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ASGVで 0.8～ 22.9％で推移しており，最近 10年間で

は SDV で 0.2 ～ 6.4％，平均 2.3％，ASGV で 0.8 ～

3.9％，平均 2.1％と検査事業の継続による効果で，保毒

率はやや低下の傾向にある。

II カンキツウイルスの大量検定法の開発

1 従来のエライザ法の簡易化

図― 1はエライザ法による検定手順を示している。こ

れまでに，SDV，ASGVの検定法に関しては，抗体固相

化（コーティング）済みマイクロプレートの超低温によ

る長期保存法（図― 1の①）やサンプルと標識抗体の同

時分注法（図― 1の②）等の各種の改良を行った（平島

ら，1988；平島・野口，1989；草野・下村，1995）。ま

た，96穴のサンプルラックを利用して事前にサンプル

の磨砕液を準備し，8連のピペッターでマイクロプレー

トへ分注するなどの改善も行っており，これらの作業を

併用することで作業時間の短縮や簡易化を進めてきた。

2 大量検定のための磨砕サンプル調整法

エライザ法では，サンプルの磨砕から磨砕液上清の採

取までのステップに相当の労力と時間を要しているた

は　じ　め　に

我が国の果樹産地では，輸入果実の増加や需要の減退

により国産果実の価格が低迷していることから優良な品

種への転換が積極的に進められている。しかしながら，

品種転換を急ぐあまり穂木のウイルス汚染の有無を確認

しないまま高接ぎや苗木の増殖が図られ，ウイルス病の

被害が顕在化している。果樹は永年性作物であり，ウイ

ルスにいったん感染すると果実の収量や品質，樹勢の低

下など長期にわたり大きな影響を受ける（清水ら，

2004）。

また，果樹苗木の生産は，一般に接ぎ木による栄養繁

殖で行われるため，ウイルスに汚染された苗木を植栽す

ることは初期生育の不良と減収をもたらし，場合によっ

ては早期枯死を招くことから，高品質果実生産を阻害す

る要因となっている。福岡県はカキやカンキツなど，果

樹の主要な生産県であるとともに，果樹苗木の一大生産

地でもあり，カンキツ苗木については，全国のカンキツ

苗木の生産量約 600万本のうち，その約 7割を生産して

おり，無毒の苗木生産を行うことは福岡県における重要

課題である。今回，団体などの要請により 10,000点を

超える大量のサンプルのウイルス検査に対応できる簡易

かつ効率的な酵素結合抗体法（E n z y m e ― L i n k e d

lmmunosorbent Assay：以下エライザ法）による検定手

法を開発したので，その概要を紹介する。

I カンキツウイルス病の発生状況

福岡県では，果樹のウイルス検出に最適な方法である

エライザ法を利用し，主要なカンキツウイルスである温

州萎縮ウイルス（SDV）を 1983年から，リンゴステム

グルービングウイルス（ASGV：旧 カンキツタターリ

ーフウイルス）については 92年から年間約 2,400点か

ら 3,500点の検査を事業として実施している。現在まで

の単年度のウイルス保毒率は SDV で 0.2 ～ 14.2％，

Efficient Enzyme ― Linked Immunosorbent Assay（ELISA）for
Mass Citrus Test Samples on the Diagnosis of Citrus Viruses.
By Nario KUSANO

（キーワード：カンキツウイルス，エライザ法，大量検定，簡易
化，コスト低減）

大量サンプル（検体）に対応したエライザ法による
カンキツウイルスの効率的検定法
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福岡県農業総合試験場果樹苗木分場

マイクロプレートへの 
コーティング抗体の分注 

ブロッキング 

←PBS ― tweenで洗浄 

←PBS ― tweenで洗浄 
　（処理後，使用まで冷凍庫で保存）…① 

←すぐに次のステップ（同時分注）…② 

←PBS ― tweenで洗浄 

試料の分注 

酵素結合抗体液の分注 

発色・吸光度測定 

←試料の磨砕（サンプル：緩衝液＝1：10） 

図－1 酵素結合抗体法（ELISA）のステップ
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R）で 30秒遠心分離し上清を利用する区（簡易遠心区），

一度遠心管（12 ml）に入れて冷却遠心機で 5,000 rpm，

15分遠心分離後に上清をサンプルチューブに入れて使

用する区（慣行区）とした。

3種類の調整法による検定結果は，図― 2，3のように

なった（図中のフリー区については，慣行区とほぼ同じ

なので省略）。磨砕粗汁液区では ASGVおよび SDV共

に乳鉢で磨砕後のサンプル液を直ちにエライザ法に利用

するため，分注操作時のピペッターに付けるチップ先端

に大型の植物破砕物が詰まる原因となった。また，磨砕

粗汁液区は，SDVではサンプル希釈倍率 10～ 30倍で，

また，ASGVではサンプル希釈倍率 10～ 90倍で簡易遠

心区，慣行区と比較して吸光度が低下した。この原因と

しては，植物組織の磨砕残魏がマイクロプレートに分注

されるため，ウイルスのコーティング抗体への吸着反応

を阻害していると考えられた。簡易遠心区では，慣行区

と比較して吸光度はやや低下する傾向にあるが，実際の

エライザ法検定で行うサンプル希釈倍率 10倍で比較す

ると，磨砕粗汁液区よりも優れていた。これは植物組織

の磨砕残魏の大部分が遠心分離により除去されたことに

よると考えられた。磨砕後の作業時間としては，慣行の

遠心分離処理（5,000 rpm，15分間）に比べチビタン―
　

R

の 30秒処理を行う簡易遠心は，慣行区の磨砕液の乳鉢

から遠心管へ，また，遠心管からサンプルチューブへの

ピペッティング操作もなくなることから実働時間は約

1/2と少なくなった。

以上のことから，簡易遠心区では，サンプルの磨砕液

調整に必要な時間短縮および作業の省略化に極めて有効

であった。このため以下の試験では，磨砕液の調整を簡

易遠心で行った。

3 リンゴステムグルービングウイルス（ASGV）お
よび温州萎縮ウイルス（SDV）の同時検定法

ASGV，SDVの単独，および両ウイルスを混合したサ

ンプルを供試し，ASGVおよび SDVのコーティング抗

体濃度をそれぞれ 200倍，400倍，600倍ずつ混合した

時の検出感度を調べた。結果は表― 1である。ASGVと

SDVの割合を 1：1としたサンプルでは，ASGVの抗体

濃度が 600倍，SDVの抗体濃度が 200倍のときに，吸

光度倍率が高くなり，検出感度がやや優れていると考え

られた。このコーティング抗体濃度区では ASGV と

SDVの割合を 1：2，2：1にした場合もすべての処理区

で吸光度倍率が 4.5倍以上あった。

ASGVを単独に保毒したサンプルでは，両ウイルス抗

体（ASGV抗体 400倍，SDV抗体 400倍）を利用した

検定法は，ASGV単独のウイルス抗体（400倍）を利用

め，労力削減方法と検出感度の維持について検討した。

3種類の磨砕サンプル調整法としては，採取した新梢

を 10倍容の磨砕用バッファー（0.1％チオグリコール酸

加用 0.1Mクエン酸緩衝液）中で乳鉢を用いて磨砕後，

そのままサンプルチューブ（1 ml）に入れてエライザ法

に利用する区（磨砕粗汁液区），サンプルチューブに入

れた後，卓上小型遠心機（日本ミリポア社，チビタン―
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図－2 磨砕サンプル調整法とリンゴステムグルービング
ウイルス（ASGV）の検出程度

吸光度：測定値× 1,000，基質投入 2時間後に測定．
ASGV抗体はコーティング抗体，ALP標識抗体共に
500倍．
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図－3 磨砕サンプル調整法と温州萎縮ウイルス（SDV）
の検出程度

吸光度：測定値× 1,000，基質投入 2時間後に測定．
SDV 抗体はコーティング抗体，ALP 標識抗体共に
500倍．
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出に十分な吸光度が得られた。実際の検定場面では 10

倍希釈磨砕液を用いるので問題はないと考えられるが，

それをさらに 9倍（表― 2の 90倍に該当）にまで希釈し

た場合は，ASGVで 6サンプル中に 1サンプル保毒のケ

ースで検出が困難となった。ASGV，SDVおよびウイル

スフリーのサンプルを混合した場合の検出感度を調べ

た。その結果，ASGV，SDVのいずれも 1/6以上の混合

したときに比べ吸光度倍率が 5倍から 3.5倍に低下し

た。SDVを単独に保毒したサンプルでは，両方の抗体

を混合した時の吸光度倍率の低下は小さかった（表― 1，

□囲み数値）。通常，陽性とする基準は吸光度倍率で 2

倍以上であることを前提にすると，両抗体の濃度は日植

防の指定濃度の 500倍で十分であると推察された。な

お，ASGVと SDVを，それぞれ単独，または両ウイル

スを混合した磨砕サンプルを希釈してエライザ法を行っ

た結果，2ウイルスの混合サンプルでは希釈倍率 320倍

以上，単独ウイルスでは 320倍まで検出が可能であり，

2ウイルスの同時検定が十分可能であると考えられた

（データ省略）。この方法では，保毒率が低ければ低いほ

ど効果が高く，例えば，検定サンプル中に 1～ 10％の

保毒率があると仮定すると，慣行法の 49～ 40％の検定

回数の減少となった（データ省略）。

4 多検体の同時検定法

表― 2，3は，6サンプルを一度に検定することを前提

に，検出感度について検討した結果である。

6サンプル（各 20μl/1サンプル）のうち，ASGVま

たは SDV単独磨砕液とウイルスフリー磨砕液の割合を

6：0から 1：5とした場合，エライザ法での吸光度は検

表－1 ASGVおよび SDVの同時検定とその検出感度

サンプル割合

コーティング抗体濃度

ASGV抗体 200

200 400 600

酵素標識抗体：ASGV，SDV濃度とも 400倍．吸光度倍率：保毒/フリー．サンプル濃度：SDV（50倍），ASGV
（50倍），フリー（50倍）．吸光度：測定値× 1,000，基質投入 2時間後に測定．

400 600 400 0

200 400 600 200 400 600 0 400

ASGV1：SDV1 保毒
フリー

636
112

551
114

598
91

596
87

570
94

510
89

680
87

665
91

631
92

386
86

513
95

吸光度倍率 5.7 4.8 6.6 6.9 6.1 5.7 7.8 7.3 6.9 4.5 5.4

ASGV1：SDV2 保毒
フリー

579
112

579
114

558
91

536
87

453
94

454
89

575
87

586
91

618
92

174
86

577
95

吸光度倍率 5.2 5.1 6.1 6.2 4.8 5.1 6.6 6.4 6.7 2.0 6.1

ASGV2：SDV1 保毒
フリー

640
112

577
114

573
91

553
87

504
94

489
89

542
87

482
91

504
92

400
95

321
86

吸光度倍率 5.7 5.1 6.3 6.4 5.4 5.5 6.2 5.3 5.5 4.2 3.7

単独 ASGV 保毒
フリー

407
112

397
114

415
91

331
87

326
94

297
89

306
87

293
91

318
92

431
86

83
95

吸光度倍率 3.6 3.5 4.6 3.8 3.5 3.3 3.5 3.2 3.5 5.0 0.9

単独 SDV 保毒
フリー

376
112

365
114

356
91

409
87

378
94

335
89

474
87

389
91

369
92

86
86

409
95

吸光度倍率 3.4 3.2 3.9 4.7 4.0 3.8 5.4 4.3 4.0 1.0 4.3

SDV抗体

表－2 6サンプル中のウイルス保毒割合と吸光度

SDV ASGV

サンプル希釈倍率 サンプル希釈倍率

10 30 90 10

吸光度：測定値× 1,000，基質投入 1 時間後に測定．SDV，
ASGV抗体はコーティング抗体，ALP標識抗体共に 500倍．

30 90

791
796
965
654
592
426
57

522
492
408
364
347
216
58

393
386
415
287
224
174
57

388
440
339
256
214
142
57

305
268
254
218
173
115
58

209
199
184
151
136
103
57

ウイルス：フリー
のサンプル割合

6：0
5：1
4：2
3：3
2：4
1：5

0：6（フリー）
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いた（同時分注法）。改良法では，サンプルラックの

6列
　

までの各サンプルを 20μlずつ採取してマイクロプ

レートの同一ウエルに分注することで計 120μl/ウエル

が分注される（2 反復）。その後，酵素結合抗体液を

120μ
　

l/ウエル重ねることで一連の抗原抗体反応が終了

する。この方法では，1枚のマイクロプレートで 2.5箱

分，240サンプル（マイクロプレートの 2列分は陽性，

陰性コントロール用として使用）を同時に検定すること

が可能となる。なお，この改良法では，マイクロプレー

ト上で陽性と判定された場合，6サンプルすべてについ

割合であればすべて検出された（表― 3，一部省略）。6

サンプル同時検定法では保毒サンプルが一つのときに

は，吸光度が低下するが，検定手法としては実用化が可

能と考えられた。

図― 4は，サンプル磨砕液のサンプルチューブラック

（96穴サンプルラック）での保存方法と 8連ピペッター

でのマイクロプレートへの分注方法を図示したものであ

る。従来法では，8連ピペッターを用いてサンプルラッ

ク 1 列分をマイクロプレートの 2 列（2 反復）に各

100μ
　

lずつ分注後，100μlの酵素結合抗体液を分注して

表－3 保毒サンプルの割合と吸光度

F：S：A

SDVと ASGVおよびフリーの
サンプル希釈率

10 30

4：1：1
3：2：1
2：3：1
1：4：1
1：3：2
0：5：1
0：4：2

6：0：0（フリー）

426
465
523
557
572
714
568
57

278
345
362
366
510
425
581
58

吸光度：測定値× 1,000，基質投入 1 時間後に測定．SDV，
ASGV抗体はコーティング抗体，ALP標識抗体共に 500倍．Fは
フリー，Sは SDV，Aは ASGV．

90

212
268
312
278
351
278
388
57

8チャンネルピペッターによるサンプルラックからマイクロプレートへの磨砕液の分注 

A  従来法 
①
②
③
④
⑤
⑥
⑦
⑧ 

⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯ 

⑰
⑱
⑲
⑳ 

B  従来法 
①
②
③
⑤
⑤
⑥
⑦
⑧ 

①
②
③
⑤
⑤
⑥
⑦
⑧ 

⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯ 

⑨
⑩
⑪
⑫
⑬
⑭
⑮
⑯ 

→ → 

同一ナンバーに100μl分注
2反復 

C  改良法 
①
⑦
⑬
⑲ 

②
⑧
⑭
⑳ 

③
⑨
⑮ 

④
⑩
⑯ 

⑤
⑪
⑰ 

⑥
⑫
⑱

D  改良法 
ア ア

→ → 

①から⑥のサンプルを 
「ア」に20μlずつ分注

2反復 

：サンプルチューブ1 ml 　：ラックの6サンプル分を2反復
　：ラックの6サンプル分を2反復
各ウエルに20μl×6サンプルを分注 

磨砕液分注後のサンプルラックの状態 マイクロプレート上の分注方法 

図－4 サンプル磨砕後のサンプルラックへの保存方法とマイクロプレートへの分注法
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図－5 ウイルス保毒率と 6サンプル同時検定法における
再検定を含めた検定総数

検査点数：6,000サンプル．関係式：y＝ n/6＋（1－
（1－ x）6×（n/6）× 6．y：検査総数，x：圃場におけ
るウイルス保毒率，n：サンプル点数．
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法では，保毒率を 1～ 10％と仮定すると，従来法の 49

～ 40％に検定回数を減少させることができる。3点目

は，6サンプルを同時に検定する方法である。従来法の

1サンプルずつ検定する方法を改良し，磨砕液 20μl/1

サンプルで 6サンプルを混合してもウイルス検定が可能

であり，また，20μlを正確に分取できる 8連のピペッ

ターとそのピペッターに対応した 96穴のサンプルラッ

クの利用を行うことで省力・低コスト化ができた。

以上のように，エライザ法の各ステップの改良を行う

ことで労力的には半分以下となり，抗体，マイクロプレ

ート等の試薬・機材の使用を減らすことで，人件費も含

めたトータルコストは大幅に低下すると考えられた。
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て 1サンプルずつ SDVと ASGVそれぞれに個別に再検

定を行う必要がある。図― 5は 6,000検体を前提に 1ウ

イルスを対象に 6サンプルまとめて検定し，保毒してい

た場合の再検定数も含めた検定総数と保毒率の関係を示

している。2ウイルスでも同様の結果となり，保毒率が

低ければ低いほど省力化の効果は圧倒的に大きいことが

明らかとなった。

お　わ　り　に

カンキツのウイルス検定については，近年，地域や県

域レベルでの新品種苗木の裁植や高接ぎなどに対応した

大量のウイルス検定の要請がある。

本報では，エライザ法の各ステップを見直し，時間と

コストを省略するため，主として 3点について改良し

た。1点目は磨砕液の調整を卓上小型遠心機を利用し，

かつ 30秒の短時間とすることで，従来法の約半分の時

間にできた。2点目は ASGVと SDVの 2ウイルスをマ

イクロプレート上で同時に検出することとした。この方




