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　SRSVは，食中毒病因物質の一つとして知られており，

生カキなどの二枚貝が推定原因食品１）２），になる事例が

多く食品衛生上問題となっている。宮城県を初めとする

カキ生産県では，安全なカキを提供するために養殖カキ

のSRSV汚染防止やSRSVによって汚染された養殖カキの

浄化対策に取り組んでいる。これまで，この一環の研究

としてSRSVが培養細胞での増殖が不可能であることか

ら，ポリオウイルスで浄化方法を検討した報告３）がある。

　今回，SRSVと同じカリシウイルス科に属し培養可能

で，しかも形態や紫外線，塩素等に対する抵抗性が類似

しているFCV  F４を用いて，海水中での挙動とマガキへ

の取込試験ならびに浄化試験を行ったので報告する。
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　１．９０×１０９PFU/mlのFCV F４をCrandell's feline kidney cells

（CrFK）に接種後，３７℃，４８時間，CO２インキュベー

ターで培養し，ウイルス量が１０８PFU/ml以上のFCV F４培

養液をプールし，－８０℃に保存し用いた。 
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　宮城県内のＡ湾内で２年間養殖されたマガキを宮城県

水産研究開発センターで泥や付着物を殻から除去後，飼

育水槽に入れ流水状態で２日間飼育し試験材料とした。

なお，マガキの飼育，取込試験および浄化試験には砂ろ

過海水を使用し，FCV F４に汚染されていないことを確

認のうえ，試験に用いた。
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　取込試験および浄化試験は宮城県水産研究開発セン

ター飼育棟で実施した。
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　取込試験は，２００２年１１月２６日から３０日まで５日間実施

した。１８０Ｌの砂ろ過海水が入った水槽１．８０×１０７個の植

物プランクトン（Chaetoceros gracilis ：Cg）を加え，ウ
イルス培養液１．９５×１０９PFU/mlを２．４Ｌ添加し，１時間

後にマガキ６０個体を入れた。水温は，養殖カキからSRSV

の検出率が高くなる時期の海水温を想定し１０℃に保ち，

エアレーションを行いながら１２０時間取込を実施した。検

体は経時的（０，１，６，１２，２４，４８，７２，９６，１２０時間後）

に海水１Ｌとマガキ５個体を採取した。

　なお，Cgは，実験室内での培養系も確立されている利

点があることから用いた。Cgの添加量は，１９８５年に水産
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　小型球形ウイルス（Small Round Structured Virus：SRSV）は培養細胞での増殖が確認されていない。そこでSRSVに

替わる指標としてネコカリシウイルス（Feline calicivirus F４ ：FCV F４）を用いてマガキへの取込試験ならびに浄化
試験を実施した。海水およびマガキのウイルス量は，プラック法で行った。その結果，マガキのウイルス取込は，ウ

イルスとの接触開始１時間後に最も高いウイルス量を示し，その後，減少した。浄化試験では，砂ろ過海水で浄化開

始７２時間後，マガキで浄化９６時間後でFCV F４が検出されないことが明らかになった。

＊１　宮城県水産研究開発センター

＊２　宮城県がんセンター



研究開発センターが実施した養殖海域の植物プランクト

ンの調査結果に基づいて決定し，水槽内を海域環境に近

づけるため，２４時間毎に加えた。
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　浄化試験は２００３年３月１６日から２２日までの７日間実施

した。マガキへのFCV F４の取込みは，上述の取込試験

に従った。すなわち，水槽に１８０Ｌの砂ろ過海水に１．８０

×１０７個のCgと２．６０×１０９PFU/mlのウイルス培養液を４．２

Ｌ加え，１時間後にマガキを入れ，エアレーションを行 

いながら水温を１０℃に保ち，１２時間取込を行った。検体

は経時的（０，１，６，１２時間後）に海水１Ｌとマガキ５

個体を採取した。浄化はFCV F４で１２時間汚染したマガ

キを，１８０Ｌの砂ろ過海水が入った新しい水槽に移し行っ

た。砂ろ過海水の流量は，毎分１Ｌに設定した。なお，

水温は１０℃に保ちエアレーションも併行した。浄化の確

認は，経時的（１，４，８，１２，２４，４８，７２，９６，１２０時間

後）に水槽の海水１Ｌと浄化中のマガキ５個体を採取し，

それぞれの検体からFCV F４を定量した。

　次に，マガキ中腸腺での経時的FCV F４取込量は，各

段階で採取した５個体の個々について定量し，その平均

値で示した。取込開始１時間後には，１．４４×１０５PFU/mlと

最も高いウイルス量であったが，６時間後４．７６×１０４ 

PFU/ml，１２時間後２．６２×１０４PFU/mlと緩やかに減少し，

１２０時間後には１．０×１０１ PFU/mlまでになった。この間，４８

時間後には一時１．００×１０２PFU/mlまで急激に下降したの

ち，７２時間後には１．４０×１０３PFU/mlまでに増加した。こ

の原因は不明であるが，海水に白濁が観察されたことか

ら殻表面やマガキの排泄物由来の微生物が関与した可能

性も考えられた。
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　採取した海水はPolyethylene Glycolを最終濃度が１０％

になるように加え，４℃ １晩攪拌後１０，０００rpm３０分間遠

心し，沈渣をDW５００μｌで再浮遊し検体とした。また，

マガキは個々に中腸腺を摘出し，－８０℃に１晩保存後，

７０℃に暖めたDWを等量加え竹串で軽く破砕した。その

後，１０，０００rpm２０分間遠心した上清をさらに４０，０００rpm２

時間超遠心し，沈渣をDW５００μｌで再浮遊した。
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　６穴プラスチックプレートで単層培養したCrFKに，採

取した検体から抽出したFCV F４を２％γ-Globulin‐free 

Fetal Bovine Serumで１０倍段階希釈の系列を作り，各希釈

系列あたり１００μｌをそれぞれ２穴の細胞に接種し，３７℃，

９０分，CO２インキュベーターで吸着させた。その後メチ

ルセルロースを３ml重層して３７℃，４８時間，CO２インキュ

ベーターで培養したのち，１０％中性緩衝ホルマリン液で

室温３時間固定後，メチレンブルーで染色し，プラック

数を算定した。
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　経時的に採取した海水及びマガキのFCV F４の定量結

果を図２に示した。海水では，１時間後２．１０×１０８

PFU/ml，６時間後１．２０×１０８ PFU/ml，４８時間後３．４０×１０８

PFU/mlとほぼ同じウイルス量で推移した。７２時間後には

２．５０×１０７ PFU/mlとなり，１２０時間では１．５０×１０５ PFU/ml

まで減少した。
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　今回の取込試験は，カキの出荷の最盛期でかつSRSVの

汚染頻度が高くなる時期の海水温に近い１０℃で行った。

また，マガキがSRSVで汚染される養殖海域の環境には，

多数の植物プランクトンが生息していること，さらに，

海水中でのウイルスの状態についての報告５）７），は少ない

が，一般的に，ウイルス粒子が海水中に単一で浮遊して

いることは少なく，プランクトンなどと凝集塊を形成し

ている可能性が疑われていることから，マガキの餌とな

るCgを２４時間毎に添加して行った。その結果，FCV F４は，

海水中で長時間にわたり検出されていること，かつ，マ

ガキ中腸腺には短時間で取り込まれることが明らかに

なった。

　しかし，養殖海域におけるマガキのSRSVによる単一暴

露は考えられず，冬期には常時ウイルスの汚染を受けて

いる可能性が高いことから，今後，低濃度ウイルス量を

用いた取込試験や再現性試験を行う必要がある。
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　取込ならびに浄化試験の結果について図３に示した。

マガキのウイルス量については，取込試験と同様に中腸

腺５個の平均値で示した。取込試験での成績及び今井

ら６）によるカキが餌を取り込んでから２０時間で排泄を始

めるとの知見を参考に１２時間の取込で浄化試験を実施し

た。

　なお，取込段階での海水のウイルス量は，マガキを入

れる直前の０時間では６．２０×１０８PFU/mlであり，取込開

始１２時間後には，１．３０×１０８PFU/mlであった。また，マガ

キでは取込１２時間後３．３２×１０４PFU/mlであった。

　カキ中腸腺におけるウイルス量は，浄化開始１時間後

から８時間後まで１０４PFU/mlであったが，それ以降，時

間の経過と共に減少し，４８時間後には２．６０×１０２PFU/ml，

７２時間後に１．００×１０１PFU/mlとなり，９６時間後にウイル

スは検出されなかった。

　一方，海水においては，浄化開始１時間後１．４０×

１０５PFU/ml，４時間後７．２０×１０４PFU/mlと２４時間後まで

１０４から１０５PFU/mlで推移し，浄化４８時間後に１．３０×

１０３PFU/mlと減少，７２時間後には検出されなかった。
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　中ら３）が行ったポリオウイルスを用いた浄化試験では，

取込を４８時間で行った場合は浄化開始６時間で浄化され，

２週間にわたり取込みを行った場合は，長時間カキ体内

から浄化されなかったと報告されている。

　今回のFCV F４を用いた方法では，一度の取込で浄化

を行ったにも拘わらず，７２時間以上の浄化時間を要した。

これが，FCV F４の性質に由来する現象なのか，今後，

さらに回数を重ねて検討する必要がある。
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　今回の取込試験および浄化試験では，FCV F４がSRSV

の代替ウイルスとして有用であることが明らかとなった。

これらの試験は，最終的にSRSVの浄化を前提に実施して

おり，今後は本ウイルスを用いて取込状態の再現性，よ

り養殖環境に近い条件を想定し，取込や浄化方法につい

て検討を加え，SRSVの浄化に有用な方法を構築してい

きたいと考えている。

��������

　本試験を行うにあたり，貴重なFCV F４を分与してい

ただいた，東京大学大学院獣医微生物学研究室　遠矢幸

伸先生に深謝いたします。
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