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(54)【発明の名称】 免疫学的測定法

(57)【要約】
【解決手段】  魚介類の体液中に存在する病原性細菌、
病原性ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対
する抗体の免疫学的測定法において、当該病原性細菌、
病原性ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対
する抗体と検体との反応を乳蛋白質の存在下に行うこと
を特徴とする魚介類の病原性細菌、病原性ウイルス、そ
れらの産生する毒素又はそれらに対する抗体の測定法。
【効果】  本発明によれば魚介類の体液中に存在する病
原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生する毒素又は
それらに対する抗体が免疫学的測定法により、正確に測
定できる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  魚介類の体液中に存在する病原性細菌、
病原性ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対
する抗体の免疫学的測定法において、当該病原性細菌、
病原性ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対
する抗体と検体との反応を乳蛋白質の存在下に行うこと
を特徴とする魚介類の病原性細菌、病原性ウイルス、そ
れらの産生する毒素又はそれらに対する抗体の測定法。
【請求項２】  病原性細菌、病原性ウイルス又はそれら
に対する抗体を固定化した固定化担体を乳蛋白質により
ブロッキングした後、該ブロッキングされた固定化担体
を検体と反応させる免疫凝集法である請求項１記載の測
定法。
【請求項３】  魚介類の体液中に存在する病原性細菌、
病原性ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対
する抗体が、ピネイッド桿状ＤＮＡウイルス（ＰＲＤ
Ｖ）である請求項１又は２記載の測定法。
【請求項４】  魚介類が、クルマエビ、ブラックタイガ
ー、ウシエビ、コウライエビ、ホワイトシュリンプ、イ
セエビ及びガザミから選ばれる１種又は２種以上である
請求項１～３のいずれか１項記載の測定法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、魚介類の体液中に
存在する病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生す
る毒素又はそれらに対する抗体の正確な免疫学的測定法
に関する。
【０００２】
【従来の技術及び発明が解決しようとする課題】ピネイ
ッド桿状ＤＮＡウイルス（ＰＲＤＶ）による感染症は、
１９９３年に中国から輸入されたクルマエビ種苗により
日本国内に広がって以来、依然としてエビ養殖業や種苗
生産業に深刻な被害を与えている。この感染症は死亡率
が非常に高く、短期間に急激な大量死が生じることがわ
かっている（中野ら、１９９４年）。
【０００３】現在までに、当該ウイルスを検出する方法
として、暗視野顕微鏡法、ネガティブ染色法による電子
顕微鏡観察、ＰＣＲ法、ｉｎ－ｓｉｔｕハイブリダイゼ
ーション法及びウェスタンブロット法が報告されてお
り、日常的には、エビの上皮細胞（胃上皮細胞）や体液
（血リンパ液）中のウイルス粒子を、暗視野顕微鏡法や
ＰＣＲ法で検査する方法がとられている。
【０００４】しかし、上記の方法は、特殊な機器や生化
学的実験手法を用いることから、技術的な熟練が必要と
されるという問題があった。また、検査を実施できる施
設が限定されてしまうため、養殖圃場等でも使用可能な
迅速・簡便な検査方法が要請されていた。
【０００５】一方、本発明者らは、これまでにＰＲＤＶ
に対し特異性の高い抗体を開発し、当該抗体を吸着又は
結合させた免疫学的凝集反応粒子を使用することによ
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り、ＰＲＤＶを作業環境を限定することなく迅速・簡便
に検出する方法を提案している（特開平１１－２７９１
９８号）。そしてこの方法を用いることにより、感染部
位の一つである胃上皮細胞中のＰＲＤＶを、精度よく検
出可能であることを明らかにした。
【０００６】しかし、血リンパ液を希釈することなく試
料とした場合には、血リンパ液中の何らかの因子と上記
の凝集反応粒子が非特異的に凝集するためＰＲＤＶを特
異的に検出することができなかった。そのため、試料を
非特異的に凝集が生じない程度（１００００倍以上）に
まで希釈して用いる必要が生じたことから、ウイルス濃
度も希釈により減少し、検出可能な試料が限定された
り、正確な判断ができなくなる等の不具合が生じてい
た。
【０００７】従って本発明の目的は、検体として魚介類
の血リンパ液を用いた場合であっても非特異的に凝集を
生じることなく、正確にＰＲＤＶに代表される魚介類の
病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生する毒素及
びそれらの抗体を検出することのできる免疫学的測定法
を提供することにある。
【０００８】
【課題を解決するための手段】そこで本発明者らは非特
異的な凝集反応に影響されることなく、魚介類の体液中
に存在するウイルス等を特異的に検出することを目的と
して鋭意検討を行ったその結果、クルマエビの体液中の
非特異的反応因子は、約６７０ｋＤａ、約１４２ｋＤ
ａ、約３０ｋＤａの少なくとも３種類以上の蛋白質であ
ることを明らかにし、また、種々の成分の中で乳蛋白質
が特に魚介類の体液中のこれらの因子と反応せず、これ
を用いれば非特異的反応が防止できることからウイルス
や細菌の免疫学的測定が正確にできることを見出し、本
発明を完成するに至った。すなわち、本発明は、魚介類
の体液中に存在する病原性細菌、病原性ウイルス、それ
らの産生する毒素又はそれらに対する抗体の免疫学的測
定法において、当該病原性細菌、病原性ウイルス、それ
らの産生する毒素又はそれらに対する抗体と検体との反
応を乳蛋白質の存在下に行うことを特徴とする魚介類の
病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生する毒素又
はそれらに対する抗体の測定法を提供するものである。
【０００９】
【発明の実施の形態】本発明の測定法は、魚介類の体液
中に存在する病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産
生する毒素（以下両者をあわせて抗原と記載する）又は
それらに対する抗体と、検体とを反応させる免疫学的測
定法であればよく、検体としては、例えば、魚介類の血
液、リンパ液、組織等をそのままあるいはホモジネート
処理して用いることができる。より具体的には、検体中
に存在する病原性細菌、病原性ウイルス又はそれらの産
生する毒素等を、これらに特異的な抗体により検出する
免疫測定法、あるいは病原性細菌又は病原性ウイルスの
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3
感染により体液中で産生が促進された抗体を、該抗体の
抗原（病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生する
毒素）を用いて検出する免疫測定法等が挙げられる。
【００１０】免疫測定法としては、例えば、ラテックス
凝集法や逆受身ラテックス（赤血球）凝集法（マイクロ
タイター法）等の免疫凝集法、免役クロマト法、蛍光抗
体法、酵素抗体法及び放射免疫法などが挙げられるが、
簡便性、及び迅速性の点から免疫凝集法及び免疫クロマ
ト法が好ましい。また、当該免疫凝集法のうち、抗原又
は抗体を結合した赤血球又はラテックス粒子を用いる間
接凝集反応であるマイクロタイター法が特に好ましい。
【００１１】本発明に用いる乳蛋白質としては、乳カゼ
イン、乳漿蛋白質等の乳蛋白質そのものや、これらを混
合した混合蛋白質等が挙げられる。当該乳蛋白質は、非
特異的反応防止効果の点から、ブロッキング溶液中に乾
燥重量で０．１～２．０（ｗ／ｖ）％、特に０．５～
１．０（ｗ／ｖ）％となるように添加するのが好まし
い。
【００１２】これらの乳蛋白質は、抗体又は抗原と、検
体との反応の場に存在すればよく、その添加手段は特に
制限されず、緩衝液中への添加等いずれの手段を用いて
もよい。中でも、検体中の抗体又は抗原に特異的な抗原
又は抗体を固定化担体に担持させた固定化粒子を用い、
これを検体と反応させる場合に用いることが迅速性、簡
便性の点から好ましく、特に該固定化担体を乳蛋白質に
てブロッキングして用いることが好ましい。このとき用
いる固定化担体としては、ラテックス粒子、金コロイド
粒子、赤血球等いずれを用いてもよいが、ラテックス粒
子を用いることが抗原又は抗体感作後の試薬の安定性の
点から好ましい。
【００１３】魚介類の体液中に存在する病原性細菌又は
病原性ウイルスとしては、バキュロウイルス性中腸腺壊
死病、ＰＲＤＶ感染症（ＰＡＶ）〔ＷＳＶ感染症（ホワ
イトスポットシンドローム）ともいう〕、イエローヘッ
ド病、タウラ症候群などのウイルス性感染症やビブリオ
属細菌によるビブリオ病などの細菌性感染症などの原因
ウイルス、原因細菌が挙げられるが、このうち、測定の
正確性等の点からＰＲＤＶが特に好ましい。これらの病
原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生する毒素に対
する抗体は、これらの感染原を抗原としてウサギ、マウ
ス、ラット、ニワトリ、羊、馬などの動物を免疫して抗
血清（ポリクローナル抗体）を採取すればよい。また、
モノクローナル抗体を用いてもよい。抗ＰＲＤＶ抗体と
しては、例えば特開平１１－２７９１９８号公報記載の
ポリクローナル抗体が抗原の精製が容易であるため好ま
しい。また、検体中に存在する病原性細菌等に対する抗
体を、抗原により検出する場合の抗原としては、病原性
細菌又は病原性ウイルスをそのまま用いてもよいが、抗
原認識部位を抽出して用いることが好ましい。
【００１４】本発明が適用し得る魚介類としては、特に
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限定されず、淡水魚としてウナギ、コイ、ニジマス、ア
ユ、テラピア、フナ等、海水魚として、ブリ、タイ、ギ
ンザケ、マアジ、ヒラメ、カレイ、クロソイ、トラフ
グ、カンパチ、マグロ等、甲殻類としてクルマエビ、ブ
ラックタイガー、ウシエビ、コウライエビ、ホワイトシ
ュリンプ、イセエビ、ガザミなどが挙げられる。中でも
甲殻類では乳蛋白質による非特異的反応の抑制効果が高
いため好ましく、特にエビ類が好ましい。
【００１５】また、検体としては、病原性細菌、病原性
ウイルス、それらの産生する毒素又はそれらに対する抗
体の存在する魚介類の体組織又は体液であればいずれで
もよいが、魚介類の体液、特に血リンパ液が好ましい。
【００１６】以下、免疫凝集法の場合を例にとり、より
詳細に説明する。免疫学的凝集反応粒子に使用する不溶
性担体としては、赤血球、金コロイド粒子等の無機化合
物粒子及びラテックス粒子等の有機高分子粒子が挙げら
れるが、特に抗体感作後の試薬の安定性からラテックス
が好適であった。用いるラテックス粒子としては、比重
が１．０ｇ以上／mLであり、好ましくは１．５mg／mL前
後の高比重ラテックス粒子が好適なものとして用いら
れ、更に平均粒子径は０．１～２．０μm、好ましくは
１．０μm前後のラテックス粒子が好適なものとして用
いられ、更にはラテックス粒子に着色したものが好適な
ものとして用いられる。このようなラテックス粒子とし
ては、例えば、バクトラテックス０．８１(Difco社製、
平均粒径０．８１μm、比重１．０ｇ／mL)や、Ｈ０９０
１、Ｈ０９０２、Ｈ２００２（ＪＳＲ社製、平均粒径及
び比重はそれぞれ０．９４μm・１．５ｇ／mL、０．９
８μm・１．５ｇ／mL、２．２２μm・１．５ｇ／mL、着
色したラテックスを含む）及びポリビーズ♯１５７０
６、♯１５７０９（ポリサイエンス社製）等の市販製品
が例示できるが、これに限らず、これらと同じ効果を有
するものであればその種類を問わず使用することが可能
である。
【００１７】これら抗体を担体粒子に担持させて免疫学
的凝集反応粒子とする方法は、物理吸着法と化学結合法
があるが、どちらも本発明の免疫学的凝集反応に好適に
使用することができる。凝集反応粒子としてラテックス
粒子を用いる場合は、物理的吸着法で充分に抗体を感作
させることが可能である。
【００１８】上記のラテックス粒子を感作する場合は、
緩衝液中において行うことが好ましい。すなわち、適当
な濃度に希釈したラテックス粒子の懸濁液と抗体の溶液
とを混合し、しばらく放置した後に洗浄して感作ラテッ
クス粒子を製造する。希釈に用いる緩衝液としては、一
般に担持された抗体の測定対象物質である抗原との反応
を阻害しないイオン強度、pHを有するものが選択され
る。例えば、ＴＢＳ、ＰＢＳ、ＧＢＳ、リン酸緩衝液及
びホウ酸緩衝液が利用できる。中でも、リン酸緩衝液、
ホウ酸緩衝液及びＧＢＳは感作ラテックス粒子の凝集
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性、自己凝集の起こりにくさから好適なものとして用い
られる。pH５～１０の範囲で選択されることが一般的で
あり、特にpH６～９の範囲が好適なものとして選択され
る。
【００１９】感作時のラテックス粒子の濃度は０．０１
～０．５（ｗ／ｖ）％が適当であり、特に０．０５～
０．２５（ｗ／ｖ）％程度で良好な結果が得られる。ま
た、抗体を感作させる場合における抗体溶液の抗体蛋白
質濃度は、１．０～１０００μgが適当であり、それ以
外では感度の低下や感作ラテックス粒子の自己凝集によ
り陽性・陰性の判断がつきにくくなる。
【００２０】更に、感作反応時の温度については、０～
６０℃の範囲内で行うが、室温又は室温よりやや高めの
温度（～４０℃）で反応を行うと、感度のよいラテック
ス粒子が得られる。
【００２１】ラテックス粒子に抗体を感作させた後、粒
子上の抗体と結合していない露出部分を乳蛋白質により
ブロッキングを行う。
【００２２】また、免疫学的凝集反応粒子を利用して、
魚介類の病原性細菌、病原性ウイルス、それらの産生す
る毒素又はそれらに対する抗体の検出・定量を行うとき
にTriton X100、Tween 20などの界面活性剤や、ポリエ
チレングリコールなどの水溶性高分子等の添加剤を添加
することにより感度を向上させたり、非特異的な抗原抗
体反応の抑制をすることが知られている。本発明におい
ても必要に応じてこれらの添加剤を添加することができ
る。
【００２３】上記のラテックス粒子を用いて被検物質の
検出・定量を行うためには、マイクロタイター法が好ま
しい。マイクロタイター法とは、被検物質と特異的に結
合する性質を持つ物質（抗体など）を高比重の標識物質
（ラテックス粒子など）に結合させた免疫学的凝集反応
粒子を含む液状の試薬と、被検物質を含む試料を混合
し、混合の結果形成される複合物の凝集沈降像を肉眼で
観察することにより対象物質の検出あるいは定量を行う
方法である。より詳細には、Ｕ型の９６ウェルマイクロ
タイタープレートに、緩衝液で段階的に希釈した被検試
料を添加し、各ウェルに等量の試薬を分注した後、室温
で４～１７時間静置した後の凝集像を、肉眼又は１０倍
程度のルーペを用いて観察・判定するものである。
【００２４】マイクロタイター法において用いる免疫学
的凝集反応粒子としては上記感作時において例示されて
いるラテックス粒子が好適なものとして用いられる。す
なわち、比重１．５ｇ／mL前後、粒径１．０μm程度の
ものが、凝集したラテックス粒子を速やかに沈降させ、
肉眼でも容易かつ正確に判断を行うために適している。
【００２５】本発明においては、このほかにも本発明に
係るラテックス粒子と被検試料とをスライドグラス上で
混合し、光学顕微鏡的に凝集像の成否を判断する方法
（顕微鏡ラテックス法）や、免疫クロマト法等、免疫学

6
的凝集反応粒子を用いる様々な定性・定量方法に利用で
きることは言うまでもない。
【００２６】
【実施例】以下、実施例により本発明を更に詳細に説明
するが、本発明はこれにより何ら限定されるものではな
い。
【００２７】実施例１  魚介類の体液中に含まれる非特
異的凝集因子の精製と結合しないブロッキング剤の探索
（１）血プラズマ液の作成
血リンパ液の抗凝固剤にはＡＳＰ緩衝液（２７mM  クエ
ン酸Ｎａ、３３６mMＮａＣｌ、１１５mM  グルコース、
９．０mM  ＥＤＴＡ、５．０mM  ＰＭＳＦpH７．０）を
用いた。クルマエビから採取した血リンパ液と上記の抗
凝固液を等量混合した後、２０００Ｇ、１０分間の遠心
分離により血球等を除去した液を血プラズマ液とした。
血プラズマ液は、雌雄別にそれぞれ５０尾ずつ調製し、
使用するまで－３０℃に保存した。陽イオン交換クロマ
トグラフィーを用いた非特異的凝集因子の部分精製に
は、雌雄各５尾分の血プラズマ液を混合した溶液を用い
た。
【００２８】（２）非特異的凝集判定用ラテックス試薬
の作成
ＢＳＡ（fraction V:岩井化学薬品株式会社）を、１０m
M  グリシン緩衝食塩水（ＧＢＳ、pH８．２）を用てい
１．０％（ｗ／ｖ）となるように希釈した。この希釈液
１容に１０mM  ＧＢＳ（pH７．５）で０．２５％（ｗ／
ｖ）になるように希釈したラテックス粒子（ＪＳＲ製Ｈ
０９０２Ｙ、粒径０．９８μm、比重１．５ｇ／mL）１
容を加え、よく混和した後、３７℃で１．０時間放置し
てＢＳＡをラテックス粒子に吸着させた。その後、未吸
着のＢＳＡを遠心洗浄して除いた後、ラテックス粒子濃
度が０．２５％になるように１０mM  ＧＢＳ（pH７．
５、１．０％  ＢＳＡ、０．０８％アジ化ナトリウムを
含む）に懸濁し非特異的凝集判定用ラテックス試薬とし
た。
【００２９】（３）陽イオン交換クロマトグラフィーに
よる血プラズマ液中の非特異的凝集因子の内部精製
この血プラズマ液１．０mLを、Macro-Prep highS(Bio-R
AD)に重層した後、クエン酸溶液（２７mM  クエン酸Ｎ
ａ  pH７．０）と１．０Ｍ  ＮａＣｌ含有クエン酸溶液
（pH７．０）によるＮａＣｌのグラディエントで溶出し
た。分画条件は、１．０mL／min．３．０mL／tubeと
し、２２のフラクションを採取した。各フラクション２
５μLと非特異的凝集判定用ラテックス試薬２５μLを、
９６ウェルＵＶプレート（800901；三光純薬株式会社）
中のウェルに添加混合し、プレートをボルテックミキサ
ーにより注意深く攪拌した後、室温で約４時間静置し
た。静置反応後の凝集結果を表１に示す。非特異的な凝
集反応はフラクションＮｏ．３～５（ピーク１）及びフ
ラクションＮｏ．１２～２２（ピーク２）に認められた
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7
が、単位蛋白質あたりの凝集強度を指標として両者を比
較した結果、ピーク２に含まれる物質がＢＳＡに対する
凝集因子として強く作用していると考えられた。
【００３０】
【表１】

【００３１】（２）ゲル濾過クロマトグラフィーによる
非特異的凝集因子の精製
陽イオン交換クロマトグラフィーで得たフラクションの
中で、強い凝集活性が認められたフラクションＮｏ．１
４について、更にゲル濾過クロマトグラフィーによる凝
集因子の精製を行った。カラムはHiprep16/60 Sephacr
y」S300（ファルマシア社製）を用い、ＡＳ緩衝液（２
７mM  Ｎａ－Ｃｉｔｒａｔｅ、３３６mMＮａＣｌ、１１
５mM  グルコース、９．０mM  ＥＤＴＡ）で平衡化した
後、当該フラクションを５００μL（蛋白質量として８
５μg）重層した。分画条件は、０．５mL／min.１．５m
L／tubeとし、１１２のフラクションを採取した。各フ
ラクション２５μLと非特異的凝集判定用ラテックス試
薬２５μLを、９６ウェルＵＶプレート（800901;三光純
薬株式会社）中のウェルに添加混合し、プレートをボル
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テックスミキサーにより注意深く攪拌した後、室温で約
４時間静置した。凝集は３つのピークに観察された。ま
た、標準物質の溶出パターンから推定される分子量は、
大きいものから順に約６７０ｋＤａ、約１４２ｋＤａ及
び約３０ｋＤａであり、それぞれ性質の異なる３種類以
上の蛋白質が、この非特異的な凝集に関与することが明
らかとなった。
【００３２】実施例２  魚介類の体液中に含まれる凝集
因子と結合しないブロッキング剤の探索
（１）ブロッキング剤を吸着させたラテックス粒子の作
成
各種ブロッキング剤（表２）を、１０mMグリシン緩衝食
塩液（ＧＢＳ）（pH７．５）を用いて、適当な濃度とな
るように希釈した。この希釈液１容に、１０mMＧＢＳ
（pH７．５）で０．２５％（ｗ／ｖ）となるように希釈
してポリスチレン製高比重ラテックス溶液（ＪＳＲ製、
Ｈ０９０２Ｙ、粒径０．９８μm、比重１．５ｇ／mL）
１容を加え、よく混和した後、３７℃で１．０時間放置
してブロッキング剤をラテックス粒子に吸着させた。そ
の後、未吸着のブロッキング剤を遠心洗浄して除いた
後、ラテックス粒子濃度が０．２５％になるように０．
１Ｍグリシン緩衝食塩液（各濃度のブロッキング剤、
０．０８％  ＮａＮ

3
を含むpH７．５）に懸濁し、スク

リーニング用の試薬とした。
【００３３】（２）ラテックス試薬と凝集因子混合液と
の反応
実施例１で得た、凝集因子を含む３つのフラクションを
等量混合した凝集因子混合液２５μLと、各種ブロッキ
ング剤のみを結合させたラテックス粒子２５μLを、９
６ウェルＵＶプレート（800901;三光純薬株式会社）ウ
ェルに添加し、プレートをボルテックスミキサーにより
注意深く攪拌した後、室温で約４時間静置した。静置反
応後の結果を表２に示す。カゼイン、ブロックエース及
び脱脂粉乳を結合させたラテックス粒子は、血プラズマ
液とほぼ凝集しなかった。それ以外のブロッキング剤に
ついてはＢＳＡと同様に凝集を生じたため、ラテックス
試薬調製時のブロッキング剤として適さないことが分か
った。またカブトエビ由来のヘモシアニンをブロッキン
グしたラテックス試薬は、緩衝液中で自己凝集を生じる
ことから使用できなかった。
【００３４】
【表２】
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【００３５】実施例３  血リンパ液の希釈倍率の検討
（１）血プラズマ液の調製
クルマエビ生体は、市場で購入した平均体重１０ｇの養
殖クルマエビを使用した。血リンパ液の抗凝固剤として
０．５mLのＡＳＰ緩衝液（２７mM  クエン酸Ｎａ、３３
６mM、ＮａＣｌ、１１５mM  グルコース、９．０mM  Ｅ
ＤＴＡ、５．０mM  ＰＭＳＦ  pH＝７．０）を入れ予め
リンスした１．０mLシリンジを用いて、クルマエビ第一
腹節部から血リンパ液５００μLを採取した。そして、
２０００Ｇ、１０分間の遠心分離により血球等の夾雑物
質を除去した液を血プラズマ液とした。血プラズマ液
は、雌雄別にそれぞれ５０尾ずつ調製し、使用するまで
－３０℃に保存した。
【００３６】（２）乳蛋白質を吸着させたラテックス粒
子の作成
実施例１で示したブロックエースを、精製水を用いて適
当な濃度となるように希釈した。この希釈液１容にポリ
スチレン製高比重ラテックス溶液（ＪＳＲ製、粒径０．
９８μm、比重１．５ｇ／mL）１容を加え、よく混和し
た後、３７℃で１．０時間放置してブロッキング剤をラ
テックス粒子に吸着させた。その後、未吸着のブロッキ
ング剤を遠心洗浄して除いた後、ラテックス粒子濃度が
０．２５％になるように４０倍希釈ブロックエース *
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*（０．０８％ＮａＮ
3
を含む）を用いて調製した。

【００３７】（３）ラテックス試薬とエビ血プラズマ液
との反応
（２）で調製したラテックス試薬２５μLと２倍、４倍
及び４０倍に希釈した血プラズマ液各２５μLを、９６
ウェルＵＶプレート（８００９０１；三光純薬株式会
社）のウェルに添加し、プレートをボルテックミキサー
により注意深く攪拌した後、室温で約４時間静置した。
反応後、ウェル中に凝集が認められたものを、非特異的
な凝集反応有りと判定した。
【００３８】結果を表３に示す。抗凝固剤で２倍希釈し
た血プラズマ液については、４４％の個体で非特異的な
凝集が認められた。しかし、血プラズマ液を抗凝固剤で
４倍に希釈することにより、非特異的な凝集の発生率が
３．０％以下に減少することが分かった。なお、今回の
実験では、雌雄によって凝集の差は認められなかった。
また、今回試験したいずれの希釈倍率でもＢＳＡでブロ
ッキングしたラテックス試薬では、血プラズマ液と非特
異的に凝集を生成した。従って、血プラズマ液を４倍に
まで希釈すれば、夾雑物質の影響を受けることなくＰＲ
ＤＶの検出が可能であることが明らかとなった。
【００３９】
【表３】
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【００４０】実施例４  マイクロタイター法による血リ
ンパ液中のＰＲＤＶ検出試験
（１）抗ＰＲＤＶポリクローナル抗体感作高比重ラテッ
クス粒子の調製
抗ＰＲＤＶポリクローナル抗体蛋白質を、１０mMグリシ
ン緩衝食塩液（pH８．２）を用いて、５０μg／mLにな
るように希釈した。この抗体蛋白質１容にラテックス溶
液Ｈ０９０２Ｙ（ＪＳＲ製、粒径０．９８μm、比重
１．５ｇ／mL）１容を加え、よく混和した後、３７℃で
１．０時間緩やかに振盪し、抗体をラテックス粒子に吸
着させた。吸着後、４０倍希釈したブロックエースを過
剰量加え反応を停止させた後、遠心分離により上清を除
去することで余剰の抗体を取り除いた。ラテックス粒子
の濃度が０．２５％になるように４０倍希釈ブロックエ
ース溶液（０．８％ＮａＮ

3
、０．０１６％  TRITON X1

00含有）を添加した試薬をＰＲＤＶ検出試薬とした。な
お、当該試薬の検出下限値は、精製ＰＲＤＶの蛋白質量
で約３００ngであった。また抗ＰＲＤＶポリクローナル
抗体の変わりに正常ウサギＩｇＧを感作させたラテック
ス粒子を調製し、対照試薬として用いた。
【００４１】（２）疑似感染血リンパ液中からのＰＲＤ
Ｖ検出試験
クルマエビ生体は、市場で購入した平均体重１０ｇの養
殖クルマエビを使用した。血リンパ液の抗凝固剤として
０．３mLのＡＳＰ緩衝液（２７mM  クエン酸Ｎａ、３３
６mM  ＮａＣｌ、１１５mM  グルコース、９．０mM  Ｅ
ＤＴＡ、５．０mM  ＰＭＳＦ  pH＝７．０）を入れ予め

12
リンスした１．０mLシリンジを用いて、クルマエビ第一
腹節部から血リンパ液３００μLを採取した。そして、
２０００Ｇ、１０分間の遠心分離により血球等の夾雑物
質を除去した液を血プラズマ液とした。当該血プラズマ
液２００μLに３．０μgの精製ＰＲＤＶを含むＡＳＰ緩
衝液２００μLを混和し、４倍希釈した疑似感染血プラ
ズマ液（精製ＰＲＤＶ１．５μg含有）を調製した。
【００４２】（１）で調製したＰＲＤＶ検出試薬及び対
照試薬をそれぞれ２５μLと擬似感染血プラズマ液（４
倍希釈）２５μLを、９６ウェルＵＶプレート（８００
９０１；三光純薬株式会社）のウェルに添加し、プレー
トをボルテックスミキサーにより注意深く攪拌した後、
室温で約４時間静置した。反応後、ウェル中に凝集が認
められたものを、非特異的な凝集反応有りと判定した。
結果を表４に示す。ブロッキング剤としてブロックエー
スを使用した対照試薬では、擬似感染血プラズマ液との
間に非特異的な凝集反応は生じなかった。従って、検出
試薬を添加したウェルで観察された凝集反応はＰＲＤＶ
と抗体との特異的な凝集反応であり、ＰＲＤＶ陽性と判
定することが可能であった。一方、ＢＳＡをブロッキン
グ剤として調製したラテックス試薬では対照試薬を添加
したウェルでも強い凝集が生じ、検出試薬と対照試薬の
凝集強度に差が生じなかったことから、ＰＲＤＶを特異
的に検出することができなかった。
【００４３】
【表４】
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【００４４】
【発明の効果】本発明によれば魚介類の体液中に存在す

14

る病原性細菌や病原性ウイルスが免疫学的測定法によ
り、正確に測定できる。
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