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Abstract: Pineapple mealybug wilt-associated virus 1, 2 and 3 (PMWaV-1,-2,-3) cause serious diseases in pineapple 

plants. In order to specifically and rapidly detect these viruses, we have developed a detection method using Loop-

mediated Isothermal Amplification (LAMP). Each LAMP primer set was designed based on the sequences of 

PMWaV-1, -2, -3, respectively. These viruses could be detected with the designed primer sets from nucleic acid 

extraction of each virus infected pineapple plant. By using this method at 60℃, each specific reaction was confirmed 

to begin within 35 minutes. Furthermore, when using the method with a mixture of these primer sets, PMWaV-1, -2, 

-3 could be detected all together. 
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Pineapple mealybug wilt-associated virus（PMWaV） は、
Ampelovirus属に分類されるひも状の粒子形状をもつ RNAウ
イルスで（Gambley and J. Thomas., 2015）、遺伝子配列の違い
により PMWaV-1、-2、-3の 3つの種が知られている。
本ウイルスは、パインアップルに萎凋症状を引き起こす

mealybug wilt diseaseの関連ウイルスであることで知られてお
り、ハワイでは、パインアップルに 30～55％の減収を引き起
こすことが報告されている（Sether and Hu, 2002）。
ウイルスの媒介方法としては虫媒伝染が知られており、パイ
ナップルコナカイガラムシ（Dysmicoccus brevipes）及びバナナ
コナカイガラムシ（Dysmicoccus neobrevipes）によって伝搬さ
れる（S. J. Singh, 2004）。
また、パインアップルは、沖縄県の重要な基幹作物で、植物
検疫においては指定ほ場における隔離栽培が認められている隔
離栽培対象植物であることから、1件につき数万本単位の隔離
栽培が実施される場合もある。
パインアップルの隔離栽培検査は目視検査が主体であるもの
の、病徴のみでの判断が難しい場合は遺伝子診断法である
PCR法により確認検査を実施しているところである。しかし
PCR法は、通常、試料からの核酸抽出、2時間程度の増幅反
応、電気泳動の過程が必要であることから、検定に時間を要
し、大量検定を行うことが困難である。

このことから、本試験では病害ウイルスの特定を迅速かつ簡
易に行うため、迅速・高精度かつ簡易な遺伝子診断法である
LAMP法の導入を目的とし、LAMPプライマーの設計及び選
抜試験を行った。

材料及び方法

1.  供試試料
各試験に用いた陽性対象区には沖縄県農業試験場名護支場

（現沖縄県農業研究センター名護支所）から分譲を受けたパイ
ンアップル PMWaV-1、-2、-3重複感染株（品種：ジュリオス
ター）を用いた。また、陰性対照区には実生パインアップル
（品種：クリームパイン ×沖縄 8号）を用いた。試験区には
PMWaV-1、-2、-3の各ウイルスの単独感染株（PMWaV-1：26

石垣隔離第 1号パインアップル B-019-014、PMWaV-2：名護
農試譲渡株（品種：ジュリオスター）、PMWaV-3：26石垣隔
離第 1号パインアップル A-92-046）を用いた。

2.  核酸抽出
核酸抽出については、パインアップルの葉 50mgを RNeasy 

Plant Mini Kit（Qiagen社）を用いてキットのプロトコルにし
たがって実施し、最終的に 60µlのRNase Free Waterに溶解し、
各試験に供試した。
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3.  プライマーの設計
各プライマーの設計領域は、PCR法で増幅が確認されてい
る Heat shock protein 70（HSP70）及び Coat Protein（CP）領
域 に つ い て、DNA Data Bank of Japan （DDBJ）、National 

Center for Biotechnology Information（NCBI）より入手した配
列を用いた。（Accession Noは表 1を参照。）プライマー設計
は LAMP 法プライマー設計支援ソフトウェア「Primer 

Explorer V4」（FUJITSU Ltd. : https://primerexplorer.jp/）を用
いて行った。

dimer値、末端安定性等を考慮し、PMWaV-1では 3セット、
PMWaV-2では 4セット、PMWaV-3では 3セットを選定した。

4.  プライマーセットの選抜及び温度条件の調査
設計した LAMPプライマーセットによる対象ウイルスの検
出の可否について、その最適条件を明らかにするため、増幅の
有無、増幅温度、増幅時間、非特異的増幅の有無の確認を行っ
た。サンプルとして陰性対象区、試験区、陽性対象区それぞれ
に抽出核酸を供試した。陰性対象区にはプライマーダイマーの
確認のため RO水も供試した。
なお、LAMP反応は、Loopamp®RNA増幅試薬キット（RT-

LAMP）（栄研化学）を使用し、反応液の組成はキットの指定
通りとした。濁度の測定はリアルタイム濁度計 LA200（テラ
メックス社）または Loopamp EXIA（栄研化学）を用いて実
施した。

LAMP反応は設定温度を 58℃～65℃とし、90分間測定した。
各試験は 3反復行った。また、濁度が 0.1を超えた時間を増幅
開始時間とした。

5.  選抜プライマーの特異性の確認
設計に使用した配列及び作成したプライマーについては、

BLAST検索にて、塩基配列データ上各ウイルスに特異性であ
ることを確認しているが、実際に対象ウイルスに特異的である
か確認を行った。サンプルは陰性対象区試験区、陽性対象区そ
れぞれに抽出核酸を供試した。測定条件は 60℃70～90分とし、
試験は 3反復行った。

6.  簡易抽出法での検出可否調査
本試験では、LAMP反応の鋳型として植物から抽出した核

酸を用いる方法以外に、簡便・迅速化を目的とし、植物の汁液
をそのまま鋳型とする「磨砕法」と、植物の葉に針を複数回刺
してそれを反応液に浸す「針刺し法」を検討した。また、供試
サンプルに問題がないことの確認として、磨砕法及び針刺し法
に用いた葉から抽出した核酸を供試した。
磨砕法は、福田ら（2003）の方法に準じ、パインアップル葉

50mgを 200µlの 0.5N NaOH中で磨砕した後、その 10µlを
190µlの 100mM Tris-HCl（pH8.0）に添加し、8000rpm、1分
間の遠心分離を行い、上清 1µlを各試験に供試した。
針刺し法は、パインアップルの葉を 5回刺したつまようじを

LAMP反応液に直接 5秒浸す「直接浸漬法」と、同様に刺し
たつまようじを Tris-HClに浸漬した液を用いる「Tris浸漬法」
の 2つの方法を試みた。なお、「Tris浸漬法」については、つ
まようじを Tris-HCl（pH8.0）100µlに 5秒浸した後、上清 1µl

を各試験に供試した。

7.  3 種ウイルス同時検出の可否調査
ウイルス検出の効率化、試験の低コスト化を目的とし、今回

設計したプライマーを用いて 3種のウイルスが同時検出できる
かを調査した。反応液組成は表 2のとおりであり、そのうち
20µlを検定に使用した（表 2）。これはキットプロトコルの反
応液 20µlにサンプル 5µlを加え最終液量 25µlを測定する構成
に準じた。なお、作成した反応液 26.5µl全てを用いた検出も
可能であることを確認している。測定条件は 60℃70分とした。
供試サンプルは抽出核酸とし、供試量は 1µl、5µlの 2試験区
を設けて最適量を調査した。なお、1µl区には 4µlのMilli-Q水
を加え計 5µlとなるように調整した。試験は 3反復行った。

結果及び考察

1.  プライマーセットの選抜及び温度条件の調査
LAMP反応は増幅開始時間が約 20分～40分以内に濁度 0.1

以上になることが陽性の目安とされ、60分以降の増幅は非特
異的増幅の可能性が高いとされている。このことから、プライ
マーの選抜は、増幅時間、最高濁度を比較し、また、反復試験

Table 1 List of primer information

Virus Primer Name Accession No  Genome region

PMWaV-1

ID51 EF620774 HSP70

ID121 EF620774 HSP70

ID65 KC800714 HSP70

PMWaV-2

ID45 EU769115 HSP70

ID32 EU769115 HSP70

ID1 EU016675 HSP70

ID50 EU016675 HSP70

PMWaV-3

ID1 FJ209047 HSP70

ID20 FJ209047 HSP70

ID71 JN995536 CP
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においても検出が安定しているものを選抜した。
（1） PMWaV-1のプライマー選抜試験
設計した 3種類のプライマーセット ID51、ID65、ID121に

ついて、55℃、58℃、60℃、65℃の温度条件下における検出の
可否及び非特異的増幅の有無を調査した。全プライマーとも、
全ての温度区で PMWaV-1の検出が可能であり、非特異適増幅
は確認されなかった。
そこで、増幅開始時間及び最高濁度を比較したところ、

ID51は増幅開始時間約 25～40分、濁度 0.6以上であり、ID65

は増幅開始時間約 30～40分、最高濁度 0.5以上であったこと
に対し、ID121は増幅開始時間約 20～35分、最高濁度 0.6以
上と 3種類のプライマー中で最も増幅開始時間が早く、また最
高濁度 0.6以上と、判定に必要な濁度も充分であることから、
ID121を PMWaV-1の検出用プライマーとして選抜した。
（2） PMWaV-2のプライマー選抜試験
選抜した 4種類のプライマーセット ID1、ID32、ID45、

ID50について 58、60、63℃の温度条件下における検出の可否
及び非特異的増幅の有無を調査した。ID1、ID45、ID50は全
ての温度区において非特異的増幅が生じた。ID32は 58、63℃
の試験区では 70分以降に非特異的増幅が確認されたものの、
60℃においては、非特異的増幅は認められなかった。また、増
幅時間約 30分～35分、最高濁度 0.7以上であり、判定に支障
がないことから、ID32を PMWaV-2の検出用プライマーとし
て選抜した。
（3） PMWaV-3のプライマー選抜試験
選抜した 3種類のプライマーセット ID1、ID20、ID71につ

いて 58、60、63℃の温度条件下における検出の可否及び非特
異的増幅の有無を調査した。ID20は全ての温度区で増幅しな
かった。ID1は 58℃、63℃で 65分以降に非特異的増幅が生じ
たものの、60℃では増幅開始時間約 35分～45分、最高濁度 0.6

以上で非特異的増幅は認められなかった。一方、ID71は全て
の温度区で非特異的増幅はなく、増幅開始時間約 40～55分、
最高濁度 0.6以上であった。ID71が全ての温度区で非特異的
増幅がなかったことから最も特異的なプライマーと考えられた

が、増幅開始の遅さが課題であった。そのため、増幅反応を促
進させる Loopプライマー4種類（Loop1、Loop2、Loop4、
Loop7）を追加で設計し、最も増幅開始時間が短縮された（33

分）Loop7を選抜した。Loop7を加えた ID71の最高濁度は 0.5

以上であった。（データ未記載）これらの結果から、Loop7プ
ライマーを加えた ID71プライマーセットを PMWaV-3の検出
用プライマーセットとして選定した。（図 1）
これら選抜試験の結果から、PMWaV-1は ID121、PMWaV-2

は ID32、PMWaV-3は ID71をそれぞれの特異的プライマーと
した。また、60℃の反応温度で非特異的増幅がなかったことか
ら、各プライマーの反応条件として、反応温度を 60℃、測定
時間を 60分に設定することが最適と考えられた。

2.  特異性の確認
パインアップルに感染するウイルスは、PMWaV-1、

Table 2 LAMP amplification reagent composition

 Reagent µl / Sample

2×Reaction Mix 12.5

ID121 FIP（40pmol/µl） 1

BIP（40pmol/µl） 1

F3（5pmol/µl） 1

B3（5pmol/µl） 1

ID32    FIP（40pmol/µl） 1

BIP（40pmol/µl） 1

F3（5pmol/µl） 1

B3（5pmol/µl） 1

ID71    FIP（40pmol/µl） 1

BIP（40pmol/µl） 1

F3（5pmol/µl） 1

B3（5pmol/µl） 1

Loop7（20pmol/µl） 1

Enzime Mix 1

Total 26.5

Table 3 List of LAMP primer sets

Virus Primer name Sequence（5’-3’） Location

PMWaV-1

ID121 F3 TAGGACCAGTAGACGGTG 172-189

ID121 B3 GGTCGGTTCGTTTACTACC 377-395

ID121 FIP TCATCTTGATCGCTAGTTGTACCAAAATCAGTTCTCACTTTAGCC

ID121 BIP CTGTGTCTGTTTGTTCAGTACCAAGAGCTCAACTTACAACTTTC

PMWaV-2

ID32 F3 ACCAGCCGACTACAACTC 209-226

ID32 B3 GCCAACGCTAAACAGTAC 423-440

ID32 FIP GCGGTCGGTTCATTTACTATAGCTATAACTAACTGCATGAAAGACTTG

ID32 BIP TTCTGTCTGTTTTTGACTTTGGTGGCATACCACATCTCCGAGTT

PMWaV-3

ID71 F3 TCACTGATCTGATATCGTCG 140-159

ID71 B3 ACTCTGCATCAGAAACTGTA 317-336

ID71 FIP CACTATCCCAGGTATGGTTATGTTGGCAGTATTGGATTTCACTAAAGTG

ID71 BIP CGAAAGAACATCGAGTGAAGGGATGTGTTTGTCGCTTTCAG

ID71 Loop7 CCAAAGCATTATGGGAACTAGGT
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Fig. 1-2 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-2)

Fig. 1-1 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-1)

Fig. 1-2 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-2)

Fig. 1-3 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-3)
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Fig. 1-1 LAMP measurement result of  the primer selection test 
(PMWaV-1)

Fig. 1-1 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-1)

Fig. 1-2 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-2)

Fig. 1-3 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-3)
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Fig. 1-3 LAMP measurement result of  the primer selection test 
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Fig. 1-1 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-1)

Fig. 1-2 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-2)

Fig. 1-3 LAMP measurement result of the primer selection test (PMWaV-3)
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PMWaV-2及び PMWaV-3以外に Pineapple chlorotic streak virus 

（PCLSV）、Tomato spotted wilt virus （TSWV）等が報告されて
いるが、報告年が古く近年ではほとんど検出事例がない。その
ため特異性の確認では、パインアップルの主要病害であり果実
の減収を引き起こす PMWaV-1、PMWaV-2、PMWaV-3のみを
対象とした。
各対象ウイルスの特異的プライマーID121、ID32及び ID71

プライマーセットにおける相互の非特異性を確認したところ、
対象ウイルスのみの増幅が確認され、他のウイルスでは濁度の
上昇は確認されなかった。（表 4）
これらの結果から、今回選抜した 3セットのプライマーは

PMWaV-1、PMWaV-2、PMWaV-3の各ウイルスに特異的なプ
ライマーであると考えられた。

3.  簡易抽出法の検討
「磨砕法」及び 2種の「針刺し法」について検討したところ、  
PMWaV-1は試験区が増幅しない、増幅開始が 60分前後とな
る場合がある等、検出が安定しなかった。また、PMWaV-2

は、磨砕法、Tris浸漬法では増幅せず、直接浸漬法において増
幅開始が約 60分と遅く、非特異的増幅との区別が困難と考え
られた。PMWaV-3は磨砕法では増幅せず、直接浸漬法、Tris

浸漬法においては試験区が増幅しない場合がある等、検出が安
定しなかった。同一サンプル葉より抽出した核酸を鋳型とした
場合は全反復において 35分以内に濁度 0.5以上となり、検出
は安定していた（表 5）。これらの結果から、「磨砕法」「針刺
し法」とも検出が安定しないことが判明した。この原因とし
て、植物体に含まれるポリフェノールや多糖類等の反応阻害物
質の混入が影響していると推察される。本試験により比較した
範囲では核酸抽出が最も確実と考えられた。しかしながら
LAMP法では針刺し法を用いても問題なく増幅が確認できる
場合も多い（福田ら（2003）、神谷ら（2014））ことから、今後
はより多くの試験を行い結果を確認するとともに、必要に応じ
緩衝液や針刺し回数、方法等を検討、改良することで RT-

LAMPの鋳型調整法として利用できる可能性がある。

4.  3 種ウイルスの同時検出試験
 本試験で選抜した特異的プライマー3種類を混合し 3種ウイル
スの同時検出を試みた結果、増幅速度が 10~15分遅れるが全て
の試験区において増幅が確認された（図 2）。これより 3種プ
ライマーを混合し PMWaV-1、PMWaV-2及び PMWaV-3の同
時検出が可能であることが判明した。増幅開始時間は 5µl区に
比べ、1µl区では約 5分早い傾向であったことから、供試サン
プル量は 1µlが適することが判明した。最高濁度は 5µl区、1µl

区共に 0.4以上であった。
また、LAMP法では HPLC精製プライマーを使用すると増
幅開始時間が早くなることが知られている。本試験では逆層カ
ラムで精製したプライマーを使用しているが、今後 HPLC精
製プライマーを使用することでさらに増幅開始時間の短縮が期
待される。

総　　括

PMWaV-1、-2、-3の各種ウイルスに特異的な LAMPプライ
マーを設計した。測定条件は 60℃60分が最適であった。簡易
抽出法は検出が安定せず、現段階では抽出核酸による検定が確
実であった。プライマー3種類を混合したところ、3種ウイル
スの同時検出が可能であった。核酸抽出後、PCR法では約 2

時間の核酸増幅に加えて約 1時間の泳動、染色が必要である
が、本試験による LAMP法では 60分で結果が得られる。また
3種ウイルスの同時検出においては単独での検出に比べ試験回
数が 3分の 1となり、試薬や労力の削減が期待される。今後の
課題として、簡易抽出法の更なる検討、HPLC精製プライマー
を用いた 3種ウイルス同時検出における増幅開始時間の確認等
があげられる。

摘　　要

PMWaV-1、PMWaV-2、PMWaV-3の各ウイルス種特異的
LAMPプライマーを設計した。設計したプライマーのうち
PMWaV-1では ID121、PMWaV-2では ID32、PMWaV-3では
ID71のプライマーが最も検出に適していることから、この 3

Table 4 A stereospecific reaction test for each virus

Primer name PMWaV-1 PMWaV-2 PMWaV-3 PMWaV-1, -2, -3 Detectable virus

ID121 ＋ － － ＋ PMWaV-1

ID32 － ＋ － ＋ PMWaV-2

ID71 － － ＋ ＋ PMWaV-3

Table 5 Results of simplified test method

Virus Crush
Prick with a needle

Nucleic acid extraction
Direct dipping   Tris dipping

 PMWaV-1 2/3 2/3 1/3 3/3

 PMWaV-2 0/2 1/4 0/3 3/3

 PMWaV-3 0/2 1/3 1/3 3/3
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セットをプライマーとして選定した。
また、LAMP反応に用いる鋳型の調整については核酸を抽
出しない簡易的な鋳型調整法も検討したが、検出が安定しな
かったことから、現時点では核酸抽出を行った検定が望ましい
と考えられた。
さらに選抜した 3種プライマーを混合し PMWaV-1、-2、-3

の同時検出を試みたところ、増幅速度は単体の検出と比較して
遅くなるものの、検出が可能であった。
これらのことから、本試験において設計したプライマーによ

り、PCR法と比較して迅速、簡便に PMWaV-1、-2、-3を検出
することが可能となった。今後、パインアップルの隔離栽培検
定における迅速化が期待される。
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