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ウイロイドの病原性と構造ドメイン

第 1輩、ホップ媛化ウイロイド (HSVd) とカンキツエクYコーテイスウ

イロイド (CI三Vd)問キメラウイ口イドの複製誌と病原性の解折

( 1 )共通の制限醇燕認識部位を用いた様透ドメイン組換えの接略

CEVdとHSVdのcDNAには共に可変額域 (Vドメイン〉と右末端領域 (TRドメイ

ン)の境界に SacII， pvu 1 2種類の制限酵素認識譲位が在り、この2つの制限醇素を

利用して弱者の TRドメインを交換することが可能である。プラスミドpBluescriptII 

SK付のBamHI部設に挿入されたHSVdのBamHl1ユニット cDNA (以下 pBS-I-おろ

と略す)と pUC9のBamHI部位に挿入されたCEVdのBamHl1ユニットcDNA(以

下pa15-6と略す)から、図 1a、 1bに示したように再ウイロイドcDNA間でTR

ドメインの交換を行なって、キメラウイロイドcDNAクローンpBS-HS/CE-TR及び

pBS-CE/HS-TRを作製した。

(2)実験方法

A キメラウイロイド<DNAクローン信班活α:-TRと丘&EII-即時作製手!頓

1) Bam HI -pvu 1断片の謂袈

供試したプラスミドDNAは、約5，..._10 mlの l晩培養抜からQIAprc手Sp出Plasmid

玄it (50) (QIAGEN社)を舟いて抽出し、最接的に l∞ulの減蓄蒸留水 (DW)に
溶解したものを用いた。

まず、プラスミドDNAを制限酵素(BamHIとPvuI)で実験ブロトコール lの要

領で切断した。

次に、 5協ポリアクジノレアミドゲル電気詠動 (PAGE)に積み、 1倍TAE緩衝液、

250V、2SmAの条件で、マーカ一色素中のブロムブエノ…ルブルー(速く泳動する

方)がゲノレの4/5謹疲移動するまで泳動した。

桑化エチジウム溶波 (1ug /ml)でゲノレを 2脚 3分染色後、 トランスイルミネータ

ー上で目的のバンドを切り取り、実験プロトコーノレ2の要韻でゲ/レから回収した。

なお、回収したDNA断片のサイズは、 pBS-HS-3から186bpと111bp、pCE15-3から

245bpと126切であった。
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し DoubleRestriction Enzyme Digestion of Plasmid DNA 
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ウイロイドの織原性と措迄ドメイン

第 1輩、ホップ媛化ウイロイド (HSVd) c!: jJンキツzクソコ…テイスウ

イロイド (CEVd)閤キメラウイロイドの複袈能と病原性の解析

( 1 )共通の制罷静索認識部位を用いた構造ドメイン組換えの繍首長

CEVdとHSVdのcDNArこは共に可変領域 (Vドメイン)と布末端韻域 (TRドメイ

ン)の境界にSacII，行u1 2種類の制捜酵素認識部位が在号、この2つの事j躍醇素を

利用して両者のTRドメイン在交換することが可能である。プラスミドp日luescriptII 

SK付のBamHI部位に挿入されたHSVdのBamHl1ユニット cDNA (以下 pBS寸5・3

と略す)とpUC9のBamHI部位ζ挿入されたCEVdのBamHllユニットcDNA(以

下 pCE15-6と略す)から、図 1a、 1b'こ示したようiζ凋ウイロイドcDNA関ですR

ドメインの交換を行なって、キメラウイロイドcDNAクローンpBらHS/CE-l1ミ及び

pBふCEJHS-TRを作製した。

(2)実験方法

A、キメラウイロイド心NAクローン包惑を&巴:rnとIffiO牙歪~TR) 作製手I1頃

1) BamHトPvuI断片の調製

供試したプラスミドDNAは、約5.._ 10 mlの l娩培養譲からQIAprepSpin Plasmid 

Kit (50) (QIAGEN社)を用いて抽出し、最接的に 1∞ulの滅菌蒸留水 (DW)に
溶解したものを用いた。

まず、プラスミドDNAを制限酵素(話amHIとPvuI)で実験プロトコ…ノレ 1の要

領で切断した。

次に、 5%ポリアクヲノレアミドゲ/レ電気泳動 (PAGE)に積み、 i接TAE緩祷液、

250V、25mAの条件で、マーカ一色素中のプロムフェノーノレプノレー(速く泳動する

方)がゲノレの4/5程度移動するまで泳動した。

臭化エチジウム溶液 (1ug I ml)でグルを 2・3分染色後、トランスイルミネータ

ー上で詩的のバンドを切号取り、実験プロトコール2の婆領でゲノレから回収した。

なお、回収したDNA断片のサイズは、 pBS-HS-3から186bpとll1bp、pCE15-3から

245bpと126切であった。
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2)組換え中間体の作成

HSVdの186bp断片とCEVdの245bp断片、及びHSVdの 111bp断片と CEVdの

126bp断片を T4DNAリガーゼで結合後、BamHIで切断し、 pBluescriptII SK(・)の

BamHI部位に挿入して、 431l::pと 237l::pの組換え中間体を作成した。

大腸菌(E.∞li1M 109)を形質転換しそれぞれ 1∞以上のコロニーを得たので、

各12個を選んで、アルカリ -SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲル電

気泳動及び5%PAGE等で確認した結果、組換え中間体 431bpが組み込まれているも

の 1クローン (430-9)、237bpが組み込まれているもの2クローン (238・4，238-6) 

が得られた。

3) BamHI・SacII断片の調製

上記のクローン (430-9及び238-4) を有する大腸菌約lOmlの 1晩培養液から

QIAprep Spin Plasmid Kitを用いてプラスミドDNAを抽出し、最終的に 1∞叫の滅菌

蒸留水に溶解した。

各プラスミドDNAを制限酵素 (BamHIとSacII)で実験プロトコール 1と同じ要

領で切断した。さらに先と同様5%PAGEで泳動し、目的のバンドを切り取り、実

験プロトコール2の要領でゲルから回収した。なお回収したDNA断片のサイズは、

430・9から287bpと144旬、 238-4から 176l::pと57切であった。

4) pBS-CE庁IS-TRの作成

430・9の287bp断片と238-4の57bp断片をT4DNAリガーゼで結合後、BamHIで

切断し、 pBluescriptII SK(・)のBamHI部位に挿入して、 pBS-CE/HS-TRを作成した。

大腸菌(E.∞li1M 109)を形質転換(実験プロトコール4)し、 2∞以上のコロ

ニーを得たので、 12個を選んで、アルカリ -SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%ア

ガロースゲル電気泳動及び 5%PAGE等で確認した結果、 2つのクローン(

pBS-CE/HS-TR#3， #11)が得られた。

5) pBS-HS/CE-TRの作成

430-9の144bp断片と 238-4の 176bp断片を T4DNAリガーゼで結合後、 SacII切

断で欠けた末端のBamHI部位を PCRで付加した(実験プロトコール 3)。これを

2 
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BamHIで切断し、 pBlueScriptII SK(・)のBamHI部位に挿入して、 pBS-HS/CE-TRを

作成した。

大腸菌(E.∞li1M 109)を形質転換し 2∞以上のコロニーを得たので、 12個を選

んで、アルカリ-SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲル電気泳動及ひ、5

%PAGE等で確認した結果、 5つのクローン (pBS-HS/CE-TR#1，#2， #3， #5， #10) 

が得られた。

しかしこの各クローンの塩基配列を確認した結果、上側中央保存領域の上流に

13境基の余分な配列が挿入されていることが明らかになった。この配列を除くため、

pBS-HS/'仁志・TRから BamHI切断と PAGEによりキメラウイロイドの全長cDNAを

回収し、自己ligation後、プライマ-HSV73MとHSV83MでPCRして、 13塩基の

挿入配列を除去し、XmaIで末端を切断してpBluescriptII SK(・)のXmaI部位に挿入

して2つのクローンpBS-HS/CE-TR #9、16を得た。

6)キメラウイロイドcDNAのシークエンシング

作成したキメラウイロイド cDNAの塩基配列は、上記の組換え体プラスミド

DNAをALFREDDNAシークエンサー(フアルマシア社)及び DIGTaq cycle 

sequencing kit (ベーリンガ一社)等を用いて行った(実験プロトコール8)。

B、感染性試験

1) cDNA接種試験・複製能の有無の検討

Aで作成した cDNAを合むプラスミド pBS-CE圧-IS-TR#3，#11及び pBS-HS/CE

-TR#13， #14をlOmlの一晩培養液から QIAprep Spin Plasmid Kitで調製し、以下の

ように BamHIで切断してキュウリ(品種;四葉)とトマト(品種;Rutgers)各 10

本に接種した(実験プロトコール5)。

2) ウイロイドRNA接種試験・複製能、病原性の比較

1 )で感染が認められた pBS-CElHS-TR接種トマト及びpBS-HS/CE-TR接種キュ

ウリから子孫ウイロイド RNAを抽出し(実験プロトコール6)、2MLiO可溶性核

酸分画を得た。これをHSVd接種キュウリ及び CEVd接種トマトから抽出した同分

画試料と共にリターンPAGEにかけ、各試料に合まれるウイロイド濃度を比較し、

全試料の濃度が一定になるように調節した。これを原液として 10希釈液、 100倍希

3 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン

2)組換え中間体の作成

HSVdの186bp断片とCEVdの245bp断片、及び HSVdの111bp断片と CEVdの

126bp断片を T4DNAリガーゼで結合後、BamHIで切断し、 pBlue町 iptII SK(・)の

BamHI部位に挿入して、 431tpと237tpの組換え中間体を作成した。

大腸菌(E.∞liJM 109)を形質転換しそれぞれ 1∞以上のコロニーを得たので、

各12個を選んで、アルカリ -SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲル電

気泳動及び5%PAGE等で確認した結果、組換え中間体 431bpが組み込まれているも

の1クローン (430-9)、237bpが組み込まれているもの2クローン (238・4，238-6) 

が得られた。

3) BamHI・SacII断片の調製

上記のクローン (430-9及び23Eト4) を有する大腸菌約lOmlの 1晩培養液から

QIAprep Spin Plasnud Kitを用いてプラスミドDNAを抽出し、最終的に l∞ulの滅菌

蒸留水に溶解した。

各プラスミドDNAを制限酵素 (BamHIとSac11)で実験プロトコール 1と同じ要

領で切断した。さらに先と同様5%PAGEで泳動し、目的のバンドを切り取り、実

験プロトコール2の要領でゲルから回収した。なお回収したDNA断片のサイズは、

430・9から287bpと144旬、 238-4から 176tpと57切であった。

4) pBS-CE!HS-TRの作成

430-9の287bp断片と238-4の57bp断片をT4DNAリガーゼで結合後、BamHIで

切断し、 pBluescriptII SK( -)のBamHI部位に挿入して、 pBS-CE/HS-TRを作成した。

大腸菌(E.∞liJM 109)を形質転換(実験プロトコール4)し、 2∞以上のコロ

ニーを得たので、 12個を選んで、アルカリ・SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%ア

ガロースゲル電気泳動及び 5%PAGE等で確認した結果、 2つのクローン(

pBS-CE庁-IS-TR#3，#11)が得られた。

5) pBS-HS/CE-TRの作成

430-9の144bp断片と 238-4の 176bp断片を T4DNAリガーゼで結合後、 SacII切

断で欠けた末端のBamHI部位を PCRで付加した(実験プロトコール 3)。これを
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BamHIで切断し、 pBlueScriptII SK(・)のBamHI部位に挿入して、 pBS-HS/CE-TRを

作成した。

大腸菌(E.∞liJM 109)を形質転換し 2∞以上のコロニーを得たので、 12個を選

んで、アルカリ-SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲル電気泳動及び5

%PAGE等で確認した結果、 5つのクローン (pBS-HS/CE-TR#l，#2， #3， #5， #10) 

が得られた。

しかしこの各クローンの塩基配列を確認した結果、上側中央保存領域の上流に

13塩基の余分な配列が挿入されていることが明らかになった。この配列を除くため、

pBS-HS/CE-TRから BamHI切断と PAGEによりキメラウイロイドの全長cDNAを

回収し、自己ligation後、プライマーHSV73MとHSV83MでPCRして、 13塩基の

挿入配列を除去し、XmaIで末端を切断してpBluescriptII SK( -)のXmaI部位に挿入

して2つのクローンpBS-HS/CE-TR #9、16を得た。

6)キメラウイロイドcDNAのシークエンシング

作成したキメラウイロイド cDNAの塩基配列は、上記の組換え体プラスミド

DNAをALFREDDNAシークエンサー(フアルマシア社)及び DIGTaq cycle 

seq uencing kit (ベーリンガ一社)等を用いて行った(実験プロトコール8)。

B、感染性試験

1) cDNA接種試験・複製能の有無の検討

Aで作成した cDNAを含むプラスミド pBS-CE圧fS-TR#3， #11及び pBS-HS/CE

-TR#13， #14をlOmlの一晩培養液から QIAprep Spin Plasnud Kitで調製し、以下の

ようにB副nHIで切断してキュウリ(品種;四葉)とトマト(品種;Rutgers)各 10

本に接種した(実験プロトコール5)。

2)ウイロイドRNA接種試験・複製能、病原性の比較

1 )で感染が認められた pBS-CE!HS-TR接種トマト及びpBS-HS/CE-TR接種キュ

ウリから子孫ウイロイド RNAを抽出し(実験プロトコール6)、2Mliα可溶性核

酸分画を得た。これをHSVd接種キュウリ及び CEVd接種トマトから抽出した同分

画試料と共にリターンPAGEにかけ、各試料に合まれるウイロイド濃度を比較し、

全試料の濃度が一定になるように調節した。これを原液として 10希釈液、 100倍希

3 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン

釈液を作成して接種源とし、 1 )と同様にしてキュウリとトマト各10本に接種した。

接種植物は、 25・28C、16時間照明の培養器内で培養し、接種後5週目まで病徴

観察を行うと共に、各個体から 1週間毎に葉を径8nunのコルクポーラーで打ち抜き

採集した。採集した葉は接種源別に 1本の微量遠心用チューブにまとめ、子孫ウイ

ロイドを抽出し、ウイロイド増殖量(感染葉中の濃度)の比較検定に供試した。

( 3 )実験結果

A、CEIHS-TRの感染性

BamHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローン pBS・CElHS-TRをトマト及

びキュウリに接種した結果、接種後約4週間目にトマトの上葉に脈壊痘を伴う葉巻

症状が現われ、全身に軽い媛化症状が現われた。キュウリには異常は認められなかっ

た。

接種6週間自にトマト発病個体の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法に準じて 2M

LiCI可溶性核酸分画を得た。これをリターン PAGEで検定したところ HSVdとも

CEVdとも異なる位置にウイロイド特有の環状 RNAのバンドが現われた。また、

DIG標識した CEVdのRNAプロープを用いてハイプリダイゼーシヨン法(実験プ

ロトコール7)により検定したところ陽性の反応を得た。

さらにリターン PAGEで純化したウイロイド様環状 RNA分子を HSVd，CEVd， 

ASSVd等既知のウイロイドと 8M尿素を合む5%PAGEで同時に泳動して分子サイズ

の比較を行った結果、約 340ヌクレオチドと推定され、これはキメラウイロイド

cDNAクローン pBS-α:JHS-TRから生じるキメラウイロイドのサイズとほぼ一致し

た(図 3)。

以上から構築したキメラウイロイドの感染がほぼ確認されたので、このRNAから

cDNAを合成し、 pBluescriptII SK(・)にクローニングして塩基配列の解析を行った。

その結果、接種したキメラウイロイドcDNAクローンpBS-CE/HS-TRから生じたキ

メラウイロイドがトマトの中で安定に増殖していることが確認された。この新しい

キメラウイロイドをCEIHS-TRと名付けた(図 1c)。

B、HS/CE-TRの感染性

BamHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローン pBS-HS/CE-TRをトマト及
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びキュウリに接種した結果、接種後約3週間目にキュウリの上葉に媛化、葉巻症状

が現われた。 トマトには異常は認められなかった。

接種6週間目にキュウリ発病個体の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法に準じて

2M LiCI可溶性核酸分聞を得た。これをリターン PAGEで検定したところHSVdと

もCEVdとも異なる位置にウイロイド特有の環状RNAのバンドが現われた。また、

DIG標識した HSVdのRNAプロープを用いてハイプリダイゼーシヨン法により検

定したところ陽性の反応を得た。

さらにリターン PAGEで純化したウイロイド様環状 RNA分子を HSVd，CEVd，

ASSVd等既知のウイロイドと 8M尿素を合む5%PAGEで同時に泳動して分子サイズ

の比較を行った結果、約 325ヌクレオチドと推定され、これはキメラウイロイド

cDNAクローン pBS-HS/CE-TRから生じるキメラウイロイドのサイズとほぼ一致し

た(図 3)。

以上から構築したキメラウイロイドの感染がほぼ確認されたので、このRNAから

cDNAを合成し、 pBlue町 iptII SK(ー)にクローニングして塩基配列の解析を行った。

その結果、接種したキメラウイロイドcDNAクローンpBS-HS/CE-TRから生じたキ

メラウイロイドがトマトの中で安定に増殖していることが確認された。この新しい

キメラウイロイドをHS/CE-TRと名付けた(図 1c)。

C、CE/HS-TRとHS/CE-TRの病原性と複製能

前項で述ベたようにHSVdとCEVd閣で右末端領域 (TRドメイン)を交換したキ

メラウイロイド CE庁IS-TRとHS/CE-TRはそれぞれトマトとキュウリで安定に増殖

することが明らかになった。そこでこの新しい 2種のキメラウイロイドの病原性と

増殖量(複製能)を検討するため、親ウイロイドである HSVd及び CEVdと共にト

マトとキュウリに接種した。方法で述べたように各接種源中のウイロイド濃度を一

定にし、原液とその 10倍希釈液をそれぞれトマトとキュウリ各 10本ずつに接種

した。

外部病徴観察の結果得られた発病個体数の推移を図 4に示した。 HSVd及び

HS/CE-TRを接種したキュウリと CEVd及びCE/HS-TRを接種したトマトに媛化、

葉巻、茎壊痘等の病徴が現われた。キメラウイロイドの病徴は基本的には一方の親

ウイロイドと同じで、 HS/CE・TRはHSVdと、 CE圧-IS・TRはCEVdとほぼ同様の病
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釈液を作成して接種源とし、 1 )と同様にしてキュウリとトマト各10本に接種した。

接種植物は、 2s・28C、16時間照明の培養器内で培養し、接種後5週日まで病徴

観察を行うと共に、各個体から 1週間毎に葉を径8mmのコルクポーラーで打ち抜き

採集した。採集した葉は接種源別に 1本の微量遠心用チューブにまとめ、子孫ウイ

ロイドを抽出し、ウイロイド増殖量(感染葉中の濃度)の比較検定に供試した。

( 3 )実験結果

A、CEIHS-TRの感染性

BamHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローン pBS-CE庁IS-TRをトマト及

びキュウリに接種した結果、接種後約4週間目にトマトの上葉に脈壊痘を伴う葉巻

症状が現われ、全身に軽い媛化症状が現われた。キュウリには異常は認められなかっ

た。

接種6週間目にトマト発病個体の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法に準じて 2M

LiCl可溶性核酸分画を得た。これをリターン PAGEで検定したところ HSVdとも

CEVdとも異なる位置にウイロイド特有の環状 RNAのバンドが現われた。また、

DIG標識した CEVdのRNAプロープを用いてハイプリダイゼーション法(実験プ

ロトコール 7)により検定したところ陽性の反応を得た。

さらにリターン PAGEで純化したウイロイド様環状 RNA分子を HSVd，CEVd， 

ASSVd等既知のウイロイドと 8M尿素を合む5%PAGEで同時に泳動して分子サイズ

の比較を行った結果、約 340ヌクレオチドと推定され、これはキメラウイロイド

cDNAクローン pBS-CEIHS-TRから生じるキメラウイロイドのサイズとほぼ一致し

た(図 3)。

以上から構築したキメラウイロイドの感染がほぼ確認されたので、このRNAから

cDNAを合成し、 pBluesぽipt11 SK(・)にクローニングして塩基配列の解析を行った。

その結果、接種したキメラウイロイドcDNAクローンpBS・CEIHS・TRから生じたキ

メラウイロイドがトマトの中で安定に増殖していることが確認された。この新しい

キメラウイロイドをCEIHS-TRと名付けた(図 1c)。

B、HS/CE・TRの感染性

BamHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローン pBS-HS/CE-TRをトマト及
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びキュウリに接種した結果、接種後約3週間目にキュウリの上葉に媛化、葉巻症状

が現われた。 トマトには異常は認められなかった。

接種6週間目にキュウリ発病個体の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法に準じて

2M LiCl可溶性核酸分画を得た。これをリターン PAGEで検定したととろHSVdと

もCEVdとも異なる位置にウイロイド特有の環状RNAのバンドが現われた。また、

DIG標識した HSVdのRNAプロープを用いてハイプリダイゼーション法により検

定したところ陽性の反応を得た。

さらにリターン PAGEで純化したウイロイド様環状 RNA分子を HSVd，CEVd，

ASSVd等既知のウイロイドと 8M尿素を合む5%PAGEで同時に泳動して分子サイズ

の比較を行った結果、約 325ヌクレオチドと推定され、これはキメラウイロイド

cDNAクローン pBS-HS/CE-TRから生じるキメラウイロイドのサイズとほぼ一致し

た(図 3)。

以上から構築したキメラウイロイドの感染がほぼ確認されたので、このRNAから

cDNAを合成し、 pBluescript11 SK(・)にクローニングして塩基配列の解析を行った。

その結果、接種したキメラウイロイドcDNAクローンpBS-HS/CE-TRから生じたキ

メラウイロイドがトマトの中で安定に増殖しているととが確認された。この新しい

キメラウイロイドをHS/CE-TRと名付けた(図 1c)。

C、CEIHS-TRとHS/CE-TRの病原性と複製能

前項で述べたようにHSVdとCEVd間で右末端領域 (TRドメイン)を交換したキ

メラウイロイド CF1HS-TRとHS/CE-TRはそれぞれトマトとキュウリで安定に増殖

することが明らかになった。そこでこの新しい2種のキメラウイロイドの病原性と

増殖量(複製能)を検討するため、親ウイロイドである HSVd及び CEVdと共にト

マトとキュウりに接種した。方法で述ベたように各接種源中のウイロイド濃度を一

定にし、原液とその 10倍希釈液をそれぞれトマトとキュウリ各 10本ずつに接種

した。

外部病徴観察の結果得られた発病個体数の推移を図 4に示した。 HSVd及び

HS/CE-TRを接種したキュウリと CEVd及びCE庁-IS・TRを接種したトマトに媛化、

葉巻、茎壊症等の病徴が現われた。キメラウイロイドの病徴は基本的には一方の親

ウイロイドと同じで、 HS/CE-TRはHSVdと、 CE圧-IS-TRはCEVdとほぼ同様の病
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徴を示した。しかし、キメラウイロイドの病徴発現は親ウイロイド比較べ明らかに

退く、親ウイロイドの 10信希釈接種諜と間程度の病原性と考えられた。このキメ

ラウイロイドの病第性の低下は増難童(複製能〕の議下によるものと考えられ、接

種縞物から経時的に試料を採集してハイプヲダイゼーシヨンにより検定した結果は、

感染植物中のキメラウイロイド漫度が親ウイ口イドに較べ 1遅問緯度遅れて立ち上

がってくることを示した〈国5)。つまりキメラウイロイドはTRドメインの交換

により増嫌量(護製能)が低下し、その結果として発病が濡れたことを意味してお

り、 TRドメインはウイ口イドの増嫌最(被袈能)に強く関与しているものと考えら

れた.

またCEVd及びαlHS-TRを接種したキュウりと、 HSVd及びHS/CE-TRを接種
したトマトには外部病撤観察では異常が認められなかった(図的。しかしこれ

らの接種撞物から先と同様iこ経時的に試料を採集してハイプヲダイゼーション検定

を狩なった結果、興味深いことにいずれの植物からも接種した各キメラウイロイド

或はウイロイドの感染が確認され、無病被感染していることが確認された。感染植

物体中の各ウイロイドの増殖蓋はキュウリでは HSVd、HS/Cらす良、 CEVd、

CE/HS-IRの，11冨に多く、 HSVdを1∞とした時以下11聞に50、50-0、1-0であった。

またトマトではCEVd、CEIHS-TR、HSVd、HSだE-TRの順に多く、 CEVdをl∞

とした時以下服に 25、5"1--0であった。ただし、接種試験は2度、部分的には 3

度繰り返して行なったが、 CEVd-キュウリ、 CFiHS-TR-キュウリ及びHS/CR-TR・

トマトの場合はよく増殖する場合とほとんど増殖が認められない場合があり、増殖

量が一定せず、さらに検討を要する。
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第 2j君、カンキツ広クソ 3ーテイスウイロイド (CEVd) 左トマト apical

stuntウイロイド間キメラウイロイドの複製能の解析

( 1) PCR法による構造ドメイン組換えの概略

CEVdやHSVdの場合と異なり、 TASVdのcDNAの可変領域 (Vドメイン)と右末

端領域 (TRドメイン)の境界には2次構造下方のpvu1謡識部位は存症するが、上

側のSacII認識部位が存在しない。従って市j限酵素のみで・両者のTRドメインを交換

することが出来ない。そこで本試験では図 2に示したように 4種類のPむR用ブライ

マ…を作成し、 CEVd-cDNAのTRドメインをTASVd-cDNAのTRドメインで

換し、キメラウイロイド cDNAクローンp部・CFJAS-τRを作製した。

(2 )実験方法

A、キメラウイロイドcDNAクローン (pBS-CE/AS-TRl)作製手JI置

換拭したブラスミドDNAは、約5-lOmIの 1晩培養抜からQIAPrepSpin Plasmid 

悶tを用いて抽出し、最終的に 1∞ulの滅菌蒸留水記溶解したものを用いた。
上記の方法で抽出したTASVdの会長cDNAを含むプラスミドpAおそ詩型にして

プライマ-C五AS・135PとCEAS・229MでPCRを荷ないTASVdのTRドメインに対諒

する95切を、またaVdの全長cDNAを合むプラスミドp句 15-6を鋳型にしてプラ

イマーCEV・1とCEV-149MでPCRを行ないCEVdの2次構造上郷 123bpを増幅した

(関 2a)。なおPCRは、 TthDNA polymerぉeを用い、 50ulの反応系で 94C， 5 

min.を1サイクル、 94C，1min.働 55C，2min.・72C，3min.をおサイクノレ、 72C，7min. 

1サイクノレ 行なった。

上記の PCR反本液の2・5ulを5協PAGEで検定した結果、共に期待される長さの単

一DNA断片の増幅が確認されたので、各PCR反応液 2ulをブライマ… CEV-lと
CEAS-229MでPCRして2つのDNA断片を結合させCEVdとTASVdのキメラ203ゅ

のDNA断片を増幅した(図 2a)。なお PCRは上記の方法に準じて行なったが、ア

ニーリング温度を55Cから 40Cfこ下げて行必った。

上記のPCR反応壊の2-5 ulを5%PAGEで検定した結果、期待される長さの DNA

断片の増幅が確認されたので、残りのPCR反応物をエタノール沈殿後、BamHIと

行uIで切断した(実験ブロトコール 1)。反応液をフェノーfレ抽出後エタノーノレ沈
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設を示した。しかし、キメラウイロイドの病徴発現は親ウイロイドに較べ明らかに

遅く、競ウイロイドの 10信希釈接種諜と持程度の病原佳と考えられた。このキメ

ラウイロイドの熊原性の低下は増鶏量(複製能〉の低下によるものと考えられ、接

種椋物から経時的に試料を採集してハイプリダイゼーションにより検定した結果は、

感染縞物中のキメラウイロイド濃度が親ウイロイドに較べl遇関軽度遅れて立ち

がってくることを示した(図 5)。つまりキメラウイロイドは TRドメインの交換

により増殖量(援袈能)が低下し、その結果として発病が漣れたことを意味してお

り、 TRドメインはウイロイドの増殖量(複製能)に強く関与しているものと考えら

れた。

またCEVd及び CEIHS-TRを接種したキュウリと、 HSVdlえびHS/CE句TRを接種

したトマトには外部病徴観察では異常が認められなかった(図付。しかし、これ

らの接種議物から先と同様に経持的に試料を採集してハイプリダイゼーション検定

を行なった結果、興味深いことにいずれの植物からも接種した各キメラウイロイド

戒はウイロイドの感染が確認、され、無病徴感染していることが確認された。感染植

物体中の各ウイロイドの増殖議はキュウりでは司SVd、HS/CιTR、CEVd、

CElHS-TRのI}I匝に多く、 HSVdを1∞とした時以下順に50、50-0、1--0であった。

またトマトではCEVd、CE丘-IS-TR、HSVd、HSだE-T玖のI1聞に多く、 CEVdを1∞

とした時以下"闘に 25、5，1-0であった。ただし、接種試験は2度、部分的には 3

度繰り返して行なったが、 CEVιキュウリ、 CF./HS-TR・キュウリ及び HS/CR-1R-

トマトの場合はよく増殖する場合とほとんど増殖が認められない場合があち、増殖

量が一定せず、さらに検討を要する。
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第 2章、カンキツ且クソコ…テイスウイロイ F(CEVd) とトマト apical

stuntウイロイド関キメラウイロイドの複製能の解折

( 1) PCR法による講造ドメイン総換えの慨略

CEVdやHSVdの場合と異な号、 TASVdのcDNAの可変領域 (Vドメイン)と右末

端領域 (TRドメイン)の境界には2次構造下方のpvu1認識部位は存在するが、上

舗のSacII認識部泣が存在しない。従って制限酵素のみで両者のTRドメインを交換

することが出来ない。そこで本試験では国 2に示したように4種類のPCR用プライ

マ…を作成し、 CEVd幽 cDNAのTRドメイン安TASVd-cDNAのTRドメインで援

換し、キメラウイロイド cDNAクローンpBS・C町'AS・1立を作製した。

(2 )実験方法

A、キメラウイ口イドcDNAクローン (pBS-CE/AS-TRl)作製手JI彊

供試したプラスミドDNAは、約5-10 mlの 1腕培養液からQIAprepSp泊Plasmid

応tを用いて描出し、最終的iこ100ulの滅菌蒸環水に溶解したものを用いた。

上記の方法で抽出したTASVdの全長cDNAを含むプラスミドpAS6を鋳型にして

プライマ-CEAS-135PとCEAS・229MでPCRを行ないす'ASVdのTRドメインに対応

する95切を、またCEVdの全長cDNAを合むプラスミドpCE15-6を鋳型にしてプラ

イマ-CEV・1とCEV・149MでPC哀を行ないCEVdの2次構造上欝 123bpを増幅した

(関 2a)。なおPCR誌、 TthDNA polymeraseを用い、 50ulの反応系で 94C， 5 

m祉をと 1サイクル、 94C，1min.嶋 55C，2 min.・72C，3 min.をおすイクノレ、 72C，7min. 

1サイクfレ行なった，

上記のPCR反応液の2-5 ulを5%PAGEで検定した結果、共に期待される長さの単

-DNA断片の増輔が確認されたので、各PCR反応譲 2ulをプライマー CEV-lと

CEAS-229M で PCRして 2 つの DNA断片を結合させCEVd とTASVd のキメラ 203~

のDNA断片を増幅した{図 2a)。なお PCRは上記の方法に準じて行なったが、ア

ニーリング湿度を55Cから 40Cに下げて行なった。

上記のPCR反応機の2-5 ulを5lJるPAGEで検定した結果、期待される長さの DNA

断片の増幅が確認されたので、残りのPCR反感物をエタノーノレ沈最後、BamHIと

行uIで切新した(実験ブロトコール 1)0 反応液をブェノ…fレ抽出後エタノール沈
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ウイロイドの病原性と構造ドメイン

殿し、 5%PAGEで泳動して図2bに示したように末端にBamHIとpvu1部位を持つ

キメラ 1271:pのONA断片を回収した。

一方、 CEVdの全長cONAを合むプラスミドp8S-CE-4を8amHlと pvu1で切断

し、フェノール抽出後エタノール沈殿して、 5%PAGEで泳動して図2bに示したよ

うに末端にBamHIとpvu1部位を持つCEVdの241bp断片を回収した。なお制限酵

素切断とゲルからの回収操作はそれぞれ実験プロトコール 1と2に準じて行なった。

得られた1271:pと 241切断片をライグーション後、 BamHIで切断し、フェノール

抽出とエタノール沈殿を行なった。これを、 BamHIで切断後CIP処理した

pBluescript II SK(ー)とライゲーシヨンし、大腸菌 (E.co且1M109)を形質転換した。

得られたコロニーからアルカリ・SOS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲ

ル電気泳動及び5%PAGE等で、確認した結果、 2つのクローン (p8S-CE/AS-TR#12、

26)を得た。

B、感染性試験

1) cDNA接種試験・複製能の有無の検討

Aで作成したcONAを合むプラスミドp8S-CE圧弘S-TRlをlOrruの一晩培養液から

QI.Aprep Spin Plasmid Kitで調製し、キュウリ(品種;四葉)とトマト(品種;

Rutgers)各10本に接種した。

( 3 )実験結果

A、CE瓜S-TRの感染性

BamHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローンp8S・CFJAS-TR1をトマト及

びキュウリに接種し、接種後6週間固まで病徴観察を行ったが異常は認められなかっ

た.そこで、接種植物の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法(実験プロトコール6)

に準じて2MLiCl可溶性核酸分画を得て、リターンPAGEとDIG標識した CEVdの

RNAプロープを用いてハイプリダイゼーション法(実験プロトコーノレ7)により検

定したが、キメラウイロイドCE/AS-TRの感染増殖は認められなかった。

キメラウイロイドの構築に問題があることも考えられたので、その塩基配列と 2

次構造を再度チェックした。その結果 PCRにより置換した TASVdのTRドメイン

の5'末端にもう一つGを付加することにより、キメラウイロイド中のTASVdのTR

8 
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ドメインがより安定な構造をとり、 TASVd中のTRドメインと同じ2次構造を取り

うることが予想された(図 2c)。そこでGを1つ余分に付加したPCRプライマー

を作成し、先に作成したキメラウイロイド cDNAクローンp8S・CE/AS-TR1を鋳型に

PCRを行い改良キメラウイロイド cDNAクローンp8S-CE/AS-TR2を作成した(図2

c)。

組換え後、 cONAクローンの塩基直列を調べたところGが付加されていることが

確認されたので、現在再度トマトとキュウリに接種する準備を進めており、引き続

き検討を行う予定である。
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殿し、 5%PAGEで泳動して図2bに示したように末端にBamHIとR叩 I部位を持つ

キメラ 127q，のDNA断片を回収した。

一方、 CEVdの全長cDNAを合むプラスミドpBS-CE-4をBamHIと行uIで切断

し、フェノール抽出後エタノール沈殿して、 5%PAGEで泳動して図2bに示したよ

うに末端にBamHIとPvuI部位を持つCEVdの241bp断片を回収した。なお制限酵

素切断とゲルからの回収操作はそれぞれ実験プロトコール 1と2に準じて行なった。

得られた127q，と 241切断片をライゲーション後、 BamHIで切断し、フェノール

抽出とエタノール沈殿を行なった。これを、 BamHIで切断後CIP処理した

pBluescript 11 SK(ー)とライゲーシヨンし、大腸菌 (E.coliJM 109)を形質転換した。

得られたコロニーからアルカリ・SDS法でプラスミド抽出を行い、 1%アガロースゲ

ル電気泳動及び5%PAGE等で、確認した結果、 2つのクローン (pBS-CE/AS-TR#12、

26)を得た。

B、感染性試験

1) cDNA接種試験・複製能の有無の検討

Aで作成したcDNAを合むプラスミドpBS-CE圧弘S-TR1を10m!の一晩培養液から

QlAprep Spin Plasmid Kitで調製し、キュウリ(品種;四葉)とトマト(品種;

Rutgers)各10本に接種した。

( 3 )実験結果

A、CE/AS-TRの感染性

B剖nHIで切断したキメラウイロイドcDNAクローンpBS-CFJAS-TR 1をトマト及

びキュウリに接種し、接種後6週間目まで病徴観察を行ったが異常は認められなかっ

た。そこで、接種植物の上葉を刈り取り、ウイロイド抽出法(実験プロトコール6)

に準じて2MLiCl可溶性核酸分画を得て、リターンPAGEとDIG標識した αVdの

RNAプロープを用いてハイプリダイゼーション法(実験プロトコール7)により検

定したが、キメラウイロイドCE/AS・TRの感染増殖は認められなかった。

キメラウイロイドの構築に問題があることも考えられたので、その塩基配列と 2

次構造を再度チェックした。その結果 PCRにより置換した TASVdのTRドメイン

の5'末端にもう一つGを付加することにより、キメラウイロイド中のTASVdのTR

8 
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ドメインがより安定な構造をとり、 TASVd中のTRドメインと同じ2次構造を取り

うることが予想された(図 2c)。そこでGを1つ余分に付加したPCRプライマー

を作成し、先に作成したキメラウイロイド cDNAクローンpBS-CE/AS-TRlを鋳型に

PCRを行い改良キメラウイロイド cDNAクローンpBS-CE/AS-TR2を作成した(図2

c)。

組換え後、 cDNAクローンの塩基配列を調べたところGが付加されていることが

確認されたので、現在再度トマトとキュウリに接種する準備を進めており、引き続

き検討を行う予定である。
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ウイロイドの病原性と構造ドメイン

まとめと考察

( 1 )、ウイロイドの組換えと 2次構造について

本研究で得られた大きな成果の一つは、 HSVdとCEVd間でその複製能を損なうこ

となく右末端領域τRドメインの交換が可能であることを明らかにしたことである。

HSVdとCEVdは現在ウイロイドの分類上、 HSVdグループとCEVdクVレープという

異なるウイロイドグループに分類されている (Elenaet al. 1蜘)。今までオースト

ラリアのグループにより同じウイロイド (CEVd)の変異株間(塩基配列相向性98%)、

また我々の先の研究により同一グループ内 (PS1Vdグループ)の2種類のウイロイ

ド間 (CEVd左TASVd;塩基配列相向性70%)で組換えを行った例が報告されてい

るのみで、今回のように塩基配列相向性が僅か 50%以下の異なるウイロイドクールー

プ間で組換えに成功したのはこれが始めてである。

従来早出E♀mutagenesisの手法でウイロイドに点突然変異を導入して病原性の変化

したミュータントを得ょうという試みが盛んに行われた時期があったが、ミュータ

ントの多くは複製能を喪失したものか、有っても継代中に野生型に戻ってしまった

りして、安定なミュータントは極めて僅かしか得られていない。このような知見よ

りウイロイドのミュータントは取れにくいという一般的認識ができてしまったよう

だが、それに対し、今回 HSVdとCEVdの様な異なるウイロイドグループ間で、も構

造ドメイン単位であれば組換えが可能であることが示されたことは驚きである。こ

のことはウイロイドの複製、機能発現にとって2次構造(或いは高次構造)が極め

て重要な意味を持つことを暗示している。つまり点突然変異であっても 2次構造

(高次構造)的に重大な変化を引き起こすものは致死的に働くのに対し、数十塩基

からなる大きな領域(ウイロイド分子全体の 10%以上に相当する)でも安定に受

け入れられる場合があり、後者の場合新たに生じた組換え体分子の2次構造(高次

構造)はその複製と機能発現に都合のよい構造を保っていると考えられる。

このことはウイロイドの分子進化という観点からも興味深い暗示を提示する。近

年ブドウやカンキツ等から相次いで新しいウイロイドが分離されているが、これら

ウイロイドの多くが所謂「自然キメラJと呼ばれる構造をしており、数種類の異種

ウイロイドと部分的に極めて高い相向性を示すキメラ構造を持つことが報告されて

いる。これらウイロイドが共通の祖先に由来することは明らかであるが、分子進化
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という点から、 ( 1 )ある特定の領域が保存され、他の領域が集中的に変化して共

通領域がキメラ状に残された。或は(2)異種ウイロイド間で直接 RNA-RNAの組

換えが起こりキメラウイロイドが生じた等、主に2通りの経路が考えられる(図的。

今迄のところどちらとも直接的な証拠はないが、本研究で示したように塩基配列相

向性の低いウイロイドグループ間でも構造ドメインの交換が可能であるという事実

は、 ( 2) の経路が自然界でも充分起こり得ることを示唆している。今後、異種ウ

イロイドを重複感染させたようなモデル実験系で直接組換えが起こるか試してみる

ことは興味深い実験と考えられる。

( 2)、ウイロイドの右末端領域 (TRドメイン)の機能について

CElHS-TRとHSICE-TRの病原性と複製能の項で示したように、本研究で作出し

た2種類のキメラウイロイドは非常に興味深い病原性と複製能を示した。まず病原

性という点において2種類のキメラウイロイドはTRドメイン以外の領域(全分子の

80%以上を占める)が由来する親ウイロイドと基本的には同じ病原性を有していた。

しかし、親ウイロイドと大きく異なる点は増殖量にあり、 CElHS-TRはCEVdに較べ

トマトで 1β程度、又、 HS/CE-TRはHSVdに較ベキュウリで1/5程度の増殖量であ

り、それぞれ発病は親ウイロイドの10倍希釈液と同程度と考えられたa このことは、

従来その機能が明らかでなかった TRドメインがウイロイドの増殖量と関連してい

ることを強く示唆し、増殖量を介して病原性に関与しているものと考えられる。今

回の実験では増殖量が直接複製量と関与しているのか、或は細胞内の移行性等の要

因も関わっているのか明確にできなかったが、今後プロトプラストへの感染実験等

を行ないキメラウイロイドと親ウイロイドの複製能を細胞レベルで、詳細に比較検討

していく必要があると考えられる。特に CE圧-IS-TRをキュウリ、 HS/CE-TRをトマ

トに接種した場合ほとんど感染増殖が認められないが、この変化が細胞中での複製

能に由来するものかどうかプロトプラストへの感染実験等で確認する予定である。
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まとめと考察

( 1 )、ウイロイドの組換えと 2次構造について

本研究で得られた大きな成果の一つは、 HSVdとCEVd関でその被袈能を損なうこ

となく者末端領域TRドメインの焚換が可能であることを明らかにしたことである o

HSVdとCEVdは現在ウイロイドの卦類上、 HSVdグループとαVdグループという

異なるウイロイドグループに分類されている (Elena弘札 1則。今までオ…スト

ラリアのグループにより同じウイロイド (CEVd)の変異株関〈境基配列相同性98喝)、

また我々の先の研究により同一グループ内 (PS1Vdグループ)の2種類のウイ口イ

ド関 (αVdとTASVd;境基艇列指向性70%)で組換えを行った開会主報告されてい

るのみで、今回のように塩基配列梼間性が僅か50%以下の異なるウイロイドク勺レー

プ聞で組換えに成功したのはこれが始めてである。

従来邑話誌♀mutagenesisの手法でウイ口イドに点突熟変異を導入して病京佐の変化

したミュータントを得ょうという試みが盛んに行われた時期があったが、ミュータ

ントの多くは被製能を喪失したものか、有っても継代中に野生裂に戻ってしまった

りして、安定なミュータントは極めて儲かしか得られていない。このような知昆よ

りウイ口イドのミュータントは取れにくいという一般的認識ができてしまったよう

だが、それに対し、今回 HSVdと住Vdの様な興なるウイロイドグループ間でも構

造ドメイン単位であれば組換えが可能であることが示されたことは驚きである。こ

のことはウイロイドの被製、機能発現にとって2次構造(或いは高次構造)が緩め

て重要な意味を持つことを賠示している。つまり点突然変異であっても 2次構造

(高次構造〉的に重大な変化を引き起こすものは致死民に錆くのに対し、数十塩基

からなる大きな領域(ウイロイド分子全体の 10私以上に相当する〉でも安定に受

け入れられる場合があり、後者の場合新たに生じた組換え体分子の2次構造〈高次

構造)はその捜製と機能発現ζ都合のよい様遣を採っていると考えられる。

このことはウイロイドの分子進化という観点からも興味深い暗示を捷示する。近

年ブドウやカンキツ等から相次いで新しいウイロイドが分離されているが、これら

ウイロイドの多くが所調 f自然キメラJと呼ばれる構造をしてお号、数種類の奥緩

ウイロイドと部分的に極めて高い相向性を示すキメラ構造を持つことが報告されて

いる。これらウイロイドが共通の楓先に出来することは明らかであるが、分子進化
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という点から、 ( 1 )ある特定の領域が保存され、他の領域が集中的に変化して共

通領域がキメラ状に残された。或は (2)異種ウイロイド箆で誼接 RNA長 NAの組

換えが起こりキメラウイロイドが生じた等、主広2通りの経路が考えられる(図 6)。

今迄のところどちらとも直接的な証拠はないが、本訴究で示したように場基配列棺

間性の低いウイロイドグループ摺でも構造ドメインの交換が可能であるという事実

は、 ( 2)の経路が自然界でも充分起こり得ることを示唆している。今後、英語ウ

イロイドを重複感染させだようなモデル実験系で、直接組換えが起こるか試してみる

ことは興味深い実験と考えられる。

( 2)、ウイ口イドの在末増額域 (TRドメイン)の機能について

C即日S-TRとHS/CE刊の病原性と複製龍の項で示したように、本研究で作出し

た2謹類のキメラウイロイドは非常に興味潔い病原性と護製能を示した。まず病原

憶という点において2種類のキメラウイロイドはTRドメイン以外の領域(全分子の

お格以上を出める)が曲来する親ウイロイドと基本的には同じ病原性を有していた。

しかし、続ウイロイドと大きく異なる点は増殖量にあり、 CE/H与すRはCEVdに較べ

トマトで1/5穣度、又、 HS/'句 -TRはHSVdfζ較ベキュウジでlβ穏度の増護量であ

り、それぞれ発病は親ウイロイドの 10搭希釈液と問製農と考えられた。このことは、

従来その機能が明らかでなかった TRドメインがウイロイドの増蓮量と関連してい

ることを強く示唆し、増殖麓を介して病原性に関与しているものと考えられる。今

回の実験では増殖量が産接複製量と関寺しているのか、或は紹胞内の移行性等の要

因も関わっているのか現議にできなかったが、今後ブ口トプラストへの感染実験等

を行ないキメラウイロイドと親ウイロイドの複製能を親胞レベノレで詳締に比較検討

していく必要があると考えられる。特に CEIHS-TRをキュウリ、日S/CE-TRをトマ

トに接種した場合ほとんど感染増殖が認められないが、この変化が細胞中での複製

能に由来するものかどうかプロトプラストへの感染実験等で謹話する予定である。
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ウイロイドの病原性と構造ドメイン (つづき)
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ウイ訂イドの病原性と摘造ドメイン

ウイロイドの分子分化のメカニズム

(1) 

〈 〉

↓ 複突製然能変を異損なわない

ζ -. ・ • 〉

〈 • E-l P 

変異様、系統の出現

(複製能、梼原性の変化〉

(11 ) 

〈 〉 〈 〉

. 異宿種主へウイの混ロ合イ感ドの染同一

↓ 肌構造組ド換メえイン等の置換
ζ 〉

ζ 3 

新しい型のウイロイドの出現

複製宿能主、特病異原性性の変及化び

図6

ウイロイドの病原性と構造ドメイン

Double Restriction E盟zymeDigestion of 

Plasmid DNA 

捜用する 2種類の制限酵素の緩欝甑の種類によ号、以下のように行うとよい。

( 1 )緩欝液の種類が同じ或いは壕議度が関じである場合…-2種類の酵素で同

時に処理する。

(2 )緩錆液の壇の種類が向じで漫度が異なる場合…ーまず、境濃療の抵い静溝

で3時間程度処理した後、場議度の高い酵素の援衝液を添加して域濃度を調節し、

反応のスケーノレそ2倍にして次の酵素で抱理する。

(3 )緩欝液の種類が異なる場合一一以下のように行う。

plasmidDNA鉛 ln.(40 uI) (pBS-HS-4 & pCE綱15-6)
fヌクレアーゼの除去j
+1E ro叫
+ 1M MgC12 30 ul 
onice5m泊.

12，0∞rpm 5 min. 
決lp

+1∞ul phenol:chloroform(1:1)， vortex 1 min. 
12，0∞rpm 1 min. 
sup 

+ diethyl ether 1∞ul， vortex 10ぉC.
12β沼rpm10sec. 

aqueo邸 phase(lower phase) (上のエーテル棉を吸い出して捨てる}
+ diethyl ether 1∞叫 vortα10釦C.
12，000 rpm 10 sec. 
aqueous phase (lower pha鉛) (上のエーチノレ棺を吸い出して捨てる)
+ 3M NaOAc 10 ul 
十 99%ethanol 250 ul 
・20C，1 hr (or over凶ght)
12，笥)()rpm 10 min. 
認)t

+ 70% ethanol 1∞ul 
12，α)() rpm 10 sec. 
民)t

+ 70% ethanol 1∞ul 
12，000 rpm 10 sec. 
沼)t

生yin aspirator 5 min. 

実験アロトコール 1 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン

ウイ語イドの病原性と構造ドメイン

ウイロイドの分子分化のメカニズム Double Restriction Enzyme Digestion of 

Plasmid DNA 

、も，，・・2・・・，sE
、 使用する 2種類の制限静業の援智液の種類により、以下のように行うとよい。

( 1 )緩欝液の種類が同じ或いは境諜度が同じで為る場合一一 2種類の酵素で同

時に処理する。

(2 )緩欝液の壌の積額が同じで灘度が興会る場合……まず、塩濃度の低い酵素

で3時期程度結理した後、権濃疫の高い静素の緩衝液を添加して塩濃度を調節し、

反Joのスケーノレを2諸にして次の醇棄で処理する。

(3 )緩衝液の種類が異なる場合一一以下のように行う。

〈 〉

↓複製能を損なわない
突然変異

〈
.酬. 
. 圃園 〉

〉
plasmid DNA soln.(40叫)(訪日S-HS・4&pCE・15働6)
fヌクレア…ぜの除去j
十τE 60叫
+ 1M MgC12 30 uI 
oniω5m位
12，0∞rpm 5min. 
鼠lP

+1∞ul phenol:ch1oroform(1: 1)， vortex 1 min. 
12，0∞rpm 1 min. 
匁lp

+ diethyl ether 100 ul， vortex 10 sec. 
12，α刃rpm10sec. 
aqueous phase (lower phase) (上のこにーチノレ相を吸い出して捨てる)
+ diethyl ether 1∞ul， vortex 10 s民
12，α刃rpm10sec. 
aqueous phase (lower phase) (上のエーチル相を吸い出して捨てる)
+ 3M NaOAc 10 ul 
+99私ethanol250 ul 
・2OC，1 hr (or over白ght)
12，αx) rpm 10 min. 
日)t

+ 70% ethanol 1∞ul 
12，α治rpm10sec. 
は)t

+ 70t?るethanol1∞凶
12ぷ却rpm10sec. 
立)t

dry in aspirator 5 min . 

• 

〈 • 
変異棒、系統の出現

(複製能、病原性の変化〉

、zs
J

g
a
z
s
-轟

--EE--
，，E

、
) (一一一一一一一}

i 異種ウイロイドの向-
V 宿主への混合感染

↓附組換え
構造Fメイン等の置換

〈

〈

〈

ED 
I ~ 

新しい型のウイロイドの出現

複製能、競属性及び
宿主特異性の変化

実験プロトコール 1 

図 6



ウイロイドの病原性と講造ドメイン

f1st制限酵素処理j
+DW 43叫
vortex 30部c.
十 10XBam HI buffer 5 ul 
+ BamHI 2ul 
incubate 37C 3 hr. 
+凶enol:chloroform(1:1)50 ul 
vortex 1 min. 
12，0∞rpm 1 min. 
sup 

十diethylether 50 ul， vortex 10 sec. 
12刈旧rpm10sec. 
aQueoωphase (lower phase) (上のエ…チル桓を吸い出して捨てる)

+ 3M NaOAc 5 ul 
+ 99% ethanol 125凶
酬20C，1 hr (or over出品t)
12，α)() rpm 10m民
ppt 
+ 70%eth釦 011∞ul 
12ぷ泊rpm10sec. 
認Jt
dry in aspirator 5 m血.
r2nd輯醗酵素処理J
+ DW  43ul 
vortex 30民c.
十 10Xpvu 1 buffer 5 ul 
+ PvuI 2ul 
出.cubate37C 3 hr. 
十phenol:chloroform(I:I)50 ul 
vortex 1 min. 
12，0∞rpm 1 min. 
sup 

+ diethyl ether 50 u1， vortex 10 sec. 
12β刃rpm10sec. 
aQueous phase (lower pha詑) (上のエーチノレ橿を吸い出して建てる)

+ 3M NaOAc 5 ul 
+ 99% ethanol 125 ul 
刷20C，1 hr (or over出ght)
12，収泊rpm10min. 
民Jt
+70免ethanol1∞ul 
12，()()() rpm 10 sec. 

認Jt
dry in aspirator 5 min. 

+ DW  lOul 
+dye 2叫
rpAGEによる分離へj

実験プロトコール 1 

ウイロイドの病原性と構造ドメイン

DNA断片をゲルから闘収する方法

1、アルミホイル等の上にゲノレ片を離さ、製刀でlmm角に議新し、微議選心用チニみ

…ブに移す。

*;潰したりして細かくし過ぎると、後で毎分子化し1ヒアクリルアミドがコ

ンタミしてきで厄介なので、識かくし過ぎないように注意する。

2， DNA溶出用緩衝渡 (05MM畿アンモニウム、 lmMEDTA、O.l%SDS、pH7.5)

4∞uIを入れ、 37Cインキュベーターにー娩静置する。
* ;振漫してもよい。

3、ピペットで溶液を吸い出し新しい微量遠心舟チュ…プに移す。

4、エタノーノレlm1を加え、 -20Cで1跨罰--1腕。

*;バンドが薄くて回収困難の場合はここで1ulのグリ 2…ゲンをキャリア

ーとして入れた方がよいが、その後でPCRを行なうときは、グリコーゲンが

PCRの反応阻害をするので絶対に入れてはいけない。

ム 12，∞Orpm10分遠心分離し、沈殿を吸わないように注意しながら旦夕ノール

をピペットで吸い出して捨てる。

6、70鳴エタノーノレ洗j争を2回行う。

*:・20Cで冷やしておいた 70~るコニタノールを1∞ ul 位入れ、軽く撹搾後重ぐ

12，∞Orpm 1分程度の遠心分離をしてエタノ…fレを議てる。この操作をzタ

ノーノレ洗浄作ぉh) と言う o ::r:..タノーノレ沈殿で除去しきれなかった塩、ブエ

ノーノレなどを除去するために行う。核畿の沈殿は70%エタノールには諮け出

さないが、沈殿が浮くことがあるわで、沈般を無くさないように在意する。

7、アスピレーターに入れて、 5分間乾燥させた後、適当量の誠蕗蒸留水或いは

τE媛欝確に溶かす。

*;電無泳艶に読すときは10ul袈度。

Ligationに使うときは 10・20ul程震が適当だが、 DNA棄が違い過ぎる持

には加える譲量を調整して大体同じ濃度になるようにした方がよい。

実験プロト口ール 2 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン

rlst制限酵素処理」
+DW 43凶
vortex 30田c.
+ lOX Bam HI buffer 5 ul 
+ BamHI 2ul 
incubate 37C 3 hr. 
+ phenol:chloroform(l:l) 50 ul 
vortex 1 m担.

12，0∞rpm 1 min. 
a中
+ diethyl ether 50叫， vortex 10 sec. 
12，α氾rpm10sec. 
aQueo凶 phase(lower phase) (上のエーテル相を吸い出して捨てる)
+ 3M NaOAc 5 ul 
+99%e出組.01125叫
・20C，1 hr (or over凶ght)
12，α旧rpmlOmin. 
即 t

+70%e出組011∞ul 
12，α)() rpm 10 sec. 
日)t

dry in aspirator 5 min. 
r2nd制限酵素処理」
+ DW  43ul 
vortex 30民c.
+ 10X pvu 1 buffer 5 ul 
+ pvu 1 2 ul 
出ωbate37C 3 hr. 
+ phenol:chlorofoロn(1:1)50 ul 
vortex 1 min. 
12，0∞rpm 1 min. 
sup 

+ diethyl ether 50叫， vortex 10田c.
12，α)() rpm 10 sec. 
aQueo凶 phase(lower phase) (上のエーテル相を吸い出して捨てる)
+ 3M NaOAc 5 ul 
+ 99% ethanol 125 ul 
・20C，1 hr (or over night) 
12，α旧rpmlOmin. 
即 t

+ 70% ethanol 1∞ul 
12，ぽ旧rpmlOsec. 
同コt
企yin aspirator 5 m血.
+ DW  lOul 
+ dye 2ul 
rpAGEによる分震へJ

実験プロトコール 1 

ウイロイドの病原性と構造ドメイン

DNA断片をゲルから回収する方法

1、アルミホイル等の上にゲル片を置き、剃刀で1nun角に裁断し、微量遠心用チュ

ープに移す。

*;潰したりして細かくし過ぎると、後で低分子化したアクリルアミドがコ

ンタミしてきて厄介なので、細かくし過ぎないように注意する。

2、DNA溶出用緩衝液 ω.5M首情愛アンモニウム、 1mMEDTA、O.l%SDS、pH7.5)
4∞ulを入れ、 37Cインキュベーターに一晩静置する。
*.振遺してもよい。

3、ピベットで溶液を吸い出し新しい微量遠心用チューブに移す。

4、エタノール1m]を加え、・20Cで1時間-1晩。

*;バンドが薄くて回収困難の場合はここで1ulのグリコーゲンをキャリア

ーとして入れた方がよいが、その後でPCRを行なうときは、グリコーゲンが

PCRの反応阻害をするので絶対に入れてはいけない。

5、12，∞orpm 10分遠心分離し、沈殿を吸わないように注意しながらエタノール

をピベットで吸い出して捨てる。

6、70%エタノール洗浄を2回行う。

* ; -20 Cで冷やしておいた70%エタノールを1∞ul位入れ、軽く撹持後直ぐ
12，∞Orpm 1分程度の遠心分離をしてエタノールを捨てる。この操作をエタ

ノール洗浄 (wぉh) と言う。エタノール沈殿で除去しきれなかった塩、フェ

ノールなどを除去するために行う。核酸の沈股は70%エタノールには溶け出

さないが、沈殿が浮くことがあるので、沈殿を無くさないように注意する。

7、アスピレーターに入れて、 5分間乾燥させた後、適当量の滅菌蒸留水或いは

TE緩衝液に溶かす。

*;電気泳動に流すときは 10ul程度。

Ligationに使うときは 10・20ul程度が適当だが、 DNA量が違い過ぎる時

には加える液量を調整して大体同じ濃度になるようにした方がよい。

実験プロトコール 2 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン ウイロイドの病原性と構造ドメイン

ゲルから回収した DNA断片の LigationとPCRによる増幅 トランスフォーメーション(形質転換〉

以線以2!!，(NipponGene ligation Kit使用の場合)
DNA fragmen七 A (430四 9;144bp) 5官 ul (ou七 of10 ul) 

DNA fragmen七 B (238-4;176 bp) 10* ul (ou七 of10 ul) 

10X liga七ionbuffer 2 ul 
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0.5 ul 

2.5 ul 

「コンビテントセル (competentcell)の調製j
Hanah釦旦:AL(1985) 
大腸菌(JM109)一晩培養液0.5mlを50mlのSOB培地本に入れる。

↓3アC振とう培養
ODω0=0.4-0.6 (約2時間)になったら、遠沈管に移す。
↓氷上5-10分、 3，500rpm 5分
沈殿 F 

↓官B*8rriを加え氷中で軽く撹持しながら菌体を完全に懸潰する。
↓氷上15-20分、 3，500rpm 5分
沈殿
↓官B1rriを加え氷中で糧く撹搾しながら菌体を完全に懸濁する。
↓氷上 15-20分

コンビテントセル

*、 DNA断片AとBの量(モル比)が凡そ同じになるように液量で調節する。

PAGE後Et-Brで5分程度染色して太くはっきり見えるバンドなら、半

分量 {5叫)程度で充分。 *以上の操作は全て氷水中で行なう。

5 ul 

5 ul 

8 ul 

1 ul 

1 ul 

0.5 ul 肯(0.25ulでも充分)

29.5 ul 

*SOB培地 (100 ml) 

Bac七oTryp七one
Bac七oYeas七 ex七rac七
1M NaCl 
1M KCl 
DW up七。
↓オートクレープ
1M MgC12.6H20 
1M MgS04.7H20 

司
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Incubate 16C， for 6 hr. 

Incubate 70C， for 10 min. to inactI、ratel屯ase.

PCR 
、内同酬》、内，

[Reac七ionMix七ure]

liga七edDNA soln 

10X PCR buffer 

1.25mM dNTPs 

primer pHSV278H (20pmol/ul) 

pHSV268C (20pmol/ul) 

T七hDNA poly.merase (5U/ul) 

DW 

1 ml 
1 ml 

[Cycle] 

(94C， 4min. ) 
(94C，lmin.ー55C，2min.ー72C，3min.)X 30 cycles 
(72C， 7min. ) 

可下B(transformation buffer1 (1∞ml) 
PO七asiumace七ate 0.344 9 (35 mM) 
CaC12.2H20 0.735 9 (35 mM) 
DW 80 ml 
Ace七icacid (35mM) 4.15 ml 官官官
MnC12.4H20 0.891 9 (45 mM) 
RuCl 1.209 9 (100 mM) 
Sucrose 15 9 (15毛)
DW up七o 100 ml (pH 5.8) 

↓フィルター (MILEX0.22 um等)漉過

分注し、・200C保存

***100%酢酸を201叫取り、 DW100ml加える。これを上記の容量使う。

実験プロトコール 3 

「トランスフオーメーション」
ライゲーションしたDNA液 10μl 
コンビテントセル 100μl 
↓混合擾搾
↓氷中 ω分
↓420C 30秒
↓SOC培地事 2'50μl 
↓370C 30-ω分

プレート“にまき、 370Cで1晩培養

ぢOC培地:豆沼培地1白叫に1()あglur.aをO.36ni添加したもの傑濃度:;nmM)。
本1.5%LB寒天培地 (100ml当り、 50mglmlアンピシリン 100ul、2%X-gal 
1∞ul、1MIPTG 10・20ul) 
実験プロトコール 4 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン ウイロイドの病原性と構造ドメイン

ゲルから回収した DNA断片の LigationとPCRによる増幅 トランスフォーメーション(形質転換)

以線以2!!，(Nippon Geneぬ3tionKit使用の場合)
DNA fragmen七 A (430-9;144 bp) 5* u1 (ou七 of10 ul) 

DNA fragmen七 B (238-4;176 bp) 10* ul (ou七 of10 ul) 

10X liga七ionbuffer 2 ul 

「コンビテントセル (compelenlcell)の調製J
Hanahan旦:..ill_.(1985) 
大腸菌む扇109)一晩培養液0.5mlを50mlのSOB培地勺こ入れる。

↓3アC援とう培養
ODω0=0.4-0.6 (約2時間)になったら、遠沈管に移す。
↓氷上5--10分、 3，500rpm 5分
沈殿
↓脊B*8niを加え氷中で糧く擾持しながら菌体を完全に懸濁する。
↓氷上15-20分、 3，500rpm 5分
沈殿
↓存B1niを加え氷中で暫く捜搾しながら菌体を完全に懸濁する。
↓氷上 15--20分

コンビテントセル
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0.5 ul 

2.5 ul 

*、 DNA断片AとBの量(モノレ比)が凡そ同じになるように液量で調節する。

PAGE後Et-Brで5分程度染色して太くはっきり見えるバンドなら、半

分量 (5凶)程度で充分。 *以上の操作は全て氷水中で行なう。

Incubate 16C， for 6 hr. 

Incubate 71ぽ:，for 10 min. to inactivate ligase. 

*SOB培地 (100 nu) 
Bac七oTryp七one
Bac七oYeas七 ex七rac七
1M NaCl 
1M KCl 
DW up七。
↓オートクレープ
1M MgC12.6B20 
1M MgS04.7B20 

1 ml 
1 ml 
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PCR 、内-.向-

[Reac七ionMix七ure]

liga七edDNA soln 

10X PCR buffer 

1.25mM dNTPs 

primer pBSV278B (20pmol/ul) 

pBSV268C (20pmol/ul) 

T七hDNA poly.merase (5U/ul) 

DW 

5 ul 

5 ul 

8 ul 

1 ul 

l ul 

0.5 ul 骨(0.25ulでも充分)

29.5 ul 

勺下B(transformation buffer1 (1∞ml) 
PO七asiumace七a七e 0.344 9 
CaC12.2B20 0.735 9 
DW 80 ml 
Ace七icacid (35mM) 4.15 ml 
MnC12.4B20 0.891 9 
RuCl 1.209 9 
Sucrose 15 9 
DW up七o 100 ml 

↓フィノレター (MILEX0.22 um等)鴻過

分注し、・200C保存

(35 mM) 
(35 mM) 

*** 
(45 mM) 
(100 mM) 
(15亀)
(pB 5.8) 

[Cycle] 

(94C，4min. ) 
(94C，1min.-55C，2min.ー72C，3min.) X 30 cycles 
(72C， 7min. ) 

付 *100%酢酸を201叫取り、 DW100 ml加える。これを上記の容量使う。

実験プロトコール 3 

「トランスフォーメーション」
ライゲーションしたDNA液 10μl 
コンピテントセル 100μl 
↓混合捜搾
↓氷中 ω分
↓420C 30秒
↓SOC培地‘ 250μl 
↓370C 30--ω分

プレート"にまき、 3アCで1晩培養

*SOC培地:SCl3培地1白叫に1Ql弘山BをO.36nim効目したもの(終濃度J)mM)。
*1.5%L B寒天培地(100ml当り、 50mg加1アンピシリン 100ul、2%X-gal 
100ul、1MIPfG 10・20ul) 

実験プロトコール 4 



ウイロイドの病療性と構造ドメイン

cDNA接種試験方法
f磁の嬉義j

LB培地(+5仇19lml剥npicillineを合む)10mlにプラスミドDNA安含む暢80C保帯棒

0.1 m1な接種し、 37C 1晩、援漫培養する(日感り 8-9， 1∞ぺ20rpm)。

fプラスミドDNA抽出I

QIA prep Spin Plasmid KitでプラスミドDNAを抽出し、 1∞ulのおWかτE#ζ溶
かす。 これで通常20ug程度のプラスミドDNAが取れる。

rBam HI切断j
DNA soln. 42.5 ul (10 ug程度}
+ 10X buffer 5 ul 

+ BSA 0.5 ul 

+ Bam B工 2 ul 
37 C oveど nigh七
+ phenol:chlorofor.m(1:1) 50 u工

vor七ex 1 min. 
12，000 rpm 1 min. 
sup 
+ die七hylether 50 ul 
vor七ex 10 sec. 

12，000 rpm 10 sec. 
a事leousphase (lowerジhase) (上のエーテル相を吸い出して捨てる)

+ 3M NaOAc 5 u工
十 e七hanol 125 ul 
-20 C 1 hr or over ni雪h七
12，000どpm 5 min. 
ppt 
+ 70急 e七hanol 100 ul 

12，000 rpm 1 min. 
pp七
dry in aspira七or
+ DW or T怠 100ul 

f接穂源の譲製j

B剥浪霊Idiges七edplasmid DNA 100 ul 

1M Tris.BCl， pH 7.5 40 ul 
ben七。ni七esoln (10毘雪Iml) 10 u工

DW 250 ul 

f接種方法j

上記の接種漉を、カーボランダムを撮りかけたキュウリ及びトマトの子葉 1枚当
り10ulずつ接種する。接種はガラス棒でおこえ主い、複数の接報源試料があるときに
は使い捨て手袋を着用する。接種後はただちに水でカーポランダムを洗い流したほ

うがよい。

実験プロトコール 5 

ウイロイドの病原性と構造ドメイン

ウイロイド抽出法

Plant t:issue (10 g) 
液体窒棄で竣結させて、塑鉢中で弱状になるまで麗砕するか、或は、ワーリングプレ
ンダーにそのまま入れる.
+Ex七ractionbuffer *1 20 J叫
+2-!柚 lcaptoe七hanol 0.1 ml 
や20も 50s 0.1 ml 
乳鉢と乳障でさらに瀦持するか、或はワーリングプレンダーで 15，α沼市部、 3分揖持する.
議付き 50mlサンプリングチューブに移して、フェノ…ル:クロロフオルム混液 (1: 1) 
を10m!添加して搬しく撹持3分するか、ワーリングプレンダーに入れた場合はカッ
プに直披フェノーノレ:クロロブ::tlレム混液 (1: 1)を10ml添加してさらに 15，αx)
rpm、3分場持後、謹付き 50mlサンプリングチュ…プに移す.

3，∞Orp思 20分
Sup (15 m1) 
÷エタノーノレ 30凶 (2惰量)
・3OC， 1時間
3，αX)rp滋 30分
ppt 
アスゼレ…ター乾煉 5分
+ow 1 ml 間取xで完全に諮かす
+ 2 • 5 M K2BP04， pH需8.3 1 ml 
+2皿銀路七hoxye念hanol 1 mユ
携持 3分
3，筏泊rpm 30分
Sup 
十DW up七o 10 ml 
+2もCTAB 1 ml 
軽く護持
氷上或は冷隷庫で30分静蹴
3，α刃印磁 30分
ppt 
+709るエタノ…ノレ-0.2M酢酸ナトリウム 4・5皿1，vortex 
3，0<刀rpm 10分
ppt 
アスピレータ…乾燥 5合
+DW 4∞叫
vortexして完全に溶かしたら、微量遠心用チューブに移す.
+4MLia 4∞u1 
軽く撹持して氷上或は冷蔵庫で4時間~一晩静霊
12，0<ぉrpm 5分
Sup 
+エタノール 1m! 
・30C 1時間
10，広治rpm 5分
ppt 
アスゼレ…ター乾捜 5分
+DW 4∞ul 

可、キュウリ、 トマト、ホップ容からこのスケールで揚出する場合誌、 1M
ぬHP04が良い.
一方、カンキツから掲出する場合、或いは05g以下の組織から徴量逮JO機患の
チュープを舟いてミニスケールで行う場合は、下記援饗液の方がよい.
0.13MTris.Ha， pH8.9， 0.017MEDT A， pH7.0， 0.839るSDS，5% PVP， 1M Lia 

実験プロトコール 6 



ウイロイドの病原性と犠遊ドメイン

cDNA接種試験方法
f菌の培養j

LB培地什50uglml翻 picil1ineを合む)lO mlにプラスミ ~DNA を含む初C保存株

0.1 nuを接種し、 37C 1晩、振量培養する(日盛り札9，1∞ぺ20rpm)。

fプラスミドDNA抽出j

QIA prep Spin Plasmid KitでプラスミドDNAを抽出し、 1∞ulのDWかTEに溶
かす。 とれで通君20ug程度のプラスミドDNAが詮れる。

rBam HI切断j
DNA soln. 42.5 ul (10 ug程度}
+ 10X buffer 5 ul 
+ BSA 0.5 ul 
や BamH工 2 ul 
37 C over night 

+ phenol:chlorofor.m(1:1) 50 ul 
voど七ex 1 min. 
12，000 rpm 1 min. 
sup 
や die七hyletニher 50 ul 
vortex 10 sec. 
12，000 rpm 10 sec. 
a午leous安hase(lower phase) (上のご忠一テノレ棺を吸い出して捨てる)
+ 3M NaOAc 5 ul 
+ e七hanol 125 ul 
問 20C 1 hr or over night 
12，000どpm 5 min. 
pp七
+ 70も e七hanol 100 ul 

12，000 rpm 1 min. 
ppt 
dry in aspira七or
+ DW or TE 100 ul 

f接種濠の調製j

恐amH工 diges七edplasmエdDNA 100 ul 
1M Tどis.HC1，pH 7.5 40 ul 
ben七。ni七esoln (10 mg/ml) 10 ul 

DW 250 ul 

f接種方法j

上記の接種源安、カーボランダムを振りかけたキュウリ及びトマトの子葉 l故当
り10u1ずつ接種する。接種はガラス棒でおこない、被数の接撞諜試料があるときに
は使い捨て手袋を着用する。接種後はただちに水でカーポランダムを洗い読したほ

うがよい。

実験プ口トコール 5 

ウイロイドの病原牲と緯造ドメイン

ウイロイド抽出法

Plant出 ue(10 s) 
抜体蜜棄で諌結させて、事鉢中で務:伎になるまで磨静するか、或は、ワ…リングプレ
ンダーにそのまま入れる。
+Ex乞ra.c七ionbuffer *1 20 ml 
+2・melcaptoe七hanol 0.1 添l
+20も50s 0.1 ml 
乳鉢と乳俸でさらに磨持するか、惑はワーリングプレンダーで15，日刃叩鵬、 3分境砕する.
義付き 50mlサンプリングチュ…ブに移して、フェノール:クロロフオルム謹譲 (1: 1) 
をlOml添却して激しく捜持3分するか、ワーヲングブレンダーに入れた場合はカッ
プに車接フェノール:クロロブオルム握液 (1: 1)を10ml器揮してさらに 15，000
rp盤、 3分揖搾後、蓮付き 50mlサンプリングチュープに移す，
3，∞Orpm 20分
Sup (15 ml) 
÷エタノーノレ 30ml (2倍量〉
・3OC， 1待関
3，α)() rpm 30分
ppt 
アスピレーター乾燥 5分
+ow 1 mエ 切出xで完全詑溶かす.
十2.5M K2蕊P04，pB端8.3 1 ml 
十2軸鵬七hoxye七hanol 1必
携搾 3分
3，叫刃rpm 30分
Sup 
十ow up七o 10 ml 
+2も CTAB 1汲エ
軽く撹搾
氷上或は冷隷康で30分静議
3，臼刃rp盤 30分
ppt 
十70特エタノール-0.2M酢酸ナトリウム 4 -5 ml， vortex 
3川知rpm 10分
ppt 
アスrレーター乾煉 5分
+DW 4∞叫
vortexして完全に溶かしたら、微量遠心理チュープに移す.
十4MLiCl 4∞ul 
鞍く撹搾して氷上或は冷蔵庫で4時間~一晩静麗
12，以)()rp思 5分
Sup 
+エタノール 1m! 
・30C 1時間
10，α)() rpm 5分
ppt 
アスピレーター乾蝿 5分
+DW 4∞ul 

事l、キュウリ、 トマト、ホップ等からこのスケールで抽出する場合は、 1M
ぬHP04が長い.
一方、カンキツから描出する場合、或いは05S以下の組織から微量遠心機用の
チューブを用いてミニスケールで行う場合は、下記護筈濠の方がよい，
0.13Mfris.HCl， pH8.9， 0.017MEDT A. pH7.0，なお免SDS，5% PVP， 1M Uα 

実験プロトコール 6 
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3、ケミルミ検出 (0溜池田世間直立政制口lKIt;脳血事M回加n)
DIG・RNAプロープによるハイプリダイゼーション

1995.3.24版
1. Washing bu庄町にメンプレンを入れ、ゆっくり 5分間撹搾

(100 ml /100αn2) 

Wおhingbuffer; buffer 1 + Tw民n・20，0.3%(W，八')
buffer 1; O.lM maleic acid ・0.15M Naα;pH75wi出NaOH

(aut∞lave} 
2. buffer 2にメンプレンを入れ、室温で30分間ゆっくり撹搾

(1∞mll1∞ロn
2
)

Fτ:吉町2;bl∞king誌に氾k鉛lutionをbu丘町1で10倍希釈
blocking stock釦 lution;bl∞厄ngreagent， 10% (W，んうinbuffer 1 

(aut∞lavedandはoredat4C)
3. anti-DIG-AP， Fab丘agmentsをbu庄町2で1∞∞倍希釈 (75mU/ml) 

*希釈したanti・DIG-AP，Fab企agmentsは4Cで12時間安定

4. 3で作成した溶液にメンプレンを入れ、室温で30分間ゆっくり擾持

(20 mll1∞αn2) 

5.w笛hingbufferにメンプレンを入れゆっくり擾持、室温 15分、 2回

(1∞ml/1∞αn2) 

6.buffer 3に入れ、室温でゆっくり揖持、 2・5分 (20 mll1∞cm2) 

buffer 3; 0.1M Tris-Hα:，O.1MNaα， 0.05M MgCI2 ; pH95 

1、試料の調製

RNA solution 
formamide 
formaldehyde 
20X SSC 
OW 

1
-
1占
1
-
可ム

1占

u
u
u
u
u
 

R
d
R
d
 

・
-
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n
U
「
J
'
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n
u

噌ム

68C， 15分加熱変性
却倍&<;cをJ)叫加えて、 2叫をナイロンメンプレンにスポット(ハイポンドNを使用)

8OC，2時間ベーキング (Vacuum不要)

2、ハイプリダイゼーション

Pre-Hyb:ridization & Hytridization buffer 
Formamide 
Hybrid-buffer*1 
20亀SOS
sabmon sper.m ONA (10mg/ml) 
yeas七-tRNA(10 Omg Iml ) 
OW 
50亀 Oex七ranSulfate 

2.5 ml 
0.625 ml 
0.0313 ml (31.3 ul) 
0.075 ml (75 ul) 
0.020 ml (20 ul) 
1.749 ml 
1.25 ml 

*1: Hybrid-buffeL.{1.8MNaO・0.2MNaCa∞dylate-10 mM EDT A) 1∞ml 
NaCl 10.5 9 
Sodium Cacodilate (MW 214.02) 3.64 9 
Cacodylic Acid (MW 138.00) 0.414 9 
EOTA-2Na 0.372 9 

R
d
 

n
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E
 
P
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S

1
占

T
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・1
c
c

r
a
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J
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M

M

M

 

'
ム
唱
ム

1
4

3 ml 

3 ml 

1.5 ml 

DW 22.5 ml 

7.ハイプリシートでナイロンメンプレンを挟み、上のシートを持ち上げて、

仁志PDstar (ready to凶 e)100 ul程度(マイクロプレートのサイズまでなら

これで充分)をメンプレンに均一にたらす。

8.上のシートを端からゆっくり下ろして発光基費液をメンプレン全体に行き渡らす。

もう一度ゆっくりシートを挙げ、ゆっくり下ろす。これを2回繰り返す。

10.メンプレンをシールし、 37Cで5・15分プレインキュベートする。

一一一一・以下暗室操作一一ー一一一一一一一一一一一一一一一

11.シールしたメンプレンをハイパーフィルムと密着させ、室温で30分~数

時間静置する.

12.フィルム現像、レンドールで20C、3分。

13.定着、フジフィックスで5分。水洗、流水で30分。

(1) pre-hybridization 
hybridization液にメンプレンを入れ、 55C、1-4時間。

(5 ml / 30 cm2 )位で充分

(2) hybridization 
新しいhybridization液に熱変性したDIG-RNAプロープホ 1を加える。

(2・5叫/5ml hybridization液で充分)
事 1熱変性は 1∞ C，1分で最初に使用する時 1回やれば後はやらなくてよ
い。また全くやらなくてもよい。

55 C， 1晩
プロープ・ハイプリダイゼーション液は再使用できるので回収し・20

0

Cに

保存しておくと良い.

(3) Washing 
2X SSC roan七emp. 10 min X 2 (各 70ml) 
2X SSC -1ug/ml悶 a艶 A I:'Iαm七emp. 15 min X 1 (各 5ml) 
2XSSC5 mlに10mgIml RN ase Aを05ul入れる。

0.1X SSC -0.1亀釦S 65 c， 10 min X 2 (各100ml) 

実験プロトコール 7 実験プロトコール 7 
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3、ケミルミ検出(Cha油lIllIn:S::a立政恕加lK拙対llirgrM制加n)
DIG-RNAプロープによるハイプリダイゼーシヨン

1995.3.24版 1. Washing bufferにメンプレンを入れ、ゆっくり 5分間揖搾

(100 ml /100ロn2)

W出hingbuffer; buffer 1 + Tw白 n・20，0.3%(WN)
bu宜er1; O.lM maleic acid ・0.15M NaO; pH7.5 wi出NaOH

(aut∞lave) 
2. bu宜訂2にメンプレンを入れ、室温で30分間ゆっくり提搾

(1∞m1/1∞αn2) 

Fτ:宣釘2;bl∞king泣∞k釦lutionをbu庄町1で10倍希釈
bl∞king st∞k釦 lution;bl∞king reagent， 10% (W，んう血buffer1 
(aut∞laved釦 dはoredat4C) 

3. anti-DIG-AP， Fab企agmentsをbuffi町 2で1∞∞倍希釈 (75mU/m1) 

*希釈したanti-DIG-AP，Fab企agmentsは4Cで12時間安定

4. 3で作成した溶液にメンプレンを入れ、室温で30分間ゆっくり撹持

(20 m1/1∞αn2) 

5. washing bufferにメンプレンを入れゆっくり揖持、室温 15分、 2回

(1∞m1/1∞αn2) 

6. buffer 3に入れ、室温でゆっくり撹搾、 2・5分 (20 m1/1∞cm2) 

buffi訂正O.lMTris-Hα， O.lM Naα， 0.05M MgCl2 ; pH9.5 

1、試料の調製

RNA solu七ion
formamide 
formaldehyde 
20X SSC 

DW 
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司
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68C， 15分加熱変性
aJ倍~をaJ叫加えて、 2叫をナイロンメンプレンにスポット(ハイポンドNを使用)
8OC，2時間ベーキング (Vacuum不要)

2、ハイプリダイゼーション

Pre-助bridization& HybridizatiQn 1Jllff~r 
Formamide 
aybrid-buffer*1 
20毛SDS
salmon sperm DNA (10mg/ml) 
yeas七ー七RNA(100mg/ml) 
DW 
50亀 DextranSulfa七e
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* 1: Hybrid-buffer(1.8MNaO・0.2MNaCa∞dylate-10 mM EDTA 
NaCl 
Sodium Cacodila七e (MW 214.02) 
Cacodylic Acid (MW 138.00) 
EDTA-2Na 
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3 ml 

3 ml 

1.5 ml 

DW 22.5 ml 

7.ハイプリシートでナイロンメンプレンを挟み、上のシートを持ち上げて、

αPD star (ready to凶 e)100叫程度(マイクロプレートのサイズまでなら

これで充分)をメンプレンに均一にたらす。

8.上のシートを端からゆっくり下ろして発光基質液をメンプレン全体に行き渡らす。

もう一度ゆっくりシートを挙げ、ゆっくり下ろす。これを2回繰り返す。

10.メンプレンをシールし、 37Cで5・15分プレインキュベートする。

一一一一以下暗室操作一一一一一一一一一一一一一一一一一一

11.シールしたメンプレンをハイパーフィルムと密着させ、室温で30分~数

時間静置する.

12.フィルム現像、レンドールで20仁 3分。

13.定着、フジフィックスで5分。水洗、流水で30分。

(1) pre-hybridization 
hybridization液にメンプレンを入れ、 55C、1--4時問。
(5 m1 / 30 cm2 )位で充分

(2) hybridization 
新しいhybridization液に熱変性したDIG-RNAプロープ申 1を加える。

(2・5ul/5 m1 hybridization液で充分)
* 1熱変性は 1∞C，1分で最初に使用する時 1回やれば後はやらなくてよ
い。また全くやらなくてもよい。

55 C， 1晩
プロープ・ハイプリダイゼーシヨン液は再使用できるので回収し・20

0

Cに
保存しておくと良い。

(3) W:笛 hing
2X SSC rc沼 ntemp. 10 mdn X 2 (各 70ml) 
2X SSC -1ug/ml RNa艶 A r'αm七回i>. 15 mdn X 1 (各 5 ml) 
2XSSC5 mlに10mg/ml RN ase Aを0.5ul入れる。

0.1XおC-0.1%釦S 65 C， 10 mdn X 2 (各100ml) 

実験プロトコール 7 実験プロトコール 7 
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(2) DIG標識反応

(1 ug) 可
ム
司
ム
司
ム
司
・
-
司
ム
司
ム
、
ム

u
u
u
u
u
u
u
 

a 
2 

4 

1 

11.5 -a 
0.5 

1 

DNA釦1n( N，σt I dig<自七ed)
DIG NTP 1a国 1ingmix包rre(10X;聞 Y)
5X T7 buffer (目立.)
0.1 M OIT 
E隔

RNase Inhihitar (包限ARA;110U/u1) 
T7 RNA po1ymera艶 (50U/ul;BRL)

(QIA(rep敏lPIaJ記回t等で抽出の制限酵素切断

プロープの調製

(1)プローブ用プラスミドDNA

NotI等で切断

4、

u1 

u1 

a 

5 

DNA so1ution 

10X buffer 

5 min 

(3)確認

2 ulとりのe2叫を混ぜ、 5%PAGEで泳動する。対照にtemplateDNA 1叫を

泳動比較。泳動後、銀染色等で転写されたRNAを確認する。

一-37C，2hr--
+ 2 ul 0.2M EDT A， pH 8.0 
+ 2.5 u14M Liα 
+ 75 ulEt-OH 
・30C， over凶ght
130∞IPm， 10 min 
ppt 

+ 50 u170% Et-OH， 0.2M NaOAc 
13∞o rpm， 1 min 
ppt 

アスピレーターで乾燥
+1∞ulDW 
+ 0.2 ul (22U) RNase Inhibitor 
37 C， 30 rnin 
DIGRNAプロープ

(10-20 U) u1 

u1 

2 

43-a 

Restriction enzyme 

DW 

+ 100叫phenol:ch1oroform(1:1) 

vortex mixer 3 min， centrifuge 1α氾Orpm3min 

sup (上清を新しいチューブ.に回収一中間層を吸い込まないように注意)

数時間37C. 

+ 100叫phenol:ch1oroform(1:1) 

vortex mixer 3 m血， centrifuge 1αx)() rpm 3 min 

sup (上清を新しいチューブに回収ー中間層を吸い込まないように注意)

+ 10 u13M NaOAc (回diumacetate) 

+250叫Et・OH(99.5%)

で1晩保存

cen仕出1ge10α)() rpm 10 min 

ppt (沈殿)

+1∞叫70%Et・OH，0.2M NaOAc 
vortex mixerで軽く(10秒)撹搾

-30C 

準備するもの

1、DIG-RNAラベリングミックスチャー (BMY) 

2、DIGルミネッセントデテクションキット、核酸用 (BMY)

3、T7RNAポリメラーゼかT3RNAポリメラーゼ (反応用緩衝液は添付され

てくる。何処のでもよい。)

4、X線フィルムかハイパーフィルム

5、ハイポンド N (N+ではない)

6、RNaseInhibitor 

7 実験プロトコール

+1α氾Orpm5min

+1∞叫70%Et-OH， 0.2M NaOAc 
vortex rnixerで軽く (10秒)撹搾

+1α)()O rpm 5 min 

1叫を取り、 1%アガロースゲル電気泳動で切れているかどうか確認する。

制限酵素処理してない試料を隣のレーンで泳動し比較する。切れていたら、

DIG RNAprobe作成へ。また、A./Hind 111等を同時に流しておおよその

プラスミド量をここで定量する。

実験プロトコール 7 

5 min アスピレーターで乾燥

+ DW20ul 

ppt 

ppt 
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(2) DIG標識反応

(1 ug) 、
ム
可
ム

1
-
1占
可
ム

1
占
可
ム

u
u
u
u
u
u
u
 

a 
2 

4 
1 

11.5 -a 
0.5 
1 

日s 釦 ln( Not工dig'回七ed)
DIG NTP la図工お19mix包rre(10X;聞 Y)
5X T7 buffel:・(目立J)
0.1 M Drr 
回H

RNa艶 Inhibi七ぽ (~鼠ARA;110U/ul) 
T7 RNA p:>lyra国民 (50U/ul;回 L)

4、プロープの調製

(1)プローブ用プラスミドDNA

Not 1等で切断

(QIAp-ep拍lPlat出回t等で抽ωの制限酵素切断

ul 

ul 

a 

5 

DNA solu七ion

10X buffer 

5 min 

(3)確認

2 ulとり dye2叫を混ぜ、 5%PAGEで泳動する。対照にtemplateDNA 1叫を

泳動比較。泳動後、銀染色等で転写されたRNAを確認する。

一-37C，2hr一一
+ 2 ul 0.2M EDT A， pH 8.0 
+ 2.5 u14M Liα 
+ 75 ulEt-OH 
・30C， over night 
130∞rpm， 10 min 
ppt 
+ 50 ul 70% Et-OH， 0.2M NaOAc 
13∞Orpm， 1 min 
ppt 

アスピレーターで乾燥
+1∞ulDW 
+ 0.2 ul (22U) RNase Inhibitor 
37 C， 30 min 
DIG RNAプロープ

(10-20 U) ul 2 Restriction enzyrne 

ul 

+ 100叫phenol:ch1oroform(1: 1) 

vortex mixer 3 min， centrifuge 1α刃Orpm3min 

sup (上清を新しいチューブに回収ー中間層を吸い込まないように注意)

43-a DW 

数時間37C. 

+ 100叫phenol:ch1oroform(1:1) 

vortex mixer 3 m血， centrifuge 1αx)() rpm 3 min 

sup (上清を新しいチューブに回収ー中間層を吸い込まないように注意)

+ 10 u13M NaOAc (sodium acetate) 

+ 250叫Et・OH(99.5%)

で1晩保存

cen仕出1ge10α氾rpmlOmin 

ppt (沈殿)

+1∞凶70%Et・OH，0.2M NaOAc 
vortex mixerで軽く(10秒)撹搾

-30C 

準備するもの

し DIG-RNAラベリングミックスチャー (BMY) 

2、DIGルミネッセントデテクションキット、核酸用 (BMY)

3、T7RNAポリメラーゼかT3RNAポリメラーゼ (反応用緩衝液は添付され

てくる。何処のでもよい。)

4、X線フィルムかハイパーフィルム

5、ハイポンド N (N+ではない)

6、RNaseInhibitor 

7 実験プロトコール

(10秒)撹搾

1叫を取り、 1%アガロースゲル電気泳動で切れているかどうか確認する。

制限静素処理してない試料を隣のレーンで泳動し比較する。切れていたら、

DIG RNA probe作成へ。また、 λ/HindIII等を同時に流しておおよその

プラスミド量をここで定量する。

実験プロトコール 7 

+1αJOO rpm 5 m血

+1∞叫70%Et-OH， 0.2M NaOAc 
vortex mixerで軽く

ppt 

5 min アスピレーターで乾燥

+1αJOO rpm 5 m血

+ DW20ul 

ppt 
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DIG TaミCycleSequencingプロトコール fシークニ広ンスゲルJ

1、5 %PAGE (acrylamide:bisacryI副nide=19:1)をと以下のように謁合する。

f鋳型プラスミド DNA Q)調製j

5nuの大腸蓄6待問培養液からQIAprep SpIn Plasmid kitでプラスミドDNA合抽

出し、 1∞uIのDW或は1Eに溶かした。 pBluescriptII SK(寸の場合これで通常20ug
程度のプラスミドDNAが抽出できる。

40亀 acどy1amides七ocks01u七ion(19:1) 
10x TBE 
urea 
DW 
10亀 APS
T翠MED

5 m1 
4 m1 
20 9 
15 m1 
0.2 m1 
0.02 m1 

fシークエンス反応j

ベーリンガ一社のキットを用い、下記のように行なった

2、シークエンス用ゲノレ板を発泡スチロール籍等に乗せ水平な携に撞く。

3、ゲノレ叡に汚れのないことを強かめ、アルごまーノレを浸した漉紙でゲノレ桜表面

を丁寧に拭く(泊等の汚れを取るため}。

4、耳のある方のヂル叡表面はさらに少量 (1∞ul位)のSigmaCoat液を浸し
た漣紙で 1臨軽く拭く〈泳動後グル叡が剥がれ易くするため)。

5、スライド法等でゲノレを作製する。

6、サンプルコームの上に500nu程度のメジューム漉そ2つ重石に乗せ、 1晩

静寵する。

7、ゲノレ装置にセットし、 1稽1BE緩衝液8∞nuを上下の泳動摺に入れる。
S、サンプル3ーム(シャークティースコーム)を抜き、逆さに頼す。

9、シークエンス試料からミネラルオイルを除去し、加のチューブに移し、

9OC，3min.加熱変性後、氷水に入れ急冷する。

1 0、スポイトでグルのサンプノレウエルに緩衝液を吹き付けゲ/レから染み出てき

た探索を除去した後、変性した拭料を4ulずつゲノレに積む。

8 uI全部積んでもよい。

また必要なら、持聞をずらして残りの4ulを積む。

1 1、16(泊V，20mAにセットして泳動する。
泳動距離は以下を目安にする。

リパースプライマーで、 悼1ue改定'iptを読むとき お==36 an 

が割 を読むとき犯協 38an 
シークエンスプライマーで戸1ueScrip七を読むとき 芯==42 an 

が割 を読むときxo=28伺

上記のプラスミド洛液 15ul (1∞ulのうち) ;約3ug相当

+ 3M NaOAc 1.5 u1 

十 e七han01 37.5 u1 

-20C lhr -over nigh七

12，000 rpm 5 min. 

pp七

+ 70も c01de七han01 100 u1 mix 

10，000 rpm 10 sec. 

pp七

+ 70も c01de七han01 100 u1 mix 

10，000 rpm 10 sec. 

ppt 

dry in aspiどa七or 5 min. 

+ DW 16 u1 
今 D工〈トprimer(sequencing or reverse) 1 u工

+ reac七ionbuffer 2 u1 

今 Taqp01ymeどase 1 u1 

devide 4 u1 each in七o 4 tubes， then mix wi七h 2 u1 
each 0主 ddG，ddA， ddT or ddC 
$予め、 4本のチュ…プにG，A，T，Cのγークを付けて、 ddG，ddA， ddT， 
ddCの摘に各2ulを入れて、氷水に漬けておくとよい。
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fメンプレンへのトランスファ…j

1、泳動終了後耳のある方のゲル板をよにして弱がす。

2、サンプルを流したレーンの両端 1cmずつ、及びゲノレの下端からよ方26cm

を残し、周嗣をカミソリ等で切って除去する。一…サイズA

3、サイズAより、上下各05cm左在各1an大きいワットマン3長引を2のゲノレに張り

付け、全面を軽く押しつける(ピベットかガラス棒を転がすとよい)。

4 、輸か白調祇と却とめレをラザラヌ樹嚇較し平らt~拙こ折Lがjオζなるよう曜く。

ムゲfレの上にサイズAと長さと市がそれぞれlcrn(爵聯鴇05011ずつ)ずつ狭いプ

ラスチャーデナイロンメンプレンを置き、ピペット等を転詳し知包を除く。

6、そのままキャピラリープロッターに乗せ、一番下の議紙とウイッキング部

実験プロトコール 8 

PCR 

95C棚 4min. 1 cyc1e 

94C叩 36sec.，55C醐 1min24sec.， 72C叩 lmin. 17 cyc工es
94C-36sec.， 72C叩 lmin24sec. 13 cyc1es 

4C soak fi1e 

今 S七。ps01u七ion 2 u1 

mix七henon ice 

実験プロト口ール 8 



ウイロイドの病原牲と構造ドメイン

DIG Taq Cycle Sequencingプロトコール

「鋳型プラスミド DNAの調製j

5mlの大腸菌6時間培養液から QIAprep Spin Plasmid kitでプラスミドDNAを抽

虫し、 l∞ulのDW或はTEに溶かした。 pBlue沼 ipt狂SK(・)の場合これで通常20ug
程変のプラスミドDNAが抽出できる。

fシークエンス反応j

ベーリンガ一社のキットを用い、下記のように行なった

上記のプラスミド溶液 15ul (1∞ulのうち) ;約3ug棺当
十 3MNaOAc 1.5 u1 

+ e七hanol 37.5 u1 

-20C 1hr -over nigh七

12，000 rpm 5 min. 
pp七

+ 70も co1de七hano1 100 u1 mix 

10，000 rpm 10 sec. 
pp七

+ 70宅 co1de七hano1 100 u1 mix 

10，000 rpm 10 sec. 
pp七

dry in aspiど&七or 5 min. 

+ DW 16 u1 

+ 0工G軸 Pどおneど (sequencing or どeverse) 1 u1 

+ reac七ionbuffer 2 u1 

+ Taq po1ymerase 1 u1 

devide 4 u1 each in七o 4 七ubes，七henmix wi七h 2 u1 

each of ddG， ddA， ddT 0ど ddC
権予め、 4本のチュ…プにG，A，T， Cのマークを付けて、 ddG，ddA， ddT， 
ddCの螺に各2叫を入れて、氷水に漬けておくとよい.

m~x 

10，000 rpm 10 sec. 
十 mineどa1oi1 1 drop 

PCR 

95C鴫 4min. 1 cyc1e 

94C-36sec.， 55C時 1min24sec.， 72C鵬 1min. 17 cyc1es 
94C岬 36sec.，72C-lmin 24sec. 13 cyc1es 

4C soak fi1e 

4ト怨七。P solu七ion 2 u1 

mix then on ice 

実験プ口トコール 8 

ウイロイドの病原性と構造ドメイン

fシークエンスゲルj

し 5%PAGE (acrylamide:bisacrylamide= 19:1)を以下のように諦合する。

40毛 acry1制nides七ocksolu七ion(19:1) 
10x TBE 
urea 
DW 
10も APS
TEM沼P

5 m1 
4 m1 
20 9 
15 m1 
0.2 m1 
0.02 m1 

2、シークエンス用ゲノレ板を発泡スチロール籍等に乗せ水平な所に殺し

3、ゲノレ板iこ汚れのないことを確かめ、アルコールを浸した譲紙でゲル板表面

をす寧に拭く{鴻等の汚れを取るため)。

4、耳のある方のゲノレ板表面はさらに少量 {1∞ul栓)のSigma仁:Oat波を設し
た油紙で 1厨軽く拭く〈泳動後ゲノレ板が剥がれ易くするため)。

ムスライド法等で、ゲルを作製する。

6、サンプルコームの上に5∞nu穂度のメジューム瓶を2つ重石に乗せ、 1娩
静寵する。

7、ゲノレ強競にセットし、 1倍τ13E緩衝液8∞mlを上下の泳動槽iこ入れる。
号、サンプノレコーム(シャークティースコ…ム)を抜き、逆さに刺す。

ヲ、シークェンス試料からミネラルオイノレを除去し、別のチューァ1こ移し、

9OC，3min.加熱変性後、氷水に入れ急冷する。

1 0、スポイトでゲルのサンプルウエルに緩衝液を吹き付ぜゲfレから染み出てき

た尿棄を除去した後、変性した試料を4ulずつゲノレに積む。

8 ul全部積んでもよい。

また必要なら、時間をずらして残りの4ul者積む。

1 1、16∞V，20mAにセットして泳動する。
泳動距離は以下を目安にする。

りパースプライマーで pB1ue scrip七を読むとき ~ 36 cm 
戸草践 を読むとき 詑需諸国

シークニ乙ンスプライマーで戸1ue改定ip七を読むとき お=42 cm 
が割 安競むとき~抑制

「メンプレンへのトランスファーj

1、泳動終了後耳のある方のゲノレ叡を上にして剥がす。

ムサンプルを流したレーン的関端 1cmずつ、及びゲ/レの下端から上方26cm

を残し、期間をカミソリ等で切って除去する。一一サイズA

3、サイズAより、上下各出血左右各1an大きいワットマン31v仰を2のゲ/レに張り

付け、全面を軽く押しつける(ピペットかガラス棒を転がすとよむ守。

4、議から樹氏と持こ拘をガラス艇もまがし平らttf脳こ衿同切となるように置く。
ムゲノレの上にサイズAと長さとmがそれぞれ1an偶掛洛05anずつ)ずつ狭いプ
ラスチャージナイロンメンブレンを霞き、ピペット等を転詳し知鼠合除く。

6、そのままキャピラリープロッターに乗せ、一番下の識経とウイッキング部

実験プロトコール 8 



ウイロイドの病原性と構造ドメイン

位に気泡がないようにピペット等を較がし気泡を除く。

事キャピラリープロッタ…は、ウイッキング部位にアノレローノレをかけてよ

く法った後、 0.5x TBE 500 mlをウイッキング部位にかけながら注ぎ入

れる。

7、上にメンプレンよりさらに上下左右各05mlずつ小さいワットマン日側、

及びそれと同じサイズのプロッタータオルを5枚重ねておく。

8、キャピラリープロッターの蓋をとして、さら広その上に5∞mlのメジューム
瓶を2つ重石に乗せ、 1娩静置する。

r化学発光によるパンドの検出J
1、メンプレンをゲルより剥がす。

窓この時トランスファーがうまく言っていれば、グル中のIXC@.棄がメンブレンブイ

ノレターだけでなく、プロッタータオルの2技呂位まで熟み通っている比ず。

2、メンプレンアイルタ…老ラップで挟み、 uvク口スリンカーに入れて、こに
ネノレギー 12∞(x100 UJ Icm2) で処理する。

3、ナイロンパックに1ケ所口を開けてシールし、以下の執闘で化学発う協箆を行なう。

なお、詳細はDIG・長NAプロ…プの発光の苧11粛を参照するm

Was.l'叫.nqruffer 
臥lffer2 
Buffer 2 + Anti心工G-F(ab)-AP
W錨hi.nqruffer 

Buffer 3 
lumi事思 dilub誠 1/5in ruffer 3 

20 ml 

20 ml 
10 ml(や 2ul) 

30 ml x 2 
20 ml 

1ml 

3 min. 
15 min. 
15 min. 
10 mおし x2 
3mなし

4、Buffer3を処理したら、メンプレンフィルターをナイロンパックより取りだ

し、新しいナイロンシートの関に挟み、上のシートを持ち上げて、メン

プレンフィルターの上に上記の希釈したlumigen壊をマイクロピペット

等で全部に均等にたらす。

5、上のシートを端からゆっくち下ろしてlumigen希釈液をメンブレンの全体

に行き渡らす。もう一度ゆっくりシートを上げ、ゆっくり下ろす。これ

を2間位繰り返す。

6、上から持して余分の液を追い出しヰ方をシールする。

*この時中央にシワができないよう ζ注意する。

7、暗室でハイパーブイルムに密着させカセットにいれ、議混で6時間露光す

る。

8、20Cのレンドーノレで現橡3分(橡が濃すぎたら短くするが、 3分以上は

パックグランドが上がるので効果がない)、フジフィックスで定着 10 

分程度、水洗30分程度を行なう。

実験プロトコール 8 
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