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　1974年および1975年春，富山県下の輸出用チューリ

ップの栽培地検査に際し，孝そ症状を生じる新病害の発

生をみた。最初に本病害が発見されたのは，富山県高岡

市で，品種はLevant，面積1．9a，発病率60～70％と

激しいものであった。その後の調査では，現在のところ

発生面積はわずかであるが，3市町，4品種にその発生

が認められている。

　罹病チューリップからは，タバコ，インゲン，Ch㎝o．

pO4∫㍑刀3α”14耀π∫∫‘olO7・などに局部病斑を生じるウイル

スが分離され，調査の結果，このウイルスはTobac己o

necrosis　vims（TNV）であることが判明した。

　TNVは，外国において，数多くの植物から分離され

ているが（KAssANls，1970a），我国では，神奈川県下

で地際の茎にえそ条斑を示すタバコから，長野，岡山県

下でタバコ倭化病罹病株の根部から　（宇田川・都丸，

1971a，b）又，宮城，神奈川，静岡，栃木県下でイチゴ

の根部から（小室ら，1973；要，1974）分離きれてい
るo

　TNVによるチューリップの病害は，Augusta　disease

（Tulip　necrα3is）と呼ばれ，恐れられており，イギリス

では最も被害の多い病害であるといわれている　（Mo－

w”，1972）。昭和42年に松濤ら（1971）は，新潟県下

で隔離栽培中のオランダ産チューリップの1株から

TNV（以下，TNV－DTと呼ぶ）を分離しているが，

以後分離されたとの報告はなく，国内産のチューリップ

からTNVが分離されたのは今回が最初である。

　なお，本報告を行なうに際し，TNV－SN系統（タバ

コより分離，宇田川・都丸，1971a）抗血清を分譲下さ

った専売公社中央研究所都丸敬一博士，ならびに試料の

採集等に御協力頂いた名古屋植物防疫所伏木支所の各係

＊本報告の概要は昭和51年度日本植物病理学会夏期

　関東部会において発表した。

＊＊現在，横浜植物防疫所業務部調査課

材料および方法

　1．材　　料
　永見市柳田で採集きれたチューリップ　（品種，Joan

Crickshank）から，汁液接種にてタバコに分離し累代接

種しその接種葉を各種植物への接種源とした。

　抗血清作成のための純化材料は，主として接種3～4

日後のよく局部病斑を作ったインゲン葉をもちい，収穫

後は，一800Cで純化時まで保存した。

　2，接種方法
　よく局部病斑を生じたタバコ葉（White　Burley）に，

0．1％チオグリコール酸を含むα05％KCN溶液を4～

5倍重量加えよく磨砕し，あらかじめカーボランダムを

ふりかけた各種植物に汁液接種した。各種植物からの戻

し接種等ウイルスの存在の有無を確認する際には，Ch合

noρo漉祝卿4？π474nオ∫‘olo7あるいはC　g観π04を用い

た。

　3．抗血清作成

　純化ウイルスを0．01Mリン酸緩衝液，pH7．0に溶解

し1回につき約2mlを，1週間から10日間おきに，静

脈注射5回・アジュバントを用いた筋肉注射1回を行な

い抗血清を得た。この抗血清は重層法による反応で，純

化ウイルスに対し抗血清希釈2，048倍まで反応した。

実験結果
　1．チューリップの病徴および各部からのウイルスの

分離

　チューリップの病徴は，初め灰白色の凹状の小さな斑

点が・葉脈に沿ってとびとびに出る。この斑点は後大き

くなり紡錘形の黒褐色えそ斑点となり，このえそが葉脈

に沿ってのびえそ条斑となったり，互いに融合したりす

る（第2－3図）。茎にもえそが見られる。激しいもので
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第15図   1, 2, 3. 罹病チューリップ　4.子球に出たえそ症状　5. タバコ（White　Burley)の局部病斑

第14号
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は，えそのため葉がひきつれ変形してしまう（第1図）。

　採集したチューリップを，病斑を含む葉，球根，根の

3部分に分け，各部からのウイルスの分離を試みた。結

果は第1表のとおりであり，病斑を含む葉，および根か

らはすべてウイルスが検出され，球根からは検出きれな

い時もあった。

第1表　罹病チユーリップ各部からのウィルスの検出

葉の病徴　茎の病徴　供試個体　検定部位　検出個体

激 エ　ソ 3 葉

球根

根

　3，　ウイルスの純化

　罹病凍結インゲン葉に，0．2Mリン酸緩衝液pH7，2

を加え磨砕し，ガーゼでろ過，ろ液を8．5％容のn一ブ

タノール処理し清澄化後，ポリエチレングリコール

（PEG，M．W．6000）でウイルスを沈澱きせ，0，01Mリ

ン酸緩衝液に溶解し，続いて分画遠心2回を行ないウイ

ルスを純化した・場合によっては，きらに10～40％の

ショ糖密度勾配遠心を行なった。ポリエチレングリコー

ル沈澱に際し，PEGおよぴNaCl濃度は，あらかじめ予

備試験を行ない決定した。PEG6％（w／v），NaCl　O．4M

で大部分のウイルスは沈澱するが，ここではPEG8％，

NaCI　O．4M（60分～一晩処理）をもちいた。

中 エ　ソ 4 葉

球根

根

軽 3 葉

球根

根

　4．　子球への伝搬

　1975年春に採集した罹病株4株から計12個の子球を

得て，同年秋に植え付け，翌1976年春に発病の有無を

観察した。結果は12個体のうち4個体に典型的なえそ

症状があらわれ　（第4図），親球から子球に本病が伝搬

することがわかった。

注）検出には  C.quinoa および　C.amaranticolor

　　を使用

　2．　各種植物への接種試験

　9科32種植物に汁液接種した。その結果は，第2表

のとおりである。ナス科，アカザ科，マメ科など8科23

種植物に感染したが，ササゲで1個体えそが葉脈に沿っ

て上葉までのびて，上葉からウイルスが回収きれたこと

があり，又規606’4nα61例61σnゴ1’でもまれに上葉から

ウイルスが回収きれたが，普通はこれら2種植物を含む

すべての植物で全身感染することはなく，局部病斑を作

るだけであった。

　Ch8noρ041π卿α11～4mnオ露oloプ，C．9κfπ04，フダンソ

ウ，タバコ，ツルナ，インゲンおよびダイズ（第5－8図）

などは感度の高い植物で，接種後2～4日で多数の茶褐

色の局部病斑を作る，これらの局部病斑は徐々に拡大す

る。ササゲ，インゲン，ダイズでは局部病斑を作った

後，えそが葉脈に沿って伸びる。ササゲでは茎にえその

入ろものもあった。2〉ゴ60如nαgl漉∫no5α，Pσ伽耀5蜘一

糀o痂御，D．鰯認αでは，接種後4～7日に，小さな局

部病斑を作るがこの病斑は拡大することはなかった。

　表中には入れなかったが予備試験として行なったチ

ューリップヘの戻し接種は，Beauty・f　Apeldo・m（9個

体）およびApeldoom（8個体）の2品種を用い，純化

ウイルスを接種したが，各々1個体が局部病斑を作った

だけで，全身的な症状を示したものはなかった。このチ

ューリップヘの戻し接種は，現在試験中である。

　5．　物理的性質

　よく病斑の出たタバコ葉を，4～5倍重量の0．1Mリ

ン酸緩衝液pH7．0を加え磨砕し，ガーゼでこした後，

8，000rpm，5分間遠心し清澄化した液を用い物理的性

質を検討した。このウイルスは，不活化温度85～900C，

10分間，耐希釈性10『8～10『9，耐保存性は室温で43日

以上であり，丈夫なウイルスであった。

　6．　粒子の形状

　純化ウイルスを，2％リンタングステン酸でネガティ

ブ染色し，電子顕微鏡で観察したところ，径約28nmの

球状粒子が多数観察された，同時に少数ではあったが一

回り小型の径約16nmの球状粒子も観察された　（第9
図）。

　7，血清反応
　純化ウイルスを，作成した本ウイルス抗血清，TNV－

DT抗血清，および専売公社中央研究所の都丸博士より

分譲を受けたTNV－SN抗血清と，寒天ゲル内拡散法

（！％寒天）にて反応させたところ，単一の反応帯を作

り反応した（第10図）。

考 察

　各種植物への接種試験の結果，全身感染する植物が少

数の例外を除いてないこと，物理的性質の調査ではかな

り丈夫なウイルスであること，粒子は径約28nmの球

状粒子でかつSatellite　vimsと思われる一回り小型の状

球粒子を伴うこと　（KAssANIs，1970a，b），TNV－DT
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第2表各種植物の病徴

植　　物　　名
病　徴

接種葉 上葉

上葉からの

戻し接種

鰯oo加ηα励αo働var。Whi七e　Burley

jV．剛s擁oα

2〉．8」％励05α

ヱ▽．6」θびθ1伽¢4拓

Ph夕5α」づ5がoグ昭㈱α

1）α診％γα彪≠％zα

D．5かα解0π伽”3

P伽痂αhψ7掘α

トマト（L鎚oρθ鰯傭形θ50％」碗∫襯）

トウガラシ（Cαρ語o％郷α物％％％郷）

Chθηoρo伽惚9吻・α

C．α”観γαηあ60Joy

フダンソウ（B6臨∂％忽α擁5）

ホーレンソウ（Sρ¢％αo伽o房伊αoθα）

ササゲ（7曜％6伽伽εづ5）

インゲン（Phα5θo伽s膨匁α擁5）

エンドウ（Pづ5％伽¢5αあ∂％蜘）

ソラマメ（Vづ0伽血わα）

ダイズ（（ヲ砂6伽6彫ακ）

カブ（B7α∬‘oαoα形ρ65∫擁5）

サントウサイ（B7α55露αspp，）

ハツカダイコン（Bγα5語oαSPP・）

コマツナ（B7α55あαspp。）

シュンギク（Chγly5α％♂hθ挽％蜘ooグo％‘zア伽蜘）

レタス（五α0伽0α5碗初α）

ヒヤクニチソウ（Z伽勉αθ」68α％s）

ハゲイトウ（！f卿αyα魏h％5≠擁ooJoグ）

センニチコウ（（｝o惚ρh7θ銘α8Joわosα）

ナデシコ（D毎初h％s肱必α伽5）

セキチク（P．6雇％碗訂5）

ツルナ（Tθ翻α80痂α研Pαπ5α）

キウリ　（C％o％％お5α拓∂％卿）

LL
LL
LL
LL

LL
LL
LL
LL

LL
LL
LL
LL
LL，VN
LL，VN

LL

LLVN

LL
LL
LL
LL
LL
LL
LL

（St）

（VN）

（＋）

（＋）

◎

も

LL：Local　Lesion，VN：Vein　Necrosis，St：Stunt

一：病徴なし又は戻し接種陰性，＋：戻し接種陽性，（）：まれに出る

およびTNV－SN抗血清と陽性反応することなどから本

ウイルスはTobacco　necrosis　vlmsであると同定した。

　チューリップでのTNVの伝搬様式は，接触伝搬，親

球から子球への球根伝搬および土壌伝搬が知られてい

る。我々の予備試験においても同様であったが，チュー

リップヘの汁液接種では，本病を再現することは困難で

あるとされており　（MowAT，1970，1972），接種伝搬

は，圃場では重要なものではない。又，球根伝搬は重要

なものであるが，この伝搬様式によって流行がおこると

は考えにくい。一方，土壌伝搬では，その主役をなすも

のは，土壌中に生息するそう菌類の一種である　Ol毎

4鋤π菌であることがタバコなどで証明されている（宇

田川・都丸，1971b）。チューリップでもこのOJ〆4伽規

菌が重要な役割を演じているものと考えられており

（MOWAT，1971），圃場では最も重要な伝搬様式である

と思われる。

　今回の富山県下でのTNVによるチューリップのえ

そ病害の発生では，高率にまた集中的に発病の認められ

る圃場があり，土壌伝搬があったのではないかと想像さ

れる。
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第6－10図 6．ツルナの局部病斑　　　7，インゲンの局部病斑 　 8．ダイズの局部病斑　　えそが葉脈にのび

ている　9，純化　TNV　粒子とSatellite Virus 粒子　10 寒天ゲル内拡散反応　中央；

ウイルス 上；本ウイルス抗血清 左下；TNV-SN　抗血清 右下； TNV-DT　抗血清

　TNV－1）Tと，本ウイノしスとを比較し▼Cみると，　マメ

科のインゲン，ササゲに対する病原性に差が認められ

る。即ちTNV－L）Tでは，これら植物で局部病斑を作

った後えそが葉脈から葉柄，茎に柔わり枯死する　（松濤

ら，197！）が，本ウイルスは局部病斑を作った後葉脈に

えそをおこし接種葉は落葉し，たまに茎にえそが入るこ

とはあるが，全体が枯死するこ 工二はない。TNVは，数

多くの系統が存在するこヒが知lllれており　（K、鵠SANIs，

197！a），本ウイルスはTNV－DTとは若干系統を異に

すると、思われる。
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　　　　　　　　　摘　　　　要

　1974年および1975年春，富山県下のチューリップ

に，葉に紡錘形のえそ斑あるいはえそ条斑を生じる病害

の発生をみた。この罹病チューリップの病斑を含む葉，

球根および根からウイルスが分離された。このウイルス

を9科32種植物に汁液接種したところ，ナス科，アカ

ザ科，マメ科などの8科23種植物に感染したが，少数

の例外を除いて，全身感染するものはなく局部病斑をつ

くるだけであった。    タバコ，Chenopodium amaranti-

color，インゲン，ツルナなどは感度の高い植物であっ

た。ウイルスの物理的性質は，不活化温度85～90℃，

10分間，耐希釈性10-8～10-9，耐保存性は室温で43日

以上であった。純化ウイルスの電子顕微鏡観察では，径

約28nmの球状粒子が認められ，又，少数ではあった

が一回り小型の径約16nmの球状粒子も認められた。

この小型粒子はSatelhte　virusと思われる。又，純化

ウイルスは，寒天ゲル内拡散法で，本ウイルス抗血清，

TNV－DT　（オランダ産チューリップより分離）および

TNV－SN（国内のタバコより分離）抗血清と反応し，単

一の反応帯を作った。以上のことから，本ウイルスは，

Tobacco　necrosis　virusであると同定した。
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SUMMARY 

Studies on Tobacco Necrosis Virus Isolated 

from Tulip Plants in Japan 

Mifumi MATSUNAMI, Takeshi NISHIO and Shigeru KIMURA 

Second Import Section, Yokohama Plant Protection Station 

Nobuhiro FUJII 

Fushiki Branch, Nagoya Plant Protection Station 

A necrotic disease of tulip, which showed necrotic streaks and spindle-shaped 

necrotic spots on leaves, occuered in Toyama prefecture, Japan, in Spring 1974 and 1975. 

The virus isolated from roots and necrotic leaves of the diseased tulips. By mechanical 

inoculation, the virus infected 23 species of plants belonging to 8 familes, including 

Solanaceae, Chenopodiaceae and Leguminoceae, out of 32 spicies of 9 families tested. 

All the infected leaves showed a necrotic local lesions on inoculated leaves, but no 

systemic infection except Nicotiana clevelandii and Vigna sinensis. The virus rarely 

recovered from upper part of these two plants. Tobacco plants. Chenopodium amaranticolor, 

Phaseolus vulgaris and Tetragonia expansa were more sensitive to this virus. 

Thermal inactivation point of the virus in extracted  juice is 85-90℃, for 10 min., 

dilution end-point is 10-8-l0-9, and longevity in vitro at room temperature is over 43 days. 

By electronmicroscopic observations of the purified virus preparations, spherical 

particles of about 28 mn in diameter were observed, and then only a few amount of 

smaller spherical particles of about 16 nm in diameter, which were considered to be a 

satellite virus, were also observed. 

Purified virus reacted positively with homologous antiserum, TNV-DT (isolated 

from Douch tulip) and TNV-SN (isolated from Japanese tobacco) antiserums in agar 

gel double difusion test. 

From those results, it is concluded that the virus is Tobacco Necrosis Virus. This 

is the first time to isolate TNV from tulips in Japan. 
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