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蛍光標識アピジン ・ピオチン抗体法の BKDキャ リヤー
検索への応用について FAT間接法との比較

吉水司9・1・紀栄興"・佐見学制 ・木村i而久制
(1988年 2月 22日受付}
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To incr同凶eIhc nuoresccnce intensity in the fiuorωccnt anll同町田I(FAn. fluoresccin label回
avidin-biotinylated anlibody complex (ABC) was 国 100for the delcction of Reni，如cle，;um$a1l11011 
jnar"m anligen in thecarrier fish of BKD. In comparison wilh indげeclFAT， fluoresce限定mteoslty
observed by ABC melhod was incr岨""，国別 問 見 by mult田制 nuorC!間nlmethod using同 well
mにrotilerplate. The deteclion rale of R. salmoninorum anlig'開 sin kidney smears of n喝susalmon 
was also increased about 50% in comparison刷 thindirect FAT 
The pro国 dureofthe ABC melhod is as follows: A lissue smear was incubated for 30 millutes 
wIth antibody aga川51R.sulmoninarum. Afterseveral wash・""剛山ph，叩halebuffered saline， goat 
anli-rabbil 19G covalenlly I・nked10 biotin was added and al10wed 10 r'鎚 clfor 30 minules. The 
preparalion was washed again and a ωlution oontaining ftuorescein.labeled avidin was added and 
allowed 10 rcaCI for 30 minule5. After final rinsing， the smear is mounted川 glycerolbuffered to 
pH 9.0 and observed by nuorescence microscope 
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サケ斜魚矧の飯菌性腎隊病 (BK町 はその原山省 R，-

nlbucle何msalmonil凶 ，"fflの分雌階美カ困難であ り，適

備な治悼法もなL、ことからザケ斜J{<顛の難病のーつに数

えられている {木村 1971!lo本輔の防疫対策としてはエ

リスロマイシユ〆の観魚への役与 卵級水時のJJI水への添

加，稚魚への飯日投与の3段情投薬訟が推奨されている

が帥ミ村ら，<鈎6)，t寒卵明!{<の R.salmoninarum 保有の

有無あるいは卵の本病原因簡による1'1換の有無を事前に

検炎し垂直伝婚を透ける刀法が肢も現実的と考える。

しかし無症状のキャリャ となった採卵創魚の腎鵬ある

制北糠過大学水産学"微生物学割降臨

"I!I門ホ副大学養殖系 PI'Ii1鮒建省111門司i岡弘f路 7
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いは卵裂闘に存在する R.salmoninorum 薗量は少S訟で

あり 峨薗橋建による検査が困難である現在，R. solm 

omnarumキキリヤーの検銘は血消学的手法に敏らざる

をI~なし。 BKD のキキリヤ』の検鍬には FAT 法が般

も適しており (P-'T岡田Nd 01.， 197ゆ.Ev民LYNef 01.. 

1981， Yosillr.trz;u and KIMUR-'. 1985).現在広〈推奨さ

れているが (BuLLOCKand STUCKf!Y， 1975， BULLOCK ef 

01.， 1列。， L-'IDLER， 19唱。1，母数無限大の集団の場合

9S%信頼の検査結集合得るためには 60厄以上の検体を

検査しなければならず(AM団.1985)， 4再検体 l曲 視野臥

然防の労力は並みコkll!ではない.

本線では BKDキキリヤー検紫のための FAT法にお

ける鋭邸時の労力紙滅のため倣光発色を強める目的で

F1TC標通アビクン ・ピオチγ抗体 (ABC)法の鴻入を

氏み従来の FAT同僚訟との比般をすすい良飾な成欲が
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何られたので轍告する。

突破材斜と方法

供院魚

北泌ill内の 3 '"化~\のヤマベある L はサタヲマス

(Oncorhynchlls musou)飼育併よりそれぞれ解約為に 60

J~を録取し鴨隙の塗抹標本を作製した. なお A '"化場
の BKD釧.({¥の腎線檎妹標本を陽性対聞にJUい さらに

供隙血怖の栴効希釈倍率の測定にら供2えした.

供鉱菌検および抗血清

BKD J5{同閣として R.slamonlnarUIFI ATCC 33209を

供院し，抗血清としては自家製の抗 R.salmoninarum 

0'0同 縁家兎血清 (OKD-3)を供献した.ピ元チン化抗

ウサギ ，，0 今考7血清.FITC標識アビジン O および

dium bicarbonale 0.15 M NaCI， 0.08.% NaN.)を31・c
で 30分間反応さぜ， PBSで洗浄後緩衝グリセリ Y液を

マウントし阿憾に検鎗を行った.

免疫蛍光2去による蛍光発色度の比般
まず R.salmoninarllm の加熱死jli懸洞液 (McF"R

LM"'D No. 3 in J>8S. pH 7.3)を作製し 96wellプνート

に "μIずつ分11後 0.5% グルタールアルデヒド (in

PBS)を符 well50，，1ずつlIlllOし，京極で "分間"置し

た後。ll!担オープン中で 45-500C，9O分間乾煉した.

衡を固定した符 wellに BS(FBS 5 ml， 0.1 t.t NaCI 95 

m/， NaN.O.l i・1M MgChO.l mのを 501'1ずつ分注L.

370Cで 60分間反応させ PBSで3問視;怜後.1次血前

どして抗 R.salmoninurulFI ウサギ血1刊を 50/11ずつ加

花。370Cで 60分間反応させた。 J>8Sでrtn>後次に
FITC傾織抗ウサギ IgOヤギ血消はそれぞれ市販のも FAT間銀法では 2次血消として FITC探織抗ウ叫ギ

の (VeclorLaboralory Inc.，協和メデヲタメ)をJUい 1，0ベギ血消を "μずつ加え 370Cで 60分間反応
た. させ。PBSで洗浄後 pH9.0の緩衝液 {O.06t.t Na.CO.. 

FAT問機語審 0.06t.t NaHCO・}を 50pfずつ添加し田マルヲプレm ト

FAT間被法は木村ら (198の の方法によった.すなわ 分光光度計{ヨロナ MTP-22)の蛍光付属徒隊(MTI九円

ち火炎闘躍した供鉱魚腎障の塗妹標本に一次血消として を則い蛍光発色股を測定した。

抗 R.salmQn;narunIウザギ血ii'1(1 : 100 vlv in PSS)を ABC訟は 2次血滑にピオチン化抗ウサボ IgOヤギ

3rcで 30分間E応させ，J>BSでよ〈洗格後 2次血清 血清を則、 ，次いで F1TC標識アビジン Dを "μIず

として F1TC伊ぬ抗ウサギ IgOヤギ血m(1: loovlvin つ分校し，共に 370Cで 60分間反応させ I'BSで J[[11 
1'8S)を加え 針。Cで 30分間反応させたoJ>BSでよく 洗浄後緩衝械を "μlずつ加え上法同線蛍光発色Is:を洲

lA:n>後緩衝グリセリン液 (pH8.5-9.0)でマウントし， 定した。

蛍光顕微焼で特異蛍光を発する R.salmonlnarunI抗原

の術無を 3分間観察法および 40倍の対物νγズを.，い

た 1曲1J!'fの観察法で行った.
ABC法

続 果

ABC法と FAT間後法におけQ蛍先発色度の比鮫

免疫蛍光訟による ABC法と FAT間続法の蛍光発色

度の比伎を 96wel1プレ トを用いたマルチス中+γ鍬

、

FAT問機訟と同様 1次血消として抗 R.salmonina 

，"mウサギJO.1ii't(1 : 100)を反応させ，PBSで洗浄後，

2次血消としてビオチン化銃ウサギ 1，0 ヤギ血'6'1(1 

光光度計をJU、、て測定した結果を Table1民不した。2 、，
回決値した併 8wellの平均値は FAT1111雛法で 0.61と

100 vlv in 10 mt.t pho凶phale;pH 7.8， 0.15M NaCl， 
0.08% NaN.)を 370Cで 30分間反応させたoJ>BSでよ

く洗浄後 FTTC傑識ア ヒジン D(1 : 100 in 50 mt.t S。

0.66， ABC 訟で0.90と0.95であ り.1ll'光肉色慌の比彬

は FAT間続訟を 1とした場合 ABC法は 1.46であ。

た。

T曲le1. Compariωn of indirecl FAT and目uoresceinlabeled avidin-bioti町latedantibl:岨y∞m
pleJl. (ABC) melhod on f1uorescc胤コeinlensily 

Test 

l I 

Rate of A8町lFATmethod 

Indirecl FAT 

0.61・
0.66 

1.00 

ABC melhod 

0同

0.95 

1.46 

• Measured by m町。plalephOlomeler (白rona，MTP-22)、averagcnumber of 8 well 
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Table 2. Dctectio、。fR. salllωnInurum anligen in kidncy srncars of阿部usalmon ccllccted from 3 
salmonid hatcheries observed by indirect F AT and ABC mcthod 

Number of目的

Showcd叶lCpositive rcsuh 
Hatchery Employed 

Indircct FAT ABC method 

3 rnin 100 ficlds 3 min l帥 fields

A 。。 16 

B 59 。
C 6¥1 9 

Total 179 2s 

ABC法と FAT間後法による R.su/moninarum抗原

¥ノ 検出率の比較

23 22 26 
4 

14 14 22 

38 31 52 

ABC法で約 u 倍となりかなりの則強効巣が得られ
た。ただしこの値は病1.(¥の腎隊橡“標本を用い，各供3え

北泌道内の '111化場から供以飢s.60 J'eを採取し腎腕 ~(血清の有効希釈倍率を求め FAT 間接法およひ ABC

m抹標本を作製し FAT問駿混と ABC訟による R 訟ともに 1次lfiLmの漫度を 100倍，FAT開銀訟の 2次
s時 rWinarum抗阪の検紫を行った結果を Table2に耳、 血消 ABC法のピオチン化抗ウサギ IgGヤギ血消およ

した。 び FITC僚議アピシン D も 100怖として使mした場合
縦祭時聞を 3分I1Uとした場合，A Jr化場では FAT の他であり ピえチン化抗ウ+ギ IgGヤギ血消および

間後訟で 16検体，ABC法では 22検体が抗原検山陽性 FITC ~~挽アピジン D の濃度によっては多少の変動も

となり B 僻化場では前者では 0 後者では 』検体力鴻J 予怨される。

性となった。さらに C 瞬化場では FAT 間擁訟で~ 9検 次に向濃度の血消を用い BKDの発:1;，がみられる併化

体が.ABC訟では 14検体が反応似性となり 3併化場 1泌を含めi 北総巡内の 3鮮化場よりサクラマスあるレは

を合計すると FAi'間接法で 25検体 ABC訟で 37検 ヤマベ維j(1各 60尽を銀総し，腎臓の塗抹際本を仇製し

体が抗原検出陽性となり。 FAT間接法に対する ABC て ABC訟と従来の FAT間接法による R.salltlQnina 

法の抗原検出市は 1.48倍であった。 wmの検山率を比鮫した。まず観察時間を3分間として

現在よく利川 されている 1回復野観察訟の結果では R. salmoninarum抗原の検出率を比較したところ FAT

A1I1化場の場合 FAT間銀訟で 23肢体，ABC訟では 間銀法で崎体が見いだせなかった1ヶ所を除き他は共に

26検体カ反応鵬性を示した。 Bおよび C瞬化場ではそ ABC 訟で¢陽性検体数が FAT間接法の約 u倍とな
れぞれ前古で 1および 14検体。後若で 4および 22検 り 先のマイクロタ イタ プレ トを用いた11(光発色度、J f容が R.sol脚削arum抗際防性となった。 3鮮化場を合 の柏強倍率と近似した怖がjlJ.られ犬。

計すると FAT問媛訟で 38検体 ABC訟で " 検体が 従来 40倍の対物レンズによる 100従野鋭然訟 {閣体

抗原検出陽性となり FAT間療法に対する ABC法の の確認は 100併の対物レンズ使JIけが広く行われている

抗原検Il¥率は 1.39倍であった。 尚。 観察された菌休数は がこの条件での観祭給巣を比鮫すると ABC訟で¢蹴

少なくこれらはいずれもキャリヤーと判定きれた。 性検体像が FAT間接訟の約 L4倍となり 3分間わ鋭

ヨ惨 現院

サケ科1如の細菌性腎臓病 (BKD)キ4リヤーの的確

かつ迅速な惨断を行うために，従来の FAT1111媛訟の蛍

光発色温度を山める目的でまず ABC法の羽入を限み。

従来の FAT間後訟と蛍光発色度を比較すると共に R

salmoninurumキャリヤ を対象にした R.sulmonillU 

rum抗原の検出荷之を比鮫検討した。 ABC法と従来の

FAT間接法の発色肢をマイタロタ イタ プ レ トを汀j

いた免疫蛍光法で測定し比依したが蛍光発色肢は

支を法よりも両者における検出部の弟カ少なくなった。こ

のことは蛍光発色肢の別強が飯援を時聞を区切った場合に

より強く反映されたものと湾えられる。

しかし ABC法では蛍光発色"町、J¥'l!J1Iすることによ

り 非特典lli光も必然的に附加することが考えられ さ

らに段近 R.salmoninarumと共通抗原を持つ細菌の存

在も報告され (AUSTINel al.， 1985，古水ら 1987)本訟

の噂入に際しては使則する抗血i，'fの反応特異性を前もっ

て十分検討し棉隠しておく必要があると考える。
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要 約

ヲナケ科1.(ど矧の細薗性腎隙病 (BKD)原凶薗キャ リヤ

の的確かつ迅速な診断への FITC標識アビヅン ・ピオ

チン抗体 (ABC)法の潜入を検討し以下のような鮎輸を

得た。

1 従来の FAT間銀法に比 し蛍光発色度は ABC法

で約 1.5倍となり かなりの発色m強効果が得られた。
2 飼'f11.(¥の腎磁塗妹標本を用いての ABC法と従来

の FAT間銀法による R.salmoninarumの検出率の比較

では鋭~時間を 3 分間とした場合 ABC 法で FAT 間

接法の約 1.5倍。また従米と悶様 100視野観察時の比鮫

では ABC訟で従来Itの約 1.4倍となり 蛍光発色度の

柏田iが観策略聞を区切'Joた場合の検出率により強く反映

さJ'た。
3. ABC Uでは'"光発色度が附加することにより，
場特典蛍光も必然的にf曾加することが 予想される。本訟

の導入に際しては使用する抗血約の反此特典性を前もっ

て十分検討し確越してお く必要があろう。
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