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緒言
　トルコギキョウ（Eustoma grandiflorum）にえそ症状を引
き 起 こ す ウ イ ル ス と し て、 キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ル ス

（Cucumber mosaic virus）、ソラマメウィルトウイルス（Broad 
bean wilt virus）、トマト黄化えそウイルス（Tomato spotted 
wilt virus）、インパチェンスえそ斑紋ウイルス（Impatiens 
necrotic spot virus）、アイリス輪紋ウイルス（Iris yellow spot 
virus）、土壌伝染性のトルコギキョウえそウイルス（Lisianthus 
necrosis virus）などが知られている（藤永、2007；Iwaki. et 
al., 1987）。2006 年には長野県と静岡県でトルコギキョウのえ
そ萎縮症状株から２種の異なるトンブスウイルスが分離された

（Fujinaga et al., 2006）。これまでにトンブスウイルス属によ
るトルコギキョウの病害は、静岡県と佐賀県、千葉県、長野県
で発生が確認された Tomato bushy stunt virus-nipple fruit 分
離株（TBSV-Nf ）と長野県で報告されている新規のトンブス
ウイルス LiNSV（仮称）の２種類のみであり、これらはとも
に土壌伝染病害の特徴を持つ（Fujinaga et al., 2006；善と藤、
2005）。
　2009 年 10 月に新潟市西蒲区巻でトルコギキョウにえそ輪紋
症状を引き起こすウイルス病が発生した（図１）。このウイル
ス分離株（Nig-09 株）は、Koenig et al.（2004）がデザインし
た各種トンブスウイルス属の外被タンパク質（CP）遺伝子に
対応する degenerate プライマー Cir3/Cir2 を用いた PCR によ
り、CP 領域が増幅されたことから、病原ウイルスは TBSN-Nf
か LiNSV のどちらかである可能性が高いと考えられた。
　本研究では Nig-09 株の CP 遺伝子領域の塩基配列を決定し、
すでに同定されているトンブスウイルス属のウイルスと塩基配
列、アミノ酸配列を比較、配列相同性を調査した。加えてトル

コギキョウでの病徴、実験的宿主範囲、土壌伝染性についても
調査した。

材料および方法
１．供試ウイルス
　新潟市西蒲区巻で発見されたえそ萎縮症状を呈するトルコギ
キョウの汁液を健全な Nicotiana benthamiana に汁液接種し、
ウイルスの維持、増殖を行った。感染葉は -30℃フリーザーで
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図１　Nig-09感染トルコギキョウえそ萎縮症状株
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保管し、以後の実験に供試した。
２．汁液接種
　1.5cm2 の N. benthamiana の感染葉に 0.1M リン酸緩衝液 
pH7.0（0.1M NaPB）3 ～ 5ml を加えて乳鉢で磨砕した。宿主
範囲の調査では、トルコギキョウ２品種（パレオシャンパン、ロ
ジーナイエロー）と、Chenopodium quinoa、N. benthamiana，
Lycopersicon esculentum、Solanum melongena など６科 14 種
の植物にカーボランダムをふりかけ、感染葉粗汁液を含ませた
綿棒で擦り付け、汁液接種を行った。
３．外被タンパク質遺伝子領域の塩基配列
　感染葉に ISOGEN（ニッポンジーン）を加え、下記の方法
で ト ー タ ル RNA を 抽 出 し た。 感 染 葉 の 断 片 約 １cm2 に
ISOGEN を 500 μ l 加え、乳鉢で十分磨砕したものを、マイク
ロチューブに移して、クロロホルム 100 μ l を加え十分撹拌し
15,000rpm で 15 分間遠心分離した。上清をクロロホルム 100
μ l 加えた新しいチューブに移し、同様に撹拌し、15,000rpm
で 10 分間遠心分離した。上清を新しいチューブに移し、1/10
容量の酢酸ナトリウムと等量のイソプロパノールを加えて十分
撹拌し、10 分以上氷中で静置した後、15,000rpm で 15 分間遠
心 分 離 し、 生 じ た 沈 殿 に 70 ％ エ タ ノ ー ル 100μl を 加 え
15,000rpm で５分間遠心分離した。上清を捨て、得られた沈殿
を 15 μ l の滅菌水でけん濁し、その内１μ l を RT-PCR の鋳型
に用いた。
　この抽出 RNA を鋳型にして、RT-PCR 法を用いた CP 領域
を含む DNA 断片の増幅を行った（図２）。プライマーは、ト
ン ブ ス ウ イ ル ス 属 の CP 領 域 の 全 長 を 増 幅 で き る Cir 3

（5´-ARGGTGTTGACGCKCAYGAG-3´）Cir 2（5´- 
GGTTTATTRACTTGTTSGTATTCAG-3´） を 用 い た

（Koenig et al., 2004）。また、トルコギキョウに感染する主要
なウイルスであるブニヤウイルス科トスポウイルス属の
Tomato spotted wilt virus（TSWV）、Impatiens necrotic spot 
virus（INSV）、Iris yellow spot virus（IYSV）の感染の有無を
確認するため、それぞれの種特異的なプライマーとして
TSWV-709（5 ′ -GTGTCATACTTCTTTGGGTC-3́）、INSV-
589（5 ′ -CCCAAGACACAGGATTTCA-3′）、IYSV-837（5′
-GTTTAGAAGACTCACCAATG-3′）を用い、相補鎖プライ
マ ー と し て ト ス ポ ウ イ ル ス 属 ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー
ITOS-R15（5′ -GGGAGAGCAATYGWGKYR-3′）を用いた（Uga 
and Tsuda , 2004）。PCR キットは PrimeScript One-step RT-
PCR kit Ver.2.0（TaKaRa）を使用し、プログラムは 50℃で
30 分（逆転写反応）、94℃で 30 秒（熱変性）と 58℃で 30 秒（ア
ニーリング）と 72℃で１分（伸長反応）を 35 サイクル、74℃
で 10 分（伸長反応）で行った。反応後、目的の断片が見られ
るかどうか電気泳動を行い確認した。
　増幅した DNA に染色液を加え、1.0％低融点ゲル及び TAE
バッファー（40mM Tris-acetate pH8.0、0.1M EDTA）で電気
泳動し、泳動後に臭化エチジュウムで染色、目的の DNA バン
ドを切り出した。

　クローニングは、 pMD 20 プラスミドベクター（TaKaRa）
と Escherichia coli JM109 コンピテントセル（TaKaRa）を用
いて常法により行い、得られた組替え体からプラスミド抽出し、
塩基配列を解析した。配列データは GENETYX ver.10（株式
会社 ゼネティックス）で処理後、BLAST で他の近縁なウイ
ルスと配列比較した。
４．土壌伝染性試験
　N. benthamiana 及びトルコギキョウの健全苗をあらかじめプ
ランター（45×15×15 cm）の片側に３株づつ移植した。１週間後、
根が活着したところでウイルスに感染した N. benthamiana 植物
体残渣を含む土をプランターの植物の反対側に移した。ポジティ
ブコントロールとして、N. benthamiana 健全苗を移植し、直ち
に N. benthamiana の感染葉を 0.1M NaPB ですり潰した粗汁液
を土壌にふりかけた。どちらも３週間温室で管理し、RT-PCR を
行いウイルス感染の有無を確認した。

結果および考察
　トルコギキョウ２品種に Nig-09 株を戻し接種を行ったとこ
ろ、パレオシャンパンでは９株中４株に、ロジーナイエローで
は７株中７株に感染し病徴が再現された。接種３ ～ ４日後に

図２　トンブスウイルスの推定される ORF とプライマーの位置

図３　Nig-09株感染トルコギキョウ萎縮症状株
注）写真左がパレオシャンパン、右がロジーナイエロー。

図４　プライマー Cir3/Cir2を用いた RT-PCR 結果
M ）サイズマーカー： λ -EcoT14 I digest（TaKaRa）
Cir ）Nig-09感染葉から抽出した全 RNA の増幅産物
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接種葉にモザイク、壊死斑が現れ、その数日後、上位葉にえそ
輪紋、退緑斑、モザイクが現れやがてえそ斑になった。また茎
の萎縮、花弁の斑入りも生じた。トルコギキョウの品種のほと
んどは LiNSV（仮称）に抵抗性を有しておらず、植物体の生
育段階や品種によって様々な症状が現れることが報告されてい
る（藤永、2007；Koenig et al., 2004；善と藤、2005）。今回の
接種試験においても２品種に、パレオシャンパンでは茎の萎縮、
モザイク症状、ロジーナイエローでは退緑症状が激しい傾向が
見られた（図３）。
　プライマー Cir3/Cir2 を用いた RT-PCR で約 1.3kbp の DNA
断片が増幅されることが確認され（図４）、トスポウイルス属
のプライマーではどれも感染が確認されなかった。この増幅断
片の塩基配列を解析したところ 1290 塩基からなり、内部に単
一の ORF が含まれていた。この ORF は 388 アミノ酸からな
る 41kDa のタンパク質をコードする（図５）。Nig-09 株とすで
に知られている数種のトンブスウイルス属、トンブスウイルス
科のウイルスを CP 領域で配列比較したところ、塩基配列相同
性は Nag-4 と 99％で非常に高い相同性を示すことが確認され
た。次に TBSV-Nf、Eggplant mottled crinkle virus（EMCV）

と 77％の高い相同性を示した。アミノ酸配列相同性について
も Nag-4 と 99％で非常に高い相同性を示し、次に TBSV-Nf、 
EMCV とそれぞれ 72％、78％の相同性を示した（表１）（Anju 
and Liu, 2010；C. Heinze et al., 2004；Fujinaga et al., 2006； 
Raymond et al., 2000；Ohki et al., 2005）。第８回国際ウイル
ス分類委員会によりトンブスウイルス属の種の分類基準は、外
被タンパク質においてアミノ酸配列相同性が 87％未満である
と示唆されており、これに従うと Nig-09 株は LiNSV と同一種
であると考えられる（C. M. Fauquet et al., 2005）。
　土壌菌による土壌伝染性試験では N. benthamiana、トルコ
ギキョウともに病徴が現れず感染が確認されなかった（それぞ
れ９株中０株、９株中０株感染）。ポジティブコントロールで
は試験３週間後に病徴が現れ、75％の割合で感染が確認された

（12 株中９株感染）。今回の実験では菌媒介による土壌伝染は
確認できなかったこと、及びポジティブコントロールでウイル
スの感染が見られたことから、Nig-09 株は物理的な接触によ
り土壌伝染すると考えられる。これは、TBSV-Nf、LiNSV と
同じ土壌伝染方法である。
　５科 13 種の植物に Nig-09 株の接種試験を行ったところ、全
身感染したのはナス科の N. benthamiana 、ナスのみであり、
他の検定植物では接種葉に局部感染した。トンブスウイルス属
の TBSV-Nf は N. benthamiana、トマト、ピーマン、Datura 
stramonium、センニチコウ、ホウレンソウに全身感染し、
LiNSV（Nag-4 株）は N. benthamiana にのみ全身感染するこ
とが報告されており（Fujinaga et al., 2006）、本ウイルスは
Nag-4 と宿主範囲がほぼ同じであるがナスに全身感染する点で
異なることがわかった（表２、図６）。
　実験的宿主範囲の特徴や、CP のアミノ酸配列相同性から Nig-
09 株は LiNSV（仮称）であると考えられた。トンブスウイルス

図５　シークエンス解析された Nig-09の CP 領域の配列データ
　　注 １）ATG は開始コドン、TAG は停止コドンである。
　　　 ２）下線部はプライマー配列。

表１　本ウイルスと Tombusvirus 属、Tombusviridae 科ウイ
ルスとの CP 領域の塩基・アミノ酸配列相同性（％）

aa nuc

Tombusvirus 属

TBSV-Nf 72 67
Nag-4 99 99
Shiz-1 71 68
EMCV 78 74

Aureusvirus 属 PoLV 44 ―
Necrovirus 属 TNV-D 31 ―

Machlomovirus 属 MCMV 20 ―
Panicovirus 属 PMV 17 ―
Avenavirus 属 OCSV 27 ―

Dianthovirus 属 CRSV 31 ―
Carmovirus 属 CarMV 24 ―

注１）�TBSV-Nf(Tomato bushy stunt virus nipplefruit 
isolate)，Nag-4，Shiz-1，EMCV (Eggplant mottled 
crinkle virus)，PoLV(Pothos latent virus)，TNV-
D(Tobacco necrosis virus strain D)，MCMV(Maize 
chlorotic mottle virus)，CarMV(Carnation mottle 
virus)，OCSV(Oat chlorotic stunt virus)，PMV(Panicum 
mosaic virus)，CRSV(Carnation ringspot virus)

注２）Shiz-1は静岡で分離された TBSV-Nf。　
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属のウイルスは粒子構造が極めて安定であり、ほとんどの種が物
理的な接触により土壌伝染することが知られている（C. M. 
Fauquet et al., 2005）。さらに、ヨーロッパの河川や、農業用水
からも発見されている（R. Koenig et al., 2004）。本ウイルスがこ
れらのウイルスのように河川から農業用水を伝って感染した可能
性も示唆される。LiNSV は、これまで長野県内でのみ発生が確
認されており（Fujinaga et al., 2004；伊山ら、2009；宮坂ら、
2008）、今回の報告が長野県以外で初めての発生例となる。Nig-
09 株が長野県から新潟県へ侵入したのか、あるいは新潟県内に
元々存在していたのかは不明であるが、長野県外で発生が確認
されたことから感染のさらなる拡大が懸念される。
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表２　宿主範囲
学名（品種） 接種葉 上位葉

Chenopodium quinoa CSa），NSb） ―
C.amaranticolor CS，NS ―

Spinacia oleracea（しなの） NS ―
Nicotiana tabacum CS，NS ―

N.occidentaris NS ―
N.benthamiana CS，NS Stc），Md）

Lycopersicon esculentum
（ホーム桃太郎） CS ―

Capsicum annuum（ハイグリーン） CS ―
Solanum melongena（紫泉） CS St

Datura stramonium CS ―
Gomphrena globosa CS，NS ―

Tetragonia teragonoides CS，NS ―
Antirrhinum majus CS ―
Vigna unguiculata CS，NS ―

a）退緑斑、b）壊死斑、c）萎縮、d）モザイク、―　無病徴

図６　Nig-09株感染ナス萎縮株
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First Report of Lisianthus Necrotic Stunt Virus on Eustoma grandiflorum
in Niigata Prefecture.

Yui ITO1, Masayuki ODA2, Megumu TANAHASHI3 and Yoshitaka SANO1＊

（Received July 4, 2011）

Summary
During October 2009, lisianthus plants [Eustoma grangifloru (Raf.) Shinn.] showing severe necrotic stunt symptoms were 

found in Maki, Niigata city. From infected leaves, we isolated causal virus and named Nig-09. The virus reproduced necrotic 
spots on healthy lisianthus plants after mechanical inoculation. A reverse transcription (RT)-PCR assay employing degenerate 
primers for amplifying entire coat protein (CP) gene of several tombusviruses yielded a 1300 bp product that was cloned and 
sequenced. Sequence identity at the nucleotide level was 99% with Nag-4 isolate of Lisianthus necrotic stunt virus (LiNSV), 
a novel tombusvirus recently found in Nagano prefecture. This is the first report of LiNSV incidence other than in Nagano 
prefecture.
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