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海産白点虫は、閉鎖 性の高い養殖場水域で養殖

魚に感染し、白点病を引き起こす最も危険な寄生

性繊 毛虫の一種である。近畿大学 白浜水産研究

所養殖生篭でも、白点病は頻繁に起こっており、

莫大な経済的損失をこうむっている、,

白点病感染後の有効な治療方法はなく、魚の

持つ 自然治癒能力に頼るのみである。海洋養殖

における白点病予防対策は、生黄網を海産 白点

虫のいない、あるいは少ない場所に移動させるの

みで、その移動させる場所は漁業者の経験 による

ところが大きい。そのため、養殖場現場からは、海

産 白点虫がどこに、どれくらい存在するのかを正

確に知る方法が強く求められている、,

海産 白点 虫のライフサイクルは、感染体である

セロント、離脱体であるトロホント、休眠体であるト

モントから主に成る(Colori,1985)。 トモント1細 胞

から、多いときで1000細 胞ものセロントが放 出され

ることもあるため(DigglesiandAdlard,1997)、 トモ

ント数をあらかじめ把握 しておくことが、将来的な

白点病感染予防のためにも非常に有効となる。

本研究では、白点病予防の第 一段階として、養

殖場における海産 白点虫の分布を明らかにする

ために、定量PCR法 を用いて、海産 白点 虫トモン

トを迅速かつ定量的に検出する方法を開発するこ

とを目的とした。

材料と方法

DNAデ ータバ ンクに既 に登録 され ている海 産

白点 虫塩基 配 列(rDNA中 のinternaltranscribed

spacer:ITS領 域)を 用 い、ABIprismprimer

express3.0を 川 いて特 異 的プライマー複 数種 類

を設 計 した。候補 プライマー を、プライマーダイマ

ー 形成 の有無 や 、DNADataBankofJapan

(DDBJ)テ ータベ ースを用 いたBLAST検 索 を行

い 、最も特 異性 の高いプライマー を選 抜 した。

本プライマー の有効 性 は、海 産 白点 虫培 養株

複 数株 を川い て従 来のPCRで 確認 した。培養株

は 、近 畿 大学水 産養 殖 種苗 センター にて飼 育さ

れ ているマダイより分 離 した株 を、本研 究室 にお

いてマダイで継 代培 養 した株 を用いた。MOBIO

UItraCleanSoilDNAIsolationKitを 用 いて白点

虫分離株 トモ ント400個 か らDNAを 抽 出 した。

PCR反 応 は25μL容 量で、2.5μLlO×KOD

Buf侮r、2.5μLdNTPs(200μM)、1μLprimers

(200nM)、0.1μLKODDash(2.5units/μL)、1μL

鋳型DNAで 、初 期 変性95°C・5分 、(94°C・30秒 、

60°C・20秒 、74°C・1分)x35サ イクル 、74°C・5分

の伸長 反応 で行 った。PCR増 幅 後 、3%ア ガロー

スゲル で100V・50分 間電 気泳 動 を行 い、海産 白

点 虫に特異 的な120bpの バ ンドの有 無を確認 し

た。確認 後 、塩基 配列 解析 を行 った。

海 産 白点 虫培養 株DNAは ■ヒ記 と同じ方 法で

抽 出し、3連 で行 った。定量PCR反 応 は、Applied

Biosystems7300リ アルタイムPCRシ ステムを用い 、

20μL容 量で、10μL2xPowerSYBRPCR
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勲 り・ρρ励1r嬬 〃7〃1峨1113を病 原 微 生物 としている

ため(DigglesiandAdlard,1997)、 そのまま応用

することはできない。

本 研 究において、定 量PCRに 適 した海 産 白点

虫に特 異的 なプライマー セットを設 計 した。本 プラ

イマーセットのフォワー ドプライマーCI-120fで は

他 の繊 毛 虫由 来の塩基 配列 とも100%一 致 したが、

リバー スプライマーはこれ ら繊 毛 虫由来 の塩 基配

列 とは全 く一致 しなかった。逆 に、リバ ースプライ

マーで4塩 基 の違 いで一一致 した他 の生 物 由来の

塩 基 配列 は、フォワー ドプライマーで は全 く…致 し

なかった。このことより、フォワー ドフ ラ゚イマーとリバ

ースプライマーの組 み合 わせることが有 効であり
、

このセットを用 いることで他 の生物 由来のDNA塩

基配 列は 一切検 出 され てこないと判 断した。

定 量PCRの 結 果 、ネガティブコントロール から

もわず かに増幅 産物 が得 られ たが、そのCt値 は

35.5で あった(Fig.1)。 これ に対 し、鋳型DNAの

Ct値 は18.8で あったことか ら、現 場 レベ ルで十 分

応 用 可能な範 囲であることが推測 された。本研 究

で用 いた鋳型DNA量 は、海 産 白点 虫トモント4

細 胞 に相 当す る。本研 究 では、未だ検 量線 まで

は作成 していないが、か なりの検 出感度 で海産 白

点 虫を検 出できることが期待 される,,

本研 究で開 発 した手法 を用 いると、最 短2時 間

で試料採取から海産 白点 虫を検 出することができ

る。本研究の意図する定量PCR法 は多検体試料

処理に長けているため、養殖場現場における海

産 白点虫分布解明の非常に強力なツールになり

得る。今後、海産 白点 虫培養株を用いることで、

rDNAコ ピー数の正確な把握、さらに検量線の作

成を行い、養殖場現場にすぐに応川できるレベル

にまで精度を高めていく必要がある。
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