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1. 緒言 1 

北海道におけるニンニクの生産は，1970 年前後までは全国生産一位といわれ，1974 年の栽培2 

面積は約 500ha，生産量約 3,000t（北海道農業協同組合中央会，ホクレン農業協同組合連合会，3 

1988年）であった．世界の生産量は 2,600万 tといわれ，その 8割が中国で生産されている．19804 

年以降に中国産ニンニクの輸入増加等に伴い，道内のニンニク生産は激減した．  5 

ニンニクにウイルスが感染すると，収量が減少し，品質が劣化するため，青森県では福地ホ6 

ワイト系でウイルスフリーのニンニク栽培に積極的に取り組んでおり，一定の成果を上げている．7 

安定的に種苗供給する体制をとった青森県の生産量は日本一になった． 8 

北海道では，中国産の価格上昇などにより，2010 年頃から栽培面積が 39ha と増加に転じ，9 

2020 年には 147ha（農林水産省 野菜生産出荷統計，2021 年）となっている．北海道で栽培され10 

ているニンニクは青森県と同じ寒地系品種（福地ホワイト系）が主に栽培されている．独自にウ11 

イルスフリー化を行った種球を供給している地域もあり，毎年面積が増加している． 12 

しかし，残念ながら，多くの地域では種球を他府県（主に青森県）から入手せざるを得ない13 

状況にあり，その種球として使用するりん球の多くはすでにウイルスに感染しているものが使わ14 

れていると考えられる．このため，道内の収量性は反収で 565kg/10a（農林水産省 野菜生産出15 

荷統計，2021 年）と非常に低くなっており，青森県の反収 980 kg/10a（農林水産省 野菜生産出16 

荷統計，2021 年）との差は歴然としている．ニンニクは貴重な露地野菜としても位置付けられ17 

る作物であり，今後作付けを振興していくためには，感染しているウイルスを明らかにし，種苗18 

のウイルスフリー化，ウイルス検査法の確立等が急務であった． 19 

 20 

 21 
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2. 研究史 22 

2.  1． leek yellow stripe virus（LYSV）および onion yellow dwarf virus （OYDV） 23 

 Leek yellow stripe virus（LYSV）は，ニンニク （Allium sativum L.） およびネギ属に感染することが24 

知られているPotyvirusである（Barg et al.，1994； Bos et al.，1978; Bos et al.，1982；Delecolle，1994； 25 

Sward and Brennan，1994；Van Dijk，1994）．LYSV によるモザイク病は世界中のニンニク生産地26 

で非常によく見られる病害で，発病したニンニクにはモザイク症状が見られている．感染したニ27 

ンニクは葉にモザイクや黄色の縞状の症状を示し，りん片で繁殖した次世代は萎縮を示すため，28 

りん茎は小さく奇形となり生産性が低下する．その結果，収量と品質の大幅な低下を招く．この29 

病害は Brierley （1946） により最初に報告されたが，その原因ウイルスは長い間不明であった．30 

本病の病原ウイルスを含むネギ属のモザイク症状に関する病原ウイルスの再検討が行われ（Van 31 

Dijk，1993a; 1993b），これらの病害は Van Dijkによって，ニンニクのモザイク病を含むネギ属の32 

モザイク症状の病原ウイルスはLYSV，onion yellow dwarf virus（OYDV）， shallot yellow stripe virus33 

（SYSV），shallot latent virus（SLV），welsh onion yellow stripe virus （現在SYSVの 1系統）であると34 

された． 35 

国内では佐古ら（1976，1977）によって garlic mosaic virus（GMV）として初めて報告された．36 

さらに李ら（1979）, 我孫子ら（1980a，1980b），藤田ら（1992）,  により，寄主範囲，物理性，37 

アブラムシによる伝染などの諸性質が明らかにされた．Sumi ら（1993）は，ニンニクから部分38 

精製した棒状ウイルス粒子から得られた cDNAの塩基配列解析からウイルス同定を試みており，39 

続いてNagakubo ら（1994） によってニンニクから得られた potyvirusの 3’末端側の nuclear inclusion 40 

protein b の一部と外被タンパク質の全域の塩基配列が報告されている．その後，免疫電顕法およ41 

びダイレクトティッシュプリント法による血清学的関係やウイルスの諸性質，3’末端領域の塩基42 
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配列の比較などから，GMVには LYSV と OYDV が含まれていたことが示され，Van Dijkの報告43 

とも比較し再定義された（山下ら， 1991，1995，1997 ;  山下,  1998）． 44 

ネギ属植物であるタマネギは LYSV の自然宿主とは考えられていないが（Katis et al.，2012； 45 

Vucurovic et al.，2017），LYSV 感染によるタマネギの被害も一部の地域で報告されている46 

（Sharhraeen et al.，2008；Santosa and Ertunç，2020）．日本のニンニク生産地で検出されたLYSVは，47 

P1 遺伝子の 200～300 塩基の欠失という特徴から，N 型（LYSV-N）と S 型（LYSV-S）に分類で48 

きる（Takaki et al.，2005；Yoshida et al.， 2012）．また，本州ではLYSV-NとLYSV-Sの混合感染49 

も報告されている（Takaki et al.，2005）． 北海道で検出されたLYSVは，すべてとは言わないま50 

でもほとんどがN型であるが，まれにN型とS型の混合感染も確認されている． 51 

LYSV はアブラムシ媒介によって伝播するため，ウイルスフリー種苗を利用する場合に圃場で52 

再度感染してしまうことから，その対策が不可欠である．LYSV の媒介者として報告されている53 

アブラムシは，モモアカアブラムシ，ネギアブラムシなど 10 種程度である（我孫子ら，1980a； 54 

Abd El-Wahab ，2009 ； Lunello ，2002）．国内では，ニンニク圃場における有翅アブラムシの飛来消55 

長について青森県（山下ら，1991）および北海道（佐々木ら，2021）で報告されており，北海道56 

では 5 月下旬から 11 上旬頃まで有翅アブラムシがニンニク圃場に飛来するリスクがあることが57 

明らかになっている． 58 

北海道では LYSVが OYDVよりも多く検出され，他の地域では OYDVが多く検出される．以59 

前の報告で，北海道のニンニクから検出された OYDV 分離株の多くは，HC-Pro 遺伝子の 5'末端60 

に大きな欠失があり，アブラムシのウイルス感染を支える能力が失われていることが分かった61 

（Kim et al., 2020）．そのため，OYDVのアブラムシ感染にはLYSVとの混合感染が重要であるこ62 

とが示唆されている（Jayasinghe et al.,  2021）． 63 
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2.  2．allexivirus 64 

日本におけるニンニクモザイク病の病原としては，allexivirus も知られている．国内では初め65 

garlic mite-borne mosaic virus（現在は garlic virus C）と提案された（Yamashita et al., 1996）．allexivirus66 

は LYSV や OYDV と異なり，アブラムシではなくチューリップサビダニ媒介で知られる．また，67 

allexivirus 単独での減収は種によって差があるようだが，allexivirus 内での重複感染で重篤化する68 

（Cafrune et al.,  2006  ；  Perotto et al.,  2010） . 69 

ニンニクのウイルスによる症状は，前述 2 種類の potyvirus（LYSV，OYDV）と allexivirus70 

（garlic virus A，B，C，D，X）との混合感染で，よりニンニクのモザイク症状が重篤化する．ニ71 

ンニクにとってこの 3 つが主要なウイルスと考えられている．ニンニクは種球を使用し，1 球か72 

らとれるりん片 4個程度により増殖される．農作物としては，増殖性が他の作物に比べて極端に73 

悪い．しかも，ウイルスはりん球を通じても拡大するため，一度栽培体系に侵入すると圃場から74 

の除去が難しいことが問題となっている． 75 

 76 

2.  3．potyvirusのP1タンパク質の機能 77 

  potyvirus の P1 タンパク質は，P3 タンパク質と結合し，ウイルスの複製に関与することが報告78 

されている（Merits et al.，1999）．P1 タンパク質と宿主因子の相互作用では，tobacco etch virus の79 

P1 が 60S リボソームサブユニットに結合し，タンパク質の翻訳を促進することが報告されてい80 

る（Martinez and Daros, 2014）．Huら（2020）は，3つの potyvirusのP1を用いた免疫沈降（IP）実81 

験を行い，LC-MS/MS を用いてシロイヌナズナから P1 結合タンパク質を網羅的に検出した．そ82 

の結果，特に RNA サイレンシングや防御反応に関与する多くのタンパク質を同定した．また，83 

sweet potato mild mottle virus（Ipomovirus）のP1は，RNAサイレンシング経路のキープレイヤーであ84 
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る AGO1タンパク質と結合することが報告されており（Giner et al.,  2010），P1には RNAサイレ85 

ンシングを妨害する機能があると思われる． 86 

   一方，P1 自身は RNA サイレンシングサプレッサー（RSS）活性を持たないが，HC-Pro タンパ87 

ク質のRSS活性を促進するという報告もある（Kasschau and Carrington , 1998; Valli et al.,  2006）．し88 

かし，watermelon mosaic virus の P1 は，非 potyvirus である cucurbit yellow stunting disorder virus89 

（crinivirus）のP25のRSS活性を阻害するという報告もあるため（Domingo-Caloap et al.，2021），90 

P1 が RSS 活性を促進できるウイルスのタンパク質は HC-Pro に限られるかもしれない．また，291 

つの potyvirus種間で P1遺伝子を交換しても，P1は異種 HC-Proの RSS活性を補助することが可能92 

である．しかし，plum pox virus（PPV）と tobacco vein mottling virusのP1配列でハイブリッドウイル93 

スを作製したところ，すべてのハイブリッドウイルスが PPV の天然宿主であるモモに感染でき94 

なかったことから，P1 と HC-pro の組合わせが potyvirus の宿主特異性を決定している可能性が示95 

唆された（Salvador et al.，2008）． 96 

 P1 プロテアーゼ活性によるポリタンパク質からの P1 と HC-Pro 間で切断されなかった場合，97 

HC-ProのRSS活性はあまり発揮されなかった（Pasin  et al.，2014）．同様に，HC-ProのRSS活性98 

は，P1 と HC-Pro を別々のタンパク質として共発現するトランスジェニック植物よりも，P1-HC-99 

Pro 融合タンパク質を発現するトランスジェニック植物の方が強かった（Hu et al.，2020）．ウイ100 

ルスの RSS 活性は潜在的な宿主への感染性を決定するのに重要であると考えられるため101 

（Shimura et al.，2022），P1の HC-Proへの作用は potyvirusの進化にとって重要であると思われる．102 

他の potyvirusの P1タンパク質に関する研究は多いが，ニンニクに感染する potyvirusの P1遺伝子103 

の機能に関する報告はなく，LYSVや OYDVの P1タンパク質が他の potyvirusの P1タンパク質と104 

同様にHC-ProのRSS活性を促進するか否かは不明であった． 105 
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 3. 本研究の目的 106 

 2013 年頃より北海道内各地でニンニクの栽培面積が年々増加している．しかし，ウイルスに107 

よると思われるモザイク症状や条斑症状が多発し，十分な収量が得られない状況にあった． 108 

 本研究では，北海道内のニンニクに感染するウイルスを明らかにするため，2019 年および109 

2020 年に道内の主要産地の圃場調査を行い，LYSV，OYDV，allexivirus の発生と地理的分布を明110 

らかにした．特に最も発生が多かった LYSV を研究対象とし，P1 遺伝子の欠失から識別した N111 

型と S 型について，分子系統学的解析を行った．次に，LYSV のタマネギへのアブラムシ媒介に112 

よる接種試験やニンニク以外のネギ属植物からの検出を実施した．さらに S 型の P1 遺伝子の  113 

RNAサイレンシングサプレッサー活性について解析し，LYSVの異なる寄主への適合について考 114 

察した． 115 

 116 

 117 

 118 

 119 

 120 

 121 

 122 

 123 

 124 

 125 

 126 
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4．第１章 北海道におけるニンニクのモザイク病：症状および地理的分布 127 

4.  1．背景 128 

道内で生産されたニンニクの球から Yoshida ら（2012, 2018）により LYSV，OYDV および129 

allexivirusが検出された．これらのウイルスの道内の感染状況や地理的分布について明らかにする130 

ため，道内各地の発生実態について調査を行った． 131 

 132 

4.  2．材料と方法 133 

4.  2.  1．調査地点および試料採取 134 

 2019年および 2020年に道内 7振興局（空知，石狩，後志，檜山，上川， オホーツクおよび十135 

勝）の 17市町村（Fig．1）合計 54圃場よりニンニクの葉または個体全体を採取し，合計 65検体136 

を以後の試験に供試した． 137 

 138 

 139 

 140 

 141 

 142 

 143 

 144 

 145 

 146 

 147 
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 148 

 149 

 150 

 151 

 152 

 153 

 154 

 155 

 156 

 157 

 158 

 159 

 160 

 161 

Fig．1 Municipalities surveyed for garlic cultivation plots in Hokkaido in 2019-2020 162 

 163 

 164 

 165 

 166 

 167 

 168 
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4.  2.  2．RNA 抽出と各ウイルスの検出 169 

 ニンニク組織からのRNA抽出には，RN-Sure Plant Mini Kit（株式会社アンテグラル） を使用し，170 

その手順は製品プルトコールに準じた． 171 

 ウイルスの検出は，まず SuperScript III逆転写酵素（サーモフィッシャーサイエンティフィック172 

社）を使用して逆転写反応を行った．上記のRNA溶液 1µLを用いて，randam primer（東洋紡社）173 

を 1µL，dNTPs Mixture（東洋紡社）を 1µL加え，トータル 11µLで 55℃, 30min反応させ，反応後174 

に 70℃, 15min処理をして酵素を失活させた．反応終了後にRNaseH （タカラバイオ社）を各サン175 

プルに 1µL  (2unit) 添加し，37℃, 20min処理した．得られた反応液を以後の PCR反応に各１µl用176 

いた． 177 

 PCR反応にはTaKaRa Ex Taq Hot Start Version（タカラバイオ社）を使用し，50 µLの系で反応さ178 

せた．PCR 反応に用いたプライマーペアは Table 1 にまとめて示した．LYSV，OYDV，allexivirus179 

の増幅に加えて，OYDV の HC-Pro 領域の欠失が圃場レベルでみられるか検出を試みた．LYSV180 

のプライマーペアはその増幅サイズにより，N型とS型を識別可能となっている． 181 

 182 

 183 

 184 

 185 

 186 

 187 

 188 

 189 



10 

 

 190 

 191 

 192 

 193 

 194 

 195 

 196 

 197 

 198 

 199 

 200 

 201 

 202 

 203 

 204 

 205 

 206 

 207 

 208 

 209 

 210 

T
ab

le
 1

  C
ha

ra
ct

er
is

ti
cs

 o
f 

th
e 

P
ri

m
er

s,
 P

C
R

 P
ro

du
ct

 S
iz

e

T
ar

ge
t v

ir
us

pr
im

er
 p

ai
r

Se
qu

en
ce

 (
5'
→
3'

)
T

ar
ge

 r
eg

io
n

Pr
od

uc
t S

iz
e

L
Y

5P
*

A
A

T
C

T
C

A
A

C
A

C
A

A
C

T
T

A
T

R
C

L
Y

2M
A

G
T

A
C

G
T

T
G

C
C

T
G

C
T

C
T

G
T

A
G

O
Y

D
V

-5
-2

20
*

T
G

G
C

C
T

G
G

A
T

G
G

T
A

A
C

G
T

A
A

O
Y

D
V

-3
-2

20
G

T
G

G
T

A
C

A
C

C
A

C
A

T
T

T
C

G
T

T
G

C

O
Y

D
V

-H
C

5-
45

0*
*

T
A

A
A

T
C

C
Y

G
A

C
A

A
Y

A
T

A
A

T
Y

G
G

O
Y

D
V

-H
C

3-
14

00
A

C
C

T
A

C
A

T
T

R
T

A
G

T
Y

T
T

T
C

A
T

T
T

C

A
L

-c
p5

-7
50

**
*

T
G

G
R

C
X

T
G

C
T

A
C

C
A

C
A

A
Y

G
G

A
L

-c
p3

-7
50

C
C

Y
T

T
C

A
G

C
A

T
A

T
A

G
C

T
T

A
G

C

*T
ak

ak
i e

t a
l ．
（
20

05
）

   
**

K
im

 e
t a

l ．
（

20
20
）

  *
**

C
he

n 
et

 a
l ．
（

20
04
）

C
P-

3'
U

T
R

pa
rt

ia
l

75
0b

p

L
Y

S
V

O
Y

D
V

O
Y

D
V

（
H

C
-P

ro
）

al
le

xi
vi

ru
s

5'
U

T
R

-P
1

pa
rt

ia
l

N
-t

yp
e:

95
0b

p
S-

ty
pe

:7
20

bp

C
P-

3'
U

T
R

pa
rt

ia
l

26
0b

p

H
C

-P
ro

14
00

bp



11 

 

4.  2.  3． allexivirus のCP-3’UTR領域の塩基配列解析 211 

4.2.2で得られた allexivirus の CP-3’UTR領域を標的に RT-PCRで得た増幅産物を，電気泳動後に212 

ターゲットの増幅バンドのゲルを切り出し，Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System（Promega社）213 

により DNA を回収した．pGEM-T-Vector（Promega 社）にそれぞれライゲーションし，コンピテ214 

ントセルに形質転換した．Blue-white スクリーニングを行い，１クローンあたり 12 コロニーから215 

PCR 法でインサート DNA を増幅した．増幅産物を電気泳動してその有無を確認し，１クローン216 

あたり 10～11 コロニーの計 72 断片の DNA について，ゲルを切り出し DNA GEL Extraction kit217 

（NEB 社）を使用して回収した．回収した DNA を受託シークエンス（シグマアルドリッチジャ218 

パン社）に依頼し，ダイレクトシークエンスにより塩基配列を解析した． 219 

さらに新たに２振興局（胆振，上川）4 か所のニンニクのりん球から，同様に RT-PCR 法で増220 

幅し，増幅産物をクローニングし，1 クローン各 10 断片計 40 クローンについて同じくダイレク221 

トシークエンスにより塩基配列を決定した． 222 

得られた塩基配列は GENETXver.14（ゼネティックス社）を用いて BLAST解析により GenBank 223 

上の登録配列と⽐較をした. 224 

 225 

4.  3．結果 226 

 2019 年および 2020 年に北海道のニンニクのウイルスについて発生調査を行ったところ，ほぼ227 

すべての圃場で全面的な発生（Fig．2）が認められ，その病徴はモザイク症状，黄色条斑や葉の228 

奇形であった（Fig．3）．各地より採取したニンニク全 65 検体について検出を行った結果（Fig．229 

4，Table 2），検出されたウイルスは LYSVが最も多く，そのうち 48検体は N型のみが検出され230 

たが，2 検体は N型と S型が同時に検出された．S型単独で検出された株は認められなかった．231 
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次いで OYDVが検出されたが，HC-Pro遺伝子の N末領域が増幅された検体は 5株のみで，22株232 

では同領域の増幅が認められなかった．圃場で栽培されている検体においても多くが同領域を欠233 

失していることが確認された． 234 

また，allexivirusが道内の圃場の検体から，今回初めて検出された．しかも調査を行った 8振興235 

局のうち 6 振興局で検出されており，すでに道内に広く分布していた．また，Yoshida ら（2018）236 

の報告したりん球から分離した各分離株との塩基配列の相同性は高く（Table 3, 4, 5, 6），garlic 237 

virus A，garlic virus B ，garlic virus C， garlic virus Dを本研究で北海道の各生産地で栽培中の検体から238 

確認することができた（Table 7）．りん球サンプルから得た胆振地方と上川地方の計 4カ所の結239 

果を加えた allexivirusの発生分布は，オホーツク地方では garlic virus C，上川地方では garlic virus D，240 

道南地方では garlic virus B，空知，石狩，胆振地方では garlic virus Bとその他の混合，十勝地方で241 

は garlic virus A，garlic virus B ，garlic virus C， garlic virus Dとなった（Fig .  5）． 242 

 243 

 244 

 245 

 246 

 247 

 248 

 249 

 250 

 251 

 252 
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 253 

 254 

 255 

 256 

 257 

 258 

 259 

 260 

 261 

 262 

 263 

 264 

 265 

 266 

Fig.  2 Garlic cultivation plots（Tokachi） 267 

 268 

 269 

 270 

 271 

 272 

 273 
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 274 

 275 

 276 

 277 

 278 

 279 

 280 

 281 

 282 

 283 

 284 

 285 

 286 

 287 

 288 

 289 

Fig.．3 Symptoms of garlic mosaic disease（Mosaic,  Yellow streak,  Leaf deformity） 290 

 291 

 292 

 293 

 294 
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 303 

 304 

 305 
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 307 
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 313 

 314 

 315 
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 337 

 338 

 339 

 340 

 341 

 342 

 343 

 344 

 345 

 346 

 347 

 348 

 349 

 350 

 351 

 352 

 353 

 354 

 355 

 356 

 357 

LC097150＊ LC097151＊

hokkaido hokkaido

A-JHKi-3 A-JHTok-1

Ishikari 5 97～99 97～99

Tokachi 1 98 97

*Yosida et al.   (2018)

District
No.

sequences
analyzed

Table 3  Sequence homology (%) between the CP-3'UTR regions of allexivirus isolated
in Hokkaido and those of  known garlic  virus A sequences
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 358 

 359 

 360 

 361 

 362 

 363 

 364 

 365 

 366 

 367 

 368 

 369 

 370 

 371 

 372 

 373 

 374 

 375 

 376 

 377 

 378 

LC097159＊ LC097160＊

hokkaido hokkaido

B-JHOb-3 B-JHN

Ishikari 6 94～99 94～99

Sorachi 4 95～99 95～99

Hiyama 9 93～97 93～96

Tokachi 4 94～97 94～97

*Yosida et al .  (2018)

District
No.

sequences
analyzed

Table 4   Sequence homology (%) between the CP-3'UTR regions of allexivirus isolated in
Hokkaido and those of  known garlic virus B sequences
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 379 

 380 

 381 

 382 

 383 

 384 

 385 

 386 

 387 

 388 

 389 

 390 

 391 

 392 

 393 

 394 

 395 

 396 

 397 

 398 

 399 

LC097170＊ LC097171＊

Miyagi Hokkaido

C-JM C-UR-a

Sorachi 7 97～98 99

Okhotsk A 10 97～98 98

Okhotsk B 10 95～98 96～99

Tokachi 3 80,97 80,98

*Yosida et al. (2018)

District
No. sequences

analyzed

Table 5   Sequence homology (%) between the CP-3'UTR regions of allexivirus isolated in Hokkaido
and those of  known garlic virus C sequences
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 400 

 401 

 402 

 403 

 404 

  405 

 406 

 407 

 408 

 409 

 410 

 411 

 412 

 413 

 414 

 415 

 416 

 417 

 418 

 419 

 420 

LC097180＊ LC097181＊

Hokkaido Hokkaido

D-JHTok-1 D-JHU-1

kamikawa 10 88～89 95～97

Tokachi 3 99 90

*Yosida et al.  (2018)

District
No. sequences

analyzed

Table 6   Sequence homology (%) between the CP-3'UTR regions of allexivirus isolated in
Hokkaido and those of  known garlic virus D sequences
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 421 

 422 

 423 

 424 

 425 

 426 

 427 

 428 

 429 

 430 

 431 

 432 

 433 

 434 

 435 

 436 

 437 

 438 

 439 

 440 

 441 

Sorachi － 4 7 －
Ishikari 5 6 － －
Hiyama － 9 － －

kamikawa － － － 10

Okhotsk A － － 10 －
Okhotsk B － － 10 －
Tokachi 1 4 3 3

-　:　not detect

GarV-A GarV-B GarV-C GarV-DDistrict

Table 7  　Detection of allexiviruses in the garlic field samples from
various regions of Hokkaido
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 442 

 443 

 444 

 445 

 446 

 447 

 448 

 449 

 450 

 451 

 452 

 453 

 454 

 455 

 456 

 457 

 458 

 459 

 460 

 461 

 462 

Fig．5 Distribution of confirmed occurrences of allexiviruses in Hokkaido 
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4.  4．考察 463 

 本調査の結果，ニンニクのモザイク病は北海道内各地に広く蔓延していることが明らかになっ464 

た．現地の生産者は，生理障害によるものと誤認していたケースもよく認められた．種球の多く465 

は寒地系品種といわれる福地ホワイト系が青森県から多く移入されており，長年自家増殖で種苗466 

を維持している地域も少なくなかった．この結果，道内でのニンニク栽培ではウイルスが蔓延し，467 

収量低下を引き起こしていると考えられる． 468 

PCRによる検出の結果から，北海道でのニンニクの第一のウイルス優占種はLYSVと考えられ 469 

た．また，LYSV は P1 遺伝子が N 型と欠失のある S 型に大別されるが，北海道におけるニンニ470 

クの LYSVの優占種は N型と考えられた．しかし，2検体のみ N型と S型の増幅が同時に認めら471 

れ，これは N型と S型の混合感染と推測された．N型と S型の混合感染については第 2章で詳し472 

く解析する． 473 

 OYDV については，Kim ら（2020）の報告により，りん球からの検出では HC-Pro 領域に欠失474 

がみられることがすでに明らかとなっていたが，圃場の栽培中にサンプルからも同様に確認でき，475 

しかもすでに優先種となっていることが示唆された．また，Jayasinghe ら（2021） により同領域476 

を欠失した OYDV はアブラムシによる媒介を LYSV に依存していることが示唆されており，実477 

際，LYSVの検出数に比較してOYDVの検出は少なかった． 478 

 LYSVと OYDVは種球由来の伝搬のほか，アブラムシで媒介され広く蔓延することから，今後479 

ウイルスフリー球の導入を進めていく場合には，種苗増殖の際に再感染を防ぐことは困難である．480 

従って，防虫ネットによる隔離などを徹底していくことが必要と考えられる． 481 

 allexivirusについては，Yoshidaら（2018）がりん球からすでに検出し，garlic virus A，garlic virus B ，482 

garlic virus C， garlic virus D の 4種を明らかにしていたが，本研究でも栽培にんにくから同様に検483 
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出し，道内での分布を明らかにした．興味深いのは，地域によって，種に偏りがみられていたこ484 

とである．種球は道外から持ち込まれることが多いが，地域によって供給元となる種苗会社は同485 

じではなく，当然異なったルートで供給されている．おそらくは，allexivirusに感染した種球の由486 

来の発生状況が大きく影響しているのではないかと推測される．また，allexivirusの媒介は種球に487 

よる伝搬のほかに，チューリップサビダニによって媒介することが知られている．本研究での調488 

査と並行してチューリップサビダニの発生調査も行っているところであるが，2022 年現在もそ489 

の発生自体を確認できていない（未発表）．少なくとも，allexivirusの道内の発生はチューリップ490 

サビダニの道内での蔓延によるものでは無いと考えられる． 491 

 492 

 493 

 494 

 495 

 496 

 497 

 498 

 499 

 500 

 501 

 502 

 503 

 504 
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5. 第 2章 北海道で確認したLYSV S型の分子系統解析と宿主への適応について 505 

5.  1. 背景 506 

 第 1章でニンニクから N型と混合感染した形で検出された LYSV S型について，十勝管内でも507 

同様に N 型と S 型が混合感染した事例も認められた．これら北海道では優占種ではない S 型に508 

ついて，分子系統学的解析を行った．また，アブラムシによる接種試験を行い，タマネギがリザ509 

ーバーとなる可能性を検討した．さらに，S 型についてタマネギや野生のネギ属植物からの検出510 

を試み，宿主範囲を調査した．最後に，S 型が持つ欠失のある P1 タンパク質の511 

RNAサイレンシング活性について解析した． 512 

 513 

5.  2．第 1節 北海道におけるLYSV-NおよびLYSV-Sのニンニクへの混合感染について 514 

5.  2.  1．材料と方法 515 

5.  2.  1.  1．植物 516 

ここで用いる北海道産ニンニクは，福地ホワイト系（FW）に由来する．第 1 章での調査で得517 

られたオホーツク産と 2019年および 2020年にウイルスフリー球を導入した圃場で調査した十勝518 

産を用いた． 519 

 520 

5.  2.  1.  2．全RNAの抽出 521 

TRIzol Reagent（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて，ニンニクの葉から全522 

RNAを抽出した．必要に応じて， NucleoSpin RNA （タカラバイオ株式会社 ）を用いてカラムを523 

通してさらに精製した． 524 

 525 
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5.  2.  1.  3．RT-PCR  526 

RT-PCRは 1ステップまたは 2ステップとした．2ステップの場合，まず AMV逆転写酵素（株527 

式会社ニッポン・ジーン）を用いて cDNAを合成した．次に，cDNAの配列をTakara Ex Taq （タ528 

カラバイオ株式会社)で増幅した．1ステップRT-PCRには，Takara One Step RNA PCR kit (AMV) 529 

（タカラバイオ株式会社）を使用した．Nested-PCRでは，1回目の PCR反応混合物 1μLを 2回目530 

の PCR反応液に添加した．全ての PCR は，製造元の仕様に従って行った．第 2 章で用いる全て531 

のプライマー配列をTable  8に示した．  532 

 533 

 534 

 535 

 536 

 537 

 538 

 539 

 540 

 541 

 542 

 543 

 544 

 545 

 546 
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5.  2.  2．結果 568 

第 1章で得られたオホーツク地方の分離株の他に，十勝地方の FWニンニクから LYSVの分離569 

株を確認し，低頻度ではあるが LYSV-N と LYSV-Sの混合感染を複数検出した（Fig.．6）．十勝570 

管内では，近年 FWのウイルスフリーのニンニク種苗が生産者に配布されている．配布する種苗571 

の数とサイズを確保するため，通常では種苗は圃場で 2年以上栽培されるが，その 2年間にアブ572 

ラムシによって再びウイルスに感染することが多く，完全にウイルスフリーの種苗を作ることは573 

隔離しない限り不可能である．2019 年と 2020 年に十勝管内のウイルスフリーのニンニク種苗の574 

供給を受けている同じ圃場で LYSV の感染を調査した結果，2019 年は調査した 40 個体のうち 3575 

つの混合感染が検出された．しかし，2020 年には，毎年ウイルスフリーの種苗が流通するため576 

か，同じ圃場で調査した 60 個体中，混合感染は検出されず（Table 9），2020 年には周辺に577 

LYSV-S感染源植物が存在しなくなったことが示唆された． 578 
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5.  2.  3．考察 631 

北海道で分離された LYSVのほとんどが N型の P1を持っていたことから，北海道のニンニク632 

に感染している LYSV は，LYSV-N が主体となっていると考えられた．それに対して，LYSV-S633 

は単独では検出することができず，オホーツク地方および十勝地方において LYSV-S は LYSV-N634 

混合感染していると考えられる事例がわずかに認められた．十勝地方のウイルスフリー種苗の供635 

給を受けている圃場では年次によって検出の有無に違いがあること，道内での検出自体もわずか636 

であることから，圃場内で定着や蔓延しているとは考えにくい．何らかの LYSV-S 感染源植物が637 

持ち込まれるか，あるいは周辺に存在し，アブラムシにより伝搬されて感染した可能性が推測さ638 

れた．LYSV についてさらに解析を進めるため，分子系統解析を実施し，さらにタマネギへのア639 

ブラムシ伝搬試験や野生のネギ属植物からの検出を実施することとした．  640 

 641 

 642 

 643 

 644 

 645 

 646 

 647 

 648 

 649 

 650 

 651 



32 

 

5.  3．第 2節 北海道分離LYSV-NおよびLYSV-Sの分子系統解析 652 

5.  3.  1．材料と方法 653 

5.  3.  1.  1．植物 654 

これまでに得られた，オホーツク産および十勝産ニンニク由来の LYSV-Nと LYSV-Sと比較す655 

るため，沖縄産，アメリカ産，中国産のニンニクおよびラッキョウ（Allium chinense）を供試した．656 

アメリカ産ニンニク，中国産ニンニク，ラッキョウは市場で購入した． 657 

 658 

5.  3.  1.  2．全RNAの抽出 659 

TRIzol Reagent（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて，ニンニクの葉から全660 

RNAを抽出した．必要に応じて， NucleoSpin RNA （タカラバイオ株式会社 ）を用いてカラムを661 

通してさらに精製した． 662 

 663 

5.  3.  1.  3．RT-PCR  664 

RT-PCRは 1ステップまたは 2ステップとした．2ステップの場合，まず AMV逆転写酵素（株665 

式会社ニッポン・ジーン）を用いて cDNAを合成した．次に，cDNAの配列をTakara Ex Taq （タ666 

カラバイオ株式会社)で増幅した．1ステップRT-PCRには，Takara One Step RNA PCR kit (AMV) 667 

（タカラバイオ株式会社）を使用した．全ての PCR は，製造元の仕様に従って行った．プライ668 

マー配列はTable  8に示した．  669 

 670 

5.  3.  1.  4．系統解析 671 
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LYSV の P1 領域の塩基配列と GenBank の塩基配列を用い，OYDV の 2 つの分離株（GenBank 672 

accessions, KJ451436 および NC_005029）をアウトグループとして解析を行った．アライメントは，673 

アミノ酸配列により，ソフトウェアmafft v7.429 （Katoh and Standley,  2013）を用いて作成した．系674 

統樹の再構築の前に，ソフトウェア RDP5（Martin et al., 2021）を用いて組換え解析を行い，配列675 

中に組換え部位を含む可能性のある分離株はすべて廃棄した．系統樹は MrBayes v3.2.7（Ronquist 676 

and Huelsenbeck, 2003）の Bayes 法を用いて，ガンマ分布の部位間速度変動と不変部位の割合を持677 

つ一般的な時間可逆モデルの下で推論された．マルコフ連鎖モンテカルロ法によるサンプリング678 

は 3,000,000 回の繰り返しで行われ，3,000 ステップごとにサンプリングを行った．最初の 25%の679 

サンプルはバーンインとして廃棄された．得られた合意樹は，Rパッケージの ggtree（Yu et al.，680 

2017）を用いて可視化した．遺伝的分化は分子分散分析（AMOVA）を用いて分析し，ヌクレオ681 

チド多様性はソフトウェア Arlequin v3.5.2（Excoffier and Lischer, 2010）を用いて算出した．P1領域682 

にわたるヌクレオチドの類似性は，ソフトウェアSimPlot v3.5.1（Lole et al., 1999）を用いて分析し683 

た．LYSV チュニジア分離株 2.1 （MH890561）をクエリー配列として用いた．類似度は Kimura684 

（2パラメータ）モデルで推定し，100 ntのウィンドウサイズと 10 ntのステップサイズでクエリ685 

ーに対してプロットした．Brazil+Tunisia clade（KP236097，KP236101，KP236102，KP236103， 686 

MH890559） と China+Japan clade（AB636327，MN059500，MN059520，MN059534，MN059543）か687 

ら 5株が組み入れられた．また，LYSV-Nと LYSV-Sの代表株として，本研究で P1塩基配列が決688 

定された株も含まれる． 689 

 690 

5.  3.  2．結果 691 
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オホーツク地方の混合感染ニンニクから LYSVの N型（オホーツク N）と S型（オホーツク S）692 

の両方のウイルス RNAを含む全 RNAを分離し，P1遺伝子を PCRで増幅した後，塩基配列を決693 

定した（LYSV の模式図を Fig. 7 に示す）．また，日本の他の地域（沖縄）で栽培されたニンニ694 

クおよび輸入ニンニク（アメリカおよび中国産）から分離した LYSV-N および LYSV-S（それぞ695 

れ N 型 P1 および S 型 P1）の P1 遺伝子の塩基配列を決定した．そして，これらの配列と696 

GenBankデータベース上の多数のP1遺伝子の配列を用い，系統樹を作成した （Fig．8）．Fig.．9697 

に，関係する部分にフォーカスするため，いくつかのクレードを折りたたみ，簡略化した系統樹698 

を示した．この系統樹では，オホーツク産ニンニクの混合感染に由来する N 型 P1（オホーツク699 

N）と S型 P1（オホーツク S）は明らかに異なるグループに配置されており，S型 P1は LYSV-N700 

と LYSV-Sの混合感染の N型 P1には由来していないことが分かった．次に，N型 P1と S型 P1701 

の P1配列の集団変異をAMOVAで調べたところ，この 2つの型は 41.6%（P < 0.001）と有意に異702 

なることが分かった．さらに，N 型 P1（mean 0.413，SD 0.198）の塩基多様度は，S 型 P1（mean 703 

0.313，SD 0.149）よりも高いことが明らかになった．これらの結果は，S型 P1がアブラムシの媒704 

介によって外部から LYSV-N感染ニンニクに新たに持ち込まれたことを示唆している．また，系705 

統樹から，N型P1の 2つのクレード（Brazil+Tunisia クレード，China+Japan クレード）は，S型P1706 

に見られる共通の欠失はなく，様々な長さの短いストレッチの配列を有していたが，進化的に独707 

立し S型 P1と姉妹群を形成していた（Fig．8および Fig．9）．これらの結果は，異なる N型 P1708 

クレードは，P1欠失が発生する前の S型P1の祖先集団である可能性を示唆している． 709 

 710 

 711 

 712 
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Fig．7  Schematic representation of the genomic organization of  LYSV 
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Fig .  10  Similarity plot of nucleotide sequences for the P1 region of LYSV against that of N-type P1 of 
LYSV Tunisian isolate 2.1 (GenBank accession; MH890561). Nucleotide similarities were estimated 
using the Kimura (two-parameter) model, a window size of 100 nt, and a step size of 10 nt. Five P1 se-
quence from Brazil + Tunisia clade (KP236097, KP236101, KP236102, KP236103, MH890559) and 
China + Japan clade (AB636327, MN059500, MN059520, MN059534, MN059543) were included. 
New sequences from the isolates in this study were also included as representative N- and S-type P1. 
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5.  3.  3．考察 797 

北海道オホーツク地方で採取された少数のニンニクから混合感染した形で得られた LYSV-N798 

（オホーツク-N）と LYSV-S（オホーツク-S）について，両者の進化的関係を明らかにするため799 

にベイズ法による系統解析を行ったところ，LYSV-N（オホーツク-N）と LYSV-S（オホーツク-S）800 

は異なるグループに属することが樹形から示された．このことから，オホーツク-S の S 型 P1 が801 

オホーツク-NのN型P1から defective interfering RNAとして圃場で発生した可能性は低いと考えら802 

れる．また，この系統樹と集団変異検定から，Yoshida ら（2012）が以前に最尤法を用いて示し803 

たように，S型 P1が N型 P1から進化したことが示唆された．さらに，LYSV-Nが北南米やヨー804 

ロッパなど世界的に分布しているのに対し，LYSV-S はアジア諸国などより限られた地域に分布805 

しているようである．この分布から，LYSV-S は祖先の LYSV-N がアジア諸国の宿主に適応する806 

ことで出現した可能性が考えられる．また，S型 P1の塩基配列多様性が N型 P1のそれと比べて807 

低いこともこの仮説を支持している．さらに，S型 P1クレードと姉妹群にある N型 P1クレード808 

（Brazil+Tunisia クレード，China+Japan クレード）の存在は，P1 領域の欠失が起こる前の祖先の809 

LYSV-N 集団が存在したことを示唆している．さらに，これらの進化的に異なる N 型 P1 分離株810 

の S型 P1分離株に対する塩基類似度を SimPlotを用いて調べたところ，異なる N型 P1クレード811 

（Brazil+Tunisia クレード，China+Japan クレード）の分離株は，他の N型 P1分離株ではなく S型812 

P1 分離株との類似度がさらに高く，特に P1 領域の最初の核酸から 250 番の塩基位置付近が高か813 

った（ Fig．10）．Bampiら（2015）は，ブラジル LYSV分離株が LYSV-Sの祖先である可能性を814 

報告しており，我々の結果と一致している．また，チュニジア LYSV 分離株の P1 配列はブラジ815 

ル LYSV 分離株の P1 配列と姉妹関係にあることから，チュニジア LYSV 分離株も LYSV-S の祖816 

先となりうることが明らかになった（Fig．8）．  817 
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5.  4．第 3節 タマネギに対するLYSVの感染と北海道の野生のネギ属植物からのLYSV検出 818 

5.  4.  1．材料と方法 819 

5.  4.  1.  1．植物 820 

アメリカ産ニンニク，中国産ニンニク，タマネギ 7 品種（札幌黄（SY），フレッシュレッド，821 

平安型球黄，北の大地，ネオ・アース，フォーカス，貝塚早生黄）の種子は，市場で購入したも822 

のである．また， タマネギ（品種：SY）の苗は，北海道の商業販売者から購入した．野生のネ823 

ギ属植物（ノビル（Allium macrostemon），アサツキ（Allium schoenoprasum var. foliosum），ギョウジ824 

ャニンニク（Allium victorialis subsp. platyphyllum））およびラッキョウ（Allium chinense）とワケギ825 

（Allium fistulosum var. caespitosum）は，野外および市場からそれぞれ採取・購入した． 826 

 827 

5.  4.  1.  2．全RNAの抽出 828 

TRIzol Reagent（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて，ニンニクの葉から全829 

RNAを抽出した．RNA-seqには NucleoSpin RNA （タカラバイオ株式会社 ）を用いてカラムを通830 

してさらに精製した． 831 

 832 

5.  4.  1.  3．RT-PCR  833 

RT-PCRは 1ステップまたは 2ステップとした．2ステップの場合，まず AMV逆転写酵素（株834 

式会社ニッポン・ジーン）を用いて cDNAを合成した．次に，cDNAの配列をTakara Ex Taq （タ835 

カラバイオ株式会社)で増幅した．1ステップRT-PCRには，Takara One Step RNA PCR kit (AMV) 836 

（タカラバイオ株式会社）を使用した．Nested-PCRでは，1回目の PCR反応混合物 1μLを 2回目837 
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の PCR 反応液に添加した．全ての PCR は，製造元の仕様に従って行った．プライマーは，first-838 

PCRにLY-5P/LY-2M，Nested-PCRにLYSV-5-278/LYSV-3-278を用い，その配列はTable  8に示した．  839 

 840 

5.  4.  1.  4．アブラムシによる媒介試験 841 

Jayasinghe et al. （2021）の方法に若干の修正を加え，アブラムシの媒介試験を行った．モモアカ842 

アブラムシの個体は，25℃で 16時間/8時間（明/暗）のNicotiana tabacum植物上で飼育した．アブ843 

ラムシをシャーレに集め，3 時間飢餓状態とした後，LYSV-S を接種したタマネギ（接種後 14 日844 

目）に 5分間，吸汁させた．その後，12匹のアブラムシを LYSV-N接種ニンニク（アメリカ産）845 

に移し，24 時間後に農薬を散布して殺虫した（Fig．11）．接種 20 日後に LYSV の伝播を，846 

Nested-RT-PCRでチェックした．  847 

 848 

 849 

 850 

 851 

 852 

 853 

 854 

 855 

 856 

 857 

 858 
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5.  4.  2．結果 880 

すでに述べたように，LYSV はネギ属の植物に感染することが報告されているが，ニンニクと881 

ネギ以外はほとんど詳細な解析が行われていない．タマネギは感染しない品種が多いとされてい882 

るため，北海道で盛んに栽培されているタマネギに着目した．各タマネギ品種に，N 型 P1 を持883 

つ LYSV（LYSV-N USA）または S型 P1を持つ LYSV（LYSV-S China）を含む LYSVに感染した884 

ニンニク葉の汁液を機械的に接種した．接種したタマネギ 7 品種（札幌黄（SY），フレッシュ885 

レッド（FR），平安型球黄，北の大地，ネオ・アース，フォーカス，貝塚早生黄）のうち，SY886 

と FR の 2品種では，非接種葉の上部に OYDVが PCRで検出された．LYSV と OYDVの共感染887 

がアブラムシ媒介実験の結果に影響を及ぼさないように，OYDV は汁液から除去されている必888 

要がある．LYSVは接種後 30日まで継続して検出されたのは FRのみであった（Table 10）．次に，889 

LYSV-S Chinaの汁液を接種した FR植物における OYDVは接種後 2週間で検出されなくなったが，890 

LYSV は検出されたため（Table 10 および Fig．12），LYSV-S 感染 FR を接種源として LYSV-N 891 

USA 感染ニンニクに対するアブラムシによる LYSV 感染実験を行った ．その結果，ニンニクは892 

LYSV-Nと LYSV-Sの両方に低率ながら感染し（2/12）した．アブラムシによる感染で LYSV-Sは893 

タマネギに感染し，さらにニンニクへ伝染する可能性があることが実験的に示された（Fig.  13）．894 

北海道で栽培されたタマネギから LYSVを検出できるかどうかを調べるため，市販の SYタマネ895 

ギ苗を購入し，PCR法で LYSV感染の有無を検査した．検査した苗のうち 40本中 1本に Nested-896 

PCR によって LYSV-S が検出された（Fig．14）．しかし，今回の検出は Nested-PCR で検出した897 

微量なウイルスレベルであり，アブラムシの感染によってタマネギからニンニクに LYSV-S が持898 

ち込まれたとは考えにくい．北海道ではアサツキ（Allium schoenoprasum var. foliosum）やギョウジ899 

ャニンニク（Allium victorialis subsp. platyphyllum）が広く自生しており，販売や栽培も行われている．900 
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本州では，ノビル（Allium macrostemon），ワケギ （Allium fistulosum var. caespitosum），ラッキョウ 901 

（Allium chinense）が野生または栽培されている．これらの野生のネギ属植物が LYSVの保毒源と902 

なりうるかどうかを検討するため，日本各地で採取したこれらの植物について LYSVに感染して903 

いるか検出を試みた．その結果，本州ではシングル PCR（Nested-PCRなし）によりノビル，アサ904 

ツキ，ラッキョウ，ワケギ，ギョウジャニンニクなどの野生のネギ植物から LYSVが検出された．905 

しかし，北海道ではアサツキ（2地点から各 4検体）およびギョウジャニンニク（5地点から各 4906 

検体）では Single-PCRで LYSVが検出されず，アサツキ（北海道滝川産）1株から Nested-PCRで907 

LYSV-S が検出されたのみであった． 本州産のノビル，ワカメ，ラッキョウ，アサツキなどのネ908 

ギ属植物と比較して，北海道のアサツキとギョウジャニンニクで LYSVが検出されなかったのは，909 

使用した PCRプライマーに起因するのではないかと考えた．そこで，滝川産の野生のアサツキ 4910 

個体から RNA を抽出し，一括して RNA-seq に供し，すべてのウイルス配列を解析した．その結911 

果，合計 23,636,713 個のペアエンドリードが得られ，平均 Q30 は 89.6%であった．LYSV にマッ912 

ピングされたリードはなく，また他のニンニクウイルス（allexivirus，OYDV，garlic latent virus，913 

garlic common latent virus，shallot yellow stripe virus）のゲノムにマッピングされたリードも少なかった．914 

つまり，北海道の野生のネギ属植物は，これらのウイルスの保毒源にはなっていないと考えられ915 

る．一方，本州では，これらのネギ属の野生植物からシングル PCR で容易に LYSV が検出され916 

たので，ニンニクへのアブラムシ感染の保毒源となっている可能性がある． 917 

 918 

 919 

 920 

 921 
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5.  4.  3．考察 1006 

接種試験の結果から，LYSV-S はアブラムシによりタマネギに感染し，さらにニンニクへ伝染1007 

する可能性があることが実験的に示された．また，市販されていたタマネギ（品種：札幌黄）の1008 

苗から，わずかに検出することができた．しかし，ネギ属植物としては北海道で広く栽培されて1009 

いるタマネギが，ニンニクの LYSV-S の感染源となっているかという点については，今回の検出1010 

は Nested-PCR で検出した微量なウイルスレベルであり，アブラムシの感染によってタマネギか1011 

らニンニクに LYSV-S が持ち込まれたとは考えにくい．少なくとも現段階では北海道でタマネギ1012 

が LYSV の保毒源であることを特に懸念する必要はないものと思われる．しかし，LYSV-S がタ1013 

マネギで十分に高い力価を示す場合，LYSV-S 感染タマネギから LYSV-N 感染ニンニクへのアブ1014 

ラムシ感染が起こることが証明された．LYSV に非常に感受性の高いタマネギ品種を選択した場1015 

合は，タマネギからニンニクにLYSVが感染しないように注意する必要があると考えられる． 1016 

北海道では寒冷地のため 4～5 月にタマネギが植えられ，ニンニク畑の近くにタマネギが植え1017 

られることがある．LYSV は Table 10 に示すようにタマネギの一部の品種にも感染するため，ニ1018 

ンニクから LYSVを根絶するためには，タマネギへの LYSV感染の可能性を検討する必要がある1019 

かもしれない． 1020 

野生のネギ属植物からの LYSVの検出の結果，北海道ではニンニクで LYSV-Nが主に検出され1021 

るのみで野生のネギ属植物からはほとんど検出されなかった．それに対して，本州や沖縄のノビ1022 

ル，ワカメ，ラッキョウ，アサツキなどの野生のネギ属植物は LYSV-S が容易に検出され，広く1023 

分布していることがあきらかになった．北海道では野生のネギ属植物は冬に一度枯れてしまう．1024 

また，ニンニクと同じ地域で栽培されているネギ属植物としては，北海道ではタマネギの栽培面1025 

積が大きいが，道内で栽培されている主要なタマネギ品種に LYSVは感染することができない．1026 
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一方， 本州や沖縄では冬でも栽培されている作物があり，ニンニク畑の周辺では野生のネギ属1027 

植物も繁茂していることから，周年でLYSV-S感染植物が広く存在していると思われる． 1028 

以上のことから，北海道で検出された LYSV-Nと LYSV-Sの混合感染は，道内のタマネギや野1029 

生のネギ属植物などが伝染源とはなっておらず，LYSV-N の感染集団に外部から LYSV-S が持ち1030 

込まれたためであると考えられる．例えば，ニンニク生産者が本州，あるいは海外から LYSV-S1031 

に感染したニンニクなどを持ち込んで，北海道で栽培していたことなどが推測される．  1032 

 1033 

 1034 

 1035 

 1036 

 1037 

 1038 

 1039 

 1040 

 1041 

 1042 

 1043 

 1044 

 1045 

 1046 

 1047 
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5.  5．第 4節 LYSV S型P1のRNAサイレンシングサプレッサー活性 1048 

5.  5.  1．材料と方法 1049 

5.  5.  1.  1．RNAサイレンシングサプレッサーアッセイ 1050 

RNAサイレンシングサプレッサー（RSS）活性は，Kimら（2020），Shimuraら（2022）の方法1051 

により解析した．HC-Proおよび FLAGタグ付き P1タンパク質をコードする DNA断片を XbaIお1052 

よび SacI サイト間で pBE2113 プラスミドにクローニングし，それらの各プラスミドでアグロバ1053 

クテリウムを形質転換させた．各菌体培養物の濃度は，N. benthamiana を用いたアッセイでは1054 

OD600=1.0 に，タマネギを用いたアッセイでは 0.2 に調整した．次に，N.benthamiana の葉またはタ1055 

マネギの表皮に，緑色蛍光タンパク質（GFP）コンストラクト，P1 および HC-Pro のコンストラ1056 

クト（1：1：1 比）の混合細菌懸濁液を処理した．GFP 蛍光は，N.benthamiana ではアグロインフ1057 

ィルトレーション後 5日目（dpa），タマネギでは 2 dpa に UV光下で評価した．タマネギ表皮の1058 

GFP蛍光強度は，LAS AF（Leica）を用いて定量した．P1の発現を確認するために，P1コンスト1059 

ラクトを有するアグロバクテリウムインフィルトレーションした N. benthamiana 葉組織の全タン1060 

パク質抽出物を 10％SDS-PAGEで分離し，抗 FLAGモノクローナル抗体を用いたウェスタンブロ1061 

ット分析によりP1-FLAGを検出した． 1062 

 1063 

5.  5.  1.  2．全RNAの抽出 1064 

TRIzol Reagent（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて，ニンニクの葉から全1065 

RNAを抽出した．必要に応じて， NucleoSpin RNA （タカラバイオ株式会社 ）を用いてカラムを1066 

通してさらに精製した． 1067 

 1068 
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5.  5.  1.  3．RT-PCR  1069 

RT-PCRは 1ステップまたは 2ステップとした．2ステップの場合，まず AMV逆転写酵素（株1070 

式会社ニッポン・ジーン）を用いて cDNAを合成した．次に，cDNAの配列をTakara Ex Taq （タ1071 

カラバイオ株式会社)で増幅した．1ステップRT-PCRには，Takara One Step RNA PCR kit (AMV) 1072 

（タカラバイオ株式会社）を使用した．Nested-PCRでは，1回目の PCR反応混合物 1μLを 2回目1073 

の PCR 反応液に添加した．全ての PCR は，製造元の仕様に従って行った．プライマー配列は1074 

Table  8に示した．  1075 

 1076 

5.  5.  2．結果 1077 

potyvirusの P1は，HC-Proの RSS活性を促進することが報告されているが，P1自体が RSS活性1078 

を有するという報告はない．LYSVは長さの異なる N型と S型の P1を持つため，まず P1自体が1079 

本当に RSS活性を持たないのか，N型と S型の P1がそれぞれ HC-Proの RSS活性を促進できるの1080 

かについて解析した．LYSV の RSS 能力は主に HC-Pro によって決定されると考えられているが，1081 

もし P1 の HC-Pro 補助活性が N 型と S 型で異なるなら，P1 の欠失はかなり重要だと考えられた． 1082 

まず，N. benthamiana のアグロインフィルトレーションを用いた従来法の RSS 活性を測定した．1083 

HC-Proは強い RSS活性を持ち，LYSV-S由来の HC-Pro（O-HC）の N. benthamianaにおける活性は，1084 

LYSV-N由来の HC-Pro（K-HC）のそれよりも弱かった（Fig．15A）．一方，N型 P1や S型 P1は，1085 

他の potyvirusの P1 と同様に RSS 活性をほとんど持たないか，持っていても極めて弱いことがわ1086 

かった（Fig．16A）．P1 と K-HC を共発現させた場合，P1 を含まない 2 つのパッチは K-HC の1087 

RSS活性によって同程度の GFP強度で観察されると想像されるが，実際に S型 P1を用いたアグ1088 
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ロフィルトレーションパッチは N型 P1を用いたパッチよりもやや強い GFP強度を持つことを示1089 

した（Fig．16B）． 1090 

したがって，N. benthamianaでは N型 P1も S型 P1も RSS活性がほとんどないことを考えると，1091 

S型 P1は N型 P1よりも強く HC-Proの RSS活性を促進しているように思われた．同様に，O-HC1092 

を S型 P1と共発現させても，RSS活性はわずかに上昇した（Fig．17）．N. benthamianaにおける1093 

P1タンパク質の発現は，ウェスタンブロット解析により確認した（Fig．18）． 1094 

次に，タマネギを用いた同様のアグロインフィルトレーションアッセイを行ったが，その理1095 

由は 2つある．1つ目は，これまでの研究から，ウイルスタンパク質の RSS活性を検出するため1096 

には，可能であれば宿主または近縁の植物を用いることが必要と考えた（Kim et al, 2020 ; Shimura 1097 

et al, 2022）．次に，Shanら（2018）の報告から，S型 P1が N型 P1から進化した可能性があると1098 

考えた．彼らは，plum pox virusの P1の N末端部分をトリミングすることで，ウイルスの複製能1099 

力が高まり，非宿主植物（キュウリ）に感染できるようになったことを報告している．そこで，1100 

別のアッセイ植物を用いて，異なる RSS 活性を検出できないかと考えた．タマネギを用いたア1101 

グロインフィルトレーションアッセイの結果，HC-Pro は N. benthamiana で示されたように強い1102 

RSS 活性を示した（Fig．15B，15C）．一方，予想に反して，タマネギの表皮細胞では，P1 が単1103 

独で強い RSS活性を持ち，S型 P1は N型 P1よりもかなり強い活性を示した（Fig．16C，16D）．1104 

P1と HC-Proを共発現させた場合，相加的あるいは相乗的な RSS活性はほとんど観察されず，タ1105 

マネギにおけるP1単独の活性と同程度であった． 1106 

 1107 

 1108 

 1109 
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 1110 

 1111 

 1112 

 1113 

 1114 

 1115 

 1116 

 1117 

 1118 

 1119 

 1120 

 1121 

 1122 

 1123 

 1124 

 1125 

 1126 

 1127 

 1128 

 1129 

 1130 

Fig. 15 RNA silencing suppressor activity of LYSV HC-Pro  (K-HC derived from LYSV-N; O-HC from LYSV-S) . 
(A) RSS activity of HC-Pro in Agrobacterium-infiltrated leaves of N. benthamiana. Two HC-Pro proteins  (K-HC and 
O-HC) were tested.  HC-Pro proteins from LYSV, OYDV or tobacco etch virus  (TEV) were co-expressed with GFP 
in agroinfiltrated leaves. RSS activity of the HC-Pros was assessed by comparing the intensity of GFP at 5 days post 
agroinfiltration  (dpa). N-terminal-truncated HC-Pro from OYDV that lacks RSS activity  (Kim et al., 2020) and GUS 
were used as negative controls. TEV HC-Pro was included as a positive control.  (B, C) RSS activity of HC-Pro in on-
ion epidermis at 3 dpa. HC-Pro proteins were co-expressed with GFP in onion epidermal tissues after agroinfiltration. 
GFP images of three different onion scales  (Scale 1 to 3) are shown.  (C) Mean fold-change in GFP intensity in onion 
tissues when the value of GUS was set to 1.0. GFP intensity was calculated by LAS AF software  (Leica). Fold-chang-
e values were log-transformed then compared using Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05). Different letters abo-
ve bars indicate a significant difference. 
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 1131 

 1132 

 1133 

 1134 

 1135 

 1136 

 1137 

 1138 

 1139 

 1140 

 1141 

 1142 

 1143 

 1144 

 1145 

 1146 

 1147 

 1148 

 1149 

 1150 

 1151 

Fig. 16   RNA silencing suppressor activity of  LYSV P1 protein  (S-Type and N-Type).  (A) RSS activity of  

P1 proteins in Agrobacterium-infiltrated N. benthamiana leaves. Either N- or S-type P1 was co-expressed with 

GFP in leaves transfected by agroinfiltration. The RSS activity was assessed by comparing GFP intensity at 5 

dpa. GUS was used as a negative control.  (B) Effect of co-expression of P1 and HC-Pro on RSS activity at 5 d-

pa. HC-Pro from LYSV-N (K-HC) was co-expressed with P1 and GFP after agroinfiltration. GUS was used a-

s a negative control.  (C) RSS activity of P1 in agrobacterium-infiltrated onion epidermal tissues at 3 dpa. P1  an-

d GFP were co-expressed with or without K-HC in onion tissues by agroinfiltration. GFP images of four differ-

ent onion scales  (Scale 1 to 4) are shown.   (D) Mean fold-change in GFP intensity in onion tissues when the va-

lue of GUS was set to 1.0. GFP intensity was calculated by LAS AF software  (Leica). Fold-change values wer-

e log-transformed then compared using Tukey’s multiple comparison test (P < 0.05). Different letters above ba-

rs ind-icate a significant difference. 
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Fig. 17 RSS activity of   LYSV P1 proteins  (N-Type and S-Type)  in the presence 

of LYSV-S-derived HC-Pro  (O-HC).  N. benthamiana leaves were coinfiltrated with 

Agrobacterium suspensions carrying GFP, O-HC and P1 at the same ratio  (OD
600 

=  

0.6). GUS was used as a negative control. Image with GFP fluorescence was taken at 

5 days post agroinfiltration. 
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Fig. 18  LYSV P1 (N- and S-type) expression in leaves of  N. benthamiana infiltrated 

with Agrobacterium containing the P1 constructs. Total proteins were extracted from 

agroinfiltrated patches in Fig. 15A, and FLAG-tagged P1 proteins    (N- and S-type) w-

ere detected by western blots using anti-FLAG monoclonal antibody. GUS indicates t-

he control infiltrated with Agrobacterium containing plasmid pBE2113. CBB staining 

of Rubisco large subunit is shown as a loading control. 
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5.  5.  3．考察 1194 

potyvirusの P1は，HC-Proの RSS活性を促進することはあっても，それ自体に RSS活性がある1195 

とは，これまで考えられていなかった．しかし，N. benthamiana の代わりにタマネギをアッセイ1196 

植物として RSS活性を調べたところ，P1は明らかな RSS活性を持っていた（Fig．16C，16D）．1197 

このとき，N 末端側半分を欠失した P1（S型 P1）は，HC-Proと同等の RSS 活性を有していた．1198 

実は，Shan ら（2018）は以前，PPV の P1 の C 末端半分に融合した HC-Pro が Cucumis sativus で1199 

RSS活性を持つことを報告しており，完全な P1に融合した HC-Proは RSS活性を持たないことが1200 

分かっている．この実験では，HC-Proだけでなく，短い P1部分にも独自の RSS活性があったこ1201 

とが考えられる．さらに，P1 の N 末端半分を切り詰めると，PPV の非宿主であるキュウリに感1202 

染できることが示され，P1 が potyvirus の宿主範囲を決定する重要な役割を担っていることが示1203 

唆された．ウイルスのRSSは，ウイルスが宿主を交代する際に重要な役割を果たす（Shimura et al, 1204 

2022）．potyvirusでは，HC-Proに加えて P1も RSSとして機能することから，必要に応じて P1が1205 

N 末端をトリミングすることで，新たな RSS 活性を発揮することが示唆され，この新規 RSS の1206 

活性化が potyvirusの宿主適応の駆動力となっている可能性が考えられた． 1207 

P1の N末端をトリミングするとウイルス宿主適応に大きく影響するという Shanら（2018）の1208 

知見は，あくまで実験的な実証であった．一方，我々の結果は，LYSV の野外分離株の P1 を解1209 

析して得られたものであり，Shanら（2018）による仮説を証明するものであった．第 2節で示し1210 

たように，北海道では LYSV-Nのみが観察され，P1が欠失した LYSV-Sは本州や沖縄に広く分布1211 

している．本州や沖縄の LYSV-Sは， P1が RSS活性を持つ S型であるため，異なる植物に素早1212 

く適応し，多くのネギ属植物に感染している可能性がある．この考えを支持する良い観察結果が1213 

一つある．沖縄ではニンニクとラッキョウ（Allium chinense）が同じ時期，同じ地域で栽培されて1214 
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いるので，ラッキョウがLYSVに感染しているかについて調査したところ，Fig．8 と Fig．9の系1215 

統樹に示すように，ラッキョウから分離した LYSVは沖縄のニンニクから分離した LYSVと同一1216 

であることが判明し，ニンニク由来の LYSVはラッキョウにも感染し，逆にラッキョウはニンニ1217 

ク由来のLYSVにも感染する可能性が示唆された．  1218 

 1219 

 1220 

 1221 

 1222 

 1223 

 1224 

 1225 

 1226 

 1227 

 1228 

 1229 

 1230 

 1231 

 1232 

 1233 

 1234 

 1235 



60 

 

6. 総合考察 1236 

 北海道におけるニンニクの栽培は，2010 年頃までは栽培自体が非常に少なく，ウイルスの存1237 

在こそ知られていたが，その種類については不明な部分が多く，栽培期間中の発生状況の調査な1238 

どはこれまで行われてこなかった．2013 年以降は栽培面積が年々増加してはいるが，国内の主1239 

産地である青森県から入手した種球に頼らざるを得ず，しかも本来は種球用に増殖されたもので1240 

はない種が使われているのが現状である．ウイルスフリー化によりニンニクの収量が大幅に増加1241 

することは知られているが，生産現場では十分理解されているとは言えず，またウイルスによる1242 

モザイク症状は生理障害と認識されているというのが現状であった．北海道のニンニクの収量性1243 

は青森県の 6 割程度（農林水産省 野菜生産出荷統計，2021）という現状を打破するため，生産1244 

団体が自らウイルスフリー種苗の生産を行って，各生産者へ供給する取り組みが十勝地方などで1245 

進められている． 1246 

 本研究では，これまで明らかではなかった北海道内のニンニク栽培の現場で発生しているニン1247 

ニクのウイルスを明らかにした．ウイルスフリー種球を安定して生産するためには，これらのウ1248 

イルスの検査体制が不可欠である．本試験で明らかにしたウイルスとその遺伝子配列情報を元に1249 

北大，ホクサン（株），（地独）北海道総合研究機構による共同研究で実施している FITC-before 1250 

Array 法による新たな検出法の開発を進めている（古田ら，2022）．また，ニンニクのウイルス1251 

フリー種苗供給がなかなか進まなかった理由の一つには，ウイルスの除去にかかる労力的，経済1252 

的なコストに難しさがあった．上記の新規検出技術の導入やアスコルビン酸ナトリウムなどを利1253 

用したウイルスフリー化の効率化 （志村ら，2016）の普及により，種苗の供給が促進されるこ1254 

とを期待したい．また，allexivirusの発生を明らかにしたが，前述のとおり現在の道内の種球の多1255 

くは allexivirus の発生が問題となっている青森県の生産物に依存していることから，当初からそ1256 
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の蔓延が危惧されていたところである．幸い，同ウイルスの媒介虫であるチューリップサビダニ1257 

は道内に定着するには至ってはいないようであるが，種球の移入が続く限りチューリップサビダ1258 

ニが侵入・定着するリスクは高いと考えられ，今後も十分な警戒が必要と考えられる．  1259 

 LYSV について，S 型の LYSV が一部のタマネギ品種を含むネギ属植物に広く感染することが1260 

明らかになった．ニンニクは，さび病などネギ属に共通する病害が知られており，青森県ではネ1261 

ギとニンニク間でさび病菌が互いに伝染源となっていることが知られている．北海道内にはタマ1262 

ネギの大産地があるため，地域によっては以前よりタマネギとニンニクの生産者を意図的に分け1263 

て隣接して栽培されないように配慮しているケースもある．LYSV は，現在北海道で栽培されて1264 

いるタマネギ主力品種には感染しにくいと考えられるので，直ちに何らかの取り組みが必要な状1265 

況では無い．しかし，道内には野生のアサツキをはじめとするネギ属植物が存在ている．また，1266 

特に近年の温暖化やビニールハウスの強度や除雪能力が向上していることから，道内でも越冬ハ1267 

ウスでアブラムシを含め越年することも珍しくない状況にあり，今後も警戒は必要と考えられる． 1268 

 OYDV について，HC-Pro 領域の一部が欠失している株がすでに圃場レベルで優先種になって1269 

いることが明らかになった．Kim ら（2020）は，短い HC-Proは通常の長い HC-Proに比べて RSS1270 

活性が低下しており，LYSV との混合感染を利用して生存している可能性を示唆している．さら1271 

に Jayasinghe ら（2021）は，短いHC-Pro をもつOYDVは，LYSVと同時感染した場合のみアブラ1272 

ムシにより感染することを確認している．以前より，病害虫診断でニンニクからウイルスを検出1273 

した場合に，LYSV より OYDV の検出率が低いことは経験していたが，今回の圃場からの1274 

OYDV の検出数でも同様で，実際に OYDV が LYSV との混合感染を利用する形で生存している1275 

ことを示している．また，RSS 活性が低下しているとすると，ニンニクにおけるその病徴は緩和1276 
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されることになり，病徴によるウイルス感染株の抜き取りの際には判別しにくくなることから，1277 

その点では問題となる． 1278 

今後の課題としては，北海道のニンニクのウイルスについての知見を，道内のニンニク生産振1279 

興にどのように役立てるか，ウイルスフリー球による栽培体系を普及させていくかがあげられる．  1280 

先に述べた FITC-before Array 法のニンニクのウイルス検査キットの利用・普及については，ホク1281 

サン（株）による事業化で対応する予定である．現地圃場へ赴いた車内で実施も可能な検出方法1282 

となっており，ウイルスフリー化のチェックはもちろんのこと，現地での抜き取りの確認などに1283 

も活用できる方法として普及を目指している． 1284 

ニンニクのウイルスフリー化については，ホクサン（株）や赤平オーキッド（株）などが事業1285 

として取り組みを進めている．ウイルスフリー球の栽培体系については，十勝管内の JA 十勝清1286 

水は JA池田および JA足寄とのニンニクの広域生産体制をとり，（株）植物育種研究所，赤平オ1287 

ーキッド（株），タイのバイテク企業らとプロジェクトチームをつくり，清水町内に「にんにく1288 

ファクトリー」を設置し，隔離施設でウイルスフリー球の生産を進めている（石井，2022）．ま1289 

た，JA ところでは，「ところピンクにんにく」を地理的表示（GI）保護制度へ 2022 年 3 月に登1290 

録し，今後はウイルスフリー化に取り組むことを公表している（川上，2022）．他にも空知と十1291 

勝管内の大規模生産法人で同様の取り組みが進められている．このように北海道におけるニンニ1292 

ク生産への動きは様々な形で進んでいる．いずれもウイルスフリー種苗の利用を前提に生産が進1293 

められており，にんにくのウイルス対策の必要性が生産現場にも浸透してきたと考えている． 1294 

 ウイルスフリー球の利用より，allexivirusは媒介虫であるチューリップサビダニは道内で定着は1295 

していないことから，種球から同ウイルスを除去できれば将来的には駆除できると考えられる．1296 

しかし，当面は種球消毒などによるチューリップサビダニ対策は実施する必要があるだろう．1297 
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LYSV については，ウイルスフリー種苗をそのまま栽培するだけでは，既存のニンニク圃場から1298 

アブラムシによる伝搬によって再度感染してしまう．北大，ホクサン（株），（地独）北海道総1299 

合研究機構の共同研究における試験では年 30％程度の再感染率を示していたことから（未発1300 

表），数年の栽培で 100％の感染になると推定されている．ウイルスフリーの栽培体系において1301 

は採種まではアブラムシ用の防虫ネットによる被覆が必須と考えている．将来，栽培面積がさら1302 

に拡大した場合には，ジャガイモやナガイモで行われている距離的な隔離による集団採種などの1303 

手法を取り入れる必要がある．OYDV は北海道では多くの場合，LYSV に依存する形でニンニク1304 

間において伝搬していると考えられることから，同様の対策で十分と考えられる．我々が進めて1305 

いるニンニクの栽培体系のモデルを Fig. 19に示した． 1306 

 本研究の結果は，ニンニクのウイルス感染に関する疫学的・分子生物学的解析として重要な情1307 

報になるとともに，北海道におけるニンニクの生産振興の一助になると考えられる． 1308 

 1309 

 1310 

 1311 

 1312 

 1313 

 1314 

 1315 

 1316 

 1317 

 1318 

Fig. 19 Cultivation system with virus-free seed management  



64 

 

摘  要 1319 

1）北海道に発生するニンニクのモザイク症状や黄色条斑症状からウイルスを検出し，leek yellow 1320 

stripe virus （LYSV），onion yellow dwarf virus （OYDV），allexivirusを検出した．これらのウイルス1321 

が道内のニンニク栽培圃場で広く蔓延していることが明らかになった． 1322 

 1323 

2）北海道おけるニンニクのウイルスの優占種は LYSV であり，次いで OYDV，allexivirus の順で1324 

あった．LYSVの P1遺伝子は N型タイプが優占種であったが，わずかながら N型と S型の混合1325 

感染が認められた．OYDV は HC-Pro 領域に欠失のあるタイプが圃場でも優先していた．1326 

Allexivirusについては，garlic virus A，garlic virus B ，garlic virus C， garlic virus Dの感染を明らかにし，1327 

道内での地理的分布を明らかにした． 1328 

 1329 

3）北海道で分離した LYSV-N（オホーツク-N）と LYSV-S（オホーツク-S）の系統進化学的解析1330 

を行った結果，これらは異なるグループに属することが示された．また，この系統樹と集団変異1331 

検定から，S型P1がN型 P1から進化したことが示唆された．  1332 

 1333 

4）LYSV-Sはタマネギ感染し，そのタマネギから LYSV-N感染ニンニクへのアブラムシ感染が起1334 

こることを明らかにした． 1335 

 1336 

5）北海道のネギ属の野生植物からは，LYSV の検出例はごくわずかで，これらがウイルスの保1337 

毒源にはならないと考えられた．しかし，本州産のネギ属の野生植物からは容易に LYSVが検出1338 

され，これらは保毒源となる可能性があると考えられた． 1339 
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  1340 

6）LYSV-S の P1は，HC-Proと同等の RNAサイレンシングサプレッサー（RSS）活性を有してい1341 

た．HC-Pro だけでなく，短い P1 部分にも独自の RSS 活性があった P1 は短くなることによって1342 

RSS活性を強くし，これを原動力としてウイルスは宿主範囲を拡大できるようになると考えた．  1343 

 1344 

 1345 

 1346 

 1347 

 1348 

 1349 

 1350 

 1351 

 1352 

 1353 

 1354 

 1355 

 1356 

 1357 

 1358 

 1359 

 1360 
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Summary 1361 

 1362 

Epidemiological and Molecular Biological Analysis of Viral Infection of Garlic Grown in Hokkaido, Japan 1363 

 1364 

Jun Sasaki 1365 

 1366 

 In this study, we conducted field surveys in the major production areas on Hokkaido in 2019-2020 to identify viruses 1367 

in garlic, and to invertiget infections of leek yellow stripe virus (LYSV), onion yellow dwarf virus  (OYDV) and 1368 

allexiviruses. Molecular phylogenetic analysis, was conducted to characterize LYSV isolates.  In addition, the 1369 

infectivity of  LYSV to several allium plants was studied.  Finally,  RNA silencing suppressor activity of the P1 of the 1370 

S-type  was analyzed. 1371 

 1372 

Ⅰ. Garlic mosaic disease in Hokkaido, Japan: symptoms and geographic distribution 1373 

 We confirmed the occurrence of garlic viruses in Hokkaido (2019-2020) in most of the fields,  where we observed 1374 

mosaic symptoms,  yellow streak spots and leaf deformities.  The most common virus detected was LYSV,  and in 1375 

most cases, only type N was detected.  In only two samples, we found mixed infection of  type N and type S.  OYDV 1376 

was the second abundant virus,  but the N-terminal region of the HC-Pro was deleted in most of isolates analyzed.  1377 

Allexiviruses were detected for the first time in the fields of Hokkaido suggesting that they are already widely 1378 

distributed in the area.  They were identified as garlic virus A,  garlic virus B,  garlic virus C,  or  garlic virus D. 1379 

 1380 

Ⅱ. Molecular phylogenetic analysis of LYSV S-type identified in Hokkaido and its adaptation to the host 1381 
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  LYSV N- and S- type P1 sequences were present in the same plant and that they belong to different evolutionary 1382 

phylogenetic groups. To investigate how LYSV with S-type P1 (LYSV-S) could have invaded LYSV with N-type P1  1383 

(LYSV-N)-infected garlic, we examined wild Allium spp. plants in Hokkaido and found that LYSV was almost  1384 

undetectable. On the other hand, in Honshu, LYSV-S was detected with a high frequency in Allium spp. other than  1385 

garlic, suggesting that the LYSV-S can infect a wider host range of Allium spp. compared to LYSV-N. Because the P1  1386 

proteins of potyviruses have been reported to promote RNA silencing suppressor (RSS) activity of HC-Pro proteins,  1387 

we analyzed whether the same was true for P1 of LYSV. In onion, contrary to expectation, the P1 protein itself had  1388 

RSS activity. Moreover, the RSS activity of S-type P1 was considerably stronger than that of N-type P1, suggesting  1389 

that LYSV P1 may be able to enhance its RSS activity when the deletion is in the N-terminal half and that acquiring S- 1390 

type P1 may have enabled LYSV to expand its host range. 1391 

 1392 

 1393 

 1394 

 1395 

 1396 

 1397 

 1398 

 1399 

 1400 

 1401 

 1402 
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