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研究成果の概要（和文）：モデル動物プランクトンとしてミジンコを用い、動物プランクトンがウイルス性疾病
の感染源になるのか調べた。VHSV、CyHV-2及びCyHV-3を対象に研究を行った。VHSVではミジンコ体内からVHSVが
EPC細胞を用いて分離されたものの、CyHV-2及びCyHV-3では分離されなかった。各ウイルス液に1日間浸漬したミ
ジンコをVHSV ではニジマスに、CyHV-2ではキンギョに、CyHV-3ではコイに摂餌させたが、いずれも疾病は起こ
らなかった。その要因は各ウイルスが消化過程で不活化されるためと推察された。これらより、動物プランクト
ンが魚類ウイルス性疾病の感染源になる可能性は低いと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to assess whether infectious piscine pathogenic 
viruses such as viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV), Cyprinid herpesvirus-2 (CyHV-2) and 
Cyprinid herpesvirus-3 (CyHV-3) can remain viable in crustacean zooplankton and can be transferred 
to and remain viable in a fish host. Since water fleas are cultivable under laboratory condition, 
water flea (Moina macrocopa) was adopted as a model crustacean zooplankton. This study demonstrated 
that VHSV can be taken up from the environmental water by water fleas and can remain viable within 
water fleas for several days. CyHV-2 and CyHV-3 do however not isolate from the water fleas. No 
mortality was observed in rainbow trout, goldfish and carp which were fed the water fleas 
contaminated with piscine pathogenic viruses during 14 days. Thus, it is unlikely that this 
crustacean act as a mechanical vector of VHSV, CyHV-2 and CyHV-3 to rainbow trout, goldfish and 
carp, respectively.

研究分野：魚病学

キーワード： 魚病　ミジンコ　VHSV　CyHV-2　CyHV-3　ウイルス動態
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１． 研究開始当初の背景 

養殖・天然を問わず、魚類に対して様々なウ

イルス性疾病が存在し、これまでそれら病原

ウイルスの特性や疾病予防及び軽減法など数

多くの研究がなされている。これらウイルス

病の伝播形態についても、感染魚や感染魚が

生息する環境水を介する水平感染や感染親魚

からの垂直感染が疾病蔓延の原因であると報

告されている。しかし、魚類が仔稚魚期に摂

餌する動物プランクトンがウイルス疾病の感

染源となるかについては報告がない。最近、

Faisal & Winters (2011)は北米五大湖の甲殻類

の一種から魚類病原ウイルスのひとつで五大

湖の天然魚の大量死の原因となったウイルス

性出血性敗血症ウイルス(VHSV)を分離して

いる。Faisal & Winters (2011)は甲殻類(Diporeia 

spp)の外側をエタノールで消毒した後、魚類

株化細胞を用いて VHSVを分離しており、ウ

イルスは甲殻類の体内で感染性を保持してい

たと考えられる。VHSV は五大湖のほぼ全域

から採取された Diporeia spp から分離されて

おり、この結果から VHSVは本甲殻類の体内

に長期間存在していることと推察される。ま

た、VHSV に感染した小型魚類 (Fathead 

Minnow) を 摂 餌 し た 大 型 魚 類 (Tiger 

Muskellunge)が VHSV に感染することも知ら

れている(Getchell et al. 2013)。 

これら最近の報告を考えあわせると、動物プ

ランクトンが魚類病原ウイルスに感染または

体内に取り込まれ、その動物プランクトンが

魚類ウイルス性疾病のベクターとなり、それ

を摂餌した魚類が発病する新たな感染ルート

が存在する可能性が出てきた。 

 

２． 研究の目的 

そこで、本研究では動物プランクトンが魚類

ウイルス性疾病の感染源になるかどうかを明

らかにするため、ウイルスフリーで純培養で

きるミジンコを用いて、ミジンコに対する

VHSV、CyHV-2及び CyHV-3の人為的感染実

験を行い、魚類病原ウイルスがミジンコに感

染するかどうか明らかにすること、またウイ

ルスで汚染したミジンコを VHSVではニジマ

ス、CyHV-2ではキンギョ、CyHV-3ではコイ

にそれぞれ摂餌させ、経口感染が成立するか

どうか明らかにすることを目的とした。 

 

３． 研究の方法 

（１）各ウイルス液に浸漬したミジンコから

のウイルス分離 

ミジンコ（Moina macrocopa）の培養には 3cm

程度に切った稲わらと市販されているカニ殻

等を主成分とするミジンコ繁殖促進飼料とを

混合しオートクレーブしたものを用い、ウイ

ルスフリーで培養した。本実験に使用したミ

ジンコは 1 個の耐久卵から培養を行い、さら

にクローニングした後実験に供した。VHSV

では供試ウイルス株として DK-3592B 株（遺

伝子型 Ia）を使用し 103 、 105 及び

107TCID50/mLのウイルス液に浸漬し、浸漬開

始後 3、24、48、72及び 144時間に、EPC細

胞（Fijan et al. 1983）を用いて VHSVがミジ

ンコの体内から分離されるかどうか調べた。

ウイルスが分離された場合には感染細胞より

RNAを抽出し、VHSV特異プライマーを用い

た RT-PCRにより分離ウイルスが VHSVかど

うか同定を行った。また、ミジンコを

108TCID50/mLの VHSV液に浸漬し、浸漬開始

後 24、48及び 72時間にミジンコ体内のVHSV

のウイルス力価を測定した。なお、ミジンコ

からのウイルス分離及びミジンコ中のウイル

ス力価を測定する際には、ミジンコの外部に



付着しているウイルスのコンタミを防ぐため、

先ず MEM 培地で洗浄した後、次いで体表を

エタノールで消毒し、さらに MEM 培地で再

度洗浄した後実施した。 

Cyprinid herpesvirus-2 (CyHV-2)では供試ウイ

ルス株としてSaT-1株を用い 103 TCID50/mLの

ウイルス液に浸漬し、浸漬開始後 24、48及び

72時間に、GFF細胞（Li & Fukuda 2003, Ito et 

al. 2013）を用いて CyHV-2がミジンコの体内

から分離されるかどうか調べた。Cyprinid 

herpesvirus-3 (CyHV-3)では供試ウイルス株と

してKHV0301株を用い 103 TCID50/mLのウイ

ルス液に浸漬し、浸漬開始後 24、48 及び 72

時間に、CCB細胞（Neukirch et al. 1999）を用

いて CyHV-3 がミジンコの体内から分離され

るかどうか調べた。 

 

（２）各ウイルス液に浸漬したミジンコの経

口投与実験 

103 TCID50/mL程度の VHSVを保持している

ミジンコを 1 日に 40 個体、平均体重 0.4g の

ニジマスに 2 週間摂餌させ、さらに市販飼料

を与え 2週間飼育しVHSの発症の有無を観察

した。陽性対照区として DK-3592B 浸漬区及

びミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区

を設けた。また、陰性対照区としてウイルス

液に浸漬していないミジンコを摂餌させる区

を設けた。CyHV-2 及び CyHV-3 では 103 

TCID50/mL のウイルス液に 1 日間浸漬した

ミジンコを CyHV-2ではキンギョに、CyHV-3

ではコイに毎日 2週間摂餌させ、さらに 2週

間死亡を観察し、キンギョではキンギョヘル

ペスウイルス病が、コイではコイヘルペスウ

イルス病が発症するかどうか調べた。ミジン

コの体表に付着しているウイルスからの感染

を防ぐため、試験（１）と同様に各供試魚へ

給与されたミジンコは体表を MEM 培地で洗

浄した後エタノールで消毒し、さらに MEM

培地で再度洗浄したものを与えた。 

 

（３）ニジマス消化物及び幽門垂抽出液中に

おける VHSVの力価の変動 

ニジマス消化内容物の VHSVへの影響を調べ

るため、106 TCID50/mLの VHSV溶液をMEM、

市販飼料、ニジマスの胃内容物及びニジマス

幽門垂の抽出液に懸濁させ、懸濁後 0、１、2、

4及び 6時間後にウイルス力価を EPC細胞を

用いて測定した。各ウイルス力価の測定はト

リプリケイトで実施し、試験結果は Student’s 

t-testで有意差検定を行った。 

 

４． 研究成果 

（１）各ウイルス液に浸漬したミジンコから

のウイルス分離 

VHSV 液に浸漬したミジンコからウイルス分

離した結果、107 TCID50/mL浸漬区では浸漬開

始 3時間～6日後、105 TCID50/mL浸漬区では

浸漬開始 1 日～2 日後のミジンコからウイル

スが EPC細胞を用いて分離された（Table 1）。

さらに RT-PCR 法により分離ウイルスは

Table 1. VHSウイルスに浸漬されたミジンコのウイルス分離結果 

 

 Immersion  Virus Detection of VHSV in samples  

 duration concentration Immersion M. macrocopa 

 (h) (TCID50 ml−1) medium with ethanol *  

 3  107 + + 

  105 + - 

  103 + - 

  0 (negative control) - - 

 24  107 + + 

  105 + + 

  103 + - 

  0 (negative control) - - 

 48  107 + + 

  105 + + 

  103 - - 

  0 (negative control) - - 

 72  107 + + 

  105 + + 

  103 - - 

  0 (negative control) - - 

 144  107 + + 

  105 - - 

  103 - - 

  0 (negative control) - - 

 

 



 Immersion 

 duration (h)

 24 

  

 48 

  

 72 

  

 

VHSV

TCID

ミジンコ用培養液に浸漬したミジンコからは

いずれもウイルスは検出されなかった。

108 TCID

コ体内のウイルス力価の変動を調べた結果、

ウイルスに暴露されたミジンコは
4 TCID50/mL

ることが示された

ら、環境水中の

でミジンコの体内に保たれることが推察され

た。 

CyHV

ウイルス分離した結果、試験した最も高いウ

イルス濃度である

した

離されなかった。したがって、

CyHV

内に残存しない可能性が推察された。一方で

これらのウイルスの分離に用いている魚類株

化細胞の感度の低さが本結果を導いた要因で

ある可能性も危惧された。

（２）

口投与実験

VHSV

2週間摂餌させ、さらに

発症の有無を観察したが、

った。

スは分離されず、

お、陽性対照区である

Table 2. VHSウイルスに浸漬されたミジンコ

Immersion  Sample 

uration (h)  

 Immersion medium

 M. macrocopa

 Immersion medium

 M. macrocopa

 Immersion medium

 M. macrocopa

VHSV であることを確認した。なお

TCID50/mL 浸漬区及び陰性対象として用いた

ミジンコ用培養液に浸漬したミジンコからは

いずれもウイルスは検出されなかった。

TCID50/mL の

コ体内のウイルス力価の変動を調べた結果、

ウイルスに暴露されたミジンコは

TCID50/mLの VHSV

ることが示された

ら、環境水中の VHSV

でミジンコの体内に保たれることが推察され

 

CyHV-2及びCyHV

ウイルス分離した結果、試験した最も高いウ

イルス濃度である

した 1～3日間を通し、いずれのウイルスも分

離されなかった。したがって、

CyHV-3は 103 TCID

内に残存しない可能性が推察された。一方で

これらのウイルスの分離に用いている魚類株

化細胞の感度の低さが本結果を導いた要因で

ある可能性も危惧された。

（２）各ウイルス液に浸漬したミジンコの経

口投与実験 

VHSV を保持しているミジンコをニジマスに

週間摂餌させ、さらに

発症の有無を観察したが、

った。また、全ての生残魚の腎臓からウイル

スは分離されず、

お、陽性対照区である

ウイルスに浸漬されたミジンコ体内

 

 

 (TCID

medium 

macrocopa 

medium 

macrocopa 

medium 

macrocopa 

であることを確認した。なお

浸漬区及び陰性対象として用いた

ミジンコ用培養液に浸漬したミジンコからは

いずれもウイルスは検出されなかった。

の VHSV に暴露されたミジン

コ体内のウイルス力価の変動を調べた結果、

ウイルスに暴露されたミジンコは

VHSVを 3日間は保持してい

ることが示された（Table 2）。

VHSVは感染性を有した状態

でミジンコの体内に保たれることが推察され

CyHV-3液に浸漬したミジンコを

ウイルス分離した結果、試験した最も高いウ

イルス濃度である 103 TCID50

日間を通し、いずれのウイルスも分

離されなかった。したがって、

TCID50/mL程度ではミジンコ体

内に残存しない可能性が推察された。一方で

これらのウイルスの分離に用いている魚類株

化細胞の感度の低さが本結果を導いた要因で

ある可能性も危惧された。 

 

各ウイルス液に浸漬したミジンコの経

を保持しているミジンコをニジマスに

週間摂餌させ、さらに 2週間飼育し

発症の有無を観察したが、VHS

また、全ての生残魚の腎臓からウイル

スは分離されず、RT-PCRも陰性であった。な

お、陽性対照区である DK-3592B

体内のウイルス力価 

 Virus titer 

(TCID50 ml−1 or sample−1) 

 107.3–107.8 

 101.5–104.7 

 107.8–107.9 

 101.3–103.1 

 107.5–107.7 

 103.8–104.7 

であることを確認した。なお

浸漬区及び陰性対象として用いた

ミジンコ用培養液に浸漬したミジンコからは

いずれもウイルスは検出されなかった。また、

に暴露されたミジン

コ体内のウイルス力価の変動を調べた結果、

ウイルスに暴露されたミジンコはおよそ 10

日間は保持してい

。これらのこと

は感染性を有した状態

でミジンコの体内に保たれることが推察され

液に浸漬したミジンコを

ウイルス分離した結果、試験した最も高いウ

50/mL 区でも浸漬

日間を通し、いずれのウイルスも分

離されなかった。したがって、CyHV-2 及び

程度ではミジンコ体

内に残存しない可能性が推察された。一方で

これらのウイルスの分離に用いている魚類株

化細胞の感度の低さが本結果を導いた要因で

各ウイルス液に浸漬したミジンコの経

を保持しているミジンコをニジマスに

週間飼育し VHS

VHSは発症しなか

また、全ての生残魚の腎臓からウイル

も陰性であった。な

3592B 浸漬区及び

であることを確認した。なお 103 

浸漬区及び陰性対象として用いた

ミジンコ用培養液に浸漬したミジンコからは

また、

に暴露されたミジン

コ体内のウイルス力価の変動を調べた結果、

103～

日間は保持してい

これらのことか

は感染性を有した状態

でミジンコの体内に保たれることが推察され

液に浸漬したミジンコを

ウイルス分離した結果、試験した最も高いウ

区でも浸漬

日間を通し、いずれのウイルスも分

及び

程度ではミジンコ体

内に残存しない可能性が推察された。一方で

これらのウイルスの分離に用いている魚類株

化細胞の感度の低さが本結果を導いた要因で

各ウイルス液に浸漬したミジンコの経

を保持しているミジンコをニジマスに

VHSの

は発症しなか

また、全ての生残魚の腎臓からウイル

も陰性であった。な

浸漬区及び

ミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区の

累積死亡率はそれぞれ

（Table 3

CyHV

ス液に

はキンギョに、

さらに

イルスと魚種の組み合わせでもウイルスに暴

露したミジンコを与えた魚で病気は起こらず、

生残魚からもウイルスは検出されなかった。

なお、

漬液区の累積死亡率はそれぞれ

であ

浸漬液区の累積死亡率はそれぞれ

62%

 

（３）

おける

MEM

液中では

6 時間に大きな変動は観察されなかった。し

かし、ニジマス幽門垂の抽出液中では

4時間後には

低下は他の試験区と比較し有意であった

*：同じ保持時間における他の試験区に比べ有意差あ

 
 
  
  
 Fed VHSV
  
  
 
 Washing medium a
 with ethanol
  
  
 
 Immersion medium
  
  
 
 DK-3592B (positive control)
 
 Fed non

 

ミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区の

累積死亡率はそれぞれ

Table 3）。 

CyHV-2及びCyHV

ス液に 1 日間浸漬したミジンコを

はキンギョに、

さらに 2 週間死亡を観察したが、いずれのウ

イルスと魚種の組み合わせでもウイルスに暴

露したミジンコを与えた魚で病気は起こらず、

生残魚からもウイルスは検出されなかった。

なお、CyHV-2浸漬区及び

漬液区の累積死亡率はそれぞれ

であり、CyHV-3

浸漬液区の累積死亡率はそれぞれ

%であった。

（３）ニジマス消化物及び幽門垂抽出液中に

おける VHSVの力価の変動

MEM、市販飼料及びニジマス胃内容物の抽出

液中では VHSV

時間に大きな変動は観察されなかった。し

かし、ニジマス幽門垂の抽出液中では

時間後には 10

低下は他の試験区と比較し有意であった

：同じ保持時間における他の試験区に比べ有意差あ

Table 3. 経口感染細胞

 Group 
  
  

Fed VHSV-contaminated Moina macrocopa
 
 

Washing medium after disinfection 
with ethanol 
 
 

Immersion medium 
 
 

3592B (positive control) 

on-treated M. macrocopa 

ミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区の

累積死亡率はそれぞれ 90%及び

CyHV-3に関しても同様にウイル

日間浸漬したミジンコを

はキンギョに、CyHV-3では

週間死亡を観察したが、いずれのウ

イルスと魚種の組み合わせでもウイルスに暴

露したミジンコを与えた魚で病気は起こらず、

生残魚からもウイルスは検出されなかった。

浸漬区及び CyHV

漬液区の累積死亡率はそれぞれ

3浸漬区及び

浸漬液区の累積死亡率はそれぞれ

であった。 

ニジマス消化物及び幽門垂抽出液中に

の力価の変動

、市販飼料及びニジマス胃内容物の抽出

VHSVのウイルス力価は実験期間の

時間に大きな変動は観察されなかった。し

かし、ニジマス幽門垂の抽出液中では

104 TCID50/mL

低下は他の試験区と比較し有意であった

 ：同じ保持時間における他の試験区に比べ有意差あ

感染細胞における累積死亡率と死亡魚及び生残魚からの

 Cumulative Dead fish (positive/tested)
 mortality Cell
 (%) culture

macrocopa −1 0 - 
 −2 0 - 
 Mean 0 

 −1 0 - 
 −2 0 - 
 Mean 0 

  −1 13 4/4
 −2 27 8/8
 Mean 20 

 93 28/28 28/28

 0 - - 

ミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区の

及び 20%であった

に関しても同様にウイル

日間浸漬したミジンコを CyHV

では 2週間摂餌させ、

週間死亡を観察したが、いずれのウ

イルスと魚種の組み合わせでもウイルスに暴

露したミジンコを与えた魚で病気は起こらず、

生残魚からもウイルスは検出されなかった。

CyHV-2-ミジンコ浸

漬液区の累積死亡率はそれぞれ 83%及び

浸漬区及び CyHV-3-ミジンコ

浸漬液区の累積死亡率はそれぞれ 100%

ニジマス消化物及び幽門垂抽出液中に

の力価の変動 

、市販飼料及びニジマス胃内容物の抽出

のウイルス力価は実験期間の

時間に大きな変動は観察されなかった。し

かし、ニジマス幽門垂の抽出液中では 15

/mL以上減少し、この

低下は他の試験区と比較し有意であった

：同じ保持時間における他の試験区に比べ有意差あり (p < 0.05)

生残魚からの VHSV検出結果 

Dead fish (positive/tested) Surviving fish (positive/tested)
Cell RT-PCR Cell 

ure  culture 
 - 0/30 
 - 0/30 

 - 0/30 
 - 0/30 

4/4 4/4 2/26 
8/8 8/8 1/22 

28/28 0/2 0/2 

 0/30 0/30 

ミジンコの浸漬液に供試魚を浸漬させる区の

であった

に関しても同様にウイル

CyHV-2 で

週間摂餌させ、

週間死亡を観察したが、いずれのウ

イルスと魚種の組み合わせでもウイルスに暴

露したミジンコを与えた魚で病気は起こらず、

生残魚からもウイルスは検出されなかった。

ミジンコ浸

及び 43%

ミジンコ

100%及び

ニジマス消化物及び幽門垂抽出液中に

、市販飼料及びニジマス胃内容物の抽出

のウイルス力価は実験期間の

時間に大きな変動は観察されなかった。し

15℃で

し、この

低下は他の試験区と比較し有意であった。 

(p < 0.05) 

Surviving fish (positive/tested) 
 RT-PCR 

  
 0/30 
 0/30 

 0/30 
 0/30 

 1/26 
 0/22 
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