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Abstract
 

A birnavirus (Eel Birnavirus Japanese;EBVJ)has been isolated from cultured Japanese eel (Anguilla japonica)

infected with gill disease characterized by viral endothelial cell necrosis of eel(VECNE)in Japan. The cDNA sequence

(3,041bp) of almost complete region in segment A including the large open reading frame (ORF) from EBVJ was
 

determined,and compared to the sequences of the other twenty-six strains of birnavirus. The size of the large ORF and
 

small open reading frame (small ORF)in segment A of EBVJ was 2,916bp and 411bp respectively, and also VP2/NS
 

junction region was 310bp long. Comparing the segment A nucleotide sequence exhibited that EBVJ had high homology(87.

4% homology)with N1 strain of infectious pancreatic necrosis virus (IPNV).In addition, EBVJ showed the highest
 

homology with Ab strain of IPNV as comparing nucleotide sequences at VP2 (95.0% homology)and VP2/NS (96.8%

homology)junction regions. Amino acid sequence of EBVJ was also very similar to Ab strain in VP2/NS junction region.

Analysis of molecular phylogenetic trees among EBVJ and twenty-six strains of birnaviruses revealed that EBVJ was very
 

close to Ab strain and belonged to genogroupⅡ including Ab,C1,C2,C3,TE2,Sp,N1 and Fr,21 strains of IPNV.

緒 言

現在，養殖ニホンウナギ（Anguilla japonica）に大きな

被害を与えている疾病はウイルス性の鰓病である．このなか

でウイルス性血管内皮壊死症（VECNE; Viral endothelial
 

cell necrosis of eel）については，その自然感染魚から楠田

ほか (1989a），増田・小野 (1999）らによってビルナウイル

スに属するウイルスが分離されている．魚類由来のビルナウ

イルスにはサケ科魚類の伝染性膵臓壊死症ウイルス

（IPNV;Infectious pancreatic necrosis virus）がよく知ら

れている（Wolf et al., 1960）．ウナギではEel virus eur-

opean（EVE）をはじめ，いくつかのビルナウイルスが知ら

れている（Sano et al., 1976,Hudson et al.,1981,Nam-Sil
 

Lee et al.,1999）．また，ブリの腹水症ウイルス(Yellowtail
 

ascites virus YAV）など海水魚由来のビルナウイルスもい

くつか分離されており，これらは海産魚由来ビルナウイルス

（Marine fish derived birnaviruses,MABV）と総称されて

いる（Kusuda et al.,1989b,Kusuda et al.,1993,Nakajima
 

et al.,1993,Suzuki et al.,1998a）．他に，魚類以外に貝類か

らもビルナウイルスが分離されている(Suzuki et al.,1998b,

1998c）．

ビルナウイルスは２本鎖RNAをゲノムに持つ直径約60

nmで正二十面体のRNAウイルスである．このゲノムは

Segment Aと Segment Bの二つに分かれている．Segment
 

Aの Large open reading frame（Large ORF）はウイルス

主要構造タンパク質（VP2），ウイルスプロテアーゼ

（NS）及びウイルス副構造タンパク質（VP3）遺伝子を，

Small open reading frame（Small ORF）はVP5遺伝子を

それぞれコードしている．またSegment Bは RNAポリメ

ラーゼ（VP1）遺伝子をコードしている（Dobos 1977,Dun-

can and Dobos 1986,Manning and Leong,1990）．IPNVで

は核酸の解析が進み，Duncan and Dobos（1986）が Jasper

株から Segment Aの Large ORFの塩基配列を明らかにし

第１号（2003）

「海―自然と文化」東海大学紀要海洋学部 第１巻第１号 39-49頁（2003）
Journal of The School of Marine Science and Technology,Vol.1 No.1 pp.39-49,2003

2003年10月１日受理

＊1 東海大学海洋学部水産学科

＊2 東海大学海洋学部・現国際ペットワールド専門学校講師

＊3 東海大学名誉教授



ている．さらにHavarstein et al. (1990）はこれをもとに

IPNV N1株の Segment Aの全ての塩基配列を決定し，他

のビルナウイルスと比較検討を行った．Segment  Aの

VP2/NSジャンクション領域は変異が起こりやすく，各種

ビルナウイルスを同じプライマーを使って増幅が可能な領域

であるため，ビルナウイルスの遺伝的な変異の解析とゲノグ

ルーピングに適している領域である．このため IPNVと

MABVではVP2/NSジャンクション領域のアミノ酸配列

をもとにビルナウイルスのゲノグルーピングが行われている

（Heppell et al.,1992,1993,Hosono et al.,1996）．しかし，

ウイルス性血管内皮壊死症から分離されたビルナウイルス核

酸の解析はなされていない．

そこで本研究では，増田・小野（1999）がニホンウナギの

ウイルス性血管内皮壊死症の自然感染魚より分離したビルナ

ウイルスから核酸を抽出し，Blake et al. (1995）各種の水

棲生物由来ビルナウイルスの検出用に設計した４組のプライ

マー（PrA，PrC，PrD）を用いてRT-PCRを試みたとこ

ろ，目的とするサイズのDNA断片が増幅された．この

DNA断片の塩基配列をもとに新たに６種類のプライマーを

設計し，本ウイルスのSegment Aのなかの，Large ORF

を含むほぼ全領域の塩基配列を決定した．さらにその塩基配

列及びアミノ酸配列を26種類のビルナウイルスと比較し，

VP2/NSジャンクション領域の塩基配列とアミノ酸配列の

それぞれについて増田・小野（1999）が分離したウイルス

（以後本ウイルスをEBVJ;Eel birnavirus Japaneseとする）

と26種類のビルナウイルス間での系統樹の推定を試みたので，

これらの結果について報告する．

材料及び方法

細胞培養とウイルス

ニホンウナギ (Anguilla japonica)の鰓うっ血症の自然感

染魚から分離したEBVJは10％濃度のFetal Bovine Serum

（FBS）（GIBCO），10U/mlペニシリン（Meiji Seika），及

び50μg/ml硫酸ストレプトマイシン（Meiji Seika）を添加

したLeibovitz’s L-15培地 (GIBCO)で生育したニホンウナ

ギ 由来上皮細胞（Eel Swimbladder Epitelial cell, ESE
 

cell）を用いて培養した．本ウイルスを接種してから約40時

間後，Cytopathic effect（CPE）により剥離した細胞を含

む培養液を800×g，５分間で遠心分離し，その上清を

EBVJの核酸の抽出に使用した．

核酸の抽出

EBVJの核酸（RNA）の抽出には，「QIAamp Viral
 

RNA Mini kit」（QIAGEN）を使用した．すなわちCarrier
 

RNAを含むBuffer AVL 560μlを1.5mlマイクロチューブ

に取り，これにEBVJを含む培養液140μlを添加し15秒間の

ボルテックスで振とう後，室温で10分間インキュベートした．

次に99.5％エタノール560μlをサンプルに添加し，15秒間ボ

ルテックスした．QIAampスピンカラムを2mlコレクショ

ンチューブに挿入し，これにサンプル630μlを注入して，

6,000×gで１分間，遠心分離した．この操作を２回繰り返

した．このQIAampスピンカラムに500μlの Buffer AW1

を添加し6,000×gで１分間，遠心分離した．これに500μl

の Buffer AW2を添加し20,000×gで３分間遠心分離した．

QIAampスピンカラムを1.5mlマイクロチューブに移し

Buffer AVE 60μlを添加した．室温で１分間インキュベー

トした後6,000×gで１分間，遠心分離しEBVJの核酸

（RNA）を抽出した．

プライマーの選択

EBVJの genome segment Aの増幅用プライマーとして，

Blake et al.（1995）がAquatic birunavirusesの検出に使用

した４組のプライマー（PrA，B，C，D）を用いた．次に，

これらPrA,B,C, Dによって得られたEBVJの塩基配列や

IPNVのN1株の塩基配列をもとに６種類のプライマー

（PrE，G，H，I，L，O）を新たに設計した（Fig.1）．プライ

マーの設計にはPrimer Express 1.0（Perkin Elmer
 

Applied Biosystems）を用いた．プライマーの合成は

Amersham pharmacia biotech Co.に依頼した．

RT-PCR（Reverse Transcriptase Polymerase Chain
 

Reaction）

RT-PCRは「RNA PCR Kit（AMV）Ver.2.1」（Ta-

KaRa Co.）を使用した．逆転写反応は，RNase free純水

8.5μl，25mM MgCl 4μl，10×RNA PCR buffer 2μl，10

mM dNTP Mixture 2μl，RNase Inhibitor（40U/μl）0.5

μl，AMV Reverse Transcriptase XL (5U/μl）1μl，20～

50μM アンチセンスプライマー1μl，EBVJの RNA溶液

（約0.2μg/μl)１μlを混合し全量を20μlとした後，サーマル

サイクラーGene Amp System 2400(Perkin Elmer Co.）に

よって伸長反応（30℃，10分），逆転写反応（55℃，30分），

逆転写酵素の失活（99℃，５分），冷却（５℃，５分）を１

サイクル行った．

PCR反応は，純水64.5μl，25mM MgCl 6.0μl，10×

RNA PCR buffer 8.0μl，TaKaRa Taq（5U/μl）0.5μl，

20～50μM センスプライマー１μlを混合し全量を80μlとし

た後，逆転写反応産物（20μl）に加え全量を100μlとして，

94℃，２分，94℃，30秒，55～60℃，30秒，72℃，１分30秒

の３行程を１サイクルとして計35サイクル行った．

電気泳動

RT-PCRによって増幅されたPCR産物は2.0％アガロー

スゲルを用い50V，１時間，TAE溶液中で電気泳動した．

泳動後，ゲルを臭化エチジウムブロマイド溶液（EtBr，

10mg/ml）で30分染色し，トランスイルミネーターで

EBVJの cDNA断片を確認した．

ダイレクトシークエンス

サイクルシークエンスはフェノール抽出およびエタノール

沈殿によって精製したEBVJの cDNAを用いた．これには

「ABI PRISM dRhodamine Terminator Cycle Sequencing
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Ready Reaction kit with AmpliTaq DNA Polymerase,FS」

（Perkin Elmer Applied Biosystems）を使用した．純水10

μl,Terminator Ready Reaction Mix.8μl，センスまたはア

ンチセンスプライマー（10pmol/μl）1μl，テンプレート

cDNA（100ng/μl）1μlを混合し全量を20μlとした．反応

は96℃のホットスタートで開始し，96℃，10秒，55℃，５秒，

60℃，４分の３行程を１サイクルとして計25サイクル行った．

サイクルシークエンス生成物はエタノール沈殿によって精製

し，Template Suppression Reagent (Perkin Elmer)12μl

に溶解した．95℃のヒートブロックで２分間のヒートショッ

クを加えた後，氷上で10分間静置した．これをABI PRISM
 

310（Perkin Elmer）オートシークエンサーによってダイレ

クトシークエンスした．ポリマーはPerformance Optim-

ized Polymer 6（Perkin Elmer）を使用した．

オートシークエンサーによって得られたEBVJのLarge
 

ORFを含むほぼ全域のSegment Aの塩基配列は，コンピ

ューター上で整列，編集作業を行った．

EBVJと他のビルナウイルスの塩基配列，アミノ酸配列

の比較

ニホンウナギから分離したビルナウイルスのゲノムの塩基配列

Fig.1. Relative location of amplification target sequences for primers.PrA,PrB,PrC,

PrD,PrE,PrG,PrH,PrI,PrL and PrO on genome segment A of EBVJ,and the
 

primer pair sequences.
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“DNA Data Bank of Japan,DDBJ”（http://www.ddbj.

nig.ac.jp/）から塩基配列の検索によって得られた26種類の

ビルナウイルスとEBVJの塩基配列及びアミノ酸配列の間

でのパーセントホモロジーを求めた．パーセントホモロジー

はSegment A, VP2及びVP2/NSジャンクション領域

（310塩基）に相当する部分で比較した．このなかで，VP2

領域についてはEBVJの Segment Aの塩基配列，117塩基

から1,539塩基までの1,422の塩基配列を推定した．本研究で

EBVJと比較の対象としたウイルスはHeppell et al.

（1993），Hosono et al.（1996）が検討した IPNVの19株，

MABVの５株，及びニワトリの伝染性砂囊壊死症（Infec-

tious bursal disease virus,IBDV）の２株の計26株であった

（Table 1）．

分子系統樹

ビルナウイルスのVP2/NSジャンクション領域の塩基配

列をもとに最尤法 “Maximum likelihood method, ML
 

method”（Felsenstein, 1981）により分子系統樹を推定した．

また，アウトグループには IBDVである52/70株とCu-1株

を用いた．最尤法の計算は「PUZZLE 4. 0.2」（Strimmer
 

and Haeseler, 1996, 1997）によった．塩基配列，およびア

ミノ酸配列の尤度の計算にはそれぞれ「HKY85モデル」

（Hasegawa et al.,1985)， Jones-Taylor-Thornton(JTT)

モデル」（Jones et al., 1992）を使用した．分子系統樹の作

成には表示ソフトである「Tree view」を用いた．

結 果

Blake et al.（1995）が設計した４組のプライマー（PrA，

B，C，D）によって，鰓うっ血症（VECNE）の自然感染魚

から分離したEBVJの核酸の増幅を試みた．その結果，３

回別々に分離したウイルスから４種類全てのプライマーで

DNAの増幅が見られた．これらのcDNA断片の大きさは

PrA，Pr塩基 rC，PrDのそれぞれで1,180塩基，524塩基，

339塩基，174塩基であった．また，ネガティブコントロール

としたESE cellからも同様に核酸を抽出してRT-PCRを

行ったがウイルス核酸は増幅されなかった．これら４組のプ

ライマーによって増幅されたEBVJの cDNA断片の大きさ

Fig.2. Typical agarose gel electrophoresis showing the detection of the virus(EBVJ)isolated
 

from the viral endothelial cells necrosis eel in infected ESE cell cultures by RT-PCR
 

assey with four primer sets.Amplified RT-PCR products were analysed by electro
 

phoresis on 2.0％ agarose gel in TAE buffer at 50V for 1hour.The four primers(Pr.

A,B,C,D)were selected on the basis of published sequences of the cDNAs of genome
 

segment A of the Ja and N1strauns of IPNV.
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は，Blake et al.（1995）が IPNVとその他の水棲生物由来

ビルナウイルスで増幅したDNA断片の大きさとほぼ一致し

ていた（Fig.2）．

ダイレクトシークエンス法によってEBVJの Segment A

の Large ORFを含む塩基配列のほぼ全領域に相当する

3,041塩基を決定した（Fig.3）．Large ORFは今回決定し

たSegment Aの117塩基から始まり3,032塩基までの2,916

塩基であった．またSmall ORFは67塩基から508塩基まで

の441塩基であった．VP2/NSジャンクション領域はSeg-

ment Aの1,425塩基から1,734塩基までの310塩基であった．

Large ORFは全部で972個のアミノ酸によってコードしてい

た．このなかで疎水性アミノ酸は484個で全体の約50％を占

めていた．NS領域では疎水性アミノ酸が約57％を占めてい

たが，VP2やVP3領域では疎水性アミノ酸の占める割合は

それぞれ48％，46％であった．一方，VP3領域では親水性

アミノ酸が約36％を占めていた．

EBVJと他のビルナウイルス26株の Segment A, VP2及

びVP2/NSジャンクション領域に相当する部分をパーセン

トホモロジーによって比較した．Table 1に示したビルナウ

イルスの中でSegment A全体，及びVP2領域の塩基配列

が公開されている IPNVの16株と，EBVJとの塩基配列を

比較した．

Segment A全体の塩基配列を各種ビルナウイルス株間で

比較したところ，EBVJは IPNVのN1株ともっとも高い

パーセントホモロジーを示した．その値は87.4％であった．

一方，EBVJは IPNVの Ja(D）株やMABVのY-６株で

は，パーセントホモロジーはそれぞれ79.0％，79.2％であり，

N1株や Sp株に比べて低かった（Table 2）．

Segment AのVP2領域の塩基配列を各種ビルナウイルス

株間で比較したところ，EBVJは IPNVのAb株との間で

95.0％のもっとも高いパーセントホモロジーを示した．また，

EBVJはMABVのY-6株とは81.9％で IPNVの Sp，N1，

Ab，C2株よりも低い値であった．IPNVのHe株は IBDV

の２株を除くとEBVJともっとも低いパーセントホモロジ

Fig.3. Nucleic acid sequence of segment A(3.041bp)in aquatic birnaviurs isolated from viral endothelial necrosis
 

of eel of cultured Japanese eel.This virus was tentatively designated as Eel birnavirus Japanese(EBVJ).

The Large open reading frame (2,916bp) is contained from nucleotide #117 to #3,032, and small open
 

reading frame(411bp)is nucleotide #67to #508 in this sequence. And 310bp(nucleotid #1,425 to#1,735)of
 

VP2/NS junction region is indicated by underline
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ーを示した（Table 3）．

次に，Segment AのVP2/NSジャンクション領域の塩基

配列を比較したところ，EBVJは IPNVのAb株との間で

96.8％の最高値を示した．VP2/NSジャンクション領域は

IPNVの中でもEBVJとのホモロジーが高い株と低い株に

分かれ，明らかな差が認められた．すなわち，EBVJと

IPNVのFr.21，Sp，N1，TE2，C1及びC3株との間では

88.1～87.7％であり，EBVJと IPNVのLW，PM，LAR，

TN1，Ja(D)，TN3，TN9，WB，ART，He株及び Ja(A)

株との間では71.4～74.3％であった．EBVJとMABVの５

株を比較すると73.2～74.8％であり，IPNVの Ja(D）株な

どと同程度の値であった．IBDVの２株を除いてもっともパ

ーセントホモロジーが低かったのは IPNVのART株であ

った．各ビルナウイルス間のVP2/NSジャンクション領域

の塩基配列を比較した場合とSegment A全体の塩基配列を

比較した場合のパーセントホモロジーの差は小さく平均で

2.50％（SD，±2.49）を示した（Table 4）．

EBVJ及び他のビルナウイルス26株のアミノ酸配列を

VP2/NSジャンクション領域に限定して比較した（Fig.4）．

Fig.4では IPNVの Ja(D）株のアミノ酸配列を基本として

置換した状況を示してある．VP2/NSジャンクション領域

の塩基配列でEBVJともっともパーセントホモロジーが高

かったのはAb株であった．次にアミノ酸配列を比較したと

ころ，VP2/NSジャンクション領域では，EBVJとAb株

は14番目と36番目の２つのアミノ酸に違いが見られるだけで

あった．また，EBVJ，Ab，Fr.21，Sp，N1，TE2，C1，

C2，C3株ではC2株の一部を除く12箇所に各株に共通した

アミノ酸の変異が見られた．これを Ja(D）株からのアミノ

酸の置換と仮定して比較したところ，中性アミノ酸から疎水

性及び親水性への置換は３カ所で生じていた．また，親水性

Table 1. List of birnavirus strains analyzed for comparison with EBVJ.Nineteen strains of IPNV and five strains of MABV and
 

two strains of IBDV.

Strain  Abbreviation
 
Genogroup of

 
IPNV ※ Reference

 
DDBJ/EMBL/GenBank

 
accession numbers

 
IPNV  LWVRT 60-1 (VR-299) LW Ⅰ Heppell,J et al. (1995) L40584

 
Powder Mill (VR-883) PM Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13987

 
LAR-A89  LAR Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13985

 
TN1-P89  TN1 Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13990

 
Jasper (Dobos) Ja(D) Ⅰ Duncan and Dobos (1986) M18049

 
TN3-A89  TN3 Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13991

 
TN9-A89  TN9 Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13992

 
West Buxton (VR-877) WB Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13993

 
ART-H82  ART Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13978

 
Jasper (ATCC) Ja(A) Ⅰ Heppell,J et al. (1993) L13984

 
d’Honnincthun (VR-876) Fr.21 Ⅱ Heppell,J et al. (1995) L40582

 
Sp  Sp Ⅱ Tseng,C.-C.et al. (1996) U56907

 
N1  N1 Ⅱ Havarstein et al. (1990) D00701

 
Ab (VR-1319) Ab Ⅱ Heppell,J et al. (1995) L40580

 
tellina-2 (VR-1321) TE2 Ⅱ Heppell,J et al. (1993) L13989

 
Canada1 (VR-1322) C1 Ⅱ Heppell,J et al. (1993) L13979

 
Canada3 (VR-1324) C2 Ⅱ Heppell,J et al. (1993) L13981

 
Canada2 (VR-1323) C3 Ⅱ Heppell,J et al. (1995) L40581

 
Hecht (VR-1320) He Ⅲ Heppell,J et al. (1995) L40583

 
MABV  SY  SY  Hosono,N et al. (1996) D61385

 
Y-6  Y-6  Suzuki,S et al. (1998a) AB006783

 
H-1  H-1  Hosono,N et al. (1996) D61386

 
H-2  H-2  Hosono,N et al. (1996) D61387

 
Y-7H  Y-7H  Hosono,N et al. (1996) D61388

 
IBDV  52/70  52/70  Bayliss,C.D.et al. (1990) D00869

 
Cu-1  Cu-1  Bayliss,C.D.et al. (1990) D00867

※ See Heppell,J.et al. (1993)

Table 2. Percentages of homology between whole segment A nucleotide sequences obtained from EBVJ,three strains
 

of IPNV,a MABV strain and two strains IBDV.EBVJ showed the highest homology with N1 strain of IPNV.

Two strains of IBDV showed lower homology than aquatic birnaviral strains IPNV,MABV,and EBVJ.

Strains  EBVJ  Ja(D) Y-6  Sp  N1  52/70
 

Ja(D) 79.0

Y-6 79.2 84.5

Sp 87.0 78.9 79.4

N1 87.4 79.5 79.6 98.4

52/70 50.4 49.9 50.1 49.3 48.9

Cu-1 50.6 44.9 50.5 49.4 48.9 97.4
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アミノ酸と疎水性アミノ酸との間の相互の置換は５カ所で認

められた．一方，水棲生物由来ビルナウイルスはニワトリ由

来のビルナウイルスである IBDVと比較した場合，多くの

アミノ酸の置換が起っていた（Fig.4）．

EBVJと他のビルナウイルス26株のVP2/NSジャンクシ

ョン領域の塩基配列及びアミノ酸配列をもとに最尤法（ML
 

method）で分子系統樹を推定した（Fig.5 Fig.6）．分岐の

信頼性を評価するブートストラップ確率（％）を数値で示し

た（Felsenstein, 1985）．塩基配列から分子系統樹を推定し

た場合，EBVJにもっとも近くで接続している株は IPNV

のAb株であった（ブートストラップ確率 96％）．また

EBVJは IPNVのAb, N1を含む８株と共に１つのグルー

プを形成していた．このグループはHeppell et al.（1993）

の IPNVのゲノグループⅡに相当していた．一方，このグ

ループとは別に，IPNVの Ja(D），LW を含む10株はグル

ープを形成していた．これは IPNVのゲノグループⅠに相

当していた．MABVのY-6株を含む５株もグループを形成

し，Hosono et al.（1996）のMABVのグループを形成して

いた（Fig.5）．

次にアミノ酸配列から分子系統樹を推定した場合，今回調

べたビルナウイルス群は大きく３つのグループに分かれ，塩

基配列で系統樹を推定した場合と同様にゲノグループが確認

できた．すなわち，IPNVのゲノグループⅠは Ja(D)，

LW を含む10株であった．IPNVのゲノグループⅡには

Ab， N1を含む８株に加えてEBVJが属していた．MABV

のグループは IPNVのゲノグループⅠの近くに位置してい

た．IPNVのゲノグループⅢとされるHe株は他のビルナウ

イルスから独立している一つのグループとして認められた．

Table 4. Percentages of homology between VP2/NS junction region nucleotide sequences obtained from EBVJ,nineteen strains of
 

IPNV,five strains of MABV and two strains of IBDV.EBVJ showed the highest homology 96.8% with Ab strain of IPNV.

Strains EBVJ  LW PM LAR TN1 Ja(D) TN3 TN9  WB ART Ja(A) SY  Y-6 H-1 H-2 Y-7H Fr.21  Sp  N1  Ab  TE2  C1  C3  C2  He 52/70
 

LW 740

PM 743 997

LAR 743 984 987

TN1 740 100 997 984

Ja(D) 740 100 997 984 100

TN3 729 903 906 906 903 903

TN9 723 897 900 906 897 897 968

WB 730 903 900 906 903 903 906 916

ART 714 890 890 890 890 890 913 919 916

Ja(A) 736 916 919 923 916 916 900 903 897 890

SY 742 781 784 787 781 781 806 806 803 800 787

Y-6 748 787 790 794 787 787 797 810 806 800 794 981

H-1 735 787 790 794 787 787 800 813 800 800 787 977 984

H-2 739 784 787 790 784 784 797 810 800 794 790 981 974 977

Y-7H 732 774 777 781 774 774 794 813 790 794 781 981 974 977 981

Fr.21 877 746 749 752 746 746 732 719 730 707 723 732 739 729 732 723

Sp 874 743 746 746 743 743 726 716 727 704 720 729 735 726 729 719 994

N1 871 736 740 743 736 736 726 716 723 701 720 726 732 723 726 716 990 990

Ab 968 749 752 756 749 749 732 726 740 723 733 758 758 752 758 748 894 890 887

TE2 881 727 727 730 727 727 726 716 730 717 720 739 745 735 739 729 865 865 868 906

C1 881 736 736 740 736 736 726 716 727 711 720 748 748 745 745 739 848 848 852 906 923

C3 881 736 736 740 736 736 726 716 727 711 720 748 748 745 745 739 848 848 852 906 923 100

C2 823 719 723 729 719 719 745 735 735 723 729 755 761 752 752 745 826 819 823 823 813 806 806

He 722 725 728 728 725 725 722 728 723 736 705 725 738 732 735 724 749 752 746 725 716 713 713 725

52/70 489 504 507 490 504 504 491 471 490 495 507 492 505 498 487 477 493 500 497 479 476 489 489 480 496

Cu-1 492 511 818 525 511 511 502 503 493 520 514 487 514 519 493 510 488 492 492 490 490 492 492 483 507 978

Table 3. Percentages of homology between VP2 nucleotide sequences obtained from EBVJ,seven strains of IPNV,a MABV strain
 

and two strains of IBDV.EBVJ showed the highest homology with Ab strain of IPNV.N1 and Sp strains that showed
 

relatively high homology comparing whole Segment A nucleotide sequences from EBVJ were lower values than Ab.

Strains  EBVJ  LW  Ja(D) Y-6  Sp  N1  Ab  C2  He  52/70
 

LW 80.1

Ja(D) 80.1 100.0

Y-6 81.9 84.5 84.5

Sp 87.9 81.2 81.2 83.5

N1 87.7 80.9 80.9 83.6 97.8

Ab 95.0 80.9 80.9 82.3 88.2 88.3

C2 83.7 80.0 80.0 82.5 85.5 85.2 83.9

He 76.3 74.4 74.4 76.1 78.0 78.0 75.6 76.9

52/70 54.8 54.6 54.6 55.3 54.3 54.4 54.7 54.2 52.6

Cu-1 54.8 55.0 55.0 56.3 54.9 54.7 55.4 54.5 52.6 97.3
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Fig.5. Phylogenetic tree representing the relation
 

ships between aquatic birnavirus as deter
 

mined by nucleotide sequence homology.

EBVJ was the most closely related to Ab
 

strain of IPNV. The numerical values are
 

bootstraps of diverging point.

-

-

Fig.6. Phylogenetic tree representing the relationships between
 

aquatic birnaviruses as determined by amino acid sequence
 

homology.IPNV and MADV genogrouping was described at
 

Heppel,J.et al.(1993)and Hosono,N.et al. (1996).IPNV
 

genogroup?contained EBVJ.The numerical values are boot
 

straps of diverging point.

-

Fig.4. Amino acid sequence deduced from the 310bp cDNA fragments obtained from EBVJ and the corresponding portion on the
 

twenty-six published sequence of IPNV,MABV and IBDV.Homology to the Ja(D)strain of IPNV is indicated by dots.

EBVJ and IPNV genogroup?specific variation are boxed.
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（Fig.6）．

考 察

ニホンウナギの鰓うっ血症（VECNE）の自然感染魚から

分離されたビルナウイルス（EBVJ）の Segment  Aの内

Large open reading frame（Large ORF）を含むほぼ全領

域の3,041塩基の塩基配列を決定した．EBVJの Segment A

に含まれるLarge ORFの塩基数は2,916塩基であった．こ

れは IPNVのN1株，Jasper (Dobos)株，MABVのY-６

株など，他のビルナウイルスのLarge ORFの塩基配列の長

さと一致していた．また，EBVJの Small  open reading
 

frame（Small ORF,VP5）は IPNVのAb株と同じ塩基数

であった（Havarstein et al., 1990, Duncan and Dobos,

1986, Heppell et al., 1995, Suzuki et al., 1998a）．さらに

EBVJはBlake et al.（1995）が IPNVなどの水棲生物由来

ビルナウイルスの検出に用いているプライマーで検出された

ことからも，IPNVに類似していることが示唆された．そ

こでEBVJと，すでにSegment Aの全領域あるいは部分的

に塩基配列が公開されている他のビルナウイルス26株の塩基

配列及びアミノ酸配列をアライメントした後，そのパーセン

トホモロジーによって相同性を調べた．

Havarstein et al.（1990）はビルナウイルスのSegment
 

A全体とVP2領域の比較を IPNVの Jasper（Dobos）株と

N1株，及び IBDVの002-73株について行っている．これに

従ってEBVJと他のビルナウイルスをSegment A全体の塩

基配列で比較した場合，IPNVのN1株とのパーセントホモ

ロジーがもっとも高い値であった．一方 IPNVのAb株は

Segment Aの全領域の塩基配列が明らかになっていないの

で比較することはできなかった．しかしAb株のVP2領域

とVP2/NSジャンクション領域はEBVJとのパーセントホ

モロジーが96.8％以上であり，今回調べたビルナウイルスの

中ではもっとも高い値を示した．ビルナウイルスのVP2/

NSジャンクション領域の塩基配列は変異が起こりやすい領

域とされている（Heppell et al.,1992,1993）．従ってこの領

域の類似性が高いことからEBVJが Segment A全体でも

Ab株との高い類似が示唆される．

そこでSegment AのVP2領域の塩基配列を比較したと

ころ，EBVJは IPNVのAb株ともっともパーセントホモ

ロジーが高かった．VP2遺伝子は，ビルナウイルスの主要

構造タンパク質をコードし，抗原決定基を含んでいると推測

されている（Azad et al.,1987,Barrie et al.,1992,Becht et
 

al., 1988,Caswell-Reno et al., 1986, Christie and Havar-

stein,1988,Heppell,J.et al.,1995,Suzuki,S.et al.,1998a）．

IPNVのLWVRT60-1（VR-299）株と Jasper（Dobos）

株のVP2領域の塩基配列は100％のホモロジーを示しており，

その血清型は２株ともA1型で一致していた(Heppell et al.,

1993)．しかし，EBVJと今回調べたビルナウイルスのVP2

領域の塩基配列間では100％のホモロジーを示す例が他にな

く，また97.8％と高い値を示す IPNVの Sp株とN1株のそ

れぞれの血清型がA2型，A10型と異なっていることなどか

ら，VP2領域の塩基配列の相同性とその血清型は必ずしも

一致しないと思われる．

株間の正確な比較を行うためには，より長い領域の塩基配

列が必要であるがHeppell et al.（1993）は IPNVのN1株

と Jasper（Dobos）株を比較し，アミノ酸配列の間のパー

セントホモロジーがSegment Aの Large ORFとVP2/NS

ジャンクション領域で類似していることから，VP2/NSジ

ャンクション領域を使うことである程度の比較ができるとし

ている．EBVJと他のビルナウイルス26株の塩基配列につい

てもSegment AとVP2/NSジャンクション領域を比較す

ると，その差が平均で2.50％（SD；±2.49％）と小さいこ

とから，EBVJを含めて各種ビルナウイルスの比較には

VP2/NSジャンクション領域を使用することが有効である

と思われた．そこでVP2/NSジャンクション領域の塩基配

列間を比較するとEBVJは IPNVのAb株とパーセントホ

モロジーがもっとも高いことから，今回比較したなかでは

Ab株に近縁のウイルスであると考えられる．

VP2/NSジャンクション領域のアミノ酸配列について，

Heppell et al. (1993）は相同性の高い IPNV株間では，同

じ箇所に共通したアミノ酸の変異を持つことを示している．

EBVJのVP2/NSジャンクション領域のアミノ酸配列は

IPNVのAb株と非常に類似していた．さらに，EBVJは

Heppell et al.（1993）が行ったゲノグルーピングでグルー

プⅡに属する IPNV株と共通したアミノ酸配列を持ってい

た．これらの IPNVはEBVJと塩基配列，アミノ酸配列の

比較で高いパーセントホモロジーを示した株であった．特に

EBVJとAb株との比較では，14番目と36番目の２つのアミ

ノ酸が置換しているだけであった（Fig.10）．また海産魚由

来のビルナウイルスであるMABVで IPNVとは異なる特

異的なアミノ酸の変異が見つかっている（Hosono et al.,

1996)．貝類から分離されたビルナウイルスでもVP2/NS

ジャンクション領域でアミノ酸配列が比較され，その結果

MABVのアミノ酸配列に非常によく似ていることが示され

ている（Suzuki et al., 1998b,1998c）．EBVJのアミノ酸の

置換はVP2/NSジャンクション領域の中でも後半部のNS

側に多かった．Havarstein et al.（1990）はビルナウイルス

のNS領域は，株によって変異が大きい領域であることを

示したが，これはEBVJでも認められた．

さらにビルナウイルス間でのEBVJの位置関係を詳しく

調べるために分子系統樹の推定を行った．Heppell et al.

（1993）は IPNVのゲノグルーピングを 行 い Jasper

（Dobos），LWVRT 60-1株などで構成されるグループⅠと，

Ab，N1株などで構成されるグループⅡと，Hecht株など

で構成されるグループⅢに分けた．このなかでEBVJは

IPNVのグループⅡに属していた．Hosono et al.（1996）

はこのゲノグルーピングをMABVでも行い，IPNVとは独

立したグループを形成していることを報告している．また

Suzuki et al.（1998a）は IPNVとMABVの８株のVP2領

域のアミノ酸配列全体を使って分子系統樹を推定し，ゲノグ

ループの関係がVP2/NSジャンクション領域のアミノ酸配

列を用いて推定した場合と類似することを報告した．今回，
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最尤法を用いたアミノ酸配列による分子系統樹の推定では

Heppell et al.（1993），Hosono et al. (1996）がUPG法

（unweighted pairgroup method）で推定した系統樹と類似

した結果を得た．また，塩基配列をもとに最尤法で系統樹を

推定する場合はアミノ酸に変化を与えない同義置換も情報を

持ち，より詳細な異同を調べることができると一般に考えら

れれている（宮田編，1998）．そこで今回，アミノ酸配列の

他に塩基配列をもとに分子系統樹の推定を行った．塩基配列

をもとに推定した場合，EBVJは IPNVのAb株にもっと

も近く，ビルナウイルスのゲノグループⅡに属することが確

認された．

EBVJは IPNVと宿主が異なり，増田・小野（1999）に

より温度耐性などの性状が IPNVとは異なることが報告さ

れている．本研究ではEBVJは塩基配列のパーセントホモ

ロジー，アミノ酸配列の特徴，及び分子系統樹から IPNV

のゲノグループⅡの株と非常に近縁であり，特にAb株にも

っとも近いことが明らかとなった．Segment A全体の塩基

配列の比較では，EBVJは IPNVのN1株とパーセントホ

モロジーが高かったが，Ab株の Segment A全体の塩基配

列が明らかになれば，EBVJはAb株ともっとも高い値を示

すと思われる．またEBVJは IPNVのゲノグループⅠや

MABVの株とは相同性が低かったことから，IPNVのゲノ

グループⅡに由来していると考えられる．また，Blake et
 

al.（1995）は水棲生物由来ビルナウイルスの検出に使った

４組のプライマー，PrA，B，C，Dを使ってRT-PCRを

用いてウナギから分離されたビルナウイルスであるEur-

opean eel virus（EEV）の核酸の増幅を行った結果，PrC

では増幅されなかったことを報告している．EBVJはこれら

４組のプライマーの全てで検出されたことから，EEVとは

異なるウイルスであると思われる．他にも，楠田ほか（1989

a）らが分離したウイルスを含めて，今までにいくつかのウ

ナギ由来のビルナウイルスが報告されているが，その塩基配

列などが明らかにされているものはほとんどなく，ウイルス

間の異同を調べるためにも，これらのウイルス核酸の解析が

必要である．
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要 旨

養殖ニホンウナギのウイルス性血管内皮壊死症魚からビルナウイルスに属するウイルスが分離されている（増田・小野，

1999）．そこで，本ウイルス（EBVJ;Eel birunavirus Japanese）のGenome Segment Aの塩基配列の解析を行うともに，

IPNV，MABVなどの魚類や他動物由来のビルナウイルスとの塩基配列の相同性や分子系統樹から，本ウイルスと既知のビ

ルナウイルス26株の異同について検討した．RT-PCR法およびダイレクトシークエンス法により，EBVJの Segment Aゲノ

ムのLarege ORFを含むほぼ全領域にあたる3,041bpの塩基配列を決定した．Larege ORFは2, 916bpであり，これは

IPNVのN1株やMABVのY-６株と一致していた．また，Small ORF（VP5）の塩基数は441bpで IPNVのAb株と同じ

塩基数であった．Segment A全体での塩基配列を比較すると，IPNV6株中，N1株が最も高く，その相同性は87.4％であっ

た．ビルナウイルスの遺伝的な変異の解析によく用いられているVP2/NS接合領域では，26株中でAb株がEBVJと最も相

同性が高く，塩基配列で96.8％，アミノ酸配列で，98.1％であった．この領域から推定した分子系統樹では，EBVJはAb株

に最も類似し，IPNVのゲノグループⅡに属していると推定した．

第１号（2003）

ニホンウナギから分離したビルナウイルスのゲノムの塩基配列


