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Ⅰ. 緒　　言

　植物においては，一旦侵入したウイルスを排除す

ることは不可能である。こと，作物においては，発

病株は減収につながる。特に，圃場内の発病株が二

次感染源となり，これを看過することによって周辺

株への感染が生じ，ウイルスが蔓延することも懸念

される。そのため，ウイルスを防除することは，非

常に重要である。

　ウイルスの粒子中には，サテライトRNAと呼ばれる

低分子のRNAが付随している場合がある。サテライ

トRNAはウイルス本体の増殖には不可欠なものでは

なく，その機能は完全には解明されていないが，あ

るものはウイルスが寄生した植物の病徴の強弱に関

与すること，あるものはウイルスゲノムの蓄積量に

影響を与えることなどが知られている（ROOSSNICK 

et al. 1992）。
　キュウリモザイクウイルス（Cucumber mosaic virus， 
以下CMV）は，野菜・花き類など広範な植物を宿主

とし，アブラムシによって非永続的に伝播されるこ

とが知られている。CMVはトマトの難防除ウイルス

の一つであり，栽培上大きな問題となっているが，

CMVによるトマトの病徴発現にこのサテライトRNAが

大きく関与することが報告され，病徴を弱める性質

を持つ弱毒性のサテライトRNAを用いてCMV弱毒株が

作出された（吉田，1986）。この弱毒ウイルスは，

定植前のトマト幼苗一つ一つにあらかじめ接種して

おく作業が必要であり，さらに簡便な防除法の開発

が求められた。そこで，弱毒ウイルスに利用したサ

テライトRNA，sat55-1のcDNAを遺伝子導入し，トマ

ト植物体内でsat55-1を常時発現させることにより，

感染したCMVを直ちに弱毒化できる，ウイルス抵抗

性トマト「No.４-７系統」（以下「No.４-７」）

が作出された（河辺ら，2002）。「No.４-７」はCMV

によるモザイク病に対し抵抗性を有し，その環境

に対する安全性についても詳細に検証された（河辺

ら2002，岩崎ら2005，眞岡ら2008）。

　北海道農業研究センター旧ウイルス病研究室で

は，様々な性質を有するCMVのサテライトRNAを分離

・保有しており，その利用を図るため研究を行って

きた。前述のようにCMVによるトマトモザイク病や

条斑病の防除に有効な弱毒ウイルスを作出した。本

来弱毒ウイルスは予防のために用いられるが，我々

は，偶然，CMVの感染により発病したトマトの病徴

が弱毒ウイルスの接種により軽減するという現象を

見出した。そこで，本研究では，この現象がサテラ

イトRNAに起因するものであることを示し，ウイル

ス病治療の可能性を探るため，CMVによるトマトモ

ザイク病に対する病徴軽減効果の検証を行った。

Ⅱ. 材料および方法

１．供試ウイルス

　感染してもほとんど病徴を示さないCMV-P7（以下

P７）を，サテライトRNAを伝搬するためのウイルス

（ヘルパーウイルス）として，その粒子内にサテラ

イトRNA sat55-1（以下sat55-1，DDBJ/EMBL/ 

GenBank accession number（以下略）AB072502）を

内包するCMV-P7（sat55-1）（以下P７（55-1））株お

よびサテライトRNA sat28-19（以下sat28-19，

AB072503）を内包するCMV-P7（sat28-19）（以下P７

（28-19））を弱毒ウイルスとして二次接種に用い

た。強毒ウイルスとしてCMV-42CM株（以下42CM， 

AB368496～98，岩崎ら（1996））を一次接種に用い

た。また，ヘルパーウイルス単独やサテライトRNA

分子も二次接種に供した。sat55-1は，P７（55-1）

株より純化精製し，トマト１株に対し約150ngを接

種に用いた。

　各ウイルス株の増殖にはタバコNicotiana tabacum L. 
cv. Xanthi ncを用い，タバコ感染葉の汁液（５～
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10倍液）をカーボランダム法により接種することで

ウイルスの増殖を図った。病徴および収量への影響

調査には，トマト（Solanum lycopersicum L.）品種「桃
太郎」を用いた。

２．病徴軽減試験（試験１～５）

　温室内において，トマト品種「桃太郎」の葉に一

次接種としてCMV強毒株42CMを汁液接種した。接種

後一定期間おいた後，弱毒株P７（55-1）を二次接

種した（試験１～５）。一次接種は子葉～第３葉に

行い，二次接種は常に最上位葉に行った。二次接種

から約30～60日後病徴観察を行った。無接種，強毒

株のみを接種したトマトを同様に栽培し，比較対照

とした。試験１（表１）は，モザイク症状の軽減効

果を確認することを目的とした。試験２～４（表

２）は，軽減効果と接種時期の関係を調べる目的と

し，一次接種から経過日数を変えて二次接種を行っ

た。試験３および４（表２－２および３）について

は病徴観察のほか，草丈および茎葉生重量の測定も

行った。試験５（表３）では，弱毒株P７（55-1）

の他，ヘルパーウイルス単独およびsat55-1も二次

接種源として用いて，その効果の比較を行った。

３．果実への影響調査（温室，試験６）

　トマト品種「桃太郎」を用いて，病徴軽減試験と

同様に，強毒株42CM（一次），弱毒株P７（55-1）

（二次）の接種を行い,それぞれ８株について果実

収量調査を行った。なお，栽培は11号鉢（直径33cm）

を用いて温室内で行った。第３葉期のトマト「桃太

郎」に，強毒株42CMを接種し，１週間後（４葉期），

２週間後（６葉期），４週間後（11葉期）および６

週間後（16葉期）に，それぞれ弱毒株P7（55-1）を

二次接種した。栽培中，草丈の測定および果実の収

穫を順次行い，収穫果実数を計数するとともに各果

実の重量を測定した。

４．圃場における病徴軽減効果の検証（試験７，８）

　温室内で育苗したトマト品種「桃太郎」（第１葉

抽出期）の子葉に強毒株を一次接種した。２週間後

第２および３葉に弱毒株P７（55-1）またはP７

（28-19）を二次接種し，６葉期まで育成したトマ

トを，北海道農業研究センター内圃場に設置したビ

ニールハウスに定植した。試験は2000年（試験７），

2001年（試験８）の２カ年行い，各接種区とも６～

８株を供試した。施肥，整枝は一般的な栽培管理に

従って行い，病徴観察および果実収量調査を行っ

た。なお，試験７については，ウイルス濃度の測定

も行った。ウイルス濃度の測定は，二次接種した葉

よりも上位の葉すべてを採取し，磨砕した汁液の

1000倍希釈液を用いて，DAS-ELISA法により行った。

ウイルス濃度は，純化42CMを標準試料として作成し

た検量線を用いて，各試料の吸光度A405から算出し

た。なお，CMVの純化は岩崎ら（1996）の方法によ

り行った。

Ⅲ．結　　果

１．弱毒ウイルスによる病徴軽減（試験１～５）

　トマト幼植物にあらかじめ激しいモザイク症状を

引き起こすCMV強毒株42CMを一次接種し，モザイク

症状を確認した後に，CMVによるモザイク病に対し

予防接種ワクチンとしての効果のあるCMV弱毒株P7

（55-1）を二次接種した。病徴軽減は，二次接種よ

り約3週間後の新葉より表れ，30日後の上位葉では

明瞭となった（表１）。その後の新葉では病徴軽減

は維持され，強毒株のみを接種したトマト植物に比

べ，その病徴はより顕著に軽くなった。しかし，最

初に病徴軽減が認められた葉よりも下位にある葉に

おいては病徴の軽減は見られなかった（表１）。

表 1．弱毒ウイルスの接種によるモザイク症状トマトの病徴軽減（試験１） 

二次接種 30 日後の病徴 二次接種 45 日後の病徴 

二次接種株 
供試

株数
上位葉 

(16-13L) 

中位葉 

(12-9L)

下位葉

(8-4L)

上位葉 

(21-18L)

中位葉 

(17-12L) 

下位葉 

(11-4L)

P7(55-1) 15 +～++ +++ +++ -～+ + ++～+++

（強毒） 15 +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

（無接種） 6 － － － － － － 

一次接種は２～３葉，二次接種は５～７葉期に行った。二次接種より30日後および45日後の

各個体の病徴を調査した。病徴は，無病徴（－），軽度（+），中程度（++），重度（+++）で示す。
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表２．弱毒ウイルスによるモザイク症状の軽減効果と接種時期の関係 

（試験２～４） 

１．試験２（一次接種：２～３葉期，二次接種までの日数：８～42日）

葉位別の病徴二次接種時

葉期

一次接種後

日数

供試株

数 上位葉 中位葉 下位葉

（無接種） 6 － － －

4L 8 6 － + ++ 

7～8L 28 6 －～+ +～++ +++

12～13L 42 6 +～++ ++ +++

（強毒） 6 +++ +++ +++ 

一次接種は２～３葉，二次接種は４，７～８，12～13葉期に行い， 

病徴の調査は二次接種より45日後に行った。病徴の表記は表１に同じ。

２．試験３（一次接種：２～３葉期，二次接種までの日数：５～19日）

葉位別の病徴二次接種時

葉期

一次接種

後日数

供試株

数 上位葉 中位葉 下位葉
草丈(cm) 地上部生重量(g)

（無接種） 6 － － － 83.6±2.5a1)  165.1±19.2a1)

2L 5 5 － －～+ + 85.6±3.2a 153.1±12.4a

4～5L 12 5 －～+ + + 80.4±6.0a 119.7± 6.2a

7～8L 19 5 －～+ + +～++ 77.8±5.1a 125.0±10.2a

（強毒） 5 +++ +++ ++ 42.3±8.0b  71.1±12.3b 

一次接種は２～３葉，二次接種は２，４～５，７～８葉期に行い，病徴，草丈および地上部生

重量の調査は二次接種より45日後に行った。病徴の表記は表１に同じ。草丈および地上部生重量

はそれぞれ平均値と標準偏差を表す。 は異なる文字は1％水準で有意差あり。1)

３．試験４（一次接種：子葉期，二次接種までの日数：７～27日）

葉位別の病徴二次接種時 

葉期

一次接種

後日数

供試

株数 上位葉 中位葉 下位葉
草丈(cm) 地上部生重量(g)

（無接種） 6 － － － 82.5± 5.2a1) 109.1± 9.3a1)

1～2L 7 6 -～+ + +～++ 68.7± 3.6b 84.7± 4.4b 

3～4L 17 6 + +～++ ++ 73.0± 5.6b 77.2±10.7b

6～7L 27 6 +～++ ++ +++ 73.0± 6.0b 78.1±19.9b

（強毒） 6 +++ +++ +++ 56.3±10.1c 42.4± 7.0c 

一次接種は子葉，二次接種は１～２，３～４，６～７葉期に行い，病徴，草丈および地上部生

重量の調査は二次接種より45日後に行った。病徴の表記は表１に同じ。草丈および地上部生重

量はそれぞれ平均値と標準偏差を表す。 は異なる文字は1％水準で有意差あり。 1)

　さらに，接種時のトマトの葉期を変えて，病徴軽

減効果と接種時期の関係を詳細に調べた（試験２～

４，表２－１～３）。いずれも試験１と同様に，弱

毒ウイルスの二次接種により，病徴の回復を確認す

ることができた。強毒株の接種時の植物が若ければ

若いほど，病徴は激しくなる傾向があった。また，

一次接種から二次接種までの間隔が短いほど，速や

かに病徴が軽減された。その間隔が25日以上の場合

（表２－１中７～８L，12～13L接種および表２－３

中６～７L接種），上位葉でも明瞭なモザイク病徴が

観察された。試験３および４については，42CMの主

たる症状であるモザイク病徴の観察に加え，植物体

全体の回復状態を測る目的で，草丈および地上部生

重量を測定した（表２－２および３）。その結果，

病徴軽減程度との相関は明快ではないものの，草

丈，地上部生重量とも弱毒ウイルスの二次接種によ

り回復した。
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表３．トマトモザイク症状の病徴軽減に対する二次接種源の比較（試験５） 

葉位別の病徴
試験区 二次接種

供試

株数 上位葉 中位葉 下位葉
草丈(cm) 

地上部生重量

(g) 

無接種 無 9 － － － 120.2± 7.2a1) 145.7±10.7a1)

弱毒 P7(55-1) 14 -～+ +～++ +++ 98.1± 8.8b 83.5±10.3b 

RNA単独 sat55-1 14 -～+ +～++ +++ 96.9± 7.3b 77.9± 9.7b

ヘルパーウイルス P7 15 +++ +++ +++ 60.9±13.8c 55.9± 9.0c

強毒 無 15 +++ +++ +++ 57.1±13.6c 53.5± 6.1c

一次接種は子葉，二次接種は５～６葉期に行い，病徴，草丈および地上部生重量の調査は二次

接種より 60 日後に行った。病徴の表記は表２に同じ。草丈および地上部生重量はそれぞれ平均

値と標準偏差を表す。 

1)は異なる文字は 1％水準で有意差あり。

２．病徴軽減因子の特定（試験５）

　CMVによるトマトモザイク症状の軽減が弱毒ウイ

ルスに起因したものであるかを調べるために，弱毒

株P７（55-1）を，それぞれヘルパーウイルスとサ

テライトRNAに分け，強毒ウイルス感染トマトに二

次接種し，病徴程度，草丈および地上部生重量を調

査した。その結果を表３にまとめた。sat55-1を持

たないヘルパーウイルスP７を単独で二次接種源に

用いた区では，強毒ウイルス接種のみを行った強毒

区と同様に重度のモザイク症状を呈し，草丈および

地上部生重量にも顕著な差異は認められなかった。

これに対し，精製したsat55-1を単独で二次接種し

たトマトは，弱毒株を接した場合と同様に病徴程度

の回復が観察された。このため，弱毒ウイルスP７

（55-1）の接種によるモザイク病徴の軽減は，ヘル

パーウイルスではなく，ヘルパーウイルスに内包さ

れるサテライトRNAによる効果と考えられた。

３．トマトの果実収量における病徴軽減効果（試験

　　６～８）

　試験６では，病徴や草丈に見られた軽減効果の果

実に対する影響を調べた。

　一次接種と二次接種の間隔が短いほど，果実収量

は健全株に近い値を示し，すなわち強毒株の接種後

二次接種をより早く行うほど果実の減収も抑制され

た（図１）。累積果実収量（収穫期間68日間）は，

健全区を100とすると，強毒株のみを接種し弱毒株

を接種しない強毒区の場合，約95％の減収となっ

た。これに対し，１週間後弱毒株接種での果実の減

収は約18％に留まったが，その後の減収率は大き

く，２週間後接種では約50％，４週間後接種では約

57％，６週間後接種では約74％となった。また，草

丈においても，同様な傾向が見られた（図２）

　続いて，圃場栽培試験を２ヵ年実施した（2000年

試験７および2001年試験８）。２種の弱毒株P７（55-

1）およびP７（28-19）はともに，１株あたりの収

穫果実の個数，総収穫重量および果実１個あたり平

均重を強毒株接種のみに比べ著しく回復させた（表

４）。特に果実１個あたり平均重の回復は大きく，

健全区を100とすると，強毒区がわずかに50～52で

あるのに対し，P７（28-19）接種区では74～86であ

った。P７（28-19）弱毒株を用いた試験区では，２

ヵ年の試験において，P７（55-1）接種区よりも高

い軽減効果を示した。また，ウイルス濃度を比較し

たところ，一般にウイルス濃度は個体ごとに変動が

大きいものの， 20日後では，弱毒区におけるウイ

ルス濃度は，強毒区の13～16％とかなり低く，その

後，30，40日後と経過するに従って，強毒区ウイル

ス濃度は急増し，両者の差は顕著になった（表５）。

弱毒ウイルスを予防接種ワクチンとして用いた際に

見られる干渉作用と同様に，強毒ウイルス接種後の

弱毒ウイルスの接種によってもトマト植物体内での

ウイルスの増殖は抑制された状態にあると考えられ

た。

　以上，試験５と試験７および８は試験条件が異な

っており，厳密に比較できないものの，弱毒株の接

種は，トマト植物体内でのウイルス増殖を抑制し，

モザイク病による果実の減収を抑制できることが明

らかとなった。

Ⅳ．考　　察

　本研究で用いた弱毒ウイルスは，病徴を軽減する

作用を持つサテライトRNA sat55-1をCMV-Pに内包さ

せたもので（吉田ら，1992），トマト条班病の予防
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図１．弱毒ウイルス接種モザイク症状トマトの果実収量(試験６) 

第３葉期のトマトに強毒株 42CM を接種し，一週間間隔で弱毒株 P7(55-1)を二次接種した。温

室内で栽培し，収穫した果実の重量を測定した(各試験区８株を供試)。株ごとの累積収穫果実重

量を表した。マーカーに付した縦線は標準偏差を示す。 

1)は異なる文字は 1％水準で有意差あり。

図２．弱毒ウイルス接種のモザイク症状トマトの草丈の推移（試験６） 

第３葉期のトマトに強毒株 42CM を接種し，一週間間隔で弱毒株 P7(55-1)を二次接種した。温

室内で栽培し，草丈を測定した(各試験区８株を供試)。マーカーに付した縦線は標準偏差を示す。
1)は異なる文字は 1％水準で有意差あり。
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に効果を示すことが実証されている（本田ら，1993）。

弱毒ウイルスの予防的接種は，不測のウイルス病の

発生と蔓延，それによって引き起こされる作物の減

収を抑制できる効果が期待できる。しかし，一方で

は，一作毎に定植前のトマト一株一株に弱毒ウイル

ス接種するために労力と時間が要するという弱点が

ある。そこで，我々は，病徴を軽減させる効果を有

するsat55-1のcDNAをトマトへ遺伝子導入し，恒常

的な抵抗性の付与を試みた。その結果，sat55-1形

質転換トマトは，CMVによるモザイク病に対し，抵

抗性を発現した（河辺ら2002，岩崎ら2005）。野外

試験によりその安全性も確認したが，品種登録には

至らず，実用栽培はされていない。

　弱毒サテライトRNAをウイルスの防除に用いよう

とする試みは，sat55-1やsat28-19の他にも多数の

報告例がある（HARRISON et al., 1987, JACQUEMOND et 
al., 1988, MASUTA et al., 1994, MCGARVEY et al., 
1994, PENA et al., 1994, SAITO et al., 1992, SAYAMA 
et al., 1993, TIEN et al., 1991, YIE and TIEN, 
1993, YIE et al., 1995, YIE et al., 1992）。本報
告は，従来の予防的利用ではなく，治療的利用とい

う，弱毒サテライトRNAの新たな利用の可能性を検

討した。CMV強毒株を接種したトマトでは，接種後

わずかな期間で明瞭なモザイク症状を生じる。モザ

イク症状を確認したCMV感染トマトに，さらに弱毒

ウイルスを接種したところ，約３週間後の展開葉よ

りモザイク症状は軽くなった。弱毒ウイルスは治療

的に利用しても効果があることが判明した。完全な

治療，つまり，治癒にはいたらならいものの，CMV

によるモザイク病の病徴を軽減し，ウイルス量も減

じ，さらに，果実収量の減収を抑制できることが明

らかとなった。

　弱毒ウイルスの効果は，ヘルパーウイルスに内包

されるサテライトRNAによるものであり（吉田，

1986），RNA分子単独の接種でも弱毒ウイルスを用い

た場合と同様の病徴軽減効果が得られた。サテライ

トRNAは植物体内において単独では存在せず，ウイ

ルス粒子に取り込まれる。接種後サテライトRNAは

感染植物体内に存在するCMVに取り込まれたのち，

ウイルスと共に移行し，ウイルスの増殖を抑制し，

結果として軽減効果を示すと考えられる。弱毒ウイ

ルスという完全な形態ではなく，RNA分子を直接接

種に用いることにより，ウイルス感染株にのみ作用

できるという利点は大きい。つまり，圃場でウイル

ス病発病株の周辺株にサテライトRNAを施用した場

合，ウイルス非感染株には何ら影響を与えることな

く，また，弱毒ウイルスの予防的利用に見られるよ

うな，ヘルパーウイルスを圃場に蔓延させることな

表４．ビニールハウス栽培における弱毒ウイルスによるトマトモザイク病の病徴軽

減効果 

１．試験７（2000 年）  

試験区 供試株数 果実数（個／株） 果実重量（g/株） 平均重(g/個) 

無接種 18 17.1(100)a1) 2703(100)a1) 157.3(100)a1)

強毒のみ 18  2.1( 12)b 167(  6)b 82.4( 52)b 

  弱毒１ P7(55-1) 18 10.3( 60)ab 1258( 47)ab 122.2( 78)ab 

  弱毒２ P7(28-19) 18 13.1( 77)a 1774( 66)ab 135.6( 86)a 

２．試験８（2001 年） 

試験区 供試株数 1) 果実数（個／株） 果実重量（g/株） 平均重(g/個) 

無接種 24  23.4(100)a1)  4540(100)a1) 193.8(100)a1)

強毒のみ 24   7.6( 32)b  735( 16)b 88.5( 50)b 

弱毒１ P7(55-1) 22  11.6( 50)bc 1404( 31)b 113.0( 57)b 

弱毒２ P7(28-19) 24  15.0( 64)c 2175( 48)c 144.1( 74)c 

子葉に強毒株 42CM を一次接種し，２～３葉期に弱毒株 P7(55-1)もしくは P7(28-19)による二

次接種を行った。収穫果実の重量を測定し，60 日間（試験７），50 日間（試験８）の株ごとの累

積収穫量から各項目の値を算出した。カッコ内には無接種区を 100 とした時のそれぞれの値を示

す。

1)は異なる文字は 1％水準で有意差あり。
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く，ウイルスを保有している植物のみを対象とした

防除が可能となる。

　一般に，植物ウイルス病においては，侵入したウ

イルスを植物体から排除することは不可能である。

農作物では，病原であるウイルスに直接作用する効

果的な防除薬剤はなく，ウイルス病に発病した植物

体は，二次感染を防ぐため，発病株は速やかに圃場

から除去される。発病株を排除しても，発病株発見

時点で，周辺の株へのウイルス感染が懸念される。

場合によっては，発病していないが感染が疑わしい

周辺株の排除，さらには，媒介生物の排除のための

薬剤散布が必要とされるかもしれない。薬剤散布に

代えて，本試験で用いた弱毒ウイルス株もしくはサ

テライトRNAを接種することは可能であると考えら

れる。温室実験レベルでは，両者の軽減効果に差は

認められなかった（表５）。接種にかかる時間や労

力も手法が同じであることから，差はないものと考

えられた。一方，サテライトRNAは，試験管内合成

が可能であるため，自然界で懸念されるような変異

（PALUKAITIS and ROOSSINCK，1996）の心配もなく，

接種源の安定供給が可能である。RNA分子の安定性，

保存性や圃場での効果については検討が必要と考え

られる。いずれにしても，サテライトRNAによる新

たなウイルス病の予防・治療が可能と考えられる。
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Ⅵ．摘　　要

　植物ワクチンとして予防的に利用されている弱毒

ウイルスの治療的利用について検討した。すなわち，

CMVの感染により発病したトマトのモザイク症状が

弱毒ウイルスの接種により軽減することを明らかに

した。また，この現象は弱毒効果を有するサテライ

トRNAに起因するものであった。その結果，CMVによ

るトマトモザイク病の果実減収を抑制できることを

示し，ウイルス病治療の可能性を提示した。
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 It is thought that virus diseases in plants can not to be 

cured by application of chemicals.  Removal of diseased 

plants from the field is the sole practical counter-

measure to prevent diffusion of virus disease. In 

agriculture as well as medicine, attenuated viruses are 

used preventively as vaccines to protect plants from 

damage  caused  by  v i ru ses .   We  f ound  tha t  an  

attenuated virus having a satell ite RNA reduced 

symptoms on diseased tomato plants infected with 

Cucumber mosaic virus (CMV).  Inoculation tests under 
various conditions were performed to investigate the 

abil ity of the attenuated CMV to reduce mosaic 

symptoms on CMV-diseased tomato plants.   Mosaic 

symptoms were alleviated from the top leaf of the  

diseased plants about 3 weeks after inoculation by 

post-inoculation of an attenuated virus having a 

satellite RNA.  Furthermore, the attenuated virus 

improved the quality and quantity of tomato fruits.  

Symptoms were reduced more effectively if the interval 

between infection with the CMV strain and inoculation 

of the attenuated virus was short.  The effect was more 

pronounced on young plants.  Challenge inoculation 

exclusively with satellite RNA molecules resulted in 

cure of the CMV-diseased tomato plants, indicating 

that the al leviation of symptoms was due to the 

satellite RNA.  These results show the possibility of 

plant virus disease protection by satellite RNA that 

attenuates CMV, i.e., therapy for plant virus disease. 
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