
Title 数種ヤガ科害虫の顆粒病ウイルス感染病理と遺伝子解析

Author(s) 後藤, 千枝

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(農学)

Dissertation Number 乙第4669号

Issue Date 1994-12-26

DOI https://doi.org/10.11501/3080075

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/50138

Type doctoral thesis

File Information 000000279869.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



臼

「一層

一v一一．



汐
4

灘．＝．ww、t“．・，鍵．　．，、難＿．灘．　　灘・・　．t　．i欝



一．lll’！
離職舞．．．・，．

編－第

編H第

　
章
皿
第

第

節
節
節
節

1
　
9
臼
　
0
◎
　
4
ム

第
第
第
第

章2第

節
節
節
節

－
⊥
　
∩
∠
　
9
0
　
4

第
第
第
第

　
節
節
節
節

二

　目　　次

緒言　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

謝辞　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

研究史　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

実験の部

ヤガ科畑作害虫の死亡原因調査と昆虫病原性ウイルス

の分離　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

目的　　・・・・・・・・・・・・・・…　的・・鱒鱒・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

実験材料および方法　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

結果　　・・・・・・・・・・・・・・…　。・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

考察　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

数種ヤガ科害虫から分離されたGVのDNA解析による

同定と制限酵素切断地図の作成並びに二三体タンパク質

遺伝子の塩基配列決定　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

目的　　樋鱒鱒。・・・・・・・・・・…　。・・・・・・・・・・・・・・・…　鱒・・・…

実験材料および方法　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

結果　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

考察　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　6

XcGVの形態並びに感染特性　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

目的　　・・・・・・・・・・・・・…　。・・・・・・・・・…　。・・・・…　。・・・・・・…

実験材料および方法　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

結果　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

考察　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　G・・…　9

r
n
J

り
4
り
乙
0
0
農
U
I



　．灘

西置’冒
Ft　’1ru’ny，7tny一’“：’一’一’／＝ft一．v”g”．d，．／t

　第4章

　　第1節

　　第2節

　　第3節

　　第4節

第IV編

第V編

第VI編

XcGVの核多角体病ウイルス感染力増強作用と

感染力増強物質の単離・精製　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

目的　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　鱒・・・・・・・・・・・・・・・・・…　．．．．

実験材料および方法　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

結果　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　。

考察　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　。．．

総合考察　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

英文総括　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

参考文献　　・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…

に
》

8
8
0
0
（
コ
ー
　
l

　
　
　
　
l
　
　
　l

121

521

擁　　　　．、　　灘＿．．懇懇・・

懸’騰’二



難鞭讐継鞭諜攣麟ll響畿灘購耀灘劇講灘難灘灘灘1灘灘蓬灘議灘i灘灘難灘鰯醐醐騨
一．

第1編　　緒言

　農作物を安定供給するためには病害虫の防除は欠くことができない。化学農薬の

人畜への毒性や生態系撹乱、抵抗性害虫の出現が大きな問題となった1970年代以降、

多種類の防除素材の効果的組み合わせによる「総合防除」（88）の実現に期待が寄せ

られたが、実用性の高い新素材はなかなか開発されず、現在も病害虫防除は化学農

薬に依存している。しかし、環境保全や農作物の安全性に対する社会の関心は年々

高まっており、消費者のみならず生産者からも化学農薬万能主義からの脱却を望む

声が強まっている。化学農薬への依存度を低くするためには、新しい防除手段の開

発が必要であり、現在もフェロモンによる交信撹乱、天敵昆虫や昆虫病原微生物の

利用が検討され、実用化のための試験が続けられている（75）。昆虫病原微生物の中

でもバキュロウイルスは鱗翅目を中心にごく限られた範囲の昆虫と甲殻類に対して

のみ病原性を示し、しかも特異性が高いため（29’60）、人畜への安全性が特に高い害

虫防除素材として注目されている。バキュロウイルスは、宿主特異性が高いという

特性を持つため捕食性天敵類に病原性を示さず、このようなウイルスが化学合成農

薬の代替として害虫防除に使用できれば、化学合成農薬による影響を受けやすい天

敵昆虫を利用した害虫防除の範囲が拡大することも期待できる。

　バキュロウイルス科は、核多角体病ウイルスNuclear　polyhedrosis　virus　（N

PV）、穎粒病ウイルスGranulosis　virus　（GV）、封入体非形成バキュロウイ

ルスNon－occluded　baculovirus　（NOV）の3つの属からなっており、　N　P　Vと

GVは宿主細胞内で増殖したウイルス粒子がウイルス由来のタンパク質を主成分と

する封入体に包まれた状態で形成される（37’1。2）。NPVでは多角体（polyhedron，

pl．　polyhedra）、　G　Vでは穎粒体（capsule）と呼ばれるこれらの封入体は、ウイルス

を紫外線や化学物質から守り、安定な状態を保つ働きをしているものと考えられて

いる（106’　107）。NPVとGVは、ウイルス粒子を取り囲む封入体が光学顕微鏡で観

察可能な大きさであり、封入体を遠心分離によって精製することができるため、超

遠心分離による精製が不可欠な他のウイルスに比べて非常に扱い易いという利点を

持っている。封入体は安定性が高く、製剤化が容易であるため、農薬として単独で

利用されたり、また、化学合成農薬と混用することも可能であるため、比較的古い

　　　　　　　　　　　　　　　　　一1一
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時代から防除素材として研究が進められてきた（62）。

　今日までに、日本では20種近く、海外を合わせると100種以上の害虫でウイルスに

よる防除試験が試みられており、ハスモンヨトウ（SLpg．gdQP！｛t　eHt　a亘エur旦）（93）、ハラア

カマイマイ（1L，YII！ag1L1一i－qt　　f　u　m　i　d　a）（66）、アメリカシロヒトリ（艮ZPh　a　n　t　r坦cu堕ja）（77♪、

クワゴマダラヒトリ（SSpi！gsopa　mpa！12t2s）（74）等ではNPV、また、リンゴコカク

モンハマキ（tA1旦992ggpg＞Lesd　oxo　h　e　orana　f　a　s　c　i　a　ta）（115）、チャのハマキムシ類（△蜘hエ金§

spP．、Homona　ma　nanima）（72・11。）、コナガ（Plutella　29LILgS．119Uat　lla）（1　o）ではGVに

よる防除試験が行われ、その有効性が報告されている。現在、海外で広く使用され

ているウイルス製剤の例としては、ブラジルの大豆害虫Anticarsia　g遡豊を

対象としたNPV（87）、ヨーロッパのリンゴ害虫コドリンガ（9C．y．｛lj．ad　p」遡onella）に対

するGV（24）、中国のシロチョウ類に対するGV（128）等を挙げることができる。こ

の他、試験は行われたものの十分な効果が得られず実用化には至らなかった例、あ

るいは、効果はあっても生産技術やコストの問題から商業レベルにのらなかった事

例も多い。このため、ウイルス利用による害虫防除の実用化推進には、防除効果を

安定、向上させるとともに生産技術を改良して低コスト化を図ることが重要と考え

られる。

　1960年代から70年代にかけて、日本においても罹病害虫からの天敵微生物の分離

・同定の研究が活発に行われたが、北海道ではこの分野の研究はほとんど行われな

かった。1980年代後半に北海道各地の土壌や昆虫死体を対象にBacillu§地uri旦＝

魑（BT）の探索・分離が行われた（70）以外は、昆虫病理学の分野における報告

は認められていない。

　本研究では、1984年以来数年に渡って各種畑作物害虫の死亡原因調査を行い、ウ

イルスをはじめとする各種病原微生物を分離するとともにその性状を解析し、病原

微生物が害虫の死亡に大きな影響を与えていることを明らかにした（43，　45♪。特に、

北海道では、シロモンヤガ（Xestia　9二三論）並びにガンマキンウワバ（Auto艇旦魍

gap！gg）においてGVによる流行病がしばしば発生し、個体群変動の要因となってい

ることを明らかにするとともに、さらにに7種の害虫においてもGV感染による病

気の存在を確認した。この調査により分離されたGVは、走査電子顕微鏡（SEM）

　　　　　　　　　　　　　　　　　一2一
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を用いた形態観察による分類が不可能であったため、分子生物学的手法によって検

討を行った。その結果、数種のヤガ科昆虫から個体別に分離されたGVが、同一ウ

イルスの変異株として位置づけられることが明らかになった。そこで、それらGV

の物理的地図を作成することにより、遺伝子変異に関する詳細な解析を行った（42♪。

また、物理的地図の基準点となる穎粒体タンパク質遺伝子のクローニングとその塩

基配列の決定を行い、多種GVと比較検討した。また、シロモンヤガから分離され

たGV（XcGV）がNPVに対して感染力増強作用を持つことを見いだし、その

活性物質を単離・精製し、その性状を明らかにした。本研究ではこれらの詳細につ

いて報告する。
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第H編　　研究史

L　GVの探索と病理学的特性研究の歴史

　GVの存在は、　Paillot（1926）（1。1）によって初めて報告された。　Paillotは、オオ

モンシロチョウ（Pieris　brassicae）とカブラヤガ（遮1§§旦g山沿塑）で微小な病

原による病気を発見し、その病原がカイコの微粒子病とは別個のものであることを

示した。Steinhaus（1947）（123）はヤガ科のPeridroma哩幽幽g墨で穎粒状の封入体

を持つウイルス病を発見し、この病原がNPVや封入体非形成のウイルスとは異な

る新しいグループに属することを示唆した。ついでBergold（1948）（1Dは、ハマキガ

亜科Choristoneura　murinanaの罹病虫の体内に存在する穎粒状の物体の内部に棒状

のvirionが存在することを電子顕微鏡で観察し、これが病原であることを確認した。

Bergoldは、この病気をウイルス病であると推定し、病原である穎粒状の封人体を

”viruskapseln”と命名し、これによって起きる病気を”kapselvirus－krankheit”と

呼んだ。しかし、Steinhaus（1949）（124）は、研究者によって異なる名称で呼ばれて

いた穎粒病．ウイルスに対して”granulosis”という名称を提唱し、その後この名称が

広く使われるようになった。

　この後のGVに関する研究は、　Tanada（1953，1956）（129・130）のハワイにおける研

究に端を発し、1950年代以降にGVが分離された宿主数は徐々に増え、1980年の時

点で150昆虫種を数えるに至った（83）。しかしながら、NPVに比較するとGVの分

離例は少ない。これは、GVの封入体が光学顕微鏡で観察し得る限界値に近い0．5

μmと非常に小さいこと（i）や、宿主域が鱗翅目に限られている（24）ことなどが影響

しているためであると考えられる。

　日本においては北島（1938）（71）によるモンシロチョウ（Pieris！旦paage　crucivora）

幼虫の脂肪病に関する研究が、穎粒病による感染の最初の報告である。北島は、こ

のウイルス病がPaillot（1926）（101）の報告した病気に非常に類似していることを指

摘している。この報告は世界的に見てもGV研究の歴史における早い時期に行われ

たものと言えるが、その後の日本におけるGVの研究は、河原畑（1963）（68）による

同種の二二病の研究が行われるまでは空白状態であった。福原ら（1966）（57）の報告

によると、日本ではアトボシハマキ（Hoshinoa　lon　icellana）、ニカメイガ（Chilo

一5一
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一）・アワヨトウ（麺（・Pseudaletia）§蟹⊥ja）、コカクモンハマ

キ・モンシロチョウの5種鱗翅目害虫からGVが分離され、外国でウイルス病が発

見されている昆虫のうち同種や亜種が日本に分布しているものを含めると、GVが

確認された日本産昆虫は9種であった。この後、コブノメイガ（q塾p≧h劃gcrocis

medinalis）やコナガなどからもGVが分離され、最近作成された「日本画昆虫の天

敵微生物目録」によるとGVが発見された昆虫種は35種にのぼる（76）。

　病原ウイルスの探索は1960～70年代に盛んに行われてきたが、近年は病原微生物

の探索を目的とする研究は減少し、病原ウイルスが新たに報告されることも少なく

なってきた。しかしながら、過去に病原の探索や、リスト作成が行われた害虫はい

わゆる「重要害虫」を中心としたごく一部の害虫に過ぎず、探索が行われた地域も

限られている。今後、広く探索が行われれば、これまで対象外であった害虫のみな

らず、過去に研究の行われた害虫からも新たに病原ウイルスが発見される可能性は

高いものと思われる。

　GVの増殖に関する研究は、感染・増殖に適した培養細胞系が確立されなかった

ために、ほとんどの場合個体を用いて行われている（21’24）。GVは、NPVと同じ

く口から宿主体内に入り、中腸でアルカリ性の消化液によって封入体が溶解するこ

とにより放出されたウイルス粒子が中腸上皮細胞を通して侵入する。侵入、感染、

増殖に関する研究は、1970～80年代に電子顕微鏡を用いて詳しく行われた（46）。同

時期に培養細胞系での実験が試みられたが（47）、GVが増殖可能な細胞系の作出は

難しく、培養細胞系の樹立は1990年代に入るまで成功しなかった。現在でも、実験

系として確立しているのはコドリンが細胞とCpGVを用いた系のみである（i49，。

　昆虫ウイルスでは、古くから分離宿主の種名を基に命名記載する方式がとられて

きたが、GVにおいても長い間この命名方式が採用されてきた。しかし、ウイルス

と宿主の関係は必ずしも1対1対応ではなく、同一ウイルスが複数種の宿主昆虫か

ら分離されたり、複数の異なるウイルスが同一種の宿主から分離される場合もある。

いわゆる「古典的命名法」ではこれらの事例に十分な対応をすることができないこ

とが指摘され、NPVの分野では遺伝子解析の重要性が主張されるようになった

（16’102’1　17） B他方GVでは、過去の接種実験に関する論文（29’6。）に基づきrGV
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の宿主域は狭い」との考えが一般化しており、また、過去に発見されたGVで数属

にまたがる宿主域を持つような例がほとんどなかったために、この命名方式を再検

討する動きはそれほど強くなかった。しかし、穎粒体とウイルス粒子の形はいずれ

のGVでもほぼ同一であり、その大きさの差異も小さい（1）ため、形態や大きさから

GVを分類することは非常に困難であった。また、同一宿主から異なる2つのタイ

プのGVが分離された例（i36）、多種類の宿主に感染力を持つGVが分離された例

（36’138） ?るいは、異種宿主から分離されたGVが遺伝子的に非常に近縁であるこ

とが明らかにされた例（22）も報告されるようになり、NPVと同様にGVでも分類

体系の明確化が求められるようになった（24’37）。生物検定に加え、血清学的手法、

化学的手法などが導入されるようになり、1970年代からポリアクリルアミドゲル電

気泳動法（PAGE）やペプチドマッピング等による雨粒体並びにウイルス粒子の

タンパク質構成の比較や穎粒体タンパク質（granulin）の分子量測定（9’22’53●84’

127’15。r151’152’154） Aさらに血清学的手法の活用が試みられた（20’2Z『28’53’118’

126’　154） Bこれらの手法が確立されることにより、GVの分類・同定はある程度可

能になったが、相互の近縁性の検討や同一ウイルスにおける変異株間の識別は依然

困難iであった。

2．　GVの遺伝子解析の歴史

　GVの遺伝子解析は、NPVとほぼ同じ時期にウイルスゲノムDNAの制限酵素

切断（REN）パターン解析から始まった。　Smith＆Summers（1978）（116）は、　N　P

Vと共にGVのRENパターンを報告している。この時供試されたウイルスはNP

Vが7種でGVは2種であった。その後、NPVでは培養細胞系を用いた実験が盛

んに行われ、ウイルスのプラーク純化、ゲノムライブラリーやcDNAライブラリ

ーの作成、制限酵素切断地図の作成、感染時期別の発現遺伝子の検出に加え、多角

体タンパク質（polyhedrin）遺伝子をはじめとする多数の遺伝子で塩基配列が決定さ

れるなど遺伝子解析の分野ではめざましい成果が得られた（15’　107）。一方、GVで

は、ウイルスの感染・増殖に適した培養細胞系が得られず、遺伝子解析もNPVに

遅れをとる結果となった。初期のGVの遺伝子解析の研究としては、　Tweeten　et
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a1．（1980）（142）によるPlodia　interp旦旦劃皇GV（PiGV）とRieris．1aLR“c1s2　G　V

のBam　HI、Hind皿、匙gRI切断パターンと心切断片の分子量の報告や、　Crook

（1981）（22）のPieris　brassicaeGV（PbGV）とP．雌GVのRENパターン

比較、Crook　et　al．（1982）（25）のLacanobia　oleraceaGV、Cattano＆Langridge

（1982）（18）の迦acreaGVのRENパターンの報告等を挙げることができる、，

Crooketal．（1985）（27）は、　CpGVとその変異株を対象にGVでは初めて制限酵

素切断地図を作成し、メキシコ、ドイツ、ロシアからそれぞれ分離されたGVのR

ENパターン比較や、サザンプロットハイブリダイゼーション法によるゲノムのホ

モロジーの検討を行った。一方、Harvey＆Tanada（1985）（52）は、ハワイ州とオレゴ

ン州でそれぞれRよ旦gtPggg！taから分離されたGV（PuGVHとPuGVO）並び

に、この宿主に交差感染することが知られている）Sg．g．！g．g．1！｛mpgLC｝cot　　　　trifol並GV（St

GV）の3種を用いてRENパターン比較とDNAハイブリダイゼーションを行い、

PuGVH、PuGVO並びにStGVのRENパターンは異なること、PuGV

HとPuGVOのゲノムのホモロジーは低いが、PuGVHとStGVのホモロジ

ーはやや高いことなどを明らかにした。この報告は、同一宿主から分離された2つ

のGV株が遺伝的に全く異なるウイルスであることを示した初めての例であった。

同時期に一旦1GV（TnGV）の穎粒体タンパク質（granulin）をコード

する遺伝子がQO1ex！a　prsg　ggg－ILs．！！gajLqe　d　t　s　atのNPV（OpNPV）のpolyhedrin遺伝子をプ

ローブに用いたハイブリダイゼーションで同定され、GVの遺伝子としては初めて

クローニングと塩基配列決定が行われた（3）。その後、PbGVのgranulin遺伝子の

塩基配列が決定され、虹幽californicaN　P　V（AcNPV）のpolyhedrin

並びにTnGVのgranulin遺伝子との比較が行われた（1　9＞。この他、世界各地でP．

brassicaeと！Al．1：．12．gge一！4t　　　（・Pieris）1ap｛ILgからそれぞれ分離されたGV（PbGVと

ArGV）のRENパターンの比較が行われ、これらGVは同一ウイルス（ArG

V）の遺伝的変異株として位置づけられると共に、3つのサブタイプに分類された

（23’　12。） Bまた、Smith＆Crook（1988）（121）は、幼虫を用いて低濃度のウイルス接

種を繰り返すことによって、in　vivoでGVを純化することが可能であることを明ら

かにし、得られた純化ウイルスの制限酵素切断地図を作成して、純化株間の遺伝子
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変異の解析を行った。この他、現在までに、Choristoneura属の3種から分離iされた

GV（9）や、　Chilo　infuscatellusと⊆．剴旦9旦豊indicusのGV等（33）、同属

異種宿主から分離された各GVのRENパターン比較が行われ類縁性等が検：討され

た。なお、これまでに上記のCpGVとArGV（27・32・120）、筆者らによるシロモ

ンヤが等6種ヤガ類から分離されたGV（42）、堕g噸1eucotretaGV（β5）、

そしてカブラヤガ（AAL9．1gLl－st　§迦）GV（105）の5組のGVについて制限酵素切断

地図が報告されている。また、これまでに塩基配列が決定され報告されたGVの遺

伝子は、前述のgranulin遺伝子の他、　TnGVのウイルス感染力増強因子（virus

enhancing　factor：VEF）（54）、そしてAcNPVのP35遺伝子欠損株を用いたマー

カーレスキュー法で特定されたCpGVのアポトーシス阻止遺伝子（iap遺伝子）

（26）のみとなっている。

3．GVのNPV感染力増強作用に関する研究史

　害虫防除におけるウイルスの実用化を進める上で、感染力の強化は重要な課題で

ある。防除効果の向上を目的にウイルスの感染力を強める物質の探索が行われ、ほ

う酸（113）、レシチン（139）の他、陽イオン性界面活性剤（153）の添加によってNPV

の感染力が上昇する、あるいは致死日数が短縮するなどの効果が得られることが報

告されている。このような化合物以外では、アワヨトウの近縁種L蜘から

ハワイで分離されたGV（PuGVH）がNPVの感染力を強化することが知られ

ている。Tanada（1956，1959）（130’132）は、　PuGVHとNPVを幼虫に混合接種す

るとNPVの感染率が上昇することを見いだし、この作用を”synergism”「共働作用」

と名づけた。Tanada＆Omi（1974）（138）は、　P　u　G　VH：の他、ヤガ科の数種から分離

されたGVでも共働作用が認められたことを報告したが、この後、　Derksen＆Gra－

nados（1988）（30）がTnGVで同様の作用を確認するまでは、　GVの感染力増強に関

する研究はTanadaのグループ以外では全く行われず、研究者の間ではこの現象を

「特殊な例」と見る向きがあった。

　1970年忌には、カラムクロマトグラフィーで活性成分である”synergistic　fact－

or” iSF）を穎粒体から精製する試みがなされ（135’137，　138）、Haraet　aL（1976）
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　（50）によって単一のタンパク質として精製された。また、SFの生化学的性質の解

明が行われ、分子量の測定（50．151）、至適pHの測定（50’　135）、アミノ酸組成の解

析（50’　135●150）、各種タンパク質分解酵＝素処理が活性に与える影響（5　Q’15D等が調

べられた。Tanadaetal．（1975）（134）は、　L血旦鎚幼虫にNPVと共にSFを

与えた場合、中腸のミクロビリー周辺細胞の細胞膜へのNPV粒子の吸着数が著し

く増大することを透過型電子顕微鏡で観察し、SFがウイルス粒子と細胞の吸着を

助ける働きをしていることを示唆した。彼らは、SFを幼虫に経口接種しても玉食

膜を含めた中腸組織には、特に変化が認められなかったことを報告している。この

後の一連の生化学的解析によって、SFの活性にはリン脂質成分が不可欠であるこ

とが明らかにされた（151，153）。一方、Oba＆Tanada（1983，1984）（9e’91♪は培養細胞

系を用いた実験を行い、invitroでもSFがNPVの感染力を増大する作用を示す

ことを確認した。SFはヨトウガ（Mamestra　brassicae）、アワヨトウ、§．p塑pte堕

塑など特定の培養細胞に吸着する性質を持ち、SFの添加によって細胞の

凝集が起きることが明らかにされた（92）。Uchima　et　al．（1988，1989）（i44‘143）は、

電子顕微鏡や抗体を用いて作用機構の解明を進め、SFには2つの異なる結合部位

があり一方は細胞膜ともう一方はウイルスのエンベロープと結合し、両者を接着す

る役割をしているとの説を発表した。Hukuhara＆Zhu（1989）（50）は、蛍光抗体法を

用いた電子顕微鏡的観察を行いこの説を裏付ける結果を報告している。

　Lowe＆Paschke（1968　a，b）（81・82）は、　T．　ni幼虫を用いてTnGVとNPVの混

合接種実験を行い、2種ウイルス間には”synergism”と”interference”のいずれの作

用も観察されなかったと報告した。他方、Derksen＆Granados（1988）（30）は、　T　n

GVの穎粒体をL旦t幼虫に経口接種すると囲義膜の構造が大きく変化することを観

察し、さらにTnGVの穎粒体アルカリ可溶性成分がNPV感染力を増強する作用

を持つことを報告した。彼らは、穎粒体の構成成分が囲翁忌を崩壊するためNPV

をはじめとする病原微生物の中腸細胞への侵入が助長され感染率が高まるという仮

説を提示し、TnGVのウイルス感染力増強作用の活性物質を”virus　enhancing

factor”（VEF）と名づけた。また、　Gallo　et　a1．（1991）（39＞は、　T．　ni幼虫を用

いた接種実験を行いTnGVのVEFが数種のNPVの感染力を強化する効果を持

　　　　　　　　　　　　　　　　　一10一
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っことを報告している。Hashimoto　et　aユ．（1991）（54）はVEFを含む成分に対する

抗体と発現ベクターを用いてTnGVゲノムDNAからVEF遺伝子を特定し、そ

の塩基配列を決定した。TnGVとPuGVHのRENパターンには共通するフラ

グメントが多く、これら2つのGVの近縁性は高いものと推定されるが、　Tanadaと

Granados双方の研究グループがそれぞれのGVのNPV感染力増強作用の機構につ

いて全く異なる説を唱えている点は非常に興味深い。

　Goto（1990）（41）は、　GranadosのグループのTnGVの報告とほぼ同時期に、　X　c

GVがやはりNPVの感染力を増強する作用を持つことを発見した。XcGVは、

PuGVH、TnGVとは異なるRENパターンを示し、宿主域や感染力の強さも

異なることから、これら3種GVの比較研究は、NPV感染力増強作用の解明に役

立つものと期待される。アメリカで分離されたPuGVHとTnGV、そして新た

に日本で分離されたXcGVにもNPV感染力増強作用が発見されたことで、この

作用に対するバキュロウイルス研究者の関心は高まりつつある。今後は、遺伝子工

学の技術を活用して、感染力増強物質遺伝子を導入した組換え体NPVの開発や大

量生産した感染力増強物質を添加剤として用いた新しいNPV製剤等の開発が進む

ものと期待される。

11　一
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第皿編　　実験の部

　第1章　ヤガ科畑作害虫の死亡原因調査と昆虫病原性ウイルスの分離

　　第1節　目的

　昆虫病原微生物は、人畜など防除目的外生物への害が少ない、化学合成殺虫剤を

含む他の防除素材との併用が可能、比較的長期間の貯蔵が可能などの点から、生物

的防除法における有力な素材として期待されている（75）。しかし、個々の害虫につ

いてどのような病原微生物が存在し、それが個体数の変動にどのような影響を与え

ているかを調査した例は少ない。生態学的調査の一環として、各種害虫で生命表が

作成されているが、病原微生物による死亡が全く記述されていないものもあり、昆

虫の病気が死亡原因として十分に認識されているとは言えない。昆虫病理学的な知

識を持った研究者が少ないことも、わが国における昆虫個体群動態の研究で病気の

影響があまり考慮されずに来た原因の一つであると考えられる。

　わが国における昆虫病原微生物の探索は1930年代に林業害虫の分野で始められ、

その後、農業害虫についても行われるようになった。日本産昆虫のウイルス病の目

録は福原ら（1966）（57）によって初めて作成され、ウイルス病の存在が認められた宿

主として55種が記載された。病気の種類別にみるとNPVは鱗翅目44種、鞘翅目1

種、膜翅目3種から、細胞質多角体病ウイルス（CPV）は鱗翅目10種から、GV

は鱗翅目5種から発見されている（この目録には、外国でウイルス病が発見されて

いる昆虫のうち同種や亜種が日本に分布しているものも含まれている）。最近、国

見（1993）（76）は、1992年6月までに発表された論文を基に「日本産昆虫の天敵微生

物目録」を作成した。この目録によると、ウイルス病が認められた昆虫は131種で、

25年間で2倍以上に増えており、NPVは104種、CPVは48種、GVは35種の昆

虫から発見されている。

　畑作物害虫に関する研究では、ハスモンヨトウのNPVによる防除が実用段階に

到達している（93）のをはじめ、ヨトウガのNPV（5）、コナガ（10）やモンシロチョウ

（4）のGVによる防除試験も行われており、チャやリンゴのコカクモンハマキ類σ2’

ll。’1エ5） 窿Nワのクワゴマダラヒトリ（7のでもウイルス利用による害虫防除の実用

化が進められている。しかしながら、これまでに、病原微生物の探索が行われた害

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　12　一
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虫の種類・地域には片寄りがありその範囲もごく狭い。したがって、今後の昆虫病

原微生物の調査・探索によって新たな防除素材が発見される可能性は高い。特に北

海道では・害虫相が本州以南とは異なることから、その病原微生物相も本州とは異

なることが予想される。また、これまでにBTのスクリーニングσo）以外の病原微

生物探索は行われておらず、北海道で新しい病原微生物が発見される可能性は更に

大きいものと思われる。

　そこで本研究では、畑作害虫のうちでも発生量が多く化学合成殺虫剤による定期

的防除が行われているヨトウムシ類を主対象に、天敵微生物の探索と生態解明など

微生物的防除法開発のための基礎的研究を行った。

第2節　実験材料および方法

1．幼虫の採集と飼育

　北海道河西郡芽室町の農林水産省北海道農業試験場畑作部（現　同試験場畑作研

究センター）内の圃場並びに同町内の農家圃場を対象に、テンサイ、ダイズ、トウ

モロコシ圃場並びにクローバとアルファルファ草地で害虫の発生調査を行い、幼虫

の採集並びに病原微生物による死亡個体の探索を行った。調査に供試した害虫名と

主な加害作物は、Table　1に示した。

　ヤガ科昆虫は主に中齢幼虫を採集し、ろ紙を敷いた9cmシャーレで個体別に飼

育して、発育状態、外観の変化を毎日調べ、生死、寄生性昆虫の有無を記録した。

シロモンヤガ、ガンマキンウワバ、ヨトウガ等テンサイを食害する種にはヨトウガ

用人工飼料（44）を、アワヨトウにはハスモンヨトウ用人工飼料（94）を、トウモロコ

シ害虫とツメクサガについてはそれぞれの食草を与えた。なお、トウモロコシ害虫

については、筒井ら（1985）（140）の調査で採集され、飼育中に死亡した個体を一20℃

で冷凍保存しておいたサンプルも併せて供試した。

　マメシンクイガは、収穫期前に刈り取ったダイズを網袋に入れて釣り下げ、爽か

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　13　一
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Table　1．　lnsect　pests　collected　for　isolation　of　natural　patogen

lnsect　species Food　plants

Autographa　gamma
A／etia　pa／／ens

Amphip　o　ea　ussuriensis

Ce／aena　／eucostigma
〃θ〃0彷is　ma〃；t〃ηa

Hydraecia　amurensis
ルlamestraわ旧s510aθ

ル1esaρame∂conciηnata
ルfLYt力1mηa　seρarata

Sarcopo／ia　i／／oba

．〉（estia　c－nigrum

Leguminivora　g／ycinivore／／a

Plute／／a　xy／oste／／a

Co／ias　era　te　p　o／iographus

beet，　cruciferae

corn

corn

corn
alfalfa，　soybean

corn

beet，　cruciferae

corn，　wheat

corn，　rice，　wheat

alfalfa，　beet，　onion

alfalfa，　beet，　potato

soybean
crucife　rae

alfalfa，　soybean
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ら脱出してきた老熟幼虫を集めて供試した。老熟幼虫は火山灰土（砂状軽石降下物）

を入れた容器中で土マユを形成させ、土マユをシャーレに納めて定期的に観察した。

2．病原微生物の分離・同定

　死亡個体は、外観によって大まかに分類し、病原微生物による死亡の可能牲があ

るものについては以下のように処理した。硬化の認められたものは糸状菌病による

死亡の可能性が高いのでろ紙を敷いたシャーレに入れて胞子形成を待ち、分生子が

形成された場合はラクトフェノールコットンブルー液で固定し光学顕微鏡観察を行

うと共にジャガイモ寒天培地、サブロー寒天培地、または根本の培地（89）を用いて

純粋分離を試みた。不完全菌類は蚕糸・昆虫農業技術研究所河上　清博士、疫病菌

類は森林総合研究所島津光明博士に依頼し同定していただいた。他方、軟化あるい

は体内容物の液状化が認められた死体は、塗抹法によりプレパラートを作製し、位

相差顕微鏡観察を行って穎粒体並びに多角体の有無を調べた。多角体の存在が認め

られたサンプルは、1M　NaOHをカバーグラスの端から滴下し多角体が溶解する状態を

観察してNPVとCPVを判別した。　NPVはアルカリ溶解の過程で”polyhedron

membrane”（51）が多角体内部のタンパク質よりも遅れて溶解するため（6z’　i　O4’125」、

溶け残った膜が影のような像となり、その中でビリオンが激しくブラウン運動する

のが観察される（103）のに対して、CPVは角砂糖を水に溶かしたときのように周り

からくずれるように溶解することを目安に両者を識別した。なお、光学顕微鏡観察

で多数の細菌が認められた個体もあったが、病原細菌による死亡であるかあるいは

死亡後に二次的な細菌の増殖があったのかを区別することが困難であったので、本

実験ではこれらの個体は死亡原因不明として扱った。

3．電子顕微鏡によるウイルスの形態観察

　NPV、GV並びにCPVについては、病死虫体から分離精製した封入体の走査

型電子顕微鏡（SEM）による観察、並びに封入体をアルカリ溶解して得られたウ

イルス粒子の透過型電子顕微鏡（EM）による観察を行った。

　封入体の精製は、感染幼虫に蒸留水を加えテフロンホモジナイザーで磨砕、ガー

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　15　一
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ゼでろ過し・低速遠心処理（6009、10分）後沈澱した封入体を10mM　Tris－HCI（pH

8．0）で2回、蒸留水で1回洗浄し粗精製試料としたものをショ糖密度勾配遠心法

（50～65％（W／V））で分画し、蒸留水で2回洗浄して行った、，精製した封人体は炭素

・金蒸着を行って走査型電子顕微鏡（日本電子JSM－SI）で検鏡した。

　ウイルス粒子の調整は、精製封入体をアルカリ液（0．25M　NaCl＋0．15M　Na、・CO、

（pH　ll．3））に約20mg／mlになるように加え、溶解処理後、高速遠心処理（15，000

g、2時間）し蒸留水で洗浄して行った。ウイルス粒子の試料はdipping法を用いて

作成し、2％リンタングステン酸（PTA）pH　6．0により染色、あるいは1％グルタ

ールアルデヒドで固定後蒸留水で洗浄し、2％酢酸ウラニル（UA）pH　4．5で染色後、

透過型電子顕微鏡（日本電子JEM　100S）により観察した。

　　　　第3節　結果

　北海道における畑作物害虫11種を対象に行った病原微生物調査の結果はTable　2

に示した。これらの天敵微生物のうち、NPVは4種、GVは8種、CPVは3種、

緑彊病菌（Nomuraea蜘）は3種、黄彊i病菌（一farinosus）は4種、疫

病菌（1EgiLgg！gpgagat　h　　a　u　l　i　c　ae）は6種の宿主からそれぞれ分離された。ショウブヨトウ

（AAL！pR垣2．12ggam　h　　ussuriensis）、ホシミミヨトウ（iM！！．g．S．qp－a－g！一e－q　c　o　ncinnata）、モンキチョウ

（Colias　erate　olio　ra　hus）の3種はNPVの分離宿主として、シロモンヤガとコ

ナガ（Plutella　2g．y．Llgs－i！e－u－c！t　ll）を除くヤガ科5種はGVの分離宿主として今回初めて確

認された。以下に各病原微生物の特徴について簡単に述べる。

　NPVは、ヤガ科のシロモンヤガ、ショウブヨトウ、ホシミミヨトウの3種並び

にモンキチョウから分離された。シロモンヤガから分離されたNPVは、多角体の

形態から2種類に分けられ、一方は光学顕微鏡でサイコロ型に見えるタイプ（XcNPV

－tetra）、他方は三角形あるいはおむすび型に見えるタイプ（XcNPV・一tri）であった。

双方のNPvの多角体のsEM像は、Fig．1と2に示した。採集された幼虫から分

離されるNPVのほとんどは、　XcNPV－tetraタイプのNPVで、　XcNPV－triタイプが

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　16　一
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Table　2，　lnsect　pathgen　isolated　in　Hokkaido

lnsect　species Pathogen

Autographa　gamma

／亀mpカipoea　USS｛ノriensis

A／etia　pa／／ens

Ce／aθna初oo5吻ma

ん㊨〃othis　刀ワa〃9伽a

んfJ！dたヨθ0泊a〃7｛〃’ensi5

ルtamθstra　brassicae

Mesapamea　concinnata

MYthimna　separata

Sarcopo／ia　il／oba

Xestia　C－nigrt／m

ムeguminんり旧g4ソcinルorθ〃6r

P／ute／／a　xy／oste／／a

Co／ias　erate　po／iographus

cpv
GV
εカオomoρ17aga　a乙！〃oaθ

〈わmuraea〃’／eyi

NPV

GV

GV

Entomophaga　au／icae

GV
Paeci／omyces　farinosus

cpv
Entomophaga　au／icae

Nomuraea　ri／eyi

Paeci／omyces　farinosus

Paeci／omyces　／i／acinus

GV
NPV

GV

Entomophaga　au／icae

cpv
GV
NPV－tri
N　PV　一　tetra

εカわ1770ρノ7aga　a｛ノ〃bae

Nomuraea　ri／eyi

Paecilomyces　farinosus

Paecilomyces　canadensis
Paeci／omyces　farinosus

Paeci／omyces　fumosoroseus
し㊨萬酬乙〃77sp．

GV

NPV
εカホ01770ρ力∂ga　aα〃bae
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分離されることはごくまれであった。XcNPV－tetraのEM像は、　Fig．3に示した。，

なお・両系統ともビリオン中に複数のヌクレ二三プシドが存在する”multiple”タイ

プのNPVであることがEM観察で確認された。ホシミミヨトウとショウブヨトウ

から分離されたNPVは、いずれもシロモンヤガに感染性を示し、多角体の形態は、

XcNPV－triに類似していた。モンキチョウから分離されたNPVの多角体は、形態的

にはXcNPV－triに類似していたが、シロモンヤガには感染性を示さなかったことから

上記のヤガ科のNPVとは異なるウイルスであると考えられた。いずれの宿主の場

合もNPV感染幼虫は死亡前に体色がやや白みがかった状態となり、皮膚が脆くな

って破れやすくなった。死亡後虫体内容物は速やかに液状になり、黒っぽい色に変

わった。モンキチョウでは、植物体の上部に註脚でぶら下がり逆V字型になって死

亡している個体も観察された（Fig．4）。

　GVは、ヤガ科のシロモンヤガ、ガンマキンウワバ、アワヨトウ、ショウブ出品

ヨトウ（Celaena一）、タンポキヨトウ（Aletia　paUi　gnSi　）、ホシミミヨトウ、

フキヨトウ（Hdraecia　amurensis）の7種とコナガから分離された。位相差顕微鏡観

察によって、ヤガ科から分離されたGVの穎粒体はコナガの穎粒体よりも大きいこ

とが確認された。感染幼虫は、ヤガ科幼虫、コナガとも体色の変化が認められ、感

染が進むにつれて白っぽくなった。ヤガ科幼虫の場合、感染末期になってもNPV

のように皮膚が脆くなることはなく、死亡当日ならばピンセット等でつまんでも皮

膚は破れなかった。幼虫は老齢まで生存することが多く、健全個体より大きくなり

膨れたような外観を呈した（Fig。5）。死亡後山内容物は灰色から灰褐色の濃い液状

となり、鏡検すると三二体が多数存在しているのが観察された。穎粒体のSEM観

察（Fig．6）並びにウイルス粒子のEM観察の結果、各分離GVは形態的に極めて類

似しており、形態のみで判別する事は不可能であった。また、数種のヤガ科から分

離されたGVについて予備的な感染実験を行ったところ交差感染の可能性が示唆さ

れた。そこで、ウイルスDNAの制限酵素切断パターンを調べ、分離GV間の識別

を試みた。この結果については、第2章で詳しく述べる。

　CPVは、ヨトウガ、シロモンヤガ、ガンマキンウワバの3種から分離された。

感染幼虫は、いずれの宿主の場合も生育が遅れ、死亡時には体が縮小した。皮膚は

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　19　一
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Fig．　3．　Electron　micrograph　of　virions　and　nucleocapsids

（arrow）　of　XcNPV・一tetra，　Bar　＝　500　nm．
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Fig．　4．　Co／ias　erate　po／iographus　larva　kjlled　by　a

nuclear　polyhedrosis　virus，　hanging　by　prolegs
from　an　ajfalfa　leaf．
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Fig．　5．　Autographa　gamma　larva　infected

with　agranulosis　virus．
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Fig．　6．　Scanning　electron　micrograph　of　GV

capsules　isolated　from　Autographa　gamma　larva，
Bar　＝2　pt　m．
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脆くはならず・組織も形をとどめているが、中腸は白濁し、鏡検すると外観六角形

の多角体が多数存在していた。多角体のSEM像は、Fig．7に示した。本研究では

CPVの交差感染の有無については検討しなかった。

　なお、シロモンヤガとガンマキンウワバではGVとCPVが混合感染している例

が認められた。この場合、体内には穎粒体と多角体の双方が形成されていたが、外

観はどちらか一方の二二が強く現れていることが多かった。

　次に糸状菌病について述べる。分離された糸状菌のうち不完全菌は、緑彊病菌、

三三病菌、赤彊病菌（一fumosoroseus）、　L　lilacinus、　L　canadens塾、

Verticillium　sp．の6種であった。このうち、緑彊病菌は幼虫から、他の5種は蝋

から分離された。緑彊病菌で死亡した個体は、死後1日で体表が白い菌糸で覆われ

2、3日後には緑色の胞子が形成された。特にシロモンヤガでは、二期に死亡する

個体が多い傾向が認められた。黄彊病菌、赤彊病菌、P．　fumosoroseus、　P．1ila一

cinus、　L　canadensisでは、蠣の節間膜の部分から白色～クリーム色の菌糸が伸長

して、体表が部分的に覆われた。Lfarinosusでは1～3cmの担子梗束が火炎状に伸

長しクリーム色の胞子が形成された。Lcanadensisの胞子は鮮やかなオレンジ色を

呈していた。Lfumosoroseusの場合は、　lcm程度の棍棒状の担子梗束が形成されや

や灰色がかったピンク色の胞子が形成された。Verticillium　sp．は、担子梗束、胞

子とも白色であった。

　疫病菌は、1986年4月にアルファルファ圃場で行った調査の際に、シロモンヤが

越冬幼虫死亡個体において休眠胞子として発見された。胞子は直径29～51μmで大

半は30～40μm程度の厚膜胞子であった（Fig。8A）。同年9月にも同圃場および隣

接圃場において、体内に多数の休眠胞子が形成されたシロモンヤが死亡個体が観察

された。胞子の大きさは19～40μm、平均25μm程度で、4月に得られた休眠胞子

よりもやや小さく、胞子の膜は春期の休眠胞子のような厚膜状には発達していなか

った（Fig．8B）。死亡個体はやや軟化しており、体内は淡黄色のチーズ状で、乾く

と脆くなった。このあと、9月下旬から10月にかけて同圃場とその隣接圃場で、ガ

ンマキンウワバ、ツメクサガ（Heliothis　maritima）、ヨトウガ、シロシタヨトウ

（麺ailloba）、モンキチョウが多数発生し、これらの幼虫に疫病菌による流
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Fig．　7．　Scanning　electron　micrograph　of　purified

polyhedral　inclusion　bodies　of　CPV　isolated　from

Autographa　gamma．　Bar＝2　pt　m．
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Fig，　8，　A：　Resting　spores　of　Entomophaga　au／icae

from　a　larval　cadabor　in　April，；　B：　Resting　spores　in

September．；　C＝　Xθ5’1a　o－nigrum　larva　k川ed　byε

aulicae　and　conidia　forcibly　discharged　from　the
cadabor．；　D：　Conidia　of　E．　au／icae，　Bar＝30　pm，
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行病が観察された。この疫病菌は分生子の形態から！E29！Lg！ggp－nLag－an　t　o　h　a　a」l　i　c　a　eと同定さ

れた。幼虫は疫病菌の感染後期になると植物体の上方に移動し、腹脚でぶら下がる

ような状態で死亡し、死後数日で虫体は干からびた。死亡直後の外観は健全個体と

変わらないが、体内には白色～クリーム色の菌体が充満していた。翌日には体表面

に疫病菌の分生子が多数形成され、死体のまわりに飛び散った（Fig．8C）。分生r一

は洋ナシ形で、大きさは20．6±1．33μm×32．13±2．03μm（Fig．8D）、40倍の実

体顕微鏡で容易に観察することができた。圃場では異種害虫で同時期に疫病菌によ

る死亡個体が観察され、アルファルファ1株に数種類の幼虫が寄り集まるようにし

て死亡している例も観察された（Fig．9）。

　今回、病原微生物の調査を行った害虫の中で、発生数が多く、多数の幼虫を採集

・飼育することができたシロモンヤガ、ガンマキンウワバ、ヨトウガ、ホシミミヨ

トウ、ショウブヨトウについては、各死亡原因ごとの死亡率を調査したので、その

結果について以下に述べる。採集幼虫は、中齢幼虫が主体で一部老齢幼虫も供試し

た。シロモンヤガの1986年秋期の調査並びにヨトウガの1985年7月の調査について

は、室内飼育虫から採卵した卵をあらかじめ圃場に放飼し、放飼地点の周辺で幼虫

の採集を行ったが、それ以外の調査では自然発生の個体を採集して供試した，，

　シロモンヤガの調査結果は、Table　3に示した。春期に採集した越冬あけ幼虫で

は、ウイルス病による死亡率が高く、1984年、1986年ともに40％を越えていた。秋、期

はウイルス病による死亡率は低く、採集個体にはNPV感染は認められなかった。

緑彊病菌は発生率に変動があるが、採集年、季節に関わらず発生が認められた。19

86年春期の調査では死体を含めたシロモンヤが幼虫の密度は約20個体／㎡であった

が生存個体は10％以下で、この調査で得られた死亡個体の80％以上で疫病菌の休眠胞

子と菌糸が観察された。同年の秋期は、シロモンヤが以外のヤガ科幼虫にも疫病菌

の流行が観察された。

　ガンマキンウワバの調査結果は、Table　4に示した。テンサイ圃場では病気によ

る死亡率は極端に低く、ガンマキンウワバに限らずシロモンヤガ、ヨトウガの場合

もまれに緑彊病菌で死亡した個体が認められた他は病死個体が観察されることはほ

とんどなかった。ガンマキンウワバは、牧草地ではウイルスによる死亡が多く、死

　　　　　　　　　　　　　　　　　一27一
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Fig．　9．　Larvae　of　several　noctuid　species　killed

by　Entomophaga　au／icae　in　an　alfalfa　field．一
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Table　3，　Motality　（O／o）　and　cause　of　death　in　Xestia　c－nigrum　larvae　reared　on

an　artificial　diet　after　collected　from　fields

Plant　in　fields

Time　of　collection

No．　of　individuals

　　White　clover

March　＆　April

　　　195

（1　984）

October

130

　　　　　Alfalfa　（1986）

April　September　October

17　60　45
Healthy

NPV
GV
cpv
GV＋CPV
Nomuraea　ri／eyi

Entomophaga　sp．

other　fungi

parasitoids

unkown

38．5

12．3

11．8

21
12，8

4．1

0，0

4，1

1，5

13，3

61，5

0，0

23
0，8

0，0

6，2

0．o

o，0

1　6，9

1　2，3

o，0

35，3

11，8

0，0

0，0

0．0

29．4

0．0

5．9

23．5

40．O

o．o

o．o

o．0

1．7

1　O，0

5，0

0．0

40．0

3，3

11A
o．0

17．8

0．0

13，3

33，3

17．8

0，0

4，4

2．2
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Table　4．　Mortality（O／o）　and　cause　of　death　in　Autographa　gamma

larvae　reared　on　an　artificial　diet　after　collected　from　fields

Plants　in　fields White　clover

Augustikek

Alfalfa

Time　of　collection March　＆　April＊ September；hk

No，　of　indMduals 42 op 59
Healthy

GV
cpv
GV＋CPV
／Vomurae∂〃7e／i

parasitoids

unknown

7．1

11．9

42．9

16．7

0．o

o，0

21．4

50．O

o．o

o．o

OiO

2．3

47．7

0，0

33，9

17
11，9

5．1

28．8

6．8

11．9

＊：　1985，　ihk：　1986
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亡率は春期には70％以上、秋期でも20％近い値を示した。春期は、特にCPVによる

死亡が顕著であった。

　ヨトウガの調査結果は、Table　5に示した。テンサイ圃場では高齢期に採集した

幼虫の死亡率は約30％で、死亡原因の主なものは寄生性昆虫であり病原微生物によ

る死亡率は非常に低かった。

　トウモロコシ害虫2種の調査結果は、Table　6に示した。この2種はトウモロコシ

の生育初期に茎内に侵入食害する害虫で、同一圃場内で同時期に発生が認められた。

ホシミミヨトウは採集個体数が少なく、その半数以上が健全個体で死亡率は低かっ

た。死亡は寄生性昆虫によるものがほとんどで、少数ながらGVとNPVに感染し

た個体が認められた。ショウブヨトウでも、ホシミミヨトウと同様に寄生性昆虫に

よる死亡率が高く、NPVによる死亡個体がごく少数認められた。

　　第4節　考察

　今回の調査の結果、13種の害虫から、ウイルスと糸状菌を主体に多数の病原微生

物が分離された。供試した種の多くは今まで病理学的な調査の対象として扱われた

ことがなかったため、今回新たなウイルスを多数発見すると共に、既知の糸状菌に

ついても新たな宿主を確認することができた。一般に、大量の病死虫が観察される

のは害虫の大発生にともなう流行病が起きた場合などで（3L34’5　”o’　13　，3，　14　i）、野外

調査の際に死体や罹病虫が観察される機会は少ない。このことからも、野外から多

数の幼虫を採集し個別飼育中に得られた死亡個体から微生物を分離する今回の方法

は、病原微生物の探索収集方法として効率的であると言える。なお、テンサイなど

輪作作物の圃場に比べ、アルファルファやクローバ等の牧草地は害虫の個体数も多

く、病気の発生率も高い傾向が認められ、病原微生物探索の場所として適している

と思われる。輪作圃場では毎年作付される作物が変わり害虫相や微生物相が変化す

るのに対し、特定の害虫が数年間連続して発生できる環境にある牧草地は病原微生

物の蓄積が多く、病気の発生率も高いものと推定される。
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　　　　　ヒ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　3　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　t



　　戴

　e　轟

一

Table　5．　Mortality（O／o）　and　cause　of　death　in　Mamestra　brassicae

larvae　reared　on　an　artificial　diet　after　collected　from　sugar　beet

fields　between　5th　to　12th　July，　1985．

Causative　agent o／o　of　larvae No．　of　indMduals

Fungal　diseases

Parasitic　wasps

Parasitic　fries

unknown
Healthy

5．2

13．7

3．9

9．2

68．0

　
2
　
1
・
0
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Table　6．　Motality　（O／o）　and　cause　of　death　in　Amphipoea

t／sst／riensis　andル1θsaρamea　concinnata　larvae　colIected

from　corn　fields

lnsect　species A．　ussuriensis ルf‘concinnata

No．of　individuals 159 32
Healthy

GV
NPV
Fungal　diseases

Parasitoids

unknown

22．6

0，0

2．5

1．3

49．1

24．5

53，1

3．1

3，1

0．0

28．1

12，5
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　モンキチョウやシロシタヨトウについては少数個体の調査しかできなかったが、

テンサイやマメ科牧草を加害するシロモンヤガとガンマキンウワバ並びにショウブ

ヨトウなどトウモロコシに加害するヤガ類は、3年以上にわたって多くの個体を採

集、個体飼育して、病原微生物の分離を行うことができた。本研究では、若齢幼虫

の調査は行わなかったが、中山以降の幼虫については死亡原因と各原因ごとの死亡

率を調べることができた。死亡原因に病原微生物が占める割合は、ショウブヨトウ

とホシミミヨトウでは低かったが、シロモンヤガとガンマキンウワバでは高く、時

期によっては死亡原因の70％以上を病原微生物が占める場合もあった。シロモン

ヤガではNPVは越冬あけのみに観察されたが、GVは時期によらず発生し、多い

ときには死亡原因の4割にのぼることが明らかになった。NPVはシロモンヤガで

2っのタイプが確認された他、ホシミミヨトウ、ショウブヨトウ、モンキチョウか

らも分離されており、このうちシロモンヤガのNPVについては、　Iizukaeta1．

（1987）（64）がウイルスゲノムDNA制限酵素切断パターンの比較からXcNPV　一一　tetraと

XcNPV－triが異なるウイルスであることを確認している。また、ホシミミヨトウとシ

ョウブヨトウから別個に分離されたNPVとXcNPV－triは、多角体の形態がよく似て

いた。予備実験により、これら3つのNPVのゲノムDNAのEcoRI切断パター

ンの類似性は非常に高いことが明らかになったことから、これらのNPVが同一一一一ウ

イルスである可能性は高いと思われる（後藤、半田、未発表）。なお、宿主域の違

いから、ヤガ科3種から分離されたNPVとモンキチョウ分離NPVは異なるウイ

ルスであると考えられる。シロモンヤがNPVについては、藤村（1976）（38♪が融雪

後に採集し飼育した幼虫で「核多角体病ウイルスらしい死亡が多数観察される」こ

とを報告しているが、病理学的な確認は行われていない。

　他方、菌類は不完全菌5種と疫病菌1種の計6種が分離された。不完全菌のうち

三二病菌や緑彊病菌は過去に鱗翅目を中心に多数の昆虫種から分離されておりωL

67） A今回の調査でも複数の宿主で感染が確認された。疫病菌は、数種鱗翅目害虫か

ら分離の報告がある（8・48）E．aulicaeと同定され、アルファルファ圃場をはじめ野

外では同一種の菌が多種類の宿主に季節を通じて感染している可能性は高いものと

思われる。疏菜など多くの作物の重要な害虫であるヨトウガでは過去に疫病菌の報

　　　　　　　　　　　　　　　　　一34一

・一



難織
t　t・一’，

告があり、関東地方で一9」無言（6）が、東北地方では虹瞳はhp工a

sp．（95　L）が分離されている。疫病菌の分類には未確定な部分が残されており、今回の

分離菌と過去の分離菌が同じ種に属するかどうかについては今後の検討が必要であ

る。また、1978年から1985年に行われた同地域での越冬幼虫の調査ではこのように

春期に大量の病死個体が観察されたことがなかった（筒井、私信）ことを考え合わ

せると、疫病菌の発生は年次による変動が大きいものと思われる。

　ガンマキンウワバ、ショウブオオヨトウ、フキヨトウ、ホシミミヨトウ、タンポ

キヨトウの5種はGVの宿主として記録されたのは初めてであった。このうち、ガ

ンマキンウワバはヨーロッパでは古くから主要な害虫として研究が行われNPVと

CPVは既に報告されている（7’80’83♪が、これまでGVは全く発見されておらず、

北海道で初めてGVが発見された点は非常に興味深い。第2，3章で詳しく述べる

が、シロモンヤガ、ガンマキンウワバ、ショウブオオヨトウ、フキヨトウ、タンポ

キョトウとアワヨトウの6種から分離されたGVは実際は1種類のウイルスである

ことが感染実験並びに遺伝子解析から明らかにされた。このGVは十勝地方で発生

量の多い害虫であるシロモンヤガとガンマキンウワバの双方に特に強い病原性を示

すが、ガンマキンウワバは日本には1960年代以降に侵入し害虫化したと考えられる

（111）ことからGVの原宿主である可能性は低いものと思われる。　GVの分離宿主の

うちアワヨトウは北海道の日本海側では毎年飛来が認められるが、十勝地方では発

生が極めてまれな昆虫であり、1987年のような大発生はほどんど報告されていない

（96’97） Bアワヨトウでは、過去に北海道、佐賀、奈良でGV感染個体が採集されて

いる（2）が、これらと本研究で発見されたXcGVとの関係は不明であり、全く別の

GVが存在する可能性も考えられる。今回得られたアワヨトウのGV感染幼虫は1

個体だけであり、シロモンヤガで感染・増殖を繰り返しているウイルスに交差感染

したものと考えるのが妥当であろう。

　今回確認できた病原微生物のうちで、採集して飼育した幼虫のみならず、野外で

も多数の罹病個体や死亡個体が観察されたのは、各種害虫における疫病菌とガンマ

キンウワバのGVであった。報告例の比較的多い疫病菌に比べるとウイルス病、特

にGVの流行の観察例は極端に少ないといえる。これまで報告されているバキュロ
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ウイルスは、その多くが実験室内の飼育昆虫から分離されたものであり、自然界で

の発生が全く報告されたことがないものも多いことから考えると、今回多数の野外

採集幼虫からNPVとGVが分離されたことは興味深い。更に、日本では分離例の

少ないGVが8種の宿主から分離されたことは大きな成果である。日本でこれまで

に詳しい研究が行われたGVはコナガGV（10）とコカクモンハマキ類GV（7z・110・

li5）のみで、ヤガ類のGVは研究蓄積がほとんどない状態である。従って、新たに

発見されたGVの研究は、防除素材開発の点からも非常に重要である。今回分離さ

れたGVは予備実験から交差感染が示唆され、GVとしては広い宿主域を持つと考

えられる。また、野外で流行病が観察されたことを考え併せるとその感染力はかな

り強いことが期待できる。従って、このGVを利用して、複数種のヤガ科害虫を同

時防除できる可能性は高いといえる。さらに、このGVはNPVとの相互作用、す

なわち、感染力増強作用を持つことから、NPV製剤化における添加剤としての利

用も考えられる。これらを踏まえ、本論文の第2章以降はシロモンヤが並びに他の

ヤガ科害虫から分離されたGVに論点を絞って、研究結果を述べる。

一36一
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第2章　数種ヤガ科害虫から分離されたGVのDNA解析による同定と制限酵素

　　　　切断地図の作成並びに二二体タンパク質遺伝子の塩基配列決定

　第1節　目的

　バキュロウイルスは、ごく最近まで分離宿主をもとに命名、分類され記載されて

きた。しかし、同一宿主から形態的に明らかに異なる複数のウイルスが得られた場

合や（64・136）、あるいは宿主域が広いウイルスが複数の異なる種から分離された場

合には混乱が生じるおそれもあり、この方式はウイルスの分類・命名法として不十

分であると考えられるようになった（24・40・86・l17）。

　バキュロウイルスの分類・同定を明確にするために、これまで、血清学的方法、

タンパク質電気泳動法など各種の手法が用いられてきた。1980年忌に入って、ゲノ

ムDNAの制限酵素切断片電気泳動パターンによる分類法（REN法）が導入され、

NPVについてはこの手法が盛んに使われるようになった（15，　i6・17・35・40・64・69・

79・85’86『l12・116・117・1i9・142・146） ｪ、GV研究におけるREN法の導入はやや遅

れた。Crooketal．（1985）（27）は各地域でコドリンガから分離されたGV（Cp

GV）を用いてREN法による解析を行い、CpGVでは同一種の宿主から分離さ

れたGV間に遺伝子変異が存在することを明らかにした。また、　Smjth＆Crook（19

88）（120）は同法を用いてシロチョウ科のムェ塑（・Pieris）！．aPqe並びに2ieri旦

brassicaeから個別に分離されたGV（ArGVとPbGV）が同一ウイルスの遺

伝子的変異株と考えられることを報告している。ArGVでは、　invivo純化法を用

いて野生株から複数の純化株が得られている（121）。

　第1章Table　2の天敵微生物リストに示したとおり、北海道内では、多種類の害

虫からGVが分離された。　GVはバキュロウイルスの中でも特に宿主特異性が高い

という説（29・60）が定説となっていたため、当初筆者はそれぞれの宿主から異なるG

Vが得られたと考えていた。しかし、罹病幼虫のほとんどは芽室町内の比較的狭い

地域から得られていること、また、同一採集地で同時期に複数種の害虫からGVが

分離された場合もあったことから、交差感染の有無を確認する必要を感じ、予備的

な接種試験を行った。その結果、いくつかのGVで分離宿主以外の害虫に対する感

　　　　　　　　　　　　　　　　　一37一
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染性が確認された。そこで、北海道で4亜科6属6種の害虫から分離されたGVを

同定し、その類縁関係を明らかにするため、ウイルスゲノムDNAのRENパター

ンの比較を行った。その結果、各害虫から分離されたGVが同一ウイルスの遺伝子

変異株であることが明らかになったので、制限酵素切断地図を作成して、各ウイル

ス間の詳細な遺伝子変異の解析を行った。

　NPVの遺伝子解析がめざましい進歩を遂げている（15・107）のに対し、GVの遺

伝子解析は遅れており、これまでに遺伝子が特定され塩基配列が決定されたGVの

タンパク質は、3種類に過ぎない。NPVの遺伝子の中で初めて塩基配列が決定さ

れたのは封入体タンパク質であるpolyhedrin遺伝子であった（56）が、同様にGVで

初めて塩基配列が決定された遺伝子はgranulinをコードする遺伝子であった。1985

年にPbGVとTnGVのgranulin遺伝子の塩基配列が相次いで発表され（：3・　19）、

数年遅れてCpGVでも塩基配列決定が行われたが、CpGVでは塩基配列の一一部

が発表された（24）のみで、その他のGVではこれ以降報告がない。この他に、塩基

配列が報告されている遺伝子は、TnGVのVEF遺伝子（54）とCpGVのアポト

ーシス阻害遺伝子（26）だけである。本研究では、ヤガ科数種から分離されたGVの

制限酵素切断地図を作成するため、地図の零点の基準となるgranulin遺伝子の位置

を特定し、これらGVの代表としてXcGVαを用いてgranulin遺伝子の塩基配列

を決定した。

　本章では北海道で各種害虫から分離されたGVの制限酵素切断地図の作成並びに、

GV間の変異解析について述べると共に、　XcGVと他種GVとのgranulin遺伝子

の塩基配列を比較した結果について述べる。

第2節　実験材料および方法

LウイルスDNAの抽出

　供試ウイルスの由来はTable　7に示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一38一
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Table　7．　Origin　of　GV　isolates

lsolate Host　species Date　of　isolation

XcGV　a
　　　　　B

　　　　　1

　　　　　2

　　　　　3

　　　　　4

　　　　　5

　　　　　6

　　　　　7

　　　　　8

　　　　　9

　　　　10

　　　　11

　　　　12

Xesカ；a　C－nigrt／m January

May
November
November
December
May
May
May
May
Novenber

May
May
April

May

1984
1986
1984
1984
1984
1984

1984
1984
1984
1985

1986
1986
1988
1988

AgGV
ApGV
HaGV
CIGV
MsGV

ハ乙rtogノε～ρかa　gam〃7a

A／etia　pa／／ens

Hydraecia　amurensis

Ce／aena　／eucostigma

ルfYthimna　seρara彪～

September

May
July

July

August

1985

1985
1982
1982
1987

PuGVH PSθt／da／θtia　uniPL／ncta

一39一
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　GV穎粒体は、以下の方法で個体別に精製した。感染死体に蒸留水を加えて磨砕

後、ガーゼと脱脂綿で濾過して5009で5分遠心分離し、その上清をIO，OOOgで30分遠

心処理した。沈澱を蒸留水に懸濁し、3回遠心洗浄を行い、再度蒸溜水に懸濁した

後、1，0009で10分遠心分離し、その上清を10，000930分遠心処理して穎粒体の沈澱を

得た。なお、爽雑物が多い場合は、45～60％（w／w）しょ糖密度勾配遠心法を併用し

た。

　精製封入体からのウイルスDNAの抽出は、以下の手順で行った。

①封入体（乾燥重で5mg程度）をマイクロテストチューブに入れ、1m1のアルカリ溶

　液（0．02M　NaOH）で30～60分溶解する。

②卓上小型超遠心機を用いて100，0009で15分遠心し、上清を捨てる。

③沈澱を1／2×TEバッファー（TE：10mM　Tris，1mM　EDTA，　pH　8．0）に懸濁し、

　プロティネースKとSDSをそれぞれ最終濃度が250μ9／m1と0．5％になるように

　加え、37℃で1時間反応させる。

④TE飽和フェノールでDNA抽出を3回繰り返した後、エーテル抽出を行いフェ

　ノールを除去する。

⑤エタノール沈澱ならびに70％冷エタノール洗浄後、吸引乾燥する。得られたDNA

　をRNase（20μg／ml）添加TEに懸濁し、37。Cで30分反応させRNAを分解する。

　得られたDNA溶液は、必要に応じてエタノール沈澱を行い濃度を調整して、4℃

　あるいは一20℃で保存する。

2．DNAの制限酵素による切断

　ウイルスゲノムDNAを所定の反応緩衝液に溶解し、DNA1μ9に対し制限酵

素5～10unitを加え、37℃で2～4時間反応させた。

3。アガロースゲル電気泳動

　電気泳動には臭化エチジウム（0．5mg／1）を加えたトリスほう酸バッファー（T

BE）（lo9）を用い、アガロース濃度0．5％～L5％、6～25mA、室温条件下で4～20時

間泳動した。トランスイルミネーター上でゲル内のDNA断片を確認して、ポラロ
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イドカメラで撮影し、泳動パターンの解析を行った。なお、分子量マーカーとして

λファージDNAのHind皿山断片並びにφX174のHae皿切断片を同時に泳動した。

4．制限酵素切断片のクローニング

　ウイルスゲノムDNAを制限酵素9cgRIあるいはB．LdmHIで消化し、得られた切

断片をプラスミド（pBR325（Bethesda　Research　Laborator　j．　es　，　USA））またはファ

ージミド（Bluescriptll（Stratagene，　USA））を用いてクローニングした。切断片

の一部は、低融点アガロースゲル電気泳動によって単離後クローニングに供試した。

得られたクローンの特定は、アガロースゲル電気泳動によるインサートDNA分子

量測定並びにゲノムDNA制限酵素切断片とのサザンハイブリダイゼーションによ

り行った。

5．ハイブリダイゼーションによる制限酵素切断地図作成と遺伝子変異の解析

　アガロースゲル電気泳動後、サザンプロッティング法（122）によりDNA切断片を

ナイロンメンブレンに移行させた。DNAトランスファーには、アルカリプロッテ

ィング溶液（0．25M　NaOH＋1．5M　NaCl）を用いた。

　ウイルスDNAの制限酵素切断片あるいはそのプラスミ』ド／ファージミドクロー

ンをニッタトランスレーションキット（宝酒造）または、ランダムプライマーラベ

リングキット（宝酒造）を用いて32Pで標識してプローブを作成した、，ハイブリダイ

ゼーションは、ラピッドハイブリダイゼーションバッファー（アマシャム）を用い、

65℃で2～3時間行った。ハイブリダイゼーション後、メンブレンは、2×SSC

＋0．1％SDSで室温15分振とう2回、1×SSC＋0．1％SDSで65℃10分振と

う1回、0．1×SSC　＋0．1％SDSで65℃10分間振とう1回をそれぞれ行い洗浄

した（SSC：150　mM　NaCl＋15mM　tri－sodium　citrate）。風乾後メンブレンをサ

ランラップで被い一20℃でオートラジオグラフィーを行った。

6．ウイルスのin　vivo純化

　塩基配列の決定には、XcGVαをSmith＆Crook（1988）（121）の方法に従ってin
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vivo純化した株を供試した。すなわち、　G　V穎粒体懸濁液を段階希釈して人工飼料

に混ぜて、各濃度条件につき20～30個体の幼虫（シロモンヤガあるいはアワヨトウ

の1～2齢を供試）に摂食させ、感染率が10％以下の区から感染幼虫1個体を選び、

死亡後に穎粒体を遠心精製して次の接種源とすることを4回繰り返した。

7．ハイブリダイゼーションによるgranulin遺伝子の特定

　PbGVとTnGVのgranulinのコーディング領域の前部・中部・後部から2種

GV間の相同性が高い塩基配列部分を選択し、DNA合成機（アプライドバイオシ

ステム）を用いて、約20bpのオリゴヌクレオチドを合成した。これをγ一32PA

TPでリン酸化したものをプローブに用い、XcGVのゲノムDNAあるいはその

クローンの制限酵素切断サザンプロットとハイブリダイゼーションを行った。ハイ

ブリダイゼーションはラピッドハイブリダイゼーションバッファー（アマシャム）

を用い、37℃で90分プローブと反応させた後6×SSCで37℃1時問洗浄し、オー

トラジオグラフィーによって遺伝子の検出を行った。

　また、TnGVのゲノムDNAのEco　RI断片のうちgranulin遺伝子を含むEco　R

レSのプラスミドクローン（京都工芸繊維大学橋本義文博士より分譲）から抽出し

たDNAをプローブに用い、XcGVDNA制限酵素切断片あるいはそのクローン

とのサザンハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーションは「5．」と

同様の手法で行った。

8．granulin遺伝子の塩基配列決定と遺伝子解析

　XcGVαのgranulin遺伝子を含むクローン並びにそれをさらに制限酵素処理し

て得られたサブクローンからアルカリ溶解法で二本鎖DNAを抽出し、蛍光プライ

マーシークエンスキット（アプライドバイオシステム）を用いて、PCR法により

サンプルを調整し、自動シーケンサーで塩基配列を決定した。データベース利用に

よる遺伝子間の相同高等の解析には、遺伝子解析用ソフトウエア「DNASIS」　（宝酒

造）を用いた。
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　　第3節　結果

　シロモンヤがGVゲノムDNAのRENパターンの解析並びにプラスミドを用い

た切断片のクローニング

　XcGVαのゲノムDNAのEcoRI、BamHl、旦9LlU、それぞれの切断片のア

ガロースゲル電気泳動パターンをFig．10に示した。それぞれの酵素処理によって

得られたDNA切断片は、分子量の大きいものから順にアルファベットで命名をし

た。なお、XcGVαのRENパターンには、いわゆる”submolar　fragment”（i16）

（分離株が遺伝子的に異なる複数の株の混合である場合、主となる株の切断片に比

べて薄いバンドとして検出される混合比の少ない株の切断片）は認められなかった、，

　XcGVαのRENパターンは、過去に報告された鎚ss．ggLelU！Jpe　e　t　（7’105）、

zt1一1pogej．t　e　！eqgLq！（22・23・32・’20”2i）．　91t1一1一1一gi　l　o　ELItl－llusgajLe一！一gf　u　s　c　a　t　e　l　u　s（33）．　9．　sgts？s｝q！lc　c　a　r　i　pbq－gru．rs

indicus（33）、　Choristoneura　spP．　（9）、　⊆≧y鎚　］Eと⊆≧皿≦⊇．旦璽』L皇（27・53）、　　一

leucotheta（65）、　Heliothis　三塑工（119）、　Lacanobia　oleacea（25）、　Phthorimaea

gp．gzg－g，ILgu，一al　1　（i45）．　？一，．．　b一1tm｛i！s－s一；L！2aga　s　s　i　c　a　e（22’　23’　i　20’　i　2　i）．　R．　，U！一1tLe．rp一！L！［！．g！e．一ILI1一4t　11　（ii9’　i　42）．

Pseudaletia旦必読旦（52）、S．　gf1Lg－g．1．］2g1L1d（116’119）、L旦1（116’　119）からそれぞ

れ分離されたGVのパターンとは、全く異なっていた。

　上記3種の酵素による切断片の分子量は、Table　8に示した。各切断片の分子量

の合計から、ウイルスゲノムDNAの分子量は約179kbpと算定された。

　制限酵素処理によって得られたウイルスDNA切断片の数は15から20本に及

び、ほぼ同じ泳動度を持つ複数の断片が生じる場合もあった。また、これらの切断

片の中には、マーカーに用いたλファージDNAのHind皿最大切断片（約23kbp）よ

りも分子量が大きいものもいくつか存在していた。そこで、各切断片を明確に識別

して、その分子量を算定すると共にウイルスゲノムの制限酵素切断地図を作成する

ことを目的に、プラスミド（pBR325）を用いてEcoRI切断片のクローニングを行

った。各クローンを、アガロースゲル電気泳動とサザンハイブリダイゼーション法

によって特定した結果、約500クローンの組換えプラスミドから、全部で20本ある

璽gRI切断片のうち、19本（Table8＊印）についてクローンを得ることができた。

ウイルスゲノム全体を網羅するDNAライブラリーを作成するため、さらに、ファ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　43　一

日’



1灘羅騰灘灘議i灘灘1藁灘鎌羅難灘灘灘難雛鑛簸灘謹響ll懇灘灘購灘舞欝灘灘醐繭纈懇懇鱗鞘騨鱒騨
　　　　　　　　　　　　　　　　Fi』臼塵‘’二軋至一，ヂ、

’

1 2 3 4

kb・AB・金＿含＿
2S．　1－c1　！．　C
　　　　　　　，RiiD＝B＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　G

1 2 3 4

9．　4
E

6．　e

4．　4

H

一

F

G
H
－
K

　
　
J

G
H
l
J
L
翼
　
N

　
　
一
　
　
　
K
　
　
　
一

　oe．一meL

　Pe一一

QR－
　3　　　厩

J

K

Fig，　10，　Diagram　of　restriction　endonuclease
profiles　and　O．5　O／o　agarose　gel　electrophoresis　of

XcGVa　DNA　digested　with　Eco　R　1　（lane　2）i　Bam　H　1

（lane　3）　or　β91　1（lane　4），　and　〃1ηd　皿一cleaved　　λ

phage　DNA　standards（lane　1）．

p44一

馨．

・講 験

直



鑛、鍵i欝欝灘蓬難’灘1灘懸畿醤欝灘難畿灘雛灘1．．

Table　8．　Sizes　（in　kbp）　of　restriction　fragments

of　the　genome　of　XcGV

EcoRl BamHl Bg川

A　23．4＊

B　23．4

C　20．3＊

D　16．9＊

E　15．4＊

F　15．2＊

7．4＊

6．9＊

6，8＊

5．9＊

5．4＊

5．3＊

5．2＊

4．6±

3．6＊

3．2＊

3．0＊

3．ot

2．7＊

1　，1±

47，7

31．8
31　．1　＊

17．3

10．5＊

8，1＊

5．7±

5，4＊

5，3＊

5．0＊

4．9＊

3．4＊

2．6＊

O．1＊

45．9

29．6

21．0

18，2

16e8

15．9

11，5

6．7

6．0

3．0

2．4

1．4

Tota1 178．7 1　78．9 178．4

＊　：　Fragments　cloned　into　plasmids，
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＿ジミド（Bluescript　U）を用いて墜型HI切断片のクローニングを行い14本中11本

についてクローンを得た（Table　8＊印）。サザンハイブリダイゼーションの結果、

すべてのクローンはウイルスDNA由来であること、最小のEcoRI切断片は約しl

kbpであること、また、アガロースゲル電気泳動では検出できなかった100bp未満の

のBamH　I切断片（BamH　I－N）が1本存在することが確認された。

　　XcGVαの制限酵素切断地図を作成するために、各プラスミドクローンをラ

ベルして、旦⊆gRI、BamHI、旦9111のそれぞれの酵素で切断したウイルスDNA

ゲノムとのサザンプロットハイブリダイゼーションを行った。この他に必要に応じ

て、Hind皿、D！taa　l、Xba　l切断したウイルスゲノムDNAのサザンプロットフィル

ターを用いたハイブリダイゼーションを行った。ほとんどのクローンは、挿入断片

に一致する1本の切断片のみと強くハイブリダイズしたことから、各切断片の塩基

配列は特異的なものであると考えられた。しかし、複数の切断片とハイブリダイズ

するクローンも若干数認められたことから、ウイルスゲノムDNAには、相同性の

高い配列を含む領域が存在する可能性も考えられた。

　バキュロウイルスの制限酵素切断地図の零点は、granulin遺伝子を基準に定める

ことが提唱されている（147）。そこでハイブリダイゼーションによるXcGVαの

granulin遺伝子の特定を試みた。現時点では、　granulin遺伝子の塩基配列がデータ

ベースとして利用可能なGVはTnGVとPbGVの2種GVのみなので、この2

種GVの間で塩基配列がなるべく連続して一致している部分をコーディング領域の

5’側、中央部、そして3’側の3ヶ所選定し、プローブ用のオリゴヌクレオチド3種

類を合成した。オリゴヌクレオチドの塩基配列は、Fig．11に示した。なお、上記2

種GV間で塩基が異なる部分については、2種の塩基が混在した状態で合成される

ように条件を設定した。3種類のオリゴヌクレオチドプローブを用いて、制限酵素

で切断したXcGVゲノムDNAあるいはクローンプラスミドのサザンプロットと

ハイブリダイゼーションを行った結果、5’側プローブ（5E）ではウイルスDNAプロ

ットには明確なシグナルは認められなかったが、旦皇gRレCのクローンプラスミドで

強いシグナルが認められた。中央部プローブ（M）では、ウイルスDNAプロットの

旦⊆gR　I－Cと旦麺HI－Dと！BIHglユH－B、また匙p　R　I－Cのクローンプラスミドにも強いシ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一46一
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グナルが認められた。3’側プローブ（3E）ではウイルスDNAプロットのEcoRI断

片にはシグナルが認められなかったが・旦遡HI－H、旦i塑III－1と旦91　H－Bに強いシグ

ナルが検出された。なお、3Eプローブは匙gRI－Cを含め分子量の大きな逃gRI

断片をインサートに持つ複数のプラスミドクローンとも反応した。これらの結果か

ら、granulin遺伝子は、1笈g　R　I－Cと廻III－Bの共通部分の1迦HI切断部位を含む

領域に存在しているものと推定された。

　更に、TnGVのgranulin遺伝子の大半を含むEcoRI断片のプラスミドクロー

ンをプローブに用いてウイルスゲノムDNAとのサザンハイブリダイゼーションを

行ったところ、BamHI－Dに強く、BamHI－Hにやや弱くシグナルが検出され、オリ

ゴヌクレオチドプローブを用いた実験と一致する結果が得られた。そこで、さらに

EcoRI－C断片のプラスミドクローンを数種の制限酵素で切断し、サザンハイブリ

ダイゼーションを行ったところTnGVDNAクローンプローブはEcoRI－C断片

の末端部と強くハイブリダイズしたので、この領域をBluescriptHにサブクローニ

ングし、塩基配列を決定した。その結果、Eco　R　I－C断片には、　granulinのC一末

端の12アミノ酸をコードする36塩基対が欠けているがコーディング領域のほぼ全長

が含まれていることが明らかになった。NPVとGVではゲノムDNA制限酵素切

断地図のゼロ点は封入体タンパク質遺伝子を含む最小の制限酵素切断片を基準に定

められている（147）が、遺伝子の塩基配列が明かな場合は封入体タンパク質遺伝子の

コーディング領域開始点をゼロ点とすることが提唱されている（12。）ので、これに従

ってXcGVαの制限酵素切断地図の零点を定めた。零点は、BamHI切断部位との

関連で示すと断片DとN間の切断部位から180bp上流、EcoRI切断部位との関連

で示すと断片Cとし間の切断部位から703bp上流である。零点を基に直線、化した制

限酵素切断地図をFig．12（a）に示した。　granulinの塩基配列については、後で詳し

く述べる。
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Fig．　12．　（a）　Physical　Eco　R　1，　Bam　H　1　and　Bg／　ll　maps　of　XcGV　a　DNA．　The　map

was　linearized　at　the　start　codon　of　the　granulin　gene．　Letters　correspond　to

fragments　in　Fig，　10　and　Table　8，

（b）　Comparative　Eco　R　1　maps　of　the　XcGV　B，　AgGV，　ApGV，　HaGV，　CIGV　and　MsGV

genomes　showing　locations　of　genotypic　differences　between　XcGVa　and　each　of
the　other　isolates．　Additional　（＋）　or　lost（一）　restriction　sites　are　indicated，

E：　Eco　R　1；　Ba：　Bam　H　1；　Bg：　Bg／　n，Boxes　identify　regions　of　，deletions（一｝　and

insertions（＋）　of　specified　size　（in　kbp）　relative　to　the　genome　of　XcGVa，　The

Symbol　A　indicates　that　the　size　of　the　fragment　is　slightly　larger　than　that　of

the　corresponding　fragment　of　XcGVa．
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異なる宿主から分離された各GVのRENパターンの比較と制限酵素切断地図の作

成

　本研究で得られた数種GVは、異種の宿主から分離されたウイルスであるにもか

かわらず、非常に類似したRENパターンを示した（Fig．13）。しかし、これらGV

のRENパターンはPuGVHとは明らかに異なるものであった。EcoRI、Bam

HI、廻IIの各酵素で消化したウイルスDNAは、それぞれのGV間で若干の差異

（切断片の二二や付加）が認められたものの、極めて類似したRENパターンを示

した。EcoRI切断の場合、これらの差異によってそれぞれのGVを識別すること

が可能であったが、1狸HやBamHI単独で切断した場合は2、3のGVでパターン

の違いが認められたものの、GV間の識別は困難であった。ウイルスのDNAは各

GVとも、野外で採集された幼虫の死体を1個二三に精製して得た穎粒体から抽出

したものであったが、RENパターンに”submolar　fragment”が認められたのはCl

GVのみであった。ClGVには主体となっているGVに少量ながら遺伝的に異な

るGVが混合しているものと推察されたが、これ以外のGVは遺伝的にほぼ均一な

状態であると考えられた。

　XcGVαのゲノムライブラリーを用いてサザンハイブリダイゼーションを行っ

た結果、北海道で得られた6種宿主由来のGVにおける制限酵素切断片の差異は、

制限酵素切断部位の付加あるいは消失、DNAの挿入やデリーションなどの遺伝子

変異によって生じたものであることが明らかになった。変異には、EcoRI切断片

AとH間の切断部位の消失、並びに里ll切断片Cにおける切断部位の付加、　Eco

RI断片MやTにおける短いDNA挿入のように複数のGVに共通して認められる

ものと、麺RI断片Hや延II断片C内部における切断部位の付加や、AgGV

のみで認められたEcoRI断片JとT間の切断部位の消失、ClGVで認められた

逸gRI断片KとP間の切断部位の消失など特定のGVのみに認められるものとが

あった。

　変異の認められた切断片の命名は、Smith＆Crook（1988）（12。）が提案したシステ

ムに従って行った。このシステムでは、2つの切断片山の制限酵素切断部位の消失

によって生じた新しい切断片は基準とするGV（本研究ではXcGVα）の対応す

　　　　　　　　　　　　　　　　　一50一
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（Ianes　1），　XcGVB（Ianes　2），　AgGV　（lane　3），　ApGV　（lanes　4），

HaGV　（lanes　5），　CIGV　（lanes　6），　MsGV　（lanes　7）　and　PuGV

（lanes　8）　DNA　digested　with　Eco　R　1　（a），　Bam　H　1　（b）　or　Bg／　ll

（c）with　Hind一一cleavedλphage　DNA　standards（lanes　M），
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る2つの切断片の名前を併記して表示され、XcGVαのEcoRI断片AとHの問

の切断部位が消失して生じたと考えられるXcGVβの切断片はEcoRI－AHとな

る。また、ある切断片の内部に切断部位が付加するかたちで2つの断片が生じてい

る場合、その断片は基準GVの対応する断片の名前の後に数字を付けて表され、基

準GVのBamHI－C切断片に新たに切断部位が付加してできたと考えられるHaGV

の切断片は分子量の大きいものからBam　HI　一Cl、一C2となる。このシステムに従い、

各Gvの制限酵素切断地図を作成し、xcGvαとの相違点をFig．12（b）に示し

た。また、これをもとに変異の起きた断片の分子量を推定しTable　9に示した。

シロモンヤガから個体別に分離されたGVのRENパターンの比較と制限酵素切断

地図の作成

　野外から採集して個体飼育中に発病したシロモンヤが幼虫からGVを個体別に分

離して得られた、XcGVα、βを含む14個体からの分離GVを供試して、Eco

RI、BamHI、1塾ユ1］1の3種制限酵素によるゲノムDNA切断パターンの比較を行

った（Fig．13，14）。これらはすべて、1984年から1988年に芽室町内の北海道農業試

験場畑作部圃場を中心とした狭い区域で採集された幼虫から得られたGVである。

供試GVのRENパターンは非常に類似していたが、小さな差異をもとに以下の9

タイプに分類することができた。1）XcGV　3，6，10；2）XcGV　5，7，8；3）XcGVβ，

12；4）　XcGV　a；　5）　XcGV　1；　6）　XcGV　2；　7）　XcGV　4；　8）　XcGV　9；　9）　XcGV　l　l．

　異なる数種のヤガ科幼虫から分離されたGVと同様、シロモンヤガの各個体から

分離されたGVに特有の切断片は、制限酵素切断部位の付加あるいは欠失、並びに

DNAの挿入や二二によって生じたものと考えられるが、シロモンヤガの個体別分

離GVには前述のヤガ科各種からの分離GVと全く同一のものは認められなかった。

しかし、個体別分離GVの制限酵素切断部位の変化の中には、異種ヤガ科幼虫から

の分離GVと共通するものも認められた。XcGVαにおけるEcoRI切断片Aと

H間の切断部位は、他の個体別分離GVでも失われており一つの大きな断片AHを

生じていた。また、EcoRI－MやBamHI－Eに生じた小さなDNA挿入は複数の

個体別分離GVに共通する変異であった。旦鍵HI－C断片内の旦麺HI切断部位の

　　　　　　　　　　　　　　　　　一52一
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Table　9，　Sizes　（in　kbp）　of　variant　restriction　fragments　of

the　genome　of　GV　isolates

lsolate Eco　R　1 Bam　H　1 Bg／　11

XcGV　B

AgGV

AHft　30，3

K　5．6

AHI　30．O

TJ　9．2
H2　1．2

6．2
」
1
9
』

15．9

8．1

ApGV

HaGV

CIGV

H 30．3
5．3

1　．1　iI”nt

5．3

1　，1　ikiAc

3

E

」
一
　
∩
∠

10．6

22．7

10．6

8，4

MsGV 5．4

1　，1　inwIr E
一

107
5．2

ik　Letters　give　the　designations　of　the　variant　fragments

　　（see　Results）．

ik’“　These　fragments　are　slightly　larger　than　the　corresponding

　　frag　ment　of　XcGV　a
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XcGV　1　to　12　and　PuGV　DNA　digested　w　ith　Eco　R　1（a），　Bam　H

1（b）　or　Bg／　ll（c）　with　Hind　m－cleaved　A　phage　DNA

standards　（lanes　M），
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付加は、XcGVlと2、そしてHaGVで認められた。異種ヤガ科由来のGVの解

析結果と、ハイブリダイゼーションの結果から、これらのシロモンヤが個体別分離

GVに生じた変異を推定し、分子量の概算値と共にTabie　10に示した。

　上記のGVは野外から採集された個体から得られた野生型であるにも関わらず、

RENパターンには、　X　c　GV9以外では”submolar　fragment”は全く認められなか

った（Fig．14）。xcGv9は明らかに遺伝的に異なる複数のGvが混合したもので

あるとみなすことができるが、それ以外の個体別分離GVはそれぞれが遺伝的に類

似度の高いGVから構成されているものと考えられた。

XcGVのgranulin遺伝子の塩基配列決定並びに二種GVの同遺伝子との比較

　サザンハイブリダイゼーションによって、XcGVαのEcoRI切断片EcoRI

－Cにgranulin遺伝子のN末端側の大部分が存在していることが確認され、更にこの

切断片と連続しているEcoRI－しに同遺伝子のC末端側が存在していることが確認

されたので、これらEcoRI断片のプラスミドクローンからサブクローニングを行

い、自動シーケンサーを用いてgranulin遺伝子の塩基配列を決定した。　X　c　GVα

ゲノムのgranulin遺伝子を含む領域について作成した制限酵素切断地図はFig．15に

示した。これまでにTnGVとPbGVの同遺伝子について、塩基配列とアミノ酸

配列が報告されている（3’19）ので、それらとXcGVαで得られた結果との比較を

行った。三種GVのgranulin遺伝子の塩基配列は、　Fig．16に、それから推定される

アミノ酸配列は、Fig．17に示した。コーディング領域における塩基配列の相同性は

XcGVαとTnGV間で90％と非常に高く、XcGVαとPnGV間では73％と

やや低かった。また、アミノ酸配列では、XcGVαとTnGV間で異なるのは第

26番目の1個だけで、この2種GV間の相同性は非常に高いことが明らかになった。

XcGVとPbGVのアミノ酸配列相同性は77％であった。また、開始コドン上流

域の塩基配列を比較したところ、バキュロウイルスの後期プロモーター配列である

ATAGG（15）を含む12塩基部分は3種Gvで完全に一致していた（Fig．18）。一方、

終始コドン下流域におけるXcGVαとTnGVの塩基配列の相同性は上流域やコ

ーディング領域に比べてやや低く、終始コドン下流の113bpの領域における相同性

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　55　一
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Table　10．　Sizes　（in　kbp）　of　variant　restriction　fragments　of　the　genome

of　XcGV　isolates

1solate Eco　R　1 Bam　H　1 β：9川

XcGV　1

XcGV　2

XcGV　3，6，

　　　　　10

XcGV　4

XcGV　5，7，

　　　　　8

XcGV　9

XcGV　11

XcGV　12

M 5．3

AH　30．3

K　5．6
al＊　2．9

AH　30，3

M　5．4
AH　30．3
KP？　7．4

AH　30．3

酬
J
M
雄
⑫
団
H

30e3

10st

lost

lO．2

　7．9

　7．3

3

Cl　22．7

Dl　16．O

E　10．6
C2　8．4

1　52
D2　2．3

Cl　22．7

C2　8．4

E

A
al＊

a2＊

sl

s2

10．7

1ost

ca，30

ca，20

ca．15

　5．9

5．2

A　lost

C　lost
al＊　ca．35

a2＊　ca．12

sl　ca．16

s2　7．2

＊　al　and　a2　indicate　additional　fragments，　corresponding　fragments　of

　XcGVa　are　not　defined．

sl　and　s2　indicate　submolar　fragments，
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Fig．　15，　Restriction　endonuclease　map　of　the　region　of　the

XcGV　a　genome　containing　the　granulin　gene，　N　and　C　indicate

the　NH，一　and　一COOH　termini　respectively．

Restriction　enzyme　abbreviation　are　E，EcoR　l；　E‘，　EcoRv；

B，　BamH　1；H，　Hin　d　M；P，　Pst　1．
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XcGV

TnGV

PbGV

End　750

TAA　AAA

TAA　ATA

TAA　ACG

　　　　　　760

AATAAACACT

AATAATAAAC

TCAAAATCAT

　　　　　　770

ATTTATGTAA

GTTTGTATTG

CGGTATTTTT

　　　　　　780

AAAAG丁TGTA

TGAAATAATT

AGATTCGGTG

　　　　　　790

TTTATTGATC

TGTATTTATT

TTGCACCAGG

　　　　　800

TCATTTAATT

GACCATTAAT

TTTCGATTCG

XcGV

TnGV

PbGV

　　　　　　810

ACTCCAATCA

TACTCCAATC

GTGTTTATGT

　　　　　　820

CTGTTATATT

ACTATTAGGT

AATTAAAACA

　　　　　　830

CACTGTGATC

TCACTGTGAT

ACG丁GAGTAA

　　　　　　840

ACTAAGTTCG

CACTCAATTC

ACGGCTGGTC

　　　　　　850

GTGACTTGTC

CGTGACTTGT

GGGTGCATTT

　　　　　　860

TTCGTTGATC

CTCCGTTGAC

TGTTTCGAA

Fig，　19．　Comparison　of　3’　flanking　regions　of　XcGV，　TnGV　and　PbGV

granulin　genes．　Possible　polyadenylation　signals　are　underlined，
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は31％で、46bp目で1か所スペースを入れた場合でも73％であった。また、ポリアデ

ニレーションシグナル配列（13）を調べたところ、XcGVは同シグナル配列を保有

していたが、その位置はTnGV、PuGVとは異なっていた（Fig．19）。

第4節　　考察

異種宿主分離GVゲノムDNAのRENパターン解析による比較と制限酵素切断地

図の作成

　RENパターンによる解析は、近年バキュロウイルスの各系統の同定や変異の検

出に広く使われるようになってきた。しかし、バキュロウイルスのRENパターン

に関する研究の多くはNPVに関するものであり、RENパターンが報告されたG

Vはまだ少なく、使用された制限酵素もEcoRI1種類という場合がほとんどであ

る。本研究で扱っているXcGV以外で、これまで制限酵素切断地図が作成された

GVは、ArGV（120）（PrGV（32）はArGVの変異株と見なす）、CpGV
（27）

ﾆ一1eucotretaGV（65）、鎚S99e一1tLg－g1GV（105）の4種に過

ぎない。なお、前2種GVについては分離場所の異なるGV、すなわち地理的変異

株として扱われているGV間の遺伝的変異が制限酵素切断地図上で特定されている。

　本研究では、北海道に分布するヤガ科害虫のうち、属の異なるシロモンヤガ、ガ

ンマキンウワバ、フキヨトウ、ショウブオオヨトウ、タンポキヨトウ、アワヨトウ

からGVを分離して報告したが、このうちガンマキンウワバ、フキヨトウ、ショウ

ブオオヨトウ、タンポキヨトウについては、GVが分離、報告されたのは本研究が

初めてである。GVが分離された各宿主昆虫は分類学的に特に近縁ではなかったた

め、当初筆者らはこれらの分離GVを異なるGVと推測したが、各分離GVは形態

的に類似しており予備実験の結果から交差感染の可能性が示唆され、各GVの異同

を明らかにすることが必要となった。Chang＆Tanada（1978）（20）は、　P　u　GVHが

墨塑、L！亘並びに＆californicaに交差感染することを血清学的手法で示

した。また、Tanada＆Omi（1974）（138）は、カリフォルニアのアルファルファ圃場で
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数種の宿主幼虫から分離したGVが供試した5種幼虫のうち4種に交差感染したこ

とを報告した。しかし、この報告では各GVの分類同定は明らかにされていない。

この後、Federich（1978）（36）は、一trifoliiGVがA、　californicaと

L垂に交差感染することを報告し、GVの分類同定法確立の必要性を説いた。以

上の事柄を踏まえ、筆者は、ウイルスDNAのRENパターンを解析することによ

って、北海道で分離されたGVに関する遺伝的相同性の検討を行うことにした。

　RENパターンの比較によって、今回得られたそれぞれのGVは、異なる宿主昆

虫から分離されたにも関わらず、基本的にはほとんど同一のウイルスゲノムを有す

ることが明らかになった。これらGVのゲノムサイズは約179kbpでArGV（12　O）や

CpGV（27）（約llO～120kbp）よりも大きいが、　TnGVの174．8／176．5kbp（11　6’

119）とはほぼ同じであった。制限酵素切断地図の比較の結果、供試GV間のREN

パターンの差異は、制限酵素切断部位の付加や欠失あるいは、DNAの小断片のデ

リーションや挿入によって生じていることが明らかになった。このような遺伝的な

変異は、△．腿とその近縁種から分離されたGVやCpGVの地理的変異GVで

も観察されている（120’27）。本研究では、異種宿主からの分離GVの比較に加え、

シロモンヤガから得られた個体別分離GV14例についても、RENパターンの比較

を行ったが、同一種宿主由来のGV間で認められた変異の程度は、異種宿主由来の

GV間に認められた変異の程度とほぼ同等であった。このことから、これらのGV

ゲノムの変異は、宿主の違いとは関係なく生じているものと考えられた。また、今

回得られた各GV間の遺伝子変異の程度は、世界の各地域から分離されたArGV

間に認められる変異（i20）よりも小さかった。これらの結果から、今回得られたすべ

ての分離GVを単一のウイルスの遺伝子変異株として位置づけ、このウイルスをシ

ロモンヤが穎粒病ウイルス、Xestia堕GV（XcGV）として取り扱うことにした。

XcGVは少なくとも異なる6つの属の宿主に感染性を持ち、GVとしては広い宿

主域を持っている。なお、シロモンヤガのGVについては過去にVybornov　et　al．

（1982）（148）の報告があるが、これにはウイルスの形態、感染特性に関する詳しい記

載がなく、今回北海道で分離したGVと同種であるか否かについては、今後の研究

を待たなくてはならない。その意味では、本論文で扱ったXcGVは、XcGV日

　　　　　　　　　　　　　　　　　一63一
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本株（XcGV－J）とすべきであろう。

　バキュロウイルスの野生株の多くは、遺伝的に不均一で、RENパターンにはし

ばしば”submolar　fragment”が認められる（1　16＞。今回得られた分離GVのなかで、

このような不均一性が認められたのはClGVとXcGV9のみであり、それ以外

のGVは遺伝的な均一性がかなり高いものと考えられた。XcGVは、若齢期にウ

イルス接種をした場合でも感染個体が老齢期まで生存する例が多く、野外において

も、若齢期に低いウイルス濃度で感染が成立した場合は体内のウイルスが比較的均

一な状態に保たれ「並vivO純化」（12t）に準ずる状態が起こるものと考えられる。

今回GVが分離された宿主のうちで、シロモンヤガとガンマキンウワバは発生量も

多く、また野外におけるGVの発病率も3～5齢期では10～30％と高い。このこと

から、シロモンヤガとガンマキンウワバは、北海道におけるXcGVの主な宿主で

あると考えられる。

　バキュロウイルスの分類同定については、以前から分離宿主を基準とする古典的

な方法を改めるべきであるとの見解が繰り返し述べられてきた（24’40『86’117♪。N

PVでは、REN法による分類同定が広く使われるようになってきたが、GVは、

NPVよりも宿主域が狭く自然状態では交差感染が起こる可能性が低いと見られて

いたこともあり、古典的な分類法に対する批判はNPVほど強くなかったように思

われる。北海道における分離GVに関する本研究の解析結果は、野外でもGVの交

差感染が恒常的に起こり得ることを遺伝子的に明らかにしたものであり、GVの分

類に基本的な改善を行う必要性を強く示している。今後、分離GV間の近縁性を考

える上でも、これまでに報告されたGVを含め、分子生物学的検討を詳細に行う必

要があると思われる。

granulinの遺伝子解析

　バキュロウイルスの中でNPVとGVは封入体を形成するという共通の特性を持

っている。NPVの遺伝子解析は、現在では全塩基配列決定の段階にまで到達して

いるが、最初に塩基配列が明らかにされた遺伝子は封入体タンパク質”poユyhedrin”

であった（56）。GVの場合も最初に塩基配列が報告されたのは”granulin”であった

　　　　　　　　　　　　　　　　　一64一
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が、NPVでは現在までに10種を越えるウイルスでpolyhedrinの塩基配列が報告さ

れているのに対し、granulinの全塩基配列の報告は1985年にTnGV（3♪とPbGV

（19）で相次いで発表されて以来途切れていた。Crook（1991）（24）は、　TnGV、　Pb

GVに加え、未発表のCpGVのデータを基に3種GV間のgranulin遺伝子の比較

を行っている。2種GV間の塩基配列とアミノ酸配列の相同性は、TnGVとPb

GVでは73％と77％、TnGVとCpGV間では78％と85％、PbGVとCpGV

間では77％と83％であったと報告している。この結果から、TnGVとPbGVの

遺伝的距離はCpGVと他の2種GVそれぞれとの距離よりも遠いことが示唆され

た。また、本研究で解析されたXcGVのgranulin遺伝子はTnGVの遺伝子と非

常に相同性が高く、アミノ酸配列はほぼ同一であった。この相同性の高さは、GV

におけるgranulinのタンパク質としての機能の重要性を示唆している。　T　n　GVと

XcGVはRENパターン、宿主域、感染力等様々な特性が異なることから別種の

ウイルスであることは明らかであるが、両者ともヤガ科から分離されたこと、共通

の宿主が存在すること、ゲノムサイズがほぼ同じであること等から類似性は高いも

のと推測され、本研究ののgranulin遺伝子のデータはこれを裏付けるものと言える。

　鱗翅目から分離されたNPV間ではpolyhedrinのアミノ酸配列の相同性は85～90

％であるが（106）、GV間の相同性は4種のデータで77～99％とNPVの範囲を越え

る結果となった。現在GVは1属として扱われているが、今後多数のGVで遺伝子

の比較が可能になれば、遺伝的な類似性によってGVがさらにいくつかのグループ

に分けられる可能性もある。

　granulin遺伝子については、　TnGV、　PbGVとCpGVの比較から、バキュ

ロウイルスの後期プロモーターに共通の配列（15）に2塩基対を加えたTTTATA

AGGAATTTの14塩基対が開始コドンの約20bp上流に存在することが報告され

ている（24）。開始コドン上流の一32～0までの間はXcGVとTnGVで塩基配列

は完全に一致しており、もちろんXcGVにもこの共通配列が存在していた。これ

らの結果は、GVにとってgranulin遺伝子の発現コントロールが非常に重要である

ことを示唆している。
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第3章　XcGVの形態並びに感染特性
s

t

　　第1節　目的

　北海道の畑作物害虫のうち、複数の種からGVが分離されたことを第1章で、ま

た、各分離株のウイルスゲノムDNAのRENパターンの比較等から、6種の異な

る宿主から分離されたGVが、同一ウイルスあるいはゲノムの一部を異にする変異

ウイルスとして位置づけられることを第2章で述べた。第3章以降ではこれらGV

の代表としてXcGVを取り上げ、その形態的特性並びに感染特性について詳細な

検討を行ったので報告する。

　XcGVはGVとしては広い宿主域を持っている。野外でも複数種のヤガ科害虫

で感染増殖が可能であり、特に、シロモンヤガとガンマキンウワバでは幼虫期の死

亡原因として個体数変動の重要な役割を担っているものと考えられる。昆虫病原性

ウイルスによる害虫防除を行う際、ウイルスの持つ高い宿主特異性は、安全性が高

く生態系の撹乱が少ないという利点につながる一方で、防除対象害虫の幅が狭いと

いう欠点ともなっている。実際の防除では、複数害虫の同時防除を求められる場合

が多く、このためには宿主域がなるべく広く、感染力がより高いウイルスが必要と

なる。本研究で新しく分離されたXcGVは、この点に関し有望な特性を持ってい

るものと考えられる。そこで第3章では、XcGVの宿主域、感染力、感染幼虫の

発育と致死日数など病理学的性質を調べ、また、圃場での防除効果試験も併せて行

い、GVの害虫防除素材としての可能性を検討した。

第2節　実験材料および方法

電子顕微鏡によるXcGVの形態観察

　材料にはinvivo純化後シロモンヤが幼虫で増殖したXcGVαを供試し、穎粒

体の精製とSEM用の試料作成は、第1章の方法に従って行った。なお、　EM用試
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料の調整は、以下の通り行ない、観察には透過型電子顕微鏡（日立H－7000）を用い

た。EM試料の調整：穎粒体の蒸留水懸濁液にIM　NaOHを加えて、最終濃度が1mg穎

粒体／ml、0．02M　NaOHとなるように調整し、30分間氷中で溶解。5，0009で5分遠心

分離後、上清に10mM　Tris－HC1（pH　8。0）を2倍容量加え、さらに30，0009で15分遠

心分離してウイルス粒子の沈澱を得る。沈澱を蒸留水に再三濁し、Dip法を用いて2

％酢酸ウラニルでネガティブ染色を行った。

宿主域の調査

　実験には、各GVの原宿主を含む下記のヤガ科害虫14種を供試した。アワヨトウ、

オオフタオビキヨトウ（幽9．i：agdd　l－s）、カブラヤガ、ガンマキンウワバ、シロ

シタヨトウ、シロモンヤガ、ショウブオオヨトウ、タンポキヨトウ、ハスモンヨト

ウ、ミヤマヨトウ（Lacanobia　thalassina）、マエジロヤガ（1O，t9［Ll：91｝．1．9．11．！ah　o　l　aP．！l　eSZ！Lqe　t

gユ三三）、モクメヨトウ（△麺P旦塾）、ヨトウガ、タバコガ（一

assulta）。実験室内で累代飼育した成虫、あるいは、ブラックライトで採集したメ

ス成虫から採卵・艀化させた幼虫を第1章と同様に人工飼料あるいは食草で飼育し

実験を行った。

　供試ウイルスは、第2章に示した野外幼虫から個体別に分離・精製した穎粒体、

あるいはそれを室内飼育した原宿主幼虫に接種して増殖したものを用いた。

　ウイルスの接種は、穎粒体の濃厚懸濁液（穎粒体5～20mg／ml）を人工飼料に混

合または滴下するか、食草に塗抹して、各供試幼虫に摂食させる方法で行った。供

試幼虫は、ウイルス接種後、個体別飼育して発病経過を観察し、幼虫死亡後に体液

や脂肪体の塗抹標本を作成し位相差顕微鏡で穎粒体の有無を調べた。

感染力価の調査

　シロモンヤガ、ガンマキンウワバ、アワヨトウを供試して行った。特に・1・2

齢幼虫に対する感染力検定にはシロモンヤガとガンマキンウワバを供試した。穎粒

体懸濁液は10倍段階希釈し（0．Ol、0．1、　LO、10、100μ9／m1）、テンサイ葉の両

面が均一に濡れる程度に噴霧し、これを風乾した後、同一齢期の間（2日または3
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日間）供試虫に摂食させ、その後はウイルス無添加の人工飼料を与えて個別飼育し、

発病経過を観察した。なお、外部病徴の認められた幼虫並びに死亡幼虫を合わせて

感染個体と見なした。1処理につき、20個体、3反復の試験を行った、，

　3齢以降の幼虫に対するウイルス接種は、人工飼料の小片に穎粒体懸濁液を滴ド

し個体別に摂食させる方法で行った。ID5。はプロビット法（14’で算定した。

GV感染による幼虫期間の延長と過剰脱皮

　シロモンヤガの2齢と3齢（脱皮24時間以内）幼虫を供試した。GVの接種はハ

スモンヨトウ用人工飼料に穎粒体懸濁液を混入し、250mg穎粒体／9飼料となるよう

に調整し、幼虫に集団で摂食させる方法で行った。脱皮して次の齢に達した幼虫は、

ウイルスを含まない人工飼料を入れた試験管に移して個体別に飼育し、脱皮、体色

の変化等の観察を毎日行った。飼育条件は22℃、16L8Dとした。

GV接種による摂食阻害・早期死亡の判定法

　鰐化1日後あるいは2齢、3齢脱皮当日のヨトウガ、パスモンヨトウ、アワヨト

ウ幼虫を用いて実験を行った。人工飼料を用いた実験は、所定の穎粒体懸濁液を混

入したハスモンヨトウ用人工飼料を5mm程度の厚さに塗り付けたアルミ箔あるいは

パラフィルムを軽く湿らせたろ紙を敷いた6cmシャーレに納め、約35個体の幼虫

を入れて集団で摂食させる方法で行った。幼虫の生長並びに生死を一定時間ごとに

観察した。

　また、ヨトウガ1齢幼虫に対しては、食草を用いた接種方法も合わせて行った。

その場合、穎粒体懸濁液をテンサイ葉の両面が均一に濡れる程度に噴霧し、これを

風乾した後に供試虫を同一齢期の間（2日または3日）摂食させ、生長の状態並び

に生死を観察した。この実験では、さらにオートクレーブ滅菌した顧粒体懸濁液を

処理した区を設けた。1処理につき、20個体、3反復の試験を行った。

ウイルスの圃場散布による効果実証試験

　1990年にXcGV懸濁液を北海道農業試験場畑作部内のテンサイ圃場に散布し、
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シロモンヤガとヨトウガに対する防除試験を行った。同年は圃場における対象害虫

の自然発生が少なかったので、室内飼育個体から得られた艀化幼虫を圃場に放飼し、

幼虫の定着後散布実験を行った。なお、ヨトウガ第2世代幼虫では自然発生個体群

のみを対象に試験を行った。ウイルス散布濃度は、100μ9顯粒体／m］あるいは10μ

g穎粒体／mlとした。ウイルスは背負い式噴霧器を使用し100㍑／10a相当量を散布し

た。試験の1区面積は2m2とし、3反復で行った。散布2週間後に個体数調査を行

い、ウイルス病徴の表れた個体を除いた生存虫数によって防除効果を判定した。ま

た、比較のためXcNPV－triの散布を同様に行った。

　　第3節　結果

穎粒体並びにウイルス粒子の形態

　SEMによる観察の結果、XcGVの穎粒体は楕円体で、長さは0．45～0．61μm、

平均0．50μmで、幅は0．23～0。29μm、平均0．26μmであった（Fig．20）。顯粒体は、

NaOH添加直後にほぼ透明となり、最終濃度0．02　M　NaOH、氷中で30分処理するとウ

イルス粒子のほとんどが遊離した。EMで観察されたウイルス粒子の多くはvirion

の状態であったが、envelopeが壊れ始めた状態の粒子やnucleocapsidも観察された

（Fig．21）。アルカリ処理の時間が1時間半を越えるとほとんどの粒子はenvelopeを

失ないnuc！eocapsidの状態で観察された。　virionは、棒状でバナナ形に湾曲してお

り、長さは405±17nm（371～455　nm）、幅は69±8nm（53～98　nm）であった。

nucleocapsidは棒状で、長さは402±23　nm（362～492　nm）、幅は43±7nm

（30～62nm）であった。

宿主域の調査

　北海道でシロモンヤガ、ガンマキンウワバ、アワヨトウ、タンポキヨトウ、フキ

ヨトウ、ショウブオオヨトウからそれぞれ分離されたGVの各種害虫に対する病原

性の有無は、Table　l1に示した。上記6種由来のGVはすべてシロモンヤが幼虫に
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病原性を示した。ガンマキンウワバ幼虫に対しては、接種実験を行った5種由来の

GVすべてが病原性を示した。宿主のうちフキヨトウ等数種は成虫の採集並びに幼

虫の飼育が困難なため実験に供試することができず、宿主とGVの全組み合わせに

ついて交差感染の有無を調べることはできなかった。シロモンヤガ、ガンマキンウ

ワバ、アワヨトウ、タンポキヨトウ、ショウブ二二ヨトウの5種を供試した実験で

は、接種を行った組み合わせすべてで病原性が確認された。第2章で述べた通り、

これらのGVはゲノムDNAのRENパターン解析の結果、同一ウイルス、すなわ

ちXcGVの遺伝子変異株と考えられたが、病原性の試験結果もこれを裏付けるも

のであった。また、XcGVは、これまでの調査による分離宿主以外に、マエジロ

ヤガとフ二二ビキヨトウにも病原性を持つことが確認された。他方、ヨトウガ、ハ

スモンヨトウ、タバコガ、シロシタヨトウ、カブラヤガ、ミヤマヨトウ、モクメヨ

トウでは幼虫のGV感染は観察されなかった。

　GVに感染した幼虫は、宿主の種類に関わらずそのほとんどが終回幼虫まで生存

し、罹病末期には体がやや膨大した状態になった。いずれの宿主幼虫においても体

色の変化が観察されたが、ガンマキンウワバでは白色化が顕著であったのに対し、

アワヨトウ、タンポキョトウ、オオフ二三ビキョトウでは、赤味が増す傾向が認め

られた。シロモンヤガの場合は、青味がかった白色になる場合と赤味が増す場合と

の両方が観察された。

　GVを接種した個体の多くは幼虫期に体色変化等の病徴が現れ、外観から感染を

判別することが可能であった。前山化した後に発病する場合があるか否かを調べる

ためにシロモンヤガ、アワヨトウを用いて、接種個体の90％程度が発病する濃度

でGVを接種し、幼虫期で発病せずに前蠣化あるいは蝋化した個体の体液や組織の

塗抹標本を位相差光学顕微鏡で観察した。これらの個体では穎粒体は観察されず、

前二期以降で発病する率は非常に低いものと考えられた。そこで、接種実験の際に

前回化、蠕化した個体を感染しなかったものと見なしても問題はないものと考えら

れたので以下の実験では、前蠣化個体は健全個体として処理した。

　なお、ヨトウガ、タバコガ、ハスモンヨトウでは、高濃度の穎粒体を接種しても

発病個体は得られず、穎粒体が形成された個体も認められなかった。しかし、感染
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とは異なる現象として、摂食阻害ならびに生育阻害が観察された。この現象につい

ては後に述べる。

t

各宿主に対するXcGVの病原性

　シロモンヤガ、ガンマキンウワバとアワヨトウの各齢幼虫に対するXcGVの病

原性調査の結果は、Table　l2に示した。2齢幼虫の場合、　XcGVの病原性はシロ

モンヤガとガンマキンウワバでIC5。比較で約25倍の差があったが、1齢並びに3

齢幼虫ではほぼ同等であった。また、5齢幼虫では、アワヨトウに対するID5。は

シロモンヤガに対するID5。の24倍であった。ガンマキンウワバでは5齢が最終齢

にあたるためこの齢におけるGVに対する感受性は、4齢以前よりも極端に低く、

ID5。は100μg／個体を越える値となった。なお、予備的に行った若齢幼虫を使っ

た実験ではアワヨトウのXcGVに対する感受性はシロモンヤガとガンマキンウワ

バに比べ低い傾向が認められた。

　ウイルスによる害虫防除にあたっては、感染力の強弱に加えて接種から死亡まで

に要する期間の長短が防除効果に大きな影響を及ぼす。そこで、シロモンヤガとガ

ンマキンウワバで行った1、2齢幼虫に対する病原性調査の際に、ウイルス接種濃

度によって発病までの経過にどの様な違いがあるかを観察した。穎粒体を1齢で接

種した場合は、接種10日前後で外部病徴が現れ始め、2齢で接種した場合は発病を

認めるまでの期間はそれより長くなった。また、接種濃度が高いと早く発病する傾

向が認められた。ただし、発病しても死亡までにはさらに日数を要し、外部病徴が

明らかになっても幼虫が摂食活動を続ける場合が多いことが明らかになった。

感染幼虫の生育遅延と致死日数

　前述の試験で、XcGV感染幼虫は病徴の発現までに10日以上を要し、死亡まで

には更に長い期間がかかることが明らかになった。そこで、シロモンヤガの2齢あ

るいは3齢幼虫にXcGVをほぼ100％発病する高い濃度で接種し、感染から死亡ま

での生育状況を詳しく観察した。実験には穎粒体混入飼料を摂食後次齢に脱皮した

個体のみを供試した。ウイルス接種から死亡までの観察結果は、Table　l3に示した・
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Table　12．　IC　　　　　　　　　　　　　　　　　　valuesforXcGVin　each　instar　　　　　　　　　　　　and　ID
　　　　　　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　む

larvae　of　noctuid　species

Host instar lnfectivity　（IC，，　or　IDso）

）（estia　c－nigrum
」
一
2
ハ
」
5

1．33

19，65

0．08

0．70

pg／　ml

pg／ml
pt　g／larva

pg／larva

At／togr∂ρha　gamη7a

」
一
2
3
4
5

　　1．75

　　0．78

　　0．05

　　0．12

＞100

pg／ml

pg／ml

pg／larva

ug／larva
pt　g／larva

ル1／thimna　seρarata 5 16．61 pg／larva
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Table　13，　Effect　of　XcGV　infection　on　development　of　，〉（1．　c－nigrum　larvae

Days　required　for　each　larval　instar

Control　（n＝26） lnfected　with　GV　in　2nd　instar　（n＝29）

instar　range　mean＋S．D． instar　range mean　＋　S．D，

2
3
」
4
、
に
り
6

　3

3－4

3－4

4－7

5－9

0
2
4
，
3
4
．

4
．
5
9
9

　
　
　
　
　
★
　
　
★
　
★

3－11

3－16

3－13

5－26

6－1　5

1－30

9－20

7－35

2－16

4．8

5，5

5，2

8．1

10．6

13，3

13，5

16．3

8，0

2，2

2．8

2，4

3，0

3．1　（n＝14）

7，9　（n＝15）

4，7　（n＝4）

8．6　（n＝10）

6，1　（n＝4）

Total’）　19－24　21，3 1．4 Tota12）　25－63 45．5 9，2

Days　required　for　each　larval　instar

Control　（n＝24） lnfected　with　GV　in　3rd　instar　（n＝23）

instar　range　mean＋S．D． instar　range mean　＋　S．D，

3－4

2－4

4－5

5－7

0
」
1
3
3

3
3
4
．
r
O

2
r
O
r
O
6

0
0
∩
V
O

　
　
　
　
★
　
　
★
　
★

3－4

　4

4－8

7－16

3－21

7－1　1

1－12

4－1　1

3，1

4．0

4．8

11．2

13．9

9，3

7，2

7，0

O，3

1．1

2，4　（n＝13）

4．7　（n＝10）

1，7　（n＝4）

3，8　（n＝9）

3，2　（n＝4）

Tota13）　14－18 15，8 1．0 Tota14）　15－39 29．9 6，3

1）　2nd　instar　to　prepupa　2）　2nd　instar　to　death

3）　3rd　instar　to　prepupa　4）　3rd　instar　to　death

’　larvae　died　within　the　instar　period
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生育不良で早期に死亡したごく少数の個体は、結果から除いてあるが、対照区では

供試個体の90％以上が前蠣化し、ウイルス接種区でも病徴が発現する前に死亡す

る個体は非常に少なかった。

　2齢で接種を行った場合、対照区ではすべての個体が6齢で前回化したのに対し、

GV接種区では過剰脱皮する個体が多く、約半数が7齢あるいは8齢になった。対

照区では、2齢～前蠣までの期間が19～24日、平均21．3日であったが、接種区では

2齢～死亡までに要した日数は最短でも対照区の前蝋までの期間よりも長く、最長

は63日、平均45．5日であった。3齢で接種を行った場合も、GV接種区で過剰脱皮

が観察されたが、対照区の3齢～前蠣までの期間とGV接種区の3齢～死亡までの

期間の差は、2齢接種の時よりも小さかった。2齢接種では接種15～20日後に、3

齢接種では接種11～16日後に体色の変化が確認された。接i種区の幼虫で、体色が白

っぽくなったり、白色部分と半透明部分がまだら状に見えるなどの外部病徴が認め

られる時期は、対照区の個体が5齢～6齢になる時期であった。感染幼虫は穎粒体

が形成され、外部病徴が明らかになった後も摂食・生長を続け、死亡時には対照区

幼虫の最大生育時よりも大きくなっている例も多く観察された。過剰脱皮と幼虫期

間の延長の影響を考え併せると、接種区個体の摂食量は、対照区個体の摂食量より

も多いものと思われた。

GVの接種による摂食阻害・早期死亡

　感染宿主域調査においてGVに感受性を示さなかったヨトウガなどでは、高濃度

のウイルスを塗布した飼料を与えた場合試験開始当日に死亡する個体が観察され、

GVが感染以外に何らかの作用を及ぼしている可能性が考えられたので、食草スプ

レー法を用いてヨトウガ鰐化幼虫にGVを摂食させ発育状態を詳しく観察した。G

V処理葉を与えてから1日目と4日目の幼虫死亡率はTable　l4に示した。供試した

ヨトウガ艀化幼虫のうち、生存個体は試験開始4日目には2齢に発育したが、GV

の高濃度処理区では生存率が非常に低くなった。XcGV処理をしたテンサイ葉に

接種した場合、幼虫の死亡率は、GV濃度0．Ol～10μg／mlでは13％～27％であっ

たが、100μ9／mlの濃度では78％と高い値を示した。なお、オートクレーーブ処理し

　　　　　　　　　　　　　　　　　一77一



魏魏難難1．

　　　　　　　　r’

　　　　　　　　i’

　　　　　　　　！・

1難難鍵雛難灘難羅
奪「

T鑛．難灘’灘購欝欝．灘－

1

Table　14．　Mortality（％）of　neonate　Iarvae　ofルf，　brassicae　fed　on

sugarbeet　leaves　treated　with　the　capsule　suspension　of　XcGV

Days　after

treatment

Concentration　of　capsules　（　p　g／ml）

o．o O，Ol O．1 1．0 10．0 100，0

Row
capsules

1

4

o

1，7　a

o

20．Ob

o

26，7b

o

13，3a

o

26，7b

o

78，3b

Autoclaved

capsules

1

4

o

8．3a

o

11．7a

o

6，7a

o

8．3a

o

1，7a

Mortality　in　a　lane　followed　by　the　same　letter　are　not

significantly　different　（p〈O．05；　LSD　test）
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た穎粒体を用いた場合は幼虫の死亡率は10％程度で無処理の場合と有意差がなかっ

た。この後、2齢まで発育した幼虫にウイルス無添加の人工飼料を与え飼育を続け

たところ健全に発育を継続し、XcGVの発病は認められなかった。

　同様の目的で、ハスモンヨトウ、ヨトウガ、アワヨトウの若齢幼虫にGV穎粒体

を混合した人工飼料を与えて発育状態を観察した。GVを含む飼料を与えた区では

発育の停止や、死亡率の上昇が観察された。ハスモンヨトウ、ヨトウガの卿化幼虫

では、穎粒体の添加量を500μ9／9飼料にした場合、2日後の死亡率は90％以上であ

った。ヨトウガでは、二三体添加量が100μ9／9飼料の場合でも死亡率は100％であっ

たが、ハスモンヨトウでは二三体添加量の減少に従って死亡率は徐々に低下した。

接種66時間後の各幼虫の死亡率はFig．22に示した。死亡率の高かった区の人工飼

料には食痕がほとんど認められず、糞の量も非常に少なかった。死亡時、幼虫の大

きさは接種開始時とほぼ同じで、発育あるいは摂食が阻害された結果死亡したもの

と考えられた。2齢以降の幼虫を用いた試験では死亡率は低かったが、飼料への穎

粒体添加量に応じて生育の遅れが大きくなった。アワヨトウでは、二二体添加区で

無添加区に比べ発育の遅れが認められたが、艀化幼虫を供試した場合でも死亡率は

上記2種よりもかなり低い結果となった。死亡率の上昇や生育の遅延といった現象

は、特に霊化幼虫を供試した場合に著しく、GVの添加量が増加するにつれ阻害作

用が強まる傾向が認められた。

ウイルスの圃場散布による効果実証試験

　テンサイ圃場におけるXcGVの防除試験の結果は、　Table　15に示した。この試

験では、シロモンヤガまたはヨトウガの艀化幼虫を圃場に放飼し、定着後にウイル

スを散布して、16日あるいは18日後に外観から識別できたウイルス病感染個体を除

いた生存虫数を調べる方法で行った。シロモンヤガの第1世代では、XcGVの散

布によって生存山回は対照区よりも有意に低くなり、有効な防除効果を示した。ま

た、第2世代に対する効果は第1世代よりやや劣ったが有効であった。同時に行っ

たNPV散布実験では、生存記数はXcGV散布よりもやや少ない傾向が認められ

たが、防除効果はXcGVとほぼ同等であった。XcNPV　一triとXcGVのヨト

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　79　一



’7

100

　　　80
竃
8

1　60
亜

も

〉
．：ご　40

肩
ゼ

o
E
　　　20

　　　　　o

　　　　　　　　　　　O　4　20　100　500
　　　　　　　　　　　　　　Amount　of　capsules　（pg／g　diet）
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Table　15．　Efficacy　of　viruses　forcontrol　ofルZ　brass／cae　and

X．c－nigrt／m　on　sugarbeet．

lnsect Genaration Number　of　larvae／plant

XcNPV－tri XcGV Untreated

ルf，brassic∂θ 1　st＊

2nd＊＊ a
a

O
∩
V

ハ
0
0

a
a

13．6b

O．8b

♪（0一η1gr｛ノm 1　st＃

2nd＃＃ a
a

0
」
一 a

a

0
9
』

h
U
h
り

」
ー
ハ
0

Viruses　were　spraied　once　in　each　treatment　in　’　7th　July；　’t　5th

September；　＃　23th　July；　＃＃　7th　and　8th　September．　Neonate　larvae

were　released　before　each　virus　apprication　except　treatment　for　2nd

generation　of　M．　brassicae．　ln　each　treatment，　virus　suspension　was

spraied　at　a　rate　of　100　1／10a．　Concentrations　of　virus　suspension　were

2．5　x　108　polyhedra／ml　for　XcNPV　and　100　ptg　capsules／ml　for　XcGV　in

treatments　for　the　2nd　generation　of　M．　brassicae，　and　2．5　x　10’

polyhedra／ml　for　XcNPV　and　10　ptg　capsules／ml　for　XcGV　in　the　others．

Data　followed　by　the　same　letter　are　not　significantly　different　at　the

o．os　O／o　level（LSD）．

i
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ウガに対する効果を比較するとNPVの方がやや高い傾向が見られたが、有為差は

認められなかった。

　　第4節　考察

ウイルス粒子並びに穎粒体の形態

　GVの穎粒体はカプセル形あるいは長卵形で通常大きさは短径120～300nm、長径

300～500nmである（i’24）。XcGVの二二体の大きさは、この範囲のほぼ上限とい

える。シロモンヤガと同じヤガ科の昆虫から分離されたGVには、TnGV（49）や

PuGVH（131’136）のように穎粒体の大きさがXcGVとほぼ同等のものが知られ

ており、ヤガ科のGVでは長径0．5μm程度の穎粒体を持つグループが存在するとも

言える。

　本実験では、穎粒体のアルカリ溶解に0．02M　NaOHを使用したが、処理H寺間が1時

間を過ぎるとほとんどのvirionはenvelopeを失ったことから、この条件はウイルス

粒子の形態を保持するには、やや強すぎる条件であったと思われる。EM観察には

virionとnucleocapsidが混在するアルカリ処理30分サンプルを供試したが、　virjon

のほとんどが湾曲しており、特にenvelopeが崩れ始めている粒子で湾曲の度合いが

強い傾向が認められたことから、アルカリ溶解や染色によって形態的な変化が起き

ていることも考えられる。なお、このような湾曲はAckermann＆Smirnoff（1983）

（1） ﾉよって　C、fumiferana、　C．　murinanaとExartema一のGVのウイ

ルス粒子でも観察されている。EM観察により、　XcGVのvirionは、405×69

nm、　nucleocapsidは402×43　nmと計測された。　X　c　G　Vのvirionの大きさは、

PuGVH（131）とほぼ一致していたが、　Ackermann＆Smirnoff（1983）（1）による5

種GVの計測結果と比較すると、幅はほぼ同等あるいはXcGVの測定値の方が小

さいが、長さはXcGVの方が100nm程度大きかった。第2章でXcGVのゲノムD

NAの分子量が他のGVに比べ大きいことを述べたが、DNA量の多さがDNAを

内蔵しているウイルス粒子の大きさに影響している可能性は高いものと思われる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　82　一
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宿主域の調査

　第2章における遺伝子解析の結果、シロモンヤガ、ガンマキンウワバ、ショウブ

オオヨトウ、タンポキヨトウ、アワヨトウ、フキヨトウの6種から分離されたGV

が同一ウイルスの変異株として位置づけられることを示したが、幼虫を用いての接

種実験でもXcGVは供試した14種のうち7種に感染することが明らかになった。

宿主昆虫は、ヤガ科の少なくとも5亜種にまたがっており、XcGVはGVとして

は広い宿主域を持つと言える。交差感染を完全に証明するためには接種幼虫から分

離iしたGVを更にREN法で分析して確認しなければならないが、第2章で得られ

た各株の分析結果と、第3章で行った感染実験で得られた結果を考え合わせ、Xc

GVの宿主域を上記のように推定しても問題はないと考えられる。

　過去に研究されたGVの多くはごく狭い宿主域を持つウイルスであったため、こ

れがGVの一般的特性とされており（29・6。）、GVが多種類の昆虫に感染性を示した

例は少ない。しかし、Tanada＆Omi（1974）（138）は△．　californica、1≧皿⊥辺巫些a、

IS！pg．g．9R．IL9！．4d　te　a塑、　L　I亘の各幼虫にカリフォルニアのアルファルファ圃場の土や

植物体を経口接種して得られた発病個体から分離したGVが交差感染することを確

認しており、Federich（1978）（36）もScoto　ramma　trifoliiから分離したGVが　△．

californicaとT．　niに感染性を示したことを報告している。この年代にはウイルス

の種や系統を調べる手法がまだ開発されていなかったため分離GV間の近縁性は明

らかではないが、これらの報告は宿主域の広いGVの存在を示唆していると言える。

また、PuGVHについては血清学的な実験によって数種昆虫への交差感染が確認

されている（20）。　「GVの宿主域は狭い」という認識は、これまでに分離され研究

されてきたGVによる様々な実験の結果に基づくものであろうが、その認識が逆に

広範囲の接種実験を妨げる原因になった可能性も否定できない。多数のウイルスが

新たに分離され感染特性の調査が行われた時代はまだ昆虫の飼育技術が十分に確立

されておらず、接種実験に供試できる昆虫種が限られていたこともGVの宿主域が

狭く見積もられた一因と考えられる。宿主域については、今後多数のGVを用いて

十分な実験がなされた上で検討すべきであるが、属を越えた宿主域を持つGVが複

数存在していることは否定できない。

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　83　一
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　本研究でXcGVの宿主であることが確認された種のうち、アワヨトウはPuG

VHにも感染する（58）。従って、アワヨトウはPuGVHとXcGVの共通の宿主

であると言える。しかし、接種実験の結果、PuGVHはXcGVの分離宿主であ

るシロモンヤガには感染性を示さず、これら2種GVの宿主域は異なるものと考え

られる。

感染力の調査

　シロモンヤガとガンマキンウワバに対するXcGVの病原性は、2齢幼虫で差が

認められたものの1、3齢ではほとんど差がないところがら、ほぼ同等であると考

えられた。2齢幼虫の結果を比較すると、シロモンヤガはガンマキンウワバより感

受性は低いがやや早く発病する傾向が認められた。従って、シロモンヤガで十分な

発病率が得られる量のGVを接種することによりかンマキンウワバでもシロモンヤ

ガと同様の殺虫効果が期待できるものと考えられる。シロモンヤガとガンマキンウ

ワバでは、GVが死亡原因として主要な位置を占めており、野外で穎粒病の流行も

観察されていることから、これら2種宿主に対してXcGVが高い感染力を持つこ

とが期待されたが接種実験の結果はこれを裏付けるものであった。他方、アワヨト

ウのXcGVに対する感受性はシロモンヤガやガンマキンウワバに比べかなり低か

った。1987年には北海道のほぼ全域でアワヨトウの大発生が見られ、十勝地方でも

多数の幼虫が発生した（96・97）が、病気の流行は観察されていない。GV並びにその

他の病気の発生が認められなかった原因としては、幼虫が発生した場所が輪作が体

系化している小麦圃場であったため病原の蓄積が少なかった、あるいはアワヨトウ

幼虫はXcGVに対する感受性が前2種に比べて低いため感染が起こりにくかった

などが考えられる。

GV感染による幼虫期間の延長と過剰脱皮

　致死日数つまりウイルス接種から死亡までに要する時間は、害虫防除の効果を考

える上で非常に重要である。XcGV接種後のシロモンヤが幼虫の外観の変化や脱

皮などの生長の経過を毎日個体別に記録した結果、2または3齢で接種した場合は
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5齢期に達してから病徴が明らかになること、大半の個体は6齢まで生存して健全

虫を越える大きさに達した後に死亡すること、また、接種個体の約半数が7齢また

は8齢に達する（過剰脱皮する）ことが明らかになった。GV感染個体が長期間生

存し、健全個体よりも大きくなる現象はPuGVH“31）やTnGV（4　「」　）でも観察さ

れているが、感染幼虫の過剰脱皮は知られていない。ここで観察された幼虫期間の

延長や過剰脱皮は、ウイルス感染によって生じた蠕化の遅延あるいは阻害であると

考えることができる。NPVは脱皮ホルモンの代謝関連酵素遺伝子を持ち、その発

現によって感染幼虫の脱皮を阻害することが知られているω8・99）が、GVは幼虫期

間の延長や過剰脱皮といったNPVとは異なる様式で、宿主の生長や変態に関わる

物質の制御を行っているものと考えられる。

　定量的な実験は行わなかったが、感染幼虫は健全幼虫に比べ摂食期間が長く、ま

た体重も重くなる傾向が認められたことから、感染幼虫の摂食量は健全幼虫以上で

あることが予想される。病徴の発現につれて行動が鈍くなり、体色が白色化するこ

とから、野外では地上に落下したり鳥などに捕食されて死亡する率が増える可能性

はあるが、感染幼虫の食害量や加害期間は健全虫と同等かそれ以上になるものと思

われる。従って、GV接種による作物被害軽減効果はさほど期待できないものと思

われる。しかし、宿主の生長に従ってウイルスの生産量は多くなり、病原の蓄積量

が増加することから、次世代以降の害虫密度を抑制する効果は高いと期待される。

GVの接種による摂食阻害・早期死亡

　宿主域を調べるために、各種害虫の若齢幼虫に高濃度の穎粒体懸濁液を塗布した

食草や人工飼料を与えた場合、接種後ごく早い時期にウイルス感染とは異なる症状

で死亡する個体が観察された。この現象はアワヨトウ、シロモンヤガ、ガンマキン

ウワバなどGVに感染することが明らかな宿主ではほとんど見られない。そこで穎

粒体には、感染とは別の何らかの殺虫作用があるのではないかと考え、ヨトウガ、

ハスモンヨトウ、アワヨトウを用いて接種実験を行うことにした。穎粒体懸濁液を

塗布した食草または懸濁液を練り混ぜた人工飼料を若齢幼虫に与えた場合、ヨトウ

ガ〉ハスモンヨトウ〉アワヨトウの順でより顕著な摂食阻害が観察され前2種では
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穎粒体量に従って死亡率も高くなった。死亡した幼虫ではほとんど生長が認められ

ないことから、ごく少量の餌の摂取により摂食阻害作用が起きる、あるいは強い忌

避作用が働くものと考えられる。供試した3種のうち、GVに感受性を持つアワヨ

トウでは生育の遅延は認められたものの生育阻害の程度が最も弱かったことは非常

に興味深い。病原微生物の非宿主に対する影響について報告した論文は非常に少な

いが、Orlob　et　al．（1973）（loo）は、オオモンシロチョウGVの穎粒体やgranulin、

遊離のvirionをアブラムシに経口並びに経皮接種して高い死亡率が得られたことを

報告している。また、NPVでも経口で大量の多角体を非宿主に接種すると、生育

異常が生じる場合が認められている（前田　進、私信）。ウイルスは一般に病原と

してのみ認識されているが、GV穎粒体の中に非宿主に対して何らかの殺虫効果、

または生育阻害効果を持つ物質が存在している可能性は否定できない。今後は、G

V二二体の食下によって幼虫の消化管等に何らかの変化が生じているかを組織学的

に調査し、生育阻害や死亡が生ずる機構を解明していく必要があろう。作用物質は

三二体に含まれていると思われるが、予備的に行った三三体のアルカリ溶解上清を

用いた実験では、生育の遅延が観察されたものの死亡率は二二体を用いた時よりも

かなり低い結果となったことから、この作用に関連する物質はウイルス粒子由来で

ある可能性も考えられる。

　齊藤と後藤（1992）（lo8）は、XcGVのテンサイ圃場での散布試験を行って、GV

散布区でヨトウガの個体数が対照区よりも減少する結果を報告していることから、

野外試験でもGVの非宿主であるヨトウガで上記の様な生育阻害や致死作用が生じ

ている可能性が考えられる。これまで、病原微生物が非宿主に与える影響を詳しく

調べた例はほとんどないが、微生物の大量施用が行われる場合を考えると、害虫防

除効果のみならず生態系保全の観点からも病原微生物が非宿主生物に与える影響を

調査する必要があると思われる。

ウイルスの圃場散布による効果実証試験

　本試験の散布ウイルス濃度は、100μ9／mlと10μ9／m1でシロモンヤガ2齢幼虫の

ID50の5倍並びに1／2とやや低く設定してあり、カーボンなど紫外線防御物質

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　86　一
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も加えておらず・ウイルスの効果を確i認する上では最も厳しい条件で行われた。処

理2週間後のシロモンヤガの健全個体数はXcGV散布区で対照無散布区に比べ有

意に少ない結果となったが、その効果は、同時に行ったXcNPV－triの散布区よ

りはやや低かった。XcGVは外部病徴が表れるまでに25℃条件『ドでもIO日以上を

要するため、今回行った2週間後の調査では、発病・死亡率は低く見積もられてい

る可能性もある。条件設定が厳しかったこともあり高い防除効果を得るには至らな

かったが、圃場条件でもXcGVが対象害虫の密度抑制効果を示すことは明らかで

ある。野外条件下でのウイルスの不活化を調べた実験では、ほぼ100％の発病率が得

られる濃度のGVを散布した場合でも添加剤や紫外線防御剤を加えないと発病率の

低下が著しく、散布当日に90％を越えていた発病率は、ポット植えのテンサイでは

3日後で70％、圃場では4日後で50％まで低下した（齊藤と後藤、未発表）。今後

ウイルス利用による害虫防除技術の実用化を推進するためには、病原性の低下防止

が必要であり、紫外線防御剤の添加や散布法等についても更に検討しなければなら

ない。紫外線防御に関しては、染色剤の添加やデンプンでカプセル化する方法など

によって高い効果が得られたとの報告があり（63’　11の、これらを応用することで残

効性を高めることができるものと期待される。

　XcGVは接種から死亡までにかかる時間が非常に長く、幼虫は摂食、生長、脱

皮を続け、寄生者や捕食者の影響を受けなければ多くの個体が老齢幼虫に達すると

考えられる。ウイルスの生産量という観点から見れば有用な性質であり、牧草地な

ど、数年間同一作物が継続して存在する場合は長期的な害虫密度の抑制が期待でき

る。しかし、疏菜などの害虫防除を考えた場合、ウイルス接種をしても被害が軽減

できないばかりか、健全幼虫よりも長期に食害が続く危険もある。GV感染幼虫は

行動が緩慢になり、また体色も比較的目立つ色彩に変わるため、捕食・寄生など、

他の要因による死亡率が罹病に伴って高まる可能性もあるが、致死日数の長さは防

除素材としては考慮すべき重大な問題と思われる。穎粒病への感染が、最終的に加

害量にどう影響していくかなどの点についても今後明らかにする必要があろう。
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　第4章　XcGVの核多角体病ウイルス感染力増強作用と感染力増強物質の単離

　・精製

　　第1節　目的

　過去の昆虫病原性ウイルスによる害虫防除試験の結果から、ウイルスの実用化を

推進するためには防除効果の向上と生産コスト低下が重要であることが指摘されて

いる（75）。一般に、ウイルスは原宿主（そのウイルスの分離源の宿主）に対して高

い感染性を示すが、他の宿主に対しては低い感染性しか示さない場合が多くσ）、

広い宿主域を持ち、それらの宿主に一様に強い感染性を持つようなウイルスの探索

は容易ではない。また、同一ウイルスの変異株の中から特に強い感染性を持つ株が

見いだされた例はほとんど知られていない。もし、既存の昆虫病原性ウイルス、特

にNPVの感染力を高める作用を持つ物質が発見されればウイルス利用による害虫

防除の効果向上が可能となり、その実用化が大きく進むものと期待される。これま

では、高い感染性を持つウイルスで防除への実用化が検討されてきたが、感染力を

強化する方法が開発されれば、感染力が不十分なため防除素材には不適と見なされ

てきたウイルスに関しても利用の可能性を広げることができる。これらの観点から

ウイルスの感染力を増強させる化合物の探索が行われ、ほう酸等の薬品（i13）やレシ

チン等（139）による感染力の増強効果が報告された。このような化学物質以外では、

アワヨトウの近縁種であるLgmPuggtLaから分離されたPuGVHがNPVとの混

合感染でNPVの感染力を増強する作用を持つことが報告されている（130’　13Z）。こ

の作用に関する研究は、Tanadaらのグループによってその後30年間にわたって続け

られ、作用活性物質の分離精製並びに作用特性の解明が行われた。Tanada（1956）（1

30） ﾌ報告以来、同様の効果を期待する研究者らによって、様々な宿主とウイルスを

用いた混合感染実験が行われたが、その後、感染力の向上が見られた例は無く（12’

81’82） APuGVHは特殊な例であるとの認識を強める結果となった。しかしなが

ら、Derksen＆Granados（1988）（30）がTnGVにNPVの感染力を増強する効果が

あることを報告し、同時期にGoto（1990）（4Pが北海道で分離されたXcGVに同様

のNPV感染力増強効果があることを確認したことで、感染力増強物質を用いた害

虫のウイルス防除に対する関心は再び高まりつつある。感染力増強作用の発見は、
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日本で分離されたウイルスではXcGVが初めてであり、本研究は全世界での3例

目の報告である。本章では、NPVの害虫防除機能の向上を目指し、複数の宿主や

ウイルスを用いてXcGVの感染力増強活性を調べるとともに、感染力増強物質の

分離精製を行った。

　　第2節　実験材料および方法

供試昆虫

　実験には、シロモンヤガ、ガンマキンウワバ、ヨトウガ、アワヨトウ、タバコガ

を供試した。供試虫の飼育は、タバコガも含め第1章と同様に行った。なお、中齢

以降の幼虫の飼育には、いずれの種に対してもハスモンヨトウ用の人工飼料を使用

した。

供試ウイルス

　実験には、XcGVα並びにXcNPV－tetra、　XcNPV－tri、　MbNPV（T）（阿久津喜作氏

がヨトウガから分離したNPV、九州大学農学部河原畑　勇博士から分譲いただい

た）を供試した。XcGVαとXcNPV－tetraはシロモンヤが幼虫で、　XcN　1’V一　’t　ri、　Mb

NPV（T）はヨトウガ幼虫で増殖して供試した。ウイルス封入体の精製は、主に分別遠

心法で行い必要に応じて密度勾配遠心法を併用した。

感染力増強作用検定用穎粒体並びに穎粒体アルカリ溶解上清の調整

　NPV感染力増強作用を調べるため、GV穎粒体を以下のとおり処理した試料を

NPVに添加し、接種実験を行った。

　①穎粒体を滅菌水に懸濁。

　②穎粒体を滅菌水に懸濁後加温処理し、直ちに冷却。

　③穎粒体をアルカリ溶解処理（0．02M　NaOHで30分～1時間）した後、超遠心分離

　を行い（10，0009、15分間）ウイルス粒子を沈澱除去して得た上清にIM　Tris－HCユ
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を加え、最終濃度50mM、　pH　8．0に調整。

④③をS－300Sephacrylカラムクロマトグラフィー（後述）で分画、，

⑤④をDEAEセルロースイオン交換カラムクロマトグラフィー（後述）で分画、、

生物検定法

　NPV多角体懸濁液に上記の①～⑤を添加したものを接種原として幼虫に接種し

て、ウイルス感染の状況を観察した。

　集団接種：若、中齢幼虫を用い、葉面散布法では食草の両面が均一に濡れる程度

　　に接種原を噴霧あるいは塗布して風乾したもの、人工飼料混入法では接種原を

　　混入した人工飼料をそれぞれシャーレ内に置き、幼虫を20～30個体入れ集団で

　　24～48時間摂食させた。

　個別接種：中～老齢幼虫を用い、24穴マルチウエルプラスチックプレートの各穴

　　に接種原を滴下した人工飼料小片と幼虫1個体を入れ、24～48時間で飼料を食

　　べ尽くした幼虫を実験に供試した。

　ウイルス接種終了後、幼虫をウイルス無添加の人工飼料を入れた試験管に移し、

個別に飼育して生育と感染状況を観察した。死体は必要に応じて光学顕微鏡で観察

した。

タンパク質のSDS－PAGE

　穎粒体の構成タンパク質の分離は、穎粒体を上記の③～⑤の通り処理したサンプ

ルを、SDS－PAGE（ゲル濃度7．5～10％）（78）にかけて行い、クマジーブリリ

アントブルーで染色して観察した。

感染力増強物質の単離・精製

　上記③で調整した穎粒体上清を50mM　Tris－HC1（pH8．0）で平衡化したSephacryl

S－300superfineカラム（ファノレマシア（2．5cm×65cm）に添力日、流速0．9mユ／minで

同溶液により溶出した。各画分の感染力増強活性を生物検定によって調べ、活性画

分を濃縮し、さらに同一条件でゲルろ過した。2回のゲルろ過により得られた活性

　　　　　　　　　　　　　　　　　一90一
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画分を再度濃縮し、lmM　Tris－HCI（pH8．0）で透析後、同緩衝液で平衡化したDEA

E一セルロースカラム（ll．6cm×14cm）に添加、0．0～0．5M　NaC1（同緩衝液中）の

濃度勾配で溶出した。

カラムクロマトグラフィー画分の感染力増強作用の生物検定

　アワヨトウ5齢幼虫を供試し上記の個別接種法により生物検定を行った。ただし、

人工飼料の小片にはMbNPV（T）多角体懸濁液とクロマトグラフィーで得られた画

分を混合した液を滴下して用いた。13～16日後にNPV感染の有無を調査した。

　　第3節　結果

　シロモンヤガ4、5齢幼虫に対するXcGVとXcNPV－tetraの混合接種の結

果は、Table　16に示した。感染力増強指数はHukuhara　et　aL（1987）（58，に従って

算出した。4齢幼虫で接種した場合は、増強指数は0．1以下で、処理によってはマイ

ナスの値をとり、GVの添加によってNPVの感染率が低下する結果となった。5

齢幼虫で接種した場合、増強指数はすべて1以上となり、感染率の上昇が認められ

た。この実験では、XcGVの穎粒体接種量を0．5～5．0μ9／個体とした場合XcN

PVのID5。は12～240分の1の値となったが、穎粒体接種量の増加はNPVの感染

力増強には直接結びつかない結果となった。なお、Table　16の＊印で示した実験に

ついては、それぞれのウイルスの感染状況を個体別に調査しTable　l7に示した。位

相差顕微鏡観察で診断できる範囲では、1個体から双方のウイルスの封入体が観察

された例（表中ではNPV＋GVで表示）は少なく、一方のウイルスの封入体のみ

が検出される例が多かった。4齢幼虫では、穎粒体接種量を増加してもNPV感染

率は上昇せず、穎粒体接種量を5．0μ9／個体とした場合にはGVの感染率が高くな

りNPV感染率が抑えられる結果となった。5齢幼虫では、穎粒体接種量が5．0μ9

／個体以下の場合には穎粒体の添加によってNPV感染率の上昇が認められたが・

穎粒体が40μ9／個体の場合は穎粒病感染率が80％を越えて、逆にNPV感染が抑え

　　　　　　　　　　　　　　　　　一91一

灘．：・‘



．辱　脚　　　　！

灘
湘　鰯鍵

．
ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ヒ

だ
お

鍵
．
馳

な
ロ
　
ホ

D

．
卜
F
Φ
一
n
邸
↑
⊂
一
⊂
≧
［
O
＝
の
Φ
」
σ
の
一
の
O
⊂
O
o
6
一
で
一
肩
〇
一
α
O
O
ω
O
」
〇
一
⊆
」
↑
O
の
ご
コ
の
Φ
匡

寸寸rvroLΩLΩ¶一’r”’
ou　ou　oc　cu　．　T一　．’　．一　．一

oo

n
．
r

卜
寸
．
F

◎o

揩
ﾂ
．
N

oつ

秩D

e

Φ
O
．
r

e　寸　しΩ　cつ　ゆ　o　寸　LΩ　寸

▼一▼一▼騨口「r■▼一▼隔▼．一▼■■「r一

×××××××××
N
①
．
N

◎つ

艨
D
o
◎

寸
O
．
F

①
o
D
．
F

寸
O
．
寸

卜
O
．
卜

寸
O
．
F

卜
。
つ
．
寸

F
O
．
O

（
邸
〉
」
亜
＼
O
ユ
O
．
ゆ
）
〉
σ
＋
〉
氏
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
氏
Z

（
σ
〉
」
6
一
＼
0
ユ
O
．
O
）
〉
σ
＋
〉
氏
Z

（
σ
〉
」
豆
＼
0
ユ
ゆ
．
O
）
〉
σ
＋
〉
氏
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
巳
Z

（
σ
〉
」
6
〈
0
ユ
O
．
F
）
〉
σ
十
〉
氏
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
匹
Z

（
雲
」
6
一
＼
0
ユ
O
．
F
）
〉
σ
＋
〉
畠
」
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
氏
Z

嗣
　
5
0

σ）σ）

▼一▼一 ｡寸寸ほ　　　
　　■■一　「「■　▼一◎つOD
暫

⑩
O
、
F
巳

⑩
O
．
O
，

O
F
．
O

寸　寸　寸　「守　ゆ

r一　V一　N一　1一　r一

×××××
oo
秩D

｡
卜
r
．
寸

ゆ
⑩
．
◎
◎

N
寸
．
寸

oo

?
．
O

（
邸
〉
」
6
一
＼
0
ユ
O
．
O
）
〉
σ
＋
＞
n
乏

（
O
＞
」
σ
言
ユ
O
．
O
）
〉
σ
＋
〉
ユ
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
氏
Z

（
邸
〉
為
一
＼
O
コ
O
．
F
）
〉
σ
＋
〉
匹
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
＞
氏
Z

＊
　
£
寸

芒
Φ
E
誌
Φ
」
↑
＝
O
邸
①

　
　
　
　
　
⊂
一
Φ
σ
〉
」
僑
一

　
　
　
　
　
　
　
↑
O
d
Z

　
9
0
0
一
×
Φ
℃
＝
一
　
　
（
邸
〉
」
邸
一
＼
邸
」
℃
Φ
＝
〉
一
〇
α
）

↑
C
Φ
∈
Φ
O
⊂
σ
＝
C
山
　
　
　
　
　
　
　
　
o
o
O
一

∈
⊃
ヨ
O
O
≡

の
Φ
O
匹
の

而
〉
」
邸
」

〉
σ
O
×
£
；
⊂
2
ぢ
Φ
↑
三
で
Φ
×
一
E
＞
Ω
ミ
ミ
軌
ミ
も
×
ε
⊂
O
一
も
Φ
↑
こ
一
〉
匹
Z
↑
O
↑
⊂
①
∈
Φ
O
⊆
σ
＝
C
山
．
⑩
F
Φ
三
6
ト

一92一

　　　　　㍗鱗螺飛鷲
纏7、，

　灘灘灘舞鶴雛・
　　ネ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ん

懇懇翻雛鰹購灘離離’灘



灘鑛織灘藁懇懇叢

　　　　　　　　ゾ

懇懇難難鰻灘灘灘懇懇・欝欝畿欝灘

鎧罫、i’n，’1－

嬉灘蓑灘総譲鱗…1

pmt，”，．　？，一Tmp・mo17，／・＝・

三一　　　　　　　一轟　　　「，　隔」　．

Table　17，　Susceptibility　of　larvae　of　X．　c－nigrum　to　NPV　and　GV

lnoculum　（per　larva）

Larval
　　　　　　NPV（No．　of
instars
　　　　　　Polyhedra）

No．　of　larvae

GV（“g

capsules）

　　　　with

NPV　NPV＋GV　GV

　　　　　　　Percent　infected

not　with
infected　NPV　GV
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2．17×

｛
一
　
引
l
　
i
I
　
噌
腫
　
4
量
　
4
一
　
イ
ー
　
｛
■
　
4
匿
　
4
1
　
噌
■
　
4
■

4
1
■
　
　
　
　
　
　
　
　
　
4
■
■

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
1

　
　
d
■
1
　
4
■
■
　
　
　
　
　
　
」
1
1
　
4
［
鳳

71．4

42，9

21．4

0，0

71．4

42，9

14．3

0，0

42．9

28．6

28，6

0．o

21．4

35，7

14．3

7．1
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られる結果となった。

　アワヨトウ5齢幼虫に対するXcGVとMbNPV（T）の混合感染の結果は、　Tabel　l8

に示した。NPVの多角体に穎粒体を10．0μ9／個体添加して接種した場合ID，。は

103多角体／個体レベルとなり・感染力は約1000倍強化された。この実験における穎

粒体接種量は上記のシロモンヤガの場合よりもかなり多いが、アワヨトウではGV

そのものの感染率は低かった。そこで穎粒体の接種量を増やして混合感染実験を行

ったところ穎粒体接種量が20μ9／個体までは、穎粒体の増加に従ってNPV感染率

（NPVとGVの双方に感染している個体を含む）が上昇するが、接種量が30μg／

個体を越えるとGVのみの感染率が高くなり、NPVの感染率はGV無添加の場合

よりも高いもののその上昇は抑えられる結果となった（Fig．23）。

　ヨトウガ5齢幼虫に対するXcGVとXcNPV－triの混合接種実験の結果は、

Table　19に示した。　XcGVに感染しないヨトウガでも穎粒体の添加によってNP

Vの感染率が上昇することが確認された。前述のとおり、XcGVに感受性のシロ

モンヤガとアワヨトウでは、穎粒体の添加量を増やすとXcGVのみに感染する個

体が増え、特に齢期の若い個体ではNPVの感染率の上昇が抑えられる現象が認め

られたので、比較のために、GVに感受性を示さないヨトウガの若齢幼虫を用いて

接種実験を行った。2齢幼虫では、穎粒体の添加によってウイルス接種後の生存率

が低下し、NPV感染率も極端に低い結果となった（Table　20）。3齢幼虫では、　G

V添加量が50μg／g飼料を越えない場合はNPVの感染率が上昇する傾向が認めら

れたが、添加量が多くなると幼虫の生育阻害が観察されNPVの感染率も低い結果

となった（Table　21）。

　ガンマキンウワバについては、2齢幼虫のみを供試し、葉面散布法でXcGVと

XcNPV－triの混合接種実験を行った。この実験では、感染ウイルスの判別は主

に死亡の外観によって行い、識別が困難な場合は位相差顕微鏡観察を行った。GV

穎粒体濃度が0．1μ9／m1の場合はNPV感染率がNPV単独接種の3倍程度に高ま

ったが、穎粒体濃度が0．5μ9／mlを越えた場合はNPV感染率はGV無添加のとき

とほとんど変わらない結果となった（Table　22）。

　PuGVHの感染力増強作用は穎粒体を80℃で10分間処理しても低下しないこと

　　　　　　　　　　　　　　　　　一94一
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Table　18．　Enhancement　of　MbNPV（T）　infection　in　5th　instar

larvae　of　M．　separata　by　mixed　infection　with　XcGV

Percent　infected　with　NPV

　MbNPV
（polyhedra／larva） o 10 o 10　（pg＊）

1．6　×104

　　　×10s

　　　×106

　　　×107

12．5

16．7

25．0

65．2

95e8

95．7

1　OO．0

100．O

4．4

12．5

55．0

79，2

75．0

95．7

1　OO，0

100．O

1Dso 7．7　×　106 1．7　×　106

Each　treatment　had　21　to　24　larvae．

＊　Dry　weight　of　capsules　inoculated　per　larva．
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Fig，　23，　Enhancing　and　interfering　effect　of　XcGV

on　NPV　infection　in　5th　instar　larvae　of　Mythimna

separata．　Each　larva　was　fed　a　piece　of　diet

contaminated　with　1．9　x　105　polyhedra　of　XcNPV－

tri　and　each　amount　of　XcGV　capsules．
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Table19．　Enhancement　of　XcNPV－tri　infection　in　5th

instar　Iarvae　of　ルf，　brassicae　by　mixed　infection

with　XcGV

　XcN　PV

（polyhedra／larva）

Percent　infected　with　NPV

in　the　presence　of　GV

o 5 1o　（ug±）

2．5　×102

　　　×103

　　　×104

　　　×10s

　　　×106

15，8

47e6

90，5

1　OO．O

15．8

52，4

90．0

1　OO．O

1，9　×104

　　　×10s

　　　×106

　　　×107

16．7

33e3

83，3

91．7

83．0

1　oo，0

1　OO．0

1　OO．O

Each　treatment　had　12　to　24　larvae．

“　Dry　weight　of　capsules　inoculated　per　larva．
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Table　20．　lnterfering　effect　of　XcGV　on　growth　and

NPV　infection　in　2nd　instar　larvae　of　M．　brassicae．

Percent　infected　with　MbNPV
Npv（p^o

№奄凾hi?，пCjra－i堰|1，一iFJ？T6’5g×13
．9　×　104

　　　　o

V　2
pg’／　10
　diet）

　　　50

．O　（100．0）±＊

．9　（55．2）

．O　（48．3）

．O　（3．7）

2，1　（17．2）＊＊

4．5　（10．3）

3，6　（O，O）

o．o　（o．o）

　dry　weight　of　capsules

＊　Percent　of　6th　instar　larvae　15days　after

　inoculation．

able　21．　Enhancing　and　lnterfering　effect　of　XcGV

n　NPV　infection　in　3rd　instar　larvae　of　M．　brassicae．

ercent　infected　with　MbNPV
PV（鷲增ua　3．9×1・・

．9　×　104

V
ug＊／

　diet）

　0

　2

10
0
50

6．7

6．7

0．0

7，6

3．8＋

0．0

3．3

0．0

0．0

．6＋＋

　and　＋＋　indicate　arresting　effect　on　larval　groth．

　dry　weight　of　capsules
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が報告されている（132　；・・そこで・XcGVについても加温処理した穎粒体を使って

NPVと混合接種実験を行った。アワヨトウ5齢幼虫にXcNPV－triと加温処理

した穎粒体あるいは未処理の穎粒体を混合接種した結果は、Table　23に示した。　X

cGVは穎粒体を75℃10分間処理した場合でも、未処理の場合とほぼ同等のNPV

感染力増強作用を示したが、77℃10分間の処理では増強作用は明らかに低ドした。

穎粒体アルカリ上清添加による感染力増強

　上記の接種実験の結果、NPVとXcGVの混合接種を二二体を用いて行うと、

XcGVに感受性の宿主ではGVのみに感染する個体の割合が高くなり、NPV感

染率が低く抑えられる場合があることが明らかになった。そこで、GV自身の感染

力を除外して、NPV感染力増強作用を調べるために、穎粒体をアルカリ溶解しウ

イルス粒子を除いたもの（GV上清）を用いて実験を行うことにした。なお、GV

上清を用いた場合は、第2章で述べたヨトウガなどXcGVに非感受性の宿主の若

齢幼虫に大量の穎粒体を接種した場合に起きる生育阻害はほとんど観察されなかっ

た。

　シロモンヤガ5齢幼虫にXcGV上清とXcNPV－triを混合して接種し、NP

v感染による死亡率を時間の経過を追って調べた。Fig．24に示す通り、　XcGV上

清の添加によってNPV感染による死亡率が上昇し、致死日数は短縮した。GV上

清無添加の場合、接種10日後まではNPVによる死亡は認められず14日後でも感染

死亡率は20％に満たなかったのに対し、50μ9穎粒体／個体に相当する上清を添加し

た場合は7日後から、25μ9穎粒体／個体に相当する上清を添加した場合は8日後か

らNPV感染による死亡個体が認められるようになり、14日後にはいずれの添加区

でも死亡率が90％を越えた。次にGV上清添加量によってNPV感染率がどう変化

するかを調べた。Fig．25に示すように、　NPVの感染率はGV上清の量が増えるに

従って直線的に高くなった。

　アワヨトウ5齢幼虫とMbNPV（T）を用いて同様の実験を行った。　NPV感染率はG

v上清の添加量が増えるに従って上昇した（Fig．26）が、　Npvの感染率を上昇させ

るために必要な上清の量はシロモンヤが幼虫に比べアワヨトウ幼虫の方が多い傾向

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　99　一
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Table　22．　Enhancing　and　interfering　effect　of　XcGV　on

XcNPV－tri　infection　in　2nd　instar　larvae　of　A．　gamma，

lnoculum Percent　infected　with
XcNpvt GV＊＊ XcNPV XcGV
　o

　o

　o

2．5　×105

2．5　×lo5

2．5　×105

2，5　×105

　
　
　
　
」
一
5
0

　
」
1
0

0
　
・
　
・
ハ
U
　
…

　
0
4
－
　
0
0
」
一

。，o

o．o

o．0

22．5

64e3

28e3

25，0

o．0

10．0

61e7

0．0

16，7

33e3

45．0

＊　polyhedra／ml；＊＊　pg　capsules／ml

Table　23．　Change　in　enhancing　effect　of　XcGV　capsules

on　XcNPV－tri　infection　after　heat　treatment

Percent　infected　with　NPV

　　XcNPV
（polyhedra／larva）

in　the　presence　of　GV　capsules

　　O　2　10　10＊　（pg／larva）

A

9．5　×lo2

　　　×1　03

　　　×1　04

　　　×10s

　　　×106

0
（
U
9
』
3

o．0

20．8

25，0

54e2

33．3

50．0

58．3

82e6

16．7

16．7

45，8

79，2

B

9．5　×102

　　　×1　03

　　　×104

　　　×10s

　　　×106

o．o

o．0

4．2

20，8

4，2

0．0

30．4

31，8

17．4

36．4

58．3

77．3

o．0

8．3

16，7

22．7

Each　treatment　had　22　to　24　larvae　of　M．　separata

（5th　instar），

＊Capsules　were　treated　at　75℃　in　A　and　77　℃　in　B

for　10　min．
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Fig．　24．　The　effect　of　XcGV　on　infectivity　of　NPV　in　5th　instar　larvae　of

Xestia　c－nigrum．

Each　larva　was　fed　5．3　x　104　polyhedra　of　XcNPV－tri　with　or　without

supernatant　of　alkaline　dissolved　capsules　of　XcGV　（GV　sup）．　The

amount　of　”GV　sup”　was　equivalent　to　given　weight　of　capsules．
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Fig．　25，　Effect　of　supernatant　of　alkaline　dissolved

XcGV　capsules　on　infectivity　of　XcNPV－tri　in　5th

instar　1arvae　of　Xestia　c－nigrum．

Each　larva　was　fed　3．2　x　105　polyhedra　of　NPV　with

GV　supernatant，　The　amount　of　supernatant　was
equivalent　to　given　weight　of　capsules．
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Each　larva　was　fed　3．2　x　10‘polyhedra　of　MbNPV

with　GV　supernatant．　The　amount　of　supernatant
was　equivalent　to　given　weight　of　capsules，

　　　　　O　O．24　1．2　6　30
　　　　　　　Amount　of　GV　（　pg／　larva）

26，　Effect　of　supernatant　of　alkaline　dissolved

　　　　　　　　on　infectivity　of　MbNPV（T）　in　5th
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が認められた。

　次にヨトウガ5齢幼虫を用いて同様の実験を行ったところ、ヨトウガ幼虫でもG

V上清の添加によりNPV感染率は大きく上昇した。GV穎粒体そのものを添加し

た場合、2齢幼虫では生育阻害が生じてNPV感染率の変化がはっきりしなかった

が、GV上清を用いて接種実験を行った場合はNPV感染率の上昇が明らかに認め

られた（Table　24）。また3齢幼虫でも感染の上昇が認められた（Table　25）。

　タバコガの2齢～4齢幼虫を用いて、人工試料混入法で接種を行った結果はFig．

27に示した。各齢ともに、GV上清の添加によってNPV感染率が上昇したが、上z

清添加量が4μ9穎粒体相当／9飼料と20μ9穎粒体相当／9飼料との間では感染率の

上昇程度に大きな差は認められなかった。

　Table　26は、　XcGVの感染力増強効果に関する実験結果をまとめたものである。

XcGVはGV自体の宿主であるシロモンヤガ、アワヨトウにおいてNPVの感染

力増強作用を示すだけではなく、ヨトウガ、タバコガなど宿主以外の種においても

NPVの感染力を増強することが明らかになった。また、2齢幼虫のみを用いた予

備的な実験ではあるが、ガンマキンウワバでもNPV感染力増強が認められた。一一・

方、ハスモンヨトウでは増強作用は認められなかった。また、XcGVは、XcN

PV－tertaとXcNPV－triに加え、　MbNPV（T）に対しても感染力の増強作用を

示すことが明らかになった。

感染力増強物質の単離・精製

　以上の結果から、感染力増強作用の活性成分は穎粒体のアルカリ可溶画分に含ま

れることが明らかになったのでSephacryl　S－300を用いたカラムクロマトグラフィー

で活性成分すなわち感染力増強物質の単離・精製を試みた。MbNPV多角体にカ

ラムクロマトグラフィーで得られた画分を加えてアワヨトウ5齢幼虫に接種して生

物検定を行った結果、分画番号18～22に強い感染力増強活性が認められた（Fig・28）。

SDS－PAGEの結果、この分画は分子量100kDa付近に2本（a、　b）の六ンドを含んでい

た（Fig．29）。そこで、この画分を濃縮し、再度同様のカラムクロマトグラフィーを

行ったが、aとbの成分を分離することはできなかった。そこで、2回のクロマトグ

　　　　　　　　　　　　　　　　　一　104　一



灘1．・灘雛霧．難魏魏・灘・

鑓段盛二1二二’「

済撚「　　；誕・．　　．紛，．総、・r・．，『’L縫記．．窺懸一筆購騒騒胸難
・犠謹

Table　24，　Enhancing　effect　of　supernatant　of　XcGV

capsules　on　MbNPV　infection　in　2nd　instar　larvae　of

M．　brassicae．

NPV＊ GV　sup．＊＊　O／oinfected　with　NPV

5．4　×　102

5，4　×　102

5．4　×　103

5．4　×　103

　0

250

　0

250

20．0

82．6

84，0

100，0

’　polyhed　ra／　g　diet

’＊　shown　as　equivalent　pg　capsules／　g　diet

Table　25．　Enhancing　effect　of　XcGV　supernatant　of

capsules　on　MbNPV　infection　in　3rd　instar　larvae　of

ルf，」brassicae．

NPV＊ GV　sup．＊’　e／oinfected　with　NPV

5，4　×　102

5．4　×　102

5．4　×　102

5．4　×　102

　0

50

250

500

52．0

68．0

88．0

82．6

＊　polyhedra／　g　diet

’“　shown　as　equivalent　pg　capsules／　g　diet
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Fig．　27，　The　Effect　of　XcGV　on　infectivity　of

MbNPV（T）　for　Helicoverpa　assulta．

Larvae　were　fed　a　lump　of　diet　contained　supernatant

of　alkaline　dissolved　capsules　of　XcGV　and　polyhedra
of　NPV　（A：　3．5　x　102polyhedra　／　g　diet；　B：　3．s　x　103

polyhed　ra　／　g　diet）　for　48hr．

Amount　of　GV　supernatant　is　shown　as　dry　weight　of

equivalent　capsules．
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Table　26，　lnfectivity　and　enhancing　effect　of　XcGV　on　NPV　infection

in　several　noctuid　species

lnsect　species
lnfectivity

of　XcGV
Enhancing　effect　on　NPV　infection

，〉（restia　c－nigrum

Autographa　gamma
ルfJ！thimna　Sθparata

A／etia　pa／／ens

Ce／aena　／eucostigma

Hydraecia　amurensis

什
什
＋
＋
＋
＋

Yes
Yes
Yes

XcNPV－tri，　XcNPV－tetra

XcNPV－tri

XcNPV－tri，　MbNPV（T），　MsNPV

Not　tested

Not　tested

Not　tested

Mamestra　brassicae
He／icoverpa　assu／ta

Sp　odop　tera　／itura

Axy／ia　p　utris

Yes　XcNPV－tri，

Yes　MbNPV（一D
（No）ft

Not　tested
　　　　　　　　　　，

MbNPV（T）

＊　Result　of　prereminary　tests．
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Fig．　29．　SDS－PAGE　patterns　of　Sephacryl　S－300　gel　fractions　of

dissolved　capsules　of　XcGV．　Standard　proteins　and　their　molecular

weights　are　shown．　Lane　S，　initial　supernatant　of　alkaline　dissolved

capsules；　lane　A，　pooled　fractions　of　No．　7　to　8　tubes；　lane　B，　No．10

to　13：　lane　C．　No．　18　to　21：　lane　D．　No．　24　to　25：　lane　E．　No．　27　to　29：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s　一一V一　一一　e　一V　一VJ　1－11V　t－t　J－V一　一一S　一V　一一一V　P　　　　J　一v－1－v　vv　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

lane　F，　No．　36　to　38；　lane　G，　No．　42　to　43　（see　Fig．　28．）．
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ラフィーで得られた活性成分を1mM　Tris－HCIで透析し、濃縮後DEADセルロースによ

るイオン交換クロマトグラフィーを行ったところ、各成分を単離することができた

（Fig・30）。生物検定の結果、成分aには強い活性が認められたが、　bの活性ははっ

きりしなかった。a，bの各成分が同じタンパク質に由来するものかどうかを調べるた

め、両成分をリシルエンドペプチダーゼ処理し、HPLCでペプチドマッピングを

行ったが、両者には共通するピークはほとんど認めらなかったことから2つの成分

は異なるタンパク質から構成されているものと考えられた。なお、分子量マーかの移

動度を基準にして分子量を算出したところ、aの分子量は約108　kDa、　bは約93　kDaと

推定された。
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Fig．　30．　SDS－PAGE　patterns　of　fractions　obtained　from

sephacryl　S－300　filtrations　and　DEAE－ceHulose　column
chromatography　showing　separation　of　two　closely　adjacent

protein　compornents　of　XcGV　capsules．　Lanes　S：　initial

supernatant　of　alkaline　dissolved　capsules．
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　第4節　考察

　ウイルス間相互作用による感染力の増強現象は、Tanada（1956）（13。）が行ったPu

GVHとPuNPVの混合感染実験によって発見された。その後、感染力増強物質

の特定、単離・精製とその性質の解明は、Hara　et　al．（1976）（50）、Yamamoto＆

Tanada（1978　a，　b，　c）（151’152’153）、Yamamoto　et　al．（1979）（150♪によって進められ

た。しかし、Derksen＆Granados（1988）（30）によってTnGVにも同様の作用があ

ることが発見されるまで、このような作用を持つウイルスの報告はほとんどなかっ

たことから、PuGVHのNPV感染力の増強作用は他の研究者には特殊な現象と

して受けとめられていた。筆者は、Derksen＆Granadosとほぼ同時期に北海道で分

離されたウイルスであるXcGVがNPV感染力増強作用を持つことを発見し、報

告した（41）。米国以外の地域から感染力増強作用を持つウイルスが発見されたのは、

XcGVが初めてである。感染力増強作用を持つ新たなウイルスが発見されたこと

によって、感染力増強作用の重要性や実用性が再認識され、PuGVHのみを対象

としていた感染力増強の研究は、複数の研究グループが異なる由来のGVを対象と

して研究する時代を迎えた。

　XcGVの分離宿主であるシロモンヤガを用いたNPVとの混合接種実験の結果、

5齢幼虫では感染力増強作用が確認されたが、4齢幼虫では増強効果が認められず

GVの添加を増やすとGVのみに感染する個体が増加しNPV感染が抑えられるこ

とが明らかになった。PuGVHでは、齢期が進むにつれて感染力増強の度合いが

強くなる傾向があることは報告されている（130）が、NPVとGV間の干渉作用は知

られていない。これに対し、本研究では、XcGVはNPVの感染力増強作用を持

つ一方、GV自身の感染が優勢を占めるかたちでNPVの感染を干渉する作用を持

つことが明らかにされ、シロモンヤガを始め、XcGVの宿主であるアワヨトウ、

ガンマキンウワバでも感染力増強と干渉、双方の作用が確認された。この2つの作

用は別個の機構によって生じていると考えられ、若齢幼虫への混合接種や中齢以降

でもGV添加量が多い場合は、GV自体の感染力がNPVに対する増強作用を覆い

隠す結果になっていたものと思われる。XcGVはNPVの感染を上昇する作用と

共にNPVの感染を干渉する作用を持ち、XcGVとNPVが同時に接種された場
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合、シロモンヤが等XcGVに感受性の種では幼虫の発育ステージと両ウイルスの

接種量の比によってどちらのウイルスが優勢となるかが決まるものと考えられる。

本研究の結果から、混合接種の時期が若いステージの場合はGVの感染が優勢とな

るが、ステージが進むとGVに対する幼虫の感受性が低下するためNPV感染増強

作用が強く現れる傾向が認められた。

　XcGVは、シロモンヤガ、ガンマキンウワバの双方で恒常的に感染が観察され

ており、野外においてもウイルスとして高い感染性を保っているものと推測され、

本研究で認められたGVとNPVとの感染の競合は、XcGVの高い感染性による

ものと考えられる。XcGVとPuGVHの共通の宿主であるアワヨトウを用いた

接種実験を予備的に行ったところ、XcGVの感染力は明らかにPuGVHを上回

っていた。1958～1960年にハワイで行われた野外調査では、LyPtpmta幼虫のウ

イルス病の主体はNPVでありGVの感染率はNPVに比べ非常に低かった（133」こ

とからし皿魍に対するPuGVHの感染力は高くはないと思われる，，また、

TnGVはアワヨトウ幼虫での増殖が困難（橋本、私信）であることから、アワヨ

トウに病原性を示さない、あるいは病原性がごく弱いものと思われる。このように

アワヨトウやシロモンヤガなどいくつかの宿主に対するXcGVの感染力はPuG

VHとTnGVに比較して非常に強いと思われるが、その強い感染力が後者2種G

Vでは認められないNPV感染の干渉という現象で表れているものと考えられる。

　PuGVHのSFに関しては、現在までに多数の報告がなされ、SFのタンパク

質としての特性解明も進んでいる。本研究では、SFと対比しながらXcGVの感

染力増強物質の特性調査や精製を行い、添加量に従って感染力増強活性が強まるこ

と、増強物質の熱安定性は比較的高いこと、SFとほぼ同じ精製法で活性物質が単

離できることを確認した。今回精製されたXcGVの感染力増強物質の分子量は、

100kDaと報告されているSF（156）よりも明らかに大きいが、これまでの実験の結果

からはSFとXcGVの感染力増強物質の間には分子量以外の相違点は認められて

いない。

　過去のSFに関する研究では原宿主である2．塑が、TnGVでも生物検

定の宿主はT、niが使われ、原宿主以外の昆虫に対する効果に関する報告は少ない。
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Hukuhara　et　al．（1987）（58）は、　R．9！！PPata近縁種のアワヨトウではSFがNPV

感染力を増強するが、カイコガとハスモンヨトウでは増強作用が認められなかった

ことを報告したが、感染力増強作用の宿主特異性に関する研究は他にはない。本研

究では、XcGVの宿主であるシロモンヤガ、ガンマキンウワバ、アワヨトウに加

え、非宿主であるヨトウガ、タバコガにおいても感染力増強作用を確認しており、

感染力増強物質の応用場面の広さを強調する結果を得ることができた。

　PuGVHとTnGVは、分離宿主が異なり、分離地点もハワイ州（130）とルイジ

アナ州（49）と地理的に遠く離れているが、RENパターンでは共通する切断片が多

く（54）、また双方の宿主に交差感染することが知られている（20’　138）ことから、両

者の近縁性は高いものと考えられる。遺伝子的には近縁と考えられるTnGVとP

uGVHではあるが、それぞれのGVの感染力増強作用を研究しているグループが

作用のメカニズムに関して全く異なる説を主張していることは興味深い。Derksen

＆Granados（1988）（30）はTnGV穎粒体のアルカリ可溶性タンパク質を経口接種し

た場合、囲食膜の崩壊が起こることを観察し、TnGVの示すNPV感染増進の作

用機構をVEFが囲食膜を分解するためであると主張した。TnGVのVEF遺伝

子は塩基配列が決定された（54）ものの、作用そのものに関する解析は進んでいない。

一方、Tanadaらのグループは感染力の増強はSFがウイルスと細胞の接着性を高め

るためである（59’134’143’144’153’155）と主張している。Kozuma＆Ilukuhara（1992）

（73）は、SFの構成成分の生化学的分析を続け、フォスファチジルコリンが作用活

性に不可欠であることを報告し、Hukuhara＆Zhu（1989）（59）は、電子顕微鏡と抗体

を使った実験によりこの仮説を支持する結果を得ている。作用機構の解明には、G

V間の感染力増強物質の比較検討を含め、さらに詳細な研究行う必要がある。近縁

の2種であるTnGVとPuGVHの他に、感染力増強作用を持つGVとして、遺

伝的に異なるウイルスであるXcGVが発見されたことは、今後の作用機構解明や

宿主とウイルスの相互作用解明に役立つものと期待される。
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　近年、害虫防除は、化学合成農薬偏重からの脱却を求められている。化学合成農

薬に代わる防除素材の開発は、オランダ、米国等いくつかの国で積極的に進められ

ており、寄生蜂をはじめとする天敵昆虫の商品化並びに、BTやバキュロウイルス

等の昆虫病原微生物製剤の販売が行われている。国内でも消費者並びに生産者から

安全性が高く環境への影響が少ない防除技術の実用化に期待が寄せられており、こ

れに応え得る生物的防除技術開発が急がれる。

　筆者は、1983年から寒地畑作害虫の生態に関する研究の一環として害虫の死亡原

因調査を始めた。病原微生物が死亡要因として重要な役割を担っていることを明ら

かにし、防除技術開発の基礎となる昆虫病原微生物の探索とリスト作成を行い、13

種の害虫からウイルスと糸状菌を主体に多数の病原微生物を分離した。特に、ヨー

ロッパでも重要害虫として知られているかンマキンウワバ等、GVがこれまで未発

見であった5種を含む8種の宿主から新たにGVを分離し、また、麺p－hLagLa

aulicae等既知の病原微生物については新たな宿主を確認した。日本では、1950～

70年代に病原微生物探索が集中して行われたが、その後は目立った報告がない。野

外で罹病昆虫を発見する確率は低いが、本研究で実施した採集幼虫を室内個別飼育

する方法により、新しい病原微生物を多数収集することが可能になると考えられる。

死亡原因調査の結果、採集地点としては、定期的防除の行われている圃場よりも、

害虫が数年間連続して発生し病原微生物の蓄積量が多いと考えられる草地などが適

していることが示唆された。テンサイや疏菜類の重要害虫数種からGVが分離され、

死亡要因として重要な位置を占めることが明らかになったが、GVは日本において

は分離例が少なく、研究蓄積も非常に少ない。そこで、本研究では、GVに重点を

置き研究を進めることとした。

　GVは、一般に宿主域が狭いウイルスと見なされているが、各GVの宿主域に関

する研究は十分には行われていない。本研究で行った病原微生物探索では、異なる

複数の宿主から、同時期に、狭い地域で、形態的に類似したGVが分離され、ウイ

ルスの交差感染の可能性が示唆されたため、これらのGVの異同を明らかにする必

要が生じた。NPVでは、ウイルスゲノムDNAのRENパターンをもとにした同
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定法が提唱され、遺伝的変異の検：出や解析等、この方法の有用性を示す報告が増え

ている。そこで著者は、REN法の導入によって各宿主から分離したGVの同定を

試みた。GVの存在が確認された8種の宿主のうちシロモンヤガ、ガンマキンウワ

バ、アワヨトウ、タンポキヨトウ、フキヨトウ、ショウブオオヨトウの6種から得

られたGVを供試してRENパターンの比較を行ったところ、各GVのパターンは

若干の差異はあるものの非常に類似していた。さらに、シロモンヤガから分離され

たXcGVαを代表に定めて切断片のクローニングを行い、それをプローブとして

サザンハイブリダイゼーションを行った結果、GV間のRENパターンの差異は、

制限酵素切断部位の付加や欠失、DNAの小断片のデリーションや挿入によって生

じていることが明らかになった。また、ゲノムDNAの制限酵素切断地図を作成し、

XcGVαと異種宿主分離GVとの変異が認められる部分を特定した。これらの結

果から、それぞれのGVは異なる宿主昆虫から分離されたにも関わらず基本的には

ほとんど同一のウイルズゲノムを有することが明らかになった。そこで、実験に供

試した分離GVを単一のウイルスの遺伝的変異株として位置づけ、このウイルスを

シロモンヤが穎粒病ウイルス、Xestia⊆：」二二GV（XcGV）として取り扱うことにし

た。NPVでは、これまでに△．　califronicaや！．1！tLk＃の異なる属の宿主から分離さ

れたウイルスが同一ウイルスであることが確認された例が報告されているが、GV

では異なる属の宿主から分離されたウイルスが同一種と確認された例は本研究が初

めてである。また、室内飼育幼虫を供試した接種実験を行い、上記6種からの分離

GVはすべてシロモンヤガに感染性を持つこと、また、シロモンヤが分離GVが上

記6種宿主のうち実験に供試した3種に感染することも確認した。REN解析と接

種実験の結果から、XcGVは、野外においても複数種の害虫に共通する病原ウイ

ルスとして交差感染していることが示唆された。本研究では、異種宿主からの分離

GVの比較に加え、シロモンヤガから得られた個体別分離GVI4例についても、R

ENパターンの比較を行ったが、同一種宿主由来のGV間で認められた変異の程度

は、異種宿主由来のGV間に認められた変異の程度とほぼ同等であった。従って、

これらのGVゲノムの変異は、宿主の違いとは関係なく生じているものと考えられ

た。△．鍵とその近縁種から分離されたGVやCpGVでは、異種宿主由来GV
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や離れた地点から分離されたGV間で遺伝的変異が報告されている。本研究で、各

宿主から個体別に分離されたXcGVのRENパターンは、ごく狭い地域内で得ら

れたウイルスでありながら、分離GV毎に小さな変異を示し、ウイルスの多様性や

変異を考える上で非常に興味深い。これらの結果は、これまで分離宿主を基準に行

われてきたGVの分類に基本的な改善を行う必要性を強く示している。今後は、G

V間の近縁性を考える上でも、新規に分離されたGVのみならず、過去に報告され

たGVについても、分子生物学的検討を詳細に行う必要があると思われる。

　本研究では、制限酵素切断地図の零点の基準であるgranulin遺伝子の特定を行い、

さらにその塩基配列を決定した。これまでに塩基配列が報告されたGVの遺伝子は、

granulinとアポトーシス阻害遺伝子の2種類のみである。　granulin遺伝子の塩基配

列は、過去にTnGVとPbGVで報告があり、本研究が世界で3例目である。N

PVのpolyhedrin遺伝子同様、　G　Vのgranulin遺伝子もウイルス間で相同性が高い

遺伝子であることが予想されたが、TnGVとXcGVの塩基配列の相同性は、90

％と非常に高く、しかも、アミノ酸配列の差異は、1残基のみであった。TnGV

とXcGVは、RENパターン、宿主域、感染力等様々な特性が異なることから別

種のウイルスであることは明かであるが、双方ともヤガ科害虫を宿主とし、ゲノム

サイズもほぼ同じであるなど両者の近縁性を示唆する共通の特性も認められており、

granulin遺伝子のデータは、これを裏付けるものと言える。また、3種GVにおけ

るgranulinのプロモーター領域の塩基配列は相同性が非常に高いことから、このタ

ンパク質がGVにとって重要な機能を持つものと考えられる。

　本研究では、上記の遺伝子解析に加え、XcGVを主体に病理学的特性解明を行

った。接種実験の結果、XcGVは実験に供試した14種のうち7種に感染するこ

とが明らかになった。宿主昆虫は、ヤガ科の少なくとも5亜種にまたがっており、

XcGVは、GVとしては広い宿主域を持つと言える。このうち、シロモンヤガ、

ガンマキンウワバ、アワヨトウに対するXcGVの病原性を比較したところ、特に

若齢幼虫に対する病原性が高く、前2種に対する病原性はほぼ同等であったが、ア

ワヨトウに対する病原性はそれよりも弱かった。従って、シロモンヤガで十分な発

病率が得られる量のGVを接種することにより、ガンマキンウワバでもシロモンヤ
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かと同様の殺虫効果が期待できるものと考えられるが、アワヨトウでは十分な効果

が得られないものと思われる。シロモンヤガとガンマキンウワバでは、GVが野外

における死亡原因として主要な位置を占めており、穎粒病の流行も観察されている

ことから、これら2種宿主に対してXcGVが高い感染力を持つことが期待された

が、接種実験の結果はこの推測と一致するものであった。

　本研究では、XcGV接種後のシロモンヤが幼虫の外観や生長の変化等、感染経

過の詳しい観察を行った。その結果、2、3齢期にGVを接種した場合は、5齢期

以降に病徴が明らかになること、大半の個体は6齢まで生存して健全虫を越える大

きさに達した後に死亡すること、また、接種個体の約半数が過剰脱皮し7齢または

8齢に達することが明らかになった。GV感染個体が長期間生存し、健全個体より

も大きくなる現象はPuGVHやTnGVなどいくつかのGVで報告されているが、

ウイルスによる幼虫の過剰脱皮はこれまで知られていない。NPVは脱皮ホルモン

の代謝関連酵素遺伝子の発現によって感染幼虫の脱皮を阻害することが知られてい

るが、GVは幼虫期間の延長や過剰脱皮等、NPVとは異なる様式で宿主の生長や

変態に関わる物質の制御を行っていると考えられる。

　また、感染との関連は明らかではないが、穎粒体懸濁液を塗布した食草、または

懸濁液を練り混ぜた人工飼料を若齢幼虫に与えた場合、特に非宿主昆虫で生育が著

しく阻害されることが明らかになった。ヨトウガ、ハスモンヨトウ、アワヨトウで

比較するとGVの非宿主である前2種では、人工飼料に加えた穎粒体量の増加に従

って死亡率が高くなり、死亡した幼虫では摂食並びに生育は認められなかった。他

方、GVに感受性を持つアワヨトウでは、生育の遅延は認められたものの生育阻害

の程度が最も弱かった。これらの現象が起こる機構は不明であるが、幼虫はごく少

量の餌の摂取により摂食阻害作用あるいは強い忌避作用を受けるものと考えられる。

防除対象害虫の範囲拡大並びに環境への影響評価の双方の観点から、GVが宿主以

外の生物に及ぼす影響を調査し、何らかの作用が認められた場合はその機構を明ら

かにしていく必要があるものと思われる。

　過去に分離されたGVのうち、詳細な研究が行われたGVは、TnGV、CpG

V、PbGV、PuGVH等ごく少数に過ぎない。著者は、PuGVHで発見され
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たNPV感染力の増強作用に強い関心を持ち、北海道で多数分離されたGVにも同

様の作用を持つものがあるのではないかと考え、NPVとGVの混合感染実験を行

った・まず・シロモンヤガ5齢幼虫で接種実験を行い、XcGVの添加により明ら

かにNPVの感染率が上昇することを発見した。次に、GVの穎粒体、あるいは雨

粒体のアルカリ可溶性画分をNPVと共に各種害虫に経口接種した。その結果、X

cGVのNPV感染力増強作用の活性は二二体のアルカリ可溶性画分に存在するこ

と・GVの宿主であるシロモンヤガ、アワヨトウ、ガンマキンウワバの他に、GV

に感受性を示さないヨトウガ、タバコガでもNPV感染力の増強が起こること、ま

た、増強作用は複数のNPVに対して認められることを確認した。本研究を開始し

た後、PuGVHに加えTnGVでも感染力増強作用が確認され報告されたが、双

方ともGVの分離宿主を供試して実験を行っており、GVの非宿主を含む複数の種

で感染力増強が確認されたのは、本研究が初めてである。PuGVHとTnGVで

は、穎粒体の添加量を増加することによりNPV感染力増強作用が強化されること

が報告されているが、シロモンヤガ、アワヨトウ並びにガンマキンウワバを用いた

場合、XcGV穎粒体の量を増加すると、GVのみによる感染が優先し、NPVの

感染が干渉される場合があることが確認され、この干渉作用は若齢で顕著であった。

この現象は、XcGVの強い感染力によって、NPV感染増強作用がマスクされた

結果生じたものと考えられ、感染力増強作用を効率的に利用するためには、GV密

粒体から活性成分を分離する必要があることが示唆された。PuGVHの感染力増

強物質に関しては、現在までに多数の報告がなされ、タンパク質としての特性解明

も進んでいる。本研究では、これらを参考にXcGVの感染力増強物質の特性調査

や精製を行い、添加量に従って感染力増強活性が強まること、増強物質の熱安定性

は比較的高いこと、PuGVHとほぼ同じ精製法で活性物質が単離できることを確

認した。XcGVの感染力増強物質の分子量は、100kDaと報告されているPuGV

H：の増強物質よりも数kDa大きいが、これまでの実験の結果からは、分子量以外には

両者の間に明らかな相違は認められていない。PuGVHの近縁のウイルスである

TnGVに加え、遺伝的に異なるGVであるXcGVが感染力増強作用を持つGV

として発見されたことは、今後の作用機構解明や、ウイルスと宿主の相互作用解明
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に大いに役立つものと期待される。

　著者は、本研究で、複数の害虫からGVを分離し、RENパターンの解析並びに

制限酵素切断地図の作成を行い、それらが同一ウイルスであることを明らかにした。

このうちシロモンヤガからの分離GVを用いて、遺伝子解析の基礎となる、ゲノム

DNAのクローニングとgranulin遺伝子の特定並びに塩基配列の決定を併せて行っ

た。また、感染特性の解明を行い、シロモンヤがGVがNPV感染力増強作用を持

つことを明らかにし、その活性成分の分離精製と性状の解析を行った。シロモンヤ

がGVは、GVとしては広い宿主域を持ち、感染力が強いことから、致死に長期間

を要するという問題はあるが、害虫防除に活用し得る有望な素材であると考えられ

る。また、シロモンヤがGVのNPV感染力増強物質は、NPVの害虫防除効果を

向上させる添加剤として利用が期待される。本研究の成果が、生物的防除技術の開

発の一一助となれば幸いである。
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Pathology　and　Molecular　Biology　of　Granulosis　ViruseE　lsolated　from

Several　Noctuid　Pests

Chie　Goto

燗

Summary

　　　There　has　been　increasing　concern　regarding　the　safety　of　food　crops

and　the　hazardous　effects　of　chemical　pesticides　on　the　environmen’L　In

the　search　for　alternatives　to　chemical　insecticides，　the　use　of　insect

pathogens　as　biological　control　agents　is　being　investiga’ted．　However，

there　is　little　information　on　the　natural　incidence　of　insect　disease，

especially　in　Hokkaido．　This　study　was　undertaken　to　isolate　natural　path－

ogens　of　insect　pests　and　to　characterize　them　for　evaluation　as　poten’tlal

control　agents．

1．　lnvestigation　of　mortality－producing　agents　of　insect　pests，　of　upl．and

crops　and　isolation　of　insect　pathogenic　viruses

　　　　The　13　species　of　insect　pests，　mostly　armyworm　larvae，　were　coUected

from　the　field　in　Tokachi　in　Hokkaido　and　individually　reared　in　the　labo－

ratory．　The　larvae　and　pupae　which　died　in　the　course　of　rearing　were　mi－

croscopically　examined　and　the　causative　agents　were　identified．　Viruses

and　fungi，　such　as　GVs，　NPVs，　CPVs，　旦旦盤　aulicae，　and　－

spp．，　were　commonly　isolated　from　rnany　species．　Epizootics　of　E．　｛’｝！！一！2．g’ulica－e

were　recognized　in　5　noctuid　species　and　one　species　of　Pieridae　in　alfal一
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fa　fields・　Xestia⊆≧二⊆L工」迎二旦旦1，　樋§塑旦，　△yl≧q9工一9PLgh4　9塑旦皿旦，　HL1．＞Ldraecia

amurensis・　Celaena　l旦旦≦⊇旦§∠L璽旦皇，　Aletia　］【≧麺，　and　幽　⊆≧9L旦9工rlnata

were　identified　as　hosts　of　GVs．　These　species　exept　for　？｛一，．一　gdmgL！一um，　and

麺旦皇　§塑工皇圭旦　have　not　been　reported　as　hosts　of　GV　previously．　GV　and

NPV　seemed　to　play　an　important　role　in　the　control　of　X．　cLi－p－lixug］，　aE　GV

and　CPV　in　△旦勉　9旦里旦Lt．　There　seemed　to　be　the　cross－transmission　of

GVs　among　noctuid　species．

2．　ReE　triction　endonuclease　analysis　and　mapping　of　the　genomes　of　GVs

isolated　from　several　noctuid　species　and　granulin　gene　sequence　analysj，s

　　　　Restriction　endonucユease　（REN）　analysis　was　performed　on　the　genomic

DNA　of　granulosis　viruses　isolated　from　K．　⊆二」：L19工旦堕，　△．　9旦mtgq，　旦．　amureη「

sis，　⊆；・　ユ螢1，　Aletia　p必，　and　埜．　≦遡＝」旦．　All　of　the　isolates

gave　very　similar　REN　profiles　with　only　minor　variations．　An　ig．olate　ob－

tained　from　X．　pm　was　chosen　as　the　reference　genotype，　and　a　geno－

mic　library　was　constructed　for　this　isolate　using　plasmid　vectors．　The

genome　was　mapped　using　Est｝go　R　1，　B｛tuum　H　1　and　BL；tg－tl　I　I，　and　Southern　hybrid－

ization；　the　size　of　the　genome　was　estimated　to　be　179　kbp．　Hybr．idization

of　labeled　clones　to　fragments　of　other　iEolates　revealed　that　genotypic

variation　among　isolates　resulted　from　changes　in　restriction　sites，　and

from　deletion　or　insertion　of　DNA．　Comparative　restriction　mapping　reveal－

ed　that　all　of　the　isolates　were　variants　of　one　virus，　even　though　they

originated　from　different　host　species．

　　　　The　plasmids　containing　the　coding　region　and　the　5’　and　3’　flanking

regiong．　of　XcGV　granulin　gene　were　subcloned　and　sequenced．　The　nucleo－

tide　E　equence　data　were　compared　to　those　for　the　granulin　gene　from　GVs

i．solated　from　？2／Le！pt－se　r　i　s　！；L1tas一｛iL！一s？gea　s　s　i　c　a　e　and　［T111一1－g1！sulL！gs一1一ac　h　o　l　s　IILt　（TnGV）．　The　amino　ac　i　d

sequences　derived　from　these　DNA　sequences　indicated　that　the　two　GV　pro一
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teins　of　XcGV　and　TnGV　are　almost　the　same　with　one　amino　acid　difference

among　248　of　them．　The　5’　flanking　region　of　all　of　’these　genes　containg．

a　highly　conserved　sequence　of　14　nucleotides　（TTTATAAGGAATTT），　includjng

one　of　the　consensus　sequences　of　the　baculovirus　late　gene　promoterg．．

3．　Morphology　and　Pathogenicity　of　the　GV　isolated　from　X．　c－nigrurn

　　　　The　capsules　of　XcGV　were　ovocylindrical　and　ranged　in　length　from

O．　45　to　O．　61　xt　m　with　a　mean　of　O．　50　xL　m，　and　in　wid　th　from　O．　23　to　O．　29

”m　with　a　mean　of　O．26　pt　m．　Alkaline－liberated　virions　were　rod－f，haped

and　measured　405　±　17　×　69　±　8　nm．　Bioassay　and　REN　analysis　revealed

that　XcGV　was　infective　for　at　least　7　noctuid　species　among　14　’teg．　ted．

Larvae　of　X．≦≧二旦⊥9工二旦旦1，　infected　with　XcGV　even　in　earlier　instars，　contin

ued　to　grow；　indeed　half　of　them　moulted　to　extra　instars　and　died　in　a

size　of　larger　than　the　normal　larvae　prior　to　pupation．

　　　　Feeding　on　diets　containing　a　large　amount　of　capsules　of　XcGV　caused

inhibition　of　growth　and　a　rapid　mortality　in　2－3　days，　in　neonate　1．arvae

of　Ma－m　e一一s－Lt．！t　b．lt：as－sLl－ga　s　s　i　c　a　e　and　SLRg－gd．gp－ILe．1zat　ILjt．！一g一1一at　u　r　a，　not　susceptible　’t　o　XcGV．

Though　this　phenomenon　was　not　obvious　in　species　susceptible　to　XcGV．

4．　Characterization　of　the　enhancing　effect　of　XcGV　on　NPV　infec’tion　and

isolation　of　the　enhancing　factor　from　capsules

　　　　Interactions　between　XcGV　and　NPVs，　isolated　froln　X．　⊆二旦工」監〔旦皿　（trigo－

nal　a　n　d　t　e　t　r　a　g　o　n　a　l　s　t　r　a　i　n　s），　M一，．．　12一1t：一as－s2－gaga　s　s　i　c　a　e　（Tokyo　s　t　r　a　i　n），　a　n　d　pmt　t　h　m　n　a

旦⊆遮旦　were　examined．　The　diet　was　contaminated　with　polyhedra　of　each

of　the　NPVs　and　capsules，　or　polyhedra　and　the　supernatant　of　alkaline－

dissolved　capsules　（GV－sup），　and　was　fed　to　larvae　suEceptible　for　XcGV，

such　as　X．　⊆≧」1璽」二旦皿，　竺．　§，旦P皇圭皇」L塗，　and　△・　9塑1，　0r　to　those　not　suscepti－

ble　for　XcGV　such　as　Mamestra　brassicae　and　旦幽皇　assulta．　Addition
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of　GV－sup　enhanced　infection　of　NPVs　in　all　of　theg．e　Epecies，　and　the

percentage　of　NPV　infected　larvae　increased　as　GV－sup　content　increased．

Although　addition　of　capsules　enhanced　NPV　infection，　larger　quantities　of

capsules　increased　the　ratio　of　larvae　exclusively　infec’ted　with　GV　in　the

species　susceptible　to　XcGV．　ln　this　case，　XcGV　E　eemed　to　suppreg．s　the

enhancing　effect　and　even　interfered　with　the　NPV　infection．　The　enhancing

effect　of　GV　on　infection　with　NPVE　is　known　in　2－st－e－g－g“g“！g一1Llr4eudaletia　glt！ipglnlJg1｝“qcta　GV

（PuGVH）　and　TnGV，　but　there　have　been　no　reports　of　interference　in　NPV

infections　by　these　GVs．　lt　seemed　that　interference　in　NPV　infection　did

not　occur，　because　of　the　low　infectivity　of　these　two　GVg．．

　　　A　factor　that　enhances　the　NPV　infection　in　noctuid　larvae　was　isolated

from　the　capsules　of　XcGV　by　gel　filtration　on　a　Sephacryl　S－300　column

and　by　DEAE－cellulose　column　chromatography．　ThiE　purification　resulted　in

a　homogeneous　product　as　indicated　by　SDS－PAGE．　The　molecular　weight　of

the　enhancing　factor，　as　determined　by　the　SDS－PAGE　method，　was　about　108

kDa，　larger　than　that　of　PuGVH．

t
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