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コイヘルペスウイルス病の診断





「コイの特定疾病診 断マニュアル Jの使用 にあたつて

1.本書は,国際獣疫事務局 (OIE)魚病委員会の定めた 「水産動物疾病診断マニュ

アル (Diagnostic Manual for Aquatic Animal Discascs,2003)」 に基づいて診断法を記

載 していますが,「 コイヘルペスウイルス病の PCR検査技術」および「コイの春 ウ

イルス血症 とその診断技術」研修会の実施結果も踏まえてカロ筆修正 しました。 した

がって,同上マニュアル及び研修会資料 とは一部異なる部分があります。

2.コ イ春 ウイルス血症の診断は,OIEマニュアルではまず最初に培養細胞によるウ

イルス分離を行 うことになっているため,本書では細胞培養法,ウイルス分離法も

記載 しました。これ らの手法は実施する研究機関等により多少異なるものと思われ

ますが,本書では養殖研究所 病害防除部 魚病診断 0研修センターで実施 している

手法を参考までに記載 しました。

3.本書で使用 している機器・試薬等は,同魚病診断 。研修センターで使用 している

ものを参考までに記載 したもので,同等のものであれば機種 0メ ーカー等は問いま

せん。





は じめに

当協会では,農林水産省の委託を受けて平成 16年度養殖衛生対策センター委託事

業を実施 してお り,そ の一環 として魚類防疫・診断技術等に関する技術書を作製 し,

養殖衛生対策の推進及び防疫,診断技術の普及 。指導等に利用 していただいてお りま

す。

本年度は,魚類防疫技術書シリーズXXⅣ として「コイの特定疾病 (KHVD,SVC)

診断マニュアル」を作製いたしました。

平成 15年度に,我が国で最初の 「コイヘルペスウイルス病 (KIIVD)J力 発`生 し

て大きな社会問題 とな りましたが,16年 度には天然河川 。湖沼などで多数確認 され ,

養殖場等にも大きな被害をもたらしたところです。また,同 じコイ科魚類の特定疾病

に指定されている 「コイ春 ウイルス血症 (SVC)」 は,現在のところ我が国には未侵

入ですが,侵入の可能性が懸念 されている疾病です。

このような状況から,平成 15年度には nlvDの 早期診断と蔓延防止を目的に独立

行政法人 水産総合研究センター 養殖研究所の主催により「コイヘルペスウイルス病

の PCR検査技術」研修会が,ま た平成 16年度には SVCの早期診断と侵入防止を目

的に養殖研究所 と当協会の共催による 「コイの春 ウイルス血症 とその診断技術」研修

会が開催 されました。本書は,養殖研究所 病害防除部 魚病診断 。研修センターの佐

野元彦博士および湯浅 啓博士に依頼 し,こ れ らの研修会資料をとりまとめたもので ,

養殖現場等で魚病に対応する技術者がこれ らの疾病の診断を行 う際の手引書 としてい

ただくために作製いたしました。

本書の発行にあた り,養殖研究所長,同病害防除部長,佐野 。湯浅両博士,な らび

に同部研究員の方々に多大なご尽力をいただきましたことを記 し,こ こに深 く感謝申

し上げます。

平成 17年 3月

社団法人 日本水産資源保護協会

会 長   澁 川   弘





コイヘ ル ペ ス ウイル ス病 の PCR法 に よる診 断

1.診断にあたつての注意

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬・器具

(2)主 な検査用機器

3.手技

(1)核酸の抽出

(2)PCR反応

(3)電気泳動

4.参考資料



1.診断にあたっての注意

ロ サンプルの形態は生鮮・冷凍・エタノール固定 (70%以上)のいずれでも

よいが,エ タノール固定の場合,固定材料を細断 して固定 し,冷蔵保存する

のが望ましい。

・ 生の想を扱 う場合には, ウイルスが存在する可能性を考え,作業後,殺菌 。

消毒できるような場所で行 う。

・ 核酸抽出に用いる 1検体当た りのサンプル量は 5～ 10mg(米粒半分程度)と

する。サンプル量が多いと核酸の純度が低下する恐れがある。

・ 試料のクロスコンタミネーションを防ぐため,検体ごとにチップ,ピペ ット

を換える。

・ 臭化エチジウムは強力な発ガン物質なので,取 り扱い時には必ず手袋を着用

する。粉末 と溶液が市販 されているが,粉末は吸引などの危険性があること

から溶液を購入するのがよい。また,廃液は活性炭で吸着後,焼去「処分する。

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬・器具

DNA抽出キット :Purcgenc Ccll and Tissue

Kit(Gcntra systcms/フ ナコシ総合カタログ

商品コー ド D-5500A)

プロテネース K(Takara 20mg/mL)

・ 2-プ ロパ ノール (特級 )

・ 70%エ タノール (特級 を dDWで希釈 )

・ dDW(DNasc icc)(イ ンビ トロジェン)

Takara Ex Taq Hot Start Version(Takara)

(10倍緩衝液,dNTPが付属 )



電気泳動用アガロース HS(ニ ッポンジー

ン )

<サ ンプル処理用 >
 `     ロ ホモジナイズペ ッスル

ト           ロ フィルタ`一イ寸きチップ(1,000μL, 2001tLな

ど)

ムわ     ロ オー トピペ ッター (1,000μL,200μ L)

・  解 剖 器 具

ロバーナー (あ るいはアルコールランプ)

・ チューブ立て

<核酸抽出 。PCR用 >
ロ フィルター付きチップ(1,000μL,200μ L,

20μL,10μLな ど)

・ オー トピペ ッター (1,000μL,200μL,20μL,

ν
'こ ´

ル」     10μ L)

・ チューブ立て

その他

口 PCRプライマー :下表の配列のものをメーカーに合成依頼する。通常,合成 さ

れたプライマ~は乾燥状態で納品されるので,dDWで溶解 して使用する (ス ト

ック液は 100pm01/μLに調製 し,小分けして…20℃ で冷凍保存する)。

診断用プライマーの配列

プライマー名           配列

KHV SphI… 5F     5'¨ GACACCACATCTGCAAGGAG… 3'

KHV SphI-5R     5'―GACACATGTTACAATGGTCGC-3'

ス トック液は 100pmoyμLに調製



PCR反応液 :PCR酵素は,ЪqDNAポ リメラーゼ には TaKaRa Ex Taq HS

(ЪKaRa)を使用す る。PCR反応液は使用す る直前に所定の濃度になるよ う調

製す る。

PCR反応液の調製

試薬

10×EX Taq buffcr

2.5mNI dNTP mixturc

dDW(滅 菌超純水 )

KHV SphI-5 F primcr(100pm01/μL)

ICI‐IV SphI-5 R primcr(100pm01/μL)

Takara EX Taq HS

合 計

(1検体分 )

2.OμL

l,6μL

15.4μL

O.2μL

O.2μL

O.lμL

19.5μL

電気泳動用バ ッファー (TBE,Takara):粉 末をDWに溶解 し使用する。

臭化エチジウム溶液 (10mg/mL,ニ ッポンジーン):本液の 20倍希釈液をアガ

ロース 100mLに 対 し 20μL添加する (最終濃度 0.lμg/mL)。 臭化エチジウムは発

ガン物質であるため,取 り扱い時には手袋を着用する。

マイクロチューブ (0.6 mL,1.5 mL用  高圧滅菌済みのもの)

PCR用 マイクロチューブ (PCR用 0.2 mL等,高圧滅菌済みのもの)

DNA分子量マーカー (フ ナコシなど)

(2)主 な検査用機器

口冷却微量高速遠心機



ブロックインキュベーター

ど)

(ア ステックな

ロ オー トクレーブ

PCRサーマルサイクラー (Takaraな ど)

ミニゲル電気泳動装置

ど)

(ア ドバンス社な

トランスイルミネーター (コ スモバイオ

など)

写真撮影装置 (Polaroidな ど)



その他

・ 撹拌機 (ボルテ ックスなど)

・ 滅菌缶

3。 手技

(1)核酸の抽出

CCDカ メラ撮影装置 (上記カメラで代用

可能 )

① オー トクレーブ処理 した 1.5mLマ

イクロチューブにサンプルの番号

を書き,チ ューブ立てに準備する。

② l.5mLマ イクロチューブにキット

の lysis buffer 100μ Lを力日える。

③ 解音J器具を火炎滅菌 (あ るいは乾

熱滅菌)する。



④ 鯛の粘液を少し落とす (鯉をビニ

ール袋に入れた状態で,軽 くハサ

ミの背側で鯉組織が崩れない程度

に粘液を取り除く)。

偲組織を約 5～ 10mg(米粒半分程

度)切 り取 り,lysis buffcrを 加え

た 1.5mLマ イクロチューブに入れ

る。

オー トクレーブ処理 したホモジナ

イズペ ッスルを用い,ホモジナイ

ズする (組織が完全に崩れなくて

もよい)。

⑦ さらに 1,000μLオー トピペ ッター

を用いて,lysis buffer 500μ Lを力日

える。

使用 したホモジナイズペ ッスル

は,滅菌缶に入れる (以降の操作

で廃棄 した器具 と共にオー トクレ

ーブ処理する)。

ブ ロックイ ンキュベーター を用

い,65℃ 。30分間インキュベー ト

し,組織をある程度溶解 させる。

この段階でウイルスは失活するの

で,こ れ以降,通常の場所で扱っ

て構わない。

⑤

⑥

③

⑨



⑩

①

⑫

⑬

⑭

200μLオー トピペ ッ

て,プロテナーゼ K
を 20μL入れる (約 1

ター を用 い

(20mg/mL)

滴 )。

ブロックイ ンキュベーター を用

い,55℃・30分以上インキュベー

トし,蛋 自分解反応をすすめる (組

織が完全に溶けるまで)。

10μLオ ー トピペ ッター を用 い

て,キ ット付属の RNasc A 3μLを

加える。

ブ ロ ックイ ンキ ュベ ー ター を用

い,37℃ 。30分間インキュベー ト

す る。

1,000μLオー トピペ ッター を用い

て,キ ッ トの蛋 白沈殿斉Jを 200μL

入れ る。

⑮ 撹拌機で20秒程度よく混合する。



⑩ 4℃で 13,500rpm・

る。

3分間,遠心す

1,000μLオー トピペ ッターを用い

て上清 600μLを回収 し (上清中の

「もやもや」を吸わないように注

意する),新 しいエッペン ドルフチ

ューブに移す。「もやもやJがひど

く上清が取れないものは,ピペ ッ

ティングで混合後, もう一度遠心

沈殿する。

1,000μLオー トピペ ッターを用い

て,上清に 600μLの 2-プ ロパノー

ル (原液)を入れて,撹拌機でよ

く混合 し,DNAを析出させる。室

温で 2分間放置する。

⑩ 4℃ ,15,000Ψ m 05分間,遠心沈殿

する。白色ペレットがチューブの

底に沈殿する。

④ l,000μLオー トピペッターを用い

て,上清を除去する。

①

⑬



C)1,000μLオートピペッターを用い

て,70%エ タノール 500μLを入れ

て,軽 く撹拌機で混ぜることで ,

DNAペ レットを洗浄する。

⑫  15,000Ψ m。 1～2分間遠心沈殿 し,

上清をピペ ットで除去する。 さら

に 5,000甲m・ 数秒の遠心沈澱によ

り水滴 を完全 に沈下 させた後 ,

200μLオー トピペ ッターで完全に

上清 を除去す ると次の乾燥が早

い 。

c)室温から37℃下で,軽 く乾燥させ

る (白 色ペ レットが若千透明がか

るまで)。

②  あらかじめ分注 した dDW 50μLを

チューブに加え,チューブ底部を

指で弾いてペ レッ トをよく溶かす

(37℃で暖めると溶けやすい)。 完

成 したテンプ レー トは_20℃で保

存する。

ウイルスに汚染 した器具等は滅菌缶

に入れオー トクレーブ処理 し,病魚の

輸送に使用された発泡スチロール等は

廃棄用の袋に入れ焼去「処分する。
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(2)PCR反応

①

②

オー トクレーブ処理 した PCRチ ュー

ブにサンプルの番号を記入 し準備す

る。準備するチューブ数は陽性対照

と陰性対照を含め,サ ンプル数 +2と

なる。

Talcara Ex Taq Hot Start ttrsionを 使用

し,PCR反応液を調製する。

③  PCR反 応 液 を 各 PCRチ ュ ー ブ に

19.5μLずつ分注する。

④ 準備 したテ ンプ レー

反応液 にカロえ,キ ャ

と閉める。

卜液 0.5μL を

ップを しっか り

⑤ サーマルサイクラーのプログラムを

開始 し,94℃ となった らポーズで止

める。PCRチ ューブをしっか りと挿

入し.蓋を閉めて再スター トさせる。

レノク

　̈　齢

４
　

　

℃

ヽ
Ｉ

Ｌ

ｒ

ｌ

り

　

４

ム

秒

秒

秒

秒

分
，

ラ

３ ０

３ ０

３ ０

３ ０

７

グ口

℃

℃

℃

℃

℃

プ

９４
　
９４

６３
　
７２
　
７２



(3)電気泳動

①

②

③

TBE緩衝液に終濃度 1%に なるよう

アガロース Hs(ニ ッポンジーン)

を入れ,電子 レンジで完全に溶解 さ

せる。溶解中は突沸に注意する。

アガロース溶液が 60℃程度になる

まで放置 し,冷去「する。冷去「後,20

倍希釈臭化エチジ ウム溶液 をアガ

ロース 100mLに対 し20μLカロえ混合

する。

上記のアガロースをゲルメーカー

に流 し込む。その際に,気泡がコー

ム周辺に残 らないように注意する。

④ 放置して十分に冷却させた後,ゲル

メーカーのコームを抜く。

⑤ 電気泳動槽にTBE緩衝液を入れ,作

製 したアガロースゲルをセットす

る。臭化エチジウムには発ガン性が

あるので作業中は手袋を着用する。

ご
=二=レ

 . ―

う
４



レ/P
⑥

⑦

③

⑨

⑩

①

PCR反応が終了 して保冷プログラ

ムに入つたチューブを取 り出し,各

チューブに電気泳動用 ローデ ィン

グバ ッファー 3μLを入れ混合する。

上記の混液 7μLを泳動槽にセ ッ ト

したアガロースゲルの ウエル に入

れる。この際,分子量マ~カーも同

時に泳動する。

蓋を閉じ,スイ ッチを負電荷の核酸

が泳動 され るよ うサンプル側 の電

極をマイナス (反対側がプラス)に

セットし,100V(定電圧)で泳動を

開始する。

先行の色素マーカーがゲルの半ば

に来るまで (20分程度)泳動 したと

ころで,電源 を切 リゲル を取 り出

す。

ゲルを取 り出し, トランスイル ミネ

ーター上にのせ,UVが 裸眼に触れ

ないよう防護 し, トランスイル ミネ

ーターの電源を入れる (紫外線波長

は 300nm付近が良い)。

泳動像 をポラロイ ドカメラ等で記

録する。 ウイルス遺伝子由来 290bp

の増幅産物の有無を観察する。



4。 参考資料
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コイ春ウイルス血症の診断

I.細胞培養法

Ⅱ。ウイルス分離法

Ⅲ.間接蛍光抗体法による診断

Ⅳo RT…PCR法による診断 (参考 )





I.細胞培養法

1.注意事項

2.必要な機器と試薬類

(1)試薬・器具

(2)主な機器

3.手技

付録 1:Hanks'培 地の調製法

付録 2:PBS(… )、 EDTA液の調製法

付録 3:細胞凍結保存

(1)注意事項

(2)必要な機器と試薬類

1)試薬・器具

2)主な機器

(3)手技

1)凍結保存

2)細胞起こし

4.参考資料



1,注意事項

口使用培地の確認。密栓系 (培養フラスコ),開放系 (24穴 。96穴プレー ト),

炭酸ガス下それぞれの培養条件による適切な培地・緩衝系の選択。

ウイルス分離や培養に用いる細胞は,原貝Jと して 2間以内に分散 したものを

用い,分散翌 日にウイルスや検査試料を接種する。

細胞はできるだけ凍結保存 してお く(付録 3)。

2.必要な機器 と試薬類

(1)試薬・器具

口糸田胞 (コ ンフルエン トなもの)

口培地

* す ぐに使用できる液体培地が市販 されて

いる。

* 自分で調製する場合(付録 1):MEMは
Hanks'緩 衝系培地を用いる (5～ 10%の血

清を加えて使用,冷蔵保存 )。

・ PBS(― )―EDTA液 (調製法は付録 2)

・ 細胞分散液(ト リプシン ËDTA液)(冷蔵保

存 )

・ ピペ ッ ト (滅菌済み )

・ 培養器(フ ラスコ・プレー ト)(滅菌済み )

(2)主 な機器

ロ クリーンベンチ

16



3.手技

口倒立顕微鏡

冷蔵庫 (培地類の保存 )

オー トクレーブ

インキュベーター

分散する細胞の状態 と密度を確認

する。分散倍数 (1本から何本の

培養フラスコに分散するか)を決

める。細胞によるが,通常,3～ 5

倍程度。

② 細胞培養フラスコ (器)お よび細

胞分散の試薬瓶をアルコールスプ

レーしてクリーンベンチ内に搬入

する。

③ 試薬瓶や培養液瓶を開けていく。

キャップや瓶口は,バーナーで軽

く火炎滅菌する。

①

17



:5・・́́
´́

⑤

⑥

⑦

③

④ 培養フラスコの培養液を抜き取る

(デカンティングでもよい)。

PBS(―
)―
EDTA液を5mL程度フラス

コに加え,細胞表面を洗い流すよ

うに PBS(¨
)―
EDTA液 をな じませ

る。そのまま 1,2分間程度静置す

る。BF-2細胞では,洗い流すだけ

で十分。

PBS(¨
)―
EDTA液を抜き取った後,細

胞分散液(ト リプシンーEDTA液 )を 5

滴程度加 え,細胞表面全体にいき

わたらせ,静置す る。時々細胞表

面が乾かないように液をいきわた

らせる。

細胞が自く見えるようになってき

たら,フ ラスコ側面を軽 く叩いて

みる。細胞がフラスコ面から容易

に剥離するようであれば, トリプ

シンによる消化を終了させるため

③へ進む。

血清の添加 された培地数 mLを加

え,ト リプシン反応を停止 させる。

ピペ ッティングを数回行 うことに

より物理的分散を行 う。分散倍数

(何本のフラスコとするか)に応

じて必要量の培地をさらに加え,

細胞浮遊液 とする。 (通常,3～ 5

倍程度 )



付録 1:Hanks'培 地の調製法

粉末培地 :ろ過滅菌

⑨ 各 フラス コに細胞浮遊液 を入れ

る。 25cm2で は 5～ 7mL, 75cm2で

は 15～20mL,24穴プレー トでは各

穴 lmLを 目安 とする。

⑩ ラベルに細胞名,継代数,分散倍

数,培地 (血清濃度),日 付を記入

し,フ ラスコに貝占る。

① 細胞の分散状態を観察する。

⑫ 供試細胞 。使用目的に応じた温度

のインキュベーターに収容する。

Hanks'MEM粉末培地には抗生物質が

含まれているものがあるので,用途に

応 じて選択する。

① ろ過滅菌 して調製す る市販粉末培

地。通常 lL tto L― グルタミンなど

は通常含まれているので,ろ過滅菌

後,血清 と抗生物質をカロえればす ぐ

に使用できる。

19



付録 2:PBS(… )―EDTA液の調製法

lLの蒸留水を量 り取つたビーカー

を準備 し,ス ターラーバーを入れ ,

スターラーを回しながら,粉末培地

を徐々に投入 し,よ く溶解 させる。

炭酸水素ナ トリウムおよび必要で

あれば抗生物質も添カロする。

粉末培地が完全に溶解 したら,ク リ

ーンベンチに搬入 し,培地瓶に 0.22

μmフ ィルターユニッ トを取 り付

け,減圧 してろ過する。

④ ろ過後,必要であれば,血清を加え

る。冷蔵保存。

① 日水 製 薬 ダル ベ ッ コ PBS(¨)を

500mL以下の培地瓶に量 り取る。

さらに,0.02%と なるよう|こ EDTA。

4Naを 量 り取 り培地瓶に入れる。規

定量の蒸留水を加え溶解する。

② 121℃ ,15分間のオー トクレーブを

行 う。

③ 室温あるいは冷蔵庫で保存する。

②

③

20



付録 3:細胞凍結保存

(1)注意事項

口 凍結する細胞の密度に注意。原貝Jと してクライオバイアル 1本から25cm2フ

ラスコヘ細胞を起こす密度 (25cm2フ ラスコ 2本分)と する。それより細胞数

が少ない場合には,起 こす ときに使用すべき培養器 24穴 あるいは 12穴プレ

ー ト用などをクライオバイアルのラベルに明記 しておくこと。

・ 保存する細胞は,増殖期のものを使用する。

口複数のバイアルを一度に凍結保存 し,数 日後,その内の 1本を起こし,生存

状態などを観察 して凍結保存が成功 していることを確認すること。

(2)必要な機器 と試薬類

1)試薬・器具

口増殖期の細胞

例えば,5本保存する場合,25cm2フ ラスコ

を 10本程度(75cm2フ ラスコならば 3本)準

備する。

通常使用する培地

PBS(¨
)¨
EDTA液 (調製法は付録 2)

細胞分散液(ト リプシンーEDTA液)(冷蔵保

存 )

ピペ ット (滅菌済み)

培養器 (滅菌済み)

凍結保存培地 (セ ルバンカー (血清タイプ )

など)

つ
４



2)主な機器

・オー トクレーブ

。クリーンベンチ

・倒立顕微鏡

・遠心機 (室温で 1,200rpm程 度の遠心ができればよい)

・-80℃超低温冷凍庫

(3)手技

1)凍結保存

⑨ 細胞培養法―手技①～③の操作に

従い,細胞浮遊液を調製する。

⑩ 細胞浮遊液を遠心管に入れ,室温,

1,200rpmで 3分間遠心する。

細胞が沈殿 し,パ ックとなっているこ

とを確認 し,上清の培養液 を除去 した

後,ク ライオバイアル 1本あた り lmL

の凍結保存培地で軽 くピペ ッテ ィング

して細胞 を浮遊 させ る。

つ
４

つ
４



2)細胞起こし

① 直ちに,ク ライオバイアル 1本に

ll■Lずつ分注する。

⑫ そのまま-80℃超低温冷凍庫へ保

存する。

数 日したら,凍結保存が成功 している

か,1本溶かして細胞を起こして確認

してみる。

クリーンベンチ内に培養液を準備

する。培地の血清濃度は 10%程度

と高い方が良い。25cm2フ ラスコ

および 15mL容の滅菌済み遠心管

も準備する。

…80℃超低温冷凍庫か らクライオ

バイアル 1本を取 り出す。水に浸

し,時々静かに揺 り動かして融解

させる。このときに,あま り激 し

く振つてかき混ぜて溶かしてはな

らない。

⑬

⑭
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⑮ 融解したら,すぐにクリーンベン

チに搬入する。

⑩ 直ちに細胞液を遠心管に移 し,培

養液を 9mL程度カロえ,軽 く混合す

る。

① 室温,1,2001‐pmで 3分間遠心する。

⑬ 細胞が沈澱 し,パ ックとなってい

ることを確認 し,上清の培養液を

除去する。

⑩ 培養液 5～ 7mLを加え,ピペット

で細胞を静かに浮遊させる。

24



④ 25cr培養フラスコに細胞浮遊液

を移す。

④ 顕微鏡で観察し,多数の細胞が輝

きのある球形であることを確認す

る。

⑫ 至適温度で培養する。翌 日に多数

の細胞が底面に張付き,伸張 して

いることを確認する。ほとんどの

細胞が浮遊 して しまっている場合

には,凍結保存が うまくいってい

ない。もう一度,保存操作を行 う。

一旦凍結保存が成功すれば,冷凍庫に事故のない限 り,…80℃超低温冷凍庫内

で 1,2年以上は保存できる。生存状態を調べつつ,定期的に細胞を起こし,増殖

させ,再度凍結保存する。定期的に起こした細胞を用いれば,細胞の性状の変

化をあま り気にすることなく,一定の細胞継代数の範囲内で常に試験が可能 と

なる。

4.参考資料

1)組織培養の技術 (第二版), 日本組織培養学会編,朝倉書店

2)微生物学実習提要,東京大学医科学研究所学友会編,丸善株式会社

3)魚病対策技術研修―ウイルス学実習の手引き ,̈(社)日 本水産資源保護協会

つ
４



Ⅱ.ウイル ス分離法

1.注意事項

2.必要な検査用機器と試薬類

(1)試薬・器具

(2)主な検査用機器

3。 手技

4.検査後の器具・機材の処理

5.参考資料
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1.注意事項

目 生の魚体組織試料を扱 う場合には,何 らかの病原体が存在する可能性を常に

考え,検査後,殺菌 。消毒できる場所で行 う。

・ サンプルは新鮮なものを用いる (腐敗の著 しいものは使用 しない)。 試料到

着後,速やかに検査を行 う。やむを得ず,後 日検査する場合には,-80℃に凍

結保存する。

・ 特定疾病が疑われる試料では,検査方法,供試細胞,検査組織・部位などは ,

各疾病のマニュアルに従 う。

・ 試料のクロスコンタミネーションを防ぐため,検体ごとにチップ,ピペ ット

類を替える。

口注射器を使用する場合には,使用時および使用後の取 り扱いに注意する。

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬・器具

ロ フィルター付きチップ(200 μ L)

・ オー トピペ ッター (200 μ L)

・ 解剖器具

・ 2ml容クライオチューブ (滅菌済み)

ウイルス分離用培地 (使用する細胞 と同じ

MEM Hanks'に 2%FBSを 添加のもの。)

ガラスホモジナイザー (滅菌済み)

注射器(23G程度の注射針付)

ピペ ット (滅菌済み )

電子天秤

0.45μ mフ ィルターユニット

抗生物質液 (抗生物質処理法の場合 )

1.5mL容エッペン ドルフチューブ (滅菌済

み )

27



細胞 :検査 目的・対象によ り供試細胞は適宜

選択す る。例えば ,

通常の海産魚検査 :BF-2,CHSE… 214,EPC,

FHM,KRE-3な ど

通常の淡水魚検査 :BF-2,CHSE…214,EPC,

FHM,RTG-2(サ ケ科魚類)な ど

その他 ,検査魚種 と同 じ魚種 由来細胞があ

れば適宜供試す る。 (BB,EK… 1な ど)

培養器 :使用す る培養器 (通常 25cm2培養 フラ

スコあるいは 24穴プ レー ト)も 検体数な ど

によ り適宜選択す る。

分離に用いる細胞は検査個体数 と陰性対照

分の数 として,検査の前 日にプ レー トあるい

はフラスコに準備す る。

(2)主な検査用機器

口 冷去「遠心機 あるいは冷去「高速微量遠心機

ロ オー トクレーブ

ロ ク リーンベ ンチ

ロ 任J立顕微鏡

ロ インキュベータ

3.手技

① 前日に準備した細胞が使用できる

状態に繁茂しているか否かを確認

する。コンフルエント少し前がよ

い 。

う
ん



② ウイルス分離用の培地,ホモジナ

イザーをあらかじめ氷冷する。依

頼先の資料や調書,検体数や検査

部位等について確認する。

③ 解剖器具を火炎滅菌 (あ るいは乾

熱滅菌)する。

④ 検査魚の外観症状等を観察後,体

長 。体重を測定・記録する (診断

依頼事項や必要に応 じて,寄生虫

検査や細菌検査を行 う)。

検査組織を採取する。稚魚では魚

体全体を,少 し大きな魚では筋肉

部を除去 して魚体前半部を,それ

よりも大きな個体では必要組織を

採取する。特に指示のない場合に

は,腎臓,牌臓および脳を採取す

る。

ホモジナイズす る組織重量 を沢J

定・記録する。

⑤

⑥
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⑦ ホモジナイザーに検体を入れ, ウ

イルス分離用培地を添加する。通

常,組織量の 10倍量とするが,診

断指針などで指示のある場合には

それに従 う。

組織が乎L化するまで磨砕する。使

用 した予L棒は滅菌缶へ入れる。

磨砕液の中央部分付近か ら lmL

採取 し,滅菌済みの 1.5mL容エッ

ペン ドルフチューブヘ入れる。 ピ

ペ ッ トは,個体ごとに変え,使用

後は滅菌缶へ。

冷去,遠心機で 2,500叩m,5分間遠

心分離する。

遠心後,ペ レッ トを乱 さないよう

に静かに取 り扱 う。

③

⑨

⑩

①

30



⑫ あらかじめ 2.5mL容注射器に 23G

の注射針を取 り付け,1.8mLの ウ

イルス分離用培地を吸い上げてお

く。

抗生物質処理を行 う場合には ,

0.9mL抗 生物質液の入つたクラ

イオバイアルを準備する。

エッペン ドルフチューブの中央部

分より注射器に 0.2mL遠心上清を

吸い込む。注射針の取扱いに十分

に注意。

ピス トンを最後まで引き上げ,空

気を吸い込み,上下に転倒 して液

をよく混合する。 これで採取組織

の 1/100濃 度 となる。

抗 生物質 処 理 す る場 合 には ,

0.lmLの遠心上清をオー トピペ ッ

ターでとり,0.9mL抗生物質液入

リバイアルに加え,上下転倒 させ

よく混合 した後,所定の温度 。時

間 (通 常,4℃ ,一晩)で処理す

る。処理後,細胞へ接種する。

注射器 と遠心 したチューブ (念の

ためまだ棄てない)を氷冷 してお

く。以降のろ過,細胞への接種は ,

必ずクリーンベンチ内で行 う。

⑬

⑭

⑮
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〇

○

⑩ 注射器から注射針を取り除く。液

が飛び散らないように注意する。

クリーンベンチ内で注射器を 0.45

μmフ ィルターユニットに取付け,

クライオチューブヘ必要量をろ過

する。フィルターユニッ トの下側に

触れてはならない。

ろ過が終わった注射器及びフィル

ターユニットは滅菌缶へ。

◎ プレート蓋に接種サンプル名を記

入しておく。

④ ろ過液の必要量を各細胞へ接種し

てい く。通常は,準備細胞培養液

の 1/10量 (24穴 プ レー トで は

0.lmL)接種する (最終濃度は採取

組織の 1/1000濃度 となる)。 1/100

濃度液 (ろ過液)を細胞へ接種す

る場合には,準備 した細胞の培養

液を除去 し,ろ過液を接種する。

つ
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④

⑫

④

④

④

④

プレー トの蓋をビニールテープで

シール し,イ ンキュベータヘ入れ

る。培養温度は,15,20,25℃ の内 ,

検査魚の飼育温度に近い温度を選

択する。

接種後,毎 日観察する。細胞変性

効果(CPE)が 出現 した場合には,分

離 ウイルスの同定を血清学的ある

いは PCRな どにより行 う。

CPEが出現 しない場合には,も う

一度新 しく準備 した細胞へ植 え継

ぐ (盲継代)。 実施時期は,検査対

象や診断指針などにより行 うが,基

本的には接種 7… 10日 後に行 う。

盲継代実施 の前 日に細胞 を準備

し,当 日,準備 した細胞が使用で

きる状態か否かを確認する。

必要量を対応するフラスコあるい

は 24穴 プレー ト各穴へ接種 してい

く。原則 として接種する細胞培養液

の 1/10液量を接種する。

盲継代実施後,元のフラスコある

いはプ レー トとともに毎 日観察す

る。CPEが 出現 しなかった場合に

は, ウイルス検査は陰性 と判定す

る。細胞変性効果(CPE)が 出現 した

場合には,分離 ウイルスの同定を血

清学的あるいは PCRな どにより行

う。



4.検査後の器具・機材の処理

ウイルスに汚染 した器具,プ レー ト等

は,滅菌缶に入れオー トクレーブ処理

する。

病魚の輸送に使用 された発泡スチロー

ル等は,廃棄用の袋に入れ焼却処分す

る。

5。 参考資料

1)微生物学実習提要,東京大学医科学研究所学友会編,丸善株式会社
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Ⅲ。間接蛍光抗体法 による診断

1.注意事項

2.必要な検査用機器と試薬類

(1)試薬・器具

(2)主な検査用機器

3。 手技

4.検査後の器具・機材の処理

5.参考資料

35



1.注意事項

目 固定前の感染性を有する (SVCが 疑われる)ウイルスを扱 う場合には,ク リ

ーンベンチ内で行 う。

口 特定疾病の病性鑑定指針 SVCの項に従つて実施する。SVCV間接蛍光抗体キ

ッ トは,説明書に従 うが,細胞の固定では,培養器いっぱいに固定液を注ぎ

込み,完全にウイルスを固定 (不活化)するよう注意する。

・ 試料のクロスコンタミネーションを防ぐため,検体ごとにチップ,ピペ ット

類を替える。

口必ず陰性対照および陽性対照を設けて実施する。

・ 蛍光倒立顕微鏡を使用 して観察する場合には,カバースリップを用いず,24
穴プレー トで実施できるが,鮮明な蛍光像ではないため,診断においてはカ

バース リップを用いて行 う。

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬 0器具

EPC糸田月包

検査する分離 ウイルス培養液 (遠 心上清

または o.45μmフ ィル ターろ過済みのも

の)

MEM Hanks'培 地 (通常,血清濃度は 5%程

度 )

PBS(―
)―
EDTA 7夜

細胞分散液(ト リプシンーEDTA液 )

ピペ ッ ト (滅菌済み )

24穴プレー ト (滅菌済み)

24穴用カバースリップ (コ ラーゲンコー ト

済み)(滅菌済み )
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(2)主 な検査用機器

口冷去,遠心機あるいは冷去「高速微量遠心機

ロ オー トクレーブ

ロ クリーンベンチ

ロ倒立顕微鏡

ロ インキュベータ

ロ蛍光顕微鏡

口冷蔵庫

3。 手技

口 Bio X社製 BIO¨FLUO SVC(コ スモバ イ オ

(株 )BIO― K-12)

・ 固定済み SVCV感染 EPC細胞カバース リ

ップ (陽性対照 )

キ ッ トの固定液 がな くなった ら,ア セ ト

ン :エ タノール=3:7の液 を準備す る。

① 細胞浮遊液の調製は「細胞培養」

一手技の①～③に従う。ただし,

必要量は 24穴プレー ト使用穴数

×lmLと なる。

② 必要な数の 24穴プレー トに各穴

1枚ずつカバースリップを入れて

おく。

つ
つ



③ 細胞浮遊液を各穴に lmLずつ加

える。

④ プレー トを揺り動かさないように

注意して, ビニールテープでシー

ルする (揺すると細胞が穴の中心

に集まってしまう)。

⑤ 25℃で一晩培養する。

⑥ 前日に準備した細胞がウイルス接

種に使用できる状態に繁茂してい

るか否かを確認する。コンフルエ

ント少し前がよい。

⑦ 分離ウイルス液 (遠心上清あるい

は 0.45μ mフ ィルターでろ過済み

のもの)を 1/100お よび 1/1000希

釈し,それぞれ 0.lmLずつプレー

トに接種する。陰性対照用穴には

ウイルス液を接種しない。



③

⑨

⑩

ビニールテープでシール し,20℃

で培養する。毎 日観察 し,細胞変

性効果(CPE)が 出現 し始めた とこ

ろで培養を終了し,固定する。通

常,2～ 3日 間の培養。

24穴プ レー トの培養液 を抜き取

る。細胞が乾いてしまわないよう

手早 く行 う。

キットに添付の固定液をプレー ト

穴に静かに注ぎ込み,穴いっぱい

にする (キ ッ トの固定液がなくな

った ら,アセ トン :エ タノール

=3:7の液を準備する)。

固定液は穴いっぱいに注 ぐこと。

ここから培養 ウイルスは不活化 さ

れるので,通常の実験室で操作す

る。

⑫ 4℃で20分間固定する。

①
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⑬ ヤットの×10洗浄液を蒸留水で

10倍に希釈しておく。

⑭ 固定終了後,固定液を各穴から抜

き取る。すぐに染色する場合には,

①へ。

⑮ すぐに染色しない場合には,その

まま風乾で完全に乾かす。

⑩ 湿気が入らないよう蓋をシールす

る。冷凍庫に保存する。

① 希釈した洗浄液を lmL程度加え,

少しプレー トを前後左右に傾けて

洗浄する。

40



⑬ 洗浄液を容器にデカンティングす

る。

⑩ ペーパータオルで余分の洗浄液を

ぬぐい取る。もう一度,17番から

の洗浄を繰 り返す (計 2回洗浄す

る)。

④ 陽性対照の固定 SVC感染 EPC細

胞カバース リップを一つの穴に落

とし込む。細胞面が必ず上になる

ように注意する。

②  キットの SVCVモ ノクローナル抗

体液を洗浄液で 20倍に希釈する。

⑫ 希釈した抗SVCVモ ノクローナル

抗体液を各穴 200 μ L加 える。前

後左右に傾けて,液をなじませる。
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④ 室温で1時間静置し,反応させる。

⑭
ペーパータオルにプレー トをひっ

くり返 し,抗体液を除く。

⑮ 希釈した洗浄液をlmL程度加え,

少 しプレー トを前後左右に傾けて

洗浄する。数分間静置する。

洗浄液を容器にデカンティングす

る。

ペーパータオルで余分の洗浄液を

ぬぐい取る。もう一度,25番から

の洗浄を繰 り返す (計 2回洗浄す

る)。

キ ッ トの二次抗体液 を希釈液 で

20倍 に希釈する。薄いブルー とな

る。

⑩

④

⑮
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⑩ 希釈 した二次抗体液を各穴 200μ

L加 える。上下左右傾けて,液を

なじませる。

⑩ 室温,1時間,暗所 (引 き出しの

中など)に静置 し,反応 させる。

⑪ タオルにプレー トをひつくり返

し,抗体液を除く。

⑫ 希釈した洗浄液をlmL程度加え,

少 しプレー トを前後左右に傾けて

洗浄する。数分間静置する。

洗浄液を容器にデカンティングす

る。

タオルで余分の洗浄液をぬぐい取

る。もう一度,33番からの洗浄を

繰 り返す (計 2回洗浄する)。

⑬

⑭
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⑮ 乾かないように洗浄液を少量ずつ

各穴に加える。

スライ ドガラスに試料名を書き ,

マウン ト・メディウムを一滴ずつ

少 し離 して滴下 してお く (落射式

蛍光顕微鏡を使用する場合,特に

無蛍光スライ ドガラスを使用する

必要はない)。

各穴からカバース リップを取 り出

す。細胞面を傷つけないように注

意する。

取 り出したカバース リップは,ひ
つくり返 して,下面側 (細胞面 )

に付いた水滴をタオルに軽 くつけ

ることにより取 り除き,素早 くマ

ウン トする。

スライ ドガラスを細胞面を下にし

てマウン ト・メディウムに片側か

らつけ,ゅっくりと倒 しながら,

気泡が入 らないようにマウン トす

る。

⑩

⑬

⑬

⑩
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⑩

〇

アル ミホイルで包むなどして強い

明か りに当てないようにする。す

ぐに検鏡できない場合には,遮光

して冷蔵庫に保存 し,翌 日には観

察する。

B励起を用い,蛍光顕微鏡で観察

する。細胞は全体に赤 く観察 され

るが,陰性対照で緑色の蛍光がな

く,陽性対照に蛍光があることを

確認する。分離 ウイルスを接種 し

たカバース リップ試料について検

鏡 し,特異蛍光の有無を観察 し,

判定する。

‐
ヾ

'ハ
‐  、

ヽ

4.検査後の器具 0機材の処理

ウイルスに汚染 した器具,培養液,プ レー ト等は滅菌缶に入れオー トクレ

ーブ処理する。

5.参考資料

1)微生物学実習提要,東京大学医科学研究所学友会編,丸善株式会社

2)特定疾病診断マニュアル, 日本水産資源保護協会
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Ⅳ o RT―PCR法 に よ る診 断 (参考 )

1。 診断にあたつての注意

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬・器具

(2)主 な検査用機器

3。 手技

(1)核酸の抽出

(2)RT‐PCR反応

(3)RT―PCR増幅産物の電気泳動 と判定

4.付録  2 nd…PCR(Semi…Nested PC]り

(1)必要な試薬類

(2)手技

(3)2 nd… PCR増幅産物の電気泳動 と判定

5。 参考資料
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1診断にあたつての注意

生のウイルス培養液を材料 とするので,核酸抽出試薬 と混合するまでは,無

菌室内で作業を行 う。

試料のクロスコンタミネーションを防ぐため,検体ごとにチップ,ピペ ット

を替える。

・ 臭化エチジウムは強力な発ガン物質なので,取 り扱い時には必ず手袋を着用

する。粉末 と溶液が市販 されているが,粉末は吸引などの危険性があること

から溶液を購入するのがよい。また,廃液は活性炭で吸着後,焼去「処分をす

る。

2.必要な検査用機器 と試薬類

(1)試薬 0器具

<核酸抽出用試薬 >

・ TRIzolR LS Rcagcnt(イ ンビ トロジェン)

・ クロロホルム (特級 )

・ 2¨プロパノール (特級 )

・ dDW(DNAsc o RNAse■ ec)(イ ンビ トロジ

ェ ン )

・ 75%エ タノール (特級 を dDWで希釈 )

●●●●
`L「

ざ    <PCR用試薬>

r・・
鼈轟幹

・ ・
        口 supCrscriptTM Onc¨ Stcp RT― PCR

witll PlatinumR ttg(イ ンビ トロジェン)

・ Takara EX乃 2 HS(タ カラ)

<電気泳動用試薬 >
口 電気泳動用アガロース Hs(ニ ッポンジーン)

・ 電気泳動用バ ッファー (TBE,Taktta):粉 末をDWに溶解 し使用する。

口 臭化エチジウム溶液 (10mg/mL,ニ ッポンジーン):本液の 20倍希釈液をアガ

ロース 100mLに 対 し 20μL添力日する (最終濃度 0。 lμg/mL)。 臭化エチジウムは発

ガン物質であるため,取 り扱い時には手袋を着用する。

ロ マイクロチューブ (0.5 mL,1.5 mL用  高圧滅菌済みのもの)

・ PCR用 マイクロチューブ (PCR用 0.2 mL等,高圧滅菌済みのもの)
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口 DNA分子量マーカー (フ ナ コシな ど)

<核酸抽出用器具 >
ロ デ ィスポーザル ピペ ッ ト (5mL,lmL)
・ フィル ター付 きチ ップ(1,000μL,200μLな ど)

・ オー トピペ ッター (1,000μL,200μ L)

・ チューブ立て

<RT PCR用器具 >
ロ フィル ター付 きチ ップ(1,000μL,200μL,20μL,10μLな ど)

・ オー トピペ ッター (1,000μL,200μL,20μL,10μ L)

・ チューブ立て

RT―PCRプライマー・反応液

口 RT―PCRプライマー :下表の配列のものをメーカーに合成依頼す る。通常合成 さ

れたプライマーは乾燥状態で納品され るので,dDW等 で溶解 して使用す る (ス

トック液は 10pm01/μ Lに調製 し,小分け して冷凍保存す る)。

診断用プライマーの配列

プライマー名             配列

SVCV F1     5'¨ TCT TGG AGC CAAATA GCT CAR* R*TC-3'

SVCV R2     5'― AGA TGG TAT GGA CCC CAA TAC ATH*ACN*CAY*-3'

ス トック液は 10pmd/μLに調製
*R:Aま

たはG H:Aま たは Cま たはT N:Aま たは Cま たは Gま たはT Y:C
または T

・ RT―PCR反応液 :SuperscriptTM Onc― Step RT―PCR with PlatinumR乃 7を用いて ,

使用す る直前に所定の濃度になるよ う調製す る。

RT―PCR反応液の調製

試薬          (1検 体分 )

2×Rcaction Mix(キ ッ ト)            25μ L

dDW(滅 菌超純水)           loμ L

SVCV Fl primcr(10pm01/μL)           5μ L

И
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SVCV R2 primcr(10pm01/μL)

RT PlatillumR乃,M破 (キ ッ ト)

511L

lμL

合計    46FLL

(2)主 な検査用機器
口冷去「微量高速遠心機
ロ オー トクレーブ
ロ PCRサーマルサイクラー

ロ ミニゲル電気泳動装置
ロ トランスイル ミネーター

ロ 写真撮影装置あるいは CCDカ メラ撮影装置
口攪拌機

3.手技

(1)核酸の抽出

① 倒立顕微鏡により,培養細胞の細

胞変性効果 (CPE)力 完`全に出現

し,糸田胞がほとんど全て浮き■が

つていること確認する。

② ピペットを用いて,培養フラスコ

内の組織培養液を遠沈管に移す。

使用済み培養フラスコおよびピペ

ットは滅菌缶に捨てる。

③ 遠沈管に回収 した組織培養液を

4℃で 3,000 rpm 0 5分 間,遠心分

離する。

49



⑤

⑥

④ ピペ ッ トを用いて,遠心 した上清

250μLを 1.5 mLチ ューブに移す。

使用済み遠沈管およびピペ ットは

滅菌缶に捨てる。

1,000μLオー トピペ ッターを用い

て,TRIzo1 750μLをチューブに加

える(TRIzolに はフェノールが含

まれているので手袋を着用 )。

十分撹拌 した後,室温で 5分間放

置する。

⑦  クロロフォルム 200μLをカロえ,15

秒間激 しく撹拌 し,その後,室温

で 5分間放置する。

③ 4℃で 12,000g・ 10分間,遠心分

離する。

⑨ 透 明上層 (水 相 ), 自色 中間層

(DNA本目),赤色下層 (フ ェノー

ル相)の 3層 に分離 されているこ

とを確認する。分離 されていなけ

れば,再度遠心分離する。
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⑩ 白色中間層を吸わないように,水

相のみを別の1.5mLチ ューブに移

す。全ての水層を採る必要はない。

① 500μLの 2-プ ロパノール (原液 )

を入れ,軽 く混合する。室温で 10

分間放置する。

4℃で 12,000g。 10分間,遠心沈

殿する。ペ レットは確認できない

ことが多い。

上清をピペ ット等で吸い取 り除去

した後,75%エ タノール 1,000μL

を入れて,軽 く撹拌機で混ぜる。

4℃で 7,500g05分 間,遠心する。

上清をピペ ットで除去 し,遠沈管

を乾燥 させる (過乗J乾 固を避ける

ため,吸引器は用いない)。

サンプルに dDW(DNAsco RNAsc

frcc)100μLを加える。

1.5mLチ ューブを指で弾いて,よ

く溶かす。RNAは分解 されやすい

ので,溶解後は速やかに氷冷する。

保存する場合は,… 80℃で行 う。

⑫

⑬

⑭

⑮

⑩

①
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(2)RT―PCR 5乏り芯

⑬ ウイルスに汚染 した器具等は滅菌

缶 に入れオー トク レーブ処理す

る。

オー トクレーブ処理 した PCRチ ュー

ブにサ ンプル の番号 を記入 し準備す

る。陽性 。陰性対照用チューブ (計 2

本 )も 加 えて準備す る (陽性対照 に

バ ン ドが出ない,あ るいは陰性対照

にバ ン ドが出た ら,や り直 し)。

SupcrScriptTM Onc― Stcp RT― PCR with

PlatimumR乃り を使用 し,総サ ンプ

ル分の RT―PCR反応液 を調製す る。

③ PCR反 応液 46μLを PCRチ ューブに

分注す る。

④ 抽出核酸サンプル液 4μLを PCRチュ

ーブに入れた RT PCR反応液に移入

する。

①

②

つ
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チューブのキャ

める。

ップを しっか りと閉

⑥ サーマルサイクラーのプログラムを

開始 し,94℃ に達 した ところでポー

ズして止める。PCRチューブをセッ

トし,蓋を閉め,再スター トさせる。

35サイクル

(3)RT―PCR増幅産物の電気泳動と判定

電気泳動によるRT―PCR増幅産物の確認と判定は,KIIV病診断PCR法に準ずる。

・付録の 2nd PCRを予定 している場合に

は,反応が終わった PCRチューブには直

接電気泳動用 ローデ ィングバ ッファー

を入れず,パラフィルム上で,増幅産物

9μLと 電気泳動用ローディングバ ッファ

ー lμLを ピペ ッティングにより混合す

る。これを電気泳動用資料 とする。

⑤

℃保冷

ヽ
Ｉ

Ｌ

ｒ

ｌ

り

　

４

弘
”
珍
硼
硼
吟
７分，

国グ

℃

℃

℃

℃

℃

℃

プ

５０

９４
　
９４
　
５５
　
７２
　
７２
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判定 :714bpの 増幅産物を確認 し,陽

性 と判定する。

4.伺除飛-2nd…PCR(Semi…Nested PCR)

2nd¨PCRは RT PCRで陽性バ ン ドが得 られ なかった時にのみ実施す る。

(1)必要な試薬類

・ 2nd(Scmi¨ ncstcd)― PCRプ ライマー :下表の配列のものをメーカーに合成依頼す

る。通常合成 されたプライマーは乾燥状態で納品 され るので,dDW等 で溶解 し

使用す る (ス トック液は 10pmo1/μ Lに調製 し,小分けし冷凍保存す る)。

Nested¨PCRプライマーの配列

プライマー名            配列

SVCV F1    5'― TCT TGG AGC CAA ATA GCT CAR* R*TC-3'

SVCV R4    5'¨ CTG GGG TTT CCN*CCT CAAAGY*TGY*-3'

ス トック液は 10pmo1/μLに調製

Nested―PCR反応液 :Takara EX乃?HSを 用いて,使用す る直前に所定の濃度

になるよ う調製す る。

2 nd―PCR反応液の調製

試薬          (1検 体分 )

10x EX乃 9 buffcr                       5,Oμ L

2.5mⅣI dNTP mixturc                    4.OμL

dDW(滅 菌超純水)          28.25μ L

SVCV Fl primcr(10pm01/μL)           5.Oμ L

SVCV R4 primcr(10pm01/μL)        5.Oμ L

Takara EX乃 2 HS                      o.25μ L

(卜言+                    47.5μ L

(2)手技
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① オートクレーブ処理したPCRチューブにサンプルの番号を記入し,準備する。

② Takara Ex乃2 Hot Stai Vcrsionを 使用し,総サンプル分のPCR反応液を調製

する。

③ PCR反応液 47.5μLを PCRチュー ブに分注す る。

④ ここにサ ンプル (RT―PCR反応液 )2.5μLを PCRチ ューブにカロえる。ポジヨン と

ネガコンを必ず作ること。ポジコンにバンドが出ない,あ るいはネガコンに

バンドが出たら,や り直し。

⑤ チューブのキャップをしつかりと閉める。⑤

⑥ サーマルサイクラーのプログラムを開始し,94℃に達したところでポーズし

て止める。PCRチューブをセットし,蓋を閉め,再スター トさせる。

プログラム

94℃ 30秒

72℃  7分,4℃保冷

(3)2nd…PCR増幅産物の電気泳動と判定

RT―PCRの方法に準ずる。目的増幅産物は660bpで ある。また,増幅産物と電

気泳動ローディングバッファーを混合する際,ロ ーディングバッファー6μLを直

接,反応終了後のPCRチューブに入れてもよい。

lst RT‐ PCR 2nd PCR

(714bp)    (660bp)
RT―PCR(左 )および 2nd―PCR(右)に

よる SVCV核酸の増幅バ ン ド。

判定 :660bpの 増幅産物 を確認 し,陽

性 と判定す る。
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