
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１２０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

果樹バイローム解析に基づく病原未確認重要病害の病原ウイルス解析システムの確立

Establishment of the system for identification of causal viruses in fruit tree 
virus diseases based on virome analyses

４０１９１５５６研究者番号：

吉川　信幸（Yoshikawa, Nobuyuki）

岩手大学・農学部・教授

研究期間：

２４３８００２７

平成 年 月 日現在２８   ６ １４

円    15,100,000

研究成果の概要（和文）：　従来病原が未定であったオウトウ芽枯病、リンゴ輪状さび果病、リンゴ奇形果病、および
リンゴえそモザイク病の病原ウイルスの解析に、次世代シークエンサーによるバイローム解析を応用し、オウトウ芽枯
病からはオウトウBウイルス（ChVB）、リンゴえそモザイク病からはリンゴえそモザイクウイルス（ApNMV）の２種の新
ウイルスを発見するとともに、リンゴ輪状さび果病の病原は、リンゴクロロティックリーフスポットウイルスの一系統
であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We conducted virome analyses by the next-generation sequencer of cherry trees 
affected by a bud blight disease, apple trees by a russet ring disease, apple trees by a green crinkle 
disease, and apple trees by a mosaic-disease. The results indicated that two new viruses, Cherry virus B 
and Apple necrotic mosaic virus (ApMV) were detected from a cherry tree affected by a bud blight disease 
and mosaic-diseased apple trees, respectively. Furthermore, we found an Apple chlorotic leaf spot virus 
variant from a russet ring-diseased apple trees and this variant induced a russet-like symptom on fruits 
of inoculated apple seedlings.

研究分野：果樹類に感染するウイルスの構造と機能に関する研究

キーワード： 植物ウイルス学　植物病理学　果樹ウイルス病　病原ウイルスの同定　バイローム解析
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１．研究開始当初の背景 
 
 従来、果樹ウイルス病の病原の解析・同
定では、先ず罹病果樹からウイルスを草本
（検定）植物に分離・精製後、ウイルスの性
状（粒子形態やゲノム配列、タンパク質の性
状など）を調べると共に、精製ウイルスを原
宿主（果樹）に戻し接種することで病原性を
確認し、病原ウイルスを同定する必要があっ
た。しかしながら、果樹類の接ぎ木伝染性（ウ
イルス性）病害の中には、病原ウイルスを草
本植物に分離できないために、病原の解析・
同定が一向に進まない病気が多く残されて
いる。その中には、リンゴの奇形果病や輪状
さび果病、ニホンナンシえそ斑点病、セイヨ
ウナシ粗皮病、オウトウ芽枯病など大きな被
害を出している重要病害が含まれている。例
えば、リンゴ奇形果病は 1929 年に青森県で
発見され、1934年にわが国で接ぎ木伝染性が
確認された世界におけるリンゴウイルス病
の初めての記載となった病気であるにもか
かわらず、未だに病原は不明のままである。
また、オウトウ芽枯病は授粉用品種を高接ぎ
した「佐藤錦」の芽が枯れるウイルス性の病
気で、平成５年に山形県で発生して以降甚大
な被害を出している新興病害であるが、病原
は未同定である。これらウイルス性病害の病
原解析が進まない大きな理由としては、木本
植物にはウイルス感染阻害物質が多く含ま
れており、通常、果樹体内のウイルス濃度は
極めて低いため、病原ウイルスを適当な草本
植物に分離ができないためである。 
 近年、高速・大量シークエンス（ディープ
シークエンス）技術の実用化により、ウイル
スの草本植物への分離・増殖の過程を経ずに、
罹病樹の組織から直接ウイルス関連の siRNA
または二本鎖 RNA を調製し、それらの塩基
配列を網羅的に調べることで、従来の方法で
は不可能であった罹病樹に含まれる全ての
ウイルスゲノム（virome、バイローム）の情
報を得ることが可能になった。バイローム解
析（以下、バイロミクスと呼ぶ）で得られた
ゲノム情報を利用することで、罹病組織から
の全核酸を鋳型にウイルスゲノムを増幅し、
増幅DNAからウイルスRNAを試験管内転写
し、そのまま病原性検定に利用できる可能性
が考えられた。研究代表者らはこれまでに、
リンゴ高接病の病原ウイルスであるリンゴ
クロロティックリーフスポットウイルス
（ACLSV）およびリンゴステムピッティング
ウイルス（ASPV）の感染葉から抽出した全
RNAを鋳型として、long RT-PCRによりこれ
らウイルスゲノムの全長 cDNAを合成後、感
染性のあるウイルス RNA の試験管内転写に
成功している。また、従来、接種が非常に難
しかったリンゴやナシでの効率的なウイル
ス接種法を開発し、リンゴでは発根直後の種
子（子葉）にウイルス RNA をパーティクル
ガン接種することで、ほぼ 100%の感染率を
得ることに成功している。 

 
２．研究の目的 
 
 本研究では、これまで病原未確認のウイル
ス性病害、すなわちオウトウ芽枯病、リンゴ
奇形果病、リンゴ輪状さび果病、リンゴえそ
モザイク病を対象に、 
（１）これらの病気に感染した果樹のバイロ
ミクスにより、感染樹に含まれる全ウイルス
種を明らかにする。 
（２）各病害の病原候補となる既知および未
知ウイルスの全ゲノム配列を解析する。（３）
病原候補ウイルスゲノムの PCR による増幅
と増幅DNAを鋳型にしたウイルスRNAの試
験管内転写により感染性ウイルス RNA を作
製する。 
（４）ウイルス RNA の各果樹種子へのパー
ティクルガン接種、および原宿主（果樹品種）
での病原性検定を実施し、従来の技術では病
原の解析・同定ができなかった病原未確認ウ
イルス性病害の病原ウイルスを同定すると
同時に、果樹バイロミクスに基づく病原未確
認病害の病原ウイルス解析システムを確立
する目的で開始した。 
 
３．研究の方法 
 
 オウトウ芽枯病、リンゴ奇形果病、リンゴ
輪状さび果病、リンゴえそモザイク病の各罹
病樹を供試し、先ず各罹病組織から 20~30ヌ
クレオチド程度の siRNAを調製後、ディープ
シークエンス解析およびバイオインフォマ
ティクス（既知ウイルスゲノム配列へのマッ
ピングなど）を行い、各罹病樹に含まれる全
ウイルスをリストアップする。その中で病原
と推定される既知および未知ウイルスにつ
いて RT-PCRのよるゲノム増幅とシークエン
ス解析により、全ゲノム配列を決定する。続
いて各病害の病原候補ウイルスの完全長ゲ
ノムを T7（または T3）プロモーターを含む
プライマーを用いて PCR増幅後、感染性のあ
るウイルス RNA を試験管内転写する。転写
したウイルス RNA をパーティグルガン法で
各樹種の発芽直後の種子（子葉）に接種し、
感染実生苗を作出する。これらの感染苗を各
樹種（品種）に接ぎ木接種し、各病害に特徴
的な症状を再現する。 
 
４．研究成果 
 
（１）オウトウ芽枯病 1990 年代に山形県で
発生したオウトウ芽枯病は，品種‘佐藤錦’な
どに発芽障害が現れる接木伝染性病害であ
るが，病原ウイルスについては特定されてい
ない．本研究では，４本の芽枯病罹病オウト
ウ樹(S1~S4)の次世代シークエンスによるバ
イローム解析を行った．各樹から２本鎖 RNA
を抽出し，これを鋳型にしてライブラリーを
作製後，イルミナ社 HiSeq2000シークエンサ
ーを用いてシークエンス解析した．各樹の試



料から得られたリード(約6000万／試料)から
de novo アセンブル(Velvet)によりコンティ
グを作成し，Blastによりウイルス配列に対す
る相同性検索を行った．その結果，罹病樹 S1，
S2， S4 にはリトルチェリーウイルス
1(LChV-1)，リトルチェリーウイルス 2(LChV-
２)，チェリーえそさび斑ウイルス(CNRMV)，
チェリー緑色輪紋ウイルス(CGRMV)，チェリ
ーA ウイルス(CVA)，プルーン萎縮ウイルス
(PDV)，およびリンゴクロロティックリーフ
スポットウイルス（ACLSV）の 7種類のウイ
ルスが， S3 にはこれら７種のウイルスに加
えて新規なホベア属のオウトウ B ウイルス
（CVB）が感染していることを明らかにした．
さらに、各ウイルスの sequence variants も考
慮すると、オウトウ芽枯病感染樹は複雑な多
重ウイルス感染の様相を示している． 
 
（２）リンゴ奇形果病 
リンゴ奇形果病は，1929年青森県で発見され，
1934 年に接木伝染が確認されたリンゴウイ
ルス病である.本病罹病樹からはこれまで各
種ウイルスが検出されているが，病原ウイル
スの特定には至っていない．本研究では，果
樹研究所リンゴ研究拠点に保存されている
罹病リンゴ樹の次世代シークエンスによる
バイローム解析を試みた．感染樹の葉から抽
出した２本鎖 RNA を鋳型にしてライブラリ
ーを作製後，イルミナ社 HiSeq2000シークエ
ンサーを用いて 100bp, paired endでシークエ
ンス解析した．得られたリード(約 7000 万)
から de novo アセンブル解析(Velvet)により
コンティグ(長さ 10248〜189nt，総数 853，平
均長 771nt)を作成した．これらのコンティグ
を，Genbank のウイルス配列に対する相同性
検索（Blastn）で解析した結果，供試した罹
病樹にはリンゴステムピッティングウイル
ス(ASPV)，Apple green crinkle-associated virus，
Apricot latent virus (ApLV)，リンゴステムグル
ービングウイルス(ASGV)，リンゴクロロティ
ックリーフスポットウイルス(ACLSV)が感染
していることが明らかになった. 続いて、リ
ンゴ奇形果病罹病リンゴ樹から各ウイルス
の単離を試みた。すなわち、罹病樹の花弁か
ら抽出した全 RNAを鋳型に、T3プロモータ
ー配列を含むプライマーを用いて RT-PCRに
よりウイルスゲノムの全長 cDNAを増幅した。
続いてT3ポリメラーゼでウイルスRNAを転
写し、Nicotiana occidentalis および C.quinoa
に接種した。その結果、奇形果病罹病樹から
は ASPVの３変異株が N. occidentalisに単離
された。今後各変異株の奇形果病との関連を
検討する。 
 
（３）リンゴ輪状さび果病 
リンゴ輪状さび果病は古くから知られる接
ぎ木伝染性病害であるが，現在までに病原ウ
イルスの同定されていない。次世代シークエ
ンスによるバイローム解析で、罹病樹にはリ
ンゴステムピッティングウイルス(ASPV)、リ

ンゴクロロティックリーフスポットウイル
ス(ACLSV)、リンゴステムグルービングウイ
ルス(ASGV)が感染していることを明らかに
した。そこで先ず、輪状さび果病と ASPVお
よび ACLSV の関連性を調べる目的で、罹病
リンゴ樹から各ウイルスの単離を試みた。す
なわち、罹病樹の花弁から抽出した全 RNA
を鋳型に、T3プロモーター配列を含むプライ
マーを用いて RT-PCRによりウイルスゲノム
の全長 cDNAを増幅した。続いて T3 ポリメ
ラーゼでウイルス RNA を転写し、Nicotiana 
occidentalisおよび C.quinoa に接種した。その
結果、輪状さび果病罹病樹から ACLSV の４
変異株が単離された。 
 続いて、T3ポリメラーゼで転写したウイル
ス RNA をパーティクルガン法で発根直後の
リンゴ実生に接種したところ，輪状さび果病
罹病リンゴ由来のACLSV-RNAは高率にリン
ゴ実生に感染した（感染率 85.7％）以上から，
感染リンゴ樹からウイルスを草本植物に単
離する過程を経ることなく，RT-PCR により
全長 cDNAを増幅後 in vitro 転写系で合成し
たウイルス RNA を直接リンゴ実生に戻し接
種できることが明らかになった．さらに、
ACLSV の一変異株を接種したリンゴ樹に形
成された果実に輪状さびに類似した症状が
認められ、輪状さび果病の病原が ACLSV の
一系統であることが示唆された。 
 
（４）リンゴえそモザイク病 
 リンゴモザイク病の病原としてはリンゴ
モザイクウイルス(ApMV)が知られているが，
果樹研究所リンゴ研究拠点保存のモザイク
病様症状を示すリンゴ樹の中には、ApMV抗
体を用いた ELISAで陰性の樹（P129：葉に顕
著なえそを伴う）が存在する．P129 葉試料
(dsRNA)を次世代シークエンス解析したとこ
ろ，リンゴの潜在感染ウイルス（ACLSV，
ASPV，および ASGV）以外に，イラルウイ
ルス属に近縁な未知ウイルスが検出された．
3’-および 5’-RACE 法で解析した末端配列を
加えると，P129ウイルスは RNA1：3341 nt，
RNA2：2723 nt，RNA3：1957 ntからなり，
それぞれ 119.6kDa(HEL)，97.4kDa(POL)，お
よび 31.4kDa(MP)と 24.5kDa(CP)のタンパク
質をコードしていた．CP のアミノ酸配列は
プルヌスえそ輪点ウイルス(PNRSV)と 53%，
ApMV と 43%の相同性を示し，PNRSV と
ApMV と共にイラルウイルス属のサブグル
ープ 3に分類された．以上から、P129ウイル
スはイラルウイルス属の新規ウイルスで、リ
ンゴえそモザイクウイルス（Apple necrotic 
mosaic virus, ANMV）と仮称した． 
 続いて、モザイク症状と ApNMVの分布の
相関を調べる目的で，罹病リンゴ樹（PK28）
の病徴の程度が異なる６本の枝から葉（5 葉
／枝）を採取し，RT-PCR検定をしたところ，
病徴を呈した葉からは全てApNMVが検出さ
れたが，無病徴の葉では ApNMVが検出され
ないか，あるいは濃度が非常に低く，葉のモ



ザイクとApNMVの分布が一致した．ApNMV
の発生については，中国から導入した P129, 
PK28, PK45の 3樹からApNMVが検出された
が，その他の罹病樹（6 樹）はすべて ApMV
が検出された．  
 さらに、P129葉試料からの全 RNAを鋳型
に，T3プロモーターを付加した 5’末端プライ
マーを用いてApNMVゲノムの全長 cDNAを
増幅した．T3ポリメラーゼで ApNMV-RNAs
を転写後，リンゴ実生に接種したところ，接
種葉で ApNMV-RNAs が複製することが明ら
かになった．今後，ApNMV のリンゴに対す
る病原性を調べたい． 
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