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論 文 内 容 要 旨

緒 言

わ が 国 の 西 南 暖 地 で は サ ツ マ イ モ が 重 要 な 作 物 と して 位 置 づ け られ て お り、 サ ツ マ イ モ

栽 培 面 積 の ほ ぼ 半 分 が 九州 ・沖 縄 地 域 で 占 め て い る。

1979年 、鹿 児 島 県 お よ び 宮 崎 県 の サ ツ マ イ モ 塊 根 に 帯 状 粗 皮 病(第1図A)と 呼 ば れ る

症 状 が発 生 し、 サ ツ マ イ モ 産 地 で は 大 き な 被 害 を受 け た 。 そ の 後 、 帯 状 粗 皮 病 の 病 原 は サ

ツマ イ モ 斑 紋 モ ザ イ ク ウイ ル ス(3wε θ'ρo∫α∫o漁α∫加rア 〃20∫〃θv∫r〃5:SPFMV)の 一 系 統 で あ

る こ とが 明 らか に され た 。 現 在 で は ウイ ル ス フ リー 苗 の 普 及 に よ り帯 状 粗 皮 病 の 発 生 は ほ

とん どみ られ な くな っ た が 、SPFMVは 依 然 と して サ ツ マ イ モ の 生 産 阻 害 要 因 の ひ とつ と し

て 挙 げ られ て い る。SPFMVは ポ テ ィ ウイ ル ス 科 ポ テ ィ ウイ ル ス 属 に 分 類 され るひ も状 ウイ

ル ス で あ り(第1図B)、 わ が 国 に は4つ の 系 統 が あ る。 一 方 、SPFMV以 外 に ポ テ ィ ウイ

ル ス 属 に 分 類 され て い るSweetpotatovirusG(SPVG)お よ び サ ツ マ イ モ 潜 在 ウ イ ル ス

(Sweetpotatolatentvirus:SPLV)も 発 生 して い る。

本 研 究 で は 、 これ らポ テ ィ ウイ ル ス の 遺 伝 子 構 造 解 析 を行 い 、 ウイ ル ス 種 間 ま た は種 内

系 統 間 の 類 縁 関係 を 明 らか に した 。ま た 、SPFMVの4系 統 お よびSPVGに つ い て 遺 伝 子 診

断(RT-PCR-RFLP)法 に よ る 同 時 検 出 ・系 統 識 別 法 を開 発 した。

1.サ ツ マ イ モ に 発 生 す る ポ テ ィ ウ イ ル ス の 遺 伝 子 構 造 解 析

(1)SPFMV4系 統 の 遺 伝 子 構 造 解 析

サ ツ マ イ モ 帯 状 粗 皮 病 の 病 原 ウイ ル ス で あ るSPFMV強 毒 系 統(SPFMV-S)の ゲ ノ ムRNA

の 全 塩 基 配 列10,820塩 基(ポ リA配 列 を除 く)を 明 らか に した 。SPFMV-Sの ゲ ノ ムRNA

の塩 基 配 列 か ら 、3,493ア ミ ノ酸 か らな る オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム(ORF)を 見 い だ

した。 ポ テ ィ ウイ ル ス の 翻 訳 様 式 は ゲ ノ ムRNAか らpolyproteinと 呼 ば れ るORFの タ ン パ

ク質 が 翻 訳 され 、 そ の 後 、 ウイ ル ス が 持 っ プ ロテ ア ー ゼ に よ っ て 個 々 の機 能 を 持 っ た ウイ

ル ス タ ン パ ク 質 に 切 断 され る(プ ロ セ ッ シ ン グ)こ と が 知 られ て い る 。SPFMV-Sの

polyproteinに は 他 の ポ テ ィ ウ イ ル ス と同 様 な プ ロセ ッ シ ン グ部 位 が 見 い だ され た こ と か
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ら・10個 の ウイ ル ス タ ンパ ク質 か らな るSPFMV-Sの 遺 伝 子 構 造 を 推 定 した(第2図) 。

SPFMV-Sの そ れ ぞ れ の ウイ ル ス タ ン パ ク質 お よ び ⇒olyproteinの ア ミノ酸 配 列 に つ い て 、

20種 の ポ テ ィ ウイ ル ス と比 較 した(第1表)。SPFMV-Sの ウイ ル ス タ ンパ ク質CI、6k2、

Nla-VPg、NIa-Pro、NIbお よび 、polyproteinの ア ミノ酸 配 列 はP1μ 切ρoκv∫r〃5(PPV)と50～

70%の 相 同 性 を 示 した が 、他 の ポ テ ィ ウイ ル ス とは 低 い 相 同 性 を 示 した。

SPFMV普 通 系 統(SPFMV-0)の ゲ ノ ムRNAの 全 塩 基 配 列10,895塩 基(ポ リA配 列 を

除 く)を 明 らか に した。SPFMV-Oの ゲ ノ ムRNAは 塩 基 配 列 か ら、3,518ア ミ ノ酸 か らな

るORFを コー ドして い た 。SPFMV-0はSPFMV-Sと 同様 に10個 の ウイ ル ス タ ンパ ク質 か

らな る遺 伝 子 構 造 を 取 っ て い た 。

SPFMV徳 島 系 統(SPFMV-T)で は ゲ ノムRNAの ほ ぼ 全 長 の塩 基 配 列 を 明 らか に した 。

SPFMV-Tは3,466ア ミ ノ酸 か らな るORFを 持 ち 、遺 伝 子 構 造 はSPFMV-Sお よびSPFMV-0

と同様 で あ っ た。

SPFMV-JCは 本 研 究 で 新 た に 見 い だ したSPFMVの 系統 で あ る。SPFMV-JCの ゲ ノムRNA

の3'末 端 領 域 の 塩 基 配 列 を解 析 し、 外 被 タ ンパ ク質 が313ア ミ ノ酸 、3'末 端 非 翻 訳 領 域

が225塩 基 か らな る こ とを 明 らか に した 。

(2)SPVGの 遺 伝 子 構 造 解 析

SPVGは 本 研 究 で 新 た に 見 い だ した ウイ ル ス で あ る。SPVGの ゲ ノ ムRNAの3'末 端 領 域

の 塩 基 配 列 を解 析 し、外 被 タ ン パ ク質 が355ア ミ ノ酸 、3'末 端 非 翻 訳 領 域 が221塩 基 か ら

な る こ と を 明 ら か に した 。

(3)SPLVの 遺 伝 子 構 造 解 析

SPLVの ゲ ノ ムRNAの3・ 末 端 領 域 の 塩 基 配 列 を解 析 し、 外 被 タ ン パ ク質 が293ア ミ ノ

酸 、3'末 端 非 翻 訳 領 域 が197塩 基 か らな る こ と を明 らか に した 。

本 研 究 で 明 らか に したSPFMV4系 統 、SPVGお よびSPLVの 遺 伝 子 構 造 の詳 細 を 第2表

に 示 した。
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2.サ ツ マ イ モ に 発 生 す る ポ テ ィ ウ イ ル ス の 分 子 系 統 学 的 解 析

(1)外 被 タ ン パ ク 質 の ア ミノ酸 配 列 の相 同性

SPFMVの4系 統 、SPVGお よびSPLVの 外 被 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ酸 配 列 を比 較 した(第

3図)。 外 被 タ ンパ ク質 のN末 端 部 に は 多 くの 変 異 が 認 め られ た が 、 そ の 他 の 部 分 で は変

異 は 少 な く 、相 同 性 は 高 か っ た。SPFMV系 統 内 で は 相 同性 が95.6～74.4%で あ り、 高 い 遺

伝 的 多 様 性 が認 め られ た。 一 方 、SPFMVは 別 種 の ポ テ ィ ウイ ル ス で あ るSPVGと は74.1

～79 .0%、SPLVと は58.7～59.5%の 相 同 性 で あ っ た(第3表)。

(2)外 被 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ酸 配 列 を も とに した 分 子 系 統 学 的 解 析

わ が 国 の サ ツ マ イ モ に発 生 して い るSPFMVの4系 統 、SPVGお よ びSPLVと 海 外 で 発 生

して い る分 離 株 の 類 縁 関 係 を 明 らか にす るた め 、 外 被 タ ン パ ク質 の ア ミノ 酸 配 列 を も と に

分 子 系 統 樹 を 作 成 した(第4図)。SPFMVは3つ の サ ブ グ ル ー プ に 分 け られ た。SPFMV・S

お よびSPFMV-0は サ ブ グル ー プ1に 、SPFMV-JCは サ ブ グル ー プ2に 、SPFMV-Tは サ ブ

グル ー プ3に 分 け られ た。 サ ブ グル ー プ 間 の 外 被 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 の 相 同性 は サ

ブ グル ー プ1と2で は79.5～84.4%、 サ ブ グル ー プ1と3で は71.2～74.4%、 サ ブ グ ル ー プ

2と3で は70.2～73.3%で あ っ た。この こ とか らサ ブ グル ー プ3に 属 すSPFMV-TはSPFMV

とは別 種 の ウイ ル ス で あ る 可 能 性 が 示 唆 され た。

(3)オ ー プ ン リー デ ィ ン グ フ レー ム(ORF)の ア ミ ノ酸 配 列 を も とに した 分 子 系 統 学 的

解 析

SPFMV-Tの 分 類 上 の位 置 付 け を 明 らか にす る た め 、ORFの ア ミ ノ酸 配 列 を も とに して

20種 の ポ テ ィ ウイ ル ス を用 い て 分 子 系 統 樹 を作 成 した(第5図)。SPFMV-TとSPFMV-S

お よ びSPFMV-0と の分 岐 パ ター ン か らSPFMV-TはSPFMVと は別 種 の ウイ ル ス と して 分

類 す る の が 妥 当 と判 定 した。
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3.SPFMVお よ びSPVGの 診 断 法 の 開 発

(1)血 清学的診 断 法

SPFMV-Sお よびSPVGの 外被 タンパ ク質 を大腸 菌で発 現 させ 、得 られたそれ ぞれ の外被

タンパ ク質 を家兎 に免 疫 して抗血 清 を作 製 した。作製 したSPFMV-Sお よびSPVGの 抗 血

清 を用 いて野 外 か ら採 取 した感染 サ ツマ イモ葉 につ いてDIBA(dotimmunobindingassay)

法 に よる血清 学的 診断 を行 い、 同時 に遺伝 子診 断法 に よる系統識 別 を行 い 、作製 した抗 血

清の特 異性 を検 討 した。DIBA法 によ る血清 学的診 断 の場合 、野外 のサ ツマイ モ葉 で は両

ウイル ス を特 異的 に検 出す るこ とはで きなか った。抗血 清 を用 いた診 断で は特異性 は外 被

タンパ ク質 のア ミノ酸配 列 の相同性 に依存 してお り、SPFMVの 複数 の 系統 やSPVGが 重複

感 染 してい るサ ツマイモ で はそれ ぞれ を特 異的 に検 出す る こ とは困難 であ った。

(2)遣 伝 子診 断 法

RT・PCR-RFLP法 に よってSPFMV4系 統お よびSPVGを 識 別す る方法 を開発 した。 これ

らの ウイル ス を同時 に検 出す るた めの共通 プ ライ マー(第6図)を 用 いてRT-PCRを 行 っ

た後 、制 限酵素 濯μ1お よび 磁oIで それ ぞれ 処理 し、 アガ ロー スゲル電気 泳動 のバ ン ドパ

ター ンか ら系統 の判別 を行 った(第4表)。 増幅DNAを 躍μ1で 処理す る とSPFMV-S、

SPFMV-Oお よびSPVGは 異 な っ た切 断 パ タ ー ン を 示 した こ とか ら、識 別 で き た が

SPFMV-JCとSPFMV-Tの 識 別 はで きなか った(第7図A)。 次 に、∬肋1で 処 理す る と

SPFMV-JCとSPFMV-Tの 識別 が 可能 にな った(第7図B)。

本法 を用 い て野外 か ら採 取 した感染 サ ツマイ モ葉 を用 い て系統 判 別 を行 った と ころ、

SPFMVの4系 統 お よびSPVGが 重 複感染 してい る場合 で も、これ らの ウイル スの検 出 ・識

別 が可能 で あった。

4.ま と め

本 研 究 で は わ が 国 の サ ツ マ イ モ に発 生 して い る ポ テ ィ ウイ ル ス 、SPFMVの4系 統 、SPVG

お よ びSPLVの 遺 伝 子 構 造 解 析 を 行 い 、これ ら3種 の ポ テ ィ ウイ ル ス の種 間 お よ びSPFMV
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系統間 の類 縁 関係 を明 らか に した。外 被 タンパ ク質 のア ミノ酸配 列 を も とに して作成 した

分子 系統樹 か らはSPFMV系 統 内で遺伝 的多様性 が示 され た。 さ らに、ORFの ア ミノ酸配

列 を も とに して作成 した分子 系統樹 か らSPFMV-TはSPFMVと は別種 の ウイル ス として分

類す るのが妥 当で ある と結論 づ けた。

SPFMVの4系 統お よびSPVGで 明 らか に した塩 基配 列 を も とに遺伝 子診 断法 を開発 し

た。 本遺伝 子診 断 法 は これ らウイル スの 同時検 出 ・系統識 別 を1回 の実験操作 で行 うこ と

が で き、抗 血清 を用 い た血.清学的診断 法 と比較 して簡便 ・高精 度 な診断 法 として利 用 でき

るこ とを示 した。

サ ツマイモ は 栄養繁 殖性 で あるた め、複 数 の ウイル ス また は ウイル ス系 統 に重 複感染 し

てい る場合 が多 い。特 にSPFMVは ウイル スの分 離が 困難 であ る こ とか ら、SPFMVの 系統

の性 状 に関す る詳細 な研 究 は ほ とん ど行 われ ていなか った。 本研 究 では、近年 進展 著 しい

分子 生物学 的 手法 を用 い るこ とによ りSPFMVの 系統 の遺伝 的特性 を明 らか に した。 これ

らのSPFMVの 系統 に関す る基 礎的 デー タは今後SPFMV系 統 間の相互 作用 や病原 性 を解明

す る上 で大 い に貢献す る と考 え られ る。 さ らに、遺伝 子診 断法 の活用 によ り、 ウイル ス フ

リー苗 な どの ウイル ス検 定 を効率 よ く行 うこ とがで き、SPFMVに よる帯状粗 皮病 の防 除 に

寄与す る もの と期待 され る。
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A

B

養 、「
'・ 噺-

第1図SPFMV-Sに よるサ ツマイモ帯状粗 皮病.

A:帯 状粗皮病 に罹病 したサ ツマイモ塊根

B:帯 状粗皮病の病原 ウイル スで あるSPFMV-Sの

電子 顕微 鏡写真、バー は500nm.
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6K1 6K2Nla

VPg P71HC-ProIP3 OIVPgN珍NIbOPPoly(A)

第2図SPFMV-Sの ゲ ノムRNAの 遺 伝 子 構 造.

CP:外 被 タ ンパ ク 質

第1表SPFMV-Sと 他 の ポ テ ィウ イ ル ス の各 タ ンパ ク 質 の ア ミノ酸 配 列

の 相 同性(%).

Virus PlHC-ProP36KlCI6K2NIaVPgNIaProNIbCPPolyprotein
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4613
965Q

O61z

1
7
6

8

5
9
5

5
0
6

4
0

2
6
3

2
4
8
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7
9
5

2

3
6
3

7
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5

5
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2
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7

5
6

9
8
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1
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9
6

8
0
B

5
2
9
7

8
4
7

6
9

0
8
9

0
2
0

1
7

4
5
4

4
5
4

4
4
5
4

4
4

5
4
4

5
5
5

5
4

赤字は各タンパク質での相同性の最大値を示す

第2表SPFMV4系 統 、SPVGお よ びSPLVの 遺 伝 子 構 造 と各 タ ンパ ク 質

の ア ミノ酸 数.

Virus PIHC-Pro
Nla-Nla-

P36KICI6K2VPgProNlbCP

SPF閉 〉一S

SPFMU-O

SPFMV-T

SPFMV-JC

SPVG

SPLV

4

0
σ
8

(0

0
0
1

(
b
　
(
◎

(
b
り

458
458
458

35252643
35252643
35252643

3

り
σ
り
Q

5

π
U
虞
》

192
192
194

243521315

243521315

243521332
一 一313

一 一355

一 一293

一は未解析
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第3図SP田V4系 統 、SPVGお よびSPLVの 外被 タ ンパ ク質の

ア ミノ酸配 列の比較.赤 字は共通の ア ミノ酸 を示す.

第3表SPFMV4系 統 、SPVGお よびSPLVの 外被 タ ンパ ク質の

ア ミノ酸配 列の相同性(%).

Virus 1 2 3 4 5 6

1.SPFMV-S

2.SPFMV-0

3.SPFMV-JC

4.SPFMV-T

5.SPVG

95.683.175.274.659.0

82.475.574.658.7

74.474.159.5

79.058.8

59.2

6.SPLV
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SP闇MM

SPLV-J

SPLV-CH

SPLV-T

SPVGゆH

SPVG-J

SPFMY-T

SPF闇V」Z

SPFMVb

SPFMV-JC

SPFMV-CH2

SPF纈1》 ・C

SPF鮒V4H

SPFMV-0

SPFNIVb

SP剛V-K2

SPF齪V・RC

SPFMV-S

SPFMV・K嘱

ΨLPSー

SPVG

1
sPFMv

サ ブグル ーブ3

SPFMV
サ プグルー ブ2

SPF樋V
サ ブクル ープ1

o,1

第4図 わが国 および海外のサ ツマイモに発生 して いるポテ ィウイルス の

外被 タ ンパ ク質の ア ミノ酸配 列 をもとに作成 した分子系統樹,

分子 系統樹 の作成 にはClustalXを 用 いた.
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第5図 ポ テ ィウイルス のORFの ア ミノ酸配列 をも とに作成 した分子 系統樹

分子系統樹 の作 成 にはClustalXを 用 いた.
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フ ァ ー ス トス トラ ン ド合 成 用

5'一 一GATTTAGGTGACACTATAG(T)17G-3'

PCR反 応 用

Forward:5'一ATGAGTCTTGCGCGATATGC-3'

Reverse:5'一GATTTAGGTGACACTATAG-3'

第6図 遺 伝 子 診 断 に用 いた 共 通 プ ライ マ ー の 塩 基 配 列.

SP「 曜V SPF紹V

A

560bp

MS4TJCSPVG
B

5GObp

国SO1LJCSpVG

"〃1励 ∂1

第7図RT-PCR-RFLP法 に よ るSPFMV4系 統 とSPVGの 識 別.

A:増 幅DNAを 〃 〃1で処 理 後 、2%ア ガ ロー ス ゲル 電 気 泳 動

B:増 幅DNAを 砺 ∂1で処 理 後 、2%ア ガ ロー ス ゲ ル 電 気 泳 動

第4表RT-PCR-RFLP法 に よ るSPFMV4系 統 とSPVGの 識 別.

PCRfragrnentIength(bp)

Virus NocutA/ulcut 〃冶lGut

SPFMV-S

SPFMV-O

SPFMV-JC

SPFMV-T

SPVG

490

490

490

49Q

49Q

40/40

40/210/240

40/50/400

90/400

40/300/15Q

100/390

11Q/380

110/380

490

490
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論 .文 審 査 結 果 要 旨

わが 国の西 南暖地 ではサ ツマイ モが重 要な作 物 として位置づ け られてい る。サ ツマイモ の生 産阻害

要因 としてウイル ス病が挙げ られ るが,栄 養繁殖性作 物で あるサツマイモに は複数 のウイル スが重複

感染 してい る場合 が多 く,特 にサ ツマイモ斑紋 モザイ ク ウイル ス(Sweetpotatofeathelymottlevims:

SPFMV)を は じめ とす るポ ティ ウイル スは ウイ ルス の分離 が困難 であ るこ とな どか ら,そ の特性 に

関す る詳細 な研 究は これまで行われ ていなか った。本研究 では,サ ツマイモ に発生す るポテ ィゥィル

ス として,SPFMV,SweetpotatovirusG(SPVG)お よびサ ツマイ モ潜在 ウイル ス(3w66'ρo∫ θ∫01α'6所

v磁 ∫:SPLV)に つ いて,ウ イルスの遺伝 子構造解析 を行 った。 また,得 られ た遺伝子情報 に基づいて,

これ らウイルスの診断法の検討 を行 った。

サ ツマイ モに発生す るポテ ィ ウイル スの遺伝 子構造 解析 を行 った結果,サ ツマイモ帯 状粗皮 病の

病原 ウイ ル スで あるSPFMV強 毒系 統(SPFMV-S)お よびSPFMV普 通 系統(SPFMV-0)の ゲ ノム

RNAの 全塩 基配列 を決 定 し,そ れ ぞれ10,820塩 基 お よび10,895塩 基 か らな るこ とを明 らかに した。

SPFMV徳 島系統(SPFMV-T)で はゲ ノムRNAの ほぼ全長 の塩基配 列 を明 らか に した。塩基配 列か

ら推定 され るア ミノ酸配列 を解析 した ところ,10個 の ウイル スタ ンパ ク質オ・らな る遺伝 子構造 を明 ら

か に した。SPFMV-Sの それ ぞれ の ウイル ス タンパ ク質の ア ミノ酸配列 を他 のポテ ィウイル ス と比較

した ところ,P'卿 ρow∫r∬∫(PPV)と 最 も高い相 同性 を示 した。本研究 で新た に見いだ したSPFMV

の系統で あるSPFMV-JC,SPVGお よびSPLVに ついては,ゲ ノムRNAの3末 端領 域の塩基配列を決

定 し,外 被 タ ンパ ク質のア ミノ列 を明 らかに した。SPFMVの4系 統,SPVGお よびSPLVの 外被 タン

パ ク質 のア ミノ酸配 列 を比較 した ところ,SPFMV系 統 内 では相同性 が95 .6～74.4%で あ り,高 い遺

伝的多様性 が認 め られ た。また,SPFMVは 別 種の ポテ ィウイル スで あるSPVGと は74.1～79.0%の

相 同性 であ った ことか ら,SPFMVの 系統お よびSPVGの 分類 につい て,さ らに分子 系統 学的解析 に

よ り検討 を行 った。外 被 タンパ ク質 お よびオー プ ン リーデ ィングフ レーム(ORF)の ア ミノ酸配 列を

も とに分子系 統樹 を作 成 した ところ,SPFMV-TはSPFMVと は別 種 の ウイル ス と して分類 す るのが

妥当で あると判 定 した。

SPFMVお よびSPVGの 診 断法 として,遺 伝 子診 断法 に よ り,SPFMV4系 統 お よびSPVGを 識別す

る方法(RT-PCR-RFLP法)を 開発 した。本遺伝子 診断法 は,こ れ らの ウイルス を同時 に検出す るた

めの共通 プライ マー を用い てRT-PCRを 行 った後,2種 類の制 限酵素 でそれ ぞれ処理 し,電 気泳動 の

バ ン ドパ ター ンか ら系統 の判別 を行 うものである。野 外か ら採取 した感染 サツマイモ葉 を用いて本法

に よる系統 判別 を行 った ところ,SPFMVの4系 統 お よびSPVGが 重複感 染 してい る場合 で も,こ れ

らの ウイル スの検 出 ・識別 ができる ことか ら,高 精 度な診断法 として利 用で きる可能 性 を示 した。

以 上の よ うに,本 研究 は,サ ツマイ モに発生 しているポテ ィウイル スにつ いて,分 子生物学的手法

を用 いて,そ の遺伝的特性解 明お よび分類上 の位置づ け を行い,あ わせ て簡便,高 精 度な診断法 を提

示 し,今 後 の ウイル ス病 防除技術 の構築 に大 き く寄 与す る ものであ る・

よって,審 査員一 同は,本 論 文は博 士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と判 断 した。
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