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研究成果の概要（和文）：口白症感染魚に特異的に発現する3つのRNA断片(Kuchijirosho-Associated RNAs：
KARs)を利用した研究により，以下の成果が得られた。1)口白症原因ウイルスはアーティキュラウイルス目アム
ヌーンウイルス科に属すると推察された。2)発現プラスミドに導入された各KARに由来するタンパク質(約50 
kDa)の大腸菌数株における発現が確認された。3)KARsに対するISHシグナルは本症病魚の脳全体の神経細胞の核
を中心に検出され，症状の進行に伴い発現域が脳全体へ拡大する傾向がみられた。4)リコンビナントワクチンお
よびDNAワクチンの感染防御効果はほとんど確認されなかった。

研究成果の概要（英文）：The following are the main findings of this study with 
Kuchijirosho-Associated RNAs(KARs):1) Genome sequencing and analysis of the kuchijirosho causative 
virus identified a novel member of Amnoonviridae. 2) Recombinant KAR proteins (approximately 50 kDa)
 were expressed in a few strains of Escherichia coli. 3) Intensity and area of ISH signals targeting
 the KARs were developed mainly in the nuclei at different regions of the brain by the progression 
of disease in Fugu.4) Little protective efficacy of both a recombinant vaccine and a DNA vaccine 
against kuchijirosho was observed. These findings will provide an initial step for further 
understanding the virus infection mechanism and development of a control measure against 
Kuchijirosho.

研究分野：魚病学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
口白症に関する研究は原因ウイルス種が不明なまま停滞していた。しかし，本研究により本症原因ウイルスの全
ゲノムの解読に成功したことから，その各分節ゲノムの遺伝子産物を解析・応用することで，ウイルス学的に宿
主細胞への感染に直接関わるウイルスレセプターや宿主細胞内でのウイルスの複製機構が解明できるとともに，
得られた知見により，ワクチン候補や抗ウイルス薬の標的を特定できることから，口白症のワクチンや治療薬の
開発へと活用できる。また，ゲノム情報を用いた本ウイルスの検出技術を駆使して，養殖場でキャリヤーとなっ
ている宿主魚を突き止め，ウイルスの伝播経路を解明することで，感染環の遮断に繋がる知見が得られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 口白症は 1982年以前からトラフグ養殖場において発生していた，主に脳に障害をもたらす
ウイルス感染症であり，致死性が強いため，魚類防疫上重要視されている。しかし，本症の原因
ウイルス種は同定されていない。また，ウイルス粒子が感染魚体内に観察できず，in vitro 培
養もできないことから，ワクチンの製造に必要な大量のウイルス粒子を調製できない。このよう
に本症に関する研究は原因ウイルス種が不明なまま停滞しており，防除法は確立されていない。 
 

(2)我々の研究により，未知ウイルスの核酸をクローニングする方法である RDV 法を応用し，感
染脳を材料として口白症特異的に発現する 3つの RNA分節(Kuchijirosho-Associated RNA：KAR-
A, B, C)が特定された。これら KARsは口白症感染魚の脳内で症状の進行とともに増加すること
から，口白症に関連する RNA であることが判明し，KARs を標的にした確定診断法の確立にもつ
ながった。しかし，各 KARの塩基配列およびアミノ酸配列は，データベース上のどの配列とも相
同性を示さなかった。そのため，口白症原因ウイルスは今までに発見されていない新規のウイル
ス種と推測された(Katou et al., Fish Pathol., 2021)。 
 

２．研究の目的 

(1) 口白症原因ウイルスの全ゲノムの塩基配列を解読することにより，本ウイルスの分類学的
位置を確定する。 
 
(2) KAR 組換えタンパク質(rKAR)を作製し，KAR遺伝子および KARタンパク質の発現様式と性状
を解析するとともに，それらを指標として本ウイルスの感染機序を解析する。 
 
(3) KAR 遺伝子の情報を基に，口白症に対するリコンビナントワクチンや DNAワクチンの開発を
目指す。 
 

３．研究の方法 

(1) 口白症に実験感染させたトラフグ 3尾の脳をプールし，Direct-zol RNA Microprep Kit を
用いて RNA を抽出した。DNBSEQ-G400 RS を用いた RNA-seq により約 13Gb のペアエンドリード
（150 bp）を取得し，fastp v0.23.2 によりアダプタートリミングを行った。Bowtie2 v2.4.5 で
インデックス化したトラフグのゲノムデータを参照配列とし，hostile v1.1.0 により宿主由来
のリードを可能な限り除去した。残ったリードを metaSPAdes（SPAdes genome assembler v.4.0.0）
でアセンブルし，コンティグ配列を構築した。カバレッジ情報や BLAST解析の結果を基にウイル
スゲノムを推定し，Geneious prime ソフトウェアを用いて当該配列の末端領域を補正した。ま
た，RNA合成酵素 PB1サブユニットをコードする遺伝子配列を用いて分子系統解析を行った。 
 
(2)①rKARの作製：pCR4-TOPO あるいは pCRII-TOPOへサブクローニングした KAR- A,-B ,-Cを
PCRにより増幅し，各 KAR cDNA断片を発現ベクターpET-22b(+)へ組み込み，E. coli BL21(DE3)
へ導入して形質転換後にインサートが確認されたものを培養し，IPTG によって発現誘導を行っ
た。誘導後の菌液を遠心して集菌し，上清および沈殿物をサンプルとした。 E. coli 
BL21(DE3)pLysS, Rosetta-gami B, Rosetta-gami B(DE3)pLysS においても同様にして発現誘導
を行い，誘導後の菌液を遠心して集菌した後に沈殿物に対して超音波破砕およびグアニジン塩
酸溶液による変性処理を行い，再度遠心して集菌した上清および沈殿物をサンプルとした。得ら
れたサンプルは SDS-PAGE に供し，CBB 染色を施した。このとき目的産物と考えられるバンドが
検出された場合は，これをウエスタンブロッティング(WB)に供した。また，変性処理によって可
溶化が確認されたサンプルは，コバルトレジンを用いた Hisタグ精製に供し，目的タンパク質の
高純度精製を試み，精製物を WB に供した。さらに，精製 rKAR-Bタンパク質に対するマウスポリ
クローナル抗体を作製した。 
②実験感染トラフグの脳における KARs の局在解析：口白症原因ウイルスのトラフグに対する実
験感染で得られた病態の異なる病魚の脳を用いて組織切片を作製し，免疫組織化学(IHC)および
in situ hybridization(ISH)に供試して，KARタンパク質および KAR遺伝子の脳における局在を
探索した。IHC は rKAR-B に対するマウスポリクローナル抗体を用いて行った。ISH は DIG 標識
した KAR特異的 cRNA プローブを用いて行い，検出した KARの陽性シグナルを観察して，病態別
にシグナル強度の評価を試みた。 
 
 (3) リコンビナントワクチンは，rKAR-Bタンパク質の粗精製物をアジュバントと混合して作製
した。また，対照の接種原は形質転換以外の処理を同様に行った E.coli BL21，および PBSをそ
れぞれ同様にアジュバントと混合して作製し，E.coli BL21培養菌液，およびアジュバント混合
PBSとした。試験区は接種原に基づいてワクチン区，E.coli BL21培養菌液区，アジュバント混
合 PBS 区，および PBS 区を設けた。一方，DNA ワクチンは KARs を発現ベクターpcDNA3.1 に組み



込んだ KARプラスミド(pcDNA3.1-KAR-A, -B, -C)を作製した。試験区には，各 KAR プラスミドを
接種するワクチン区(KAR-A 区，-B 区，-C 区)，ならびに発現ベクターおよび PBS を接種する対
照区(空プラスミド区および PBS区)を設けた。ワクチン試験では，各接種原溶液を該当する試験
区のトラフグに腹腔内接種もしくは筋肉内接種し，21～25 日間飼育して免疫の誘導を行った。
その後，口白症魚脳磨砕濾液を筋肉内接種して攻撃し，17～21 日間の累積死亡率に基づく有効
性を判定した。 
 
４．研究成果 
(1) メタアセンブルにより構築さ
れた 46,758 コンティグのうち 8 コ
ンティグが著しく高いカバレッジ
を示し，3 本の KAR もここに含まれ
ていた。これらのコンティグの両末
端には共通のモチーフ配列が認め
られ，また一つの配列はエンベロー
プタンパク質をコードしていた。以
上のように，8 コンティグのうち 3
本の KAR を除く 5コンティグは，口
白症ウイルスの新規ゲノム配列で
ある可能性が高く，当該ウイルスは
8 本の分節ゲノムを有すると考えら
れた。さらに，PB1 遺伝子の分子系
統解析により，本ウイルスはアーテ
ィキュラウイルス目アムヌーンウ
イルス科に属すると推察された(図 1)。本研究により，口白症ウイルスの全ゲノムの解読に成功
したことから，その各分節ゲノムの遺伝子産物を解析・応用することで，ウイルス学的に宿主細
胞への感染に直接関わるウイルスレセプターや宿主細胞内でのウイルスの複製機構が解明でき
るとともに，得られた知見により，ワクチン候補や抗ウイルス薬の標的を特定できることから，
口白症のワクチンや治療薬の開発へと活用できる。また，ゲノム情報を用いた口白症ウイルスの
検出技術を駆使して，養殖場でキャリヤーとなっている宿主魚を突き止め，ウイルスの伝播経路
を解明することで，感染環の遮断に繋がる知見が得られる。今後，本症の解明は飛躍的に進むと
思われる。 
 
(2) ①SDS-PAGE および CBB 染色の結果，rKAR-B は E. coli BL21(DE3)および Rosetta-gami 
B(DE3)pLysS において，ならびに rKAR-A および rKAR-C は Rosetta-gami B(DE3)pLysSにおいて
それぞれタンパク質の発現が確認された。これらに対して WBを行った結果，抗 His タグ抗体と
の抗原抗体反応が確認され，各タンパク質の分子量はいずれも約 50 kDa であった(図 2-4)。こ



の結果は，KARに由来する
産物が得られたことを示
している。また，Hisタグ
精 製 の 結 果 ， E. coli 
BL21(DE3)により発現した
rKAR-B の変性処理後溶液
の精製物において，約 50 
kDa の位置にバンドが認
められた。これら rKAR の
作製結果の概要を表 1 に

示した。本研究により，KAR 由来組換えタンパク質が獲得された。したがって，KAR は一連の発
現領域をコードしており，口白症関連タンパク質の発現に必要な情報を持ち，かつ口白症の感染
機構に関与している可能性が高いと考えられた。 
②IHC の結果，KAR タンパク質の陽性反応は確認されなかった。しかし，ISHの結果，KAR-A およ
び KAR-B の遺伝子の陽性シグナルはともに脳全体の神経細胞で検出され，重篤な個体ほど発現
範囲やシグナル強度が増加し，症状の進行に伴い発現域が脳全体へ拡大する傾向がみられた(表
2)。また，神経細胞における両 KAR の陽性シグナルは細胞質よりも核で強く発現し，核小体に局
在することもあった(図 5)。これらのことから，KARsの局在は病魚脳内における本ウイルスの感
染動態および伝播経路を示唆しており，本ウイルスのゲノム RNAは核内で発現・増加しているの
でないかと考えられる。したがって，口白症ウイルスは KARs を分節ゲノムとして有する，アー
ティキュラウイルス目に分類されるウイルスである可能性が高いと推察される。これは，(1)で
得られた結果を支持するものである。今後の課題として，KARプローブの感度の改善や脳組織以
外の組織での ISH実施，あるいは KAR-Cにおける細胞内局在を調べるなど，ウイルスの詳細な感
染動態および増殖機構を明らかにする必要がある。 

 



(3)リコンビナントワクチンの有効性試験の結果，全ての試験区における累積死亡率が 100%，お
よび有効性を示す RPS が 0%となり，口白症に対する本ワクチンの防御効果は確認されなかった
(表 3)。一方，DNA ワクチンの有効性試験の結果，KAR-A 区における累積死亡率は対照区および
他のワクチン区のそれらよりも低く，対照区に対する RPSは 60%以上であったこと，および生残
魚の症状は他の区のそれらと比べてやや軽微であったことから，KAR-A プラスミドを用いた DNA
ワクチンの有効性が期待された。しかし，KAR-A区の効果を再び検討した結果，有効性試験にお
ける KAR-A区の累積死亡率は対照区のそれとほぼ同様(95～100%)，および RPSは−5.3%あるいは
0.3%であった。これらの結果から，口白症に対するいずれの DNAワクチンの防御効果も確認され
なかったと判断された(表 4)。一方，今回の研究によって，トラフグ組織における目的プラスミ
ド DNA の発現，トラフグに対する当該プラスミドの安全性，およびワクチン効果判定法(攻撃試
験)などの口白症に対する DNA ワクチンの開発に必要となる基礎的知見を得ることができた。今
後，口白症ウイルスのゲノム解読が進められ，感染防御抗原遺伝子が明らかになった際には，本
研究で得られた基礎的知見を応用することで，口白症の防除に有効な DNA ワクチンや組換えワ
クチンを開発する研究を進める必要がある。 
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