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イネ萎縮ウイルスゲノム cDNAを用いた

ハイブリダイゼーションによる分節

ゲノム 10番の特異的検出

松村 健水・上回一郎・四方英四郎

(北海道大学農学部植物学教室)

(キ 北海道グリーンハイオ研究所)

(昭和63年6月7日受理)

Speci五cDetection of the Segment 10 by Hybridization 

Using Rice Dwarf Virus cDNA Clones 

緒

Takeshi MATSUMURAへIchiroUYEDA 
and Eishiro SHIKATA 

(Department of Botany， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo 060， Japan) 

(* Hokkaido Green-Bio Institute) 

言 材料と方法

イネ萎縮ウイノレスは 12本に分節した dsRNAをゲ クロ}ンの選抜

ノムとし，各々が lつの遺伝子をコードしていると推定 前報6)で得られた 164個のクローンから Boilling

される4)。 ウイ/レス感染細胞中での各々の遺伝子の発現 Method3)でプラスミドを抽出後， 1%アガロースゲJレ

と複製を解析するに当つては，各々のゲノムセグメント 電気泳動し，クローンに含まれている cDNAの長さで

とハイプリタイゼーション法で特異的に検出する方法を 選抜を行った。

確立する必要がある。分節ゲノム 10番は，分節ゲノム イネ萎縮ウイルスゲノム RNAプロープの作成

9番とほとんど同じ分子量でありポリアクリノレアミドゲ 純化したイネ萎縮ウイノレスからフェノーノレ抽出により

ノレを用L、ても完全に両者を分離することは難しくゲノム ゲノム RNAを精製した後，1070ポリアクリノレアミド

RNAを直接ハイプリタイゼーション用プロープとして ゲノレ電気泳動 (40mM  Tris， 20 mM  sodium acetate， 

用いるのは不適当である。そこで，各々のゲノムセグメ 2 mM  EDT A， 0.2% acetic acid 40 mA 36時間)した。

ントの cDNAをクローン化して，これをプロ{ブとし 泳動後，各バンドをゲノレから切り 11¥し破砕， RNA浮itl¥

たハイブリダイゼーション法でこれらゲノムセグメント 緩衝液 (500mM酢阿波アンモニウム， 0.1 mM  EDTA 

を検出することが期待される。既に cDNAを用いたウ 0.1% SDS)中で一晩振滋， RNAを昨日iした後， 100% 

イJレスゲノムの検出はし、くつかの植物ウイ Jレスで行われ ホノレムアミドに溶解し 1000C15分加熱， 氷中にて急、冷

ている1，7，9)。 した後，エタノーノレ沈澱にて回収し， 5'末端標識反応に

そこで，本報ではJiIj報6)で得られたイネ萎縮ウイノレス 用いた。

ゲノムの cDNAよりゲノムセグメント 10と特異的に cDNAプロープの作製

反応するクローンを選政し，ハイブリダイゼージョン法 プロープに用いたプラスミドは，アノレカリ-SDS法2)

によるこのセグメントの特異的検出を行った。 により抽LU，嵐化セシウム記長i度勾配遠心分離により精製
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した後，プラスミド中の cDNA部分を突出した 5'末端

を形成する制限酵素により切断した。制限醇素により切

断されたプラスミドは，50mMトリス海敵緩衝液pH9.0，
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1mM塩化マグネシウム O.lmM塩化雌鉛， 1mMス

ペルミジン，0.lU仔牛の腸由来アノレカリフォスファター

ゼを加えた反応液を370C30分反応させ， 5'末端の脱リ

ン化を行L、， 5'末端のアイソトープ標識反応に用いた。

核酸の5'末端アイソトーブ標識

50mMトリスー塩酸緩衝液 pH7.6，10 mM塩化マグ

ネシウム， 5mMジチオスレイトーJレ， 0.1 mI¥ιスペル
ミジン， 0.1 mM  EDTAを含む反応液中に 10-20μCi

[P2P] ATP (3000I，Ci/mmol)， 1-50 pmolの 5'末端
を脱リン化した核問主と 10Uの T4ポリヌクレオチドキ

ナーゼ (TAKARA)を加えて，3rc 1 時間反応させた。

反応後の反応液は， Sephadex G-50パスツールカラム

にて，未反応のアイソトープを分離した後， トノレエン系

液体シンチレーターで放射活性をiHIJ定， 1 X 106 cpm/mf! 

となるようにプロープ淡を調整した。

コロニーハイブリダイゼーション

コロニーハイブリグイゼーションは， MANIATISら5)

の方法を改変して行った。すなわち，バクテリアを生育

させたニトロセ Jレロースフィ Jレターを， 0.5N水酸化ナ

トリウム上で 10分間静置して溶肉し， 更に 1Mトリス

塩酸緩衝液 (pH7.0)Hこ10分間， 0.5Mトリスj毎酸緩

衝液 (pH7.0)ー1.5M塩化ナトリウム上に5分間静置し

て中性にした後， クロロフォ Jレムで洗浄， 0.3M暗証化ナ

トリウム溶液に20分間浸演後 800Cで2時間同定させ

た後ハイブリダイゼーションに用いた。

ザザーンプロットハイプリダイゼーション

pRD82， pRD84， pRD108， pRD1l2の各クローンを

制限解素 Pst1で切断， 2%アガロ{スゲJレ電気泳動後

サザーンプロットハイブリダイゼーションを行った8)。

ドットプロットハイブリダイゼーション

1.5mf!の LB液体J者地でーl政府主主後， アルカリーSDS

法2)により抽出したプラスミドを 2001，f!の滅的水に終

解した後 50I'f!を1000C，10分間加熱後，氷中にて急冷，

1M水酸化ナトリウム溶液を 50I，f!加え 20分間静置し

た。更に， 400 f，f!の1.5M犠化ナトリウムー1Mトリス

短酸緩衝液 (pH7.5)を加えた後ニトロセルロースフィ

Jレタ-1こスッポトしTこ。

ハイブリダイゼーション

各ハイプリダイゼーションの条件は， MANIATISら5)

の方法に準じて行った。

実験結果

コロニーハイブリダイゼーション

Boilling Methodにより抽出したプラスミドを電気

泳動した結果，約600庖主主対以上の cDNAを含んでい

ると恩われるクローンが34個得られた。

得られた34個のクローンをイネ萎縮ウイ Jレスの各分

I!nゲノムをプロープとし，コロニ{ハイブリダイゼーシ

ョンを行った。 Fig.1に分節ゲノム 10番をプロープに

用いてハイプリダイゼーションを行・った結果を示す。切

らカ寸こ， pRD82， pRD84， pRD89， pRD108， pRD1l2 

の5I1同のクローンが反応した。これら 51同のクローンを

大量消長し，プラスミドを塩化セシウム密度勾配遠心分

離により精製し，以後の実験に用いた。

82 
〆

緩襲撃

〆
108 112 

Fig. 1. Colony hybridization of pRD clones with 

RDV genome segment 10. 日ybridized

colonies were numbered as shown. 

ドットプロットハイプリダイゼーション

新たに行ったタローニングでえられたクローン pRD

367とpRD84，pRD1l2，コントロールとして pBR322

のプラスミドを分節ゲノム 10需の RNAをプロープと

してドットプロットハイプリダイゼーションを行った結

果，明らかに pRD84，pRD1l2， pRD367の3つのクロ

ーンは分節ゲノム 10喬と反応したが， pBR322は全く

反応しなかった (Fig.2)。

pRD84 pRDl12 oRD367 oBR322 

Fig. 2. Dot blot hybridization of pRD clones. 

Probe: 32P-ATP labelled RDY genome 

segment 10. 
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線級

Fig. 3. Southern blot hybridization analysis of pRD clones. 

A: pRD clones digested with Pst 1 were analyzed on 2% agarose gel. 
B: Autoradiograph of pRD clone fragments hybridized with RDV 

genome segment 10. 

lane 1: pRD 82 

lane 2: pRD 84 

lane 3: pRDI08 

lane 4: pRD112 

lane a: EcoR 1， Ral/l Hl and Pst 1 digested of pBR322 and Hind 
lII， ... h'a 1 and Pl'U 11 digested of pBR322. 

lane b: Hta II digested of pBR322. 

RDV SEG.10 

pRD112(980bp) 

pRD 82(480bp) 

pRD 84(340bp) 

pRD 89(390bp) 

pRD367(410bp) 

? t t ? 91 

瀦

?平 1，.9 中91

灘

翼

Fig. 4. Restriction endonuclease cleavage map of cDNA clones to RDV genome 
segment 10. Symbols are restriction enzyme c1eavage sites of Sac 1 (0)， 
Hind III (乙)， A.lu 1 (マ)， Sau 8.:1 (0)， S片 1(龍)， Bam HI (e)， Sall (口).

顕
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RDV seg. No. 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11.12 

pR目82

pR目84

縁 日日目 89

pRD108 

pR目112

pBR322 

Fig. 5. Dot blot hydridization of RDV genome segments. pRD clones 

were digested with Hpa Il and包lledin with 32P-dCTP by DNA 

polymerase klenow fragment as a probe. 

サザーンプロットハイブリダイザーション

pRD82， pRD84， pRD108， pRD112を，制限酵素

Pst 1で切断後2%アガロースゲノレ電気泳動した結果，

pRD84と pRD112は，それぞれ約340，980塩基対の

cDNAを含んでいたが， pRD82とpRD108は，明らか

に2本のバンドが認められることから 2種類の cDNA

を含んでいると考えられた。泳動後のゲノレをサザ{ンプ

ロットハイプリダイゼーションした結果， pRD84と

pRD112は明らかに反応したが， pRD82は，上のバン

ドのみが反応し， pRD108は，下の非常に薄いバンドの

み反応した (Fig.3)。そこで， pRD82は再形質転換を行

い分節ゲノム 10番と反応するクローンのみを単離した。

分節ゲノム10番の制限降素切断地図

ハイプリダイゼーションの結果から 5つのクローン

はし、ずれも分節ゲノム 10番の cDNAを含んでいると

思われる。そこでこれらのクローンを各種制限酵素で

切断し分節ゲノム 10番の制限酵素切断地図を作成した

(Fig.4)。分節ゲノム 10番は，Alu 1， Balll HI， Hind 

111， Sac 1， Sph 1， Sal 1， Sau 3A.で切断され，DraI， 

Kpn 1， Eco RI， A. va 1， Pvu 11， Pst 1で切断されなか

っfこ。

cDNAをプロープとしたゲノム RNAとのドット

プロットハイブリダイゼーション

塩化セシウム密度勾配遠心分離により精製し各プラス

ミドを制限酵素 Hpal1で切断後，反応液中に 10μCi

の [a_32P]dCTPと 10Uの DNAポリメラーゼ I

Klenow fragmentを加え370Cで30分反応させプロー

プに用いた。イネ萎縮ウイノレス各分節ゲノムは泳動後の

ゲノレから溶出後 10ng/μ8の濃度にした RNA溶液8f1e 

をニトロセノレロ{ス膜にスポットし，ハブリダイゼーシ

ョンを行った結果，分節ゲノム 10番が特異的に強く反

応した (Fig.5)。

論議及び考察

イネ萎縮ウイノレスゲノムの内，最短の分節ゲノム 12番

の長さが電気泳動の結果から約800塩基対と推定され

る。前報6)で、得られた164個のタローンの含まれている

cDNAの長さで選抜した結果， 600塩基対以上を含んで

いると思われるクローンが34個得られたが，他の約4/5

のクローンは非常に短い cDNAを含んでいると思われ

る。更に効率よく全長のクローンを得るには cD..1¥fA合

成効率をあげるか，形質転換の直前に cDNAの長さで

選抜する必要があると思われる。

イネ萎縮ウイ Jレス各分節ゲノムをプロープとしコロニ

ーハイプリダイゼーションを行った結果， pRD84の様

にわずか340塩基対の cDNAを含むクローンも明瞭に

反応したことから，短いl折j十を含むクローンもこの方法

で検出されることが明らかになった。

同様の結果が， ドットプロットハイブリダイゼ{ショ

ンについても得られた。)Z，両方のハイプリダイゼーシ

ヨンの結果ともコントロ -Jレとして用いた pBR322は

全く反応しなかったことから反応が合成された cDNA

に特異的であることが示された。

コロニーハイブリダイゼーション及び， ドットプロ

ットハイブリダイゼーションにより分節ゲノム 10番の

cDNAを持つことが明らかになったクローンの制限酵

素切断地図から， pRD84， pRD89， pRD367は，共通の

cDNA部分をもち又 pRD82は pRD112の一部である
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ことが明らかになった。 pRD84とpRD112は，制限酵

素 AluIによる切断部位を共有していると推測された。

更に，分節ゲノム 10番の長さが電気泳動から約1200塩

基対と推定されるので，これらのクローンでほぼ全長に

近い部分をカバーしていると考えられた。これらのクロ

ーンをプロープに用いてイネ萎縮ウイノレス各分節ゲノム

とドットプロットハイブリダイゼーションを行った結果，

pRD82， pRD84， pRD89， pRD112は分節ゲノム 10番

と反応し， pRD108とコントロールに用いた pBR322

はいずれの分節ゲノムとも反応しなかったことから，こ

の反応は非常に分節ゲノムに特異的であることが明らか

になった。更にプロープj良一度を pBR322中に合まれる

cDNA 1ρg当り 5x105cpmに調整することにより

80 ngの RNAまで容易に検出可能であった。この結果

から，今回の実験では異なった比活性の cDNAプロー

プによる検出限界を調べていないが，更に少量のウイノレ

ス核酸でも検出可能であると考えられる。

摘要

1) -riij報で得られた 164個のクローンから Boilling

Methodで抽出したプラスミドを 1%アガロースゲノレ

電気泳動し，約600塩基対以上の cDNAを含んでいる

と思われるクローンを34(，間選抜した。

2) イネ萎縮ウイノレス分節ゲノムをプロープにし， コ

ロニーハイブリダイゼーションを行った結果，分自i'iゲノ

ム10番に反応する 5個のクローンを得た。

3) pRD84， pRD112， pRD367を分節ゲノム 10需

の RNAをプローブに用いたドットプロットハイプリ

ダイゼーションした結果，いずれのクローンも明らかに

反応したが， コントローノレとして加えた pBR322は全

く反応しなかった。

4) 分節ゲノム 10需のクローンの制限酵素切断地図

を作成した結果，全長に近い cDNAが得られていた。

5) 各クローンをプロープにし， イネ萎縮ウイノレス各

分節ゲノムとドットブロットハイブリダイゼーションし

た結果，分節ゲノム 10番の cDNAを持ついずれのク

ローンも分節ゲノムに特異的に反応した。
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Summary 

Rice dwarf virus (RDV) clones made from the 

viral transcripts were screened by 170 agarose gel 

electrophoresis. Out of screened 34 clones with 

more than 600 bp inserts，五vecolonies hybridized 

with RDV genome segment 10. The segment 

asignment of the hybridized clones， pRD84， pRD112 

and pRD367 which were obtained in another ex-

periment was further confirmed by dot blot hy-

bridization with RDV genome segment 10. The 

clones， pRD82， pRD84， pRD108， pRD112 were di-

gested with Pst 1 and DNA fragments were ana-

lyzed on 270 agarose gel. The cDNA inserts of 

pRD84 and pRD112 were determined to be 340 bp 

and 980 bp， respectively. pRD82 and pRD108 gave 
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clones suggested that near full-length of RDV a membrane and hybridaized with the obtained 

genome segment 10 was covered by cDNAs. pRD clones. The tested pRD clones hybridized 

Separated RDV genome segm巴ntswas spotted on with RDV segment 10 spec凶cally.


