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論 文 内 容 要 旨

ウ イ ロイ ド(viroid)は,高 等 植物 に感染 して,種 々の病 徴 を引 き起 こす最 も小 さ な植

物 病原 体 で,そ の本 体 は,約250～380塩 基 よ り成 る1本 鎖環状 リボ核 酸(rlbonucleicacid

:RNA)分 子で あ る。 その伝搬 は,罹 病 植物 への接 触,接 木 や汚 染農 作業 器 具 に よ り起 こ

るこ とが知 られ て い る。

果樹 作物 は,栄 養繁殖,す な わ ち接 木等 に よ り増殖 され販売,普 及 され て い る。 この果

樹 の特 性 は,接 木伝 搬性 病原 体 の感染,増 殖 には好適 で あ るため,ウ イ ロイ ドを含 む ウイ

ル ス性 病 害が数 多 くあ る。果 樹類 ウイル ス性 病 害の 防疫上 の要 点 は,健 全 母樹 か ら採 穂 さ

れ た苗木 の栽植 に尽 き る。 その ため,苗 木段 階 での簡 便 で迅 速 な高 感度 の検 定 法の 開発 が

必要 とされて いた 。

本 研 究は,落 葉果 樹 類 の ウイ ロイ ドお よび罹 病樹 に特 異 的 に認 め られ るdsRNAの 特性

を解 明 す るこ とを 目的 と した。 すな わち,ニ ホ ンナ シ に発 生 した果 実形 態 異常 の植物 病理

学的 原 因究明(第3章),ニ ホ ンナ シ粗 皮 病 とナ シblistercankerウ イ ロイ ド(PBCVd)の 関

連性 お よび ニホ ンナ シに存在 す るdsRNAの 特性 の解 明(第4章),ニ ホ ンス モモ 品種`ハ

ニ ー ロー ザ'に 発 生 した斑 入果 病 の簡便 な診 断法 の開発(第5章),モ モ1atentmosaicウ イ

ロイ ド(PLMVd)の 日本国 内の感 染状況(第6章)等 につ いて検 討 した。

1ニ ホ ンナ シ奇形 果病 とその病原 の特 性

ニホ ンナ シで果面 に 凹凸 を生 じる障 害が 日本 各地 で発生 した。`新 高'の 果 面(Fig,1)

は,大 きい凹 南が,一 方,`吉 野'の 果 面(Fig.・2)に は細 か い凹 凸が生 じ,果 実 内部 お よび

果実 以外 の樹 体 部位 に は,何 ら障 害は 見 い出せ なか った。発 症樹 より核 酸 を抽 出 し,未 変

性5%PAGEを 行 つた ところ,発 症 樹 すべて の核 酸試料 か ら健 全樹 には見 られ な い2本 の

バ ン ドが検 出 された(Fig.3)。RNaseAに 対 す る感受性 よ り,移 動度 の大 きい方(RNA1)

はssRNA,移 動度 の小 さい 方(RNA2)はdsRNAと 推 定 され た。 また,RNA1と リンゴ さび

果 ウイロイ ド(ASSVd)の 移 動度 は 同一で あ った。 リター ンお よび2方 向PAGEで,変 性

条件 下 で,遅 く泳動 され るバ ン ドが果 実形態 異 常発症樹 すべ て の核 酸 試料 か ら検 出 され た

(Fig.一4)。二 次元PAGEでRNA1は 遅 く,RNA2は 速 く泳動 され るこ とが確 認 された 。す な

わ ち,RNA1は ウイ ロイ ド様RNA,RNA2はdsRNAの 性 質 を有 して いた。RNA1は 特 異的

にASSVdcDNAブ ロー ブ とハ イ ブ リッ ドを形 成 した(Fig,5)。

純化RNA1試 料 を供試 し,ASSVdの 全 長 を増 幅 す るよ うに設 計 され た2種 の ブ ライマ ー

ペ ア をそれぞれ用 いRT-PCRを 行 っ'たところ,両 産物 に,ASSVdの 全 長 と期待 され るDNA

断 片が確認 され た。 その増 幅 断片 を クp一 ニ ング し塩 基 配列 を解 析 した とこ ろ,発 症樹 か

ら分 離 され た ウイ ロ イ ド(ASSVd-P)は,ASSVd-J(日 本 の リン ゴか ら分 離 さ れ た リンゴ さ

び果 ウイ ロイ ド)と 比 較 し,3ヶ 所 で相 違 が見 られ,ASSVdの1系 統 で あ る こ とが分 か っ

た(Fig.6)。

本発症 樹 由来 と リンゴ由来 のASSVdを それ ぞれ戻 し接種 した`新:高'と`吉 野'の 果 面 に

凹凸 が発症 した。 そ こで,本 障害 はASSVdを 病原 とす る病 害 で あ る と結 論 し,こ の新 し

い病害 を`ニ ホ ンナ シ奇 形果 病',英 名`Japanesepearfruitdimple(JPFD)'と 命 名 す る こ とを

提 案 した 。

刃物 によ る本 ウイ ロイ ドの罹病樹 か ら健全樹 へ の伝搬 の可能 性 を解析 す るため た,ナ イ

フに よる交互切 り付 け試験 を実施 した。勢 定 と新 装管 理 をそれ ぞれ想 定 した2月 お よび8

一154一



月 に,切 り付 け回数 を変 えて処 理 した。 その結 果,切 り付 け られ たナ シ実 生 への ウイ ロイ

ドの伝搬 ば,時 期 に関わ らず,ま た,ど の回数 で も認 め られなか った(Table1)。

RT・PCR検 定法 の た めの微 量 試 料か らの簡 易核 酸 調 整法 を開 発 した 。 すな わ ち,微 量 組

織 を燕 留水 に浸漬 し,m分 闘95℃ で保 温 し,核 酸 を抽 出す る熱 処理核 酸抽 出 豪ユミと,同 様

に微量 組織 を万力 を用 いて押 し潰 し,そ の組織 か ら滲 出 して きた溶液 を核酸 抽 出試料 とす

る万 力核 酸 抽 出法で あ る(Fig.7)。 両法 は,簡 便 で迅速 で あ るた め実用 上有 効 な抽 出法 で

あ るこ とが 示唆 された。

IIニ ホ ン ナ シ 粗 皮 病 と ナ シb畳isterc繍nkerウ イ ロ イ ドとの 関 連 性 お よ び ニ ホ ン ナ シ に 存 在

す る2本 鎖RNAの 特 性

粗 皮 病 病 変 部 を 観 察 した と こ ろ,内 部 に ネ ク ロ シス が 見 られ た 。 そ の ネ ク ロ シ ス の 周 辺

に ス ベ リン の 発 達 と リグ ニ ン の 集 積 が 観 察 さ れ た 。 さ ら に,同 一 樹 内 で も 枝 に よ り病 徴 の

強 弱 に偏 りが 見 られ た(Fig,8)。

粗 皮 病 罹 病 樹 に結 実 した 果 実 よ り種 子 を 採 取 し,粗 皮 病 病 原 の 種 子 伝 搬 性 を 調 査 した が,

種 子 伝 搬 は 起 こ らな か っ た 。また,刃 物 に よ り粗 皮 病 病 原 が 伝 搬 す るか 否 か を 試 験 した が,

粗 皮 の 発 症 は確 認 され ず,勢 定 作 業 で は 伝 搬 しな い 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

外 国 で は,粗 皮 病 類 似 の セ イ ヨ ウ ナ シ病 害blistercankerの 病 原 はPBCVdと され て い る。3

種 の プ ラ イ マ ー ペ ア を 用 いRT-PCRに よ っ て 健 全 お よび 典 型 的 粗 皮 症 状 を 現 わ す ナ シ樹 の 一

核 酸 試 料 か らPBCVdを 検 出 す る こ と を試 み た 。 予 想 さ れ るサ イ ズ(315bp)に 増 幅DNA

バ ン ドが 検 出 さ れ た の は,健 全 セ イ ヨ ウ ナ シ2樹 の 核 酸 試 料 か ら プ ラ イ マ ー ペ ア3を 川 い

て 得 られ た 産 物 のみ で あ り,ニ ホ ンナ シ粗 皮 病 との 関 連 は な い と推 測 さ れ た。 一 方 の 分 離

株 の 塩 基 配 列 を解 析 した 結 果,そ れ は314塩 基 か ら成 り,フ ラ ン ス 分 離 株(P2098T)と93.3%

の ホ モ ロ ジー が あ っ た(Fig.9)。

また,粗 皮 病 病 原 の 探 索 の た め,dsRNAの 解 析 を した ど こ ろ,分 子:量3.10×10`と13.3

×10`の 間 に 泳 動 さ れ る2～3本 の バ ン ドが検 出 さ れ た 。 非 発 症 樹 で も 若 干 見 られ る も の

の,発 症 樹 で 高 率 に 見 い 出 せ る た め,粗 皮 病 と何 らか の 関連 が あ る こ と が 示 唆 さ れ た(Fig.

10)a

dsRNA解 析 に よ る 粗 皮 病 病 原 探 索 の 過 程 で,3種 のdsRNA(dsRN〈1,2,3)が,品 種 に

特 異 的 に検 出 さ れ た 。 す な わ ち,果 樹 試 験 場 保 存53品 種 の う ち,12品 種 か ら見 い 出 さ れ

た 。 そ の他 に2種 のdsRNA(dsRNA4,5)は,唯 一 ニ ホ ンナ シ 品 種`秋 田 田 沢3号'で,3

種 のdsRNAと 重 複 して,特 異 的 に 検 出 さ れ た(Fig.11)。 こ れ らdsRNAの 接 木 伝 搬 は 確 認

さ れ な か っ た 。 しか し,交 配 に よ って,高 い 確 率 で 後 代 に伝 染 す る こ とが 判 明 し た(Table

2)。 これ らの 諸 性 質 は 種 子 伝 染 性 潜 伏 ウ イ ル ス に 類 似 して い た 。dsRNA1の 塩 基 配 列 を 解

析 した と こ ろ,1434塩 基 か ら な る1つ の 長 い 翻 訳 領 域 が 見 い 出 さ れ た(Fig.12)。 そ れ は,477

ア ミノ酸 か らな り,分 子:量 約54.9kDaと 考 え られ るポ リペ プ チ ドを コ ー ドして い る と推 測

さ れ た 。ssお よ びdsRNAウ イ ル ス のRNA依 存RNA複 製 酵 素(RDRP)の ア ミノ酸 配 列 で

保 存 さ れ て い る4種 の 配 列 モ チ ー フ が 見 られ,こ の ポ リベ プ チ ドがRDRPで あ る 可 能 性 が

示 唆 さ れ た 。 こ の ポ リペ ブ チ ドの ホ:モ ロ ジー 検 索 を した と こ ろ ・beetcrypticvirus3(BCV3)

のdsRNA2,寄 生性 プ ロ トゾ アCワ ρω5po7'4'梶〃3ραr四〃1に 見 い 出 され たdsRNA,植 物 病 原 糸 状

菌Fμ5αr'〃〃3εo'απ'の ウ イ ル ス(FusoV)の そ れ ぞ れ のRDRPと の ホ モ ロ ジー が 認 め られ た 。
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ま た,dsRNA1の5'末 端 の 配 列 は,BCV3のdsRNA1と2の5'末 端 配 列 と'同一 で あ っ た 。 こ

の こ と も ま た,ニ ホ ン ナ シ のdsRNA1が,BCV3のdsRNA2に 類 似 す る こ と を 示 唆 して い

る 。 ま た,本dsRNAの 宿 主 で あ るニ ホ ン ナ シ 中 で の 濃 度 は,種 子 伝 染 性 潜 伏 ウイ ル ス で

あ る ダ イ コ ン葉 縁 黄 化 ウ イ ル スのdsRNA濃 度 の 約16倍 高 濃 度 で あ る と概 算 で き た 。 しか

し,本dsRNAに 関 連 す る ウ イ ル ス様 粒 子 は 確 認 で き な か っ た 。

IIIニ ホ ンスモ モ品種`ハ ニ ー ロー ザ'に 発生 したス モモ斑 入果病 とホ ップ蟻 化 ウイ ロイ

ドの迅速 な検定 法

近 年,香 川 県 の現 地 圃場 で果樹 試 験 場育 成 ニ ホ ンスモ モ 品種`ハ ニー ローザ'に 斑 入 果

病 類似 の症状 が 発生 した 。当初現 地で は,こ の 陣害 が生理 的の もの であ る と認識 して い た。

病果 の症 状 は,山 梨 県 で品種`太 陽'に 発 生 して い る斑入 果症状 に類似 して いた(Fig.13)。

リター ンPAGEし た ところ,ウ イ ロイ ドは検 出 され なか った 。泳動後,ウ イ ロイ ドが泳動

され る と推 定 さ れ る部位 か らゲ ル片 を切 り取 り核 酸 を溶 出 さ せ,ホ ッ プ媛 化 ウ イ ロイ ド

(HSVd)の 全長 を増 幅 す るプ ラ イマー ペ ア を用 いてRT-PCRに 供 試 した結 果,発 症 樹 試料

か ら期 待 され るcDNAが 増 幅 され た(Fig・14)。`ハ ニー ロー ザ'2樹 よ り見 い出 され たHSVd

の塩 基配 列 を解 析 した ところ,両 分 離株 とも297bpでSanoθ ∫鳳 が決定 した山梨 県産 の`太

陽'か ら見 い出 されたHSVdの 配列 と一致 した。斑 入果 病罹 病樹樹 皮 か らSDS一 フ ェ ノー ル

法 に よ り抽 出 した核 酸 試料 とその 希釈液 を用 いて,RT-PCRに よるHSVdの 検 出限 界 を調

べ た(Fig.15)。 また,微 量試料 か らの簡 易核 酸調 整法 と して,熱 処 理核 酸 抽 出法お よび

万力核 酸抽 出法 につ いてRT-PCR検 定 法への適 川 を試み た。

IVモ モlaten巴mosaicウ イ ロイ ドの 日本 の核 果類 での感 染状 況

PLMVdの 日本 国内の核 果 類樹 での感 染状況 を知 るた め,RT-PCR法 の開 発 を行 い,非 特

異 的バ ン ドがな く,PLMVdの 検 出 に適 した ブライマ ーベ ア2を 選 抜 した(Fig,16)。 モモ 由

来 のPLMVd2分 離株,中 津 白桃(茨 城 県産)と あかつ き(長 野 県産)分 離株,の 塩 基 配

列 を解析 した。2分 離株 とも337塩 基 か ら成 り,そ れぞれ フラ ンスの麸 準分 離株 と比 較 し,

91と92%の ホ モ ロジーが認 め られ た(Fig.17)。 果樹 試験 場 に保存 され て い る多 くの モモ1;iil

種 とア ンズ1品 種 か らPLMVdが 検 出 された。 かつ て斑 葉,油 斑 モザ イ ク各病原 を保毒 し

て い る とされ て いた果 樹 試験 場保 存 各品 種 はす べ て陽性 で あ った6ま た,PLMVdは,日

本各 地 の モ モ樹 か ら高 率 に(94.3%)検 出 され た。 果樹 試験 場 の 被検 定 樹 の うち,PLMVd

陽性 の モ モ品種`倉 方早 生'の み が,4月 に葉 にモ ザ イ ク症 状 を呈 した が,他 のPLMVd

陽性 の品種 はモ ザ イク症 状 を示 さ なか った(Table3)。

Vま とめ

日本 の 落 葉 果 樹,ニ ホ ンナ シお よび核 果 類 の ウ イ ロ イ ドお よ び感 染 個 体 に発 現 す る

dsRNAの 特 性 を解 析 した.。ASSVdは,ニ ホ ンナ シ品種`新 高'と`吉 野'に お い て,果 実形

態 異常 を引 き起 こす こ とをつ きとめ,本 病 を`ニ ホ ンナ シ奇形 果病',英 名`Japanesepear

fruitdimple'と 命 名 す るこ とを提 案 した。本病 害診 断 にお いて,微 量 の組織 を用 いて短時

間で検 定可 能 であれ ば,大 量 の苗木 を処理 す る際 に,非 常 に有効 であ る。 そ こで,、熱処理

お よび万 力核 酸抽 出法 を確 立 した。 かつて は10サ ンプル の核 酸抽 出は8時 間 を要 レて い

た が,現 在 は これ ら2種 の抽 出方法 を用 い るこ とによ り,30分 に短縮 す るこ とが で きた。
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また,ニ ホ ンナ シで問 題 にな って い る粗 皮 病病 原の探 索 を発症 樹 のdsRNA解 析 を とお

して行'つた ところ,発 症 樹 の核 酸試 料 か ら高 率に2～3種 のdsRNAバ ン ドが検 出 され た。

これ らdsRNAは,ニ ホ ンナ シ粗 皮 病 と何 らか の関連 が あ る と思 わ れ,早 急 の解析 が待 た

れ る。 さ らに,こ れ らdsRNAの 解 析 の過 程で,品 種 に狩 異的 に存 在す るdsRNAが 見 い 出

された。 しか し,起 源や機 能,ニ ホ ンナ シ内で の役割 につ いて は謎 が多 く今後 の解 析 が待

た れ る。 これ らdsRNAの 解 析 は,植 物 ウイル ス学 の範 疇 に と どま らず,植 物 界 に広 く存

在 す るdsRNAと の類縁 関係 とその進化 とい う大 きな課題 との関 連性 か らも注 目され よ う。

また,こ れ らdsRNAを 解析,同 定 して い くこ とは,ニ ホ ンナ シの他 の 病原 未定 接 木伝 搬

性 病害 の研 究の 一助 とな ろ う。

核 果 類 にお いて も ウイ ロイ ド病 が発 生 し問題 とな ってい る。 香川 県産 の斑 入果病 罹病 ニ

ホ ンスモモ 品種`ハ ニー ローザ'よ り見 い 出 されたHSVdの 塩 基 配列 を解析 した ところ,以

前 国 内各地 で分 離解 析 され た 株 と同一 で あ るこ とか ら,国 内 の スモ モ か ら見 い 出 され る

HSVdは,同 一 の伝 染源 か ら派 生 し,流 通 した可能 性 が示 唆 され た。 また,罹 病樹 か ら抽

出 した核 酸 試料 を リター ンPAGEで 解 析 したが,ウ イ ロイ ドバ ン ドが検 出 され なか った。

PAGEに よ る検定 は スモ モ植 物組 織 に含 まれ るウイ ロイ ドの:量が極 微 量 であ るため,時 期

によ って は困 難な場 合 があ る こ とが報 告 されて い る。しか し,RT・PCR法 は,極 微 量 のHSVd

を検 出で き るた め供 試 す るスモ モ組織 も微量 で済み,さ らに,熱 処 理 お よび万 力核 酸 調整

法 を用 い る と迅 速 さ を増 し,実 用場 面 で有効 な方 法で あ ると思わ れ た。

次 に,PLMVdの 国内核 果類樹 で の感 染状 況 を調査 した。PLMVdは,日 本 各地 の 多 くの

モ モ樹 で検 出 され(94.3%),国 内の モモ樹 に広 範囲 に感 染分 布 して い る こ とが 判 明 した。

しか し,陽 性 モ モ30品 種 で の 生育 は一 般 に良好 で,モ ザ イ ク症状 を葉 に表 したのは,1

品種の みであ った。 この結 果は,ヨ ー ロ ッパ の品種 では激 しい病徴 が報 告 され て い るけ れ

ども,ほ とん どの1ヨ本の モモ品種 は 無病 徴で あ る可能性 を示唆 して い る。 しか し,今 後新

た に育 種 され る品種 が 強 い病徴 を示 す こ とも考 え られ,PLMVdフ リー樹 の育成 を進 め る

必 要が あ る。

本研 究 に よ り,落 葉果樹 類 の ウイ ロイ ド病お よびニ ホ シナ シに存 在 す るdsRNAに 関 し

て,数 多 くの こ とが明 らか にな った。開 発 され た検 定法 の適用 によ り,ウ イ ロイ ドの健 全:

苗木 の管 理,検 疫 等 は格 段 に 迅速 にな るで あ ろ う。 また,ニ ホ ンナ シに存 在 す るdsRNA

の研 究は,生 物界 の多様 なRNAワ ール ドの研 究の 一助 に成 るであ ろ う。これ らの成 果 は,

落葉 果樹 類 の ウイ ロイ ド病お よびdsRNAの 研 究 の今後 の発展 に寄与 す る と ころ大で あ る

と確信 す る。
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Fig.1.TypicalfruitsymptomsofJPFD

onJapanesepearcv.Niitaka.

Fig.2.TypicalfntitsymptomsofJPFD

onJapanesepearcv.Yosluno.
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Fig.3.Polyacrylamidegelelectrophoresisofnucleicacid

preparationsfrombarktissuesofJapanesepears.Lanesland2

correspondtoextractsofhealthyandfruit-dimplingtrees,

respectively.

Fig.4.Returngelelectrophoresisofnucleicacidpreparationsfrontbark

tissuesofJapanesepears.Lanes1,2,4and5,extractsofhealthytrees.Lanes

3and6,extractsoffruit-dimplingtrees.Thefirstelectrophoresisiscarried

outfromtoptobottomundernativeconditions.Thesecondelectrophoresisis

carriedoutfrombottomtotopunderdenaturingconditions.
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Fig.5.Allalysisbytwo-dimensionalgelelectrophofesisofnucieicacidpreparatiollfrQlnbarktissuesoffruiトdimplingJapanesepeartfee,CDNI.(a)
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membrane,whichwashybridizedwithaP-labeledDNAprobepreparedfromASSVdcDNAclone(pUAS-14)andautoradiographed.Directionof

non-denaturingelectrophoresisinthefirstdimensionwasfromlefttorightandiutheseconddenaturingdimension(presentedhere)fromtopto

hottom.ArrowsindicatedthepositionofRNAI.
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ASSVd-JlGGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAOGATAAAGAAAACGAGGAGAAGAAGGAACTCACCTGTCGTCGTCGACGAAGGCC

ASSVd-ClGGτAAACACCGTGCGGTTCCTGTG6T1℃GCCCCG㏄AAC6CAGAT=AτAAAGAAAAC6AGGAGAAGA《GGAACτCACC'「G「 「CGTCGTC6ACGAAGGCC

ASSVd-PlGG'「 《A腰CA㏄G1「GOGGT下 ㏄TGTGG丁1℃GCCCCG㏄AAC6CAGATA'「AAAG貞 ハAAOGAGGAGハAGA《GGAAC1℃A㏄1「G1℃G1「CG1「CGACG瓦AGgCC

DAVdlGGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCf/c1A/slAiiGATAAAGAAAACGAGGAGAAGAAGGAACTCACCTGTCGTCGTCGACGAAGGCC

PRSVdlGG'「AAハCA㏄G『 「GCGGTT㏄'『6マGGT1「C6CC匡i6GCCAA図 βCAAAG八 ハAACGAGGAGAA6AA6GAACTCA㏄ 「「GTC6TCGTCGAC6ハAGG㏄

110120130140150160170180190200

GG1「GAGAAAGGハ ㏄TGCCAGCACTAAGCCGGA〔X癩CCCTCGC貞CC響AG↑1℃CGCTGTGG6T1「CGCCτACAAGAACGT《CGGTG丁'「GAGGC㏄ τG1℃CG
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τGGGTTOCCAGGGτAAAACACAA邨GTGTTTCCC..._

TGGG了1「CCC《GGGτ 《八AACへC八 八1謳GG1「GTTI『C㏄.....

TGGGT1℃CCAGGα 「AAAACACAAτ 酔G'「GT11℃CC.....

Ntig.6.ComparisonofthenucleotidesequenceofviroidRNAgenomebetweenASSVdisolatedfromapplesinJapan(ASSVd-J),ASSVd
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Fig.13.TypicalfruitsymptomsofdapplefruitdiseaseonJapaneseplumcv.HoneyRosa.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

日本 の落葉 果樹,ニ ホンナシ と核果樹 に異 常 を もた らす病原 ウイ ロイ ドお よび感染個体 に発 現す る

dsRNAの 特性 を解析 した。ニホ ンナ シで果面 に凹凸 を生 じる障害が 日本各地で発生 した。発症樹 より核

酸 を抽出 し,各 種PAGEに よ り解析 し,病 原 ウイロイ ドを検 出 した。塩基配列か ら,そ れが リンゴサ ビ

果 ウイロイ ド(ASSVd)の1系 統 であるこ とを明か に した。本発症樹 とリンゴ由来のASSVdを そ れぞれ

戻 し接種 した ところ,異 常が再現 された。そこで,本 障害 はASSVdを 病原 とす る病害である と結論 し,

この新病害を`ニ ホ ンナシ奇形果病',英 名`Japanesepearf㎞tdimple'と 命名 した。 また,RT-PCR

検定法の ための微量試料か らの簡易核酸調整法 を開発 した。

ニホ ンナシ粗 皮病 と類似病害blistercankerの 病原 ナシblis七ercankerウ イロイ ドとの関連 がないこ と

を明 らか に した。粗皮病病原の探索 のため,dsRNAを 解析 し,分 子量3.10～13.3×106の3種 を検 出 し

た。 これは罹病樹で高率 に検出 されるため,粗 皮病 との関連が示唆 された。dsRNA解 析の過程で これ ら

とは別 に5種 のdsRNA(dsRNA1,2,3,4,5)が,品 種 に特異的 に検 出 された。本dsRNAが 接 木伝染せず,

種子花粉 によって後代 に伝搬す ることを明 らかに した。dsRNA1の 塩 基配列 の解析か ら,コ ー ドされて
'
いるポ リペ プチ ドが,RNA依 存RNA複 製酵素である可能性が示唆 された。 これ らの諸性質は種子伝 染1生

潜伏 ウイルスに類似 してい るが,本dsRNAに 関連す るウイルス様粒子 は確認で きなか った。

核果類 では,ニ ホンスモモの品種`ハ ニー ローザ'に 斑入果病類似 の症状が発生 した。 この試料か ら

は,ウ イロイ ドは検 出されなかった。 しか し,ホ ップ倭化 ウイロイ ド(HSVd)塩 基配列 か ら設計 したプラ

イマーペ アを用いたRT-PCR解 析 を した結果,発 症樹試料か ら期待 されるcDNAが 増幅 された。PAGEに

よる検出 は,ス モモ植物組織 に含 まれるウイロイ ドg量 が極微 量であるため不 可能であ った。 しか し,

RT-PCR法 は乳極微量 のHSVdを 検出で きるため供 試するスモモ組織 も微量:で済み,さ らに,熱 処理お

よび万力核酸調整法 を用い ると迅速 さを増 し,実 用場面 で有効 な方法であ るこ どが分か った。

モモlatentmosaicウ イロイ ド(PLMVd)は 日本各地の多 くのモ モ樹 で検 出 され(94.3%),国 内のモモ

樹 に広範囲 に感染分布 していることが判 明 した。 しか し,陽 性モモ30品 種 の生育 は一般 に良好で,モ ザ

イ ク症状 を葉 に表 したのは,1品 種のみであ った。 この結果 は,PLIMVdが ヨーロッパの品種 には激 し

い症状 を引 き起 こすが,ほ とんどの 日本 の品種 には潜伏感染す るこ とを示唆 してい る。

以上の ように,本 研究 はこれ まで不明であ った数種 の落葉果樹 に異常 を もたらす病 原 ウイロイ ドの性

状 を明 らかに した。 よって審査 員一同は,本 論文 は博:士(農学)に 値す る内容であ ると判定 した。
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