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は　じ　め　に

ホクサン株式会社（旧北海三共株式会社）では，北海
道およびホクレン農業協同組合連合会の委託事業として
イチゴの原原種の生産と道内の生産者への親苗供給を行
っている。また，四季成り性イチゴの育成を行い，‘エ
ッチエス―138’と ‘すずあかね’を品種登録し，自社品種
の苗増殖と供給も行っている。このイチゴ事業に付随し
た品質管理の一環として，ウイルス検定，出荷前の病理
検定，生産現場で発生した病害診断等を行っているが，
検定精度や判定に要する時間・労力等改善すべき点が多
く，迅速で正確な診断法が必要であった。これらの課題
を解決するため，北海道大学の増田　税教授らが開発し
たマイクロチューブハイブリダイゼーション法（MTH

法）とマクロアレイを組合せた病害診断法（SUGIYAMA et 

al., 2008）を導入した。本稿ではイチゴ病害への適用検
討について紹介したい。

I　マクロアレイとMTH法について

 1 マクロアレイ
マクロアレイは，基板となるメンブレンに数十から数
百種の遺伝子プローブを任意に配置・スポットしたもの
で，多種遺伝子の同時検出に有効なツールである。シグ
ナル検出には専用リーダーなどの高価な機器を必要とし
ない。アレイ作製も容易であり，目的に応じて柔軟にデ
ザイン設計（サイズやスポット配置等）ができる。作製
および実験コストはマイクロアレイに比べて安価であり
導入しやすい技術と考えるが，その一方で，メンブレン
の操作が煩雑とされる点が障壁となっている。

 2 MTH法
MTH法は上述した煩雑さを解消する，簡便かつ効率

的なハイブリダイゼーション手法である。2.0 mlのマイ

クロチューブの内径に合わせたメンブレン（マクロアレ
イ）をシリコン製ホルダーに挟み，ハイブリ～洗浄の一
連の工程をヒートブロックに設置したマイクロチューブ
内で行うことを特徴とする（図―1）。MTH法では，メ
ンブレンをホルダーごとマイクロチューブへ移動させる
だけで緩衝液の交換作業が終了する。また，ヒートブロ
ックがあれば十分で，ハイブリオーブンは不要である。
さらに，マイクロチューブ内で緩衝液が対流するため，
振盪機も不要である。ホルダーは各工程でチューブの蓋
の役割を担うほか，メンブレンの「持ち手」となり，チ
ューブ間の移動をサポートする。このように，MTH法
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図－1　 マイクロチューブハイブリダイゼーション
A： マイクロチューブ，ホルダー，マクロアレイの各
外観

B：マクロアレイをマイクロチューブへ設置する様子
C：マイクロチューブ内のマクロアレイ
D：ハイブリダイゼーション～洗浄の実施形態
洗浄工程では，Bのようにホルダーを掴んでアレ
イを矢印の方向に移動させる．
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は「ダウンサイズ」されたマクロアレイに最適な手法で
ある。また，化学発色検出を採用すれば，検出機器も不
必要となる。核酸抽出と PCRが可能な環境だけで高感
度かつ簡便な遺伝子診断が導入できるため，農業分野に
おいては生産現場に近いレベルでの活用も期待できる。

II　イチゴウイルスの同時検出

 1 マクロアレイ作製
ホクサン株式会社では，イチゴ斑紋ウイルス（Straw-

berry mottle virus, SMoV），イチゴマイルドイエローエッ
ジウイルス（Strawberry mild yellow edge virus, SMYEV），
イチゴベインバンディングウイルス（Strawberry vein 

banding virus, SVBV）の 3種ウイルスを対象とした RT―
PCR法による遺伝子診断法を独自に開発している（古
田，2003）。この知見に基づき，3種ウイルスの遺伝子
と内部標準としてイチゴの ndhB遺伝子を加えた 4遺伝
子を同時に検出するマクロアレイを作製した（口絵①）。
SMoVは 3′ 非翻訳領域から，SMYEVと SVBVは外被タ
ンパク質領域からマクロアレイ用プライマーセットを構
築した（表―1）。各ウイルス罹病イチゴ由来の RNAを
鋳型として RT―PCRを行い，各増幅産物をクローニン
グした。各クローンからそれぞれに対応するプライマー
にて DNA断片を増幅し，3.6 cm× 0.9 cmのナイロン
メンブレン（Biodyne, Pall）上に 5 ngずつ（25 ng/μl×
0.2μl）3反復スポットした。スポットされた DNAを変
性するためメンブレンを 120℃ 30分間のBaking処理し，

さらに DNAをメンブレン上に固定するため UVクロス
リンカー（CL―1000, UVP）を用いて UV照射（120 mJ/

cm2）を行った。
 2 検出手順
（ 1） 概要
マクロアレイによるイチゴウイルス検出は以下の手順

で行う。①イチゴ葉から total RNA抽出，② One―step 

multiplex RT―PCRによるビオチン標識ターゲットの増
幅，③標識ターゲットとマクロアレイのMTH，④発色
反応による検出と判定。RNA抽出から判定まで 3～
4日間で終了する。
（ 2） RNA抽出
イチゴ組織には PCRを阻害する多糖類，ポリフェノ

ール類が多く含まれている。そのため一般的な抽出方法
や汎用の抽出キットで得た核酸では PCRに適用できな
い。そこでバナナ組織の核酸抽出法に基づき（ASIF et 

al., 2000），一部改変を加えイチゴ葉から total RNAを抽
出した。すなわち，イチゴ葉を抽出バッファー（2％
CTAB，0.1M Tris―HCl pH8.0，50 mM EDTA pH8.0，1.4M 

NaCl，0.1％ 2―メルカプトエタノール）で磨砕し，熱処
理（65℃ 30分間）した。室温で自然冷却後にクロロホ
ルムで清澄化し，清澄液に最終濃度が 3Mとなるよう
10M LiClを添加して RNA沈殿を得た。RNA沈殿を滅
菌水で再懸濁し，エタノール沈殿で濃縮した total RNA

を標識ターゲット増幅の鋳型核酸とした。

表－1　プライマー一覧

Target Primer Sequence 5′―3′ Product size（nt）

SMYEV
coat protein

Forward
Reverse

GGGAGATCAGCCACGACCAC
TTGGCTGGCTGGATTGAGCA

546

SVBV 
coat protein

Forward
Reverse

AGAGAAAGACTCGAACAACT
TTCAATGAGTTGTCTTCGGT

369

SMoV 
3′―UTR

Forward
Reverse

TAGTTTAGTGACAATCCAAGCG
CGTGTTATCTTTCACCGTAATG

253

ndhB a） Nad2.1a
Nad2.2b

GGACTCCTGACGTATACGAAGGATC
AGCAATGAGATTCCCCAATATCAT

188

C.acutatum 
MAT1―2

Forward
Reverse

TATCCTCTACCGCAGCGACTAC
TTGTTGTGGCGCTCCTTGTAGGCT

217

G.cingulata 
MAT1―2

Forward
Reverse

AAGCAGGAAAACAGCCACCTAAGC
CCTTGTGCATCTTTGCAAGTTCGG

169

18SrDNA b） NS6
NS8

GAGGCAATAACAGGTCTGTGATGC
TCCGCAGGTTCACCTACGGA

377

a）THOMPSON et al.（2003）より．
b）WHITE et al.（1990）より．
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（ 3） 標識ターゲット増幅とMTH

表―1に記載した 3種ウイルスと内部標準の遺伝子を
増幅するプライマーセットを混合し，Tth DNA poly-

merase（Roche）を用いて逆転写反応と 4種の cDNA増
幅を同一反応系で同時に行う One―step multiplex RT―
PCRにてビオチン標識ターゲットを増幅した。なお，
ビオチンは各フォワードプライマーの 5′ 末端に標識し
た。ハイブリバッファー（PerfectHyb Hybridization 

Solution, TOYOBO）を必要本数の 2.0 mlマイクロチュ
ーブに 1.8 mlずつ分注し，これを 69℃に設定したヒー
トブロックに設置した。少なくとも 20分間加温した後，
ホルダーで保持したマクロアレイをマイクロチューブに
セットし，40分間静置した（プレハイブリダイゼーシ
ョン）。その間に，増幅した標識ターゲット（反応系
25μl）を 99℃ 5分間熱変性させ氷上で急冷した後，
10μlを同じく 2.0 mlのマイクロチューブにて 69℃で保
温したハイブリバッファーに添加した。プレハイブリダ
イゼーション後のマクロアレイを，標識ターゲット添加
済みのマイクロチューブへ移動させ，ヒートブロック上
で 69℃一晩ハイブリダイゼーションした。
（ 4） 検出
洗浄から検出を以下の手順で行った。洗浄作業に先立
ち，洗浄液1（2×SSC，0.1％ SDS）および洗浄液2（0.1

× SSC，0.1％ SDS）を 1.8 mlずつ各 3本の 2.0 mlマイ
クロチューブに分注し，69℃に設定したヒートブロック
に設置した。各洗浄液を十分に加温した後，一晩静置し
たマクロアレイをホルダーごと取出し，以下の手順でマ
イクロチューブに移し替えることで洗浄を行った。①洗
浄液 1のチューブにて 1分間保温を 2回繰り返す，②洗
浄液 1のチューブにて 10分間保温，③洗浄液 2のチュ
ーブにて 1分間保温を 2回繰り返す，④洗浄液 2のチュ
ーブにて 10分間保温。洗浄後のマクロアレイを取り出
し，直ちに化学発色検出を行った。なお化学発色反応は
すべてプラスチック容器（コニカルチューブやタッパー
など）にて実施可能で，各緩衝液 15 mlで最大 12枚の
マクロアレイを同時に操作できる。以下，緩衝液量は
15 mlとした。洗浄済みのマクロアレイをブロック液
（5％ SDS，125 mM NaCl，25 mMリン酸ナトリウム
pH7.2）にて 5分間室温で振盪した（ブロッキング）。ブ
ロッキング後のマクロアレイは，1.0 mg/mlストレプト
アビジン（NEB）を 10μl添加したブロック液に移し，
5分間室温で振盪し，洗浄液 3（ブロック液を滅菌水で
10倍希釈）で 2回軽くすすいだ後，洗浄液 3にて 5分
間室温で振盪した。続いて，マクロアレイを 0.5 mg/ml

ビオチン標識アルカリフォスファターゼ（NEB）を

10μl添加したブロック液に移し，5分間室温で振盪し，
洗浄液 3（ブロック液を滅菌水で 10倍希釈）で 2回軽
くすすいだ後，洗浄液 3にて 5分間室温で振盪した。続
いて，洗浄液 4（10 mM Tris―HCl pH9.5，10 mM NaCl，
1 mM MgCl2）で 2回軽くすすいだ後，洗浄液 4にて 5

分間室温で振盪し，染色液（NBT/BCIP ready―to―use 

tablet, Roche）に浸漬し発色反応を行った（反応は最長
で 1時間まで）。

 3 検出結果
口絵②にビオチン標識ターゲットのアガロースゲル電

気泳動像と，マクロアレイの結果を示した。電気泳動像
とマクロアレイともに，各ウイルス罹病葉から内部標準
とウイルス特異的な DNA断片およびシグナルが検出さ
れた。マクロアレイでは，他のウイルス種とのクロスハ
イブリも認められなかった。各ウイルス感染葉を混合し
て RNA抽出を行い（3種混合），標識ターゲットの増幅
とマクロアレイ解析を行ったところ，全ターゲットでシ
グナルが検出され，4種ターゲットを同時に検出できる
ことが示された。3種混合の total RNAを 1μgから 10

倍で段階希釈し，これを鋳型に標識ターゲットを増幅し
てマクロアレイ解析を行った。比較として増幅産物をア
ガロースゲル電気泳動に供した（泳動量は 10μl）。結果
を口絵③に示す。アガロースゲル電気泳動像では，RNA 

10 ngまで，全ターゲットの増幅が確認できたのに対し，
マクロアレイでは 1 ngまで全ターゲットのシグナルを
確認することができた。アガロースゲル電気泳動像で目
視判定できないようなターゲット増幅をマクロアレイで
は検出可能であり，マクロアレイの検出精度がより優れ
ていることが示された。

III　イチゴ炭疽病菌の検出

 1 マクロアレイ作製
イチゴ炭疽病は，難防除病害の一種であり，イチゴ栽
培において甚大な被害をもたらす重要病害である。近年
になって北海道でも本病害の発生が確認され警戒感が強
まっている（角野ら，2009；三澤ら，2010）。そのため，
イチゴ炭疽病菌である Glomerella cingulataおよび Colle-

totrichum acutatumを発病前のイチゴ苗から迅速に検出
するマクロアレイを作製した。菌種間の配列のホモロジ
ーや種同定への応用事例から，検出する遺伝子として交
配型遺伝子MAT1―2を選択した（DU et al., 2005）。各イ
チゴ炭疽病菌のMAT1―2と内部標準遺伝子（18SrDNA）
を増幅するプライマーセットを構築し（表―1），マクロ
アレイを作製した（口絵①）。
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 2 検出工程
（ 1） 概要
マクロアレイによるイチゴ炭疽病菌の検出は以下の手
順で行う。①検体（イチゴ葉，葉柄，葉柄基部またはラ
ンナー）からの糸状菌培養，②糸状菌のDNA簡易抽出，
③標識ターゲットのMultiplex PCRによる増幅，④標識
ターゲットとマクロアレイのMTH，⑤発色反応による
検出と判定。菌の培養を含め判定まで 5～ 6日間で終了
する。
（ 2） 培養と DNA簡易抽出
イチゴ葉およびランナーなどを採取し，流水で数時間
から一晩洗浄した後に小片を切り取って次亜塩素酸ナト
リウム溶液で表面殺菌した。これをショ糖加用ジャガイ
モ煎汁寒天培地に置床し，25℃暗所で 3～ 4日間培養し
た。切片から増殖した菌糸を爪楊枝で少量掻き取り，
1.5 mlマイクロチューブ中の滅菌水（100μl）に懸濁した。
なお，菌糸を採取する際，培地を一緒に掻き取らないよ
うに注意する（後の PCRが阻害される場合がある）。滅
菌水に懸濁した菌糸は，マイクロチューブ用ペッスルで
磨砕し，遠心分離（10,000 rpm，5分間）して残渣を沈
殿させ，上清を DNA溶液として PCRへ供試した。
（ 3） 標識ターゲット合成とMTH

表―1に示したイチゴ炭疽病菌用プライマーセットを
混合してMultiplex PCRを行い，ビオチン標識ターゲッ
トの合成を行った。なお，ビオチンは各フォワードプラ
イマーの 5′ 末端に標識した。PCRは Tth DNA poly-

merase（Roche）を使用し反応液は 20μlとした。増幅
産物 15μlをMTHへ供試した。

 3 検出結果
標識ターゲットのアガロースゲル電気泳動像とマクロ
アレイの検出結果を口絵④に示した。各イチゴ炭疽病菌
を接種したイチゴ苗由来の葉切片より増殖した菌糸か
ら，それぞれ接種した菌種が検出された。また，生産圃
場で発見された 3株の生育不良イチゴ苗のうち，2株か
ら C. acutatumが検出された。このように，培養開始初
期の菌糸や器官の形態観察では菌種同定が困難な段階で
も，マクロアレイで迅速にイチゴ炭疽病菌の検出・同定
が可能であった。検出工程に菌の培養作業が伴うが，そ
の培養期間は従来法よりも短縮できた。

IV　ハイブリダイゼーションによる診断について

MTH法により作業の煩雑さは解消したが，ハイブリ

工程が検定作業においてタイムロスとの指摘も考えられ
る。しかし，ターゲットとプローブのハイブリダイズに
依拠した特異性の高いシグナル検出は診断において大き
なアドバンテージを有する。PCR産物のアガロースゲ
ル電気泳動法では，ターゲットと増幅サイズが近似した
非特異的な DNA断片が検出されることも少なくない。
疑似陽性と思われる増幅断片が観察された事例を口絵⑤
に示した。こうした事例の場合，再試験もしくは
nested―PCRなどの追加試験を行うか，「疑わしきは陽
性」として当該イチゴ株を廃棄する対応を取ることにな
る（その他，コンタミの疑いから器具の洗浄，試薬の更
新等が必要となる場合もある）。しかし，このような「疑
わしい DNA」もマクロアレイでは，イチゴウイルスの
事例は非特異的反応，イチゴ炭疽病の事例は C. acuta-

tumの単独感染とそれぞれ明確に判断することができ
た。このようにマクロアレイは判定精度が高く結果がわ
かりやすいため，生産現場に適した診断ツールと考える。

お　わ　り　に

本稿のイチゴ病害診断法は，ほんの一適用事例に過ぎ
ず，マクロアレイを用いたMTH法はあらゆる病害診断
に応用できるものと考える。核酸抽出と PCRが実施可
能な実験環境が必要となるが，近年，（比較的）安価な
サーマルサイクラーが販売されるなど，遺伝子診断に必
要な機器も導入しやすくなりつつある。生産圃場に近い
現場で本技術が導入され広く普及することを期待する。
本研究を行うにあたり，技術導入と指導いただいた旧

株式会社ラボ　谷田昌稔氏，丸田幸男氏，イチゴ炭疽病
菌を分譲いただいた地方独立行政法人北海道立総合研究
機構　農業研究本部　花・野菜技術センター　角野晶大
氏，同　道南農業試験場　三澤知央氏に，この場を借り
て厚く御礼申し上げる。
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