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植物検疫における遺伝子診断法の利用
遺伝子診断法を活用した病害診断

は じめに

近年、物流システムの発達による生鮮植物類

の輸出入量の増加、海外からの遺伝資源の導入、

果樹類、花き類等の国内農業生産に必要な種苗

類の輸入増加などに伴い、植物検疫業務は量的

にも質的にも増大の一途をたどっている。この

ため、多様な輸出入植物について、できるだけ

短時間にかつ的確に検査することが求められて

いる。

その対策として、植物防疫所では、従来から

精力的に血清学的診断法や遺伝

子診断法など簡易で迅速な診断

法を検査に導入してきた。特に、

PCR法 に代表される遺伝子診断

法 は 、検 出の迅速性 、簡便性 、

感度及び再現性において優れた

方法であり、植物検疫へのさら

なる利用が期待される。

以下、植物検疫の病害分野に

おける遺伝子診断法の導入に関

して、これまでの取組み及び今

後の方向性と課題について紹介

する。

1.PCR法 の利用

病害診断への利用

現 在 で は 、病 害 の 診 断 の た め 、PCR

(Polymerase Chain Reaction)法 が広く利用 され

ている 。本法 は 、短 時間 に大量 の遺 伝子 の コ

ピー を合成で きることから 、標的遺伝子 を高感

度 に検 出す るこ とが可 能で ある。DNAを 遺伝

子 として持つ細菌 やファイ トプ ラズマ 、一部 の

ウ イ ル ス な どの 病 原 体 で は 通 常 のPCR法 、

RNAを 遺伝子 と して持 つ多 くの ウイルス及 び

ウイロイ ドではRNAか らDNAを 合成(逆 転

写)し たあとPCRを 行うRT-PCR法 がそれぞれ

利用される。

PCR法 を行うためには 、標的 とする病原体

に特異的な塩基配列の情報が必須である。近年、

様々な植物病原体について遺伝子解析が行わ

れ、膨大な塩基配列情報がインターネット上の

データベースに公開されているが、それらの中

から特異的な塩基配列情報を入手し、PCRの

開始点となるDNA断 片(プ ライマー)を 設計

することにより、PCR法 による特

異的検出が可能となる。

これまで植物検疫において 、

PCR法 が利用可能とな った病原体

を、表-1に 示した。

核酸抽出の簡略化
一般にPCR法 を用いた検定 、特

にウイルス 、ウイロイ ド、ファイ

トプラズマなどを対象とした検定

では、り病植物から標的とする病

原体の核酸(テ ンプレー ト)を 取

り出す核酸抽出の工程が必要であ

る。通常、植物由来の核酸を含ん

だ全核酸を抽出することが多い

が、抽出しようとする植物の種類、

病原体遺伝子の種類によってそれぞれに適した

様々な方法がある。

核酸抽出の工程は、PCR検 定 において最も

時間と手間を要するため、その簡略化は検定の

迅速化、簡便化に直接結びつく。植物防疫所で

は、多様な病原体の検出のため、様々な植物か

ら核酸抽出が行える汎用的な方法として、

CTAB法 やカ リウム/SDS法 をベースとした簡



易核酸抽出法を広く利用している。これらの方

法は、全核酸を短時間(2～3時 間)で 効率的

にしかも低コス トで抽出することができ、植物

検疫での利用に適している。

核酸抽出のいらないPCR検 定

植物 防疫 所 で

はPCR法 におけ

る核酸 抽 出の簡

略化 に加 え 、核

酸抽出の不要な

PCR検 定 につ い

ても検 討 を進 め

て きた。そ の結

果 、プ ラムポッ

クスウイルスの

検出法 としてイ

ムノキャプチャー

RT-LPCR法(図1)

を検 査 に取 り入

れることによ り、

よ り単純な操作

で検 出を行うこ

とが可能 とな っ

た。

PCR法 の応用

PCR法 の検 出感度 をさ らに高 め るこ とに よ

り植物体内の極めて低濃度 の病原体 でも検出で

きる技法 と して 、PCR－ マ イク ロプ レー トハイ

ブ リダイゼー シ ョン法(図2)を ウイ ロイ ド類

な どの検 出法 と して取 り入 れ た。 また 、PCR

による増幅DNAを 制限酵素 で切断 してその電

気泳 動 パター ン を解 析 するPCR-RFLP法 によ

り、ナ シ枝枯細菌病菌 とこれ に近縁な火傷病 菌

等 を識別する方法 を開発 した。

2.新 たな技法 の導入

パルスフ ィール ド電気泳動法 による遺伝子解析

最近 、疫学 的調 査を補 う手段 として分子疫学

的技法の一つであるパル スフィール ド電気泳動

(PFGE:Pulsed-Field Gel Electrophoresis)法 が

開発 され た。PFGE法 による細 菌 ゲ ノムDNA

の制 限酵 素切 断 断片 の解析 は 、病原 性 大腸 菌

O-157の 系統 分析 で実用化 され ている ように 、

菌株 の由来(地 域 間差異)を 特定するのに最も

優れた方法 とされ る。

植物防疫所では、この方法を火傷病菌の識別

等に利用することを現在検討している。火傷病

菌の発生地域ごとの分離菌株についてPFGE法

による解析を行って、それ らの泳動パターンを

データベース化すれば、万が一わが国に火傷病

菌 が侵 入 した場 合

で も 、こ のデ ー タ

ベー ス か らそ の 由

来 を特 定 する こ と

に よ り 、侵 入経 路

が 推 定 で き 、 迅

速 ・的確 な 対応 が

可能 になる。

LAMP法 による病

原体 の検出

LAMP(Loop-

mediated Isothermal 

Amplification)法

は 、最 近開 発 され

た遺 伝子 増 幅法 の

一 つ で ある 。そ の

特 徴 とし て 、① 標

的 遺 伝 子 部 分 の6

つ の領 域 を認識 す

る4種 類のプライマー(う ち2種 類はそれぞ

れ2つ の領域をカバーする)を 用いるため 、

PCR法 に比べて特異性が高いこと、②鎖置換

型DNAポ リメラーゼを用いるため、PCRで 必

要な熱変性工程が不要とな り一定温度(60～

65℃)で 増幅可能であること、③ダンベル構

造を起点とする増幅による高い増幅効率のた

め、大量の増幅産物が得られること、及び④増

幅反応の副産物として生じる不溶性物質により

特異的増幅の確認を肉眼や濁度計により行うこ

とが可能となることから、電気泳動による増幅

産物の検出は不要になることが挙げられる。こ

れらの特徴により、1ス テップで極めて特異的

に短時間での標的遺伝子の検出が可能になる。

現在、本法によるプラムボックスウイルス、

ポテ トスピンドルチューバーウイロイド、スイ

カ果実汚斑細菌病菌等の検疫上重要な病原体の

検出法を検討中である。

3.今 後利用が期待される遺伝子診断法

遺伝子の機能解析手法として開発された網羅

図1　 イムノキャプチャーRT-PCR法 による植物ウイルスの検出

図2 PCRマ イクロプレー トハイブリダイゼーションの原理

植物防疫病害虫情報　第77号（2005年11月15日）



的遺伝子発現解析法であるマイクロ/マ クロア

レイ法が、最近 、病原体の検出に応用されてい

る。その原理は、標的病原体由来の遺伝子断片

(プローブ)を スポット状に固定したガラス板、

メンブレン等の支持体(ア レイ)の 上で、ハイ

ブリダイゼーションを行うことにより、被検体

由来の遺伝子断片を検出しようというものであ

る。これらの方法の利点は、1枚 の支持体上で
一度に何種もの病原体(10～ 数100種 以上)

を検出できること及び検出系の自動化が比較的

容易なことである。将来、植物検疫に利用でき

れば、PCR法 以上に検査の迅速化 、簡便化が

期待できる。

4.遺 伝子診断法による

検査の課題

遺伝子診断法は 、鋭

敏な検出を可能にする

反面 、コン タ ミネー

ションに影響されやす

く、誤った陽性の結果

を招 く危険性も高い。

検査への利用において

は、コンタミネーショ

ンの排除に努め 、これ

が生じていないことを

検証できるようなシス

テム作りが課題となる。

また 、遺伝子診断法

は塩基配列の違いを検

出するものであるため、

標的とする病原体との

わずかな遺伝子変異が

検出の妨げになること

がある。したがって 、

遺伝子のどの領域を検

出のターゲッ トにする

かは非常に重要である。

遺伝子診断法を検査に

用いるときは 、病原体

を直接捕らえているの

ではなく、特定の塩基

配列部分を検出してい

るに過ぎないことを常

に念頭に置く必要があ

る。このことは、同時に、遺伝子診断法が必ず

しも生きた(活 性のある)病 原体のみを捕らえ

ているのではないことを意味する。この点にも

十分留意する必要がある。

おわりに

今後、植物防疫所が行う検査において、対象

となる特定の病原体をより効率的に検出してい

くことは、ますます重要となると予想される。

そのためには、これまでに述べたような遺伝子

診断法をさらに積極的に検査に取り入れていく

必要がある。植物検疫の現場で利用可能な検査

法の開発を推進するとともに、これを組み入れ

た検査体制を整備していくことが急務であろう。

表-1 植物検疫に利用されている遺伝子診断法

対象病原体 宿主植物 遺伝子診断法

細菌類
カンキツグリーニング病菌 カンキツ類 PCR法

スイカ果実汚斑細菌病菌 スイカ PCR法

ナシ枝枯細菌病菌 ナシ、リンゴ等 PCR-RFLP法

火傷病菌 ナシ、リンゴ等 PCR法

ウイルス

Apple stem pitting virus リンゴ、ナシ RT-PCR法

Apple stem grooving virus リンゴ、ナシ RT-PCR法

Apple chlorotic leaf spot virus リンゴ RT-PCR法

Citrus tatter leaf virus カンキツ類 RT-PCR法

Citrus tristeza virus カンキツ類 RT-PCR法

Plum pox virus モモ 、スモモ、アンズ等 IC-RT-PCR法

Grapevine berry inner necrosis virus ブドウ RT-PCR法

Grapevine fanleaf virus ブドウ RT-PCR法

Grapevine leafroll-associated virus1,2,3 ブドウ RT-PCR法

Grapevine virusA ブドウ RT-PCR法

Grapevine virusB ブドウ RT-PCR法

Grapevine fleck virus ブドウ RT-PCR法

Rupestris stem pitting-associatedvirus ブドウ RT-PCR法

Strawberry mottle virus オランダイチゴ RT-PCR法

Strawberry mild yellow edge virus オランダイチゴ RT-PCR法

Strawberry vein banding virus オランダイチゴ PCR法

Sweet potato feathery mottle virus オランダイチゴ RT-PCR法

Potato leafroll virus ジャガイモ RT-PCR法

Tobacco rattle virus 球根類 RT-PCR法

Potyvirus(属 レベルでの検出) 各種植物 RT-PCR法

ウイロイド

Apple scar skin viroid リンゴ RT-PCR法

Apple fruit crinkle viroid リンゴ RT-PCR法

Citrus exocortis viroid カンキツ類 RT-PCR法

Citrus viroid I,Citrus bent leaf viroid カンキツ類 RT-PCR法

Citrus viroid-Ⅱ Citrus cachexia viroid カンキツ類 RT-PCR法

Citrus Ⅲ　 viroid カンキツ類 RT-PCR法

Citrus Ⅳ　 viroid ガンキツ類 RT-PCR法

Citrus viroid-OS,CG カンキツ類 RT-PCR法

Hop stant　 viroid モモ、スモモ、アンズ等 RT-PCR法

Potato spindle　 tuber　 viroid ジャガイモ、サツマイモ RT-PCR法
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