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|原 著 |

Loop-mediated isothermal amplification法を 用 いた

馬鼻肺炎 によ る流 産の 診 断法 の検 討

小i.I.I 殺 リT 羽生英樹い i.l ID~U2. 1 ' 力IIjjf，U~f ~'，! 11 根本当主 :!I
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2) 1日本1・1・l火説，1.!&会競走防総合研究所栃木支所(〒 329-0412 ド野市柴 1400-4)
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要約

，1.!&~:，. JJrIí炎による流iì'(・の ïi会I1fr i.ょとして， Loop-mediated isothermal elmplification (LAMP)去のJ，i5I1Jを検討した.iflL 

P(IJf:ì子 581ù~例の lli\i と胸!出 115 検休を仇1jM失fイi と し， m行i診I1Yrì去の中ilìイ本結合反応、it (CFi士)とLAMP法による成加を比

較検討した..I.!& .~;:dJrlj炎と診断した 24 ~Ù~ jJlJから採材したJliIiとIJ川))l48検体は， CF法では41枚体が|場七1:，LAMPi法1ま;で、'(はま全

1検失剣{付4糾i司|ド:弘品川'1性|

イ体4本i カが三刊I;;，j砂;~ï1目当生e でで、あつた. 不一致の2検イ本は PCR検査結以から).1&，~;:'.JJiIi炎であ っ たことが示11変され . LAMP法の!感度.特典tl

はCFiLと同111'/主かそれ以トーと考えられた.また， 抗ネili休反応により CFi去では午IJむ不能だった3検イイヰも， LAMP 法で

は判?と司fBであっ た.以J:.より， LAMPìLは出 ，~;，'dJI1i炎によ る流説のilt ljMt として ;[，Y)FJである と考えられる.

一ーキーワー ド.i.月ur，診ltJi‘ lμ!
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)，!& ~: ，UJílj 炎は，ウ マヘルペス ウイルス l よい (EHV-l)J.え

ひ、 4 引の!出染によって引き J包こされる fi;染性1j~1Ii) の総tJJ :

で，発熱悦一l呼吸器扶"ιiiitu(lえびネ111総決忠が含まれる

[1] . 本 1Mは家ifi 伝染1M 予防法に規定される IR行J~伝染 11iJ

の一つで， ~-，)に， EHV-lの感染による流産はその在、染

性の強さから ，し(ばまし(はばま工出、i戸同百司l一牧Jよ劫;で創紺糾Hが3V先t臼乙げ3発台当止:するなとど， 

l較Il眠:歪子刊干M磁d虫ιω1ιリは}，料1，

づづ「けられ， !'10M，:な|坊反対応を行うために込速な診断が求

められている

別行のii会11)r;1;は，五ミ守付)íi、染tl::!9~1íi，)の 11i]作，jj~tiJと lこ lJ2f し

杭!i¥i'n包三hLを示した;}ji]七1;鋭?と指針 (j;.~ ~ネ水産省 i ì~í q~i .安

全局長通知1)に;1'されており， ;(ヒiiiji邑1:11" ::)家 frd~~till j!i:i ~I~ 

7リ (1:11'，'，')家11Uではijfti)rilJ台子jll1入当 EIに結果を'l'iJ定でき

る州市消ij合反応法 (CFd，Jによる抗JJ;C検山により診断

を行 っている.

しかしなカfら， CFiよーでは， iHJjブJlllliのtiLEHV -1 HL1+: 

を必波ーとする こと) lifl1!t!t長J:itのliijJょを必J長とする事例が

経験されていること ~~.;の問題があ る . また ， tJ'Lflli体反応、

により検査不成立となり CFi去では判定できない事例に

ついては.;JIJ]性鑑定施設のある石手i家???保健j!M':Uijiに送

付し. PCR 検11Tを尖施しているが，粘米が何られるま

7述i'，持i町任者 ノj、r11 ~'1 (:1ヒiiIjj且1:1~':í家 tii1~引佐 í!，'i ~U肝)

で1:1数を裂する.

近 :'I~ ， EHV-1 j立伝子を検lれする Loop-m巴c1iatecl

isothermal amplification (LAMP) i1、が1;日発 された

[2]. LAMPiLは，ウォーターパスやヒートブロックを

).IJ l 、 て 30~ 60 分の ~'tìJfi'l (60 ~ 65 'C) 反応で災施甘[能

であり [3-5J. i~0!主や蛍光色の変化によっ て問視で判定

することが可能である [6].

迅j主tl:!えびf1ii1:1ltl:か ら，LAMP法は迅速診断法とし

て有Jl"Jであると考えられる.そこ で本研究では， LAMP 

ì1;が川 ，~:，'..IJllj炎による ijft 践の長会 l1Jíì去として応川が可能か，

現行診IJJiiJ;O)CF i1;と比較検討した.

材料及び方法

材料:平成21:'1: 12月~平成 22{ド 4月までに日 l出家

wに流jlrlH;C Igj検索を 13(，'0 として微入された ìjfëilf~IJtì子 58

抗例を材料とした 松訟に供する腕部は， ;;tUi'{)J台子から

のEHV-)抗原検出に迎している!JiIj[7J. Jえび当jijI'で実

施した ii式験でJJilîの次に ウ イルス分Pjlf~~{，が I~"'1かった)j旬Jj)ilを

選択した ~;ljr~iíリカミら /JiIj及びJJ旬)J!jl を採i~ したが， 1 ;iu'例

でJji'<})j)j[の採材欠協があり， JJIJj 58検体. )j旬JJljl57検イ本を検

査lこfjbした.

〒 05bー0003 EI，'，':jjm新ひだかIUnnfl人j}l!llllj'2-88-5 1i 0146-42-1333 FAX 014b-42-0542 
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|支11 1=1 tJIによる LAMP結公判定例

(1.;からド品作総体， 1効性コントロール.I;~tl:コント

ロール)

CF法:ベロナール緩衝液 (VBS)で20%に希釈した

Jb政出乳剤を 3.000rpmで10分IIIJ';主心し， _Lìi~i' を検究1~

~21 とした ， :t-/L IflL I1!;には， .J:iG EHV-1 CF 1i'L{本1111i64俗の15

IIlLiI'j:を56.C30 うjI I\J~H!fUJイじしたものをJI-Jい， h芸作IflL土R波

は， 1.7 % ::fijJ~ IfILf;R浮遊液と 5 iji1立のiHJflL禁液 (デンカ

三1:.州附，東}~()を ~~'i in:iJ.~合したものを ).11 いた.また.ネI Iì

体(デンカ ~I:.研附，京J;() は 5CHr." (50%浴IflL単位)に

制移した.

CFi1;によるわ'LJJ;ctYZIJ'，は， 96六マイ クロプレートをII-J

い表lのように検千r材料25μJをVBSで11Uから 81;'，:ま

で段階希釈した後，十iLJflL消 25μl と filì イ'~':50μl を各ウェル

に力Uえた.また，検査材料に合まれるやIIì体結合反応 1~ll ~;i~: 

物質による抗布!日本反応の有}!¥f;を(((r'ii2，するため.VBSで2

1:"i希釈した検交材料 25μ1~こ抗JfrLìi与を加えず、1í1ì休 50μl

を加えたウェルを抗初体コントロールとして検査材料ご

とに川悲した.プレートをJ{}tドし 37.C30分反応させた

後. !ぷ1'1'JfrLJ:Rif記50μlを全ウ ェルに)JUえNJ立37.C30分

以応させた.プレートを 1，000rpmで2分泣心し，完全

溶JfI Ll~I:lJ十.を示 した以正:j布務HN数の逆数をウイルス力1illi と

し， 力官lIi1 1~'; 以上の材料を|効性と'I'IJ ji:した.

LAMP 法:I版協からのDNAtIllWはアルカリ熱tll川¥i.よ

で行った.すなわち 50mMNaOH 90μlでIJ故背任約20mg

を融似させ，煮 iリI~ し蛍 1~11~t を熱変性;させた後， 1M 

Tris-HCI (pH6.8) 20μ l を加えて '1咋u し変tl.I長 I~I 質 を

不溶化させる.これを 12，000rpmで3分IIU泣心し上iiV

をDN A t'!lilll ir反とした.

LAMP反比、i伐として， Loopamp DNA 憎111M試薬キット

(栄州化学側， 京京)及ぴ、'Loωop】況沼a剖叩11川1m口mp 蛍光.日悦試i楽~築{主栄

1附リ川川f化学1似科仰~ ， 京五oを)11し、， プライマーには. Nemotoら

(2Jによって報告された EHV-1の glycoproteinC 

(gC) とglycoproteinE (gE)泣伝子を標的としたそ

れぞれ6都知のプライマーをHJいた， LAMP反応彼14.5

十fri1i'mQ (μt) 

VBS (μt) 

f)LJUlii';' (μl) 

fJIi {4>: (μl) 

表] CFil;付:jJ'i:

抗布lif本
xl x2 Xlj X8  コント

25 γャ25y
25 25 25 J会てる

25 25 25 25 

50 50 50 50 

ロール

25 

25 

!悠f'1 :JÛυ~kìf~ (μl) 50 50 50 50 
50 
50 

去2 CF i1、及びLAMP検公11主総

CFi.よ ~:N 洪 LAMP 検j)~結果
iiJ例 (検体数 }，!:;~;，\.JW' 検体数)

区分数 炎1診断
!防湯捌t叩性1，守 |陰役凶，旬性問- 不}成£立 半結削l占，'i:!l叫叫井栄ミ |防湯引w釧1;門t 1医陰;1t凱釧号沈羽巴問 '1い円イ1I、!hE 

A 24 41 / O 十 48 O 。
B O O I + O O 

C 32 O 64 。 つ 62 。
D 。 O 7 O 

* CF 11; また は CF 法が不成立の場合 PCI~ 検1-1~で H:; .~;，\.IJ J/i

炎と診断したものを+否定したものを ーとした.

μ1. プライ マー各 lμ1，滅的蒸留水2.5μ1. DNAfllli.l'， 

液iμlをiJULIし，ウォーターパスで63.C40分反応させ

た， 11点主でUVJ!iAM (365nm)を行い.蛍光のイヨ!!¥f;によ

り!こ|抗、I:IJjじした (@1)，

成 績

CF 法検査成績:CF法検挙t結栄と診断結来から表2

のとおり 4îr:l~ に区分した.区分AはlliIiと JJ旬iJ!jt[Jhjjj'あるい

はーブjが抗ljj(陽性で、あった24iX例で， 41検体が|場It.7 

検体が陰性であった.内訳は17~i1'例がJJi\i ， JJ旬!日ilいずれ

も|湯七1:， 1¥ iIE例が)JMのみ， 3症例がIJ旬以lのみ|幼t1ーであっ

た.この 24 症例については.I，!~t;:'-肺炎と診断した， I~ 分

Bは抗折Ii体l反応により検在不成立だった1i;l~例であ っ

た. 三t(例については別に笑施した PCR検査において

EHVづ ilI伝子を検出したため， .Ujt，UliIi炎と 診断した.

区分Cは)Mi，胸!JJjlすべて|含|年であ った 32 ii'l" jYlJ ，区分D

は JJf/iカ ~J:/Lネ1 1ì1本反応により 4尖ft不成立:であっ た 1 ~;I~例で ，

区分C及びDの計33症例は馬界1Ji1i炎を百定すると 診断

した.

LAMP 法検査成績:LAMPi1;の検査成績において，

佐川したgCとgEi宣伝子を411的としたプライマーによ

る差は認め られず，すべて一致した.このことから， プ

ライマーごとの結朱を省11院し， LAMPyi、の結栄として記

載する.

表2のとおり. CF検低成績の l三分に ~i~づき 4 つに区

分した， I~ 分A の 24 ガE例は 48 検体すべてが|引金と判定

された， [ズ分Bの1111'-fyiJ 1検イ本も 1;品性と判定された， 18: 

分Cの32症例iド， ui例2検体がl引金， 31症例62検体

一一一951一一一 FI 記入会誌 64 950 -953 (2011) 



LAMPi:l;を)11l 、た，1.1ゴ~;:，)liIj 炎による ìAU{の診断i去の検討

は I[~'I: I と :J'iJ íとされた. 区分Dの1jü~ 19112 *食イ小は I~?tl:と判

定された.すべての検体で判定不能はみられなかった.

なお， 区分Cで|湯ゼ|ーとなった 1肱例2検付誌については，

~Jll に尖』告した PCR+食宅正においても EHV-l j立iA子ーを十余1'1'，

した.

考 察

現行の診断法である CF法と LAMPiLのl!対抗を比絞す

ると ，CFiLで\I，!ゴ~，'dlíli 炎と 託金断された :.[11 : fýlJを分一知した I~:

分Aの2441'1:例48検体はすべて LAMPiLで|場性と判?と

され，さらに，臓器q，のウイルス抗!日(lH:が少ないために

CFi:とでは陰性と判?とされたと考えられる 7検体につい

ても， LAMP法ではすべて陽性と判定された.また.

CFi1、で除tlと:I'IJ定され， 1!ョ引I]i!i炎を子iJとしたiヌ分Cの

32杭例64検体では， 31 抗例 62 検体が LAMPiLでI~~'目，

lHI'j91J2t会イイゆ刊誌iftlーと 1引とされ， 1 HI'f91Jで、CF法と LAMP

?t;11lJで不一致がみられた. 当該j;l'例は ~JiJに実施 した lliIi と

Jl旬Jj)í~ を JIJ I，.、た PCR .r女子kて、 EHV- l 遺伝下が1'~UI'， され，疫

学的には同一牧場で統発した流住Jlfi子が，I.!&列.Jlili炎と診断

されていることから，ウイルス12が少ないために CF法

では 1;j;?'I~1 と判JjE されたと考えられた.このことから.ウ

イルスiiiが少なく CF訟では陰性と判?とされてしまう検

体でも， LAMP ?t~て・ は|切It と判定することが可能であ

り， LAMP?:!;はCFi位、より!岳l立が市いと」号えられた.

また， CFitとLAMPiLによる検有成約はほぼ完全に

寸文(カ ッパの係数0，83) していた.さらに， )，!&N.JliIi炎

以外の組々の111囚で、対t"fiした13:分C及びDの64検体で

LAMPit;陰七iが伴訟できたことから. LAMP i:!;のq'S災

性は CF?:!;と同fil支かそれ以|二と考えられた.

さらに， CFiLで、は抗争r1i14'J文j.i:.;により検公不!成立とな

った|メ分B及びDの2ji'i.'例3検体は，LAMP 法では ~)4

'1''1:，または|位性の!j'iJ1Eが可能であり， ~JIJ に尖泊した PCR

検査と 寸文する成績が刊 られたことから. LAMP法は日Il

持物質の lji~~!容を交けにくく. (10倣・な診ltJiが可能と考えら

れる.

LAMP法， PCR検在の EHV-lj立伝子に対する総"-1.¥感

度はIfil~~I~ j長:で、あると'r=I{f1i'されているが [2J. PCI~ 検育

は機材配備の行li合により 1iIJtl:.鑑定施設のある家帯保健j，"'I

1-1:.1折へ検資を依相しており，"X施には IJ 数を~ーする.

LAMPiLは，サーマルサイクラーなどのね刻、な機材を必

裂とせず，ウォーターパス， 遠心器等の汎JI:J機器により

検公司能で，検証JVr~:n~i rlrJが CF 法と問脱皮(約 2114Hlij)

であることから，迅速な|幼疫対比、を必%tとする!J.産現場

において有効な検マ'hl、であると判断された.

最後に，本liJf究の実施にあたり種々 こヲ文示いただいた!こ|本1/'

央競馬会 競Jtn~総合研究所栃木支'Yíの恰村 '，JY夫先生に深刻す

る
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Evaluation of Loop-Mecliatecl Isothermal Amplification (LAMP) Assay for Diagnosis 

of Equine Herpesvirus 1 Infection Using Abortecl Fetuses 

Takeshi OYAMA *'， Hicleki HANYU， Masanori YAMAGUCHI， Masakatsu KATO 

ancl Manabu NEMOTO 

* Ho!?kaido Hidalw Livestocll Hygiene Service Center， 2-88-5 Sizunai-asahi-cho， Shinhidalw-

cho， Hidαlw-gun， 056-0003， Japan 

SUMMARY 

We evaluatecl loop mecliatecl isothermal amplification (LAMP) assay for equine herpesvirus type 1 (EHV -1) 

with regarcl to its utility in c1iagnosing equine rhinopneumonitis (ERV) in abortecl fetuses. The LAMP assay 

was comparecl with the current EHV-1 antigen c1etection methocl using the complement fixation (CF) methocl. 

The LAMP assay ancl the CF methocl were performecl using 115 samples， comp1旬 ing58 lungs ancl 57 thymus-

es collectecl from 58 abortecl fetuses. The LAMP assay cletectecl EHV -1 in 48 samples collectecl from abortecl 

fetuses c¥iagnosecl with ERV， whereas the CF methocl only c1etectecl EHV-1 in 41 of 48 samples. The LAMP 

assay c1etectecl EHV-l in 2 of 64 samples， which were c1iagnosecl with non-ERV by the CF methocl. These two 

samples were positive for EHVづ bya PCR assay. These results inclicate 1ha1 the LAMP assay is more sensi 

tive ancl specific than the CF methocl. 1n aclclition， the LAMP assay was able 10 c1iagnose three samples， which 

were unable to be cliagnosecl using the CF methocl because of anti-complement reaction. The LAMP assay 

shoulcl be useful in the c1iagnosis of ERV in abortecl fetuses 

一一-Key worcls : abortion， cliagnosis， Eqlline rhinopn巴lI111onitis，Eqllin巴 h巴rpcsvirllstype J， LAMP. 
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