
イ ミ ュ ノ キ ャ プチ ャ ー PCR (IC-PCR) に よ る 植物 ウ イ ル ス の高感度検出 383 

イミュノキャプチャーPCR (IC-PCR)による

植物ウイルスの高感度検出
ーヤマノイモモザイクウイルスの検出を例として一

かめ
山 口 大学農学部生物生産科学講座 亀

ゃ
谷

みつ
満 朗

は じ め に

植物 ウ イ ル ス の 検 出 は 生 物 検 定 や 酵 素 結 合抗 体 法

(ELISA) ， 免疫電子顕微鏡法 に よ る血清学 的手 法 等 が

広 く 用 い ら れて い る が， 近年 そ れ ら に加 え て 分子生物学

的 手 法 で あ る P CR 法 も 用 い ら れ て い る 。 P CR

(po! ymerase chain react ion) は DNA の 増 幅 法 で あ

る 。 多 く の 植物 ウ イ ル ス の核 酸 は RNA で あ り ， こ の

RNA か ら 相補鎖 DNA (cDNA) を 作 り ， こ れ を 増 幅

し て 検 出 す る た め 逆転写 P CR (RT- P CR) と い わ れ

る 。 RT- P CR に つ い て は 本 誌 (大貫 ・ 花 田， 1996) を

参照さ れた い。

RT-P CR は ELISA な ど に 較 べ て 一般 に 検 出 感度 は

高 い と い わ れ る が， ウ イ ル ス や植物 に よ り 異 な り ， ま た

病植物体か ら 全 RNA を抽 出 し ， そ れ か ら 目 的 と す る

RNA の cDNA を 作 る 手 聞 が か か り ， や や煩 雑 で あ る 。

そ こ で， 全 RNA を抽 出 す る 代 わ り に ELISA の 第 1 段

階 を利用 し ， チ ュー プ に ウ イ ル ス抗 体 を つ げ， そ こ に ウ

イ ル ス汁 液 を 入 れ， ウ イ ル ス 粒子 を 捕捉 し ， そ の RNA

か ら cDNA を作 り ， P CR を行 う 方法が開発さ れ， 利用

さ れ て い る 。 こ れ が イ ミ ュ ノ キ ャ プ チ ャー P CR (IC 

P CR) で あ る 。 こ の 方法 で は ウ イ ル ス抗 体 を 必要 と す

る が， 全 RNA を抽 出 す る 手聞が省かれ， さ ら に 爽雑物

が少 な い た め特異性が高 ま る と い わ れ る 。

WETZEL et al. ( 1992) に よ るP lum ρox ρo tyvirzω の検

出 例 で見 る と ， IC- P CR の 検 出 感度 は RT-P CR の 250
倍， 3 2p を 用 い た ハ イ プ リ ダ イ ゼー シ ョ ン 法 の 620 倍，

ELISA の 5 ， 000 倍 と 非 常 に 高 い こ と が伺 え る 。

本稿 で は ヤ マ ノ イ モ モ ザ イ ク ウ イ ル ス (JYMV) の

検出例 を も と に IC-P CR と P CR 産物 を 利 用 し た RFLP

(制 限酵素断片長多型 ) に よ る強 毒株 と 弱毒株の判別 に

つ い て 紹介 し た い。

Highly Sensitive Detection of Plant Viruses by IC-PCR. 

By Mitsuro KAMEYA 

( キ ー ワ ード: イ ミ ュ ノ キ ャ プチ ャ ー PCR， 制限酵素断片畏多

型， 系統判別)

I ヤマノイ モモザイ ク ウ イ ルス ( JYMV) の

IC-PCRによる検出

山 口 県 で栽培さ れて い る イ チ ョ ウ イ モ で はjYMV が

広 く 発生 し ， そ れ に よ る 被害が大 き い た め ， ウ イ ル ス フ

リー株の育 成や弱毒 ウ イ ル ス を利用 し た 被害 回避 の研究

が進め ら れて い る 。 そ の 中 で ウ イ ル ス フ リー の確認や弱

毒 ウ イ ル ス の感染率， 弱毒 ウ イ ル ス の強 毒 ウ イ ル ス に 対

す る 干渉 効果 の 検定 な ど の た めjYMV の抗血清 を作製

し ， ELISA 法 に よ る 検 定 が 行 わ れ て き た 。 し か し ，

ELISA の検出感度 は 病 葉 の 4 ， OOO�10 ， OOO 倍希釈程度

であ り ， 十分 と は い え ず， 検出感度 の よ り 高 い と い わ れ

て い た RT-P CR を 行 っ た が そ の 検 出 感度 は ELISA よ

り 低か っ た 。 ま た ， こ れ ら の 方法では強 毒株 と 弱毒株の

判別 は不可能で あ っ た 。

そ こ で検 出 感度 が よ り 高 い とさ れ て い る IC-P CR を

試 み た と こ ろ ， 極 め て 高 い 感度 (病葉汁 液 の 10-8 倍)

で検出 で き る こ と が分かつ た 。 さ ら に こ の P CR 産物 に

つ い て 4 種類 の 制 限酵素 を 用 い た RFLP を 行 っ た と こ

ろ ， 1 種類の制限酵素 (11.ゅ 509 I) に よ る バ ン ド パ ター

ン か ら 強毒株 と 弱毒株 を判別 で き る こ と が明 ら か と な っ

た 。 ま た ， 凍 結葉 を 用 い た 場合， ELISA で は 検 出 で き

な か っ た が， IC-P CR で は 生葉 と ほ ぼ同 等 に 検 出 す る こ

と がで き た 。

IC- P CR はROWHAN I et al. ( 1 995) の 方法 に 準じ て 行

っ た 。

RT-P CR 用 プラ イ マー :jYM V の 外被 タ ン パ ク 質 の

コ ア 領 域 241b p を 増 幅 可 能 な プ ラ イ マ ー C 2 (5'­

GTGGCAT GT ACGCT CTTT CT TG- 3' ) お よ び プ ラ

イ マー S 2 (5' -CT A GAT GA CA GTT CGA CAAA - 3') 

(藤 ・ 中前， 1999) を使 用した 。

RNA の抽 出: 0 . 5 m l チュー プ に ca rb onate b u任 er

( 1 . 59 g  Na2CO. ，  2 . 93 g  N aHCO. /I ，  pH 9 . 6) で希釈

し た 40 μg/m l の ウ イ ル ス抗 体 (IgG) を 50 p l 入 れ，

370 C に 2時 間 置 き ， P BS - T  ( 0 . 02 M P B ， 0 . 1 5 M 

Na C! ， 0 . 02% NaN. .  0 . 05% Tween 20，  pH 7 . 4) で

3 回 洗 浄 し た 。 植物組織 100 mg を 2 m l の抽 出 用緩衝

液 (0 . 2 M citrat e  b u妊 er， 0 . 01 M Na -DIECA， 0 . 005 

一一一 9 一一一



384 植 物 防 疫 第 56 巻 第 9 号 (2002 il二)

M 2 N a - EDT A， O. 1 % 2 - m 巴rcap toe thano l ， 0 . 4% 
L-a sco rb ic aci d ，  2% po l yvi nylp yrro ri done， pH 5 . 8) 

と と も に 乳鉢 と 乳様で 磨砕し ， 同 じ 緩衝液で希釈し， そ
れ ぞ れ 5 0 μ Jを上記の抗体をつ け た チ ュー プに 入 れた o

40C で l 夜i符置 し た 後， P BS-T で 3 回洗浄 し ， 5 0 μ Jの
滅菌水を入れ， 8 0"Cで 5 分間処理し ， た だち に 氷上 に 2
分聞置 い た 。

c DN A の 合 成 : RTG Yo u- P rim 巴 Fi rst-S t ran cl
Bea d s  (Ame rsham P ha rmacia Bio tec h社) の 入 っ た
チ ュー プ に 抽出 RN A 液 3 2 μ J と 20 μM プ ラ イ マ ー C 2

1 μ Jを加 え ， 室 温 に 1 分間置 い た 後， 370Cで 60 分間処
理し た 。

PCR: c DN A 液 に 20 μM プラ イ マ ー S 2 1 μ 1， 65 μ J  
滅菌 水， 2 . 5 ユニ ッ ト Amp liTa q DNA po l yme ra se 
(P E App l ie cl Bio system s社) を入れた後， ミ ネラ /レオ
イ ル 1 摘を力日 え ， The rma lc yc le r  (AST EC PC-70 0) 
を用 い て ， 9 20C3 分 l 回， 9 20C1 分 ・ 570C 1 分 ・ 7 20C1 分
35 回， 7 20C5 分 l厄l の条件で PCRを行 っ た 。

電気 泳動 : PCR 産物に G LB ( ゲ /レロ ー ディン グ 緩衝
液 : 0 . 25% b romophe no l  b l ue， 50% glyce ro D  3 μ/ を
加 え ， そ の 1 0 μ/ を1 . 5% アガロ ー ス ゲ ル を用 い て ， 50  

Vで ゲjレ の 2/3 程 度 ま で 泳 動 し た。 そ の 後， ゲjレを
0 . 1 % エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ド溶液で 1 5 分間染色 し ， 7.1<で
洗浄 し ， 24 1 bp の バン ドの検出を行 っ た 。

こ の 方 法 に よりイ チ ョウイ モ か ら JYM Vの 強毒株

( 山 口 株， 愛知 株) お よび 弱毒株な ど す べ て 検 出 可能 で
あ っ た 。 モ ザ イ ク 症状を示す 強毒株に感染 し た イ チ ョウ
イ モ の病葉を用 い て ， 検出感度を調 べ た 。 1 0 0 m gの病

葉 に 2 m lの 抽出 用 緩街液を加 え て 磨砕し ， そ れを同 じ

緩衝液 で 1 O- 2� 1 0 -10倍液 を調整し， IC-PCRを行 っ た

241 bp� 

M 2 4 5 6 7 9 10 

図-1 イチョウ イ モ の モ ザイ ク 病�からの lC-PCR に よ

る JYMVの検出

M マ ーカ ー， レーン 1 � 10・病薬の 1�10倍希釈

液.

と こ ろ ， 1 0- 8倍ま で検出で き た (図 ー1 ) 。 同 じ く ム カ ゴ

と イ モ に つ い て は そ れぞ れ 1 0 -5 と 1 0- 6倍ま で検出 で き

た 。 同 じ 病葉 に つ い て ELISA と RT-PCRに よ る 検定

を行 っ た と こ ろ ， そ れ ぞ れ 検 出 限界は 1 2 ， 8 0 0 倍 と

1 0 ， 24 0 倍希釈で あ っ た 。 こ の 結果 か ら ， イ チ ョウイ モ

に お け る JYM V に つ い て は， IC-PCRの 検 出 感 度 は
ELISA より約 8，00 0 倍， RT-PCRより約 1 0 ，0 0 0 倍高

い こ と が示 さ れた 。

n PCR-RFLP に よるJYMVの強毒株と

弱毒株の判別

イ チ ョウイ モ に お け る 弱毒ウイ /レ ス に よる 強毒株に対

す る 干渉効果の 判定 は 明瞭な病徴の発現の有無 に よっ て

い た が， 病 徴 の 発 現に は 長期 間 を要 す る 。 ま た ，
EL ISA や RT-PCRに よる 強毒株 と 弱務株の 判別 も 不
可能で あ る 。 そ こ で， PCR 産物の RFLP に よる 判別 の
可能性 に つ い て検討し た 。

PCR産 物 ( 24 1 bp DNA) をQIA quickPCR精 製 キ

ッ ト ( QIAG EN 社) で精製 し た 後， JYM Vの 愛知 株の
シ ー ク エ ン ス (FUjl a ncl N AKMII\E， 1 999) をも と に 利 用

可能 と 考 え ら れた 4 種類の 制限酵素 ( Fok I， Mbo I I， 
S au 3 A Iお よび Tsþ 509 I) で消 化 し ， 4 % メ タ フ ァー
アガロ ス ゲjレ電気 泳動 し ， バン ドパタ ー ン を調べ た 。 そ
の 結果， おか5 09 1を用 い た 場合 に ， 強毒株と 弱毒株の
バン ドパタ ー ンに 大 き な 差異 が 認め ら れ た ( 図 2) 。 他

の 3 種 制限酵素で は差 異が見 ら れな か っ た 。
PCR産物 に お け る Tゅ5 09 1の 認識部位が 強君主株と 弱

帯株で 異 な る こ と が 示 唆さ れ た の で， 両 者 の 24 1 bp 

M 2 3 4 bp 

241 
221 

図- 2 lC-PCR 産 物 の 11ilJI浪商事紫Tsþ 509 1 を 用 いた

RFLP に よ る JYMVの 強読者t と 弱蒜株の 判別

M: マ ーカ ー， レーン 1 : lC-PCR 産物 (24 1 bp) ， 

レー ン 2 ・ 3: ILiI 1強持株， レーン 4 ・ 5 : 弱毒株.
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T 
A 20 I 93 1 28 

1 1 3 
B 1 28 

T 
c .20 1 22 1 

図 - 3 JYMV 分離株の IC-PCR 産物 (241 bp DNA) に

お 砂 る 制限酵素 Tsþ 509 1 の認識部位 (AATT)

の位置

A : 愛知強奪株. B : 山 口 強毒株. C : 弱毒株.

DNA を pT 7 Blue (R) ベ ク タ ー (Novagen 社) に ク

ロー ン化 し ， 塩基配列 を 調 べ た 。 そ の 結果. 71ゅ 509 1 

認識部位 (AA TT) の 位置が両者 で巽 な っ て お り ， 既

報の愛知株 と も 一部異なっ て い た (図-3) 。 こ の結果 は，

PCR-RFLP のバ ン ド サ イ ズ と も 一致 し て い た 。

PCR-RFLP は こ の よ う に強 毒株 と 弱毒株の判別 が可

能であ り ， 早期 に 干渉 効果 の判定がで き る だ け で な く ，

種イ モ に お け る強 毒 ウ イ ル ス の有無 を検定す る こ と に よ

り 一層安定 し た 防除効果が期待で き る と 考 え ら れ る 。

お わ り に

以上述べた よ う に ， イ チ ョ ウ イ モ か ら IC-PCR に よ

り JYMV が高感度 で検出さ れ， さ ら に そ の PCR 産 物

書 評
植物のパ ラ サ イ ト た ち

一一植物病理学の挑戦一一
岸 圏平 著

(株) 八坂書房 刊
254 頁， 本体 2，400 円

本書 は 自 然科学 を身 近 に感じさ せ て く れ る 優れて有益
な啓蒙 の 書 で あ る 。 「 ゆ と り 教育 J の 名 の 下 に 「総合学
習J の時 聞が設 け ら れ る 一方で， 学力低下が懸念さ れ る
昨今 ， 二十一世紀の 科学立国 を担 う 我が国 の青少年 に ぜ
ひ薦め た い本であ る 。

話題 は植物 と パ ラ サ イ ト と の係 わ り で あ る が， 生物学
全般 に つ い て も 興味 を そ そ る よ う に書かれて あ り ， 自 分
も 生物学 を ， 生命 と は何か を 調べて (研究 し て ) み た い
と い う 気 を起 こさ せ る 本であ る 。

植物病理学で は 一般 的 な 専 門 用 語 で あ る 「寄生者」
を ， 今 や市民権 を 得た 「パ ラ サ イ ト J と い う 横文字 に置
き 換 え た こ と が こ の本の成功の カ ギ で あ る 。 パ ラ サ イ ト
と ホ ス ト (宿 主 ま た は寄主) と の 関係 を①人間の食料 と
の関係 に お い て 歴史 を変 え る ほ ど の 力 を持つパ ラ サ イ ト
②植物 (作物) に病気 を起 こ す病原菌 と し て の パ ラ サ イ

のRFLP に よ り 強 毒株 と 弱毒株の判別 も 可能 で あっ た 。

こ の こ と は塩基配列 の 解析 か ら ， 71ゅ 509 1 の切断認識

部位の位置が強 毒株 と 弱毒株で異 な る こ と に よ る も の で

あ る 。

近年， 多 く の ウ イ ル ス に つ い て 塩基配列が解明さ れて

き て お り ， こ の塩基配列が系統間で部分的 に 異 な っ て い
れば， そ れぞ れ に 特異的な プ ラ イ マー を作製す る こ と に

よ り ， 系 統 を 特異 的 に 検 出 す る こ と も 可能 で あ る 。 ま

た ， 今 回 の JYMV の よ う にRFLP に よ り 系 統 を判別 す

る こ と も で き ， 今 後い ろ い ろ な場面で利用さ れ る で あ ろ

う 。

弱毒 ウ イ ル ス と強 毒 ウ イ ル ス の差異 は病徴発現の有無

であ る が， 弱毒 ウ イ ル ス の強 毒 ウ イ ル ス に 対す る 干渉 効

果の判定 も 病徴 を 発現す る か ど う か に よ っ て い る 。 し か

し， 永年作物 な ど で は結果の判定 ま で に 長期間 を 要 す る

こ と が一般的で あ り ， こ の よ う な場合強 毒 ウ イ ル ス に 特

異的 な プ ラ イ マー を 用 い たRT-PCR に よ る か， P CR­

RFLP に よ り 判別 す る こ と がで き れ ば早期 に判定 で き ，

大 い に 役立つ と 考 え ら れ る 。
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ト ③ホ ス ト と 共生 し ， 生 き 残 り を か け て 生活 し て い る パ
ラ サ イ ト の 3 部構成 と し ， そ れ ぞ れ に 7 話， 6 話， 9 話
を 配 し て い る 。 ど こ か ら 読 ん で も よ い よ う に で き て い
る 。

植物病理学 の 中 で も 理解の難 し い サ ビ病菌 の一生や病
原性の変化 な ど が例 を 挙 げて わ か り や す く 解説さ れて い
る 。 ま た パ ラ サ イ ト が植物 の 根 毛 か ら 進入 す る 説 明 で
は， 植物の根や飾管の構造 が解説さ れ， 植物組織学の理
解 を 深 め て く れ る 。 さ ら に ， 研究 は 自 然界の疑問 を 解 き
明か し て い く 楽 しさ を 味わ わ せ て く れ る 一方， 人聞が こ
れ ま で に 明 ら か に し た 部分 は ほ ん の わ ずか で， わ か ら な
い こ と が ま だ 山 ほ ど あ る こ と に 気づかせ て く れ， 自 分 も
挑戦 し て み よ う と い う 勇 気 を 奮 い起 こさ せ て く れ る 。 ま
た ， パ ラ サ イ ト が 自 ら を守 る た め に 必死の 努力 を し て い
る 場面 に 接 し ， こ れ以上パ ラ サ イ ト の 生活 を 暴 き た く な
い と も 述べて い る 。 即 ち ， 植物病理学者 と し て の プ ロ の
目 と 素人の 目 の 聞 を 自在 に 動 き 回 る 著者の視線が斬新で
あ り ， 自 然 と 人聞 を 見 る 目 の やさ しさ が読む者の心 を な
ご ま せ て く れ る 。

研究の 進 め 方， 困難 に 直面 し た と き の対処法 に つ い て
も 著者の見解が示さ れて お り ， 研究者が読 ん で も 示唆 に
富 む本で あ る 。 一読 を お 薦 め し た い。 ( 山 口 昭)
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