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を媒介するアザミウマの種を明らかにすることが重要と

なる。つまり，ウイルス病の感染拡大防止のためには，

トスポウイルス種の迅速な同定，さらにはその媒介虫の

特定が必要不可欠となる。

そこで，主にナス科作物および花き類に感染する 5種

トスポウイルス（TSWV，INSV，IYSV，CaCV，CSNV）

を同時に検出・同定できるマルチプレックス RT ― PCR

法（KUWABARA et al., 2010）を開発したので紹介したい。

I 本マルチプレックス RT ―PCR法の特徴

複数の植物ウイルスを同時に検定する遺伝子診断法と

して，マルチプレックス RT ― PCR法が知られている。

同じ科や属に分類されるウイルスを検出するために複数

のウイルスに対応するユニバーサルプライマーやディジ

ェネレートプライマーを用いる方法がある（OKUDA and

HANADA, 2001）。本法は，同科同属のウイルスを幅広く

検出することから，ウイルス種の絞り込みや未知ウイル

スの発見に有効な手法として利用される。また，ウイル

ス種によって増幅される DNA断片の長さが異なるよう

にプライマーをデザインして検定する方法もある（下

元・竹内，2006；奥田，2008）。RT ― PCR法で増幅され

る DNA 断片の長さがウイルス種ごとに異なることか

ら，その有無と長さを検定用コントロールの DNA断片

と比較して判断することにより，複数種のウイルスを同

時検出・同定することが可能となる。

本稿で紹介するマルチプレックス RT ― PCR法は，上

記の方法を組合せたもので，トスポウイルスに共通する

ディジェネレートプライマーと，ウイルス由来の遺伝子

断片が異なった長さで増幅されるウイルス種特異的プラ

イマーを組合せて，一度の反応で複数のウイルスを同定

するものである。

本法は，UGA and TSUDA（2005）によって開発された

方法が基盤となっている。GenBankなどに塩基配列情

報がある全トスポウイルスでは，その S RNAの 3′末端

の 8塩基は完全に一致し，さらに上流 7塩基は酷似して

いる。この 15塩基の配列に反応するディジェネレート

は　じ　め　に

トスポウイルスは，ウイルス粒子の形状や分子構成が

酷似していることから，動物ウイルスで構成されるブニ

ヤウイルス科にトスポウイルス属として分類されてい

る。本ウイルスは外被膜を有する直径約 80～ 120 nm

の球状ウイルスであり，その中に長さの異なる 3分節の

ゲノム RNAを保有している（ULLAMAN et al., 2002）。ト

スポウイルスは，トマト黄化えそウイルス（TSWV）を

代表種とし，熱帯および温暖地域を中心としたナス科，

ウリ科，キク科，マメ科作物等，多くの作物や花き類に

甚大な被害を及ぼす重要病原ウイルスで，現在 14種が

報告されている（NICHOL et al., 2005）。また，これらの

トスポウイルスはいずれもアザミウマ類によって永続的

に媒介されることが知られており，これまでに 12種の

アザミウマ類が媒介すると報告されている（INOUE and

SAKURAI, 2007）。

国内でのトスポウイルスの発生は，TSWV（TSUDA et

al., 1994）をはじめとして，スイカ灰白色斑紋ウイルス

（WSMoV）（IWAKI et al., 1984），メロン黄化えそウイルス

（MYSV）（KATO et al., 1999；加藤・花田，2000），イン

パチエンスえそ斑紋ウイルス（INSV）（後藤ら，2001），

アイリス輪紋ウイルス（IYSV）（土井ら，2003），トウ

ガラシ退緑ウイルス（CaCV）（奥田ら，2005），キク茎

えそウイルス（CSNV）（MATSUURA et al., 2007）の 7種が

確認されている（表― 1）。

トスポウイルスによる病徴は，ウイルス種にかかわら

ずいずれも感染植物の葉にえそ斑点やえそ輪紋が発生す

る。したがって，病徴観察だけではウイルス種の判断は

困難である。アザミウマ類はその種によって有効薬剤が

異なるため，トスポウイルスの種を同定し，各ウイルス
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るWSMoVおよびMYSVを検出対象から除き，代わり

に，国内のナス科および花き作物で新たに発生が確認さ

れた CaCVおよび CSNVの 2種を加えた。まず，UGA

and TSUDA（2005）の方法で検討した 3組のプライマー

セットから，WSMoVおよびMYSVの 2種の特異的プ

ライマーを除くと，2組のプライマーセットになる。そ

のセット 2組について，反応の特異性などを検討した。

その結果，1組のプライマーセットは目的の DNA断片

が増幅され，かつ非特異バンドは出現しなかった（デー

タ略）。次に，CSNVおよび CaCVの種特異的プライマ

ーを合成し，ディジェネレートプライマーだけとの組合

せで単独検出が可能か検討した。CSNVおよび CaCVの

種特異的プライマーは，対応するウイルスの塩基配列と

相同性が高いこと，他の種特異的プライマーの結合部位

と十分に距離が離れていることを考慮してデザインし

た。塩基配列の相同性比較は「CLUSTAL W」，プライ

マー作成には「Primer3」をそれぞれ用いた。CSNVま

たは CaCVの特異的プライマーとしてそれぞれ 3種類を

合成したところ，全て目的の DNA断片が検出されたが，

それらの中で最も非特異的バンドが出現しなかった種特

異的プライマーを最終的に選定した（データ略）。本稿

プライマー（Tos ― R15）を RT ― PCR時の下流プライマ

ーとして設計する。一方，PCR後に得られる DNAの断

片長がウイルス種間で異なるように，Tos ― R15の結合

領域からの塩基距離が違う S RNA上の領域にウイルス

種特異的な上流プライマーを設計する。これにより，

RT ― PCR反応後に得られる DNA断片はウイルス種ごと

に長さが異なるようになり，その断片の位置を確認する

ことでウイルス種の検出・同定が可能となる。一般的

に，複数のウイルスを同時に検出・同定したい場合に

は，検出対象とするウイルスのそれぞれに対応したプラ

イマーペアを 1本のチューブに投入しなければならず，

ウイルスの種類が増えるほどチューブ内の総プライマー

含量（総モル濃度）が増え非特異反応や阻害反応が起こ

りやすくなる。本法では，必要なプライマーの種類は同

定したいウイルス種の数とディジェネレートプライマー

だけであることから，上記の問題は起こりにくくなる。

II 本マルチプレックス RT ―PCR法での
種特異的プライマー作出・選定

本法は，先述したとおり UGA and TSUDA（2005）の方

法を一部改変している。ウリ科作物のみが宿主範囲であ

表－1 日本で発生しているトスポウイルスの宿主植物と媒介アザミウマの種

ウイルス名（和名） 略称 主な宿主作物 媒介するアザミウマ種

Tomato spotted wilt virus
（トマト黄化えそウイルス）

Watermelon silver mottle virus
（スイカ灰白色斑紋ウイルス）

Melon yellow spot virus
（メロン黄化えそウイルス）

Impatiens necrotic spot virus
（インパチエンスえそ斑紋ウイルス）

Iris yellow spot virus
（アイリス輪紋ウイルス）

Capsicum chlorosis virus
（トウガラシ退緑ウイルス）

Chrysanthemum stem necrosis virus
（キク茎えそウイルス）

TSWV

WSMoV

MYSV

INSV

IYSV

CaCV

CSNV

トマト，ピーマン，ナス，タバコ，トウガラシ，
キュウリ，ガーベラ，シクラメン，トルコギキョ
ウ，シネラリア，ニチニチソウ，バーベナ，アル
ストロメリア，インパチエンス，キク

メロン，スイカ，ニガウリ，ツルナ，トウガン

メロン，キュウリ，スイカ，ニガウリ，シロウリ

バーベナ，トルコギキョウ，シクラメン，シネラ
リア等

トルコギキョウ，アルストロメリア，タマネギ，
ネギ，ニラ等

ピーマン

キク，トマト，ピーマン

ミカンキイロアザミウマ
ヒラズハナアザミウマ
チャノキイロアザミウマ
ダイズウスイロアザミウマ
ネギアザミウマ等

ミナミキイロアザミウマ

ミナミキイロアザミウマ

ミカンキイロアザミウマ
ヒラズハナアザミウマ

ネギアザミウマ

（Ceratothripoides claratris）

ミカンキイロアザミウマ

宇賀（2007）を一部改変．
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1）。増幅された DNA断片の塩基配列は，間違いなく標

的とするトスポウイルス由来であった（データ省略）。

このように増幅される DNA断片のサイズをマーカーと

比較して推定することで，それぞれのウイルス種を 1回

の PCR反応で同定することができるようになる。

開発した本法が想定しうる混合感染を正確に検出でき

ることを確認するため，上記 5種ウイルスの単独感染植

物から調整した RNAを任意に組合せた 26通りのウイ

ルス RNA試料を対象に同時検出を試みた。その結果，

当初の想定通り 1 反応で目的とするウイルス由来の

DNA断片が全て同時に検出された（図― 2）。このよう

に，5種ウイルスを同時検出できることが実験的に確認

されたので，次に複数のトスポウイルスを重複感染させ

た Nicotiana benthamianaを調整し検出を試みた。その

結果，先と同様に接種したウイルス由来の DNA断片が

すべて検出された（図― 3）。そこで，本法が実際の生産

現場で利用できることを確認するため，現地圃場で栽培

しているトルコギキョウ，ネギ，ニラ，キク，トマトの

自然感染植物からトスポウイルスの検出を試みた。その

結果，トスポウイルス感染が疑われた被検植物から単独

の病原ウイルスが検出され，中には重複感染株も発見さ

れた（図― 4，レーン 15）。

残念ながら，被検植物としてトルコギキョウ，ネギ，

ニラを対象としたところ，IYSVの特異的 DNA断片周

辺に非特異的バンドが確認された（図― 4，レーン 1～ 5）。

このように，マルチプレックス RT ― PCRでは複数のプ

ライマーが混合しているため，植物種によっては非特異

や阻害反応が起こりやすくなることがある。本手法を実

際の検査に用いる際には，サイズマーカーとの比較や被

検植物の健全株での事前検討，あるいはあらかじめ用意

した標的ウイルスの感染植物を一緒に検査する等，目的

とする DNA断片のサイズや植物種の違いにおける反応

性の差異をあらかじめ確認することが必要である。

で紹介するマルチプレックス RT ― PCR法に用いるディ

ジェネレートプライマーおよび種特異的プライマーを

表―
　

2に示す。

III 本マルチプレックス RT ―PCR法での診断

はじめに，被検植物から total RNAを RNeasy Plant

Mini Kit（QIAGEN社製）を使用して抽出・精製する。

プライマーカクテルとして，ディジェネレートプライマ

ーである Tos ― R15の最終濃度は 2μM，各種特異的プ

ライマーは IYSV および CSNV 特異的プライマーが

0.6μ
　

M，TSWV，INSVおよび CaCV特異的プライマー

が 0.2μMとなるように調整する。その後，RT ― PCRは

One Step RNA PCR Kit（TaKaRa社製）を使用し，取り

扱い説明書に従って，RT ― PCR反応を行う。RT反応を

50℃で 30秒間行い，94℃で 2分間処理後，PCRは 94℃

30秒，54℃ 30秒，72℃ 1分を 35回繰り返し，72℃ 10

分間の最終伸長を行う。PCR産物を 1.5％アガロースゲ

ルで電気泳動すると，IYSV，TSWV，INSV，CSNV，

CaCV の単独感染植物からそれぞれ 848 bp，709 bp，

589 bp，485 bp，366 bpの DNA断片が増幅される（図―

表－2 各検出プライマーの塩基配列

プライマー名 a） 対象ウイルス 塩基配列
Tm
（℃）

IYSV ― 837
TSWV ― 709
INSV ― 589
CSNV ― 485
CaCV ― 366
Tos ―R15

IYSV
TSWV
INSV
CSNV
CaCV
―

5′―GTTTAGAAGACTCACCAATG ― 3′
5′―GTGTCATACTTCTTTGGGTC ― 3′
5′―CCCAAGACACAGGATTTCA ― 3′
5′―ACTCTTAGTTCTTCCAATAAGC ― 3′
5′―ATCAAGGCTTCTGTTCTCTT ― 3′
5′―GGGAGAGCAATYGWGKYR ― 3′

52.2
54.3
53.9
53.0
52.2
55.8

a）Tos ―R15は，5種トスポウイルスに共通するディジェネレートプライマー，他の 5種類は各
種特異的プライマーである．

増幅 DNA
サイズ（bp）

837
709
589
485
366
―

1,000 bp

500 bp

M 1 2 3 4 5 H

図－1 マルチプレックス RT ― PCRによる 5種トスポウイ
ルスの検出
レーン 1：IYSV，レーン 2：TSWV，レーン 3：INSV，
レーン 4：CSNV，レーン 5：CaCV，M：DNAマー
カー，H：健全 Nicotiana benthamiana．
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る。先述したが，トスポウイルスの種を同定すること

は，病原体を明らかにするとともに，そのトスポウイル

スを媒介するアザミウマ種に対する有効な薬剤が選択で

きるという，防除戦略を考えるうえで重要な情報を提供

することができる。

お　わ　り　に

本稿で紹介したマルチプレックス RT ― PCR法を利用

することで，主にナス科植物および花き類等で発生して

いる 5種トスポウイルス種の同時検出・同定が可能とな

1,000 bp

500 bp

B

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

IYSV

TSWV
INSV
CSNV
CaCV

1,000 bp

500 bp

A

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

IYSV

TSWV

INSV

CSNV
CaCV

図－2 マルチプレックス RT ― PCRによる 5種トスポウイルスの任意組合せでの同時検出
A：2種トスポウイルスの任意の 10組合せ，B：3種以上の任意の 16組合せ
M：DNAマーカー，H：健全 Nicotiana benthamiana．

1,000 bp

500 bp
TSWV
INSV
CSNV
CaCV

IYSV

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

図－3 人為的重複感染 Nicotiana benthamianaからマルチプレックス RT ― PCRによる同時検出
M：DNAマーカー，レーン 1～ 8：2種トスポウイルスの同時検出，レーン 9～ 11：3種ト
スポウイルスの同時検出，レーン 12：4種トスポウイルスの同時検出．

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

1,000 bp

500 bp

図－4 マルチプレックス RT ― PCRによる自然感染植物からの同時検出
レーン 1，2：トルコギキョウ（IYSV），レーン 3：ネギ（IYSV），レーン 4，5：ニラ（IYSV），レーン
6 ～ 8，13，14，16 ～ 18：キク（TWSV），レーン 9，11，12：キク（CSNV），レーン 15：キク
（TSWV＋ CSNV），レーン 10：トマト（CSNV）．（ ）は検出対象ウイルスを示す．
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全国の栽培圃場では，今回検討したトスポウイルス以

外にも多くの植物ウイルスによる被害が猛威をふるって

いる。植物ウイルス病の防除対策の第一歩として，本マ

ルチプレックス RT ― PCR法をはじめとするウイルス診

断の迅速な実施が必要不可欠である。今後，様々なウイ

ルス種においても，マルチプレックス RT ― PCR法によ

る同時検出・同定する技術を開発して，植物ウイルスの

防除対策の一助としたい。
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