
JP 2017-163891 A 2017.9.21

10

(57)【要約】
【課題】植物共生糸状菌の多様性解析において使用する
、植物共生糸状菌のrRNA遺伝子間に存在する内部転写ス
ペーサー領域(Internal Transcribed Spacer領域；ITS
領域)を選択的に増幅する方法を提供することを目的と
する。
【解決手段】植物試料由来のDNAと、植物共生糸状菌のI
TS領域を標的とする2つのプライマーから成るプライマ
ーセット(少なくとも一方のプライマーは、ロックド核
酸(LNA)を含有する)と、当該プライマーセットのプライ
マーと競合する位置に設計した植物のDNAに対応するLNA
含有オリゴヌクレオチドを含有する反応液を用いてPCR
を行い、当該LNA含有オリゴヌクレオチドにより植物のI
TS領域の増幅が阻害され、且つ当該プライマーにより植
物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅する。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　植物試料由来のDNAと、植物共生糸状菌の内部転写スペーサー領域(ITS領域)を標的とす
る2つのプライマーから成るプライマーセットと、植物のDNAにアニーリングするロックド
核酸(LNA)含有オリゴヌクレオチドを含有する反応液をPCRに供する工程を含む、植物共生
糸状菌のITS領域を増幅する方法であって、
　前記プライマーの少なくとも一方は、前記植物のDNAと比較して植物共生糸状菌のDNAに
特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、
　前記LNA含有オリゴヌクレオチドは、前記プライマーの少なくとも一方が前記植物のDNA
にアニーリングする部位と競合する位置に設計され、その5'末端において該プライマーの
3'末端と1塩基以上同一であり、該プライマーが前記植物共生糸状菌のDNAにアニーリング
する位置から伸長反応側にスライドした位置において該植物共生糸状菌のDNAと比較して
該植物のDNAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、且
つ該LNA含有オリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸化又はジデ
オキシ化されており、
　該LNA含有オリゴヌクレオチドにより植物のITS領域の増幅が阻害され、且つ前記プライ
マーにより植物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅する、
前記方法。
【請求項２】
　植物試料由来のDNAと、以下の(a)及び(b)のプライマーから成るプライマーセットと、
以下の(c)～(e)のうち少なくとも1つのLNA含有オリゴヌクレオチドを含有する反応液をPC
Rに供する工程を含み、該LNA含有オリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないよう
にリン酸化又はジデオキシ化されており、且つ該LNA含有オリゴヌクレオチドにより植物
のITS領域の増幅が阻害され、且つ前記プライマーにより植物共生糸状菌のITS領域を選択
的に増幅する、植物共生糸状菌のITS領域を増幅する方法。
　(a)CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号１)の塩基配列から成るLNA含有プライマー(ここ
で、第5、20及び22番目の塩基がLNAである)
　(b)TCCTCCGCTTATTGATATGC(配列番号２)の塩基配列から成るプライマー
　(c)CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCC(配列番号３)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオチ
ド(ここで、第6、7及び22番目の塩基がLNAである)
　(d)CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCC(配列番号４)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオチ
ド(ここで、第6、7、19及び22番目の塩基がLNAである)
　(e)GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCC(配列番号５)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオ
チド(ここで、第7、8、19及び23番目の塩基がLNAである)
【請求項３】
　前記PCR工程後に得られたPCR産物を、ネステッドPCRに供する工程をさらに含む、請求
項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　以下の(f)及び(g)のプライマーから成るプライマーセットをネステッドPCRに使用する
、請求項３記載の方法。
　(f)CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号６)
の塩基配列から成るプライマー
　(g)GCTGCGTTCTTCATCGATGC(配列番号７)の塩基配列から成るプライマー
【請求項５】
　前記ネステッドPCR工程後に得られたPCR産物を変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(DGGE)に供
する工程をさらに含む、請求項３又は４記載の方法。
【請求項６】
　植物共生糸状菌のITS領域を標的とする2つのプライマーから成るプライマーセットと、
植物のDNAにアニーリングするLNA含有オリゴヌクレオチドを含む、植物共生糸状菌のITS
領域増幅用キットであって、
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　前記プライマーの少なくとも一方は、前記植物のDNAと比較して植物共生糸状菌のDNAに
特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、
　前記LNA含有オリゴヌクレオチドは、前記プライマーの少なくとも一方が前記植物のDNA
にアニーリングする部位と競合する位置に設計され、その5'末端において該プライマーの
3'末端と1塩基以上同一であり、該プライマーが前記植物共生糸状菌のDNAにアニーリング
する位置から伸長反応側にスライドした位置において該植物共生糸状菌のDNAと比較して
該植物のDNAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、且
つ該LNA含有オリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸化又はジデ
オキシ化されている、
前記キット。
【請求項７】
　以下の(a)及び(b)のプライマーから成るプライマーセットと、以下の(c)～(e)のうち少
なくとも1つのLNA含有オリゴヌクレオチドを含む、植物共生糸状菌のITS領域増幅用キッ
トであって、該LNA含有オリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸
化又はジデオキシ化されている、前記キット。
　(a)CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号１)の塩基配列から成るLNA含有プライマー(ここ
で、第5、20及び22番目の塩基がLNAである)
　(b)TCCTCCGCTTATTGATATGC(配列番号２)の塩基配列から成るプライマー
　(c)CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCC(配列番号３)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオチ
ド(ここで、第6、7及び22番目の塩基がLNAである)
　(d)CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCC(配列番号４)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオチ
ド(ここで、第6、7、19及び22番目の塩基がLNAである)
　(e)GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCC(配列番号５)の塩基配列から成るLNA含有オリゴヌクレオ
チド(ここで、第7、8、19及び23番目の塩基がLNAである)
【請求項８】
　2つのネステッドPCR用プライマーから成るプライマーセットをさらに含む、請求項６又
は７記載のキット。
【請求項９】
　2つのネステッドPCR用プライマーが、以下の(f)及び(g)のプライマーである、請求項８
記載のキット。
　(f)CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号６)
の塩基配列から成るプライマー
　(g)GCTGCGTTCTTCATCGATGC(配列番号７)の塩基配列から成るプライマー
【請求項１０】
　DGGE用試薬をさらに含む、請求項８又は９記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば植物共生糸状菌のrRNA遺伝子間に存在する内部転写スペーサー領域(I
nternal Transcribed Spacer領域；以下、「ITS領域」と称する)を選択的に増幅する方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子生態学的手法を用いた植物共生糸状菌の多様性解析においては、宿主植物に由来す
るDNAが過剰にPCR増幅され、その多様性が過小評価される重大な問題が存在する。このた
め、植物共生糸状菌を微生物資材として農業利用する研究の進展は停滞していた。
【０００３】
　一方、植物共生細菌多様性の解析においても同様に、植物オルガネラ(ミトコンドリア
及びプラスチド)に由来するDNAが過剰にPCR増幅される問題が存在しており、当該問題を
克服するために、本発明者等は、ロックド核酸(Locked Nucleic Acid：以下、「LNA」と
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称する)クランプ技術による植物内生菌のSSU rRNA(Small Subunit ribosomal RNA)遺伝子
の選択的PCR増幅法を開発した(特許文献１)。当該方法では、植物オルガネラのSSU rRNA
遺伝子に特異的なLNA含有オリゴヌクレオチドを、細菌用プライマーと競合する位置に設
計し、植物オルガネラのSSU rRNA遺伝子のPCRを阻害することによって、植物内生菌のSSU
 rRNA遺伝子を選択的に増幅する。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開2013-223428号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　上述のように、分子生態学的手法を用いた植物共生糸状菌の多様性解析は未だ確立され
ておらず、絶えざるイノベーションが求められている。
　そこで、本発明は、上述した実情に鑑み、植物共生糸状菌の多様性を解析する新技術を
提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　上記課題を解決するため鋭意研究を行った結果、LNAを用いて、植物共生糸状菌のITS領
域に特異的なLNA含有プライマー(以下、「LNAプライマー」と称する）及び宿主植物のITS
領域に特異的なLNA含有オリゴヌクレオチド(以下、「LNAオリゴヌクレオチド」と称する
）を設計し、PCR増幅過程において宿主植物のDNAのPCR増幅を抑制する一方で、植物共生
糸状菌のDNAを選択的に増幅する方法を見出し、本発明を完成するに至った。
【０００７】
　すなわち、本発明は、以下の発明を包含する。
（１）植物試料由来のDNAと、植物共生糸状菌のITS領域を標的とする2つのプライマーか
ら成るプライマーセットと、植物のDNAにアニーリングするLNAオリゴヌクレオチドを含有
する反応液をPCRに供する工程を含む、植物共生糸状菌のITS領域を増幅する方法であって
、
　前記プライマーの少なくとも一方は、前記植物のDNAと比較して植物共生糸状菌のDNAに
特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、
　前記LNAオリゴヌクレオチドは、前記プライマーの少なくとも一方が前記植物のDNAにア
ニーリングする部位と競合する位置に設計され、その5'末端において該プライマーの3'末
端と1塩基以上同一であり、該プライマーが前記植物共生糸状菌のDNAにアニーリングする
位置から伸長反応側にスライドした位置において該植物共生糸状菌のDNAと比較して該植
物のDNAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、且つ該
LNAオリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸化又はジデオキシ化
されており、
　該LNAオリゴヌクレオチドにより植物のITS領域の増幅が阻害され、且つ前記プライマー
により植物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅する、
前記方法。
（２）植物試料由来のDNAと、以下の(a)及び(b)のプライマーから成るプライマーセット
と、以下の(c)～(e)のうち少なくとも1つのLNAオリゴヌクレオチドを含有する反応液をPC
Rに供する工程を含み、該LNAオリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリ
ン酸化又はジデオキシ化されており、且つ該LNAオリゴヌクレオチドにより植物のITS領域
の増幅が阻害され、且つ前記プライマーにより植物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅
する、植物共生糸状菌のITS領域を増幅する方法。
　(a)CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号１)の塩基配列から成るLNAプライマー(ここで、
第5、20及び22番目の塩基がLNAである)(ITS1F-LNAプライマー)
　(b)TCCTCCGCTTATTGATATGC(配列番号２)の塩基配列から成るプライマー(ITS4プライマー
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)
　(c)CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCC(配列番号３)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第6、7及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドa)
　(d)CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCC(配列番号４)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第6、7、19及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドb)
　(e)GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCC(配列番号５)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第7、8、19及び23番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドc)
（３）前記PCR工程後に得られたPCR産物を、ネステッドPCRに供する工程をさらに含む、
（１）又は（２）記載の方法。
（４）以下の(f)及び(g)のプライマーから成るプライマーセットをネステッドPCRに使用
する、（３）記載の方法。
　(f)CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号６)
の塩基配列から成るプライマー(ITS1F-GCプライマー)
　(g)GCTGCGTTCTTCATCGATGC(配列番号７)の塩基配列から成るプライマー(ITS2プライマー
)
（５）前記ネステッドPCR工程後に得られたPCR産物を変性剤濃度勾配ゲル電気泳動(以下
、「DGGE」と称する)に供する工程をさらに含む、（３）又は（４）記載の方法。
【０００８】
（６）植物共生糸状菌のITS領域を標的とする2つのプライマーから成るプライマーセット
と、植物のDNAにアニーリングするLNAオリゴヌクレオチドを含む、植物共生糸状菌のITS
領域増幅用キットであって、
　前記プライマーの少なくとも一方は、前記植物のDNAと比較して植物共生糸状菌のDNAに
特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し、
　前記LNAオリゴヌクレオチドは、前記プライマーの少なくとも一方が前記植物のDNAにア
ニーリングする部位と競合する位置に設計され、その5'末端において該プライマーの3'末
端と1塩基以上同一であり、該プライマーが前記植物共生糸状菌のDNAにアニーリングする
位置から伸長反応側にスライドした(ずらした)位置において該植物共生糸状菌のDNAと比
較して該植物のDNAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有
し、且つ該LNAオリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸化又はジ
デオキシ化されている、
前記キット。
（７）以下の(a)及び(b)のプライマーから成るプライマーセットと、以下の(c)～(e)のう
ち少なくとも1つのLNAオリゴヌクレオチドを含む、植物共生糸状菌のITS領域増幅用キッ
トであって、該LNAオリゴヌクレオチドの3'末端は伸長反応が起きないようにリン酸化又
はジデオキシ化されている、前記キット。
　(a)CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号１)の塩基配列から成るLNAプライマー(ここで、
第5、20及び22番目の塩基がLNAである)(ITS1F-LNAプライマー)
　(b)TCCTCCGCTTATTGATATGC(配列番号２)の塩基配列から成るプライマー(ITS4プライマー
)
　(c)CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCC(配列番号３)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第6、7及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドa)
　(d)CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCC(配列番号４)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第6、7、19及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドb)
　(e)GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCC(配列番号５)の塩基配列から成るLNAオリゴヌクレオチド(
ここで、第7、8、19及び23番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドc)
（８）2つのネステッドPCR用プライマーから成るプライマーセットをさらに含む、（６）
又は（７）記載のキット。
（９）2つのネステッドPCR用プライマーが、以下の(f)及び(g)のプライマーである、（８
）記載のキット。
　(f)CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号６)
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の塩基配列から成るプライマー(ITS1F-GCプライマー)
　(g)GCTGCGTTCTTCATCGATGC(配列番号７)の塩基配列から成るプライマー(ITS2プライマー
)
（１０）DGGE用試薬をさらに含む、（８）又は（９）記載のキット。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、植物試料由来のDNAを鋳型DNAとしたPCRにおいて宿主植物のDNAの増幅
を阻害し、植物共生糸状菌のDNAを選択的に増幅することができる。当該植物共生糸状菌
のDNAの選択的増幅によれば、植物共生糸状菌の多様性を解析することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】LNAプライマーとLNAオリゴヌクレオチドによるPCRクランプ法を適用する位置関
係を示す模式図である。
【図２】LNAプライマーによる選択的PCR増幅法のメカニズムを示す模式図である。
【図３】LNAオリゴを用いたPCRクランプ法による選択的PCR増幅法のメカニズムを示す模
式図である。
【図４】ITS1F-LNAプライマーの設計を示す模式図である。
【図５】ITS4-LNAオリゴヌクレオチドの設計を示す模式図である。
【図６】LNAプライマーとLNAオリゴヌクレオチドを用いたPCRクランプ法を併用して増幅
した時のPCR産物(M：100bpマーカー、P：宿主植物ITS領域のPCR産物、C：フォワードプラ
イマーにITS1Fプライマーを使用した比較対照)を示す電気泳動写真である。
【図７】ITS1F-GCプライマーとITS2プライマーがアニーリングする部位の位置関係を示す
模式図である。
【図８】選択的にPCR増幅した産物のDGGEパターン(「有」のレーン)と、比較対照として
増幅した産物(「無」のレーン)のDGGEパターンを示す写真である。
【図９】本発明に係る方法を用いて新たに検出されたDGGEバンドの近縁種を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　本発明に係る植物共生糸状菌のITS領域を増幅する方法(以下、「本方法」と称する)は
、鋳型DNAとして植物試料由来のDNAと、植物共生糸状菌のITS領域を標的とする(植物共生
糸状菌のITS領域に隣接するrRNA遺伝子にアニーリングする)2つのプライマーから成るプ
ライマーセットと、当該プライマーセットの少なくとも一方のプライマーと競合する位置
に設計した植物のDNAに対応するLNAオリゴヌクレオチドを含有する反応液を用いて、PCR
を行う方法である。当該プライマーの少なくとも一方のプライマーは、LNAプライマーで
ある。図１～３に示すように、当該LNAオリゴヌクレオチドによれば、植物のITS領域の増
幅が阻害され、当該プライマーにより植物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅すること
ができる。
【００１２】
　本方法では、糸状菌の多様性解析に際して従来において活用されているITS領域を、PCR
増幅の標的とする。特許文献１に示す植物共生細菌の多様性解析法においては、フォワー
ド側とリバース側のプライマーの両方にLNAオリゴヌクレオチドによるPCRクランプ法を適
用したが、真核生物は多様性が低いため、宿主植物だけでなく原生生物のDNAもプライマ
ーのミスマッチによってPCR増幅する別の問題が存在する。このため、宿主植物に特異的
に設計したLNAオリゴヌクレオチドによるPCRクランプ技術を適用するだけでは、植物共生
糸状菌のDNAの選択的PCR増幅は不十分である。そこで本方法では、大過剰含まれている宿
主植物のDNAのPCR増幅を抑制するため、PCRクランプ法に使用するLNAオリゴヌクレオチド
の設計に加え、糸状菌用プライマーとして使用されるプライマーの配列において、糸状菌
に特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換して糸状菌に対して特異性の高いLNA
プライマーを設計し、ITS領域のPCR増幅を行う。
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【００１３】
　ここで、LNAは、下記の化学式に示すように、核酸の糖分子内に架橋構造を持つ核酸ア
ナログの一種である。
【００１４】
【化１】

【００１５】
　DNAは化学構造上の自由度が大きいため、DNA/DNAの二重鎖形成において熱力学的に不利
になっている。LNAは天然核酸の形の自由度を架橋で拘束することにより、標的となるDNA
に対する結合親和性を高めたものである。このため、相補的な塩基に対する特異性は極め
て高くなっており、アニーリング時のTm値はDNAに比べて高い(今西武・小比賀聡, アンチ
センスBNAオリゴヌクレオチドを用いた遺伝子発現抑制, 日本薬理学雑誌, 2002年, Vol. 
120, pp. 85-90)。本発明では、LNAの特徴を利用し、上述のLNAプライマー及びLNAオリゴ
ヌクレオチドを、以下の要領で設計する。
【００１６】
　本方法における植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーとしては、例えば糸
状菌のITS領域の増幅に汎用されているプライマーが挙げられる。当該汎用されているプ
ライマーから成るプライマーセットとしては、例えば図１、４及び５に示すフォワードプ
ライマーとしてITS1FプライマーとリバースプライマーとしてITS4プライマー(配列番号２
)のプライマーセットが挙げられる。また、データベース上に登録されている様々な分類
群に属する糸状菌のITS領域に隣接するrRNA遺伝子をアライメントし、共通する塩基配列
に対してプライマーを設計し、当該プライマーを本方法における植物共生糸状菌のITS領
域を標的とするプライマーとして使用することができる。本方法における植物共生糸状菌
のITS領域を標的とするプライマーの長さとしては、例えば15～25塩基、好ましくは18～2
2塩基が挙げられる。
【００１７】
　植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーの少なくとも一方は、植物のDNAにお
けるITS領域の外側のrRNA遺伝子(18S rRNA遺伝子、28S rRNA遺伝子)と比較して植物共生
糸状菌のDNAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有する。
図４に示すように、当該LNAプライマーでは、データベース上に登録されている植物共生
糸状菌のDNAを植物のDNAと共にアライメントし、植物のDNAと比較して植物共生糸状菌のD
NAに特異的な塩基にアニーリングする塩基をLNAに置換する。
【００１８】
　一方、本方法におけるLNAオリゴヌクレオチドは、植物共生糸状菌のITS領域を標的とす
るプライマーの少なくとも一方が植物のDNAにアニーリングする部位と競合する位置に設
計され、その5'末端において該プライマーの3'末端と1塩基以上同一であり；当該プライ
マーが植物共生糸状菌のDNAにアニーリングする位置から伸長反応側にスライドした(ずら
した)位置において植物共生糸状菌のDNAと比較して植物のDNAに特異的な塩基にアニーリ
ングする塩基をLNAに置換した塩基配列を有し；且つ、その3'末端は伸長反応が起きない
ようにリン酸化又はジデオキシ化されている、LNAオリゴヌクレオチドである。
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【００１９】
　(1) データベース上に登録されている植物のDNAを、様々な分類群に属する糸状菌のDNA
と共にアライメントし、使用する植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーに競
合する植物のDNA用LNAオリゴヌクレオチドを設計する。具体的には、図５に示すように、
LNAオリゴヌクレオチドを、植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーと競合する
位置に設計する。植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーと重なる位置を設け
、植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーが植物のDNAにアニーリングして伸長
反応が生じないようにする。換言すれば、LNAオリゴヌクレオチドの5'末端は、植物共生
糸状菌のITS領域を標的とするプライマーの3'末端と1塩基以上(例えば、1～5塩基、好ま
しくは1又は2塩基)同一であるようにする。
【００２０】
　(2) LNAオリゴヌクレオチドにおいては、植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライ
マーが植物共生糸状菌のDNAにアニーリングする位置から伸長反応側にスライドさせる形
で設計し、スライドさせた位置で植物共生糸状菌のDNAと比較して植物のDNAに特異的な塩
基にアニーリングする塩基についてはLNAに置換する。LNAに置換すべき塩基数としては、
特に限定されるものではないが、例えば2～8塩基、好ましくは3又は4塩基が挙げられる。
【００２１】
　(3) LNAオリゴヌクレオチドのTm値を、植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマ
ーが機能しない温度で、できるだけ低い温度(例えば、66～72℃)に設計する。本方法にお
けるPCRは、順に熱変性、LNAオリゴヌクレオチドのアニーリング、プライマーのアニーリ
ング及び伸長反応の反応サイクルを繰り返し行い、プライマーのアニーリング前に、LNA
オリゴヌクレオチドを植物のDNAにアニーリングさせ、プライマーが植物のDNAにアニーリ
ングし、伸長するのを阻害する。
【００２２】
　(4) LNAオリゴヌクレオチドから伸長反応が起きないように、LNAオリゴヌクレオチドの
3'末端をリン酸化又はジデオキシ化する。
【００２３】
　(5) LNAオリゴヌクレオチドの長さとしては、例えば15～25塩基、好ましくは18～23塩
基が挙げられる。
【００２４】
　具体的な植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーセットは、図１、４及び５
に示す以下の(a)及び(b)のプライマーから成るプライマーセットである：
　(a)CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号１)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を
含むLNAプライマー(ここで、第5、20及び22番目の塩基がLNAである)(ITS1F-LNAプライマ
ー)；
　(b)TCCTCCGCTTATTGATATGC(配列番号２)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を含
むプライマー(ITS4プライマー)。
【００２５】
　あるいは、配列番号１又は２に記載の塩基配列において1又は数個(1～6個、1～3個又は
1若しくは2個)の塩基が欠失、置換又は付加された塩基配列から成るか、あるいは配列番
号１又は２に記載の塩基配列に対して80％以上、85％以上、90％以上、95％以上、96％以
上、97％以上、98％以上、99％以上の配列同一性を有し、且つ植物共生糸状菌のITS領域
を増幅できるプライマーも、(a)又は(b)のプライマーとして使用することができる。塩基
が欠失、置換又は付加される位置としては、例えば配列番号１又は２に記載の塩基配列の
5'末端及び/又は3'末端が挙げられる。プライマーの機能は、例えば作製したフォワード
プライマー及びリバースプライマーと、鋳型DNAとして植物共生糸状菌のITS領域を含むDN
Aとを含有する反応液をPCRに供し、当該プライマーから得られる特異的なPCR産物が得ら
れるか否かにより評価することができる。
【００２６】
　一方、具体的なLNAオリゴヌクレオチドは、図５に示すように、データベース上に登録
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されている植物のDNAを、様々な分類群に属する糸状菌のDNAと共にアライメントし、上記
の要領に基づき、上記(b)の植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーに競合する
ように設計された、以下の(c)～(e)のうち少なくとも1つのLNAオリゴヌクレオチドである
：
　(c)CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCC(配列番号３)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を
含むLNAオリゴヌクレオチド(ここで、第6、7及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LNAオ
リゴヌクレオチドa)；
　(d)CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCC(配列番号４)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を
含むLNAオリゴヌクレオチド(ここで、第6、7、19及び22番目の塩基がLNAである)(ITS4-LN
Aオリゴヌクレオチドb)；
　(e)GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCC(配列番号５)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を
含むLNAオリゴヌクレオチド(ここで、第7、8、19及び23番目の塩基がLNAである)(ITS4-LN
Aオリゴヌクレオチドc)。
　当該(c)～(e)のLNAオリゴヌクレオチドの3'末端は、リン酸化又はジデオキシ化されて
いる。
【００２７】
　あるいは、配列番号３～５に記載の塩基配列において1又は数個(1～5個、1～3個又は1
若しくは2個)の塩基が欠失、置換又は付加された塩基配列から成るか、あるいは配列番号
３～５に記載の塩基配列に対して80％以上、85％以上、90％以上、95％以上、96％以上、
97％以上、98％以上、99％以上の配列同一性を有し、且つ上記(b)のプライマーによる植
物のITS領域の増幅を阻害できる各LNAオリゴヌクレオチドも、それぞれ(c)～(e)のLNAオ
リゴヌクレオチドとして使用することができる。塩基が欠失、置換又は付加される位置と
しては、例えば配列番号３～５に記載の塩基配列の5'末端及び/又は3'末端が挙げられる
。LNAオリゴヌクレオチドの機能は、例えば作製したLNAオリゴヌクレオチドを本方法にお
けるLNAオリゴヌクレオチドとして使用し、上記(b)のプライマーによる植物のITS領域の
増幅を阻害できたか否かにより評価することができる。
【００２８】
　なお、本方法では、LNAに代えて他の人工核酸を使用することもできる。他の人工核酸
としては、例えば3'-Amino-2',4'-BNA、2',4'-BNACOC、2',4'-BNANC(Me)等が挙げられる
。
【００２９】
　本方法に使用するプライマー及びLNAオリゴヌクレオチドは、例えばDNA合成機で化学合
成することができる。
【００３０】
　また、本方法において鋳型DNAとして使用する植物試料由来のDNAは、例えば一般的な核
酸抽出法により植物試料から得られたDNA、植物試料から抽出されたRNAと逆転写酵素を用
いてRT-PCRにより作製されたcDNA等である。当該植物試料由来のDNAは、植物と共生する
糸状菌のITS領域を含むDNAに加えて、植物のITS領域を含むDNAを含む。植物試料としては
、例えば植物体全体、植物器官(例えば葉、花弁、茎、根、種子等)、植物組織(例えば表
皮、師部、柔組織、木部、維管束等)、植物培養細胞等が挙げられる。
【００３１】
　ここで、鋳型DNAが由来する植物としては、特に限定されるものではないが、例えばイ
ネ科の植物(ジャポニカ、インディカ、コムギ、ライムギ、トウモロコシ、オオムギ、サ
トウキビ等)、マメ科の植物(ダイズ、アルファルファ等)、ウリ科の植物(キュウリ、メロ
ン、スイカ、カボチャ等)、ナス科の植物(タバコ、トマト、ジャガイモ等)、アブラナ科
の植物(キャベツ、アブラナ、ハクサイ等)、アカザ科の植物(サトウダイコン、ホウレン
ソウ等)、ユリ科の植物(アスパラガス、タマネギ、ニンニク等)、スイレン科の植物(ハス
等)、キク科の植物(レタス、ヒマワリ等)、タデ科の植物(ソバ等)、セリ科の植物(ニンジ
ン等)、トウダイグサ科の植物(キャッサバ等)、ゴマ科の植物(ゴマ等)、アオイ科の植物(
ワタ等)、バラ科の植物(イチゴ等)等が挙げられる。
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【００３２】
　また、本方法において増幅対象のITS領域が由来する植物共生糸状菌としては、植物共
生糸状菌のITS領域を標的とするフォワードプライマーとリバースプライマーから成るプ
ライマーセットにより増幅するITS領域を有する植物共生糸状菌であればよく、例えば子
嚢菌門(Ascomycota)、担子菌門(Basidiomycota)、グロムス門(Glomeromycota)等に属する
糸状菌が挙げられる。
【００３３】
　本方法では、以上に説明した植物試料由来のDNA(鋳型DNA)、植物共生糸状菌のITS領域
を標的とするプライマーセット及びLNAオリゴヌクレオチド並びにPCRに必要な試薬(例え
ば、DNAポリメラーゼ(例えば、ExTaq、Taq、Tks Gflex、MightyAmp、Pfu、KODポリメラー
ゼ等)、基質(dNTP)、PCRバッファー(MgCl2、KCl、Tris-HCl等を含有))を含有する反応液
をPCRに供する。反応液の組成は、例えば以下の通りである：反応液50μl当たり、鋳型DN
A 10～500ng、基質(dNTP; dATP、dTTP、dGTP、dCTP)各2.5mM、DNA ポリメラーゼ(TaKaRa 
Ex Taq)1.25U、各プライマー0.2～1.0μM(好ましくは0.8μM)、LNAオリゴヌクレオチド0.
5～8.0μM(好ましくは3.0～6.0μM)。
【００３４】
　PCRは、例えば、順に熱変性(例えば92℃～96℃、好ましくは94℃)、LNAオリゴヌクレオ
チドのアニーリング(例えば熱変性温度よりも低く、且つプライマーのアニーリング温度
よりも高く、またプライマーがアニーリングできない温度帯の最も低い温度、好ましくは
68℃～72℃、特に好ましくは70℃)、プライマーのアニーリング(例えば46℃～64℃、好ま
しくは54℃)及び伸長反応(例えば68℃～74℃、好ましくは72℃)の反応サイクルを繰り返
し(例えば、25～40回、好ましくは30～35回)行う。プライマーのアニーリング前に、LNA
オリゴヌクレオチドを植物のDNAにアニーリングさせることで、プライマーが植物のDNAに
アニーリングし、伸長するのを阻害する一方、プライマーにより植物共生糸状菌のITS領
域を選択的に増幅する。
【００３５】
　本方法では、植物共生糸状菌のITS領域のPCR産物(増幅産物)を、種々の多様性解析に供
試できる。解析法には、例えば、変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（Denaturing Gradient 
Gel Electrophoresis; DGGE）、次世代シークエンスによるメタゲノム解析法、末端標識
制限酵素断片長多型解析法（Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism; T-R
FLP）、制限酵素断片長多型解析法（Restriction Fragment Length Polymorphism; RFLP
）、自動リボゾーム遺伝子間スペーサー解析法（Automated Ribosomal Intergenic Space
r Analysis; ARISA）等が挙げられる。また必要に応じて、選択的に増幅した植物共生糸
状菌のITS領域をネステッドPCR(nested PCR)に供することができる。DGGE法で多様性解析
を行う場合、当該ネステッドPCRに使用するプライマーセットは、例えばITS領域の全長あ
るいは一部を増幅するように設計することができる。DGGEで多様性を解析する場合、具体
的なネステッドPCRに使用するプライマーセットは、図７に示す下記の(f)及び(g)のプラ
イマーが挙げられる：
　(f)CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYGGTCATTTAGAGGAASTAA(配列番号６)
の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を含むプライマー(ITS1F-GCプライマー：第1～
40番目の塩基がGCクランプである）；
　(g)GCTGCGTTCTTCATCGATGC(配列番号７)の塩基配列から成るか、又は当該塩基配列を含
むプライマー(ITS2プライマー)。
【００３６】
　当該ネステッドPCRの反応液の組成は、例えば以下の通りである：反応液50μl当たり、
鋳型DNA 5～50ng、基質(dNTP; dATP、dTTP、dGTP、dCTP)各2.5mM、DNA ポリメラーゼ(TaK
aRa Ex Taq等)1.25U、各プライマー0.2～1.0μM(好ましくは0.8μM)。
【００３７】
　また、ネステッドPCRは、例えば、順に熱変性(例えば92℃～96℃、好ましくは94℃)、
プライマーのアニーリング(例えば50℃～64℃、好ましくは54℃)及び伸長反応(例えば68
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℃～74℃、好ましくは72℃)の反応サイクルを繰り返し(例えば、25～35回、好ましくは30
回)行う。
【００３８】
　(ネステッドPCR工程無しの)PCR後、又はネステッドPCR後に得られるPCR産物(増幅産物)
を、例えば電気泳動(好ましくは、DGGE)に供し、ゲル上の増幅産物に対応するバンドを切
り出し、シークエンスに供することで、植物共生糸状菌のITS領域の塩基配列を決定する
ことができる。DGGEの条件としては、例えば以下の通りである：12.5%～65%(好ましくは1
5%～57.5%)の変性剤濃度勾配(100%変性剤は7M尿素,40%ホルムアミドに相当)を付けた8%ア
クリルアミドゲルに75～200ボルト(好ましくは100ボルト)で6～16時間(好ましくは14時間
)泳動。
【００３９】
　決定した塩基配列を、例えば相同性検索プログラム(例えば、BLAST)を用いてDNAデータ
ベースに対して検索することで、ITS領域が由来する植物共生糸状菌を決定することがで
きる。
【００４０】
　本方法では、DGGE解析以外にも、例えば次世代シークエンスによるメタゲノム解析、RF
LP解析、T-RFLP解析等の解析法を適用することができる。次世代シークエンスによるメタ
ゲノム解析では、PCR産物に含まれる各配列を網羅的に数十万から数千配列シークエンス
することによって、当該ITS領域に由来する植物共生糸状菌の多様性とその種類を決定す
ることができる。T-RFLP(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism；末端標
識制限酵素断片長多型)解析では、PCRの際に蛍光標識したプライマーを使用することで生
じるITS領域を有するPCR産物の末端を蛍光標識し、当該PCR産物を制限酵素によって切断
し、切断されたDNA断片の長さに基づく多型について、蛍光標識された末端を有するDNA断
片の蛍光強度を指標に解析し、当該ITS領域に由来する植物共生糸状菌の多様性を決定す
ることができる。RFLP(Restriction Fragment Length Polymorphism；制限酵素断片長多
型)解析では、ITS領域を有するPCR産物を制限酵素によって切断し、切断されたDNA断片の
長さに基づく多型により当該ITS領域に由来する植物共生糸状菌の多様性を決定すること
ができる。ARISA（Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis；自動リボゾーム
遺伝子間スペーサー解析法）解析では、PCRの際に蛍光標識したプライマーを使用するこ
とで生じるITS領域を有するPCR産物の末端を蛍光標識し、ITS領域の長さの違いに基づく
多型により当該ITS領域に由来する植物共生糸状菌の多様性を決定することができる。
【００４１】
　一方、本発明は、上記植物共生糸状菌のITS領域を標的とするプライマーセット及びLNA
オリゴヌクレオチドを含む、植物共生糸状菌のITS領域増幅用キットに関する。当該キッ
トは、プライマー及びLNAオリゴヌクレオチドの他に、PCRに必要な試薬(例えば、DNAポリ
メラーゼ(例えば、ExTaq、Taq、Tks Gflex、MightyAmp、Pfu、KODポリメラーゼ等）、基
質(dNTP)、PCRバッファー(MgCl2、KCl、Tris-HCl等を含有))、上記ネステッドPCR用プラ
イマーセット、DGGEに必要な試薬(例えば、アクリルアミド等のゲル成分、尿素、ホルム
アミド等の変性剤、TAEバッファー等のバッファー)、並びに当該キットの取り扱い説明書
を含むことができる。
【００４２】
　以上に説明した本発明によれば、植物試料からの抽出DNAを鋳型としたPCRにおいて、植
物共生糸状菌のITS領域を選択的に増幅することができる。選択的に増幅した植物共生糸
状菌のITS領域の塩基配列を解析することで、従来の培養法で分離されなかった植物共生
糸状菌も検出できるようになると共に、植物の生育と植物共生糸状菌の機能に関する知見
が飛躍的に進められる。
【実施例】
【００４３】
　以下、実施例を用いて本発明をより詳細に説明するが、本発明の技術的範囲はこれら実
施例に限定されるものではない。
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【００４４】
〔実施例１〕植物共生糸状菌のITS領域の選択的PCR増幅
　以下に、本実施例において使用する配列を示す。ITS4-LNAオリゴヌクレオチド(a, b, c
)の3'末端は伸長反応が生じないようにリン酸化した(「p」との表記がリン酸化を示す)。
(1) ITS1F-LNAプライマー：5'-CTYGGTCATTTAGAGGAASTAA-3'(配列番号１：第5、20及び22
番目の塩基がLNAである);
    ITS4プライマー：5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'(配列番号２)
(2) ITS4-LNAオリゴヌクレオチドa：5'-CTTAAACTCAGCGGGTAGTCCCp-3'(配列番号３：第6、
7及び22番目の塩基がLNAである)；
   ITS4-LNAオリゴヌクレオチドb：5'-CTTAAACTCAGCGGGTAGCCCCp-3'(配列番号４：第6、7
、19及び22番目の塩基がLNAである)；
   ITS4-LNAオリゴヌクレオチドc：5'-GCTTAAACTCAGCGGGTAATCCCp-3'(配列番号５：第7、
8、19及び23番目の塩基がLNAである)
【００４５】
　次に、これらを用いてITS領域のPCR増幅を行った。PCR条件は次の通りで、熱変性とプ
ライマーのアニーリングの間にITS4-LNAオリゴヌクレオチドのアニーリングを加えた：94
℃1分(熱変性)、70℃1分(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドのアニーリング)、54℃(ITS1F-LNA
プライマーとITS4プライマーのアニーリング)、72℃2分(伸長反応)を40サイクル。PCR反
応液の組成は、以下の通りであった：反応液50μl当たり、鋳型DNA 20～50ng、基質(dNTP
; dATP、dTTP、dGTP、dCTP)各2.5mM、DNA ポリメラーゼ(TaKaRa Ex Taq等)1.25U、各プラ
イマー0.8μM。また、同時に、ITS4-LNAオリゴヌクレオチドの至適濃度を最大8段階(0μM
, 0.5μM, 1.0μM, 2.0μM, 3.0μM, 4.0μM, 6.0μM, 8.0μM)で検討した。
【００４６】
　図６に試料としてコムギの根(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドaを使用）、ダイズの根(ITS
4-LNAオリゴヌクレオチドbを使用）、ジャガイモの葉と茎(ITS4-LNAオリゴヌクレオチドc
を使用)から抽出してPCR増幅した時の結果を示す。その結果、LNAプライマーのみでは宿
主植物の増幅抑制が不十分であったが、LNAオリゴヌクレオチドを用いたPCRクランプ技術
を併用する事で、植物共生糸状菌のITS領域の選択的なPCR増幅が可能となった。具体的に
は、コムギの根とダイズの根は3.0μM以上で、ジャガイモの葉と茎は6.0μM以上で選択的
にPCR増幅することができた。
【００４７】
　この選択的にPCRした増幅産物を精製・希釈し、多様性解析法の一つであるDGGE法に頻
繁に用いられるITS1F-GCプライマー(5'-CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCTYG
GTCATTTAGAGGAASTAA-3'(配列番号６；第1～40番目の塩基がGCクランプである))とITS2プ
ライマー(5'-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3'(配列番号７))でITS1領域のnested PCR増幅を行い
、同法に供した。プライマーの位置関係は図７の通りである。なお、nested PCR条件、ne
sted PCR反応液の組成及びDGGE条件は、以下の通りであった：nested PCR条件は、94℃1
分(熱変性)、54℃1分(プライマーのアニーリング)、72℃2分(伸長反応)を30サイクルであ
った。nested PCR反応液の組成は反応液50μl当たり、鋳型DNA 5～20ng、基質(dNTP; dAT
P、dTTP、dGTP、dCTP)各2.5mM、DNA ポリメラーゼ(TaKaRa Ex Taq)1.25U、各プライマー0
.8μMであった。DGGE条件は、15%～57.5%の変性剤濃度勾配(100%変性剤は7M尿素,40%ホル
ムアミドに相当)を付けた8%アクリルアミドゲルに100ボルトで14時間泳動であった。
【００４８】
　図８に各植物試料のDGGEパターンを示した。比較対照として、ITS1F-LNAプライマーとI
TS4-LNAオリゴヌクレオチドによるPCRクランプ法を用いずにITS領域をPCR増幅して、同様
にnested PCR増幅した産物を泳動した。図８において、「無」は比較対照で、「有」が選
択的にPCR増幅した産物のDGGEパターンである。結果、いずれの試料においても、「無」
のパターンでは、宿主植物のDGGEバンドが主要で他のバンドの数は少なく、濃さも薄かっ
たが、「有」のパターンにおいては、宿主植物のDGGEバンドは消失あるいは薄くなってお
り、「無」のパターンに比べて新たに多数のバンドを検出することができた。
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【００４９】
　また、ジャガイモの葉と茎について、新たに検出されたDGGEバンドの塩基配列をシーク
エンスに供し、DNAデータベースから近縁種を調べたところ、それらは全て糸状菌に近縁
で、原生生物等の糸状菌以外の配列は見出されなかった(図９)。また、一部のバンドにつ
いては既知の糸状菌に対して低い相同性を示し、新種の糸状菌である可能性が示唆された
。図９に示すDGGEバンドの塩基配列は、以下に示す各配列番号に記載の塩基配列を有する
：DGGEバンド葉29：配列番号８、DGGEバンド葉18：配列番号９、DGGEバンド葉3：配列番
号１０、DGGEバンド葉11：配列番号１１、DGGEバンド葉41：配列番号１２、DGGEバンド葉
19：配列番号１３、DGGEバンド葉4：配列番号１４、DGGEバンド茎8：配列番号１５、DGGE
バンド茎27：配列番号１６、DGGEバンド茎33：配列番号１７、DGGEバンド茎4：配列番号
１８、DGGEバンド茎5：配列番号１９、DGGEバンド茎3：配列番号２０、DGGEバンド茎42：
配列番号２１、DGGEバンド茎39：配列番号２２。

【図１】 【図２】
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