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RT-PCR法を用いたイチゴマイルドイエローエッジアソシエートウイルス

の検出と千葉県内の系統

鈴木健＊・飯嶋直人・花田薫*＊・吉井幸子
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Ⅱ材料及び方法Ｉ緒 目

千葉県のイチゴの栽培面積及び生産額は、それぞれ

228ha及び57億円(千葉の園芸と農産、2004)に上る。こ

の生産某盤を支えるために、千葉県農業総合研究センタ

ー育種研究所は、イチゴのウイルスフリー基株を管理し、

ウイルスフリー苗を生産農家に配布する体制にある。従

来、イチゴのウイルス検定には検定用の植物に小葉を接

木し、検定植物に現われる病徴を観察する方法(生物検

定法)が採用されている。しかし、検定植物に現われる

病徴は判断が難しく、また検定用植物の維持増殖が必要

で、結果の判定はlか月を要するなどの問題がある。こ

れに代わる手法としてRNAを数十万倍に増幅検出し、

短時間でウイルス検出の結果が得られるRT-PCR法があ

る(佐野、1990)。しかし、ＲＴ･PCR法はイチゴ抽出液中

に含まれる核酸以外の反応阻害物質が結果に影響を及ぼ

すので、筆者らはRNAの検出法を検討しRT-PCR法によ

るstrawberrymildyellowedge-associatedvirus（以下

SMYEAyとする)の検出法を発表した(鈴木ら、1998)。

その後、抽出法やプライマーについてさらに検討の結果、

精度の高い検出法を明らかにした。また、本RT-PCR法

と従来の生物検定法を比較検討するとともに、千葉県内

の各地で採集したイチゴ株からSMYEAV由来のPCR産

物を得て塩基配列を調査した。

本研究を遂行するに当たり、千葉県農業総合研究セン

ター育種研究所野菜花き育種研究室石川正美主席研究

員には供試材料の提供とともに、生物検定に協力いただ

いた。ここに記して深く感謝の意を表する。

１．試験１：RNA抽出方法の検討

（１）供試材料

1996年に千葉県農業試験場野菜研究室(現千葉県農業

総合研究センター野菜研究室)から分譲された「とちおと

め」のNo.１及びNo.２株(第１表)を用いた。この２株は

第１表本試験に用いた供試株の品種及び採集地
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供試株No.

分譲直後に､Ｆ>zIgar”ｙasca｢系統名:ＵＣ‐５｣(以下｢ＵＣ‐

５」とする)に小葉接木し、葉の萎縮や葉脈の壊痕などの

ウイルス病徴を確認した株である。これらを千葉県農業

総合研究センター内の隔離網室で維持し、供試時には十

分展開した成葉0.1ｇｆｗ､を用いた。
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（２）ＲＮＡ抽出法

iCF-11法

大貫ら(1996)がサツマイモ葉からのウイルス検出に用
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いた方法で、試料をフェノール・クロロホルムにより処

理し、CF-11セルロースパウダーを用いてウイルスＲＮＡ

を抽出・精製した。

1/2量のクロロホルムと混合撹枠し、遠心分離を行い、不

溶性の残査を回収する工程を加えた。また、抽出したウ

イルスＲＮＡを99℃２分間の熱処理を行い、氷上に静置

し、２本鎖RNA(以下dsRNAとする)をRT-PCR用の試料

ｉｉ改変CF･11法

ＣＦ･11法による精製を行う前に、イチゴ葉の磨砕液を

とした。抽出方法の詳細を第１図に示した。

iiiAGPC法

ｃＦｌｌ法からの

改変部分

CF-11法からの

改変部分

…r難剛職墨潅

皿・総i鵬書繍
遠心分離,'5'000rpm'0分間

｜類ｼ畠繍鮮ﾉーﾙを加え
遠心分離,'5'00.,,ｍ'0分間

｜溌職(pH7｡)2‘O"'を加え
上澄みを取り､CF-llｳダー10m農と混合する

｜蹄，m,,分剛遠心分離
上澄みを捨て、沈殿に３

３００〃ノ加えIⅧxingす
SSTEbm』fＹｂｒ（g正bufYbr35％，エタノール65％）
る

15,000rpm，２分間遠心分離

上澄みを捨て、沈殿にSTEbu函400浬ノ加えMixingする
’１５，０００rpm，２分間遠心分離

上澄みを取り、エタノール沈殿（-80℃，２０分間）

遠心分離１５，０００rpm１０分間
｜上澄みを捨て、沈殿を風乾する

５００座ノの超純水で再無濁する

１０〃ノを分取し、９９℃で２分間処理する

氷上で急冷し、１且ノをRr-PcRに用いる

第１図改変CF-11法によるRNAの抽出方法

ivCTAB+LiCl法

筆者がサツマイモ葉からのウイルス検出に用いた方法

(鈴木、2002)で、グアニジンチオシアネートを主成分と

する抽出バッファを用いて試料を磨砕し、タンパク質を

変性させ、ウイルスＲＮＡの粗抽出分画をを得た。次に、

この粗抽出分画にフェノール・クロロホルム処理を行い

上清を回収し、１/2量の１２Ｍ塩化ナトリウム、0.8Ｍクエ

ン酸ナトリウムを含む高濃度塩溶液及び1/2量イソプロ

ピルアルコールを加え核酸を沈殿させ、遠心分離により

沈殿を回収した。回収した沈殿は500皿の超純水で再溶

して試験に用いた。

向井・山本(1997)の方法で、最初にポリエチレングリ

コールを含む抽出バッファで試料を磨砕し、遠心分離で

沈殿を回収した。この沈殿をCetyltrimethyl

ammoniumbromide（以下CTykBとする）を含むバッ

ファで懸濁し、得られたウイルスＲＮＡを含む抽出液に、

最終淡度が２Ｍになるように高濃度の塩化リチウムを加

え､-20℃で２時間以上放置し、遠心分離により沈殿を回

収した。回収した沈殿は500皿の超純水で再溶して試験

に用いた。
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（３）SMYEAIV検出用プライマー

GenRankに登録されているSMYEAVisolate:ＭＹ‐

18(AccesionNoD12517)の塩基配列を基に、ウイルスコ

ートタンパク質をコードしている領域の一部及びその上

流域を増幅するプライマーとしてSMYEV-YF（5'・

TGAAACCGGGCCAGACmTC-3')、STPX-R(5l-TGGT

AACTTykACCCCTYkATC-3')を設計し、試験に用いた。

増幅されるPCR産物の大きさは0.85kbpである。

（４）RT-PCRの設定

RT-PCRにはEKaRa社のOne-stepRT･PCRkitを用い

た。RT-PCRの処理条件は、逆転写反応を42℃で20分間、

その後95℃で５分間行った。続いて行ったPCR反応の

処理条件は、９４℃２分間の前処理後、１サイクルを熱変

性94℃１分間処理、アニーリング55℃１分30秒間処理、

伸長反応72℃２分間処理として、３０サイクル行った。

装置はAppliedBiosystems社製Model9700サーマルサ

イクラーを使用した。

（５）電気泳動によるPCR産物の検出

電気泳動装置はアドバンテック社製ミューッピット２

を使用した。泳動バッファーはｌ×'IykEバッファーを

用い、１％アガーロースゲルを使用した。DNAの染色は

エチジウムブロマイドを用い、260nｍ紫外光下で観察し

た。

２．試験２：RT-PCR法と生物検定法の比較

（１）供試材料

1996年に千葉県農業試験場野菜研究室(現農業総合研

究センター野菜研究室)から分譲された「とちおとめ」４

株(No.１～No.４)に加え、1996～2002年に千葉県内の

栽培圃場より採取した「とちおとめ」「女峰」「章姫」「と

よのか」の11株(No.５～No.15)を供試した(第１表)。こ

れらの株は、１５ｃｍ径の駄温鉢に植え付け、千葉県農業総

合研究センター内の隔離網室にて10～33℃の環境下で

維持した。

（２）RNA抽出法

試料は、十分展開した成葉を0.1ｇｆｗ,採取し、試験ｌ

に示した改変CF-11法でRNAを抽出した。

（３）SMYEAy検出用プライマー

SMYEAlV検出用プライマーは、試験ｌで用いたもの

に加え、GenBankに登録されているSMYEAV

isolateD-74(AccesionNo.Ｙ13983)の塩基配列を基に設

計したSMYEV-D74F(5'一CAAGCGACATmTCAACAG

-3')とSTPX-Rのプライマーセットを試験に用いた。

SMYEV-D74FプライマーとSTPX-Rプライマーのセツ
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卜により増幅されるPCR産物の大きさは0.6kbpであっ

た。

（３）RT-PCRの条件

RT-PCRの設定及び電気泳動によるPCR産物の検出は

試験ｌと同様に行った。

（４）生物検定法

高井(1973)の方法に準じて、供試材料の小葉を切り取

り、検定植物に接木接種した。検定植物として５葉前後

展葉した「ＵＣ‐５」及びFragariavesca「EMC」（以下

「EMC｣とする)を用いた。接木接種は2003年２月27日

に行い、2003年４月３日及び４月15日に病徴を観察し

た。この工程は千葉県長生郡長生村の育種研究所隔離温

室で行い、接木接種から病徴観察の間は25℃前後で管理

した。

３．試験３：ＰＣＲ産物の塩基配列及びアミノ酸配列調査

（１）供試材料

ＴＡクローニングに用いたテンプレートは、試験2で

RT-PCRによって増幅されたPCR産物をQIAGEN社

QIAEXⅡgelExtractionkitを用いてアガーロースゲル

より回収したものを使用した。精製したPCR産物は、

Novagen社T-vectorに組み込み、瞳KaRa社Ligation

kitver2を用いて、東洋紡社コンピテントセルＤＨ５ａに

形質転換した。この形質転換体からBioRad社mini

prepkitを用いてプラスミドを精製し、PEApplied

Biosystems社BigDyeTbrminatorkitを用いてシーケン

ス反応を行った。

（２）シーケンス

PEAppliedBiosystems社model377DNAシーケンサ

ーを用いて、塩基配列を調査した。この結果を、配列が

公開されているSMYEAyisolate:MY-18(Accesion

NoD12517:アメリカオレゴン州より採取)及び

SMYEAIVisolateD-74(AccesionNo・Y13983:ドイツよ

り採取)との相同性を比較した。

Ⅲ結果

１．試験１：RNA抽出方法の検討

ＣＦ･11法、改変CF-11法、AGPC法、及びCmB+LiCl

法の４種の抽出法で抽出したRNAをテンプレートとし

たRT･PCR結果を第２図に示した。

改変CF･11法及びCTAB+LiCl法では目的のPCR産物

の増幅が確認できた。しかし、CF-11法及びAGPC法で

抽出した試料では目的のPCR産物の増幅は認められな

かった。
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第２図抽出方法の違いによるイチゴ葉からの

SMYEAVの検出

ＡＭ：入/HindⅢマーカー１：No.1株のCF･11法抽出試料
２：No.2株のCF-11法抽出試料

ＢＭ：入/HindⅢマーカー１：No.1株の改変CF-11法抽出試料
２：No.2株の改変CF-11法抽出試料
３：No.1株のAGPC法抽出試料
４：No.2株のAGPC法抽出試料
５：No.1株のCTAB+LiCl法抽出試料
６：No.2株のCTAB+LiCl法抽出試料

Ｉ

２．試験２：RT-PCR法と生物検定法の比較

供試15株のRT-PCR法によるSMYEAV検出の結果を

第３図及び第４図に示した。SMYEV-YF・STPX-Rプラ

イマーセットを用いた結果ではNo.１～４，No.12、

No.13及びNo.15で目的のPCR産物の増幅が確認できた。

また、SMYEV-D74F･STPX-Rプライマーセツトを用い

て行った結果は、SMYEV-YF・STPX-Rプライマーセッ

トを用いた結果と一致した。

Ｍ１２３型５６７８９１０１１１２１３１４１５

ご弄瑚

第３図ＳＭＭＹＥＶ－ＹＦ・SPTX-Rプライマーを用いた

RT-PCR法によるイチゴ葉からのSMYEAyの

検出

Ｍ：入/HindⅢ分子歴マーカー１～１５：イチゴ葉試料No.1～1５

1２８

一

鋼….－樟鰹...』･-

IＵｉｌ２３４５６７８９１０１１１２１３１４１５

露
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鎧藻

鶏擢鍵謬繊鋳鞠溌
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詔

第４図SMMYEV-D74F・SPTX-Rプライマーを

用いたRT-PCR法によるイチゴ葉からの

SMYEAVの検出

Ｍ：入/HindⅢ分子雄マーカー１～１５：イチゴ葉試料･No.1～1５

一方、接木接種した「EMC」及び「ＵＣ‐５」の病徴

観察から判定した結果を第２表に示した。

「EMC」では、No.ｌ、No.３、No.４及びNo.13が陽性

と判断され、「ＵＣ‐５」ではNo.４が陽↓性と判定された。

No.２、No.12及びNo.15はRT-PCR法でPCR産物の増幅

が確認されたが、生物検定では「EMC」及び「ＵＣ‐５」

とも陰性と判定された。予備試験の生物検定では陽性で

あったNo.２は、今回の試験では陰‘性であった。

供試材料を接木して病徴を観察した検定植物の葉を試

料としてRT-PCRを行った結果、供試材料のNo.１、

No.３，No.４，No.12及びNo.13株を接木した「EMC」

でPCR産物の増幅が認められた。また、供試材料.No.２

とNo.４株を接木した「ＵＣ‐５」からもSMYEAyに特異

的なPCR産物が増幅された。供試材料No.15株はPCR産

物の増幅が認められたが、接木した検定植物のRT-PCR

検定ではPCR産物の増幅は認められなかった。

３．試験３：ＰＣＲ産物の塩基配列及びアミノ酸配列調査

SMYEV-YF・STPX-Rプライマーセットを用いたRT‐

PCR法によって得られたPCR産物の塩基配列を決定し、

７株の塩基配列の相同性を第３表に示した。

No.１～４及びNo.12～13は、96.7～99.4％の高い相

同性を示したが、No.15との相同性は90.2～92.0％であ

った。これらの塩基配列はいずれもSMYEAV

isolate:MY-18の塩基配列と82.7～84.2％の相同性であ

り、SMYEAVisolate:D-74の塩基配列とは83.8％～

89.2％の相同性であった。



注1)＋はPCR産物の増幅があった。－はなかった。
動十は弱い病徴が認められた｡＋＋は壊痘等の強い病徴が認められた。
３＋はPCR産物の増幅があった。－はなかった｡ＮＴは試験を実施せず。

第２表RT-PCR法及び生物検定法による千葉県内で栽培されたイチゴからのSMYEAV検出結果

一は無病徴｡ＮＴは試験を実施せず。

接種した検定植物の病徴観察接種した検定植物のRT-PCR検出

供試株lwoR擬螺出

第３表千葉県内のSMYEAy感染株から得られたPCR産物の塩基配列相同性（％）の比較
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99.4９６．８９０．３８２．７８４．８

注)ＳＭＹＥＡＶ(MY-18)は､SMYEAVisolate:MY-18(AccesionNoD12517)の塩基配列を、
SMYEAV(D-74)は､SMYEAVisolate:Ｄ-74(AccesionNo・Yl3938)の塩基配列を参照した。
第５図､第６図も同様とした。
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また、塩基配列を基にマルチプルアライメント解析を

行い、近隣結合法により作製した系統樹を第５図に示し

た。No.ｌ～４及びNo.12～13が１つのグループを形成

し、No.15は別のグループとなった。

塩基配列からコードされるコートタンパク質のアミノ

酸配列は第６図に示すとおりである。今回調査した

SMYEAyとSMYEAyisolatcMY-18とを比較すると、

No.15は265アミノ酸残基I-lIの３残推が異なり、No.１～

No.４及びNo.12～13のグループは、265アミノ酸残基中

の４残基が異っていた。また、SMYEAVisolate:D-74と

比較すると、No.15は265アミノ酸残基中の３残基が異

なり、No.１～No.４及びNo.12～13のグループは、２６５

アミノ酸残基''1の４残雅が異っていた。SMYEAV

isolate:MY-18と比較した場合とSMYEAVisolateD-74

と比較した場合では、それぞれ異なる部位でアミノ酸残

基の違いがみられた。

SMYEV-D74F・STPX-Rプライマーセツトを用いて

増幅されたPCR産物のj細ＩＩＥ配列を洲査した結果、

SMYEV-YF・STPX-Rプライマーセットを用いて増幅さ
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YEAV(Ｄ-74）
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No.１２

.Ｎｏ．２

千葉県内に発生したSMYEAyの塩基配列

から近隣結合法により作製した系統樹

れたＰＣＲ産物と完全に一致した。第５似１
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鈴木・飯嶋・花田・吉井：RT-PCR法を用いたイチゴマイルドイエローエッジアソシエートウイルスの検出と千葉県内の系統

Ⅳ考察

ＲＴ･PCR法は、簡便かつ高感度で短期間にウイルス感

染の有無を判定できるので、塩基配列の一部が解明され

ているウイルスでは、検出用のプライマーが設計できる。

しかし、植物生体中のポリフェノールや多糖類は、逆娠

写反応及びPCR反応を阻害し、PCR産物が増幅されない

ことが知られている(楠ら、1993;Nishigutiate1.,1995；

佐野、1990)。イチゴについては、他の植物に比べ反応

阻害物質が多いので(大木・荒川、1995)、通常の抽出方

法では良好な核酸を得られないとされている(Kaden‐

Kreuzigerate1.,1995)。このため、Kaden-Kreuzigerら

はSMYEAV抗体を用い、試料中のウイルス粒子を吸着

し、ＲＮＡを抽出するイムノキャプチャーRT-PCR法を用

いてSMYEAVの検出を行った。著者らは抗体を使用せ

ず、簡便にRT-PCR法に適用できるRNAの抽出方法を検

討した。大貫ら(1996)は、CF-11セルロースパウダーが

65％エタノールを含む溶液中でRNAを吸着する特性を

利用してRNAの抽出精製を行っている。しかし、イチ

ゴ葉を供試材料とした場合は、試料の褐変が認められ、

RT-PCRに用いるＲＮＡとして不適であった。

そこで、ＣＦ･11による抽出の前に、イチゴ葉の磨砕液

をl/2量のクロロホルムと混合撹枠し、遠心分離を行い

不溶性の残査を回収する工程を加えた改変CF-11法の実

用性を検討した。この工程を加えることで、試料中の反

応阻害物質の中でも水溶性分画、及び有機溶液可溶性分

画が除去されたと考えられる。また、この方法では１本

鎖RNA(以下ssRNAとする)とdsRNAが抽出精製される。

dsRNAは、ＲＮＡウイルス感染組織中に特異的に現れる

ことから、ウイルスの検出によく用いられる(大木、

1992)。さらに、dsRNAは比較的安定した核酸であるた

め、ウイルス診断の利用に適していると考えられる。そ

こで、dsRNAをRT-PCR用の試料として使用するために、

99℃２分間の熱処理を行い、氷上に静置する工程を加え

た。その結果、改変CF･11法により抽出したイチゴ試料

から目的のPCR産物が増幅できた。

著者らはこれまでにAGPC法を用いることでサツマイ

モ葉からサツマイモ斑紋モザイクウイルスが検出可能で

あることを報告している(2002)。この方法をイチゴ葉で

検討したが、PCR産物は増幅できなかった。これは、イ

チゴ葉にはサツマイモ葉に比べRT-PCR反応阻害物質が

多く、AGPC法では反応阻害物質の除去が不十分である

ためと推察される。

ＣTAB+LiCl法は、最初にポリエチレングリコールを

含む抽出バッファで試料を磨砕し、遠心分離で沈殿を回

1３１

収するため、試料中の水溶性反応阻害物質が除去された

と考えられる。また、高渡度の塩化リチウム溶液中では、

RNAが特異的に沈殿する特性を利用しRNAの精製を行

うため、ＲＮＡの純度が高くなったのであろう。この方

法では、ssRNAがRT-PCRのテンプレートになっていた

と考えられる。

改変CF-11法及びCT2dLB+LiCl法では、どちらも抽出し

た試料から目的のPCR産物が増幅できた。これらの方

法は、植物細胞やウイルス粒子を破壊する前に水溶性分

画を除去するので、CF-11法及びAGPC法に比べてポリ

フェノールや多糖類の混入が減少したと考えられる。ま

た、ＲＮＡを特異的に精製する方法であるためRNAの純

度が高くなり、イチゴ葉抽出試料からの遺伝子増幅がで

きたものと推察される。この２法を比較すると、

CmB+LiCl法は改変CF-11法に比べやや時間を要する

こと、フェノール・クロロホルム処理の回数が多く、有

機廃液が多くなることが難点である。また、dsRNAの

方がssRNAより安定であることから、イチゴ葉からの

SMYEAy検出のためのＲＮＡの抽出には、改変CF-11法

が適当であろう。

試験ｌ及び２で用いたSMYEV-YF・STPX．Ｒプライマ

ーセットはGenBankに登録されているSMYEAV

isolate:MY-18(AccesionNoD12517)の塩基配列を基に

作製した。筆者らが以前報告した(鈴木ら、1998)プライ

マーでは、PCR産物の増幅が不安定であり、非特異的な

バンドが認められた。そこで、SMYEAVの塩基配列を

再検討し、本プライマーを設計した。その後、

SMYEAVisolateD-74(AccesionNo.Ｙ13983)の塩基配

列(LamprechtandJelkmann,1997)に対応できる

SMYEV-D74Fプライマーを再設計した。これらのプラ

イマーを用いRT-PCR法によるSMYEAVの検出を行っ

たところ、SMYEV･ＹＦ・STPX-Rプライマーセットによ

る検出結果と一致した。従って、今回供試した株からの

SMYEAy検出には、SMYEV-YF・STPX-Rプライマー

セットの使用が可能であろう。

RT-PCR法を用いたSMYEAV検出法の実用性を検討

するため、RT-PCR法と生物検定法を比較した。その結

果、RT-PCR法は生物検定法では検出できない株からの

SMYEAV検出が可能であった。

また、接木接種した検定植物を試料にRT-PCRを行っ

たところ、検定植物に病徴が確認できた株並びに病徴か

認められない株からもSMYEAyが検出可能であった。

このことは、RT-PCR法は生物検定法に比べ検出感度が

高いことを示している。

ＲＴ･PCR法で陽性と判定された株を接木した検定植物

をRT-PCR法により検定した結果から、陰性となった株
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が認められた。また、以前の生物検定で陽性判定であっ

た株を、再度生物検定を行ったところ陰性と判定される

場合があった。これらは、接木接種による供試株からの

ウイルス感染が充分行われなかったためと考えられる。

千葉県内で採集したSMYEAyの７株について、得ら

れたPCR産物の塩基配列及び塩基配列からコードされ

るコートタンパク質のアミノ酸配列を比較した。その相

同性から、遺伝子レベルでNo.15のグループとNo.ｌ、

No.２、No.３、No.４、No.12及びNo.13のグループに分

けられた。また、今回調査したSMYEAVは、SMYEAV

isolate:MY-18ともSMYEAVisolateD-74とも異なる

系統であることがわかった。

本実験では、RT-PCR法を用いてイチゴ葉から

SMYEAVを検出できる条件を明らかにした。今後は、

さらに多くのウイルス感染株を収集しRT-PCRによる検

出を行い検定精度を確認する必要がある。また、高温時

期などのウイルス濃度が低下する時期でのウイルス検出

の可否や試料採集部位などについて検討する必要がある。

Ｖ摘要

RT-PCR法を用いたSMYEAyの検出方法を確立する

ために、簡便で、純度の高いRNAの抽出方法を検討した。

また、RT-PCR法によるSMYEAy検出法と生物検定法を

比較した。

１．改変CF-11法を用いてSMYEAy感染イチゴ葉から

抽出したRNAは、PCR反応阻害物質が少なく、RT-PCR

法によるSMYEAVの検出が可能であった。

２．ＲＴ･PCR法と生物検定法を比較検討したところ、

RT-PCR法は迅速な検出が可能であり、高い検出感度が

得られた。

３．千葉県に発生しているSMYEAVは、SMYEAy

isolate:MY-18の塩基配列と82.7～84.2％、SMYEAy

isolateD-74の塩基配列と83.8～89.2％の相同性であっ

た。また、アミノ酸配列を比較したところ、SMYEAV

isolate:ＭＹ･18及びSMYEAVisolateD-74において265

アミノ酸残基中３～４残基が異なっていた。
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DetectionofStrawberrymildyellowedge-associatedpotexvirus(SMYEAV）

inStrawberrybyReverseTifanscriptionandPOlymeraseChainReactio、

（RT-PCR）ａｎｄVirusisolateinChibaprefCture．

nkeshiSuzuKI*，NaotoIIJIMA，KaoruHANADA*＊andSatikoYosHII

Keywords:StrawberryMrusassayぅRT-PCR,SMYEAV

Sｕｍｍｑｒｙ

’IbestablishthedetectionmethodoｆＳＭＹＥＡＶｂｙｔｈｅＲＴ･ＰＣＲ，asimpleextractionmethodofRNA

withhighpuritywasinvestigated・Inaddition，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｏｆＳＭＹＥＡＶｂｙＲＴ－ＰCRandby

bioassaywerecompared．

ｌ・TheRNAextractedfiPomtheSMYEAV-infectedleavesofstrawberryusingthemodifiedCF-１１

methodincludedalowcontentofPCRinhibitorysubstanceandthedetecｔｉｏｎｏｆＳＭＹＥＡｙｂｙＲＴ‐

PCRwaspossible、

２．Comparedtobioassay，ＲＴ･PCRwasquickertodetectandhigherindetectionsensitivity

３．ＴｈｅｂａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆＳＭＹＥＡVemergedinChibaprefbcturewas82.7~84.2％ｈomologoustothatof

SMYEAyisolate,MY-18,ａｎｄ83.8~89.2％homologoustoSMYEAVisolate,Ｄ-74.

(*PresentAddress：ChibalndustrialTbchnologyResearchlnstitute，＊*Nationallnstituteof

AgrobiologicalSciences）
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