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はじめに

わが国における魚類の感染症に関する研究は，水産増養
殖が始まり出した 1960年代後半から各種感染症の報告が多
くなされるようになり，これに伴って本格的に実施される
ようになった．なかでも，海面ではブリ養殖が最も盛んに
行われ，ブリに関する感染症が多数報告されるようになっ
たのもこの頃からである．
これまでに国内で問題になる魚類の感染症の背景には食
糧自給率の問題があり，海外からの水産動物の輸入により
各種病原体が国内に侵入し，大きな被害を出している．こ
れらのうち，ウイルス感染症の多くは外来種であると考え
られている．また，水産増養殖において発生するウイルス
感染症に対する有効な薬剤は今のところ存在しない．
水産増養殖におけるウイルス感染症は，世界的に見ても

増加の一途を辿っている．これまでに，魚類のウイルス感
染症に対するワクチンとして実用化されたものは，その被
害やウイルスの種類に比べて少なく，この原因としてウイ
ルス感染に関わる基本的な情報が少ないために，有効性の
高いワクチンの開発に至らないことが一因に挙げられる．
今後，水産増養殖においてウイルス感染症に対する有効性
の高い予防法，診断法ならびに治療法の開発が益々求めら
れることが予測されるが，そのためには基本となるウイル
スの増殖機構や，宿主との相互作用についての正確な理解
が不可欠である．
そこで，本稿では国内においてはブリ類で，海外におい

てはサケ科魚類に対して産業的に大きな被害を出し，今後
さらに水産増養殖で脅威となることが予測される魚病ウイ
ルスの 1グループであるアクアビルナウイルス（Infectious
Pancreatic Necrosis Virus IPNVと Marine birna virus：
MABV）のうちのマリンビルナウイルスを研究対象とし，
その感染機構を明らかにしようとする試みについてこれま
でに得られた我々の知見を紹介する．

マリンビルナウイルス（MABV）の分類

ビルナウイルス科は，図 1に示すとおり鳥類を宿主とす
るアビビルナウイルス属（ Infectious Bursal Disease
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Virus： IBDV），魚類を宿主とするアクアビルナウイルス
属（IPNV, MABV）およびショウジョウバエを宿主とする
エントモビルナウイルス属（Drosophila X Virus： DXV）
から現在は構成されている 1）．
このうちアクアビルナウイルス属は，ニジマスや大西洋
サケなどのサケ・マス類に感染し発症すると膵臓の壊死を
特徴とした症状を引き起こし，産業的に大きな被害を出す
（IPNV）．また，ブリ類に感染し発症すると腹水が著しく貯
留し，魚体への奇形形成を引き起こすことがこれまでの知
見で明らかになっており，産業的に大きな問題となってい
る（MABV）2），3），4），5）．

IPNVは，魚類の病原ウイルスとして 1960年に初めて報
告されたウイルスであり，アクアビルナウイルスの Type
speciesでもある．本ウイルスの血清型による分類は，これ
までの中和抗体試験，酵素免疫試験の成績により A型と B
型が存在し A型はさらに A1~A9に分類される．
一方，MABVは 1985年に日本で初めてブリから分離さ

れたウイルスであり，様々な魚介類からもこれまでに検出
されていることから，国内の海産魚介類から分離されたア
クアビルナウイルスは，特にマリンビルナウイルスとして
総称されている 6）7）8）9）10）11）．
これまでにMABVは魚体内で持続的な感染を引き起こ

すことや，海水中などに広く分布することが報告されてお
り，日和見的な感染様式を示す病原体と考えられている 12）13）．
また，IPNVも魚体内で持続感染することが知られており，

スコットランドなど欧州の養殖場において，ウイルスキャ
リアーとなった個体により被害が更に広がることが報告さ
れている 14）15）．

MABVの血清学的な分類は，各種試験成績の結果から A1
（strain VR-299 antiserum），A2（strain Sp antiserum）なら
びに A3（strain Ab antiserum）の 3つの古典的な血清型
に分類され，アジアで検出されるMABVはこれら 3型が
多いとされている 8）16）17）．これらとは別に，近年，魚類か
ら分離された Blotched snakehead virus（ BSNV）は
IPNVとは血清型が全く異なり，アミノ酸レベルでの相同
性は IPNVよりもむしろ IBDVに近いとされ，本ウイルス
は新しい genusに位置づけられるという報告もあり 18），今
後，まだまだビルナに関する新種のウイルスが出現する可
能性が示唆されている．

マリンビルナウイルス（MABV）の

粒子ならびに遺伝子構造

マリンビルナウイルスは，エンベロープを持たず，キャ
プシドは正 20面体構造で，ウイルス粒子の直径は約 60nm
（図 2A. B.に示す）である．本ウイルス粒子内のゲノム
は，分節 Aおよび Bの dsRNAから成っている．
ビルナウイルスの分節 Aには，主要キャプシドタンパク
質である VP2の前駆体 pVP2，ウイルスプロテアーゼであ
る NS，およびキャプシドタンパク質である VP3が，5'末
端から順に一つの open reading frame（ORF）としてコード

海産魚由来のビルナ 
ウイルス (MABV)

サケ科魚類の伝染性膵臓 
壊死症ウイルス (IPNV)

ウイルス (IBDV)
キイロショウジョウバエ由来の 

ビルナウイルス (DXV)

アクアビルナウイルス 

アビビルナウイルス エント モ ビルナウイルス 

Birna virus

鳥類の伝染性ファブリキュウス嚢症 

図 1 ビルナウイルス科の構成
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されている（NH2-pVP2-NS-VP3-COOH）（図 2C）19）20）．ま
た，pVP2に重複する形で，非ウイルス構成タンパク質で
ある VP5が別の ORFにコードされている（図 2C）21）．さ
らに，分節 Bには，RNA依存性 RNAポリメラ―ゼである
VP1がコードされている 22）23）．本ポリメラーゼは 2つの様
式で存在し，一つは free polypeptideとして，もう一方は,
セリン-5‘GMP phosphodiester bond によってセグメント A
と Bの 5’末端に結合してウイルス粒子内に存在するとさ
れている（図 2A）24）．
分節 Aのポリプロテインは，NSタンパク質のプロテア

ーゼ活性により pVP2および VP3に切断される（図 2C）．
この NSタンパク質は，セリン・リジン触媒基を持つこと
が IPNVならびに IBDVにおいて知られている．pVP2-NS
および NS-VP3境界領域には，Ser/Thr-X-Ala↓ Ser/Ala-
Gly（IPNV），Thr/Ala-X-Ala↓ Alaモチーフ（IBDV）お
よび Ala/Gly-X-Ser↓ Ala（DXV）のモチーフが存在する
ことが知られている 25）26）27）28）．

MABVでは，NSタンパク質のプロテアーゼ活性部位な
らびに pVP2-NSおよび NS-VP3境界領域のモチーフは明
らかにされていないことから，我々は site-directed
mutagenesis法によりこれらを明らかにした．

分節 Aの N末端メチオニンから 681残基目のヒスチジン
および 703残基目のセリンを変異させた場合，変異を挿入
させなかった場合と同様に切断されることが明らかになっ
た．しかし，543残基目のイソロイシン，633残基目のセリ
ン，674残基目のリシンおよび 686残基目のバリンを変異
させた場合，変異を挿入させなかった場合と同様の切断パ
ターンではなかったことから，MABVではこの 4残基が
NSプロテアーゼ活性に必須であることが明らかになった．
特にイソロイシンおよびバリンは，これまでビルナウイル
スでは報告のない活性部位であることが判明した（論文投
稿中）．また，pVP2-NSおよび NS-VP3境界領域のモチー
フは，今回の検討の結果から，Ser/Thr-X-Ala↓ Ser/Ala-
Glyモチーフであることが確認され，これは既に報告され
ている IPNVと全く同じであった．

MABV の感染機構

1. MABV の魚類由来細胞への吸着と侵入

我々はMABVの細胞への吸着，侵入，脱核，タンパク
質合成ならびに粒子形成の一連の流れを，現在，4 種類
（CHSE-21429），RSBK-230），FHM31），EPC32））の魚類由来

図 2 アクアビルナウイルスの粒子ならびに遺伝子構造

A ：ウイルス粒子構造　B ：電子顕微鏡像　C：遺伝子構造
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図 3 実験に用いた各種魚類の細胞

図 4 MABV の各種魚類細胞に対する吸着

10nm 金コロイドを用いたウイルス粒子の検出
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培養細胞を用いて解析している（図 3）．なお，魚類細胞は
通常 20℃で培養し各種実験に用いる．
まず，我々はこれら魚類細胞を用いてMABVの吸着と

侵入について調べた．MABVに対するウサギ抗体を作製後，
金コロイド法により電子顕微鏡観察を行った結果，MABV
粒子は 4種類の魚類細胞全てにおいて吸着後 20分で細胞膜
上に検出された（図 4）．その後の経過について電子顕微鏡
観察した結果を図 5に示した．吸着後 30分前後で，CHSE-
214細胞表面に pit beneath virionが観察された（図 5E,F）．
さらに，細胞内にはウイルス粒子を含む小胞ならびに空胞
が時折観察されるようになり，吸着 40分後には空胞内に確
実にウイルス粒子が認められるようになった（図 5I）．そ
の後，迅速に空胞内でウイルス粒子が崩壊していく像が観
察された．また，図 5の K,Lに示したとおり RSBK-2細胞
ならびに FHM細胞においてもウイルス粒子が細胞の小胞
内に観察された．しかし，EPC細胞では，ウイルス粒子は
その細胞表面に吸着することは確認されたが，細胞内に侵
入している電子顕微鏡像は認められなかった．多くのウイ
ルスは，Endosomal pathwayによって細胞内に侵入する
ことがこれまでに報告されており 33），IPNVにおいても
CHSE-214細胞に対して Endocytosisによって細胞内に侵

入することが知られている 34），35）．以上の結果から，MABV
が CHSE-214細胞，RSBK-2細胞,ならびに FHM細胞に侵
入する過程は，Endocytosisによることが明らかとなった．

2. MABV レセプターの同定

各種ウイルスの細胞レセプターは，これまでに VOPBA
（Virus overlay protein blotting assays）分析により多く同定
されている 36）37）38）39）40）．我々もこの方法を用いて，4種類
の魚類細胞由来のMABV結合タンパク質の同定を試みた．
その結果，MABVは 4種類の魚類細胞由来の約 250kDaの
タンパク質と結合することが明らかになった（図 6）41）．な
お，CHSE-214細胞由来のウイルス結合タンパク質は，他
の 3種類の細胞よりも若干大きい分子量であった．現在，
この 250kDaのタンパク質の同定を実施している．

EPC細胞では，MABVの細胞表面への吸着は電子顕微鏡
観察の結果でも確認されていることから，今回の VOPBA
の結果はこれを支持するものとなった．しかし，細胞内で
は全くウイルス粒子は認められないことから，EPC細胞に
MABVが侵入するためには，もう一つ別のレセプターが必
要なのかも知れないが，現在これらについても検討中である．

図 5 MABV の各種魚類細胞への侵入

（A-D）： CHSE-214, RSBK-2, FHM, EPC（E,F）： CHSE-214 の細胞膜上に検出（G,H）： CHSE-214 の小胞内に検出

（I）：吸着 40 分後に空胞内に検出（J）：空胞内での粒子崩壊（K,L）： RSBK-2, FHM の小胞内で検出
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3 ：培養細胞内での MABV 遺伝子産物の発現

各種魚類細胞に感染後のMABV遺伝子産物の発現につ
いて検討するために，まず，Segment Aにコードされて
いる VP2，NSならびに VP3の各遺伝子組換え体に対する
ウサギ抗血清を作製した．これら作製した抗体を用いて，

ウイルス感染後の各種培養細胞内における遺伝子産物の発
現をウエスタンブロット法により解析した．その結果を図 7

に示した．
ウイルス粒子の産生量が多い CHSE-214細胞を用いた場
合には，VP2は感染 4時間後に Segment Aの全長遺伝子
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図６　VOPBA 法によるMABV 結合タンパクの同定

A ： SDS-PAGE B ： VOPBA の結果

図 7 MABV 感染後の各種魚類細胞内のウイルス遺伝子産物の発現

1 ：感染 0 時間　2 ：感染 4 時間　3 ：感染 8 時間
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図 8 MABV の pVP2,NS ならびに VP3 の各種魚類細胞における単独発現
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が翻訳されたポリプロテインとして検出され始め，感染 8
時間後にはプロセシングを受け成熟型の VP2が出現を始め
る（ポリプロテインの分子量： 52k，pVP2の分子量： 49k，
成熟型 VP2の分子量： 46k）．ウイルス粒子の産生量が比
較的少ない RSBK-2細胞では，感染 8時間後のポリプロテ
インは，ほとんどプロセシングを受けず，成熟型の VP2の
産生はほとんど認められない．さらに，ウイルス粒子を全
く産生しない FHM細胞でも同様の傾向が認められた．こ
の Segment A由来のポリプロテインは，CHSE-214細胞
ならびに RSBK-2細胞で核と会合していることもこの実験
から明らかとなった．NS（分子量： 25k）の発現も基本的
には CHSE-214細胞，RSBK-2細胞ならびに FHM細胞で
同じパターンを示したが，FHM細胞内では核とは会合しな
かった．

VP3（分子量： 28k，25k，23k）は，CHSE-214細胞で感
染 4時間後に既にプロセシングを受け，感染 8時間後では
産生量は増えていることが明らかとなった．また，RSBK-
2や FHM細胞と比較して，プロセシングを受けた VP3の
多くが核と会合していることが明らかになった．なお，
EPC細胞については，先にも述べたとおりMABVは細胞
表面に吸着するが，その後の侵入は起こらなかった．
次に， Segment Aに含まれる各遺伝子（ pVP2，

NS,VP3）をクローニングし,これら遺伝子を各細胞で単独
に発現させた場合，どのような挙動を示すかについて検討

した．その結果を，図 8に示した．VP2ならびに NSはど
の細胞でも同じように発現したが，CHSE-214細胞ならび
に RSBK-2細胞ではどちらの遺伝子産物も核と会合してお
らず，通常のウイルス感染とは異なる経路で挙動している
ことが明らかとなった．また，VP3の発現については，単
独発現の場合 CHSE-214細胞では通常のウイルス感染の際
の挙動と全く正反対の結果となり，プロセシングは認めら
れなかった．しかし，RSBK-2ならびに FHM細胞では，産
生量も多くさらにプロセシングを受けて核にもその多くが
会合していることが明らかとなった．通常のウイルス感染
で発現する遺伝子産物の挙動と，単独発現系で認められた
遺伝子産物の挙動を単純には比較できないが，両者で得ら
れた結果のギャップを埋めるために，現在，ウイルスゲノ
ムの挙動についても各魚類細胞で解析を進めている．
また，先にも記述したとおり今回の実験により VP3が 3
つに分断されることを確認した．我々はこの VP3の分断領
域を決定するために，VP3遺伝子をクローニング後，プロ
セシングを受けたタンパク質を回収し，アミノ酸シークエ
ンスを行った．その結果，VP3は Segment Aの N末端か
ら数えて 735番目，795番目，ならびに 882番目のアミノ
酸領域で分断されることが明らかになった（図 9）27）42）43）44）

45）．
これらプロセシングを受けた VP3のウイルス粒子形成に
及ぼす機能について解析するために，pVP2と VP3全長，
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pVP2と 795から C末端の VP3，pVP2と 882から C末端
の VP3をそれぞれ CHSE-214細胞内で共発現させた．その
結果を図 10に示した．pVP2と全長の VP3を共発現させた
場合には，予想されるウイルス粒子が構築されたが，pVP2
と 795から C末端の VP3，pVP2と 882から C末端の VP3
をそれぞれ共発現させた場合には，直径約 22nmのチュー
ブ様構造が細胞質内に多数認められるだけで，ウイルス粒
子は一切検出できなかった．
しかし，pVP2と全長の VP3を共発現させた場合でも，

粒子形成以外にこのチューブ構造が認められることから 36）

46）47）このチューブ形成もウイルス粒子の構築時に何らかの
重要な役割を果たしている可能性が示唆された．
これまでに，IBDVの VP3はウイルス複製時に VP1とヘ
テロダイマーを形成することで IBDV遺伝子のパッケージ
ングに重要な役割を果たしていると考えられている 48）49）．
また，VP3の N末端側にはウイルス遺伝子と結合する領域
が高度に保存されており 50）VP3の C末端側には VP3とホ
モダイマーを形成する領域が保存されていることも知られ
ている 51）．現在，VP3の N末端から 735番目～ 795番目
のプロセシング領域の役割についても，検討中である．

おわりに

我々はMABVの感染について，細胞への吸着，侵入，脱
核，タンパク質合成ならびに粒子形成の一連の流れを，現

在，4種類の魚類由来培養細胞を用いて解析している．そ
の結果，各細胞で特徴的な遺伝子発現の挙動が認められた
（図 11）．今後，この感染モデル系を用いて，さらに詳細に
比較検討していくことでMABVの感染機構と細胞内動態
のメカニズムが明らかになることもさる事ながら，興味深
い細胞側の各種因子も同定されることが期待される．
また，一方で魚類を用いた実験では，アクアビルナウイ

ルスの定量系の確立 52）や病原性 53）についてもいくつかの
知見が得られており，培養細胞を用いた実験で得られた情
報とあわせて総合的に理解することを更に推進することで，
今後，持続感染のメカニズムの解明や有効性の高いワクチ
ンの開発が期待される．
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Marine birnavirus (MABV) is a member of the genus Aquabirnavirus of the family Birnaviridae.
MABV is an unenveloped icosahedral virus about 60 nm in diameter with two genomes of double-
stranded RNA. MABV adsorbed not only onto the cell surfaces of susceptible (CHSE-214 and RSBK-2) cells
but also onto resistant (FHM and EPC) cells. Furthermore, the virus entered into the cytoplasm
through the endocytotic pathway in CHSE-214, RSBK-2 and FHM cells but did not penetrate EPC
cells. The virus was found to bind to an around 250 kDa protein on CHSE-214, RSBK-2, FHM and EPC
cells. The syntheses of viral proteins pVP2, NS and VP3 and further proteolytic processing after viral
infection were examined by using Western blot analysis. pVP2, NS and VP3 were detected in the
cytosolic fractions of CHSE-214, RSBK-2 and FHM cells at 4 h after infection. At this time, VP3
underwent further proteolytic processing in the cytosolic fractions of CHSE-214 and RSBK-2 cells.
The expression of pVP2, NS and VP3 increased and pVP2 and NS also underwent further proteolytic
processing similar to VP3 in the cytosolic fractions of CHSE-214, RSBK-2 and FHM cells at 8 h after
infection. The further proteolytic processing of VP3 was detected in the nuclear fractions of CHSE-214,
RSBK-2, but VP3 was detected as a single band in the nuclear fraction of FHM cells. pVP2 and NS were
detected as thin bands only in the nuclear fractions of CHSE-214 cells. 

The results of Western blot analysis demonstrated that pVP2, NS and VP3 are localized in the
nuclear fraction when they were independently expressed in CHSE-214, RSBK-2, FHM and EPC cells. The
expression pattern in the cytosolic fraction was identical among the four cell lines when pVP2 and NS were
independently expressed. However, pVP2 and NS were not detected in the nuclear fraction of CHSE-214
cells. Further proteolytic processing of VP3 was detected in both cytosolic and nuclear fractions of RSBK-
2 ,FHM and EPC cells (Low level in EPC cell), but not in CHSE-214 cells when VP3 was independently
expressed. Then, the processes of preVP2 to form morphological assemblages in the presence of VP3 or
the cleavage of VP3 into two proteins in CHSE-214 cells were studied. When preVP2- and VP3 were co-
expressed, virion like particles (64 nm, diameter) were observed close to the nuclear membrane by
electron microscopy. The co-expression of preVP2 and the cleaved VP3 proteins led to an efficient
assembly of tubules (22 nm, diameter ).

Further important finds will be obtained by this infection system using 4 fish cell lines in the next couple
of years.


