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研究成果の概要（和文）：　トラフグ口白症感染脳に出現する３種類のRNA配列（kuchijirosho associated 
RNA: KAR）を得た。３種類とも相同性検索によって類似の配列を得ることができなかったため、新規のウイルス
種と考えられた。演繹アミノ酸配列も相同性が高い配列は検索されなかった。タンパク質の高次構造予測では、
ウイルスRNAポリメラーゼとアルギニンキナーゼに類似していた。いずれもウイルス関連遺伝子である。ところ
が、カプシドあるいはエンベロープタンパク質に相当する遺伝子はみつかっていない。
　口白症感染培養細胞をホルマリン処理してトラフグに接種したが、ワクチン効果は得られなかった。

研究成果の概要（英文）： Three types of RNA (kuchijirosho associated RNA: KAR) appeared in the 
kuchijirosho-affected fugu brain. BLAST analysis of nucleotide and amino acid sequence showed that 
KARs are not similar to any other viruses registrated in the database, suggesting that kuchijirosho 
virus may be cllasified into a new category of virus. Swiss-Plot analysis indicated that KAR coding 
proteins possess viral RNA polymerase or arginine kinase; however, we could not find RNA encoding 
capsid protein or envelope protein.
 Formalin treated cell culture infected with kuchijirosho virus had no effect as vaccine.

研究分野：水族病理学

キーワード： 口白症　トラフグ　ウイルス　ゲノム　ワクチン

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 トラフグの口白症は 1980 年代に長崎県で
報告されて以来、トラフグ養殖に被害を及ぼ
してきた。病原体はウイルスと考えられてい
るがウイルス種は特定されていない。また、
ワクチンなどの防御方法も確立されていない。
我々は口白症ウイルスの物理化学的性状およ
びウイルスゲノムの一部の解読を進めてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) 口白症ウイルスの全ゲノムの塩基配列を
決定してウイルス種を特定する。データは抗
ウイルス薬のターゲット遺伝子を特定するた
めの基礎データとなることが見込まれる。 
(2) ワクチンを作成し、口白症を防御する方法
を確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) 未知塩基配列ウイルスのゲノム塩基配列
をクローニングする方法（RDA 法）を用いて、
ウイルスゲノムをクローニングする。また、
次世代シーケンサーを用いて、網羅的な塩基
配列決定を行う。 
(2) 定量 PCR を用いて実験感染後の口白症ウ
イルスゲノムの脳内における量的推移を測定
する。 
(3) in situハイブリダイゼーションにより、
脳内の口白症感染部位を特定する。 
(4) 電子顕微鏡により、口白症感染培養細胞
の変成の状態を観察し記載する。 
(5) 口白症感染培養細胞をホルマリン処理し、
ワクチンとしてトラフグに筋注して攻撃感染
に対して防御効果を持つかどうか検証する。 
 
４．研究成果 
(1)口白症ウイルスゲノムの塩基配列 
 口白症ウイルスの種を特定するためには、
ウイルスゲノムの全塩基配列を知ることが必
須要件である。 
 本研究では RDV 法(Rapid Determination of 
Viral RNA sequence)を用いたところ、３種類
の RNA をクローニングすることができた。こ
れらの RNA を kuchijirosho associated RNA 
(KAR)と呼ぶこととし、３種類をそれぞれ
KAR-A、KAR-B、KAR-C とする。 
 これらの RNA は長いオープンリーディング
フレームを有していた。塩基長とメチオニン
から始まるアミノ酸配列長は表に記した。
BLAST により塩基配列と演繹アミノ酸配列を
検索したところ、相同性の高い配列はデータ
ベースから得ることはできなかった。 
 
表 KAR の塩基配列長とアミノ酸配列長 
KAR- 塩基配列 アミノ酸配列長 
A 1581 498 
B 1791 515 
C 1410 454 
 
 Swiss-plot法による高次構造予測から機能
タンパク質の相同性を検索したところ、KAR-A

は Dhori ウイルス（オルソミクソウイルス科）
の RNA ポリメラーゼ、KAR-BはＢ型インフル
エンザ（オルソミクソウイルス科）の RNA ポ
リメラーゼ、KAR-Cはアルギニンキナーゼに
類似した領域を持つことが予測された。 
 通常、ウイルスゲノムから最も多く発現さ
れる遺伝子はカプシドタンパク質あるいはエ
ンベロープタンパク質である。ところが本研
究においては、これらのタンパク質をコード
する RNAを見つけることができなかった。以
前、感染脳からウイルス粒子を精製する試み
を行ったところ 1）、密度勾配遠心で感染性の
高いゾーンは回収できるものの、ウイルス粒
子を確認することはできなかった。また、何
人かの研究者が感染脳を電顕観察したが、井
上(1988) 2）以外ウイルス粒子を確認していな
い。口白症ウイルスを接種したフグ卵巣初代
培養では cpe が現れ、ウイルス粒子状の物体
が多数観察されるが、これがウイルス粒子で
あるかどうかは確認できていない（後述）。こ
れらの事実から、本ウイルスの粒子形成能は
極めて低いと推測され、全ゲノムを解読する
ことが極めて困難な理由はそこにあるものと
考えられる。 
 今後は、密度勾配遠心のウイルス分画から
RNAを抽出し、次世代シーケンサーによって
ゲノム RNAの配列を探索する。 
 
(2)口白症感染後の KAR 量の脳内推移 
 KARが口白症の病状の進行に関係している
かどうかを調べるため、KARの塩基配列をも
とにして定量 PCRのプライマーを設計し、実
験感染後の脳内KAR量を測定した。その結果、
図１のように接種１～２日後には出現が認め
られ、病状の進行とともに増加することが分
かった。４日後には狂奔遊泳が始まり、６日
後には行動が緩慢となって、８日後には死亡
する個体が現れた。以上の結果から、KARは
口白症の発症と密接に関連していることが推
測された。 

図 1 口白症接種後の脳内 KAR 量の推移 
 
(3)口白症の脳内 KAR の分布 
 口白症を発症したトラフグの脳の病理組織



学的観察によると 3）、中脳・橋・延髄に存在
する巨大神経細胞の核小体が凝集する以外、
変性は観察されていない。ところが、口白症
に感染すると狂奔から緩慢行動へと急速に病
状は悪化し、１０日以内に100％死亡すると、
極めて劇症に推移し、この症状が上記の病変
だけでは説明できなかった。そこで、KAR が
脳内のどの部位に存在するかを in situ ハイ
ブリダイゼーションによって調べてみた。そ
の結果、KAR-A、-B、-C 全てが小脳の一部を
除くほぼ全ての脳の、おそらく神経細胞に観
察された（図２） 

 
図２ KAR-C を用いた in situ ハイブリダイ
ゼーション Ａ：感染脳  Ｂ：健康脳 
 
 この結果から、口白症ウイルスは全脳に感
染していると考えられ、口白症が劇症で推移
し、予後不良であることが理解できる。 
 
(4) 口白症感染培養細胞の電子顕微鏡観察 
 口白症ウイルスは卵巣初代培養に感染し、
変性することが知られている 4）。細胞培養系
でウイルス粒子を単離することができれば、
ゲノム解析をするうえでもより精製度の高い
粒子を効率よく得ることができる。そこで、
実際に培養細胞でウイルス粒子が形成されて
いるかどうかを検証した。 
 図３にみられるとおり、多重膜構造、脂肪
滴、ウイルス様粒子など、ウイルス感染細胞
の特徴を示す像が観察された。ウイルス様粒
子はカプシド、エンベロープなど殻に包まれ
てはいないため、ウイルスだとしてもコアで
あると推測される。これは、脳内でウイルス
粒子が発見されにくく、精製によって回収さ
れるウイルス粒子が極めて少ないことと一致
する。 
 上記がウイルスのコア構造であるとすると、
このコアからウイルスゲノムを抽出できる可
能性がある。今後はコアを精製し、ゲノムの
回収を試みる。 
 
(5) 口白症ワクチン 
 上記の感染細胞をホルマリン処理したもの
をトラフグに筋注し、攻撃感染によってワク
チン効果を検証したところ、効果を得ること
はできなかった。ウイルスワクチンはカプシ

ドタンパク質、エンベロープタンパク質など
殻タンパク質を主成分とするものが多い。し
かし、口白症ウイルスの場合、KAR には殻を
構成するタンパク質遺伝子は含まない、精製
ウイルス粒子数が少ない、脳内の電顕観察で
はウイルス粒子を観察できた例が少ない、細
胞培養の電顕観察では殻を持ったウイルス粒
子が観察できない、感染細胞を用いたワクチ
ン接種では防御効果が得られない、などの理
由から、（もし存在するのであれば）殻タンパ
ク質遺伝子をクローニングしたうえで、リコ
ンビナントタンパク質をワクチンとして用い
ること以外、ワクチンを製造する方法はない
と考えられる。 

 

図３ 口白症感染脳磨砕濾液を接種したトラ
フグ卵巣初代培養  多重膜構造（MB）、脂肪
滴（LD）、ウイルス様粒子（矢印） 
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