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Summary

　Anew 　and 　simple 　boilingτnethod 　for　extracting 　chlysanthernum 　stunt 　viroid （CSVd ）RNA 　is　described．　FTesh
leaves　 of 　CSVd −infected　chrysanthemum 　 were 　 homogenized　in　 an 　 equal 　 volume 　 of 　CTAB 　buffer　 then

centrifuged ．　The 　supernatant 　was 　boiled　for　lhree　min 　then 　centrifuged 　again ，　Transparent　supernatant 　of 　boited

sample 　was 　coHected ，　CSVd − RNA 　was 　then　purified　by　the　following　procedures：the　supematant （300 μ 1）was

added 　to　l！lO　volume 　of 　3M 　sodium 　acetate 　and 　an 　equal 　vQlume 　of　isopropyl　alcohol ，　transferred 　gently　to　a

microcentrifuge 　tube　containing 　400 μ 12M 　LiCl，　incubated　at　room 　te【nperature 　for　10　min 　and 　centrifuged ．

Northern 　blot　hybriClization　anaiysis 　showed 　that　the　extracted 　CSVd −RNA 　survived 　although 　it　was 　partiaUy
broken　by　boHing．　This　was 　confirmed 　by　RT −PCR 　amplifying 　about 　350　base　pairs　cDNA ，　showing 　the　full

lengIh　of 　CSVd ．　Dot　blot　hybridiza1ion　anatysis 　indicated　that　the　boning　extraction 　method 　has　a 　highel　detection

sens 孟tivity　than　the　guanidine　thiocyanate ！phenol　extlaction 　method ．　 lt　is　also 　concluded 　that　boning　is　a　safe

method 　that　does　not 　require 　toxic　reagents 　such 　as　phenol　and 　chloloform

キ ーワ ード　 ドッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イゼ
ー

シ ョ ン ，キ ク，キ ク ス タ ン トウ イ ロ イ ド，煮沸

緒　　言

　キ ク ス タ ン トウ イ ロ イ ド（Chrysanthemum 　Stunt　Vi−

roid 二CSVd ）に よ っ て 引 き起 こ され る キ ク わ い 化病 は ，大

沢 ら（1977）が 我 が 国 で 初 め て 本病の 発生 を示唆 し，花 田

ら（1982）が キ ク か ら CSVd を分離 して 以来，各地 で 被害

が 報告 さ れ て い る （天野，1988；森山 ら，1996 ；杉浦 ら，

1998 ； 山本 ら，2001）．本病の 典型 的な 症状 は植物体の わ

い 化 で あ り，切 り花 ，ポ ッ トマ ム と もに 著 しい 品 質 の 低

下 を 招 く．

　CSVd は 汁液 で 伝染 す るた め，保 毒株が あ る 場合，鋏 や

鎌 あ る い は 手指 を 通 じて 健 全 株 に 感染 し，ま た 種 子伝染

す る可能性 も報告 され て お り（大石 ら．2001），防除対策

を立 て な け れ ば 被害 が増大す る こ と に な る ．CSVd に よ

る被害 を 回避 す る に は，わ い 化株を抜き捨 て る ，保毒株

を 無毒化 す る （山下 ら，1997b；塩飽 ら，1999），健 全株

を 選 ん で 親株 に す る 方法 が 有効 で あ る．わ い 化株を 除去

す る方 法 は，発病直前 の 無病徴株 を 見過 ご す 確率 が 高 く

完全 で は な い ．無毒 化 す る 方 法 は，長期間 に 及 ぶ 温度処
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理 と 茎頂培養 が 必 要 で あ り多大 な 労力 と 時間 を 要 す る．

品種 の 変遷 が 激 しい 多 くの キ ク品 種 で は無 毒 化 す る時 間

的な 余裕 が な い と い う事情 を考 慮 す る と，健 全 株 を 選 定

し て 親株 に 用 い る方法 が最 も実用的で あ る と考え られ る．

　CSVd の 診断 は，バ イ オ ア ッ セ イ （大沢 ら，1977），

RNA の 電気泳動，ドッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ーシ ョ

ン （塩 飽 ら， 1996），reverse 　transcription−polymerase
chain 　reaction （RT −PCR ）（楠 ら，　1993），　RT −PCR ！ハ イ

ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン な どの 方法 が あ る．健 全株を 選定 す

る に は 多検体 を扱 う必要 が あ り，労 力 ，費用 お よ び検 出

精度 か らみ て ，ド ッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ
ー

シ ョ ン

（山下 ら，1997a）が 適 して い る と考え ら れ る．ドッ トプ ロ

ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ーシ ョ ン に 用 い る RNA の 抽出は ，多

検体 を 扱 う こ とを 前提 と して フ ェ ノ ール 抽 出を 1 回行 う

の が一
般的な 方法 （塩飽 ら，1996）で あ る が，キ ク葉 か ら

の 抽出で は 夾雑物 が多 く，十分 な 検 出精度 が 得 られ な い

場合 も あ る．さ らに 精製す る た め に フ ェ ノ
ー

ル 抽出を繰

り返 す と RNA の 収量が 低下す る．そ こ で ，　 CSVd −RNA

の 収量 が 多 く夾雑物が 少 な い 抽出方法 を検討 した と こ ろ，

キ ク 葉 の 磨砕液 を煮沸す る こ と が有効な 手段 で あ る こ と

が 分 か っ た の で 報告す る．
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植 物 材 料

材 料 お よ び 方 法

大石
一

史 ・奥村 義秀
・
森岡公

一

　 わ い 化症状 を呈 した 品 種
t
レ ミ ダ ズ を保 毒 株 と して 用

い た．こ の 株 か ら 抽出 し た CSVd −RNA の 塩基 配 列 は イ

ギ リス 株 （Grossら，1982，　 GenBank ア クセ シ ョ ン 番号

M19506 ）と 1塩基 の み異 な っ て い た （イ ギ リス 株 の 254

番 目の ア デ ニ ン が ウ ラ シ ル に 置換 ）．RT −PCR ／ハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー
シ ョ ン で も CSVd が 検出さ れ な か っ た

‘
レ ミダ ス

｝

を フ リー
株 と して 用 い た 、い ず れ の 株 も 18 ℃ 以 ．．ヒを保

ち，光 中断 4 時間 の 長 日処理を継続 した ．

煮 沸 法 に よ る CSVd −RNA の 抽 出

　 500mg の キ ク 成熟葉 を 500 μ 1の CTAB バ
ッ フ ァ

　

（渡 辺 ，1989；1％ CTAB ，0．7MNaCl ，50　mM 　Tris−

HCI ，10mM 　EDTA ）で 磨砕 し，4 ℃ で 5 分間遠心 した．

上 清 500 μ 1をマ イ ク ロ チ ュ

ーブ に入 れ，沸騰中の 湯 に 3

分間浸漬，あ る い は サ
ー

マ ル サ イ ク ラーを 用 い 99℃ で 3

．分間イ ン キ ュ ベ
ー

トした．氷冷後 4 ℃ で 5分間遠心 し，上

清 300 μ 1に 1110容量 の 酢酸 ナ トリウ ム （pH 　5．2）と等量

の イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル を加 え 混合 し，マ イ ク ロ チ ュ
ーブ 内

の 400 μ 1の 2M 塩 化 リチ ウム に 室 温 で ／0分間重 層 した ．

4 ℃ で 30 分 間 遠心 して 沈 殿 を得 た．

　 対 照、と して ，グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネート1フ ェ ノ
ー

ル 法

（以下 GTC1 フ ェ ノ ール 法 ）で RNA を 抽出 した．キ ク成熟

葉 を 5 倍量 の グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ートバ
ッ フ ァ

ー
（渡

辺 ，1989）で 磨 砕 し，5 分間遠 心 し て ，上 清 600 μ 1に

1110容量の 酢酸 ナ ト リウ ム （pH 　5、2）と等量 の フ ェ ノ
ー

ル ・

ク ロ ロ フ ォ ル ム ・イ ソ ァ ミル ア ル コ
ー

ル （25：24：1）を加 え

て 激 し く混 合 し，4 ℃ で 5分間遠 心 し た ．上 清 400 μ 1に
1，000 μ 1の エ タ ノ

ール を混 合 して ，4 ℃ で 20分間遠心 し

た ，沈殿を 400 μ 1の 滅 菌 蒸 留 水 に 溶解 し，100 μ iの 10

M 塩化 リチ ウ ム を 混 合 し 30分間氷冷 した 後，4 ℃ で 20

分間遠心 して RNA を 抽出 した．あ るい は ，煮沸法 に お け

る煮沸の 過 程 を フ ェ ノール 抽出 に 変 え て ，煮沸法 と同様

の 手順 で RNA を 抽出した，

　 い ず れ の 方 法 に お い て も，得 られ た 沈殿 （RNA ）を 70 ％

工 タ ノ
ー

ル で 洗 浄 して ，乾燥 し，5−40 μdの 滅菌蒸留水 に

溶解 した ．

煮 沸 法 で 抽 出 し た CSVd −RNA の RT −PCR

　保 毒株   ミ ダ ズ の 葉 か ら煮 沸 法 で 抽出 した RNA 水

溶液を 10〜105ま で 滅菌蒸留水で 希釈 し，2，5 μdをテ ン プ

レ
ー

ト と し て ReverTra 　Dash （東洋紡製 ）を 用 い RT −PCR

を行 っ た 、逆転写反応 は 42 ℃ で 20 分間
一

本鎖 bDNA の

合成反応を行 い ，99℃ で 5 分間処理 し逆 転写 酵 素 を失 活

さ せ た．PCR は 98℃ ・1 分間 の 後，98 ℃ ・20 秒，58
℃ ・2 秒，74 ℃ ・30秒 の サ イ ク ル を 35回繰 り返 し，最後

に 74℃ ・5分 の 伸長反応 を行 っ た ．RT − PCR に 用 い た プ

ラ イ マ
ーは，forward：5’一描 CAGGG   CACCC −

1TCC −3’（イ ギ リス 株 168−188番 目の 塩基 に 相同 ），　 re一

verse ：5’−AGGATTACTCCTGTCTCGCA −3’（イ ギ リス

株 ユ48−一　167番 目 の 塩 基 に 相 補 ）で あ り，CSVd − RNA の

全 長 354b を増幅す る．　 RT −PCR 産物 は 15 ％ ア ガ ロ ー
ス

ゲ ル で 電気泳動 し ，
エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドで染色 し，紫

外線を照射 して検出 した．
ノ ーザ ン ブ 囗

ツ ト

　 煮沸法およ び GTC ！フ ェ ノ
ール 法 で 抽出 した RNA 沈 殿

物を材料 と して 渡辺 （1989）の 方法 に よ り変性 し，電 気 泳

動 した後，ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ トした．

ド ッ　ト プ ロ 　ッ　ト

　抽出 した RNA を 40 μ1の 滅菌蒸留水 に 溶解 し，3 μ 1

を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に ドッ トし，10 分間風乾 した後

312nm の 紫外線を 2 分間照射 して ，　 RNA を ナ イ ロ ン メ

ン ブ レ ン に 固 定 した，
ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン

　 CSVd を ク ロ
ー

ニ ン グ した プ ラ ス ミ ドを テ ン プ レ
ート

と し，PCR （プ ラ イ マ
ー

は RT −PCR に 用 い た も の と 同

じ）で ジ ゴ ケ シ ゲ ニ ン （DIG）標識 し た DNA を プ ロ
ーブ と

して ハ イ ブ リダ イ ゼ ーシ ョ ン を 行 っ た ．メ ン ブ レ ン の 洗

浄後，抗 DIG ア ル カ リ性 フ ォ ス フ ァ タ ーゼ 標識抗体を処

理 し，
CSPD （Tropix 社製 ）を反応基質に用 い て ，化学発

光 を X 線 フ ィ ル ム に 感光 さ せ た ．基本的 な 手順 は．DrG
標 識試薬の説明書 お よ び Pallasら（1998）の 方法 に 従 っ た．
RNA の 抽 出方 法 の 違 い と ド ッ ト プ ロ ッ ト ハ イ ブ

リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ る CSVd の 検 出

　保毒株
‘
レ ミ ダ ス

’
を用 い ，CTAB バ

ッ フ ァ
ー

で 磨砕後，
煮沸法 お よ び フ ェ ノ

ー
ル ・ク ロ ロ フ ォ ル ム ・イ ソ ア ミル

ア ル コ
ー

ル （以 下 フ ェ ノ
ー

ル 抽出 ）で 抽出し た CSVd −

RNA を検 出 した．す な わ ち，磨砕液を 遠心 分離 した上清，
煮沸後に 遠心 分離 した 上清，工 タ ノール 沈 殿 あ る い は イ

ソ プ ロ パ ノール 沈殿 して 得 た RNA の 水溶液 ， 磨砕液を遠

心 分離後 フ ェ ノ
ー

ル 抽出 した 上清 お よ び イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 沈 殿 して 得た RNA の 水溶液を ド ッ トプ ロ ッ トし ハ イ ブ

リダイ ゼ ーシ ョ ン を行 っ た．

結 果 お よ び 考 察

煮 沸 法 に よ る CSVd −RNA の 抽 出 と 検 出

　キ ク葉 の 磨 砕，上 清液 を 煮沸 す る と，乳 だ く状 に な っ

た ．こ れ は タ ン パ クが 凝固 した もの と考え られ る が，遠

心 分離す る とわ ず か に 着色 し た 透 明 な 上清と沈 殿物 に 分

離 した （第 1図 ）．上 清 に 含 ま れ る RNA を イ ソ プ ロ パ

ノ
ー

ル で 沈殿 させ，塩 化 リチ ウ ム 重層，遠心 す る方法 で

分画 し，ノ ーザ ン 分 析 した と こ ろ，フ リ
ー
株 の サ ン プル

か ら は CSVd の シ グ ナ ル は全 く認 め られ な か っ た が ，保

毒株 か らは GTC ノフ ェ ノ
ール 法で 抽出 し た CSVd に 近 傍

の 位 置 お よ び や や 低 分 子 側 に 強 い シ グ ナ ル が認 め ら れ た

（第 2 図 ），こ れ は 煮 沸 に よ っ て CSVd −RNA の 一
部が 分

解 し た もの の
一

部 は 分 解 せ ず に 抽出 さ れ た 結果 と 考 え ら

れ る．
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第 1 図　キ ク葉磨砕液 の 煮沸処理

　　 左 ：磨砕液 中
・
煮 沸 した磨砕液

　　 右 煮沸 した 磨砕液を遠心分離 して 得た上清

1 2 3 4

第 2図 抽出 した CSVd −RNA の ノ
ー

ザ ン プ ロ ッ トハイ ブリダ イ

　 　 　ゼ イ シ ョ ン

　 　 　レーン 1，3 ： フ リー株 ；2，4’保毒株

　　　レ
ー

ン 1，2GTC ！フ ェ ノ
ー

ル 法 によ る抽出

　　　レ
　

ン 3，4 煮沸法に よ る抽 出

煮 沸 法 で 抽 出 し た CSVd −RNA の RT −PCR

　煮沸法で 抽出 した RNA を テ ン プ レ ートに CSVd −RNA

の 全長を増幅す る プ ラ イ マ
ー

で RT −PCR した 結果 を第 3

図 に 示 し た ．抽出原液で は ス メ ア な 泳動像とな っ た か，

10404 まで の 希釈液で は期待 され る サ イ ズ の 明瞭 なバ ン

ドか 認 め ら れ た．こ の バ ン トは CSVd の プ n
一ブ とハイ

ブ リ ダイ ズ した の で ，こ の RT −PCR 産物 は CSVd に 由来

す る と判 断 し た （デ ータ略 ）．こ の こ と は ，煮沸 し て も

CSVd −RNA の 一
部 は 分 解 され ず に 残存 す る こ と を示 し

て お り，ノ
ーザ ン 分析 の 結果 を裏付 け る もの で あ る ．

RNA の 抽 出 方 法 の 違 い と ド ッ ト ブ 囗 ッ ト ハ イ ブ

リ ダ イ ゼ ー シ 5 ン に よ る CSVd の 検 出

　キ ク葉を （）．TAB バ
ッ フ ァ

ー
で 磨砕後，煮沸法 お よ び フ

ェ ノ
ール 抽 出で 精製 し CSVd −RNA を検出 した．保毒株

の 葉 の 磨砕液 の 遠 心 上 清で は，シ グ ナ ル か ドーナ ツ 状 で

あ っ た （第 4図 ）．こ れ は，抽出物 に 不 純物 か多 く RNA の

ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の 結合 を 阻害 した こ とを示す もの

M M

第 3 図　煮沸法で 抽出 した RNA に よ る RT −PCR 産物

　　 M ：10Gbp ラ ダ
ー

マ
ー

カ
ー

（最下段が 100bp）
　　　レ ーン ：左 よ り原 液 ，原 液 を 蒸 留 水で 10，100，1，000，
　　　10，000，100，000倍希釈 し RT −PCR した増 幅産物

1 2 3 　 4　 　　 　5 6

第 4 図 　CSVd −RNA の 抽出過 程に お け る 抽出物 の ドッ トプ ロ

　 　 　 ッ トハイ ブ リダイ ゼ イ シ ョ ン

　　 1：保毒株の 葉の 磨砕液を遠心 した上清

　　 2：1を 煮沸 して 遠心 した上 清

　　 3・2を エ タノ
ー

ル 沈殿で精製

　 　 4：2を イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 沈殿 で 精 製

　　 51 を フ ェノ
ール抽出 した 上肩

　 　 6：5を イ ソ プ ロ パ ノ
ー

ル 沈殿で 精製

で あ る と考え られ た．煮沸 して 遠 心 分 離 した上 清で は，や

や ドーナ ツ 状 とな っ た が，ド ッ トした 部分 に も シ グナ ル

か 認 め ら れ，磨砕液を 遠心 分 離した だ け の 上清 と比較す

る と，RNA の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の 結合を 阻 害す る不

純物 か か な り除 去 さ れ た こ とか うか が わ れ た ．こ の 不 純

物 は 主 に 多糖類 と考 え られ，煮 沸 して 凝 固 した タ ン パ ク

が遠心分離 され る過程で 沈殿 す る と推 定 され る が ，詳細

は 今後 の 課題で あ る　煮沸 して 遠心 分離 した 上 清を 工 タ

ノ
ー

ル あ る い は イ ソ プ ロ パ ノ
ール 沈殿 して 精製す る と，ハ

イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン の シ ク ナ ル は非常に強 くな っ た ．

工 タ ノ
ー

ル 沈殿 と イ ソ プ ロ パ ノ
ール 沈殿 を 比 べ る と，後

者 の 方 の シ グ ナ ル か や や 強 くな っ た．

　 フ ェ ノ
ール 抽出した 上清で は，磨砕液 の 遠心 上清 と同

程度 に ドーナ ツ 状 の 感 光像 とな っ た、こ の こ とは，フ ェ

ノ
ール 抽 出 で は RNA の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン へ の 結合 を 阻

害 す る物質を十分 に 取 り除 けな い こ と を 示 し て い る ．こ

の 上 清 を イ ソ プ ロ パ ノ ール 沈殿 して 精製 す る と，ハ イ ブ

リダ イ ゼ ーシ ョ ン の シ グナ ル は 強 くな っ た．しか し，煮

沸法 に お け る イ ソ プ ロ パ ノ
ール 沈殿 と 比 較 す る と 明 らか

に シ グ ナ ル は弱 か っ た、こ の 結 果 は，煮沸 す る方 が フ ェ

ノ
ール 抽出 よ り効率 よ く CSVd −RNA を抽出 して い る こ
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とを 示 し，煮沸法 の 方が フ ェ ノ
ール 抽出よ り ドッ トプ ロ

ッ トハ イ ブ リダ イ ゼ ー
シ ョ ン に よ る CSVd の 検出感度が

咼 い と い う こ とが で き る．

　 な お，煮沸法 は フ ェ ノール や ク ロ ロ フ ォ ル ム な どの 劇

物 を 使用 しな い 点 で ，安全 な抽出方法で あ る と い う こ と

が で き る．

摘　 　要

　CSVd の 感染 の 有無 を ドッ トプ ロ ッ トハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ーシ ョ ン で 診断す る た め，RNA の 抽出法 を改良 した．

　 1．キ ク成熟 葉 を等量 の crAB バ
ッ フ ァ

ー
で 磨砕 し，上

清 を煮沸 して 遠心 分離 し，上清に酢酸 ナ トリ ウ ム と イ ソ

プ ロ パ ノール を加 え，2M の 塩化 リチ ウム に 重層，遠心 す

る方法 で CSVd −RNA を 抽 出 した．こ の 煮沸法 は，フ ェ

ノ
ール な と

’
の 劇物 を 必 要 と しな い 安全 な 抽出法 で あ る．

　 2．ノ
ーザ ン 分 析 で は，煮 沸 法 で 抽 出 さ れ た CSVd −

RNA の 一部 は 分 解 され て 低 分 子 化 した が，一部 は分解 さ

れ ず に 残存して い た ．こ の 結果 は，煮沸法 で 抽出 され た

CSVd −RNA を 用 い た RT − PCR で 期待 さ れ る サ イ ズ の

DNA が 得 られ た こ とか ら も確か め られ た．

　 3．CSVd を保毒 した キ ク葉 を CTAB バ
ッ フ ァ

ー
で 磨砕

し，煮沸法 お よ び フ ェ ノ
ー

ル 抽出で 精製 した RNA を ドッ

トプ ロ ッ トハ イ ブ リダイ ゼ ーシ ョ ン で 検出した と こ ろ，煮

沸法 は フ ェ ノ ール 抽出 よ りか な り強い シ グ ナ ル が得 られ，
CSVd の 検 出 感 度 が 高 い こ と が 分 か っ た．
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