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カンキツグリ�ニング病菌 (Candidatus Liberobacter asiaticum)の
LAMP法による検定方法の検討

房安聡司��佐藤哲二�清水宏昭��
門司植物防疫所��門司植物防疫所下関出張所���門司植物防疫所福岡支所

Detection of Citrus Greening Disease (Candidatus Liberobacter asiaticum) by Loop-Mediated Isothermal
Amplification. Satoshi FJH6N6HJ�, Tetsuji S6ID and Hiroaki S=>B>OJ�� (Moji Plant Protection Station,
1�3�10, Nishikaigan, Moji-ku, Kitakyushu, Fukuoka 801�0841, Japan, �Shimonoseki Branch, Moji Plant
Protection Station and ��Fukuoka Sub-station, Moji Plant Protection Station). Res. Bull. Pl. Prot. Japan
42: 81�87 (2006)
Abstract: Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a method that amplifies nucleic acid with
high e$ciency, specificity, and rapidity under isothermal condition. This method was investigated for de-
tection of citrus greening disease (Candidatus Liberobacter asiaticum). The LAMP method was able to
detect a 10�3 fold DNA dilution of Candidatus Liberobacter asiaticum, in contrast with the PCR
method, which had a detection limit of a 10�1 fold DNA diluted sample. As a result, it is considered
that the LAMP method is more e#ective than the PCR method for detection of Candidatus
Liberobacter asiaticum. Moreover, the LAMP products were digested with SphI restriction enzyme into
two fragments (about 1.2-kbp and 1.8-kbp) that confirmed correct amplification of the target DNA. To de-
termine a suitable method of DNA extraction for the LAMP method, two methods: the potassium-SDS pre-
cipitation method and the CTAB method, were investigated. As a result, LAMP amplification was
carried out on the same amount of midrib with both methods. However, the CTAB method is consid-
ered to be more suitable, because it can reduce contamination risk.
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緒 言

カンキツグリ�ニング病はアジア� アフリカのカンキ
ツ栽培地域で発生が見られ� カンキツ生産に甚大な被害
を与える病害として危惧されている� 我が国では 1988

年に沖縄県西表島において発生が確認されて以来
(M>N6@6L6 et al., 1989)� 現在まで分布範囲は奄美群
島の一部にまで拡大しており �義永� 2003�� 今後九州
本土への侵入が懸念されている�
現在� これらの地域における本病の発生�分布調査に
は� 主として PCR法を用いている� しかし� 調査本数
の多さや発生地域の拡大による調査地点の増加傾向か
ら� より迅速で簡便な検定方法の確立が求められてい
る� LAMP (Loop-mediated isothermal amplifica-

tion)法は我が国で開発された簡便� 迅速� 高感度及び
低コストな遺伝子診断法とされる (MDG>:I et al., 2001;

N6<6B>C: et al., 2002; NDIDB> et al., 2000)� PCR法
が標的遺伝子における 2種類のプライマ�で挟まれた
DNA断片を DNA鎖の熱変性� プライマ�のアニ�リ
ング及び伸長反応の 3工程をそれぞれ異なる温度で繰
り返し行うのに対し� 本法は標的遺伝子における 6カ
所の領域を認識する 4種類のプライマ�を用いて� 自
己伸長反応と鎖置換合成反応を一定温度 (60�65	)で
繰り返すことにより� 遺伝子増幅反応が進行することを

特徴とする (Fig. 1) (NDIDB> et al., 2000)� 特に� 医学
分野や食品衛生の分野において微生物の検出に LAMP

法を利用するための研究が進められているが� 農業分野
においても� トマト黄化葉巻ウイルス (FJ@JI6 et al.,

2003)� トマト黄化えそウイルス (FJ@JI6 et al.,

2004)� シンビジウムモザイクウイルス �福田� 2005�
等の LAMP法による検出が報告されている� カンキツ
グリ�ニング病についても� LAMP法を用いた簡易診
断技術に関する報告が行われた (O@J96 et al., 2005)�
そこで我
は� カンキツグリ�ニング病菌の検出につ
いて LAMP法及び PCR法の検出限界を比較すること
で感度を評価し� LAMP法のカンキツグリ�ニング病
検定における実用性について検討を行い� また� 発生�
分布調査のための検出プロトコ�ルを作成する上での基
礎デ�タを得るため� LAMP法に適したカンキツグ
リ�ニング病菌からの核酸抽出法についての検討を行っ
た�
本報告にあたり� LAMP法による簡易診断技術につ
いてご教授頂いた九州沖縄農業研究センタ�の奥田充主
任研究官及び栄研化学株式会社の太田嘉則博士に厚くお
礼申し上げる�
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材料及び方法

核酸の抽出

奄美群島のカンキツグリ�ニング病の発生�分布調査
において� 葉の黄化� 退緑など明瞭に本病の特徴的な症
状が現れているタンカンまたはポンカンの実生樹から採
集した葉の中肋を陽性コントロ�ルサンプル� 症状が現
れていない健全樹から採集した葉の中肋を陰性コント
ロ�ルサンプルとして供試した�
(1) カリウム�SDS法

D:AA6EDGI6 et al. (1983)の方法を改変して行った�
カンキツ葉中肋約 0.1 gを 2.0 mlチュ�ブ内でミキ
サ�ミルMM300 �Retsch製� 及びタングステンビ�

ズを用いて摩砕し� 抽出用緩衝液� �0.2 M Tris�HCl,

pH 8.0, 1.0 M NaCl, 2� 2-メルカプトエタノ�ル� 及
び抽出用緩衝液� �0.1 M EDTA, pH 8.0, 1.5� ラウリ
ル硫酸ナトリウム : SDS, 6.6� ポリビニルピロリドン :

PVP M.W. 40,000� をそれぞれ 750 mlずつ加え� 65�
で 10分間処理した� 5 M酢酸カリウムを 500 ml加え�
氷中で 30分間静置した後� 10,000 rpmで 10分間遠心
した� 上清 1.25 mlにイソプロピルアルコ�ル 750 ml

を加え� 氷中で 30分間静置した後� 10,000 rpmで 10

分間遠心し� 沈殿を 400 mlの蒸留水に懸濁した�
10,000 rpmで 10分間遠心して得られた上清にエタ
ノ�ル 1 ml及び 3 M酢酸ナトリウム (pH 5.2)を加え�
	20�で 30分間静置した� その後� 10,000 rpmで 10

Fig. 1. Schematic representation of the LAMP reaction. (1) FIP Primer hybridizes to F2c, leading synthesis of
complementary strand. F3 Primer hybridizes to F3c, leading strand displacement extension. (2) BIP Primer
hybridizes to B2c, leading synthesis of complementary strand. B3 Primer hybridizes to B3c, leading strand
displacement extension. (3) The displaced single strand forms “dumbbell-like structure” by self-primed DNA.
(4) FIP Primer hybridizes to the loop in the stem-loop DNA, leading strand displacement extension. (5) Cycle
amplification products mixtures of stem-loop structure with various stem lengths.
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分間遠心し� 沈殿を 200 mlの滅菌蒸留水に懸濁してカ
リウム�SDS法による核酸抽出液とした�

(2) CTAB法

N6@6H=>B6 et al. (1991)の方法を改変して行った�
カンキツ葉中肋約 0.1 gを 2.0 mlチュ�ブ内でミキ
サ�ミルMM 300 �Retsch社製� 及びタングステン
ビ�ズを用いて摩砕し� CTAB緩衝液 (100 mM Tris�
HCl, pH 8.0, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, pH 8.0, 2�
CTAB)を 1 ml加え� 65�で 10分間処理後� クロロホ
ルム � イソアミルアルコ�ル (24 : 1)を加え� 12,000

rpmで 5分間遠心した� 上清に 0.7倍量のイソプロピ
ルアルコ�ルを加え� 室温で 10分間静置した後�
12,000 rpmで 10分間遠心した� 沈殿を 70�エタノ�
ルによってリンスした後� 100 mlの 1	TEに懸濁して
CTAB法による核酸抽出液とした�

核酸の増幅

(1) PCR法

宝酒造製 rTaq DNA Polymerase PCR反応試薬に
J6<DJ:>M et al. (1994)のカンキツグリ�ニング病原菌
の 16S rDNAに対する特異的プライマ�セット (Table

1)及び核酸抽出液 2.0 mlを加え� 反応液を調製した�
増幅反応はサ�マルサイクラ�ASTEC PC-700

�ASTEC社製� を用いて� 94�, 30秒間 �1サイクル
目のみ 5分間� の熱変性� 68�� 2分間のアニ�リン
グ及び伸長反応を 40サイクル行った�

(2) LAMP法

LoopampDNA増幅試薬キット�栄研化学�に O@J96

et al. (2005)が報告したカンキツグリ�ニング病原菌の
rplKAJL�rpoBオペロン領域に対する特異的プライマ�
(Table 1)と核酸抽出液 2.0 mlを加え� 反応液を調製し
た� 増幅反応はブロックインキュベ�タ� BI-535 A

�ASTEC社製� またはリアルタイム濁度測定装置 LA-

200 �栄研化学製� を用い� 65�の一定温度で 1時間
行った�

感度比較試験

核酸抽出法としてカリウム�SDS法を用いた� カンキ
ツ葉の中肋より得られた核酸抽出液を蒸留水を用いて
100
10�4倍の 10倍連続希釈段階系列を作製し� PCR

法及び LAMP法を用いて核酸増幅を行った� 増幅反応
後� アガロ�スゲルを用いて 100 V定電圧で電気泳動
を行い� ゲルロ�ディング緩衝液に含まれる BPBがゲ
ル長の 1/2程度まで進んだところで終了した� 電気泳
動用緩衝液には 0.5	TBE緩衝液を用いた� 泳動後� エ
チジウムブロマイドで染色し� 紫外線下 (260 nm)でバ
ンドの確認を行った� さらに� リアルタイム濁度測定装
置 LA-200を用いた LAMP増幅を� 同一試料の連続希
釈段階系列について実施した�

特異性の確認

LAMP法によって得られた増幅産物を制限酵素 SphI

�ニッポンジ�ン社� で切断処理をし� 電気泳動による
バンドパタ�ンを調べた� 制限酵素処理は� 各反応ごと
に滅菌蒸留水で 10倍希釈した増幅産物 2.0 ml, 制限酵素
SphI 1.0 ml, 10	緩衝液�ニッポンジ�ン社�1.0 ml及び
蒸留水 6.0 mlを加え� 37�で 1時間保温することで実
施した� 反応後� アガロ�スゲルによる電気泳動を行っ
た�

核酸抽出法の比較試験

カリウム�SDS法及び CTAB法の LAMP法における
適性について比較した� 核酸抽出に用いる供試サンプル
は� 陽性コントロ�ルサンプルを陰性コントロ�ルサン
プルに混合することにより調製を行った� 全量を 1.0 g

とし� 陽性コントロ�ルサンプルの混入率を 100
10�4

倍の 10倍連続段階系列に設定した� 得られた核酸抽出
液は LAMP法を用いて DNA断片を増幅し� アガロ�
スゲルによる電気泳動を行った�

結 果

感度比較試験

PCR法及び LAMP法における� カンキツグリ�ニン
グ病菌の検出に関する感度比較試験の結果を Fig. 2に

Table 1. Primers for PCR and LAMP.

Primer name Sequence

for PCR
OI1 5�-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3�
OI2c 5�-GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3�

for LAMP
rpl-F3 5�-TGGGTTAAGTGATGCTGTGG-3�
rpl-B3 5�-CAACAATATCAGCCCCTGCT-3�
rpl-FI 5�-GCATGCCGAGGATCAATGCCTTGCTTAAAGAGCGTGCTACG-3�
rpl-BIP 5�-TATGCCTAATGGCACGGGGGTAAGCTTCATCCGCCTTCGA-3�
rpl-LF 5�-TCTCAACTGTTTCATCAAACCTAGC-3�
rpl-LB 5�-CGTGGCGGTTTTTGCTACA-3�
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示した� 電気泳動を行ってバンドの有無を調べた結果�
PCR法では核酸抽出液の原液と 10�1倍希釈率におい
て増幅産物が確認されたが� 10�2倍以上の希釈率では
増幅産物が認められなかった� 一方� LAMP法では核
酸抽出液の原液と� 10�1�10�3倍希釈率において�
LAMP法に特徴的なラダ�状の増幅産物が確認された�
また� LAMP法に関してリアルタイムによる濁度測定
法を用いた試験を行った結果� 電気泳動法と同様に
10�1�10�3倍希釈率において増幅産物が確認された
(Fig. 3)�

特異性の確認

感度比較試験における LAMP法によって得られた増
幅産物が� カンキツグリ�ニング病菌以外の遺伝子の混

入による誤反応を起こすことなく� 標的遺伝子が正確に
増幅されたものであることを確認するため� 制限酵素
SphIによって増幅産物の切断処理を行った� SphI処理
によって得られる切断断片の予想されるサイズは 136

bp及び 187 bpである� 電気泳動を行ってバンドの出
現パタ�ンを調べた結果� LAMP法によって得られた
ラダ�状の増幅産物は� 120 bp及び 180 bp付近の 2

本のバンドに集約し (Fig. 4)� 予想される切断断片とほ
ぼ一致した�

核酸抽出法の比較試験

2種類の核酸抽出法� カリウム�SDS法及び CTAB

法のカンキツグリ�ニング病菌の LAMP法における適
性を比較した結果を Fig. 5に示した� 検出感度の比較

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of LAMP (left side) and PCR (right side) products from total DNA isolated from
citrus midrib infected with Candidatus Liberobacter asiaticum after serial 10-fold DNA dilutions from 100 to
10�4 with distilled water. Lane M, DNA size marker (100 bp ladder). Lane N, negative control.

Fig. 3. Real-time turbidimetry of LAMP reaction from total DNA isolated from citrus midrib infected with
Candidatus Liberobacter asiaticum after serial 10-fold DNA dilutions from 100 to 10�4. N.C., negative control.
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のため� 電気泳動を行って増幅の有無を確認した結果�
カリウム�SDS (Fig. 5.A)法及び CTAB法 (Fig. 5.B)い
ずれにおいても� 100�10�3倍の陽性コントロ�ルサン
プルの混入率において� LAMP法に特徴的なラダ�状
の増幅産物が確認された� また� CTAB法はカリウム�
SDS法と比較して操作手順が少ないため� 本試験にお
いてもより簡便に核酸抽出を行うことができた� また�
カリウム�SDS法が抽出工程に約 7時間を要したのに対
し� CTAB法では約 3時間と� カリウム�SDS法の半
分以下の時間で抽出が可能であった�

考 察

カンキツグリ�ニング病菌の検出方法は� 以前は接ぎ
木による生物検定や電子顕微鏡による観察が用いられて
いた� その後� モノクロ�ナル抗体 (G6GC>:G et al.,

1987)やハイブリダイゼ�ション (V>AA:8=6CDJM et

al., 1992)による手法が開発されたが� 現在は PCR法
による遺伝子診断が主流となっている� 本調査におい
て� PCR法における検出限界が 10�1倍希釈の核酸抽
出サンプルであったのに対し� LAMP法では 10�3倍
希釈の核酸抽出サンプルを検出することが可能であり�
LAMP法は PCR法と比較してカンキツグリ�ニング病
菌の検出において 100倍程度感度が高いことが確認さ
れた (Fig. 2)� PCR法によるカンキツグリ�ニング病菌
の検出感度は生物検定とほぼ同等とされることから �宮
川ら� 1999�� LAMP法を用いた検定はこれまでの検
定の精度を飛躍的に向上させるものと期待される�
また� LAMP法の増幅産物を制限酵素 SphI処理した
結果� 増幅領域から予想される切断断片のサイズとよく
一致したことから� カンキツグリ�ニング病菌以外の遺
伝子の混入による誤反応を起こすことなく正確に標的遺
伝子が増幅されたことが分かった (Fig. 4)� これによっ
て� 制限酵素 SphI処理は� LAMP法に関する特異性を
確認する方法として有効であることが示唆される�

LAMP法は増幅効率が高く短時間に増幅産物が大量
に生成されるため� コンタミネ�ションの問題が懸念さ
れる� つまり� 検定操作中に陽性サンプルの遺伝子が本
来陰性であるはずのサンプルに混入してしまうと� 検定
結果が擬陽性になってしまう可能性が高い� そのため�
コンタミネ�ションの防止に配慮した信頼性の高い検定

Fig. 5. Agarose gel electrophoresis of LAMP products from citrus midrib infected with Candidatus Liberobacter
asiaticum after serial 10-fold DNA dilutions from 100 to 10�4 with unifected midrib. Total DNA was
extracted by the alkaline�SDS method (A) or the CTAB method (B). Lane M, DNA size marker (100 bp
ladder). Lane N, negative control.

Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of SphI products
from LAMP products from total DNA isolated
from citrus midrib infected with Candidatus
Liberobacter asiaticum after serial 10-fold
DNA dilutions from 100 to 10�3. Lane M,
DNA size marker (100 bp ladder). Lane P,
positive control.
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プロトコ�ルの作成が必要である�
カリウム�SDS法は� 現在実際の PCR法によるカン
キツグリ�ニング病発生調査で用いられている核酸抽出
法であるが� クロロホルム等の有害試薬を用いることな
く核酸を抽出できる利点がある� しかし� 抽出用試薬の
成分である SDS (Sodium Dodecyl Sulfate)は増幅反応
に対する阻害物質となるため� エタノ�ル沈殿による
SDS除去のための操作が必要である� 一方� CTAB法
は不純物の除去にクロロホルムが用いられるが� 阻害物
質が残存しにくく� 純度の高い核酸を得ることができ
る� 加えて� CTAB法はカリウム�SDS法と比較して操
作手順が少ないため� チュ�ブの開閉回数も少なくな
り� コンタミネ�ションを起こす可能性が低くなる� ま
た� CTAB法は� カンキツグリ�ニング病菌の LAMP

法による検出においてカリウム�SDS法と同等の検出感
度があり� 検出の迅速性� 簡便性においてカリウム�
SDS法より優れることから� カリウム�SDS法と比較し
て LAMP法による DNA増幅により適した核酸抽出法
であると考えられる�
増幅産物の検出に濁度測定法を用いた場合� ピロリン
酸マグネシウムの沈殿生成を指標とした吸光分析が行わ
れるため (MDG> et al., 2001)� 反応後のチュ�ブを開閉
する必要がなく� コンタミネ�ションの危険性が減る�
また� 本法はリアルタイムでの検出が可能なため� 電気
泳動を行う必要がなく� さらに迅速かつ簡易な検出が可
能となる�
本調査により LAMP法のカンキツグリ�ニング病菌
の検出における高い有効性が確認された� 植物検疫の現
場ではその他多種多様な病原菌の検定を行っているが�
今後はそれらの病原菌への LAMP法の適用についても
検討を進めていく必要がある�

摘 要

カンキツ葉の中肋より得られた核酸抽出液の連続希釈
段階系列を作製し� PCR法及び LAMP法を用いて核酸
増幅を行った� PCR法における検出限界が 10�1倍希
釈の核酸抽出サンプルであったのに対し� LAMP法で
は 10�3倍希釈の核酸抽出サンプルを検出することが可
能であった� これによって LAMP法は PCR法に対し
てカンキツグリ�ニング病菌の検出感度が非常に優れて
いることが確認された� また� LAMP法の増幅産物を
制限酵素 SphI処理した結果� 120 bp及び 180 bp付近
の 2本のバンドに集約し� 増幅領域から予想される切
断断片のサイズとよく一致したことから� カンキツグ
リ�ニング病菌以外の遺伝子の混入による誤反応を起こ
すことなく正確に標的遺伝子が増幅されたことが分かっ
た� カンキツ葉の中肋における陽性コントロ�ルサンプ
ルの混入率を 100�10�4倍の 10倍連続段階系列に設定
し� 2種類の核酸抽出法� カリウム�SDS法及び CTAB

法を用いて核酸抽出を行い� LAMP法による検出を

行った� カリウム�SDS法及び CTAB法いずれにおい
ても� 100�10�3倍の陽性コントロ�ルサンプルの混入
率において検出が可能だったことから� 両抽出方法の間
にカンキツグリ�ニング病菌の検出感度に関して大きな
差は認められなかった� しかし� CTAB法はカリウム�
SDS法と比較して操作手順が少なく� チュ�ブの開閉
回数も少ないため� LAMP法で危惧されているコンタ
ミネ�ションの確率が小さくなるものと考えられること
から� CTAB法はカリウム�SDS法と比較して LAMP

法による核酸増幅に適した核酸抽出法であると考えられ
る�
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