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煙車モザイク病ウイノレスに対する pHの影響

四方英四郎*

Effects of different pH-values upon tobacco mosaic virus 

By 

Eishiro SHIKATA 

Botanical lnstitute， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University 

1.緒 言

水素イオン濃度の変化によって溶液中の煙草モザイ

ク病ウイルス (TMV)の感染力に変化を生ずること

は古くより報告されているが，(3，4，5，6，7，17，21)ウイルス

牧子の変化に関しては超遠心器，〈24，m 或いは電子顕微

鋭〈り0，14，15，16，叫19，20)による研究がある。これらの結

果からウイルス粒子の感染性，或いは粒子の形態的変

化及び破壊等に関して，溶液の pHが極めて大きな

影響を与えることは明らかである。現在まで行われた

pHの TMVに及ぼす影響に関する多くの研究につ

いては既に BARTELS(1955)ω の詳細な報告がある

ので，ここに繰り返す必要がないと思う。

ウイルス粒子の物理化学的処理によって生ずる粒子

の凝集或いは崩壊の過程を電子顕微鏡で観察するに際

しては，精製溶液中のウイルス粒子の分散状態を明ら

かにし，且つ粒子の形態的変化が少く，感染性の高い，

分散が均一な試料を調製しなければならぬ。

特に化学的方法による精製臼，幻の際には， pHの変

化によってウイルス粒子の感染性と形態が如何に変化

するかを明らかにしておくことが必要である。又化学

的処理を行った場合の粒子不活性化及変性の過程に於

て，処理による影響の他に溶液の pHによる場合が多

いと考えられるので，0，9，1υ ここに精製 TMVに対す

るpHの影響に就し、て電子顕微鏡的観察を1fったもの

である。

本研究は昭和 30年度文部省科学研究助成補助金に

よって行った植物ウイルスの電子顕微鏡的研究の一部

である。記して関係各位に深く感謝する次第である。

*北海道大学農学部植物学教室

なお本研究に際し特に御指導並に論文の御校閲を賜っ

た福士貞吉教授に対し心から謝意を表する次第であ

る。

2.実験材料及び方法

本葉 5~6 枚の若い煙草 (Nicotiana sylvestris)に

TMV を接種して約 2~3 週間後に病葉を切り取り

-300C~400C に凍結貯蔵した。

凍結中の葉を手L鉢中で磨砕した後約 300C~400C の

温湯中で徐々に融解させる。完全に融解後ガーゼで汁

液をしぼり， 3500 r.p.m. 30分間遠心分離を行い緑色

の沈澱を除いた。褐色の上清はー100C~150C にお

いて一夜完全に凍結させた。これを約 300C~400C の

温湯中で徐々に融解させ 3500r.p.m. 30分の遠心分

離を行うと清澄な上清を得る。この際ウイルスの大部

分は上清にある。清澄な上清ーから硫安塩析2回， pH 

3.3の等電点沈降を 1回行ってウイルスを抽出した。

塩析及等電点沈降の際に得たウイルスの沈澱を溶解

させる際は全て pH7.0の燐酸緩街液を用いた。始

めの粗汁液 50ccから上記の方法で精製し，最後に得

られた沈澱の乾燥重量を秤量した。結果は第1表に示

す通りである。

第 1表 TMVの収量

実験 沈澱乾原液11中感染力fグルチノ
回数原液 燥重量 の沈澱量 ーサ壊主斑数)* 
1 50 cc 0.06 g 1.2 g 474/582 
II " 0.09 g 1. 8 g 687/1394 
E"  0.08 g 1.6 g 306/246 

*グルチノーサ 10棄接鱈総数，分母は原液，分子
は精製ウイルス液を夫k 10 倍に稀釈して接積し
たもの。
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TMVの収量は，ウイルス源として用いた組物の，

生育状態，ウイノレス接種後楽を切り取るまでの期間，

精製の際の温度，溶液の pH等によって異るものであ

るが，特に 1/4飽和硫安溶液からi盆析する際なお多く

の活性ウイルスが上清中に残ることを接種試験によっ

て確めることが出来た。しかし上清に残るウイルスを

出来るだけ多く抽出するため硫安の量を多くすると

か，或は硫安添加後長時間放置してから遠心分離を行

って沈澱を得る方法は，ウイルスの収量を増すが，最

終生産物中に多くの不純物を含んでいたり，溶液が{草

かに褐色を呈することが多い。電子顕微鏡で観察した

結果では我々の精製したウイルス溶液は，撮影に影響

する他の混合物はあまり含まれていない様に思う。塩

祈及等電点沈降の際溶液が OOC~1oCに冷却されてい

ると，ウイルス液の綿子様光沢は極めて僅か認められ

るのみで時間の放置後遠心分離しても極めて少量

の沈澱しか生じなかった。しかし冷室中に 1夜放置す

ると沈澱を分離し易くなる。

以上の如くして精製した TMVを原液の 1/10量

の燐酸緩衝液に分散させ冷室中に保存して実験に用い

た。各 pH価のウイルス溶液の調製は，精製ウイルス

液を蒸潟水で 10併に薄めたものを供試液とし，それ

に各pH価の溶液を加えて更に 10倍とした。 pHは

BECKMANNの pHmeter， (model-G)を用いて測定

した。 pH0.5は 1Nの HClを徐々に滴下して pH

meterで測定しながら目盛りが pH0.5に至って中

止したものである。 pH1.0は1/10N.HCl， pH 2.0 

は 1/100NHCl， pH 3.0~1O .0 は 1/10N 酷酸と

酷酸ソーダ及 1/10N塩化アンモンとアンモニア水よ

りなる MICHAELlSbuffer を用いた。 pH11.0は

1/100N NaOH， pH 12は 1/10NNaOHの溶液を

用いた。

精製ウイノレスは pH7.0の燐酸緩衝液に分散させで

あるので蒸溜水で 10倍に稀釈しでもなお緩衝能が残

っていると考えられる。この様な液に所定の pH価の

稼液を加えると中性側に pHが変動するから酸 (1N，

及 1/10NHCJ)或はアルカリ (lNx 1/10N NaOH) 

溶液を用いて目的とする pHに補正する必要があっ

た。 1NHCl及 1NNaOHの水溶液は 180C に於

いて pH0.1及 14.05であるので供試液を 1NHCl 

及 1NNaOHで 10倍に稀釈したものをも実験に用

いた。

以上の如く調製したウイルス液を冷室中(1 OC~

30C)に約 20時間放置後， 1N HCl稀釈液， pH 

1.0， pH 12.0及 1NNaOH稀釈液はセロファン肢

に入れて水道水で 2時間透析を行った。処理液の一昔fl

を蒸溜水で5倍に締釈して N.glutinosaに接橿を行

い感染力を調べ，イ也は電子顕微鏡で粒子の形態的変化

を観察した。この際試料を一白金耳コロジウム膜にの

せ真空ポンプで急速に乾燥させ，クローム或はパラジ

ウム shadowを行った。

3.実験結果

ウイルス溶液を所要の pHに調製して約 20時間冷

室中に放置してから溶液の pHを測定したところ酸性

側ではあまり変化は無かったが，アルカリ側ではし、ず

れも水素イオン濃度が高くなった。

ウイルス液の感染力は pH4.1と 6.8では著しい

差異はなかったが， pH 3.0で極めて少く， pH 2.15 

で再び増大して pH6.8 の約 80~;; に達した。 pH 1.1 

(透析2時間〉に於いては pH6.8 の約 21~;; であっ

第 2表各 pH価終液中の TMVの感染力

2tび沈降反応∞(透析又は pH7.0) 

ウイ |冷室2日 m:.lIÏI.m .f，ìf;JflHt;~ ーイ | 1 ノレチノ| 抗血清符釈倍数 |晶子4 什時間処1'/~~::~I .v1..uu. 1FJ'I" P'''''H~~ I m::7e 
ス添液|理後ιオーサ黒痘「一IL. 1<一「一下::-1這認
の pHI'pH-1斑点… 1 32 1明 112812561コ121

1N HClωo  1 - 1 - 1 - 1ー l ー

0.5 1 0.5ωo 1-1-1-1-1ー

1.111.1ω1 134 1件 1+ 1十|十 1+

2.151 2.251 494 1件 1+ 1 + 1十|十

3.0 1 3.081_141 1 * 1土1+1+1+
4-.1 1~.081-6お I*I+I~I 十|十

6.8 1 6.8 1 618 1件 1+ 1十 1+1+

8.218.1514211*1+1+1+1+ 

9.0 1 8.951 373 1件!十 1+ 1十 1+

10.1 1 9.9 39 1 + 1 + 1 + 1 + 1 + 

11.1 1 10.5 7 1 + 1 + 1士 l ー l ー

12.4 12.3(2) o Iー l ー 1-1 - I _ 

1N NaOH o I - I - I - Iー}ー

(1)グノレチノーサ 20棄に生じた壊症斑点総数。
(2)七口 7 ァン肢に入れ水道水で、2時間透析して接

穏2えび沈降反応を行てコた。

(3)沈降反応、は処理液を pH7.0にしてから遠沈
30分後その上清を用いた。
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たが， pH 0.5では全く感染力が認められなかった。

pH 3.0で感染力が低下.しているのは，このウイルス

の等75点に近いためウイルス粒子が縦後した為であろ

う。アルカリ総液では pH8.2から次第に感染力が低

下して pH11.1では約99;;';;が不活性化された。(第

2表〉。

一般に酸性溶液中ではウイルス溶液は安白光を有す

るがアルカリ性にすると蛋白光が次第に減少して無色

透明となった。このアルカリ側の溶液を透析して中性

とすると再び蛋白光を有する溶液となる。即ち pH

6.8の精製ウイルス液は僅かに安白光を有する溶液で

ある。 pH5.0， 4.0でも殆んど変化はない。 pH3.5 

で溶液は続子様光沢を生じウイルスの沈澱を生ずる。

この光沢は pH3.3~3.4 の聞で最も強く， pH 3.0 

では綿子様沈澱は大部分消失して蛋白光の強いやや濁

った液となる。 pH1.1及び pH2.15では溶液は僅

かに蛋白光を呈するが pH6.8のものより少い様であ

る。 pH1.1の溶液を透析すると混濁不透明の液とな

るが沈澱を生じなかった。 pH0.5及び 1NHClを

加えた液では処理直後溶液が白濁乳液状を呈し，冷室

20時開放置すると白色の沈澱を多く生じ，上清は無色

透明である。透析2時間後溶液は白濁して乳液状であ

った。 pH8.2及び 9.0では pH6.8の溶液にくら

べると蛋白光が次第に減少して透明になった。 pH

10.1及び 11.1では溶液は全く無色透明であるが

pH 12.4及び 1NNaOHを加えた液も同様である C

しかし pH12.4， 1N NaOH稀釈液を2時間透析し

たところ白濁した。

血清反応は処理液をpH7.0に戻した後3000r.p.m.

30分遠心分離した上清を用いて沈降反応を検したが，

その結果は第1表に示す如く pH1. 1~1 1. 1 の聞に反

応が認められた。 pH1.1及び 11.1では反応が弱い。

第3表の pH3.0及び 3.3はこのウイルスの等電点

のため生じた沈澱が遠心分離によって沈澱し上清には

殆どウイルス粒子及び、既に感染性を有しない短梓状粒

子も存在しないことを示している。

ウイルス粒子の形態的変化を電子顕微鏡で撮影した

結果は図版 I-IIIに示した。得られた写真からウイル

ス粒子の長さを測定したものが第1図及び第4表であ

る。

この結果によれば TMV粒子は酸性側ではアルカ

リ溶液中にあるよりも安定である。即ち此のウイルス

の感染単位と考えられている 300mμ の長さ (22，23)の

粒子を合む 240~360mf1 の長さの詳及びそれ以上の

第 3表各 pH価ii?i夜中の TMVの
沈降反応【Il (処理液〉

ウイルス 11令室 20 1 抗血清稀釈倍数 I .J.，I.._~.む

唱の II1H段の I16T;TM:l凶叫端
1N HCI 

1.1 1.05 1 + 1 士|士 l ー l ー

2.1 2.05 1 + 1 + 1 + 1 + I十

3.0 3.0 1:士， - ，ー l ー l ー

3.3 3.3 I - I - I ー l ー l ー

4 . 0 1 3 . 98 1 + 1 + I十 1+1十

5.0 5.0 I + I + I + I + I + 

←三_.7_1 6.7 I~I土|土山中二
8.2 8.1 十 1+1+ I + I + I ー

9.0 8.85 I + I + I + I + I 十 I -

10竺 I_~三一|ご土己己1-=-1一二
11. 05 1 10.2 i + I + 1 -i -1 - 1 -
1~ ~-I-=-I-=-I-=-!て1-=-1--

(1)各 pH下に 20時間保ヲた後直ちに遠心分離し

pHを変えないで沈降反応を行った。(処J'llli1!t
を蒸溜水で5倍に稀釈した〉

長さの粒子がアルカリ溶液では pH9.0の 39.3μ

pH 10.0の24.4μ と甚だ減少している。これに対し

酸性溶液の場合は pH1.0に至るもなお 46.5%を含

んでいる。粒子の分散から云・えばアルカリ側では図版

に認められる如くウイルス粒子の凝集は殆んど起きな

い。 pH価が高・くなるに従って 240mμ 以下の短粒子

が増加し，それ以上の長さの粒子が減少する。 pH11.1

では梓状粒子が稀に認められるが，その殆A.;どが直径

20~40mμ の小球状粒子であった。図版 III-17 に於

いて棒状粒子が更に小さな粒子に切断される状態を観

察出来る。

これに反し酸性溶液中では粒子の凝集を生じ易い。

pH 5.0ではウイルス粒子が縦及び横に凝集するもの

が多く認められた。しかし一方 240mμ 以下の短粒子

も増加して溶液中の粒子が不均一であることを示して

いる。 pH4.0では既に粒子の大部分が縦及び横に凝

集している。 pH3.3及び 3.0の透析しない試料では

図版に示す如く，このウイルスの等電点に於ける沈澱

の状態を観察することが出来た。 pH3.3の沈澱はウ
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イルス粒子が 1方向に樹校状に規則正しく凝集して単

一行ー子が存在しないが pH3.0及び 4.0ではむしろ

籾目状の凝集を示す。これらの凝集ウイルス粒子は

300mμ の粒子のみでなく，短粒子も含まれている。

従って精製の際の!lH電点沈降によって粒子の均一性を
求めることは出来ない様である。 pH2.0附近でもな

お栓子の凝集は認められるがpH1.1では凝集は起ら

ず分散の良好な状態、を示した(図版 1-3)0pH 2.15-

2.25の試料では(図版 Iーのウイルスの網目状凝築

が起きているが pH2.1~2.05 (図版 1-5)では僅か

な凝集を認めるのみで網目状に沈澱していない。即ち

pH 2.1の附近では僅かな pH或いは塩の濃度によっ

てウイルスの凝集の程度に変化がおき易いのではない

かと思われる。 pH0.5及び 1NHCI稀釈ウイルス

液は梓状粒子が全く認められずコロジウム膜上に極め

て小さい粒状沈澱が散在している。ウイルス粒子の崩

壊は酸性側では pH1.1と 0.5の聞で急激に起きた

がアルカリ側では pH価が高くなるに従って次第に粒

子の切断が起り pH11.1から 11.9の間で完全に変

性した。電子顕微鏡による観察で認められた短押状粒

子の存在と沈降反応の結果とよく一致することが認め

られたく第 2，3表〕。

第 4表各 pH溶液中の TMVの長さの割合

ウイノレ ウイノレス粒子の長さ (mμ〕
ス×液
の pH120以下 120-240 240-360 360-480 480以上

10.0 39.1% 36.4% 22.4% 0.9% 1. 1 。〆:~

9.0 35.7 24.9 36.2 1.5 1.7 

8.2 23.5 13.2 56.8 4.3 1.9 

6.8 19.4 13.5 52.6 8.7 5.9 

5.0 18.2 16.8 39.8 7.2 17.9 
一一一一

3.0 23.1 25.6 46.7 4.5 

2.1 30.1 29.5 37.1 2.7 0.6 
ー一一一一

1.1 35.3 18.2 44.6 1.9 

pH 3.0の試料は処理後セロファンJl突に入れ水道中

にて2時間透析した。

4.論議

TMVの電子顕微鏡的研究に於いて第一に溶液中の

試料の均一性(300mμ の長さの粒子が最も多く含ま

れていること〉が保たれていること，第二にウイルス

粒子の分散が良いこと，第三に粒子の均一性と分散を

いつも同じ状態で保存し得ることが望ましい。化学的

プJ法によって分離精製した試料では粒子の均一性或い

は分散が必ずしも良好とは云えない場合がある。そ

の原因として，縞物体内のウイルス感染期間，粁f製の

過程に於げる変化，及び精製ウイルス溶液中の塩の有

無，種類，濃度及び保存等の影響が考えられる。縞物

体のウイルス感染期間によってウイルス粒子の長さと

感染力に変化があることは RAWLINS，ROBERTS & 

UTECH， (1946)03) T AKAHASHI & RAWLINS (1948)(18) 

等によって報告された。それによると TMVの感染

期聞が長くなるに従って短い粒子を多く含む様になる

ので精製ウイルスの調製に際しては，感染植物の選択

も，均一な試料作製上極めて必要なことである。精製

過程に於ける粒子の形態的或いは感染性の変化はウイ

ルス粒子の分散している溶液の塩の額類，濃)5きpH，

或いは塩析に用いる物質の影響等が考えられる。本実

験に用いた TMVは硫安海析及び等電点沈降を反覆

して純化したものであるが，等電点に於いて縦及びi慌

に凝集したウイルスは 3500r.p.m. 30分の遠沈によ

って殆んど完全に沈澱し上清には沈降反応によるウイ

ルス粒子の存在を認め得なかったく第3表〉。即ち図

版 II-I0に観察される針状の沈澱は梓状構造を有す

るウイルス蛋白が全て凝集していることを示すもので

ある。単一粒子は殆んど認められない。この様な試料

を透析したところ明らかに 240mμ 以下の短粒子の増

加が認められた(第1図及第4表〉。

ウイルス精製の為等電点沈降を行うことは上述の結

果から見ても明らかに粒子の崩壊を生じ，主主液中の粒

子の均一性が減少する。しかしこの様な粒子の崩壊は

酸性側に於けるよりもアルカリ側に於いて顕著であ

る。アルカリ側ではpH価が高くなるに従って粒子の

破壊が起り次第に短栓予を増加し，それと共に感染力

の低下を示した。

アルカリ溶液中の TMVは粒子の凝集しない分散

の良好な状態で存在するが pH8.2 20時間で既に粒

子の切断が始まり pH9.0 20 時間に於いては 240mμ

以下の短粒子は 60.6:?;人 pH10.0では 75.5:?bに達

した。 pH11.05或いは 11.1に於いては短梓状粒子

が更に小さな粒子に分裂し遂には小さな球状粒子とし

て観察されたく図版国一17，18)。この禄な試料の沈

降反応は極めて弱い。我々の用いた電子顕微鏡の性能

ではこの小球状粒子の形態に就いて詳細な検討を加え

ることは困難である。
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酸性溶液 (pH5.0~3 めではウイルスの凝集を生

じ易くI況に pH5.0に於いて現われ等電点に3Iって最

大となるから分散良好で均一な試料とはならない。等:

電点を過ぎて pH2.1~1. 0 になると初子の分散は良

好となるが，短粒子への崩壊が著しく不均一な試料で

ある。

pH 3.3に於いて生じた沈澱は，高濃度の溶液なら

ば更に大きな亜結品になって光学顕微鏡で観察出来る

沈澱となるものであろう。 pH2.15， 3.0の沈澱は電

子顕微鏡的所見は網目状の構ー造であるが，溶液中では

極めて小さな凝集粒子が多数浮遊し，等電点の時の如

く一方向に大きく発達せずに乾燥された状態ではない

かと尽われる。

感染力が大きく且つ粒子の崩壊の少い均一な試料

は，菜及粗汁液の凍結融解を行い，等電点沈降を行う

精製法では期待出来ない。相当量の短粒子の生成は免

れない様である。精製 TMVの試料は pH6.8~7.0 

の燐酸緩衝液に分散させ 2~50C の氷室中に保存して

置くと 1.~2 ヶ月後には明らかに粒子の凝集或いは崩

壊を生じ更に不均一な溶液となる。しかし・溶液を凍結

貯蔵することによって凝集はまぬがれるが，短粒子は

融解の際に生成される。(12)

5.結 論

樟々の水素イオン濃度溶液中の TMV粒子を電子

顕微鏡で観察しその形態的変化，分散の状態につき考

察した。化学的方法で精製した TMVは pH6.8の

溶液中で最も分散及粒子の均一位が良好で且つ感染力

が大である。

酸性溶液中では等電点 pH3.3に近づくに従って粒

子が凝集し易くなり，等電点では最大となって亜結品

様の沈澱となった。それ以下の pHでは逆に分散が良

くなるが粒子の破壊も多く生じ短い粒子が増加し，

pH 0.5で完全に変性し感染性，沈降反応共全く失わ

れた。

アルカリ溶液中では凝集は全く起きず分散が良好で

あるが pHが大になるに従って次第に粒子の崩壊が著

しく pH10.0では 240mμ 以下の短粒子を 75.5~;; 

含む様になった。感染力も次第に減少し pH11.1に

て約 99:?;;不活性化し pH12.4で完全に変性し，沈

降反応及短梓状粒子は全く認められなかった。
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図版説明

各 pH溶液中の TMV粒子の電子顕微鏡写真

図版 I

1. lN HCI にて稀釈した TMV溶液 x 27， 000 

2. pH 0.5 一一→0.5 (20骨年間f炎) " 

3. pH 1.1 ー→1.1 ( 11)  " 

4. pH 2.15一一→2.15( " ) " 
5. pH 2.1 ー→2.05( " ) x 50， 000 

図版 E

6. pH 3.0 ー→3.08(20時間後) x27，000 

7. pH 3.0 ー→3.08(20時間後セロファン牒に

入れ水道水中で、透析) x 27， 000 

8. pH 4.0 ー→3.98(20 時間後〕 x 27，000 

9. pH 4.2 ー→4.1 ( 11 ) 11 

10. pH 3.3 ー→3.3 ( 11 ) 11 

図版 m
11. pH 5.0 一一巧.0 (20時間後) x 27，000 

12. pH 5.0 ー→5.0 ( " 11 

13. pH 6.8 一一→6.8 ( " 11 

14. pH 8.2 ー→8.1 ( " 11 

15. pH 9.0 ー→8.85( " ) 11 

16. pH 10.1ー→9.9 ( 11 11 

17. pI-I 11. 1一一→10.5( 11 11 

18. pH 11.05ー→10.2( 11 11 

Summary 

It has been observed with an electron 

microscope that homogeneity and dispersity 

of TMV particles were variable in solutions 

of different hydrogen-ion concentrations. 

About 67 .2~6 of virus particles in chemically 



図版 I
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関版 HI
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purified solutions at pH 6.8 existed either as 

monomers of length of about 300 mμor 

longer. When such a preparation was 

mounted on the collodion film virus particles 

wers found scattering uniformly. 

As hydrogen-ion concentrations of the solu-

tion increased TMV particles showed a 

tendency towards end to end and side by side 

aggregations， and at pH 3.3， the isoelectric 
point of the virus， the rod shaped particles 
deposited into paracrystalline aggregates. 

Adjusting the pH values of virus solution 

at 2.0 and 1.1， it was found that virus rods 

scattered again and those shorter than 240 mμ 

in length increased， while those equal to or 
longer than 300 mμin length decreased. At 

pH 0.5， virus rods were denatured and 
assumed amorphous globular appearance， no 

infectivity and preιipitin reaction having 

been demonstrated. 

On the contrary， low hydrogen-ion con-
centrations caused no aggregation but breaking 

of the rod shaped virus particles， thus reducing 
the homogeneity of virus particles in the 

solution. When adjusted at pH 10.0， about 
75.5:?'; of the virus particles had the length 

shorter than 240 mμwhereas at pH 11.1 the 

virus preparation revealed nurnerous globular 

particles and a few rods shorter than 120 mμ 

in length. About 99:?'; of the virus particles 

in the solution were non-infective though a 

slight precipitin reaction was demonstrated. 

The complete loss of both infectivity and 

antigenicity occurred at pH 12.4 destroying 

the structure of virus rods and producing 

small globular deposits. 


