
(57)【要約】
【課題】　アコヤガイ赤変病の原因体はいまだ特定されていない。従来からの診断手法で
ある軟体部の赤変化は疾病の重篤な状態で多く観察され早期診断には適さず、閉殻筋及び
外套膜における病理組織学的手法は標本作製の手技を要し、個体を生かしたままでの診断
が不可能であり、さらに血球の形態変化の観察については正常と異常の区別をするために
ある程度の経験が必要であること等の問題があった。
【解決手段】　アコヤガイ赤変病病貝に対するモノクローナル抗体を用いて簡便且つ明瞭
な診断をする。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 の 血 リ ン パ 液 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ が Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ２ ７ ７ で あ る 請 求 項 １ 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 抗 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 血 リ ン パ 液 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産
生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 調 製 方 法 。
（ １ ） ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 の 血 リ ン パ 液 を 免 疫 原 と し て 哺 乳 動 物 （ ヒ ト を 除 く ） を 免 疫
す る 工 程 、
（ ２ ） 免 疫 さ れ た 哺 乳 動 物 の 免 疫 脾 細 胞 を 調 製 す る 工 程 、
（ ３ ） 免 疫 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ 細 胞 と を 融 合 す る 工 程 、 及 び
（ ４ ） 得 ら れ た 融 合 細 胞 が ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 の 血 リ ン パ 液 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る か
否 か で 選 抜 す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 ３ 記 載 の 方 法 で 調 製 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 の 血 リ ン パ 液 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ハ イ ブ リ ド ー マ Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ２ ７ ７ に よ り 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
請 求 項 ５ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い る ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 ５ 又 は ６ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 検 出 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 貝 類 、 特 に ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 技 術 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 軟 体 部 の 赤 変 化 を 伴 う ア コ ヤ ガ イ の 大 量 死 は 1994年 か ら 一 部 の 養 殖 場 に お い て 発 生 し 、
1996年 に は 西 日 本 各 地 の 真 珠 養 殖 場 に 被 害 が 拡 大 し た 。 本 疾 病 は 黒 川 ら に よ り 感 染 症 で あ
る こ と が 明 ら か と な り （ 1999、 日 本 水 産 学 会 誌 、 65、 241-251.） 、 さ ら に 森 実 ら に よ り 原
因 体 は 病 貝 の 血 清 に 存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ て い る （ 2002、 魚 病 研 究 、 37、 149-151
） 。 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 原 体 の 同 定 が 試 み ら れ 、 例 え ば 、 赤 潮 プ ラ ン ク ト ン の

、 、 、 （ 特 許 文 献 １ 及 び ２
： 特 開 ２ ０ ０ ０ － ９ ３ ０ ３ ８ 、 特 開 ２ ０ ０ ３ － ６ １ ５ ０ ２ ） 、 更 に は 、  

、 又 は そ の 非 常 に 近 縁 の 種 （ 特 許 文 献 ３ ： 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ２ ５ ５ ９ ９ ） 、 リ ケ ッ チ ア
様 生 物 （ 非 特 許 文 献 １ ： Ｊ . Invertebr pathol 73, 162-72） 、 ウ イ ル ス （ 非 特 許 文 献 ２
： 1999、 Dis. Aquat. Org.、 37、 1-12） 等 が 候 補 と し て 挙 が ら れ て き た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ９ ３ ０ ３ ８
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ６ １ ５ ０ ２
【 特 許 文 献 ３ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ２ ５ ５ ９ ９
【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｊ . Invertebr pathol 73, 162-72
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Dis. Aquat. Org.、 37、 1-12
【 発 明 の 開 示 】
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【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 こ れ ま で に 本 疾 病 の 原 因 は 感 染 症 で あ る こ と が 示 さ れ 、 様 々 な 説 が 出 さ れ て い る が 、 い
ま だ 原 因 体 が 特 定 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 本 疾 病 の 診 断 手 法 と し て は 、 本 疾 病 の 特 徴 で あ る 軟 体 部 の 赤 変 化 の 観 察 、 閉 殻 筋
及 び 外 套 膜 に お け る 病 理 組 織 学 的 手 法 、 並 び に 血 球 の 形 態 変 化 の 観 察 等 が こ れ ま で に 用 い
ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 し か し 、 軟 体 部 の 赤 変 化 は 疾 病 の 重 篤 な 状 態 で 多 く 観 察 さ れ 、 早 期 診 断 に は 適 さ ず 、 病
理 組 織 学 的 手 法 に つ い て は 標 本 作 製 の 手 技 を 要 し 、 個 体 を 生 か し た ま ま で の 診 断 が 不 可 能
で あ り 、 ま た 、 血 球 の 形 態 変 化 観 察 に つ い て は 正 常 と 異 常 の 区 別 を す る た め に あ る 程 度 の
経 験 が 必 要 で あ る 等 の 問 題 が あ っ た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 者 等 は ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 し た と
こ ろ 、 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 簡 便 且 つ 明 瞭 な 診 断 が で き る こ と を 見 出 し 、
本 発 明 を 完 成 さ せ た も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 特 殊 な 手 技 及 び 経 験 を 必 要 と せ ず 、 且 つ ア コ ヤ ガ イ を 生 か し た ま ま 診 断
で き る 。 ま た 、 疾 病 診 断 の み に 留 ま ら ず 、 外 国 産 ア コ ヤ ガ イ を 導 入 す る 際 の 検 疫 や 種 苗 生
産 時 の 母 貝 選 抜 等 へ の 応 用 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 の 血 リ ン パ を マ ウ ス に 免 疫 し 、 病 貝 血 リ ン パ に 対 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 作 製 し 、 簡 便 且 つ 明 瞭 な 診 断 法 を 開 発 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 調 製 に 用 い る 抗 原 を 調 製 す る た め の ア コ ヤ ガ イ 病 貝 は 、 従
来 方 法 に よ り ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 で あ る と 診 断 さ れ た ア コ ヤ ガ イ を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 由 来 の 免 疫 原 と し て は 、 好 適 に は 、 血 リ ン パ 液 を 用 い る こ と が で
き る 。 血 リ ン パ 液 は 、 ア コ ヤ ガ イ を 0.1％ の 2－ フ ェ ノ キ シ エ タ ノ ー ル 海 水 で 麻 酔 後 、 閉 殻
筋 よ り 注 射 器 を 用 い て 採 取 し た 血 リ ン パ 液 を 用 い る こ と が で き る 。 好 適 に は 、 適 宜 な ア ジ
ュ バ ン ト 、 例 え ば 、 フ ロ イ ン ト の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、 フ ロ イ ン ト の 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 、
Ribiア ジ ュ バ ン ト （ TDM+MPL Emulsion、 ス ク ア レ ン と Tween-80 TM 中 に MPL(Monophosphor
yl Lipid A)と TDM (Trehalose Dimycolate)を 含 む ） 等 と 混 合 し て 免 疫 原 と し て 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 免 疫 す る 動 物 と し て は 、 ラ ッ ト ・ マ ウ ス 等 の 哺 乳 動 物 が 挙 げ ら れ 、 好 適 に は 、 マ ウ ス （
BALB/ｃ ） 又 は ラ ッ ト （ LOU） を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 血 リ ン パ 液 は 、 上 記 ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 又 は 混 合 す る こ と な く 、 免 疫 対 象 と な る 動
物 に 接 種 さ れ る 。 免 疫 方 法 は 、 動 物 種 、 抗 原 量 、 ア ジ ュ バ ン ト の 必 要 性 、 免 疫 回 数 ・ 等 を
考 慮 し て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ウ ス の 場 合 、 皮 下 、 静 脈 、 又 は 腹 腔 等 に 、 抗
原 を ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し て 注 射 す る こ と が で き る 。 必 要 に 応 じ 、 １ ～ ４ 週 間 後 に 追 加 免
疫 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 最 初 の 免 疫 後 ４ ～ １ ０ 週 間 後 に 、 最 終 免 疫 し た 場 合 は 、 最 終 免 疫 か ら ３ ～ ４ 日 後 に 、 免
疫 さ れ た 動 物 の 例 え ば 脾 臓 か ら Ｂ 細 胞 を 採 取 す る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
　 採 取 さ れ た 免 疫 Ｂ 細 胞 は 、 ミ ル シ ュ タ イ ン 等 の 周 知 の 方 法 に よ り 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融
合 さ せ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ミ エ ロ ー マ 細 胞 と し て は 、 例 え ば 、 マ ウ ス で は 、 P3-X63Ag8(X63)、 P3/NS1/1-Ag4-1、 P3
X63Ag8U1、 P3X63Ag8． 653、 Sp2/O-Ag14、 Sp/O/Fo-２ 等 が 挙 げ ら れ 、 ラ ッ ト で は 、 例 え ば
、 Y-Ag1． 2． 3、 YB2/O、 IRF983Fを 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 免 疫 脾 臓 細 胞 （ Ｂ 細 胞 ） と ミ エ ロ ー マ 細 胞 は 、 例 え ば 、 脾 臓 細 胞 対 ミ エ ロ ー マ 細 胞 の 割
合 を １ ～ １ ０ と し て 、 細 胞 融 合 さ せ ら れ る 。 細 胞 融 合 は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル （ 30～ 40％ ） 、 Ｈ Ｖ Ｊ （ セ ン ダ イ ウ イ ル ス ） 等 の 周 知 の 細 胞 融 合 剤 を 用 い て 行 う こ と が
で き る 。 融 合 さ れ た 細 胞 は 、 例 え ば 、 Ｈ Ａ Ｔ 培 地 を 用 い て 選 抜 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 選 抜 さ れ た 融 合 細 胞 か ら 、 更 に 、 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 に
罹 病 し た 病 貝 へ の 反 応 性 を も と に 、 目 的 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 融 合 細 胞 を 選 抜
す る こ と が で き る 。 こ の 選 抜 に は 、 間 接 免 疫 蛍 光 法 、 ELISAな ど の 免 疫 学 的 検 出 方 法 を 用
い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 選 抜 さ れ た 融 合 細 胞 （ ハ イ ブ リ ド ー マ と も い う ） か ら 産 生 さ れ る ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝
特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 の 罹 病 貝 の 検 出 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に は 、 ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ （ 融 合 細 胞 ） 、  例 え ば 、 Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ２ ７ ７ で 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 、 及
び 前 記 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
、 例 え ば Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ２ ７ ７ で 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ る ア コ ヤ
ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 に は 、 （ １ ） ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 放 射 線 標
識 し た ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 検 出 剤 、 （ ２ ） 本 発 明 の 抗 体 を 酵 素 標 識 し た ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 検
出 剤 、 （ ３ ） 本 件 発 明 の 抗 体 を ビ オ チ ン で 標 識 し た ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 検 出 剤 、 等 が 含 ま れ
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 に は 、 （ １ ） ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 放 射 線 標
識 し 、 試 料 と 該 放 射 線 標 識 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む 反 応 液 と を 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 放 射
線 を 検 出 す る 方 法 、 （ ２ ） 酵 素 標 識 し た ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 試 料 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 酵 素 基 質 を 含 む 溶 液 を 反 応 さ せ て 、 酵 素 反 応 に よ り 検 出 す る 方
法 、 （ ３ ） 本 件 発 明 の ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 病 貝 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ビ オ チ ン で 標 識
し 、 ビ オ チ ン 標 識 抗 体 を 試 料 と 反 応 さ せ 、 洗 浄 後 、 ア ビ ジ ン （ 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ）
を 蛍 光 標 識 し た 試 薬 と 反 応 さ せ て 検 出 す る サ ン ド イ ッ チ 方 法 、 （ ４ ） 更 に は 、 例 え ば 、 本
発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 場 合 に は マ ウ ス の 抗 体 に
対 す る 抗 体 を 放 射 線 又 は 酵 素 な ど で 標 識 し て 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と サ ン ド イ ッ
チ 法 に よ り 検 出 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 放 射 線 標 識 と し て は 、 １ ２ ５ Iで 標 識 す る こ と が で き る 。 酵 素 標 識 と し て は 、 例 え ば 、
ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ （ HRPO） 、 又 は β ガ
ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 標 識 す る こ と が で き る 。 酵 素 基 質 を 含 む 溶 液 と し て は 、 ア ル カ リ フ ォ ス
フ ァ タ ー ゼ (AP)で 標 識 し た 場 合 は ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 含 有 緩 衝 液 が 、 ホ ー ス ラ デ ィ
シ ュ パ ー オ キ シ ダ ー ゼ （ HRPO） で 標 識 し た 場 合 は o-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 含 有 緩 衝 液 が 、 β
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ で 標 識 し た 場 合 は 、 ４ － メ チ ル ウ ン ベ リ ル フ ェ リ ル ー β ガ ラ ク ト シ ド を
含 有 す る 緩 衝 液 を 用 い る こ と が で き る 。
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【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ４ 】
［ 実 施 例 １ ］
　 病 貝 の 血 リ ン パ 液 を 採 取 し ア ジ ュ バ ン ト （ RIBL ア ジ ュ バ ン ト シ ス テ ム MPL+TDM） に 混 合
後 し 、 0.1ｍ Ｌ を Balb/cマ ウ ス （ 日 本 ク レ ア ） の 腹 腔 内 に 接 種 し た 。 免 疫 ４ 週 間 及 び 8週 間
後 に 同 様 に 、 0.1ｍ Ｌ を Balb/cマ ウ ス （ 日 本 ク レ ア ） の 腹 腔 内 に 追 加 免 疫 を 行 っ た 。 最 後
の 免 疫 後 ３ 日 目 に 免 疫 脾 細 胞 を 回 収 し 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 (P3X63-Ag8)と 融 合 さ せ た 。 細 胞
融 合 は 、 脾 細 胞 と ミ エ ロ ー マ の 量 比 は 10:1で 行 っ た 。 融 合 剤 と し て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー
ル （ 分 子 量 1600） を １ ｍ L用 い 、 60mLの HAT（ DMEMを 88%, 50倍 濃 度 の HAT試 薬 を 2%, FBSを 1
0%の 割 合 で 混 合 ） 培 地 に 懸 濁 し た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 得 ら れ た 融 合 細 胞 を HAT培 地 に て 再 懸 濁 し 、 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 分 配 し た 。 ス ク リ ー ニ
ン グ は 、 病 貝 及 び 健 常 貝 血 リ ン パ 塗 末 標 本 を 用 い 、 間 接 蛍 光 抗 体 法 で 行 っ た 。 血 リ ン パ 塗
末 標 本 は 前 野 ら （ 2001、 魚 病 研 究 、 36、 225－ 230． ） の 方 法 を 一 部 改 変 し て 作 製 し た 。 す
な わ ち ア コ ヤ ガ イ を 0.1％ の 2－ フ ェ ノ キ シ エ タ ノ ー ル 海 水 で 麻 酔 後 、 閉 殻 筋 よ り 注 射 器 を
用 い て 血 リ ン パ 液 を 採 取 し た 。 採 取 し た 血 リ ン パ 液 は 、 ス ラ イ ド グ ラ ス に 滴 下 し 、 湿 箱 中
に て 30分 間 静 置 後 、 上 清 を 捨 て ス ラ イ ド グ ラ ス を 乾 燥 さ せ ず に 冷 ア セ ト ン で 10分 間 固 定 し
た 。 上 記 の 方 法 に よ り 作 製 し た 血 リ ン パ 塗 末 標 本 を 用 い 1,070ウ ェ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し
た 結 果 、 病 貝 に 強 く 反 応 す る １ ウ ェ ル を 得 た 。 （ 本 ハ イ ブ リ ド ー マ は 、 平 成 １ ６ 年 １ ０ 月
２ ８ 日 に 独 立 行 政 法 人 特 許 生 物 寄 託 セ ン タ ー に Ｆ Ｅ Ｒ Ｍ 　 Ｐ － ２ ０ ２ ７ ７ と し て 寄 託 し た
。 ）
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の ウ ェ ル か ら 得 ら れ た 細 胞 を 2回 の 限 界 希 釈 を 行 い ク ロ ー ニ ン グ し た 。 選 抜 さ れ た ハ
イ ブ リ ド ー マ ク ロ ー ン を イ ン ビ ト ロ で 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 上 清 を 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 と し 以 下 の 実 験 に 供 し た 。 得 ら れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 間 接 蛍 光 抗 体 法 だ け で
な く 酵 素 抗 体 法 を 用 い て も 病 貝 と 健 常 貝 と の 判 定 が 可 能 で あ っ た （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
［ 実 施 例 ２ ］
　 愛 媛 県 産 の ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 自 然 発 症 貝 の 血 リ ン パ 液 を 1500rpmで 10分 間 遠 心 分 離 し 、
そ の 上 清 を 0.1ｍ L、 こ れ ま で 本 疾 病 の 発 生 が 無 い 石 川 県 産 の ア コ ヤ ガ イ （ 健 常 貝 ） の 閉 殻
筋 に 接 種 し 、 実 験 感 染 貝 を 作 出 し た 。 こ の 実 験 感 染 貝 の 血 リ ン パ 標 本 を 10～ 15日 間 毎 に 作
製 し 間 接 蛍 光 抗 体 法 及 び 免 疫 染 色 法 に よ り 診 断 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 間 接 蛍 光 法 は 次 の よ う に し て 行 っ た 。 ま ず 、 試 料 の 貝 か ら 血 リ ン パ 液 を 採 取 、 ス ラ イ ド
グ ラ ス に 滴 下 し た 。 湿 箱 で 30分 間 静 置 後 、 上 清 を 捨 て ス ラ イ ド グ ラ ス を 乾 燥 さ せ ず に 冷 ア
セ ト ン で 10分 間 固 定 し 、 0.5%BSA含 有 PBS(-)で 10分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 湿 箱 中 で モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 該 ス ラ イ ド ガ ラ ス に 滴 下 し 37℃ 、 30分 間 反 応 さ せ た 。 そ の 後 、 PBS(-)で ３
回 洗 浄 し た 。
   次 に FITC（ 蛍 光 色 素 ） 標 識 し た 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 を 該 ス ラ イ ド グ ラ ス に 滴 下 し 、 37℃
、 30分 間 反 応 さ せ た 。 PBS(-)で ３ 回 洗 浄 し 、 グ リ セ リ ン － PBS溶 液 （ グ リ セ リ ン ： PBS＝ ９
： １ ） で 封 入 し 、 検 鏡 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 併 せ て 血 球 、 外 套 膜 の 病 変 観 察 並 び に 死 亡 率 を 測 定 し た 。 な お 、 陰 性 対 照 区 と し て 健 常
貝 の 血 リ ン パ 液 を 接 種 し た 区 を 設 け た 。 判 定 は 図 １ 上 段 に 示 す 健 常 貝 様 に 蛍 光 緑 に 染 ま る
血 球 の 出 現 が 無 い 場 合 を 陰 性 と し て 、 蛍 光 緑 に 染 ま る 血 球 が 出 現 し た 場 合 を 陽 性 と し て 判
定 し た 。 　
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 そ の 結 果 、 健 常 貝 血 リ ン パ 接 種 区 は 試 験 期 間 を 通 し モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 物 が 検 出
さ れ な か っ た の に 対 し 、 病 貝 血 リ ン パ 接 種 区 で は 接 種 60日 後 か ら 反 応 物 が 検 出 さ れ 、 陽 性
と 診 断 さ れ た 。 ま た 、 こ の 反 応 物 の 出 現 は 血 球 の 病 変 出 現 よ り 遅 く 、 外 套 膜 の 病 変 が 現 れ
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る 時 期 と 一 致 し 、 死 亡 が 始 ま る 時 期 よ り 早 か っ た （ 表 １ ） 。 な お 、 血 球 の 病 変 に つ い て は
前 野 ら （ 2001、 魚 病 研 究 、 36、 225－ 230． ） の 報 告 を 、 ま た 、 外 套 膜 の 病 変 に つ い て は 黒
川 ら （ 1999、 日 本 水 産 学 会 誌 、 65、 241-251.） の 報 告 を 基 準 に 判 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 さ ら に 、 愛 媛 県 に お い て 生 産 ・ 飼 育 さ れ た 日 本 産 貝 及 び 中 国 系 貝 を ７ 月 か ら 10月 ま で サ
ン プ リ ン グ し 、 そ の 血 リ ン パ 標 本 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 反 応 性 を 間 接 蛍 光 抗 体 法
に よ り 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 日 本 産 貝 及 び 中 国 系 貝 の い ず れ も 反 応 物 が 検 出 さ れ 、 陽 性 と
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診 断 さ れ る 個 体 が 存 在 し た （ 表 2） 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 さ ら に 、 酵 素 抗 体 法 は 、 次 の よ う に し て 行 っ た 。
試 料 の 貝 よ り   血 リ ン パ 液 を 採 取 、 ス ラ イ ド グ ラ ス に 滴 下 し た 。 湿 箱 中 で 30分 間 静 置 後 、
上 清 を 捨 て ス ラ イ ド グ ラ ス を 乾 燥 さ せ ず に 冷 ア セ ト ン で 10分 間 固 定 し た 。 0.5%BSA含 有 PBS
(-)で 10分 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 湿 箱 中 で 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 該 ス ラ イ ド グ ラ ス の 滴 下 し 37
℃ 、 30分 間 反 応 さ せ 、 そ の 後 ス ラ イ ド グ ラ ス を PBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 HRP（ ホ ー ス ラ デ ィ ッ
シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） で 標 識 し た 抗 マ ウ ス 2次 抗 体 を 該 ス ラ イ ド グ ラ ス に 滴 下 し 、 反 応
さ せ た （ 37℃ ， 30分 間 ） 。 そ の 後 、 PBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 DAB反 応 液 を 10分 間 程 度 反 応 さ せ
た 。 な お DAB反 応 は 切 片 に よ り 異 な る の で 顕 微 鏡 観 察 を し な が ら 、 適 当 な と こ ろ で 止 め た
。 そ の 後 冷 PBSで ３ 回 洗 浄 し た 。 必 要 に よ り ギ ム ザ 染 色 し 、 検 鏡 し た 。 結 果 を 図 １ に 示 す
。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 １ 中 段 の 左 側 の 「 病 貝 － 酵 素 抗 体 法 、 ギ ム ザ 染 色 」 の 写 真 に モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 抗
原 と が 反 応 し て い る 像 を 示 す 。 茶 褐 色 の 反 応 物 で あ る 。 こ れ に 対 し て 、 中 段 の 右 側 の 「 健
常 貝 － 酵 素 抗 体 法 、 ギ ム ザ 染 色 」 で は 茶 褐 色 の 反 応 物 は 見 え な い 。 な お 、 酵 素 抗 体 法 に 用
い て い る DAB（ 3-ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン ） 試 薬 が 血 球 中 の 内 在 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 反 応 し
、 茶 褐 色 反 応 物 と な る 場 合 が 有 る の で 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 反 応 さ せ ず に 病 貝 と 健 常 貝
そ れ ぞ れ を 酵 素 抗 体 法 に 続 い て ギ ム ザ 染 色 を 施 し た と こ ろ 、 下 段 の 写 真 に 示 さ れ る よ う に
、 茶 褐 色 反 応 物 は 見 出 せ な か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ６ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ア コ ヤ ガ イ 赤 変 病 の 病 貝 と 健 常 貝 の 間 接 蛍
光 抗 体 法 及 び 酵 素 抗 体 法 に よ る 反 応 性 を 示 す 。
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【 図 １ 】
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