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Abstract: In this study, a protocol was developed to detect Candidatus Liberibacter solanacearum (Lso) from carrot 

seeds with minor  modification to the protocols of Bertolini et al. (2015) and the Australian Government, Department 

of  Agriculture (2017), for the purpose of  optimizing them for facilities and reagents of  national plant protection 

stations, of the Ministry of Agriculture, Forestry and Fisheries (MAFF), Japan. Blind tests of this modified protocol 

were carried out in four laboratories of plant protection stations. Lso was detected appropriately from test samples in 

each laboratory.

In the comparison between this modified protocol and the protocol proposed by the International Seed Federation 

(ISF), the detection limit of each protocol was estimated by diluting the positive seed lot suspension with the negative 

seed lot suspension. Three different positive seed lots were used. In this study, the limit of the ISF protocol was 1/285 

(positive seeds/negative seeds), while the limit of the modified protocol was 1/2,875.

It was found that Lso was detected even from dead cells (heat treated Lso positive seeds) with PMA treatment or 

modified PMA treatment. 

1,438 seedlings grown from five Lso positive seed lots were checked by real-time PCR. Seed transmission of Lso was 

not observed in this study.
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Propidium monoazide処理の有効性及び種子伝染性調査
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資 料

緒　　言

Candidatus Liberibacter solanacearum （Lso）は、2008年、ジャ
ガイモ（Solanum tuberosum）の zebra chip 症状の病原細菌とし
て発見された （Liefting et al., 2008; Hansen et al., 2008）。Lso

は、ジャガイモのほかトマト（Solanum lycopersicum）、トウガ
ラシ（Capsicum annuum）などのナス科植物へ感染し、生育阻
害、品質や収量の低下を引き起こすこと、トガリキジラミ科の
Bactericera cockerelliによって媒介されることが報告された
（Liefting et al., 2009; Munyaneza et al., 2012a）。

2010年以降、フィンランド、スウェーデン、ノルウェー等

のヨーロッパ諸国において、ニンジン（Daucus carota）から本
細菌が相次いで検出された（Munyaneza et al., 2010a; Munyaneza 

et al., 2012b; Munyaneza et al., 2012c）。ニンジンから検出され
た本細菌はナス科から検出されたものとは遺伝子型が異なり
（Nelson et al., 2011）、Bactericera trigonica 及び Trioza apicalis 

によって媒介され、ニンジンにおいて、葉巻、葉の黄化、紫色
化、茎根の生長阻害、二次根の異常増殖等の症状を引き起こす
（Alfaro-Fernández et al, 2012; Munyaneza, 2010b）。また、媒介
虫である T.  apicalisによる被害とあわせると大幅な収量の低下
をもたらす（Munyaneza et al., 2014）。

Bertoliniら（2015）は、Lsoがニンジンにおいて種子伝染す
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ることを報告した。そのため、Lso汚染ニンジン種子による本
細菌の侵入、まん延を防ぐため、ニンジン種子の輸出入に関し
て遺伝子診断等の措置を講ずる必要が生じた。
本資料では、Bertoliniら（2015）および豪州植物防疫機関

（Australian Government Department of Agriculture, 2017）のニ
ンジン種子からの Lso検出プロトコール（参考プロトコール）
を植物防疫所で使用している機材や試薬にあわせて一部改変し
たプロトコールを作成し、輸出入植物検疫への導入を目的とし
て、実際の検疫現場で確認試験を行った。また参考プロトコー
ル及び改変プロトコールを含め、これら検定法のサブサンプル
数は 450 粒であるのに対し、International Seed Federation 

（ISF）は、サブサンプルを 10,000粒としたプロトコールを提
案している（ISF, 2016）。このように、ニンジン種子からの
Lso検出について、適正なサブサンプル数は検証されていない
ことから、本試験では、ISFプロトコールと改変プロトコール
の検出感度を比較し、適正なサブサンプル数を推定した。さら
に、ISFが言及している Lso生菌のみを検出するための
Propidium monoazide （PMA） 処理の有効性について検討した。
また、改変プロトコールで陽性となった種子 5ロットから生
育した実生苗について、Lsoの種子伝染性を調査した。

材料及び方法

1．改変プロトコールの確認試験
改変したプロトコールについて、植物防疫所内の 4カ所の施
設で、プロトコールの確認試験を行った。試験実施所には、あ
らかじめ PCRにより Lso汚染の有無を確認した陽性試料、陰
性試料各 1点、合計 2点を、試料の内容を伏して送付し､ プロ
トコールに従って核酸抽出、リアルタイム PCRを行い、分析
結果を得た。試験に用いたプロトコールは以下の通りとした。
（1）種子の洗浄

50ml チューブに種子 450 粒及び 50ml 洗浄用緩衝液
（0.5%Triton X-100）を入れ、30分撹拌し、撹拌後に洗浄液を
捨てた。
（2）種子の磨砕
種子の磨砕にバッグミキサーMiniMixR100（R）VPCC®

（InterScience） を 使 用 し た 場 合、 種 子 と 磨 砕 緩 衝 液
（NaH2PO4･2H2O, 0.4g/l; Na2HPO4･12H2O, 2.7g/l; NaCl, 8g/l; 

Sodium diethyl dithiocarbamete, 2g/l; Polyvinylpyrrolidone

（PVP）-10, 20g/l; pH7.2）10ml を バ ッ グ ミ キ サ ー 用 袋
（BAGPAGE100）に入れ、speed4で 2分間磨砕した。種子がつ
ぶれず残った場合は、さらに speed4で 1分程度追加で磨砕し
た。なおそれ以外の磨砕方法については以下の条件とした。マ
ルチビーズショッカー（安井器械）による磨砕の場合は、種
子、メタルコーン及び磨砕用緩衝液 10ml を 50ml 用磨砕チュー
ブに入れ、1,500rpmで 2分間磨砕する。種子が磨砕しきれて
ない場合はさらに 1,500rpmで 1分間磨砕する。シェイクマス
ター（BMS）による磨砕の場合は、種子、15mmのビーズ 2 

個及び磨砕用緩衝液 10ml を 50ml 用磨砕チューブに入れ、
1,100rpmで 4分間磨砕する。種子が磨砕しきれてない場合は

さらに 1,100rpmで 2～4分間磨砕する。ハンマーによる磨砕の
場合は、種子と磨砕緩衝液 10mlをバッグミキサー用袋または
磨砕用の厚手の小袋へ入れ、シーラーで上部を密閉した後、全
ての種子がつぶれるまで磨砕する。
（3）核酸抽出
磨砕液 300µlを 2mlマイクロチューブに移し、CTAB 抽出液

（cetyltrimethylammonium bromide, 20g/l; NaCl, 50g/l; 1M Tris-

HCl（pH8.0）， 100ml/l; 0.5M EDTA（pH8.0）， 40ml/l; 0.2% 

2-mercaptethanol）1.5ml を 加 え た。RNaseA（10mg/ml） を
20µl加え、撹拌後、65℃で 30分間静置した。その間、数回転
倒混和した。proteinase K（20mg/ml）を 20µl加え、撹拌後、
65℃で 30分静置した。遠心分離（12,600rpm、10 分間、室温）
後、上清（800µl）を新しい 2ml マイクロチューブに移し、
1.2mlの Chloroform/Isoamyl alcohol（CIA）を加えよく撹拌
し、遠心分離（13,000rpm、5分間、室温）を行った。上層を
新しい 2mlマイクロチューブに移し、等量のイソプロパノー
ルを加え転倒混和後、遠心分離（13,000rpm、5分間、室温）
を行った。ピペットで上清を取り除き、500µlの 70%エタノー
ルで沈殿を 2回リンスした。ピペットで沈殿に触れないように
70%エタノールを取り除き、遠心エバポレーターで液体がな
くなるまで乾燥させた。沈殿に 50µlの滅菌水を加え溶解後、
PCR の鋳型（試料）とした。
（4）リアルタイムPCR

Lso検出用プライマー／プローブセットには、LsoF（5’
-GTCGAGCGCTTATTTTTAATAGGA-3 ’）、HLBr（5 ’
-GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG-3’）、HLBp（5’ FAM-

AGACGGGTGAGTAACGCG-3’ BHQ1） （Li et al., 2009） を、
植物内在性コントロール検出用プライマー／プローブセットに
は、COX-F（5’-CGTCGCATTCCAGATTATCCA-3’）、COX-

R　（5’-CAACTACGGATATATAAGAGCCAAAACTG-3’）、
COX-p（5’ FAM-TGCTTACGCTGGATGGAATGCCCT-3’ 
BHQ1） （Weller et al., 2000）を使用した。PCR反応液の組成
は、1×TaqMan® Gene Expression Master Mix（Applied 

Biosystems）、500nM Forward primer お よ び Reverse primer、
250nM TaqMan probe、鋳型 DNA2.5µl（トータル 25µl）とし
た。 リ ア ル タ イ ム PCR 装 置 は、StepOne Plus （Applied 

Biosystems）を使用し、反応条件は、50℃2分、95℃10分の後、
95℃15秒、60℃1分を 40サイクルとした。Threshhold値は、
機器のソフトウェアの自動設定とした。

2．改変プロトコールと ISF プロトコールの検出感度比較
試験には Lso汚染率の異なる種子 3ロットを用いた。なお、

ロットの汚染率は、各ロットの種子 20粒を個別に核酸抽出、
リアルタイム PCRを行い、Ct（cycle thleshhold）値の得られ
た種子を汚染種子とし、算出した。核酸抽出法及びリアルタイ
ム PCR法を比較する調査条件はア、イのとおりとし、（1）リ
アルタイム PCR法の検出感度の比較、（2）核酸抽出法の比較、
（3）適正なサブサンプル数の検討を行った。なお、リアルタイ
ム PCR結果の判定方法は、各検体について 2反復（ウェル）
で行い、2反復とも Ct値が得られなかった場合は－（陰性）、
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2反復とも Ct値が得られた場合は＋（陽性）、片方のウェルの
み Ct値が得られた場合は、＋－と判定した。
ア　ISF プロトコール

Lsoが検出されたロットのニンジン種子 10,000粒に ISFの
プロトコールに従い磨砕緩衝液 100mlを加え、ラボミルサー
PLUS （大阪ケミカル）で磨砕した（A液）。陰性種子も同様に
磨砕し（B液）、陽性種子の磨砕液を陰性種子の磨砕液で 1/10、
1/100、1/450、1/1,000、1/2,000、1/10,000に希釈した液をつく
り、それぞれから 2ml採取し、ISFのプロトコール Version1.1 

（ISF, 2016）に従い抽出した。すなわち、採取した試料を500×g

で遠心し、得られた上清1mlをDNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）
で核酸抽出した。リアルタイム PCRは、ISFプロトコールの
条件（反応液：TaqMan® Universal Master Mix II, no UNG、
Threshhold値：0.045）、改変プロトコールの条件（反応液：
TaqMan® Gene Expression Master Mix、Threshhold 値：0.27）
の両方で行った。
イ　改変プロトコール
磨砕液は改変プロトコールの種子／磨砕液の比率に従い作成
した。すなわちアで作成した A液 25mlに磨砕緩衝液 30.5ml

を加え陽性種子磨砕液とした。同様に、陰性種子磨砕液 B液
を作成した。この陽性種子磨砕液を陰性種子磨砕液で 1/10、
1/100、1/450、1/1,000、1/2,000、1/10,000に希釈した液をつく
り、それぞれから 0.3ml採取し、改変プロトコールに従い抽出
した。リアルタイム PCRは ISFプロトコールの条件、改変プ
ロトコールの条件の両方で行った。
なお、適正なサブサンプル数は、検出下限となった希釈倍率
に、陽性種子として使用したロットの種子汚染率をかけて簡易
的に推定した。

3．PMA処理の有効性の検討
PMA処理により、ニンジン種子の Lso生菌のみ検出できれ
ば、死菌による PCR偽陽性を排除することができ、効率的に
種子の検査を行うことができる。Bertoliniら（2015）は、Lso

陽性ニンジン種子磨砕液への PMA処理区と無処理区で、Ct

値に有意差があり、PMA処理に効果があることを報告してい
る。
一方で、Lso陽性ニンジン種子の熱処理による完全な殺菌条

件は定まっていないが、Lsoは、熱に弱いとの報告があること
から（Munyaneza et al., 2012d）、Lso陽性ニンジン種子に各種
の熱処理を行い、PMA処理を行ったものと無処理のものとで
Ct値を比較し、PMA処理の有効性を試験した。
（1）熱処理
熱処理は、2016年時点で豪州政府がニンジン種子の輸入検
疫措置として 50℃20分の熱処理を要求していること（World 

Trade Organization, 2014）を考慮し、50℃で、種子の発芽に影
響が少ないとされる乾熱条件での 72時間処理および一般的に
培養細菌を死滅させる際の熱処理（95℃10分）で、試験的に
行った。
熱処理区は、Lso陽性ニンジン種子 2.7g （約 2,000粒）を磨

砕緩衝液 20mlで磨砕し、磨砕液をヒートブロックで 95℃10

分熱処理した区、50℃72時間で乾熱処理後、2カ月程度経過し
た陽性種子 2.7gを磨砕液 20mlで磨砕した区、50℃72時間で
乾熱処理後、1週間程度経過した陽性種子 2.7gを磨砕液 20ml

で磨砕した区の 3処理区を設けた。これに、陰性種子および陽
性種子を同様に磨砕した区を加えた 5処理区で PMA処理の効
果を試験した。なお、各処理区とも陽性種子は全て同一ロット
のものを使用した。
（2）PMA処理および核酸抽出

PMAの処理方法は ISFのプロトコール Version1を参考に
行った。なお、この PMAの処理手順は、現在の ISFプロト
コール Version1.1では掲載されていない。
各処理区の磨砕液 2mlを 500×gで遠心し、PMA処理区では
得られた上清 1mlに 2.5µlの 20mM　PMA （Biotium）を加え、
暗黒条件下で時折チューブを転倒混和しながら 5分間処理し
た。その後、チューブを LEDCrosslinker EM100（Takara）で
10分間光照射し、市販の DNA抽出キット（DNeasy　Plant 

Mini Kit：QIAGEN社）を用い、ISFプロトコール Version1.1

に従って核酸抽出を行った。PMA無処理区では、得られた上
清 1mlについて、PMA処理をせずに同様に核酸抽出を行った。
なお各処理区において核酸抽出は 2反復で行った。
（3）リアルタイムPCR
得られた抽出核酸について、ISFプロトコールに従ってリア

ルタイム PCR（Lsoプライマー／プローブセットは改変プロ
トコールと同じ、反応液には TaqMan® Universal Master Mix 

II, no UNG：Applied Biosystemsを使用）を行い、各処理区に
おける PMA処理と無処理の Ct値を比較した。Thleshhold値
は機械の自動設定に従った。

4．ニンジンにおける Lso の種子伝染性調査
改変プロトコールに従って 450粒を検定し Lsoが検出され

た 5ロットのニンジン種子をバットに播き、1年以上経過後、
実生苗をほりあげ、リアルタイム PCRにより検定を行った。
各実生苗の茎葉の基部、中位、上位の 3カ所から 1点ずつ試料
を採取し 1株分とし、約 20株分を 1グループとして、カリウ
ム -SDS法（柳澤ら、2012）に準拠して核酸抽出し、改変プロ
トコールに従ってリアルタイム PCRを行い、種子伝染性の調
査を行った。

結　　果

1．改変プロトコールの確認試験
4ヶ所の試験実施所において合計 8試料の分析が正確に実施

された（Table 1）。このことから、植物防疫所で現在使用する
種子磨砕機、PCR用試薬を用いた改変プロトコールでもニン
ジン種子からの Lsoの検出が可能であることが確認された。

2．ISF プロトコールと改変プロトコールの検出感度比較
（1）検出感度

ISFおよび改変プロトコールに従って抽出した試料を用い
て、ISFと改変プロトコールのリアルタイム PCR法を比較し
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Table 1 Results of blind tests

Laboratory No. Sample
LsoF/HLBr/HLBp COX-F/COX-R/COX-p

Interpretation
Ct value Threshold　line Ct value Threshold　line

1
 A1) Undetermined 0.267 19.4 0.335 －
 B2) 27.03) 0.267 18.9 0.335 ＋

2
A Undetermined 0.290 20.8 0.312 －
B 27.0 0.290 18.9 0.312 ＋

3
A Undetermined 0.269 19.9 0.493 －
B 26.9 0.269 19.0 0.493 ＋

4
A Undetermined 0.306 20.0 0.428 －
B 26.9 0.306 19.7 0.428 ＋

1) Lso Negative seed lot
2) Lso Positive seed lot
3) Mean Ct Value of 2 replicates

Table 2 Results of comparison test of ISF protocol and modified protocol in a sub-sample of 10,000 seeds

Seed lot of positive 
seeds

Dilution ratio

Extracts by ISF protocol Extracts by modified protocol

PCR according to 
ISF protocol

PCR according to 
modified protocol

PCR according to 
ISF protocol

PCR according to 
modified protocol

Lot 1 (85%)1)

Positive seeds  ＋－※ ＋  －※ ＋
1/102)  ＋3) ＋ ＋ ＋
1/100 ＋ ＋ ＋ ＋
1/450 ＋－4) ＋ ＋－ ＋
1/1000 ＋－ ＋－ ＋－ ＋
1/2000 ＋－ － ＋ ＋
1/10000 ＋－ ＋－ － ＋

Negative seeds  －5) － － －

Lot 2 (30%)

Positive seeds ＋ ＋  －※ ＋
1/10 ＋ ＋ ＋ ＋
1/100 ＋ ＋ ＋ ＋
1/450 － － ＋ ＋
1/1000 ＋－ － ＋ ＋
1/2000 ＋－ － ＋ ＋
1/10000 － － － ＋－

Negative seeds － － － －

Lot 3 (35%)

Positive seeds ＋ ＋ ＋ ＋
1/10 ＋ ＋ ＋ ＋
1/100 ＋ ＋ ＋－ ＋
1/450 － － ＋－ ＋－
1/1000 － － － ＋－
1/2000 － － － －
1/10000 － － － －

Negative seeds － － － －
NTC (water) － － － －

1) % of Lso detected seeds in 20 seeds, 20 seeds were tested individually by real-time PCR.
2) dilution ratio of positive seeds suspension/ negative seeds suspension.
3) detected in 2 replicates.
4) detected only one well in 2 PCR replicates.
5) not detected in 2 replicates.
※ detected in 2 wells, after diluting the extracts 5 times with distilled water.
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たところ、ロット 1（汚染率 85％）の試料では ISFの PCR法
は 1/2,000～1/10,000まで検出することができ、改変プロトコー
ルの PCR法は 1/10,000まで検出できた。ロット 2（汚染率
30％）の試料では ISFの PCR法は 1/2,000まで検出すること
ができ、改変プロトコールの PCR法は 1/100～1/10,000まで検
出できた。ロット 3（汚染率 35％）の試料では ISFの PCR法
は 1/100～1/450まで検出することができ、改変プロトコール
の PCR法は 1/100～1/1,000まで検出できた。（Table 2）
（2）核酸抽出法

ISFと改変プロトコールのリアルタイム PCR法を用い、ISF

の核酸抽出プロトコールと改変プロトコールの核酸抽出プロト
コールを比較したところ、ロット 1（汚染率 85％）の試料では
ISFの核酸抽出法は 1/10,000まで検出することができ、改変プ
ロトコールの核酸抽出法 1/2,000～1/10,000まで検出できた。
ロット 2（汚染率 30％）の試料では ISFの核酸抽出法は 1/100

～1/2,000まで検出することができ、改変プロトコールの核酸
抽出法は 1/2,000～1/10,000まで検出できた。ロット 3（汚染率
35％）の試料では ISFの核酸抽出法は 1/100まで検出すること
ができ、改変プロトコールの核酸抽出法は 1/450～1/1,000まで
検出できた。（Table 2）

（3）両プロトコールのサブサンプル数
検出が最も難しかったロット 3について、ISFプロトコール

は 1/100まで検出できたことから、種子の汚染率 35%を考慮
すると 0.35/100、すなわち 285粒中に汚染種子 1粒が混入した
サンプルまで検出できることが推定された。同様に、改変プロ
トコールは 1/1000まで検出できたことから、2,850粒中に汚染
種子が 1粒混入したサンプルまで検出できると推定された。こ
のことから、試験に使用した陽性種子が混入したサンプルか

ら、Lsoを検出するためのサブサンプル数は ISFプロトコール
では 250粒以下、改変プロトコールでは 2,500粒以下にするこ
とが妥当であると推察された。

3．PMA処理の有効性の検証
陽性種子の磨砕液を 95℃10分で熱処理した区、陽性種子を

50℃72時間で乾熱処理し 2ヶ月経過した区、陽性種子を 50℃
72時間で乾熱処理し 1週間経過した区、いずれの処理区にお
いても PMA処理をしなかったものと PMAを処理したものと
の Ct値の差は 1未満となり、PMA処理で死菌の検出を抑え
ることはできなかった（Table 3）。また、この試験に加えて、
95℃5分間ヒートブロックで熱処理した陽性種子磨砕液につい
て、Bertoliniら（2015）の PMA処理条件を参考にし、磨砕液
中の PMA濃度を 50µMから 100µMに、暗黒処理条件を室温
5分間から 30℃10分間に、光照射時間を 10分から 15分に強
めてPMA処理を行い、PMA無処理のものとCt値を比較した。
その結果も PMA処理区が Ct値 34.5、無処理区が Ct値 34.1

となり、PMAの効果は確認できなかった。

4．ニンジンにおける Lso の種子伝染性調査
播種後 1年以上経過した各ロットの実生苗 （合計 1,438株）
の茎葉から核酸抽出し、リアルタイム PCRにより検定を行っ
たが、Lsoは検出されなかった。（Table 4）

考　　察

改変プロトコールの有効性が 4ヶ所の実施所で確認されたこ
とから、ニンジン種子からの Lsoの検出において、本プロト
コールは有効であり、検疫現場への導入は可能であると考えら

Table 3 Effect of PMA on dead cells (heat treated cells)

Sample Ct (without PMA) Ct (with PMA)

Negative seeds Undetermined Undetermined

Positive seeds (without heat treatment)  34.12) 35.1

Positive seeds (heat treatment of 2ml extract: 95℃ 10 min) 34.0 33.2

Positive seeds (dry heat treatment of seeds: 50℃ 72 h, 2 months1)) 34.3 35.1

Positive seeds (dry heat treatment of seeds: 50℃ 72 h, 1 week) 33.9 34.2

NTC (water) Undetermined Undetermined
1) time after treatment
2) mean Ct value of 4 PCR replicates (Extraction was performed twice. PCR was performed for 2 replicates per one extract.)

Table 4 Evaluation of seed transmission of Lso in carrot seeds

Seeds lot
Ct of 450 seeds extracts  

(Threshhold line)
Sowing date Sampling date

No. of Lso positive seedlings /  
Total no. of seedlings

Lot A  27.91) (0.22) 2015/2/3 2016/5/27 0/191

Lot B 28.9 (0.22) 2015/2/3 2016/6/1 0/418

Lot C 28.0 (0.27) 2015/2/3 2016/6/6 0/335

Lot D 27.8 (0.27) 2015/2/3 2016/6/8 0/318

Lot E 31.7 (0.34) 2015/2/3 2016/6/2 0/176
1) mean Ct value of 2 PCR replicates
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れた。
また、ニンジン種子からの Lsoの検出において、ISFと当所

で改良したリアルタイム PCR法には明確な差がないこと、
ISFと改変プロトコールの核酸抽出法では改変プロトコールの
抽出法の方が若干よいこと、および ISFのプロトコールでは
サブサンプル数 250粒相当が、改変プロトコールでは 2,500粒
相当が妥当であることが推察された。
一方、PMA処理の有効性を試験したが、Lso汚染種子にお
いて、PMA処理により生菌のみを検出することは困難である
と考えられた。

Bertoliniら（2015）は Lsoがニンジンで 4.8％～10.1％種子
伝染したと報告している。しかし、その後の他の研究グループ
による追試験では種子伝染性は確認されず（Loiseau et al., 

2015）、種子伝染性については、正確な結論はだされていない。
今回の試験でも、種子伝染性は確認されなかった。今後ニンジ
ン種子における Lsoの種子伝染性については、世界の研究の
進捗状況を注視する必要がある。
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