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苛酷な作業もバリバリこなす俳望のSSV660Fo荷亜バラ
ンスの優れた職坂性能とビﾝｸ､ｻｲズのタイヤで悪条件の場
所て、も安定走ｲlをTI･能にしました共立独自の整流機構か
じ生まれる微粒チ化された薬液は徒長枝まて確実に圧展固

着防除効果も一段とアップしました。広範州な変速段数
もメリット。作業に合せた申速が選択できます｡SSV-()6()
Fはssのパイオニア共立ならて､はの高性能スピードスプレ
ーヤて識す。

<仕様〉●寸法3'300(全長)×｜,320(全幅)×，235(全届j
mm●重量1,005kg●走行用ヱンン排気量600cc●瑳厘
用工ン〆排気量952cc●走何部形式4錆←4駆●薬亜
タノク容量6008●唄霧用ホンフ吐出M80tnun●送風
機風量5501,m1,●ノズル個削’6
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大きく育ってばしもろ大きな姿て繰応えたLも

人と作物､ふたつの心が通いあい、ひとつになづて実りに結びますも

すばらしい愛のストーリー完-ポンジャパンは技術で応援しますも

豊かな収穫に貢献するテ皇エポン農薬
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先端技術による病害防除研究の現状と問題点

おお

農林水産省挫業環境技術研究所大
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の比較的I降症株へ,CMV雁病トマトから分離した病徴

r減効果を持つCMVのサテライトRNAを導入し，

弱毒株を得ることに成功した。弱毒ウイルスは組換え

DNAによっても作ることができる。多くの植物ウイル

スの核酸はRNAで,RNA道伝子を直接組換えるこ

とは困難である。そこでウイルスRNAに相補的な

cDNAを作り，そのcDNAから加〃"γoの転写系に

よってウイルスRNAを再生産する。組換えDNA

技術によって，このcDNAを改変し，それを転写し

て，病原性はないが感染性，瑠殖性のある変異RNA,

すなわち弱膝株を作るのである。虫媒性に関与する遺伝

子のウイルスケノムーヒにおける位悩がわかれば，虫媒性

を除去した弱毒株の作出も可能である。

弱識ウイルスの利用は，ウイルス病防除技術として期

待されるところが大きいが，①強灘株へ復仇ll-しないか，

②他のウイルスと亜複感染した場合にどうなるか，③弱

弥株は他の作物上でも弱亦か，④弱毒株が他ウイルス病

の発生に及ぼす影響はどうか，⑤弱毒株の保存，増殖，

l兇布，，品質の保証，検定はどうするのか，など技術的に

も行政的にも解決すべき問題が多い。

病害防除における先端技術には広範な伽j或のものが含

まれるが，ここでは本特集の趣旨に沿って，バイオテク

ノロジーの利用による病害の先端的防除技術開発研究の

現状と問題点について述べて象たい。

防除技術の開発に直接関係のあるバイオテクノロジー

の基本的な技術は，微生物利用，組換えDNA,細胞,剛I

合および組織培養である。これらの技術は，①弱赤ウイ

ルスの作出，②桔抗微生物の利用，③抵抗性品秘の作出

などの諸分野で適用されている。

I弱毒ウイルスの利用

わが国では，最近イネ縞葉枯病に対する抵抗性品種ミ

ネユタカ，むさしこがれ，青い空，星の光，オオムギ縞

萎縮病抵抗性品種イシュクシラズ，ミサトゴールデン，

モザイク病および萎縮病抵抗性ダイズIin種デワムスメな

どが育成されたが，一般にウイルス病抵抗性品籾の育成

は困難で，実用性品種は少ない。また，ウイルスは宿主

植物の酵素に依存して増殖するため防除薬剤の開発がき

わめて困難である。永年性作物や宿根性作物などでは茎

頂培養や熱処理などによってウイルスの無弥化が行われ

ているが，野外では再感染の危険性が高い。

そこで，弱毒ウイルスの干渉作用を利用して防除しよ

うとする試みが国の内外で行われている。わが国では大

島らが中心になってTMVトマト系に対する弱毒ウイ

ルスの作出が試皐られ，強毒株Lを接種し,35Gで2

週間処理したトマトから弱毒株を分離した。その後代か

ら弱毒株1.,,が分離され，千葉県，静岡県などのハウ

ス栽培トマトのモザイク病防除に使われ，優れた効果を

あげている。さらに,TMV抵抗性遺伝子Tn,-.を持

つトマト品種でも増殖可能な弱毒株L,,A237が分離さ

れている。このほかTMVトウガラシ系，キュウリ緑

斑モザイクウイルス,CMV糸葉系，カンキツトリステ

ザウイルスなどの弱毒株が探索あるいは作l11され，一部

では実用化されている。

弱毒ウイルスを得る方法としては，従来，唯l然界の無

病徴株ある↓､は軽症株からの分離，熱処理，亜硝酸処理

などが行われてきた。簸近，後藤ら(1985)はCMV

II桔抗微生物の利用

有機合成典薬は防除効果が商く，経済性にも優れてい

ることから，急速に普及し，薬剤防除は病害防除の基幹

技術として定着し，生産の向上と安定に貢献した。しか

し，有機合成股薬をもってしても防除できない病害も多

く，また，股薬への過度の依存は食品残留，環境汚染な

どのひずみの顕在化をもたらし，同一薬剤の連用は耐性

菌の出現による防除効果の低下を招来した。このような

背最を受けて，桔抗微生物の利用などによる生物防除が

クローズアップされてきた。桔抗作用には，抗生，競

合，寄生，捕食があり，それぞれの機能を生かした防除

技術の|冊j発が試染られている。

抗生を利用した典型的な防除技術は，放線菌が生産す

る抗生物質典薬の利川である。現在，抗生物質農薬は主

に地上祁病害の防除に散布剤として使用されているが，

土壌病害の防除に根間微生物の抗生作用を利用しようと

する試みが粘力的に行われている。ワタの根圏に分布す

るハcudowonasfliｨorcs""sは抗生物質pyrromitnnを生

CurrentStatusofDiseaseControlthroughBiotech-

noloev．ByKan-ichiOhata

－1－
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産し，苗立枯病菌の生育を抑える本菌懸濁液あるいは

pyrrolnitrin溶液への種子の浸漬処理は，苗立枯病の防

除に優れた効果を示す。また，多くの木本植物や草本植

物の根頭がんしゅ病菌に対して,Agrobader加瀬rα戒06α"eγ

strain84の生産するバクテリオシンであるアグロシ

ン84が著しい抑制作用を示すことからA.radiojα"ey

strain84の細菌懸濁液へ種子あるいは苗木の根を浸漬

して播種あるいは移植する技術が，オーストラリアやア

メリカなどでは本病の防除法として実用化され，わが国

でも有効なことが実証されつつある。

競合を利用した防除技術の例としては，コムギ立枯病

の防除がある。一般に土壌病害は連作すると激しくなる

か，コムギ立枯病などでは連作当初は発病が増大する

が，さらに栽培を続けると発病が減少する，いわゆる衰

退現象が見られる。衰退現象には土壌微生物が関与して

いる。コムギ立枯病の場合には，根面に定溝している

乃鍬Jo瀬0"“池0γesce"sが生産するpseudobactinが鉄化

合物をキレート化し，病原菌の鉄吸収を阻害するためと

されている。このP.fluorescensをメチルセルロース液

に懸濁し，種子に塗株して播種することによって商い防

除効果が得られている。

ダイコン萎黄病は黒ボク土壌では発生しにくい。この

ように土壌病害によっては発生のしにくい，いわゆる抑

止土壌の存在が知られている。抑止機椛は十分には解明

されていないが，微生物の関与が示唆されている。この

微生物と病原菌とが競合関係にあるか否かは明らかでは

ないが，抑止機椛が解明されれば，土壌を人為的に抑止

化することも夢ではなくなる。

寄生による病害防除の例としてはTrichoden"α菌の

利用がある。わが国ではT.lignormnの乾燥胞子をタバ

コの株元に処理して白絹病を防除する技術が開発され，

海外ではT・加rziα"“7〃がインケン菌核病や苗立枯病の

防除に有効なことが報告されている。本菌の防除効果は

当初本菌が生産する抗生物質gliotoxinによるとされて

いたが，晶近では本菌の寄生による細胞壁の溶解せん

孔が主であることが明らかにされている。線虫では，出

芽細菌Pasluriabene"α"sの特殊な系統の寄生によって，

ネコブセンチュウやシストセンチュウの密度が著しく低

下し，防除に使える見通しも得られている。このほか線

虫の卵，あるいはシストに寄生する天敵微生物も多く見

いだされており，生物防除の有望素材として注目されて

いる。

捕食の例としては，』γαch"ulaimpα"β"3などの食菌ア

メーバやほふく細菌であるmyxobacteriaが知られてい

る。食菌アメーバは土壌中の病原菌の胞子や菌糸にせん

孔して栄養を収奪し，ほふく細菌は土壌中の病原菌の胞

子や菌糸を溶解して死滅させる。これらの微生物はいず

れも現在のところ人工培養できないことが，技術化への

|蹴路となっている。

以上，抗生，競合，寄生，捕食の類別ごとに微生物の

桔抗機能を利用した防除技術開発の現状を例示したが，

これらの機能は明確に区別できるものではなく，また，

一つの微生物が複数の機能を持っていることも多い。桔

抗微生物による生物的防除の事例は，このほかにも泥巻

き法によるリンゴ腐らん病の防除など多数があり，また，

桔抗菌といえるかどうか明らかではないが‘最近，菌根

菌の病害防除機能が注目され，菌根菌の人工接種あるい

は粉炭など,菌根菌の定着しやすい素材を施用して,生育

の促進と病害防除効果をあげている例が知られている。

桔抗微生物を防除に利用するにあたっては，より機能

の優れた微生物の探索・作出と，これらの微生物を感染

の場へ定着させることが必要である。複雑な微生物生態

系のなかで特定の微生物を定着，増殖させることは，な

かなか困難である。そこで考えられたのが，種子や苗を

枯抗菌で処理して初期感染を防ぐ，いわゆるバクテリゼ

ーションである。この方法は，長期にわたって感染を阻

止しないと防除効果のあがらない病害に対しては適用で

きない。特定の微生物を長期にわたって根圏に定着・増

殖させる方法として，特殊有機物の施用，あるいは特殊

作物の|川・混作などがある。例えば，有機物ではかにが

ら施用によるキャベツ萎黄病の防除がある。間・混作の

例としては，ネギ属植物を混作すると桔抗微生物が増

え，ユウガオつる削病の発病が抑えられることが報告さ

れている。一方，病原微生物の蓄秋・優占化を阻止する

方法として，有機物施用あるいは輪作などによる土壌微

生物の多様化も試象られている。また，根圏の常在微

生物であるPseudomonasfluorescensに組換えDNA技術

を利用して抗菌活性など有用形質を導入することも考え

られる。すでにp.〃"or‘s""sにBT毒素生産遺伝子を導

入し，鱗遡11土壌害虫を殺滅する試みが行われている。

また，葉圏に常在するErwiniαルeγ&"jαやp.りγ加gaeか

ら組換えDNAによって氷核能欠損株を作り，野外で散

布して東霜害を防止する試悪も行われている。

I皿微生物による抵抗'性の誘導

あらかじめ病原性の弱い菌株を接種すると，そのあと

で病原性の強い菌株を接種しても発病が抑えられる現象

が見られ，これを交差防御と呼んでいる。このような現

象はトマト萎ちよう病，イネいもち病,キュウリ炭そ病，

ダイズさび病など多くの病気で知られている。岐近，小

○
ム
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川らはサツマイモつる削病において，サツマイモの茎か

ら分離した非病原性Fusαri幽"z菌の胞子懸濁液に苗の切

り口を浸漬処理することによって高い防除効果を得た。

この技術は移植時の1回だけの処理で収穫期まで防除効

果が続くところに特徴があり，実用化が期待されてい

る。また，クリ胴枯病では弱病原性のEndolhiapaγ“'‐

"Caの前接種によって防除効果をあげている例が知られ

ている。これらの発病抑制機構が解明されれば，この分

野の防除技術の開発にいっそうの拍車がかかるであろ

う。

IV抵抗'性品種の育成

従来，抵抗性品種の育成は少数の例外を除いては種|ﾉ1

での品種の交雑および選抜によって行われてきたが，組

換えDNA,細胞融合技術の開発によって，種の壁を超

えて，病害抵抗性など有用形質を作物に導入することが

可能となった。

抵抗性遺伝子の導入には，根頭がんしゅ病菌Aero-

jα"eγ如加“mザticiensの持つTiプラスミドがベクターと

して用いられる。すなわち,Tiプラスミドを感染性に

関与するvir領域を残し，こぶ形成に関与する領域を除

去したものに改変し，そこに目的の遺伝子を挿入する。

これを作物のプロトプラストに感染させて目的の遺伝子

を染色体上に組み､込ませる。このプロトプラストを培養

し，個体分化を促して抵抗性の作物を得る。高等植物へ

遺伝子を導入するにはTプラスミドのほかに，カリフ

ラワーモザイクウイルス(CaMV)がありbeansnjlden

mosaicvirus(BGMV),maizestreakvirus(MSV)

なども候補にあげられ，ベクターとしての改良が試みら

れている。Tiプラスミドベクターによる植物への遺伝

子導入法は技術的には完成の域にあり,TMV抵抗性遺

伝子の導入，弱毒TMVの導入が試みられている。し

かし,A・加加教cicnsはイネ科植物には寄生しないので，

イネ科作物の品種改良，抵抗性品種の育成にTiプラス

ミドベクターを利用することはできない。

CaMV-DNAでは感染領域を残し，そこに抵抗性遺

伝子を乗せて植物へ導入するものであるが,CaMV-

DNAは植物の核内には挿入されないので，細胞質遺伝

子として働かせるのである。CaMV-DNAは宿主範囲

が狭く，挿入可能な外来遺伝子の大きさに制限があるな

どの欠点がある。しかし，植物の染色体とは独立に複製

するため，外来DNAのコピー数を多くすることがで

き，また植物の細胞間を移動できるなどの特徴を持って

おり，今後このような特徴を生かすようなベクターへの

改良に期待が寄せられる。

細胞融合は異なる二つの植物の組織から酵素を用いて

細胞壁を取り除いてプロl､プラストとし，両者を融合さ

せ，さらに核を合体させ，培養してカルスから再分化個

体を得るものである。この方法でも種の壁を超えて病害

抵抗性など優良形質を導入した新しい植物を作ることが

可能であるが，プロトプラスト融合によって作出された

新雑種植物は不稔になりやすい欠点がある。そのため核

遺伝子全体を取り込ませるよりも有用な少数遺伝子のみ

を取り込ませる方法も検討されている。また,X線照射

などにより片方の親の核を不活化してから融合させ，細

胞質のミトコンドリアや葉緑体などに存在している有用

形質の遺伝情報を導入し，細胞質雑種を作ることも行わ

れている。

組換えDNAは画期的な技術ではあるが,Tiプラス

ミドベクターはイネ科植物には適用できないとか，操作

が繁雑であるとか，また，細胞細合では不稔が生じやす

いなどの欠点がある。これらの欠点を補うものとして，

プロトプラストへ直接遺伝子を導入するマイクロインジ

ェクション法や，大腸菌のプラスミドであるpBR系プ

ラスミドをPEG-高Ca法によってプロトプラストへ

導入して形質転換を起こさせる直接的導入法が開発され

た。これらの新しい方法は抵抗性品種の育成にも力を発

揮するものと思われる。

組換えDNA,細胞融合などによる抵抗性品種の作出

にあたっては，遺伝子操作技術の改良とともに抵抗性個

体の効率的選抜方法の確立が不可欠である。トマト茎枯

病では種子を茎枯病菌の生産する毒素で処理し，抵抗性

個体を選抜することに成功している。サトウキビ葉枯病

では，病原菌の生産する毒素を添加した培地上でカルス

を培養し，生き残った細胞から抵抗性個体を得ている。

宿主特異性毒素を生産する他の病原菌でも，毒素を用い

て効率的に抵抗性個体を選抜できる可能性がある。

以上のように，桔抗微生物の改良・作出，有用物質の

生産，弱毒ウイルスの作出，抵抗性品種の育成には，組

換えDNAおよび細胞融合などの技術がきわめて有効で

あるが，そのためには優良形質を持った植物，微生物遺

伝擬源の存在が前提で，遺伝資源の収集・評価・保存と

それらにかかわる情報の整理が不可欠である。また，農

業生産では組換え体を野外で使用する場面が多いが，生

態系への影群，安全性などについては十分な事前評価が

必要で，評filfi手法の|州発は緊急を要する課題である。

－3－
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弱毒ウイルスの分子生物学的研究とその応用
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近年‘弱毒ウイルスが数種の作物について実用化さ

れ，さらに他種ウイルスについても開発が図られてい

る。ここでは，弱毒ウイルス研究の歴史的背景に触れる

とともに,TMVの弱毒ウイルスで得られた知見を中心

に述べてみた､､。

I植物ウイルスと干渉作用

弱毒ウイルスによる作物のウイルス病防除は，強毒ウ

イルスに対するその干渉作用を利用したものである。植

物にあるウイルスを接種しておくと，二次的に侵入する

ウイルスによる病徴発現が抑制される現象は通常cross

protectionと呼ばれているが，わが国では干渉作用とい

う語を使用する場合が多い。

1929年に，淡緑色のモザイクを生じるウイルスに感

染したタバコは黄色のモザイクを生じるウイルスを接

種しても後者の病徴が生じなかったことがMcKINNEY

(1929)によって示され，これが干渉作用に関する鮫初

の報告とされる。しかしこれより前に,WlNGARD(I928)

はリソグスポット病に感染したタバコは上葉では病徴が

消え，リングスポットウイルスの再感染に対し免疫にな

っていたこと，またこの部分にもウイルスを含んでいた

ことを報告している。

これらの研究に続いて，1930年代の初期から種,々の

ウイルスの干渉作用に関する研究が行われ，この作用は

|司種またはごく近縁のウイルス間に見られる現象であ

り，異種ウイルス間では通常認められないことが知られ

るようになった。

干渉作用はRNAウイルス,DNAウイルスをはじ

めウイロイドに至るまで多くのウイルスで観察されてお

り，植物ウイルスにおける普遍的な現象と考えることが

できる。しかし外見上の干渉効果はウイルス感染過程に

対するいくつかの異なる抑制現象を含むものかもしれな

い。例えば，最初に侵入したウイルスがのちに侵入する

ウイルスの増殖を何らかの機椛により抑制すると考えら

れているが,TMVを用いた研究で最初に侵入したウイ

ルスは後に侵入したウイルスによる病徴の発現を抑制す

MolecularBioloffyol,AttenuatedPlantViI･usal1d

ItsPerspective．BvMasamichiNishiguchiand

FusaoMoToYosHI

るけれども，ウイルスの増殖は抑制しなかった例も報告

されている(CassellsandDerrick,1977)。

Ⅱ弱毒ウイルスのウイルス病防除への利用

弱毒ウイルスを作物にあらかじめ接種しておけば，干

渉作用によりその作物が同種の強毒ウイルスに感染す

るのを妨げられるのではないかという考えは，すでに

Kunkel(1934)やHolmes(1934)により記されてい

る。またジャガイモYウイルスの弱毒株を用い，将来の

実用化を意識した実験も示されている(Salaman,1937)。

Holmes(1934)はTMVを接種したトマト茎を34C

以上の高撒下にNLくことにより，弱毒ウイルスの出現頻

度を高めること，得られた弱毒ウイルスが強毒ウイル

スに対し干渉作用を示すことを報告した。このように

1930年代にいくつかの啓発的な研究は行われたが，弱

毒ウイルスの実用化を目ざした研究は,1960年代に入

ってからであった。

大島ら(1965)はHolmes(1934)の方法により，

TMVの強毒株(L)を接種したトマト茎を,35C,2週

間処理し,局部病斑分離法により弱毒株Luを選抜した。

i-nを用I､たほ場試験ではトマトのモザイク病防除に顕

著な効果が見られた。しかしLuは時に病徴を生じさせ

ることもあり，後藤．根本(1971)はさらに選抜を繰り

返し，安定な弱毒株L.iAを得た。L1，Aは現在わが国

のハウス栽培トマトに使用されている（長井,1984)。

イギリスでは，ウイルス感染の影響が少ない第一花房

形成前にTMV(強毒）を接種することにより，被害の

大きい花房形成後のTMVの感染を防ぐ試みがなされ

た(Broadbent,1976)。その後オランダでTMVの

亜硝酸処理により弱毒ウイルスMl-16が作出された

(RAsT，1972)。MⅡ－16はオランダやイギリスにおい

てトマトのモザイク病防除に利用され，実績を_上げた

が，この株を使用した所で新たなモザイク病が発生した

(FletcherandRow,1975)。このことは弱毒ウイルス

利用が必ずしも容易でないことを示している。

柑橘のトリステザウイルスによる病害の防除にも弱毒

ウイルスが利用されている(Sasaki,1979;Costaand

Muller,1980)。これらは野外の病徴を示さない樹木か

ら分離されたものである。また実用化試験で効果の認め

－4－
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第1図TMV-Vulgareの遺伝子地図(Goeletetal.,1982)

番号は5'末端からの塩基の数を示し，カッコ内は塩基数を示す．

られている弱毒ウイルスには，マスクメロンのモザイクキi.）のタンパク質がコードされている。

病に対するキュウリ緑斑モザイクウイルス（本吉・西180Kと130Kのタンパク質はケノムRNAそのも

口,1984),ピーマンのモザイク病に対するトウガラシのがmRNAとなり翻訳される。またケノムRNAに

系TMV(後藤,1984)がある。パパイヤリングスポッはni'GpppGのキャップ構造が存在する(ZtMMERN

トウイルスについてもハワイや台湾でその弱毒ウイルス1975)。180Kタンパク質は，読み始めの開始コドンは

(YehandGonsalves,1984)が試験されている。130Kと|司じであるが,130Kの終止コドン(UAG)

このように弱毒ウイルスの利用は，ウイルス病防除のの読み過ごしにより生じる。これらのタンパク質がウイ

ーつの有力な手段となっているが，他のウイルス病にもルスRNAにコードされ(ZaitlinandHarihara-

その可能性を持つ。しかし，弱毒ウイルス作出の困難subramanian,1972),180KがUAGの読み過ごしに

さ，毒性の回復，他作物への悪影響，他種ウイルスとのより生ずること(Pelham,1978)は遺伝子構造が明らか

相乗作用，残留性等の軽減が望まれる(本吉,1986)。こになる前に示されていた。両タンパク質の機能は，感染

れらの問題の解決には，該当するウイルスの病理．生態の初期から検出されること(SakaiandTakabe,1974),

学的な研究とともに，病原性，病徴発現，干渉作用などアミノ酸配列が他のウイルスの複製に関与するタンパク

の現象をウイルス遺伝子，遺伝子産物の構造や機能と関質と共通性のあること(CornelissenandBol,1984;

連させる分子生物学的研究の進展を必要とする。以下Haseloffetal.,1984;Rezainetal.,1984;Ahlquist

TMVとその弱毒ウイルス,LnAでこれまでに得られetal.,1985),感染プロトプラストの磨砕液に由来する

た結果を概括する。i〃〃"γ0の複製系にこれらのタンパク質が含まれること

(Watanabeetal,1986)などから,TMVの複製に関
mTMVの遺伝子と機能

与していることが示唆されている。

TMV(Fraenkel-Conrat,1974)は長さ300nm,30Kタンパク質については，従来精製ウイルス粒子

ills',18nmの梶状の構造をしており，その成分は分子量に含まれる短い粒子からのRNA(I2と呼ばれる）の

の95％を占める外被タンパク質と残りは遺伝子の本体i〃”γoの翻訳産物で見られていた(Beaci-iyandZa-

としてのRNAである。外被タンパク質は158個のアitlin,1977)。その後』〃〃i"oでも見いだされた(Joshi

ミノ酸からなるサブユニット構造をとり，アミノ酸配列etal.,1983;Kiberstisetal.,1983;Watanabeet

も種,々 の系統で調べられている。TMV-RNA上の遺伝al.,1984a)。このタンパク質のmRNAは普通系TMV

子からの翻訳産物としてこの外被タンパク質のほか数種のOM株ではケノムRNAの3'末端を含み,1,558

のタンパク質が感染植物で見つけられ推定されてきた。塩埜の長さである(Watanabeetal.,1984b)。このタ

しかし，最近では組換えDNA技術を利用し，遺伝ソパク質は感染後16.5～23時間(Joshietal.,1983)

子を直接解析することが可能になり,RNA遺伝子を逆（植物組織),2～9(Watanabeetal.,1984a),8～16

転写し,cDNAを合成後塩基配列が決定できるように時fS(Kiberstisetal.,1983)(プロトプラスト）にのみ

なった。TMVでは,Goeletら(1982)がVulsare株生じ，後には消失する。これはmRNAの出現時期と一

について初めてその全遺伝子描造を明らかにした。それ致しており，転写の段階で制御されている(Watanabe

によるとTMV-RNAは6,395塩基からなり，タンパetaL，l984a)。30Kタンパク質の機能については，温

ク質をコードすることができるリーディングフレームは度感受性変異株の研究からウイルスの細胞間移行に関係

全部で4個存在する（第1図)。おのおの5'末端から順していることが示唆されている。32Cの高温において

に分子量が180K,130K,30Kおよび17.5K(Kは細胞内で増殖するが,I隣接する細胞へは移行しない変異

－5－
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白ワク部分の塩基配列が決められた

株,Lsl(Nishiguchietal.,1978,1980)の30Kタ

ンパク質は野生株と異なり(LeonardandZaitlin,

1982),またその遺伝子も調べた結果,5365番|馬|の塩基

CがUに変換し，コードされるアミノ酸がプロリンから

セリンに変わっていた(Ohnoetal.,1983)。如似の挙

動をする変異株についても|司タンパク質遺伝子での塩基

置換による突然変異が示された(ZimmernandHunter,

1983)。このタンパク質のアミノ酸配列はタバコ茎えそ

ウイルスのRNA-1にコードされる29Kタンパク質

のそれと非常に相同性の高いことが示されている(Boc-

caraetal.,1986)。ジャカイモXウイルス(PVX)

感染葉においてLslは32Cでも移行できるので

(Talianskyetal,1982),PVXも同様の機能を持つ

タンパク質を生産している可能性がある。このように細

胞間移行に関係するウイルスコート．の機能は－．般的な概

念になりつつある(AtabekovandDorokhov,1984)。

32Cに侭いたLsl感染タバコ葉において，ウイルス

移行の通路となる原形質連絡糸の数が有意に減少するこ

とが示されており(Shallaetal.,1982),したがって

30Kタンパク質が原形質連絡糸の膜に作用し，膜椛造

の変化をもたらすことも考えられる。

17.5Kのタンパク質は大量に生じ,外被タンパク質で

あることが同定されていた。このタンパク質のmRNA

はケノムの3’末端を含む693塩基の長さで，5’末端

はキャップ構造を持っている(Guilleyetal.,1979)。

30Kおよび17.5Kのタンパク質に対する短い

mRNAのほか,180Kの読みすごし部分に相当する

54Kタンパク質およびそのmRNAも報告されている

(Sulzinskietal.,1985)が，プロトブラスト系では確認

されておらず，その機能も不明である。また，これら短

いサブケノミックRNAが生ずる機描のモデルも考え

られている(ZaitlinandPalukaitis,1983)。おそら

くブロムモザイクウイルス(BMV)のサブケノミック

RNA(RNA-4)の例(Milleretal.,1985)のよう

に，（一）鎖RNAのinternalinitiationによるものと推

定される。これを確認するにはBMVに見られるよう

なj〃〃"'0での複製・転写系の確立が望まれる。

IV弱毒ウイルスLjiAの遺伝子

TMVの弱識ウイルスLnAについて，ゲノムRNA

からcDNAを作り全塩基配列が決定された(Nishigu-

chietal,1985)。塩基配列に用いられたクローンの長

さと決定部分を第2図に示す。また，LllAの全塩基配

列およびコードされるアミノ酸を第3図に示す。

上述したように,LnAの派生してきた強毒ウイルス

Lの塩基配列はすでに示されている(Ohnoetal.,

1984)が，これらはトマト系のTMVであり,Goelet

ら(1982)が決めたVulgare株（普通系）とは少し異

なる。Vulgareの全塩基数は6,395個であるのに対し，

Lは6,384fiであり，その相同性は約80%になる

(OHNoeta1.,1984)。Lにおいて，ゲノムの5′末端の

先導配列部で3塩基Vulgareより多く,3'末端の非翻

訳領域で4塩基少ない。180K,130Kおよび外被タン

パク質をコードする遺伝子の塩基数は両株で同一である

が,30Kタンパク質に関してはLのほうが12塩基(4

アミノ酸残基）少ない。

L,,Aの全塩基数は第3図のように6,383個で,Lよ

りl塩基少ない。これは6336～6341番目に存在するA

クラスターに存在し,Lはこの部分6～9個の間でhe‐

terogeneityが見られた(Takamatsuetal.,1983)。

LnAとLを比較すると，塩基の欠失や付加はなく，合

わせて10か所(635,1117,2349,2754,3266,4343,

5277,5475,5816および5966番目）で塩基が異なって

いた。これらLからL1，Aの変異に伴う塩基置換は自然

界でよく見られるトランジション型（プリン間およびピ

リミジン間）である。10か所のうち7か所での塩基置

換は1個のアミノ酸に対応するトリプレットの3番目の

塩基で生じたものであり，アミノ酸は変化しない。対応

するアミノ酸が変化するのはわずかに残りの3か所であ

る。これらはいずれも130Kタンパク質(180Kタン
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バク質の一部）遺伝子部分に存在する。アミノ酸の変化

しない塩基置換が弱毒性に関与する可能性を否定するこ

とはできないが，コードされるタンパク質の変化は影響

が大きいと考えられる。

既述のように，L1，Aは強毒ウイルスLから熱処理に

より作出された弱毒株Luに由来している。L1，は弱毒

性の点でまだ不安定なウイルスとされる（後藤・根本，

1971)。そこで上記アミノ酸が変化する3か所の塩基に

ついて，L,，で調べたところ，L1，は1117番目の塩基

だけがL1，Aと同じであり，他の2か所(2349および

2754番目）はLと同じであった(Nishiguchietal.,

1985)。弱毒性はこの1117番目のGからAへの置換に

より，アミノ酸がシステインからチロシンに変化したこ

とが大きく関与していると考えられる。他の2か所のア

ミノ酸の変化が，弱毒性の安定度に寄与しているか否か

についてはさらに検討を要する。

V弱毒ウイルスLnAの生物学的特性

LnAの遺伝子が明らかになり，強毒のLとの比較か

ら,130Kタンパク質(180Kの一部）が変わっている

ことが示されたが，次にこの変化とL,1Aの持つ生物学

的な特性との関連を検討する必要がある。

Lと比較してLnAのもっとも大きな特徴は，感染葉

におけるウイルスの増殖量が少ない(Lの約1/5)こと

である（西口ら,1981)。感染葉からプロトプラストを

分離し，ウイルス増殖量と感染細胞を検討したところ，

感染細胞当たりのウイルスコピー数の少ないことが示さ

れた（西口ら,1981)。しかし，航ひ"γ0でプロトプラス

トにウイルスを接種し増殖を調べると，ほとんどウイル

スの増殖はLとLnAで相違は見られなかった(NlSHI-

guchietal.,1982)。葉組織におけるウイルス増殖曲線

に関し,LnAは感染4日後プラトーに到達し，以後増

殖は低下するのに対し,Lは4日以後でも増殖は続い

た（西口,1982)。この時期をさらに検討すると，L1，A

はウイルスの二つの複製中間体(RIおよびRF)のう

ちRIとケノムRNAの合成は阻止されていることが

示された。LnAはある程度増殖すると自ら増殖を抑制

する性質が示唆され，これに対してautoregulationと

名づけられた(KihoandNishiguchi,1984)。

このautoregulationが起こっているときに,Lを二

次接種するとその増殖が抑制された。しかし他種ウイル

スのキュウリモザイクウイルス(CMV)を二次接種し

た場合，その増殖は抑えられなかった(KihoandNi-

shiguchi,1984)。このことは，L1，Aの持つautoregu-

lationが干渉作用に関係しているように思われる。

このほかLnAがLと顕著に異なる点は増殖に及ぼす

温度の影響である。L1，Aの増殖適温は25～28Cであ

るのに対し,Lは28～30Cである（西口,1982)o35C

中で増殖させるとL1，Aの感染性は見られない。このと

き外被タンパク質は見られる(Nishiguchietal.,1982)

にもかかわらず，正常なウイルス粒子は生じていない可

能性が考えられる。

以上のように，L1，Aのautoregulationはウイルスの

増殖（複製）に関係する現象であり，ウイルス複製に関

与していると推定される130K-180Kタンパク質の変

化している事実と符合する。どのようにL1，Aの増殖や

autoregulationにこれらのタンパク質が関係しているの

か詳細な検討は今後に待たねばならない。

vⅡ干渉作用に関する考察

L1，Aのautoregulationと干渉作用の関連性について

先に触れたが，自らの増殖を抑えることと同様に二次接

種されたウイルスの増殖を抑えるように思われる。この

autoregulationのメカニズムを突き詰めれば干渉作用の

解明につながるかもしれない。

干渉作用の機構についてはまだ定説はなく，いくつ

かの異なる仮説がある(Matthews,1981;Sequeira,

1984;Hamilton,1985;Fraser,1985)。例えば，ウイ

ルス増殖部位の競合，ウイルス増殖に必要な物質の競

合，ウイルス増殖阻害物質の生産，一次ウイルスの外被

タンパク質による二次ウイルスRNAのコーティング

および一次ウイルスの外被タンパク質による二次ウイル

スの脱外被阻害などである。外被タンパク質を作らない

変異株(SarkerandSmitamana,1981)やタンパク質

を保持しないウイロイドにおいても干渉作用の見られる

ことから，外被タンパク質関連説は普遍的ではない。

最近，アンチセンスRNAによる遺伝子発現の制御

が細菌(Mizunoetal.,1984)や動物(Izantand

Weintraub,1984)において明らかにされている。ま

た，植物の干渉作用に関し，一次ウイルスと二次ウイル

スのセンスおよびアンチセンスRNAの雑種形成説が

提唱された(PalukaitisandZaitlin,1984)。これに関

連してアンチセンスのデオキシオリゴマー(Beachyet

al.,1985)やcDNA断片（西口ら,1986)を用いた研

究がTMVで示された。また，アルファルファモザイク

ウイルスにおいては，伽〃伽0で合成されたアンチセン

スRNAがプロトプラストにおけるウイルス感染を阻

止することが確認されている(Loesch-Friesetal.,

1986)。これらは完全ではないが上記の説を支持するも

のと考えられる。
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r->130K,80K̂t55̂lLETV
m沼pppGUAUUUUUACAACAAUUACCAACAACAACAACAAACAACAACAACAUUACAUUUUACAUUCUACAACUACAAUGGCAUACACACAAACAGCCACAUCGUCCGCUUUGCUUGAGACCGUCC120

*A.NNTLVNDLAKRRLYDTAVDEFNARDRRPKVNFSKVVSE
GAGGUAACAAUACCUUGGUCAACGAUCUUGCAAAGCGGCGUCUAUAUGACACAGCGGUCGAUGAAUUUAAUGCUAGGGACCGCAGGCCUAAAGUCAAUUUUUCCAAAGUAGUAAGCGAAG240

*9-.LJ-IATKAYPEFQITFYNTQNAVHSLAGGLRSLELEYLM
AACAGACGCUUAUUGCAACCAAAGCCUACCCAGAAUUCCAAAUUACAUUCUACAACACGCAGAAUGCUGUGCAUUCCCUUGCAGGCGGUCUCCGAUCAUUAGAAUUGGAAUAUCUGAUGA360

M9.IP.YGSLTYDIGGNFASHLFKGRAYVHCCMPNLDVRDIM
UGCAAAUUCCCUACGGAUCAUUGACAUAUGAUAUCGGAGGUAAUUUUGCAUCUCAUCUGUUCAAAGGGCGAGCAUACGUUCACUGCUGUAUGCCGAAUCUGGAUGUCCGCGACAUAAUGC480

RHEGQKDSIELYLSRLERGNKHVPNFQKEAFDRYAENPNE
GGCACGAGGGCCAAAAGGACAGUAUUGAACUAUACCUUUCUAGGCUCGAGAGGGGCAACAAACAUGUCCCAAACUUCCAAAAGGAAGCUUUCGACAGAUACGCUGAAAUGCCAAACGAAG600

y.A.."dtfqtcrIhIsqecytgrVYAIALHSIYdipadefgaa
uagucugucacgauacuuuccaaacguguaggcacucucaagaauguuacacgggaagaguguaugcuauugcuuugcauaguauauacgauauaccugccgacgaguucggcgcggcac720

Lu

L.LiLL!'*VCYAAFHFSENLLLEDSHVNLDEINACFQRDGD
UGCUGAGAAAGAAUGUACAUGUAUGUUAUGCCGCUUUCCACUUUUCCGAGAAUUUACUUCUCGAAGAUUCACACGUCAACCUCGACGAGAUCAAUGCAUGUUUCCAAAGAGAUGGAGACA840

RLTFSFASESTLNYSHSYSNILKYVCKTYFPASNREVYNK
GGUUGACUUUUUCCUUUGCAUCUGAGAGUACUCUUAAUUAUAGUCAUAGUUAUUCUAAUAUUCUUAAGUAUGUUUGCAAAACUUACUUCCCAGCCUCUAAUAGAGAGGUUUACAUGAAGG960

LLLI.IAIJ.J"FCKFSRIDTFLLYKGVAHKGVDSEQFYKAM
AGUUUUUAGUAACUAGAGUUAAUACCUGGUUUUGUAAAUUUUCUAGAAUAGAUACUUUCUUAUUGUACAAAGGUGUAGCGCAUAAGGGUGUAGAUAGUGAGCAGUUUUACAAGGCUAUGG1080

EDAWHYKKTLAm同NSERILLEDSSSVNYWFPKMRDMVIVP
AAGACGCAUGGCACUACAAAAAGACUCUUGCGAUGUACAACAGUGAAAGAAUCUUGUUAGAGGAUUCUUCAUCAGUUAAUUACUGGUUUCCAAAAAUGAGGGAUAUGGUGAUAGUUCCAC1200

血

LFDISLETSKRTRKEVLVSKDFVYTVLNHIRTYqAKALTY
UAUUUGACAUAUCUCUCGAGACUAGUAAAAGAACACGCAAAGAGGUCUUAGUUUCAAAGGACUUUGUUUAUACAGUGUUAAAUCACAUUCGUACGUACCAGGCCAAAGCGCUUACUUACU1320

5NVLSFVESIRSRVIINGVTARSEWDVDKSLLQSLSMTFF
CCAACGUGUUAUCUUUCGUCGAAUCAAUUCGUUCGAGAGUGAUCAUUAACGGGGUUACUGCUAGGUCUGAGUGGGAUGUCGAUAAAUCAUUAUUACAGUCCUUGUCGAUGACGUUCUUCC1440

H.JLL*!:AVLKDDLLI.SKFALGPKTVSQHVWDEISLAFGNAF
UACACACCAAGCUUGCCGUUCUGAAAGACGAUCUUUUGAUUAGCAAGUUUGCACUUGGACCAAAAACUGUCUCACAACAUGUGUGGGAUGAGAUUUCCCUAGCUUUCGGCAAUGCUUUCC1560

!!...!**ERLINRKLIKITENALEIRVPDLYVTFHDRLVSEYK
CAUCGAUCAAGGAAAGAUUGAUAAACCGGAAACUGAUCAAAAUUACGGAGAAUGCGUUAGAGAUCAGGGUGCCCGAUCUUUAUGUCACUUUCCAUGAUAGGUUAGUUUCUGAGUACAAAA1680

MSVONPVLDIRKKMEETEEMYNALSELSVLKNSDKFDVDV
UGUCAGUGGACAUGCCGGUGCUAGACAUUAGGAAAAAGAUGGAAGAAACUGAGGAAAUGUACAAUGCACUGUCCGAACUGUCUGUACUUAAAAAUUCAGACAAGUUCGAUGUUGACGUUU1800

L.5JL!L!LA.slevdpmtaakvivAVMSNESGLTltfeoptean
UUUCCCAGAUGUGCCAAUCUUUAGAAGUCGAUCCAAUGACUGCAGCAAAGGUAAUAGUAGCAGUUAUGAGCAACGAGAGUGGUCUUACUCUCACGUUUGAACACCCCACCGAAGCUAAUG1920

LiLL^JLLLJ:.."*^DGALVVTSRDVEEPSIKGSMARGELQLA
UUGCUUGCGCUAGCAUUGCAAGAUUCUGAAAAGGCUUCUGAUGGGGCGUUGGUAGUUACCUCAAGAGAUGUUGAGGAACCGUCCAUAAAGGGUUCGAUGGCCCGUGGUGAGUUACAAUUGGCCG2040

S..LJ.J"JP^SSYTRSEEIESLEQFHMATASSLIHKQMCSIV
GAUUAUCUGGCGACGUUCCUGAAUCUUCAUACACUAGGAGCGAGGAGAUUGAGUCUCUCGAGCAGUUUCAUAUGGCAACAGCUAGUUCGUUAAUUCAUAAGCAGT.UGUGUUCGAUCGUGU2160

L1.*L*JQQ"KNFIDSLVASLSAAVSNLVKILKDTAAIDL
ACACGGGCCCUCUUAAAGUUCAACAAAUGAAAAACUUUAUAGACAGCCUGGUAGCCUCGCUCUCUGCUGCGGUGUCGAAUCUAGUGAAGAUCCUAAAAGAUACAGCCGCGAUUGACCUUG2280

ETROKF6VLOVASKRMLWKPSAKmHAM6VVETHARKYHVA
AAACUCGUCAAAAGUUCGGAGUUCUGGAUGUUGCUUCGAAAAGGUGGCUAGUUAAACCAUCCGCAAAGGACCAUGCAUGGGGGGUUGUUG.AGACUCAUGCGAGGAAAUAU.GACGUCGCAU2400

＆」
LLEHDEFGIITCDNNRRVAVSSESVVYSDMAKLRTLRRLL
UACUGGAGCACGAUGAAUUUGGCAUUAUUACGUGCGAUAACUGGCGACGGGUGGCUGUGAGUUCUGAGUCGGUAGUAUAUUCUGAUAUGGCUAAACUCAGGACUCUGAGAAGAUUGCUCA2520

5.S.J.J!."VSSAKVVLVDGVPGCGKTKEILSRVNFEEDLILV
AAGAUGGAGAACCACACGUUAGUUCAGCAAAGGUGGUUUUGGUGGAUGGCGUUCCAGGGUGCGGGAAGACAAAGGAAAUUCUUUCGAGAGUUAAUUUCGAAGAAGAUCUAAUUCUUGUCC2640

P6RqAAEMIRRRANASGIIVATKDNVRTVDSFLMNYGK間A
CUGGUCGUCAAGCUGCCGAGAUGAUCAGAAGAAGAGCUAAUGCGUCGGGCAUAAUAGUGGCUACAAAGGAUAAUGUGCGCACCGUCGAUUCAUUUUUGAUGAAUUACGGGAAAAGGGCAC2760

GLLJLLJ.J...L.LJ..9̂ GlmlhtgcvnflvemslcDIAYVYGDTTQRCQFKRLFIDEGLNLHTGCVNFLVEMSLCDIAYVYGDTQQ
GCUGUCAGUUCAAAAGAUUGUUCAUAGACGAAGGUUUGAUGCUGCAUACUGGUUGUGUGAAUUUUUUGGUUGAAAUGUCUCUGUGCGAUAUUGCAUAUGUUUAUGGAGACACCCAACAGA2880

LJ..L.L.NR.V.TGFPYPAHFAKLEVDEVETRRTTLRCPADVTHF
UUCCGUACAUCAACAGAGUAACUGGUUUCCCGUACCCUGCACACUUUGCAAAAUUGGAGGUCGACGAAGUCGAAACAAGAAGAACUACUCUUCGUUGUCCGGCUGAUGUCACACACUUCC3000

LJ.J*LJ.J"AMCTSSEKKSVSQEMVSGAASINPVSKPLKGK
UAAAUCAAAGGUAUGAAGGACACGUAAUGUGCACGUCUUCUGAAAAGAAAUCAGUUUCCCAGGAAAUGGUUAGUGGGGCUGCGUCUAUCAAUCCUGUGUCCAAGCCGCUUAAGGGAAAAA3120

L.L.L.L.I.QSDKEA.LISRGYADVHTVHEVQGETYADVSLVRLT
UUUUGACUUUCACACAGUCUGACAAGGAGGCCCUUCUCUCAAGGGGCUACGCAGAUGUCCAUACUGUACAUGAGGUACAAGGUGAGACUUAUGCAGACGUAUCGUUAGUUCGACUAACAC3240

PTPVSIIA同DSPHVLVSLSRHTKSLKYYTVVMDPLVSIIR
CUACGCCUGUAUCUAUCAUCGCAAGGGACAGUCCGCAUGUUCUGGUCUCGUUGUCAAGACACACAAAAUCCCUAAAGUACUACACCGUUGUGAUGGAUCCUUUAGUUAGUAUCAUUAGAG3360

DLERVSSY学LOmVKVOA':OKf-r副qLqVDSVFKNFmLFVAAPK
AUUUAGAACGGGUUAGUAGUUACUUAUUAGACAUGUACAAAGUAGAUGCAGGUACUCAAUAGCAAUUACAGGUCGACUCUGUGUUUAAAAAUUUCAAUCUUUUUGUAGCAGCUCCAAAGA3480

－一180K
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TGDISDNqF Y Y D K C L P G N S T L L NNYDAVTMKLTDISLNVK
CUGGAGAUAUAUCUGAUAUGCAAUUUUACUAUGAUAAGUGUCUUCCUGGGAACAGCACGUUGUUGAACAACUACGACGCUGUUACCAUGAAAUUGACUGACAUUUCUCUGAAUGUCAAAG3600

DCILDNSKSVAAPKDVKPTLIPMVRTAAENPRQTGLLENL
AUUGCAUAUUAGAUAUGUCUAAGUCUGUAGCUGCUCCGAAAGAUGUCAAACCAACUUUAAUACCGAUGGUACGAACGGCGGCAGAAAUGCCUCGCCAGACUGGACUGUUGGAAAAUCUAG3720

VA N I K R N F NSPELSGVVDIENTA S L V V D K F F D S Y L L K E K R
UUGCGAUGAUUAAAAGAAAUUUUAAUUCACCAGAGUUGUCCGGAGUAGUUGAUAUUGAAAAUACUGCAUCUUUAGUGGUAGAUAAGUUUUUUGAUAGUUAUUUACUUAAGGAAAAAAGAA3840

KPNKNFSLF SRESLNRWIAKQEQVTIGQLADFDFVDLPAV
AACCAAACAAAAAUUUUUCACUGUUUAGUAGAGAGUCUCUCAAUAGGUGGAUAGCAAAGCAAGAACAAGUCACAAUUGGUCAGUUGGCCGAUUUUGAUUUUGUGGAUCUUCCAGCCGUUG3960

DQ YRHMIKAQPKQKLDLSIQTEYPALQTIVYHSKKINAIF
AUCAGUACAGGCAUAUGAUUAAAGCGCAACCGAAGCAGAAACUGGAUCUGUCAAUUCAGACAGAAUAUCCAGCGUUGCAAACGAUUGUGUAUCAUUCAAAGAAAAUCAACGCAAUAUUUG4080

GP LFSELTRQLLDSIDSSRFLFFTRKTPAQIEDFFGDLDS
GUCCUCUUUUCAGUGAGCUUACAAGGCAAUUACUUGACAGUAUUGACUCAAGCAGAUUCUUGUUCUUUACGAGAAAGACACCGGCUCAGAUCGAAGAUUUCUUCGGAGAUCUAGACAGUC4200

HVPMDVLELDVSKYDKSQNEFHCAVEYEIWRRLGLEDFLA
AUGUCCCAAUG“CGUACUUGAGUUGGAUGUUUCGAAGUAUGAUAAGUCUCAAAAC“GUUUCAUUGUGCUGUUGAGUACGAAAUCUGGAGGAGACUGGGUCUGGAGGAUUUCUUGGCAG4320

EVNKqGH同KTTLKDYTAGIKTCLNYQRKSGDVTTFIGNTV
AAGUGUGGAAACAAGGGCAUAGGAAAACCACUCUGAAAGAUUACACUGCUGGUAUAAAAACGUGUUUAUGGUACCAGAGAAAGAGUGGUGAUGUUACAACUUUUAUCGGUAAUACCGUCA4440

L4
IIASCLAS間LPNEKLIKGAFCGDDSLLYFPKGCEYPDIQq
UCAUUGCUUCGUGUCUAGCAUCAAUGCUCCCGAUGGAAAAAUUGAUAAAAGGAGCCUUCUGCGGAGAUGACAGUUUGUUGUACUUUCCUAAGGGUUGUGAGUAUCCCGAUAUACAACAAG4560

AANLMMNFEAKLFKKQYGYFCGRYVIHHDRGCIVYYDPLK
CUGCUAAUCl瓜AUGUGGAAUUUUGAGGCCAAACUGUUCAAGAAGCAAUAUGGGUACUUCUGCGGGAGGUACGUGAUUCAUCACGAUAGAGGUUGCAUAGUAUACUACGACCCUUUGAAGC4680

LISKLGAKH I K D N D H L E E F R R S LCDVAESLNNCAYYTQLD

UGAUUUCGAAACUUGGUGCUAAACACAUCAAG,UUGGGAUCAUUUGGAGGAGUUCAGAAGAUCCCUCUGUGAUGUUGCUGAGUCGUUGAACAAUUGCGCGUAUUA零饗浮鴛
ACGCUGUUGGGGAGGUUCAUAAAACCGCCCCACCUGGUUCGUUUGUUUAUAAGAGUUUAGUUAAGUAUUUGUCAGAUAAAGUUUUGUUUAGAAGUUUAUUUCUUGAUGGCUCUAGUUGUU4920

180K<一一

★KGKVNINE FI DL SK SE KL LP SNFTPVKSVMVSKVDKINVH
AAAGGUAAGGUAAAUAUUAAUGAGUUUAUCGAUCUGUCAAAGUCUGAGAAACUUCUCCCGUCGAUGUUCACGCCUGUAAAGAGUGUUAUGGUUUCAAAGGUUGAUAAGAUUAUGGUCCAU5040
J

EN E S L S E VNLLKGVKLIEGGYVCL V G L V V S G E N N L P D N C R
GAAAAUGAAUCAUUGUCUGAAGUAAAUCUCUUAAAAGGUGUAAAACUUAUAGAAGGUGGGUAUGUUUGCUUA剛CGGUCUUGUUGUGUCCGGUGAGUGGAAUUUACCAGAUAAUUGCCGU5160

GGVSVCMVDKRMERADEATLGSYYTAAAKKRFQFKVVpInIy
GGUGGUGUGAGUGUCUGCAUGGUUGACAAGAGAAUGGAAAGAGCGGACGAAGCCACACUGGGGUCAUAUUACACUGCUGGUGCUAAAAAGCGGUUUCAGUUUAAAGUGGUCCCAAACUAC5280

u
G I T T K D A EKNIWQVLVNIKNVKMS A G Y C P L S L E F V S V C I V
GGUAUUACAACAAAGGAUGCAGAAAAGAACAUAUGGCAGGUCUUAGUAAAUAUUAAAAAUGUAAAAAUGAGUGCGGGCUACUGCCCUUUGUCAUUAGAAUUUGUGUCUGUGUGUAUUGUU5400

yknniklglrekvtsvndggpmelIsIeevvdefmenvpmsv
UAUAAAAAUAAUAUAAAAUUGGGUUUGAGGGAGAAAGUAACGAGUGUGAACGAUGGAGGACCCAUGGAACUUUCAGAAGAAGUUGUUGAUGAGUUCAUGGAGAAUGUUCCAAUGUCGGUU5520

RL A K F R T KSSKRGPKNNNNLGKG R S G G R P K P K S F D E V E K E
AGACUCGCAAAGUUUCGAACCAAAUCCUCAAAAAGAGGUCCGAAAAAUAAUAAUAAUUUAGGUAAGGGGCGUUCAGGCGGAAGGCCUAAACCAAAAAGUUUUGAUGAAGUUGAAAAAGAG5640

FDmLIEDEAETSVADSDSY☆「§一7"VWSPSQFVFLSSVWA
UUUGAUAAUUUGAUUGAAGAUGAAGCCGA6ACGUCGGUCGCGGAUUCUGAUUCGUAUUAAAUAUGUCUUACUCAAUCACUUCUCCAUCGCAAUUUGUGUUUUUGUCAUCUGUAUGGGCUG5760

DPIELLNVCTNSLGNQF̂ PflQ'QARTTVQQQFSEVWKPFPQS
ACCCUAUAGAAUUGUUAAACGUUUGUACAAAUUCGUUAGGUAACCAGUUUCAAACGCAGCAAGCAAGAACUACUGUUCAACAGCAGUUCAGCGAGGUGUGGAAACCUUUCCCUCAGAGCA5880

TVRFPGDVYKVYRYNAVLDPLITALLGaFIdTRNRIIEVENTVRFPGDVYKVYRYNAVLDPLITALLGA旧DTRNRIIEVEN
CCGUCAGAUUUCCUGGCGAUGUUUAUAAGGUGUACAGGUACAAUGCAGUUUUAGAUCCUCUAAUUACUGC即UGCUGGGGGCUUUCGAUACUAGGAAUAGAAUAAUCGAAGUAGAAAACC60”

QQSPTTAETLdatrrvddatVAIRSAINlTLVNELVRGTGL
AGCAGAGUCCGACAACAGCUGAAACGUUAGAUGCUACCCGCAGGGUAGACGACGCUACGGUUGCAAUUCGGUCUGCUAUAAAUAAUUUAGUUAAUGAACUAGUAAGAGGUACUGGACUGU6120

YNQNTFESNSGLVNTSAPAS★
ACAAUCAGAAUACUUUUGAAAGUAUGUCUGGGUUGGUCUGGACCUCUGCACCUGCAUCUUAAAUGCAUAGGUGCU甑AAUAUAAAGUUUGUGUUUCUAAAACACACGUGGUACGUACGAU6240

17.5K一

AACGUACAGUGUUUUUCCCUCCACUUAAAUCGAAGGGUAGUGUCUUGGAGCGCGCGGAGUAAACAUAUAUGGUUCAUAUAUGUCCGUAGGCACGUAAAAAAGCGAGGGAUUCGAAUUCCC6360

CCGGAACCCCCGGUUGGGGCCCA6383

第3図TMVの弱毒ウイルスL1，Aゲノムの全塩基配列とコードされるタンパク質のアミノ酸配列および

強毒ウイルスLゲノムとの比較(Nishiguchietal.,1985;Ohnoetal.,1984;Takamatsuetal.,

1983)

アミノ酸は一文字記号で各コドンの2番目の塩基上に記したA:アラニン,C:システイン,D:r

スパラギン酸,E:グルタミン酸,F:フェニルアラニン,G:グリシン,H:ヒスチジン,I:イソ

ロイシン,K:リシン,L:ロイシン,M:メチオニン,N:アスパラギン,P:プロリン,Q:グル

タミン,R:アルギニン,S:セリン,T:トレオニン,V:バリン,W:トリプトファン,Y:チロ

シン)．タンパク質の開始および終了コドンはおのおのアンダーラインおよび星印で示した.Lゲノ

ムとの相違箇所では,Lの塩基を下段に，アミノ酸を上段に示し,該当コドン全体を枠組みで示した．

6336～6341塩基の一はLゲノムでheterogeneityの見られた箇所．
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ウイルスの感染は，宿主細胞への吸着→侵入→脱外被

→タンパク質合成（複製酵素)→RNA合成（ケノム

RNA,サブケノミックRNA)→ウイルス粒子形成（サ

ブゲノミックRNAからのタンパク質合成の後，ケノ

ムRNAと外被タンパク質の集合）の経路を通ると推

定される。このいずれのステップにおいても干渉作用は

起こると考えられ，外見上の干渉作用はこれらの総合し

たものと理解される。どのステップでのf渉作用が重要

（普遍的）であるか研究手法の進展とともに明らかにさ

れるだろう。

V皿今後 の 展 望

これまでに得られた知見を基に，それを応用していく

道をさぐって染たい。その一つの方向は，より有効な方

向性のある弱毒ウイルスの作出であろう。Ⅱで少し触

れたが，望ましい弱毒ウイルスとして，①目標作物に病

徴を生じさせないこと，②弱毒性が安定し強毒に戻らな

いこと，③干渉作用の強いこと，④他の植物に感染しな

いか無病徴であること，⑤他種ウイルスと混合感染して

も悪影響を与えないこと，⑥昆虫等のベクター媒介性が

欠如していること，⑦目標作物への接種が容易であるこ

と，⑧弱毒ウイルス使用後，残留性がないこと，があげ

られている（本吉,1986)。

少なくともLnAで得られた結果は弱毒性に関与する

遺伝子を明らかにした点で一歩前進である。さらに上記

の項目に関連する機能や他のウイルスについて，遺伝子

構造との結びつきを明らかにする必要がある。すでに，

ウイルスのcDNAからi〃〃i"0で合成したRNAが

感染性を持つことは,BMV(Ahlquistetal.,1985)を

はじめTMV(Dawsonetal.,1986;Meshietal.,

1986)でも報告されている。この系を使えば上記の遺伝

子の椛造と機能の関係も容易に明らかになるだろうし，

またねらいとする遺伝子の塩基を慨換させ，より有効な

弱毒ウイルスの作出も可能である。

応用のもう一つの方向は，弱毒ウイルスの持つ干渉作

用を植物に賦与することである。これはウイルス抵抗性

植物の出現にほかならない。これには二つのアイデアが

考えられ，一つは植物で発現するベクターを利用するこ

とであり，他は植物の染色体に干渉作用に関与する遺伝

子を組柔込むことである。

前者については，最近BMV-RNAに対するcDNA

が外来遺伝子の発現ベクターとして利用できるようにな

った(Frenchetal.,1986)。このようなベクターに干

渉作用に関与するウイルスケノムの断片を導入し利用す

ることが考えられる。

植物の染色体に植物ウイルスの遺伝子を組翠入れ，形

質転換させる実験が報告されているが(Gardneretal.,

1984;Shewmarkeretal.,1985;Bevanetal.,1985:

Abeletal.,1986;Baulcombeetal.,1986),いずれも形

質転換した植物は外見上健全と変わらない。TMVの外

被タンパク質遺伝子を組ゑ入れた植物では，生産された

外被タンパク質の域が感染植物中の約1/10を示した。

このような植物に強毒ウイルスを接種すると病徴の発現

を遅らせた(Abeletal.,1986)。これは部分的な干渉作

用の起こっていることを示し注目される。ウイルスケノ

ムの特定部分に対するアンチセンスRNAを生じる植物

を作る試承も行われている(Loesch-Friesetal.,1986;

Dahletal.,1985)。この考えかたはRNAの量比が重

要であり，大量あるいは常時存在するRNAより，少

量，一時的に存在するRNAを目標にしたほうが容易か

もしれない。

以上，弱毒ウイルスの分子生物学的研究とその応用に

ついて述べたが，科学の進歩は急速であり，この方面で

の知見はここ数年で相当に蓄積するだろう。
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サテライトRNA置換による弱毒CMVの作出
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その存在が知られている。いずれの場合もウイルス本体

の増殖に不可欠なものではないことからサテライト（付

随の)RNAと呼ばれているが，そのうちいくつかのも

のはウイルスが寄生した植物の病徴の強弱に関与するこ

とが知られている。CMVのサテライトRNAの場合

も|司様で,CMVに感染したトマトに現れるえそ症状と

サテライトRNAとは深い|典I係があることが知られて

いる。

トマトにえそ症状を生じる"tomatonecrosis"はすで

に1972年にフランスのアルサック地方に発生し大打撃

を与えている。1977年には,Kaperらによりtomato

necrosisの病原はCMVであり,CMVの中のRNA5

が関与することが明らかにされた。そしてKaperらは

CMVのRNA5をCARNA5と呼んだ。その後，

RNA5は単独では複製できず，複製にはCMVの

RNA1,RNA2,RNA3を必要とするサテライトRNA

であることがわかった。さらにMossopとFRANcKI

(1979),Kaperら(1981)のトマトにえそを生じない

Sat-RNAや(1)CARNA5,Gonsolvesら(1982)の

tomatowhiteleafを生じるCMV-WLRNA5,Ta-

KANAMI(1981)のタバコの黄化やトマトにえそを生じる

サテライトRNAなど，生物学的性質が異なるものの

大きさが近似しているいくつかのサテライトRNAの存

在が明らかとなっている。いくつかのサテライトRNA

ではその全塩基配列が明らかにされ比岐されているが，

その一次構造の違いと生物学的性質の違いの関連性は依

然として明らかではない。

は じめに

植物ウイルス病を防除するにはウイルス間の干渉作用

を利用した方法が有効であり，タバコモザイクウイルス

では熱処理，キュウリ緑斑モザイクウイルスでは亜硝酸

と紫外線処理により弱毒株が作出され，またカンキツト

リステザウイルスでは自然界に存在する弱弥株利用によ

り，それぞれ弱毒ウイルスの実用化が進んでいる。

一方，キュウリモザイクウイルス(CMV)は野菜に発

生の多い重要なウイルスにもかかわらず有効な弱毒ウイ

ルスは開発されていなかった。そこで筆者はCMVの病

徴を軽減化させるサテライトRNAの利用によりCMV

の弱毒化を図り，それらを用いてトマトに発生する

CMVの防除方法を検討したのでここに紹介する。

Iキュウリモザイクウイルス

CMVは，トマト，ピーマン，キュウリ，メロンなど

多くの野菜に感染して大きな被害を及ぼすほか，草花や

樹木などにも感染する代表的な植物ウイルスの一つで，

このウイルスは主としてアブラムシにより伝搬されるこ

とが知られている。このほかメロン，トマトでは芽かき

作業等の接触によっても二次感染が起こることが報告さ

れている。

病原ウイルスの粒子は径30nmの球形で，ウイルス

の核酸分子は1本鎖RNAであり，通常分子型の異な

る四つのRNAから成り立ち，分子量の大きい順に

RNA1,RNA2,RNA3,RNA4と呼ばれている。さら

に,RNAを五つ含むCMVも知られ，この余分な5

番目のRNAはRNA5あるいはサテライトRNAと

呼ばれている。サテライトRNAは他の4種のRNA

と比べて分子孟が岐小であることから密度勾配遠心分離

法や電気泳動法により他のRNAから単離でき，その

さまざまな機能について研究が進んでいる。

皿サテライトRNAの機能

サテライトRNAはCMV以外の病原ウイルスでも

nicmvから検出したサテライトRNA

北海道で発生するCMVからは2種の異なったサテ

ライトRNAが見つかっている。一つはトマトのえそ

症状株から分離したCMVに含まれるもので，トマト

のえそ症状の発現に関与する。他の一つはトマトの糸葉

症状株から分離したCMVに含まれ，トマトでのCMV

の病徴を軽減化することが明らかになっている。

1トマトのえそ症状株から得られたCMVに含まれ

るサテライトRNA

1982年に北海道南部のハウス抑制栽培トマトで，茎，

葉柄，葉，果実にえそ症状を現す株が多発し，トマト栽

MosaicVirus

RNA.By

AtenuatedIsolatesoi、Cucumber

Pi'oducedbyReplacingtheSatellite

KoujiYoshida
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第1表GMV-P(n)より得たサテライトRNAとトマトのえそ症状の関係

‐ ’’
試験1a） 試験2a） 試験3a）
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(トウガラシ系統）
(トウガラシ系統)+(n)RNA5b)
(No.2)0
(No.2)+(n)RNA5

供試トマト3株の病徴および株数N:えそ症状,m:時に軽いモザイク

CMV-P(n)より電気泳動で分離したサテライトRNA

CMV-P(n)より単病斑分離で得たトマトにえそを生じない分離株

a）

b）

c）

第2表サテライトRNA((n)RNA5)添加ウイルスにおけるRNA産生の変化

’RNA1｢面齢籍黒亙T凧
ウイルス

の 収 量

(mg/kg)
供試ウイルス

II ’’I
33.8

29.5

34.2

28.8

14.2

11．6

15．2

21．2

Ｐ
Ｐ
Ｐ
Ｐ

－
一
一
一

Ｖ
Ｖ
Ｖ
Ｖ

Ｍ
Ｍ
Ｍ
Ｍ

Ｃ
Ｃ
Ｃ
Ｃ

32.3

22.3

28.7

22.6

108.0

62．3

70．4

45．2

(トウガラシ系統）
(トウガラシ系統)+(n)RNA5
(No.2)
(No.2)+(n)RNA5

19.6

16.5

21.9

13.5

20.1

21.2

培農家に深刻な打撃を与えた。これらの株からはGMV

が分離され,CMVに起因するウイルス病であることが

明らかにされた。またこのCMV(CMV-P(n))はサテ

ライトRNAを含承，それがトマトのえそ症状発現に

関与することが判明した。

CMV-P(n)の感染葉の粗汁液をトマトに汁液接種す

ると，トマトは茎や葉にえそを生じ，激しい場合は枯死

する。CMV-P(n)を純化し,1%になるようにラウリ

ル硫酸ナトリウムを加えたのち40C10分間放置し，

外皮タンパク質を崩しRNAを遊離させ，ポリアクリ

ルアミドケル電気泳動(PAGE)を行い，トルイジンプ

ルーOでRNAの染色を行ったところ5本のバンドを

検出できた。この結果,RNAが五つ存在し，サテライ

トRNAを含むことが明らかになった。

これとトマトのえそ症状の発現との関係を明らかにす

るため,CMV－P(n)からサテライトRNAの除去を行

った。CMV-P(n)の感染葉の粗汁液をササゲ（黒種三

尺）に接種し，2～4日後に生じたえそ斑点を1個ずつ

切り取り,1～2滴のリン酸緩衝液（チオグリコール酸

を含む）を加えてすりつぶし，キサンチタバコに接種し

た。発病葉の粗汁液をトマトに接種したところ,12株中

5株ではトマトはえそ症状を現したが，7株では軽いモ

ザイクを現すのみでえそ症状とはならなかった。後者を

キサンチタバコで増殖，純化ののちPAGEを行ったと

ころサテライトRNAは除去されており，原株の持つ

サテライトRNAがトマトのえそ症状発現に関与する

ことが示唆された。

純化したCMV-P(n)からPAGEを繰り返して単離

した(n)RNA5を，サテライトRNAを含まない，か

つトマトにえそ症状を現さないCMV-P(トウガラシ系

統）およびCMV-P(No.2)に混合してトマトに接種

した結果は第1表のとおりであった。サテライトRNA

を含まない2分離株はトマトに軽いモザイクを現すのみ

であったが，サテライトRNA((n)RNA5)を加える

ことによりトマトに激しいえそ症状を現した。このサテ

ライトRNAはこれ以外のCMV-Y,CMV-O(No.

138)に混合した場合も同様にトマトにえそ症状を現し，

このサテライトRNAがトマトのえそ症状発現に関与

することが明らかになった。

一方，キサンチタバコでの病徴はサテライトRNA

を加えることにより逆に軽減化した。このサテライト

RNAを加えた場合，キサンチタバコでのCMVの増

殖やRNAの成分の比率の変化を見たのが第2表であ

る。サテライトRNAは,CMVの増殖を抑制し，そ

れぞれのRNA成分を減少させた。またサテライト

RNA自身は多量に増殖した。

2トマトの糸葉症状株から得られたCMVに含まれ

るサテライトRNA

トマトの糸葉症状株から分離したCMV-PF(fl)はキ

サンチタバコで増殖，純化しPAGEを行ったところ多

量のサテライトRNAを含んでいたが，トマトには

えそ症状は現さなかった。このCMV-PF(fl)をササケ

－13－
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第3表サテライトRNA((fl)RNA5)を除去また

は添加したCMV系統接種によるトマト

の病徴

第5表PAGEによるサテライトRNAの検出

|供試株数’
サテライトRNA

キサンチタバコ

の病徴
有’

’
鉦
〃､，、(fl)RNA5

系統または分離株

’ ’’
無添加｜添加 ２

５
０
５

１
２

２
１
０
４

２

０
４
０
１

１モザイク・奇形

モザイク．軽い奇形
モザイク

軽いモザイク

’’
CMV-Y

CMV-O(No.138)
CMV-P

（トウガラシ系統）
CMV-P(No.2)
CMV-P(No.7)

黄斑モザイク・
萎縮

モザイク・萎縮
軽いモザイク・

奇形

軽いモザイク
軽いモザイク

軽い黄斑モザイ
ク

軽いモザイク
ごく軽いモザイ

ク

無病徴
無病徴

422715計

RNAを含まないCMVに比較して，キサンチタバコ

での病徴が軽減化する傾向にあるので,CMV分離株を

キサンチタバコに接種して病徴別に類別した。その結果

は第4表のとおりであった。1984年度採集株について

は，そのうちサテライトRNAを含んでいる可能性

が高い（キサンチタバコの病徴が比較的軽い）分離株を

中心に42株選びPAGEを行った。42株中27株の

CMV分離株でサテライトRNAが含まれていた（第

5表)。

サテライトRNAを含むCMVの27株をそれぞれ

トマトに接種したところ,12株はトマトにえそ症状を現

したが,15株はえそ症状とはならず,後者を一次ウイル

スとしてトマトに接種し，二次ウイルスとしてサテライ

トRNAを含みトマトにえそ症状を発現させるCMV-

P(n)を接種しても，トマトはえそ症状とならず干渉

効果が認められた。通常，一次ウイルスにサテライト

RNAを含まないCMVを用いると,CMV-P(n)に対

して干渉効果はなくえそ症状となることから，一次ウイ

ルスに含まれるサテライトRNAがCMV-P(n)のサ

テライトRNAに対して干渉効果を示すものと考えら

れる。

1985年度採集株については全株でPAGEを行った

が，23株がサテライトRNAを含承，そのうち5株は

トマトにえそ症状を現したが,18株ではトマトはえそ症

状とならなかった。また,1984年度採集株ほど顕著で

はなかったが，キサンチタバコにモザイクのみを現す

CMVにサテライトRNAが含まれていることが多く，

逆に奇形を伴うCMVには含まれることが少ない傾向

が見られた。

これら採集されたサテライトRNAを含むCMVの

うち，トマトにえそを生じる株が分離された植物は，ト

マト，メロン，キュウリ，カボチャ，ダイコン，ホウレ

ンソウ，ヒャクニチソウ，ヤチイヌガラシ，スカシタゴ

ポウ，ツユクサである。一方，サテライトRNAを含

むがトマトにえそを生じない株は，トマト，メロン，キ

－一

第4表採集したCMVとキサンチタバコの病徴

’キサンチタバコの病徴 分離株数

’
モザイク・奇形

モザイク．軽い奇形
モザイク

軽いモザイク

７
８
２
５

９
３

’ 142卜
二
一
脚

に接種し，単病斑分離によって得たウイルス株か､ら

PAGEによりサテライトRNA((fl)RNA5)を除去

した。このサテライトRNAを除去して得た株CMV-

PF(No.1)は，サテライトRNAを含むCMV-PF

(fl)に比べ，キサンチタバコ，トマトなど多くの植物で

病徴が激しくなり，原株（後者）に比べて病徴に差異が

見られ，それに含まれるサテライトRNAが病徴の軽減

に関与すると考えられた。このため,CMV-PF(fl)を

純化し,PAGEにより単離，精製したサテライトRNA

((fl)RNA5)を，サテライトRNAを含まないCMV

に添加し，トマトに接種した結果（第3表)，いずれの

場合もトマトの病徴を軽減させることがわかった。キサ

ンチタバコを用いた場合も同様な効果が認められた。

3各種植物からのサテライトRNAを含むCMVの

探索

1984,1985年の2年間，北海道各地の各種植物から数

種検定植物を用いてCMVを分離し，サテライトRNA

の存否を調べた。このため,CMVの各分離株に感染し

たキサンチタバコを2容のクエン酸緩衝液（チオグリコ

ール酸を含む）とl容のクロロホルムですりつぶし，

10,000rpmで15分間遠心分離して得た上澄みを，

40,000rpmで90分間遠心分離した。得られた沈殿を

リン酸緩衝液で溶かした後,1%になるようにラウリル

硫酸ナトリウムを加え40C10分間放置し，その後

PAGEを行いサテライトRNAの存否を調べた。

サテライトRNAを含むCMVは，サテライト

－14－
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i雁ぃ症
状を現
す

剛’｜剛'縦鋳遮”

:御縦、
剛RN A 1

淵一｜雛引
RNA51計RNA51

亜い症
状を現
す

弱毒ウイルスサテライトRNA

（儀嫉状）（症状を弱める）
第1図キュウリモザイクウイルス(GMV)の弱毒

ウイルスの作出法

1ウリ，カボチャ，ホウレンソウ，スカシタゴポウ，ス

ベリヒユから分離された。

IVCMVの弱毒株の作出

先にも述べたように,CMV-PF(fl)に含まれるサテ

ライトRNA((fl)RNA5)は，各種iM物でのCMV

の病徴を軽減化する作用がある。CMV-PF(fl)から

(fl)RNA5を除去して得たCMV-PF(No.1)はキサ

ンチタバコに強い黄色モザイクを生じるとともに，奇形

や萎縮を伴う激しい病徴を現す。一方，このCMV-PF

(No.1)に(fl)RNA5を加えると，モザイクや，奇

形，萎縮も軽くなり,CMV-PF(fl)と同程度の病徴を

現すようになる。しかし,CMV-PF(No.1)は病徴が

本来強いものであるため，これに(fl)RNA5を加えて

も無病徴化には至らず，モザイクや軽い奇形を伴ってい

た。また，キサンチタバコ以外の柄物に対する反応で

も,CMV-PF(fl)はサテライトRNAを含まない

CMV-PF(No.1)よりは病徴は軽いものの，かなり強

い病徴を現すことがある。トマトでも，このCMV-PF

ill;はサテライトRNAを含んでいるにもかかわらず

感染したトマトはモザイクや糸葉症状を現す。サテライ

1-RNAを含まないCMV-P(トウガラシ系統）や，

CMV-P(n)からサテライトRNAを除去して得た

CMV-P(No.2)やCMV-P(No．7)は，いずれもI､マ

トに軽い病徴しか現さない。これらに(fl)RNA5を加

えると第3表に示すようにトマトにほとんど病徴を現さ

ない弱毒株が得られた。つまり,CMVの軽症株に，

CMV-PF(fl)に含まれるCMVの病徴を軽減化させる

サテライトRNA((fl)RNA5)を添加することにより弱

鋪6表サテライトRNA((fl)RNA5)を加えた弱

毒株による強毒株に対する干渉効果

一次ウイルス ’二 次ウイルス｜病徴

CMV-P(No.2)
CMV-P(No.2)

+(fl)RNA5
…ｼNo.138)謬吾瀞

蝋鮮'|･";“

:蝋鮮{’二

えそ症状
〃

ﾅト1
J一し

なし

軽いモザイク
なし

毒株が得られた。その作出の概略図を示すと第1図のよ

うになる。こうして得た弱毒株を用いて弱毒ウイルスと

しての利用を検討した。

V弱毒株による干渉効果

先の方法で作出した弱毒株を一次ウイルスとしてトマ

トに接種し，干渉効果を利用した防除方法を検討した。

一次ウイルス接種I'2日後に二次ウイルスを接種し，そ

の後30～40日間発病調査を行った。その結果は第6表

に示すとおりである。一次ウイルスとしてはサテライト

RNAを含まないCMV-P(No.2)およびCMV－P

(No．2)に(fl)RNA5を加えて作出した弱毒株を用い

た。二次ウイルスには，トマトにモザイクと萎縮を生じ

るCMV-O(No.138)でサテライトRNAを含んでい

ないウイルスおよびトマトにえそ症状を生じるCMV-P

(n)でサテライトRNAを含んでいるウイルスを供試

した。その紬果，サテライトRNAを含む弱毒株は

CMV-O(No.138),CMV-P(n)のいずれに対しても

干渉効果を示した（第2，3図)。一方，サテライト

RNAを含まないCMV-P(No.2)は，サテライト

RNAを含むCMV-P(n)に対しては干渉効果を示さ

なかった。この結果は，サテライトRNAに起因する

トマトのえそ症状を防ぐには弱毒株にサテライトRNA

が含まれることが必須であることを示している。

さらに，弱揮株CMV-P(No.2)+(fl)RNA5をトマ

トに接柾後，干渉効果の持続期間を調べたのが第7表で

ある。この場合，えそを生じるCMV-P(n)またはモザ

イクを生じるCMV-O(No.138)の両系統に対し，弱

毒株CMV-P(No．2)+(fl)RNA5は接種60日後でも

T渉効果を示している。

次に弱毒株をトマトに接種し,12日後に二次ウイル

－15 －
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鐸．・

藤

灘
灘
灘
鱗

第2図左：弱赤化したCMVを接靴したのち，賊第3図左：弱昨化したCMVを接棚したのち，強

毒株(モザイクや萎縮を生じるGMV)誰昧（えそを生じるGMV)を接睡し

を接砿 し た ト ー マ i ､ 、 モ ザ イ ク や 萎細症たトマト．えそ症状は現れない。

状は現れない．イ｢：強毒株（えそを生じるGMV)だけを

右：強毒味（モザイクや養細を生じる接価したトマト．えそを生じて枯れる．

GMV)だけを接靴したトマト．葉にモ

ザイク症状が現れ，生長が遅れる．

第7表GMV-P(No.2)+(fl)RNA5のGMV-P(n)とCMV-O(No.138)に対する干渉効果

12日目=035H目 60H目

二次ウイルス一次ウイルス
Mb）SN－｜MSN－ MSN－

CMV-P(n)
CMV-P(n)

ｊｃ９
０

0

9

８
０

5

(）

４
９

１
９CMV-P(No.2)+(fl)RNA5

’ ’CMV-O(No.138)
CMV-O(No.138) 1’8

9

(） :｜：
(）

9GMV-P(No.2)+(fl)RNA5

一次接種と二次接郁の接価間|箱

M:強い斑紋,SN:茎のえそ症状》－：無病微

トーマト（隔寿2号）の供試9株中の発ﾙn株数

a）

b）

c）

スの強毒株を接種して，温室内で育て，接種47日後に生
おわりに

育の違いを調べた。ウイルスを接和しないトマト（対雌）

では，苗は草丈40.7cm,重さ34.8gまで生育した。CMVに感染した植物の症状を軽減させるサテライト

また，トマトにえそ症状を現すCMV-P(n)を接種したRNAを見いだし，これを他のCMVとうまく組み合

場合は全株とも枯れ，モザイクを現すGMV-O(No.わせることによりGMVの弱赤化が可能となり，トマ

138)の接種では，葉にモザイクを生じ，株は萎縮し草卜のGMV防除のための弱毒ウイルスの人為的作出に

丈27.9cm,重さは13.Igにとどまった。しかし，最新たな道が|州かれた。

冒初に弱毒株を接種し,12日後に強亦株を接柾したトマトGMVによる，トマトの病微の軽減化に関与するサテ

では，いずれの場合も強毒株による病徴は現れず，草丈ライトRNAはMossopとFrancki(1979)によって

や重さも無接種の株とほとんど差がなかった。また，弱も見いだされ，そのサテライトRNAは特定の系統と組

毒株だけ接種した株は，草丈43.3cm,亜さ37.1gまみ合わせるとトマトでの病徴が軽減すると報告されてい

で生育した。る。また,TienとChang(1984)によりトマト，ピ

このようにCMVの弱毒株を先にトマトの苗に接種一マンにおいて同様な手法による弱毒ウイルスの作出お

しておくと，あとで強毒のGMVを接種してもほとんよび利用の研究が進められている。将来的には，サテラ

ど生育障害が認められず，弱毒株接種による予防効果がイトRNAと組み合わせるGMVは必ずしも軽症株で

認められ た。はなく，サテライトRNAと税和性の高いCMVをう

－16－
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まく選べば弱毒株の作出は可能かもしれない。このよう

な原理ないし干渉の応用により,CMVの被害が大きい

ピーマンやメロンなど，トマト以外の作物についても適

用できる弱毒ウイルスの作出とその利用が期待される。
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新しく登録された農薬 (61.9.1～9.30）

掲載は，種類名，有効成分及び含有量，商品名（登録年月日)，登録番号〔登録業者（会社）名〕，対象作物：対象

病害虫：使用時期及び回数などの順dただし，除草剤については，適用雑草：使用方法を記載。（…日…回は，収穫

何日前まで何回以内散布の略｡）（登録番号16472～16525まで計54件）

なお，アンダーラインのついた種類名は新規のもので［］内は試験段階時の薬剤名である。

『殺虫剤』

BPMC・PAP粉剤

BPMC3.0%,PAP2.0%

エルサンバッサ粉剤30DL(61.9.8)

16481(日産化学工業）

稲：ニカメイチュウ・ツマグロヨコパイ・ウンカ類・カ

メムシ類・イネツトムシ：7日4回

チオメトン乳剤

チオメトン25.0％

エカチン(61.9.8)

16486(北海三共）

かんきつ：アブラムシ類・ハダニ類・ミカントケコナジ

ラミ:150日2回，りんご・かき：アブラムシ類・

ハダニ類：90日3回，なし：アブラムシ類・ハダニ

類・ナシグンバイ：90日3回，もも：アブラムシ類・

ハダニ類：45日3回，うめ：アブラムシ類：30日5

回,きゅうり：アブラムシ類．ナミハダニ：7日5回，

すいか・メロン：アブラムシ類・ナミハダニ:14日3

回，まくわうり・かぼちゃ・しるうり：アブラムシ類：

14日3回，なす：アブラムシ類．ハダニ類:7日5回

チオシクラム・NAC粉剤

チオシクラム1.0%,NAC1.5%

エビセクトナック粉剤DL(61.9.8)

16492(三共),16493(北海三共）

稲：イネドロオイムシ:14日4回

ピリダフェンチオン・BPMC・PAP粉剤

ピリダフェンチオン1.0%,BPMC2.0%,PAP2.0%

エルオフバッサ粉剤DL(61.9.8)

16495(日産化学工業）

稲：ニカメイチュウ・ウンカ類・ツマグロヨコバイ・イ

ナゴ:21日3回

ピリダフェンチオン・PAP粉剤

ピリダフェンチオン1.5%,PAP1.5%

エルサンオフナック粉剤DL(61.9.8)

16496(日産化学工業）

稲：イネドロオイムシ:21日3回

ダイアジノン・ピリダフェンチオン・MTMC粉剤

ダイアジノン2.0％，ピリダフェンチオン2.0％，

MTMC2.0%

ダイアジノンオフナックM粉剤DL(61.9.13)

16522(サンケイ化学）

稲：コブノメイガ・ツマグロヨコパイ・ウンカ類:21日

3回

「殺菌剤」

トリシクラゾール・メプロニル水和剤

トリシクラゾール10.0%,メプロニル25.0%

ビームバシタックゾル(61.9.8)

16483(クミアイ化学工業）

稲：いもち病・紋枯病:21日3回

銅・バリダマイシン・フサライド粉剤

塩基性塩化銅8.4％，バリダマイシン0.30％，フサラ

イド2.5％

ラブバリダポルドー粉剤DL(61.9.8)

16507(北興化学工業.),16508(武田薬品工業）
稲：いもち病・紋枯病・稲こうじ病：出穂10日4回

トリクラミド粉剤

トリクラミド10.0%

ハタクリン粉剤10(61.9.13)

16515(北海三共）

はくさい・キャベツ：根こぶ病：播種又は移植前：土壌

全面混和・作条混和，かぶ：根こぶ病：播種又は移植

前；根くびれ病：播種前：作条混和，だいこん：亀裂

褐変症（アファノミセス菌）：播種前：土壌全面混和・

作条混和，のざわな・なばな：根こぶ病：播種前：土

壌全面混和，さやえんどう：根腐病（アファノミセス

菌）：播種前：土壌全面混和，ばれいしょ：そうか病・

粉状そうか病：土壌全面混和・作条混和

（48ページに続く）
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CMVの弱毒系統によるトマトCMVモザイク病の防除の試み
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埼玉県園芸試験場

農林水産省農業環境技術研究所

は じめに

春から秋にかけて栽培される露地栽培|､マトにはキュ

ウリモザイクウイルス(CMV)によるモザイク病の発

生が多く，大きな被害を起こしている。CMVに対し

て，トマトでは実用的な抵抗性品種がなく，弱毒ウイル

スによる防除が望まれ，また，試糸られてきた。

GMVには普通系，黄斑系その他多くの系統が知られ

ており，それぞれトマトなどにおける病徴の稗度が異な

っている。タバコ，キュウリなどに雁い病徴を生ずる分

離株や無病徴のものが知られている。その一つであるP

系統（フキより分離されたGMV:栃原．田村,1976)

は多くの植物における病徴が他の系統より軽く，タバコ

(Ky-57)では接種5～7日後ころから新葉のl～3枚

にモザイクを生じるが，生育が進むにつれて病徴は不明

りょうとなる。キュウリ（はつかり）ではまったく病徴

が見られない。これらのことから，弱毒ウイルスとして

利用できるかどうか試験されたこともある。しかし，病

原性が弱いといっても多くの植物に病徴を生ずるという

難点があったものと思われる。

また，タイ国のウイングドピーンから分離された

CMVはタバコにまったく病徴を生じなかった（土崎

ら,1982)。この分離株についてはGMV-Yとの干渉

作用試験がなされ,GMV-Yの発病をかなり遅らせた

が,1か月過ぎから病徴を生ずるようになり，感染を完

全に防ぐことはできなかった。

このようにタバコに対してCMVの軽症系統を用い

たモザイク病の防除試験はなされてきたが，トマトに対

しては試験されなかった。

筆者らにより，縮葉症状を生じているホウレンソウか

ら分難されたCMV(GMV-SR)はトマトに全身感染

するがまったく病徴を生じないことから,CMVの弱毒

ウイルスとして利用できる可能性があると考え,CMV

普通系に対する干渉試験を行ったところ，高い干渉作用

雛l図GMV-SRの強毒CMVに対するトマト

での干渉効果

右:GMV－SRを前接離した後強毒GMVを

接種した株

左：強毒GMVだけを接種した株

が認められたので，実用化試験を行った（第1図)。干

渉試験などの詳細は日植病報（岩木ら，投稿中）を見て

いただくとして，ここでは,GMV-SRの性質とその実

用化の試験結果を中心にその概要を述べてみたい。

ICMV－SRの諸性質

1979年ころ埼玉県北部地域のホウレンソウに葉身が

細くなり，縮葉症状を示す病害が発生し，その病原ウイ

ルスはCMVであることが明らかとなった。この

GMVはホウレンソウに縮葉症状だけを生じ，モザイ

クなどを生じないことなどから，ホウレンソウ縮葉系統

(GMV-SR)と名づけられた（善林ら，1983)。CMV－

SRは多くの植物での病徴が軽く，特にトマト，キュウ

リ，タバコ（ブライトエロー，キサンチnc)などには

全身感染するが，病徴をまったく生じなかった。いくつ

かの植物に生じた病徴もこれまで軽症といわれてきた

P系統より，さらに軽いものであった。数種植物におけ

るGMV-SRとPの病徴を比較すると第1表のようで

あった。GMV-SRはホウレンソウに縮葉症状を起こ

し，フダンソウ，テンサイに全身的な退緑斑点,Nico-

"α"α‘たりelandii,N.debneyi(第2図),N.glutinosa(第

3図)，サムスンタバコに軽いモザイクを生じたほか，

UtilizationofanAttenuatedStrainofCucumber

MosaicVirusforControlofTomatoMosaicDisease

CausedbyCucumberMosaicVirus．ByRokuo
ZENBAYAsHIandMitsuroKAMEYA
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517GMVの弱毒系統によるトマトCMVモザイク病の防除の試み

第1表GMV－SRとGMV-Pの数種ti曲物上の瓶微の比較

’
CMV－PCMV－SR

植物名（ 品 種 ）

|-'：蕊｜接睡蕊｜上薬腰、葉

Ｃ
ｎ
Ｃ
Ｃ

Ｌ
Ｌ
Ｌ
Ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
函
ｌ
酌
１

Lc

Ln

l

Che"0伽d加加αmαγα""color
C.q"加0α
ブダンソウ（白茎）
テンサイ

ホウレンソウ(10品種）

トマト（福寿2号，強力米寿，サターンなど）
ⅣjcO〃α"αCl“2Jα"｡〃

〃･山j"”i
Ⅳ.g此〃"0sα
タバコ（ブライトエ1．－，キサンチnc

〃（サムスン）
ナス（千両2号）
ピーマン

キュウリ（ときわ光3-P)

１

二
Ｓ
Ｓ
い
、
“
ｍ
Ｍ
Ｍ
”
ｍ
”
ｍ

ｌ

｜
｜
“
配
Ｒ
Ｓ
ｍ
ｍ
ｍ
Ｓ
ｍ
ｌ
Ｍ
Ｓ

ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ
ｌ

Lc:退緑性局部病斑,Ln:えそ性局部病斑,GS:退緑斑点,m:軽いモザイク,M:モザイク,R:縮葉，
Ls:接種葉および上葉における無病微感染，－：感染しなかったこと，.．：病徴不lﾘI,を示す．

ピーマンにはかなり明りょうなモザイクを生じた。これ

らの病徴もフダンソウ，テンサイを除いてP系統より軽

いものであった。

センニチコウ，シュンギク，ヒャクニチソウ，ペチュ

ニアには無病徴で全身感染した。Cheno伽‘"〃α7"αγα"‐

ticolor,C.quinoαのほか，ブラックアイカウピー，黒種

三尺ササケにも局部病斑を生じたが，これらの病斑は普

通系などに比して明らかに小型であった。ナス,スイカ，

ﾆﾎﾝｶボﾁｰ,,,ﾒﾛｿ,ハクサイ,ダイコン,キャベ

ツ，カブ，ニンジン，オクラ，ネギ，ゴマ，デントコー

ン，ソルガム，イタリアンライグラスなどには感染しな

かった。

GMV-SRに含まれる核酸成分はその電気泳動で4種

類のRNAを含んでいることがわかり，サテライトRNA

は含んでいなかった。その4種類のRNAのうちRNA－

1,2,3の分子量はCMV-Pとほぼ同じ大きさであった

が,RNA-4はCMV-PのそれよりCMV-Yに近い他

であった。また，血清型は寒天ケル内拡散法で,GMV-

Yとの間にはスパーを生じ,GMV-Pのバンドと癒合し

たことから,p型と判定された。

第2図GMV-SRに感染した〃ico"α"αdeb"のIj

の病微

識蕊蕊鍵蕊鴬蕊蕊灘溌患蕊蕊;蕊

IICMV-SRの強毒CMVに対する干渉作用

CMV-SRをトマト苗に前接種して強毒GMVの感染

をどの程度防ぐことができるか，また，どの程度の濃度

のCMV-SRを接種する必要があるかについてガラス

室で試験した。CMV-SR感染Ⅳ.debneyi葉粗汁液で

も強毒CMVの感染をかなり抑える力があり，さらに，

純化CMV-SRlOOug/m;液ではほぼ完全に抑えるこ
第3図CMV-SRに感染した〃""α"αg〃""“α

の病徴
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第2表GMV-SRの接種源の形態，その濃度および接種方法を変えて接種したトマトに

おけるCMVモザイク病の防除効果

発病株率(％） 発病度(%)WCMV-SRの

接種源の形態

ウイルス

濃 度
査
数

調
株

接種法a）

5/316/136/297/12 7/12

’純化ウイルス液
〃

〃

N.glutinosα病葉粗汁液
〃

〃

〃

リン酸緩衝液

lOOug/ml
10//

10//

5倍
20〃

5〃

20〃

綿球
〃

スプレー

ガ ン

綿球
〃

スプレー

ガン
〃

綿球

４
８
８
８
８
８
８
７

２
４
４
４
４
４
４
４

０
０
Ⅲ
０
４
８
６
６

８
Ⅳ
町
旧
別
四
四
卿

９
８
８
８
１
２
８
４

２
３
４
２
３
４
３
６

９
０
８
０
８
０
５
８

２
４
５
３
４
５
５
７

５
５
８
４
４
７
８
４

１
２
２
１
２
２
２
５

a）綿球：カーボランダムを用いる摩擦接種，スプレーガン:2kg/cm2,苗の上10～15cm.

b）発病度＝発病程度甚の株数×3-f中の株数×2+軽の株数×14-健全の株数×0×100
調査株数×3

とができた。

ほ場試験においては実用化を目ざしてCMV-SR(100

//g/m/)の前接種によるCMVモザイク病の防除効果

(発病率，発病度)，異常着色果の発生率について調査す

るとともに，トマト体内におけるCMV-SRの濃度の

推移，トマトの生育への影響についても調査した。その

結果,CMV-SRをトマトの幼苗に接種することによ

り,CMVモザイク病の発病率を約1/4に低下させ，

発病度も低下させた。さらに異常着色果の発生率も抑え

ることが明らかとなった。このようにCMV-SRの接

種により，トマトのCMVモザイク病の発病率などを

抑えることがわかったが，トマト体内におけるCMV-

SRの濃度は生育期間中を通してきわめて低く推移して

おり(C.α"zαγαnticoloγにおける局部病斑数で接種源の

0.05～0.4％)，干渉作用がどのような機構によるものか

興味あるところである。CMV-SRをトマトの幼苗に接

種しても病徴は生じないが，生育に支障をきたしたので

は実用化が難しい。そこで，生育期間中の生育を比較し

たところ，初期には生育がやや抑えられるが，後期には

健全株とほとんど差がなくなり，実害はないものと判断

され，この点でも実用化に支障はないものと思われた。

mCMV-SRの実用的接種法の検討

CMVの効率的大量接種法として，タバコ（ブライト

エロー,Ky-57など）の幼苗にスプレーガンを用いた

噴霧接種法が報告されて↓､る（高浪・都丸,1971)。

CMV-SRについても弱毒ウイルスとして実用化する場

合，その接種源の形態としてどのようなものが可能か，

また，スプレーガンによる噴霧接種法が利用できるかど

うか,CMVモザイク病防除効果により調べた。

CMV-SRは第1表に示したようにⅣ．g加加“αに

Ⅳ.咋加妙i同様明りょうな病徴を生ずることおよびウイ

ルス濃度が高いことから，明りょうなモザイクを生じた

Ⅳ.g〃j""α葉を接種源として用いることとした。その

病葉に5倍および20倍容量の0．05モルリン酸緩衝液

を加えて磨砕・搾汁した粗汁液を接種源とした。大量接

種法としてはスプレーガンによる噴霧接種を試ゑた。ス

プレーガンは岩田塗装機製W-61-1Sを用い吐出圧力

を2kg/cm*とした。接種源にその容量の3%のカー

ボランダム（600メッシュ）を加え，随時かくはんしな

がら，トマト苗と吐出口との距離を10～15cmに保ち，

苗50株当たり80～120秒間に59～80m/噴霧した。

なお，対照として，純化ウイルス液のスプレーガンによ

る噴霧接種ならびに感染Ⅳ.g肋"""α葉粗汁液の綿球

による常法の摩擦接種を行った。

その結果,CMV-SR接種区の発病率，発病度とも無

接種区に比して低く,CMV-SR接種によるCMVモ

ザイク病の防除効果が見られた（第2表，第4図)。

接種源として用いた感染Ⅳ.g加加"α葉の5倍粗汁

液は純化ウイルスの100jug/mZ液とほぼ同等の防除効

果を示した。しかし，20倍粗汁液区は純化ウイルスの

10jKg/mZ液よりはるかに劣った。

接種法について見ると，綿球を用いた常法による接種

がスプレーガンによる接種よりモザイク病の発生率を低

下させる効果が高かった。スプレーガンを用いて接種す

るためにはさらに改善する必要がある。

発病度についても同様にCMV-SRの接種によりか

なり抑えられ，特に純化ウイルス100jug/mZと粗汁液

5倍区で低かった。そして，発病株率同様，スプレーガ

ンによる接種区ではその値が高く，効果が低かった（第
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第3表CMV-SRの接稚源の形態，その汲度および接靴方法を変えて接航したトマトに

おける異常着色果の発生抑制効果

|胤崎｜”藤”｜澱｜嬰蔽鶏＆’
GMV-SRの接種源
の形態

異常着色果
の発生率(％）

100tig/ml
lO〃

10〃

5倍
20〃

5〃

20〃

152(304)
214

156

267

267

196

171

100(102)

純化ウイルス液
〃

〃

N.gh4""“α病葉粗汁液
〃

〃

〃

リン酸緩衝液

４
△
８
８
ｎ
Ｕ
８
８
８
再
／

ワ
ー
４
ふ
４
１
４
４
４
八
－
４
４
且
４
Ａ

（
Ⅱ
〉
Ｒ
ｕ
ご
’
１
戸
Ｏ
Ｒ
ｕ
１
１
貝
Ｊ
ｎ
Ｕ

員
Ｊ
ｎ
コ
リ
ム
ｎ
Ｕ
Ｒ
Ｕ
ｎ
Ｕ
ワ
ノ
（
ｈ
〕

の
基
Ｔ
１
Ｒ
Ｊ
ｏ
４
ｏ
ム
α
Ｊ
ワ
ニ
員
』

綿球
〃

ｽブﾚｰガン

綿 球
〃

スフレーガン
〃

綿 球

接種法は第2表と同じ．

同じ規模の試験でとれた果実数であり，おおよその生産量の比を表している．（）内は調査株数を同じにし

た場合の計算他．

a）

b）

2表)。

異常着色果の発生は商品価仙を低下

させるが,CMVの感染によって異常

着色果を生じることが明らかにされて

いるので，この発生率についても調査

した（第3表)。ここで調査した果実

数は各区でとれた果実散であり，おお

よその収量を表している。ただし，純

化ウイルスIQOug/ral区は株数が半

分であり，2倍にして示した。綿球接

種区での収量は無接種区の2～3倍に

なり，異常着色果の発生率は半分以下

に低下することから,CMV-SRの接

種の効果は高いと思われる。ここでも

スプレーガソによる接種では効果が劣

っていた｡

以上の結果から,GMV-SRの接種

源としては感染したⅣ.gitｲ""0”葉の

5倍粗汁液を用いれば100ug/mZの純

化ゥイルス液とほぼ同等な効果を示す

ことから，実用段階でも使用可能と考

えられる。一方，本試験で試みたスプ

－P－I－AIbJqIqJ

爵
騒
粍
瞬
．
鰯
雲
認
Ⅱ
鍋
‐
‐

錨
霜
‐
‐
み
‐
‐
蕪
戦
‐

蓉
議
』
》
識
嬢
殿

',ﾘ4図ほ場トマトにおけるCMV-SRによる

CMVモザイク病の防除効果

A:CMV-SR接価区,B:無接種区

えられる。一方，本試験で試みたスプレーガンを用いた

接種法ではその効果が劣り，さらに検討が必要である。

VI今後の課題

今後さらに効果的な弱毒CMVの探索が行われると

』思うが，現在トマトのCMVモザイク病防除に効果的

な弱毒系統としてはGMV-SRがもっとも有効と考え

られるので,CMV-SRを中心に今後の課題を考えてみ

たい。

弱毒ウイルスとして必須な条件は強毒株に対する|皇渉

作用が強いことのほか，海力がR復しないこと，他の作

物に伝染して被害を起こさないことなどである。CMV-

SRはトマトに対する独力の点においてはここ数年間使

用してきた限りにおいて，強くならなかったことから，

毒力が強くなる心配はないように思う。

CMV-SRはトマトにはまったく病徴を生じないが，

ホウレンソウ，フダン､ノウ，ピーマンなどに病徴を生ず

るため，実際に畑で使用するためにはこれらの作物への

影響に注意する必要がある。そのためにも上記作物を含

めて多くの作物に病徴を生じないような株の選抜が必要
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である。また,CMV-SRはトマト以外のタバコ（ブラ

イトエロー，キサンチncやキュウリにも病徴を生じ

ないことから,CMVの発生により生産が阻害されてい

るこれらの作物への適用試験が望まれる。

CMV-SRはアブラムシにより伝搬されるため，他の

作物への影響が心配になる。このアブラムシ伝搬性をな

くすことができればこの危険性はなくなる。これまで

CMVと同定されたウイルスはアブラムシ伝搬性も重

要な性質として確かめられており，アブラムシ伝搬性を

有しないCMVは知られていない。しかし,CMVは

サクラ，モモ，アジサイ，キリ，キョウチクトウなど木

本植物を含め多くの多年生植物から分離されていること

から，最近進歩した血清学的診断法によりこれらの植物

から集めれば，中にはアブラムシ伝搬性を有しない

CMVが見つかるかもしれない。また，カリフラワーモ

ザイクウイルスでアブラムシ伝搬性を失った株が作出さ

れたように,CMVについても紫外線照射などの処理に

より可能かもしれない。もし，このようなアブラムシに

よって伝搬されないCMVが見つかれば，アブラムシ

伝搬性はRNA-3により支配されているので，アブラ

ムシ非伝搬性株のRNA-3と弱毒株のRNA-1+

RNA-2を組象合わせることで，アブラムシにより伝搬

されない弱毒CMVが作出されると考えられる。

CMV-SRは前にも述べたように血清型がP型であ

る。一方，畑により発生しているCMVの血清型は一

定していないが，今まで試験したほ場や一般ほ場で発生

の多い強毒CMVの血清型はY型である。このため

CMV-SRの血清型をY型に変えることにより，防除効

果が高くなる可能性がある。そこで，血清型がY型の

CMV普通系から電気泳動により核酸を分離し,その血

清型を支配しているRNA-3を取り出し，これを

CMV-SRのRNA-1+RNA-2と組み合わせることに

より,CMV-SRの弱毒性と普通系の血清型(Y)を持

つ弱毒ウイルス(CMV-SRO)が作出されている。この

CMV-SROを用いてCMVモザイク病の防除試験が試

承られ，元のCMV-SRより高い防除効果が得られてい

る（花田･栃原,1986;善林ら,1986)。交換するRNA－

3についても各系統・分離株により異なる可能性があ

り，いろいろな組永合わせを作ることにより，いっそう

良い弱毒ウイルスの作出できる可能性があると思う。

CMV-SRはトマトの初期生育を若干抑えることなど

から，病徴を軽くするサテライトRNAを取り入れる

ことにより，生育障害や病徴を軽くできるのではないか

と考え,GMV-SRにサテライトRNAを入れてみた

が，ウイルスそのものの増殖が極端に悪くなり，干渉作

用が十分でなかったので，この方法は中断した。

おわりに

CMV-SRは高濃度の粗汁液や純化ウイルス液を接種

してもトマトに病徴（接種直後の生育抑制を除いて）を

現さず,CMVモザイク病の防除効果もかなり高いこと

から，弱毒ウイルスとして有望と考えられる。しかし，

強毒CMVに対する感染防止効果が完全でないことか

ら，実用化に際してはさらに干渉力の高い弱毒株である

ことが望ましい。CMV-SRはガラス室では高↓､干渉効

果を示したのにほ場では効果が十分とは言えな↓､。これ

はCMVの特性でもあるが，感染植物体内での濃度に

大幅な波があり，感染初期から後期までの間の濃度の変

動が大きいためと思われる。生育全期にわたって病徴を

現さず，しかも高い干渉力を維持させる実用性の高い弱

毒株をCMVで得るには困難が多いと考えられる。

CMV-SRについては前項で述べたような点の改良が

望まれるとともに，よりいっそう有効な弱毒ウイルスの

発見・作出が望まれる。そして,CMVによる被害を防

ぎ，この点では安心してトマト栽培できるようにしたい

ものである。
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はじめに

病害抵抗性品種育成のために，これまでいくつかの方

法がとられてきた。そのうち，もっとも一般的な方法

は，野性種あるいは他品種が持っている抵抗性遺伝子を

交配と選抜によって目的とする作物に導入させる方法で

あり，多くの成果をあげてきた。この場合，導入すべき

有益な遺伝子を探し出すことが先決となる。最近では，

この“有益な”遺伝子源の探索ということを含め植物の

収集・保存が重要視されてきた。一方，バイオテクノロ

ジーを用いた新しい遺伝子源の拡大が考えられており，

作物育種にかかわるバイオテクノロジーには，次のよう

な四つの技術がある。①育種障害の克服を||的とした雁

培養技術，②体細胞培養によって生じた変異を利用する

細胞育種，③交配不能な組み､合わせでの交雑を'二I的とし

た細胞融合技術，そして④遺伝子組換え技術である。

これらはいずれも基本的には育種のための遺伝子源拡大

が目的とされた技術であるので，新しい作物の作出まで

を考えた場合には，ち密な育種プログラムを経る必要が

ある。すなわち，本稿の課題である細胞培養による病害

抵抗性育種においても，新しい遺伝子源としての病害抵

抗性植物を作ることはそれほど多くの時間と困難を伴わ

ない。しかし,"病害抵抗性作物”を作ろうとする場合に

は，作物として種々の条件が備わったうえで新しい病普

抵抗性を持たせなければならない点，きっちりとした育

種プログラム・システムに乗せる必要がある。また，そ

れには長時間を必要とすることも考えておかなければな

らない。

I体細胞培養によって生じる変異

細胞育種の基本は，単細胞からの個体再生が可能であ

ることと同時に，その過程で変異が出現することが条件

となる。植物の組織を形成している各細胞の間で遺伝的

(遺伝子の発現レベル）変異があり，その結果,1個の

細胞から再生した個体はそのような形質を維持したまま

で固定化され，その個体は特殊な形質を持つようになる

と考えられている。宿主一病原体の相互関係を細胞しべ

ProductionofDiseaseResistantPlantUsingProto-

plastCulture.ByIwaoFurusawa

ルで詳しく研究している植物病理学者にとって，しばし

ば経験することであるが，病原菌に対する宿主の個々

の細胞反応は必ずしも均一ではないことが観察される

(DoukeandFuruichi,1982)。すなわち，個々 の細胞

に変異があることがわかる。しかし，細胞育種で利用す

る変異の大部分は細胞培養の間に生じると考えたほうが

よい。タバコにおいてsulpharlocusをマーカーに遺

伝的変異を分析した結果によると，細胞培養の間に少な

くとも75％が変異していたことが報告されている。こ

のような変異は，率の違いこそあれトウモロコシ，エン

バク，ナタネ，イネなどでも観察されている。そして細

胞培養中に起こるこのような変異は，異数体の出現，染

色体の倍化，遺伝子のコピー数の増加,mRNAレベル

での増f冊が原因であると考えられている。第1表は，タ

バコプロトプラスト由来のカルス中のスーパーオキシド

ジスムターゼ活性を示す。この結果は本来細胞が持って

いる変異プラス細胞培養中に生じた変異と考えられる

が，カルスによって酵素活性の間に50倍以上の差が見

られる(Furusawaetal.,1984)。第2表は，種々 の植

物の体細胞培養において生じた変異についてまとめたも

のである。その変異は形態的，生理的および生化学的に

見られ，遺伝的にその形質が後代に伝わることが明らか

にされている。それらの形質の中に病害抵抗性も含まれ

る。すなわち，細胞培養の間に種々の変異が起こるの

で，適当なストレス剤を用いて選抜を行えば，目的とす

る性質を持った植物を作ることができる。

n病害抵抗性植物の作出と細胞培養

BrettellandIngram(1979)は，病害抵抗性育種に

おいて細胞培養が利用価値のある方法であることを述

べ，培誰細胞を選抜することによって突然変異株を見つ

けることができるとした。その際，突然変異誘発剤を使

用しなくとも再生個体には安定な遺伝的突然変異株が得

られることがわかった。病害抵抗性を持った細胞を培養

細胞から選抜するためには，抵抗性や雁病性がi〃ひ"γ0

で発現される必要がある。例えばHelgesonら(1976)

は，タバコ疫病に抵抗性のカルスを得るためP妙”ん疏一

0γα'αγasiticavar.〃加師α"“の遊走子をタバコカルスに

接種し，カルスのスクリーニングを行った。この場合に
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粥3表宿主特異的毒素が発見されている病原菌タバコプロトプ ラストih来カルスにおける

ドジスムターゼ(SOD)
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(Furusawa,1984より）

(Sgheffer,1983より）
第2表体細胞培養による変異

植物’ かしないかで，その病原菌が作物を侵せるかどうかが決

まっているからである。逆に，宿主特異的毒素に細胞が

反応するかしないかで，雁病性になるか抵抗性になるか

が決まるからである。第3表に示したように，これまで

病原性決定因子として考えられている宿主特異的毒素は

II種発見されている。これら毒素に対して抵抗性の植

物を作ることができれば，これら病害に対する抵抗性植

物の作|+1も可能である。実際，宿主特異的毒素を産生す

るHelmintliospo7"〃魂ctoriae,H.加妙dis,H.sacchari.

“”"αｱiαα"ernalapathotvpetobaccoなどに対し抵抗

性値物が作られている。しかし，ストレス剤として，宿

主特異的毒素以外の病斑拡大などに関与するような毒素

を用いても可能であり，』"‘γ"αγiasolα"!,Phytojﾉﾙtﾙoγα

i味s【α"s,Phomα〃"g"αm,Screosporasα"ﾙαγiなどはす

でに抵抗性植物の作出に成功している。

変異した形質
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(SgowcroftetaI., 1983より改変）
m細胞培養によって得られた病害抵抗性株

第4表は，これまで細胞培養法によって得られた病害

抵抗性仙物についてまとめたものである。数種の植物に

ついてその実験結果を簡単に説明する。

1サトウキビ

HawaiianSugarPlanter'sAssociationの研究所にお

いて，サトウキビの体細胞を培養することによって，形

態的，細胞遺伝的，あるいは酵素のアイソザイムに変異

が起こることが最初に報告された。その後，いくつかの

研究室で体細胞培養で生じた変異の中から細胞選抜する

ことによって,downymildew,eyespotdisease,Fiji

diseaseに抵抗性を持った株が作物としての性格を失う

ことなく得られたことが報告され，その形質が後代に伝

わることも明らかにされた。その後，オーストラリアで

も同じような研究が行われ,eyespotdisease抵抗性株

を得ている。その株は本菌毒素に対しても抵抗性であ

は菌を直接カルスに接種して選抜するのであるから，接

種された菌を死に至らしめるような強度抵抗性の場合は

選抜方法として利用できるかもしれないが，選抜後，病

原体を除去することなく個体再生を行うことは難しいの

で問題である。そのため病原性を決める因子が病原菌の

毒素である場合，あるいは病原性決定に毒素が深くかか

わっている場合には，細胞培養に用いる培地に純化した

毒素および病原菌の培養炉液を入れ，赤素抵抗性のカル

スを選抜することができる。そして，これらカルスから

個体を再生させることによって，病害抵抗性植物を作る

ことができる。この場合には，一つの宿主に対して数種

病原菌の組み合わせを|司時に選抜することも理論的には

可能である。この際，用いる毒素としては，病原性決定

因子と考えられている宿主特異的毒素を用いることが望

ましい。なぜなら，病原菌が宿主特異的毒素を産生する
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第4表細胞選抜によってこれまで得られた病害抵

抗性植物

病原菌
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り，その性質が後代に伝わることが報告されている。し

かし，そのような株の中には元の感受性に戻るものもあ

るようである。

2ジャガイモ

栽培品種である"RussetBurbank"の葉のプロトプラ

ストから，約1,000個のプロトクローンを作った結果，

第2表に示すようにいろいろな形質を持った株が縛られ

ている。そのうち,1%のものがAlter"αriasolα"iの赤

素および夏疫病に対して抵抗性であったとしている。ま

た，2.5％が疫病に対して抵抗性であり，これらの形質

は塊茎を通して後代に伝わり，いくつかの形質に対して

は何代にもわたってその性質が伝わることが報告されて

いる。このような病害抵抗性出現が突然変異誘発剤の使

用なしでも起こることは大変興味深い。また,Phytoph-

jh0γαi′批sjα"s,Fnsaγ醜"ioxyspor剛加の培菱炉液を用いて

選抜した毒素抵抗性カルスからの再生個体は，その親株

よりも明らかに本病に対して抵抗性になったという報告

もある。

3イネ

イネの場合も，体細胞培養によっていろいろな変異が

生じることは他の作物とおなじであった（第2表)。最

近，雄j汎j"ihosporh"〃oぴz“の粗毒素画分を川いて毒素

抵抗性カルスを選抜し，その再生個体の中から本菌に抵

抗性の株が分離されている。

4トウモロコシ

Hを〃"”ﾙo地ori拠れ〃taydisTレースに感受性のトウモ

ロコシを，本菌の毒素含有培地中で継代培養することに

よって抵抗性株を得ている。再生個体は毒素および本菌

に対しても強い抵抗性を示したが，重要な形質の一つで

25

ある雄性不稔の性質を失っていたため，品種として利用

されていない。

5ナタネ

P加7"α〃"gα"Iの培養炉液を用いて感受性株からのカ

ルスを選抜し，抵抗性品種を得ている。4個の毒素抵抗

性カルスから63個体の再生植物が得られたが，そのう

ち12個体が耐性で,2個体が抵抗性であったとしてい

る。

6タバコ

タバコは古くから細胞培養や個体再生の材料として使

われてきた。I!!/;.;年にはCarlsonのタバコ細胞を用

いたストレス剤による細胞選抜法の先駆的な仕事があ

る。その後,TMV,タバコ野火病，タバコ赤星病に対

する抵抗性株の粗毒素を使った選抜が行われた。次に，

筆者の研究室で行った実験結果(Thanutongetal.,

1983)を少し詳しく紹介する。

IVタバコ赤星病抵抗'性株の作出

すでに述べたように，細胞培養による病害抵抗性株の

作出は，基本的には生じる変異を利用することであるか

ら，できるだけ多くの変異が生じる過程を経ることが重

要である。そのためには，まず個々の細胞が持っている

変異を利川することが望ましい。岐近では，プロトフ.ラ

スト（単細胞）からの個体再生系が多くの植物で可能に

なったので，変異率を上げるためにはプロトプラストか

らの再生系を用いるほうがよい。しかし，組織から誘導

したカルスでも細胞培養の過程を経るため変異の誘発は

起こるので，このようなカルスを選抜の材料に用いても

よい。われわれは，タバコ（Ⅳ""α"αtabaeumcv・Sa‐

msun)葉からプロトプラストを調製し，長田・建部の

培地でカルス誘導を行った。用いる細胞によって生育速

度が異なるが，タバコフ．ロトプラストでは約4週間後に

は，直径0.5mm程度の大きさのカルスに成長する。

その際，使用したタバコの葉の状態が良いことはもちろ

んのこと，培養時のプロトプラストの濃度が再生効率に

大きく影響する。これらの条件は細胞の種類にかかわら

ず注意すべき点である。また，プロトプラストの培養時

には培地をできるだけ薄く(1～1.5mmの厚さ）広げ

るほうが，ｶﾙｽを効率よく得ることができるようであ

る。これらカルスを寒天とともにl～2cm2の大きさ

に切り取り，カルス生育用培地(LinsmaierandSkoog

の培地を基本にしたもの）上に置き，さらに2～3週間

培養した。カルスは直径2mm程度の球形になり，そ

れぞれが独立に形成される。それゆえ,1個のプロトプ

ラスト由来カルスとして取り扱うことができ便利であ
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次に，これらのカルスをⅡ的とする病原菌赤素含有培

地に移植する。用いる毒素は必ずしも純化する必要がな

く，粗毒素および培養炉液を用いても抵抗性:)胞の選抜

は可能である。タバコ赤星病は宿主特異的毒素を産生す

る病原菌であるが(児王ら,1984),同時に非特異的識素

であるtenuazonicacidも産生する。われわれは，こ

のtenuazonicacidを除いた粗毒素画分を用いてカルス

を選抜した。選抜に用いる獅素の淡度は，選抜効率を上

げるため十分考慮する必要がある。すなわち，淡度がh'i

すぎると目的とする細胞を死滅させることになり，逆に

低すぎると抵抗性でない細胞までも選ぶことになる。わ

れわれは，数％のカルスが生き残る濃度の粗毒素を用い

た。その結果，最初の選抜によって約700個のカルスか

ら36個のカルスを得た。これらカルスから695の再生個

体が得られたが，そのうち，抵抗性を示したものはなか

った。しかし，約10%のものが中度抵抗性を示した。，

株は親株よりさらに羅病性であった。本病の抵抗性検定

は切葉(2×2cm)を用いて行った。切葉に均一に胞子懸

濁液(106胞子/ml)を噴霧接種し,28C,10,0001x下

の湿室に48時間置いた。椛病度は接種葉片(1cm^)に

現れたえ死斑の数で表し，顕微鏡下で測定した。え死斑

が50個以上現れたものを椛病性とし,11～50個/cm*

を中度抵抗性，0～10個/cnv*を抵抗性とした。Il"lの

選抜で生き残ったカルスをさらにもう一度，毒素含有培

地に移植した。その結果，5個のカルスが生き残った。

4個は再生能力があり，24の再生個体が得られた。そ

のうち，約22％に当たる5個体が抵抗性を示し，約

30％が中度抵抗性であった。

この結果は，カルスにおける毒素選抜を繰り返すこと

によって，抵抗性植物の出現頻度を高めることができる

ことを示している。また，このような選抜は検定個体数

を減少させ，労力と時間の節約に有効である。しかし，

その際常に，個体再生能力を検定しながら選抜を繰り返

すことが重要である。事実，21画|選抜を繰り返して得

られたカルスのうち，一つは再生能力を失っていた。

また，他の4個のカルスの再生能力も1回の選抜では

19.3個体/カルスであったのが,2回目では4.6個体/カ

ルスに低下した。前述したように，毒素抵抗性カルスか

ら再生された個体がすべて抵抗性を示すわけではない。

なお，非毒素選抜カルスから700個の個体を再生させ，

種為の形質について調べた結果，約70％に形態的，生

理的変異が見られたが，本病に抵抗性のものは見つから

なかった。毒素抵抗性カルスNo.48から再生した個体

は，毒素および本菌に対して強い抵抗性を示した。この

$

鞍
犀
睡

輔l似｜細''@選抜によるパラコート抵抗性タバブ

右：親株，左：選抜されたパラコート抵抗性

ﾀﾊﾞｺ

個体の体細胞の染色体数は2n=48で親株のそれと同じ

であり，自家受粉により多数の種子(R,植物）を採取

することができたので，本株を後代の検定に用いること

にした。

新しい抵抗性遺伝子を持った作物に改良するために

は，その遺伝的性質を知っておく必要がある。そのため

には後代の評価とその後の選抜を繰り返し，新しい親株

として価値あるものかどうかを決定しなければならな

い。R.,Ra,R4はR,，R2，R3個体群の中から本病に

強い抵抗性を示す個体を数個選び，自家受粉によって得

たものである。Ri世代においては9.3%がタバコ赤星

病に抵抗性を示し,R*,R,ではそれぞれ38.9%,56.7

％であった。R,世代の6個体を選び，それらのR,世

代の抵抗性は62％，中度抵抗性は25％，羅病性は13%

であった。しかし，そのうちのl個体はすべて抵抗性で

あった。このように自家受粉と選抜を繰り返し行うこと

により，明らかに抵抗性個体出現頻度が増加していくこ

とがわかる。しかL,実験室内での抵抗性検定に用いる

植物はガラス室内で育てられたものであり，また，検定

を行う条件が野外とかなり異なることから，得られた実

!険結果が必ずしも野外での反応を示すものではない。そ

れゆえ，抵抗性株としての固定にはさらに自然発病下で

の選抜が必要であることはいうまでもない。現在，われ

われはこれら抵抗性株を用いてほ場検定を行っている。

お わ り に

細胞培養の技術の発達に伴って，個々の細胞が持つ性

質および培養時に生じる変異を利用して，目的とする特

性を持った植物を作ることが可能となった。その際，用

いるストレス剤によって，病害抵抗性，除草剤耐性，耐

薬性などの植物を得ることができる。第1図は，非選択

－26－
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性除草剤であるパラコートをストレス剤にして，タバコ

細胞を選抜して得られたパラコート抵抗性タバコを示

す。このような性質を持った植物は自然界では手には入

らないし，目的とする作物に導入できるような，すなわ

ち，交配可能な植物が見つかることはほとんど期待でき

ない。このような点から考えると，細胞培養技術はいろ

いろなストレス剤に対して抵抗性の植物を比岐的容易に

作ることができる点，利用flm値のあるものと思われる。

病害防除において農薬の果たす役割は大変大きいが,III

菌病，ウイルス病，土壌病については種々問題があり，

細胞培養による抵抗性作物の作出は，これらの問題解決

に可能性を提供してくれるかもしれない。

（
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真菌類のプロトプラスト研究の現状
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i:プロトプラストの分離と再生は じめに

Cockingがトマト根端組織のプロトプラスト分離に

成功したのは,1960年のことである。以来，高等植物の

プロトプラスト研究は飛躍的進歩を遂げるに至ったが，

プロトプラスト研究の歴史は，実は，微生物分野のほう

が古い。つまり，細菌(1953年).酵母(1957年）および

アカパソカビ(1958年.59年)から酵素的方法によりプロ

トプラストを分離しえたことが，プロトプラスト研究の

端緒となったのである。各稚細胞壁分解酵素のIni発とｲI

まって，プロトプラストの研究は新時代を迎えたのであ

るが，真菌類の分野では発酵|眺|係の繭を中心に多くの研

究成果が得られ，すでに総説も著されている（有馬・間

野，1979；久能1983;Pebekdy,1979;Peberdyand

Ferenczy,1985)。しかし，話題を植物病原菌に絞って

み､ると，情報はごく限られた範囲にとどまっている。こ

れは-一つには，プロトプラストが作物や微生物の育種

改良の手段として利用される場合が多く，病原菌がその

対象になりえなかったことに起因していると思われる

が，プロトプラスI､の利用場而は広く，思わぬ方向への

展開も期待されるので，ここでは仙物病原菌を中心に，

これまでの成果を整理し，今後の参考に供することとし

たい。

Iプロトプラストの特j性

プロトプラストは，細胞||奥（原形質膜）に包まれた原

形質の塊（原形質体）で，細胞質，核および細胞内小器

官から成っている。つまり，植物細胞に固有の細胞壁を

持っていない。細胞壁は細胞を保謹したり，物質交換の

調節を行うなど，いくつかの大切な機能を果たしてはい

るが，これがない状態でも，プロトプラストを生かし続

け，さらには完全な固体にまで再生させることが可能で

ある。このようにプロトプラストは，遺伝的に均一な単

細胞実験系としてプロ1､プラストならではの利点をいく

つか持っている。ことにプロトプラスト相互の融合とか

巨大分子の取り込みが可能なことなどは，従来の実験系

では考えられなかった特性である。

1酵素

一般に真菌独の細胞壁は，多糖類，タンパク質および

脂質などからできているといわれてI､るが，詳細に見る

と，例えば酵母ではマンナンとグルカンが，子のう菌，

担子菌および不完全菌類ではキチンとグルカンが主描成

要素になっているなど，その組成は菌の種類により少し

ずつ異なっている(Bartnicki-Garcia,1968)。したが

って，細胞壁分解酵素の選択にあたっては，このことに

注意を払う必要がある。しかし，対象となる菌の細胞壁

の組成を正確に把握することは必ずしも容易ではなく，

また，市販の酵素には表示されたもの以外にいろいろな

ものが含まれていることがあるので，実際には，試行錯

誤を繰り返しながら適当な酵素を見つけだす場合が多

い。主な市販酵素は第1表に示すとおりである。これを

酵素産生生物の種頗により大別すると，動物（カタツム

リ）起源のものがβ-グルクロニダーゼ，細菌由来のも

のがザイモリアーゼとキチナーゼで，他の10種はすべ

て真菌由来のもの，ということになる。このほか市販

されてはいないが,Baci"usやCytophagαなどの細菌

を培謎して得た酵素を使う場合もある(Baconetal.,

1965;TanakaandPhaff,1965)。

次に，いくつかの具体例を紹介しよう。Bo1ssoNNET-

MenesとLEOcoq(1976)はヘリカーゼを用いて，ま

た，細川.高坂(1976)はセルラーゼ．オノズカ20mg/

in/.ドリセラーゼ10mg/ml,マセロチームR105mg/

mlでいもち病菌砂riculαγja0ぴz“のプロトプラスト

分離に成功したが，これはおそらく植物病原真菌とし

ては岐初の報告と思われる。その後，ザイモリアーゼ

単独あるいはセルラーゼ・オノズカ，マセロチーム，

ドリセラーゼあるいはβ一グルクロニダーゼとの混用(浅

井ら,1986;Ishizakietal.,1983;多賀ら,1982;八

亜樫ら,1983)や，Bacilhｲscirculα"s産生酵素(Tanaka

etal.,1981)でいもち病菌プロトプラストを分離した例

も報告されている。一方HashibaとYamada(1982)

は，セルラーゼ．オノズカ20mg/ml.マセロチームR

105mg/m;,ドリセラーゼ10mg/ml,B-グルクロニダ

ーゼ0.06mg/mlを用いて紋枯病菌Rhizoctoniaso〃"i

のプロトプラスト分離に成功している。このほか植物病

CurrentStatusol、ProtoplastReseai℃hinFungi
BvHil,oshiYAEGAsHI
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第1表 主な市販酵素

名’ 分’ ’商
口
叩 主 成 生産菌など 製造元・発売元

マセロチームRlO Rhizopussp. ヤクルト生化学(株）ポリガラクチュロナーゼ，

トランスエリミナーゼ，
ヘミセルラーゼ

ペクチンリアーゼ，
ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ ー ゼ

ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ ー ゼ

セルラーゼ，ペクチナーゼ，
ヘミセルラーゼ

セルラーゼ，

ポリガラクチュロナーゼ，
ヘミセルラーゼ

セルラーゼ

セルラーゼ

ヘミセルラーゼ

セルラーゼほか

β-1,3-グルカナーゼ，
プロテアーゼ，マンナーゼ
β-1,3-グルカナーゼ，
α－1,3－グルカナーゼ，
キチナーゼ

JJ-1,3-グルカナーゼ
キチナーゼ

キチナーゼ

ペクトリアーゼY23

ペクチナ ーゼ

セルラー ゼ ． オ ノ ズ カ R S

ドリセラーゼ

4”‘酒"伽japonics

Aspergillusniger
Tricho昨γ、αzﾉ〃j此

Irpexlactβ"＄

キッコーマン醤油(株）

SigmaChemicalCo.
ヤクルト生化学(株）

協和醗酵工業(株）

明治製菓(株）
SigmaChemicalCo.
SigmaChemicalCo.
SigmaChemicalCo.
生化学工業(株）

NovoIndastriA/S

Trichodermαル0"航gi
4ゆぢ増"加施iger
4功e塔j"usniger
He"死加加α"a
4γ#ﾙγ0bαcterluteus

Tγ肋0火γmasp．

メ イセラーゼ

セルラーゼtype1
一、ミセルラーゼ

β-グルクロニダーゼ
ザイモリアーゼ

ノポザイム234

和光純薬工業(株）
SigmaChemicalCo.
SigmaChemicalCo.

Rhizoctoniasolα"j

此γγα〃αmαγ“s“"3

8""#"り'ceJgγ舵"s

キタラーゼ

キチナーゼ

キチナーゼ

2浸透圧調整剤とpH

分離プロトプラストは細胞壁を持たないので，その

ままの状態では膨圧のため破裂してしまう。それを防ぐ

ためには，外部の浸透圧を高く保つ必要がある。真菌

類プロトプラストの浸透圧調整剤としては，これまでに

KC1,K2SO4,CaClg,MgS04,MgCl,,(NĤ SÔ

NH4CI,NaCl,マニトール，ソルビトール，グルコー

ス，ラムノースおよびガラクトースなどが報告されてい

る(PeberdyandFerenczy,1985)が，植物病原菌には

これまで第2表に示す調整剤が使われている。各自，供

試菌に適した調整剤の種類および濃度を選定することが

望まれる。また，リン酸緩衝液は浸透圧調整剤や酵素の

活性に悪影響を及ぼす場合があるので，低濃度で使用す

るのがよ↓､とされている。酵素液のpHも酵素活性に影

響を与え，プロトプラスト収量を左右するので，あらか

原菌を対象としたものとしては，β-グルクロニダーゼ単

独あるいはセルラーゼかキチナーゼとの混用で，灰色か

び病菌Botrytiscinerea(HisadaandKawase,1977),

麦角病菌α”叩s’z"抑rea(Kelleretal.,1980),frf

か苗病菌Gibbe""αfujikuroi(Harris,1982)および

ごま葉枯病菌Cocん"obo伽ルe"γ""叩加s(Leachand

Yoder,1982)のプロトプラストを分離した例が報告

されている。また，最近では，萎ちよう病菌Fusαγi"m

oxysporumや立枯病菌F.tricinctumにノポザイム234

(Lynchetal.,1985)を，雪腐黒色小粒菌核病菌乃一

'肋Iα肋批”蜘蜘にセルラーゼ．オノズカとトリコ

デルーマ酵素（松本・但見,1986)を，半身萎ちよう病菌

Veγ"c"胸malbo-atrumにはS"ゆ′"りwessp・が培養中に

産生した酵素(Morehartetal.,1985)を用いて，プ

ロトプラストを分離した例が報告されている。

第2表酵素液の浸透圧調整剤とPH

’病原 菌 ’ ’浸透圧調整剤 pH 献文

砂γiculariaoryzae
〃

Rhizoctoniasolα"j

G伽eγ‘"α／城k"γ“
Claviceps伽やz"ea
Cocん"obolusheterostγ叩加J
T沖加jaMikarje"JjJ
Fusαγj"m0躯γ』抑γ"m
Fusariumtricinctum

降γ〃c〃〃"、α』ん一α”邸加

Botぴ飾威"eγea

レ
レ
レ
レ
レ
レ
レ
レ
レ
レ
レ

ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ
ノ

モ
モ
モ
モ
モ
モ
モ
モ
モ
モ
モ

６
６
６
８
８
８
６
２
４
７
６

●
●
●
●
●
●
■
●
●
■
●

０
０
０
０
０
０
０
１
１
０
０

12),28)
1),13),27)
8）
7）
14)
19

21

20）
20）
22）
11)

5．2

5．0，7．0
5．2

6．1

4．7

-マニトール

KC1

－マニトール

マ ニ ト ー ル

サッカロース

マニトール＋0．7モルKC1

マ ニ ト ー ル

KC1

MgS04
MgSO.
KC1

’
６
８
８
０
８

５
５
５
７
５
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・マニトールニ層分離法を用いてさらに精製している。

このほか特異な例として，酵素を用いないプロトプ

ラスト分離法がある。すなわち,Selitrennikoffら

(1981)は培地にソルポースとポリオキシンBを添加す

る方法でⅣ‘"γO叩0γαCγα"αから,Berlinerら(1970)

は2．0モルのMgSO,とともに37Cでインキュベー

トする方法によりHist叩肱smaCapsulatumから，また，

Berliner(1971)は高濃度のMgSO,と2-deoxy-D-

glucoseを添加したSabourand培地でインキュベート

する方法でSchizosacchαγomycesoctosporusから，それぞ

れプロトプラストを分離している。

5再生

分離プロトプラストに適当な栄養源を与えると，細胞

壁を再生し，あるものは菌糸体にまで復帰する。再生培

地は液体でも固体でもよいが，いずれの場合も浸透圧調

整剤を添加しておく必要がある。いもち病菌プロトプラ

ストの再生には，ジャガイモ煎汁や粉末酵母エキスの添

加が有効で，特にサッカロースで高張した場合の再生率

(20～30％）がもっとも高い（崖ら,1984)。紋枯病菌

の場合はマニトールで高張した素寒天でも再生するが

(HashibaandYamada,1982),サッカロースで高張し

たジャガイモ煎汁培地のほうがよりよい結果を示す（崖

ら,1984)。また，菌糸への再生過程には，不規則な形

をした数珠状細胞を形成した後その先端に発芽管様の菌

糸を出す場合と，直接菌糸を出す場合とがあり，その

後菌糸は分岐してコロニーを形成することが観察されて

いる(HashibaandYamada,1982;Tanakaetal.,

1981)。

ⅢIプロトプラストの融合と選抜

プロトプラストの表面は，全体が負に荷電しており，

じめ酵素液の至適pHを把握しておく必要がある。

3供試菌体の調製

一般に真菌類のプロトプラスト分離は，胞子より菌糸

のほうが容易で，供試菌体に菌糸を用いる場合が多い。

しかし，菌糸からのプロトプラストは,1細胞がいくつ

かに細分化されて分離されることが多いので，それらの

遺伝的均一性に懸念が残る。事実，細胞内小器官の分布

が一様でないことによる細胞内変異が,Phyt叩"h0rαcin-

"α"lomii(1966)̂Aspe酒"加刀id"α"s(1972)などで報

告されている。その点胞子からのプロトプラストには，

上記の心配が少ないばかりか，生育ステージを同調でき

るという利点がある。ただし，胞子はメラニンの沈着や

壁組成の変化のため，分解酵素に耐性の場合が多く，メ

ルカプトエタノール，ジチオスレイトール，チオグリコ

レートなどによる前処理を必要とする場合がある。一般

的に，指数増殖期の若い菌体のほうが静止期のそれより

プロトプラスト収量が高いといわれている。卵｡γ0"肋一

""2therm叩ﾙ"‘の場合のように,io時間培養菌糸では

ほとんどプロトプラスト化されるのに対し,12～16時

間培養の菌糸では収量が激減するという極端な例さえあ

る(PeberdyandFerenczy,1985)。遺伝的に均一な

プロトプラストを大量に得るため，生育ステージを同調

させた若い菌体を用いるようくふうする必要がある。

4分離操作

上記の方法で準備した菌体を酵素液に入れ，所定温度

下で所定時間緩やかに振とうする。植物病原菌につい

て，酵素処理温度と時間をまとめたのが第3表である。

菌体を酵素処理した後，未分解残澄をガーゼやスチール

製網などで除去し，プロトプラスト懸濁液を得る。これ

をマニトールなどの高張液で数回遠心洗浄し，酵素液を

取り除く。HashibaとYamada(1982)はこれをショ糖

第3表酵素処理の温度と時間

素酵 処 理

献文病 原菌 菌 体

温度(C)#fS(hr)

18),27)a),28)
1

8）
7）
7）

14

19

21

20）
20）
22）
11

砂γiculαγja0ぴzae
〃

Rhizoctoniasolα"j

Gibbere"α血/''伽roi
〃

Clavicepspurpurea
Cocん"obol"ル"eγ0"γ叩ﾙs
Typhulais〃kαγ加蛇s
Fusaγ勉加0秒ゆ0γmm
Fusariumtricinctum

腕γ"c〃〃"mα〃0－α”"m

Botrytiscinerea

ｎ
Ｕ

⑤
○

句
Ｊ
ｏ
ニ
ワ
ノ
ワ
Ｊ
虞
Ｕ
ａ
Ｊ
貝
Ｊ
ｎ
Ｕ
ｎ
Ｕ
⑨
ｏ
ｎ
Ｕ

，
⑨
○
輿
Ｊ
○
塁
⑨
畠
③
皇
Ｑ
Ｊ
①
皇
⑨
○
⑥
○
○
《
⑥
○

Ｒ
ｕ

⑥
畠

３
６
０２

，
４
３
旧
６
岨
－
５
５
５
ヘ
ー

５

６
１
１

菌
胞
菌
菌
胞
菌
菌
菌
菌
菌
菌
菌

ａ

ａ

糸
子
糸
糸
子
糸
糸
糸
糸
糸
糸
糸

a）胞子を培養して得た菌糸．
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ロトプラスト融合を行っている。すなわち,0.01モル

CaClo.2H20を含む0.01モルトリス緩衝液で懸濁し

た約107個/mlのプロトプラストを40^PEG4,000で

処理した後，再生用高張培地で培養し，生じたコロニー

を分離する方法をとっている。融合株の菌核形成や病原

性の検定を行っているが，詳細については原著を参照さ

れたい。このほか植物病原菌としては，雪腐黒色小粒菌

核病菌プロトプラストのPEGによる融合の概要が報告

(松本．但見,1986)されている。

Ⅳプロトプラストの利用

プロトプラストの利用範囲の広さは，ひとえにその特

性のユニークさにある。植物のプロトプラストは細胞壁

を持たない単細胞系で，かつ完全な個体への復帰が可能

なことから，特異な利用価値を持っている。体細胞のプ

ロトプラストを融合して得た細胞質雑種は，核ケノムの

混合ばかりか細胞質因子の混合も可能なわけで，有性的

交雑ではなしえなかった有用遺伝子の組み合わせを可能

にするものである。また，プロトプラストは核酸分子や

いろいろな粒子を取り込むことができるので，外来遺伝

子を導入して個体の形質転換を図ることなども可能であ

る。しかし，真菌類，特に植物病原菌の分野では，これ

らはまだ可能性の問題でしかない。当分は基礎データの

積み重ねに努力しなければならない。

次に，少数例ではあるが，植物病理分野におけるプロ

トプラスト利用の実例を紹介することにする。一つは，

薬剤作用機構の解明に利用した例である。すなわち，

HlSADAとKawase(1977)は，灰色かび病菌に対する

プロシミドンの作用を菌糸プロトプラストを用いて検討

し，本剤の作用が細胞壁合成阻害によるものではないこ

とを突き止めている。また,Ishizakiら(1983)はいも

ち病菌プロトプラストにイソプロチオランを作用させ，

20ppm以上で再生菌糸の伸長を阻害すること,50ppm

で細胞壁成分の合成に影響を及ぼすことなどを明らかに

した。一方,HashibaとYamada(1984),Hashibaら

(1984)は，紋枯病菌のプロトプラストを突然変異体の

作出および菌体内プラスミドの抽出に利用し，意図する

成果をあげている。特異な利用場面としては，プロトプ

デストを接種源として利用した例があげられるoMor-

そのままの状態で相互に融合することはほとんどない。

真菌類では最初遠心操作という物理的方法でプロトプラ

スト融合が試みられたが，融合頻度がきわめて低いこと

から,Kaoら(1974)が開発したポリエチレングリコ

ール(PEG)法が導入されることとなった。Ca什（また

はMg什）を含むPEG溶液中でプロトプラストが凝集

する性質を利用したもので，処理後PEG濃度を下げ，

プロトプラストを洗浄すると融合するといわれている。

PEGは平均分子量1,000～7,500のものを20～40%

濃度で用いる場合が多く,Ca+トイオンとしてはだいたい

10～100ミリモル濃度のCaClzが使われている。

次に大切なことは，このようにして得たプロトプラス

ト融合体を，どのようにして選びだすかという問題であ

る。一般的に真菌類では，栄養要求性の突然変異体を作

出し，それをマーカーにして融合体を選びだしている場

合が多い。すなわち，栄養要求性が互いに補足されたも

のだけが増殖できるような再生用選択培地を用い，そこ

に生じたコロニーを拾い上げるという方法である。しか

し，真菌類の生活体は単相の場合が多く，融合プロトプ

ラストが菌糸に再生したときには再び半数体となるの

で，ヘテロカリオンか組換え体の状態にならないかぎ

り，選択培地にコロニー形成することはなく，その頻度

はかなり低い場合が多い。このほか，融合させようとす

るプロトプラストを生体染色色素でマークする方法など

がある。いずれにしても，プロトプラストにおいては細

胞内変異や処理中の突然変異の懸念があるので，対照区

との比較に注意しながら融合体の特性を検定する必要が

ある。また，できるだけ複数のマーカーでラベルするこ

とが望ましい．

植物病原菌を対象としたもので，プロトプラスト融合

にまで仕事を進めているものはきわめて少ない。BOIS‐

sonnet-MenesとLeocoo(1976)はいもち病菌を用い

て，プロトプラスト融合によるウイルスの伝染に成功

:し，高坂ら(1977,1978)はレースの異なるいもち病菌

の交雑を試ゑている。高坂らのI手法は次のとおりであ
．、．戒

る。約w個/ml濃度に調整雑たプロトプラスト液に

0.08モルPEG6,伽を、易間ごとに2回添加し，
ノ‘‘乳、‐．〈

さらに10分後と60分後にα.7モルショ糖を加えて

PEGを希釈すると,2~5時間後に融合が起こり,融合
率20～30％に達したという｡ただし，融合の確認方法垣HARTら(1985)は，ナスやトマトの半身萎ちよう病菌

などの記載がないので）;詳細については不明である。のプロトプラストを作成し，それをナス，トマトおよび

このようにして得た融合株を薬剤耐性をマーカーといユリノキ苗の根と茎に接種したところ,ナスとﾄﾏﾄだ
て選抜し,･病原性検定したところ，親株と異なる反応けが擢病し，擢病部位からは病原菌が再分離された。接

を示すものが得られたとしている。一方,Hashibaと種プロトプラストが直接道管病を引き起こしたのか，そ

Yamada(1984)は紋枯病菌の栄養要求性株を用いてプれとも菌糸に再生した後に感染したのか現時点では不明
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であるが，この事例はプロトプラストが宿主内の蒸散流

中で生存できることを示しており，宿主内伝搬に果たす

プロトプラストの役割に興味深いものがある。

おわりに

本稿では，主に植物病原菌に関する報告を抄録するよ

う心がけた。そのため,Aspergi""sやSαccharomjﾉc“な

どを対象とした細胞生理学的，生化学的ならびに遺伝学

的研究のほとんどを割愛する結果となった。これらの報

告の中には，植物病理学の分野とは比岐にならないほど

進んだ内容のものが少なくない。しかし，それらの紹介

は本誌の意図するところではないと考えられるので他誌

に譲ることにしたい。
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遺伝子操作技術利用によるウイロイド病の診断

岩手大学農学部他物病理学教室
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はじ めに

植物の新しい病原体としてウイロイドが発見されてか

ら10数年の歳月が過ぎた。その発見の当初から，ウイ

ロイドの基礎と応用の研究がウイルス学の延長線上で考

えてよいのか，あるいはまったく新しい視点からアプロ

ーチすべきであるのか，実験研究を進める過程でさまざ

まな討論が交わされてきた。

今や環状の1本鎖RNAからなる「ウイロイド」の正

体が突き止められ，ウイルスよりもはるかに小さな病原

体であることが明らかにされた。ウイロイドはまた，ウ

イルスと異なり何のタンパク質もコードせず，植物細胞

の酵素系に依存して増殖する。これらの成果の大半は，

近年の遺伝子操作技術の利用によって得られたのである

が，他力では，上述の基礎研究を踏まえて，弱毒ウイロ

イドによる防除とか，抵抗性植物の分子育種といった応

用技術の実用化への指向が高まりつつある。このような

研究の動向に視野の広い目的意識を与え，確実な成果を

もたらすには，何といっても病原ウイロイドとその発症

過程で起こるさまざまな感染現象についての基本的理解

が不可欠であることは言うまでもない。

わが国では，カンキツ，ホップ，キク，リンゴ，スモ

モにウイロイド病が見られる。ブドウにもウイロイドが

不顕性感染していることが見つかった。これらのウイロ

イド病は羅病組織の汁液と接触したり，接ぎ木作業によ

って伝染する。それぞれの宿主がひとたびウイロイド病

にかかると全身的に感染が拡大するので，化学物質によ

る防除が困難となり予防に頼らざるをえない。そのた

め，ウイロイド病の的確な，しかも迅速な診断法を開発

し，その発生とまん延を未然に防止する方策を確立する

ことが急がれていたのである。このような予防戦略研究

の一環として，遺伝子操作技術を巧みに利用した診断が

いくつかのウイロイド病で試みられ，実用化に向けて明

るい見通しがつくようになった。

本稿ではその診断の原理と応用について解説してみよ

うと思う。

PracticalDiagnosisol，ViroidDiseasesbyGene

ManupulationTechniques．ByTsuyoshiTaka-
HASHI

Iウイロイド病診断の基本

ウイ'コイドの性状として，自然条件下では，増殖速度

が一般に遅いのが特徴である。また，発症に至る潜伏期

が長く,1～2年から数年に及ぶものもある。こうした事

ll'lが，ウイロイド病の診断や，病原ウイロイドの検出を

いっそう困難にしている理由の一つになっていた。実験

''1りには,30G以上の高侃条件下に置くと，ウイロイド

の増殖比が多く，かつ潜伏期が短くなるので，検定植物

による生物検定法は通常，高温条件下で行っているのが

実状である（高橋,1985)。

ウイ,コイドはまた，先に述べたように裸のRNAそ

のものであり，ウイロイドRNAには抗原性がないの

で，これまでにウイルス病診断で汎用されている血清反

応による診'断ができなかった。このこともウイロイド病

対策を推進するうえで，重要な隆路の一つになってい

た。

ウイロイド病の診断の基本は，次の二つに要約するこ

とができる（第1表)。

その一つは，宿主の形態変化や体内成分の変動に着目

した診断である。

外部病徴による診断は，例えば，茎葉，樹幹，花器，

果実，地下部などに発現する症状に基づいて行うが，外

部病徴の種如や潜伏期は，ウイロイドと宿主の組み合わ

せによって区左である。それぞれ特有な病徴によって診

断が行われている(Diener,1979)。

縮葉や巻縮症状を呈した感染葉の細胞を電子顕微鏡

で観察すると，細胞壁が波状にうねり，かつその厚さ

が不斉一になった細胞が多数認められる(Mommaand

TAKAHAsHI，1982；TAKAHAsH1eta1.,1985)。このよ

うな細胞の形状がゆがめられると，細胞配列が不規則と

なり葉身の伸長が悪くなる。細胞壁の波状湾曲は，例え

ば，ホップわい化ウイロイド(HSV)感染ホップの茎頂

分裂組織（茎頂先端より0.2mm以内）では認められな

いので，茎頂培養によって作出したウイロイド・フリー

株の検定の一助として応用できる(MommaandTaka-

hashi,1983)。

宿主成分の変動がウイロイド病診断に利用されている

例としては,HSV感染ホップの越花に含まれる樹脂成

分による診断がある。樹脂，特に苦味成分であるアル
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節l表ウイロイド病の診断法の赫顛
n遺伝子操作技術利用による診断

(Dieneretal.,1984;OwensandDiener,1984)

1診断法の原理

生物の細胞内に分布するDNA分子やRNA分子の

生物学的性質が4種類のヌクレオチドの配列順序で決ま

ることは川知のとおりである。ウイロイドRNAの構

造も同様に，その種類や系統によって一定のヌクレオチ

ド配列をとっている。したがって，このような性状の違

いを利用して，ウイロイドの種類や系統を検出すること

が可能である。そのもっとも有用な方法の一つが核酸ハ

イブリト形成法である。この方法は，ウイロイドRNA

と鍵．錐穴のような関係にある，いわゆる相補DNAを

遺伝子組換え技術を利用して調製し，次いで相補DNA

と被検試料中のウイ,コイドRNAとのハイブリI､形成

の有無によって診断する手技である。これは遺伝子診断

とも呼ばれ，遺伝子レベルの病気の診断に用いられてい

る方法である。

そのためには，ウイロイド病診断のプローブ（検出用

試薬）となる相補DNAを準備しなければならない。

2ウイロイドの相補DNAの調製

これには二つの方法がある。一つは精製したウイロイ

ドRNAを鋳型にして，逆転写酵素によって相補DNA

を直接合成する方法である。例えば,SIヌクレアーゼ

処理で得られたウイロイドRNA断片の3'末端にボリ

Aを付加し,[a-^P]dNTPを添加して合成が試象られ

たものとして，アポカドサソブロッチウイロイド(AS-

BV)(AllenandDale,1981;Palukaitisetal.,

1981),ココヤシカダンカダンウイロイド(CCCV)

(RandlesandPalukaitis,1979),キクわい化ウイロ

イド(CSV)(PalukaitisandSymons,1978)がある

(第1図A)。この場合，長さの異なる相補DNAが得

られるが，ウイロイド病の診断には大きな問題にならな

い。

ジャガイモやせいもウイロイド(PSTV)では，子ウ

シ胸腺DNA断片をプライマー(DNA合成の始点構

造）にして相補DNAが合成された(Owens,1978)。

オリゴデオキシリボヌクレオチドをプライマーに用いて

PSTVやカンキツエクソコーティスウイロイド(CEV)

の相補DNAの合成に成功した例もある(Rhodeet

al.,1981a,b)。

他の－－つは，組換えDNA技術を利用して調製する

方法である（第1図B)。普通，ウイロイドRNAをベ

クターに組込み，細菌細胞内でクローニングを行うが,。

tngオーダーのDNAクローンが得られること，．また

ヘ宿主の形態変化・体内成分変動による診'析

1)外部病徴による診断'~:$）

業葉：葉身のわい性化-.締葉・巻縮・エ

ピナスティー，茎菜の黄化･脱落，

節間の短縮，草丈のわい性化

樹幹：樹皮の亀裂・'はく脱

花器：花弁のわい性化・しわが寄る

果実：果実の小型化・さび果・斑入り果・

奇形化

地下部：塊茎のやせいも化，ひび沓:れ，根

系のわい性化・くま手状分岐

2）感染細胞の微細柵造による診ifll

細胞壁の波状湾曲（例えば，ホップ．茎頂組

織4)）

3）体内成分による診断

樹脂成分含最の低下（例えば，ホップ越

花5)）

り
り
引
″
も
Ｊ

Ｂ 病原体の検出による診断2）

検定植物による診断

ポリアクリルアミドゲル電気泳動による診断

llj速液体クロマ|､グラフィーによる診断

遺伝子操作技術利用による診断

ｊ
ｊ
ｊ
ｊ
Ｊ

１
２
３
４
５

Diener,1979

高椛,1985

YaguchiandTakahashi,1984

MommaandTakahashi,1983

TAKAHAsHIetal.、1983

ファ酸含量の低下が診断の指標となる(Takahashiet

al.,1983)。

他の一つは，ウイロイド病原‘体そのものの検出による

診断である。

検定植物による診断は，各種のウイロイド病で実施さ

れている。ウイロイドの生物検定は30"G前後，あるい

はそれ以上の高温条件下で行うことが望ましい。診断結

果の判定に少なくとも30日を要するのが難点である。

20～25G付近の検定では，発病しなかったり，潜伏期

が長引く場合が多く，このような条件での診断はきわめ

て困難である（高橋,1985)。

感染植物をフェノール抽出したのち，低分子核酸を集

め，ポリアクリルアミドケル電気泳動，あるいは高速液

体クロマトグラフィーによってウイロイドを分別して診

断する方法がある。これらの方法では，被検試料の調製

を含めて診断はI～2日で完了する（高橋,1985),

遺伝子操作技術利用による診断については，次に述べ

る。
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ウイロイドRNA

一

より，またリンカーDNAはpXより作

製する(Ohnoetal.,1983)。まずプラス

スファターゼ ミドp321およびpXから，両端にBam

HI部位と[dT]を持つベクター，および
5，

メラーーイづ゙ H航。Ⅲ部位と[dG]を持つリンカー

5’
’

ポ リ A ポ リ メ ラ ーゼ“‘'‘α山可)1￥とLuL刀」江1寸~ノリ／〃ー
ATP

DNAをそれぞれ作製する。一方，精製
AAAÂ

｜…－．
－葛

｜加“
C=＝＝＝画べｸﾀーﾌﾗｲﾏHSVを大腸菌ｱﾙｶﾘﾎｽﾌｧｸーゼで

｜加“こつ潔捕奮難
｜逆転写酵素逆転写反応によりベクターに直接結合した

而制-→仁至室］瀦謡景職
創一柵｜憾凝紳訴鰹協製鴎震撫鯛雪

丁曇蓋ゞ 亡亘堂。凱蝋;職
:頁駕騨裂:叫環靴剛A鎖をDNA灘置帆た閉環DNA

需難亡竺＝堂｝：雛噸蛎麟
J二駕鱒“’#職謬‘期離職脳
･富撚窯ご竺堂ゴー撚謡鰯謎鴇上鴛
32p_相補DNARNA鎖をDNA鎖に置換の）をプローブとして，コロニーハイブリ

-(A)直接合成法(B)ベクタープライマー法ダイゼーションを行い形質転換したクロー

第1図ウイロイドの相補DNAの調製法ンを選抜する。目的とする組換えクローン
を分離した後，このクローンからプラスミ

宿主由来の核酸をまったく含まないという利点があるのドを精製し，制限酵素断片を作製する。得られた断片

で，各種ウイロイドで適用されている方法である。ベにHSVの相補DNAが含まれていることは，ノザン

クターにはプラスミドpBR322やファージM13がよプロット法を行い，環状HSVとハイブリトを形成する

く用いられ,PSTV(OwensandCress,1980;vanことから確認する。

Wezenbeeketal.,1982),ASBV(Brueningetal.,332p-相補DNAプローブ法による診断

1982),CEV(Visvaderetal.,1982),HSV(OhnoこれはウイロイドRNAと相補DNAとの間に形成

etal.,1983)などの相補DNAが調製された。されるハイブリトの検出法の違いにより，ドット・プロ

相補DNAクローニングに関して，種々 の改良法がツト法および液相ハイブリト法の二つの方法に大別され

報告されているが，ここでは代表的な方法の一つであるる。

岡山．バーグのベクタープライマー法によるHSVの相(1)ドット・プロット法

補DNAの調製について述べる（第1図B)。第2図に示すように，感染組織から調製した被検液を

ベクタープライマーは，岡山・バーグの原報(Oka-ニトロセルロース(NC)フィルター上に滴下，固定さ

yamaandBerg,1982)と若干異なるプラスミドp321せた後，フィルター上のウイロイドRNAと32P‐相補
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感染組織の磨砕

｢恵粟誼羅1

’
磨砕

5,000g,10分遠心

｢稜~稜~濯1

一上謹詳繍
△仙幽｜瀞柳NAtW川棚仙

謡譜一32p_相補DNA

…仁｜醗謙綴-…惟賊

熱回

第2図ドット・プロット法によるウイロイド病の

DNA(32Pはニックトランスレーション法によって標識

する）との特異的なハイブリト形成によって高感度に検

出する方法である。

ここでは,HSVと相補DNAのハイブリト形成に関

する標準操作法の確立とその実際的応用について紹介す

る（高橋ら,1984)。

①HSVの検出限界:NCフィルターに鉛筆でマス目

を書き入れる。精製HSVを5ul当たり1.3,4,12,

37,110,330,1,000,3,000pgに調整し，これらの試料

を上述のマス目に滴下し乾燥する。次いで,80Cに2

時間静置し,HSVをフィルターに固定する。このフィ

ルターと32p_相補DNAを含むハイブリダイゼーショ

ン溶液をビニル袋に入れて密封し，42.Cで一夜反応さ

せる。その後,NCフィルターを取り出し洗浄する。乾

燥後，オートラジオグラフィーを行う。その結果,HSV

の検出限界は110～330pgの範囲であった。上述の

NCフィルターのほかに，ジアゾベンジルオキシメチル

(DBM)ペーパーを用いて検討したが，ハイブリト形成

を示す黒い染承が薄く，かつプローブが非特異的に吸着

するためにバックグランドが高いなど,NCフィルター

に比べて良い結果が得られなかった。したがって，以後

の実験からNCフィルターを用いることにした。

②非特異反応の検討：植物細胞由来の成分が,HSV-

相補DNAハイプリト形成の非特異反応に関与するか

否かを確認する試みとして,HSV検出に及ぼす健全植

物葉抽出液の添加の影響を調べた。精製HSVの各希釈

液5fZ(l.a,4,12,37,110,330,1,000,3,000pg/5pZ)

にそれぞれ健全キュウリ葉の全核酸分画lal(核酸量l

似g含む）を加えた試料をNCフィルター上に滴下し

乾燥した。上述の方法によりハイブリト形成を行ったと

ころ，いずれの添加区においても非特異的な反応が認め

られた。感染葉抽出液の調製についてさらに検討する必

要が生じた。

③キュウリ葉抽出液を用いた実験：感染植物の診断に

あたり，感染植物からのHSV試料の抽出は簡便である

ことが望ましい。すでに述べたように，健全キュウリ葉

の全核酸分画を精製HSVと混合してハイブリトを形成

させた場合，非特異反応が認められた。そのため種々の

抽出法について比較検討した結果，塩化リチウム(LiCl)

可溶分画(HSVのほかに，宿主低分子核酸が主に含ま

れる）を供試するとHSV感染に特異的なハイブリト形

成が起こることが明らかになった。

最初に，健全キュウリ葉の全核酸分画およびLiCl可

溶分画を供試して，非特異反応の有無について検討し

た。第3図から明らかなように，5“当たりl,000ng,

すなわち’鵬以上の濃度の全核酸が存在する場合に非

特異反応が認められた。これは上述の健全葉全核酸分画

の添加実験の結果とよく一致する。これに対して，健全

キュウリ葉のLiCl可溶分画では供試したどの濃度にお

いても非特異反応が認められなかった。同時に実験に供

した感染キュウリ葉（接種後30日の試料）の結果を第

3図に示す。ハイブリト形成は,LiCl可溶分画中の核

酸100ng/5pi以上の濃度範囲で認められた。感染キュ

ウリ葉のLiCl可溶分画にはHSVがおよそ0A%含

まれるので(YoshikawaandTakahashi,1982),

LiCl可溶分画中の核酸100ngには100pgオーダーの

HSVが含まれていることになる。この値は,精製HSV

の検出限界が110～330pgであるという結果とよく一

致する。

感染キュウリ葉の全核酸分画においてHSVの存在を

示唆する陽性反応が得られたが，これには非特異反応も

多少関与していることが考えられる。しかし，ハイブリ

ト形成の染承が健全葉の全核酸分画のそれに比べて濃く

出ているので，感染葉全核酸分画にHSVが存在してい

ることが示唆された。

このように相補DNAプローブ法の標準操作法が確

立されたので，感染植物葉抽出液中のHSVの検出とそ

の定量化が可能となった。これらの結果を踏まえて，次

に述べるような感染ホップについての実際の診断を行

l>HSV検出法の検出精度を比較した。
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鋪2表ホップにおけるHSV感染の診断a）核酸(.ng/Sul)

HSVの検出
HSV感染
の判定

試料

農蓄詮|儲霧息|輔_蝿|の

雌全職二’二 十＋

職蕊職|土｜土｜土 ＋
＋

a）健全ホップおよび感染ホップの各株について’

1982年8月の葉組織試料の採取時にキュウリ

検定したところ，それぞれ陰性および陽性の結

果が得られた．各試料から調製したLiCl可溶

分画について，キュウリ検定と7.5％ポリアク

リルアミドゲル電気泳動による検定を行うとと

もに，相補DNAプローブ法によるHSV検出

を試み，三者の結果を総合してHSV感染の判

定を行った．

採取し，診断試料に供した。各試料のLiCl可溶分画を

核酸濃度0.5mg/mlに調整し，同一試料についてキュ

ウリ検定法，ゲル電気泳動法および相補DNAプロー

ブ法によるHSVの検出を試み，三者による検出精度を

比岐した。その結果を要約したのが第2表である。ここ

で注目されることは，キュウリ検定法およびケル電気泳

動法で陰性結果が得られた株134が，実は相補DNA

プローブ法によってHSVに感染している株であると判

定された点である。これは，三者の中で相補DNAプ

ローブ法がもっとも精度の高い検出法であることを示唆

している。HSV感染のケル寵気泳動による診断は9時

間以内で完了するが，宿主細胞由来の核酸が妨害する場

合があり，キュウリ検定法(Iml当たりl～100pgの

HSVが検出できる）よりも一般に精度が低く,1ケル

当たり10～100ngのHSVが検出されるにすぎない。

次に，ホップほ場において，外部病徴の診断によって

感染株と承なされたホップからLiCl可溶分画を調製

し，相補DNAプローブ法によってHSVの検出を試

みた。その結果を第4図に示す。供試した株101では

HSV感染が認められず，おそらく別の原因によって生

じた症状を見誤って診断したものと理解される。一方の

株102について,LiCl可溶分画の核酸濃度100ng/5ul

以上では明りょうなハイブリト形成があり，明らかに感

染していることが確かめられた。感染ホップ（株102）

における陽性反応の検出限界が100ngのオーダーであ

ることは，第3図に示した感染キュウリの場合と一致し

ており,HSV検出を定量的に取り扱うことができる。

④感染ホップの診断：ホップ葉組織の採取時にキュウ

リ検定を行い,HSVに感染していないことが確認され

た2株，すなわち株66および株134を健全ホップと

し，また感染が確認された株V6および株V8の2株

を感染ホップとした。それぞれの株から葉組織10gを
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伽”三毒J諺J影J
W.4Elホップほ場で病微診lWrによって嘘染株と判

定されたﾎｯブの相禰DNAプﾛｰプ法に

よる診断

以上に述べたドッ1，・ブロッ｜､法による診断操作は，

多数の被検試料について短期Ⅲ1（4～5日）のうちに光了

することが可能である。

ドット・プロット法によって診断が試永られた他のウ

イロイドには,PSTV(Barkerclal.,1985;Macq-

uaireetal.,1984;OwensandDikner,1981;Salazar

etal.,1983),CEV(Barkeretal.,1985),GSV(Macou-

aireetal.,1984),CGGV(Barkeretal.,1985;Moha-

medandImperial,1984),ASBV(Barkeretal.,1985),

キュウリペイルフルーヅウイロイド(CPFV)(Sanoet

al.,1984),ブドウウイロイド(GV)(Floresetal.,1985),

スモモ斑入果ウイロイド(PDV)(Sanoetal.,1986)な

どがある。

（2）液相ハイプリ｜､法

上述のドッ1、、プロット法では間ｲ11として用いたNC

フィルター上でハイブリ｜､形成を行うのに対して，この

方法は溶液状態で形成させる点が異なる。被検液を32P

(あるいは:4Iで標識した州r,UNAと混ぜてハイブ

リトを形成させ，遊離の1本鎖核酸pP-ftlfll)DNAや

柑主の1本鎖核酸など）はSIヌクレアーゼで分解す

る。次いで，5％トリクロル酢酸を加えてハイブリト分

子のみを沈殿させ，これをガラスフィルターで炉過す為

とハイブリト分子がフィルターに吸潜し,SIヌクレア

ーゼで分解した小断片核酸が除去される。フィルター上

の放射能の強さの測定からウィロイドRNAを定蛾す

ることができる。この方法の検出粘皮はドット・プロッ

ト法とほぼ同じであるが，一度に多数の試料を診断する

ことができない難点がある『，これまでに,ASBV(Al-

lenandDale,1981;Allenetal.,1981;Palukai-

itsetal.,1981;Spiegeletal.,1984),CCCV(Bo-

ccardoetal.，1981;MohamedandImperial,1984;

RandlesandPalukaitis,1979;Randleselal.,

1980),CSV(Chenetal.,1982;Palukaitisand

Symons,1979)などの診断が服告された。

4非放射性のビオチン標識相補DNAプローブ法に

よる診断

このﾉ法は，収り扱いのやっかいな放』|性同位元素を

用いないプ'コープによって核酸分子を検出することを

||的として|ﾙ1発された(Learyetal.,1983)。上述の

P̂-||IWlDNAプローブ法に比べて倹卜ji粘度がNじであ

るならば，“ビオチン標識プローブ”は|源I兇,としての貯

mX寿命が長く，安lllliであり，しかも生物災害の心ﾊuがな

いので，利川範囲が広がるものと期待される。

ビチオンに光栖性を持たせたフォトビオチソは核酸と

混合すると'炎定的に結合する。ビオチンはまた‘糖タン

パク1パの一iiであるアビジン（あるし,はストレフ*1､アビ

ジン）と紬行する性質があるので，アビジンーアルカリ

ホスファターゼボ̂ i.合体を力II,t,ハイブリト形成した部位

を酵素反応による発色によって肉眼的に判定することが

でき為。操作手MRUNCフィルターを用いるドット・

プロット法とiiIじで，妓後の結果は,NGフィルター上

の発色スポットとして得られる。酵素の韮質として，5－

ブロモ4－クロロ3－インドリルリン酸塩を，発色剤とし

てニトロブルーテトラゾリウムを川いる。ビオチン標識

したASBVの相hIiDNAをブローブに用いてドッ

ト．プロット法，あるいはノザンブロット法でASBV

が検'11できる精度は、3塾P-ｲmDNAの場合と|司等で

あることが確かめられた(Fosteretal.,1985)。

5その他の方法による診断

(1)I'l己核酸プ'コープ法

天然状態のウイロイドRNAは環状形態をとり，約

70％が相^結合Lてい為ことにｲ1桐して開発された方

法である(Rosneretal.,1983)。まず線状描造にしてか

ら1本鎖RNAの5'末端にポ'ノヌクレオチドキナーゼ

法によって:'2Pを標識する。この'2P-ASBV-RNAを

フIコープとして用い,NCフィルター上に固定した被検

液と，､イブリト形成させてウイロイドRNAを検ttiす

る。この方法の検川精度は，すでに述べた柵illDNA

プローブ法に｣tべて約10倍低い。ASBVの検出・診

断にIIJいられている(Rosneretal,1983:Spiegelel

a1.,1984)｡"P｜＃(,紬のｳｲﾛｲRNAは一部のウィ

ロイドにおいて，イIIMiUNAをi洲製する際のコロニー

ハイブリダイゼーションの操作過Vでも仙川されてい

る。

（2）合〃”-リゴヌクレカーチドフ・ローブ法

これはウイIユイドRNAに相ill性を示す短いDNA

フ1コープを化学的に合成I_た後，これに32pをﾙﾘ熟して

ドット・プロット法によって診断する方法である。例

えば,ASBV-RNAの封68～87および88～101にｲ!li;ii
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構造をとる20および17ヌクレオチドからなる相補

DNAをそれぞれ台成し,ASBVの数種の分離株の検

出に用いられた(Bar-Josephetal,1985)。この方法

の検出精度は，ケル電気泳動法のそれに比べて少なくと

も64倍高いという。

I皿ウイロイド病診断の問題点と展望

Ill'i節で述べた核酸/、イブリI､形1kを指標とする各和診

断法についてその共通的な特徴と問題点をまとぬると，

次のようになる。

①ウイロイドの検出精度は，生物検定法やケル'地気

泳勤法に比べてきわめて高いが，そのことが非特異反応

を生じやすい原因ともなる。検出の精度は82p_相袖

DNAの標識部位の違い，例えばニックトランスレーシ

ョン法か5'末端標識法かによって異なり，放叫I能此活

性の高いプローブを用いると，検出精庇も高くなる。ま

た，非特異反応を抑えるには，被検液の調製条件，特に

診断に供する宿主の種類や器官に対応して，その抽出液

の組成，遠心分画の程度などについてそれぞれ検討する

必要があろう。PSTV感染ジャガイモの場合,200m

モルK2HPO‘1，10mモルDIEGA,5mモルジチオスレ

イトル,0.1%トリトソX-100からなる抽出緩衝液で

磨砕後，低速遠心上澄みをフェノール抽出して得られ

た水層を被検液として用い，ドッ｜、.プロット法によっ

て容易に診断できるという(Salazaretal,1983)。し

かしながら,HSV感染キュウリでは，低分子核酸を主

に含むLiCl可溶分画を供試しなければ特異反応が得ら

れなかった。帆汁液ほど不純物が多く含まれ，特に多糖

類は粘性を高めるので32P-相補DNAプローブを非特

異的に吸着することがある。このような傾向は被;倹試料

の淡度が高い場合に観察され，誤った診断を下しかねな

い。あるいはまた，宿主の種類によってハイブリト形成

に干渉する細胞成分を含むことも考えられるので，被検

液の調製に留意する意義は大きい。

②ウイロイドの種航や系統，あるいは分離株のヌク

レオチド配列順序の差がハイブリI､形成の結果にどう影

響するかという特異性の問腿がある。ウイロイドのある

系統の蛇P-相補DNAは同じウイロイドの他の系統と

強く結合する。したがって，核酸ハイブリト形成によっ

て同一ウイロイドの系統間を識別することができず，す

べての系統が検出されることになる。これはウイロイド

RNAのヌクレオチド配列の異同程度の反映であって，

例えば,PSTV(359ヌクレオチド）の基準系統と軽症

系統との間では，3個のヌクレオーチドが異なっているに

すぎない(Grossetal,1981)。催症系統のような生物

検定法による検出の困難な場合には，核酸ハイブリト形

成を指標とする診断は有用な方法であると言えよう。

次はウイロイドの種類間の特異性の問題である。

PSTVグループに所属するCEVやCSVのヌクレオ

チド配列は,PSTVのそれに対して約73-の相同性

を持ち,PSTVの32p_相補DNAはCEVあるいは

CSV感染植物の抽出液と反応してハイブリトを形成す

る。このようなハイブリトは，相同配列がウイロイド分

子の随所に散在しているためにできるもので32p_相補

DNAと結合して安定したハイブリトを形成する。その

ため,PSTV,CEV,あるいはCSVが混合感染してい

るナス利植物，キク科植物などでは，相補DNAプロ

ーブ法によって三者を区別して検出することができなく

なる。これに対して，カンキツにおけるCEV検定に

は，ハイブリト形成を利用することが可能である。なぜ

ならば，カンキツではPSTVやCSVが複製しないか

らである。HSVはPSTVに対して55%の相同配列

をとるにすぎず(Sanoetal,1984),相同性が低いた

めにハイプリトを形成しない。HSVのsap-相補DNA

はCEVとも反応しない(Ohnoetal,1983)。同様

に，ヤシ科植物にはCCCVのみ､が感染すること，ま

た,ASBVは既知ウイロイドに対して相同性がきわめ
もと

て低いことから，それぞれの原の宿主の抽出液を用いて

診断が行われている。このように，ウイロイドRNAの

一次構造がどの程度の相同性を示すのか，また，対象ウ

イロイドの宿主域などを考慮に入れて，相補DNAプ

ローブ法によってウイロイド病の診断ができるかどうか

が判断される。

わが国では，核酸ハイブリト形成によって新しいウイ

ロイドが相次いで見いだされた。HSVの相補DNAは

オランダで発見されたCPFV(のちにHSVキュウ

リ株と命名）とハイブリトを形成する(Sanoetal.

1984)。また,HSVキュウリ株の相補DNAと反応す

るウイロイドがブドウ(Shikataetal,1984)(のちに

HSVブドウ株と命名）およびスモモ(Sanoetal.,

1986)(PDV)から発見された。今後も，このような手

法を駆使して，未知のウイロイドの探索が行われ，ウイ

ロイドの病原論的研究が活発に展開されることが期待さ

れる。

③核酸ハイブリト形成による診断法は信頼度がもっ

とも高い方法である。診断操作の開始から結果の判定ま

でに要する期間も比較的短く，4～5日である。これに

対して，生物検定法は一般に，検定条件のいかんによっ

て潜伏期が不定となり，病徴の発現様相が変化する。ま

た，ケル'遁気泳動法はl～2日で結果が得られるが，検
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出の精度は相対的に見て高くない。ASBVやCCCVの

ように草本の検定植物が見つかっていないウイロイドで

は，原の術主であるアボカドやココヤシにおいてウイロ

イド濃度が低く，かつその分布が不均一であるので，検

出精度のﾊﾞﾘい核酸ハイブリト形成法によって迅速に診断

することが実用化されている。

上に述べたように，核酸ハイブリト形成による診断法

が術えている検m精度，特異性およびfli頼度の三つの利

点を生かし，非特異反応を抑えるくふうをすれば，ウイ

ロイド病の的確，迅速な診'折が可能になるであﾝ)う。

ウイロイドの相袖DNAの利用にあたり，オフが岡で

発生が確認されている各種ウイロイドの1;l1補DNAが

手軽に入手，あるいは調製できるようになれば，木法の

真価が一段と発揮されるに速いない。オランダではすで

に,PSTVの相袖DNAが市販されていると|ﾙlくが，

相補DNAそのものに感染性があるので,m人にあた

っては，厳重な洲:可手続きをとらなければならない。将

来は，非放射性のビオチソ標識した相袖DNAを利川

する方向に進むであろう。特に，検定械物が見当たらな

いウイロイド病では，この方法が有用な診断法として活

用されよう。ウイロイド病ではまだ報告例がないが，ウ

イロイドの相袖RNA(アンチセンスRNA)にビオチ

ソを|蕊識して診断することも，断しい試みとして評ｲ;illさ

れるのではなかろうか。

核酸ハイブリト形成による診断法は，ウイルス病にお

いても適用されている(Gargeretal,1983;Maui.e

etal.、1983)。ウイルスではすでに，エライザ(EL1SA)

法やその変法など，Ⅲl清反応を利用した方法によって実

際の診断が行ｵつれているが，抗原性の弱いウイルス，不

安定なウイルス，あるいは潜伏(cryptic)ウイルスの検

出には，核酸ハイブリト形成による方法が有用であると

考えられる。この方法によって,RNAウイルスの複製

過秘で4ﾐずる二本鎖RNA(RI,,RIなど),サブケノ

ムmRNAなどの検川も可能になるであろう。

お わりに

イII補DNAは本来，遺伝子の榊造解析・試験管内介

成．|司定，遺伝子導入などに利川されているものであ

る。これをブローブに用いて，いくつかのウイロイド病

の診断法が確立されたことは，上に述べたとおりであ

る。

核酸ハイブリト形成による診断法が実用的技術として

定若するには，周辺の関辿『渦技術と有機的連桃が必嬰で

あるが，農業生産にもさまざまなインパクトを与えつつ

ある。例えば，有用柚物の遺伝子源の確保，仰苗生l'it

育種i汁画にあた')，ウイロイド・フリー個体の検査，保

輔;の一環として，この方法が活用されるであろう(Di-

eneretal.,1981)。ジー,､ガイモで､は,PSTVフリーの

穂いもが低柵処理を併用した茎頂培養によって作出され

ている(LlZARR八gaetal.1980)。この診断法はさら

に，ほ場における幼植物の早期診断によって植物個体|川

の伝染を未然に防ぐことを可能にしてくれた。今後，本

法の技術的改良がさらに加えられ，ウイロイド病の遺伝

子診断法として病害防除に貢献するものと期待される。

岐後に，本稿で紹介した朴IMDNAブローブ法によ

るホップわい化jI'､j診断の研究は，東ﾉﾅ(大学理学部岡Hli'f

美教授ならびに東京農r.大学典学部大野喋司ilﾉﾉ教授との

共同〃|究の一部であることを{､l記する。
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｜野菜｜野菜
｜野菜｜野菜

協 会 だより

12月8日（月）○昭和61年度各種成績検討会開催のお知らせ

1.落葉果樹農薬連絡試験11月5日(水,6日（木）

家の光会館，家の光ビル

2．カンキツ農薬連絡試験12月2日(火),3日（木）

家の光会館

3．一般及び特別委託試験，野菜病害虫シンポジウム

別表のとおり

4．桑農薬連絡試験12月17日（水）

家の光会館

いずれも午前10時より開催

家の光会館・ビル：東京都新宿区市ケ谷船河原町11

電話(03)260-3151(会館),4791(ビル）

9日(火)｜野菜｜野
菜野

10日(水）
△
口

髭
|司 議会

野菜病害虫防除研
究会シンポジウム*＊’’

コガネムシ等

土壌害虫11日(木）

稲｜水１
１

12日（金）’水 稲

イネ馬鹿苗病＊
(9時30分開会） |水13日(土） 稲

＊
＊＊

病害虫緊急対策研究会

テーマ：軟弱野菜の病害対策

新刊〃 本会発行 図書

昭和61年度‘‘主要病害虫に適用のある登録農薬一覧表,,（除草剤は主要作物）

農林水産省農薬検査所監修

2,100円送料300円

B5判337ページ

昭和61年9月30日現在，当該病害虫（除草剤は主要作物）に適用のある登録農薬をすべて網羅した一覧

表で，殺菌剤は索引と稲，麦類・雑穀，いも類，豆類，野菜，果樹,特用作物,花弁,芝・牧草・林木につい

て30表，殺虫剤は索引と稲，麦類・雑穀，いも類，豆類，うり科野菜，なす科野菜，あぶらな科野菜,他の

野菜，果樹，特用作物，花弁・芝，林木・樹木，牧草について50表，除草剤は索引と水稲，陸稲・麦類・

雑穀・豆類・いも類・特用作物・芝・牧草，野菜，花弁，果樹，林業について6表，また今年度版よりは植

物成長調整剤は索引と稲，麦類・豆頗・いも類，野菜，果樹，特川作物・芝，花升・林木について6表にま

とめたもの。
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Agｿりわαc彫""卿剛α肋α伽γ利用による根頭がんしゅ病の防除

まき

静岡県農業試験場牧
の

野
榊
孝

咋
宏

しゅ病に対し実用的防除効果のあることが明らかになっ

た（牧野．森田,1985a)。

ストレイン84は，微生物を用いた生物防除ではもっ

とも成功した事例の一つで，そのメカニズムもある程度

明らかにされている。世界中で行われた防除事例につい

て紹介するとともに，静岡県で実施したバラ根頭がん

しゆ病の，ストレイン84による防除試験結果について

報告する。

はじめに

細菌病害の一つである根頭がんしゅ病は，非常に多く

の植物に寄生し,DeGleeneとDeLey(1976)によ

れば,138科,588属,1,193種の植物に接種試験の結

果，60％以上の種に感染するとされている。わが国に

おいて本病が問題となる植物は，花斉では，バラ，サク

ラ，キク，カナメモチ，サンザシ，ボケ，果樹では，モ

モ，スモモ，リンゴ，オウトウ，アンズ，ナシ，マルメ

ロ，キイチゴ類，ビワ，カキ，クリ，ブドウなどがある

(岡部,1949)。これら多くの植物に発生する根頭がんし

ゅ病は，バラなどの生産者の間では，古くから難防除病

害として知られてきた。根頭がんしゅ病に関する被害に

ついては，アメリカにおいて核果類についての報告があ

り，世界中の核果類全体で約220億円(1ドル160円

換算）の損害がある(Ei-FikiandGiles,1981)と見積
もられた。

わが国においては，具体的な損害額の報告は見当たら

ないが，静岡県において，太田・西山はバラにおける本

病の発病および被害の発生について報告している(太田・

西山,1984)。また筆者らは，いくつかの改植ほ場につ

いて掘り取り時に発病状況を調べたところ，平均値で約

30％の株に発病を認めた。これらのほ場の中には生産

力の低下を理由に，改植時期をl～2年早めているケー

スがあり，かなりの被害があると考えられた（牧野・手
塚，未発表)。

今までほとんど防除する手段がなかった本病に対し，

1972年オーストラリアのカーらによって報告された，

Agrobacteγ畝、γαd加6αcterStrain84(以下，ストレイン

84と省略する）は，モモ根頭がんしゅ病に対し卓効を

示した(Kerr,1972;NewandKerr,1972)。その後

世界各地で検討が行われ，多くの作物で有効事例が報告

されている(Moore,1979;MooreandWarren,

1979)。

静岡農試では,1981年からバラ根頭がんしゅ病菌の系

統に関する調査および本菌の有効性に関する研究を行っ

た。その結果，本菌は，わが国においてもバラ根頭がん

I根頭がんしゅ病菌に対し競合

または桔抗する微生物

A9.radiobacteγは，根頭がんしゅ病菌と混合接種する

と，がんしゅの形成が抑制されることが知られている

(Bogers,1971;LippincottandLippincott,1969)。

第1図のように病原菌量を一定にして,Ag.rad肋α"βγ

の菌量を増加すると，その程度に応じてがんしゅの重量

が減少する。しかし,E.scheric〃αcoliBでは，菌量を

増加してもがんしゅ重量は一定でまったくその効果は認

められない（BoGERs，1971)。BoGERsは，病原菌およ

tfAg.γαdiobacteγをカランコエに接種し，接種後の状

況を電顕観察した。その結果Ag.radiobacteγは,E.coli

b、

E､CO〃B

－砕蕊一

500

０
０
０
５

０
５
１

１が
ん
し
ゅ
重
量
（
９
）

一
1

7891078910

菌数(cells/W)

第1図病原菌(10'cells/mZ)に対するAg.γαd"bac-

＃eγおよびE・coliBの混合菌数の増加が

がんしゅ重量(カランコエに接種6週間後）

に与える効果(Bogers,1971)

横の点線は，病原菌接種対照区の平均値の信

頼区間．

BiologicalControlofGrownGallbyAgrobacterium
7adiobacterStrain84．ByTakahiroMaking
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第1表ほ場における桔抗微生物のモモ根頭がんしゅ病菌に対する防除効果(Mooreetal.,1984)

発病株率%*>

病原菌接種（グループⅡ）病原菌接種（グループI)
－8¥今

困 量処 理区

病原菌無接種
直 後’後’''24時間後” 24時間後直
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５
７
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５
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８
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3.0×106

3．5×107

1．3×105

1．2×106

3．3×106

9．0×105

5．3×106

4．0×106

細菌78－ll
Pseudomonas78－18

Baci〃"＄ 78－102

〃77－135

4．γαdiobαcterWl
〃 K84

Pe"ici〃加加 77-104

4妙eγg"〃＄ 77-148

病原菌接種対照
有傷対照 9．lx

a）モモの苗100株平均値．グループI病原菌:A49,A432,A20,A329.グループⅡ病原菌:U-3,B6,
B234,EU-8.病原菌濃度：グループI:5×104cells/m/,グループⅡ:4.7×105cells/ml.各数値末
尾の異なる文字間に有意差(P=0.01)有り．

b）病原菌接純10分間前に，各桔抗微生物の菌液に苗を浸漬接種．
c）病原菌接穂24時間前に，各措抗微生物の菌液に苗を浸漬接種．

と異なり，病原菌と同じように植物体の付傷部分への

吸着が観察され，病原菌と49.γαdioﾙα"‘γとの間には，

Lippincottらの報告した1対1の競合関係が成立して

いることが裏づけられた(Bogers,1971)。

根頭がんしゅ病は，スポット状に発生すること，また

土壌消毒を行った場合に増加することがあることなどか

ら，天敵の存在が示唆されていた(MooreandWarr-

en,1979)oCookseyとMoore(1980)によって，苗

木土壌からPenici"〃"2,Aspergillus,Tr"hoderma,Baci-

llusなどが，根頭がんしゅ病菌に対する桔抗微生物とし

て分離された。この中で，彫"ici"〃"i,Bac"加属の菌

株は，第1表のように，浸漬接種後自然汚染土壌に定植

した場合には，発病を完全に抑制した。しかし，浸漬接

種後病原菌を接種した場合には，ストレイン84の防

除効果がもっとも優れていた(CookseyandMoore,

1980)。

また，病原菌を接種するまでの各桔抗微生物の処理時

間を変えてその防除効果を見ると，直前処理よりも，24

時間前処理によって防除効果が高まる場合が認められ

た。その原因として彼らは，苗根部の傷口に桔抗菌が定

着し，より多くの抗菌性物質を生産する。感染部位に対

してより有効な競合作用が働く，あるいは拾抗菌の接種

によって植物体側に病原菌の増殖を阻害するような物質

の生産が刺激されるなどの理由が考えられるとしている

(CookseyandMoore,1980)。

Ⅱ外国におけるストレイン84による

生物防除の事例

1972年ストレイン84は，モモの種子処理(Kerr,

1972)および苗木の浸漬処理(NewandKerr,1972)

によってきわめて高い防除効果が認められた。その後世

界各地で検討が行われ，その結果の一部を示すと第2表

のとおりである(DuPlessisetal.,1985;Moore,

1979;MooreandWarren,1979)。花升では，バラ，

キク，ダリア，ニシキギ属，果樹では，モモ，アーモン

ド，リンゴ，キイチゴ類，オウトウなどの試験例が認め

られる。

防除効果を国別に見ると，オーストラリア，ニュージ

ーランド，カナダ，イギリスでは対象植物に関係なく高

い防除効果が見られている。一方，ヨーロッパやアメリ

カでは場所や対象とする植物によって防除効果に振れが

あり，全体としては前者に比べ劣る傾向である。各植物

ごとに防除効果を検討してみると，モモではアメリカ，

ギリシャを除いて防除効果が高い。アーモンドは，全体

に防除効果が低い傾向で，ギリシャでは本種からBiovar

2（現在根頭がんしゆ病菌にはBiovar1,同2,同3

の生理型が知られている）のアグロシン84抵抗性病

原菌株が得られている(KerrandPanagopoulos,

1977)。リンゴはアメリカにおける試験例が多いが，

8例中6例の防除効果が高く，防除効果の認められない

2例は，病原菌がアグロシン84に対して抵抗性である

(MooreandWarren,1979)。オウトウ，ナシ，スモ

モでは，南アフリカの一部を除き，すべて高い防除効果
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第2表 各国で行われたストレイン84による根頭
がんしゅ病の生物防除試験成績

(1972～85,主としてMooreより改変）

第4表 ストレイン84によるバラ根頭がんしゅ病
の防除効果

L竺理区｡'|風|謹重鋤’
株当た
りゴー

ル数.）

供試
菌株a）名|試験例｜植 物 名 国 防除価a）

畠e引病琴童十‘蝋|面 ’３
２
１
１
２
２
８
４
１
３
８
１
１
３
１
１
１
２
１
１
５
１
１
２
１
３
１
１
１

モモ オーストラ

リア

カナダ

ギリシャ
アメリカ

ギリシャ

100,61,70～100 85

10

１
１

●
●

３
０

85,100
0

53

60,21

52，63

63，80，93，90，21，
94，5，94

40，83，49，87
77

85,100,93

劃二*+841|10̂5
1．5

0．1
アーモンド

*+84菌｢F｢歪。
R754- 1．7

0．2

アメリカ

アメリカリ ン ゴ

キイチゴ類

オウトウ |：十‘蝋’ |，！’
R77(士）'、ンガリー

アメリカ

イギリス

10

10

1．8

0．1

*+84R10 ’
R78(+) 65

5

1．7

0．2
79，97，73，90，97，

91,76,74
50

95

78，83，84
100

アメリカ

南アフリカ
イタリア

アメリカ

南アフリカ
じ+壁箪Tm ’

R97(士） 80

5

1．8

0．3スモモ

し州菌’ |詔’
R173(士） ０

０
１
１

0．8

0．2
イ タリア

アメリカ

アメリカ

オーストラ

リア

ニ ュ ー ジ ー

ランド

96

55

72,91
70～100

アンズ

ナシ

バラ じ塑司~耐 ’
R177(+) 45

5

0.9

0.1

96

'参十,蝋｢雨 ’
R202(士） 85

0

2.2

0
100,25,0,
70～100
Ob)

27,45
70～100

アメリカ

イタリア

ギリシャ

南アフリカ
ニュージー

ランド

17,0

'参十蝿''8｜ ’
R257(+) 85

20

3.3

0.3
ブドウ

ホップ
a）静岡県各地のバラ園の発病株から分離,

（）内はアグロシン84感受性

b）病原菌は，定植直前に土壌混和(10'cells/g),
ストレイン84はバラ苗に浸漬接種(109cells/
m/)

c)2年生ノイバラ苗を根部および地上部を切断，
整理して供試．

<*>2mm以上のゴールの形成されたものを調査
し，2区平均値で示した．

キク 70～100,64,92
53

31

100

アメリカ

南アフリカ
南アフリカ
アメリカ

ダリア

ニシキギ

a）防除価-(無処理一処理区)発病株率/無処理区
発病株率

b）トマトによる検定

第3表バラから分離された病原菌のBiovar

… …

リカでは5例中4例までが，ほとんど防除効果が認めら

れていない。ブドウでは，ブドウから分離される病原菌

が,Biovar3(KerrandPanagopoulos,1977)アグ

ロシン84に対し抵抗性であるため，ギリシャ(Kerr

andPanagopoulos,1977),南アフリカ(DuPlessiset

al.,1985)とも防除効果がまったく認められないか，ま
たは低い。

以上のように，外国における防除試験結果は，全体的

に見ると高い防除効果の認められた事例が多い。

Ⅲ静岡県におけるストレイン84による

生物防除

静岡県では，バラ根頭がんしゅ病に対するストレイン

Biovar

1 2 中間型a）

清水市
静岡市
島田市
大井川町
掛川 市
湖西市

２
２
２
２
６
６

１
２

０
０
０
１
０
０

２
２
１
１
６
５

１
２

０
０
１
０
０
１

計’ 1 ’合 50 47 2

*>biovar3とは異なる中間型

が認められている。アンズは試験例がl例しかないが，

防除効果が低い。バラは，オーストラリア，ニュージー

ランドではきわめて高い防除効果が認められるが，アメ
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第5表現地におけるストレイン84のバラ恨馴が

んしゅ病に対する防除効果(1983)

（牧野手塚，未発表）

発ｿI'､i株率%
調査

株数
試験地 処理区

[IIIIIf-ft

鮒川町otoa100'12135
|(）

無処理100252220 22．3

烏川市,,,'&鋤｜‘り|旧''2“'一 22．5

無処理’6(）''36．7136．71－ 36．7
;1'ﾘ2図ストレイン84の草炭培養菌によるノイバ

ラの根照がんしゅ病防除効果

Ji:ス|、レイン81処理，下：無処理

46．5

1:：

st，84

処理

無処理

43

43 ,竃|職に韮山町(:）

〃＝0．1359郡－0．5339

72＝0．95 ７
６
５
４
３
２
１

ロ‐

st、84

処理

無処理

株
当
た
り
が
ん
し
ゅ
亜
駄
（
９
）

:北：
14

34.

０

０

３

２

１

株
当
た
り
が
ん
し
ゅ
数
（
個
）
〃

沼津市('）

st、84

処理

無処理 洲||リ
'2

袋井市c）

'3

①此種冒スターダム，②苗の師瓶：Ujり按ぎ，

自家生産，③処理時期：接ぎ木前,1984．12,

④前作の発摘：多い，⑤供試曲の発j,).j：不lljl,
⑥発病訓査：1985．12

①エンジェリック，②切り接ぎ，附入，③定植

直前,1984.5,④約15%,⑤不明,c1985.3

①アールスメールゴールド，②切り接ぎ,N川人，

③鉢上前,1983.12,R67%,(5)5%,c1985.3

①トポネ，②切り接ぎ,ﾘﾙ入，③鉢上前,1984.

2,④37％，⑤少発,c1985.3

①パスカリ，②切り接ぎ，購入，③定植直前，

198!.4,④不|ﾘ|，⑤約50%,c1985.1

;l）

05102030．無処理

培誰日数（日）苑

;1ﾘ31叉｜ス1、レイン84の培養H数と防除効果との

関係

培養日数は寒天平板培養した11から起算した

日数．

II）

(9)

(1）

である。

i^Hﾘi4の各地におし､て行った現地防除試験の一部を節

5表に示した。現地では，苗はほとんどI職人しており，

｢|家生産挫家は少なかった。I職入苗の中には，すでに袋

Jhliのように定I'MiUに多発しているケースも認められ

た｡

防除効果は，韮lll町においてもっとも高く，ストレイ

ン84処班|ﾒﾐは，無処a区に比べ，約80-発瓶が減少し

た。菊川町，‘島Ⅲ市，沼津｢llにおいては，無処理|型に比

べて，ストレイン84処理区は，40～50％発病が減少

した。しかし，ストレイン84接種前に，がんしゅが多

くの株に形成されていた袋井巾では，まったく防除効果

が紺められなかった。

c）

84の防除効果を検討した。各地のバラ1重Iの発病株から

病原菌を分離しBiovarを調査した（牧野・森川，

1985a)。第3表のように,50菌株の病原菌のうちl菌株

がBiovar1,47菌株がBiovar2,これらの中間的な性

質を示す菌が2菌株併られた。これらの中には，ブドウ

などから分離されたBiovar3に一致する菌株はなかっ

た。

また，病原菌のアクロシン84に対する感受&記は,62

％が感受性，26％が弱感受性,12%が抵抗性であった。

これらの病原菌の一部を用いて，ノイバヲの尖生苗に

おける，ストレイン84の防除効果を洲べた。鋪4表の

ように，本菌を浸漬接種した区ではいずれも20％以一ﾄﾞ

の低い発病であったのに比べ，無処理区ではR173を

除き65～85％と高い発病率となり，防除効果が明らか

IV培養形態と防除効果および有効期間

ス｜、レイン84は，ニュージーランド，アメリカ，

ダリア，ハンガリーなどで製130化され，ビート培養，

イ
窪
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第6表ストレイン84の培養形態とバラ根弧がんしゅ病の防除効果

〔実験nがんしゅ混入士壌における|坊除効果a）

培養形態

草炭培養菌処理
寒天〃
液体〃
無処理

|処理濃度|供試株数｜
J一ー-一

’
9×108

3×108

3×108|割
発病株数J発繊＊

則:！
|其鞭芋()">覚縛蓋

0 . 3 5 0 . 9 5 ( L 8 2 A 3 , 6 2 5

〔実験Ⅱ〕がんしゅ混入および病原菌接種土壌における防除効果｡）

…"1処州度|供試株数|発病株数J発燃率|抄?/-dj&s/vlm((@)*>覚緋

謬培:亨処釧洲!；|；|州麓|慰轄2!̂53,505
：'）木箱(60×95×20cm)に約100/の未殺菌土壌を入れ，粕当たり300gの新鮮なバラがんしゅを1z

の蒸留水とともにミキサーで砕き土壊に打ち込み混和した（5月1411),ストレイン84処珊(5Jj14日）．

b)1年生古木用ノイバラ(R・加""根orαの刺無系).10月26U¥:苑ｿim調査

。）融)の処理に加えて，病原菌R97,R202,R257の寒天培養(9cmペトリ皿）を箱当たり，各1枚蒸

留水に懸濁（6～9×108cells/mZ)し，土壊に混和した(7月13日.ストレイン84処理(7月13U).

天培養の菌体が市販されている（牧野．森田,1985b)。なっている。根全体としては,10=～10cells/g根の菌量

ノイバラにおける，本菌の培養形態と防除効果についてが検出される。このように本菌は根に定着増殖し，モモ

調べた結果は第6表のとおりで，根部浸漬時の菌濃度がでの調査結果によれば，少なくとも2年間は，根部を病

十分高ければ，いずれの培養形態でも十分な防除効果が原菌から防御するとされている(MooreandWarren,

得られるものと考えられた（第2図参照)。寒天培養は1979)。

培養が確実で，数量管理，輸送にも便利であるが，実用ノイバラにおける根而および根部のストレイン84の

的有効期間が第3図のように10日間と短く（発病抑止菌量を経時的に調べた結果，館7表のように，接種後4

効果は培養30日後の処理においても認められる)，最か月までは比較的高い濃度が維持されるが，8か月後に

適時期に農家が本菌を使用することは，かなり困難が伴は，根mからの本菌の検出菌姓が急減し,12か月後には

う。しかし草炭に特定の添加物を加えることにより，有ほとんど検出が困難となった。またノイバラ苗をストレ

効期間が3か月以上となり，膿家の要請に十分対応できイン84に浸漬後ポットで育苗し,ioか月後に病原菌

ると思われる（牧野．手塚，未発表)。液(10,107cells/m/)にポットごと浸漬し，ほ場に定

植した場合には，防除効果は著しく低~ドした。
Vストレイン84の‘性質

以上のことから，ストレイン84の根部への定着は，

本菌は，根頭がんしゆ病菌のBiovar2の系統にきわ植物の種類または鹸種によって差があることが示唆され

めて近縁で,Tiプラスミドを持たないため，植物に対る。

する病原性は認められない。
VⅡストレイン84による防除のメカニズム

また本菌は，根部に処理されると，根部で増殖する。

オウトウの苗に本菌を接種して,1か月後に根部の菌量ストレイン84は，特殊なアグロシン84と呼ばれる

を調べると，側根の根の先端部では，3．3×108cells/g抗菌性物質を産生し，大部分の根頭がんしゅ病菌の生育

根の菌量が検出され，接種時の3,000倍にも達していを第4図のように阻害する。本物質は第5図のようなア

る。また発病すると植物,体がもっとも大きな影響を受けデニンヌクレオチド類似体で，エタノール可溶，酸性，

る根頭部では,1.8×10cells/g根で接種時の100倍と分子量1,000molwt以下で,PĤ または9以上で活
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第7表ストレイン84接匝後のノイバラ根部からの検川(1985)(牧野．手塚，未発表）

根部におけるストレイン84の菌埜（根19当たり）
I*No.

(1984i/iIT)
4か月後
(1984年11月） 0985､年I州’

12か月後
(1985年6月）

2

3

1'、均

3．74×106

－}.56×l()6

1.70×106

3．33×106

1．3×l()6

().95×106

(),75×106

1×106

1．9×l()3

1.7×103

().4×10，

1．3×103

l×103

1×103
(）

0．67×103

=i)NewandKerrの培地により検fi',され，脂示菌(R257)に生育阻止円を形成するl塾i株のうち，ス|、
レイン84と同定される菌株は1か月後,4か月後,8かjl後,12か月後となるに従って,100%,
90%,35%,10%と減少し12かﾉ]後には，ストレイン84の検出がかなり|型雌であった．

…

腰

2

蕊瀞
瀞,’

鱗。

輔4図ストレイン84による感受性菌の阻止|｢Iの

形成(Spot-on-lawnmethod)

性が低~|くする(MooreandWarren,1979)。ストレイ

ソ84の二つのプラスミドのうち30×106ダルトンの小

プラスミトによって，アグロシン84の生産性および免

疫性がコードされている(MooreandWarren,1979)。

一方，根頭がんしゅ病菌は,Tiプラスミド（ノバリン

利用性）とアグロシン84の感受性との間には尚いｲi三|関

が見られる。

アグロシン84は，感受性菌のDNA合成をm苫し，

また，病原菌の細胞壁の合成を阻害し，植物体への吸芯

を阻止する。以上のように，ストレイン84の根頭がん

しゅ病菌防除効果は，アク1．シソ84の殺菌効果と，先

に述べた植物の付傷部分への吸着における病原菌との

1:1の競合作用によって税明される。このことは,マイ

トマイシン1)処理により，アグロシン84生産能を除去

した菌株を用いて。病原菌接趣24m川前に接種するこ

とにより防除効果が細められたことで災づけられた。

また，ストレイン84抵抗性菌株の出現については，

ギリシー,，において，スl、レイン84処埋を↑]:ったモモ

に形成されたがんしゅから検出された。分離された菌

株の16.5%は，病原性でアグIコシン84を/'且産し，し

たがってアグロシン84に対して抵抗性であった(Pa-

nagopoulosetal.,1979)。
0

IIしかし，アメリカのオレゴ

R'O三脚yffl-tMi10if-iS:砿職

章>竪冥蝋蜘
低下した恥:例は出ていない。

またオーストラリア，ニュ

ジーランドにおいても抵抗性

鮒が川現した報告はii:iかな

い｡ｽﾄﾚｲﾝ84に対する

抵抗性菌が出にくい理由とし

てKEBRは，病原菌とスト

レイン84は，ノパリンの存

R20

;j;s図アグロシン84レイン抄｝は，ノパリンの存

の柵造式 在下でのみ接合が起こり，ブ

ラスミドが移行する。しかしノバリンが存在しない場合

には，レプレッサー辿伝子のために接合が起こりえな

い，と考えている(Kerr,1980)。したがって，ギリシ

ー1，での試|脆のように，高波度の病原菌を接種すること

により，病原菌を十分防除できず，形成されたがんしゅ

からノパリンが産生され，プラスミドの移行が起こり，

ﾌ'クロシン84抵抗性菌株が出現したと推定した。

おわりに

ストレイン84は，多くの植物の根頭がんしゅ病に対

しｲﾘ､効であるが,tu述したようにブドウや一部の植物に

対しては効果が期待できないケースもi淵められている。

このような問迦に対し，新たに防除効果の認められる非

.,腺性のAg.tin"卯ciensBiovar3の検討(Stapiiort

etal.,1985)が行われている。またアグロシン84とl司

様なヌクレオチド型のバクテリオシンを産生する，ユー

カリのかんしゆから分離されたD286菌株(Hendson

etal.,1983)についても，がんしゅ形成阻止効果の検討

が汀ｵっｵL，ノパリン，オクl､ピン，アグロピン型のTi

フラスミドを持つ菌株に対しても発病抑止効果を認めて

いる。今後このような研究が進めば，今までストレイン
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84により防除できなかったブドウなどの作物に対して

も，新しい展望が開けるものと思われる。
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1)Bogers,R.J.(1971):ProceedingsoftheThird
InternationalConferenceonPlantPathogenicBac-
teria.CenterforAgriculturalPublishinganddocu-
mentation,Wageningen,pp.239～250.

2)Cooksey,D.A.andL.W.Moore(1980):Phyto-
pathology70:506～509.

3)(1982):ibid.72:919～921.

4)DeCleene,M.andJ.DeLey(1976):TheBotanica.
Rev、42：389～466.

5)DuPlessis,H､J・etal.(1985):PlantDisease69:
302～305.

6)El-FlKl,F.andK.L.Giles(1981):InInternational

ReviewofCytology,Supplement13・Academic
Press,NY・pp、15--58.

7)Hendson,M.etal.(1983):Appl.andEnv.Micro-
biol.45:1526～1532.

17ページより続く）

バリダマイシン液剤

バリダマイシン5.0％

バリダシンエアー(61.9.13)

16519(武田薬品工業),16520(サンケイ化学.),16521

（北興化学工業）

稲：紋枯病:14日一：空中散布

銅・バリダマイシン粉剤

塩基性塩化銅8.4％，バリダマイシン0.30％

バリダポルドー粉剤DL(61.9.13)

16523(北興化学工業),16524(武田薬品工業）

稲：紋枯病・稲こうじ病：出穂10日前一

『殺虫殺菌剤』

MTMC・トリシクラゾール・バリダマイシン粉剤

MTMC2.0%,トリシクラゾール1-0%,バリダマイ

シン0.30％

ビームツマバリダ粉剤DL(61.9.8)

16472(武田薬品工業）

稲：いもち病・紋枯病・ツマグロヨコパイ，ウンカ類：

21日3回

BPMC・DEP・EDDP粉剤

BPMC2.0%,DEP4.0%,EDDP2.5%

ヒノディプバッサ粉剤25DL(61.9.8)

16473(八洲化学工業）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌）・ツマグロヨコ

パイ・ウンカ類・ニカメイチュウ・カメムシ類:21日

4回

BPMC・フサライド・EDDP粉剤

BPMC3.0%,フサライド1.5%,EDDP2.0%
ヒノラブバッサ粉剤35DL(61.9.8)

16474(日本特殊農薬製造),16475(呉羽化学工業),
16476(北興化学工業),16477(八洲化学工業),16478

（三共),16479(九州三共）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌)・ツマグロヨコバ

8)Kerr,A.(1972):J.Appl.Bacteriol.35:493～497.
9)(1980):PlantDisease64:25～30.

10)andC.G.PANAGOPOULOS(1977):Phyto-

pathol.Z、90:172～179.

11)Lippincott,B.B.andJ.A.Lippincott(1969):

J・Bacteriol.97:620～628.

12）牧野孝宏・森田傭(1985a):静岡農試研鞭30：45～
52.

13)(1985b):I司上30:53～59.

14)Moore,L.W.(1979):InSoil-BornePlantPatho-
gens,AcademicPress,London,pp、553～568.

15)andG・WARREN(1979):InAnnu・Rev．

Phytopathol.17:163～179.
16)New,P.B.andA.Kerr(1972):J.Appl.Bacteriol.

35：279～287.

17)iiej部徳夫(1949):植物細菌病学,PP.227～233.
18）太田光輝・西山幸司(1984):日植病報50:197～204.
19)Panagopoulos,C.G.etal.(1979):InSoil-Borne

PlantPathogens,AcademicPress,London,pp、569
～578.

20)Staphort,J.L.etal.(1985):CurrentMicrobiol.
12：45～52.

イ・ウンカ類:21日4回

カルタップ・MTMC・トリシクラゾール・バリダマイ

シン粉剤

カルタップ2.0%,MTMC2.0%,トリシクラゾール

1-0%,バリダマイシン0.30%

パダンサイドバリダビーム粉剤DL(61.9.8)

16480(武田薬品工業）

稲：いもち病・紋枯病・ツマグロヨコパイ・ウンカ類・

ニカメイチュウ・コブノメイガ・イネツトムシ:21日

3回

クロルピリホスメチル・BPMC・フサライド粉剤

クロルピリホスメチル2.0%,BPMC2.0%,フサライ

ド2.5％

レルダンバッサラブサイド粉剤DL(61.9.8)

16482(日産化学工業）

稲：いもち病・ニカメイチュウ・ウンカ類，ツマグロヨ

コパイ・コブノメイガ・イネツトムシ：45日2回

マラソン・XMC・バリダマイシン・フサライド粉剤

マラソン2.0%,XMC2.0%,バリダマイシン0.30%,

フサライド2.5％

ラブバリダフォスマク粉剤DL(61.9.8)

16484(北興化学工業),16485(武田薬品工業）

稲：いもち病・紋枯病・ツマグロヨコパイ・ウンカ類：

21日5回，但し穂ばら承期以降は4回

クロルピリホスメチル・XMC・フサライド・EDDP粉

剤

クロルピリホスメチル2.0%,XMC2､0%,フサライド

1.5%,EDDP2.0%

ヒノラブレルダンマク粉剤35DL(61.9.8)

16488(北興化学工業),16489(呉羽化学工業),16490

（日本特殊農薬製造）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌）・ニカメイチュ

ウ・コブノメイガ・ツマグロヨコパイ・ウンカ類：45

日2回

（49ページへ続く）
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(48ページより続く）

MPP・NAC・フサライド・EDDP粉剤

MPP2.0%,NAC2.0%,フサライド1.5%,EDDP
2.0％

ヒノラブバイナック粉剤35DL(61.9.8)
16491(北興化学工業）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌）・ニカメイチュ
ウ・ツマグロヨコバイ・ウンカ類:21日4回

BPMC・PAP・フサライド粉剤

BPMC3.0%,PAP2.0%,フサライド2.5%
ラブサイドエルサンバッサ粉剤30DL(61.9.8)
16497(日産化学工業）

稲：いもち病・ニカメイチュウ・イネツトムシ・カメム

シ類・ウンカ類・ツマグロヨコパイ:21日4回

BPMC・PAP・フルトラニル粉剤

BPMC3.0%,PAP2.0%,フルトラニル1-5%
モンカットエルサンバッサ粉剤DL(61.9.8)

16498(日産化学工業),16499(日本農薬）
稲：紋枯病・ウンカ類・ツマグロヨコパイ・ニカメイチ

ュウ・イネツトムシ・カメムシ類:14日3回

PAP・フルトラニル粉剤

PAP2.0<*,フルトラニル1-5%

モンカットエルサン粉剤DL(61.9.8)

16500(日産化学工業),16501(日本農薬）

稲：紋枯病・ニカメイチュウ・ウンカ類・ツマグロヨコ
パイ:14日3回

MPP・パリダマイシン・フサライド・EDDP粉剤

MPP2.0%,バリダマイシン0.30%,フサライド1．5

%,EDDP2.0%

ヒノラプバイバリダ粉剤35DL(61.9.8)

16502(北興化学工業),16503(武田薬品工業),16504
（日本特殊農薬製造）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌)･紋枯病・ニカメ

イチュウ・ツマグロヨコパイ・ウンカ類・カメムシ類：
21日4回

ダイアジノン・NAC・パリダマイシン・フサライド粉剤

ダイアジノン3.0%,NAC1.5%,バリダマイシン

0.30％，フサライド2.5％

ラブバリダND粉剤30DL(61.9.8)

16505(北興化学工業),16506(武田薬品工業）

稲：いもち病・紋枯病・ニカメイチュウ・コブノメイガ・

イネツトムシ・ツマグロヨコパイ・ウンカ類:21日
4回

XMC・カスガマイシン・バリダマイシン・フサライド
粉剤

XMC2.0%,カスガマイシン0.11%,バリダマイシン
0.30％，フサライド1.5％

カスラブマクパリダ粉剤DL(61.9.8)

16509(北興化学工業),16510(武田薬品工業）
稲：いもち病・紋枯病・ツマグロヨコパイ・ウンカ類：
21日5回，但し穂ばらみ期以降は4回

BPMC・バリダマイシン・フサライド・EDDP粉剤

BPMC2.0%,バリダマイシン0.30%,フサライド1．5
%,EDDP2.0%

ヒノラブバッサバリダ粉剤35DL(61.9.8)

16511(北興化学工業),16512(武田薬品工業),16513
（呉羽化学工業),16514(日本特殊農薬製造）

稲：いもち病・穂枯れ（ごま葉枯病菌)･紋枯病・シマグ
ロヨコバイ・ウンカ類:21日4回

BPMC・PAP・カスガマイシン粉剤

BPMC3.0%,PAP2.0%,カスカマイシン0.23%
カスエルバッサ粉剤30DL(61.9.13)
16516(日産化学工業）

稲：いもち病・ニカメイチュウ・ツマグロヨコパイ・カ
メムシ類・ウンカ類・イネツトムシ:14日4回

MEP・フサライド・ポリオキシン粉剤

MEP3.0%,フサライド2-5%,ポリオキシン0.23%
ラブポリスミ粉剤DL(61.9.13)
16517(科研製薬）

稲：いもち病・紋枯病・ニカメイチュウ:21日3回

BPMC・MEP・ポリオキシン粉剤

BPMC2.0%,MEP3.0%,ポリオキシン0.23%
ポリスミバッサ粉剤DL(61.9.13)
16518(科研製薬）

稲：紋枯病・ニカメイチュウ・ウンカ類・ツマグロヨコ
パイ:14日3回

『除草剤」

プロメトリン・DCMU水和剤

プロメトリン35.0%,DCMU10．0%
タウパック水和剤(61.9.8)

16487(トモノ農薬）

大豆・枝豆：畑地一年生雑草：播種覆土後～発芽前：1
回

DBN・DCMU粉粒剤

DBN1.0%,DCMU0.50%
ホクパック細粒剤F(61.9.8)
16494(北興化学工業）

小麦：畑地一年生雑草：麦2～3葉期（スズメノテッポ
ウ1．5葉期まで):1回

『植物成長調整剤j

コリン液剤[MGC-140]

コリン2.0％

サンキャッチ液剤(61.9.13)

16525(三菱瓦斯化学）

かんしょ：発根促進及びいもの早期肥大：苗の植付時
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○出版部より

☆『昭和61年度“主要病害虫に適用のある登録農薬一覧

表”（除草剤は主要作物)』が出来上がりました。今年度

は，昨年に引き続き，殺虫剤につきましても“その他登

録農薬の少ない作物”について新たにl表を起こし，い

わゆるマイナー作物についても引けるよう工夫しまし

た。また，新たに“植物成長調整剤”の項を起こし，索

引と稲，麦類・豆類・いも類，野菜，果樹，特用作物・

芝，花弁・林木の6表を掲載しております。41ページ

の広告をご覧のうえ，是非ご利用下さい。

(B5判,337ページ,2,1側円，送料別0円）

☆『農作物有害動植物発生予察事業調査実施基準(複製)』

を作製・販売しております。本書は，本年5月に大幅に

改正され通達として出されたものを，関係者の皆様方の

手に入りやすくするため，複製して販売するものです。

書店では購入できませんので，直接本会出版部にご注文

人事消息

このほど,10月1日付で，社団法人全国植物検疫協

会が発足した。概要は下記のとおり。

名称社団法人全国植物検疫協会

所在地（本部事務局）

I
次 号 予 告

次12月号は下記原稿を掲載する予定です。

特集：野菜ハダニ類の発生予察法

野菜ハダニ類の特殊調査について横田敏恭

イチゴのハダニ類の密度推定法

合田健二・中村利宣

イチゴの葉の食害痕によるハダニ類の簡易密度推

定法井上雅央・杉浦哲也

イチゴのハダニ類の発生消長と要防除密度

沢木忠雄・佐藤允通

スイカのハダニ類の密度推定法と要防除密度

矢野貞彦・森下正彦・谷口達雄

－

下さい。

(B5判,384ページ，実費1,6側円，送料釦0円）

☆6月号で「植物防疫」に対する皆様方のご意見を広く

お伺いするため，「アンケート」をお願いしましたとこ

ろ，多数の有益なご意見，ご感想が寄せられました。こ

こに謹んで御礼申し上げます。お寄せいただきました貴

重なご意見，ご感想は，協会内部並びに編集委員会の場

で充分検討し，誌面に反映させてゆくとともに，今後の

企画，編集方針を立てるうえでの参考にさせていただき

ます。有難うございました。

なお，厳正な抽選の結果20名様に「植物防疫合本フ

ァイル」を送らせていただきました。当選者の発表は品

物の発送をもって代えさせていただきますので，ご了承

願います。

今後とも「植物防疫」に皆様の声をお寄せ下さい。よ

ろしくお願い致します。

〒108東京都港区海岸3丁目18番15号

電話（03）453-5935

会長石倉秀次

なお，本部事務局のほかに，横浜支部((045)201-

2378)，中部支部((052)661-5446),神戸支部(078)

391-5901)が設けられている。

ナスのハダニ頓の密度推定法と要防除密度

久保田篤男・高橋兼一

パラコート抵抗性雑草田中喜之

リンゴ赤衣病の発生広間勝己

ネギさび病の発生生態と防除竹内妙子

植物防疫基礎講座

作物保護におけるマイコン利用（9）

AMeDASデータの取り込みと予察への利用

棟方研

定期購読者以外のお申込みは至急前金で本会へ

定価1部5伽円送料50円

I

一一一一

植物防 疫

昭和61年

11月号

（毎月1回1日発行）

=＝禁転載=＝

第仙巻昭和61年10月25日印刷
第11号昭和6'年’1月1日発行

編集人植物防疫編集委員会

発行人遠藤武雄

印刷所株式会社双女社印刷所

東京都板橋区熊野町13－11

定価550円送料50円1窪議謹野

－発行所一

東京都豊島区駒込1丁目43番11号郵便番号170

課日本植物防疫協会
忍話東京〈03)944－1561～6番

振 替 東 京 1 - 1 7 7 8 6 7 S

－50－
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独自の技術で開発した新農薬〃…
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畑作イネ科雑草の除草に
－生育期処理除草剤一

’

－強力殺虫･殺ダニ剤一

二ツソラシ⑨ 学側す L剤

鰯日本曹達株式会社
本社
支店

営業所
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●粒剤ﾀｲブで省力的／

土壌ｾﾝﾁｭｳ･ﾐﾅﾐｷｲﾛアザミウマ防除剤
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●天然物誘導型総合殺虫剤

力ルホス厚

剤

乳濁l･粉濁l
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難防除病害

酉自
国 に■ ■． ■■
』L－

二特長一

刀
⑨

●梨の白紋羽病にすぐれた

効果を示します。

●発根をうながし、樹勢の

回復を早めます。

●効果の持続性にすぐれて

います。

●粒剤のため、水を必要と

せず処理作業が簡便です。

粒 剤
⑧は日本農薬の登録商標です。

紋羽病の防除は､早期発見･早期防除が基本で魂

使用時期：収穫後から翌年の落花直後まで。使用薬量：1樹当り3～5kg

使い方 ③乾燥している時は､ジョロて懐水をまき根をぬらす。

①樹のまわりを半径1～1.5m、深さ,'iOcm程度掘t)④フジワン粒剤半量をまき、根にこすりつける。

上げ、根を露出する。 ⑤掘u.上げた土に残りの半量を混和しながら埋め

②腐敗根を切りとり、病患部を削りとる。 もどす。

／綴e冒患婁萎蒋篭室竺



連作障害を抑え 蕊をつくる／

[花・タバコ・桑の土壌消毒剤］

四
■

ｒ
」 微粒剤

＊いやな刺激臭がなく、民家の近くで

も安心して使えます。

念作物の初期生育が旺盛になります。
●安全|生力確認された使い易い殺虫斉リ

琴広範囲の土壌病害、センチュウに高
い効果があります。

妙粒剤なので簡単に叡布できます。
●各種ハダニにシヤープな効きめのダニ剤

’
一
一

醜j

-1明ヅクラ･：
乳剤

●ボルドーの幅広い効果に安全|生かプラス
された有機金厩受菌剤

●澄んだ水が太陽の光をまねく.′

水田の中期除草剤
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農業技術,5判評響鼎柵削最新作物生理実験法
昭和21年刺plj農業技術,こついての月I1総合雑誌 北篠良夫・石塚潤爾編大学・試験研究概関

新進気鋭の研究者24氏執筆

A5判（上製)416頁定価3,500円〒300円農業技術研究の課題と展望

篇I巻農業技術研究の原点を求めて第im21憧紀で鰹:撫鮮繍蝿繍蕊郷繍
の農業技術をめざして川嶋良一著A5判各約300学生．院生，農業関係研究者の常備実験書頁定価各17“円〒各2”円（2冊で3伽円）

農水省農事試場長,技術会砿事務局長,農研ｾﾝﾀー所艮実験以前のこと－農学研究序論
等を歴任された著者か，これまで各誌に執筆された浦ii'.'iを小野小三郎著B6判定価1,600円〒250円体系的にまとめたもの。農業技術関係者の必読野

fi.l辿的Ul究とは何か(ill世的研究の取り細み方と問題点等
を述べた，農'f--生物学についての唯一の研究方法論農林水産研究とコンピュータ

斎尾乾二郎他編著A5判上製定価3,800円〒300円作物品種名雑考
鰹林水産研究の各分野‘こお､ナるコンピー.一タ1:'|川の現状と農業技術協会編B6判定価1,800円〒250円
展望，およびコンピュータ利川技法についての岬説

11f通作物・工芸作物の品種名の由来，命名の裏話等を，育
種専攻19氏が解説した品種改良の裏面史

【新刊】野菜種類・品種名考
西貞夫監修22氏執筆B6判406頁定価2,200円果樹品種名雑考

節一部として野菜とは何か,野菜の種顛>Ill'i種の分化報を， 農業技術協会編B6判定価1,800円〒250円

鰯二部として二i要34野菜の起源と伝描，柳間の歩みIMM櫛オか固の主要果lj1の品種名の由来，命名裏話，あわせて各
改良の経過，代斐的nil種の来歴・名のiii来呼を＃I説。樹種の起源，渡来と定着の状況を果樹育種専攻14氏か解説

〒11!束京都北区西ケ原
（財団法人）1－26－3 農 業技術協会

⑪■■･由『早口■■､■『■■巳■■■■■●■●■白色｡､『■■官■■｡■■、凸､■■■■■■■■■■■血■■■■ご■■凸．....■凸一＝

振替東京8-176531
Tel(03)910-3787mT1■n房

型■■■■■■■■■■■F○、｡■ザ■■■凸曽●■■■■｡■■■早■｡b首■■■■■蝕■由■■■■■■曲由■■■■



涯魅伽b"ヒル丘 昭
和
六
十
一
年
十
一

昭
和
二
十
四
年
九

散布:9月下旬～11月の間に1回

m吃④
戸

月月

九一クミカ の … ダ ニ 剤

日日
此“

紬α"ん女ん 第発

＝行

（
毎
月
一

種
郵

撒葎
殺ダニ剤

‘に①閃
●他剤抵抗’性ﾉ､夕二にも卓効

●薬害少なく混用薬剤の幅広し

●収穫3日前まで．使用可

●柑橘のハダニ防除にすぐれた効果

●9月下旬～11月の低;島時にすぐれた効果

●ミカンノ､夕二の卵蹄幼虫に特効
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稲･いもち病､白葉枯病､もみ枯細菌病、

きゅうり･斑点細菌病防除に．………．．… 蟻

きゅうり､トマト､てんさい､かんき一スビーマン、すいか

ﾒﾛﾝ､茶､ばら､たまねぎ稲､レタス、キャベツの

病害防除に………… … …

澄甥明う箇製栗緋式会社
104東京都中央区京橋2-4-16 篭’
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