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necrosis accompanied by syncytial formation : cytopathic effect on CHSE-214 cells and its 
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合胞体形成を伴った壊死を主病徴とするマコガレイ仔稚魚の
ウイルス学的検討：CHSE-214細胞に発現した細胞変性効果と

その電子顕微鏡観察



1989～2001年にかけて，香川県下の種苗生産場のマ
コガレイPleuronectes yokohamae仔稚魚に，眼球突出
や腹部膨満を示す疾病がしばしば発生して問題となっ
ていた１）。Isshiki et al.１）は病魚を病理組織学的に検討
し，最も特徴的な病変は肝臓，尿細管上皮，膵臓およ
び腸管上皮における合胞体形成を伴った壊死であるこ
と，および壊死した肝細胞の電子顕微鏡観察において，
結晶状に配列したウイルス様粒子を含む細胞質内封入
体の形成が確認されることから，本疾病の発生にはウ
イルスの感染が関わっているのではないかと推察して
いる。しかし，原因ウイルスの分離や病魚の磨砕濾過
液を用いた再現実験には成功しておらず，その原因に
ついては未だ明らかにされていない。
著者らは1997年に採取し，凍結保存していた病魚を

用いてウイルス学的検討を行ったところ，CHSE-214
細胞において合包体形成を特徴とする細胞変性効果
（CPE）の発現を確認するとともに，CPEの発現した
培養細胞の電子顕微鏡観察を行ったので報告する。

材料および方法

供試材料
1997年2月に香川県下の種苗生産場で採取し，－60℃

で凍結保存していたマコガレイ病仔稚魚（43～48日令，
平均全長20mm）のうち，飼育水槽の異なる2つの飼
育群由来の個体を用いた。なお，供試材料を採取した
飼育群は病理組織学的検査により，本疾病の発生が確
認されているものである。また，対照として，本疾病
の発生が認められなかった1999年に前記と同一の種苗
生産場で採取し，凍結保存していた健常なマコガレイ
仔稚魚を供試した。

ウイルス分離
株化細胞には，ウシ胎児血清を10％添加したイーグ

ルMEM培地（日水）を用いて培養したCHSE-214細胞２）

を供試した。ウイルス分離では，病魚から摘出した腹
部と頭部の混合物に9倍量のHanks' BSS（日水）を加
えて磨砕し，遠心分離（1770×g，15分，4℃）を行っ
た。得られた上清をさらにHanks' BSS で5倍に希釈後，
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To establish the etiology of a putative viral infection in larval and juvenile marbled sole Pleuronectes
yokohamae, authors attempted virological examinations of the diseased fish showing the pathognomonic
sign such as necrosis accompanied by the syncytial formation. The inoculation of the tissue filtrate from
the diseased fish collected in 1997 produced a cytopathic effect (CPE) consisting of plaque-like syncytia
on CHSE-214 cells, while the subculture resulted in failure. Electron microscopy of the cells developing
CPE revealed formation of cytoplasmic inclusion bodies containing of nascent reovirus-like particles or
their component-like materials, suggesting that the virus examination with CHSE-214 cells may be a
potential diagnosis of the putative viral infection in marbled sole.
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穴径0.45umフィルター（MILLIPORE）で濾過した濾
液を，あらかじめ培養面積25cm２の培養フラスコ
（Falcon）に培養しておいたCHSE-214細胞単層に100μL
接種し，15℃で30日間培養してCPEの発現の有無を観
察した。CPEが発現した培養フラスコは－80℃で凍結
融解後，培養液を回収して遠心分離（1770×g，15分，
4℃）し，得られた上清の100μLをCHSE-214細胞単層
に接種して初代培養時と同様な条件で継代培養を行
い，CPEが発現するのかどうかを確認した。なお，対
照用の健常魚についても同様な処理を行った。

電子顕微鏡観察
接種6日後，15日後および30日後にCPEの発現して

いる培養フラスコを電子顕微鏡観察に供試した。観察
用試料を作製するため，培養細胞をセルスクレーパー
（Nunc）を用いて剥離し，その細胞浮遊液を遠心分離
（200×g，10分，4℃）した。得られた細胞は2.5％グル
タールアルデヒド・2%パラホルムアルデヒド混液
（pH7.3）で前固定後，2％四酸化オスミウムで後固定
し，常法に従ってエポキシ樹脂（Epon812）に包埋し
た。包埋後，超薄切片を作製して酢酸ウランとクエン
酸鉛による二重染色を施したのち，透過型電子顕微鏡
（JEM1010，日本電子）を用いて加速電圧80kVで観察
した。なお，健常魚の磨砕濾過液を接種した培養細胞
についても同様な処理を行った。

結　　果

ウイルス分離
病魚の磨砕濾過液を接種して培養したCHSE-214細

胞では，接種6日後に培養単層の局所において，細胞
の融合に基づく多核・斑状の合胞体の形成を特徴とす
るCPEが発現した（Fig. 1A）。発現初期には小型斑状
であった合胞体は接種6日後～14日後にかけてしだい
に大きくなったが，14日後以降にはその発達が停止し，
30日後の観察期間終了時においても大型化した合胞体
が残存するものの，細胞の崩壊あるいは剥離には至ら
なかった。接種6日後，15日後および30日後の培養細
胞を継代培養した結果，いずれにおいてもCPEは再現
されなかった。なお，健常魚の磨砕濾過液を接種して
培養したCHSE-214細胞においてはCPEの発現は確認さ
れなかった。

電子顕微鏡観察
CPEの発現した培養細胞に共通して認められた電子

顕微鏡学的所見は，細胞質における形態の異なった複
数の封入体の形成であった（Fig. 1B）。このうち，初
期段階にあると推定される封入体は電子密度の高い小

体として確認され，微少顆粒から構成されており，内
部に繊維状あるいは膜状の構造物を含んでいた。発達
過程にあると推定される封入体はその周囲を細い限界
膜で囲まれ，内部に含まれている繊維状あるいは膜状
の構造物の一部が消失し，そこに形成された空胞内で
は様々な大きさの電子密度の高い粒子や断片が出現し
ていた（Fig. 1C）。発達の進んだ状態にあると推定さ
れる封入体は内部の繊維状あるいは膜状の構造物がほ
とんど消失し，直径約52nmのほぼ均一な粒子によっ
て満たされていた。それらの粒子の多くは電子密度の
高いコアを持ち，その周囲はコアよりもやや電子密度
の低い一重の薄層によって被われていた（Fig. 1D）。
なお，Isshiki et al.１）が病魚の肝細胞の電子顕微鏡観
察において確認している，断面が六角形で二層のカプ
シドに被われたレオウイルスビリオン様粒子（最大径
75～80nm）に一致する構造物は観察されなかった。
一方，健常魚の磨砕濾過液を接種した培養細胞では特
筆すべき所見は観察されなかった。

考　　察

本疾病の特徴的な病理組織学的変化は合胞体形成を
伴った壊死であり，壊死病変部の電子顕微鏡観察によ
り，細胞質内封入体におけるレオウイルス様の粒子形
成過程および結晶状に配列したレオウイルスビリオン
様粒子が確認されることから，本疾病の発生にはこの
ウイルスの感染が関わっているのではないかとされて
いる1）。また，アクアレオウイルス属に分類されるウ
イルスは，感受性を示す魚類由来株化細胞において斑
状の合胞体形成を伴った定型的CPEを形成することが
知られている３）。今回の研究において，CHSE-214細
胞に発現したCPEの形態も合胞体形成を特徴としてい
た。CPEを発現した培養細胞を電子顕微鏡観察したと
ころ，病魚組織内と同様に細胞質内封入体の形成が確
認されたが，病魚組織内で見られたレオウイルスビリ
オン様粒子の存在を確認することはできなかった。し
かし，封入体内では未成熟なレオウイルス粒子および
その前駆体4）に形態学的特徴が酷似する小型で電子密
度の高い粒子および断片が出現しており，同様な所見
は病魚組織内の封入体におけるレオウイルス様の粒子
形成過程でも観察されている１）。ターボットアクアレ
オウイルスが感染したCHSE-214細胞を電子顕微鏡観
察した研究においても，viroplasmと呼ばれる封入体
内で未成熟な小型のウイルス粒子が形成されることが
報告されている5）。一方，今回の研究で確認された
CPEは継代することができなかったが，CPEの発現し
た培養細胞では上記のような電子顕微鏡学的所見が得
られていること，レオウイルスの定型的CPEであるこ
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Fig. 1. (A) Cytopathic effect (CPE) in CHSE-214 cells inoculated with the tissue filtrate of diseased fish. 
Note the formation of a plaque-like syncytium (allow). Scale bar = 100μm. (B) Electron
micrograph of CHSE-214 cells developing the CPE. There are some inclusion bodies in
cytoplasm. The primary inclusion bodies (allow heads) are observed as electron dense bodies
and consist of fine granules and fibril or membranous structures. The developing inclusion
bodies (small allows) were delimited by a thin membrane and have partial disappearances of
fibril or membranous structures as well as formations of vacuoles in which electron dense
particles of various sizes appear. The well-developed inclusion bodies (large allows) mostly lose
their fibril or membranous structures and are occupied by great numbers of particles with high
electron density. Scale bar = 3μm. (C) A high power view of primary inclusion bodies (allow
heads) and a developing inclusion body (arrow). The fine granules, fibril or membranous
structures, and electron-dense particles of various sizes in vacuoles are evident. Scale bar = 1μm.
(D) A high power view of a well-developed inclusion body. The completely-filled particles within
the inclusion body frequently have an electron-dense core surrounded by a single layer and a
similar size of approximately 52 nm in diameter. Scale bar = 600 nm. n: nucleus.



と，および健常魚の磨砕濾過液を接種して培養した細
胞においてはCPEの発現は確認されなかったことか
ら，病魚組織由来の細胞毒性によるものではないと判
断するのが妥当であると思われる。これらのことから，
CHSE-214細胞は本疾病の発生に関わっていると推測
されているウイルスに対して感受性があり，本ウイル
スが複製する過程でCPEを発現した可能性があると思
われる。なお，CPEが継代できなかった理由について
は，CHSE-214細胞では感染性のウイルスビリオンが
形成されなかったためではないかと推察される。
著者らは過去にCHSE-214細胞を含む6種類の魚類由

来株化細胞を用いて，1989, 1990, 1991, 1997および
2001年に採取し，凍結保存していた病魚からウイルス
分離を試みたが，いずれの培養細胞においてもCPEの
発現を認めることはできなかったことを報告しており１），
今回の研究とは異なった結果を得ている。この理由と
して，今回の研究では前報１）とは異なるロットの病死
魚を用いていることから，CPEを発現させたウイルス
の感染性は変化し易い性質があり，前報１）においてウ
イルス分離に供試した病魚試料中の本ウイルスの感染
性は凍結保存期間中に失われていた可能性が考えられ
る。凍結保存していない新鮮な病魚試料を用いてウイ
ルス分離を試み，同様なCPEが確実に発現するのかど
うかを検討する必要があると思われる。
異体類におけるレオウイルス感染症あるいはレオウ

イルス様ウイルスの関与が疑われる疾病は，カナダお
よびスコットランドのアトランティックハリバット
Hippoglossus hippoglossus６,７），および米国のサマーフ
ラウンダー Paralichthys dentatus８）などで発生してい
ることが知られている。近年では，我が国の複数県の
種苗生産場においても本疾病と同様な合胞体形成を伴
った壊死を呈する疾病がマコガレイやヒラメP. olivaceus
などの異体類に発生して問題となっているが，現在の
ところ，病理組織学的検査が本疾病の唯一の診断法と
なっている。今後，本疾病の疑いが持たれた病魚の診
断に際しては，CHSE-214細胞によるウイルス検査を
併用して実施し，診断法としての有用性を検証する必
要があろう。
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要　　旨

1989～2001年に香川県下の種苗生産場のマコガレイ
仔稚魚に合胞体形成を伴った壊死を主徴とする原因不
明の疾病がしばしば発生していた。1997年の凍結保存
病魚をウイルス学的に検討した結果，組織の磨砕濾過
液を接種したCHSE-214細胞に合胞体形成を特徴とす
る細胞変性効果が発現した。培養細胞の電顕観察では，
未成熟なレオウイルス様粒子およびその前駆体様構造
物を含む細胞質内封入体の形成が確認された。
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