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疾病名：ウイルス性出血性敗血症 ( Ⅳ a 型を除く。)
Viral haemorrhagic septicaemia (excluding Genotype IVa)(VHS)
病原体：Viral hemorrhagic septicemia virus ( ラブドウイルス科ノビラブドウイルス属 )

( １) 疫学調査 ( 遺伝子型 IVa を除く。)
①　宿主域：ニジマス (Oncorhynchus mykiss)、ブラウントラウト (Salmo trutta)、タ

イセイヨウサケ (S. salar)、カワマス (Salvelinus fontinalis)、パイク、ターボット
(Scophthalmus aquosus)、グリーンランドハリバット (Reinhardtius hippoglossoides)、
マスキー、ブルーギル (Lepomis macrochirus)、コクチバス (Micropterus dolomieu) な
ど 30 魚種以上から分離。

②　発生 ( 分離 ) 地域 
Ia、Ib、Id、Ie、II 型；ヨーロッパ大陸及びその周辺海域
III 型；ヨーロッパ周辺海域及びフレミッシュ・キャップ ( 北大西洋カナダ沖 )
IVb 型；北米五大湖
IVc 型；カナダ大西洋側の河口 ( 汽水 ) 域

( なお、I、Ic 型による疾病は近年確認されていない。)
③　当該種苗は上記の地域から輸入した、またはその種苗と接触した可能性がある。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　若齢魚ほど顕性感染を受けやすい。
⑥　冬から春にかけての水温 7 ～ 15℃の時期に発生しやすい。

 
( ２) 臨床検査

①　体色が黒化する。
②　眼球の突出や腹部の膨満がみられる。
③　眼球、体表、鰓、鰭基部に出血がみられる。
④　貧血症状がみられる。

( ３) 剖検所見
①　腹膜、腸管膜、内臓脂肪組織に広範囲の出血が観察される。
②　腎臓および肝臓に充血、腫脹、褪色がみられる。
③　骨格筋に点状出血がみられる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：( ア ) ウイルス分離

使用細胞；FHM 細胞または BF-2 細胞
接種材料；疾病の盛期では腎臓、脾臓又は卵巣漿液が適しているが、終息期に

ウイルス性出血性敗血症 ( Ⅳ a型を除く。)
Viral haemorrhagic septicaemia (excluding Genotype IVa)(VHS)
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はこれらに心臓又は脳を加えたほうが望ましい。
培養方法；15℃前後で７から 10 日間培養。
成績；球形化を特徴とする CPE を確認する。

( イ ) 間接蛍光抗体法
(4) ① ( ア ) で分離されたウイルス培養液を新たに準備した FHM 細胞また
は BF-2 細 胞 に 接 種 し、 そ の ウ イ ル ス 感 染 細 胞 を VHS ウ イ ル ス 特 異 抗 体
(IP5B11(OIE)) および遺伝子型 IVa VHS ウイルス特異抗体 (VHS-10(Ito et al., 
2010, 2012)) を用いて蛍光染色させ、これらの反応性の組み合わせにより、遺
伝子型 IVa がそれ以外の遺伝子型であるか判定する。すなわち、同定すべき試
料が IP5B11 および VHS-10 抗体に対し陽性である場合、遺伝子 IVa 型の VHS
ウイルス ( 日本既存の VHS ウイルス ) と判定され陰性となる。一方、IP5B11 抗
体に対し陽性で、VHS-10 抗体に対し陰性である場合、その試料は遺伝子 IVa 型
以外の VHS ウイルス ( 特定疾病対象 VHS ウイルス ) と判定され、陽性となる。

( ウ )RT-PCR 検査 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法：キット使用 )
材料；腎臓、脾臓、心臓、脳もしくは卵巣漿液からの抽出 RNA。
プライマー；
Forward primer：5’ -GGG-GAC-CCC-AGA-CTG-T-3’
Reverse primer：5'-TCT-CTG-TCA-CCT-TGA-TCC-3’
逆転写反応；50℃で 30 分間反応後、94℃で２分間処理。
PCR 反応；94℃で 30 秒間、52℃で 30 秒間、68℃で１分間を 35 サイクル、
最後に 68℃で７分間。
増幅産物サイズ；811bp

②　最終診断法：
( ア ) ウイルス分離

初動診断法と同じ。
( イ ) 間接蛍光抗体法

初動診断法と同じ。
( ウ ) 遺伝子配列解析

材料；分離ウイルス培養上清または腎臓、脾臓、心臓、脳もしくは卵巣漿液から
の抽出 RNA。

方法及び判定；RT-PCR により VHS ウイルスの G- 遺伝子を増幅後、全 G- 遺伝子
の配列を解析し、データベースに登録されている VHS ウイルスの G- 遺伝子の
塩基配列を参考に、遺伝子型を判定する。

( ５) 病理組織学的所見
①　腎臓の泌尿系と造血組織に壊死が認められる。
②　肝臓、脾臓、膵臓に壊死が認められる。
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( ６) 類似疾病検査

　臨床検査では既存の遺伝子型 IVa による VHS とそれ以外の遺伝子型による
VHS を区別することは難しいことから、剖検の次段階検査として培養細胞によ
るウイルス分離検査に続く VHS ウイルス特異抗体および遺伝子型 IVa VHS ウイ
ルス特異抗体による検査の実施が望ましい。なお、検出感度の観点から「(4) ①
( イ ) 間接蛍光抗体法」に用いる試料は「(4) ① ( ア ) 培養細胞によるウイルス分離」
で分離されたウイルス培養液を用いることが望ましいが、疾病の発生状況等に
よって迅速な診断が必要である場合には「(4) ① ( ア ) 培養細胞によるウイルス
分離」に用いた試料 ( 臓器磨砕液等 ) を用いても暫定的な一次診断を実施するこ
とが出来る。

( ７) 消毒
①　30% プロパノールで 30 秒間の消毒 (PBS(-))、20% プロパノールで 2 分間の消毒 ( 人

工海水 )
②　2.5% フェノールで 5 分間の消毒 (PBS(-)、人工海水 )
③　0.1% クレゾールで 5 分間の消毒 (PBS(-))、0.25% クレゾールで 15 分間の消毒 ( 人

工海水 )

( ８) その他
①　サーベイランスのように症状が明らかでない魚の検査を行う場合には、培養細胞に

よるウイルス分離を行う必要がある。
②　検出感度の観点から (4) ① ( イ ) に用いる試料は (4) ① ( ア ) で分離されたウイルス

を新たに蛍光抗体検査用の培養細胞に接種することが望ましいが、迅速な診断が必要
である場合には、直接 (4) ① ( ア ) の細胞を用いて蛍光抗体法により初動診断を実施
することが出来る。

③　一次診断の間接蛍光抗体法の結果が曖昧な場合は、最終診断において培養細胞によ
るウイルス分離を再度試みる ( ４② ( ア ) 培養細胞によるウイルス分離 )。その結果、
明らかな CPE が観察されなくとも４② ( イ ) 及び ( ウ ) の検査を行う。
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疾病名：サケ科魚類のアルファウイルス感染症
Infection with salmonid alphavirus
病原体：Salmonid alphavirus ( トガウイルス科アルファウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：タイセイヨウサケ (Salmo salar)、ニジマス (Oncorhynchus mykiss)、ブラ

ウントラウト (S. trutta) ( 人為感染 )
＊幼魚から成魚まで全ての成育段階で罹患する。
②　発生地域：ヨーロッパ諸国
③　キャリア：天然海域の異体類。
④　ベクター：サケジラミ (Lepeophtheirus salmonis)
⑤　発症水温は 8 ～ 15℃。8℃以下でも慢性的に発生する。

( ２) 臨床検査
①　食欲不振が認められる。
②　遊泳力の減少が認められる。
③　皮膚のすれや潰瘍が認められる。
④　生残魚の成長不良が認められることもある。

( ３) 剖検所見
①　摂餌不良魚で消化管に黄色い粘液状の内容物が認められる。
②　幽門垂の点状出血が認められる。
③　膵臓の発赤が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：RT-PCR 検査

材料；心臓あるいは腎臓の抽出 RNA。
プライマー；
E2F：5'-CCG-TTG-CGG-CCA-CAC-TGG-ATG-3'
E2R：5'-CCT-CAT-AGG-TGA-TCG-ACG-GCA-G-3'
増幅産物サイズ；516 bp
PCR 反応；55℃で 30 分の逆転写反応後、95℃で 2 分変性。その後、
94℃で 15 秒、60℃で 30 秒、72℃で 50 秒を 40 サイクル行い、最
後に 72℃で 2 分間。

サケ科魚類のアルファウイルス感染症
Infection with salmonid alphavirus
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②　最終診断法：
( ア )RT-PCR 検査

①　初動診断法と同じ。
( イ ) 遺伝子配列解析

材料；② ( ア ) の PCR 増幅産物。
判定；データベースに登録されている SAV の E2 タンパク質遺伝子の部分配列と

高いレベルで相同性を示すことを確認する。

( ５) 病理組織学的所見
①　膵臓分泌腺組織の激しい変性 ( 急性 ) が認められる。
②　膵臓分泌腺組織の消失および分泌腺周囲の組織の繊維化 ( 慢性 ) が認められる。
③　心筋細胞の核濃縮と細胞質の強エオシン好性化を示す感染細胞の萎縮による心筋壊

死が認められる。
④　心臓全体に広がる心室・心房筋肉のスポンジ化が認められる。
⑤　体側筋の硝子変性、筋形質のエオシン好性の断片化が認められる。
⑥　腎臓間質組織のエオジン好性化が認められる。

    
( ６) 類似疾病検査

情報なし。

( ７) 消毒
　市販の塩素系消毒剤 ( ペルオキソ一硫酸カリウム配合剤 ) において、0.5% 濃度、
10℃、5 分間の処理で不活化されるという報告がある。

( ８) その他
　ウイルス分離には CHSE-214 細胞を用いるが、ウイルス株によっては CPE が
確認できず、盲継代を続けることで CPE が出現する場合もある。
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疾病名：流行性造血器壊死症
Epizootic haematopoietic necrosis(EHN)
病原体：Infectious hematopoietic necrosis virus ( イリドウイルス科ラナウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：レッドフィンパーチ (Perca fluviatilis)、ニジマス (Oncorhynchus mykiss) で

自然発病が知られているが、実験的にはシルバーパーチ (Bidyanus bidyanus)、タイセ
イヨウサケ (Salmo salar) なども感受性を示す。

②　発生地域：オーストラリア
③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　レッドフィンパーチは幼魚から成魚まで重篤に感染するが、ニジマスは抵抗性が高

いため若年魚のみ感染する。
⑥　発病水温は 11 ～ 17℃であるが、レッドフィンパーチでは 12℃以下では発病しな

い。
　　　

( ２) 臨床検査
・レッドフィンパーチ
①　運動失調、呼吸回数の低下が認められる。
②　成魚では脳及び外鼻孔周囲の発赤が顕著である。
③　稚魚では尾柄部筋肉の白化が認められる。
④　鰭 ( 特に臀鰭 ) 基部に点状出血が認められる。
⑤　鰓のうっ血が認められる。
・ニジマス
①　運動失調、体色の黒化、食欲低下が顕著に認められる。
②　躯幹後半部の皮膚に潰瘍が認められる。
③　０＋魚では軽度の腹部膨満や肛門突出が認められる。

　
( ３) 剖検所見

・レッドフィンパーチ
①　成魚では肝臓に直径１～３mm の白点が認められるが、稚魚では識別が困難である。
②　脾臓の褪色、腫大が認められ、稚魚ではゼラチン状化していることも多い。
③　腹膜下域 ( 鰾、特に腎臓周囲 ) に広範囲の充血が認められる。
・ニジマス
①　腎臓の腫大や表面が凹凸状を呈する隆起性病変が認められる。
②　脾臓の腫大、褪色が認められる。　

流行性造血器壊死症
Epizootic haematopoietic necrosis(EHN)
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( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) ウイルス分離

使用細胞；BF －２細胞
接種材料；腎臓等の組織磨砕液。
培養方法；22℃、14 日間  
成績；散在する球形化細胞を特徴とする CPE を確認する。

( イ )、( ウ )PCR － REA 検査
・PCR 反応
材料；肝臓、腎臓もしくは脾臓又は分離ウイルス培養上清からの抽出 DNA。

プライマー；MCP －１セット
M151：5'-AAC-CCG-GCT-TTC-GGG-CAG-CA-3’
M152：5'-CGG-GGC-GGG-GTT-GAT-GAG-AT-3’
増幅産物サイズ；321bp
反応；最初に 94℃で３分間、その後 94℃で 30 秒間、50℃で 3 秒間、
72℃で１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で５分間。

・REA 反応
材料；上記 PCR 増幅産物
制限酵素；Pfl MI
反応；添付バッファーを用いて 37℃、２時間。
判定；OIE 診断マニュアルにある切断パターンと一致することを確認する。

②　最終診断法：
( ア ) ウイルス分離

初動診断法と同じ
( イ )PCR － REA 検査

・PCR 反応
材料；分離ウイルス培養上清からの抽出 DNA。

プライマー；MCP －２セット
M153：5'-ATG-AAC-GTC-GCC-CTC-ATC-AC-3’
M154：5'-CCA-TCG-AGC-CGT-TCA-TGA-TG-3’
増幅産物サイズ；625bp

反応；最初に 94℃で３分間、その後 94℃で 30 秒間、50℃で 30 秒間、72℃で
１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で５分間。
・REA 反応
材料；上記 PCR 増幅産物
制限酵素；Hinc Ⅱ、Acc I、Fnu 4H Ⅰ
反応；添付バッファーを用いて 37℃、２時間。
判定；OIE 診断マニュアルにある各制限酵素による切断パターンと一致すること
を確認する。
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( ウ )PCR －遺伝子配列解析
・PCR 反応
材料；分離ウイルス培養上清からの抽出 DNA。

プライマー；
Forward primer：5'-CGC-AGT-CAA-GGC-CTT-GAT-GT-3'
Reverse primer：5'-AAA-GAC-CCG-TTT-TGC-AGC-AGC-AAA-C-3'
増幅産物サイズ：580bp
反応；95℃で１分間、55℃で１分間、72℃で１分を 35 サイクル、最
後に 72℃で 15 分間。

・遺伝子配列解析
材料；上記 PCR 増幅産物
判定；データベースに登録されている EHNV の MCP 遺伝子塩基配列との相同性
を確認する。

( ５) 病理組織学的所見
・レッドフィンパーチ
①　腎臓の造血組織に壊死が認められ、特に前腎で顕著である。
②　肝臓の細動脈や静脈に沿って壊死巣が認められ、その周辺の肝細胞に空胞や好塩基

性の封入体が認められる。
③　脾臓の壊死病変の程度は様々である。
④　白化した骨格筋には、軽い筋原繊維間浮腫が認められる。
・ニジマス
①　腎臓造血組織に壊死が認められる。
②　肝臓の細動脈や静脈に沿って壊死巣が認められ、その周辺の肝細胞に好塩基性の球

状の封入体が認められる。
③　脾臓の壊死病変の程度は様々である。
④　胃腸上皮に壊死巣が認められる。

( ６) 類似疾病検査
EHN はニジマスの伝染性造血器壊死症 (IHN) と体色の黒化や鰭基部の点状出血
等の症状が類似するが、EHN では眼球突出、腹部膨満、腹水の貯留などの症状
は認められない。類似疾病との判別が困難な場合もあることから、剖検の次段
階の検査として培養細胞によるウイルス分離検査の実施が望ましいが、疾病の
発生状況等によって迅速な診断が必要である場合には、臓器からの PCR 検査を
選択する。

      
( ７) 消毒

使用器具及び手指の消毒は、通常のウイルスを対象とした消毒法を用いる。

( ８) その他
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①　本疾病の検査において病原体量が少ない場合には PCR より培養細胞による分離の
ほうが、感度が高い。したがってサーベイランスのように症状が明らかでない魚の検
査を行う場合には、培養細胞によるウイルス分離を行う必要がある。

②　最終診断の ( ４) ② ( ア ) 培養細胞によるウイルス分離において明らかな CPE が観
察されなくとも ( ４) ② ( イ ) ないし ( ウ ) の検査を行う。
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疾病名：ピシリケッチア症
Piscirickettsiosis
病原体：Piscirickettsia salmoniis ( ピシリケッチア科ピシリケッチア属 )

( １) 疫学調査
①　 宿 主 域： ギ ン ザ ケ (Oncorhynchus kisutch)、 マ ス ノ ス ケ (O. tshawytscha)、 タ イ

セイヨウサケ (Salmo salar)、ニジマス (O. mykiss) などのサケ科魚類に感染するが、
なかでもギンザケが最も感受性が高い。サケ科以外では、ヨーロピアンシーバス

（Dicentrarchus labrax）からの分離報告がある。
②　発生地域：チリ、ノルウェー、アイルランド、スコットランド、カナダ太平洋・大

西洋沿岸、アメリカ太平洋側 ( シーバス )
③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　海面養殖中に発生するが、まれに淡水飼育中の発生例もある。

( ２) 臨床検査
①　体表に白色病巣あるいは浅い出血性潰瘍が認められる。
②　体表が黒化し、遊泳が緩慢になる。

( ３) 剖検所見
①　肝臓表面皮下の黄白色の病巣が特徴的症状であるが、瀕死魚であっても本症状がみ

られる個体は少ない (5 ～ 10％ )。
②　鰓の褪色、腹膜炎、腹水の貯留が認められる。
③　脾臓の軽度の腫脹、腎臓の褪色と腫脹が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) ギムザ染色

肝臓および腎臓スタンプ標本のギムザ染色により宿主細胞内の菌を確認する。
( イ )PCR 検査

材料；( ア ) において細菌が多く観察された組織の抽出 DNA。
プライマー；
PSAL-F：5'-AGA-CCT-GAG-GGT-TAA-AGA-GGG-C -3'
PSAL-R：5'-TCT-CAG-GTT-CGC-TCC-ACA-TC-3'
増幅産物サイズ；1108bp 
反 応； 最 初 に 94 ℃ で 3 分、 続 い て 94 ℃ で 30 秒、65 ℃ で 20 秒、

ピシリケッチア症
Piscirickettsiosis
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72℃で 1 分 30 秒を 38 サイクル行い、最後に 72℃で 5 分。
②　最終診断法：PCR 検査

初動診断法の PCR 検査に加えて、次の PCR も実施
材料；( ア ) において細菌が多く観察された組織の抽出 DNA。

プライマー；
RTS1：5'-TGA-TTT-TAT-TGT-TTA-GTG-AGA-ATG-A -3'
RTS4：5'-ATG-CAC-TTA-TTC-ACT-TGA-TCA-TA-3'
増幅産物サイズ；283bp 
反応；最初に 94℃で 2 分間、続いて 94℃で 30 秒間、50℃で 30 秒間、
72℃で 30 秒間を 39 サイクル、最後に 72℃で 7 分間。

( ５) 病理組織学的所見
　様々な臓器の細胞質内に原因菌が存在する。

( ６) 類似疾病検査
　細菌性腎臓病 (BKD) との混合感染がしばしばみられる。ギムザ染色による菌
の形態の観察又は PCR 検査で BKD との識別が可能である。

( ７) 消毒
　施設・器具及び手指の消毒は通常の細菌を対象にした消毒法を用いる ( 例：ヨー
ド剤、塩素製剤、アルコール、逆性石鹸等 )。

( ８) その他
　国内で発生した株と既知のピシリケッチア株の比較のため、別途、培養細胞
を用いて分離培養を行うことが望ましい。
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疾病名：レッドマウス病
Enteric redmouth disease
病原体：Yersinia ruckeri ( 腸内細菌科エルシニア属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：ほとんど全てのサケ科魚類が感染するが、なかでもニジマス (Oncorhynchus 

mykiss) での発生、被害が多い。サケ科魚類以外では、二ホンウナギ（Anguilla 
japonica）、 キ ン ギ ョ (Carassius auratus)、 コ イ (Cyprinus carpio)、 オ オ ク チ バ ス

（Micropterus salmoides）、アムールチョウザメ（Acipenser schrencki）、シベリアチョ
ウザメ (Acipenser baerii)、ナマズ (Ictalurus punctatus)、パーチ (Perca fluviatilis) など
からも分離される。

②　発生地域：アメリカ合衆国、カナダ、チリ、ベネズエラ、ヨーロッパ諸国、イラン、
南アフリカ、オーストラリア、ニュージーランド、トルコ、日本

　( 日本では、2015 年に種苗生産施設で 1 度確認されたのみ。)
③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　春から夏の水温上昇期に、稚魚に発生しやすい。

( ２) 臨床検査
①　緩慢な遊泳、体色の黒化が認められる。
②　口吻部、口腔内、下顎及び鰭基部が赤変 ( 皮下出血 ) する。

( ３) 剖検所見
①　肝臓、脂肪組織、腸間膜、腸後部などに出血が認められる。
②　脾臓の腫大が認められる。
③　腸管後部又は排泄物に黄色粘液物が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア )　TSA 培地により 22-25℃好気培養で菌分離を行う。通常 2-3 日以内に円形・乳
白色半透明・表面平滑・辺縁平滑・色素非産性のコロニーが形成される。
( イ )　性状試験によりグラム陰性、チトクロームオキシダーゼ陰性を確認する。
( ウ )　分離コロニーの PCR 検査

材料；菌体の抽出 DNA。
プライマー；
YER3：5'-CGA-GGA-GGA-AGG-GTT-AAG-T-3'

レッドマウス病
Enteric redmouth disease
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YER4：5'-AAG-GCA-CCA-AGG-CAT-CTC-T-3'
増幅産物サイズ；588bp
反応；最初に 94℃で５分間、続いて 94℃で 40 秒間、60℃で 40 秒間、
72℃で１分間を 30 サイクル、最後に 72℃で５分間。

②　最終診断法：分離コロニーの PCR 検査
材料；菌体の抽出 DNA。

プライマー；
ruck1：5'-CAG-CGG-AAA-GTA-GCT-TG-3'
ruck2：5'-TGT-TCA-GTG-CTA-TTA-ACA-CTT-AA-3'
増幅産物サイズ；409bp
反応；最初に 94℃で５分間、続いて 94℃で 30 秒間、55℃で 30 秒間、
72℃で１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で５分間。

( ５) 病理組織学的所見
　腎臓、脾臓、肝臓に多数の単桿菌が認められる。

( ６) 類似疾病検査
　ビブリオ病及びせっそう病とは体色の黒化、鰭基部赤変、腸管の出血、脾臓
腫大などの症状が類似するが、原因菌はチトクローム・オキシダーゼ試験ある
いは PCR 検査により区別できる。

( ７) 消毒
　施設・器具及び手指の消毒は通常の細菌を対象にした消毒法を用いる ( 例：ヨー
ド剤、塩素製剤、アルコール、逆性石鹸等 )。

( ８) その他
なし。
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疾病名：旋回病
Whirling Disease
病原体：Mixobolus cerebralis ( 刺胞動物門、粘液胞子虫綱、双殻目、ミクソボルス科、ミクソ
ボルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：多くのサケ科魚類が宿主となるが、ブラウントラウト (Salmo trutta) は比

較的感受性が低い。
②　発生地域：ヨーロッパ諸国、ロシア、南北アメリカ ( ただしカナダからは未報告 )
③　交互宿主であるイトミミズ (Tubifex tubifex) がいないと病原体は定着できない。

( ２) 臨床検査
①　骨曲がり、あるいは体躯幹部の湾曲が認められる。
②　尾柄部の黒化が認められる。
③　旋回遊泳が認められる。

( ３) 剖検所見
特徴的な剖検所見は報告されていない。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) 酵素消化軟骨の観察

使用部位；新鮮な頭部組織 ( 大型魚では一部のみを用いることも可 ) を組織が軟
化するまで 45℃のウォーターバス中で処理してから軟骨を採取する。
ペプシン消化；0.5% ペプシン液で 37℃で pH4 以下に保ちつつ撹拌しながら骨
組織が砂粒程度になるまで消化（数時間～一晩）し、1200g で 10 分間遠心し
てペレットを得る。
トリプシン消化；上記ペレットを 0.5% トリプシ -PBS(pH8.5) で撹拌しつつ室
温で 30 分間消化、ろ過後、液体を 1200g で 10 分間遠心してペレットを得る。
凍結保存されていた魚から採取した組織の場合はトリプシン濃度を 0.05% とす
る。
デキストロース (D- グルコース ) による遠心濃縮；旋回病の疑いが濃いのに胞子
が検出されない場合や、組織残渣が多く検鏡が困難な場合に行う。凍結サンプ
ルでは行わない。遠心管に 55% デキストロースを 5cm の深さに入れ、その上に
1mlPBS に懸濁したトリプシン消化ペレットを重層し、1200g で 30 分間遠心し
てペレットを得る。

旋回病
Whirling Disease
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胞子の観察；上記ペレットを 10 倍量の PBS に懸濁し、スライドグラス上でウェッ
トマウントあるいは血球計算盤等を用いて胞子を観察する。クリスタルバイオ
レットなどで簡単に染色してから観察してもよい。

 ( イ )PCR
材料；PCR 用に採取した頭部軟骨組織あるいは (4) ① ( ア ) で作製した酵素消化
軟骨サンプル。
プライマー；

Tr5-16：5’ -GCA-TTG-GTT-TAC-GCT-GAT-GTA-GCG-A-3’
Tr3-16：5’ -GAA-TCG-CCG-AAA-CAA-TCA-TCG-AGC-TA-3’
増幅産物サイズ；1300bp
反応；95℃で 5 分変性。その後、95℃で 1 分、65℃で 2 分 30 秒、
72℃で 1 分 30 秒を 35 サイクル行い、最後に 72℃で 10 分間。

②　最終診断法：
( ア ) 病理組織検査

材料；鰓及び頭蓋底部を含む頭部の Davidson 液固定標本。大型魚では部位別に
固定する。
組織標本作製；必要に応じて脱灰し、定法どおりパラフィンに包埋して切片を
作製する。ヘマトキシリン・エオジンあるいはメイグリュンワルド－ギムザ染
色を施して検鏡し、( ５) の所見を確認する。

( イ )Nested-PCR 法
i)1st PCR；初動診断法① ( イ ) と同じ。
ii)2nd PCR
材料；(4) ② ( イ )i)1st PCR の増幅産物。

プライマー；
Tr5-17：5’ -GCC-CTA-TTA-ACT-AGT-TGG-TAG-TAT-AGA-AGC-3’ 
Tr3-17：5’ -GGC-ACA-CTA-CTC-CAA-CAC-TGA-ATT-TG-3’
増幅産物サイズ；415bp
反応；(4) ② ( ア )i)1st PCR と同じ。

( ５) 病理組織学的所見
　形態的に Myxobolus cerebralis のものと考えて矛盾しない粘液胞子虫の胞子が
軟骨組織内に観察される。

				
( ６) 類似疾病検査

　サケ科魚類に感染する Myxobolus 属の粘液胞子虫は M. cerebralis 以外にも複
数存在し、胞子の形態のみでは同定が困難である。しかし、軟骨内で増殖する
のは M. cerebralis 以外に報告されていない。

( ７) 消毒
①　土や有機物の洗浄・除去。
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②　90℃以上の温度で 10 分間の処理。
③　24 時間以上の乾燥。天日干しが理想的。
④　500ppm 次亜塩素酸ナトリウム (NaClO) で 10 分間の消毒。
⑤　第 4 級アンモニウム化合物 (1500ppm) で 10 ～ 15 分間の消毒。

( ８) その他
　米国での天然水域のモニタリングやサーベイランスにおいては、生息するイ
トミミズの PCR 検査や、感受性魚種の稚魚を一定期間当該水域に暴露して感染
の有無を調べる方法が行われている。
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疾病名：コイ春ウイルス血症
Spring viraemia of carp(SVC)
病原体：Spring viremia of carp virus  ( ラブドウイルス科ベシキュロウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　 宿 主 域： コ イ (Cyprinus carpio)、 フ ナ (Carassius spp.)、 キ ン ギ ョ (Carassius 

auratus)、 ソ ウ ギ ョ (Ctenopharyngodon idella)、 ハ ク レ ン (Hypophthalmichthys 
molitrix)、コクレン (H. nobilis) およびヨーロッパオオナマズ (Silurus glanis) などが知
られている。

②　発生地域：ヨーロッパ諸国、旧ソ連、ブラジル、米国、カナダ、中国、イラン及び
エジプト

③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　春季の水温上昇期 (15℃まで ) によくみられる。水温 23℃を越えると死亡はみら

れなくなるが、ウイルスは魚体内に保持されていることがある。

( ２) 臨床検査
①　異常遊泳及び遊泳力の低下が認められる。
②　腹部膨満・眼球突出が認められる。
③　鰓及び体表に点状出血が認められる。

( ３) 剖検所見
①　腹水 ( 透明又は出血性 ) の貯留が認められる。
②　肝臓、腎臓、心臓、腸管、腹膜、腹部脂肪組織などに点状出血が認められる。
③　脾腫が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) RT-PCR 検査 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法 )

材料；腎臓等の組織抽出 RNA。
プライマー；
exSVCV F：5'-GGA-TAA-TAT-CGG-CTT-GGA-AAG-C-3'
exSVCV R：5'-GCC-TAA-ATG-TGT-TGA-TGG-AAC-G-3'
増幅産物サイズ；470bp
逆転写反応；50℃で 30 分間反応後、94℃で２分間処理。
PCR 反応；94℃で 15 秒、50℃で 30 秒、68℃で 1 分を 34 サイクル、最後に

コイ春ウイルス血症
Spring viraemia of carp(SVC)



病性鑑定指針　　　33

68℃で 7 分。
( イ ) ウイルス分離

使用細胞；EPC 細胞
接種材料；腎臓等の組織磨砕液。
培養方法；20℃で７日間培養し、CPE が出現しない場合は継代してさらに７日
間培養する。
成績；細胞の球形化及び剥離を特徴とする CPE を確認する。

( ウ ) RT-PCR 検査 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法 )
i)1st RT-PCR

材料；CPE を示した細胞の培養上清の抽出 RNA。
プライマー；
SVCVF1:5'-TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR*-R*TC-3'
SVCVR2:5'-AGA-TGG-TAT-GGA-CCC-CAA-TAC-ATH*-ACN*-CAY*-3'
R*：A 又は G H*：A 又は C 又は T
N*：A 又は C 又は G 又は T Y*：C 又は T
増幅産物サイズ；714bp
逆転写反応；50℃で 30 分間反応後、94℃で 2 分間処理。
PCR 反応；94℃で 15 秒、55℃で 30 秒、68℃で 1 分を 35 サイクル、
最後に 68℃で 7 分。

ii)2nd PCR (1st PCR で陽性バンドが得られなかった場合のみ行う nested PCR)
材料；1st PCR で陽性バンドが得られなかった PCR 産物。

プライマー；
SVCVF1：5'-TCT-TGG-AGC-CAA-ATA-GCT-CAR*-R*TC-3'
SVCVR4：5'-CTG-GGG-TTT-CCN*-CCT-CAA-AGY*-TGY*-3'
R*:A 又は G
N*:A 又は C 又は G 又は T Y*:C 又は T
増幅産物サイズ；606bp
PCR 反応；94℃で 30 秒、次いで 94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃
で 60 秒を 35 サイクル、最後に 72℃で 7 分間。

②　最終診断法：
( ア ) ウイルス分離

接種材料；RT-PCR 検査で陽性を示した個体の腎臓等の組織磨砕液又は初動診断
法で分離されたウイルス
使用細胞及び培養方法；①初動診断法の ( イ ) と同じ。

( イ )  RT-PCR 検査 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法 )
①初動診断法の ( ウ ) と同じ。

( ウ )  Nested-PCR 検査
材料；上記 (4) ② ( イ ) の最初の RT-PCR もしくは 2nd PCR の増幅産物。

プライマー；
SVCV nest F：5'-TGA-AGA-Y*TG-TGT-CAA-TCA-AGT-C-3'
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SVCV nest R：5'-GCG-AR*T-GCA-GAG-AAA-AAG-TG-3'
Y*:C 又は T R*:A 又は G
増幅産物サイズ；369bp
PCR 反応；94℃で 30 秒、次いで 94℃で 30 秒、55℃で 30 秒、72℃
で 30 秒を 25 サイクル、最後に 72℃で 7 分。

( ５) 病理組織学的所見
①　肝臓の血管に炎症、壊死が認められる。
②　膵臓に化膿性炎症、巣状壊死が認められる。
③　腸管の血管周囲に炎症が認められる。

( ６) 類似疾病検査
(4) ② ( ウ ) の nested-PCR でパイクフライラブドウイルスとの鑑別を行う。

( ７) 消毒 ( 別紙早見表を参照のこと )
使用器具及び手指の消毒は、通常のウイルスを対象とした消毒法を用いる。

( ８) その他
①　本疾病に関しては、RT-PCR より培養細胞によるウイルス分離のほうが高感度であ

るため、サーベイランスのように症状が明らかでない魚を検査する場合には培養細胞
によるウイルス分離を行う。

②　(4) ① ( ア ) の RT-PCR で陽性になれば、初動診断での培養細胞によるウイルス分離
を省略することができる。しかし、当該 RT-PCR では SVC の一部の遺伝子型を増幅
することができないため、陰性の場合は培養細胞によるウイルス分離を行う必要があ
る。

③　(4) ① ( ウ ) の RT-PCR は、ほとんどの遺伝子型の SVC を増幅するように設計され
ているが、感度が低い。そのため、組織から RNA を抽出したサンプルでは増幅が確
認できない可能性があり、細胞で培養してウイルスを増殖させたサンプルで行う必要
がある。その際、i) の 1st RT-PCR でバンドが確認されなかった場合は、1st RT-PCR
の増幅産物をテンプレートとしてさらに ii) に示す 2nd PCR を行い、それでもバンド
が確認されなかった場合は陰性とする。i)の1st RT-PCRで陽性バンドが確認できれば、
2nd PCR を行う必要はない。

④　(4) ② ( ウ ) は、(4) ② ( イ ) の 1st RT-PCR もしくは 2nd PCR の増幅産物をテンプレー
トとして行う nested PCR である。ただし、(4) ② ( イ )((4) ① ( ウ ) と同一 ) の 2nd 
PCR とはプライマーが異なり、近縁のパイクフライラブドウイルスを検出しないよ
うに設計されている。

⑤　最終診断においては、(4) ② ( ア ) 培養細胞によるウイルス分離で明らかな CPE が
観察されなくとも ( ４) ② ( イ )RT-PCR 法の検査を行う



76
  

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
(
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

.
%
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
(
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

.
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
(
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

.
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
(
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

.
(
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
%
�
�
	
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
%
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�
�
�	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�
�

�
�

�

�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�
�
�	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
%
�
�	
�
�
�
�
�

�
�
�

�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
	
�
�
�
�
�

�
�
�

O
IE
�
�
�
�
�
�

20
15
�
�
�
�

K
ir

yu
 e

t a
l. 

(2
00

7)
 F

is
h 

Pa
th

ol
., 

42
, 1

11
-1

13
. 
0
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 



77
  

.
1 �
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�

O
IE
�
�
�
�
�
�
�

54
0p

pm
�

20
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

7.
6p

pm
20
�
�

99
-9

9.
9%

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

A
hn

e,
 W

. 1
98

2,
 Z

bl
. V

et
. M

ed
. B

, 2
9,

 4
57

-4
76
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

54
0p

pm
�
�
�

30
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

  
 .

2�
�
�
�
�
�
�
�

54
0p

pm
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

2
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 
 .

3�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

2
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 
 .

4�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�

2
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�
�

 



病性鑑定指針　　　37
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疾病名：コイヘルペスウイルス病
Koi herpesvirus disease(KHVD)
病原体：Cyprinid herpesvirus 3 ( アロヘルペスウイルス科シプリニウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：マゴイ (Cyprinus carpio carpio) 及びニシキゴイ (Cyprinus carpio koi)
②　発生地域：イスラエル、ヨーロッパ諸国、米国、インドネシア、タイ、フイリピン、

台湾、日本
③　水温 20 ～ 25℃程度で発生する。
④　当該魚は本病の発生が確認された地域から輸入された魚、あるいはその輸入された

魚と接触したことがある魚である。
⑤　当該養魚場は過去に本病の発生が確認された地域からの魚、あるいはその魚と接触

した魚を導入したことがある。
⑥　当該養魚場の飼育用水に、上記④あるいは⑤に関連した養魚場排水が混入する可能

性がある。

( ２) 臨床検査
①　行動観察：遊泳緩慢、平衡感覚失調などの異常遊泳が認められる。
②　外部病徴検査：最も特徴的な病変は、鰓の退色、びらん、巣状壊死、二次鰓弁の癒

合である。その他、体表粘液過多、鰓基部のうっ血及び出血、眼球の落ち込みなどが
認められる。

③　体表組織の検鏡：鰓には、イクチオボドやトリコジナなどの外部寄生性原虫や、カ
ラムナリス菌などの細菌の二次感染がしばしば認められる。

( ３) 剖検所見
特徴的な病変はないが、内臓の癒着がしばしば認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) PCR 検査

材料；鰓、腎臓又は脾臓の抽出 DNA。
プライマー；
KHV Sph Ⅰ -5 F：5'-GAC-ACC-ACA-TCT-GCA-AGG-AG-3'
KHV Sph Ⅰ -5 R：5'-GAC-ACA-TGT-TAC-AAT-GGT-CGC-3'
増幅産物サイズ；292bp
反応；94℃で 30 秒間、次いで 94℃で 30 秒間、63℃で 30 秒間、

コイヘルペスウイルス病
Koi herpesvirus disease(KHVD)



病性鑑定指針　　　39

72℃で 30 秒間を 40 サイクル、最後に 72℃で７分間。

( イ ) LAMP 法
材料；鰓、腎臓及び脾臓の抽出 DNA。

プライマー； 
KHV-FIP：5'-CCC-AAA-CCC-AAG-AAG-CAG-AAA-CCC-GTT-GCC-TGT-
AGC-ATA-GAA-GA-3' 
KHV-BIP：5'-CAC-TCC-TCC-GAT-GGA-GTG-AAA-CTG-CCC-ATG-TGC-
AAC-TTT-G-3'
KHV-F3：5'-CTG-TAT-GCC-CGA-GAG-TGC-3' 
KHV-B3：5'-AAC-TCC-ATC-GCC-GTC-ATG-3'
KHV-LF：5'-CCC-GCC-GCC-GCA-3'
KHV-LB：5'-TGG-AAC-TGT-CTG-ATG-AGC-GT-3'
反応；65℃、60 分間。

判定；反応液の白濁の有無を、濁度測定装置又は目視にて確認する。

②　最終診断法：PCR 検査
初動診断法の PCR 検査に加えて、次の PCR も実施。
材料；鰓、腎臓及び脾臓の抽出 DNA。

プライマー；
KHV TK F：5’ -GGG-TTA-CCT-GTA-CGA-G-3’
KHV TK R：5’ -CAC-CCA-GTA-GAT-TAT-GC-3’
増幅産物サイズ；409bp
反応；94℃で５分間、次いで 95℃で１分間、55℃で１分間、72℃で
１分間を 40 サイクル、最後に 72℃で 10 分間。

( ５) 病理組織学的所見
　最も特徴的な変化は、鰓上皮細胞の増生、肥大及び散在あるいは巣状の壊死
である。鰓などの細胞中に核膜過染及び弱好酸性の核内封入体が見られること
があるが、これをもって本病を診断することはできない。

( ６) 類似疾病検査
　本病は、鰓のびらんや壊死を伴い、患部に細菌、真菌及び原虫の二次感染を
認めることが多い。特にカラムナリス病と臨床検査で区別することが困難であ
り、しばしばカラムナリス菌との複合感染も認められる。成魚が高い斃死率を
示し、病徴からも本病が疑われる場合には PCR による診断を行う。

( ７) 消毒 ( 別紙早見表を参照のこと )
①用水・排水の殺菌
( ア ) 殺菌



紫外線 4,000µW･sec/cm2 
( イ ) 殺菌方法

・15 ｗの紫外線ランプ一灯で、毎秒１Ｌの用水が殺菌可能である。
・水路式の流水路を用い、上部に紫外線ランプを吊り下げる。
・水深は５cm 以下とし、紫外線ランプの中心から水路底までを 10cm とする。

( ウ ) 注意
・紫外線ランプの寿命に注意し、早めに交換する。
・濁った水やゴミ等の懸濁物があると殺菌が十分に行われないため、沈殿槽等で

取り除く。
・紫外線の透過をよくするため、水の表面を波立たせないように注意する。
・紫外線が作業者の目に直接入らないようにする。

②　養殖池の消毒
( ア ) 消毒剤

有効塩素剤 200ppm ( 高度サラシ粉、次亜塩素酸ナトリウム溶液 )
( イ ) 消毒方法

・消毒時間は 30 分～１時間。
・水深を 10cm ～ 20cm まで落とし、上記の濃度になるように塩素剤を散布する。
・固形の塩素剤の場合は、水に溶いて散布する。
・池壁は、有効塩素濃度 200ppm の消毒液をジョーロで満遍なく散布する。

( ウ ) 注意
・塩素系消毒剤は、皮膚刺激性、腐食性が強いため、消毒に際しては必ずマスク、

手袋、メガネ及び合羽を着用し、薬剤が身体に付着しないようにする。
・消毒の廃液を捨てる際には、必ずハイポで中和したのち、市販の塩素検出の水

道水検査用キット等で残留塩素濃度を確認してから排水すること。
・池消毒後の飼育用水には、地下水を直接注水すること。ウイルス汚染の可能性

のある河川水や、既に魚を飼育した ( している ) 池の水は使わない。
③　使用後の池水の消毒
( ア ) 消毒剤

有効塩素３ppm( 高度サラシ粉、次亜塩素酸ナトリウム液 )
( イ ) 消毒のやり方

・消毒時間は 30 分～１時間。
・上記の濃度になるように塩素剤を散布し、よく撹拌する。池水に含まれる有機

物により塩素が消費されることを考慮し、塩素濃度が 15ppm となるように塩
素剤を散布するとよい。

( ウ ) 注意
・塩素系消毒剤は、皮膚刺激性、腐食性が強いため、消毒に際しては必ずマスク、

手袋、メガネ及び合羽を着用し、薬剤が身体に付着しないようにする。
・消毒の廃液を捨てる際には、必ずハイポで中和したのち、市販の塩素検出の水

道水検査用キット等で残留塩素濃度を確認してから排水すること。
④　飼育器具等の消毒
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( ア ) 消毒剤
塩化ベンザルコニウム 0.1％ ( 逆性石けん )
有効塩素 200ppm( 高度さらし粉、次亜塩素酸ナトリウム液 )

( イ ) 消毒のやり方
・器具等が十分に消毒剤に浸かるようにする。
・消毒後の器具等は水洗いし、乾燥させておく。

( ウ ) 注意
・消毒剤は早めに交換する。
・塩化ベンザルコニウムは手あかなどで汚れてきたら効果なし。
・塩素系消毒剤は、臭いがなければ効果なし。

⑤　手指及び小型の実験器具の消毒
( ア ) 消毒剤

塩化ベンザルコニウム 0.1％ ( 逆性石けん )
アルコール系消毒剤 70％

( イ ) 消毒方法
・手指・器具を十分に消毒槽に浸ける。
・消毒後の器具等は水洗いし、乾燥させておく。

( ウ ) 注意
・消毒剤は早めに交換する。
・アルコールはスプレーで使用すると効果的である。
・塩化ベンザルコニウムは手あかなどで汚れてきたら効果がなくなるため、早め

の交換が必要。

( ８) その他
なし。
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疾病名：マダイのグルゲア症
Glugeosis of red sea bream
病原体：Glugea pagri ( 微胞子虫門グルゲア科グルゲア属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：マダイ (Pagrus major)。微胞子虫は一般的に宿主特異性が高く、他魚種で

同一病原体による疾病が存在する可能性は低い。
②　発生地域：中国広東省の大亜湾。

( ２) 臨床検査
　特徴的な外観症状は報告されていないが、重度の感染を受けた魚は遊泳が緩
慢となり、食欲を失い、やがて死亡する。

( ３) 剖検所見
　内臓器官全般にわたり白色で球形の数 mm に達する大型のキセノマ (Xenoma:
胞子を含むシスト状の塊で、感染細胞が無数の胞子で巨大化したもの。) が腹腔
内臓器に付着して多数見られる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：キセノマの押しつぶし生標本あるいは胞子のスメア固定標本の顕微鏡

観察
材料；摘出した新鮮な内臓のキセノマ。
標本作製法；スライドグラスに乗せ、生理食塩水中でカバースリップを用いて
押しつぶし、胞子を放出させて、生標本を作製する。さらに放出させた胞子の
スメア標本を作製した場合は、100％メタノールで固定する。
染色と観察法；生標本は明視野で油浸レンズを用いて× 1000 で顕微鏡観察す
る。固定した胞子のスメア標本はリン酸緩衝ギムザ液 (pH 6.8) 等で染色したの
ち観察する。長卵形 ( 平均長径 7.9µm ×平均短径 2.9µm) と卵形 ( 平均長径 4.4µm
×平均短径 2.5µm) の大小 2 種類の胞子の存在を確認する。なお大きな胞子の方
が数は少なく、その比率は低い (8.4％ )。

②　最終診断法：遺伝子配列解析
材料；胞子から DNA 抽出キットを用いて抽出した DNA。

プライマー；
s1：5’ -ATG-AGA-CGT-GAG-AAA-GAG-TGC-TTG-GTA-AA-3’ 
a1：5’ -CGC-CGA-CCG-CAA-CCT-TGT-TAC-GAC-TT-3’

マダイのグルゲア症
Glugeosis of red sea bream
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増幅産物サイズ；964bp
PCR 反応；95℃で 5 分、その後 95℃で 30 秒、55℃で 35 秒、72℃
で 2 分を 30 サイクル行い、最後に 72℃で 10 分間。

塩基配列の決定；DNA シークエンサーを用いて、PCR 産物のダイレクトシーク
エンスによるか、大腸菌にクローニングした PCR 産物について複数クローンの
塩基配列を決定し、コンセンサス配列を決定するかのいずれかの方法により、
PCR 産物の塩基配列の決定を行う。
判定；BLAST 解析により、G. pagri の small subunit ribosomal DNA(SSU rDNA)
の登録塩基配列 (accession No. JX852026) との相同性を確認する。

( ５) 病理組織学的所見
　キセノマは腹腔内臓器の漿膜上の様々な場所に形成され、しばしば腸管壁の
平滑筋層や上皮下の結合組織にまで侵入する。エオジン好性顆粒細胞 (EGC) の
集積を特徴とする細胞反応が、特に腸管の粘膜下固有層に見られる。

( ６) 類似疾病検査
　本病原体、G. pagri は大小 2 種類の胞子が存在することが特徴であるが、オー
ストラリアの海産魚：サザンカーディナルフイッシュ (Vincentia conspersa) か
ら報告された G. vincentiae などでも同様に大小 2 種類の胞子が報告されてい
る。しかし、本病原体の方が小胞子の大きさが小さい他、胞子内部の極管等の
構造及び大きさが異なる。また、形態的に最も似ている G. hetwigi とは、核が
小さいこと、胞子に大小 2 種類あることで区別される。なお、内部形態の差異
は電顕レベルでの観察が必要となる。マダイ属の魚の微胞子虫としては、他に
Pleistophora pagri が知られているが、G. pagri は大胞子を持つことで容易に P. 
pagri と区別が可能である。

( ７) 消毒
消毒法は報告されていない。

( ８) その他
なし。





2．甲殻類
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50	 特定疾病診断マニュアル

疾病名：イエローヘッド病
Yellow head disease (YHD)
病原体：Yellow head virus (YHV genotype 1)( ロニウイルス科 オカウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　 宿 主 域： 自 然 感 染 は、 主 に ウ シ エ ビ ( ブ ラ ッ ク タ イ ガ ー )(Penaeus monodon) 

で、その他、クルマエビ (Marsupenaeus japonicus)、テンジクエビ ( バナナエビ )
(Fenneropenaeus merguiensis)、ホワイトシュリンプ (P. setiferus)、ヨシエビ (M. ensis)
等で報告されている。実験感染では、シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バ
ナメイ） (Litopenaeus vannamei)、ブルーシュリンプ (L. stylirostris)、ブラウンシュ
リンプ (Farfantepenaeus aztecus) など多くのクルマエビ類等が感受性を示す。実験
的に感染可能な宿主範囲は広いが、自然での発症はウシエビ ( ブラックタイガー )(P. 
monodon) であるので、この種の移動には特に注意が必要である。

②　発生地域：中国、インド、インドネシア、マレーシア、フィリピン、スリランカ、台湾、
タイ、ベトナム

③　感染ステージ：YHV は、ポストラーバ (PL)15 以降のものが感染しやすい。

( ２) 臨床検査
①　全身の退色が認められる。
②　数日間過剰な摂餌行動を示した後、摂餌不良となる。
③　養殖池隅の水面近くを緩慢に遊泳する。
④　肝膵臓の黄色化により頭胸部が薄黄色化を示す個体も認められる。

( ３) 剖検所見
　重症のエビは体部が黄色味を帯びた白色を呈し、しばしば頭胸部が膨れる。
鰓は白色あるいは薄黄色を呈し、時として肝膵臓も薄黄色化が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：RT-PCR 検査

材料；新鮮な鰓あるいはリンパ様器官。
プライマー；
GY1：5'-GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG-3'
GY4：5'-GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG-3'
増幅産物サイズ；794bp
PCR 反応；抽出した核酸および対照 RNA をテンプレートとして、上記
のプライマーセット (GY1/GY4) を用いて 1 ステップの RT-PCR 反応を

イエローヘッド病
Yellow head disease (YHD)
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行う ( キット使用 )。反応は、50℃で 30 分間逆転写反応後、94℃で 2
分間処理し、次いで PCR 反応として、95℃で 30 秒間、66℃で 30 秒間、
68℃で 45 秒間を 35 サイクル、最後に 68℃で 7 分間。

②　最終診断法：Nested-PCR 検査
i) 1st PCR；初動診断法と同じ。
ii) 2nd PCR
材料；( ４) ② i) 1st PCR の増幅産物

プライマー；
GY2：5'-CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3'
Y3：5'-ACG-CTC-TGT-GAC-AAG-CAT-GAA-GTT-3'
増幅産物サイズ；277bp
PCR 反応；反応は、95℃で 15 分の後、95℃で 30 秒間、66℃で 30 秒間、
72℃で 45 秒間を 35 サイクル行い、最後に 72℃で 7 分間。
増幅産物の配列解析を行い、遺伝子型を確認する。

( ５) 病理組織学的所見
　本疾病に感染した場合、組織に強い壊死が散在し、核濃縮と核崩壊が認めら
れる。特にリンパ様器官、造血組織、鰓、皮下組織、筋肉、腸、生殖腺等外胚
葉由来および中胚葉由来組織において、均一に濃く塩基性に染まる球状の直径
2µm 以下の細胞質内封入体が多数認められる。

				
( ６) 類似疾病検査

　YHV はロニウイルス科 オカウイルス 属に分類される。イエローヘッド複合ウ
イルス群には、8 つの遺伝子型が知られ、YHV は遺伝子型 1 であり、イエロー
ヘッド病の病原体である。遺伝子型 2 である Gill-associated virus (GAV) および
その他 4 つの遺伝子型 (3~6) は、東アジア、アジアおよびオーストラリアの健
康なウシエビで一般的に検出されるが、イエローヘッド病とほとんど関連がな
い。遺伝子型 7 の病原性は不明である。遺伝子型 8 は病エビから検出されている。
YHV と GAV は類似ウイルスであるが、RT-PCR により区別できる。
また、病理所見がタウラ症候群 (Taura syndrome (TS)) と類似しているが、RT-
PCR によって区別できる。

( ７) 消毒
①　60℃ 15 分の加熱処理で不活化される。
②　30ppt(0.03mg/ml) の塩素処理で不活化される。

( ８) その他
有効な予防、治療法は知られていない。
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疾病名：壊死性肝膵炎
Necrotising hepatopancreatitis (NHP)
病原体：Necrotising hepatobacterium (NHPB) 又は Rickettsial-like organism (RLO)( プロテオ
バクテリア門アルフォプロテオバクテリア綱の未分化の細菌 )

( １) 疫学調査
①　本疾病は分離培養法が確立されていない細胞内寄生細菌である Candidatus 

Hepatobacter penaei に起因する。
②　 宿 主 域： ほ と ん ど の 旧 Penaeus 属 (Penaeus、 Farfantepenaeus、 Litopenaeus、 

Marsupenaeus) のエビは宿主になると思われるが、当該細菌による疾病の発生が
報告されているのは、シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ）
(Litopenaeus vannamei)、ブルーシュリンプ (L. stylirostris)、 ノースブラウンシュリ
ンプ (F. aztecus) であり、L. vannamei への感染が最も重篤である。L. setiferus は L. 
vannamei より感受性が低いと言われる。

③　発生地域：ベリーズ、ベネズエラ、ブラジル、コロンビア、コスタリカ、エクアド
ル、エルサルバドル、グアテマラ、ホンデュラス、メキシコ、パナマ、ペルー、アメ
リカ合衆国

④　L. vannamei では稚エビ、親エビの感染が報告されている。
⑤　塩分濃度の変化や、30℃程度の高水温が持続すると発症しやすい。

( ２) 臨床検査
①　緩慢な動き、色素胞の発達による尾肢や腹肢の暗色化、付着生物による甲殻のひど

い汚れが認められる。
②　食欲減退や成長不良、痩せ、甲殻の軟化が認められる。
③　二次的な細菌の甲殻への感染が認められる。

( ３) 剖検所見
①　消化盲嚢 ( 肝膵臓 ) の萎縮が認められる。
②　鰓の色の暗色化が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：PCR 検査

材料；肝膵臓組織の抽出 DNA。
プライマー；
NHPF2: 5’ -CGT-TGG-AGG-TTC-GTC-CTT-CAG-T-3’
NHPR2: 5’ -GCC-ATG-AGG-ACC-TGA-CAT-CAT-C-3’

壊死性肝膵炎
Necrotising hepatopancreatitis (NHP)
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増幅産物サイズ；379 bp
PCR 反応；最初に 95℃で 5 分、次に 95℃で 30 秒、60℃で 30 秒、
72℃で 30 秒を 35 サイクル、最後に 60℃で 1 分、72℃で 2 分間。

②　最終診断法：リアルタイム PCR 検査
材料；肝膵臓組織の抽出 DNA。

プライマー；
NHP1300F: 5’ -CGTTCACGGGCCTTGTACAC-3’
NHP1366R: 5’ -GCTCATCGCCTTAAAGAAAAGATAA-3’
TaqMan®プローブ
NHP: 5’ -FAM-CCGCCCGTCAAGCCATGGAA-TAMRA-3’
増幅産物サイズ；67 bp
リアルタイム PCR 反応；最初に 95℃で 3 分、次に 95℃で 15 秒、
60℃で 1 分を 40 サイクル。

( ５) 病理組織学的所見
　感染初期を除いて通常のヘマトキシリン・エオジン染色で容易に診断可能で
ある。疾病の進行段階に応じて消化盲嚢 ( 肝膵臓 ) には以下のような病理組織学
的特徴が認められる。

① 　急性期では肝膵臓の萎縮、消化盲嚢上皮の軽度の萎縮、細菌巣の形成とそれに対す
る血球の浸潤や、消化盲嚢細管の被嚢化、盲嚢上皮細胞の壊死と剥離が認められる。

② 　移行期では盲嚢上皮細胞の壊死・脱落に応じて血球の浸潤が見られる。盲嚢上皮の
萎縮は顕著であり、水腫状の大きな空所が肝膵臓内に形成される。盲嚢上皮細胞は細
胞高が低くなり細胞内の脂肪滴は大きく減少し、細菌塊が認められる。しばしば中央
に細菌塊を含んだ結節の形成が認められる。

③　慢性期では水腫状の空所や結節は減少し、浸潤してきた血球に置き換わる。細菌塊
を含む肥大した細胞の数は顕著に減少し、壊死した盲嚢には線維化やメラニンの沈着
が認められる。

( ６) 類似疾病検査
情報なし。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本細菌は塩素剤等通常の消毒剤により不活化されると考
えられる。

( ８) その他
　薬剤療法や免疫賦活剤の投与、選抜育種などの対策は報告されていない。
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疾病名：タウラ症候群
Taura syndrome (TS)
病原体：Taura syndrome virus (TSV) ( ジシストロウイルス科アパラウイルス属 ) 

( １) 疫学調査
①　宿主域：主な自然感染宿主は、シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナ

メイエビ）(Litopenaeus vannamei) である。ブルーシュリンプ (L. stylirostris) でも自
然感染は報告されているが、感受性は低い。実験感染では、ウシエビ ( ブラックタ
イガー )(Penaeus monodon)、クルマエビ (Marsupenaeus japonicus) とコウライエビ
(Fenneropenaeus chinensis)、ノーザンホワイトシュリンプ (P. setiferus)、サウザンホ
ワイトシュリンプ (P. schmitti)、ノーザンブラウンシュリンプ (P. aztecus）とノーザン
ピンクシュリンプ (P. duorarum) で認められている。

②　発生地域：中南米諸国、アメリカ合衆国、インドネシア、タイ、マレーシア、中国、
台湾

③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　ポストラーバ、稚エビから成エビまで感染するが、特に稚エビから未成エビでの感

染が顕著である。

( ２) 臨床検査
①　シロアシエビでは、0.05 ｇから５ｇ以下の稚エビで明らかな症状を示し、急性感

染して高い死亡率をもたらす。
②　症状は急性期、移行期、慢性期の３段階に分けられる。
③　急性期及び移行期では、一般的に体全体が薄赤く変色し、特に尾鰭と腹脚が明らか

に赤くなる。付属肢に部分的な上皮の壊死が認められる。
④　明らかに急性期の病変を示しているエビでは、柔らかい殻と空胃が特徴である。
⑤　急性期を生残した移行期のエビでは多くの不規則で点状のメラニン沈着した上皮の

病変がみられ、このようなエビでは軟弱な上皮と赤色色素胞の拡大を示すこともある。
⑥　移行期を生き残ったエビは慢性期の感染状態になる。慢性期の特徴は、死亡の停止、

正常行動の回復、肉眼で観察できるメラニン沈着した病変の消失などがあげられる。

( ３) 剖検所見
    　特徴的な所見に乏しい。

( ４) 診断法
①　初動診断法：RT-PCR 検査 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法：キット使用 )

タウラ症候群
Taura syndrome (TS)
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材料：血リンパの抽出ＲＮＡ。
プライマー；
TSV 9195：5'-TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC-3'
TSV 9992：5'-AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT-3'
増幅産物サイズ；213bp
逆転写反応；60℃で 30 分間反応後、94℃で２分間処理。
PCR 反応；94℃で 45 秒、60℃で 45 秒を 40 サイクル、最終 60℃で
７分間。

②　最終診断法：RT-PCR 検査
上記の RT-PCR 法に加えて次の方法も実施。

材料：血リンパの抽出ＲＮＡ。
プライマー；
TSV55P1：5'-GGC-GTA-GTG-AGT-AAT-GTA-GC-3'
TSV55P2：5'-CTT-CAG-TGA-CCA-CGG-TAT-AG-3'
増幅産物サイズ :1303 bp
逆転写反応；50℃で 45 分間反応後、95℃で５分間処理。
PCR 反応；95℃で 60 秒、60℃で 45 秒、72℃で 90 秒を 40 サイクル、
最終 72℃で 5 分間。

( ５) 病理組織学的所見
①　急性期では、全ての足肢、鰓、後腸、食道、胃、体表に巣状ないしは拡散したクチ

クラ上皮細胞の壊死が認められる。
②　壊死細胞には、しばしばエオジン好性から薄い塩基性好性の球状体 ( 直径 1-20µm)

の細胞残査が認められる。
③　移行期では、病巣に顕著な血球の浸潤及び蓄積が起こり、これらが黒点を形成する

メラニン沈着を引き起こす。ただし、このような病変は他の原因によっても引き起こ
される。

④　慢性期では、急性期にみられる組織病変は消失し、顕著な病変はみられない。

( ６) 類似疾病検査
情報なし。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。

( ８) その他
　垂直感染をさけるため、卵は清浄な海水でよく洗浄し、卵や幼生が親エビの
糞便等による汚染を受けないようにする。
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62	 特定疾病診断マニュアル

疾病名：伝染性皮下造血器壊死症 (IHHN)
Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis: IHHN
病原体：Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV)( パルボウイルス科
ブレビデンソウウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：自然発病は主にブルーシュリンプ (Litopenaeus stylirostris)、シロアシエビ
（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ）(L. vannamei) 及びウシエビ ( ブラック
タイガー ) (Penaeus monodon)。実験感染では多くのえび類等が感受性を示す。

②　発生地域：アメリカ合衆国南東海岸、中南米諸国、ハワイ、グアム、タヒチ、ニュー
カレドニア、シンガポール、タイ、マレーシア、フィリピン、インドネシア、ミャン
マー、イラン、オーストラリア

③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　稚エビで発病しやすい。

( ２) 臨床検査
・ブルーシュリンプ
①　感染個体は死に至るまで、水面近くを緩慢に遊泳し、そこから底面にゆっくりと沈

降する行動を繰り返す。
②　特徴的な外観症状は乏しいが、表皮 ( 特に腹部のつなぎ目 ) に白あるいは黄褐色の

斑点がみられ、まだら模様のようにみえることもある。
③　瀕死個体では薄青みがかり、腹部筋肉の色がくすんでみえることもある。
・シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ）
①　この種には IHHN ウイルスは典型的な慢性疾病を引き起こす。
②　RDS(Runt deformity syndrome) と呼ばれる、屈曲した額角、しわのよった触角、

変形した外皮等の奇形症状がみられる。
③　RDS を示す集団では各個体の大きさがばらつき、特に矮小な個体が目立つ。

( ３) 剖検所見
特徴的な所見は乏しい。

( ４) 診断法
①　初動診断法：PCR 検査

材料；鰓等のクチクラ上皮を含む組織又は血リンパの抽出ＤＮＡ。
プライマー；

伝染性皮下造血器壊死症 (IHHN)
Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis: IHHN
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389F：5'-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3'
389R：5'-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3'
増幅産物サイズ；389bp
反応；95℃で５分間、続いて 95℃で 30 秒間、55℃で 30 秒間、72℃
で１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で７分間。

②　最終診断法：PCR 検査
初動診断法の PCR 検査に加えて、次の方法も実施。

材料；鰓等のクチクラ上皮を含む組織あるいは血リンパの抽出ＤＮＡ。
プライマー；
392F：5'-GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA-3'
392R：5'-ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG-3'
増幅産物サイズ；392bp
PCR 反応；95℃で５分間、続いて 95℃で 30 秒間、55℃で 30 秒間、
72℃で１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で７分間。

( ５) 病理組織学的所見
①　外胚葉由来組織 ( クチクラ上皮、前腸及び後腸上皮、神経索、神経節 ) 及び中胚葉

由来組織 ( 造血器官、触角腺細胞上皮、リンパ様器官等 ) の細胞に核の肥大が観察され、
クロマチンは核周縁部に偏在している。

②　上記核内にエオシン好性の Cowdry Ａ型封入体が認められる。

( ６) 類似疾病検査
情報なし。

( ７) 消毒
池等の消毒には塩素剤及びヨード剤が有効である。

( ８) その他
なし。
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66	 特定疾病診断マニュアル

疾病名：急性肝膵臓壊死病
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND)
(Early Mortality Syndrome (EMS))
病原体：Vibrio parahaemolyticus ( ビブリオ科ビブリオ属 )

( １) 疫学調査
①　本疾病の原因細菌である Vibrio 属細菌はグラム陰性の常在菌である。原因菌は、

プラスミド DNA に由来する毒素を産生する株であり、当該プラスミドないし毒素遺
伝子を保有していれば本疾病の原因となり得る。

②　宿主域：シロアシエビ ( ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ )(Litopenaeus 
vannamei)、ウシエビ (Penaeus monodon)、コウライエビ (Fenneropenaeus chinensis)。

③　発生地域：中国、マレーシア、タイ王国、ベトナム、メキシコ
④　ステージ：稚エビの池収容後、10 日～ 30 日で発症する。

( ２) 臨床検査
①　肝膵臓の白色化が認められる。
②　外骨格の軟化、腸管内容物が摂餌不良のため部分的にしか見られないか、もしくは

認められない。
③　重篤感染個体は底に沈降する。

( ３) 剖検所見
①　肝膵臓が委縮し、硬化する。
②　肝膵臓に黒点や黒筋が認められることがある。

( ４) 診断法
①　初動診断法：Nested-PCR 検査
材料；肝膵臓より抽出した DNA。

(1st)
プライマー；
AP4-F1 : 5'- ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC -3'
AP4-R1 : 5'- ACGATTTCGACGTTCCCCAA -3’
増幅産物サイズ；1269 bp
PCR 反応；94℃で 2 分の熱変性後、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒 、
72℃で 90 秒を 30 サイクル行い、最後に 72℃で 2 分間。

急性肝膵臓壊死病
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND)

(Early Mortality Syndrome (EMS))
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(2nd)
プライマー；
AP4-F2 : 5'- TTGAGAATACGGGACGTGGG -3’
AP4-R2 : 5'- GTTAGTCATGTGAGCACCTTC -3’ 
増幅産物サイズ；230 bp
PCR 反応；94℃で 2 分の熱変性後、94℃で 20 秒、55℃で 20 秒、
72℃で 20 秒を 25 サイクル行う。

②　最終診断法：Nested-PCR 検査
初動診断法と同じ。PCR の後、増幅産物の配列解析を行う。

( ５) 病理組織学的所見
以下の病変が報告されているが必ずしも本疾病に特異的なものではない。

①　肝膵臓の R、B、F 細胞の減少に続く E 細胞の分裂活性の減少を伴う、急性的な進
行性委縮が認められる。

②　病変は近位 ( 口側 ) から遠位 ( 肛門側 ) に進展し、R、B、F、E 細胞の機能障害、肝
膵臓細管粘膜細胞の顕著な核肥大を示し、肝膵臓細管内腔で包囲化され崩壊する。
③　崩壊した肝膵臓細胞より放出された基質は細菌増殖を助長し、重度の二次的細菌感

染を引き起こす。末期には肝膵臓は完全に崩壊する。
④　肝膵臓細管上皮細胞の初期の崩壊および二次的細菌感染への進展に付随し、顕著な

細管内血球凝集、血球による壊死した肝膵臓細管の包囲化あるいは肝膵臓細管のより
近位部におけるメラニン化が起きる。

( ６) 類似疾病検査
情報なし。

( ７) 消毒
①　数週間の冷凍あるいは 55℃で 5 分や 80℃で 1 分の加熱処理により増殖能は減少

するが、冷蔵ではそれほど減少しない。
②　15 分の酸性処理 (pH 5) により、原因菌は増殖能を失う。
③　原因菌は汽水で 9 日間、海水で 18 日間生存可能。

( ８) その他
なし。　
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70	 特定疾病診断マニュアル

疾病名：伝染性筋壊死症 (IMN)
Infectious myonecrosis: IMN
病原体：Infectious myonecrosis virus (IMNV) ( トチウイルス科トチウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ）(Litopenaeus 

vannamei)( 実験的にウシエビ ( ブラックタイガー ) (Penaeus monodon)、ブルーシュ
リンプ (L. stylirostris) で感染が確認されている )。

②　発生地域：ブラジル東北部、インドネシア、東南アジア
③　ステージ：ホワイトレッグシュリンプの稚エビ、未成エビで重篤。全ステージで感染。

( ２) 臨床検査
①　水温、塩分濃度などの環境変化や網入れなどのストレス負荷直後に発症し高率で死

亡する。
②　ストレス負荷直前までは盛んに摂餌し、消化管が餌で満たされていることもある。
③　体側筋の点状あるいは広範囲な壊死による白濁 ( 特に末端節腹部および尾扇部 )。
④　ストレス直後の高死亡率が数日間継続することもある。

( ３) 剖検所見
　体側筋の点状あるいは広範な壊死による白濁 ( 特に腹部末端節および尾扇部 )。
リンパ様器官の肥大 ( 通常の３～４倍の大きさ ) が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：RT-PCR 検査

材料；PCR 用に採取した血球 ( 血リンパ )、筋肉組織、あるいはリンパ様器官。
プライマー；
4587F : 5'- CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA -3'
4914R : 5'- ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT -3’
増幅産物サイズ；328bp
PCR 反応；60℃で 30 分、95℃で 2 分の逆転写反応後、95℃で 45 秒、
60℃で 45 秒 を 39 サイクル行い、最後に 60℃で 7 分間。

②　最終診断法：Nested-PCR 検査
i) 1st RT-PCR；初動診断法①と同じ。
ii) 2nd PCR

材料；(4) ② i)1st PCR の増幅産物。

伝染性筋壊死症 (IMN)
Infectious myonecrosis: IMN
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プライマー；
4725NF : 5'- GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA -3’
4863NR : 5'- AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G -3’ 
増幅産物サイズ；139bp
PCR 反応；95℃で 2 分の熱変性後、95℃で 30 秒、65℃で 30 秒、
72℃で 30 秒を 39 サイクル行い、最後に 72℃で 2 分間。

( ５) 病理組織学的所見
　以下の病変が報告されているが、必ずしも本疾病に特異的なものではない。
①　血球浸潤を伴う体側筋繊維の凝固壊死および進行した融解壊死が認められる。
②　体側筋組織は浮腫を起こし、やがて疎な結合組織に置換される。
③　生体防御反応と考えられる、細胞の集まった球状組織 ( スフェロイド ) の増生によ

るリンパ様器官の肥大が起こる。
④　上記の球状組織はしばしば異所的に鰓、心臓、触角腺、腹部神経索などにも認めら

れる。

( ６) 類似病検査
　腹節の筋肉は本疾病以外のさまざまな原因で白濁する。クルマエビ類やオニ
テナガエビ（Macrobrachium rosenbergii）のホワイトテイル病は本疾病と似た外
観症状を呈するが、本疾病とは異なるそれぞれ別のノダウイルスにより起こる。
また、急性に本疾病に罹患しても必ずしも肉眼的に明確に筋肉が白濁しない場
合もあり、PCR によって判断する必要がある。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。

( ８) その他
　不顕性感染しているエビから本ウイルスを検出するためには、活エビから採
取した血リンパをサンプルに用い、かつ初動診断の RT-PCR のプロトコルを以下
のように変更して行うとよい場合がある。

プライマー；初動診断の項（４）①に同じ
増幅産物サイズ；328bp
PCR 反応；55℃で 30 分、95℃で 2 分の逆転写反応後、95℃で 15 秒、
60℃で 30 秒、68℃で 45 秒 を 39 サイクル行い、最後に 68℃で 2 分間。
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疾病名：バキュロウイルス・ペナエイ感染症
Tetrahedral baculovirosis
病原体：Baculovirus penaei (BP) ( バキュロウイルス科ヌクレオポリヘドロウイルス属 )

( １) 疫学調査
①本疾病は Baculovirus penaei (BP) に起因する。
②宿主域：クルマエビ類が感受性を有する可能性がある。
③発生地域：ハワイ及び南北アメリカ諸国。
④当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
⑤当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。

( ２) 臨床検査
摂餌量が減少し、成長が悪くなる。

( ３) 剖検所見
重篤な感染個体は中腸に白濁が認められることが多い。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) 肝膵臓及び中腸を押しつぶして検鏡し、四面体型の包埋体を確認する。
( イ ) PCR 検査

材料；肝膵臓及び中腸の抽出 DNA。
プライマー；
BPA：5'-GAT-CTG-CAA-GAG-GAC-AAA-CC-3'
BPF：5'-TAC-CCT-GCA-TTC-CTT-GTC-GC-3'
増幅産物サイズ；196bp
反応；95℃で３分間、続いて 94℃で 30 秒間、60℃で 30 秒間、72℃
で１分間を 30 サイクル、最後に 72℃で５分間。

②　最終診断法：PCR 検査
初動診断法の PCR 検査に加えて、次の方法も実施する。

材料；肝膵臓及び中腸の抽出 DNA。
プライマー；
6581：5'-TGT-AGC-AGC-AGA-GAA-GAG-3'
6582：5'-CAC-TAA-GCC-TAT-CTC-CAG-3'
増幅産物サイズ；644bp

バキュロウイルス・ペナエイ感染症
Tetrahedral baculovirosis
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PCR 反応；95℃で５分間、続いて 95℃で 30 秒間、65℃で 30 秒間、
72℃で１分間を 35 サイクル、最後に 72℃で７分間。

( ５) 病理組織学的所見
　肝膵臓又は中腸の上皮細胞の核が顕著に肥大し、クロマチンの減少及び周縁
への移動がみられ、その核内に四面体型の包埋体が認められる。

( ６) 類似疾病検査
　バキュロウイルス性中腸腺壊死症 (BMN:Baculovirus Mid gut Gland Necrosis)
と比較すると光顕観察による感染細胞の病理組織像は類似しているが、BMN は
包埋体を形成しない。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。また、低 pH（pH3 で 30 分）、熱（60-90℃で 10 分）、紫外線
照射（累積線量 7.08 x 106 µWsec/cm2）により不活化されるという報告がある。

( ８) その他
なし
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78	 特定疾病診断マニュアル

疾病名：エビの潜伏死病 (CMD)
Covert mortality disease of shrimp: CMD
病原体：Covert mortality nodavirus (CMNV)( ノダウイルス科 (Nodavirudae) の未分類ウイルス )

( １) 疫学調査
①　宿主域：シロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ )(Litopenaeus 

vannamei)、クルマエビ (Marsupenaeus japonicas)、コウライエビ (Fenneropenaeus 
chinensis)。

②　発生地域：中国 ( 中国以外は未確認 )。

( ２) 臨床検査
①　肝膵臓の変色や萎縮、横紋筋の白色化と壊死が認められる。
②　感染個体は池の底に深く隠れて、浅瀬、表層に現れない。

( ３) 剖検所見
①　肝膵が変色 ( 白色、赤色、灰色 ) し、萎縮、壊死が認められる。
②　胃、腸の空洞化や殻の軟化が認められる。
③　横紋筋の白色化と壊死が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) 病理組織の観察

使用部位；横紋筋、肝膵臓およびリンパ様器官を採取する。
固定；Davidson 液で固定しヘマトキシリン・エオジン染色を行う。
病変の観察；横紋筋の凝固壊死、肝膵臓およびリンパ様器官の細管上皮の好酸
性封入体、筋肉およびリンパ様器官の核濃縮を観察する。

( イ ) RT － PCR 検査
材料；RT － PCR 用に採取した肝膵臓、横紋筋あるいはリンパ様器官から RNA
を抽出する。

プライマー；
CMNV-7F1: 5’ -AAA-TAC-GGC-GAT-GAC-G- 3’
CMNV-7R1: 5’ -ACG-AAG-TGC-CCA-CAG-AC -3’
増幅産物サイズ；619bp
RNA 熱変性；65℃で 5 分変性後急冷。
RT-PCR 反応；50℃で 1 時間反応後、70℃ 15 分。その後、94℃で 4
分変性。その後、94℃で 30 秒、45℃で 30 秒、72℃で 40 秒を 35

エビの潜伏死病 (CMD)
Covert mortality disease of shrimp: CMD
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サイクル行い、72℃で 7 分反応。
②　最終診断法：Nested-PCR 検査

i) 1st PCR；初動診断法① ( イ ) と同じ。
ii) 2nd PCR

材料；(4) ② i)1st PCR の増幅産物。
プライマー；
CMNV-7F2: 5’ -CAC-AAC-CGA-GTC-AAA-CC -3’ 
CMNV-7R2: 5’ -GCG-TAA-ACA-GCG-AAG-G-3’
増幅産物サイズ；165bp
PCR 反応；94℃で 4 分変性。その後、94℃で 20 秒、40℃で 20 秒、
72℃で 20 秒を 30 サイクル行い、72℃で 7 分反応。

( ５) 病理組織学的所見
　横紋筋の凝固壊死、肝膵臓およびリンパ様器官の細管上皮の好酸性封入体、
筋肉およびリンパ様器官の核濃縮が認められる。

( ６) 類似疾病検査
　情報なし。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。

( ８) その他
　電子顕微鏡観察で肝膵臓にエンベロープを持たない直径 25nm のウイルス様
粒子が認められる。
CMNV-7Probe-F：5’ -GGC-GAT-GAC-GGC-TTG-A-3’ と CMNV-7Probe-R：5’
-GGC-GGT-GAG-ATG-GAT-TTT-3’ を用いた蛍光インサイチューハイブリダイゼー
ションによる診断法がある。
　CMNV の RNA 依存 RNA ポリメラーゼ遺伝子の登録塩基配列は accession No. 
KM112247 である。
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疾病名：鰓随伴ウイルス病：
Gill-associated virus disease (GAV)
病原体：Gill-associated virus (genotype 2)( ロニウイルス科 オカウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：自然感染はウシエビ (Penaeus monodon) のみであるが、実験感染はブラウ

ンタイガープローン (P. esculentus)、バナナエビ (Fenneropenaeus merguiensis)、クル
マエビ (Marsupenaeus japonicus) でも起こり、死亡を引き起こす。

②　発生地域：オーストラリア、タイ、ベトナム
オーストラリアでは本病によるウシエビの死亡が報告されている。タイ、ベトナムでは

発症は報告されていないが、健康なウシエビから本ウイルスが検出されている。
③　感染ステージ：クルマエビにおいて本ウイルスは、20 ｇ以上の大きな個体は、6

～ 13 ｇの小さな個体よりも感受性が低い。
④　キャリアー : 自然下では、本ウイルスに感染したウシエビ (P. monodon)。実験下で

は、ブラウンタイガープローン (P. esculentus)、バナナエビ (F. merguiensis)、クルマ
エビ (M. japonicus) が宿主となることが明らかになっているため、これらのエビ類も
キャリアーになる可能性がある。

( ２) 臨床検査
①　胴体及び脚が赤くなる。
②　水面近くや池の端を遊泳する。摂餌しなくなる。

( ３) 剖検所見
鰓のピンク色から黄色への退色が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：RT-PCR 検査

材料；新鮮な鰓あるいはリンパ様器官
プライマー；
GY1：5'-GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG-3'
GY4：5'-GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG-3'
(YHV および GAV 共通。増幅産物サイズ；794bp)
PCR 反応；抽出した核酸および対照 RNA をテンプレートとして、上
記のプライマーセット (GY1/GY4) を用いて 1 ステップの RT-PCR 反応
を行う ( キット使用 )。反応は、50℃で 30 分間逆転写反応後、94℃
で 2 分間処理し、次いで PCR 反応として、95℃で 30 秒間、66℃で

鰓随伴ウイルス病：
Gill-associated virus disease (GAV)
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30 秒間、68℃で 45 秒間を 35 サイクル、最後に 68℃で 7 分間。

②　最終診断法：Nested-PCR 検査
i) 1st PCR；初動診断法①と同じ。
ii) 2nd PCR

材料；( ４) ② i) 1st PCR の増幅産物
プライマー；
GY2：5'-CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3'
G6 ：5'-GTA-GTA-GAG-ACG-AGT-GAC-ACC-TAT-3'
増幅産物サイズ；406bp
注：GY2 の 7 番目の塩基は T であるが、この位置の塩基は GAV の配
列に完全に一致させるためには C にする必要がある。ただし、これま
で T のままでも GAV の増幅に支障があるという報告はない。
PCR 反応；反応は、95℃で 15 分の後、95℃で 30 秒間、66℃で 30 秒間、
72℃で 45 秒間を 35 サイクル行い、最後に 72℃で 7 分間。
増幅産物の配列解析を行い、遺伝子型を確認する。

( ５) 病理組織学的所見
　詳しい病理学的所見は無い。

( ６) 類似疾病検査
　イエローヘッド複合ウイルス群 ( ロニウイルス科 オカウイルス属 ) には、7 つ
の遺伝子型が知られ、gill-associated virus (GAV) はそのうちの遺伝子型 2 である。
YHV は遺伝子型 1 であり、イエローヘッド病の病原体である。ウシエビにおい
て YHV( 遺伝子型 1) は、ポストラーバ (PL)15 以降のものが感染しやすい。そ
の他 4 つの遺伝子型 (3~6) は、東アジア、アジアおよびオーストラリアの健康
なウシエビで一般的に検出されるが、イエローヘッド病とほとんど関連がない。
遺伝子型 7 の病原性は不明である。YHV と GAV は類似ウイルスであるが、RT-
PCR により区別できる。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。

( ８) その他
　有効な予防、治療法は知られていない。
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疾病名：モノドン型バキュロウイルス感染症
Spherical Baculovirosis
病原体：Penaeus monodon-type baculovirus (MBV)( バキュロウイルス科、ヌクレオポリヘド
ロウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　本疾病は Penaeus monodon-type baculovirus (MBV 又は PemoNPV ＮＰＶ ) に起因

する。
②　宿主域：ウシエビ ( ブラックタイガー )(Penaeus monodon)、テンジクエビ (P. 

merguinensis) など。
③　発生地域：中国・台湾を始めとする太平洋・インド洋、中近東、地中海、アフリカ、

ハワイ、タヒチ、南北アメリカ諸国
④　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
⑤　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。

( ２) 臨床検査
摂餌量が減少し、成長が悪くなる。

( ３) 剖検所見
重篤な感染個体は中腸に白濁が認められることが多い。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) 肝膵臓及び中腸を押しつぶして検鏡し、球状の包埋体を確認する。
( イ )PCR 検査

材料；肝膵臓及び中腸の抽出 DNA。
プライマー；
261F：5'-AAT-CCT-AGG-CGA-TCT-TAC-CA-3'
261R：5'-CGT-TCG-TTG-ATG-AAC-ATC-TC-3'
増幅産物サイズ；261bp
PCR 反応；95℃で５分間、続いて 94℃で 30 秒間、60℃で 30 秒間、
72℃で 30 秒間を 35 サイクル、最後に 72℃で７分間。

②　最終診断法：PCR 検査
　初動診断法の PCR 検査に加えて、次の方法も実施する。

材料；肝膵臓及び中腸の抽出 DNA。

モノドン型バキュロウイルス感染症
Spherical Baculovirosis
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プライマー；
MBV1.4F：5'-CGA-TTC-CAT-ATC-GGC-CGA-ATA-3'
MBV1.4r：5'-TTG-GCA-TGC-ACT-CCC-TGA-GAT-3'
増幅産物サイズ；533bp
反応；96℃で５分間、続いて 94℃で 30 秒間、65℃で 30 秒間、72℃
で１分間を 40 サイクル、最後に 72℃で７分間。

( ５) 病理組織学的所見
　肝膵臓又は中腸腺の上皮細胞の核が顕著に肥大し、クロマチンの減少及び周
縁への移動が認められ、その核内に球状の包埋体が認められる。

( ６) 類似疾病検査
　バキュロウイルス性中腸腺壊死症 (BMN:Baculovirus Mid gut Gland Necrosis)
と比較すると光顕観察による感染細胞の病理組織像は類似しているが、BMN は
包埋体を形成しない。

( ７) 消毒
　文献情報はないが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤により不活化される
と考えられる。

( ８) その他
　垂直感染をさけるため、卵は清浄な海水でよく洗浄し、卵や幼生が親エビの
糞便等による汚染を受けないようにする。





３．貝類等
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疾病名：アワビヘルペスウイルス感染症
Infection with abalone herpesvirus
病原体：Abalone herpesvirus (AbHV)( マラコヘルペスウイルス科ハリオチスウイルス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域

・台湾産のトコブシ (Haliotis diversicolor) 
・豪州産の下記アワビ類 2 種とこれらのハイブリッド
ブラックリップ・アバロニ (Haliotis rubra Leach)
グリーンリップ・アバロニ (Haliotis laevigata Donovan)
・汚染海域の他の無脊椎動物に症状は見られない。
・日本産のクロアワビ (Haliotis discus) とトコブシ病貝との同居感染試験では発

病が確認されていない。
②　発生地域：台湾 ( 東北部 )、オーストラリア ( ビクトリア州およびタスマニア島 )
③　当該種苗は上記の地域から輸入したものである。
④　当該養殖場は過去に上記地域から種苗を導入したことがある。
⑤　発生状況：

・オーストラリアではアワビの年齢に関係なく発生し、90 % 以上の死亡率であっ
た。

・台湾においても親貝と稚貝の両方で発生が確認され、70-80 % の死亡率であっ
た ( 水温 16 - 19℃ )。

・養殖池では臨床的な症状が確認されてから 3 日以内に死亡が起きることが報告
されており、実験感染度も同様に死亡することが確認されている。

・実験感染 ( 病貝ホモジネート濾液筋肉注射 ) では攻撃後 2 － 5 日以内に 100%
が死亡した例も報告されている。

( ２) 臨床検査
①　光からの逃避行動がない。
②　基板への付着力が低下する。
③　特に症状が出ない場合もある。

( ３) 剖検所見
①　外套膜が萎縮する。
②　腹足が萎縮し、不規則に縁辺が巻き上がり、硬直化する。
③　腹足がほとんど動かなくなる。
④　口球が膨張し突出する。

アワビヘルペスウイルス感染症
Infection with abalone herpesvirus
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⑤　歯舌が反転してめくり上がる。
⑥　粘液が過度に分泌される。

( ４) 診断法
①　初動診断法：PCR 検査 

材料 ; 神経組織やそれを含む筋肉の抽出 DNA。組織は固定液 (80% エタノール；
19.75% グリセロール；0.25% β - メルカプトエタノール )、または、95% エタ
ノール中で保存する。20 mg 程度の組織から、市販のキット等を用いて DNA を
抽出し、～ 100 ng/µl の濃度で DNA を溶出したのち、下記のプライマーセット
で PCR 反応を行う。

プライマー ;
AbHV-16：5'-GGC-TCG-TTC-GGT-CGT-AGA-ATG-3'
AbHV-17：5'-TCA-GCG-TGT-ACA-GAT-CCA-TGT-C-3
増幅産物サイズ ; 522 - 558 bp*   
増幅領域 ; 40900 - 41457 (GenBank accession No. HM631981)

PCR 反応 ; 95℃で 15 分間、次いで 94℃で 30 秒間、52℃で 30 秒間、74℃で
45 秒間を 40 サイクル、最後に 72℃で７分間。その後 4℃で保持する。
* 本ウイルスには変異株が存在し、それによって 522bp から 588bp までの異な
るサイズの増幅産物が得られる。

②　最終診断法：( ア )PCR 検査
材料；神経組織やそれを含む筋肉の抽出 DNA。
PCR 条件は初動診断法と同じ。

( イ ) 遺伝子配列解析
材料；② ( ア ) のＰＣＲ増幅産物。
方法；遺伝子配列解析
判 定； デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る AbHV ゲ ノ ム の 塩 基 配 列 (GenBank 
accession No. HM631981) と高いレベルで相同性を示すことを確認する。

( ５) 病理組織学的所見
①　頭部神経節、足側部神経節、口球神経節等の神経組織に炎症が認められる。
②　神経組織以外の器官ではこれまでに病変が観察されていない。
③　電子顕微鏡観察では、エンベロープを持ち、電子密度の高い核を持つ六角形のウイ

ルス ( 直径 100 - 110 nm) が観察される。

( ６) 類似疾病検査
　情報なし。

( ７) 消毒
　情報は無いが、本ウイルスは通常の塩素剤等の消毒剤で不活化されると考え
られる。
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( ８) その他
①　AbHV は極めて病原性が強く、病害を低減させる方法はない。
②　飼育水を介した水平感染が成立する。
③　OIE では、移動制限やしっかりとした管理が可能な養殖場での飼育を推奨している。

また、発病があれば、飼育貝の廃棄、飼育水・施設の消毒、養殖再開前の無病のアワ
ビの試験的飼育を推奨する。
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疾病名：アワビの細菌性膿疱症
Pustule disease of abalone/Blister disease of abalone
(caused by Vibrio furnissii (= V. fluvialis biotype Ⅱ ))
病原体：Vibrio furnissi ( = V. fluvialis Ⅱ )( プロテオバクテリア門ビブリオ目ビブリオ科ビブリ
オ属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：エゾアワビ (Haliotis discus hannai) が宿主として知られている。他種のア

ワビの感受性は調べられていない。
②　発生地域：中国の大連の養殖場で確認された。本疾病の発生はこの地域に限定的で

あるが、原因細菌である Vibrio furnissii(= V. fluvialis biotypeII) は世界中の河口等で確
認される常在菌である。

( ２) 臨床検査
①　足部に白色の膿を含む膿疱ないし水疱状の病変を形成する。
②　細菌が外套膜、消化管、消化盲嚢、生殖巣、体液等で増殖し、ほとんどの器官で細

菌が見られるようになると摂食を停止し、やがて死亡する。
    

( ３) 剖検所見
足部に白色の膿を含む膿疱ないし水泡状の病変を呈する。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) 患部のスタンプ標本 ( スメア ) の観察

材料；新鮮な膿疱病変部。
標本作製法；膿疱を切開し、スタンプまたはスメア標本を作製する。
染色と観察法；ギムザ染色で細菌を染色し、顕微鏡で、短桿菌を探察する。

( イ ) 細菌分離
材料；新鮮な個体から、膿疱状病変の内容物を無菌的に採取し、使用する培地
の液体培地で 10 倍に希釈して材料とする。
菌 の 分 離 法；TSA(Tryptic Soy Agar)(NaCl 濃 度 2-3%) ま た は BHI Agar(Brain 
Heart Infusion Agar)(NaCl 濃 度 2-3%) ま た は Marine Agar ま た は TCBS 
Agar(Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose Agar)(NaCl 濃度 2-3%) を用いて、組
織 ( 材料 ) から細菌を分離する。24-37℃で 2 ～ 4 日培養する。

( ウ ) 分離菌の性状試験
材料；① ( イ ) のプレート培地にみられた優勢種と思われる 1 コロニーから新し

アワビの細菌性膿疱症
Pustule disease of abalone/Blister disease of abalone
(caused by Vibrio furnissii (= V.  fluvialis biotype Ⅱ ))
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い培地に継代培養した細菌。
試験法；スメア標本を作製し、ギムザ染色を施し、短桿菌を確認する。グラム
鑑別でグラム陰性菌を示す。ウェットマウントで顕微鏡観察し、活発な運動を
確認する。O/129 ディスクに感受性がある。オキシダーゼとカタラーゼが陽性
である。

②　最終診断法：
( ア )  性状試験。

( ４) ①のウと同じ。
( イ )  PCR 検査および配列解析

材料；( ４) ①のウと同じ。
プライマー；
F-primer: 5'-ACT-CTT-ATT-TAC-GTC-AAA-GGA-CAG-3'
R-primer: 5'-TCT-TGC-AGC-GCT-TCA-AGA-ATT-TC-3'
増幅 DNA 断片サイズ ; 722 bp

反応；95℃で 4 分間，続いて 95℃で 1 分，55℃で 30 秒，72℃で 1 分を 30
サイクル行い，最後に 72℃で 7 分。
判定；増幅産物の配列解析を行い，データベースに登録されている V. furnissii

の mreB 遺伝子の塩基配列 (GenBank accession No. DQ907418.1) と高いレベル
で相同性を示すことを確認する。

( ５) 病理組織学的所見
　病巣の顕著な炎症により、結合組織と筋組織は融解壊死する。病巣は初め足
部にみられるが、病気の進行と共に全身組織にみられる。病気の末期では、病
巣の中心には血球と V. furnissii だけが残る。

( ６) 類似疾病検査
　Vibrio campbellii、Vibrio harveyi、Vibrio carchariae が同様の疾病を起こすと
いう報告がある。膿疱や水疱は生じないが，足部からは，これらの菌以外の細
菌が検出されることがある。また，細菌ではないが，Perkinsus sp. による感染が
足部に黄色い膿疱ないし膿瘍を形成することが知られている。

( ７) 消毒
　使用器具及び手指の消毒は、通常の細菌を対象とした消毒法を用いる。

( ８) その他
なし。
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疾病名：カキヘルペスウイルス 1 型変異株感染症 (µvar に限る。)
Infection with Ostreid herpesvirus 1 microvariants (limited to OsHV-1 µvar)
病原体：Ostreid herpesvirus 1 microvariants (limited to OsHV-1 µvar) (Malacoherpesviridae
科 Ostreavirus 属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：マガキ、ポルトガルガキ
②　発生地域：ヨーロッパ諸国
③　夏の高水温期によく見られる

( ２) 臨床検査
①　短期間で大量死が観察される
②　口を開ける、殻を閉じる動きが緩慢になる

( ３) 解剖所見
特徴的な所見はない。

( ４) 診断法
①　初動診断法：PCR － REA 検査
・PCR 反応
材料；外套膜、鰓、神経節等の組織抽出 DNA

プライマー； 
C2：5’ - CTC-TTT-ACC-ATG-AAG-ATA-CCC-ACC-3’
C6：5’ - GTG-CAC-GGC-TTA-CCA-TTT-TT-3’
増幅産物サイズ；700bp

PCR 反応；94℃で 10 分間反応後、94℃で 30 秒、63℃で 30 秒、72℃で 30 秒
を 40 サイクル、後に 72℃で 7 分。

・REA 反応
材料；上記 PCR 増幅産物

制限酵素；Mfe I
反応条件；37℃、15 分～一晩
判定；増幅産物が約 500bp と約 200bp に切断されていることを確認する。

②　最終診断法：
( ア ) PCR 法

初動診断法① ( ア ) と同じ
( イ ) PCR 法

カキヘルペスウイルス 1 型変異株感染症 (µvar に限る。)
Infection with Ostreid herpesvirus 1 microvariants (limited to OsHV-1 µvar)
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材料；外套膜、鰓、神経節等の組織抽出 DNA
プライマー； 
IA2: 5’ - AAT-CCC-CAT-GTT-TCT-TGC-TG-3’
IA1: 5’ - CGC-GGT-TCA-TAT-CCA-AAG-TT-3’
増幅産物サイズ；約 600bp 

PCR 反応；( ア ) と同じ 
( ウ ) 遺伝子配列解析

材料；( ４) ② ( ア ) および ( イ ) の増幅産物
方法；遺伝子配列解析
判定；Segarra et al. (Virus research 153， pp92-99， 2010) に記載されている
OsHV-1 µVar の塩基配列との相同性を確認する。なお C2C6 セットによる配列
はデータベース GenBank accession no. HQ842610 に登録されている。

( ５) 病理組織学所見
　核の肥大、偏在を伴う病変が結合組織で観察される。

( ６) 類似疾病検査
　情報なし。

( ７) 消毒
　情報は無いが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤で不活化されると考えら
れる。

( ８) その他
なし。
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疾病名：パーキンサス・クグワディ感染症
Infection with Perkinsus qugwadi

病原体：Perkinsus qugwadi ( アピコンプレックス門パーキンサス綱パーキンサス属 )

( １) 疫学調査
①　宿主域：宿主はホタテガイ (Mizuhopecten yessoensis) である。
②　発生地域：カナダのブリティッシュコロンビア州。
③　ブリティッシュコロンビア州では、日本から移入したホタテガイで発生した。
④　ホタテガイには発育段階を問わず感染する。

( ２) 臨床検査
①　大量死が認められる。
②　特徴的な臨床症状は報告されてない。

( ３) 剖検所見
①　消化腺に白い膿疱が形成される。
②　生殖腺の濁りと肥大が認められる。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) スタンプ標本の顕微鏡観察

使用部位：生殖腺の病変部。
遊走子の観察：スライドグラスにスタンプ標本を作製し、定法どおりライト－
ギムザ染色もしくはそれと同等の染色法で遊走子を観察する。

( イ )PCR 検査
材料；PCR 用に採取した生殖腺、消化腺、外套膜、鰓組織。

プライマー；
PqguF7TC: 5’ -CCA CTC TGG TAG TCT TGT CTT C -3’
PQ3R: 5’ -AGA ATG GCG ACG CTG ATG AA -3’
増幅産物サイズ：281bp

PCR 反応；94℃で 3 分変性。その後、94℃で 30 秒、54℃で 30 秒、72℃で
30 秒を 40 サイクル行う。最終伸長反応を、72℃で 10 分行う。

②　最終診断法：
( ア ) PCR 検査

初動診断法① ( イ ) と同じ。
( イ ) 遺伝子配列解析 (SSU rRNA 遺伝子 )

パーキンサス・クグワディ感染症
Infection with Perkinsus qugwadi
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材料；最終診断法② ( ア ) PCR 用に抽出した DNA。
プライマー；
Pm18S-1098F: 5’ -AGG AAT TGA CGG AAG GGC A -3’
PqITS-22R: 5’ -CGC AGT TTA AAT GAA TCG GT -3’
増幅産物サイズ：1,796 bp

PCR 反応；94℃で 5 分変性。その後、94℃で 30 秒、54℃で 30 秒、72℃で
45 秒を 30 サイクル行う。最終伸長反応を、72℃で 7 分行う。
解 析； 増 幅 産 物 に つ い て 塩 基 配 列 を 決 定 し、Perkinsus qugwadi(GenBank 
accession no.AB716689) との相同性を確認する。

( ５) 病理組織学的所見
　生殖腺、消化腺、外套膜、鰓組織などの組織内に形態的に Perkinsus qugwadi

のものと考えて矛盾しない栄養体、トモント、遊走子嚢や遊走子などが観察さ
れる。

				
( ６) 類似疾病検査

　他の貝類で Perkinsus 属の感染症が報告されている。Perkinsus qugwadi は、
他の Perkinsus 属原虫と異なり、液状チオグリコレート培地で遊走子嚢が発達せ
ず、ルゴール液で紺色に染色されない特徴を有している。また、他の Perkinsus

属の原虫とは SSU rRNA 遺伝子の塩基配列により区別できる。

( ７) 消毒
　他の Perkinsus 属原虫では、N －ハラミン消毒剤、淡水処理、紫外線処理が原
虫細胞の不活化に有効であったとの報告がある。

( ８) その他
　本原虫に感染耐化した耐性を有する親貝を選別し、本病抵抗性を有する家系
を作出する方法が本病の対策として有効であることが報告されている。
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疾病名：マボヤの被嚢軟化症
Soft tunic syndrome
病原体：Azmiobodo hoyamushi(ユーグレノゾア門キネトプラスト綱ネオボド目アズミオボド属)

( １) 疫学調査
①　宿主域：マボヤ (Halocynthia roretzi) およびエボヤ (Styela clava) 
②　発生地域：韓国および日本 ( 国内では宮城県牡鹿半島以北から岩手県 ) 
③　感染ステージ：1 年以上の個体で発病。
④　キャリアー：感染マボヤがキャリアーとなる。 

( ２) 臨床検査
①　初期には水管周辺から被嚢が軟化。
②　重篤になると被嚢全体が非常に柔らかく薄くなる。

( ３) 剖検所見
軟体部に著変は認められない。

( ４) 診断法
①　初動診断法：
( ア ) PCR 検査

材料；活個体被嚢から海水中に遊出させた鞭毛虫または新鮮被嚢。
プライマー；

ProtoHoya 18S-145：5'-AAG GGG TGC TTC CGA TCC GTG G-3'
ProtoHoya 18S-679r：5'-AAG GAT GGG ACG GAA CCG ACT GC-3'
増幅産物サイズ；535bp
反応；98℃で 30 秒間、次いで 98℃で 10 秒間、72℃で 30 秒間を
40 サイクル、最後に 72℃で 5 分間。 

( イ ) 組織検査
材料；ダビットソン固定を施した水管周辺の被嚢
標本；パラフィン薄切切片にヘマトキシリン・エオジン染色を施す。
観察；ヘマトキシリンに染まり、一方の端が細長く伸長する鞭毛虫 (10-14 x 
2-3µm) を観察。

②　最終診断法：
( ア ) PCR 検査

マボヤの被嚢軟化症
Soft tunic syndrome
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初動診断法の PCR 検査に加えて、次の方法も実施
材料；初動診断の項に同じ

プライマー；
AhF：5'-GCC TCT GTG GTT TGC TCC TTC GTG T -3'
AhR：5'-TAC TGG GCG GCT TGG ATC TCG T-3'
増幅産物サイズ；642bp
PCR 反応；95℃で 3 分間、次いで 95℃で 1 分間、64℃で 34 秒間、
72℃で 1 分間を 40 サイクル、最後に 72℃で 5 分間。

( イ ) 組織検査 ( ① ( イ ) と同様 )

( ５) 病理組織学的所見
①　被嚢繊維は走行が乱れ、頻繁に粗な部分が認められる。
②　ヘマトキシリン・エオジン染色で、被嚢中にヘマトキシリンに染まる鞭毛虫が見ら

れる。
				

( ６) 類似疾病検査
情報なし。

( ７) 消毒
　ホルマリン、過酸化水素、ビチオノール、二酸化塩素、およびブロノポール
のそれぞれに原因体を 24 時間浸漬した場合の各薬剤の 50％効果濃度 (EC50) は
10mg/L 以下。

( ８) その他
なし。
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1. 魚類

ウイルス性出血性敗血症 ( Ⅳ a 型を除く。)(VHS)

サケ科魚類のアルファウイルス感染症（SAV)

流行性造血器壊死症 (EHN)

ピシリケッチア症

レッドマウス病 (ERM)

旋回病

コイ春ウイルス血症 (SVC)

コイヘルペスウイルス病 (KHV)

マダイのグルゲア症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： ウイルス性出血性敗血症

  英　名：Viral Haemorrhagic Septicaemia (VHS)
本病は古くからいろいろな名前で呼ばれており、初発地域にちなみエグトベ

ド（Egtved）病や、その症状から伝染性腎臓腫脹・肝臓変性病（INuL）と称さ
れることもあった。現在では、ウイルス性出血性敗血症と称される。

②　病原体： Viral haemorrhagic septicaemia virus（以下 VHSV）
ラブドウイルス科ノビラブドウイルス属に属する。形態は写真 1 のように弾

丸型を呈する（写真１）。これまでに VHSV は大きく I, II, III 及び IV 型の４つの
遺伝子型に分けられることが報告されており、一部の遺伝子型についてはさら
に亜型にも細分される。各遺伝子型の主な分離地域は以下の通りである。

I、Ia、Ib、Ic、Id、Ie 型；ヨーロッパ大陸及びその周辺海域
  (I、Ic 型による疾病は近年確認されていない。)
II 型；バルト海
III 型；ヨーロッパ周辺海域及びフレミッシュ・キャップ ( 北大西洋カナダ沖 )
IVa 型＊；日本及び韓国周辺海域及び北米太平洋沿岸域

＊遺伝子型 IVa については我が国に既存の VHSV であるため、特定疾病の対
象外となる。

IVb 型；北米五大湖
IVc 型；カナダ大西洋側の河口 ( 汽水 ) 域

(2) 地理的分布
①　初発国（初確認国）：　デンマーク
②　分布域：　

VHS はヨーロッパ大陸の多くの国において、サケ科魚類、主に淡水養殖ニジ
マスを中心に発生している（写真２）。また、発生事例は少ないがノルウェー、
スウェーデン及びフィンランドでは海中養殖ニジマスでも報告されている。
VHSV は、米国ワシントン州のマスノスケやギンザケ、アラスカ湾及びカナダ太
平洋側のタイヘイヨウニシンやタイヘイヨウタラからも分離されている。2003
年には五大湖で新たな遺伝子型（IVb 型）の VHSV が分離され、2005 年以降天
然魚における大量死を引き起こした。日本においても 1996 年に養殖ヒラメに
おいて初めて VHS が発生し、それ以降養殖ヒラメを中心にほぼ毎年に発生して
いる。なお、これまで本ウイルスが南半球から検出された報告はない。

ウイルス性出血性敗血症
Viral Haemorrhagic Septicaemia　(VHS)
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(3) 宿主域
①　自然発病： 

ニ ジ マ ス（Oncorhynchus mykiss）（ 写 真 ３）、 ブ ラ ウ ン ト ラ ウ ト（Salmo 
trutta）、グレイリング（Thymallus thymallus）、ノーザンパイク（Esox lucius）、ター
ボット（Scophthalmus maximus）、タイセイヨウタラ（Gadus morhua）、グリー
ンランドハリバット (Reinhardtius hippoglossoides)、マスノスケ（Oncorhynchus 
tshawytscha）、ギンザケ（Oncorhynchus kisutch）、タイヘイヨウニシン（Clupea 
pallasi）（写真４）、タイヘイヨウタラ（Gadus macrocephalus）（写真５）、マスキー
パイク (Esox masquinongy)、ブルーギル (Lepomis macrochirus) （写真６）、コク
チバス (Micropterus dolomieu) など 30 魚種以上から分離されている。

日 本 に お い て は ヒ ラ メ（Paralichthys olivaceus）、 マ ア ジ（Trachurus 
japonicus）、イカナゴ（Ammodytes personatus）、メバル（Sebastes inermis）、タ
ケノコメバル（Sebastes oblongus）、マダイ（Pagrus major）、カンパチ（Seriola 
dumerili）から分離されている。

②　実験感染：感染実験においても多くの魚種に対する病原性が報告されている（OIE
　VHS マニュアル参照）。

近年、日本在来淡水魚種に対する遺伝子型 IVb VHSV( 五大湖分離株 ) の病原
性が調べられており、カジカ（Cottus pollux）やメダカ（Oryzias latipes）（写真７）
及びヨシノボリ（Rhinogobius sp.）が感受性を示し、特にカジカとメダカの感受
性は非常に高いことが報告されている（Ito and Olesen, 2013）。

(4) 発生の特徴
VHSV は、あらゆる年齢の魚にも容易に伝染し、感染後の生残魚は長期間ウ

イルスキャリアになる。本ウイルスは、鰓を通って魚に侵入すると思われる。
VHSV の感染源は、養殖魚や野生魚中の顕性感染魚ならびに不顕性キャリアであ
る。VHSV は糞、尿、生殖液中からも検出されるが、ウイルスが最も大量に存在
するのは腎臓、脾臓、脳、消化管である。一旦、VHSV がある養殖魚群ないしは
水系に定着すると、キャリアのために本病は地方病的流行をするようになる。

VHSV に対する感受性は、同一魚種においても異なり、若齢魚ほど顕性感染を
受けやすい。本病の発生には水温が大きく関与し、一般に低水温（1 ～ 5℃）で
は日間死亡率は低いが累積死亡率は高く、高水温（15 ～ 18℃）では、急激な
死亡を示すが累積死亡率は高くない。VHS は年間を通して発生するが、特に水
温の上昇時や、不規則に変化する春に多く発生する。

(5) 外観症状
病魚には遊泳不活発や異常遊泳がみられる。外観症状としては、眼球突出、

腹部膨満、貧血、および眼球・皮膚・鰓・鰭基部の出血がみられる（写真３、４、
５、６、７）。

ウイルス性出血性敗血症
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(6) 剖検所見
剖検すると腹膜・腸管膜・内臓脂肪組織の広範囲の出血、腎臓と肝臓の充血・

腫脹・褪色、骨格筋の点状出血（写真４）などがみられる。病理組織学的変化は、
一般に肝臓、腎臓、脾臓および骨格筋に限定してみられ、肝、腎、脾臓におい
ては壊死的変化、すなわち空胞化、核濃縮、核融解、リンパ球浸潤、時には封
入体形成が局部的ないしは広範に起こる。腎臓および脾臓の造血組織に初期感
染病巣が形成される。骨格筋においては、血液細胞（主として赤血球）が筋束
および筋線維中にうっ滞するが、傷害はほとんど起こらない。

(7) 消毒（栗田ら、2002）
①　30% プロパノールで 30 秒間の消毒 (PBS(-))、20% プロパノールで 2 分間の消毒 ( 人

工海水 )
②　2.5% フェノールで 5 分間の消毒 (PBS(-), 人工海水 )
③　0.1% クレゾールで 5 分間の消毒 (PBS(-))、0.25% クレゾールで 15 分間の消毒 ( 人

工海水 ) 

(8) 防除法
現在のところ、行政的防除手段を含む公的な健康監視計画の実施と遺伝的手

法による選抜・属間雑種作出などによるほかはない。ワクチンは実験段階であり、
実用には至っていない。

２． 検体採取
(1) 検体の収集

①　できるだけ瀕死魚または当該疾病の外観症状を示す生存魚を採取する。
②　被検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行なうことが望ましく、できれば

発生現場で臓器試料を摘出する。
③　被検魚を検査機関まで輸送する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素

パッキングし、水温変動に注意して搬送するか、検査対象魚を発生現場で即殺後、氷
冷または冷蔵状態で 48 時間以内に搬送する。搬送の際、被検魚が凍結することのな
いよう注意する。

④　被検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ご
とにビニール袋などで密閉包装して氷冷または冷蔵状態で搬送する。

(2) 検査のための試料の採材
①　FA100（ＤＳファーマアニマルヘルス）などの麻酔剤で麻酔するか、または大型魚

では撲殺する。
②　外観症状を記載する。
③　魚体表面を 70% アルコール綿またはアルコール噴霧器で消毒し、滅菌したハサミ、

ピンセットなどで解剖する（被検魚採取から遅くとも 48 時間以内に行なう）。
④　内臓の異常を調べ、剖検所見を記載の上、検査に必要な部位を採取する。
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(3) ウイルス検査のための臓器試料の採材
①　明らかに病徴を呈している魚

(a) 全長４cm 以下の仔魚
魚全体を試料とする。体表を消毒後、卵黄嚢がある場合は除去する。

(b) 全長４cm ～６cm の魚
腎臓を含む内臓全体を試料とする。

(c) 全長６cm 以上の魚
腎臓、脾臓、心臓及び脳を試料とする。

②　病徴の見られない魚（不顕性感染が疑われる魚）
(a) 未成熟魚

腎臓、脾臓、心臓及び脳を試料とする。
(b) 成熟親魚

上記臓器の他に卵巣漿液＊ 1 を試料とする。
*1 卵巣漿液は、必ず開腹前に滅菌したピペットなどで泌尿生殖孔より採取し、他

の組織試料とは別の容器に入れる。サンプル量は５尾を１検体とし、合計で約 1 
mL 以内とする。

(4) ウイルス検査のための臓器試料 / 液体試料の一般的調製法
①　試料の輸送と抗生物質処理

プールした臓器または卵巣漿液は、ウイルス分離を行うまで滅菌したガラス
容器等に入れ、４℃に保存する。採取した臓器の搬送に時間が掛かる場合、混
入した雑菌の繁殖を抑えるため、臓器を抗生物質を添加した輸送液 *2（少なくと
試料の５倍容量）に入れ研究室に送ることもある。

*2 輸送液：イーグル最少必須培地（以下 MEM 培地）にペニシリン 200IU/ mL、
ストレプトマイシン 200 µg/ mL 及びカナマイシン 200 µg/ mL の併用が適当で
ある。輸送時間が 12 時間を超えるようであれば、ウイルスを安定化するために
血清を 5 ～ 10% 加える。

②　臓器試料のホモジネートの調製
(a) 操作は氷冷下（０～４℃）で行うことが望ましい。
(b) 臓器試料と抗生物質 ( ペニシリン 100IU/ mL とストレプトマイシン 100 µg/ 

mL) を含む MEM 培地とを 1：10 になるよう混合し、乳鉢またはガラスホモジナ
イザー等で磨砕しホモジネート液を作製する。

(c) ホモジネート液を 2,000 x g で 15 分間遠心分離し、上清を回収する。
(d) 回収した上清を孔径 0.45µm のシリンジフィルターを用い、ろ過滅菌し、培養細

胞への接種原とする。またはペニシリン 1,000IU/ mL, ストレプトマイシン 1,000 
µg/ mL 及び牛胎児血清（以下 FBS）10% を含む MEM 培地を用いてホモジネート
液を作製し、遠心分離後、回収した上清を４℃で一晩放置したものを接種原とし
ても良い。

(g) 卵巣漿液は、臓器試料と同様の方法で遠心し、その上清を上記 (d) を参考にシリ
ンジフィルターもしくは抗生物質により滅菌し接種原とする。

③　試料等の処理
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検査試料および解剖器具などは病原体による汚染・伝播を防ぐために以下の
処置を施す必要がある。被検魚、臓器試料の残りは焼却処分、輸送用コンテナ
および水は次亜塩素酸ソーダなどで消毒する。解剖器具、微生物培養器具（以
下同様）は再使用、廃棄の前にオートクレーブによる滅菌を行う。

３. 診断手順
(1) 培養細胞による VHSV の分離

①　培養細胞への接種
使用する株化細胞：FHM 細胞（写真８）または BF-2 細胞。
注；従前の病性鑑定資料に VHSV のウイルス分離用として記載されている

EPC 細胞は、一般的に遺伝子型 Ib、II 及び III に対する感受性が低いので推奨し
ない。

細胞培養液： FBS10% を含む MEM 培地に抗生物質 ( ペニシリン 100IU/ mL
とストレプトマイシン 100 µg/ mL) を添加したものを使用する。

(a) 予め 24 ウエルの細胞培養用プレートに FHM 細胞または BF-2 細胞を 25℃で培
養しておく。（培養面積が 25cm2 の細胞培養用フラスコを用いている場合、通常
1 本のフラスコで 24 ウエルの細胞培養用プレートを 1 枚作製することが出来る。）
接種する細胞は、分散後 24 時間程度経過し、底面積の 8 割程度が細胞で覆われ
ている状態ものが好ましい。また試料中のウイルスの不活化を防ぐため、少なく
とも試料接種前の 30 分間は 15℃のインキュベーターに入れておく。

(b) ホモジネート上清の 10 倍希釈液を抗生物質 ( ペニシリン 100IU/ mL とストレプ
トマイシン 100 µg/ mL) を含む MEM 培地にて作製する。

(c) 各ウエルの細胞培養液を除去し、ホモジネート上清の原液及び上記 (b) で調整し
た 10 倍希釈液を FHM 細胞または BF-2 細胞単層に 100 µL ずつ接種する。

(d)15℃で 0.5 ～ 1 時間吸着させた後、接種液はそのままにして、FBS を２% 添加し
た MEM 培地を各ウエルに 1 mL 加え、15 ℃で培養する。このとき、細胞培養液
に対する臓器試料の終濃度として、ホモジネート上清及び 10 倍希釈液接種ウエル
でそれぞれ 100 倍及び 1000 倍希釈となる。

②　培養及び観察
(a) 40 ～ 100 倍の倍率で 7 ～ 10 日間毎日顕微鏡観察し、接種細胞における感染経

過を追う。試料中のウイルス力価が低い場合には一旦出現した CPE が消出するこ
とがあるので注意が必要である。

(b) ホモジネート上清および希釈液を接種した培養細胞に細胞変性効果（CPE）（写
真９）が現れたら、直ちにウイルス同定手順に着手する（下記参照）。

(c) 培養 7 ～ 10 日後に接種細胞に CPE が生じなければ、継代培養を行う。
③　継代培養

(a) 上清希釈液を接種したすべての細胞単層から、細胞培養液を集める。
(b) 細胞培養液を孔径 0.45µm のシリンジフィルターのろ過した液、もしくは 4℃で

15 分間、2,000 x g で遠心分離後の上清を回収する。
(c) フィルターのろ液、もしくは回収した上清を FHM 細胞または BF-2 細胞単層に接
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種し、7 日間観察する。
(d) CPE が生じなければ、試験結果は陰性である。

(2) ウイルスの同定；間接蛍光抗体法：キット使用
コスモ・バイオ社が販売している Bio-X 社製のキット BIO-FLUO VHS（BIO 

K 006）を用い説明書に従い診断を行う。（抗 VHSV モノクローナル抗体の
IP5B11 のみ必要な場合はコスモ・バイオ社から Bio-X 社製の Anti VHS (IP5B11) 
N protein（BIO 282）のみの販売も行われている。）

①検査薬類
(a)100 mL 洗浄液　１本（キット付属）

 蒸留水を 900 mL 加え、10 倍に希釈して使用する。（以後、希釈洗浄液と記載）
（キット付属の試薬を使い切った場合は PBS（－）でも可。）

(b) 25 mL 固定液　１本（キット付属）
キット付属の固定液を使い切った場合はアセトン 30％とエタノール 70%（容

量 / 容量、-20℃保存）でも可。注；アセトンのみだとプレートが変形します。）
(c) 抗 VHS モノクローナル抗体（IP5B11）（キット付属）１本

使用直前に希釈洗浄液で抗体を 20 倍に希釈する。
遺伝子型 IVa VHS ウイルス特異抗体（VHS-10；Ito et al., 2010, 2012）１本

（注；キットには含まれていません。本抗体は水産研究・教育機構　増養殖研
究所より配布します。配布希望の際は増養殖研究所　魚病診断・研修センター
へ問い合わせください。） 配布する抗体液には防腐剤は含まれていないので一度
に使用しない場合は、分注し -20℃以下に凍結保存する。使用直前に希釈洗浄液
で抗体液を 50 倍に希釈する。

(d)FITC 標識２次抗体（キット付属）
使用直前に２次抗体液を希釈洗浄液もしくはキット付属の希釈液（エバンスブ
ルー含有）で 20 倍に希釈する。

②　細胞培養用プラスチックプレート（24 ウエルプレート）に 24 ウエル用のカバー
グラス（キットには含まれていません。）（FHM 細胞を用いる場合はコラーゲンタイ
プ I コートの製品の使用を推奨する。製品例；IWAKI コラーゲン I コートカバーガラ
スφ 12mm、メーカーコード 4912-010）を入れ、25℃で 24 時間以内に約 8 割繁
茂となるように FHM 細胞または BF-2 細胞の細胞単層（一つのウイルス分離株につ
き IP5B11 抗体用に 4 ウエル（原液接種用 2 ウエル、10 倍希釈用 2 ウエル）、VHS-
10 抗体用に 4 ウエル（原液接種用 2 ウエル、10 倍希釈用 2 ウエル）、陰性対照用に
2 ウエル）を（３．（１）① （a））の手法を用いて準備する。

③　同定すべきウイルス液とその液を MEM で 10 倍に希釈した液を培養細胞の入った
ウエルにウイルス分離の同様の手法（３．（１）①（e））を用いて接種する。（同定す
べきウイルス液中のウイルス力価が高い場合、CPE の出現に気付いた際には感染細胞
がカバーガラス底面から剥がれており、診断できない場合があることから、2 段階濃
度のウイルス液を２ウエルずつ準備する。）

④　15℃で、CPE が出現するまで培養する。（（１）でウイルスが分離されている場合、
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原液接種ウエルで、通常 2 － 3 日程度）
⑤　各ウエルの細胞培養液を除去した後、希釈洗浄液を各ウエルに 1 mL ずつ静かに加

え、数分間放置後洗浄液を除く。 
⑥　各ウエルに固定液を 1 mL 加えて室温で１５分間固定する。
⑦　固定液を除去した後、カバーガラスを風乾させる。
⑧　希釈した１次抗体液を各ウエルに 200 µL 加え、37℃で 30 分間反応させる。抗体

反応中はプレートを湿箱に入れるなどして、カバーガラス上の細胞が乾燥しないよう
注意する。

⑨　希釈洗浄液を各ウエルに 1 mL ずつ加え、数分間放置後洗浄液を除く。再度、同様
の操作を繰り返す。

⑩　希釈した２次抗体液を各ウエルに 200 µL 加え、37℃で 30 分間反応させる。抗体
反応中はプレートを湿箱に入れるなどして、カバーガラス上の細胞が乾燥しないよう
注意する。

⑪　洗浄液を各ウエルに 1 mL ずつ加え、数分間放置後洗浄液を除く。再度、同様の操
作を繰り返す。

⑫　ピンセット等を用いてカバーグラスをウエルより取り出し、無蛍光スライドグラス
にグリセリン PBS 溶液（グリセリン：PBS ＝ 9:1）を滴下し、細胞面を傷つけないよ
うに注意して細胞面を下にして封入し、蛍光顕微鏡で観察する。

⑬　VHSV が存在する場合は、IP5B11 と反応させた感染細胞において蛍光緑色を呈し
た感染細胞が観察される（写真１０）。その場合、IP5B11 および VHS-10 抗体の反
応性の組み合わせにより、遺伝子型 IVa がそれ以外の遺伝子型であるか判定する。す
なわち、同定すべき試料が IP5B11 および VHS-10 抗体に対し陽性である場合、遺伝
子 IVa 型の VHS ウイルス ( 日本既存の VHS ウイルス ) と判定され陰性となる。一方、
IP5B11 抗体に対し陽性で、VHS-10 抗体に対し陰性である場合、その試料は遺伝子
IVa 型以外の VHS ウイルス ( 特定疾病対象 VHS ウイルス ) と判定され、陽性となる。

(3) RT-PCR 法 ( 逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法：キット使用 ) 
①　準備

(a) 採取した病魚試料（腎臓、脾臓、心臓、脳髄磨砕液または卵巣漿液）あるいは分
離ウイルス培養上清から抽出した RNA。

(b) RT-PCR 法使用機器および試薬（サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッ
ペンドルフチューブ、酵素・試薬類、電気泳動装置および試薬類など）

(c) プライマー *　
Forward primer 5’ － GGG GAC CCC AGA CTG T － 3’
Reverse primer 5’ － TCT CTG TCA CCT TGA TCC － 3’
増幅産物サイズ　　811bp

 * このプライマーセットは従前の病性鑑定指針に記載されているもので、2016 年
版の OIE VHS マニュアルに記載されているものとは異なっています。（2016 年
版の OIE VHS マニュアルのプライマーは日本既存の遺伝子 IVa 型の VHS ウイル
スに対する反応性が悪いため。）
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②　手技
(a) 採取した病魚試料あるいは分離ウイルス培養上清から適当な RNA 抽出キットに

より RNA を抽出する。抽出法などは、使用するキットのマニュアルに従う。
(b) 抽出した RNA および陽性対照 RNA をテンプレートとして、上記のプライマー

を用いて RT-PCR 反応を行う。反応は、最初に 50℃で 30 分間、続いて 94℃で 2
分間、その後 94℃で 30 秒間、52℃で 30 秒間、68℃で 1 分間を 35 サイクル、
最後に 68℃で 7 分間行う。

(c) RT-PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1-1.5% 程度の
アガロースゲルで電気泳動を行う。

(d) 臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 811bp のバンド
の有無を観察する。

③　判定
目的のバンドが検出された個体を陽性、検出されなかった個体を陰性と判定

する。

反 応 液 組 成 (1 検 体 分 )； SuperScript® One-Step RT-PCR System with Plati-
num® Taq DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)　の場合

SuperScript III RT/ Platinum Taq Mix   2 µL
× 2 Buffer      25 µL
DNase/RNase-Free distilled water 20 µL
Fwd. プライマー名 (10µM)           1 µL
Rev. プライマー名 (10µM)       1 µL
検体         1 µL
合　　　計     50 µL

RT-PCR 反応条件
逆転写  50℃ 30min.
初期の変成  94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   94℃ 30sec.
アニーリング 52℃ 30sec.
伸長   68℃ 1min.
最後の伸長  68℃ 7min.
保持    4℃ ∞

 (4) 最終診断法（G 遺伝子塩基配列の解析による VHSV 遺伝子型判別）1
①準備

 (a) 分離ウイルスの培養上清
 (b)RT-PCR 法使用機器および試薬（サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッ
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ペンドルフチューブ、酵素・試薬類、電気泳動装置、シークエンス試薬類および
遺伝子解析用ソフトなど）

 (c) 各種プライマー（表１および表２）

表１　VHSV　G 遺伝子増幅用プライマー (Einer-Jensen et al., 2004)
プライマー名 遺伝子及び位置	(nt)* シークエンス	(5’ →	3’) 増副産物	(bp)

GA+ M 遺伝子 585 CTCCTCTGTCCGACCTT –
GA– Nv 遺伝子 9 GGTCGCCATGTTTCTTTATC 1717
GB+ M 遺伝子 532 GTCGAAGAAGAGATAGGC –
GB– Nv 遺伝子 8 GTTGGGTCGCCATGTTTCT 1757
GC+ M 遺伝子 381 CATTAGACATGGGAGTGTG –
GC– Nv 遺伝子 216 CTAGGAGACTTATCCTCATG 2121
GD+ M 遺伝子 511 GAAGGACTACTACAATCGT –
GD– Nv 遺伝子 48 GGAGGACGAGTGGAGAAA 1827
GSeq1+ G 遺伝子 235 CCAACCAAGATCATCCAT –
GSeq2+ G 遺伝子 637 GCCCATTGCCCCACG –
GSeq3+ G 遺伝子 954 CCATAGTGATATCACCGC –
GSeq4+ G 遺伝子 1272 CCTTGTGGAAGTCCCTC –
GSeq5+ G 遺伝子 1300 GTGTTTGTCTCCAACACATC –
GSeq6– G 遺伝子 303 GCACAGAGTGACTTATCG –
GSeq7– G 遺伝子 424 CACGAGTACCCGTTCTT –
GSeq8– G 遺伝子 441 CCCTGAACCCTCCTGC –
GSeq9– G 遺伝子 954 CCATAGTGACATCACTGC –
GSeq10– G 遺伝子 1020 CCCTGGACCCGGCAA –

* 各プライマーの 5’ 末端の位置を記載
表 1 の プ ラ イ マ ー は GenBank accession No. AF143863, AF143862, Z93414, Z93412, 
Y18263, AJ233396 及び X66134 を参考に設計された。

表 2　 VHSV　G 遺伝子増幅用プライマー (Ito et al., 2016)
プライマー名 遺伝子及び位置	(nt)* シークエンス	(5’ →	3’) 増副産物 (bp)

VH M midrear F M 遺伝子 385 AGACATGGGAGTGTGACTTA –

VH G front F G 遺伝子 445 GAACCYTCCTGCATYTGGATGAA –

VH G front R G 遺伝子 467 TTCATCCARATGCAGGARGGTTC –

VH G midrear F G 遺伝子 901 TTTCTCCTMTCAAAGTTTCGTCC –

VH G midrear R G 遺伝子 1013 GGACGAAACTTTGAKAGGAGAAA –

VH G rear F G 遺伝子 1307 TCTCCAACACATCYGATCTYTC –

VH G rear R G 遺伝子 1328 GARAGATCRGATGTGTTGGAGA –

VH NV front R Nv 遺伝子 102 GTTGAGGTAGTTRCTTGGGTC –
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* 各プライマーの 5’ 末端の位置を記載
表 2 のプライマーは GenBank accession No. AB672614 を参考に設計された。

参考として表 2 のプライマーの概略位置とその増副産物を下記に示す。

②手技
(a) 表１のプライマーを用いる場合；5 mL の分離ウイルスの培養上清を 4℃で 15 分

間、4,000 x g で遠心分離後、上清を回収する。その上清を 60 分間、86,000 x g
で超遠心する。得られたウイルスペレットから RNA 抽出キットにより核酸抽出す
る。抽出法などは、使用するキットのマニュアルに従う。

表 2 のプライマーを用いる場合；分離ウイルスの培養上清から RNA 抽出キット（液
体サンプル抽出用）により核酸抽出する。抽出法などは、使用するキットのマニュ
アルに従う。

(b) 抽出した RNA をテンプレートとして、上記のプライマーを用いて RT-PCR 反応
を行う。超遠心後のウイルスペレットから高純度のウイルス RNA を抽出する場合、
表 1 のプライマーを用いて、M 遺伝子と Nv 遺伝子に設計された GA、GB、GC ま
たは GD のプライマーセットで G 遺伝子を挟むように増幅させる。ウイルス株に
よってプライマーの位置に変異があり、目的の遺伝子断片が増幅されない場合は
GSeq1+ 以下に記載されている G 遺伝子に設計されたプライマーを補足的に用い
る。

培養上清から抽出 RNA を用いる場合、表 2 のプライマーを用いて、G 遺伝子
を含む遺伝子領域をいくつかに分割して G 遺伝子全長の塩基配列を決定する。

注；VHSV は RNA ウイルスであることから変異が大きく、同じ遺伝子型であっ
てもウイルス株により塩基配列が異なる可能性があるので、いずれの表のプラ
イマーセットでも組み合わせは柔軟的に使用する。

(c)RT-PCR により VHSV の G 遺伝子を増幅後、G 遺伝子全長の塩基配列を決定し、デー
タベースに登録されている VHS ウイルスの G 遺伝子の塩基配列を参考に、遺伝子
型を判定する。近隣結合法（neighbor-joining method；NJ 法）等による系統解析
により遺伝子型を判定する。

③判定
同定すべき試料が遺伝子 IVa 型の VHS ウイルス（日本既存の VHS ウイルス）

と判定された場合陰性となり、遺伝子 IVa 型以外の VHS ウイルス（特定疾病対
象 VHS ウイルス）と判定された場合、陽性となる。

ウイルス性出血性敗血症
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４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法

(1) 生鮮個体（組織）を送付する場合
①全長４cm 以下の仔魚

魚全体を試料とする。体表を消毒後、卵黄嚢がある場合は除去する。
②全長４cm ～６cm の魚

腎臓を含む内臓全体を試料とする。
③全長６cm 以上の魚

腎臓、脾臓、心臓および脳（これらの全てまたはいずれかをプールしても良い）。
上記の試料を２．検体採取の項を参考に滅菌された 50 mL、15 mL 遠心チュー

ブやエッペンドルフチューブ等に入れ、できるだけ速やかに冷蔵状態で送付す
る。

(2) 培養ウイルス液を送付する場合
CPE が出たウイルス培養液を４℃で 15 分間、2,000 x g で遠心分離後、上清

を回収し、15 mL 遠心チューブやエッペンドルフチューブ等に入れ、速やかに
冷蔵状態で送付するか、凍結後冷凍状態で送付する。

５．参考文献
Einer-Jensen, K., P. Ahrens, R. Forsberg and N. Lorenzen (2004) Evolution of the fish 

rhabdovirus viral haemorrhagic septicaemia virus. J. Gen. Virol., 85, 1167-1179.

Ito, T., J. Kurita, K. Mori and N. J. Olesen (2016) Virulence of viral haemorrhagic 
septicaemia virus (VHSV) genotype III in rainbow trout. Vet. Res., 47, 4.

Ito, T. and N. J. Olesen (2013) Susceptibility of various fresh water fish species in 
Japan to an isolate of viral haemorrhagic septicaemia virus (VHSV) genotype IVb. 
Dis. Aquat. Org., 107, 1-8.

Ito, T., J. Kurita, M. Sano, H. F. Skall, N. Lorenzen, K. Einer-Jensen and N. J. Olesen 
(2012) Typing of viral hemorrhagic septicemia virus by monoclonal antibodies. J. 
Gen. Virol., 93, 2546-2557.

Ito, T., N. J. Olesen, H. F. Skall, M. Sano, J. Kurita, K. Nakajima, T. Iida (2010) 
Development of a monoclonal antibody against viral haemorrhagic septicaemia 
virus (VHSV) genotype IVa. Dis. Aquat. Org., 89, 17-27.

栗田　潤・飯田悦左・中島員洋・井上　潔 (2002) ヒラメ VHS ウイルスに対する各種市販
消毒剤の殺ウイルス効果 . 魚病研究 , 37, 175-181.
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写真１　VHS ウイルス粒子の電子顕微鏡像。本ウイルスはラブドウイルス科に属し、弾丸型を呈する。　（J.	R.	Winton	博士提供）

写真２　デンマークのニジマス養殖場で発生した VHS による大量死。（木村喬久	博士提供）

ウイルス性出血性敗血症

World Organisation for Animal Health (OIE) (2016) Manual of Diagnostic Tests for 
Aquatic Animals 2016, Chapter 2.3.10, Viral haemorrhagic septicaemia, (http://
www.oie.int/index.php?id=2439&L=0&htmfile=chapitre_vhs.htm).
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写真３　VHSに冒されたニジマス。鰓と肝臓は褪色し、軀幹筋肉には出血点が観察される。眼球突出もみられる。（P.	Ghittino	博士提供）

写真４　VHS に罹病したタイヘイヨウニシン。体表に出血が観察される。	(J.	R.	Winton	博士提供 )
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写真５　アラスカ沿岸で捕獲された VHS に罹病したタイヘイヨウタラ。体表に顕著な出血が観察される。（T.	R.	Meyers	博士提供）

写真６　実験感染（浸漬法）により VHS ウイルス（遺伝子型 IVb）に罹病したブルーギル。体表の出血や眼球突出が観察

される。	（伊東尚史	博士提供）

ウイルス性出血性敗血症
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写真７　実験感染（浸漬法）により VHS ウイルス（遺伝子型 IVb）に罹病したメダカ。軀幹筋肉の出血、眼球突出及び腹水の

貯留が観察される。	（伊東尚史	博士提供）

写真８　VHS ウイルスの分離に使用される FHM細胞　（非感染）。（伊東尚史	博士提供）
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写真９　VHS ウイルス感染 FHM細胞。細胞が委縮し、一部はフラスコ底面からはがれている。（伊東尚史	博士提供）

写真１０　	VHS ウイルスに感染した FHM細胞の間接蛍光抗体陽性像　（伊東尚史	博士提供）

ウイルス性出血性敗血症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： サケ科魚類のアルファウイルス感染症

  英　名： Infection with salmonid alphavirus
もともとタイセイヨウサケやニジマスの膵臓病（PD）及びニジマスの眠り

病（SD）として報告されていた。いずれもサブタイプの異なる同種の病原体
が原因であることから、現在ではサケ科魚類のアルファウイルス感染症とし
てまとめられている。

②　病原体： salmonid alphavirus（SAV）
トガウイルス科アルファウイルス属に属する。球形でエンベロープを有し、

1 本鎖 RNA をゲノムとして持つ。SAV は SAV1 ～ SAV6 の 6 種類のサブタイ
プに分類される。膵臓病は全てのサブタイプで、眠り病は SAV2 のみで報告さ
れている。また、サブタイプごとに地理的分布が異なる。

(2) 地理的分布
①　初発国：アイルランド及びスコットランド
②　分布域：アイルランド、英国（北アイルランド、イングランド、スコットランド）、

クロアチア、フランス、ドイツ、イタリア、スペイン、スイス、ポーランド、ノル
ウェーで報告されている。

(3) 宿主域
①　自然発病：タイセイヨウサケ（Salmo salar）、ニジマス（Oncorhynchus mykiss）
②　実験感染：ブラウントラウト（S. trutta）
③　キャリア：天然海域のニシマカレイ（Limanda limanda）、グリーンランドアカガ

レイ（Hippoglossoides platessoides）、及びプレイス（Pleuronectes platessa）といっ
た異体類から SAV の RNA が検出されている。　

④　 ベ ク タ ー： 疾 病 発 生 中 の タ イ セ イ ヨ ウ サ ケ に 寄 生 し て い た サ ケ ジ ラ ミ
（Lepeophtheirus salmonis）から SAV が検出されている。

(4) 発生の特徴
海水および淡水飼育を問わず、幼魚から成魚まですべての発育段階で発生

し、8 ～ 15℃では急性的、8℃以下では慢性的な経過をたどる。水温上昇が
本症発生の引き金になるという報告もある。累積死亡率は無視できるレベル
から 50% を越える場合もあり、発生期間も 1 ～ 32 週間まで様々である。生
残魚の最大 15% が成長不良となり、細長く痩せた魚になる 1)。

 サケ科魚類のアルファウイルス感染症
Infection with salmonid alphavirus
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(5) 外観症状
斃死が増加する 1 ～ 2 週間前から突然食欲が落ちはじめる。発症魚は水面を

緩慢に泳ぎ、場合によっては眠っているように水槽や網生け簀の底に横たわる
1)。水中の糞が増加する。眼球突出、腹部膨満、皮膚に潰瘍がみられることも
ある 1)。

(6) 剖検所見
摂餌不良の結果として、消化管に黄色い粘液状の物が見られる。循環障害に

よる点状出血、少量の腹水貯留、幽門垂の間にある膵臓組織の赤色化が観察さ
れる。また、心臓の退色や心臓破裂が見られることもある。

(7) 消毒
オートクレーブによる滅菌、塩素消毒等、一般的なウイルスの消毒法に準ずる。

(8) 防除法
有効な化学療法剤はない。SAV1（タイセイヨウサケの膵臓病）に対する不活

化ワクチンが市販されており、ノルウェー、アイルランドおよびスコットラン
ドでは広く使用されている。他のサブタイプ（ニジマスの眠り病等）に対する
ワクチンは開発中である。魚の健康状態に留意し、死亡魚の早期取り上げ、水槽・
生け簀の清掃といった一般的な疾病対策が重要となる。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　瀕死魚または当該疾病の外観症状を示す生存魚を採取することが望ましい。すなわ
ち、水槽や生け簀の底に横たわっているような衰弱魚を採取する。そのような魚が認
められない場合は細長く痩せた魚を選ぶ。

②　被検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましく、できれば発
生現場で臓器試料を摘出する。

③　被検魚を検査機関まで輸送する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素
パッキングし、 水温変動に注意して搬送するか、検査対象魚を発生現場で即殺後、個
体ごとに無菌の密閉可能な容器に収容し、氷冷または冷蔵状態で 48 時間以内に搬送
する。搬送の際、被検魚が凍結することのないよう注意する。

④　被検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ご
とにビニール袋などで密閉包装して氷冷または冷蔵状態で搬送する。

(2) 検査のための試料の採材
①　FA100（DS ファーマアニマルヘルス）などの麻酔剤で麻酔するか、大型魚は撲殺

する。
②　外観症状を記載する。

サケ科魚類のアルファウイルス感染症
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③　魚体表面を 70% アルコール綿またはアルコール噴霧器で消毒し、滅菌したハサミ、
ピンセットなどで解剖する（被検魚採取から遅くとも 48 時間以内に行なう）。

④　内臓の異常を調べ、剖検所見を記載の上、検査に必要な部位を採取する。

(3) ウイルス検査のための臓器試料の採材
①　臓器採材が困難な仔稚魚は、できる限り筋肉部位を取り除き、魚全体を試料とする。
②　臓器採材が可能な魚は、心臓あるいは腎臓を試料とする（心臓のウイルス量が多い

と言われている）。
③　臓器採材後は直ちに RNA 抽出をして検査を実施することが望ましいが、難しい場

合は臓器を -80℃で保存する。
　

３. 診断手順
(1)RT-PCR 法（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法）

①　RNA 抽出（市販の RNA 抽出キットを使用、以下 TRIzol® (InvitrogenTM, Thermo 
Fisher Scientific 社 ) を使用した場合）
(a)　組織 50-100 mg に 1 mL の TRIzol® 試薬を加え、ホモジナイザーやボルテック

スにより組織を分解する。
(b)　室温で 5 分間放置する。 
(c)　これにクロロフォルム 200 µL を加え 15 秒間激しく撹拌した後、室温で 5 分

間放置し、4℃で 12,000g・10 分間、遠心分離する。
(d)　透明上清（水相）を別のチューブに移し、500 µL の 2- プロパノールを入れて

軽く混合し、10 分間放置後 4℃で 12,000g・10 分間、遠心分離する。 
(e)　上清を吸い取り除去した後、75% エタノール 1,000 µL を入れて軽く撹拌し、4℃

で 7,500g・5 分間、遠心後、上清を除去して乾燥させる。
(f)　乾燥後 dDW（DNase・RNase free）100 µL を加えてよく溶かす。

＊ RNA は分解されやすいので溶解後は速やかに氷冷する。保存する場合は、
-80℃で行う。

＊＊ウイルスに汚染した器具等は滅菌缶に入れオートクレーブ処理する。
②　RT-PCR（SuperScript®III One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq (InvitrogenTM, 

Thermo Fisher Scientific 社 ) を使用した場合）
(a)　プライマー

E2F：5’-CCG TTG CGG CCA CAC TGG ATG-3’
E2R：5’-CCT CAT AGG TGA TCG ACG GCA G-3’
増幅産物サイズ；516 bp

(b)　反応液組成（1 検体分）

   　（試薬）         （容量）   （終濃度）
2X Reaction Mix（キット）   12.5 µL  1x
テンプレート RNA      2.0 µL   -
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E2F プライマー（10 µM）                1.0 µL          0.4 µM
E2R プライマー（10 µM）     1.0 µL     　　 0.4 µM
SuperScript™III RT/Platinum™Taq Mix   1.0 µL  0.4units/ µL
蒸留水                                7.5 µL      -       
合計           25.0 µL

　　＊テンプレート RNA は最後に加える。

(c)　RT-PCR 反応条件
逆転写    55℃ 30min.
初期の変成    95℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　40 サイクル
変成     94℃ 15sec. 
アニーリング                     60℃     30sec.
伸長     72℃ 50sec.
最後の伸長    72℃ 2min.

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2.0% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　核酸染色試薬（臭化エチジウム等）でゲルを染色し、トランスイルミネータにより
塩基数 516 bp に相当する位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

＊核酸染色試薬は予めアガロースゲルに添加しておいても構わない。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付

する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。

５．参考文献
1) McLoughlin, M. F. and Graham, D. A. (2007): Alphavirus infections in salmonids-a 

review.J. Fish Dis., 30(9),511-31.　＊病魚の写真あり

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。

サケ科魚類のアルファウイルス感染症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：流行性造血器壊死症
 　英　名：Epizootic haematopoietic necrosis (EHN)
②　病原体：イリドウイルス科、ラナウイルス属に属する EHNV。遺伝学的、血清学的

に EHNV と 類似するラナウイルス属のウイルスは世界各地の魚類・両生類・爬虫類
に多数存在する。

 (2) 地理的分布
①　初発国：オーストラリア
②　分布域：オーストラリア本土

 (3) 宿主域
①　自然発病：レッドフィンパーチ (Perca fluviatilis)、ニジマス (Oncorhynchus 
mykiss) 
②　実験感染：浸漬感染により発病するもの：レッドフィンパーチ、ニジマスのほか、

マコウリーパーチ (Macquaria australasia)、シルバーパーチ (Bidyanus bidyanus)、カ
ダヤシ (Gambusia affinis)、マウンテンギャラキシアス (Galaxias olidus) 腹腔内注射に
より発病するもの：実験が行われていないカダヤシを除く上記の魚種のほか、ミュー 
レーコッド（Maccullochella peeli）、ゴールデンパーチ（Macquaria ambigua）、タイ
セイヨウサケ (Salmo salar)

(4) 発生の特徴
レッドフィンパーチでは成魚稚魚ともに重篤に感染し、しばしば致命的で

あるが、幼魚の方がより重篤である。ニジマス（写真 1）では、症状はレッド
フィンパーチに比べ軽症であり、集団の一部しか感染しない。自然発病は 11 ～
17℃であるが、レッドフィンパーチでは 12℃以下での発病はみられない。EHN 
はオーストラリア本土に限定されているので、発病した場合その種苗の生産施
設がオーストラリア本土であるか、またはそこを経由して入った可能性が高い。
オーストラリア経由ではない輸入種苗の場合であっても、過去にオーストラリ
ア経由の別の種苗との接触があった可能性も考えられる。

(5) 外観症状
本疾病に特徴的な外観症状は乏しく、死亡して初めて発見される。瀕死魚は

平衡感覚を失い、鰓蓋を開けて体色は黒化することが多い。過密や水質悪化な
ど悪い養殖環境で飼育されたと見られる形跡が、体表、鰭、鰓などに認められ
る場合が多い。

流行性造血器壊死症
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レッドフィンパーチ
運動失調は成魚・稚魚ともに認められる。病魚は呼吸が緩慢となり、しばし

ば水面で無気力に 浮遊し、時には旋回上昇や稚魚では頭を底につけて倒立遊泳
を行うこともある。成魚では脳および外鼻孔周囲の発赤が顕著であるが、稚魚
では必ずしもその症状は認められない。稚魚ではしば しば尾柄部筋肉に点状も
しくは尾柄部全体にわたる白化が認められる。鰭、特に臀鰭基底部の点 状出血
や鰓の鬱血も認められる。成魚では肛門の発赤やカビの感染による皮膚の潰瘍
が認められることもある。

ニジマス
0+ 魚、1+ 魚ともに運動失調、体色の黒化、食欲低下が認められ、躯幹後半部

の皮膚に、境界の明瞭な深い潰瘍が認められることもある。0+ 魚では軽度の腹
部膨満や肛門突出がみられる。

(6) 剖検所見
レッドフィンパーチ
成魚では肝臓に直径 1~3mm の白点または黄点が多くみられる（写真 2）が、

稚魚の白化した 肝臓では認めにくい。脾臓は明赤色化して腫大し、稚魚ではゼ
ラチン状化している。腎臓および 鰾周囲の腹膜下の充血が顕著である。腹水の
貯留もみられる。

ニジマス
　腎臓の腫大と臓器表面の隆起性病変、脾臓の腫大と褪色が認められる。

(7) 消毒
オートクレーブによる滅菌、塩素消毒等、一般的なウイルスの消毒法に準ず

る

(8) 防除法
一般的なウイルスの防除法に準ずる。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

①　少なくとも 10 尾の瀕死魚または当該疾病の外観症状を示す生魚を採取する。被検
魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましいので、現場で臓器試
料を採取する。

②　被検魚を検査機関に搬入する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素パッ
キングし、水温変動に注意して搬送するか、被検魚を発生現場で即殺後、個体ごとに
無菌の密閉可能な容器に包装し、氷冷または冷蔵状態で 48 時間以内に搬送する。搬
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送の際に、被験魚が凍結することのないように注意する。
③　被検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ご

とにビニール袋などで密閉包装し、氷冷または冷蔵状態で搬送する。臓器試料または
被検魚には採取場所および日時を明記したラベルを添付する。

④　0.5％ MS222（Tricaine； 3-aminobenzoic acid ethyl ester methanesulfonate）など
の麻酔剤で麻酔、または大型魚では撲殺する。

⑤　外観症状を記載する（外観症状の項参照）。
⑥　魚体表面を 70％アルコール綿またはアルコール噴霧器で消毒し、滅菌したハサミ、

ピンセットなどで解剖する。
⑦　内臓の異常を調べ、剖検所見を記載の上、検査に必要な部位を採取する（剖検所見

の項参照）。

　(2) 検査のための試料の採材
①　明らかに病徴を呈している魚 

(a)　全長 4cm 以下の仔魚
魚全体を試料とする。体表を消毒後、卵黄嚢がある場合は除去する。

(b)　全長 4cm~6cm の魚
腎臓を含む内臓全体を試料とする。

(c)　全長 6cm 以上の魚
腎臓、脾臓および脳を試料とする。

②　病徴の見られない魚（不顕性感染が疑われる魚）
(a)　未成熟魚

腎臓、脾臓および脳を試料とする。 
(b)　成熟親魚

上記臓器の他に卵巣腔液＊１を試料とする。

＊ 1　卵巣腔液は、必ず開腹前に滅菌したピペットなどで泌尿生殖孔より採取し、
他の組織試料とは別の容器に入れる。サンプル量は 5 尾を 1 検体とし、合計で
約 1 mL 以内とする。

③　試料の採取
(a)　検査魚から滅菌したハサミ、ピンセットなどを用いて臓器試料を採取する（卵

巣腔液は＊ 1 参照）。
(b)　腎臓、脾臓および肝臓は混合して各最大 5 尾分を 1 検体としてプールする。採

材量は 1 検 体分で約 1g 以下とする。
(c)　試料は計量の後、予め輸送液＊２（試料の 5 ～ 10 倍量）を入れた滅菌チューブ

に入れる。

＊ 2　輸送液：抗生物質添加イーグル最少必須培地（MEM）。抗生物質はゲンタマ
イシン 1000 µg/ mL またはペニシリン 800IU/ mL とジヒドロストレプトマイ
シン 800 µg/ mL の併用が適当。合成抗真菌剤のマイコスタチンまたはファン
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ギゾン 400IU/ mL を加えてもよい。輸送時間が 12 時間を越えるようなら、ウ
イルスを安定化するために血清か卵白を 5 ～ 10％加えてもよい。

④　試料の輸送
 (a)　臓器試料の入った容器は互いに接触しないように個々にビニール袋で装し、検

査機関まで 0 ～ 4℃に保ちながら搬送する。その際に試料が凍結しないよう注意
する。 

(b)　臓器試料のウイルス検査は、採取後できるだけ速やかに行う。やむを得ず遅く
なる場合でも 48 時間以内に行う。 

(c)　魚体ごと検査機関まで搬送された場合は、到着後直ちに③からの作業を行う。
⑤　試料等の処理

検査試料および解剖器具などは病原体による汚染・伝播を防ぐために以下の
処置を施す必要が ある。被検魚、臓器試料の残りは焼却処分、輸送用コンテナ
および水は次亜塩素酸ソーダなどで 消毒する。解剖器具、微生物培養器具（以
下同様）は再使用、廃棄の前にオートクレーブによる 滅菌を行う。

３. 診断手順

(1)　ウイルス検査のためのサンプル調製
①　臓器試料のホモジナイズ 

(a)　操作は氷冷下（0 ～ 4℃）で行うことが望ましい。
(b)　臓器試料が予め抗生物質処理されていない場合は、試料を抗生物質を添加した

培地に再懸 濁し、15℃、2~4 時間、または 4℃で一晩放置する。
(c)　試料容器を傾けて抗生物質添加培地を捨てる。
(d)　プールされた臓器を乳鉢または電気ミキサーでホモジナイズして、ペースト状

にし、これを輸送液に再懸濁して最終的には 1：10 のホモジネート液とする。
②　接種試料の調製

(a)　希釈ホモジネート液を冷却遠心機で 4℃、2,000g、15 分間遠心分離し、上清
を回収する。

(b)　抗生物質処理されていない臓器試料は、上清を 15℃で 2 ～ 4 時間、または 4℃
で 1 晩放置して、抗生物質を作用させる。

(c)　試料の採取から 48 時間以内に細胞に接種できない場合は、臓器試料はそのま
ま -80℃に凍結保存し、後日ウイルス検査を行う。

(2)　ウイルス検査
①　培養細胞への接種

(a) 予め BF-2 細胞＊３を細胞培養液＊４で 20℃で 24 ウェル細胞培養プレート（ファ
ルコン、ヌンク、コースター社製のいずれでも可）に培養しておく（希釈ホモジネー
ト液を接種する細胞は、分散後 24 時間程度経過したものを用いる）。
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＊ 3 　BF-2 細胞：ブルーギル稚魚尾柄由来繊維芽細胞
＊ 4　細胞培養液：10％の牛胎児血清（FCS）を添加したイーグル最少必須

培地（MEM) に抗生物質（ペニシリン 100IU/ mL、ジヒドロストレプトマ
イシン 100 µg/ mL) を添加したもの。真菌の汚染を防ぐため抗真菌剤（マ
イコスタチン 50IU/ mL）を加えてもよい。培養液は重炭酸ナトリウムや
0.16M tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) HCl で緩衝する。0.2M N-2- 
hydroxyethylpiperazine N-2-ethanesulfonic acid（HEPES）はさらによい。密閉
した培養フラ スコで培養する場合は重炭酸ナトリウムを単独で用いてもよいが、
細胞培養用プレートにはトリスまたはヘペス緩衝液を用いる。pH は細胞培養用
には 7.3 ～ 7.4、ウイルス検査用には 7.6 に合わせる。

(b)　ホモジネート上清（1：10）の 10 倍希釈系列を３列作り、上清（1：10）、各
段階希釈液（1：100、1：1000、1：10000）および陰性対照培養液の適当量を
予め培養液を除去した細胞単層に接種する。少なくとも 2cm2 の細胞単層に 100 
µL 接種する（図１）。

(c)　10 ～ 15℃で 0.5 ～ 1 時間吸着させた後、接種液はそのままにして FCS を 2％
添加したウイル ス検査用の細胞培養液（pH7.6）を 24 ウェル細胞培養プレートに
1 mL/ ウェルずつ加える。

②　培養および観察

a-1

a-2

a-3

a-4

b-1

b-2

b-3

b-4

c-1

c-2

c-3

c-4

d-1

d-2

d-3

d-4

e-1

e-2

e-3

e-4

予備

予備

予備

予備

図	1			ウイルス検査試料の細胞培養プレートへの接種
20	尾のサンプルの場合	(1 ウェル当たり 5尾分 )	a-1 ～ a-4:	陰性対象	( 接種陰性対象	100	µL+	細胞培養液	1	mL)	b-1 ～ b-4:	10	倍希釈

液	( 接種試料	100	µL+	細胞培養液	1	mL)	c-1 ～ c-4:	100	倍希釈液	( 接種試料	100	µL+	細胞培養液	1	mL)	d-1 ～ d-4:	1000	倍希釈液	(	接

種試料	100	µL+	細胞培養液	1	mL)	e-1 ～ e-4:	10000	倍希釈液	( 接種試料	100	µL+	細胞培養液	1	mL)
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(a)　ウイルス検査試料を接種した培養細胞は、 22℃のインキュベーターで 14 日間
培養し、毎日顕微鏡観察する。顕微鏡は位相差顕微鏡を推奨する。

(b)　培養期間中は培養液の pH を 7.3~7.6 に維持 する。
(c)　接種した培養細胞に細胞変性効果（CPE）（写真 3）が現れたら、直ちに下記の

手順に従って ウイルスの同定に着手する。
(d)　14 日後においても CPE が発現しなければ、以下のようにさらに新たな培養細

胞に試料を継代して培養を行う。

③　継代培養
(a)　ホモジネート上清希釈液を接種したすべてのウェルから細胞培養液を集める
(b)　４℃で 15 分間、2000g で遠心分離後、上清を回収する。
(c)　前述したように BF-2 細胞単層に接種して培養し、7 日間観察する。
(d)　CPE が現れなければ、ウイルス検査は陰性とする。

(3)　ウイルスの同定
①　PCR と PCR 産物の制限酵素断片長解析 (REA) を組み合わせた方法（一次診断用） 

(a)　分離ウイルスの培養上清をテンプレートする方法が望ましいが、分離に時間が
かかること から、病魚臓器から抽出した DNA をテンプレートとして直接 PCR を
行ってもよい。ただし、この結果が陰性の場合は必ずウイルス分離を行わなくて
はならないので、ウイルス分離の際に同時に臓器からの PCR 用の DNA 調製を行
うことを推奨 する。 

(b)　培養上清から行う場合は、ウイルス分離に用いたプレートから CPE の発現して
いるウェル を選び、培養液を集め、低速遠心分離を行って上清を回収する。

(c)　PCR 試料とするウイルス培養上清は、50 倍の水に希釈して 5 分間煮沸し、よ
く 攪拌した後、氷水中に保存してテンプレートとする（市販の DNA 抽出キット
を用いるとなおよい）。

(d)　陰性対照として、健康魚の臓器 DNA（臓器から直接行う場合）またはウイルス
接種していない BF-2 細胞培養上清からのテンプレートを調製する。陽性対照には、
不活化ウイルスもしくは断片の挿入されたプラスミドやこれら陽性対照から一度
増幅した DNA を用いる。比較対象として ESV、FV3 等のラナウイルスのテンプレー
トがあるとなおよいが、なくても使用する制限酵素断片の認識サイトを含む DNA 
断片があればよい（制限酵素が失活していないことの確認のため）。

(e)　フォワードプライマーとして M151：５'-AAC CCG GCT TTC GGG CAG CA- ３'、
リバースプ ライマーとして M152：５'-CGG GGC GGG GTT GAT GAG AT- ３' を用
いる（これらは業者から 購入する）。

(f)　調製したテンプレート試料およびその 10-100 倍希釈系列 5 µL を、PCR 用
チューブ中で、0.1 µM 各プライマー、2 units Taq ポリメラーゼ、2.5mM MgCl2 
を含む Taq ポリメラーゼバッファー に溶かす。反応系は 50 µL とする（OIE では
終濃度で BSA fraction V 1.65mg/ mL, 硫酸アンモニウム 16.6mg/ mL, Tris 66.6 
ｍ M, β - メルカプトエタノール 10mM を含むバッファー組成を推奨しているが、
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この過程は使用する耐熱性 DNA ポリメラーゼの試薬メーカーの指示に従えばよ
い）。

 (g)　チューブは最初に 94℃・30 秒間、続いて 94℃・30 秒間、50℃・30 秒間、
72℃・60 秒間を 35 サイクル、最後に 72℃・15 分間（＋ 4℃保存）をプログラ
ムしたサーマルサイクラーにかけ、PCR 反応を行う。

M151　5’-AAC CCG GCT TTC GGG CAG CA -3’
M152　5’-CGG GGC GGG GTT GAT GAG AT-3’
増幅産物サイズ　　321bp

 
反応液組成 (1 検体分 TaKaRa EX Taq Hot Start Version を使う場合の一例 )

Ex Taq HS (5 units/ µL)    0.4 µL
dNTPMixture(2.5mM each)   4.0 µL
× 10 Buffer     5.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )   38.6 µL
Fwd.M151(10pmol/ µL)    0.5 µL
Rev.M152(10pmol/ µL)    0.5 µL
検体    　   1.0 µL　　　
合　　　計    50.0 µL

PCR 反応条件
通常の PCR の場合

初期の変成  94℃  30min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   94℃  30sec.
アニーリング 50℃  30sec.
伸長   72℃  1min.
最後の伸長  72℃  15min.
保持    4℃      ∞

(h)　反応を終了したチューブから試料を数 µL とり、1/5 量のゲルローディングバッ
ファー（50％ グリセロール、0.25％ブロモフェノールブルー、0.25％キシレンシ
アノール、1mM EDTA、 pH8.0）と混合した後、100bp ラダーなど適当な分子量マー
カーとともに、1.5 ～ 2％のアガロースゲル（泳動バッファーで溶かす）にアプラ
イし、TAE バッファー（0.4M Tris、0.4M 氷酢酸、 0.01M EDTA、pH8.0）、また
は TBE バッファー（0.89M Tris、0.89M ホウ酸、0.01M EDTA、pH8.0）を用い
て 50 ～ 100 Ｖ程度の電圧で電気泳動する。TBE バッファーの場合 2 倍に希釈し
たものを用いてもよい。なお TBE バッファーを使用する場合はホウ素の排水に法
的規制があるため注意が必要。
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(i)　色素が十分泳動されたら、ゲルをエチジウムブロマイド染色（バッファー 1 mL 
あたり 10mg/ mL のエチジウムブロマイド溶液を 100 µL 加える）し、トランス
イルミネーターの紫外線下で観察する。ゲル作製時に予め同濃度のエチジウムブ
ロマイドを加えておくと染色の手間が省ける。エチジウムブロマイドは発癌性物
質であるため、染色したゲルの取り扱いには手袋を着用する。また紫外線は目を
痛めるので観察には保護眼鏡を着用する。

(j)　陰性対照にはバンドが認められず、陽性対照および比較対照には 321bp の増幅
された MCP-1 領域の DNA のバンドが認められることを確認し、試料にこれらの
対照と同様のバンド が認められれば、次の制限酵素消化のステップに移る。

(k)　PCR 産物を制限酵素 PflM I(NEB 社など ) で消化する。方法は制限酵素のメー
カーの指示に従う。1 ～ 4 µL の PCR 産物に、2U の酵素、1.6 µL のバッファー、1.6 
µL の濃度 100 µg/ mL のウシ血清アルブミン、最終容量 16 µL になるように滅菌
精製水を加えて、推奨温度で 2 ～ 4 時間反応させる。

(l)　制限酵素消化した PCR 産物を 3％ゲルで泳動し、比較対照が切断され、陽性対
照および試 料が切断されないことを確認し、一次診断陽性とする。なお、EHNV 
のほかに同じオーストラリアのラナウイルス BIV もこの酵素では切断されないの
で、EHNV であるか否かは確定診断の結果を待つことになる。制限酵素切断断片
長については表 1 を参照。

②　PCR と PCR 産物の制限酵素断片長解析 (REA) を組み合わせた方法（確定診断用）
 (a)　フォワードプライマーとして M153：５'-ATG ACC GTC GCC CTC ATC AC- ３′、

リバース プライマーとして M154：５'-CCA TCG AGC CGT TCA TGA TG- ３' を用
いる他は一次診断用と 同じである。

M153　5’-ATG ACC GTC GCC CTC ATC AC -3’
M154　5’-CCA TCG AGC CGT TCA TGA TG-3’
増幅産物サイズ；625bp

 
 (b)　陰性対照にはバンドが認められず、陽性対照および比較対照には 625bp の増

幅された MCP-2 領域の DNA のバンドが認められることを確認し、試料にこれら
の対照と同様のバンド が認められれば、次の制限酵素消化のステップに移る。

 (c)　PCR 産物を制限酵素 Hinc II, Acc I, Fnu4H I(NEB 社など ) でそれぞれ消化する。
方法は制限 酵素のメーカーの指示に従う。

(d)　制限酵素消化した PCR 産物を 3％ゲルで泳動し、比較対照、陽性対照の切断パ
ターンを表 1 と比較し、試料の切断パターンが陽性対照と一致することを確認す
る。制限酵素切断断片長については表 1 を参照。

③　PCR と PCR 産物の塩基配列の決定による方法（確定診断用） 
(a)　フォワードプライマーとして、Forward ５'-CGC AGT CAA GGC CTT GAT GT- ３'、

リバース プライマーとして、Reverse ５'-AAA GAC CCG TTT GCA GCA GCA AAC- 
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３' を用いる。
(b)　調製したテンプレート試料 1 µL を、PCR 用チューブ中で、0.1µM 各プライマー、

2.5 units Taq ポリメラーゼ、2.5mM MgCl2 を含む Taq ポリメラーゼバッファーに
溶かす（この過程は耐熱性 DNA ポリメラーゼの試薬メーカーの指示に従う）。

(c) チューブは（最初 94℃・30 秒間、続いて）95℃・60 秒間、55℃・60 秒間、
72℃・60 秒間を 35 サイクル、最後に 72℃・15 分間（＋ 4℃保存）をプログラ
ムしたサーマルサイクラー にかけ、PCR 反応を行う。

Forward　5’-CGC AGT CAA GGC CTT GAT GT -3’
Reverse　5’-AAA GAC CCG TTT GCA GCA AAC-3’
増幅産物サイズ；580bp

 反応液組成 (1 検体分 TaKaRa EX Taq Hot Start Version を使う場合の一例 )

Ex Taq HS (5 units/ µL)    0.5 µL
dNTPMixture(2.5mM each)   4.0 µL
× 10 Buffer     5.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )   38.5 µL
Fwd.M151(10pmol/ µL)    0.5 µL
Rev.M152(10pmol/ µL)    0.5 µL
検体       1.0 µL   
合　　　計　   50.0 µL

PCR 反応条件
通常の PCR の場合

初期の変成  94℃  30min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   95℃  1min.
アニーリング 55℃  1min.
伸長   72℃  1min.
最後の伸長  72℃  15min.
保持    4℃     ∞

 (d)　同様に 1 ～ 1.5％ゲルで PCR 産物を泳動し、陰性対照にはバンドが認められず、
陽性対照に は 580bp の増幅された DNA のバンドが認められることを確認し、試
料に陽性対照と同様のバンドが認められれば、次の塩基配列の決定・比較のステッ
プに移る。 

(e)　塩基配列の決定は、PCR 産物のダイレクトシーケンスまたは複数クローン（最
低 3）以上 の PCR 産物をクローニングした大腸菌プラスミドのシーケンスにより
得られたコンセンサス配列を得ることによる。この配列を Genbank に登録されて
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いる EHNV　MCP 遺伝子 (GenbBank accession No. AY187045) と比較し、該当領
域の配列が EHNV と一致していることを確認する ( インターネットのホモロジー
解析サイトを用いて、得られた配列を BLASTN 解析にかけて比較する )。

表 1　各種ラナウイルスの PCR 産物の制限酵素切断断片パターン

PCR 産物 制限酵素 予想断片長 (bp) 切断パターンの一致する
ウイルス

MCP-1(321bp) PflM	I
321,	

131,	190

EHNV,	BIV

FV3,	ESV,	ECV,	WV,	GV

MCP-2(625bp)

Hinc	II

100,	138,	387

100,	525

100,	240,	285

EHNV

BIV,	FV3,	ESV,	ECV,	GV

WV

Acc	I

238,	387

625,

164,	461

EHNV

BIV,	ESV,	ECV,	WV

FV3,	GV

Fnu4H	I

33,	38,	44,	239,	271

3,	33,	38,	44,	108,	399

3,	38,	44,	108,	432

3,	9,	44,	108,	151,	272

3,	44,	71,	108,	399

EHNV

BIV

FV3,	GV

ESV,	ECV

WV

BIV: Bole iridovirus, ESV: European sheatfish iridovirus, ECV: European catfish iridovirus, 
FV3: Frog viru3, WV: Wamena virus, GV: Gutapo virus

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
生鮮個体を送付する場合は冷蔵で可能な限り短期間で到着するよう送付する。

すでに凍結されていたサンプルの場合は解凍せずそのまま凍結状態で送付する。

５．参考文献
　OIE マニュアル　EHN 
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真	1　EHN	に感染したニジマス稚魚

写真	2　感染実験により	EHN	に罹患したレッドフィンパーチ。肝臓に	1 ～ 3mmの白点が多数見られる。
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写真 3　EHNV	感染	BF-2	細胞。細胞の崩壊による CPE	が見られる。

注 意：EHN に 関 す る 写 真 は す べ て Elizabeth MacArthur Agricultural Institute, NSW 
Agriculture, NSW, Australia 元所属 の R. Whittington 博士および Division of Animal Health, 
Australian Animal Health Laboratory (AAHL), C.S.I.R.O, Geelong, Vic. Australia 所属の A. Hyatt 
博士のご厚意により、本マニュアルに限るとの使用条件のもとに提供されたものです。これら
写真の版権は NSW Agriculture ならびに C.S.I.R.O. にありますので、無断複写、他人への譲渡
等は一切できません。
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1. 疫学

 (1) 病名と病原体
①　病　名：ピシリケッチア症

　　　　　英　名：Piscirickettsiosis あるいは Salmonid rickettsial septicemia（SRS）
②　病原体：ピシリケッチア科  

(2) 地理的分布
①　初発国：チリ
②　分布域：アイルランド、ノルウェー、カナダ太平洋沿岸・大西洋沿岸、アメリカ合

衆国太平洋沿岸

(3) 宿主域
①　自然発病：サケ科魚類では、ギンザケ (Oncorhynchus kisutch)、マスノスケ (O. 

tshawytscha)、タイセイヨウサケ (Salmo salar)、ニジマス (O. mykiss)、カラフトマス（O. 
gorbuscha）。

サケ科魚類以外では、ヨーロピアンシーバス（Dicentrarchus labrax）等。
②　実験感染：ギンザケ (O. kisutch) 、ニジマス (O. mykiss)、タイセイヨウサケ (Salmo 

salar)
③　キャリア：本症の発生は長期間に及ぶことが多く、発生期間中罹病魚は菌体を排出

していると考えられる。
④　ベクター：伝播経路は不明。媒介生物による伝播の可能性もある。
⑤　その他：水平感染だけでなく、垂直感染の可能性も示唆されている。

(4) 発生の特徴
①　基本的には海水飼育中のサケ科魚類で発症がみられる。
②　ギンザケの場合、淡水飼育稚魚が海水中に移されて 6 ～ 12 週間後に発症する。
③　春と秋に発生しやすい。
④　例外的に、淡水飼育中のニジマス、ギンザケでの発症も報告されている。

(5) 外観症状
①　体色が黒下し、遊泳が緩慢となる。
②　体表に白色小結節あるいは浅い出血性潰瘍（直径 0.5 ～ 2.0cm）がみられる。

ピシリケッチア症
Piscirickettsiosis
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(6) 剖検所見
①　肝臓表面皮下の黄白色の病巣が特徴的症状であるが、瀕死魚であっても本症状がみ

られる個体は少ない（5 ～ 10％）。
②　腹膜炎、臓器の褪色（貧血）、鰓の褪色、腹水の貯留がみられる。
③　脾臓の軽度の腫脹、腎臓の褪色と腫脹がみられる。

(7) 消毒
検討データがないため、施設・器具および手指の消毒は通常の細菌を対象と

した消毒法を用いる。

(8) 防除法
①　国外では、全菌体不活化ワクチンやサブユニットワクチンが市販されており、一定

の効果を示す。
②　発病群の移動、感染耐過群の親魚としての飼育は行わない。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

瀕死魚または当該疾病の外観症状を示している死亡直後の個体を採取する。
生魚は麻酔剤で麻酔、大型魚は撲殺する。

　(2) 検査のための試料の採材
①　魚体表面をアルコール綿あるいはアルコール噴霧器で消毒し、滅菌したハサミ・ピ

ンセットを用いて解剖する。
②　内臓器の異常を調べ、剖検所見を記載する。
③　肝臓及び腎臓を摘出する。
④　肝臓及び腎臓の一部をメス等で切り出し、スライドグラス上に押し付けてスタンプ

標本を作製し（各臓器最低 2 枚；ギムザ染色）、ヘヤードライヤー（冷風）等で風乾後、
スライドグラス立てに立てる。

⑤　残りの肝臓及び腎臓は、臓器ごとにマイクロチューブ等の密封可能な滅菌済みのポ
リプロピレン製等の容器に入れ、氷冷する。

３. 診断手順
(1) スタンプ標本のギムザ染色

①　準　備
市販ギムザ染色液
1/12M リン酸ナトリウム緩衝液

＊　1/12M NaH2PO4 溶液と 1/12M Na2HPO4 を混合して pH6.0 に調製する。
　　染色液（Working solution）
＊　染色直前に市販ギムザ染色液を 1/12M リン酸緩衝液で 10 倍に希釈して使用

する。

ピシリケッチア症
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ディフ・クイック等の染色キットを用いる場合、染色手技は添付説明書に従う。
②　手技

(a)　メタノール固定したスタンプ標本を染色液に 30 分間浸漬する。
(b)　水で洗う。
(c)　風乾する。保存する場合は、キシレンに数分間浸漬した後、合成封入剤で封入

する。
(d)　油浸で顕微鏡観察を行う。

③　顕微鏡観察
感染魚では、球菌状の菌体、あるいは 2 つの菌体がつながったリング状の菌

体が宿主細胞内に観察される。上記像が観察された場合は、PCR 検査へ進む。
 

(2)PCR 検査 1
①　菌体 DNA の抽出

ギムザ染色において細菌が多く観察された臓器に対して、適当な組織用 DNA
抽出キットを用いて DNA を抽出する。抽出法などは、使用するキットのマニュ
アルに従う。なお、DNA 抽出に用いたマイクロチューブやマイクロチップなど
はオートクレーブで滅菌して廃棄する。

②　PCR 
抽出した DNA および陽性対照 DNA をテンプレートとして、下記のプライマー

および PCR 試薬を用いて PCR を行う。
③　プライマーおよび反応条件 4)

・プライマー
PSAL-F　5’-AGA CCT GAG GGT TAA AGA GGG C-3’
PSAL-R　5’-TCT CAG GTT CGC TCC ACA TC-3’
増幅産物サイズ　　1108bp

・反応液組成 (1 検体分 )
Taq ポリメラーゼ                    0.1 µL
dNTPMixture                       1.6 µL
× 10 Buffer      2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )              13.7 µL
プライマー PSAL-F(10pmol/ µL)    0.8 µL
プライマー PSAL-R(10pmol/ µL)    0.8 µL
検体        1.0 µL
合　　　計　    20.0 µL

上記組成は、TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version（タカラバイオ株式会社）の場
合である。
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PCR 反応条件
  　 初期の変成  94℃  3min.
  　  以下、変成～伸長を　38 サイクル
  　 変成  94℃  30sec.
  　  アニーリング 65℃  20sec.
  　  伸長  72℃  90sec.
  　  最後の伸長 72℃  5min.
  　  保持    4℃  ∞

④　PCR 産物の判定
PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2％程度のアガ

ロースゲルで電気泳動を行う。
臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 1108bp のバ

ンドの有無を観察する。
目的のバンドが検出された場合は陽性と判定する。

(3)PCR 検査 2
①　菌体 DNA の抽出

　初動診断の PCR 検査に供した臓器に対して、適当な組織用 DNA 抽出キット
を用いて DNA を抽出する。臓器が供試量に満たない等で DNA 抽出が困難な場合、
初動診断に用いた DNA 抽出液を被検体とする。

抽出法などは、使用するキットのマニュアルに従う。なお、DNA 抽出に用い
たマイクロチューブやマイクロチップなどはオートクレーブで滅菌して廃棄す
る。

②　PCR 
　抽出した DNA および陽性対照 DNA をテンプレートとして、下記のプライ

マーおよび PCR 試薬を用いて PCR を行う。P. salmonis は遺伝的多型性が知ら
れており、最終診断の場合、正確性を期すため (2) の PCR も併用した方が良い。

③　プライマーおよび反応条件 2)
・プライマー

RTS1　5’-TGA TTT TAT TGT TTA GTG AGA ATG A-3’
RTS4　5’-ATG CAC TTA TTC ACT TGA TCA TA-3’
増幅産物サイズ　　283bp

・反応液組成 (1 検体分 )
Taq ポリメラーゼ                   0.1 µL
dNTPMixture       1.6 µL
× 10 Buffer                   　     2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )              14.9 µL
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プライマー RTS1(100pmol/ µL)    0.2 µL
プライマー RTS4(100pmol/ µL)       0.2 µL
検体             1.0 µL   
合　　　計　       20.0 µL

上記組成は、TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version（タカラバイオ株式会社）を使
用した場合である。

・PCR 反応条件
  初期の変成  94℃  2min.
   以下、変成～伸長を　39 サイクル
   変成   94℃  30sec.
   アニーリング  50℃  30sec.
   伸長   72℃  30sec.
   最後の伸長  72℃  7min.
   保持    4℃  ∞

④　PCR 産物の判定
PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2％程度のアガ

ロースゲルで電気泳動を行う。
臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 283bp のバン

ドの有無を観察する。
目的のバンドが検出された場合は陽性と判定する。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　病魚スタンプ標本をスライドグラスケースに入れ、テープ等で密封する。
②　腎臓及び肝臓を入れた各チューブのねじ蓋をテープ等で補強する。
③　病魚スタンプ標本および病魚臓器を入れたチューブをそれぞれ防水防漏性の袋に入

れ密封する。ジップ付き袋の場合は、ジップを閉めテープ等で密封する。
④　キムタオル等の吸水パッドとともに試料を一つの防水防漏性の袋に入れ密封する。
⑤　試料と保冷剤（氷、ドライアイスは不可）とともに発泡スチロールに入れ、緩衝材

等で隙間をうめる。
⑥　当該個体の臨床検査・剖検記録・顕微鏡観察記録・PCR 検査記録を添付する。
⑦　発泡スチロールの蓋を閉め、テープ等で密封する。
⑧　増養殖研究所魚病診断・研修センターに電話し（電話番号 0596-66-1830）、試料

送付の旨を伝え、 送付日時を打ち合わせる。
⑨　冷蔵宅配便で送付する。

５．参考文献
1) Fryer, J. L. and R. P. Hedrick (2003): Piscirickettsia salmonis: a Gram-negative 
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detection of Piscirickettsia salmonis in cultivated salmonids via the PCR. Appl. 
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3) Rozas, M. and R. Enríquez (2014): Piscirickettsiosis and Piscirickettsia salmonis in 
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of PCR Targeting 16S Ribosomal DNA of Piscirickettsia salmonis. Fish Pathol., 45, 
140-142.
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細胞内に寄生する P. salmonisの電子顕微鏡像（吉水	守　博士　提供） ギンザケの体表面にみられる小型の膨隆患部　（吉水　守　博士　提供）

ピシリケッチア症に罹病したギンザケの肝臓。	白斑が観察される

( 吉水　守　博士　提供

ピシリケッチア症に冒されたギンザケの腎臓塗抹標本 (ギムザ染

色）。矢印が	P.	salmonis	菌体。( 吉	水守　博士　提供）
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：レッドマウス病またはエンテリック・レッドマウス病

   英　名：Enteric redmouth disease（ERM）
②　病原体：腸内細菌科 Yersinia ruckeri

(2) 地理的分布
①　初発国：アメリカ合衆国
②　分布域：カナダ、チリ、ベネズエラ、ヨーロッパ諸国、イラン、南アフリカ、オー

ストラリア、ニュージーランド、トルコ、日本

(3) 宿主域
①　自然発病：ほとんど全てのサケ科魚類が感染する。サケ科魚類以外では、二ホンウ

ナギ（Anguilla japonica）、アムールチョウザメ（Acipenser schrencki）、シベリアチョ
ウザメ (Acipenser baerii)、ナマズ (Ictalurus punctatus) など。

②　実験感染：コイ（Cyprinus carpio）
③　キャリア：感染耐過魚はキャリアとなり、主として腸管内に原因菌を長期にわたり

保持し、過密飼育、低酸 素、高水温、ハンドリングなどのストレスにより、本病の
発生および環境中への原因菌の排出を繰り返す。

④　ベクター：甲殻類（ザリガニ）、鳥類、ほ乳類（ネズミ）からも Y. ruckeri は分離
されており、宿主域は広いと考えられる。

(4) 発生の特徴
①　1950 年代に米国アイダホ州のニジマスで発生し、北米大陸に広がった。
②　本病は 7.5 cm ほどに成長したニジマスに発生しやすい。
③　病状の経過により急性型、亜急性型、慢性型に分けられる。

急性型：春から夏にかけての水温上昇期に、主として当歳魚に発生するもので、
30 ～ 60 日間に死亡率は 50 ～ 70％に達する。

亜急性型：秋から冬にかけての水温下降期に流行し、死亡率は急性型より低
いが、2 ～ 6 ヶ月で 10 ～ 50％に達する。

慢性型：死亡率は約 10％と低いが、商品サイズの魚や親魚に発生しやすい点
が問題となる。

④　水温 13℃付近では、ハンドリング等のストレスが発症の要因になりやすい。18℃
以上では、病勢が著しく強くなる。また、10℃以下では、病勢が著しく低くなると
考えられている。

レッドマウス病
ERM: Enteric redmouth disease
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(5) 外観症状
体色の黒化が見られる。口吻部、口腔内、下顎及び鰭基部が赤変 ( 皮下出血 )

する。

(6) 剖検所見
肝臓、脂肪組織、腸間膜、腸後部などに出血が認められる。脾臓の腫大が認

められる。胃腸管後部又は排泄物に黄色粘液物が認められる。

(7) 消毒
①　殺菌消毒剤の消毒用エタノール（70％エタノール）、消毒用イソプロピルアルコー

ル（50％イソプロピルアルコール）、5％ヒビテン液、オスバン S 等の逆性石けん液は、
用法・用量において Y. ruckeri に対して殺菌効果を示し、手指や器具類の消毒に有効
と考えられる。

②　次亜塩素酸ナトリウムは、有効塩素濃度 2ppm 以上で Y. ruckeri に対する殺菌効果
が認められる。養殖池や池水を消毒する際は、池水等に含まれる有機物により塩素が
消費されることを考慮し、有効塩素濃度 2ppm を下回らないように使用するとよい。

③　ポピドンヨード水溶液に対しては、有効ヨウ素濃度 4ppm 以上で Y. ruckeri に対す
る殺菌効果が認められる。

(8) 防除法
①　血清型の一致が前提となるが、全菌体不活化ワクチンが有効である。
②　発病群の移動、感染耐過群の親魚としての飼育は行わない。
③　発病池を消毒する。
④　垂直感染を避けるため、受精作業時の消毒は重要であり、ポピドンヨード水溶液に

よる媒精前の未受精卵の消毒が効果的である。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

少なくとも 5 尾の瀕死魚または当該疾病の外観症状を示している死亡直後の
個体を採取する。外観症状を観察し、症状を記録する。魚体重や体長、稚魚では、
下顎の発赤等が顕著で無い場合もある。

(2) 検査のための試料の採材
①　できるだけ発生現場で細菌分離を行う。やむを得ず検査機関まで搬送して菌分離を

行う場合は、生きたままビニール袋などで酸素詰めにし、水温変動に注意する。また
は、検査魚を現場で即殺後、個体ごとに別々に無菌の密 閉可能な容器に包装し、氷
冷または冷蔵状態で 24 時間以内に検査機関まで搬送する。検査魚として死魚しか入
手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ごとにビニール袋などで密閉
包装し、氷冷または冷蔵状態で搬送する。検査魚には採取場所および日時を明記した

レッドマウス病
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ラベルを添付する。
魚体サイズによる検査部位：
全長 5 cm 以下の魚では腎臓を含む内臓全体を試料とする。
全長 5 cm 以上の魚では腎臓を試料とする。
②　魚体表面をアルコール綿等で消毒後、滅菌済のハサミ、ピンセット等を用いて開腹

する。
③　肝臓、脂肪組織、腸間膜、腸後部などの出血、脾臓の腫大、胃腸管後部又は排泄物

における黄色粘液物の有無を中心に内臓器の異常を調べ、剖検所見を記載する。
　

３. 診断手順
 (1)TSA 培地による細菌の分離

①　TSA 培地には、トリプチケースソイ寒天培地（ベクトンディッキンソン）、トリプ
トソーヤ寒天培地（日水製薬株式会社）或いは、これらとの同等品を用いる。

②　滅菌済のハサミ、ピンセット等を用いて検査魚の腎臓を露出させる。通常は開腹後、
腹側から鰾を除去し、腎臓を露出させる。死亡後時間が経過し、内臓（特に腸管）の
損傷や融解が予想される場合には、背部皮膚を 70％アルコール綿または噴霧器で消
毒 した後、背側から背骨まで切開し、腎臓を露出させる。

③　白金耳を用いて、腎臓を TSA 培地に塗抹する。 
④　菌体塗抹後のシャーレはビニールテープ等で密閉後、検査機関まで保冷容器に十分

量の氷または冷媒を入れ搬送する。但し、凍結しないよう注意する。
⑤　試料接種した培地は 25℃で 3 日間培養する。培養期間中毎日、出現するコロニー

の形態（直径、色、透明感、コロニー周縁の形状、 コロニー全体の形状）を観察する。
TSA 培地では、コロニーは円形で小さく、乳白色で半透明、構造は均質、表面は平滑、
辺縁は 平滑で明瞭、色素の産生はない。

⑥　試料接種した培地にコロニーが現れたら、性状検査を実施する。3 日後においても
コロニーが出現しなければ、試料は陰性と診断する。

(2) 性状検査 グラム染色
①　市販のグラム染色キットを用いることができる（日水製薬フェイバー G 等）。
②　スライドグラスに被検菌を薄く塗抹し、空気中で自然乾燥後、ガラス裏面より火炎

固定する。固定は、メタノール固定で行ってもよい。
③　フェイバー G を用いた場合、染色液 A をスライドガラス上の塗抹面に滴下し、正

確に 1 分間染色後、穏やかに水洗いする。
④　軽く動かしながら脱色液で染色液 A の青色が溶け出さなくなるまで脱色後、十分

に水洗いする。
⑤　染色液 B を滴下し、正確に 1 分間染色後、水洗する。青色、赤色ともに染めすぎ

ると色調が暗くなり、判別しづらくなるので、過染は避ける。
⑦　顕微鏡にて菌の色調および形態（球菌、桿菌など）を観察する。グラム陽性菌は青

色、陰性菌は赤色に染まる。Y. ruckeri は、赤色の短桿菌として染色される。
⑧　顕微鏡が無い等でグラム染色の実施が困難な場合、以下のグラム鑑別により判定し
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ても良い。3％水酸化カリウム水溶液をスライドグラスに 1 滴のせ、それに平板培地
上のコロニーを白金耳で取ってよく混ぜる。液が粘稠で糸を引くようになればグラム
陰性菌、 変化がなければグラム陽性菌である。

(3) チトクローム・オキシダーゼ試験
①　市販のチトクローム・オキシダーゼ試験用ろ紙や綿棒等を用いることができる。
②　試験用ろ紙の場合、先ずろ紙を精製水で湿らせ、ガラス棒などで被検菌を試験紙の

表面になすりつける。なお、ニクロム線は擬陽性の原因となるため用いない。
③　1 分以内に深青色を呈するものを陽性、無変化を陰性とする。

 
(4) PCR 検査（初動診断）

①　菌体 DNA の抽出
熱抽出法または市販の DNA 抽出キット等により菌体 DNA を抽出する。DNA

抽出に用いたマイクロチューブやマイクロチップなどはオートクレーブで滅菌
して廃棄する。

熱抽出：マイクロピペットチップ等を用いて釣菌した少量の菌体を 100 µL の
TE バッファー (10mM Tris-HCl pH8.0、1mM EDTA) に懸濁し、98℃で 10 分間
加熱処理する。遠心分離（12,000rpm、3 分間）に供し、菌体残滓を沈殿させ、
上清 1 µL を PCR の鋳型として用いる。

DNA 抽出キット：使用するキットのマニュアルに従う。
②　PCR

抽出した DNA および陽性対照 DNA をテンプレートとして、下記のプライマー
および PCR 試薬を用いて PCR を行う。

③　プライマー及び反応条件 2)
・プライマー

YER3　5’-CGA GGA GGA AGG GTT AAG T-3’
YER4　5’-AAG GCA CCA AGG CAT CTC T-3’
増幅産物サイズ；588bp

・反応液組成 (1 検体分 )

Taq ポリメラーゼ                 0.1 µL
dNTPMixture                         1.6 µL
× 10 Buffer      2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )            14.9 µL
Fwd. YER3(100pmol/ µL)       0.2 µL
Rev.  YER4(100pmol/ µL)        0.2 µL
検体           1.0 µL
合　　　計　             20.0 µL

レッドマウス病
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PCR 反応条件
初期の変成  94℃  5min.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変成   94℃  40sec.
アニーリング 60℃  40sec.
伸長   72℃  1min.
最後の伸長  72℃  5min.
保持    4℃  ∞

④　PCR 産物の判定
PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2％程度のアガ

ロースゲルで電気泳動を行う。
臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 588bp のバン

ドの有無を観察する。
目的のバンドが検出された場合は陽性と判定する。

(5) 分離コロニーの PCR 検査（最終診断）
①　菌体 DNA の抽出
　　　(6) ①の手技と同様に行う。
②　PCR

抽出した DNA および陽性対照 DNA をテンプレートとして、下記のプライマー
および PCR 試薬を用いて PCR を行う。

③　プライマー及び反応条件 3)
・プライマー

ruck1　5’-CAG CGG AAA GTA GCT TG-3’
ruck2　5’-TGT TCA GTG CTA TTA ACA CTT AA-3’
増幅産物サイズ；409bp

・反応液組成 (1 検体分 )

Taq ポリメラーゼ      0.1 µL
dNTPMixture      1.6 µL
× 10 Buffer      2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )    14.9 µL
Fwd. ruck1 (100pmol/ µL)    0.2 µL
Rev.  ruck2 (100pmol/ µL)    0.2 µL
検体        1.0 µL 
合　　　計     20.0 µL
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・PCR 反応条件
通常の PCR の場合

初期の変成  94℃  5min.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変成   94℃  40sec.
アニーリング 60℃  40sec.
伸長   72℃  1min.
最後の伸長  72℃  5min.
保持    4℃  ∞

④　PCR 産物の判定
PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2％程度のアガ

ロースゲルで電気泳動を行う。
臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 409bp のバン

ドの有無を観察する。
目的のバンドが検出された場合は陽性と判定する。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　細菌検査および PCR 検査で陽性と判定された分離コロニーを TSA 培地に接種し、

25℃で 24 ～ 48 時間培養する。
②　シャーレをビニールテープ等で密閉し、キムタオル等の吸水パッドで包む。
③　防水防漏性の袋に入れ密封する。ジップ付き袋の場合は、ジップを閉めテープ等で

密封する。
④　吸水パッドとともに試料を防水防漏性の袋に入れ密封する。
⑤　試料と保冷剤（氷、ドライアイスは不可）とともに発泡スチロールに入れ、緩衝材

等で隙間をうめる。
⑥　当該個体の臨床検査・剖検記録・細菌検査記録・PCR 検査記録を添付する。
⑦　発泡スチロールの蓋を閉め、テープ等で密封する。
⑧　増養殖研究所魚病診断・研修センターに電話し（電話番号 0596-66-1830）、試料

送付の旨を伝え、送付日時を打ち合わせる。
⑨　冷蔵宅配便で送付する。
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イワナ実験感染魚 :	体色黒化、下顎および鰭基部等の発赤がみられる。（坂井	貴光	博士提供）

ニジマス実験感染魚：口腔内、口吻部、下顎、鰭基部および肛門部位に発赤がみられる。（坂井	貴光		博士提供）

罹病したニジマス稚魚。尻鰭基部や尾柄部皮下に出血（矢印）がみられる。（S.	Lapatra	博士提供）

レッドマウス病



	　　　病性鑑定資料 163

罹病したニジマスの口腔内の症状。写真左：口腔内上側の皮下出血（下顎を切除して撮影）、写真中央：胸部腹面の皮下出血、写真右：

口腔内下側の皮下出血（上顎吻部を切除して撮影）。（吉水　守博士提供）

ニジマス（実験感染魚）：肝臓、脂肪組織、腸間膜、腸後部などに出血が認められる。脾臓の腫大が認められる。（坂井	貴光	博士提供）
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ニジマス（罹病魚）：脂肪組織および腸間膜に出血がみられる。（	S.	Lapatra	博士提供）	

　ニジマス（罹病魚）：鰾（白矢印）および腹膜（黒矢印）に出血がみられる。（	S.	Lapatra 博士提供）

レッドマウス病
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菌分離のため背面から切開する場合（矢印は腎臓）。

TSA 培地における Y. ruckeriのコロニー。（48 時間培養後 )	左：透過光で撮影、右：落射光で撮影

チトクローム・オキシダーゼ試験結果。Y. ruckeri は陰性（右、矢印）、左は陽性対照。
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旋回病
Whirling Disease

1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： 旋回病

英　名： Whirling Disease
②　病原体： Myxobolus cerebralis（ミクソゾア門、粘液胞子虫綱、双殻目、ミクソボ

ルス科、ミクソボルス属）

(2) 地理的分布
①　初発国：　ドイツ
②　分布域：　ヨーロッパ諸国、アメリカ合衆国、ロシア、南アフリカ、中南米諸国、オー

ストラリア、ニュージーランド。ただし、交互宿主であるイトミミズが分布する地域
であれば、どこでも発生する可能性がある。

(3) 宿主域
①　自然発病： 多くのサケ科魚類が発病し得るが、魚種によって感受性に違いがある。

ニジマス、ベニザケ、スチールヘッドは感受性が高く、ブルックトラウト、カットス
ロートトラウト、タイセイヨウサケ、マスノスケは中程度、ブラウントラウト、ブル
トラウト、ギンザケ、スプレイクは比較的抵抗力がある。

②　実験感染：同一魚種でも系統によって感受性に差がある。
③　キャリア：感受性の高い魚種の成魚はキャリアになる。

(4) 発生の特徴
　水温 16 ～ 17℃・90 日間、12 ～ 13℃・120 日間で胞子が成熟することを

考慮すると、積算温度で 1800℃・日が発症に必要だと考えられる。罹病は稚魚
期に多く、成魚期には少ない。死亡率はときに 90％に達する。

(5) 外観症状
①　旋回遊泳（写真１）。
②　骨曲がり、あるいは頭骨の変形や体躯幹部の湾曲（写真２）。
③　尾柄部の黒化。

(6) 剖検所見
特徴的な剖検所見は報告されていない。

 



病性鑑定資料 168	 特定疾病診断マニュアル

(7) 消毒
①　土や有機物の洗浄・除去。
②　90℃以上の温度で 10 分間の処理。
③　24 時間以上の乾燥。天日干しが理想的。
④　500 ppm 次亜塩素酸ナトリウム (NaClO) で 10 分間の消毒。
⑤　第 4 級アンモニウム化合物 (1500 ppm) で 10 ～ 15 分間の消毒。

(8) 防除法
①　コンクリート池で飼育する。
②　飼育水を紫外線またはオゾンで処理する。
③　発病前の時期に抗生物質フマギリンを経口投与する。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

外観的に１(5) の症状を呈する検体（おもに稚魚）を収集する。

　(2) 検査のための試料の採材
胞子の確認のため、検体の頭部を切断して冷蔵または冷凍保存する。PCR 検

査用には、冷凍した頭部を用いてもよいが、90％エタノールで固定して保存し
てもよい。病理組織検査に用いるため、鰓及び頭蓋底部を含む頭部を Davidson
液で固定して保存しておく。

　

３. 診断手順
①　酵素消化軟骨の観察 (Markiw and Wolf, 1974)

(a) 材料：新鮮な頭部組織 ( 大型魚では一部のみでも可 ) をチャック付き袋に入れた
状態で、外部から物理的に圧迫して潰し、ホモジナイズする。ホモジネートを 50 
mL チューブに移し、下記の酵素処理により消化し、軟骨を採取する。

ペプシン消化；約 20 倍量の 0.5% ペプシン液（pH<4.0）を加え、37℃で撹拌しな
がら消化する。稚魚なら 1 時間で十分であるが、成魚なら 2 時間から一晩かけて
消化したのち、遠心（1200 x g, 10 min.）してペプシン消化液を除去後、ペレッ
トを得る。

(b) トリプシン消化；上記ペレットに対して約 20 倍量の 0.5% トリプシン液（pH=8.5）
を加え、室温で 30 分間消化し、約 200 µm のメッシュでろ過後、遠心（1200 x g, 
10 min.）してペレットを得る。

(c) デキストロースによる遠心濃縮；旋回病の疑いが濃いのに胞子が検出されない場
合や、組織残渣が多く検鏡が困難な場合に行う。55％デキストロース溶液を 15 
mL チューブに 5 cm の深さまで入れた後、検体のホモジネート液を静かに重層す
る。遠心（1200 x g, 30 min.）後、上清を除去し、ペレットを得る。

(d)　胞子の観察；スライドグラス上に酵素消化した胞子液を一滴垂らし、カバーグ
ラスを載せてウェットマウントで観察、あるいは血球計算盤等を用いて観察する。

旋回病
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顕微鏡の 200 倍（対物 20 倍、接眼 10 倍）で 150 視野を観察し、胞子を観察する。
代表的な 10 個の胞子についてサイズの平均値と範囲を測定し、8 ～ 10 µm、円形
で極嚢 2 個であれば、陽性と推定診断する（写真３）。

（イ）PCR 法
　材料：PCR 用に採取した頭部軟骨組織あるいは３( ア ) で作製した酵素消化軟骨サン
プル。

・プライマー（Andree et al., 1998）：
Tr5-16：5’-GCA TTG GTT TAC GCT GAT GTA GCG A-3’
Tr3-16：5’-GAA TCG CCG AAA CAA TCA TCG AGC TA-3’
増幅産物サイズ；1300 bp

・反応液組成 (1 検体分 )

Taq ポリメラーゼ     0.4 µL
dNTP Mixture     4.0 µL
× 10 Buffer     5.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )   32.1 µL
MgCl2 (50 mM)                     1.5 µL
Fwd. Tr5-16(20µM)              2.0 µL
Rev. Tr3-16(20µM)               2.0 µL
検体         2.0 µL
合　　　計　   49.0 µL

・PCR 反応条件
通常の PCR の場合
初期の変成  95℃  5 min.
以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   95℃  1 min.
アニーリング 65℃  2 min. 30 sec.
伸長   72℃  1 min. 30 sec.
最後の伸長  72℃  10 min.
保持    4℃  ∞

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　生鮮個体を送る場合：冷蔵 (4℃ ) または冷凍 (-20℃～ -80℃ ) で輸送する。
②　固定標本を送る場合：冷蔵 (4℃ ) で輸送する。
③　精製胞子標本を送る場合：冷蔵 (4℃ ) で輸送する。
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旋回病

写真 1　旋回病に罹病し、旋回遊泳するニジマス。（Dr.	Stephen	Atkinson:	Oregon	State	University	提供 )



	　　　病性鑑定資料 171

写真 2　旋回病に罹病したニジマス。体躯間部の湾曲と尾部の黒色化がみられる。（Dr.	Stephen	Atkinson:	Oregon	
State	University	提供 )

写 真 3　 Myxobolus cerebralis の 胞 子。　(Dr.	Stephen	Atkinson:	Oregon	State	
University	提供 )
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1.　疫　学

（１）病名と病原体
①　病　名：コイ春ウイルス血症
 　英　名：Spring Viremia of Carp (SVC)
②　病原体：ラブドウイルス科に属する SVC ウイルス。
　　別名　Rhabdovirus carpio

（２）地理的分布
①　初発国：正確には不明であるが、古くから ( 中世ヨーロッパ ) 中央ヨーロッパおよ

び東ヨーロッパを中心に、コイの大量死が知られていた。1971 年に Fijian らが本症
を命名した。

②　分布域：ほとんどのヨーロッパ各国、旧ソ連邦西部（ベラルーシ、グルジア、リト
アニア、モルドバ、ロシア、ウクライナ）で報告がある。近年はブラジル、アメリカ
合衆国、カナダで報告がある

　
（３）宿主域

①　自然発病魚 : コイ科魚類のマゴイ（Cyprinus carpio carpio）、ニシキゴイ（Cyprinus 
carpio koi）、 フ ナ（Carassius carassius）、 キ ン ギ ョ（Carassius auratus）、 ハ ク レ
ン（Hypophthalmichthys molitorix）、 コ ク レ ン（ Aristichthys nobilis）、 ソ ウ ギ ョ

（Ctenopharyngodon idella）、 オ ル フ ェ (Leuciscus idus)、 テ ン チ（Tinca tinca） で
報告がある。コイ科以外ではヨーロッパナマズ（Silurus glanis）およびニジマス
(Oncorhynchus mykiss) からウイルス分離の報告がある。感受性はコイ類が最も高く、
ついでコイ科魚種、コイ科以外の魚種の順となる。

②　実験感染魚 : ローチ (Rutilus rufilus)、ゼブラフィッシュ（Danio rerio）などのその
他のコイ科魚類、グッピー（Lebistes（=Poecilia） reticulata）、およびパイク（Esox 
lucius）などで感受性が報告されている。

　　
（４）発生の特徴

一般的に幼魚で感受性が高いが、年齢を問わず成魚でも感染する。病名が示
すように、一般に春先の水温上昇期によくみられる。水温が 7℃を越えると発
生し、10 から 15℃で最も被害が大きい。17℃を越えると外観症状が明瞭でな
くなることもあるが、死亡はみられる。23℃を越えると死亡はみられなくなる。
感染耐過魚はウイルスキャリアーとなり、外観症状を示すことなくウイルスを
排出する。結果としてこれらが次なる感染源となり、本ウイルスに感受性を有

コイ春ウイルス血症　
SVC：Spring Viremia of Carp
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する魚種に伝播する。本疾病は発生初期および終期のコイ類や、コイ以外の魚
種では外観症状が明瞭でない場合があるので注意を要する。

（５）外観症状
罹病魚には腹部膨満や体色の暗化（写真 1）、体表の点状出血や眼球突出（写

真 2）、粘液便、鰓の褪色（写真 3）などがみられる。
（６）剖検所見

罹病魚には内臓器（肝臓、腎臓、腸管、心臓）および腹膜や腹部脂肪組織の
点状出血、脾腫、鰾の点状出血（写真 3）、体側筋の点状出血（写真 4）、顕著な
腹水（透明または出血性）の貯留、浮腫などが主にみられる。

（７）　消　毒
消毒に関しては病性鑑定指針を参照。

 (8)　防除法
①　化学療法は無効である。
②　発病群の移動、感染耐過群の親魚としての飼育は疾病蔓延のおそれがあるので行わ

ない。
③　発病池の消毒を行う。
④　細菌等の 2 次感染を薬剤で抑止することは有効である。

2.　試料採取
(1)　被検魚の収集

①　少なくとも 10 尾の瀕死魚または当該疾病の外観症状を示す生存魚を採取する。
②　被検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましい。
③　被検魚を検査機関まで輸送する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素

パッキングし、水温変動に注意して搬送するか、検査対象魚を個体ごと別々に無菌の
密閉可能な容器に収容し、氷冷または冷蔵状態で 48 時間以内に搬送する。搬送の際、
被検魚が凍結することのないよう注意する。

④　被検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮なものを採取し、個体ご
とにビニール袋などで密閉包装し、氷冷または冷蔵状態で搬送する。

⑤　臓器試料または被検魚には採取場所および日時を明記したラベルを添付する。
(2)　外観症状および剖検所見の記載

①　オイゲノールなどの麻酔剤で麻酔するか、または大型魚では撲殺する。
②　外観症状を記載する（1-(5) 外観症状の項参照）。
③　魚体表面を 70% アルコール綿またはアルコール噴霧器で消毒し、滅菌したハサミ

やピンセットなどで解剖する（被検魚の採取から 48 時間以内に行う）。
④　内臓の異常を調べ、剖検所見を記載の上、検査に必要な部位を採取する（1-(6) 剖

検所見の項参照）。
(3) ウイルス検査のための臓器試料の採材　　

①　明らかに病徴を呈している魚
(a)  全長 4cm 以下の仔魚
　  魚全体を試料とする。

コイ春ウイルス血症
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(b) 全長 4 ～ 6cm の魚
　腎臓を含む内臓全体および脳を試料とする。
(c) 全長 6cm 以上の魚

腎臓、脾臓および脳を試料とする。（後述の 3-(1) の組織を用いた RT-PCR に
は腎臓のみを使用）

②　病徴の見られない魚（不顕性感染が疑われる魚）
上記①の試料に鰓を加える。　

(4) 採材済み試料等の処理
採材済み試料および器具などは病原体による汚染・伝播を防止するために以

下の処置を施す必要がある。被検魚、臓器試料の残りは焼却処分やオートクレー
ブ処理、輸送用コンテナおよび水は次亜塩素酸ソーダなどで消毒する。解剖器具、
微生物培養用器具は再使用や廃棄の前にオートクレーブによって滅菌する。

3.　診断手順
(1)　組織検査試料を用いた RT-PCR 検査（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法）によるウイルス
の同定

①　RNA の抽出：市販の RNA 抽出キットを使用する。抽出法などは、使用するキット
のマニュアルに従う。（以下 TRIzol®（ InvitrogenTM 社）の使用例）
(a) 前述の 2-(3) で採材した組織試料のうち、腎臓または腎臓を含む内臓組織 ( 最大

5 尾分を 1 検体としてプール ) の 10-50mg をハサミにて切り出し、マイクロチュー
ブに入れた後に細切れにする。ホモジナイズペッスルを用いても良い。TRIzol® を
1 mL 加え、組織が分解するまで強く撹拌し、室温で 5 分間放置する。なお、内臓
組織は確定診断の際の試料となるので、使い切らないで、ー 80℃に保存しておく。

(b) これにクロロホルム 200 µ L を加え 15 秒間激しく撹拌し、室温で 5 分間放置後、
4℃で 12,000g・10 分間遠心分離する。

(c) 透明上清（水相）を別のチューブに移し、500 µ L の 2- プロパノールを入れて軽
く混合し、10 分間放置後、4℃ で 12,000g・10 分間遠心分離する。

(d) 上清を吸い取って除去した後、75% エタノール 1,000 µ L を入れて軽く撹拌する。
4℃で 7,500g ・5 分間遠心後、上清を除去して乾燥させる。

(e) 乾燥後、dDW（DNAse・RNAse free）60 µ L を加えてよく溶かす。
＊　RNA は分解されやすいので、溶解後は速やかに水冷する。保存する場合は、

-80℃で行う。
＊＊　ウイルスに汚染した器具等は滅菌缶に入れオートクレーブ処理する。

②　RT-PCR（市販の RT-PCR キットを使用） : 
Koutna ら (2003) により報告された RT-PCR を用いた組織からの SVCV の検出

法。
(a)  InvitrogenTM 社 の RT-PCR キ ッ ト SuperScriptTM Ⅲ One-Step RT-PCR with 

Platinum® Taq および以下に示す合成したプライマー exSVCV F および exSVCV R 
を使用する。
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・組織診断用プライマーの配列 (Koutna et. al. 2003)
exSVCV F： 5’-GGA TAA TAT CGG CTT GGA AAG C-3’
exSVCV R： 5’-GCC TAA ATG TGT TGA TGG AAC G-3
増幅産物サイズ；470bp

(b) 以下に示した組成で RT-PCR 反応液を調製し（1 検体あたり 45 µL を PCR チュー
ブに入れる）、上記①の RNA 抽出液 5 µL( 検体 ) を反応液に添加する。

・RT-PCR 反応液の調製
 2 × Reaction Mix　（キット）  25 µL
 dDW（滅菌超純水）   14 µL
 exSVCV F primer（10pmol/ µL）    2 µL
 exSVCV R primer（10pmol/ µL）    2 µL
 RT Platinum® Taq Mix （キット）    2 µL
検体        5 µL
合　　　計     50 µL

(c) 以下のプログラムで RT-PCR を行う。
逆転写  50℃ 30min.
初期の変性  94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　34 サイクル
変性　  94℃ 15sec.
アニーリング 50℃ 30sec.
伸長   68℃ 60sec.
最後の伸長  68℃ 7min.
保持   4℃ ∞

(d) RT-PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2％のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

(e) 臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 470bp のバンド
の有無を観察する。RT-PCR 増幅産物が確認されたものを陽性と判定する。

（２）培養細胞による SVC ウイルスの分離
①　組織試料の調製

(a) 検査試料は前述の 2-(3) で採材した組織試料（最大 5 尾プール 1 検体分とする）
を用いる。

(b) これら試料は各検体をガラスホモジナイザーにいれ、10 倍量の 10x 抗生物質添
加培地 *1 を加え、組織が乳化するまで冷却しながら磨砕する。

(c)　ホモジネート液を 4℃で 2,000 ｇ、15 分間遠心分離し、上清を回収したのち

コイ春ウイルス血症
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20℃、2 時間、または 4℃で一晩放置して接種用試料とする。
＊ 1: 2% 血清添加イーグル最小必須培地（MEM）と、x100 抗生物質 - 抗真菌液
（InvitrogenTM-Gibco® 抗生物質 - 抗真菌剤 (100x) など）を、１0：１の割合で混
合する。

②　培養細胞への接種
使用する株化細胞：EPC ( Epithelioma papulosum cyprini ) 細胞
細胞培養液：牛胎児血清 (FCS)10% を含むイーグルの最小必須培地 (MEM) に、

x100 抗生物質 - 抗真菌液（上記① *1 参照）を 1/100 量添加する。
(a) 予め EPC 細胞を 24 ウェル細胞培養プレートに 20℃で培養しておく。
接種する細胞は、分散後 24 時間程度経過したものを用いる。
(b)　接種用試料を 1 サンプル当たり２ウェルに終濃度が 1/200 及び 1/1000 と

なるように接種（各ウェル 1 mL の培地に対して、50 µL と 10 µL を接種）し、
20℃で培養する。　 

③　培養および観察
(a) 40 ～ 100 倍の倍率で 7 日間毎日顕微鏡観察し、試料接種培養細胞における細胞

の形態変化を観察する。観察には位相差倒立顕微鏡の使用を薦める。
(b) 接種した培養細胞に細胞変性効果（CPE：Cytopathic effect）（写真 6）が現れたら、

直ちにウイルスの同定手順に着手する。
(c) 7 日後においても CPE が発現しなければ、さらに新たな培養細胞に試料を継代し

て培養を行わなければならない。
④　継代培養

(a) 新たに 24 ウェル細胞培養プレートの EPC 細胞を用意する。
(b) 継代するプレートの培養上清について、１サンプルあたり使用した 2 ウェル ( 上

記② (b) 参照 ) から 50µ Ｌずつピペットで採取し、計 100 µL を新たに用意したプ
レートの 1 ウェルに植え継ぐ。

(c)  前述したように 20℃で 7 日間培養する。
(d) CPE が生じなければ、試験結果は陰性と判定する。

 (3)　分離ウイルスを用いた RT-PCR 検査によるウイルスの同定
①　RNA の抽出：市販の RNA 抽出キットを使用する。抽出法などは、使用するキット

のマニュアルに従う。（以下 TRIzol LS®（InvitrogenTM 社）の使用例）
(a)　培養細胞の細胞変性効果（CPE）が完全に出現した組織培養液を遠沈管に回収し、

4℃で 3,000rpm・5 分間遠心分離する。
(b)　遠心上清 250 µL に TRIzol LS® を 750 µL 加えて十分に撹拌し、室温で 5 分間

放置する。
　　これ以降の抽出ステップは前述の 3-(1) ①の (b) ～ (e) を参照。

②　分離ウイルスを用いた RT-PCR（市販の RT-PCR キットを使用）
i) RT-PCR 検査：

　この RT-PCR は OIE マニュアル (2016) に準拠した方法である。しかしなが
ら、この検査では、SVCV の他に近縁種の パイクフライ ラブドウイルス (Pike Fry 
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Rhabdovirus: PFRV) の遺伝子が増幅する可能性がある。特に、PFRV の宿主が
SVCV と共通することがあるので注意を要する。

(a)  InvitrogenTM 社 の RT-PCR キ ッ ト SuperScriptTM Ⅲ One-Step RT-PCR with 
Platinum® Taq および以下に示す合成したプライマー F1 および R2 を使用する。

分離ウイルス診断用プライマーの配列　（OIE マニュアル 2009）
　
SVCV F1： 5’-TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAR* R*TC-3’
SVCV R2： 5’-AGA TGG TAT GGA CCC CAA TAC ATH* ACN* CAY*-3’
増幅産物サイズ；714bp
＊  R: A または G、H: A または C または T、N: A または C または G ま
たは T、Y: C または T

(b) 以下に示した組成で RT-PCR 反応液を調製し（１検体あたり 45 µL を PCR チュー
ブに入れる）、上記①の RNA 抽出液 5 µL を反応液に添加する。

RT-PCR 反応液の調製
2 × Reaction Mix　（キット）  25 µL
 dDW（滅菌超純水）     8 µL
 SVCV F1 primer（10pmol/ µL）    5 µL
 SVCV R2 primer（10pmol/ µL）    5 µL
 RT Platinum® Taq Mix （キット）    2 µL
検体        5 µL
合　　　計     50 µL

(c) 以下のプログラムで RT-PCR を行う。
逆転写  50℃ 30min.
初期の変性  94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を 35 サイクル
変性   94℃ 15sec.
アニーリング 55℃ 30sec.
伸長   68℃ 60sec.
最後の伸長  68℃ 7min.
保持   4℃ ∞

 (d)　2.0％のアガロースゲルによる電気泳動で 714bp のサイズの RT-PCR 増幅産物
が確認されたものを陽性と判定する。

ii)2nd（Semi-Nested）PCR 検査：
この方法は OIE マニュアル (2016) に示された方法で、2nd-PCR を行うことに
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より、SVCV の検出感度を上げることができる。従って上記 ”i)RT-PCR 検査 ” で
陽性バンドが得られなかった時にのみ実施する。なお、この方法では PFRV と
の区別はできない。

(a) 2nd-PCR に使用するプライマーの配列は以下の通りである。

SVCV F1： 5’-TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAR* R*TC-3’
SVCV R4： 5’-CTG GGG TTT CCN* CCT CAA AGY* TGY*-3’
増幅産物サイズ；606bp
＊  R: A または G、H: A または C または T、N: A または C または G ま
たは T、Y: C または T

(b) 2nd-PCR は市販の PCR キットを用いる。例として Takara EX Taq® HS を用いた
場合は、以下に示した組成で PCR 反応液を調製し (1 検体あたり 47.5 µL を PCR
チューブに入れる )、“i) RT-PCR 検査 ” の増幅産物 2.5 µL を反応液に添加する。

2nd-PCR 反応液の調製 (Takara EX Taq HS の場合 )

 10x EX Taq buffer        5.0 µL
 2.5mM dNTP mixture       4.0 µL
 dDW（滅菌超純水）   28.25 µL
 SVCV F1 primer（10pmol/ µL）      5.0 µL
 SVCV R4 primer（10pmol/ µL）      5.0 µL
Takara EX Taq® HS     0.25 µL
検体          2.5 µL
合　　　計       50.0 µL

(c) サーマルサイクラーが 94℃に達したところで一時停止し、チューブをセットし
て再スタートさせる。

(d) PCR のプログラムは以下の通りである。

初期の変性  94℃ 30sec.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変性   94℃ 30sec.
アニーリング 55℃ 30sec.
伸長   72℃ 60sec.
最後の伸長  72℃ 7min.
保持   4℃ ∞

 (e) RT-PCR と同様の電気泳動により 606bp の増幅産物が得られたものを陽性と判
定する。
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iii)　Nested-PCR 検査：
上記 OIE マニュアルに示された ”i) の RT-PCR 検査 ” および ”ii) の 2nd-PCR 検

査 ” の方法では、SVCV と類似のウイルスである PFRV を分けることができない。
そこで増養殖研では SVCV を特異的に検出し、PFRV と分けることを目的として、
この Nested-PCR 検査を開発した。(“(4) その他 ” 参照 )

(a) Nested-PCR に使用する SVCV 特異プライマーの配列は以下の通りである。

Nested-PCR 用プライマーの配列
SVCV nest F：  5’-TGA AGA Y*TG TGT CAA TCA AGT C-3’
SVCV nest R：  5’-GCG AR*T GCA GAG AAA AAG TG-3’
増幅産物サイズ；369bp
＊  R: A または G、Y: C または T

(b) Nested-PCR は市販の PCR キットを用いる。例として Takara EX Taq® HS を用い
た場合は、以下に示した組成で PCR 反応液を調製し (1 検体あたり 49.0 µL を PCR
チューブに入れる )、1/50 に希釈した ”i) RT-PCR 検査 ” または ”ii) の 2nd-PCR 検査 ”
の増幅産物 1.0 µL を反応液に添加する。

Nested-PCR 反応液の調製 (Takara EX Taq® HS の場合 )
10x EX Taq buffer         5.0 µL
 2.5mM dNTP mixture        4.0 µL
dDW（滅菌超純水）    34.75 µL
SVCV nest F primer（10pmol/ µL）      2.5 µL
SVCV nest R primer（10pmol/ µL）      2.5 µL
Takara EX Taq® HS         0.25 µL
検体           1.0 µL
合　　　計        50.0 µL

(c) サーマルサイクラーが 94℃に達したところで一時停止し、チューブをセットし
て再スタートさせる。

(d) PCR のプログラムは以下の通りである。

初期の変性  94℃ 30sec.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変性　  94℃ 30sec.
アニーリング 55℃ 30sec.
伸長   72℃ 60sec.
最後の伸長  72℃ 7min.
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保持   4℃ ∞

 (e) RT-PCR と同様の電気泳動により 369bp の増幅産物が得られたものが SVCV 陽
性と判定する。

　  
(4)  その他

OIE マニュアルでは “i) の RT-PCR 検査 ” または “ii) の 2nd-PCR 検査 ” で陽性
となった場合、SVCV と PFRV を区別するために増幅産物の塩基配列をシーケン
スすることが勧められている。この増幅産物はウイルスの糖タンパクをコード
する遺伝子で、SVCV の系統解析にも利用される。

4．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
魚の組織を試料として、組織から RT-PCR 法に直接ウイルスを検出して陽性を

示した場合は、-80℃に保存しておいた検査に使用しなかった魚類組織を冷凍下
の条件の宅急便で増養殖研究所魚病診断・研修センター宛に送付する。

ウイルス分離によって、陽性を示した場合は分離されたウイルスまたは継代
したウイルスを培地に懸濁した状態で、冷蔵下 (4℃ ) の条件の宅急便で増養殖
研究所魚病診断・研修センターに送付する。分離されたウイルスを保存する場
合は－ 80℃で行い、送付も冷凍下の条件の宅急便で送付する。

送付する際は、事前に増養殖研究所魚病診断・研修センターへ連絡し、担当
者と相談の上、受け取りを確実にすること。
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注意 : SVC に 関する写真は、いずれもヨーロッパ魚病学会のご厚意により、
「ヨーロッパ魚病学会誌 ; Vol 15,No 4. 増補版　“What should l do?”」より転載
したものであり、版権はヨーロッパ魚病学会にあります。

写真１　SVC	に罹病したコイの外観症状。体色の暗化、眼球突出、腹水貯留による腹部の膨満がみられる。
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写真２　SVC	に罹病したコイの外観症状。腹部膨満、眼球突出、体表の点状出血が見られる。

		写真３　SVC	に罹病したコイ。浮腫、鰓の褪色、脾腫、内臓・鰾および脂肪組織の点状出血がみられる。

	写真４　SVC	に罹病したコイ。体側筋に点状出血が観察される。
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写真	5　ウイルスの分離に使用される EPC 細胞（非感染）

写真	6　SVC ウイルス感染 EPC 細胞。EPC 細胞における SVC ウイルスの CPE は、細胞の球形化を伴う変性像が観察され、次第に

培養容器から剥離する。
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1. 疫学 
(1) 病名と病原体

①　病　名：コイヘルペスウイルス病 
英　名：Koi herpesvirus disease 

②　病原体：Cyprinid herpesvirus 3 (=Koi herpesvirus (KHV)) 
アロヘルペスウイルス科シプリニウイルス属に属する ( 写真 1)。本ウイル

スは、コイのウイルス性乳頭腫症ウイルス Carp herpesvirus (CHV)(=Cyprinid 
herpesvirus 1) や キ ン ギ ョ 造 血 器 壊 死 症 ウ イ ル ス Goldfish hematopoietic 
necrosis virus (GFHNV)(=Cyprinid herpesvirus 2) とは、異なるウイルスである。 

(2) 発生地域 
イスラエル、ヨーロッパ諸国、米国、東南アジア諸国等で報告されている。

(3) 宿主域
①　マゴイ (Cyprinus carpio carpio) およびニシキゴイ (Cyprinus carpio koi)
②　これまでの感染実験では、キンギョおよびソウギョでは発病しないことが知られて

おり、ウイルスキャリアーになる可能性についても、一般に低いものと考えられてい
る。

(4) 発生の特徴
①　マゴイ、ニシキゴイで感受性に差はなく、幼魚から成魚まで発生する。一方、ふ化

仔魚には感染しない。
②　20-25℃程度の水温で発生し、致死性が高く、累積死亡率が 100% に達することも

ある。発生は水温の影響を受ける。13℃以下の水温では死亡が見られないが、感染
したウイルスは魚体内で長期間生存し、水温の上昇とともに発病する。

③　人為感染では 16℃で感染した魚は長期間ウイルスを排出する。また、 20-25℃の場
合と比較して 28℃での死亡率は低く、29℃では死亡は認められない。

一方、28℃での死亡率は 20-25℃の水温と比較して低下し、29℃以上では死亡は認め
られない。

④　河川の上流の養魚場で発生した後、下流の養魚場でも大発生を起こした事例が知ら
れ、本病の伝染性は強い。また、感染耐過魚からウイルスが排出される可能性が指摘
される。

 (5) 症 状
病魚は、行動が緩慢となり、しばしば平衡感覚の失調をきたし、摂餌不良と

なる。背鰭をたたむことが多くなり（写真 2）、鰭条の間の組織が崩壊して鰭が
破れて見えることもある。外観的には本病の特徴は鰓の変化であり、鰓の褪色、
びらん、イクチオボドやトリコジナなどの原虫や滑走細菌などの細菌の二次感
染がしばしば見られる ( 写真 3)。ただし、これら鰓の顕著な肉眼的変性は 2 次
感染等によるもので、KHV により直接引き起こされたものではない。その他に

コイヘルペスウイルス病
KHV 
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は、鰭基部や体表のうっ血および出血（写真 4）、体表の部分的褪色や黒化、粘
液の異常分泌あるいは眼球の落ち込み（写真 5）などが観察される。実験感染魚
では体表粘膜上皮の剥離が顕著に見られる（写真 6）。特徴的な剖検所見は乏しく、
内臓の癒着が見られる程度である。 

(6) 組織病理学的所見 
ウイルス感染細胞の核は仁が消失し内部がしばしば無構造化、場合によって

は肥大する ( 写真 7)。電顕観察ではこのような核の内部にはウイルスのキャプ
シドが多数認められる。In situ hybridization ではこのような核の内部にウイル
ス遺伝子が検出される。染色質は核の縁辺部に濃縮する。時間が経つと核内部
に弱好酸性の封入体が観察される場合もある。感染細胞は最初に表皮に現れ、
次に鰓、さらに腎、脾、消化管等の内部臓器に出現し、最後に中枢神経に現れ
る。最も病変が顕著なのは表皮であり、しばしば広範囲に剥離し、出血を起こ
す。鰓では上皮細胞の増生が起こり、顕著な場合には二次鰓弁が癒合して鰓弁
が棍棒状化する。ただし、鰓にこのような著変が観察されない場合もある。また、
鰓では細菌や原虫の二次感染による腐敗やびらんが生ずることもある。内部臓
器では一部で炎症が見られるが、組織の壊死や崩壊が広範囲に見られることは
ない。

(7) 消 毒
 オートクレーブによる減菌、アルコールや塩素消毒など一般的なウイルスの

消毒法に準ずる。 
(8)　防除法 

一般的なウイルスの防除法に準ずる。 

2. 試料採取法 
(1) 被検魚の収集

①　被検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましく、できれば発
生現場で臓器試料を摘出する。摘出した臓器試料は、個体ごとに無菌の密閉可能な容
器に収容し、検査機関へ直ちに氷冷または冷蔵状態で運搬する。ウイルスが不活化す
るため、臓器試料の凍結は好ましくないが、やむを得ず送付まで保存する場合は、試
料を -80℃に凍結保存後、凍結した状態で輸送する。

②　被検魚を検査機関まで輸送する場合は、検査対象魚を発生現場で即殺後、個体ごと
に無菌の密閉可能な容器に収容し、氷冷または冷蔵状態で 48 時間以内に輸送する。
運搬の際、被検魚が凍結することのないように注意する。

③　被検魚として死魚しか入手できない場合は、なるべく新鮮な個体を採取し、個体ご
とにビニール袋などで密閉包装して氷冷または冷蔵状態で搬送する。この場合も、運
搬の際、被検魚が凍結することのないように注意する。

④　臓器試料または被検魚には、採取場所、日時、個体あるいは試料番号、魚体長およ
び体重などの情報を明記したラベルを添付する。 

(2)　外観症状および剖検所見の記載 
①　外観症状を記載する。特に鰓の所見に注意する。鰓に寄生する原虫、細菌などを顕
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微鏡により観察し、記録する。
②　解剖後、剖検所見を記載の上、検査に必要な部位を採材する。

 (3) ウイルス検査のための臓器試料の採材 
①　臓器採材が困難な稚仔魚 できる限り筋肉部位を取り除き、魚全体を試料とする。
②　臓器採材が可能な魚 鰓、腎臓および脾臓を試料とする。 

3. 診断手順 
(1) PCR 法 1

①　準備
(a) 採取した病魚試料
(b) PCR 法使用機器および試薬 ( サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッベン

ドルフチューブ、酵素・試薬類、電気泳動装置および試薬類など ) 
(c) プライマー

KHV Sph I-5F : 5’-GACACCACATCTGCAAGGAG-3’ 
KHV Sph I-5R : 5’-GACACATGTTACAATGGTGGC-3’ 
増幅産物サイズ : 292bp

②　手 技
(a) 適量の病魚試料（QiaAmp DNA mini kit,Qiagen を使用する場合には 15 ～ 20mg

湿重量）を採取し、市販の DNA 抽出キットにより核酸抽出する。抽出法などは、
使用するキットのマニュアルに従う。

(b)  PCR 反応液は市販の PCR キットを用いて作製する。MgCl2 および dNTP の分
量はキットのマニュアルに従い、プライマーは終濃度でそれぞれ 0.5µM とする。
Takara Ex Taq Hot Start Version (Takara) を用いた際の反応液 1 検体分の組成と容
量を下記に示す。

( 試薬 )　　　　　　　　　 （容量）　　　（終濃度）
10x buffer      2 µL  1x
dNTP     1.6 µL
上流プライマー（50µM）  0.2 µL  0.5 µM
上流プライマー（50µM）  0.2 µL  0.5 µM
Takara Ex Taq   0.1 µL
テンプレート（検体）  1 µL
精製水    14.9 µL               
合　計    20 µL

(c) 抽出した核酸、陽性対照 DNA および陰性対照（精製水）をテンプレートとして
下記のプトトコルで PCR 反応を行う。

初期変性  94℃ 30sec.
 以下、変性、アニーリング、伸長を 40 サイクル。
変性   94℃ 30sec.
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アニーリング 63℃ 30sec.         
伸長   72℃ 30sec.
最後の伸長  72℃  7min.

 (d) PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

 (e) 臭化エチジウムまたはその他の核酸染色試薬の存在下、 トランスイルミネーター
により 292bp のバンドの有無を観察する。

③　判定目的のバンドが検出された個体を陽性、検出されなかった個体を陰性と判定す
る。

 (2) PCR 法 2
①　準 備 

(a) 採取した病魚試料
(b) PCR 法使用機器および試薬 ( サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッペン

ドルフチューブ、酵素・試薬類、電気泳動装置および試薬類など )
(c) プライマー 

KHV TK F :5' -GGG TTA CCT GTA CGA G-3'  
KHV TK R :5' -CAC CCA GTA GAT TAT GC-3’ 
増幅産物サイズ :409bp 

②　手 技 
(a) 適量の病魚試料（QiaAmp DNA mini kit,Qiagen を使用する場合には 15 ～ 20mg

湿重量）を採取し、市販の DNA 抽出キットにより核酸抽出する。抽出法などは、
使用するキットのマニュアルに従う。

(b) PCR 反応液は市販の PCR キットを用いて作製する。MgCl2 および dNTP の分量
はキットのマニュアルに従い、プライマーは終濃度で 0.1µM とする。Takara Ex 
Taq Hot Start Version (Takara) を用いた際の反応液 1 検体分の組成と容量を下記
に示す。

( 試薬 )　　　　　　　　 （容量 1）　　      ( 容量 2) （終濃度）
10x buffer       2.0 µL     5.0 µL 　1x
dNTP      1.6 µL     4.0 µL
上流プライマー（10µM）    0.2 µL     0.5 µL 0.5 µM
上流プライマー（10µM）    0.2 µL     0.5 µL 0.5 µM
Takara Ex Taq    0.1 µL   0.25 µL
テンプレート（検体）   1.0 µL     2.5 µL
精製水   14.9 µL    37.25 µL            
合　計   20 .0 µL    50.0 µL
最終液量 20 µL の系で 2.5 µL のテンプレートを加える場合には、精製
水を 13.4 µL とする。
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(c) 抽出した核酸、陽性対照 DNA および陰性対照（精製水）をテンプレートとして
下記のプロトコルで PCR 反応を行う。

初期変性  94℃ 5min.
 以下、変性～伸長を　40 サイクル。
変性   95℃ 1min.
アニーリング 55℃ 1min.         
伸長   72℃ 1min.
最後の伸長  72℃  10min.

(d) PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。 

(e) 臭化エチジウムまたはその他の核酸染色試薬の存在下、 トランスイルミネーター
により 409bp のバンドの有無を観察する。

③　判 定 目的のバンドが検出された個体を陽性、検出されなかった個体を陰性と判定
する。

  (3) LAMP 法 方法 
①　準備 

(a) 採取した病魚試料
(b) LAMP 法使用機器および試薬 ホモジナイザーペッスル 検体処理用およびマス

ターミックス調製用滅菌チューブ（0.5 mL 又は 1.5 mL） ピペット（0.5-10 µL、
10-100 µL、100-1,000 µL） フィルター付きチップ 反応チューブ冷却用アルミ製
ラック 氷（クラッシュアイス）およびアイスボックス 微量簡易遠心機 8 連マイ
クロチューブ用簡易遠心機 ボルテックスミキサー Loopamp 反応チューブ 簡易抽
出処理用 TE buffer（10mM Tris-HCl, 1mM EDTA, pH8.0） 市販の DNA 分離試薬

（DNeasy Tissue Kit；Qiagen 社製など） Loopamp プライマーセット KHV Loopamp 
DNA 増幅試薬キット中の 2 × Reaction Mix.（RM）、 Bst DNA Polymerase（Bst 
DNA Polymerase）、 Distilled Water（DW）  リアルタイム濁度検出の場合 Loopamp
リアルタイム濁度測定装置（LA-320C、RT-160C）   蛍光目視検出の場合 紫外線照
射装置（波長 240~260nm、350~370nm） 広幅の眼鏡又は防護面 Loopamp 蛍光・
目視検出試薬 Loopamp リアルタイム濁度測定装置（LA-320C、RT-160C）、又は
インキュベーター（温度精度が± 0.5℃以内：ホットボンネット付）
 ※　インキュベーター使用の場合は、別途、反応停止用ヒートブロックが必要。

  (c)　プライマー 
KHV-FIP：5’-CCCAAACCCAAGAAGCAGAAACCCGTTGCCTGTAGCATAG
AAGA-3’
KHV-BIP：5’-CACTCCTCCGATGGAGTGAAACTGCCCATGTGCAACTT
TG-3’ 
KHV-F3：5’-CTGTATGCCCGAGAGTGC-3’ 
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KHV-B3：5’-AACTCCATCGCCGTCATG-3’ 
KHV-LF：5’-CCCGCCGCCGCA-3’ 
KHV-LB：5’-TGGAACTGTCTGATGAGCGT-3’ 

②　手技 
(a) 検体の調製 市販の DNA 分離試薬（DNeasy Tissue Kit；Qiagen 社製など）を用

いる場合 抽出方法などは、使用するキットのマニュアルに従う。 DNA 抽出サン
プルは、95℃で 5 分間加熱処理し、氷上で保存する。  LAMP 法簡易抽出試薬を
用いる場合 検体前処理用滅菌チューブに採取した魚病試料 5-10mg を入れ、TE 
buffer 100 µL を加えてホモジナイザーペッスルを用いて組織を均一化する。 Ex F 
100 µLを加えキャップを閉めてボルテックスミキサーで混和する（1秒間×3回）。 
微量簡易遠心機で数秒間遠心（以下、スピンダウン）し、95℃で 5 分間加熱処理
する。 1M Tris-HCl：pH 7.0 10 µL を加えてボルテックスミキサーで混和する。 
混和後、室温で 2,000 × g 以上で 30 秒間遠心し、氷上に移し、上清をサンプル
溶液とする。

 ※　簡易抽出法を用いた場合は、市販の DNA 分離試薬を用いた場合に比べて感度が 1
オーダー程度低下する可能性がある。
 (b) マスターミックスの調製 -20℃で保存していた各試薬を室温で解凍し、解凍後

は直ちに氷上で保存する。 別途用意したマスターミックス調製用滅菌チューブに
Loopamp DNA 増幅試薬キットの 2 × Reaction Mix.（RM）、Bst DNA Polymerase、
Distilled Water（DW）と、Loopamp プライマーセット KHV の Primer Mix. KHV

（PM KHV）を下表の割合で分注する。 ピペッティング又はキャップを閉めた上で
軽く数回叩くこと（以下、タッピング）により良く混合した後、スピンダウンする。 
※　調製したマスターミックスはすぐに使用すること。

試薬用量 ( 例 ) 
     1 test 分　　10 tests 分
2 × Reaction Mix.(RM)  12.5 µL  125 µL
Primer Mix. KHV(PM  KHV)  2.5 µL     25 µL
Bst DNA Polymerase   1.0 µL     10 µL
Distilled Water(DW)   4.0 µL     40 µL
合　　計    20.0 µL  200 µL

 〈蛍光目視検出の場合〉 
上 記 マ ス タ ー ミ ッ ク ス の Distilled Water（DW）4 µL の う ち、1.0 µL を

Loopamp 蛍光・目視検出試薬とし、Distilled Water（DW）を 3.0 µL 加えて合
計 20.0 µL とする。

 (c) サンプルの混合 氷上に置いた Loopamp 反応チューブにマスターミックス 20 µL
を分注する。 サンプルの DNA、並びに陰性コントロールとして Distilled Water

（DW）を、陽性コントロールとして Positive Control  KHV（PC KHV）を 5 µL 添加し、
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全量 25 µL とする。 ピペッティング又はキャップを閉めた上でのタッピングによ
り良く混合した後、8 連マイクロチューブ用簡易遠心機でスピンダウンする。
※　混合の際には気泡が立たないように注意する。 
※　反応チューブにサンプル溶液が添加されていることを目視で確認すること。

  (d) 増幅反応および検出 Loopamp リアルタイム濁度測定装置、又はインキュベー
ター（温度精度が± 0.5℃以内：ホットボンネット付）を 65℃に設定し、表示温
度が設定温度に達していることを確認する。 分注済みの反応チューブをセットし、
65℃で 60 分間インキュベートする。 増幅反応後にヒートブロックを用いて酵素
失活操作（80℃、5 分間又は 95℃、2 分間）を行って反応を停止させる。
 ※ リアルタイム濁度測定装置の場合、酵素失活は自動処理される。インキュベー

ターを用いる場合は、別途必ず酵素失活操作を行うこと。  Loopamp リアルタイ
ム濁度装置による検出 装置の表示画面上で陽性コントロールと陰性コントロー
ルの濁度の上昇の有無を確認する。陽性コントロール（Positive Control  KHV（PC 
KHV））で濁度が上昇し、陰性コントロール（Distilled Water；DW）で濁度が上
昇していなければ、増幅反応は正常に進行している（図 -1）。それ以外の場合に
は、増幅反応が適切に進行していない可能性があるため、試薬調製からの再検
査を実施する必要がある。 次に、各検体の判定を行う。増幅反応時間内（60 分
間）に濁度の上昇が認められた場合を「陽性」、濁度の上昇がみられない場合を「陰
性」とする。

 ※ 検体によって濁度上昇開始時間や濁度上昇値が陽性コントロール（Positive 
Control  KHV（PC KHV））と異なる場合がある。  蛍光目視による検出 判定
は、紫外線照射装置（波長 240-260nm、350-370nm）を用いて反応チューブ
底面より紫外線を照射して反応チューブの側面より観察し、陽性コントロール

（Positive Control  KHV（PC KHV））と同様に緑色の蛍光を発すれば陽性、陰性
コントロール（Distilled Water；DW）と同様に蛍光を発しなければ陰性と判定
する。 観察は、目を眼鏡等で保護した状態で行う。 記録する場合は、電気泳動
撮影用カメラ等を用いる。
 ※ 検体によって、陽性コントロールよりも強く蛍光を発することがあるが、蛍

光の強さと検体のコピー数の間に相関はない。
 ※ 地下水など重金属イオンを多量に含む飼育水で飼育された病魚試料を用いた

場合、蛍光反応が阻害される可能性がある。
 ※ 紫外線照射装置を用いた判定が明確でない場合は、 市販のブラックライトを

反応チューブ底面にあてて、チューブ側面より観察する（写真 8-A）、 蛍光灯
下で肉眼観察する（写真 8-B）、電気泳動撮影用カメラで撮影し観察する（写
真 8-D）などの方法を適宜用いる。 

4. 確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　1 次診断陽性検体の中で、できるだけ新鮮な 3 検体について、冷凍またはエタノー

ル固定して送付する。
②　増養殖研究所魚病診断・研修センターのホームページに掲載されている魚病診断依
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頼書および水産防疫対策要綱（平成 28 年 7 月 1 日）の別記様式 6「病性鑑定材料送
付時の添付調書」に必要事項を記入し、サンプルとともに送付する。
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写真 1.	KF ‐ 1	細胞で増殖する KHV の電子顕
微鏡像。核内にヌクレオキャプシド	(	矢
印）が観察される。(三輪	理	博士　提供 )

写真 2.	人為感染 7日後のマゴイ。背びれをたたみ遊泳する（湯浅	啓	博士	提供）。

写真	4.	感染死亡したニシキゴイ。(R.	P.	Hedrick	博士・A.	Eldar	博士提供	:	American	Fisheries	Society,	2000)

写 真 3.	 感 染 死 亡したマゴイの	 鰓。Flavobacterium 
columnare の混合感染が見られる。鰓上皮細胞の	
壊死が顕著で「鰓ぐされ」状態を呈する。( 田中	
深貴男氏	提供	)	
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写真 6.	人為感染 7日後のマゴイ。体表粘膜上皮が剥離してできた白色固形

物が体表に付着している。( 湯浅	啓	博士	提供 )　

写真	7.	感染魚の鰓の病理組織像。鰓上皮細胞の著しい増生、ウイルス
が感染した細胞核の仁の消失とクロマチンの核縁辺部への濃縮
（矢頭）が観察される。（三輪　理	博士	提供）

図	1.	Positive	Control	KHV（PC	KHV）の増幅曲線パターン
（使用装置：Loopamp	リアルタイム濁度測定装置）

写真	5.	感染死亡したマゴイ。眼の落ち込みが見られる。

（湯浅	啓	博士	提供）

写真	8.		LAMP	法による観察例	A；
ブラックライト検出、B；蛍
光灯下目視、C；電気泳動用
カメラ撮影

A B

C
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マダイグルゲア症
Glugeosis of red sea bream

1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： マダイグルゲア症

英　名： Glugeosis of red sea bream
②　病原体： Glugea pagri（微胞子虫門、微胞子虫綱、微胞子虫目、パンスポロブラス

ト亜目、グルゲア科、グルゲア属）

(2) 地理的分布
①　初発国：　中国（広東省）
②　分布域：　中国（広東省）

(3) 宿主域
①　自然発病： 中国の広東省で海面養殖されたマダイ幼魚。
②　実験感染： 情報無し
③　キャリア： 情報無し
④　ベクター： 情報無し
⑤　その他： 情報無し

(4) 発生の特徴
2011 年 5 月から 6 月、広東省で養殖されたマダイ幼魚（平均体長 4.2 cm）

の 54％（50 尾中 27 尾が陽性）に発生したが、それ以降は報告がない。

(5) 外観症状
①　緩慢遊泳。
②　食欲不振。
③　重篤の場合は、腹部膨満。

(6) 剖検所見
内臓諸器官の表面に多数の白色粒状キセノマがみられ、腹腔内に充満してい

る。
 

(7) 消毒
とくに知られていない。
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(8) 防除法
　病原体の持ち込みを防ぐ。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

　外観的に１(5) の症状を呈する検体を収集する。

　(2) 検査のための試料の採材
胞子の確認のため、検体を冷蔵または冷凍保存する。PCR 検査用には、90％

エタノールで固定して保存してもよい。病理組織検査に用いるため、患部がみ
られる内臓器官を Davidson 液で固定して保存しておく。

　

３. 診断手順
( ア ) 胞子の観察 

収集した罹患魚を解剖し、腹腔内にみられるキセノマをスライドグラス上で
つぶして、胞子の形態およびサイズをウエットマウントで測定する。寄生体は
担胞子胞（sporophorous vesicle）内で多数の胞子を形成する。胞子は大小二
型あり、大胞子は楕円形または卵型で、長さ 7.2 ～ 9.0 µm（平均 7.9 µm）、幅
2.3 ～ 3.8 µm（平均 2.9 µm）、小胞子は卵形で、長さ 3.9 ～ 5.1 µm（平均 4.4 
µm）、幅 2.1 ～ 3.0 µm（平均 2.5 µm）である。

（イ）SSU rDNA の塩基配列
DNA を抽出し、SSU rDNA をシーケンスして塩基配列を決定する。GenBank

の登録データ（JX852026）との類縁度を調べて、一致度より同定する。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
生鮮個体を送る場合：冷蔵 (4℃ ) または冷凍 (-20℃～ -80℃ ) で輸送する。
固定標本を送る場合：冷蔵 (4℃ ) で輸送する。
精製胞子標本を送る場合：冷蔵 (4℃ ) で輸送する。

５．参考文献
Su, Y., J. Feng, X. Sun, J. Jiang, Z. Guo, L. Ye and L. Xu (2014): A new species of 

Glugea Thelohan, 1891 in the red sea bream Pagrus major (Temminck & Schlegel)
(Teleostei: Sparidae) from China. Syst. Parasitol., 89, 175-183.

マダイグルゲア症



2. 甲殻類

イエローヘッド病 (YHD)

壊死性肝膵炎 (NHP)

タウラ症候群 (TS)

伝染性皮下造血器壊死症 (IHHN)

急性肝膵臓壊死病 (AHPND)

伝染性筋壊死症 (IMN)

バキュロウイルス・ペナエイ感染症

エビの潜伏死病 (CMD)

鰓随伴ウイルス病 (GAV)

モノドン型バキュロウイルス感染症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
　①　病　名： イエローヘッド病

   英　名：Yellow head disease (YHD)
　②　病原体： Yellow head virus (YHV genotype 1)（ロニウイルス科 オカウイルス 

属）。YHV はロニウイルス科 オカウイルス 属に分類される。イエローヘッド複合ウ
イルス群には、8 つの遺伝子型が知られ、YHV は遺伝子型 1 であり、イエローヘッ
ド病の病原体である。遺伝子型 2 である Gill-associated virus (GAV) およびその他 4
つの遺伝子型 (3~6) は、東アジア、アジアおよびオーストラリアの健康なウシエビで
一般的に検出されるが、イエローヘッド病とほとんど関連がない。遺伝子型 7 の病
原性は不明である。遺伝子型 8 は病エビから検出されている。YHV と GAV は類似ウ
イルスであるが、RT-PCR により区別できる。また、病理所見がタウラ症候群 (Taura 
syndrome (TS)) と類似しているが、RT-PCR によって区別できる。

(2) 地理的分布
　①　初発国：　タイ
　②　分布域：　中国、インド、インドネシア、マレーシア、フィリピン、スリランカ、

台湾、ベトナム

(3) 宿主域
①　自然発病：主にウシエビ ( ブラックタイガー；Penaeus monodon) で、その他、ク

ルマエビ (Marsupenaeus japonicus)、テンジクエビ ( バナナエビ；Fenneropenaeus 
merguiensis)、ノーザンホワイトシュリンプ (Litopenaeus setiferus)、ヨシエビ (M. 
ensis) 等で報告されている。

②　実験感染：バナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ；Litopenaeus 
vannamei）、ブルーシュリンプ（L. stylirostris）、アステカエビ（ノーザンブラウンシュ
リンプ；Farfantepenaeus aztecus）など広義のクルマエビ類の多くが感受性を示す。
実験的に感染可能な宿主範囲は広いが、自然での発症はウシエビ（ブラックタイガー；
P. monodon）であるので、この種の移動には特に注意が必要である。

③　キャリア：文献情報は無いが、天然エビはキャリアとなり得ると考えられる。
④　ベクター：情報なし
⑤　その他：文献情報は無いが、感染経路は、水平感染（共食い）や垂直感染すると考

えられる。また、ストレス（pH、溶存酸素などの環境要因の急激な変化など）で重
篤化する 1）。

イエローヘッド病
Yellow head disease (YHD)
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(4) 発生の特徴
①　1990 年にタイで養殖していたブラックタイガーに発生した。
②　養殖池隅の水面近くを緩慢に遊泳する。
③　数日間過剰な摂餌行動を示した後、摂餌不良となる。
④　感染を経験した養殖場を除き、天然および養殖場における P. monodon における検

出率は１％以下である。
⑤　過密養殖池で発症しやすく、発症すると 3 日程度で斃死個体がみられ、他個体へ

の伝播は非常に速い。
⑥　死亡率は 3 ～ 5 日で 100% に達することもある 2)。
⑦　ウシエビ ( ブラックタイガー )(P. monodon) では、ポストラーバ (PL)15 以降のもの

が感染しやすい 3)。

(5) 外観症状
①　全身の退色が認められる。
②　肝膵臓の黄色化により頭胸部が薄黄色化を示す個体も認められる（写真１）。
③　重症のエビは体部が黄色味を帯びた白色を呈し、しばしば頭胸部が膨れる（写真１）。

(6) 剖検所見
　鰓は白色あるいは薄黄色を呈し、時として肝膵臓も薄黄色化が認められる（写真２）。

 (7) 消毒
①　60℃ 15 分の加熱処理で不活化される 4)。
②　30ppt(0.03mg/ mL) の塩素処理で不活化される。（YHV は海水中で最長 72 時間は

感染力を維持できる 4)。

(8) 防除法
　有効な予防、治療法は知られていない。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

①　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死亡直後の個体、ない
しは 1. (5) に示すような本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

②　病理組織検査のための検体：活きている 5-10 尾の病エビないし、1. (5) に示すよ
うな本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

　(2) 検査のための試料の採材
①　RT-PCR のための採材：新鮮なリンパ様器官あるいは鰓。あるいは小さな個体であ

イエローヘッド病



	　　　病性鑑定資料 203

ればエビ全体を材料とする。
②　病理組織検査のための採材：大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわ

ゆる胃の内腔）、前方の腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。
エビ体重の 5-10% 程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで
甲殻に切れ目を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を
傷つけないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しや
すくするためである。12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹
部中央に背側から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固
定液に投入し、1 日程度固定する。注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接
固定液に投入して固定する５）。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷や
しておき、サンプルを投入したら30分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、
70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存す
る。

・Davidson の固定液の組成
95% エチルアルコール　    33 mL
市販のホルマリン原液    22 mL
100% 酢酸（氷酢酸） 11.5 mL
蒸留水   33.5 mL
    合計      100 mL

     
なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に 95% エタノール：

ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3 の割合で混合してもよい。作
製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度は使用可能である。

　
３. 診断手順

　（１）RT-PCR (1st PCR)
①　キットや試薬のマニュアルに従って、新鮮なエビのリンパ様器官あるいは鰓から

RNA を抽出する。スピンカラムを用いたキットで十分 RNA が抽出できない場合（特
に死亡個体から抽出する場合など）、フェノール・クロロホルム法（TRIZol (Inbitrogen)、
RNAiso Pllus (Takara) 等）によって十分量の RNA が抽出できる場合がある。その際、
リンパ様器官あるいは鰓は約 10-20 mg を採取する。

②　陰性対照として、可能であれば YHV 陰性の組織を使用する。困難な場合には蒸留
水やバッファを用いる。陽性対照としては可能であれば YHV 陽性の組織を用いる。
困難な場合には、YHV の DNA テンプレートを陽性対照とする。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー (YHV および GAV 共通 )

GY1：5'-GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG-3'
GY4：5'-GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG-3'
増幅産物サイズ；794 bp
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・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）     （容量）　 （終濃度）
2 × reaction mix      12.5 µL      1x
 （0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM MgSO4）
Superscript lll RT/PlatinumTM Taq mix    1.0 µL  1 unit/ µL
プライマー（各 10µM） 　  　　各 0.45 µL  各 0.18µM
テンプレート核酸       2.0 µL 　　
 （0.005 pg-500 ng/reaction）
蒸留水        8.6 µL 
 ( 全量 25 µL にメスアップ )　　　　　　　
合計          25 µL

・使用酵素キット：SuperScript® III One-Step RT-PCR System with PlatinumTMTaq 
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific)

・RT-PCR 反応条件
逆転写   50℃ 30min.
初期の変成   94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を 35 サイクル
変成    95℃ 30 sec. 
アニーリング  66℃ 30 sec.
伸長    68℃ 45sec.
最後の伸長   68℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 794 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

（２）Nested-PCR
①　使用する試料；テンプレート DNA として３.（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR)

の増幅産物、対照は（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR) に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー（YHV 特異的。GAV は増幅しない。）
GY2：5'-CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3'
Y3：5'-ACG-CTC-TGT-GAC-AAG-CAT-GAA-GTT-3'
増幅産物サイズ；277 bp

イエローヘッド病
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・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）         （容量）   （終濃度）
HotStarTaq Master Mix    12.5 µL 1x

（containing 2.5 units HotStarTaq DNA Polymerase, 1x PCR Buffer, 200 
µM of each dNTP）
プライマー（各 10µM） 　     各 0.9 µL 各 0.36 µM
テンプレート DNA（<500 ng/reaction） 　 2.0 µL  
蒸留水      　8.7 µL　　　　　　　　           
合計      　  25 µL

・使用酵素キット：HotStarTaq Master Mix Kit（Qiagen）

・RT-PCR 反応条件
初期の変成   95℃ 15min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成    95℃ 30 sec.
アニーリング  66℃ 30 sec.　　
伸長    72℃ 45 sec.
最後の伸長   72℃ 7 min.

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 277 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

⑤　OIE マニュアルでは、この方法で検査するときはシークエンス（配列解析）を行っ
て、遺伝子型を確認するのが望ましい、としているため、増幅産物の配列解析を行い、
遺伝子型を確認する。

（３）病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。本疾病に感染し

た場合、組織に強い壊死が散在し、核濃縮と核崩壊が認められる（写真３）。特にリ
ンパ様器官 、造血組織、鰓、皮下組織、筋肉、腸、生殖腺等外胚葉由来および中胚 
葉由来組織において、均一に濃く塩基性に染まる球状の直径 2µm 以下の 細胞質内封
入体が多数認められる（写真４）。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付

する。
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②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍
結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。病理組織の場合は固定後 70% エタノール
に置換した試料を送付する。

５．参考文献

1) Flegel T.W., Boonyaratpalin S. & Withyachumnarnkul B. (1997): In: Diseases in 
Asian Aquaculture III, Flegel T.W. & MacRae I.H., eds. Fish Health Section, Asian 
Fisheries Society, Manila, the Philippines, 285–296.

2) Chantanachookin C., Boonyaratpalin S., Kasornchandra J., Direkbusarakom S., 
Aekpanithanpong U., Supamattaya K., Sriuraitana S. & Flegel T.W. (1993): Dis. 
Aquat. Org., 17, 145–157.

3) Khongpradit R., Kasornchandra J. & Boonyaratalin S. (1995): In: Diseases in Asian 
Aquaculture II, Shariff  M., Subasinghe R.P. & Arthur J.R., eds. Asian Fisheries 
Society, Manila, the Philippines, p. 6.

4) Flegel T.W., Sriurairatana S., Wongterrasupaya C., Boonsaeng V., Panyim S. &  
Ithyachumnarnkul B. (1995b): Proceedings of the Special Session on Shrimp 
Farming, Aquaculture ’95, Browdy C.L. & Hopkins J.S., eds. World Aquaculture 
Society, Baton Rouge, USA, 76–83. 　

5）Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 
histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。

イエローヘッド病
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写真1　YHD	に罹病したウシエビ(	左 )	の外観症状。頭胸部が黄色味がかる。
右は健常エビ。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真 2　YHD	に罹病したウシエビの黄色化した鰓。
　　　　(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真3　YHD	に罹病したウシエビのリンパ組織の病理組織像 (HE	染色 )。
強い壊死が散在し、核濃縮と核崩（矢印）が認められる。(D.	V.	
Lightner	博士提供 )

写真 4　YHD	に罹病したウシエビのリンパ組織の病理組織像 (HE	染
色 )。核周辺部の細胞質内に球形の塩基性封入体 (	矢印 )	が認
められる。(D.	V.	Lightner 博士提供 )
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
① 　病　名： 壊死性肝膵炎

英　名： Necrotising hepatopancreatitis　(NHP)
② 　病原体： プロテオバクテリア門アルファプロテオバクテリア綱の未分類の細菌

　Necrotising hepatobacterium (NHPB) 又 は Rickettsial-like organism (PLO)。 本
病原体は分離培養法が確立されていない未分類の細菌のため予備的に Candidatus 
Hepatobacter penaei と呼ばれる。

(2) 地理的分布
①　初発国：1985 年にアメリカ合衆国テキサス州のエビ養殖場
②　分布域：西半球に分布する。これまでにベリーズ、ブラジル、コロンビア、コスタ

リカ、エクアドル、エルサルバドル、グアテマラ、ホンジュラス、メキシコ、ニカラ
グア、パナマ、ペルー、アメリカ合衆国、ベネズエラにおけるエビ養殖場で発生が確
認されている。

(3) 宿主域
① 　自然発病：バナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ , シロアシエビ ; Litopenaeus 

vannamei）、ブルーシュリンプ（L. stylirostris）、アステカエビ（ノーザンブラウンシュ
リンプ；Farfantepenaeus aztecus）

② 　実験感染：実験的にはバナメイエビにおいて注射 1) 及び経口投与 2) で感染し死亡
することが証明されている。また死亡率に関する記載はないが、アメリカンロブスター

（Homarus americanus）では経口投与によって肝膵臓の壊死が起こることが証明され
ている 3)。

③ 　キャリア：発症を生き延びたエビは細菌を持続的に保菌し、キャリアとなる可能性
がある。また、天然のエビ（L. vannamei、F. aztecus、F. duorarum、L. setiferus）か
ら本細菌が検出されている。

④ 　ベクター：知られていない。
⑤ 　その他：広義の Penaeus 属のエビ類（ウシエビ属：Penaeus, アステカエビ属： 

Farfantepenaeus, バナメイエビ属：Litopenaeus, クルマエビ属：Marsupenaeus）のほ
とんどが宿主になるとされる。

(4) 発生の特徴
バナメイエビでは稚エビ及び親エビで感受性が実証されており、急性感染に

より死亡率は 100 % に達する場合もある。約 30℃以上の高水温や 20-38% の塩

壊死性肝膵炎
Necrotising hepatopancreatitis　(NHP)
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分濃度の変化が長期間にわたり持続すると発症しやすい。

(5) 外観症状
以下の外部症状が観察されることがある。
①　緩慢な動き、色素胞の発達による尾肢や腹肢の暗色化、付着生物による甲殻のひど

い汚れが認められる。
② 　食欲減退や成長不良、痩せ、甲殻の軟化が認められる。
③ 　二次的な細菌の甲殻への感染が認められる。
以上の肉眼所見については NHP 特異的な症状ではないが、急性 NHP の場合は緩慢な

動作と外観変化の後、摂餌量の著しい減少を示す。

(6) 剖検所見
剖検によって以下の症状が観察されることがある。
① 　消化盲嚢（肝膵臓）の萎縮が認められる。
② 　鰓の色の暗色化が観察される。

(7) 消毒
宿主外の細菌は通常の殺菌方法で殺菌可能と考えられる。OIE マニュアルでは

卵や幼生の消毒が重要であるとされているが具体的な方法は明記されていない。

(8) 防除法
池入れ前の種苗や親エビなどを PCR 等で本細菌のスクリーニングをすること

は病原体の侵入を防ぐ上で重要である。また、水平感染を増長する共食いを防
ぐためにも NHP の初期症状を早期発見することは重要である。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

① 　PCR 及び Real-time PCR 検査のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死
亡直後の個体、あるいは 1.(5) に示すような本疾病が疑われる外観症状を示すものを
選ぶ。

② 　病理組織検査のための検体：生きている 5-10 尾の瀕死エビあるいは 1.(5) に示す
ような本疾病が疑われる外観症状を示すものを選ぶ。

③ 　被検個体の採取場所、採取日時、水温、塩濃度、年齢、死亡状況、他からの種苗の
移入の有無等、疫学状況を記録する。

　(2) 検査のための試料の採材
①　PCR 及び Real-time PCR 検査のための採材：主要な標的組織である肝膵臓を材料と

する。検体が小さい場合は 1 から 5 個体をプールして用いる。
②　病理組織学的検査のための採材：収集した検体を Davidson 固定液に投入し、1 日

程度固定する。固定後、70% エタノールで 1 時間程度洗い、新しい 70% エタノール

壊死性肝膵炎
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に置換して保存する。

３. 診断手順
　(1) PCR 検査

①　試料からの DNA 抽出
PCR 検査用の DNA は 25-50 mg の肝膵臓から市販の DNA 組織抽出キット

を用いて説明書に従い抽出する。OIE マニュアルには DNA 抽出キットとして
QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen)、MagMaxTM Nuceli Acid kits (Life Technologies)、
Maxwell® 16 Cell LEV DNA Purification Kit (Promega) などが一例として記載さ
れている。

② 　プライマー及び反応液組成、反応条件
・プライマー

NHPF2: 5’-CGT TGG AGG TTC GTC CTT CAG T-3’
NHPR2: 5’-GCC ATG AGG ACC TGA CAT CAT C-3’
増副産物サイズ：379 bp

・反応液組成（1 検体分）
OIE マニュアルには Aranguren らの方法に従い illustraTM puRe Taq Ready-To-

Go PCR Beads (RTG beads, GE Healthcare) を用いた方法が記載されている 4)。こ
こでは Aranguren らの手法に従い RTG beads の 1 チューブ分の反応液調整法を
記載する。

（試薬）　　　　　　　  　 （容量）　　 （終濃度）
S.D.W.                            8.50 µL
NHPF2 (1 pmol/ µL)   7.75 µL 0.31 µM
NHPR2 (1 pmol/ µL)          7.75 µL     0.31 µM
Template (5-50 ng/ µL DNA)  1.00 µL                    
 合計             25.00 µL

・PCR 条件
初期の変成  95 ℃  5 min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   95 ℃  30 sec.
アニーリング 60 ℃  30 sec.
伸長   72 ℃  30 sec.
最後の伸長① 60 ℃  1 min.
最後の伸長② 72 ℃  2 min.
保持    4 ℃     ∞
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③ 　電気泳動
PCR 終了後、増副産物を適当な DNA 分子マーカーとともに 0.5 µg/mL のエチ

ジウムブロマイドを含む 1.5 % アガロースゲルで電気泳動を行う。
④ 　トランスイルミネータにより塩基数 379 bp に相当する位置に増幅産物のバンドの

有無を確認する。

  (2) Real-time PCR 検査
① 　試料からの DNA 抽出

使用する試料や対象は (1)PCR 検査に同じ。
②　プライマー及び TaqMan プローブ

・プライマー
NHP1300F: 5’-CGT TCA CGG GCC TTG TAC AC-3’
NHP1366R: 5’-GCT CAT CGC CTT AAA GAA AAG ATA A-3’
増副産物サイズ；67 bp

・TaqMan プローブ
NHP：5’-FAM-CCG CCC GTC AAG CCA TGG AA-TAMRA-3’

③ 　反応液組成及び反応条件
OIE マニュアルには Arenguren らの方法に従ったリアルタイム PCR 検査

法が記載されている *。ここでは Aranguren らの手法に従い PerfeCTa qPCR 
SuperMix (Quanta Biosciences) を用いた反応液調整法を記載する。

*OIE マ ニ ュ ア ル 記 載 の TaqMan One-step real-time PCR SuperMix (Quanta 
Biosciences) に該当する製品は現在、市販されていない。

・反応液組成（1 検体分）
（試薬）　　　　　　　　         （容量）     （終濃度）
S.D.W.         1.8 µL
NHP1300F (10 pmol/ µL)     0.6 µL　0.3 µM
NHP1366R (10 pmol/ µL)        0.6 µL    0.3 µM
TaqMan プローブ NHP (1 pmol/ µL)     2.0 µL   0.1 µM
PerfeCTa qPCR SuperMix               10.0 µL  1 ×
Template (4 ng/ µL DNA)      5.0 µL   20 ng/ µL   
 合計　       20.0 µL

・Real-time PCR 条件
初期の変成   95 ℃  3 min.
以下、変成～伸長を　40 サイクル

壊死性肝膵炎
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変成    95 ℃  15 sec.
アニーリングと伸長 60 ℃  1 min.

  
 (3) 病理組織学的検査

固定標本をトリミングし、肝膵臓を常法通りパラフィンに固定する。切片を
作製し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。NHP は感染初期を
除いて通常のヘマトキシリン・エオシン染色で容易に診断可能である。疾病の
進行段階に応じて消化盲嚢（肝膵臓）には以下のような病理組織学的特徴がみ
られる。

① 　急性期では肝膵臓の萎縮、消化盲嚢上皮の軽度の萎縮、細菌巣の形成とそれに対す
る血球の浸潤や、消化盲嚢細管の被嚢化、盲嚢上皮細胞の壊死と剥離が観察される。

② 　移行期では盲嚢上皮細胞の壊死・脱落に応じて血球の浸潤が見られる。盲嚢上皮の
萎縮は顕著であり、水腫状の大きな空所が肝膵臓内に形成される。盲嚢上皮細胞は細
胞高が低くなり細胞内の脂肪滴は大きく減少し、細菌塊が認められる。しばしば中央
に細菌塊を含んだ結節の形成が観察される。

③ 　慢性期では水腫状の空所や結節は減少し、浸潤してきた血球に置き換わる。細菌塊
を含む肥大した細胞の数は顕著に減少し、壊死した盲嚢には線維化やメラニンの沈着
が観察される。

４． 確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　PCR 検査で陽性または疑陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付する。
② 　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の電気泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結・冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。

５．参考文献
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2)Vincent, A. G., V. M. Breland and J. M. Lotz (2004): Experimental infection of Pacific 
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：タウラ症候群

英　名：Taura syndrome (TS)
②　病原体：Taura syndrome virus (TSV) ジシストロウイルス科 アパラウイルス属
　　　少なくとも下記 4 種の遺伝子群がある。
　　　(1) アメリカ群 (2) 東南アジア群 (3) ベリーズ群 (4) ベネズエラ群

(2) 地理的分布
①　初発国：1992 年にエクアドルで最初に報告されたが、1990 年にはすでにコロン

ビアで発生していた可能性がある。
②　分布域：中南米諸国、アメリカ合衆国、インドネシア、タイ、マレーシア、中国、台湾。

(3) 宿主域
①　自然発病：主な自然感染宿主はバナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロア

シエビ；Litopenaeus vannamei）である。ブルーシュリンプ（L. stylirostris）でも自
然感染は報告されているが、感受性は低い。

②　 実 験 感 染： ウ シ エ ビ ( ブ ラ ッ ク タ イ ガ ー )(Penaeus monodon)、 ク ル マ エ ビ
(Marsupenaeus japonicus) とコウライエビ (Fenneropenaeus chinensis)、ノーザンホワ
イトシュリンプ (L. setiferus)、サウザンホワイトシュリンプ (L. schmitti)、アステカエ
ビ（ノーザンブラウンシュリンプ；Farfantepenaeus aztecus）とノーザンピンクシュ
リンプ (Fa. duorarum) で認められている。

③　キャリア：生残した宿主は慢性的にウイルスを保有し、キャリアとなる。
④　ベクター：ウイルスを保有するエビの冷凍加工品（本ウイルスは冷凍 / 解凍によっ

ても活性を維持する）、加工工場からの廃棄物、それを食べる海鳥などがベクターに
なり得ると考えられている。

(4) 発生の特徴
バナメイエビでは、0.05 ～ 5g 程度の稚エビで明らかな症状を示し、急性感

染により高い死亡率（40 ～ 90% ないしそれ以上）をもたらす。発生すれば群
の感染率は 100% に達する場合がある。塩分濃度が 30ppt 以下の時に発症しや
すい。

(5) 外観症状
①　症状は急性期、移行期、慢性期の３段階に分けられる。

タウラ症候群
Taura syndrome(TS)
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②　急性期及び移行期では、一般的に体全体が薄赤く変色し、特に尾鰭と腹脚が明らか
に赤くなる。付属肢に部分的な上皮の壊死が認められる。病エビは酸欠状態となり、
溶存酸素の多い、池の表面や端に集まり、しばしばそれを狙う海鳥が集まってくる。
養殖場ではこの鳥の群がりにより病気の発生が初めて知られることがある。

③　明らかに急性期の病変を示しているエビでは、柔らかい殻と空胃が特徴である。
④　急性期を生残した移行期のエビでは多くの不規則で点状のメラニン沈着が上皮にみ

られ、このようなエビでは軟弱な上皮と赤色色素胞の拡大を示すこともある。
⑤　移行期を生き残ったエビは慢性期の感染状態になる。慢性期の特徴は、死亡の停止、

正常行動の回復、肉眼で観察できるメラニン沈着した病変の消失などがあげられる。

(6) 剖検所見
特徴的な所見に乏しい。

(7) 消毒
文献情報はないが、塩素剤など通常の消毒剤により本ウイルスの消毒は可能

であると思われる。

(8) 防除法
受精卵と仔エビの消毒が効果的とされる。垂直感染をさけるため、卵は清浄

な海水でよく洗浄し、卵や幼生が親エビの糞便等による汚染を受けないように
する。また、本疾病に対する抵抗性のある家系が作成され、販売されている。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死亡直後の個体、ない
しは 1. (5) に示すような本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

②　病理組織検査のための検体：活きている 5-10 尾の病エビないし、1. (5) に示すよ
うな本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

(2) 検査のための試料の採材
①　RT-PCR のための採剤：新鮮なエビの血リンパ。死亡や冷凍個体しか手に入らない

場合は腹肢などの組織。あるいは小さな個体であればエビ全体を材料とする。
②　大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわゆる胃の内腔）、前方の腹節、

後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。エビ体重の 5-10% 程度の固定
液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで甲殻に切れ目を入れる。切れ目
は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を傷つけないように注意しながら
眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しやすくするためである。12g より
大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹部中央に背側から体軸と垂直に

タウラ症候群
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体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固定液に投入し、1 日程度固定す
る。注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接固定液に投入して固定する 1)。
固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷やしておき、サンプルを投入したら
30 分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、70% エタノールで 1 時間程度
洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存する。

・Davidson の固定液の組成
95% エチルアルコール    33 mL
市販のホルマリン原液    22 mL
100% 酢酸（氷酢酸） 11.5 mL
蒸留水   33.5 mL
合計    100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。

３. 診断手順
(1) RT-PCR　方法 1

①　新鮮なエビの血リンパかまたは適当な RNA 抽出キットにより組織または血リンパ
から抽出された RNA を用いる。これら新鮮な血リンパは 1.0 µL を、抽出された全 
RNA（濃度：1~100ng/ mL）は 10 µL をテンプレートとして使用する。なお、抽出
方法などについては、使用するキットのマニュアルに従うこと。

注意：10% のクエン酸ソーダは通常血リンパの血液凝固阻止剤として用いられるが、
逆転写反応または PCR に影響を与えるおそれがある。したがって、クエン酸ソーダ
による PCR の反応阻害が疑われた場合は、テンプレートに使用した血リンパ原液を 
10 倍に水で希釈して使用することを推奨する。

②　陰性対照として、可能であれば TSV 陰性の組織を使用する。困難な場合には蒸留
水やバッファを用いる。陽性対照としては可能であれば TSV 陽性の組織を用いる。
困難な場合には、TSV の DNA テンプレートを陽性対照とする。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー

TSV 9195：5'-TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC-3'
TSV 9992：5'-AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT-3'
増幅産物サイズ；213bp

・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）     （容量）  （終濃度）
5xEZ バッファー     10 µL  1x
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rTth DNA polymerase (2.5units/ µL) 2.0 µL  0.1units/ µL
dNTP(10mM each)        1.5 µL 300 µM
酢酸マンガン (25mM)  　 5.0 µL 2.5 mM
プライマー（各 10µM）  各 2.3 µL 各 0.46 µM
テンプレート DNA       5.0 µL 
蒸留水  　　　　　　　21.9 µL　　　　
合計          50 µL

・ 使 用 酵 素 キ ッ ト：GeneAmp®EZ rTth RNA PCR Kit（Applied Biosystems, 
Thermo Fisher Scientific）

・RT-PCR 反応条件
逆転写   60℃ 30min.
初期の変成   94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を 40 サイクル
変成    94℃ 45sec. 
アニーリングおよび伸長 60℃ 45sec.
最後の伸長   60℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2.0% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 213bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(2) RT-PCR　方法 2
①　使用する試料や対照は (1)RT-PCR 方法 1 に同じ。
②　プライマーおよび反応条件 2)

・プライマー
TSV55P1：5'-GGC-GTA-GTG-AGT-AAT-GTA-GC-3'
TSV55P2：5'-CTT-CAG-TGA-CCA-CGG-TAT-AG-3'
増幅産物サイズ；1303bp

・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）     （容量）  （終濃度）
10x Buffer for AMV RT    5 µL  1x
MgCl2 (25mM)    3 µL  3.0mM*1

dNTP mix (10mM each)   1 µL  200µM each
RNase inhibitor    1 µL  0.4units/ µL
プライマー     各 1 µL 各 0.46 µM
テンプレート RNA    1 µL  2pg-20ng/ µL
eAMV-RT     1 µL  0.4units/ µL

タウラ症候群
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JumpStart AccuTaq LA DNApolymerase 1 µL  0.05units/ µL
蒸留水     35 µL　　　　　　           
合計      50 µL
*1: バッファ中の MgCl2 を含む。

・使用酵素キット：Enhanced Avian HS RT-PCR Kit（Sigma-Aldrich）
・RT-PCR 反応条件

逆転写    50℃ 45min.
初期の変成    95℃ 5min.
 以下、変成、アニーリング、および伸長を 40 サイクル
変成     95℃ 1min.
アニーリング   60℃ 45sec.　
伸長     72℃ 1.5min.
最後の伸長    72℃ 5min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.0% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 1303bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(3) 病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。急性期ではすべ

ての足肢、鰓、後腸、食道、胃、体表のクチクラ上皮において、巣状ないしは拡散し
た上皮細胞の壊死が特徴的に観察される（写真 4）時としてクチクラ上皮下の結合組
織や感染した上皮基部に接する筋繊維の細胞も感染する。病変部の壊死細胞では、核
濃縮あるいは核崩壊した核、エオシン好性が増した細胞質、明白な細胞残渣が認めら
れる（写真 5）。この細胞残渣は一般的にしばしばエオシン好性から（写真 5）。薄い
塩基性好性の球状体 ( 直径 1 ～ 20 µ m) であり、フォイルゲン反応（DNA に対して）
陽性 を示す濃縮あるいは崩壊した核から DNA を含まない細胞質内封入体として区別
される（写真 6）。これらの球状体および崩壊した核は「コショウふられたような」
あるいは「散弾銃の銃痕のような」様子で観察され、急性期のタウラ症候群の特徴と
なっている。 移行期では、病巣に顕著な血球の浸潤および蓄積が起こり、これらが
黒点を形成するメラニン沈着を引き起こす。ただし、このような病変はビブリオ属細
菌による感染症等、他の原因 によっても引き起こされる。 慢性期では、急性期にみ
られる組織病変は消失し、顕著な病変はみられない。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付

する。
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②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍
結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。病理組織の場合は固定後 70% エタノール
に置換した試料を送付する。

５．参考文献
1) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 

histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

2) Erickson H.S., Zarin-Herzberg M. and Lightner D.V. (2002): Detection of Taura 
syndrome virus (TSV) strain differences using selected diagnostic methods: 
diagnostic implications in penaeid shrimp. Dis. Aquat. Org., 52(1),1-10.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。

タウラ症候群

写真１　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの外観
症状（急性期、移行期）。体全体が赤みを帯び、特
に尾脚は顕著な赤色を示す。(D.	V.	Lightner	博士提
供 )

写真２　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの外観
症状（急性期、移行期）。尾脚のクチクラ上皮の部
分壊死により先端部分にギザギザ模様が観察され
る。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真３　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの移
行期の外観症状。体表全体の至る所で不規則に点
状を示す上皮のメラニン沈着が観察される。(D.	V.	
Lightner	博士提供 )

写真４　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの急性
期の胃の病理組織像（HE	染色）。クチクラ上皮の
広範囲な壊死巣が観察される（太矢印）。隣接した
組織では正常を示す（細矢印）。(D.	V.	Lightner	博
士提供 )
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写真 5　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの急性
期の鰓の病理組織像（HE	染色）。病変部の壊死細
胞では、核濃縮あるいは核崩壊した核とエオシン
好性が増した細胞質、および明白な細胞残渣が特
徴的に認められる。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真 6　TS	に罹病したホワイトレッグシュリンプの急性
期の胃の病理組織像（HE	染色、高倍率）。病変部
のクチクラ上皮と上皮下の結合組織の細胞では、
核濃縮あるいは核崩壊した核、エオシン好性が増
した細胞質、様々な染色性を示す球状の細胞質封
入体が認められる。これらの球状体および崩壊し
た核は “コショウがふられたような ”	あるいは “散
弾銃の銃痕のような ”	様子で、本病で特徴的に観
察される。(D.	V.	Lightner	博士提供 )
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：伝染性皮下造血器壊死症

  英　名：Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis (IHHN)
②　病原体：Infectious hypodermal and hematopoietic necrosis virus (IHHNV)

( パルボウイルス科ブレビデンソウウイルス属 ) 
Type 1 および type 2 の 2 つの遺伝子型が知られている。前者は南北アメリカ

大陸とフィリピン、後者は東南アジアに分布する。また、本ウイルスと相同な
配列がエビのゲノム中に組み込まれていることがあるが、これらの配列には感
染性は無いと考えられている。

(2) 地理的分布
アメリカ合衆国南東海岸、カリブ海・中南米諸国、ハワイ、グアム、タヒチ、

ニューカレドニア、シンガポール、タイ、マレーシア、フィリピン、インドネシア、
ミャンマー、イラン、オーストラリア

(3) 宿主域
①　自然発病：自然発病は主にブルーシュリンプ (Litopenaeus stylirostris)、バナメイエ

ビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ；L. vannamei）及びウシエビ ( ブラッ
クタイガー；Penaeus monodon)。

②　実験感染：多くのエビ類が感受性を示す。
③　キャリア：生残した宿主は慢性的にウイルスを保有し、キャリアとなる。
④　ベクター：知られていない。

(4) 発生の特徴
32℃では 24℃に比較して宿主（バナメイエビ）内のウイルス量が 1/100 程

度に落ちたという実験結果があるが、32℃でも宿主 DNA50ng あたり 105 程度
までのウイルスゲノムのコピーが検出されている。ブルーシュリンプでは、幼
生やポストラーバでは病気は発生せず、PL35 以降で発症して大量死をもたらす
が、成エビでは感染しても発症・死亡することはまれである。

(5) 外観症状
ブルーシュリンプ

・感染個体は死に至るまで、水面近くを緩慢に遊泳し、そこから底面にゆっくり
と沈降する行動を繰り返す。

伝染性皮下造血器壊死症
Infectious hypodermal and haematopoietic necrosis (IHHN)
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・特徴的な外観症状は乏しいが、表皮 ( 特に腹部のつなぎ目 ) に白あるいは黄褐
色の斑点がみられ、まだら模様のようにみえることもある。

・瀕死個体では薄青みがかり、腹部筋肉の色がくすんでみえることもある。

バナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ；	Litopenaeus vannamei）
・この種には IHHN ウイルスは典型的な慢性疾病を引き起こす。
・RDS(Runt deformity syndrome) と呼ばれる、屈曲した額角、しわのよった触角、

変形した外皮等の変形症状がみられる。
・RDS を示す集団では各個体の大きさがばらつき、特に矮小な個体が目立つ。

(6) 剖検所見
特徴的な所見に乏しい。

(7) 消毒
池や器具の消毒には塩素剤およびヨード剤が有効である。

(8) 防除法
受精卵と仔エビの消毒が効果的とされるが我が国でエビの卵稚仔を対照にし

て承認された消毒薬はない。垂直感染をさけるため、卵は清浄な海水でよく洗
浄し、卵や幼生が親エビの糞便等による汚染を受けないようにする。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死亡直後の個体、ない
しは 1. (5) に示すような外観症状のあるものを選ぶ。

②　病理組織検査のための検体：5-10 尾の病エビないし、1. (5) に示すような外観症状
のあるものを選ぶ。死亡個体は病理組織検査には適さない。

③　被検個体の症状、採取場所、採取日時、海水温、年齢、体重、死亡状況、他からの
種苗の移入の有無など、疫学的情報を記録する。

(2) 検査のための試料の採材
①　PCR のための採材：病エビの鰓など、クチクラ上皮を含む組織、あるいは血リンパ。
②　病理組織検査のための採材

1)：大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわゆる胃の内腔）、前方
の腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。エビ体重の
5-10% 程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで甲殻
に切れ目を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器
を傷つけないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を
浸透しやすくするためである。

2)：12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹部中央に背側

伝染性皮下造血器壊死症
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から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固定液に
投入し、1 日程度固定する。

3)：注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接固定液に投入して固定する
1)。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷やしておき、サンプルを
投入したら 30 分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、70% エタノー
ルで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存する。

・Davidson の固定液の組成
　　95% エチルアルコール　    33 mL
    市販のホルマリン原液     22 mL
　　100% 酢酸（氷酢酸）  11.5 mL
    蒸留水    33.5 mL
    合計     100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。

３. 診断手順
(1) PCR　方法 1

①　採取したエビ試料から市販の DNA 抽出キットなどにより核酸を抽出する。抽出法
は使用するキットのマニュアルに従う。

②　PCR に際して、テンプレートとして次の対照を用いる。
・陰性対照：IHHNV 陰性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA
・陽性対照：IHHNV 陽性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA（陰性のエビ

組織に陽性対照 cDNA プラスミド等を加えたものから抽出してもよい）
・テンプレートなし。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー

389F：5'-CGG-AAC-ACA-ACC-CGA-CTT-TA-3'
389R：5'-GGC-CAA-GAC-CAA-AAT-ACG-AA-3'

　　　　　　　　　増幅産物サイズ；389bp

・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）    （容量）   （終濃度）
10x PCR バッファ    5.0 µL   　1x
AmpliTaq ®Gold DNA polymerase 0.5 µL  
dNTP(10mM each)   1 .0µL each  200µM
MgCl2 (25mM)  　　 4 .0µL   2mM
プライマー（各 100ng/ µL）    各 1.5 µL   各 3ng/ µL
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検体 DNA      1.0 µL 
蒸留水    32.5 µL  　　　　　　
合計     50.0 µL

上記は 1 検体あたりの反応液量が 50 µL であるが、全量を半分の 25 µL にし
て行ってもよい。

・ 使 用 酵 素 キ ッ ト：AmpliTaq® Gold （Applied Biosystems, Thermo Fisher 
Scientific）

・PCR 反応条件
初期の変成   95℃ 5min.
 以下、変成、アニーリング、および伸長を 35 サイクル
変成    95℃ 30sec. 
アニーリング  55℃ 30sec.
伸長    72℃ 1min.
最後の伸長   72℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータによりサイズが 389bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(2) PCR　方法 2
①　使用する試料や対照は (1)PCR 方法 1 に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー
392F：5'-GGG-CGA-ACC-AGA-ATC-ACT-TA-3'
392R：5'-ATC-CGG-AGG-AAT-CTG-ATG-TG-3'
増幅産物サイズ；392bp

・反応液組成、使用酵素キット、PCR 反応条件は (1)PCR 方法 1 に同じ。

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 392bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(3) 病理組織学的検査
① 固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
② 切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。外胚葉由来組織（ク

伝染性皮下造血器壊死症
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チクラ上皮、腸上皮、神経系）および中胚葉由来組織（造血器官、触角腺、生殖腺、
リンパ様器官、結合組織）の細胞において、しばしば核の肥大と核内にエオシン好性
の封入体が観察される（Cowdry type A 封入体）。しかし、この病変は WSSV による
ものとよく似ており混同しやすいので注意が必要である。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。病理組織の場合は固定後 70% エタノール
に置換した試料を送付する。

５．参考文献
1) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 

histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。

写真 1　IHHN	に罹病したブルーシュリンプの外観症状。
体表に白色または黄褐色の斑点 (	矢印 )	が観察され
る。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真 2　IHHN	に罹病し、成長不良性変形症候群を呈する
ホワイトレッグシュリンプ。額角および触覚の湾
曲、変形が観察される。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真 3　IHHN	に罹病し、成長不良性変形症候群を呈する
ホワイトレッグシュリンプの頭部。額角および触
覚の湾曲、変形が観察される。(D.	V.	Lightner 博士
提供 )

写真 4　IHHN	罹病エビの鰓の病理組織像 (HE	染色 )。核
内にエオシンに染まった封入体 (	矢印 )	が観察され
る。(D.	V.	Lightner	博士提供 )
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写真5　IHHN	罹病エビの鰓の病理組織像(HE	染色、高倍)。
核内にエオシンに染まった封入体 (	矢印 ) が観察さ
れる。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

伝染性皮下造血器壊死症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：急性肝膵臓壊死病

  英　名： Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) (=EMS/AHPND) 
②　病原体： Vibrio parahaemolyticus ( ビブリオ科ビブリオ属 )、Vibrio harveyi ( ビブリ

オ科ビブリオ属 )、Vibrio owensii ( ビブリオ科ビブリオ属 )

(2) 地理的分布
①　初発国：　中国 (2009 年 )
②　分布域：　ベトナム (2011 年 )、マレーシア (2011 年 )、タイ (2012 年 )、フィリ

ピン (2015 年 )、メキシコ (2013 年 )、オーストラリア (2016 年 )

(3) 宿主域
①　自然発病：バナメイエビ ( ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ； Litopenaeus 

vannamei)、ウシエビ (Penaeus monodon)、コウライエビ (Fenneropenaeus chinensis)
②　実験感染：クルマエビ (Marsupenaeus japonicaus)
③　キャリア：不明
④　ベクター：不明
⑤　その他：本疾病の原因細菌である Vibrio 属細菌はグラム陰性でエビ養殖池の常在

菌である。原因菌は、プラスミド DNA に由来する病原因子（毒素）を有する株である。

(4) 発生の特徴
稚エビの池収容後、10 日～ 30 日で発症する。実験感染では 10 グラム以上

の成長したエビも感染し死亡する。実験感染では菌数やエビのサイズにより異
なるが感染開始 16 時間程度から斃死がみられ、2~3 日でほぼ 100% 死亡する。

ホルマリン不活化死菌を餌に混ぜて投与することでエビが死亡することから、
毒素が病原因子であり、エビを死に至らしめることがわかっている。

(5) 外観症状
肝膵臓の白色化が認められる。外骨格の軟化、腸管内容物が摂餌不良のため

部分的にしか見られないか、もしくは認められない。重篤感染個体は底に沈降
する。

(6) 剖検所見
肝膵臓に顕著な細胞崩壊がみられる。

急性肝膵臓壊死病
Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND) (=EMS/AHPND)
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(7) 消毒
感染エビの数週間の冷凍あるいは 55℃で 5 分や 80℃で 1 分の加熱処理によ

り増殖能は減少するが、冷蔵ではそれほど減少しない。15 分の酸性処理 (pH 5)
により、原因菌は増殖能を失う。原因菌は汽水で 9 日間、海水で 18 日間生存可能。

エビを生かした状態での消毒法は無い。
　

(8) 防除法
原因細菌がビブリオであることから、ビブリオが増殖しないような飼育水環

境を整えることが重要である。東南アジアで実施されている防除法としては、
養殖池の水が富栄養化しないように換水および残餌、脱皮柄と死骸を除去する
ことが行われている。換水は 1 日に 10 ～ 15% 程度行われている。

原因細菌がビブリオであることから抗菌剤により治療が可能であるが、発生
地域の一部では耐性菌が出現していることから、抗菌剤の使用は避けるべきで
ある。

本感染症の拡大は親エビを成熟させるために用いる生餌（ゴカイ等）である
考えられている。このことから、親エビの成熟に用いる生餌は国産のものを使
用するか、使用前に PCR 検査で陰性であることを確認しておく必要がある。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

死亡したエビ及び弱っているエビを使用する。

　(2) 検査のための試料の採材
細菌検査および PCR 検査ともに肝膵臓を使用する。胃および腸管からも検出

できるので、肝膵臓とともに検査に用いるとよい。
細菌検査は TCBS 寒天培地を用いると、ビブリオを選択的に培養できる。増殖

してきたコロニーを PCR 検査に用いる場合、複数のコロニーを供試する。複数
のコロニーを供試する理由は、PCR の標的となる毒素遺伝子の近傍にトランス
ポゾンがあり、原因菌を培養することによりトランスポゾンとともに毒素遺伝
子が脱落し、この場合 PCR の結果が陰性になるからである

新鮮な試料を用いる場合は、使用する組織を 3% 食塩濃度となるようにした液
体培地 2 mL にエビの組織を入れ、2 時間程度振盪培養後に DNA を抽出すると
良い。病性鑑定指針では Nested-PCR を実施するようになっているが、経験的に
組織を液体培地で培養して PCR 検査したほうが良いと思われる。

　

３. 診断手順

診断法は OIE の AHPND の項に複数の PCR 法が記載されているが、いずれも
毒素遺伝子を標的としたものである。以下は、病性鑑定指針に従った方法であ

急性肝膵臓壊死病
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るが、この方法以外でも問題はない。先述したように新鮮な試料を使用できる
場合は、細菌培養後に PCR に用いた方が、Nested-PCR より感度よく検出できる
と思われる。

AHPND 診断の PCR は特別なことはしないので、購入された Taq polymerase
と添付の反応液を使用すればよい。

先述のとおり標的遺伝子が脱落することがあるので、診断は複数個体を用い
ると良い。

初動診断法：Nested-PCR
材料；肝膵臓より抽出した DNA

(1st)
プライマー；
AP4-F1 : 5'- ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC -3'
AP4-R1 : 5'- ACGATTTCGACGTTCCCCAA -3’
増幅産物サイズ；1269 bp
PCR 反応； 94℃で 2 分の熱変性後、94℃で 30 秒、55℃で 30 秒 、
72℃で 90 秒を 30 サイクル行い、最後に 72℃で 2 分間。

(2nd)
プライマー；
AP4-F2 : 5'- TTGAGAATACGGGACGTGGG -3’
AP4-R2 : 5'- GTTAGTCATGTGAGCACCTTC -3’ 
増副産物サイズ；230 bp
PCR 反応；94℃で 2 分の熱変性後、94℃で 20 秒、55℃で 20 秒、
72℃で 20 秒を 25 サイクル行い、最後に 72℃で 2 分間。

最終診断法：   ( ア )Nested-PCR
初動診断法と同じ。

  ( イ ) シークエンス

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
　

新鮮な試料の場合は冷蔵で送付する。
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図　左が AHPNDのバナメイエビで肝膵臓が白くみえる。右は健康なバナメイエビ。（廣野育生博士提供）
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： 伝染性筋壊死症

  英　名：Infectious myonecrosis (IMN)
②　病原体： Infectious myonecrosis virus (IMNV) ( トチウイルス科トチウイルス属 )。

(2) 地理的分布
①　初発国：　ブラジル東北部
②　分布域：　インドネシア、東南アジア

(3) 宿主域
①　自然発病：バナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ；Litopenaeus 

vannamei）
②　実験感染：ウシエビ ( ブラックタイガー；Penaeus monodon)、ブルーシュリンプ ( L. 

stylirostris) が不顕性感染を示す。自然での発症はバナメイエビであるので、この種
の移動には特に注意が必要である。

③　キャリア：生残エビはキャリアとなると考えられる（未確認）
④　ベクター：海鳥
⑤　その他：ホワイトレッグシュリンプの稚エビ、未成エビで重篤。全ステージで感染。

(4) 発生の特徴
①　2002 年ブラジル北東部の Piauí 州  で初めて発生１)。
②　2003 年の 1 月～ 3 月の雨期に被害が近隣州へ拡大 4)。
③　2004 年までに ほとんどの北東ブラジル地域（Pernambuco 州まで） に拡大 4)。
④　2006 年 5 月、インドネシアの東ジャワ州シスボンド地区においてアジアで初めて

発生 3)。
⑤　水温、塩分濃度などの環境変化や網入れなどのストレス負荷直後に発症し高率で死

亡する。
⑥　ストレス負荷直前までは盛んに摂餌し、消化管が餌で満たされていることもある。
⑦　ストレス直後の高死亡率が数日間継続することもある。

(5) 外観症状
①　体側筋の点状あるいは広範囲な壊死による白濁が観察される（写真１）。末端節腹

部および尾扇部が白濁することがしばしばある。
②　腹節の筋肉は本疾病以外のさまざまな原因で白濁する。クルマエビ類やオニテナガ

伝染性筋壊死症
Infectious myonecrosis (IMN)
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エビ（Macrobrachium rosenbergii）のホワイトテイル病は本疾病と似た外観症状を呈
するが、本疾病とは異なるそれぞれ別のノダウイルスにより起こる。また、急性に本
疾病に罹患しても必ずしも肉眼的に明確に筋肉が白濁しない場合もあり、PCR によっ
て判断する必要がある。

(6) 剖検所見
リンパ様器官の肥大 ( 通常の 3 ～ 4 倍の大きさ ) が認められる。

 (7) 消毒
文献情報はないが、塩素剤等通常の消毒剤により本ウイルスの消毒は可能で

あると思われる。OIE マニュアル（2015）では卵や幼生の消毒と海水での洗浄
を推奨しているが、我が国では甲殻類に対し認可された消毒剤はないため、記
載しないほうがよいと考える。

(8) 防除法
有効な予防、治療法は知られていない。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

①　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死亡直後の個体、ない
しは 1. (5) に示すような本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

②　病理組織検査のための検体：活きている 5-10 尾の病エビないし、1. (5) に示すよ
うな本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

　(2) 検査のための試料の採材
①　RT-PCR のための採材：新鮮な血球（血リンパ）、筋肉組織、あるいはリンパ様器官。

あるいは小さな個体であればエビ全体を材料とする。
②　病理組織検査のための採材：大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわ

ゆる胃の内腔）、前方の腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。
エビ体重の 5-10% 程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで
甲殻に切れ目を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を
傷つけないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しや
すくするためである。12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹
部中央に背側から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固
定液に投入し、1 日程度固定する。注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接
固定液に投入して固定する 2)。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷や
しておき、サンプルを投入したら30分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、
70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存す
る。

伝染性筋壊死症
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・Davidson の固定液の組成
　　95% エチルアルコール　    33 mL
    市販のホルマリン原液     22 mL
　　100% 酢酸（氷酢酸）  11.5 mL
    蒸留水    33.5 mL
    合計    100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。
　

３. 診断手順
　（１）RT-PCR (1st PCR)

①　新鮮なエビの血球（血リンパ）、筋肉組織、あるいはリンパ様器官から RNA を抽
出する。スピンカラムを用いたキットで十分 RNA が抽出できない場合（特に死亡
個体から抽出する場合など）、フェノール・クロロホルム法（TRIZol (Inbitrogen)、
RNAiso Pllus (Takara) 等）によって十分量の RNA が抽出できる場合がある。その際、
筋肉組織、あるいはリンパ様器官は約 10-20 mg を、血リンパは 50-100 µL を採取
する。血リンパからフェノール・クロロホルム法で RNA を抽出する場合、しばしば
溶液中で血リンパがダマになって固まり、うまくいかないことがある。これを避ける
ために、注射筒に入った血リンパを遠心チューブの抽出溶液に混和するとき、注射針
の先から溶液中に血リンパを勢いよく押し出して一様に懸濁させるとよい。

注意：10% のクエン酸ソーダは通常血リンパの血液凝固阻止剤として用いられるが、
逆転 写反応または PCR に影響を与えるおそれがある。したがって、クエン酸ソーダ
による PCR の反応阻害が疑われた場合は、テンプレートに使用した血リンパ原液を 
10 倍に水で希釈して使用することも可能であるが、核酸も希釈されるデメリットが
ある。クエン酸ソーダを使用しないのが最善であるが、その場合、凝固を防ぐために
血リンパ採取開始から 5 分以内に抽出作業を開始する。

②　陰性対照として、可能であれば IMN 陰性の組織を使用する。困難な場合には蒸留
水やバッファを用いる。陽性対照としては可能であれば IMN 陽性の組織を用いる。
困難な場合には、IMN の DNA テンプレートを陽性対照とする。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー

4587F : 5'- CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA -3'
4914R : 5'- ACT-CGG-CTG-TTC-GAT-CAA-GT -3’
増幅産物サイズ；328 bp

・反応液組成（1 検体分）
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   　（試薬）     （容量）  （終濃度）
5xEZ バッファ     5.0 µL  1x
rTth DNA polymerase (2.5units/ µL) 1.0 µL  0.1units/ µL
dNTP mix (10mM each)   3.0 µL  300µM
酢酸マンガン (25mM)   2.5 µL  2.5mM
プライマー（各 10µM）   各 1.0 µL　　各 0.62µM
テンプレート核酸（1-50ng/reaction）    1-5 µL  
蒸留水         　   6.5 µL 　
合計               25.0 µL

・使用酵素：rTth Enzyme および 5 × EZ Buffer（Applied Biosystems, Thermo 
Fisher Scientific）

・RT-PCR 反応条件
逆転写   60℃ 30min.
初期の変成   95℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　39 サイクル
変成    95℃ 45sec. 
アニーリングおよび伸長 60℃ 45sec.
最後の伸長   60℃ 7min.

　上記酵素および反応条件は OIE マニュアル（2015）で推奨されている方法
である。推奨酵素自体は我が国で市販されているものの、これを用いたキット
は現在日本では販売されていない。しかし SuperScript III など他の酵素（キット）
を使用する場合は、酵素の温度耐性の違いから上記プロトコルでは感度が大き
く落ちる可能性がある。下記に SuperScript III を用いた場合の反応液組成と反応
条件の例を示す。

・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）     （容量）  （終濃度）
2 × reaction mix        12.5 µL 　 1x
 （0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM MgSO4）
Superscript lll RT/Platinum Taq mix    1.0 µL 1 unit/ µL
プライマー（各 100µM）              各 0.125 µL 各 0.5µM
テンプレート核酸          2.0 µL 　　
 （0.005 pg-500 ng/reaction）
蒸留水              9.25 µL 
 ( 全量 25 µL にメスアップ )　       　　        
合計            25.0 µL  

伝染性筋壊死症
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・使用酵素キット：SuperScript® III One-Step RT-PCR System with PlatinumTMTaq 
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific)

・RT-PCR 反応条件　
逆転写   50℃ 30min.
初期の変成   95℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　39 サイクル
変成    95℃ 15 sec. 
アニーリング  60℃ 30 sec.
伸長    68℃ 45sec.
最後の伸長   68℃ 2 min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 328 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

（２）Nested-PCR
①　使用する試料；テンプレート DNA として３.（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR)

の増幅産物、対照は（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR) に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー
4725NF : 5'- GGC-ACA-TGC-TCA-GAG-ACA -3’
4863NR : 5'- AGC-GCT-GAG-TCC-AGT-CTT-G -3’ 
増幅産物サイズ；139bp

・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）   （容量）   （終濃度）
プライマー（各 10µM）  各 1.0 µL   各 0.465µM
テンプレート DNA  　  0.5 µL   
蒸留水       22.5 µL　　　　　　　　           
合計        25 µL

・使用酵素キット：puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads（Amersham Bioscience, 
GE Healthcare #27-9558-01）

・RT-PCR 反応条件
初期の変成   95℃ 2 min.
 以下、変成～伸長を　39 サイクル
変成    95℃ 30 sec.
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アニーリング  65℃ 30 sec.　　39 サイクル
伸長    72℃ 30 sec.
最後の伸長   72℃ 2 min.

上記反応条件は OIE マニュアル（2015）で推奨されている方法であり、酵素キッ
トは原著論文による。Ex Taq® などの、PCR に必要な各試薬（buffer、dNTP、酵
素等）を PCR 時に混合するタイプの酵素キットを用いた場合の反応液組成と反
応条件を示す。

   　（試薬）     （容量）   （終濃度）
10X Ex Taq® Buffer   　   2 µL 　10x
TaKaRa Ex Taq® HS 　  　0.1 µL  5 units/µl
dNTP Mixture (2.5 mM each) 　1.6 µL
プライマー（各 100µM）  各 0.1 µL  各 0.5µM
テンプレート DNA   　    1 µL  <500 ng/reaction
蒸留水       15.1 µL　　　　　　　　           
合計           20 µL

・使用酵素キット：TaKaRa Ex Taq® Hot Start Version （Takara）
 　　　　　　　 

・RT-PCR 反応条件
puRe Taq Ready-To-Go PCR Beads（Amersham Bioscience, GE 
Healthcare #27-9558-01）使用時と同じ。

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 139 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

（３）病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。

以下の病変が報告されているが必ずしも本疾病に特異的なものではない。
・血球浸潤を伴う体側筋繊維の凝固壊死および進行した融解壊死が認められる。
・体側筋組織は浮腫を起こし、やがて疎な結合組織に置換される。
・生体防御反応と考えられる、細胞の集まった球状組織 ( スフェロイド ) の増生

によるリンパ様器官の肥大が起こる。
・上記の球状組織はしばしば異所的に鰓、心臓、触角腺、腹部神経索などにも認

められる。
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４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付

する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。病理組織の場合は固定後 70% エタノール
に置換した試料を送付する。

５．参考文献
1) Lightner D.V., Pantoja C.R., Poulos B.T., Tang K.J.F., Redman R.M., Pasos de 

Andrade T. & Bonami J.R. (2004): Infectious myonecrosis: new disease in Pacific 
white shrimp. Global Aquaculture Advocate, 7, 85.

2) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 
histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

3) Senapin S, Phewsaiya K, Briggs M, Flegel TW. (2007): Outbreaks of myonecrosis 
virus (IMNV) in Indonesia confirmed by genome sequencing and use of an 
alternative RT-PCR detection method. Aquaculture, 266, 32-38.

4) Andrade T.P.D., Srisuvan T., Tang K.F.J. & Lightner D.V. (2007): Real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction assay using TaqMan probe for detection 
and quantification of infectious myonecrosis virus (IMNV). Aquaculture, 264, 9–15.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。
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写	真	１　IMN人為感染の写真。上段；	IMNV 注射後 12 日目のシロアシエビ（ホワイトレッグシュリンプ、バナメイエビ）(L.	vannamei)
瀕死個体。	広範な病変による白濁が認められる。下段；	対照区のバナメイエビ。（湯浅　啓	博士提供）

写真２　実験感染で IMNを発症したバナメイの筋組織の横断面（HE 染色）。M,　比較的正常な筋組織。＊ 1，血球などの宿主細胞が浸
潤した病変。＊ 2，壊死した筋組織（未だ宿主細胞の浸潤がない）。（桐生	郁也	博士提供）

伝染性筋壊死症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：バキュロウイルス・ペナエイ感染症

  英　名：Tetrahedral baculovirosis
②   病原体：Baculovirus penaei (BP) (Synomims: singly enveloped nuclear polyhedrosis 

virus from Penaeus vannamei,PvSNPV）
本ウイルスは 2016 年 7 月現在 International Committee on Taxonomy of Viruses の

HP において記載されておらず、分類が定まっていないものと思われる。

(2) 地理的分布
下記の 3 つの地域で見られ、それぞれの地域特有の系群がある。
①　南西大西洋およびアメリカ合衆国メキシコ湾岸とカリブ海諸国
②　南北アメリカ大陸太平洋沿岸
③　ハワイ

(3) 宿主域
①　自然発病：以下の属の多くの種で発生報告がある； バナメイエビ属（Litopenaeus）, 

アステカエビ属（Farfantepenaeus）, インドエビ属（ Fenneropenaeus）, フトミゾエ
ビ（Melicertus）, ウシエビ属 （Penaeus）属 , Trachypenaeus 属 , Protrachypene 属 

②　キャリア：慢性的に感染した宿主がキャリアとなる。
③　ベクター：実験的にはアルテミアやワムシがベクターとなることが報告されている。

(4) 発生の特徴
卵とノープリウス幼生を除くすべての発達段階で感染するが、プロトゾエア、

ミシス、初期のポストラーバが最も容易に感染し、死亡率が高い。稚エビ以降
では死亡率は高くないが、成長不良や生残率の低下が見られる。感染は、感染
した組織（共食い）、糞、包埋体、あるいはウイルスを含む池底の有機物等の摂
食あるいは水を介した水平感染による。感染群のウイルス保有率は 1% 未満から
100% まで様々である。

(5) 外観症状
活力が低下する以外に特徴的な所見に乏しい。

(6) 剖検所見
プロトゾエア、ミシス、初期のポストラーバにおいては、重度の感染個体で

バキュロウイルス・ペナエイ感染症
Tetrahedral baculovirosis



病性鑑定資料 244	 特定疾病診断マニュアル

は中腸に白濁が見られることが多いが、稚エビや成エビでは特徴的な所見はな
い。

(7) 消毒
消毒剤に関する文献情報はないが BP は塩素剤等の通常の消毒剤で消毒可能と

思われる。また、低 pH（pH3 で 30 分）、熱（60-90℃で 10 分）、紫外線照射（累
積線量 7.08 x 106 µWsec/cm2）により不活化されるという報告がある。

(8) 防除法
受精卵と仔エビの消毒が効果的とされるが我が国でエビの卵稚仔を対照にし

て承認された消毒薬はない。垂直感染をさけるため、卵は清浄な海水でよく洗
浄し、卵や幼生が親エビの糞便等による汚染を受けないようにする。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　押しつぶし標本のための検体： 10 尾程度の活力が低下した病エビまたは死亡直後
の個体を採取する。あるいは排泄物を採取する。

②　PCR のための検体：少なくとも 10 尾の病エビまたは死亡直後の個体を採取する。
③　病理組織検査のための検体：5-10 尾の病エビを選ぶ。死亡個体は病理組織検査に

は適さない。
④　被検個体の症状、採取場所、採取日時、海水温、年齢、体重、死亡状況、他からの

種苗の移入の有無など、疫学的情報を記録する。

(2) 検査のための試料の採材
①　押しつぶし標本のための採材：

　肝膵臓や中腸。排泄物はそのまま用いる。
②　PCR のための採材：

　病エビの肝膵臓および中腸
③　病理組織検査のための採材 1)：

大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわゆる胃の内腔）、前方の
腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。エビ体重の 5-10%
程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで甲殻に切れ目
を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を傷つけ
ないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しや
すくするためである。12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目お
よび腹部中央に背側から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その
後速やかに固定液に投入し、1 日程度固定する。注射が不可能な小型のエビの場
合は体全体を直接固定液に投入して固定する 1)。固定液はサンプリング直前まで
冷蔵庫か氷中で冷やしておき、サンプルを投入したら 30 分程度はゆっくり攪拌

バキュロウイルス ･ペナエイ感染症
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する。その後一晩置いた後、70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい
70% エタノールに置換して保存する。

・Davidson の固定液の組成
　95% エチルアルコール     33 mL
    市販のホルマリン原液     22 mL
　100% 酢酸（氷酢酸）  11.5 mL
    蒸留水    33.5 mL
    合計    100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。

３. 診断手順
(1) 肝膵臓・中腸の観察

①　半海水または 1％食塩水を用いて、エビ幼生、稚エビ・成エビの肝膵臓や中腸の押
しつぶし標本を作成し、新鮮なまま顕微鏡で観察する。

②　排泄物を用いる方法は、稚エビあるいは成エビ、特に親エビの非破壊検査で有用で
ある。検査用のエビを別の水槽に移し、数時間おいて排泄物を集め、直接ウエットマ
ウント標本を作製して検鏡する。

③　観察結果：押しつぶし標本では、肝膵臓、中腸の上皮細胞の核内に単独もしくは複
数が固まりとなった四面体型（ピラミッド型、通常 3 角形に見える）の包埋体（大
きさ 0.1µm 以下から 20µm 程度）を確認する（写真 1）。

(2) PCR　方法 1
①　採取したエビ試料から市販の DNA 抽出キットなどにより核酸を抽出する。抽出法

は使用するキットのマニュアルに従う。
②　PCR に際して、テンプレートとして次の対照を用いる。

・陰性対照：BP 陰性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA
・陽性対照：BP 陽性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA（陰性のエビ組織

に陽性対照 cDNA プラスミド等を加えたものから抽出してもよい）
・テンプレートなし。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー

BPA：5'-GAT-CTG-CAA-GAG-GAC-AAA-CC-3'
BPF：5'-TAC-CCT-GCA-TTC-CTT-GTC-GC-3'
増幅産物サイズ；196bp

・反応液組成（1 検体分）：Takara Ex Taq® Hot Start Version を用いた時の例を示
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す。本キットでは MgCl2 はキットのバッファに含まれている。
   　（試薬）    （容量）  （終濃度）
10x PCR バッファ       2 µL  　1x
Takara Ex Taq®        0.1 µL  
dNTP(4 種とも含む )  1.6 µL 
プライマー（各 50µM）        各 0.2 µL  各 0.5µM
検体 DNA    1.0 µL 
蒸留水            14.9 µL  　　　　　　
合計     20 µL

・使用酵素キット：Takara Ex Taq® Hot Start Version (Takara)
・PCR 反応条件

初期の変成   95℃  3min.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変成    94℃  30sec. 
アニーリング  60℃  30sec.
伸長    72℃  1min.
最後の伸長   72℃  5min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータによりサイズが 196bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(2) PCR　方法 2
①　使用する試料や対照は (1)PCR 方法 1 に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー
6581：5'-TGT-AGC-AGC-AGA-GAA-GAG-3'
6582：5'-CAC-TAA-GCC-TAT-CTC-CAG-3'
増幅産物サイズ；644bp

・反応液組成（1 検体分）：Takara Ex Taq® Hot Start Version を用いた時の例を示
す。本キットでは MgCl2 はキットのバッファに含まれている。

   　（試薬）    （容量）   （終濃度）
10x PCR バッファ       2 µL   　1x
Takara Ex Taq®        0.1 µL  
dNTP(4 種とも含む )  1.6 µL 
プライマー（各 100µM） 　　各 0.2 µL 各 1µM
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検体 DNA    1 µL 
蒸留水    14.9 µL  　　　　　　
合計     20 µL

・使用酵素キット：Takara Ex Taq® Hot Start Version (Takara)

・PCR 反応条件
初期の変成   95℃  5min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成    95℃  30sec. 
アニーリング  65℃  30sec.
伸長    72℃  1min.
最後の伸長   72℃  7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 644bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(3) 病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。肝膵臓あるいは

中腸の上皮細胞の核内に四面体構造で明るい赤色に染色された包埋体が観察される
（写真 2、3）。これらの核ではクロマチンの減少や核の縁辺部への濃縮も観察される。
なお、グラム染色（Brown and Brenn の組織学用）も有用である。グラム染色では包
埋体の染色性が周囲と異なるため包埋体が少ない標本では観察しやすい。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　ウエットマウント標本で包埋体が確認あるいは疑われた個体、または、PCR 検査

で陽性または 疑陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研究所へ送付する。

②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、ウェットマウント標本あるいは写真、PCR 
の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。
病理組織の場合は固定後 70% エタノールに置換した試料を送付する。

５．参考文献

1) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 
histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2016）による。
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写真 1　BP	に冒されたホワイトレッグシュリンプの排泄物のウエッ
トマウント標本。四面体の包埋体 (	矢印 )	が観察される。(D.	V.	
Lightner	博士提供 )

写真 2　BP	に冒されたホワイトレッグシュリンプのポストラーバの
病理組織像 (HE	染色、低倍 )。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

写真 3　BP	に冒されたホワイトレッグシュリンプのポストラーバの
病理組織像 (HE	染色、高倍 )。エオシンに染まった包埋体 (	矢
印 )	が観察される。(D.	V.	Lightner	博士提供 )

バキュロウイルス ･ペナエイ感染症
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： エビの潜伏死病

  英　名： Covert mortality disease of shrimp (CMD)
②　 病 原 体： Covert mortality nodavirus (CMNV)( ノ ダ ウ イ ル ス 科 (Nodavirudae) 

Alphanodavirus の未分類ウイルス )
　

(2) 地理的分布
①　初発国：中国
②　分布域：中国。非公式にはメキシコ、エクアドル、ベトナム、タイ、インドネシア

においてウイルスが検出されているという情報がある。

(3) 宿主域
①　自然発病： バナメイエビ（ホワイトレッグシュリンプ、シロアシエビ；Litopenaeus 

vannamei)、クルマエビ (Marsupenaeus japonicas)、コウライエビ (Fenneropenaeus 
chinensis)。

②　実験感染：（情報なし）
③　キャリア：（情報なし）
④　ベクター：（情報なし）
⑤　その他：注射及び経口投与による感染試験では、それぞれ 100%、85% の死亡が確

認された。

(4) 発生の特徴
感染個体は、池の底深くに隠れ、浅瀬や表層にはほとんど現れない。池入れ後、

60 ～ 80 日間、毎日死亡が確認され、累積死亡率は 80％に及ぶ。水温が 28℃
を超えると死亡率が増加する。

(5) 外観症状
殻の軟化、成長不良及び横紋筋の白色化。

(6) 剖検所見
変色（白色、赤色、灰色）を伴う肝膵臓の萎縮や壊死および導管の配列不整、

胃や腸の空洞化、横紋筋の凝固壊死。

エビの潜伏死病
Covert mortality disease of shrimp (CMD)
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(7) 消毒
文献情報はないが、塩素剤等通常の消毒剤で本ウイルスは不活化されると考

えられる。
(8) 防除法

情報なし

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

① 　少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは当該疾病の外観症状を示す活エビを採取する。
② 　被検魚の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましく、可能であれ

ば発生現場で臓器試料を摘出する。
③ 　被検体を検査機関に搬入する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素パッ

キングするか、活魚ポンプによる通気を行い、水温変動に注意して搬送する。
④ 　活エビの搬送が困難な場合、あるいは死エビしか入手できない場合は、なるべく新

鮮な個体を採取し、被検体を個体ごとに無菌の密閉容器に包装し、氷冷または冷蔵状
態で、１２時間以内に搬送する。搬送の際に、被検体が凍結することのないように注
意する。

⑤ 　搬送に長時間を要する場合は、被検体の固定標本を搬送する。

　(2) 検査のための試料の採材
＜病理診断＞

病理診断用の組織の固定には検体の 10 倍量の Davidson 固定液を用いる。

Davidson 固定液組成（1L）
330 mL  95% エタノール
220 mL  ホルマリン原液（37–39% のホルムアルデヒド飽和溶液）
115 mL  氷酢酸
335 mL  滅菌海水もしくは蒸留水

a.  幼生あるいはポストラーバ（ツベルクリン用注射器を使えないサイズ）
メッシュあるいはパスツールピペットで被検体を採取し、直接検体の 10 倍量の固

定液に入れ、12 から 24 時間固定後、70％エタノールに置換する。

b.  ポストラーバあるいは小型の稚エビ（ツベルクリン用注射器を使えないサイズ）
ニードルもしくはピンセットにて検体の殻に穴をあけ、迅速に 10 倍量の固定液に

入れ、12 から 24 時間固定後、50 ～ 70％エタノールに置換する。

c.  稚エビあるいは親エビ
被検体の 5 ～ 10% 重量の固定液を生きた状態で注射する。ニードルの径は検体の

サイズによって変える（小型の稚エビであれば 27 ゲージ程度のものを用いる）。

エビの潜伏死病
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肝膵臓を観察するため臓器を傷つけないように、周辺の数か所から肝膵臓の色
が白からオレンジ色に変色するまで固定液を注射する。さらに、その周辺の部
位から頭胸腔内および腹部にも注射し固定する。注射による固定直後には第六
腹節から噴口部にかけて殻に切り込みを入れる。頭胸部および腹部は側面から
背中線まで切開する。

d. 12g 以上のエビ
上記、注射による固定ののち、腹部を水平方向に頭胸部の付け根まで２等分

する。

e. 大型のエビ
上記、注射による固定ののち、肝膵臓を摘出し、組織の 10 倍量の固定液に浸

ける。室温で 24 から 72 時間固定後、70％エタノールに置換する。

＜ RT-PCR 検査＞
a. 全長 2cm 以下の幼エビ

頭胸部および腹部を試料とする。体表を消毒後、眼柄より前端部（眼柄含む）
を除去し、頭胸部と腹部を切断し、それぞれ被検体とする。

b.  全長 2cm ～ 6cm の稚エビ
肝膵臓を含む頭胸部および腹部を試料とする。体表を消毒後、肝膵臓の前部

は除去し、頭胸部と腹部を切断し、それぞれ被検体とする。サイズに従って腹
部の採取量を調整する（25 mg 程度ずつ）。

c. 全長 6cm 以上のエビ 
肝膵臓および腹部より採取した筋肉を試料とする。可能であればリンパ用器官も

採取する。

RNA 抽出までは、好ましくは RNAlater、あるいは 70% ～ 100% エタノール
中で保存する。これらの試薬が無い場合は冷凍（-80℃）にて保存する。

３. 診断手順

①　初動診断法：
( ア ) 病理組織の観察

使用部位；横紋筋、肝膵臓およびリンパ様器官を採取する。
固定；Davidson 液で固定しヘマトキシリン・エオジン染色を行う。
病変の観察；横紋筋の凝固壊死、肝膵臓およびリンパ様器官の細管上皮の好

酸性封入体、筋肉およびリンパ様器官の核濃縮を観察する。

( イ ) RT － PCR（逆転写ポリメラーゼ連鎖反応法）
(a) 材料；RT － PCR 用に採取した肝膵臓、横紋筋あるいはリンパ様器官から RNA
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を抽出する。RNA 熱変性；65℃で 5 分変性後急冷。
(b) PCR 法使用機器（サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッペンドルフチュー

ブ、電気泳動装置、トランスイルミネーターなど ) および試薬 (RT-PCR キット＊）
* RT-PCR キット：SuperScript® III One-Step RT-PCR System with PlatinumTMTaq ( 
インビトロジェン社 ) 推奨、

・プライマー
CMNV-7F1　5’- AAA TAC GGC GAT GAC G -3’
CMNV-7R1　5’- ACG AAG TGC CCA CAG AC -3’
増幅産物サイズ　　619 bp

・反応液組成 (1 検体分 )
2X Reaction Mix    25 µL
dDW( 滅菌超純水 )    20 µL
CMNV-7F1 (10pmol/ µL)     1 µL
CMNV-7R1 (10pmol/ µL)     1 µL
SuperScript™ III RT/Platinum™TaqMix   2 µL
検体（RNA）      1 µL
合　　　計　    50 µL

・PCR 反応条件
逆転写反応  45℃ 30min.
初期の変成  94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を 35 サイクル
変成   94℃ 30sec.
アニーリング 45℃ 30sec.
伸長   72℃ 40sec.
最後の伸長  72℃ 7min.
保持    4℃ ∞

(c)　RT-PCR 反応液 5 µL を採取し、電気泳動用サンプル緩衝液と混合後、増幅産物
を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% 程度のアガロースゲルで電気泳動を
行う。 

(d)　臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 619bp の増幅
産物のバンド の有無を観察する。

②　最終診断法：Nested-PCR 法
i) 1st PCR；初動診断法① ( イ ) と同じ。
ii) 2nd PCR

材料； 1st PCR の増副産物、TaKaRa Ex Taq® など

エビの潜伏死病
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・プライマー；
CMNV-7F2: 5’-CAC AAC CGA GTC AAA CC -3’ 
CMNV-7R2: 5’-GCG TAA ACA GCG AAG G-3’
増副産物サイズ；165bp

・反応液組成 (1 検体分 )
dNTPMixture     4 µL
× 10 Buffer     5 µL
dDW( 滅菌超純水 )   37 µL
CMNV-7F2 (10pmol/ µL) 　　　   1 µL
CMNV-7R2 (10pmol/ µL)     1 µL
Takara ExTaq®      1 µL
1st PCR 産物      1 µL
合　　　計　    50 µL

・PCR 反応条件
初期の変成  94℃ 4min.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変成   94℃ 20sec.
アニーリング 50℃ 20sec.
伸長   72℃ 20sec.
最後の伸長  72℃ 7min.
保持    4℃ ∞

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法

RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ
送付する。生鮮個体を送付する場合は凍結し、冷凍便で輸送する。病理診断用
の固定標本は 70% エタノールに置換後、冷蔵で輸送する。遺伝子検査用の検体は、
RNAlater あるいは 70% エタノールに入れ、冷蔵で輸送する。

５．参考文献
World Organisation for Animal Health (OIE): Manual of Diagnostic Tests for Aquatic 

Animals, CHAPTER 2.3.0., GENERAL INFORMATION, http://www.oie.int/index.
php?id=2439&L=0&htmfile=chapitre_general_information_2_2.htm 

Zhang Q, Liu Q, Liu S, Yang H, Liu S, Zhu L, Yang B, Jin J, Ding L, Wang X,Liang Y, 
Wang Q and Huang J. (2014): A new nodavirus is associated with covert mortality 
disease of shrimp. J Gen Virol., 95(12), 2700-2709.
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Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp histology. 
World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： 鰓随伴ウイルス病

  英　名：Gill-associated virus disease (GAV)
②　病原体： Gill-associated virus (genotype 2)（ロニウイルス科 オカウイルス 属）。

イエローヘッド複合ウイルス群 ( ロニウイルス科 オカウイルス属 ) には、8 つ
の遺伝子型が知られ、gill-associated virus (GAV) はそのうちの遺伝子型 2 である。
YHV は遺伝子型 1 であり、イエローヘッド病の病原体である。ウシエビにおい
て YHV( 遺伝子型 1) は、ポストラーバ (PL)15 以降のものが感染しやすい。そ
の他 4 つの遺伝子型 (3~6) は、東アフリカ、アジアおよびオーストラリアの健
康なウシエビで一般的に検出されるが、イエローヘッド病とは関連がない。遺
伝子型 7 および 8 は病気のエビから発見されたが病原性は不明である。YHV と
GAV はここに記載した nested PCR により区別できる。

(2) 地理的分布
　①　初発国：　オーストラリア
　②　分布域：　タイ、ベトナム

(3) 宿主域
　①　自然発病：ウシエビ (Penaeus monodon)
　②　実験感染：ブラウンタイガープローン (P. esculentus)、バナナエビ (Fenneropenaeus 

merguiensis)、クルマエビ (Marsupenaeus japonicus) でも起こり、死亡を引き起こす。
実験的に感染可能な宿主範囲は広いが、自然での発症はウシエビ ( ブラックタイガー )
(P. monodon) であるので、この種の移動には特に注意が必要である。

　③　キャリア：自然下では、本ウイルスに感染したウシエビ (P. monodon)。実験下で
は、ブラウンタイガープローン (P. esculentus)、バナナエビ (F. merguiensis)、クルマ
エビ (M. japonicus) が宿主となることが明らかになっているため、これらのエビ類も
キャリアーになる可能性がある。

　④　ベクター：情報なし
　⑤　その他：クルマエビにおいて本ウイルスは、20 ｇ以上の大きな個体は、6 ～ 13

ｇの小さな個体よりも感受性が低い。感染要因について、垂直感染は雌雄どちらを介
しても起こり、卵及び精子表面に病原体が付着していること及び受精卵の周りの組織
が感染していることが要因であると考えられている 1)。人為感染では、病エビの組
織からの抽出物を濾過し細菌を取り除いたものを注射すると感染が成立する 2)。

鰓随伴ウイルス病
Gill-associated virus disease (GAV)
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(4) 発生の特徴
①　オーストラリアでは本病によるウシエビの死亡が報告されている。タイ、ベトナム

では発症は報告されていないが、健康なウシエビから本ウイルスが検出されている。
②　オーストラリアでは、天然のウシエビの有病率が 100％に達するところもある 3)。

オーストラリアのウシエビ養殖場では本疾病の感染により、死亡率が 80％に達する
ことがある 4)。

③　注射により実験感染させたウシエビ及びクルマエビの死亡率は 100％であった 2)。
④　実験感染を耐過したブラウンタイガープローンは、少なくとも 50 日間の慢性的な

感染が続く 5)。
⑤　水面近くや池の端を遊泳する。摂餌しなくなる。

(5) 外観症状
胴体及び脚が赤くなる。

(6) 剖検所見
鰓のピンク色から黄色への退色が認められる。

　
 (7) 消毒

情報はないが、通常の殺菌剤で不活化できるものと思われる。

(8) 防除法
有効な予防、治療法は知られていない。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

①　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の瀕死エビまたは死亡直後の個体、ない
しは 1. (5) に示すような本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

②　病理組織検査のための検体：活きている 5-10 尾の病エビないし、1. (5) に示すよ
うな本疾病に特徴的な外観症状を示すものを選ぶ。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

　(2) 検査のための試料の採材
①　RT-PCR のための採材：新鮮なリンパ様器官あるいは鰓。あるいは小さな個体であ

ればエビ全体を材料とする。
②　病理組織検査のための採材：大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（いわ

ゆる胃の内腔）、前方の腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。
エビ体重の 5-10% 程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで
甲殻に切れ目を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を
傷つけないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しや

鰓随伴ウイルス病
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すくするためである。12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹
部中央に背側から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固
定液に投入し、1 日程度固定する。注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接
固定液に投入して固定する 6)。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷や
しておき、サンプルを投入したら30分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、
70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存す
る。

・Davidson の固定液の組成
95% エチルアルコール　 33 mL
市販のホルマリン原液 22 mL
100% 酢酸（氷酢酸） 11.5 mL
蒸留水   33.5 mL
合　計   100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。
　

３. 診断手順
　（１）RT-PCR (1st PCR)

①　キットや試薬のマニュアルに従って、新鮮なエビのリンパ様器官あるいは鰓から
RNA を抽出する。スピンカラムを用いたキットで十分 RNA が抽出できない場合（特
に死亡個体から抽出する場合など）、フェノール・クロロホルム法（TRIZol (Inbitrogen)、
RNAiso Pllus (Takara) 等）によって十分量の RNA が抽出できる場合がある。その際、
リンパ様器官あるいは鰓は約 10-20 mg を採取する。

②　陰性対照として、可能であれば GAV 陰性の組織を使用する。困難な場合には蒸留
水やバッファを用いる。陽性対照としては可能であれば GAV 陽性の組織を用いる。
困難な場合には、GAV の DNA テンプレートを陽性対照とする。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー (YHV および GAV 共通。)

GY1：5'-GAC-ATC-ACT-CCA-GAC-AAC-ATC-TG-3'
GY4：5'-GTG-AAG-TCC-ATG-TGT-GTG-AGA-CG-3'
増幅産物サイズ；794 bp

・反応液組成（1 検体分）
   　 （試薬）     （容量）  （終濃度）
2 × reaction mix     12.5 µL 　1x

（0.4 mM of each dNTP, 3.2 mM MgSO4）
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Superscript lll RT/PlatinumTM Taq mix 1.0 µL  1 unit/ µL
プライマー（各 10µM） 　      各 0.45 µL  各 0.18µM
テンプレート核酸    2.0 µL 　　
 （0.005 pg-500 ng/reaction）
蒸留水     8.6 µL 
 ( 全量 25 µL にメスアップ )　　　　　　　
合計      25 µL

・使用酵素キット：SuperScript® III One-Step RT-PCR System with Platinum®Taq 
(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific)

・RT-PCR 反応条件
逆転写   50℃ 30min.
初期の変成   94℃ 2min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成    95℃ 30 sec. 
アニーリング  66℃ 30 sec.
伸長    68℃ 45sec.
最後の伸長   68℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 794 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

（２）Nested-PCR
①　使用する試料；テンプレート DNA として３.（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR)

の増幅産物、対照は（１）初動診断法：RT-PCR (1st PCR) に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー（GAV 特異的。YHV は増幅しない。）
GY2：5'-CAT-CTG-TCC-AGA-AGG-CGT-CTA-TGA-3'
G6 ：5'-GTA-GTA-GAG-ACG-AGT-GAC-ACC-TAT-3'
増幅産物サイズ；406 bp

注：GY2 の 7 番目の塩基は T であるが、この位置の塩基は GAV の配列に完
全に一致させるためには C にする必要がある。ただし、これまで T のままでも
GAV の増幅に支障があるという報告はない。

鰓随伴ウイルス病
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・反応液組成（1 検体分）
   　（試薬）    （容量）   （終濃度）
HotStarTaq Master Mix    12.5 µL 　　1x

（containing 2.5 units HotStarTaq DNA Polymerase, 1x PCR Buffer, 200 
µM of each dNTP）
プライマー（各 10µM） 　  各 0.9 µL      各 0.36µM
テンプレート DNA（<500 ng/reaction） 2.0 µL  
蒸留水     8.7 µL　　　　　　
合計      25.0 µL

・使用酵素キット：HotStarTaq Master Mix Kit（Qiagen）

・RT-PCR 反応条件
初期の変成   95℃ 15min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成    95℃ 30 sec.
アニーリング  66℃ 30 sec.　　
伸長    72℃ 45 sec.
最後の伸長   72℃ 7 min.

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5 % アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 406 bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

⑤　OIE マニュアルでは、この方法で検査するときはシークエンス（配列解析）を行っ
て、遺伝子型を確認するのが望ましい、としているため、増幅産物の配列解析を行い、
遺伝子型を確認する。

（３）病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。詳しい病理学的

所見は無い。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　RT-PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研へ送付

する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。病理組織の場合は固定後 70% エタノール
に置換した試料を送付する。
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５．参考文献
1) Cowley et al., (2002) Vertical transmission of gill-associated virus (GAV) in the black 

tiger prawn Penaeus monodon. Dis. Aquat. Org., 50, 95–104.
2) Spann et al., (1997) A yellow-head-like virus from Penaeus monodon cultured in 

Australia. Dis. Aquat. Org., 31, 169–179.
3) Cowley et al., (2000) Detection of Australian gill-associated virus (GAV) and lymphoid 

organ virus (LOV) of Penaeus monodon by RT-nested PCR. Dis. Aquat. Org., 39, 159-
167.

4) Oanh et al., (2011) Pathogenicity of gill-associated virus and Mourilyan virus during 
mixed infections of black tiger shrimp (Penaeus monodon). J. Gen. Virol., 92, 893–
901.

5) Spann et al., (2003) Detection of gill-associated virus (GAV) by in situ hybridisation 
during acute and chronic infections in Penaeus monodon and Penaeus esculentus 

shrimp. Dis. Aquat. Org., 56, 1–10.
6) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 

histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：モノドン型バキュロウイルス感染症
　　英　名：Spherical Baculovirosis
②　病原体：Penaeus monodon-type baculovirus (MBV, PemoNPV)

Virus Taxonomy; 9th report of the International Committee on Taxonomy of 
Viruses および、2015 年版の同 committee ホームページに本ウイルスの記載は
見つからず分類は不確定。

(2) 地理的分布
中国・台湾を初めとする太平洋、インド洋、中近東、地中海、アフリカ、ハワイ、

タヒチ、南北アメリカ諸国　

(3) 宿主域
①　自然発病：自然発病はウシエビ（ブラックタイガー）Penaeus monodon, やテンジ

クエビ（バナナエビ）P. merguiensis を含む Penaeus、Metapenaeus, Fenneropenaeus, 
Melicertus 各亜属の 1 種または複数種において感染が報告されている。しかし、MBV
に感染したP. monodonの近傍で飼育されていてもP. vannamei, P. stylorostris およびP. 
californiensis の MBV 感染は報告されていない。

②　実験感染：クルマエビのポストラーバは実験感染が成立しなかったという報告があ
る。

③　キャリア：生残した宿主は慢性的にウイルスを保有し、キャリアとなる。
④　ベクター：知られていない。

(4) 発生の特徴
①　卵およびノープリウス幼生を除くすべての発生段階で、肝膵臓と中腸前部の上皮細

胞に感染する。
②　幼生期（プロトゾエア・ミシス）およびポストラーバ初期ステージで最も死亡が多

く発生する。
③　流行地域の稚エビや成エビでは、MBV の感染率が 50% ~100% 近くあるが、重度

のストレス下で ない限り、通常死亡が発生することはない。
④　重度に感染した個体では、成長低下し、結果的には生残率の低下、養殖成績の低下

を招く。
⑤　感染様式は、水平感染で、感染エビの組織・排泄物・包埋体 (occlusion body) ある

いは汚染した デトライタスや水の摂取によって起こる。

モノドン型バキュロウイルス感染症
Spherical Baculovirosis （MBV）
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(5) 外観症状
特徴的な症状は乏しい。

(6) 剖検所見
重度の感染個体では中腸線に白濁が見られることが多い。

(7) 消毒
文献情報はないが、塩素剤等通常の消毒剤により本ウイルスの消毒はかのう

であると思われる。

(8) 防除法
受精卵と仔エビの消毒が効果的とされるが我が国でエビの卵稚仔を対照にし

て承認された消毒薬はない。垂直感染をさけるため、卵は清浄な海水でよく洗
浄し、卵や幼生が親エビの糞便等による汚染を受けないようにする。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　押しつぶし標本のための検体： 10 尾程度の活力が低下した病エビまたは死亡直後
の個体を採取する。あるいは排泄物を採取する。

②　RT-PCR のための検体：少なくとも 10 尾の病エビまたは死亡直後の個体を採取する。
③　病理組織検査のための検体：5-10 尾の病エビを選ぶ。死亡個体は病理組織検査に

は適さない。
④　被検個体の症状、採取場所、採取日時、海水温、年齢、体重、死亡状況、他からの

種苗の移入の有無など、疫学的情報を記録する。

(2) 検査のための試料の採材
①　押しつぶし標本のための採材：肝膵臓や中腸。排泄物はそのまま用いる。
②　PCR のための採材：病エビの肝膵臓および中腸。
③　病理組織検査のための採材 1)：大型のエビの場合は、中腸腺前方、中腸線内部（い

わゆる胃の内腔）、前方の腹節、後方の腹節それぞれに Davidson の固定液を注射する。
エビ体重の 5-10% 程度の固定液を注射する。注射後ただちに尾部から解剖バサミで
甲殻に切れ目を入れる。切れ目は腹節では真横に、頭胸甲では斜め上に、内部臓器を
傷つけないように注意しながら眼の付け根付近まで入れる。これは固定液を浸透しや
すくするためである。12g より大型のエビでは、さらに頭胸甲と腹節の境目および腹
部中央に背側から体軸と垂直に体の半分程度まで切れ目を入れる。その後速やかに固
定液に投入し、1 日程度固定する。注射が不可能な小型のエビの場合は体全体を直接
固定液に投入して固定する 1)。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か氷中で冷や
しておき、サンプルを投入したら30分程度はゆっくり攪拌する。その後一晩置いた後、
70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタノールに置換して保存す

モノドン型バキュロウイルス感染症
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る。
・Davidson の固定液の組成

95% エチルアルコール　    33 mL
市販のホルマリン原液    22 mL
100% 酢酸（氷酢酸） 11.5 mL
蒸留水   33.5 mL
合　計    100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3
の割合で混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度

は使用可能である。

３. 診断手順
(1) 肝膵臓・中腸の観察

①　半海水または 1％食塩水を用いて、エビ幼生、稚エビ・成エビの肝膵臓や中腸の押
しつぶし標本を作成して顕微鏡で観察する。

②　排泄物を用いる方法は、稚エビあるいは成エビ、特に親エビの非破壊検査で有用で
ある。検査用のエビを別の水槽に移し、数時間おいて排泄物を集め、直接ウエットマ
ウント標本を作製して検鏡する。

③　観察結果：押しつぶし標本では、肝膵臓、中腸の上皮細胞の核内に単独もしくは複
数が固まりとなったほぼ球状の包埋体（大きさ 0.1µm 以下から 20µm 程度）を確認
する（写真 1）。包埋体はわずかに屈折した緑色で、マラカイトグリーンで宿主由来
の物質より濃く染まるため、区別が容易になる（写真 2）。

(2) PCR　方法 1
①　採取したエビ試料から市販の DNA 抽出キットなどにより核酸を抽出する。抽出法

は使用するキットのマニュアルに従う。
②　PCR に際して、テンプレートとして次の対照を用いる。

・陰性対照：MBV 陰性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA
・陽性対照：MBV 陽性エビ組織から同様な方法で抽出した DNA（陰性のエビ組

織に陽性対照 cDNA プラスミド等を加えたものから抽出してもよい）
・テンプレートなし。

③　プライマーおよび反応条件
・プライマー

261F：5'-AAT-CCT-AGG-CGA-TCT-TAC-CA-3'
261R：5'-CGT-TCG-TTG-ATG-AAC-ATC-TC-3'
増幅産物サイズ；261bp

・反応液組成（1検体分）：Takara Ex Taq® Hot Start Versionを用いた時の例を示す。
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本キットでは MgCl2 はキットのバッファに含まれている。
   　（試薬）   （容量）  （終濃度）
10x PCR バッファ      2 µL       1x
Takara Ex Taq®       0.1 µL  
dNTP(4 種とも含む ) 1.6 µL 
プライマー（各 50µM）各 0.2 µL 各 0.5µM
検体 DNA      1 µL 
蒸留水           14.9 µL  　　　　　　
合計     20 µL

・使用酵素キット：Takara Ex Taq® Hot Start Version (Takara)
・PCR 反応条件 OIE マニュアルではビーズを使っている。

初期の変成  95℃ 5min.
 以下、変成～伸長を 35 サイクル
変成   94℃ 30sec. 
アニーリング 60℃ 30sec.
伸長   72℃ 30sec.
最後の伸長  72℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータによりサイズが 261bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(2) PCR　方法 2
①　使用する試料や対照は (1)PCR 方法 1 に同じ。
②　プライマーおよび反応条件

・プライマー
MBV1.4F：5'-CGA-TTC-CAT-ATC-GGC-CGA-ATA-3'
MBV1.4r：5'-TTG-GCA-TGC-ACT-CCC-TGA-GAT-3'
増幅産物サイズ；533bp

・反応液組成（1 検体分）：Takara Ex Taq® Hot Start Version を用いた時の例を示
す。本キットでは MgCl2 はキットのバッファに含まれている。

   　（試薬）     （容量）         （終濃度）
10x PCR バッファ        2 µL   1x
Takara Ex Taq®         0.1 µL  
dNTP(4 種とも含む )   1.6 µL 
プライマー（各 100µM）           各 0.2 µL           各 1µM
検体 DNA        1 µL 

モノドン型バキュロウイルス感染症
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蒸留水    14.9 µL  　　　　　　
合計        20 µL

・使用酵素キット：Takara Ex Taq® Hot Start Version (Takara)

・PCR 反応条件
初期の変成   96℃ 5min.
 以下、変成～伸長を 40 サイクル
変成    94℃ 30sec. 
アニーリング  65℃ 30sec.
伸長    72℃ 1min.
最後の伸長   72℃ 7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 533bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(3) 病理組織学的検査
①　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
②　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。肝膵臓あるいは

中腸の上皮細胞の核内に明るい赤色に染色された包埋体が観察される（写真 3、4）。
包埋体は一つの核内にしばしば複数個観察される。包埋体はかならずしもきれいな球
状には見えない。これらの核ではクロマチンの減少や核の縁辺部への濃縮も観察され
る。なお、グラム染色（Brown and Brenn の組織学用）では包埋体の染色性が周囲と
異なるため包埋体が少ない標本では観察しやすい。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　ウエットマウント標本で包埋体が確認あるいは疑われた個体、または、PCR 検査

で陽性または 疑陽性と診断された個体の試料・記録を増養殖研究所へ送付する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、ウェットマウント標本あるいは写真、PCR 

の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍結、冷蔵あるいは 70% エタノール固定）。
病理組織の場合は固定後 70% エタノールに置換した試料を送付する。

５．参考文献
1) Bell, T. A. and Lightner, D. V. (1998): A handbook of normal penaeid shrimp 

histology. World Aquaculture Society, Allen Press, Inc. Lawrence, Kansas.

その他の記載は OIE マニュアル（2016）による。
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写真 1	　MBV	に冒されたウシエビの腸内容物のウエットマウン
ト標本。球形の包埋体の塊 (	矢印 )	が観察される。(D.	V.	
Lightner	博士提供 )

写真 2	　MBV	に冒されたウシエビの腸内容物のウエットマ
ウント標本 (0.1% マラカイトグリーン染色 )。核内に
単独あるいは塊の包埋体 (	矢印 )	が観察される。(D.	V.	
Lightner	博士提供 )

写真 3　MBV	に冒されたウシエビの肝膵臓の病理組織像 (HE	染
色、低倍 )。核内にエオシンに染まった包埋体が観察され
る。

写真 4　MBV	に冒されたウシエビの肝膵臓の病理組織像 (HE	染
色、高倍 )。核内にエオシンに染まった包埋体 (	矢印 )	が
観察される。

モノドン型バキュロウイルス感染症



3. 貝類等

アワビヘルペスウイルス感染症

アワビの細菌性膿疱症

カキヘルペスウイルス µVar 感染症

パーキンサス・クグワディ感染症

マボヤの被嚢軟化症
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１. 疫　学

(1)　病名と病原体
① 　病　名：アワビヘルペス性神経節炎

  英　名：Abalone Viral Ganglioneuritis (AVG)
②　病原体：原因病原体の Abalone herpesvirus (AbHV) は、Malacoherpesviridae 科の

ウイルスであるとされ、正二十面体のウイルス粒子をもち、直径は 100–110 nm で
ある。エンベーロープを有する。同じ科の Ostreid Herpesvirus-1 とは塩基配列レベ
ルで 19% － 53% の同一率を示す。台湾（AbHV Taiwan）およびオーストラリア（AbHV 
VIC）のウイルスについて 3 カ所の共通領域の配列を比較したところ、92.4、96.4
および 96.6% の高い同一率をしめした。全ゲノム配列解析から、オーストラリア国
内のウイルスであっても多くの遺伝型が存在することがわかっているが、これがウイ
ルスの病原性などに影響するかどうかはわかっていない。

(2)　地理的分布
①　初発国：台湾
② 　分布域：台湾、オーストラリア ( ビクトリア州およびタスマニア島 )

(3)　宿主域
① 　自然発病：台湾産のトコブシ（Haliotis diversicolor）、豪州産のブラックリッ

プ・アバロニ （Haliotis rubra Leach）およびグリーンリップ・アバロニ （Haliotis 
laevigata Donovan）。ブラックリップ・アバロニ とグリーンリップ・アバロニのハイ
ブリッド。日本産のクロアワビ（Haliotis discus）とトコブシ病貝との同居感染試験
では発病は確認されなかった。

(4)　発生の特徴
① 　オーストラリアではアワビの年齢に関係なく発生し、90 % 以上の死亡率であった。
② 　台湾でも親貝と稚貝の両方で発生が確認され、70-80 % の死亡率であった（水温

16 - 19℃）。
③ 　養殖池では臨床的な症状が確認されてから 3 日以内に死亡が起きることが報告さ

れており、実験感染でも同様に死亡することが確認されている。
④ 　3 種類の実験感染 ( 非接触の同居感染、病貝飼育水での飼育、および病貝ホモジネー

ト濾液筋肉注射 ) では、いずれの場合も攻撃後 2 － 5 日以内に 100% が死亡した。

(5)　外観症状
　罹病貝には、外套膜や腹足の萎縮、不規則な腹足縁辺部の巻き上がりと硬
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直化、粘液の過剰分泌、口球の膨張と突出、歯舌のめくれ上がりなどの症状が
認められる。また、光からの逃避行動がない、基板への付着力の低下などの症
状が認められることがある。異常な産卵行動が認められることもある。

(6)　剖検所見
顕微鏡下での病理組織観察では、炎症反応や神経組織の壊死が認められる。

(7)　消毒
情報はないが、本ウイルスはヘルペスウイルスであり、KHV などと同様の方

法で不活化されると考えられる。

(8) 防除法
本感染症に対する具体的な防除法は無い。発生した場合には、飼育貝の廃棄、

飼育水・施設の消毒を行う。飼育再開前には無病貝の試験飼育を行い発病しな
いことを確認する。

２. 検体採取
(1) 検体の収集

瀕死個体や新鮮な死亡個体を取り上げる。不可能な場合は健常個体を取り上
げるが、この場合、飼育設備全体にわたり全ての年齢群を取り上げの対象とする。

(2) 検査のための試料の採材
組織を外科的に採材し検査用試料とする。この際、脳神経節、足部神経節ま

たは口球神経節が含まれるように組織片を回収する。摘出した組織は年齢、飼
育池、採集した場所ごとに分けて保存する。採材した組織は直ちに固定液（80 
% エタノール；19.75 % グリセロール；0.25 % β - メルカプトエタノール）、ま
たは 95% エタノールに浸し固定する。これらの処理が不可能な場合には氷上で
保管し、24 時間以内に処理が可能な施設に持ち込む。腐敗が進んでいない組織
サンプルであれば直接凍結保存したものであっても検査に使用することができ
る。

３. 診断手順
(1)PCR 検査

① 準　備
　機器類：サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッペンドルフチューブ、PCR チュー

ブ、電気泳動装置、トランスイルミネーター
　試薬類： DNA抽出キット、PCR用試薬(キアゲン社 HotStarTaq Master Mix kitを推奨)、

電気泳動用アガロースゲル
プライマー：
AbHV-16 (Fwd.)　5'-GGC TCG TTC GGT CGT AGA ATG-3'

アワビヘルペス性神経節炎
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AbHV-17 (Rev.)　5'-TCA GCG TGT ACA GAT CCA TGT-C-3
増副産物のサイズ；522 － 558 bp

② 手　技
20 mg 程 度 の 組 織 か ら、 市 販 の DNA 抽 出 キ ッ ト（QIAmp DNA Mini Kit、

MagMAX-96 Viral RNA Isolation Kit または AB MagMAX Express-96 Magnetic 
Particle Processor など）を用いて DNA を抽出し、～ 100 ng/ µL の濃度に DNA
を溶出する。次いで、抽出した核酸および対照 DNA をテンプレートとして、上
記のプライマーを用いて PCR 反応を行う。

反応液組成 (1 検体分 )
   （試薬）　 （容量）  （終濃度）
HotStarTaq Master Mix (2x) 12.5 µL     1x
dDW( 滅菌超純水 )     9.5 µL 
Fwd. AbHV-16 (18 µM)       0.5 µL 0.36 µM
Rev. AbHV-17 (18 µM)       0.5 µL 0.36 µM
検体           2.0 µL                     
合　　　計　             25.0 µL

PCR 反応条件
通常の PCR の場合
初期の変成  95℃  15min.
  以下、変成～伸長を　40 サイクル
変成   94℃  30sec.
アニーリング 52℃  30sec.　　
伸長   74℃  45min.
最後の伸長  74℃  7min.
保持    4℃     ∞

注 ) PCR に際しては次の対照が必要である
1) AbHV 感染陰性貝の組織から抽出した陰性対照 DNA
2) AbHV 感染陰性貝の DNA に陽性対照 DNA プラスミドを加えた陽性対照 DNA
3) テンプレートを何も含まない陰性対照

③ PCR 結果の判定
(a) PCR 反応物を DNA 分子量マーカーとともに 1.5% アガロースゲルにアプライし

電気泳動を行う。泳動後にトランスイルミネーターを用いて 522 － 558 bp の増
幅産物の有無を確認する。
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(2) 遺伝子配列解析
① 準　備
試料：PCR 反応物
使用機器類：サーマルサイクラー、マイクロピペット、エッペンドルフチューブ、PCR

チューブ、キャピラリーシークエンサー
試薬類：PCR 反応物精製試薬、BigDye Terminator などの市販のシークエンス試薬

プライマー：
AbHV-16 (Fwd.)　5'-GGC TCG TTC GGT CGT AGA ATG-3'
AbHV-17 (Rev.)　5'-TCA GCG TGT ACA GAT CCA TGT-C-3

② 手　技
1) アガロースゲル電気泳動で、単一の増幅産物が得られたことが分った場合には、
市販の精製キット（QIAquick PCR Purification Kit など）で精製を行う。２種類以
上の増幅断片が認められた場合には、目的サイズの増幅断片をアガロースゲル電
気泳動後に切り出し、精製を行う。切り出し精製には市販の精製キット（Wizard 
SV Gel and PCR Clene-Up System など）を用いる。いずれの精製キットも添付説
明書のプロトコールに従う。
2) 精製した増幅断片をテンプレートに、上記の PCR プライマーを使用してシーク
エンス反応を行う。フォワード（Fwd.）側とリバース（Rev.）の両方からシーク
エンスを行う。シークエンス反応は使用する試薬の説明書に従う。
3) 精製したシークエンス反応液をシークエンサーにかけ、増幅産物の塩基配列情
報を取得する。
4) 得られた塩基配列情報を、ジーンバンクに登録されている AbHV の遺伝子配列  
(GenBank accession No. HM631981) と比較し、高いレベルで相同性を示すことを
確認する。この作業にはNCBIのBasic Local Alignment Search Tool（BLAST）（http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を使用する。標的領域の配列には多型性が存在
し、522bp から 588bp までの異なるサイズの増幅産物が得られることが分ってい
る（別紙参照）。

(3) その他
病性鑑定指針は疾病を発症した動物の診断を行うことを目的としており、本

病を発症したアワビから原因ウイルスを検出するためには、ここに記載した通
常の PCR で十分であるが、不顕性感染状態にあって外観的に健康なアワビから
の検出には通常の PCR はしばしば不十分である。したがって、サーベイランス
やモニタリング等の目的で本ウイルスの検出を試みる時には、OIE マニュアル

（2015）に記載されているような定量 PCR（TaqMan®）を用いる必要がある。

４. 確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
大型個体の場合には脳神経節、足部神経節または口球神経節が含まれるよう

に組織を採材し試料とする。生鮮試料は凍結後に冷凍便で送付する。指定の固
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定液（80 % エタノール；19.75 % グリセロール；0.25 % β - メルカプトエタノー
ル）、または 95% エタノールで固定した試料については常温で送付する。
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図 -1 異なる株から増幅した本ウイルスの PCR 増幅産物の塩基配列比較

(Victoria/AUS/2007 の増幅産物 (558	bp) および Taiwan/2004	TC08 の増幅産物 (531	bp) の比較 )
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： アワビの細菌性膿疱症

  英　名： 　Pustule disease of abalone / Blister disease of abalone　　　　　 
②　病原体： Vibrio furnissii (= V. fluvialis biotype Ⅱとシノニムである )　もともと V. 

fluvialisのうち、糖を分解した際にガス産生がある株がV. fluvialis IIとされていた。よっ
て V. furnissii は性状試験においてガス産生能以外は V. fluvialis と－致する。

(2) 地理的分布
①　初発国：　中国（大連）
②　分布域：　中国の大連の養殖場で確認されたが、この地域以外からの報告はない。

しかし、原因細菌である Vibrio furnissii (= V. fluvialis biotypeII) は世界的に河口等で
確認される常在菌である。

(3) 宿主域
①　自然発病：エゾアワビ
②　実験感染：エゾアワビ以外のアワビ種に対しては感染実験の結果がなく、不明であ

る。エゾアワビでは筋肉注射法で感染が成立することが知られている。浸漬による感
染実験では創傷がなければ、感染しなかったという。また経口的に細菌を投与しても
感染しない。

③　その他：ヒトの糞便からも検出されるほかに、世界中の河口等で確認される常在菌
である。

(4) 発生の特徴
1993 年 9 月に中国大連市周辺のエゾアワビ養殖場で天然貝および養成した稚

貝に本疾病が確認され、死亡率は 60% を超えた。1994 年から 1995 年にかけ
て、大連市沿岸のアワビ養殖場では次々に本疾病が発生した。アワビの大きさ
や水質、飼育法に関連性はなく、発症死亡した。実験感染 (20℃ ) では、高濃度
の細菌を注射すると、水疱を生じずに 7 日程度で死亡するが、低濃度（2 cells/
個体）の細菌を注射した場合や傷をつけて浸漬した場合、臨床症状（水疱）が
足部に観察されるまでに 6 ヶ月を有する。なお、実験感染における死亡率は 50
－ 100％に達する。

(5) 外観症状
①　足部に白色の膿を含む膿疱ないし水疱状の病変を形成する。Vibrio campbellii,  

アワビの細菌性膿疱症
Pustule disease of abalone/Blister disease of abalone
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Vibrio harveyi（= V. carchariae とシノニムである）が同様の疾病を起こすという報告
がある。また、膿疱や水疱は生じないが、足部からは、これらの菌以外の細菌が検出
されることがある。さらに、細菌ではないが、Perkinsus sp. による感染が足部に黄色
い膿疱ないし膿瘍を形成することが知られている。

②　細菌が外套膜、消化管、消化盲嚢、生殖巣、体液等で増殖し、ほとんどの器官で細
菌が見られるようになると摂食を停止し、やがて死亡する。よって、重篤になると、
膿疱が足部以外にも出現する可能性がある。

(6) 剖検所見
足部に白色の膿を含む膿疱ないし水疱状の病変を形成する。

(7) 消毒
使用器具及び手指の消毒は、通常の細菌を対象とした消毒法を用いる。簡便

で有効性の高いやり方としては、臓器から菌分離をする際に用いる器具や手な
どの指先は 70％エタノールを使用し、用いた器具や被検貝はオートクレーブで
滅菌する。輸送用コンテナおよび水は次亜塩素酸ソーダなどで消毒する。

(8) 防除法
①　UV 照射した海水で飼育する。
②　アワビを移動させる際、アワビに傷を付けないように、アワビを剥離する。
③　発病群の移動、感染耐過群の親貝としての飼育は疾病蔓延のおそれがあるので行わ

ない。
④　発病池の消毒を行う。
⑤　各種抗生物質の有効性は認められているが、食用アワビに対して認可された薬剤は

ないので適さない。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　当該疾病の外観症状を示す貝を 5 個体以上採取する。
②　被検貝の収集から採材まではできるだけ速やかに行うことが望ましい。

(2) 検査のための試料の採材
①　被検貝を検査機関まで搬送する場合は、生きたままビニール袋などに入れて酸素

パッキングし、水温変動に注意して搬送するか、個体ごとに無菌の密閉可能な容器に
収容し、氷冷または冷蔵状態でできるだけ速やかに ( 数時間以内が望ましい ) 検査機
関に到着するように搬送する。

②　試料には採取場所および日時を明記したラベルを添付する。
　

アワビの細菌性膿疱症
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３. 診断手順

(1) 本症の診断法の注意点
上述したように V. furnissii は海水中に存在している可能性があるので、病気

の原因となっている菌を釣菌し、検査する必要がある。従って、膿疱患部から
菌を分離する必要がある。症状が認められない、あるいは症状が認められても
細菌が観察されない個体から菌を分離すると、常在の V. furnissii を分離・同定
してしまう可能性がある。

(2)　剖検観察
腹足あるいは軟体部に膿疱状病変を肉眼で確認する。

(3)　スタンプ（スメア）標本の観察 ( 原因菌の確認 )
①　活きている病貝の膿疱表面をアルコール綿でよく拭き、注射針等を用いて内部の膿

ないし体液を採取する。採取した膿ないし体液をスライドグラスに少量なすりつける
か、スライドグラス上に伸ばしてスメア標本を作製して風乾する。膿疱の液量が少な
ければ、病変部含む組織を丸ごと大きく切り取り、新しいカミソリやメス等を用いて
膿疱の中心を切断し、露出させた膿疱の切断面をスライドグラスに押し当てて、スタ
ンプする。1 個体から複数の標本を作製すると観察に適した標本が得られる確率が上
がる。

②　スタンプあるいはスメア標本にギムザ染色（ディフクイック、メチレンブルー、グ
ラム染色等で代替してもよい）を施し、光学顕微鏡で、短桿菌を探索する ( 接眼レン
ズ 10x、対物レンズは 100x を使うことが望ましい )。作成した標本に短桿菌が観察
されれば、陽性と判断し、細菌分離を行う。どの標本においても、細菌がほとんど観
察されない、あるいは菌が観察されるが、短桿菌以外の場合は陰性とする。

(4)　細菌分離
①　活きている病貝の膿疱表面をアルコール綿でよく拭き、注射針等を用いて内部の膿

ないし体液を採取する。雑菌の混入を避けるため潰瘍化している（外部に開いた病変）
部分からの釣菌は避ける。膿瘍を解剖バサミやメスを用いて無菌的に切開し、そこか
ら菌分離を行ってもよい。

②　 採 取 し た 膿 ま た は 体 液 を TSA（Tryptic Soy Agar、NaCl 濃 度 2-3%）、BHI Agar
（Brain Heart Infusion Agar、NaCl 濃度 2-3%）、Marine Agar、TCBS Agar（Thiosulfate 
Citrate Bile Salts Sucrose Agar、NaCl 濃度 2-3%）などの寒天培地上に塗抹し、 24-
37℃で 2 － 4 日間培養する。このうち、TCBS はビブリオ属の菌だけを選択的に釣
菌する培地であるので便利ではあるが、主原因 ( 優勢種 ) がビブリオ属以外の菌の場
合、主原因は分離されないで、ビブリオ属の雑菌が分離されてしまうことがあるので、
TCBS を使用する場合はやや注意を必要とする。

③　菌分離した大部分の組織から 1 種類と思われる優勢種のコロニーが寒天培地に観
察されれば、菌の形態を観察する。コロニーがみられない、あるいは極端に少ない、
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あるいは複数のコロニーが多数みられ、優勢種が決定できない場合はスタンプで観察
された菌は用いた培地に生育しづらい菌あるいは細菌症ではない可能性がある。いず
れの場合も、V. furnissii 以外を原因とする膿疱であり、細菌分離は陰性となる。

④　優勢種のコロニーを滅菌した NaCl 溶液 ( 濃度 2-3%) をスライドグラスに１滴のせ
て、そこに白金線を用いて、菌を懸濁させ ( 菌は少ない方が観察しやすい )、火炎固
定し、分離菌の固定標本を作製し、ギムザ染色液等で染色し、菌の形態を観察し、組
織のスタンプ標本で観察した菌と概ね－致することを確認し、陽性と判断する。

(5)　分離菌の性状 (I)
正しい性状試験を行うためには、各試験において、被試験菌だけでなく、陽

性対照の細菌および陰性対照の細菌を準備し、試験の精度を上げることが望ま
しい。

①　寒天培地の優勢種のコロニーから細菌を新しい寒天培地に継代培養し、これを性状
試験の材料とする。継代培養していないと、雑菌が混入して正しい性状試験ができな
い可能性がある。

②　運動性を確認する。滅菌した NaCl 溶液 ( 濃度 2-3%) をスライドグラスに１滴のせて、
そこに白金線を用いて、細菌を懸濁させ、ウェットマウント標本を作製し、光学顕微
鏡で接眼 10x、対物 40x( 油浸レンズは使いづらい ) で観察し、菌が活発に運動する
ことを確認する ( 菌は多すぎると観察しづらい )。菌の運動は振動するようなブラウ
ン運動とは異なり、不規則である。

③　グラム陰性菌であることを確認する。グラム染色あるいは 3％ KOH 水溶液を用い
た劉の簡易識別法により、グラム陰性菌であることを確認する。

④　オキシダーゼ試験・カタラーゼ試験によってオキシダーゼとカタラーゼが陽性であ
ることを確認する。

(6) 分離菌の性状 (II)
　菌株によって性状試験の結果は異なるが、標準株（B3215, ATCC35016）

を含む主な菌株 7 株の詳細な性状試験結果を表に示す。本菌 (V. furnissii) の性状
試験結果はガス産生能を有することを除くと、V. fluvialis のそれと－致する。性
状試験は－般的な細菌の分類試験を行う。また、多数の性状試験項目を－度に
できる API20E キットを用いてもよい。API20E キットの場合、試験結果の項目
に本菌が登録されていないので、V. fluvialis に同定される。ガス産生能試験はグ
ルコース ( ブドウ糖 ) を基質としガス産生能試験を行い、ガス産生すれば本菌に
分類される。ガス産生能を調べる試験は TSI 寒天培地 (Triple Sugar Iron Agar)
に穿刺培養し、ガス産生により生じる培地の亀裂や気泡の有無により判定する
( 亀裂・気泡が確認されればガス産生陽性と判断する )。あるいは、ダーラム管や、
より簡便なガストラップチップ (GTT:gas trap tip) を用いた試験を実施する。

アワビの細菌性膿疱症
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試験項目 判定結果
３％ KOH*1 粘性（グラム陰性菌）

TCBS 培地 ＋

運動性 ＋

チトクローム・オキシダーゼ（1%NaCl）＊ 1 ＋

カタラーゼ *2 ＋

インドール産生（1%NaCl）*2 －または＋

メチルレッド（1%NaCl）*2 ＋

VP テスト（1%NaCl）*2 －

クエン酸（シモンズ） ＋

TSI 培養時の H2S 産生能 －

PIA 培養時の H2S 産生能 －

尿素 －

フェニルアラニン －

L- リジン（1%NaCl） －

L- アルギニン（1%NaCl） ＋

L- オルニチン（1%NaCl） －

ゼラチン（22℃）（1%NaCl） ＋

KCN 下のおける増殖試験 ＋

マロン酸 －または＋

D- グルコース

酸の産生 ＋

ガス産生 ＋

酸の産生　

アドニトール －

L- アラビノース ＋

D- アラビトール ＋

セロビオース －または＋

ズルシトール －

エリトリトール －

D- ガラクトース ＋

グリセロール ＋

i- イノシトール －

ラクトース －または＋

マルトース ＋

D- マンニトール ＋

D- マンノース ＋

メリビオース －

α -CH3- グルコシド －

ラフィノース －

L- ラムノース －または＋

サリシン －

D- ソルビトール －

サッカロース ＋

トレハロース ＋

D- キシロース －

エスクリン（1% NaCl） －

ムケート －

酒石酸塩（ジョーダン） －または＋

硝酸塩 －または＋

リパーゼ（コーン油） －または＋
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試験項目のうち＊１、＊２以外は培養 7 日後の結果を示している。
＊１：培養 1 日目の結果を示している。
＊２：培養 2 日目の結果を示している。
＊３：O/129 ディスクにおいては、アワビから分離した病原性株は 150µg のディ

スクに対しては感受性がある ( 阻止円を形成 ) が、10µg に対してはない。また、
本菌の多くの株は O/129 ディスクに対して感受性がない。

( ７)　分離菌遺伝子のシークエンス
寒天培地に継代した分離菌を試料とし、熱抽出法により DNA を抽出し、抽

出された DNA をテンプレートとして PCR 法により、V. furnissii の rod shaping 
protein MreB (mreB) 遺伝子を増幅する。増幅された DNA の塩基配列を決定し V. 
furnissii の mreB 遺伝子の塩基配列 (GenBank accession No. DQ907418.1) と高
いレベルで相同性を示すことを確認する。用いるプライマーは (a) の通りである。
(b) に、Takara EX Taq® HS を用いた反応プロトコルの例を示す。

(a)　プライマー
プライマーの配列
F-primer：  5'-ACT-CTT-ATT-TAC-GTC-AAA-GGA-CAG-3'
R-primer：  5'-TCT-TGC-AGC-GCT-TCA-AGA-ATT-TC-3'
増幅産物サイズ；722bp

(b)　反応液組成　 
10x EX Taq buffer 5.0 µL
 2.5mM dNTP mixture  　  4.0 µL
 dDW（滅菌超純水）   30.75 µL
 SVCV nest F primer（10pmol/ µL）5.0 µL
 SVCV nest R primer（10pmol/ µL）5.0 µL

試験項目 判定結果

Dnase

25℃ ＋

36℃ ＋

NO3 －→ NO2-（1%NaCl）*1 ＋

ONPG －または＋

クエン酸（クリステンセン） －または＋

チロシンクリーニング －または＋

ストリングテスト *1 ＋

NaCl 添加における増殖試験

0% －

1% ＋

6% ＋

8% －または＋

10% －または＋

12% －

O/129 感受性試験 *1,3 －または＋
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Takara EX Taq® HS      0.25 µL
合　　　計          50 µL

①　コロニーを滅菌爪楊枝もしくは滅菌チップの先でついて ( 菌塊が見えなくてもコロ
ニーに接すればよい )、それを PCR 反応液 (b) に漬けて混ぜ、菌を反応液に加える。

②　サーマルサイクラーが 94℃に達したところで－時停止し、チューブをセットして
再スタートさせる。

③　PCR のプログラムは以下の通りである。
初期の変性  95℃ 4min.
 以下、変成～伸長を 30 サイクル
変性   95℃ 1min.
アニーリング 55℃ 30sec.
伸長   72℃ 1min.
最後の伸長  72℃ 7min.
保持   4℃ ∞

③の初期変性 (95℃ 4min) で細菌から DNA が抽出され反応液に混ざる (DNA の熱抽出
法 )。

④　臭化エチジウム存在下、トランスイルミネーターにより分子量 722bp のバンドの
有無を観察する。

⑤　DNA 増副産物 (722bp) の塩基配列を決定する。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
寒天培地に継代培養した分離菌をプレートごと冷蔵 (4℃ ) で増養殖研宛に送

付する。その際、蓋がおちないように、またコンタミや蒸発を防ぐために、蓋
をビニールテープ等でとめる。また、使用した培地がわかるように、明記する。

５．参考文献
Brenner, D. J., F. W. Hickman, J. V. Lee, A. G. Steigerwalt, G. R. Fanning, D. G. Hollis, J. 

Farmer, R. E. Weaver, S. W. Joseph and R. J. Seidler (1938): Vibrio furnissii (formerly 
aerogenic biogroup of Vibrio fluvialis), a new species isolated from human feces and 
the environment. J. Clin. Microbiol., 18,816-824.

Li, T., M. Ding, J. Zhang, J. Xiang and R. Liu (1998): Studies on the pustule disease of 
abalone (Haliotis discus hannai Ino) on the Dalian coast. J. Shellfish Res., 17, 707-711.

Nie, L.P., J. P. Liu and T. W. Li (1995): Physiological and biochemical characteristics of 
the pathogen of pustule disease of Haliotis discus. Chin. J. Microecol., 7, 33-36.

Nie, Z. and S. Wang (2004): The status of abalone culture in China. J. Shellfish Res., 23, 
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： カキヘルペスウイルス µVar 感染症

  英　名： Ostreid herpesvirus 1 µVar　　　( 略称 ) OsHV-1　µVar
②　病原体： ヘルペスウイルス目、マラコヘルペスウイルス科に属する 1)Ostreid 

herpesvirus 1 µVar。遺伝学的に µVar と類似する OsHV-1 変異型は世界各地のカキ
類から検出されており、日本でも存在が確認されている 2)。OsHV-1 変異型は ORF4
上流や ORF4、ORF42/43 に変異を有するウイルスを指し、その一つが µVar である。
ORF4 上流や OFR4、ORF42/43 を含む µVar の塩基配列は Segarra et al.3) に記載さ
れており、これと一致するものを µVar と呼ぶ。

(2) 地理的分布
①　初発国：2008 年にフランスで最初に報告された。
②　分布域：フランスおよびフランスから種苗を導入したアイルランド。

(3) 宿主域
①　自然発病：主な自然感染宿主はマガキ（Crassostrea gigas）とポルトガルガキ（C. 

angulate）であるがイワガキ（C. nippona）も感受性がある可能性がある。。
②　実験感染：情報なし。
③　キャリア：成貝がキャリアとなる可能性が指摘されている。
④　ベクター：水平感染が成立するためベクターは必要でないと考えられているが、プ

ランクトンがベクターとなる可能性も指摘されている。
⑤　その他：全ての生育段階でウイルスが検出されているが、死亡は主に稚貝で発生す

る。

(4) 発生の特徴
4 月頃から死亡が始まり、夏に大量死する。急激に発症し、数日間で死に至る

ことが多い。死亡率は 40% から 100%、18 ヶ月未満の稚貝が死亡する。

(5) 外観症状
特徴的な外観症状は乏しく、死亡して初めて発見される。殻を閉じる動きが

緩慢になる例もあるが、本疾病特有のものではない。

(6) 剖検所見
特徴的な所見はない。

カキヘルペスウイルス µVar 感染症
Ostreid herpesvirus 1 µVar (OsHV-1 µVar)
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(7) 消毒
情報は無いが、本ウイルスは塩素剤等通常の消毒剤で不活化されると考えら

れる。

(8) 防除法
種苗生産施設では、海水のろ過や UV 処理（3 ～ 30mJ/cm）などの対策が有

効であると考えられる。衰弱貝や死亡貝は速やかに取り除いて廃棄し、発生地
域で使用した器具は適当な消毒処理を施さない限り未発生地域では使用すべき
ではない。フランスでは本疾病に対する抵抗性のある家系が作成され、養殖場
における実証試験も行われている。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

①　PCR のための検体：少なくとも 10 個体の衰弱貝もしくは死亡直後の個体。死亡貝
や衰弱貝の収集が難しい場合は、死亡貝と同じ垂下連で飼育されている個体や同じ容
器に収容されている個体から無作為に採取する。

②　病理組織検査のための検体：生きている 5-10 個体の衰弱貝もしくは死亡貝と同じ
垂下連や容器で飼育されている個体。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

　　
　(2) 検査のための試料の採材

①　PCR のための採材：外套膜、鰓、神経節等の軟体部組織。小さな個体は軟体部全
てを材料とする。

②　病理組織検査のための採材：外套膜、鰓、中腸腺を含む軟体部。

３. 診断手順
(1) PCR　方法 1

①　適当な DNA 抽出キットにより軟体部から抽出した DNA を用いる。1 µL をテンプ
レートとして使用する。なお、抽出方法などについては、使用するキットのマニュア
ルに従うこと。

②　陰性対照として、可能であれば OsHV-1 µVar 陰性の組織を使用する。困難な場合
には蒸留水やバッファを用いる。陽性対照としては可能であれば OsHV-1 µVar 陽性
の組織を用いる。困難な場合には、OsHV-1 µVar の DNA テンプレートを陽性対照と
する。

③　プライマー及び反応条件
・プライマー

C2：5’- CTC-TTT-ACC-ATG-AAG-ATA-CCC-ACC-3’
C6：5’- GTG-CAC-GGC-TTA-CCA-TTT-TT-3’

カキヘルペスウイルス µVar 感染症
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　　　・反応液組成（1 検体分）
　　　　　　　　（試薬）
TaKaRa Ex Taq HS (5U/ µL)   0.1 µL
dNTP Mixture（2.5mM each）   1.6 µL
10 × Ex Taq Buffer    2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )   14.9 µL
Fwd.C2(100pmol/ µL)    0.2 µL
Rev.C6(100pmol/ µL)    0.2 µL
検体       1.0 µL　
合　　　計　      20 µL

　　　　
・使用酵素キット：TaKaRa Ex Taq Hot Start Version 

・PCR 反応条件
初期の変成  94℃  10min.
以下、変成～伸長を 40 サイクル
変成   94℃  30sec.
アニーリング 63℃  30sec.
伸長   72℃  30sec.
最後の伸長  72℃  7min.

④　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2.0% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

⑤　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数約 700bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

⑥　増副産物が確認できた場合、PCR 産物を制限酵素 Mfe I で消化する。

Mfe I-HF      1 µL
10 × Buffer     5 µL
dDW( 滅菌超純水 )   39 µL
PCR 産物      5 µL　
合　　　計　   50 µL

・使用した制限酵素：Mfe I-HF（New England BioLabs）
・反応条件：37℃、15 分～一晩

⑦　制限酵素消化した PCR 産物を 2.0% アガロースゲルで電気泳動する。制限酵素 Mfe 
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I は OsHV-1 µVar の有する非同義置換を切断する。OsHV-1 µVar の制限酵素切断断
片長は約 200bp と約 500bp。µVar 以外の変異型は切断されない。

⑧　適当な精製キットを用いて PCR 産物を精製し、ダイレクトシーケンスにより増幅
産物の塩基配列を決定する。データベース GenBank accession No. HQ842610 に登
録されている OsHV-1 µVar C2/C6 領域の塩基配列との相同性を確認する。（最終診断）

(2) PCR　方法 2
①　使用する試料や対照は (1) PCR 方法 1 に同じ。　
②　プライマー及び反応条件

・プライマー
IA2: 5’- AAT-CCC-CAT-GTT-TCT-TGC-TG-3’
IA1: 5’- CGC-GGT-TCA-TAT-CCA-AAG-TT-3’

・反応液組成（1 検体分）
　　　　　　　　（試薬）
TaKaRa Ex Taq HS (5U/ µL) 0.1 µL
dNTP Mixture（2.5mM each） 1.6 µL
10 × Ex Taq Buffer  2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )           14.9 µL
Fwd.IA2(100pmol/ µL) 　　　0.2 µL
Rev.IA1(100pmol/ µL) 　　　 0.2 µL
検体     1.0 µL　
　　　　　　合　　　計　  20 µL

　　　　
　・使用酵素キット：TaKaRa Ex Taq Hot Start Version 
・PCR 反応条件

初期の変成  94℃  10min.
 以下、変成～伸長を 40 サイクル
変成   94℃  30sec.
アニーリング 63℃  30sec.
伸長   72℃  30sec.
最後の伸長  72℃  7min.

③　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 2.0% アガロースゲ
ルで電気泳動を行う。

④　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数約 600bp に相当する
位置に増幅産物のバンドの有無を確認する。
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　　　⑤適当な精製キットを用いて PCR 産物を精製し、ダイレクトシーケンスにより
増幅産物の塩基配列を決定する。OsHV-1 µVar　IA2/IA1 領域の塩基配列 2) との相
同性を確認する。

(3) 病理組織学的検査
① 　固定標本をトリミングし、各部分を常法通りパラフィンに包埋する。
② 　切片を作成し、ヘマトキシリン・エオシン染色を施し、検鏡する。OsHV-1 感染の

特徴的な病変として、核の肥大化、核酸の偏在化や核濃縮などの核の変化が概ね共通
している。稚貝の病変部は主に結合組織にみられ、線維芽細胞様細胞の核が肥大し、
核酸が辺縁部に偏在化する。その他の細胞として、血球とおもわれる細胞がアポトー
シスのように核が顕著に濃縮するという報告もある。病変部に顕著な細胞浸潤は見ら
れない。

　　組織学的検査は、ヘルペスウイルス感染と診断できるほどの精度はない。カウドリー
A 型 (Cowdry type A) の封入体 ( 核内部がエオジン陽性になり核の辺縁部に核酸が偏
在化する ) は多くのヘルペス感染の典型であるが、カキのヘルペスウイルス感染にお
いては、カウドリー A 型として特定できない。フランスのマガキにおける病貝の組
織検査から、カウドリー A 型封入体は報告されていない。さらに、メキシコあるい
はアメリカ合衆国 ( カリフォルニア ) におけるカキの OsHV-1 感染に関して、核内封
入体は観察されないが、細胞や核の病理学的変化はある。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
①　PCR 検査で陽性または擬陽性と診断された個体の抽出 DNA・記録を増養殖研へ送

付する。
②　送付するもの：臨床検査・剖検記録、PCR の泳動像写真、PCR 検査用組織試料（凍

結、冷蔵）。病理組織の場合は固定後 70% エタノールに置換した試料を送付する。

５．参考文献

1)Davison, A.J., B.L. Trus, N. Cheng, A.C. Steven, M.S. Satson, C. Cunningham, R.M. 
Le Deuff, and T. Renault (2005): A novel class of herpesvirus with bivalve hosts. J. 
Gen. Virol. 86, 41-53.

2)Shimahara, Y., J. Kurita, I. Kiryu, T. Nishioka, K. Yuasa, M. Kawana, T. Kamaishi, 
and N. Oseko (2012): Surveillance of Type 1 Ostreid Herpesvirus (OsHV-1) variants 
in Japan. Fish Pathol. 47, 129-136.

3) Segarra, A., J. F. Pepin, I. Azul, B. Morga, N. Faury and T. Renault (2010): Detection 
and description of a particular Ostreid herpesvirus 1 genotype associated with 
massive mortality outbreaks of Pacific oysters, Crassostrea gigas, in France in 2008. 
Virus Res., 153, 92-99.
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その他の記載はすべて OIE マニュアル（2015）による。
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名：パーキンサス・クグワディ感染症

   英　名：Infection with P. qugwadi

②　病原体： Alveolata 上門 Perkinsozoa 門 Perkinsus qugwadi

(2) 地理的分布
①　初発国：カナダ・ブリティッシュコロンビア州バンクーバー島周辺海域
②　分布域：カナダ・ブリティッシュコロンビア州バンクーバー島周辺海域

(3) 宿主域
①　自然発病：ホタテガイ (Mizuhopecten (=Patinopecten) yessoensis)、ホタテガイ（M. 

yessoensis）とアラスカホタテガイ（weathervane scallop: P. caurinus）の交雑種（Pacific 
scallop と称される）

②　実験感染：モモイロニシキ（Chlamys rubida）
③　キャリア：情報無し
④　ベクター：情報無し
⑤　その他：組織切片観察で虫体は確認されていないが、感染海域に生息するイガイ類、

ベッコウガキおよびカナダアサリは PCR 検査で陽性を示した。

(4) 発生の特徴
カナダ西岸ブリティッシュコロンビア州では新たにホタテガイ養殖を開始す

るため、1983 年に日本よりホタテガイを移入し種苗生産を開始した。養殖試験
実施中の 1988 年 5 月、Broughton 島の養殖施設において幼貝（殻高 3.5 mm）
の生殖腺および中腸腺に白色の結節が初めて認められ、その秋には 60% の成貝
が死亡した。病理組織学的検査により病巣から Perkinsus qugwadi の虫体が認め
られ、その後の感染実験等により死亡は P. qugwadi の感染によるものであるこ
とが明らかになった。本寄生虫による疾病は 1997 年までに同州のホタテガイ
養殖海域 14 箇所のうち 5 箇所で確認されている。1995 年以降、本疾病の発生
は減少し 1997 年を最後に報告が途絶えたが、2011 年に実施した再調査では感
染は継続しており 20% 程度の死亡を引き起こしていることがわかった。

他の Perkinsus 感染症と比較すると本症は低い温度でも発生し、10℃程度の
水温でも疾病は進行する。発症に明確な季節性は認められない。

殻径 9 cm を超える 2 歳以上の大型個体での死亡率は高くても 60% であるが、
殻径 5 cm 未満の 1 歳以下の個体では 100% の死亡が起こることもある。

パーキンサス・クグワディ感染症
Infection with P. qugwadi



病性鑑定資料 290	 特定疾病診断マニュアル

(5) 外観症状
閉殻筋、鰓、生殖腺および中腸腺において白色の結節様構造が観察されるこ

とがある。しかし、結節様構造は血球浸潤に由来するものであり、Perkinsus 
qugwadi 感染症に特徴的なものではない。

(6) 剖検所見
組織切片では閉殻筋、鰓、生殖腺、中腸腺、外套膜に直径 10 ～ 20 µm の栄

養体が観察される。栄養体周囲には激しい血球浸潤が見られる。組織崩壊が起
こる重篤感染部位では、直径 2.0 × 4.5 µm の遊走子が観察されることもある。
一方、腎臓で虫体が観察されることは稀である。

(7) 消毒
他の Perkinsus 属原虫では、N －ハラミン、淡水処理、紫外線処理が原虫細胞

の不活化に有効であったとの報告があるが、P. qugwadi に関する情報はない。

(8) 防除法
有効な防除法は知られていない。
ホタテガイと比べてホタテガイとアラスカホタテガイの交雑種は本寄生虫に

対する感受性が低いとされており、発生海域であるバンクーバー島周囲のホタ
テガイ養殖場では人工種苗生産した交雑種を養殖に用いている。

２ 検体採取
　(1) 検体の収集

成貝よりも幼貝の方が本疾病に対する感受性が高いことが知られているため、
診断には１歳未満の幼貝（殻高 5 cm 未満）を検体とすることが望ましい。

　(2) 検査のための試料の採材
これまでの組織学的観察より、虫体周囲には宿主血球が遊走し激しい血球浸

潤の起こることが知られる。重篤な場合、炎症反応は肉眼的に白色～黄白色の
結節や白濁として観察可能となるため、このような組織は検査対象となる。病
巣が観察できない場合、感染強度が高くなる鰓や中腸腺、生殖腺を検査対象と
するのがよい。したがって、PCR 検査用試料は、エラ、中腸腺、生殖腺を少量
ずつ切り取って使用する。

一方、腎臓には重篤感染個体であっても寄生虫細胞は見られないことがある
ため、検査として用いるには不適であると考えられる。

３. 診断手順
他の Perkinsus 属原虫の診断に用いられる流動チオグリコレート培地による培

養で、本虫はルゴール液で呈色する前遊走子嚢へと発達しないことが知られて

パーキンサス・クグワディ感染症
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いる。そのため、以下の顕微鏡観察および PCR 法による診断が推奨される。

①　スタンプ標本の顕微鏡観察
結節部位などの病巣からスタンプ標本を作成し、ギムザ染色することで

Perkinsus qugwadi の遊走子が観察されることがある（写真１）。しかし、遊走子
は重篤感染個体であっても稀にしか見られないことから、この方法で感染を確
認することは難しい。

②　病理組織検査
病理組織切片観察用試料は Davidson 固定液で３日程度固定する。固定に際し

て速やかな固定液の浸透が望ましいので、ゆるやかに浸透しながら固定するこ
と、また大きな組織であれば感染部位周囲に切れ目を入れるとよい。また、自
己融解による組織の崩壊を防ぐため、低温下での固定が推奨される。固定後は
常法に従いパラフィン切片を作成する。すぐにパラフィン包埋を行わない場合
は 70% エタノール中で保存可能である。

虫体周囲には宿主血球が遊走することが多いため、血球浸潤部位を中心に観
察を行う。Perkinsus 属で特徴的なリングセル（写真２）を含む栄養体ステージ（写
真３、４）の他、重篤感染組織では稀に遊走子も観察される（写真５）。

③　PCR 法
PqguF7TC 5’-CCA CTC TGG TAG TCT TGT CTT C-3’
PQ3R 5’-AGA ATG GCG ACG CTG ATG AA-3’
増幅産物サイズ　281 bp

PCR 反応液組成 (1 検体分 )
Platinum Taq DNA polymerase  0.08 µL
dNTPMixture (10 mM)     0.4 µL
MgCl2 (50 mM)      0.6 µL
10X PCR Bufferr (no MgCl2)    2.0 µL
dDW( 滅菌超純水 )   　     15.32 µL
Fwd. PqguF7TC (20 pmol/ µL)     0.3 µL
Rev. PQ3R (20 pmol/ µL)      0.3 µL
検体        1.0 µL
合　　　計　    20.0 µL

PCR 反応条件
初期の変成  94℃  3 min.
 以下、変成～伸長を　40 サイクル
変成   94 ℃  30 sec.
アニーリング 54 ℃  30 sec.
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伸長   72 ℃  30 min.
最後の伸長  72 ℃  10 min.
保持   12 ℃  ∞

④遺伝子配列解析 
SSU rRNA 領域
SSU rRNA 領域（1,796 bp）は長いため、以下の二つのプライマーセットによ

る増幅産物を解析し、結合させて得られる配列を参照配列（GenBank accession  
No. AB716689）と比較する。

Primer set 1:
Pm18S-1098F：5’-AGG AAT TGA CGG AAG GG CA-3
PqITS-22R：5’-CGC AGT TTA AAT GAA TCG GT-3’
増幅産物のサイズ： 685 bp

PCR 反応液組成 (1 検体分 )
Titanium Taq DNA polymerase（５U/µL）  0.2 µL
dNTP Mixture (10 mM)     0.4 µL
10 × Titanium Taq Bufferr    2.0 µL
MgCl2 (25 mM)       1.2 µL
dDW( 滅菌超純水 )     14.4 µL
Fwd. PqugITS1-F (10 pmol/µL)     0.4 µL
Rev. PqugIS-R (10 pmol/µL)     0.4 µL
検体        1.0 µL
合　　　計　    20.0 µL

PCR 反応条件
初期の変成  94℃  5 min.
 以下、変成～伸長を　30 サイクル
変成   94 ℃  30 sec.
アニーリング 54 ℃  30 sec.
伸長   72 ℃  45 sec.
最後の伸長  72 ℃  7 min.
保持   12 ℃  ∞

Primer set 2:
Pq18S-1198R：5’-TCC TTC CCA TGT CTG GAC CT-3’
Puniv18S-F：5’-CCT GGT TGA TCC TGC CAG T-3’
増幅産物サイズ　1243 bp

パーキンサス・クグワディ感染症
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PCR 反応液組成：プライマーの種類以外は Primer set 1 での組成と同
じ。

PCR 反応条件
初期の変成  94℃  5 min.
 以下、変成～伸長を　35 サイクル
変成   94 ℃  30 sec.
アニーリング 57 ℃  30 sec.
伸長   72 ℃  90 sec.
最後の伸長  72 ℃  7 min.
保持   12 ℃  ∞

説明 Primer set 2 で増幅した PCR 産物を、内部に設計した以下のプライマー
でシーケンス反応を行う。

Pm18S-582F：5’-ACG AGT ATC AAT TGG AGG GC-3’
Pm18S-710R：5’-GGC AGA AAT CCA ACT ACG AGC-3’

Primer set 1 と Primer set 2 による増幅産物の配列を結合し、最終的に得られ
た配列情報を参照配列（GenBank accession No. AB716689）と比較する。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
ホタテガイは殻内に水を密閉しておくことが構造上できないため、カキのよ

うに水から上げた後、長期間維持することは難しい。従って、採集後は解剖し
病変部位を確認後、組織切片用には Davidson 固定液に浸漬、PCR 検査用には
70 ～ 90% エタノールに浸漬して送ることが望ましい。

ホタテガイをそのまま宅急便等で送付する際には死亡することが考えられる
ため、死後の組織崩壊がなるべく進行しないようクール便等を利用して送る。

５．参考文献
Bower, S. M., J. Blackbourn, G. R. Meyer and D. J. H. Nishimura (1999): Diseases of 

cultured Japanse scallops (Patinopecten yessoensis) in British Columbia, Canada. 
Aquaculture, 107, 201-210.

Blackbourn, J., S. M. Bower and G. R. Meyer (1998): Perkinsus qugwadi sp. nov. 
(incertae sedis), a pathogenic protozoan parasite of Japanese scallops, Patinopecten 
yessoensis, cultured in British Columbia, Canada. Can. J. Zool., 76, 942-953.

Bower, S. M., J. Blackbourn and G. R. Meyer (1998): Distribution, prevalence, and 
pathogenicity of the protozoan Perkinsus qugwadi in Japanese scallops, Patinopecten 
yessoensis, cultured in British Columbia, Canada. Can. J. Zool., 76, 954-959.

Bower, S. M., J. Blackbourn, G. R. Meyer and D. W. Weich (1999): Effect of Perkinsus 
qugwadi on various species and strains of scallops. Dis. Aquat. Org., 36, 143-151.
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図１：白い結節・膿瘍の見られるホタテガイの生殖腺（左）と中腸腺（右）。(Gary	Meyer 氏：Pacifi	c	Biological	
Station 提供）。

図２：中腸腺で観察される Perkinsus qugwadiの栄養体ステージ（矢印）。（伊藤

直樹博士提供）

Itoh, N., G. R. Meyer, A. Tabata, G. Lowe, C. L. Abbott and S. C. Johnson (2013): 
Rediscovery of the Yesso scallop Pathogen Perkinsus qugwadi in Canada, and 
development of PCR tests. Dis. Aquat. Org., 104, 83-91.

Bower, S. M. and G. R. Meyer (1993): Causes of mortalities among cultured Japanese 
scallops, Patinopecten yessoensis, in British Columbia, Canada. In Can Tech Rep 
Fish Aquat Sci. ed by Bourne NF, Bunting BL, Townsend LD. Pp. 85-94.
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図５：組織切片上で観察される Perkinsus qugwadiの遊走子嚢（左：矢印）と放出された多数の遊走子（右：矢印）。（伊藤直樹博士提供）

図４：Perkinsus qugwadiの遊走子。ギムザ染色像（左）と走査型電子顕微鏡像（右）。（Gary	Meyer 氏：Pacifi	c	Biological	Station 提供）

図３：Perkinsus qugwadiの栄養体（矢印）の周囲に見られる激しい血球浸潤。（伊

藤直樹博士提供）
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1. 疫学

(1) 病名と病原体
①　病　名： マボヤの被囊軟化症

  英　名： Soft tunic syndrome
②　病原体： Azumiobodo hoyamushi)
      ユーグレノゾア門、キネトプラスト綱、ネオボド目

(2) 地理的分布
①　初発国：韓国
②　分布域：韓国、日本（国内では宮城県牡鹿半島以北から岩手県）

(3) 宿主域
①　自然発病：マボヤ（Halocynthia roretzi）およびエボヤ（Styela clava）
②　実験感染：上記以外の宿主は報告されていない。
③　キャリア：感染したマボヤおよびエボヤがキャリアとなり得る。
④　ベクター：知られていない。

(4) 発生の特徴
本疾病は 1995 年ころから韓国で発生が確認され 2)、そのため同国におけるマ

ボヤの生産量は 2004 年には発生前の 1/10 に落ち込んだ。日本では韓国からの
種苗の導入にとともに病原体が侵入したと考えられている。2007 年に初めて宮
城県において本疾病の発生が確認され 3)、その後発生地域が拡大し、大被害をも
たらした。我が国においては本疾病は満 1 歳以上の個体に認められ、死亡率は
30 ～ 100％に達するが、水温が 20℃を超える夏期には病勢が収束する 3)。こ
れは、原因鞭毛虫 A. hoyamushi が 20℃を超える水温では増殖できないことに起
因すると思われる 4)。

　
(5) 外観症状

発症の初期には水管周辺から被囊の軟化が始まり、側面の被囊が硬く健康で
も水管部分が軟化する。重篤になると被囊全体が柔らかく、かつ薄くなる（写
真１）。ホヤの被囊はセルロースであり、通常死亡しても被囊が直ちに軟化する
ことはない。現在のところこのような臨床症状が認められるのは本疾病のみで
あり、したがって、被囊の軟化が明らかであれば、本疾病であることはかなり
確実である。

マボヤの被囊軟化症
Soft tunic syndrome
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(6) 剖検所見
健康な被囊は硬くハサミやメスで切り裂くのが困難であるが、本疾病に罹患

したホヤの被囊は簡単に切断することができる。重症個体の被囊は手で簡単に
裂ける。しかし、内部の軟組織には特に異常は認められないのが普通である。

(7) 消毒
Park ら 5) の報告によると、原因鞭毛虫をそれぞれ 24 時間および 1 時間浸漬

したときの薬剤の 50% 効果濃度（EC50mg/L）は、ホルマリンで 0.73 および
10.0、過酸化水素で 0.32 および 7.8、ビチオノール（Bithionol）で 7.4（1 時間
のデータなし）、二酸化塩素で 3.76 および 13.3、ブロノポールで 1.24 および
18.8 である。

(8) 防除法 6)

本疾病に対して認可された薬剤はない。疾病の未発生海域においては他から
の種苗の持ち込みを避け、未発生海域で生産された種苗のみを使用する。また、
定期的に調査を行い、発病個体が見つかった場合は発病個体とともに感染して
いる可能性のあるグループを速やかに取り除く。

既発生海域においては、低密度での養殖、発症個体あるいは感染の可能性の
ある群の速やかな陸上での処分、8m 以深の深場での養殖、病原体の増殖を防ぐ
ため、満 2 歳での全数の出荷などが推奨される。

２ 検体採取
(1) 検体の収集

①　発症した個体を調べるには被囊の軟化した個体を選んで採集する。PCR による診
断には被囊が明らかに軟化していれば 1 ～ 3 個体程度で十分であるが、病理組織学
的診断のためには被囊が軟化した個体を 3 ～ 5 個体程度収集するのが望ましい。

②　被検個体は活きたまま海水とともにビニール袋などに入れ、検査機関に搬入する。
このとき、水温には特に注意し、10 ～ 15℃を保つようにする。5℃以下、20℃以上
では病原体である A. hoyamushi が死滅する恐れがある。

③　被検個体の採取場所、採取日時、海水温、年齢、死亡状況、他からの種苗の移入の
有無など、疫学的情報を記録する。

(2) 検査のための試料の採材
一次診断、確定診断とも、PCR あるいは病理組織のいずれかを行えばよい。

発症初期のマボヤでは、被囊の軟化は水管部分から始まるため、その部分を採
取する。

①　PCR のための採材
ハサミでおおざっぱに被囊を切除し、さらになるべく新しいメスやカミソリ

で個体毎に軟化した被囊約 10g を幅約 1cm 程度の短冊状に細切し、海水を満た
した小型の容器に入れ、15℃で一晩浸漬する（写真２）。このとき温度が 5℃以

ホヤの被嚢軟化症
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下あるいは 20℃以上では原因生物が死滅する可能性があるので注意する。一晩
たったら、海水をスライドグラスに載せ、被囊から遊走してきた、運動する鞭
毛虫を顕微鏡で観察する（写真３、４）6)。この段階で鞭毛虫が観察できたに
もかかわらず、この後の PCR が陰性になったときは、PCR がうまくいかなかっ
た可能性があるので、原因を考えてやり直すか、病理組織による診断を試みる。
軟化した被囊は比較的簡単にハサミやメスで切断することができる。短冊状に
細切するときにハサミを用いると切断面を押しつぶして鞭毛虫の遊走を阻害す
る可能性があるため新しいメスやカミソリの使用を推奨する。

診断を急ぐとき、あるいは凍結サンプルしか入手できない時は軟化した被囊
をできる限り小片に細切し、直ちに PCR 検査に用いてもよい 7)。

②　病理組織検査のための採材
軟化した被囊の数カ所から 1 ～ 2cm 角の被囊片を切り取り、10 ～ 20 倍量の

Davidson の固定液に浸漬する。鞭毛虫の感染密度は被囊の部分によって異なっ
ており、バッチ状に分布していることが多いため、同一個体から場所を変えて
3 カ所程度から被囊片をサンプルする。固定液はサンプリング直前まで冷蔵庫か
氷中で冷やしておき、サンプルを投入したら 30 分程度はゆっくり攪拌する。そ
の後一晩置いた後、70% エタノールで 1 時間程度洗い、さらに新しい 70% エタ
ノールに置換して保存する。

・Davidson の固定液の組成
　　95% エチルアルコール　    33 mL
    市販のホルマリン原液     22 mL
　　100% 酢酸（氷酢酸）  11.5 mL
    蒸留水    33.5 mL
    合計    100 mL

     
　なお、上記は全量を 100 に合わせるためのもので、簡便に
95% エタノール：ホルマリン原液：氷酢酸：蒸留水を体積比 3:2:1:3 の割合で

混合してもよい。作製した本固定液は 4℃で保存すれば 2 ヶ月程度は使用可能
である。

３. 診断手順
(1) PCR 検査（一次診断および確定診断共通）

①　軟化被囊を一晩浸漬し、鞭毛虫を遊走させた海水（２．(2) ①参照）1mL を 1.5mL
チューブに入れて遠心分離する（10,000rpm 15 分）。

②　遠心分離後、上清を捨て、チューブに残った沈渣を材料として、DNeasy Blood & 
Tissue kit（キアゲン）等の市販の DNA 抽出キットを使い、DNA を抽出する 6)。抽出
方法はキットのマニュアルに従う。被囊を直接使用する場合は、細切した被囊から直
接キットを用いて DNA を抽出する 7)。

③　陰性対照として、可能であれば健康な被囊を同様に処理したものを準備する。困難
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な場合には蒸留水やバッファ等を用いる。陽性対照には A. hoyamushi から抽出した
DNA、あるいは PCR により増幅した DNA 断片を用いる。

④　プライマーおよび反応条件 7)

　　　・プライマー
ProtoHoya 18S-145：5'-AAG GGG TGC TTC CGA TCC GTG G-3'
ProtoHoya 18S-679r：5'-AAG GAT GGG ACG GAA CCG ACT GC-3'
増幅産物サイズ；535bp

 ・反応液組成 (1 検体分 )
　　　　　（試薬）　　　　　　　　（容量）　　（終濃度）
Phusion Polymerase   　0.2 µL 0.02U/ µL
dNTPMixture (10mM each) 　0.4 µL 200µM each
5x Phusion HF Buffer  　4.0 µL  1x
dDW( 滅菌蒸留水 )    13.0 µL
ProtoHoya 18S-145 (10µM)    0.2 µL 0.1µM
ProtoHoya 18S-679r (10µM)    0.2 µL 0.1µM
テンプレート DNA      2.0 µL              
合　　　計　       20 µL

・使用酵素：Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Scientific)
・PCR 反応条件

初期の変成  98℃  30sec.
 以下、変成～伸長を　40 サイクル
変成    98℃ 10sec.
アニーリングと伸長 72℃ 30sec.  　
最後の伸長   72℃ 5min.

  　
⑤　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% 程度のアガロー

スゲルで電気泳動を行う。
⑥　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 535 bp に相当する位

置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(2) PCR 検査（確定診断）
①　軟化被囊を一晩浸漬し、鞭毛虫を遊走させた海水（２．(2) ①参照）1 mL を 1.5 

mL チューブに入れて遠心分離する（10,000rpm 15 分）。
②　遠心分離後、上清を捨て、チューブに残った沈渣を材料として、DNeasy Blood & 

Tissue kit（キアゲン）等の市販の DNA 抽出キットを使い、DNA を抽出する 6)。抽出
方法はキットのマニュアルに従う。被囊を直接使用する場合は、細切した被囊から直
接キットを用いて DNA を抽出する 7)。

③　陰性対照として、可能であれば健康な被囊を同様に処理したものを準備する。困難

ホヤの被嚢軟化症



	　　　病性鑑定資料 301

な場合には蒸留水やバッファ等を用いる。陽性対照には A. hoyamushi から抽出した
DNA、あるいは PCR により増幅した DNA 断片を用いる。

④　プライマーおよび反応条件 4)
  ・プライマー

AhF：5'-GCC TCT GTG GTT TGC TCC TTC GTG T -3'
AhR：5'-TAC TGG GCG GCT TGG ATC TCG T-3'
増幅産物サイズ；642bp

・反応液組成 (1 検体分 ) の例
                  （試薬）      （容量）    （終濃度）

TaKaRa Ex Taq(5units/ µL)   0.25 µL 0.025units/ µL
dNTPMixture(2.5mM each)     4.0 µL 200µM each
10x Ex Taq Buffer       5.0 µL        1x
dDW( 滅菌蒸留水 )   37.25 µL
AhF (100µM)        0.5 µL       1µM
AhR (100µM)        0.5 µL       1µM
テンプレート DNA       2.5 µL              　　　
合　　　計　        50 µL

・使用酵素：TaKaRa Ex Taq HS ( タカラバイオバイオ )
・PCR 反応条件

初期の変成   95℃  3min.
 以下、変成～伸長を　40 サイクル
変成    95℃  1min.
アニーリング  64℃  34sec.
伸長    72℃  1min.
最後の伸長   72℃  5min.

⑤　PCR 終了後、増幅産物を適当な DNA 分子量マーカーとともに 1.5% 程度のアガロー
スゲルで電気泳動を行う。

⑥　臭化エチジウム存在下でトランスイルミネータにより塩基数 642bp に相当する位
置に増幅産物のバンドの有無を確認する。

(3) 病理組織学的検査（一次診断および確定診断共通）
①　２(2) ②のサンプルを常法によりパラフィン包埋する。このとき、切片は被囊の表

面に対し垂直な断面を観察できるように、包埋の方向を考慮する。
②　通常通り 3 ～ 4µm（できれば 3µm）の厚さで切片を作製し、ヘマトキシリン・エ

オジン（HE）染色を施し、被囊中にヘマトキシリンに染まる鞭毛虫 A. hoyamushi を
観察する（写真５～７）。原因鞭毛虫の大きさは鞭毛を除いて長径 10-14mm, 短径
2-3mm であり、体前後に２本の鞭毛を持つが、病理組織では通常虫体の片側が細く
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なりそこから伸びた１本の鞭毛しか観察されない。HE 染色に加えて May Grunwald-
Giemsa（MG）染色を施した切片を作製してもよい。後者の染色では被囊繊維が強く
紫に染まり、繊維の走行状態がよくわかる。また、鞭毛虫も十分染色される。HE 染
色は簡単だが、比較的退色しやすい。MG は退色しにくく、染色が長期間保たれる。

４．確定診断のための増養殖研究所への試料の送付方法
(1) PCR 用試料：

PCR 用の標本は軟化した被囊あるいは一次診断のため抽出した DNA のいずれ
かを送付する。

①　被囊片を送付する場合は、1 個体あたり 2 ～ 3 箇所から軟化した被囊を数センチ
角に切り取ってビニール袋等に入れ、凍結ないし冷蔵で送付する。週末等をはさみ、
送付に時間がかかるときは凍結で送付する。

②　抽出 DNA を送付する場合は凍結して送付する。

(2) 病理組織用試料
２(2) ②に従って固定後 70% エタノール中に保存した被囊片を送付する。送

付は冷蔵便、室温のどちらでもかまわない。

５．参考文献

1) Hirose, E., A. Nozawa, A. Kumagai, and S. Kitamura (2012): Azumiobodo hoyamushi 
gen. nov. et sp. nov. (Euglenozoa, Kinetoplastea, Neobodonida): a pathogenic 
kinetoplastid causing the soft tunic syndrome in ascidian aquaculture. Dis. Aquatic. 
Org., 97, 227-235.

2) Jung, S. J., Oh, M. J., Date, T. and Suzuki, S. (2001): Isolation of marine birnavirus 
from sea squirts Halocynthia roretzi. In “The biology of ascidians” (ed. by Sawada, H., 
Yokosawa, H. and Lambert, C. C.) Springer-Verlag, Tokyo, pp. 436-411.

3) Kumagai, A., S. Atsushi, I. Ito, T. Tanabe, K. Takahashi, T. Kamaishi, and S. Miwa 
(2010): Mass mortality of cultured ascidians Halocynthia roretzi associated with 
softening of the tunic and flagellate-like cells. Dis. Aquat. Org., 90, 229-240.

4) Kim, H-J., Park, J. S., Park, K. H., Shin, Y-K. and Park K-I. (2014): The 
kinetoplastid parasite Azumiobodo hoyamushi, the causative agent of soft tunic 
syndrome of the sea squirt Halocynthia roretzi, resides in the East Sea of Korea. J. 
Invert. Pathol., 116, 36-42.

5) Park, K. H., Zeon, S-R., Lee, J-G., Choi, S-H., Shin, Y. K. and Park, K-I. (2014): 
In vitro and in vivo efficacy of drugs against the protozoan parasite Azumiobodo 

ホヤの被嚢軟化症



	　　　病性鑑定資料 303

hoyamushi that causes soft tunic syndrome in the edible ascidian Halocynthia roretzi 
(Drasche). J. Dish. Dis., 37, 309-317.

6) 熊谷 明（2012）魚類防疫技術書：マボヤの被囊軟化症 診断・防疫マニュアル。（農林
水産省委託事業による）養殖衛生対策推進協議会

7) Kumagai, A. and Kamaishi, T. (2013): Development of polymerase chain reaction 
assays for detection of the kinetoplastid Azumiobodo hoyamushi, the causative agent 
for soft tunic syndrome in the ascidian Halocynthia roretzi. Fish. Pathol., 48, 42-47.

写真１　健康なマボヤ個体（左）と被囊軟化症を重篤に発症した個体
（右）。発症した個体は被囊に張りが無く萎縮しているように見え
る。発症初期には水管部分のみが軟化する。（熊谷	明	博士提供）

写真２　滅菌海水中に浸漬した細切した被囊片。
（熊谷	明	博士提供）

写真３　海水中に遊走してきた鞭毛虫	A. hoyamushi。（熊
谷	明	博士提供）

写真４　A. hoyamushiの微分干渉顕微鏡による強拡大写真。鞭毛
が２本あることが明らか。（熊谷	明	博士提供）
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写真７　まれに、ここに示すように被囊中に他の原虫が観察されること

がある（矢印）（HE染色）。矢頭で示すのは断面が切れている。こ

の原虫は同倍率の写真６と比較して A.	hoyamushi より明瞭に細

長く、形態的にはっきり区別できる。（三輪　理博士提供）

写真６　被囊中の原因鞭毛虫 A.	hoyamushi の強拡大（HE 染色）。この

写真の中の細胞はすべて鞭毛虫である。断面が切れているものは

丸く小さく見える。また、鞭毛虫は変形するため、しばしば不定

形に固定され、この写真のようにきれいに紡錘形に見えるケース

のほうが少ない。細長くすじ状に見えるのは被囊の繊維。挿入図

は鞭毛を示す（矢頭）。通常病理組織では鞭毛は２本あるうちの１

本しか観察されない。（三輪　理博士提供）

写真５　軟化した水管周辺の被囊の病理組織写真（HE 染色）。A. 

hoyamushiが青紫に点々と染まって見える（矢印）。必ずしも紡

錘形には見えない。（三輪　理博士提供）
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