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抗血清を利用した Cymbidium mosaicvirusおよび

Odontoglossumringspotvirusの診断法

井 上 成 信

洋ランに発生するウイルス病の中では Cymbldlum mosaicvirus(CyMV)とOdontO-

glossum ringspotvirus(ORSV)の 発J1-が 最 ‡,多く,その被害は 著しく大きい.とこ

ろがそれ らに も病徴がマスクされ ることがあって)⇒掛･ニ病酸が全 く見られないものでも,

ウイルス病に経 っていることがLli.Lは認められ 輩の外観的症状だけによる診断はかな

;)不P/Lと全である,したがってウイルス病の正純な診断は取病棟の除去あるいはiLtLjiJ品節で
拾てがたい肝柄株の隔mT:などによる伝搬肌IL.対策上槻bJ)で碩撃てあ り,ランの伐研巷間に
も現場で簡軸こ応用できる診断方法が強 く項部 されている,柵物 ウイルス病の診断は一般

に電子顕微鏡によるウイルス粒子の観窮並びに指標拙物に峻厳する生物検定などの方法に

よって行なわれ,さらに血清棟定についての:-k告 も見られ る.洋ランのTウイルス病の血lJ暮JT･

学的診断については,Zaltlinら(1954)が頂暦法を応用して Cattle),aに発生するウイル

ス病を診雌江ノ, また Morel(1960)は CymbidlTlm のJJ:_長点組織蟻掛 勘こおけ るウイル

ス ･フリー棟の検定に利用している.わが国てほ 末次ら (1968)が CyMVとORSVの2

仙抗皿#]利用によるウイルス病の診断についで㌢町iしている.

若者は Cymbldium や Cattleya系*のようなラン利柄物ては,_rfrL清検定で某を肺砕し

ただけの粗汁液が抗酎 TLl本反応炉似の凝jlLl-物をFl_ず ることをしばしば観察している.これ

が血清検定の正確な別荘を振乱させ る恐れのあることを知 り,簡易診断法における検定菓

汁液の阿世な作製法について実処し,1-1十の結果を得た,さらに これらのことを 卜分考慮

して Cymbz'dl'um と Cattleya系における CyMV および ORSV の診断を J(L庸t検定によ

って行ない,その判定結果の信頼度を槌:子5Wl軟鉄によるウイルス粒子の観察並びに/t物椎

定の結果と比較し検討 したので轍腎する.

取り手とi/)にl_L'Tって,懲叫な'pW-/(,HiJトにた い,rJlJ口ILJ:/､ブ畠樺Wr"JL'L所満Il偶美rJiLに捕.朗の意をよす
ら

材 料 と 方 法

nL泊検定に用 いる軌//上薬汁液の1六川(.ノ封/rl'触法の上狛では,#Lt全,CyMV枇病 および

ORSVfTE3両Cymbidium 薮をそれぞれ減L者乳鉢巾で薬 の蒐且の 10倍血の生確肘志水を加

木簡/rJコの大要は昭和43年Hj=川 本柄物稀理学念開門部会で発襲した

*Cattle),a系:CattleyaおよびそのF,ri間Iif配秤rBc･一BIc･.I,C･,Sc.,SIc･)を総称して呼んでいる.
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えTI打砕し,棉.tl液を4爪の 力'-ゼて こして,7欄tで′:)凋あ るい心 血心分矧を行な一つて血
i一雄軒心二)肌 ､た ぐい下据 卜酷と..Lll-).
血清椀足は敵機旋止応は(SLogteren,1955)で行ない,また,これ とスライ ト法との比

棟 も行なった,微森ljB反応法は PolyvinylFormvar膜 (Chloroformに1%解析)を

･張った ン t･-レに 抗血清を 1i舶 (約 0.03ml)ずつ並べてふき,その 上に軌定柴汁酵iL(同
31i-加え,カラス陸 (ほ0,8mm)で柑 く雌抑後,滝根 ,lCl,)Jく･､ために流動 -ラフ ィンJ:･Jh/(.か
に流し込んで f.を醍い,約 35oCに 15-30分間保ったのt,,凝1Jき反応を肉眼判定 し, さら
にその反応終末点 を光学雌徴錦観禦で 川足 した.凝集反応の程舷はTLtJI馴 i･u定一自利～+oj4

1'(Llq?とし,さP)に掩鐘に い)十および十 ('ごく′i',IT.:の府県物)を1′粧 し,!針)二物の/i:いも

a)I:(-とした (第 1図),

r)ィ,L,ス病の‖帥iに供,tltした Cymbidri乙/m fsよぴ Cailleya系の仙物はII木;JrJ也か iL)山

根LF二ものである.ウイルス蛸の診帖 よ徴凝仇ノ,ZLE:法による血清快適,l':rLJ:朗敵組に Ltる

ウイル ス枇丁･の規整誰びに′1一物検定による判別を平行して行なった.血清検定には検ki薬

を減荷乳鉢巾で#-1の蔽壷の10倍止の′l三門食塩水をljnえて肺砕し,ガー･i_二でこしたov ,.逮

心分離 (3,000rpm,lo介)を行なうて 仁清を供訳 した.一部は点洋/I)机N0.3で ろ過 し

た/〉波 を.用 いた. ウイルス粒子のJI[;了斬徴鋲観容は2% リ././jソブステン慨 (pH6.9)

･LI用 いた DN法試料 につ い て 子LJな-つた. Jl_物検完は ツルナ】Dalurastramomum.

Casstaocc子dentalz､S,Chenot)odutmamaranticolorなどを指標附物 として汁濯接種を/(了な

い,局部病班LLLl硯の有無に よって 廿足した.

供試抗血清i上耽陣の CyMV抗血清 および ORSV拭血fl■Jで,共',:Lブ凍結艦燃 し,ナ 1-

7フリー -.T'- (-20DC)に拙 技したものである (Inouye.1966∴1968).そ叫ノ'Lf木佃は雛

1,2衣にJT,十ように徴凝k-)文応法ていI'jHノ〔血清 とも1:2,048倍であった, これを′日Illft塩水
て 1.8あるいは 2(汗膳段府糾 して用いた.

実 験 結 果

1. 供試抗血清の微凝集反応法による力価検定

抗血清 と病汁液のFT桝を行ない,微凝促)1応法で陽性反応 を示すそれぞれの反応限プrL･1･

を調へた.CyMVHlfl病および ORSV称病 Cymb才(ilum其の他汁液はそれぞれ 3,000rpm,

20分閑適心 し,その｣ニー請を杭順として用いた,対照 としてほ維令な Cymbidiu,m薬cT)粗ナl

液Ji/沌心 し,その l_il')'fi-用いた.

(1) CyMV抗血清による反応

弟l表に′J,11ように,病汁液叫 JL僚番組 ()(.･T･では抗血清 rl<,釈 2,048I..I.;までl雄 ､が認めら

れた.同様にm71A波の2(.L.Lni酎rJt新釈 20.40,80,160,320,640I;'_;･ではそれJどれ抗LnL(-IllA

釈 2,048.1,024,1,024,512,64,8倍 まで反応が認められた,純金菓汁液 との反応は現

われず,したがって抗血清は CyMV の九に仲端的に反応す る純度の高いものであると思

われた,･PJl芸の結梨から本抗血清を用いてCr)徴凝脚豆応法に上るTl/1ルス梢の診対師上院

'定葉 Q)10(.1;'･希釈紋では11)-Ll｢LL沼をi'･J500(.J;に滞d)て用いて も.動 か )確認が容易に しか い11
定が確rI:にできると考えられた.

t:J-_守 研 ′''t



(2) ORSV抗血清による反応

耶2表に′J-:㍗,【うに.病汁液の杭頃希釈l()倍ではlJlllTL枯希釈2,048(.lL,'までtiL古か認めF'
れた.IL･-j様に病汁液の2倍階段希釈20.40,80,160,320,640倍ではそれぞれ抗血tllf府
釈2,048,1,024.512.256,64,8倍･まで反応が認められた.RLt全英汁液との反応は現わ

れず,Lたがって抗血テtrfは ORSVa)もにn･剛']にLi応する純度の1･,I,riL､もU)であると,rtl.わ
れた.第 2表o)釦架から,本抗IrrL711i･を用いてLT)徴収1JfJ支応法によるウイルス.ll;1u)..I,/,'RM土粍

淀兼の 10(.]k一希釈液では抗血h'liを約500lfuyに神耳)て川いて L,,反応の砕認が容抑 こしか い'り
定が碓7:にできると考えられた.

･')'i'1Ji CyMV抗TrrLf.JJEニよ7J徴収昭文止.

f/-LIj;E.5,･ 抗 EAlilllt.G, 桝 侶 放 刈 .IJ.'1.

釈階数 8 1b 32 6LI L28 25fi 512 1024 204810968日)∠ rSal･neJ
10

20

10

8n

160

320

640

】280

2560

対jll1.

附

相

伴

十

L.
+

l

J

l

■

i

i

i

i

:

+

L

L

I

I

州

柑

j;
≠

=
=
+

上

t

L

L

冊

糾

州

側

1-

十

十

l

l

l

柵

州

常

≠

+

一

一

一

村

仲

≠

≠

刊

±

一

l

+
+

土

l

一

一

一

≠

≠

+

+

｣

一

一

≠

≠

ャ

+

+

一

一

土
l

flJ12末 ORSl'TJJt血il●)'によ乙敢凝JJ:LJi応

HI8,I;2

血

.d｢.A

抗

32一. 1-8煎敬一原故旧一抗釈

10

20
40

80

60

20
40

釦

帥

S
..

･1

3

6

2
5

･す

ー

っ
)
･ノ

即

仙

≠

≠

十

±

l

J

榊

榊

≠

-

≠

+

J

L

州

1-日

棚

T

i
;
+

I

L

I

冊

洲

1-牡

≠

叫

+

l

一

一

冊

糾

州

仙

骨

≠

+

l

一

前釈倍数

2565121024204840968192

一FE.LL一11一一一一一一一一一l一LLILIII-LI十十土一一一l一l一≠斗≠JL一l一l一
朴州≠+1LIllE.

榊朴≠++一lLEL

2
.
血清検定に用いる検定葉汁液の作製法

(1)遠心法によtJ得た病汁液の微凝集反応

CymbldlumのORSV柑柄磨(ゴよひ牡全案の純子1枚をガー暮二-でこしたL7WJ,2,
000
,
3
,
000
,
4
,
000
.
5
,
000
.
7
,
000および10
,
000rpnlて川分間過心し,
それぞれのJIJt-J-1を粍
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定汁液として用いた.r付し清反収ま微凝E!･反JJLt-1tJiLとスライド法によって'(了な ･'た.
,P,3九 二′Jl,十J:[)に.ORSV椛硝薬汁液は2,00()-10,000rpmにて遠心したいずれの

上清試料にも血h守,反虹の結Li明瞭な綿 t･状の凝催物がL..ALJ.められた (第3凶 C.D).一方,

tJdit全襲汁液では,2,000rpm 遠心上音lli試料に′州 tの溌LL物 を生じ,また3,000rpm 遠心

卜_描調 吊こもごく少帖の沈即 勿を叶 じたが,4,000-10,000rpm通,L上清試料には凝TJ:
物を/上じなかった (第3問C.d).しかし2,000rpm3立心上溝試料の凝集物はInL描反心 こ

よるものと:より･潤 のもので あると 日促 され, また_3,000rpm 遠心上品試料の 沈澱物も
血f.I,;反応によるしのと明前轍こI-x=別てき,''Jものであった. この 3,000rpm 上清.試料には沈

淑物を/r:.じない場合とノ卜.ずる切合とが あったか･,この沈澱物は ごく少韻であり.これt.L
Cymbldium の品種や快'jii畔の温度射 出二よ-,て′r_ずるようであった.このよ･)′最 に料は

那 4卦 二示すJ:うに､机汁液を約 30oCに1-1.5叶rTl'JIhY.lいたのら,遠心分節(3,000rpm,
lo牙)し.その上情を供武するとそのような沈降物を生じなかった.なお徴凝JJi･反応法と

スライド法と-T=はと損こよくi環雛反応が認められたれ 前方法が反応i]l:砕認の膏､でよりと

さるようであった.

碑3哀三上も心'//鮒によってfl的かた柄汁液の血iI■f反心

険 止 方 法 ,止 別

徴収J)TJ烹応は

スライドは

J左 心 /JI 姓 (rpm)

2,OOO 3.OOO 4,000 5,000 7.000
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()内は抗蝶抗rl:Jく心と艶'Flの振Ll_L物とrll足されたもの.以下第4-6,1<=I‖Jじ

･3''J1A.紘.i健也JltjによるORSV肝捕帆汁液の仙lllJk虹
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(2) カーゼろ過.ろ紙ろ過および遠心分離により得た病汁液の徴凝集反応

馳全,CyMVW'柄および ORSV即 か〕Cymbz'd2um斐搾汁液,i,,それぞれ(a)4･正の

ガ一七でこした粕汁確,(b)東洋/)紙 _N0.1で粗汁液3mlをろ過したろ液,(C)3,000

rpmで10分間遠心した上il'Jqlの3処理r7Jにわけて赦凝月l･反応法を行なった,血清は CyMV

抗血清,ORSV拭1恥llJ':および 正常血市を用い.それぞれを8m･に痛釈してイ)I,一試した.

Jj'i半研究



第 5蓑に示すように,嫡薬汁液の 試料で は3処理区の いずれとも,CyMV抗血清と

CyMV病汁液,ORSV 抗血清と ORSV病汁液とのr榊こ明瞭な 特典的凝集反応が 認めら
れた (第 2図,A,a;第3図A,B). 遠心上値試料では CyMV抗血清と CyMV 病汁

液,ORSV抗血清と ORSV病汁液との脚 こ凝紫反応が認められるのに対し,その他の組

合せではすべて如雄が認められず,したがって血hri反応の判定が明確にできた.しかるに

ガー七で こしただけの 粗汁液試料では, 正常血清と趣全薬汁液,CyMV痛汁披 および

ORSV病汁とのHr'Ljにいずれ も多丑の凝姓物を生じ,普/I:CyMV抗血清が ORSV病汁液

や触全薬汁液と,ORSV抗血清が CyMV病ナJ液や陛全英汁液との机合せにも多JArlの凝塊

物を生 じた (第 2図 B.C;第3図a), このような擬貼物はあたかも血清反FLこであるかの

ように見られたが,これは同じ粗汁睦で遠心 した上沼試料に凝j狼をLL=_じなかった (例第2

図C)ことから,血情反応によるもU)てはな く,粗71-液中の諸物質が凝ilさしたも0)である

と判定された,

このように,カ-七でこしただけU)机H液はそのまま直 ちに血清倹姪に用いると,抗原
抗体反応幣似の凝塊物を生ずるので, これが血･lIJl-･反応の■帽巨を不正確にするものと考えら
れる.また,ろ紙 N0.1のろ液は,腔全斐汁狼の場fTには 少irii:の叔蝦を ノtじたが,病腰
汁液でlJ'源J)ll体が輿Ifll:･Jの削み合せの頃合には凝lLlを′lじなかったことから,紺1液は通心
分離しなくても簡 叫こ,3雛で/)過 した,3樵を血清検定に用いてもよい結果が/('jl･られること

が/J､唆された (第 2図 b;軒3L皇Ib).

第5ii カ■-･t:ろ適,ろ紙ろ''幽および遠心分級によ･､て-1すられた恥l液の赦凝iIiiLく応

試 料
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ろ 過 追 心
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ろ紙によるろ過(心洋,')縦ITo.
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榊 IHt 州 拙 付 附 hLI 榊 船

(+)(i)- 1 - - 1 - 1

榊 柑 榊 11什 肘 柑
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!)遇'):叫L1-4はろ液な 0.5mlI/h加 IILしてf']た.州,tの採収llh日立を)六す

(3) ろ紙ろ過粗汁液の徴凝架反応

射 ､｢/)紙 No.1,2,3,1-i,用い,触今､CyMV柿か1k.よび ORSVW病の CymblJdlum
基机iLl液L',,適してlrlll,用淀 に供試しr=. .′)液は/'紙 No.1,2/i:ど初め緑也で 次紬こ撲
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褐色透明化してきたので,ろ油を0,5mlずつ分画した.血清検定には CyMV抗｣血l■｣と

ORSV抗血清を用い,徴擬iJLi反応法で行なった,

第6表に,I,すように,ろ紙 No,1-4のいずれのろ液武料にも,CyMV抗血(JJとCyMV

病汁駿,ORSV抗血精と ORSV病汁液との間には明瞭な梢異的凝躯反応が認められた,

一･万艇全基汁液では,ろ紙 N0.1の分rlhllのら枚に両抗血清とも淡緑色の凝偉物を年じた

が,これは綿も伏ではなく,抑粒状のものであ り,血清反応によるものとは異種のもので

あった.7'紙 N0.1の分画2とN0.2の分ILRilのろ液には少並の叔雑物を生 じたが,これ

は血清反応と容易に区別できるものであった.ろ紙N0.1の分画3,N0,2の分ll_F勺2,No.3

および N0.4の各分画はいずれも触色が 少なく,両抗血情とも擬症物がIi.られなかった,

7っ紙 N0.4の/i)液はかなt)'rl!I腔化し,血テIIJ<検定の供試汁液として適当であったが,ろ過(IL

時日'-掴ミかか P)過ぎ不陸であった,

このような打iLLから,血清検定には検定葉の粕やr液JaJ東洋ろ紙 No.2あるいはN0.3で

/)過し.緑色が少なく通明化したろ液を供試すると,陳全柄物か摘植物かの正しい判延が

できることが認められた.

3. 希釈抗血清の冷蔵庫保存と力価

CyMVi)IL血細と ORSV抗血FlL,とを それ{Lれ 生理鋸盤水で8倍に 庁.刺 し,マーノニン

(C2H5HgS･C6H.COONa)0.02%加川と無JuLl川とを.&Lけて冷蔵Jdl(約4oC)に保(fL.保存
日数と力価の推移について徴凝賑_lj応法で調べた.

第7義にイサ ように,保存6カ月後まて検定したが,両抗血清ともノJ価の大きな低~卜は

見られす,またて-ゾこソ加)｣lと無加)二日との基も殆ど見られなかった,この結lAlから,塞

(-)IC.uuJt血相 土G,釈してからでも冷放佃 こlJHrL-すると,半11-以 hLTl精根定に l分,州lけ きる
ことが認められた.

打L7人 帝劇Il保仔による希献抗血清の叔此奴応櫨)｣

､′- ソニ / 保 存 El 敬
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4.CyMV抗血清と ORSV抗血清の混合による効果

CyMV机血泊と ORSVよノ■L血清とを4.一駅 (8(;'i)後に 1:1に混ETL,CyMVおよび

ORSV滞納典汁液に対する徴凝集戊応試験を行なった,

第8表に,JrがJ:')に,混(TIJtlhli出まii''-)JlLlbL清と同じく CyMVおよび ORSVll-LI-柄韮

汁液とそれぞれよく反応し,GT釈後(f')ili.'T血清-t･も両ウイルス病の診附汗二tJ効であること

れ,,だめらjLl=.

鵬 学 lJFl)i



5.CymbidiumiCauLeya

系における CyMV およ

び ORSV の診断

Cy乃,lbidlum および Cattleya

系について,あらかじめ非の病

徴により,a)兼に症状がなく似

全と思われたもの,b)CyMV

宿,C)ORSV蛸 および d)判

別困難なもの,とに分け,前.-iL1

3検定法による判定結果を比較した

r約8滋 Cy.tIrV抗血i〟とORSV抗血i/JP･の
組合による如災Jj応

抗 Jl;i
血 II-I

CyMV-s CyMV-S十ORSV-s ORSV ･S

CyMV ≠ト 胡ト

ORSV 榊 相

継JP.熱J

ILJi血!一㌔iの嫡新政度 :16倍

(1) Cumbidium における診断

雛 9表に 示すように,Cymbidium で は血ttJ-陳堤による判別が '̀荘子鯛飯鏡検允や'i=.狗

検定とまったく同じ結果がfll-られ,検定に供試した120妹のうち13株か CyMV.32株が

ORSV と判定された.鹿に外観 ヒの病微がなく,醒全と,JLIJフれた75株でも9株が ORSV

と判定され,無 病敢株であっても ORSV に感触している病棟のあることが認められた

しかしそれらの株からは上記)j一紙によって CyLuVは棟rLl.されなかった.廉の摘蜘他によ

りCyMVと判別した12株はいずれの陳定法でもすへてが CyMV と判定さJL/これ その

うち の1株 か一㌧は ORSV
紺9束 CymbldiumにおけるCyMVおよび ORSVcj診 噺 も検 出 され,CyMV と

葉の才;･j掛二 恨JJji ウ イ ル ス 検 'JiI

よ/u判 別 株放 り rJレス

維全(熱病倣)

CvMV 12

CvMV
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CvNfiSV

,別 小 I jl
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ORSV との 混(,L感染 で あ

ることが認められた.また

兼 u-)柄成型 によ))ORSV

と州別した19株はいずれの

扱定法でもすへてがORSV

と判定された,躾になんら

かの症状 を現わして いる

れ ウイルス柿似 t/)川別か

Htはtf.てあ-'た11株u)う十)3

株からORSVが陳出され,

そのうちの 11-1If土CyMV

と ORSV との 混合感染で

あった._NecrollCrlngSpOl

症状を/IJくす株から!エCyMV

および ORSVは いずれ も

鞍山されなかった.

この ように Cymbidium

て は CyMV ま/二は ORSV

a)鵬型的TJ:JFJjFM_{｣1､日)して

いる仇は帖IJlL､/上くそJL/I



れ CyMVあるいは ORSVに感染 して お り, そのうちの CyMV の柄甑を 示す株では

ORSV と混合感染しているものが ある.典型的な病微を'T(す株以外は 病斑塾によってウ

イルスを判別することはかなり旧難であることが認められた.

(2) Cattleya系における診断

第10表に示すように,Cattleya系 で は ′.'ti了軌徴鏡軌瀬とtL:.物検査とは ま･)たく同じ

第10蓑 Callleya系にtb･けるCyMVおよびORSVの.掛噺

･115の病徴に 椀止 り ( ル ス 快 砧

よる判 別 株数 ウイノレス ･.hl即位15=,L物税止 血i,JI検淀
悼_it(無柄trx) 15
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01(SV 】0
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結果が 得られ,検定 に 供

試した46株のうち26株が

CyMV,14株が 0RSVと判

定され,そのうちの7株は

いhjウイルスの混合感染であ

I),他の 13株は 陰性で 餌

全株と判定された.TE;予期

徴税横取と生物検定とによ

って CyMV と判定された

26株rT11株か血清検定では

陰作となり, 迎♂)結果てあ

ったが,これは葉に病微が

見られな かった 保て あっ

た.瀕に症状かなく外見上

触全と.lLl.われた 15株のう

ち6株 が CyMV,2株 が

ORSVとl';促 され,無病赦

株 で あって も CyMV や

ORSVが感染しているt,の

かあることか 認められた,A-の病斑卿 こよt)Cyrl/LV と､l′u別 された 11枠は いう-/九の検定

法によってもすべ てが CyMV と判定されたが.そのう､らの 1株は ORSV との混糾L146架

であった.また ORSV と判別された 10杉いますへて ORSV と判定されたが,そのうちの

別が岬灘であった10株のうち4株が CyMV と判定され,そのうちのlfl､ほ ORSVとの

混合感染であった.

以上の結果が 小すよF)に,C),mbidlum と Cattleya席にふける CyMV および ORSV

の診断に当っては,徴湖lJニ反応法で行/よった血清検定がLdi子朗徴税によかフィルス粒子の

観察准びに′ヒ物検'定の紡架とき)'めてよく一･致した.したがって徴収i出女応法による｣rLLTI-∫

快走はrjイルスの怯出か容弘であ り,しか.i,その信r掛空が高く,また.薬に症状がまった

く見られないものであってもウイノレスUf'柄株Ji,,止確にE'頼りできることが6,JnJ.められた.

6.ORSV羅病 Cymbidium の葉位別並びに部位別に見た病微とウイルスの検出

ORSVW揃 Cymbidlum RanBOOn保に,,いて, I-.位6葉を逃ひ,'行葉,i-先紬 裾 申･)i

.臥 )用品闇;とに分け.それそれの部位く艮L_i5cm)にti,-ける納政L',抑-＼,さらに lrltT冊ミ

i:li:jlL桝允



定,喝子抑徴鏡検鹿並びに生物検定によってウイJレスの検出を行なった.

第11素に)T､す ように,いずれの検出プJ法によっても同ように各部位か ら,すなわ ち病徴

の見られなかった 部位か らもウイルスが 検出され.株全休に ウイルスの 存 在が 示唆 され
た.DN駄試料について行なったITE7-斯徽銑険鉦てほ検定部位の症状によりあるG]=.度 ウイ

ルス粒子の曲的差鬼が見 られ,退色部位に 多く,正常緑色部位に少ない傾向があったが,

血肺検定では み部位ごとに長 さ5cm ずつの楽をLJJり取 って搾汁 して調べた結果,病散が

見 られなかった部位で も血清反応による凝加がrj)-J確にできた.しか し退色部の多い部位で

は緑色部に比較 して凝雄物がやや多い愉向が見られた. この結果から感数柿物各部lt/.の抑

汁液中のウイルスのir辻的比較を徹凝簸反応法によりある程度測定できるように思われた.

節11袈 ORSV粧梢 C_ymb8d壬um の射初rJ娘,uhに部位州 こおけ7Jウイルスの検定

上柴より 検定

の 典 位 部位

招川叫川IT川端火端允申韮-＼L
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｣1,い退出淡

｣主い)臼Ciガ[

･1-1三が少し釣棚lLL純化不明
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'rLこ軌検和の榊-十はD
_TI
法による眺祭のウイルス粒(･の多少を,I;し,
生物検定の十はウイルス%L性結Jjti,示す

血糾険淀の一階-+はその反応凝度をホし,-
は陰性を/Jくす(第日.4)

考察

洋ランのウイルス病の血齢芦的速断についてはZaltlinら(1954)か亜脚法による血清

反応を応用して捕珠を診断し
,
病臥こよる,,
bWr緋史の69%が血楢検定の結果と一致したこ

とを裾一,している,
七た末次ら(1968)は93株のCattleya系についてスライト怯に･上る

Jllll,
一雄淀;:i,
石ない
､
指既仙物による陽性私

51
とU)82%弧がfJ'ulll淋こよる診断結
兄と一致した
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とし,抗血清診断の有用性を指摘 しているが,LbL清検定による結果か必ず Li/)Li全てもっ

たとは言えないようである,

-椴に植物ウイルスの血清学的診町 二当ってほ,rE雌T･あることとト那与に,迅速か一滴

仙な方法が要望されている.そのた似 二はある理度力価q)高い))-[血清i:IlLH巨十る必塵かあ

るが,検定柄物の種瓢によって見 られる快足条件について い Eしく認.威してふくことかそ

の1r=-.一頼FiEをI-:.'jめる とに盛典のようである.血描抗定による浦!,i診断法とLてほ一触に f-1と
が桐埴lcスライド法や戯敏性か座れている徴凝LJI-反応法が用いられ,また検定盛汁液にJ.よ
粗汁確が しば しば供試抗原として用いられている.ランftlo)Cymbidl,a.m や Cattle_va系

の上t)ノ封1ti物ては ウイルス ･フリーの他全棄て も搾fl.したまま3)削汁液勘Ll｣†'にJJ'Jl(l摘淀

に(,ui武すると,抗血清だけで1亡くILE常血清 とで t,一見血相反応と札札 止いjl-起こ丁よA-)lL

凝瑛物を生することかある.この頻脈は血･iH)よ応に よる綿毛状の凝ij!･物とは搬な り,また

同じ試料を遠心分雌した ものには,このような:瀧姓物を'Jlじ加 ､ことなどからI)'L帰帆休反

比に よる凝張物 とは火質のものであ/A,ことがわかる.しか し.これは大いに ‖1,1L珍,JLJ吉点 く

原凶となるようである.このような現′釦よすへ て の 仙物に起るとい うものではないか,

Cymbldlumや Catt/eya系のようなラン科の枇物てほよく起る.このことを l分‖̀AL).誹 して

rn･かないと,備妄信をWr法によって血清快走を行なった均tT,地史.植物てあって1,〉(ル ス

病と､HJ定 してしまう結IRにな りかねないとJILl.われ/こ.Ll=かって匝是葉ナ1滴の(ノ沌隻は血清

反応皐L'i巣の判定を正確にする上に人生重要であ t),掩汁液はそV)まま供試 しないて,3.000
rpm以上,10-20分聞遠心して 上清を用いることJケ11ましい しかLこの よう/亡.読,fWl

冬期など†馴nEl寺では不適当な.:とがあ [),こJ-)楊lT刈繁と十かウイルスが Cyl･IVまた～,i

ORSVであれは搾日放を約30-35LCにl.～2時RJl放fl'IT_LたL/)†1ふし分就,i-'rI/(∫,て 1tIJl

を用いるとよい結果かfI.I･ら九 ;:J.Zaltlinl)(1LJ54)(.LCallley(lの,耳u汁液に 1/2ら;.I)クロ
ロホルムを加えて肱とう処性健,3,500rprn.20分RIrJ遠心 し.その⊥情を･帥肱 て血清iLjl.

液or)摘iiiな作魁法としてほ肘 砕波を鹿rr=/)机 No.2号たほ N0.3で/1過 し,精査F"J化し

た,_I)液を川いると.遠心分縦のL汎料とfFl=こうに血清JiLL'Jl/JLの叔il:物をJL_L'LLCい･ノ)こ.ト71

'jt.試料 として適当てあ った. 二J)ように して作馳さJLた腰汁液J)LllL措IjI''主は少たくと川上

全株をウイルス病性と川走するよ･>)な..!1壬日射よさけちれ,その l̀l促に†.沌頼りO.け,LとJLIJ7九
九二.

また血帖検定を'lJri:･)に当って,2稚o)･J7イルスか払 ′T感於㌻ろ病棟,i,=･りu埴 起て診
断ができれは LLf用 い大変有利である.洋ランには CyMVとORSV とC/_)鮎か悠架卜る病
杜かかな りあ F),すでに これらを同時にlJJlr軒とLて(′L製LL2(LLIJljL血丁出こ.[る診断か行互

i-'jLている(1三次ら,1968).本'臭験でも.別 々にri髄 LL CyMVIJ■LTr]L清と ORSVMlJ(lL
清をそ,hぞ九 rT,釈 Lた後に脱frしても,舶(T感剰招勿の.,細Iに有効であもこと7札 'LJ.めb九

-/i.またGl刺 した後項ノ■L血iILrt.い乍収佃 こ保/再-IL:上世TrHlは力仙か肱 卜せず 卜分神Hて

きることも認められた.

つきに各地から収批 した Cymbidium と Cattleya系におけるCyMVおよび ORSVの

診断では,微凝促k応は-･による血情軌'Jii,I.LL-1'抑 敬錆に,亡,LIL/(,Lストlll'-U･)仙禦泌ひにノ7.

'r7/J厭定を並行LてtTな い,こjlr･,:･ノ化枇 してrrLl.1日‡三̀･i;I)1...佃JLiとIlYr:か.j)L H細江｢C.1りH

bzdlum と Catlle)･a 系.'HiTて16硝二についてイ汗二･,rJJ∴ 'Lf卿敵純トhlrとノE一柳 l;/,⊥ヒU)

10 t'!!.一7'-yr'先



判定結果は完全に一致し,これらの川定結果と血(肌炎定の結果とは,Cymbidium(120妹)

では宗全に一致し,Cattleya系 (46株)では CyMV陽性株･rl1株が血楢険定で陰性とな

った以外はすべて一致した.この血清検定の結果が逝03陰性を示した1株は薬に病徴がま

ったく見られず鮎全と思われた株であった,これは禁中のウイルス濃度に挺順 があったも

のと考えられ,とくにウイルス濃度が低い心性物における血清快走は今後の課題であると思

われる.

このようi,こCyMVおよび ORSVについて行なった血清診断の信&'度は99.4%でいち

じるしく高い結果が阿られた.薬の病滋型に上ってウイルスの判別がある程度nl能である

が,これは各ウイ/L,スのJ)B型的な病故をノ(,.ナ株についてのみであり,CyMVの病数を示

す株の巾には ORSVが況rT感染するものも/(/Er_し,また病斑型によってウイルスの判別

が幽難であった株からも CyMVあるいは ORSVが検出されている. また肉眼で集に病

徴か全く見られず,外見上健全と思われた株からもウイルスの保fLl株が検出されたことは

通草である.しかしCattleya系では ORSVが感触すると一般に掛 こ嫡数を現わさない

が,花に郎入r)を生ずるので,花の病徴によって診断が可能であるが,本紬こ.拓いて睡全

とした株は花をつけず薬のみの症状によって 判別したしのであった.Zaltlinら (1954)

も輩の症拙 こよってウイルス ･プリ-であると考えf=13株のうちt;株か血清反応陽性を示

し.ウイルス病と診断されたことを報告している.これらのことはまた,肉眼観Ig;盲による

盛の帰敬の有無だけて血ちに帖新 )宥鯉を判定できないことを示すものである.

末次ら (1968)は指壬劉伯物による判定が陰性であった36株のうち8株が血清Lk止こ陽性で

あった結果を得,山鳩検定が生物検定の結果よf)鋭敏であった例を示しているが,貨者の

結梨では'延子雌敵鏡検並や4'物検定で,陰性であった Cymbldium と Cattleya系の/J計

85株は血清検定でI1,-7Lへて槙性と′fi:リ,木次ちかi'fた血情快走が優るような結‡掛よ/(-けちれ
なかった.

つぎに ORSV仰痛Cymbldl-um について,尭陀別並びに薬の先 ･車 ･J.摘=ニおける病

微の有無や程度とウイルスの棟出とを比較した結果,血清険建ては病徴を硯1.7さない部位

でもよく反応が認めら/lL,病徴の強弱に ほとんど鮒硯仁和こ各部位からウイ/Lスが 検出さ

れ,砧子舶徽鋭検査やノI二物検定の紡架と宣全に一致Lた.

摘 要

=/ソ科亨1嗣勿のウイルス柄の血清検定に用いる倹rjt栗汁液の簡易作製法を験.iT寸し,さじ)に

CyMVおよび ORSVの抗山沼を用いて CymblduLm と Cattleya系におけるウイルス0~)

血建学的診Wrを行なった

1) Cymbidum のようなラン科11(1物では.鹿をJr.伸しガー七でこしたたけu-)親日液を

血清快走に)1い ると,ウイルス ･フリーV)鮎全株であっても血相)'･反応娘似tT)凝塊物を多能
に生じ.これがために情炎的血清反応U)正しいJlJlr/Eを一gとらせる原囚となることを認めた.

そこで検定薬の胎枠組汁液は遠心分雌 (3,000rpm以上､10-20分)して用いるか,より

阿日収には東洋7)紙 No.2またはNo.3て/'遇し.tI-if劉ヒしたろ液を用いると.TT一拍 がなく,
fr/jl定調 :1とLて良好てあることを認〟)た. たたG.離した綾のb'L山(rlJでも冷放J蘭こ(11用こすれ

ば,l'･Ir:rHl力lJlflJ)llい′が少なく,匪定に J-分Tl=t｢亡きた.

5tilAi=(1977) Jl



2) Cymbidtumと Caitleya系におけるCyMVおよび ORSVの診断に当って,徴凝脹

反応法による血油阪定を行ない,これとIB子顛徴税によるウイルス粒十o)観'*並びに生物

検定の結果とを比較し,血帖検定のIL=;煩度を調べた.Cymbidium120株,Catileya系46株.

/lT計166株について,あらかじめ集の病斑型により健全 (無病微),CyMV,ORSV および

判別不明とに分けて検定した.その結果,39株が CyMV.46株が ORSV と判定され,そ

のうちの9株は両ウイ/i,スの配合感淡であった,薬の病荘卿こよりCyMV または ORSV

と判別されたものは3検定法のいずれによっても正しく CyMV または ORSV と判定さ

れたが,その中には病散によって ､朋 りできなかった 他方のウイルスが混(丁感染する株も

あった.薬に症状がなく紐全と,TJ'れた Cymbldium75株のうち9株か ORSV,Cattleya

系15株のうち6株が CyMV.2株か ORSV と●川迂され,感にJLILJ状がまったく比ら/れない

ものでも,ウイルスを保高する株のあることが認められ[=.

血清検定による判定結束は'延子離徴鋭検度や生物検定の判定結果a)99.4% (165/166殊)

が一致した.このように血清検定の肩掛度がJjtしく高かったのは.抗血Iil!iの高い縛州生や
力価によることと共に,検'jE典を搾汁したままの削汁液を供試しないで,これを遠心分離

あるいは/)紙ろ過によって得た試料を用いたことによるものと考えられた,
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#,2凶 CyMV 抗血帖による徴獲旋fj(J応

抗原 ;A,a:CyMV,ち,b:腿全射1-政一C,C:ORSV,

抗軌紙料の作製払:A～C:ガーゼでこした和汁液,a～C:_卜_記

粗汁液をろ紙 No.Lでろ過した病汁液

∧ B C D

a b C d

鵠3回 ORSV 抗血丁かこよる徴収u:反止､

抗Iiiく;A-.Tつ:ORSV, a～d.絶食紫汁液,

抗仰試料の作軸比 ;A,a:ガ一七でこしたIaL汁液,B,b:_L記粗

汁液をろ紙 N0.1でろ過した病汁敵,C.C:3.0()Orpm.lSirL･L､

/I)L離の上沼,D.d:10,000rpm 過し､分離のLrl'1
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