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1. 緒 4量子
自

わが国においても，近年畜産振興にともなう草地の開

発が叫けばれ，牧草の生産を高めるための研究が進めら

れている。しかし，その生産を阻害する要因としてウイ

ノレス病の被害もかなりにのぼっている。その中で諸外国

ならびにわが国のマメ科牧草に広く発病の認められるも

のとしてアルフアルブアモザイクウイノレスによる病害が

ある。

木ウイノレスは寄主範囲も広く，躍病汁液の機械的接種

とアブラムシによる虫媒伝搬により容易に伝染し，また

被害もきわめて大きいことが知られている。一方，本ウ

イノレスは BANCROFTら (1958)によって多成分性植物

ウイルスとして，もっとも早く報告されたことからウイ

ルス研究者の注目をひいていたウイノレスである。

著者らは1964年より約6年間，アルフアルファモザイ

クウイルスの数系統を用いて本ウイノレスを研究し，ここ

に報告する次第である。

本報告は四主主よりなり，第一章(II)では本ウイノレスを

北海道のマメ科牧草より分離同定し，既報の分離株と共

に寄主植物における病微の差異を比較して本ウイノレスの

系統分けをした。第二章 (III)では病徴の差異によって

分けた数種の AMVの系統を精製し，精製ウイノレスの諸

性質を各系統について比較した。第三章 (IV)では本ウ

イノレスが多成分性植物ウイノレスであることから感染性に

おいて他ウイ Jレスと異なる特徴があることを明らかにし

た。第四章 (V)では核酸の質的差異を血清学的方向から

アプローチし，木ウイノレスの遺伝情報の分析に応用しよ

うと試みた。

* 現住所: 秋田大学医学部生化学講座
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本研究を行なうに当り種々御助力，御便宜を頂いた北

海道大学農学部植物学教室四方英四郎助教授および小島

誠助手，植物ウイノレス研究所故児玉忠士博士，財団法人

発酵研究所横山竜夫博士に対し衷心より感謝する次第で

ある。また同大学医学部生化学第1講座平井秀松教授な

らびに奥原英二助教授(現，秋田大学医学部生化学講座

教授)の蛋白質および核酸の免疫化学に関する御教示に

対し衷心より感謝の意を表するものである。また種々御

助力を頂いた同大学医学部生理学第1講座斎藤大雄氏，

台湾省立中興大学韓叉新副教授，北海道大学農学部植物

寄生病学講座内記隆助手，同大学農学部植物ウイ Jレス病

学・菌学講座一同ならびに医学部生化学第1講座一向に

対し厚く御礼申しあげる次第である。さらにまた AMV

の分離株， インゲンの種子， キャリコ病擢病馬鈴薯

ならびに抗血清を分譲された Purdue大学 Dr.J. B. 

BANCROFT，千葉大学農学部飯田格教授， 東北農業

試験場 飯塚典男氏，秦野タバコ試験場 都丸敬一博

士，道立十勝農業試験場坪木和男氏，八ヶ岳馬鈴薯原原

種農場平野弥助氏，本学医学部生化学第1講座佐藤

俊二氏ならびに西信三氏に対し衷心より感謝する次第で

ある。

II. 北海道のマメ科牧草から分離され

たアルフアルファモザイクウイル

ス (AMV)の系統

牧草ならびにジャガイモの生産は農業上きわめて重要

であるが，こられ作物に被害の大きいウイノレス病として

アルフアルファモザイクウイノレス (AMV)による病害が

ある。
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AMVは WEIMER(1931)による報告以来，世界各地

で分離されている (KOVACHEVSKI，1942; FRY， 1952; 

KOHLERら，1954; Osw ALDら，1955;QUANTZ， 1956; 

GlBBSら， 1961)。わが国においても正田ら (1953)によ

りアルフアルファから本ウイルスが分離同定され，明日

山ら (1955)により詳しく報告された。その後， 比留木

(1961)はタバコから， 飯塚ら (1961)はラジノクローパ

ーから， 都丸 (1963)はホワイトクローパーから，越水

ら (1963)はダイズから，それぞれ AMVを分離した。

小室ら (1963，1964)はジャガイモ(品種ホイラー)より

AMVを分離し， BLACKら (1940)の報告した AMVの

1系統である Potatocalico系統であることを明らかに

した。北海道においてもアルフアルファ，レッドクロー

パー， ラジノクローパーより本ウイルスが分離同定され

た(村山ら， 1965)。

著者らは北海道における本ウイルスの発生を確認し，

分離された株の病徴，寄主範囲，物理的性質，血清反応、

ならびに干渉効果などを調べて既報の分離株と比較検討

することにより本ウイノレスの系統を明らかにする研究を

行なった。

A. 実験材料および方法

1. 既報の AMV分離株ならびにその維持

比較検討に供試した既報の分離株はつぎのとおりで

ある。

AA-1: 飯田格，飯塚典男両氏より分譲(東北農試)

AL-9 : 向上

タバコ B系: 都丸敬一博士より分譲(秦野たばこ試

験場)

ATCC-106 Dr. J. B. BANCROFTより分譲(米国

Purdue大学)

これら AMV分離株をインゲン(品種改良大手亡)な

らびにササゲ(品種黒種三尺)にカーボランダム法で接

種し，単一局部病斑からウイノレス分離 (singlelesion 

transfer)を数回繰り返したのち， タバコ(品種 KY-57)

で増殖させ， .f>重病棄を 40Cのデシケーター中で乾燥して

保存した。

2 北海道において分離された AMV株の

分離方法ならびにその維持

アノレフアノレファ， レッドタローノイー， ラジノクローノぜ

ーから AMVの分離を試みた。採集年月日，採集地，分

離植物および分離植物の病徴は Table1に示すとおり

である。

分離の方法はつぎのとおりである。 AMVによって感

染していると思われる植物を採取し， 40Cで乾燥して保

存した。 .A病葉は乳鉢の中で磨砕し， pH6.8の 0.01M 
リン酸緩衝液を用いて希釈した。 これをササゲ(品種黒

種三尺)の初生棄にカーボランダム法で接種した。接種

後 2-3日目に現われた局部病斑1個を切りとりインゲ

ン(品種:改良大手亡)の初生葉に接種した。このよう

な方法で singlelesion transferを数回繰返し，最後の

局部病斑各1個をタバコ(品種:KY-57)に接種して分

離を行なった。擢病タバコ葉は乾燥させてどCで保存

し，実験に供した。

Table 1. The source plant， date and localities of collection， 
and symptom on the source plants. 

Source Plant Date Symptom Localities 
Name of 
Virus 
(Isolate) 

alfalfa June 6， 1964 

Ladino clover July 24， 1964 

alfalfa July 28， 1964 

alfalfa 0

0

0

 

唱

d
句

d
唱

d

red clover 

red clover 

Tsukisappu， 

Sapporo 

Kotoni， 

Sapporo 

University yellow mosaic 

Farm， Hokkaido 

mild mosaic HN-1 

yellow mosaic HN-2 

HN-3 

Vniversity， 

Sapporo 

do. 

do 

do. 

mild mosaic 

yellow mosaic 

mild mosaic 

HN-4 

HN-5 

HN-6 
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3 病徴ならびに寄主範囲

分譲を受けた既報の分離株ならびに北海道において分

離された分離株をあわせて 10分離株について実験した。

接種はカーボランダム法で行ない， 9科 18種の植物に接

種した。接種した植物はビニーノレハウス内で生育させ，

病徴は1カ月間観察した。感染の有無は病徴の有無にか

かわらず， インゲン(品種:改良大手亡)に戻し接種し

て判定した。 本実験は6月中旬から 10月上旬までの聞

に行なったものであるo なお， 10分離株は同時におのお

のの植物に接種を行なって比較した。

4. 粗汁液中における AMV分離株の物理的性質

希釈限界 HN-1，HN-2， HN-3， HN-4， HN-5， 

HN-6， A TCC-106，タバコ B系の分離株をタバコ(品

種:KY-57)に接種し， 12日後権病葉を収穫した。粗汁

液は擢病葉を乳鉢で磨砕し，ガーゼ 2枚を重ねてこした

ものである。粗汁液の希釈は pH7ム0.01Mリン酸緩衝

液で行ない，希釈後，ただちにインゲン(品種:改良大

手亡)に接種し， その局部病斑数は半葉法を用いて検定

した。

耐熱性:耐希釈性の実験に供した8分離株をタパコ

(品種:KY-57)に接種し， 10日後擢病葉を収穫し実験に

供した。供試粗汁液は 19の権病葉を 9mCのpH7.4， 

O.01Mリン酸緩衝液の中で磨砕し，ガーゼ 2枚を重ねて

こしたものである。このような方法で得た粗汁液は薄肉

のガラス細管に入れ，両端をゴム径を用いて封じ，昔話i度

調節した温湯中に 10分間浸潰した。処理後ただちにイ

ンゲン(品種・改良大手亡)に接種しその局部病斑数

を半葉法で検定した。なお，無処理の粗汁液は温度処理

した粗汁液を接種した後に接種した。

保存限界: タバコ(品種:KY-57)に HN-1，HN-3， 

HN-6の各分離株を接種し， 13日後擢病葉を収穫した。

粗汁液は 19の擢病葉を9mllの pH7.4， 0.01 M リン酸

緩衝液の中で磨砕し，ガーゼ 2枚を重ねてこした。 Iこの

ようにして得た粗汁液を 220Cの温度調節室に保存し，

毎日一定時間にインゲン(品種:改良大手亡)に接種し

て，その局部病斑数でウイノレス活性の検定を行なった。

5. 干渉効果

Physalis floridanaならびにタノぜコ(品種 KY-57)

を用いて分離株間の干渉効果を調べた。 P.floridanaを

用いた実験においてはー次ウイノレスとして無病徴あるい

は軽徴な chlorosisを生じる ATCC-106を用い，二次

ウイノレスとして葉脈にそって明確な黄色条斑ならびに黄

色モザイクを生ずる AA-1，HN-2， HN-4， HN-6の各

分離株を用いた。二次ウイノレスの接種は一次ウイ Jレス接

種後 15日目に行なった。対照として， 同時に二次ウイ

ノレスのみを P.floridana iこ接種した。

タバコ(品種:KY-57)を用いた実験においては一次

ウイノレスはほとんど病徴を示さない HN-4を用い，

AA-1， HN-2， HN-6， ATCC-106の各分離株はmOSa1C

ならびに necrOS1Sを生ずるので二次ウイノレスとして用

いた。 二次ウイ Jレスの核種は一次ウイノレス接種後 10日

目に行なった。対照として同時に二次ウイルスのみを接

種したタバコ(品種 KY-57)と比較した。 なお P.

floridanaならびにタノ〈コ(品種:KY-57)に対する一

次ウイノレスの感染の有無は病徴による判定が困難なた

め， インゲン(品種・改良大手亡)への戻し接種で確

かめた。

6. 血清学的方法による AMV分離株の同定

血清反応、は沈降反応、重層法 (BANCROFTら， 1960)お

よひ‘寒天ゲノレ中拡散法 (OUCHTERLONY，1948)の方法

を用いた。

抗血清の作製 Dr.]. B. BANCROFTから AMV分

離株 ATCC-106に対する抗血清の分譲を受けた。 この

抗血清に対して AMV分離株 AA-1(東北農試，飯田・

飯塚両技官より分譲)が特異的に反応することを確かめ

た。この分離株 AA-lを BANCROFTら (1960)の方法

を用いて純化し，アジュパントを用いてウサギの筋肉中

に毎週3回注射し，その後静脈中に3日間隔で2回注射

を行なって抗血清を作った。なお，得られた抗血清の力

価は沈降反応重層法で 0.1mg/msの精製 AMV(AA-1 

分離株)に対し， 512倍の希釈倍数まで反応した。

沈降反応、重層法に用いた各分離株の抗原の作製・供

試した10分離株をタバコ(品種:KY-57)に接種した。

接種後 10日目に収穫した擢病葉を磨砕， 搾汁して pH

7ム0.01Mリン自主緩衝液で 10倍に希釈した。磨砕液は

ガーゼでこし 3，000 rpm 15分間遠心し， 上清をふた

たび 10，000rpm 10分間遠心して上清をウイノレス抗原と

した。

寒天ゲノレ中拡散法に用いた各分離株の抗原の作製:供

試した 10分離株を 12日間ないし 3-4週間タバコ(品

種:KY-57)に増殖させた。収穫した擢病葉19に0.5

msの割合で生理食塩水を加えて磨砕し， ガーゼでこし

てウイノレス抗原とした。

B. 実験結果および考察

1. 分離株の寄主範囲および病徴の比較

供試植物における寄主範囲および病徴は Table2に

示すとおりである。 Table2に示したとおり，全分離株



Table 2. Comparative host range and symptomatology of the virus isolates. 

Virus Isolate N-1 -1 IlN-2 HN-3 1-HN-41 HN-5HN-6-IA TCC-1061 Tム…BI AA一1ーピピ
L S 1 L S 1 L S 1 L S 1 L S 1 L S I L S I L S I L S I Test Plant 

Bean (Kairyo Otebo) LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL 

Bean (Masterpiece) LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL 

Cowpea (Kurodane Sanjyaku) LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL 

Broad bean (Wase Soramame) LL LL LL Mo LL Mo LL LL Mo LL LL Mo LL Mo LL 
N N N N N 

Pea (Alaska) LL Lat LL Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat LL Lat 

Soybean (Shiro Tsurunoko) VN Mo VN Mo VN Mo VN Mo VN Mo VN Mo Lat Mo VN Mo VN Mo VN Mo 
VN VN VN VN VN VN VN VN VN VN 

Azuki bean (Wase Dainagon) Lat Lat Lat 乱1[0 Lat Mo Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Lat Mo Lat Lat 

Tobacco (KY -57) N Mo N Mo Lat Mo Lat Lat N Mo N Mo N Mo N Mo N Mo N Mo 
N N N N N N 

Potato (Norin No. 1) LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL 

Tomato (Marglobe) 

Physalis floridana Lat Mo Lat 恥10 Lat 加10 Lat Mo Lat Mo Lat Mo Lat Lat Lat Mo Lat Mo Lat Mo 
Ma Ma Ma Ma Ma Ma Chl Ma Ma Ma 

Cucumber (Kariwa Fushinari) LL LL Mo LL LL LL LL LL LL LL Mo LL 

Pumpkin (Houko Kabocha) LL LL LL LL LL LL LL LL LL LL 

Vinca rosea Lat Lat Lat Lat Lat Mo Lat Lat Lat Mo Lat Mo Lat Lat Lat 乱1[0 Lat Lat Lat Mo 
Ma Ma Ma Ma Ma 

Gomρhrena globosa LL LL LL RS LL LL LL LL LL LL 

Carrot (Gosun Ninjin) 

Aster (Ariake Ponpon) 

Radish (Tokinashi) 

Corn (Golden Cross Bantum) 

The following abbreviations are used: L = local infections， S = Systemic infection， LL = local lesions， Ma = malformation， Mo = mosaic 
or mottle， N = necrosis， RS = ringspots， VN = vein necrosis， Chl = chlorosis， Latニ latentinfection， (一)= no infection as judged by the 
back-inoculation to bean. 
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種:改良大手亡，<スターピース)， ササゲ(品種:黒種

三尺)，ジャガイモ(舟:種.農林一号)，カボチャ(品種.東

京南瓜)は全分離株で分離株間の病徴に顕著な差異が認

められなかった。分離株で病徴に差のあった植物はソラ

マメ(品種:早生ソラマメ)，エンドウ(品種:アラスカ)，

ダイズ(品種.白鶴の子)， アズキ(品種:早生大納言)，

タバコ(品種:KY -57)， P. flor・idana，キウリ(品種:

刈羽節成胡瓜)，ニチニチソウ，センニチソウであった。

2. AMV分離株の組汁液中における物理的性質

希釈限界: 各分離株の希釈限界は Table3に示した

とおりである。なお，局部病斑数は8半棄の合計であ

る。 Table3に示したように HN-1，HN-2， HN-4は

1: lO5に希釈した時活性を消失した。 しかし， HN-3， 

HN-5， HN-6は 1:lO5に希釈してもわずかに活性を保

持しており 1: lO5.5の希釈において完全に失活した。

ATCC-106とタバコ B系は1・104希釈以上における実

験を行なっていないが希釈限界は 1: 104.5_1 : 105・5にあ

るものと推定される。 したがって HN-2とHN-4は他

の分離株に比較して希釈限界が低い傾向にあった。

第 8巻北海道大学農学部邦文紀要

が感染した植物はインゲン(品種・改良大手亡，マスタ

ーピース)， ササゲ(品種.袋、種三尺)， ソラ 7 メ(品種:

早生ソラマメ)，ダイズ(品種:白鶴の子).エンドウ(品

種.アラスカ)，アズキ(品径.早生大納言)， タバコ(品

種:KY-57)， ジャガイモ(品種:農林一号)， P. flori-

dana，キウリ(品種:刈羽節成胡瓜)， カボチャ(品種:

東京南瓜)，ニチニチソウ，センニチソウで、あった。全分

離株が感染をおこさなかった植物はトマト(品種・ 7 ー

グロープ)，ニンジン(品種:早生5寸人参)，ダイコン(品

種:時無大根)， エゾギク，トウモロコシ(品種:ゴーノレ

デン・クロスパンタム)であった。なお，トマトについて

は既報の系統の問で結果が異なっており， Potato calico 

BLACKら， 1940;小室ら， 1963， 1964)，タバコから分離

した AMV分離株(比留木， 1961)， AMV-425 (HAGE-

DORNら，1963)，ホワイトクローパーから分離したAMV

分離株(飯塚ら， 1969)では感染を認めているが， !容J染

を認めていない報告も多い (ZAUMEYER，1938， 1952; 

BERKELEY， 1947; Osw ALD， 1950; THOMAS， 1951; 

SILBERら， 1965;都丸ら， 1967)。また， インゲン(品

136 

Toleranc巴 todilution of the virus 

isolates in crude extracts. 
Table 3. 

Dilution of the crude extracts 
Virus Isolate 

HN-2 

HN-1 

HN-3 

HN-5 

HN-6 

Tobacco B 

HN-4 

ATCC-106 

10-5.5 

O 

O 

O 

O 

10-5 

。
。
3 

38 

10-4.5 

4 

22 

101 

291 

293 

10-4 

57 

84 

305 

541 

10-3.5 

402 

783 

1697 

1033 

1460 

353 

10-3 

1159 

1921 

N 

庁

t

Q

J

ワ
t

ρ

O

T
対

日

汐

唱

i

n

i

-
-
つ
ゐ

10-2 

N

N

N

N

N

N

N

N

 

lO-1 

N

N

N

N

N

N

N

N

 

O 25 726 

71 

O O 12 13 135 

815 

609 

317 

The number represents the local lesions on 8 half-Ieaves of bean. 

The N designates numerous lesions and the-no tests. 

N 

どを消失した。しかし， HN-3をのぞき，他はわずかに

活性を失なったのみである。 600Cでは HN-2，HN-3， 

HN-4は完全に活性を消失したが，他はわすかに活性を

保持していた。 650Cではすべての分離株は完全に活性

を失なった。 したがって HN-2とHN-4は他の分離株

に比較して熱に対する抵抗性が低いと考えられる。

既報の系統と比較すると HN-2とHN-4はOSWALD

(1950)，正田ら (1953)，飯塚ら (1961)の報じた系統に類

似していた。他の分離株は alfalfamosaic 2 (PIERCE， 

これまでに報告のあった希釈限界のもっとも低い系統

は yellowpatch (KREITLOWら， 1949)で1:102であ

り，希釈倍数の高いものは都丸ら (1967)の報告した系

統の約 1:lO5である。したがって著者らの結果は都丸ら

(1967)とほぼ一致した。

耐熱性: 各分離株の耐熱性は Table4のとおりであ

る。なお局部病斑数は8半葉の合計である。

Table 4に示したように HN-2とHN-4は他に比較

して 50
0

Cでかなり不活性化し， 550Cでは活性のほとん
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Thermal inactivation of the virus isolates. Table 4. 

Temperature (oC) 
Virus Isolate 

HN-2 

HN-1 

HN-3 

HN-5 

HN-6 

Tobacco B 

HN-4 

ATCC-106 

Control 

N

N

N

N

N

N

N

N

 

O 

O 

O 

O 

O 

O 

65 

。
O 

15 

4 

2 

60 

。

6 

7 

1386 

2058 

N 

422 

1485 

35 

55 50 

m

N

N

N

N

N

お

N

η

J

A

‘
 

45 

N

N

N

N

N

N

N

N

 

。
O 

The number represents total lesion number on 8 half-Ieaves of bean. 

The N designates numerous lesions 

The control: The saps were kept at 40C. 

11 1820 

Aging in vitro of the virus isolates in crude extracts. Table 5. 

Length of aging (days) 
Virus Isolate 

HN-1 

HN-3 

HN-6 

7 

O 

O 

6 

2 

5 

17 

4 

民
d

ヴ
4

巧
4

0

0
唱

'A

3 

711 

513 

3887 

2 

2575 

l 

N

N

N

 

O 

N 

N O 

O 

13 

2 

740 

O 

ノレスの濃度，環境ならびに検定植物のウイルス感染に対

する感受性によってかなり影響される。とくに AMVは

感染令によって擢病植物中のウイノレス濃度ならびに単位

ウイノレス重量あたりの感染力が変化すると報告されてい

る (KUHNら， 1961)。また，MILBRATH (1963)はこれま

でに報告された耐熱性の差異を検討するために 44の分

離株を用いて実験した結果，この差異は系統聞の差とウ

イノレス濃度ならびに実験方法に基因するであろうと報告

した。著者らも分離株による差異を認めたが，希釈限界

の結果から耐熱性の低かった HN-2ならびに HN-4は

ウイノレス濃度も低かったので，耐熱性の差異は分離株の

特性のみでなくウイノレス濃度にも影響されているものと

思われる。さらに保存限界の結果においても粗汁液中の

ウイノレス濃度ならびにウイノレスの感染力に影響されるこ

とが報告された (YARWOOD，1959)。 したがって本研究

においてもとくにこれらのことに留意して実験を行なっ

たが，いずれの分離株も既報の AMVの物理的性質と類

似していた。

112 

The number represents total lesion number on 8 half-Ieaves of bean. 

The N designates numerous lesions 

1934)， AMV pepper strain (BERKELEY， 1947)， yellow 

patch (KREITLOWら， 1949)， yellow-dot virus (THO-

MAS， 1951)， vein necrosis (ZAUMEYERら， 1960)， 

タバコ A ならびに B系(比留木， 1961)， AMV-425 

(HAGEDORNら， 1963)， Idaho-a!fa!fa mosaic virusな

らびに alfalfayellow spot mosaic virus (ZAUMEYER， 

1963)，タバコから分離した AMVの系統(都丸ら， 1967)

などとほぼ一致した。

保存限界: 各分離株の保存限界は Table5に示した

とおりである。 Table5に示したように HN-lは7日

目， HN-3とHN-6は6日目に活性を消失した。これま

でに報告のあった系統については短かし、もので alfalfa

yellow spot mosaic virus (ZAUMEYER， 1963)の12-

24時間，長いもので alfalfamosaic 2の9日間であっ

た。 しかし多くの系統は保存限界が 3-5日と報じられ

ている。本実験に用いた分離株は比較的保存限界が長か

った。 これらの催病植物の粗汁液の物理的性質は植物

ウイノレスを分類するために重要な手段でもある (Ross，

1964)。しかし実験結果は粗汁液中の感染性を有するウイ

N N 
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3. 分離株聞の干渉効果

干渉効果を実験した結果は Table6に示したとおり

である。 P.jloridanaを用いて行なった実験において

一次ウイノレスの ATCC-106は AA-1，HN-2， HN-4， 

HN-6に対し，ほほ完全な干渉効果が認められた。また

タバコ(品種:KY-57)を用いた実験においても一次

ウイノレスの HN-4は AA-1，HN-2， HN-6， ATCC-106 

に対し，ほぼ完全な干渉効果が認められた。したがって

ATCC-106ならびに HN-4は他の分離株とそれぞれ異

なる AMVの系統であるように思われる。

Table 6. Interference of the virus isolates. 

t
 
n
 
a
 

D
i
 
t
 

Q
U
 e
 

T
 

Secondary 
Virus 

Primary 
Virus 

Degree of 
In terference 

Remarks 

ATCC-106 AA-1 Almost complete Chlorotic mottle on some plants 

ATCC-106 HN-2 do. do. 
P. jloridana 

ATCC-106 HN-6 do. do. 

ATCC-106 HN-4 do. do. 

HN-4 AA-1 do. Mild mosaic on some plants 

Tobacco 
HN-4 HN-2 do. do. 

(KY-57) 
HN-4 HN-6 do Mi1d chlorosis or mosaic on 

some plants 

HN-4 do目 Mild chlorosis on some plants 

なお， AMVの干渉効果の実験はおもにインゲンまた

はササゲに全身感染する系統と局部感染する系統の聞で

調べられており (BANCROFTら， 1960;飯塚ら， 1965)， 

タバコを用いた報告はわずかに BLACKら (1940)なら

びに BERKELEY(1947)がある。また，P. jloridanaを

用いた実験はこれまでに報告がなし、。しかしタバコなら

びに P.jloridanaは局部病斑を現わす植物て、ないため，

干渉の程度を定量的に調べることはできなかった。

4. 血清学的方法による AMV分離株の同定

各分離株の沈降反応、重層法による血清反応は Table7 

に示したとおりである。 T、able7に示したように抗

AMV血清 (AA-1)は HN-1，HN-2， HN-5， HN-6， 

ATCC-106，タバコ B系に対して 1:32の血清希釈まで

沈降反応を示し， HN-4， AA-1， AL-9に対して 1・64

の希釈まで沈降反応が認められた。 また HN-3におい

ては 1:128の血清希釈まで反応した。なお健企業汁液

で各分離株と同様に試みたが， 陽性反応、は認められな

かっTこ。

寒天ゲ、ノレ中拡散法による沈降線は 3-5日目に各分離

株すべてに認められた。沈降線は 1本で抗原の近くに弓

Table 7. Serological reaction of the virus isolates with anti-alfalfa 

mosaic virus-serum in the precipitin ring test. 

Dilution I 。
Antiserum I NH-1 

Virus Isolate Extract 
of 
Healthy 
Plant 

HN-2 HN-3 HN-4 NH-5 NH-6 A:s，CC- Tob~cco AA-1 AL-9 
106 B 

+ 十 + + + 十 + 十 十

+ + 十 + + + + + + 
十 + 十 + 十 十 + 十 十

+ 十 + 十 十 + 十 + + 
十 十 ± + ←← 十 + 
十 土

1・ 4 十

1 8 十

1: 16 + 
1: 32 十

1・ 64 十

1: 128 

1・256

1: 512 

1: 1024 
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形に生じた。しかし健全葉汁液に対しては沈降線は認め

られなかった。

なお，これらの実験では抗原として*ll汁液を用いたた

めに抗原ウイノレスの濃度が一定でなく，抗体価の差異か

ら分離株聞の差異を論ずることはできない。しかしなが

ら供試全分離株が血清反応においても AMVであるこ

とが同定された。

5. 病徴による各分離株の群別

供試植物の病徴に差異の認められた各分離株を病徴に

もとづいて 2つに大別するとつぎのとおりである O

a. ダイズ(品種:白鶴の子)

(1) 接種葉に necrosisを示し，上葉に mosaJC なら

びに necrosisを示す分離株 HN-1，HN-2， HN-3， 

HN-4， HN-5， HN-6，タバコ B系， AA-1， AL-90 

(2) 接種葉に無病徴感染し，上葉に mosaJcならびに

necrosisを示す分離株 ATCC-1060

既報の系統はすべて感染すると報告されているが病徴

2を示す分離株 ATCC-106は pepperstrain (BER-

KELEY， 1947)と類似していた。

b. タバコ(品種:KY-57) 

(1) 接種葉に necroslsを示し，上葉に mosaicなら

びに necrosisを生ずる分離株 HN-1，HN-2， HN-5， 

HN-6， ATCC-106， AA-1， AL-9，タバコ B系。

(2) 接種葉，上葉ともに無病徴感染している分離株:

HN-4。

病徴 1はこれまでに報告された多くの系統のそれと類

似していた (ZAUMEYER，1938， 1952， 1963; KREITLOW 

ら， 1946; BERKELEY， 1947; OSWALD， 1950; HA-

GEDORNら， 1963)0 しかし HN-3は接種葉に無病徴感

染し veinnecrosis (ZAUMEYERら， 1960)に類似し

ていた。なお，病徴2は他に報告がなL、ょうである。

c . P. floridana 

(1) 接種葉に無病徴感染し，上葉に明確な黄色条斑な

らびに黄色モザイクを生じ，先端の葉が奇形になる分離

株 HN-1，HN-2， HN-3， HN-4， HN-5， HN-6，タ

バコ B系， AA-1， AL-9。

(2) 接種葉に無病徴感染し，上葉に無病徴感染あるい

は淡い chlorosisを生ずる分離株 ATCC-106。

d. キウリ(品種.刈羽節成胡瓜)

(1) 接種葉に黄色斑点を生じ，上葉に黄色斑紋を生ず

る分離株 HN-2，AA-1。

(2) 接種葉に黄色斑点を生じ，上葉に感染の認められ

なかった分離株 HN-1，HN-3， HN-4， HN-5， HN-6， 

ATCC-106，タバコ B系， AL-9。

病徴1は pepperstrain (BERKELEY， 1947)のそれ

に， また病徴2は yellow-dotvirus (THOMAS， 1951) 

のそれに類似していた。その他 alfalfamosaic virus 

1 A， 1 B (ZAUMEYER， 1938)， tuber necrosis virus 

(OSWALD， 1950)， AMV-425 (HAGEDORN， 1963)はキ

ウリに感染性を有すると報告されているが，キウリに感

染しないと報告されているのも多い (BLACKら， 1940; 

KREITLOWら， 1949; ZAUMEYER， 1952， 1963; ZAU-

MEYERら， 1960; SILBERら， 1965)。

e. センニチソウ

(1) 接種葉に赤色の局部病斑を示し上葉に黄色モザ

イクを生じたが，もどし接種の結果，上葉からウイノレス

が回収できなかった分離株 HN-1，HN-2， HN-3， 

HN-5， HN-6， ATCC-106，タバコ B系， AA-1， AL-90 

(2) 接種葉に環状の necrosisを生じ，上葉に黄色斑

紋を生じたが，もどし接種の結果，上葉からウイノレスが

回収できなかった分離株 HN-40

f. ソラマメ(品種;早生ソラマメ)

(1) 接種葉に局部病斑を示し， 上業に mosaicを現

わし後に necrosisを示す分離株 HN-3，HN-4， 

HN-6，タバコ B系， AA-1o 

(2) 接種葉に局部病斑を示し，上葉に感染の認められ

なかった分離株 HN-1，HN-2， HN-5， A TCC-106， 

AL-90 

病徴 1はこれまでに報告のあった多くの系統 (BER-

KELEY， 1947; HAGEDORNら， 1963; ZAUMEYER， 

1938， 1952， 1963; ZAUMEYERら， 1960)と類似した。

病徴2は yellow-dotvirus (THOMAS， 1951)と類似

していた。

g エンドウ(品種:アラスカ)

(1) 接種葉に necroticspotを生じ，上葉は無病徴感

染であった分離株 HN-1，HN-2， AL-9。

(2) 接種葉，上葉ともに無病徴感染していた分離株:

HN-3， HN-4， HN-5， HN-6， ATCC-106，タバコ B

系， AA-1。

病徴1を示す分離株は ZAUMEYER(1938， 1952)の

報告した alfalfamosaic virus 1， alfalfa mosaic virus 

1A， alfalfa mosaic virus 1B， alfalfa yellow mosaic 

と類似していた。

病徴2は接種葉に無病徴感染したと報告されている

ldaho alfalfa mosaic virusならびに alfalfayellow 

spot mosaic virus (ZAUMEYER， 1963) と類似して

L 、t.::.o

h. アズキ(品種:早生大納言)
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Table 8. Classification of strains of alfalfa mosaic 

virus and their symptom expression 

Subgroup 

Type of 
工 E JII lV 

Test Plant HN-2 HN-1， HN-3 HN-4 ATCC-106 
Infection 

AA-1 HN-5， HN-6 
AL-9 
Tobacco B 

L N N N Lat 
Soybean (Shiro Tsurunoko) 

S Mo， N Mo， N Mo， N Mo， N 

L N N Lat N 
Tobacco (KY-57) 

S Mo， N Mo， N Lat Mo， N 

L Lat Lat Lat Lat 
P. floridana 

S yellow Mo yellow Mo yel¥ow Mo Lat or Chl 

L CS CS CS CS 
Cucumber (Kariwa Fushinari) 

S yellow Mo 

L red LL red LL RS red LL 
Gomphr官naglobosa 

S yel¥ow Mo yellow Mo yel10w Mo yellow Mo 

The following abbreviations are used: L=local infection， S=systemic infection， N=necrosis， 

Lat = latent infection， Mo = mosaic， Chl = chlorosis， CSニ chloroticspots， LL=local lesions， RS= 

ringspot， (ー)=noinfection as juagea by the b.且ck-inoculationto bean 

(1) 接種葉は無病徴感染し，上葉に黄色の mosa!cを

生ずる分離株 HN-2，HN-3， AA-1。

(2) 接種葉，上葉ともに無病徴感染している分離株:

U;f.とはダイズ，P. florid，αna，キウリ， IU干とはダイ

ズ，P. flor・idanaで病徴が異なり， III群の HN-4とは

キウリをのぞくすべての植物と病徴が異なった。

HN-1， HN-4， HN-5， HN-6， ATCC-106，タバコ B AMVの系統の分け方については HOUSTON ら

系， AL-9o (1951， 1953)ならびに GIBBSら (1961)がインゲンにお

1. ニチニチソウ

(1) 接種葉は無病徴感染し，上葉に黄色モザイクなら

びに奇形を生ずる分離株 HN-3，HN-5， HN-6，タバ

コ B系， AL-9。

(2) 接種葉，上葉ともに無病徴感染する分離株 HN

1， HN-2， HN-4， ATCC-106， AA-1。

これらの検定純物のうちダイズ(品種:白鶴の子)，タ

パコ(品種;KY -57)， P. floridana， キウリ(品種.刈

羽節成胡瓜)， センニチソウの病徴の差異から 10分離株

を 4~洋に分けた。結果は Table 8に示すとおりであ

る。 Table8に示したとおり， 1群に含まれる分離株は

HN-2， AA-1o II群には HN-1，HN-3， HN-5， HN 

6，タバコ B系， AL-9o III群には HN-4o IV群には

ATCC-106が含まれた。 I群と II群はキウリの病徴の

みに差異が認められた。 また II群には6分離株が含ま

れ，もっとも発生が多いと恩われる。 III群の HN-4は

I群とはタバコ，キウリ，センチソウ，1I群とはタバコ，

センニチソウで病徴が異なった。 IV群の ATCC-106は

ける全身感染の有無により， MILBRATHら (1954)はサ

サゲにおける全身感染の有無により 2群に分けた。また

BANCROFTら(1960)はインゲンとササゲを用いて 4群

に分けた。 また飯塚ら (1965)はインゲン， ササゲなら

びにダイズの 3種の植物を使用し 3群に大別してい

る。本研究においては各分離株はインゲンならびにササ

ゲに局部病斑を形成したものから分離したので、インゲン

ならびにササゲに全身感染する系統については検討して

L 、 t~ \，、。

しかし，以上の実験結果から北海道においても AMV

によるマメ科牧草の病害が確認され，病徴による群別に

よって供試した AMVの分離株をいくつかの系統に分

lすることヵ:で‘きTこ。

Ill. アルフアルファモザイクウイルス (AMV)

の数系統の精製ならびに諸性質

AMVの精製ならびに精製ウイルスの諸性質について

は他ウイノレスに比較して古くから研究されてし喝。Ross
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ら (1940)ならびに Ross(1941)は凍結融解と分画遠心

法で精製を行なし、，本ウイノレスの RNAとイオウの含量

を定量した。 また， LAUFFERら (1940)も精製ウイノレ

スの物理的性質をくわしく調べている。その後久しく精

製ウイノレスの研究が行なわれていなかったが BAN-

CROFTら (1958，1960， 1961)は STEERE(1956)の

chloroform-n-butanol法と分画遠心法の併用によって

AMVを精製し，分析用超遠心機を用いて AMVは top

(73 S)， middle (89 S)， bottom (99 S)の3成分からなる

ことを確かめた。彼らは3成分を夜糖濃度勾配遠心法を

用いて分画し， RNA含量は topが 21%，middleが

24%， bottomが20%，分画していない試料は21.5%で

あったと報告した。 また， 3成分の血清学的関係を調べ

たが，まったく同じものであることを確かめた。粒子は

幅が 20mμ で均一であったが，長さは不均一で‘， topは

bottomに比較して 55mμ より短かし、粒子を含むと報

じ感染性は bottom成分に認められたと報告した。

KELLEYら (1962，b)は新しく top-a成分 (68S)を見

つけ， 0.05M MgClを用いることによって top-a成分

の分離に成功した。彼らは top-aと bottomの両成分

の諸性質を比較し，核酸含量は top-aが 13.5%，bottom 

が21，/，0であり，ウイノレス粒子の分子量は top-aが3.5x

106， bottomが 7.4X106であると報じた。また，top-a 

とbottomのアミノ酸分析ならびに自由電気泳動の結果

から両成分の蛋白質の subunitは同じものであろうと

報告した。さらに KELLEYら (1962，a)は AMVをお

だやかな化学的処理によって，蛋白質subunitを調製し，

この subunitは沈降恒数が 3S，分子量が平均38，000で

抗 AMV血清に対しでも反応を示すことを確かめた。

GIBBSら (1963)は AMVの電子顕微鏡観察を行ない，

20-30mμ(top-a)は18%，36x18mμ(top-b) は 38~も，

48x18 mμ(middle) は 9~も， 58x18 mμ(bottom)は

35%であったとし分析用超遠心機による schlieren

patternの面積比と似た結果を得たと報告した。さらに

粒子の構造を調べ，これまでに知られている植物ウイル

スとはまったく異なる構造を有していることを明らかに

した。

AMV核酸の塩基組成については， FRISCH-NIGGE-

MEYERら (1961)は uridylicacidが 35.5%で相当高

く， guanylic acidが 17.15%と低しイ直を示し， purine/ 

pyrimidineは 0.68であったと報告した。一方， BANC-

ROFT (19臼)は purine/pyrimidineは1.04または1.02

であったと報告した。さらに彼はAMVのすべての成分

は同じ塩基組成比であったと報じた。しかしRouwsら

(1964)は topと bottom成分の塩基組成比には明らか

に差異があったと報告している。 GILLASPIEら (1965)

は bottomには21.9S (1.6 x 106)， middleと top-bに

は17.4S (1.0x106)， top-a には12Sまたは15S (0.47x 

106)のRNAがそれぞれ含まれており，感染性はbottom

成分の RNAに認められたと報じた。また， 32pを短時

間吸わせた擢病タパコ葉から AMVを精製し， AMV 

各成分の specificradioactivityを調べて各成分はウイ

ノレスの完熟する過程を示すものでないことを明らかにし

た。 VANVLOTEN-DoTINGら (1967)もbottom成分

には27S， top-a成分には 14Sの RNAが含まれ，これ

らの塩基組成比に明確な差異を認めた。

AMV各成分相互の量比について， BANCROFTら

(1960)は系統ならびに接種植物感染令による変動は認め

られなかったと報告した。一方， ]ASPARSら (1966)，

松本 (1966)ならびに村山ら (1968)は系統および感染令

によって各成分相互の量比が異なる結果を得た。

]ASPARS ら (1966)ならびに MOEDら (1968)は

top-aと bottom成分の蛋白質はまったく同じものであ

ることを確かめた。また，抗 AMV血清の中にはウイ

ノレス粒子，低分子の AMV蛋白質ならびに両者の抗原

に共通な 3種の抗体が産生されていると報じた。

BOLら (1969)は AMV粒子中の RNAは他の植物

ウイルスと異なり pancreasribonucleaseによってす

みやかに分解されることを明らかにした。

最近， HULLら (1969;a， b)は AMVの蛋白質なら

びに核酸を調べ， また AMV成分の構造について報告

している。 彼らは AMV蛋白質のアミノ酸分析を行な

い，さらに subunitの分子量が 32，600てあったと報告

した。 また， AMV-RNAは 24.3，20.0， 17.3ならびに

12.7Sの4成分を含むことを報告し AMVの5成分

(top-z， 53 S; top-a， 68 S; top-b， 76 S; middle， 88 S ; 

bottom， 99 S)の電子顕微鏡写真から各粒子の構造のモ

デルを示した。

わが国においては比留木 (1962)がタバコから，都丸

(1963)がエンドウから，児玉ら (1964)がタパコから

chloroform-n-butanol法と分画遠心法の併用によって

精製を行なっているが，精製ウイルスの諸性質について

はほとんど研究されていなし、。

本研究では病徴の異なる数種の系統の精製ウイノレスを

用い，紫外部吸収，分析用超遠心機による AMV各成

分相互の量比，セノレロースアセテート膜による電気泳動

ならびに免疫学的方法(重層法，補体結合反応，寒天ゲノレ

中拡散法，免疫電気泳動法)によって AMV粒子の諸性
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質を検討し，さらに系統聞の差異について論議する。

A. 実験材料および方法

1. AMVの精製ならびに紫外部吸収

AMVの3系統 (HN-6，HN-4， A TCC-106)をタ

バコ (WhiteBurley)に接種し，温室で12-15日間増

殖させた。 権病葉は -300C_-350Cの凍結保存で 200

日聞はウイルス活性に変化がなかったので， -30oC-

-350Cの低温室に凍結保存し，実験に供した。

精製方法は STEERE(1956)のchloroform-n-butanol

法と分画遠心法の併用であるが， とくに本法は BAN-

CROFTら (1960)の方法を一部修正したものである。精

製の手順は権病葉の生体重に対し， 0.59もの L-アスコノレ

ビン酸を含む 0.1M リン酸緩衝液 (pH7.0)を2倍量加

えて磨砕し，ガ{ゼ 2枚を重ねて搾汁する。この搾汁液

に chloroform-n-butanol(1: 1， v/v)を汁液の 1β量加

え，スターラーで15分間援持した後， 3，000 rpm， 15分

間遠心する。遠心上清はさらに 10，000rpm (RP 30ロー

ター)15分間と 28，000rpm (RP 30ローター)90分間の

分画遠心を1固または2回行なった。最後の遠心沈澱に

適当なウイ Jレス濃度になるように Oβ1Mリン酸緩衝液

(pH7.0)を加えてとかし， 10，000 rpm (RP 30または

RP40ローター)15分間の遠心後，上i育ーを精製ウイノレス

とした。なお，遠心機は久保田 KT-65型を使用し，超

遠心機は40P型目立分離用超遠心機を使用した。

精製ウイルスの紫外部吸収は光電分光光度計 (EPV-

2A型目立光電分光光度計)で測定した。セノレは 1cmの

ものを用い， 220-31Omμ の波長の範囲を測定した。

感染性はインゲン(改良大手亡)の初生薬にカーボラ

ンダムを用いて接種し，感染によって形成された局部病

斑数で確かめた。

2 分析周超遠心機による AMV各成分相互の量比

AMVの増殖に用いた植物はタパコ (WhiteBurley) 

とエンドウ(米国大渓)である。 タバコとエンドウは温

室で草丈約15cmに生育させたものを用いた。供試系統

は HN-6，HN-4， PC-Y (potato calico系統，八ヶ岳

馬鈴薯原原種農場より分譲されたホイラ一種のキャリコ

病権病馬鈴薯から分離した)， ATCC-106の4分離株で

ある。 ウイノレス接種源はウイ Jレス接種後 6-8日目の感

染したタバコ上薬を磨砕し， 0.01 M リン酸緩衝液 (pH

7.0)で 10倍に希釈して用いた。接種はカーボランダム

を用いて行ない， ウイノレスの増殖ば調節室 (25-270C，

2，000 lux; 1日， 15時間照明)または温室 (5-6月)で行

なった。

ウイノレスの精製法はすでに記したごとく chloro-

form-n-butanol法と分画遠心法の併用である。精製ウ

イノレス濃度の定量は 1mg/m& がE~伊 =4.87 (FRISCH-

NIGGEMEYERら， 1961)として光度法により行なった。

供試したウイルス濃度は約6mg/m&であるが HN-4系

統は約4mg/m&である。

成分相互の量比は分析用超遠心機による schlieren

patternのピーク下面積比によった。使用した分析用超

遠心機は spincomodel E と目立 UCA-1Aである。

ピーク下面積の測定は Nikonprofile projector model 

6Cで10倍に拡大複写し，プラニメーターを用いて行な

った。面積比は百分率で表わした。

3. AMVのtopならびに bottomfractionの分離

topならびに bottom成分を得るために煎糖濃度勾配

遠心法 (BRAKKE，1953)を用いて行なった。茶、糖濃度

勾配カラムは煎糖濃度 10，20， 30および 40%のものを

濃度勾配遠心用チュープに 1m&ずつ積み重ね，冷室(約

40c)に一夜放置して作った。このような方法によって準

備したカラムの上に0.5m&の精製ウイルス試料を重ね，

40P型日立分離用超遠心機を用い RPS40ローターで

28，000 rpm， 3時間遠心操作した。遠心操作後，チューブ

の横から注射針をつきさし， topならびに bottom成分

をぬきとった。さらに均一な成分を含む分画を得るため

に使、糠濃度30，40， 50および 600/0のカラムで2回目の

遠心操作 (35，000rpm， 4時間)を行ない topとbottom

fractionを得た。各 fractionの紫外部吸収 (220-310

mμ)は EPV-2A型目立光電分光光度計を用いて測定し

た。なお，本報告における top成分は top-O，top-aな

らびに top-bを含む分画である。

4. セルロースアセテート膜による電気泳動

セルロースアセテ{ト膜は富土写真フイノレム製のセパ

ラックスを用いた。 セパラックスを長さ 6cm，幅は試

料数により適当に切り，陽極側から 3.5cmの位置に鉛筆

で軽く直線を引き原点とした。

泳動装置は常光産業製の微量分析用泳動装置を用い，

緩衝液槽と支持台とは緩衝液を含んだi慮紙て‘橋渡し

しt.::.o

緩衝液はベロナーノレ緩衝液 (pH8.6，μ=0.06)を用

L 、Tこ。

膜は緩衝液の吸収が均一になるように膜の片方から緩

衝液に静かに沈め，引き上げてi慮紙で余分の液をとり，

支持台にのせた。膜の支持は支持台の~草紙にのせるだけ

で十分であった。

供試した AMVの系統は HN-6，ATCC-106ならび
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に PC-yの3系統である。精製 AMV(濃度lOmgjmt')

をウノレトラマイクロピペットで吸い，膜の両側それぞれ

1cmを残し， 鈴筆の線にそって 15cmの長さに1.2-

1.6μ6の試料をつけた。

通電は膜幅 1cm当り O.4mA定電流で約90分間行な

い，泳動を終った膜はただちに染色した。

染色液は 0.8gのポン‘ソ-3 R (Ponceau 3 R)および

6gのトリクロノレ酢酸 (TCA)を 100mt'の蒸留水に溶解

したものを用いた。染色時聞は 1分30秒-3分行ない，

染色後ただちに 1%酢酸を用いて 4回新しい液と取り換

えながら余分な色素を脱色した。ウイノレス試料は鮮明な

赤色に染まって膜上に残った。膜はt慮紙にはさんで自然、

乾燥させた。

5. 血清反応

a) 重層法

抗 AMV血清を{乍るために HN-6，A TCC-106な

らびに PC-yの各系統の精製ウイルス (1mgjmt')を

complete adjuvantと混合してウサギの筋肉に注射し

た。 HN-6系統は 1mgずつ5回， ATCC-106ならびに

PC-y系統は 1mgずつ3回，毎週免疫し，最終の注射

後 7-10日目に頚動脈より全採血した。各系統の抗血清

は 109ものグリセリンを含む生理食塩水で50倍に希釈し

て用いた。

抗原は HN-6，ATCC-106ならびに PC-yの各系統

の精製ウイノレスを用いた。抗原の希釈は生理食塩水を用

い， 100ρgjmt'の濃度から倍数希釈して反応させた。な

お，対照として用いた健全タバコ植物からの抗原はウイ

ルスの精製と同じ方法によって得たが， 10，000 rpm (RP 

30ローター)， 15分間と 28，000rpm (RP 30ローター)，

90分間の分画遠心を 1回行なって得たものである。

重層法による沈降反応は内径 0.2cm，高さ 6cmのガ

ラス管の一方をふさいだ管を用い，反応の観察が容易

な高さまで抗血清を入れ，抗血清の上にガラス細管で静

かに抗原を重ねるものである。抗原を重ねると直ちに

37
0Cのゆぶねで15分間反応させ，抗原と抗血清との境

界に生ずる沈降物の有無で、反応、の結果を判定した。

b) 補体給合反応

抗 AMV血清ならびに抗原は重層法で用いたものと

同じである。ただし抗血清は寒冷凝集素を除いた後，

560C， 30分間ゆぶねにつけて非動化した。 また，希釈

液はベロナーノレ緩衝食塩水 (VBS)を用いた。 補体，緬

羊血球ならびに溶血素は北海道立衛生研究所より購入

した。

補体結合反応は KOLMERの少量法を用いて行なっ

た。手11頂ならびに判定法はつぎのとおりである。

補体結合反応の手11頂

(1) 抗血清… ..0.1mt' (抗血清の希釈=1: 50) 

(2) 抗原・・・0.1mt' (100 pgjmt'の濃度から倍数希釈)

(3) 2単位の補体・ .0.2mt' 

(4) 以上を混和し， 40Cで1夜放置

(5) 2.5%緬羊血球浮遊液と 3単位溶血素よりなる溶

血系 (30分室温にて感作したもの)・・・・0.2mt'

(6) 370Cのゆぶねで30分間

(7) 判定

判定法

(ートーー100%溶血(完全溶血)

(:t)…・・一見 100%溶血に近く試験管を振ると底からわ

ずかな血球が煙のように上るもの

(+)……25%の血球が不溶血で残る

(朴)・… 50%の血球が不溶血で残る

側目…..75%の血球が不溶血で残る

{叩)・・一100%不溶血(完全不溶血，遠心すると上清が無

色透明)

c) 寒天ゲル中拡散法 (OVCHTERLONY法)

抗 AMV血清ならびに抗原は重層法で用いたものと

同じである。抗血清は希釈せずに用い，抗原の精製ウイ

ノレスは 1mgjmt'の濃度で用いた。

寒天板は生理食塩水に寒天を 19らの濃度になるように

溶かしスライドグラスの上に約3mt'を流して作った。

抗血清は寒天板の中央に幅 0.2cmの溝を切って入t，L，

抗原は溝の両側に直径O.25cmの穴をあけて入れた。溝

と穴の間隔ならびに穴と穴の間隔は 0.5cmとした。 沈

降線の観察は 3-5日間行ない， 蛍光灯の光を寒天板に

透過させて沈降線を明確にしてから写真撮影をした。

d) 免疫電気泳動

HN-6， ATCC-106ならびに PC-y系統に対する抗

血清および抗原は重層法で用いたものと同じである。ま

た，抗ウサギ血清ネズミ血清ならびに抗ウサギ IgGゥ

7血清は佐藤俊二氏ならびに西信三氏(北海道大学医学

部第一生化学教室)からそれぞれ分譲されたものであ

る。抗血清は希釈せずに用し、，抗原の精製ウイルスは

5mgjmt'の濃度で用いた。寒天板は1%寒天をスライド

グラス (7.6X2.6cm)の上に約3mt'流して作った。な

お， 19も寒天はベロナーノレ緩衝液中に溶かして作った。

抗原ならびに抗体は直径 0.25cmの穴および幅 0.2cm

の溝の中にミク口ピペットを用いて入れた。 HN-6，

ATCC-106ならびに PC-yの各系統の精製ウイノレスを

電気泳動した時は穴と溝の間隔を 0.5cmにし，陽極側
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から 4.6cmの位置に穴をあけて原点とした。 また， 抗

AMV血清を電気泳動した時は穴と溝の間隔を 0.4cm 

にし，陽極側から 3'cmの位置に穴をあけて原点とした。 1.4

泳動装置は常光産業製の微量分析用泳動装置を用い，

緩衝液槽と寒天板とは緩衝液を含んだi慮紙で橋渡しし

た。緩衝液はベロナーJレ緩衝液 (pH8.6，μ=0.06)を用

いた。供試系統の精製ウイノレスを電気泳動した時の通電

は寒天板の幅 1cm当り 1mA定電流で約3時間行ない，

泳動後，溝に抗血清を入れて反応させた。

また，抗 AMV血清を電気泳動した時の通電は寒天板

の幅 1cm当り 2mA定電流で約3時間行ない，泳動後，

一方の溝に精製ウイノレス，他溝に抗ウサギ血清ネズミ血

清ならびに抗ウサギ IgGウ7血清を入れて反応させた。

沈降線の観察は 3-5日間行ない， 蛍光灯の光を寒天板

に透過させて沈降線を明確にしてから写真撮影をした。

B. 実験結果

1. AMVの精製ならびに紫外部吸収

HN-6系統を用いて精製を行ない， 28，000 rpm， 90分

間の超遠心操作を 1回行なったものと 2回行なったもの

とを比l段した。このようにして得た精製ウイルスを光電

分光光度計を用い220-31Ompの波長範囲で測定すると

Fig.1と Fig.2の結果が得られた。 Fig.lと Fig.2

に示すとおり植物成分は超遠心操作を2回繰返すことに

よってほほ除かれた。したがって本研究における AMV

の精製は以後超遠心操作を2回行なう方法で行なうこと

とした。 HN-6系統と同様にATCC-I06ならびにHN-4

の各系統も精製した。精製ウイルスの紫外部吸収曲線は

Fig.3ならびに Fig.4に示すとおりである。各系統の

精製ウイルスは260mμ付近に吸収極大を持ち， 240mμ

付近に吸収極小を持つ紫外部吸収曲線を示した。吸光度

カミら HN-6 f工， E260/E280 = 1.668， A TCC-I06 fi E260/ 

E280= 1.764， HN-4は E260/E280= 1.759であった。 イ

ンゲン(改良大手亡)の初生業に各系統の精製ウイノレス

(10μgjms)を接種した結果，日郎、感染力を示した。 2回

の際、糖濃度勾配遠心によって得られた各系統の topと

bottom fractionはほぼ同じ紫外部吸収曲線を示した

(Fig. 5， Fig. 6， Fig. 7)。感染性は bottomfractionに

のみ認められ， top fractionはまったく感染性を有して

いなかった。

2. 分析用超遠心機による AMV各或分相互の量比

AMV各成分相互の量比を調べるために，あらかじめ

タバコ (WhiteBurley)におけるウイルスの移行ならび

にウイルス感染後のウイノレス増殖量と単位ウイルス量当
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りの感染力の経時的変化を調べた。 AMV移行の実験に

は HN-6系統を用い，ウイルスの増殖は調節室で行なっ

た。ウイノレス媛種後の病徴観察は毎日行ない， ウイノレス

移行は各葉(立を0.01M リン酸緩衝液 (pH7β)中で磨砕

し， インゲン(改良大手亡)の初生葉に接種して生ずる

局部病斑数で調べた。 Table9に示したごとく，接種葉

は接種後3日目でかなりのウイノレス増殖が認められた。

7日目頃より葉の色は黄変して，さらにネクロシスが加

わり， 10日目頃には枯死する葉もあった。上葉では4ま

たは5の葉{立に接種後 4-5日目になってモザイクが生

じ， もどし緩種の結果， ウイノレスの移行が認められた

が，病徴の現われていない葉位ではウイノレスの移行がま

ったく認められなかった。さらに6日目には4と5の葉

位ははげしいモザイク病徴を示し感染性もj:脅した。 7

日目には4と5の葉位はモザイクにネクロシスが加わり

病徴もはげしくなったが2と3の葉位は病徴も認められ

ず，もどし接種の結果からウイノレスがまったく増殖して

いないことがわかった。以上の結果からタバコの上葉に

おけるウイルスの感染令は葉位によってかなり異なるの

で， とくに上薬を用いてウイノレスの感染令と AMV各

成分相互の量比の関係を調べる時は注意すべきであるこ

とがわかった。

つぎにウイノレス増殖量ならびに単位ウイノレス量当りの

感染性(比活性)の経時的変化と AMV各成分相互の量

比の関係を明らかにするために，あらかじめタバコの接

種葉におけるウイルスの増殖曲線とウイルスの比活性の

経時的変化を調べた。供試系統は HN-6および ATCC

106である。 ウイノレスを接種したタバコは調節室におき

ウイノレスの増殖を行なった。躍病葉の収穫は接種後2日

目から 1日おきに行ない -30--350Cで凍結保存し

た。各感染令の羅病棄におけるウイノレスの増殖量ならび

に比活性のifiiJ定は各感染令の憶病葉から同時にウイノレス

を精製して比較した。比活性は 10μg/m{Jの濃度のウイ

ノレスをインゲン(改良大手亡)の初生葉に接種し生じ

た局部病斑数で‘調べた。実験結果は Fig.8に示したと

おりである。 ウイノレス量の増加は HN-6系統が接種後

4日目にすでに 0.848mg/g (生体重)に達し， ATCC-

106系統の 0.561mg/g (生体重)に比べて急速の増加で、

Table 9. Translocation of alfalfa mosaic virus in 

tobacco plant var. White Burley 

Days after 
inoculation 
Phy llotaxis 

3 4 5 6 7 

Localb) Symp-c) Local Symp- Local Symp- Local Symp- Local Symp-
lesion tom lesion tom lesion tom lesion tom lesion tom 

1') SC Y 503 MY  1289 

o 0 

o 0 

425 

O 

O 

O 

O 

2

3

4

5

 

1102 

O 

O 

1374 

Mo 

937 

O 

0 

1531 

Mo 1754 

607 Y，N 

O 

O 

Mo 1366 Mo，N 

Mo 1219 Mo，N 

Y 

a) . No. 1 means the五rstlower leaf inoculated. 

b) Average number of local lesions produced on 8 half leaves of beans. 

c) Mo: Mosaic， N: Necrosis， Y: Yellowing， MY: Mild yellowing， SC: Slight chlorosis，一:No 

symptom. 
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あった。最高ウイノレス量は両系統とも緩種後8日目で，

HN-6系統が 0.996mgfg (生体重)， ATCC-106系統が

0.867 mgfg (生体重)であった。 ATCC-106系統では銭

種後10日目にウイルス量が低下し， 0.694 mgfg (生体重)

となった。

ウイノレスの比活性は接種後4日目から調べたがし、ずれ

の系統も 4日目で最高を示しその後低下した。 Fig.8

に示すとおり， 10 μgfm&の濃度のウイノレスを接種した

インゲン 8半葉の局部病斑数は HN-6系統が接種後4日

目で656であったが8日目には383に低下した。

ATCC-106系統も接種後4日目で 978であったが 10

日目には240に低下した。しかし両系統間の感染性の比

較は実験日が異なるためにできなかった。なお， HN-6 

系統はJ妾穫後8日目， ATCC-106系統は接種後 10日目

で接種葉の枯死が多くなったためにそれ以後のウイ Jレス

量ならびにウイノレスの比活性については実験を行なわな

カ〉っ7こ。

ウイノレス感染令と AMV各成分相互の量比の関係は

タバコの接種葉におけるウイノレスの増殖曲線ならびに比

活性の実験から HN-6系統は接種後4日目と 8日目，

ATCC-106系統は接種後4日目と 10日目を調べた。各

成分相互の量比は分析用超遠心機による schlierenpat-

ternのピーク下面積比によった。実験結果は Plate1 

ならびに Table10に示すとおりである。なお， Table 

10 に示した top成分は top-a(68 S)ならびに top-b

(73 S)の両成分を含めたものである。 Plate1ならびに

Table 10に示すとおり middle成分の量比は接種後4日

目に比べて8日ならびに 10日目で59'0以上高くなった。

この傾向はタバコ接種葉で増殖させた HN-4系統なら

ひ司に上葉で、増殖させた HN-6系統についても同様であ

った。したがって middle成分は topあるいは bottom

成分より変動しやすい成分のように思われる。なお，タ

バコ上葉を用いた実験では前述のウイノレス移行の実験結

果からもっとも早く感染した葉位を用いた。

AMVの系統によって成分相互の量比に差異が認めら

れるか否かを HN-6，A TCC-106， HN-4および PC-y

(potato calico)の4系統について調べた。 Table10に

て示したごとく， HN-4と PC-yは HN-6ならびに

ATCC-I06に比べて top成分が多い系統であることが

わかった。また， HN-6と HN-4は ATCC-106なら

びに PC-yに比べて schlierenpatternの top成分

のピークが広く，区別ができた。この系統における特徴

は調節室と温室，タバコ接種葉と上葉とのいずれの条件

でウイルスを増殖させても認められた。また，寄主植

物の差異の影響について，タパコとエンドウに HN-6系

統を場殖させて比較したが成分相互の量比に差異は認め

られなかった。
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Table 10. The relative amounts of the components 

。falfalfa mosaic virus 
。ays

Conditions Components (%)(2) Test(l) after 
Test plants leaves mocu-

。virus
lation propagat1on Top Middle Bottom 

Tobacco (White Burley) L 6 Greenhouse 48 21 31 

Pea (Beikoku Osaya) S 6 do. 48 2:3 29 

Tobacco (White Burley) L 4 Controlled room 47 25 28 

do do 8 do. 42 30 28 

do S 6 do. 46 20 34 

do do 10 do. 42 26 32 

do. L 4 do. 44 24 32 

do. do. 10 do 41 31 28 

do do. 5 do 60 14 26 

do. do. 10 do. 58 21 21 

do. S 6 do. 59 16 25 

148 

HN-6 

do. 

do 

do. 

do. 

do. 

ATCC-106 

do. 

HN-4 

do. 

PC-y 

(1) L and S represent inoculated and systemically infected leaves， respectively. 

(2) The percentage of the components was estimated from the areas under the schlieren peaks 

in the sedimentation diagrams. 

3. セルロースアセテート膜による電気泳動 質の混入によるものか否かを調べるために，供試した精-

Plate 1は HN-6，A TCC-106ならびに PC-yの 3 製ウイルスをさらに分画遠心して精製し，実験に用いた

系統の精製 AMVをセノレロースアセテート膜(セパラ が泳動図は変わらなかった。

ックス)を用いて電気泳動した泳動図である。泳動条 4. 血清反応

件は陽極i~.ijから 3.5 cmの位置を原点として1.2-1.6凶 a) 重層法

の精製 AMV(濃度 10mg/mf!)を1.5cmの長さにつけ HN-6，ATCC-106ならびに PC-yの各系統に対す

j良幅 lcm当り O.4mA定電流で約 90分間通電を行なっ る抗血清とそれぞれの系統の精製ウイルスとの反応を重

たものである。 Plate1に示すとおり 3系統は原点から 層法を用いて比較した。これらの抗血清を50倍に希釈

陽極似ijに泳動し， 約1.2cmの幅に広いバンドを示した しそれぞれの抗血i背に対し 3系統の精製ウイノレスを

が， とくに原点から 0.5-0.6cmの位置に濃いパンドが 100μg/mf!の濃度から倍数希釈して反応させた。

みられた。しかし各系統の泳動図における明らかな差 Table 11， Table 12， Tabl巴 13に示したとおり，抗

異は認められなかった。また， うすL、バンドが植物蛋白 AMV (HN-6系統)血清ならびに抗 AMV(PC-Y系統)

Table 11. The ring-interface precipitin test 

。fstrains of AMV against anti-
AMV (HN-6 strairi) serum(l). 

virus concentrationμg/mf!) 
strams 
I 100 50 25 12.5 6.2 3.1 1.6 0.8 0.4 

Table 12. The ring-interface precipitin test 

。strainsof AMV against anti-
AMV (ATCC-106 strain) serum(l). 

virus concentrationμg/mf!) 
strams 

100 50 25 12.5 6.2 3.1 1.6 0.8 0.4 
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Control(2) 

(1) Antiserum dilution = 1 : 50. 

(2) Ribosome prepared from tobacco leaves. 

(1) Antiserum dilution = 1: 50. 

(2) Ribosome prepared from tobacco leaves. 
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Table 13. The ring-interface precipitin test 

。fstrains of AMV against anti-
AMV (PC-Y strain) serum(l) 

virus concentrationμg/mfJ) 
strams 

100 50 25 12.5 6.2 3.1 1.6 0.8 0.4 
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(1) Antiserum dilution = 1 : 50. 

(2) Ribosome prepared frorn tobacco leaves. 

血清に対して 3系統はいずれもそれぞれ 3.1μg/meなら

びに6.2μgjmfJの濃度まで反応した。抗 AMV(ATCC 

106系統)血清に対して ATCC-106系統ならびに HN-6

系統は1.6μg/meの濃度まで反応し， PC-Y系統は 3.1

μg/mfJの濃度まで反応した。対照として健全タパコ植物

から調製した抗原との反応を調べたが，いずれの抗血清

に対しても反応しなかった。これらの結果から供試した

3系統のウイノレスはし、ずれの系統の抗血清に対してもほ

左んど同程度の反応を示し，系統聞における差異は認め

られなかった。

b) 補体結合反応

補体結合反応、 (KOLMERの少量法)によって HN-6，

ATCC-106ならびに PC-Yの系統に対する抗血清と各

系統の精製ウイノレスとの反応を比較した。抗血清ならび

に抗血清の希釈度および精製ウイノレスの濃度は重層法と

同じである。 Table14， Table 15， Table 16に示すとお

り， 抗 AMV(但HN-6系統)血血、清に対して 3系統tは土払し

れも1.6μg/rnfJのj濃農度までで、反応応、した。 抗 AMV(PC-Y 

系統)血清に対しても 3系統はL、ずれも 0.8μg/meの濃

度まで反応した。抗 AMV(ATCC-106系統)血清に対

して ATCC-106系統ならびに HN-6系統は 0.8μg/mfJ

の濃度まで反応し， PC-y系統は1.6μg/meの濃度まで

反応した。したがって重層法と同様に供試した3系統の

ウイノレスはいずれの系統の抗血清に対してもほとんど同

じ反応を示し，系統間における差異は認められなかっ

た。なお，供試したL、ずれの系統の抗 AMV血清にお

いても補体結合反応が重層法に比べて鋭敏であり，とく

に抗 AMV(PC-Y系統)血清において顕著であった。

c) 寒天ゲル中拡散法 (OUCHTERLONY法)

HN-6， A TCC-106ならびに PC-Yの各系統に対す

る抗血清を用いて，これらの系統の精製ウイルスの抗原

性を寒天ゲノレ中拡散法によって比較した。 実験結果は

Table 14. C'-fixation reactions of strains of 

AMV against anti-AMV (HN-6 

strain) serum(l). 

virus concentrationμgjmfJ) 
strams 
I 100 50 25 12.5 6.2 31 1.6 0.8 0.4 
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(1) Antiserum dilution = 1: 50 

(2) Ribosome prepared from tobacco leaves. 

Table 15. C'-fixation reactions of strains of 

AMV against anti-AMV (ATCC-

106 strain) serum (1) 

v!rus concentrationμgjmfJ) 
strams 一一一一一一一一一一一一ー一一ー一一一一一

I 100 50 25 12.5 6.2 3.1 1.6 0.8 0.4 

HN-6 柵州品甘州 j冊柵+仲十一

ATCC-1061 柵柵州制附附株十一

PC-Y 柵州附州州柵+件

Control(2) 

(1) Antiserum dilution = 1: 50. 

(2) Ribosome prepared from tobacco leaves 

Table 16. C'-fixation reactions of strains of 

AMV against anti-AMV (PC-Y 

strain) serum (1). 

virus concentration (f1gjmfJ) 
strams 

100 50 25 12.5 6.2 3.1 1.6 0.8 0.4 
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(1) Antiserum dilution = 1 : 50. 

(2) Ribosome prepared from tobacco leaves. 

Plate II， Fig. 1， Plate II， Fig. 2， Plate II， Fig. 3 ~こ

示すとおりである。各系統の精製ウイノレスはATCC-106

系統ならびに PC-Y系統の抗血清に対して， それぞれ

1木の沈降線を生じたが， 抗 AMV(HN-6系統)血清

に対する HN-6系統の反応、においては沈降線が末浦部

分において 2本に分岐した (PlateII， Fig. 3)。 しかし

ながら各系統問の沈降線は完全に癒合したので、供試した
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系統の抗原性に差異がないものと思われる。

d) 免疫電気泳動法

HN-6， ATCC-106ならびに PC-yの各系統の精製

ウイルスを免疫電気泳動して3系統の抗原性ならびに電

気泳動的性質を比較した。実験結果は Plat巴 II，Fig. 4， 

Plate II， Fig. 5， Plate II， Fig. 6 iこ示すとおりである。

Plate II， Fig. 4は HN-6系統の精製ウイノレスを穴に入

れて通電した後，上の溝に抗 AMV(HN-6系統)血清

を入れ，下の溝に抗 AMV(A TCC-106系統)血清を入

れて行なった免疫電気泳動図で、ある。 PlateII， Fig. 4に

示すとおりいずれの抗血清に対する反応においても陽極

側に4本の沈降線が現われ，各沈降線の易動度はほぼ同

じであった。 PlateII， Fig. 5は ATCC-106系統の精

製ウイルスを穴に入れて通電した後p 上の溝に抗 AMV

(ATCC-106系統)血清を入れ，下の蒋に抗 AMV(HN-

6系統)血清を入れて行なった免疫電気泳動図である。

Plate II， Fig. 5も PlateII， Fig. 4とほぼ同じ結果で

あった。 PlateII， Fig. 6は PC-y系統の精製ウイノレ

スを穴に入れて通電した後， 上の溝に抗 AMV(PC-Y 

系統)血清を入れ，下の溝に抗 AMV(HN-6系統)血

清を入れて行なった免疫電気泳動図て‘ある。 PlateII， 

Fig.6に示すとおり PC-y系統の精製ウイノレスに対す

る抗 AMV(HN-6系統)血清の反応においては Plat巴

II， Fig. 4ならびに PlateII， Fig. 5に示された結果と

ほぼ同じ沈降線が認められた。 しかし抗 AMV(PC-Y 

系統)血清との反応においては易動度の等しい 3本の沈

降線が生じ，沈降線もうすいものであった。この差異は

主に抗 AMV(PC-Y系統)血清の抗体価が他の 2系統

の抗血清に比べて低かったためで‘あると思われる。した

がって免疫電気泳動法による 3系統の精製ウイノレスの比

較では明らかな差異は認められなかった。

つぎに AMVに対する沈降抗体がウサギ血清のい

かなる免疫グロプリンのクラスに産生されたかを調べ

た。抗 AMV(HN-6系統)血清を穴に入れて通電した

後，上の溝に HN-6系統の精製ウイノレスを入れ，下の溝

に抗ウサギ血清ネズミ血清または抗ウサギ IgGウ7血

清を入れて免疫電気泳動を行なった。 PlateII， Fig. 7 

ならびに PlateII， Fig. 8に示すとおり陰極側に精製

AMVに対して 2本の沈降線が生じ，これらの沈降線は

IgGの沈降線の位置と一致した。

5. 考察

AMV粒子の物理化学的諸性質を研究することは本ウ

イノレスの同定ならびに分類の基準をきめ，さらに木ウイ

ノレスの系統の研究の上にも欠くべからざるものである。

そのためには純度の高い精製ウイノレスを得ることが重要

である。 AMVの精製はRossら(1940)ならびに Ross

(1941)が凍結融解と分画遠心法を数回繰返す方法によっ

て行なったが， その後 BANCROFT ら (1958，1960)， 

FRISCH-NIGGEMEYERら (1961)， 比留木 (1962)，都

丸 (1963)ならびに児玉ら (1964)は STEERE(1956)の

chloroform-n-butanol法と分画遠心法の併用によって

精製を行なった。著者らも chloroform-n-butanol法と

分画遠心法の併用によって精製を行なったが，とくに本法

はおだやかな方法で精製するもので chloroform-n・bu・

tanol (1: 1)をウイノレス粗汁液の 1/3量加え， 分画遠心

操作を2回繰返した。この方法によって著者らは本報告

で明らかなようにきわめて純度の高い精製ウイルスを得

ることヵ:できた。

精製AMVの紫外部吸収についてはこれまでに BAN-

CROFTら (1960)の E，句IE2加=1.65， GIBBSら (1963)

の1.7~ 1.8，ならびに児玉ら (1964)の1.6などの報告が

ある。著者らは HN-6，ATCC-106ならびに HN-4の

各系統の紫外部吸収を測定したが，いずれの系統も同様

な紫外部吸収曲線を示し， HN-6は E260/E280= 1.668， 

ATCC-106は1.764，HN-4は1.759であった。ウイノレ

ス核酸の含量が同じであることは系統の基準として重要

であるが，これらの系統の紫外部吸収の結果から核酸含

量は既報の AMVの核酸含量と一致した。

AMV各成分相互の量比について BANCROFTら

(1960)は ATCC-106とATCC-109の系統間では差異

がなく，ウイノレス感染令による成分相互の量比の変動

も認められなかったと報告した。 しかし， }ASPARSら

(1966)は strainII (AMV 425)， alfalfa yellow mosaic 

virus (yellow spot mosaic virus)， A TCC-106の3系

統を比較し， strain IIと alfalfayellow mosaic virus 

は ATCC-106と異なり top-a成分 (68S)の量比が

高い系統であり，さらにウイノレス感染令の進むにつれて

top-a成分の量比が増大することを報告した。さらに

V AN VLOTEN-DOTINGら (1968)は AMV各成分相

互の量比を系統に特異的な遺伝形質として実験を行なっ

た。本研究においても AMV各成分相互の量比におよ

ほすウイルス増殖の環境(温室および調節室)の影響な

らびに異なる寄主植物(タノてコおよびエンドウ)での

ウイノレス増殖の影響を実験したが， これらの影響は認

められなかった。一方p タバコの上葉ならびに接種葉の

いずれにおいてもウイノレス感染令にともなって middle

成分の量比がわずかに増大することがわかった。しかし

ながら，供試した HN-6，ATCC-106， HN-4および
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PC-yの各系統はし、ずれも各成分相互の量比と schlie司

ren patternの形によって区別することができた。した

がって AMV各成分相互の量比はおもにウイノレスの遺

伝因子にもとずいて決定されると思われるので系統の識

別の基準として用いることができる。

また，一般にウイノレスの同定ならびに系統の判別に広

く用いられている方法として血清反応がある。 HN-6，

ATCC-106ならびにPC-yの系統に対する抗 AMV血

清を得て，各系統間の抗原性の差異を重層法による沈降

反応，補体結合反応、ならびに寒天ゲノレ中拡散法を用いて

調べた。しかしながら，いずれの方法においても各系統

の抗原性に差異を認めることができなかった。これまで

に BANCROFTら (1960b)も24の AMVの系統を重

層法を用いて実験したが 4系統にわずかな差異を認め

たのみて、あった。都丸ら (1968)は日本およびアメリカ

て、分離された AMVの系統を交叉吸収試験によって調

べ，両系統の抗原性に差異は認められなかったと報じ，

飯塚ら (1969)も寒天ゲノレ中拡散法によって 3系統の

AMV に対する抗血清と 10系統の AMVとの反応を調

べたが，いずれの抗血清と系統の組合せにおいても抗原

性に差異がみられなかったと報告している。しかし VAN

VLOTEN-DOTlNGら (1968)1'1 AMV 425と yellow

spot mosaic virus (YSMV)の2系統の間に寒天ゲノレ中

拡散法ならびに交叉吸収試験によって抗原性に差異を認

めており， AMVの系統はその多くが抗原性に差異はな

いが，抗原性の異なる系統もわずかにみられるものと思

われる。

つぎにセルロースアセテー卜膜による電気泳動によっ

て HN-6，A TCC-106，ならびに PC-Yの各系統を比

較したが系統間の電気泳動的性質の差異は認められなか

った。また，いずれの系統も陽極側に泳動し，とくに原

点から 0.5-0.6cmの位置に濃いバンドがみられた。し

かしうすい円ンドがj農いバンドの両側にかなり広い幅で

みられることから， 精製 AMVは電気泳動的にかなり

不均一であると推察される。さらに寒天免疫電気泳動法

を用いてこれらの系統の差異を比較したが，系統聞にお

ける明らかな違いは認められなかった。免疫電気泳動に

おける沈降線は4本生じたがし、ずれも陽極側で各沈降線

の易動度もほぼ同じであった。しかし抗体側にもっと

も近い沈降線がきわめて長いことからセルロースアセテ

ート膜を用いた電気泳動の結果と同様に精製 AMVは

表面荷電がかなり不均一であると考えられる。一方，免疫

電気泳動における沈降線の数が寒天ゲノレ中拡散法の結果

よりも多くなったことから電気泳動中にウイノレス粒子が

いくつかの段階にこわれることも推定され，そのために

粒子の表面荷電ならびに抗原性も不均一になるのかもし

れない。 LAUFFERら (1940)も精製 AMVを電気泳動

し，他ウイノレスと比較して均一て、なかったと報告してい

るが， KELLEYら (1962，b)は自由電気泳動によって 1

つの schlierenpeakを示したと報告している。したが

って電気泳動による不均一性についてはさらに検討しな

ければならない。 BOLら (1969)はアガロースゲノレによ

る電気泳動を行ない， AMVの全成分は陽極側に泳動ず

ると幸Iiじ，このことは HULLら (1968)によって明らか

にされているように AMVは粒子の表面近くに核酸が

存在しているためだと報告した。著者らの行なったセル

ロースアセテート電気泳動ならびに寒天免疫電気泳動の

結果も陽極側に泳動したことから BOLら (1969)の結

果と一致した。しかし今後 AMVの系統聞の差異を

ウイノレス蛋白質の表面荷電の差で比較するためにはウイ

ノレス粒子の表面近くの核酸の影響をさけるためにウイル

ス粒子からウイノレス蛋白質のみを調製して電気泳動す

る必要がある。

AMVと特異的に反応する沈降抗体がウサギ血清のい

かなる免疫グロプリンであるかを確かめるために抗血清

を免疫電気泳動によって調べた。実験結果から 2本の沈

降線はウサギ血清の IgGに対して反応していることが

わかった。 MOEDら (1968)も抗 AMV血清を免疫電

気泳動しすくなくとも易動度の異なる 3種類(ウイル

ス粒子，低分子の AMV蛋白質，両抗原に共通)の抗

体が産生されたと報告している。著者らの実験結果から

も AMVに対して複数の抗体が産生されていることが

明らかとなったが，易動度の異なる抗体は認められなか

った。

以上のように病徴の差異によって分けた AMVの数

種の系統を精製し，紫外部吸収，分析用超遠心機による

AMV各成分相互の量比，セルロースアセテート膜によ

る電気泳動，重層法による沈降反応，補体結合反応，寒

天ゲノレ中反応ならびに免疫電気泳動によって精製ウイ

ノレスの諸性質を検討した。これらの方法の中で系統聞に

差異を認めることができたのは AMV各成分相互の量

比のみであった。しかしこれらの方法の主なものはウ

イルスの遺伝情報のわずかな部分を反映しているウイノレ

ス蛋白質を調べたにすぎない。 さらに研究方法を開発

し，各系統の精製ウイルスの諸性質を究明することはウ

イノレスの同定ならびに分類の基準を定めるために役立つ

のみならず，分子レベノレでのウイノレスの増殖機構ならび

にウイノレスの遺伝学的研究の基礎として重要であるo
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IV. アルフアルファモザイクウイルス

(AMV)の感染性

AMVは多成分性植物ウイルスであるために各成分の

感染性についてはこれまでに多くの論議がなされてきた。

BANCROFTら (1960)ならびに BANCROFT(1961)は

感染性は bottom成分にのみ認められたと報じた。 し

かし FRISCH-NIGGEMEYERら (1961)は AMVの成

分を2分固に分け，両分画は同じ程度の感染性を示した

と報じ， GIBBSら (1963)も粒子中の 189もをしめる 20

-30mμ の粒子以外は感染性を示したと報告している。

さらに木ウイノレスの感染性の特徴について WOODら

(1965)は bottom成分に middleまたは top成分を混

ぜて接種すると感染性が増大すると思われる結果を示し

た。村山ら (1967)もWOODら (1965)と同様な結果を

得たが，異なる 2系統 (HN-6，ATCC-106)の topと

bottom fractionを組合せて接種した時も同様に感染

性の増大が認められることを明らかにした。 VANVLO-

TEN-DOTINGら (1967，1968)は top-a成分 RNAな

らびに bottom成分 RNAを用いて同様な結果を得て

おり，また2系統の異なる top-aRNAとbottomRNA 

を混ぜることにより増加した局部病斑から分離したウイ

ノレスは両方の系統の遺伝形質を有する新しい系統であっ

たと報じた。この新系統の病徴，各成分の量比ならびに

ウイノレス蛋白質を決定するシストロンを分析した結果，

各表現形質に対するシストロンは top-aRNA または

bottom RNAに局在していると報告し希釈実験から

も各成分は自己増殖に必要なシストロンの一部を有する

不完全粒子であるために各成分単独では感染しないこと

を証明した。

他の多成分性植物ウイノレスについては cowpeamo-

幼児 virllS(v AN KAMMEN， 1968)ならびにダイコンひ

だ葉モザイクウイノレス(児玉，1968)も各成分単独では感

染せず， RNAを含む middleと bottomの両成分が

依存しあって感染性を示すことが報告されている。この

ような特徴を有する AMVは広い寄主範囲で世界各地

に分布し，多くの系統が存在することも知られている。

本研究は感染性についてさらに究明するとともに，かか

る特殊性を有する AMVの系統について論議すること

とする。

A. 実験材料および方法

1. AMVの各系統の精製法

実験に用いた系統は HN-2，HN-4， HN-6， PC-Yお

よび ATCC-106である。ウイノレスの増殖は温室または

調節室 (25-2TC，2，00011lX， 1日15時間照明)で行な

い，草丈約 15cm ~こ生育させたタバコ (White Burley) 

を用いてウイノレスコ土地殖させた。ウイルス援極源は核種

後， 6-8日目の感染したタバコ上葉を麿砕し， 0.OlM リ

ン酸緩衝液 (pH7.0)で 10倍に希釈して用いた。ウイノレ

スの精製法は IIIに示したこ、とく chloroform-n-blltanol

(1: 1)法と分画遠心法の併用である。精製ウイノレスの定

量は 1mg/mß が E~~JI' =4.87 (FRISCH-NIGGEMEYER 

ら， 1961)として光度法によった。

2. AMV成分の分画

AMVの topならびに bottom成分を烹糖密度勾配

遠心 (BRAKKE，1960)によって分けた。 カラムはF.t糖

濃度 10，20， 30，および 409ものものを濃度勾配遠心用

チューブに積み重ね， 4
0
Cで1夜放置して作った。また

20， 30， 40および50%ならびに30，40， 50および 60%

のカラムも同様にして作った。 RPS40ローター(目立)

を使用した時は各濃度の煎糖溶液を 1msずつ積み重ね

てカラムを作り， RPS 25-Aローター(目立)を使用し

た時は濃度の高い方から 7，7， 7， 4msを積み重ねてカ

ラムを作った。煎糖溶液は0.01Mリン酸緩衝液 (pH7.0)

に溶して作った。このような方法で‘準備したカラムの上

に 0.5ms (RPS 40ローター{吏用)または 1ms (RPS 

25-Aローター使用)の精製ウイノレスを重ね， 40P型日

立分離用超遠心機を用いて遠心操作した。遠心時間なら

びに回転数は RPS40ローターを使用した時は 28，000

rpm，3時間または35，000rpm， 4時間であったが， RPS 

25-Aローターを使用した時は25，000rpm， 3時間， 6時

間あるいは9時間であった。遠心後チュープに光を透過

させ，肉眼で、たしかめながら top成分ならびに bottom

成分の層をチュープの横から注射針で抜きとり，得られ

た各分画を topならびに bottomfractionとした。

3. 感染性の検定

感染性の検定はインゲン(改良大手亡)ならびにササ

ゲ(票、種三尺)の初生葉， あるいはセンニチソウに汁液

接種し，感染によって出現する局部病斑数によった。感

染力の比較はインゲンならびにササゲを用いた時は半葉

法で行ない，センニチソウを用いた時は対葉法で行な

った。

4. 紫外線照射によるウイルスの不活性化

topならびに bottomfractionを不活化するために

15Wの目立殺菌灯(波長 253.7mμ)を用いて紫外線照

射を行なった。 1照射法はペトリ皿(径9cm)に2msの

精製ウイノレス液 (0.1mg/ms)を入れ殺菌灯のi紬に沿って
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振渥しながら 10cmの距離から 2分間照射した。照射ウ

イノレスを広径した検定植物は 24時間暗室におき， ウイ

ノレス活性の回復をさけた。

B. 実験結果

1. top fractionならびに bottomfractionの

感染性

HN-4， HN-6， ATCC-I06の各系統の精製ウイルス

を 10，20， 30および 40%の煎糖濃度のカラムを用いて

28，∞Orpm， 3時間遠心操作し topならびに bottom

の層を遠心チューブの横から注射針で妓きとった。得ら

れた topならびに bottomfractionをさらに精製する

ためにふたたび 30，40， 50および 609もの在宅糖濃度のカ

ラムを用いて， 35，000 rpm， 4時間遠心操作した。 こ

のような方法で分けた各系統の topならびに bottom

fraction はウイノレス濃度を一定にしてからインゲン(改

良大手亡)の初生葉に接種し発現した局部病斑数て、感

染性を比較した。

Table 17. Infectivity of top and 

bottom fraction 

stram I fraction number of 
E216e0m local lesions* 

top 0.20 O 
ATCC-106 

bottom 0.20 1845 

top 0.15 3 
HN-4 

bottom 0.15 791 

top 0.17 O 
HN-6 

bottom 0.17 418 

*、 Thenumber of local lesions produced on 

12 half leaves of beans. 

Table 18. Infectivity of top and bottom 

fraction on three kinds of test 

¥7戸h凶fes加e田剖S杭tP向叶 B恥伺ean 川Cow山開問a巨盆立位! 
ぷ竺アns[川日句山山山一pパ山山山B蜘伽加…ot凶t仕t
HN-4 

HN-6 

ATCC-106 

o 4 
o 3 

*: The average number of local lesions on 

8 half leaves of beans. The concentration 

of the inoculum was adjusted as 0.039 mg/m/J. 

Table 17に示した結果から明らかなように， いずれ

の系統においても bottomfractionは感染性を有する

が topfractionは感染性を有しないものと思われる。

しかし 2回の濃度勾配遠心で分けた bottomfraction 

は 1回のものに比べて感染性が 1/2ないし 1/3に低下し

た。 topfractionは1回の濃度勾配遠心で、分けたものも

2回のものも同様に感染性を示さなかった。

さらに AMVの感染によって局部病斑を形成するイ

ンゲン(改良大手亡)，ササゲ(黒種三尺)ならびにセン

ニチソウを用いて topならびに bottomfractionの感

染性を一調べた。 Table18に示したごとく bottomfrac-

tlOnは感染性を有するが topfractionは感染性を示さ

なかった。したがって AMVの topfractionは感染性

を有しないものと思われる。

2. top fractionおよび bottomfractionの感染性

における相互作用

HN-6と ATCC-106系統を精製しこれを 1回の茂

糖濃度勾配遠心法 (25，000rpm， 3時間， RPS 25-Aロー

ター)で topと bottomfractionに分けた。この 2つ

の fractionを混ぜてインゲン(改良大手亡)に接種し

その局部病斑数から bottomfractionの感染性に対す

る topfractionの影響を調べた。実験結果は Fig.9な
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Fig. 9. Enhancement of the infectivity caused 
by mixing top and bottom fractions 

(HN-6 strain). 

0: Inoculum mixed with top fraction of HN-6 

stram. ・Inoculummixed with top fraction of A TCC 
106 strain. 

ム Inoculummixed with UV-irradiated top frac-

tion of HN-6 strain. 

A:  Inoculum mixed with UV -irradiated top frac-

tion of A TCC-106 strain. 

Top and bottom fraction were prepared by one-

time density gradient centrifugation. 
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らびに Fig.10に示したとおりである。同一系統では

bottom fractionの濃度 (10μg/ms)を一定にして top

'" 20 e 
G 
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Fig. 10. Enhancement of the infectivity 

caused by mixing top and bottom 

fractions (ATCC-106 strain). 

0: Inoculum mixed with top fraction of ATCC 

106 strain. 

.: Inoculum mixed with top fraction of HN-6 

stram. 

/'，: Inoculum mixed with UV-irradiated top frac-

tion of ATCC-106 strain. 

...: Inoculum mixed with UV-irradiated top frac帽

tion of HN-6 strain 

Top and bottom fraction were prepared by one司

time density gradient centrifugation. 

E 
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fractionの濃度を変えて混ぜた場合， top fractionの濃

度が 0ム5，50μg/msと高くなるにしたがって局部病斑

数の増加がみられた。同様に，両系統の bottomfrac-

tionに対し，それぞれ異なる系統の topfractionを混

ぜた場合にも同じ系統の topfractionを混ぜた場合と

同じ程度に病斑数が増加した。病斑数の増加の程度は

top fractionの濃度が 50μg/msで約2倍になった。

HN-4， PC-yの系統についても同様の実験を行なった

が同じ結果が得られた。 しかし topfractionのかわり

にタバコモザイクウイノレスの普通系統 (TMV-O)を混ぜ

た場合には AMVの局部病斑数の増加は認められなか

った。 一方， 紫外線照射で不活性化した topfraction 

を混ぜた場合にも bottomfractionの感染性の増加は

認められなかった。 また紫外線照射した bottomfrac-

tionに topfractionを混ぜた場合はまったく感染性を

有しなかった。

ATCC-106系統はインゲン(改良大手亡)の初生薬に

他の系統に比較して小さな局部病斑を形成し，他の系統

によって作られた局部病斑と区別することがて、きた。そ

こで HN-6系統の bottomfractionに ATCC-106系

統の topfractionを混ぜて， 増加した局部病斑を調べ

たが HN-6系統のそれと同じであった。一方， ATCC-

106系統の bottomfractionに HN-6系統の top
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Fig. 11. Interference caused by mixing bottom fractions 

。fdi妊erentstrains on beans. 
A: Inoculum prepared by the mixture of UV-irradiated bottom fraction of 

ATCC-106 strain and bottom fraction of HN-6 strain. 

B: Inoculum prepared by the mixture of bottom fractions of A TCC-I06 

strain and bottom fraction of HN-6 strain. 

C: lnoculum prepared by the mixture of UV-irradiated bottom fraction of 

HN-6 strain and bottom fraction of ATCC-106 strain. 

D: lnoculum prepared by the mixture of bottom fraction of HN-6 strain 

and bottom fraction of ATCC-106 strain. 
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fractionを混ぜて，増加したものは ATCC-106系統の

局部病斑を示した。しかし ATCC-106系統と HN-2系

統の組合せの場合i弘、ずれの系統にも属さない中間の大

きさの局部病斑も多数形成され，局部病斑の大きさが一

定しなかった。

HN-6系統と ATCC-106系統の bottomfractionを

用い， 一方の系統の bottomfractionの濃度を一定に

し (5μg/mg)，他の系統の bottomfractionの濃度を変

えて混ぜた場合，濃度の高くなるほど前者に対して干渉

作用のあることが認められた。しかし紫外線照射で不活

性化した bottomfractionは干渉作用を示さないよう

であった (Fig.11)。

つぎに4回の煎糖濃度勾配遠心 (25，000rpm， 3時間，

6時間， 9時間， 9時間)によってさらに精製した bottom

fractionを得て感染性について実験を行なった。単位ウ

イノレス量当りの感染性は遠心回数の多くなるにしたがっ

て低下し 4回の遠心操作によって得られた bottom

fractionは1回のものに比べて約 1j7-1/10の感染力で

同

V

川
川
V

川
町

v

n

u

n

U

M

仙

仰

印

刷

川

。

A
U
 

6

5

4

3

2

 

句也、品、ミ‘
K
¥
h
u
宅
内
h
R
n
w

、bu
ミ、ER叫
位
、
宅
内
包
¥

k

。

/0 /(}() 

Conceofrotion of iop ffjσ'Ctions (μ9/ml) 

Fig. 12. Enhancement of the infectivity 

caused by mixing of top and 

bottom fractions (HN-6 strain)ー

0: Inoculum prepared by mixing of top (HN-6) 

and bottom fraction (HN-6) separated by one-

time density gradient centrifugation. ・Inoculumprepared by mixing of top (HN-6) 
and bottom fraction (HN-6) separated by four-

time density gradient centrifugation. 

...: lnoculum prepared by mixing of top (ATCC 

106) and bottom fraction (HN-6) separated by 

four-time density gradient centrifugation. 

あった。 Fig.12ならびに Fig.13に示すとおり，この

ようにして得られた bottomfraction (10μg/mg)に1，

10， 100μg/mgの topfractionを混ぜーて接種するともと

の感染性を回復した。 HN-6と ATCC-106の異なる系

統の topと bottomfractionを混ぜて接種した時にも

同様な結果が得られた。

そこで topfractionまたは bottomfractionのど

ちらかを先に接種してから 30分後と 10時間後に別の

fractionを接種した場合にも感染性の増加がみられる

か否かを調べた。 topfractionと bottomfractionは

1回の煎糖濃度勾配遠心によって分けたものを用L、対

照として 0.01M リン酸緩衝液 (pH7β)を用いて半葉

法(インゲン初生葉)によって比較検討した。 Table19 

ならびに Table20に示すとおり， いずれの場合にも

感染性の増加は認められなかった。 したがって top

fraction と bottomfractionが別々に接種された時

は 30分間経過すると相互作用が認められないようで

ある。
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Fig. 13. Enhancement of the infectivity caused 

by mixing of top and bottom frac-

tion (A TCC-106 strain). 

0: Inoculum prepared by mixing of top (ATCC-

106) and bottom fraction (A TCC-106) separated 

by one-time density gradient centrifugation. ・Inoculumprepared by mixing of top (A TCC-
106) and bottom fraction (ATCC-106) separated 

by four-t1me density gradient centrifugation. 
...: lnoculum prepared by mixing of top (HN-6) 

and bottom fraction (ATCC-106) separated by 

four-times density gradient centrifugation. 
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Table 19. Interaction between top and bottom fraction 

inoculated at diff巴renttJme. 

lntervals betwe巴nprimary and 

Primary inoculum Secondary inoculum 
secondary inoculation 

1/2 hour 

Top (HN-6) 193* 

bu妊er
Bottom (HN-6) 

212 

Top (ATCC-106) 187 

bu妊er
Bottom (HN-6) 

215 

Top (ATCC-106) 239 

bu任er
Bottom (A TCC-106) 

240 

Top (HN-6) 215 

bu任er
Bottom (ATCC-106) 

187 

ネ Theaverage number of local lesions produced on 12 half leaves of beans 

The concentration of the virus was adjusted as 20μg/me. 

Table 20. Interaction between top and bottom fraction 

inoculated at di妊巴renttime 

10 hours 

216 

242 

214 

229 

248 

257 

227 

244 

Inter証言Isoetween primary and 

Primary inoculum Secondary inoculum secondary inoculation 

1/2 hour 

Top (HN-6) 169* 
Bottom (HN-6) 

buffer 195 

Top (ATCC-106) 182 
Bottom (HN-6) 

bu妊er 192 

Top (ATCC-106) 124 
Bottom (ATCC-106) 

bu妊er 118 

Top (HN-6) 124 
Bottom (ATCC-106) 

bu任er 116 

キ Theaverage number of local lesions produced on 12 half leaves of beans 

The concentration of the virus was adjusted as 20μg/ms 

10 hours 

158 

171 

239 

244 

172 

179 

273 

284 

3 れる Vitl'Oにおける topfractionならびに

bottom fractionのウイルス活性の耐性

た topfractionと bottomfractionの濃度はそれぞれ

5 f1g/m8に調製した。 Table21に示したとおり bottom

fractionは 1日めですでに最初の感染性の 27%に低下

し， 3日めでは49もとなった。感染性の低下した bottorn

fractionにどCで保存した topfractionを混ぜて後種

しその感染性を調べたが，もとの感染性を回復するこ

とができなかった。 したがってこの不活性化は bottom

fractionに特異的なウイノレス活性の消失によるものと思

われる。また bottomfractionのウイノレス活性は:30oC，

3日間でそのほとんどを消失することがわかった。

精製 AMV(HN-6)を1回の夜、糖濃度勾配遠心で

top fractionと bottomfractionに分け，in vitroに

おける bottomfractionのウイノレス活性の耐性を調べ

た。 1回のj¥t糖濃度勾配遠心で、得られた bottomfrac-

t!Onは高い感染性を有していたが topfractionは感染

性を有していなかった。 bottornfractionを100f1g/rns 

のウイノレス濃度にしミリポアブイノレターで除菌後300C

の恒温器中に放置した。これを0.01M リン酸緩衝液 (pH

7.0)で5ρg/msになるように希釈してからインゲン(改

良大手亡)の半葉に接種し， 300Cで3日間経過した時の

bottom fractionの感染性の消失を調べた。接種に用い

同様にして topfractionのウイルス活性の耐性につ

いて調べた。実験に用いた bottomfractionは他成分

の混入を少なくするために2回の煎糖濃度勾西己遠心によ
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Table 21. In vitro inactivation of bottom fraction of 

AMV (HN-6 strain) 

InoculumO) 
Aging in days at 300C 

。 1 2 

1802(2) 489 174 
Bottom fraction 

(100'10) (27'10) (10'10) 

2776 695 517 
Bottom fraction+top fraction kept at 4'C 

(100%) (25%) (19%) 
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(1) Top and bottom fraction were prepared by one-time density grad児 ntcentrifugation 

and were kept at 4 and 300C， respectively. The concentration of both fractions was 
adjusted as 5μg/mo. 

(2) The figures represent total local lesions on 12 half leaves of beans. 

Table 22. In vitro inactivation of top fraction of 

AMV (HN-6 strain). 

lnoculum Number of local lesions(l) 

Bottom fraction(2) 228 

Bottom fraction+top-1 fraction(3) 

Bottom fraction+top-2 fraction(4) 

1455 

912 

(1) Figures represent total local lesions on 8 half leaves of bean plants 

(2) Bottom fraction was prepared by two-time density gradient centrifugation. The concent-

ration of top and bottom fraction was adjusted as 5μg/mo. 

(3) Top-1 fraction was kept at 40C for 3 days before inoculation. 

(4) Top-2 fraction was kept at 300C for 3 days before inoculation. 

って得たものである。この bottomfractionに300Cで twnと bottomfractionに分けて調べた。 HN-6系統

3日間経過した topfractionを混ぜて感染性を調べだ。 をタバコ (WhiteBurley)に接種し， 温室 (10-11月)

対照としてどCに保存した topfractionを bottom でウイノレスを増殖させ， 接種後 18日目のはげしいモザ

factionに混ぜて比較し?その感染性の差異から 30'Cで イク病徴を示す擢病葉と接種後 30日目の感染令の古い

3日間経過した topfractionの生物活性の消失程度を i躍病葉を選んで収穫した。これらの羅病葉からウイノレス

確かめた。 Table22に示したとおり bottomfraction を精製し， 1回の煎糖濃度勾配達心分離で topfraction 

に30
0

Cで3日間経過した topfractionを混ぜて感染性 と bottomfractionに分けた。 Table23に示すとおり

を調べた結果 bottomfractionの感染性を約4倍増加 接種後18日目の bottomfraction (5μg/mO)は高い感

させt.::.o 対照として 4
0Cに保存した topfractionを混 染性を示したが接種後30日目の bottomfractionは感

ぜた時は約6.4倍の増加であったので， top fractionは 染性をほとんど消失していた。接種後初日日の bottom

300Cで3日聞を経過しても約 60%のウイノレス活性を保 fractionならびに接種後 18日目の bottomfractionに

持していたことになる。これらの実験から znvltroに 接種後18日目の topfractionを混ぜて接種し，感染性

おける topfractionのウイノレス活性の耐性は bottom の増加を調べた結果，接種後18日目の bottomfraction 

fractionに比較してきわめて強いことがわかった。 の感染性に比較して，接種後30日目の bottomfraction 

4. i叫 vivoにおける topfractionならびに の感染性ははるかに低かった。これは invivoにおける

bottom fractionのウイルス活性の耐性 AMVの不活性化も bottomfractionに特異的なウイ

本ウイノレスは感染後，時間の経過とともに invivoに ノレス活性の消失によるものと思われる。

おける感染性が低下すると報告されている (KUHNら invivoにおける topfractionの不活性化を調べる

1961)。 そこで znVlVO における不活性化を topfrac- ために接種後 18日目と 30日目の bottomfractionに



158 北海道大学農学部邦文紀要第8巻第2号

Table 23. In vivo inactivation of top and bottom fraciIon 

。fAMV (HN-6 strain). 

Number of local lesions(2) 
Inoculum(l) 

Expt. 1 Expt. 2 

Bottom-1 592 682 

Bottom-1十top-1 1163 1263 

Bottom-1 + top-2 1135 1128 

Bottom-2 1 30 

Bottom-2十top-1 32 129 

Bottom-2十top-2 27 96 

(1) Each fraction was prepared by one-time density gradient c巴ntrifugation. The concentra-

tion of top and bottom fraction was adjusted as 5μg/ms. Top-1 and bottom-1， and top-2 
and bottom-2 were prepared from the infected tobacco plants of 18 and 30 days， respec-
tively， after inoculation. 

(2) Figures represent total local lesions on 12 half leaves of beans. 

接種後 18日目と 30日目の topfractionをそれぞれ混

ぜて感染性の増加を比較した。 しかし接種後 18日目の

top fractionの生物活性が接種後 30日目のそれに比べ

てわずかに高い程度であった。接種後3羽O日目の bottom

fractionに1ω8日目と 3ぬO日目の tωopfractionを混ぜ

日時寺も同様でで、あつた。 これらの結果から in vivoにおけ

る AMVの不活性化は bottomfractionが topfrac-

tionに比較していちじるしいことが明らかとなったご

5. 考察

本ウイルスの各成分の感染性についてはこれまでにい

くつかの報告がある。 しかし topfractionの感染性に

関しては報告によって異なっている (BANCROFTら，

1960， 1961.， FRISCH-NIGGEMEYERら， 1961.， GIBBS 

ら， 1963)0これらの点を明らかにするために著者らは煎

糖濃度勾配遠心を 2回繰返してより均一な成分を含む

top fractionとbottomfractionを得た。さらに系統問の

差異の有無を調べるために5系統を供試し，検定植物に

よる差異についてもインゲン，ササゲ，センニチソウを

用いて検討した。本報告で明らかなとおり実験に用いた

5系統の topfractionはすべて感染性を示さず bot-

tom fractionにのみ感染性が認められた。 また異なる

3穫の検定植物においても同じ結果が得られた。したが

って系統ならひ、に検定植物にかかわらず，木ウイルスの

top fractionは感染性を有しないものと思われる。 本

ウイ Jレスの増殖において感染性のない topfractionが

L 、かなる役割も持たないものか否かについて WOODら

(1965)は top成分ならびに middle成分を bottom成

分に混ぜて接種すると感染力が増大すると思われる結果

を得た。著者らも同様な実験を行なし、，同様の結果を得

たが，しかし紫外線照射した topfractionや TMVを

混ぜても bottomfractionの感染性は噌加しなかった。

VAN VLOTEN-DOTlNGら (1967)もbottom成分RNA

のみを接種した時は感染性がきわめて低かったが top-a

RNAを混ぜて接種すると感染性が増大することを報告

した。 したがって topfractionによる感染性の増加は

AMVの topfractionの核酸が関与するものと思わ

れる。

、VAN KAMMEN (1968)は多成分性植物ウイノレスであ

る cowpeamosaic virus (CPMV)が感染性を有するた

めには核酸を含有する middleと bottomの両成分が

必要であり，単独では自己増殖に必要なシストロンをす

べて有しない不完全なウイルス粒子であると報じた。

AMVにおいても本報告で明らかなとおり， 4回の煎糖

濃度勾配遠心によって得られた bottomfractionは1

回行なったものに比べて約 1/7-1/10の感染力に低下し

たが， top fractionを混ぜて接種するともとの感染力に

回復した。この現象は VAN KAMMEN (1968)によって

報告された CPMVとまったく一致することから AMV

の各成分も単独では感染性を有しない不完全ウイノレス粒

子と推察される。 同様に VANVLOTEN・DOTING ら

(1968)もウイルスの希釈と感染力との関係から感染が

成立するためには寄主のおのおのの感染部位に 1個以

上の AMV粒子が必要であり，また top-a成分の RNA

または bottom成分の RNAを単独に接種しても病徴

発現もウイノレス RNAの増殖も認められなかったことか
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らAMVの感染には少なくとも top-aRNAとbottom

RNAの2種の成分が必要で、あると報告している。

つぎに異なる系統の topfractionとbottomfraction 

の感染性における相互作用を調べ 5系統について実

験を行なったが，いずれの系統の topfractionと bot-

tom fraction の組合せにおいても感染性の増加が認め

られた。 VAN VLOTEN-DOTlNGら (1968)ならびに

MAJORANAら (1969)も呉なる系統の bottom成分と

top成分の組合せにより感染性の生ずることを報告して

おり，AMVはし、かなる系統のtop成分と bottom成分の

組合せにおいても感染性を持つことができるのかもしれ

ない。しかし同じ多成分性植物ウイルスである tobacco

rattle virus (LISTER， 1966.， FROSTら， 1967.， SEMAN-

CIKら.1968.， SλNGER， 1968)ならびに CPMV(VAN 

KAMMEN， 1968.， BRUENING， 1969)では系統の組合せ

によって感染性を有するものと有しないものがあると報

告されており， AMVの特殊性をさらにj究明することが

必要である。本研究においては異なる系統の組合せによ

って， top fractionならびに bottomfractionに存在

する遺伝形質をインゲンに形成される局部病斑の大きさ

から検討した。他の系統に比較して小さな局部病斑を形

成する ATCC-106系統と HN-4，HN-6， PC-Y 系

統との組合せにおいては bottomfraction として用い

た系統の病理が増加した。 VANVLOTEN-DoTlNG ら

(1968)は2種類の異なる系統の top-aRNAと bottom

RNAの組合せによって，両系統の形質を有する新しい

系統を作り，病徴，ウイノレス蛋白質ならびに各成分の量比

を決定するシストロンを分析した結果，各表現形質に対

するシストロンは top-aRNAまたは bottomRNAに

局在していることを明らかにした。しかし MAJORANA

ら (1969)はインゲンに局部病斑を形成する系統 (Me)

と全身感染する系統 (Si)の組合せで実験し， Meの top

成分と Siの bottom成分の組合せでは Meと同じ局

部病斑を形成したが， Siの top成分と Meの bottom

成分の組合せではMeと異なる病斑が増加したと報告し

ている。著者らも ATCC-106系統と HN-2系統の組

合せにおいて，いずれの系統にも属さない中間型の病斑

を多数認めた。この現象は用いた系統とその組合せに

よっては病斑決定のシストロンが各成分に局在していな

いことを意、味し， 各成分のゲノム分析にはさらに多く

の系統を用いて検討されねばならないことを示唆して

いる。

また，最近 VAN VLOTEN-DoTlNGら (1970)は，

AMVが感染性を有するためには top-b成分， middle 

成分ならびに bottom成分の3成分が必要であったと

報じ， これまでの彼等の研究において top-a成分が感

染性に必須であると報じた結果を否定した。したがって

AMVの感染性についてはし、まだ定説もなしさらに研

究されなければならないものと思われる。

topまたは bottomのどちらかの fractionを先に接

種して感染性の増加の有無を調べたが，接種時間が 30

分間経過すると相互作用は認められなかった。 30分以

内の時間差についても実験する必要があるが， .AMVの

感染には topと bottomの fractionがほぼ同時に接

種されねばならないことが明らかとなった。このことは

AMVの伝染ならびに感染機作を解明するうえに重要な

事実であるように思われる。また KASSANIS(1966)は

すでに satellitevirus (SV)と tobacconecrosis virus 

(TNV)について同様な実験を行なっているが， TNVが

先に接種された時は5時間以内に SVの接種が行なわれ

なければSVは感染せず， SVが先の時は5日後に TNV

が接種されても SVの感染が認められたと報告してい

る。 多成分性植物ウイノレスである AMV，と TNVに

依存して増殖する SVの感染においてかかる差異が認め

られることも興味ある問題である。

AMVの感染性の特徴をさらに究明するために in

vitroならびに lnVlVOにおけるウイルス活性の耐性を

topと bottomfractionに分けて検討した。 invitro 

ならびに tnVlVOのいずれにおいても topfractionの

ウイノレス活性の耐性は bottomfraction に比較してき

わめて強いことが明らかとなった。したがって invivo 

において感染後時間の経過とともに感染性が低下するの

はおもに bottomfractionに特異的なウイルス活性の

消失に起因することがわかった。

以上のような感染性の特徴を有する AMVにはきわ

めて多くの系統が存在することがこれまでに報告されて

いる。 これは AMVが自然界において変異のおきやす

いウイノレ・スであるとも考えられる。すでに明らかなよう

に， AMVの各成分は単独では感染性を有しないが，少

なくとも topと bottom成分が同時に接種された時に

は感染性を持ちうるようになり，さらにこれまでのとこ

ろ， ¥， 、かなる系統間の topと bottomの成分の組換え

によっても感染性を示した。 またそのうえ invitroな

らびに invi切において bottom成分が top成分に比

較してきわめて不活性化しやすいことは系統間の干渉作

用による感染性の低下を少なくし，異なる系統間での遺

伝子組換えを容易にする一因とも考えられる。したが

って AMVに系統の多いことは自然界での突然変異に
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加えて，遺伝子組換えによる変異がおこりやすい条件

を特に持っているウイルスであるからかもしれない。

今後，実際に野外において遺伝子組換えによる変異が多

L 、か否かを実証しなければならないことはし、うまでも

ない。

V. アルフアルファモザイクウイルス
(AMV) RNAの血清学的研究

アルフアルファモザイクウイノレス (AMV)の系統なら

びに AMVと他のウイノレスとの近縁関係を調べる方法

として生化学的にはウイルス蛋白質のアミノ酸組成なら

びにアミノ酸配列の決定が考えられ，一方，蛋白質の差異

をもっとも鋭敏，かつ簡単に区別できる血清学的方法も

ある。 しかし， IIIにおける血清反応ならびに電気泳

動の実験から AMVの蛋白質における系統間差異は認

められなかった。その理由として AMVの蛋白質は

小さい成分である top-aRNAの一部分の遺伝情報に

よって作られている (VAN RA VENSW AA Y CLAASEN 

ら， 1967; V AN VLOTEN-DoTINGら， 1968)ためかも

しれない。 タパコモザイクウイノレス (TMV)の人工変

異株の研究ではタ!被蛋白質の変換アミノ酸から逆に遺伝

情報の解明が試みられ，分析された 200株の人工変異株

のうち 120株は蛋白質には何ら変化がなかった。その理

由として TMV-RNAは6，400個のヌクレオチドから構

成されているが， TMV外被蛋白質をコードするのに必

要なヌクレオチドは全 RNAの7.45'0にすぎず，残りの

RNA部分はおそらく TMVの増殖に必要な他の蛋白

質(酵素蛋白質など)をコードするのであろうと考えら

れた(船津， 1966)。 したがってウイルスの種類ならびに

系統を研究するためには全RNAの差異について調べる

ことは重要である。核酸の質的相違はし、まのところ塩基

組成のモノレ比を分析する方法が一般的であるが塩基の配

列順序ならびに高次構造とは無関係であるために不充分

である。しかしながらウイルス RNAのすべての塩基配

列を決定することは不可能に近し、。そこで著者らは植物

ウイルス RNAの質的相違の判定に血清学的方法を用い

ることができるか否かを AMVを材料として研究をは

じめた。

核酸抗体に関する研究は最近約 10年の聞に行なわ

れた。 PHILLIPSら (1958)は DNAに富む Brucella

abortusを注射して得た抗血清に対し DNase処理した

抗原が反応しなくなったと報告した。この実験によって

DNA抗体の産生がはじめて証明された。ほほ同じ頃，

Systemic lupus erythematosus (SE)の患者血清が精

製DNAと沈降反応， passive cutaneous anaphylaxisな

らびに補休結合反応することが発見された (SELIGMAN，

1958; DEICHERら， 1960; STOLLARら， 1961)。 また

LEVINEら(1958)もT4パクテリオファージを凍結融解

してウサギに注射し，得られた抗血清がT4パクテリオフ

ァージ DNAに対して反応することを認めた。この報告

がウイノレス核酸抗体の最初のものである。一方，RNA抗

体の産生については BARBUら (1960)がE.coliならび

にProteusvu伝ansのリボゾームをウサギと馬に注射し

てRNAと特異的に反応する抗血清を得たと報告してい

る。しかしながら核酸のみを注射して核酸抗体を産生す

る試みは失敗していた (HλSKOVAら， 1959; COL TER 

ら， 1961; YACHNIN， 1962; WILSONら， 1965)。 しカミ

し PLESCIAら (1964)は熱変性させた DNAに担体

蛋白質としてメチノレ化牛血清アノレプミンを結合させて注

射し DNA抗体を得ることができたと報告しさらに

彼ら (1965)は同様にして yeastsRNA抗体の産生に

も成功した。しかしながらこれまでの報告から核酸抗体

の特異性は蛋白質に比較してきわめて低いものであっ

た。 したがってとくに AMVの系統ならびに他ウイル

スとの近縁を RNAの血清学的方向から研究するため

にはさらに RNA抗体の特長を解明することが重要であ

る。 本報告においてはその基礎的研究として抗 yeast

sRNA血清，抗 yeastrRNA血清ならびに抗 AMV-

RNA血清を作り，これら抗血清の反応性について検討

し7こ。

A. 実験材料および方法

1. RNAの調製

供試した RNAは精製 yeastsRNA (W orthington 

社)， 精一製 yeastrRNA (Nutritional Biochemicals社)，

GILLASPIEら (1965)の方法に従って抽出した AMV-

RNAならびに KIRBY(1956)の方法にしたがって抽出

した ratliver RNAである。

AMV-RNAの調製 AMV(HN-6系統)は chloro・

form-n-butanol法と分画遠心法の併用で催病タバコ葉

から精製した。精製 AMV(10 mg/mii)から GILLASPIE

ら (1965)の方法にしたがし、 SDSphenol法で AMV-

RNAを抽出した。抽出した RNAは258mμに吸収極

大を示し 231mμ に吸収極小を示した(目立 139分光

光度討による)。また E260/E230= 2.29であった。 AMV-

RNA溶液中の蛋白質含量を LOWRYら (1951)の方法

によって調べたが0.5%以下であった。感染性をインゲ

ンの初生薬に接種し調べたがウイノレス中の核酸の感染性
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の約0.05%であった。 を541rnμ の吸光度から測定した。 グラフのたて軸の表

rat liver RNAの調製:絶食させたネズミの肝臓84g 示は対照における完全溶血の吸光度と反応の認められた

から KIRBY(1956)の方法にしたがって抽出した。抽出 上清の吸光度の差(ムOD)を100分率て、表わしたもので

した ratliver RNAは 260rnμ附近に吸収極大を示し， ある。すなわち， 100%不溶血を 100'，70の補体結合量と

230 rnμ 附近に吸収極小を示した(日立自記分光光度計 して表わした

による)。また E2印jE230=2.5であった。 ratliver RNA 

溶液中の蛋白質含量を Biuret反応を用いて調べたが B. 実験結果

1%以下であった。1.抗 yeastsRNA血清ならびに抗 yeastrRNA 

2. 抗 RNA血清の産生 血清の産生:

PLESCIAら (1964)の方法にしたがし、 RNA(生理食 精製 yeastsRNAならびに精製 yeastrRNAとメ

塩水中に 0.1-0.5%の濃度になるように溶かしたもの) チJレ化牛血清アノレプミンの complexをウサギに注射し

と同じ重量のメチノレ化牛血清アノレプミン(蒸溜水中に て各々の補体結合抗体を得た。これらの抗血清を yeast

1-5%の濃度になるように溶かしたもの)を混ぜて白濁 sRNA， yeast rRNA， AMV・RNA(HN-6系統)， rat 

の cornplexを作り，等容量の completeadjuvantと liver RNAならびに熱変性させた一本鎖、サケ精子DNA

混合してウサギの筋肉ないし皮下に注射した。 yeast と補体結合反応 (KOLMERの少量法)させた。 Table24 

sRNAは2.5mgずつ8回， yeast rRNAは0.25mgず は各抗原 (10μg)に対する抗yeastsRNA血清ならびに

つ9回， AMV-RNAは0.5mgずつ5回， AMVは1mg 抗 yeastrRNA血清の力価を判定法 Iに基づいて調べた

ずつ5回毎週免疫した。最終の注射後7-10日目に頚動 結果である。 Rabbit-Aから得た抗 yeastsRNA血清

脈より全採血して抗血清を得た。 は同種の RNAに対して 256倍に希釈した抗血清まで反

3. 抗血清の解析 応した。しかし異なる RNAに対しては yeastrRNA 

補体結合反応 (KOLMERの少量法)を用いて抗血清 が 16倍に希釈した抗血清ときわめて弱L、反応を示した

の力価ならびに各種の抗原に対する反応性を調べた。補 のみで AMV-RNA(HN-6系統)ならびに ratliver 

体，緬羊血球ならびに溶血素は北海道立衛生研究所より RNAとは反応せず，きわめて特異性が顕著であった。

購入した。希釈液は Veronal緩衝食塩水 (VBS)を周 一方， Rabbit-Bから得た抗 yeastsRNA血清は同種

いt.::..o 抗血清は寒冷凝集素を除いた後，30分間， 56
0C の RNAと512倍まで反応したが yeastrRNAに対し

の湯槽につけて非動化した。補体結合反応の手順は III ても 64倍まで反応し， rat liver RNAともきわめて弱し、

と同じである。反応の判定は以下に示す2種の方法で行 反応がみられた。 2匹のウサギから得た抗 yeastsRNA 

なった。 血清の特異性における差異はウサギの個体差によるもの

判定法 I と思われる。抗 yeastrRNA血清は同種の RNAと

(ー)ー ...100%溶血(完全溶血 256倍まで反応した。異なる RNAとの反応では yeast

(:t).... .一見 100%溶血に近く試験管を振ると底からわ sRNAと64倍まで反応し， AMV-RNA (HN-6系統)

ずかな血球が煙のように上るもの ならびに ratliver RNAともきわめて弱し、反応が認め

(十)ー… 25%の血球が不溶血で残る。 られた。 これらの結果から抗 yeastsRNA血清ならび

。+)・・ー 50%の血球が不溶血で残る。 に抗 yeastrRNA血清は yeastsRNAならびに yeast

(柵)・…・75'70の血球が不溶血で残る。 rRNAとそれぞれ，もっとも強く反応し異なる RNA

(，'11)・・ 100'，70不溶血(完全不溶血，遠心すると上清が無 との反応に比べて明らかな差異が認められたことからか

色透明 なり特異性のある抗血清が得られたものと思われる。

判定法 II つぎに一定希釈濃度 (1:50または 1:100)の抗 yeast

一定希釈濃度 (1・50，1:100)の抗血清に対する種々の sRNA血清 (Rabbit-A)ならびに抗 yeastrRNA血清

抗原の反応性を調べる方法として異なる抗原量 (0.1-40 、 に異なる抗原量 (0.1-40μg)で補体結合反応させた。反

μg)に対する補体結合反応の分光光度計による吸光度 応の結果は判定法 1Uこ基づいて示した。 Fig.14に示し

の測定値から求めた。その方法は補体結合反応終了後各 Tこごとく抗 yeastsRNA血清 (1:50)は0.5μgのyeast

管を遠心して不溶血球を除き，その上清に生理食塩水を s 
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Table 24. Titer of anti・sRNAserum and anti-rRNA 

serum in C'-fixation test 

Antiserum 
Antigen 

(10μg) 1/16 

Yeast sRT可A 酬+

Anti-yeast Yeast rRNA + 
sRNA serum *AMV-RNA 

(Rabbit-A) Rat liver RNA 

Control 

Yeast sRNA 刊+

Anti-yeast 
Yeast rRNA 制

sRNA serum 

(Rabbit-B) 
Rat liver RNA * 
Control 十

Yeast rRNA 州

Yeast sRNA +件

Anti-yeast 
AMV-RNA * rRNA serum 
Rat liver RNA +十

Control * 
* AMV: Alfalfa Mosaic Virus (HN-6 strain) 

100 

。

Fig. 14. 

匡=ち

3 5 ，ケー→，

fL9 ANTIGEN 

C'-fixation reactions of anti-yeast sRNA 

serum with: 0， yeast sRNA; x， com-
plex of yeast sRNA and methylated 

bovine serum albumin; 口， methylated 

bovine serum albumin. 

Antiserum dilution=1: 50 

20μgの yeastsRNAと反応させたがそれぞれ95.3';'0，

95.3';'0， 97.6';'0ならびに95.8';'0であった。同様にして免

疫源として用いた yeastsRNAとメチル化牛血清アノレ

Dilution of Antiserum 

1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 1/1024 

III十 III十 柵十 -¥¥十

耐 州 柵 III十 +件

州 * 
十

州 州 +什 + 

* 十
十

+ 

ブミンの complexに対する反応性を調べたが yeast

sRNAに対する反応といちじるしく類似した。 担体蛋

白質として用いたメチノレ化牛血清アノレブミンに対しては

0.2μgの抗原量で96.2';'0となり反応が最大に達したが

5μgではほとんど反応が認められなった。 Fig.15は抗

yeast sRNA血清に AMV-RNA(ATCC-106系統)，

yeast rRNA， rat liver RNAならびに熱変性させた一

本鎖サケ精子 DNAを反応させた結果で‘あるo 異なる

RNA Iこ対しては yeastrRNAが10ならびに20μgの

抗原量でそれぞれ2.8ならびに 15.5';'0とわずかに反応が

認められたが， AMV-RNAならびに ratliver RNA 

との反応は認められなかった。一方，熱変性させた一本

鎖サケ精子 DNAが10μgならびに20μgの抗原量でそ

れぞれ33.5ならびに 74.8';'0の補体結合反応が認められ，

異なる RNAに対する反応より強かった。 抗 yeast

rRNA血清 (1:100)に対する yeastrRNAの反応性

を調べた結果が Fig.16である。抗 yeastrRNA血清

は5ならびに 10μgの yeastrRNAに対してそれぞれ

83.1 ';'0ならびに82.5';'0の強い反応が認められたが 20μg

では30.7';'0となり，反応が弱くなった。 yeastrRNAと

メチル化牛血清アノレプミンの complexを抗原として用

いた場合も yeastrRNAとの反応とほぼ同様の傾向が
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Fig. 17. C'-Fixation reactions of anti-yeast rRNA 

serum with : 0， yeast rRNA; x， AMV-
RNA (HN-6 strain). 

Antiserum dilution=l: 50 

Fig. 15. Cに自xationreactions of anti司yeastsRNA 

serum with: 0， yeast sRNA; x司 yeast
rRNA;口， heat denatured salmon sperm 

DNA;ム， rat liver RNA; • AMV-RNA 
(ATCC-106 strain). 

Antiserum dilution = 1・50
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Fig. 18. C'-fixation reactions of anti-yeast rRNA 

serum with: 0， yeast rRNA; x， heat 
denatured salmon sperm DNA. 

Antiserum dilution=l: 100 

それぞれ 14.4， 19.9ならびに 27.470の反応が認められた

(Fig.17， Fig目 18)。

2. 抗 AMV-RNA血清の産生

AMV-RNA (HN-6系統)とメチノレ化牛血清アノレプミ

ンの complexをウサギに注射して AMV-RNAと反

応する補体結合抗体を得た。 Table25は各抗原 (10μg)

に対する抗血清の力価を判定Iに基づいて調べた結果で

ある。 Rabbit-2から得られた抗血清ーは AMV-RNAに

対して 32倍まで反応が認められた。しかし精製 AMV

に対しても 128倍まで反応が認められた。 したがって

AMV-RNAから1f:zり除くことができなかったウイルス

Fig. 16. Cに五xationreactions of anti-yeast rRNA 

serum with: 0， yeast rRNA; x， com-

plex of yeast rRNA and methylated 

bovine serum albumin; 口， methylated 

bovine serum albumin. 

Antiserum dilution = 1 : 100 

20 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

μ9 ANT/GEN 

認められた。メチノレ化牛血清アノレブミンに対する反応は

0.2μgの抗原量で 79.170に達し， もっとも強い反応を

示したが1μgの抗原量ではほとんど反応が認められな

かった。 vfyeast rRNA血清 (1:50)と異なる RNA

との反応を調べた結果， AMV-RNA (HN-6系統)が

10μgの抗原量で27.970の反応が認められ，熱変性させ

た一本鎖サケ精子 DNAとの反応では 100筒に希釈し

た抗Iflli官に対し 10，20ならびに40f1gの抗原量に対して
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Table 25. Titer of anti-AMV-RNA serum in Cι五xauontest. 

Antigen Dilution of Antiserum 
Antiserum 

(10μg) 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 1/512 

本AMV-RNA ffft 十

AMV ffft JJJ件 十件 十

Anti-AMV-RNA serum Yeast sRNA ffft ffft +十十

(Rabbit-2) Yeast rRNA 刊十 什

Rat liver RNA * 
Control 十

AMV-RNA 4It十 制十 併

AMV 州 社~ ffft * 
Anti-AMV・RNAserum Yeast sRNA ~枠 ffft 十

(Rabbit-4) Yeast rRNA 4It十 +叶

Rat liver RNA -¥¥十 十

Control +十

ホ AMV; Alfalfa Mosaic Virus (HN-6 strain) 

蛋白質が存在し，抗ウイノレス蛋白質抗体も同時に産生さ まで反応、が認められたが， AMV-RNAに対する反応に

れたように思われる。また yeastsRNAに対しては 比較して，わずかに弱かった。また yeastrRNAならび

64倍まで。 yeastrRNAに対しては32倍まで反応が認 に ratliver RNAに対してもg弘、反応が認められた。

められ， AMV-RNAに対してよりも抗体価が高かった。 つぎに一定希釈濃度 (1:50)の抗 AMV-RNA血清

rat liver RNAに対してもわずかに反応が認められた。 (Rabbit-4)に AMV-RNA(1-10 pg)を反応させた。

一方， Rabbit-4から得られた抗血i古は AMV-RNAに 反応の結果は判定法 IIに基づいて示した。 Fig.19に示

対しては64倍ーまで反応し，精製 AMVに対しては128倍 したごとく 5μgの AMV-RNAに対して 16.1%，10μg 

まで反応が認められた。 yeastsRNAに対しては64倍 に対しては83.1'70の補体結合反応が認められた。

、
、通
旬、、、

//JOI 

80 

(.;， 60 
河川

℃ 

S 
~ 40 

20 

。

Fig. 19. 

2 3 5 /0 

μ9 Antigen 

C七五xationr巴actionsof anti-AMV-RNA 

(HN-6 strain) serum with AMV-RNA 

(HN-6 strain). 

Antiserum dilution = 1: 50 (Rabbit-4) 

3. モノリボヌクレオチドによる阻害試験

抗 yeastsRNA血清 (1:50)に対する yeastsRNA 

(10 μg)ならびに抗 yeastrRNA血清 (1:50)に対する

yeast rRNA (10μg)の補体結合反応におけるモノヌク

レオチドの阻害効栄を調べた。供試したモ/ヌクレオチ

ド(興国人絹ノマノレプ株式会社)は5'-GMP-Na2，5'-CMP-

Na2，5'-UMP-Na2ならびに 5'-AMP-Na2の4種であ

る。阻害試験の方法は抗血清にモノヌクレオチド (10，

30， 50μg)を混ぜ40Cで24時開放置後，抗原，補体なら

びに溶血系を加える順序で行なっt::.o しかしながら 4種

のモノヌクレオチド (10，30， 50μg)はいす‘れも補体結

合反応を阻害しなかった。

4. 考察

本報告で明らかなように抗 yeastsRNA血清， H[ 

yeast rRNA血清ならびに抗 AMV-RNA血清が得ら

れt::.o 抗 yeastsRNA血清に対する yeastsRNAとの

補体結合反応は 0.5μgの抗原設に対して 66.5%，1-20 
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μgの抗原量にに対していずれも 95%前後の補体結合反

応が認められた。 これらの結果は PLESCIA ら (1965)

の報告と娯似している。一方， tJL yeast rRNA血清に

対する yeastrRNAは5ならびに 10μgの抗原量に対

してそれぞれ 8:3.1~もならびに 82.5 '，70 の反応が認められ

た。 しかし 20pgでは 30.7'，70 となり， 反応が弱くなっ

た。これまでに報告ーされた DNA抗体， RNA抗体なら

びに合成 polyribonucleotide抗体の反応の多くは反応、

が最大に達してからさらに過剰の抗原量を加えると反応

が弱くなるようである (SEAMAN ら， 1965; LEVINE 

ら， 1960)。 しかしながら抗 sRNA抗体のように過剰の

抗原を加えても反応が低下しなかったとL、う報告もある

(PLESCIAら， 1964)0 これらの差異は抗原として用いた

核酸の種類によっても認められるようであるがウサギの

個体差によることもあった(奥原ら， 1969)。 また yeast

sRNAは対応するアミノ酸数と同じ数の混合抗原であ

るために sRNAに対して産生された抗体は rRNAよ

りも不均一であることも考えられる。

抗 RNA血清は PLESCIAら (1964)の方法にした

がって RNAとメチ Jレ化牛血清アルブミン (MBSA)

の complexをウサギに注射して得られたのて、 RNA-

MBSA complexに対する反応も調べt::.o しかし抗

yeast sRNA血清ならびに抗 yeastrRNA血清に対す

る RNA-MBSAcomplexの反応は核酸のみとの反応

とほほ同様の傾向が認めれらた。 しかし PLESCIAら

(1964)ならびに奥原ら (1969)の報告によると抗 calf

thymus DNA血清ならびに抗サケ精子 DNA血清に

対する DNA-MBSAcomp¥exの反応は DNAのみを

反応させたよりも強かった。また STOLLAR(1967)は

DNAとの反応が知られている systemic¥upus erythe-

matosus (SLE)患者血清を calfthymus DNA， calf 

thymus nucleoproteinならびに種々の比率の histone-

DNA complexに対して反応させ， この血清は少なく

とも 2種類の抗原と反応すると報告した。さらに阻害試

験ならびに吸収試験の結果から nativeDNA:は抗原決

定群の主な部分であったと報じているo したがって本報

告においても同様に complexに対して特異的に反応す

る抗体が産生されているか否かは今後明らかにする必要

/J'ある。

抗 yeastsRNA血清ならびに抗 yeastrRNA血清

に対して MBSAを反応させた結果， 0.2μgの抗原量で

反応、が最大に達し 1~5μg の抗原量ではほとんど反応

が認められなかった。ニの結果から担体蛋白質に対して

反応する抗体も同時に産生されていることが認められ

た。 ミれは PLESCIAら (1964)ならびに奥原ら (1969)

の報告と一致した。

抗 yeastsRNA凶lii¥iならびに抗 yeastrRNA [血清

の反応における特異性を調べるために異なる RNAと

の交叉反応を補体結合反応を用いて実験した。抗 yeast

sRNA血清に対しては yeastrRNAがわずかに反応し

たが AMV司RNAならびに rat¥iver RNAとの反応は

ほとんど認められなかった。抗 yeastrRNA血清に対

しては yeastsRNA， AMV-RNA ならびに rat¥iver 

RNAがL、ずれもわずかに反応した。 したがってこれら

の抗血清は異なる RNAとも反応するが反応の強さに

おいて同じ RNAと比較して明確な差異が認められた。

さらに熱変性させた一本鎖サケ精子 DNAに対しても反

応が認められ， PLESCIAら (1965)によって報告された

抗yeastsRNA血清における反応性と似ていた。核酸抗

体の特異性についてはこれまでに多くの報告があるが抗

RNA 血清， 抗 DNA血清ならびに抗合成ポリヌクレ

オチド血清のし、ずれにおいても同じ核酸と異なる核酸に

対する反応性に差異が認められている。 また， tAl京決
定群に関する研究も活発に行なわれ TANENBAUMら

(1963)， SELAら (1964)，SEAMANら (1965)，BUTLER 

ら (1965)，PLESCIAら (1965)，ならびに奥原ら (1969)

はおもに核酸構成成分の塩去が抗原決定群に関与して

いると報告している。 しかしながら本報告における抗

yeast sRNA血清ならびに抗 yeastrRNA血清は4種

のモノヌクレオチドによって反応が阻害されなかった。

ミの結果は PLESCIAら(1965)の報じた抗 yeastsRNA 

血清と異なっている。 SLE患者血清に対する B.natto 

DNAの反応 (STOLLARら， 1962)ならびに抗サケ精

子 DNA血i青に対するサケ精子 DNAの反応(奥原ら，

1969)におけるピリミヂンオリゴヌクレオチド(反応に

用いた DNAを酸水解し DEAEセノレローズカラムク

ロ7 トグラフィーによってオリゴヌクレオチドの chain

の長さにしたがって分画したもの)の阻害試験の結果，

モノヌクレオチドによって阻害効果はほとんど認められ

なかったがオリゴヌクレオチドの chainの長さの増加に

ともなって阻害効果が治大する傾向を示したと報告して

いる。本報告の抗 yeastsRNA血清ならびに抗 yeast

rRNA血清においてもさらにオリゴヌクレオチドの阻

害試験を行なう必要がある。一方， BARBUら (1960)，

PANIJEL (1963 a)ならびに PANI]EL(1963 b)は E.coli 

ならひに Proteusvulgal・15 のリボゾームを馬に注射し

て得られた抗血清を用いて実験を行ない， 筏酸の抗原

決定群が主に塩廷であるとする説に対して polyribose-
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phosphate backboneに局在し，核般のi高次構造が関与

しているのではないかと報じた。したがって核餓抗体の

特呉'1:1:をきめる抗原決定1tlに関してはまだ一致した結論

が得られていないが木研究においても今後さらに追求さ

れなければならない点である。

tiL AMV-RNA血清に対する各1重RNAならびに精

製 AMVとの補休結合反応によって明らかにされたこ

とく， AMV-RNAとの反応は弱し、ものであった。また

yeast sRNA， yeast rRNAならびに ratliver RNA 

とも反応し，各 RNA との反応、の強さに顕著な差異が

認められず，きわめて特異性のないことがわかった。さ

らに精製 AMVとも反応することから AMV-RNAヰ1

に定量分析によって検出できなかった微量のウイルス蛋

白質か混在し， ウイノレスに)(;J-'して反応する抗体も同時に

J1[生されたものと考えられる。 しかしながら抗 AMVc

RNA血清(希釈・ 50倍)に対する AMV-RNA(10μg) 

の反応を混入 AMV蛋白}員 (0，570以下)との反応とみ

なすには供試した AMV-RNAIドの蛋白質が微量 (0，05

μg以下)であることから否定される。一方，抗体価の高

い抗 AMV血清は供試した AMV-RNAが反応しな

いことからもかかる疑問は否定されるものと考えられ

る。 ザLAMV-RNA血清の特異性がきわめて低いこと

は AMV-RNAの抗原決定群が他の RNAと類似し

ていることも考えられる。 HERNANDEZら (1968)は

担体蛋白質を用いず yeastsRNAをそのままウサギに

注射して得た抗血清は yeastsRNAに対して反応しな

かうたが pancreasribonucleaseによって分解したオ

リゴヌクレオチドと反応した。 さらに yeastsRNAと

メチノレ化牛血清アノレブミンの complexに対する pan-

creas ribonucleaseの影響を znvltroにおいて調べた

結果 yeastsRNAの 4470が分解されたと報告した。

AMV-RNAも分子l判こ存在する水素結合によって複雑

な高次構造を形成している可能性もあり， HERNANDEZ 

ら (1968)の結果から AMV-RNAもメチノレ化牛血清ア

ノレブミンとの結合が不完全であるためにウサギ体内の

ribonucleaseによって分解されやすし AMV-RNAの

ほかに AMV-RNAの分解産物に対する多数の抗体も

同時に産生されたために特異性が低かったとも推察でき

る。したがって特異性の高い植物ウイノレス RNA抗体を

産生するためには特異性の高い抗原決定がだけを分画

し，適当な担体と結合させて抗体を1'1さることであり，また

RNAをどのように完全に保護した状態で抗体産生細胞

に認識さ性るかであろう。

摘要

1 ) 北海道のアルフアノレファ， レッドクローパー， ラ

ジノクローパーから単一局音1¥病以lの妓績を数回総返す方

法によってアノレ 77ノレファモザイクウイノレス (AMV)と

忠われる 6分自，It株を得た。これらの 6分離株は HN-1，

HN-2， HN-3， HN-4， HN-5， HN-6と命名した。

2) これらの分離株ならびに分譲をうけた ATCC-

106， タバコ B系， AA-1， AL-9の各分離株を9科 18

種の植物を用いて寄主範囲ならびに病徴を比較した。

:3) 各分離株の粗汁液I:j:lにおける物理的性質を調べ

た。希釈限界は HN-1，HN-2および HN-4が1:105 

に希釈した時活性を消失し，HN-:3， HN-5ならびに

HN-6は1・105，5に希釈した時活性を消失した。ATCC-

106とタバコ B系は 1:104希釈以上における実験を行な

っていないが， 希釈限界は 1:104，5_1: 105，5にあるもの

と推定される。耐熱性は HN-2，HN-3ならびに HN-4

が 600Cで完全に活性を消失したが HN-1，HN-5， 

HN-6， ATCC-106，タバコ B系はわずかに活性を保持

していた。 しかし 650Cではすべての分離株は活性を失

った。保存限界は220Cで HN-1は7日目， HN-3およ

び HN-6は6日目に活性を消失した。

4) Phy岬 lisfloridanaならびにタバコ (KY-57)を

用いて分離株間における干渉効果を調べた結果，ほほ完

全な干渉効果が認められた。

5) 抗 AMV(AA-1系統)血清に対して供試した 10

分離株の血清反応を重層法ならびに寒天ゲル中拡散法を

用いて実験した。 10分離株は血清学的にも AMVと同

定された。

6) ダイズ(白鶴の子)， タパコ (KY -57)， Physalis 

floridana， キウリ(刈羽節成胡瓜)， センニチソウにお

ける病徴に基づいて 10分離株を 4群に分けた。 1群に

HN-2， AA-1， II 1tlに HN-1，HN-:3， HN-5， HN-6， 

タバコ B系， AL-9， III it'fに HN-4，IV群に ATCC-

106の各分離株が含まれた。 したがって北海道におL、て

も AMVによる 7 メ科牧草の病害が確認され"病徴に

よる群別によって供試した AMVの分離株をいくつか

の系統に分けることができた。

7) Chloroform-n-butanol法と分画遠心法の併用に

よって AMVの精製を行なった。 植物成分は2回の超

遠心操作を繰返すミとにより除かれ，きわめて純度の高

い精製ウイルスを得ることができた。

8) 精製 AMV(HN-6， A TCC-106， HN-4)の紫外

部吸収を測定したが，いす';hの系統も同様な紫外部吸収
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出1線を示した。これらの系統の紫外部吸収の結果から既 染性は増加しなかった。

報の AMVの核酸含量と一致した。 また2回の烹糖濃 15) 4回の烹糖濃度勾配遠心によって得られた bot-

度勾配遠心によって分函した topと bottomfraction tom fractionは1回のものに比べて約1/7-1/10の感染

はほぼ同じ紫外部吸収曲線を示した。 力に低下したが topfractionを混ぜて接種するともとの

9) AMV各成分相互の量比が系統，異なる寄主植物 感染力に回復した。したがって AMVの bottomfrac-

(タノミコおよびエンドウ)ならひにウイノレス感染令によっ tionも単独では感染性を有しない不完全ウイノレス粒子

て異なるか否かを調べた。各系統聞の比較では HN-4 と推察された。

ならびに PC-y(キャリコ系統)が HN-6ならびに 16) 異なる5系統の topfractionとbottomfraction 

ATCC-106よりも top成分の多い系統であった。しか の組合せで混ぜて接種しても感染性の増加が認めら

し， HN-6をタパコならびにエンドウで増殖させて成分 れた。

相互の量比を比較したがほとんど差異は認められなかっ 17) 他の系統に比較して小さな局部病流を形成する

た。一方， middl巴成分の量比はウイルス感染令にとも ATCC-106系統と HN-4，HN-6， PC-Y 系統との組

なってわずかに増大した。 合せにおいては bottomfraction として用いた系統の

10) セルロースアセテート膜(セパラックス)による 病斑が増加した。しかし ATCC-106系統と HN-2系

電気泳動によって HN-6，A TCC-106ならびに PC-y 統の組合せにおいてはいずれの系統にも属さない中間型

の各系統を比較した。 3系統は原点から揚極側に泳動し の病斑を多数認めた。

とくに原点から 0.5-0.6cmの位置に濃いバンドがみら 18) topまたは bottomのどちらかの fractionを先

れた。しかし各系統の泳動図における明らかな差異は認 に接種して感染性の増加の有無を調べたが，接種時間が

められなかっ t::.o ::10分間経過すると相互作用は認められなかった。

11) HN-6， ATCC-106ならびに PC-yの系統に対 19) in vitroにおける bottomfractionに特異的な

する抗 AMV血清を得て， 系統聞の抗原性の差異を重 ウイノレス活性は30
0
C，3日間でそのほとんどを消失した

層法による沈降反応，補体結合反応ならびに寒天ゲノレ中 が， top fractionは30
0

Cで3日聞を経過しでも約600/0

拡散法を用いて調べた。しかしいずれの方法において のウイノレス活性を保持していた。 invivoにおいても

も各系統の抗原性に明らかな差異を認めることができな top fractionのウイノレス活性の耐性は bottomfraction 

かった。 に比較してきわめて強かった。 したがって invivoに

12) 精製 AMV(HN-6， ATCC-106， PC-Y)の免疫 おいて感染後，時間の経過とともに感染性が低下するの

電気泳動を行なった結来，いずれの系統も陽極側に4本 は主として bottomfractionに特異的なウイノレス活性

の沈降線が現われ，各沈降線の易動度はほぼ同じであっ の消失に起因することがわかった。

た。したがって免疫電気泳動法による 3系統の精製ウイ 20) RNAとメチル化牛血清アノレブミンの complex

Jレスの比較でも明らかな差異は認められなかった。つぎ をウサギに注射して抗 yeastsRNA血清， 抗 yeast

に抗 AMV(HN-6)血清を免疫電気泳動した結果， 陰 rRNA血清ならびに抗 AMV-RNAiHN-6系統)血清

極側に精製 AMVと反応する 2本の沈降線が生じ， こ を得た。

れらの沈降線は易動度から IgGの沈降線の位置と一致 21) 抗 yeastsRNA血清に対する yeastsRNAと

した。 の反応、は 0.5μgの抗原量に対して 66.5'7も， 1-20μgの

13) 茶、糖濃度勾配遠心を2回繰返して得た topと 抗原量に対して， l 、ずれも 950/0前後の補体結合反応が認

bottom fractionの感染性について 3系統を供試し， ;:1 められた。異なる RNAとの交叉反応では yeastrRNA 

種の検定植物を用いて実験した。 topfractionはいずれ がわずかに反応したが AMV-RNAならびに ratliver 

の系統も感染性を示さず， bottom fraction にのみ感染 RNAとの反応はほとんど認められなかった。熱変性さ

性が認められた。 せた一本鎖、サケ精子 DNAに対しては反応が認めら

14) 1回の煎糖濃度勾配遠心によって分けた top れた。

fractionと bottomfractionを混ぜてインゲンに接種 22) 抗 yeastrRNA血清に対する yeastrRNAは

すると bottomfractionの感染力が約2倍に増大Lt::.o 5ならびに 10μgの抗原量に対して，それぞれ83.10/0な

しかし
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叉反応では yeastsRNA， AMV-RNAならびに rat

liver RNAがL、ずれもわずかに反応した。 熱変性させ

たサケ精子 DNAに対しでも弱し、反応、が認められた。し

たがってtfLyeast sRNA luliif;ならびに抗 yeastrRNA 
血清は異なる RNA とも反L亡、するが， 反応の強さにお

いて同じ RNAと比較して明確な差異が認められた。

23) 抗 AMV-RNA IUl清に;対する AMV-RNA の

反応は~~\，、ものであった。さらに yeast sRNA， yeast 

rRNAならびに ratliver RNAとも反応した。また，

各 RNA との反~ì'.、の ilftt さに顕著な差異が認められず，き

わめて特異性のなL、ものであった。

24) 抗 yeastsRNA J血清ならびに抗 yeastrRNA 

血清に対する yeastsRNAならびに veastrRNA と

の補体結合反応は4積のモノリボヌクレオチドによって

悶害されなかった。
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Summary 

1) From the naturally occurring pathogen of 

alfalfa， red clover and Ladino clover in Hokkaido， 

six virus isolates were obtained by the serial local 

lesion transfer technique. These isolates were 

designated HN-l， HN-2， HN-3， HN-4， HN-5 and 

HN-6， and were compared with the previously re司
ported AMV isolates (ATCC-106， Tobacco B， AA-1 

and AL-9). 

2) Comparative host range and symptom expres-

sion of these iso!ates were examined on 18 species 

(9 families) of test plants. 

3) Properties in vitro of these iso!ates were 

examined. The iso!ates HN-1， HN-2 and HN-4 

!ost the infectivity at a di!ution of 1・105，whereas 

HN-3， HN-5 and HN-6 lost at a di!ution of 
1: 105.5• The dilution experiment with ATCC-106 

and Tobacco B a!so suggests that their dilution 

end points may be within a range between 1: 104.5 

and 1: 105.5. The therma! inactivation points of 

HN-2， HN-3 and HN-4 were at 60oC， whereas 

HN-1， HN-5， HN-6， ATCC-106 and Tobacco B 

were at 650C. The aging in vitro' of HN-1， HN-3 

and HN-6 were tested at 220C. HN-l and other 

two iso!ates (HN-3 and HN-6) were noninfectious 

in the crude extracts after 7 and 6 days storage， 

respectively. 

4) Using Physalis floridana and tobacco plants 

(KY-57)， the cross protection tests among these 

isolates were performed， and showed almost com-

p!ete interference. 

5) Ten iso!ates used reacted with anti-AMV 

(AA-1 isolate) serum in the ring-interface precipitin 

test and doub!e di任usiontest. Consequently， all 

the isolates wer巴 identi五巴das AMV from the r巴-

sults of the serological tests and the other experi-

ments desιribed above. 

6) On the basis of symptom expression on 5 

di任erentp!ants (soybean， tobacco， Physalis flori-

dana， cucumber and Gomphrena globo:叫)， the AMV 

isolates studied in this work were classi五edinto 4 

subgroups. The subgroup 1 includes HN-2 and 

AA-l， the subgroup 1I， HN-l， HN-3， HN-5， HN-6， 

Tobacco B and AL-9， the subgroup III， HN-4， and 

the subgroup IV， ATCC-106， respectively. The 

iso!ates classified each subguoup may be looked 

on as different AMV strain 

7) The purification of the virus was made with 

the treatment of chloroform-n-butanol (1: 1， v/v) 
and 2 cycIes of di百erent凶 centrifugation(10，000 

rpm for 15 minutes and :30，000 rpm for 90 minutes) 

The purified AMV obtained by the procedure con-

tained negligib!e quantity of th巴 residueof tobacco 

plant. 

8) Ultraviolet absorption spectra of the purified 

A勘1Vstrains (HN-6， ATCC-106 and HN-4) wer巴

very similar to those of the AMV strains reported 

upto the present. The results suggest that the 

contents of nucIeic acid of these AMV strains are 

within those of known AMV strains. The ultra-

violet absorption spectra of top and bottom frac-

tions of the AMV strains used were much the 

same， too. 

9) It was studied whether the relative amount of 

ribonucIeoprotein components of AMV varied ac-

cording to the virus strains， the host plants and 

the age of plants asfer inoclllation or not. 

In comparison with di任erentvirus strains mll!ti-

plied in tobacco p!ant， HN-4 and PC-Y (potato 

calico strain) contained mllch more top component 

than HN-6 and ATCC-106. However， HN-6 strain 

grown in both tobacco and pea p!ants showed the 

similar ratio of the components. The ratio of the 

middle component increased according to the age 

of tobacco plants after inoculation. 

10) The pllri五ed viruses of HN-6， ATCC-106 
and PC-Y strain were compared by the cellu!ose 

acetate e!ectrophoresis. Each strain migrated to・

ward an anode， and formed the single deep band 
at the position of 0.5 to 0.6 cm from the origin 

However， the distinctive di妊erences of electro-

phoretic mobi!ities among three AMV strains could 

not be found. 
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11) Using the anti-AMV serum to each of HN-6， 
ATCC-106 and PC-Y strain， comparative tests 

among reactions with these strains described above 

were performed by the serological techniques of 

the ring-interface precipitin tests， the complement 

五xationreactions and the double di任usiontests 

Signi五cantdi丘erencesof the antigenicities of these 

strains could not be found. 

12) The puri五ed viruses of HN-6， A TCC-106 

and PC-Y strain were compared by the immuno-

electrophoresis. All the strains produced four pre-

cipitin lines against anti-AMV serum on the agar 

plate of the anodable side. These precipitin lines 

were almost the same on the electrophoretic mo-

bilities. Therefore， there were no distinctive differ-

ences among the three AMV strains from the re-

sults of the immunoelectrophoresis. 

The anti-AMV (HN-6 strain) serum also was 

examined by immunoelectrophoresis. Two precipitin 

lines formed by reaction with the purified AMV 

(HN-6 strain) were in the cathodabl巴 side. On the 

basis of the electrophoretic mobility， these lines 

correspond to the precipitin line to IgG. 

13) The infectivity of top-and bottom fraction 

separated by twotimes density gradient centrifu-

gation was tested by using three kinds of AMV 

strains and test plants. From these results， it was 

observed that bottom fraction was infectious， but 

not top fraction 

14) When the mixtures of top and bottom frac-

tions separated by one-time density gradient cen-

trifugation were inoculated on leaves of beans， the 

infectivity of the bottom fraction increased doubly. 

Whereas， the mixting w】thUV司irradiatedtop frac-

tion or tobacco mosaic virus instead of the top 

fraction were unable to give the enhancement of 

the infectivity of the bottom fraction 

15) The infectivity of bottom fraction separated 

by four-times density gradient centrifugation， which 

decreased up to about one-seventh to one-tenth of 

the infectivity of bottom fractiom separated by 

one-time density gradient centrifugation， recovered 

the original infectivity by the addition of the top 

fraction. Th】sresult suggests that the bottom 

fraction alone is noninfectious 

16) When the mixtures of top and bottom 

fractions prepared from the dほerentstrams were 

inoculated， the infectivity of the bottom fraction 

increased 

17) Using ATCC-106 strain which produced 

smaller locallesions on beans than the other strains 

used， the mixtures of top or bottom fraction from 

ATCC-106， and those from each of HN-4， HN-6 

and PC-Y were inoculated. The increased local 

lesions were similar to these of the strain used as 

bottom fraction. 

However， in the case of the combination between 

ATCC-106 and HN-2， the local lesions which 

would not characterize the used strains increased. 

18) Either top or bottom fraction was inoculated 

of bottom or top fraction. No interaction of top and 

bottom fraction inoculated at different time was 

found. 

at half-one hour and ten hours prior to inoculation 

19) When the bottom fraction (HN-6 strain) 

prepared by one-time density gradient centrifu-

gation was kept at 300C for 3 days in the incubator， 

the speci五cactivity of the bottom fraction was 

almost lost. Whereas， the top fraction kept under 

the same condition retained about sixty percent of 

the speci五cactivity. The top fraction-specific ac-

tivity in vivo also was stable than that of the 

bottom fraction， as the results of in 1);tro inacti-

vation of the top and bottom fraction. These 

results indicated that in vivo inactivation of AMV 

principally depended on the inactivation of bottom 

fraction. 

20) Anti-yeast sRNA serum， anti-yeast rRNA 

serum and anti-AMV-RNA (HN-6 strain) serum 

were obtained by the immunization of rabbits with 

complexes of these RNAs and methylated bovine 

serum albumin 

21) In complement五xationreaction of anti-yeast 

sRNA serum diluted at 1: 50 with yeast sRNA 

varying 0.1 to 20μg， 66.5 and about 95 per cent 

complement fixation were given at the antigen of 

0.5 and 1 to 20μg， respectively 

The anti-yeast sRNA serum slightly reacted with 

yeast rRNA and heat-denatured salmon sperm DNA， 

but not AMV-RNA and rat liver RNA 

22) In complement 五xation reaction of anti-

yeast rRNA serum diluted at 1: 100 with yeast 

rRNA varying 0.5 to 20 f1g， 83.1， 82.5 and 30.7 p紅

白 ntcomplement五xationwere given at the antigen 

of 5， 10 and 20 f1g， respectively. The amount of 

the antigen required for maximum complement 

fixation was 5μg. The anti-yeast rRNA serum 

weakly reacted with yeast sRNA， AMV-RNA， rat 
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liver RNA and heat-denatured salmon sperm DNA， 

too. However， the clear di妊erencewas found in 

the reactions with the homologous anti日enand the 

h巴terologousantigens 

2:3) Anti-AMV-RNA serum reacted with not 

only AMV・RNAbut also yeast sRNA， yeast rRNA 

and rat liver RNA in complement五xationreaction， 

and the titer of this antiserum was lower than 

those of anti-yeast sRNA serum and anti-yeast 

rRNA serum. 

Moreover， there were no distinct differences 

among the titers of the anti-AMV-RNA serum 

reacted with AMV-RNA ancl the other RNAs 

statecl above. From the results， the anti-AMV-
RNA serum was not specific for AMV-RNA 

24) The complement fixation reactions of anti-

yeast sRNA serum ancl anti-yeast rRNA serum 

with yeast sRNA and yeast rRNA were not in-

hibited by the addition of four kinds of mono-

ribonucleotides. 



Explanation of plates 

Plate 1 

1. Photographs were taken 10 minutes after centrifugation (:)5，000 rpm); sedimen-

tation was shown from left to right. The compon巴ntsfrom right to left are 

bottom， middle and top component. The sedimentation diagrams of HN-6 
strain prepared from systemically infected tobacco leaves 6 and 10 days 

after inoculation were shown in A-1 and A-2， respectively. The sedimen-

tation diagrams of ATCC-106 strain prepared from inoculated tobacco leaves 

4 and 10 days after inoculation were shown in B-1 and B-2. The sedimen-

tation diagrams of PC-Y strain prepared from systemically infected tobacco 

leaves 6 days after inoculation and HN-4 prepared from inoculated tobacco 

leaves 5 days after inoculation were shown in C and D， respectively_ 

2. Cellulose acetate electrophoresis of strains of alfalfa mosaic virus 

(1): HN-6 (2): ATCC-106 (3): PC-Y 
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Plate II 

1. Double diffusion test of anti-AMV (HN-6 strain) serum with: (1)， HN-6; 

(2)， ATCC-106‘(:3)， PC-Y. 

As = antiserum 

2. Double di妊usiontest of anti-AMV (ATCC-106 strain) serum with: (1)， ATCCー

106; (2)， HN-6; (3)， PC-Y 

As=antiserum 

3. Double di任usiontest of anti-AMV (PC-Y strain) serum with: (1)， PC-Y; 

(2)， HN-6; (::l)， ATCC-106. 

As = antiserum 

4. lmmunoelectrophoretic pattern of AMV (HN-6 strain) 

Upper trough: anti-AMV (HN-6 strain) serum 

Lower trough: anti・AMV(ATCC-106 strain) serum 

5. Immunoelectrophoretic pattern of AMV (A TCC-106 strain) 

Upper trough: anti-AMV (ATCC-106 strain) serum 

Lower trough: anti-AMV (HN-6 strain) serum 

6. Immunoelectrophoretic pattern of AMV (PC-Y strain). 

Upper trough: anti・AMV(PC-Y strain) serum 

Lower trough: anti-AMV (HN-6 strain) serum 

7. Immunoelectrophoretic pattern of rabbit anti-AMV (HN-6 strain) serum (1) 

a: AMV (HN-6 strain) 

b: Rat anti-whole rabbit serum 

1，2・ Precipitinlines against AMV (HN-6 strain) 

3: Precipitin lines against rat anti-whole rabbit serum 

8. Immunoelectrophoretic pattern of rabbit anti-AMV (HN-6 strain) serum (2) 

a: AMV (HN-6 strain) 

b: Horse anti-IgG rabbbit serum 

1，2: Precipitin lines against AMV (HN-6 strain) 

3: Precipitin line against horse anti-IgG rabbit serum 
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