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カンキツウイルスの酵素結合抗体法 (ELISA)

による大量検定法の開発

草野成夫*・棄原実1)・朝隈英昭

大量のサンフ。ルのウイルス検査に対応できる街易かっ効率的な酵素結合抗体法 (EILSA)による検定法を関発した。

まず，磨砕後のステップを従来の方法である5，OOOr.p，m" 15分間の遠心分離操作から卓上小型遠心機を利用し，かっ30秒

の短時間とすることで，従来法の約半分の操作時間とすることが出来た。また， ASGVとSDVのコーテイング抗体およ

び酵素標識抗体を混合使用することで， 2ウイルスを同時に検出することが可能となった。この方法は，保毒率が低けれ

ば低いほど効果が高く，例えば，検定サンプル中に 1-10%の保毒率があると仮定すると，慣行法の49-40%の検定回数

の減少となった。さらに， 2ウイルス同時検定法使用時に 6サンプルを同時に検定する方法を開発した。この方法は，必

要な検定感度を維持しながら， 20μt分取用の 8速のピペッターとそのピペッターに対応した96穴のサンプルラックの利

用により，効率的に検定が出来るようになった。

以上のように，この ELISAの改良を行うことで全ステップの労力は半分以下となり，抗体 マイクロプレート等の試

薬・機材の使用を減らすことで，人件費も含めたトータルコストは大幅に低下すると考えられたO

[キーワード カンキツウイルス， ELISA，大量検定，簡易化，コスト低減〕

Development of Efficient Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) for Mass Citrus Test Samples on the 

Diagnosis of Citrus Viruses. KUSANO Nario， Minoru KUWAHARA and Hideaki ASAKUMA (Fukuoka agricultural reseach 

center， Fukuoka 818-8549 J apan) Bull. Fukuoka Agric. Res. Cent. 28: 100-105 (2009) 
Enzyme-Linked lmmunosorbent Assay (ELISA) is commonly used in a laboratory diagnosis to detect citrus viruses， 

such as Satsuma dwarf virus (SDV) and Apple stem grooving virus (ASGV). To simplify ELISA protocol for practical 

diagnosis， first， the homogenates poured directly to sample tubes from mortars and a desk small centrifuge (30 second 

use for 1 sample) were used instead of a cooling centrifuge (5，000r.p.m.， 15 minuite use for 1 sample) for the 

supernatants. Second， SDV and ASGV coating and conjugate antibodies on the same microplate were used for 2 viruses 

simultaneously (S-Method). The number of ELISA test times decr巴ased49 to 40 % under the conditoin of 1 to 10% 

infective rate using this method. Furthermore， 6 sample poured on the microplate by 8 chann巴1pipetter and 96 sample 

tube rack at the same time were t巴stedon S-Method. No decreas巴 inthe sensitivity was observ巴dpractically on the 

upper methods. By the modifications， ELISA test was completed about half time shorter than wh巴nthe conventional 

protocol was adopted and the total cost including personnel expenses largely decreased because of reducing th巴 useof 

microplates and chemical reagents like antibodies. 

[Keywords : citrus viruses， ELISA， mass test， simplification， cost reductionJ 

緒邑

我が国の巣樹産地では，輸入果実の増加や需要の減

退により国産果実の価格が低迷していることから優良

な品種への転換が積極的に進められている O しかしな

がら，品種転換を急、ぐあまり穂木のウイルス汚染の有

無を確認しないまま高接ぎや苗木の増殖が図られ，ウ

イルス病の被害が顕在化している。果樹は永年性作物

であり，ウイルスに一旦感染すると来実の収量や品質，

樹勢の低下など長期に宜り大きな影響を受ける(清水

ら2004)。
また，果檎苗木の生産は，一般に接ぎ木による栄養

繁殖で行われるため，保毒した苗木を栽植することは

初期生育の悪化と減収をもたらし場合によっては早

期枯死を招くことから，高品質果実生産を阻害する要

因となっている。福岡県はカキやカンキツ等，果樹の

主要な生産県であるとともに，果樹苗木の一大生産地

*連絡責任者

(来構苗木分場:nkusano@farc.pref.fukuoka.jp) 

1)現南筑後地域農業改良普及センター

でもあり，カンキツ苗木については，全国のカンキツ

苗木(1， 2年生百木)の生産量，約600万本の内，そ

の約 7割を生産しており 無毒の苗木生産を行うこと

は福岡県における重要課題である。

福岡県では，果樹のウイルス検出に最適な方法であ

る酵素結合抗体法 (Enzyme-Linkedlmmunosorbent 

Assay:以下 ELISA Clark and Adams 1977， Bar-

joseph et. al. 1979，久原 1980) を利用し，主要なカ

ンキツウイルスである温州萎縮ウイ jレス (SDV) を

昭和58年から，リンゴステムグルーピングウイルス

(ASGV: 1日カンキツタターリーフウイルス，

Wallence and Drake 1962， JII合・西尾 1990，島津ら

1990， )11合・塚本 1992，Yoshikawa et. al. 1993， 

Yoshikawa et. al. 1996)については平成4年から検査

を実施しており，検査点数は年間約2，400から10，000

となっている。現在までの単年度のウイルス保毒率は

SDVでO.2% ~14. 2%， ASGVでO.8% ~22. 9%で推

移しており，最近10年間では SDVでO.2%~6. 4%， 

平均2.3%，ASGVでO.8%~3. 9%，平均2.1%と検査

事業の継続による効果で，保毒率は低下の領向にある。

これまで， SDV， ASGVのELISAによる検定法に
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ついては，抗体酉相化(コーテイング)済みマイクロ

プレートの超低温による長期保存法やサンプルと標識

抗体の同時分注法等の各種の改良が行われている(岩

崎ら 1987，平島ら1988，平島・野口1989，草野・下

村1995，草野ら 2006)。今回， 10%未満のウイルス保

毒率を前提に，大量のサンプルのウイルス検査に対応

できる簡易かっ効率的な EILSAによる検定法を開発

したので報告する。

試験方法

1 供試材料および抗血清

無加担網室ハウスに保存中の ASGV(名称:BD44) 

保毒のウンシュウミカン「興津早生J(農林水産省門

司植物妨疫所より導入)およびSDV保毒の「林温州」

( (独)果樹研カンキツ研究口之津拠点，旧農林水産省

果樹試口之津支場より分譲)の新梢を随時に採取し，

供試材料として利用した。また，ネガティブコント

ロールとしてのサンプルは 無加溢網室ハウスに保存

中のウイルスフリー「土佐文旦jの新梢を利用した。

使用する抗体については，日本植物防疫協会研究所

(日植防)より購入した ELISA吊(コーテイング用

IgGとアルカリフォスファターゼ (ALP)標識IgGの

セット)抗 ASGV抗体および抗 SDV抗体を用いた。

なお，抗 ASGV抗体のコーテイング用 IgGはポリク

ローナル抗体 (Pab)， ALP標識IgGはモノクローナ

ル抗体 (Mab)で，抗 SDV抗体はコーテイング崩

IgG， ALP標識IgG共に Pabであり，指定濃度は共に

500倍であった。

2 検定方法

ELISAには，サーモフィッシャーサイエンティ

フイツク杜(東京)のヌンク 96穴マイクロプレート

(マキシソープ)をイ史用した。マイクロプレートリー

ダー(ラボシステムズ，マルチスキャン MS) により，

lまたは 2時間後に吸光度 (A 405nm) を溺定した。

工程は，第 1図のとおりである。なお，各ステップの

聞には， PBS -T (0. 15M NaCI加用0.02M. pH7. 2 

リン酸緩衝液)による 3回の洗浄を行なった。

今回の試験項目は以下の通りである。

試験磨砕サン プル調整法

採取した新梢を10倍容の磨砕用バッファー中で乳鉢

を用いて磨砕後，そのままサンフ。ルチューブ (lmE)

に入れて ELISAに利用する区(磨砕粗汁液区)，サン

プルチューブに入れた後，卓上小型遠心機(日本ミリ

ポア社，チピタン R)で30秒遠心分離し上清を利用

する区(簡易遠心底)，一度遠心管(l2mE)に入れ

て冷却遠心機で、5000r.p.m.， 15分遠心分離後に上清を

サンフ。ルチュ…ブに入れて寵局する区(慣行区)と 3

種類の調整法を検討した。また，サンプjレを磨砕する

緩衝液としては， 0.1%チオグリコーjレ酸加用O.lMク

ヱン駿緩衝液を使用した。

試験 2:リンゴステムグルーピングウイルス (ASGV)

および温州萎縮ウイルス (SDV)の同時検定

法

ASGV および SDV のコーテイング用抗体を200~

600告の濃度にカーボネイト緩衝液 (0.05M，p狂9.6) 

で同時に揖合希釈し，マイクロプレートに100μE/
ウエルで分注後4

0

C，一夜静量してコーテイング済み

マイクロプレートを作製した。その後，磨砕済みサン

プルを分注し酵素結合抗体液 (ALP標識抗体)も

ASGVおよびSDVをPBSで400倍に同時に混合希釈し

100 μE/ウエルで分注した。従来の ASGV，SDV単

独のウイルス検定法を対照として比較した。なお，磨

砕サンプルの調整は，慣行区の方法を用いた。

試験3:多検体の問時検定法

多検体を検定するための方法として，試験 lの慣行

区の方法で調整した ASGVまたは SDVの単独磨時液

とウイ jレスフリー磨砕液の割合を 6: 0から o: 6の

7段階 (20μE/ 1分注， トータル120μ/ウエル)

に設定するとともに(第 2表)， ASGVとSDVの混合

磨砕液についても設定を行った(第 3表，一部省略)0

ASGVおよびSDV抗体を混合して作製したコーティ

ング済みプレートに上記の磨砕液を分注し，その後，

ASGVおよびSDV群素標識抗体混合液120μ/ウエ

ルを問時分注した。なお，実用化場面では，サンプル

チューブに分注後に ELISAを行う捺， 96穴サンプル

ラックから20μE/サンプjレを 8連ピベツターを用い

てコーテイング済みマイクロプレートへ分注する方法

を従来法と比較した(第 2図)。
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第 1図 酵素結合抗体法 (ELlSA)のステップ
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8チャンネルピペッターによるサンプルラックからマイクロプレートへの磨砕液の分注

c改良法
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①から⑥のサンプルを『アJに20μずつ分注
2反復

磨砕液分注後のサンプルラックの状態 マイクロプレート上の分注方法

第 2図 サンプル磨砕後のサンプルラックへの保存方法とマイクロプレートへの分注法

2 リンゴステムグルービングウイルス (ASGV)お

よび温州萎縮ウイルス (SDV)の同時検定法
結果および考察

1 磨砕サンプル調整法

3種類の磨砕サンプル調整法による検定結果は，第

3， 4図のようになった。磨砕粗汁液区では，ASGVお

よびSDV共に乳鉢で磨砕後のサンプル液を直ちに

ASGVおよびSDVのコ ーテ イング抗体を同時に混

合使用し， ASGVおよびSDVの酵素標識抗体も同時

に混合使用をした場合の検出程度を検討した結果を第

l表に示した。

ELISAに利用するため，分注操作時の

ピペッタ ーに付けるチップ先端に大型の

植物破砕物が詰まる原因となった。また，

磨砕粗汁液区は， SDVではサンプル希

釈倍率10-30倍で，また，ASGVではサ

ンプル希釈倍率10-90倍で簡易遠心区

慣行区と比較して吸光度が低下すること

が明らかとなった。この原因としては，

植物組織の磨砕残誼がマイクロプレー ト

に分注されるため，ウイルスのコーティ

ング抗体への吸着反応を阻害していると

考えられた。チピタン -R利用の簡易遠

心区では，慣行区と比較して吸光度は低

下する傾向にあるが，実際の ELISA検

定で行うサンプル希釈倍率10倍で比較す

ると ，磨砕のみの磨砕組汁液区よりも優

れていた。これは植物組織の磨砕残誼の

大部分が遠心分離により除去されたこと

によると考えられた。磨砕後の作業時間

と しては，通常行う遠 心 分離処理

(5， OOOr.p.m.， 15分間)からチ ピタン -R
の30秒処理を行う簡易遠心区へ変更する

ことで，慣行区の磨砕液の乳鉢から遠心

管へ，また，遠心管からサンプルチュー

ブへのピペッ テイング操作もなくなるこ

とから実働時間は約 1/2と少なくなっ

た。

以上のことから，簡易遠心区では，サ

ンプルの磨砕液調整に必要な時間短縮お

よび作業の省略化に極めて有効で、あった。
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ASGVおよびSDVの固相抗体濃度

を200倍から600倍にして，磨砕サンプ

ルでの ASGVとSDVの割合を 1 1 

とした場合， ASGVの抗体濃度は600

倍， SDVの抗体濃度は200倍が吸光度

倍率からやや優れていると考えられた。

同様に ASGVとSDVの磨砕サンプル

での割合を 1: 2， 2: 1にした場合も

全ての処理区で吸光度倍率4.5倍以上

あった。また，サンプJレがASGVまた

はSDVを単独保毒していた場合，両

ウイルス抗体 (ASGV抗体400倍 SDV

抗体400倍)を利用した検定法と比較

して，単独ウイルスのASGVでは吸光

度倍率が 5倍から3.5倍程度に低下す

る傾向にあ った。 SDVについては，

単独のウイルスの場合の4.3倍から大

きな低下は認められなかった。通常，

陽性とする基準は吸光度倍率で 2倍以上であることを

前提にすると，両抗体の濃度は日植防の指定濃度の

500倍で十分で、あると推察された。なお，第 5図は，

ASGVおよびSDVの混合，単独磨砕サンプルを希釈

して ELISAを行った結果であるが， 2ウイルスの混合

サンプlレで320倍以上，単独ウイルスで希釈倍率320倍

まで検出が可能であったことから， 2ウイルスの同時

検定が十分可能であると考えられた。この方法では，

保毒率が低ければ低いほど効果が高く，例えば，検定

サンプル中に 1~10%の保毒率があると仮定すると，

慣行法の49~40%の検定回数の減少となった(データ

省略)。

第 1表 ASGVおよび SDVの同時検定とその検出感度
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3 多検体の同時検定法

第2，3表は 6サンプルを一度に検定することを前提

に検出感度について検討した結果である。即ち，6サ

ンプル(各20μ.e/1サン プル)の内，ASGVまたは

SDV単独磨砕液とウイルスフ リー磨砕液の割合を 6: 

Oから 1 5とした場合，ELISAでの吸光度は検出

に十分な吸光度が得られる。また，それを更に 9倍

(第 2表の90倍に該 当)にまで希釈した場合は，

ASGVで6サンプル中に lサンプル保毒のケースで検

出が困難となったが，実際の検定場面では10倍希釈磨

砕液を用いるので問題はないと考えられた。なお，

ASGVとSDVの 6サンプル中の保毒割合の実験も

行ったが，さらに 9倍希釈(第 3表の90倍に該当)し

たものでも全て検出された(第 3表，一部省略)。従

来法では，保毒(フ リー:ウイルス =0 : 1， 100 μ2 

/ ウエル)またはフリー(フリー:ウイルス=1 

0， 100 μ.e/ウエル)のどちらかであるため，6サン

プル同時検定法では保毒が6サンプル中 1サンプルで

ある場合に当然，吸光度が低下するが，検定手法とし

ては実用化が可能と考えられた。

第 2図は，サン プル磨砕液のサンプルチューブラッ

ク (96穴サンプルラック)での保存方法と 8連ピペツ

ターでのマイクロプレートへの分注方法を図示したも

のである。従来法では， 8連ピペッターを用いてサン

m 2J 4l 11) 間 却 聞 包囲

希釈倍車

第 5図 サンプル希釈による吸光度の変化

1)吸光度の値は1.000を乗した値
2) ASGV， SDV抗体はコーティング抗体， ALP標識抗体共に

500倍
3)発色は基質投入2時間後

第 2表 6サンプル中のウイルス保毒割合と吸光度

SDV ASGV 
ウイルスフリー 亨ンヲル苓頼書牽 亨ンヲル事頼書家
のサンプル割合 10 30 30 10 30 90 

6:0 791 522 393 388 305 209 
5' 1 796 492 386 440 268 199 
4 2 965 408 415 339 254 184 
3:3 654 364 287 256 218 151 
2:4 592 347 224 214 173 136 
1 : 5 426 216 174 142 115LコE

0:6(フリー) 57 58 57 57 58 57 

1)吸光度の値は1000を乗した値
2)SDV， ASGV抗体はコーテイング抗体， ALP標識抗体共に500倍
3)発色は基質投入 l時間後

第 3表保毒サンプルの割合と吸光度

SDVとASGVおよびフリ の
サンプル希釈率

10 30 90 
426 278 212 
465 345 268 
523 362 312 
557 366 278 

1 :3:2 572 510 351 
0:5: 1 714 425 278 

0:4:2 568 581 388 
6:0:0(フリー) 57 58 57 

1)吸光度の値は1000を乗した{直
2)SDV， ASGV j'fr.イ本はコーテイングt元イ本， ALP 標f哉抗;イ本共に

500倍
3)発色は基質投入l時間後

4)Fはフリー， SはSDV，AはASGV
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プルラック l列分をマイクロプレートの 2列 (2反

復)に各100μ ずつ分注後， 100 μ2の酵素結合抗体

液を分注していた(開時分注法)。改良法では，サン

プルラックの 6列までの各サンプルを20μ ずつ採取

してマイクロプレートの同一ウエルに分注することで

計120μ/ウエルが分注される (2反復)。その後，

酵素結合抗体液を120μ/ウエル重ねることで一連

の抗原抗体反応が終了する。この方法では， 1枚のマ

イクロプレートで2.5箱分 240サンプルを同時に検定

することが可能となる。なお，この改良法では，マイ

クロプレート上で陽性と判定された場合， 6サンプル

分を SDV，ASGVについて個別に従来法による再検

定を行う必要がある O 第6図は6，000検体を前提に l

ウイルスを対象に 6サンプルまとめて検定し，保毒し

ていた場合の再検定数も含めた検定総数と保毒率の関

係を示している。 2ウイルスでも同様の結果となり，

保毒サンプルが少なければ少ないほど省力化の効果は

圧倒的に大きいことが明らかとなった。

まとめ

カンキツのウイルス検定については，近年，地域や

県域レベルでの新品種苗木の栽植や高接ぎ等に対応、し

た大量のウイルス検定の要請がある。

本研究は， ELISAの各ステップを見直し，時間と

コストを低下させるため，主として 3点について改良

した。 l点目は磨砕後のステップを ELISA結果に影

響が少ない卓上小型遠心機を利用し，かっ30秒の短時

間とすることで，従来法の約半分の時開で処理するこ

とが出来た。 2点目は ASGVとSDVの2ウイルスを

マイクロプレート上で開時に検出することとした。こ

の方法では， 1~1O%の保毒率があると仮定すると，

従来法の49~40% に検定回数の減少が見込まれる。 3

点呂は， 6サンプルを同時に検定する方法である。従

来法の lサンプルずつ検定する方法を改良し， 20μ 

/1サンプルで6サンプJレを混合しでもウイルス検定

が可能で、あり，また， 20μtを正確に分取出来る 8連

のピベッターとそのピペッターに対応した96穴のサン

プルラックの利用を行うことで省力・低コスト化がで

8.000 

7.000 -

6.000 -

。
。
。

∞

凹

凹

5

4

3

 

検

定

総

数 ー一一新手法

・従来法

2.000 

1.000 

10 15 20 25 30 35 40 45 

ウイルス保毒率(弘)

第6図 ウイルス保毒率と 6サンプル同時検定法にお
ける再検定を含めた検定総数

1)検査点数 6，000サンプル
2)関係式:y = 日16+(1一(1 x) 6X (ロ16)x6 
3)y:検査総数 x:ほ場におけるウイルス保毒率，日:サンプル

点数

きた。なお， 2， 3点目については，簡易遠心で調整し

たサンプルを用いても検出が可能であった。

以上のように， ELISAの各ステップの改良を行う

ことで労力的には半分以下となり，抗体，マイクロプ

レート等の試薬・機材の使用を減らすことで，人件費

も含めたトータルコストは大幅に低下すると考えられ

た。

なお，本論文の一部については，農林水産高度化事

業「難防除ウイルス病から柑橘農家を救う画期的な診

断法と台木の開発J(平成16年一 18年)の研究成果で

ある。
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