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ムギ北地モザイク病ウイルスの分離

宜 耀村・四方英四郎・村山大記

(北海道大学農学部植物学教室)

Isolation of Northern Cereal Mosaic Virus 

YAw-TsUEN Lu， EISHIRO SHIKATA and DAIKI MURAYAMA 

(Department of Botany， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University) 

(Received October 28， 1967) 

1. 緒 言

ムギ北地モザイク病はヒメトピウンカ (Laodelphax

striatellus (F ALLEN))によって媒介されるウイノレス病で

あることが明らかにされ(伊藤・福士， 1943， 44a， b.)，そ

の後シロオピウンカ (De争hacodesalbifascia MA TSU-

MURA) (石井・松井 1964;石井 1966)，サッポロトピウン

カ (Unkanodessapporonus MATSUMURA) (新海， 1966) 

も本病を媒介することが報告された。本ウイノレスの媒介

昆虫および植物体内における潜伏期間，寄主範囲あるい

は擢病ムギの細胞内における X体(伊藤・福土 1943，

44a， b; 福土 1946;新海 1955; ITO and FUKUSHI 

1956)，注射法によるウイルスの物理的性質 (MURAYA-

MA and LU 1967)などについては既に報告されたが，

本ウイルスの分離・精製については報告されたものが

なく，ウイルス粒子の形態は全く明らかにされていな

い。本研究はウイノレスの精製および形態を明らかにする

ために必要な分離方法を確立するために行なったもので

ある。

II. 実験材料および方法

無毒のヒメトピウンカ (Laodelphaxstri・atellusF AL-

LEN)は温室 (15-330C)あるいは実験室内 (18-300C)で

免疫値物イホ上で繁殖させた。

保毒のヒメトピウンカは 3-4齢の無毒の幼虫を権病

値物上で5日間獲得吸汁せしめてからイネ苗に移し，最

短9日間の潜伏期間を経て後，ハダカムギ(北斗裸麦)に

つけ，これを発病せしめたものである。

病葉はつぎのようにして得た。温室内に播種後約 2::;

日の北斗裸麦に保毒虫を 3頭ずつ放ち 5日間加害せし

め， 7-10日後発病した株から病徴の明瞭に出た葉を集
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めて -350Cの低温室に保存した。また凍結せず生葉を

直ちに用いたこともある。

ウイノレスの分離は煎糖密度勾配遠心法 (sucroseden-

sity gradient centrifugation (BRAKKE 1951， 1960)によ

り，w.;、糖猿度40，30， 20および 10%の 1(15M燐酸緩衝

液および l(lOM酢酸アンモンあるいは 1(10M炭酸アン

モン溶液を各 1mlずつ日立40P用水平ローター (RPS-

40)の遠心管に積み重ねた後低温室 (4-50C)に約 15時

間静置しその上に 0.5mlのウイルス試料をのせて，

20，∞o rpm (32，650 X g)， 3時間遠心を行なった。遠心後各

分画を注射器で取出し， ヒメ卜ピウンカに注射してその

感染性を調べた。すなわち 4-5齢の幼虫約30頭に5・70C

の室で注射を行ない，注射後の虫はイネ幼苗の上で9日

間飼育した後， 3頭ずつ 1-2業期のハダカムギに放飼し

て，その発病の有無を調べた。

電子顕微鏡の試料は煎糖密度勾配遠，心後の試験を原液

の10倍および 100倍に希釈し ROCHOWand BRAKKE 

(1964)と同様の方法によって煎糖を除き，タングステン

蒸着した後観察した。

III. 実験結果

A. 燐酸緩衝液による分離

実験 1

橿病植物茎葉25gに1(15M燐酸緩衝液 (pH7)25 ml 

を加えて磨砕し，低速遠心 (1，∞Oxg)を20分間行なって

後，上清を遠心分離 (6，500xg)20分間行ない，さらにそ

の上清を高速遠心(26，∞OXg，60分間)した沈澱を2.5ml

の燐酸緩衝液にとかして再び低速遠心 (5，4∞xg，15分

間) した，その上清を煎糖密度勾配遠心を行ない，後各

分画をヒメトピウンカに注射した。健全植物を用いて前

述と同様な処理を行なって対照とした。
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滞:糖密度勾配遠心後煎糖液のメニスカスから 5-7

mm，13-15mmの部分に幅約 2mmの明瞭な乳白色の

bandが観察された。これらの bandは健全植物試料に

も同様に認められたが，これらの bandを取出して無毒

ヒメトピウンカに注射した結果，いずれの bandも感染

性を示さなかった(表 1，実験 1)。
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*. 熊糖密度勾配遠心を行なった後直ちに注射した。

料. 熊糖密度勾配遠心を行なった後 70C下で約20時

間後に注射。

実験 2

凍結憶病葉 20gに60mlの燐酸緩衝液 (pH7)を加え，

実験lと同様な方法で分離し，烹糖液のメニスカスから

5-7mmと 13-15mmにある bandの部分と， 13-15 

mmの bandの上方1O-13mmと，その下方 15-18mm

のそれぞれ透明な部分を取り出して無毒のヒメトピウン

カに注射して感染性を調べたがし、ずれも結果は陰性であ

一ーー~

った(表 1，実験2)。

実験 3

凍結催病葉 25gを用い，実験2と同じ方法で分離を行

なった。 芳、糖液のメニスカスから 20-28mmの位置は

健病両試料とも混濁した境界の不明瞭な分画であった

が， 病植物試料では 24-27mmのところにわずかに濃

い層が認められた。烹糖液のメニスカスから 7mm， 10 

mm，15mmと23mmのところ，および 3mm，24mm， 

27mm， 32mmの各分画からそれぞれが)O.2mlずつ取出

して，無毒のヒメトピウンカに注射したところ， 27mm 

の分画に感染性が認められた。これ以外の分画ではすべ

て感染性が見られなかった(表 1，実験 3)。

実験 4.

擢病生植物菜葉30gを用いて前実験と同様の方法で分

離を行ない， 芳、糖液のメニスカスから 24-27mmの分

画を取り出し無毒のヒメトピウンカに注射した。その結

果 40%の!感染性を示した。高速遠心後の蕉糖密度勾配

遠心に用いる試料を対照として無毒の媒介昆虫に注射し

た結果では 75roの感染性が認められた。しかしメニス

カスより 27mmよりの試料を 70C下に約 20時間放置し

てから無毒の媒介昆虫に注射したものではすでに活性が

失なわれていた(表 1，実験4)。

B. 酢酸アンモンおよび炭酸アンモンによる分離

1 極病植物よりの分離

実験 1

凍結した擢病葉 10g rこO.lM酢酸アンモン溶液 (pH

6，5)および O.lM炭酸アンモン溶液 (pH6.5)をそれぞれ

30 mlずつ加えて磨砕し，搾汁液を 1，∞OXg，30分間遠

心した上清をさらに 5，500xg，30分間遠心してj青濯にし

た。その上清を 34，α)()xg，60分間遠心した沈澱を 1ml 

にとかして濃縮し，さらに 5，400Xg，20分間遠心した。

その上清を煎糖密度勾配遠心によって分画し，蕉糖液の

メニスカスから 24-27mmおよび 30-33mmの分画試

料を取り出し，翌日 (15-20時間後)無毒のヒメトピウ

ンカに注射して感染性を調べた。その結果酢酸アンモン

を用いた試料の 24-27mm分画に感染性が認められた。

表2のごとく O.lM炭酸アンモンよりも O.lM酢酸7/'

モンの方が本ウイルスの活性を保持できることが認めら

れた(表 2，実験 1)。

実験 2.

権病植物の生葉 15gに O.lM酢酸アンモン 45mlを

加えて上と同じ方法によって分離を行なった結果，前同

様に 27mmの分画に高い感染性が見られた(表 2，実験

2)。
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表 2. 酢酸アンモンおよび炭酸アンモン

による分離

注射試料* |注射 I~ω旧叩0叩吋日聞間ヤ染(感染率
(mm) 虫数存以虫と数~t 株数 (%) 

酢酸アンモン対照 22 18 5/6 83.3 

24-27 30 23 5/8 62.5 

30-33 30 22 0/8 O 

炭酸アンモン対照 20 17 2/6 33.3 

24-27 30 20 0/7 O 

2 
酢酸アンモン対照 30 22 6/8 75.0 

24-27 30 24 7/8 87.5 

ホ: 熊糖密度勾配遠心を行なった翌日に媒介昆虫に

注射した。

2. 保毒ヒメトピウンカよりの分離

実験1.

無毒ヒメトピウンカの 3齢の幼虫を用いて橿病植物上

で20日間獲得吸汁させ，イネ苗上に 10日間飼育して後

該虫を 19(約20船頭)集め， これに O.lMの酢酸アン

モン溶液 (pH6.5)を 10ml加えて磨砕し，その搾汁液を

1，5∞xg，20分間遠心した。その上清をさらに 6，5∞Xg，

30分間遠心した上清を26，∞Oxg，60分間遠心し，沈j殿を

0.05M酢酸アンモン溶液 1m!に溶解して後 1，500Xg，

20分間低速遠心し，煎糖密度勾配遠心した。芳、糖液のメ

ニスカスから 27mmの分画を 0.2ml取出し，翌日 (15-

20時間後)無毒媒介昆虫に注射して感染性を調べた。そ

の結果分画遠心のみの試料と同程度の高い感染性を示し

た(表 3)。

C. クロロホルム処理による分離

実験結果

凍結権病葉あるいは擢病生葉を葉量 1に対し 3の割に

表 3. 保毒ヒメトピウ γ カからの分離

1注射 110日間以上|感染|感染率
注射試料* I虫数|生存虫数|株数 1I:A """11"" =1 (%) 

健全虫分画遠心 30 26 0/9 0 

保毒虫分画遠心 30 27 4/9 44.4 

健全虫試料
24-27mm 

保毒虫試料
24-27mm 

30 

30 

29 0/10 O 

26 4/9 44.4 

*・ 熊糖密度勾配遠心を行なった翌日に媒介昆虫に

注射した。

内 注射試料 lEZ12iil寝室lT
層 30 12 0/12 O 

照 30 20 7/20 35.0 

ク
上 層 30 10 0/10 O 

ロ 2070* 中 層 30 11 0/11 O 

対 照 30 19 6/19 31.6 

ロ
上 層 30 13 0/13 O 

ホ
対 照 30 23 8/23 34.8 

10%* 
上 層 61 28 0/28 O 

ノレ
中 層 57 38 0/38 O 

対 照 46 37 12/37 32.4 
ム

上 層 30 13 0/5 O 

1070** 中 層 30 16 0/6 O 

対 照 30 25 5/9 55.6 

エ 下層 (1) 30 17 0/6 O 

下層 (2) 30 20 0/7 。
ア

50%料

中 層 30 16 0/6 O 

ノレ 対 照 30 14 3/5 60.0 

四 19-22mm 30 23 0/8 O 
塩
化 20%材 24-27mm 63 37 0/13 O 
炭

対 照 58 39 10/13 76.9 素

*: 1/15 M 燐酸緩衝液 (pH7.0)を用いた。

料 1/10M酢酸アンモン (pH6.5)を用いた。

1/15 M 燐酸緩衝液 (pH7)を加えて磨砕し，組汁液をス

ターラーで携持しながら等量のクロロホルムを加えて

3-5分間撹持した。混合液を低速遠心 (1，∞OXg)20分

後透明な上層と混濁した中層とに分けて取り出しこれ

らを 34，000X g， 60分間遠心してから，沈澱を 1/10にと

かしさらに低速遠心 (5，400xg)15分間遠心した後，上

清を無毒ヒメトピウンカに注射した。その結果上層，中

層ともに感染性が認められなかった，クロロホノレム処理

を行なわなかった対照には感染性が認められた(表4)。

同様な方法で粗汁液量に対して 20?らあるいは 10%の

クロロホノレム処理を行なったが，いずれも感染性が見ら

れなかった(表4)。

さらに同様の方法で 0.1Mの酢酸アンモン溶液 (pH

6.5)を加えて磨砕し，粗汁液の量に対して 10%のクロロ
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ホJレムを加えた場合も前同様に処理したものに感染性が

認められなかった(表 4)。

D. エーテル処理による分離

実験結果

凍結権病葉に O.lMの酢酸アンモン溶液 (pHo.5)を

病葉重の 3j音量加えて磨砕して粗汁液を得た。この粗汁

液を低速遠心11，000xg)，20分後，上清を撹伸しながら等

量のエーテノレを徐々に加えて，分液漏斗に入れて 10分間

ふりまぜた後， 30分間静置し，下層の透明部分を取除き，

上の部分の変性蛋白層をさらに低速遠心 (1，3∞Xgg)，15

分間行ない，上層の変性蛋白層を捨て，下層の混濁部分

をさらに分液漏斗に入れて 10分間ふりまぜて後 30分間

静置した。上，下両層を分別して取り出し，第l回目の

分液漏斗で得た透明部分(下層 (1))と別々に 15時間 0.1

Mの酢酸アンモン溶液 (pH6.5)で透析してから無毒の

ヒメトピウンカに注射した。ニの結果いずれの分画にも

感染性は認められなかった。無処理の対照には!感染カの

あることが認められた(表 4)。

E. 四塩化炭素処理による分離

実験結果

昆虫ウイノレスで四塩化炭素を用いて分離に成功した例

が報告されている (BAJLEYand GJBBS 1964， BAJLEY 

ら1963，1964， LEE and FURGALA 1965a， b)。

本ウイノレスについても四塩化炭素を用いて分離を試み

た。擢病葉に O.lM酢酸アンモン溶液 (pH7.0)を加え

て磨砕1.-，粗汁液量に対して， 1/4量の四塩化炭素を捜

持しながら加え，分画遠心後，煎糖密度勾配遠心によっ

て分離を行なった。烹糖液のメニスカスから 24-27mm

の部分を取り出して無毒の媒介昆虫に注射したが感染性

は認められなかった(表 4)。

同様な方法でさらに実験を行ない蕉糖液のメニスカス

から 19-22mmおよび 24-27mmの部分を取り出して

感染性を調べたが，ともに感染性が認められなかった

(表4)。

F. 電子顕微鏡による観察

擢病植物から燐酸緩衝液および酢酸アンモンを用いて

分離された 24-27mm分画を電子顕微鏡で観察した結

果梓状の粒子が多数認められた。これらの粒子の他に不

定形の球状物質が多く認められるが，健全植物の同じ分

画からは梓状粒子は全く認められず，不定形球状物質が

僅かに認められた。この梓状粒子の大きさは5∞-oOOx

40-45 mμ であった。

保毒のヒメトピウンカから分離された 24-27mm分

画にも同じ得状粒子5∞-600X40-45mμ が観察され，

ーーー『ーー~ー~

無毒のヒメトビウンカの同じ分画には全く梓状粒子が見

られなかった。

IV. 論議および結論

イネ萎縮病をR空機密度勾配遠心法によって精製し，40C

で24時間，種々の緩衝液に対して透析し，電子顕微鏡お

よび密度勾配遠心によって粒子構造の安定性を検討した

結果，蒸溜水， 1/15 M 燐酸緩衝1液 (pH6.5)， 0.1 M tris 

緩衝液 (pH7列中では粒子はきわめて不安定であった

とのことである(児玉ら， 1966)。 ムギ北地モザイク病ウ

イルスの場合はその分離過程において感染性のいちじる

しい低下が見られる。とくに 1/15M燐酸緩衝液 (pH7i

において煎糖密度勾配遠心後の試料を直ちに媒介昆虫に

注射すれば 30-40%の感染性が認められるが， 5-rc 

下で約20時間放置した試料では感染性は認められず，そ

の聞にウイノレスの感染性が失なわれたことと思われる。

酢酸アンモン溶液 (pH0.5， 7.0)を用いた場合，密度勾配

遠心後の試料を 5_70Cで15-20時間後にヒメトピウン

カに注射しでも 00%以上の感染性が認められた。密度

勾配遠心後の試料を分離直後に媒介昆虫に注射すれば，

対照(分画遠沈で濃縮したウイノレス試料)より高いか，同

程度の感染性を示すことができる。これは本ウイノレスが

O.lM酢酸アンモン溶液 (pH6ム7.0)で比較的安定であ

ることを示している。しかし同様の方法でヒメトピウン

カより分離を行なった場合は対照と同等の感染性性4.4

%)しか示さず， 昆虫組織から分離した場合はあまり高

L 、感染性が得られなかった合

理F、糖密度勾配遠心により淳、糖液のメニスカスから，5-

7 mm， 13-15 mmおよび 24-27mmの部分に bandが

認められた。 5-7mmと13-15mmのbandは 24-27

mm分画に比べると，幅約 2mmの狭い明瞭な bandで

あったが，ウイルスの感染性は認められなかった。 24-

27mm部分の分画は 20-29mmの範囲にわたって混濁

しており，不明確な分画であった。健全値物試料の分画

にも同じような状態が見られたが， 24-27mmの分画i主

権病植物試料のそれよりもややうすく見られるのみて健

病の bandの間に差を認めることは困難であった。しか

しこれらの分画の中 24-27mmの試料にのみ感染性が

認められ，本ウイルスが含まれているものと考えられ

た。この分画を電子顕微鏡で観察した結果，棒状のやや

屈曲した粒子が認められた。かかる粒子は健全植物およ

び無毒媒介昆虫の試料には認められぬことから，この粧

子が本病のウイルスと考えられる。この分画中にはウイ

ルス粒子以外の多くの物質の存在することが電子顕微鏡
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で認められたが，健全他物試料の同じ分画に不明瞭な混 14. ITo， S. and FUKUSHI， T. 1956. Studies on 

1坊が認められる点からも，まだ精製が十分でなく，かなり

の植物成分を含んでいるものと考えられる。このような

不純物を除くためクロロホノレム，エチノレエーテノレ，四塩化

炭素などを用いて分離を試みたが，いずれもウイルスの

活性が全く失なわれた。値物ウイノレスでこのような有機

溶媒によって不活性化されるのは lettucenecrotic yel-

lows virusにおいて報告されており (CROWLEYら 1965，

HARRISON and CROWLEY 1965)，ムギ北地モザイク病

ウイルスも形態あるいは組成上このウイノレスに近い性質

全告するようである。
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Summary 

Northern cereal mosaic virus (NCMV) was isolated 

from both diseased plants and viruIiferous insects 

by means of sucrose density-gradient centrifugation. 

After alternate cycles of low and high speed c巴ntri・

fugations， the concentrated virus preparations were 

layered on the sucrose columns， and highly infective 

fraction was removed from the 24-27 mm  zone 

Effects of the phosphate Lu;:iers and some chemi-

cals on the infectivity of the virus during the isola-

tion procedures resulted that the virus was more 

stable in the 1/10 M ammonium acetate solution than 

in 1(15 M phosphat巴 buffersolution 

Electron microscopy of the preparations of infec-

tive fractions of 24-27 mm  from the sucrose meniscus 

after density-gradient centrifugations revealed the 

flexuous rods of 500-600 mμx40-45 mμSince the 

infectivity highly corresponded with the 24-27 mm  

fractions from both diseased plant and infective 

insect materials， and no such particles were found 

in the healthy plant and insect preparations， it is 

most Iikely that such flexuous rods are the causal 

virus of NCMV. 



図版説明

1 擢病植物から 1/15M燐酸緩衝液 (pH7.0)を用いて分離，蕉糖密度

勾配遠心後 24-27mmの分画から得られたムギ北地モザイク病ウ

イノレス x 30，000 

2. 向上， 1/10 M 酢酸アンモン (pH6.5)を用いた。 x 60，000 

3. 保護ヒメトビウンカから 1/10M 酢酸アンモン (pH6.5)を用いて分

離，~糖密度勾配遠心後 24-27mm の分画から得られたムギ北地

モザイク病ウイノレス x 30，000 



広 ・問 )j.村111 l刈版 I


