
- 9 -

コイヘルペスウイルス（KHV）病感染耐過魚からのウイルス高感度検出の試み
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コイヘルペスウイルス（以下 KHV）病はコイ
の増養殖に大きな被害を与えている。この疾病は

国内では2003年に初めて発生し１）、以後全国各地

に伝播し被害が拡大した。

KHV 病のまん延を防止するため、KHV 検査が
行われている。診断には、初動診断として PCR2）

および LAMP3）が実施されており、確定診断は、
Yuasa et al.の方法2）

および Gilad et al.の方法4)
に

報告されている２つのプライマーを用いた PCR
により行われている。さらに、他の特異遺伝子配

列を標的とした PCR5)も開発されている。
現行の PCR では、KHV に感染・発症し治癒し

た魚（以下感染耐過魚）の鰓から、長期間に渡り

ウイルスを検出することは難しい。一方、ウイル

スゲノムは、ウイルス暴露後長期間にわたり、脳

に残存することが明らかにされている6）。しかし

ながら、脳を検査に供することは破壊検査となり、

高価なニシキゴイから採取することは現実的には

難しい。したがって、KHV感染耐過魚の鰓から、
より高感度に検出可能な技術を開発することが求

められている。

これまでの研究から、ウイルスの糖鎖結合性を

利用して、糖鎖固定化金ナノ粒子（以下 SGNP）
によるウイルスの捕捉・濃縮後、定量 PCR（以
下ウイルス濃縮 Q-PCR）を行うことで、従来の
方法より高感度に極く低濃度のウイルスを検出で

きる技術が開発されている
7）
。そこで本研究では

KHV 感染耐過魚を作出し、新たに開発されたウ
イルス濃縮技術を応用することにより、感染耐過

魚から KHV を検出する技術の有効性を検討し
た。

また、現在ニシキゴイ養殖場の KHV サーベイ
ランスは、検査用 KHV フリー魚と３週間同居飼
育を行い、同居飼育後の魚を検査することにより

行われている。しかし、これまで感染耐過魚との

同居期間について調べた例は少ないため、適切な

同居期間について検討した。

さらに、KHV サーベイランスにおける基礎的
知見を得るため、同居飼育を行わず感染耐過魚そ

のものを検査する方法（以下直接法）と、３週間

同居飼育した後同居魚を検査する方法（以下同居

法）の比較検証を試みた。

材 料 と 方 法

１. ウイルス濃縮 Q-PCRの有効性
供試魚及び接種源

供試魚には、新潟県内水面水産試験場にて作

出し、800L の FRP 水槽にて23℃で馴致したニシ
キゴイ70尾（平均180 .0g）を使用した。

KHV 感染接種源は NRIA0308 株（独立行政法
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をニシキゴイに接種後、９日目に死亡した死亡

魚の鰓をホモジナイズし、MEM（イーグル最小

必須培地, 日水製薬）で1,000倍希釈した液を用

いた。

KHV感染耐過魚の作出
ウイルス攻撃は、上述の接種源を１尾当たり

100μL ずつ腹腔内に接種することにより行った。
昇温は魚群への十分な KHV 感染が認められた

時点で開始した。すなわち、攻撃後23℃にて飼育

し、10尾を無作為に取り上げ LAMP により５尾
以上が陽性になること、および１尾以上の死亡を

確認した時点とした。この時点を境に、23°C か
ら昇温して32 °C を５日間継続した後、インター
バルとして23°C に３日間戻した。これを１セッ
トとして、連続してもう１セット行った。なお、

攻撃後18日目から35日目までの昇温処理期間を除

き、飼育期間中の水温は19.0～ 24.6℃で推移し

た。

ウイルス濃縮 Q-PCRの有効性評価
攻撃後39、65、122および158日目にサンプリン

グを行い、鰓の一部をウイルス濃縮 Q-PCR に供
した。

ウイルス濃縮 Q-PCR は、Proteinase Ｋを用い
て55℃にて３時間酵素消化後、SGNP を添加し、
室温にて30分間時々撹拌しながら、ウイルスを

SGNP に吸着させることにより濃縮を行った。そ
の後、100℃にて10分間加熱し Proteinase Ｋを失
活させ、10,000g にて２分間遠心し、さらにボイ
ルした後、上清２ μL をリアルタイム PCR に供
した。

リアルタイム PCRの試薬は、SYBR Premix Ex
Taq Ⅱ（Takara Bio Inc）を使用した。プライマ

ーは、Gilad et al.８）に従ったものを使用した。
反応条件は、ステップ１では、95℃ 10秒間、ス

テップ２は95℃ ５秒間の後、60℃ 30秒間１サイ

クルとし、このサイクルを40回繰り返した。デー

タ解析は、付属のソフトを用いて増幅曲線（以下

Ct）と融解温度（以下 Tm）で評価し、陽性を判
定した。

比較対照として、Puregene DNA Purification Kit
（Gentra Systems, USA）を用いて核酸抽出を行い、

Gilad et al.4）
に従って PCRを行った。

なお、両者の検出率の比較は、Fisher の直接確
率検定により行った。また、供試魚に用いたニシ

キゴイは、ウイルス濃縮 Q-PCR および PCR で
KHV陰性であることを確認している。

２. 同居期間の検討

試験１で作出した攻撃後39日目の感染耐過魚24

尾と新潟県内水面水産試験場にて作出した

KHV フリーのニシキゴイ20尾（平均139.7 g）
を同居飼育した。同居魚から各５尾ずつ48時間、

１週間、２週間および３週間ごとにサンプリング

を行い、攻撃後の経過日数ごとおよび同居日数ご

との検出率を調べた。同様にして、攻撃後65日目、

122日目および158日目についても検討した。

結 果

１. ウイルス濃縮 Q-PCRの有効性
攻撃後の経過日数ごとに、ウイルス濃縮 Q-PCR

と PCR の検出率を表１に示した。攻撃後39日目
の感染耐過魚から、ウイルス濃縮 Q-PCRでは
87%（39尾中34尾）、PCRでは46%（39尾中18尾）
から検出された。攻撃後65日目の感染耐過魚から

では、いずれの方法においても80%（５尾中４尾）
から検出された。また、攻撃後122日目の感染耐

過魚からは、ウイルス濃縮 Q-PCR では30%（27
尾中８尾）、PCR では７%（27尾中２尾）から検
出された。しかし、攻撃後158日目の感染耐過魚

からでは、いずれの方法においても検出されなか

った。

攻撃後39日目では、ウイルス濃縮 Q-PCR の検
出率は87%と PCR の46%に比べ有意に高かった
（p<0.05）。さらに、攻撃後122日目では、ウイ
ルス濃縮 Q-PCR の検出率は30%と PCR の７%に
比べ高い値は示したものの、有意性は認められな

かった（p>0.05）。攻撃後65および158日目の感
染耐過魚からの検出率については、供試尾数が５

尾と少ないことから、統計学的な評価はできなか

った。
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表１ 攻撃後の経過日数ごとの KHV検出状況
攻撃後の

39日後 65日後 122日後 158日後

経過日数

濃縮 Q-PCR
87% 80% 30% 0%

検出率

PCR
46% 80% 7% 0%

検出率

２. 同居期間の検討

KHVフリー魚を攻撃後39日目の感染耐過魚と
同居させた場合、ウイルス濃縮 Q-PCRでは、48
時間の同居で検出率は20%であったが、１週間同
居すると同居した魚の100%から検出された。一
方、PCRでの検出率は48時間の同居では０%であ
ったが、１週間同居すると同居した魚の60%から
検出された（表２）。

攻撃後65日目の場合、ウイルス濃縮 Q-PCR で
は、１週間以内の同居では検出率０％であったが、

２週間同居すると20%となり、３週間の同居では
100%から検出された。一方、PCR では、２週間
同居しても検出率は０%であったが、３週間同居
すると同居した魚の80%から検出された。
攻撃後122日目では、ウイルス濃縮 Q-PCR、PCR

ともに、すべての同居期間で検出されなかった。

次に、得られた結果から、直接法と同居法の検

出率を攻撃後の経過日数ごとに比較した（表３）。

その結果、攻撃後39日目における直接法による

検出率は、ウイルス濃縮 Q-PCR では87%、PCR
では46%であった。同時期の同居法による検出率
は、ウイルス濃縮 Q-PCRでは100%、PCRでは40%
であった。

また、攻撃後122日目における直接法による検

出率は、ウイルス濃縮 Q-PCR では30%、PCR で
は７%であった。一方、同時期の同居法による検
出率は、いずれの方法を用いても０%であった。

表２ 感染耐過魚と同居した KHVフリー魚からの KHV検出状況(n=5)
検査法 濃縮 Q-PCR PCR

同居期間 同居期間

攻撃後の経過日数 48時間 １週間 ２週間 ３週間 48時間 １週間 ２週間 ３週間

39日後 20% 100% NT 100% 0% 60% NT 40%

65日後 0% 0% 20% 100% 0% 0% 0% 80%

122日後 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

表３ 直接法と同居法の検出状況

検査法
直接法 同居法

(n=24) (n=5)
攻撃後の 濃縮

PCR
濃縮

PCR
経過日数 Q-PCR Q-PCR
39日後 87% 46% 100% 40%

122日後 30% 7% 0% 0%

考 察

持続的養殖生産確保法に基づく KHV 病のまん
延防止措置により、感染ゴイの消毒処分が行われ

ており、ひとたび KHV 病が発生すれば、養鯉業

者にとって甚大な経済的損失を被ることとなる。

現在、KHV診断に用いられている PCRは、KHV
感染耐過魚の鰓から、長期間に渡りウイルスを検

出することは難しく、より高感度にウイルスを検

出可能な検査法の開発が求められている。これま

でに、ウイルスの糖鎖結合性を利用して、新たに

開発されたウイルス濃縮 Q-PCR は、ヒトヘルペ
スウイルス（HSV-1,2,3,5）について、通常の PCR
に比べ約1,000倍検出感度が高いことが明らかに

されている
７）
。

本試験では、ウイルス濃縮 Q-PCR を KHV 検
出に応用し、PCR に対する検出感度を比較検証
した。その結果、感染耐過魚からの検出率は、攻

撃後いずれの時期においても、ウイルス濃縮
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Q-PCR の検出率が PCR と同じかそれ以上である
ことから、ウイルス濃縮 Q-PCRは PCRに比べ有
効であると考えられた。

また、検出率は攻撃後時間の経過とともに漸減

していくものと考えられた。Yuasa et al.は、感染
マゴイと非感染ニシキゴイとの24時間同居感染実

験の結果から、感染したマゴイから感染性ウイル

スが排出される期間は、23℃では攻撃後１～14日

であることを明らかにしている
９）
。

本試験は、感染耐過魚の作出方法が Yuasa et al.
とは異なるが、攻撃後65日目においても同居を少

なくとも３週間行えば、同居魚からいずれの方法

でもウイルスが検出された。したがって、作出し

た感染耐過魚からは、攻撃後65日目においても同

居魚に感染させるのに十分な量のウイルスが排出

されていることが分かった。

一方、攻撃後122日目では、３週間同居した魚に

おいても KHVは検出されなかった。これらの結
果から、同居した魚から検出可能な同居期間は、

攻撃後時間の経過とともに長くなり、ついには同

居魚から検出できなくなるものと考えられた。

しかしながら、攻撃後122日目においても感染耐

過魚では、ウイルス濃縮 Q-PCRでは30%から、
PCRでは７%から検出されている。このことは、
同時期の感染耐過魚は同居魚から KHVが検出さ
れないレベルで、持続あるいは潜伏感染している

ことを示唆している。

感染耐過魚からの検出率を向上させるために

は、同居した魚を検査するよりも感染耐過魚その

ものを検査することが望ましい。あわせて、その

際には、ウイルス濃縮 Q-PCRを用いることが有
効であるものと考えられた。

一方、今後ウイルス濃縮 Q-PCRを普及させる
ためには課題がある。ウイルス濃縮 Q-PCR結果
は、付属ソフトを用いて Ctと Tmで評価し、特
に Tmについては、数値判定により陽性または陰
性を判定する客観的な基準を確立した

10）
。しか

し、実際に感染耐過魚を検査した場合、陽性また

は陰性と明確に判別し難いケースがみとめられ

た。本試験においては、このような結果がみとめ

られたケースはわずかではあるものの、その場合

は陰性と区別するため、陽性と判定した。

今後、本検査法は、陽性または陰性がより明確

に判別できるようさらに改良していく必要がある

ものと考えられた。

要 約

ウイルス濃縮 Q-PCR の有効性を評価したとこ
ろ、感染耐過魚からの KHV 検出において、PCR
に比べ検出率が高いことが明らかになった。また、

攻撃後の日数が経過した場合、感染耐過魚からの

検出率は、直接法が同居法に比べ高くなることが

示された。

また、KHV サーベイランスにおける検査用
KHV フリー魚との同居期間は、現行の３週間が
適切な期間であることが裏付けられた。
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