、コレゴヌスのＯＭＶに対する

感受性はニジマスに比べ低いものと推定された。ただし、

コレゴヌスはＯＭＶに低いながらも感受性を有するため、

同一養殖場においてニジマスとの飼育は避ける必要があ

る。また、コレゴヌスはＯＭＶキャリアーになる可能性

があり、本病の防疫対策上、コレゴヌスは注意を要する

魚種の一つであると考えられる。一方、サケ科魚類のな

かでもイワナ、アマゴおよびブラウントラウト、また、

在来生息魚のコイ、フナ、ウグイにウイルス感染による

死亡は認められなかった。また、調査したニジマスのヘ

ルペスウイルス病が発生した養殖場においても、これら

の魚種の死亡は確認されていないことから、ＯＭＶに対

する感受性はないと考えられる。これらの魚種がＯＭＶ

のキャリアーになる可能性は低いか無いものと考えられ

るが、1970 年代以降、サケ科魚ヘルペスウイルス病発症

魚種が徐々に拡大している経緯をふまえると、今後さら

に詳しく検討する必要があると考える。 

ところで、サクラマスおよびギンザケのＯＭＶ感染耐

過魚では、口の周囲、鰭、鰓蓋、体表および眼房に腫瘍

が見られる個体が観察されている(Kimura et al.,1981b; 

Sano et al.,1983;Yoshimizu et al.,1987;堀内ら,1989; 

Kumagai et al.,1995)。実験的にはニジマスにおいても

ＯＭＶ接種後 240 日後に見られている(Yoshimizu et 

al., 

1987)。長野県下の孵化場で感染耐過群を 2000 年以来観

察してきたが、産卵期までの 530 日間、池中養殖群に腫

瘍を形成した魚を見つけることはできなかった。このこ

とは、ニジマス由来ＯＭＶは腫瘍原性を欠如している可

能性を示しており、この腫瘍原性については今後さらな

る研究が必要である。
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第２章 ニジマス由来 Oncorhynchus masou virus（ＯＭＶ-RT 株）の環境水中での生存性 

および各種消毒剤による不活化 

 

 

 魚類養殖においても、家畜同様に疾病発生のリスク

は避けられず、その防除対策は重要な課題の一つであ

る。特にウイルス性疾病に対する効果的な治療法は現

在のところなく、防除および防疫に頼らざるを得ない。

ＩＨＮを始め多くのウイルス性疾病の防除対策として、

親魚の病原体保有の有無および既往症歴の把握をはじ

め、発眼卵の消毒、飼育用水の殺菌、飼育施設の消毒

等を実施し、病原体の侵入を防ぐ対策が取られている。 

 発眼卵の消毒は発眼卵表面に存在するＩＨＮウイル

スの不活化を目的に、有機ヨード剤が検討されて 

(Amend and Pietsch,1972)、その有効性が確認されて

以来、サケ・マス増養殖事業においてポビドンヨード

剤による卵消毒は不可欠となっている(野村,1993；本

西,1998)。また、ポビドンヨード剤以外では、マツカ

ワの受精卵（モラル期）において 0.5 mg/ℓのオキシダ

ント海水に 10分間浸漬する消毒方法がウイルス性神経

壊死症原因ウイルスの防除に有効であると報告されて

いる(渡辺・吉水,2000)。 

 飼育用水の殺菌に関しては、紫外線およびオゾンを

利用した殺菌装置が普及している(吉水・日向,1992；

吉水,1992；吉水,1998)。紫外線殺菌は紫外線（波長 250

～260nm）を水に照射して、水中に存在する微生物のＤ

ＮＡに傷をつけて殺菌する方法である。紫外線殺菌装

置において、一般的な低圧紫外線ランプの照射量は 104 

μW・sec/cm2程度であり、グラム陰性の魚類病原細菌、

ラブドウイルス、ヘルペスウイルスおよびイリドウイ

ルスは不活化可能である(木村ら,1976；吉水ら,1986b)。

長野県水産試験場では飼育用水確保のために低圧紫外

線ランプを用いた紫外線殺菌装置を導入し、ＩＨＮ対

策に効果を上げている(吉水ら,1991；本西,1997)。こ

の成果を基に、ニジマスおよび在来マスの淡水養殖に

おいて紫外線殺菌処理が広く行われている。最近では

105μW・sec/cm2 程度の照射量が得られる中圧紫外線ラ

ンプを用いた高出力の流水式紫外線殺菌装置が開発さ

れ、一部の施設で稼働している(Kasai and Yoshimizu, 

2002；笠井ら,2002)。 

 一方、オゾン殺菌は高圧放電法により発生した酸化

力の強いオゾンを処理槽に吹き込み、飼育水中に存在

する微生物を殺菌する方法である(笠井・吉水,2001)。

ギンザケおよびニジマス養殖を中心に、オゾンによる

飼育用水の殺菌と水質改善を目的に低濃度のオゾンを

散気管から直接魚を飼育している養殖池の水中に吹き

込む方法が広く普及したが、飼育水中のオゾン濃度か

ら判断して殺菌効果は期待できなかった。海水のオゾ

ン殺菌は淡水と異なり、オゾンガス気泡の直接作用と

共に、海水をオゾン処理した際に生成されるオキシダ

ントの殺菌作用によるところが大きい(伊藤ら,1997)。

この残留オキシダントは長期間残留し、魚毒性がある

ため、殺菌後海水は活性炭槽を通し、オキシダントを

除去する必要がある(笠井・吉水,2001)。独立行政法人

水産総合研究センター厚岸栽培漁業センターではマツ

カワのウイルス性神経壊死症対策に本装置を導入し、

オキシダント濃度 0.5 mg/ℓで５分間処理後活性炭槽を

通し飼育用水として使用している(Watanabe et al., 

2000)。 

 近年、食塩水あるいは海水を電気分解して得られる

電解水が水産分野へ応用されつつあり、その殺菌作用

は電解水中に生成した次亜塩素酸等によるものである。

笠井ら(2000) は流水式電解装置による魚類病原体の

殺菌および不活化効果を検討し、飼育用水中の細菌に

対しても有効な殺菌能力を有することを明らかにした。

さらに、実用的には不可能とされてきた飼育排水の殺

菌が可能になることを報告している(笠井ら,2001a,b)。 

 養殖施設の消毒に関しては、飼育池、飼育器具、飼

育管理者の手足および着衣等の消毒が水平感染を防除

する上で重要である。ＩＨＮに対する市販消毒剤の殺

ウイルス効果はエタノール、メタノール、プロパノー

ル、クレゾール石鹸、ヨード剤、逆性石鹸製剤、石炭

酸および塩素剤等を対象に検討されてきた(井上

ら,1991a, 

b)。ＩＨＮは全ての消毒剤で不活化されたものの、塩

素剤は有機物の混入により明らかな殺ウイルス効果の

低下が認められ、アルコール系消毒剤およびクレゾー

ル石鹸では活性阻害は少なかった。ＩＰＮＶの場合は

メタノール、クレゾール石鹸、ヨード剤および塩素剤

で本ウイルスは不活化されるが、ＩＨＮ以上に使用条

件や使用方法が厳しく、消毒が容易でないことが明ら

かになっている(井上ら,1990；井上ら,1991b)。現在、

内水面のサケ科魚類の防疫施設において、飼育池では

塩素剤が、網類などの飼育道具、着衣および飼育管理

者の手などは逆性石鹸製剤が、飼育管理者の手はアル

コール類が、飼育管理者の足（長靴）はクレゾール石
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鹸あるいは塩素剤が主に使用されている。前述したオ

キシダント海水および電解海水を使用できる施設では、

その殺菌効果を利用し、飼育器具類を一定時間浸漬す

ることにより十分な消毒効果が得られている(渡辺・吉

水,1998, 2001)。古くから行われている飼育池や網類

の天日干しは乾燥と日光消毒を兼ねた消毒法の一種と

見なすことができ、菌および寄生虫の卵や幼生の消毒

に簡便かつ有効な手段であり、塩素剤あるいは逆性石

鹸製剤等を併用することによりさらに効果を増大させ

ることができる。 

 このように、魚類病原体に対する多くの防除対策の

知見がありながらも、内水面のサケ科魚類の養殖場で

は一連の防除対策が行われにくい状況にある。特に、

稚魚期以降の屋外飼育池において排水を直接次の池に

注水する構造の池では、一部の池のみ注水を中断でき

ないため、飼育池の消毒が困難な状況となっている。

古い養殖場にこの構造の池が多く、飼育池の消毒を行

うためには系列全体の飼育を一時中断しなければなら

ない。このような施設的な問題点を抱え、突発的に起

こる疾病に対して常に飼育池の消毒を行うことは養殖

経営上大きな問題であり、防除対策が進まない原因の

一つとなっている。 

 本章では、消毒剤によるサケ科魚ヘルペスウイルス

病の防除対策を目的に、第１節では、飼育池の消毒が

できない養殖場の防除対策として、飼育用水中におけ

るＯＭＶ-RT 株の生存性に着目し、微生物生態を利用し

た自然に優しい防除法の可能性を検討した。第２節で

は、養殖場でＩＨＮおよびＩＰＮＶの消毒に用いられ

ている各種消毒剤のＯＭＶに対する殺ウイルス効果を

検討した。 

 

第１節 飼育用水中におけるＯＭＶ-RT 株の生存性 

 

目  的 

 長野県のニジマス主産地では、同一水系に複数の養

殖場が存在し、その飼育排水が再び飼育用水として再

利用されている。上流の養殖場で疾病が発生すると下

流の養殖場でも同一疾病が発生するが、必ずしも上流

から下流に順次発病するとは限らない。飼育魚の健康

状態の違いにもよるが、その原因の一つとして飼育用

水中の微生物の関与が考えられる。IPNV の魚類生息環

境中での消長に関して Toranzo and Hetrick(1982)およ

び Toranzo et al.(1983)は海水中の微生物が IPNV の不

活化に関与していると報告し、ＩＨＮおよびＯＭＶの

不活化現象を検討した吉水ら(1986a)も飼育用水中の

微生物およびその産生物質の関与を示唆している。 

 こうした飼育用水中におけるウイルスの不活化現象

を活用し、少量の消毒剤で有効にウイルス防除法の確

立を検討するため、養殖場周辺の各種用水中におけるＯ

ＭＶの生存性を検討した。 

 

材料と方法 

供試ウイルス 

 2000 年に長野県のふ化場においてニジマス病魚（体重

211ｇ）から分離されたＯＭＶ（RtNa-0010 株）を供試し

た。ウイルスの培養には RTG-2 細胞を用い、15℃で培養

して得られた培養上清を試験に供するまで-80℃にて保

存した。 

 

供試水 

 飼育用水として、わさび田における湧出直後の水（以

下湧水と言う）、その水を起源とする未使用の養殖用水 

（以下未使用養魚用水と言う）、養殖場飼育排水（以下使

用後養魚用水と言う）、養殖池の泥を 10％懸濁した蒸留

水（10％w/w 湿重量、以下泥水と言う）および犀川の河

川水（以下河川水と言う）を供試した。各種用水は、0.20

μm フィルターろ過除菌処理あるいは高圧滅菌 （121℃、

15 分）処理を行い、無処理水とともに試験まで４℃で保

存した。 

 

供試用水中でのウイルスの生存性 

３本のガラスバイアルビン（16.5×45 mm）に上記供試

用水を 0.5 mℓとり、105.7 TCID50/mℓのＯＭＶ培養液を 0.5 

mℓ添加後、10、15 および 20℃にて７日間静置した。１、

３、５および７日後に試料のウイルス感染価をＲＴＧ-

２細胞を用い、96 well マイクロプレートによる 50％感

染終末点法により測定した。なお、試料の希釈にはHanks’ 

Ｂ Ｓ Ｓ （ penicillin-G 800I.U./m ℓ , streptomycin 

800µg/mℓ, nystatin 200units/mℓ）を用いた。 

 

結  果 

10℃における供試水中でのウイルスの消長 

 各供試水にＯＭＶを懸濁し、10℃で保存した場合、高

圧滅菌および濾過除菌した各供試水中のウイルス感染価

は７日間ほぼ安定していた（Fig.2-1-1）。しかし、無処

理および高圧滅菌処理した泥水では、懸濁後１日目に検

出限界以下になり、15℃および 20℃の場合でも同様であ

った。 

 

15℃における供試水中でのウイルスの消長 
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 15℃で保存した場合、高圧滅菌処理およびろ過除菌処

理した各供試水のウイルス感染価は３日目あるいは５日

目までほぼ安定であったが、７日目にかけて漸減傾向を

示した（Fig.2-1-2）。一方、無処理の各供試水のウイル

ス感染価は、５日目以降急激な減少傾向を示し、湧水は

７日目、未使用養魚用水、使用後養魚用水および河川水

は５日目に検出限界以下となった。 

 

20℃における供試水中でのウイルスの消長 

 20℃で保存した場合、各供試用水のウイルス感染価は

１日目以降急激な減少傾向を示し、３日目に検出限界前

後に、５日目には全ての供試用水で検出限界以下となっ

た（Fig.2-1-3）。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1-1. Survival of OMV in spring water, non-used fish rearing water, used fish rearing water, distilled 

water containing sludge and river water which were autoclaved (●), filtered (▲) and non-treated 

(○), respectively at 10℃. 
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Fig. 2-1-2. Survival of OMV in spring water, non-used fish rearing water, used fish rearing water, distilled 

water containing sludge and river water which were autoclaved (●), filtered (▲) and non-treated 

(○), respectively at 15℃. 
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Fig. 2-1-3. Survival of OMV in spring water, non-used fish rearing water, used fish rearing water, distilled 

water containing sludge and river water which were autoclaved (●), filtered (▲) and non-treated 

(○), respectively at 20℃. 
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考  察 

 本節では、養魚場周辺の飼育水中におけるＯＭＶの生

存性を検討した。高圧滅菌あるいはろ過滅菌した各供試

水中におけるＯＭＶの生存性を無処理の各供試水と比較

したところ、10℃および 15℃ではいずれもほぼ安定ある

いは漸減傾向であったが、無処理の各供試水は 15℃にな

ると急激な感染価の減少が観察された。このような飼育

用水中に懸濁した場合に急速なウイルスの不活化が観察

される現象は、ＩＨＮおよびサクラマスから分離された

ＯＭＶでも報告されており(吉水ら,1986a)、本試験にお

いても吉水ら(1986a)の報告同様に飼育用水中に存在す

る細菌が菌体外へ産生した物質およびウイルスの菌体へ

の吸着による可能性が示唆された。なお、20℃では急激

な感染価の減少を示し、無処理の供試水は３日目に、高

圧滅菌あるいはろ過滅菌した各供試水は５日目以降検出

限界以下となった。これは、ＯＭＶの温度耐性が弱いた

めと考えられ、予備試験においても 20℃で保持した場合

120 時間（５日）で 99％不活化していた。 

 長野県のニジマス養殖は、育水温が 10～15℃の範囲で

あることが多く、この水温ではＯＭＶの感染性が 15℃で

は３日程度、10℃では７日以上保持されていた。今回の

試験では 14 日後のＯＭＶの感染性を検討していないが、

吉水ら(1986a)が行った飼育用水中のＯＭＶの生存性で

は、15℃で３日未満、10℃で３日程度と報告されている

ので、本試験における 10℃でのＯＭＶの生存性は７日程

度と推定される。これらＯＭＶの生存性の結果から、塩

素剤などの薬剤を使用して養殖池の消毒ができない場合

には順次上流の飼育池から飼育を中止し、７日間放置す

ることにより養殖池をＯＭＶフリーにできる可能性が示

された。この方法は養殖を中断せずに養殖池のＯＭＶを

防除でき、養殖経営者にとって十分実行できる防除対策

であると考える 

 

第２節 各種消毒剤によるＯＭＶ-RT株の不活化 

 

目  的 

 ＩＨＮに対する市販消毒剤の殺ウイルス効果はエタ

ノール、メタノール、プロパノール、クレゾール石鹸、

ヨード剤、逆性石鹸製剤、石炭酸および塩素剤で検討

され、何れの消毒剤でも不活化されたが、塩素剤は有

機物の混入により殺ウイルス効果の低下があったとし

ている(井上ら,1991a,b)。 

本節では消毒剤によるＯＭＶの防除対策の確立を目的

に、現在養殖場でＩＨＮおよびＩＰＮＶの消毒に用いら

れている消毒剤として、卵消毒に用いられているポビド

ンヨード液、一般に手足の消毒に使用されている塩化ベ

ンザルコニウム液およびクレゾール石鹸液、さらに飼育

池の消毒に使用されている次亜塩素酸ナトリウム液、卵

膜軟化症対策や外部寄生虫の駆虫剤として使用された過

マンガン酸カリウム液および感染細胞の固定に用いられ

るホルムアルデヒド液のＯＭＶに対する殺ウイルス効

果を検討した。 

 

材料と方法 

供試ウイルス 

 供試ウイルスとしてＯＭＶ（OO-7812 株）を用いた。

ウイルスの培養はＣＨＳＥ-214 細胞を用い、15℃で 14

日間培養後、培養液を回収してミリポアフィルターHA

（0.45μm）で濾過し、試験に供するまで-80℃に保存し

た。 

 

供試消毒剤 

 ハロゲン系消毒剤としてポビドンヨード液（有効ヨウ

素 50ppm、水産用イソジン；明治製菓）および次亜塩素

酸ナトリウム液（和光純薬工業）を、フェノール系消毒

剤としてクレゾール石鹸液（ヤクハン製薬）を、アルデ

ヒド系消毒剤としてホルムアルデヒド液（和光純薬工業）

を、界面活性剤として塩化ベンザルコニウム液（10％水

溶液、オスバン液；武田薬品工業）を、過酸化物系消毒

剤として過マンガン酸カリウム（和光純薬工業）を用い

た。次亜塩素酸ナトリウム液の反応停止剤としてチオ硫

酸ナトリウム（関東化学）を用いた。 

 なお、ホルマリン、クレゾール石鹸液およびオスバン

は公称含有物換算、ポビドンヨード液は公称有効ヨード

換算、次亜塩素酸ナトリウムは実測有効塩素量、過マン

ガン酸カリウムは純物換算で濃度を表示した。供試消毒

液およびチオ硫酸ナトリウムはいずれもミリポアフィル

ターHA で濾過除菌し、また過マンガン酸カリウムは 1M

水溶液を原液とし、消毒液を所定の濃度に希釈して試験

に供した。なお、次亜塩素酸ナトリウムの有効塩素濃度

はヨウ素滴定法により測定した。 

 

供試消毒剤のＯＭＶ不活化効果 

 供試消毒薬のＯＭＶ不活化効果は木村・吉水(1990)の

方法に従って行った。すなわち、所定濃度に希釈した消

毒薬と 2,000 あるいは 3,000 PFU/200μℓに調整したウイ

ルス液を等量混合し、０、15 および 25℃で 30 秒間ある

いは 20 分間反応させた。反応液に９倍量の Hanks’ＢＳ

Ｓを加えて消毒薬の細胞毒性を軽滅した後、予め 24well

プレートに培養したＣＨＳＥ-214細胞に200μℓ/wellず
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つ２穴に接種し、プラーク法(Kamei et al.,1987)で反応

液ウイルス感染価の減少率求めた。また、ＯＭＶの感染

価を 90％以上減少させる各種消毒剤の最小濃度も求め

た。 

 なお、次亜塩素酸ナトリウム液はウイルスと反応させ

た後、混合液の 1/2 量の 0.01M チオ硫酸ナトリウムで中

和した後９倍量の Hanks’ＢＳＳを加え、ウイルス感染価

を求めた。対照には Hanks’ＢＳＳを用いた。 

 

有機物存在下での供試消毒剤のＯＭＶ不活化効果 

 有機物存在下における各種消毒剤のＯＭＶ不活化効果

を検討するため、所定濃度に調整した各種消毒剤にペプ

トン（BACTTM peptone，DIFCO）を最終濃度が 0.1 あるい

は 1.0％となるよう添加し、前述と同様にウイルス液と

15℃で 30 秒間反応させた後、ウイルス感染価の減少を求

めた。ペプトン濃度が０％の時の不活化率を 100％とし

てペプトン存在下の各種消毒剤による不活化率を求めた。 

 

結  果 

供試消毒剤のＯＭＶ不活化効果 

 100ppm のポビドンヨード液は反応温度にかかわらず

0.5分および20分の反応時間でＯＭＶを完全に不活化し

たが、20 ppm 以下ではＯＭＶを不活化することはできな

かった（Table 2-2-1）。 

 3,500ppm のホルムアルデヒド液は０および 15℃で反

応時間にかかわらずＯＭＶを完全に不活化したが、25℃

で 0.5 分間処理の場合、プラーク減少率は 98％で、完全

に不活化できなかった。また、ホルムアルデヒド液の処

理濃度あるいは処理温度が低下、また反応時間の短縮に

よりその不活化効果は滅少傾向を示した（Table 2-2-2）。 

ＯＭＶの感染価を 90％以上減少させる各種消毒剤の

最小濃度はポビドンヨード液、オスバン液およびクレゾ

ール石鹸液は反応条件にかかわらずいずれも 100ppm で

あった。次亜塩素酸ナトリウム液は、反応時間が 0.5 分

の場合 50ppm、20 分では１ppm であった。過マンガン酸

カリウム液は反応条件にかかわらずいずれも 15.8ppm で

あった。ホルムアルデヒド液は反応時間が 0.5 分の場合、

０および 15℃では 700ppm、25℃では 350ppm であった。

また，反応時間が 20 分の場合、０および 15℃の最小濃

度はそれぞれ700および350ppmであった（Table 2-2-3）。 

 

有機物存在下での供試消毒剤のＯＭＶ不活化効果 

 ペプトンを 0.1 および 1.0％添加したホルムアルデヒ

ド液の不活化効果はペプトン未添加時の不活化率の 93

および 96％で、有機物存在下でも不活化効果にほとんど

影響は認められなかった。しかし、ペプトンを 0.1 およ

び 1.0％添加したポビドンヨード液ではそれぞれペプト

ン未添加時の不活化率の 100 および０％で、有機物存在

下での不活化効果の低下が認められた。同様に、オスバ

ン液は０および０％、クレゾール石鹸液は０および 29％、

次亜塩素ナトリウム液は０および８％、過マンガン酸カ

リウム液は５および０％といずれも不活化効果は低下し

た。 

 

 

 

Table 2-2-1.  Plaque reduction of OMV at different temperature and reaction time by Iodophor 

％ of plaque reduction  

Concentration of disinfectant (ppm) 
Temperature 

(℃) 

Reaction time 

(min) 
100 20 10 2 1 

0.5 100 62 0 0 0 
0 

20 100 83 0 0 0 

0.5 100 60 22 1 13 
15 

20 100 65 27 9 16 

0.5 100 5 0 0 0 
25 

20 NT* NT NT NT NT 

*NT: not tested. 
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Table 2-2-2.  Plaque reduction of OMV at different temperature and reaction time by Formaldehyde 

 

Table 2-2-3. Minimum concentration of disinfectants to show the 90% plaque reduction of OMV 

 at different temperature and reaction time by Formaldehyde 

Concentration of disinfectant (ppm) 
Disinfectants 

Reaction time 

(min) 0℃ 15℃ 25℃ 

0.5 100 100 100 
Iodophor 

20 100 100 NT 

0.5 100 100 100 
Benzalkoniumu chloride 

20 100 100 NT 

0.5 100 100 100 
Saponated cresol 

20 100 100 NT 

0.5 50 50 50 
Sodium hypochlorite 

20 1 1 NT 

0.5 15.8 15.8 15.8 Potassiumu permanganate 

solution 20 15.8 15.8 NT 

0.5 700 700 350 
Formaldehyde 

20 700 350 NT 

NT: not tested. 

 

 

考  察 

 本節では、ポビドンヨード液、塩化ベンザルコニウム

液、クレゾール石鹸液、過マンガン酸カリウム液、次亜

塩素酸ナトリウム液およびホルムアルデヒド液のＯＭＶ

に対する不活化効果について検討した。 

 羽鳥ら(2003)は，ポビドンヨード液、次亜塩素酸ナト

リウム液、塩化ベンザルコニウム液、クレゾール石鹸液、

ホルムアルデヒド液および過マンガン酸カリウム液につ

いて、ＩＨＮおよびＯＭＶの感染価を 90％以上減少させ

るに要する最小濃度を検討し、ＩＨＮについては反応温

度 15℃・0.5 分ではそれぞれ 100、50、200、100、3500

および160ppm、反応温度15℃20分ではそれぞれ100、10、

100、50、3500 および 16ppm としている。ＯＭＶについ

ては本試験結果とほぼ一致していた。 

 以上より、各種消毒剤がＯＭＶを不活化する濃度はＩ

ＨＮの場合に比べ同程度かそれ以下であったことから、

従来のＩＨＮに対する防除対策を実施すればＯＭＶに対

しても十分な防除効果が期待できると考えられた。すな

わち、ポビドンヨード液による受精直後の受精卵、検卵

後の発眼卵およびそれら使用機材の消毒を行い、さらに、

次亜塩素酸ナトリウム液による飼育池および飼育管理

者の足（長靴）、塩化ベンザルコニウム液による網類な

どの飼育道具、着衣および飼育管理者の手など、クレ

ゾール石鹸液による飼育管理者の足（長靴）の消毒が

有効であると考えられる。また、各消毒剤の特徴をふま

え、次亜塩素酸ナトリウム液は有機物の混入による殺ウ

イルス効果の低下が起きないよう注意するとともに、手

足の消毒等日常頻繁に繰り返し使用する消毒液は２～３

日毎に定期的に、あるいは、汚れてきたら早めに新しい

消毒液に取り替えることが必要である。 

 

％ of plaque reduction  

Concentration of disinfectant (ppm) 
Temperature 

(℃) 

Reaction time 

(min) 
3,500 700 350 70 35 

0.5 100 93 77 15 26 
0 

20 100 95 87 21 29 

0.5 100 96 87 31 4 
15 

20 100 98 96 35 39 

0.5 98 100 92 40 3 
25 

20 NT NT NT NT NT 

NT: not tested. 
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第３章 ホルマリン不活化ＯＭＶワクチンの開発 

 

 

 ＩＨＮおよびＩＰＮは、ヨード剤による発眼卵の消毒

ならびに本ウイルスに感受性が高い仔・稚魚期を非汚染

水で飼育するなどの防疫対策を講じることで被害の軽減

を図ってきた。しかし、ニジマスのヘルペスウイルス病

は全てのサイズで発病するため、ＯＭＶフリーの稚魚を

防疫施設からＯＭＶ汚染が疑われる屋外池に収容した場

合、ＯＭＶに感染・発病することは想像に難くない。そ

のため、ＩＨＮおよびＩＰＮで行われている稚魚期の防

除対策に加え、成魚期の新たな防除対策が必要となった。 

 抗生物質および合成抗菌剤などの化学療法剤の一部が、

魚類の細菌感染症の治療あるいは寄生虫の駆除を目的に

水産用医薬品に指定され、治療に使用されている。また、

抗ヘルペスウイルス剤としてフォスフォノアセテートや

アシクロビルをはじめとする核酸誘導体が開発され、ヒ

トのヘルペスウイルス病治療に使用されている。ＯＭＶ

はこれら抗ヘルペスウイルス剤に感受性を有し(Kimura 

et al.,1983a,b; Suzuki et al.,1987a,b)、in vivo に

おいても感染発症の抑制と腫瘍の発現抑制が認められて

いる (Kimura et al.,1983b)。しかし、本薬剤は魚類の

ウイルス病の治療薬としては認可されておらず、使用で

きたとしても薬価の面で経済的負担が大きいと考えられ

る。 

そこで、魚類の生体防御機構を利用して病気の発生を

防ぐ、ワクチンの開発を考えた。魚類ワクチンは病原体

全体を使用する不活化ワクチンと有効な成分を精製して

使用する成分ワクチンに大別される。前者は病原体をホ

ルマリン、クロロホルム、加熱により不活化したもので、

後者は細菌のリポ多糖（ＬＰＳ）やリボゾーム、ウイル

ス構成タンパクが用いられている。ワクチネーションの

方法は筋肉あるいは腹腔内にワクチンを接種する注射法、

ワクチン液に魚を一定時間浸漬する浸漬法、また、ワク

チンを経口的に投与する経口法がある(飯田,1996)。現在、

国内で利用されている魚類ワクチンは、アユおよびサケ

科魚類のビブリオ病（浸漬）、ブリおよびブリ属魚類の α

溶血性レンサ球菌症（経口、注射）、マダイ、ブリ属魚類

およびシマアジのイリドウイルス感染症（注射）、さらに、

これらを組み合わせたワクチンとしてブリの α溶血性レ

ンサ球菌症およびビブリオ病（注射）、ブリ属魚類のイリ

ドウイルス感染症および α溶血性レンサ球菌症（注射）

がある。これらワクチンはいずれも不活化ワクチンであ

る。国外で市販されている魚類ワクチンはせっそう病、

コイの穴あき病、ビブリオ病、冷水性ビブリオ病、冬季

潰瘍病、パスツレラ症、ナマズの腸敗血症、レッドマウ

ス病、カラムナリス病、β 溶血性レンサ球菌症、細菌性

腎臓病、伝染性膵臓壊死症、伝染性サケ貧血症、サケ膵

臓病等がある(飯田,2003)。 

 第１章で述べたようにニジマスのヘルペスウイルス病

の被害は大きく、本疾病の治療法がない現状においてワ

クチンの開発は急務である。そのため、ニジマス成魚期

におけるヘルペスウイルス病の防除対策を目的にホルマ

リン不活化ワクチンの開発の検討を行った。 

一方、ＩＨＮ、ＩＰＮおよびサケ科魚ヘルペスウイル

ス病などのウイルス感染症を耐過し、回復した魚から原

因ウイルスを分離することは困難である。しかし、感染

耐過魚が成熟すると生殖産物中にウイルスが再び出現す

ることはよく知られている。吉水ら(1988)は、1976～1986

年にかけて北日本の遡上および養殖サケ科魚類採卵親魚 

（サクラマス、シロザケ、カラフトマス、ヤマベ、ニジ

マス）の卵巣腔液における病原ウイルス保有状況を調査

し、サクラマス、シロザケ、ヤマベ、ヒメマスからＩＨ

Ｎが、サクラマスおよびヤマベからＯＭＶが分離された

と報告した。卵巣腔液に病原ウイルスが存在すると、産

卵の際に環境水中にウイルスが放出され、他の魚へ水平

感染するものと考えられ、これらの防除対策が必要であ

る。 

本章第１節では、高いワクチン効果を得るためホルマ

リン不活化ワクチンに必要なウイルス抗原量を検討した。

次いで、第２節では第１節で求めたウイルス抗原量をも

とにホルマリン不活化注射ワクチンを作製し、成魚に対

する感染防御効果を検討した。さらに第３節では、親魚

のＯＭＶ排出防止ならびにＯＭＶ感染環の遮断を目的に

採卵親魚候補群に対するホルマリン不活化ワクチンを接

種し、卵巣腔液中へのウイルス排出阻止の可能性を検討

した。 

 

第１節 ホルマリン不活化ＯＭＶワクチンの有効ウイル

ス抗原量 

 

目  的 

ワクチンの投与により魚に免疫を獲得させるには、魚

が十分に免疫応答できる健康な状態であること、ワクチ

ンの投与時期、投与方法および投与量が適切であること

が必要である(岡本ら,2001)。 

本節では、ワクチンの投与時期として十分に免疫機構
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の発達した 30ｇのニジマスを対象に、投与方法としてワ

クチン効果が最も期待できる腹腔内注射法を選択し、ワ

クチンの投与量、すなわち、１尾あたり 0.1 mℓ投与する

場合のウイルス抗原量を検討した。 

 

材料と方法 

供試魚 

 長野県水産試験場で生産されたＳＰＦ魚で、平均体重

30ｇのニジマスを供試した。 

 

ウイルス株 

供試株は 2000 年に長野県のふ化場においてニジマス

病魚（体重 211ｇ）から分離されたＯＭＶ（RtNa-0010

株）を用いた。 

 

ウイルス液の作製 

培養細胞はＲＴＧ-２細胞を用い、まず牛胎児血清 

（Gibco）を５％添加したＭＥＭ（ニッスイ，ＭＥＭ-5）

で 150 cm2フラスコにて 48 時間培養した。古い培養液を

除いた後、新しい培養液 80mℓを加えて、104 TCID50のＯ

ＭＶを接種し、15℃で培養した。ほぼ全ての細胞がＣＰ

Ｅを示し、約 80％以上の細胞が剥離した時点でウイルス

培養液を 150 cm2 フラスコのまま-80℃で凍結保存した。

後日、ウイルス培養液を流水中で急速解凍し、ウイルス

感染価をマイクロタイター法（ＲＴＧ-２細胞）により測

定後、保存容器に移し替え、使用まで-80℃で凍結保存し

た。総計 1,680 mℓのウイルス培養液を作製し、そのウイ

ルス感染価は 106.5～7.8 TCID50/mℓ、平均 10
7.0 TCID50/mℓで

あった。 

 

不活化ワクチン液の作製 

ウイルス液を４℃で 80,000G、120 分間超遠心し、100

倍に濃縮した 109 TCID50/mℓのウイルス培養液を作製した。

さらに、その濃縮培養液をＭＥＭ-5 液で 10 倍および 100

倍に希釈し、107 および 108 TCID50/mℓのウイルス培養液

を作製した。ウイルスの不活化は最終濃度が 0.3％にな

るようホルマリンを培養液に添加し、24時間後各不活化

培養液をＲＴＧ-２細胞、ＣＨＳＥ-214 細胞に接種し、

ＣＰＥの出ないことを確認した。107、108 および 109 

TCID50/mℓの不活化ワクチン液は使用するまで４℃に保

存した。 

 

血中中和抗体価 

 106、107および 108 TCID50/0.1mℓ/尾をそれぞれ５尾の

供試魚の腹腔内に注射した。対照魚にはＭＥＭ-5を0.1 m

ℓ同様に注射した。これらの供試魚は 12.2～13.8℃の脱

塩素水道水で流水飼育し、市販配合飼料を給餌した。 

 不活化ワクチン接種 14 日後に尾静脈より１mℓシリンジ

で血液を採取し、４℃で 24 時間静置後、3,000rpm、15

分間遠心し、血清試料を得た。Hanks’ＢＳＳで 10 倍に希

釈した血清を 96well マイクロプレート上で２倍階段希

釈液列を作製し、102 TCID50/0.05mℓに調整したウイルス

液を全ての well に等量滴下した。マイクロミキサーを用

いて血清とウイルス液をよく混和し、15℃で 30 分間反応

後、ＲＴＧ-２細胞を播き、15℃で７日間培養して血中中

和抗体価を測定した。 

 

ワクチネーションとウイルス攻撃 

 106、107 および 108 TCID50/0.1mℓ/尾をそれぞれ 10 尾 

（平均体重 30.2ｇ）の供試魚の腹腔内に接種した。対照

魚には MEM-5 を 0.1 mℓ同様に接種した。これらの供試魚

は 13℃の脱塩素水道水で流水飼育し、市販配合飼料を給

餌した。 

 ワクチンの有効性は攻撃試験により評価した。不活化

ワクチン接種 14 日後にワクチン接種魚および対照魚 

（平均体重 34.2ｇ）に RtNa-0010 株を 101.3 TCID50/尾と

なるよう腹腔内に接種し、10.3～12.8℃（平均水温

12.6℃）で 36 日間観察した。毎日死亡尾数を記録し、死

亡魚の腎臓組織からウイルスの再分離を行い、サケ科魚

ヘルペスウイルス病による死亡を確認した。 

 

統計解析 

 死亡率の統計解析は Fisher の直接確率計算法により

行った。ワクチンの有効率（ＲＰＳ；Amend,1981）は累

積死亡率から次式によって計算した。 

 

ＲＰＳ＝{１−(ワクチン区の死亡率(％) 

/対照区の死亡率(％))}×100 

 

結  果 

 注射後 12 日から死亡が始まり、対照区の累積死亡率が

70％であったのに対し、１尾あたり 106、107 および 108 

TCID50 のウイルス抗原量を腹腔内に接種したワクチン区

の累積死亡率はそれぞれ 40、30 および 10％であった 

（Fig.3-1-1）。108 TCID50/尾を接種した区は対照区に比

べ有意に低かった（p<0.01）。106、107および 108 TCID50/ 

尾を接種した区のＲＰＳはそれぞれ 42.9、57.1 および

85.7％であった（Table 3-1-1）。 各区５尾ずつ計 40 尾

の血中中和抗体価を測定したが、何れの魚においても血

中中和抗体価は検出限界以下であった（Table 3-1-2）。 
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Fig. 3-1-1. Cumulative mortality of rainbow trout that were injected intraperitoneally with 102.3 TCID50 /0.1 

mℓ /fish of OMV. ◇: vaccinated with 108 TCID50/fish. □: vaccinated with 10
7 TCID50/fish. △: 

vaccinated with 106 TCID50/fish. ○: unvaccinated. No mortality was observed in the control group 

(not shown). *: p<0.01 (Fisher’s exact probability test). 
 

Table 3-1-1. Dose of effective antigen for vaccine against OMV in rainbow trout 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3-1-2. Neutralizating antibody titers in rainbow trout inoculated with the formalin-inactivated 

 virus vaccine 

Experiment group 
Neutralizating antibody titer (1:) 

Data from Individuals 

vaccinated with 106 TCID50/fish <10 <10 <10 <10 <10 

vaccinated with 107 TCID50/fish <10 <10 <10 <10 <10 

vaccinated with 108 TCID50/fish <10 <10 <10 <10 <10 

unvaccinated with ＭＥＭ-5 <10 <20 <10 <10 <40 
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Experiment group
Challenge dose

(logTCID 50/fish)

No. of
challenged

fish

No. of death
fish

Mortality
(%)

RPS
(%)

vaccinated with 10 6 TCID 50 /fish 10 4 40.0 42.9

vaccinated with 10 7 TCID 50 /fish 10 3 30.0 57.1

vaccinated with 10 8 TCID 50 /fish 10 1 10.0 85.7

unvaccinated with MEM-5 10 7 70.0

vaccinated with 10 6 TCID 50 /fish 10 0 0

vaccinated with 10 7 TCID 50 /fish 9 0 0

vaccinated with 10 8 TCID 50 /fish 10 0 0

unvaccinated with MEM-5 10 0 0

2.3

-

*: p<0.01 (Fisher’s exact probability test) 

* 
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考  察 

 ホルマリン不活化ＯＭＶワクチンを作製するにあたり，

有効なワクチン抗原量の検討を行った。ウイルス抗原量

が 108 TCID50/尾の場合、累積死亡率は有意に低く、また、

ＲＰＳも 85.7％と、ワクチンとして有効な結果が得られ

た。ウイルス抗原量が 107 TCID50/尾の場合、累積死亡率

は 30％と対照区に比べ有意な差はなかったものの対照

区の累積死亡率 70％の半分以下であり、またＲＰＳは

57.1％と、ワクチンが有効と評価される 60％に近い値を

示していることから(Amend,1981)，ウイルス抗原量が107 

TCID50/尾の場合も有効な感染防御能が得られるものと

推定した。ウイルス抗原量が 106 TCID50/尾では十分なワ

クチン効果的が得られないと判断した。これらの結果か

ら、ＯＭＶに対するホルマリン不活化ワクチンの抗原量

は 107 TCID50/尾程度以上必要であると考えられた。 

 

第２節 ホルマリン不活化ワクチンの有効性 

 

目  的 

第１節でＯＭＶに対するホルマリン不活化ワクチン

の有効な抗原量を検討し、107 TCID50/尾程度以上必要で

あると推定した。そこでウイルス抗原量が 107 TCID50/尾

程度になるようワクチンを作製し、成魚に対する感染防

御効果を人為感染試験により評価した。 

 

材料と方法 

供試魚 

 長野県水産試験場で生産されたＳＰＦ魚で、平均体重

30ｇのニジマスを供試した。 

 

ウイルス株 

供試株は 2000 年に長野県のふ化場においてニジマス

病魚（体重 211ｇ）から分離されたＯＭＶ（RtNa-0010

株）を用いた。 

 

不活化ワクチン液の作製 

前節と同様にウイルス液を作製し、凍結・解凍後、ウ

イルス感染価をマイクロタイター法で測定した。不活化

ワクチン液には 107.7 TCID50/mℓのウイルス液を用いた。

ウイルスの不活化は、最終濃度が 0.3％になるようホル

マリンを添加した。ウイルスの不活化の確認は、後日、

不活化したウイルス液をＲＴＧ-２細胞に接種して、ＣＰ

Ｅの出ないことを確認した。不活化ワクチン液は使用す

るまで４℃に保存した。 

 

血中中和抗体価 

 106.7 TCID50/0.1mℓ/尾の不活化ワクチン液を５尾の供

試魚の腹腔内に接種した。対照魚にはＭＥＭ-5 を 0.1mℓ

同様に注射した。これらの供試魚の脱塩素水道水で流水

飼育し、市販配合飼料を給餌した。 

 不活化ワクチン接種14日後に尾静脈より1mLシリンジ

で血液を採取し、４℃で 24 時間静置後、3,000rpm、15

分間遠心し、血清試料を得た。Hanks’ＢＳＳで５倍に希

釈した血清を 96well マイクロプレート上で２倍階段希

釈液列を作製し、102 TCID50/0.05mℓに調整したウイルス

液を全ての well に等量滴下した。マイクロミキサーを用

いて血清とウイルス液をよく混和し、15℃で 30 分間反応

後、ＲＴＧ-２細胞を播き、15℃で７日間培養して血中中

和抗体価を測定した。 

 

ワクチネーションとウイルス攻撃 

 106.7 TCID50/0.1mℓ/尾の不活化ワクチン液を平均体重

23ｇの供試魚の腹腔内に接種した。対照魚にはＭＥＭ-5

を 0.1mℓ同様に接種した。これらの供試魚は 13℃の脱塩

素水道水で流水飼育し、市販配合飼料を給餌した。 

 ワクチンの有効性は攻撃試験により評価した。不活化

ワクチン接種 14 日後に 20 尾（平均体重 34.2ｇ）のワク

チン接種魚および対照魚に RtNa-0010 株を 100.9 および

102.9 TCID50/0.1mℓ/尾となるようそれぞれ腹腔内に接種

し、前者は 80 日間、後者は 40 日間観察した。攻撃群は

攻撃濃度毎に２水槽、攻撃対照群は１水槽を設けた。水

温は 8.8～12.3℃（平均水温 10.7℃）で、毎日死亡尾数

を記録し、死亡魚の腎臓組織からウイルスの再分離を行

い、サケ科魚ヘルペスウイルス病による死亡を確認した。 

 

統計解析 

 死亡率の統計解析は Fisher の直接確率計算法により

行った。ワクチンの有効率（ＲＰＳ；Amend,1981）は前

述のように累積死亡率から計算した。 

 

結  果 

 ワクチネーションの期間中ワクチン接種魚に遊泳異常

や摂餌不良など特に異常は観察されなかった。100.9 

TCID50/尾攻撃の場合、腹腔内注射後 15 日目から死亡が

始まり、80 日目までにワクチン１および２の累積死亡率

はそれぞれ 30 および 10％、対照１および２の累積死亡

率はそれぞれ 80 および 75％に達した（Fig.3-2-1）。そ

れぞれのワクチン区の累積死亡率は対照区に比べ有意 

（p＜0.01）に低く、ワクチン１および２のＲＰＳはそれ

ぞれ 62.5 および 86.7％であった（Table 3-2-1）。 
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 102.9 TCID50/尾攻撃の場合、腹腔内注射後 12 日目から

死亡が始まり、40 日目までにワクチン３および４の累積

死亡率はそれぞれ 35 および 45％、対照３および４の累

積死亡率はそれぞれ 78.9 および 85％に達した

（Fig.3-2-2）。それぞれのワクチン区の累積死亡率は対

照区に比べ有意（p＜0.01）に低く、ワクチン３および４

のＲＰＳはそれぞれ 55.7 および 47.1％であった。 

 血中中和抗体価を測定したが、ワクチン接種魚に中和

抗体価の上昇は認められなかった（Table 3-2-2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2-1. Cumulative mortality of rainbow trout that were injected intraperitoneally with OMV. 

vaccinated 1 (△), vaccinated 2 (○), control 1 (▲) and control 2 (●)  

challenged with 100.9 TCID50/0.1mℓ/fish. No mortality was observed in the control group (not shown). 

*: p<0.01 (Fisher’s exact probability test). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2-2. Cumulative mortality of rainbow trout that were injected intraperitoneally with OMV. 

vaccinated 3 (◇), vaccinated 4 (□), control 3 (◆) and control 4 (■)  

challenged with 102.9 TCID50/0.1mℓ/fish. No mortality was observed in the control group (not shown). 

*: p<0.01 (Fisher’s exact probability test). 
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Table 3-2-1. Vaccine efficacy against artificial OMV infection in rainbow trout 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*: p<0.01 (Fisher’s exact probability test) 

 

Table 3-2-2. Neutralizating antibody titers in rainbow trout inoculated with the 

formalin-inactivated virus vaccine 

Experiment group 
Neutralizating antibody titer (1: ) 

Data from Individuals 

 vaccinated <5 <5 <5 <5 <5 

 control <5 <5 <5 <5 <5 

 

 

考    察 

 前節でホルマリン不活化ＯＭＶワクチンの必要抗原量

が 107 TCID50/尾程度以上と推定したが、今回の試験では

106.7 TCID50/尾のワクチン抗原量で試験を行った。10
0.9

および 102.9 TCID50/尾の２濃度で攻撃試験を行ったが、

ワクチン区の累積死亡率はいずれも対照区より有意（p

＜0.01）に低く、また、ＲＰＳは 47.1～86.7％で、100.9 

TCID50/尾攻撃では 60％を超えている。これらの結果から、

ニジマスのヘルペスウイルス病に対するホルマリン不活

化ＯＭＶワクチンは、107 TCID50/尾程度のワクチン抗原

量を腹腔内投与すれば有効であることが明らかとなった。 

 ニジマスのヘルペスウイルス病に対する成魚の防除対

策は、隔離施設からＯＭＶの汚染が疑われる屋外池に出

す前に不活化ワクチンを接種することにより解決できる

と考えられる。 

 

第３節 採卵親魚へのホルマリン不活化ＯＭＶワクチン

接種による卵巣腔液中へのウイルス出現抑制効

果 

 

目  的 

成熟期に親魚の卵巣腔液中に存在するＯＭＶが、採卵

作業に伴い排出され、飼育水が汚染されると養殖場の飼

育魚、あるいは、１河川に複数の養魚場が存在する地域

では下流の養殖場の飼育魚に水平感染することが十分考

えられる。第１章では成熟直前にＯＭＶが魚体内に出現

してくることが明らかになった。そこで本節では、採卵

親魚の卵巣腔液中へのウイルス出現抑制、ひいてはＯＭ

Ｖの感染環の遮断を目的に、成熟前の採卵親魚候補群に

ホルマリン不活化ＯＭＶワクチンを接種し、ウイルスの

出現抑制効果について検討した。 

 

方  法 

供試魚 

 静岡県下の民間養魚場において、ニジマスのヘルペス

ウイルス病がほぼ終息したニジマス親魚候補群を供試し

た。 

 

Experiment
group

Challenge dose
(logTCID 50/fish)

No. of
challenged fish

No. of
death fish

Mortality
(%)

RPS
(%)

vaccinated 1 20 6 30.0 62.5

vaccinated 2 20 2 10.0 86.7

control 1 20 16 80.0

control 2 20 15 75.0

vaccinated 3 20 7 35.0 55.7

vaccinated 4 20 9 45.0 47.1

control 3 19 15 78.9

control 4 20 17 85.0

vaccinated 20 0 0

control 20 0 0

0.9

2.9

-

* 

* 

* 

* 
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不活化ワクチンの作製 

 ニジマス由来 RKV-3 株あるいは RHV-SH-2000 株を用い

て 106 TCID50/mℓのウイルス液を、また、大腸菌によるＩ

ＨＮ組換えＧタンパク質（250μg/mℓ）および Vibrio 

anguillarum （NCMB 6）培養液（OD600=1.0）を作製した。

３種類の抗原を混合し，最終濃度が 0.3％になるようホ

ルマリンを添加して不活化し、３種混合不活化ワクチン

とした。 

 

ワクチネーション 

 試験１では、採卵３ヶ月前、すなわち成熟開始前に上

記３種混合不活化ワクチン 0.1 mℓを体側中央の背鰭基部

に筋肉内接種した（３ヶ月前ワクチン接種群）。対照区は

無処理とした（無処理群）。 

 また、試験２では採卵６ケ月前の親魚候補群に３種混

合ワクチンを同様に接種し（ワクチン１回接種群）、さら

に採卵３ケ月前の同群の一部にブースターとして再度３

種混合ワクチンを同様に接種した（ブースターワクチン

接種群）。なお、供試したＯＭＶ株は試験１ではニジマス

由来 RKV-3 株を、試験２ではニジマス由来 RHV-SH-2000

株を用いた。 

 

卵巣腔液からのＯＭＶ検出 

 ３ケ月前ワクチン接種群および無処理群はそれぞれ

60 尾および 20 尾を、またワクチン１回接種群およびブ

ースターワクチン接種群はそれぞれ 30 尾および 41 尾を

供試した。採卵時の卵巣腔液の採取は吉水・野村(1989)

に従い、麻酔した親魚の生殖口に滅菌した１mL チップを

挿入し、卵巣腔液を採取した。卵巣腔液に同量の

Anti.Ink を添加し、４℃で一夜静置後、ＲＴＧ-２細胞

に接種し、15℃で 14 日間、ＣＰＥの出現を観察した。残

った卵巣腔液を用いてＰＣＲによるＯＭＶ特異遺伝子の

検出 (Aso,2001)を行った。 

 

血中中和抗体価 

 試験１のワクチン接種群および無処理群はそれぞれ

60 尾および 20 尾を、また試験２のワクチン１回接種群

およびブースターワクチン接種群はそれぞれ 30 尾およ

び 41 尾を供試した。採卵３ケ月前および採卵時に各試験

区供試魚の尾静脈より１mℓシリンジで血液を採取し，前

節と同様に血中中和抗体価を測定した。 

 

結  果 

 採卵親魚候補群に３種混合ワクチンを接種した場合の

ワクチン接種前接種３ケ月後のＯＭＶに対する血中中和

抗体価を Fig. 3-3-1 に示した。ワクチン接種前の平均血

中中和抗体価は 1:98 であったが、接種３ケ月後には

1:158 と上昇した（p<0.01）。また、採卵時における血中

中和抗体価を比較すると、無処理群が 1：60～1：640 で

あったのに対し、ワクチン接種群は 1：320～1：>1280

と、血中抗体価の著しい上昇が観察された（Fig.3-3-2）。

卵巣腔液からのＯＭＶ特異遺伝子の検出は、非ワクチン

接種群のＯＭＶ検出率が 90％であったのに対し、ワクチ

ン接種群は 22％と大きく減少した（p<0.01、χ2 検定）

（Table 3-3-1）。 

 次いで、ワクチン１回接種群およびブースターワクチ

ン接種群の採卵時におけるＯＭＶに対する血中中和抗体

価を Fig.3-3-3 に示した。ワクチン１回接種群の血中抗

体価は 1：50～1：125 の範囲を示し、平均血中抗体価は

1：71 であったが、ブースターワクチン接種群は 1：225

～1：525 の範囲を示し、平均血中抗体価は 1：367 と大

幅に上昇した（p<0.01）。卵巣腔液からのＯＭＶ特異遺伝

子の検出は、ワクチン１回接種群のＯＭＶ検出率が 33％

であったのに対し、ブースターワクチン接種群は 12％と

減少した（p<0.05、χ2検定）（Table 3-3-2）。 

 

考  察 

 親魚の生息環境へのＯＭＶ排出の防止を図り、ＯＭＶ

の感染環の遮断を目的に、採卵親魚候補群に対するホル

マリン不活化ＯＭＶワクチン接種の効果を検討した。採

卵親魚に V. anguillarum の培養液にＯＭＶとＩＨＮの

Ｇタンパク質を混合し、ホルマリンで不活化した３種混

合ワクチンを注射した結果、ＯＭＶに対する血中中和抗

体価は非接種対照群に比べ有意に上昇した。その結果、

卵巣腔液からのＯＭＶ検出は、対照群の検出率が 90％で

あったのに対し、成熟３カ月前にワクチンを接種した群

では 22％、６カ月前に１回接種した群が 33％、３カ月前

に再度追加接種した群は 12％となり、卵巣腔液中へのＯ

ＭＶ排出抑制に有効であることが明らかとなった。 

 採卵場において卵巣腔液は等調液による洗卵作業によ

り排水路等に流出する場合が多い。成熟前の親魚へのホ

ルマリン不活化ＯＭＶワクチン投与は卵のウイルス汚染

を軽滅するだけでなく、ウイルスによる生息環境汚染も

軽減し、結果的にＯＭＶの感染環の遮断に有効な方法と

考えられる。通常、採卵親魚は食用に供さないため、親

魚へのホルマリン不活化ＯＭＶワクチン投与は防疫対策

上有効な手段として検討に値すると考える。 
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Fig. 3-3-1. Antibody responses against OMV in unvaccinated fish (□) and fish 3 months (■) 

after vaccination at 2,000 analyzed by neutralization test.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3-2. Antibody responses against OMV in non-vaccinated fish (□) and vaccinated fish (■) 

analyzed by neutralization test. 

0

5

10

15

20

25

30

80 160 200 320

N
um

be
r o

f f
is

h

0

5

10

15

20

25

30

80 160 200 320

Anitbody titer

0

10

20

30

40

60 80 120 160 240 320 400 640 800 960 1280＞1280

N
um

be
r o

f f
is

h

0

10

20

30

40

60 80 120 160 240 320 400 640 800 960 1280＞1280

Antibody　 titer



 34

Table. 3-3-1. Detecion of OMV from ovarian fluid of rainbow trout by PCR and viral titer 

 by 50% tissue culture infective dose (TCID50)/mℓ. 

Experiment group Positive fish/examined fish (%) 
Viral titer 

(log TCID50/mℓ) 

vaccinated 13/60 (22%) 1.8 - 4.1 

control 18/20 (90%) 2.3 - 4.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-3-3. Antibody responses against OMV in one time vaccinated fish (□)  

and booster vaccinated fish (■) analyzed by neutralization test. 

 

 

Table. 3-3-2. Detecion of OMV from ovarian fluid of rainbow trout by PCR and viral titer  

by 50% tissue culture infective dose (TCID50)/mℓ. 

Experiment group Positive fish/examined fish (%) 
Viral titer 

(log TCID50/mℓ) 

one time 10/30 (33%) 2.3 - 3.8 

booster 5/41 (12%) 2.3 – 3.8 
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総 合 考 察 

 

 

 本研究は、成魚のニジマスに発生したヘルペスウイル

ス病の防除技術を確立することを目的として行った。本

論文第１章では、長野県内で発生したヘルペスウイルス

病とみられるニジマスの大量死の原因究明を行うととも

に、県内の発生状況の実態把握およびその感染原因につ

いて調査した。また、サクラマス、ギンザケ、シロザケ

などの自然感染あるいは人為感染試験から得られた病理

組織学的特徴と比較し、ニジマスにおける本疾病の特徴

を明らかにした。病魚から分離されたウイルスについて

ニジマスの異なるサイズに対する病原性を明らかにした。

さらに、養殖場で見られる各魚種のニジマス由来株ＯＭ

Ｖに対する感受性を検討し、防除対策の確立のための必

要な基本技術を検討した。さらに、第２章から第３章に

おいて原因ウイルスの環境中での生存性、各種消毒剤感

受性を検討し、隔離施設から池出しされた後の感染・発

症防止を目的に、ワクチンの有効性を検討した。 

まず第１章では、ニジマスの成魚に発生した体表の斑

点状退色症状、鰓の退色と鰓弁の出血、肝臓の退色と肝

臓の白斑形成、腹腔内脂肪の発赤および腸の発赤を特徴

とする原因不明の大量死が、サケ科魚ヘルペスウイルス

病であることを明らかにした。肝臓の病理組織検査から

巣状壊死が観察されたこと，腎臓組織の細胞培養による

ウイルス分離から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、分離ウイルスは抗ＯＭ

Ｖ家兎血清により中和されたこと、ＰＣＲによりＯＭＶ

特異遺伝子と同一分子量（439bp）の増幅産物が得られた

ことから本ウイルスはＯＭＶに同定された。１、10 およ

び 100ｇサイズのニジマスに対する感染試験において本

ウイルスは高い死亡率をもたらし、さらに、肝臓、腎臓、

脾臓および脳組織のウイルス感染価が 104.9～8.4 TCID50/

ｇと高かったことから、本疾病はサケ科魚ヘルペスウイ

ルス病であると診断した。 

次に、ニジマスのヘルペスウイルス病の自然発病魚お

よびＯＭＶ人為感染魚の病理組織学的および電子顕微鏡

学的特徴を検討した。外観および内臓の病理学的所見は

今までの研究で示された他のサケ科魚類と同様であった

が、腸管に壊死が観察され、それは最も激しい壊死変化

であることを明らかにした。これは，ＯＭＶがまず腸管

組織の細胞に感染し、そして、肝臓、脾臓、造血組織、

心臓および他の組織などに感染が広がっていくことを示

唆するものと考えられた。また、第一標的細胞について、

Tanaka et al.(1984)はサクラマスの成長に従い腎臓の造

血細胞から肝細胞に変化したとしているが、ニジマスの

場合、瀕死魚においては全ての魚に肝細胞の壊死が観察

されず、一方、全ての病魚には脾臓や腸管の細胞に激し

い壊死が観察されたことから、肝細胞はニジマスにおい

て主要な標的細胞であるが、第一標的細胞ではない可能

性を示唆した。 

ＩＨＮおよびＩＰＮなどのウイルス感染症を耐過し、

回復した魚から原因ウイルスを分離することは困難であ

るが、感染耐過魚が成熟すると生殖産物中に病原体が再

び出現してくる。そこで、ＯＭＶの出現時期および出現

部位を明らかにするため成熟直前の親魚を用いて検討し

た。ＰＣＲ法によるＯＭＶ特異遺伝子の検出状況から、

ＯＭＶは成熟直前に腎臓に出現し、卵黄形成以降、血液

と共にＯＭＶは各臓器に運ばれ、最終的に卵巣腔液に出

現するとの仮説が得られた。 

 サクラマス由来ＯＭＶの致死的病原性は仔魚期のみで

あり、一方、ギンザケ由来ＯＭＶの病原性は稚魚ばかり

でなく、より大型の魚に対しても致死的である。ニジマ

ス由来ＯＭＶのニジマスに対する病原性を明らかにする

ことを目的に異なるサイズのニジマスを用いた感染実験

を実施した。ニジマス由来ＯＭＶは腹腔内接種および浸

漬による人為感染実験で１ｇサイズのニジマス稚魚に対

しても強い病原性をもつことが明らかになった。さらに、

10ｇサイズの稚魚および 100ｇサイズの成魚に対しても

改めて強い病原性が確認された。 

 ニジマス養鱒場ではイワナ、アマゴなどを始め他のサ

ケ科魚類が養殖されている場合が多く、養殖目的ではな

いもののコイ、フナあるいはウグイなど一般河川に生息

する魚種が養殖池に混入している場合もある。これら養

殖場で見られる各魚種のニジマス由来ＯＭＶに対する感

受性を検討した。コレゴヌスはＯＭＶに低いながらも感

受性を有するため、同一養殖場においてニジマスとの飼

育は避ける必要がある。また、コレゴヌスはＯＭＶキャ

リアーになる可能性があり、本病の防疫対策上、コレゴ

ヌスは注意を要する魚種の一つであると考えられた。イ

ワナ、アマゴおよびブラウントラウトのサケ科養殖魚類、

また、在来生息魚のコイ、フナ、ウグイに死亡はなく、

我々が調査しているニジマスのヘルペスウイルス病の発

生した養殖場においてもこれら魚種の死亡は確認されて

いないことから、ＯＭＶに対する感受性はないと推定さ

れた。しかし、これらの魚種がＯＭＶキャリアーになる

可能性は無いと思われるが、1970 年代以降ヘルペスウイ
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ルス病発症魚種が徐々に拡大していく経緯をふまえると、

今後さらに詳しく検討する必要があると考えられた。 

 第２章では、消毒剤によるニジマスのヘルペスウイル

ス病の防除対策を目的に、第１節では飼育池の消毒が

できない養殖場の防除対策として、飼育用水中におけ

るＯＭＶの生存性に着目し、消毒剤を用いない防除法

の可能性を検討した。長野県のニジマス養殖は飼育水温

が 10～15℃の範囲であることが多く、この飼育用水の水

温下ではＯＭＶの感染性が 10℃では７日程度、15℃では

３日程度保持されると考え、塩素剤などの薬剤を使用し

て養殖池の消毒ができない場合には順次上流の飼育池か

ら飼育を中止し、７日間放置することにより養殖池をＯ

ＭＶフリーにできる可能性を示した。 

 次に第２節では、殖場でＩＨＮおよび IPNV の消毒に

用いられている各種消毒剤のＯＭＶに対する殺ウイル

ス効果を検討した。各種消毒剤がＯＭＶを不活化する濃

度はＩＨＮと比べほぼ同様であったことから、従来のＩ

ＨＮに対する防除対策を実施すればＯＭＶに対しても十

分な防除効果が期待できると考えられた。 

 第３章第１節では、成魚期の防除対策としてＯＭＶの

細胞培養液を用いてホルマリン不活化注射ワクチンの開

発を目指した。ＯＭＶに対する本ワクチンのウイルス抗

原量は 107 TCID50/尾程度以上必要であることを明らかに

し、これをもとに作製した本ワクチンの感染防御効果を

検討し、ＯＭＶに対する予防効果が十分期待できる結果

が得られた。本症に対する成魚の防除は、隔離施設から

ＯＭＶの汚染が疑われる屋外池に出す前に本ワクチンを

腹腔内に接種することにより解決できると考えられた。 

 第２節では親魚の生息環境へのＯＭＶ排出防止を図り、

ＯＭＶの感染環の遮断を目的に親魚が成熟する前にホル

マリン不活化注射ワクチンを接種したところ、卵巣腔液

中へのＯＭＶ排出抑制に有効であることが明らかとなっ

た。 

 以上が本研究の成果である。魚の場合はウイルス病の

治療は困難で、現状では防疫対策に頼るしかない。本研

究で得られた成果に一般的な防疫対策を加え、ニジマス

のヘルペスウイルス病の防除対策は以下のとおりとなる。 

 

衛生管理および施設管理 

 飼育管理者は専任とし、施設の入り口には踏み込み式

の消毒槽および手の消毒器を設置する。飼育管理者の衣

類・手・網類などの飼育道具の消毒は所定濃度の塩化ベ

ンザルコニウム液、飼育管理者の足（長靴）の消毒は次

亜塩素酸ナトリウム液あるいはクレゾール石鹸液、養殖

機材および養殖施設の消毒には次亜塩素酸ナトリウム液

を使用する。 

卵管理 

 受精卵は、受精直後にポビドンヨード剤で 50ppm15 分

間の消毒を行い、ふ化容器に収容する。発眼期に検卵を

行い、死亡卵を除去する。再度上記濃度のポビドンヨー

ド剤で消毒し、防疫対策の徹底したふ化施設に収容する。

ふ化施設の用水は湧水あるいは地下水を使用する。これ

が不可能な場合は 104μW・sec/cm2 以上の紫外線照射を

行い、用水の殺菌を行った上で使用する。自動検卵機の

使用の際は、検卵後必ず消毒する。 

仔椎魚期管理 

 仔椎魚は成魚と隔離した施設あるいは池で飼育する。

飼育用水は湧水あるいは地下水を使用する。これが不可

能な場合は 104μW・sec/cm2 以上の紫外線照射を行い、

用水の殺菌を行った上で使用する。日常の管理に飼育す

る器具・機材は作業ごとに適当な消毒剤で消毒して使用

する。 

成魚期管理 

 ＯＭＶの汚染が疑われる用水を使用する場合には、屋

外池に収容する前にホルマリン不活化ＯＭＶワクチンを

接種する。ニジマスのヘルペスウイルス病が発生した場

合は、できるだけ速やかに発病群の処分を行い、ウイル

ス伝播防止のため消毒等を行う。飼育池など次亜塩素酸

ナトリウム液などの塩素剤で消毒できない場合は、順次

上流の飼育池から飼育を中止し、７日間放置の上飼育を

開始する。 

親魚管理 

 採卵親魚は養魚場の最下流あるいは別の場所で飼育す

る。成熟前の採卵用親魚候補にホルマリン不活化ＯＭＶ

ワクチンを接種する。採卵時に卵巣腔液を採取し、ウイ

ルス検査を行う。 

 

 長野県におけるニジマス養殖におけるヘルペスウイル

ス病は 1999 年に初めて発生し、翌 2000 年には県内に被

害が広がった。いずれも死亡率が高く、大きな問題にな

り、直ちに本疾病の防除対策の確立に着手し、上記のよ

うな防除対策が必要であると考えた。しかし、成魚や親

魚の防除対策はワクチンの使用を前提としている。本疾

病に対するワクチンは前述したように十分その予防効果

が期待できるものの、水産用医薬品として実用化されて

はいない。ワクチンの使用ができない現在、成魚の防除

対策は飼育用水および飼育魚のＯＭＶフリー化と本疾病

の侵入防止が不可欠である。 

 本疾病が発生した養鱒場では、飼育用水および飼育魚

のＯＭＶフリー化のため上流の池から下流の池へと順に
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池の消毒を行い、ＯＭＶフリー魚を収容することが必要

である。池の消毒ができない場合には 15℃で７日間以上

放置する方法もある。また、同一水系に複数の養殖場が

存在し、上流の養殖場の飼育排水を再び利用して養殖を

行っている養殖場では、上流の養鱒場から下流の養鱒場

へと順に本疾病のクリーン化を図る必要があり、水系全

体で本疾病の防除対策に取り組まねばならない。 

 本疾病の養鱒場への侵入は、鳥獣等による持ち込みも

あろうが、そのほとんどが人的行為に基づく本疾病に感

染した活魚の導入が原因であり、これを防止することが

必要である。県内の本疾病の発生状況を調査する中で、

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、これらを原因とし、同一水系の

ために水平感染した５養鱒場の場合を含めると、感染源

の 83％が活魚の移動に起因していた。現在、活魚の移動

は頻繁に行われており、養殖経営上なくてはならない取

引になっている。活魚を導入する場合にはＯＭＶに感染

していない魚を導入するよう注意すべきである。 

 このように、本疾病が活魚の移動によって広がってい

ること、また、種苗の病歴を知らぬまま購入しているこ

とから、長野県の養殖団体は水産試験場を窓口にして活

魚購入者に購入先養鱒場の本疾病発生状況の有無の情報

提供を行う取り組みを行った。この取り組みは養鱒業者

に自らの防疫意識を向上させ、大いに意味のある施策で

あった。 

 ニジマスのヘルペスウイルス病の防除対策モデルとし

て、無病種苗の導入に努めるなど個々の養鱒業者の防疫

意識を高め、上流から下流へ、また、地域毎に先に述べ

た防除対策を実施すれば、本疾病の被害は食い止められ

るであろう。 

 マス類の種苗生産は防疫対策を施した施設で行ってい

るが、ＩＨＮおよびＩＰＮはその汚染が拡大し、養鱒場

のある水系、広くはその地域からＩＨＮおよびＩＰＮを

無くすことは不可能になってきている。本疾病もこのよ

うな状況に陥らないよう防疫対策だけでなく、ワクチン

の実用化等早急な防除対策を考える必要がある。また、

依然、養鱒業者が行っている病歴の不明な活魚の導入は

魚類病原体の伝播防止の観点から問題点が非常に多く、

養鱒業界が今後様々な魚病問題を克服する上での大きな

課題の一つである。 
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