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LeekyellowstripevirusのdoLimmunobindingassay

による検出ならびにその診断への利用

野田千代一 ･前 田季 藩 .井 上成 信

緒 口

Enzyme-linkedlmmunOSOrbentassay(ELISA)が植物ウイルス学の分野にヰ入されて

以来,本法は種々の作物に発生するウイルスの検出,診断に広 く用いられている.EL-

ISA法は通常ポリスチレンプレー トを用いているが,最近固相としてニ トロセルロース

膜を用いる方法 (dot-1mmunObind川gassay,DIBA法)6)が報告された.DIBA法はEL-

ISA法に比較して,ウイルスの検出に要する時間が短い,反応液が少最である,反応結

果の肉眼判定が容易であるなどの利点を有していることから,各種作物に発生するウイル

スの検出,診断に用いられるようになった1･217･9.11112･13)

本実験ではAlhum属植物に発生するPotyvlruS群に属する 1eekyellowstripevirus

(LYSV)のDIBA法による検出を試み,本法が LYSVの検出,診断に有効な手法である

ことが認められた.

実験材料及び方法

1.供試ウイルス

本実験には観賞用のAlliumampeloprasum (品種,むらさめ)から分離されたLYSVを

対象ウイルスとして用いた10).ゥィルス抗原には汁液接種により発病させたA.ampelop-
raSum (品粗 みやこ)および Chenot,odiumquLnDaを供試 した.ウイルスの診断試験には

1988年11月に倉敷市玉島のビニールハウスで採集した100株の観賞用 A a叫'eloprasum (品

檀,むらさめ)を用いた.

2.抗血清の作成およびY-グロブリンの調製

LYSVに対する抗血清は部分純化 したウイルスを家兎に筋肉注射 して得たもので.微

滴沈降法における力価は1:512である10).y-グロブリンは健全 Cqumoa兼より調匙し

た不溶化抗原4)で吸収 した抗血清から,硫安塩析およびDEAE-セルロースカラムマ ト

グラフイーにより精製した.γ-グロブリンは残存する健全成分に対する抗体を除去する
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ために,以下の方法で健全成分による吸収を再び行った.健全 C.quinoa輩より,0.5M

りん酸緩衝液 (pH7.5)による柚乱 四塩化炭素処理,TrltOnX-100処理,PEG沈澱に

より得た健全成分とγ-グロブリンとを混合 し (約10m9健全成分/1mg γ-グロブリ

ン),30℃に3時間置いたのち,8.000xg,20分間遠心分離 して得た上柄を一一次抗体とし

て用いた.

3.酵素標識二次抗体 (コンジュゲー ト)の作成

ウサギIgGに対する抗体は,抗ウサギIE,CT(H+L)-ヤギ血清 (Cappel社)から,ウ
サギIgGを結合させたAffl-Cello(BIO-Rad社)を用いたアフィニティークロマ トグラ

フイーによって柿敬した.精製抗体とアルカリホスフ7ターゼ (TypeⅦ-S,Sigma社)

との結合はグルタールアルデヒ ド1段階法4)により行った.抗体と酵素との結合割合は1

:2.5(W/W)であった.

4.Dot-jmmunobindingassay(DIBA法)

DIBA法は其本的にはHlb.etal7)の方法によった.鉛箪 (6B)で1cm四方の線を引

いたニ トロセルロースメンブレン (NCM,Trams-BlotTransferMedlum,Bio-Rad社)を

純水に15分間没渋したのち,ろ紙上で5分間風乾 した.植物柴組織を0.5Mりん酸緩衝液,

pH7･5で磨砕 して得た汁液をろ紙 (No.2)でろ過 し,それらの2FLeをマイクロピペット

にとり,NCM上の升目の中央にスポットした.NCM を20-30分間風乾 したのち,NCM

上の残存する活性部位をブロックするため,0.5MNaClを含む0.02MTris-HCl織衝液,

pH7.5(TBS)に清解 した2%TritonX-100および2%ウシ血清アルブミン (BSA)港

液に1時間投出 した5Jl).NCM を0.05%Tween20(Slgma社)を含むTBS (TBST)

の中で軽 く洗浄 したのち,NCM をプラスチック容舘に入れ,0.2%BSAおよび2%

polyvlnylpyrrolldoneを含むTBSTに溶解した抗体液を1スポット当り30FLeずつ置き,

湿蔓容器に入れ25℃で1時間反応させた.NCM をTBST中で20分間振とうして洗浄後

(この間TBSTは2回交換),上記と同様にして酵素標識二次抗体 (コンジュゲー ト)を

1時間反応させた.NCM を洗浄後,基質溶液を置き30分間反応させた.基質溶液2)は0.2

MTr.S-HCl緩衝液 (pH8.2)に潜解した6mg/mefastredTRsalt(Sigma社)をろ紙で

ろ過 したのち,1m9/me naphthoIAS-MX (Sigma社)溶液と使用直前に等出ずつ混合
して作成 した.反応後 NCM を純水で洗浄して反応を停止 したのち,ろ紙上で風乾 した.

5.診断試験

1988年11月,倉敷市玉島のビニールハウスで採集 した営利栽培の観斑用 A ampelopra-

sum (むらさめ)のDIBA法によるウイルスの診断は以下の方法により行った｡試料の調

製を簡略化するために,薬のノト片をバラフイルム上に置き.少畳の0.5Mりん酸緩循液 (pH

715)を加えてガラス樺で軽 く押 しつぶ した.その汁液の1FLeをNCMの5mm四方の升目

の中央にスポットした,以後の反応操作は上記と同様にして行った.
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実 験 結 果

1.抽出緩衝液の検討

DIBA法におけるウイルス抗原の調製に用いる緩衝液の検討を行った,汁液接種 した
C.quinoaの接種棄 (接種後10日日)数枚を細断し,それらを混合することにより均一化

した.C.qumoa棄300mg当り2.7mCのそれぞれの緩衝液を加え,乳鉢と乳棒で磨砕 したのち,

ろ紙 (No.2)でろ過した.同一の緩衝液で段階希釈 した汁液をNCM上にスポットし,

一次抗体濃度 ･'2FLg/me,コンジュゲー ト希釈 :1.500倍の条件で反応を行った.実験に

用いた緩衝液は,0.5M,0.1M,0.01Mりん酸緩衝液 (pH7.5),0.5M,0.1Mほう酸緩

衝液 (pH8.0),0.5M,0.1M(えん酸礎衝液 (pH6.5),0.5M炭酸緩衛液 (pH9.6),

およびTBSの9種であった.Flglに示すように,0.05M炭酸緩衝液を除くいずれの緩

衝液も10倍希釈試料では強く発色 したが,100倍希釈試料では差がみられた.すなわち,

3種のモル濃度のりん酸横衝液,0.5Mほう酸およびくえん酸膿衝液では.スポ ノトの全

体が強く発色 したのに対 し,0.1Mほう酸緩衝液,0.1Mくえん酸緩衝液およびTBSでは

スポットの周辺部のみが強く発色 し,これらの間で差がみられ,同じ杵頬の緩衝液でもモ

ル濃度の高いものほど好結果が得られた.さらに,1,000倍および10,000倍希釈試料にお

ける発色程度は,0,5Mりん酸緩衝液および0.5Mくえん酸緩衝液が他のものより比較的明

瞭であった.同様の試験を汁液接種により発病させたA,a叫'eloprasum (品種,みやこ)

の全身感染葉を用いて行ったところ,同様の結果が得られた.以上のことから,抽出用緩

衝液には0.5Mりん酸緩衝液あるいは0.5Mくえん酸緩衝液を使用するのが良いと判断され

た.

2.ブロッキング溶液へのTritonX-100添加の影鞍

植物汁液をスポットしたNCMをTrltOnX-100を含まないプロノキング溶液 (TちSに

溶解 した2%BSA)で処理した場合,低舟釈倍率の試料では植物汁液の緑色成分が残った,

一万,2%TrltOnX-100を含むブロンキング溶液で処理 した場合,NCM上の緑色成分

が完全に除去された.両処理区における特異的発色および非特異的発色を比較したところ,

感染試料の特異的発色は両処理区において差がみられなかったが,健全試料の非特異的発

色はTritonX-100を含まない区において.pE姫君であった.

3.一次抗体およびコンジュゲー ト濃度の決定

前項の実験において,DIBA法がLYSVの検出に有効であると考えられたので,
Allium属植物からの本ウイルスの検出を試みた.汁液接種により発病させたAamf,elop-

rasum (品種,みやこ)の全身感染兼および実生から育てた健全植物葉を0.5Mりん酸緩

衝液で磨砕 して得た汁液を試料として用いた.予備実験において,4FLg/meの一次抗体お

よび1,000倍希釈のコンジュゲー トを用いた場合,低希釈倍率の健全試料 (10,100倍希釈)

において非特異的発色が認められた.この原因を明らかにするために以下の実験を行った.

健全アリウム葉の租汁液を用いて,1)健全薬汁液のみ,2)健全菓汁液とコンジュゲー

ト,3)健全葉汁液,一次抗体,コンジュゲー トの3区を設定してそれぞれの発色をみた.

1区においては全 く発色 しなかったが2区においてはかすかに発色 した.しかし,一次抗
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体とコンジュゲートを反応させた3区では弱い発色が認められた.また,一次抗体のかわ

りにウサギ正常血清から精製したγ-グロブリンを用いても同様の結果が得られたことか

ら,非特異的反応の原因はγ-グロブリンの健合植物成分への非特異的吸着によるものと

考えられた.

Allium属植物からのLYSVの検出における一次抗体およびコンジュゲー トの蔵適濃度

を決定するために,一次抗体濃度 :4,1,0.25/′9/mgおよびコンジュゲー ト希釈 :2,000,
4,000,8.000倍を用いて,それぞれを組み合わせて試験 した.その結果,一次抗体濃度あ

るいはコンジュゲー ト濃度が高いほど感染試料の牛Hl!一的発色が強 くなったが,同時に低希

釈倍率 (lo悟)の健全試料において非利光的発色が認められた.とくに.一次抗体濃度 :

4p9/me,コンジュゲー ト希釈 :2.000倍の区で非特異的発色が顕著であった.LYSVの
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検出限度は一次抗体濃度およびコンジュゲー ト希釈が4iLgと2,000倍,1jLgと2,000倍,

4〝9と4,000倍の区においては10~4希釈であり,他の区はすべて10~3希釈であった (Flg

2).また,感染試料の発色程度,検出限界から判断 してアリウムのウイルス濃度は C

qulnOaの接種菜の約1/10以下であると考えられた.上記のそれぞれの区における特異的
発色と非特異的発色の強さおよびウイルスの検出限界から判断して,Allium属植物から

の LYSVの検出には,一次抗体濃度 :1-2iLg/me,コンジュゲー ト希釈 :2.000-3.000
倍を用いるのが妥当であると思われた.この条件下では､感染試料と非感染試料とを容易

に識別でき,実際の診断に利用できると思われた,

4.圃場より採集したA//ium属植物の DIBA法による診断試験

上記の実験において DIBA法が LYSVの検出に有効な手法であることがわかったの

で,本法を圃場より採集 したAlllum属植物のウイルスの診断への応用を試みた.AILium

属植物は1988年11月に倉敷市玉島のビニールハウスで採集 した営利栽培用のA.ampelopra-

sum (品種,むらさめ)で,100個体からそれぞれ葉 1枚を切取って検定に用いた.いず

れの個体もモザイク等のウイルス病の症状を里していた,葉の少片をパラフイルム上にお

き少盤の0.5Mりん酸緩衝液を加えてガラス棒で軽 く押 しつぶして得た汁液の1FLeをマイ

クロピペットに取 りNCM上にスポットした.ZFL9/nWの一次抗体濃度,2,000倍希釈の

コンジュゲー トの条件下で反応 させた結果,100個体中59点からLYSVが検出された.

Flg3に診断の結果の一部を示 したが,LYSV感染試料は明瞭などンクのスポットとし

て発色 し,非感染試料とは容易に区別することができた.これらのアリウムはすべてモザ

イク等のウイルス病の症状を示 しており,病徴の比較的軽いものから激 しいものまで色々

あった.また,LYSVが検出されなかった個体および LYSV感染試料の一部について
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LYSVの抗血清を用いた免疫電顕法で調べたところ,すべての試料からLYSVの抗血清

と反応 しない長さ約650nm のひも状ウイルスが検出された,このウイルスはgarlicla-
[entvlruS(GLV)の抗血清とよく反応 したことからGLVと同定された.また,これらの
アリウムにはこれらのウイルス以外のウイルスにも重複感染 している可能性 もあり,

LYSVの感染 とそれぞれの個体における病徴 との関係を明らかにすることはできなかっ
た.

考 察

さきに,筆者ら.は観'iil用アリウムからわが国で末記録のLYSVが分離されたことを報
告 した10).LYSVは諸外国においては.)-キ等の重要な病原ウイルスであることが知ら

れている3). しかし,日本における本ウイルスの発生実態については不明である.本実験

ではこれらの点を明らかにするための基礎実験 として,DIBA法によるLYSVの検札
診断を試みた.DIBA法は,従来ウイルスの検出,診断に広 く用いられてきたELISA法

に比較 して,ウイルス試料および反応液が少量でよい,検出に要する時間が短い,反応結

果の肉眼判定が容易であるなどの利点を有している.一方,ウイルス濃度の定領性に関し

てはELISA法より劣るが,川場から採集した試料のウイルス病の診断には有効であると

考えられる.これまでに,DJBA法は tobaccomosalCVlruS7･■l),potatov..uss,x,Y2),
barley yellow strlate mOSatC V"uS9).strawberry pseudo mLId yellow edge - us13),

peanutmotttevLrUSt2).tobaccorlngSPOtVlruSIH,tomatorLngSPOtVlruS川 ,wheatsoll-

bornemosalCVlruSりなどの植物ウイルスの検札 診断に用いられてきた.しかし,観賞

用Alllum属植物に発生するLYSVのDIBA法による診断についての報告はみられない.
DIBA法におけるLYSVの抽出緩衝液について検討 したところ,0.05M炭酸緩衝液を
のぞくいずれの緩衝液でも10倍希釈試料では強 く発色 したが,高希釈倍率の試料では差が

みられた.すなわち,試験 した9種の積衝液の中では0.5Mりん酸,ほう酸, くえん酸緩
衛液が他のものより強 く発色 し,同じ種類の塩でむモル濃度の高い緩衛液が低いものより

よかった.また,緩衝液の種類ではりん酸緩衝液が他の塩類に比較 して好結果が得られた.

DIBA法における抽出緩衝液は,ウイルスの抽出,安定化,NCM上へのウイルスの吸着
効率に影鞘を及ぼすと考えられるが,本実験で得られた,緩衝液の種類による発色程度の

差異が何の原因によって生じたかは明かにできなかった.LYSVの純化過程において,
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高モル濃度の緩衝液,特にりん酸磯節液を抽出牌砺波として使用することにより,ウイル

スの凝集を防ぎ収畳が増加することからユ0).DIBA法においてもこれらの緩衝液を使用

することにより感染組織から抽出されるウイルス出が多 くなったために好結果が得られた

と推察された.Yoshlkawaetal.ユ3)はstrawberrypseudomlldyellowedgevirusのDIBA

法による検出における抽出緩衝液について検討を加え,使用する緩衝液の種類によって検

出効率が大きく異なることを報告 している,DIBA法の抽出緩祷液としては通常TBSが

用いられているが,抽出緩衝液はウイルスの検出効率に大きく影轡を及ぼすことから,そ

れぞれのウイルスに破過b)准衝液を用いる必要があろう,

ブロッキング溶液にTrltOnX-100を添加することによりNCM 上の緑色成分を容易に

除去することができ,同時に健全試料の非特異的発色を減少させた,同様の効果は2,3

の植物ウイルスのDIBA法による検出においても報告されており5･ll),AllLum属植物か
らのLYSVの検出においてもブロッキング溶液へのTrltOnX-100添加の効果が認められ

た.

DIBA法をウイルスの検出,診断に利用するためには,発色程度から感染試料と非感染
試料とを容易に識別できることが必要である.予備実験において高濃度の一次抗体および

コンジュゲー トを用いた場合,低希釈倍率の健全試料において非特異的発色か認められた.

この原因を明らかにするために2,3の実験を行ったところ非特異的発色の原因は主とし

て一次抗体の健全成分への非特異的吸苛であり,植物の内在辞素やコンジュゲー トの非特

異的吸着はほとんどないと判断された.また,この現象は一次抗体のかわりにウサギ正常

血清から精製したγ-グロブリンを用いても認められたことから,非特異的発色は一次抗

体液中に残存する健全成分に対する抗体によるものではなく,IgG分子の健全成分への抗

原抗体反応によらない単なる物理的な結合と考えられた,

LYSV感染アリウムおよび健全植物を用いてLYSVの検出における一次抗体およびコ

ンジュゲー トの希釈倍率の検討を行った.一次抗体あるいはコンジュゲー トの濃度が高く

なるほど感染試料の特異的発色は強くなったが,同時に低希釈倍率の健全試料においても

弱 く発色 した.感染試料および健全試料の発色程度から判断して,Allium属植物からの

LYSVの検出には,一次抗体濃度 :1-2FL9/me,コンジュゲー ト希釈 :2,000-3,000倍を
用いるのが良好であると考えられた.この条件で LYSVは感染繋汁液の10-3希釈まで検

出でき,健全試料とは容易に織別できることから,DIBA法は実際の診断に十分利用でき

ると判断された,

槻場より採集 したAllium属植物の診断において,試料の作成を簡略化するために薬の

少片をパラフイルム上でガラス棒を用いて押 しつぶし13),汁液をそのままNCM上にス

ポットした.この方法を用いることによりAamf,elL4,rasum (品種,むらさめ),100個体

中59個体からLYSVが検出された.LYSV感染試料は明瞭などンクのスポットとして発

色 し健全試料とは容易に織別された,これらの植物はすべてモザイク等のウイルス病の症

状を里していたが,検定 したすべての個体からCarlavlruS群に属するgarliclatentvlruS

(GLV)8)が検出された.また,これらのアリウムはLYSV,GLV以外のウイルスにも重

複感染 している可能性もあり,LYSVの感染と個々の植物における病徴 との関連は明ら

かにすることはできなかった
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摘 要

Dot-1mmunOblndlngassay (DIBA法)による IeekyellowstrlPeVlruS(LYSV)の検

出条件 を検討 した.感染非からの試料の作成に用いる抽出用膿衛液には0.5Mりん酸線衝

液 (pH7.5)あるいは0.5Mくえん酸緩衝液 (pH6.5)がすぐれていた.一次抗体濃度 :1

-2jJ9/me,アルカリフォスフ7タ-ゼ標識抗ウサギ-1gG-ヤギ抗体 (コンジュゲー ト)

希釈倍率 :2,000-3,000倍 を用いて All2'umJ.･JS植物からの LYSVの検出を行 った結果,粗

汁液の10~3倍希釈 まで検出可能であった.

本法 を圃場より採集 した観貨用 Alhum属植物の診断に適用 したところ,LYSV を容易

に検出することができた.
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DetectionofLeekYellowStripeVirusby

Dot-immunobindingAssay

ChiyoIChlNoDA,TakanorlMAEDAandNarlnObuINOUYE

SumJTLAry

AnindlreCtdoトimmunobindlngassay(DIBA)onnitroceHulosemembranewasev-

aluatedfordetectionoHeekyeHowstripevirus(LYSV)Theuseofa0.5M phos-

phatebuffer,pli75forextract10nOfthevlruSgaveahlghlypositivereact10n

Additionof2%TritonX-1001ntheblockingsolutionremovedthegreenstalnOf

theplantsapwlthoutreduclngthecolorintensityoltheposltlVereaCtlOnOltheln-

fectedAlllumPlantatdiLutlOnSOfupto1:10,000TheDIBAprocedurewasequaレ

IyeffectlVefordetect10nOfthevlruSinextractsofinfectedornamentaLAllLum

plantscoHectedfromthecommercialfleld
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