
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】  テンサイえそ性葉脈黄化ウイルス（Beet
 necrotic yellow vein virus, BNYVV）のＲＮＡ成分の
内、ＲＮＡ－３が、その塩基配列の一部を欠失してなる
欠失遺伝子、即ち、ＲＮＡ－３の全塩基数１７７５上に
あるそう根病の病徴発現に関与する蛋白質をコードする
４４７番目から１１０６番目の６６０塩基のおよそ半数
である欠失遺伝子ＲＮＡ－３ｃであることを特徴とする
ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルス。
【請求項２】  ＢＮＹＶＶを含む汁液のツルナによる単
一病斑分離により得る淡黄色病斑の汁液をさらに淡黄色
が退緑色に変化するまで単一病斑分離を反復してＢＮＹ
ＶＶのＲＮＡ成分ＲＮＡ－３の塩基配列の一部を欠失し
た欠失遺伝子ＲＮＡ－３ｃをＲＮＡ成分として含む、Ｒ
ＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－３ｃ

のウイルスを含む病斑の汁液を得、これにＲＮＡ成分が
ＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－４のウイルスを
含むツルナ病斑の汁液を等量混合し、この混合汁液をツ
ルナに接種し、増殖することによりＲＮＡ成分がＲＮＡ
－１、ＲＮＡ－２、ＲＮＡ－３ｃおよびＲＮＡ－４のウ
イルスを得ること、を特徴とする請求項１に記載のＢＮ
ＹＶＶ弱毒ウイルスの作出方法。
【請求項３】  育苗移植用紙筒に充填した無病の培土に
請求項１に記載のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを保毒したポ
リミキサ・ベタエ（Polymyxa betae）の休眠胞子を含む
テンサイ細根またはテンサイ細根加工物を加えることに
よりそう根病の防除を行う事、を特徴とする請求項１に
記載のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスの使用方法。
【請求項４】  請求項１に記載のＢＮＹＶＶ弱毒ウイル
スを保毒させてなるポリミキサ・ベタエ（Polymyxa bet
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ae）。
【請求項５】  請求項１に記載のＢＮＹＶＶ弱毒ウイル
スを保毒させてなるポリミキサ・ベタエ（Polymyxa bet
ae）に保毒させてなる請求項１に記載のＢＮＹＶＶ弱毒
ウイルスを有効成分として含有すること、を特徴とする
そう根病の防除剤。
【請求項６】  請求項５に記載の防除剤で処理した土壌
で育苗すること、を特徴とするそう根病の発病が抑制さ
れた苗を製造する方法。
【請求項７】  請求項５に記載の防除剤で処理すること
により、該ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを感染せしめた苗。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【産業上の利用分野】この発明は、砂糖の製造原料とし
て知られる甜菜（以下「テンサイ」という。）の難病の
一であるテンサイえそ性葉脈黄化ウイルス（ｂｅｅｔ  
ｎｅｃｒｏｔｉｃ  ｙｅｌｌｏｗ  ｖｅｉｎ  ｖｉｒｕ
ｓ、ＢＮＹＶＶ）によって発病するそう根病の防除に有
効な、ＢＮＹＶＶに対する干渉力を改善したＢＮＹＶＶ
弱毒ウイルスとその利用に関する。
【０００２】
【従来の技術】甜菜糖（ｂｅｅｔ  ｓｕｇａｒ）の原料
として知られているテンサイの栽培において、根部に原
因不明の奇病が日本においても発生し、この発明者の一
人である神沢等が、この奇病に未知のウイルスが関与す
ることを突き止め、これを「そう根病」と命名とした
（神沢、宇井：日植病報．，３８，４３４－４３５（１
９７２））。
【０００３】また、上記そう根病の病原ウイルスについ
ては、１９７３年に、この発明者の一人である玉田等が
未知の新ウイルスであることを明らかにし、これを「テ
ンサイえそ性葉脈黄化ウイルス（Ｂｅｅｔ  ｎｅｃｒｏ
ｔｉｃ  ｙｅｌｌｏｗ  ｖｅｉｎ  ｖｉｒｕｓ，ＢＮＹ
ＶＶ）」と命名した（玉田、馬場：Ａｎｎ．Ｐｈｙｔｏ
ｐａｔｈ．Ｓｏｃ．Ｊａｐａｎ．，３９，３２５－５３
２（１９７３））。その後の研究により、ＢＮＹＶＶは
核酸の長さの異なる４種類のＲＮＡからなる多粒子型の
桿状ウイルスで、これらのＲＮＡは長さの大きい順にＲ
ＮＡ－１、ＲＮＡ－２、ＲＮＡ－３、ＲＮＡ－４と名付
けられ、塩基数がそれぞれ７．１ｋｂ、４．８ｋｂ、
１．８５ｋｂ、１．５ｋｂであることが明らかになって
いる。（Ｒｉｃｈａｒｄ  ｅｔ  ａｌ：Ｊｏｕｒｎａｌ
  ｏｆ  Ｇｅｎｅｒａｌ  Ｖｉｏｌｏｇｙ．，６６，，
３４５－３５０（１９８５））。
【０００４】テンサイがこの植物ウイルス病に罹ると、
細根の異常増加と維管束の褐変、地上部の黄化、要素欠
乏症および葉脈黄化等特徴的な病徴を発現し、一旦罹病
すると回復することなく根部の重量および含糖分が著し
く減少し、製糖原料としての使用を不可能とする等の大
きな被害をもたらし、土壌菌に感染して伝搬する性質の

ものであるため一旦土壌がそう根病に汚染すると病原ウ
イルスが長期にわたって残存しテンサイの栽培を不可能
にする。
【０００５】この発明者らは先に上記ＢＮＹＶＶに干渉
能を有する弱毒ウイルスとして、ＢＮＹＶＶの有する４
種のＲＮＡ成分、ＲＮＡ－１、－２、－３、および－４
のうちＲＮＡ－３を脱落したＲＮＡ－１、－２、－４を
ＲＮＡ成分とする弱毒ウイルスの作出に成功し、この弱
毒ウイルスによるワクチン的なそう根病の防除技術を確
立し、これらの技術を提案した（特開平３－２７７２７
３号、以下「先行出願」という。）。
【０００６】弱毒ウイルスによるウイルス病の防除はテ
ンサイ以外の一般の植物のウイルス病についても従来か
ら種々提案されていて、例えばハウストマトにおけるモ
ザイク病防除に、トマト系タバコモザイクウイルス（Ｔ
ＭＶ－Ｌ）から高温処理と局所病斑選抜の反復によって
分離した弱毒株（Ｌ11 Ａ、Ｌ11 Ａ237 ）を利用するもの
（北農誌彙報．，９９，６７－７６（１９７１））、カ
ラタチ台ハッサク萎黄病に対して無病徴樹より分離した
カンキツトリステザウイルス（ＣＴＶ）の弱毒株（ＨＭ
－５５）を利用するもの（日植病報．，３３，１６２－
１６７（１９６７））、マスクメロンにおけるキュウリ
緑斑モザイクウイルス（ＣＧＭＭＶ）に対して亜硝酸ナ
トリウム処理と紫外線照射処理を行ない局所病斑選抜に
より分離した弱毒株（ＳＨ33 ｂ）を利用するもの（植物
防疫．，３８、３５３－３５７（１９８４））、露地ト
マトのモザイク病の病原ウイルスであるキュウリモザイ
クウイルス（ＣＭＶ）にサテライトＲＮＡを組み込むこ
とにより作出した、例えば（ＣＭＶ－Ｐ（Ｎｏ．２）＋
ＣＭＶ－ＰＦ（１））を利用するもの（特開昭６１－１
７７９８５号公報、日植病報．，５１，２３８－２４２
（１９８５））などがある。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】そう根病の防除に使用
する弱毒ウイルスの特性としてそう根病を発病する強毒
ＢＮＹＶＶに対し干渉能が可能な限り高く、強毒ＢＮＹ
ＶＶの感染、増殖を強く抑制することが要求される。
【０００８】この発明者らが先行出願にて提案したＢＮ
ＹＶＶの弱毒ウイルスは、強毒ＢＮＹＶＶに対して干渉
作用を有し、テンサイのそう根病の防除に有効な弱毒ウ
イルスであるが、その後の研究においてテンサイ根部へ
の感染力が強毒ＢＮＹＶＶに比べて若干劣る場合のある
ことが新たに判明し、感染力の高い強毒ウイルスの毒性
を抑制するためには、常時感染力の十分なＢＮＹＶＶの
弱毒ウイルスを接種する必要があり、実用面でなお解決
されなければならない課題を残す。
【０００９】また、一般の植物ウイルス病の防除方法と
して知られる一般の弱毒ウイルスを利用する方法では、
弱毒ウイルスの干渉作用はウイルスが異なると全くその
作用が現われず、上記のＣＭＶ弱毒ウイルスおよび弱毒
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株Ｌ11 Ａが知られていても、これをそう根病の防除に適
用することはできない。
【００１０】さらに、ＢＮＹＶＶにはＣＴＶの様に自然
界で無病徴を示す弱毒株が存在せず、また、ＴＭＶのよ
うに高温、薬剤、紫外線処理による弱毒株の作出も利用
できず、また、ＢＮＹＶＶはＣＭＶの様なサテライトＲ
ＮＡを持つウイルスではないのでＣＭＶ弱毒株ウイルス
のようにサテライトを利用する方法も適用できない。
【００１１】これら従来知られるウイルスはＣＴＶを除
き全て汁液接種により感染するので、発病が生じる前
に、前もって弱毒株を汁液接種により感染させることが
できるが、ＢＮＹＶＶは汁液接種による感染が非常に因
難であるため、そう根病の発病前に弱毒株を汁液接種に
より感染させる方法も利用できない。
【００１２】
【課題を解決するための手段】この発明者らは上記事情
に鑑み、強毒ＢＮＹＶＶであるか、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイ
ルスであるかは他のＲＮＡ成分を同じとしＲＮＡ－３を
有するか否かに依存する事実に注目し、ＲＮＡ－３が毒
性発現機能の他に感染能にも関与するとの想定のもと
に、ＲＮＡ－３を脱落させることなく、強毒ＢＮＹＶＶ
に対する干渉能がより高く、かつ感染力が安定して高
い、ＢＮＹＶＶの弱毒ウイルスを作出するべく鋭意研究
を進めた結果この発明に到達したもので、この発明に係
る改善されたＢＮＹＶＶの弱毒ウイルスは、（１）テン
サイえそ性葉脈黄化ウイルス（Ｂｅｅｔ  ｎｅｃｒｏｔ
ｉｃ  ｙｅｌｌｏｗ  ｖｅｉｎ  ｖｉｒｕｓ、ＢＮＹＶ
Ｖ）のＲＮＡ成分、ＲＮＡ－３の塩基配列の一部を欠失
した欠失遺伝子ＲＮＡ－３ｃをＲＮＡ成分として含む、
ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２、ＲＮＡ－３ｃお
よびＲＮＡ－４であることを特徴とするものであり、ま
た（２）ＲＮＡ－３の塩基配列の一部の欠失が、全塩基
数１７７５上にあるそう根病の病徴発現に関与する蛋白
質をコードする４４７番目から１１０６番目の６６０塩
基の領域に含まれる欠失遺伝子ＲＮＡ－３ｃであること
を特徴とし、さらに（３）ＲＮＡ－３の塩基配列の一部
の欠失が全塩基数１７７５上にあるそう根病の病徴発現
に関与する蛋白質をコードする４４７番目から１１０６
番目の６６０塩基のおよそ半数である欠失遺伝子ＲＮＡ
－３ｃであることを特徴とするものであり、そのうえ、
（４）この発明のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスの作出は、Ｂ
ＮＹＶＶを含む汁液のツルナによる単一病斑分離により

得る淡黄色病斑の汁液をさらに淡黄色が退緑色に変化す
るまで単一病斑分離を反復してＢＮＹＶＶのＲＮＡ成分
ＲＮＡ－３の塩基配列の一部を欠失した欠失遺伝子ＲＮ
Ａ－３ｃをＲＮＡ成分として含む、ＲＮＡ成分がＲＮＡ
－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－３ｃのウイルスを含む
病斑の汁液を得、これにＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮ
Ａ－２およびＲＮＡ－４のウイルスを含むツルナ病斑の
汁液を等量混合し、この混合汁液をツルナに接種し、増
殖することによりＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－
２、ＲＮＡ－３ｃおよびＲＮＡ－４のウイルスを得るこ
とを特徴とするものであり、そして（５）この発明のＢ
ＮＹＶＶ弱毒ウイルスのそう根病の防除への利用は、育
苗移植用紙筒に充填した無病の培土にＢＮＹＶＶ弱毒ウ
イルスを保毒したポリミキサ・ベタエ（Ｐｏｌｙｍｙｘ
ａ  ｂｅｔａｅ）の休眠胞子またはこの休眠胞子を含む
テンサイ細根あるいはテンサイ細根加工物を加えること
を特徴とするものである。
【００１３】また本発明は、上記したＢＮＹＶＶ弱毒ウ
イルスを保毒させてなるポリミキサ・ベタエ（Ｐｏｌｙ
ｍｙｘａ  ｂｅｔａｅ）自体、及び、それに保毒させて
なるＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを有効成分として含有する
ことを特徴とする、ＢＮＹＶＶウイルスに起因する植物
ウイルス病、特にそう根病防除剤にも関するものであ
る。
【００１４】かように、この発明は、病原ＢＮＹＶＶに
対する干渉力とテンサイへの感染能の改善されたＢＮＹ
ＶＶ弱毒ウイルスをそう根病の防除に用いて、より効果
的なそう根病の防除を可能としたものである。
【００１５】以下、この発明について更に詳細に説明す
る。
【００１６】そう根病に感染したテンサイ根の汁液（病
原ＢＮＹＶＶを含む）をツルナ葉部に接種すると、ウイ
ルスＲＮＡ成分の異なる複数の病斑が形成する。この複
数の病斑を摘出しそれぞれの病斑から得た汁液を再度ツ
ルナ葉部に接種する手法（単一病斑分離という）を反復
していくと、ウイルスＲＮＡ成分の異なる４種の病斑を
安定的に得るに至る。下記する表１に、この病斑の種類
と、これに対応するＲＮＡ成分（電気泳動法（図１）に
よる）および便宜的に付けたウイルス系統を示す。
【００１７】
【表１】
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【００１８】この発明者らが先行出願で提案したＢＮＹ
ＶＶ弱毒ウイルスは、ツルナによる単一病斑分離により
得た、ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－４のウイルス
（系統３）で、ツルナという植物体の機能、換言すれば
自然界の機能を利用して、ＢＮＹＶＶが有する本来のＲ
ＮＡ成分からＲＮＡ－３を脱落させて異なるＲＮＡ成分
のウイルス株を人為的に作出したことを特徴とするもの
である。
【００１９】この発明の改善されたＢＮＹＶＶ弱毒ウイ
ルスも自然界の機能を利用する点においては先行出願と
軌を一とするが、この発明は、特にこれに遺伝子解析の
手段を加味することにより作出したことにおいて大きな
意義がある。
【０００２０】この発明者らは、前記従来技術の課題の
項において挙げた、先行出願のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルス
のテンサイ根部への感染力が強毒ＢＮＹＶＶに比べて若
干劣る要因がＲＮＡ－３の脱落に関係があるとの想定の
もとに、ＲＮＡ－３を脱落させることなくＲＮＡ－３を
存在させた状態で弱毒化できないものかについて検討し
た。
【００２１】このために、上記ツルナによる単一病斑分
離の反復により安定的に形成した４種の病斑、すなわち
ａ）黄色病斑、ｂ）淡黄色病斑、ｃ）退緑病斑および
ｄ）不明瞭な退緑病斑から、ＲＮＡ成分にＲＮＡ－３を
含むウイルスとして、ＲＮＡ－１、－２、－３の系統２
のウイルスを含むｂ）淡黄色病斑を選定し、この病斑が
更に単一病斑分離を数ないし十数回反復すると意外にも
一時は安定していた黄色病斑の一部の病斑が退色するこ
とを見つけ、最終的にもはや変わることのない、退緑色
の病斑を形成することをはじめて知ったのである。
【００２２】このような単一病斑の更なる反復は先行出
願の時点では全く考慮が及ばなかったことで、かかる病
斑の二次的な変色現象もまた全く予測できなかったもの
であり、更にまた、このような変色現象をメルクマール
としてウイルスのスクリーニングが可能となることも従
来全く知られていなかったことであり、本発明をもって
最初とするものである。
【００２３】この病斑色の二次的な変色は含まれるＲＮ
Ａのいずれかに何等かの変化を生じ、特に最終色相が退
緑色となったことから、この色相はＲＮＡ成分がＲＮＡ

－１、－２、－４のＲＮＡ－３を含まない系統３のウイ
ルスに対応するｃ）退緑病斑に類似し、ＲＮＡ－３に変
化が生じたことを示唆するもので、かかる病斑変化の究
明のためオリジナルのＲＮＡ－３と変色した病斑中のＲ
ＮＡ－３の遺伝子工学的解析を試みた。
【００２４】オリジナルのＲＮＡ－３として、ＲＮＡ成
分がＲＮＡ－１、－２、－３である強毒ＢＮＹＶＶに感
染したテンサイから採取した汁液を先行出願に記載の手
法でウイルスの純化、ウイルスＲＮＡの抽出、ＲＮＡの
電気泳動処理して得た泳動支持体上に分離したＲＮＡ－
３のバンド（図１）から抽出したＲＮＡ－３を用い、サ
ンガーらの手法（Ｓａｎｇｅｒ，Ｆ．，Ｎｉｃｋｌｅ
ｎ，Ｓ．ａｎｄ  Ｃｏｕｌｓｏｎ，Ａ．Ｒ．：Ｐｒｏ
ｓ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７４５４６
３－４５６７，１９７７）により全塩基の解析を行なっ
たところ、図２の模式図的な遺伝子地図に示すように、
オリジナルＲＮＡ－３は１７７５塩基から成り、４４７
番目～１１０６番目の６６０塩基が分子量２万５千ダル
トンの蛋白質をコードし、この蛋白質の発現がそう根病
の病徴発現に係っていることを突き止めることができ
た。
【００２５】この解析の結果を踏まえ、上記退緑色病斑
を示す変異株について上記同様にウイルスの純化、ウイ
ルスＲＮＡの抽出をし、ここで得たウイルスＲＮＡをア
ガロースゲルを支持体とする電気泳動にかけたところ、
図１のＥに示すようなＲＮＡの分離パターンを示し、Ｒ
ＮＡ－１，－２のバンドの位置はオリジナルのＲＮＡ－
１，－２のバンド位置に一致し、これら２種のＲＮＡに
は変化のないことを示すが、ＲＮＡ－３のバンドの位置
はオリジナルのＲＮＡ－３のバンドの位置する若干下方
でＲＮＡ－４のバンドに近接して現われ、分子量の減少
が認められた。
【００２６】そこで、この分子量の減少位置に現われた
バンドから抽出したＲＮＡについて、前記オリジナルの
ＲＮＡ－３の全塩基配列の全長ｃＤＮＡを制限酵素処理
して得た断片をプローブとしたノーザン・ブロット・ハ
イブリダイゼーション（Ｎｏｒｔｈｅｒｎ  ｂｌｏｔｔ
ｉｎｇ  ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ）の手法（Ｔｈｏ
ｍａｓ，Ｐ．：Ｐｒｏｓ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ  ７７  ５２０１－５２０５，１９８０）に

(4)                           特許３２０６７６７
7 8

20

30

40

50

20

30

40

50



より欠失部位を調べたところ、図２に示すようにオリジ
ナルのＲＮＡ－３の塩基配列全長の内部領域が欠失して
いることが判明し、さらに塩基配列の解析により、欠失
領域を特定したところオリジナルのＲＮＡ－３の全塩基
配列全長の７２８番目から１０９０番目の領域に当たる
３６３塩基を欠失していることが知られた。
【００２７】この７２８番目から１０９０番目の領域
は、オリジナルのＲＮＡ－３の病徴発現に係る蛋白質を
コードする塩基領域４４７番目～１１０６番目に含ま
れ、欠失した３６３塩基は蛋白質をコードする６６０塩
基のおよそ半数に相当する。
【００２８】かかる蛋白質をコードする塩基領域の一部
の欠失が、病斑の退色方向への変色現象となって現われ
たと判断するに至り、かかる現象はこの発明を通して初
めて知り得たことで、この二次的な病斑の変色をメルク
マールとすることにより、上記欠失ＲＮＡ遺伝子をＲＮ
Ａ成分として含むウイルス変異株の選別採取を容易にす
ることができたものである。
【００２９】上記解析の結果から、ツルナ葉上での単一
病斑分離により安定的に形成するＲＮＡ－１、－２、－
３をＲＮＡ成分とする淡黄色病斑を更にツルナ葉で反復
接種を繰り返して得られた退緑色に変化した病斑には、
ＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－３の塩基の一部
が欠失した欠失ＲＮＡ遺伝子（これを「ＲＮＡ－３ｃ」
という。）をＲＮＡ成分とするウイルスが存在すること
が明らかになった。
【００３０】かようにして、この退緑色に変化した病斑
から上記欠失ＲＮＡ遺伝子ＲＮＡ３ｃを含む、ＲＮＡ成
分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－３ｃ（図１
のＥ）のウイルスを含む汁液を得、これにＲＮＡ成分が
ＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－４（図１のＣ、
先行出願）からなるウイルスを含む上記退緑病斑の汁液
を等量混合し、この混合汁液をツルナに接種し、増殖を
はかり、ツルナ葉上に形成した病斑を採取し、この汁液
に含まれるウイルスＲＮＡについて上記同様に電気泳動
法による分離を行なった結果は図１のＦに示すとおりで
ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－３
ｃ（図１のＥ）のウイルスと、ＲＮＡ成分がＲＮＡ－
１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－４（図１のＣ）のウイル
スに示す分離パターンを合成したパターンとなって現わ

れ、このようにＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２お
よびＲＮＡ－３ｃのウイルスを含む汁液を得、これにＲ
ＮＡ成分がＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２およびＲＮＡ－４か
らなるウイルスを含む上記退緑病斑の汁液を等量混合
し、この混合汁液をツルナに接種し、増殖をはかる手法
でＲＮＡ成分をＲＮＡ－１、ＲＮＡ－２、ＲＮＡ－３ｃ
およびＲＮＡ－４（図１のＦ）とする新規のウイルスを
得ることが可能となったので、更に、このウイルスにそ
う根病の防除に適合する効果的な、強毒ＢＮＹＶＶに対
する干渉能と感染能が期待できるかにつき検討した。
【００３１】殺菌石英砂を詰めた栽培用試験管で２ヶ月
間育苗した１群１０個体３群のベータ・マクロカルパ
（Ｂｅｔａ  ｍａｃｒｏｃａｒｐａ、テンサイ野生種の
１種でＢＮＹＶＶに全身感染する）の葉に、電気泳動法
によりＲＮＡ成分がそれぞれＲＮＡ－１、－２、－４
（先行出願の弱毒ウイルス）、ＲＮＡ－１、－２、－３
ｃ、－４（この発明による上記弱毒ウイルス）およびＲ
ＮＡ－１、－２、－３、－４（強毒ウイルス）と特定さ
れたツルナ葉上に形成した各病斑のそれぞれ約１ｇを重
量の１０倍量の０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７）を加え
て磨砕調製した汁液を接種し、同時に各群のベータ・マ
クロカルパの根部にウイルス・フリーのポリミキサ・ベ
タエ（先行出願の保存菌）を接種して２ヶ月間養液栽培
して増殖を図り、上記３群のベータ・マクロカルパ根部
がそれぞれ接種したウイルス（エライザ法による）およ
びポリミキサ・ベタエの休眠胞子塊（顕微鏡）を多数含
むことを確認した。これら各根部１ｇ宛を採取しその５
０倍量の蒸留水を加えて磨砕調製した汁液を、別に用意
した殺菌石英砂を詰めた１群２０本の上記と同じ栽培用
試験管の３群のそれぞれに独立して１ｍｌ宛加え、これ
にテンサイ（品種スターヒル；そう根病罹病性品種）を
播種し、２５℃の恒温室（グロースキャビネット）で４
０日間育苗した。
【００３２】この４０日育成苗の細根の各ウイルス濃度
を測定した結果は下記の表２に示す如くで、平均濃度
で、この発明の弱毒ウイルスが先行出願の弱毒ウイルス
の４倍で、強毒ウイルスの９０％に達する値を示し、顕
著な感染能の改善が認められた。
【００３３】
【表２】

(5)                           特許３２０６７６７
9 10

10

20

30

40

10

20

30

40



【００３４】上記のように、この発明の弱毒ウイルスの
感染能が顕著に改善されたことが明らかになったことに
より、次に強毒ＢＮＹＶＶに対する干渉能について検討
した。
【００３５】殺菌石英砂を詰めた１群２０本の上記と同
じ栽培用試験管の３群を用意し、その１群に先行出願の
弱毒ウイルスを保毒したポリミキサ・ベタエの休眠胞子
塊の多数を含むテンサイ根部の磨砕汁液を添加し、他の
１群にはこの発明の弱毒ウイルスを保毒したポリミキサ
・ベタエの休眠胞子塊の多数を含むテンサイ根部の磨砕
汁液を添加し、残りの１群には何も添加しないで、これ
らの３群の栽培用試験管にテンサイ（品種スターヒル；
そう根病罹病品種）を播種し、２５℃の恒温室（グロー
スキャビネット）内で４０日間育苗した３群の育成苗の
それぞれ各１０本をそう根病に汚染した圃場に定植して

３ヶ月間栽培した後収穫し、各群のテンサイ主根部から
採取した汁液について前記のｃＤＮＡの断片をプローブ
とするＲＮＡの判別検定によりＲＮＡの主根への移行の
有無を調査した結果、および収穫したテンサイの性状は
下記の表３に示すとおりで、先行出願の弱毒ウイルス接
種群からは全個数にＲＮＡ－３が検出されたのに対し、
この発明の弱毒ウイルス接種群からはＲＮＡ－３は検出
されず、無接種群からも全個数にＲＮＡ－３が検出され
た。したがって、先行出願の弱毒ウイルスはＲＮＡ－３
を脱落するので強毒ＢＮＹＶＶに対して干渉能が十分で
あればＲＮＡ－３が検出されることはないが、この結果
から、干渉能が不十分であることが認められた。
【００３６】
【表３】

【００３７】ＲＮＡ－３ｃについては、先行出願の弱毒
ウイルス接種群および無接種群からは検出されず、この
発明の弱毒ウイルス接種群からは８０％の個体から検出
されたことから、この発明の弱毒ウイルスの生体内増殖
が旺盛で、高濃度に存在することが認められ、この結
果、この発明の弱毒ウイルスの干渉能の改善は顕著で、
強毒ＢＮＹＶＶの毒性の発現をほぼ完全に抑制し、これ
によりテンサイの性状においても上記表３に見られるよ
うに、この発明の弱毒ウイルス接種群が他に比して高品
質となることが認められる。

【００３８】以上の感染能、干渉能の検討結果より、次
のことが確認された。つまり、ＲＮＡ成分をＲＮＡ－
１、－２、－３ｃおよび－４（図１のＦ）とするこの発
明の弱毒ウイルスは、テンサイのそう根病の防除に適合
する、より性能の改善されたＢＮＹＶＶの弱毒ウイルス
株である。
【００３９】また、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを保毒した
ポリミキサ・ベタエが、休眠胞子を含むテンサイ細根の
粉砕物あるいは感染した細根より採取した遊走子をテン
サイの根部に継代接種することで安定して維持、増殖で
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きることが要求されるが、上記休眠胞子を含むテンサイ
細根の搾汁液をツルナ葉に接種し形成する病斑の汁液に
ついて前記した要領で電気泳動法によりウイルスＲＮＡ
を分離する手法で検定した結果、継代接種を継続してい
る現在においても安定して保持されており、増殖されて
いる。
【００４０】また、上記この発明のＢＮＹＶＶ弱毒ウイ
ルスを保毒したポリミキサ・ベタエ休眠胞子を含むテン
サイ細根を風乾して室内に長期保存した場合について、
ポリミキサ・ベタエおよびＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスの感
染力の低下を検討したが共に低下が認められなかった。
【００４１】以上のことから、この発明のＢＮＹＶＶ弱
毒ウイルスはそう根病の防除に利用できる有用な特性を
有する弱毒ウイルスで、この弱毒ウイルスは、そう根病
罹病のテンサイ個体、あるいは、栽培土壌から単独で分
離されることのないウイルス株であり、人為的に作出さ
れるところに特徴を有するものである。
【００４２】この発明のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスは以上
の説明で明らかなように、そう根病の病徴を発現するテ
ンサイ根部の汁液をツルナ葉に接種して形成する病斑よ
り、電気泳動法によりＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２お
よび－３であることが特定された淡黄色病斑を選別し、
この病斑について更にツルナ葉による単一病斑分離を淡
黄色病斑が退緑色病斑に変色するまで反復し、ここに形
成した退緑色病斑について電気泳動法でＲＮＡ成分がＲ
ＮＡ－１、－２、および－３ｃであると特定できた病斑
の汁液を採取することにより、ＲＮＡ成分がＲＮＡ－
１、－２、および－３ｃのウイルスの変異株を得、さら
にこのウイルスに上記の要領でＲＮＡ－４を加えたＲＮ
Ａ－１、－２、－３ｃおよび－４をＲＮＡ成分とするＢ
ＮＹＶＶ弱毒ウイルスを作出し、これをベータ・マクロ
カルパを用いてウイルスフリーのポリミキサ・ベタエに
保毒せしめてポリミキサ・べタエの休眠胞子を形成さ
せ、これを礫栽培の健全なテンサイに接種して増殖さ
せ、大量の休眠胞子を形成させることにより、強毒ＢＮ
ＹＶＶに対して干渉作用のあるＢＮＹＶＶ弱毒ウイルス
によるそう根病の防除剤を製造でき、これによって製造
されたＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを保毒したポリミキサ・
ベタエの休眠胞子は、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを有効成
分としたそう根病を効果的に防除する有用な防除剤であ
る。
【００４３】上記防除剤によるそう根病の防除は、有効
成分であるＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを確実に、ＢＮＹＶ
Ｖがテンサイに感染する以前に感染させることが必須要
件であり、これを怠るときは、防除は保証されない。
【００４４】このような必須要件を満足する防除は、テ
ンサイの育苗に育苗移植用紙筒を採用することにより確
実に、そして効果的になされ、これの実際的な方法は、
適当に選択した育苗移植用の紙筒に充填した無病の培土
に上記防除剤を加え、この中でテンサイを育苗すること

により、育苗時にテンサイに上記のＢＮＹＶＶ弱毒ウイ
ルスを確実に感染せしめて後、これを圃場に定植するも
のである。
【００４５】このような方法により、定植後において強
毒ＢＮＹＶＶの感染があっても、定植したテンサイには
これ以前にＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスが確実に感染してい
るので、強毒のＢＮＹＶＶに対し干渉して発病に至るこ
とがなく、その後の生育は順調でそう根病の被害を被る
ことがない。この場合、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを保毒
したポリミキサ・ベタエをテンサイに接種する時期は、
テンサイの播種後１０～３０日目の最も感受性の高い時
期が最も好ましい。
【００４６】一方、上記のように育苗移植用紙筒を用い
ないでテンサイを畑に直接播種して栽培する直播栽培の
場合には、上記防除剤を畑土に直接混合しなければなら
ず、防除剤を莫大に要するばかりでなく、そのうえＢＮ
ＹＶＶ弱毒ウイルスが畑土中に存在する強毒ＢＮＹＶＶ
よりも先にテンサイに確実に感染するという保証がな
く、弱毒ウイルスによるそう根病の防除の必須要件であ
る、弱毒ウイルスをＢＮＹＶＶがテンサイに感染する以
前に確実に感染させるという基本的な技術を全うするこ
とができない。
【００４７】この発明のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスのそう
根病の防除への利用にあっては、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイル
スを保毒したポリミキサ・ベタエの休眠胞子を用いる
が、これに限らず、実用的にはこの休眠胞子を含むテン
サイ根部の細根、あるいはこの細根の粉砕物等の加工物
を用いることもできる。
【００４８】このように、ポリミキサ・ベタエに保毒し
たＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスあるいは、これを含む細根ま
たはその加工物は、そう根病の防除剤の有効成分として
用いて有効に機能し、この場合、育苗移植用紙筒による
テンサイの育苗、移植を組み合わせることによっての
み、ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスによるそう根病の防除が完
成する。
【００４９】以下実施例によりこの発明の態様をより具
体的に説明するが、これによりこの発明が制限されるも
のではない。
【００５０】［実施例１：ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスの作
出］北海道斜里町のテンサイ畑から採取した土壌にテン
サイ（品種モノエース；そう根病罹病品種）を播種し、
２ヶ月栽培した後、その細根を０．５ｇとり、これに
０．１Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ７）５０ｍｌを加えてよく
磨砕した後、ツルナ葉の表面に、この磨砕物をガーゼに
つけて微細カーボランダム（４００～６００メッシュ）
と共に塗り付け、温室（２０～３０℃）で１ヶ月生育し
た。接種後２週間経過したときに肉眠で十分識別できる
形態の異る複数の病斑を形成した。
【００５１】上記で形成した複数の病斑からそれぞれ径
が５ｍｍ前後の切片１５個を切り取り、これら各病斑に
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重量の１００倍量の上記緩衝液を加えて磨砕し、上記要
領でツルナ葉に接種する単一病斑分離を反復し、病斑形
態の安定した黄色病斑１０株、淡黄色病斑１０株、退緑
病斑１０株、不明瞭な退緑病斑１０株の４種類の病斑を
得た。
【００５２】上記淡黄色病斑１０株から病斑を切り取
り、重量の１０～２０倍量の上記緩衝液を加えて磨砕し
上記要領でツルナ葉に接種して葉全体に形成した病斑１
０ｇを切り取り、その１部をＲＮＡ解析に供し、残部を
凍結保存（－８０℃）した。
【００５３】上記１部の病斑を前記同様に処理して、電
気泳動法によるＲＮＡ分離を行なった結果、ＲＮＡ成分
がＲＮＡ－１、－２および－３であった。
【００５４】上記淡黄色病斑１０株から単一病斑を各々
１０個宛選び、さらに５回ツルナ葉による単一病斑分離
を反復したところ１病斑が淡黄色から退緑色に変化して
いることを認めた。
【００５５】この退緑色に変化した病斑について、上記
同様に処理して電気泳動法によるＲＮＡ解析を行なった
ところ、正常（オリジナル）の淡黄色病斑を示すＲＮＡ
－３はサイズが１．８ｋｂであるのに対して、退緑色病
斑のＲＮＡ－３は１．５ｋｂであり、さらにｃＤＮＡプ
ローブによるノーザン・ハイブリダイゼーションの結果
からもＲＮＡ－３由来であることを確認し、ＲＮＡ－３
の塩基の１部が欠失した欠失ＲＮＡ遺伝子ＲＮＡ－３ｃ
であると認めた。
【００５６】上記退緑色に変化した病斑から得たＲＮＡ
成分がＲＮＡ－１、－２および－３ｃで（図１のＥ）で
ある変異分離株と退緑病斑から得たＲＮＡ成分がＲＮＡ
－１、－２、および－４（図１のＣ）である分離株の等
量をツルナに混合接種して増殖させ、形成した病斑を多
数切り取り、うち１０個を除き残りを凍結保存し、１０
個の病斑から得た汁液について上記要領の電気泳動法に
よりＲＮＡ成分を調査した結果、図１のＦのパターンと
同じパターンを示し、この汁液中にＲＮＡ成分がＲＮＡ
－１、－２、－３ｃおよび－４のこの発明の弱毒ウイル
スが存在することを確認した。
【００５７】［実施例２：防除剤の生産］予め殺菌石英
砂を詰めた径２４ｍｍ、高さ１２０ｍｍの栽培用試験管
で２ヶ月間育苗した健全ベータ・マクロカルパの幼苗２
０個体の葉に実施例１の要領で得たＲＮＡ成分がＲＮＡ
－１、－２、－３ｃおよび－４であるＢＮＹＶＶ弱毒ウ
ィルスを含む凍結保存病斑生重１ｇに０．１Ｍリン酸緩
衝液（ｐＨ７）１０ｍｌを加えて磨砕物をガーゼにつけ
て微細カーボランダム（４００～６００メッシュ）と共

に塗り付けて接種した。同時に、別に調製したウィルス
・フリーのポリミキサ・ベタエを１個体当たり約５００
０個接種して感染させた。
【００５８】窒素濃度を通常の１／５としたホークラン
ド・アーノン（Ｈｏａｇｌａｎｄ＆  Ａｒｎｏｎ）氏培
養液を用いて２５℃の恒温室で２ヶ月間栽培し、細根の
一部を取り前記したエライザ法でウィルスの感染を確認
し、十分な感染を認めた個体１０個体を取り出し水洗
後、磨砕調製し、別に用意した殺菌石英砂を充填した上
記同様の培養用試験管に分注し、これにテンサイ（品種
モノエース；そう根病罹病性品種）を播種し、４０日間
栽培した。４０日間栽培後のテンサイの細根を採取し休
眠胞子の形成を調べたところ、１個体約０．５ｇ（生
重）から３０万個の休眠胞子魂を得た。
【００５９】なお、このようにして得たウィルス保毒ポ
リミキサ・ベタエについて、当該微生物の寄託は、ウィ
ルスを含むため受託拒否の微生物に該当し、工業技術院
微生物工業技術研究所に寄託することができないもので
ある。
【００６０】［実施例３：防除剤の大量生産］礫による
養液栽培でテンサイ（品種モノエース；そう根病罹病性
品種）に実施例２で得た休眠胞子を１個体当たり５００
０個接種し、実施例２で用いたホークランド・アーノン
氏の培養液１ｌ当たり炭酸カルシウム３ｇを添加した溶
液を培養液として循環し、４０日間栽培した後、各個体
から細根３～５ｇ（生重）を採取し実施例２と同様にし
て１個体の細根当たりおよそ１千万個の休眠胞子塊を得
た。
【００６１】［実施例４：防除試験］径１９ｍｍ、長さ
１３ｃｍの六角柱状の育苗移植用紙筒１０４０本を１群
５２０本として２群に分け、一方の群５２０本にそう根
病に汚染していない土を培土として詰め（対照区）、他
方の群５２０個には、実施例３で得た休眠胞子を感染さ
せて別に栽培したテンサイ３個体の根部から採取した細
根１５ｇを風乾した後、粗砕きした粗砕物を上記そう根
病に汚染していない土壌２０ｋｇに対し１．７ｇの割合
で混合した培土を詰め（試験区）、試験区、対照区それ
ぞれの紙筒にテンサイ（品種モノエース；そう根病罹病
性品種）を１個宛播種し常法により４０日間育苗して得
た紙筒苗（紙筒を着けたままの苗）をそう根病汚染土壌
に定植し、６ヶ月間栽培した後、無作為に各２１個体の
テンサイを採取し、下記表４の成績を得た。
【００６２】
【表４】
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【００６３】
【発明の効果】この発明によれば、そう根病の病原ウイ
ルスであるＢＮＹＶＶから、このＢＮＹＶＶをツルナ葉
で単一病斑分離を反復し、形成した病斑の汁液中に電気
泳動法とウイルスＲＮＡ解析手法を組み合わせることに
より、ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－３ｃおよび－
４であるウイルスの存在を確定する人為的手法により、
病原ＢＮＹＶＶに対する感染能と干渉能の改善されたＢ
ＮＹＶＶ弱毒ウイルスを得ることができ、さらに、得ら
れたＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスをウイルスフリーのポリミ
キサ・ベタエに保毒させて大量の増殖と長期保存を可能
とし、テンサイそう根病の防除剤として利用でき、さら
に、防除にあたっては育苗移植用紙筒を用いて健全な培
土に上記ＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを保毒したポリミキサ
・ベタエを混合する手法により使用量を合理的にして、
確実に、テンサイがＢＮＹＶＶに感染する以前の発芽苗
へＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスを感染させ、かつ感染効率を
高めることができ、このようなＢＮＹＶＶ弱毒ウイルス
の感染が十分な紙筒苗を移植することにより、ＢＮＹＶ
Ｖ弱毒ウイルスの干渉作用により、移植後のＢＮＹＶＶ

の感染により発病するであろうそう根病が抑制されるの
で、従来は作付け中止を余儀なくされた圃場におけるテ
ンサイの栽培を可能とし、常時製糖原料に適合するテン
サイをもたらすので、極めて有益である。
【図面の簡単な説明】
【図１】電気泳動法による各種ウイルスＲＮＡの分離パ
ターンを示す。
【図２】ＲＮＡ３と、ＲＮＡ３ｃの遺伝子地図を示す。
【符号の説明】
Ａ  ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－３、－４である
ウイルスＲＮＡ
Ｂ  ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－３であるウイル
スＲＮＡ
Ｃ  ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－４であるウイル
スＲＮＡ
Ｄ  ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２であるウイルスＲＮ
Ａ
Ｅ  ＲＮＡ成分がＲＮＡ－１、－２、－３ｃであるウイ
ルスＲＮＡ
Ｆ  この発明のＢＮＹＶＶ弱毒ウイルスのＲＮＡ

【図１】
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【図２】
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