
農学研究 61:227-243(1989)

ヒャクニチソウのモザイクとカラ-ブレーキング病

の病原ウイルス

井 上 成 信 ･前 田字 藩 ･光 畑 輿 =

ヒャクニチソウにウイルスに起因するモザイク病の多発 していることは古 くからよく知

られており,諸外国では病原ウイルスとして10種が報告 されている.我が国ではヒャク二

チソウにモザイク病が発生することについて既に1932年福士11)によって記載されたが,

ウイルスの種類については明らかにされていない.その後モザイク病の病原ウイルスとし

てcucumbermosalCVlruS(CMV)25･30)とtobaccomosalCVlruS(TMV)23)が記載 された.

しかしTMVについてはヒャクニチソウに自然発生 したという詳 しい報告はみられない.

本報告では,葉にモザイク,花に激 しいカラーブレーキングと萎縮を発生 したヒャクニ

チ ソウの病原 ウイルスを明 らかに しょうとした.同定実験の結果,CMV と turnlP

mosalCVlruS(TuMV)の 2種が検出され.両者が重複感染 していることが認められた.

ヒャクニチソウにTuMVを接種すると,花に放入 りを生ずることについて報告されてい

る42)が,自然発生については明らかでないように思われる.本実験からヒャクニチソウ

の花に激 しいカラーブレーキングを起 こす病原ウイルスはTuMVであることが認められ

たので,同時に検出された CMV と併せて,同定試験で得られた性状について報告する.

またTuMV誘導細胞質内封入体の形成についても若干の知見がえられたので,それらの

結果についても記述する.

本報 TuMVの血消反応試験に用いた,打JMVに対する抗血清はオランダ国 LISSe,BuLbResearch

Centerの DrAFL M Derksから,IMMVとrSMVの抗血帖はイギリス国 InstltuteOfHortLCultural

Researchの DrA A Bruntから.LMVと PVY抗血酢は米国 Florlda大学 DrD Purcifullから,

TuMV誇称封入体 タンパクに対する抗血桁は大阪軒並大草腹学部井上忠男教授から,NYSV抗血iiliはJ:注

水省操業研究センター他谷構朗博士から,TuMV抗血清は農水省九州般築試験似栃原比Lu,志鮮士から分

譲きれた.これらの方々に深甚の謝恵を衷する.

実験材料及び方法

ウイルスの分離 :実験に用いたウイルスは広島県福山市で採集 したヒャク二チソウの薫に

モザイクと花に激 しいカラーブレーキング (PlateI,1-2)を生じた病棟から分離 したも
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のである.病棟にはI)N法試料の電顕観察によりひも状ウイルスと球状ウイルスとが重

複感染 しているのが認められた.前者のウイルスは接種後早期のコカブの全身モザイク病

株から分離 し,タバコ,NicoEianGgluhnosaに全身感染する後者の球状 ウイルスが存在 し

ないことを確かめて供試ウイルスとした.後者の球状ウイルスは接種 した検出植物のうち

Samsunタバコに全身感染 したモザイク病株から分推 した.ひも状ウイルスはN.cLeveLan-

diiで.球状ウイルスはタバコ (WhiteBurley,Samsun)で継代培雀 し供試 した.

汁液接種 :汁液接種は病葉に0.1Mりん酸綾衝液 (PB)(pH7.0)を加えて磨砕 し,常法

のカーボランダム法によって行った.単独ウイルスの感染か否かの判定は必要に応 じて,

ひも状ウイルスの接種植物ではタバコに戻 し接種 して全身病徴の発生 しないことを確認す

ることにより,また球状ウイルスの接種植物ではDN法によりひも状 ウイルスの存在 し

ないことを電顕観察で確認することによって行った.無病徴植物におけるウイルス感染の

有無は Chenqi'odl'umamaranhcolorとC.quinoaときにコマツナおよびタバコに戻 し接種 し

て判定 した.

アブラムシ伝搬 :アプラムシ伝搬には健全なタバコ上で飼育 したモモアカアプラムシ

他 2:uSPersicae)を用いた.1時間絶食させたアプラムシを病葉上に5,10,20,30秒.5.

lo介,1,4,24時間放 して獲得吸汁させたのち.健全植物に移 して24時間吸汁させた.

ひも状ウイルスでは接種源にコマツナのモザイク葉を,接種植物には同じくコマツナを用

い,又球状ウイルスでは接種源にタバコ(WhiteBurley,Samsun)のモザイク葉 を,接種

植物には同じくタバコ (同上)を用いた.

血清反応試験 :ウイルス抗原には雁病 N,cLeveh7ndz'i及びコカブの病葉をそれぞれ0.01M

りん酸程衝液で磨砕 し,租汁液を3.000rpmlO分間遠心分離 した上清を用いた.血清反応

は微凝集反応法,寒天ゲル内二重拡散法及びELISA法によって行った.ひも状 ウイルス

に対する微凝集反応試験 には当研究室作成又 は分譲 された beanyellowmosaicvirus

(BYMV),hipeastrum mosaicvirus(HiMV),irismildmosaicvirus(IMMV),irisSevere

mosaicvlruS(ISMV),lettucemosaicvirus(LMV),potatovlruSY(PVY),narcissusyeト

lowstripevirus(NYSV),tu一ipbreakingvlruS(TBV),及び turnlpmosaicvirus(TuMV)

に対する抗血清を用いて行った.ELISA法はSandwich法によって行った.球状ウイル

スの血清反応試験は CMV-Y抗血清を用い,部分純化 した試料 を寒天ゲル内二重拡散法

で行った.又感染植物に形成される細胞質内封入体の推移はTuMV誘導封入体蛋白質抗

血清を用い,ELISA法によって調べた.

細胞質内封入体の純化 :ひも状 ウイルスを接種 したコマツナの柄葉 19当たり, 2nWの

0.5Mのりん酸カリウム横衝液 (pH7.5),5mgの sodiumsulllte,0.5meの chlorofoTm,0.5me

のcarbontetrachlorideを混 じた溶液を加えて磨砕 し,1,020Xg5分間遠心分離 した.有

機溶剤 を含む沈殿を病兼重 19当たり0.5nWの PB (pH7,5)に溶解 し,1,020xg5分間

遠心分離 し,その上清 と前記の上晴 とを合わせたものを13,200xg15分間遠心分離 した.

沈殿に当初の病棄 19当たり0.05M PB (pH8.2)(0,1%の2-mercaptoethan01(2-ME)

を加用)を0.2me加えて溶解 し,それに最終濃度 5%の TritonX-100を加えて4℃で 1時

間税はんしたのち,27,000Xg15分間遠心分離 した.その沈殿を0.1%2-MEを含む20mM

PB (pH8.2)(当初の病兼重1009当たりPB5mg)に溶解 し,30秒間掛 まんした.これ

を上記27,000xg遠心分離と沈殿の溶解後の低速遠心分離 (1.020xg)を2回繰 り返 し.
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部分純化試料 とした.

Q気泳動 :0.2%SDSを含む10%ポ リアクリルア ミドゲルにおける怒気泳動 は Weber

andOsborn (1969)の方法に順 じて行 った.封入体 タンパク質標品は0.01Mりん酸ナ ト

リウム, 1%SDS, 5%β-メルカプ トエタノールpH7.0で100℃ 5分間加熱 して,電気

泳動試料 とした.電気泳動後のゲルは CoomasslebrilliantblueR-250(CBB)を用いて

染色 した. タンパク質の分子量は既知の分子滋の標準 タンパ ク質 (PharmaclaFineChe-

micals)phosphoTylaseb(94K),bovlneSerumalbumin(67K),Ovalbumln(43K),caTbonic

anhydrase(30K)及びsoybeantrypslninhlbitor(20-1Ⅹ)の移動度 と比較 して測定 した,

電覇観察 :ウイルス粒子の電顕観察はDN法試料 について行 った.病葉の超薄切片の電

顕観察には柄菓組織を6%グルタルアルデヒドで前固定 してから, 1%四酸化 オスミウム

で固定 し,エタノールで脱水後エポン樹脂に包座 して薄切 りにし,酢酸ウラニルとクエン

酸鉛 とで二重染色 した試料 を用いた.超薄切片の作製には LXBUltrotome,電顕観察には

日立 HU-12を用いた.

実 験 結 果

ヒャクこチソウのモザイク病株から分粧された2種の病原ウイルスについて調べたとこ

ち,ひも状粒子はturnlPmosaicvlruS,球状粒子は cucumbermosaicvlruSと同定 された

ので,それらの得 られた諸性質を次に記述する.

1.Tumipmosaicvirus

1)寄主範囲と病徴

本ウイルスの寄主範囲をTablelに示 した.11科49種 (53品種)の植物に汁液接種 を行 っ

たところ,N.clevehZnd拓,ホウレンソウ, ダイコン,コカブ,ゴマ, ヒャクニチソウなど

6科14種に全身感染 し, タバコ(WhLteBurley,Samsun),N,rustwa,C.amaranlicobr,セン

ニチコウなど9科19柾に局部感染 したが,5科16種には感染 しなかった.それらのうち,

主な感染植物における病徴は次のごとくである.

ヒャクニチソウ :接種紫には淡い退色斑点を生 じ,薬が下垂 した.上剰 二は退色軌 責を

生 じ,葉脈に伸びて星状形 となり,又葉脈遷化 を生 じた.のち進展 して隣接のものとゆ合

し,明瞭なモザイクを生 じて,萎縮 した (PlateI,3-left).品種 スカーレットフレーム

は花弁が赤色で退色性の激 しいカラーブレーキングを生 じ,発育が悪 く,奇形 を生 じ萎縮

した (PlateI,4-rlght),品種 カナ リーバー ドは花弁が黄色でカラーブレーキングを生

じなかったが,花弁が細 く短 く,艶がなくなり.全体の発育が悪 く奇形 を生 じ,萎縮 した.

また花弁の色が白色種では,黄色 と同様に花井に奇形を生 じ萎縮するも,カラーブレーキ

ングはみられなかった.

三旦Z :接種黄に退色斑点を生 じ,その中に小 さなえそ斑点を形成するものがあるが,

のち退色斑点内にえそ輪点を形成するものが見 られた.全身感染 し,接種乗の上 1, 2番

葉には退色斑点を生じ,葉脈上を進展 し隣様のものとゆ合 してモザイクとなった.上薬に

は初め退色斑点を生 じ,のち明瞭なモザイクを生 じた.次第に退色部の発育が悪 くなり,

葉脈又は葉脈間が膨れ,表面が凸凹のちり商状になり,全体が奇形又は萎縮 した.モザイ
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ク斑上にえそ斑点を生 じるものが見られた,

コマツナ :接種兼に針点状のえそ斑点を生 じ,又葉脈上に細いえそを生 じた.新発には

初め退色斑点を生じ,次第に莱脈透化 となり,のち退色部が広がって濃淡明瞭なモザイク

となって萎縮 した.進展 した上葉には小 さなえそ斑点を生 じ,東脈上を細 く伸長 して柴脈

えそを形成することt)あった.

N.(/eveLandil:接種祭に径約 1mm大のえそ斑点を生 じた･上兼には接種 5-6日後に初

め径 1mm以下の灰白色のえそ軌 在またはえそ輪点を生 じ,のち褐色一濃褐色になった.ま

たそれらの共の基部の過半部に葉脈透化 を生 じ,のち葉脈えそになった.新薬に初め兼脈

透化 をLLじ,それが次解にえそ化 してネット横瀬脈えそになり,発育悪 く萎縮 した.

聖 コ rWhiteBurley,SamiaR吐 :接種紫に初め lrnrn前後のえそ斑点を生 じ,のち拡大

して 5-6mm大になった.えそ斑点は中心淡褐色,周 り濃褐色の輪紋 となり,乾燥状態に

なった.全身感染 しなかった.

セ ンニチコウ :接柏葉に接種 6日後頃からえそ斑点を生 じ,のち拡大 して4-5mm大に

なり,中心灰褐色,周 り赤紫色の輪点とな )た.全身感染 しなかった,

TableI HostrangeorZlnnla-lSOlaleorturnlPmOSalCVlruS

Sj･芦temlCSuSCePii_bleplant_S匹望 呈

BraSSZCaraPa,B rapavarper∽ridLS,B okraceavaTCaPILau7,B.pek!7m is,ChTツSanEhemumcoroTla･

T7umVarSPOhosum,He/wnEhuSanTLu叫 RaphanussaLtWS,MeLlEoLu30/ba,Nuo如nackveL7ndu,N

gLuLIT10Sa,PeLu'M hybrida.Sesamun川dlCum(ShlrOgOma,Kurogoma),SptnLaCtaOle,laced,ZlnlLiaele･

ganSI

LocJLsusre-LibLc血 eiijSL

BeLavulgaris,varcicL7,CalhslephzLSCJllTLeTI叫 CeloSは CTLSEaは,Chenopodtum amaraTulCOlor,C

qu77Wa,CucumiSSaLltJuS,Cucurbuamarlma,C pepo,GomphrenagJobosa,Hyoscyamus Tugar,

L仰 StCOneSCuknEum' N Eabacum (Whlte Bu'ley,Samsun),N ruSlM,PLSu'n SaE‡yum

(Fukkoku-ohzaya)*,Solanummelongena,Tetragonu7eXPansa,Tn/olはmP'laEeTLSe.Vmafaba,Zee

mayS

lnsusceptlbleplanLspecleS

ArachishyfOBaea,Betavuka'715,CILru//usla'wLLLS,CucumLSmeゎvarconomon,DL]LurasLramOnEum.

LhTtEhuSSuPerbus,Clyc7nemax,LacEucascarWla,Medwagosaliva,PhaSeOlus vulganS,735umSaEト

て花仇 (San2･yunlChl-KlnuZaya).SolanumLuberosum,Tn/olzumrepens,VlgTWanguLarLS,VraduZLa,V

sesquTPedahS
*:nosymptom､butwasrecovered

2)アプラムシ伝搬

本 ウイルスはモモ7カアブラムシ(MyZ:uSj,erstcae)により非永続的に伝搬 された.アブ

ラムシはコカブの病葉上では,30秒間の探 り挿入のみならず10秒間あるいは5秒間といっ

た非常に短い時間の探 り挿入でもウイルスを獲得 し移された.

3)物理性

雁病 N cleveland17棄租汁液中での本ウイルスの不活化温度は60-65℃10分,希釈限度

は10~4-10~5,保存限度は20℃で4-8日であった.
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4)ウイルス粒子

DN法試料について屯顕観察 したところ,本 ウイルスの粒子は長 さ約750nm,帖約12

nmのひも状であった (PlateⅢ,2).

5)血清反応

PotyviTUS群 ウイルス,BYMV,HiMV,LMV,IMMV,ISMV,NYSV,PVY.TBV,

TuMVに対するそれぞれの抗血晴を用いて血清反応試験 を行ったところ,本ウイルスは

TuMV抗血清 とよく反応 し,BYMV-G抗血清と弱い反応がみられたが,他の7抗血清と

は反応 しなかった.その結果,本ウイルスは血清学的にはTuMVと深い類縁関係にある

ことが認められた.

6)病葉超薄切片の電顕観察

雁病 ヒャクニチソウ,コマツナ及び NclcwL7ndil葉の超薄切片の奄顕観察像には細胞

質内に散在又は小集塊 したウイルス粒子と共に細胞野内封入体が認められた (PlateⅡ,3,

5-7,Plate肌 1).細胞質内封入体は plnWheels,clrCulars,lamlnatedagg'ega【es.bun-

dles,tubesなどの構造を示 した.PlnWheelの熟片は直線形 またはゆるく湾曲した長い多

重層板の断面屑 として見られた.さらに単独あるいは pinwheelに接する 11托又は多重の

環状構造も見られた.Pinwheelは分枝が湾曲し,正常な風車状構造を示 し,中心にリン

グを形成 した.また環状封入体を縦割 りにした長い tube構造もみられた,封入体の分枝

と分枝 との間あるいは環状構造の内外にウイルス粒子の断面 と思われる球状体が見られ

た.

病徴の若い葉の切片を観察 してみると,封入体は細胞壁に直立 して形成されるものや,

endoplasmic'eticuluIT.(ER)にLF_立 しているものが多 く見 られた (PlateⅢ.5).そ

れらには多層のものは少なかった.またplasnlOdesmataの近 くにみられるものがあった.

病徴の進んだ成熟黄では封入体は細胞質内に散在または集塊 し,それらの異片は幾層にも

なっているものと,その一端が環状桝進のものが多かった.細胞質内には多数の,大小の

′ト胞体の形成がみられた (Plate口,7).

DN法試料について観察 したヒヤクニチソウ,コカブ,N.gluEmosaなど多 くの柄井か

ら細胞質内封入体の破片が観察されたが,その多 くは管状構造であった (Plate口.4).

それらの封入体には管状側面に対 し,斜めの平行直線微細構造が認められ,その税関1年射ま

約 5.Onmであった.

7)TuMV接種コマツナにおけるウイルス活性の推移,細胞質内封入体形成の推移並びに

アブラムシによる積得

接種源に N c由velandllを用い,病乗に0.1M PBpH7.0を10倍-,F'Lf加えて磨砕 し,コマ

ツナに接種 した.接種後 2日又は3日おきに新薬をとり,ウイルス活性及び細胞質内封入

体形成の推移を,さらにアプラムシによる獲得について調べた.ウイルス活性は新発2枚

をとり,5倍丑のりん酸綬衝液 (pf77.0)で磨砕 し,カーボランダムを用いた常法によっ

てタバコ (WhlteBurley)の半葉に接種 し,他の単葉には対照 としてあらかじめ別に接

種 しておいたコマツナの病徴明瞭な病兼を同様に磨砕 し接種 した.ウイルス活性平は対照
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区に対する検定区の局部病斑数であらわした,細胞質内封入体の形成はTuMV誘特封入

体蛋白JBf抗血清を用い,病発を5倍の純水で磨砕 した試料 をELISA法で調べた.アブラ

ムシによる獲得試験は同コマツナの病糞を接種源に,新薬を切 りとってアブラムシを放ち,

5分閑雅得吸汁させたのち,健全コマツナに移 して4時間後に殺虫 し,発病を.渦べた.ア

プラムシ伝搬は接種源としたコマツナの 1株当たり15株の検定コマツナを用い,その検定

柄物 1株当たり2匹のアブラムシを放 った.アブラムシの獲得率はその合計発病株であら

わした.それらの結果はFig lに示 した.

外部病徴の発現は接椎8日後に認められた.一一万ウイルス活性は接種 6日後には陰性で,

病微発現日と同じ接棟後 8日目から認められた.その後ウイルス活性は徐々に高 くなり,

接種15日,18日後にはかなり高 くなった.細胞所内封入体 タンパク質の ELtSA反応値は

ウイルス活性 と同じ接種8日後から認められ,その後検定を終了 した接種31日後 まで徐々

に増加 した.そのような結果,細胞質内封入体は外部病徴が認められ,またウイルス廿性

が認められたほぼ同じ時期に形成されていることがn'.JL).められた.即ち細胞質内封入体はコ

マツナ筆内では外部病徴が認められたときには既に形成が始まって存在することを示 して

いる.それらの感剃 Ifl:物を接種源としてモモアカアブラムシによるウイルスの雑得 を調べ

た結果,ウイルス活性発現より2日迷い接種10日後からウイルスが牡持 されて伝搬 され,

接種後の経過 とともに増加 した.
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8)細胞質内封入体タンパク質

SDS-PAGEによって TuMV誘蔀細胞質内封入体 タンパク質の分 f畳は68Kと計算さ

れた (Plate肌 4).

2.Cucumbermosaicvirus

1)寄主範囲と病徴

本ウイルスの寄主範囲を調べるため,10科42枚 (47品種)の植物に汁液接種を行ったと
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ころ, 8科25種 ;タバコ (WhiteBurley,SaTnSun),NgluEinosa,N rusEICa,N.clevelandli,i
PeLuniohybriみ,Hyoscyamusniger,トマ ト,ナス,キュウリ.カボチャ.セイヨウカボチャ,

ベポカボチャ,ホウレンソウ,フダンソウ,アズキ,クリムソンクローバー,スイー トク

ローバー, ヒャクニチソウ,シュンギク, ヒマワリ,ダイコン* (*:軽病徴以下同)コ

マツナ書,セン二チコウ,ケイ トウ,トウモロコシに全身感染 し,8科15種 :エンドウ (価

国大黄.三十 日綿莱),ソラマメ,インゲンマメ (紫三度, トップクロップ),ササゲ (黒

種三尺,赤種三尺),リョクトウ,DaEurasEra''mlum,CamaraniLICOlor,Cqumoa,ビー ト,

コカブ,ハクサイ,ゴマ (シロ,タロ),ダリア,アスター書,コカフに局部感染 した.

カンランとルーサンには感染 しなかった.それらのうち主な感染植物における病徴を次ぎ

に示す,

ヒヤクニチソウ :接種薬に 1mm大の淡い退色斑点を生 じたが,その輪か くは不明瞭で

あった,新菜には淡い退色斑点またはvelnClearを生 じ,のち軽いモザイクとなった(Plate

I,31middle).花には特徴的な症状は見られなかったが,品種 (スカーレット,エクス

クイジー 日 によっては軽い斑入りを生ずるものがあった.萎縮は見られなかった (Plate

I,5-left),

之 と_三 :接種菜に淡い退色斑点を生 じた.全身感染 し,初め新発にveinclearを生じ,

のち明瞭なモザイクとなった.初期の病徴発生繁では退色部が拡大 し,葉の全面が退色す

ることもあった.上薬ではモザイクを生 じて萎縮 したが,緑色部がひぶ くれ症状を現わす

ものも見られた.

N,glulmosa:接唖薬に径 5-6mm大の退色斑点を生 じた.全身感染 し,上薬には初め

退色斑点及びvelnClearを生 じた.のち退色部が広い濃淡明瞭なモザイクとなって寄形を

生 じ,萎縮 した,緑色部が膨れる部位 も見られた.

2)アブラムシ伝搬

本ウイルスはモモアカアプラムシ(My2:uSPerstcae)により非永続的に伝搬 された.

3)ウイルス粒子

DN法試料について調べたところ,本ウイルスの粒子は径30nrnの球状であった.

4)血清反応試験

ゲル内拡散法 :寒天ゲル内二重拡散法によりCMV-Y抗血清 と反応 した.Spurは形成

されなかった.

中和試験 :汁液接種 を行 ったヒヤクニチソウの病薬を50倍iLtの0,01M PBpH7.0で磨

砕 し,3,000rpmで10分間遠心分離 した.その上活に CMV-Y抗血清を終末10又は20倍希

釈になるように混合 し,35℃に20分間保ったのち,3,000rpmで10分間遠心分離 し,その

上帖を検定植物のヒヤクニチソウ, N,glzJEinosa及び C.amaranlEICOlorに接種 した.その

結果ヒヤクニチソウ,NgluEinosaには感染せず,また CamaranlEicolorでは感染 しないか,

1薬当たり1-2個の局部病斑 (対照-200個以上) を形成 したに過ぎず,本ウイルスは

CMV-Y抗血清 と反応 し,中和されたことを示 した.
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5)病葉超薄切片の電顕観察

全身感染 したヒヤクこチソウの病葉の超薄切片を電顕観察 したところ,ウイルス粒子は

細胞質内に散在又は液胞内に結晶集塊するのが見られた.結晶集塊は整然 と結晶配列 した

集塊が簸つも寄せ集まって大 きな集塊 になるものが多かった(Platem,2-3).中には大

集塊の中に一辺 7個の粒子からなる6角形を創造できる集塊 もみられた (Platem,2).

柴緑体の中には大きな澱粉粒が存在 した.

考 察

今 までにヒヤク二チソウに発生するウイルスとして,blde｡smottlemrus28),cucumber

mosalCVLruS25133･35),curlytopvlruS36)rpotatovlruSX39),tobaccoleafcurlvirus32､34)

tomatospottedwiltvirust5137),zlnnlamlldmottlevlruS30,zlnnlamosaicvLruS22),zlnnla

velnbandlngVlruS2.3),zinnlayellownetdlSeaSe4･38)の10種が報告されている.わが国

ではヒヤク二チソウにおけるモザイク病の病原ウイルスとして CMV25.30)とTMV23)が記

職 されているに過ぎない. しか しTMVについてはヒヤクニチソウから自然発生 したウ

イルスを検出同定 したという報告はみられない.TMVが接種によって ヒャク二チソウに

感染するとい うことが報告 されている29･42)

本報告では薬にモザイクと萎縮,花に激 しいカラーブレーキングを生 じたヒヤクニチソ

ウの病棟から病原ウイルスとして混合感染 した径30nmの球状 ウイルスと長 さ750nmの

ひも状ウイルスの2種勅が検出された.同定実験を行った寄主範囲,アプラムシ伝染,ウ

イルス粒子の形態,物理性,血清反応,病柴切片の電顕観察などの結果から,ひも状粒子

はTuMV,球状粒子は CMVと同定された,

TuMVは既に多科の多 くの植物に発生 し,世界に広 く分布 し,又病原性の異なる多 く

の系統の存在することが知られている16120･21140t4lt44).ゎが国ではダイコンから検出され

るものには NgluLinosaやカンランに無病徴 または無感染のordinarystralnが多いといわ

れている44)が,N.gluLmoSaやハクサイに感染する系統 も知 られている40).TuMVは分離

株により,とくにN.glu肋osaに対する病原性に著 しい強弱があり,感染 しないものから,

全身感染 して明瞭な病徴を現すもの,さらに致命的な全身病徴 を現すものまであることが

知られている20･40,41).本ウイルスはNglulmoSaに病原性があり,全身感染 して退色斑点

(PlateI,7)やえそ斑 を生 じ,またカンランやハクサ イにも全身感染 し,後者ではモザ

イクや萎縮 を牛ずる (PlateI,6). この点では本ウイルスは欧米諸国に多い cabbaLi,C

stralnあるいはTuMV築後10分雑株20,40)に類似 している. しか し本 ウイルスは Cama_

ranthcolor,Cqutnoaおよびソラマメには局部感染するが,全身感染 しない点で,-こ一九ら

の系統 と寄生性 を異にしている.又寄主範囲においては本ウイルスはアイリスやスターチ

スのよ うな花 き植物 から分離 された もの とも違 いがみ られる, しか し本 ウイルスは

TuMV抗血清 と強 く反応 したことから,TuMVであると同定された.TuMVにも今 まで

に報告された多 くの系統あるいは分離株があり,それぞれ寄主範囲と病徴 を異にするもの

があ り,分類上の立場からTuMVの系統関係 を明確にわかりやす く整理する必要がある

ように思われる.

Weil,B (1962)は CMV,potatostemmottlevlruS,TMV.TuMVを接種 したヒャク二

234 Jy.L-学 研 究



チソウの寄主反応について調べ,TuMVに感染 した植物では葉に生育障害とモザイクを.

花には激 しいカラーブレーキングを生 じることを報告 している.Blaszczak,W (1968)

もまたTuMVを接棟 した病 ヒヤク二チソウでは花にカラーブレーキングを生じることを

述べている.本報告でもTuMVを接種 したヒャクニチソウでは,花に萎縮 と奇形を生 じ

るとともに,赤やピンク色をした花弁には激 しいカラーブレーキングを生じた,また葉に

はモザイクを生 じて生育が悪 く,萎縮 を生 じた.一方 CMVに感染 したヒヤク二チソウ

では兼 にモザイクを生 じたが,花 に著 しい症状 は現 れなかった. しかるに CMV と

TuMV とが混合感染 した植物ではそれらの相乗作用によって CMVまたはTuMVの単独

感染のものより,著 しい発育障害と萎縮,花に激 しいカラーブレーキングを生 じた (Plate

I,5-right).赤花種では花弁の色が,TuMV単独感染では少 し薄 くなった (Pla亡eI,

4-right)のに対 し,CMVとTuMVとが混合感染 した株では赤色が漉 くなり (PlateI,

5-right),花の色彩にも2種ウイルスの重複感染による相乗作用のあることが認められた.

このようにCMVはヒヤク二チソウの花に目立つ斑入りを生 じないが,TuMVがヒヤク

二ナソウに感染すると,激 しいカラーブレーキングを生 じることから,本報のヒヤクこチ

ソウの花の斑入 りはTuMVに起因することが認められた.そこで TuMVのヒャクニチ

ソウにおける病名を花の斑入り病 (FlowercolorbreakingdlSeaSe)と呼びたい,

Potyvirus群に属するウイルスは細胞質内封入体の形成 を誘導する(Edwardson,JR

(1966ab,1974)が,本 ウイルスの隈病紫の超滞切片像にも細胞質内に plnWheels,laml-

natedaggregatesやclrCularsなどの形状の封入体が認められた.これらの封入体の形状

はEdwardson,∫.R (1974,1984)の分類によればPotyvirusSubdlVIS10nⅢに属するも

のに一致 している,又 TuMVの分離株によっては,感染病葉の超音切片像 に longfLat

laminatedaggregates構造の他に,shortcurvedlaminatedaggregates構造 (SubdlVISIOn

Ⅳ)の pinwheelが認められている8r20).本ウイルスに感染 した病棄超薄切片では後者の

形状は見られず,SubdlVis10n田に属する形状のみであった,これらの封入体は病徴初期

の病葉には細胞壁に直立 してみられるものが多 く,また小胞体 (ER)に直立 して形成さ

れるものが見 られる.病徴の進んだ細胞では封入体は細胞質内に散在 または集塊 し,

clrCularになるものと封入体の興片が長 く伸び,また幾層にもなった湾曲の少ないものが

見 られた.Potyvirus誘導封入体が細胞壁に直立 して形成 されることは Krass,C ∫&

Ford,R E (1969),Gardner,W.S (1969),Lawson,R H &Hearon,S S (1971),Law-

son,氏 H,etal(1971)によって報告 されている.本報 TuMV誘導封入体 もまた他の

Potyvirvs群ウイルスによるそれらと同様のことが観察され,これらの封入体の形成は細

胞壁及び ERに関係が深いように思われた,本ウイルス誘導による封入体は感染後の植

物に外部病徴が現れ,又ウイルス活性が認められた時,既に形成されていることが明らか

になった.このことはウイルス粒子が増殖 したのち封入体が形成されるものではなく,ウ

イルス粒子形成の初期に既にウイルス避伝情報により形成が開始されるもののように思わ

れた.

sDSポリアクリルアミドゲル電気泳動分析で, 5種の Potyvirus群ウイルスの細胞質

内封入体蛋白質の分子証は67-71X103であると報告 されている14A4).本 TuMVの封入

体蛋白質の分子塩はそれと同じ68X103であった.

球状 ウイルスは CMV と同定されたが,その性質は CMVの oldlnaryStralnに近いも
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のと考える10･13).cMVはヒャクニチソウに感染すると花に目立つ病徴 を現 さないが,莱

にモザイクを起 こす原因となる.

摘 要

葉に激 しいモザイク,花にカラ-ブ レーキングと激 しい萎縮 を生 じたヒヤクニチソウか

ら混合感染 した 2種の病原ウイルスを検出 し,それらは turnlpmOSalCVirus(TuMV)

とcucumbermosaicvlruS (CMV)と同定 された,

TuMVは接種 を行 った11科49種の植物の うち, ヒヤクこチソウ, ダイコン, コカブ,

N.clevelandu,ゴマなど6辛い 4種に全身感染 し, タバコ,N rustlCa,C.amuamLicolor,セ ン

ニチコウなど9科19種 に局部感染 したが,5科16柾には感染 しなかった.本 ウイルスはモ

モアカアプラムシによって非永続的に伝搬 した, ウイルス粒子 は約12X750nmで,不活

化温度が60-65℃,希釈限度が10~4-10~5,保存限度が 4-8日であった.本 ウイルス

はTuMV抗血清 と反応 し,BYMV抗血清 と弱い反応がみられたが,PotyvlruS群に属す

る HIMV,LMV,IMMV,ISMV,NYSV､PVY,TBVそれぞれに対する抗血清とは反応 し

なかった.DN法試料 中には線 間隔約5.3nmに直線微細構造のある封入体の破片が観察

された.

TuMVに感染 した病薬超薄切片の塩顕観察では細胞質内に散在又は小集塊 したウイル

ス粒子 とともに細胞Jil内封入体が認められた,その封入体は若い感染乗では細胞壁に直立

して形成 されるものが多 く,病徴の進んだ薬では細胞質内に散在あるいは集塊するものが

多かった.封入体の形状は Iaminatedaggregatesとcircularsのものが多 く,又幾層 にも

なっていた.その細胞質内封入体 タンパク質の分子1Tiは68Kであった.

TuMVを接種 したコマツナにおけるウイルス活性の推移,細胞質内封入体形成の推移,

およびアブラムシの獲得について調べた.外部病徴は接種後 8日目に認められ, ウイルス

活性 も病徴発現 日と同 じ凝種 8日後 に認め られた, また細胞質内封入体 タンパ ク質は

ELISA法で調べたが,ウイルス活性 と同じ接種 8日後から認められた.その後,ウイル

ス活性および封入体形成は徐々に増加 した.それらの病薬 を接種源 としてモモアカアブラ

ムシによるウイルスの独得 を調べた結果,ウイルス活性発現 より2日遅い接種10日後から

陽惟 となり,ウイルスが移 された.

CMVは接杜 を行った10科42種のうち, タバコ,Nglulinosa,キュウリ, ヒャクニチ ソ

ウなど8科25種に全身感染 し,エンドウ,ソラマメ,ゴマなど8科15種に局部感染 した.

本 ウイ)i,スはモモアカアブラムシによって非永続的に伝搬 された.ウイルス粒子は径約30

nmの球状で,CMV-Y抗血清 とよ く反応 し, また中和 された,CMV感染病巣超薄切片

の電顕観察では細胞質内に多数の散在するウイルス粒子 と液胞内に大 きなウイルス粒子の

結晶躯塊が認められた.
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VirusescausingMosaicandFlowerColorBreaking

DiseasesofZi17nL-aeJegans

NarJnObulNOUYE,TakanorlM̂ 1n̂ andKoJLMITSUfTAT̂

Summary

Twoviruses,TuMVandCMV,werelSOlatedfromZlnmaelega773,ShowlngSevere

colorbreakinglnthe‖owersandmosaicintheLeaves

TuMVgeneralLyresembledthecabbagestralnOfTuMVinhostrange,symtoma-

tologyandotherpropertleS,butcharacterlStlCChLorotlCSPOtSProducedsystemlCaHy

lnN glutlnOSa,andmosaic,maLformat10nandstuntwereappeared lnBrassICa

pekinensは SeverecolorbreaklngandstuntwereproducedlnthefLowersofZ ele-

gans,aswellasmosalClntheleaves.InultrathlnSectionsOftheinfected.plantLeaf

tlSSueS,CyllndrlCalcytoplasmlCInclusionsWerePresentedlnthecytoplasmofthe

cellsltwasrlrStObservedattachedperpendlCularlytothewal上sorthelnreCted

ceLLs.TheTuMV-1nClusioncontalnedaslnglespec.esofproteinwlthamolecular

weightof68.0001nBrass7Caraf,avari,er･HiridiSlnOCUlatedwlthTuMV,thelnfectlV-

)tyolthevirusandtheprotelnSOfTuMV-1nCLuslOnSbyELISAwererecognlZed,

from8daysafterInoculation.Theywerethesamedaysfoundthesymptomslnthe

leavesWhentheInoculatedplantwasusedasln.OCulum,thevLruSWastranSmltted

byMyzwI,erSICae,from10daysafterInoculation,

CMVwasidentlfledbyhostrange,aphldtransmlSSIOn,VirusPartlCles,serology

andotherpropertleSItresembledtheordinarystralnOfCMV CMVcausedmosalC

lntheleaveslnZznmaelegansandnosymptomsorrareLyfalntCOLorbreaklnglnthe

flowers
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Explanationofplates

Platel

l-2.SymptornsolrnosalCandI)owercolorbreaklnglnZlnnEL7elego耶natUraHyInfectedwILh

bothorTuMVandCMV

3.SystemlCSymptomslnZuけuaeLegansvar"ScarLetJLame"InfectedwithTuMVorCMV

lertTuMV,middle CMV,r'ghtbothofTuMVandCMV

4,FlowersymptomslnZi7mLaelegaTZ3Var"Scarlet-‖ane"InoculatedwlthTuMV(right),

showlngcolorbreaklngandstu叶 andhealthy(Left)

5,FLowersymptomslnZlnnLaelegt7nSVar"Scarlet-flame"InoculatedwlthCMV and

TuMV left CMV right colorbreaking,StuntandmalformationwlthamixtureOf

TuMVandCMV

6 systemtcsympLomslnBrass‡ca∫-apaLnreCtedwl[hTuMV,showLngmOSalCandmaト

rormat10n

7･systemLCSymptomslnNg-l7LETnOSaInfectedwILhTuMV.showlngChlorotlCSpots

Plate[

1.TuMVpartlClesLnSapfromZuln工aelegansstalnedwith2% aqueousphosphotungstlC

acld,pH65Barrepresents200nm

2･Membrane-assoclaLedaggregatesofpartlCleslnSapStalnedwlth2%aqueousphospho-

tungstlCaCld､pH6.5Barrepresents200nm

31AggregatesofTuMVpartlCteSlnthecytoplasmofZEnnLOeLegonSBarrepresents300

nm

4･TubulerlnClustonInducedbyTuMV lnCrudesaporN clevelandt壬Stalnedwlth2%

aqueousphosphotungstlCaCld,pH65Barrepresents200nm.

5,CytoplasmlCInclusionsOCCurredperpendicularlytoceuwalltnthecytoplasmsorN

ckvelandtHnfectedwithTuMV Barrepresents500nm

6-7 PLnWheeLsandlamlnatedaggr叩ateSOfcytoplasmlCInclusionslnthecytoplasmsor

BrassICarOPo(6)andNcLeveLondzz(7).andyesIClesoccurredinthecytopLasm(7)Barrep-

resents500nm

Platem

l PlnWheelsandtamlnatedaggrt即 teSOfcytoplasrnlCInclusionslnthecytop)asmof̂ r

clewklnduInfectedwlthTuMV tsarrepresents500nm

2-3･CrystaHlneaggregatesOfvirusPartlCLeslnVaCuOLesfromN cleveLa'zdu(3)andZlnnla

elega,LS(4)InfectedwlthCMV Barrepresents200nm(2)and300nm(3)

4･PolyacrylamldegelelectrophoresISOrSOdlumdodecylsulphate-dlSSOClatedprotelnln

TuMVcytopLasmlClnCLuslOnPreParatlOnMarkerprotelnS(Mrlnthousands)aresoy-

beantryps.nlnhlbltOrC(20,1K),carbonlCanhydrase(30K),ovalbumLn(43K),bovlne

serumalbumln(67K)andphosphorylaseb(別K)
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Plate打
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