
温（MORRIS and SMITH, 1977）下で植物体内での濃度が上

昇する。よって，3か月以上の低温処理（5℃）や低照

度処理（500 lx）と茎頂培養を組合せる方法がフリー化

には有効であるとされる。また，PADUCH-CICHAL and

KRYCZYNSKI（1987）は暗黒下で 6か月間の 6～ 7℃処理

後に茎頂培養を行うことで，PSTVdフリーのジャガイ

モ植物体を得ることに成功している。いずれの処理に関

しても，非常に長い期間の前処理が必要であること，報

告当時における検出感度が現在ほど高くないため，RT ―

PCRや RT ― LAMP等を用いた場合にはウイロイドが検

出される可能性が高い。以上のことから，より現実的な

方法を開発する必要があった。筆者らは茎頂分裂組織の

微細手術を行う中で，ウイロイドの除去技術を開発する

ことに成功し，超微小茎頂分裂組織培養法と名付けた。

キクに感染する P o s p i v i r o i d a e に属する C S V d と

Avsunviroidaeに属する Chrysanthemum chlorotic mottle

viroid（CChMVd）の除去に本法が有効であることを明

らかにした。ここでは，超微小茎頂分裂組織培養を用い

たウイロイドフリー化技術およびウイロイドフリー化の

メカニズムを概説する。

I ウイロイドの持つ茎頂分裂組織への侵入能力と
植物側の防御機構

これまで，ウイルスと同様にウイロイドも維管束が未

分化である茎頂部には侵入しにくいと考えられてきた。

MOMMA and TAKAHASHI（1983）は異なる大きさのホップ

の茎頂から植物体を再生させ，Pospiviroidae の Hop

stunt viroid（HSVd）の除去率を調査した。その結果，

小さく摘出したものほどウイロイドの除去効率が高かっ

たことから HSVdが求頂的に濃度減少すると推察した。

SUAREZ et al.（2005）は Avsunviroidaeの Avocado sun-

blotch viroid（ASBVd）に感染したアボカドからフリー

植物を得る目的で，茎頂培養（2～ 3枚の葉原基を持つ

茎頂培養）を行ったがフリー植物を得ることはできなか

った。彼らは維管束を持たない培養茎頂からも ASBVd

フリー植物が得られなかったことから，ASBVdが茎頂

分裂組織にまで侵入しているのではないかと推察した。

また，顕微鏡下で注射針によってキクの微小部位を刺

し，付着した液をテンプレートにして Real time RT ―

は　じ　め　に

DIENER（1971）によって発見されたウイロイドは植物

感染性の病原体であり，現在までに 2科 30種類以上が

発見されている。環状一本鎖 RNAであるウイロイドは，

核に局在する P o s p i v i r o i d a e と葉緑体に局在する

Avsunviroidaeの二つの科に分類される。ウイルスとは

異なり外被タンパク質やエンベロープに包まれておら

ず，いかなるタンパク質もコードしていないため，自己

を複製する酵素も持たない。すなわち，ウイロイドはそ

の複製のほとんどすべてのステップを植物の酵素にゆだ

ねる機能性 RNAである。ヒトに感染する Hepatitis D

virusもウイロイドと同様の構造や機能を持ち，ウイロ

イドとの進化的同一性が指摘されているが，二つのタン

パク質をコードしている点などがウイロイドとは異な

る。我が国においてウイロイドによる病気は大きな脅威

となっており，キクやカンキツをはじめ多くの作物に被

害を与えている。2007年にはダリアから Chrysanthemum

stunt viroid（CSVd）の自然感染が見つかり（NAKASHIMA

et al., 2007），2010年には同植物で Potato spindle tuber

viroid（PSTVd）の感染も見つかっている。ウイロイド

は他の病原体と異なり，病徴が現れるまでに長い潜伏期

間を持つものが多い。栄養繁殖性の作物においては，見

た目で健全な植物が増殖され，定植後の栽培期間中にウ

イロイド濃度が上昇し発病株が激発することになる。さ

らには，種子でも感染植物が広がっているのが現状であ

る（WAN CHOW WAH and SYMONS，1999；大石ら，2001）。

このような問題は我が国にとどまらず，ヨーロッパにお

ける重要な炭水化物であるジャガイモの生産あるいは地

中海地域での重要な果樹，特にモモ，ブドウあるいはオ

レンジの生産に脅威を与えている。

ウイロイドは非常に除去が難しいとされてきた。ウイ

ロイドのフリー化技術の開発は重要な園芸的課題であ

り，これまでにも数多くの挑戦的な試みがなされてき

た。ウイロイドは高照度（SÄNGER and RAMM, 1975）や高
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RNAサイレンシングの発動を阻止するウイルスのサプ

レッサーが茎頂分裂組織への侵入に必要であることも報

告されている。ウイロイドはタンパク質をコードしてい

ないためサプレッサーは存在しない。茎頂分裂組織の防

御機構を突破できるウイロイドはどのように茎頂分裂組

織の RNA サイレンシング機構を抑えているのであろ

う。ウイロイドにも植物側の RNAサイレンシングを阻

止する何らかの戦略がある可能性もあり，ウイロイドの

持つ RNAの機能性に植物体のサイレンシング機構を抑

制する可能性を求める視点は興味深い（ITAYA et al.,

2007）。次に説明する超微小茎頂分裂組織培養は CSVd

フリー化のみならず，CSVdを直接茎頂分裂組織に感染

させる手段に使うことができる。筆者らは，茎頂分裂組

織への侵入程度が異なる品種を用いて，植物側の持つウ

イロイド侵入防止機構（あるいは分解機構）を追究して

いる。

II 超微小茎頂分裂組織培養

1 超微小茎頂分裂組織培養法の確立

茎頂分裂組織を微細に手術し，その断片から植物を育

成するという形態学的実験がある。BALL（1952）はルピ

ナスの茎頂分裂組織をカミソリで分割して，その断片か

ら植物体を育成することに成功している。また，彼らは

8分割したジャガイモの茎頂分裂組織の断片からの植物

体の再生に成功しているが，この場合各断片は茎頂組織

からは切り離さず，切り離した場合には植物は再生しな

かったとしている。このような茎頂分裂組織の微細手術

法は園芸学的に利用範囲が極めて広い。例えば，微細分

割によるクローン増殖，異種の茎頂分裂組織の合体によ

る人工キメラ植物の作出あるいはここで説明する難除去

性病原体フリー植物の作出等がある。

MURASHIGE（1972）は葉原基を持たない茎頂分裂組織

を植物生長調節物質を含む培地で単独で再生させること

に成功している。茎頂分裂組織においてウイロイドが存

在しない領域の細胞塊を摘出し，植物体を育成すること

ができればウイロイドフリー化が可能である。しかし，

この技術を産業的に病原体フリー植物の作出に利用する

ためには，変異原性を持つとされる植物生長調節物質を

添加せずに植物体を再生させる方法を開発せねばならな

い。そこで，筆者らは茎頂分裂組織とともにウイルスが

侵入しにくいとされる根端を小さく切り取り，茎頂分裂

組織を切り口を併せて合体させ，“人工胚” を合成した

（図― 1）。外植体は植物生長調節物質を含まない培地で

も，高い確率で植物体を再生した。しかし，キクでは多

くの品種あるいは植物体が CSVdに感染しており（大石，

PCRを行うことで，CChMVdおよび CSVdは茎頂部で

急激に濃度が減少することを明らかにした（NABESHIMA

et al., 未発表）。

Pospiviroidaeの PSTVdが感染したトマトにおいて

は，茎頂分裂組織への PSTVd の侵入が見られない

（ZHU et al., 2001）。また，Nicotiana benthaminanaにお

いても PSTVdは茎頂に侵入できない（DI SERIO, et al.,

2010）。また，CSVdが感染したキク ‘ピアト’ において，

CSVdは茎頂基部にまでは侵入するが，茎頂分裂組織の

先端部には侵入しない（OMORI et al., 2009）。一方で，

Avsunviroidae に属する Peach latent mosaic viroid

（PLMVd）はモモの茎頂分裂組織のごく先端部を除く全

域に侵入できることが報告されている（RODIO et al.,

2007）。このとき，茎頂分裂組織では PLMVdの＋鎖の

みならず－鎖も検出されることから，PLMVdは茎頂分

裂組織に侵入するだけではなく，複製も行っていること

が示唆されている。また，CChMVdもキクの茎頂分裂

組織の先端部でわずかに検出されており，これまで報告

されている多くの研究においては Avusunviroidaeに属

するウイロイドは茎頂分裂組織に侵入していることにな

る。Avusunviroidaeには茎頂分裂組織に侵入する特殊な

能力があるとすると，機能性 RNAの視点から興味深い

が，まずは確実な事例を慎重に集める必要があろう。な

お，すべての実験においてウイロイドが検出されない部

位においてもわずかのウイロイドが存在する可能性は否

定されていない。

ウイロイドはウイルスとは全く異なる病原体である

が，ウイルスの研究成果に学ぶところは大きい。これま

で，茎頂分裂組織へのウイルスの侵入には，RNAサイ

レンシングにおける重要な酵素である RNA依存 RNA

ポリメラーゼ 6（RDR6）が大きな役割を果たしている

ことから，RNAサイレンシングが関与していることが

示唆されてきた（QU et al., 2005 ; SCHWACH et al., 2005）。

HIRAI et al.（2008）はトバモウイルスが感染した葉にお

いて見られる病斑について興味深い実験を行っている。

トバモウイルスが感染したタバコ（N.tabacum）では緑

斑部や淡緑部からなるモザイクが見られるが，健全部と

の境界においては RNAサイレンシングが確立し siRNA

を蓄積させることで，内部へのウイルスの侵入を防御し

ている可能性を示した。さらに，タバコの組み換え体を

用いた実験から，この防御反応に RDRが関与すること

を明らかにした。DI SERIOら（2010）は RDR6をサイレ

ンシングした N. benthamianaに感染した PSTVdは茎頂

分裂組織に侵入することを示し，ウイロイドでも RDR6

が重要な役割をしていることを示した。また，植物の
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‘ピアト’ は一定の日長を下回ると開花する短日性品種

である。CSVdに感染した植物体は花芽分化のための日

長反応性を示さず，暗期中断による長日条件下において

も連続的に開花した（HOSOKAWA et al., 2004 c）。一方で，

CSVdフリー化した植物体では明らかな日長反応性を示

し，暗期中断中の開花は認められなかった。また，フリ

ー株を感染株に接ぎ木し CSVdを再接種したところ，長

日条件下でも開花した。これらの実験より CSVdがキク

の短日反応性を喪失させることが明らかとなった。

CSVdの感染による日長反応性のかく乱は，ウイロイド

を機能性 RNAとして考えた場合，興味深い現象である。

ウイロイドが持つ機能性 RNAに関しては園芸学・病理

学の両面からアプローチする必要があると考える。

III 超微小茎頂分裂組織培養の機械化

超微小茎頂分裂組織を行うには技術的に克服すべき二

つのステップがある。すなわち，すべての葉原基を一つ

ずつ顕微鏡下で外してゆく工程と，超微小茎頂分裂組織

を摘出し根端に移植する工程である。前述したとおり，

超微小茎頂分裂組織培養法を用いてウイロイドフリー株

を獲得できる確率は 3％程度であり，数多くの超微小茎

頂分裂組織の培養を行う必要がある。また，品種によっ

てはウイロイドが茎頂分裂組織に侵入するエリアが広い

場合も考えられ，より多くの個体数を確保する必要があ

る。そこで，超微小茎頂分裂組織培養法を流れ作業化す

るために，上記の二つの工程の機械化に取り組んだ。ま

ず，コンプレッサーに無菌フィルターやドライヤーを装

着し，エアーガンから無菌圧縮空気を噴出させ，短時間

ですべての葉原基を吹き飛ばすための装置を開発した

（SUZUE et al., 2009）（図― 1）。これによって，今まで熟練

者でも数十秒かかっていた茎頂分裂組織の露出作業を数

秒でできるようにした。また，本機器を用いれば，非顕

微鏡下で無傷で茎頂分裂組織を露出させることができ

る。品種によっては，茎が細く折れやすかったり，穂を

採取する季節によっては葉原基が吹き飛びにくかったり

するため，ある程度のコツは必要であるが，本装置は超

微小茎頂分裂組織培養法には必要不可欠なものである。

摘出に関しては，堂坂イーエム社と共同で小型のマイク

ロスライサーを開発し（図― 1），初心者でも超微小茎頂

分裂組織の摘出を可能とした。

IV 茎頂分裂組織への CSVd接種による
抵抗性品種の探索

Pospiviroidaeのウイロイドは茎頂分裂組織には侵入

しにくいが，キクにおいては茎頂分裂組織への CSVdの

私信），また，大石ら（2001）は CSVdに感染したキク

から採種した種子は高い確率で CSVdを保毒しているこ

とを報告している。これらのことは，フリー化を目的と

した超微小茎頂分裂組織培養にキクの根端を用いること

が難しいことを示している。そこで，キク科とは遠縁な

植物の根端が使えないかと考え，実験を行った。根端を

得る植物の候補は，切断したときにポリフェノールによ

る褐変化が認められない，植物体から切り離した根端が

培地上で伸長を続けることができるものを選んだ。キャ

ベツの根端が非常に高い確率でキクの超茎頂分裂組織か

らの植物体の再生を促すことが明らかになった

（HOSOKAWA et al., 2004 a）。その後，キャベツ以外のアブ

ラナ科（ただし，ダイコンは除く）にも同様にキクの超

微小茎頂分裂組織からの植物体の再生に効果があること

がわかった。興味深いことに，キクとキャベツは一時的

ではあるが両組織の細胞同士の接着が確認できた。アブ

ラナ科植物は広い宿主を持つ PSTVdの非宿主として知

られており，CSVdについても自然感染の報告はない。

なお，キャベツの根端はキク科だけでなく，これまで試

したほとんどの植物で超微小茎頂分裂組織からの植物体

の再生に有効であることを見いだしている。

2 超微小茎頂分裂組織培養によるウイロイドフリー

化とフリー植物の生育

超微小茎頂分裂組織培養法によって C S V d と

CChMVdに罹病したキク品種から両ウイロイドを除去

することができた。CSVdと CChMVdフリー株の獲得

率はいずれも 3％程度であり（HOSOKAWA et al., 2004 b ;

2005），ウイロイドフリー植物の作出法としては効率の

よい方法であると考えられる。さらに高い効率でウイロ

イドフリー株を得るためには，一つの植物体について連

続的に超微小茎頂分裂組織培養を行えばよい。ここで得

られたフリー株はこれまでのところ感度が最も高い方法

の一つとして考えられている nested PCRによる検定で

感染が認められないものである。残りの培養株のほとん

どは RT ― PCR では CSVd が検出されないが，nested

PCRを行うと CSVdが検出される低濃度感染株であっ

た。低濃度感染株を用いてもすぐには病徴が現れるわけ

ではないため，これらの低濃度株を栽培に用いてもよい

のではないかという考えも存在する。しかし，ウイロイ

ドの病徴発現は急激な濃度上昇によって起こることか

ら，高感度の方法でもウイロイドが検出されないフリー

植物体を栽培に用いるべきであると考える。なお，ここ

で得られた CSVdフリー株からは作出から 7年を経過し

た現在も CSVdは検出されない。CSVdフリー株は旺盛

に生育することを確認している。
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CSVdを消失させる。CSVdを直接茎頂分裂組織に感染

させ，注射針を用いたMicro tissue ― direct real ― time

RT ― PCR法（HOSOKAWA et al., 2006）で CSVd濃度の推

移を定量する方法は簡易であり時間も場所も節約できる

ことから，キクの抵抗性品種のスクリーニング法として

有用である。この方法を用いて，筆者らは多数の営利品

種の中から抵抗性キク品種を得ることに成功している

（NABESHIMA et al., 未発表）。

侵入程度には品種間差異が認められる。CSVdに感染し

た ‘ピアト’ の根端にキクの超微小茎頂分裂組織を移植

し，茎頂分裂組織に直接 CSVdを接種すると，ほぼすべ

ての品種で茎頂分裂組織に CSVdが侵入する。しかし，

なかには CSVdが侵入しにくい品種や侵入後消失する品

種が存在することが明らかとなった。これらの茎頂分裂

組織から CSVdが消失する品種群は CSVd抵抗性品種で

あり，圃場での接ぎ木接種によっても一端感染した
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図－1 超微小茎頂分裂組織培養法の流れ
①：茎頂分裂組織の露出と摘出，根端部の摘出．
②：茎頂分裂組織と根端部の接着．
③：異種植物の根端部を用いた場合には葉原基数枚形成した後に茎頂部がはずれる．
④： 2～ 3か月で植物体になる．
写真 A～ F：茎頂の露出装置，A：コンプレッサー，B：圧力を安定化させるための予備タンク，C：プレフィ
ルター，D：無菌フィルター，E：ドライヤー，F：エアーガン．
写真 G～ J：茎頂部での CSVdの分布（in situ hybridyzation），GH：罹病性品種，IJ：抵抗性品種．
写真 K：茎頂分裂組織の摘出装置（顕微鏡下に設置する）．



置づけになるのではないだろうか。In vitroで管理した

完全フリー苗を大量増殖し販売する総合的なシステムを

構築する必要がある。これまでのキクの苗生産体系にこ

だわらない新しいシステムの構築が我が国の戦略的園芸

のモデルケースになりうるのではないだろうか。これま

でに我が国で開発してきた多くの検定技術やフリー化技

術を結集し，我が国の種苗が世界で一番安全であると世

界に認めさせるのが戦略的園芸なのではないだろうか。

優れた研究成果や技術を持ちながら，海外の企業的戦略

に取り込まれてしまうのは寂しいことである。

我が国の夏はウイロイドにとって増殖に適した高温と

なる。低保毒感染株を栽培に用いるのは危険が伴う，ま

た，低濃度の検定を常に行うのはコストもかかる。すな

わち，ヨーロッパで開発された技術や輸出における安全

基準は我が国の環境下では通用しない。一方でヨーロッ

パ，特にオランダでは輸入に伴うウイロイドの広がりを

阻止するために，感染源の徹底的な検定や検疫を強化す

る動きも見られる。完全フリー苗への厳しい検定技術の

運用，完全フリー苗への保証書の配布制度，完全フリー

培養苗の保存センターの運用等，栄養繁殖性種苗生産の

世界基準を確立する必要があるように思う。
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抵抗性品種ではそもそも CSVdが感染しにくく，感染

しても CSVdの供給源から切り離すと消失する（OMORI

et al., 2009）。いったん感染した葉では CSVdが消失する

ことはないが，茎頂分裂組織に感染した CSVdは徐々に

消失し，CSVdが消失した茎頂分裂組織から形成された

葉では CSVdが見られない。最終的に新しく形成された

すべての葉で CSVdが存在しないため，植物体全体がフ

リーとなる。しかし，CSVdが消失した植物体でも再感

染は観察されることから，感染経験によって抵抗性を獲

得するわけではない（NABESHIMA et al., 未発表）。前述し

たように，茎頂分裂組織には RNAサイレンシングが関

与したウイロイドの侵入防御機構が存在するものと考え

られるが，CSVdの茎頂分裂組織からの消失は侵入バリ

アーの形成だけでは説明しにくく，別の機構も存在して

いる可能性が高い。

我が国には複数の異なる塩基配列を持つ CSVdが存在

していることが明らかにされており（MATSUSHITA et al.,

2007），一つの品種の中にも複数の変異系統が共存して

いることを認めている（NABESHIMA et al., 未発表）。Hop

latent viroid（HLVd）や PSTVdが感染した植物に 40℃

程度の高温処理を行うと，ウイロイドの塩基配列が多様

化し，宿主の拡大に寄与していることが示唆されており，

この現象は Posipiviroidaeに共通したものである可能性

がある（MATOUSEK et al., 2004）。このような “ウイロイド

進化” が宿主の抵抗性機構を突破する可能性は十分に考

えられるため，抵抗性品種においては多様な変異系統に

ついて抵抗性を調査する必要がある。

お　わ　り　に

ウイロイドのフリー化技術として超微小茎頂分裂組織

培養法は極めて有効である。また，茎頂分裂組織のウイ

ロイドの消去能力に着目すると，我が国の遺伝資源の中

から抵抗性品種を見つけることができる。抵抗性品種は

複数の異なるメカニズムによって成立している可能性が

高く，きちんと分類していくことが遺伝資源として利用

するうえで重要であろう。キクの生産を一つのモデル系

と考えると，ウイロイドフリー化植物と抵抗性品種を利

用することで，安全な生産体系を開発することができる。

超微小茎頂分裂組織培養は，機械化などの省力・省コ

スト化が可能な一方で，なお熟練した技術が必要であり

すべての機関で可能な技術ではない。世界で汎用的に使

える技術開発は重要であるが，職人的技術の我が国での

独占的利用も重要であると考える。すなわち，様々な病

原体をフリー化した完全フリー苗の作出およびその戦略

品目としての利用は我が国の生産園芸にとって重要な位
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