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研究成果の概要（和文）： 

本研究で実用化を目指した「ds-RNA 型」ワクチンは，申請者らが開発してきた「mRNA 型」ワ

クチンを発展させたものであり，ds-RNA 接種により産生されるインターフェロンを利用した簡

便かつ実用的な魚類ウイルスに対する免疫方法である。Poly(I:C)をニジマス，マハタ，ヒラメ

に投与し，魚を一過性の抗ウイルス状態とし，それぞれ伝染性造血器壊死症，ウイルス性神経壊

死症，ウイルス性出血性敗血症原因ウイルスで攻撃して生存率を対照と比較した。３例共にワク

チン効果が確認でき，この間に養殖環境中に存在する病原ウイルスに暴露させることでウイルス

に対する特異免疫を誘導することもできた。さらに実用化に向け，魚毒性の心配がない用法・容

量を定めることができた。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, we developed a novel fish-immunization with a synthetic double-stranded 
RNA [Poly(I:C)] and live pathogenic viruses. The fishes immunized with live pathogenic 
virus, followed by administration of Poly(I:C), became a transient, non-specific 
antiviral state, and those fish survive the initial immunization with live virus, thereby 
mounting a specific protective immune response against the injected pathogenic virus. 
Strong protective immune response was observed in rainbow trout, Japanese flounder and 
sevenband grouper by Poly(I:C)-immunization with IHNV, VHSV and NNV, respectively. It 
is conceivable that Poly(I:C)-immunization will eventually be applicable to a wide range 
of fish species as well as other viruses.  
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１．研究開始当初の背景 

わが国をはじめ多くの国で魚介類の増養殖

が盛んに行われているが「魚病」被害が産業

上大きな問題になっている。環境汚染や食の

安全の問題が大きく取りあげられ，魚病対策

においてもホルマリン等有害物質の使用禁止

や抗生物質の使用を減らす等の必要があり，

より積極的な防疫対策としてワクチンの開発

が切望されている。特にウイルス病では効果

的な治療法がないために，ワクチン開発が緊

急の課題であるが，魚類のウイルス病に対す

るワクチンとしては，イリドウイルス病のワ

クチンが唯一市販されているに過ぎない。 

申請者らは，これまでに様々なウイルス病

のワクチン開発に取り組んできた。その一つ

に「レトロウイルスを用いた RNA ワクチンに

代わる新たな RNA ワクチン」がある。本ワク

チンは，魚類病原ウイルスの感染防御抗原を

コードするmRNA をレトロウイルス粒子にパ

ッキングしたワクチンで，レトロウイルス粒

子により細胞内に運ばれたmRNA がウイルス

抗原を発現させ，免疫を誘導するとするもの

である。本RNA ワクチンの開発過程で，申請

者は興味深い現象に気がついた。感染防御抗

原を発現しないRNA ワクチン区(対照区)の魚

も，ウイルス攻撃に対しある程度の抵抗性を

示すこと，さらに生残魚の血清から攻撃用ウ

イルス抗原に対する特異抗体が検出されるこ

とである。本現象は，RNA ワクチンを接種す

ることで魚体内にインターフェロン(IFN)が

誘導され，ワクチン魚がウイルス攻撃に対す

る非特異的な抵抗性を呈すばかりでなく，攻

撃用ウイルスに対する特異免疫をも誘導して

いることが明らかになった。これまでの研究

で，アクアビルナウイルスやレオウイルス等               

の非病原ウイルスに感染した魚が，IFN の誘

導により，異種病原ウイルス(IHNV，VHSV，ノ

ダウイルス)に対し非特異的な抵抗性を示す

ことが報告されている。しかし，これら生残

魚の異種病原ウイルスに対する特異免疫応答

については，全く着目されてこなかった。 

 
２．研究の目的 

申請者らは，自然免疫であるインターフェ

ロン(IFN)を利用することで，簡便かつ実用的

な魚類ウイルスに対する免疫方法が確立でき

ると考えた。すわなち，IFN 誘導物質である

合成二本鎖 RNA[Poly(I:C)]を接種すること

により魚体内にIFN を誘導させ抗ウイルス状

態とし，この間に養殖環境に存在する病原ウ

イルスに暴露することで，ウイルスによる魚

の死亡を制御しながらもウイルス感染を成立

させ，最終的には病原ウイルスに対する免疫

を成立させようとするものである。 

本免疫方法は，申請者らが開発してきた

「mRNA 型ワクチン」の発想をさらに発展させ

た「二本鎖RNA 型(ds-RNA)のワクチン」であ

り，遺伝子組み換え技術を必要としないこと，

ウイルスの培養ならびに不活化を必要としな

いこと，接種後速やかに消失するというRNA

ワクチン最大の利点を継承していること，多

様な魚種とウイルスに応用可能であることか

ら，養殖現場での実用化が十分可能な「RNA ワ

クチン」である。本免疫法のモデルとして，

ニジマスと伝染性造血器壊死症ウイルス 

(IHNV)，ヒラメとウイルス性出血性敗血症ウ

イルス(VHSV) およびマハタとウイルス性神

経壊死症ウイルス(NNV)での検討を計画した。 

 
３．研究の方法 

本研究では，上記ニジマスとIHNV，マハタ

とRG-NNVおよびヒラメとVHSVをモデルとし，

IFN 誘導物質として非病原性伝染性膵臓壊死

症ウイルス(IPNV）および合成二本鎖 RNA 

[Poly(I:C)]を用い，自然免疫であるIFN を応

用した魚類ウイルスに対する新しい免疫法の

確立を検討した。 



初年度は，ニジマスに非病原性のIPNVを接

種し，次いでIHNVで攻撃し，予めIPNVに感染

したニジマスがIHNVの攻撃に対し抵抗性であ

るかどうかを検討した。次に，IHNV攻撃で生

残したニジマスより採血し，得られた血清中

に抗IHNV抗体が誘導されているかどうかを観

察した。また，IHNV攻撃で生残したニジマス

からIPNV およびIHNV が分離されるかどうか

を検査した。さらに，上記IHNV 一次攻撃生残

ニジマスをIHNVで再攻撃し，IHNV再攻撃時の

発症・死亡率を観察した。IPNV の代わりにIFN 

誘導物質である Poly (I:C)を用いて同様の

実験を行い，Poly(I:C)接種によりIFN が誘導

されたニジマスがIHNV 攻撃に対し抵抗性で

あるかを試験し，Poly(I:C)接種ニジマスが抗

ウイルス状態であるかどうかを観察した。 

次年度は，マハタと RG-NNV をモデルにIFN 

を利用した免疫法が有効であるかどうかを検

証した。すなわち，Poly(I:C)を接種したマハ

タが RG-NNV に対し抵抗性であること，また

生残マハタ血清から抗 RGNNV 抗体が検出さ

れること，さらには生残マハタが RGNNV によ

る再攻撃に対し抵抗性であることを実験的に

検証した。さらにIFN ならびに抗ウイルス状

態誘導のためのPoly(I:C) 最小有効濃度につ

いて異なる濃度のPoly(I:C)をマハタに接種

した後，各々を RG-NNV で攻撃し，各実験区

の抗ウイルス状態（RG-NNV に対する抵抗性）

を比較した。IFN により誘導された抗ウイル

ス状態の持続期間をマハタにPoly(I:C)を接

種後，0, 2, 4, 7, 14 日後にRG-NNVで攻撃し，

その累積死亡率を比較することで，IFN によ

り誘導された抗ウイルス状態の持続期間を明

らかにした。本実験により，Poly(I:C)接種後

のウイルス攻撃のタイミングを検討した。 

21-22 年度に，IFN による抗ウイルス状態

誘導のためのPoly(I:C)の用法・用量を明らか

にし得たので，本免疫方法が，その他のウイ

ルス病へも応用可能か検証した。試験はヒラ

メとVHSV，マダイとマダイイリドウイルス

(RSIV)で実施した。これらのウイルス病につ

いて検討することで，現在我が国で問題にな

っているウイルス病のほとんどが網羅できる

と考えた。 

最終年度は，本免疫法の実用化に向け，Poly 

(I:C)の水産用医薬品としての許認可を目指

すために，Poly(I:C)の毒性・残留性および用

法・用量について検討した。なお，本法で免

疫が成立したことを裏付けるためには，ウイ

ルスに対する特異抗体の正確な検出法が不可

欠である。本研究では，これまでに申請者ら

が開発した魚類抗体検出ELISA 法を用い，従

来不可能とされてきたマダイイリドウイルス

病ウイルスに対する特異抗体の検出を試みた。 

 
４．研究成果 

本研究は，インターフェロン(IFN)を利用

し，簡便かつ実用的な魚類ウイルスに対する

免疫方法[Poly(I:C)]免疫法の確立と実用化

を目指すものであり，初年度はニジマスと

IHNV をモデルに以下の成果を得た。1）ニジ

マスに非病原性のIPNVを接種し，次いでIHNV

で攻撃を実施し，予め IPNV に感染したニジ

マスが IHNV の攻撃に対し抵抗性であること

を示した。2）IHNV 攻撃で生残したニジマス

の血清中に，抗 IHNV 抗体が誘導されている

ことを確認した。3）上記 IHNV 1 次攻撃生残

ニジマスを IHNV で再攻撃し，IHNV による再

攻撃に対し抵抗性であることを確認した。以

上の結果より，IPNV に続き IHNV で攻撃した

ニジマスが IHNV に対する免疫を獲得するこ

とが明らかになった。次いで，4）IPNV の代

わりに IFN 誘導物質である Poly(I:C)を用い

て同様の実験を行った。すなわち，Poly(I:C)

を接種することにより IFNが誘導されたニジ

マスが IHNV 攻撃に対し抵抗性であることを

実験的に確認することで，Poly(I:C)接種ニ



ジマスが抗ウイルス状態であることを確認

した。5）IHNV 攻撃生残魚の血清中に抗 IHNV

抗体が誘導されていることを確認し，さらに

IHNV による再攻撃試験により，IHNV 一次攻

撃生残魚が IHNV に対し抵抗性であることを

確認した。6）本法では，抗ウイルス状態の

魚の免疫に生ウイルスを用いるが，本法で免

疫した魚を解体しウイルス検査を実施した

ところ，ウイルスは分離されず免疫魚がウイ

ルスキャリアーとならないことを確認した。

以上の実験により，IPNV あるいは Poly(I:C)

を接種することでニジマスが抗ウイルス状

態になること，さらに抗ウイルス状態にある

魚を IHNV で攻撃することにより，ニジマス

を殺すことなく IHNV に対する免疫を獲得さ

せることが可能であることを明らかにした。 

次年度は IFN 誘導物質である合成二本鎖

RNA［Poly(I:C)］を投与することで，魚を一

過性の抗ウイルス状態とし，この間に病原性

ウイルスに暴露させることでウイルスに対

する特異免疫を誘導するかどうか検討した。 

低水温期の養殖ヒラメに甚大な被害をもた

らす VHS に対し，Poly(I:C) 免疫法の有効性

ならびに Poly(I:C)の用法・用量について検

討した。供試魚として，長崎県で種苗生産し

たヒラメ（31.7g）を，また免疫および攻撃

用病原ウイルスとして VHSV obama25 株を用

いた。Poly(I:C)免疫法の有効性確認試験で

は，供試魚に Poly(I:C)（200μg/fish）を筋

肉内接種し，2日目に VHSV（104.3TCID50/fish）

を接種した。その後 4 週間目に VHSV で攻撃

した死亡率の推移を観察した。また，

Poly(I:C) 投与 2 日前から 14 日後にかけて

VHSV 攻撃し，各区の死亡率の推移を比較する

ことで，抗ウイルス状態の持続期間について

検討した。最小有効投与量試験では，

12.5μg/fishから200μg/fishについて検討

した。Poly(I:C) 投与後 VHSV を接種した魚

では死亡は認められず (RPS:100％)，また本

生残魚は VHSV による再攻撃に対し高いても

抵抗性 (RPS:100%) を示した。なお，生残魚

の血清から VHSV に対する特異抗体が検出さ

れた。従って，ヒラメに Poly(I:C) を投与し

た後に VHSV を接種することで，VHSV に対す

る特異免疫が誘導できることが示された。

Poly(I:C) 投与によるヒラメの抗ウイルス

状態は，投与翌日から 7日目まで持続するこ

とが明らかになった。また，ヒラメにおける

Poly(I:C) 免疫法では，12.5μg/fish 以上の

Poly(I:C) を投与すれば十分であった。  

３年目は，マハタに NNV に対する免疫を獲

得させるために必要な最小ウイルス量を筋

肉内接種法と浸漬法により求めた。筋肉内接

種区では，予め Poly(I:C)を 50μg/尾ずつ投

与したマハタ種苗(平均体重 53g)の背鰭下部

背筋内に，105.3〜100.3 TCID50/mL となるよう

10 倍段階希釈した RG-NNV を 100μL/尾・12

尾/区ずつ接種した。一方，浸漬区では，Poly 

(I:C)を 50μg/尾ずつ投与したマハタ種苗 

(平均魚体重 12g)を，RGNNV が 106.3〜102.3 

TCID50/mL となるよう 10 倍段階希釈した紫外

線照射海水に60尾ずつ25.7℃で30分間浸漬

した。筋肉内接種区は 3L 容円形水槽で個別

収容し，浸漬試験区は 100L 円形水槽に各 60

尾収容した。免疫後 3週間飼育したのち，各

区の供試魚を RGNNV (104.3TCID50/尾，筋肉内

接種) で攻撃し，死亡率の推移を 2 週間観察

した。なお，実験終了時に各生残魚の血清を

回収し，抗 RGNNV 抗体検出 ELISA に供した。

マハタを用いたPoly (I:C)-免疫法において，

RPS: 90%以上の効果を誘導するためには，筋

肉内接種法でRGNNVを103.3TCID50/尾以上の投

与する必要が，また浸漬法では 104.3〜105.3 

TCID50/mL 以上の RGNNV 液へ浸漬する必要が

あることが示された。これらのウイルス量は，

何れもマハタに対する半数致死量以上であ



った。なお，筋肉内接種区の供試魚では，十

分量の抗 RGNNV 抗体が検出されたが，浸漬区

においては抗 RGNNV 抗体が検出されなかった

にもかかわらず，RGNNV に対する十分な防御

効果が認められた。 

最終年度は，まず Poly(I:C)の魚に対する

毒性および残存性をヒラメおよびサケを対

象に検討した。平均体重 8.2ｇのヒラメを

17℃あるいは 13℃で飼育し，800, 400, 200 

および 100 μg/尾となるよう Poly(I:C) を

筋肉内接種し，その毒性について検討した。

17℃飼育区では，800μg/尾接種区で１尾死

亡したが，400μg/尾以下の接種区では死亡

は認められなかった。しかし，200μg/尾接

種区の 16.7～33.3％で接種部位の周辺の皮

膚に赤変および潰瘍が認められた。一方，

13℃飼育区では，100μg/尾接種区の 33.3％

に，また 800μg/尾接種区では 83.3％に死亡

あるいは潰瘍が認められた。1,000μg/尾接

種のサケでも同様に低水温の方が障害は大

きく現れた。次いで，Poly(I:C)投与魚のイ

ンターフェロン誘導の指標として，Mx 遺伝子

の発現をイシダイを対象に観察し，その発現

を確認した。以上，Poly(I:C)は低温下で毒

性を示すことが明らかとなったが，その濃度

は昨年度までに検討してきた用法・用量の 10

～20 倍濃度であり，実用上問題はないと考え

られた。 
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