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RT-PCR i去 を 利用 し た サ ツ マ イ モ ウ イ ルス病の高感度簡易診断
おお血き ま き と し はな だ かおる

農林水産省九州、l農業試験場 大貫 正俊 ・ 花 田 薫

は じ め に

わが国の サ ツ マ イ モ に発生す る ウ イ ル ス 病の う ち ， 主

な も の は 帯状組皮病， 斑紋モ ザ イ ク 病及 び葉巻病で あ

る 。 ま た ， サ ツ マ イ モ での病徴発現 は 明 ら かで は な い も

の の 2 種の ひ も 状 ウ イ ル ス が存在す る こ と が報告 さ れて

お り ， そ れぞれサ ツ マ イ モ 潜在 ウ イ ル ス (sweet potato 

latent virus， SPL V) ， サ ツ マ イ モ シ ン プ ト ム レ ス ウ イ ル

ス (sweet potato symptomless virus， SPSV) と 呼ばれ

て い る (USUGI et al.， 1991) 。

本稿で は ， サ ツ マ イ モ に 発生す る こ れ ら の ウ イ ルス の

う ち ， サ ツ マ イ モ 斑紋モ ザイ ク ウ イ ル ス (sweet potato 

feathery mottle virus， SPFMV) の RT-PCR 法 を利用

し た 高感度診断事例 に つ い て紹介す る 。

SPFMV は ポ テ ィ ウ イ ル ス グ ル ー プ に 属 す る ひ も 状

ウ イ ル ス で， わ が国 の サ ツ マ イ モ 栽培地 に お い て 広 く 発

生 し て い る 。 SPFMV に は い く つ か の 系 統が存在 す る

が， 特 に ， サ ツ マ イ モ帯状組皮病の病原であ る サ ツ マ イ

モ 斑 紋 モ ザ イ ク ウ イ ル ス 強 毒 系 統 (SPFMVsevere 

strain， SPFMV -S) 及び強毒系統 と 血清学的 に 極 め て 近

縁な普通系統 (SPFMV ordinary strain， SPFMV -0) が

重要であ る (宇杉 ら ， 1990) 。 サ ツ マ イ モ か ら の SPFMV

の検出 は， こ れ ま で 必omoea setosa 等の検定植物への接

種や ウ イ ル ス 抗血清 を 用 い た 血清学的手法が採 ら れて き

た 。 し か し ， 接種検定 は結果 を 得 る ま で に 1 週間程度の

日 数 を必要 と す る こ と ， そ し て ， 血清学的検出 に 関 し て

は サ ツ マ イ モ植物汁液 に 含 ま れ る フ ェ ノ ー ル化合物や ラ

テ ッ ク ス が 血 清 反 応 を 血 害 す る こ と が 問 題 で あ る

(ABAD and MOYER， 1992) 。 な お ， サ ツ マ イ モ植物体中の

ウ イ ル ス 濃 度 や 分布 は不均一 で あ る こ と が知 ら れ て お

り ， こ れが検出 の再現性 に 影響 す る と 考 え ら れ て い る

(GREEN et al . ，  1988) 。

最 近 ， RNA ウ イ ル ス の 検 出 に RT-PCR (reverse 

transcription-polymerase chain reaction) の利用が図

ら れて い る 。 RT-PCR 法 は 逆転写酵素 (RT) を使っ て

目 的の ウ イ ル ス RNA の相補鎖 DNA (cDNA) を作 り ，

2 種の プラ イ マ ー (相同及び相補プラ イ マ ー) を 用 い て ，
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PCR 反応で， cDNA を 数十万倍 に ま で増幅 さ せ る 方法

であ る 。 こ の た め ， 植物体内 での ウ イ ル ス 濃度や分布が

不均一 な SPFMV の 検 出 に は RT-PCR 法 の 利 用 が有

効で あ る と 考 え ら れ る 。

西 口 ら は ， RT-PCR 法 に よ り ア サ ガ オ 感 染 葉 か ら

SPFMV-O 及 び S 系 統 を 検 出 し て い る (NISHIGUCHI et 

al . ，  1995) 。 し か し ， サ ツ マ イ モ 感染葉か ら の ウ イ ル ス の

直接的検出 に 関 し て は混在す る 植物成分が RT-PCR の

反応過程 を 阻害 し た た め成功 し な か っ た 。 そ こ で， 我々

は サ ツ マ イ モ 感 染 葉 か ら 簡便 に SPFMV の ウ イ ル ス

RNA を抽出す る 方法 を検討 し ， こ れ を RT-PCR 法 に 応

用 す る こ と で感染サ ツ マ イ モ葉か ら の 高感度 の ウ イ ル ス

検出法を確立 し た (大貫 ら ， 1995) 。 以下， そ の方法 に つ

い て 具体的 に 紹介す る 。 な お ， 本研究 に 用 い た SPFMV

の合成 プラ イ マ ー を分譲 し て い た だ い た ， 茨城県生工研

の津田新哉氏 な ら び に 圃場サ ツ マ イ モ 苗 を 分譲 し て い た

だ い た千葉県原種農場の大越一雄氏 に 厚 く お 礼 申 し 上 げ

る 。

I サ ツ マ イ モ 感染葉か ら の ウ イ ル ス

RNA の簡易 抽 出

SPFMV-O 及 び S を ウ イ ル ス フ リ ー 化 し た サ ツ マ イ

モ ‘ 高系 14 号 ' に 接木接種 し た 。 約 1 か月 後， 下位葉 を

採取 し ， 生葉 の ま ま か あ る い は 凍結葉 と し て ウ イ ル ス

RNA を 含 む全 RNA の簡易抽出 に 供試 し た 。 抽 出 法 の

概略 は 図一1 に 示 し た と お り であ る が， こ の抽出法で注意

すべ き 点 は ， 図-1④で得 ら れ る 沈殿中 に サ ツ マ イ モ の成

分を混入 さ せ な い こ と であ る 。 こ の段階で沈殿が植物成

分 に よ り 若干 で も 褐変 し て い る 場合 は RT-PCR 法の 結
果 は再現性が よ く な か っ た 。 こ れ を 防 ぐ に は 図-1③の 35

STE 緩衝液 に よ る CF 1 1 セ ル ロ ー ス の 洗浄操作 を 1�

2 回繰 り 返す こ と が必要で あ っ た 。 こ の操作 を繰 り 返す

こ と で RNA を 吸着 し た CF 11 セ ル ロ ー ス の 沈殿物 か

ら 褐変 を 除 く こ と がで き ， 図-1④の最終的 な沈殿 も 褐変

の な い も の が得 ら れた 。 RT-PCR を実施す る 場合， 抽出

試料の CF 1 1 セ ル ロ ー ス 処理が好結果 を も た ら す こ と

は他の ウ イ ル ス や ウ イ ロ イ ド の検出の例で も 報告 さ れて

い る (楠 ら ， 1993 ; 佐野， 1990) 。
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① 感染薬 ( 0 . 2 g) を 0 . 6 ml の TNE 緩衝液 と と も に乳鉢中で磨
砕す る 。 フ ェ ノ ー ノレ ク ロ ロ ホ ノレム (1 : 1) を 0 . 6 ml 加 え て

乳鉢中 で よ く 混合す る 。 盟事砕汁液 を 1 . 5 m l の微量遠心チ ュ

ー プに移す。

② 1 5 ， 000 rpm， 5 分間違心後， 水層 を採 り ， エ タ ノ ー ル沈殿す

る 。 沈殿を STE 緩衝液 130 μJ に再懸世田 し， エ タ ノ ー lレ を 70

μl 加 え る 。 あ ら か じ め 35 STE 緩衝液で湿 ら せ て お い た CF

1 1 セ ル ロ ー ス (10 mg) と 混合 し ， ポル テ ッ ク ス で 1 分間か

く は ん す る 。

③ 1 5 ， 000 rpm， 2 分間違心 し ， 沈殿 を 35 STE 緩衝液 に再懸滋j

し， 1 5 ， 000 rpm， 2 分間違心す る (洗湯) 。 こ の洗浄操作 を 1

�2 回繰 り 返す。 得 ら れた沈殿 を STE 緩衝液 0 . 4 ml に再懸

濁 し ， 1 5 ， 000 rpm， 1 分間遠心後， 上清 を採 り エ タ ノ ー ノレ沈殿

す る 。

④ 沈殿を減圧乾燥 し， 滅菌蒸留水 20 μl に再懸濁 し ， こ の う ち 2

μJ を RT-PCR に供試。

* TNE 緩衝液 ー 20 mM Tris-HCl (pH 8 . 5 ) ，  

0 . 1  M NaCl， 1 m M  EDTA 

* STE 緩衝液 : 50 mM Tris-HCI (pH 7 . 0 ) ，  

0 . 1  M NaCl， 1 mM EDTA 

* 35 STE 緩衝液 ー 35%エ タ ノ ーノレを含む STE 緩衝液

図ー1 SPFMV に感染 し た サ ツ マ イ モ葉か ら の RNA の調製法

II RT-PCR 

RT-PCR に 用 い た プ ラ イ マ ー は 5' 側 ウ イ jレ ス
RNA 相 同 プ ラ イ マ ー の 配 列 が 5
CACTTCAGTGACGTT G CT G A-3'

， 3' 側相補 プ ラ イ

マ ー の 配列 が 5' -G G CTCG A  TCACG AACCAAAA - 3 

であ る 。 こ れ ら は SPFMV-O， S の外被タ ンパ ク 質 を コ

ー ド す る 領域 と 3' 末端非翻訳領域 (MORI et al .， 1994， 
1995) の塩基配列 に 由 来 し， 約 540 bp の DNA 断片の増

幅が想定 さ れた。RT-PCRに は RNA PCRキ ッ ト(宝酒

造， R 012) を用 い， 添付の プロ ト コ ール に従っ て塩濃度

及びプラ イ マ ー の濃度 を決定 し た。RT-PCRの混度設定

は ヒ ー ト ブロッ ク 式の プログ ラ ム温度制御装置 (アステ

ッ ク ， PC-700) を用 い， ウ イ ルスRNA の cDNA への逆

転写は 420C， 15 分， 次いで 990C， 5 分間処理で逆転写酵

素 を失活 さ せ た 。 cDNA の増幅 は DNA 変性 に 950Cで
40 秒， プラ イ マ ー の会合に 530C， 1 分 30 秒， DNA 鎖の
伸長に 720Cで 2 分間反応 さ せ， こ れ を 40 サ イ ク ル行っ
た。 100 μJ のRT-PCR反応、液の う ち ， 5 J.ll を 1%ア ガロ

ースゲ ルで電気泳動後， ゲ ル を臭化エ チ ジ ウ ム で染色
し， 紫外光下で観察 し て 目 的の約 540 bp の DNA 断片の
有無を調べた。

M 2 3 

図- 2 RT-PCR に よ る 感染 サ ツ マ イ モ 茶か ら の

SPFMV 各系統の検出

M : 分子量マ ー カ ー， λ/Hindlll

1 :  SPFMV-O 感染繋の抽出

RNA を RT-PCR に供試 し た

2 : SPFMV-S 感染葉の抽出

RNA を RT-PCR に供試 し た

3 : 健全サ ツ マ イ モ 業 か ら の抽出

RNA を RT-PCR に供試 し た

皿 ウ イ ル ス検出

1 RT-PCR 法 に よ る 感染サ ツ マ イ モ葉カ、 ら の

SPFMV の検出

感染サ ツ マ イ モ葉か ら 抽出 し た 全RNA を 用 い てRT

-PCRを行っ た。 対照 と し て茎頂培養 に よ り ウ イ ルスフ
リ ー化 し た 健全サ ツ マ イ モ葉か ら 抽出 し た RNA を 同様

に処理 し た。RT-PCRの結果， SPFMV-O 及び S に感染

し た サ ツ マ イ モ葉のRNA 試料か ら は プラ イ マ ー配列か

ら 予想さ れ る 約 540 bp の明瞭な増幅断片が得 ら れた。 一
方， 健全サ ツ マ イ モ葉か ら 抽出 し た RNA 試料で は こ の
よ う な特異的断片 は検出 さ れなか っ た (図 2) 。

2 RT-PCR }去 に よ る SPFMV の検 出 限界

( 1 )  純化 ウ イ ルスか ら の精製RNA のRT-PCR
SPFMV-S に感染 し た ア サ ガ オ 葉か ら 字杉 ら (USUGI

et al .， 1994) の方法に よ り ウ イ ルスを純化 し， protein

ase K-SDS 処理， フ ェ ノ ー ル抽出及びエ タ ノ ール沈殿を
行い， ウ イ ノレスRNA を精製 し た。 精製RNA を滅菌蒸留

水で 10 倍ず つ 段階希釈 し ， RT-PCR反応液 中 に 1 ng 
(lO-6mg) か ら 1 ag (10- 15mg) の ウ イ ルスRNA を加 え

て 特異的断片が増幅 さ れ る か調べ た 。 そ の 結果， 1 fg 
(lO-12mg) ま で の ウ イ ル スRNA を 力日 え た RT-PCR

反応液か ら 特異的断片の増幅が認め ら れた (図 3) 。
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M 1 3 5 6 7 8 9 10 11 

図 3 RT-PCR 反 応 液 中 の SPFMV-S の ウ イ ノレ ス

RNA 丞 と 特異的増幅断片の検出

M : 分子五1マ ー カ ー， λ/1王indIIl

1 :  1 ng の ウ イ ノレス RNA を力日 え て RT-PCR を

nっ た

2 : 100 pg 3 :  10 pg 

4 :  1 pg 5 ・ 100 fg 6 ・ 10 fg 

7 :  1 fg 8 : 100 ag 9 :  10 ag 

10 : 1 ag 1 1 ・ 対照 (滅菌蒸留水)

M 2 3 

図 - 4 SPFMV-S に感染 し た サ ツ マ イ モ 誕の希釈汁液か

ら の RT-PCR に よ る 増幅断片の検出

M : :分子盆マ ー カ ー， λ/HindIIl

1 : 10 倍希釈 し た感染葉汁液の RT-PCR

2 : 100 倍希釈 3 : 1 ， 000 倍希釈

4 :  10 ， 000 倍希釈

( 2  ) 感染サ ツ マ イ モ葉か ら の ウ イ ルスの検出限界
SPFMV-S に 感染 し た サ ツ マ イ モ 葉 を 葉 の重量 に 対

し， 10 倍量の TNE 緩衝液 (図-1 参照) で乳鉢中で磨砕
し， さ ら に TNE 緩衝液で 10 倍段階希釈 し た。 各希釈段
階の汁液 0 . 6 ml よ り 図 1 に 示 し た 方法 に よ り 全RNA

を抽出 し た。 最終的に得 ら れた沈殿 を 10 μJ の滅菌蒸留

水に再懸濁 し， こ の う ち 2 μJ をRT-PCRに供試 した。
実験の結果， 1 ， 000 倍希釈 し た 汁液試料か ら ウ イ Jレス
RNA に 由 来 する約 540 bp の特異 的 な 断片が検出 さ れ
た (図-4) 。 こ の よ う に， サ ツ マ イ モ の感染葉汁液を用い
た 場合 は ， 1 ， 000 倍希釈汁液か ら の検 出が限界であ っ

M 3 5 6 7 8 

図 - 5 千葉県下の サ ツ マ イ モ 育苗闘で採取 し た ウ イ ノレ ス

感染株の RT-PCR に よ る 検定
M : 分子量マ ー カ ー， λ/HindIlI

千葉県下総町① 2 ・ 千葉県下総町②

3 : 千葉県下総町③ 2 千葉県栗原町①

5 : 千葉県成田市① 6 千葉県成田市②

7 千葉県成田市③ 8 : 健全サ ツ マ イ モ

①~③は感染株の個体番号

た。 こ れ は サ ツ マ イ モ感染葉か ら の ウ イ ルスRNA の調
製過程に おける試料の洗浄操作等がRNA の回収率 に影

響 し ているた め と 推察 さ れた。 今後， RNA 抽出， 洗浄等

の条件を さ ら に検討する こ と で よ り 高感度の ウ イ ルス検
出が可能 に なる と 思われる。

3 RT-PCR �去 に よ る 聞 場 サ ツ マ イ モ か ら の ウ イ ル

ス 検 出

千葉県下 の 3 か所 の育苗 圃 (下総町， 栗原町， 成 田

市 : 品種はいずれ も べニ ア ズ マ) で栽培 し た サ ツ マ イ モ
苗の楽に斑紋や小輪紋， 葉脈透化お よ ひ命葉脈に沿っ た退
緑症状が認め ら れた た め， 図 1 に示 し た 方法でRNA 抽

出 を行い， RT-PCRに供試 し た。 感染苗 は 1 か所か ら 3
株ずつ選び， 各株に ついて葉か ら のRNA 抽出及びRT

PCR操作 を 2 回行っ た。 そ の結果， 栗原町の 2 株 を除い
た 他の感染株す べて か ら 約 540 bp の特異的断片が増幅

さ れ， そ れ ら は SPFMV に感染 し ている と 判断 さ れた

(図-5) 。 増幅断片が検出 さ れた サ ツ マ イ モ苗の葉 は葉脈
透化や葉脈に沿 っ た退緑あるい は斑紋が顕著で， こ れ ら
は典型的な SPFMV の病徴であ っ た。 こ れ に対 し， 栗原

町の 2 株の試料で はRT-PCR法 に よ る検出 を 2 回試み
たが， いずれ も 特異的な断片 は検出 さ れな かっ た。 こ れ
ら 2 株のサ ツ マ イ モ の葉の病徴は軽く， 小輪紋や弱い葉
脈の退緑が認め ら れた だけで あ っ た。 し た が っ て ， こ れ
ら 2 株 は SPFMV 以外の ウ イ ルスか あるい は SPFMV

で は あ っ て も ， 0 や S と は異 なる系統 に感染 し ている と

考え ら れた。
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w 他の検 出 法 と の比較

サ ツ マ イ モ感染葉か ら の SPFMV の検出法 と し て ， 血

清 学 的 手 法 で あ る 免 疫 電 顕 法 ， DIBA 法 (dot

immunobinding assay) 及び ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト 法の利

用 を検討 し た 。 こ れ ら の 方法 は い ずれ も サ ツ マ イ モ感染

葉か ら の ウ イ ル ス 検出 に は有効で あ っ た が， ウ イ ル ス 濃

度が低い た め に 汁液の希釈 は 数倍か ら 数十倍の範囲が適

当 であ っ た 。 GIBB and PADOVAN ( 1993) は DIBA 法 と 類似

の検出法であ る MIBA 法 (membrane immunobinding 

assay) に つ い て検討 し て い る が， MIBA 法の場合 も 50

倍希釈 し た 汁液か ら の検出が限界であ っ た 。 こ の よ う に

血清学的手法 を 用 い た場合， 感染葉汁液か ら の ウ イ ル ス
検出感度 は比較的低 い も の と 推定 さ れた 。

サ ツ マ イ モ に 発生す る ウ イ ル ス の 高感度検出法 と し て

ABAD and MOYER (1992) は RNA プ ロ ー プ を 用 い た検出

法 (RNA プ ロ ー プ法 と 略記す る ) に つ い て 報告 し て い

る 。 こ の 方法 に よ る SPFMV の 精製 RNA の検出限界は

0 . 128 pg (1O-9mg) で あ っ た 。 そ し て ， 感染サ ツ マ イ モ

葉では 2 ， 500 倍希釈 し た 汁液か ら ウ イ ル ス RNA を検出

し て い る 。 ABAD and MOYERの 実験条件 と 筆者 ら の RT

PCR 法 の そ れ と は 異 な る が， 精製 RNA の検出感度 は

RT-PCR 法の ほ う が高 い と 考 え ら れた 。 一方， 感染葉か

ら の検出 に 関 し て は， RT-PCR 法 は 1 ， 000 倍希釈 し た 汁

液か ら の検出が限界であ り ， RT-PCR 法が よ り 高感度で

あ る と は い え な か っ た 。 精製 し た ウ イ ル ス RNA の検出

感度の高 さ に比べて感染葉汁液での感度 は予想外 に低か

っ た が， こ れ は 先 に 指摘 し た と お り ， サ ツ マ イ モ感染葉

か ら の ウ イ ル ス RNA の調製法等 に起因す る も の と 思わ

れ る 。 な お ， 実際の ウ イ ル ス 検定 に 当 た り ， 我々 が実施

し た ウ イ ル ス RNA の調製 と そ れ に 続 く RT-PCR に よ

る 検出 法 は ， RNA プ ロ ー プ法 に比べれ ば よ り 簡便であ

る と い う 利点 が あ る 。 以上， RT-PCR 法 を 従来法及び

RNA プ ロ ー プ法 と 比較 し た が， RT-PCR 法 は 高 い検出

感度， 操作の簡便性の両面 を 備 え た優れた方法であ る と

判断 さ れた。

お わ り に

サ ツ マ イ モ の汁液 は粘ち ゅ う で褐変 し や す く ， サ ツ マ

イ モ の汁液か ら RT-PCR の た め の RNA を 通常 の フ ェ

ノ ー ル法で調製す る こ と は 困難であ っ た 。 そ こ で， 我々

は RNA が特 異 的 に 吸着 さ れ る CF ll セ ル ロ ー ス を 用

い， サ ツ マ イ モ 葉か ら で も RT-PCR に 供試す る こ と が

で き る 全 RNA の簡易 な抽出法 を検討 し た 。 こ の 方法は

極め て簡便で あ る が， SPFMV-O 及 び SPFMV-S 感染

サ ツ マ イ モ葉の抽 出試料か ら ， い ずれ も 約 540 bp の明瞭

な増幅 DNA 断片 を 得 る こ と がで き た 。 ま た ， 千葉県下の

圏場 の ウ イ ル ス 感染株か ら も SPFMV を検出 す る こ と

がで き た 。

RT-PCR 法 に よ る SPFMV の 高感度検出 が可能 と な

り ， 今後 は様々 な利用場面が考 え 出 さ れて い く と 恩わ れ

る 。 現時点では， ウ イ ル ス フ リ ー化の た め の茎頂培養苗

の高感度 ウ イ ル ス 検定へ の利用が考 え ら れ る 。 本研究で

用 い た プ ラ イ マ ー に よ り SPFMV-O 及 び S 両系 統 を 一
度 に検出 す る こ と がで き る 。 ま た ， SPFMV-O 及 び S の

系統特異的検出が必要な と き は， プ ラ イ マ ー の配列 を工

夫す る こ と で対応で き る (長田 ら ， 1995) 。

わ が 国 の サ ツ マ イ モ に は SPFMV 以 外 の ひ も 状 ウ イ

ル ス と し て SPLV 及 び SPSV の 2 種の ウ イ ル ス の発生

が確認 さ れて お り ， SPLV は ポ テ ィ ウ イ ル ス グル ー プ に

属す る こ と が明 ら か に な っ て い る 。 ポ テ ィ ウ イ ル ス に 共

通的な塩基配列 に 基づ く プ ラ イ マ ー (COLINET et al . ，  

1994) を 用 い る こ と で， SPLV の ウ イ ル ス RNA か ら 特

異的な DNA 断片が場幅 さ れて お り (未発表 デ ー タ ) ， こ

れ に よ り 現在 ま で に SPFMV 及 び SPLV の 2 種 ウ イ ル

ス の RT-PCR に よ る 検出 が可能 に な っ て い る 。 一方，

SPSV は ウ イ ル ス の 分類学 的 な 所属 が 明 ら か に な っ て

い な い た め ， 生物検定や抗血清 に よ る 検出 に と ど ま っ て

い る 。 し か し ， SPSV に つ い て も ウ イ ル ス ゲ ノ ム の

cDNA の ク ロ ー ニ ン グ の 検討 を 当 研究 室 で 開 始 し て お

り ， SPSV の RT-PCR に よ る 検出 も い ずれ可能 に な る

と 恩わ れ る 。 そ し て ， 将来的 に は わ が国 の サ ツ マ イ モ に

発生す る すべて の ひ も 状 ウ イ ル ス の遺伝子診断が実現す

る も の と 期待 さ れ る 。
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