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緒　　言

　植物防疫所が実施する隔離栽培検査で検定を行っているウイ
ルスの多くは RNAをゲノムに持つが、DNAをゲノムに持つウ
イルスも検定を行っている。DNAウイルスであるカリモウイ
ルス科ウイルスの一部の種では、そのゲノムあるいは断片が宿
主植物のゲノムの中に組み込まれ、植物内在性ウイルス遺伝子
となっている事例が報告されている（Bhat et al., 2016; Staginnus 

and Richert-Pöggeler, 2006）。例えば、隔離栽培検査対象植物
のキイチゴ属植物を宿主とする rubus yellow net virus（RYNV）
が、植物内在性ウイルス遺伝子になっている事例が知られて
いる（Diaz-Lara et al., 2020）。隔離栽培検査等で実施している
polymerase chain reaction（PCR）検定は、検出した配列がエピソー
マルウイルス（細胞内に粒子として完全な形で存在するウイル
ス）遺伝子由来か、植物内在性ウイルス遺伝子由来かを識別す
ることはできず、識別するためには、rolling circle amplification

（RCA）法により増殖した DNAゲノムを制限酵素処理し、電
気泳動パターンからウイルスを想定する検定が必要とされてい
る（Diaz-Lara et al., 2020）。植物防疫所においては、隔離栽培
検査を実施した無病徴のキイチゴ属苗木の PCR検定において、
RYNVの配列が検出された際には、汁液接種検定及び RCA法
による検定結果を総合的に検討した上で植物内在性ウイルス遺
伝子由来と判断した事例がある。
　しかし、横浜植物防疫所つくばほ場で実施した米国産ブルー
ベリー苗木の隔離栽培検査では、カリモウイルス科の 1種であ
る blueberry red ringspot virus （BRRV）の特徴的な病徴が確認さ
れ、PCR検定で陽性となったことから、BRRVの遺伝子が植物
内在性ウイルス遺伝子になっているとの報告はないが、確認の
ため RCA法を実施した結果、特定の制限酵素により切断され
た断片の電気泳動パターンが得られなかった。このため、今後、
植物内在性ウイルス遺伝子になっているとの報告やその疑い等
があるウイルスの検定時には、RCA法以外の検定方法が必要
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となる可能性が示唆された。
　カリモウイルス科ウイルスのゲノムは環状 2本鎖 DNAで、
複製の過程でゲノム全長に対応する 1本鎖 RNAに転写される
ことから、DNA分解酵素処理後、reverse transcription-PCR（RT-

PCR）により当該 RNAを検出することで、当該 RNAがエピソー
マルウイルス遺伝子由来であることを確認できると報告されて
いる（Diaz-Lara et al., 2020）。
　そこで、つくばほ場で管理しているカリモウイルス科ウイル
ス感染植物の葉の核酸抽出液を DNA分解酵素処理し、複製過
程のエピソーマルウイルス遺伝子由来 RNAを標的とした RT-

PCR検定で検出が可能か試みたので報告する。

材料及び方法

１．供試試料
　カリモウイルス科ウイルス感染植物として、植物内在性ウイ
ルス遺伝子になっているとの報告はないが、横浜植物防疫所つ
くばほ場で保管している国内産の BRRV感染ブルーベリー凍
結葉及び横浜植物防疫所つくばほ場で管理している strawberry 

vein banding virus （SVBV）感染イチゴ苗を供試した。

２. 核酸抽出
　核酸抽出は、各供試植物の葉柄を用いて、PVP-カリウム
SDS法（Dellaporta et al., （1983）の抽出バッファーに 3.3%ポ
リビニルピロドリン（PVP）M.W.40Kを添加）で行い、抽出核
酸を 50μlの RNase Free水に溶解し、核酸抽出液として試験に
供した。

3. DNA 分解酵素処理
　DNA 分解酵素処理には、タカラバイオ株式会社の
Recombinant DNase Iを使用し、製品の説明書に準拠して次のと
おり処理を行った。反応液組成は、「2.」で得られた核酸抽出
液 20μl、10 × DNase I Buffer 5.0μl、Recombinant DNase I（RNase-

free）2.0 μl、RNase Inhibitor（40U/μl）0.5μl、RNase Free 水 

22.5μl（トータル 50μl）とした。37℃で 60分間加温し、DNase 

Iを反応させた後、0.5M EDTAを 2.5μl加えて 80℃で 2分間処
理し、 DNase I を失活させた。反応液を新しい 1.5mlチューブに
移し、RNase Free水 47.5μl、3M酢酸ナトリウム 10μl、99%エ
タノール 250μlを加えて激しく振とうし、-80℃で 20分間静置
した。12,000rpm（13,000×g）で 4℃、10分間遠心後、上清を
取り除き、70%エタノール 1.0mlを加えて激しく振とうして沈
殿を洗浄した。次に、12,000rpm（13,000×g）で 4℃、5分間遠
心し、上清を取り除いて乾燥させた後、RNase Free水 20μlを
加え、この溶液を PCRの鋳型とした。

4. RT-PCR によるウイルス RNA の検出
　逆転写反応は、逆転写酵素M-MLV, RNaseH+（富士フイルム
和光純薬株式会社）を用いて行った。DNA分解酵素処理溶液
2.0μlにランダムヘキサマー（50ng/μl）（タカラバイオ株式会社）
1.0μl及び RNase Free水 7.0μlを加え、70℃で 10分間反応させ
た後、氷上で 1分間静置した。その後、5×Reaction Buffer4.0μl、
RNase inhibitor（40U/μl） （タカラバイオ株式会社）1.0μl、dNTP

ミックス（各 2.5mM） （タカラバイオ株式会社）4.0μl、逆転写
酵素 ,M-MLV, RNaseH+1.0μlを加え、25℃ 15分、37℃ 50分、
70℃ 15分反応させた。
　PCR は AmpliTaq Gold™ 360 Master Mix（Thermo Fisher 

Scientific Inc.）を用いて付属のマニュルに準拠して PCR反応
液を調整した。反応組成は、RNase Free水 7μl、25μM Fowerd

プライマー 0.5μl、25μM Reverseプライマー 0.5μl、Ampli Taq 

Gold 360 Master Mix10μl、鋳型溶液 2.0μl（トータル 20μl）とした。
反応条件は、90℃ 10分間の後、95℃ 30秒、55℃ 60秒、72℃
60秒（増幅産物長が 1,000bp以上の場合は 90秒）を 40サイ
クル行い、72℃ 7分後、4℃で維持した。増幅産物は、GelRed 

Nucleic Acid Gel Stain（コスモ・バイオ株式会社）を 0.1μl/ml

の割合で加えた 1.5%アガロースゲルにて電気泳動した。各ウ
イルス検出用のプライマーセットは、Table 1に記載した。

5. DNA 分解酵素処理効果の確認
　上記「3.」の DNA分解酵素処理によって核酸抽出液中の
DNAが完全に分解されていることを確認するため、当該核酸

Table 1. List of primers tested in this study

Virus / Target Primer Primer sequence (5’-3’) Product
size (bp) Reference

BRRV

BR – RT1 GTTGATGATATTATTATATTTTCAG
602 Isogai et al. (2009)

BR – RT2 GTTCCGAAGAACTGATATTGAG
BR – RT2 GTTCCGAAGAACTGATATTGAG

259 Isogai et al. (2009)
BR – RT3 CATGGAAATGGACTTCCTATG

SVBV

SVBV F GCTGAATTCATGGTAAGCAGAAGAGAAAGAC
1,439 Hanzlikovά Vaškovά et al. 

(2006)SVBV R AAAGGTACCTCCAGATCTTCTGAGTC
2255F2 CCGAAGACAACTCATTGAAGAATGGG

446 Miyagi Prefectural Agriculture and  
Horticulture Research Center (2008)*2700R CGAGTACTTCCATCCCAACAAAGGG

Plant Endo-
genous DNA

Gd1 ACGGAGAGTTTGATCCTG about 
1,500 Andersen et al. (1998)

Berg54 AAAGGAGGTGATCCAGCCGCACCTTC

＊ https://www.pref.miyagi.jp/documents/20202/69942.pdf (in japanese)
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抽出液を鋳型として、逆転写反応を実施することなく、Table 1

に示した各ウイルスを対象としたプライマーセット及び植物
内在性 DNAを対象としたプライマーセットを用いて上記「4.」
に準じて PCR及び電気泳動を実施した。

結　　果

1. RT-PCR によるウイルス RNA の検出
　BRRV及び SVBV各感染葉から得られた核酸抽出液を DNA

分解酵素処理した後、各ウイルスを対象とした RT-PCRを実施
した結果、各ウイルスを対象とした各 2種類のプライマーセッ
トの両方で、目的サイズの増幅産物が検出された（Table 2, Fig. 1, 

Fig. 2）。

2. DNA 分解酵素処理効果の確認
　BRRV及び SVBV各感染葉から得られた核酸抽出液を DNA

分解酵素処理した溶液で、植物由来の DNAが分解されている
ことを確認するため、植物内在性DNAを対象としてプライマー

セット Gd1/Berg54（増幅産物長約 1,500bp）を用いて PCRを実
施したところ、目的サイズの増幅産物は検出されなかった（デー
タ省略）。
　さらに、BRRV及び SVBV各感染葉から得られた核酸抽出液
を DNA分解酵素処理した溶液中の各ウイルスの DNAが分解
されていることを確認するため、DNA分解酵素処理後の溶液
を鋳型として、逆転写反応を実施することなく PCRを実施し
た。その結果、BRRVを対象とした PCRにおいては、プライマー
セット BR-RT1/BR-RT2（増幅産物長 602bp）では目的サイズ
の増幅産物が検出されなかった。一方、プライマーセット BR-

RT2/BR-RT3（増幅産物長 259bp）では、予想に反して目的サ
イズの増幅産物が検出された（Table 2, Fig. 3）。同様に、SVBV

を対象とした PCRにおいては、プライマーセット SVBV F/

SVBV R（増幅産物長 1,439bp）では目的サイズの増幅産物が検
出されなかった。一方、プライマーセット 2255F2/2700R（増
幅産物長 446bp）では、予想に反して目的サイズの増幅産物
が検出された（Table 2, Fig. 4）。DNA分解酵素処理時間を 2倍
長くしても、また、DNA分解酵素処理に供する核酸抽出液を

Table 2. Comparison of the results of the RT-PCR or PCR method after DNase treatment

Virus / Target Primer set Product
size (bp) DNase & RT-PCR DNase & PCR Effectiveness of DNase

BRRV
BR-RT1/BR-RT2 602 ＋ － Effective
BR-RT2/BR-RT3 259 ＋ ＋ Not effective

Plant Endo-
genous DNA Gd1/Berg54 about 1,500 No test － Effective

SVBV
SVBV F/SVBV R 1,439 ＋ － Effective

2255F2/2700R 446 ＋ ＋ Not effective
Plant Endo-
genous DNA Gd1/Berg54 about 1,500 No test － Effective

a

M

500bp

1 2 3 4 5 6

b

M 1 2 3 4 5 6

500bp

a

M 1 2 3 4 5 6

b

M 1 2 3 4 5 6

500bp

1500bp

500bp

Fig. 1   Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products 
amplified with BRRV specific primer sets from DNase 
treated extracts of blueberry leaves

a: Primer set BR-RT1/BR-RT2 (Product size 602bp),  
b: Primer set BR-RT2/BR-RT3 (Product size 259bp)
M: 100bp ladder marker (Takara Bio Inc.), 1,2,3,4: BRRV 
infected blueberry leaves, 5: healthy blueberry leaves, 6 : 
No template control

Fig. 2   Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products 
amplified with SVBV specific primer sets from DNase 
treated extracts of strawberry leaves

a: Primer set SVBV F/SVBV R (Product size 1,439bp),  
b: Primer set 2255F2/2700R (Product size 446bp)
M: 100bp ladder marker (Takara Bio Inc.), 1,2,3,4: SVBV 
infected strawberry leaves, 5: healthy strawberry leaves, 6 
: No template control
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Fig. 3   Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified 
with BRRV specific primer sets from DNase treated 
extracts of blueberry leaves

a: primer set BR-RT1/BR-RT2 (Product size 602 bp),  
b: primer set BR-RT2/BR-RT3 (Product size 259 bp)
M: 100bp ladder marker (Takara Bio Inc.), 1,2,3,4: BRRV 
infected blueberry leaves, 5: healthy blueberry leaves, 6 : 
No template control

Fig. 4   Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified 
with SVBV specific primer sets from DNase treated 
extracts of strawberry leaves

a: Primer set SVBV F/SVBV R (Product size 1,439bp), 
b: Primer set 2255F2/2700R (Product size 446bp)
M: 100bp ladder marker (Takara Bio Inc.), 1,2,3,4: SVBV 
infected strawberry leaves, 5: healthy strawberry leaves, 6 
: No template control

100倍希釈しても、結果は変わらなかった（データ省略）。

考　　察

　BRRV及び SVBV各感染葉から得られた核酸抽出液を DNA

分解酵素処理した溶液を鋳型として、植物内在性 DNAを対象
として実施した PCRでは、目的サイズの増幅産物は検出され
なかったことから、DNA分解酵素処理の効果が認められた。
さらに各ウイルスを対象としたプライマーセットのうち、より
長い増幅産物長が得られるプライマーセット（BR-RT1/BR-RT2

（増幅産物長 602bp）及び SVBV F/SVBV R（増幅産物長 1,439bp））
を用いた RT-PCRでは、目的サイズの増幅産物が検出され、逆
転写反応を行わず実施した PCRでは、増幅産物が検出されな
かったことから、当該プライマーを用いた RT-PCRでの増幅産
物は複製途中のウイルス由来 RNAと考えられる。
　一方、各ウイルスを対象としたプライマーセットのうち、
より短い増幅産物長が得られるプライマーセット（BR-RT2/

BR-RT3（増幅産物長 259bp）及び 2255F2/2700R（増幅産物長
446bp））を用いた場合は、RT-PCRによるウイルス RNAの検
出だけでなく、逆転写反応を行わず実施した PCRでも増幅産
物が検出されたことから、当該プライマーを用いた場合には本
検出方法の適用は困難であることが明らかとなった。この原

因として、DNA分解酵素処理した核酸抽出液中のウイルスの
DNAが完全に分解されなかったことが考えられる。本試験で
用いた DNA分解酵素は、DNAをランダムに分解するが、どの
程度の長さに分解するかについては、具体的な数値の情報は得
られなかったものの、使用するプライマーセットの増幅産物長
が短い場合は、PCRで増幅される領域が DNA分解酵素で完全
には分解されずに、一部の配列が PCRの鋳型となって検出さ
れる可能性が考えられた（Fig. 5）。これらの結果を踏まえて、
本検出方法を用いる際には使用するプライマーセットの選定
が重要であり、また、正確な判定のためには DNA分解酵素処
理した核酸抽出液を鋳型とした PCRで増幅産物が検出されな
いことを確認したうえで RT-PCR検定を行うことが必要である
（Fig. 6)。
　以上のことから、DNA分解酵素処理と RT-PCRを組み合わ
せた方法は、使用するプライマーセットの増幅産物長に注意が
必要であるものの、複製過程でゲノム DNAの全長がそれに対
応する 1本鎖 RNAに転写される一部のカリモウイルス科ウイ
ルスの検定において、検出された遺伝子配列がエピソーマルウ
イルス遺伝子由来か植物内在性ウイルス遺伝子由来かを識別す
る方法として有効であり、隔離栽培検査において RCA法を補
完する方法として利用することで、より精度の高い検査が可能
になると考えられた。
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