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キクわい化ウイロイド (ChrysanthemumStunt Viroid)遺伝子

のクローニングと全塩基配列

塩飽邦子'・山元義久皐・岩井豊通*

要 約

兵庫県で発生したキクわい化ウイロイド (CSVd)を分離し，その塩基配列を決定した.

1 CSVdの抽出には，斉藤の方法にフェノール/クロロフォルム抽出を加えた変法が，爽雑物が

少なく酵素反応を陸害せず，操作も簡単で優れていた.

2 イギリス分離株の塩基配列をもとに 2組 4種類のプライマーを合成して，逆転写-Polymerase 

chainreaction (RT♂CR)を行い cDNAを合成し増幅した.

3 PCR産物をプラントエンド化し pUC119のSmaIサイトにクローニングし，壌基配列を決定

した.兵庫県で分離した CSVd弐 NAの塩基数は 354塩基でイギリス分離株と陪数， オーストラ

リア分離株より 2塩基少なかった. RNAのホモロジーは，イギリス分離株とは 99.8%，オース

トラリア分離株とは 97.8%であった.

Clonirig and Nucleotide Sequence of Chrysanthemum Stunt Viroid 

Kuniko SHIWAKU， Yoshihisa YAMAMOTO and Toyomichi IWAI 

Summary 

(1) Chrysanthemum stunt viroid (CSVd) was purified by the improved methods of Saito. 
(2) cDNAs of CSVd-RNA were made by the methods of Gubler and Hoffman and amplified 
by polymerase chain reaction (RT-PCR) using two sets of primers specific to an English 
isolate of CSVd and cloned in bacterial plasmid pUC119. Nucleotide sequencing was 
conducted by the dideoxy method. 

(3) CSVdRNA isolated in Hyogo prefacture consists‘ of 354 nucleotides. Nucleotide sequence 
homology between the Hyogo and English isolates was 99.8% and the Hyogo and Australian 
isolates 97.8%. 
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緒雷

キクわい化病はキクわい化ウイロイド (CSVd)によ

り起こる病害で，兵庫県下では 10年ほど前から発生し，

チャボとかスタントと呼んで問題になっていた. CSVd 

に感染したキクは，草丈が健全株の%から%になるた

め，著しく商品価値が低下し，栽培農家に大きな損害寄

与えている.

個で分子内に高い桔補配列安持っている. Haseloffら3)

はオーストラリア分離株の塩基配列を決定し，その全塩

基数が356掴であったと報告している.兵庫県に発生し

ているキクわい化病の病原ウイロイドの塩基配列を決定

し，これら既報の系統と比較した.

ウイロイドはタンパク質も細胞膜も持たない襟の核酸

で，塩基数が数百の環状，一本鎖 RNAである. CSVd 

の全塩基配列は Grossら1)により 1982年に明らかにな

った.それによると，イギリス分離株は，塩基数は 354
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材料および方法

ウイロイドの抽出

香川県農業試験場から分譲そ受けた CSVd感染キク品

種 fミスルトJおよび非感染 fミスルトJ安用いて抽出

方法を検討した.上回らの方法8) 斉藤の方法へおよ

び斉藤の方法を一部改変した方法 C図 1)で RNA

(CSVdを含む)を抽出し，抽出される RNAの量およ

び逆転写， PCR反応の苛奇を比較した.逆転写は，
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キク生葉 (0.1g) [一一Tris-Hcl(pH 8.0) 2.8M N白acl、50mMEDTA、1% SDS、
0.1%メルカプトエタノール、 0.05gポリビニ
ーjレピロリドン)
十0.6mPフェノール/クロロフォルム

遠心 15，OOOrpm、30分
液層

[揮持
洗浄
溶出

十エタノーJレ〈終濃度30%)、0.05g 
CF-11セルロース
十1.5mP30%エタノール/STEbuffer 3由
十0.6mPSTE (0.1M Nacl、0.05M
Tris同日cl、1 mM  EDTA) 

エタノール沈殿E溶解 十刊O山
捜持 +O.4mP 2-;1メトキシエ夕ノ一ル
遠Jι心L心、 15，OOOrpm 10分

液層

[撹持
静置
遠心

沈殿

+酢酸ナトリウム(終濃度0.08M)、CTAB
(終濃度0.2%)
室温、 30分
15，OOOrpm、10分

ド洗浄十 1mP 70%エター
乾燥
溶解 +100μP. H20 

CSVd液

図 1 CSVdの抽出方法(斉藤法の変法)

Gubler & Hoffman 2) の方法で行った.プライマーは楠

ら幻に準じ， CSVdイギリス分離株の 36番から 55番ま

での相補配列 (CSVC-l)を合成した(図 2). 20pmol 

のプライマー，各 20nmolの dNTP， 11むの RNase

inhibitor， 2.5Uの逆転写酵素(宝酒造株式会ネ並製， RAV 

-2)， 1μEの CSVd液， 20μlの反応液で室温 10分，

420Cで l時期反応させ， cDNAを合成した. 56番から

75番までの相関配列のプライマー (CSVS-l)を合成し

て 5pmolを先の逆転写反応液 5μEに加え， lOXPCR 

用緩衝液1.5μP.， Taq DNA合成酵素 1U，水を加えて

20μtとし PCRを行った. PCRの皮応条件は， 94
0

C 5 

分を 1田， 940C 30秒， 53
0

C 1分， 72
0

C 1分を羽田繰返

し， 720C 5分を l屈である. PCRの後， 1.5%アガロ…

スゲjレで電気泳動し，増揺された cDNAを確認した.

2 ク臼ーニングおよび塩基配列の決定

兵庫県に発生した CSVd-RNAを鋳型とし，前述のプ

ライマーを用いて， ファ Jレマシアバイオテック株式会社

製の First拘 StrandcDNA Synthesis KitとTaqDNA合

成酵素を用いて逆転等一遺伝子増幅 (RT子CR) を行

った.得られた PCR産物を1.5%アガロースゲルで篭

気泳動し，約350塩基のところに現れたバンドを却り出

し，宝酒造株式会社製の SUPREC™-01でDNA断片を

回収した. T4 DNA合成酵素で cDNAをプラントエン

ド化し， pUC119のSmaIサイトに挿入した. また，

①相補PCRプライマー

(CSVC-l): TTCTTTCAAAGCAGCAGGGT 
(CSVC-2) : GCCCCAGCCGCGATCTCGTC 

棺問 PCRプライマー

CCSVS-l) : AAAGAAATGAGGCGAAGAAG 
(CSVS-2) : GACAGGAGTAATCCTAAAC 

@逆転写反応
CSVd液 (950C、 5分で熱変性後急、冷)
相補PCRプライマー (10pmol/μp.)

dNTP (各10nmol/μp.)
10倍逆転写用緩簡液

RNase inhibitor (110U/μp.) 
RAV-2逆転写酵素 (25む/μP.)

滅菌蒸溜水を加えて20μtとする。

1μ2 
2 
2 
2 

0.1 
0.1 

議損10分、 42
0

C1待問反応、 65
0

C10分間酵素失活処理

③PCR反応

[逆一椙伺 PCRプライマー(lOpmol/μP.)

10倍 PCR用緩揺液
Taq DNAポリメラーゼ (5U/μp.)
滅菌蒸摺水を加えて20μtとする。

94
0C 5分 1回

940C30秒・ 530C1分・ 72
0

C1分羽田

720C 5分 1罰

図 2 CSVd検出用 RT♂CR条件

5μ2 
0.5 
1.5 
0.2 

プライマ一部分の塩基配列の相違を見るため，イギリス

分離株の 113番から 132番までの拐槽配列 (CSVC-2)

と153番から 171番までの相詞配列 (CSV訟ののプラ

イマーを合成し〈図 2)，同様に逆転容と遺伝子増幡を

行い cDNAをクロ…ニング Lた.塩基配弼の決定は，

[α_32PJ dATPを用いてジデオキシ法(:i:酒造株式会

社製， 7 -DEAZA Sequencing Kit)で行った.

結果

1 ウイロイドの抽出

各抽出方法で得られた RNAを表 1に示した.分離方

法，ウイロイド保護の有無による RNAの収量差には，

一定の傾向はなかった.上出の方法は RNA量が非常に

少なく，分光光度計では測定できなかった. RT-PCR 

の結果予想される大きさの PCR産物が得られたのは上

田の方法によるものだけであった.過剰な鋳型 RNAと

爽雑物が反応を阻害していると考えられたので， RNA 

を希釈して R小PC況を行ったところ，斉藤法では

cDNAの形成は確認できなかったが，変法では 0.01ng

まで希釈すれば cDNAの増幅が見られた(図 3). 

RNA抽出に要する日数は，上回の方法が約 4日間，そ

の他は約 2日開であった.

2 ク口一ニングおよび塩基配列

プライマー CSVC-1とCSVS-1を使った PCR産物が

¥ 
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入ったクローンが 16個得られたがこのうち 2量体と考

えられる 700塩基の大きさのものが4個あった.単量体

と考えられる pUCSVト20とpむCSVト21そ遺伝子分析

に用いた.プライマー CSVC-2とCSVS-2そ使った PCR

産物のクローンは 13個得られ， このうちの pUCSV2-1

を遺伝子の塩基配列決定に供試した.供試した 3クロー

ンの塩基配列はよく一致した.兵庫県で分離した CSVd-

RNAの塩基数は 354留で，その配列は図 4の通りであ

った.

考察

キクわい化ウイロイドの RNAの塩基配列は. Gross 

らのイギリス分離株と Haseloffらのオーストラリア分

離株についての報告がある.本県lこ発生しているキクわ

い化ウイロイドの抽出方法を検討し，その RNAの塩基

配列を決定し，既報の CSVdと比較した.

1 ウイロイドの抽出

表1 各分離法によるキク生葉 1g当たりの RNAの夜景

分離法

上田法

斉藤法

斉藤法変法

健全キク

2.9μg 

11.2 

1.7 

CSVd接種キク

NDJ) 

2.6μg 

4.8 

1) ND : N ot Detected分光光度計で測定できなかった。

上田の方法による精製ウイロイドは非常に微量しか得

られないが，央雑物が少なく. RT-PCRが正常に行わ

れた.

上回の方法は cDNAの合成と増幅にもっとも適した

方法と考えられるが，手法が煩雑で，抽出に 4日間を饗

し，実用的ではなかった.斉藤の方法およびその変法で

は， cDNAは増幅されなかった.他の植物と比較してキ

クは多糖類が多く，逆転写反応， PCR反応のいずれか

あるいは両方が阻害されたためと考えられる.そこで鋳

型RNAをさらに希釈しておT-PCRを行った.斉藤の

方法では RT-PCR産物は見られなかったが，変法では

RNA量を O.Olngまで希釈すれば CSVd-cDNAの特異

的な増幅が見られた.以上のことから、 RT-PCRを行

うためには， CSVdの抽出は，斉藤の変法(斉藤法のキ

ク葉謄砕後にフェノール/クロロフォルム抽出を加える)

が操作が額控で反応性もよく最も適していると考えられ

る.

2 塩基配列

分析した CSVd-cDNAの塩基数は 354塩基で， Gross 

らの発表したイギリス株と同数で Haseloffらの発表し

たオーストラリア株より 2境基少なかった.塩基の寵換

はイギザス株とは 254番自の塩基がAからTに変わって

おりこの部分ではオーストラリア分離株と同じ塩基にな

っていた.イギリス株とのホモロジーは 99.7%であっ

た.オーストラリア株とは 7カ所で塩基の違いまたは欠

失が克られ，ホモロジーは 97.8%となった. ジャガイ

1 2 345 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 

4←一

4←ー

マーカーサイズ

A : 4，870 bp 

B : 2，016 

C : 1，360 

D : 1.107 

E: 926 

F: 658 

G: 489 

H: 267 

醤 3 CSVd抽出法の違いがRT-PCRに及ぼす影響

←は CSVd-cDNAのバンド

レーン 1:斉藤法の RNA100ngを逆転写 (SCVd接種株) レーン 8:斉藤法の RNA1 ngを逆転写(健全株)

11 2 11 100ng 11 (健全株〉 11 9 11 1 ng 11 (CSVd接種株)

11 3 変法の RNA 100ng 11 (CSVd接種株) 11 10: 11 O.lng 11 ( 11 ) 

11 5 11 100ng 11 (健全株) 11 : 11 O.Olng 11 ( 11 ) 

6 :上田法の RNA 100ng 11 (CSV d接種株〉 11 13:変法の RNA 1 ng 11 ( 11 ) 

7 11 100ng 11 (健全株) 11 14: 11 O.lng 11 ( 11 ) 

11 4，12: pHYマーカー 11 15: 11 O.Olng (11)  
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H CGGGACTTAC TTGTGGTTCC TGTGGTGCAC TCCTGACCCT GCTGCTTTGA AAGAAAAAGA 60 
E -一四一一一一一一一一一一一一回目叩由町 一一一一一一ー『同町 一一一一一一一一一一一一一叩町四叩目叩目 白ーー『由自由回目白
A -一一一一一一一一一一一一一一ー一一一ー 一一一一一一一『四一 ーー『同一一四叩叩叩叩町甲山一『ーーー一一一一ー一一一ーー『

~ e 

H AATGAGGCGA AGAAGTCCTT CAGGGATCCC CGGGGAAACC TGGAGGAAGT CCGACGAGAT 120 
E -一一一一一一一一ー 一一一一一一四一一一 一四四一一一一一向山 一一一一一一一四四四 四四四甲山四一一一ー ーーーーーー一一一四
A -一一一一一一一一一一一一一一一一一一一 一ーーー『一一一一一 一一一一一一一一一一 一一』叩叩叩町四四四四時四一四一

H CGCGGCTGGG GCTTAGGACC CCACTCCTGC GAGACAGGAG TAATCCτAAA CAGGGTTTTC 180 

E -一一一一一一ー一一一『ー一一一一一一一 一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一一 一一一ー一一一一一四由時四四一一一即時叩
A 一一一一一一一一一時四四叩叩一一一一一一 四一『四日時四一一一 一一一一一一一一一一ーー一四一同町四四四四四四四四一『一一一

H ACCCTTCCTT TAGTTTCCTT CCTCTCCTGG AGAGGτCTTC TGCCCTAGCC CGGTCTTCGA 240 
E 一一一四一時一四四時 四一四一一一四四四四 四四時四四四四一一一 一一一一一一一一一一一一町四四回目町田町一一時四四四四四四四

A 目白甲山一一一『由自 由一四一一自由一一一 一一一一一一一一一一 一一一一ーーーー一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一目白

H AGCTTCCτTT GGCTACTACC CGGTGGAAAC AACTGAAGCT TCAACGCCTT TTTTTCCAAT 300 
E 一一一一一一一同町一叩町一A-町四一一一 町田町一一ー一一一一 一一一一一ー一一一一 ー一一ー一一一一一一 一四四四回目町四回叩

A 時四一一一一四一一一一一一一一一一一ー白山町四一ー一一四一一一一一一一一一一一ー一ーーーー一一ー一一一一一一一一一C

持 CTTCTTTAGCACCGGGCTAG GGAGTAAGCC CGTGGAACCT TAGTTTTGTT CCCT 354 

E 一一一一一一一一一一 一一回一一一一一一一 一一一一一一ー一一一 一一一一一一一一ーーーーーー一一一ーー一一一一一
A 時四四四一由同町四四四町田町一四一CL.町四四回一一T一一一一一T-町一同町四四一品目町四A町一同町四町四時四

図4 兵庫県で発生した CSVd-RNAの塩基配列 (DNAで表示)

H:兵庫分離株

E:イギリス分離株

A:オーストラリア分離株

モ痩せいもウイロイド (PSTVd)，カンキツエキソコー

ティスウイロイド(CEVd)などでは櫨基配列の罷換，

挿入，欠失に伴う病原性の栢違が報告されているり.

CSVdにおける病原性の相違はまだ確認していないが，

今後病徴の変化と遺佳子配列の相違についても検討して

いく必要があると考える.
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