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［要約］RT-LAMP 法で IYSV を系統識別するために設計したプライマーを用いて、ウイルス

感染葉から抽出した RNA を試料とし、短時間で簡易に IYSV のオランダ型もしくはブラジ

ル型を検出できる。  
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［背景・ねらい］ 

アイリスイエロースポットウイルス（IYSV）は、ネギアザミウマによって媒介され、ト

ルコギキョウ等に被害を及ぼす。国内で発生しているIYSVとして、オランダ型及びブラジ

ル型の２系統が知られている。従来は、IYSVの検定方法としてRT-PCR-RFLP法による系統

識別を行っていたが、RT-LAMP法による系統識別プライマーを開発し、短時間で簡易に検

出を行う。  
 

［成果の内容・特徴］ 

１．RT-LAMP反応は、IYSVのオランダ型およびブラジル型について、N遺伝子の塩基配列

をもとに、各々設計した４種類のプライマーセット（表１）を用い、葉からRNeasy Plant 
Mini Kit（QIAGEN）等により抽出したRNAを試料として行う。  

２．検定は、RNAの抽出、試薬の調整、遺伝子増幅、検出の手順で行う（図１）。10検体

で、RNAの抽出から検出までの所要時間は約２時間である。  
３．RT-LAMP反応により遺伝子が増幅すると、蛍光・目視検出試薬により蛍光発色するの

で、チューブを目視するだけでIYSV各型の有無を判定できる（図２）。 

 
［成果の活用面・留意点］ 

１．IYSVを迅速に検出することで、適切な被害軽減対策が可能になる。また、系統識別に

より、疫学的な調査が可能になる。  
２．オランダ型およびブラジル型検出用プライマーを、単独検出時と等量ずつ同時に反応

液に加えると、両系統を共通して検出できる。 
３．RT-LAMP 反応は極めて検出感度が高い遺伝子検出法である。コンタミネーションを

避けるため、試料が手や器具に付着しないように注意し、反応後のマイクロチューブ

の蓋は開けずに処分する。  
４．RT-LAMP法による検出に必要な設備は、恒温器（60－65℃に設定できるもの）、マイ

クロピペット、小型簡易遠心機である。  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



［具体的データ］ 

表１ IYSV 検出用 RT-LAMP プライマーの塩基配列  
IYSV プライマー名  塩基配列（5'－3'）  

オランダ型  IYSV-NL-F3 AGTGTCAGCATGATCCTAG 

IYSV-NL-B3 ATTGGACATTCAGGAGGTTA 

IYSV-NL-FIP GAAAAAATCTGCGGGCTTCCTCGTTGCATTAAACTCGGCAC 

IYSV-NL-BIP ATACATTTTCTGCTTCTCCTTCTCGGAAGGCTTTATCAGAGCTAGA 

ブラジル型  IYSV-BR-F3 TGTTAACATGATCCTGGCT 

IYSV-BR-B3 TGCTAATGTGAGTCCTAGC 

IYSV-BR-FIP CGGGCTTCCTCTGGTAAGTGGTGGTTGCATCAAACTTGT 

IYSV-BR-BIP CCTTTTCGTTCTTTGTTTCAAGCAACATTTAGAAGGTTAGAAGGCT 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ 検定作業の手順  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 設計したプライマーを用いた RT-LAMP 法による IYSV 各型の検出 
        １：滅菌水、２：トルコギキョウ分離株１、３：トルコギキョウ分離株２、４：ネギ分離株１、  

５：トルコギキョウ分離株３、６：健全ネギ、７：健全トルコギキョウ  

（宮城県農業・園芸総合研究所） 
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RNA の抽出 ・ウイルス感染が疑われる植物体の葉 0.1g を用い、RNeasy Plant Mini 
Kit（QIAGEN）等により RNA を抽出する。  

試薬の調整 ・氷上に置いた 1.5ml 容マイクロチューブ中で、RNA 増幅試薬キット

の試薬、蛍光目視検出試薬と表１の各プライマーセットを所定濃度

で混合し、10μl（使用説明書の半量）ずつ 0.5ml 容マイクロチュー

ブに分注する。       

遺伝子増幅 ・63℃の恒温器内で正確に１時間保温する。  
 
 検 出  ・反応液の色を確認する。  
        陽性：蛍光緑黄色  
        陰性：薄赤色（反応前と変化なし）  
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