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マクロアレイ技術を利用した植物病原体検出法の研究開発

学位論文内容の要旨

  ジャガイモと食用ユりは共に北海道において重要な作物である．ジャガイモは北海道

の基幹作物であり，食用ユりは国内生産量の95％が道内で生産されている．これらの栽

培において，シストセンチュウやウイルスによる病害が特に問題となっており，効果的

な防除には早期発見が重要であることから，正確で簡便な病原体の検出法が求められて

いる．本研究では，cDNAマクロアレイを用いて，ジャガイモシストセンチュウの検出と

重複感染ユりからの高感度ウイルス検出法を研究・開発した．以下に主要な研究成果に

ついて要約する．

1） 作 物 健 康 セ ン サ ー を 用 い た ジ ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ の 検 出

  有 害 な 植 物 寄 生性 線 虫 の 中 で も ， ジ ャ ガ イモ シ ス ト セ ン チュ ウ（ Gl obodera
rostochゴenざ1S，Potato cyst nematode，以下PCN)は，世界的に極めて重要な農害虫の

ーっであり，国内でも，1972年に初めて北海道で発見されて以来，その発生地は徐々に

拡大し，ジャガイモやトマトなどナス科作物の根に寄生して甚大な被害を及ばしている，

本線虫は，卵を保護するシスト（包嚢）という形で，寄主作物を栽培しなくても10年以

上生存するため，一度圃場に侵入・繁殖してしまうと根絶が非常に困難であり，早期発

見することが重要である．従来の線虫検診法には植え付け前の「土壌検診」と栽培中の
「植物検診」がある．土壌検診は土壌中からシストを分離して顕微鏡下で形態により同

定する検診法であり，植物検診は圃場から抜き取った作物の根を肉眼で観察してシスト

の有無を調べる方法である，しかし，土壌検診は熟練技術と専門知識を要する方法であ

り，植物検診はこの方法で検出された時点では既に圃場全体に蔓延していることが多い．

こ れ ら の 理 由 に よ り 農 業 現 場 で は 検 診 実 施 率 は か な り 低 い の が 実 状 であ る ．

  病原体の出現など環境が悪化しても移動できない植物は環境変化に対して鋭敏でなけ
ればならず，わずかな環境変化をも感知する能カを特に発達させてきた．本研究では，

このような植物の環境を感知する能カを利用した土壌環境診断システム，作物健康セン

サー（Plant Health Sensor，以下PHS）を開発した．本診断法では，まず，検査土壌に

「韜とり植物」を植え，一週間後cDNAマクロアレイを用いてその植物の遺伝子発現を解

析し，得られた植物遺伝子の発現データに基づいて土壌中に存在する病原体や養分など

を診断する．
  PCNを診断するPHSを開発するため，まず，2期幼虫を接種した罹病性トマト（強力米

寿）の根にっいてDNAマイクロアレイ法とSAGE法による網羅的な遺伝子発現解析を行い，

線虫感染により発現誘導されるトマト遺伝子を選抜した．PHSに利用する遺伝子を決定す

るため，ノーザンブロット解析や半定量RT―PCRにより選抜遺伝子のPCN感染応答性を詳

細に検討した．さらに，卵密度が段階的に異なるPCN卵液を接種した強力米寿について



選抜遺伝子の発現解析を行い，発現が卵密度と相関を示した遺伝子をcDNAマクロアレイ

に搭載した，

  次に，様々な提供元から収集した一般圃場112サンプルの土壌で栽培した強力米寿苗

について，PHSとして作製したcDNAマクロアレイを用いて遺伝子発現を解析した，それ

ら遺伝子の発現比と従来の土壌診断（ふるい分けシスト流し法）の結果を総合評価して，

各遺伝子の発現比に対して閾値を設定し，PCN検診のための診断基準を作成した，その結

果，実際の圃場土の診断結果は従来の卵密度検査の結果とよく一致した．一部のダイズ

シストセンチュウ汚染土壌でPCN用搭載遺伝子の発現が観察されたが，その後PCNに特

異的に反応する遺伝子を同定することができ，シストセンチュウ種の判別が可能となっ

た．さらに，PCNを接種した抵抗性トマト品種（ドクターK）が強力米寿とは異なる遺伝

子発現パターンを示したため，これを利用してPCN診断をダブルチェックすることが可

能となった，

  本研究で開発した作物健康センサーは，病原体の種類に応じた特殊な設備や熟練技術

や専門知識などを必要としない新しい土壌診断システムである．また，病原体感染を植

物が感知して初めて検出するため，土壌微生物の病原性を反映した診断が可能であり，

病 原 体 の 死 骸 な ど を 誤 っ て 検 出 し な い こ と も 本 診 断 法 の 特 長 で あ る ．

2）cDNAマクロアレイとマイクロチューブハイブリダイゼーションを用いた重複感染ウイ

ルスの簡易高感度検出法

    食用ユりの栽培において，最も被害の大きい病害はウイルス病であり，減収や品質低

下をもたらす，一般に，ウイルスは薬剤による防除が不可能であるため，茎頂培養によ

るウイルスフリー球根の増殖が重要である．ウイルスフリー球根の安定した生産と供給

を 実 現 す る た め に は ， 正 確 で 簡 便 な ウ イ ル ス 診 断 法 が 求 め ら れ て い る ，

  北海道の食用ユりでこれまで報告されているウイルスは，CMV（Cucumber mosaic virus)

とLSV（Lil．ysymp tomless  virus)，LMoV（工ゴJヅmotと1e virus)，PIAMV（Plan tago asゴatica

mosalcvirus)の4種のウイルスである．これらのウイルスが単独あるいは重複感染し，
感染したウイルス種が多いほど葉のモザイクやえそ，奇形などの症状は重篤化する，

  本研究では，4種類のユリウイルスを同時に高感度で検出するために，cDNAマクロア

レ イを 利用し た簡便たウイルス検出法を開発した，本検出法では，まず，in vitro

transcriptionを利用したシステムにより，ユリ組織から抽出した全RNAからビオチン標

識cRNAプローブを合成するためにユリウイルスRNAを増幅する．次に，それを各ウイル

スのcDNAを固定したマクロアレイとハイブリダイゼーションして，酵素基質を加え発色

反応により検出する．増幅されたcRNAが非特異的にハイブリダイズしないように，プラ
イマーはアレイ上のウイルス配列と一致しないように特別に設計されている．ハイブリ

ダイゼーションでは，安価なアルミブロックのみを用いて簡便な操作で行えるように考

案したマイクロチューブハイブリダイゼーション法（以下MTH)を開発した．このウイル

ス検出法により，ユりの葉と球根の根から4種類のユリウイルスを効率よく検出するこ

とができた． RTーPCRと検出感度を比較した場合には25～125倍検出感度が低かったもの

の，DAS―ELISA法と比較すると，ELISAと同程度，ウイルスによってはELISA以上の検出
感度を示した，

  従来のウイルス検出法として，RT－PCRは高感度であるが非特異バンドが問題となるこ

とが多い．また，ELISAの感度と特異性は抗体の質に依る部分が大きく，非特異反応（交

差反応）が問題となることが少なくなぃ．また，ウイルスの同時検出に関しては，ELISA
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は1反応で1ウイルスしか検出できず，マルチプレックスRT―PCRは非特異バンド出現の
可能性が増える，これらの従来法と比較して，本研究で開発したウイルス検出法は複数
ウイルスを同時検出する簡便な方法とし．て，十分な検出感度と高い特異性をもち，ウイ
ルスの重複感染が問題となる植物では特に有効なウイルス検出法である．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

マクロアレイ技術を利用した植物病原体検出法の研究開発

  cDNAマクロアレイは数十～数百の遺伝子の発現量を同時に解析する安価な方法として

利用されている．本研究では，cDNAマク口アレイを用いて，ジャガイモシストセンチュ

ウの検出法とユりからの高感度ウイルス検出法を研究・開発した，以下に主要な研究成

果について要約する．

1） 作 物 健 康 セ ン サ ー を 用 い た ジ ャ ガ イ モ シ ス ト セ ン チ ュ ウ の 検 出

  ジャガイモシストセンチュウ（Globoぬra rostoピヵノensis，Potato CYst nematode，以

下PCN）は，1972年に国内で初めて北海道において発見されて以来，その発生地は徐々

に拡大し，ナス科作物の根に寄生して甚大な被害を及ぽしている．シストという殻で保

護された卵は長期生存するため根絶が困難であり，早期に発見することが重要である，

従来の土壌検診では土壌中からシストを分離して顕微鏡下で形態により同定するが，熟

練 と 専 門 知 識 を 要 す た め ， 農 業 現 場 で の 実 施 率 は 低 い の が 実 状 で あ る ．

  本研究では，植物の優れた環境感知能カを利用した土壌環境診断システム，作物健康

センサー（Plant` Health Sensor，以下PHS）を開発した．まず，検査土壌に「おとり植

物」を植え，一週間後cDNAマク口アレイを用いて植物の遺伝子発現を解析し，その発現

データに基づいて土壌中の病原体や養分などを診断する，

  線虫感染に反応する遺伝子を選抜するため，2期幼虫を接種した罹病性トマト（強力

米寿）の根について網羅的遺伝子発現解析(DNAマイクロアレイ法とSAGE法）を行い，ノ

ーザンブ口ット解析や半定量RT―PCRにより選抜遺伝子の感染応答性を詳細に検討した，

さらに，段階的に異なる卵数を接種した強力米寿について選抜遺伝子の発現を解析し，

線 虫 感 染 に 最 も 鋭 敏 に 反 応 し た 遺 伝 子 を マ ク ロ ア レ イ に 搭 載 し た ．

  次に，一般圃場土112サンプルをPHSにより解析し，各遺伝子の発現比と従来の土壌
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検診結果を総合評価して，PCN検診のための診断基準を作成した．設定した診断基準によ

る診断結果は従来の土壌検診結果とよく一致した．

  本研究で開発した作物健康センサーは；病原体の種類に応じた設備や熟練技術や専門

知識を必要としない新しい土壌診断システムである．また，病原体感染を植物が感知し

て初めて検出するため，土壌微生物の病原性を反映した診断が可能であり，病原体の死

骸などを誤って検出しないことも本診断法の特長である．

2）cDNAマクロアレイとマイクロチューブハイプ1」ダイゼーションを用いた重複感染ウイ

ルスの簡易高感度検出法

    食用ユ1」栽培において最も被害の大きい病害はウイルス病であり，減収や品質低下を

もたらす，ウイルスフリー球根の安定した生産のために，正確で簡便なウイルス診断法

が求められている．．

  本研究では，北海道の食用ユりでこれまで報告されている4種のウイルス（Cucumber

mosaノピvirusとLiノヅsymptomlessレノrus，Liノヅmottleゲノrus，Plantago asiatノピ占mosaノピ

virus)を同時に検出するためcDNAマクロアレイを利用した簡便なウイルス検出法を開発

した，まず，in vitro transcriptionを利用したシステムにより，ユリ組織から抽出し

た全RNAからユリウイルスRNAのピオチン標識cRNAプロープを増幅する，次に，それを

各ウイルスのcDNAを固定したマクロアレイとハイプリダイゼーションして，酵素基質を

加え発色反応により検出す，る．増幅されたcRNAが非特異的にハイプリダイズしないよう

に，プライマーはアレイ上のウイルス配列と一致しないように特別に設計されてしゝる，

また，安価なアルミブロックのみを用いて簡便な操作で行えるように考案したマイクロ

チュープハイブリダイゼーション法を開発した．このウイルス検出法により，ユりの葉

と球根の根から4種類のユリウイルスを効率よく検出することができた．検出感度は

RT―PCRより25～125倍感度が低かったものの，ELISA法と同程度，ウイルスによっては

それ以上の感度を示した，

  従来のウイルス検出法として，RT―PCRは高感度であるが非特異バンドが問題となるこ

とが多く，ELISAも交差反応が問題となることが少なくない，さらに，ウイルスの同時検

出に関しては，ELISAは1反応で1ウイルスしか検出できず，マルチプレックスRTーPCR

は非特異バンド出現の可能性が増える．これらの従来法と比較して，本研究で開発した

ウイルス検出法は複数ウイルスを同時検出する簡便な方法として，十分な検出感度と高

い特異性をもち，ウイルスの重複感染が問題となる植物では特に有効なウイルス検出法

である．

  よって，審査員一同は，杉山俊平氏が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を

有するものと認めた，

    ―1244一


