
ほたてがい漁業はホタテガイ（Mizuhopecten yessoensis）
と対象とする北海道の基幹産業である。ほたてがい漁業

は天然採苗に依存しているため，関係機関はホタテガイ

幼生の分布状況を調査している。しかしながら，外部形

態を基にホタテガイ幼生を他の二枚貝幼生と区別するこ

とは難しく，本作業には熟練を要する。そこで清水ら

（2014）はホタテガイ幼生に対するポリクローナル抗体を

作製し，判別基準を外部形態から色へと変えることで判

別の簡易化を図った。しかし，本法を幼生分布調査の現

場で実施可能な簡便な技術とするためには，作業工程の

簡略化と操作の簡易化が求められた。免疫染色法を利用

した二枚貝幼生の判別技術は他種でも開発され（浜口

1999，浜口 2009），分布調査に利用されている（福澄ら

2013，鳥羽ら 2013）。しかし，その利用には専門的な知

識や技術が必要なことから，これらの手法は研究機関を

中心に普及しているのみで，現場で恒常的に使われた事

例は少ない。そこで，ホタテガイ幼生の分布調査現場に

免疫染色技術を普及させることをめざし，血清から精製

した抗体をアルカリフォスファターゼで直接標識し，免

疫染色の作業工程を簡略化した。また，使用する溶液類

をキット化し，溶液類の扱いを容易にすることで，現場

での作業を簡易化した。

試料および方法

抗体のアルカリフォスファターゼ標識 ホタテガイ幼生

に対するモルモット抗血清（清水ら，2014）1mlより

HiTrap Protein Aカラム（GE Healthcare）を用いて抗体

（免疫グロブリン）を10.28 mg精製し，リン酸緩衝食塩水

（PBS）で1mg／mlの濃度となるように希釈した。Lightning

−Link Alkaline Phosphatase Conjugation Kit（Innova

Biosciences）を用い，製品に添付されたプロトコールに

従って，精製抗体にアルカリフォスファターゼを結合さ

せた。

アルカリフォスファターゼ標識抗体の特異性検証 人工

授精で得られたホタテガイ幼生とキタノムラサキイガイ

幼生を1％グルタールアルデヒド海水（25％グルタールア

ルデヒド水溶液を海水で1％に希釈）を用いて固定し，こ

れらを混合した標本を免疫染色に用いた。抗体溶液とし

て，アルカリフォスファターゼ標識抗体をブロッキング

緩衝液（Super Block Blocking Buffer in PBS, Thermo

Scientific）で，200倍，500倍，1,000倍，2,000倍，5,000

倍および10,000倍に希釈したものを作製した。標本を1.5

mlマイクロチューブに入れ，PBSによる1分間の洗浄を3

回行った。PBSをパスツールピペットで取り除いた後，抗
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体溶液を40 µl加え，ローテーターにより室温で30分間撹

拌した。抗体反応後，抗体溶液を除去し，トリス緩衝液

（pH 9.5）で1分間3回洗浄した。トリス緩衝液を取り除い

た標本に200 µlの発色基質溶液（BCIP/NBT solution,

premixed, Sigma−Aldrich）を加え，ローテーターを用いて

室温で30分間撹拌しながら発色させた。発色後，発色基

質溶液を水道水で置換し，実体顕微鏡下で観察した。ポ

ジティブコントロールとして，抗体精製前の抗血清を一

次抗体として用いた免疫染色を行った。一次抗体はブロッ

キング緩衝液で1,000倍希釈，二次抗体はアルカリフォス

ファターゼ標識抗体（Invitrogen）を1,000

倍希釈し，いずれも30分間反応させた。ホ

タテガイ幼生とキタノムラサキイガイ幼生

は外部形態を基に判別した。

ホタテガイ幼生免疫染色のキット化 免疫

染色に用いる溶液は，PBS，抗体溶液，トリ

ス緩衝液（pH 9.5）および発色基質溶液であ

る。これらをドロッパーボトルあるいは点

眼ボトルに分注し，キット化した。使用量

の多いPBSおよびトリス緩衝液にはドロッ

パーボトルを用い，使用量の少ない抗体溶

液および発色基質溶液には点眼ボトルを用

いた。抗体溶液は，アルカリフォスファター

ゼ標識抗体をブロッキング緩衝液で200倍に

希釈した後に点眼ボトルに入れ，免疫染色

1反応あたり1滴（約40 µl）を試料に添加し

た。発色基質溶液は市販品を原液のまま点

眼ボトルに入れ，免疫染色1反応あたり5

滴（約200 µl）を試料に添加した。また，本

キットを用いた免疫染色プロトコールを新

たに作成し，これに従って，1％グルタール

アルデヒド海水で固定した噴火湾産二枚貝

混合標本を試験染色し，染色性と簡便性を

確認した。

結果と考察

アルカリフォスファターゼ標識抗体の特異

性検証 まず，ポジティブコントロールと

して，ホタテガイ幼生に対するモルモット

抗血清とアルカリフォスファターゼ標識二

次抗体を用いて，ホタテガイ幼生とキタノ

ムラサキイガイ幼生を混合した標本を免疫

染色した。その結果，形態学的にホタテガ

イと同定された幼生のみが染色された（図

1A）。次に，抗血清から精製した抗体（免疫

グロブリン）にアルカリフォスファターゼを結合させた

ものを200倍から2,000倍希釈して免疫染色した。この場

合も，抗血清と同様にホタテガイ幼生のみが明瞭に染色

された（図1B−E）。5,000倍から10,000倍希釈の精製抗体

を用いた場合でもホタテガイ幼生のみの染色が見られた

が，染色強度は低下した（図1F，G）。これらのことから，

抗ホタテガイ幼生抗体に直接アルカリフォスファターゼ

を結合させても抗体の特異性は保持されることと，標識

抗体の希釈率が2,000倍程度でも十分染色できることがわ

かった。

図1 アルカリフォスファターゼ標識抗体の特異性
A：ホタテガイ幼生に対する抗血清（一次抗体，1,000倍希釈）と
アルカリフォスファターゼ標識二次抗体を用いた免疫染色．B−G：
ホタテガイ幼生に対するアルカリフォスファターゼ標識抗体を用
いた免疫染色（希釈率：B, 200倍；C, 500倍；D, 1,000倍；E, 2,000
倍；F, 5,000倍；G, 10,000倍）。星印：染色されたホタテガイ幼生．
Bar = 200 µm。
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ホタテガイ幼生免疫染色のキット化 ホタテガイ幼生の

免疫染色には1.5 mlマイクロチューブを用いる。従来の方
法では，各溶液のストック容器から，それぞれの必要量

をピペットで吸い，マイクロチューブに注入していたが，

本研究では作業を容易にするため，免疫染色の溶液類を

キット化した。すなわち，使用する溶液類を適切な濃度

に調製した後，ドロッパーボトルや点眼ボトルに入れ，

これらの容器から直接マイクロチューブに添加する方法

を開発した。PBSおよびトリス緩衝液は大型のドロッパー
ボトルに入れることで試料への添加を容易にした。一方，

抗体溶液や発色基質溶液は点眼ボトルに入れることで，

ピペットを用いず少量の溶液を正確にマイクロチューブ

へ直接滴下できるようにした。

点眼ボトルに入れる抗体溶液の濃度は次のように検討

した。抗体反応前のPBSによる洗浄時に，マイクロチュー
ブからパスツールピペットを用いて溶液を除去する場合，

チューブ内に残る液量は100 µlから200 µlと想定される。
点眼ボトルから滴下される溶液1滴は約40 µlであるため，
1滴をチューブ内に滴下した場合，抗体溶液は残存溶液と
混合されて3.5から6倍に希釈される。そのため，あらか
じめ抗体をブロッキング緩衝液で200倍に希釈して点眼ボ
トルに入れておけば，700から1,200倍希釈で抗体を使用
することになり，確実にホタテガイ幼生を染色できる。

また，余剰抗体が存在すると基質が溶液中で反応して浮

遊物として析出し，観察が困難になるため，抗体反応後

の余剰抗体を除去する必要がある。1 mlのトリス緩衝液
を用いた3回未満の洗浄では，溶液中に反応基質の浮遊物
が見られた。そのため，洗浄は1 mlのトリス緩衝液を用
いて3回以上行うこととした。同様に，抗体反応前に行う
PBSへの溶液置換も1 ml，3回とした。発色基質溶液は，
現場で調整する必要がないよう，市販品を用いることと

した。マイクロチューブを用いた場合，200 µl程度（5
滴）の基質溶液で十分に染色されるため，コストを考慮

し，この量を基準とした。以上により，PBS，抗体溶液，
トリス緩衝液および発色基質溶液の1回の免疫染色に必要
な容量は，それぞれ，3 ml，40 µl，3 mlおよび200 µlとし
た。

本キットを用いた免疫染色法を普及させるため，新規

にプロトコールを作成した（図2）。抗体に直接アルカリ
フォスファターゼを結合させたことにより，一次抗体反

応後の洗浄と二次抗体反応が不要となり，免疫染色操作

が簡略化された。最終的にホタテガイ幼生の発色が完了

するまでに要する時間は，オリジナルのプロトコールに

比べて，3.5時間から1.5時間へとおよそ2時間短縮された。
新規プロトコールに従って免疫染色を行った結果，ホタ

テガイ幼生のみを濃く染め分けることができた（図3）。

本研究では，抗血清から精製した抗体に直接アルカリ

フォスファターゼを結合させることで免疫染色の工程を

簡略化した。また，ドロッパーボトルや点眼ボトルを用

いて免疫染色に必要な溶液をキット化することで，免疫

染色操作を簡易化した。さらに，水産技術普及指導所で

は，市販のモーターと適当な箱を用いることで，格安の

ローテーターを作製し，現場での免疫染色が効率的に実

施できるように工夫している（澤田，未発表）。これらの

技術改良により，ホタテガイ幼生の免疫染色作業が格段

に容易になった。よって，ホタテガイ幼生分布調査現場

への本手法の導入が大いに促進されると期待される。
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図2 ホタテガイ幼生免疫染色キット用プロトコール

図3 キットを用いたホタテガイ幼生の免疫染
色．星印：染色されたホタテガイ幼生．
Bar = 200 µm。
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