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はじめに

　一般に,輸入隔離栽培検疫中に発見されるアマリリス

のウイルス病は,Cucumber Mosaic Virus（CMV）と

Hippeastrum Mosaic Virus（HMV）である。例えば,

1964年から,67年まで当所大和隔離圃場でアマリリスを

3,057株隔離検疫して,CMVを57株,HMVを697株

発見している。このうち,HMVはBRANTS and VAN
DEN HEUVEL（1965）がオランダで,ついでわが国では

岩木（1967）が,CMVについてはSTOUFFER（1963）,

KAHN and SCOTT（1964）およびわが国では小室（1960）

がそれぞれ報告している。この両ウイルスのアマリリス

上での病徴は大差なく,肉眼による区別は非常に難しい

が,主として,CMVは葉脈に沿って濃淡の明瞭なモザ

イクを生じ,HMVはCMVにくらべやや不明瞭,不規
則な型をしたモザイク病徴を生じ,時によると無病徴の

ものからも多数検出きれることがある。したがって,検

疫をより正確にするためには肉眼以外の方法によらなけ

ればならない。しかしながら一般に行なわれている検定

植物を利用する診断は,多くの労力と,結果が判明する

までに長時間を要するため,輸入検疫のように短期間に

多量のものを倹査するには不適当である。

　抗血清の利用についてはKAHN and SCOTT（1964）

によりCMV抗血清と,アマリリスから分離したCMV

との関係の研究がされている。筆者らは隔離検疫をより

正確,かつ迅速に実施するため,アマリリスのウイルス

病のうちの大部分を占めているHippeastrum Mosaic 

Virusの抗血清をつくり,その診断能力を調査したので

報告する。

　本実験をおこなうにあたり,有益な御助言を頂いた植

物ウイルス研究所小室雄博士に深謝の意を表する。

Ⅰ. 実験材料および方法

1. 抗原および抗血清の作製

抗原の作製はHMVに感染しているアマリリス葉

（第1図）に1／10量のPH7.0,0.01モル燐酸緩衝液を

加えて搾汁し,四塩化炭素処理をしたあと1～2回の分

画遠心をしてウイルスを集めた。これを上記燐酸緩衝液

を原汁液の1／10～1／20量加えて溶かし抗原とした。こ

の抗原の1部をセンニチコウ（Gomphrema globosa）に

接種し,活性のあることを確かめ,5.Om1づつ4～7日

おきに10回,計50mlを家兎の耳静脈に注射して,抗

血清を得た。抗血清の力価は混合法で16倍であった。

2. 健全汁液による吸収

　この抗血清は健全な実生苗の汁液でわずかながら陽性

反応を生じたため,実生苗から育てた無病のアマリリス

第１図　HMV罹病アマリリスの病徴



汁液を抗血清の3倍量加えて36℃で1時間と2時間健

全汁液に対する抗体の吸収をおこなった。その後13,200

G15分の遠心分離をおこない,上清を1夜凍結したの

ち溶解し,再度13,200Gで15分の遠心分離して沈澱物

を除去した。

　これらの抗血清を用いて,健全アマリリス38株を供

試して,これをミクロ凝集反応法により,室温下で1,

2,3,4,6および20時間後の凝集の有無を調査した。

　なお,吸収の結果を調べるため,生理食塩水で4倍に

希釈した未吸収の抗血清を同様の方法で試験し結果を比

較した。

　その結果,未吸収の抗血清では,4時間後に50％以

上のものが反応を示し,診断には不適当であることが判

明した。一方,36℃で1時間および2時間吸収した抗

血清では,両者はほとんど変らず,4時間後に38株中

2株のものがわずかに反応を生じたのみであった。20

時間後では,未吸収の抗血清では全供試株の38株が反

応を生じたが,吸収抗血清では8株が反応を生じたのみ

であった。

　これらより吸収結果は十分であるとは言えないが,検

査の実施面からはさほど支障はないと考え,本抗血清

を,36℃にて1時間,3倍量の健全汁液でもって吸収

したのち,診断能力を調査した。

Ⅱ. 抗血清と検定植物との診断能力の

　　比較

　前記吸収抗血清を使用して,ミクロ凝集反応法（Mi－

croprecipitation reaction）により,昨年,オランダから

輸入されたアマリリスで,CMVに感染していない111

株を供試し,診断能力を調査した。なお,この診断能力

を知るために,HMVのLocal lesion hostであるセン
ニチコウ（Gomphrema globosa）の結果と比較した。

　方法は,供試株の病徴を記録したのち,各株から数ケ

所の葉を切りとり,葉重の3倍量の0.05％KCN液を加

え搾汁し,この搾汁液の1部をカーボランダム法でセン

ニチコウ20葉に接種し,発生するLocal lesionを調べ

た。また,残りの汁液は1,600G,30分の低速遠心分離

をおこない,上清に同量の四塩化炭素を加え強く振とう

したのち，冷蔵庫内で30分静置し,その後再び1,600G

30分の低速遠心分離をおこない被検汁液とした。

　これらの被検汁液をVEKEN,VANDER,VAN SLOG,

TEREN and VAN DER WANT（1962）が記載している

Microprecipitation法で調査した。すなわち,Polyvinyl

Formal1％のクロロホルム溶液をつくり,シャーレ

に少量流してしばらくするとうすい膜が生じる。この

Polyvinyl Formal膜を張った9cmのシャーレに,各々

ミクロピペットで1滴づつ各株の被検汁液を並べ,その

上に前記の処理をした抗血清を同量落し,乾燥を防ぐた

め流動パラフィンを流して上を覆い,室温下に静置し,

4時間後の凝集反応を暗視野照明で検鏡した（第2図,

第3図）。

　また対照として,実生の健全アマリリス葉を上記被検

汁液と同じ方法で供試して反応を調査した。

Ⅲ. 実験結果

抗血清と検定植物の診断能力の比較調査の結果は第1

表のとおりである。

供試アマリリス111株のうち検定植物のセンニチコウ

により,ウイルス病として認められたものは92株であ

り,82.8％の高率でHMVに感染していたことになる。

抗血清によりウイルス病と認められたものは全体で78

株,70.2％であったが,肉眼検査によって判別できたも

第２図　ミクロ凝集反応法：一度に４５株もの検定ができる

第３図　暗視野顕微鏡下でのHMVの凝集反応
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用してよい方法と考える。

Ⅴ. 摘　要

のはわずか15株,13.5％であった。

　すなわち,供試111株のうちセンニチコウにLocal 

lesionを生じた株でアマリリス上での病徴が明瞭であっ

たもの15株,発病していると思われるが病徴と言える

かどうか不明なもの4株はいずれも抗血清で反応を示し

た。また,無病徴の92株のうち73株ははセンニチコウに

Locallesionを生じ，この73株のうち抗血清では59株

が反応を示し，14株が陰性であった。同じく,無病徴

92株のうち,センニチコウにLocal lesionを生じなか

った19株のアマリリスは抗血清でも陰性であった。

　これらの結果から,抗血清による診断能力はセンニチ

コウより劣るが,肉眼による診断よりは著しくすぐれて

いると言える。

　対照の実生苗50株については,いずれも病徴はなく,

また,センニチコウに陰性であったが,2株のものが抗

血清で陽性反応を示した。

lV．考 察

以上の実験結果から,このミクロ凝集反応がHMV

の発病株については病徴の程度にかかわらずほとんど

100％の診断能力をもっているが,健全株については極

くわずかであるが罹病株と誤診する可能性をもっている

ことを示している。しかしながら,無病徴の株について

は検定植物に劣るものの,肉眼では発見できない罹病株

についても高い率で診断し得る能力がある。

　我々の輸入隔離検疫では,多数の隔離植物を短時間

に,しかも正確に診断しなければならない。この点か

ら,この範囲の誤差は止むを得ないものと考える。した

がって,この抗血清によるミクロ凝集反応法は,輸入隔

離検査における第1次スクリーニング法として充分に利

輸入隔離検疫において,数多くのアマリリス株のウイ

ルス病を短期問に診断する方法を確立するために,抗血

清による診断方法を試みた。

　この植物のウイルス病の大部分を占めているHippe-

astrum Mosaic Virusを,罹病汁液から分画遠心法で

純化し,家兎に注射して抗血清を作製した。その抗血清

を健全汁液で吸収し,ミク・凝集反応法で診断能力を調

査した。その結果はつぎのようである。

　1. 病徴の明瞭なもの,ならびに発病していると思わ

れるが病徴と言えるかどうか不明な株については,この

方法による抗血清の診断の精度は，検定植物による診断

能力と全く同じであった。

　2. 保毒しているが発病していない株の診断の精度は

検定植物にくらべて劣っていた。

　3. 健全実生苗のうち,約4％の株の汁液とこの抗血

清は凝集反応をおこした。

　4. この方法によるHMVの診断は検定植物よりや

や劣り,かつ健全株を罹病株と誤診する可能性がわずか

に存在するが,肉眼よりはるかに迅速で正確である。し

たがって,輸入隔離栽培時におけるウイルス検定の第1

次スクリーニング法として利用価値は大きいものと思わ

れる。
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第1表　センニチコウ接種とミクロ凝集反応とのHMV検出能力の比較
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Summary 

Serological Detection of Hippeastrum Mosaic 

Virus in Hippeastrum Hybrids 

By 

Tetsuo SUETSUGU and Mifumi MATSUNAMI 

Import Section, Yokohama Plant Protection Station 

An antiserum against Hippeastrum mosaic virus (HMV) was prepared by immunizing rabbits with 

a partially purified virus antigen from infected Hippeastrum hybrid leaves. This antiserum was 
absorbed with healthy plant sap and its efficiency in detecting the virus was tested by the microprecipita-

tion method. 
This antiserum detected the virus in leaves with either distinct or obscure symptom equally as 

well as the sensitive herbaceous indicator, Gomphrena globosa, but the detection from symptomless 

leaves was inferior. A positive precipitation reaction was observed with 4% of the apparently HMV-

free Hippeastrum seedlings. Although the serological method here described does not compare with 
the herbaceous indexing in the detection level and may lead to a false diagnosis in limited cases, it will 

provide a handy and much more reliable diagnosis than the visual inspection. This method can be 
favored for use in the initial screening of Hippeastrum plants in the postentry quarantine inspection. 

植物防疫所調査研究報告 第7号


