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オオムギ葉肉プロトプラストへのオオムギ黄萎

ウイルス (BYDV)の感染
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上田一郎・四方英四郎

ヰ三和化学研究所株式会社

(北海道大学農学部植物学教室)

(1昭和 58年 11月1日受理)

Infection of Bar1ey Mesophyll Protoplasts with Bar1ey 
Yellow Dwarf Virus (BYDV) 

Kazusato OHSHIMA， Akira MATSUBARAヘlchiroUYEDA 
and Eishiro SHlI王ATA

決SanwakagakuKenkyujo Co. Ltd. Kasugai， ]apan 486 

Department of Botany， Faculty of Agriculture， 

I-Iokkaido University， Sapporo， ]apan 050 

緒 -E 
オオムギ寅萎ウイルス (BYDV)は， OSWARD and 

I-IOUSTONI5)により，初めて報告された。その後，

ROCHOW and BRAKI王E17)がウイルスの純化に成功し

て以来，純化法についていくつかの改良が行なわれたの，

10)，18)0 BYDVは，アブラムシで永続的に媒介される師

部局在の Luteovirusgroupでの，7)これまで4つの系統

(RMV， RPV， MA  V， P A V)が報告されている1)，16)，18) 0 

1980年， KO]IMAら8)は， 日本においても新潟県下で

オオムギ黄萎病を発見し，病原は BYDVの一系統であ

ると報告した。 TAKANAMIand KUB09)，19)は，BYDV 

と同じ Luteovirusgroupに属するタパコえそ萎縮ウ

イルス (TNDV)とジャガイモ葉巻ウイルス (PLRV)を，

タベコプロトプラストへ高率に感染させたと報告したc

ところが， BARNETTら2)は， BYDV-PAV系統をオ

オムギプロトプラスト，エンバクプロトプラストへ接種

したが，その感染率は，わずか5%以下とL、う低率であ

ったと報告してし、る。

本論文は，本邦で発見された BYDV-805分離株を用

いて，プロトプラスト感染系を確立するため，行なった

研究の結果を報告する。
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実験材料及び方法

L 純化材料

供試ウイルスは， KOJIMAら8)の分離した BYDV

805分自性株である。掃種後2週間のエン麦(，WI種:モイ

ワ)に， BYDV保誇ムギクビレアブラムシ (R1/Otalo-

ゅhU1I1padi)で接種し，温室内 (230C)で約30~I 間生

育し，発病させたものを純化材料とした。

2. ウイルスの純化

BYDVの純化は，松原ら10)の方法に準じて行なった。

すなわち， -700Cで保存しておいた凍結葉をO.lMリン

酸緩衝液 (0.5%メルカプト・エタ/ール含む)pI-I7.0を

加えて磨砕し， その搾汁に 1/3量のクロロホノレムを混ぜ

説伴した。低速遠心分離後の水相に， 8% PEG # 6，000， 

0.2 M N~C12 を加え溶解後‘一夜放置し.低速遠心分離

して濃縮した。その沈殿を 1%Triton X-100を含む緩

衝液で懸潟し， 20%煎糖クッションを用いた分画遠心分

離を2回反復して濃縮した。その後， 1O~40% 照糖密度

勾配遠心分離を行ないウイルスゾーンを分画し，分画遠

心後の沈殿をO.01Mリン酸緩衝液で液解後， -700Cで

保存した。

3 プロトプラストの分離

1%過酸化水素水でオオムギ(品種・北斗裸)の種子を

消毒したのち，ネニサンソ上に矯種しその上にパーミュ
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キュライトをかぶせ， 250C， 5，0001ux， 16時間照明下で

生育した。 7日後にオオムギの第一葉を採取し， 0.5%次

TI[塩素酸ナトリウム裕液で表面殺菌した後，裏表皮を剥

離し， 1% Cellulase“onozuka" R-10あるいは Cellu-

lase“onozuka" RS， 0.05% Macerozyme R-lOあるい

は PeclolyaseY -23， 0.7 M マンニット (pI-I5.5)を含

む醇素液に裏面を下にして浮かべ，プロトプラストを得

た。さらに， 0.7Mマンニット液で酵素液を除くため遠

心分離洗浄した。

4. プロ卜プラストへの接種

250C， 15分間，前処理しておいたBYDV，ポリー L

オルニチン (PLO)，クエン酸カリウム緩衝液あるいはリ

ン酸カリウム緩衝液 (0.7Mマンニットを含む)の混合物

に，等量のプロトプラスト溶液 (0.7Mマンニットを含

む)を混ぜ， 250C， 15分間処理した。 さらに， 0.7Mマ

ンニット溶液 (CaC12含む)で遠心分離洗浄した。

5. プロ卜プラストの培養

プロトプラストの借地は， OKUNO and FURUSA W A 

ら12)，14)に準じ，0.2mM  KI-I2P04， 1 mM  KN03， 1 mM  

MgS04， 1 [1M KI， 0.01μM CUS04， 10 mM  CaC12， 

750μgjmeセブアロリジン， 0.7Mマンニット pI-I5.3を

含む培地で， 230C， 1，0001ux下で培養した。

6. 蛍光抗体染色

純化ウイルスを家兎に注射七，力価2048倍の BYDV

:tJL血清を得た。後光抗体の作製は，伊藤6)の方法に準じ

て行なった。すなわち， BYDV抗血清から Iグロプリ

ンを精製し，それに F1TC(阿仁化学)をタンパク質の

100 分の 1 量混ぜ，色素，タンパク比が 1~2 のものを後

光抗体液とした。後光観察は，位光顕微鏡(日木光学)

の下で行なった。

結・果

1. プ口卜プラストの分離，培養

酵素処理により得られたプロトプラストの生存率は，

分離直後と培養72時間後でともに約80%あった (Fig

1)。また，培地中のセブァロリジン濃度を750μgjmeに

すると，プロトプラストに害をおよぼす事なく λ クテリ

アの増殖を阻害した。

2. プロトプラストへの接種

A) クエン酸緩衝液による接種

1) pHによる感染率の差異 pI-I4.0~5.9 の範囲にお

ける感染率の差異を調べた (Table1)0 pI-I4.0では培養

48時間後， プロトプラストは害を受け死に致った。 ま

た， この pI-Iの範囲で感染が認められたのは pI-I5.0おー

いてのみで，他の pI-Iにおいてはまったく感染が認めら

れなかった。

2) pl-I5.0による感染率の差異 pI-I5.0において，ウ

イルス濃度を変えて感染率の差異を調べた (Table2)。

BYDV 1~2μgjme， PLO 0.2~2 [lgjmeでは，ほとん

ど感染率に差異を生じなかったが， BYDV， PLOとも

に1[lg/meの時， 1%の感染率を示す事があった。

3) オスモティクショック法13) 酵素処理0.6M，接

種 0.8M，培養0.7Mと，マンニット濃度を接種時に
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Fig. 1. The time course of protoplasts Viability 

obtained from barley leaves 

Table 1. Effect of different pI-I in citrate bu任er

on infection of protoplasts with BYDV 

Virus con- PLO con-
Infectivity pH centratIOn centratIOn 

一一一一 (四fr!t~ (μgjme) (%) 

4.0-4.7 1 1 。
5.0 l 1 0.1> 

5.3-5.9 1-2 1-2 O 

Table 2. E妊ectof di任erentconcentration of 

BYDV， PLO at pH 5.0 citrate buffer 
on infection of protoplasts with 

BYDV 

Virus con- PLO con-
Infectivity centratIOn centratIOn 

(μgjme) (μgjme) (%) 

2 0.2 0.1> 

1 0.2 0.1> 

1 1 1.0> 

1 2 0.1> 
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上げるオスモティク・ショック法を用いて感染率の差異

を調べた (Table3)0 pH 5ル、、巴‘-ふ，

ても感染が認められ， BYDV10μg/mOとし、う高濃度を

用いることにより感染率は， 4.7%まで上昇した。

4) CaC12 濃度接種後の洗浄液中に含まれる CaCl2

濃度による感染率の差異を調べた。 BYDV，PLOとも

に 1pg/mO， 緩衝液の pH5.0の条件で接種を行ない，

CaClz O~ 100 mMを含む0.8M，ンニット液で遠心分

離洗浄したが.感染率に差異は認められなかった。

B) リン酸緩衝液による接種

リン酸緩衝液を用いて，接種を行なった (Table4)。

ウイルス濃度 1~4μgfmØ， PLO 濃度 0.2~2f1g/mO，緩

衝液 pH5.3~5.6 の範囲では， どの区においても感染率

は低く，顕著な差は認められなかった。しかし pH5.6

において BYDV10 pg/mOに上げ， オスモティク・ショ

ック法を用いて接種を行なうと，感染率は1.8%とな

った。

Table 3. E任ectof osmotic shock on infection 

of protoplasts with BYDV 

Virus con- PLO con- Infectivity 
centratJOn centratJOn pH 

(pg/mO) (μg/mO) (ro) 

l 5.0-5.6 。目1>

1 1-2 4.7 。

l 2 5目。 1.0 

1 2 5.3-5.6 0.1> 

2 1 5.3-5.6 0.1> 

4 1 5.6 0.1> 

10 2 5.0 4.7 

Table 4. Effect of phosphate bu妊erwith or 

without osmotic shock on infection 

of protoplasts with BYDV 

Virus con-
centratJOn 

(μg/ml!) 

PLO con-
centratlOn 

(μg/ml!) 

lnfectivi ty 
pH 

(活)

1. a) 1-4 0.2-2.0 5.3-5.6 0.1> 

1.8 2. b) 10 2 5.6 

a) without osmotic shock. 
b) with osmotic shock. 

考 察

BYDV-805分離株がオオムギ葉肉プロトプラストへ

低率ながらも感染することが認められた (Plate2)。木

実験では， クエン酸緩衝液 pH5.0を用いて接種するの

が最も有効であり，またウイノレス濃度が高いほど感染率

が高く， オスモティク・ショック法も有効であった。本

実験結果と BARNETTら2)の結果と比較してみると，

プロトプラストへの感染率がともに低率であったこと，

また BARNETTらが最高の感染率を得た接種条件，す

なわちクエン酸緩衝液 pH5.0を用いて接種した結果本

実験でも感染率が高くなった点でよく -致した。しか

し， BYDV濃度が高い方が感染率が上昇したことは，

彼らの結果と相反する点である。

TAKANAMI and KUBOら19)は，同じ Luteovirus

groupのTNDV，PLRVをタバコプロトプラストへ低

濃度のウイルスで高率に感染させた。このことは，虫媒

性ウイルスにおいても植物細胞内にウイノレスを注入せ

ず，細胞膜との吸着，のみ込み作用によって感染，増殖

することを示している。したがって BYDVとオオムギ

プロトプラストの系においても，プロトプラストの生理

的な状態， ウイノレスの活性の問題およびウイルスの吸着

条件などをさらに追求する必要があろう。

最近， FUKUNAGAら4)，NAGATAら11)が TMV-

RNAをリポソームに包んでタバコプロトプラストへ感

染させた。 Luteovirusのように Ul VI'VOにおいて直接

生細胞内へ持ち込まれるウイノレスの場合， リポソーム法

によってウイノレスを取り込ませることも試みる必要が

ある。

摘要

オオムギ寅萎ウイルス (BYDV)のオオムギ葉肉プロ

トプラストへの接種を行なった。

1) クエン酸緩衝液を用いて pH4.0~5.9 の範囲で接

種を行なうと， pH 5.0のみで低率ながら感染が認めら

れた。

2) クエン酸緩衝液 pH5目Oを用いて， ウイノレス， ポ

リL オルニチン(PLO)濃度を変えて接種を行なうと，

BYVD 1 pg/mO， PLO 1μg/mOを用いた場合，時に 1%

まで感染率が上昇することがあったが，大きな感染率の

差異は認められなかった。

3) オスモティク・ショック法を用いて接種を行なう

と用いない場合よりも有効であり， BYDV 10μg/mOと

ウイルス濃度を上げることにより感染率は4.7%まで上

昇した。

4) リン酸緩衝液中で、の接種は，クエン酸緩衝液中で‘

の接種より感染率が低かった。

5) プロトプラスト接種後のマンニット洗浄液中の
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CaC12濃度を変えてプロトプラストを遠心分離洗浄した

が，感染率に差はなかった。
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Summary 

孔1esophyllprotoplasts of barley 72 hr after isola-

tion were infected with barley yellow dwarf virus 

(BYDV). Protoplasts which inoculated in citrate 

buffer caused higher infection than those in phos-

phate bu紅白 Whenprocedure of osmotic shock 

was applied for inoculation using higher concentra-

tion of the virus， the increase of infection to 

protoplasts was obtained. At optimum conditions 

for inoculation (BYDV 10μg/mlJ， poly-L-ornithine 

10μg/mlJ， in citrate bu任erat pH 5.0 containing 

0.8 M mannitol)， infection of protoplasts was only 

about 4.7%. 
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Explanation of plates 

Plate 

1. Protoplasts isolated from barley leaves after enzyme treatment. Bar represents 50μm. 

2. An infected barley protoplast stain巴dwith BYDV-fluorescent antibody 48 hours after inocula-

tion (an arrow). Uninfected protoplasts that were not fiuoresced were shown besides the 

infected protoplast. Bar represents 50μm. 
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