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は　じ　め　に

植物ウイルス病の多くは媒介生物（主として昆虫類）
により伝搬され，その感染を拡大させる。一方で，植物
ウイルスの中には種子を経由して子孫植物に伝染するも
のがあり，約 20％の植物ウイルスが種子伝染するとさ
れている（JOHANSEN et al., 1994 ; AGAR WAL and SINCLAIR, 

1997）。我が国では種子伝染するウイルス病として 50種
の病気がリストアップされている（大畑ら，1999）。種
子伝染性ウイルスは多属多種にわたるが，その多くは
Nepovirus属，Comovirus属，Ilarvirus属，Potyvirus属
に含まれる。植物ウイルスの種子伝染には大きく二つの
経路，すなわち，種子中の胚を経由する種子伝染と胚以
外の組織を経由する種子伝染がある（JOHANSEN et al., 

1994；大畑ら，1999）。胚以外の組織を経由する様式で
は，種皮に感染あるいは付着したウイルスが発芽後幼苗
の茎葉や根に物理的傷害により感染すると考えられてい
る。この経路により種子伝染するウイルスは，粒子の物
理的安定性が高いキュウリ緑斑モザイクウイルスやトウ
ガラシマイルドモットルウイルス等の Tobamovirus属ウ
イルスに限られる。また，メロンえそ斑点ウイルスのよ
うに，種子に付着したウイルス粒子が土壌中の媒介菌に
より幼植物根へ媒介されるという伝染経路もある。一方
で，ほとんどの種子伝染性ウイルスは胚を経由する様式
をとる。この場合，ウイルスはまず植物の胚のうあるい
は花粉に感染し，そこから種子の胚にまで侵入する。多
くの場合胚への侵入はウイルスが開花期までに全身感染
していることが必要で，開花後の感染ではウイルスは胚
にまで侵入できないという報告が多い。胚で生存したウ
イルスは発芽後に生育した子孫植物に全身感染し，発病
させる。このほかに，植物に無病徴感染して病気を引き
起こさない種子伝染性潜伏ウイルスもある。種子伝染性
潜伏ウイルスは高頻度で種子伝染するが，その他の様式

による伝染（汁液伝染や接ぎ木伝染，媒介生物による伝
搬等）が認められないユニークな特徴を持つ。一方で，
種子伝染しないウイルスでも未熟種子や登熟種子の種皮
や胚への存在が認められる場合がある。これらウイルス
は種子の成熟過程や貯蔵期間中に感染性が失活するため
に，子孫植物に全身感染を成立させることができない。
以上のように，植物ウイルスの種子伝染性は，①ウイル
スの胚への侵入，および②種子の成熟・貯蔵・発芽生育
期間におけるウイルス感染性の維持，の二つの要因によ
って決定される（JOHANSEN et al., 1994）。
ニンジン黄化ウイルス（Carrot red leaf virus, CtRLV）
は Luteovirus 科 Polerovirus 属 に 属 し（HUANG et al., 

2005），世界各地で発生が認められている植物ウイルス
である（WATERHOUSE and MURANT, 1982）。CtRLVゲノム
は約 5,800塩基の＋鎖一本鎖 RNAで，少なくとも六つ
のタンパク質をコードしている（図―1 A；HUANG et al., 

2005）。CtRLVにより引き起こされるニンジン黄化病は，
生育初期では植物体が激しく矮化して叢生症状を呈し，
古い葉では赤みを帯びた黄色になる（図―1 B）。我が国
でのニンジン黄化病の発生は 1956年に報告されている
（小室・山下，1956）。CtRLVはニンジンアブラムシと
ニンジンフタオアブラムシによって永続的に伝搬され，
汁液伝染や種子伝染はしないとされている（WATERHOUSE 

and MURANT, 1982）。
植物ウイルスの種子伝染性は，農作物種子の輸出入で

問題となる場合がある。CtRLVは種子伝染しないとさ
れているにもかかわらず，近年，海外のニンジン種子輸
入検疫において CtRLV汚染の検査項目が含まれた。
CtRLVがニンジン種子から検出されるとそのロットの
ニンジン種子すべての輸入が許可されないため，検疫前
に CtRLV汚染の有無をチェックする必要がある。LEE et 

al.（2004）は精製したニンジン種子 RNAに罹病ニンジ
ンから調製した CtRLV―RNAを混合した溶液を試験的に
用い，RT―PCR法によりニンジン種子から CtRLV核酸
を検出できる方法を確立したとの報告を行っている。し
かしながら，私たちが 2010年ころから研究を開始する
まで，ニンジン種子から CtRLVが検出されたという学
術報告はなかった。実際に LEEらの方法では市販ニンジ
ン種子から CtRLV核酸を検出することは難しく，した
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がって，ニンジン種子の CtRLV汚染を確かめるために，
ニンジン種子中の CtRLV核酸を高感度に検出する方法
を確立することが必要と思われた。そこで私たちは，
RT―nested PCRによる CtRLV検出法を開発した（OKA 

et al., 2012）。本稿では，ニンジン種子中の CtRLV核酸
検出法の開発の詳細を中心に，これまで調べた市販ニン
ジン種子の CtRLV核酸検出率と CtRLVの種子汚染と種
子伝染に関する考察を紹介する。本稿が植物ウイルスの
種子汚染に対する理解に少しでも寄与できれば幸いである。

I　ニンジン種子における CtRLV検出法の開発

 1 内在コントロールのためのニンジン遺伝子の選定
RT―PCR法によるウイルス検査法に重要なことの一つ

に，核酸抽出や RT―PCR工程中の人為的なミスによる
検出漏れ，フォールス・ネガティブ（false negative）を
チェックできる系を用いることが挙げられる。多くの場
合，チェックのためのポジティブコントロールには植物
内在遺伝子が用いられている。そこで CtRLV核酸とと
もに内在コントロール遺伝子を同時検出するマルチプレッ
クス RT―PCR法の開発を目指し，まずは，内在コント
ロールに適したニンジン遺伝子の選抜を行った。種子で
は各種植物遺伝子の発現が停止している可能性を考慮
し，蒸留水に 1時間浸漬して遺伝子発現を活性化させた

ニンジン種子 50粒から RNA抽出キット（RNeasy Plant 

Mini Kit, Qiagen）によりRNAを精製し，アクチン，チュー
ブリン，ユビキチン，およびGlyceraldehyde―3―phosphate 

dehydrogenase（GAPDH）のプライマーを用いた
RT―PCRを行った。その結果，ユビキチンのプライマー
のみで増幅し，バンドが検出されたことから（OKA et al., 

2012），ユビキチンを内在コントロールに用いることに
した。

RNeasy Plant Mini Kit（Qiagen）は比較的高価なため
（一検体あたりおよそ 900円）多検体を扱う検査には向
いていない。そこで，酸性グアニジンチオシアネート/

フェノール法による RNA抽出を行った（一検体当たり
およそ 80円）。TriPure Isolation Reagent（Roche Diag-

nostics）によりニンジン種子 50粒から RNAを抽出し，
50μlのRNase free滅菌蒸留水（DEPC―DW）に溶解した。
RNA抽出溶液 1μlを用いてユビキチンの検出を行った
が，DNAバンドの増幅は見られなかった。ニンジン種
子には油脂を主とする夾雑物が多量に含まれているため
に抽出した RNAに残存している夾雑物が逆転写反応を
阻害していると考えられたので，段階希釈した RNA抽
出溶液を用いてユビキチンの検出を行ったところ，10

倍および 100倍希釈したサンプルにおいて明瞭な DNA

バンドが検出された（OKA et al., 2012）。したがって，酸
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図－1　 CtRLVのゲノム構造と病徴，および RT―nested PCRによる検出
A：CtRLVのゲノム構造とnested PCRの標的遺伝子．RdRP：ウイルス複製酵素遺伝子．CP：外被タンパク質遺伝子．B：
CtRLV感染したニンジンが示すニンジン黄化病の黄化症状．C：CtRLVの外被タンパク質遺伝子領域に新たに作成した
nestedプライマーセットを用いたマルチプレックス RT―nested PCRの結果．サンプルには黄化症状を示したニンジン
葉から抽出した RNAを用いた．1st PCRで約 430塩基対の DNAバンド，2nd PCRで約 340塩基対の DNAバンドが増
幅される．健全ニンジン葉から抽出した RNAサンプルからは，内在コントロールのユビキチンバンド（約 90塩基対）
のみ増幅される．
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性グアニジンチオシアネート/フェノール法によりニン
ジン種子 50粒から抽出した RNAを 50μlの DEPC―DW

に溶解した場合には，50倍程度に希釈した溶液を逆転
写反応に供するとRT―PCRがうまくいくことがわかった。

2　RT―nested PCRによる CtRLVの検出
Nested PCRは外側のプライマーと内側のプライマー

を使って 2段階の PCRを行う方法であり，最初の PCR

産物を鋳型に二回目の PCRを行うことにより検出感度
と特異性が高まる。既報のプライマー（LEE et al., 2004 ; 

VERCRUYSSE et al., 2000）を用いた RT―PCRではニンジン
種子 RNAから CtRLVを検出できなかったので，RT―
nested PCR法を適用した。CtRLV外被タンパク質（CP）
遺伝子領域に新たな nestedプライマーセットを設計し
（図―1 A，C），CtRLVプライマーとユビキチンプライマー

（表―1）を混合したマルチプレックス RT―nested PCRを
行った。検定には異なる産地で採種された 3品種の市販
ニンジン種子それぞれ 50粒から抽出した RNAサンプ
ルを数セット用いた。マルチプレックス RT―nested 

PCRの結果（図―2），1品種では 1st PCRから約 430塩
基対の CtRLVバンドが検出され，残りの 2品種では
2 nd PCRでのみ約 340塩基対の CtRLVバンドが検出さ
れた。この検出された CtRLVバンド 4サンプルの塩基
配列を確認したところ，すべてにおいて CtRLV―UK1系
統と 98％以上の相同性を示した。なお，ユビキチンバ
ンドはすべて 1st PCRで検出された。この結果から，
RT―nested PCR法を用いるとニンジン種子から CtRLV

核酸を確実に検出できることが示された。
マルチプレックス RT―nested PCRによる CtRLV検出

2nd PCR1st PCR
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図－2　 マルチプレックス RT―nested PCR法による採取産地の異なる市販ニンジン 3品種（A～ C）
の種子からの CtRLV核酸の検出
ニンジン種子 50粒から抽出した RNAを 1サンプルとし，1品種につき 5～ 10サンプルから
CtRLV核酸を検出した．左パネル（1st PCR）がRT―PCR産物の電気泳動結果，右パネル（2nd 
PCR）が nested PCR産物の電気泳動結果を示している．

表－1　マルチプレックス RT―PCR法による CtRLV検査に用いたプライマー塩基配列

プライマー 塩基配列（5’-3’） 増幅産物のサイズ（bp） 標的遺伝子 文献

CtRLV―OPU―fw
CtRLV―OPU―rv
CtRLV―OPU―nfw
CtRLV―OPU―nrv
Ubi―1
Ubi―2

GAGAGCAACAGGAATTAAAC
TTTGTAGATTGTGCTCGAAAGTT
CACACCTTCAAGGCGCCCACG
ATCGAGCCACCGGCGGTTGA
GAATACCAGCAGTACCAAGA
CATTACATATCTTGATGAGCC

430

336

  89

CtRLV外被タンパク質
同上
同上
同上
ニンジンユビキチン遺伝子
同上

OKA et al.（2012）
同上
同上
同上
ZAGON et al.（2010）
同上
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法を以下にまとめる。
（ 1） ニンジン種子からの RNA抽出
ニンジン種子 50粒を蒸留水に 1時間浸漬した後，水
を取り除き－ 80℃で冷凍する。冷凍種子を乳棒と乳鉢
で磨砕し，RNA抽出緩衝液（50 mM Tris―HCl pH7.5，
10 mM EDTA，0.1％ SDS，0.1％ 2―メルカプトエタノー
ル）を 750μl加えてさらに磨砕する。磨砕液を 11,500

× g（12,000 rpm）で 5分間遠心し，上清を 700μl回収
する。市販の酸性グアニジンチオシアネート/フェノー
ル抽出試薬 500μlを加えてよく撹拌した後，付属のプロ
トコルにしたがって RNAを沈殿させる。沈殿物は
DEPC-DW 50μlに溶解する。
（ 2） マルチプレックス RT―nested PCR

PrimeScript One Step RNA PCR kit ver.2（Takara）を
用いて RT―PCRを行う。全 10μlの反応系（5μlの 2×
1 step buffer，0.4μl の PrimeScript 1 step enzyme mix，
1μlの 1μM Ubi―1/2プライマー，1μlの 10μM CtRLV―
OPU―fw/rvプライマー，1μlの 50倍希釈 RNA溶液，
1.6μlの DEPC―DW）で，50℃ 30分間の逆転写反応と
94℃ 2分間の RTase不活化反応後，94℃ 30秒間，48℃
30秒間，72℃ 30秒間を 30サイクル，最後に 72℃で
7分間の伸長反応を行う。続いて，得られた 1st PCR反
応液 1μlを用いて 2nd PCRを行う。全 10μlの反応系
（1μl の 10 × Ex Taq buf fer，1μl の dNTPs Mixture，
0.05μl の Ex Taq polymerase，1μl の 10μM CtRLV―
OPU―nfw/nrvプライマー，1μlの 1st PCR産物，6.5μl

の DEPC―DW）で，96℃ 5分間後，96℃ 30秒間，59℃
30秒間，72℃ 20秒間を 35サイクル，最後に 72℃ 5分
間の伸長反応を行う。1stおよび 2nd PCR反応産物を
1.5％アガロースゲルで電気泳動し，1st PCR産物で約
90塩基対のユビキチンバンドが検出されることを確認
し（ユビキチンバンドが見られなかった場合は実験ミス
なので再試験を行う），2nd PCR産物で約 340塩基対の
CtRLVバンドの有無を検定する。

II　市販ニンジン種子の CtRLV核酸検出率

次に，ニンジン種子 1粒からの CtRLV核酸検出を試
み，市販ニンジン種子における CtRLV検出率を調査し
た。上記酸性グアニジンチオシアネート/フェノール法
によりニンジン種子 1粒から RNAを抽出して 50μlの
DEPC―DWに溶解し，その RNA抽出原液 1μlを使いマ
ルチプレックス RT―nested PCR法により CtRLV核酸の
有無を検定した。市販ニンジン種子 4品種を用いて検定
を行ったところ，CtRLV核酸の検出率はそれぞれ 28％，
37％，47％，および 100％であった。さらに，本法の検

出限界を調べるために，CtRLV核酸が検出されたサン
プルを段階希釈して RT―nested PCRを行った。3サン
プルを検定したところ，等倍希釈で CtRLVが検出され
なくなるサンプルから 1,000倍希釈しても CtRLVが検
出できたサンプルまで，希釈限界は種子サンプルにより
様々であった（表―2）。以上の結果から，本法によりニ
ンジン種子 1粒から CtRLV核酸が検出可能であること，
市販ニンジン種子には CtRLV核酸汚染種子が高頻度に
含まれていること，および，ニンジン種子 1粒中の
CtRLV核酸濃度は様々であることが示された。

お　わ　り　に

以上のように，RT―nested PCR法を用いるとニンジ
ン種子中の CtRLV核酸を検出できることが示された。
私たちが新たに作成した CP遺伝子領域のプライマーに
加え，ウイルス複製酵素遺伝子領域を増幅する既報のプ
ライマーセット（VERCRUYSSE et al., 2000 ; LEE et al., 2004）
を用いた RT―nested PCRにおいてもニンジン種子から
CtRLV核酸を検出できた（データ省略）。これらのこと
から，市販ニンジン種子には少なくとも CtRLVのウイ
ルス複製酵素遺伝子と CP遺伝子の一部配列が存在して
いることが示された。しかしながら，これら市販ニンジ
ン種子を使ったニンジン栽培現場において，ニンジン黄
化病が発症し問題となっているという話は聞かない。ま
た，過去の大規模なニンジン黄化病の種子伝染性試験―
黄化病発病個体から得た 5千粒近くの種子を用いた伝搬
試験―において，ニンジン黄化病は種子伝染性ではない
ことが示されている（STUBBS, 1948 ; KRASS and SCHLEGEL, 

1974 ; COSTA et al., 1975 ; HOWELL and MINK, 1979）。さらに，
CtRLVが属するルテオウイルス科には種子伝染性のウ
イルスは報告されておらず，ルテオウイルス科ウイルス
は種子伝染しないとされている（WATERHOUSE, 1988）。ル
テオウイルス科に属する Pea enation mosaic virus―1で
は，CtRLVと同様に，RT―リアルタイム PCR法により
ゲノム核酸がエンドウ種子の種皮および胚から検出され

表－2　 ニンジン種子 1粒からの CtRLV検出における RT―nested 
PCR法の検出限界

サンプル
RNA抽出液の希釈倍率

1 10－1 5× 10－2 10－2 10－3 10－4

1
2
3

＋
＋
＋

＋
＋
－

＋
＋
－

－
＋
－

－
＋
n.t.

n.t.
－
n.t.

＋：CtRLV核酸が検出される．－：CtRLV核酸が検出されな
い．n.t.：非検定．
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るが種子伝染は認められないと報告されている
（TIMMERMAN-VAUGHAN et al., 2009）。ルテオウイルス科以外
のウイルスでも同様の報告があり，例えば最近では，種
子伝染性が認められていない Indian citrus ringspot virus

のゲノム核酸がオレンジ種子から検出されている
（PRABHA and BARANWAL, 2011）。前述したように，種子伝
染性のウイルスでなくとも未熟・登熟種子にはウイルス
の存在が認められる場合が多々あるが，種子中のウイル
ス感染性は失活している。このように，植物ウイルスの
種子汚染と種子伝染性とは一致しないことが多く，
JOHANSEN et al.（1994）はウイルス種子伝染に関する総説
のなかで，種子全体を使ったウイルス汚染の検定はその
後のウイルス種子伝染性の評価には適切ではないと述べ
ている。したがって，RT―nested PCRによりニンジン
種子から CtRLV核酸の部分配列が検出された事実はニ
ンジン黄化病が種子伝染することを直接に示すものでは
ないといえる。今後，CtRLVの種子汚染に関して，ニ
ンジン種子中に CtRLVの全長ゲノム RNAやウイルス粒
子が存在するのか，種子中の CtRLVは感染性を保って

いるのかなどを慎重に検討する必要がある。
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