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は じ め に

農林水産省植物防疫所で は ， 海外か ら 輸入 さ れ る 果樹
類， い も 類， 花 き 球根類に つ い て は 隔離検疫に よ り， ま

た ， 圏内で栽培 さ れて い る 優良 な果樹母樹に つ い て は 果
樹母樹 ウ イ ル ス 病検査に よ り， ウ イ ル ス や ウ イ ロ イ ド の
検定 を行 っ て い る 。

近年， 海外か ら の遺伝資源導入や 圏内にお け る 果樹生

産の増加， 多様 化に 伴い， 植物防疫所にお け る こ れ ら の
検定 は増加の一途 を た ど っ て い る 。 こ の た め ， 短時間に

大量の試料 を精密に 検定で き る 技術が必要 と な っ た。

ウ イ ル ス の検定で は ， 汁液接種等 の 生物検定， 電子顕

微鏡に よ る 検定等従来の方法に 加 え ，ELISA法が多 く の

ウ イ ル ス で実用化 さ れた た め 迅速， 精密な検定が可能 と

な っ た。 し か し ， ウ イ ロ イ ド は外被 タ ンパ ク 質 を持た な

い裸の RNA の た め ， ELISA法等 の 血清学的検定 を 使 え

な い ， 電子顕微鏡に よ る 検定が事実上不可能， などの制

約が あ っ た。 こ の た め ， ウ イ ロ イ ド の検定は生物検定や

被検植物か ら 抽出 し た 核酸の 電気泳動に よ り行 わ れ て き

た。 し か し ， こ れ ら の方法 は検定期聞が長 い ， ウ イ ロ イ

ド の種類 を特定で き な い ， 等 の 短所が あ っ た。

近年， 分子生物学等 の発達に よ り， 多 く の ウ イ ロ イ ド

の塩基配列が決定 さ れた 。 ま た ， 数時間の 内に 目的 と す
る 遺 伝子 を 大 量 に 増 幅 す る PCR (polymeras e cha in 

reac tion)法や， 非放射性プ ロ ー プ を 用 い た ハ イ プ リ ダイ

ゼー シ ョ ンに よ る 検出法が考案 さ れた。

こ れ ら PCR 法や ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン法 を 用 い た

遺伝子診断法に よ り， ウ イ ロ イ ド の検定を精密かつ短時

間に 実施す る こ と が可能 と な っ た。

PCR 法やハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン法に つ い て は ， 本誌

第 44 巻第 12 号 ( 1990) で兼松 ら 及び佐野が詳 し く 解説

し て い る の で参照 さ れた い。
PCR- マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法

は， INOU YE and HONDO ( 1990)に よ っ て 医学分野で開発 さ

れた新 し い ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン の技術で あ る 。 ハ イ
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プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン は 現在， ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン等 の よ う に ， 核酸を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス やナ

イ ロ ン膜に 固定 し て行 わ れ て い る が， 本法 は ELISA検
定で用 い ら れて い る ポ リ ス チ レ ン 製の マ イ ク ロ プ レ ート

に PCR 法に よ っ て 増幅 し た DNA を 直接 固定 し て 行 う

も の であ る 。PCR 産物の ア ガ ロ ー ス ゲル 電気泳動 で は 非

特異的増幅に よ る バ ン ド の 混在や増幅ノ T ン ド が不明瞭の

た め そ の判定が難 し い試料で も ， マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ

プ リ 夕、イ ゼー シ ョ ン を行 い吸光度 を 測定す る こ と に よ り

容易に 判定で き る 。
HATAYA et al .  ( 1993) は本法 を 植物 ウ イ ル ス ( ジ ャ ガ イ

モ Y ウ イ ル ス) の検出に 応用 し 良好な結果 を 得， そ の検
出感度 は ELISA法 の 10 ， 000 倍 で あ っ た と 報告 し て い

る 。 ま た ， 筆者 ら は ホ ッ プ潜在 ウ イ ロ イ ド (HLVd)，

ホ ッ プわ い化 ウ イ ロ イ ド (HSVd)， キ ク わ い化 ウ イ ロ イ

ド (CSVd)， ジ ャ ガ イ モ や せ い も 病 ウ イ ロ イ ド

(PSTVd) に つ い て も 本法 を応用 し 良好な結果 を得て い

る (畑谷 ら ， 1992 ; 李 ら ， 1992)。

本 稿 で は ， カ ン キ ツ エ キ ソ コ ー ティ ス ウ イ ロ イ ド
(CEVd) を対象 と し た PCR-マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ

ダイ ゼー シ ョ ン法の実際に つ い て 解説 す る 。

1 PCRーマ イ クロプレー ト ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー ション 法 に よ る カン キ ツ エ キ ソ コ

ー テ ィ ス ウ イ ロイ ド (CEVd) の検出

CEVd は， 我が国 で カ ン キ ツ 類の台木 と し て 多 く 用 い

ら れて い る カ ラ タ チ 等に 樹皮 の 亀裂や剥皮 を 生 じ さ せ る

ウ イ ロ イ ド で あ る 。 本 ウ イ ロ イ ド は接 ぎ 木伝染 し ， ま

た ， 擢病樹 を切断 し た 刃物等に よ っ て も 容易 に 伝染す る

(GARNSEY and BAIlK I.EY ， 1988)。

現在， 植物防疫所にお け る 本 ウ イ ロ イ ド の検定は ， 木
本指標植物であ る エ ト ロ グ シ ト ロ ン ア リ ゾナ 861 - S1 を

用 い た接 ぎ木検定 (RO ISTACllER et al.， 1 977)， 草本指標植物

であ る ラ ト ガストマトを 用 い た 汁液接種検定 (長尾 ・ 脇

本 ， 1981) 及 び 抽 出 核酸 の リ タ ー ン ゲル 電 気泳 動 法

(SCllUMACHER et  al.， 1986)に よ っ て 行 っ て い る が， 本 ウ イ

ロ イ ド の さ ら に 迅速か つ精密 な検定の た め ， 遺伝子診断

法の導入に つ い て検討 を行 っ た。 こ の研究は， 農林水産
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0 . 5  m L の磨砕緩衝液 を 加 え 振 と う する。
② 1 2 ， 000 rpm で 1 分間遠心する。 上清に 0 . 5 m l の

水飽和 フ ェ ノ ー jレ ク ロ ロ ホ ル ム ( 1 : 1 ) を 加 え 5 分

間振 と う する。

③ 12 ， 000 rpm で 3 分間遠心する。 上清 に 1/10 倍容
の 3 M 酢酸ナ ト リ ウ ム (pH 5 . 2) ，  6/10 倍容の イ ソ
プ ロ パ ノ - Jレ を加 え 転倒混和する。 300Cで 30 分間
静置する。

④ 15 ， 000 rpm で 5 分間遠心する。 沈殿 を 0 . 45 ml の

蒸留水 に溶解する。 0 .4 5 m l の 水飽和 フ ェ ノ ー ル :
ク ロ ロ ホ ル ム ( 1 : 1 ) を 加 え 5 分間振 と う する。

⑤ 12 ， 000 rpm で 3 分間遠心する。 上清 に 1/10 倍容
の 3M 酢酸 ナ ト リ ウ ム (pH 5 . 2) ，  2 . 5 倍容 のエタ
ノ ー ル を 加 え ， 転倒混和する。 - 80 度 で 30 分間静置
する。

⑥ 1 5 ， 000 rpm で 5 分間遠心する。 沈澱 を 5 分間減圧
乾燥 さ せ た 後， 0 . 2  m l の 蒸留 水 に 溶解 する。 0 . 05
ml の 10 M LiCl を 加 え 氷 中 で 1 1挽静置する。

⑦ 15 ， 000 rpm， 4Tで 10 分間遠心する。 上 清 に 2 . 5
倍容のエタ ノ ー ル を加 え 80 度 で 1 時間静置する。

⑥ 1 5 ， 000 rpm で 10 分間遠心する。 沈殿を 5 分間滅
圧乾燥 さ せた 後， 0 . 2  m l の蒸留水 に溶解する。 1/10
倍容の 3M 酢酸ナ ト リ ウ ム (pH 5 . 2) ， 2 . 5 倍容のエ
タ ノ ー ル を加 え ， - 80 度 で 30 分間静置する。

⑨ 1 5 ， 000 rpm で 1 分間遠心する。 沈殿 を 5 分間減圧
乾燥 さ せた 後， 0 . 4 m L の蒸留水に溶解 し 全核酸抽出
試料 と する。

2 RT-PCR 法 に よ る 増 幅及 び プ ロ ー プの作成

ウ イ ロ イ ド は RN A の た め ， ま ず逆転写反応 に よ り
cDNA を 合成 し た 後， こ れ を 鋳型 と し PCR 法 に よ っ て
増幅する ( RT-PCR 法 ) 。

筆者 ら は逆転写反応用 の プラ イ マー と し て PC R 用 の
マイ ナ ス プラ イ マー を 用いているが， 市販の ランダム プ
ラ イ マー を 用いて も よい。 プ ラ イ マー の塩基配列及 び

0994 年)

業特別試験研究補助金 に よ り ， 有機 合成 薬品工業株式会
社， 北海道大学， 横浜植物防疫所で行わ れた も の で あ
る。

本 法 の概要 は ， ①カ ンキ ツ 試料から の全核酸の抽出，

②逆転写 反 応 に よるcDNA の 合成及 び PCR 法 に よる

増幅， ③ マイ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョン法 に
よる検出， の三つの過程から 成る。

1 カ ン キ ツ か ら の核酸試料の抽 出

本 法 は被検試料から 抽出 し た 核酸 を PCR 法 に よ っ て
増幅するた め ， 核酸抽 出 用 の 試料 は極微量; で よい。 ま
た ， 試料 は生の も の で も よいが， シ リ カ ゲ ルで乾燥保存

し た 試料から も 十分検出可能である。
下記に抽出方 法 の 例 を示 し た 。

① 試 料 (0 . 1�0 . 2 g) を 1 . 5 ml エ ツ ペ ン ド ル フ
チ ュー プ に 入 れ 30 μJ の 2 メ jレ カ プ トエタ ノ ー ル
を 加 え た 後， かく は んペ ッ ス ル ( 図 1) で磨砕す

る。 0 . 5m l の磨砕緩衝液 (0 . 13 M Tris-HCl (pH 
8 .9) ， 0 . 01 7 M EDTA (pH 7 . 0) ，  1 M LiCl ， 0 . 83 
%SDS， 5%PVP) を加 え さ ら に を磨砕する。 さ ら に
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図 - 1 か く はんペ ッ ス /レ

エ ッ ペ ン ド ノレ フ チ ュ ー プ 内 で微 虫 な 試 料 を 磨 砕 す
る .
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CEVd に 対 す る 結 合部位 は 図一2 に 示 し た と お り で ，

CEVd の全塩基数37 1 の 内約 60% に 当 た る 221 塩基 を

増幅す る も の で あ る 。

なお ， PCR 法 は た い へん鋭敏な方法の た め ， 極微量 の

汚染で も 増幅 さ れ疑陽性 と な っ て し ま う 。 こ の た め ， 使

用 す る 器具類 や 緩衝液等 は オ ー ト ク レ ー プ や乾熱滅菌

し， 試薬類 は小分 け し て 保存す る よ う に す る 。
① 逆転写反応

(1 検体当 た り)

プラ イ マ ー (CEV-2 M ，  25 p mol/μl) ・ H ・ H ・ . . … 1 μ1

5 倍逆転写酵素用緩衝液 (GlBCO BRL 社. 酵素に 添

付) ・ H ・ H ・ H ・ H ・ . . . . . ・ H ・ H ・ H ・ - … … … … … … … . . . ・ H ・ . . 4 μf

蒸留水 ・ ・ … ・ ・ … ・ ・ ・ H ・ H ・ ・ ・ ・ … ・ ・ … ・ ・ ・ ・ … ・ ・ … ・ ・ … ・ … … 6 . 5 μJ

各 5 mM (dGTP， dATP， dTTP，  dCTP)混合液 … 2 μJ

O . IM DTT (GlBCO BRL 社， 酵素に 添付) … … 2 f.l.l 

M 一M LV逆転写酵素 (GlBCO BRL社 ， 200 U/μl) 

混合 (0 . 5 ml チ ュ ー プ)

抽出全核酸試料 4 μl を加 え る
3rc， 60 分

… . . . ・ H ・ . . . O . μ1 

16 μJ 

10 倍 T th DNA ポ リ メ ラ ー ゼ用 緩衝液

(東洋紡， 酵素に 添付) . . . ・ H ・ . . . . .3 μ1

0 . 17 M KCl … . . . ・ H ・ . . . . . ・ H ・ - … … … … … … . . . ・ H ・ . . 5 μf

各 5 mM (dGTP ，  dA TP，  dTTP，  dCTP)混合液 1 . 5 μJ
蒸留水 . . . . ・ H ・ . . . . … H ・ H ・ . . . ・ H ・ H ・ H ・ - ・ … . . . ・ H ・ . . . 27 . 5 μf 

TthDNA ホ リ メ ー ラ ゼ (東洋紡 ， 1 U/μJ に 希釈) 1 μJ 

プラ イ マ ー (CEV - 2  M ，  PCEV - IP 各 25 p mol/μl) 2 f.l.l 

品目 A
= <=1  

40 μl 

ミ ネ ラ ル オ イ ル ( シ グ マ) を l 滴重層 す る

逆転写反応産物 10 μf を加 え る

↓ シ ョ ー ト ス ピ ン

逆転写反応産物 (cDNA)

② PCR 法に よ る 増幅

PCR 25 サイ ク ル

( 1 検体当 たり)[ : サイ クル 940C. 5 … 1 分 →720C. 2 分
2�25 サイ クル 940C， 3 0 秒 →530C， 1 分 →720C， 2 分

ラ ス ト サイ ク ル7 20C， 8 分 →200C

プラ イ マ ー と の ア ニ ー リ ン グ は (T m- 5) ocの条件で行っ

た。

PCR 増幅終了後， 0 . 5  ml の 水飽和 フ ェ ノー ル : ク ロ

ロ ホ ル ム 0 : 1) を加 え 5 分間振 と う す る 。 12 ， 000 rp m  

で3 分間遠心 し た 後， 1/4 倍容 の 10M 酢酸ア ン モ ニ ウ

ム ， 2 . 5 倍容 の エ タ ノー ル を加 え る 。 - 800Cで30 分間静

置 し た 後， 15 ， 000 rp m， 40Cで 5 分間遠心す る 。 沈殿 を 5

分 間 減 圧 乾 燥 し ， 50 ，.tl の TE 緩 衝 液 (10 mM Tr is 

HCl， l mM EDT A， pH 8 . 0) に溶解 し PCR 産物 と す る 。

③ プ ロ ー プの作成

ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ンに用 い る プ ロ ー プの標識 は ，
従来， ア イ ソ ト ー プ (RI， 主に 32P) が用 い ら れて き た。

し か し， RI は検出感度 は 高 い が， 限 ら れた 実験室内で し

か用 い る こ と がで き な い， 廃棄物の処理， 実験者に 対す

る 放射線の影響等 の 問題が あり， 一般的な診断法 と し て
は適当 で は な い。

こ の た め， 最近様々な非 RI 核酸標識法が開発 さ れ， そ

の感度 も RI 標識に匹敵す る も の が あ る 。

本法で は dUTP に ジ ゴ キ シゲニ ン (DIG) を結合 さ せ
た DIG - l l -dUTP を標識に 用 い ， PCR 法で プ ロ ー プの

合成 を行っ た。PCR 法の鋳型 は 逆転写反応に よ っ て 作成
し た CEVd の cDNA を 用 い た 。 プ ラ イ マ ー は 上記 の

PCR 増幅 と 同 じ も の を 用 い た 。
( 1 検体当 たり)

10 倍 T th DNA ポ リ メ ラ ー ゼ用 緩衝液 . . . ・ H ・ . . … 5 JLI 

蒸留水 . . . . ・ H ・ . . . ・ H ・ … ・ ・ ・ ・ ・ ・ ・ … . . . ・ H ・ . . . . ・ H ・ - ・ … ・ ・ ・3 4 . 25 JLl 

各 1 mM (dGTP，  dA TP，  dCTP) ì } … ・ ・ ・ 混合液 5 μJ
0 . 65 mM dTTP 

DIG - l l - dUTP (ベー リ ンガ一社 ， l mM ) … … 1 .7 5 μf 

プラ イ マ ー (CEV-2M ，  PCEV - l  P 各 25 p mol/μJ 
… … ・ ・ 2 μJ

TthDNA ポ リ メ ラ ー ゼ ( 1 U/μ l) . . . ・ H ・ . . … . . . ・ H ・ . . 1 μ f

49 μf 

混合

ミ ネ ラ ル オ イ ル ( シ グ マ) を 1 滴重層 す る

逆転写反応産物 10 μJ を加 え る
↓ シ ョ ー ト ス ピ ン

PCR30 サイ ク ル[ : サイ ク ル 940C. 5 分 →53"C. 1 分 →7 20C. 2 分

2�30 サイ ク ル 940C， 3 0 秒 →530C， 1 →7 2"C， 2 分

ラ ス ト サイ ク ル 7 20C， 8 分 →20"C

DIG は ス テ ロ イ ド で あ る た め 有 機 溶 媒 に 可溶 で あ
る 。 し た が っ て フ ェ ノー ル抽出やク ロ ロ ホ ル ム 処理 を 行
う こ と がで き な い。 こ の た め 以下の操作に よ り合成 し た
プロ ー プ を精製す る 。

上層 の ミ ネ ラ ル オ イ ル を で き る だ け 除 く 。 限外ろ過
フィル タ -{"寸 き ス ノ T ン カ ラ ム ( ミ リ ポ ア ， Ul trafr e e  C 3 

-TTK 等)に 分注 し 6 ， 500 rp m で 8 分間遠心す る 。 上部

フ ィ ル タ ー に TE 緩 衝 液 を 加 え 400 μJ に メ ス ア ッ プ
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M ① ②  ① 

図 - 3 CEVcI DlG- プ ロ ー プの 2% ア ガ ロ ー ス 沼気泳仰J
①は無標識の CEVd PCR 産物. ②は DlG を 取 り 込 ま
せ た CEVd PCR 産物 (DlG- プ ロ ー プ) . DlG を取 り
込 ん だ 分 だ け 泳動 速 度 が 遅 く な っ て い る の が わ か
る . iVl は分子虫マ ー カ ー.

後， 6，500 rpm で 8 分間遠心す る 。 こ の操作 を 3�4 回繰
り 返す。 最後に， TE 緩衝液 を 50 μJ 加 え プ ロ ー プ液 と す
る 。 こ れ を 2% ア ガ ロ ー ス ゲ ノレ'電気泳動 に よ り チ ェ ッ ク

を 行 う 。 通常の PCR 産物に比べ， DIG を取 り 込 ま せ た も

の は そ の分だ け泳動速度が遅 く な る ( 図-3) 。 プ ロ ー プ は
- 200Cで最低 1 年間 は安定であ る 。

3 マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る

検 出

マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダ イ ゼー シ ョ ン の概要は図
-4 に 示 し た と お り で， 従来行わ れて い る ELISA 法 と た
い へ ん よ く 似て い る 。 ELISA 法 は タ ンパ ク 質， マ イ ク ロ
プ レ ー ト ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン は骸酸を基本 と し て い

る が， 抗原抗体反 応 に 用 い る 酵素や基質 は 同 じ も の であ
る 。

な お ， 現在， 多 く の マ イ ク ロ プ レ ー ト が市販 さ れて い
る が， い く つ か の プ レ ー ト に つ い て DNA の吸着 に つ い

て 比 較 し た と こ ろ ， Nunc 社 製 Immunoplate II
Maxisorp が DNA を 最 も よ く 吸着 し た た め ， 本法では
こ の プ レ ー ト を 用 い て い る 。

① PCR 産物の マ イ ク ロ プ レ ー ト への 固定化 : PCR 
産 物 1 5 ，u1 に DNA 固 定 化 液 ( 1 0 倍 SSC， 10 mM 
EDTA (pH 7 . 0) ) 285 ，u1 (20 倍希釈) を 加 え ， 1 000C， 

5 分間熱変性 し た後， 氷中急冷す る 。 こ の う ち 1 00 μl を
マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 す る 。 プ レ ー ト を シ ー ル し た
後， 3rcの恒温槽 に 沈 め ， 2 時間 イ ン キ ュ ベー 卜 す る (恒
温器中 で も 可) 。
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品 洗浄 ( PBS - T )
② 

1
5

-
A 

h--シ )
〆 」 り叩 U

42'C ，  1 I[免

与 洗浄 ( PBS-T )
③ 

ALP標識tiLDI G抗体 と の 反応
37"C . 時間

4 洗浄( PB S - T )

④ 

�c� tt (  p-ニ ト ロ フ ェニル リ / 椴 ) と の反 応 ( 発色 )，r<í\Li3) I マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダー に よ 竺， "-..::二ムノ 吸光ftj'[測定 ( 405 nm )

f\----' PCHIÏ物( DNA ) � DI G紋織 プローブ
� ALP紋一削WIG抗体

図 - 4 マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン法の概
要

② 洗浄 : PBS-Tween ( 137 mM NaCI， 8 . 1  mM N a， 

I-IP04 ， l .  47 mM K H，P04， 2 . 7  mM KCI， pI-I 7 . 4 ， 0 . 05 

%Tween-20) を 各穴 300 ，ul ず つ 分注 し ， 3 分間静置す

る 。 こ の操作 を 3 回繰 り 返す 。 以下同 じ 。
③ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン : 熱変性 プ ロ ー プ を 加 え

た ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 液 (5 倍 SSC ( p H  7 . 0) ，  1 0  

m M  EDTA (pH 7 . 0) ， 50% ホ /レ ム ア ミ ド ， 0 . 1% 
Tween-20， 50 μg/m l サ ケ精子 DNA， DIG 標識プ ロ ー
プ ( 1000Cで 5 分間熱変性後， 氷中急冷 し 500 倍希釈で用

い る ) ) を各穴 1 00 μ/ ずつ分注す る 。 プ レ ー ト を シ ー ル し

た 後， 420C の恒 温楠 に 沈 め 1 晩 イ ン キ ュ ー べ ー ト す る

(恒温探中で も 可) 。

④ 洗浄
⑤ 抗原抗体反応 : ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ標識抗

DIG 抗体 ( BMY 社 ・ ポ リ ク ロ ー ナ ル抗体， 750 U/m l)  
を PBS-Tween で 5，000 倍 に 希 釈 し た も の を 各 穴 100
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PCR- マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン 法 に よ る カ ン キ ツ エ キ ソ コ ー テ ィ ス ウ イ ロ イ ド の検定 1 73 

(担占)
622 
527 
404 
307 
242 

M 

A.出 2.0

1.5 

1.0 

0.5 

① ② ③ ③ 

④ 

図 - 5 PCR- 7 イ ク ロ プ レ ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
に よ る CEVd の検出

①~③は CEVd 椛病 カ ン キ ツ 試料 ， ④ は 健全 カ ン キ ツ 試
料， M は分子:@:マ ー カ ー， 写真 は PCR 産物の 2% ア ガ ロ ー
ス ゲ ノレ電気泳動. グ ラ フ は基質投入 2 1時間後 に お け る 波長
405 nm の吸光度.

μJ ずつ分注 す る 。 37'Cの恒温器 中 で 1 時間i静置す る 。

⑥ 洗浄
⑦ 発色反応 : 1 mg/m l の p -ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン酸

2 ナ ト リ ウ ム (10% ジ エ タ ノ ー ル ア ミ ン緩衝液 (pH9 . 8)
に溶解) を 各穴 200 ;.tl ず つ 分注 す る 。
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⑧ 室温 に青争置 し ， マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダー に よ り

波長 405 11m の吸光度 を測定す る (図ー5) 。

お わ り に

PCR 法 は 最近開発 さ れた 技術 で あ る が， 急速 に 普 及
し ， 現在 で は ， 追伝子研究 に な く て は な ら な い 技術 と
な っ て い る 。

PCR- マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法
は， 上記の と お り ELISA 法 と た いへん よ く 似て い る 。 し

か し ， ELISA 法 は 試料 と し て粗汁液 を直接用 い る こ と が
で き る が， PCR一 マ イ ク ロ プ レ ー ト ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン 法 は核酸を抽出， 精製 し な く て は い け な い。 こ の
た め大量の検体を処理す る 場合， 多 く の労力 を 要 す る 。
抽出方法 は簡素化で き る と 思わ れ る が， あ る 程度精製 し
な い と PCR 法 に お い て 増幅 さ れ な い場合が あ る 。 こ の
た め， 今後抽出方法の簡素化 に つ い て さ ら に検討す る 必

要があ る 。
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