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は じ め に

lmpatiens necrotic spot virus ( I NSV) は . 1 99 0年 ア
メ リ カ の ア フ リ カ ホ ウ セ ン カ で最初 に 発見され， 花 き 類
を 中心 に え そ 症状 を 引 き 起こす 多犯性の ウ イ ル ス と し て
知られて い る 。 圏 内 に お け る 花 き 類で、の発生 は ， lI静岡 県
の パ ー べ ナ (入 山ら. 1999 ) を始め， 岡 山 県 の シネ ラ リ
ア ， ベ ゴ ニ ア ， ア フ リ カ ホ ウ セ ン カ (谷名 ら . 2 (00) . 
秋田 県 の ト ル コ ギ キ ョ ウ ， イ ン パ チ エ ン ス ， ニューギ ニ
ア イ ン パ チ エ ン ス ， シ ク ラ メ ン (藤 ・ 山 本. 2 (00) の 6
科 7 種での 発生が相次 い で報告さ れ て い る 。 ミ カ ン キ イ
ロ ア ザ ミ ウ マ で媒介さ れ る I NSV は ， 媒介虫 の |釣 除 が
困難 なこ と や花 き 類の苗等の移動 に よ り 全国的 な 発生拡
大が懸念され て い る 。

栃 木 県 内 で の To高povirus の 発 生 は ， キ ク に お け る
Tomato spotted wilt virus (TSWV )が 1 997 年 に 発生
し て 以来， ト マ ト ， ま た そ の施設周 辺の雑草 に お け る 発
生が確認され， 特 に キ ク に お い て は初発生以米， そ の 発
生面積 も 徐々 に 噌加 し て い る 。

そ の 一方で. 2 000年 1 1 月 ， シ ク ラ メ ン に TSWV と
病徴の類似す る え そ 症状 の 株が発生 し ， 病徴や TSWV ­
O に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 を 用 い た ELISA検定 の
結果. I NSV の感染が疑わ れ た 。

ア メ リ カ で は . I NSV と TSWV に 混合感染 し た 植物
も 発見さ れ て い る こ と から， 今 回， 病徴 的 に 類似 す る
I NSV と TSWV を 1 回 の PCR 反応で 同 時 に 検 出， 識
別 す る こ と がで き る プ ラ イ マ ー を 作製 し . I NSV を 特異
的 に検出 し た 。 さら に ， シ ク ラ メ ン を 栽培す る 近隣施設
で は ， エ キ ザ カ ム (和名 : べ ニ ヒ メ リ ン ド ウ ) が栽端さ
れ， この一部 の株 も 同様の え そ 症状株が発見さ れ た 。 こ
こで は 本 県 の シ ク ラ メ ン お よ びエ キ ザ カ ム に 新発生 し た
INSVのRT-PCR法を用いた同定について紹介する。
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I 病原ウイ ル ス の検出

1 シクラ メ ンおよびヱキザカム の病徴

栃木県で発生 し た シク ラ メ ン の ウ イ ル ス 様症状株の病
徴 は ， 葉 に 斑紋症状 を伴 う え そ が発生 し ， 後 に黄化， 枯
死 し た ( 口 絵参照) 。 こ れら の病徴 は ， 新葉 の 展 開 と と
も に 増加 し た が， 夏期 の 高温 に よ り そ の病徴 は マ ス ク さ
れた 。

エ キ ザ カ ム の病徴 は ， 株全体 に 激 し い黄化 と え そ が見
ら れ た が， 既 報 の I NSV 感 染株 に 見ら れ る よ う な 明 瞭
な え そ 斑紋症状 は 見られ な か っ た ( 口 絵参 照 )。

2 汁液接種
接種試験 は . Tr人ψol!lr附 に 感 染 可 能 な 4 科 6 属 の 植

物 を 用 い て 行 っ た 。 え そ お よ び斑紋症状 を呈す る シ ク ラ
メ ン お よ びエ キ ザ カ ム の 感染葉 を 約 5 倍量 の 0. 2%亜硝
酸 ナ ト リ ウ ム を 含 む 0. 1 M リ ン 酸緩衝液 (pH7 . 0) で
磨砕 し ， そ の 粗汁液 を 検定 植物 に 接種 し た ( 表 ー 1 ) 。 そ
の結果， い ずれの植物で も 接種葉 に ク ロ ロ シ ス やネ ク ロ
シ ス を 生 じ . Nicoti，αna rus lica. Pelunia hybrida で は ，
シ ク ラ メ ン感染葉 と 同様の 明瞭 な え そ 斑紋 を 生 じ た 。

表 ー 1 I N SV ( シ ク ラ メ ン， エ キ ザ カ ム ) の検定植物 での病徴

接種植物/分間ff株
J丙 徴叫

シ ク ラ メ ン エ キ ザ カ ム

ヒ ユ科

セ ン ニ チ コ ウ C5. N SI刷

ア カ ザ科

CIzCIIOþodiulIl (LlI1a/". CS. N51一

C5. N51 

C5. N51ー

al1/icolor 

C. i/lIil10a CS. N SIー

ウ リ 科
キ ュウ リ NSI 

ナ ス 科

C5. N 5/D 

N S. CSI 

Nico!;，ω1{[ 1"/fs!icl/ CS. N S. N RS/- C5. NS. NR51 

N. !abaculI1 CV. xl/u!lzi NS. CS/- N5， C51 

ト マ ト NS， CSI N5. C51ー
ペチュニ ア CS. N S/- C5. N5， NRSI 

川C5 : �緑斑}，'i.: NS:え そ �U.( : N R5 :え そ 斑 紋 非感

染:0:枯死 刷機納業ll:i立主主
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3 電子顕微鏡観察
Tosþovirusは， その粒子が物理的に不安定で‘あるこ

とから ， 超薄切片を作製し， 電子顕微鏡で粒子形態を 観
察した。 斑紋症状を示すシクラメン 感染葉を2%オスミ
ック酸で固定し， エタノーjレシリーズで脱水， エポキ シ
樹脂で包埋後， 超薄切片を作製した。

電子顕微鏡による 観察 では， Toゆovintsに特徴的な
外被!換に包まれた直径約80�120 n mの 球状粒子が確認
された(図一1 )。

4 RT-PCR に よる検出

Toゆovzrus属のウイルスは， 外被!践に麗われた球状
粒子で ， 内部に3種のl本鎖RNAをゲノムに持ってい
る 。 このウイルスゲノムは， 3分節のl本鎖RNAでそ
れぞれL-RNA， M-RNA， S-RNAと呼ばれている 。
L-RNAはウイルスの複製酵素， M-RNAは外被膜上
の2種の糖タンパク質(スパイク)と非構造タンパク
質， S-RNAはヌクレオカプシド (N)タンパク質と�I:
構造タンパク 質をそれぞれコードしている 。 今巨1，

INSVを特異的に検出する 目的の他に， 全国的に発生が
問題となっているTSWVの同時検出を 目的として

INSVのNL-07 (DI、 HAAN et al.， 1992)とTSWVの
CPNH 9 (DE I-IAAN et al. 1990)のNタンパク質をコー
ドする 領域からl組のディジェネレートプライマーを作
製し， INSVの追伝子問領域にINSV特異的プライマ
ーを作製した(表2)。

感染葉からの全RNAの摘出は， CIIANG et al. (1993) 
の方法を一部改変して行った(図-2)。 凍結し た感染葉
約0.1 gを磨砕後， 抽出用緩衝液を加え ， クロロホルム
抽出を行い， 塩化リチウムで沈殿した。 再度， クロロホ
ルム抽出を行った後， エタノール沈殿で RNAを濃縮
し， cDNAの合成を行った。 cDNAの合成は， ランダ

続 奪

図ー1 シクラメン感染繋の超薄切j十によるINSV粒子の
-;-:0:子顕微鏡写真(ßar=100 11m) 

ムプライマーを用いてFirst- strand cDNA synthesis 
kit (Amersh am P harmacia Biotech)で11'った。

PCR反応は， INSVに特異的なプライマーONSV­
SP)およびINSVとTSWVに共通なディジェネレー
トプライマー(Tospo-F & Tospo-R)を用いて ， 94 0C 

で5分間熱変tl:後， 940Cでl分間 ， 560Cで1分間 ， 72 0C 
で1分間として30 サイクル行い， 最後の伸長反応を
720Cで5分間とし た。 PCR産物はl. 5%アガロースグ

jレで電気泳動し， エチジウムブロマイド染 色で増幅断片
を検出した。

INSV特異的プライマーONSV-SP)およびINSV
とTSWVに共通 なディジェネレートプ ラ イマー

表- 2 Wf-PCRにJlj， lたプライマー配列

制1 イ立川
プライマー配列

INSV TS\VV 

INSV-SP川 2031 5' - A AGCA AACCA AGCT 
CAAATCTC-3' 

Tospo [7hJ 2125 2057 5'一CTGTARTGKTCCAT\町G
CARCA-3' 

Tospo-RbJ 2567 2496 5'-GA Y ATGACYTTCMGAA 
GRCTTGAT-3' 

叫数字はINSV (accessiol1 110. X 66972)， TSWV (accessiol1 110 
D 00645)のS-lmAと一致する. bJ INSVとTSWVの検出は，
INSV-SP， Tospo-F & Tospo-Rをmい， RFLP W!;t斤には， Tospo­
[7 & Tospo-Rを用いた.

) 刊榔i目\1病l止内�植物 (約O. 1 gρ 

Iド γ涼附 附巨附 附綬附乾酬 燥
E xtracLion burrcr -
2 -寸 ME
1 vol のクロロホJ凶/イソnnルコール (49: 1) 

1 5000 rpmX5min 

5Up 

� t伍化リチウム沈殿
pþt 70%エタノーノレリンス

K; 
150μIのTE buffcrに熔解
I ..--1 volのクロロホルム/イ17�N7ルコール (49: 1) 

vortex 
�ーノ 14，000rpmX3min (2 nm 

waLer layer エタノーノレ沈殿
/ー↑6\ 13，000】pmX20min

pþL 
レー 70%エタノーノレリンス

db 
10μlのRNase-free waLeJに溶解

Exl，-action buffcr 

2% CTAB 

2% PVP 
IOOmM Tris-HCI ph8.0 

25mM EDTA 

2M NaCI 

0.5g/l spennidin 

Fi'，.SC-5trand cDNA SynLhesis ki t{Pharmasia)でcDNAを合成

図-2 椛病植物からのRNA抽出方法とcDNAの合成
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(Tospo-F & Tospo-R)を同時に用いた R T-PClç検定
では， 供試したシクラメンおよびエキザカム からは 約
540 bpと約440 bpの2 本の楠l間断片が， また， TSWV 
キク分/ijft株を接種したN. msticaからは 約440 bpの断
片のみが検出された(図-3)。 以上より， シクラメンお
よびエキザカムに発生したえそ斑紋症状を引き起こす病
原ウイ/レスをIN SVによるものと同定した。

今[:E!!IN SVの発生が確認された困場では， シクラメ
ンの他エキザカムなど数種類の鉢物が栽塙されているこ
とから， 他の植物においてもIN SVが発生していたこ
とも考えられる。 さらに， 供試したシクラメンとエキザ
カムは， 隣接 したハウスで発生したものであり， 媒介虫
であるミカンキイロアザミウマの施設問で、の移動や野外
に生育する花き�3'i等への伝搬も考えられ， これを伝染病!
としたウイ jレスの地域的な広がりも懸念される。

5 塩基配列解析
IN SV特異的プライマーで増幅された産物は， pGEM 

T Easy V巴ctor (Promega)にクローニ ン グ後， 蛍光式

シーケンサー(島津D SQ-IOOO)をJIJいてlj�'��，山口列を決
定した。 シクラメン株からの537 bpの抑基配列(!災[-4)
とアミノ酸配列(図-5)を， オランダで報科され る

IN SV N L-07 (D，二 Hi\州， P. et al.， 1992)， 政・11，本
(2000)により報告される秋田株とその相同世を比較し
た結果， 塩基配列で99.1%， アミノ駿配列でN L-07と
98.8%， 秋田株と98.3%の高いキ['!同性 が見られ(表
3)， TSVVVキク分離株や他のToゆOUII川j民ウイルスと
の相向性は低く， 本ウイルスがIN SVであることがl能
認された。

6 RFLP解析
IN SVと TSWVはミカンキイロアザミウマで煤介さ

れるためこれら2種のウイルスの混合感染も考えられ

M 2 3 4 5 

500bp 

図-3 ディジェネレートプライ7ーをJIIし、たINSVと

TSWVのRT-PCRによる検11\
M; 100 bpDNAラダー， I 健全シクラメン， 2: 

fm病シクラメン， 3‘慨病エキザカム， '1: lillベモタバ

コ， 5: TSWV刊)1病タバコ.

る。 そこで， IN SVとTS\iVVに共通なディジェネレー
トプライ マーを用い て増幅した約440 bpの断片の

RFLP解析を行った。 ディジェネレートプライマーで
増l隠された産物は， 制限酵素EcoR 1， Hae III ， Rsa 

1， Sau 3 A  1で切断し， IN SVと TS\司IVを RFLPに
より解析したところ， 今回使用した4種類の制限酵素で
IN SVとTSWVでは奥なるパターンを示した(図-6)。
現在のところ， 木県において混合感染した株や両ウイjレ
スが岡崎に発生している岡場は発見されていないが， 今
後IN SVの発生拡大に伴って， このような株が発見さ

INSV (NL-07) I品GCAAAC品川crCAl\ATCTI，.ïTl"rA，v'T品川町"，..門町田凶>\ATC;\ATAGTAGC 田
防本隊

120 

1田

240 

3叩

3曲

420 

4曲

537 

図-4 INSV (NL 07)と栃木株のJ;lH�配列の比較

INSV (NL-07) II)MTFJUU.DA�'1 VHVI-ILVGM1K DNCSAI:n0\1悶1.問HPL!A 5YGL>\l'TDLK I 拍
栃木株
íf;[lI!t 

性|回日
G

…凶 1Tf1 Y… 

^VGKVC1VLK SKGYSr-.lNSVE JG防、KQ刻、01 L防、c込PI{AKC じん山由HYKEGI 田

LTSIYSMFNA '!'IDFGKNDSI I 170 

図-5 INSV (NL 07)と栃木株および秋凹株のアミノ

百主配列

表 3 INSVとTSWVの.t}I�U主配列およびアミノ酸配列の比較

比較した株 右民主主配列(%) アミノ殻配列(%)

栃木株叫!INSV 99.1 98.8 

(acccssiol1 110. X 66972) 

栃木株/秋IJI株cJ 98.3 

栃木株bJ!TSWV 60.2 56.4 

(accessiol1 110. D 00645) 

川:比鮫した領域は， PCI� 反応でのINSV!/'!i災的バンド(537 bp) 

をJIJし、た bJ 比"君主した領域は， PCR反応でINSVとTSWVに共

通なバンド(440 bp)をJIJし、た 'J: íl:長・ILi本(2000). 
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図- 6 INS\'と1、S\n・のRT l'C1l J'f物のRrLドW!析

i\1 : I()() bpDNAラダー， 1: IN日\. 11'1: j，Îiシクラメ

ン， 2: INS\' 11'1!jiJ時エキザカム， :l: TS \\" V +1'IUiÎiグ
ノぐコ

れ る こ と も 子恕さ れ る 。

ヌドHAに お け る ア'osjJouim s の 発 �I は ， 199 7 "1 に

TSWVに よ る キ ク え そ 病が発生 し て 以米， 別主1: も そ の

発生は続 い て い る が， !15F菜lffiでの 発 生 は ト マ ト での初発

以*， 円立 っ た 発生には到 っ て い な い。 診断 も 他県 と 同

様， モノク ロ ー プル抗体 を JIJ い た I(Lltï'r学的診断法 を 1 / '心

に行 っ てし3 る が， PCR -RFLP法に よ り こ h ら 向 ウ イ /レ

ス を 同 時に検山で き ， I N SV と TSWVが似合感染 し て

い る か ど う か を |ぎ別で き る こ と か ら も 有効な手段であ る

と 考 え ら れ る 。

E 防除対策

I N SV を 始 め ， TSWVに対 す る 災川的:t1�v'Ctl :""'，範に

つ い て は ま だ育 成 さ れ て い な い た め ( 本川 ・ 出rn，

1999 ) ，  I NSVの 防|徐 は ， 伝染源 と な る ウイルス感柴植

物の除去 と 媒介虫であ る ミ カ ン キ イ ロ アザ ミ ウマの|釣除

が有効 と 考 え ら れ る 。

一般的な防除法 と し て は， 以下の 方 法 が有効 と 宅一 え ら

れ て い る 。

1 発病株 は ， j:j'�去1 1 ま た は士' 1 'に組 め て 処分す る 。

2 アザ ミ ウ マの侵入 を 防JIてす る た め に， }j包設l �iJ口i';l�

にl t1j虫 ネ ッ ト を張 る 。

3 近紫外線除去 フ ィ /レ ム や反射マル チ を 利ru し ， ア

ザ ミ ウマ を物理的に忌避す る 。

4 ミ カ ン キ イ ロ アザ ミ ウ マ は ， 花粉 を好むた め， 出

荷 ま でに老化す る むだ花はビニール袋等に摘み取 り 締封

し て処分す る 。

一一一 4 

5 施設内外の斜n.'i'í.や花 き 類， 出荷予定の な い花 き 類

は ， アザ ミ ウマの)''yIWf場所 と な る の で除去す る 。

6 外部か ら のfl l の 移動等に よ る 持 ち 込 み を 防」とす る

た めに， アザ ミ ツマが干�仕す る 植物 を 施設|付に入れな い

よ う にす る 。

71')色�'l l i�'( ト ラ ッ プ を施設内に設問 し ， ア ザ ミ ウ マ

の発�I:_-:I; を モ ニ タ リ ン グ し て ， 薬剤散布H寺WJ を 決 め る 。

お わ り に

J)�否1:， 栃木以内にお け る I NSVの 発 生 は ， 2 000 年 1 1

月の シク ラ メ ン お よ びエ キザ カ ム での 初発以来， 大 き な

被�l�に は宝IJ っ て い な い。 ま た ， そ の後 の 発生 も ご く 続微

で あ り ， 以内全域に I NSVが ま ん延す る と い っ た こ と

も な い よ う であ る 。 秋口] 県 で は ， シ ク ラ メ ン， ト ル コ ギ

キ ョ ケ， イ ン パ チ エ ン ス， ニュ ー ギニ ア イ ン パ チ エ ン ス

か ら RT-PCR 法 を JIJ い て I N SVが検出さ れ て い る 。 今

l'可縦約 し た デ ィ ジ ェ ネ レ ー ト プ ラ イ マー をJlJい た RT“

PCR訟で も I NSV と TS WV を 識別 し な が ら 検 出で き

る の で， 今後発生が予想 さ れ る 花 き 類に適川で き る と 考

え ら h る 。

シ ク ラ メ ン で の INSVの 発 生 は ， 現在の と こ ろ 秋 田

以， 栃木以の み で あ る が， I N SV は 病徴発現 がTSWV

に比 べ て .ìlI く ( 政 ・ 111:2に2 000) ， ま た ， 多犯性 の ウ イ

ルスであ る こ と か ら シク ラ メ ンや そ の 他鉢物の流通 を 介

し て ， 全1 '1・|的な発生拡大が懸念さ れ て い る 。

今1"1 は ， シ ク ラ メ ン に発生 し た I NSV を RT-PCR 法

を川い て 検1 1 \ し ， TSWV と の 同時検出が可能 で あ る こ

と を1/' 心 に報合 し た 。 し か し ， To.'ψouinlsに属 す る ウ

イ ルスには |什界1/ ' で 1 2fill の ウ イ ルスが報告さ れ て おり，

INSVやTSWVばか り で な く ， 他 の ウ イ ル ス の 検出 法

をli'(I'}'1 し てお く 必要があ ろ う 。
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