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スイカ緑斑モザイク病の診断と防除に関する研究

四方英四郎・桑田博隆*・小島 誠

仙北 俊弘 ・青柳明典

(北海道大学農学部植物学教室)

(昭和 52年 9月8日受理)

Studies on Diagnosis and Control of Water-melon 

Green Mottle Mosaic Disease 

Eishiro SHIKATA， Hirotaka KUWATAヘMakotoKOJIMA， 

Toshihiro SENBOKU and Akinori Aoy AGI 

(Department of Botany， Faculty of Agriculture 

Hokkaido University， Sapporo， Japan) 

緒 官雪
国

昭和43年，千葉・茨城両県下にスイカの“コンニャク

病"と呼ばれる新病害が発生し，その病原がキュウリ緑

斑モザイクウイルスであることが確認された。その後，

本ウイルスは，昭和41年に西日本のハウス栽培キュウ

リで問題になったキュウリ緑斑モザイクウイノレスーキュ

ウリ系統的とは異なる系統で，同ウイルスのスイカ系統

(CGMMV-W)と同定された6)。青森県下においても昭

和 45年頃より， 本ウイルスのスイカ系統によるスイカ

の被害がみられるようになり，重要病害のひとつとなっ

た2)。筆者らは本病の診断防除の目的で， CGMMV-W 

に対する純化法の再検討を行った上，その抗血清を作成

し，それらを用いて， 2， 3の基礎的実験と血清学的試験

を行ったので，その結果を報告する。

本研究を行うにあたり，種々御高配をいただいた青森

県農業試験場次長呑川寛，環境部長千葉末作，病理科長

千葉順逸の諸氏に厚く御礼申し上げる。

材料および方法

ウイルス源ならびに供試植物

青森県西郡木造町筒木坂のスイカ圃場から，明瞭な緑

斑モザイク症状を呈しているスイカ葉を採集し，キュウ

リ(品種 ChicagoPickling)で継代増殖させたウイル

* 青森県農業試験場病理科

ス株を供試した。本ウイルス株は Chenopodiumama司

ranticolor COSTE et REYN.に局部病斑を生じたが，

Datura stramonium L.上には生じなかった。キュウ

リ (Cucumissativus L.)には明瞭な緑斑モザイク症状

を呈した。

精製材料は，接種後 15日自のキュウリ茎葉を採り，凍

結保存 (-300C)したものを使用した。

一部の実験では，ユウガオ (Lagenal・ia sicera円ta

STANDL.)も用いた。すべての植物は高圧湿熱殺菌土壌

を用い，ガラス室内で生育させた。

接種は 0.1M 燐酸緩衝液による磨砕液をカーボランダ

ム法で各植物の子葉に塗抹した。

一部は楊枝による茎への京IJし込み接種も行った。

抗原精製

精製に使用した超遠心機は，目立分離用超遠心機 (65P)

で，分画遠心分離には RP60T，i!(糖密度勾配遠心には

RPS27の各ローターを用いた。また，煎糖密度勾配遠

心後，各カラムを ISCOfractionator (ModeI180)で，

分画，走査した。ウイルス抗原濃度は日立デジタル分光

光度計 (624型)を用い，光学的に測定した。

凍結茎棄を磨砕し抽出用緩衝液 (0.01M EDTAを

含む 0.1M燐酸緩衝液， pH 7.4)を 2倍量加え 1時間

室温に放置した。その後，クロロホルム .nブタノール

等量混合液を搾汁液の 1/2量加え，ジュースミキサーで
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1分間撹持した。低速遠心 (3，000rpm， 15分間)後，水層

部を取り， それに 4%ポリエチレングリコール(非6000)

を加え 1時間撹伴し，遠心管に移し静置した。 1時間

後，低速遠心 (6，000rpm， 15分間)し，得られた沈澱を

懸濁用緩衝液 (0.001M EDT A を含む 0.01M 燐酸緩衝

液， pH 7.4)で再浮遊させ，再び濃縮液の 1/2量のクロ

ロホルム .nプタノール液で清澄化した。さらに， 10，000 

rpm， 15分間と 30，000rpm， 60分間の分画遠心後，P.l(糖

密度勾配遠心により精製した。使用カラムは懸濁用溶媒

に溶解させた各煎糖液 (10，20， 30， 40%)を 6，9，9，9mLi 

ずつ遠心管に重層し，冷室にて一昼夜静置したものであ

る。このようなカラムに濃縮試料を 2mLiずつ重層し，

22，000 rpm， 90分間遠心した。遠心後，カラムを 254nm 

で走査し，最大吸収ピーク部分(フラグション E)(Fig.1) 

のみを採取し，懸濁用溶媒で希釈したのち，再び高速遠

心で濃縮した。最終沈透を生理的食塩水で、再浮遊させ，

免疫源ないし，抗原とした。
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Fig. 1. ISCO scarining pattern of CGMMV-W 

after sucrose density-gradient centrifu-

gatlOn 

免 疫

4 

精製ウイルスを以下の要領で家兎に免疫した。第 1回，

第 2回の免疫は等量の Freund'sComplete Adjuvant 

とのエマルジョンを各 2mLiずつ筋肉注射し， 3， 4回目

は精製ウイノレスをそのまま各 1mLiずつ静脈注射した。

ウイルス濃度は 1，2回目は 2.5mg， 3， 4回目は 0.13mg 

であった。免疫は 1週間間隔とし，最終免疫後， 1週間

自に採血した。免疫した 3羽の家兎からの各抗血清につ

き，重層法により力価の検定を行った。対照として，免

疫前の各正常血清を使用した。抗血清 Aは 1:1024，抗

血清 B，Cはそれぞれ 1:2048の力価を示し， 正常血清

とはいずれも反応しなかった。以下の実験には抗血清 B

を供試した。

血清反応

抗血清の力価検定は精製ウイルスを抗原として，重層

法によって行なった。その他，際病葉，果実などからの

ウイルス抗原の検出には， スライド反応，徴凝集反応

(M口 oprecipitintest)，寒天ゲノレ二重拡散法，免疫学的

電子顕微鏡観察(免疫電顕法 Immuneelectron micro司

scopy) を行なった。 スライド反応は室温条件で行い，

対照には抗血清に対しては健全植物汁液，擢病植物汁液

には生理的食塩水を加え，同時に観察した。反応の判定

は，最初肉眼によっていたが，のち，陪視野双眼実体顕

微鏡(オリンパス modelJMを改良したもの)で観察し

た。微凝集反応では原法のベトリー皿の代りに組織培養

用 multi-dishtray (96穴，径 6mm)を用い，抗原，抗

血清各 25μ6を微量用ピペットで注入し，流動パラフィ

ンを 25〆重層して， 37
0Cに静置した。観察はすべて

陪視野顕微鏡で‘行った。寒天ケ、ノレ二重拡散法で、は 9cm

ベトリー血を用い 0.85%寒天 (specialagar-noble 

DIFCO Lab.)を8mLi注入し， ケ、ルの厚さを 1mmと

した。寒天は 0.1%窒化ナトリウムを含む PBSに溶か

した。 ゲ、ル中に 7mmの穴 (well)を7mm間隔に配列

した。反応は湿室状態を保ち， 37
0C下で 2日間以上静置

したのち観察した。免疫電顕法はカーボン補強ホノレムパ

ーノレ支持膜上に希釈した抗血清を 1滴とり‘その中に擢

病葉の小片を浸し，そのグリッドを湿室に 15分間静置

したのち，乾燥させ， 2% PTAによるネガティブ染色

を施した。

電子顕微鏡観察

精製ウイルス， dip法による試料は，すべて 2%PTA

染色したのち，電子顕微鏡(JEM100 B， 80 k V)で観察

した。

結 果

1) 汚染竹ペラの感染力

スイカをユウカポオ台木に接ぐ場合，通常，竹ベラが使

用されている。そこで，接木時に使用する竹ベラが一度

ウイノレスに汚染した場合，その感染力がどのくらい保持

されるかをみるため，実験的に汚染竹ベラを連続的に使

用して，感染力の保持状況を調べた。 CGMMV-W権

病ユウガオの茎に竹ベラ(楊枝を平らに削ったもの)を

刺し，直ちにキュウリ 20個体を連続的に刺し込み接種し

た。接種は子葉の付根から，下方へ約 1~2cm の深さま
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Table 1. Retention of infectivity on small bamboo sticks which 

stuck into the stem of plants infeeted with CGMM-W 

No. plants inoculated Experiments 

successively II III 

1 +(10)1) +(8) +(8) 

2 +(10) +(8) 

3 +(11) 十(8)

4 +(13) +(11) +(11) 

5 十(11) 十(11)

6 十(10)

7 x2) +(10) 

8 × +(11) 

9 

10 +(11) 

11 × × 

12 +(8) 

13 

14 × 

15 

16 十(10) +(11) +(11) 

17 × × 十(10)

18 

19 +(11) 

20 +(11) +(10) 

Total 7/16 6/18 11/19 

1) Days after inoculation when symptom appeared. 

2) Test plants died before symptom developed. 

で刺し込んだ。 Table1に示すように，汚染竹ベラによ 2) 汚染竹ベラの消毒

る感染は必ずしも連続的ではなかったが， 20番目の個体 前実験から，接木用竹ベラで少なくとも 20回使用し

をも感染させた。 たあとも，なお感染力が保持されていたので，汚染竹ベ

発病11.，早いもので，接種後8日目であった。 ラの消毒薬剤!ならびに処理方法を検討した。竹ベラを感

実験は3反復したが，そのうち 2反復(実験 II，III) 染源(羅病ユウガオの搾汁液)に数秒間浸し，その後，各

につき，接種後8日目(一部の植物にのみ発病)に各キュ 種薬剤に 10秒間ないし 10分間浸し，水洗後，キュウリ

ウリの上葉の一部を採り，スライド反応でウイルス抗原 に刺した。竹ベラは各処理ごと，植物毎に取り換えた。

の検出を試みた。反応は 40倍希釈抗血清と上葉からの 結果は Table2に示した。水酸化ナトリウム，クロム

搾汁液をそのまま用いた。肉限による判定の結果，すベ 硫酸などは室温条件処理直後で充分効果があり， PA-74 

てが陽性と判読された。(ヨウシュヤマゴボ ウの抽出成分)を除く他の薬剤も，

しかるに，後日，発病が確認された株数は IIで6株 750Cに加温した場合，効果的であった。

IIIで11株であった (Table1 参照~ ~ スライド反応試験

このことから，常法のスライド反応の肉眼鑑定は，そ 1)項の実験で，擢病搾汁液を直接スライド反応に用い

の判読に問題があり，何らかの工夫が必要であると思わ た場合，反応の判読が困難であることを述べた。そこで

れた。 羅病ユウガオの葉に等量の生理的食塩水を加え，磨砕，
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Table 2. Sterilizing e任ectof chemicals on the CGMMV-W 

carrying bamboo sticks 

Treatments No. plants inoculated successively 

Chemicals 
Concent- Tem-

Period 1 2 3 4 5 6 Tota! ratlOn perature 

10~も r.t.1) 10 sec +(9 )2) 十(14) 2/6 

do do. 10min +(9) 1/6 
Na3P04 

do. 750C 10 sec 0/6 

do. do. 10min 0/6 

5% r.t. 10sec 0/6 

do do. lOmin 。/6
NaOH 

do. 750C 10sec 。/6
do. do. 10 min × 。/5
5ヲも r. t. 10 sec +(9) +(12) +(13) +(12) 4/6 

do. do. 10 min +(11) +(10) +(10) 3/6 
SDS 

do. 750C 10 sec 0/6 

do. do. 10 min 0/6 

1~も r.t. 10 sec +(8) +(8) 十(9) 3/6 

do. do. 10 min 十(10) 1/6 
Tannic acid 

do. 750C 10 sec 0/6 

do. do. 10 min 0/6 

5~も r. t. 10 sec +(9) 十(9) +(10) 十(12) +(10) 十(9) 6/6 

Alkaline do. do. 10 min 十(12) +(8) 十(8) 十(10) +(9) 5/6 

cleanser do. 750C 10 sec × 0/5 

do do. 10 min 0/6 

1000C 10sec 
Water 

十(11) +(12) 2/6 

do. 10 min 0/6 

r.t 10 sec 0/6 
Chlomic acid 

do. 10 min × 0/5 

1007"0 r. t. 10 sec 十(10) +(10) 十(10) 十(11) +(10) 5/6 

do do. 10 min +(8) +(10) +(10) 十(13) +(12) 5/6 
PA-74 

50% do. 10sec 十(10) 十(10) +(8) 十(10) +(11) 5/6 

do do. 10min +(10) 十(12) +(10) 3/6 

non-treated +(9) +(8) +(10) 十(10) 十(12) 十(9) 6/6 
Control 

no inoculation 

1) Room temperature. 

2) Days after inoculation when symptom apeared. 
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Table 3. Slide test of CGMMV-W 

Keciprocal dilution of anti示F

2 4 8 16 32 64 128 512 1024 

16 +2)(+)3) + (+) +(+) 十(十) 一(+) (ー) 一(-) 一(ー) 一(ー)
Reciprocal 

dilution of 32 +(+) +(+) +(+) 一(+) 一(+) 一(ー) 一(-) 一(ー) 一(-)

ant1serum 
64 十(十) +(十) +(十) 一(+) 一(十) 一(ー) 一(ー) -(ー) -(ー)

1) Supernatant after low-speed centrifugation from extract of L. siceraria plants 3 weeks 

after inoculation. 

2) Reading result with the naked eye 

3) Reading result with the drak-field microscope (X16) 

Table 4. Slide test of CGMMV-W 

(blind test)'" 
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Probability 
22/24 
(24/24) 

24/24 19/24 
(24/24) (24/24) 

18/24 
(24/24) 

* Antigen and antiserum were diluted to 1・8.

1) Plants (Gothic number) are a任ectedwith the 

V1rus. 

2) The reactions were read by the naked eye. 

3) The reactions were read under the dark-五eld

microscope (X 16). 

搾汁した液を低速遠心 (3，000rpm， 15分間)し，その上

清を反応に供した。 Table3に示すように，肉眼による

判定よりも，暗視野顕微鏡 (16倍)による判定の方がよ

り明瞭確実であった。

反応は，はじめ全面に徴索状凝集体が現われ，次第に

周辺に集まった (PlateI-A， B)。また，目隠しテストの

一例を挙げると， Table 4のように，肉眼による検定結

果は，検定者により多少のふれがあったが(的中率 75~

100%)，暗視野顕微鏡による検定ではまったく誤読はな

治、った。

4) 微凝集反応試験

Microprecipitin testの原法14)を若干修正し， multi-

dish trayと陪視野顕微鏡を用いることで，より簡便で

精度の高い血清反応が得られた。また，使用抗血清量を

一滴25μ6以下に抑えることができた。抗原として，粗

汁液あるいは精製ウイルスいずれを用いた場合も，徴禁

状凝集物が観察された (PlateI-D， E)。一般に，抗原が

ある程度希釈されると反応が明瞭であった。例えば，

Table 5に示した反応の場合， 40倍希釈汁液のシリーズ

が陪視野顕微鏡下でもっとも明瞭で、あった。 Table5は

権病キュウリの粗汁液を用いた場合の結果で， 10倍希釈

液で4096倍希釈抗血清まで反応した。一方，精製ウイ

ルスでは 2048倍希釈抗血清まで反応した (Table6)。

5) 寒天ゲルニ重拡散法試験

0.85%寒天ゲ、ノレ中で‘は，抗原ウイノレス粒子の移動度が

きわめて低く，沈降帯は抗原 wellのごく近傍に生じ

た。そこで，ウイルス粒子を切断し，移動しやすくする

ため，同寒天に 0.5%LIS (3，5-diiodosalicylic acid， 

lithum salt)を添加した12)0LIS処理により， 1本の沈

降帯はそれぞれの wellの中央に生じた。抗原 wellに

病汁液を入れた場合 16倍希釈抗血清まで反応が認め

られ，精製ウイルス抗原 (2.6mg/msまたは 0.3mg/ms) 

を入れた場合 64倍希釈抗血清まで反応が認められた
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Microprecipitin test of CGMMV-羽 incrude sap Table 5. 

Reciprocal dilution of antiserum 

4096 2048 1024 512 256 128 64 32 16 8 4 2 

十+ 
+ 

+
+
+
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十
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+
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+ + 十十十+ 80 
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The antigen was a 10・folddiluted healthy sap. 1) 

Microprecipitin test of CGMMV-W in purified preparation Table 6. 
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The antigen was puri五edpreparation of CGMMV-W (3 mgjm&). 1) 

Serological detection of CGMMV-羽 antigenin 

the a妊ectedwatermelon fruits 

Table 7. 

by Slide test1) by Microprecipitin test2) Serological reactions 

undiluted x8 undi1uted x8 Antiserum used 

160 160 40 

10(ー)
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The reactions were read by the naked eye. 

The reactions were read under the dark-五eldmicroscope 

Di1ution end point of the antigen used. 

的食塩水を加え，磨砕，低速遠心 (3，000rpm， 15分間)

した上清を抗原とした。最初は，比較的濃い抗血清(原

血清と 8倍希釈)を用い， スライド反応と徴凝集反応と

を比較した。 Table7は肉眼判読によるスライド反応の

結果と 1時間後の微凝集反応の結果であるが，踏視野顕

微鏡を用いた徴凝集反応の方がより明瞭であり，肉眼鑑

定によるスライド反応は，葉の場合と同様，判読の困難

な場合が多かった。

次に，徴凝集反応により， 抗原，抗血清をそれぞれ

(Plate I-G， H)。

6) 免疫学的電子顕微鏡観察

常法に従って dipした試料に比べ，抗血清と反応させ

た場合，抗原ウイルス粒子の周囲は濃く染り，粒子の凝

集が顕著であった (Plate1-J)。

7) スイカ果肉，果皮からのウイルス抗原検出

青森県西津軽郡鯵ケ沢町産の本ウイルス罷病スイカ果

実につき，その果皮部分と果肉部分に分け，血清学的に

抗原ウイルスの検出を試みた。双方とも， 10倍量の生理
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Serological detection of CGMM-W antigen in the affected 

watermelon fruits by means of microprecipitin test* 

Table 8. 

Reciprocal dilution of antiserum 
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Application of the dark-field slide test for the 

detection of CGMMV-羽 antigenfrom plants 

at the early stage of infection 

The reactions were read under the dark-field microscope. 

Table 9. 
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The reactions were read by the naked eye. 
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初の植物を接種してのち 2週間自に実験を行なった。す

なわち，接種後， 2， 4， 6， 8， 10， 12， 14日目の各7株か

ら上葉を採り，生理的食塩水を加え磨砕した。低速遠心

(3，000 rpm， 15分間)後の上清を抗原としてスライド反

応試験に供した。抗原，抗血清とも 16倍希釈のものを用

いた。スライド反応と同時に，供試抗原の電顕観察で，

粒子の有無を調べた。スライド反応は5人の検定者によ

希釈し，その終末点、により，果皮と果肉を比較した。

Table 8に示すように，抗原濃度としては，果肉に対し

て果皮部分の方が若干高いように思われる。

8) いつ頃からウイルス抗原は植物体内で検出

できるか

接種時の葉位を揃えるため 2日おきに，ユウガオを播

種し，現われた子葉に2日ごとにつぎつぎに接種し，最
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り， 531]々 に行われ， その結果をまとめた。 肉眼1可読で

は，検定者により多少の誤読がみられた。また，接種後

12， 14日目の試料についてのみ，辛うじて陽性と判読さ

れた。一方，スライド反応を暗視野顕微鏡 (16倍)で観

察したところ，最初の検定者Aが接種後8日目以降を陽

性と判読した他は 4検定者とも，接種後 6日目以降を

すべて陽性と判読した (Table9)。

一方，電顕観察の結果も，接種後6日目以降の個体か

ら，ウイルス粒子の検出ができた。この実験の時点では

接種後 10日目と 14日目(個体番号 V とVII) の両株が

発病していたが， 他の個体はまだ病徴が出現していな

かった。

スライド反応，電顕観察いずれによっても，接種後4

作業として，組織培養用 multidishtrayを用いた徴凝

集反応によって良い結果が得られた。微凝集反応は抗血

清が少量で済むこと，同時に多量の試料を扱えること，

乾燥の心配がなしまた陪視野顕微鏡で観察するので，

より判読が正確になるなどの利点がある。原法14)のベト

リー皿を用いた微凝集反応より， trayを使用した方が，

操作が容易であり，抗血清もより少量で済む10)。また，

電顕の普及に伴い，ウイルス病診断の一助として， dip 

法によるウイルス粒子の直接観察が一般化している現

在，より診断の精度を上げるため，抗血清を用いた免疫

電顕法1，9)の普及が望まれる。

摘 要

日迄はウイノレスを検出できなかったが，病徴発現前の接 1. CGMMV-W接種後 15日目のキュウリの茎業

種後6日目の個体からも，ウイルスを検出することがで (凍結材料)を用い， PEG沈澱法，分画遠心法，煎糖密

きたの 度勾配遠心法によりウイノレス抗原を精製した。

考 察

青森県下のスイカ栽培は昭和40年頃より盛んになり，

栽培面積は年々増加した。 しかるに昭和 43年に千葉県

でその発生がはじめて報告された， CGMMV-Wが，青

森県にも昭和45年頃から確認され， 漸次増加し，昭和

48年には作付面積の 43.6%まで、に達した2)。本ウイル

スは CGMMV-C，TMV-Tなどとは血清学的に異な

り，むしろ TMV-OMに近いものであることが明らか

にされている8，11)。植物ウイルス病の診断には血清学的

手法がもっとも多く使われているがれ13)， 西日本におけ

るキュウリ緑斑モザイク病，千葉県におけるスイカ緑斑

モザイク病の診断にもスライド反応が多く使われ3，5)，

その有効なことも知られている。しかしながら，本実験

の結果からみると， CGMMV-Wの検出には，若干の

細かし、諸条件を満たした上で、の使用が望ましいようであ

る。本ウイルスのスライド反応自体は， PVXなどに見

られる典型的な紫状沈澱ではないため，粗汁液をガーゼ

で滴して直接用いても肉眼で判読することはかなり困難

がある。少なくとも澱粉粒を除去(低速遠心か漉過)し

た汁液を用い，反応を暗視野条件でノレーベを用いるか，

とくに陪視野双眼顕微鏡 (16~40 倍)で拡大して判読す

ることにより，正確な結果を期待できる。 CGMMV-C，

CGMMV-Wでの試験成績をみると， スライド反応で

は，病徴出現前の植物(潜伏期中)からの抗原検出は困難

であるとされているが3，5)，上記条件下では，接種後 6日

目(平均1O~13 日目に病徴が出現し始める)の個体から，

抗原ウイルスの検出が可能であった。また，室内で診断

2. 家兎を用い， Adjuvant使用による 2回の筋肉注

射，更に 2回の静脈注射により，抗血清を得た。抗血清

の力価は 1: 1024~1: 2048であった(重層法による)。

3. ，1窪病ユウガオの茎に刺し込んで汚染した接木用竹

ベラを，連続的にキュウリに刺し込み，感染力の持続を

調べたところ，連続的ではないが， 20個体自にもなお感

染が認められた。

4. ウイルス汚染竹ベラをアルカリ液 (5%水酸化ナ

トリウム)またはクロム硫酸で処理(室温 10秒間)する

ことにより，ウイルスの感染は抑えられた。そのほか，

Na3P04， SDS，タンニン酸なども加温 1750C)して使用

した場合，消毒効巣は認められたが， PA-74 (ヨウシュ

ヤマゴボウの抽出成分)は効果が認められなかった。

5. 粗汁液を用いたスライド反応、は，その判読がやや

困難で，検定者により判読にふれが出た。しかるに，低

速遠心後の上清を抗原として使用し，スライド反応を暗

視野顕微鏡で観察したところ，正確な判読ができ，かっ

検定者によるふれもなかった。

6. 組織培養用 multi-dishtrayを用いた徴凝集反応

(microprecipitin test)を考察した。

賭視野顕微鏡で観察することにより，判読はより正確

になり，使用抗血清も少量で済んだ。

7. 0.5% LIS (3， 5-diiodosalicylic acid， lithum salt) 

を含む 0.85%寒天ゲルを用いた二重拡散法で，粗汁液，

精製標品いずれを抗原とし用いた場合でも 1本の沈降

帯が観察された。

8. 免疫学的電顕観察で容易にウイルス抗原の検出が

できた。
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9 催病スイカの果肉，果皮いずれからもウイルス抗

原が検出された。微凝集反応の結果，果皮部分が果肉部

分より抗原濃度が若干高かった。

10 接種後，日を追ってユウガオからウイルス抗原の

検出をスライド反応(陪視野条件下)によって試みたと

ころ，接種後6日目(未発病)以降，すべて陽性て‘あっ

た。すなわち，条件次第で潜伏期中のウイルス抗原の検

出がスライド反応でも可能であることが分った。
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Explanation of plates 

A-B. Serological reactions of CGMMV-W by slide test under the dark-五eldmicroscope. 

A. Strong reaction after mixing both a 4-fold diluted sap from the a妊ectedL. 

siceraria plants and the 8-fold diluted antiserum. 

B. Moderate reaction after mixing both a 16-fold diluted sap from the a任ectedL. 

sicera門 aplants and the 16-fold diluted antiserum. 

C. Control. No reaction occurred in this mixture after mixing both a 4・folddiluted 

sap from the a任ectedL. sicer，αγia plants and saline. 

D-F. Serological reactions of CGMMV-W by means of microprecipitin test under the 

dark-field microscope. 

D. A typical reaction after mixing both purified virus preparation (0.3 mg/ms) and 

the 16・folddiluted antiserum. 

E. A clear reaction occurred after mixing 40-fold diluted sap from the a妊ected

cucumber plants with the 4-fold diluted antiserum. 

F. Control. N 0 reaction occurred in this mixture after mixing 40・folddiluted sap 

from the a妊ectedcucumber plants with saline. 

G-H. Serological reactions of CGMMV-羽Tby means of agar ge1 double di妊usiontest 

using 0.85% agar containing 0.5~も LIS.

The numbers on perpheral wells mean the reciprocal of antiserum dilution. 

G. Puri五edpreparation (0.3 mg/ms) as antigen (P) was used. 

H. 2-fold diluted sap from the a任ectedcucumber plants as antigen (C) was used. 

1. An electron micrograph of puri五edpreparation of CGMMV-W. 

PT A stain. X 52，000 

J. An electron micrograph of leaf-dip preparation mixed with antiserum against CGMMV-W 

showing a relatively large antigen-anoibody complex. 

PT A s tai n. X 36，000 
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