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特集：ウイロイド〔1〕

ウイロイF感染症研究の現状
たかはし

岩手大学農学部植物病理学教室高橋
っよし

壮

はじめに

近年の生命科学の飛躍的な発展によって，生物の自己

増殖と保存の機構が分子レベルで解明されるようになっ

た。また，遺伝子工学あるいは遺伝子操作という言葉が

広く一般化して，遺伝子の本体であるDNAが再び人々

の注目を集め脚光を浴びているように見える。最近では

もう一つのタイプの核酸であるRNAが，実はDNAの

複製や機能発現を支えたり，ほかの多様な働きを持って

いることもしだいに明らかにされている状況にある。そ

れらの成果は，植物保護領域に所属する植物病理学，応

用昆虫学，あるいは農薬学などの研究分野にも思想上さ

まざまの影響を及ぼしてきており，植物保護領域の研究

課題でありながら，もはや分子生物学の知識を借りなけ

れば理解できない部分が生じてきたと言っても過言では

ないであろう。本号で紹介するウイロイドも，そのよう

な状況の中で発見され，ようやくにして新しい病原体と

しての市民権が与えられるようになったのである。その

間の事情をウイロイドの発見者であり，かつ命名者でも

あるアメリカ農務省ベルツビル農業研究センターのT・

O・DlENERが，いゑじくも次のように述べている。

「通常の植物ウイルスであると一般に信じられていた

ジャカイモやせいも病(potatospindletuberdisease)の

病原因子を精製しようとしたところ，この因子はウイル

ス学や分子生物学で広く受け入れられている概念と一致

しない性質を持ち，またこの因子がウイルスであるとい

う従来の定説ともあわない結果が得られた。……ウイロ

イドと通常のウイルスとの間に根本的な違いのあること

が認められるようになったのは，ウイルス学および分子

生物学の基本原理が確立された後のことである｣'0)，と。

本号は，わが国で発見されたウイロイドの紹介をはじ

め，ウイロイド感染症の基礎・応用研究を中心に特集号

として企画されているが，本稿ではウイロイド病対策の

基本原則を構築するための各研究分野における研究現況

全般に関して，筆者の私見を含めて解説してゑたい。

PresentStatusofViroidInfectionStudies、 By

TsuyoshiTakahashi

Ⅱウイロイドは1本鎖環状RNAである

－その種類と地理的分布一

ウイロイド(viroid)とはウイルスに似て非なること

から「ウイルスもどき｣，あるいは「ウイルス類似体」

を意味するために付けられた造語である。前述のT､o.

DlENERがそれまでの数年に及ぶ研究を踏まえて1971

年，ジャガイモやせいもウイロイド(PSTV)と名づけ

たのが最初のウイロイドである。それから10数年を経

過した現在，ウイロイドという言葉はようやく身近な言

葉になりつつある。ウイロイドは病原微生物学的に同定

された病原体の中ではもっとも小さなものである。ウイ

ルスではその遺伝子RNA(あるいはDNA)がコート

タンパクに包承込まれているのに，この病原体はウイル

スRNAよりもはるかに小さい裸のRNAそのもので，

植物に感染増殖して，病気を引き起こす。ウイルスを自

己増殖する生命であると定義するならば，ウイルスより

小さいウイロイドはもっとも小さな生命と呼んでもよい

だろう。今や「裸のRNA」の正体が突き止められるよ

うになり，最初のウイロイドが発見されてから15種類

のウイロイドが相次いで報告された（第1表)。そのう

ち9種類のウイロイドについて全塩基配列が決定され

た'9,28,3')。これまでの研究から，ウイロイドは共有結合

で閉じた1本環状RNA分子で，らせん状に2本鎖領域

とループ状の1本鎖領域が交互に連なり，分子全体とし

て長さ50mn前後の短い棒状構造をとることがわかっ

た。9種類のウイロイドの全填基配列を比較すると，

分子量8～12．5万ダルトン(246～371塩基）の大きさ

で，これらのウイロイドにおいて完全に一致する共通の

配列も一部見つかっている。このようなユニークな構造

は，ウイロイドの研究で初めて明らかにされたもので，

ウイロイドの塩基配列から見た機能を調べることによっ

て，最小病原体の複製，起病性，起源などの一連の生物

現象がしだいに解明されるものと期待される。すべて

RNA性でDNAから成るウイロイドはいまだ知られて

いない。

世界各地で発生が確認されているウイロイド感染症の

地理的分布は，ウイロイドの種類，あるいは地域によっ

てそれぞれ異なっている。第1図に示すように，南緯

－1－
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第1表ウイロイドの種類'9）

’’報告年a） 塩基数
一

ウ イロイド

1967’

1968

1973

1974

1975

1975

1977

1978

1979

1981

1982

1982

1982

198429)

19843）

359

371

354,356
303

potatospindletuberviroid(PSTV)
citrusexocortisviroid(GEV)
chrysanthemumstuntviroid(CSV)
cucumberpalefruitv伽id(GPFV)̂)
chrysanthemumchloroticmottleviroid(GGMV)
coconutcadang-cadangviroid(GCGV)
hopstuntviroid(HSV)
columneaviroid(GV)
avocadosunblotchviroid(ASBV)
tomatoapicalstuntviroid(TASV)
tomatoplantamachoviroid(TPMV)
applescarskinviroid(ASSV)
burdockstuntviroid(BSV)
grapevineviroid(GV)
carnationviroid(GarV)

1．ジャガイモやせいもウイロイド
2．カンキツエクソコーティスウイロイド
3．キクわい化ウイロイド
4．キュウリペイルフルーツウイロイド
5．キク退緑斑紋ウイロイド
6．ココヤシカダンカダンウイロイド

7．ホップわい化ウイロイド
8．コルムネアウイロイド

9．アポカドサンプロッチウイロイド
10．トマト頂部わい化ウイロイド
11．トマトプランタマチョウイロイド

12．リンゴさび果ウイロイド
13．ゴボウわい化ウイロイド

14．ブドウウイロイド
15．カーネーションウイロイド

246

297

247

360

360

a）低分子RNAが病原体であると最初に報告された年．

tCPFVはHSVの1変異株である．

太字はわが国で確認されたウイロイド．
内一一時一■毎

”
函
邸
唖

第1図ウイロイド病発生の地理的分布（1985年3月現在）
ウイロイドの略字は第1表を参照されたい．

40.から北緯50.までの範囲の国々で発生しているが，い化病とリンゴのさび果病，また関東以西で確認されて

農作物の栽培地帯において，これからも徐々に発生地域いるカンキツエクソコーティス病およびキクわい化病の

が広がるのではないかと懸念されている。その理由としつごう4種類のウイロイド病の発生が報告されている

て，これまでの発生経過から見て，ウイロイドを保有し（第1表，第1図)。最近，ブドウウイロイドが遺伝子診

た栄養繁殖体の検定が十分になされておらず，これらの断法（後述）によって検出された29)。

移動の増加に伴い，汚染地域が拡大してきた経緯がある

からである。

わが国では主に東北地方で栽培されているホップのわ

－2－
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皿ウイロイド病は暑い気象条件下で発病し

やすい－病徴に見られる共通I性と宿主

域一

自然に発生するウイロイド病のなかには，長い間ウイ

ルス病と見なされていたものから，あるいはウイロイド

の概念が確立されたのちに意識的にウイロイドを探索し

ようとして同定されたものなど，ウイロイドの種類によ

って発見の経緯が異なっている。これらの研究は，自然

ほ場，温室，および実験室における体系的な観察・実験

に基づいて進められた。

ジャガイモやせいも病は1922年，アメリカのニュー

ジャージー州で"anewpotatotrouble"として報告さ

れてから約50年間ウイルス病として記載されていたも

ので，ジャガイモ栽培者の間で折にふれ問題にされた病

気の一つであった。この病気はジャガイモの栽培品種や

環境条件により，病徴の現れかたがまちまちであるが，

一般にこの病気にかかったいも（塊茎）は細長くやせ，

ときに不整形となり，目の部分は深くくぼむ。大きなひ

び割れを生ずることもあり商品価値はまったくない。地

上茎には，品種によって多少の違いはあるが，モザイク

や葉巻症状のごとき顕著な病微が現れないので，収穫期

になってはじめてその被害に気づくことになる。この病

気の病徴は環境条件，特に気温の影響を受けやすく，ジ

ャガイモの生育初期に冷涼な気候にあうと，病徴は発現

しないが，高温条件で育成を始めたジャガイモには，激

しい病徴が現れた'0)。同様な現象は検定植物でも認めら

れ,PSTVを接種したトマトを温室で30C前後のよ

うな比較的高い温度条件下で育成すると，低温よりも

ウイロイドの濃度がはるかに高く，潜伏期も短くなっ

た'3,'7,24）O

かつてホップわい化病がまん延していたころの擢病ホ

ップでは，6月の栄養生長期に30C前後の高温が続く

と，節間の伸びが悪く，上位節の葉が下方にけん縮する

ようになり，典型的なわい化症状が観察された。また，

比較的冷涼な年には，ホップ主茎の伸長はむしろ良く，

たとえ感染していても病徴が現れることはまれであっ

た。HSVの検定植物である四葉キュウリでは,HSV

を接種後昼間温度32°G(16時間)-夜間温度27C(8

時間）の温室，あるいは昼夜32Gの定温下に格納した

場合，いずれの条件下でも潜伏期は14日前後であっ

た32)。これに対して，昼夜25Cの定温下における四葉

キュウリでは,HSVは増殖するが接種後30日でも発

病した株は認められなかった82)。ウイロイド感染による

病徴発現に高温が好ましいことは,GEVに感染したビ

ロードサンシチ24)(あるいはトマト）やGPFVに感染し

たキュウリ37)においても確認されている．さらに，草本

の検定植物がまだ見つかっていないASBVにおいて，

ASBVを樹皮そぎ接ぎ接種したcollinsonアボカドを

18～20Cよりも28～30Cで育成したほうが早く発病

することがわかった6)。この方法によって,ASBVの検

定に要する期間はこれまでの2年が大幅に短縮されて，

8か月で検定を完了することができるようになった。
もと

このように，ウイロイドが見つかった原の宿主および

検定植物のいずれにおいても，病徴発現に及ぼす温度の

影響はきわめて明りょうであり，高温条件が症状が激し

く，かつ潜伏期が短くなるための重要な要因の一つであ

ることが明白となった。しかも，原の宿主であれ，検定

植物であれ，草本の植物であるならば，それらの病徴と

して葉のけん縮やエピナスティー，あるいは縮葉症状，

節間が短縮して草姿全体がわい小化することなど，かな

りの共通性を認めることができる。

これに対して，原の宿主が木本植物の場合には，それ

ぞれ特有の病徴が現れるようである。例えば,GEV感

染カンキツ類では，果実が小さく，樹皮に亀裂を生じて

そのはく脱が起こる">oASBV感染アボカドの茎の表

面はざらざらし，そのような茎には溝ができる。果実

も小さいMoCGGV感染ココヤシの果実は丸承を帯び

て小さく，さらに果実の表面に縦のひっかいた傷跡様の

症状を生ずる'0)。ASSV感染リンゴの病徴は果実のみ

に生ずるようである。リンゴ品種の違いによって，さび

果症状が出たり，斑入り果症状が出たりする36,41)。

一方では，意外に多くの植物で不顕性感染することが

接種実験から明らかにされた･PSTVを例にとると，

かつてジャガイモが唯一の自然宿主であったが，接種実

験によって宿主域を調べたところ，このウイロイドは

12科158種の植物に感染し，このうち病徴が発現した

ものはナス科とキク科に属する29種の承で，ほかはす

べて不顕性感染することがわかった(第2表)。このよう

に,PSTVの宿主域はかなり広い範囲に及ぶが，発病

する宿主の数は相対的に少ない。これに対して,PSTV

の増殖は起こるが，病徴が現れない宿主の数は100種以

上に及び，分類学的に見て科を超えた植物種が多数含ま

れていることが注目された。他のウイロイドでも宿主域

が検討され,不顕性感染する事例が報告された(第2表)。

このことは，増殖性核酸であるウイロイドが病徴を発現

せずに，植物細胞内で持続的に存続していることを示唆

している。PSTVの宿主域研究から得られたもう一つ

の結論は，31科94種に及ぶ植物がPSTVの非宿主で

あるということである10)。著者らが調べたHSVの宿主
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第2表ウイロイドの宿主域a）

顕件層§染循顕性感染裾

O陸11．種

嵐Zノ

’ ’
科（1属I種）
科(2属2種）

科(2属4種)，
科(4属6種)，
科(1属8種）

科(3属4種）
科(5属20種）

リ科（1属1種)，
リ科（1属1種)，
カン科(2属6種）

ウリ

ナス

ミカン

リ
メ

ウ
セ

キク

ナス

セ
マ2．GEV

’’
科(19属37種)，ウリ科(2属2種）
科(5属5種）慧鰻潟

キ
ナ
ク
ス

キク

ナス
3．CSV

雛鯛|宴’
ク科(1属1種）

慧鰻鴇，リ科(9属19種)，キ
ワ科（1属1種)，ナ

キリ
グ
ス

ウ
ク

ク
ス

4．GPFV

ウリ科(4属5種),′，科(1属2種)ナユ科(1属1種）’7．HSV

|ｲ”バー科('属1種）8.GVナ％科(2属2種）

’|'ｽﾉｷ科(3属5種）9．ASBV

’’
科(8属26種)，
科（1属1種）

ゴマノハグサ科

（2属2種）
ナス

キク
10．TASV

|ナ|ナェ科('属'種） ス科(5属8種)，キク科1属1種）11．TPMV

’|（ ラ科（1属1種）12．ASSV

’'零′科(1属2種）13.BSV

a)Diener"),Niblettetal.">,RuniaandPeters26),YaguchiandTakahashî .)のほか多数の報告に基

づいて作成した．

b）ウイロイドの略字は第1表を参照されたい．

域は比較的狭く，顕性感染がウリ科，クワ科の2科7種モ，トマト，ホップなどでは，確病植物の茎葉の接触や

で，不顕性感染はナス科1種の承で認められ，他の15農作業のときの病汁液，あるいは汚染器具の接触などに

科57種のものはすべて非宿主であった（第2表)8風40)。起因して容易に伝染する。ホップの場合を例にとると，

今後，各種ウイロイドの宿主域がより広範囲にわたって株ぴらき，株ごしらえ，選芽，つるの手入れ，摘芯，収

調べられ，自然状態におけるウイロイドの分布とその存穫時のつる下ろし，つる切りなど，刃物類を使用する機

続様式を明らかにする必要があろう。それは，不顕性感会がきわめて多いので，汚染刃物による接触伝染を等閑

染宿主の生理状態や栽培環境の変化によって，病徴がし視することができない。これに対して，木本植物では病

ぱしば顕在化するので，疫学的に見て看過できない存在汁液の摩擦接種による感染は比較的起こりにくいと言わ

であると考えられるからである。れているが，例えば，カンキツ類において接ぎ木，勇定

作業などに用いるハサミ，ナイフなどによって擢病樹か
Ⅲウイロイドは病汁液で容易にうつすこと

ら伝染することがわかっている。このような刃物類で容
ができる－ウイロイドの伝染と自然存

易にうつる性質を利用して，汚染刃物で茎に切り付け接
続一

種する方法11)が考案され,GEV")やASBV*)の検定に

自然界におけるウイロイドの感染は，たいていの場応用されている。また，この切り付け法によって草本の

合，水平伝播によって起こる。特に，草本のジャガイキュウリ下旺軸にCPFV")やHSV32)を接種することも

－4－



ウイロイド感染症研究の現状 347

可能である。

ウイロイドが節足動物によって伝染することはすでに

1920～30年代に報告されているが，これまでの実験で

は確認されておらず，ウイロイドの伝染に節足動物が関

与することはむしろ否定的であると言われている。最近

になって,PSTVがチューリップヒゲナガアブラムシ7）

やメクラカメムシ27)によって低率ながらうつされること

が実験的に証明された。ほかに,GEV,CSVやCPFV

はネナシカズラの寄生によって伝染することが明らかに

されている'0)。ウイロイドの土壌伝染は知られていな

い。

種子や花粉，あるいは旺珠を通して次代へ垂直伝播す

る例は一部のウイロイド，例えばPSTV")やASBVM8>

などで報告されているにすぎない。HSVはホップの花

粉あるいは旺珠のいずれを介しても伝染せず，また，

HSVの不顕性感染宿主であるトマトにおいても同様

に，花粉あるいは旺珠伝染を示唆する結果が得られなか

った40)。

以上に述べたように，ウイロイドの種類によってその

伝染方法はまちまちであるが，接触伝染および接ぎ木伝

染はどのウイロイドにとっても共通した伝染様式である

と理解される。果樹類のような木本植物の接ぎ木，勇定

作業は，一歩誤ればウイロイド病の伝染を拡大させるこ

とにもなるので，ウイロイドの存続を有利にする手段に

もなりかねない。ウイロイドはこのような宿主が生存す

るかぎり温存され，かつウイロイドの濃度がしだいに高

まるものと見てよいであろう。

ウイロイドが塊茎，挿し木，株分けなどの栄養繁殖

体，あるいは木本植物のような多年生の植物にひとたび

感染すると，全身的に感染が広がり，これらの植物は終

生ウイロイドを保有することになる。さらに，これらの

ものは，ウイロイドの増殖を支えるとともに，ウイロイ

ドの伝染源にもなるので，ウイロイドの自然存続機構を

維持するうえで重要な役割を演じていることになる。こ

れに対して，一年生植物が宿主の場合には，権病株から

の種子は選抜淘汰することができるので,一年生植物に

おけるウイロイド病の発生は，将来においてそれぽど問

題となることはないであろう。

第1表に示した各種ウイロイドの原の宿主の中には，

栄養繁殖性のもの（ジャガイモ，キク，ホップ，カーネ

ーション）や，木本性のもの（カンキツ，ココヤシ，コ

ルムネア，アボカド，リンゴ，ブドウ）のような多年生

植物のほかに，キュウリ，トマト，ゴボウなどわが国で

は一年生植物として種子から育成する宿主が含まれてい

る。ところが,CPFV感染キュウリはオランダ西部の

ある地方のガラス温室で発見されたもので，これらのキ

ュウリはガラス温室で長期間にわたって育成されたもの

であるという。TASV感染トマトはアフリカのコート

ジボアールで，また,TPMV感染トマトはメキシコで

発見されたもので，これらの熱帯～亜熱帯地方における

トマトは多年生の植物として育成されたものであるとい

う。さらに,BSV感染ゴボウは中国で見つけられたが，

中国ではゴボウを多年生の薬草として栽植しているとい

う。したがって，ウイロイドが発見されたすべての宿主

は，栄養体で繁殖する植物か，多年生の木本植物，ある

いは作期が2年以上に及ぶような草本植物であり，それ

ゆえに感染年次の経過に伴って病原ウイロイドが増殖

し，ある条件下では病徴が顕在化するようになったので

あろう。このような推移を経て，ウイロイド病として認

識されるようになったものと理解される。

Ⅳウイロイド病を早期に診断することが

できるか－ウイロイドの検出法とそ

の精度一

上述のように，ウイロイドが最初に見つけられた宿主

は，感染を受けてから発病するまでに1～数年を要する

ものばかりである。このように潜伏期が長いために病原

体に関する研究が立ち後れ，長い間ウイルス性病因によ

る病気として扱われてきたのである。それぞれの原の宿

主における病徴診断は，特に木本植物ではきわめて至難

なことであった。

このような状況にあって，病原学的研究への道が切り

開かれるようになったのは，それぞれの病因に対する草

本の検定植物が見つかった後のことである。検定植物に

現れた病徴で判定する生物検定法によって病原ウイロイ

ドの存在（あるいはその可能性）が比較的短期間で確か

めることが可能となった。PSTV,CEV,CSV,HSV

などがそれである（第3表)。検定植物を探索すること

は，ウイルス病の場合もそうであるように，じゑで根気

のいる仕事であるが，病原体究明の突破口となり，これ

が契機となってウイロイドの基礎・応用研究が飛躍的に

進展を:見るようになった。

一方，草本の検定植物が見つかっていないココヤシの

カダンカダン病，アボカドのサンプロッチ病，あるいは

ゴポゥわい化病の場合には，それぞれの原の宿主の擢病

組織から病気に特異的な低分子RNAを抽出してポリア

クリルアミドケル電気泳動法で確認するとともに，電子

顕微鏡によって1本鎖RNAの環状形態が映し出された

ことから，ウイロイドが病原体であろうと推定された。

その後,CGCVおよびASBVがそれぞれの原の宿主に
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第3表ウイロイドの検定法

’’
相補DNA
プロープ法

ウイロイドa） ケル電気泳動法生物検定法

トマト(Rutgers,Sheyenneなど)
勘ゆり"αsine"血
シトロン(Etrog)
ビロードサンシチ

トマト(Rutgers)
キク(Mistletoe)
シネラリア

キュウリ(Sporu)
キク(DeepRidge)

キュウリ（四葉）

アボカド(Collinson,Haasなど）
トマト(Heinz1370)
トマト(Rutgers)

1.PSTV

2.CEVg

＋
＋

＋

I■■■■■■

側
函
呼
》
Ⅲ
柳
翻
函
恥
函
洲

●
●
●
●
●
●
●
●
●
●
●

３
４
５
６
７
８
９
０
１
２
３

１
１
１
１

＋ ＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

一
一
十
十
一
十
一
一
一
一

a）ウイロイドの略字は第1表を参照されたい．

b)()内は栽培品種を示す．

感染すること，また，両ウイロイドの相補DNAをプロ

ープ（検出試料：あらかじめアイソトープで標識したも

の）として用いて，確病植物の診断に応用することも可

能となった。特に,CGCVではその検定植物が見当た

らないので，相補DNAによる診断が広域的に実施され

ているという。相補DNAプロープ法（遺伝子診断法と

も呼ぶ)で検出が試承られたウイロイドとしては,上に述

べたCGCV".22)ASBV*.2,21,BO)のほかに,PSTV20,23)

CSV*),HSV29.35)などがある（第3表)。著者らは，

HSVの検出・定量法としてこれまでにキュウリ検定法

およびポリアクリルアミドケル電気泳動法を用いてい

たが84)，さらにHSVの相補DNAを調製して，感染

ホップ株の診断を試ゑた。HSVの相補DNAは岡山．

バーグ法に準拠してペクタープライマーにHSVを組承

込承閉環DNAとし，これを大腸菌にクローン化して調

製した。感染ホップの葉をフェノール抽出して全核酸を

取り塩化リチウム可溶分画をニトロセルロースフィルタ

ー上に固定化し32pで標識した相補DNAプローブと

のハイブリッド形成を試ゑたところ,1スポット当たり

100pgの核酸量の検出が可能であり，感染初期の診断

にも活用できることがわかった。ポリアクリルアミドケ

ル電気泳動法による検出に比べて10～100倍精度が高

い。また，キュウリ検定法で陰性であると判定されたホ

ップ株でも，この方法によって感染していることが確認

される事例があった。相補DNAプローブ法による診断

操作は，試験管内で多数の試料について短期間（4～5

日）のうちに完了することができるので，有用な診断法

の一つであると言える。今後，診断のための標識に，取

り扱いのやっかいなラジオアイソトープを使わない方

法，例えば，蛍光色素やビオチンなどを標識した相補

DNAを使うのも普及を図る一つの方策ではなかろう

か。

最近，自己ハイブリッド形成法によるASBVの診断

結果が報告された25,30)。この方法は，ウイロイドRNA

の約70％が相補結合していることに着目して，線状構

造にした1本鎖RNAの5'末端をポリヌクレオチドキ

ナーゼによって32pで標識し，これを感染細胞の抽出

液と反応させて診断する。この方法の精度は，上述の相

補DNAプロープ法よりも10倍ほど低い30)。

ホップわい化病において，感染から発病までにl～3

年かかるために，いかにして早期に診断するかという問

題は，この病気が発見された当初からの懸案であった。

その一つがキュウリ検定法で,0.25gの試料でも検出可

能であるが，診断結果の判定に30日間を要する33,34)。

HSVのキュウリ検定をはじめ他のウイロイドの生物検

定は,30C前後，あるいはそれ以上の高温条件で行

うことが望ましい。すでに述べたように，別～25C近

傍の検定では，潜伏期が長くなったり，発病しない場

合もあり，生物検定法による診断はきわめて困難であ

る。もう一つの方法は，ホップの葉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

泳動にかけてウイロイドのバンドを染色して見分ける方

法で，エチジウムブロミドで染めると，1ケル当たり

10～100ngのHSVを検出することができる34)。銀染

色すると，これより10倍ほど精度が良い。ポリアクリ

ルアミドケル電気泳動法による診断は9時間以内で完了
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するが，宿主由来の核酸が妨害して，キュウリ検定法

(Iml当たり1～100pgのHSVが検出できる）より

も一般に精度が低い。ほかに，ホップ巷花の樹脂成分の

一つ，α酸含量を測定して診断する方法もあるが，接種

当年では変化が認められないので早期診断法としては利

用できない34)。したがって，相補DNAプローブ法がも

っとも精度の高い検出法であるので，有用な早期診断法

の一つであると言えよう。

上に述べたように，相補DNAプローブ法は他の方法

に比べて精度が良いという利点を持つが，軽症系統のよ

うな生物検定法による検出の困難な場合にも威力を発揮

する。この場合，二重接種法（軽症系統を接種後，激症

系統を二次接種しても，軽微な病徴しか生じない場合，

軽症系統の存在が示唆される｡このような接種法を指す）

の結果と照合するとより確実となるであろう。このこと

は，相補DNAプロープ法によって，ウイロイドの系統

間，あるいは一次構造が相対的に類似しているウイロイ

ド間の識別が困難であることを物語っている。いずれに

せよ，ウイロイドは「裸のRNA」で抗原性がなく，抗

血清診断ができないので，ウイロイドの相補DNAや

自己ハイブリッドによって，あるいはウイロイドの相補

RNA(anti-senseRNAとも呼ぶ）によって診断する

方法が各種ウイロイドに適用される日はそう遠くないで

あろう。

そのほかに，高速液体クロマトグラフィーによって

PSTVの検出．定量を行った報告がある'4)。この方法

の検出精度は5ngのオーダーであるが，ピーク相互の

分離能はポリアクリルアミドゲル電気泳動法に劣るとい

う。第3表に各種ウイロイドの検出法をまとめた。

・おわりに

植物の一病原体にすぎなかったウイロイドの発見は，

病原体の「種」についての概念をRNA分子のレベルに

まで拡大させてくれるとともに，基礎・応用の領域にわ

たってさまざまな波紋を投げかけている。ウイロイドの

発見から10数年を経た今日，ウイロイドとその感染症

に関する研究は新しい展開期に入ったと言えよう。それ

は，各種ウイロイドの化学構造の決定に続いて，それぞ

れのウイロイドの相補DNAが大腸菌でクローン化さ

れ，さまざまの配列を持ったウイロイドRNAを人工的

に作製して，構造と機能との関係を分子レベルで解明す

ることが可能になったからである。クローン化した相補

DNAは，本稿で紹介したようにウイロイド病診断のプ

ローブとして利用できるし，また，感染細胞内のウイロ

イドの検出・定量にも有力な武器として応用できよう。

複製に必須な配列や病徴を引き起こす配列がウイロイド

RNAのどの部位にあるのか。ウイロイドの塩基配列か

ら病徴を引き起こす配列を取り除いて，無病徴のウイロ

イドが自由に作製できれば，これに外来遺伝子を挿入し

てRNAペクターとして使えることも可能であろう。ウ

イロイドの構造と複製をめぐる研究現況については，本

号の飯の項（9ページ）で詳述されるので割愛した。

本号ではまた，わが国で見つかったリンゴさび果とブ

ドウから検出されるウイロイド，およびホップわ､､化病

について,それぞれの発見者によって解説されている。

さらに，現在でもなお警戒されているカンキツエクソコ

ーティス病の発生について述べられている。

これまでの研究から，ウイロイド病を治療することは

不可能であり，予防が基本である。本特集号が，ウイロ

イド病対策の緊急性を喚起する契機となれば幸いであ

る。
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－農林水産省一

○昭和帥年度病害虫発生予報第3号発表さる

農林水産省農蚕園芸局は昭和帥年6月28日，昭和60

年度病害虫発生予報第3号（60農蚕第3755号）を発表

した。

内容は次のとおり

向こう約1か月間の病害虫の発生動向は次のように予

想され，特に稲のイネミズゾウムシ，かんきつ類の黒点

病，果樹のカメムシ類等が多目と見込まれます。

都道府県が発表する発生予察‘情報にも留意し，的確な

防除の実施に努めて下さい。

稲：稲の生育，葉いもちの初発時期ともに平年並となっ

ており，今後の葉いもちの発生は平年並と予想されま

すが，気象の推移によっては，急激にまん延する時期

を迎えていますので，早期発見，早期防除に努めて下

さい。

特に，作期が早く，葉いもちと穂いもちが続いて発

生する地域では注意が必要です。また，穂いもちの防

除は，穂ばらみ期と穂ぞろい期となっています。梅雨

明け前に出穂期を迎える西日本の早期栽培地帯では，

降雨の合間をみて的確な防除を実施して下さい。

縞葉枯病を媒介するヒメトピウンカの発生は，北海
道，関東，東海，近畿，九州の一部でやや多くなって

います。今後，これらの地域では縞葉枯病の発生がや

や多いと予想されます。

紋枯病の発生は，稲の分けつが平年並ないしゃや多

く，また，今後高温が予報されていますので，やや多

いと予想されます。発生動向に留意して的確な防除を

実施して下さい。

イネミズゾウムシの発生は，全般的に前年より多く

なっていますので，発生動向に留意して的確な防除を

実施して下さい。

現在までのセジロウンカ，トピイロウンカの飛来数

は少なく，海外の状況からみて今後も多飛来はないと

path・Z、96:352～3釦．
33)etal．(1982):ibid、103:285～293.

34)etal．(1983):J・Fac・Agric.IwateUniv.
16：141～150.
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67：249～254.

予想されますが，梅雨明けまでに多飛来した場合には

飛来成虫を対象として的確な防除を実施して下さい。

ツマグロヨコパイ，イネドロオイムシ，ニカメイチ

ュウ，イネハモグリパエ，イネヒメハモグリパエの発

生は一部を除き平年並以下と予想されます。

ばれいしょ：疫病の発生は平年並以下と予想されます。

さとうきび：アオドウガネの発生は平年並と予想されま

す。

パインアップル：パイナップルコナカイガラムシの発生

は平年並以下と予想されます。

かんきつ類：黒点病の発生はやや多く，ミカンハダニ，

ゴマダラカミキリ，チャノキイロアザミウマの発生は

平年並ないしゃや多いと予想されます。

ヤノネカイガラムシの発生は，平年並，そうか病，

かいよう病の発生は一部を除き平年並以下と予想され

ます。

りんご：黒星病の発生はやや多く，キンモンホソガ，ハ

ダニ類の発生は平年並ないしゃや多いと予想されま

す。

斑点落葉病の発生は平年並と予想されます。

なし：黒斑病の発生は九州の一部でやや多く，ハダニ類

の発生は平年並ないしゃや多いと予想されます。

黒星病の発生は平年並以下と予想されます。

もも：灰星病の発生は関東以西でやや多いと予想されま

す。

ぶどう：ベと病の発生は，中国，九州でやや多いと予想

されます。

かき：うどんこ病の発生は，近畿，四国の一部でやや多

く，落葉病，カキミガの発生は平年並ないしゃや多い

と予想されます。

果樹共通：カメムシ類の発生はやや多く，今後も同様の

傾向と予想されますので，果樹園への飛来状況に留意

して的確な防除を実施して下さい。

茶：チャノミドリヒメヨコバイ，チャノコカクモンハマ

キの発生は一部を除きやや多いと予想されます。

チャノホソガ，カンザワハダニの発生は一部を除き

平年並以下と予想されます。

野菜：きゅうりのべと病，斑点細菌病，なす．すいかの

ハダニ類の発生は平年並ないしゃや多いと予想されま

す。
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特集：ウイロイド〔2〕

ウイロイFの複製機構

めし

東京大学理学部生物化学教室飯
てつお

哲夫

はじめに

ウイロイドが，外被を持たぬ裸の小さなRNAであ

るという，従来のウイルスの概念を覆す新しいタイプの

病原体であることが明らかになるにつれ')，植物病理学

者の象ならず，多くの分子生物学者もこの小さなRNA

分子に興味を抱くようになった。

本稿では，ウイロイドの複製に焦点を当て，まず複製

機構について現在得られている知見を述べる。次にわれ

われがHSVを用いて行った試験管内でのウイロイド

RNA合成の実験と,cDNAクローンを用いた感染実

験から得られた結果を紹介する。最後に，ウイロイドが

植物の新しいベクターとして発展しうるかどうか論じた

い。

Ⅱウイロイドの複製

ウイロイド感染葉から全核酸を抽出し，そこに含まれ

るウイロイドと同じ方向性の配列を持つ＋鎖RNA,*

るいはそれに相補的な配列を持つ－鎖RNAを分析し

た結果，単位長のウイロイドのほかに，それよりも長い

複製中間体と考えられる数種のRNA分子が検出され

た2-‘)。電気泳動度から，長い＋鎖RNAの長さは単

位長ウイロイドの整数倍と見積もられ，単位長ウイロイ

ドがタンデムにつながった多量体RNAであると予想

された4,5)。一方，－鎖RNAは単位長からその6～7

倍の長さのものまで見いだされたが，長い＋鎖に比べ

長さは不均一であった4,6)。これらの単位長より長い分

子種がどういう分子形態なのかをRNaseに対する感受

性を基に検討した結果，長い＋鎖と長い－鎖から成る長

い2本鎖RNA分子は存在せず,2本鎖を形成してい

る長さは，たかだか単位長であることが明らかとなっ

た5)。また,RNase抵抗性を示す2本鎖RNA中に

は，単位長の＋鎖環状ウイロイドは検出されるが一鎖環

状RNAは見いだされなかった5)。

以上に述べたような複製中間体と考えられる長い＋鎖

および－鎖RNAの生成を説明する機構として，ロー

リングサークルモデルがいくつかの研究グループより提

ReplicationofViroid．ByTetsuoMeshi

〆○く

第1図ウイロイドの複製モデル

出されている2,4,5)。第1図は，後述する試験管内で合成

したウイロイドRNA分子の感染実験の結果も踏まえ

て，われわれが提出したモデルである5)。単位長の環状

十鎖ウイロイドを鋳型として，まず－鎖が合成される

(ステップ1)。ローリングサークル型の合成機構によ

り，環状十鎖RNAが一周以上読まれることにより，

長い一鎖が合成される（ステップ2)。次に2本鎖領域

の特定部位より＋鎖合成が開始し（ステップ3a),長い

－鎖を鋳型として長い＋鎖が合成される(ステップ3b)。

長い2本鎖RNAが存在しないことから，ここで合成

される＋鎖は鋳型である長い一鎖とはハイブリッドを形

成せず，1本鎖として存在すると考えられる。こうして

合成された長い＋鎖は，ウイロイドRNA1単位当た

りlか所存在する特異的切断部位で切断され，その結

果，単位長線状ウイロイドが生成する（ステップ4)。

最後に，単位長線状ウイロイドが環化し，環状ウイロイ

ドとなる（ステップ5)。

以上の各ステップにかかわる酵素がなんであるかが次

の大きな興味ある問題である。これまでの研究から，ウ

イロイドがタンパク質の構造遺伝子を持たないことはほ

ぼ確実であり6-9)，したがって，複製に関与する酵素群

－9－
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はすべて宿主に依存していると想像される。

Sangerらのグループは,RNAポリメラーゼⅢを

特異的に阻害する濃度のα-アマニチンにより，ウイロ

イドの複製が阻害されるという実験から,RNAポリメ

ラーゼIIが複製に関与すると推測した'0)。その後，こ

の酵素が試験管内でウイロイドRNAを鋳型とし，単

位長の－鎖RNAを合成できることや11)ウイロイド

RNAと親和性のあることが示された。

PSTVはその95%が核小体に存在することが明ら

かとなった'2)。核小体はリポゾームRNAが合成され

る場であり，ここではRNAポリメラーゼIが働いて

いるとされる。また，ウイロイド配列中に，マウスリポ

ゾームRNA遺伝子のプロモーター配列に類似の配列

が見いだされることなどからも,RNAポリメラーゼI

の関与が示唆された'3)。このほかにもRNAポリメラ

ーゼIllやRNA依存RNAポリメラーゼの関与を示

唆する報告もある。

複製の最後のステップである線状ウイロイドの環状化

に関しては，コムギ歴のRNAリガーゼにその能力が

あることが示されている'4，'‘)。この酵素は，基質となる

線状RNA分子の5'末端が水酸基であること,3'末

端に2'’3'環状リン酸が付いていることを要求する。

このような末端構造を持つ線状PSTVが環状PSTVと

同程度の感染性を示すことが報告されている。ウイロイ

ドの宿主にも同様なRNAリガーゼが存在し，複製の

最後のステップで働いていると想像される。

皿試験管内におけるウイロイドRNA合成

ウイロイドが複製に必要な酵素群をすべて宿主に依存

しているということから，環状や線状ウイロイド以外の

複製中間体も感染性を有することが示唆される。したが

って，試験管内で複製中間体のモデル分子を作成した場

合，そのモデルRNA分子も，複製酵素の認識部位な

ど複製中間体として必要な構造を完全に備えていれば，

感染性を示すはずである。このような考えから，実際に

複製中間体のモデル分子として,HSVの＋鎖がタンデ

ムにつながったRNA分子や－鎖がタンデムにつなが

ったRNA分子を試験管内で合成し，それらの感染性

を調べてふた。

タンデム＋鎖または一鎖RNAの合成には，大腸菌

のRNAポリメラーゼを用いることにした。そのため

には，大腸菌RNAポリメラーゼプロモーター下流に

HSVcDNAが挿入されたクローンを作製せねばならな

い。われわれは，すでにHSVの全長297ヌクレオチ

ドを含むcDNAクローンを得ていたが">.鋳型として

I

I

第2図HSVのcDNAをタンデムに持つプラス

ミドの構造

●:EcoRI,O:BamHI,:PstI

噸つ
、 、

ノ
AcC1

RNA

第3図感染性RNAの試験管内合成

十鎖2単位のRNA合成の場合を示す．

使うためにさらに数ステップを踏承，第2図に示すプラ

スミドを作製した'7)。

次に，これらの一連のプラスミドをHindiとAce

lで切断し,HSV配列を含む断片を鋳型として用い，

大腸菌RNAポリメラーゼによってHSV配列をタン

デムに持つ種々のRNAを合成した（第3図)。合成

されたRNA分子の両端には，プロモーターとベクタ

ーに由来するHSVとは無関係の配列が付加されてい

る。

これらのRNA分子の感染性を調べた結果を第1表

に示す>oHSVの＋鎖を2単位以上内部に持つRNA

には強い感染性があったが,1単位の＋鎖RNAおよ

びすべての－鎖RNAには感染性が見られなかった。

＋鎖HSV配列を2単位以上含むRNAに感染性が

あったのは，この分子が，タンデムHSVRNAの内部

を認識し，特異的に切断するエンドヌクレアーゼによっ

て切断され，その結果単位長線状HSVが生成したから

第1表種々のウイロイド配列の感染性

酸｜感染性核

試験管内合成RNA
＋鎖l単位
十〃2〃

＋〃4〃
一〃l〃

－〃2〃
－〃4〃

cDNAクローン

l単位(pHS-PlP,-PlM)
2*(pHS-P2P,-P2M)
4'/(pHS-P4P,-P4M)

｜
＋
＋
一
一
宇
蝿
一
十
十

十
十
十
十

－10－
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が，特異的切断に必要な配列を2回持っていれば感染性

を示すと考えられた。このことは，言い換えれば，特異

的切断に必要な配列が2回あれば，必ずしも2単位の

HSV配列を持たなくとも感染性のあることを意味す

る。そこで，2単位のHSV配列の挿入を持ち，強い感

染性を示すクローン,pHS-P2Pから，挿入されている

HSV配列を短くしていき，第5図に示すような一連の’

1単位以上2単位以下のHSV配列を持つクローンを作

製し，それらの感染性を調べた'8)。

その結果，図中HSV配列の右側(+鎖配列の3'端

側）から削った場合には,HSVの番号で（第6図参照）

1，3番まで感染性を失わずに削ることができた。一方，

左側から削った場合には47番まで削っても感染性は変

わらなかった。そして，48番から112番の間の配列を

2回持つすべてのクローンは，挿入されているHSV配

列の長さが2単位以下であっても，強い感染性を示し

た18)。

われわれはこの48番と112番の間の領域をregion

Aと名づけた（第6図)。このregionAは，第4図で

影を付けて示してある，タンデム＋鎖の特異的切断に必

要な領域と考えられる。おそらく，第1図のステップ4

に関与するエンドヌクレアーゼによりregionAが認識

↓
咽鰯一マ鰯一下。

↓ I
⑨

第4図タンデムHSVRNAの特異的切断と

regionA

と想像される（第4図)。＋鎖HSVを1単位しか持た

ぬ合成RNAには切断部位がlか所しかないので，切

断されても単位長HSVが生成せず，感染性も示さない

のであろう（第4図)。

ウイロイド感染葉中には，複製中間体と考えられる単

位長より長い一鎖RNAが検出される。しかし，ここ

で合成した一鎖RNAは感染性を示さず,+鎖合成の

鋳型として働くことのできないものと考えられる。そこ

でわれわれは，－鎖RNAを鋳型とする＋鎖RNA合

成は，2本鎖領域から開始するという仮説を立てた（第

1図ステップ3a)。現在この点を明らかにするための実

験を行っている。

、匝cDNAクローンを用いた感染系

とその応用

HSV+鎖配列を2単位以上含むRNA分

子に感染性のあることが明らかとなった。こ

のことから,cDNAクローンそのままでも

感染可能なのではないかと考えられた。つま

り，宿主細胞内でcDNAクローンのどこか

らか転写が始まり，タンデムにつながった
pl

HSV配列がRNAに読まれることがあれ

ば，そのRNAは複製のサイクルに入りう

るはずだからである。pHDa

そこで，上述の一連のプラスミドの感染性

を調べたところ，予想どおり,HSVcDNA

を2単位以上タンデムに持つクローンに，強

い感染性のあることが明らかとなった（第1pKD1<

表)18)。cDNAクローンによる感染実験の結

果は，クローン中に挿入されたHSV配列の

方向性の問題を除けば，試験管内で合成した PHD“、

HSVRNAによる感染実験の結果と同等と

考 えられる。p

すでに述べたように，タンデム＋鎖RNA

Placuvs

、、H1歴ロロ

、肉uI

P醜！ PHS-P2P
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第6図HSVの全構造とregionA

され，この領域のどこかで切断が起こるものと考えられ

る。現在このステップに関与するエンドヌクレアーゼを

検策中である。

Ⅳ複製の研究の今後の展望とウイロイド

ベクターの可能性

ウイロイドの複製の研究は，この5年余の間に急速な

進展を遂げ，複製機構もかなり確立してきた。現在の研

究は，複製モデルの各ステップを詳細に解析し，実証し

ていくという段階に入っている。そのた壱めには，従来の

研究法に加え新たなアプローチが必要になるが,cDNA

クローンによる感染系は，すでにタンデム＋鎖の特異的

切断に必要な領域がこの系を用いて同定されつつあるよ

うに，今後もその力を発揮していくことであろう。

DNAの操作は比較的容易なので,cDNAクローン上

でウイロイドの塩基配列を変化させておき，そのような

変異を持つクローンそのまま，あるいはRNAに読ゑ換

えて宿主に接種することにより，変異ウイロイドの人為

的作製も可能である。得られた変異ウイロイドの解析に

より，ウイロイドの配列や構造上，複製に必須の要素が

明らかにされるであろう。さらに，病原性とウイロイド

の構造との関係も解明され，弱毒ウイロイドを人為的に

生承出せるようにもなると期待される。

一方で，確立の望まれる系がもう一つある。現在まで

の複製機構の研究は，感染後長い時間を経て細胞中に蓄

積した複製中間体と考えられる分子の解析を基礎にして

おり，検出される分子が次にどのように変化していくの

か，どのような順序で出現するのかという問いに対し

異ウイロイドの解析も，より迅速にかつ詳細に行えると

思われる。特に，変異ウイロイドでも増殖可能なものし

か扱えない現在の感染系に対し，複製のあるステップが

進まないような変異株の解析も可能になるはずであり，

その意味は大きい。

感染性cDNAクローンを用いる実験系の有用性は既

述のとおりであるが，同時に，この系の確立により，ウ

イロイドを植物のベクターとして利用できるのではない

か，という考えが生まれた。つまり,cDNAクローン

上のウイロイド配列中に外来の配列を挿入した組承換え

DNA分子をまず作製しておき，これを植物に接種すれ

ば，外来の配列が挿入された大きなウイロイドが増殖す

るのではないかと思われたからである。

しかし，実際にウイロイドをベクターとするには，前

もって，ウイロイドの配列または構造中どの部分なら別

の配列を挿入できるのか，または削っても増殖に影響し

ないのか，という問題を解決しておかねばならない。こ

れはすなわち，ウイロイドの複製にウイロイドの配列や

構造のどの領域が重要なのかを明らかにすることを意味

する。したがって，ベクター化の問題と複製の問題は切

り離すことはできない。

ウイロイドの構造中，特異的切断に重要なregionA

には外来の配列を挿入できないことは予想されるが，そ

の他の領域が複製にどれだけ重要であるか現在のところ

まったくわかっていない。われわれは,regionAから

離れた位置に，2塩基の欠失または4塩基の挿入を持つ

ような変異ウイロイドを数種作製し，それらの感染性を

調べてゑたが，予想に反して，それらすべてに感染性を

て，直接的な証拠を提出できない。このような問題を解’見いだすことができなかった。

決するには，ラジオアイソトープを用いた実験が有効でウイロイドは小さく操作しやすい反面，必須の諸要素

あり，それにはウイロイドの複製が同調して起こるようがその小さい構造中に凝縮されている可能性も高い。現

な効率の良いプロトプラストへの感染系がもっとも適し在は,1ないし2塩基の置換を持つ変異HSVRNAを

てI､ると思われる。作製してそれらの増殖能力を調べているが，この実験結

プロトプラストへの感染系が確立すれば，今まで何週果が集積されれば，上述の問題も明らかにされると期待

間もかけて行っていた感染性の検定も短時間で済むようしている。しかし，この1年ほどの間ウイロイドのベク

になるし,cDNAクローンを用いて人為的に作った変ター化ということを意識しつつ実験を進めてきて実感す

－12－
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るのは，この道はそうたやすいものではないということ
である。

本稿は,HSVやPSTVを用いた実験の結果を中心
にまとめた。第1図の複製モデルもこれらのウイロイド

の複製機構として考えられたものである。これらのウイ

ロイドに比べ構造上の類似性がきわめて低いASBVや

ウイロイド様構造をとるウイルソイドRNAの場合，

第1図の機構と多少異なるモデルを考えたほうがよい

ことを示す報告がある2,'9)。また，ある種のサテライト

RNAの複製がウイロイドと共通性のあることを示唆す

る報告もある20)。1本鎖環状RNAという独特の構造

を持つウイロイドの複製の研究から，植物ウイルスの複

製の承ならず，宿主である植物の核酸合成の基本的な現

象が明らかにされるかもしれない。
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ロイドーその症浬と生化学，共立出版，東京．
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1：327～336.

中 央だより

－農林水産省一

○昭和側年度病害虫発生予報第4号発表さる

農林水産省農蚕園芸局は昭和60年7月10日，昭和

60年度病害虫発生予報第4号（60農蚕3995号）を発
表した。

内容は次のとおり

向こう約1か月間の稲のいもち病の発生動向は次のよ

うに予想されます。都道府県が発表する発生予察情報に

も留意し，的確な防除の実施に努めて下さい。

北陸，東海以西の一部では葉いもちの発病程度がやや

高く,進行型病斑も多く認められています。また，稲の

生育はやや軟弱気味でいもち病に対する抵抗力がやや弱
くな:っ;ています。

これらの地域では，葉いもちが梅雨明け後しばらくの

間まん延し，特に，日本海側の中山間部を中心としてや

や多い発生になると予想されます。

＃

4)Branch,A､D.andH.D・Robertson(1984):Sci-
ence223:450～455.

5)ISHIKAWA,M・et・al.(1984):Mol.Gen.Genet、1％：
421～428.
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8)Gross,H・J.et・al.(1978):Nature273:203～208.
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148.

10)MOhlbach,H・P・andH.L.Sanger(1979):Natu-
re278:185へ-188.
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12)Schumacher,J・et・al.(1983):EMBOJ、2：1549～
1555.

13)Palukaitis,P.andM・Zaitlin(1983):Plantinfee-
tiousagent(ROBERTSON,H､D・et.al.eds.):PP､136
--140,ColdSpringHarborLaboratory,NY.
14)Branch,A.D・et・al．(1982):Science217:1147-̂
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273．

北海道，東北及び関東の葉いもちは平年並の発生と予

想されますが，今後しばらくの間曇りや雨の日が多いと

予報されており，気象の推移によっては急激にまん延す

るおそれがありますので，発生動向に十分注意し，早期
発見・早期防除に努めて下さい。

また，作期の早い稲では穂ばら承期及び穂ぞろい期に

穂いもちを対象とした防除を実施して下さい。

○難防除病害虫特別対策事業打合せ会議開催さる

昭和60年度難防除病害虫特別対策事業打合せ会議

が，①ピーマンTMV弱毒ウイルス関係は,6月25

日，農林水産省農蚕園芸局会議室において，岩手県，茨

城県，高知県，農業環境技術研究所，野菜試験場，地方

農政局及び植物防疫課の担当者を，②コカクモンハマキ

顎粒状ウイルス関係は，6月26日，農林水産省農蚕園

芸局会議室において，埼玉県，長野県，静岡県，鹿児島
県，農業環境技術研究所，果樹試験場，地方農政局及び
植物防疫課の担当者が参集し開催された。

会議では，①事業実施方針，②昭和60年度の事業実
施計画，③事業実施上の問題点，について検討が行なわ
れた。
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特集：ウイロイド〔3〕

リンゴさび果から検出されるウイロイド

き

城
こがれぎわ

農林水産省果樹試験場盛岡支場小金沢
歴
碩

現れる病気が見つかり，リンゴ斑入果病と命名された

が，その後の接ぎ木接種試験の結果さび果病と斑入果病

は同じ病原によって起こることがわかった'0)。

本病は青森，秋田，宮城，山形，福島各県などにも発

生が認められ，リンゴ栽培地帯のほとんどで発生してい

る。昭和59年の青森県りんご試験場および昭和56年

の岩手県園芸試験場での調査では，それぞれの県内9か

所で発生が確認されている。催病した樹は発見され次第

伐採されるため被害としては目だたない。

海外ではアメリカで1950年代の後半から，またヨー

ロッパでは最近になって発生が報告されているが，わが

国や中国に比べて発生は少ない。中国では昭和30年ご

ろの調査によれば，遼東半島一帯で1万本以上のリンゴ

が発病し，また映西省，山西省，河北省などで発病率が

50％ないしそれ以上に達した地域があったとのことで

ある7)。なお中国では当時膨大な調査研究が行われたも

ようであるが，その後に続いた文化大革命の混乱の中で

研究データおよび報告の大部分を遺失したとのことであ

る。

皿病徴

1リンゴ

本病の病徴はリンゴの果実にのみ現れ，葉や枝は健全

なものと差がないのが普通である。果実での病徴は品種

によって異なる。主に果面にさびが生じるものと斑入り

の症状が現れるものとがある。現在までに知られている

はじめに

わが国におけるリンゴの生産量は年間100万tに達

して，生産過剰ぎみになっている。その対策として高接

ぎによる新品種への更新が進んでいるが，それに伴うウ

イルス病の拡散が懸念されている。かつて紅玉や国光と

いった品種が更新されたときに高接病が発生し問題とな

った。今また同じ問題を抱えている。現在，リソゴウイ

ルス病の防除対策として各県でウイルス無毒化事業が開

始されているが，その際いかにウイルス保毒の有無を検

定するかが問題となる。高接病の病原ウイルスについて

は柳瀬らの努力によってすでに検定法が確立されている

が，リンゴには他の果樹と同様にまだ多くの病原未知の

ウイルス性病害があり，これらの病害には実用的な検定

法がないのが実情である。

リンゴさび果病は，これら病原未知の病気の一つで，

各地で現に発生しており，今後高接ぎ更新に伴って拡散

する恐れが十分ある。しかし本病は果実のみに病徴が発

現するため研究は非常に少なく，ほとんどの場合病徴の

記載および接ぎ木接種試験の結果のみで，病原に関する

報告は筆者が研究を始めるまで皆無であった。

現在，本病の病原の同定および検定法について試験を

進めているが，病原がウイロイドであると推定できる結

果が得られたので，その概要および中国の劉らが行った

試験7,8）を紹介し，大方の参考に供したい。

Ⅱ来歴および発生状況

リソゴさび果病は，昭和9年，当時の満州農事試験場

に奉職していた大塚により，奉天で開催された第二回満

州農学会で国光の新病害として世界で初めて発表され

た。氏は接ぎ木により伝染することを認め，満州リンゴ

さび果病と命名した。氏によれば中国ではそれ以前から

発生していたとのことである5'6)。

日本では昭和25年ごろ長野県に発生が確認されたの

が最初で9)，以後満州の二字を取り，リンゴさび果病の

名で呼ばれるようになった。このさび果病とは別に岩手

県でスターキソグ・デリシャスの果実に斑入りの症状が
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第1図リンゴさび果病の病徴（品種：国光）
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主な品種の病徴を第1表に示した。さびの病徴の典型的

な場合は，がくあ部から果こう部にかけて果面に五条の

さび状コルク層が放射状に形成される。この五条という

数字は種子の入っている心室が5個あるのに対応してい

る。国光などでは6月中旬ごろ，水浸状の斑紋が生じ，

この部分にのちにさびや亀裂が生じる（第1図)。印度

ではがくあ部周辺全体にさびが生じる。スターキング・

デリシャスなどの赤いリンゴでは果面全体に淡紅色また

は黄色の退色斑紋が生じる。これを斑入果病と呼ぶ。こ

の斑入り症状はがくあ部の近くに多く，9月以降果実が

着色してから初めて肉眼で観察できる。ゴールデン・デ

リシャスや陸奥などの黄色系品種では通常無病徴感染す

るが，赤く着色するような栽培条件下では斑入り症状が

現れる。また王林では緑色の濃淡が現れる。さび果病に

かかると果実の外観が損なわれるだけでなく，果実が小

さくなり，また芳香も少なくなり，かつ味も落ちる。

果実での病徴は感染してからの年数や気象条件，病原

の系統などによって左右される。スターキング．デリシ

ャスでは感染してから最初に現れる病徴は上に述べたよ

うに斑入りであるが，年数を重ねるに従いさびの割合が

多くなる（第2表参照)。また異常気象の年は亀裂がで

きる品種ではその度合いが高まる。病原の系統では第1

第1表リンゴさび果病の病徴発現における品種間差異a）

’品 種 病 徴 ロ
叩 種 病 徴

耐病性品種
アン卜ノブカ

ケエ ン

フォ－ル・ピピン

ゴールデン・デリシャス
イエロー・トランスペアレント

イェロー・ニュウタウン

岩 木
陸奥
ロ－デイー
ロード・ランプーン

スィート・デリシャス
鶴 の卵

軽度感受性品種
アーリー・レッド・バード

旭

ブラック・ペン・デーピス
グライムス・ゴールデン

祝
紅 玉
ミンジヨン

王林
ローム・ピューティー
スミスサイダー

ステイマン・ワインサップ
ワインサップ

中度感受性品種
ぺン・デ－ビス

フアミ1－ズ
ふ じ

ジャイアント・ジェネット
◆

ハーハードストーン。

．ノンサッチ

ィェロー・ペルフラヮー

ジヨナゴールド

金 星
印度
一マコン

ポタ

レッド・アストラカン
レッド・ゴ－ルド

スィート・マツキントッシュ
タ－リ

トゥエンティー・オンス

ウェルジ－

ウィンタ－．バナナ

ウィリアム・フェポリット
ウイルソン

斑入り，さび
斑入り
斑入り
斑入り

斑
切
り
一
一
入
一
一

緑
斑

高度感受性品種
アーリー・〃、－ペスト

アーリー・ストロペリー

ポ－ルドウイン
デリシヤス
ダッチス・オルデンプルグ
ド イル

ホワイト・アストラカン

ホワイトビピン

白 竜
鶏冠
国光
．－トランド

コツグズウエル
ーマ ザ

恵

レッド・デリシャス
ロックスバーグ・ラシット
スターキング・デリシャス
スターク・アーリスト

ヨーク・インペリアル

クラプリンゴおよび野生種
積 子
紅海業
NY11902

紫太平
シユガ－クラプ

ロピンクラプ

ヴァージニアクラブ

花紅(M"畑“加伽）
山定子(M.baccata)

ナシ類

〃、－トレット

ー十世紀
白梨
北京白梨
秋子梨（山梨）
鴨 梨

ー

さび

斑入り
斑入り
斑入り，さび
斑入り
斑入り
さぴ

さぴ

さぴ

斑入り，さび
さび，裂果
斑入り

斑入り
さぴ

さび，裂果
斑入り，さび，裂果
斑入り，さび
斑入り，さび
さび，裂果
さぴ

斑入り

■
毎

斑入り
斑入り
斑入り，さび
斑入り，さび
斑入り
斑入り

斑入り
緑斑
斑入り
斑入り
斑入り，さび
斑入り，さび

斑入り
斑入り
斑入り
さぴ

斑入り
斑入り
さぴ

斑入り
斑入り，さび

斑入り，さび
斑入り

斑入り，さび
さぴ

斑入り，さび

斑入り，さび
さぴ
さぴ

さぴ

さぴ

さぴ

斑入り
斑入り
斑入り
さぴ

斑入り

一

一

一

一

ー

一

4■■■■■■

a）主に劉ら8） の報告を基にして作成した．b）潜在感染
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第2表2系統をリンゴ樹に高接ぎ接種したとき,/成木4品種の果実に現れた病徴型'0）

種|雲”’
果実に現れた病徴型

品

後’3年後年後’2 年1

|斑入りP-125(斑入り）
スターキング

P-112(さび)斑入り,斑入り-さび,言び
|斑入りP-125(斑入り）

紅 玉

P-112(さび)無病徴pI

:印 度
P-112(さび）｜さび

|無病徴P-125(斑入り）
光国

|さP-112(さび） ぴ

表の軽度感受性品種は弱い系統に感染しても病徴を発現

しない。またふじに対してはさびを生ずる系統と，生じ

ない系統がある。

果実での病徴は以上のようであるが，葉にも病徴が現

れるという報告がある。青木・大庭')は擢病国光穂木を

ズミ台木に切り接ぎした結果ウ上部の葉が葉の裏側に湾

|斑入り,斑入り-さび,さ季|さび
|斑入り,斑入り≦さび,Jさび|さび
|斑入り |斑入り
’斑入り |斑入り

さび さび

|さび,裂果 |さび,裂果
|さび,裂果 |さび,裂果

曲するのを観察した。この湾曲葉は擢病している国光の
’第2図リンゴとナシの混植園における発病樹の

新梢には認めることはできなかった。後沢ら9)は5品種 分布状況（劉ら，1957）
，1

の擢病穂木をマルバ台に接ぎ木し，湾曲葉の発生を調査 ○・:健全樹●：発病樹⑬：ナシ樹

したが，国光苗25本中3本に認めたの承であったと

し，湾曲葉をもって保毒の有無の判定を行うことは問題ているリンゴ樹では非常に多くさび果病が発生している

があるとした。一方劉ら（引用文献7，8）および私信）（第2図)。ナシ樹がさび果病の病原を保毒していること

はこの湾曲葉は国光のほかに鶏冠などにも発生し，成木は接ぎ木接種試験で確認され，保毒率は90％以上であ

にも認められるとして，保毒の有無を検定する際に，も1つた･ナシではヨウナシ，チュウゴクナシ，ニホンナシ

つばら国光を用いて湾曲葉を調査している6筆者はまだを問わず感染しても無病徴である。

この湾曲葉を見たこどがなく，類似の葉の症状は遺伝的
Ⅲ伝染

な変異で生じることも知られているので，劉らの論文を

読むまでは青木らの湾曲葉は何かの間違いと考えてい本病は接ぎ木で伝染し，高接ぎや樹皮の埋め込承など

た。劉らは台木として山定子(Ma加加"α#α）を用いての方法により接種すると.1,2年後に発病する。病徴

おり，青木らの用いたズミは満州ズミ（肌伽""α）のは初め接種部位周辺にの象現れ，3年ほどかかって樹全
ことである（青木，私信)。もし湾曲葉がさび果病の病体に広がる。高接ぎずる際に中間台が保毒していると，

徴であるならば検定は簡単になるので，今後台木との関高接ぎした穂木は感染する。高接ぎしてから果実がなる
･連や発病に関与する環境要因などを調査する必要があるまで数年かかるので,発病に気がつくのは高接ぎしてか
と思われる。ら3～5年後のことが多い。高接ぎは穂木の増殖にも用

2ナシいられるが,原木では無毒であっても大量に増殖した穂

劉ら8)はさび果病どナシとの関係を詳しく調査してい木が汚染されてしまうこともある・通常このような穂木

る。さび果病がナシから移るのではないかとの考えは，の増殖の場合は果実を成らせることをしないので，汚染
すでに大塚が園地での観察結果から述べている。劉らのされたことを知らないまま保毒穂木を用いて一挙更新
調査によれば，ナシとリンゴの混植園やナシ園に隣接しし，やっと収穫できる年になって発病に気がつくことに
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359リンゴさび果から検出されるウイロイド

なる。

他のウイロイド病と同じように，虫媒伝染は認められ

ていない。また汁液伝染の報告もないが，後で述べるよ

うにフェノール抽出したRNAで切り付け接種すると

感染するので，魂定ばさみや接ぎ木ナイフで移る可能性

はある。

リンゴの根は互いに接触すると接合するので，隣接し

た樹では伝染することがある。後沢ら9)は保毒苗と健全

苗の根をからませて植え付ければ，感染すると報告して

いる。根に直接接ぎ木しても容易に感染させることがで

きる。ナシからリンゴに伝染するのも同じく根の接触伝

染と考えられる。

ⅡVウイロイドの分離および性状

筆者らはリンゴさび果病に催病した果実の電子顕微鏡

観察や各種の草本植物への接種試験を行ったが，結果は

すべて陰性であった。そこで本病がウイロイド病である

かどうかを調べるために雁病果実より核酸を抽出し，ポ

リアクリルアミドケル電気泳動による解析を行った。そ

の結果，健全対照や他のウイルス病感染樹に認められな

い2種の低分子RNAが特異的に検出された。この2

種のRNAを電気泳動度の早いものから11胴にASSA‐

RNA1,ASSARNA2(以下，それぞれRNA1,RNA

2と略す）と命名した2,4)。両RNA共に落花直後の果

実を除いては収穫するまで検出でき，また無病徴感染し

ている果実からも検出できる。果実以外では樹皮に多く

含まれている。葉ではRNA2は検出できるがRNAl

の量は非常に少ない。葉や樹皮から検出する場合は|司じ

位置に泳勤される宿主RNAが存在するために，電気

泳動を2回行う必要があった。

これらの2種のRNAは，ウイロイドで通常用いら

れる方法を組み合わせれば精製することができる。まず

フェノール抽出を行い，2－メトキシエタノールによる多

糖類の除去，次いでCF-11セルロースを担体としたカ

ラムクロマトグラフィー，最後にポリアクリルアミドケ

ル電気泳動を最初未変性，次いで変性条件で行って精製

する。抽出材料としては果実がもっとも良い。果実には

きょう雑する宿主核酸も少なく，また容易に多量の材料

を得ることができる。1本の成木があれば，発病したば

かりの果実を約30～40kg収穫できる。しかしRNA

の収量は少なく，果実1kgより最高で15/^g,通常は

5βg程度しかRNA1を得ることができない。

2種のRNAのうちRNA1は既知のウイロイドと

同じ性質を持っている。すなわち，ポリアクリルアミド

ケル電気泳動で既知ウイロイドとほぼ同じ位置に泳勤さ

輔冒も…,,唖祷諜溌堪P齢

灘
霞■⑲

灘
状RNA1

蕊

鴬
爵

比
砧
戦
碍

蕊 ぐ瞥完全変性RNA2
繍剰想状RNA1“

薮

§血
-魂

鍵
錨

‘'1，識
‘癖乳一

』

篭鴬
鷺鶴

国諏

蕊ぐ部分変性RNA2
… …廼奄．

0

魚愈
Ａ
》

B
時魂：

第3図緒製した低分子RNAの変性条件下での

′遮気泳動像

A:RNA1,B:RNA2,C:RNA2(泳動

前に100C,2分熱処理）

れ，低濃度ケルでは分子量は大きく，高濃度ケルでは小

さく見積もられるというウイロイドと同じ性質を示し

た。また尿素を含む変性条件下では2本のバンドに別れ

た（第3図)。他のウイロイドに関する報告から遅く泳

動されるバンドは環状，速く泳動されるバンドは線状構

造をしていると思われる。

ポリアクリルアミドケル電気泳動で精製した試料をリ

ンゴ実生苗にカミソリの刃で切り付け接種を行うと感染

し増殖する4)。リンゴ実生はウイルスフリーなので，

RNA1はウイロイドと同じように自立的に増殖できる

ということになる。感染した実生はまだ結実していない

ので病徴を観察するに至っていないが，以上のRNA1

の性質は植物に感染して自立的に複製される低分子環状

RNAというウイロイドの定義を満たしている。

一方,RNA2の性質はRNA1とかなり異なる。

RNA2は高塩濃度でRNaseに抵抗性であり,2本鎖

RNAと思われた。CF-11セルロースクロマトグラフ

ィーやヒドロキシアパタイトクロマトグラフィーにおけ

る挙動も2本鎖RNAのそれと一致した3)。さらに尿素

による変性条件下でのケル電気泳動で異常に早く泳動さ

れた。このことからRNA2は線状2本鎖と推定され

た。また，熱処理をして完全に変性させ,1本鎖の状態

で泳動させた場合,RNA1より分子量は大きかった(第

3図)。最初RNA2はRNA1の複製型(RF)と考え

たが，既知のウイロイドでRNA2のように比較的多量

のRFが検出されることはない。最新のウイロイド複

製モデルによれば，ウイロイドより長い1本鎖の複製中
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間体が形成される。このような複製中間体が潜在ウイル

スによって誘導された酵素によって2本鎖になるのでは

ないかと現在考えている。

V診断と防除

リンゴさび果病の主な伝染方法は人間の手による接ぎ

木である。感染は古い樹に新品種を高接ぎする際に起こ

る。したがって，本病の最良な防除方法は高接ぎする際

に，穂木ならびに高接ぎされる中間台が本病に感染して

いないことを確認しておくことである。

ウイロイド病の診断法としては，検定植物に接種する

生物検定法，ポリアクリルアミドゲル電気泳動により直

接ウイロイドを検出する方法，相補DNAとの雑種形

成を利用する方法などがある。

さび果病を生物検定する場合には感受性品種に接ぎ木

接種することになるが，この方法は本病の潜伏期間が長

いこと，果実の承に病徴が発現するために検定植物の育

成に時間がかかり，かつまた広い面積を必要とすること

などから実用的ではない。前述した国光苗の湾曲葉を利

用する方法について，劉らの報告7)によれば4月に切り

接ぎすれば7月には病徴が発現するとのことであり，検

定に要する期間は短く，また検定用の穂木を用意するの

も簡単であるd他の方法としては，クラプリンゴの利用

が考えられている。クラプリンゴは果実が小さく，接ぎ

木した穂木に果実を成らせることは容易である。現在シ

ュガークラプやNY11902などの品種が検定用として

候補に挙がっている。

現在考えられる実用的な検定方法は，ポリアクリルア

ミドケル電気泳動によるものである。樹皮よりフェノー

ル抽出して，塩化リチウム存在下33％エタノールで沈

殿させ，ケル電気泳動を行う。この方法は今開発中であ

るが,500mgの樹皮にエチジウムプロミドで染色して

検定するのに十分な量が含まれており，銀染色法を用い

ればさらに少ない試料で検定することができると思われ

る。検定は2日間で済ますことができる。

以上述べた検定済みの無病穂木および台木を利用し，

発病した樹は伐採し，その根は完全に除去してから改植

すれば，本病はほとんど防除できると思われる。これ以

外では，作業器具の消毒や隣接樹からの接触伝染の防止

なども考えられる。これは一部の枝の象に病徴が認めら

れまだ生産を続けたい場合やナシ樹と隣接している場合

にのぷ必要と思われる。

Ⅵ斑入果病類似症

リンゴ斑入果病に類似の症状があると思われるので紹

介しておく。一つは岩手，山形，青森の各県で発生して

いる陸奥の病気で，有袋栽培をすると果実に斑入りを生

ずる。斑入りの大きさはさび果病と比べると小さく，ま

た無袋栽培では果面に凹凸ができるので区別することは

できる。また，これはスターキング・デリシャスに接種

するとさび果病と異なり，粗皮症状を生ずる。この病気

はまだ正式に報告されておらず，新病害と思われる。

もう一つは積子に現れた症状で，果実に斑入り症状，

葉にフレック,花弁にネクロシス,樹皮に粗皮症状が発現

している。果実以外の症状は輪状さび果病に似ている。

この両病害共にウイロイド様RNAは検出されず，

果実以外の病徴が付随しているのが特徴で，リンゴさび

果病とは異なる病気と考えられる。

おわりに

以上述べたように，さび果病の病原がウイロイドであ

るとのいくつかの証拠が得られているが，まだ解決しな

けれぱならない問題点がいくつかある。その一つは分離

したウイロイドによって病徴を再現させることである。

感染した実生から接種する計画であるが，現在ウイルス

フリー樹を育成中であるので，最終的な結論を出すには

まだ数年かかる。果樹ウイルス病の試験は時間がかかる

が，年点着実に成果が出ているのも事実である。

本稿を書くにあたって文献を読承返して承ると，本病

が高温を好むというウイロイドの特徴が散見されるので

ある。例えば，大塚5)は擢病果実は長形になると述べて

いる。リンゴは最初主に縦方向に肥大し，それから横方

向に肥大する。したがって，さび果病ではまだ低温であ

る初期の発育は正常に近いが，高温時は影響が現れて果

実が長形になるのである。果樹ではまだ病原未知のウイ

ルス性病害があるので，こんなことも新しいウイロイド

病発見の手だてにしたいと思っている。

引用文献

1）青木二郎・大庭嘉邦（1942)：農及園17：165～167.
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特集：ウイロイド〔4〕

ブドウから検出されるウイロイド
てるおしかたえいしろう

輝男・四方英四郎
さの

北海道大学農学部植物ウイルス病学･菌学講座佐野

低分子量RNAを抽出した。これをキュウリ（品種：四

葉）に接種すると約3週間後にわい化，葉巻き，葉脈透

化などの症状が現れた。キュウリの発病は，第1表の2

品種すべてのウイルス病確病株を接種したもので確認さ

れた。

このキュウリの症状は，佐々木と四方4,5）により報告

されたホップわい化ウイロイド(HSV)あるいはオラン

ダのハウス栽培のキュウリの病害であるキュウリpale

fruitウイロイド（のちに筆者らはHSVのキュウリ変

株:HSV-cと報告した)6,7)などによる症状と酷似して

いる。さらにウリ科を中心に寄主範囲を調べたところ，

トウガン，セソナリヒョウタンにわい化，葉巻き，葉脈

透化，頂部え死を現し，ナス科のトマトに潜在感染し

た。カボチャとキク科のビロードサンシチには感染しな

かった。これらの症状はHSVおよびHSV-cのものと

非常によく似ており区別できなかった。

はじめに

ブドウ栽培の歴史は古く，有史以前よりと言われる。

その分布は広く全世界にわたっている。それだけにブド

ウの病害も多種多様であり，とりわけ，ウイルス病と言

われるものでいまだ病原ウイルスが明確でないものも多

い。ブドウはつる性の多年生植物で，栄養体繁殖なので

一度ウイルスに感染するとそのままウイルスが保持さ

れ，株分けや接ぎ木などにより伝染・拡散するため，数

種の病原が複合して感染していることもまれではない。

これまでウイロイドは栄養繁殖性の永年作物・果樹な

どに多く発見されているが，ブドウのウイロイド病の報

告はなかった。今回われわれはブドウにウイロイドが感

染していることを世界で初めて発見したが''2)，きわめ

て高率に検出できることから，まずブドウに対する病原

性について慎重な研究を進めている段階である。私共の

研究の中で，このウイロイドは病原性，分子構造および

発生分布などの点でいくつかの興味深い性質を持ってい

ることが明らかになってきた。いまだ試験・研究中のこ

とが多いが，本稿に，これまで判明した点について概説

する。

Iブドウウイロイドの検出

まず第1表に示すように，栽培ブドウの2品種につい

てそれぞれウイルス確病樹と，生長点培養あるいは熱処

理によるウイルスフリー樹の葉から，上田ら3)の方法で

HSVHSV-c健全プドｳ病原
接種接種接種
(a)(b)(o)(d)

寸
且
２
３
４
芦
ひ
《
、
７

V一う

第1表ブドウウイロイドの検出

｜症 状｜鹿ﾕｳ催ブドウ品種 分画番号
1234567

プドｳ病原('Iの試料)×11023400
接種ｷｭｳﾘ×100001400

第1図ブドウウイロイドの15%PAGE試験

(a):HSV接種キュウリ,(b):HSV-c接種キュ

ウリ,(c):健全キュウリ,id):ブドウ病原接種

キュウリ

おのおの低分子量RNA分画を15%PAGEで泳

動した．VはHSV,HSV-cの位置．右側に示した

l～7の分画に分け，キュウリに接種した結果を下

に示した．×1は原液，×10はその1(1倍希釈液，

数字は接種8週間後のキュウリ発病数（4本接種し
子声、
ノーノ｡

カベルネ

ソーピニヨン
〃

善 光寺

〃

6/6̂)

0/6

13/13

0/18

リーブロールヲフレック

ウイルスフリーb）

リーフロール，フレック
ウイルスフリー

（生長点培養)c)

キュウリ発病数／供試数

カベルネソービニヨンのウイルスフリー樹は，上

のウイルス汚染樹と系統が異なる．

善光寺のウイルスフリー樹は，上のウイルス汚染

樹から生長点培養により作出された．

a）

b）

c）

AViroidIsolatedfromGrapevine．ByTeruo
SanoandEishiroShikata
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現在，ウイロイドであることを示すもっとも手っとり

早い方法の第一は，病植物より抽出した核酸からポリア

クリルアミドケル電気泳動(PAGE)などで病植物に特

有の低分子量RNAを検出し，それが病原性と強い関

係を持っていることを確認することである。そこでわれ

われは，ブドウから分離した低分子量RNAを接種し

て発病した前述のキュウリから低分子戯RNAを抽出

し,15%PAGEで分析し，健全キュウリ,HSVおよ

IfHSV-c確病キュウリから抽出した低分子量RNAの

パターンと比べてみた。その結果，ブドウの低分子量

RNAを接種したキュウリには健全キュウリにはない特

異的バンドが1本観察され，このバンドとキュウリへの

病原性は一致した。さらにこのバンドの移動度は,HSV

およびHSV-cの移動度とほぼ一致したことから，キ

ュウリに病原性を持つブドウの低分子量RNAはHSV

およびHSV-cと同程度の分子サイズを持つことが示

唆され（第1図)，ウイロイド様の感染性低分子量RNA

であることが明らかになった。

(a)(b)(c)(d)(e)

蕊

ｒ
ｌ
●
！
ｐ
Ｌ

4審

今 錘2t

愛患27

＝;4“
!

轍 零割○9

凝謹諏惑；

燕懲蕊
'，.,h11曲',,‘-¥,,､.,.,,,,~:1'錨-捲く',_2，一念-勇一‘5－J,_仁二1'一~ﾆﾐ

抄
ｉ
ｑ
恥
噌
磯
制
密
田
争
惟
弗 灘蕊溌

第2図遺伝子診断によるブドウウイロイドの検出

(a):健全キュウリ,(b):HSV-c羅病キュウリ，

(c):ウイルスフリー化ブドウ(善光寺),(d):ウ

イルス病確病ブドウ（善光寺).(e):ブドウ病原
接種キュウリ．

HSV-cのcDNAをプローブとした．右側の数字は

ヌクレオチド数．
皿遺伝子診断によるブドウウイロイドの検出

キュウリなどのウリ科植物に対する感染性とPAGE

での移動度より，ブドウから分離した低分子量RNAは

HSVおよびHSV-cと類似したウイロイド様病原であ

ると推定された。われわれはすでにHSV-cのクロー

ニングを行い，クローン化した耳SV-cの相補DNA
(complementaryDNA:cDNA)を保存しているので，

これを用いてブドウの遺伝子診断を試みた。遺伝子診断

はノーザンブロット法とドットプロット法を用いて行っ

た。放射性同位元素sspで標識したHSV-cのcDNA

をプロープ(probe:検出用試薬）として，第1表のブ

ドウ品種善光寺のウイルス病確病樹，同じ樹から生長点

培養でウイルスフリー化した樹，および善光寺の低分子

量RNAを接種して発病したキュウリから抽出した低

分子量RNAとハイプリダイゼーション（分子雑種形

成）を行った。対照としてHSV-c羅病キュウリおよび

健全キュウリを用いた。もし,HSV-cと類似した病原
吟’一ノ‐､ﾛ

があれば，放射性同位元素8*pで標識したHSV-cの

cDNAプローブとハイブリッドを形成し，オートラジ

オグラムで検出できるわけである。この反応は非常に特

異性が高くかつ鋭敏である。結果は，対照のHSV-cだ

けでなく，善光寺の低分子量RNA接種キュウリおよ

び善光寺のウイルス病確病樹からもHSV-cのcDNA

プローブとハイブリッドを形成するRNA分子種が検

出された（第2図)。さらに,HSV-cのcDNAプロー

ブとハイブリッドを形成するRNAは，キュウリに感染

性を持つ特異的バンドと一致することも確認されたので

ある。以上のことから，われわれがブドウから分離した

低分子量RNAがHSVあるいはHSV-cと近縁のウ

イロイドであることが明らかになった。

この遺伝子診断の結果は，先に行ったキュウリへの接

種試験の結果と完全に一致したことから，われわれが用

いたcUNAプローブはブドウウイロイドの検出にきわ

めて有効であることが示された。本法は実際のほ場診断

法としても利用可能ではないだろうかと考えている。現

在までのところ，確実な診断を下すためには，かなり手

間を要する抽出方法が必要であることや，検出感度を上

げるためにcDNAプローブを放射性同位元素で標識し

なければならないなどの制約がある。今後，この遺伝子

診断を実用化するにあたっては，これらの欠点を改良し

て，より簡便迅速でかつ手軽な診断法にする必要があ

る。

mブドウウイロイドの病原性一ウイ

ルス性病害との関係一

現在まで10種類以上のウイロイドやウイルス様病原

が報告されているが，いずれも艇作物に甚だしい被害を

及ぼすことが知られている。ホップわい化病にしても，

ココヤシカダンカダン病にしても巷花や果実に被害が及

ぶ。ブドウウイロイドのブドウに対する病原性はどう
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か。これまで報告された病原未知のウイルス病との関係

はどうであろうか。 ；、

ブドウウイロイドとウイルス性病害との間の関係につ

いて調べた。この研究は山梨県農業試験場の矢野氏，寺

井氏との協力によって行ったもので，検定にはあらかじ

め生物検定によってブドウのリーフロールとフレックに

それぞれ単独感染あるいは混;合感染していることが確認

されているブドウ4品種，および生物検定の結果，リー

フロール，フレック，コーキーバーク，ファンリーフす

べてに陰性であり，いわゆる健全といわれる3品種，合

わせて4品種9試料を用いた。これらの試料から低分子

量RNAを抽出し，キュウリ検定,PAGE検定および

遺伝子診断などによりウイロイド感染の有無を検定し

た。その結果，リーフロール，フレツク，コーキーバー

クそれにファンリーフのすべてに陰性であったいわゆる

健全樹を含む全試料からウイロイドが検出されてI､る。

ここで“健全”ブドウからもウイロイドが検出されるこ

とから，少なくとも上記4種類のウイルス病とブドウウ

イロイドとは直接的関係はないように思われる。しか

し，健全を含むすべての試料から検出されたということ

は，このウイロイドが従来の検定法では完全に見逃され

ており，すでにかなり広い範囲にわたって広がっている

可能性を示している。

われわれは現在，ウイルスおよびウイロイドフリーの

ブドウにウイロイドを戻し接種して，ブドウに現れる影

響を観察中であるが，ブドウのような多年生の果樹の場

合，はっきりした影響が現れるまで数年を要することも

まれではなく，結果を得るまでにはまだかなりの時間が

かかると思われる。今後さらに検定の範囲と検体数を増

やし，このウイロイドのブドウに及ぼす影響について確

認したいと思っている。

Ⅳブドウウイロイドの分布

現在，日本で栽培されているブドウ品種の多くは欧米

からの導入品種やその選抜改良品種である｡したがっ

て，ブドウから検出されたウイロイドは決して日本特有

のものではなく，むしろ欧米から導入品種と共に持ち込

まれたのではないかという疑いがある。ごく最近欧米よ

り導入されたブドウ品種を，国別に分けてウイロイドの

検出を試承た。その結果，フランスから導入したもので

6試料中3試料，アメリカとハンガリー導入品種はいず

れも5試料全部，そして西ドイツとオーストリアからの

ものそれぞれ1試料からウイロイドが検出された。日本

の品種では9試料中7試料から検出された。これらにつ

いては，日本に導入後短期間になんらかの要因で新たに

ウイロイドに感染した可能性もあるが’導入後1年しか

経っていない1983年導入のものからも，6試料中4試

料（導入国はフランスとハンガリー）でウイロイドが検

出されていることを考えると，導入以前すでにウイロイ

ドに感染していた可能性のほうが強いと考えられる。こ

のようなことから，われわれはブドウのウイロイドはす

でに全世界的に分布していると推定している○

Vブドウウイロイドの防除法一一一ウイ

ロイドフリー化の問題点一

:！われわれの検定の結果から，ウイロイドがきわめて高

率に検出され，さらに’いわゆる健全といわれているブ

ドウからも検出されたことを考えると’各地のブドウは

すでに高率にウイロイドに汚染されていると思われる。

現在ブドウは熱処理や生長点培養によるフリー化が行

われている8)。これまでのわれわれの試験結果から見る

と,第1表の善光寺のウイルス病汚染母樹から生長点培

養でウイルスフリー化したl例のほかに，甲州のウイル

ネ病汚染母樹より生長点培養でウイルスフリー化したl

例，および同じ汚染母樹より熱処理と生長点培養を組糸

合わせてウイルスフリー化に成功した1例’合計3例が

ある。善光寺と甲州のそれぞれ生長点培養によるウイル

スフリー樹系統では，同時にウイロイドもフリーであっ

た。しかし，甲州の熱処理と生長点培養を組承合わせて

ウイルスフリー化したものからはウイロイドが検出され

ている。まだ例数は少ないが,このことからブドウウイ

ロイドを生長点培養によりフリー化できることは明らか

である。ただし，ウイロイドが一般に高温（28～釦｡C)

で増殖しやすいこと，耐熱性が80～140Cであること

を考えると，従来の熱処理法によるフリー化はウイロイ

ドに限っていえば有効かどうか疑問である。

いずれにせよ，ウイルス同様，ウイロイドも従来の方

法でフリー化することができそうである。しかし’ここ

でもっとも注意しなければならないことに台木の問題が

ある。われわれはブドウの栽培品種と同時に，ブドウ台

木用として用いられている5BB"や"804"の検定も

行ってゑたが,S04からウイロイドが検出されている。

このことは栽培品種同様，台木もすでにウイロイドに汚

染されている可能性を示唆している。;あるいは台木がウ

イロイド感染の原因となっていたのかもしれない。つま

り，いくら栽培品種を生長点培養などでフリー化して

も，台木がフリー化されていないとすべてむだになって

しまうということである。ブドウウイロイドのフリー化

を行うにあたっては，台木のフリー化を同時に進め’ま

ず確実にウイロイドフリーであることが保証された台木
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を大量に供給できる態勢を作らねばならないと思われ

る。．

Ⅵブドウウイロイドとホップわい化病

われわれはこれまで一貫してホップわい化病の研究を

行ってきた。ホップわい化病は，今のところ欧米での発

生の報告はなく，日本特有の病害と考えられている。そ

の病原ウイロイドは，オランダのハウス栽培のキュウリ

で発生したキュウリペールフルーツ病の病原ウイロイド

と寄主範囲および病徴など非常によく似ている9)。そし

て両者の全一次塩基配列を決定した結果,HSVは297

塩基io),HSV-cは303塩基7)で，両者の間では16か

所で塩基の置換，欠失，挿入などの違いが見られるの承

で，全体として95％という非常に高い塩基配列の相同

性があることが明らかになった7)。このようなことがわ

かって承ると,二つの類似した病原が，日本とオランダ

というまったくかけ離れた地域で，しかもホップとキュ

ウリというあまり関係のなさそうな宿主から分離された

ことに大きな疑問が残った。その後ホップわい化病の病

因を探る経過の中で，われわれは今ブドウのウイロイド

を見いだし，寄主範囲,PAGE,ハイブリダイゼーショ

ンなどの結果から，このウイロイドがHSVあるいは

HSV-cと非常によく似ているらしいことも明らかにな

った1,2)。したがって，プ､ドウのウイロイドとHSVお

よびHSV-cとの関係は，あらゆる点で興味深い問題を

提供することとなったのである。現在までのところ，日

本産ブドウ善光寺から分離したウイロイドの全一次塩基

配列がほぼ明らかになったが，驚くべきことに，このブ

ドウ善光寺のウイロイドは297塩基より構成されてお

り，塩基数ではHSVと完全に一致した。そしてHSV

との違いはわずかlか所の塩基置換が起こっていたの承

であった。この事実は善光寺から分離したブドウウイロ

イドとHSVがおそらく同一起源であろうことを示唆し

ている。わが国においては，ブドウ栽培地とホップ栽培

地がほぼ重なり合って分布している地域が多いことを考

えると，ブドウウイロイドとホップわい化病との間にな

んらかの関係があっても不思議ではない。さらに現在ま

でのわれわれの検定の結果では，ほとんどのブドウがこ

のウイロイドを保有していることや，歴史的に見てブド

ウのほうがホップよりも古くから日本に導入され栽培さ

れてきたことを考えると，もともとブドウに感染してい

たウイロイドがなんらかの原因でホップに感染し，ホッ

プわい化病を引き起こしたのではないかと考えてもよさ

そうである。われわれは現在，欧米より導入したブドウ

から分離したウイロイドについても塩基配列を決定中で

ある。これがHSV型かHSV-c型か非常に興味深いと

ころである．

おわりに

ブドウから検出されたウイロイドの検出法，検定法，

防除法および分布と病原性などについてまとめてゑた。

検定法としてはキュウリ検定や遺伝子診断，フリー化は

生長点培養がそれぞれ有効なことが明らかになったが，

このウイロイドを分離してからまだ1年しか経っていな

いので，その発生分布やブドウに対する病原性など未解

決の部分も多い．今後はこれらの点の解明を進めていき

たいと考えている。

なお，本研究を行うにあたり，貴重なブドウの試料を

提供していただいた，マンズワイン株式会社上野雄靖

博士，井理正彦氏，山梨県果樹試験場矢野龍氏，寺井

康夫氏，池田町河口将征氏に対し深く感謝の意を表す

る。また研究を行うにあたり，種々有益なる御助言，御

協力をいただいた，東京大学理学部岡田吉美博士，飯

哲夫氏，東京農工大学大野峰司博士に対し，深く感謝

の意を表する。
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特集：ウイロイド〔5〕

カンキツエクソコーティスウイロイドの生物学的'性質

かのうたけし

艇林水産省果樹試験場興津支場加納健

'citrusexo-支場病害研究室長小泉銘冊博士に謝意を表する。カンキツエクソコーティスウイロイド(citrusexo-

cortisviroid,CEV)2は，カラタチ(PoncirusIrifoli-

"α）やその交雑種を特異的に衰弱させる。これら惟病

性植物を台木としてCEV保毒穂木を接ぐと，生育が悪

く，収量も上がらない（第1図)。わが国では耐寒性，

耐病性，果実品質の面からカラタチを台木としたカンキ

ツがもっとも優れているため，エクソコーテイス病の存

在は栽培上きわめて重大な脅威である。木病はFAWC‐

ETTとKlotz"により1948年に初めて報告され，当

初，接ぎ木伝染性であることからウイルス病として扱わ

れていたが，後に病原がウイロイドであることが判明し

た。わが国においては,1963年に田中32）が発生を確認

した。その後，各地試験場の導入品種の保存園を中心に

本病が分布していることが明らかになり31)，一部導入品

種のみが保毒する病害と考えられてきた。しかし，近年

の中晩柑類への改植，高接ぎ更新などによって一般腿家

園での発生も認められるようになった。CEVは接ぎ木

伝染によるほか，ナイフやはさゑなどでも容易に接触伝

染するので，今後のまん延が懸念されている。

本稿ではCEVの生物学的性質，すなわち寄主範朋と

その病徴，生物検定法，分離株間の病原性の差異，弱諏

株によるわい化栽培試験，病原性と塩基配列との関係な

ど最近の研究成果を紹介する。本稿で言及していない部

分は平井．山田12)および牛山33)の総説を参照されたい。

本稿の校閲ならびに御指導をいただいた果樹試験場興津

第1図カラタチ台スイートオレンジの衰弱症状

BiologicalPropertiesof，CitrusExocortisViroid.

ByTakeshiKano
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I寄主範囲と病徴

CEVはカラタチのほか，ラングプアライム(C"γ“

""wniu)">や各種シトレンジ(C.sinensis×P．〃加"α‐

“)2）の樹皮にはく皮症状(barkscaling)を示し，そ

れらを台木としたカンキツをわい化，衰弱させる。カン

キツおよび類縁植物の大部分はCEVを保毒するが，病

徴を現す植物は少ない。カンキツ類の中で激しく反応す

る植物はエトログシトロン(C.me戯α）で，検定植物と

して使われている。葉のエピナスティー(epinasty),葉

脈中肋のコルク化やえそ，葉柄基部のえそなどの明瞭な

症状を示し，樹は萎縮する。

草本植物では，ナス科とキク科を中心に病徴を示す植

物が見いだされている。トマト（品種:Rutgers)2",ビロ

ードサンシチ（の""γαα脚rα""“α)38)，キク（品種:Bon-

nieJean)'"などが激しい症状を示し，検定用や増殖用

植物として使われる。草本植物での病徴はいずれの植物

でも類似しており，エピナスティー，葉脈えそ，縮葉，

萎縮などである。その他，何らかの病徴を示す植物は以

下のとおりである。

ミカン科:Dorshapoスイートレモン(C.〃me"α)36)

Palestineスイ－1､ライム{C・〃加‘"i･超es)36)，Har‐

veyレモン（C・〃7"0")24)，キューバンシャドック（レ

モンの雑種)38）

キク科：キク（品種:Mistletoe,Spider,VelvetRid-

ge)W.r,の"mγα3αγ加e"j“α38)，ヒャクニチソウ(Zi-

〃"iaelcgα"s)'4）

ナス科:Pelu加α属3IE"'Physα"s属3種">Sco加"α

属6種29,30)，ジャガイモ29,30)，その他のSolα"灘"z属

7種37）

ウリ科：キュウリ（品種:BaarloseNietplekker,Spo-

ru)M>

セリ科：セルリ22）

CEVがジャガイモ，トマト，ビロードサンシチなど

に示す病徴がpotatospindletuberviroidによるもの

と極似することから，当初，両者はきわめて近縁なウイ

ロイドと考えられた30)。しかし，後に異なる塩基配列を

持つ別種のウイロイドであることが判明したKi)。
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Ⅲ生物検定法

1木本植物による検定

CEVの検定法として，現在，エトログシトロン（以

下，シトロンと称する）への接ぎ木接種がもっとも一般

的であるが，これに至るまでには種,々の試承があった。

本病はカラタチやラングプアライムの病気として発見さ

れた経緯があり，当初これらの植物が検定植物として利

用された。Moreira")は，接ぎ木接種によりラングプ

アライム実生が約4か月で幹に黄斑を生じ，後に樹皮に

亀裂を示すことを見いだした。また，被検樹にラングプ

アライム，カラタチを高接ぎした場合には6～8か月で

病徴を現すことを認めた。WeathersとCALAVAN36)は，

スイートライムなども樹皮のはく皮や亀裂を生じ検定用

に使えるとしたが，発病までの潜伏期間が1年以上かか

る点に問題があった。

本病の検定が一段と確実になったのは,Calavanら‘）

によるシトロンの利用からである。カラタチやラングプ

アライムでは，幹や樹皮の症状を見る必要があり，検定

に長時間を要したが，シトロンは新梢に症状が発現する

ので検定期間が1～5か月に短縮された。彼らはシトロ

ンの系統の中で,u､S､，.C.S.60-13(以下,60-13と

称する）とP.I.109620が特に感受性が高いこと，こ

れらは他の検定植物にまったく症状を示さなかった分離

株でも症状を現すことを認めたoSalibeとMOREIRA24)

は,Harveyレモンを検定植物として報告したが，その

後は利用されていない。

GarnseyとCoHEN10）はシトロンの各系統の感受性

を比較し，アリゾナ861（以下861と称する）がもっと

も激しい病徴を呈することを明らかにした。861はその

後，代表的な検定植物として広く使われている。

Roistagherら21)は861から得た実生のCEVに対

する感受性を調べ，そのうちの1本が検定植物として優

れていることを認め，アリゾナ861-S-l(以下,S-lと

称する）と命名した。S-lは強毒(severe)株に対して

861と同等あるいはより激しく反応し，弱毒(mild)株

と極弱(verymild)株に対しては861よりも鋭敏に反

応した。S-lの反応の特徴は，葉の中肋や葉柄の基部に

顕著に現れるえそ症状で，これは弱毒株と極弱株の検出

に特に有効であった。

2草本植物による検定

木本植物による検定では,検定植物の育成に手間と時

間がかかり多数の被検材料を扱うことが困難である。そ

こで,より簡易な生物検定法として，長尾と脇本'7)は,：

フェノール抽出したCEVをトマトに接種する検定法を

開発した。本法は擢病カンキツ葉からフェノール抽出，

塩化リチウムによるRNAの分画，透析およびエタノ

ール沈殿を経て濃縮CEVを得，トマトの幼苗に摩擦接

種するもので，病徴発現までの日数を短縮することがで

きた。しかし，抽出・濃縮操作があるので，多量の材料

を扱うことは困難であった。

加納と山口'4)は，長尾と脇本の方法を追試するととも

に，新たに簡易検定法としてビロードサンシチを用いた

直接ナイフ接種法を開発した。すなわち，擢病カンキツ

枝を切り付けたナイフで直接，ビロードサンシチの茎を

切り付け，これを交互に繰り返すだけの方法である。こ

の方法で確病カンキツ枝を接種源とした場合，最少4回

の切り付けでビロードサンシチに伝染し,io回以上の

切り付けでほぼ100%伝染した。同様な方法でトマト

に切り付けた場合には発病率が低く，実用性がなかっ

た。この検定法では，被検材料は前年生の枝あるいは当

年生の枝で十分硬化したものが良く，また冷蔵庫あるい

は冷凍庫で保管すれば100日後でも伝染力があった。

しかし，後述するように,CEVの一部分離株（弱毒株

など）はビロードサンシチに反応しないので，強毒株の

みが検定可能である。

Ⅲ病原性の異なる分離株

1木本植物での反応の差異

CEVに病原性の異なる分離株（系統）が存在するこ

とは，ほ場栽植樹での症状の違いや検定植物での反応の

差異により以前から知られていた。

WeathersとCALAVAN36)は，由来の異なる3種擢病

樹の保毒病原について調べ，感受性台木での潜伏期間，

およびカラタチでのフロログルシノール塩酸反応が異な

ることを明らかにした。SalibeとMoreirâ s)は，ラ

ングプアライム台スイートオレンジの各種擢病樹を調査

し，はく皮の程度と形態，樹の萎縮程度および潜伏期間

が種,々異なることを見いだし，系統の存在を示唆した。

オーストラリアでは，すそ腐れ病対策として抵抗性台木

のカラタチを利用しているが，その台木部にさまざまな

エクソコーテイス症状が現れ,Eraserら8,9)は,病原性

の異なる系統の存在と，同一樹中での混合感染の可能性

を考えた°

CEVはシトロン上でもっとも明瞭に病徴を現すので，

近年，シトロンの反応を中心に分離株の病原性が論じら

れている'''5，20'2')。強毒株はシトロンに激しいエピナス

ティー，葉脈や幹のえそとコルク化，顕著な萎縮を示し

(第2図)，弱毒株はこれらの症状がいずれも軽く，葉

柄基部や葉の中肋に軽いえそを示す（第3図)。中間株
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ソシチに接種した。強毒と中間株はビロードサンシチに

激しい症状を示したが，弱毒株は感染すらしなかった。

Utermohlenら34)は，シトロン(861)に激しい症状を

示し，ビロート．サンシチとトマトに症状を示さない系統

(unusualstrain)を見いだした｡

Bakshら')は，強毒株および弱毒株保毒カンキツ葉か

ら電気泳動法でCEVを検出したが，ケルから回収した

CEVをトマトとビロードサンシチに接種したところ，

いずれも激しい症状を示した。VlSVADERとSymonsW

は，後述のオーストラリアでわい化栽培試験に供試して

いる分離株をキク（品種:BonnieJean)に接種し，病

徴を示すことをi認めている。なお,Broadbentら4)がこ

の分離株をシトロン(60-13)で検定したところ，シト

ロソ上では強毒株と同じ激しい反応を示した。

3わが国で見いだされた分離株の病原性

わが国では，これまで強毒株の承が知られていたが，

最近，検定植物上の反応から弱毒のCEVと思われる分

離株が見いだされた。佐為木26)は，エクソコーテイス病

の検定中に，シトロン(60-13)がいったん，典型的な

エピナスティーと葉の中肋や葉柄でのえそを生じた後，

しだいに症状が回復し，やがて消失する現象を認めた。

症状が回復後，下垂葉症状（硬化葉が葉柄着牛付骨より

下方へ垂れ下る）が高率に観察された。下垂葉症状は接

ぎ木伝染し，既知の他のウイルスと無関係であり,CEV
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第2図強毒株によるシトロン(S-l)のエピナス

ティーと萎縮
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第1表わが国のCEV分離株の病原性

の違いによる分類

エl、ログシトロンa） ビロ

サン

ド

チシ

群
S－l 86160-13

第3図弱毒株によるシトロン(S-l)の軽いエピ
ナスティー

(moderate)は強毒と弱毒の中間の病原力を示す分離株

で,弱毒株より反応の軽いものは極弱株と呼ばれている。

ROISTACHERら20)は，強毒株を接種源とし，ナイフ接

種により50本のシトロン(861または60-13)に接種

したところ，そのうちの27本が強毒,12本が中間,7

本が弱毒，4本が極弱の反応を示し，それらの症状はシ

トロンからシトロンへ永続的に伝染した。この結果から

強毒株保毒樹内にはさまざまな反応を示すCEVが混合

感染しているものと結論した。

2木本および草本植物への接種例

木本植物と草本植物の両方に接種して，病原性を比較

した例は少ない。Kapurら'5)はシトロン(861)の反応

で強毒，中間，弱毒の三つに分けた分離株をビロードサ
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S-l,861,60-13はエトログシトロンの系統で

あるアリゾナ861-S-1.アリゾナ861,U.S.A.

C.S.60-13を示す．

+卜：激しいエピナスティー，葉裏中肋のコルク化

えそ（シトロン）．激しい縮葉，エピナステ

ィー（ビロードサンシチ）．

＋：軽いエピナスティー，葉裏中肋のコルク化，

えそ．なお，エピナスティーは展葉とともに

回復することもあり判定は困難である（シト
ロン）．

被接種ビロードサンシチについてポリアクリル

アミドケル電気泳動によりウイロイド感染の有

(＋),無（－）を確かめた．

a）

b）

c）
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第2表わい化因子を接種したカラタチ台ペラミーネ

ープルオレンジの生育と収量(Eraserand

Broadbent,1980より抜粋）

弱毒系統が原因であろうと推察された。

加納と小泉'8)は全国各地から採集したエクソコーテイ

ス分離株をシトロン(S-l,861,60-13)とビロードサン

シチを用いて検定し，検定植物上の反応によって6群に

分類した（第1表)。Iはこれまでわが国での存在が確

認されていた強毒株である。IIは60-13に軽い症状を

示した以外はIと同様な反応である。Illはシトロンに

激しい症状を示すが，ビロードサンシチに無症状,IV,

V,VIはシトロンでの反応は概して弱く，ビロードサ

ンシチでは無症状のものである。ビロードサンシチから

低分子RNAを抽出し5%ポリアクリルアミドケル電

気泳動に供した結果，病徴を示したもの(1,11)では

CEVのバンドが検出されたが,HI～VI群を接種して

も無症状であったビロードサンシチからは検出されず，

感染していないものと考えられた。IV,VダVI群の分

離株はKapurら'6)が報告した弱毒株に相当する。わが

国に見いだされるCEVはI群のものがもっとも多く，

II～VI群の分離株はきわめて少ないように思われる。

4電気泳動による弱毒株の検出

最近,Bakshら*>Boccardoら3)はカンキツ葉から

抽出したRNA成分を電気泳動にかけることによって

CEVを検出できることを報告した。Bakshら')は，弱

毒株をシトロンに接種して検定する場合には，強毒株に

比べ長期間を要し，しかも病徴発現が不安定で診断が困

難であるが，電気泳動法によれば強毒，弱毒にかかわら

ず安定して検出できるので弱毒株の検出に適していると

述べている。
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種
3532

3536

3537

3538

3539

1,

1955年定植,1977年までの調査．No.3532～39は，接

種源の樹番号．

第3表わい化樹の密植栽培における収量の増加

"’
わい化樹a） 無接種樹a）

ロ
叩

904本/ha 222本/ha

|淵‘/即’
165

215

バレンシアオレンジ

ネーブルオレンジ

a）異なる栽植密度（本/haでの栽培試験．

いずれもカラタチ台．苗木時に接ぎ木接種。

b）定植後15年目の単位面積当たりの累積収量．

（オーストラリア,N.S.W.Departmentof

Agricultureの資料,1979より）

表)。さらに，実用化試験が1961年から各地で行われ

た。伝染性因子によるわい化樹を密植栽培することで，

通常の栽培(無接種樹を通常の栽植密度で栽培した場合）

に比べ，単位面積当たりの収量が上がり，各種作業が省

力化し，かんがい水，肥料および除草剤の使用量が減少

することが判明した(第3表)。アメリカのCohenら6）

も弱毒株のCEVを用いて同様の栽培試験を行ってい

る。

V生物学的性質とCEVの塩基配列との関係

VlSVADERとSymonsss)は前述のわい性樹8,9)が保毒

するCEV分離株であるCEV-DE25(No.3532保

毒),CEV-DE26(No.3536保毒）およびCEV-A(̂

ラタチ以外の台木を用↓､たオレンジより分離）の塩基配

列を決定し,Grossら11)のCEV-C(カリフォルニア産

分離株）の塩基配列と比較した。なお,CEV-Aの配列

決定の途中で，純化したCEV-Aの中に塩基配列の異

なるCEVが混在していることが明らかにされ,CEV-

AMと命名された。CEV-C,A,AM,DE25,DE26

はすべて371個の塩基を持っていたが，塩基配列には

いずれも若干の違いが見られた。CEV-Aの塩基配列

との相違点は,C,AM,DE25が4塩基,DE26は27

ⅡV弱毒株によるわい化栽培の試み

カンキツは通常,その栽培風土に適した台木品種に接

ぎ木して栽培されるが，台木によって樹の生育は著しく

異なる。その中で，カラタチはもっとも優れたわい性台

木とされている。このようなカラタチ台カンキツを，さ

らにCEVの弱毒株あるいは伝染性わい化因子(dwa-

rfingprinciple)によりわい化させる方法が検討されて

いる6,8,9)。オーストラリアでは前述のように多くのカラ

タチ台カンキツの中から，樹高が低く，台木部のはく皮

症状の軽い樹が選び出され，この性質が接ぎ木伝染性で

あることが確認された8)。予備試験は1955年に開始さ

れ，カラタチ台ネーブルオレンジ苗に，わい化因子を保

毒する9種類のカンキツ樹(No.3531～3539)の組織を

接ぎ木接種してほ場に定植したところ，5年後にはわい

化効果が現れた9)。特に,No.3532,3536,3538,3539の

保毒因子は樹の大きさと収量を著しく減少させた9)。し

かし，果実の品質と大きさには影響がなかった（第2
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塩基であった。DE25とDE26は塩基配列が大きく

異なるにもかかわらず，同じようにわい化と関連してい

る点が注目された。DE25とDE26がわい化の真の原

因であるか否かは，これらの純化標品をカラタチ台カン

キツに接種すれば判明する，とVlSVADERらは述べてい

る。

Ⅵ今後の問題点

近年，わが国のカンキツ栽培では品種更新に伴いウイ

ルスおよびウイロイドの汚染が拡大しつつある。台木と

してカラタチを今後も使うためには，エクソコーテイス

病の防除は不可欠である。もっとも重要なのは母樹検疫

であり，これまで開発された検定法をより高精度でかつ

大量検定できるよう今後とも改良する必要がある。外国

においては,CEV弱毒株あるいはわい化因子を利用し

たわい化栽培の試承がなされているが，それらは病原性

が弱いことを確認した後に十分な計画と管理の下に行わ

れている。一方,CEV強毒株感染により樹勢が弱く，

とげの少なくなったレモンを優良系統と誤認して増植し

た結果，本病が拡散し，被害を受けた例もある2‘)。カン

キツは，ウイルス病に感染すると樹勢が低下し，一時的

に収量が上がり品質が向上するものの，やがて決定的に

衰弱する場合が多い。一時的な品質向上を品種・系統の

変異と見誤らないように注意が必要である。

わが国のCEVの変異株については，現在，検定植物

上での反応の違いが調べられたにすぎない。弱毒株がわ

い化栽培に利用できるか否かは今後，慎重な試験が必要

であろう。
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特集：ウイロイド〔6〕

ホップわい化病とその防除

さきき

キリンビール株式会社原料部佐々木
まつお

真津生

はじめに

ホップわい化病はビールの原料となる稚花の収赴およ

び品質を著しく低下させるホップの重大な病気である。

本病は1970年山本ら'1)によって最初に報告された。当

時は適当な検定植物も見つかっていなかったため病原は

検出されていなかったが，発生状況，伝染性などから本

病はウイルス病であろうと推測されていた。1977年本

病原の新しい宿主植物としてウリ科のキュウリなどが発

見された5)。また，キュウリを検定植物に用い本病原の

解明が試みられ，本病原はそれまでホップでは知られて

いなかったウイロイド')であることが明らかとなった6)。

ホップはビール会社とホップ組合との契約栽培になっ

ている。1977年には本病がI株でも発生しているほ場

面積の集計はキリン社契約面積の19%にも達し，重大

な事態であった。同年，本病の撲滅を目的として本格的

な防除対策が開始された。その結果，現在の発生はごく

限られた一部のほ場の采となったが，まだ撲滅には至っ

ていない。

本稿では本病の発生経過，病徴と被害，病原，診断法

およびキリン社でこれまで取り進めてきた防除対策につ

いて記した。

本病の防除対策推進にあたり，種々貴重な御指導をい

ただいた村山大記北海道大学名誉教授および北海道大学

農学部四方英四郎教授に深謝の意を表する。

1本病の発生経過

本病は1952年ころからすでに福島県下のほ場で発生

していたようであるが,1960年ころにはその発生が増

え相当目だつようになった11)。当初は擢病ホップが枯れ

るようなこともなく，栽培法により極端な減収も抑えら

れたため特別な対策はとられていなかった。その後，本

病が伝染性の病気であると同時に，本病の品質的な被害

が明らかとなり本病の重要性が問題となった。

キリソ社の全契約面積に対する本病の発生ほ場面積の

割合は,1975年に11%,1976年で16%,1977年には

19%と増加した。この急激な増加は本病の伝染による

HopStuntDiseaseandItsControl.ByMatsuo
SAsAKI

ものが含まれているが，それにも増して全体的な調査が

進むにつれ，新たに発生ほ場が発見されたことに由来し

ている。1977年には防除対策を推進するためホップ組

合が実施する発生調査，改植指導，健全苗育成などの対

策事業に対して，また，耕作者の改植に対して助成策を

開始した。その結果，発生ほ場面積の割合は1978年に

14%,1979年には10%と着実に低下し,1984年では

全体の1-7%とごくわずかになった。本病の発生を権

病株数で見てみると，本病がもっとも発生していた1977

年では約5万株（全体の4％）の羅病株があったのに対

し,1984年には約600株（全体の0.04%)に減少し

た。

皿病徴と被害

ホップはクワ科のつる性宿根草であり，高さ約5mの

棚で栽培している。ホップは雌雄異株であり，ビールの

原料となるいわゆるホップは雌花の集中花序で巷花と呼

んでいる。越花は松かさのような形をしており,3cm前

画一一.己ら．….､凹..．q,F～一...

館l図ホップわい化病の病徴（7月）

繁茂の少ないところが羅病株である．このよ

うな顕著な稚病ほ場は近年見られない．
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後の小さなものであるが,1つる当たり約2,000個ほ

ど着生する。ホップは地下部の株で越年し，春先に出て

きた芽はそのまま伸長させると8m以上になる。

本病に確病したホップの節間は伸長が悪く，また，上

部にいくほど側枝の伸長も悪い。したがって，健全なホ

ップが棚の上部までよく繁茂するのに対し，擢病ホップ

は杉の木型の生育相となる（第1図)。また，擢病株の

葉および巷花は健全なものと比較し小型となる。これま

でいくつかの栽培品種における病徴比較試験の結果，病

徴の程度に差は認められるものの枯死するような品種は

知られていない。

本病の被害は生育が劣り，着花数が減少するため巷花

収量が半減する。しかし，本病がホップの重大な病害と

なる理由は減収以上に巷花の品質が極度に低下するとこ

ろにある。曜病巷花ではビールのほろにがさの元である

樹脂成分のα酸含量が健全巷花の1/2から1/3に低下

してしまう。

、病原

ホップわい化ウイロイド(Hopstuntviroid,以下

HSVと略す）は一本鎖の環状RNAである2)。ホップ

を含みこれまでに知られているHSVの宿主植物はすべ

てHSVに全身感染する。

1粗汁液中での耐性

HSVは非常に耐性のある病原である6)。確病キュウ

リ粗汁液中のHSVは84Cで10分間加熱しても感染

性があり,4Cで3日間保存しても感染性がある。また，

擢病キュウリおよび擢病ホップの葉の粗汁液は1,000倍

に希釈しても感染性がある。60Cで通風乾燥した擢病

巷花では1年以上もHSVの感染性が保持されている。

2伝染性

HSVは接ぎ木および汁液で伝染することが確認され

ている。その他の伝染方法は野ネズミによって伝搬され

たと推測されたものがあるだけであり，虫媒伝染，土壌

伝染などの報告はない。このことは擢病株の改植により

本病の絶滅を可能とし，防除対策上幸運なことである。

一方,HSVは前述のとおり非常に耐性のある病原であ

るため，栽培管理に使用するカマやハサミなどの農器具

による伝染には特に注意が必要である。ホップは多年生

作物であり，苗で増殖している。擢病株の苗は当然のこ

とながらHSVに感染しており，防除対策がとられる以

前に本病が増加したのは擢病苗によって各地のほ場に伝

搬されたためであった。

3宿主範囲

HSVの宿主植物としてホップのほかにクワ科のカナ

I画一

ムグラ，ウリ科のキュウリ，ユウガオなど9種，ナス

科のトマトの計3科11種の植物が汁液接種試験により

HSVに感染することが知られている5)。しかし，ホップ

以外の一般の植物からHSVが検出された報告はなく，

自然宿主はホップだけのようである。このことはHSV

の伝染方法が接ぎ木および汁液伝染に限られていること

と同様,防除対策上幸運なことである。しかし,佐野ら4）

はブドウからHSVに非常に近いと思われるウイロイド

を検出しており,HSVとの異同が注目される。

Ⅳ診断

診断は防除対策の重要な柱である。本病の診断には，

①病徴観察，②巷花の樹脂分析，および③検定植物への

接種による3種類の方法がある。これらの方法は迅速

さ，経費および精度において一長一短があるが，それぞ

れの長所を生かして本病の診断法が確立されている。

1病徴観察による診断'1）

外観病徴による診断は潜伏感染株こそ検出できない

が，迅速さ，経費，確かさにおいて3拍子そろってい

る。しかし，その判定には相当の熟練を要する。特に低

温の年は病徴が不明瞭であり，また，東北北部では一般

的に病徴が不明瞭な傾向にあるので注意を要する。

2趣花の樹脂分析による診断

本診断は巷花の樹脂成分のうちα酸含量が擢病琶花

で特異的に1/2から1/3に低下することを指標としたも

のである'1)。樹脂成分にはα酸のほかにβ酸があるが，

β酸含量はHSVの感染の有無にほとんど影響されない。

このことを利用してα酸およびβ酸含量の比を分光光

度計で簡易に測定する方法も開発されている。本診断法

により潜伏感染株も検出される8)。

3検定植物への接種による診断

本診断はHSVの感染により明瞭な病徴を現す植物を

利用するものである。筆者ら5)のこれまでの経験ではキ

ュウリが最適である。キュウリは発芽がそろっており，

接種計画が立てやすく，種子の価格も高くない。本診断

は潜伏感染株を高率に検出でき，何株分かの試料をまと

めて1試料として検定する集団検診も可能である。しか

し，本診断では接種したキュウリを約30Cの温度条件

で育てる必要があり，それより温度が低いと発病までの

日数が長くなり，診断精度が低下するので注意を要す

る。本診断は現在のところもっとも精度が高い方法であ

るが，結果が得られるまで2週間以上要するところが欠

点である。

キュウリへの接種方法として，当初は検定しようとす

るホップの葉の摩砕液をキュウリの子葉にのゑ接種して
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いた。その後，キュウリへの接種時期，接種部位につい

て検討した結果，子葉展開時のキュウリの子葉と同時に

旺軸にもこすりつけ接種すると発病までの期間が1週間

ほど早くなり，約2週間で発病することが明らかとなっ

た8)。しかし，防除対策における診断では健全であるこ

との証明が必要なわけで，少なくとも接種後40日間発

病の有無を観察している。

6月から8月のホップ葉を接種源材料としたキュウリ

を用いた集団検診の検討結果では，約10a分の株数に

相当する200株中l株の擢病株を100％検出可能なこ

とが確認されている。実用段階では正確さを期すため最

高50株分を1試料として実施している。本診断では前

述したように接種したキュウリを約30.cで育てる必要

があり，加温設備のあるハウスなどが必要である。現地

で採取した検定試料は接種までディープフリーザーに凍

結保存しておけばよいが，温室設備のある検定実施場所

まで凍結状態で輸送するのは，輸送中の試料の融解によ

るHSV感染性の低下が懸念される。HSVは約60Cで

乾燥した巷花で1年以上感染性を有していることにヒン

トを得て簡易で現場的な試料調製・送付方法が確立され

ている7)。現在実施している方法は集団検診単位ごとに

生葉のディスクをまとめ，シリカゲルで乾燥する方法で

ある。シリカケル乾燥試料はデイープフリーザキ凍結保

存試料と同等のHSV感染性を有しており，診断精度に

まったく問題ないことが確認されている7)。

4その他の診断法

ホップの葉から抽出したRNAをポリアクリルアミ

ドケル電気泳動により，直接HSVのバンドとして検出

する方法もあるが，キュウリ検定より精度的に相当劣

る10)。また,HSVに相補的なDNA(cDNA)による

診断も可能であるが，実用段階には至っていない3)。

v防除対策

現在のところウイロイド病を治癒する化学物質などは

なく,本病は不治の病気である。したがって，本病の防

除対策は健全ほ場，健全株の維持と擢病ぼ場・確病株の

隔離・処置ということになる。第2図はキリン社での防

除対策を図示したものである。

1健全ほ場の維持

健全ほ場を維持することは防除対策上もっとも重要な

ことである。そのためには健全苗を使用し，ほ場が健全

であることを確認（診断）し，ほかからの伝染を阻止し

なければならない。

（1）健全苗の使用

植え付け苗は保証付きの健全苗を使用しなければなら

苗育苗

ほ場
健全株 ■■■、ーI■■■■

感 染

阻止

改 植

擢病株

確病ほ場の隔離・処理

第2図ホップわい化病の防除対策

ない。現在はホップ組合で育苗ほ場を管理し，健全苗を

供給できる体制になっている。採苗ほ場にはこれまで本

病の発生が認められていない地区の優良なほ場を指定し

ている。指定ほ場については病徴観察による診断のほか

に毎年キュウリによる集団検診を実施し，健全であるこ

とを確認している。本病が当初躍病苗によって伝搬され

た経験を生かし，農家間での苗の授受を厳禁している。

（2）診断

最低，年に1回は各ほ場について外観病徴による一筆

調査を実施し，その結果をほ場台帳に記入している。ほ

場台帳には苗の来歴，発病歴，改植状況，その後の経過

などを記入できるようになっている。病徴診断で断定し

きれない場合は巷花の樹脂分析もしくはキュウリへの接

種試験を行う。もし，本病が発生した場合にはその伝染

経路などの発生要因を可能な限り追求し，その後の防除

に役だてることが重要である。

（3）ほ場間・ほ場内の伝染の防止

本病は汁液で伝染するため確病ほ場所有者は特に注意

を要する｡作業は常に健全ほ場･健全株を優先すると同時

にカマやハサミなどを使い分けることが重要である。ま

た，ほ場内の伝染を防止するためにはカマやハサミなど

を1株ごとに消毒する必要がある。消毒にはホルマリン

およびカセイソーダが有効なことが報告されている9)。

発病株の隣接株は高率に潜伏感染していることがこれ

までの調査で明らかとなっている8)。1980年から1981

年に潜伏感染に関する調査のため，一般ほ場の発病株に

隣接した外観が健全な株をキュウリで検定した。その結

果，供試した20株のうち17株（85％）からHSVが

検出された。供試ほ場は株ごとに刃物消毒などの防除対

策を実施していなかったためこのように高率に潜伏感染

株が検出されたものと思われるが，この結果は本病がい

かに容易に伝染するか警告を与えてくれるものである。

権病株が発見された場合，感染源を除去するためつるの
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切断，株の腐敗処理（後述）を実施しているが，同時に

擢病株の隣接株も同様の処理をすることが望ましい。ま

た，確病株周辺は改植範囲（後述）に応じて擢病部分と

し，そこに明瞭なくいを打つとか，ひもでその部分を囲

承健全部分と区別して管理することが重要である。

2改植

改植はほ場内の発生形態により部分改植と全面改植が

ある。部分改植はほ場内のごく一部の株に発生した場

合，全面改植はほ場内に確病株が散在もしくはまん延し

ている場合である。

(1)改植範囲の設定

改植範囲はこれまでの経験から次のように設定されて

いる。擢病株が1株発見された場合その畝の確病株の前

後各10株ずつ，および，擢病株の両隣の畝の擢病株に

対応する株を真ん中にして3株ずつの合計27株（確病

株を含む）を改植の対象株としている（第3図a)。実

際にはこの改植範囲設定方法を基準として発生状況に応

じて設定している。具体的な例を第3図b,cに示した。

（2）改植方法

改植ではいうまでもなく完全に株を除去しなければな

らない。ホップは根が深く，地下茎もよく発達すること

からていねいな作業が要求される。6月から7月にかけ

て病徴観察で擢病株と診断された株はその時点で，その

他の改植対象株は収穫直後にそれぞれ腐敗処理を行い，

翌春ていねいに掘り取るという手順で株を除去してい

る。株の腐敗処理はまず地際部でつるを切断し，株の芽

床部を掘り出す。掘り出した芽床部をカマで切除し，ほ

場外へ出し焼却処分する。それと同時に土中に残ってい

る株を腐敗させるため，株に切れ目を入れ1株当たり約

300gの尿素をふりかけ覆土する。この処理を行うと翌

春にはその部分が完全に腐敗しているが，深部の根は翌

春でも生存している。それらの根を腐敗させるため収穫

後早い時期に株を中心に30cm間隔でクロルピクリン

をかん注している。クロルピクリンが接触した根は翌春

に腐敗している。より完全に深部の根まで腐敗させる方

法として浸透移行性の除草剤について検討されている。

その結果，グリホサートは根の先端部分まで良好に腐敗

させるという好成績が得られている。

3再発生の防止

改植をしても再発生する場合がある。その原因として

次の場合が考えられる。

①確病苗の植え付け

②感染源の残存

a・改植対象株の見落としによる放置

b・不完全な抜根による地下茎などの残存

c、抜根株のほ場周辺での放置

d.部分改植の場合，改植範囲外での確病株の残存

③ほ場外からの新たな感染

以上の原因のうち，①の擢病苗の植え付けは現在ホッ

プ組合で管理している健全な養成苗を使用しているので

問題ないが，意外な落じ穴であるので注意を要する。②

の感染源の残存はこれまでの再発の主原因となってい

る。aの株の見落としでは支柱わきの株が見落とされて

感染源となる場合がよくある。bの地下茎の残存，cの

抜根株のほ場周辺の放置ではまず株の腐敗処理を必ず実

施し，さらに処理株をていねいに掘り取り，焼却処分な

どを行いほ場内はもとよりほ場周辺からも完全に除去す

ることが重要である。dの部分改植における改植範囲外

の権病株の残存は常にその可能性があり，株単位の管理

鯵熱謹墓壷雲謹I
一
一

一
ｌ
ｌ
Ｏ
。

a・改植範囲の基本的な設定
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b・改植範囲の具体例（1）
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c・改植範囲の具体例(2) をするとともに改植部分を区別して管理する必要があ

○外観健全株⑬発病株＜÷畝の方向る。③のほ場外からの感染は同一耕作者でほかに擢病ほ

場を所有している場合に見られる。また，栽培地によっ第3図改植範囲

ては共同収穫を行っているところがあるが，擢病ほ場，
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改植ほ場などをよく認知し，そのほ場，その部分を区別

して作業にあたらなければならない。

本病の場合，改植をしたからもうだいじょうぶといっ

たものではない。管理を怠ったためまた発生するという

のが病気の宿命である。ほ場は常に適期適正な管理を

し，抜根株の残澄，地下茎が残存していないか，改植対

象株は残っていないか，ほ場周辺に野生化したホップは

ないかなど念入りに観察することが改植を成功させる鍵

である。

おわりに

本病が伝染性の病気であることが報告されて以来すで

に15年が経過した。本格的な防除対策が開始された

1977年ではキリン社契約ほ場の19%に本病の発生が

見られた。1984年にはそれが1-7%と減少し，擢病株

数ではわずかに帥0株（全体の0.04％）足らずであっ

た。ホップの改植は多大な経費を要すると同時に，植え

－

付け苗が成株になるまでの1,2年は減収を伴う。本病

の発生がこのようにごくわずかとなったのはホップ組合

および耕作者の理解と努力のたまものであり，画期的な

成果と思われる。今少しの努力により本病が絶滅せんこ

とを切に期待する。
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北陸地方における異常気象とツマグロヨコパイの発生
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富山県農業試験場成

はじめに

北陸地方では1981年の記録的な豪雪ののち,84年’

85年と連続して大雪に見まわれた。そのため般近では

83年を除きシマグロヨコバイの少発傾向が続いている。

今年も少発生が見込まれており，少なくとも富山県では

防除を必要としないことは確実である。雪国の住民にと

って大きな負担となる雪も，害虫の発生を抑えるという

思わぬ効用を持っている。

他の害虫と同様，シマグロヨコバイの場合も気象条件

がどのような過程を通じて個体群に影響を与え,密度の

変動を引き起こすのか十分に解明されてはいない。しか

し，北陸地方における発生の実態から見て，本種は数多

くの稲作害虫の中で積雪の影響をもっとも強く受けやす

い種であることは間違いない。近年気象変動は激しさを

増す傾向にあり，一部では異常気象も取りざたされてい

る中で，個体数変動とのかかわりを見極めておく必要が

あると思われる。ここでは，主に富山県における発生予

察データを用いて，若干の検討を試みたので報告する。

I北陸地方の積雪

北陸地方は気温の推移から見て寒冷地とは言えない。

富山市の年平均気温は13.5Cで，ほぼ同緯度に位置す

る前橋市や水戸市など関東地方の内陸部と変わらない。

一方，降水量はこれらの地域よりはるかに多く，富山市

で年間2,300mmを超える。これは言うまでもなく冬期

に積雪がきわめて多いためであり，北陸地方の気象を特

徴づけている。しかしひとくちに北陸と言っても’50

cm以上の積雪日数が平均lit)日以上にも達する上越市

から15日前後の富ljl市や金沢市，さらには海流の影響

でほとんど50cm以上にならない輪島市や新潟市まで,

積雪量は地域によって大きく異なる。

場所による違いだけでなく，年によっても積雪量は変

動する。第1図は1970年からfi5.年までの富山市にお

ける最深積雪と積雪日数を示したものであるが,30cm

にもならなかった79年から,160cm以上を記録した

;;l年まで130cmもの開きがある○積雪日数でもIOO

'00「
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第1図鰻深積雪および積雪期間の年次変

動（富山気象台）

日以上続いた74年や84年のような年もあれば,72年

や79年のようにわずか20～30日にとどまる年もあっ

た。全体の傾向としては70年代IIH半の少雪傾向に対し，

それ以後は多雪の年が多くなっているようである。特に

大雪は2年間続かないと言われているにもかかわらず，

84年，85年と連続したのはかなり異常なこととみなさ

れている。

富山県では12月下旬ころから積雪が始まり,1月中

旬～2月中旬にもっとも多く，3月上旬～中旬ごろに消

雪となるのが普通のパターンである。しかし年によって

は年末から屋根の雪おろしを余儀なくされたり，逆に1

月中はほとんど積雪のな､､年もあり，必ずしも時期は一

定していない。

以上のように北陸地方の積雪はきわめて変化に富んで

おり，生物に与える影響も年ごとに変化する。気象に関

してはどの範囲を異常とするのかわからないが，少なく

AbundanceoftheGreenRiceLeafhoppei-under
AbnormalClimaticConditionsintheHokurikuDis-

trict.ByHiroyukiNaruse
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を記録し，密度の高低はあるものの富山県全域で発生を

認めた。

以上の結果から見ると，通常の年は越冬後の増殖率の

大きさによってその年の発生品が決められるのに対し，

一定の限界を超える異常な積雪の年には絶滅に近い密度

から最後までl可復することができないものと考えられ

る。これは富山県程度の積雪では常に発生を左右するほ

どの影響を与えることができないのを意味しているが，

同じ北陸地方でも積雪量の格段に多い新潟県では佐渡な

ど限られた地域を除き，冬期の死亡率の及ぼす影響はよ

り強くなると思われる。

m積雪下の死亡要因

積雪に関連した越冬幼虫の死亡には，摂食できないた

めの餓死，雪の重量を受けた圧死，融雪水による窒息死

などが考えられるが，調査の困難さもあって実態はほ

とんど明らかになっていない。しかし実験的には織田

(1971)が積雪深，積雪日数を組み合わせて生存率を比

!|唆した結果,1m以上の積雪では約lか月,50cmの場

合は約2か月で生存率が非常に低くなることを報告し

た。またOya(1979)によれば,ocの低温条件下で

は餌を与えなくても長期間生存し，60日後で20％，80

日後でも50％が死亡するにすぎない。一方，融雪水と

liりじOoCの水中でも直ちに窒息しないが,40～50日

後には死亡率が95％に達し，60日を超える生存は不

可能であるという。これらは積雪下におけるツマグロヨ

コパイの生活をうかがい知るための貴重なデータと言え

る。

積雪量と死亡率との関係は一律ではなく，ほ場によっ

て大きく異なる。例えば透水性が不良の場合は融雪水の

滞水期間が長くなり，越冬幼虫にとって不利になる。ま

た雑草の存在は積雪前後の餌としての意味(織田,1968:

大矢・佐藤,1973)のほかに，雪の重圧から守る働きも

無視できない。関口ら(1981)は富山県内の透水性の良

とも最近のツマグロヨコパイの少発傾向はいささか異常

と思われる。

血積雪とツマグロヨコパイの発生

西南暖地や東海地方などではツマグロヨコパイの密度

が安定しているのに対し，北陸や東北の積雪寒冷地柵の

変動が非常に激しいことはよく知られている。富Ill県で

も農試予察灯の年間総誘殺数が100万頭を超えた1975

年 のような年がある一方で，

84年にもわずか数頭を確

に欠けるのは年次変動だけ

や65万頭を数えた78年

年にはまったく飛来せず，

一たのみであった。安定性

81

認したのみであっ

でなく，季節や地域による密度の差が著しく大きいのも

北陸地方における発生の特徴である。このように変動パ

ターンの異なる両地域間では積雪量の違いがもっとも際

だっており，多雪の年に本種の発生が少ないことは経験

的にも周知の事実である。北陸地方では積雪との関係に

ついて発生予察上のさまざまな検討が試みられており

(Otake,1966;川瀬,1968;楠井・江村,1974など),

中でも常楽・嘉藤(1974)は根雪期間と苗代虫数との間

に負の指数曲線的関係を認め，冬期の死亡率が積雪量に

よって支配されていることを明らかにした。越冬後の密

度だけでなく，その年の発生量全体との|乳l係を検討する

ため，第2図では1972年以降の富山農試予察灯年間総

誘殺数と最高時の発生面積を積雪日数との関係で示し

た。年間総誘殺数は積雪日数が80日を超えるあたりか

ら非常に少なくなり,100日前後に達する年にはほとん

ど誘殺されず，絶滅に近い状態になる。しかし60日程

度までの範囲では特定の傾向は認められず，積雪の少な

い年に発生がそれだけ多くなるとは言えない。次に発生

面積を見ると，やはり80日以上の年には多いときでも

2万ha,84年は約2,700haにすぎず，局部的な発生

にとどまったのに対し,60日前後までの年では前年の豪

雪の影響から回復していない82年を除き，4～6万ha

発
生
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第3図雑草繁茂量とツーマグロヨコバイの発生量

賊請11数

第2図積雪日数が総誘殺数（富山農試予察灯）および

発生面積（富山県全体）に及ぼす影響
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好なところではスズメノカタビラなどの越年性雑草の

繁茂量が多く，晩秋から早春への生存率を高めることに

より発生の地域差の原因となっていることを見いだし

た。

雑草が本種の発生にいかに強い影響を及ぼすか第3図

からも認められる。ここでは1978年における雑草繁茂

量とピーク時の50回振りすくい取り虫数を対比して地

域ごとに比較したが，雑草の多い地域ほど密度も高くな

る明らかな傾向が認められた。

越冬幼虫の生存に関しては，このほかにも秋の耕起や

わらの焼却など，人為的な影響も含めてさまざまな要因

が複雑に絡承合っているものと考えられる。

Ⅳ越冬後の増殖

北陸地方ではピーク時に株当たり100頭を超える多発

年でも，田植え後間もないころは1,000株調査して1

頭も発見できないほどの低密度が普通であり，この間の

増殖率は著しく高い。越冬後の増殖に関与する要因は明

らかではないが，経験的に多発年は高温多照であること

が知られている（上田,1955)。第4図には急激に密度

が上昇する時期に当たる7月中旬～8月上旬の気温と8

月以降の誘殺数との関係を示した。豪雪により発生が抑

えられた1981年，82年，84年を除き，両者の間には

明らかな相関関係が存在し，高温の年ほど発生量も多く

なる傾向が認められた。本種の発生を単なる気温で説明

するのはもちろん適当ではないが，少なくとも大雪以外

の年に夏の気温が高い場合は多発の警戒が必要であろ

う。

北陸地方の個体数変動が安定性に欠けるのは，大雪の

年に発生が著しく抑えられるためだけでなく，夏期の高

温など増殖に適した年に他の地方ではまれにしか見られ

ないほどの高密度に達しうることも一つの原因である。

すなわち，個体群の密度調節機能が弱いものと考えられ

る。It6andJoraku(1982)は各県の予察灯やほ場の

すくい取り調査のデータを解析した結
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7月中旬～8月上旬の平均気温(平年値との差）

第4図平均気温と誘殺数(1972～84年，富山農

試予察灯）

>:1981年,2):1982年,3):1984年

得られた｡現地の2か所は欠測が少なく，比較的信頼性が

高いと見られる所を選んだ。ここでは7月下旬までと8

月上旬以降との関係をプロットしたが,bの値は農試で

1.00,小矢部市津沢，井口村宮後でもそれぞれ1に近い

0.87および0．91となり，明りょうな密度依存性は認め

られなかった。しかし常楽ら(1983)によれば,1975年

から78年までの富山農試ほ場における株当たり密度調

査のデータを用い，個体数変動を解析した結果，越冬後

の第一世代の密度はピークの第三世代と平行的に変動

せず，第二から第三世代への増殖率と相補的な関係にあ

るという。これは初期密度の影響がピーク世代にまで及

ばないだけでなく，7月から8月にかけて急激に増加す

る際に密度効果が働くことを意味している。第5図の農

試の例でも豪雪のため誘殺数がきわめて少なく，ほ場の

密度を正確に反映しているかどうか信頼性に乏しい82

年と84年を除けばbの値は0．65となり，同じような

結論を導くことができる。

以上のように，北陸地方でも増殖過程における密度依

存性の存在を必ずしも否定することはできない。おそら

く富山農試の位置する富山市南部や佐渡のような多発地

帯では，豪雪により発生が抑えられないかぎり普遍的に

果，東海～西日本地方では春世代とピー 6

ｸ世代密度(対数)との回帰係数bの値；5
が,より小さく,以前から言われている農4

ように密度に依存した制御機構が働く。妻，
に対し，北陸地方では値がより大きく，数2

場圭難三二差麓鰯霞麓茎‘
こっていることを示唆した。第5図に示

した富山県内3か所における過去の誘殺

数を用いた試承によっても同様の結果が

亀/&
ず。
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めて低いのに対し，稲作後半期にしばしば著しい高密度

にまで増加するからである。このように積雪は害虫とし

ての性略を決定づけるほど重要な影響を与えている。

しかし，積雪とツマグロヨコバイの発生との関係は従

来から間接的なデータを用いた検討が行われているにす

ぎない。実際に雪の下で何が起こっているのかという疑

問はいまだに解き明かされていない。個体群動態や吸汁

被害の解明など，ほかの多くの問題とともに今後に残さ

れた課題である。

認められるであろう。しかし実際の個体数変動に及ぼす

作用は東海～西日本地域におけるほど強くなく，密度を

安定化させるには至っていない。

北陸地方で密度制御機椛が有効に働かないのは，クモ

類などの生物的環境やイネの品種，栽培法などが異なる

ことのほかに，ツマグロヨコバイ自身の性質に差があ

り，産卵や飛しよう行動に及ぼす密度の影響がより少な

いことも原因として考えられる。

おわりに

南方系の昆虫とみられるツマグロヨコパイは，分布の

北限に近い北陸地方では冬期の積雪という厳しい条件の

中で生存を強いられている。積雪の多い年には絶滅に近

いほど密度が低~ドする一方で，越冬後の爆発的な増殖に

よってそれを補い，ようやく個体群を維持しているもの

と考えられる。北陸地方に特有な激しい個体数の変動は

気象条件に基づく必然的な結果である。

北陸地方ではイネ萎縮病などのウイルス病が発生しな

いかわりに吸汁被害が問題になるのは，初期密度がぎわ
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ソドネシア）

(6月25日付）

奈須壮兆氏（環境研環境生物部昆虫管理科昆虫行動研主

任研究官）は退職

(7月51三I付）

真鍋勝氏（食総:研食品保全部マイコトキシン研室長）

は同研応用微生物部長に

商橋達児氏（熱研センター研究第二部長）は同センター

研究第一部長に

鈴木大助氏（環境研資材動態部肥料動態科多量要素動態

研主任研究官）は同研環境管理部資源・生態管理科環

境情報管理室主任研究官に

枇井肇氏（農研センター耕地利用部長）は退職

太田輝夫氏（食総研応用微生物部長）は退職

昆野昭展氏（熱研センター研究第一部長）は退職

(7月7日付）

斉藤康夫氏（環境研環境生物部派遣職員）は退職

○カリフォルニア大学(デービス分校)A.A.Grigarick

教授講演会

「米国におけるイネミズゾウムシの現状」

日時：昭和60年8月17日（土)14～18時

場所：名古屋ターミナルホテル（電(052)561-3751)

（名古屋駅から歩いて2分）

連絡先：ご参加の方は下記にご連絡下さい。来聴紘迎

〒514津市上浜町

三重大学農学部昆虫学研究室|ﾉ1

日本応用動物昆虫学会東海支部

支部長岸本良-mm(0592)32-1211
(研究職OBニュース60年1～6月）

一戸貞光氏（中|玉|農試場長）は北里大学獣医畜産学部教

授に

巣山太郎氏（果樹試場長）は日本果樹種苗協会専務理事

に

徳永美治氏（艇研センター次長）は開発肥料(株)顧問に

西浦昌男氏（果樹試興津支場長）は日本植物調節剤研究

協会技術顧問に

奈須壮兆氏（環境研環境生物部主任研究官）は国際協力

事業団インドネシア駐在専門家に

人事消息

(6月18日付）

奈須壮兆氏（環境研資材動態部派遣職員）は環境研環境

生物部昆虫管理科昆虫行動研究室主任研究官に

安田壮平氏（同上研環境生物部派遣職員）は熱研センタ

ー研究第一部主任研究官に

(6月19日付）

寒川一成氏（北陸農試環境部派適職員）は派遣延長（イ

－36－



異常気象､とイネ葉しよう褐変病の発生 379

異常気象とイネ葉しよう褐変病の発生
みや

北海道立北見農業試験場宮
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イネ葉しよう褐変病は，従来，発生地域が北日本に限

られていたが，1982年にはアフリカのブルンジでも発

生が認められn,6》，わが国ばかりでなく海外諸国におい

ても水稲の安定生産ならびに品質向上を図るうえで大き

な障害となっている。本病が冷害年に多発し，特に気象

要因と密接に関連していることは，古くから知られ，現

在でも変わりない。本病の発生生態と対策については本

誌〈31巻7号,1977)で概説されているので，ここで

はその発生を支配する気象要因について紹介することと

したい。

多発生年

穂ばらみ期

少発生年

穂ばらみ期
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Ⅱ異常気象と発生

栗林4)は,1918年北海道で「イネ籾黒変病」の発生を

認め，1922年に多発したのちほとんど発生が見られな

かったが，1926年道央，道北地域で激発し，著しい被

害を及ぼすものであることを報告している。この年の気

象,特にイネの穂ばら永期から出穂期にあたる7月下旬

および8月上旬の最低気温について承ると，旭川市で

14.0｡Cおよび14.3Cであり,いずれも平年値より約

3.Cも低い。さらに，この時期は曇天で降雨日数が多

く，冷涼多湿であり，冷害年であったといえる。

古宇田3)は，1935年異常低温に見まわれた青森県でも

隠浮」の発生を認め，穂ばら承から出穂の時期が低温，

曇天の気候に遭偶した品種は特に発病が激しかったとし

ている。

この「イネ籾黒変病」および「黒秤」の両病は，当時

病原細菌が確認されなかったが，その病徴がイネ葉しよ

う褐変病の病徴によく一致することから，本病と同一病

害と考えられる。

1960年代になってから,本病が数年続いて多発した年

と少発生の年との気温を第1図に示した。多発年(1964,

65,66年）と少発年（1963，67，68年）を比較する

と，多発年の7月下旬の気温は3か年の平均で少発年よ

りも最低気温が1.8C,最高気温が2.4.C低い。一方，

7月上・中旬あるいは8月中旬の気温は両者間で明らか

な差異が認められなかった。このことからも，本病は，

穂ばらみから出穂期のイネが異常低温に遭遇すると発生

一・

1966－

Aと一 里多之二二

座員公U寺
10

（半旬）123『45612341234561234

＃78月、78月

第1図鮮重織生年における刑肋
する低温性病害といえよう。

1976年には8月全般が異常低温に見まわれ，北海道

のほかに東北6県および新潟県の山間高冷地や海岸冷涼

地帯で本病およ'ぴ類似症が発生した。千葉ら?)は，青森
県における発生面積は作付面積の11.mに達し出穂

期前後に,平蕊気温17~別｡c,最小湿度70̂以上，
日照5時間以下iと:なった日の出現が多く，しかもこれら
の条件が2日以上続く地域では多発するとし，さらに発

生面積割合ど平均出穂期前5～9日の平均気温,､降水量

との間の重相関係数が有意であることを明らかにしたb

渡辺ら8)，田中ら7）もそれぞれ岩手県，山形県におい

て，特に標高の高い地帯ほど本病が多発することを認

め，この要因として穂ばら承期から出穂期の異常低温，

少照およぴ多雨を挙げている。

このような異常気象年における本病の発生は，北日本

の承に限られるばかりでなく，同じような要因が整え

ば海外諸国秀も認められる。すなわち,Autrigueand

Maraite*>は,1982年5月赤道直下のブルンジにおい

て，標高1,500～1,600mの湿地帯で栽培したイネに本

ClimaticConditionsandDevelopmentofRice
BacterialSheathBrownRot. ByKuniyuki
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10C一昼18C),中温(l4oC-22oC)および高温(18C

-26C)の下に保つと，有傷接種でいずれのステージの

イネも発病したが，噴霧接種では穂ばら永期接種のイネ

の承が発病した(第2図)。さらに，穂ばら承期にイネの

幼穂を抜き取ってから，細菌浮遊液に浸した綿を止葉葉

しよう内に挿入した場合また穂ぞろい期の止葉葉しよう

内に細菌浮遊液を注入したとき，これらの止葉葉しよう

の発病は幼穂が未抽出の穂ばらみの止葉葉しように比較

していずれも著しく抑制されることから，穂ばら承期の

発病には幼穂の存在が大きく関与していると考えられ

る。これらのことからも，本病の発生する要因として，

まずイネの生育ステージが挙げられる。したがって，以

下の発病と気象の関係については穂ばら糸期のイネに限

って述べることにしたい。

穂ばら永期における低温処理とその前後の接種時期と

の発病に及ぼす影響について見ると，接種直後のイネを

14Cのファイトトロン内に3日間または6日間置いた

場合，止葉葉しようおよび穂が黒褐～灰褐色になって腐

敗し，出すくゑ穂を生じ，処理期間の長いほど発病は激

しかった。一方，3日間または6日間低温処理した直後

に接種したときには，小型の褐色斑紋を生じ，発病は抑

制された。このことから，低温に見まわれているイネは

感受性が高まり，このとき感染すると発病は増大する

が，低温にあった後のイネではその後感染しても発病は

抑制されるものと思われる。

発病に及ぼす気温の影響については，ポットに育てた

穂ばら承期のイネの止葉葉しよう裏面にW/mlの細菌

浮遊液を注射器で注入し，所定の温度に調整したファイ

トトロン内に5日間置き，その後ガラス室内に移して

調査した。第3，4図に示すように，昼間別｡cで夜間

14Cまたは20Cの条件下では,3日後止葉葉しよう

病の発生を認め，4月15日から5月15日の出穂前後

31日間の平均気温が’9.5°Cで，降雨日数が30日も．

あり，この冷涼多湿な気象が大きな誘因であると報告し

ている。さらに隣国のザイールでの発生も認められて↓、

る(Maraite,私信)。

本病の多発は穂ばら永期の異常低温と密接に関連して

いることが明らかになった。しかし，この時期のイネ体

に存在する病原細菌の菌量と発病との関係は不明であ

り，発生予察および薬剤防除の面から見ても，今後解明

しなければならない課題と考えられる。

皿気温と発病

ほ場での発病は，移植後の苗腐敗5)を除くと一般に穂

ばらみ期以降認められるが，感染時期を明らかにするた

めに作期の変動および生育時期別の接種を行ったとこ

ろ，移植期を変えても発病はいずれも穂ばらみ期以降認

められ，それ以前の生育ステージにあるイネは周囲に発

病株があっても発病しなかった。また，分けつ期,止葉

期および穂ばらゑ期に有傷・噴霧接種してから低温（夜

分けつ期 止葉期 穂ばらみ期

10～18℃10～18℃a1
100

０５

病
茎
率
（
％
）

a”Oq

14～22℃100

０５

病
茎
率
（
％
）

40

100

０２

発
病
度

０５

病
茎
率
（
％
） ／

一中一510155101551015

接種後日数

：－：有傷接種一：噴霧接種

第2図イネの生育ステージおよび接種法と発病と

の関係

a）夜間の気温一昼間の気温

0
3691215

接種後日数

④一⑥：昼/夜,20/14℃←○：20/20℃

－：26/14℃－口：26/20℃

第3図発病に及ぼす昼夜温の影響
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数 凌多z

－

，ａ

出
穂
の
程
度

510

接種後日数

一:昼/夜,17/11℃

第5図発猿

LO1551015

日数接種後日数

11℃←･→:23/17℃い-毛：29/23℃

発病に及ぼす気温の影響

９０

６０
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１
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個
／
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）

止葉葉しよう 109

接種後日数

←→：昼/夜,20/14℃o一℃：20/20℃
←□：26/14℃ローロ：26/20℃
一一一：接種一一一：無接種

第4図出穂に及ぼす昼夜温の影響

a)0:穂が未抽出,50:穂の1/2が抽出,100:
穂首が抽出

多▲
106

.一

や、

510

接種後日数

←●：昼/夜,17/11℃

第6図穂ばら拳期の

*>101551015

接種後日数接種後日数

昼/夜,17/11℃←→：23/17℃■--■：29/23℃

穂ばら承期のイネ体における葉しよう褐変
病菌,Pseudomonas九死0〃“"“の増殖に及
ぼす気温の影響

に小さな円～だ円形で水浸状暗緑色の病斑が生じ，その

後も緩慢に進展・拡大しながら周縁部が暗褐色，中央部

が灰褐色の不定形で大きな斑紋になった。「承ご」は下

部に濃褐色で凹陥した数cmの条斑を形成して出すく

ゑ穂を生じ，夜温が低いほど激しかった。穂ではも承の

内・外頴が全面黒褐～灰褐色になった。一方，昼間26

．Cで夜間14Cまたは20Cの下では，葉しようの病

斑は水浸状から急速に淡褐色に変わり，その後の進展は

止まり，淡褐色で不定形の小さな斑紋になった。穂でも

褐点～褐色斑紋のも糸が生じたが，出すくゑ穂はほとん
ど発生しなかった。

昼間，低温のときイネの出穂は緩慢になり，長時間を

要するようになる。すなわち，感受性である期間が長引
くことによって発病が促進されるものと考えられる。

、イネ体における病原細菌の増殖温度

発病は低温の下で促進されることが明らかになった

が，病原細菌の生育温度について承ると，ペプトン水中
において14Cおよび別｡Cでは緩慢に増殖するが,48

時間後には26Cの場合と同菌量のIQi～108に達し定常
期になった。本細菌は生育適温が26～28Cと高いが，

低温の下でも活発に増殖しうるといえる。次にイネ組織
における本細菌の増殖温度を検討した。前項の実験と同

様に穂ばらみ期に接種したイネを低温（昼間17C一夜
MllG),中温（23.C-17oC）および高温（29.C－23

bcｿに調整じだブデイトトロシ内に14日間置き，所定

の日ごとに止葉葉しようと穂を切り取って表面洗浄した

のち，乳鉢で磨研し希釈平板法により本細菌を定量した

(第5，6図)。低温に保ったイネでは，止葉葉しように
小さなだ円～不定形で水浸状の病斑が現れ，緩慢に拡大
しながら暗緑色になり，14日後まで進展・拡大し，そ
の間菌は活発な増殖を示した。穂では水浸状で暗緑～淡
褐色の病も承数が漸増し，14日後には黒褐色になり，
菌はもっともおう盛に増殖しioygに達した。中温に保
ったイネでは葉しように黒褐～灰褐色の病斑を生じ，菌
は活発に増殖したが，穂では褐変も承が漸増し，菌は緩
慢な増殖を示した。一方,高温に保ったイネでは,葉しよ
うの病斑は水浸状から急速に淡褐色になって進展．拡大
を停止し，菌もほとんど増殖せず，穂でも褐点～褐色斑
紋のも承が生じたが，病も承数は少なく，菌も減少して
lOVgになった。

イネ体組織において病原細菌の増殖が低温の下で促進
されることは，本細菌は生育適温が高いが低温でも活発
に増殖できることと，本細菌の増殖に好適な基質である
幼穂が湿度の高い止葉葉しよう内にとどまっている時間
が長くなることとによると考えられる。一方，高温で
は，幼穂が短時間で抽出するので，生育適温であるにも
かかわらずほとんど増殖することができなくなる。本細
菌は止葉葉しようよりも幼穂でおう盛に増殖することか
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ら，低温下のもみおよびその浸出液に本細菌のエネルギ

ー源となる物質が含有するものと推察され，今後これら

のことについて検討することが要望される。

100100

発
病
度
０５０５

病
茎
率
（
％
）

Ⅳ湿度と発病

細菌病は一般に多湿の下で発生するものが多い。本病

の発生にも高い湿度は重要な要因と推察されるので，感

染および発病と高い湿度の持続時間との関係を検討し

た。ポットに栽培した穂ばら承期のイネの止葉葉しよう

にlOVm/の細菌浮遊液を噴霧接種し，飽和湿度の接種

箱内に所定の時間保ったのち野外において水滴を乾か

し，その後ガラス室内に移した。接種6日後に病茎率，

15日後に発病度を調べた。接種したイネを飽和湿度の

下に保った時間と発病との関係を第7図に示した。接種

直後のイネを乾かしたとき発病は認められなかった。し

かし，飽和湿度の下に3時間以上保つと発病し，その時

間が長いほど病茎率は高くなり，15時間以上では100

％に達した。また，発病度も飽和湿度の下に保つ時間

が長いほど高くなり，24時間で47，48時間で75にな

った。

イネ体表面で居住型生存をしている本細菌は，高い湿

度が長時間続くと，葉しよう上の水膜中を遊泳して葉し

ようの開いた部分から葉しよう内部に移動することとそ

の後の幼穂組織での増殖とが促進されて，葉しよう裏面

036912151821244872

RH100%に保った時間

Q病茎率i発病度
第7図:多湿の持続時間と発病

の退化した異常形態の開孔気孔5)から侵入し，発病を助

長するものと考えられる。
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作 物保護の新分野“

理化学研究所見里朝正絹

A5判235ページ定価2,2側円送料250円

昭和56年から始まった理化学研究所主催のシンポジウム「科学的総合防除」の講演内容を加筆してとりま
とめた好著。我が国の先端を行く研究者が化学的，生物的防除はもちろん，光･音・遺伝子工学等を駆使し

て作物保護の新分野にいどむ最新技術を紹介する。

内容目次

V作潔雛塗物的防除/生物的防除と害虫管理／I.「科学的総合防除」とは

Ⅱ、光の利用
光の昆虫露引作用の利用／光の昆虫忌避作用の利雑草の多様性とその生物的防除／生物的防除への
馬孝謹雛妻織参織警蛎蕊菌．Ⅵ=雲蒐霊患搾

ソフト農薬開発の現状／大豆レシチン・重曹農薬

､謡鰯雲篭霊淵瀦鰐曹塗総繍繍化"…剤の開発/ﾌ雲…
／水の利用による病害防除Ⅶ、外国の現状

ヨー再シバにおける科学的総合防除／ソビエトの
現状／東南アジアにおける作物保霞の現状／アメⅣ善潔沙鳥と音/動物と音/魚と音リカにおける病害虫の鰐合防除の現状

一一一
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農薬の公定検査法解説（5）

cmpmp粉剤

〔分析法〕

ま麓蹴董置p懸雛鶴蕊手第，
③分析操作

PMP50mgを含む試料を容量100mZの共栓三角フ

ラスコに正確に量りとり，アセトン50m/を加え35C

の水浴中で30分間振り混ぜるoとの液をガラス炉過器

(3G4で炉過し，炉液を100mZのメスフラスコにと

る。残留物に10mZのアセトンを加え，かき混ぜ，炉

過する。この操作を4回繰り返し，炉液と洗液を合わ

せ，アセトンで定容とする。

この液10mZを100mjのメスフラスコに正確にとり

エタノールで定容とし,;試料溶液とするd＞

以下,PMP水和剤の検査方法に準じて操作し,PMP

の百分率を算出するび’・

C251BINAPACRYL水和剤』

．化学名：2,4-ジニトロー6-セコンダリーブチルフェニ

：’ルジメチルアクリレーh(aJLJMM

構造式：/NO2

NO2-<二>_OOCCH全C<CH‘
‘，‘，‘、､CHCKLCHj,GH,
‘CH,

性質:m;wt322.32．黄白色粉末結晶,m.p､68．0

～69.0COアセトン，キシレン，エタノール

‘に易溶。

用途：ハダニ類およびうどんこ病防除に用いられ

る。

〔分析法〕

①試薬および装置

BINAPACRYL純品:BINAPACRYL原体をヘキサ

ンで数回再結晶する(m.p､68.0～69.0C)。

BINAPACRYL標準溶液:BINAPACRYL純品250

ExplanatoryNotesofO伍cial

AgriculturalChemicals．By

calsInspectionStation.

TestingMethodsfor

AgriculturalChemi-

農林水産省農薬検査所

mgを25m/のメスフラスコに正確に量りとり，アセ

トンで定容とする。

内標準物質溶液：トリフェニルメタン（試薬特級品，

TPM)200mgを100mZのメスフラスコに正確に量

りとり，アセトンで定容とする。

装置：水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラ

フ◎

分離管：内径3mm,長さ1.0m,ガラス製。

充てん剤：5％シリコンDC-200/ガスクロム0(60～帥

メッシュ)。

②検量線の作成

BINAPACRYL標準溶液1,2,3,4,5m/をそれぞ

れ容量25m/の共栓三角フラスコに正確にとり，内標

準物質溶液5m/を正確に加え，アセトンで全量を10

mZとする。振り混ぜた後，その1*1をミクロ注射器で

とり，下記の操作条件により，ガスクロマトグラムを記

録する。BINAPACRYL(tp7.0分).およびTPM(tR

3．0分）のピーク高さを測定しピーク高比を求め，重量

比に対する検量線を作成する。

ガスクロマトグラフ操作条件

試料気化室温度:230C

分離管温度:185C

キャリヤーガス圧力:0．8kg/cm*(Na)

水素カス圧力:1．0kg/cm*.

空気圧力:0.9kg/cm2

検出器感度:102MQo､32V

記録紙送り速度:lOmm/min

③分析操作‘：

BINAPACRYL50mgを含む試料を容量別mlの共

栓三角フラスコに正確に量りとり,：これに内標準物質溶

液10mZを正確に加え,アセトンで全量を20m/とし，

これを20分間激しく振り混ぜる。10分間静置後，上

澄象液1“・をミクロ注射器でとり，以下鳥､検量線の作

成の場合と同様に操作し，試料中のBINAPACRYLの

量を検量線より求め,百分率を算出する。、

〔解観〕

カラム充てん剤が検討された。担体としてガスクロム

Q.,液相としてシリコンOV-17,シリコンDC~別o.

SE-52,XE-釦が試験された。その結果，いずれも良好

なピークが得られたが，保持時間の点から5％-シリコ
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②検量線の作成

フサライド標準溶液4,5,6,7,8mZをそれぞれ容量

50mZの共栓三角フラスコに正確にとり，内標準物質溶

液2mZを正確に加え，テトラヒドロフランで全量を10

mZとする。振り混ぜた後，その2〃Jをミクロ注射器で

とり，下記の操作条件によりガスクロマトグラムを記録

する。フサライド(1*5．0分）および2-NPK(tp9.3

分）のピーク高さを測定し，そのピーク高比を求め，重

量比に対する検量線を作成する。

ガスクロマトグラフ操作条件

試料気化室温度：250.C

分離管温度:210C

キャリヤーガス圧力；0．9kg/cm*(Ng)

水素カス圧力80．9kg/cm*

空気圧力:1.2kg/cm*

検出器感度:102MQ,o.08V

記録紙送り速度:lOmm/min

③分析操作

フサライド36mgを含む試料を容量50mZの共栓三

角フラスコに正確に量りとり，これに内標準物質溶液

4mZを正確に加え，テトラヒドロフランで全量を20mZ

とし，これを50Cの水浴中で10分間振り混ぜる。

10分間静置後，上澄承液2alをミクロ注射器でとり，

以下，検量線の作成の場合と同様に操作し，試料中のフ

サライドの量を検量線より求め，百分率を算出する。

〔解説〕

カラム充てん剤が検討された。担体としてクロモソル

7*G(AW-DMCS)とクロモソルプG(AW).液相と

してシリコンDC-550,SE-30,SE-52,SP-1000等が試

験された。その結果，本法の条件のときピーク形状，分

離の状況等がもっとも良好であった。また，内標準物質

として2－ナフチルフェニルケトン，ジオクチルアジペ

ート，ジー"-ブチルセバケー卜等が検討されたが，2－ナ

フチルフェニルケトンがもっとも適していた。

本法による分析の正確度および精度はnが5のとき回

収率は99.9％，ぴ0.002であった。共通説料の分析結

果も満足すべきものであった（第別表)。

ンDC-200が用いられることになった。また，内標準

物質としてジプチルフタレート，ジオクチルフタレー

ト，カフェイン，トリフェニルメタン等についても試験

されたが，ピークの形状，保持時間等の点でトリフェニ

ルメタンがもっとも適していた。

本法による分析の正確度および精度は,nが5のとき

回収率は100.1%.ぴは0．65であった。共通試料の分

析結果も満足すべきものであった（第19表)。

第19表共通試料の分析
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〔26〕フサライ 粉剤ド

化学名：4，5，6，7－テトラクロルフタリド

(C,H2CLO,)

構造式:CIH,
II

"~|Io
IⅡ

CIo

性質：、．w､271.92．白色結晶,m.p.209～210

°C・ベンゼン，テトラヒドロフランにやや難

溶，アセトン，アルコールに難溶。

用途：殺菌剤。イネのいもち病防除に用いる。

〔分析法〕

①試薬および装置

フサライド純品：フサライド原体をジオキサンで数回再

結晶する(m.p.209～210C)。

フサライド標準溶液：フサライド純品150mgを50mZ

のメスフラスコに正確に量りとり，テトラヒドロフラ

ンで溶解したのち定容とする。

内標準物質溶液：2－ナフチルフェニルケトン（試薬特級

品,2-NPK)300mgを釦mZのメスフラスコに正確

に量りとり，テトラヒドロフランで定容とする｡

装置：水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラ

フ○

分離管：内径3mm,長さ1.5m,ガラス製。

充てん剤：3％シリコンガムSE-30/クロモソルブG

(AW-DMCS)(60～帥メッシュ)。

第20表共通試料の分析
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(tR*．7分）のピーク高さを測定しピーク高比を求め，

重量比に対する検量線を作成する。

ガスクロマトグラフ操作条件

試料気化室温度:235C

分離管温度：2側｡C

キャリヤーガス圧力：0．8kg/cm*(N3)

水素カス圧力:1.0kg/cm*

空気カス圧力:0.9kg/cm*

検出器感度:102MQ,0.32V

記録紙送り速度:lOmm/min

③分析操作

オキサジアゾン45mgを含む試料を容量25m/の共

栓三角フラスコに正確に量りとり，これに内標準物質溶

液5m/を正確に加え，クロロホルムで全量を10mlと

する。この2“をミクロ注射器でとり，以下，検量線

作成の場合と同様に操作し，試料中のオキサジアゾンの

量を検量線より求め，百分率を算出する。

〔解醐〕

カラム充てん剤が検討された。担体としてガスクロム

a,液相としてリン酸添加のPEG20M,シリコンDC-

200,SE-52が試験された。その結果，いずれも良好

なピークが得られたが，保持時間，および内標準物質

との分離状況を考慮して，5％シリコンDC-200が採

用された。また，内標準物質としてジプチルフタレー

ト，ジオクチルフタレート，カフェイン，カルバゾー

ル，トリフェニルメタンなどが検討され，保持時間，ピ

ーク形状等の点でトリフェニルメタンが最適と考えられ

た。，

本法による分析の正確度および精度は,aが20のと

き回収率は99.8％，びは0.053であった。共通試料の

分析結果も満足すべきものであった（第21表)。

第21表共通試料の分析

〔27〕オキサジアゾン乳剤

化学名：5－ターシャリーブチルー3-(2,4-ジクロルー5－

イソプロポキシフェニル-1,3,4-オキサジア

ゾリン-2-オン(CJLJCU9M

構造式CI

子一亭-<二>-.！
(CH,),Cハo'、OOCH(CH,),

性質:m.w.345.23．白色結晶性粉末,m.p､89．0

～卯.0．C・ベンゼン，トルエン，クロロホ

ルム，四塩化炭素，アセトン等に易溶，メタ

ノール,エタノール,その他有機溶媒に可溶，

水に0.98ppm/25.C溶ける。

用途：除草剤。ノビエその他の1年生雑草およびマ

ツバイの防除に用いられる。

〔分析法〕

①試薬および装置

オキサジアゾン純品：オキサジアゾン原体をヘキサンで

数回再結晶する(m.p.89.0～卯.0C)。

オキサジアゾン標準溶液：オキサジアゾン純品300mg

を25m/のメスフラスコに正確に量りとり，クロロ

ホルムで定容とする。

内標準物質溶液：トリフェニルメタン（試薬特級品，

TPM)225mgを100mZのメスフラスコに正確に量

りとり，クロロホルムで定容とする。

装置：水素炎イオン化検出器付きガスクロマトグラ

フ◎

分離管：内径3mm,長さ1．Om,ガラス製。

充てん剤：5％シリコンDC-200/ガスクロムQ(60～帥

メッシュ)。

②検量線の作成

オキサジアゾン標準溶液1,2,3,4,5mZをそれぞれ

容量25mZの共栓三角フラスコに正確にとり，内標準

物質溶液5mJを正確に加え，クロロホルムで全量を10

mZとする。振り混ぜた後，その2〃Jをミクロ注射器

でとり，下記の操作条件により，ガスクロマトグラムを

記録する。オキサジアゾン(t*5．0分）およびTPM

分析者’ ’又（％） 、ぴ

●
●
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昆虫行動解析法.(7）

視覚機能の解析法

むら

村
けい

珪
み
舌
一

幅
一

０

長崎大学教養部心理学教室

昆虫が彼らの目を通して，何をどのよう

に見うるかを知るには，さまざまの手法が視覚の成立と
ある。以下述べる視覚機能の研究法には，視覚行動

特に昆虫だからといって，特別なものがあ発現過程
る訳ではない。他の動物に比べて，体や目

の構造が異なるために，それなりのくふう1.光受容細胞に
よる光の吸収

を要するくらいが特異的であるにすぎな

い。したがって'以下の種々 の方法は，動2．光受容細胞の
｡物一般の視覚機能の研究法にも一般化でき興奮発生

る。

3.神経回路によ

’視覚の成立とそれに対応した る光情報処理

研究法
．・4.光に誘発され

視覚的刺激の生体への作用織,第1表の：た行動の発現

左側に示すように，まずレンズなどの光学‘

第1表視覚とその研究法

主な研究法 視覚機能

分光学的
方法

生化学的
方法

電気生理
学的方法

行動実験
的方法

遺伝学的
方法

形態学的
方法

a､各種波長に対す

る感度（色覚）

b・偏光覚

c.運動視

雲
d・形態視

e．立体視

系構造を通過した光を，目の中の光受容細

胞が吸収t,次にそれを光受容細胞の興奮という電気現

象に変換する｡続いてその電気現象は，光受容細胞か

ら,．次々と多くの神経細胞間を伝達され，中枢へ伝えら

れる｡そして終局的に，神経の興奮として中枢へ伝えら

れた光の情報は，いろいろな中枢のレベルで，出力とし

て禿に依存した走性的・反射的および本能的行動を解発

するdこれら視覚情報の処理過程の解明は，それら4段

階に対応して，さまざまな研究法がある儲1表)。

一方，昆虫の見る世界には，さまざまな面がある。第

1表の視覚機能に見られるように，①昆虫は特定の波長

の光に対する感度が高い。このことは直ちに色覚と結び

つくものではなく，昆虫が色覚を持つといえるために

は，少なくとも3種以上の波長を高い感度で見分ける機

能を持たねばならない（第2図参照)。②光受容細胞の

構造と，光受容細胞の応答とから偏光の感受が可能であ

る。③動くものの情報を処理する機能がある。④ある程

度の形を弁別することができる。⑤遠近感覚を持ってい

る。これらの視覚機能を測定するための方法も，第1表

に示すように，きわめて多岐にわたる。各研究法の具体

的内容は第2表に示してある。

視覚機能の解析は,かように多方面から可能であるが，

このような多方面の測定法すべてについて詳述すること

は,紙面のつごう上不可能なので,本稿においては,比較

的多くの機能の研究にかかわりを持つ電気生理学的測定

法と行動実験的方法とに限'って述べたいと思う。他の測

定法については,それぞれ成書を参照していただきたい。

皿電気生理学的測定法（第1図）

神経細胞は，興奮の表現として，細胞膜内外の電位差

に変化を生じる。これを記録するための方法が，ここに

述べる電気生理学的測定法である。測定は，細胞内に電

極を刺入して，個,々の細胞の電位変化を調べる細胞内記

・録法と，細胞外から，多くの細胞の電位変化をまとめて

調べる細胞外記録法とがある。およその見当をつけるた

めには，記録の容易な細胞外記録でよいが，詳細を知る

ためには，細胞内記録を行わねばならない。ただ，あま

りに小さい細胞では，細胞内記録は困難である。

1電気生理学的測定に必要な周辺器機

神経細胞の発生する電位は，きわめて微弱な（細胞内

記録で10mVのオーダー，細胞外記録でその1/10な

TechniquesinInsectBehaviorAnalysis
TechniquesforStudyingtheInsectVisual
tlons･ ByKeiichiMimura

(7)．
Func-
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387視覚機能 の解析法

第2表主な 観察・測定法

’ 観察・測定法研究法 主な

’顕微分光測光法， 偽瞳孔分光学的方法

’ 電気泳動法，免疫学的方法生化学的方法 クロマトグラフィー，

’細胞内記録，細胞外記録電気生理学的方法

蕊覚特異性行動|蝉利用匿躍；
行動実験的方法

’視覚突然変異種の解析遺伝学的方法

’蓋孝雲謹雲}停講雫堕宴黙酵素活性利用による細胞識別
形態学的方法

標本（目）は，しっかり固定されねばならないが，固

定によって昆虫の呼吸を妨げないようにもしなければな

らない。昆虫の種によって異なるが，昆虫の体の適当な

場所を小さな固定台に蜜蝋（蜜蝋と松脂を熱して混合し

たものがよい）を使って固定する。昆虫によっては，き

わめて薄く削ったプラスチック板に切り込承を入れ，そ

の切り込承に首を挟むと，頭部がしっかり固定でき，長

く生かすことができる場合がある。固定台は，その基部

にポールジョイントがあって，必要に応じて位置を回転

できるとつごうがよい。

電極や刺激用具を固定し，かつ必要に応じて微小な移

動をさせるために，マイクロマニピュレーターを使う。

鯉
興
一
幅

（

石
英
製
ラ
イ
ト
ガ
ィ
ドX調》ゆ

聡診力

1」－－－

パルス発生器
種々のタイプが市販されているが，昆虫用としては，ペ

ーターヒー型が一般的であるが，用途によってはそれ以

外のタイプを用いる。微動には，油圧式がよいとされて

いる。そのほか，顕微鏡の台をマニピュレーターの代わ

りに使って，よい効果を挙げることも可能である。

光の実験では，できれば光源からの入射方向を自由に

変えられ，しかも光源の位置が変わっても，常に標本に

光がまつすぐに当たり，入射方向も正確にコントロール

できることが望ましい。このために，昆虫視覚の研究者

たちは，各自自家製のペリメーターを使用している。こ

オシロスコープ

ｽー ｶー 脚F=]い｣デー ﾀﾚｺー ダー
ペンレコーター

第1図光刺激に対する電気的応答の記録法

いし1/100のオーダー）ため，かなりの増幅をせねば

ならない。このため生じる周辺の電気器機や電灯線など

からの誘導を避けるため，金網または金属板で，標本周

囲を遮へいする必要がある。簡便な方法として，アルミ

ホイルを利用することもできる。これら遮へい物は接地

させねばならない。

材料が小さく，しかも手術や電極操作は微小な操作

を必要とするので，双眼実体顕微鏡は必需品である。ま

れに装着できる光源としては，ライトガイドが有効で，

ライトガイド先端をペリメーターに固定し，他端は光源

からの光を入れるようにする。昆虫は近紫外光に感じる

ものが多いため，ライトガイドは高価ではあるが，石英

製ファイバーを詰めたものを使用すべきである。

光源は太陽光のスペクトルに近いキセノンランプを用

た，その照明も材料近傍は多くの器材や装置が立て込む

ため場所をとらぬよう，そして先に述べた誘導現象を避

けるために，できれば強い光源を別の場所に置いて，そ

こからライトガイドなどを使用して照明するのが好まし

い。

いるのがよい。ランプからの光を石英製コンデンサレン

ズで平行光線にし，各種波長の光を得るため，干渉フィ

ルターを通し，石英レンズでライトガイド先端に光を集

－45－
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める。この光路に紫外光透過可能な材質のND(neutral

density)フィルター何枚かをセットして強さを加減でき

るようにし，さらにライトガイド先端近くにはシャッタ

ーを置く。シャッターは電磁式で，後述のパルス発生器

(または電気刺激装置）でコントロールする。

記録装置は，増幅器，オシロスコープ，カメラ，ペン

レコーダー，データレコーダーから成る。最後の二者は

なくてもよいが，ペンレコーダーはあったほうが便利で

ある。生物用増幅器の特性は，直流ないしはそれに近い

超低周波から数十kHzにわたる周波数領域で高い増幅

度を持たねばならない。最近の増幅器は，この要求に十

分にこたえうるものが市販されている。ただし，微小電

極を用いる場合，電極抵抗が数十から100MQ以上に

達するため，特別の前段増幅器が必要である。このよう

な広い周波数特性を持つ電気現象を忠実に記録するため

には，陰極線オシロスコープが不可欠である。画面上の

波形は，カメラ（長時間記録カメラ）で撮影する。電気

現象のモニターとして，ペンレコーダーを用いたり，ま

たスパイク状電位ならばスピーカーの音を聞いてモニタ

－することもできる。必要に応じて，データレコーダー

に記録することもよい。しかし後で再生してフィルムや

オシロペーパー上に記録しなおさねばならないので，経

済的ではあるが，結局実験と同じ時間がかかることにな

る。ただし，スパイク状電位の頻度をスパイクカウンタ

ーを用いて数量化するときは便利である。

刺激を制御したり（シャッターの開閉など)，場合に

よっては電極を介して細胞に通電したりするために，パ

ルス発生器または電気刺激装置が必要である。普通は，

出力波形の持続．強さ・頻度が任意に設定され，また起

電パルスからの任意の遅延をもって発生するよう作られ

たものならば，生体用でなくとも利用できる。

最後に，標本を置く台または机についてであるが，こ

れは他からの振動を防ぐための配慮がなされねばならな

い。除震台として市販されてもいるが，高価であるた

め，以下のことに注意をすれば，それで代用できる。ま

ず，机は太く重い木材かコンクリートで作った，できる

だけがっちりした重いものを用いること，できれば近く

に置かねばならない他の周辺器機（ペリメーターや実体

顕微鏡など）と別の机を用いること，机の脚と床との間

には防振材（例えば防振ゴム）を挟むこと，机の面上に

小さな防振ゴム片を何か所か置き，その上に5mm以

上の厚さの鉄板を置いて机上をおおうこと（アースにも

利用できる)，そしてその上に標本をセットする。セッ

トは机上面が鉄板なので，先述の標本台をマグネットス

タンドに固定して置けば，しっかり固着できる。

ー－－

2電極

細胞内記録をするなら，ガラス毛細管電極でなければ

ならない。これは微小電極製作器(puller)を用い，径

l～2mmのガラス管の一部に熱を加えて掃引し，先端

を0.1um以下にとがらし，その中に細胞内液と等張の

塩溶液を詰めたものである。このガラス毛細管電極の根

元から銀線を入れ，その銀線を前段増幅器の入力端子に

ハンダづけして用いる。電極先端の太さや形は，刺入す

る細胞の大きさや型によって刺入しやすいようくふうが

いる。場合によっては，より刺入しやすいように先端を

さらに研磨することもある。昆虫の光受容細胞に刺入す

るときは，カミソリの刃の小片で作った小型ナイフなど

で，固い角膜に電極を入れうる程度の穴を開け，そこか

ら電極を刺入する。先端をいためないためである。

先端が太いガラス毛細管電極は，細胞外記録に用いる

ことができる。光受容細胞層付近なら,網膜電図(ERG)

の記録が可能であるし（第3図C),視葉内あるいは脳

内なら，神経細胞から発生するスパイク電位をまとめて

記録するのに用いることができる。網膜電図を目の表面

からとるだけなら，生理食塩水を浸した脱脂綿片だけで

も電極になりうる。

このほか，細胞外から神経細胞活動をまとめて記録す

る電極としては，金属線（銀，銅，タングステン，ニク

ロム）を絶縁被覆して用いることもある。この場合，先

端を細くするため電解研磨を利用する。また，切断した

神経の束から記録をとる方法として吸引電極法がある。

これは細いガラス管の中へ，神経束の断端を吸い込承，

その管を通して記録（または刺激）する方法である。

これらの記録用電極と対にして用いねばならぬ不関電

極が必要である。昆虫によって体のどの部位に置くかは

異なるが，記録している電気現象の発生源とは関係のな

いところに置くのが普通である。通常，銀-塩化銀コー

ティング電極を用いると分極も起こらない。

3記録電位の処理，その他

刺激光の波長，つまり色に対する感度を問題にする場

合は，各干渉フィルターを通った光の強さは異なるの

で，その補正が必要である。そのためには，はじめから

各干渉フィルターを通った光の強さを,NDフィルター

の組承合わせで一定にするか，あるいは電気的応答を記

録したあとで修正をするかのいずれかの方法をとる。前

者の場合は，結果の処理が容易ではあるが，近紫外光を

も含めて20枚近くある干渉フィルターそれぞれに対応

して，光の強さを等しくするNDフィルターをそろえ

るのは大変である。したがって多くの場合,､後者の方法

を用いる。あらかじめ各干渉フィルターを通した光の強
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第2図電気的応答の強さ_応答曲線(a)と分光感度曲線の例(Autrum,1968から改変)(b)

分光感度曲線はミツバチ（働きバチ）の4種の光受容細胞の例。

さを光量子数単位で測定しておく。そして光の強さに対

する電気的応答の関係（強さ-応答曲線）を調べ，各波

長の強さに応じて，その曲線を補正（いわばずらす）し

て色に対する感度曲線（分光感度曲線）を求めることが

要求される（第2図)。原理的には，電気的応答を生じ

る最小の光の強さ（闇値）を各波長について求め，それ

を基に分光感度曲線を求めるべきであるが，強さ-応答

曲線の形からわかるように，応答が出るか出ないかの部

分は，きわめて誤差が大きくなる可能性がある。そこ

で，もし単一細胞で求めた強さ‐応答曲線の傾きが，波

長によって変わらないのであれば，便宜上最大応答の半

分(図の50％）の点を指標として用いる。こうすれば誤

差が少なくてすむ。

網膜電図で調べる場合は，もし目の中に複数の波長感

度の異なる光受容細胞を含む昆虫なら（そういう昆虫は

多いが)，結果の処理は複雑になる。この場合，特定の

極大感度の波長で強く照射して，選択的にその波長に対

する感度の高い光受容細胞を順応させて調べるなどの手

続きで処理できる。しかし波長に対する感度を調べるに

は，終局的には細胞内記録をとらないと信頼できるデー

タとはならない。

電気的応答は，光受容細胞や，それと連絡する二次の

神経細胞は，普通はスパイク状の応答はなく，緩やか

な，そして刺激の強さを増すと振幅を増す電位として生

じる（第3図)。中枢の神経細胞でも，このようなスパ

イクを出さないものがある。このような場合には，応答

の大きさは応答の振幅を指標として測定する。これに対

し，スパイク状電位を発生する神経細胞では，スパイク

は出るか出ないかのディジタル信号なので（第5図)，

応答量はスパイクの頻度を指標として測定する。

色の情報以外の視覚機能を測る場合も，このことは同

じである。偏光感度を順調べるときは，ライトガイドの刺

a

L一

C

第3図細胞内(aとb)と細胞外記録cの例

aはハエ複眼の光受容細胞,bはハエの視葉

板（二次神経細胞）からの応答である．光受

容細胞は，光によって膜を介しての分極を減

らす方向（脱分極）の電位が生じ，二次神経

細胞では，逆に分極を増す方向（過分極）の

電位が生じる．cはハエの光受容細胞層に，

先端が太いガラス毛細管電極を刺し，深さ約

250umで記録した網膜電図である．較正電

圧は，aとbに関しては10mV,cに関して

は0．5mV,時間尺度は，aとbに関しては

0．2秒，cに関しては50ミリ秒を示す．

激端と目との間に，紫外光を透過する材質の偏光板を置

き，それを回転して応答をとる（第4図)。高次神経細

胞で，動く対象に特異的に応答するものがあるが（第5

図)，これらについては，刺激方法もそれなりに適宜考
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0。18ぴ360°

偏光面の角度

第4図偏光に対する応答の例(Shaw,1967より改
変）

バッタの一種の複眼の光受容細胞からの細胞内

記録で，偏光板を回転して，偏光照射に対する

応答を見ると，特定の偏光面で極大，それと

90度ずれた偏光面で極小となる．この図は隣

接する2個の光受容細胞から記録されたもので
ある．

I
a

iMIiliiln耐帝

b

第5図運動対象に対して特異的に応答する神経細
胞の例（細胞外記録）

ハエの視葉内の神経細胞から記録されたもの

だが,運動対象検知機能を持つ神経細胞には，

ここに示すように，動きの方向選択性を持つ

ものがある．ある方向に，物を動かすと，aの

ように激しくスパイク放電を示すが，逆の方

向に動かすと,bのようにまったく応答しな

い．較正電圧と時間尺度は，それぞれImV

と0．5秒である．

案する必要がある。

Ⅲ行動実験的方法

1視覚機能を調べる指標となる行動

視覚機能を調べるために利用できる行動には，昆虫の

視覚機能と種の多様性のため，昆虫によって利用可能な

ものと，そうでないものとがある。例えば,vonFrisch

による有名なミツバチの条件づけによる色覚の研究は，

ミツバチのような目や高度な脳を持たない昆虫では，は

たして利用できるかどうかは疑わしい｡結局のところ，

行動を指標にした視覚研究は，調べる昆虫の習性や目の

特性などを考慮したうえで，それ相応のくふうがなされ

ねばならないといえる。したがって，以下の方法も，そ

のまま画一的に使うべきでなく，一種のヒントとして受

けとめ，創意くふうがなされるべきであろう。

それはともかく，利用できる行動としては，光を使っ

た条件反応の形成のほか，光に基づく反射や，光走性な

どの利用が考えられる。そのほか，具体的には，目を使

って獲物を捕える昆虫行動，動くものを追う視運動反

応，普通の環境では異性を追う行動として見られる追跡

行動(chasingbehaviour),飛しようする昆虫に見られ

る着地反応(landingresponse)などは十分視覚の研究

に応用可能である。

2行動の記録ならびに測定法

最後に，上記のさまざまな行動の具体的な記録法（ア

クトグラフ）を概観しておこう。これらは一般的な手法

なので，すでに述べたように，観察すべき行動の種類や

目的によって改変して利用されるべきである。一部はす

でにこのシリーズに掲載され，詳細に述べられている。

(1)機械的行動記録法

この測定法は，昆虫の動きによって生じた機械的な力

をそのまま利用して記録させる方法である。歴史的に

は，かなり古くから考案されている。例えば，シーソー

のような装置で，支点に置かれた棒の一端を記録用ペン

として用い，他端に昆虫を入れた箱を置く。昆虫が動け

ば，バランスが少し崩れてシーソーが動き，ペンが振れ

るRocking-boxなどがある。また，シロネズミの行動

によく使われていると同方法の回転かご(rollingwh-

eel)を昆虫に応用した例もある。昆虫の歩行に従って，

円形のかごが回転し，その回転状況が記録されるようく

ふうされている。このシリーズの第1回に:紹介された飛

しよう風洞も，機械的行動記録法の一つである。

（2）光電管法

光源からの光のビームを光電管(photocell)で受け，

明るさの変化を電気的に記録する。もし昆虫が光路を横

切って瞬間的に遮れば，その瞬間を記録することができ

る。これが原理であるが，注意すべきは，このとき使用

する光の波長である。観察すべき昆虫の目が感受できな

い波長や強度を用いなけれぱならない。一般に700nm

以上の長波長側（赤や赤外光）に対しては,感度がきわ

めて低いといわれているので，この波長が使われるが，

あらかじめ光走性などを利用して，使用すべき光を,そ
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第6図XYトラッカーを用いた昆虫の動きの軌跡

の記録

羽を除いたハエの前面に，図の上方に示すよ

うな二つの照射図形を示すと，ハエはそれに

向かって歩く．その軌跡が記録されている．

;の昆虫が感受するかどうかを検査してから用いるべきで

あろう。赤い光に感度がないといわれている昆虫でも，

以外とそれを感じていることがあるので，十分注意しな

{くてはならない。

（3）行動軌跡記録法

：上記の諸測定法では，昆虫が移動したことはわかる

が，実験によっては，どう動いたかを解析することを必

要とすることがある。これを調べるためには，映画とし

てフィルム上に撮影するか，ビデオ装置で記録するか，

あるいはストロボ法によって，一枚のフィルムに重ね焼

きするかの方法がとられる。しかし光に対する応答行動

を見るのであるから，ストロボ法は適当ではない。むし

ろこれに代わるものとして，一定の照明下で，フィルム

を巻き上げないようカメラを操作して，モータードライ

ブ方式で継続的にシャッターを切る方式をとったほうが

よい。これによって，点状ではあるが，行動軌跡を一枚

のフィルムに撮影できる。

このほか，ビデオカメラを利用したXYトラッカー

装置があり，市販されている。移動する昆虫を’一つの

黒点と見なして，その軌跡をXYレコーダーに記録す

ることができ，至便である（第6図)。問題は，さらに

その軌跡の解析をどう処理するかであるが，パソコンの

普及している今日，ディジタイザなどを接続して’行動

軌跡の解析を行うとよいであろう。

以上のほか，電気容量を利用する法など各種あるが,

紙面のつごう上割愛する。成書を参考にしていただきた

い。

以上，主として電気生理学的方法と行動実験的方法を

概観したが，たくさんの内容を圧縮してしまったので，

十分に細かいところまで記述することができなかった。

視覚機能が複雑であることと対応して，その測定法が多

岐にわたっていることをご理解いただければ幸甚であ

る。
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協 会 だより

○人事異動

（6月1日）総務部長・事業推進部長(兼務）蓑島龍

久（事業推進部長)，出版部長（兼務）高田昌稔（試験

部長）

（5月31日）退職寮藤恵（総務部長．出版部長

(兼務)）

○第61回理事会，第如回通常総会開催

5月21日，午後1時30分から市ケ谷会館において

第61回理事会及び第41回通常総会が開催された。総

会出席者は123名であった。

定刻，栗田常務理事が開会を宣し，石倉理事長が開会

の挨拶を行った。

【通常総会議事内容】

石倉理事長が議長となり，遠藤常務理事が提出議案の

説明を行い，審議が行われた結果，昭和59年度事業報

告及び収支決算並びに損益計算報告案，60年度事業計

画及び収支予算案等はすべて原案どおり議決された。

役員改選については，全理事，監事，評議員の改選が

行われ，同日開催された第60回理事会では，新理事間

で常勤理事の互選がなされ，理事長及び常務理事は重任

し，また，顧問及び参与も重任することとなった。新役

次号予告

次9月号は下記原稿を掲載する予定です。

特集：イネもみ枯細菌病

イネも承枯細菌病の九州における発生の現状

茂木静夫

イネも承枯細菌病の四国における発生の現状

十河和博

イネも承枯細菌病の病原細菌植松勉

イネも承枯細菌病の防除対策

吉田桂輔・吉村大三郎

苗箱におけるイネ苗立枯れと病原細菌畔上耕児

員・顧問・参与は次のとおり。

[理事長］石倉秀次［常務理事］遠藤武雄，栗田年代

[理事］赤保谷明正，飯田格，宇井格生,内山良治，

石井象二郎，大森主，岸明正,下山一二，

鈴木照磨，宗展生，舘沢幸雄，中村房一，

新堀正孝，馬場趨，福田秀夫，古田好，

森本至郎，山瀬博，輿良清，吉見康宏，

渡辺一夫

[監事］麻生軍庚，河野達郎，佐々木享

[評議員］各都府県植物防疫協会長（除理事・監事県）

[顧問］明日山秀文，上遠章，三坂和英

[参与］飯島鼎，岩田吉人，向秀夫

なお，昭和60年度収支予算は次のとおり。（単位：

千円）

予算額前年度予算額増減

公益一般会計390,864356,42034,444

公益委託試験会計1,809,1701,629,560179,610

収益事業会計117,438116,798640

国庫委託費会計1,9582,105a147

計2,319,4302,104,883214,547

○出版部より

☆6月分の新規登録はありませんので,｢新しく登録され

た農薬」は休載いたします。

小笠原諸島におけるミカンコミバエの根絶の経過と

駆除確認調査沼沢健一・土生和毅・諸橋公穂・

馬庭昭一・村垣茂

ワタアプラムシの生活環とバイオタイプ稲泉三丸

わが国における「くん煙農薬」の開発経過と今後の

課題富樫邦彦・岩根吉孝・中村一年

植物防疫基礎講座／昆虫行動解析法（8）

発光シグナルの記録とその解析法大場信義

定期購読者以外の申込みは至急前金で本会へ

定価1部5側円送料剥円

植物防疫

昭和60年

8月号

（毎月1回1日発行）

=＝禁転載=＝

第測巻昭和60年7月25日印刷

第8号昭和印年8月1日発行
定価5側円送料50円 1か年6,100円

(送料共概算）

編集人植物防疫絹集委員会

発行人遠藤武雄
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東京都板構区熊野町13－11
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手
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、
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近
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植
物
疫
学
の
急
速
な
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展
を
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た
。
発
生
か
ら
防
除
に
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た
る
過
程
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、
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条
件
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応
じ
た
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ュ
ミ
レ
ー
シ
ョ
ン
化
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可
能
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な
っ
た
か
ら
で
あ
る
。
本

書
は
、
数
理
統
計
的
手
法
を
紹
介
、
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説
す
る
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と
も
に
、
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来
の
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理
学
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面
を
も
あ
わ
せ
て
ド
ッ
キ
ン
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る
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植
物
病
原
菌
類
分
類
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。
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類
の
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編
で
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な
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門
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立
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病防除剤です。論療・予防のi.iij効果とも優れ、しかも残効性

が長い。特に、散布適期の1冊が広く、安全性の面でも優れて

いるのて嗣､使い易さは抜群。単剤には、粉剤・水和剤・願粒

水和剤、いもち病や各叩呼i:虫の|剛時|坊除の混合粉剤など豊

富に揃えました｡高い効果｡長い残効性．広い散布適期幅と、

紋枯病防除に"文句ナシ”の効きめて､いま蝿爽の登場で､す。

●混合粉剤●モンカットラブサイド／フジワンモンカット／

アブロードバッサモンカット／アプロードダイアモンカッ.卜

／モンカットラブサイドスミ／フジワンモンカットスミ

紋枯病にモン句なし。

モヨカ囲昨
髭……
⑧：「ﾓﾝｶﾂﾄ』はロ本農薬(株)の避録商標です。
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農業技術B5判定価400円(〒45円）(1年〒共4，son円）

昭和21年創刊農業技術の月刊総合雑誌

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,oQO円〒iCO円

農林水産研究の各分野におけるコンピュータ利用の現状と
展望、およびコンヒ。ユータ利用技法についての解説

新編農作物品種解説
川嶋良一監修A5判上製定価3,000円〒300円

全国の精鋭育種家92氏が，普通作物・工芸作物の延べ529

品種について，来歴・普及状況・特性の概要・適地および
栽培上の注意等を詳しく解説

作物試験法（復刻版）

続作物試験法（復刻版）
戸苅義次他編A5判上製定価各4,700円〒350円

本書は昭和38年に第6版で絶版になっていたが，各方面か
らの要望が多いため原本のまま復刻したものである。作物

に関する試験研究方法を各項目別に当時の第一線研究者24
氏が解説した最高の手引書として現在も類書がない

実験以前のこと－農学研究序論
小野小三郎著B6判定価1,600円〒250円

創造的研究とは何か，創造的研究の取り組み方と問題点等
を述べた、農学・生物学についての唯一の研究方法論

作物品種名雑考
農業技術協会編B6判定価1,800円〒250円

普通作物・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

果樹品種名雑考
農業技術協会編B6判定価1,800円〒250円

わが国の主要果樹の品種名の由来，命名裏話あわせて各
樹称の起源i噌来と定着の状況を果樹育種専攻14氏が解説

作物一その形態と機能く上・下巻＞
北候良夫・星川清親編A5判上製定価上巻3,200円
下巻2,700円〒上下巻とも300円

作物の一生を，新しい作物学の主張のもとに，種子・花成
・栄養体とその形成・生産過程・登熟・生育障害に分けて
論述したもので，作物の研究発展と食糧生産に新生面を拓
く道標

〒114束京都北区西ケ原
1－26－3 (財団法人）農業技術協会 振替東京8－l76531

Tel(03)910-3787

‘連作障害を抑え健康な土壌をつくる／

{花・タバコ・桑の土壌消毒剤一；

竃ユ
参いやな刺激臭がなく、民家の近くで
も安心して使えます。

や広範囲の土壌病害、線虫に高い効果
があります。

●安全|生力確認された使い易い殺虫斉IJ

マ明ツクス
乳剤

水和剤

●ボルドーの幅広い効果に安全|生がプラス
された有ｵ舞既受菌剤

キノンドー“
水和剤80

水和剤40

微粒斉|」

参作物の初期生育が旺盛になります。
琴粒剤なので簡単に散布できます。

●ボルドー液に混用できるダニ剤

､R〉

乳剤“

●澄んだ水が太陽の光をまねく.／

水田の中期除草剤

モゲブロンも割
函
アグロ･カネショウ株式会社
（旧社名：兼商株式会社）

東京都千代田区丸の内2－4－’

|’
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虫効果を発揮します。

広〈使える土壌害虫防除剤

普及会事務局日南化蕊赫式会社需都龍唄雷需'一''~ヨ
(〒'02）


