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ほ場 で栽 培 中 の ユ リの LSV, T B V一 Lお よ び CMVの ELISA法 と DIBA法 に よ
る検 出
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Detection by ELISA and DIBA Tests of Lily Symptomless Virus(LSV),Tulip Breaking Virus Lily(TBV―
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SummarY

1. The viruses, LSV, TBV-L, and CMV were made in the scale-segments of Li l ium X
,Enchantment'by both a dot immunobinding assay (DIBA) and indirect enzyme-l inked immuno-

sorbent assay (ELISA). The sensitivity of DIBA to detect viruses is about 10 to 100 times lower than

that of ELISA, but it is an easy, reliable method to detect these viruses in routine surveys.

2. Absorbance values of LSV in leaves which were collected from the lower, middle, and upper

parts of stem, perianths, and bracts were determined at 405 nm by ELISA. The rnost rel iable value was

obtained from the basal parts of leaves, located on the upper part of the stem. Based on this result, the

absorbance of leaves collected at various times during the growth period was determined. The LSV

level in the leaves increased gradually toward anthesis. Whereas the leaves excised from the upPer part

of the stem had a higher concentration of LSV than had those of the lower part in l. X 'Enchantment'

and,L. X'Star Gazer' ,  the reverse trend was found in L. formosanum'
3. Individual plants (550) of. 18 Lilium spp. growing in the field were examined for three viruses by

DIBA. Leaves of rest plants were collected from the upper part of stems at anthesis and their basal

parts were analyzed for three viruses. One or more viruses were detected in 73Vo of the 550 plants

investigated. The frequency of LSV, TBV-L, and CMV occurring alone in the population was 52,2,

and lVo, respectively; the remaining lSVo was infected with two or three viruses. More than SOVo of the

plants in lO Lilium spp. were infected with one or more vruses.

4. Lilium spp. infected with LSV were nearly symptomless. Plants of L. rubellum with the leaves

which develop green str ipe mosaic were infected with LSV and TBV-L. Stem elongation of plants of
'Casablanca', 'Hinomoto',  'Enchantment' ,  and 'Star Gazer'mult iple-infected with LSV and TBV-L

or CMV was retarded compared with stem elongation of the same cultivars infected with LSV alone.

Key Words: DIBA, ELISA, Lilium spp., three vrruses.

ウイルスの感染は植物の生長の低下,ネ クロシスの発

生,生 育中の水分不足の
一因となり,球 根植物では球根

の生産量の減少や切 り花品質の低下をもたらす (BOS,

1995)こ のウイルスの植物への感染やその被害を最小限

に防止するには,ま ず病原ウイルスの同定が必要であり,

外部病徴による診断,電 子顕微鏡によるウイルスの観察,

生物検定法や血清反応によるウイルス診断および同定法

が開発 ・利用されてきた(井上,1992)。しかしながら外

部病徴だけでは病原ウイルスの同定は困難であり,電 子

顕微鏡による方法は大型設備と高度な技術を必要とし,生
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し,文 部省科学研究費 (06660030)で行われた

物検検定法は判定に数週間を要する(井上, 1992).これ

らの方法は大量に商業的に栽培されている植物を対象と

したウイルス診断法としてはほとんど利用されてこなか

った。一方,酵 素結合抗体法 (ELIS→が植物ウイルスの

診断に応用できることがV01lerら(1976)によって示され

て以来, この方法は多くの植物のウイルス検出に利用さ

れてきた(久原, 1980).ユ リでは,Allenら (1980)がユ

リのウイルスの検出をELISA法 と電子顕微鏡とで行い,

ELISA法 がウイルスの検出にきわめて有効であること,

また,BeJerbergen・Van der Hulst(1980)はELISA法 に

よリー度に大量のユリ球根のウイルス検出が短時間でで

きることを報告している 一 方,日 比 (1984)は酵素結合

抗体の反応をニ トロセルロ
ース膜上で行うDotimmuno―

.binding assay(DIBA)法でタバコモザイクウイルスの検

出を試み,ELISA法 と比較して
一層簡便なウイルス検出

緒
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法であることを報告 した。

日本で栽培されるユリから検出 。同定されているウイ

ルスは7種類 (大木, 1992)あ り,本 報告では抗血清を入

手できた LSV(ュ リ潜在ウイルス),CMV(キ ュウリモ

ザイクウイルス)およびTBV― L(チ ューリップブレイキ

ングウイルスーュリ系 )を用いて,(1)DIBA法 とELISA

法とのウイルス検出感度の違い,(2)各 器官および生育時

期別のウイルス濃度の変化,(3)新 潟県下で栽培されてい

る主要なユリの種および品種におけるLSV, CMVお よ

びTBV― Lの 発生率,お よび (4)感染 したウイルスの種類

と外部病徴との関連についての結果を述べる

材 料 お よ び方 法

実験 1.ELISA法 と DIBA法 による LSV,TBV― Lお

よび CMVの 検 出

本実験では間接 ELISA法 (以降,ELISA法 とよぶ )と
DIBA法 で 3種類のウイルスの検出を行った.TBV― Lは

その外被タンパク質のアミノ酸配列が TBVと 64%の 相

同性 しかもたないウイルスで,従 来報告されているTBV

とは異なるウイルス (新潟県園芸試験場,1988;Ohiraら ,

1994;宮川,1997)で ある。これらLSV,TBV― Lお よび

CMVの 検出に必要な一次抗体液 (抗血清 )は新潟県園芸

試験場 (現在,新 潟県農業総合研究所園芸研究センター)

から譲り受けた。

ほ場で栽培中のユリからりん片,葉 ,花 被または包葉

を採集 して水道水で洗ったあと,約 lgに 調製 した試料を

平L鉢内で約 10 mlの緩衝液とともに磨砕 して粗汁液をつ

くり,5℃ ,3,000 rpmで 10分間の遠心分離を行い,そ の

上精を検定試料液とした。

1)ELISA法 では,大 木 (1989)の方法に準 じて試薬類を

調製 した.PBSは NaC1 8.Og,NaH2P04・ 12H20298,

KH2P04 0・ 2g,KC10.2g,NaN30・ 2gを 900 mlの 蒸留水

に溶解 し,HClで pH 7.4に 調整 したのち蒸留水を加え 1

literとした溶液 ;PBSTは 1 literのPBS溶 液にTween 20

を 05 ml添 加 した溶液 ;PBST・ BSAは 1 literのPBSTに

lg牛 血清アルブミン(BSA)(v/w)を 添加 した溶液 ;一次

抗体液は,LSV,TBV― L,CMVの 精製免疫グロブリン

(IgG)(新 潟県園芸試験場で作製したもの )を PBSTで 200

倍に希釈 した溶液 ;二次抗体液はアルカリホスファターゼ

標識抗ウサギ IgG― ヤギ IgG(Cappel PrOducts)を PBST

で 2,000倍 に希釈 し,そ の希釈溶液にBSAを 0.1%(V/W)

濃度で添加 した溶液 ;基質緩衝液 (pH 9.8)は約 800 mlの

蒸留水にジエタノールアミン[HN(CH2CH20H)2]を 97

mlと NaN30・2gを 溶か し, lN HClで pH 9.8に 調整 し

て, 1 literとした溶液 ;基質発色液は使用直前に, 100 ml

の基質緩衝液に lgニ トロフェニルリン酸 2ナ トリウム

(N02C6H4Na2P04・ 6H20)(Sigma)を 添加 した溶液 ;停

止液は 3 M NaOH.

マイクロプレー ト(Coring社 )の各ウエルに検定試料液

を 200 μlずつ分注 し,試 料を各ウエルの内壁にコーティ

ングするため, 37°Cで 2～3時間静置 した ブ ランクは緩

衝液のみとした。コーティング処理のあと各ウェルを

PBSTで 4回洗浄し,一 次抗体液 (抗血清 )を 200 μlずっ

分注した こ れを 37℃ で 2～3時間反応させたのち,各 ウ

ェルを PBSTで 4回洗浄 し,二 次抗体液を分注して 37℃

で 3時間静置 した 各 ウェルを PBSTで 4回洗浄後,基質

発色液を加えて反応させ, 3 M NaOHで 反応を停止 した.

そして各ウエルの 405nmの 吸光度値をマイクロプレー ト

分光光度計 (コロナ社, MTP12)で 測定 し,実 生葉 (対照

区 )の吸光度値の 2倍 以上の場合をウイルス感染株とし

た.1検 体 2ウ エルを使用 した′

2)DIBA法 では,日 比 (1984)の方法に準 じて試薬類を

調製 した TBSは 800 mlの蒸留水に トリス (ヒ ドロキシ

メチル )ア ミノメタン[(HOCH2)3CNH2]2.4gと 塩化ナ ト

リウム(NaCl)29.2gを混合 して溶解 し,l N HClで pH
7.5に調製 したあと,蒸 留水で 1 literにした溶液 ;TBST

は 1 literのTBS溶 液 にTween20を 0.5 ml添加 した溶液

;msTPBは 500 mlの TBST溶 えむこポリビニルピロリド

ン10gと 仔牛血清アルプミンlgを 添加 した溶液 ;プロッ

ク液は500 mlの TBST溶 液にポリビニルピロリドン10

gと仔牛血清アルブミン10gを添加 した溶液 ;一次抗体液

はLSV,TBV― L,CMVの 精製免疫グロプリン(IgG)(新

潟県園芸試験場で作製 したもの )を TBSTPB溶 液で

1,000倍に希釈 した溶液 ;二次抗体液はアルカリホスファ

ターゼ標識抗ウサギ IgG― ャギ IgG(CappeI PrOducts)を

TBSTPB溶 液で 2,000倍に希釈 した溶液 ;基質緩衝液は約

800 mlの蒸留水に トリス (ヒ ドロキシメチル )ア ミノメタ

ン[(HOCH2)3CNH2]24.22gを 溶か し, l N HClで pH
8.2に調製 したあと,蒸 留水で 1 literにした溶液 ;基質発

色液は基質緩衝液にファーストレッド(Sigma社 )6 mg・
ml~1で溶解 した A液 と基質緩衝液に Napht01 AS―MX

phosphate(Sigma社)を l mgo mllの 濃度で溶解 した B

液を使用直前に等量混合 した溶液 ;反応停止液は 800mlの

蒸留水 に トリス (ヒ ドロキ シメチル )ア ミノメタ ン

[(HOCH2)3CNH2]1・ 28と Na2EDTA l.9gを 混合 して溶

解 し, l N HClで pH 7.5に調製 したあと,蒸 留水で 1 li―

terにした溶液.

鉛筆で 10× 10 mmの 区画を記 したニ トロセルロース

シー ト(BiO―Rad社 )を TBS液 に約 15分間浸漬 したあと

風乾 し, このニ トロセルロースシー ト上に毛細管ガラス

を用いて検定試料液を約 l μlずつ 2ス ポットした。そし

て日比 (1984)および Hibi o Saito(1985)の方法に準拠 し

てウイルスを検出した。発色の強さは肉眼で観察 し,そ

の強度に応 じて +十(強い発色 ), 十(弱い発色 ),士 (対照

区と比較 して,発 色の有無の判定が困難 ),一 (対照区と

同様に無色 )の 4段 階に区分 し, +と 十十までをウイルス

感染個体と判定 した 対 照区には実生葉を使用 した

3)上述の DIBA法 とELISA法 を用いて,以 下の実験を



178

行 った

DIBA法 によるウイルスの検出感度を ELISA法 と比較

するため,`エ ンチャントメント
'の
りん片を使い,DIBA

法による発色強度とELISA法 による吸光度値の測定 (3反

復 )によりLSV,TBV― Lお よびCMVの 濃度を調
べた

各器官および葉の着生位置とウイルス濃度との関係を

明らかにするため,ELISA法 で器官別のウイルス濃度を

比較 した。7月 上旬に,開 花約 1週 間前の
`ス
ターゲー

ザー
'と
開花約 1カ月前のカノコユリ

`内
田
'の
各々3株

から,花 被,包 葉および茎の上部,中 部,下 部に着生す

る葉 (茎の先端部から2,3枚 目までの葉を上部着生葉,

茎の基部から上位方向に 2,3枚 目までの葉を下部着生

葉,こ れらの中間付近に着生する葉を中部着生葉とよぶ )

新美芳二 ・権平 正 。轡田圭孝
・辻 ひ ろ

を使い,LSVの 吸光度値 (3反復 )の測定により濃度を調

べた。

ユリの生育時期別のウイルス濃度の変化を調べるため,
`エ
ンチャントメント

'は
5月 24日,`スターゲーザ

'は
6

月 2日およびタカサゴエリは7月 2日からそれぞれの開花

期まで,お よそ 1～2週間ごとに各ユリ3株の上部および

下部着生葉を5枚ずつ採取し,LSVの 吸光度値の測定を

行った.

実験 2. D I B A法 による栽培中のユ リの LSV ,■ 3V

―Lお よび CMVの 検 出

栽培中のユリのウイルス感染の状況を調査するため,数

力所の栽培農家および新潟大学の実験ほ場から18種類の

ユリを供試し,そ れらの上部着生葉の基部切片を検査試

Table 1. Comparison of an indirect enzyme- linked immunosorbent assay (ELISA) and a dot immunobinding assay (DIBA)

for the detection of lily symptomless virus (LSV), tulip breaking virus- lily (TBV- L) and cucumber mosaic virus

(CMV) in the extractsz of infected bulbscale segments in tr. X 'Enchantment''

LSV "V― L
Dilution of

extracty ELISAW DIBAV DIBA ELISA DIBA

x 100
x  10 t
x 102
x 103
x 104
x 105

control*

184± 0.02

1.81±0.03

180± 0

128± 0.01

0 5 0± 0

0 1 9± 0 . 0 1

0 1 5± 0

182± 001

1 8 1 ± 0

1.82± 002

1.81± 0

177± 001

095± 001

005± 002

1.86± 001

1.85± 0

180± 0

140± 001

0.82± 003

0.50± 004

0 2 1± 0

十十

十十

+ +

十+

+十

++

+十

+

+＋
　
＋
一
　

一　
　
一

十
　
＋
二

　
　
二

z Extracts were prepared by homogenizing bulbscales with PBST (phosphate buffer solution containing Tween 20) in ELISA and

with TBST (tris buffer solution plus Tween 20) in DIBA analyses. '

v Dilution was made with each of buffer solution.
* Leaf extract of seedlings of Lilium sp.
* Absorbance values at 405 nm.

"Purple spot reactions by DIBA were made as follows: ++, a strong purple sPot; +, a weak purple spot; t , a very faint putple

spot; - , no color reaction

Table 2. ELISA absorbance values of LSV at 405 nm in different portions of each

organ in l- X 'Star Gazer' and L. speciosum 'Uchida'.

ELISA absorbance value
Organ' Portiony

Z. X'Star  Gazer ' L. speciosum

Perianth
Bract

Leaves
Upper

Middle

Lower

Control

Basal

Basal

Basal

Terminal

Basal

Terminal

Basal

015± 004X

120± 020

120± 012

078± 016

093± 0.15

057± 020

035± 014

0.07± 001

011± 0.04

0.63± 008

0.71± 0.09

045± 009

0.44± 0.03

020± 008

022± 0.06

004± 001

'Leaves were gathered from the upper, middle and lower parts of plants early in July'

Seedling leaves of Lilium sP. were used in the control

v Basal and terminal portions of each leaf were dissected and tested.
* + indicates standard errors of the mean.
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料として,上 述したDIBA法 でウイルスの検出を行った。

また,鉢 で栽培中のユリを使ってウイルスの種類とユリ

の外部病徴との関係を調査した。

結  果

実験 1.E L I S A法 と DI B A法 よるウイルスの検 出

1.D I B A法 の ウイル ス検 出感度

ELISA法 では,PBSTで 希釈した検定試料の吸光度値

May 24  June l   June 8  Julle 15  Jlltle 23   July 2

July2 July E July 15 July 15 Aug 3 Aug. 10

Date

Absorbance values in leaves ofZ.  X'Enchanment ' ,L X
'Star Gazer' and L. formosanunt. Five leaves were

gathered from the lower ( I )and upper ( n )pu.t. of three

individual plants of each Lilium spp. at the indicated date

and tested in duplicate. Vertial bars indicate standard

errors of the mean. Absorvance value at 405 nm of healty

seedling leaves was from 0.05 to 0.15.

が対照区 (実生 )と比較 して 2倍 以上の差があったのは,

TBV― Lお よび CMVで は 105倍まで, LSVで は 104倍ま

で希釈 した場合であった。
一方,DIBA法 では, LSVと

cMvは 102倍,TBV― Lは 103の希釈検定試料でウイル

スの検出は可能であり, それ以上に希釈 したサンプルで

は検出は困難となった (第 1表 ).

2 . E L I S A法 に よ る各 器 官 か らの ウ イル ス検 出
`ス
ターゲーザ

'と `内
田
'の
各器官の吸光度値から両品

種は LSVに 感染 していることが明かとなり,吸 光度値は

色葉と上部着生葉で高 く,ま た上部と中部着生では葉の

先端部より基部の切片で高いことがわかった (第 2表 ).

3生 育 時期 別 の ウイ ル ス濃 度

上述の結果を基に,`エ ンチャントメント
',`ス
ターゲー

ザー
'お
よびタカサゴユリの開花約 lヶ月前から開花まで

の LSVの 濃度を,上 部着生葉と下部着生葉の基部を使い

調べたところ,各 ユ リの LSV濃 度は開花期に近づくにつ

れ高くなった そ して
`エ
ンチャントメント

'と `ス
ター

ゲーザー
'で
は,生 育初期では上部着生葉より下部着生葉

の吸光度値が高 く,開 花期に近づくとともに上部着生葉

で下部着生葉より高 くなった。
一方, タカサゴユ リでは

ほとんどの調査時期で下部着生葉の吸光度が上部着生葉

の値より高かった (第 1図 ).

実 験 2栽 培 中 の ユ リの ウイル ス感 染率 と外部病

徴

1.ウイ ル スの感 染率

調査した合計 550個体の約 73%か らいづれかのウイル

スが検出され, LSV,TBV― Lお よび CMVが 単独で検出

された株はそれぞれ約 52,2と 1%で ,残 りの 18%か ら

は複数のウイルスが検出された(第 3表 ).そ してウイル

ス感染率が 80%以 上のユ リはアジアティック
・ハイブリ

ッドの
`エ
ンチャントメント

'や `コ
ネチカットキング

',

オリエンタル・ハイプリッドの
`カ
サブランカ

'や `ス
ター

ゲーザー
',テ
ッポウユ リ

`ひ
のもと
'や
カノコユリ

`内
田
'

など10種類であった。

2外 部 病 徴 と検 出 され た ウイ ル ス との関係

鉢植えのヒメサユリで,モ ザイク症状や退緑条斑の葉

を生 じた個体からLSVと TBV― Lが 検出されたが (第 2

図 A),他 のユ リではこの症状 と感染ウイルスの種類

(LSVと TBV― L)とは必ずしも
一致 しなかった。また重複

感染株では茎の生長が抑制された場合が多 く,`ス タ
ー

ゲーザー
'で
LSVと TBV― Lが 検出された重複感染株の

ぅちTBV― Lの 発色反応の強い株では反応の弱い株と比

べてその茎の生長が劣 り(第 4表 ),`カサブランカ
'な
ど

他のユ リでもLSVと TBV― Lま たは CMVが 検出された

重複感染株の茎の生長は同じ品種で LSVの みが検出され

た株と比べて抑制された (第 2図 B,C,D).
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Table 3.Detection of LSV,TBV―L,and CMV by DIBA in19avesZ ofι″j′″spp and cultivars

Number of olants infected with

Species and cultivars
No. p lants

examinedY LSV TBV― L
LSV+

TBV― L
LSV+CMV   lll,11   LSI[lly~L

Z. x 'Enchantment '

L.  x 'Connect icutKing'

Z.  x 'Whi te River '

Z. x 'Stering Star'

Z  x ' S a d o - s u k a s h i '

L. x 'Benisugata'

tr. x 'Casablanca'

L. X 'Le Reve'

L. x 'Star Gazer'

L. x 'Rosalie'

L.  longi f lorum'Hinomoto'

L.  speciosum'Uchida'

L.  henryiBaker

L. concolor

L. rubellunt

L. nobilissimum

L. japonicum

L- auratunt

38(816)

10(100)

5(40)

5(60)

66(50)

11(818)

165(903)

25(40)

56(964)

20(90)

12(100)

40(82.5)

20(100)

6(50)

39(77)

12(33.3)

10(10)

10(90)

5

9

1

0

18

3

134

10

33

18

1

33

20

0

1

1

0

1

0

0

1

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

22

1

0

0

14

6

10

0

20

0

6

0

0

3

1

3

0

4

Total 550(735)288(524)9(16) 5(09) 90(164) 1(02) 4(07) 7 ( 1 3 )

" Leaves were collected from the upper part of plants and the base of them was used in detecting viruses.
v Figures in parenthesis represent the percentage of individuals infected with viruses.

Table 4. Effect of multiple infection with t,SV and TBV-L on the length and growth rate of stems in I. X'Star Gazer'

growing in the fiied.

Serological detectionz Stem length (cm) on each datey

LSV

++

++

十+

十+

TBV― L   May 19

+    190a(100ソ

+    193a(100)

±     177a(100)

-     183a(1。 。)

May 29

230a(121)

237a(123)

25.Oa(141)

237a(130)

June 2

27.3a(144)

29.Oa(150)

323a(182)

317a(173)

June 9

30.04 (1s8)

34.34 (178)

39.00 Qzo)
4}sb (220)

June 16

7? '74  (1 '7 '7 \

36.7" (190)
4s.7b Qs8)
493b (269)

June 23

33.7^ (777)

37sa (.93)

49.7b Q81)
s2.0b (284)

Jun 30

34.34  (181)

37.74 O95)
50.3b (284)
ss.3b (302)

'Spot reactions by DIBA were determined by the same criteria as Table 1.
v Mean stem length (n=5) not followed by the same letter for each date is significantly different at p=0.05 by Duncan's multiple range

test.
x Figures in parenthesis are expressed as a relative percentage to the stem length on May 19.

考  察

D I B A法 とEL I S A法 によるタバコモザイクウイルス

(TMV)の 感染の有無をその発色度に基づき肉眼で判定 し

た場合は両者間での結果にほとんと違いはないが,判 定

を DIBA法 では肉1長で, ELISA法 では分光光度計の測定

値により行うと,前 者の検出感度は後者の約 1/5～1/10で

ある(Hibi・Saito,1985)本 実験で 3種類のユ リウイルス

(LSV,TBV― Lお よび CMV)の 検出感度について DIBA

法 と ELISA法 を比較 した結果,前 者は後者 に比べ約

1/10～1/100程度で,鋭 敏さにやや欠けた。 しかしDIBA

法に用いる検定試料の希釈倍率を検討すれば ELISA法 と

ほぼ等 しい結果が得 られることが明かとなり,特 別な機

器を必要としない簡易ウイルス検出法としてすぐれてい

ることが明かとなった。一方,植 物がウイルスフリーか

否かの判定, ウイルスの濃度が低いことが予想されるな

どの場合には,検 出感度の高い ELISA法 や電子顕微鏡に

よるウイルス粒子の観察などの方法を使う必要があろう。

ユリに感染 したウイルスの検出のための好適な器官を

検討するため,地 上部の各器官のウイルス濃度を比較 し

た結果,茎 の上部着生葉の基部切片がウイルスの検出に

適 していることが明かとなった (第 1図 ,第 2表 ).LSV

の検出については,Derks・ Vink―van den Abeele(1980)

は茎の先端から1/4付近までに着生する葉で最も信頼でき
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Fig. 2. Virus - like symptoms in Lilium spp (A), light green - stripe mosaic on the leaves of L. rubellunt infected

with LSV and TBV-L (B),  s tunted stems of  L X'Casablanca'wi th LSV and CMV ( lef t )  compared wi th

the plant infected with LSV (right) (C), L. Iongiflorunt'Hinomoto' infected with LSV, LSV + TBV L,

and LSV + CMV, respectively, (left to light). (D), growth retardation of Z. X 'Enchantment'; the two plants

on the right infected with LSV + TBV-L compared with the plant infected with LSV alone (left). Bars

represent 10 cm
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る結果が得 られると報告 し,一 方, りん片ではりん茎内

の着生位置に関わらずその基部切片が適 している(新美

ら,1991).ま た検体の採集時期によリウイルス濃度が変

化 し,カ ノコユリの LSV濃 度は開花前よりも開花後の葉

で高 くなり(Derks・Vink―van den Abeele,1980),本 実

験では
`エ
ンチャントメント

'と `ス
ターゲーザー

'で
は

萌芽から開花期に近づくにつれ上部着生葉で高 くなった

一方, タカサゴユ リではほとんとの調査時期で下部着生

葉の吸光度が上部着生葉の値より高かった (第 1図 )植

物に感染 したウイルスは細胞間を移行 して師管へ侵入 し

たあと光合成産物とともに移動 して植物全体に次第に広

がるといわれ (HammOnd,1995),こ れが植物の種類,生

育時期や器官の種類とその部位によってウイルス濃度が

異なる
一因かもしれない 従 って,ELISA法 や DIBA法

でユ リのウイルスの検出を行う場合の検体は,生 長が活

発でかつ維管束の密度の高い部分,す なわちりん茎の内

側や中央部付近に着生するりん片の基部あるいは茎の上

部に着生する葉の基部のいずれかを用いれば,比 較的信

頼できる結果が得られる可能性が高いことが本実験の結

果 (第 1図 ,第 2表 )および他の報告 (Derks・Vink―van

den Abeele,1980;荻 田,1989;新 美 ら,1991;Ham―

mond,1995)の 結果から判断される

上述の結果を基に各種のユリ,合 計 550個 体の開花期

頃の上部着生葉の基部切片を使 ってエ リのウイルス

(LSV, CMVお よびTBV― L)の検出を DIBA法 で行 った

結果, ウイルス感染株は全調査個体の 72%で , 10種 類

のユリでは調査個体のうち80%以 上からウイルスが検出

された (第 3表 )露 地栽培されている食用ユ リ(荻田,

1989)や韓国で栽培されているユリ(KInら ,1996)で ウ

イルス感染状況が調査され,そ の罹病率は栽培品種や栽

培地域により異なるが,LSV,CMVや TBV(チ ュー リ

プブレーキングウイルス)が検出され,LSVは これらい
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ずれの報告でもかなり高率で検出されている.以 上のこ

とから,現 在栽培されているエリのほとんとがウイルス,

特に LSVに 感染 している可能性がきわめて高いといえ

る。このような状況下で日本でのユリの球根生産が行わ

れているのは,(1)栽 培中にウイルス症状を示 した株除去

の実施,(2)今 日まで栽培されてきている主要なユリ品種

は LSVに 対する感受性が低いこと,(3)感 染ウイルスの

種類がおもにLSVで あること,な どが考えられる。Attes

ら(1973)は
`エ
ンチャントメント

'や `内
田
'は
LSVに 対

して感受性の低い品種であり,LSVと TBVが 重複感染

しないと病徴は軽微かほとんど現れないと報告している。

ヒメサユリではLSVが 単独で検出された株は無症状であ

るが,モ ザイク症状を呈した葉 (第 2図 う からはLSVと

TBV― Lか 検出され,ま た,`スターゲーザー
'(第
4表 )や

`カ
サブランカ

'な
ど(第 2図 B)の重複感染株の茎の生長

はLSV単 独感染株と比べ劣った。このように,ユ リでは
一般的にLSVに対して感受性の低い品種が多く,Attes

(1990)が すでに指摘 しているように,LSVと 他のウイル

スとの重複感染により正常な生育に支障が生 じると思わ

れる 一 方, 日本で栽培される各種の無病徴のほとんど

のユリ株からLSV,TBVあ るいは CMVが 検出され (荻

田,1989),ま た,わ が国では本研究で調査 したウイルス

のほかに CTLV(井 上 ら,1979)な ど数種類のウイルスが

同定されている(大木,1992).こ れらの事実から,こ れ

まで日本のユリ球根生産現場で行われてきた外部病徴に

基づく株抜き取 り法のみでは良質なユリ球根の生産を維

持。発展させるのはかなり困難と思われる.従 って,ELI―

SA法 や DIBA法 を利用 したウイルス検査体制下での組織

的なユ リ球根生産体制を確立 し,同 時に本研究で調査 し

た以外の病原ウイルスのユリの生育に及ぼす影響を調査

する必要があろう。

摘  要

1.DIBA法 のウイルス検出感度を調べるため,DIBA

法とELISA法 でユリ
`エ
ンチャントメント

'の
りん片を供

試 し,ウ イルス(LSV,TBV― L,CMV)の 検出を行った

DIBA法 の検出感度はELISA法 の約 1/10～1/100で あった

が, ウイルスの検出は可能であることがわかった

2.ュ リのウイルスの検出に好適な試料を決めるため,

花被,包 葉 と茎の下部,中 部および上部に着生 した葉に

ついて ELISAの 吸光度値 (405 nm)を 比較 した結果,上 部

着生葉で最も高い値が得 られた そ して2品種および 1種

を供試 し,上 部および下部着生葉を開花約 1カ月前から開

花まで採集 して ELISA検 定を行った結果,葉 の ELISAの

吸光度値はいずれのユリでも開花期頃に最高となり, 2品

種では上部着生葉, 1種 では下部着生葉でそれぞれ高かっ

た

3ほ 場に生育中の 18種 類のユリの 550イ固体の上部着生

葉の基部切片を試料として, DIBA法 で 3種類のウイルス

の検出を行った 調 査イ固体の約 73%か らいづれかのウイ

ルスが検出され,LSV,TBV― Lお よび CMVが 単独で検

出された株はそれぞれ約 52,2と 1%で ,残 りの 18%か

らは複数のウイルスが検出された 調 査 した 18種類中の

うち10種 類のユ リでは,80%以 上の個体からウイルス

が検出された.

4.LSVの みが検出されたユリではウイルスによる外部

病徴はほとんど現れなかった。 しかし,モ ザイク症状を

呈 した 1種の葉からはLSVと TBV― Lが 検出され,LSV

とTBV― Lあ るいは CMVに 重複感染 した 3品種の株は,

茎の伸長が LSVの み検出された株と比べ抑制された.

謝 辞  本 研究を行うに際して,新 潟県園芸試験場 (現

在,新 潟県農業総合研究所園芸研究センター)からウイル

スの抗血清を分譲 していただいた.こ こに記 して感謝の

意を表する.
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