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凍結又は凍結乾燥による'l'obacco Mosaic Virusの粒子の

長さ及び感染力の変化について*

根井外喜男

(低温科学研究所医学部門)

四方英四郎

()箆学部植物病理学教室)

(ns事n35年 6月受fu

1. 緒言

さきに著者等は， Tobacco Mosaic Virus (以下 TMVと略称)が，凍結乾燥によって幾つ

かの粒子に断裂することを確認し，そのような変化がおこる機構について種々検討-を試みた九

今回は更に， TMVの樫卒業への接積試験を実施し，凍結又は凍結乾燥によってそれぞれ

感染力の低下する ζ とを認めたので，それが形態的な変化とどのような関連を示すかを明らか

にしたいと考えて，本実験を行なった。

U. 実験方法

使用材料 TMVを Nicotianasylvestris Iζ接種して催病させた莱を刈りとって凍結保

存しておく。これに pH7.0の燐融緩衝液を加えて謄砕し， 10，000 r.p.m. 30分遠心洗澱した上
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凍結楽を踏砕後融解
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清を粗製液とし，更に前頁記載のような硫安塩祈及び等霞点沈降をくりかえしたものを精製液

として使用した。

凍結融解: 試料0.5cc (又は1.0cc)を径2cmの試験管にとり， -30oCの低温室lこ放置し

て緩慢に凍結させたのち室温で融解させたもの，及び液体窒索中に浸して急、速に凍結させたの

ち200Cの温浴槽で急速に融解し，これを 5回反覆したものである。

凍結乾燥: 試料5ccをνャーレにとり， -30oCの低温室に放置して凍結させたのち凍結

乾燥の装置にとりつけて真空で乾燥した。室温で凡そ 41時間ほどを要し，乾燥終了後は蒸溜水

を元の量まで加えて再生した。

電子顕微鏡的観察: 前記のように処理した試料を 1滴裂の如くゴロジヲム膜を張ったメ

ツVュにとり，室温で乾燥しパラジクムでνャドクをつけた。電子顕微鏡は JEM4型及び4C

型を使用し，加速電圧50KV，直接倍率凡そ 1万倍で写真撮影した。

接種試験: 予め頂葉を切断して数葉を残した生育のほぼ同等な Nicotianaglutinosa ，こ，
半葉j去によって接種した。即ち葉表の半分Iζ無処理液を，他の半分lζ処理液を接種し，生じた

壊症斑点を数えた。

なお本実験は 1956年 7月から 11月にかけて行ったものである。

III.実験成績

前記の条件で同ーの実験をそれぞれ5回ずっくりかえして行ったが，中には技術的な失敗

もあって， 3例しか結果の得られない場合もあった。ここでは大体の傾向を論ずることにして，

平均値を以てあらわした。

1) 粗製液

第 1表並びに Figure1 !乙示すように，凍結又は乾燥の処理によって，長い粒子 (360mμ

以上のもの)は減少し，短かな粒子 (240mμ 以下のもの)が増加している。 ζれは凍結又は乾

燥の結果，粒子が断裂したものと思われるが，粗製液では試料中のワイノレス粒子の凝集する傾

向が強かったので，短粒子の%は実際よりやや少な自に現われているようである。その為か凍

結融解の回数を重ねても余り大きな差はできなかった。

第 1表 各処理と粗製液中のウィルスキ立子の長さ

¥¥ーさi
処 i里-----ー------

…mμ1 1…川 240~360
(%) (%) (%) (%) 

無処理対照 11.8 11.4 41.3 35.5 

凍結融解 i厄l 17.3 12.4 56.8 14.4 

凍結融解 5ffi1 17.1 17.4 46.6 19.1 

凍結乾燥 18.3 18.4 47.9 15.8 
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Figure 1. Size distribution of virus particles in the crud巴 Figure2. Inf巴ctivityof the crude 

material fr巴eze-thawedor freeze-dri巴d. material freeze-thawed 

or freeze-dried. 

処理後の感染試験では，凍結乾燥，凍結融解l回，凍結融解5回の順に感染力の低下を示

した (Figure2)。

2) 精製液
第 2表 各処理と精製液中のウイノレス粒子の長さ
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Figure 3. Size cIistribution of virus particles in 
the purified mate1'ial freeze-thaw巴d
01' freeze-cI1'iecI. 
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先ず粒子の大さからみて， 粗製液では 360mμ 以上のものが35%もあるのに，精製液で

ははるかに少なく，その代り 240~360 mμ ものが多く全体の 2/3を占めている。この試料を凍

結削!J科浅いは凍結乾燥すると，やはり長い粒子が少なくなって， 240mμ 以下のもの，とりわ
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け 120mμ 以下の短粒子が非常に増してくる。粗製液lこ比

較して短粒子の増加度の大きい点が特に目立っている。

但し感染力については， Figure 4 fζ示すように，粗製

液の場合とほぼ大差のない傾向を示している。

以上の結果をもう一度要約してみると，凍結融解又は

凍結乾燥の処理によって，感染力は組製液，精製液ともに

同じ程度に低下するが，粒子の大さでは精製液に媛粒子が

多く見られた。

IV. 考察

TMVがし、ろいろの物理的或いは化学的国子によって

障害される時，一般に形態的変化に伴って感染力にも影響

をうけることが多い。本実験の結果でも大体に於いてその

傾向を示しているが，両者の変化の程度は必ずしも平行し

ていないようである。
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Figure 4. Infectivity of the 
pun五edmat巴rial

freeze-thawed or 
freez巴伊driecl.

いまワイノレス粒子の大さと感染力との関係について考えてみると，感染をおこす基本単位

はほぼ 300mμ 前後の粒子であって，それより短かなものでは感染力はないが，一万それより

はるかに長いものであっても感染力は有するとみなされている

従ってこ ζ で扱った粒子のうち 240~360 mμ と360mμ 以上とを合わせたものについて

だけ感染力との関係が考えられるわけで，今粗製液についてみると，乙の 2つを合わせたもの

の割合は，対照の 77%に対し，各処玉虫によって減つでも精々 64%くらいでその変化は比較的

僅かである。ところがこの粒子が示すと思われる感染力は，対照を 100%として凍融5回の

もので50%くらいになっており，大さと感染力との関係は平行していない。 また同じような

立場で精製液についてしらべてみると，粗製液にくらべれば，両者はかなり近い値を示してい

るが，それでも凍結乾燥の例などでは，短粒子の増加した割合に比較して，感染力のほうがむ

しろ大きすぎるくらいで，組製液とはかえって逆の関係になっている。

まだ実験例数が少ないし， しかも細々の実験例での数値lこかなりの変動があるので，定量

的にはっきりしたことは云えないが，以上のような傾向から考えると，凍結や乾燥の処理をう

けた試料では， ワイノレス粒子が240mμ 以上あっても感染力をもたないもの(粗製液での例)

或いは 240mμ 以下の粒子をもっ試料でも感染性を示すもの(精製液での例)があるようにみ

える。いずれにしてもこのような処関をうけて， ワィノレス粒子Iこ何らかの障害をきたした場合

その形態的所見と感染性とは必ずしも一致するとは限らないのではなかろうか。

なお精製液の成績で，凍結融解成いは凍結乾燥によって，長い粒子が切れて短粒子に移行

する割合は，前報りの結果とほぼ一致している。粗製液では，精製液よりも粒子の軒裂は少な

いが， これはワイノレス自身の性質lこ差があるためか，メジワムの性状が異なるためかはわから
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なし、o

TMVは隈病葉のままならば乾燥に対して抵抗力は強いが，溶液にすると弱くなって不活

化されやすいという。また一般に植物ワイノレスは凍結や乾燥によって或いは不活化されるとい

い或いは変化をうけないといい，その成績は一定していないようである叩しかし木実験の結

果からは TMVは明らかに凍結融解又は凍結乾燥によって形態的にも感染性にも変化をうけた

ものとみとめられる。

v. 結. ';;，6.. 

E問

TMVの籾製液と精製液とを凍結融解又は凍結乾燥した結果，次のような成績を得た。

む これらの処理によって，ヲィノレス枇子は短かくなり，感染力は低下した。その程度は

処到の種類によって異なる。

2) 感染力の低下は将l製液と精製液とでほぼ等しいが，枝子の断裂は精製液l乙於いて著

しい

3) 長粒子が短粒子へ変わる割合と，感染力の変化の割合とが一致しないことから， ζれ

らの処理によって TMVのうける形態的変化と感染力の変化とは必ずしも平行するものでは

ないと考えられた G
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Resume 

Crude or purified tobacco mosaic virus (TMV) solution used as experimental material 

was morphologically and in its infectivity a任ectedby freeze-thawing or freeze-drying : 

the length of the virus was shortened， owing to the breaking of the virus into smaller 

particles by such low temperature treatment， and infectivity measured by inoculation to 

plant leaves was reduced to some extent. 

The shortening in the virus length was manifested more markedly in the purified 

material than in the crude one， but percentage in inactivation was almost the same in 

both materials. 

As a result of this study， it is concluded that there is no parallelism between virus 

length and infectivity in crude or purified TMV treated by fr巴eze-thawingor freeze-

drying. 


