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イネ縞葉枯ウイルスの血清学的性質
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Serology of Rice Stripe Virus 
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*Nippon Tokushu Noyaku Seizo Co. Ltd. 
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緒 言

イネ縞葉枯病は，栗林6)によってヒメトピウンカの媒

介するウイルス病で、あることがはじめて報告され，我が

国の水稲主要病害の一つであった。本ウイルスは，虫体内

で増殖し7)高率に経卵伝染することから8).12)春先の保毒

虫率が年間の発生に大きな影響を及ぼすとされており，

抗体感作赤血球凝集反応 (HA)が媒介虫の個体別保毒検

定に利用され，きわめて高い検出効果が示されている14)。

イネ縞葉枯ウイルス (RSV)粒子については枝分かれ

糸状粒子が報告されたが5)，その後 maizestripe virus 

(MSV)にも類似の粒子が見出され RSVと血清学的関

係があるとの報告がある3).13)。

一方 Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)は， その検出感度の高いことから， 近年多く

の植物ウイルスの検出に利用される様になったが11)，

RSVについては，対馬等10)の簡単な報告があるにすぎ

ない。

本報告では， RSVの ELISAによる検出と， HAと

の検出感度の比較と， RSVの粒子構造と血清反応との

関係，および MSVとの血清学的関係について報告

する。

本研究を行うに当り，試料採集に御協力を得た北海道

立上川農業試験場土屋貞夫技官， MSV抗血清を分与下
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さった Gingery博士に感謝する。

実験材料及び方法

北海道上川地方にて採集した縞葉枯病感染イネをウイ

ノレス源として， ヒメトビウンカ Laodelphaxstriatellus 

を吸汁させた後， イネ苗(金南風)に接種し発病させた

ものを実験に用いた。あるいは，主川地方園場に発病し

たイネより小金沢等の方法的でウイルスを純化した。純

化ウイルスを家兎に注射し力価 128倍の抗血清を得た。

抗体感作赤血球凝集反応、は，安尾・相1I問14)の方法に準

じて行なった。ただしヒツジ赤血球はルホマリン固定し

たものを用い4)，タンニン酸処理後，純化 Yーグロプリン

を吸着させて抗体感作赤血球を作製した。抗原の希釈は

ベロナール食糧水にウサギ正常血清を 1%加えた希釈液

を用い，反応、はガラス試験管中で行ない， 40Cで1晩静

置後判定した。

ELISA法は CLARKand ADAMSの方法2)に準じ

て行なった。マイクロプレートに吸着させたトグロプ

リンの濃度は 10ρg/mι 酵素複合抗体は 100倍希釈を

用いた。抗原希釈は， 0.05% Tween-20と， 0.85% NaCl 

を含む 0.02M燐酸緩衝液， pH 7ム(PBS-Tween)を用

い，反応の判定は，波長 405nmにおける吸光値が対照

試料の 2倍以上の値を示したものを反応陽性とした。

純化ウイルスは， 2% uranyl acetate (UA)で，ネガ
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ティブ染色を行なって， ]EM 100-B電子顕微鏡で観察 (5つ とし以下5倍連続希釈を行ない，それぞれの反応

した。 終末希釈倍数を求めた。その結果 ELlSAでは 58希釈，

免疫電顕(lEM)はグリッド上にトラップした純化ウ すなわち菜重の 39，062，500倍 (v/w)まで陽性反応が認め

イルスに MSV抗血清 (50倍希釈)または RSV抗血清 られたのに対し， HAでは 55(葉重の 312，500倍)まで

より純化したトグロプリン (1mg/mC)を反応させて， 反応した (Fig.1)。この場合，虫体内注射法による生権

2%UA染色して観察した。 病葉粗汁液中の活性の終末希釈倍数は 53(葉重の 12500

イネ粗汁液の磨砕後得られる搾汁量は，加えた緩衝液 倍)であった。

量とほとんど同じか，時には減少することすらある。そ 次に小金沢等5)の方法で純化したウイルス試料を抗原

のためイネ葉から溶出した正確な粗汁液量が計算できな とした場合では， ODZ60=0.1を抗原原液とするとELlSA

い。本実験では，葉と同量 (v/w)の緩衝液を加えた粗汁 で ODz印=1.2 X 10-6 (57倍)まで陽性と認められ， HA 

液を原液として希釈倍数を示した。 で、は， OD260= 1.6 X 10-4 (54倍)まで反応陽性であった

実験結果

1. HAと ELISAの検出感度

生擢病葉粗汁液を抗原とした ELlSAとHAの検出

感度の比較を行なった。問場より採集した RSV隈病葉

に葉重の 100倍量の PBS-Tweenを加えて磨砕し，

3，000 rpm， 15分間の低速遠心分離後の上清を抗原原液
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Fig. 1. Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) of rice stripe virus in crude 

extract of rice plant. Both infected 

and healthy leaf extracts were diluted 

in PBS-tween. Arrows indicate dilu-

tion end points determined by hemag-

glutination (HA)， ELlSA， and bioassay 
(BA). 

(Fig.2)。
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Fig. 2. Enzyme-Iinked immunosorbent assay 
(ELlSA) of puri五edrice stripe virus. 

Arrows indicate dilution end points 

determined by hamagglutination (HA) 

and ELlSA. 

2. 保毒虫の ELISA検定

イネ縞葉枯ウイノレスの検定で、は，媒介昆虫ヒメトピウ

ンカの個体別保毒検定が重要である。そこで ELISA法

による保毒虫検定を試みた。生物検定により保毒の認め

られた虫 1頭(約 0.5mg)に0.02MPBS 100μ6を加え，

試験管中でガラス棒により磨砕しそれを5倍希釈した

ものを抗原原液として終末希釈点を求めた。なお対照と
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Fig. 3. Enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) of rice stripe virus-infective 

planthopper. Arrows indicate dilution 

end points determined by hemagglu-

tination (HA) and ELISA. 

して健全ヒメトビウンカを用いた。その結果保毒虫では

53倍， 虫1頭の重さの約125000倍まで陽性反応が認め

られた (Fig.3)。一方同時に行なった HAでは51倍(約

5000倍)まで反応した。次に生物検定， HAとの比較で

その検出率を調べた。無毒のヒメトビウンカ 1~2 齢虫

をRSV擢病株上で3日間獲得吸汁させ， 2週間健全イ

ネ苗で飼育した後，検定用イネ(金南風)に 3日間単独

接種した。接種終了後虫は回収し ELISA法， HAに供

試し，接種苗は， 28
0

Cの恒温室で育成し発病の有無を観

察した。抗原は虫 1頭に 0.02M PBS 100μ6を加えて

磨砕した後， PBS-Tween (ELISA)か希釈液 (HA)で

5倍希釈して作製した。なお対照として健全虫を用いた。

その結果，生物検定では50頭中 3頭に保毒が認められ，

HA反応では No.12にも陽性反応が認められた。一方

ELISAでは上記4頭の他に3頭 (No.3， 8， 31)に陽性

反応が認められた (Table1)。以上より生物検定で保毒

の認められた虫は，両血清検定によって陽性反応を示し

たが，保毒していながら媒介しなかった虫があった。生

物検定では媒介の認められなかった虫のうち， HAと

ELISAで陽性を示した虫 (No.3， 8， 12， 31)と， ELISA 

Table 1. Detection of rice stripe virus infective 

planthoppers by biossay， Hemagglutina-
tion (HA) and enzyme-linked immuno-

sorbent assay (ELISA) 
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Table 2. Reindexing by enzyme-linked immuno四

sorbent assay (ELISA) of rice plants 

used for the bioassay of insects positive 

for rice stripe virus by ELISA or He-

magglutination tests 

RtlK20f ELISA叫 ue(A405)a) 
Insect No. ーι一 一extract 50b) 51 

Nc) 0.141 
3 

Od) 0.059 

N 0.063 
8 

O 0.077 

N 0.316 
'12 

O 0.052 

N 0.064 
31 

O 0.054 

N 0.055 
32 

O 0.105 

N 0.067 
47 。 0.077 

a) Hea:lthy controls had A405 of <0.1 

b) 100 mCj1 g tissue 

c). New leaves 

d) Old leaves 
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¥ 
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8 
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<( 0.4 

0.067 

0.066 

0.056 

0.082 
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Fig. 4. Enzyme-linked immunosorbent assay of 

tobacco mosaic virus in leaf extract of 

Nicotiana tobacum cv. White barley. 

An arrow indicates dilution end point. 

で土であった虫 (No.32， 47)を用いて接種したイネ苗

について ELISA検定を行なった結果， No. 12を除い

ですべて陰性であった (Table2)。

3. TMV， RDVの ELISAとの比較

ELlSAによる RSVの検出は， 前述のように葉重の

39，062，500倍まで反応した。 イネ葉の場合搾汁液はほと

んど測定できず，磨砕の時に加えた緩衝液量と等しい

か，時には減少することすらある。従って希釈倍数は葉

重を目安として計算している。この場合の希釈倍数が，

他のウイノレスに比べてどのような関係になるのか，タパ

コモザイクウイルス (TMV)とイネ萎縮ウイルス (RDV)

について比較した。その結果， Fig. 4，5に示すように

TMV， RDV共に葉重の 100X 55 = 312，500倍であった。

これに比べると RSVの終末希釈倍数は，はるかに高い。
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Fig. 5. Enzyme-linked immllnosorbent assay 

。ricedwarf virus in leaf extract of 

rice plant. An arrow indicates dilu-

tion end point. 
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4. 純化 RSV粒子の ELISA 、 博土より提供された抗 MSV血清を用い micropreci-

前項で示した RSVの高い終末希釈点がどのような理 pitin testと免疫電顕法を行なった。 microprecipitin

由によるものか検討した。 testで‘は，純化 RSVに対して，抗 RSV血清と抗 MSV

木曽等4)によると RSV権病イネ汁液をヒメトピウン 血清は，いずれも 32倍まで反応が認められた (Table3)。

カに注射した時の活性の希釈限度は 2x104である。これ 免疫電顕では，NaCl処理環状粒子に対し抗 MSV血

はRDV擢病イネの希釈限度とほぼ同じで， RSVがと 清が反応した。その反応は抗 RSV血清の反応した像と

くに高濃度にイネに存在するとは考えられない。 全く変らない (PlateII-2， 3， 4， 5)。

このような現象が RSVの粒子構造に関係があるかも

しれないと考え，純化 RSVの枝分れ粒子より環状粒子

をつくり，その抗原性を ELISAで、調べた。

小金沢等5)の方法で純化した枝分かれ粒子 (Plate1-1) 

を， 0.02Mトリス緩衝液ー1M NaCl， pH 7.2あるい

は 9.0，溶液に懸濁したところ，約 50~90% が環状粒子

となった (Plate1-2)0 UA染色でその長さは 400~1l00

x7nm，とくに 700~900nm のものが多かった。 NaCl

処理環状粒子と，未処理粒子(いずれも A260= 0.01)の

ELISAの結果は Fig.6に示した。すなわち両者の A405

に差がなく，いずれも 28=256倍まで反応が認められた。

5. MSV抗血清と RSVの反応

Maize stripe virusとRSVの関係については，すで

に GINGERY等3)，山下等13)により指摘されている。

GINGERY等3)はMSVは純化によって細かし、糸状粒

子が得られ，活性が失われることを報告している。そこ

でRSVをGINGERY等の方法で純化したところ， Plate 

II-1のようにほとんどが枝分れ粒子で得られ， MSVの

ような細い粒子とはならなかった。

次に RSVとMSVの関係を調べるため， GINGERY 

争 "'Treateclwith 1M NaCI 
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Fig. 6. Comparison of antigenecity between 

puri五edrice stripe virus treated with 

and without 1 M NaCl by enzyme-

linked immunosorbent assay. 

Table 3. Microprecipitin tests of rice stripe virus 

Reciprocal of 
antigen dilutiona) 

Reciprocals of antisera dilution 

nce stnpe V1rus antJserum malze stripe virus antiserum 
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a) Puri五edrice stripe virus: undiluted sample had A260 of 0.6. 

b) 0.01 M phosphate bu妊er.

論議および結論

以上の実験結果から， RSVのHAとELISAを比較

すると，生樫病葉，純化ウイルス共， ELISAの方が約

100倍検出感度が高く， また保毒虫の個体ごとの検出も

可能なことが明らかである。すなわち， ELISAは本ウ

イルスの検出にきわめて有用な方法である。しかし本実

験では， RSVの終末希釈倍数が， TMVや RDVのよ
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うに比較的高いウイルス量を産生するものに比べて格段

に反応終末希釈点が高い理由については明らかにできな

かった。

GINGERY等3)のMSVに対する extinctioncoe伍C1-

entを RSVに適用して，濃度を計算すると， Table 4 

の如くになる。これより RSV，RDV， TMVの検出濃

度と比較すると Table5のようになる。これまで報告

された植物ウイルスの検出濃度について， CLARKと

ADAMS2) によると純化ウイルスでおおよそ 1~30 ng 

であり (Table6)，また上回・四方11)はインゲン黄斑モ

ザイクウイルスで 5ngfmC， T AMADAとHARRISON9)

はジャガイモ葉巻ウイルスで 10ngfmCと報告してい

る。 RDVとTMVは， この範囲内にあるが， RSVは

0.1 ngfmCまで検出でき，極端に高い値を示した。その

原因については，その特異な粒子形態が関与している

か，あるいは枝分れ粒子が反応のさいさらに細い粒子に

分かれて反応に関与する粒子面積が増大するためかと考

えたが，環状粒子の場合でもその titerに変化がなく，

明らかにできなかった。このような高い反応値は CMV

において報告がある1)。

環状粒子については，抗原性は変らず，本ウイルスの

基本的構造なのかどうか，今回は明らかにできなかっ

た。予備実験において， 1M NaClを透析によって除い

Table 4. Relation between the di1ution factor 
and concentration of rice stripe virus 

Di1ution factor AZ60 Concentration (ngfmC) 

50 0.1 4x104 

51 0.02 8.7 X 103 

52 0.004 1.7x103 

53 0.0008 3.4X102 

54 0.00016 69 

55 0.000032 14 

56 0.0000064 2.8 

57 0.00000128 0.56 

58 0.000000256 0.112 

59 0.0000000512 0.0224 

Table 5. Comparison of minimum concentration detected between rice 

stripe， rice dwarf， and tobacco mosaic viruses 

Enzyme-linked immunosorbent assay Hemagglutination 

Detection 
limit 

Virus 

Rice stripe virus 

Rice nwarf virus 

Tobacco mosaic virus 

a) Not tested. 

Dilution end point Detection 
in leaf extract limit 

4x5¥O 

4x57 

4x57 

0.1 ngfmC 

14 ngfmC 

14 ngfmC 

14 ngfmC 

70ngfmC 

nta) 

Table 6. Detectabi1ity of plant viruses by enzyme-linked immunosorbent assay 

Virus 

Alfalfa mosaiv virus2) 

Raspberry ringspot virus2) 

Apple mosaic virus2) 

Plum pox virus2) 

Hop mosaic virus2) 

Apple stem grooving virus2) 

Cucumber mosaic virus1) 

Potato leafroll virus9) 

Bean yellow mosaic virusll) 

Rice stripe virus 

Detectability 

Puri五edvirus (ngfmC) leaf extract (di1ution factor) 

30 10000 

10 10000 

10000 

1 100000 

10 50000 

1000 

0.025-0.25 10000 

10 100 

10 25600((FF resh tissusue) e) 
6400. (Frozen tis 

0.5 39062500 
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たが，元の枝分かれ粒子には戻らなかった。

本ウイルスと MSVとの関係は，すでに指摘されてい

るが3)，13)，本研究においても， microprecipitin testお

よび免疫電顕法によって血清学的関係が確立された。し

かし GINGERY法による純化によって枝分れ粒子が多

く得られたことは，両ウイルスの粒子構造に何らかの違

いがあるのではないかと思われる。

摘要

イネ縞葉枯ウイノレス (RSV)の血清学的諸性質を明ら

かにした。特に擢病植物中の高い抗原性について，種々

の検討を加えた。結果を要約すると次の通りである。

1) 従来 RSVの検出に用いられて来た抗体感作赤血

球凝集反応 (HA)と， enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA)の検出感度を組汁液と純化ウイルスを用

いて比較したところ， ELISAの方が 100倍以上優れて

し、f.:..o

2) 保毒虫の ELISAによる検定を試みたところ，従

来の HAによる検出に比較して検出感度が優れていた。

なお ELISAでRSVが検出されても， 生物検定では媒

介の認められない虫もあった。

3) イネ縞業枯ウイノレスの粗汁液中の ELISAによる

終末希釈倍数は，従来それが植物ウイノレスの中で、最も高

いウイルスの 1つであるイネ萎縮ウイルス (RDV)やタ

パコモザイクウイルス (TMV)より 100倍以上高い値を

示した。純化ウイルスを用いた ELISAの結果から，そ

の原因は，粗汁液中で RSVの濃度が， RDVや TMV

より 100倍高いのではなく， RSVの単位容量当りの最

小検出抗原量が 0，1ngfmOと， RDVや TMVの14ngf 

mOより 100倍以上少ないことによるものと思われた。

4) 上記の RSVの高い抗原性を解明するために，枝

分れ粒子を 1MNaClで環状粒子にして， ELISAで抗

原性を比較したところ両差に差異は認められなかった。

5) GINGERYの方法で純化した RSVは，枝分れ粒

子として回収され， maize stripe virus (MSV)このよ

うな細い粒子にはならなかった。

6) RSVは， microprecipitine testと免疫電顕法

でMSV抗血清と反応し，雨ウイルスの血清学的関係を

確認した。
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Summary 

Serological properties of rice stripe virus (RSV) 

were investigated. Enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) of RSV was found to be 100 times 

more sensitive than the conventional serological 

diagnosis by hemagglutination (HA). The virus 
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was detected in the crude extract diluted up to ELISA. 

39，062，500 folds (vjw) and 312，500 folds (vjw) by ln order to investigate the relationships of the 

ELISA and HA， respectively. lndividual viruli- particle morphology and the high reactivity by 

ferous insect could also easily be detected by the ELISA， fol1owing experiments were made. 

ELISA and it was more sensitive than HA. Sev- Purified RSV whose morphology was a branched 

eral insects shown to contain the virus by ELISA 五lamentousparticle became an open circle when 

did not transmit the virus by the bioassay. it was treated with 1 M NaCI. However， the anti-

The dilution end point of RSV in the crude genecity of the NaCl-treated particles were not 

extract by ELISA was more than 100 times higher di任erentfrom those without. 

than those of tobacco mosaic virus (TMV) and Rice stripe virus purified by the method of 

rice dwarf virus (RDV). From the experiments GINGERY was a branched五lamentousparticle on 

using the purified virus it was calculated that 0.1 the contrary to a fine-stranded，五lamentousparti-

ngjmC of RSV could be detected by ELISA where- cles of maize stripe virus (MSV)， suggesting some 
as only 14 ngjmC of RDV and TMV could be done. structural or chemical di妊erences between the 

These results suggested that the high dilution end two viruses. Using a microprecipitin test and im-

point of RSV in the crude extract was not due to mune electron microscopy， serological relationship 

the high concentration of the virus in the extract between RSV and MSV was con五rmed.

but to the high reactivity of the viral antigen by 

Explanation of plates 

Plate 1. 

1. Puri五edrice stripe virus after rate zonal sucrose density gradient centrif ugation. The 

virus was stained with 2% uranyl acetate. Bar represents 100 nm. 

2. Puri五edrice stripe virus treated with 1 M NaCI. The virus was stained with 2% uranyl 

acetate. Bar represents 100 nm. 

Plate II. 

1. Rice stripe virus purified by the method of GINGERY et. al. The virus was stained with 

2% uranyl acetate. Bar represents 100 nm. 

2 and 3. lmmune electron micrograph of rice stripe virus treated with antiserum to homo-

logous rice stripe virus. The virus was stained with 2% uranyl acetate. Bar 

represents 100 nm. 

4 and 5. lmmune electron micrograph of rice stripe virus treated with antiserum to maize 

stripe virus. The virus was stained with 2% uranyl acetate. Bar represents 100 

nm. 
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