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jよ)?
カンキツウイロイドの診断法を確立するために本研究を行った。これまでに海外で 5種

のカンキツウイロイド、すなわち、カンキツエキソコーティスウイロイド (CEVd)とグ

ループ Iカンキツウイロイド (CVd-I)、CVd-II、CVd-III、CVd-IVが同定されている。そ

れらの中で、カンキツエキソコーティスウイロイド (CEVd)がエキソコーティス病の病

原体であることが知られていた。最近になって、 CVιIIbが cachexia病の病原体であるこ

とが報告された。しかし、その他のカンキツウイロイドについてもエキソコーティス病に

関与していることが示唆されるもののその関係がはっきりしておらず、また、カンキツ栽

培における接ぎ木性の有用因子、例えば樹体を媛イじさせるなど、としてウイロイドとは知

らずに利用されてきたことが報告されている。これは、カンキツの保毒するウイロイドが、

他の草本植物に比べ低濃度で存在しているために、その検出が困難であったからと思われ

る。カンキツ生産において、それらの病原性の解明及び防除、栽培における有用因子とし

てはそれらの性質の解明のためにカンキツウイロイドのより信頼性の高い診断・同定法の

確立が必要と思われた。

診断法の検討を行う前に、日本のカンキツが保毒するウイロイドの解析を行うことにし

た。日本では、既報の 5種のカンキツウイロイドの中で、 CEVdと CVd-IIの一つである

HSVdカンキツ変異株 (HSVd-cit)の存在が報告され、 HSVd-citの塩基配列だけが決定さ

れている。しかし、他のカンキツウイロイドについては、その存在は示唆されているもの

の同定されるには至っていなかった。連続ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (sPAGE)

により、 CVd-I1Iと思われるウイロイド様 RNAを日本のカンキツより初めて検出した。

そして、既報の塩基配列より設計したプライマーを用いた RT-PCRにより cDNAを増幅

し、その塩基配列を調べることにより CVd-IIIであることを確認した。他のウイロイドに

ついても既報の塩基配列から設計した特異プライマーによる RT-PCRにより探索を行った

結果、日本には、 5種全てのカンキツウイロイドが存在することが明らかとなった。また、

それらの塩基配列を決定したところ、これまで海外でその塩基配列の報告がなかった

CVd-IaとCVd-IIIcの塩基配列を決定することができた。

そこで、従来の生物検定、電気泳動法よりも簡便で、高い感度が期待できる遺伝子診断

法、すなわち、ディゴキシゲニン (DIG)標識 cRNAプロープによるドットプロットハイ
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ブリダイゼーション法と RT-PCR、NASBAによるカンキツウイロイドの検出を試みた。

遺伝子診断を行うためには、一般にカンキツからウイロイドを含む核酸を抽出する必要が

ある。従来法により 5-10 gのカンキツから核酸を抽出したところ、安定して抽出できな

かった。これは、カンキツ組織が比較的多くの多糖類とフェノール化合物を含むためと思

われた。それらの爽雑物を効果的に核酸と分離できることが報告されている 2-ブトキシ

エタノールによる分画沈殿法を用いることにより従来法を改良したところ、安定して核酸

を抽出することができた。また、その抽出核酸は、 sPAGEとドットプロットハイブリダ

イゼーションに適用可能であった。しかしながら、圃場のカンキツからウイロイドを検出

するには、より高い感度の検出法が求められ、また、実用性を考慮した場合、核酸抽出法

及ぴ検出法の簡便化が必要と思われた。様々な検討の結果、検定カンキツ組織を磨砕する

ことなくエチルキサントゲン酸カリウム (PEX)を含む溶液中で保温することによりウイ

ロイドが効果的に溶出されることを見い出した。そして、 PCRを阻害する多糖類は、 2・

ブトキシエタノールによる分画沈殿と HCl処理を併用することにより簡便に抽出核酸か

ら取り除くことができ、 RT-PCRに適用可能な簡便核酸抽出法を確立した。最近、標的核

酸配列の cRNAを増幅する NASBAが開発された。この方法は、 RT・-PCRと比べて反応が 1

段階であること、一定温度で行うことができること、増幅速度が速いことなどの利点を持

っている。検出法の簡便イじを目的に通常の条件下でウイロイド cRNAの増幅を試みたと

ころ、増幅が認められなった。これは、ウイロイドが GC含量が高く、また、分子内の相

補結合構造をとりうるからだと考えた。しかしながら、ウイロイド cRNAは、イノシンタ

三リン酸を反応液中に添加することにより、感染カンキツからの全核酸を鋳型にして増幅

することができた。ノーザンハイブリダイゼーションによりウイロイド cRNAの特異性

を調べた結果、その増幅の量と増幅の正確性は、ウイロイドの特異的高感度検出に充分で

あった。確立した PEXを用いた簡便核酸抽出法と改良 NASBA法の組み合わせることに

より簡便な高感度検出法になり得ると考えられ、カンキツウイロイドのさらなる病原性の

解明とその防除に有効と思われる。

本研究を遂行するにあたり、北海道大学農学部前教授木村郁夫博士及び同教授上田一郎

博士、同助手畑谷達児博士には種々のご援助と懇切なご指導を賜りました。さらに、上回

一郎博士には本論文を草するにあたり、格別のご指導とご校闘を賜りました。ここに深く

感謝申し上げます。また、本論文を草するにあたり、懇切なご指導とご校閲を賜りました

北海道大学農学部教授生越 明博士、喜久田嘉郎博士、格別のご援助とご理解を賜りまし
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た果樹試験場リンゴ支場病害研究室長吉田幸二博士に厚くお礼申し上げます。

本研究にご指導とご鞭健、カンキツ試料の提供など特段のご協力をいただいた次の各位

に心から感謝申し上げます。弘前大学農学部助教授佐野輝男博士及び果樹試験場保護部病

原機能研究室長家城洋之博士、同加納 健博士、同カンキツ部病害研究室伊藤隆男氏、横

浜植物防疫所小原達二氏、兵庫県立中央農業技術センタ一生物工学研究所塩飽邦子氏、元

広島県果樹試験場故佐々木篤博士、佐賀県果樹試験場田代暢哉氏。このほか、本研究は先

人の膨大な蓄積のうえにはじめて遂行できたのであり、後人の研究の一助となれば幸いで

す。最後に、両親に最大の感謝を表します。
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2.研究史

2.1.カンキツのウイロイド病

2.1.1.ウイロイ F

ウイロイドは、鎖長 246-399塩基の環状 1本鎖剛A分子からなる病原体で(表 2・1)、

自立的に複製する最も小さい病原体である。 Diener(1971)は、 potatospindle tuber病の

病原体が、従来のウイルスと違い、外被蛋白質を持たない低分子 RNAであることを示し

てこの病原体及び同様の性質を持つものをウイロイドとした。そして、 potatospindle tuber 

viroid (PS百ld)の塩基配列が、最初に解明されて以来 (Grosset al. 1978)、ほとんどのウ

イロイドの塩基配列が決定され、配列の特徴から表 2-1のように分類されている

(Koltunow & Rezaian~ 1989A)。ウイロイドは、大きく二つのグループに分けられている。

一つは、 avocadosunbloch viroid (ASBVd)を

代表とするグループで、最大の特徴は、ハンマ

ーヘッド構造として知られる自己切断配列を持

つことである(図 2・1)。また、共通の塩基配列

の特徴(例えば、中央保存領域等、図 2-2Aを参

照)を持たないことや塩基配列の相向性が低い

N附JKNN
NNN側、必ダ4附NN

図 2-1.ハンマーヘッド型リボザイムの2次構造。
矢印は、切断箇所

ことからも区別されている。このグループのウイロイドには、他に peachlatent mosaic viroid 

(PLMVd)とchrysanthemumchlorotic mottle viroid (CChMVd; Navarro & Flores、1997)が

ある。Navarroと日ores(1997)は、その報告の中で、下記のような特徴の違いにより ASBVd

と他の PLMVd、CChMVdを分けるサブグループ (pelamoviroids)を提唱している(表2-1)。

即ち、1)予想されるハンマーヘッド構造の形態が違うこと、例えば、 PLMVdとCChMVd

では、 ASBVdで提唱されている多量体分子におけるダブルハンマーヘッド構造よりも、

ー量体におけるシングルハンマーヘッド構造において自己切断が効率的に起こることが

in vitroの実験から予測されている。 2)PLMVdとCChMVdの塩基配列から予測される 2

次構造は、 ASBVdや他のほとんどのウイロイドで提唱されている、いわゆる棒状構造で

はなく、枝分かれ構造をしていること。 3)PLMVdとCChMVdは、 ASBVdや他のウイロ

イドと違って 2M LiCI溶液に不溶性であることなどである。最近、オウトウから検出さ

4 
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:M 2-1 ウイロイドの分続

グループ サプグループ クイロイド

自己切断型

PS7Vd 

A!isVd 

'..'幽l"ID~ItO凶}

問刊d

ASSVd 

CbVd 

A'民 adosunblo!ch ~iroid (ASllVd) 
C""鵠n!hcmumchIoro!it moulc vlruid (CO，MVd) 
Pcaeh la!cn! rωSllic ~iroid (PLMVd) 
カンキツエキソコーティスウイロイド (CEVd)
キク媛化ウイ ロイ ド にコsv~
グル ープ.vカrキツウイロイド (CVd-IV)
ホップ琳在ウイロイ ド【IILVd)
ホップ".""イロイド(IiSVd)・・
ホップ閥的イロイドカンキツ分離縁 (HSVd-llÎ!;~Gmup 11. ciuus ~iroid ， CV.剖 1，.) .， 
C耐.1cadt.cx踊 V町 id(CCaVd; Gmup 1めcilruSviroid. CV酎 ibJ • • 
C低飢ぽ阻血司区咽血".叩'l)id(CCCVd) 
C似刃包U低価曹司8・l)aviro泊 (C1Wd)
Columnea Ia!削 viroid(CLVω 
島幅四)papila viroid (MPVd) 
hωo spiod除lubcr叩，，阿l"Vd)
Toma旬 ."ic叫盛山 tvimid (TASVd) 
"1"0血..凶anlrnacho viroid (TI'MVd) 
Jruint viroid (lrVd) 
グループhカンキアウイロイド"
グループm，カンキツウイロイド (CVd-Ub)‘ 
グループmbカンキツウイロイド (CVd-lllbJ・4
グループIlIcまた""とIIIdカンキックイロイド (CVd-lIlc.d)“ 

ナシ."凪，""""クイロイド (rocvd)
"〆ゴさぴ果ウイロイド， ŝ引5Vd)
リンゴゆず果クイロイド (AFCVd)
A"出血平均陶削剛d'AD円d)
A岬副嗣"'....鵬 (AGVd)
C 白川，.，.剛 .~C 川roid (ClILVd;骨グル プ..カンキツウイロイド、 CVd.lb)
0 .. ，..官 yellowspecklc viroidl (Gysvdl) 
0""泊施 ycllow!jlI'ckle vωid2 (GYSVd2) 
ニシキジツから検出されたウイロイド'0，捨ω ，c胴 e，VI剛dO'
C，kω 仙仰創 刊"Oid2 (CbVd2) 
Coleu.s blumれ智附id3 (CbVd3) 

背字は、本研究で省益配列"解街&行ったウイロイド
*'錫披要旨での被告
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れたウイロイド様RNA(サテライト RNAであると推測されている)が他の数種のウイロ

イド様サテライト RNAとともに、 PLMVdや CChMVdと似た特徴を持つことが報告され

ている (Serioet al. 1997)。これら pelamoviroidsは、ウイロイド様サテライト RNA、いわ

ゆるウイルソイド(virusoid)と近い関係があるのかもしれなし1。もう一つのグループは、

PSTVdを代表とするグループである(表 2-1)。このグループは、さらに下記のような塩

基配列の特徴から三つのサブグループ即ち、 PSTVdサブグループ、 ASSVdグループ及び

CbVdグループに分けられている (Koltunow& Rezaian、1989A、図2-2)。そして、 Keese

と Symons(1985)により、 PSTVdサブグループのウイロイドについて、図 2-2Aのよう

な領域モデルが提唱され、このモデルは基本的に他の二つのサブグループにも当てはまる

ことがわかっている。各ドメインの境界は、サブグループ内のウイロイド聞の塩基配列の

相向性が、大きく変化するところで区切られている。 C領域は、最も相向性が高い。各サ

ブグループに対し、特異的な配列があり(図 2-2A)、この部分が複製中間体である多量体

において、図 2-2Bのようなパリンドローム構造をとり (Diener、1986)、一量体へのプロ

セッシングに関与していることが示唆されている (Visvaderet al. 1985B) 0 P領域は、塩

基配列の変異株の比較により病徴発現に関与していることがわかっている (Sch凶lzer et 

al. 1985; Visvader & Symons、1985A)oV領域は、最も相向性の低い領域で、ウイロイド

の複製に関与していることが示唆されている (Sanoet al. 1992)。また、T1領域は、病原

性への関与 (Sanoet al. 1992)、官領域は、ウイロイドの複製への関与が示唆されている

(Sano & Ishiguro、1998)。

ASBVdは、主に葉緑体中に蓄積するのに対し (Bonfiglioliet al. 1994; Lima et al. 1994)、

PS引 1dグループのウイロイドのいくつかは、核内に蓄積することが報告されている

(Harders et al. 1989; Bonfiglioli et al. 1996)。もしこれが、グループ内の共通の特徴であれ

ば、グループ聞の特徴の違いやウイロイド闘の干渉を考察する上で、重要な意味を持って

いると思われる(考察4.1.5.3章を参照)。

2.1.2.エキソコーディス蔚とCachexia蔚

これまでにエキソコーティス病と Cachexia病が、ウイロイドによるカンキツの病害と

して知られている。エキソコーティス病は、 1948年に最初に記述され、 1949年に芽継ぎ

により伝染することが報告された (Broadbent& Gamsey、1987)。エキソコーティス病は、

一般のカンキツ生産品種、例えば、オレンジやグレープフルーツ、マンダリン、台木とし
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図2・2，3つのPSTVdサブ、グループの中央保存領域 (CCR、A)と多
量体ウイロイドRNAのとりうるパリンドローム構造 (B)。
McInnes & Symons (1991)、図7、8を改変
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て欧米で広く使われているサワーオレンジに対して潜在性である(Garnsey & Randles、

1987)。このことが、この病気を広く世界に伝搬させる原因のーっと考えられ、アメリカ、

オーストラリア、地中海地域などカンキツ生産地域のほとんどに分布している (Broadbent

& Garns旬、 1987)。中国や日本でも、エキソコーティス病は存在しているが、それらは、

欧米地域から導入された品種が、エキソコーティス病に汚染していたためと思われる。な

ぜなら、これらの地域では、台木としてエキソコーティス病に感受性であるカラタチやラ

ングプアーライムが主に用いられており、当初、その発生は、外来品種に限られていたか

らである(山田、 1984)。

エキソコーティス病の病原体には、感受性の台木に対する組皮症や上に接いだ品種の棲

化の程度の異なる系統が存在することが知られていた。しかし後に、エキソコーティス病

は、下記のような複数の異なるウイロイドが関与していることが明らかとなった。カンキ

ツエキソコーティス病の病原体としてカンキツエキソコーティスウイロイド (CEVd)が、

最初に報告された (Semancik& Weathers、1972;Sanger 1972)。さらに強毒、中間、弱毒

などの病原性の異なるカンキツから CEVdより低分子量の数種のウイロイド様 RNAが

PAGEにより検出された (Schlemmeret al. 1985; Duran-Vila et al. 1986) 0 Duran-vilaら

(1986、1988)は、ポリアクリルアミドゲル電気泳動に加え、生物検定及びハイブリダイゼ

ーションによる相同性の解析によりエキソコーティス病は、 CEVdの他に十数のウイロイ

ドが関与し、電気泳動における移動度の遅い順にグループ I、11、IIIと IVカンキツウイ

ロイド (CV-I、II、IIIとIV)の4つのグループに分けられると結論している。

CEVdは、カンキツウイロイドの中で最初に塩基配列が決定され (Gross et al. 1982; 

Visvader et al. 1982)、鎖長369司375塩基であり多くの塩基配列変異株が報告されている

(Visvader & Symons、1983、1985A;Garcia-Arenal et al. 1987; Mishra et al. 1991; Semancik et 

al. 1993、1994;Fagoaga & Duran-Vila、1996)0CEVdはPSTVdサプグループに分類される

(表2-1)。宿主範囲は、他のカンキツウイロイドと比べると広く、カンキツだけでなく、

ブドウ (Garcia-Arenalet al. 1987)やトマト (Mishraet al. 1991)、ソラマメ (Fagoagaet al. 

1995)、ニンジン、ナス、カプ (Fagoaga& Duran-Vila、1996)から病原因子として、また

は、潜在的に感染していることが報告されている。感受性台木に劇症のエキソコーティス

病を起こす病原体であり、指標植物であるエトログシトロンアリゾナ 861-S1に強い媛化

と上偏成長、壊死をおこす (Duran-Vilaet al. 1988)。

CVd-Iは、さらに CVd-IaとCVd-Ibの二つのサブグループに分けられている (Duran-Vila
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et al. 1988) 0 CVd-Ibは、塩基配列が先に決定されcitrusbent leaf viroid (CBLVd)と改名

された (Ashulinet al. 1991)。鎖長318塩基からなり ASSVdグループに分類され(表2・1)、

このグループの他のウイロイドと同様に宿主範囲は狭い (Hadaset al. 1992)0 CVιIaの塩

基配列は、本研究で明らかにした (Hatayaet al. 1998; 4.1.2章を参照)0Hatayaら(1998)

は、 CBLVdとの比較から CVd-Iaは、 CBLVdの右末端領域の配列組換え (rearangement)

により生じたとする仮説を立てた。同様の例が、 coconutcadang-cadang viroidとCEVdで

報告されている (Haseloffet al. 1982; Semancik et al. 1994) 0 CV d-1は、感受性台木である

カラタチ及びエトログシトロンに弱いエキソコーティス病徴を起こすことが報告されてい

る (Roistacheret al. 1993)。

CVd-IIは、 CVd-IIaとCVd-IIbのサブグループに分けられている (Duran-Vilaet al. 1988)。

このグループのカンキツウイロイドの塩基配列は、 Sanoら (1986、1988A)により、ホッ

プ媛化ウイロイドカンキツ分離株 (HSVd-cit)として最初に報告された。カンキツ由来の

HSVdの塩基配列変異株は、Puchtaら (1989)や Gillingsら (1991)からも報告され、後

に、 CV-IIa及び CV-IIbの全塩基配列が決定され、 HSV-citは、 CV-IIaと99%の相同性が

あることが報告された(Levy& Hadidi、1993)0CVd-IIbは、 CVd-IIaと比べて 3塩基の欠

損と 2塩基の置換があり、 Cachexia病を引き起こす病原体として報告されている

(Semancik et al. 1988)。但し、 Cachexia症を呈するのは、マンダリン、タンジエロとス

ウィートオレンジに限られ、他のほとんどのカンキツ種には、 CVd-IIaと同様に潜在感染

する。 CVd-IIaは、カラタチとエトログシトロンに (Roistacheret al. 1993)、CVd-IIbは、

エトログシトロンに (Duran巴Vilaet al. 1993)弱いエキソコーティス病徴を示すことがわ

かっている。また、Puchtaら (1989)は、 HSVdのカンキツ分離株を綾化因子として、栽

培上の利用の可能性を報告している。

CVd-IIIは、 CVd-IIIa-dの四つのサブグループに分けられている (Duran-Vilaet ril. 1988)。

CVd-II1aとCVd-IIIbの塩基配列が最初に決定され (Rakowskiet al. 1994)、本研究により

日本のカンキツから同ーの塩基配列を持つ CVd-IIIa及び CVd-IIIbが検出され(中原ら、

1996A; N akahara et al. 1998C; 4.1.3章を参照)、さらに、 CVd-IIIcまたは/と CVd-IIIdの塩

基配列を決定した (4.1.3章を参照)。別に CVd-IIIcと思われる塩基配列変異株が、報告さ

れている (Semanciket al. 1997;伊藤ら、 1997A)0CVd-II1は、 ASSVdグループに分類さ

れ(表2・1)、カンキツ以外の宿主は見つかっていない。エキソコーティス病との関係は、

明らかではないが、それぞれのサプグループが、エトログシトロンに中程度の嬢化と様々
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な程度の葉の上偏成長などを起こす (Duran-Vilaet al. 1988)。また、 CVd-IIIbは、カラタ

チ台木の上に接がれたパレンシアオレンジの天蓋の大きさを小さくするものの天蓋の大き

さ当たりのカンキツの収穫量は増大させることがわかり、媛化因子としての栽培上の利用

の可能性と、過去において、このことが解析されないまま利用されてきたことが報告され

ている (Semanciket al. 1997)。

CVd-IVは、Puchtaら(1991)により塩基配列が決定された。 2次構造上の右側部分の

多くと中央部分は CEVdに、左側末端部分は HSVdにそれぞれに相同性が高く、キメラウ

イロイド様構造をしていることがわかった。本研究で、日本のカンキツからその塩基配列

変異株を検出した(中原ら、 1996B;4.1.4章を参照)0PSTVdグループに分類され(表2-1)、

宿主は、カンキツ以外に草本のキュウリに潜在感染することが報告されている (Duran-Vila

et al. 1988)0 CV-IVもまた、エキソコーティス病との関係がはっきりしていないが、エト

ログシトロンに弱い病徴を示すことが報告されている。

上記のようにカンキツウイロイドグループとエキソコーティス病の病原性の違う系統と

の関係がはっきりしていないのは、当時のエキソコーティス病の系統を探る研究において、

CEVd以外のカンキツウイロイドの存在がわかっていなかった、または、その検出感度が

低かったために病徴と病原体との相関付けが難しかったからである。例えば、 Cachexia病

では、組織中の濃度が低いために圃場の発病樹から直接 CVd-IIbを検出することができず、

指標植物であるエトログシトロンに接いで、濃度を高めることにより、初めて検出できて

いる (Semanciket al. 1988)。また、カンキツウイロイドは、重複感染すると指標植物で

あるエトログシトロンの病徴が激症化することが知られ (Duran-Vila et al. 1988; Roistacher 

et al. 1993)、今後、圃場での病徴とこれらカンキツウイロイドの関係を探る上で、単独感

染の場合に加え、重複感染した場合についても調べる必要があることが指摘されている

(Duran-Vila et al. 1988; Nauer et al. 1993; Roistacher et al. 1991、1993)。

日本では、 CEVdと上記の HSVd-citの存在が報告された (Sanoet al. 1986、1988A;畑谷、

1987)。また、他のカンキツウイロイドグループについては、その存在は示唆されている

が同定されるに至っていなかった(松川、 1987; 須田、 1989)。本研究で、海外で同定され

ている 5グループ全てのカンキツウイロイドが日本に存在することを示したが、別に、伊

藤らも日本のカンキツに感染しているウイロイドを探索し、その塩基配列を解析している

(伊藤ら、 1997A、1997B)。その中で、 5グループのカンキツウイロイドとは相同性の低

い2種の新しいウイロイドを検出している。
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2.2.ウイロイドの検出・診断

2.2.1.ウイロイ F診断の京義

ウイロイドの起源は、不明であり、また、 PSTVdや CEVd、CSVdなどでは、潜在的に

感染する植物が多く報告されている (Diener、1983)。また、 CEVdは、多くのカンキツ栽

培品種に潜在的に感染するだけでなく、最近カンキツ圃場から離れた畑の数種の野菜に潜

在的に非常に低濃度で感染している塩基配列変異株が検出されている (Fagoaga & 

Duran-Vila、1996)。そして、従来の育種法に利用できるようなウイロイドに対する抵抗性

遺伝子を持つ作物の近縁種は、見つかっていないため、宿主作物は、依然としてウイロイ

ドに対し感受性である。したがって、潜在性の感染宿主作物や作物以外のウイロイドを保

持している圃場の周りの植物が感染源となり、今後、栽培法の変化等により流行する可能

性は、否定できない。このような意味において病原ウイロイドは、圃場および圃場の周り

から完全には除去されていないと考えられる。最近、ウイロイドに対する抵抗性を付与す

る目的で、ウイロイドのアンチセンス RNAやリボザイム (Atkinset al. 1995; Yang et al. 

1997)、2本鎖RNA特異的 RNA分解酵素 (Sanoet al. 1997B)を発現する形質転換植物が

報告されている。また、組織培養技術や温度処理等を組み合わせて、栄養繁殖性作物やウ

イロイドが種子伝染する作物でウイロイドフリー植物の作出の試みが行われている。上記

のことを踏まえるとウイロイド病の防除のためには、圃場や圃場の周りに潜在的にウイロ

イドに感染している植物の調査、ウイロイド抵抗性またはフリー化植物の評価のためのウ

イロイド診断は不可欠であり、植物中で低濃度で存在するウイロイドの検出、また、ウイ

ロイド抵抗性やフリーを意味する陰性の判断を下すためには、高感度で、再現性の高い診

断法が求められる。そして、多数の試料を処理するためには、より簡便で、短時間で行え

る診断法が必要である。

2.2.2.生物検定法

ウイロイドの検出法には、主に生物検定とポリアクリルアミドゲル電気泳動、遺伝子診

断法がある。生物検定法は、ウイロイド自身の生化学的研究が進む以前には、ウイロイド

病診断の唯一の方法であった。非常に感度の高い方法ではあるが、指標植物を育てるため

の場所が必要となり、また、検定結果が出るまでに時間がかかる。特に CCCVdやASBVd
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(Gamsey & Randles、1987)など果樹のウイロイド病では、草本の指標植物が見つかって

いないため、検定に数年かかる場合もある。隠れほと指標植物トマトの組み合わせでは、2-3

週間で検定できるが、ほとんど病徴を示さない PSTVdの弱毒系統が存在することも知ら

れている (Femow、1967)。また、指標植物の生育環境が、 PSTVd病の病徴発現に良くな

い場合(一般に、低温および少日照条件)、強毒系統でさえも見逃してしまう可能性があ

る。このようなことは、他のウイロイドと指標植物の組み合わせでも考えられることから

生物検定法は、他の目的では依然として重要な手法ではあるが、診断が目的の場合、実用

性は低いと考えられる。

2.2.3.ポリアクグノルアミ Fグノル電気泳動諒 (PAGE)

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (PAGE)'は、当初ウイロイドが低分子 RNAである

ことの証明やその純化 (Diener、1971:Semancik & Weathers、1972)に用いられた。その

後、診断のための手法として、改良が加えられた。ウイロイドは、宿主中の他の核酸と異

なり環状の 1本鎖 RNAで分子内相補結合をとりうる構造を持つ。したがって、未変性条

件下では棒状構造をとるが、熱や尿素、ホルムアミド等による変性条件下では、 1本鎖の

開いた環状構造になる。このことを利用して、未変性及び変性条件下の PAGEにより宿

主中の他の核酸と多糖類やフェノール化合物などの他の成分と分離する 2次元電気泳動法

が報告された (Schumacheret al. 1983)。さらに、線状分子と環状分子の分離能を高める

ために泳動緩衝液とゲル内の塩の組成やpHを変えて行う改良法 (Rivera-Bustamanteet al. 

1986)が報告されている。また、より多数の試料を診断するために、 2次元電気泳動の簡

便法としてリターンゲル電気泳動法が開発された (Schumacheret al. 1986) 0 PAGEは、あ

る未知の病害の病原体がウイロイドであることを証明する手段として病原学的に、重要な

手法であるが、その結果からは、鎖長に関するある程度の情報は得られるが、塩基配列に

関する情報は得られないためウイロイドを同定することは困難である。したがって、診断

で用いるには、ウイロイドを同定するために核酸のハイブリダイゼーション法と組み合わ

せる必要がある。

2.2.4.遺伝子診断法

塩基配列の相補結合を利用して標的核酸を検出するハイブリダイゼーションや標的核酸

を増幅する逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 (RT-PCR)法などの遺伝子診断法は、検出感度
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が高く比較的簡便なため、実用的なウイロイド診断法の最も有力な候補である。

ハイブリダイゼーション法は、当初、水溶液中でハイブリダイゼーションを行う方法に

より研究され、ウイロイドの検出においても Owensら(1978)が PSTVdに対し、Allen & 

Dale (1981)が、 ASBVdに対して検討した。しかし、この方法は、操作が煩雑で多数試料

の処理には向いておらず、実用的で、はなかった。そこで、 PSTVdの検出において固相を

利用したハイブリダイゼーション法であるドットプロットハイブリダイゼーション法が、

放射性同位元素守を標識した PSTVdに対する cDNAプローブを用いて検討された

(Owens & Diener、1981)。この方法は、一度に多くの試料を扱えること、ポリアクリルア

ミド電気泳動 (PAGE)に比べ検出感度が高いこと、核酸試料の調整から検出まで 4日間

と比較的短い期間で行うことができる利点を持っている。その後、様々な改良が加えられ

。
た

核酸同士の相補結合の安定性は、 DNA:DNAく DNA:RNA< RNA:RNAの順に高く、相

補結合している塩基配列の長さにも相関性があることが知られ (Meinkoth& Wahl、1984

を参照)、検出感度の向上を目的に、 cDNAのかわりに cRNAをプロープに用いた方法

(Lakshman et al. 1986; Schwinghamer & Broadbent、1987B;Candresse、1990)や全長ウイ

ロイドの cDNAを数回つなぎ合わせた多量体cDNAプローブ(Zekanowski et al. 1990; 

Wdnicki & Hiruki、 1992)、多量体 c陪~A プロープ (Singh et al. 1994)を用いた方法など

が報告されている。 Singhら(1994)は、これら、 1量体及び多量体cDNAプローブ、 1量体

及び多量体 cRNAプロープの検出感度を比較検討し、多量体 cRNAプローブが最も検出

感度が高く、 6量体cRNAプロープは、 0.48pgのPSTVdRNA分子を検出可能であったと

報告している。

一方、 Bar-Josephら(1985)は、合成オリゴヌクレオチドをプロープとして用いて ASBVd

を検出した。合成オリコヌクレオチドは、プロープの作成において、純化ウイロイドやそ

の組換えプラスミド cDNAクローンを必要とせず、既報の塩基配列に基づいて、 DNA合

成機により合成可能な利点、がある。そして、 Sanoら(1988B)は、オリゴヌクレオチドプ

ロープの標的配列中に 1塩基のみでも変異が存在すると検出シグナルが大きく減少するこ

と、また、ウイロイドの中央保存領域に設計することにより、 3種のウイロイドを一つの

プロープで検出可能なことを報告した。これとは別に、オリゴヌクレオチドライゲーショ

ン検定法 (Landegr巴net al. 1988)が開発された。これは、二つのオリゴヌクレオチドプロ

ープをある領域に連続して作成する。そして標的核酸を含む試料と両プローブでハイブリ
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ダイゼーションを行った後、 DNAライゲースを反応させると、両プロープの閣の接合部

位の塩基に変異がなければ接合するが、変異がある場合、接合しない。その後、アルカリ

または熱変性させて、接合したプローブだけを検出することにより、一塩基の置換をはっ

きりと検出できるという方法である。最近、 PCRと熱耐性の DNAライゲースを用いる改

良法が報告されている (Tobeet al. 1996)。このように cDNAプローブに比べ、特異性を

高めることや、逆に全長の塩基配列の比較では相補性の低い数種のウイロイドを同時に検

出できる利点が示されている。しかし、合成オリコヌクレオチドプローブは、 cDNAプロ

ープと比べ、検出感度が低いことが報告されている (Welnickiet al. 1989; Nakahara et al. 

1998B; 中原、 1995)。そして、この問題を克服するために Welnickiら (1989)は、 87塩

基までプロープを長くすることにより、 Nakaharaら(1998B)は、違う領域に作成した 5

種のオリゴヌクレオチドプロープを混合することにより検出感度を cDNAプローブと同

程度まで高められることを報告した。また、 Nakaharaら (1998B)は、 cDNAプロープで

は、検出感度が低下する 2時間の短いハイブリダイゼーション時間でも、混合オリゴヌク

レオチドプローブでは同程度の検出感度を維持することを報告し、オリゴヌクレオチドプ

ローブでは、 cDNAプロープに比べハイブリダイゼーションの時間を短縮できる利点を示

した。一方、修飾オリゴヌクレオチドや核酸類似物質のプローブとしての利用が検討され

ている。通常の 2'圃デオキシオリコヌクレオチドに比べて 2'-メチルオリゴヌクレオチドは、

標的が RNAの場合、 Tm値が上昇し、また、ハイブリッドを形成する速度も速いことが

報告されている (Majlessiet al. 1998)。その報告の中で、リボゾーム RNAにおいて分子

内で相補結合している領域に対して、この 2'-メチルオリゴヌクレオチドと通常のオリゴ

ヌクレオチドをハイプリダイゼーションさせたところ、 2'-メチルオリゴヌクレオチドだ

けが、標的の相補結合を聞き結合することができたことが報告されている。ウイロイドも

同様の分子内の高次構造を形成しうることが知られているので(いわゆる棒状構造)、こ

の診断に有効と思われる。ポリアミド核酸 (polyamidenucleic acid、PNA)は、塩基と N聞

(2-アミノエチル)グリシンからなり、この N-(2-アミノエチル)グリシンがペプチド

結合により五炭糖・リン酸の骨格構造と同様になる核酸類似物質である (Nielsen et al. 

1991; Egholm et al. 1993)0 15塩基の PNA:DNAとPNA:RNAの安定性は、 DNA:DNAと

DNA:RNAよりも高いこと、 1塩基の変異を配列内に導入したときの Tm値の低下の値も

大きいことが報告されており、通常のオリゴヌクレオチドに比べ、より特異的にウイロイ

ドを検出可能であろう。また、 PNAと核酸との相補結合の安定性は、塩濃度の影響をほ
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とんどうけないという特徴がある。

当初、プローブの標識には放射性同位元素が使われていたが、代わってビオチン(BIO)

やディゴキシゲニン(DIG)を用いた方法が報告されている。 McInnesら(1989)や Royら

(1989)、Candresse(1990)などが、 BIO標識プローブ、また、 Wdnicki & Hiruki (1992)、

Podleckis (1993)、Singhら(1994)などが、 DIG標識プローブを用いてウイロイドを検出し

ている。また、 Kanematsuら(1991)は、標識方法の違う 6種類の BIOまたは DIG標識プ

ロープを作製し、比較した。これらの BIOや DIGを標識した非放射性プロープは、取り

扱いが容易なこと、寿命が長い(半年から数年)ことなどの利点を持っている。また、そ

の検出感度は、マ標識放射性プロープと同程度であることが報告され(Mclnneset al. 1989; 

Roy et al. 1989; Wdnicki & Hiruki、1992;Podleckis、1993)、放射性プローブに代わる有効

な手段になっている。

植物体において低濃度で存在するウイロイドの診断のために、逆転写 PCR(RT-PCR) 

法 (Saikiet al. 1988)の診断への利用が検討されている (Hadidi& Yang 、1990;Yang et al. 

1992; Hataya et al. 1992; Wah & Symons、1997)。試料中のウイロイド濃度を高めることに

より検出感度の向上が期待できる。 Hadidi& Yang (1990)は、実際にリンゴさぴ果ウイ

ロイド (ASSVd)の検出において、 RT-PCRを用いた検出法は、従来法より検出感度が高

く、リターンゲル電気泳動法<約 100倍、ノーザンハイブリダイゼーション<約 10倍、

RT-PCR産物のアガロースゲル電気泳動法<10-100倍、 RT-PCR産物のサザンプロットハ

イブリダイゼーションという結果を報告している。

Nucleic acid sequence-based amplification (NASBA)は、標的 RNAをinvitroで増幅する

方法である(Kievitset al. 1991)。この方法は self-sustainedsequen印 replicationtechnique 

(3SR; Guatelli et al. 1990) としても知られている。 PCRが、 DNAのinvitro増幅系であ

るのに対し、 NASBAはRNAのin vitro増幅系である。 3種の酵素が、一つのチューブ中

で連続的、循環的に反応することにより標的核酸に対する cRNAが指数関数的に増幅す

る。図 2-3に、その原理を模式的に示した。 NASBAもRT-PCRと同様、試料中の標的ウ

イロイドを増幅することが可能と考えられ、また、一定温度で、一度の反応で、 RNAを

増幅できるなどRT-PCRにない利点がある。実際に、NASBAは、人免疫不全ウイルス(HIV、

GuateUi et al. 1990; Kievits et al. 1991)やC型肝炎ウイルス (HCV、Lunelet al. 1995)、人

パピローマウイルス (HPV、Smitset al. 1995)、マイコバクテリア (vander Vliet et al. 1993)、

植物では、カンキットリステザウイルス (CTV、Lairet al. 1994)、ジャガイモ葉巻ウイル
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が、機的RNAに結合し、 AMV逆転写酵素により cDNA~~合成される。1<にRNA分解酵素H
(RN開 H，RNA，DNA鎖のRNAを分解する)とAMV逆転写酵畢自身の持つRNaseH活性により
RNA鎖が分解され、相同鎖プライマーが、結合し相同DNAが合成され、標的接酸をT7RNAポ
リメラーゼのプロモーター配列の下流に吉む2本鎖DNAができあがる。これを鋳型kして、
T7RNAポジメラーゼにより相補鎖RNAが転写される。続けて、この転写RNAを鋳型として上
に述べた反応が循環的に進むことになる。 このとき、T7RNAポリメラーゼは、数十から数百の
RNAを転写するため、多量の相補鎖RNAが蓄積されることになる。
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ス (PLRV、Leoneet al. 1997)などの高感度検出に用いられている。本研究では、ウイロ

イドの高感度検出への適用を目的にして、 NASBAによるウイロイド cRNAの増幅を試み

たところ、反応液にイノシン・5'三リン酸(ITP)を加えることにより、その増幅に成功し

た (Nakaharaet al. 1998A; 4.4章を参照)。

2.2.5.遺伝子診断誌の筋使佑

遺伝子診断法、特に RT-PCR法は、検出感度が高く有効な方法ではあるが、実用的な診

断法としては確立されていなし」これは、操作の煩雑さと条件設定の難しさが原因と思わ

れる。その操作過程で、病原ウイルス・ウイロイドゲノムを含む核酸抽出が、最も時間の

かかる煩雑な操作の一つである。そこで、その簡便法がいくつか検討されている(例えば、

Levy et al. 1994;百 omson& Dietzen、1995;Zhang et al. 1998)。ウイルス病の診断では、マ

イクロプレートやマイクロ遠心チューブなどの固相に吸着させた特異抗体によりウイルス

粒子を吸着し、その後洗浄することにより、簡便に宿主成分と分離して、直接それらの固

相中で PCRまたは、 RT-PCRを行うイムノキヤプチャー PCR/RT-PCR法が、報告されて

いる(Jansenet al. 1990; Wetzel et al. 1992; Nolasco et al. 1993など)。そして、 Nolascoら

(1993)は、ウイルスに対する特異抗体のかわりに 2本鎖 RNAに対するモノクローナル

抗体を用いることにより、 PSTVdとキュウリモザイクウイルス (CMV)サテライト RNA

を検出できることを報告している。しかし、この方法では、試料を磨砕する必要がある。

試料の磨砕は、特に試料数が多い場合、煩雑な作業である。また、その過程で、試料閣の

クロスコンタミネーションの危険性があり、検出感度の高い RT-PCRでは、擬陽性の結果

につながりかねない。そこで、検定植物組織を直接鴻紙やメンブレンに押し当て、そのメ

ンブレンに対して、ハイブリダイゼーションを行う、ティシュープロットハイブリダイゼ

ーション(発現遺伝子の検出、 McClure& Guilfoyle、1989;大豆モザイクウイルスの検出、

Mansky et al. 1990; PSTVdとASSVdの検出、 Podleckiset al. 1993; CEVdとHSVd、CSVd，

ASBVdの検出、 Romero-Durbanet al. 1995)、そのメンブレンからウイルスゲノムを溶出

して PCRを行う方法(プリントキヤプチュアー PCR法、 Olmoset al. 1996;スポット PCR

法、 Notteet al. 1997)。さらに、検定植物組織の絞り汁を直接 PCR反応液に入れて PCR

を行う方法(大崎ら、 1997)が報告されている。ただし、これらの簡便法は、全ての植物

種に適用できるわけではない。それは、植物体によって含まれる宿主成分の量や組成に違

いがあるため、抽出される核酸試料の純度が違う、もしくは、核酸抽出が困難な場合があ
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るためで、それぞれの植物に適した抽出法を選択、開発する必要がある。本研究において

も少量のカンキツ組織から安定してウイロイドを含む核酸を抽出するために従来法の改良

を行い (Nakaharaet al. 1998C; 4.2章)、その簡便化を行った (Nakaharaet al. 1998D; 4.3章)。

核酸抽出後の検出過程の簡便化も検討されている。ハイブリダイゼーションの固相支持

体として、ナイロンメンブレンのかわりに、マイクロプレートを用いて操作を簡便化し、

また、定量的な解析を容易にしたマイクロプレートハイブリダイゼーション法 (DNAの

結合、 Nagataet al. 1985; RNAの結合、 Sanoet al. 1996)が報告されている。 PCR!RT-PCR

や NASBA反応産物の検出は、当初、アガロースやポリアクリルアミドゲル電気泳動法が

用いられ、また、増幅の特異性の検定には、そのゲルからメンブレン上に増幅産物を転写

してハイブリダイゼーションを行うのが一般的であった。しかし、これらの方法は、煩雑

で、多数試料の検定には向いていない。そこで、上に記したマイクロプレートハイブリダ

イゼーション法を用いて PCR産物を検出する応用法が報告されている CInouye& Hondo、

1990; Hataya et al. 1994 )。一方、 NASBA産物の検出には、ベルオキシダーゼ標識したオ

リゴヌクレオチドをプロープに用いてハイブリダイゼーションを行い、 NASBA産物と結

合したプローブのアクリルアミドゲル電気泳動における移動度が、小さくなることを利用

して検出する酵素結合ゲル診断法 (ELGA法)が報告されている (vander Vliet et al. 1993)。

これらの簡便法においても、標的核酸配列と結合しているプロープを特異的に検出するた

めに、 PCR-マイクロプレートハイブリダイゼーション法においていは余剰プロープの洗

浄、 ELGA法においてはアクリルアミドゲル電気泳動が必要であった。この過程を省略可

能な方法として、標的とハイブリダイゼーションしたときのみシグナルを発するように設

計された特殊な鑑光標識オリゴヌクレオチドプロープを用いた鑑光 5'ヌクレアーゼ

PCR!RT-PCR (TaqMan)法(Schoenet al. 1996)とMolecularbeacon法(Tyagi& Kramer、1996)

が報告されている。方法の概略を図 2-4に示した。そして、この Molecular beacon法と

NASBA法を組み合わせたAmpliDetRNA法(Leoneet al. 1998)が報告されている。また、

TaqMan法と AmpliDet RNA法は、励起波長の違う数種類の蛍光体を標識することが可能

であり、複数の標的を 1本のチューブ内で検出できる利点があり、有望な方法である。
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光シグナノレを消滅させる物質 (TAMARAやDABCYL)が標撤されている。 TaqManで
は、 PCRの途中で、増幅断片内の標的配列部分にプロ}プが結合するとTaqDNAポリ
メラーゼの5'_3'ヌクレアーゼ活性により、プロープが分解される(図1-4A)。それで、
クエンチヤ}と蛍光体の距離が離れ、シグナノレを発するようになる。一方、 Molecular
beaconでは、標的と結合していないプロープは、プロープの5'と3'末端の配列が相補的
になっており、分子内で結合してループ構造をとり蛍光体とクエンチャ}が接近して、
盛光シグナノレが抑えられている(図1-4B)。それが、標的配列と結合することにより

蛍光体とクエンチヤ}の距離が離れシグナノレが検出されるようになる。
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2.2.6.カンキックイロイFの積出法

当初、エキソコーティス病の診断は、生物検定により行われていた。カラタチとラング

プアーライムの樹皮のうろこ状の症状やそれらの上に接いだ栽培品種の綾化などにより検

定された (Broadbent& Gamsey、1987を参照)。その後、エキソコーティス病に対する感

受性の高いエトログシトロンに接いで検定する方法が報告され、現在、エトログシトロン

Arizona 861・S-l(Roistercher et al. 1977)が、最も感受性の高い指標植物として用いられて

いる。生化学的な方法として、連続ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (sPAGE)が報告

されている (Rivera-Bustamanteet al. 1986)。最近、遺伝子診断法による検討も行われ、ド

ットプロットハイブリダイゼーションによる CEVd，HSVdの検出(日ores、1986;Li et al. 

1995; Fonseca et al. 1996)、RT-PCRによる CEVdとHSVdの検出法が報告されている

(Yang et al. 1992)。それぞれの検出法は、カンキツウイロイドの検出においても、前述

のような一般に報告されている利点、欠点が当てはまり、特に、遺伝子診断法については、

実用的な段階まで、方法が確立されていないので、本研究を行った。
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3.材料及び方法

3.1.材料

日本各地の 97株のカンキツ試料を用いた(表シ1)。それらの株は、園場の栽培品種の

組織を直接、または、指標植物エトログシトロンに接木して新たに生育してきたエトログ

シトロンの組織を送付していただいた。試料提供者は、表 3-1に示した。また、一部の試

料については、それら組織から抽出された核酸試料を送付していただいた。

試料ESから分離された CEVd(CEVd-H、Sanoet al. 1986)と試料EFとEM、ESから

分離された HSVd(HSVd-cit、Sano et al. 1986、1988A)、ブドウから分離された HSVd

(HSVd-g、Sanoet al. 1985)、日本のホップから分離されたホップ媛化ウイロイド (HLVd，

Hataya et al. 1992)、 日本で分離されたキク棲化ウイロイド (CSVd、李ら 1997)、potato

spindle tuber viroid (PSTVd、中原ら 1997)について、それらの感染植物からの抽出核酸、

または、純化ウイロイドは、各検出法における陽性対照、ポリアクリルアミドゲル電気泳

動におけるサイズマーカーに用いた。

3.2.カンキツからの核酸抽出法及びカンキツウイロイドの純化法

3.2.1.改良接援抽出法

本法は、ウイロイドを含む核酸を検定植物から抽出するために従来行われていた方法

(Sano et al. 1989)の改良法である。基本的には、従来法から CFllセルロースカラムに

よる精製及びポリアクリドアミド電気泳動によるウイロイド分画の分離の段階を省いた方

法と同じであるが、精製の途中で、多糖類、とフェノール化合物を取り除く過程を 2-メト

キシエタノールによる抽出とそれに続く、臭化セチルトリメチルアンモニウム沈殿から 2-

ブトキシエタノールによる分画沈殿法 (Schultzet al. 1994)に変更した。

凍結組織 (5・10g)を0.5mlの2-メルカプトエタノールを加えた 35mIの TESLP緩衝

液 (0.13M Tris-HCl pH 8.9、0.83!?るSDS、5%pvp， 1 M塩化リチウム、 17mM EDTA pH 7.0) 

中で、ジュースミキサ一等を用いて磨砕した。 50 ml容コーニングチューブ、 2本に分注

し、それぞれに、 17 ml (等量)の水飽和フェノールクロロホルム (1:1)を加え、 5分間
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表3-1.ウイロイド検定に用いたカンキツ試料
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激しく撹持した。その後、 1，200 gで、 20分間遠心し、水層を別のチューブに集めた(フ

ェノールクロロホルム抽出)。もう一度、フェノールクロロホルム抽出を行った後、 2倍

容のエタノールを加え、 1，200gで、 20分間遠心し、抽出全核酸を集めた。 沈殿を 15ml 

のτBEN緩衝液 (25mMホウ酸、 50mM  Tris-HCl pH7ム1.25mM EDTA pH 8.0、0.1塩

化ナトリウム)に溶解し、 6mlの2・ブトキシエタノールを加え、撹持した。 30分間氷上

で静置し、 1，200gで、 20分間遠心した。上清を別のチューブに移し(この時、多糖類は、

沈殿する)、 9 mlの2・ブトキシエタノールを更に加え撹持後、氷上で 30分間以上静置し

た。1，200gで、20分間遠心分離し、フェノール化合物を含む上清を捨て、沈殿を 70%ethanol 

で洗浄した。沈殿を 0.25mlの蒸留水に溶解しJ更に 0.25mlの4M LiClを加えた。氷上

で、 2時間以上静置した後、1.6ml容遠心チューブに移し、上清を別のチューブに移し、 2

倍容のエタノールを加え、 15，000 gで、 5分間遠心分離を行い、 2 M LiCl可溶性核酸を

沈殿させた。

必要に応じて更に精製を加えた。低分子RNAは、以下のようにして得だ。沈殿を 200μl

の緩衝液 (50mM  Tris-HCl pH 7.5、 150mM塩佑ナトリウム、 5mM塩化マグネシウム)

に溶解し、 70ユニットの牛騨臓由来 DNA分解酵素 (DNase1、TaKaRa)を加え、 30分間

室温で静置した。等量の TE飽和フェノールクロロホルムを加え、 3分間激しく撹持し、

12，000 gで3分間遠心分離を行い、水層を別のチューブ、に集め、エタノール沈殿(基本的

にDNAを含む溶液に対し、1/10倍量の 3M酢酸ナトリウム pH5.2と 2-2.5倍量のエタノ

ールを加えて遠心分離により沈殿として DNAを回収すること)を行い、低分子 RNAを

得た。

更に、必要に応じて CC41セルロースによる精製を Dulieu& Bar-Joseph、1989に従って

行った。沈殿を 0.45mlの蒸留水に溶解し、 0.2mlの5x SτE緩衝液 (50mM Tris-HCl 

pH7.0、0.1M塩化ナトリウム、 1mM  EDTA pH 7.0) と0.35mlのエタノール、 0.2g CC41 

セルロース粉末 (Whatman)を加え、 10分間激しく撹持した。 15，000gで5分間遠心分離

し、上清を捨てた。次に洗浄操作として、 1mlのSTE-ェタノール (10mM Tris-HCl pH7.0、

0.02 M塩化ナトリウム、 1mM  EDTA pH 7.0、35%エタノール)を加え、激しく 5分間撹

梓し、 15，000gで5分間遠心分離し、上清を捨てた。この洗浄操作を更に 2回繰り返した。

減圧乾燥後、 0.4mlの蒸留水を加えて 5分間激しく撹持し、 15，000gで5分間遠心分離し

て上清を別のチューブに移し、エタノール沈殿により核酸を回収した。沈殿を蒸留水に溶

解し、吸光度を測定して、 OD260=1の溶液を核酸濃度 40mg/mlとして核酸量、その溶液
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の濃度等を計算した。そのまま使用するか、もしくは、・20.Cのフリーザー内で保存した。

3.2.2.筋易接駿却!iJ法

3ユ2.1.結物語E械からのとラデロイ Fを含む按授のilJf.臼

方法は、基本的に Williams& Ronald (1994)に従った。凍結組織 (0.1-0.3g)を1.6ml 

容マイクロ遠心チューブホに入れ、 300μlの70%エタノールで洗浄し、次に加える緩衝液に

対する親和性を高めた。 500μlのPEX緩衝液 (6.25mMエチルキサントゲン酸カリウム、

100 mM Tris-HCl pH 7.5、 700mM塩化ナトリウム、 10mM EDTA pH 8.0)を加え、 65.C

で5分間保温した。組織に緩衝液をより浸透させるために、試料を真空ポンプ付きマイク

ロ遠心機に移し、 6分間減圧下で遠心分離した。更に、試料を 65.Cで 15分間以上保温し

た。組織断片をオートクレーブした爪楊枝または、 200μlスケールの使い捨てピペットチ

ップで取り除き、残った溶液に 1凶のエタノールを加えた。全核酸は、 15，000gで5分

間の遠心分離により、沈殿にして回収した。沈殿は、 70% エタノールにより洗浄し、蒸

留水に溶解して遺伝子診断に利用するか、または、更に精製を必要とする場合、以下の操

作を行った。(上記の精製過程を Step-PEX、抽出された核酸を NA-PEXとする。)

3ユ2ユ2-プFキシエタノーノルによQ分厨沈殿反ぴ塩居者処理 P エタノーノル沈殿

2-プトキシエタノールによる分画沈殿の方法は、 Schultzら(1994)の方法に従った。

沈殿を 400μlの1BEN緩衝液に溶解し、 160μ1(核酸溶液の 0.4容)の 2-ブトキシエタノ

ール (2-BE)を加えボルテックスで撹持した。 30分間氷上で静置し、 15，000 gで5分間

遠心分離した。上清を別のチューブに移し(ゲル状の沈殿には、不溶化した多糖類が含ま

れている)、 240μ1(0.6容)の2・ブトキシエタノールを加え、撹持して氷上で 30分間静

置した。 14，000gで5分間遠心分離し、上清(フェノール化合物が含まれる)を捨て、沈

殿を 400μlの蒸留水に溶解し、 40μlの3M酢酸ナトリウム pH5.2と27μlの2N HCl 

を加えて撹枠し、数分間静置する。 1ml (核酸溶液の 2倍量)のエタノールを加えて撹持

し、 14，000gで5分間遠心分離し、沈殿を 70%エタノールで洗浄して減圧乾燥した。適当

量の蒸留水に溶解し使用するまで、・20.C(GMフリーザー)で保存した。(上記の精製過

程を Step-BEHC、抽出核酸を NA-BEHCとする。)
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3.2.3. ~ライロイ Fのマイクロプレ-l-吸著を利用した cDNA 鯨便伊成法

凍結葉0.1mgと0.4ml緩衝液 (15x SSC、l%SDS)を1.6凶マイクロ遠心チューブに

入れ、次亜塩素酸処理とオートクレーブ処理したマイクロ遠心チューブ用ベツスルで磨砕

して、 12，000rpmで5分間遠心分離した後の上清、もしくは、 3.2.2.1.章の方法、つまり PEX

緩衝液中で、保温と浸潤操作をして組織片を取り除いた溶出溶液を 100
0

Cで5分間熱変性

し、氷上で急冷した。 50 μlをマイクロタイタープレート(ヌンク社、マキシソープn)

のウェルに加え、 37
0

Cで2時間保温した。ウエル中の溶液を捨て、 300μlの1x PBS (20 

X PBS: 2.74 M NaCl、 162mM Na 2町 04、29.4mM悶 2PO 4、54mM KCI)で3回

洗浄し、逆転写反応液をウェルに加えた。 37
0

Cで 1時間保温し、逆転写反応液を PCR用

のマイクロ遠心チューブに移し、 3.3.3.章に従って、 PCRを行った。

3.2.4.カンキックイロイ F締佑諒

感染植物組織より 3ユ1章の方法に従って抽出した 2M LiCl可溶性核酸または、低分子

RNAを15%未変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動して、臭イじエチジウムで染色した。

ウイロイド分画を切り出し、1.5ffil容マイクロ遠心チューブに移し、シリコン処理ベツス

ルでゲルを砕き 400μ1のRNA抽出用緩衝液 (0.5 M 酢酸アンモニウム pH 7ム 1ml 

EDTA、0.1%ドデシル硫酸ナトリウム)を加え 37oCで一晩撹持した。限外浦過フィルタ

ー付きスパンカラムウルトラフリーC3HV(ミリポア社孔経0.45μm)に移して 4，000gで

8分間遠心分離した。上清中のウイロイドをエタノール沈殿、減圧乾燥して蒸留水に溶解

した。紫外部吸光度を測定し、 10D26oを40μg!mlとして濃度を計算した。

3ふカンキツウイロイド検出法

3.3.1.道統ポグアクリノルアミ Fグノル電気泳動作:PAGE)

電気泳動には、 2MLiCl可溶性分画または、低分子RNA、CC41セルロースで精製した

RNAを用いた。来変性5%PAGEは、基本的に Morris& Wright (1975)に従い、以下のよ

うに行った。ゲル板 (140X 125 X 1 mm)に5%ポリアクリルアミドゲル {5%アクリ

ルアミド(アクリルアミド:ヒ、ス=19:1)及び 40mM Tris、20mM酢酸ナトリウム、 2mM

EDTA pH 7.2}を流し込み 1時間以上重合し、泳動に用いた。電気泳動は、ゲルの温度の
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上昇を防寸ために令室中 (60C)で、行った。 1x TAE (40 mM Tris、20mM酢酸ナトリウ

ム、 2mM EDTA pH 7.2)緩衝液中で、 130V定電圧の条件で、キシレンシアノールが、

ゲルの頂部から 90 mmのところまで泳動し、臭化エチジウムで染色し、ウイロイド領域

(多くの場合、サイズマーカーとして CEVdとHLVdを泳動し、それらのバンドを含む

部分)を切り出した。

8M尿素変性59るPAGEは、 Rivera-Bustamanteら1986に従った。ゲル板(140x 125 x 

1.5 mm)に、 8M尿素 5%ポリアクリルアミドゲル (5%アクリルアミド、 8M尿素、 12

mM Tris、6mM酢酸ナトリウム、 1mM EDTA pH 6.5)をゲル板の上部に高さ 30mmの

空間が出来るように流し込み、 1時間以上重合し泳動に用いた。切り出したゲル断片を上

部にのせ、ゲルを泳動直前に 0.25XτBE緩衝液 (22.5mM Tris、22.5mMホウ酸、 0.5mM 

EDTApH 8.3)に浸し、 12mA定電流でキシレンシアノールを下端まで泳動した。その後、

銀染色または、ノーザンハイブリダイゼーションによりシグナルを検出した。

銀染色は、 Schumacherら(1986)の方法に従った。泳動後のゲルを 100mlの固定液(10%

エタノール、 0.5%酢酸)で 10分間振翠し固定液を捨て、もう一度、固定液を加え操作を

繰り返した。次に硝酸銀溶液{I2mM AgNO 3~ 36 mlの0.1M溶液(ナカライ)を蒸留

水で 300mlにメスアップ}中で 15分間振翠し、蒸留水で 2-3回洗浄した。水洗後、現像

液 (375mM水酸化ナトリウム、 2.3mM水素化ホウ素ナトリウム、 0.4%ホルムアルデヒ

ド)中でゆっくり浸透し、適当な像が得られたら 10分間定着液 (70mM炭酸ナトリウム)

中で振還し、写真撮影または、カラーイメージスキャナー(エプソン)でデジタル情報と

して保存した。

ノーザンハイブリダイゼーションにおける核酸のゲルからメンブレンへの転写は、下記

の3.3ユ3.章、また、ハイブリダイゼーションは、 3.3ユ4.章の方法を参照。

3.3.2.DIG 標識cRNA プローブによ~ハイプグダイゼーション

3.3.2.1.DIG標識c即 4プローブ、の伊成

CEVd-Hgtの全長cDNA(塩基NO.31・371と続く 1-30)と、 HSVd、隠れTd、CSVd及び

HLVdの制限酵素BamHIサイトを末端に有する全長cDNA、CVd-Iaの制限酵素PvuIIサイ

トを末端に有する全長 cDNA、CVd-IIIaの約 1.5ユニット長の cDNA(塩基 NO. 142-297 

と続く 1-278)、CVd-IV(Hy9N:S)の 245塩基からなる cDNA(塩基 NO. 166-286と続く
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1-124) がプラスミド pBluescript 11 SK-に挿入されたプラスミドクローン

(pBSCEVdH30，31・22、pBSHSVdcitB3、pBSPSTVdIB2、pBSCSVdJ23、pBSHLVd2、pBSCBLVd8、

pBSCVdIIIa6、pBS9IVP1)からそれぞれのウイロイドに対する cRNAプロープを調製した。

それぞれのプラスミドで形質転換した大腸菌 (MVll84株)を 2 mlの培養液 (2x YT) 

中で一晩培養し、アルカリ SDS法で抽出したプラスミドの1/4量を適当な(平滑またはタ

突出の末端を形成する)制限酵素で切断した。フェノールクロロホルム抽出とエタノール

沈殿により精製し、その全量文は半量を転写に用いた(1間程度と思われる)。線状プラ

スミド DNAを加えた RNA転写緩衝液20μ1{1X DIG RNA標識混合物(ベーリンガー)、 1

X17月3ポリメラーゼ緩衝液、 5mM ジチオスレイトール (DIT)、55ユニットの RNA

分解酵素阻害剤(タカラ)、 50ユニットのわまたはτ3RNAポリメラーゼ(ギブコ BRL)}

を37
0

Cで2時間保温した。 2μiの0.2M EDTA pH 8.0を加え反応を止め、 2.5μlの4M

LiClと75μlのエタノールを加え、 -800Cで30分間静置した。 15，000gで5分間遠心分離

し、沈殿を 70%エタノールで洗浄し、減圧乾燥した。 100 μlの蒸留水を加え、 370Cで保

温しながら 30分間、揖持し溶解した。 4μlを変性後2%ホルムアルデヒド変性アガロース

ゲル中で電気泳動し、 DIG標識ウイロイド cRNAの転写を確認した。最後に、 27.5ユニ

ットの RNA分解酵素阻害剤を加えー20
0

C (GMフリーザー)で保存した。

3.3.2.2.按腹試料の変位とナイロンメンプ〉ンへのスポッ介

核酸試料の変性は、 Liら (1995)の方法に従って行った。多くの場合、低分子 RNAを

変性液 {50%ホルムアミド、 6.5%ホルムアルデヒド、 0.5X SSC: 10 X SSC (1.5 M 塩化

ナトリウム， 0.15 M クエン酸ナトリウム)}中で、 68
0

Cで15分間保温し、その後、等量

の 20x SSCを加えた。 10X SSCに浸し、鴻紙上で乾燥したナイロンメンブレン

Hybond-N (アマシヤム)にスポットした。ナイロンメンブレンに UVクロスリンカー(バイ

オラッド)中で、紫外線を照射し(150mJoul/cm 2)、架橋を行った。

3.3.2.3.ポゲアクリノルアミ Fグル中の按腹試科のメンプvンへの転写

転写は、ミニトランス-プロット・エレクトロフォレティックトランスファーセル(バ

イオラッド)を使い、電気泳動により行った。方法は、その説明書にしたがった。転写す

るポリアクリドアミドゲルは、 70 mm X 90 mmの大きさに切り取り、メンブレン

(Hybond-N、アマシャム)、鴻紙(ワットマン、 3MM)とともに、装置にセットした。 0.5
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×τBEの泳動緩衝液中で、 100 V定電圧で 1時間行った。その後、ナイロンメンブレン

にuvクロスリンカー(バイオラッド)中で、紫外線を照射し(150 mJoul/cm 2)、架橋を行

った。

3.3.2.4.ハイプゲダイゼーション

基本的にLiら(1995)の方法に従って行った。プレハイブリダイゼーションは、ハイ

ブリダイゼーション溶液(50%ホルムアミド、 10%硫酸デキストラン、 0.18M塩化ナト

リウム、 20mMカコジル酸ナトリウム、 0.1%ラウリル硫酸ナトリウム， 500 flg/ml酵母

tRNA、25μg/mlサケ精子DNA)中で 650Cで 1時間以上行い、ハイプリダイゼーションは

同溶液にプローブ、を加え(10mlのハイブリダイゼーショ溶液に対し、 0.2-1μlのプローブ

を加え)65
0

Cで一晩行った。ハイブリダイゼーション後， メンブレンは 2x SSC溶液中

で，室温5分間振翠を 2回、次いで 1μg/μlの濃度で、 RNA分解酵素 (RNaseA)を含む2

x SSCで室温30分間、その後 0.1x SSC、0.1% SDS溶液中で 700C 15分間振翠を 2回

繰り返して洗浄した。シグナルの検出は， DIG発光検出キット(ベーリンガー)の説明書に

従って行った。また，発光基質は LumigenPPD (ベーリンガー)を使用し x線フィルムへ

の露光は 1時間行った。

3.3.3.RT-PCR 

方法は、基本的に Hatayaら(1994)の方法に従った。逆転写反応は、ランダムヘキサ

マーをプライマーとして用いて以下のような組成の溶液で、行った。適当量の純化ウイロイ

ドまたは、植物からの抽出核酸、 20pmolのランダムヘキサマーを含む 10μiの反応液 {50

mM  Tris-HCI pH 8.3及び75mM塩化カリウム、 10mMジチオスレイトール、 3mM塩化

マグネシウム、 0.5mM  d(G、A、T、C)官、 100U M・MLV逆転写酵素 (GIBCO・BRL)}

は、その上にミネラルオイルを重層して 42
0Cで 15分間保温した。逆転写酵素は、一般に

PCRに用いられる耐熱性酵素を阻害することが報告されているので (Sellneret al. 1992)、

失活するために 94
0

Cまで溶液の温度を上げた後、 40μlのPCR反応溶液 {7.5mM  Tris-HCI 

pH 8.9及び 81.25mM塩化カリウム、1.125mM塩佑マグネシウム、 0.375mg/ml牛胸腺ア

ルブミン、 0.075%コール酸ナトリウム、 0.075%Triton X・100、10pmolの相同及び相補プ

ライマー(表3-2)、187.5μMd(G、A、T、C)官、 1U Tth DNAボリメラーゼ(東洋紡)}

を加えた。カンキツウイロイドの cDNAの増幅には、 37.5 mMの塩佑テトラメチルアン
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表 3・2.ウイロイドの cDNA増幅 (RT-PCR)及びcRNA増幅 (NASBA)に用いたプライマー

引用文献b

PCEV・1P(hc) 
PCEV・1M(c) 
T7PCEV-1M (c) 

Gross et al. 1982， 
Puchta et al. 1991 

Tm ("C)d 

58 
64 

標的

CEVd (332 bp、337nt d)または
CVd-IV (245 bp、250nt) 

位置

205・222(CEVd) 
165-148 (CEVd) 

.塩基配列 (5'-3う

GCTCCACATCCGATCGTC 
TGGACGCCAGTGATCCGC 
AA17CTAATACGACTCACTATAGGGe-
GCTGGACGCCAGTGATCCGCGGC 

名前

Gross et al. 1982 84 167・145

Gross et al. 1982 80 
74 

CEVd (371 bp) 31-55 
30-6 

CACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAG 
AGCACCACAGGAACCTCAAGAAAGA 

CEV-31 (h) 
CEV-30 (c) 

Ashulin et al. 1991 60 
58 

CBLVd (274 bp) 227-245 
182-163 

TTCCAAGTCTCCCTCCCGA 
GTCCGTTACAGCTTAGAAGA 

AGcrtm彊E盟CTGCGGAGGTTGGGGTC
17G橿(lIJ.量底量CTGACGAGCCTTCGTCG

CBLV-1P (h) 
CBLV-1M (c) 

Ashulin et al. 1991 
及び本研究で決定した配列

Sano et al. 1989 

78 
76 

62 
62 

CBLVd (336 bp) 

HSVd (285 bp、289nt) 

112・131
117-98 

126・144
113-95 

CGCGGTGCTCTGGAGTAGA 
CGCCTCTCGCTGGATTCTG 
AATTCTAATACGACTCACTATAGGG-
ACGCCTCTCGCTGGATTCTGAG 

CBLV-2P (h) 
CBLV・2M(c) 
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Sano et al. 1989 70 114-93 

U
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C
C
 

N

。 Rakowski et al. 1994 60 CVd-IIIa (267 bp) 143-161 
112-93 

GCTAGTCGGAAAGACTCCG 
TCACCAACTTAGCTGCCTTC 

Rakowski et al. 1994 66 
66 

CV d-IIIa (278 bp) 1・21
278-251 

G
 

刀
G

℃

C

仙一
M

円

C

ゴ
口

閣

制

仙

川

町

白

白

虻

同
町

f

関

C
G
E
E
 

総
画
鍛
司

G
T
r
A
A
 

CVIII-2P (h) 
CVIII-2M (c) 

Rakowski et al. 1994 
及び本研究で決定した配列

68 
60 

CVd-IIIa (311 bp) 87-108 
92-74 

CVIII-3P (h) 
CVIII-3M (c) 

Puchta et al. 1991 66 
66 

CVd・IV(228 bp) 32・53
259-237 

ACAGCTTGTGGAGGGAACATAC 
TATTAACAAGCCTGGGAGGAACA 

CVIV-1P (h) 
CVIV・1M(c) 

李ら 199766 
66 

CSVd (348 bp) 132-149 
125-106 

CTTAGGACCCCACTCCTGCG 
CCGCGATCTCGTCGGACTTC 

CSV-1P (h) 
CSV-1M (。

Hataya et al. 1992 62 
62 

HLVd (250 bゆ199-218 
192-173 

GGATACAACTCTTGAGCGCC 
TAGTTTCCAACTCCGGCTGG 

HLVd-1P (め
HLVd-1M (の

Gross et al. 1978 

Tm値は、次の式により計算した。なお、特異配列以外に付加した配列(斜体)は、加えないで計算した。
4，x，(GとCの数:).+2x (AとTの数)
プライマーの設計のために参照した報告。
hとcは、それぞれ相同鎖プライマ一、棺補鎖プライマーを示す。
予測される RT-PCRによる増幅断片の塩基対の数 (bp)とNASBAによる cRNAの塩基数 (nt)を示す。
斜体は、ウイロイドに対して特異的ではない配列を示し、特にT7PCE芝斗且とT7HSV-8.弘ζ2必ては、 T7RNAボリメラーゼのプロモーター配列を示す。
反転文字は cDNA のクローニングのために付加した制限酵素部位(~置は PstI、盛田富置置は Sa江の認識配列)を示す。

62 
62 

PSTVd (302 bp) 210-226 
152-135 

CGCGCCCGCAGGACCAC 
TGTCGGCCGCTGGGCACT 

PPSTV-印刷
PPSTV-1M (の

a 

b
c
d
e
f
 



モニウムを加えた。基本的に 940Cで30秒間 (1回目だけ5分間)、 50
0

Cで 1分間、 72oC 

で2分間(最後だけ 10分間)のサイクルを 40回行い、 cDNAを増幅した。その後、1/5-1/10

量を 2%アガロースゲルで、電気泳動して cDNAの増幅を検出した。

3.3.4.NASBA 

3.3ιl.NASBA反応

CEVdとCVd-IV、HSVdのcRNAを増幅するために以下のようなプライマーの組を使用

した。 CEVd及び CVd-IVの cRNA増幅用にプライマー組、 PCEV-1Pとτ7PCEV-1Mを使

用し、 HSVdのcRNA増幅用にプライマー組、 HSV-9とτワHSV-8Mを使用した(表3-2)。

NASBA反応は、基本的に van Gemenら(1993)の方法に従った。反応溶液23μ1{40 mM 

Tris-HCI pH 8.5、 12mM塩化マグネシウム、 42mM塩化カリウム、 5mMジチオスレイト

ール、15%ジメチルスルフォキシド(DMSO)、1mM d(G、A、T、C)TP、2mM r(G、A、T、C)τ?、

適当濃度(通常2mM)の ITP、0.1mg/ml仔牛血清アルブミン、 0.2mMの17RNAポリ

メラーゼのプロモーター配列の付加された相補鎖プライマーと、相同鎖プライマ一、純化

CEVdまたは HSVd-cit、鋳型となるカンキツウイロイドの感染したカンキツからの抽出核

酸}は、 65
0

Cで5分間保温し、鋳型 RNAの変性及びプライマーの特異的アニールを行っ

た。その後、 41oCで1分以上保温してから、酵素溶液2μ1{0.1 U RNase H (TaKaRa)、40U 

の17RNAポリメラーゼ (GIBCOBRL)、8U AMV逆転写酵素 (SEIKAGAKU)}を加え

て410Cで90分間保温した。

3.3.4ユ NAS倒産雪揮産物の積出:ホノルムアノルデと F変位アガロースグノル電気泳動と反素変

位5%ポリアクリノルアミ Fグノル電気泳動

ホルムアミド変性アガロースゲル電気泳動は、植物バイオテクノロジー・実験マニュア

ル「クローニングとシークエンスJ(1989)の RNAの電気泳動とノーザンハイプリダイ

ゼーションの項 (p. 50-56)に従った。ただし、電気泳動装置は、ミューピツド・2(コス

モ・バイオ)を使用した。

尿素変性 5%ポリアクリルアミドゲル電気泳動は、基本的に Marcos & Floresの方法

(1994)に従った。 NASBA反応液5μlを60μlのグリオキサール変性液 (10mMリン酸

ナトリウム pH7.0、1M脱イオングリオキサール、 50%DMSO)の入ったマイクロチユ
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ープ中に移し、 500Cで1時間保温し、 RNAを変性した。等量の滅菌水を加え、 12μlの4

M LiCI溶液と 300μlのエタノールを加え、 13，000gで5分間遠心分離し、変性RNAを沈

殿させた。 1x TBE (89 mM Tris四ホウ酸)に溶解して、ゲル (8M尿素、 5%アクリルア

ミド、 1x百 E、ゲ、ル板:106mm X 100 mm x 1 mm)のウェルに積んだ。 1X TBEを泳

動緩衝液に用い、キシレンシアノールがゲルの 8分目に到達するまで、 150V定電圧で泳

動した。

その後、銀染色により NASBA増幅断片のシグナルを検出するか、もしくは、ノーザン

ハイブリダイゼーションを行った。銀染色は、 sPAGEと同様に行った (3.3.1章を参照)。

ノーザンハイブリダイゼーションの方法は、 3.3ユ3及び 3.3ユ4章に基本的にしたがった

が、ハイプリダイゼーション後の洗浄における RNaseA処理は、行わなかった。

3.4.カンキツウイロイド塩基配列の解析

3.4.1.カンキックイロイ ~RNA の cDNA のクローニング

多くの場合 (CVd-Iと CVd-IIIの全長 cDNAをクローニングした場合を除いて)、特異

的プライマーによる RT♂CRで、 cDNAを増幅し平滑末端化処理した。一方、プラスミド

ベクタ-pBluescript SK-を平滑末端を生ずる制限酵素 (SmaIまたはEcoRV)で切断し、

先に述べたウイロイド cDNAと結合し、紐み換えプラスミドを得た。この組換えプラス

ミドで、大腸菌 MVl184株を形質転換した。形質転換した大腸菌を培養し、組換えプラ

スミド DNAを抽出した。その後、ラジオアイソトープまたは、適当な蛍光体を標識に用

いたシークエンス反応を各シークエンシングキットを用いて行い、反応産物をポリアクリ

ドアミドゲルで電気泳動し、ウイロイド cDNAの塩基配列を解析した。

3.4.1.1. RT-PCR 者脂肪斤の手滑末端子台、ま去は、 f#般車棄によQ切断

増幅 cDNAは、フェノール:クロロホルム(1:1)抽出とエタノール沈殿により精製し

た。沈殿を 31 μlの蒸留水で溶解後、 4 μlの10X T4DNAポリメラーゼ緩衝液 (0.7 M 

TrIs-HCI pH 7.4、 0.1M塩化マグネシウム、 0.05Mジチオスレイトール)と 4μlの1mM d 

(A、T、G、C)τ'Ps、2ユニットの T4DNAポリメラーゼを加え、穏やかに撹持後、 37
0

Cで15

分間保温した。 0.5M EDTA pH 8.0を1μl添加し反応を止めた。一方、 CVd-Iのプライマ
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- CBLV・2Pと CBLV・2Mを用いた RT-PCR及び、 CVd-llIのプライマー CVllI-3Pと

CVIII-3Mを用いた RT手CRによる増幅断片は、精製後蒸留水に溶解し、適当な緩衝液を

加え、それぞれ、制限酵素Pstlまたはお江で切断した。フェノール:クロロホルム(1:1)

抽出、エタノール沈殿により精製後、蒸留水20μlに溶解し、プラスミドベクターとの連

結に用いた。

3ι1.2.カンキックイロイ fcDNAとプラスミ Fベクターとのライグーション

プラスミドベクター 1-2 開を制限酵素 SmaIまたは、 EcoRV、Pstl、SalIで切断し線状

イ七した。フェノール:クロロホルム (1:1)抽出とエタノール沈殿により精製して cDNA

との結合に用いた。 50 ngの線状化(平滑末端化した cDNAとの縫合には、 SmaIまたは

EcoRVで線状化した、適当な制限酵素で切断した cDNAには、同じ制限酵素で線状化し

た)プラスミドと全体の1/5・1/4量の cDNA、2 μlの10x T4DNAライゲーション緩衝液

(660 mM Tris-HCI、50mM塩化マグネシウム、 10mMジチオスレイトール、 10mM ATP 

pH 7.5)、蒸留水を加え 19μlとし、 1μ1の5ユニット/μ1T4DNAリガーゼ(ベーリンガー)

を加え、 22
0Cで一晩静置した。

3.4.1.3.コンピテンFセノルの調整

大腸菌 MVll84株を単コロニ一分離し、 SOB2 mIに接種し、 37
0

Cで一晩、振翠培養し

た。 0.5mlをSOB{2%パクトトリプトン (DIFCO)、0.5%酵母エキス (DIFCO)、1mM 

塩化ナトリウム、 0.25mM塩化カリウムの溶液をオートクレーブし、 100mlあたり、 1ml 

の 1M塩化マグネシウム・ 6水和物(ろ過滅菌)と 1mIの 1M硫酸マグネシウム・ 7水

和物(ろ過滅菌)を添加し作成}50 mlに接種して、培養液の吸光度 OD550が0.4-0.6にな

るまで 37
0

Cで振翠培養した。氷上にて 10分間静置後、低速遠心分離 (200・300 g)によ

り集菌し、氷冷した 17mIの四溶液 {35mM酢酸カリウム、 50mM塩化カルシウム・ 2

水和物、 45mM塩化マンガン・ 4水和物、 100mM塩化ルビジウム、 15% ショ糖、(酢酸

でpH5.8に調製。ろ過滅菌後、 20mIずつ分注してー20
0

C保存)}を加えて、穏やかに懸

濁し、氷中にて 15・20分間静置した。低速遠心により集菌し、氷冷した 2mlのTB溶液を

加えて穏やかに懸濁し、氷中にて 15-20分間静置した。さらに、 DMSO70μIを加え氷中

にて 10分間静置後、 100μlずつ分注して、使用するまで -80
0

Cで保存した。
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3ι1.4.大腸菌のZZ質転援

コンビテントセル(100μ1)を氷上で融解し、ライゲーション産物 (3.4.1.2章)を 10μl

加え、氷上で、 30分間静置した。 42
0

Cで 1分間熱処理し、大腸菌のエンドサイトーシス

を促し、 SOC(SOBに20mMグルコースを添加したもの)250μlを加え、 37
0

Cで30分

間、極穏やかに振謹し、 40μlの100mMイソプロピルチオ -s・D-ガラクトシド(IPTG)

添加した。あらかじめ 40μlの2%5・ブロモー4・クロロー3-インドリル -s-D-ガラクトシド

(X-gal、ジメチルホルムアミド中に溶解)を塗布した 2X YT寒天培地(1.6%パクトト

リプトン、 1%酵母エキス、 0.5%塩化ナトリウム、1.5%アガロース)に上記の大腸菌を塗

布して 37
0Cで16時間保温した。形成したコロニーの中で、白色コロニー(形質転換体)

を選ひ、取った。

3ι1.5.溜捜之プラスミ f'"DNAの却出

選ひ・取った形質転換体の単コロニーを 2mlの2X YT (50μg!mlアンピシリンを含む)

に接種し、一晩培養した。プラスミド DNAは、アルカリーSDS法により抽出した。氷中

にて 5分間静置後、1.6mlマイクロ遠心チューブへ移した。(残った培養液は、 1β倍量の

グリセロールを加え -80
0

Cで保存した。)約 10，000 gで2分間の遠心分離により集菌し、

沈殿を 60μ1TEG溶液 (50mMグルコース、 25mM Tris-HCI pH 8.0、10mM EDTA pH8.0) 

に懸濁し、 40μlリゾチーム溶液(ベーリンガ一、 10mg!mlの濃度になるように TEG溶液

に溶解)を加え懸濁した。室温で 5分間静置し、 200μlの0.2N水酸化ナトリウム及び 1%

SDS溶液を加え転倒混和した。氷中にて 5分間静置後、 150μlの3M酢酸カリウム溶液

pH 4.8を加え、よく転倒混和し、氷中にて 5分間静置した。 12，000gで10分間遠心分離

し、上清を別のチューブに移した。フェノール:クロロホルム(1:1)抽出とエタノール

沈殿で精製し、 50μ1TE (10 mM Tris-HCI、1mM EDTA pH 8.0)に溶解した。{必要に応

じて、 2μ1(1/25)を1%アガロースゲルで電気泳動し、プラスミドの移動度比較から組換

え体の確認、を行った。}3μlの0.5mg!ml RNase A (100 oCで15分間加熱後、徐冷し DNA

分解酵素を失活化した溶液)を溶液中に加えて、37
0

Cで30分間静置した。30μlの20%PEG 

及び2.5M塩佑ナトリウム溶液を加え撹持して氷中で、 1時間以上静置した。 12，000gで5

分間、 4
0

Cで遠心分離して上清を捨て、沈殿を 70% エタノールで洗浄して、蒸留水に溶

解した。
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3.4.2.塩基E郊の解析

3.4ユ1.ラジオアイソ介ープと USB在の標識キッ介を用いての事基f'JdY!lの解祈

2m1の培養液で培養した大腸菌から抽出されたプラスミド DNAの 1β量(1-2問と考え

られる)を 12μ1の蒸留水に溶解し、 2μlの2mM EDTA pH 8.0、2μlの2N水酸化ナト

リウムに溶解し、室温で5分間静置してプラスミド DNAを変性した。次に 8μlの5M酢

酸アンモニウム pH4.8と100μlのエタノールを加えて、・80.Cで 30分間静置した。 15，000

gで5分間遠心分離し、沈殿を 80%エタノールで洗浄し、減圧乾燥を 5分間行った。

次に変性プラスミド DNAとプライマーのアニーリングを行った。沈殿を 7μlのτE溶

液に溶解し、2μlの5x反応緩衝液(USB)、1pmolのプライマー (M13M4または M13RV、

打、T3)を加え、 65.Cで 2分間保温した。 30分間かけて室温まで徐冷し、その後、氷上

に静置した (4時間以内に次の操作を行う)。

変性し、プライマーとアニーリングさせたプラスミド DNA溶液5μlに0.1Mジチオス

レイトール0.5μl、ラベリングミックス 5倍希釈液1.0μl、[α守]dCTP(アマシャム)0.25μl、

Sequenase (DNAポリメラーゼ)希釈液(酵素希釈液で 9倍希釈)1.0μlを加え、室温で 2・5

分間静置した。あらかじめ dd(A、T、G、C)TPをそれぞれ1.25μl入れた 4つのチューブ

を用意し、その中に上記の溶液を1.75 μlずつ4つのチューブに分注し、 37.Cで3づ分間

反応した。 2μ1の反応停止液を加え 80.Cで 2分間熱変性後、氷水中で急冷した。

この溶液2-3μIをシークエンス用のポリアクリドアミドゲルで、電気泳動した。シーク

エンスゲルは、 400x 200 mmまたは 675x 200 mmのガラス板、厚さ 0.35mmのスペー

サー及びシャーク型コームを使用して、尿素変性5%ポリアクリドアミドゲル {50%(WN)

尿素、 4.75%(WN)アクリルアミド、 0.25%(WN)ビスアクリルアミド、 1xτBE (0.09 M 

Tris-ほう酸、 0.002M EDTA)の溶液に、脱気後 10%(WN)過硫酸アンモニウム 0.25m1 

とN，N，N，N-テトラメチルエチレンジアミン 0.012ml}を作成した。電気泳動は、 1，500・2，000

V(400 x 200 mmのガラス板)または 2，000-2，500V( 600 x 200 mmのガラス板)定電圧で、

BPBゲル下端、または、キシレンシアノール200mm、キシレンシアノール450mm前後

まで、行った。 X線フィルムへの露光は、電気泳動後のゲルを固定液 (10%メタノール、 10%

酢酸)中で 30分間固定後、ゲルドライヤーで乾燥し、 X線フィルムに室温で一晩露光し

。
た
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3.4.2ユ Li-CorシークエンザーによQ塩基lJcy!lの解祈

シークエンス反応は、百lermoSequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit 

with 7・deaza司 dGTP(アマシャム)を用いた。方法は、基本的に説明書に従った。 2rnl

の大腸菌培養液からアルカリ SDS法で抽出されたプラスミドを滅菌水 120μlに溶解し、

2.75μlずつ 4本のチューブに分注した。各チューブに 0.25μlの1pmol/同鑑光標識プライ

マーと 1μlのAまたは C、G、T試薬を入れて混合した。反応は、 95.Cで5分間を 1回

と95.Cで30秒間、続いて 60.Cで30秒間を 25回という温度条件で、 PCR百lermalCycler 

MP (TaKaRa)を用いて行った。反応停止液 2μ1を入れて電気泳動に供試した。

電気泳動は、 Li-Corシーケンシング装置 (4000LSLong ReadIR'τM ; Li-Cor)を使用した。

60凶のシークエンスゲル溶液 {4%LongR組 ger溶液 (FMC)、7M尿素、1.2X TBE}は、

口径0.2μmのフィルターで鴻過後、減圧して脱気した。 400μlの10%APSと40μlの

TEMEDを加えて撹持し、ゲル板に流し込み4時間以上重合させた。上記の試料 1.5μlを1

×τBEを電気泳動用緩衝液とし用いて、ゲル板を 45.Cに保ち、 25mA、 2000Vの条件で

一晩泳動した。

解析は、 Li-Cor赤外 DNAシーケンシング解析システム(アロカ)及び DNASISver.3.5 

(目立)を用いて行った。
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4.結果と考察

4.1.日本のカンキツに感染しているウイロイドの種類

4.1.1.カンキツエキソコーディズ歩イロイr(む'EVd)

日本において CEVdは、生物検定や PAGEにより検出されているが(例えば、 Sanoet al. 

1986)、その塩基配列の報告はない。そこで、広島県の圃場カンキツ樹に感染していた CEVd

(CEVd-H、Sanoet al. 1986)の塩基配列の解析を試みた。塩基配列の解析には、エキソ

コーテイス病の指標植物エトログシトロンにより増殖され、ジヌラ (Gynuraaurantiaca) 

で、他のカンキツウイロイドと分離後、トマトで増殖して純化した CEVd-H(CEVd-Hgt、

畑谷、 1987)を用いた。既報の CEVdオーストラリア株 (Grosset al. 1982;図4-2の2次

構造)~こ従って、 2 組のプライマーを設計した (PCEV-1P と PCEV・1M、 CEV・31 と CEV30) 。

これらのプライマー組を用いて RT-PCRを行いアガロースゲルにより増幅断片を電気泳動

したところ、予想される位置にそれぞれバンドが検出された。この増幅断片をクローニン

グした。これらの塩基配列を基にして、 CEVd-Hgtの塩基配列を決定した(図 4-2)。

塩基配列は、以下の 2つの考え方、規則を基本にして決定した。1.同じ部分について 3

クローン以上の塩基配列を解析する。 2.クローン間での塩基配列の比較において変異がみ

られた場合、それが一つのクローンにおいてのみの変異については、基本的に RT-PCRの

cDNA増幅過程で生じた人工的な変異とみなす。以後の章で述べる全てのカンキツウイロ

イドの塩基配列は、基本的にこれに従って決定した。 CEVd-Hgtについては、プライマー

組CEV-31とCEV-30による RT-PCR増幅断片由来の五つのクローン(CEVH3031・16と19、

20、22、23)とプライマー組 PCEV-1PとPCEV-1Mによる RT-PCR増幅断片由来のクロ

ーン(CEVHP1PM-6)の塩基配列を解析した(図 4-1)。プライマー CEVd31とCEV30の

配列部分については、本実験では、クローン CEVHP1PM・6の塩基配列のみの結果しかな

い。しかし、この部分については、別の実験で、 3つのクローンについて塩基配列を決定

したところ、クローン CEVHP1PM-6と同じ塩基配列であることを確かめている(中原、

1995A)。クローン聞の塩基配列を比較すると 4カ所で他のクローンと変異していた。 74

番目の Gの欠損は、 2つのクローンでみられたので、解析に用いた純佑 CEVd-Hgtは、こ

の G が欠損しているものとしていないものが共存するヘテロな集団であると考えた。そ
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図4-1.広島産レモンを接木接種によりエトログシトロンで増殖し、ジヌラで単離、 ト
マトで増植、継代したCEVd(CEVd-Hgt)の各cDNAクローンの塩基配列。網掛けは、 cD
NA増幅のためのPCRに用いたプライマ一部位。 Dは、塩基の欠損を示す。クローンCEVH
3031-16と19、20、22、23は、プライマーCEV31とCEV30を用いて増幅したcDNA由来のク
ローン、クローンCEVHP1PM-6は、プライマーPCEV-1PとPCEV-1Mを用いて増幅したcDNA
由来のクローンを示す。(一)は、塩基配列を決定できた部分の中で、最上段に示した
塩基配列と同じだったところ。違う部分は、その塩基を示した。 (D)は、欠損を示す。
空欄は、塩基配列を決定できなかった部分。
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して、 Gの欠損している 2つのクローンの中の一つのクローンは、 263番目と 264番目の

塩基が AGから CTに置換していた。この変異は、他のクローンには、みられないため、

上に述べた考え方に従うと RT-PCRの過程で生じた人工的な変異とみなすことになるが、

この変異だけは、純化 CEVdの中に存在した変異を反映していると考えた(中抜き文字)。

下で述べる CEVd-Hcにみられた変異だからである。これらの変異を除くと CEVd-Hgtの

塩基配列は、 Grossら (1982)により報告された CEVdと非常に相同性が高く、 234番目

のUがAに置換しているだけであった(図 4-2)。

CEVd-Hの塩基配列は、本実験とは別に堀崎(1996)により解析されている。堀崎は、

直接感染エトログシトロン中の CEVd-H(CEVd-Hc)の塩基配列を、 RT-PCRクローニン

グにより決定した。 CEVd-HgtとCEVd-Hcの塩基配列を比較したところ、分離源は同一で

あるこれらの CEVdの聞に 7カ所の塩基置換がみられた(図 4-2)0Semancikら (1993)

は、スイートオレンジから分離された CEVdをエトログシトロンからジヌラ、トマト、ト

マトカルスと順々に継代して、それらの植物中の CEVdをそれぞれCEVcとCEVg、CEVt、

CEVcls名付けてその塩基配列を決定している。 CEVd-Hcと CEVd-Hgtとこれらの CEVd

を比較したところ CEVd-Hcは、 CEVcと相同性が高かった。 CEVd-Hcの変異の中で、 129

番目と 130番目の塩基の間への Uの挿入(図 4-2、星印)だけが、 CEVcにはみられない

変異であった。さらに、 CEVd-Hcと比べて CEVcだけでみられた変異が、 4カ所あるが、

その中の3カ所の変異は、塩基配列を解析した全てのクローンに共通してはいなかったこ

とが報告されている(図 4-2、中抜き文字)。つまり、 CEVcはヘテロな集団であり、より

CEVd-Hcの塩基配列に近いものが存在することを示している。 CEVd-Hは、カンキツから

ジヌラ、 トマトと継代、増殖を重ねる過程で、その塩基配列は、 CEVd-Hcから CEVd-Hgt

へと変異した。そこでみられた 7カ所の変異(反転文字)の中で、 74番目の Gの欠損を

除いて、 CEVg(ジヌラ)と CEVt(トマト)で共通の塩基へ変異していた。

RT-PCRに用いたプライマー組、 CEV-31とCEV-30、PCEV-1PとPCEV・1Mの配列部分

には、 CEVd-HcとCEVd-Hgtにおいて変異はみられなかった。従って、これらのプライマ

ー組は、 CEVd-Hの遺伝子診断に使用できると考えられた。

38 



p

p

p

p

p

 

可

n
u
'
n
u

可

n
u

可
h
U

市

n
u

t
-
-ム
1
4
1
i
n
L

7
・門
i

円
t

ワ
'
円
i

円
〈

U

円
《

u

n
《

u

n
〈

u
n
4
U

4
し

ρ
u
β
b
 

ロU
H
H

一
-

n
u
可

パ

U
唱

パ

U

9

b

4
し

w
v
w
v
w
v
w
v
v
v
 

p
u
p
u
官

u
p
u
p
u

ハし

ρ
u
ρ
u
ρ
u
nし þ~clþ~cl 

n
b
 

n

u

n

u

 

n
b
 n
u
 

且

Am
 

a
A
 

胤nu
 

a
A
 関nb

 
n
u
 

.

‘

A
 

M
u
-
E
C
 

4
1

一
Gcω

V
L
A
C
E
 

pu
一
c叩

℃

一

侃

T

E

r

F

e

n

u

 

-

-

d

司

n
u
n
b
 n
b
 
n
u
 

n
u
 
n
u
 

内

iu
n
u
 

n
b
 

n
u
 

宵

u

n
u
 nu 
a
A
 

』

Ill111111111nb

l
i
l
i
-
-
-
A
 

1
1刈剛
∞
 

nlv 

R
u
 n
u
 

n
u
A
A
F
U
 

n
b
R
U
 

F
U
 

H
M
 

川
町aA
 ∞
 

wu 

nιvnlu 

s
A
 

-
A
 a
A
 
G
関nu
 

niu 

A

m

 

n
u
 n
u
n
u
 

-
A
 

n
u
 
πu 

n
u
n
b
 

wu n
u
 u
 

n
u
 

H
M
 

ω
 

n
u
 

t
l
i
-
-
-
G
 
nlv 
関門し関-A

 

n
u
 
a
A
 

i
l
-
-
u
M
A
 

-
A
 -
A
 

-

v

n

u

 

l
」
r
i
-
-
u

-

M

 

E

n

u

 

-

-

n

u

 

-

a

A

 

-

n

u

 

u「
|
|
|
四

つd
-

c

L

-一

m

f

L

c

 

v
‘1
-

n

b

n

し

pu
一

A

円し一

G

H

-

F

U

 

-

n

し

1
1
1
+
1
1
1
1
1
1
1
1
a
A
 

・

"

し

-

n

u

 

-

n

し

-

n

u

 

一
G

E
関

-

町

u
n
u

nu一
民

円。一

E

'

-

n

u

 

V
一

G

A

pu
一

E

河

ρ

u

-

E

 

-

n

u

 

-

w

u

 

ι

v

n

し

1
1
1桐
1
1
1
1
1
1
4
R
U
且

Anu 
n
u
 

nu 

t
-
-
1
1
C
 

4
E

・・

U CCUGGG AGA CCAAGG CCG AGUGGG∞GC UCU 日C UUCU UUUUCGCC CCCC CUUC-ωAGUC A回 GGCCC
lclHE  ECjECUAEC  c cG M jvIC l AMA  A U 

GGUCUCU UUCG CC即日CCCCC UC GCGAAGUCG UG GCCUA ACC GGUCGUC CUUU UCCUC 
C A G C GC ¥ C C C A C I UC I G C U 
G ¥ Iu C 

U品、ο
371 

CEVt 
CEVg 
CEVd-Hgt 
CEVd-Hc 
CEVc 

図4-2.CEVd-H (ジヌラとトマト継代型、 CEVd-Hgt;シトロン型、 CEVd-Hc、堀崎、 1996)と既報のCEVd、CEVg(ジヌラ)とCEVc(シトロン)、 CEVt
(トマト) (Semancik et 81. 1993)及びCEVd(Gross et 81. 1982)の比較。図のCEVdの予想される2次構造は、 Grossら(1982)により報告された
構造である。中抜きで示した変異、 -Gは、 CEVd-Hgの5クローンの中で、 2クローンでみられた変異であり、 AG-7CUは、その2クローンの中の一つのク
ローンでみられた変異。 CEVd-HcとCEVcの中抜きで示した変異は、解析したクローン全てにはみられなかった変異を示す。プライマ一、 CEV-31とCEV-
30、PCEV-1P、PCEV-1Mは、 CEVdのcDNAの増幅のためのRT-PCRに用いたプライマー。反転文字の変異は、 CEVd-HcとCEVd-Hgtの聞で変異している部分を
示す。星印は、 CEVcとCEVd-Hcとの聞で、共通ではない変異を示す。



4.1ユグノループIカンキツウイロイr(CVd，・.J)

フィリピン産カンキツ(シキキツ、 P:SIK-EC)は、当初、 CEVdに感染しているため陽

性対照として横浜植物防疫所内で保存されていた。本樹に感染している CEVd以外のカン

キツウイロイド検出を RT-PCRにより試みた。 CVd-1とHSVd、CEVd、CVd-IVの検出の

ために、既報のカンキツウイロイドの塩基配列に従って合成されたプライマー組、CBLV-1P

とCBLV・1M、HSV・9とHSV-8、PCEV-1PとPCEV-1M(表 3-2)を用いた。 RT-PCRの鋳

型として、ウイロイドをエトログシトロンに接ぎ木により感染させ、新たに生育してきた

葉から全核酸を抽出して用いた。その結果、 CEVdから増幅した cDNAと思われるバンド

(図 4-3、レーン 3)の他に、 CVd-1とHSVdからの増幅 cDNAの可能性のあるバンドが

検出された(図 4-3、レーン 1と2)。さらに、 CBLV-1PとCBLV-1Mによる RT-PCRによ

り中国産のシキキツ(C9:SIK-EC)と日本のカンキツ(E180:EC)からもレーン 1と同様

のバンドが検出された。ただし、 C9:SIKεCのバンドは、 P:SIK-ECのそれよりも少し移

動度が大きいと思われた。このことは 8%アクリルアミドゲル電気泳動で両方のバンドの

移動度を比較することにより、はっきりと確認されている (Hatayaet al. 1998の図 1)。

上記の CVd-1特異プライマーによる 3つの増幅断片をクローニングしてその塩基配列

を解析した。各増幅断片のクローン (P:SIK-EC由来 4クローンと C9:SIK石C由来 6クロ

ーン、 E180:EC由来 4クローン)の塩基配列を決定したところ、既報の CVd-1(CVιIb、

CBLVd)の塩基配列Ashulinら(1991)と90%以上の相向性があった。そして、それらの

塩基配列中に制限酵素 PvuIl部位があり、その付近には 3つの断片ともに変異が認められ

なかったことから、 CVd-1の全長 cDNAをクローニングする目的で、この PvuIl部位を含

み相補、相同鎖に対するプライマーを設計した (CBLV-2PとCBLV-2M、表2・2)。両プラ

イマーの 5'末端側にクローニングのための制限酵素Pstl部位及び3塩基余分な塩基を付加

した。このプライマー組により上記の 3つのエトログシトロンからの抽出核酸に対し、

RT-PCRを行って 2%アガロースゲル電気泳動で増幅断片を検出した。その結果、予想さ

れる位置に増幅断片が検出されたが、それ以外に、それより分子量の小さいと思われる非

特異的な増幅断片が検出された。そこで、それぞれの増幅断片を Pstlで切断して 7.5%未

変性PAGEで、分離して切り出してプラスミドベクタ-pBluescript 11 SK-のPstl部位に

挿入してクローニングした。 P:SIK-EC由来の 7クローンと C9:SIK-EC由来の 4クローン、

E180:EC由来の 4クローンの塩基配列を解析し、上記の部分配列と比較して 3つのカンキ

ツ由来の CVd-Iの塩基配列を決定した(図 4-4と4-5、4-6)。
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M 1 2 3 4 5 6 

園 4-)カンキツウイロイド特異ブライマー (CBLV-1Pと
CBLV-1M、レーン1;HSV-9とHSV-8，レーン2-

PCEV-1PとPCEV-1M、レーン))によるRT.PCR産物
(1/5量)のおもアガロ スゲル電気泳動慢。フィリピン
産シキキツ(P:S1K-EC)を接いだエトロヴシトロンから

抽出した核酸鼠料を鋳型に各ブライマー組の相補鎖
プライマーを逆転写E応に用いた。レーン4-6は、それ
ぞれレーン1-)と閉じプライマー組を用い、鋳型核酸民
軒を加えずに庄応を行った陰性対照.レーンM[ま.
DNAサイズマーカ一、pBR3221HaplI。
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日本産カンキツ(E180)由来の CVd-I{CVd-I(Jp)}は、 328塩基からなり CBLVdより 10

塩基長く、 η 領域 (2.1.1章を参照)にその 2次構造の棒状の相補結合構造を変えないか

たちで 2カ所の 5塩基の挿入がみられた。実際に、 CVd-I(Jp)とCBLVdの予測される 2

次構造(棒状構造)の自由エネルギーが、それぞれ-152.8kcal/mol、-143.9kcal/molであ

り、その安定性が大きく損なわれないことが報告されている (Hatayaet al. 1998)。このほ

かにT2または P領域に 9カ所、 10塩基の変異がみられた(図 4・4と4-7)。また、中抜き

文字で示した Uから Aの変異(図 4-7)は、 11クローンの中で 2クローンにのみみられ

た(図 4-4)0CVd-I(Jp)は、 CBLVdと94%の相向性を示した。

フィリピン産シキキツ (P:SIK-EC)由来の CVd-Iの集団は、クローンの塩基配列の比

較から二つの変異株 {CVd-I(Pt)と CVd-I(P2)}からなると思われた(図 4-5)。部分配列

のクローン 1P-1M/2と1P-1M/8、全長のクローン 2P-2M/2と2P-2Mβ、2P-2M/6、2P-2M/7

は、 CVd-I(P1)由来と考えられ、 328塩基からなり一部のクローンでみられた Aから Gへ

の変異(中抜き文字)を除くと CVd-I(Jp)と同一であった。部分配列のクローン 1P-1M/7

と1P-1M/9、全長のクローン 2P-2Mβ と2P-2M/4、2P-2M/8は、 CVd-I(P2)由来と考えられ、

329塩基からなり CVd-I(Jp)と比較すると 9番目のT→C(一部のクローン)と 28番目の A

→U、266、267番目の cu→UCの置換、及び 270と271番目の間への Aの挿入の変異

がある。この中で、 9番目と 266、267番目の変異は、既報の CVd-Iの塩基配列 (Ben-Shaulet 

al. 1995; Onelge、1996)では報告されていない変異であり、 28番目の変異は、 Onelgeが

報告した変異株(1996)と共通で、あった。 CVd-I(P2)の塩基配列は、 CBLVdと CVd-I(Jp)

とそれぞれ93%と99%の相向性を示した。

中国産シキキツ (C9:SIK-EC)由来の CVd-I{CVd-I(Ch)}は、 CBLVdと同じ 318塩基

からなるが、 6カ所の変異がみられた(図 4-6)。この 6カ所は、本研究で塩基配列を決定

した他の CVd-Iの2変異株全てに共通であった。また、この中の 2カ所 (62番目の U→A 

と266番目の A→Gの置換)は、既報の感染力ンキツ由来の CVd-Iの12変異株(Ben-Shaul

et al. 1995; One1ge、1996;Semancik et al. 1997)全てに共通で、残りの 4カ所は 1または2

変異株を除いて共通の変異であった。比較の対照に用いた CBLVdは、アボガドで単離、

増殖したものの塩基配列を解析したことが報告されていることから(Ashulinet al. 1991)、

上記の 6カ所の変異は、カンキツ由来の CVιIの変異株で非常に保存されていた。

CVd-I(Jp)とCVd-I(P1)、CVd-I(P2)は、最近報告された CVd-Ia(Semancik et al. 1997) 

と非常に相向性が高く、 98-99%の相向性を示した。
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図 4-4.日本産産カンキツ(E180) から検出された CVd-Iの cDNAクローンの塩基配
列。網掛けは、 PCRクローニングに用いたプライマ一部分。クローン聞の塩基
配列の比較は、図 4-1と同様にして示した。
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図 4.5.フィリピン産カンキツ(シキキツ、 P:SIK-EC) から検出された CVd-Iの cDNA
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図 4-6.中国産カンキツ(シキキツ、 C9:SIK-EC) から検出された CVd-Iの cDNAクロー
ンの塩基配列。整列させた境基配列の最上段には、フィリピン及び日本産カ
ンキツから検出された CBLV-P1 ( CVιIa) 、最下段には、 CBLVd ( Ashulin et al. 1991、 CVd-
Ib) の塩基配列を挿入した。反転文字は、 CBLV-Plと CBLVdとの間で変異してい
る部分。網掛けは、 PCRクローニングに用いたプライマ一部分。クローン聞の
塩基配列の比較は、図 4づと同様にして示した。
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図4-7.CVd・13系統 (P1とP2、フィリピン由来;Jp、日本由来;Ch、中国由来)の塩基配列。示した塩基配列の 2次情造は、既報の CBLVdのものであり(Ashulinet al. 1991)、
CVd-Iaは、 Semancikら (1997)により報告されたものである。それぞれの系統において、塩基配列の違っている部分を実線で囲んで示した o CBLVdと比べ、既報の 12の
CVd-I塩基配列変異株間 (Ben-Shau!et al. 1995; Onelge et al. 1996; Semancik et al. 1997)で共通の遠い(付)と 1または 2株を除いて共通の違いを示した(*) 0 CVd品より
分子内の配列紐換え(rearrangem~nt) により生じたと予測されている (Hataya et al. 1998) 2カ所の挿入を反転文字で示した。 CCRlま、中央保存領域。 CBLV-1Pと1M、2P、2Mは、
RT-PCRによるcDNA増幅!こ用いたプライマーの位置を示したo 中抜き文字の妥異は、それぞれのウイロイド (A→Gの変異はP1、本料 u→AはJp、材料)由来のクローンの一部
(2クローン以上)で見られた変異。



4.1.3.グループJIIカンキツ歩イロイ f:(CVd・JII)

3.1.3.1.日本のカンキツから検出主れえとCVd-]]] 

上述のように、これまで日本でその存在が確認されていないカンキツウイロイドの一つ

である CVd-Iが、日本のカンキツから検出された。さらに、これまで日本で報告のない

CVd-1IIと CVd-IVの検出の検出を sPAGEにより試みた(図 4-8a)。レーン 3は、エトロ

グシトロンE130からの抽出核酸を泳動した。矢印で示したバンドは、 CVd-1Iの変異株の

一つである HSVd-cit (Sano et al. 1986、1988A)よりも若干低い位置に検出された。ドッ

トプロットハイブリダイゼーションによりエトログシトロン E130からは、 HSVdは検出

されていないことから(表 3・1)、このバンドは CVd-1IIと考えられた。他のエトログシト

ロン E83AKと El80の抽出核酸の泳動像からもほぼ同じ位置にバンドが検出された(図

4・8a)。

このウイロイド様 RNAが、 CVd-IIIであるかどうかクローニングと塩基配列の解析に

より確かめることにした。四つのエトログシトロンから 2M LiCl可溶性核酸を抽出し、

それらを鋳型として既報の配列から設計した CVd-III特異プライマー組 (CVIII-1Pと

CVIII-1M、CVIII-2PとCVIII-2M、表 3-2)により RT干CRを行った。この RT干CR産物を

アガロースゲル電気泳動により解析したところ、エトログシトロン E83AK(図 4・8b)と

E130、E131K、l1Y1の全てにおいて特異的と思われるバンドが検出された。これらのフ

ラグメントをプラスミドベクターに挿入し、大腸菌を形質転換した。エトログシトロン

E83AKとE131K由来の増幅断片の塩基配列を 3から 6クローンの塩基配列を解析するこ

とにより決定した。既報の CVd-IIIaとCVd-IIIb(Rakowski et al. 1994)の塩基配列と比較

したところ、プライマー組 CVIII姐1Pと CVIII-1Mによる増幅断片のクローン 83III1-1と

831111-4、831111-5、及びプライマー組 CVIII-2Pと CVIII-2Mによる増幅断片のクローン

83III2・2と83III2-3、83III2-4は、 RT-PCRと続くクローニングの過程で人工的に導入され

たと考えられる変異を除いて CVd-IIIaと同一であった。また、クローン 831111-2と831111-3，

831111-4、83IIIl-6とクローン 83III2-1と83III2-6は、 CVιIIIbと同一であった(図 4-9)。

従って、エトログシトロン E83AKに感染している CVιIIIの集団は、既報の CVd-IIIaと

CVd-I1Ibの 2種類からなることがわかった。エトログシトロン E131K由来の増幅断片の

クローンの塩基配列は、 RT-PCRを介したクローニング過程において生じた人工的な変異

を除くと CVd-IIIaと同一であった(図 4・10)ことから、 E131Kに感染している CVd-II1は、
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図 4-9.カンキツ試料、 E83AKの各 CVd-I1IcDNAクローンの塩基配列。整列させたクローンの塩
基配列の上下は、既報の CVd-IIIaとCVιIIIb(Semancik et al. 1994)の配列。 Dは、欠損を示す。ク
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図 4-10.カンキツ試料(E131K、 llYl、 E130)の各 CVd-1IIcDNAクローンの塩基配列。整列させた塩
基配列の上下には、既報の CVd-IIIaと CVd-lIIb ( Semancik et al. 1994) の配列を挿入した。クローン聞
の塩基配列の比較は、図 4-5と同様にして示した。
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CVd-IIIaと同一であることがわかった。プライマー組 CVIII・1PとCVIII-1Mによるエトロ

グシトロン llY1の抽出核酸からの増幅断片の 4クローンの塩基配列の解析から決定され

た部分配列は、 CVd-IIIaと同一であった。 CVd-IIIに対する特異プライマー 2組によるエ

トログシトロン E130の抽出核酸からの増幅断片のクローン一つずつの塩基配列を解析し

たところ、決定できた配列については 1塩基の置換を除いて CVd-IIIaと同一であった。

4.1.3.2.コーンクープ刀.ム様症枕を呈ずQカンキツ (cv.81均夏jのCVd-III(CVd-IIlcJ 

カンキツ cv.日向夏のコーンケープガム症状の病原因子が、ウイロイドであるのかどう

か調べるために、躍病株 (D1とD4)と健全株 (H)からの抽出核酸をポリアクリルアミ

ドゲル電気泳動及びハイブリダイゼーションにより解析したところ、日向夏3検体全てか

ら2種類のウイロイド様 RNAが検出され、電気泳動における移動度の小さいバンドは、

HSVdのプロープに反応し、 CVd-IIであることがわかった(佐野、未発表データ)0CVd・11

より移動度の大きいバンドは、 CVd-IIIまたは CVd-IVであることが予測された。しかも、

そのバンドの移動度は、 3株間で若干違いがあることがわかった(佐野、未発表データ)。

そこで、上記のウイロイド様RNAの同定を目的に実験を行った。

佐野の用いた方法より解像度が高いと思われる sPAGEにより上記の 3株からの抽出核

酸を解析した(図 4-11、sPAGE)。その結果、レーンMのサイズマーカーに用いた HSVd・cit

とほぼ同じ位置に 3株の抽出核酸からともにバンドが検出された。そして、そのバンドよ

り移動度の大きいバンドが3株ともに検出され、それらのバンドは、それぞれに異なる移

動度であり(図 4-11、下段の sPAGE拡大図)、しかも催病の日向夏 D4株からは、少なく

ても 3本のバンドが検出された。 1番上のバンドは、健全株Hから検出されたバンドとほ

ぼ同じ移動度を示し、 3番目のバンドは、擢病株 D1から検出されたバンドとほぼ同じ移

動度を示したが、バンドシグナルは、他の二つのバンドに比べて非常に弱く、果樹中で、

低濃度で存在していることが考えられた。 2番目のバンドは、他の 2株のバンドとは、違

う移動度を示し、そのシグナルは、最も強かった。

これらのウイロイド様RNAのバンドが、 CVd・IIIであるのかどうか確かめるために、 DIG

標識cRNAプローブによるノーザンハイブリダイゼーションを試みた。プローブは、 4.1.3.1

でクローニングした CVd-IIIaのクローンから調製した。その結果、 HSVd-citよりも大き

い移動度を示したバンドは、全て CVd-IIIのプロープに反応した(図 4・11、Northem of 

CVd-III)。従って、上記のウイロイド様 RNAは CVd-IIIの変異株であり、電気泳動におけ
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sPAGE Northern ofCVd-JII 

M 2 3 4 2 3 4 5 

CEVd 

HSVMit| -|二二二一 (ニー11，_'- -・圃・CVd-JII -一
E江Vd

。

HSVd-cit 

一.同園田胴・ー岨-・

一
図4-11コーンケープガム症状を呈するカンキツcv日向車(01，レーンI;D4、レーン2)と輯病徴
のカンキツcv日向夏(H、レーン3)からの抽出核酸の連続ポリアヴリルアミドゲル電量泳動偉
(，PAGE)とそのゲルをナイロン膜ょに転写しDlG標lIICVd・IIIのcRNAプローブにより行ったノー
ザンハイブリずイゼーシヨン町発光による積出憧(NorthemofCVd-lll)0レーンMI主、対照であり、
CEVd-HとHSVd-cit、HLVdを含む核酸を泳動した。レーン4には、カンキツ民料EI20-8(HSVdと
CVd-llllこ感量)からの抽出核酸を諒勤した。レーン51立、カンキツ院料E83AK(CVd-1とHSVd.

CVd-IIIa~ CVdーIIlbに感染)からの抽出核磁を埠動し‘転写佳にハイプリゲイゼ シヨンを行った.
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A 

B 

bp 
M 2 3 4 5 6 

65222 7 

404 
309 
242 

bp M 2 3 M 

622 ..ー
527 一
404 ーー 一
309 ー.. "'"同 事.~. .， . ーーー-
‘ 
、

242 

図4-12コーンケープガム症状を呈する (Aのレーンlと2&ぴBの
レーン1、Dl;Aのレーン3と4&ぴBのレーン2、04)、または、
無病徴 (Aのレーン5と6&びBのレーン3，H)のカンキツ CV.!3向
夏から抽出された槙酸世料に対するCVd.IIl特異プライマー組
(CVIII.1PとCVIII-IM、Aのレーン1、3，5; CVIII.2PとCVIII-2M、
Aのレーン2，4、6;CVlIl.3PとCVIII-3M、B)によるRT.PCR産物
の2拍アガロースゲル亀気泳動像 (エチジウムブロマイド染色、 A)
と7.5%ポリアクリルアミ ドグノレ電気泳動憧 (銀染色、 B)。レー
ンMは、 DNAサイズマ}カ一、pBRJ221HapII
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る移動度の差から少なくとも 3種類の塩基配列変異株からなることが考えられた。レーン

5は、 CVd-IIIaとCVd-IIIbの両 CVd-III変異株が検出されたエトログシトロン E83AKから

の抽出核酸を泳動しハイブリダイゼーションした。近接した2本のバンドに分かれ、、上か

らCVd-IIIaとCVd-IIIbのバンドと思われた。この 2本のバンドと日向夏の CVd-IIIを比較

すると H株のバンドと D4株の一番上のバンドは、 CVd-IIIaと同じ移動度を示し、 D4株

の 2番目のバンドは、 CVd-IIIbと同じ移動度を示した。 D4株の一番下のバンドと D1株

のバンドは、 Duran-Viraら (1988)により報告されている変異株 CVd-IIIcまたは CVd-IIId

であることが考えられた。

次に日向夏 3株から検出された CVd-IIIの塩基配列を解析した。初めに、 CVd-IIIの部

分配列を増幅するプライマー組、 CVIII-1Pと CVIII-1M、CVIII-2Pと CVIII-2Mにより

RT-PCRを行ったところ、 3株ともに予想される位置にバンドが検出された(図4・12、A)。

これらのバンドをクローニングして塩基配列を解析したところ、日向夏 D4株の CVd-III

のcDNAクローンの塩基配列は、クローン間で多くの変異がみられた。おそらく D4株の

CVd-III RNAの部分配列の cDNAクローンは、 sPAGEにおいて検出された 3本のバンド

の CVd-IIIを由来とするものが含まれていると思われ、それぞれの CVd-III塩基配列変異

株の塩基配列を決定できなかった。そこで、全長 cDNAを増幅するためのプライマー組

を部分配列の塩基配列において変異の認められなかった部分に設計した (CVIII-3Pと

CVIII-3M、表 3-2を参照)。このプライマー組により RT-PCRを行った結果、アガロース

ゲル電気泳動において 3株からの抽出核酸から同じ位置に CVd-IIIの全長 cDNAと思われ

る増幅断片が検出された。さらにこれらの産物を 7.5%ポリアクリルアミドで電気泳動し

たところ、それぞれの移動度に若干の差がみられた。 D1株の CVd-IIIからの増幅 cDNA

は、他の 2株のそれより若干移動度が大きく、 D4株の増幅 cDNAは、少しぼやけたバン

ドになった(図 4-12、B)osPAGEの結果と同様に、それぞれの全長 cDNAの塩基数が若

干違うことが予想された。

それぞれの cDNAをクローニングし、 H株の CVd-III(CVd-III-H)のcDNAクローンを

こつと D4株の CVd-III(CVd-III-D4)の cDNAクローンを 17個、 D1株の CVd-III

(CVd-III-Dl)の cDNAクローンを五つについて塩基配列を解析した。 CVd-III-HのcDNA

クローンの塩基配列を比較するとクローニング過程における人工的な変異を除くとクロー

ン間で、塩基配列は完全に一致し(図 4-13)、その塩基配列は 297塩基からなり既報の

CVd-IIIaと非常に相向性が高く、 138から 139番目の塩基 ACが GUに置換しているだけ

54 



であった(図 4-20)。

CVd-III-D4の 17個の cDNAクローンの塩基配列を決定したところ、全長の塩基数の違

いから 4種類に分けられた。それらの中で、 8クローンは 297塩基で(図 4・14)、5クロ

ーンは 294塩基(図 4-15)、4クローンは 293塩基(図 4-16)、1クローンは 290塩基(図4・17)

の長さで、それぞれの CVιIII-D4変異株を CVd-III-D40、CVd-III-D41、CVιIII-D42、

CVd-II1-D43とした。 CVd-III-D40は、クローニングにおける人工的と思われる変異を除く

とCVd-IIIaと同一であった(図 4-14、図 4-20)0CVd-III-D41の5クローンを比較して(図

4・15)塩基配列を決定し、 CVd-llI-Hの塩基配列と比較したところ(図 4-21)、2次構造上

のT2領域にクローンの一部だけにみられる 3種類の変異(137・138番目の AC→GUと同

じカ所がAC→GCで 137番目の A→Uの置換を伴った変異、 ACのまま)がみられた。

それぞれをさらに CVd-III-D411、CVd-III-D412、CVd-III-D413と名付けた。 CVd-III-D411

は既報の CVιIIIbと同一であった。 CVd-III-D42の4つの全長 cDNAクローンの塩基配列

を比較することにより塩基配列を決定したところ(図 4-16)、一部のクローンにのみみら

れる変異が CVd-III-D41と同様に刀領域にみられ、さらに二つの塩基配列変異株に分け

られた。両変異株ともに CVd-III-D41の配列に非常に相向性が高く、違うのは T1領域の 5・6

番目の GGの欠損と 288番目の Uの挿入のみであった(図 4-22)0 CVd-III-D43は、全長

cDNAクローンーっと部分配列のクローン三つにより塩基配列を決定した(図 4-17)。

CVd-III-Hと塩基配列を比較すると PとV領域に変異が多くみられた(図 4-23)。

CVd-III-D1は、部分配列の 6クローンと全長の 5クローンにより塩基配列を決定した(図

4-18)0 245-246番目のところに一部のクローンにおいて違いがみられ、さらに三つの塩基

配列変異株に分かれた(CVd-III-DllとCVd-III-D-12、CVd-III-D13、図 4-23)。ともに 290

塩基からなり CVd-III-Dllは、 D4株の CVd-III心43と同一で、あった。最近、 CVd-IIIcと考

えられるウイロイドの塩基配列が報告されている (Semanciket al. 1997)。塩基配列を比

較したところ、非常に相同性が高く、違いはT1領域の GGの欠損と Uの挿入がみられず、

τ2領域において AC→GUの置換があることだけであった。 CVd-IIIcの塩基数は、 291塩

基であり、 CVd-III-D43及びCVd-III-D1よりも 1塩基長かった。
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図 4-13.コーンケイプガム症状を呈さないカンキツ cV.日向夏(H株)に感
染している CVd-IIIの各 cDNAクローンの塩基配列。クローン聞の塩基配列
の比較は、図 4-5と同様にして示した。
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ている CVd-III-D40の各 cDNAクローンの塩基配列。
較は、図 4-5と同様にして示した。
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図4-15.ヨーンケイプガム症状を呈するカンキツ cv.日向夏 (D4株)に感染しているCVd-III-D41の各
cDNAクローンの塩基配列。クローン閣の塩基配列の比較は、図4-5と同様にして示した。
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図 4.16.コーンケイプガム症状を呈するカンキツ cv.8向夏(D4株)に感染して
いる CVd.III.D42の各 cDNAクローンの塩基配列。クローン聞の塩基配列の比較は
図 4.5と同様にして示した。
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図 4-17. コーンケイプガム症状を呈するカンキツ cv.日向夏(D4株)に感染し
ている CVd-III-D43の各 cDNAクローンの塩基配列。クローン閣の塩基配列の比
較は、図 4-5と同様にして示した。
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61 



n
U
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

FhU
巾

i
m
l
中

i
中

i
中

i
中

A

A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
a
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
p
u
n
u
n
u
p
u
n
u
 

nし

nし
円
し
円
し
円
し

ρ
U

ρ
u
ρ
u
n
u
n
u
n
-
u
n
u
 

n
u
n
u
n
u
円

U
n
u
n
u

n
U
巾

i
巾

i

Tム
m
l
中

i
m
l
A

4
‘
m
l
中

i
m
l
巾

i
中

i
m
l

ρ
u
n
u
ρ
u
n
u
n
u
n
u
 

ρ
u
ρ
u
n
u
n
-
u
nし
ρ
u

nし
円
・

u
nし
円
し
円
し
円
し

円
し

n
u
n
-
u
ρ
U
円
し

ρ
u

n
u
n
-
u
ρ
u
n
u
nし
円
し

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
nし
円

u
n
u
nし

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
U
円
し

n
u
n
-
U
円・

u
p
u
nし

円

d
n
u
p
u
n
u
p
u
n
u
n
U

n
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
n
u
n
U
円

U
円

U

n
U
円

U
P
U
F
U
P
U
p
u

m'A
巾

i
巾

i
中

I
中

i
中
i

n
u
n
U
円

U
n
U
円

u
n
u

巾
i
巾

i
巾

i
m
i
m
-‘
巾

i

n
u
nし
円
し

n
U
円
し
円
し

n
u
nし
ρ
u
n
u
n
u
n
u

n
U
巾
i
巾

A
中

i
中

i
中

i
中

i

?
“
中

1
中

i
m
i
m
-
4
m
l
中
止

p
u
p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

n
U
F
u
n
u
n
u
p
u
n
U
 

巾

i
m
i
m
-
A
巾

i
m
i
m
-
A

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

巾
i
m
l
巾

i
巾
I
巾
i
巾
i

円

U
p
u
n
u
n
u
n
u
n
u

n
-
u
ρ
U
円
し

nし

n
u
p
u

n
u
n
-
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

n
u
巾
i
中

A
巾
i
中

i
中

i
m
i

-
-
n
u
nし
円
し

n
u
ρ
U
円
し

-
A
A
A
A
A
A
A
A
a
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
U
円
U

・

・

・

1
R

n
u
n
u
n
u
-
-
-
t
R
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

円

u
n
U
ρ
u
n
U
円

U
n
u

名
G
G
G
G
G
G

/
n
H
V
4
E
A
円
ノ

Mntu

、，
d生
a
4
d
q
a
4
t
i

-
n
H
u
h
H
U
h
H
u
n
H
u
n
H
u
h
H
U
 

』

す

E-AT--AT・
'
ム
す

BEATaaAT-a4

.，t
，EEAvaEATEE-晶
TEEム
T'aAT--A

l
l
i
-
-
-
-

F
V
V
H
v
w
v
w
v
H
v
v
v
 

ノ
〆
円
し

n
u
nし

ρ
u
n
u
n
u

n
U
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
a
A
 

n
u
p
u
n
u
n
-
u
n
u
ρ
u
nし

t
i
n
u
p
u
n
u
n
U
F
U
F
U
 

n
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

a
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

P
U
P
U
n
u
p
u
p
u
n
u
 

nし
n
u
n
u
n
-
u
n
u
n
-
U

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

P
U
p
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
n
-
u
nし
円
し

ρ
u
nし

Q.u
中

i
中

i
中

A
中

A
中

i
中

i

円

u
n
u
p
u
n
u
n
u
n
u

円
し

ρ
u
n
u
ρ
u
ρ
u
n
u

巾
i
巾

i
中

i
中
よ
中

i
中

i

p
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

nし
ρ
u
p
u
n
u
n
u
n
u

巾

i
巾

i
m
i
m
-
m
i
m
-

n
u
円

U
n
u
n
u
p
U
F
U

m
l
巾
i
中

i
中

i
中

i
中

i

n
u
n
u
nし
円
し

n
'
u
nし
円
し

o
o
n
u
ρ
u
n
u
n
u
p
u
n
u
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
a
A
 

中

i
m
l
m
i
巾

i
巾

i
巾

1-

中

i
中
i
m
l
巾
i
m
l
中

i

nし
n
u
n
-
u
n
u
n
u
p
u

-
A
A
A
A
-
-
4
'
 

A
A
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
p
u
 

n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
-
u
 

ワ
t
n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
n
u

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
-
-

・

・

4
R

n
u
p
u
n
u
円

U
p
u
n
u

n
u
n
U
円

U
n
u
n
u
n
u

n
u
円

u
n
U
円

U
p
u
n
U

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
p
U
円

U
n
u
n
u
n
u
p
U

6

A

A

A

A

A

A

 

円

u
n
u
p
u
n
u
n
U
P
U

-
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
円
し
円
し
円
し
円

a
u
p
u

n
u
n
u
n
u
p
u
p
u
n
U
 

中

i
巾

i
n
u
n
u
ρ
u
n
U
A宵

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

a
A
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

CVIIIH 
CVIIID40 
CVIIID41 
CVIIID42 
CVIIID43 
CVIIIDl 

n
u
p
u
nし
ρ
u
p
u
ρ
u
n
u

に
U
中
A
中
A
T
A
巾

i
m
i
m
-

-
i
n
u
n
u
円

U
P
U
F
U
P
U

A
A
A
A
A
A
A
A
a
A
A
A
 

巾

i
m
i
m
-
中
i
m
l
巾

i

n
u
n
-
u
n
u
nし
n
u
n
u

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

n
-
u
n
・u
n
u
p
u
nし
n
・u

nlunlunLU
円・

U
円
lu
円・

U

中

A
m
l
T
A
中
止

m
l
中

i

n
u
n
-
u
nし
n
u
n
u
n
-
u
n
u

4
C
T
h
h
c
c
+
 

1
A
A
A
P
U
L
U
L
U
A
A
A
A
4
・

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
n
u
n
u
p
u
p
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

p
u
n
u
n
U
円

U
F
U
P
U

G
G
G
G
G
G
 

n
u
n
u
ρ
u
ρ
u
n
u
ρ
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

O
G
G
G
G
G
G
 

円。A
A
A
A
L
U
L
U
A
A
A
A
+

t
i
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
h
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

巾

i
m
l
巾
i
巾
i
m
-
-
m
l

p
u
n
u
n
U
円

u
n
u
n
U

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

巾
1
巾
i
T
A
m
-
巾

i
m
-
-

n
u
n
u
n
-
u
n
u
n
u
n
u
n
U
 

2

A

A

A

A

A

A

 

-
-
n
u
n
u
n
u
n
u
p
u
n
u
 

ρ
u
p
u
n
-
u
nし
ρ
u
nし

円
し
円
・

u
nし

n
-
u
n
u
nし

円

U
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u

A
A
A
A
nし
円
し

ρ
u
ρ
U
4
R

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

巾
i
巾
1
中

i
巾
1
巾
i
中

i

O
G
G
G
G
P
U
G
 

-
i
円

u
n
u
n
u
n
u
p
u
n
u

-
-
中

A
中

i
中

i
m
i
巾
i
中

i

巾

i
中

i
m
i
中

i
m
l
a
巾

i

p
u
n
u
p
u
n
u
n
u
n
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
a
A
A
A
 

m
l
中

i
中

i
m
l
巾

i
中

i

ρ
u
ρ
u
ρ
u
ρ
u
ρ
U
円
し

n
u
n
u
n
U
円

U
P
U
P
U

CVIIIH 
CVIIID40 
CVIIID41 
CVIIID42 
CVIIID43 
CVIIIDl 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
-
u
n
u
 

n
U
中
i
中
1
巾
1
巾
i
巾
i
T
A

9
-
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

巾
1
巾
i
T
A
巾
i
中

A
m
l

n
u
n
-
u
n
a
u
n
u
ρ
u
n
u
 

n
u
円

U
n
u
n
u
n
u
p
u

nし

ρ
U
円
し

ρ
u
n
'
u
p
u

p
u
nし
円
し
円
・

u
p
u
ρ
U

ρ
u
n
u
-
-
円

U
P
U
4
4

n
u
n
u
n
u
ρ
u
n
u
n
u
p
u
 

Q
U
巾
i
巾
i
T
A
巾
I
巾
i
巾
i

e1ム
n・
u
n
u
n
-
U
円・

u
n
u
ρ
U

n
u
p
u
p
u
n
u
n
u
n
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

ρ
U
P
U
-
-

・

・

占

R

mpAmt&
・

・

・

・

』

官

円

T
A
m
l
m
i
中
A
中
A
m
i

ρ
u
p
u
n
u
n
u
-
-
a宵

ρ
u
nし
巾

i
中
i
n
u
nし

4・

n
u
中

A
中

A
巾
i
中

i
p
u
n
U
占

R

o
o
n・u
nし

ρ
u
nし
円
し

ρ
U

唱

E&nLunaU
円

'unLvnLvnaU

ρ
u
n
u
n
-
u
ρ
u
ρ
u
n
u
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

中
A
中
i
A
A
A
A
A
A
A
A
占
R

n
u
n
u
ρ
u
n
u
円
し

ρ
U

p
u
n
U
円

U
F
U
P
U
n
u

p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

n
u
n
-
u
nし
円
し
円
し
円
・

u
p
u

ワ

e
p
u
nし

n
u
円
し

ρ
u
n
u

-
-
巾

i
m
l
T
A
m
-‘
巾

i
中

i

n
u
n
u
n
g
u
n
-
u
n
u
n
-
u
 

ρ
u
nし

n
u
ρ
U
円
し

ρ
U

中
止
中

i
巾
i
巾

i
中

i
T
A

A
A
A
A
A
A
A
A
中
A
m
i
占
R

P
u
nし
円
・

u
ρ
u
n
u
n
u

n
u
円

U
n
u
n
U
円

U
F
U

円
し
円
・

u
nし

n
u
n
-
U
円
し

n
u
nし
円
し
円
し
円
し
円
し

n
u

R
U
中
よ
巾

i
中

i
巾
i
T
A
巾
1

1
4
nし

n
u
n
-
u
nし
n
u
nし

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

P
U
F
U
P
U
F
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
p
u
n
U
円

U
P
U

CVII IH 
CVIIID40 
CVIIID41 
CVIIID42 
CVII ID43 
CVIIIDl 

n
u
n
U
円

U
円

u
n
u
n
u
n
U

に
U
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A

ワ
白
中

i
中

A
巾
i
中

i
m
l
中
i

円

u
n
u
p
u
nし
p
u
P
U

T
T
T
T
T
T
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

巾
i
巾

i
中

i
m
l
巾
i
中

1

中
i
巾
i
m
i
巾
i
m
t
A
巾
i

中

i
巾
i
m
I
巾

i
巾
i
m
i

中
止
中

i
中

i
巾
i
中

i
T
A

n
u
中
i
巾

i
巾

i
巾
i
巾

i
巾
I

A吐
円

u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u

ワ
ム
巾

i
m
l
巾
1
m
l
中

i
中
i

ρ
u
nし
円
・

u
p
u
n
u
n
u

巾

i
T
A
m
pム
巾

i
T
A
m
l

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

巾

i
中

i
中

i
m
l
T
A
巾

i

p
u
n
-
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

p
u
ρ
u
n
u
ρ
u
ρ
u
n・U

0
C
C
T
T
T
T
a買

っd
A
A
A
A
A
A
A
A
ρ
U
円
し
占

R

q
L
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

円
し

ρ
u
ρ
u
ρ
U
中

i
T
A
占
R

P
u
n
-
u
p
u
p
u
n
-
u
ρ
U
 

ρ
u
n
u
n
u
n
u
nし
n
u

n
u
nし
中

i
中

i
円
し

n
U
4
a

G
G
G
G
G
G
+
 

A
A
m
i
m
-
A
A
 

巾
i
中
止
中

A
巾
i
巾
1
中

i

n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
U
 

2
・

・

・

・

A

A

占
円

2

A

A

A

A

A

A

 

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

T
T
m
I
T
-
-
a宵

円

U
P
U
円

u
n
u
n
u
n
u

A

A

A

A

-

-

A

宵

円

U
n
u
n
u
n
u
円

U
n
u

中
止
中
i
中
A
中
i

・
・
，
岳
属
円

円
し

n
u
円
'
u
n
u
n
-
u
nし

n
U
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

1
i
A
A
A
A
A
A
A
A
nし
円
し

t
R

n
4
ρ
u
ρ
u
n
u
n
u
n
u
ρ
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
p
u
p
u
n
u
n
u
円

U

円

U
P
U
n
-
u
n
U
F
U
円

U

nし
円
し
円
し

n・U
円
し

ρ
U

円

U
n
u
n
u
n
u
n
U
円

U

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
U
P
U
円

u
n
u
n
u
n
u

CVIIIH 
CVIIID40 
CVIIID41 
CVIIID42 
CVIIID43 
CVIIIDl 

297 
297 
294 
293 
290 
290 

n
U
円
し
円
し

nし
円
し

nし

n・u

n
H
υ
n
l
v
n
'
u
n
L
v
nし
vnivnlv

つ
d
n
u
n
u
p
u
n
u
nし
n
u

円
し

ρ
u
p
u
n
-
u
ρ
u
ρ
U

-
-
-
m
i
中

i
T
A
占
用

中
i
巾
i
巾
i
巾
i
m
I
A
中
i

巾
i
中

i

Tム
中

A
中

i
m
i

T
T
T
T
T
T
 

n
u
n
u
n
u
円

u
n
u
n
u

中

A
m
l
巾

i
m
l
中

i
m
l

n
u
n
u
n
U
円

U
n
u
n
U
P
U

G
-
u
n
u
n
U
円

U
n
u
n
u
n
u

oゐ
巾

i
中

i
中
i
巾
i
中

i
巾
i

中

i
m
l
中

i
巾
i
m
l
中

i

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
p
U
P
U
円

u
n
u
n
u

nし

n
u
p
u
nし

n
u
nし

A
A
s
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
-
u
p
u
n
-
u
nし
円
し

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
U
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

O
O
A
A
A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
 

2

A

A

A

A

A

A

 

中

i
T
A
巾
i
巾
i
中

1
中

i

p
U
円

U
n
u
n
u
n
u
p
u

p
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

n
u
p
u
n
u
p
u
p
u
n
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

P
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
 

ρ
u
ρ
U
円
し
円
し

ρ
u
p
u

n
U
中

i
巾

i
中

1
m
l
m
l
中

i

門

i
n
'
u
p
u
n
-
u
n
u
p
u
nし

り
白

ρ
u
n
u
p
u
ρ
u
n・u
p
u

p
u
n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
n
U
円

u
n
u
n
u

n
u
n
u
n
u
n
u
n
U
円

U

中

i
巾
i
中

i
中

i
m
l
巾

i

中

i
m
i
巾

i
中

1
巾

i
中

i

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
n
u
p
u
n
u
n
u
n
U
 

R
u
n
u
p
u
n
u
n
U
円

U
P
U

ヮ
“
円

u
n
u
n
u
n
u
n
U
P
U

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
W
H
t宵

p
u
n
u
n
U
P
U
F
U
D比
占
R

A
A
a
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

中
止
中
i
中
i
中
1
中
よ
巾
1

ρ
u
n
u
nし

ρ
u
nし
円

-u

n
u
円

u
n
u
n
u
n
u
n
u

CVIIIH 
CVIIID40 
CVIIID41 
CVIIID42 
CVIIID43 
CVIIIDl 

図4・19.カンキツ cv.日向夏に感染している CVd-llIの各塩基配列変異株の
比較。星印は、コーンケイプガム症状を呈さない株に感染していた
CVd-III-Hと比べて症状を呈する CVd-III圃D1において変異していた箇所。
+は、症状を呈する CVd-III-D4においてみられたそれ以外の変異。
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図4-20.コーンケープガム症状を呈さない (H、CV.日向夏)から検出された全長 297塩基の CVd-1II(CVd-III-H)の塩基配列と予想される 2次構造。 CVd-III-Hと比較して、
コーンケープガム症状を呈する日向夏の株 (D4)から検出された全長 297塩基の CVd-III(CVd・I1I-D40)で見られた塩基置換を固い文字で示した。 CVd-I1I-D40は、既報
の CVd-IIIa(Rakowskik et al. 1994)と同じ塩基配列であった(*) 0 CVd-II1の cDNA増幅のための RT-PCRに用いたプライマー(CVIII-1Pと CVIII-1M、CVIII司盟、
CVIII-2M、CVIII-3P，CVIII-3M)の2次構造上の位置を示した。 CCRは、中央保存領域を示す。
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4.1.4.グループJV:tJンキツウイロイ f:(むVd-IV)

CVd-IVは、 RT-PCRにより兵庫県産カンキツ cv.不知火 2株から検出され、その塩基配

列を決定した。既報の CVd-IV(Puchta et al. 1991)の塩基配列は、プライマ-PCEV-1P 

と PCEV・1M(表 3-2)と完全に一致または相補していた。全長の塩基配列を決定するた

めにもう一組のプライマーを既報の配列に従って設計した(CVIV-1PとCVIV-1M、表子2)。

塩飽らは、兵庫県産カンキツ 10株からフェノールクロロホルム抽出と CFllセルロース

吸着、メトキシエタノール抽出、 CTAB沈殿により核酸を抽出してプライマー組 CVIV-1P

とCVIV-1Mにより RT-PCRを行ったところ、カンキツ cv.不知火 Hy9N:SとHy10S:Sの抽

出核酸から CVd-IVのcDNAの可能性のあるバンドが検出された(塩飽ら、未発表データ)。

それらの抽出核酸を送付していただき、両プライマー組により RT-PCRを行ったところ、

Hy9N:Sにおいてプライマー組 CVIV-1PとCVIV-1Mによる RT-PCR産物にのみ特異的と

思われるバンドが検出された。しかし、そのシグナルは、非常に弱く RT-PCRが回害され

ていることが考えられた。本研究で、カンキツからの抽出核酸からこの RT-PCR阻害物質

を取り除く方法を確立した (4.3.4章)。その中の、 HCl処理後のエタノール沈殿による処

理を送付された抽出核酸に施した。また、塩化テトラメチルアンモニウム(百仏C)をPCR

溶液に加えることにより、増幅の特異性を向上させることができた (4.3.7章)。そこで、

百1ACを加えて PCRを行ってみた。その結果、特異的と思われるバンドのシグナルが、

両方の処理を行うことで著しく増強し、二組のプライマー組による RT-PCRにおいて特異

的と思われる増幅バンドが検出された(図 4-24)。カンキツ HylOS:Sにおいても同様の結

果が得られた。

これらの増幅断片が CVd-IVのcDNAであることを確認するため、また、日本のカンキ

ツに感染している CVd-IVの塩基配列を決定するためにクローニングと塩基配列の解析を

行った。カンキツ Hy9N:Sからの増幅断片の 9クローンとカンキツ Hy10S:Sの6クローン

の塩基配列を解析して、それぞれの塩基配列を決定した(図 4・25、4-26)。その結果、カ

ンキツ Hy9N:SとHy10S:Sからの増幅断片の塩基配列は、既報の CVd-IVの塩基配列と相

向性が高く、日本のカンキツに CVd-IVが感染していることがわかった。その配列は、 286

塩基からなり、既報の CVιIV(Puchta et al. 1991; Onelge et al. 1996)より 1または2塩基

長かった(図 4-27)。

カンキツ Hy9N:Sと Hy10S:Sに感染している CVd-IVは、 Puchtaらが報告している

CVd-IVと比べて、T2領域に 3カ所の変異が認められた。これらの変異は Onelgeら(1996)
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図4-24.CVd-IVの特異プライマー組 (CVIV-IPとCVIV-IM) とCEVdとCVd-IVに特異的なプ
ライマー組 (PCEV-IPとPCEV-IM)を用いたRT-PCR産物の電気泳動像。兵庫県産カンキツ
cv不知火 (Hy9N:S)から従来法により抽出された核酸 (HCI、ー)、または、さらにHCI処理
及びエタ ノーノレ沈殿により精製した核酸 (HCI、+;2.2.2.2章を参照)を鋳型にRT-PCRを行っ
た。 PCRは、通常の方法 (TMAC、)または、反応液にTMAC(終濃度30n由引を加えて行っ

た (TMAC、+;2.3.3章を参照)。



の報告した CVd-IVにおいてもみられた。カンキツ Hyl0S:Sの CVd-IVは、上記の変異の

他に、 35番目の塩基が G→Aに置換していた。用いたプライマー組の配列部分に変異は

みられなかったことから、これらのプライマー組は、遺伝子診断のプライマーとして使用

可能であると思われた。

プライマー PCEV-IPとPCEV-IMにより増幅した CVd-IVの cDNAクローンから DIG

標識 cRNA転写してプロープとして用いて、カンキツ Hy9N:Sからの抽出核酸に対してノ

ーザンハイブリダイゼーションを行った(図 4-28)0HSVdとCVd-IIIと思われるバンドよ

り下に CVd-IVと思われるバンドが検出され(図 4-28、左の矢印 a)、そのバンドは CVd-IV

の DIG標識 cRNAプロープと特異的に反応した(図 4・28、右の矢印 a)。従って、日本の

カンキツから CVd-IVのRNAを直接 sPAGEによって検出できた。
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図 4-25.兵庫県産カンキツ CV.不知火(Hy9N:S) から検出された CVd-IVの各 cDNAク
ローンの塩基配列。網掛けは、ウイロイド cDNA増幅に用いたプライマーの配
列を示す。クローン聞の塩基配列の比較は、図 3-5と伺様にして示した。
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図4-26.兵庫県産カンキツ cv.不知火 (Hyl0S:S)から検出された CVd-IVの各 cDNA
クローンの塩基配列。網掛けは、ウイロイド cDNA増幅に用いたプライマーの
配列を示す。 Dは、塩基の欠損を示す。クローン聞の塩基配列の比較は、図
3-5と同様にして示した。

71 



CVd-IV (Puchta et al. 1991) 
1 CVIV-1P PCEV-1M 
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C .，. ......... .. ...................... .... ......... ............................... C 

U CCCC GAG GCGccC'GGU AU UUGU CGGAC，CCUCC.UUGU.UGGG UCUC UAGG GG氾CC AGA GAGUC AGC.GCUUCCUucu CGC GC GCCUA ACC GGUCG CCUU UCCUC G 
/ A  U U A AAA E 11  A A U A A EA C H E EA C EC CA CH 11 

U AA AC U A U C 
‘ c ‘e 

284 CVIV-1M PCEV-1P 

CVd-IV (Hy9N:8， Hy108:8) 

* 
は 1

¥ AlM  A G c 
A U UC A AA AA U G U GA GG G A C AC U C C C C U A C I C C 

U GGGG UUC UGCGGG CCA UA AACAA CUUG GGAGG AACA ACCU AGAG AUCC・CCGGG UCU UUCAG UCG CGAGGGGAGG GCG CG-CGGAU UGG CCAGC GGAAA AGGAG U 
C .，. ......... .. ...................... .... ......... ............................... C 

U CCCC GAG GCGccC'GGU AU UUGUU GGAC.CCUCC.UUGU.UGGG UCUC UAGG GGCCC AGA GAGUC AGC'GCUUccuuc百CGCGC GCCUA ACC GGUCG CCUUU UCCUC G 
/ A  B H A AAA C U A A E A A EA C E II EA C HC CA|CE U 

U AA AC U A C I C 

C / 
286 

lu→d 
図4・27.日本のカンキツ (cv.不知火、 Hy9N:SとHy10S:S)から検出された CVd-IVの塩基配列の予測される 2次構造(下段) 0 
2次構造は、既報の CVd-IVの塩基配列の 2次構造(Puchta et al. 1991) を基本にした上段。また上段の 2次構造上に RT干CR
に用いたプライマーの位置を示した o 不知火 HylOだけにみられた塩基置換(*) 0 
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図4-28兵庫県産カンキツ cv不知火母樹 (Hy9N，Slから抽出されたLMWRNAのsPAGEによる埠勤樟(左、銀
撞色)とそのゲル中の核酸を転写したメンブレンに対してCVd-lV由D1G標識cRNAブロ--:Jを匠応させたノーザ
ンハイブりずイぜーシヨン偉(右l.長印al立、 CVd-IVと思われるシグナルを示す.長印blま、既知町5種田カ
ンキツウイロイドとは別由来知のウイ口イド樺町，A由シグナルを示す。



4.1.5.考察

4.1.5.1. これまで結亦で帯告主れてい~5 産全てのカンキックイロイ Fが横liJðれ、 ðG に、

5種のカンキックヂロヂFと荷周佐の低いとライロイr様RNAが検出dれ左。
カンキツウイロイドの遺伝子診断法を検討する上で、日本のカンキツに感染しているウ

イロイドの種類及びその塩基配列を解析しておく必要があると考えた。圃場カンキツを接

いだとき何らかの病徴を示すエトログシトロンから、ウイロイドを含む核酸を抽出してカ

ンキツウイロイドを探索した。その結果、これまで日本で報告のない CVd-I、CVd-IIIと

CVd-IVが検出された。従って、日本には、海外で報告されている 5種全てのカンキツウ

イロイドが存在した。しかし、日本のカンキツに感染しているウイロイドの中で、塩基配

列が報告されているのは、 CVd-II(本論文では、 HSVdの塩基配列変異株の中でカンキツ

に感染しているウイロイドとして定義する)の塩基配列変異株である HSVdカンキツ変異

株 (HSVd-cit、Sanoet al. 1988A)だけであった。本研究により、その他の 4種のカンキ

ツウイロイドについて塩基配列を決定した。

日本の CEVd(CEVd-Hgt)とCVd-IVの塩基配列は、既報の配列に非常に近く、よく保

存されていた。日本のウイロイドでみられた変異の多くは、海外の別の変異株においてす

でに報告されていた。また、静岡県興津より送付されたカンキツが保毒する CVd-IIIは、

既報の CVd-IIIaまたは CVd-IIIb(Rakowski et al. 1994)と全く同一の塩基配列であった。

コーンケープガム様症状を呈する日向夏の一つ (D4株)の保毒する複数の CVd-III塩基

配列変異株の中に、 CVd-IIIa及びCVd-IIIbと全く同じ配列を示すものがあった。さらに、

Stasysら (1995)により報告された CVd-IIIAは、 CVd-IIIbと同ーの塩基配列であったこ

とから、 CVd-IIIbにおいては三つの地域、 CVd-IIIaにおいては二つの地域のいくつかカン

キツにおいて同じ塩基配列の変異株が存在することが明らかとなった。最近、本実験とは

別に伊藤ら (1997A)により日本のカンキツが保毒する CVd-IIIの塩基配列が報告されて

いる。講演要旨であるため、塩基配列についてはわからないが、全長291と294、295、297

塩基からなることが報告されている。これらの中の 297塩基と 294塩基の変異株は、

CVd-IIIaとCVd-IIIbで、 291塩基の変異株は、コーンケープガム症の日向夏が保毒してい

た全長290塩基の CVd-III(CVd-III-D1とCVd-III-D43)と非常に近い配列の可能性がある。

一方、塩基配列を決定した日本の CVd-I(Jp)とCVd-III-D1及び CVd-III-D43は、それぞ

れこれまで、塩基配列の報告のなかった CVd-IaとCVd-IIIcまたは CVd-IIIdと考えられた。
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PAGEにより検出して名付けた Duran-Vilaら (1988)は、それらの塩基配列を報告してい

ないためはっきり確かめることができないが、 CVd-I(Jp)はCBLVd(CVd-Ib)と比べて 10

塩基長いこと、 CVd-III-D1とD43は CVd-IIIaとCVd-IIIbと比べて 7塩基または 4塩基短

いことから sPAGEで分離可能と考えられるからである。実際、 sPAGEにおける CVd-1lI-D1

のバンドは CVd-IIIaとCVd-IIIbのバンドより下に検出されることを確認した(図 4-11)。

最近、 CVd-Ia及びCVd-IIIcとみなされる塩基配列が報告された (Semanciket al. 1997)。

これらのウイロイドと CVd-I(Jp)と CVd-III-D1及び CVd-III-D43の塩基配列は、ト3塩基

の変異を除いて同一であることから、筆者の予想と一致した。そして、 CVd・III-D1と

CVd-III-D43が CVd-IIIdである可能性を完全に否定できないものの以下これらのウイロイ

ドを CVd-IIIcとして扱うことにする。本研究で、日本の CVd-IIの塩基配列の解析は行わ

なかった。しかし、 Sanoら (1988A)の報告した HSVd-citは、 CVd-IIaと99%の相同性が

あることが報告され、その中で CVd-IIb(citrus cachexia viroid)は、 299塩基からなること

が報告された。伊藤ら (1997A)の報告によると全長296と301、302、303塩基の CVd-II

が日本のカンキツから検出されていることから、サプグループ CVd-IIaと CVd-IIc(296 

塩基)が日本に存在していることが考えられた。以上のことから、海外で報告されている

カンキツウイロイドの中で CEVdとCVd-Ia、CVd・IIa、CVd-IIc、CVd-IIIa、CVd-IIIb、CVd-IIIc、

CVd-IVを日本のカンキツは保毒しており、 CVd-IbとCVd-IIb(citrus cachexia viroid)、

CVd-IIIdについては、これまでのところ見つかっていないと考えられた。

RT-PCRクローニングに用いたプライマーと決定された日本のカンキツウイロイドの塩

基配列を比較すると、プライマー CBLV-1PとCVIII-2Pを除いて完全に相同または相補で

あった。そして、完全な相補結合をとりえないプライマーとウイロイドの組み合わせにお

いても(例えば CVd-Iaと CBLV・1P、図 4-7)RT-PCRにおいて充分な cDNAの増幅がみ

られた。従って、これらのプライマーを使って、 RT-PCRによるカンキツウイロイドの検

出法を検討した (4.3章)。

本研究を進める中で、海外で既報の 5種のウイロイドとは相同性の低いと思われるウイ

ロイド様 RNAが検出された。図 4-28の矢印 (b)のバンドは、 CVd-Iaと近い位置に検出

されたことから CVd-Iの変異株かと思われた。しかし、電気泳動したカンキツ Hy9N:Sか

らの抽出核酸は、 CVd-Iaのプローブには反応しなかった(図 4-33)。また、カンキツ 10SA1

からの抽出核酸を sPAGEで電気泳動したときにも、 CVd・Iaと近い位置にバンドが検出さ

れたが、その抽出核酸は、 CVd-Iaのプロープと非常に弱くしか反応しなかった。これら
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のウイロイド様 RNAは、電気泳動における移動度から約 330塩基からなるものの、同様

の分子量のカンキツウイロイドである CVd-Iとは相向性が低いと考えられ、カンキツの

保毒する新しいウイロイドの可能性がある。最近、伊藤ら(l997B)により日本のカンキ

ツが保毒する 2種の新しいウイロイドが報告されている。カンキツ Hy9N:Sと10SA1の抽

出核酸に含まれていた新しいウイロイド様 RNAは、 CVιIaのプロープに対する反応性が

若干違うことから、伊藤ら(1997B)の2種のウイロイドである可能性も考えられた。

4.1.5.2.カンキックイロイ f:l;i感柴宮主中において複数の塩基/fd;殉変異株を含むヘテロな集

厨で淳在L、ぞの集団の棒'!itは、感梁植物産の影響をラげてい~o

筆者は CEVd-Hの塩基配列の解析にあたり、カンキツからジヌラとトマトで増殖した

CEVd-Hgtを用いた。ところが、 Semancikら (1993)により CEVdの一つのカンキツ分離

株が、宿主を変えて継代することにより塩基配列が変化することが報告された。それより

前に、カンキツ中の CEVdの集団は、複数の塩基配列変異株から構成されていることが報

告されており (Visvaderet al. 1985A)、宿主継代による塩基配列の変化は、複数変異株の

中で最適なものが宿主毎に選抜されることにより集団の構成が変化しているためであるこ

とが示唆されている。本実験の過程においても同様なことが起こっているとすれば、カン

キツ中の CEVd-H、つまり CEVιHcの塩基配列は、 CEVd-Hgtと違う可能性が考えられた。

そこで、堀崎(1996)により決定された CEVd-Hcの塩基配列と比べたところ、 7カ所の

変異がみられ、 CEVd-HcとCEVd-Hgtはそれぞれ Semancikら(1993)の報告した CEVc

(カンキツ型)と CEVg(ジヌラ型)及び CEVt(トマト型)により相同な配列であった。

最近、圃場の野菜、 トマトとナス、ニンジン、カブから CEVdが検出されてその塩基配列

が決定されている (Fagoaga& Duran-Vila、1996)。それぞれの保毒する CEVdの塩基配列

は少しずつ違っており宿主による影響が示唆されている。一方、Ashulinら(1991)は、CBLVd

の塩基配列を解析するにあたり、カンキツからアボガドで増殖させたウイロイドを用いた。

その後、カンキツ樹が保毒する同じ CBLVdの塩基配列が解析され (Ben岨Shaulet al. 1995)、

いくつかの部位で変異が起こっていることが報告された。その中の 6塩基の変異について

は、カンキツ中の CVd-Iの塩基配列の他の報告 (Onelge、1996;Semancik et al. 1997)にお

いても共通で、さらに本実験の CVd-Iにおいても共通に変異していた(図4・7)。従って、

最初に塩基配列の報告された CBLVdは、増殖に用いたアボガドの影響を受け選抜されて

カンキツ中で少数であったのが多数になったものと考えられた。 CVd-IVにおいて最初の
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塩基配列の解析は、草本の宿主である Benincasa hispidaで増殖されたものが用いられた

(Puchta et al. 1991)。本研究では 2株のカンキツ中の CVd-IVの塩基配列を決定した結果、

最初に報告された配列と比べて 2カ所の挿入と 1カ所の置換が共通にみられた。別にカン

キツ中の CVd-IVの塩基配列は、。nelge(1996)により調べられ、本研究でみられた変異

は共通に存在した。最初の報告の配列は、増殖宿主である Benincasahi乎idaの影響を受け

て選抜されたもので、本研究で決定した配列がよりカンキツで多数を占めると思われる。

以上より、宿主の違う CEVd-Hの塩基配列の解析結果は、 Semancikらの結果を裏付ける

ことになり、 CVd-IとCVd-IVの塩基配列の結果は、その仮説が多くのウイロイドで当て

はまる可能性を示した。また、ウイロイドだけでなくウイルスにおいても、宿主中のその

集団がいくつかのゲノム変異株から構成されていることが、リンゴとステムグルービング

ウイルス (ASGV)との組み合わせで報告され (Magomeet al. 1997)、筆者はリンゴとク

ロロティックリーフスポットウイルスの組み合わせで確かめている(中原ら、 1998E)。

また、宿主によりヘテロな ASGVゲノム集団の一部の変異株が、草本のキノアで継代す

ると優先されることが報告されている(真寵ら、 1998)。従って、ウイロイド・ウイルス

の遺伝子診断の確立を目的としてそれらの塩基配列を解析する場合、検定宿主の保毒する

それらのゲノムを用いることが望まれる。

4.1.5.3.重複感梁樹においては、一つ一つの感梁細胞ではー産類のとライロイFだかが多数を

占めており、別々のクイロイFが砦独で感梁ι!.:細胞集厨がキメラ択に分布LていQと/l(

われた。

カンキツから複数のウイロイドが検出されており、それらを sPAGEで分離すると 17に

上ることがこれまでのところわかっている(伊藤、未発表データ)。これほど多くのウイ

ロイドが感染する植物は他になく、しかも、表 3-1で示したとおり、複数のウイロイドが

重複感染している例が多くみられた。そして、他の木本植物、例えば、リンゴやブドウ、

ナシなどでも、複数のウイロイドが重複感染しているものが見つかっている。一方、草本

植物では、複数のウイロイドが重複感染している例はあまりない。

木本植物と草本植物の保毒するウイロイド聞の干渉についてのこれまでの知見は以下の

ようにまとめられると思う。ウイルスの受差免疫では、一般に同一ウイルスの系統間で干

渉がおこることが知られているが、ウイロイドでは異種間において支文免疫のような現象

がみられることが報告されている。 Niblettら (1978)は、 PSTVdの強毒系統と中間系統、
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CEVd、CSVd、chrysanthemumchlorotic mottle viroid (ChCMVd)をそれぞれ1次ウイルス

または 2次ウイルスに用いてトマトまたはキクにおいて交文免疫の実験をしたところ、

PSTVdの強毒と中間系統の間だけでなく、異種であり塩基配列の相向性の低い PS引rdと

CEVd， CSVdとの間で交文免疫がみられたことを報告している。ただし、例外的に ChCMVd

と他のウイロイドとの間では、交叉免疫はみられなかったことを報告し、感染、増植にお

いて生物学的に違った経路を利用している可能性を示唆している。最近、 ChCMVdがク

ローニングされてその塩基配列が明らかになり、リボザイム活性をもつことから複製様式

が他のグループと違うことが示唆されている ASBVdのグループに属することがわかった

(Navarro & F10res、1997)0ASBVdは葉緑体に (Bonfig1ioliet al. 1994; Lima et al. 1994)、

隠れrdグループのいくつかのウイロイドは核内に蓄積することがわかっている (Harders

et al. 1989; Bonfiglioli et al. 1996)。これがグループ内の共通の特徴とすれば、 ASBVdグル

ープと PSTVdグループのウイロイドは、複製の場がそれぞれ葉緑体と核内というように

違っていると考えられる。交文免疫の機構には様々な仮説が立てられているが、ウイロイ

ドの場合、 1次ウイロイドの感染により複製に用いる宿主因子の不足や競合により 2次ウ

イロイドの複製が図書されるためと仮定すると、 ChCMVdと他の PSTVdグループのウイ

ロイドの閣で交文免疫がみられなかった理由をうまく説明できると思われる。つまり、複

製の場が違うためにそのような不足や競合がおこらないためということである。

上の実験では、 3注文免疫の評価を感染植物の病徴で行っており、ウイロイドの増幅量を

測定していないため上に示した仮説を確かめることはできない。その後、病徴に加えてウ

イロイドの増植量を PAGEで評価した実験が行われた。トマトとジヌラに対して、 CEVd

とPSTVdを同時接種により感染させると、 トマトにおいては PSTVdが、ジヌラにおいて

は CEVdしか検出されなかったこと。そして、 CEVdが優性であったジヌラにおいて、交

文免疫の試験を 1次ウイロイドとして隠れほ、 2次ウイロイドとして CEVdを用いて行っ

た場合、交文免疫はみられ、接種葉では 2次ウイロイドである CEVdは、検出されないか

その濃度は低く抑えられるものの一時的で、新葉においては CEVdのバンドしか電気泳動

で検出できないことが報告された (Pal1as&日ores、1988)。つまり、これらの草本植物に

おいて違う種類のウイロイド聞で複製段階の競合がみられ、重複感染では親和性の高いウ

イロイドが最終的に大多数をしめたことが考えられ、ウイロイドの別種聞の交文免疫の機

構の仮説を裏付ける結果と思われる。さらに、細胞での感染や増幅におけるウイロイド閣

の競合を確かめる実験が行われている。 PSTVdとHSVdの感染性の全長 cDNAタンデム
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につなぎプラスミドベクターに挿入したクローンを作製しトマトに接種したところ、

PSTVdだけがハイブリダイゼーションにより検出されたことが報告されている (Branchet 

al. 1989)。この場合、 2種のウイロイドを同じ接種圧でー細胞に接種することになる。も

し、複製における競合関係がなければ両ウイロイドが増幅し検出されることになるが、実

際には、 トマトの細胞に感染や増幅において適していた PSTVdが優性になり、 HSVdの

感染、増植を阻害したことが考えられた。

しかし、もし上記の仮説が正しいとするとカンキツや他の木本に複数のウイロイドが重

複感染している現象は、おかしいことになる。カンキツが保毒する 5種類のウイロイドは

全て PS引Tdグループに属するウイロイドでありウイロイド間で増幅の競合が考えられ、

やがて増幅効率の高い一つのウイロイドだけが多数を占めるはずだからである。また、重

複感染は、異種のウイロイド間だけでみられるわけでなく、 CVd-Iや CVd-II、CVd-I1Iに

おいてはそれぞれの複数の変異株(例えば、 CVd-IIIaとCVd-IIIb、 CVd-IIIc)がsPAGEに

より一つの樹の抽出核酸から検出されている。また、一つのカンキツ樹から CEVdのcDNA

をクローニングして塩基配列を解析したところ、 11の塩基配列変異株が検出されている

(Visvader & Symons、1985A)。実際に、交文免疫の実験が行われ、 CEVdと他のカンキ

ツウイロイドの間ではみられないことが報告されている (Semanciket al. 1992; Garnsey et 

al. 1993)。ただしその中で、同じウイロイドの変異株間である CVd-IIaとCVd-IIbにおい

て、不完全な交文免疫が報告されている (Semanciket al. 1992)。このように前述の草本

における交文免疫実験とカンキツにおけるカンキツウイロイドによる実験の結果が違った

のは、植物に木本であるカンキツを用いたからなのか、それとも試験に用いたウイロイド

の種類が違うからなのであろうか。それは、草本であるジヌラにおいて、 CEVdの強毒系

統と弱毒系統との間で交文免疫が観察されることから (Duran-Villa& Semancik、1990)、

植物がカンキツであるからで、カンキツでは異種のウイロイド間だけでなく同種の塩基配

列変異株間でも干渉効果の様子が草本と違ってくるということが考えられる。草本とカン

キツにおけるウイロイド聞の干渉効果が違ったのは、これらの植物の間でウイロイドの感

染や増植、病原性発現において生物学的に違った経路があるのだろうか。筆者は、この理

由について以下のような作業仮説を考えた。

カンキツと草本植物の間でそのような経路に大きな違いがあるわけではなく、カンキツ

においても細胞レベルでは、草本植物で得られた結果と同様の干渉効果があるので、はない

かと考えた。つまり、個々の細胞では、あるウイロイドの一つの系統が多数を占めており、
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それぞれ別のウイロイドまたはその系統が多数を占める細胞がモザイク状に分布している

ために個体全体としては、複数のウイロイドが重複感染しているという結果になった。そ

して、個体全体として最終的に親和性の高いあるウイロイドが多数を占めない理由は、以

下のように考えた。カンキツのウイロイド濃度は、他の草本に感染するウイロイドに比べ

1/10・1/100であった(表 4・2)。これは、細胞レベルで蓄積量が低いわけではなく、感染し

ている細胞数が他の草本に比べ低いためではないか。そのために、それぞれのウイロイド

が新たな細胞に移行して感染、増殖する上で、ウイロイド聞の競合が生じにくいのではな

いかということである。実際に、隠れほ感染トマトにおける in situハイプリダイゼーシ

ョンによる解析により、 PS引ldが検出されるのは全細胞の 20%程度であることが報告さ

れており (Harderset al. 1989)、カンキツではさらに低い割合 (0.2%程度)の細胞しかウ

イロイドが蓄積していない可能性が考えられる。カンキツウイロイドの検出、交文免疫に

関する過去の報告は、その評価を多数の細胞を含む植物組織、または植物個体全体につい

て行ったためにこのような違いが見られたと考えた。

この作業仮説の可能性を示す結果が本研究より得られている。カンキツ VF-8は、カン

キツ(不知火)9K:Sの先端の芽を接ぐことによりウイロイドのフリー化を試みた個体で

ある。このカンキツ VF-8は、 CVd-Iを保毒しており(表 3・1)、ウイロイドのフリー化に

は失敗した。しかし、親株である 9K:Sは CVd-IとCVd-I1、 CVd-II1を保毒していたこと

から、この 3種のウイロイドの中で CVd-Iだけが接木した芽に残って感染していたこと

になる。他のフリー化を試みた個体の親株が保毒していたウイロイドは確かめられないも

のの、フリー化できなかった個体は全て、 CVd-Iだけを保毒していた(表 3-1、カンキツ

VF-10、VF-14とVF箇16)。以上のことから、それぞれのカンキツウイロイドは、別々の細

胞に単独感染の状態で存在する可能性が考えられ、しかも、 CVd-Iの芽部への移行、感染

は、他のカンキツウイロイドよりも早いことが考えられた。

そして、この作業仮説を証明するための実験を考えた。植物としてリンゴ、ウイロイド

にはリンゴさび果ウイロイド (ASSVd)とリンゴゆず果ウイロイド (AFCVd)、peachlatent 

mosaic viroid (PLMVd、最近、ナシに感染していることが海外で報告され、おそらく、リ

ンゴにも感染すると思われる)を用いる場合と仮定する。 ASSVdと AFCVdはともに

隠れほグループのサプグループの一つ ASSVdグループに属する。一方、 PLMVdはASBVd

グループのウイロイドであるため、他の二つのウイロイドと複製の場が異なることが考え

られる。
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l.ASSVdとAFCVdの単独感染及び重複感染した個体の組織について 2色を用いた蛍光

in siluハイブリダイゼーション (twoFISH)によりそれぞれのウイロイドを同時に別の色

調で検出する。この実験により、植物個体全体として重複感染しているリンゴにおいて、

それぞれの細胞で重複感染しているのか、それとも、単独のウイロイドが感染した細胞が

モザイク状に分布しているのか調べられる。また、全細胞の何割程度が、ウイロイドに感

染しているのかを調べることができる。

2. 3種ウイロイドそれぞれの感染性cDNAを組み込んだ T-DNAベクターによりリンゴ

を形質転換する。こうすることにより、通常の感染と違い全細胞にウイロイドを感染させ

ることができると恩われる。育成した再生個体に対し、別のウイロイドを接木により接種

する。通常の感染個体に別のウイロイドを接木接種した場合、重複感染するが、この場合、

新たなウイロイドが移行感染するとき、形質転換により全細胞に感染しているウイロイド

との間での競合が起こり、先に多数が蓄積していると思われる形質転換による感染ウイロ

イドが優性となり接種したウイロイドは、感染増植を阻害されるのではないかと思われる。

ただし、この結果は、同じグループに属する ASSVdと AFCVdとの間でみられ、複製の

場が違う PLMVdとそれらの 2種のウイロイドとの聞では、そのような干渉効果はみられ

ず重複感染するということになるはずである。

3. 2種のウイロイドの感染性cDNAをタンデムに繋いだ DNA断片を挿入したプラスミ

ドクローンを作製し、そのまま、または、 RNAに転写してリンゴに機械接種、または、

アグロインフェクションにより接種する。これは、 Branchら (1989)の実験と同様であ

る。 ASSVdとAFCVdを用いた場合では、それら 2種のウイロイドの感染や増植における

親和性を比較できると思われる。 ASSVdグループの 2種を用いた場合と ASBVdグループ

のPLMVdとASSVdまたは AFCVdを用いた場合で、複製の場が違うとすれば、違った結

果が得られるかもしれない。

これらの実験を通して上に示した作業仮説が正しいと証明された場合、果樹産業におい

てどんな実用性があるだろうか。例えば、カンキツ栽培品種の多くに対するカンキツウイ

ロイドの病原性ははっきりしていないが、果実に対する影響はほとんど報告されていない。

そして、カラタチ台に接いだ場合、いくつかのカンキツウイロイドの感染により媛化する

ことが報告されカンキツ栽培における嬢化因子としての利用が考えられている(例えば、

Semancik et al. 1997)。通常の感染ではなく、形質転換により感染させた場合、全細胞が

感染するわけであるから媛化の程度も上昇するかもしれない。同時に、干渉効果により
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CEVdや CCaVdといった病原性の知られるウイロイドに対する抵抗性を付与することが

できる可能性があると思われる。

4.1.5.4.カンキヅcv.B舟夏のコーンクープガム症枕の蔚原厨子は、 CVd・IIIの一部の塩基配

列変異株(むVd-IIlbと/またはCVd-IIIc?)であ..5耳Tb&位が孝之られた。

日向夏にコーンケープガム症状をおこす病原体として、ウイロイド、特に CVd-IIIであ

る可能性について検討した。本症状をおこすのは、ウイルスやバクテリア、糸状菌などウ

イロイド以外の病原体である可能性について否定できないが、以下の考察は、その可能性

がない場合として話を進める。

佐野は、コーンケープガム症状を示すニ株と無症状の一株の日向夏から、ともに 2種の

ウイロイド様RNAを検出し、それらの内の一つは CVd-IIであることを突き止めた(未発

表データ)。もう一つのバンドについては、本研究によりともに CVd-IIIであることをノ

ーザンハイブリダイゼーションにより突き止めた(図 4-11)。症状を呈する株だけでなく

無症状の株からもこの両ウイロイドは検出されたわけであるから、一般的には、それらの

ウイロイドが病原体である可能性は否定されることになる。しかし、カンキツの cachexia

病の病原体は、 CVd-IIの中の一つの変異株、 CVd-IIbであることが示されている (Semancik

et al. 1988)。後に CVd-IIb(citrus eachexia viroid)の塩基配列が決定され、 cachexia病をお

こさない CVd-IIの変異株 CVd-IIaと比べ、 2塩基の欠損と 3塩基の置換しかないことが示

されている(Levy& Hadidi、1993)。従って、 CVd-IIまたは CVd-IIIの中の一部の変異株

が、コーンケープガム症の病原体である可能性が考えられた。実際に、 sPAGEにおいて

三つの日向夏が保毒する CVd-IIのバンドの移動度は同じであったが、無症状株の CVd-III

とは違う位置に症状を示す株の保毒する CVd-IIIのバンドが検出された(図4・11、下段)。

従って、この位置の違う CVd-III変異株が病原体であるのかもしれない。無症状株の

CVd-I1Iは、 CVd-IIIaと同じ位置に単一のバンドが検出されたことから、それ以外の

CVd-I1Ibと CVιIIIcが病原体の候補として考えられた。そして、症状を示す二株ともに

検出され、その内の一株 D1株においては単一バンドとして検出された CVd-IIIcが、より

有力な候補として考えられた。

それぞれの CVd-III変異株の塩基配列を決定したところ、既報の CVd-IIIaと非常に相向

性の高い無症状株の保毒する CVιIII(CVd-III-H)と比べると、 CVιIIIc(結果における

CVd-III-D1とCVd-III-D43)は病原性に関与することが示唆されている PやV領域に多く
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の変異がみられたことから(図 4-23)、CVd-III-Hと CVd-IIIcは病原性に違いがある可能

性が考えられた。また、海外において、 Semancikら(1997)は、(CVd-III-D1やCVd-III・D43

と相同性が高い)CVd-IIIcとして報告したウイロイドは、他の CVd-IIIの塩基配列変異株

と病原性が違うことを報告している。これは、 CVd-IIIcがコーンケープガム症の病原体で

ある可能性を支持する結果と思われた。

しかし、症状を示した株の一方の D4株における CVd-II1cのバンドのシグナルは他の二

つのバンドより弱かった。全長の増幅 cDNAをクローニングして 17個の大腸菌コロニー

のプラスミドクローンの塩基配列を決定したところ、CVιIIIcのクローンは一つであった。

これが、元の CVd-III集団の構成を反映しているとすれば、 CVιIIIcは全体の1/17程度と

いうことになる。 D4株におけるコーンケープガム症状は、 CVd-IIIcよりも集団の中で多

数を占める CVd-IIIaや CVιIIIbの位置に検出された変異株が関与しているのかもしれな

い。その可能性を考慮して決定された D4株の保毒する CVd-IIIの塩基配列を CVd-III-H

と比較すると、 CVd-III-D40は、既報の CVd-IIIaと同ーの塩基配列であり、 CVd-III-Hと

の間でみられた変異は CVd-IIIcにはみられない変異であることから、これがコーンケー

プガム症に関与している可能性は低いと思われた(図 4-19、4-20)0CVd-III-D41は、 CVd-IIIb

と同ーまたは非常に相向性の高い変異株であるが、 CVd-II1-Hと比較して変異している筒

所の中で(図 4-21)、反転文字で示した 6カ所 7塩基の変異は、 CVd-IIIcと共通で、 Pとv

領域にみられた。 CVd-III司D42は、やはり CVd-IIIbと非常に相同性が高く、 sPAGE上で

CVd-I1Ibと同じ位置に検出されたと思われる。この変異株は、上記の 6カ所 7塩基の変異

に加えてT1領域に 2カ所 3塩基の CVd-IIIcと共通の変異がみられた。もし、これら

CVd-I1Ibの位置に PAGEにより検出された変異株が D4株ではコーンケープガム症の病原

体であった場合、上記の CVd-IIIcと共通の変異(反転文字)が、ウイロイド分子上のそ

の病原性に関与している箇所ということになる。

今後、 CVd-I1Iの変異株 (CVd-IIIcや CVd-IIIb)がコーンケープガム症状の病原体であ

ることを証明するために、それぞれの変異株を単独で戻し接種して症状が再現することを

確認していく必要がある。しかし、それぞれの変異株の単離は、従来の手法、例えば単病

斑分離などでは難しいと思われる。なぜなら、 CVd-IIIに感受性の局部感染する草本植物

は見つかっていないからである。それぞれの変異株の全長 cDNAクローンから感染性を

示す多量体cDNAクローンを作製する必要があると思われる。
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4.2.sPAGEとハイプリダイゼーションによるカンキツウイロイドの検:出

通常、ウイロイドをゲル電気泳動法または、遺伝子診断により検出する場合、ティシュ

ープロットハイブリダイゼーションなどを除き、検定植物から核酸を抽出する必要がある。

しかし、植物や組織の種類の違いにより、診断に要求される量または(及び)高純度の核

酸を抽出することが難しい場合があることが知られている。カンキツにおいても、 5-10g 

の少量の葉から核酸抽出を行うと、しばしば十分量の核酸が抽出されないことがあった。

本実験は、従来の核酸抽出法を改良し、検定カンキツ試料から安定して、ウイロイド診断

に適する核酸を抽出する方法を確立することを目的に行った。

4.2.1.t重慶抽出法の改良

エトログシトロンアリゾナ 861-S・1(Citrus medica L.) 10個体と対照としてトマトの葉か

ら、従来法により (Sanoet al. 1989)低分子RNAの抽出を試みたところ、同じ環境で育

成されているにもかかわらずJ個体からは、低分子RNAを抽出できなかった(表4-1、VF-1

とVF-2、VF-10)。それら 3個体からの核酸抽出においては、最初のエタノール沈殿にお

いて多量のゲル状の沈殿を生じ、続く CTAB沈殿において核酸が回収されなかった。そ

れらの 3個体から再度核酸抽出を試みたが、やはり抽出できなかった。問題は、カンキツ

中に比較的多くの多糖類やフェノール化合物が含まれているのではないかと考えた。つま

り、 2-メトキシェタノール抽出の過程で、核酸が多量に含まれる多糖類とともに除かれ

てしまった。エトログシトロンの個体間で、含まれる多糖類等の央雑物の量に差があり、

核酸を抽出できなかった個体では、特にその量が多かったのかもしれない。そして、その

ような個体から核酸を抽出するためには、抽出方法を改良することが必要と思われた。最

近、イチゴやガーデングラニウム、ブドウなどの多糖類やフェノール化合物を多く含む植

物からの核酸抽出において、それらの爽雑物を取り除くために、 2・ブトキシエタノール

を用いた分画沈殿が有効なことが報告されている (Manning1991、Schultzet al. 1994、Staub

et al. 1995)。そこで、従来法における 2・メトキシエタノール抽出及びCTAB沈殿の過程

を2-ブトキシエタノールによる分画沈殿法と置き換えた方法により、核酸抽出を試みた。

その結果、検定葉 1g当たり 64.1・.321 mgの低分子 RNAが抽出された(表4・1)。従来法
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と比較して、それぞれの個体からより多くの低分子RNAが抽出された。

表 4-1.二つの方法でそれぞれの植物組織
から抽出した低分子 RNA量の比較

試料名

VF・1

VF・2

VF・8

VF・9

VF-lO 

VF-13 

VF・14

VF・16

E180 

E130 

Hぉsaku

Tomato 

低分子 RNAs(m是正'gtissue) 

従来法 改良法

σゐ但巴/CTAB)
O 

O 

74.1 

49.8 

。
43.2 

32.4 

59.1 

80.0 

48.1 

55.1 

96.9 

(2・B町

却9

72.8 

129 

69.5 

64.1 

76.0 

321 

262 

149 

81.0 

119 

136 

次に従来法と改良法で抽出された低分子 RNAの純度を、 それぞれの核酸試料の 230及

び 260、280nmの吸光値を測定して比較した(表4-2)。抽出核酸試料の 260nmと230nm 

の吸光値の比 (260β30) が、低分子恥~A と共存している多糖類とフェノールイじ合物を、

そして、 260 nmと280nmの吸光値の比 (260/280)が、共存しているタンパクの相対量

を示すことが知られている (Logemann et al. 1987、Manning 1991)。改良法によりエトロ

グシトロンから抽出された全ての核酸試料において、相対値 260/230は、 2付近の値を示

し、核酸試料中に含まれる多糖類やフェノール化合物が非常に少ないことがわかった。ま

た、相対値 260/280は、 1ふ2.0の値を示し、共存するタンパク質もほとんどないことがわ

かった。 この値は、従来法で抽出された核酸試料で得られた数値とほぼ同じであり、核酸

試料の純度は、従来法と改良法で、ほとんど差がないことがわかった。さらに、 この改良

法は、 マイクロ遠心チューブ中で、操作ができる少量カンキツ葉(約 0.2 g)から安定し

て核酸が抽出されることを確かめている (4.3.4章を参照)。
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表 4-2エトログシトロンアリゾナ 861-S1 から

の低分子町A 抽出法の比較

方法 A却。/おA260居師 低分子 RNAs (岬s組織)

メトキシエタノール 3.01・ 1.89 32.2 

抽出と CTAB 沈殿 (2.19-S.26 .， ) ( 1.73-1.96 ) ( 0剖)

プトキシエタノール 2.48 1.90 

による分画沈阪 ( 1円-3.2S) ( 1.河-1.96) 

吋平均値(0=叫メトキシエタノール抽出と

の値は n=7) 

)一1
-

弓
&
-

3
同

3

1

-

M

嗣
一
(
一
殿一沈岨T

 
C
 

勺最高値と最低傭

4.2.2.sPAGEによQ検出

4.2_1章の改良核酸抽出法のカンキツウイロイド検出への適応を検討する目的で、連続

ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (sPAGE)により、改良法により抽出された低分子RNA

中のカンキツウイロイドの検出を試みた(図 4-29)。矢印で示した位置にバンドが、従来

法及び改良法により抽出された低分子 RNA中に検出された。このバンドの移動度は、

CEVdより下で、 CVd-IIに属する HSVd-citよりも上の位置に検出され、 CVd-Iであること

が考えられた。しかし、そのバンドのシグナルの強さを比較すると、両方法で抽出された

100 開の低分子 RNAをそれぞれ泳動した場合、従来法で抽出された低分子 RNAを泳動

したレーン 4の方が、改良法のレーン 2より強いシグナルが検出された。そして、レーン 4

は、改良法から抽出された 300問の低分子 RNAを泳動したレーン 3とほぼ同じシグナル

であり、改良法の核酸試料中の CVd-Iの濃度は、従来法の約 1β であると考えられた。つ

まり、改良法により抽出された核酸中には、ウイロイド以外の宿主由来の貯~A が多く含

まれていると考えられ、図 4-29の改良法による低分子 RNAを泳動したレーンに見られる

低分子領域の高いパックグラウンドのシグナルが、それを裏付けている。このパックグラ

ウンドのシグナルは、 HSVd-citより低分子のウイロイド (CVιIIIとCVd-IV)の検出を困

難にすると考えられるが、核酸試料を、さらに、 CC41セルロースで精製することにより、

解消できる。以上より、改良核酸抽出法で抽出された核酸試料中のカンキツウイロイドを

sPAGEにより検出する場合、低濃度、低分子で存在するウイロイドも検出できるように、

CC41等で、比較的高純度に精製し、できるだけ多くの核酸試量を泳動するべきであると

思われる。 300開の低分子 RNAまたは、 CC41セルロースで精製した RNA試料を泳動可

能なことを既に確かめている。
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2 3 4 5 

CEVd 
PSTVd 

..，.-

HSVd-cit' .. HSVd-cit 

園4-29連続ポリアクリルアミドゲル電気泳動像.従来法及び改良
法により盛綾ントロン業(VF・14)より摘出した低分子RNAからの
CVd-Iの俊樹.レーン割払従来法で柚闘した億分予RNAIOOμ.. 
レーンl.4は、それぞれ故良迭で締出した億分予RNAIOO同 また
は、 3∞μ..レーン1と5はサイズマーカーで.レーン1は P""畑
spindle削除Tviroid(psTVd、359塩曇池田V-eit{302温i!I;)を含む
績酸掠科、レーン5は、 CEVdとHSVd-citを含む敏隆E資料.矢聞は
CVd-Iの特鍵パンドを示す.
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4.2.3. ~ッ介プロッ FハイプリダイゼーションによQ診断

初めに予備実験として、ハイブリダイゼーションの条件を検討した。Liら (1995)の

条件でハイブリダイゼーションを行ったところ、 CEVdプロープが HSVd単独感染エトロ

グシトロンからの抽出核酸をスポットした区からシグナルが検出され、プローブが非特異

的に結合していることが考えられた。そこで、プローブの特異性を高めるために、ハイブ

リダイゼーションの条件を厳しく、すなわち、ハイブリダイゼーションの温度を 55ocか

ら65
0C、メンブレンの洗浄温度を 600Cから 700Cにあげて行った。 CEVd，HSVdに加え

て CVd-Iに対する DIG標識 cRNAプローブの特異性を、 sPAGEから転写したメンブレン

に対するノーザンハイブリダイゼーションにより検討したところ(図 4-30)、各プロープ

が、特異的にそれぞれのウイロイドに結合した結果と考えられるシグナルが検出された。

以後の実験では、この条件でハイブリダイゼーションを行った。

CVd-IのcDNAクローンを用いて作成された DIG標識 cRNAプロープを用いて、 CVd-I

の検出を試みた(図 4-31)。供試したエトログシトロン 10個体の中で、先の sPAGEによ

る検出 (4ユ2章)で用いたエトログシトロン VF-14を含む 5個体において、強いシグナ

ルが、改良法で抽出された低分子 RNAをスポットした全ての希釈段階(低分子RNA40、8、

1.6 陪)から検出された。それ以外の個体の低分子 RNAをスポットした区から、シグナ

ルは検出されなかった。 対照として、従来法により低分子 RNAを抽出することができ

た個体について、それらの核酸をメンブレンにスポットして同様の試験を行ったところ、

同じ結果が得られ、改良法により抽出された核酸試料がドットプロットハイブリダイゼー

ションに適用可能なことがわかった。

さらに、別の 2種のカンキツウイロイド (CEVdと HSVd)を標的として加え、 3段階

の純度の違う核酸試料、すなわち、 2 M LiCl可溶佑分画(低分子 RNAと宿主 DNA)と

低分子 RNA(ウイロイドと宿主由来のリボゾーム RNAやt陀-l"A等)、低分子 RNAをさら

に2本鎖核酸を吸着する CC41セルロースで精製した RNA(Cα1 RNA) (方法、 3ユ1章

を参照)をメンブレンにスポットし、検出感度と特異性を検討した(図4-32)。その結果、

CEVdに対するプロープによるハイブリダイゼーションにおいて、 sPAGEによる診断によ

りCVd-I及び HSVd、CVd-IIIに感染していると思われるエトログシロンE180由来の核酸

試料をスポットした全ての区からはシグナルが検出されなかった。また、 CEVdと HSVd

に感染していることの知られるエトログシトロン ES(Sano et al. 1986、1988A;畑谷、 1987)

由来の核酸試料をスポットした全ての区において、 CVd-Iに対するプローブを用いたハイ
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sPAGE 

CEVdr・ー

CVd-I 

HSVd 

DIG標識cRNAプローブ

CEVd CVd-I HSVd 

ー同ー・・

図4-30.DIG標識cRNAプローブを用いたノーザンハイブリダイゼーシヨンによる
CEVdとCVd-1、HSVdの検出。左のsPAGEに泳動した抽出核酸量の1/10量を
泳動したsPAGEのゲルから核酸をナイロンメンブレンに転写し、それぞれのプ
ローブで，、ィブリダイゼーションを行った(右の像)。
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VF-l 

VF-2 

VF-8 

VF-9 

VF-IO 

VF-13 

VF-14 

VF-16 

E130 

E180 

A 

図4い31.&良宏(A)と従家法(8)により摘出された低分子貼IA中の
CVd-lのドットプロットハイブリダイゼーシヨンによる織幽.VFべから
ElSO I志、別々のカンキツ分雌橡を雛いだシトロンを示す.希釈段階1
.2.3は それぞれ億分予時.JA40.8. 1.6同を示す.DIG樋議駐仏プ
ロープを用い発光により倹幽した.
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プローブ 7 8 9 10 

CEVd 

CVd.[ 

HSVd 

図4.32.純度の遭う桟111試料中のCEVdとCVd-I.HSVdのドットプロットハイ
ブリダイゼーシヨン..とd列f志、 2MLにi可滞性微酪.bとe測は低分子
R.¥'lA. cとf測は cc冷J&~A. l. b、巴列は CEVdとHSVdの感築したントロ
::""ES.ふe.f到，.、 CVd-1とHSVd.CVd-illの感染したシトロンE1切である.
DJGtlZlcRNAプローブを周い.~先により倹幽した.
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ブリダイゼーションにおいてシグナルは検出されず、本実験のハイブリダイゼーションの

条件で、宿主由来のDNAを含む2M LiCl可溶化分画においても、用いたプローブは特異

的に働くことがわかった。シグナルの希釈限界点により検出感度を比較したところ、 3種

のカンキツウイロイドは、 2M LiCl可溶性核酸320ng、低分子RNA及びCC41RNAにつ

いては、 64 ngの核酸から検出可能であった。従って、核酸試料の精製を加えた場合の検

出感度の上昇は、 5倍以内であった。また、先の実験 (4ユ1章)において、 1 gのエト

ログシトロン葉から 143 mgの低分子RNAが抽出されたことから(表4・1)、三種のウイ

ロイドは、 0.45 mgのカンキツ葉に相当する低分子 RNAにおいて検出可能であったこと

になる。以上のことから、核酸の純度は、 2M LiCl可溶佑分画、抽出のスケールは、マ

イクロ遠心チューブで、操作ができる少量のエトログシトロン葉(約 0.2 g)で十分であ

り、 DIG標識 cRNAプロープを用いたドットプロットハイブリダイゼーションは、特に

多数の検体の診断に有効であると考えられた。

ドットプロットハイブリダイゼーションによるカンキツウイロイド診断の実用例とし

て、圃場カンキツを接いだエトログシトロンからの抽出核酸に対して、 5種のカンキツウ

イロイドのプローブを用いて診断を行った(図 4-33)。右下に対照としてスポットした純

化CEVdとHSVdは、それぞれのプロープに対してのみ特異的に反応しており、プロープ

は特異的にウイロイドに結合していると考えられた。しかし、 CVd-Iと CVd-IIIの cDNA

クローンからの転写物は、非特異的にプロープと反応して診断の対照としては使用できな

いと考えられた。転写プローブと転写RNAは、 pB1uescript SK-という同じベクターから

転写しているため、それぞれの末端には共通の配列を有しており、その部分で結合したシ

グナルが検出されたためかもしれない。カンキツから抽出した 2M LiCl可溶性核酸をス

ポットした区については、陽性、陰性をはっきりと区別することができた。診断結果は、

表3-1に示した。

上の実験では、検定カンキツ個体をカンキツエキソコーティス病の指標植物であるエト

ログシトロンに接ぎ木し、グリーンハウス内の比較的高温下で育成し、エトログシトロン

の新葉を検定に用いており、圃場の他のカンキツ品種中よりもウイロイド濃度が高いこと

が考えられる。そこで、栽培品種である不知火 9K:Sとハッサクからカンキツウイロイド

の検出を試みた。不知火からの抽出核酸に対しては、 CVd-IとHSVdプロープによるハイ

ブリダイゼーションの区において、エトログシトロンの検定で見られたような強いシグナ

ルが検出され、この二つのウイロイドに陽性であり、 CEVdに陰性であると考えられた。
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CEVd CVd-I 

• •• • • 
HSVd 

CVd-11I . .- • •• • 
0・ ¥le 

•• • 
CVdlV 

-， ，. ・・ PLECEll Hy5 Hy9 

Hy2 Hy6 HylO 

Hy7 町鱒色 ~.“ 
Hy3 -問邑害A 

Hy4 Hy8 ma.位 C、EVZ M 

図4-33.5種のDlG標競技NAプロープを用いたドットプロット
ノ、ィブリダイゼーションによるCVdの検定。凍結葉から抽出

した2M LiCI可溶性核酸(各区左から20隠と 4ド事)メンプレ
ンへのスポット LX線フィルムにl時間露光し、シグナノレを検
出した。 Hy2-10は、それぞれカンキツHy2:EC、Hy3CEVd:EC、

Hy4CTVl:S、Hy5CTV2:S、Hy6CTV3:S、Hy7CTV4:S、
Hy8CTV5:S、Hy9N:SとHylOS:Sを示す。 PLECEllは、カンキ
ツ試料PLECEllを示す。
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この結果は、この個体の接ぎ木されたエトログシトロン (9K:S-EC)の検定の結果と一致

した(表3-1)。一方、ハッサクでは、 CEVdとHSVdにシグナルが検出されたが、それは、

非常に弱く、診断の判定が困難であった。エトログシトロンや不知火に比べ、組織中のカ

ンキツウイロイド濃度が低いのかもしれない。従って、不知火については、直接ドットプ

ロットハイブリダイゼーションによる診断が、可能であるが、ハッサクについてはさらに

検出感度の高い方法、例えば、 RT-PCR等の方法が必要と考えられた。
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4.3.RT-PCR及びDIG標識cRNAプローブを用いた高感度簡易診断法の確立

検定植物からの核酸抽出は、遺伝子診断の過程において煩雑な操作を伴い時閣のかかる

過程である。そして、その煩雑さは検定植物の組織や種類、また、診断方法により違って

くる。 4.2章のに示したように、カンキツでは、 sPAGEやドットプロットハイブリダイゼ

ーションに求められる量及び高純度の核酸を得るために、従来とは別の精製過程を必要と

した。また、カンキツからの核酸抽出で、問題となった多糖類やフェノール化合物は、 PCR

における DNAポリメラーゼの酵素活性を阻害することが知られている (Staubet al. 1995、

Pandey et al. 1996)ため、 PCRによる診断に適用するためには、さらなる精製が必要かも

しれない。

本実験は、カンキツから RT-PCRによるカンキツウイロイドの高感度検出に適する核酸

を抽出するための簡便な抽出法を開発することを目的に行った。同時に、純度の高い核酸

を抽出することの難しいキク、 HSVdの別の宿主であるホップ、ウイロイドの中で代表的

で、その診断法について最も検討されている PSTVdの宿主であるジャガイモについても

比較対照として検討した。

4.3.1. RT-PCRとFッ介プロッFハデプゲダイゼーション誌の撲出感度

予備実験として、純化ウイロイド (CEVdと HSVd)を用いて、本実験で検出に用いる

遺伝子診断法、すなわち、 RT-PCR産物のアガロースゲル電気泳動による検出法と DIG標

識 RNAプロープを用いたドットフロットハイブリダイゼーションの検出感度を調べた。

ドットプロットハイブリダイゼーションのシグナルの希釈限界点は、それぞれ10pgであ

った(図 4-34)。一方、それぞれのウイロイドの特異プライマー組を用いた RT-PCR産物

のアガロースゲル電気泳動における希釈限界点を調べると、CEVdは、100fg、HSVdは、1pg 

であった。従って、 RT-PCRの検出感度は、ドットプロットハイブリダイゼーションより、

10・100倍高かった。
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図4-34ドットプロットハイプリダイぜ-:，--ョ ン

(各下段)及ひ'RT.PCR(各上段)による純化ウ
イロイ ド (CEVdとHSVd)の検出における感度の
比鞍。純化ウイロイド10ngまたは、その10倍希

釈段階を逆転写の鋳型または、メンプレンへのス
ポットに用いたo 1/5量のRT.PCR産物 (プライマ}
組、 PCEV-1PとPCEV.1Mまたは、プライマー組、
HSV-9とHSV・8により増幅)を2%アガロースゲル

電気泳動した。 染色は、臭化エチジウムで行った。
DNAサイズマーカーとして、 pBR322/Hpall切断
片を泳動した(レーン問。レーンCは、鋳型となる
核酸を加えずにRT.PCRを行った陰性対照の産物
である.ハイプリダイゼ-0/ヨンのプロープには、
DlG標蔽，RNAプロープを用いた。
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4.3.2. PEXを用いたクイロイFの議出

WiJliamsとRonald (1994)のゲノムDNA抽出法 (3ユ2.1章を参照)を適用することに

より、感染組織を磨砕することなしに、その中のウイロイドを溶出することを試みた。

隠れ'd感染トマトから PEX緩衝液中で保温することで溶出された核酸 (NA-PEX)を鋳

型に隠れほ特異プライマー組により RT干CRを行ったところ(図4-35)、矢印で示した302

塩基の予想される位置にバンドが検出された(レーン 1-4)0PEXが含まれていない緩衝

液中で保温して溶出した場合は(レーン 5)、バンドのシグナルが弱く、 PEXによって、

より効果的にウイロイドが溶出されることがわかった。レーン 1-4は、 3ユ2.章の PEX過

程において、遠心エパポレーターを用いた組織中への PEX緩衝液浸潤の操作の時間を変

えて行った結果である。予想された位置に見られた特異的と思われるバンドのシグナルの

強さに大きな違いはなかった。しかし、この浸潤の操作を行わない(レーン1)または、

短い時間 (4分間)だけ行った場合(レーン 2)、さらに別の非特異的と思われるバンドが、

見られた。この非特異的バンドは、さらに長い時間この操作を行うこと(レーン3または、4)

により、なくすことができた。以後の実験では、この遠心エパポレーターによる浸潤の操

作を 6分間行うことにした。
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図4.35.PEXと減圧遠心のウイロイド湾出に
おける効果.PSTVd感染トマト草を用いた。

話料は、PEX緩置連中で保逼量、0または.
4、8、12分間援圧遠心し(レン1-4)，以下
2.2.2.1章に従って抽出した。レーン5は.
PEXを吉まない紐衝壇を用いたこと以外、
レーン3の鼠料と同様にして抽出した。4mg
の感量藁に相当する抽出核酸を逆転写反
応の鋳裂に用いた.ブライマー組PPSTV-IP
とPPSTV・1Mで増幅したRT-PCR産物(Jt5
量)を2出アガロースゲルで電気埠勤した。
レ ン6は、 RT-PCRI:鋳型核酸を加えなかっ

た陰性対照である。
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4.3.3. PEXのウイロイ F扮出におIf:t>痔用住

自然宿主または指標植物から抽出された NA-PEX中のウイロイドのドットプロットハ

イブリダイゼーションまたは、 RT-PCRによる検出を検討した。それらの植物組織10 mg 

に相当する NA干EXとその 10倍希釈段階からの検出を試みた。ジャガイモの目部と葉、

ホップの葉から抽出された NA-PEXは、 PSTVdとHLVd，HSVdのドットプロットハイブ

リダイゼーションと RT-PCRの両方法による診断に要求される純度と量を有していた。ド

ットプロットハイブリダイゼーションにおいて、陽性のシグナルは、組織 10・100μgに相

当する NA-PEXにおいて検出され、また、健全植物から抽出された NA-PEXからはシグ

ナルは検出されなかった(図 4-36、AとB、Cの下段)。一方、ウイロイド cDNAが、 RT-PCR

により特異的に増幅された(図 4-36、AとB、Cの上段)。それらの増幅断片は、組織100ng 

-1 開に相当する NA-PEXにおいて検出され、i 検出感度は、 ドットプロットハイプリダイ

ゼーションより 10-100倍高かった。この検出感度の差は、純化ウイロイドの検出の場合

と同様であった (4ユ1.章を参照)。

しかし、カンキツとキクから溶出された NA-PEXの純度及び量は、両遺伝子診断法に

よるウイロイドの診断に、必ずしも適してはいなかった。ドットプロットハイブリダイゼ

ーションによる CEVdの検出で、陽性シグナルは、それぞれ、カンキツ葉 100 開及びカ

ンキツ樹皮 1mg、CEVdの指標植物であるジヌラ葉10 開に相当する NA干EXから検出

できた。そして、 CSVdは、キク葉 100 開に相当する NA-PEXから検出可能で、健全植

物からの NA-PEXからシグナルは検出されなかった(図 4-37)0CEVd以外の CVdの検出

では、感染力ンキツ葉 1-10mgに相当する NA-PEXのスポットから CVd-I、HSVd、CVd-III

に対する弱い陽性シグナルが見られたが、 CVd-IVの検出においては、感染力ンキツ葉 10

mgに相当する NA-PEXにおいても陽性シグナルは、検出できなかった。この低い検出感

度は、 NA-PEX中に含まれる央雑物が、プロープとウイロイドのハイブリダイゼーション

を悶害している可能性があると考え、感染エトログシトロン由来の NA-PEXをさらに 2-

ブトキシエタノールや 2M LiCI溶液による分画沈殿で精製して、 CVd-IIIに対するハイ

ブリダイゼーションを行ったが、検出感度は上がらなかった。加えて、カンキツ葉10mg 

以上に相当する NA-PEXをメンブレンにスポットするのは、粘性が増すために難しかっ

た。従って、 CEVd以外の CVdのカンキツ中の濃度は、他の草本宿主中のウイロイド、

PSTVd， HSVd， HLVdに比べ低いと思われ、ドットプロットハイプリダイゼーションよ

り感度の高い方法を使用することが必要と思われた。しかし、カンキツ及びキク由来の
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囲4-36.RT-陀 R(上段)とDJG栂織，RNAプロー

プによるドットブロットハイブリダイゼーション(下
陸)によるPSTVd(A)及びHLVd但).HSVd (C) 
の検出。問刊dll!染ジヤガイ毛ovメイクインの
草から抽出したNA-PEXをRT-PCRの鋳型に周い
た.畢粂トマト震からのNA-PEX(TL)とジャガイ
モovメイクイーンの薬(pL)及び塊茎の自(PT)か
らのNA-PEXをドットブロットハイブリダイゼ ショ
ンに用いた。組圃10mgまたは.1 mg. 100μg. 

10問、 1岨、 1同 ng， 10 ng and 1 ngに相当する
NA-PEXr広 RT-PCRrこ加えられるか‘または、ナ
イロンメン7レンにスポ句ノトされた{レーン1-8.ま
たは.スポット1・8).レーン"ま.鋳型となる桟置
を加えなかった陰性対照.スポット9はそれぞれ
IOmgの組檀に相当するNA-PEXがスポットされ

ている.プライマー組、 PSTV-IP叩 dPSTV-IM 
により増幅した1/5量のRT♂CR産物は固?と

間様に解析した.ハイブりダイゼーションには‘
DlG標臨，RNAプロー7を用いたoffi..Vd但)と
HSVd(C)の積出には、重複感染灘からの
NA-PEXを用いたQ HLVdとHSVdのcDNAの増

幅には、それぞれブライマ一組‘ ffi..V-IPと
E江V-1M、HSV-9とHSV-8を用いた4その他の
過程l玄、 PSTVdの検出(A)と問織に行った.
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NA-PEXの純度は、 RT-PCR検定に適してはいなかった。 CEVd、CVd-III、CSVdの検出に

おいて、 ドットプロットハイブリダイゼーションで検出できた区において、 RT-PCRの増

幅産物は、ほとんど検出されなかったからである。つまり、鋳型となるウイロイド量は、

十分であるから、それら NA-PEX中の爽雑物が、 RT-PCRにおける酵素活性を阻害してい

るのだろう。 NA-PEXを希釈したり、フェノール:クロロホルム(1:1)抽出や 2M LiCl溶

液で分画して精製して、 RT-PCRを行ったが増幅産物は検出されなかった。

4.3.4. RT-PCR fJlI害物質の除去

短時間で行える 2段階の精製過程(精製 BEHC)を加えることで、カンキツとキクの

RT干CR阻害物質を除去することができた。 1)2-ブトキシエタノールを用いた分画沈殿

による多糖類及びフェノール化合物の除去 (Schultzet. al. 1994 )。 この過程は、いくつ

かの植物からの RNAの抽出において、 2次生成物の多い場合に有効なことが報告されて

おり、ウイロイドの抽出にも適用可能なことを確認している (4.2章を参照)02)塩酸処

理とそれに続くエタノール沈殿。野口ら (1995)は、この過程が、カイコだけでなくその

排植物や糞の混じった試料から核多核体ウイルスの PCRによる検出における感度の上昇

に有効であることを報告している。

この 2つの過程をカンキツ及びキク由来の間害物質の除去への適用を検討した結果が、

図4-38である。2-ブトキシエタノールによる分画沈殿のみの精製を加えた場合、特異 DNA

断片は増幅されるが、希釈限界点を見るとドットプロットハイブリダイゼーションと同じ

か、検出感度が 10倍高いだけであった (AとBの上段)。増幅の図書は、完全には除か

れていないと思われた。さらに、塩酸処理も行った場合、それぞれ検出感度が、ドットプ

ロットハイブリダイゼーションより 100倍高くなった。特に、 CSVdの増幅 cDNAのシグ

ナルが、希釈段階を通して、著しく強くなった。ドットプロットハイブリダイゼーション

とRT-PCRの検出感度の差は、純化ウイロイドの検出と同様となり、 RT-PCRの阻害物質

は、 2つの過程を通してよく除去されたと考えられた。
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~4.37.DIG栂瞳，RNAブロ ブを用いたドットプ
ロットハイプリダイゼーションによるCEVd(A)と
CSVd但)(f)後出.組融10mgと1mふ 1凹μ&10 
回、l時、l田 0.‘10ng、logに相当する感染エト
ログシトロンの薬(1)と樹皮(b)、感染ジヌラの葉(g)、

CSVd感染キクの聾から鎗出したNA.PEXをメンブ
レンにスポットした(スポット1.8)0スポット91志、そ
れぞれの健全継物組織lOmglこ絹当する
NA.PEX。
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1l!I4・38.2ーブトキシエタノール摘出とHCI処理後
のエタノール沈殿のRτ陀 Rに対する効果。

2.2.2章にしたがって抽出されたCVd凹感染シ
トロンE130の草(A)とCSVd串染キク議(8)から
のNA-BEHC(+)ιHCI処理と輔〈エタノ ル沈
殿を行わ拡いで同様にして抽出した後酷匝料付

をRT.PCRの鱒型として使用した.組檀10mgと
1 mg. 100μg. 10μ，. Iμg、100'"、 10ng、I0' 
に相当する繍出敏酷を逆転写反応に供目した
(レーン1・8).レーン91氏鋳型核画館料を加え
なかった自主性対照。I/S量のRT.PCR産物を2%
アガロースゲルで電気泳動したoRT.PCRに4終
値した緩訟に相当するNA-PEXに対してDlG様
車c旧<Aプローブによるドット7ロットハイ7')ダ
イゼ ションを行ったときの後出曜界点を示し
た(円.
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4.3.5. J:;ライロイ Fのマイクロプレ-1-への吸著を利用したRT-PCR

4.3.2章とは、別の視点で、核酸試料の簡便調整法を検討した。最近、ウイルスの PCR

による診断において、マイクロプレート、マイクロ遠心チューブ等を支持体として、ウイ

ルスの特異抗体結合を利用した簡便法、いわゆる、イムノキヤプチャ-PCRが報告され

(Nolasco et al. 1993)、多くのウイルスで、検討されつつある。一方、核酸のハイブリダ

イゼーションにおいて、核酸を吸着させる固相支持体として、メンブレンの代わりにマイ

クロプレートが使えることが知られている(例えば、 Hatayaet al. 1994)。そこで、感染植

物の粗抽出試料をマイクロプレートのウェル中に入れ、ウイロイドをウェル表面に直接吸

着し、その後、宿主成分をウェルの洗浄で除去して逆転写反応液を入れ、逆転写を行いマ

イクロ遠心チューブ、に移し、 PCRを行うという方法でウイロイド cDNAの増幅を試みた

(図 4-39)。初めに、予備実験として、磨砕組汁液から純化ウイロイドまで、純度の違う

試料を用いて宿主中のウイロイド濃度の高い PSTVdの検出を試みた。純化ウイロイドの

区で、cDNAと思われる増幅産物の強いシグナルが検出され、マイクロプレートには、cDNA

だけでなくウイロイド RNAも吸着することが明らかとなった。また、磨砕粗汁液まで、

全ての精製段階で、特異的と思われる増幅産物が検出され、本方法は、ウイロイド診断の

ための簡便調整法として可能性があると考えられた。マイクロプレートハイブリダイゼー

ションで報告されているとおり、磨砕と吸着における緩衝液を変えると、シグナルが検出

されず、ウイロイド RNAの吸着効率は、塩濃度によってかわってくることが考えられた。

そこで、塩の濃度、種類の違う緩衝液中で磨砕してキクからの CSVdの検出を試みたとこ

ろ(図 4-40)、磨砕溶液中に塩が含まれていないもの (0.5%SDS; レーン 7)以外は、特

異的と思われる DNA断片の増幅が見られた。そして、それらの増幅バンド聞で、シグナ

ルの強さに大きな差はなかった。実際にキク (cv.ミスルト一、 トモタチ、ポピュラー)6 

個体について、 CSVdの診断を試みたところ(図 4-41)、 5個体については、以前(李、 1994)

の結果と一致し、陽性の個体については、はっきりとした増幅シグナルが見られ、 NO.18

の健全ミスルトーでは、そのバンドは見られなかった(レーン 5、6)。また、 NO.60につ

いては、陰性と判断することができた(レーン 13、14)。しかし、本方法で、エトログシ

トロン ESから CEVdの検出を試みたが、特異的cDNAは、増幅されなかった。

さらに、簡便化を目指し、感染トマトからの PSTVdの検出において、磨砕粗汁液の代

わりに、磨砕を行わず、ウイロイドを植物体から PEX緩衝液中で溶出した溶液 (3ユ3章

を参照)を用いたところ(図 4-42)、特異断片が検出され、適用可能であることがわかっ
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図4-39感染トマト葉の爵砕祖汁液 (レーン1-4)または、
抽出核酸(レーン5-8)のマイクロプレー トへの駿着、

洗浄による簡便網整試料からのPSTVdのRT-PCRによる
検出。感染葉は、 15XSSC(レーン1-2)、1%SDS (レー
ン3-4)または、 PBSで膳砕して以下町操作に用いた

(2.2.3章を参照).レーン5と6は、 0.64岨と0.064，ug 
の2M LiCl可溶性核酸であり、レーン?とgは、 0.29同と
0.0却問のCC41RNA、レ}ン10と111'立、純化PSTVd1曲
ngと10ngで、 50μiのlOxssctこ港解しマイクロプレートウェル
l二供鼠した。、 1/5量のRT-PCRj産物を2目アガロースゲノレで
電量泳動した。レーンMは、 DNAサイズマーカー

(pBR322iHaμJ)。レーン9は、マイクロプレー トウェ
ノレに鋳型核酸を吉まないlOXSSCを加えた陰性対照.
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図4-40.CSVdのマイクロプレー ト吸着による簡易関製法

における磨砕緩衝液の組成の影響。それぞれのレーンの
上に示した緩衝液で磨砕し (20x SSC: 3 M塩化ナトジウ
ム、 0.3Mクエン酸ナトリウム、 20x TBS: 2M Tris-HCl 
pH 7.5、 3M塩化ナトリウム、 20x PBS: 2.74 MNaC1、
162 mM Na，HPO，、 29.4mM KH，PO，、 54mMKCll、以
下の操作は、2.2.3.章の方法に従った。レーンCは、鋳型
核酸を逆転写に加えなかった陰性対照。レーンMは、
DNAサイズマーカ一、 pBR3221HaplL，
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図4-41マイクロプレートへの直接吸着させたキク燈化ウイロイド
(CSVd)に対して行ったRT.PCR産駒田2日アガロースゲル電気泳動
像。キクNo.1 cvミスルトー (レーント2)、NO.2 (レーン3-4)cv 
ポピュラ一、 NO.18(レーン5-6)cvミスル トー、 NO.44(レーン7・
8)及びNo.45(レーン9-10) cvアルカデア、 NO.50(レーンIト12)

及ひ引0.60(レーン13-14) cvトモタチの嘩結業を磨砕に用いた。
逆転写には、相補鎖プライマーCSV-IMを用い、 PCRは、プライマー

組CSV-IP、CSV-IMで行った。レーン15は、鋳型を加えないでRT・
PCRを行った陰性対田喝
・辛 (樽輪、1994)が、 DIG標酷cDNAプローブによるドットプロット
ハイプリダイぜーションにより行った横定結果。+は陽性を、ーは
陰性を吊す。 NO.60 cvトモタチについては、検定されていなかった

(0.1.)。
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図4-42.PEX溶液で磨砕を行わずに溶

出した世』時十のマイクロプレー ト殴着
によるRT-PCRのための簡易調整法。
PSTVd感染トマト葉から2.2.2.1章に
従って(レーン1)、または、緩衝措
(400 mM Tris-HCl pH 7.5， 2.8 M 
NaCl、40mMEDTA、6.25m品1PEX)
でPSTVdを溶出し(レーン2)、溶
出液50μlをマイクロプレートウェノレ
に入れ、以下の操作は、 2.3.Iまに従っ
た。レーン3は、純化PSTVd10 ngを

逆転写の鋳型に加えt陽性対照。レ-
0/4は、鋳型核酸を加えずにRT-PCR

を行った陰性対照。
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た。しかし、本方法で、エトログシトロン ESから CEVdの検出を試みたが、特異的 cDNA

は、増幅されなかった。

4.3ふRT-PCR試科厨の汚梁防止前処理

試験を行っていく過程で、 RT-PCRとドットプロットハイプリダイゼーションの結果が

一致しない場合があった。この理由のーっとして、カンキツから核酸を抽出する操作過程

において試料開のクロスコンタミネーションをおこしてしまった可能性が考えられた。こ

の問題を解決するために本実験を行った。

兵庫県産カンキツ cv.不知火 Hy9N:Sは CVd-IVの塩基配列の解析に用いた株であり、

RT干CRとsPAGE、ノーザンハイブリダイゼーション、ドットプロットハイブリダイゼー

ション(図 4・33) により CVd-IV陽性であることが確認されている。一方、不知火

Hy8CTV5:Sは、 CVd-IVプロープによるドットプロットハイブリダイゼーションでは、シ

グナルは検出されず陰性であった。ところが、これらのカンキツから核酸を抽出し RT-PCR

により CVd-IVの検出を試みたところ、両試料から特異シグナルが検出された(図 4-43、

レーン 1と 6)。抽出に用いた試薬にコンタミネーションしている可能性を考えて、試薬

を全て新しいものに変えて行った。その結果、やはり両試料からバンドが検出された(図

4-43、レーン 2と 7)。カンキツ葉をマイクロ遠心チューブに移す過程で、コンタミネー

ションしている可能性を考えて、 1試料ごとにカンキツ葉をさわる手袋を水酸化ナトリウ

ムとホルムアルデヒドの混合溶液で、消毒して行ったところ、カンキツ Hy9N:Sのバンド

のシグナルは変わらなかったけれども、カンキツ Hy8CTV5:Sのバンドシグナルは減少し

た。従って、カンキツ葉の表面に、採取等の過程でコンタミネーションした可能性が考え

られた。しかしながら、バンドは完全にはなくならず、上記の方法は完全ではないと思わ

れた。そこで、手袋の消毒に加えてマイクロチューブ、中のカンキツ葉を水酸化ナトリウム

とホルムアルデヒドの溶液または、次亜塩素酸ナトリウム溶液(ナカライ)でさらに消毒

してから核酸を抽出した。その結果、次亜塩素酸ナトリウム溶液で消毒したレーン 5にお

いて完全にバンドが消失し、一方、 Hy9N:Sからの抽出核酸においては、バンドの強さは

むしろ若干強くなった。
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図4-43.RT・PCRによる高感度桂検出における試料開のコンタミネーション
を防ぐための処理由比較。カンキツ CV不知火町葉(レーン1-5、CVd・IV陰
性のHy8CTVS:S;レーン6-10、CVd-IV陽性のHy9N:S)からの抽出核酸に対
しCVd-IV特異プライマー組、 CVIV-1PとCVIVー1MによるRT-PCRを行った。
レーン1と6は、 2.2.2.'聖に従って核酸抽出を行った試料。レーン2左71立、抽
出に用いる試薬を全て、新しいものに変えてレ」ン1と6と同じ方法で行っ
た松料.レーン3と8は、カンキツ葉をマイクロ遠心チューブに移す過程で、
2日NaOHと2判ホルムアノレデヒドを含む溶液で処理した手袋を用いて行い、
以下レーン1，2、6、7と同様に行った、または、さらに、チュープ中の試料を
70%エタノーノレの代わりに、 2%NaOH及び2叫ホノレムアノレデヒ ドを宮む溶液
(レーン4と9)または、次E塩素酸ナトリウム溶液(ナカライ，レーン5と

bp 

〆 622
〆 527
-404 
-309 
¥242 

10)で前処理し、滅菌水で洗浄して2.2.2.J憶にしたがって核酸抽出した。レ←
ン11は、錦型按酸を加えないでRT-PCRを行った陰性対照。レーンMは、
DNAサイズマーカー (pBR3221HapII)， IIS量のRT-PCR産物を2同アガロー

スグノレで電気泳動した。
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4.3.7.RT-PCR によ~5 涯のカンキックイロイ Fの周時検出

PCRは、 m νitroで標的核酸配列を指数関数的に増幅することにより、標的核酸配列を

高感度に検出できる。しかし、その増幅効率や特異性は、標的核酸とプライマー組の配列

や長さ、反応の温度条件によりかわることが知られている。用いたプライマーの標的配列

との相補結合の安定性 (Tm値)は違っており、それぞれについて cDNAを効率よく特異

的に増幅するための条件検討が必要と思われた。本実験では、実用性を考慮してその条件

を検討した。

感染カンキツから抽出した NA-BEHC(10 mg相当)を R下PCRの鋳型として用いた。

配列から予測される Tm値は、プライマ一間で違っているが(表 3-2)、全ての CVdを同

ーの温度とサイクル条件で PCRを行ってみた。予想される cDNA増幅断片は、 CEVdと

CVd-Iにおいてのみ、特異的に増幅された(図 4-44、レーン 1と 3)。しかし、 HSVdと

CVd-I1I、 CVd-IVの cDNAの増幅において、特異的と思われる増幅断片に加えて、非特異

的な増幅断片が検出された。これは、宿主由来の核酸にプライマーが非特異的にアニール

したためと思われた。また、特異バンドのシグナルは、 CVd-IとCVd-III、CVd-IVのレー

ンでは、弱かった。非特異的増幅と特異的 cDNAの増幅量を上昇させるために、少量の

(30 mM)百仏Cを加えた PCR(Chevet et al. 1995) を検討した。この時、温度条件及

びサイクル条件は、変更しなかった。その結果、非特異断片のシグナルはなくなるか、弱

くなり PCRの特異性が上昇した(図 4-44、レーン 6と8、10)。また、特異断片のシグナ

ルは、同じように強いか(図 4-44、レーン 2・CEVd，レーン 6-HSVd)、強くなり(図 4-44、

レーン 4-CVd-I、レーン 8-CVd-I1I、レーン 10-CVd-IV)特異断片の増幅量も上昇させるこ

とができた。この条件で、 RT-PCRによるカンキツウイロイドの検出感度を検討した。

図4-45にCEVdとCVd-I、HSVd、CVd-IVの結果を示した。 5種のカンキツウイロイドは、

感染葉 100開の抽出物に相当する NA-BEHCより検出可能であった。 CVd-IVを除くカン

キツウイロイドの検出感度は、ドットプロットハイブリダイゼーションと比べて 100から

10，000倍高かった。
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撃
国4-44.CEVd (レーン1と2)とCVd-1(レーン3と句、
HSVd(レーン5と6)、CVd-III(レーン7と8)、CVd-IV( 
レーン9と10)のRT-PCRによる検出におけるTMACの動
果。 10mgのカンキ、'/'ES(レーン1と2)とE83AK(レーン
JN)、Hy9N，S(レーン5-10)の秦に相当するNA-BEHC
は、逆転写の蹄型として加えた.陀町立、 E応被に終
漫1l30mMのTMACを加える(レーン2と弘 6、8、10)
または、加えないで(レーン1とJ，5、7、めで行った.
CEVd及びCVd-I、HSVd、CVd-ll1、 CVd-IVの検出には
、それぞれPCRプライマーの組、 PCEV-1PとPCEV-IM
、CBLV・1PとCBLV-IM、HSV-9とHSV-8、CVIII-2Pと
CVIII-2M、CVIV-IPとCVIV-IMを用いた。I15量の
RT-PCR産物を2%アガロ スグルで竃気泳動したaレ
ーンMは DNAザイズマーカー(pBR3221HapII) 0 

A M 1 2 3* 4 5 6 7 8 9 

トH ak l 
B M I 2* 3 4 5 6 7 8 9 

C M 1 2 3* 4 5 6 7 8 9 

DMl23456789  

......-
図4-45.CEYd (A)とCVd-1(B)、 HSYd(C)、
CYd.IV (0)のRT.PCRによる検出。カンキツ試

料ES(A)とE83AK(B阻 dC)、 Hy9NS(O)の葉10
mgまたは、¥mg、100μg，10μg、1μg、100ng 
、10ng、1ng (レーン¥-8) に相当する
NA.BEHCは、逆転写の韓型として用いた。レ
ーン9は、韓型核酸を加えない陰性対照咽I15量
。つRT.PCR産物を2日アガロースゲJレで電気樟動
した。星印は、 RT-PCRに供世したNA.BEHCに
相当するNA.PEXに対してそれぞれのウイロイ

ドD1G標瞭:cRNAプロープによるドットプロッ ト

ハイプリダイゼーシヲンによ琉希釈限界点を示
す。
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4.3.8.考書写

4.3.8.1. 2-プFキシヱタノーノルによQ分厨沈殿法を用いQことによりカンキツから安定し

てとライロイ Fを含む被援を却出でま、 sPAGEとハイプグダイゼーション誌によQfj舎定に

着用可館であった。

カンキツウイロイドを sPAGEや遺伝子診断法により検定するために核酸抽出法の検討

を行った。できるだけ簡便にするために従来法 (Sanoet al. 1989)について全ての操作を 50

mI容遠心チューブと1.6 mI容マイクロ遠心チューブで行えるようにスケールダウンして

行った。その結果、カンキツ試料ごとに抽出される核酸量に違いがあり、時には、抽出で

きないものがあった。植物から核酸を抽出する場合、その種によっては抽出過程で2次的

に酸化化合物、すなわち、多糖類やフェノール化合物が合成され、それが核酸抽出を阻害

したり純度の高い核酸を精製することを困難にする。抽出できなかったカンキツについて

も同様の理由によるものと考え、その解決法として報告されたエプトキシエタノールを

用いる方法 (Schultzat al. 1994)により従来法を改良したところ、従来法とほぼ同じ純度

でより多く核酸を抽出することができた(表 4・1)。また、 sPAGEとドットプロットハイ

ブリダイゼーシヨンにより抽出核酸中に含まれるカンキツウイロイドの検出も可能であ

り、ウイロイドも抽出されていることがわかった。また、 4.3.4章で示したとおり、エブ

トキシエタノールを用いた分画沈殿法はマイクロ遠心チューブスケールまでスケールダウ

ンすることが可能であり、カンキツウイロイドの RT-PCRによる診断のための簡易核酸抽

出法を確立するための一助となった。

4.3.8.2.エデノルキザンFグン駿カゲ汐ム (PEX)を用いQことにより溜般の麿伊を仔bずに

信主艦物からクイロイFを筋。ぎに経111でまQo

この方法の最大の利点、は、組織をを磨砕することなく植物組織からウイロイドを溶出す

ることである。組織磨砕は、特に多数の試料を磨砕するときに、非常に時間を費やす過程

である。カンキツの葉や樹皮のように堅くて繊維質の組織を磨砕することは骨が折れ、難

しい。また、組織を磨砕した場合、より多くの宿主構成成分や抽出過程での二次産物がウ

イロイドと共に抽出されるため、より多くの精製過程が必要とされる。それらの不便に加

えて、通常、再使用する乳鉢、ホモジュナイザ一、ジュースプレスなどを用いた磨砕では、

試料閣の汚染の危険性があり、結果として擬陽性を招く危険が、特に高感度 RT-PCR 検
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定において考えられる。本簡易抽出法は、先に述べた欠点や危険性を回避して、核酸抽出

を行えるため、実用性が高いと思われる。

磨砕を行わないことによる欠点も考えられる。一つは、抽出される核酸量が組織の磨砕

を伴う従来の方法よりも少ないことが、過去の報告から予想されること (Jhingan、1992;

百lOmson& Dietzgen、1995)。二つ目は、ウイロイドが溶出してくる効率も、植物組織の

種類により違ってくることである。なぜなら、 CEVdの組織中の濃度は、葉よりも樹皮の

方が高いことが知られている(Liet al. 1995)にもかかわらず、 CEVdは樹皮より葉の方

がより少ない組織重量に相当する核酸から検出された(図 4-37)からである。おそらく

樹皮の比較的繊維質で堅い組織が、ウイロイドの溶出を妨げているのであろう。しかしな

がら、図 4-35-e示したように PEXによって植物組織を化学的に分解することにより、ウ

イロイドは、より効果的に溶出することがわかった。そして、本実験で用いた全てのウイ

ロイドは、 PEXを用いた簡易抽出法で抽出された、それぞれの自然宿主植物葉 100 陪に

相当する核酸から検出できた。これは、全抽出量の約1/2，000に当たり、ウイロイドの検

出には十分量の核酸が、全てマイクロ遠心チューブ中で操作で、きる植物組織から溶出され

ることが示され、従って、一日に多数の試料を処理できると思われる。

本簡易抽出法は、大きく 2つの過程に分けられる。最初の過程は、 PEX緩衝液で保温

することにより葉から核酸を溶出する過程である。この過程で抽出された核酸 (NA-PEX)

からは、隠れ1dとHLVd、HSVdが、ジャガイモ葉及び塊茎、ホップ葉からドットプロッ

トハイブリダイゼーションと RT-PCRの両方法により検出可能であった。しかも、 RT-PCR

による検出感度は、ドットプロットハイブリダイゼーションよりも高かった。これは、純

化ウイロイドの検出の時と同様であり、その核酸抽出物中の爽雑物による酵素反応の間害

効果はないことが考えられる。この過程は、ソラマメとオオムギ、トウモロコシ、エンバ

ク、イネ、コムギ、マカロニコムギ、 トリテイカル(コムギとライムギの雑種)から PCR

に使用可能なゲノム DNAの抽出のために以前に報告された方法であり (Williams & 

Ronald、1994)、これらの植物体からの DNA及び RNAウイルスの検出に適用できると思

われた。

4.3.8.3. 2・プ介キシエタノーノルによQ分厨沈殿反ぴ塩援処理とエタノーノル沈殿を溜み合b

ぜて仔ラ ζとにより、カンキツからのJdJtfj;f.非E雪中の RT-PCRの盟主害物質を取り除ぐこと

がでまQo
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続く過程は、 2-ブトキシエタノールによる分画沈殿と塩酸処理に続くエタノール沈殿

である。この過程は、カンキツ及びキクから RT-PCRの間害物質を取り除くために検討し、

確立した。 4.2章で、ユブトキシエタノールによる分画沈殿によりカンキツから安定にウ

イロイドが抽出されることを示した(中原ら、 1995B;Nakahara et al. 1998C)。一方、多糖

類とフエノール化合物を多く含むブドウからのウイロイドの抽出にも有効なことが報告さ

れている (Staubet al. 1995)。その報告の中で、 2-ブトキシエタノールによる分画沈殿に

より抽出された核酸試料は、酵素反応を伴う実験 (R下PCR)には、完全には適用できな

いことが報告されている。本実験で検討したカンキツとキクについても、 2-ブトキシエ

タノールによる分画沈殿だけでは、精製が不十分であることがわかった(4.3.4章、図4-38)。

しかし、さらにその核酸試料を HCl処理及びエタノール沈殿により精製することにより、

RT四PCRを阻害する央雑物を素早く除去することができた。この過程を開発した論文(野

口ら 1995)は、何故HCl処理及びエタノール沈殿により PCRの阻害物質が取り除かれる

のか記述していなし」阻害物質が多糖類だとすると、 2-ブトキシエタノールによる分画

沈殿により除去しきれなかったそれらが、 HClにより加水分解されて溶解性が増して、エ

タノール沈殿で、沈殿しないようになったのかもしれない。

4.3.8.4.按腰掛出に用いQカンキヅ葉を次亜塩素酸で蔚処理すQことにより、 RT-PCR誌に

よ各局窓度総出にお(jQ試科局のクロスコンタミネーションをE避でまQo

複数の検定カンキツ樹から葉を採取してマイクロチューブに移す時、その操作過程でカ

ンキツウイロイドを保毒する微量のカンキツ組織が、手を介して別のカンキツ葉の表面に

付着するなどしてコンタミネーションをおこす可能性があると思われる。本研究でカンキ

ツウイロイドの検定を行う中で、 ドットプロットハイブリダイゼーションにおいては陰性

にも関わらず RT-PCRによりカンキツウイロイドの特異断片が増幅される試料がみられ

た。 RT-PCRにおける陰性対照では、バンドは検出されず、また、核酸抽出に用いる試薬

を新しくしてやり直してもやはり特異断片が検出されたことから、上に記した理由で、葉

を採取してこちらに送付してもらうとき、または、それをマイクロチューブに移す過程で

クロスコンタミネーションを起こしてしまったことが考えられた。そこで、検討した結果、

次亜塩素酸で表面に付着した別のカンキツからコンタミネーションしたウイロイドを分解

することにより、この問題を解決することができた(図 4-43)。それだけでなく、カンキ

ツウイロイドの陽性試料に対し同様の処理を加えると特異バンドのシグナルが強くなった
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ことから、次亜塩素酸処理によりウイロイドの溶出効率も高まる利点があった。

RT♂CR法による高感度検定では、検定樹から葉などの組織を採取するときから、試料

間のコンタミネーションが起こらないように使い捨ての手袋を試料毎に変えて使うなどの

註意が必要であり、その上で、上に記した処理を施すことにより、検定の信頼性が向上す

ると思われる。

4.3.8.5. RT-PCRの反応波IごTMACを/10.之9ζとにより、 5種全てのカンキックイロイ F

をより得票的に扮liJでま90

5種のカンキツウイロイドを検出するための RT-PCRの条件について検討した。本実験

で、用いたプライマーは、日本に存在するカンキツウイロイドを調べる別の実験 (4.1章

参照)で用いたものを使用したために、それぞれの Tm値は、同じではない(表3-2参照)。

従って、それぞれのプライマー組に合った温度条件で RT-PCRを行うと、 5種のカンキツ

ウイロイドを検出するために数回の PCRを行わなければいけない。これを回避して、一

度に 5種のカンキツウイロイドの検出を行うためには、 Tm値の等しいプライマーを設計

し直すことが、最初に考えられる。ただし、理論上 Tm値の等しい複数のプライマーの実

際の至適温度が正しいとは限らない。本実験では、別の手段、百1ACを用いることを検

討し、同じ条件下で 5種のカンキツウイロイドに対する cDNAを同時にほぼ特異的に増

幅することができた。 ATの相補結合の安定性は、 通常の条件下と比べ3M 百1AC中で

上昇し、ほぼGCの相補結合の安定性と等しくなることが知られている。 Chevetら(1995)

は、 PCR反応液に低濃度の百1ACを加えることで、標的の核酸配列の塩基組成に関係な

く特異性と増幅産物の量が上昇しすることを報告している。そして、カンキツウイロイド

のRT-PCR検出においても同様の効果が示された(図 4-44)。百仏Cの使用は、至適条件

の違う複数のプライマー組を複数使用する場合、その条件設定を容易にすると思われる。

これは、例えば、ブドウやリンゴなど複数のウイロイドの混合感染を診断するときに有効

で、一つのチューブ中で、複数の標的を検出するマルチプレックス PCRにも有効と思わ

れた。
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4.4.NASBAによるカンキツウイロイドの診断

標的核酸に対する cRNAを指数関数的に増幅する NASBA法が知られている。本法は、

PCRと同様、カンキツウイロイドの簡便な高感度診断法を確立する上で有効であること

が考えられた (2ユ4章を参照)。そこで、 NASBA法によるカンキツウイロイド cRNAを

効率的に増幅する方法を検討した。

4.4.1.イノシン5'三ゲン震添加によ-.5NASBAの改良

予備実験として、純化ウイロイド (CEVd，HSVd)からの cRNAの増幅を試みた。 NASBA

では、プライマーとして相同プライマーと 17RNAボリメラーゼのプロモーター配列を付

加した相補プライマーを用いる。相同プライマーには、 RT-PCRで検出に用いたプライマ

-PCEV-1PとHSV-9を使用した。相補プライマーは、RT-PCRでそれぞれ用いた PCEV-1M

とHSV-8をもとにして設計した 17PCEV-1Mとτ7HSV・8を使用した(表3・2、図 4・46A)。

これらのプライマーを用いて CEVdとCVd-IV(PCEV-1Pと甘PCEV-1M)，HSVd (HSV・9

とτ7HSV-8)に対し、 334及び 247、290塩基の cRNAが増幅されることになる。初めに、

報告されている通常の系 (vanGerman et al. 1993)で純化ウイロイド (CEVdとHSVd)

からウイロイド cRNAの増幅を試みたところ、増幅 cRNAのシグナルは、検出されなか

った(図 4-47A、上段及び下段のレーン 2)。これは、標的ウイロイド RNAが、 GC含量

が多く、いわゆる棒状構造と呼ばれる分子内相補結合構造をとり得ることが原因と考え、

この構造の安定性を低下する目的で、反応系に口?を加えることを検討した。 NASBAの

反応系に 0-4mMの濃度で ITPを加えたところ、増幅効率の改善が見られた。特異的と思

われる増幅断片のシグナルが、 CEVdでITP濃度 1-4 mM、HSVdで0.5-4mMの領域でそ

れぞれ検出された(図 4-47)。その増幅効率のピークは、1.5-2mMと考えられた(図 4-47B)。

最適条件を口?濃度 2mMと定めて以下の実験の NASBAは、この条件で行った。
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図4-46.CVd増幅用の特異プライマーの相補結合する位置 (A)
とCEVdのPC RcRNAの予測される2次構造 (8)の模式図
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図4-47.(A)各レーン1ngの純化CEVd(上段)または.純
化HSVd(下段)から増幅したNASBA産物のホルムアルデ
ヒド重性2%アガロースゲル電量埠動慢。NASBA&応，置の
組成は、基本的r:v阻Gemenら (993)に従い、それに0ま
たは、 0.5.1、1.5，2. 2.5. 3. 3.5. 4 mMのITPを加えて
行った (レーン2.10).レーン11は、純化ウイロイドを加
えないで行った陰性封照. (B) NASBA産物のシゲナル由
強さに対するITP由各適度におけるの効墨田比較.CEVd ( 
・)とHSVd("')のNASBA産物由シゲナJレの強さは.ア
ト 社Densitograph4.01こより解析した.
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4.4.2. NASBAの検出感度

純イ七 CEVdの10倍の希釈段階(100pg-100 ag)から ITPを加えた改良 NASBAにより

cRNAの増幅し、その増幅産物を尿素変性ポリアクリルアミドゲルで電気泳動して銀染色

と DIG標識相同 RNA(hRNA)によるハイブリダイゼーションにより検出した。その結

果、両方法により 1fgの純化 CEVdから検出可能であった(図 4・48、AとB)。他の従来

法の検出感度は、 DIG標識 cRNAプローブによるドットプロットハイブリダイゼーショ

ンで純化 CEVd10 pgから検出可能であった(図 4-34)。また、同方法で、純化 CEVd100 

pgから検出可能であることが報告されている (Fonsecaet al. 1996)。また、 NASBAに用

いたプライマーとほぼ同じ位置に設計されたプライマー組 PCEV-1Pと PCEV-1Mを用い

たRT-PCRにより 100fgから検出可能であった(図 4-34)。それぞれシグナルの検出法が、

違つてはいるため、正確な比較とはいえないが、この改良 NASBA法は、これらの方法よ

り 1X 102_105倍高い検出感度を示した。一方、 CEVdの hRNAプロープを用いて改良

NASBA法で増幅された HSVdのcRNAとハイブリダイゼーションを行ったところ、プロ

ープと HSVdのcRNAの結合由来のシグナルは検出されなかった。しかし、 CEVdのhRNA

プロープと純化 HSVdでは、弱い非特異シグナルが検出された。また、逆の組み合わせ、

つまり HSVdのhRNAプローブ、と CEVdのNASBA増幅産物及び純化 CEVdの組み合わせ

では、弱い非特異シグナルが観察され、それぞれのhRNA プロープと純化ウイロイドで

は、強いシグナルが検出された。そこで、ハイプリダイゼーションの厳密性を高めるため

に、ハイプリダイゼーション後の洗浄で RNA分解酵素(即-.faseA)による処理を加えたと

ころ、シグナルが減少し、検出感度が大きく低下した。

4.4.3. NASBA によ~カンキツウイロイ Fの横ltJ

カンキツウイロイドの実用診断への適用を目的に、感染力ンキツ葉からの抽出核酸から

のカンキツウイロイドの検出を試みた。核酸抽出は、 RT-PCRでの検出のために確立した

方法 (Step-BEHC、3ユ2と4.3.4章参照)により抽出した NA-BEHC(感染葉 10 mg相当

分)を鋳型として、 CEVdと CVd-IVの検出を試みた(図 4-49)。その結果、それぞれの

ウイロイドに対し、特異的と思われるバンドが検出された。ただし、 CVd-IVの検出にお

いては、プライマーの宿主由来核酸に対する非特異的と思われるバンドが検出された。
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A 1 2 3 4 5 6 7 8 

B 1 2 3 4 5 6 7 8 

図4.48.2 mM ITPを加えた改良NASBA法による
CEVd白検出o (A) Marcos & Flo問 s(1994)の方
法に従って‘ NASBA産物をglyo同 IIDMSO溶車中
において50'Cで1時間保温してエタノール沈殴で
精製して、 1/5量を尿素藍性ポリアクリルアミ ドゲ
Jレで電貫埠勤した。検出は、銀聾色法により行っ
た。 (B)1庖5量白NASBA産物をAと同様に電l1'i

地勤し、ナイロンメンブレンに電貫的に転写して
DIG標識はNAプロープでハイブリザイゼーショ
ンした。ハイブリずイゼーションl玄、基本的にLi
" (1995)田方法に従ったが、ハイブリずイゼー
シヨンi立、 50'C、その撞の高温での~浄{立、6O'C
で行い、 RnaseA処理は、行わなかった.レーント
8は、それぞれ、 100.10、l問、 100.10、1fg. 
IOOag田純化CEVdより増幅したNASBA産物を埠
勤した。

120 



2 3 4 

CEVd -~ I“ 

CVd・IV-ー

図4-49.2mM lTPを加える改良NASBAi去による
感量力ンキツ草からの抽出按酸中のCEVdと
CVd-IVの検出。3ユニットの畏のCEVdとCVd-
lVの転写RNA(レーン1)とCEVdとCVd-ll1感
量カンキツ藁からの抽出桜酸(レーン2)、
HSVdとCVd-l日、 CVd-IV感量カンキツ葉からの
抽出核酸(レーン3)から増幅したNASBA産物
の115量をMarcos& Flores (1押4)の方法に従って
、重性ポリアヲリルアミドゲルで電l!¥埠動法し
た。レーン3の長印は.CVd-lV由来と里われる
バンドを示す.
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4.4.4.考案

4.4.4.1. イノシン 5'三ゲン援を!Ja之~改良NASBA 誌により、ウイロイ rcRNA の1胃腸量を

罪容度的高められ~o

カンキツ組織中で、低濃度で存在している CVdの高感度検出法を確立するために、 CEVd

とCVιIV、HSVd-citのNASBAによる検出を検討した。しかし、通常の条件下 (vanGemen 

et al. 1993)で、 CEVdとHSVd-citのcRNAは、増幅しなかった。この理由は、ウイロイ

ドと増幅される cRNAは、 GC含量が高く (CEVdでは、約 60%)、また、分子内の相補結

合構造 (CEVdの場合、いわゆる棒状構造と呼ばれる構造の時、約 66%の塩基が相補結合

する)をとりえるため、結果的に、 AMV逆転写酵素の伸長が阻害されるからであると思

われた。一方、 RT-PCR法によりウイロイドの cDNAを増幅する場合もまた、その2次構

造は、逆転写酵素の伸長活性を低下させると思われる。この場合、反応前の熱変性やより

高い温度における逆転写反応が、効果があることが考えられる。しかしながら、その解決

策は、 NASBAにおいては使えない。なぜなら、 NASBAは、標的ウイロイドと同様の構

造をとりうる増幅 cRNA(図 4-46B)を次の鋳型として使いながら、反応が進むため、反

応前の熱変性の効果があまり期待できない。実際に、反応前の熱変性により cRNAの増

幅の改善は、見られなかった。また、 NASBAは、 3つの酵素が協調して反応が進むため、

逆転写酵素以外について耐熱性の酵素がこれまで、報告されていないことを考えると、よ

り高温での反応はできないためである。

この問題を解決するために、イノシン (ITPの塩基部分で、グアニンの 2-アミノグル

ープを欠いたもの)の使用を検討した。イノシンは、 2重らせん構造を損なうことなくシ

トシンとチミン、アデニンと相補結合を組むことができる。従って、イノシンが、他の塩

基にかわって増幅肘-.!A中に取り込まれ、その 2次構造に影響を与える可能性があると考

えた。実際に、グアニンをイノシンと置換するするとオリゴヌクレオチド RNAの 2次構

造の形態や安定性に影響があることが示されている (SantaLuciaet al. 1992)。置換させる

前の 2次構造でグアニンとシトシンで 3つの水素結合を形成していた部分は、置換後イノ

シンとシトシンの 2つの水素結合にかわり安定性が低下するためだろう。本実験において

も、反応液に加えるイノシンの濃度を高めるに従って、増幅 cRNAの量が増加し、上に

示した仮説と同様の効果があったと思われる。

イノシンを NASBAに加える場合に考慮すべきことが 2つ考えられる。一つは、増幅
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cRNAは、イノシンを鎖上に含んでいるために分子内での 2次構造の安定性が低下すると

同時に、分子闘でも低下する可能性である。しかし、図 4-48で示したように、 RNAプロ

ープとのハイブリダイゼーションにおいて、充分なシグナルのが得られた。ただし、通常、

RNAプロープを用いたとき、特異性を高めるために行われる RNase A処理をすることに

より、パックグラウンドの非特異シグナルばかりでなく特異シグナルも著しく低下した。

通常、 2本差を形成している部分は、分解されないにもかかわらず、特異シグナルが減少

したことから、取り込まれたイノシンの部分の 2本鎖構造は、部分的に不安定になり

RNase Aに対し感受性になっている可能性が考えられた。ハイプリダイゼーションによる

検出には、より特異性の高いオリゴヌクレオチドプローブの使用を検討する必要があると

思われた。

もう一つ考慮しなければならないのは、イノシンが取り込まれることによる AMV逆転

写酵素と 17RNAポリメラーゼによる増幅、複製の正確さが損なわれる可能性である。し

かしながら、イノシンは、グアニンと同様シトシンとの結合を好むことが報告されている

ため (Bass& Weinlraub、1988)、増幅 cRNA中の変異はグアニンからイノシンへの置換だ

けの可能性が考えられる。実際に、 NASBA増幅産物をクローニングして、クローンの塩

基配列約3，000塩基を解析して間違いの割合を調べた実験では (Sooknananet al. 1994)、

イノシンを加えた場合、間違いの割合が、逆に 0.26-0.29%から 0.03%に低下する結果がで

ている。本研究でも、増幅 RNAをゲル電気泳動だけでなく、ハイブリダイゼーションで

もある程度特異的に検出できているため、ウイロイドの検出同定には充分な増幅 cRNA

の正確性は保たれていた。

この改良 NASBAは、リボゾーム RNAやトランスファ-RNA，、いくつかのウイルス

のサテライト RNAなどウイロイドと同様の構造を持つ RNAの増幅に有効であろう。
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5. 結 論

本研究により日本のカンキツには CEVdとCVd-ll(HSVd・cit)の他に、 CVd-I、CVd-III

とCVd-IVが感染していることを明らかにできた。これらのウイロイドを診断する遺伝子

診断法として 3つの方法、即ち DIG標識 cRNAプロープによるドットプロットハイブリ

ダイゼーション、 RT-PCRとNASBAを用いた。 NASBA> RT-PCR >ドットプロットハイ

ブリダイゼーションの順により高感度にウイロイドを検出することができたが、 T‘~ASBA

や RT~PCR によりカンキツとキクからの抽出核酸からウイロイドを検出する場合、さらな

る精製過程が必要であった。実用性を考慮すると、高感度の NASBAやRT-PCRがいつも

適しているとは限らなく、その目的や植物材料に応じて適した方法を選択するべきである。

表 5-1に、自然宿主からウイロイドを両方法により検出する場合に求められる抽出核酸の

純度と量を示した。キクでは、ドットプロットハイブリダイゼーションにより充分検出可

能であり、より簡便に核酸を抽出できることを考えると、多数試料の診断では、 RT-PCR

より実用的と思われる。一方、 5種のカンキツウイロイド全てを診断するためには、標的

を核酸試料中で増幅する RT-PCRや改良 NASBAが不可欠と考えられた。

表5・1.それぞれのウイロイドを検出するために必要な宿主植物からの抽出核酸の量と純度の比較

宿主植物組織ウイロイド 検出法

ハイプリダイゼーション RT-PCR 

CEVd PEX. 100μgb BEHC 1μE 

CVds PEX >10，000μg， BEHC 100 開

CEVd PEX 1，000μg n.d.d 

CSVd PEX 100μg BEHC 0.1 μ呂

E江Vd PEX 10μg PEX 0.1μ8 

HSVd PEX 100μE PEX 1 μ呂

PSfVd PEX 10μg PEX μ8 

カンキツ 葉

皮樹

葉

葉
プ

ク

ツ
キ

ホ

ジャガイモ禁

塊茎 PSTVd PEX 10 開 n.d. 

ョ求められる抽出核酸の純度:PEXと即日Cは、それぞれ抽出核酸NA-PEXとNA品目Cを示すo

b 求められる抽出核酸の最低量に相当する組織重量。

， CVd-lVは、 10mgのカンキツ葉に相当する抽出核酸においても検出できなかった。

d決定していないことを示す。

NASBA法は RT-PCR法と比較すると(表 4-2)、例えば、鋳型核酸中の RNAを選択的

に増幅できるため、ゲノム DNAと区別して転写されたmRNAやレトロウイルスの RNA

ゲノムを特異的に増幅できる利点がある。また、 17RNAポリメラーゼのプロモーターを
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付加するプライマーをかえることにより、相同鎖と相補鎖を区別して増幅することも可能

であるため、例えば、 RNAウイルスのゲノムと区別して複製中間体(ゲノム cRNA)か

らのみ相同鎖 RNAを増幅することもできる。ウイロイドの遺伝子診断に用いる場合を考

えると反応時間が短い(最初の 15分間で 105倍まで増幅する、 Guatelliet al. 1990)、一度

の反応で行える、一定温度であるなと、の利点を持っている。そして、本研究で改良した

NASBA法は、 RT-PCRよりも高感度に CEVd(1 fg)を検出することができた。但し、多

数の検定試料を扱う場合、本実験で用いた電気泳動法では実用性が低く増幅産物の解析方

法を改良する必要があると思われる。本研究の PEXを用いた簡便核酸抽出法と改良

NASBA法に、研究史 2ユ5章で述べた TaqMan法や AmpliDet法を組み合わせることによ

り実用的な高感度検定法が確立できるものと思われる。

表5-2.NASBAとRT-PCRの比較

NASBA 

鋳整 s点 NA、 (d虫止.JAとssDNA、也J:NA)・

増幅産物 相補鎖 RNA、(二本鎖RNA)b 

反応時間 通常田分間

反応条件 41・Cで一定
a反応前に熱変性を加えることによりそれらを鋳型に増幅可能

RT-PCR 

ssRNAと思DNA、也DNA、(鍋.jA) a 

二本鎖J:NA

逆転写 30-60分間と PCR60-180分間 e

2-3段階の混度のサイ?J~ を 3ι40 困

b用いるプライマー組の両方に T7時.jAポリメラーゼのプロモー合一配列を付加した場合

c用いる温度制御装置の性能やJ:NAポリメラーゼの種類により遣って〈畠

本研究で用いた方法のカンキツウイロイドの検出における有効性は、表 5-3に示したよ

うであると考えられた。以上の結果をふまえて、最も感度よく正確に、そして、簡便にカ

ンキツウイロイドを検出するには以下の方法が有効であると結論した。

L偽陽性の結果を招かぬように検定カンキツ組織を次亜塩素酸溶液で表面消毒し滅菌水で

洗浄する。

2. PEXを用いた簡易法でウイロイドを含む全核酸を抽出し(Step由PEX)、RT-PCRやNASBA

の鋳型試料に用いるために、 2-ブトキシエタノール抽出及び HCl処理を行う

(Step-BEHC)。

3.抽出核酸中で低濃度に存在する標的カンキツウイロイドの塩基配列を RT-PCRまたは

NASBA法により増幅する。

4. 3の増幅断片をゲル電気泳動により検出するか、増幅断片の特異性を確認するために核

酸のハイブリダイゼーションを組み合わせた方法で検出する。
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表 5-3.本研究で用いたカンキツウイロイド検出法の有効性

ーカンキツウイロイド抽出及び検出法
抽出法
従来法 (3ユ1と4.2章)

2-ブトキシエタノールを用いた改良法 (3ユ1と4.2章)

PEXを用いた簡易法 (3ユ2と4.3章)
Step-PEX 

Step-PEX + 2・ブトキシエタノールによる分画沈殿
Step-PEX + step BEHC 

一
{
い

Na

カンキツウイロイド
CEVd CVd-I CVd-II CVd-III CVd-IV 

検出法‘
sPAGE N.T.*2 (0 )*3 N.T. (0 )*3 N.T. 
DOT *1 (@ )*3 

sPAGE N.T. O N.T. N.T. O 
DOT 。 。 。 。 。
DOT O O O O × 
RT-PCR × N.T. N.T. × N.T. 
RT-PCR O 
RT-PCR 。 。 。 。 。
従来 NASBA × N.T. × N.T. N.T. 
改良 NASBA 。 N.T. N.T. N.T. 。

試料間のコンタミネーションを防ぐための検定試料の核酸抽出前処理法 (4.3.6章)
前処理 抽出法と検出法
処理なし Step-BECHIRT-PCR N.T. N.T. N.T. N.T. X 
2% NaOH及び 2%ホルムアルデヒド溶液による組織表面消毒 Step-BEHCIRT-PCR N.T. N.T. N.T. N.T. X 
次亜塩素酸ナトリウム溶液による組織表面消毒 Step-BECHIRT-PCR N.T. N.T. N.T. N.T. @ 

* 1. DOTは、 DIG標識 cRNAプロープによるドットプロットハイブリダイゼーション法をしめす。
* 2. N.T.は、末試験区。
* 3.従来法では、カンキツ組織から充分量の核酸が抽出されない場合がある。括弧の中は充分量の核酸が抽出された場合。



6. 摘 要

これまで海外で既報の 5種のカンキツウイロイドの中で、日本のカンキツは2種のウイ

ロイドを保毒することが報告されている。他のカンキツウイロイドの存在は示唆されてい

るものの同定されるに至っていなかった。また、カンキツウイロイドは他の草本植物に感

染するウイロイドに比べてカンキツ中で低濃度で存在するために、検出が難しく実用的な

診断法が確立されていなかった。これら5種のカンキツウイロイドは、カンキツエキソコ

ーティス病に関与することが示唆されている。そこで、日本のカンキツウイロイドの同定

とそれらの高感度検出法の確立を目的に本研究を行った。

1.日本のカンキツから核酸を抽出してカンキツウイロイドの検出を行ったところ、 sPAGE

により CVd-IIIとおもわれるウイロイド様 RNAが検出された。また、既報の塩基配列か

ら設計したプライマーによる RT-PCRにより CVd-IとCVd-IVのcDNAと思われる増幅断

片が検出された。それらの塩基配列を解析して既報の配列と比較した結果、それぞれ予想

されたウイロイドであることが確認できた。従って、日本のカンキツは海外で報告されて

いる 5種全てのカンキツウイロイド、すなわち、 CEVdとCVd-I、CVd-II、CVd-III、CVd・IV

を保毒する事が明らかとなった。

2.日本のカンキツウイロイドの中では CVd-IIの一つの塩基配列変異株 (HSVd-cit、Sanoet 

al. 1988)の塩基配列が決定されているだけであった。そこで、日本のカンキツの保毒す

る CEVdとCVd-I、CVd-III、CVd-IVの一つ以上の塩基配列変異株の全塩基配列を決定し

たところ、 Duran幽Vilaら(1988)がsPAGEにより検出した CVd-IaとCVd-IIIcと思われる、

海外においても塩基配列が決定されていなかった変異株の塩基配列を決定することができ

た。それら以外は既報の塩基配列変異株と相向性が高く、 RT-PCRクローニングに用いた

プライマーの塩基配列部分には二つのプライマーを除いて変異が見られなかった。従って、

それらのプライマーの多くは RT-PCRを用いた診断に利用できると思われた。

3.広島産カンキツが保毒する CEVd(CEVd-H)を草本のジヌラとトマトで単離、増殖して

塩基配列を決定した。一方、カンキツが保毒する CEVd-Hの塩基配列が直接決定されて
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いる。それらの塩基配列を比較したところ、 7カ所の変異が認められた。これは、複数の

塩基配列変異株集団から構成される CEVdが感染宿主の選択を受けて、多数を占める変異

株が入れ替わったためと思われた。 Semancikら(1993)の仮説と実験を裏付ける結果で

あり、その遺伝子診断の確立を目的に塩基配列を解析する場合、診断する宿主の保毒する

ウイロイドを用いるべきであると思われた。

4.コーンケープガム様症状を呈する日向夏と無症状のそれの保毒するウイロイドの検出を

sPAGEとノーザンハイプリダイゼーションにより試みたところ、 CVd-IIとCVd-IIIが症状

を呈する株と無症状の株の両方から検出されたが、症状を呈するこ株から、無症状の株の

CVd-IIIと移動度の異なる CVd-IIIのバンドが二つ検出された。それらの中で、 sPAGEと

塩基配列の解析の結果よりそれら二株に共通の CVιIIIの変異株は 290塩基から成る

CVd-IIIcと思われるものであった。この CVd-IIIcがコーンケープガム様症状を引き起こす

病原体である可能性が考えられた。

5.ウイロイド診断のためにカンキツ組織 5-10 gから従来法により核酸抽出を試みたとこ

ろ、抽出できない株があった。これは、祖抽出物中に含まれる宿主由来の多糖類やフェノ

ール化合物が多いためと思われた。従来法における 2-メトキシエタノール抽出と CTAB

沈殿の代わりにエブトキシエタノールによる分画沈殿法を用いる改良法により試みたと

ころ、供試した全てのカンキツ株から核酸が抽出できた。それらの純度と量は、 sPAGE

とドットプロットハイブリダイゼーションによるカンキツウイロイドの診断に充分であっ

た。

6.簡易核酸抽出法の確立を目的に、 PEXを用いて磨砕を行わずに植物組織からウイロイド

を含む核酸を溶出させることを試みたところ、カンキツだけでなくキク、ホップ、ジャガ

イモからも効果的に感染ウイロイドを溶出できた。ホップとジャガイモからの溶出核酸は、

ドットブロヅトハイブリダイゼーションだけでなく RT-PCRによるウイロイドの超高感度

診断にも用いることができた。しかし、カンキツとキクからの溶出核酸は、ドットプロッ

トハイブリダイゼーション法による診断に用いることができたが、それらに含まれる阻害

物質、おそらく、多糖類とフェノール佑合物のために RT-PCRに適用できなかった。
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7.カンキツとキクの保毒するウイロイドの RT-PCR法による超高感度検出法の確立を目的

に溶出核酸の精製法を検討した結果、 2・ブトキシエタノールによる分画沈殿と塩酸処理及

ひ、エタノール沈殿により簡便に RT-PCRの阻害物質を取り除くことができた。本方法を用

いて抽出したカンキツ 100 問に相当する核酸から 5種全てのカンキツウイロイドが検出

できた。診断のための核酸抽出には、全ての操作をマイクロ遠心チューブ中で行えるカン

キツ組織量で充分であり、 1日に多数の検体の処理が可能であると思われた。

8.塩基配列基底増幅法 (NASBA)により通常の条件下でウイロイド cRNAを増幅できな

かった。この理由は、ウイロイドが GC含量が高く、また、分子内の相補結合構造をとり

うるからだと考えた。しかしながら、ウイロイド cRNAは、 ITPを反応液中に添加するこ

とにより、カンキツからの全核酸を鋳型にしても増幅することができた。ノーザンハイブ

リダイゼーションによりウイロイド cRNAの特異性を調べた結果、その増幅の量と増幅

の正確性は、ウイロイドの特異的高感度検出に充分であった。

NASBA法は、 RT-PCR法に比べて 1度の反応、一定温度、短時間で標的の核酸配列を

増幅することができる利点があり、本研究による改良で RT-PCRよりも高感度にウイロイ

ドを検出可能であった。簡易核酸抽出法と組み合わせることにより簡便な実用診断法を確

立できると思われる。
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