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コイヘルペスウイルス紐w)病は2003年10月に国内で初め

て霞ヶ浦の養殖ゴイ(Oprz刀妬Caゅicｳで確認されて以来')、

全国各地から発生が報告され、致死性の高い疾病であることか

ら産業的に大きな問題となっている｡IQIV病の一次診断は特定疾

病等対策ガイドラインの病性鑑定ｷ誌+に基づきPCRを用いた

GrayetaJ2)の遺伝子増幅法により行われていた。しかし、

非特異的増幅産物が生じること、また、遺伝子増幅及びその増

幅産物のゲル電気泳動に費やす時間が長いといった問題点が指

摘され、さらに、プライマー配列に’力所誤りがあったことか

ら現在はGrayet"の方法を改良したYuasaetal.3)の方法

が採用されている。最近、検出感度がPCRと同等以上で迅速性

に優れたIDopmediatedisothermalamplification(LAMP)法

によるIGIV遺伝子検出法が実用化された4)｡LAir法によるIGIV

遺伝子検出法が皿V病の初動診断に利用できるかmRと比較し

て評価した。

材料と方法

供試魚

長野県内においてIGIV病が疑われた河||湖沼のマゴイ、一般

家庭の池または養殖場で飼育されたマゴイ及びニシキゴイのう

ち2004年6月から2005年の11月までに死亡あるいは癖E伏態

の139検体(2004年:93検体､2005年:46検体）を供試し、

#聯目織から191Vの検出を行った。

P鰍条件

約lqngの魚縣目織からPuregeneCellandTissueKitGentr

aSystems社）によりMAの抽出を行い、50～500"LのDnase-

Rnase-free滅菌水に溶解し、鐸型DNA溶液(0.5人』L)として使

用した｡2004年の93検体は特定疾病等対策ガイドラインの病性

鑑定指針に基づき、Grayeral.のSphl-5プライマーセット

「:5'-GACACCACATCTGCAAGGAG-3',R:5'fACACATGTTACAATGGT-

GGC-3')を用い、KR反応液の全量を20"Lとし、ポリメラーゼ

にはTakaraExTaqHotStartVersion(Takara)を利用した。

反応条引牛は、変性を94℃1分間、アニーリングを55℃2分間、

伸長反応を72℃3分間とし､増幅サイクル数は30サイクルとし

て行い､その反応麗吻5～10皿を6%ポリアクリルアミドゲル

r一
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(Tefco祖で電気;極力し、遺伝子断片(290bp)の増幅を確認

した。2005年の46検体はYuasaetal.の改良Sphl-5プライ

マーセツト『:5'-GACACCACATCTGCAAGGAG-3',R:5'-GACACA-

TGTTACAATGGTCGC-3')及び反応条件(変性:94℃30秒､アニーリ

ング;63℃30秒､伸長団芯:72℃30秒､増幅サイクル数:40サ

イクル）で行った。P駅とLAl服法の結果が一致しなかった検体

は､Grayetal.の方法及びYuasaeral.の方法によるPCRによ

り再度検出を行うとともに､GiladetaZ．5)の9/5プライマー

セット及び反応条件によるPCRも行った。

LAMP条件

LAW法は、LoopampプライマーセットIGIV(栄研化学）及び

LoopampDNA増幅試薬キット（栄研化学）を用いて行った。前述

の庇Rで用いた鋳型DNA溶液(5"L)を95℃で5敵ﾛ蕩拠理後、

急冷し、次いで説明書に従い調製した反応液20"Lに淵幼pし、

リアルタイム濁度測定装置(LA-200、テラメックス社）により

65℃、5時間反応させ、LAW反応の畠l1産物であるピロリン酸マ

グネシウムの析出による濁度の上昇を確認した。

結果と考察

LAI雁法及びGrayeraJ.のRRの結果は93検体中陽性が53

検体、陰i生が36検体で一致したが、4検体で異なった。また、

LAM法及びYuasaetal.のmRの結果は46検体全て一致した

(Tablel)。紀深の異なった4検体について再検査したとこ

ろ、LAW法及びYuasaera上のmRの結果は全て陽性で一致し

たが、Grayejal.及びGiladetal.のPCRの結果はそれぞれ4

及び3検体が陰性であった(Table2)。

特定疾病等対策ガイドラインの病性鑑定指針は､2004年10月

12日からGrayetaJ・のPCRに代えて弗侍異的反応が少ない上

により検出感度が高く、全反応埼笥が半減したYuasaeral.の

PCRを採用している。今回供試した検体の場合もYuasaera1

のmRはGrayeraZのPCRで陰性と判定された4検体からMV

遺伝子を検出し、これを裏付ける結果であった。LAW法の

LoopampmWプライマー領域はGiladeta上の9/5領域を標的

遺伝子としているが、LAW法はYilasaetaZ.のPCRと結果が全

て一致し、同等の特異性と検出能をもつことが應忍できた。さ



らに、YuasaetaZ.のP駅は反応時間が半減されたとはいえ、

PCRと電気泳動による増幅産物の確認に最低3時間程度を要す

る。LAW法は1時間以内に結果を判定でき、迅速性により優れ

ていた。これらのことから、LAW法はI田V病の診断における一

次診断に利用できると考えられる。
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要約

コイヘルペスウイルス(IGIV)病の迅速診断法としてLAIP

法について評価した。

畑V病が疑われるコイの鯉139検体を供試し、LAW法及び

Grayeraﾉ.のP駅を行った結果、135検体の判定は一致し

たが、4検体が異なった。F℃Rで陰性と判定された4検体を

検出感度の高いY1'FIRaetaﾉ,の配Rで再検査したところ、

LAW法と同じ陽性と判定された。

LAIP法は1時間以内に判定でき､迅速性により優れていた。

よって、LAW法はIqⅣ病の診断における一次診斬に利用で

きると考えられる。
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Tablel ComparativeresultsofLAMPandPCRforsamplesfl,omgillsofmoribund

ordeadcarpwithsuspectedKHVdisease
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Table2.RedetectionofKHVbyLAMPandPCRfromgillsofcarp
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