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逆転写一遺伝子増幅法によるレタスゼッグベインウイルスと

ミラフィオリレタスウイルスの検出

松本純一・・玉木克知市・塩飽邦子*・笹谷孝英*事-石川浩一日

要約

レタスビッグベイン病に関連するウイルス， レタスビッグベインウイルス(LBVV)とミラフィオ

リレタスウイルス(MiLV)について逆転写ー遺伝子増幅法(RT-PCR)による検出安検討した.

1 LBVV， MiLVそれぞれの遺伝子を基に検出用プライマーを作製し， LBVV用では LBVV感

染レタス試料のみで. MiLV用ではMiLV感染レタス試料のみで，それぞれ期待されるサイズの

DNA断片が増幅された.

2 植物体からの RNA諦製法として，フェノール/クロロホルム抽出後にセルロースパウダーを

用いた精製によって RT♂CRに適した試料が得られた.

3 再一反応液で MiLVとLBVVを検出するために，両プライマーを混合して検出を試みたとこ

ろ，それぞれのウイルスで期待されるサイズの DNA断片が増摺され，詞時検出が可能であった.

4 病土に移植したレタス苗を供試すると， LBVV は病徴発現18臼前から，また， MiLVは病徴

発現 7目前から検出できた.
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Summary 

The reverse transcription予olymerasechain reaction (託T蜘 PCR)was used to detect Lettuce 
big-vein virus (LBVV)叩 dMirafiori lettuce virus (MiLV)， associated with lettuce big-vein 
disease. 
(1) Specific primers for this method were designed from the sequences of LBVV RNA2 and 
RNA1， and MiLV RNA3. RT-PCR with the primers enabled the detection of the viruses 
Wl七ha high degree of sensitivity and specificity. 

(2) Purifica七ionof RNAs from lettuce leaves with phenol/ chloroform extraction and 
column of cellulose powder were needed for detection of the viruses by RT伊 PCR.

(3) The two viruses could be detected simultaneously in a mixture of the viruses， and were 
distinguishable by the molecular sizes of the PCR products. 

(4) LBVV and MiLV were detected at 18 and 7 days respectively previous to symptom 
development by RT-PCR when lettuce seedlings were tr叩 splantedon infested soil. 
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ミラフィオリレタスウイルス，遺佳子診断法

緒言

兵庫県南部の洲本市および、三原郡では水稲と野菜の三

毛作が行われており， レタスはタマネギと並ぶ基幹作物
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となっている. 1994年，淡路島内で栽培されていたレタ

スにビッグベイン病の発生が確認された.本病は1934年，

アメリカで初記載され6) わが国では1978年，和歌出県

での発生が報告された5) 本病が発病すると，葉脈周辺

が退色し，葉縁部の縮れが顕著となる.株の枯死や棋の

異常は起こらないものの，生育が遅れ，球の肥大が悪く

なる.また，結球不良となってしまう.本病は土壌に生
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息する， Olpidium brassiceaが媒介することで土壌伝

染されるゆ.また， O.brassiceαが休眠胞子を作って土

壌中に長期間生息することで，土壌伝染性も維持され

る5) ことから難防除病害となっている.

レタスビッグベイン病の病原ウイ jレスとして Kuwata

et al. 9)がその形態を確認した， vαricosavirus属のレ

タスビッグベインウイルス (Lettucebigぺieinvirus : 

LBVV) 12)が報告されていた. しかしながら，最近，ビッ

グベイン症状を示すレタスより Ophiovirus様のミラフィ

オリレタスウイルス (Mirafiori1ettuce virus: MiLV) 

が分離され15に この MiLVがビッグベイン症状の主菌

という報告がある1lJわが国でも兵庫県から採取したビッ

グベイン症状を示すレタスから MiLVが分離された14)

これまで， LBVVは宿主範囲が狭い，汁液接種によ

る継代が臨難ということから診断法としては居場におけ

る舘体の病徴観察を行うほかなかった.ウイルスを持っ

たO.brassiceaの存在を確認するにはその土壌に対して

レタス苗を植えて病徴発現を観察すればよいが，判定に

時間がかかる等実用的ではなかった.また，電子顕徴鏡

観察では，病徴発現前あるいは発症後のレタスからのウ

イルス検出が圏難であった。近年， RNAをゲノムとす

るウイルスやウイロイドの高感度検出法として逆転写ー

遺伝子増幅法 (reverse transcription-po1ymerase 

chain reaction : RT-PCR)が導入され，塩基配列の明

らかになった各種ウイルスやウイロイドの検出・診断に

利用されているお. RT.司♂句

きな特長で， その操作も比較的簡易・迅速である.

LBVVについてはこれまでウイルスゲノムの埴基配列

の報告がなく，遺伝子診断法が適用できなかったが，ウ

イルスの精製が可能となり， Sasaya et al. 16.切によって

その塩基配列が報告された.一方， MiLVについても

Ka wazu et al.η により外被タンパク質遺伝子の壇基配

列が報告された.

そこで，これまで通常の手法では検出が菌難であった

LBVVとMiLVに対して，より迅速・正確な検出を自

的として， RT闇 PCRの適用を試みた.

材料及び方法

1 供試材料

兵庫県王原郡西淡町のレタスビッグベイン病多発の画

場より土壌を採取し病土として供試した.また，愛媛県

伊予市の圏場より採取して LBVV単独汚染が確認され

た土壌 (LBVV単独病土)および香川県三豊郡豊浜町

の顕場より採取して MiLV単独汚染が躍認された土壌

(MiLV単独病土)を供試した.精製ウイルスは三原郡

南淡町より採取したレタス個体より石JII.笹谷の方法唱

に準じて得たが， ここで供試した試料は，低BIS濃度

SDSーポリアクリルアミドゲル篭気泳動乳幼により，

LBVV， MiLVの両ウイ Jレスが存在することが確認さ

れた. ウイノレス感染個体は病土， LBVV， MiLVそれ

ぞれの単独病土に播種 1カ月後のレタス苗を移植して症

状を現したものを使用した.対照錨体はオートクレープ

滅蘭土に移植したレタス苗を使用した.

2 RNA抽出と RT平CR

精製ウイルスからの RNA抽出は SDS-フェノー Jレ

法13)により行った. レタス植物体からの RNA抽出は斉

藤の方法を一部改変した方法18)により行った.ウイルス

感染葉あるいは健全葉0.2gに1.2m1の磨砕緩衝液 (O.lM

Tris-HC1 pH7.2， 50mM EDTA， 2.8M NaCl. 40 

mg/ m1 po1yviny1pyrrolidone)， 120μlの10%SDS， 1 

μ1のふmercaptoethano1を加えて麿砕した.これをフェ

ノールークロロホルム処理，セルロースパウダー (CF-

11) カラムによる洗浄，会メトキシエタノール処理，

CTAB沈殿，エタノーjレ沈殿により RNA試料を得た.

RNA試料は diethy1pyrocarbonate処理をした蒸留水

(以下 dH20)に縫解した.

RT伽 PCRは GeneAmp EZ rTth RNA PCR Kit 

(Applied Biosystems社)を使用した. 1サンプルにつ

き， RNAを1.0μl供試し，逆転写・ DNA合成酵素と

して rTthDNA po1ymeraseを用いた.反感液組成は

RNAを1.0μ1，dH20を5.5μ1，5 x EZ bufferを5.0μ1，

dNTPs (各2mM)を6.0μ 1， Mn (OAC)2 (25mM)を

2.5μ1，相補および相同プライマー(各10μM)を各2.0

μ1， rTth DNA po1ymerase (2.5 Unit/μ1)を1.0μ1

添加して全量25μlとした.反応条件は60
0

C30分， 94
0

C 

l分の後， 94
0

C15秒， 65
0

C30秒のサイク Jレを30回行い，

720C 7分で反応を終了させた.

3 ブライマーの検討

LBVV検出用として，笹谷町ηの設計による LBVVω

RNA2で 3組， RNA1で 1組のプライマーを検討した

(図1).また， MiLV検出用として， Kawazu et αl.η 

が塩基配列を決定した MiLV-RNA3に対応する相棉的

2錨，棺間的 2個のプライマーによる 4組の組合せを設

計して検討した(図 2). 

4 検出限界の検討

精製ウイルスからの RNAは吸光度を測定後，濃度10

ng/μlに希釈し，それを dH20で10倍ずつ段階希釈し

た. レタス葉からの RNAは0.2gの葉より抽出した試

料を100μlに溶解して原液として， dH20で、10倍ずつ段

措希釈した.
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5 LBVVとMiしVの単独検出および開時検出

LBVVとMiLVの調ウイルスが混合あるいは単独で

感染した試料から抽出した RNAを用いて，それぞれの

ウイルスが検出できるかについて検討した.また， 1つ

の反応液中に LBVV，MiLV両ウイルスのプライマー

を加えて同様にそれぞれのウイルスが検出できるか検討

した.そのために， Sasaya et al. 16)が塩基配列を決定

した LBVV司 RNA2に対応する相補的 2個，相問的 2個

のプライマーによる 2組の組合せを再設計して使用した

(図 3). 

6 nested-PCR 

病徴発現前の幼密からの検出ではより高感度の検出を

考えて， RT-PCRを行った産物に対してさらに nested附

PCRを行った. RT-PCRではプライマーとして図 2，

3のLBV-F1とLBV-R1，MiL-F1とMiレR1の組み合

わせを用い， nested-PCRではより内側に設定した

LBV-F2とLBV-R2，MiL-F2とMiL-R2の組み合わせ

をそれぞれ用いた.反応液組成は 1サンプルにつき，

RT♂CR産物を2.0μ 1， DNA合成酵素として Amp

Taq Go1d (App1ied Biosystems社， 5 Unit/μ1)を

0.2μ1，減欝蒸留水を14.0μ 1， 10 X bufferを2.5μ 1，

MgC12 (25mM) を2.5μ 1， dNTPs (各 2ml¥のを2.5

μ1，相補および相関プライマー(各10μM)を各0.65

μl添加して全量25μ1とした.反応条件は95
0

C30秒，

一吋 CP 

訂A戸田4 隠匿lli[麹5す什国4
S 

QE-凶 Cト FOR墜二二五蕊豆に二313出5削
z 

5RH6!l! 円相h.1 闘 3剛 -16

4 

トー…ー剛A2

RNAl 

5TA-R2悶・"。τ'ATTTTACCACCCAACG-3' 5R1凹 16 5・句ACGCCCGA'τ'AMCAGCC-3'

。ε-lBC件-FOR 5' -ATGGCACACCCCAAATIGAA同 3' 3肉1司 16 5' -TIGAGAAAGCAGTIGAAGC-lγ 

5LB5民 5'-AGCTCTGAACMCGACATG同'3'

5TA也R2-3 5'時TCACCTCACGAACAGCATC-3'

3LB5R4 5' -GTτγτTGACCCTGA'τ110-3' 

LB3-1 5' ベ~1寸GATATGCTCCGGTI同r

図 1 LBVV用プライマーの設計

附 3→ CP 

1 MiL-FlD 出生dG MiレRl

2 MiレFlD国金回目 Miし，-R2

3 MiL-F2 5出血inMiし-Rl

4 MiL-F2 。~ Miし-R2

MiL -Fl 5' -CGCAGCCAAAGTAAAGGAGC-3' 

MiL -F2 5' -ACTGCTGAGACTT ACAAACC-3' 

MiL-Rl 5' -CTTTGAGATCTTTCTCACGG-3' 

Miし，-R25' -CTCGTCTTTGATGGCAATCC-3' 

関 2 MiLV用プライマーの設計

65
0

C30秒， 72
0

C 1分を25田行った.

7 幼苗からの検出の検討

西淡町の病土を12cmビニーJレポットに詰めて，ヱド葉 4

~5 枚まで膏苗した個体を 1 ポットに 3 個体ずつ移揺し

て， 18
0

C， 11時期日長の条件で人工気象器内で栽培した.

移植後7，10， 14， 21， 28， 35日自に上位 2枚自の葉を

採取して 3個体(1ポット)分を 1サンプルとした.各

サンプルから RNAを抽出してウイルス検定を行った.

健全対照として詞様に擁菌土を詰めたポットに 3個体の

苗を移植して用いた.また，保毒対照としてピッグベイ

ン症状を現したレタス安用いて，詞時にそれぞれから

RNAを抽出した.

結 果

1 プライマーの検討

供試した LBVV検出用の 4組のプライマーの組み合

わせすべてで期待されるサイズの DNA断片が増幅され，

LBVVが検出された(図4).再現性，特異性の面で，

469bpを増幅する組み合わせ (5LB5R3-LB3-1)が最

適と考えた.また， MiLV検出用プライマーも供試し

た4紐の組み合わせすべてで期待されるサイズの DNA

断片が増幅され， MiLVが検出された(盟 5). 

2 LBVVの検出限界の検討

精製ウイルスからの RNAでは， 1pgでも検出が可能

であった.一方，感染レタス葉からは原液の1，000倍希

釈まで検出が可能であり感染レタス葉 2μgからの

附 A2ー叶 CP トー

591 
469 

1 LBY-Fl 1) 担金d (l LBY-Rl 

2 LBY-F2 1)1491制 {LBY-問

bp 

LBY-Fl 5' -CTCCACGCTCAAGATG了TCGC-3'

LBν-F2 5'ωCTGGATGGACTCAGGCTTGG-3' 

LBY-Rl 5' -CGCCACCTGTCTCGTGTACC-3' 

LBY-R2 5' -CAAGATGGCAACGGTATCTGC-3' 

関 3 LBVV用プライマーの再設計

234  
MVJHVJHVJHVJHM  

1: RNA21こ対する組合せ。469bpを繕隠 M:分子量マーカー
2: RNA21こ対する組合せ。 591bpを増幅 V:精製ウイルスから鍋泌したRNA
3: RNA21こ対する組合せ。 338bpを増鰐 1:感染レタス菜から抜出したRNA
4: RNAlに対する総合せ。 746bpを士宮稿 H健全レタス業から抽出したRNA

図4 LBVV用プライマーの検討結果
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LBVVの検出が可能であった(関 6). 

3 しBVVとMiしVの単独検出および同時検出

単独検出および同時検出のために再設計した LBVV

用プライマーについても期待されるサイズの DNA断片

が検出され， 634bpを増幅する LBV-F1とLBV倫 R1の

組み合わせを使用することとした. この DNA断片との

識別を考慮して， MiLV用プライマーは446bpを増鵠す

るMiL-F1と班iL-R1の組み合わせを使用することと

した.

LBVV， MiLVそれぞれの単独検出では， LBVV用

プライマーを用いた場合は， LBVVを含む試料では増

幅バンドが検出され， MiLVのみの試料ではバンドは

検出されなかった. MiLV用プライマーを用いた場合

は， MiLVを含む試料では増幅バンドが検出され，

LBVVのみの試料ではバンドは検出されなかった(図

7 A). 

同一反応液に LBVV用， MiLV用問プライマーを入

れた同時検出では， LBVV単独感染試料では LBVV由

来のバンドが， MiLV単独感染試料では MiLV由来の

3 4 

1-4:MILV・RNA3対する総合せ M:分子li!:マーカー
図1拳照・ V:精製ウイルスから捻出したRNA

1:感染レ$lス菜から抽出したRNA

純:健会レ世ス議から抽出したRNA

図 5 MiLV用プライマーの検討結果

v し

喝 pg 希 欄 蹟 H 

346 
284 

M 1õ寸右前rマ原液官r~(J"有角σ4京液

469 

プライマー:LBW用.469bpを鴻憶

M:分子量マーカー

V:精製ウイルスから抽出したRNA

L:感染レタス業から抽出したRNA

H:健全レタス薬から抽出したRNA

原液は0.2gの築より摘出して
100μlの蒸留水に溶解

図 6 LBVVの検出限界の検討

バンドが，また両ウイルス混合感染試料では荷ウイルス

のバンドを検出することができた(関 7B). また，反

応液中の再プライマーの量は相同，相補それぞれ 2穣の

計 4種，各1.0μiとしていたが，混合感染の試料では，

増幅するサイズの小さな MiLV由来バンドが薄くなる

傾向にあった.そこで増幅サイズの大きい LBVV用プ

ライマーについては添加震を変えず， MiLV用プライ

マーの震を各2.0μiとしたとき，間ウイルス由来のバン

ドともに濃淡差なく，明瞭に検出された.

4 幼苗からの検出

LBVV は，最初は移植14日自の個体で初めてウイル

スが検出された. しかし，その醸， ，非特異と考えられる

バンドが多数現れたため，アニーリングの温度を上げて

LBV四 F1とLBV-R1の組み合わせで RT-PCRを行い，

その産物を鋳型として， 491bpを増幅する LBV-F2と

LBV-R2の組み合わせで nested-PCRを行ったところ，

移植10日自にはじめてウイルスが検出され，移植14日自

でいずれのサンプノレでもウイルスが検出容れた(関 8，

表1).

一方， MiLVは移植21B EIにはじめてウイルスが検

出され，移植28臼自に 4サンプJレ中 2サンプルからウイ

A 単独検出 日間待検出

634 

446 

LBW MiLV 

M V L MiLMH V L MiLMH 

634bp:凶 W 由来の増幅産物

M:分子盆マーカー

V:荷ウイルスを含む精製ウイルス

L:LBW感mレ11ス~

MVLMiLMH 

446bp: MiLVII3来の増幅産物

Mi:MiLV感染レ告ス業

LM: ~司ウイルス感染レ11ス祭

料:1連会レ事ス議

圏7 LBVV， MiLVの単独検出および動じ検出

MV1234HLM  MV1234HLM  

634 
判6

634 
491 

A:RT同 PCR.634bpをi割高する B: nested中 CR.491bpを増幅する
プライマーの組み合わせを使用 プライマ…の組み合わせを使用

M:分子査をマーカー
V:精製ウイルス
1-4: 汚染土に移植したレタス~
H:滅箆土に移植したレタス業
LM : LBVV. MiLvrこ混合感染したレタス業

国8 移植14日後の個体からのLBVV検出
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MV1234HLM 表1 RT-PC況によるウイルス検出と移植後日数の関係

移植後日数 7 10 14 21 28 35 

RT四 PCR 一一一一 nt nt 
LBVV 

Ilested-PCR - + + ++++ ++++ nt nt 

ht.1:iLV RT-PCR nt nt 十十十十十十

446盤b駐留翠蕗器密霊盟穏露顕護盟 諸 筋 一一一一十十十十

R丁目PCR.446bpを増幡する
ブライマーの組み合わせを使用

M:分子量マーカー

V:精製ウイルス

1-4:汚染土に移植したレタス葉
H:滅菌土に移植したレタス業
LM:LBW，附LVに混合感染したレタス築

図9 移植28日後の器体からのMiLV検出

ルスが検出された(図 9，表1).また， RT-PCRでも

バンドが確認され， nested-PCRの結果と一致したこと

から， MiLVの検出にはRT-PCRで十分であると考えた.

しかしながら， MiLVが検出された個体では検出して

7日後に病徴が現れ， ビッグベイン症状となった(表1).

考 察

本研究では， LBVVおよび MiLVについて RT-PCR

による検出を試み， LBVVについては RNA1 pgでも

検出が可能であった. このことから，電子顕微鏡観察で

は検出が容易でなく，植物組織内の濃度が低いと考えら

れている両ウイルスの検出に適していると考える.

1980年代以緯，植物ウイルスの検出には，車清診断法

が汎用されてきた.忠清診断法は簡便で非常に鋭敏な方

法であるとともに，その特異性については抗体そのもの

に依存している.このことから，精製が困難とされてき

たウイルスについては適用できなかった.一方， RT-

PCR は対象とするウイルスの塩基配列を明らかにする

必要はあるが，そのために必要な精製ウイルスの量は少

量でよく，プライマ一作製も抗体作製より安錨に行える.

本研究ではRNA抽出は斉藤の方法を一部改変した方

法18)により行った. この抽出法は RT♂CRによるキク

わい化ウイロイド検出の擦に用いられるものである. レ

タスが開じキク科植物であることから捕ら8)が推察した

キク抽出液中における RT♂CR酵素反応阻害因子の存

在を考慮して， この抽出法を用いた. RT-PCRに供試

する RNAの抽出に，詞様にセノレロースパウダー(CF-

11)を用いる植物の例!としてはサツマイモやカンキツが

あげられる幻.元々，簡便でより高感度な LBVV検出

手法としての RT-PCRぞ現場適用可能な手法として，

また，より大量の試料を扱うためにも，やや煩雑に思わ

十-++++:確認されたサンプル数
一:確認されたサンプルなし， nt: not tested 

れる RNA抽出法を改良する必饗がある.近年，植物の

核酸抽出についてはさまざまな方法やキットが開発され

ており，特に各種抽出試薬が多数市販されている.これ

らの RNA専用の核酸抽出キット・試薬を供試して，キ

ク抽出液中におけるR小PCR酵素反応阻害陸子，あるい

は多糖類やポリフェノーJレを除去して， CF-11を用いる

場合と同様の検出感度が得られるものを選択するべきで

あろう.

ビッグベイン症状発現前の幼苗検定において，

LBVVはビッグベイン寵状発現18日前から， MiLVは

同じく 7目前からウイルスが検出された.両ウイルスの

検出時期にずれが生じる原罰は，相互作用によるものか，

あるいはそれぞれのウイルスの特性によるものかは明ら

かではない.病徴発現欝の個体から両ウイルスの検出が

可能になったことで， レタス定植前闇場の早期診断を毘

ざした幼苗移植によるトラップ法確立に一定のめどが立っ

た. しかしながら，本法をより実用的な手法とするため

に，さらに早い時期にウイルス検出を行えるよう，

LBVVでは可能であるレタス根からの検出(データ省

略)の幼苗検定への適用を試みる必要がある.

本研究において同じレタスに感染するが属の異なる

LBVV (Viαncosαvirus) とMiLV (Ophiovirus)のi可

時検出が可能となった.需種の植物に感染する異種ウイ

ルスの同時検出は，実際に病蓄が発生している現場にお

ける実用性が高いと考えられる. レタスに発生が報告さ

れている LBVV，M斗VQt外のウイルスについても増

幅サイズを考慮してプライマーを鵠十すれば， 1本のチュー

ブで報告のあるすべての病原ウイルスの検出が可能と考

える.今後はレタスだけでなく，主嬰作物において，遺

伝子診断法による複数ウイルス・ウイロイドの荷時検出

が，病害診断の手法として確立されると考える.
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