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Abstract: In recent years, plant viruses which have previously not occurred in Japan have been detected in small fruit 

trees (raspberry, blackberry, gooseberry and blueberry) from overseas in viral disease inspections in post-entry plant 

quarantine. In the inspections, there were cases where no plant viruses were detected by genetic diagnosis from 

samples picked in spring but viruses were detected from samples picked in autumn. For this reason, we studied 

suitable seasons and parts of  plant sampling for the detection of  seven small fruit tree viruses which have not 

previously occurred in Japan. In this study, we developed Taqman real-time RT-PCR / PCR assay for measuring the 

concentration of small fruit tree viruses. Leaf samples, which were collected from upper, middle and lower parts of 

virus-infected plants grown in a greenhouse from spring to autumn, were tested. As a result, it was suggested that the 

concentrations of  some viruses increased in spring, whereas those of  others increased in autumn. With regard to 

parts of plants, many virus species were concentrated in upper leaves and others were concentrated in middle or lower 

leaves. These results are expected to help improve the accuracy and efficiency of inspections in post-entry quarantine. 
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小果樹類に感染するウイルスの検出に適した 
試料採取の時期及び部位の調査
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短 報

緒　　言

低木で食用になる果実をつける小果樹類のうちベリー類は、
近年、海外から継続して優良な新しい品種の苗木が輸入されて
おり、特にアメリカ合衆国からの当該苗木の輸入数量は上位で
推移している（農林水産省植物防疫所植物検疫統計）。しかし、
同国のミシガン州では、本邦未発生である Blueberry shoestring 

virus（BSSV）の感染により、ハイブッシュブルーベリー
（Vaccinium corymbosum）で 25％の果実の減収に加え品質低下
を招き、少なくとも 300万ドルの経済的損失を生じた等の報告
（Caruso and Ramsdell, 1995）があり、これら海外から輸入さ
れる小果樹類苗木を介しての本邦未発生ウイルス等の国内への
侵入が危惧される。
植物防疫所では、海外から国内への病害虫の侵入を阻止する
ため、苗木等の輸入検査を実施しており、小果樹類苗木につい
て行う隔離栽培検査において本邦未発生のウイルスが毎年検出

され、また、その種類も増加している。
果樹に感染するウイルスを検出するには、ウイルス濃度が増

加するとされる春期に植物体の上位葉を採取し検定を行うこと
が有効とされている（Jarosova and Kundu, 2010 ; Polak, 1995 ; 

Svoboda and Polak, 2010）が、Katwal et al.（2016）は、リン
ゴに感染するウイルスについて、ウイルスの種により濃度の高
い時期及び局在する部位が異なることを報告している。小果樹
類の隔離栽培検査においても、春期にウイルスが検出されな
かった株が秋期にウイルス様症状を発現し、再度検定を実施し
たところウイルスが検出された事例がある。
そこで、これら小果樹類における隔離栽培検査の精度向上を

図るため、本邦未発生のウイルス 7種を用い、ウイルス濃度の
季節及び部位による差異をリアルタイム RT-PCR / PCR

（RNAウイルスは RT-PCR、DNAウイルスは PCR、以下、
同じ。）により計測し、小果樹類の各ウイルス検出における適
切な試料採取の時期及び部位を調査した。
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材料及び方法

1．供試株及び試料採取方法
隔離検疫で Raspberry leaf mottle virus（RLMV）、Blackberry 

yellow vein-associated virus（BYVaV）、Blackberry chlorotic 

ringspot virus（BCRV）の感染が確認されたキイチゴ属（Rubus 

spp.）苗及び Gooseberry vein banding associated virus（GVBaV）
の感染が確認されたスグリ属のフサスグリ（Ribes rubrum）苗
並びに農林水産大臣の許可を得て導入した Blueberry scorch 

virus（BlScV）（農林水産省指令 17横植第 114号）、Blueberry 

shock virus（BlShV）（同 17横植第 114号）及び BSSV（同 22

横植第 307号）に感染したスノキ属（Vaccinium spp.）の穂木
を接木接種したハイブッシュブルーベリー苗を供試した
（Table 1）。各ウイルス感染苗は 24℃に設定したガラス室内で
管理した。なお、GVBaVは DNAウイルス、その他は RNA

ウイルスである。
核酸抽出法の選定試験には、RLMV 感染 R. idaeus 苗、

GVBaV感染フサスグリ苗及び BSSV感染ハイブッシュブルー
ベリー苗から採取した葉を用いた。

ウイルス濃度の測定試験には、GVBaVについては平成 25～
26年度、BlScVについては平成 27年度、その他のウイルスに
ついては平成 26年度の春期（4－ 6月）、夏期（7－ 8月）及
び秋期（9－ 12月初旬）の複数時期に、7種のウイルス感染苗
各 2株から採取した上位葉（植物体上位の新梢先端部）、中位
葉（植物体中位の側枝中間部）及び下位葉（植物体下位の側枝
基部）を用いた。

2．核酸抽出法の選定
各試料から葉柄を中心に葉身を含む 100mgの組織片を切り

出し、PVP-カリウム SDS法（Dellaporta et al.（1983）の抽出
バッファーに 3.3% PVP M.W.40Kを添加）及び RNeasy Plant 

Mini KitまたはDNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN社）を用い、
それぞれ 4反復、核酸抽出を行った。その後、得られた核酸の
吸光度を Nano Drop ND-1000（Thermo Fisher Scientific 社）
にて測定し、260 nm/230 nm及び 260 nm/280 nmの吸光度比の
比較により最適な抽出法を選定した。

3．プライマー及びプローブの設計並びに動作確認
リアルタイム RT-PCR / PCR用のプライマー及びプローブ

の設計に必要な塩基配列情報を得るため、コンベンショナル
RT-PCR / PCRで各ウイルスの検出を行った。この RT-PCR / 

PCR用プライマーは、RLMV、BYVaV、BCRV及び GVBaV

には既報のプライマーを用い、既報のプライマーがない
BlScV、BlShV及び BSSVの 3種のウイルスについては NCBI

（National Center for Biotechnology Information; http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/）のデータベースに登録された塩基配列を基
に新たに設計した（Table 2）。
リアルタイム RT-PCR用プライマー・プローブは、コンベ

ンショナル RT-PCR / PCRで得られた増幅産物の塩基配列と、
データベース上にある既報のウイルス株の塩基配列とを
CLUSTALプログラム（Thompson et al., 1994）により比較し、
保存性の高い領域を選定した上で設計ソフト（Primer　

Table 1. Plant materials under test

Virus Plant Origin

RLMV*1 Rubus idaeus USA

Rubus sp. UK

BYVaV*1 Rubus allegheniensis USA

BCRV*1 Rubus sp. Korea

GVBaV*1 Ribes rubrum France

BlScV*2 Vaccinium corymbosum USA

BlShV*2 Vaccinium corymbosum USA

BSSV*2 Vaccinium corymbosum USA

*1 : Detected in post-entry quarantine
*2 :  Introduced by permission of Minister of Agriculture, Forestry 

and Fisheries 

Table 2. Primer pairs for detection

Virus Primer pair (5’-3’) for detection Target region

RLMV*1 CPhF
CPhR

CGAAACTTYTACGGGGAAC
CCTTTGAAYTCTTTAACATCGT

Coat protein

BYVaV*2 PF
PR

GGGTTAATGAGAGATTGGATG
TGGGATTTGTCAAACTTGGTG

RNA polymerase

BCRV*3 F
R

GTTTCCTGTGCTCCTCA
GTCACACCGAGGTACT

Movement and coat protein

GVBaV*4 GVB3-F
GVB3-R

GACGATGAATCCCTGAGAACCC
CAGAAGTTAAGCCAGCGAACCC

Polyprotein

BlScV*5 BlScV-F
BlScV-R

ATGTGTGCTAGTGTGAGCAGTTC
TGCCTGCCAATCAGACG

Coat protein

BlShV*5 BlShV-F
BlShV-R

CAGCAGAGGTTGCACCATTTG
CCCGAGGCGATTACAAAGGTAAC

RNA-dependent RNA polymerase

BSSV*5 BSSV-F
BSSV-R

TTCACGAGGTGCGATTTAAGC
CCTGTGTTGGAAGACGGAGTTC

Polyprotein

*1 : Tzanetakis et al. (2007a), *2 : Susaimuthu et al. (2007), *3 : Tzanetakis et al. (2007b), *4 : Jones et al. (2001), *5 : designed in this study
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Express 3.0；Thermo Fisher Scientific社）を使用して設計した。
なお、BSSVには Yanagisawa et al.（2016）が設計したプライ
マー・プローブを使用した（Table 3）。
スタンダードコントロールは、RNAウイルス 6種について
は、プライマー・プローブを含む領域の PCR産物をもとに、
Tsai et al.（2012） の 手 法 に 準 じ、MEGAscript RNAi Kit

（Thermo Fisher Scientific社）を用いて得られた二本鎖 RNA

の濃度を測定して作製した。このうち、BCRVについては、プ
ライマー・プローブの配列が 3’ 末端側に偏っていたため、ス
タンダードコントロール作製過程において RNA転写物が両末
端側から分解されやすいことを考慮し、当該配列が cDNAの
中央付近になるよう CP領域に新規設計した CP-F1（5’- 
G C T T C T T G AG C T TAC C T G AG  - 3 ’） /  C P - R 1（ 5 ’ - 
ACACGGAACACCTTRGTGTC -3’）プライマーを用い、同様
にスタンダードコントロールを作製した。一方、DNAウイル
スである GVBaVについては、プライマー・プローブを含む領
域の PCR産物をもとに DNAの濃度を測定して作製した。こ
れらスタンダードコントロールのコピー数は、核酸の濃度と分
子量をもとに算出した。作製したスタンダードコントロール原
液を 10～107倍に段階希釈し、プライマー・プローブを用いて
リアルタイム RT-PCR / PCRを行い、動作確認を行った。

4．リアルタイム RT-PCR / PCR によるウイルス濃度測定
各試料から葉柄を中心に葉身を含む 100mgの組織片を切り

出し、各株（plant 1、plant 2）の時期及び部位毎に核酸抽出法
の選定で最適とされた方法で核酸抽出を行った。得られた核酸
を鋳型とし、RNAウイルスには TaqMan® RNA-to-CtTM 

1-Step Kit（Thermo Fisher Scientific社）、DNAウイルスには 

TaqMan® Universal PCR Master Mix（Thermo Fisher Scientific

社）を用い、F/R各プライマー0.3µM、プローブ 0.2µMの濃度
で 反 応 液 を 調 製 し、StepOne-Plus realtimePCR System

（Thermo Fisher Scientific社）にてキット付属のプロトコール
の条件で増幅を行い、各試料 2並行でウイルスの濃度を測定
し、その平均値を算出した。

結果及び考察

小果樹類に感染する 7種のウイルスについて、春～秋期にお
ける植物体の上位葉、中位葉及び下位葉のウイルスの濃度変化
をリアルタイム RT-PCR / PCRで測定し、各ウイルスにおけ
る適切な試料採取の時期や部位を調査した。
まず、260 nm/230 nm及び 260 nm/280 nmの吸光度比が共に

PCR反応に最適とされる 1.8から 2.0の値に近い核酸抽出法と
して、キイチゴ属及びハイブッシュブルーベリーには PVP-カ

Table 3. Oligonucleotide primers and probes for real-time RT-PCR / PCR

Virus Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Probe (5’-3’)
RLMV ACGGCACCTCCTGAGATGAT TCATGAAGGGAGAACCTGCAA [FAM-] CCGCCGACGCCGCTAAGGA [-Tamra]

BYVaV TGGAGACGCTTGGGAGTTTG TGGTGAAGTCTATTTCTACGGTCTTG [FAM-] CGCTCAAAATTGCCTCTTCCCTTGGAT [-Tamra]

BCRV AGATGTACAAGTACTTTGACTAAGAATCC GAGTTACCATTTCTTCCCCTGTT [FAM-] ACCAACCATCCAACGCCATGTCTGT [-Tamra]

GVBaV GCTGGTCAGGAAAGTCAAAGAAC CGTCAGTTTCGATGACCACATAA [FAM-] TCTGCCAGACTTGGAGCTGCCACC [-Tamra]

BlScV GTCTATCTGGATCCCGATGGAA CTGCACACTTTGCGAAGACTAGCTT [FAM-] TCAGTCGATTCCATCGCAGCCATAATGA [-Tamra]

BlShV CAATTTCATATTTTCACCGCTTT GTCCGTCACTAATATGTGACAATTC [FAM-] CTCTAGCGAGTTTTTGCAAATGTGGTTTGG [-Tamra]

BSSV CCGTTCAGGACTGGGAGTTG CATTCGCCGTCTCATCACATA [FAM-] CCGACGTTGAAATGCGCATATCCCTT [-Tamra]

BSSV primer-probe sets were designed by Yanagisawa et al. (2016).

Table 4. Absorbance ratio of nucleic acid extracted from plant materials

Plant Replication
PVP-Potassium SDS RNeasy (DNeasy) Plant Mini Kit

260/230 Average 260/280 Average 260/230 Average 260/280 Average

R. idaeus 1 1.88 1.88 2.08 2.03 0.58 0.43 1.19 1.12

2 1.79 2.06 0.40 1.23

3 1.72 2.00 0.25 1.17

4 2.13 1.99 0.50 1.19

R. rubrum 1 0.60 0.61 1.75 1.77 1.92 2.08 1.72 1.59

2 0.65 1.84 2.53 1.58

3 0.60 1.82 1.80 1.58

4 0.57 1.68 2.06 1.48

V. corymbosum 1 1.59 1.53 1.91 1.93 0.29 0.69 1.50 1.47

2 1.92 2.15 0.15 1.40

3 1.15 1.81 0.12 1.55

4 1.44 1.83 0.13 1.42
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リウム SDS法、フサスグリには DNeasy Plant Mini Kitを選定
した（Table 4）。
次に、コンベンショナル RT-PCR / PCRによる増幅産物

（Fig.1）の塩基配列及びデータベース上の塩基配列を基に、各
ウイルスのリアルタイム RT-PCR / PCR用プライマー・プロー
ブを設計し（Table 3）、プライマー・プローブの動作確認を
行った。
その結果、スタンダードコントロールの濃度と Ct値

（Threshold Cycle；増幅産物がある一定量に達したときのサイ
クル数）は高い相関を示し、正常に動作することが確認され
た。以後、作製したプライマー・プローブ及びスタンダードコ
ントロールをウイルス濃度測定に用いた。
各試料におけるウイルス濃度の測定結果を Fig.2に示す。

①

②

③

Fig. 1. Amplicons of viruses using conventional RT-PCR / PCR 
with primers for detection.
Lane 1, 2: RLMV (452bp), Lane 3, 4: BYVaV (500bp), Lane 5, 6: 
BCRV (520bp), Lane 7, 8: GVBaV (527bp), Lane 9, 10: BlScV 
(198bp), Lane 11, 12: BlShV (260bp), Lane 13, 14: BSSV (200bp), 
M: 100bp ladder marker

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 M
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④

Fig. 2. Viral concentration changes during seasons in each part of plants.
① RLMV, ② BYVaV, ③ BCRV, ④ GVBaV, ⑤ BlScV, ⑥ BlShV, ⑦ BSSV
The abscissa of the graphs represents date, and ordinate represents viral concentration.

⑤

⑥

⑦
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RLMVのウイルス濃度は秋期の 11月に急上昇した。部位に
ついては下位葉で高かった。BYVaVは秋期の 11月～12月初
旬にウイルス濃度が上昇し、上位葉及び中位葉で高かった。 

BCRVは春期の 4～5月にかけてウイルス濃度が高く、上位葉
で高かった。GVBaVは供試株によりばらつきがあるものの、
春期～初夏の 5～7月にウイルス濃度が高い傾向にあった。中
でも 5月は 2株とも濃度が上昇した。部位については上位葉で
高く、他の部位と比較して突出した。BlScVは秋期の 10月に
ウイルス濃度が高く、上位葉で高かった。BlShVは春期の 4～
5月のみウイルス濃度が高く、上位葉で高かった。BSSVは秋
期の 9～11月にウイルス濃度が高く維持され、上位葉及び中位
葉で高いという結果が得られた。以上の結果を Table 5に整理
した。
本調査結果から、春期に濃度が高いウイルスがある一方、春
期は濃度が低く、秋期になって濃度が高くなるウイルスがある
こと、また、部位については、上位葉で濃度の高いウイルスが
多いが、中位葉や下位葉で濃度の高いウイルスもあるとの傾向
が示された。
今後、本調査研究で得られた結果をもとに隔離栽培検査の中
で適切な試料採取の時期及び部位を検証することによって、小
果樹類の隔離栽培検査における各ウイルス検出の精度向上及び
効率化を図っていきたい。
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Table 5. Suitable seasons and parts of plant for sampling

Virus Suitable season Suitable parts of plant

RLMV autumn (Nov .) lower leaves

BYVaV autumn (Nov .-Dec .) upper leaves and middle leaves

BCRV spring (Apr .-May) upper leaves

GVBaV spring (May) upper leaves

BlScV autumn (Oct .) upper leaves

BlShV spring (Apr .-May) upper leaves

BSSV autumn (Sep .-Nov .) upper leaves and middle leaves


