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Abstr8et  

Viralnervousneerosis（VNN）is乱dis組SeWithNodavirusamonglarvalandjuve｝  
nile stages ofmany species of marine fish．In February1995，VNN occurredin the  

juvenileoftheJapaneseseabassLateolabT・aXjapoT2icusasane＼＼rhost．Theinfectionof  

thenodaviruswasconfirmedbyPCR（polymerasechainreaction）method．   
Histopathologicalstudy revealed thebrain，Spinalcord and retina had ner、▼e Cells  

＼＼▼ith coagulative necrosis accompanied b）r formation ofintracytoplasmic PAS  
positiveinclusionsand＼・aCuOles．Thenecrotic cells、Vere replaced by empty spaces  
after the destruction．In48－day－01dfish，nerVOuS neCrOSis was markedin the dience－  

phalon andmedulla oblongateof the brain，the dorsalpart of gray matterin the  
spinalcord，andtheganglioncelllayerandnuclearlayerintheretina・In63－day－01d  
fish．focalnecrosis ofner＼・e Cells was obviousin allparts ofthe brain，Where a few  

inflammaもOryeel15followed，andintbedor畠alareaof仇espinalcord．Neerosis of  
theretinalcellsdevelopedwithaccompanyinginflammatorycellinfiltration．   
別eetron micro邑eOpy r8V飽Ied uneveloped spberiealvirus particles（30nmin dia－  

meter）presentwithininclusionsordiffuselyinthecytoplasminthebrainandspinal  
cord aswellastheretina．  

Keywords：Japaneseseabass∴VNN．Histopathology，Electronmicroscopy  

原因ウイルスほStripedjacknervousnecrosisvirus  

（SJNNV）と呼称された2〉ふ本ウイルスの分離培強ば  

成功していないが．そのどリオンの構造タンパク質と核  

酸の性状からノダウイルス科（Nodaviridae）の1種  

と判断されているg）。VNNは現在．日本各地の人工種  

苗生産施紋で生産されるイシダイ，シマアジト4〉のほか，  

キジハタ勒i花印加ヱ混8αゐααrαの，クエ勒£乃叩ゐeヱ㍑さ  

moαrαおよぴトラフグ7bゐ拘g㍑r㍑むr如β¢）の仔椎魚  

でも発生が報告されている。また．最近，オーストラリ  

アのBarramundiエα£eぷeα～eαr紳r†），ノルウェーの   

緒  首  

ウイルス性神経壊死症（Viralner＼▼OuS neCrOSis：  

VNN）は脳，脊髄および網膜などの神経細胞がウイル  

ス感染を受けて壊死することが特徴的な疾病で，人工種  

苗生産のイシダイ勤王曙花α£ゐ弘gわぷC£α血ざで最初に認  

められた1）。シマアジ朗e混doごαrα花ズd研fe£からの  
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Turboもぶcop加ゎα£m㍑βmα£よm㍑ぶ8〉，フランスのSea  

bass刀ice乃£rαrC九比g払わrαズ8）でも似た病変を示し，  

同じ形態を持つウイルス感染症が報皆され，世界的な広  

がりを見せている。本ウイルスほ感染力が強く，冒さ  

れた仔稚魚ほ100％近い苑死率を示すことも珍しくな  

い1・＝〉0  

1995年2月に静岡県下の人工種常盤産地放で生産さ  

れたスズキエαねOZαわrα£ノqpo乃£ご㍑£の稚魚に本痛が発  

生し，スズキがSJNNVの新しい宿主となることが確  

隠された。本研究では，VNNに機構したスズキ稚魚の  

病理組織像と電子緻微鏡像を明らかにした。  

飼爾していた44‡ヨ齢のスズキ稚魚に異常飽死が起こり，  

4日後には23万尾の稚魚のうち14万感が炎死に至った。  

その瀕死魚の多くは体表累化を示し，紙蕊を閑仇 水槽  

の表面近くを緩慢に遊泳していた。また，生存していた，  

48日齢およぴ63日齢の病魚の多くは体躯琴曲を起こし  

ていた。  

2〉病理組織学的観察   

脳：稚魚の脳では大型神経細胞の観察は容易であるが，  

小形神経細胞とグリア細胞はクリューバー・バレラ染色  

などを用いても厳密に区別できない。病魚では大型神経  

細胞および小型の脳細胞がともにウイルス感染を受けて  

いた。感染細胞は凝固壊死して細胞質の凝固を示す他  

細胞質内に微細な空脱が多発するに至っていた。凝固壊  

死細胞では核膜と核仁が不明瞭になっていた。細胞質の  

空胸化の明瞭な壊死細胞は核濃縮や核融解を示していた。  

細胞質の空胞化の激しい蟻死細胞では，核残瘡だけが残  

り細胞質全体が空腹化に至り，さらには核および細胞質  

がともに消失していた。細胞消失に至った壊死細胞の跡  

は組織内に残る円形の空隙として観察された。こうした  

変性・壊死細胞の細胸質にはPAS反応陽性・ビロニン  

好性顆粒が出現していた。この壊死細腰に出現した  

PAS反応陽性顆粒は唾液消化されず，かつ健常魚の脳  

の神経細胞などの細胞質には通常観察されなかった。   

48日齢稚魚では主に間脳の視床下郎および延髄で，  

凝固壊死細胞，細胞質の壁胞化を示す壊死細胞に加え円  

形空隙の形成が見られた（Fig．1）。こうした壊死細胞  

は細胞単位に出現する他，病魚によっては巣状壊死巣と  

して発現していた。68日齢稚魚になると壊死病変ほ脳  

内に広く拡り，さらに細胞質の壁胞化を示す壊死細胞と  

円形空隙からなる巣状壊死巣が多発していた（yig．2）。  

これら巣状壊死巣のなかにほ，軽微ながら炎症性細胞浸  

潤を示すこともあった。傭脳では他の部分と比べ細胞壊  

死は軽度であり，嗅球では病変はほとんど見られなかっ  

た。しかし，間脳から中脳でほ，脳室周囲の視床敵 視  

床下郎および根葉の視蕊神経細胞層，中脳腹部において，  

細胞質の空腹化を示す壊死細胞の多発に加え，巣状壊死  

巣も多発していた（Fig．2）。脳室や水道周囲の組織で  

壊死が斬著な例では壊死細胞が脳室内や水道内に剥落し  

ていた。後脳の小脳克と小脳弁ではともに，瀬粒層に壊  

死が覿督であり，微粒層においては血管の周囲だけに壊  

死細胞巣が小規模に見られた。この日齢では，脳下垂体   

材料および方法   

1）供託病魚  

1995年2月に日本栽培漁米協会，南伊豆事業場にて  

スズキの48日齢の稚魚（体長12鵬14mm）50尾と，63  

日齢稚魚（体技15仙20mm）200展を入手した。  

SJNNVの感染は，同五島軍楽域において，病原ウイ  

ルスSJNNVから作製したプライマーを用いたPCR  

（ポリメラーゼ連鎖反応）故により，スズキ病魚の脳に  

おいてSJNNVの構造タンパク質遵伝子を検出するこ  

とにより確認した】¢）。なお，対照として疾病が全く発  

生していなかった同日齢魚群から健常魚を採取した。  

2）病理組織学的観察   

スズキ稚魚の瀕死魚を採取し，リン敢緩衝10％ホル  

マリン水で全身固定後，常法に従ってパラフィン連続切  

片を作成した。マイヤー氏へマトキシリン・エオジン  

（H鵬E）染色，PAS反応（唾液消化漆を含む），ピロ  

ニン染色，クリューパー・ノヾレラ染色，ウェル氏染色を  

目的に応じて施した。  

3）電子顕微鏡観察   

病魚の－山部をさらに改良Karnovsky固定液で駒固定  

し，2％四酸化オスミウム観で後固定後，常法に従って  

EPON812で包壊し，日立H－800型電子斬徴鋳で麒鍍  

した。  

結  果   

1〉発生状況  

屋内コンクリート水槽（50t，水温17叩17．5℃）で  
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形の封入体が形成されることもあり，封入体の申に多数  

のウイルス粒子が密に治まったり，結晶状配列をしたも  

のも観察された（Fig．10，11）。封人体の中にはウイ  

ルス合成過程で作られると思われる線状の構造物が出現  

することもあり，そこでは線状に並ぶウイルス粒子が見  

られた（Fig・．12）。こうした封入体の大きさはさまざ  

まであり，核よりもかなり太巻いものも観察された。ま  

た，細胞質内や細胞の問では封入体からウイルスが放出  

された形跡と思われる円形空隙が多く観察された（yig．  

18）。細胞質内空腹形成が顕著になった細胞では，細胞  

質内，空腹内および細胞外にウイルス粒子が瀦漫的に分  

布するのが観察された。なお，ウイルス感染を受けた脳  

の神経細胞はニッスル小林を形成する粗面小娘体塊が分  

散・消失し，ミトコ∵ンドリアも変性していた。髄鞘の周  

期繰の周期間線の崩壊像が観察されたので，有髄神経線  

維を持つ希突起腰細胞にもウイルスの感染があったと考  

えられた（Fig・．10，14）。しかし，魔手擬微税レベル  

で神経膠細胞の同産はできなかった。  

が形成されており，なかに壊死細胞が見られることもあっ  

た。他ゑ 松巣腺と血褒体には箸変はなかった。延髄で  

は細胞質の空胞化を示す壊死細胞や壊死巣が広く観察さ  

れた（Fig・．3）。   

脊髄：48日齢稚魚では大型神経細胞の凝固壊死や細  

胞質の空腹化を示す壊死細胞および円形空隙が磯漫的に  

見られた（Fig・．4．5）。63日齢稚魚では後柱の小型神  

経細胞の巣状壊死が郎著となっていた。他方，大型神経  

細胞は細胞質内壁胞形成と不明瞭な核膜と核仁を示して  

壊死していた。脊髄では炎症性細胞浸潤はほとんど観察  

されなかった。   

眼球：48日齢稚魚では網膜において細胞質の空腹化  

を示す壊死細胞が神経細胞層仁内楯粒層 外顆粒層で観  

察され，なかにほ頓死細胞の消失による空鶴形成も見ら  

れた（yig．6）。こうした壊死細胞の細胞質にはPAS  

反応陽性・ピロエン好性顆粒が出現していた。ただし網  

膜の組織構造ほ保たれていた。68‡ヨ齢稚魚では網膜で  

の空隙形成と壊死が顕著となり，この変化は内鶴牧瀾と  

外棺粒層で励も鍬着であった。病変の遊行した症例では  

網膜の組織構造が広範開にわたって崩れ，さらに内限界  

膿が破壊された網膜では壊死細胞が神経細胞層から離れ  

て硝子体内に剥離していた（椚恕7）。髄鞘を染めるウェ  

ル氏染色でほ内網状層の神経線維の走行の乱れが観察さ  

れた。壊死の進行した網膜内では細胞質にPAS陽性顆  

粒を持つ，好率球と思われる炎症性細胞浸潤が認められ  

た（Fig．8）。以上の網膜の病変は盲斑部に近いほど朗  

着であり，周縁に向かうほど軽微になる傾向があった。   

神経節：脳神経蘭や脊髄神経節では神経細胞の萎縮，  

検波綿が主に観察されたが，壊死病変は見られなかった。  

他の内臓諸器官・体側筋組織：胸晩 肝臓，脾臓．腎臓  

消化管，心臓，維などの内職渚器官および体側筋組織に  

は将に壊死は認められなかった。しかし，48日齢稚魚，  

63E葺齢稚魚ともに肝細胞の貯蔵槻原の戯著な減少およ  

び消失をともなった萎縮が観察された。また，消化管に  

摂餌物はばとんど見られなかった。  

3）電子顕微鏡観察   

脳，脊髄，眼球網膜の壊死細胞の細胞質内および空腹  

内に，直径30nm（n＝50）のエンベロープを持たない  

ウイルス粒子が共通して観察された（Fig．9）。凝固壊  

死した感染細胞では核が磯縮し，如M泡質全体にウイルス  

粒子が見られた。他方，細胞質内に縛い膜で包まれた球  

考  察  

病魚の脳および脊髄における感染壊死細胞の細胞質に  

は共通して，光据レベルで柏原とは異なりアミラーゼに  

消化されない，PAS暢性の頼粒の形成が斬箸であった。  

このPAS〉陽性顆粒は凝固蟻死細胞および細胞質内壁胞  

形成毯示す壷固壊死細胞の両方に観察できた。この顆粒  

ほ電子銃徴鏡観察におけるウイルス封入体に相当すると  

考えられた。ウイルス粒子がPAS陽性になるとは考え  

にくく，封入体内のなんらかの物質がpAS陽性に反応  

していると推察された。   

48E】齢と63日齢稚魚では病変の差が認められた。つ  

まり48首齢稚魚では，特に脊髄の大型神経細胞の細胞  

質内空胞形成彦示す凝閣壊死が麒着であった。脳では大  

型神経細胞および小型脳細胞ほ細胞単位で壊死していた。  

また，眼球網膜では，感染細胞の細胞質内空砲形成が凝  

着で，壊死消失彼の跡が空隙として観察された。63E】  

齢稚魚では，脳の広範囲にわたり巣状壊死巣が多発し，  

その仙郎にほ軽微な炎症性細胞の浸潤も観察された。た  

だし，この炎症性細胞浸潤は特に眼球網順で離著になる  

傾向があった。63日齢稚魚では造血組繊内で好中球と  

判断される細胞の形成が進んでおり，それらが血行を介   
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して病巣部に浸潤したと考えられた。以上の所見から，  

スズキの病魚でほ，池魚種の病魚同様に，脳，脊髄およ  

び網膜の神経細胞を中心に細胞単位の壊死が起こるが，  

68日齢稚魚ではむしろ巣状壊死が新著となり，炎症性  

細胞浸潤も加わっていた。・63日齢稚魚では，造血組織  

における好申球などの細胞の増生が新著となっており，  

それにともなって脳および網膜の域死病巣に炎症性細胞  

浸潤が起こり，脳炎および網膜炎に進展すると考えられ  

た。   

48日齢までの仔稚魚は脳および脊髄の神経細胞が冒  

されたため簸死し，また63日僻まで成長した稚魚は，  

同様に脳および脊髄の神経細胞の頓死のため遊泳異常や  

脊椎変形などの外見異常を示す他網膜の陣容により失  

明し，そのため鏡餅不能になり愛弱・飽死に登ると考え  

られた。   

ウイルス性神経壊死症は高い錐死率を示すため海産魚  

の種晋生産期の疾病の中でも盃賓な疾病である。また，  

養殖座薬の発達により，魚鯛甫の移動の範囲も広くなっ  

て轟ているので本疾病の伝播を防ぐための技術の確立な  

どの努力が今後必要である。  
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要  約   

1995年2月，ウイルス性神経壊死症（VNN）が新宿  

主であるスズキエα£eo～αむrα£ノ叩0花£c㍑∂に発生し，そ  

の場日齢と63訂齢の病魚について病理組織学的検討，  

電子斬徴鏡観察を行った。   

病理組織学的に脳，脊髄，翻脇の神経細胞は凝固壊死  

し，細胞質には空腹が形成されていた。壊死細胞が消失  

した跡は円形の空隙として観察された。また，細胞質内  

でのPAS反応陽性・ピロエン好性額粒はウイルス封入  

体に起因するものと考えられた。48日齢では脳の間脳  

および延髄，脊髄の後柱，網膜の神経細胞鳳 細粒層で  

壊死が朗着であった。63日齢でほ巣状壊死が脳の全体  

と脊髄の後杜で覿曹となり．脳でほ炎症性細胞液潤も加  

わっていた。網膜細胞の壊死も覇曹になり，炎症性細胞  

浸潤をともなっていた。   

電子顧赦鋭敏察では脳，脊髄，網膜で，直径30nm  

のエンベロープを持たない，円形のウイルス粒子が細胞  

質内と封入体内で観察された。  
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seabass（Dtcentrarchuslobrox）1arv8e and juYe・  amplification of RNA or striped jack nervous   
niles．Aqua亡LLLtLLre．97：109－116（1991）．  necrosisvirus（SJNNV）．Dis．oqLLat．Org．18：103－  

10）NISHIZ＾W＾．T．，K．MoRl．N．TosHIHIRO．Ⅰ．FuRUSÅW＾  107（1994）．   



郷 鼠殊・宮崎 照雄・宮田 雅人・大石 巧  14  

Fig．3 SagitlfLIsectionofthemedulla oblong－  
ata of 63－day－01d juvenile displa〉・S  
dilatated blood＼・eSSel（BV）and focal  
necroticareasくyC）wi払arewinrlam－  
matorye¢11s．PASreaction．X160  

Fig．1lnreriorlobeoト18－da）・－01djuYe－  
nile has ner＼・e eClls sho＼＼ring  
coagulaもivenecrosis（arrows）  
withrormadonofilltraCytOplas－  
mic＼▼aCuOles（headarro＼＼，S）fuld  
PAS positi、・Ci11Clusions．PAS  
r8aeもion．X320  

Figs．・I卜5 Spi11alcordoト18・day－Oldju、▼enilc．  
Fig．▲1 ′rhc dorsalpar10f this spollaleord  

Shows？erVeCellsundergol喝CO昭ulaとive  
necrosis．CC：Centralcanal．HE．X320  

Fig．2 0ptictectumof63－day－01djuv¢－  
nま1（きShowsどocalne（：rOtic areas  
in th8granularlayer of opもic  
tectum．KltiVer・Bar‡－era’s stain▲  
Ⅹ320  

Fig．5 rrhc dorsalpal・t Of the spinalcord  
COntainsnceroticnel、VeCellswithlargc  
inLl・aC〉・tOI〕1asrnie vaeuo】es．CC：Cen－  
tralcanal．HE．X320   
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yig．6 民eもin象Or48－daぎー01djuveniまedisplays  
王1elで1、OLic ce11s・肌・itll＼∫aぐl1nlヒrOl・11Ⅲlion  

inthoganglま0負Celllayeヂ∈G）andnu－  
cleaIt relll吋′el・、IN：i－11llブl・Ⅰ－し1Cleal、  
い・l∴ 一二こい、、・い・‥・・・、∴・・・：】；…・」  
Ⅹ320  

yig．9 HighmagniぎicaもまonoぎelecけOn  
microscopyrev組1svirusparもi－  
c18SWith approxまmately30nm  
i11a diamet群 and spherical  
shapewithin払ecytoplasm of  
nervecellin the splnalcord．  
XlOO．000  

ドi已．●l さ  卜し－．．i－l、∴－・．し －・・・・・ミ・・．  
卜圧．丁 ．・こしい・ 、・、・・・  こ・、－、－‥－・：  

d11etOi111い＝Si＝・11ビい・しJトiトt－i－llt再Ilalぐど‖s．  
Pノ＼Sl・…し・lil＝，X3帥  

yig．10 Elecもmn micrograph s主10WS  
virions＼＼▼ith er），StalEu・1・ayin  
the cyloplasm of a necrotic cell 
i11theretina．X50．00（）  

yig．8 Neutrophiis（arrows）infi比rateinto  
necrotieareaoccurredarouIldtheblood  
vessel（BV）．PAS reaction．X320  
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Fig－11】∃1ecけOn micrograph show戸 ntト  
m（∋rOuS number o∫virionsln とhe  

inLrae）▼tOplasmieinclusionl）Od）・  
（王B）ofoligodendrocyもehavi咽抽e  
myelin sheaもh（a汀OWS），Ⅹ7．000  

Fig．121王1ectI・川1111廿r■け√nPy OriIIClusioIl  
body witbin ne㌢Ve Cells rev¢als  
parもS Of the outer membrane  
（headarrow）dest柑yed and viri－  
OnS relcEISCd throug・h．Virus－  
associat¢dlamella王tStruCtureS（aト  
rows）formed．X12．000  

Fig．トlIiigll＝ぬg＝汗汗Ⅵtlu＝＼，i州Ur Fig．  
－：：∴、こ、‥－い・′、こ・し∴・：二」▲・・こし∴・・－・∴・、・  
0㌢myelin sheath was destroyed．  
X70．000   




