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植物 ウ イ ル ス の診断法 と し て は ， 検定植物への接種，

封入体の観察， ウ イ ル ス 粒子の観察 に 始 ま り ， 抗原抗体

反応を利用 し た赤血球凝集反応法， ラ テ ッ ク ス 凝集反応

法， ゼ ラ チ ン凝集反応法 な ど の 血清学的手法が広 く 用 い

ら れて き た 。 と く に 1977 年 CLARK and ADAMS に よ り 酵素

結合抗体法 (ELISA) が植物 ウ イ ル ス の診断に適用 さ れ

て以来， ELISA が一度 に 多量の サ ン プル を処理で き る こ

と ， 検出感度 の 高 い こ と な ど か ら 広 く 用 い ら れて い る 。

ELISA 法 は さ ら に 改 良 が 加 え ら れ， 簡 易 ELISA

(TAKAHASHI， Y. et al.， 1987) ， DIBA 法 ( 日 比忠明， 1984) ， 

ク ロ マ ト グ ラ フ 紙上で行 う 方法 (SHERWOOD， ]. L.， 1987 ; 

HABER， S. and H. KNAPEN ， 1989) な どが開発 さ れた。

植物 ウ イ ル ス の検出方法の望 ま し い条件は①検出感度

が高 い こ と ， ②短時間で完了 す る こ と ， ③簡易 で あ る こ

と ， な どで あ る 。 さ ら に検出 を 箇場で行 う 場合 に は検出

感度 は若干落ち て も ① ど こ でで も で き る こ と ， ② よ り 一

層短時間で完了 す る こ と ， ③複数の ウ イ ル ス を 同時に検

出で き る こ と な どが加わ る と 考 え ら れ る 。 従来広 く 利用

さ れて い る 血清学的手法 は最短で も 2 時間程度か か り ，

さ ら に若干の器機 ・ 設備 を 必要 と す る た め ， サ ン プル を

実験室 に持 っ て き て検定す る こ と が通常 で あ る 。 さ ら に

複数の ウ イ ル ス を 同時 に検定す る た め に は複数の プ レ ー

ト な ど を 用意す る 必要があ る 。

筆者 ら は 圃場で も 利用 で き る 手法 を 開発す る 目 的で植

物 ウ イ ル ス の抗体 を感作 さ せ た 2 種類の ラ テ ッ ク ス ( 白

色 と 着色) を 用 い ， ガ ラ ス 繊維炉紙の上 で抗原抗体反応

を行 う こ と に よ り ， 短時間で結果 を 得 る 方法 に つ い て検

討 し ， 迅速免疫F紙検定法 (Rapid Immunofilter Paper 

Assay : RIPA) (TSUDA， S. et al. ， 1992) を 開発 し た 。 そ

の手法 に つ い て 紹介 し ， 参考 に 供 し た い。 な お ， こ の検

定法の一部 は農業研究セ ン タ ー か ら 特許申請中であ る 。

1 RIPA の開発

RIPA の原理は抗体 を 感作 さ せ た 白色 ラ テ ッ ク ス を 炉

紙の一定位置 に 固定 し ， 風乾後そ の 伊紙の下端 を ウ イ ル

ス 液 と 抗体 を感作 さ せ た 着色 ラ テ ッ ク ス 液の混合液 に つ

け て ， こ れ ら を 展開 さ せ， 抗体感作 白色 ラ テ ッ ク ス 固定
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位置 に バ ン ド が現れ る か ど う か に よ り 判定す る も の で あ

る 。

RIPA の 開発 に あ た っ て 検討 し た 主要 な 項 目 は①炉紙

の選定， ② 2 種類の ラ テ ッ ク ス の選定， ③ ラ テ ッ ク ス 及

び試料の展開 に 用 い る 緩衝液の種類， ④展開方法 な ど で

あ る 。 こ の 開 発 段 階 で は キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス

(CMV) の 抗原 と 抗体 を 使用 し た 。 ラ テ ッ ク ス は 日 本合

成 ゴ ム株式会社製 を 用 い た 。

t戸紙 の 選定 : 3 種類 の 着色 ラ テ ッ ク ス に 抗体 を 感作

し ， 0 . 01�0 . 1% に 希釈 し ， 7 種類の市販伊紙 (GA-I00，

GA-200， GF/A， GF/B， GF/C， GF/D， 51 B) に 展 開

さ せ た 。 ま ず， ì戸紙 を 8 X O . 5 cm に切断 し ， そ の下端 を

0 . 1%牛血清 ア ル ブ ミ ン (BSA) 添加 リ ン酸緩衝生理食塩

水 (PBS) (pH 7 . 0) 125 μ l +  3 % ツ ィ ー ン 20 50 μ l +  

0 . 025%抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス 125 μJ の 混合液 に 3 分

間 つ け た 。 そ し て 液が均一 に ， し か も 十分 な量が展開す

る 伊紙 3 種 (GF/A， GF/B， GF/D) を 選定 し た 。 ま た

展開状況か ら 着色 ラ テ ッ ク ス と し て は 3 種類 の う ち ，

G 0304 CR が最 も 良 い と 判断 さ れ た 。

白色 ラ テ ッ ク ス の選定 : 5 種類の 白 色 ラ テ ッ ク ス に 抗

体 を 感作 さ せ ， 前記 3 種類の I戸紙 の 下 か ら 1 . 5 cm の 位

置 に 10 μl ずつ 固定 し ， 風乾 し た 後， 抗体感作着色 ラ テ ッ

ク ス を 前記同様 に 展開 し た 。 そ の 結果， 抗原 を 入 れ な い

に も か かわ ら ず， 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス を 固定 し た 位

置 に バ ン ド (非特異反応) が現れ た 。 そ こ で こ の非特異

反 応 を 軽減 す る た め に 展 開 さ せ る 液 の 添加剤 を検討 し

た 。 添加剤 と し て は ツ ィ ー ン 20， ト リ ト ン X- I00， ポ リ

ビニ ル ピ ロ リ ド ン 40 (PVP) ， ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (非

6 ， 000) ， ア ラ ビ ア ゴ令 ム ， Ficoll， デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ イ

ト ， ド デ シ jレ硫酸ナ ト リ ウ ム (SDS) ， シ ョ 糖 を 用 い ， そ

れぞれ 1 %液 を 3 % ツ ィ ー ン 20 の代 わ り に 加 え て ， 展開

し た 。 そ の結果， PVP を 添加 し た 時 に だ け 非特異反応が

見 ら れな か っ た 。 そ し て ， 白色 ラ テ ッ ク ス と し て は S 080 

-20-120 が最適 と 判断 さ れ た 。 さ ら に 炉紙 と し て は GF/

A が選定 さ れた 。

抗体感作用緩衝液の検討 : 炉紙 GF/A， 白色 ラ テ ッ ク

ス S 080-02-120， 着色 ラ テ ッ ク ス G 0304 CR， PVP 添加

検定用緩衝液 を 用 い て ， CMV の検出感度 を 調 べ た と こ

ろ ， 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス の 濃度 を 0 . 025% と し た 場
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合 0 . 1 μg/ml ま で， 0 . 01 % と し た 場合 0 . 05 μg/ml ま で

検出 さ れ た 。 さ ら に検出感度 を 高 め る 目 的で， ラ テ ッ ク

ス に 抗体 を 感作 さ せ る 際 に 用 い る 緩衝液 の pH に つ い

て ， pH 6 . 2， 7 . 2， 8 . 2 で試験 し た と こ ろ ， い ずれ に お い

て も ほ ぽ同 じ検出感度で あ っ た が， 最 も 良か っ た も の は

pH 7 . 2 で あ っ た 。

試料の展開方法 : タ バ コ モ ザイ ク ウ イ ル ス (TMV) に

つ い て CMV 同様 に 試験 し た と こ ろ ， CMV よ り 低濃度

ま で検出 で き る こ と が明 ら か と な っ た 。 つ い で ジ ャ ガ イ

モ Y ウ イ ル ス (PVY) に つ い て 試験 し た と こ ろ ， こ の よ

う な 方 法 で は 全 く バ ン ド が 見 ら れ な か っ た 。 そ こ で

PVY 液 に SDS ま た は 3 ， 5- ジ ヨ ー ド サ ル チ ル酸 リ チ ウ

ム を加 え た り ， 炉紙 に し ま せ て 試 み た が検出 で き な か っ

た 。 PVY の場合 ウ イ ル ス と 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス を

混合す る と 凝集反応が起 き ， 大 き な凝集塊がで き ， 事ヨ紙

を展開 し な い と 思わ れ る 。 そ こ で， 初め に ウ イ ル ス 液 を

展開 し た 後 に 着色 ラ テ ッ ク ス を 展開す る 方法 を 試 み た と

こ ろ ， バ ン ド が現れ た 。 こ の 方法 を二段階法 (Two step 

method) と 呼んでい る (TSUDA， S. et al. ， 1993) 。 た だ し ，

PVY 純化液 を 用 い た 場合 は こ の 方法 で も 検出 で き な か

っ た 。

11 RIPA の手順

1 ラ テ ッ ク ス の抗体感作

着色 ラ テ ッ ク ス (G 0304 CR) と 白色 ラ テ ッ ク ス (S 080 

02-120) を感作用緩衝液 (0 . 45%NaCl と 0 . 02%NaN3

を含む 0 . 05 M ト リ ス 緩衝液， pH 7 . 0) で そ れぞれ 1% と

0 . 5% に な る よ う に希釈す る 。 植物 ウ イ ル ス の抗体 (精製

γ ク. ロ プ リ ン) も 同 じ く 感作用緩衝液 を 用 い て 50�100

μg/ml に 希釈す る 。 希釈 し た ラ テ ッ ク ス と 抗体 を等量

(各 1 ml)  2 ml エ ツ ペ ン ド ル フ チ ュ ー プ に 入 れ， 混合

し ， 室温で 2 時間強 く 振 と う す る 。 振 と う 後遠心機 を 用

い て 洗 浄 す る 。 抗 体 感 作 着 色 ラ テ ッ ク ス は 10 ， 000

rpm 15 分間， 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス は 10 ， 000 rpm 10 

分間遠心 し ， ラ テ ッ ク ス が完全 に 沈殿 し た こ と を確認す

る 。 上澄 を捨て， 1 m l の洗浄用緩衝液 (0 . 45%NaCl，

0 . 02%NaN3 ， O . 1 %BSA を 含む 0 . 05 M ト リ ス 緩衝液，

pH 7 . 0) を 加 え ， ミ キ サ ー を 用 い て 強 く 振 と う し ， 完全

に 懸濁 さ せ る 。 こ の洗浄操作 を 4 回繰 り 返 し ， 最後 は l

ml の洗浄用緩衝液 に 懸濁 し ， 冷蔵庫 に 保存す る 。

2 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス の固定

ガ ラ ス 繊維伊紙 (Whatman 製 GF/A) を 8 X O . 5 cm 

に切断 し ， そ の 下端か ら 1 . 5 cm の と こ ろ に 抗体感作 白

色 ラ テ ッ ク ス (原液) を 固定す る 。 固定方法 と し て は炉

紙 を フ ィ ル タ ー の 上 に 置 き ， 下か ら 吸引 し なが ら マ イ ク

ロ ピペ ッ ト を 用 い て 10 μJ を 線状 に 置 く 方法 と 抗体感作

白色 ラ テ ッ ク ス 液 を十分 し ま せ た細 い面相筆 (例， 宝翰

堂 No 3 Smaat) を 用 い て 線 を 引 く 方法 が あ る 。 むヨ紙の取

扱 い を容易 に す る た め プ ラ ス チ ッ ク フ ィ ル ム を裏打ち す

る 場合 は す べ て 面相筆 を 用 い る 必要 が あ る 。 プ ラ ス チ ッ

ク フ ィ ル ム の裏 う ち に は オ ーバ ー ヘ ッ ド プ ロ ジ ェ ク タ ー

用 の透明 フ ィ ル ム を 用 い， 接着剤 と し て は写真用 な ど に

用 い る 3 M ス プ レ ー の り を 用 い， 接着後切 断 す る と 良

し 泊。

3 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス の希釈

抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス を 洗浄用緩衝液 を 用 い て ，

0 . 01�0 . 025% (100�40 倍) に 希釈す る 。

4 検定

1) 一段階法 (üne step method) 

ウ イ ル ス 液 125μ 1， 0 . 025%抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス

125 μl と 3 % ツ ィ ー ン 20 ま た は 1 % PVP 50 μJ を 0 . 75

ml エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に 入 れ， か く は ん す る 。 た だ

ち に ， 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス を 固定 し た 炉紙 の 下端

0 . 3�0 . 5 cm を つ け る 。 2 � 3 分後 に 抗体感作 白 色 ラ テ

ッ ク ス を 固定 し た 位置 に バ ン ド が現れ， 検定 を 終 え る ( 図

-1) 。

こ の 方法で純化 CMV に つ い て検定 し た と こ ろ ， 肉眼

判定で 50 ng/nl ま で検 出 で き た 。 同様 に 純化 TMV -T

に つ い て 検定 し た と こ ろ 5 ng/nl ま で検出 で き た ( 図

-2) 。 こ れ ら の F紙 を 写真 に と り ， そ の プ リ ン ト を 用 い て

二波長 ク ロ マ ト ス キ ャ ナ ー で測定 し た と こ ろ ， そ れぞ れ

1 0  ng/ml， 1 ng/m l ま で陽性 と 判断 さ れた 。

?お9ÇlÇ9 1 ← 1 泌符/ -5
' - 4  

図 - 1 迅速免疫百五紙検定法の原理 (一段階法)
1 : 抗体感作 白色ラ テ ッ ク ス の固相
2 : ウ イ ルス と 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス の混合液
3 ， 4 : ウ イ ル ス と 抗体感作 着色 ラ テ ッ ク ス の反応体

の展開
5 : ウ イ ル ス を は さ んで抗体感作 着色 ラ テ ッ ク ス が

抗体感作 白色ラ テ ッ ク ス に ト ラ ッ プ さ れ る (バ ン

ド 出現)

一一一 34 一一ー
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2 3 4 5 6 7 8 9 10  

バ ン ドー→

図 - 2 RIPA に よ る 純化 TMV-T の検定

ウ イ ノレ ス 濃度 (μg/m!)

1 : 10， 2 :  5， 3 :  1 ，  4 :  0 . 5， 5 :  0 . 1  

6 : 00 . 5， 7  : 0 . 0 1 ， 8 : 0 . 005， 9 : 0 . 001 ， 1 0  : 0 . 0005 

次 い で， CMV と TMV-T を接種 し た発病 タ バ コ ( キ

サ ン チ ) 葉 に つ い て検定 し た と こ ろ ， CMV は 10 万倍希

釈 ま で， TMV-T は 1 ， 000 万倍希釈 ま で肉眼的に検出で

き る こ と が明 ら か と な っ た 。 こ の検定 に お い て ， 病葉の

磨砕 ・ 希釈 に は検定用緩衝液 (0 . 1% 2 - メ ノレ カ プ ト エ タ

ノ - Jレ， 0 . 0 1 M エ チ レ ン ジ ア ミ ン テ ト ラ ア セ テ ィ ッ ク ア

シ ド ， O . l%BSA， 0 . 15%PVP を 含 む 0 . 1 M リ ン酸緩衝

液) を 用 い， そ の病葉汁液 150 μJ と 抗体感作着色 ラ テ ッ

ク ス 150 μJ を チ ュ ー プに 入れ， そ れに 抗体感作 白 色 ラ テ

ッ ク ス 固定?戸紙の下端 を つ け た 。

CMV の純化 ウ イ ル ス と 感染 タ バ コ 葉 を 用 い て ， RIPA 

の結果 (二波長 ク ロ マ ト ス キ ャ ナ ー を 用 い た 測定結果)

と ELISA 値 を 比較 し た と こ ろ ， ほ ぽ同 等 な検出感度で

あ っ た 。

2) 二段階法 (Two step method) 

検定用緩衝液で希釈 し た ウ イ ル ス 液 ま た は病葉汁液を

0 . 75 ml エ ツ ペ ン ド ル フ チ ュ ー プに 入れ， 抗体感作 白 色

ラ テ ッ ク ス を 固定 し た 炉紙 の 下端 1 mm 程度 を 1 分間

つ け る 。 直 ち に そ の ま ま ま た は 先端 2 mm を 切 り 除 い

て ， 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス 液 に 深 目 に 2 分間 つ け る 。

抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス を 固定 し た 位 置 に バ ン ド が現れ

る (図-3) 。

CMV と TMV-T に つ い て は純化 ウ イ ル ス と 病葉粗

汁液 を用 い て ， 二段階法 で も 一段階法同様に 容易 に検出

で き ， 検出感度 も 高か っ た 。 た だ し ， こ こ で使用 す る 抗

体感作着色 ラ テ ッ ク ス の濃度 は 0 . 01 %が適当 で あ る 。

協定ml ← l 官官官官1 -- 3 

ー� ... 

図 3 迅速免疫伊紙検定法の原理 (二段階法)

1 : 抗体感作白色 ラ テ ッ ク ス の 固相

2 ウ イ ノレ ス 液の展開

議論l ← 4

3 : 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス に ウ イ ノレ ス が ト ラ ッ プ

さ れ る .

4 ・ 抗体感作着色 ラ テ ッ ク ス の 展開後， ウ イ ノレ ス を は

さ ん で抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス に ト ラ ッ プ さ れ

る (バ ン ド 出現l .

続 い て ， PVY の純化液 を 用 い て検定 を 試 み た と こ ろ ，

全 く 反 応が現れな か っ た 。 こ の原因 は純化 ウ イ ル ス が凝

集 し て い る 可能性が考 え ら れた 。 そ こ で， 病葉汁液 を 用

い て 二段階法 を 試 み た 。 PVY 感染 ト マ ト 葉 を 検定用緩

衝液 と と も に磨砕 し ， 10 ，  50 ，  100 倍液 を 用 い て試験 し た

と こ ろ ， すべて に バ ン ド が見 ら れた 。 ま た ， PVY 感染 タ

バ コ 葉 を 用 い て検定 し た と こ ろ ， 1 ， 000 倍希釈 ま で陽性

と 判 断 さ れ た 。 PVY の検定条件 と し て は， 病葉汁液の希

釈 は 50�100 倍， 抗 体 感 作 着 色 ラ テ ッ ク ス の 濃 度 は

0 . 02%が適当 であ る 。
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TMV、
CMV ーそ
TuMV' 

図 - 4 RIPA に よ る 3 穏 ウ イ ノレ ス

(TMV， CMV， TuMV) の同時検出.

検定材料 と し て純化 ウ イ Jレ ス ， タ バ コ と ト マ ト 葉 を用

い て 行 っ た が， そ の緩衝液や健全葉では非特異反応、 は 見

ら れな か っ た 。 他の植物 に つ い て も 確認す る た め 6 科

13 種の植物の健全葉 を 用 い て検定 し た と こ ろ ， い ず?れ も

非特異反 応 は 見 ら れず， そ れ ら の CMV :寵病葉 か ら は

CMV が検出 で き た 。

CMV 系統聞の反応 を比較す る た め ， CMV-Y の抗体

を 用 い て ， CMV-普通系， ラ ゲ ナ リ ア 系， Y 系， ダイ ズ

萎縮系， SR 系 と の反応 を調べた と こ ろ ， こ れ ら の 系統問

で差異 は 見 ら れ な か っ た 。

3) 複数ウ イ ル ス の 同 時検出 (Multi-RIPA)

園場サ ン プノレの ウ イ /レ ス 検定 を す る 場合の も う 一つ の

要件であ る 複数 ウ イ ル ス の 同時検出 に つ い て ， TMV， 

CMV， PVY ま た は TMV， CMV， カ ブモ ザ イ ク ウ イ ル

ス (TuMV) の組み合 わ せ で試験 し た 。 炉紙の下端か ら

1 . 5 cm の 位置 を 中 心 に 上 下 3 mm 間 隔 で 3 種類の ウ イ

ル ス 抗体感作 白色 ラ テ ッ ク ス を 固定 し た 。 次 い で、 3 穏

ウ イ /レ ス に重複感染 し た 病葉汁液， ま た は 3 種 ウ イ ル ス

感染病葉汁液の 混合液 に i戸紙 の下端 1�2 mm を 1 分間

つ け て ， ウ イ ル ス を 展開 し た 。 そ の後 そ の 先端 2 mm 程

度 を ハ サ ミ で切 り 除 き ， 直 ち に 3 種類の ウ イ ル ス 抗体感

作 着 色 ラ テ ッ ク ス の 混 合 液 (最 終 濃 度 ; TMV - T : 

0 . 01%，  CMV : 0 . 01%，  potyvirus : 0 . 02%) に や や 深 自

に つ げ る 。 す る と ， 約 2 分後 に 抗体感作 白 色 ラ テ ッ ク ス

を 固 定 し た 位 置 にバ ン ド が現れた ( 図-4) 。 こ の炉紙 を 用

い て 各 ウ イ Jレ ス 1 種類ずつ を 展開 さ せ た と こ ろ ， お の お

の 1 本の バ ン ド だ け が現れ， 特異性が確認 さ れ た 。 ま た ，

ラ テ ッ ク ス に は着色が可能 で あ り ， ウ イ ル ス 別 に 色 を 変

え て使用すれ ば， 出現 し た バ ン ド の判定が容易 に な る 。

お わ り に
RIPA は以上述べた よ う に 球状， 棒状， ひ も 状 ウ イ ル ス

の検出 に適用 で き ， 検出感度の高 い こ と 1 枚の炉紙 で

2 種以上の ウ イ ノレ ス の 同時検出 も 可能であ る こ と か ら ，

い ろ い ろ な場面で利 用 で き る と 思わ れ る 。 し か し ， 病葉

か ら の検出 の場合， ウ イ /レ ス 濃度の変化が大 き い こ と ，

い ろ い ろ な成分 を 含 ん でい る こ と な どか ら ， す べ て の植

物の ウ イ lレ ス に適用 で き る か ど う かわ か ら な い。 今 ま で

10 種以上の ウ イ jレ ス に つ い て行い成功 し て い る が， い ろ

い ろ な場面で検討す る 必要があ る 。 特 に栄養繁殖性作物

の場合， 時期 に よ り ウ イ ル ス 濃度が大幅に 変動す る 可能

性があ り ， サ ン プ リ ン グの時期 に つ い て 検討す る 必要が

あ る 。 ま た病葉磨砕時 に 用 い る 検定用緩衝液 に つ い て も

検討す る 必要が あ る 。

こ の研究 は 日 本合成 ゴム株式会社筑波研究所 日 方幹雄

氏の ご協力 の も と に ， 東京農業大学総合研究所津田新哉

氏 ・ 都丸敬一氏， 農業研究セ ン タ ー花田窯氏 と 共同 で行

っ た も の であ る 。
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