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一般的に病原細菌の検出には
,培 養法,抗 体法

およびPCR法 などが,単 独 もしくは組み合わせ

て用いられている。病魚の組織 などから病原菌を

検出する場合は,細 菌数が多い上,細 菌の生理活

性も活発なので,こ れ らの方法が有効である。 し

か し,天 然環境水の病原菌を検出するとなると,

これらの方法では検出不可能なことが多い。天然

環境の細菌は常に様々な環境ス トレス(栄養飢餓,

pH・ 温度 ・浸透圧の変化,紫 外放射など)に さら

されてお り,そ の影響で生理活性が低く,寒 天平

板等を用いた培養法で検出できる細菌は総細菌数

の1/1000以 下に減って しまう。さらに,培 養法

では培養に時間がかかり,迅 速性に欠ける。培養

法に比べて抗体法やPCR法 は検出時間が短 く優

れた方法であるが,近 縁種に対する特異性や検出

感 度 が存 外 に低 い。検 出感度 を上 げ るた め

nested-PCRと い う方法も開発 されたが,判 定に

長時間を要するなど,疫 学的追跡調査等で多数の

試料を解析する場合には実用的と言えない。

本研究では,天 然水域での病原菌を,迅 速 ・精

度高 く検出する高感度検出系の開発を目的 とし,

新 しいDNA増 幅方法 であ る100p-mediated

isotherma1壁ph丘cationofDNA(LAMP)法1)の

適用を試みた。モデルケース として,サ ケ科魚類

の養殖に甚大な被害を与えている冷水病原因菌

π飾o加o紐 霊mpθyぬ ρρ鯉 ロ加 を標的とした。

材料および方法

供試菌 πp研c畑 ρρん1ωηSG990302株 を冷

水 病 原 因 細 菌 の 代 表 株 と し て 用 い,刃

Pθ卿 ρρ姐 ωηSG990302株 から抽出 したゲノ

ムDNAを ポ ジテ ィブ コ ン トロール とした。、π

p研c加qρ ゐ加 加SG990302株 は,1999年 に滋賀

県 で冷水病のアユ の腎臓 よ り分離 され,滋 賀 県の

冷水病原因細菌代表株 になってい る。 プライ マー

の特異 性を確 認す る為に,刃p理c働 姐 ωηの近

縁 種8株,ア ユ ビブ リオ病 原 因細 菌"わ 幅o

aη8uf陥 淵 加1株,そ して全 国で冷水病原 因菌 と

して分離 され た ・πP理c加 ρρゐ加 加SG990302株

を含む43株 の計56株 を用いた。近縁種8株 は,

独立行政法人製 品評価技術基盤機構バイオテクノ

ロジー本部 生物遺伝 資源部 門(NBRC)か ら基準株

をそれぞれ購入 した。

細菌の計数 生菌数はMCY寒 天培地を用いた

CFU(ColonyFormingUnit)法 で計数 し,総 菌数

は 核 酸 蛍 光 染 色 剤 で あ る4',

6-diamidino-2-phenyhndoleΦAPI,終 濃度1%)

で染色 し落射型蛍光顕微鏡 によ り計数 した。

ゲノムDNAの 抽出 天然環境試料水500m1

をろ過 ・遠心分離 によ り最終的 に200μ1の 細菌懸

濁液 にまで濃縮 し,こ れ をゲ ノムDNAの 抽 出に

用 いた。また,・πP鋤 坦ρ西加 加SG990302株 を

始め とす る純粋培養株 については,対 数増殖期後

期の培養液200興1を ゲ ノムDNAの 抽 出に用 いた。

ゲ ノムDNAの 抽 出には,GenerationCapture

ColumnKit(GentraSYSTEMS)を 用いた。

PCR抽 出 したゲ ノムDNAの2μ1をPCRの

鋳型 として用いた。アユ冷水病対策協議会が平成

16年3月 に発行 した 「アユ冷水病防疫に関す る指

針 」 に従 い,16SrDNAを 標 的遺 伝 子 と した

nested-PCR2)お よびDNAジ ャイ レースサブユニ

ッ トB(継 劫 を標 的遺伝子 としたPCR3)を 行 っ
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た。 この指針 では,両 方 のPCRで 共 に陽 性反応

が出た場合に 」7p釧i血 ηρ血1αmに よる冷水病 と

判定 している。

LAMP抽 出したゲ ノムDNAの2μ1をLAMP

の鋳型 として用いた。本研究では特異性 を高める

為 に,甜zBを 標的遺伝子 とし,プ ライ マー設計

を行 った。双 β は,16SrDNAよ りも進化速度

が速 いた め近 縁種 間 での相 同性 が少 な く,16S

rDNAと 同様 に普遍的に存在 しているハ ウスキー

ピング遺伝子 である。」%釧 伽1ρ 鯉 αzηFPC840

株 の 餌 召配列(AccessionNo.ABO12860)か ら,

Primer恥plorerVbr2(富 士通)ソ フ トを用 いて

LAMP用 プライマーセ ッ トを設計 した(Fig.1)。

反応 は,、856DNAPolymerase(NewEngland

BioLabs),dNTPs(AmershamBiosciences),各

プ ライマーを混和 し,鋳 型を加 えて25μ1の 反応

液 を作成 した。そ して64℃ で80～120分 間保温す

ることによ りDNAの 増幅 を行 った。反応産物 の

特異 性の確 認のために.磁 班II(TOYOBO)に よる

制限酵素処 理を行 った。
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Fig.1PrimerimageofLAMP.

リアルタイムーLAMP天 然環境試料に含まれ

るπp3卿 ρρ炬1αmの 定量化を行 うために,リア

ルタイム濁度測定装置Realoop-30(モ リテック

ス)を用いた定量化の検討を行った。LAMP反 応

では,反 応副産物 として,DNA鎖 が伸長する際

に遊離 したリン酸 と反応バッファー中のマグネシ

ウムイオンが結合してピロリン酸マグネシウムが

生成 される。働 この ピロリン酸マグネシウムは

DNA鎖 の伸長 と比例 して蓄積 し白濁 してい くた

め,一 定時間ごとに濁度の測定を行 うと,指 数関

数的増幅曲線を得ることができる。初発のDNA

量が多いほど増幅産物量が検出可能な量に達する

時間は少なくてすむので,増 幅曲線は早 く立ち上

がる。従って,段 階希釈 した標準物質を用いて

LAMP反 応を行い,任 意の閾値 と増幅曲線が交わ

る点を横軸に,初 発DNA量 を縦軸にグラフを描

くと直線が得 られる。これを検量線 として,未 知

DNA濃 度を知ることができる。検量線作成用の

標準物質 として∬BPCR産 物の希釈系列を用い

た。吸光度から,DNAの 純度および濃度を計算

により求め,こ のDNA溶 液を滅菌したMmiQ水

を用いて1!10ず つ段階希釈し,標準物質の希釈系

列を作成 した。これ らを鋳型としてLAMPを 行

い,濁 度の経時変化を調べた。

結果

刃.ρs蜘p血1㎜ 検出のためのLAMP反 応条

件の検討LAMPで は鎖置換型DNA合 成酵素を

用いる為,プ ライマーの塩基配列によっては,プ

ライマー自身を鋳型としたDNA増 幅もしくはプ

ライマーダイマーの形成によるプライマー同士で

のDNA増 幅が起 こりうる。今回設計したプライ

マーでは,反 応時間が120分 を超えてもプライマ

ーダイマーの形成あるいは自己を鋳型とした非特

異的な反応が起こらなかった。LAMP産 物を電気

泳動すると,標 的部位を繰 り返 しもつスメアーな

像が得 られるが,標 的部位に1箇 所だけ存在する

BaηIIIの 認識部位を切断すると,一 本のバン ド

になった。

近縁種間識別試験お よび検 出感度 にお ける

PCR法 とLAMP法 の比較 従来法であるPCR

法と新規検出手法であるLAMP法 のどちらが近

縁種間の識別および検出感度に優れているかの比

較 を 行 っ た 。16SrDNAを 標 的 と し た

nested-PCRで は,冷 水病原因菌 として分離 され

た43株 の うち41株 で1089bpの バン ドが確認で

き た 。 近 縁 種 で は,0如 θo加06θ蜘 加

わ∂1認伽 α加において,DNAの 増幅が見 られたが,

π .ρ5卿 ρρ血1α加 と異なるサイズのバ ンドであ

った(Fig2)。 璽 βを標的としたPCRで は,供 試

した冷水病原因菌41株 で1017bpの バン ドが確

認できた。近縁種においては,π 力ゐη5α舶aπ
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拐θvθ皿8Gπ わ盟刀(か'ρρ炬1αzη,刃ag召a掘 θお よび

πoo1召塑ηaハθの計5株 で紛 らわ しいDNAの 増幅

が見 られ たが,こ の うち4株 について は電気泳動

を長 く行 い,サ イズの異 なるDNA断 片であるこ

とを確 認 した(Fig.2)。 πag凹 堀θに関 して は,π

p釧 α伽ρρ血んmの 継8PCR産 物 と同じサイズ

のバ ン ドであった。7∂ η8u皿arα 加 は16SrDNA

お よび 餌Bの 両方 のPCRに おいてDNAの 増幅

は見 られ なかった。一方,LAMPで は,PCRと

同様 に冷水病原因菌41株 でのみDNAの 増幅 がみ

られ,近 縁種 にお けるまぎ らわ しいDNAの 増幅

は なか っ た(Fig.3)。 検 出 限 界 試験 で は,16s

rDNAを 標的 としたnested-PCRの 場合,1反 応

あた り101cellsま で検 出 した。甜 沼 を標 的 とし

たPCRで は1反 応あた り104celsま で検出 した。

一方 王AMPで は,107～102ceIlsま で信頼 性の高

い検 出(r2=0.99)が 可能であった。

1234567891011

響

聯

16SrDNA

1234567891011

}
二

餌 β

濫

Fig.2Agarosegelelectrophoresispatterns

ofPCRproducts.Lane1:ノ1五 ηゴIIImarker;

lane2:丑 メoゐη50加aθNBRC14942;lane3:丑

ゐアゴa飴NBRC14958;lane4:E五 θyθη8θ

NBRC14960;lane5:丑 わraη αhゴgρ加1ω η

NBRC15030;lane6:Eagα ∂血1θNBRC15052;

lane7:0わa1α5孟 力1ロ1ηNBRC15053;lane8:

7b刀acゴ 加ou1ロzロ ヱηaz1孟加HZηNBRC15946;

1ane9:1πoo1召 」【η刀arθNBRC100251;lane10:

1πp釧 訪rρ ρゐガ召zηNBRC;lane11:7

az18u171arロ ヱηM93.

検量線の作成 と様々な増殖段階の π

p班c伽1ρ鯉 ㎜ に含まれる紹沼 コピー数の把握

SG990302株 の各増殖段階の細胞からゲノム

DNAを 抽出し,そ れ らを鋳型としてLAMPを 行

った。同時に検量線作成用の標

準物質であるg照BPCR産 物の希釈系列(10コ

ピーか ら109コ ピー)を 作成 し,こ れ らを用いて

王AMPを 行った。その結果,信 頼できる検量線(y

=-0 .2007x+15.247,r2=0.99)が 得 られ,こ の

検量線か ら,丑 ρ釧ぬ ρρ炬1α加 のgπ βが2～3コ

ピー/celで あることが明らかになった。

天然試料水 中の πp珊c互mlρ炬1㎜ 数の定量化

天然環境中には,PCR反 応を阻害する物質が多数

存在することが知 られている。5)そ こで,実 際に

どれほどの阻害を受けるのか,ま た阻害物質の影

響を受けてもそれを補正することが可能なのかを

検討 した。検量線作成用の8yz8PCR産 物を内部

標準 として加えた試料中に反応阻害物質が含まれ

ている場 合,DNAの 増幅が抑制 され,検 量線か

らずれることが予想 される。しか し,全てのDNA

増幅反応が同程度に阻害されるため,ず れた検量

線か らも標的遺伝子の初期存在量を見積もること

ができると考えられる。天然河川水から抽出した

DNA溶 液2μ1に 既知濃度の卵zBPCR産 物希釈

系列を各1μ1ず つ加えてLAMP反 応を行った。

予想通 り,天然試料に内部標準物質を加えた場合,

増幅の立ち上がり時間が検量線よりも少 し遅 くな

った。しかし立ち上が り時間が全体的に同じだけ

ずれたため,相 関係数が1に 近い,信 頼できる検
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量線(y=-0.1973x+15.047,r2=0.99)を 得 ること

ができ,阻 害物質の影響 を無視す ることがで きた。

考察

LAMPは,栄 研化学株式会社が独自に開発 した

新しい遺伝子増幅法である。1)LAMPで は,PCR

とは異な り,標 的遺伝子の6箇 所の領域を認識す

る4種 類のプライマーを使用する。それゆえ,PCR

よりも特異性の高いDNA増 幅を行 うことができ

る。反応は,鎖 置換型で行われ,標 的 とした遺伝

子領域を繰 り返 し持つ長いDNA鎖 が合成 される。

この反応はPCRよ りも速い。

16SrDNAを 標的 としたnested-PCRを 行 うと,

101cels分 の鋳型からDNAの 増幅が行われた。

nested-PCRはPCRを2回 繰 り返 して行 うため,

少ない鋳型か らDNAの 増幅が可能になる方法だ

が,そ の分手間 と時間がかか り,実 験室や器具の

汚染が生じる危険性もある。また,16SrDNAの

nested-PCRで 陽 性 に な っ て も,抗 刃

P8卿 坦ρゐガωη抗体が反応 しない株が検出され

ている。このため,冷 水病細菌の判定には,16S

rDNAお よび8皿Bを 標的としたPCRに よるダブ

ルチェックを行 うことが定められている。しかし,

∬ 召を標的 としたPCRで は104cels以 上の鋳型

がないと検出できないため,PCR法 を用いた場合

の検出感度は非常に低 くなってしまう。鯉をホモ

ジナイズ して得た細菌懸濁液や寒天平板で分離 し

たコロニーを対象にした場合は,細 菌量が多いの

で,PCRを 用いた判定が有効である。河川などの

天然環境を考えた場合,総 細菌数は105-6cels/m1

程度であり,刃.ρθ勲 坦ρゐ17ωηが104celsも 含ま

れている状態 とい うのは考えにくい。 さらに,

PCRに よるダブルチェックでは,ゲ ノム抽出操作

を含まないDNA増 幅と検出とい う作業だけで12

時間以上かかってしまう。これ らのことか ら,多

数の試料を扱 うことが予想 される現場環境のモニ

タリングや,対 処に急を要する養殖魚の病気診断

等の場合 には,実 用的な方法 とは言えない。本研

究で我々が開発した新規検出方法では,60分 以内

に101コ ピーまで検出が可能であった。 さらに,

DNA増 幅か ら検出までが1ス テ ップで行えるた

め,実 験器具や実験室でのコンタミネーションの

心配もなかった。

現在,新 規検出手法を用いて天然環境での 刃

、ρ8卿 坦ρ鯉 ωηの分布調査を行ってお り,従 来法

では検出されなかった場所からも本菌を検出して

いる。例えば,こ れまではアユが遡上できないこ

とか ら本菌がいない とされてきた上流域,水 生生

物,お よび底泥にも本菌が存在することがわかっ

てきた。本手法は細菌だけでなくDNAお よび

RNAウ イルス等にも適用することができるため,

今後は他の魚病への適用 も考えている。

講

供試菌および試料水を提供 していただいた滋賀

県水産試験場に深謝する。本研究の一部は滋賀県

の受託研究費により行った。

文献

1)Notomi℃OkayamaH,MasubuchiH,Ybnekawaエ

WatanabeKAminoN,HaseTLoop-mediated

isothe㎜alamph丘cationofDNA凡1(ゾ θ兜 ∠4(ゴゐ 」配θ鼠

2000;28:e63.

2)Tbyama℃KitaTsukamotoK,WakabayashiH.

Identi丘cationof(加 ρpha岬 」ρ釧cんrqρ 曲byPCR

targetBd16SribosomalRNA.乃 訪 、ぬ 功oZ1994;29:

271-275.

3)IzumiS,WakabayashiH.Sequen(注ngof8ア 沼and

theirapPhcationintheidenti丘cationof

泓voわaα 冶㎡ωη .ρ釧 ヒ血 ηρ弼u1ηbyPCR几8ゐ

ぬ 訪012000;35:93。94.

4)Mo垣YNagami皿eKTbmitaNNotomiT

Detectionofloop-mediatedisothe㎜al

amph丘cationreactionbyturbi(htyderivedfピom

magnesiumpyrophosphatefbrmation.盈 ゜励αη.

莇 ゜ρρゐッβ.、配θ5。6bη21ηu11.2001;289:150。154.

5)M皿erDN,BryantJE,MadsenEL,GhiorseWG.

EvaluationandoptimizationofDNAextractionand

puri丘cationproceduresfbrsoiandsediment

samples.4ρ ρZ、 翫 ㎡10nM}° αり加oZ1999;65:

4715。4724.

一140一




