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論　文　の　内　容　の　要　旨

koi herpesvirus（KHV）病は，コイに感染する深刻な魚病である。潜伏期間は 7-10日であり，発病すると

2～ 3週間で 90％が死に至る。発病すると上皮細胞の剥離やエラの壊死を起こす。KHVの検査は KHV遺

伝子を PCR増幅しゲル電気泳動で確認する方法が主に用いられているが，KHVの遺伝子を定量することは

疑陽性の疑いを払拭できないなど，容易ではない。KHVのリアルタイム定量法としては，TaqMan-Probeを

用いた方法（TaqMan法）が開発されたが，TaqMan法には，擬陽性の評価が困難であると言った TaqMan

法に起因する問題が指摘されている。擬陽性の判定に対してより信頼性の置ける遺伝子定量法である蛍光消

光プローブ（QProbe）を用いたリアルタイム定量 PCR法（QP-PCR法）を用いた KHVの定量法を開発し報

告した。QProbeは核酸オリゴマーの 3＇ か 5＇ 末端のどちらかのシトシンを蛍光色素で修飾した構造の遺伝子

プローブである。この QProbeは，標的遺伝子の定量後に温度解離曲線解析によって擬陽性を明確に評価で

きる特徴を持つ。QP-PCR法によって，100コピー以上の KHVを正確に定量することが可能であった。10

コピー未満の KHVについては，正確な定量が困難であったが確実に検出できた。本手法は，コイ培養細胞

に人為的に感染させた KHVだけでなく，KHVに自然条件化で感染し死亡したコイからの KHV定量にも成

功した。

QP-PCR法は優れた遺伝子定量法の一つであるが，リアルタイム定量 PCR用の機械が必要であり，現場

などに導入するに当たって総合的なコストが問題となった。企業などの品質管理部門や各検査機関では今日

の流通の迅速化に伴い迅速な検査結果の提示を求められているが，取り扱う試料が多い点や検査結果に対

する責任が大きいなどの点で，低コストで信頼性のある技術が求められている。このことから，QProbeの

設計を基に開発された，内部標準用遺伝子を認識する蛍光色素を修飾した AB-QProbe（Alternately Binding 

Quenching Probe）を利用したエンドポイント型 PCR反応（Alternately Binding Probe Competitive-PCR: ABC-

PCR）を用いて低コストで且つ信頼性の高い KHVの定量法の開発を行った。この ABC-PCR法は，PCR反

応後に蛍光を測定するだけで標的遺伝子を定量することができるエンドポイント型の定量法であり，高価

なリアルタイム定量 PCR法専用装置の導入が不要である。さらに，ABC-PCR法は，内部標準を用いた競合
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型 PCR法を組み合わせているため PCR反応阻害物質の影響を受けても標的遺伝子の正確な定量が可能であ

る。本研究では合成された KHVのポリメラーゼ遺伝子を用いた限定的な実験系において ABC-PCR法によ

る KHV定量法の確立を目的とした。プライマーとプローブを数箇所に複数個にわたって設計し PCR反応

を繰り返し最適な組合せとなるプライマーとプロ一ブの選定を行った。さらに PCR反応条件を吟味し，最

小二乗法による標準誤差の最も少ない KHV定量用の検量線の作成に成功した。

審　査　の　結　果　の　要　旨

コイヘルペス（KHV）は致死率の極めて高い鯉の伝染病ウイルスであり，治療法も確立していないこと

から，鯉養殖に甚大な被害を与えるものである。爆発的な流行を回避するためにも，迅速で簡便な KHV

の定量法の開発が急務の課題である。本研究では，蛍光消光プローブ（QProbe）を用いたリアルタイム定

量 PCR法（QP-PCR法）による KHVの定量法の開発を行った。この QP-PCR法は標的遺伝子の定量後に

温度解離曲線解析によって陽性・擬陽性を明確に評価できる特徴を持つ信頼性の高い遺伝子定量法である。

KHVに特異性の高いプローブをデザインすることにより，100コピー以上の KHVを正確に定量出来る分析

システムが構築された。また，本定量法は，定量の直線性は損なわれるものの，10コピーという極めて少

ないウイルス粒子の有無も検出できる，極めて解像度の高いものであり，評価に値する。この分析システム

は，鯉の養殖現場等で十分に利用可能な迅速且つ正確な定量法であったが，この方法を行うにあたっては高

価な「リアルタイム PCR装置」の導入が不可欠であった。これは現場での汎用測定の足かせとなるもので

あり，より導入コストを抑えた定量法を開発する必要があった。そこで，高価な機器を使用する必要がない

「エンドポイント型 PCR反応」を用いた KHVの定量法の開発を試みている。内部標準を用いた安価で且つ

簡便な方法を用いて，信頼性も高い上に，極めて汎用性の高い KHV検出手法をデザインし実証して見せた

ことは，十分に評価されるべきものと考える。

よって，著者は博士（生物工学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。




