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研究成果の概要（和文）：Rapid determination system for Viral RNA (RDV)法によってトラフグの口白症ウイルスの
ゲノムをクローニングし結果、約1000塩基のRNA断片を3クローン得ることに成功した。この配列は口白症に感染した脳
と脊髄に高発現し、病態の進行に伴い発現量が増加することから、口白症ウイルスゲノムあるいは少なくとも口白症関
連RNAである。
　

研究成果の概要（英文）： Kuchijirosho virus infects cultured fugu (Takifugu rubripes) and occured epizooti
c outbreaks in aquaculture farm in Japan. Physicochemical characterization and electron microscopic observ
ation suggested that kuchijiroshou virus can belong to Genus Flavivirus, or at least Flaviviridae. 
 We tried to RT-PCR amplification using 20 sets of PCR primer which are universal to Flavivirus, Hepacivir
us, or Pestivirus; however, any virus-specific nucleotide sequence was amplified.
 "Rapid Determination System for Viral RNA Sequences" method was adopted to determine unknown virus genome
 nucleotide sequence. We succeeded first to clone 3 cDNA fragments from brains of kuchijirosho-infected fu
gu. Although These RNAs appeared in only kuchijirosho-affected brain, it is not clear that these RNAs are 
derived from kuchijirosho genome itself. So, we call these RNAs "kuchijirosho-assochiated RNA, KAR". To de
termine nucleotide sequence of whole genome, we are now perfoming next generation sequencer. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) トラフグの致死的疾患である口白
症は1982年に報告され、トラフグ養殖に
甚大な被害をもたらした。本疾病はウイ
ルス病であると推測されたが、ウイルス
種は未だに特定されていない。ウイルス
性疾病に対する有効な対策は、発症前の
早期発見とワクチン接種による免疫学
的防御である。 
(2) しかし、ウイルス種が同定されていない
ため、ワクチンを作製することができず、発
症個体を遺棄するしか対処方法がない現状
にある。 
２．研究の目的 

申請者は、本ウイルスがヒトＣ型肝炎
ウイルスに極めて類似する性状を持つ
ことを見出した。そこで、本研究ではこ
の特性を手掛かりにして、口白症病原体
の全ゲノムを解読することにより、その
種を特定し、口白症の早期発見やワクチ
ンの開発に資することを目指す。 
３．研究の方法 
(1) Ｃ型肝炎を含むフラビウイルス科のゲ
ノムの各属に共通する塩基配列を元にＰＣ
Ｒプライマーを作製して、ＰＣＲ法によって
口白症ウイルスゲノム断片を増幅する。 
(2) ウイルスゲノムの塩基配列が全く不明
の場合、そのゲノムの一部をＰＣＲによって
増幅する方法を用いて、口白症ウイルスゲノ
ム断片の増幅を行う。 
(3) 次世代シーケンサーを用いて、網羅的に
口白症ウイルスゲノム断片の配列を決定す
る。 
４．研究成果 
(1) フラビウイルス科の３属それぞれのウ
イルスゲノム配列と一致するプライマー（ユ
ニバーサルプライマー）を用いて、口白症ウ
イルスゲノムのＰＣＲ増幅を試みた。結果、
増幅した核酸の塩基配列は全てフラビウイ
ルスと相同性を持たないため、口白症ウイル
スは既知のフラビウイルスではなく、少なく
ともユニバーサルプライマーの配列は持た
ないことがわかった。 
(2) そこで、塩基配列情報が皆無のウイルス
ゲノムをクローニングする方法（RDV 法）を
用いて、口白症ウイルスゲノム断片のクロー
ニングを試みた。 
①その結果、約 1000 塩基の RNA を３断片

クローニングすることに成功した。この３つ
の断片をＡ，Ｂ，Ｃと称する。この RNA は正
常魚では発現せず、口白症ウイルスに感染し
た個体の脳および脊髄で発現していた。また、
症状の悪化に伴い発現量は増加し、瀕死魚で
最も高い発現を認めることができた。図には
３断片のうちＡ断片の RT-PCR 増幅断片の電
気泳動像を示した。 
これらのＡ，Ｂ，Ｃ断片は口白症ウイルス

ゲノム断片であるかどうかは不明である。少
なくともトラフグを含む全生物の塩基配列

データベースには登録されていない。そこで、
この断片を口白症関連ＲＮＡ（kuchijirosho 
associated RNA, ＫＡＲ）と呼称することに
した。 

 ②これまで、口白症は症状から診断が行わ
れてきた。また、口白症感染魚の脳を摘出し
て磨砕濾液を作製し、これを健康なトラフグ
に筋注して、口白症の症状が現れることを確
かめて、確定診断とした。しかし、明瞭な診
断基準がなかったのだが、本研究により明ら
かにされたように、KAR の発現を認めた場合
に口白症と確定診断することを提唱する。 
 他の疾患、あるいは複数の地域で発生した
いわゆる口白症の全てにＫＡＲが発現する
かどうかは、今後検討する必要がある。 
 ③ フラビウイルスは１本鎖ＲＮＡウイル
スである。もしＫＡＲが１本鎖ＲＮＡゲノム
の部分的配列であるのならば、異なる断片上
の塩基配列をもとにプライマーを設計して
RT-PCR を行えば、断片間の塩基配列も得られ
るに違いない。しかし、この試みは成功しな
かった。また、断片両端に未読の配列が存在
することは容易に想定されたので、両端の伸
長反応を試みたのだが、これも成功しなかっ
た。すなわち、ＫＡＲは完全長ウイルスゲノ
ム断片ではない可能性がでてきた。 
 上記の実験結果を踏まえ、全ゲノム解読を
完成させるためには、次世代シーケンサーを
用いて、網羅的解析を行い、ウイルスゲノム
断片の情報を集める必要がある。 
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