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オオムギ斑莱モザイクウイルスの純化，感染性jo-，よび抗原性

村山大記・横山竜夫

(北大農学部植物学教室)

Puri五cation，infectivity and antigenicity of barley 
stnpe mOSaIC VlrUS 

By 

DAIKI MURAYAN1A and TATSUO YOKOYAMA 
(Laboratory of Plant Pathology， Facu¥ty of 

Agricu¥ture， Hokkaido University) 

して同様に透析を行なった。 緩種には健全オオムギ

(モラビア)を用L、，第3葉期にカーボランダム法にて行

なった。結果は第1表に示した。

すなわち， BSMVの感染力は硫安 3/10および 4/10

飽和処理沈殿中において最も高いことが認められ， 1/10 

飽和ではウイルスはほとんど沈殿せず，上清に活性が見

られた。 5/10飽和以とではウイノレスはすべて沈殿するが

そのほとんどが不活化されることが認められた。

実験第 2 同様にして行なった結果を第2表に示

した。

号室「
広司

オオムギ斑葉モザイクウイノレス (BSMV)の化学的性質

についてはすでに報告した問。本ウイノレスの純化には分

画遠心法民叫が多く採用されているが， KASSANIS and 

SL YKI-IUIS14)は硫安塩析法を用いた。筆者らは 2，3の

薬品を用いて純化を行ない， ウイノレスの感染性ならびに

抗原性におよぼす影響について実験を行なった。

緒1. 

第2表

硫安
|対照 1/102/10 3/10 4/10 5/10 6/10 7/10 8/10 

飽和度

硫安塩析法による BSMVの感染性

実験材料

用いたウイノレスおよび抗血清，あるいは接種試験に用

いたオオムギは既報の通りである 16)。
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すなわち， 3/10飽和の硫安を加えた場合，沈殿に最も

高い感染力が認められ， 2/10飽和の沈殿にも高い感染力

が見られたが， 3/10飽和の上清になおウイノレス活性が認

められ， 4/10飽和ですべてのウイルスが沈殿したものと

考えられる。しかし 5/10飽和以上の硫安により沈殿し

たウイノレスには感染力が認められなかった。

実験第 3. 同様にして硫安塩析を行ない，沈降反応混

合法により抗原性を検討した。

硫安 1/10飽和の沈殿に， 抗血清終末稀釈128倍まで

反応が見られ，抗原性が認められた。 2/10飽和ではかな

り反応が強くなり， 3/10飽和以上では反応は著しく，抗

原性が強く認められた。 また，上清では 3/10飽和のも

清上

1. (NH.)2S0.による純化

実験第1. BSMV擢病オオムギ(モラビア)の茎葉搾

汁液を遠心分離(750X g， 30 illin) し上清に 1/1O~8/10

飽和の硫安を加えて，約30分間冷室 WC)に静置した。
これを遠心分離 (750X g， 30 illin)し，上清を流水中にて

約6時間透析を行ない，一方，沈殿を蒸溜水で溶解し，

遠心分離 (750X g， 30 illin)して不溶解性沈殿物を除去

実験結果III. 
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硫安塩析法による BSMVの感染性

上
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(1，000 X g， 15 min)し，上清は流水中にて約12時間透析

し沈殿は蒸溜水に再懸濁させ，遠心分離 (l，OOOxg，

15 min)した上清を同様に約6時間透析した。接種試験

には健全オオムギを用いた。

第4表に示したように， 25% ethylalcohol処理の沈

殿は最も高い感染力を示し， 20-30% ethylalcoholに

よる沈殿が比較的活性が高かった。しかし 35%以上の

ものにてはウイルスの感染性は減じた。

実験第 2 古ii実験と同様にして行なった。

オオムギ斑菜モザイクウイノレスの純イ七，感染性および抗原性

硫安塩析法による BSMVの抗原性
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ので反応がかなり弱まり， 4/10飽和のものではまったく

これが認められず，ウイノレス抗原がすべて沈殿したもの

と思われる。このような高濃度の塩安塩析で，ウイノレス

の感染性が消失しても，抗原性にはほとんど変化が認め

られなかった。

2. Ethylalcoholによる純化

実験第1. BSMV催病オオムギの茎葉搾汁液の遠心

上清に ethylalcoholを所望の濃度となるように加え，

冷室に 10分間静置した。 処理後ただちに遠心分離
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実験第1. BSMV 権病オオムギの茎葉搾汁液を遠心

分離 (750X g， 30 min)して爽雑物を除去した。 この粗

汁液に 5，10， 25および 5070の濃度となるように， 冷

却した chloroformと n-butanolの混合液 (1:1)を滴

下しながら magneticstirrerで撹狩した。操作は全

て冷室中で行なった。 5分間の処理後，遠心分離 (750x

g， 5 min)して最上層を採取し 中層ならびに下層を捨

てた。この上清液を常法により分画遠心し，分離したウ

イノレスについて健全オオムギに対する接種試験を行な

った。接種液の濃度は，原汁液を lとして 10倍階段稀

釈を行ない， 1-1000倍稀釈とした。

第8表に示したように， chloroform: n-butanol 混合

液を粗汁液に加えた場合，570処理のものにては無処理

のものに次ぐ高い感染力を保ち，1070では著しく感染力

が減少し 2570にてはまったく感染力が失なわれた。

186 

以上に示すごとく ， 2070 ethylalcohol処理による沈

殿に最も高いウイノレス活性が認められた。

実験第 3. さらに本処理を行なって後，沈降反応を試

みた。結果は第6表に示した。

すなわち， ethylalcohol 109も処理のものにてもかな

りの抗原性が認められたが， 20および 2570に最も高い

抗原性が得られ， 3070以上の処理により抗原性が減少

した。

3. Acetoneによる純化

実験第1. BSMV擢病オオムギの茎葉搾汁液を遠心

分離 (750X g， 30 min)しこれを冷却した後，同様に

冷却した acetoneを所定濃度に加えて冷室に 10分間静

置した。しかる後，遠心分離 (1，000X g， 15 min)し，上

acetone処理による BSMVの感染性第7表

tobacco mosaic virus (TMV)に蛋白沈殿剤を加える

ことにより感染力を失なわないでウイノレスを沈殿させる

ことができるようになり，化学的方法によるウイルスの

分離，純化の研究が多くの人々により行なわれてき

fこむ4・8，10，13-15，21，24，四，28，29-31)。

すでに報告したように BSMVはethylalcohol，acetone 

および phenolにより沈殿し適当な濃度ではウイノレス

活性にほとんど変化がないことが半IJ ~ 1ベまた，この

ウイルスが 4070硫安で沈殿することが認められてい

る。叫16) BSMV 擢病オオムギの茎葉搾汁液に疏安の飽

和溶液を加えるとウイノレスが沈殿するが， 4/10飽和以上

の濃度では上清には感染性も抗原性も認められず，ほ

とんどすべてのウイルスが沈殿し 1/10-2/10飽和では

ウイルスの沈殿が不十分のようであった。一方，沈殿し

たウイノレスの活性は 4/10飽和以上では硫安濃度の上昇

に伴って低下し， 7/10飽和以上では感染性はほとんど消

失したが，抗原性は 3/10以上 8/10飽和の聞ではまった

く変化がないようであった。

同様に搾汁液に ethylalcoholを加えた場合，1070でウ

イノレスの沈殿が認められたが，20-2570で沈殿させた場

合に高い活性をもっウイノレスが得られ，3070以上では感

染性，抗原性ともに低下して純化操作として不適当な濃

度であることが判明した。 acetoneでは 2570処理で上

清に活性が見られず， 感染性の高い分画は 15-209もの

処理の沈殿であった。権病葉搾汁液に20-5070の etha-

nolを加えて不必要な蛋白成分を沈殿させて除くことが

行なわれているが， turnip yellow mosaic virusのよう

察考IV. 40 

。
一
幼

9
一泊

1 
20 

O 
20 

35 

O 
20 

0 
20 

30 

つ

20 

0 
20 

25 

5 
20 

O 
20 

20 

9
一m
N

3
一泊

15 

15 
20 

5 
20 

10 

2 
20 

6 
20 

対照
acetone 
濃度(70)

殿沖
仙

清は流水中にて約 12時間透析し， 沈殿は蒸溜水中に再

懸濁させ， 遠心分離 (750X g， 15 min)して不溶解性沈

殿物を除去した。接種は健全オオムギを用いて行なっ

た。結果は第7表に示した通りである。

すなわち， BSMVは acetone1070ではほとんど沈殿

しないが， 15~207o でよく沈殿することが認められた。

しかし，3070以上ではウイノレスが著しく不活性化した。

4. Chloroform: n-butanol (1・1)による純化
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に 30%以上の ethanolで不活化がおこったり，あるい

は植物蛋白成分とともにウイルスが沈殿したりするため

に，すべてのウイノレスの純化操作に ethanolを用いるこ

とはできな¥...，6，15)。しかし， TMVや squashmosaic 

vlrusではウイルスの分離や濃縮に ethanolが用いられ

ている 5，6，29)。

ウイノレスの純化に際して，汁液中からウイ Jレスを選択

的に分離する方法と，汁液中の植物成分を取除く操

i乍3，5，九九11-13，19，20，22，25，28) とがあるが， SCHNEIDER23) 

は TMVに感染したタバコの汁液中にある非感染性物

質の変性を目的として， chloroformを用い，また，

STEERE出，27)はn-butanolとchloroformの等量混合

液を用いて SCHNEIDERと同様の操作を行なった。こ

のようにウイルスの純化に際して， n-butanolおよび

chloroformを単独あるいは混合して用いる方法が広く

行なわれている 1，2川，32)。

BSMV催病オオムギの茎葉搾汁液中には多くの植物

蛋白成分が含まれていると考えられ16，17)，これを除去す

るために chloroform: n-butanol (1 : 1)混合液を用いて

行なった本実験から，混合液 5~も処理区ではウイノレスの

感染性はかなり高かったが， 10%では著しく低下し

25%以上ではまったく活性を失なった。しかし 5%以

上の処理により搾汁液中の植物蛋白成分はいずれも同様

に変性，凝固をおこし，遠心上清が一様に清澄化したこ

とから，通常の分画遠心の前処理として感染性がほとん

ど阻害されない 5%処理が有効であると思われる。

V. 摘 要

1. BSMVは 4/10飽和硫安塩析で感染性および抗原

性をほとんど阻害されずに分離できた。

2. ethanolでは 25%， acetoneでは 20%処理で，

それぞれ活性の高いウイノレスが得られた。

3. 搾汁液に 5~る量の chloroform ; n-butanol (1 : 1) 

混合液を加えて植物体成分のほとんどを除去することが

でき， この濃度の処理 (5min)でウイノレスは活性を保持

した。
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Summary 

Partial puri五cationof barley stripe mosaic virus 

was carried out with some chemicals. Specific virus 
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antigen was successfully purified from the clari五ed Emulsi品ngwith a 5 volume mixture of chloroform 

juice of diseased barley plants by salting-out with and n-bu阻nol(1: 1) into a 95 volume of crude juice 

ammonium sulphate at 40% saturation without sign- from th巴 infected plants resulted in eliminating 

1品cantloss of infectivity as well as antigenicity. normal plant proteins目 Virusactivity remained at 

By addition of either 25% ethanol or 20% acetone， least after 5 minutes' treatment of this concentration 

infectious virus preparations were precipitated and of the mixture. 

concentrated from th巴 samejuice. 


