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第１章 緒⾔ 
 

国内の花き⽣産額が年々低下している中、ダリア（Dahlia spp.）は切り花の⽣産額が増加
傾向にある有望な品⽬となっている（市村ら 2011）。ダリアはメキシコからコロンビアに
⾄る中南⽶原産のキク科植物である。⽇本に渡来したのは江⼾時代末期の 1842 年と⾔われ
ており、その当時は天竺牡丹と呼ばれていた（天野 2018）。奈良県でのダリアの球根⽣産の
歴史は古く、⼭添村では 1925 年頃にオランダから輸⼊した球根を栽培したことが始まりと
されており、宇陀市榛原では 1950 年に始まり、1960〜1975 年頃にはアメリカへの輸出も
⾏っていた（藤井・有⾺ 2012）。ダリアの需要はかつて仏花が主であったが、近年ではブラ
イダルやパーティーなどの業務⽤需要を中⼼に、フラワーアレンジメントに⽋かせない花
材となっている。ダリアの花は⼤輪から⼩輪まであり、花⾊や花形も豊富で、品種の多さも
魅⼒の⼀つとなっており、現在も多くの品種育成が⺠間企業や公的研究機関によって⾏わ
れている。ダリアは冷涼な気候を好む植物であるため、夏秋期には奈良県や兵庫県の中⼭間
地域と⼭形県などの冷涼地に産地が形成されている。これらの地域では、夏秋期の切り花⽣
産とその後の球根⽣産を組み合わせることによって、労働⼒の周年活⽤が図られている。ま
た、近年増加している冬春期の切り花⽣産は、従来産地ばかりでなく⻑野県、愛知県、⾼知
県、宮崎県など全国各地に導⼊されている。 

ダリア⽣産では、⽷状菌病であるうどんこ病、斑葉病および菌核病、細菌病である根頭が
ん腫病による被害は少ない⼀⽅で、ウイルス・ウイロイド病による被害が問題となっている。
⽣産現場におけるダリアの増殖は、夏秋期産地では主に球根（塊根）の分球、冬春期産地で
は挿し芽によって⾏われている。そのため、ウイルス・ウイロイドに感染した⺟株から後代
に伝染し、その被害が拡⼤している。 

ダリアへの感染が報告されているウイルス・ウイロイドはキュウリモザイクウイルス
（cucumber mosaic virus；CMV)、ダリアモザイクウイルス（dahlia mosaic virus；DMV)、
インパチェンスえそ斑点ウイルス（impatiens necrotic spot orthotospovirus；INSV)、タバ
コ条斑ウイルス（tobacco streak virus；TSV)、トマト⻩化えそウイルス（tomato spotted wilt 
virus；TSWV）、キク矮化ウイロイド（chrysanthemum stunt viroid；CSVd）、ダリア潜在ウ
イロイド（dahlia latent viroid；DLVd）、ジャガイモやせいもウイロイド（potato spindle tuber 
viroid；PSTVd)と多数存在する。これらの中でも国内では TSWV によるダリア輪紋病と
DMVによるダリアモザイク病の被害が深刻とされている（末松ら 1978、仲ら 2007a）。な
お、CSVdは国内の花き⽣産における最重要品⽬であるキクと共通病害でありながら、ダリ
アの⽣産性への影響、⽣産現場での感染状況に関する情報は整理されていない。 

TSWV によるダリア輪紋病の病徴は、葉に⻩斑や輪紋、輪紋状のえそ、茎にえそ条斑を
⽣じ、⽣育が抑制される。球根には、あざ状のえそ条斑を⽣じる（Albouy 1995）。7 ⽉下旬
から 8 ⽉下旬の⾼温期には病徴はマスキングされる。⾍媒伝染は、アザミウマ類による永
続伝播が報告されており、現地圃場での被害の急激な拡⼤が確認されている。DMVによる
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ダリアモザイク病の病徴は、葉でモザイク、葉脈⻩化、萎縮が⽣じ、⽣育が抑制される
（Albouy 1995）。また、⾍媒伝染については、アブラムシによる⾮永続伝播が報告されてい
る。CSVdは、ポスピウイロイド科に属しており、その構造は 348〜356塩基の１本鎖環状
RNAであり感染細胞の核で複製する（Palukaitis and Symons 1980、Matsushita 2013)。ダ
リアへの感染が確認されており、キクに感染する CSVd 系統と塩基配列の相同性が⾼いこ
とが明らかにされている（Nakashima et al. 2007）。 

ウイルス・ウイロイド病の防除の基本は、伝染環の遮断であり、近年国内で問題となった
tomato yellow leaf curl virus によるトマト⻩化葉巻病や CSVdによるキク矮化病に対しても
この点に着⽬した対策が提案されている（本多 2010、愛知県農業総合試験場 2013）。トマ
ト⻩化葉巻病に関しては、感染拡⼤の主要因がタバココナジラミによる⾍媒伝染であるこ
とから、媒介⾍対策に主眼が置かれている。当媒介⾍はネオニコチノイド系の殺⾍剤に対す
る抵抗性を獲得していたことから、ネット被覆や栽培の終了後のハウスの蒸し込みによる
物理的防除に加え、伝染源となる野良⽣えや家庭菜園トマトへの注意を促している。⼀⽅で
キク矮化病に関しては、⾍媒伝染が報告されていないため、ハサミでの栽培管理や感染株と
の接触による汁液伝染での感染拡⼤対策を重要視している。なお、キクは挿し芽により苗が
増殖されるため、親株が感染していると被害が甚⼤となり、⾮感染親株の選抜には注意を払
う必要がある。 

ダリアに関しても、上述のように対象となるウイルス・ウイロイド種の特徴と栽培体系を
考慮し、重点的に対処すべき点を⾒極めることによる防除の効率化が望まれる。なお、防除
対策を⾏うべきウイルス・ウイロイド種を明確化するには、国内での感染状況と感染株の症
状の整理が前提となる。しかし、これまでの国内での感染状況の調査は⼀部の地域に限られ
ており（末松ら 1978、北村 2016）、苗の流通の広域化が進んだ現在ではより広い範囲での
状況の把握が求められる。そこで、第２章では、⽣産現場で最も問題となる TSWVと DMV
に加え、さらなる調査が求められる CSVdを対象として、これらを同時検出できるマルチプ
レックス RT-PCR を開発した。なお、対象としたウイルス・ウイロイドのうち TSWVはキ
ク、ラナンキュラスなどの植物体内での分布が不均⼀となることが知られており
（Whitefield et al. 2003、Matsuura et al. 2004）、検定の際に TSWVが存在しない部位を使
⽤する恐れがあった。そこで、ダリア植物体内における TSWVの分布の傾向を明らかにし、
適切な検定部位を探索した。本章の最後には開発した検出法を⽤いて、国内 1 道 7 県で採
取したダリアの感染状況およびその症状を明らかにした。 

ダリアのウイルス病対策としては、媒介⾍の防除による伝染環の遮断が重要である。特に
TSWVは媒介⾍であるアザミウマ類による感染拡⼤の程度が⼤きい（Culbreath et al. 2003、
Okazaki et al. 2007）。その媒介種としてヒラズハナアザミウマ（Frankliniella intonsa；以下
ヒラズハナ）、ミカンキイロアザミウマ（F. occidentalis；以下ミカンキイロ）などが報告さ
れている（Riley et al. 2011）。圃場レベルでの TSWVの感染拡⼤にアザミウマ類が影響して
いることは、ダリアに加えタバコ等の様々な作物で報告されている（McPherson et al. 1999、
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Asjes and Blom-Barnhoorn 2001、Olatinwo et al. 2008)。これらのことからダリア輪紋病の
防除対策として、アザミウマ類の防除による伝染環の遮断が有効と考えられる。そこで、第
３章では、殺⾍剤の最適な散布時期を提⽰するため、アザミウマ類の発⽣消⻑と TSWV保
毒率の推移を調査した。さらに、防⾍ネットの設置による防除効果を明らかにした。 

ダリア⽣産圃場での CSVdの感染は、2005 年に⽇本で初めて確認され（Nakashima et al. 
2007）、それ以降も報告されている（北村 2016）。しかし、CSVd感染によるダリアでの病
徴の有無は明らかにされていなかったため、CSVdを防除対象とすべきか判断できない状況
であった。また、CSVd系統の違いや栽培条件がダリアへの病原性に及ぼす影響は防除対策
を構築する上で重要な情報であるが、これまで明らかでない。そこで第４章では接種試験を
⾏い、CSVd感染がダリアに矮化等の病徴を引き起こすことを明らかにし、さらに感染時期、
CSVdの系統、栽培時期、⽇⻑条件などが病徴の程度に及ぼす影響を評価した。また、国内
の CSVd系統の塩基配列や CSVdの汁液接種での感染性を調査した。 

総合考察では得られた結果から、ダリアのウイルス・ウイロイド病の防除対策を提案し、
今後の展望と残された課題を整理した。 
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第２章 ダリアのウイルス・ウイロイド検定の省⼒化技術の確⽴ 
 

第１節 マルチプレックス RT-PCR によるトマト⻩化えそウイルス、ダリアモザイクウ   
イルスおよびキク矮化ウイロイドの同時検出技術の開発 

 
緒⾔ 
 

国内のダリア⽣産では、トマト⻩化えそウイルス（TSWV）とダリアモザイクウイルス
（DMV）による被害が問題となっている（末松ら 1978、仲ら 2007a）。なお、キク矮化ウ
イロイド（CSVd）については⽣産圃場での感染状況のさらなる調査が求められている。⽣
産現場でのダリアの増殖は、球根（塊根）の分球や挿し芽といった栄養繁殖で実施されてい
る。親株がウイルス・ウイロイドに感染していると後代に感染拡⼤することから、ウイルス・
ウイロイドに感染していない健全な親株の選抜が必要である。ウイルス・ウイロイド感染株
は明瞭な病徴を⽰さないことがあるが、⾼感度である RT-PCR を⽤いた検出⽅法を導⼊す
れば、選抜の精度は向上する。また、⽣産地域でのダリアのウイルス・ウイロイドの感染状
況を確認することで、地域の実情に応じた効率的な防除対策が可能となる。  
これまでに⽤いられている⼿法は、１つのウイルス・ウイロイド種を対象とした RT -PCR

あるいは PCR であるが、複数種を検出するには多⼤な労⼒が必要になる。マルチプレック
ス PCR は、複数セットのプライマーを同時に 1つの PCR 反応に⽤いる⼿法である。つま
り、複数のウイルス・ウイロイド種を同時に検出することで、省⼒化を図ることができる。
マルチプレックス PCR では様々な種を対象とした⼿法が開発されているが（Matsushita et 
al. 2010、Song et al. 2013、Hayahi et al. 2018）、ダリアでの使⽤を想定した報告はない。な
お、マルチプレックス PCR の条件検討では、⽬的の PCR 産物以外のエキストラバンドの
有無や、通常の PCR との検出感度を⽐較する必要がある。RT-PCR のテンプレートとして
⽤いる RNAの抽出法には、植物体を磨砕して⾼純度かつ⾼濃度で抽出する⼿法から簡素化
した⼿法まであり、作業の効率性に⼤きく影響する。その中でもmicrotissue direct RT-PCR
（Hosokawa et al. 2006）は昆⾍針や注射針を検定植物に突き刺し、針先についた植物汁液
をテンプレートとする。簡易な⼿法でありながら、ウイルス・ウイロイドの検出は安定して
いると報告されている。 

本節では、TSWV、DMV および CSVd を対象としたマルチプレックス RT-PCR を開発
し、さらにシングル RT-PCR との検出感度の⽐較、microtissue direct RT-PCR への適応性
を検討することでその実⽤性を評価した。 
 
Ⅰ．材料および⽅法 
 
1) 供試植物と RNA抽出 
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TSWV、DMV および CSVd それぞれに単独感染しているダリアʻ⿊蝶ʼ、ʻ織姫ʼおよびʻ明
朗ʼを 2013年に奈良県内のダリア球根⽣産圃場から採取した。RNAの抽出は、各植物体の
中位葉 100mgを RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を⽤いて実施した。抽出した RNAの
濃度と純度は Nano Drop ND-1000 spectrometer（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて確認
した。なお、ウイルス・ウイロイド種の感染の確認は、仲ら（2007b）に従い抽出 RNAを
テンプレートとした RT-PCR により実施した。 
2) プライマーの選択と設計 
マルチプレックス RT-PCR に⽤いるプライマーは、TSWV と DMV に対しては既報の

TSWV-Rnp、Fnp（瀬尾ら 2009）と DMV-R1345、F944（仲ら 2007b）をそれぞれ⽤いた。
CSVd に対しては、ダリアから分離された CSVd の塩基配列（GenBank/ EMBL/DDBJ 
accession No. AB255879、AB255880）を⽤いて作製した CSVdD-R、Fを⽤いた（表２-1-
1）。 
3) マルチプレックス RT-PCR とシングル RT-PCR 

マルチプレックス RT-PCR には PrimeScript One-Step RT-PCR Kit Ver. 2 (Dye Plus) (タ
カラバイオ)を⽤いた。RT-PCR 試薬の濃度はプロトコールに準じ、3 組のプライマーの濃
度はいずれも 0.4μMとした。反応は液量 10μLで実施し、テンプレートの total RNAは 1
反応につき 1ng 使⽤した。RT反応を 50℃で 10 分間⾏い、94℃で 2 分間処理後、PCR は
94℃30秒、60℃30秒、72℃30秒を 30回繰り返し、72℃5 分間の最終伸⻑を⾏った。PCR
産物は 1.0％アガロースゲルで電気泳動した。シングル RT-PCR は、マルチプレックス RT-
PCR と同様の試薬を使⽤し、１組のプライマーを 0.4μMの濃度で⽤いた。反応は液量 10
μLで実施した。 
4) マルチプレックス RT-PCR の検出感度 

マルチプレックス RT-PCR とシングル RT-PCR の検出感度を⽐較するため、上述の抽出
RNA の 10 倍の希釈系列 1.0×10０〜7ng をテンプレートとして⽤いた。各 RT-PCR は 3 反
復で実施した。 

5) マルチプレックスmicrotissue direct RT-PCR  
RNA抽出を省⼒化するため、上述のマルチプレックス RT-PCR のmicrotissue direct RT-

PCR（Hosokawa et al. 2006）への適応性を検討した。microtissue direct RT-PCR では、昆
⾍針（有頭シガ昆⾍針 3号；志賀昆⾍普及社）でダリアの⼩葉の主脈を 3回刺した後、昆⾍
針を RT-PCR 反応液に浸漬した。すなわち針先についた植物汁液をテンプレートとして使
⽤した。TSWV、DMV または CSVd に単独感染しておりかつ無病徴である株それぞれ 10
株を対象として実施した。品種は上述の 1)と同様であり、ウイルス・ウイロイド種の感染
は抽出 RNAをテンプレートとし、仲ら（2007b）に従い RT-PCR により確認した。 
6) シーケンス  

TSWV、DMV および CSVd を対象としたマルチプレックス RT-PCR により得られた増
幅産物のダイレクトシーケンスを⾏った。PCR 産物の精製は ExoSAP-IT Express PCR 
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Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific)で⾏った。試薬は BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Kit（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて、シーケンサー3130Genetic Analyzer
（Thermo Fisher Scientific）により実施した。 
 
結果 
 
1) マルチプレックス RT-PCR による TSWV、DMVおよび CSVdの検出 
抽出 RNA をテンプレートとしてマルチプレックス RT-PCR を⾏ったところ、TSWV、

DMVおよび CSVdそれぞれの想定サイズである 720、402 および 249bp の PCR 産物が増
幅された（図 2-1-1）。CSVd のみを増幅した際はエキストラバンドが 2 本確認されたが、
TSWV と DMV のサイズとは異なった。健全株の抽出 RNA と⽔をテンプレートとした際
には、⾮特異的なバンドは検出されなかった。得られた PCR 産物の塩基配列を解析したと
ころTSWV、DMVおよび CSVdそれぞれに 99％を超える⾼い相同性を⽰した（HF913777、
JX272320 および AB255879)。 
2) マルチプレックス RT-PCR の検出感度 

マルチプレックス RT-PCR の検出限界は TSWVと DMVについては、シングル RT-PCR
と同等であり、それぞれ 1.0×10-5 と 1.0×10-3ng であった（図 2-1-2）。マルチプレックス
RT-PCR の CSVdの検出限界は 1.0×10-2ngであり、シングル RT-PCR の検出限界 1.0×10-

3ngより 10倍検出感度が低かった。 
3) マルチプレックスmicrotissue direct RT-PCR による検出 

マルチプレックス microtissue direct RT-PCR は、マルチプレックス RT-PCR と同様に
TSWV、DMVおよび CSVdそれぞれの想定サイズの PCR 産物を増幅した（図 2-1-3）。 
 
考察 
 

本節ではマルチプレックス RT-PCR による TSWV、DMVおよび CSVdの同時検出技術
を開発した。本検出法は、ダリアでのウイルス・ウイロイドの発⽣状況調査や健全株選抜時
の検定の省⼒化に有効である。さらに針先についた植物体の汁液をテンプレートとする
microtissue direct RT-PCR での実⽤性を確認した。これは RNA抽出を省略できることによ
り作業時間が⼤きく短縮され、かつ試薬のコストが低下することから、普及性が⾼い技術と
考えられる。これまでのダリアでのウイルス・ウイロイド検定は⼀つのウイルス・ウイロイ
ド種を対象としており、TSWV、DMVおよび CSVdでは仲ら（2007b）のプライマーが主
に利⽤されていたと考えられる。マルチプレックス RT-PCR に使⽤した TSWV、DMVお
よび CSVd	 のプライマーは⽬的の増幅サイズの PCR 産物を⽣成し、互いの増幅サイズを⼲
渉しなかった（図 2-1-1）。なお、TSWVのプライマーはキクでの利⽤を想定して作出され
ていたが、ダリアに感染した TSWVを正確に検出できることを確認できた。DMVは DNA
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ウイルスであるにも関わらず、抽出 RNAをテンプレートとしたマルチプレックス RT-PCR
で検出が可能であり、仲ら（2007b）も同様に DMVの検出に抽出 RNAを⽤いている。こ
のことから DMV の転写 RNA が RT-PCR で安定して増幅されると考えられる。マルチプ
レックス RT-PCR は複数セットのプライマーが含まれるため、シングル RT-PCR と⽐べて
検出感度が低下する可能性がある。そのため、テンプレートの希釈系列系を⽤いた検出感度
の⽐較により、実⽤性が評価されている（Song et al. 2013、Hayahi et al. 2018）。本節のマ
ルチプレックス RT-PCR では、CSVd の検出限界はシングル RT-PCR の 10 倍と低下した
が（図 2-1-2）、無病徴感染株から CSVd を検出できたため、⼗分な実⽤性を有していると
考えられる。microtissue direct RT-PCR は RNAウイルスとウイロイドで利⽤された報告は
あるものの（Hosokawa et al. 2006、Hayahi et al. 2018）、DNAウイルスを対象とした事例
は認められなかった。このことから、本報告での DMV の検出により、microtissue direct 
RT-PCR の DNAウイルスへの適応性が⽰された。 

本節で開発したマルチプレックス RT-PCR はダリアのウイルス・ウイロイド検定の省⼒
化を可能とした。このことは⾼感度かつ正確な検定⽅法である RT-PCR の現地への導⼊を
推進すると考えられる。使⽤が想定されるのは、都道府県の農業試験場と種苗会社であり、
各地域での主要なウイルス・ウイロイド種の解明、健全株の選抜での活⽤が期待される。	
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表2-1-1 マルチプレックスRT-PCRに使⽤したプライマーの塩基配列
増幅サイズ
 (bp)

TSWV TSWV-Rnp ACCCTAAGAAACGACGACTGCG 720 瀬尾ら （2009）
TSWV-Fnp TCTTCACCTGATCTTCATTCATT

DMV DMV-R1345 ACTTCCTGCTAGGACACTCA 402 仲ら (2007)
DMV-F944 AAAAAGAGGCTACCATACCC

CSVd CSVdD-R TCTCCAGGAGAGGAAGGAAACTA 249 本報告
CSVdD-F GGAGTAAGCCCGTGGAACCTTAG

対象 プライマー名 塩基配列 (5'-3') 引⽤
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図2-1-1 マルチプレックスRT-PCRによるダリアからのトマト黄化えそ
ウイルス（TSWV）、ダリアモザイクウイルス（DMV）およびキク矮化
ウイロイド（CSVd）の同時検出

100 bp

 
  



 
 

11 

⽔ 健
全

株

TSWV (720 bp)

DMV (402 bp)
CSVd (249 bp)

TSWV (720 bp)

DMV (402 bp)

CSVd (249 bp)

a

b

c

d

10
-1

 ng
10

-2
ng

1
ng

10
-3

ng

10
-4

ng

10
-5

ng

10
-6

ng

10
-7

ng

⽔ 健
全

株

10
-1

 ng
10

-2
ng

1
ng

10
-3

ng

10
-4

ng

10
-5

ng

10
-6

ng

10
-7

ng

⽔ 健
全

株

マ
ー

カ
ー

10
-1

 ng
10

-2
ng

1
ng

10
-3

ng

10
-4

ng

10
-5

ng

10
-6

ng

10
-7

ng

⽔ 健
全

株

マ
ー

カ
ー

10
-1

 ng
10

-2
ng

1
ng

10
-3

ng

10
-4

ng

10
-5

ng

10
-6

ng

10
-7

ng

図2-1-2 マルチプレックスRT-PCRとシングルRT-PCR の検出感度の比較
a: トマト黄化えそウイルス（TSWV）、ダリアモザイクウイルス（DMV）及
びキク矮化ウイロイド（CSVd）、b：TSWV、c：DMV、d：CSVd
1〜10−7ngのRNAをテンプレートとして使用した。
矢印は検出限界のバンドを示す。
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第２節 トマト⻩化えそウイルスの植物体内における感染分布の解明 
 
緒⾔ 
 

ダリアの増殖は球根（塊根）の分球や挿し芽といった栄養繁殖により実施されており、ウ
イルス・ウイロイドに感染していない健全な親株の選抜が求められる。⽬視に加えて、RT-
PCR 等の検出感度が⾼い⼿法を⽤いることで健全株選抜の精度を向上させることができる。
RT-PCR等の検定に⽤いるサンプル量は約 100mgと少ないため、ウイルス・ウイロイドが
分布する確率が⾼い部位を採取する必要がある。 

ダリアの主要なウイルス・ウイロイドである TSWV、DMVおよび CSVdの中でも TSWV
は様々な植物体内で不均⼀に分布することが報告されている。キクでは上位葉、ラナンキュ
ラスでは側根での TSWVの検出率が低い（Whitefield et al. 2003、Matsuura et al. 2004）。
TSWVは、ブニヤウイルス科オルソトスポウイルス属に分類されており、同属であるmelon 
yellow spot orthotospovirus (Sugiyama et al. 2009)や iris yellow spot orthotospovirus
（Kritzman et al. 2001）でも同様の傾向が認められる。⼀⽅、DMVはカリモウイルス科カ
リモウイルス属の分類されており、DMVと同属のウイルス種を含めて植物体内での分布に
局在性が⽣じた報告はない。CSVdは、茎頂先端まで分布することが知られており、感染株
から茎頂培養での CSVd フリー株の作出が困難である。そのため、低温処理や採取部位の⼩
型化といった組み合わせでフリー株の作出率を向上させる取り組みが⾏われている
（Hosokawa et al. 2004b、Savitri et al. 2013）。これらのことからも、TSWVの分布傾向に
合わせたサンプルの採取は DMVと CSVdを検定する際にも問題にならないと考えられる。 

奈良県でのダリアのウイルス・ウイロイド検定は、春〜秋期に採取可能な植物体の地上部
と冬期に採取可能である球根での検定を実施していた。その際に同⼀株内でも部位によっ
ては TSWVが検出されないことが経験的に知られていたが、詳細な検討は実施されていな
かった。そこで、ウイルス・ウイロイド検定の適切な部位を明らかにするため、ダリア植物
体内における TSWV の分布の傾向を調査した。TSWV の分布調査の対象としたのは複葉、
⼩葉、茎および球根である。ダリアの複葉は⽣育状況により⼩葉の枚数が 1、3および 5枚
となる。ここでは最も成⻑が進んだ⼩葉 5枚を有する複葉での部位別での TSWVの検出率
を調査した。⼩葉での分布の調査においては、病徴が認められる葉を⽤いることで、分布の
局在性に加え病徴部と TSWV分布との関連性を確認した。茎については上〜下部の分布を
茎の伸⻑期と開花期で⽐較し、⽣育ステージによる影響を調査した。球根については、上〜
下部の断⾯での分布を調査することで、師部などの部位別での感染動態に関する考察を⾏
った。 
 
材料および⽅法 
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1) 供試植物 
TSWVに感染したダリアʻ⿊蝶ʼを 2013年に奈良県内の球根⽣産圃場で採取した。TSWV

の感染と他のウイルス・ウイロイドの⾮感染を確認するため、RT-PCR を実施した。TSWV
の検出は第 2 章 1 節に従い、CMV、DMV、INSV、TSV、CSVd および PSTVd の検出は
Eiras et al.（2001）、 仲ら（2007b）、および Tsushima et al.（2011）に従って実施した。
TSWV感染ダリアは挿し芽を⾏い、15cmポットで栽培管理を⾏った。 
2) 複葉での TSWVの検出 

2013 年 7、8 ⽉に TSWV に感染したʻ⿊蝶ʼの中位に位置する無病徴の複葉を採取した。
複葉は 5⼩葉からなり、葉柄、葉軸、⼩葉の葉⾝、⼩葉の中央の葉脈を対象として第 2 章第
1 節に従い microtissue direct RT-PCR により TSWV の検定を⾏った。RT-PCR 試薬は
PrimeScript One-Step RT-PCR Kit Ver. 2 (Dye Plus) (タカラバイオ)を、プライマーは
TSWV-A、B（仲ら 2007b）を⽤いた。プライマーの濃度は 0.4μMとし、反応は液量 10μ
l で実施した。RT反応を 50℃で 30 分間⾏い、94℃で 2 分間処理後、PCR は 94℃30秒、
60℃30秒、72℃30秒を 35回繰り返し、72℃5 分間の最終伸⻑を⾏った。複葉 14枚を供試
し、各検定部位の TSWV検出率を求めた。 
3) ⼩葉、茎および球根での Tissue blot immunoassayによる TSWVの検出 
⼩葉は 2015 年 7 ⽉と 10 ⽉に TSWV 感染ダリアʻ⿊蝶ʼの病徴を⽰す 10 中位葉を採取し

た。茎は 2015 年 6 ⽉に TSWV感染ダリアʻ⿊蝶ʼを摘⼼し、脇芽を伸⻑させ、栄養成⻑期と
開花期のものをそれぞれ 10 本と９本採取した。球根は 2014 年 12⽉に TSWV感染ダリア
ʻ⿊蝶ʼから 24 球を採取した。 

TSWVの検出は、Tissue blot immunoassayをWhitfield et al. (2003) を改変して実施し
た。ニトロセルロースメンブレン(GE Healthcare Life Sciences)をプラスチック容器内で展
着剤添加リン酸緩衝⽣理⾷塩⽔(PBST; 塩化ナトリウム 8.0g、リン酸⽔素⼆ナトリウム⼗⼆
⽔和物 2.9g、塩化カリウム 0.2g、リン酸⼆⽔素カリウム 0.2g、Tween20 0.5ml /L)に 15 分
間浸漬し、取り出し乾燥させた。茎と球根はカッターナイフで切除した断⾯の切り⼝をニト
ロセルロースメンブレンに約 5 秒間押し付けた。⼀⽅で⼩葉は汁液が出にくいため、冷凍
庫で凍結後、融解させながらニトロセルロースメンブレン 2枚で挟み込み強く押し付けた。
植物汁液を付着させたニトロセルロースメンブレンはプラスチックの容器内で Blocking 
One (ナカライテスク)を⽤いて 20 分間ブロッキング処理を⾏った。余分な Blocking One
を濾紙で取り除き、TSWV抗体（コーティング液）（TSWV検定⽤試薬（DAS-ELISA法）、
⽇本植物防疫協会茨城研究所）を PBST で４,000倍希釈し、30 分間の反応を⾏った。蒸留
⽔ですすぎ、PBST で 5 分間洗浄した後に⼆次抗体（Anti-Rabbit IgG(Fc)Alkaline 
Phosphatase Conjugate、プロメガ）を PBST で 15,000倍希釈し、10 分間の反応を⾏った。
20倍希釈した Blocking Oneで 5 分間、PBST で 10 分間洗浄し、Alkaline phosphate buffer
で 5 分間ｘ２回洗浄した。表⾯の余分な液を除去し、BCIP/NBT Liquid Substrate System 
solution (Sigma-Aldrich)を添加し 1 時間の反応を⾏い、蒸留⽔で洗浄した。BCIP/NBT 
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Liquid Substrate System solutionを除くすべての反応と洗浄の⼯程は振とうして室温で実施
した。BCIP/NBT Liquid Substrate System solutionの反応は静置し、暗⿊下、室温で実施し
た。球根の断⾯の TSWVの分布の評価は以下の指数に基づき実施した。0：⾮検出、1：断
⾯の 0〜1/3に分布、2：断⾯の 1/3〜2/3に分布、3：断⾯の 2/3以上に分布。 
 
結果 
 
1) 葉での TSWVの分布 
複葉での TSWV の microtissue direct RT-PCR による検出率は葉柄で最も⾼く、次に葉
軸、葉脈となり、葉⾝では低く、葉柄から離れるにしたがって検出率が低下する傾向があっ
た（図 2-2-1）。 
⼩葉の汁液は葉脈の中央部を除いてメンブレンに付着しており、ほぼ⼩葉全体での分布
調査ができた。汁液が付着していない部分はメンブレン⾃体の⽩⾊となっている。TSWVは
葉脈近辺では安定して分布しており、葉⾝では特に葉縁で分布しない傾向があった（図 2-
2-2）。なお、病徴部では TSWVが安定して検出された。 
2) 茎での TSWVの分布 
栄養⽣⻑期では、茎の上位節は、中位節と下位節に⽐べて TSWVの検出率が低かった（図

2-2-3）。⼀⽅、開花期では、栄養成⻑期と⽐べて検出率は上位節では⾼く、下位節では低い
傾向があった（図 2-2-4）。また、花は上位節の茎よりも TSWVの検出率が低かった。 
3) 球根での TSWVの分布 

TSWV は球根の⽪層、師部および⽊部に主に分布しており、⼀⽅で髄での分布は低い傾
向にあった（図 2-2-5）。上・中・下位部での TSWV の分布程度に⼤きな差は認められず、
いずれの部位も半数以上の個体で TSWVの分布⾯積は断⾯の 1/3未満となり局在性が⾼か
った。 
 
考察 
 

本節では、ダリアでの TSWVの部位別での分布を microtissue direct RT-PCR と Tissue 
blot immunoassayを⽤いて明らかにした。ダリアでも TSWVの分布は不均⼀であり、これ
までに報告があったキクとラナンキュラスと同様の傾向であった（Whitefield et al. 2003、
Matsuura et al. 2004）。複葉での TSWVの検出率は葉柄から離れるに従って低下し、⼩葉の
葉⾝で最も検出率が低くなった（図 2-2-1）。同様の結果が⼩葉での Tissue blot immunoassay
での検出でも認められ、葉縁部で最も TSWVが分布しない傾向があった（図 2-2-2）。ただ
し、病徴部には TSWVが安定して分布しており、病徴が明らかな場合は葉⾝の病徴部で検
定するのは適切である。なお、病徴部にウイルスが分布する傾向は同じオルソトスポウイル
ス属であるmelon yellow spot orthotospovirus（Sugiyama et al. 2009）と同様である。葉⾝
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での分布が不均⼀になる原因について、ペチュニアに関しては TSWVの移⾏がリグニンや
フェノール物質の蓄積により抑制されている可能性が⽰唆されており（Quencini et al. 
2007）、ダリアでも同様の反応によって TSWV の葉脈から葉⾝への移⾏が抑制されている
可能性がある。病徴が明瞭なサンプルでも分布の不均⼀性が確認されていたことから、潜在
感染しているサンプルの場合には分布の不均⼀性がさらに⾼まる可能性があり、今後の検
討が必要である。 
茎では、栄養⽣⻑期と開花期では TSWVの分布の傾向が異なり、茎の伸⻑と⽼化が影響

していると考えられた（図 2-2-3、図 2-2-4）。栄養⽣⻑期で上位節での検出率が低かった原
因は、茎の伸⻑が TSWVの増殖と移⾏より早いため、あるいは上位節での増殖と移⾏が植
物体側の防御反応により抑制されている可能性が考えられる。⼀⽅、開花期については茎の
伸⻑が⽌まるため、TSWV の分布が上位へ移⾏したと考えられるが、花での検出率は上、
中位節より低かった。キクでもTSWVの濃度は花芽より中位葉で⾼くなっており（Matsuura 
et al. 2004）、本試験と同様に上位節ほど分布しない傾向を⽰している。開花期において上、
中位節と⽐較して下位節で検出率が低かった原因として、TSWV が光合成同化産物と共に
転流によって⽼化した下位節から上位節へ移動した可能性が考えられる（Hipper et al. 
2013）。茎における光合成同化産物の転流についての知⾒は少ないが、キクの茎で葉と同様
に転流が⾏われていることが確認されている（Adachi et al. 1999）。 

球根では、TSWV の分布の局在性が特に顕著であり、断⾯では分布している⾯積割合が
1/3 未満となる個体が半数以上であった（図 2-2-5）。TSWVは主に師管を通じて⻑距離移
動し、そこから細胞間移⾏により移動・増殖するが、球根ではこの効率が低いと考えられた。 

本節での TSWVの分布傾向を考慮すると、分布が最も不均⼀であった球根はウイルス検
定時のサンプリング部位として不適切と考えられる。⼀⽅で、複葉、⼩葉については、検出
率が⾼かった葉柄、葉軸および葉脈がそれぞれ検定部位として適しており、茎については、
栄養⽣⻑期では中位節が、開花期では上位節が適していると考えられる。なお、サンプリン
グの容易さと上位と下位での分布の不均⼀さを考慮すると中位の複葉の葉柄が最も検定部
位として適切と結論づける。なお、ダリアに感染する他の主要なウイルス・ウイロイドでは
分布の局在性が報告されたものはないため、TSWV の分布に合わせた検定部位を採⽤して
も問題はないと考える。本節はダリアの部位別での TSWVの分布を調査した初めての報告
であり、TSWV の分布の傾向に基づいた検定部位の最適化が、検出の精度の向上に寄与す
ると考える。 
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図2-2-1 ダリア複葉の各部位でのTSWVの検出
a：検定部位、b：TSWV検出率
エラーバーは標準誤差を⽰す。
異なるアルファベットは部位間で有意差があることを⽰す (Turkeyʻs WSD、p <0.05)。
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図2-2-2 ダリア⼩葉でのTSWVの感染分布
a〜c：TSWVに感染した⼩葉、d：TSWV⾮感染の⼩葉、
e〜h：a〜dのサンプルでのTSWVの検出結果
Tissue blot immunoassayによりTSWVを検出。
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図2-2-3 栄養⽣⻑期におけるダリア茎でのTSWVの検出
a：検定部位、2：茎の節位別でのTSWV検出率
Tissue blot immunoassayによりTSWVを検出。
エラーバーは標準誤差を⽰す。
異なるアルファベットは部位間で有意差があることを⽰す (Turkeyʻs WSD、p <0.05)。
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図2-2-4 開花期におけるダリア花および茎でのTSWVの検出
a：検定部位、b：検出結果の例、c：花および茎の節位別でのTSWV検出率
Tissue blot immunoassayによりTSWVを検出。
エラーバーは標準誤差を⽰す。
異なるアルファベットは部位間で有意差があることを⽰す (Turkeyʻs WSD、p <0.05)。
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図2-2-5 ダリア球根断⾯におけるTSWVの分布
a：球根の検定部位、b：球根断⾯、c：球根断⾯のニトロセルロースメンブレンへの付着、
d：球根におけるTSWVの検出、5：球根の各部位でのTSWVの感染状況
Tissue blot immunoassayによりTSWVを検出。
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第３節 国内のダリア⽣産圃場におけるトマト⻩化えそウイルス、ダリアモザイクウイル
スおよびキク矮化ウイロイドの感染状況 
 
緒⾔ 
 

TSWV の国内での初確認は 1965 年にアメリカ合衆国から輸⼊され隔離検疫中であった
ダリアからであり（末次 1969）、その後、北海道と奈良県のダリア産地での発⽣が報告され
ている（末松ら 1978、⼩畠 1984、仲ら 2007a）。TSWVは宿主範囲の広さから他の品⽬に
も感染を拡⼤させており、国内での品⽬ごとの初発⽣は、トマトでは 1972 年に奈良県、ピ
ーマンでは 1972 年に兵庫、タバコでは 1975 年に沖縄県と岩⼿県で確認されている（津⽥ 
1994）。なお、1994 年以降は TSWVの⾼効率媒介⾍であるミカンキイロアザミウマの⼤発
⽣に伴い、TSWVはキク、トマトおよびピーマンを中⼼にその分布を全国に拡⼤させた（花
⽥ 1999）。 

DMVの国内での感染は 1967年にダリアで初めて報告されている（⼟居ら 1967）。ダリ
ア⽣産圃場での感染は、末松ら（1978）、仲ら（2007a）、近年では北村ら（2016）により確
認されている。TSWV とは対照的に宿主範囲の狭さから他の植物種での感染や被害の報告
は⽣産圃場では認められていない（Brunt 1971）。 

CSVd は、⽇本では⼤沢ら (1977)により静岡県のキクで初めて確認された。ダリアでの
感染は 2005 年に奈良県で初めて確認され（Nakashima et al. 2007）、その後の報告は 2010
年の⻑野県に限られる（北村 2016）。⼀⽅、キクでは 1980 年代から全国的に発⽣し、感染
株の矮化症状による被害が確認されている。キクに関する報告は多く、三重県（花⽥ら 
1982)、⾹川県（楠ら 1993)、兵庫県（塩飽ら 1996)、熊本県（森⼭ら 1996)、北海道（李
ら 1997)、⼭形県（兼松ら 1998)、新潟県（杉浦・花⽥ 1998)、福岡県、宮崎県、沖縄県
（花⽥・酒井 2001)、静岡県（⼟井・加藤 2004)、福島県、新潟県、茨城県、栃⽊県、群⾺
県、神奈川県、三重県、岡⼭県、⾹川県、福岡県（Matsushita et al. 2007）、秋⽥県（⼭本 
2008）など全国各地で CSVdの感染が確認されている。 

本節では重点的に対処すべきウイルス・ウイロイド種を明らかにするため、2013〜2017
年に北海道、東北、信越、関⻄、四国および九州の 8道県のダリア産地での感染状況と病徴
の有無を調査した。また、各ウイルス・ウイロイドの無病徴感染株の存在状況を整理するこ
とで、健全株選抜時の RT-PCR等の有⽤性を考察した。 
 
材料および⽅法 
 
1) 検定⽤ダリアの採取 

2014〜2017年に 8道県のダリア⽣産圃場から計 464株を採取した。その内訳は、北海道
では 2014 年 9⽉ 18 ⽇に 55株、秋⽥県では 2014 年 9⽉ 10 ⽇に 47 株、⼭形県では 2014
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年 9⽉ 10 ⽇に 49株、⻑野県では 2015 年 10⽉ 15 ⽇に 58株、奈良県では 2014 年 3 ⽉ 7
⽇、⾼知県では 2017年 1⽉ 15 ⽇に 9株、福岡県では 2014 年 4⽉ 15 ⽇に 80株、2016年
1⽉ 23⽇に 28株、宮崎県では 2014 年 2⽉ 6⽇に 52株、2016年 1⽉ 30 ⽇に 17 株であ
る。採取の際に病徴を記録した。 
2) ダリアのウイルス・ウイロイドの検定 

第２章 1 節で記述した microtissue direct マルチプレックス RT-PCR を⽤いて TSWV、
DMVおよび CSVdの検定を⾏った。検定部位として中位の複葉の葉柄を⽤いた。 
 
結果 
 

8道県の⽣産圃場のダリアからは TSWV、DMVおよび CSVdが⾼率に検出された（表 2-
3-1）。これらのうち 2種の複合感染はいずれも確認され、DMVと CSVdの複合感染が最も
多かった。⼀⽅で 3 種の複合感染は確認されなかった。全地域での複合感染を含めた感染
株率は、TSWVは 6.3％、DMVは 32.3%、CSVdは 19.8％であった。なお、⾮検出は 49.1％
であった。優占するウイルス・ウイロイド種は、奈良県で TSWV、秋⽥県、⼭形県、⻑野
県、福岡県および宮崎県で DMV、また、北海道で CSVdとなり、地域により異なった。 

感染株の病徴は、TSWV 単独感染では、⻩斑＋輪紋と⻩斑が多く、⼀部で⻩斑＋モザイ
ク、モザイクが確認された（図 2-3-1）。DMV単独感染では、葉脈⻩化とモザイクが多く、
クロロシス、縮葉、葉脈⻩化＋モザイク、葉脈⻩化＋矮化も認められた（図 2-3-2）。CSVd
単独感染では、⻑野県と⾼知県で明瞭な矮化症状が確認された（図 2-3-3）。2種の複合感染
株では、複合感染に特異的な病徴は認められず、いずれかのウイルス・ウイロイドの単独感
染で確認される病徴と同じであった。単独感染での無病徴感染株の割合は、DMVと CSVd
で⾼くそれぞれ 44.8%と 74.6%であり、⼀⽅で TSWVは 11.5％であった。 
 
考察 
 

本節の調査は、国内の広範な地域の⽣産圃場でのウイルス・ウイロイドの感染状況と病
徴を整理した初めての報告となる。調査したすべての地域において、TSWV、DMVまた
は CSVdのいずれかの感染が⾼率に確認されたことから、ダリア⽣産圃場でのウイルス・
ウイロイドの対策の必要性が明確となった。地域によって優占する種は異なっていたが、
DMVが最も多くの地域で⾼頻度で検出された（表 2-3-1）。唯⼀検出されなかった奈良県
では、茎頂培養由来の株が使⽤されていたために、苗による持ち込みを回避できたと推察
される。さらに、DMVは宿主範囲が狭く、野外ではダリア以外の植物での感染は確認さ
れていないため、外部からの感染リスクが低いことが影響していると考えられた。このこ
とから、DMVの防除には、健全な苗の利⽤が有効であることが⽰唆された。 

TSWVは、DMVとは対照的に宿主範囲が広く、健全苗を使⽤しても再汚染のリスクが⾼
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い。奈良県では、苗を 10⽉に定植し、翌年の 2⽉から翌々年の 10⽉まで⻑期にわたり収
穫する作型であり、周辺にキクやトマトなどの宿主となり得る植物も栽培されていた。この
ような条件下で TSWV 感染株率が⾼くなる要因として、アザミウマ類による TSWV の媒
介が考えられる。⻑野県、福岡県および宮崎県は、8⽉中旬に定植し 10⽉から翌年の 5⽉
まで収穫する作型である。栽培期間が奈良県と⽐較して短く、アザミウマ類の密度が低下す
る 8 ⽉に定植することから⾍媒伝染のリスクは低くなると考えられた。北海道、秋⽥県お
よび⼭形県は、4⽉に定植し 6〜11⽉に収穫する作型である。冬季の積雪によってアザミウ
マ類の越冬数が少ないことに加え、冷涼な気候によって密度が低いことが考えられる。しか
し、⼀部に TSWV感染株率の⾼い圃場があり、こうした圃場では TSWV感染株を⺟株とし
て使⽤した可能性がある。TSWV の対策には健全な苗の確保とともに、アザミウマ類によ
る再汚染に注意する必要があると考えられた。 

CSVdは、北海道で最も⾼い感染株率を⽰し、他の多くの地域でも確認された。キクでの
報告（Matsushita 2013）によれば、⾍媒伝染はなく汁液により伝染することから、感染株
を⺟株とした増殖や管理作業によって感染拡⼤したと考えられる。しかし、ダリアでの
CSVdの汁液接種による感染効率は報告されておらず、さらなる調査が必要である。 

TSWVと DMV感染株の病徴は、既報と同様であり、症状と検出されたウイルス種とは
明瞭な相関が⾒られた。TSWVの主要な症状は、⻩斑と輪紋であり、少数の株でモザイク
が確認された。DMVについては、モザイクと葉脈⻩化が主であり、少数の株で縮葉が確
認された。TSWVと DMV、TSWVと CSVdおよび DMVと CSVdの複合感染も確認され
たが、複合感染に特有の症状は確認されなかったことから、単独感染時の病徴を参考にす
れば問題はないと考えられる。また、CSVd感染株では、⻑野県と⾼知県で明瞭な矮化症
状が認められた。Nakashima et al.（2007）は CSVd感染株で矮化症状株が存在することを
報告したが、いずれも CMV、DMV、TSVまたは TSWVと複合感染していた。このこと
から、CSVd単独感染時のダリアの⽣育への影響の解明は課題として残されていた。な
お、ダリアの切り花は栽培期間中に３〜４回の収穫が⾏われるため、現地圃場では周辺の
株との切り戻しの時期が異なると矮化症状による⽣育差の判別がつきにくくなる。⻑野県
と⾼知県での矮化症状が確認できたのは、切り戻しの時期が同⼀であった CSVd感染株と
健全株が近接していたためである。そのため、他の地域で無病徴と判定した CSVd感染株
にも矮化症状を⽰していた株が混在している可能性は否定できない。CSVdのダリアに対
する病徴の解明のため、接種試験での⽣育評価が必要であり、CSVdを防除の対象とすべ
きかの結論が待たれる。 
無病徴感染株は、TSWVと⽐較して、DMVと CSVdで⾼く、これらの健全株の選抜は

⽬視のみでは困難となるため、RT-PCR等の⾼感度での検出⽅法を⽤いた選抜⽅法が有⽤
と考えられる。⽬視のみでの選抜を⾏う際には、CSVdの病徴は矮化であることから、周
辺の健全株との⽣育差に基づく判断が必要になる。そのため、切り花⽣産圃場から親株を
選抜する際には⽣育期間を通じて健全である株を記録することが妥当である。 
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なお、調査の対象外とした TSVと CMVについては、葉にモザイク症状を⽰すものの
DMVほど明瞭ではないことが報告されている（Albouy 1995）。病徴を⽰した株のうち、
対象としたウイルス・ウイロイドが検出されなかった株が存在しなかったことから、TSV
と CMVがダリアの⽣産に及ぼす影響は⼩さいと考えられる。また、INSVは国内のダリ
アでの感染報告はないものの、その症状は TSWVと類似している（Albouy 1995）。しか
し、⻩斑や輪紋を⽰すすべての株からは TSWVが検出されたことから、INSVによるリス
クは低いと考えられる。 

本節では、TSWV、DMVおよび CSVdが国内の⽣産圃場で幅広く感染していることに
加え主要な病徴を明らかにしたことでで、ウイルス・ウイロイド対策の重要性が明確にな
った。ここでの情報に基づき⽣産圃場での感染株の抜き取り、健全株の選抜が推進される
ことを期待する。 
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表2-3-1 各地域におけるトマト⻩化えそウイルス（TSWV）、ダリアモザイクウイルス（DMV）および
キク矮化ウイロイド（CSVd）の検出状況および症状

地域 症状 TSWV DMV CSVd
TSWV
DMV

TSWV
CSVd

DMV
CSVd

TSWV
DMV
CSVd

⾮検出 合計

⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

北海道 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 2 0 0 0 1 0 0 3
葉脈⻩化 0 2 0 0 0 6 0 0 8
葉脈⻩化 + モザイク 0 1 0 0 0 0 0 0 1
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 0 0 0 0 3 0 0 3
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 0 2 22 0 0 8 0 8 40
合計 0 (0) 7 (12.7) 22 (40.0) 0 (0) 0 (0) 18 (32.7) 0 (0) 8 (14.5) 55
⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

秋⽥ ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 0 10 0 0 0 0 0 0 10
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 3 0 0 0 0 0 0 3
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 0 6 2 0 0 1 0 25 34
合計 0 (0) 19 (40.4) 2 (4.3) 0 (0) 0 (0) 1 (2.1) 0 (0) 25 (53.2) 47
⻩斑 0 0 0 2 0 0 0 0 2
⻩斑 + 輪紋 5 0 0 0 1 0 0 0 6

⼭形 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 2 0 0 0 0 0 0 2
葉脈⻩化 0 3 0 0 0 2 0 0 5
葉脈⻩化 + モザイク 0 3 0 0 0 0 0 0 3
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 0 0 0 0 0 0 0 0
縮葉 0 2 0 0 0 0 0 0 2
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 0 6 6 0 0 1 0 16 29
合計 5 (10.2) 16 (32.7) 6 (12.2) 2 (4.1) 1 (2.0) 3 (6.1) 0 (0) 16 (32.7) 49
⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

⻑野 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 0 4 0 0 0 3 0 0 7
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 3 0 0 0 0 0 0 3
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 6 0 0 2 0 0 8
無病徴 0 11 3 0 0 0 0 26 40
合計 0 (0) 18 (31.0) 9 (15.5) 0 (0) 0 (0) 5 (8.6) 0 (0) 26 (44.8) 58
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表2-3-1続き 各地域におけるトマト⻩化えそウイルス（TSWV）、ダリアモザイクウイルス（DMV）および
キク矮化ウイロイド（CSVd）の検出状況および症状

地域 症状 TSWV DMV CSVd
TSWV
DMV

TSWV
CSVd

DMV
CSVd

TSWV
DMV
CSVd

⾮検出 合計

⻩斑 6 0 0 0 0 0 0 0 6
⻩斑 + 輪紋 10 0 0 0 0 0 0 0 10

奈良 ⻩斑 + モザイク 1 0 0 0 0 0 0 0 1
モザイク 1 0 0 0 0 0 0 0 1
葉脈⻩化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 0 0 0 0 0 0 0 0
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 3 0 1 0 0 0 0 47 51
合計 21 (30.4) 0 (0) 1 (1.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 47 (68.1) 69
⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

⾼知 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 0 0 0 0 0 0 0 0
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 9 0 0 0 0 0 9
無病徴 0 0 0 0 0 0 0 0 0
合計 0 (0) 0 (0) 9 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 9
⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

福岡 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 9 0 0 0 0 0 0 9
葉脈⻩化 0 5 0 0 0 3 0 0 8
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
クロロシス 0 1 0 0 0 0 0 0 1
縮葉 0 0 0 0 0 0 0 0 0
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 0 22 9 0 0 2 0 57 90
合計 0 (0) 37 (34.3) 9 (8.3) 0 (0) 0 (0) 5 (4.6) 0 (0) 57 (52.8) 108
⻩斑 0 0 0 0 0 0 0 0 0
⻩斑 + 輪紋 0 0 0 0 0 0 0 0 0

宮崎 ⻩斑 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
モザイク 0 4 0 0 0 0 0 0 4
葉脈⻩化 0 4 0 0 0 0 0 0 4
葉脈⻩化 + モザイク 0 0 0 0 0 0 0 0 0
葉脈⻩化 + 矮化 0 3 0 0 0 0 0 0 3
クロロシス 0 0 0 0 0 0 0 0 0
縮葉 0 3 0 0 0 0 0 0 3
矮化 0 0 0 0 0 0 0 0 0
無病徴 0 5 1 0 0 0 0 49 55
合計 0 (0) 19 (27.5) 1 (1.4) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 49 (71.0) 69
⻩斑 6 0 0 2 0 0 0 0 8
⻩斑 + 輪紋 15 0 0 0 1 0 0 0 16

合計 ⻩斑 + モザイク 1 0 0 0 0 0 0 0 1
モザイク 1 17 0 0 0 1 0 0 19
葉脈⻩化 0 28 0 0 0 14 0 0 42
葉脈⻩化 + モザイク 0 4 0 0 0 0 0 0 4
葉脈⻩化 + 矮化 0 3 0 0 0 0 0 0 3
クロロシス 0 7 0 0 0 3 0 0 10
縮葉 0 5 0 0 0 0 0 0 5
矮化 0 0 15 0 0 2 0 0 17
無病徴 3 52 44 0 0 12 0 228 339
合計 26 (5.6) 116 (25.0) 59 (12.7) 2 (0.4) 1 (0.2) 32 (6.9) 0 (0) 228 (49.1) 464

数字は株数を⽰し、括弧内の数字は割合（%）を⽰す。
TSWV、DMVおよびCSVdの検出はmicrotissue direct マルチプレックスRT-PCRで実施した。
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図2-3-1 TSWVによるダリア輪紋病の病徴
a：⻩斑、b： 輪紋、c： 壊疽状の輪紋、d：モザイク

a b

c d
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図2-3-2 DMVによるダリアモザイク病の病徴
a： モザイク、b： 葉脈⻩化、c： 稲妻状のクロロシス、d： 縮葉

a b

c d
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図2-3-3 CSVdによるダリアの矮化症状
植物⻑が短い状態で出蕾している。
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第３章 ダリア⽣産圃場におけるトマト⻩化えそウイルスの防除技術の確⽴ 
 
 第１節 トマト⻩化えそウイルスを媒介するアザミウマ類の発⽣消⻑ 
 
緒⾔ 
 

ダリアに限らず球根⽣産の経営では、病害⾍に汚染されていない球根を供給することが
重要である。特に、ウイルス病は農薬処理により防除できないため、ウイルスに感染してい
ない球根を安定供給できる体制の構築が求められる。 

奈良県のダリア球根⽣産では TSWVに引き起こされるダリア輪紋病による被害が最も顕
著である（仲ら 2007a）。 ダリア輪紋病の病徴は、葉では⻩斑、輪紋、輪紋状のえそ及び稲
妻状の⻩変、茎や葉柄ではえそ条斑、塊根ではあざ状のえそ条斑を⽣じ、⽣育が抑制され枯
死することもある（Albouy 1995）。TSWV は、ブニヤウイルス科オルソトスポウイルス属
に分類されており（de Haan et al. 1991）、その宿主範囲は広く、ダリアを含む 1,000種以上
の植物種での感染が報告されている（Parrella et al. 2003）。アザミウマ類により⾍媒伝染し、
その媒介種としてヒラズハナアザミウマ（Frankliniella intonsa；以下ヒラズハナ）、ミカン
キイロアザミウマ（F. occidentalis；以下ミカンキイロ）、ダイズウスイロアザミウマ（Thrips 
setosus）、ネギアザミウマ（T. tabaci）などが報告されている（Riley et al. 2011）。アザミウ
マ類による TSWVの獲得は、若齢幼⾍のみであり、潜伏期間を経た後、⽼齢幼⾍と成⾍が
永続的にウイルスを伝搬する（津⽥ 2000、Riley et al. 2011)。なお、アザミウマ類での TSWV
の経卵伝染は確認されていない。植物汁液中では、TSWV の感染性が顕著に低下すること
が知られ（Culbreath et al. 2003）、ダリアでも植物同⼠の接触や管理作業での感染拡⼤の可
能性は低いと考えられる。圃場レベルでの TSWVの感染拡⼤にアザミウマ類が影響してい
ることは、タバコ等の様々な作物で報告されており（McPherson et al. 1999、Olatinwo et al. 
2008）、ダリアにおいても、殺⾍剤散布でのアザミウマ類の防除により、TSWVの感染拡⼤
の抑制効果が確認されている（Asjes and Blom-Barnhoorn 2001）。 
これらのことからダリア輪紋病の防除対策として、アザミウマ類の防除による伝染環の
遮断が有効と考えられる。そこで、本節では殺⾍剤の散布適期を探るため、アザミウマ類の
発⽣消⻑と TSWV保毒率の推移を調査した。 
 
材料および⽅法 
 
1) 球根⽣産圃場におけるアザミウマ類の発⽣消⻑ 

奈良県内の球根⽣産圃場 3ヶ所で 2014 年 4〜12⽉に、⻘⾊粘着板（257 mm × 100 mm、
アリスタライフサイエンス）を⽤いてアザミウマ類の発⽣消⻑量を調査した。圃場の中央部
と周縁部に各 1 枚の粘着板を地⾯から 1m の⾼さに設置した。調査期間中は概ね 1 週間間
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隔で粘着板を回収、設置した。粘着板に付着したアザミウマ類のうち TSWV媒介能を有す
るヒラズハナとミカンキイロを計数した。なお、種の同定は井村 (2011)に従って実体顕微
鏡下で⾏った。 
2) アザミウマ類からの TSWVの検出 
⻘⾊粘着板に付着したミカンキイロアザミウマとヒラズハナからの TSWV の検出は
Okazaki et al. (2007)に従って DAS-ELISA（double-antibody sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay）により⾏った。TSWV抗体（コーティング液、agdia）を炭酸バッフ
ァーで 500 倍に希釈し、エライザプレートのウェルに 100μl ずつ分注した後、4℃で⼀晩
静置した。液を捨て、PBST で３回洗浄した。粘着板から剥がしたアザミウマを 0.5ml チュ
ーブに⼊れ、摩砕液 100ul を加えて摩砕した。これをウェルに全量分注し、4℃で⼀晩静置
した。液を捨て、PBST で３回洗浄した。TSWV抗体（コンジュゲート液、⽇本植物防疫協
会）を PBST で 500倍に希釈し、ウェルに 100μlずつ分注し、37℃で２時間静置した。液
を捨て、PBST で５回洗浄した。P-ニトロフェニルリン酸２ナトリウムを 1mg/ml溶解した
10%ジエタノールアミン溶液をウェルに 200μl ずつ分注した。１時間後に 405nm の吸光
度を測定した。2014 年の 5〜11⽉に捕獲したミカンキイロとヒラズハナを１個体ずつ検定
した。 
 
結果 
 

5〜11 ⽉の調査期間を通じてヒラズハナまたはミカンキイロの発⽣が確認された（図 3-
1-1）。3圃場すべてでヒラズハナが優占種であり、発⽣量はミカンキイロの約 30倍であっ
た。ヒラズハナは 5⽉上旬に発⽣が確認され、6~7 ⽉に発⽣のピークを迎え、12⽉上旬に
発⽣が確認されなくなった。ミカンキイロは 5⽉上旬に発⽣が確認され、5⽉下旬に発⽣の
ピークを迎え、その後 7 ⽉にも⼩さなピークが確認され、10⽉下旬に発⽣が確認されなく
なった。TSWVの検出はヒラズハナでは５〜11⽉で 6 ⽉を除き確認された（表 3-1-1）。そ
の検出率は 10 ⽉と 11 ⽉に 10%前後と⾼い傾向があり、その他の時期では 1%程度であっ
た。⼀⽅で、ミカンキイロは捕獲数が少なかったが、5⽉と 8⽉にいずれも１匹から TSWV
が検出された。 
 
考察 
 

⽣産圃場における TSWVの⾍媒伝染リスクの評価は、防除対策の構築に役⽴つと考えら
れる。本節では、奈良県のダリアの球根⽣産圃場における TSWVを媒介するアザミウマ類
の発⽣消⻑と保毒状況を明らかにした。奈良県の球根⽣産圃場ではヒラズハナアザミウマ
が優占しており、6〜7⽉に発⽣のピークを迎える発⽣消⻑を⽰した（図 3-1-1）。2008 年に
調査した際にも本種が優占しており（未発表）、奈良県のダリア⽣産圃場では種の構成に⼤
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きな変動はなかったと⾔える。 
ヒラズハナの発⽣消⻑の特徴となる 6〜7⽉の発⽣のピークと、その後に減少に転じる傾

向は他の報告と同様であった（⼋⾕ 1991、村井 1988、新⼭・佐藤 2000）。ヒラズハナの産
卵から⽻化までの発育零点は 11〜12℃、有効積算温度は約 130 ⽇度である。また成⾍の平
均寿命は 20℃で 88 ⽇、25℃で 52 ⽇であり、15℃で 180 ⽇以上である（村井 1988）。また
世代の違いと思われるピークが認められなかったことから、それぞれの⽣育ステージが混
在していたと考えられる。なお、露地での越冬態は未交尾雌成⾍とされており（村井 1988）、
5⽉に確認された個体は越冬明けの個体と考えられる。終息時期については、年次変動が認
められることがあり（村井 1988）、本試験では 12⽉が終息時期となったが、１年間のみの
調査であることから変動する可能性を考慮する必要がある。 

ミカンキイロの発⽣ピークは 5〜7 ⽉であり、この傾向は他の報告と概ね同様であった
（⻘⽊・⾼橋 1995、森下 2005）。ミカンキイロの産卵から⽻化までの発育零点は 9.5℃と
ヒラズハナよりやや低く、有効積算温度は約 194 ⽇度である（⽚⼭ 1998）。なお、ミカンキ
イロは成⾍あるいは幼⾍で越冬することが知られている（⽚⼭ 2006）。本種は短⽇条件でも
休眠しないため、越冬植物上で産卵や発育を⾏っている。ダリアの球根⽣産圃場では 
冬期にダリアの植物体がないため、周辺雑草での越冬の可能性が考えられる。 
ヒラズハナおよびミカンキイロの TSWVの保毒が栽培期間を通じて確認されたことから、

⾍媒伝染の対策を⾏う必要がある。効率的な殺⾍剤の散布時期は、ヒラズハナの発⽣の増加
時期である 5、6 ⽉と考えられた。なお、ダリアの球根の定植時期は 5、6 ⽉であることか
ら、植物体が⼩さいため殺⾍剤の付着も良い時期となる。また、TSWV はオニノゲシ、ハ
キダメギクおよびオランダミミナグサなどの雑草に感染し、これらが重要な伝染源となる
ことが知られている（Hobbs and Black 1993、岡崎 2011)。本節でアザミウマ類が獲得した
TSWV の由来がダリアであるか雑草であるかは明らかでない。このことから周辺雑草の
TSWVの感染状況の調査による主要な伝染源の明確化が今後の課題として残されている。 
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図3-1-1 奈良県のダリア球根⽣産圃場でのヒラズハナアザミウマと
ミカンキイロアザミウマの発⽣数の推移（2014年）

a~c：ヒラズハナアザミウマ、d〜f：ミカンキイロアザミウマ
⻘⾊粘着板に捕捉された成⾍数を計測した。
各図は1圃場での調査結果を⽰している。aとd、bとe、cとfは同⼀圃場の結果を⽰す。
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表3-1-1 粘着板に捕捉されたアザミウマ類のトマト⻩化えそウイルス（TSWV）の保毒状況
アザミウマ類 圃場 5/2 5/9 5/16 6/20 7/23 8/21 9/12 10/10 11/7
ヒラズハナ a 0/2a 0/5 1/14 0/30 0/29 1/45 1/33 3/26 0/12

b - 0/3 0/35 0/20 0/27 0/10 0/10 2/37 0/6
c - 0/1 0/3 0/20 1/28 0/28 1/47 2/27 13/72
合計 0/2 0/9 1/52 0/70 1/84 1/73 2/90 7/90 13/90

ミカンキイロ a 0/1 0/1 0/11 0/18 0/1 0/1 - - -
b 1/1 0/1 0/27 0/2 0/3 - - - -
c - - - - 0/2 1/6 - - -
合計 1/2 0/2 0/38 0/20 0/6 1/7 - - -

aTSWV保毒アザミウマ数/調査数
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第２節 防⾍ネット被覆によるトマト⻩化えそウイルスの防除効果 
 
緒⾔ 
 

TSWV は管理作業による接触伝染の効率が低いことが知られており(Culbreath et al. 
2003)、ダリア⽣産においても TSWV の主要な対策は媒介⾍であるアザミウマ類の防除等
による伝染環の遮断となる。国内のダリアの球根および切り花⽣産圃場では、圃場全⾯で
TSWV に感染する事例が確認されており、アザミウマ類による⾍媒伝染の可能性が疑われ
た。TSWV 媒介能を持つヒラズハナとミカンキイロは殺⾍剤に対する抵抗性を発達させて
いる（⼭⼝ら 2021、藤森ら 2023）。これらに対して効果が期待できる薬剤が少なく、今後
も感受性の低下が進むと考えられる。そのため、殺⾍剤に頼らない防除⽅法の導⼊が求めら
れており、TSWV 等のアザミウマ類媒介性のウイルス病についても、ネット被覆による物
理的防除が検討されている（藤永ら 2007）。ヒラズハナとミカンキイロの成⾍の体⻑はそ
れぞれ 1.2mm、1.3mm であり、0.4mm ⽬合のネットはアザミウマ類の侵⼊対策に⽤いら
れ、⾼い侵⼊防⽌効果が確認されている（桑原ら 2013）。 

そこで、現地での実⽤性を明らかにするため、施設栽培における防⾍ネット被覆による
TSWVの感染抑制効果を評価した。 
 
材料および⽅法 
 
1)  切り花⽣産圃場におけるアザミウマ類の発⽣消⻑ 

奈良県内の施設の切り花⽣産圃場 1ヶ所で 2014 年 5〜8⽉に第 3第 1 節と同様の⼿法で
⻘⾊粘着板を⽤いてアザミウマ類の発⽣消⻑量を調査した。ハウスの中央部と周縁部に各 1
枚の粘着板を地⾯から 1mの⾼さに設置した。粘着版は 2014 年 4⽉ 11 ⽇にハウスの設置
し、その後の設置および回収は⽉に 1または２回の間隔で実施した。なお、種の同定は井村 
(2011)に従って実体顕微鏡下で⾏った。 
2) アザミウマ類からの TSWVの検出 
⻘⾊粘着板に付着したヒラズハナとミカンキイロからの TSWVの検出は第 3章第 1 節と

同様の DAS-ELISA法で⾏った。同⼀の⽇に回収した粘着板に付着したアザミウマ類 6〜13
個体をまとめて TSWVの検定を⾏った。なお、検定はヒラズハナとミカンキイロを分けて
実施した。使⽤した粘着版の回収は 2014 年 6 ⽉ 25 ⽇、7 ⽉ 11、18 ⽇、8⽉ 22 ⽇に⾏っ
た。 
3) ダリア切り花⽣産圃場でのネット被覆と TSWVの感染および発病調査 

2014 年 4⽉ 11 ⽇に施設切り花⽣産圃場内に 0.4mm⽬合ネットを被覆した隔離区２ヶ所
を設置した（幅 1.5m、⻑さ 3m、⾼さ 2m）。各隔離区にはそれぞれダリア 12株と８株が含
まれている。TSWV感染ダリアは栽培ハウスから 1.5mの距離で⽣育していた。RT-PCR に
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よる TSWVの感染調査は、隔離区とネット被覆がない慣⾏区でそれぞれ 20株と 40株を対
象とした。調査は 2014 年 5⽉ 9 ⽇、6 ⽉ 13⽇、7 ⽉ 11 ⽇、10⽉ 9 ⽇、11⽉ 17⽇に実施
した。⽬視での TSWVによる⻩化えそ病の発病調査は 2014 年 8⽉ 12 ⽇に⾏い、ネット被
覆区と対照区を合わせて 588株で実施し、位置別での発病株率を算出した。 
4) ダリアからの TSWVの検出 

TSWV の検出は Hosokawa et al. (2006)に従い microtissue direct RT-qPCR により⾏っ
た。One Step TB Green PrimeScrip PLUS RT-PCR Kit (Perfect Real Time) (タカラバイオ)
を ⽤ い た 。試薬の濃度は プ ロ ト コール に準じ、 TSWV 特異的プライ マー 5' 
GCTTCCCACCCTTTGATTC 3'、5' ATAGCCAAGACAACACTGATC 3'（Rontenberg et 
al. 2009）の濃度は 0.4μM、反応液量は 10μLで実施した。昆⾍針（有頭シガ昆⾍針 3号、
志賀昆⾍普及社）でダリア中位葉の葉柄を 3回刺した後、昆⾍針を RT-PCR反応液に浸漬
した。すなわち針先についた植物汁液をテンプレートとして使⽤した。RT反応を 42℃で 5
分間⾏い、95℃で 10秒間処理後、PCR は 95℃5秒、60℃34秒を 30回繰り返した。 
 
結果 
 

切り花⽣産圃場でのヒラズハナの発⽣は 6 ⽉に確認され始め、7 ⽉にピークとなった（図
3-2-1）。ミカンキイロは 7 ⽉に発⽣が確認され始めたものの、その後の発⽣量の増加は認め
られなかった。アザミウマ類の TSWV 保毒はヒラズハナでは 6 ⽉および 7 ⽉に確認され、
⼀⽅、ミカンキイロでは認められなかった（表 3-2-1）。慣⾏区でのダリアの TSWV感染は
8 ⽉に初確認され、その時点での感染株率は 40%と急激に感染が拡⼤しており、最終調査
⽇である 11⽉には感染株率は 80%に達した（図 3-2-2）。⼀⽅のネット被覆がされている隔
離区では感染は 9 ⽉に初確認されたものの、いずれの時点でも感染株率は慣⾏区よりも⼤
幅に低かった。8⽉の発病株率の圃場内での分布は、ハウス外の伝染源に近いハウスサイド
側で⾼く、ハウスの中⼼部ほど低くなる傾向が認められた（図 3-2-3）。 
 
考察 
 

ウイルス病対策の基本は伝染環の遮断であり、ダリア⽣産における TSWVの防除に関し
ても同様と考えられた。そこで現地の TSWV発⽣圃場を対象として、防⾍ネットの被覆に
よるアザミウマ類媒介での感染拡⼤の抑制効果を評価した。 

ダリアの切り花⽣産圃場でのアザミウマ類の優占種は前節で⽰した球根⽣産圃場と同様
にヒラズハナであり（図 3-2-1）、発⽣消⻑についても同様の傾向を⽰した。また、ヒラズに
おいて TSWVの保毒が 6 ⽉下旬〜7⽉中旬に確認され（表 3-2-1）、ダリアへの感染が短期
間で急激に拡⼤したことから（図 3-2-2）、アザミウマ類の TSWVの媒介能⼒は⾮常に⾼い
ことが明らかとなった。なお、伝染源付近で特に TSWVの感染株率が⾼く（図 3-2-3）、ハ
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ウス外の TSWV感染株から保毒したアザミウマ類が関与したと考えるのが妥当である。他
の作物においても TSWV の感染拡⼤には媒介⾍であるアザミウマ類が関わっており
(Chatzivassiliou 2008、Matsuura et al. 2002)、アザミウマ類の数が少ない条件でも圃場全体
に感染が拡⼤した事例が報告されている。 

ネット被覆は TSWVの感染拡⼤に対して⾼い効果を⽰したが（図 3-2-2）、10⽉時点で感
染を完全に防げなかったのはネットの⽬合の隙間やネットと地⾯の隙間から保毒⾍が侵⼊
したためと考えられた。そのため、ネット被覆をした際にも殺⾍剤の散布は必要であり、特
にアザミウマ類の発⽣が多くなる 6〜8⽉の散布を重点的に実施すべきである。TSWVは宿
主範囲が広いため、野良⽣えのダリアに加え、雑草を含む他の植物種の除去も防除対策の⼀
つとなる。Okazaki et al. (2007)は、ピーマン圃場において廃棄された TSWVに感染した果
実が伝染源となっており、果実を圃場外に持ち出し適切に処分することで発病を著しく抑
制できたことから、伝染源の除去が重要としている。 

本節で実証した防⾍ネット被覆は、ダリア⽣産での TSWV対策として有効であることが
明らかになった。このことで現地への導⼊が促進され、ダリア⽣産の安定化につながること
が望まれる。 
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図3-2-1 ダリア切り花圃場におけるアザミウマ類の発⽣数の推移
⻘⾊粘着板に捕捉された成⾍数を計測
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表3-2-1 切り花⽣産圃場におけるアザミウマ類からのTSWVの検出
種 6/25 7/11 7/18 8/22
ヒラズハナ 検出 検出 検出 ⾮検出
ミカンキイロ ⾮検出 n.d.a n.d. n.d.
TSWVの検出は、⻘⾊粘着板に付着したアザミウマ6〜13匹を
まとめてDAS-ELISAで実施した。
ano data
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図3-2-2 切り花⽣産圃場における防⾍ネット被覆がダリアのTSWV感染に及ぼす影響
隔離区は0.4mm⽬合ネットで被覆。
隔離区、慣⾏区についてそれぞれ20株、40株を調査。
TSWVはmicrotissue direct RT-qPCRで検定。
a no data
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TSWVに感染したダリア

1.5m

図3-2-3 切り花圃場におけるダリア輪紋病の発⽣分布
2014年8⽉12⽇に⽬視により調査を実施。
数字は感染株率(%)であり、区画の⾊の濃さは感染株率の⾼さを⽰す。
太字で囲まれた区画が0.4mm⽬合ネットを被覆した隔離区。
区画あたりのダリア株数はネット被覆は4〜6株、慣⾏区は21〜40株。
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第４章 ダリアに対するキク矮化ウイロイドの感染性と病原性の解明 
 
 第１節 ダリアに感染するキク矮化ウイロイドの塩基配列決定 
 
緒⾔ 
 
 ウイロイド(viroid)は 1 本鎖環状 RNAからなる最⼩の植物病原体であり、1971 年にジ
ャガイモから発⾒された PSTVdが初めての報告である（Adkar-Purushothama and Perreault 
2020）。ウイロイドの RNA は 246〜401 塩基であり、タンパク質をコードしないノンコー
ディング RNA である(Adkar-Purushothama and Perreault 2020)。ウイロイドは、植物細胞
に感染し、宿主の酵素に依存して RNAから RNAへ増殖・複製する。ウイロイドの塩基配
列には５つの領域があるモデルが提唱されており、それぞれ左末端領域（Terminal Left）、
病原性領域（Pathogenicity）、中央保存領域（Central conserved）、可変領域（Variable）、右
末端（Terminal right）と呼称されている（Visvader and Symons 1985）。なお、ウイロイド
の科は中央保存領域の有無によってポスピウイロイド科とアブサンウイロイド科の２つに
分類される。 

CSVd は、ポスピウイロイド科に属しており、その構造は 348〜356 塩基の１本鎖環状
RNAである（Palukaitis and Symons 1980、Matsushita 2013)。CSVdによるキク矮化病は 
1945 年にアメリカで発⾒され、1973 年になって初めて病原が CSVd であることが明らか
にされた(Bouwen and Zaayen 2004)。⽇本では⼤沢ら (1977)により初めて確認された。キ
クでの CSVd による主な病徴は、植物体の矮化と葉の⼩型化である。CSVd の伝染は、感
染株との接触や、⼿やハサミを介した汁液により⽣じる（福⽥ら 2012、 Matsushita 2013)。
また、キクでは CSVd の種⼦伝染により後代への感染が確認されている（Chung and Pak 
2008)。⼀⽅で、CSVdの⾍媒伝染は確認されていない（Matsushita 2013)。 

CSVd の全塩基配列はオーストラリアで検出された系統で初めて決定された(Haseloff 
and Symons 1981)。CSVdには塩基配列が異なる複数の系統が存在し、⽇本、韓国およびブ
ラジル等で確認されている (Choi et al. 2017、 Gobatto et al. 2014、 Matsushita et al. 2007)。
なお、CSVd には全⻑ 354、355、356 塩基の系統が存在する (Matsushita 2013)。 

⽇本のキクから分離された CSVdの塩基配列については多数の報告があり、兵庫県(塩飽
ら、1996)、北海道(李ら、 1997)、⼭形県(兼松ら、1998)、新潟県(杉浦・原⽥、1998)、福
岡県、宮崎県、沖縄県(花⽥・酒井、 2001)、静岡県(⼟井・加藤、2004)で確認されている。
なお、塩基配列の多型は主に病原性領域に存在する（Matsushita et al. 2007)。 
⼀⽅でダリアに感染した CSVdの塩基配列に関する報告は Nakashima et al. 2007に限ら

れている。そこで本節では、ダリアにおける CSVdの病原性評価や RT -PCR等による検出
のための基礎情報を得るため、国内のダリア⽣産圃場における CSVd の塩基配列を調査し
た。 
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材料および⽅法 
 
１）ダリアに感染した CSVdの塩基配列の取得 

第 2 章第 3節で CSVdの感染が確認されたダリア 94株のうち 32株を⽤いた。採取地域
の内訳は、北海道 7 株、秋⽥県 1株、⼭形県 3 株、⻑野県 4株、奈良県 2株、⾼知県 4株、
福岡県 10 株、宮崎県 1 株である。ダリアの中位葉 100 mg から RNeasy Plant Mini Kit 
(Qiagen) を⽤いて、RNAを抽出した。CSVdの全塩基配列を決定するために、以下の３組
の プ ラ イ マ ー を ⽤ い て RT-PCR を 実 施 し た 。 CSVd-ZR 、 CSVd-ZF （ 5' 
GGAACCACAAGTAAGTCCCG 3'、5' TGTGGTGCACTCCTGACCCT 3'）(Matsushita et 
al. 2007) 、 CSVd-1P 、 CSVd-1M （ 5' CTTAGGACCCCACTCCTGCG 3' 、 5' 
CCGCGATCTCGTCGGACTTC 3'）（李ら 1997）および 208CSVd-R、209CSVd-F（5' 
GGAGAGGTCTTCTGCCCTAGC 3' 、 5' AGGAGAGGAAGGAAACTAAAGGA 3' ）
（Matsushita and Shima 2015)（図 4-1-1）。逆転写反応は、ReverTra Ace（東洋紡）を⽤い
た。RTバッファー2μl、dNTPs（10mM）1μl、リバースプライマー（20mM）0.5μl、RNase 
inhibitor(1U、TOYOBO) 0.5μl、逆転写酵素（20μM）1.0μl に滅菌蒸留⽔を加え全体を
9μl とした。テンプレートとして抽出 RNAを 1μl 加えた。RT反応は、42℃30 分、99℃5
分で実施した。この RT 産物 1.8 μl、フォワードプライマー（10mM）0.6μl とリバースプ
ライマー（10mM）0.6μl、PrimeSTAR HS DNA polymerase（タカラバイオ）0.2μl、バッ
ファー4μl、dNTPs（10mM）1.6μl に滅菌蒸留⽔を加え全体を 20μl とした。PCR反応は、
98℃10秒、60℃5秒、72℃60秒を 35回繰り返した。PCR 産物の精製は ExoSAP-IT Express 
PCR Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific)で⾏った。１検体あたり、2組以上のプラ
イマーによる PCR 産物をシーケンスした。 
 
結果 
 
供試した CSVd 感染株 32 株の中から、塩基配列が異なる 6 系統が検出された（表 4-1-

1)。塩基配列の全⻑はすべての系統で 354bp であり、多型は 7ヶ所で確認された（図 4-1-
1）。系統 3は以前にダリアで検出された系統と同⼀の配列であり、系統 1 と 6は、キクで
検出された系統と同⼀の配列であった。系統 1 は、5つの地域から検出されており、最も広
く分布していた。なお、系統 2、4 および 5 は、本研究で初めて確認された。 
 
考察 
 

国内の⽣産圃場のダリアに感染した CSVd32 系統の全塩基配列を決定した。これらの
CSVd系統で確認された塩基配列の多型の多くは、病原性領域である 64、65、290、298 お
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よび 299 番⽬の塩基で認められた(表 4-1-1)。他に多型が⾒られた 169 と 190 番⽬の塩基
は右末端領域であった。これらの塩基配列の多型に関する情報は、プライマーを設計する上
で重要である。すなわち、プライマーの設計部位には多型部位を含まないようにするべきで
ある。これまでに、PSTVd、アボカドサンブロッチウイロイド（avocado sunblotch viroid；
ASVd）およびカンキツエクソコーティスウイロイド（citrus exocortis viroid；CEVd）では、
塩基配列の多型が病徴の程度に影響することが報告されている（Visvader and Symons 1985、
Schnell et al. 2001、Qi and Ding 2003）。PSTVdの U257A変異は、トマトに対する病原性
を⾼め、枯死症状を引き起こす（Qi and Ding 2003）。これらのことから、検出された CSVd
系統間のダリアに対する病原性の差異について関⼼が持たれる。⼀⽅で、キクでの CSVdに
よる病徴の程度は、塩基配列の多型より、品種や環境条件に影響される(Yoon et al. 2012)。
系統 7は本節では検出されなかったが、ダリアとキクの双⽅から検出されていることから、
ダリアとキクの間で CSVdが伝染する可能性が⽰唆される。同じく、本節でダリアから検出
した系統 1 と 6 は以前にキクから検出されており、複数の CSVd 系統で同様の伝染の可能
性が考えられる。 
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図4-1-1 ダリアから検出されたキク矮化ウイロイド（CSVd系統1；LC433628）の推定2次構造
⽮印はCSVdの検出に⽤いたプライマーを⽰す。
太字の数字は多型が認められた塩基を⽰す。
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表4-1-1 国内のダリアから検出されたキク矮化ウイロイド（CSVd）の塩基配列の⽐較

64 65 169 190 290 298 299

1
北海道 (7)、
秋⽥ (1)、⼭形 (3)、
福岡 (1)、宮崎 (1)

13 A G A T T T A
No. KU535580
No. LC433628 (本報告)

キク Gobatto et al. 2014

2 ⻑野 (4)、福岡 (8) 12 A G G C T A T No. LC433629 (本報告) -

3 福岡 (1) 1 A G A T T A T
No. AB255879
No. LC433630 (本報告)

ダリア Nakashima et al. 2007

4 奈良 (1) 1 G A A T A A T No. LC433631 (本報告) -
5 ⾼知 (2)、奈良 (1) 3 G A A T T A T No. LC433632 (本報告) -

6 ⾼知 (2) 2 G A A T T A A
No. X16408
No. LC433633 (本報告)

キク Matsushita et al. 2007

7 - No. AB255880 ダリア Nakashima et al. 2007
No. MZ328188 キク

T T A- A G G C

過去に感染が確認された宿主と
その引⽤⽂献

系統
番号

地域（検出数） 検出数
塩基配列の位置 Accession number

in GenBank/EMBL/DDBJ
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 第２節 キク矮化ウイロイドのダリアとキクへの感染性の評価 
 
緒⾔ 
 

CSVd の⾃然環境での感染はダリアやキクに加えて、ペチュニア（Petunia hybrida）
（Verhoeven et al. 1998）、ツルハナス（Solanum jasminoides）（Verhoeven et al. 2006）、ツ
ルニチニチソウ（Vinca sp.）(Nie et al. 2005)や野⽣ギク（Chrysanthemum sp.）（Matsushita 
et al. 2007)で確認されている。これらの宿主で検出された CSVd には塩基配列が異なるも
のが多く認められる。また、CSVdの系統によっては感染できる植物種が異なることが報告
されている（Matsushita and Penmetcha 2009）。トマトまたはムラサキカッコウアザミ
（Ageratum houstonianum）から分離された CSVdの 2 系統を接種した際に、キクとトマト
では両系統の感染が確認された⼀⽅で、ムラサキカッコウアザミはトマト由来の CSVd に
感染しなかった。同様に PSTVdにおいても KF 440-2 系統は、C259→U259 の 1 塩基置換
により、タバコ（Nicotiana tabacum）への感染が可能となった（Wassenegger et al. 1996）。
このようにウイロイドの塩基配列は感染・複製機構に影響を及ぼすことから、関連する塩基
配列を特定するために、転写 RNAを⽤いた接種試験が広く⾏われている。なお、CSVdで
はプラス鎖の転写 RNAがキクに感染し、病原性を⽰すことが⽰されている（Matsushita and 
Penmetcha 2009）。⼀⽅で、ダリアに対して CSVdの転写 RNAを⽤いた接種試験の報告は
なく、同様の⼿法での植物体内で CSVd が増幅するかは明らかではない。本節では複数の
CSVd系統を⽤いて、ダリアに対する転写 RNAの接種源としての実⽤性を評価し、さらに
CSVdの塩基配列がダリアおよびキクへの感染効率に及ぼす影響を考察した。 

 
材料および⽅法 
 
１）CSVdのダリアとキクへの接種 

CSVdの転写 RNAは、Matsushita and Penmetcha (2009)に従って作出した。CSVdのプ
ラス鎖 RNAを作出するために、CSVd系統 1、2、5 および 6に加え、キクから分離された
系統（No. LC062712）を含むベクターをテンプレートとして PCR を実施した。PCR 産物
を GenElute PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich)で精製し、転写のテンプレートとした。転
写は、T7 RiboMAX Express Large Scale Production System（Promega）を使⽤して 37℃で
約 12 時間の処理を⾏った。DNase Iで処理した後、転写 RNA のサイズを電気泳動で確認
した。 摩砕液での接種源は、CSVdに感染したダリアʻかまくらʼ （CSVd系統 1）、ʻポート
ライトペアビューティーʼ（CSVd系統 2）およびキクʻ千都の輝ʼ（CSVd系統 6）の感染葉に
10倍量の 0.01 Mリン酸緩衝液（pH 8.0）を加えて磨砕して作出した。接種は、健全なダリ
アʻ真⼼ʼ、ʻポートライトペアビューティーʼおよびキクʻK01ʼに⾏った。これらの上位葉にカ
ーボランダムを振りかけ、ビニール⼿袋を装着した指で 2μg の転写 RNA または磨砕液を



 
 

49 

葉に軽く擦ることで接種した。接種後の植物は、⼈⼯気象器内で 25℃、16h ⽇⻑条件で管
理した。接種 3ヶ⽉後に各植物の中位葉をサンプリングし、microtissue direct RT-PCR で
CSVdの検定を⾏った。昆⾍針（有頭シガ昆⾍針 3号）でダリアの中位の⼩葉の主脈を 3回
刺した後、昆⾍針を RT-PCR 反応液に浸漬することで、針先についた植物汁液をテンプレ
ー ト と し て 使 ⽤ し た 。 プ ラ イ マ ー は CSVdD-R 、 CSVdD-F （ 5' 
TCTCCAGGAGAGGAAGGAAACTA 3'、 5' GGAGTAAGCCCGTGGAACCTTAG 3'）を
⽤い、PrimeScript One-Step RT-PCR Kit Ver. 2 (Dye Plus) (タカラバイオ)を⽤いて、RT-
PCR 反応を⾏った。試薬の濃度はプロトコールに準じ、プライマーの濃度は 0.4μM とし
た。反応は 10μl 系で実施した。RT反応を 50℃で 10 分間⾏い、94℃で 2 分間処理後、PCR
は 94℃30秒、60℃30秒、72℃30秒を 30回繰り返し、72℃5 分間の最終伸⻑を⾏い、PCR
産物を 2.0％アガロースゲルで電気泳動した。 
 
結果 
 
転写 RNAおよび CSVd感染植物の摩砕液の接種 3ヶ⽉後に、供試したすべての CSVd系

統がダリアとキクから 42.9〜100%で検出された（表 4-2-1）。転写 RNAまたは感染植物の
摩砕液の接種源の違いによるダリアとキクでの感染株率はほぼ同等であり、最も差が認め
られたのは、系統 1 のキクでの転写 RNA100%と感染植物の摩砕液 55.6%であった。ダリ
アの品種間での感染株率はほぼ同等であった。植物種に関しては、キクはダリアより感染株
率がやや低い傾向にあり、キクでは最も低い値である感染率 42.9%が２処理区で認められ
た。CSVd系統の違いによる感染株率への⼤きな影響は認められず、最も低い値は⽰したの
はダリアでは No. LC062712、キクでは系統 5 と 6であった。 
 
考察 
 
これまでにダリアから検出された CSVd の系統にはキクから検出された系統と異なるも

のがあり、これらの塩基配列の違いによる植物種ごとの感染性への影響を評価した。本節で
⽤いたすべての系統はダリアとキク双⽅に⾼率に感染したことから、これらの CSVd 系統
間で異なる塩基配列による感染の可否に関わる影響はないと考えられた。さらに CSVd に
感染したキクを⽤いた汁液接種で、ダリアへの感染が認められたことから、キクがダリアに
対する CSVdの伝染源となる可能性が⽰唆された。同様に、ダリアがキクに対する CSVdの
伝染源となる可能性も⽰唆された。 

キク以外に CSVdの⾃然感染が確認されているペチュニア（Verhoeven et al. 1998）、ツル
ハナス（Verhoeven et al. 2006）、ツルニチニチソウ（Nie et al. 2005）および野⽣ギク
（Matsushita et al. 2007）などの植物種からの感染リスクの評価は今後の課題である。また、
ブラジルでは CSVdの雑草への⾃然感染が確認されており（Gobatto et al. 2019）、国内の圃
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場周辺の雑草での感染状況の解明はこれからの検討事項となる。 
転写 RNAでの CSVdの接種がダリアへの⾼い感染性を⽰したことから、本⼿法は、ダリ

アでの CSVd の塩基配列が及ぼす病徴や感染性への影響の評価に有効と考えられた。特に
これまでに報告のない CSVd 系統を⼈⼯的に作出することで、より広範な塩基配列の影響
を調査することができる。本節で使⽤した CSVd は５系統のみであり、ダリアとキクでの
CSVd の感染性が同⼀であるかを明らかにするにはより多くの CSVd 系統を⽤いた接種試
験による確認が必要と考えられる。 
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表4-2-1 転写RNAと感染植物の摩砕液を⽤いたキク矮化ウイロイド（CSVd）系統のダリアとキクへの接種

系統 接種植物 品種
植物種a

系統1b ダリア ポートライトペアビューティー 100 (4/4)d 100 (14/14) ダリア
(No. LC433628)c 真⼼ 75.0 (3/4) 75.0 (9/12)

キク K01 100 (4/4) 55.6 (5/9)
系統6 ダリア ポートライトペアビューティー 72.7 (8/11) 100 (14/14) キク
(No. LC433633) 真⼼ 55.6 (5/9) 83.3 (10/12)

キク K01 42.9 (3/7) 62.5 (5/8)
系統2 ダリア ポートライトペアビューティー 81.8 (9/11) 94.4 (17/18) ダリア
(No. LC433629) ダリア 真⼼ 90.0 (9/10) 82.4 (14/17)

キク K01 71.4 (5/7) 75.0 (6/8)
系統5 ダリア ポートライトペアビューティー 81.8 (9/11) - -
(No. LC433632) ダリア 真⼼ 70.0 (7/10) - -

キク K01 42.9 (3/7) - -
- ダリア ポートライトペアビューティー 42.9 (3/7) - -
(No. LC062712) 真⼼ 66.7 (4/6) - -
a接種源として⽤いたCSVd感染植物種を⽰す。
b系統の番号は表4-1-2を参照
cGenBank/EMBL/DDBJ accession no.
d感染株数/接種株数

感染植物の摩砕液転写RNA
接種源

感染報告がある
植物種

ダリア
キク

ダリア
キク

感染株率感染株率

キク
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 第３節 キク矮化ウイロイドの感染がダリアの⽣育に及ぼす影響 
 
緒⾔ 
 
 感染植物に病徴を引き起こすウイロイドは、ジャガイモでは PSTVd、トマトでは、ポス
ピウイロイド属の tomato chlorotic dwarf viroid（TCDVd）や tomato apical stunt viroid
（TASVd）、tomato planta macho viroid（TPMVd）、columnea latent viroid（CLVd）が知ら
れている。これらに感染した植物は葉に⻩化等の病徴を⽰し、経済的な被害が⽣じるため国
外で問題となっている（Singh et al. 2003)。しかし、すべてのウイロイドが病徴を引き起こ
すわけではなく、トマトに感染するウイロイドの中で mexican papita viroid（MPVd）、CEVd、
CSVd、CLVd（Singh et al. 2003)、pepper chat fruit viroid（PCFVd）（Verhoeven et al. 2009）
は⽣育に影響を及ぼさないことが知られている。ダリアへの感染が報告されているウイロ
イドは CSVd、PSTVdおよび DLVdの 3 種であるがそのうち、PSTVdと DLVdはダリアに
明瞭な病徴を引き起こさないことが確認されている（Tsushima et al. 2015、Monger 2018、
Yang et al. 2019）。⼀⽅で CSVdに関しては、DMV等との複合感染したダリアでの⽣育の
抑制が確認されていたが（Nakashima et al 2007）、CSVd単独感染での病徴の確認は⾏われ
ていなかった。 

CSVd はキク⽣産における重要病害の⼀つであり、キクでは植物体の矮化、葉の⼩型化、
早期開花を引き起こすことが知られている（Matsushita 2013）。これらの病徴はその他の植
物種でも共通しており、マーガレット（Argyranthemum frutescens）(Marais and Faure 2011)
で確認されている。CSVdに感染し矮化症状を⽰したキクでは⾮感染株よりジベレリンの合
成量が減少していたことから（Huh et al. 2006）、CSVdは宿主の遺伝⼦発現に何らかの影
響を与えていると考えられる。なお、CSVdを含むウイロイドはタンパク質をコードする領
域が認められないことから、ノンコーディング RNAとして宿主の遺伝⼦発現に関与してい
る可能性が指摘されている（Adkar-Purushothama and Perreault 2019）。 

CSVdのダリアへの感染は複数の地域で確認されていたが、ダリアに対する病原性は明ら
かにされていなかった。そのため、CSVdを防除対象とすべきか明確な根拠がない状態であ
った。本節では接種試験を⾏い、CSVd感染がダリアの⽣育に及ぼす影響を調査した。 

 
材料および⽅法 
 
1) CSVd感染親株からのダリアの栽培 

CSVd系統 2（LC433629）の転写 RNAの接種をダリアʻポートライトペアビューティーʼ
とʻ真⼼ʼに⾏い、CSVd感染株を作出した。なお、転写 RNAの作成および接種は第 4 章第 2
節に従って実施した。これらの CSVd感染株と⾮感染株を親株として、穂を採取し、挿し芽
を⾏うことで定植苗を作出した。27cmポットに定植後、摘⼼を⾏うことで 2 本仕⽴てにし、
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ビニルハウス内で、10〜30℃、約 14.5h ⽇⻑で管理した。挿し芽、定植および摘⼼はʻポー
トライトペアビューティーʼでは、2017年 2⽉ 13⽇、4⽉ 6⽇および 4⽉ 19 ⽇に、ʻ真⼼ʼ
では 2016年 12⽉ 7⽇、2017年 2⽉ 1 ⽇および 3 ⽉ 27⽇に⾏った。切り花の収穫は、外
花弁が⽔平に開いた時点で実施した。̒ポートライトペアビューティーʼでは CSVd感染株 13
株、⾮感染株 13 株、ʻ真⼼ʼでは CSVd感染株 10株、⾮感染株 9株を⽤いた。 
2) 定植後に CSVdを接種したダリアの栽培 

定植後の CSVdの感染がダリアの⽣育に及ぼす影響を評価するために、CSVd系統 2 を⽤
いて接種実験を⾏った。CSVd ⾮感染ʻポートライトペアビューティーʼの⺟株から穂を採取
し、2015 年 11⽉ 18 ⽇に挿し芽を⾏うことで定植苗を作出した。12⽉ 28 ⽇に 27cm ポッ
トに定植し、2016年 1⽉ 16⽇に摘⼼した。1⽉ 24 ⽇に CSVd系統 2 の転写 RNAを未展
開の上位葉に接種した。２本仕⽴てで管理し、１回⽬の切り花の収穫は 2016年 4⽉ 15 ⽇
に⾏った。収穫後、株の基部から側芽を伸⻑させ、２本仕⽴てで管理した。2回⽬の切り花
の収穫は、外花弁が⽔平に展開した際に実施した。ビニルハウス内で、10〜30℃、14.5 時
間⽇⻑下で栽培した。CSVd接種株 10株と未接種株 9株を栽培した．各ダリア植物の上部
葉における CSVdの感染を確認するために、接種 46、64、79 および 135 ⽇後にHosokawa 
et al. (2006)に従い microtissue direct RT-qPCR を⾏った。試薬は One Step TB Green 
PrimeScrip PLUS RT-PCR Kit (Perfect Real Time) (タカラバイオ)を⽤いた。試薬の濃度は
プロトコールに準じ、プライマーCSVd-real F1 (5ʼ TCCGACGAGATCGCGGC 3′)、CSVd-
real F2 (5′ GAAGACCGGGCTAGGGCAGA 3′)の濃度は 0.4μM、反応液量は 10μl で
実施した。昆⾍針（有頭シガ昆⾍針 3号）でダリア中位葉の葉柄を 3回刺した後、昆⾍針を
RT-PCR 反応液に浸漬した。すなわち針先についた植物汁液をテンプレートとして使⽤し
た。RT反応を 42℃で 5 分間⾏い、95℃で 10秒間処理後、PCR は 95℃5秒、60℃34秒を
30回繰り返した。 
3) 切り花の調査 

CSVd感染親株からの栽培試験については、切り花⻑、切り花重、節数、葉⻑、葉幅、花
径、花重および開花⽇を調査した。 ʻポートライトペアビューティーʼでは、CSVd感染株の
7花と⾮感染株の 8 花について、管状花と⾆状花の数を調査した。管状花は花弁が筒状で⼩
さく、雌蕊と雄蕊を有し、⾆状花は花弁が平らで⼤きく、雌蕊はなく、退化した雄蕊のみを
有する（図 4-3-1）。ʻ真⼼ʼでは、CSVd感染株の 24 花と⾮感染株の 19 花について、露⼼花
数を調査した。露⼼花は花の中⼼部から管状花が露出しているものとした。花弁の⾊の評価
は、⾊差計 (Color Reader CR-13、ミノルタ株式会社) を⽤いて CIEの L*値、a*値および b*

値を測定した。L*値は明るさを、a*値は緑〜⾚味、b*値は⻘〜⻩味を⽰す指標である。なお、
花弁が複⾊であるʻポートライトペアビューティーʼでは、発⾊部を調査対象とした。 定植後
に CSVdを接種した栽培試験については、切り花⻑、切り花重、節数、葉⻑、葉幅および開
花⽇を調査した。 
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結果 
 

CSVd 感染親株から栽培したʻポートライトペアビューティーʼとʻ真⼼ʼの感染株の切り花
⻑は、⾮感染株よりも有意に⼩さかった（表 4-3-1、図 4-3-2）。また、CSVd感染によって
両品種の切り花重、葉の⼤きさ、花径、および花重は減少したが、節数には影響がなかった。
ʻ真⼼ʼはʻポートライトペアビューティーʼよりも CSVd 感染による切り花重の低下程度が⼤
きかった。両品種の感染株の開花⽇は、⾮感染株に⽐べてやや早かった。両品種で、CSVd
感染による花弁の⾊、花の形態への影響が認められた。 ʻ真⼼ʼでは、感染株の花弁は、⾮感
染株より濃いピンクであった（図 4-3-3a）。感染株では⾮感染株より花弁の明度 L*値は低
く、a*値と b*値も低かった（表 4-3-2）。感染株では、露⼼花が 30 花中 8 花と⾼率で確認さ
れたが（図 4-3-3b）、⾮感染株では確認されなかった。ʻポートライトペアビューティーʼで
は、感染株の花弁は、⾮感染株より濃いオレンジ⾊であった（図 4-3-3c）。感染株では⾮感
染株より花弁の明度 L*値は低く、a*値は⾼く、b*値は低かった（表 4-3-2）。感染株の管状花
の割合は 22.9％（管状花数：571±4.2個、総⼩花数：249.7±7.5）であり、⾮感染株の 5.6％
（管状花数：13.1±3.7個、総⼩花数：235.3±4.7個）より⾼かった。なお、露⼼花は、感
染株と⾮感染株でともに観察されなかった。 
苗を定植し摘⼼後に CSVdを接種したダリアでは、接種後 64、79 および 135 ⽇⽬にそれ
ぞれ 20株中 10、18 および 20株で CSVdが検出された（表 4-3-3）。2番花の切り花では、
CSVd感染株では切り花⻑、葉⻑および葉幅が⾮感染株より有意に⼩さかった（表 4-3-4）。
CSVd感染株の切り花重は⾮感染株より 13％低かった。⼀⽅、1番花の切り花では CSVd感
染による切り花⻑、葉⻑、葉幅および切り花重への有意な影響は認められなかった。節数と
開花⽇は 1 番花と 2 番花の切り花でともに CSVd 感染による有意な影響は認められなかっ
た。 
 
考察 
 

CSVd 感染による病徴は、キク (Matsushita 2013) やマーガレット (Marais and Faure 
2011) で確認されている。同様に、本節の試験によりダリアでも CSVd 感染による⽣育へ
の影響が確認された。ダリアでの CSVdによる症状は、切り花⻑の減少、葉と花の⼩型化、
花⾊の変化、露⼼花率と管状花率の増加であった（表 4-3-1、図 4-3-1、図 4-3-2）。CSVd
感染による切り花重の減少の程度は、ʻポートライトペアビューティーʼよりʻ真⼼ʼで⼤きく
（表 4-3-1)、品種間で病徴の程度に差が⽣じることが⽰唆された。キクについても、CSVd
感染によって引き起こされる矮化の程度は品種に依存し、切り花の⻑さの減少率は 7.7〜
51.5 % と幅広い（Chung et al. 2005)。短⽇植物であるキクは CSVd感染により光応答が乱
され、⻑⽇条件下でも開花する（Hosokawa et al. 2004a)。同様にダリアでは、CSVd感染に
よる光応答の撹乱で、管状花の割合の増加や露⼼花の発⽣する可能性が考えられた。遺伝⼦
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レベルでの CSVd 感染がダリアの光応答を変化させる機構の解明については、より詳細な
今後の研究が期待される。 

定植後の CSVd の転写 RNA の接種では、9 週間後に約半数の株で CSVd が検出された
（表 4-3-3)。前節での接種試験と同様にダリアにおける CSVd の感染効率は⾼かった。キ
クでは、転写 RNAの接種後、5週間で CSVdが検出されたことから（Matsushita and Kumar 
2009）、植物種によって CSVdの複製効率が異なることが推察された。CSVd感染ダリアで
は、切り花⻑の減少は、2番花では認められたが、1番花では認められなかった（表 4-3-4）。
このことは、CSVd による⽣育への影響が確認できるのが、感染後約 3〜5 ヶ⽉後であり、
早期に⽬視での CSVd 感染植物を除去することは困難であることを⽰している。⼀部のキ
ク品種では、⾼照度および⾼温（25〜28℃）条件下で接種後 20 ⽇から 8週間以内に矮化症
状が現れる（Bachelier et al. 1976、Yoon et al. 2014）。したがって、ダリアでも 1番花の切
り花で矮化症状が発⽣する品種や栽培条件が存在する可能性は否定できない。 
以上のことより、CSVdのダリアへの感染が定植前、定植後であっても、ダリアに矮化症

状といった経済的被害につながる病徴を引き起こすことが明らかになった。このことから
CSVd は防除対象とすべき病原体であると結論づけた。健全株の選抜に RT-PCR を⽤いる
際には TSWV、DMVに加え CSVdを追加することが必要である。 
  



 
 

56 

図4-3-1 ダリアの露⼼花における管状花と⾆状花

a： 露⼼花、b： 露⼼花における管状花と⾆状花の位置、c： 管状花と⾆状花

a b

管状花
⾆状花

管状花 ⾆状花

c

品種ʻかまくらʼ
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表4-3-1 キク矮化ウイロイド（CSVd）の感染がダリアの⽣育に与える影響（CSVd感染親株からの栽培）

品種 CSVd感染
切り花⻑
(cm)

切り花重
 (g)

節数
葉⻑
(cm)

葉幅
 (cm)

花径
 (cm)

花重
 (g)

開花⽇a n

ポートライト 感染 58.5 ± 0.4b 231.0 ± 1.3 9.5 ± 0.1 27.7 ± 0.1 24.7 ± 0.2 11.5 ± 0.1 32.1 ± 0.6 45 13
ペアビューティー ⾮感染 80.5 ± 2.2 302.9 ± 6.4 9.4 ± 0.1 31.4 ± 0.5 27.7 ± 0.5 12.5 ± 0.3 35.5 ± 1.8 47 13

(感染/⾮感染)c 73% * 76%* 101% 88% * 89% * 92% * 90%
真⼼ 感染 62.6 ± 1.8 112.7 ± 8.8 6.6 ± 0.3 21.6 ± 0.8 16.7 ± 1.2 11.1 ± 0.2 22.2 ± 1.2 41 15

⾮感染 82.5 ± 4.0 226.9 ± 15.7 6.4 ± 0.4 32.2 ± 1.5 27.0 ± 1.2 13.7 ± 0.3 40.5 ± 2.5 48 10
(感染/⾮感染) 76% * 50%* 100% 67% * 62% * 81% * 55% * 

a摘⼼から開花までの⽇数
b平均 ± 標準誤差
c⾮感染株に対する感染株の割合
*は5%⽔準での有意差があることを⽰す (Student's t -tests; p  < 0.05)
感染区は、CSVdに感染した⺟株から採穂し栽培した。
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CSVd非感染CSVd感染

図4-3-2 キク矮化ウイロイド（CSVd）感染による
ダリアʻポートライトペアビューティーʼの矮化症状
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CSVd⾮感染CSVd感染CSVd⾮感染CSVd感染 CSVd感染

a b c

図4-3-3 キク矮化ウイロイド（CSVd）感染による ダリアの花の⼩型化、花⾊の変化および露⼼花
(a) ʻ真⼼ʼの花の症状 (b) ʻ真⼼ʼの露⼼花 (c) ʻポートライトペアビューティーʼの花の症状
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表4-3-2 キク矮化ウイロイド（CSVd）の感染がダリアの花弁の⾊に与える影響
    （CSVd感染親株からの栽培）

品種 CSVd感染 L*値 a*値 b*値 n

ポートライト 感染 71.7 ± 1.2a) 26.9 ± 1.5 30.7 ± 1.7 13
ペアビューティー ⾮感染 76.4 ± 0.5 20.8 ± 1.1 35.8 ± 1.3 13

t -test * * *
真⼼ 感染 61.9 ± 1.5 33.4 ± 1.6 -7.5 ± 2.6 10

⾮感染 67.6 ± 1.2 27.5 ± 1.4 1.7 ± 1.9 9
t -test * *

a平均 ± 標準誤差
*は5%⽔準での有意差があることを⽰す (Student's t -tests; p  < 0.05)
感染区は、CSVdに感染した⺟株から採穂し栽培した。

 
  



 
 

61 

46⽇後a 64⽇後 79⽇後 135⽇後

CSVd接種 1 0/10 6/10 9/10 10/10 10
2 0/10 4/10 9/10 10/10

CSVd⾮接種 1 0/9 0/9 0/9 0/9 9
2 0/9 0/9 0/9 0/9

a接種後の⽇数

CSVdの検出は、microtissue direct RT-qPCRを⽤いた。
ダリアは株あたり、2本のシュートを⽣育させた。

株数

表4-3-3 キク矮化ウイロイド（CSVd）接種後のダリアでの検出率

処理 シュート
感染株数 / 接種株数a

ダリア 'ポートライトペアビューティー'を⽤いた。
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表4-3-4 苗の定植後のキク矮化ウイロイド（CSVd）の接種がダリアの⽣育に及ぼす影響

切り花 CSVd感染
切り花⻑

 (cm)

切り花重

 (g)
節数

葉⻑

(mm)

葉幅

 (mm)
開花⽇数c

(接種後⽇数)
株数

1番花 感染 93.2 ± 1.3a 168.3 ± 6.0 9.3 ± 0.4 271.6 ± 5.6 230.6 ± 4.1 73 (65) 10

⾮感染 95.6 ± 2.6 175.4 ± 6.8 9.5 ± 0.4 270.7 ± 4.4 233.3 ± 5.2 74 (66) 9

(感染/⾮感染)b 98% 96% 98% 100% 99%

2番花 感染 71.5 ± 1.3 128.3 ± 4.2 10.2 ± 0.2 228.7 ± 4.7 205.8 ± 5.7 67 (148) 10

⾮感染 86.1 ± 1.7 148.0 ± 8.6 10.5 ± 0.2 253.6 ± 5.6 229.9 ± 7.9 67 (148) 9

(感染/⾮感染) 83% * 87% 97% 90% * 90% * 
a平均 ± 標準誤差
b⾮感染株に対する感染株の割合
c開花⽇は摘⼼からの⽇数とした。

＊は5%⽔準での有意差があることを⽰す  (Student's t-tests; p < 0.05)。

株あたり２本のシュートを伸⻑させた。

1番花を収穫後、株元の側芽から2番花を⽣育させた。
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 第４節 キク矮化ウイロイドの系統と栽培環境がダリアに対する病原性に 
及ぼす影響 

 
緒⾔ 
 
前節で CSVd感染によって引き起こされるダリアの病徴は、植物体の矮化、葉や花の⼩型

化、花⾊の変化および露⼼花率の増加であることが明らかとなった。しかし、病原性の確認
に⽤いた CSVd は１系統のみであり、栽培条件が病徴に及ぼす影響については検討されて
いない。 
 ダリアの多くの品種は、定量的短⽇植物であり（⼩⻄・稲葉 1964、⼩⻄・稲葉 1966）、⽇
⻑が⻑くなると、植物⻑、節数および⾆状花率が増加する（⼩⻄・稲葉 1964、 岡⽥・原⽥ 
1955）。また、温度は⽣育に影響を及ぼし、12〜28℃での⽣育温度の上昇により開花の早期
化が認められる（Jens and Heins 1993）。 

CSVd には多数の系統が存在することが知られており（Choi et al. 2017、Gobatto et al. 
2014、Matsushita et al. 2007）、第 4 章第 1 節より⽇本のダリアからは 7 つの系統が検出さ
れ、その多型は主に病原性領域に存在した。CSVdを含むウイロイドの複製と病原性に影響
を及ぼす配列を解明するためには、in vitro転写系を⽤いた逆遺伝学アプローチが広く⽤い
られている（Tabler and Sanger 1985、 Matsushita and Kumar 2009）。CSVdの転写 RNA
は、ダリアに効率的に感染し、複製することが第 4 章第 2 節で確認されており、CSVd系統
別での病原性の評価に適した⼿法と考えられる。また、CSVdに感染したキクは⾮感染株と
は異なり⻑⽇条件下でも開花した（Hosokawa et al. 2004a）。このことから CSVd感染はキ
クの光応答を抑制していると推察されているが、ダリアに関する同様の報告はない。本節で
は、CSVdの系統、栽培時期および⽇⻑条件が CSVd感染ダリアの⽣育に及ぼす影響につい
て調査した。 
 
材料および⽅法 
 
1) CSVdの接種 

第 4 章 2 節と同様に CSVd系統 2（LC433629）、系統 1（LC433628）、系統 7（AB255880）
（表 4-1-1）を含むベクターを⽤いて、転写 RNA を作出した。CSVd 感染ダリアの摩砕液
は、系統 2 に感染したʻポートライトペアビューティーʼの感染葉をその重量の 10倍量の 0.01 
Mリン酸緩衝液（pH 8.0）で摩砕し、調製した。転写 RNA2μgまたは摩砕液を⼿袋を着⽤
した指先に付着させ、カーボランダムをふりかけたダリアの最上位展開葉に擦りつけた。 
2) 時期別での CSVd感染ダリアの栽培 

CSVd接種源の種類、CSVdの系統、⽇⻑、栽培時期がダリアの⽣育に及ぼす影響を明ら
かにするために、栽培試験を実施した。ダリアʻ真⼼ʼの⾮感染株に、CSVd系統 2、系統１ま
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たは系統 7の転写 RNA、もしくは CSVd系統 2 感染ダリアの摩砕液をそれぞれ接種し、感
染親株を作出した。春季、冬季、夏季試験で、転写 RNAの接種由来の感染⺟株から穂を採
取した。また、春季試験ではこれらに加え摩砕液の接種由来の感染⺟株から穂を採取した。
なお、CSVd感染と塩基配列の確認は、第 4 章第 3節に従い、穂の採取前にmicrotissue direct 
RT-qPCR とダイレクトシーケンシングで⾏った。 
穂の挿し芽は 2018 年 1⽉（春）、2018 年 9⽉（冬）、2019 年 3 ⽉（夏）に CSVd感染お

よび⾮感染親株から採取して実施した。発根した挿し芽苗の 27cmポットへの定植はそれぞ
れ 2018 年 3 ⽉ 3⽇、2018 年 10⽉ 10 ⽇、2019 年 5⽉ 11 ⽇に実施した。摘⼼はそれぞれ
3 ⽉ 29 ⽇、10⽉ 18 ⽇、5⽉ 21 ⽇に⾏い、２本仕⽴てで管理した。これらのダリアはビニ
ルハウス内で、春季試験では 10〜30℃（平均 19℃）で 14.5 時間光周期下、冬季試験では
10〜25℃（平均 16℃）で 14.5 時間⽇⻑または暗期中断下（22:00〜3:00）、夏季試験では 15
〜35℃（平均 26℃）で 14.5 時間⽇⻑または暗期中断下（22:00〜3:00）で栽培した。すべて
の試験で、各系統の CSVd感染株 7〜12株、⾮感染株 2〜12株を栽培した。切り花⻑、切
り花重、節数、葉⻑、葉幅、花径、花重および開花⽇を調査した。花については、CSVd感
染株で 14〜20 個、⾮感染株で 4〜24 個を対象に⾆状花と管状花の数、露⼼花数を調査し
た。 
 
結果 
 
接種源の違いが病原性へ及ぼす影響を明らかにするため、感染株の摩砕液または転写

RNA を接種し、CSVd 感染ダリアを栽培した。その結果、接種源の違いによる⽣育への有
意な差は認められなかった（表 4-4-1）。なお、両接種源による CSVd 感染株は⾮感染株と
⽐べて切り花⻑、葉⻑、葉幅、切り花重、花径、花重、露⼼花率、管状花数と⾆状花数に有
意差が認められた。 

CSVd の系統、⽇⻑および栽培時期がダリアの⽣育に及ぼす影響を明らかにするために、
CSVd感染および⾮感染ダリアを栽培した。3 つの CSVd系統の感染は春、冬、夏季試験で
切り花⻑、葉⻑、葉幅、切り花重を有意に低下させた（表 4-4-1、図 4-4-1a）。いずれの CSVd
系統においても切り花⻑の低下率に栽培時期による⼤きな影響は認められず、低下率は 27
〜41％であった（表 4-4-1）。⼀⽅、切り花重の低下率には、栽培時期によって系統間差が
認められた。冬季および夏季試験では CSVd 系統間で有意差はなく、14.5 時間⽇⻑および
暗期中断下で 45〜60％であったのに対し、春季試験では CSVd系統 2 による切り花重の低
下率が 61%となり、系統 1 の 41%および系統 7の 34%と⽐べて有意に⾼かった。さらに、
葉⻑と葉幅の低下率をみると、春季試験において系統間差が認められ、系統 2 による低下
率は系統 1 および系統 7よりも有意に⾼かった。 

次に、花に対する影響を検討したところ、花重、露⼼花率、管状花数および⾆状花数にお
いて栽培時期依存的に系統間差が認められた（表 4-4-2）。系統 2 接種区における花重の低
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下率は、系統 1 および 7と⽐較して⾼く、春季試験では系統 7と、冬季試験（14.5 時間⽇
⻑下）では系統 1 と⽐較して有意差が認められた。また、CSVd 系統 2 における露⼼花率
は、春季と冬季試験（14.5 時間⽇⻑下）で、系統 1 および系統 7よりも有意に⾼かった（表
4-4-2、図 4-4-1b）。さらに、管状花数は、春季試験において、系統 2 が系統 1 および系統 7
よりも有意に多かった。⾆状花数は、春季試験では、系統 2 が系統 1 および系統 7 よりも
有意に低く、冬季試験（14.5 時間⽇⻑）では系統 1接種区よりも有意に低かった。 
暗期中断の影響を検討したところ、冬季試験では、14.５時間⽇⻑と⽐較して、切り花の

品質に影響する切り花⻑、切り花重および露⼼花率等の複数の項⽬で有意な差が確認され
た（表 4-4-1、表 4-4-2）。⼀⽅、夏季試験では、暗期中断は 14.５時間⽇⻑と⽐較して⽣育
に有意な影響を与えなかった。 
 
考察 
 

ダリアでの CSVd 感染による矮化等の症状は前節で明らかにしたが、症状の程度に関与
する要因の検討は⾏なっていない。本節では、CSVdの系統と栽培条件が及ぼす影響を評価
した。本節で⽤いた 3 つの CSVd系統の感染は、春・冬・夏季試験で植物体の矮化を引き起
こした（表 4-4-1）。切り花⻑の低下率は、すべての試験で約 30〜40％の範囲であり、これ
は前節の結果と同等であった。これらの結果は、 CSVd の感染が幅広い時期でダリア⽣産
に重⼤な被害を与え、CSVdが重要な病原体であることを⽰している。春季試験では、系統
2 の切り花重、葉⻑および葉幅は、系統 1 と系統 7 よりも有意に低かった（表 4-4-1）。⼀
⽅、夏季と冬季試験では、3 つの CSVd系統間で切り花重、葉⻑および葉幅に有意差はなか
った。それゆえ、CSVd塩基配列の差による切り花重および複葉⻑・幅への影響は栽培時期
に依存する可能性が考えられた。花径の低下率の CSVd 系統間差はすべての試験で認めら
れなかった（表 4-4-2）。⼀⽅で系統 2 の花重は、系統 1 と系統 7よりも低くなる傾向があ
った。さらに、春季と冬季試験では 14.5 時間⽇⻑下で、系統 2 の露⼼花率は他の 2 系統よ
りも有意に⾼かった（表 4-4-2）。露⼼花の発⽣の増加は、系統 2 で管状花数が多く、⾆状
花数が少ないことと⼀致していた。これらの症状の差から、CSVd系統 2 は、系統 1 および
系統 7 よりも病原性が⾼いと考えられる。PSTVd、ASVd および CEVd などのいくつかの
ウイロイドでは、塩基配列の違いが病原性と関連することが報告されている（Qi and Ding 
2003、 Visvader and Symons 1985、 Schnell et al. 2001）。PSTVdの⾼病原性株は、感染ト
マトに重度の矮化と枯死を引き起こす（Qi and Ding 2003）。⼀⽅、CSVdでは、キクでの病
徴の程度は、塩基配列の違いではなく、品種差や環境条件との関連することが⽰されている
（Yoon et al. 2012）。本節で得られた結果は、CSVdの塩基配列の違いが病原性の程度に影
響することを⽰した最初の事例である。病原性領域における系統 2 に特有の 2 つの塩基置
換（U298→A298 および A299→U299）が、病原性の⾼さに関与すると考えられる。⼀⽅、
系統 1 と系統 3の間の 2つの置換（A169→G169 および U190→C190）は病原性に影響し



 
 

66 

ないと推察される。 
冬季試験では、暗期中断は CSVd感染植物で切り花⻑、切り花重、花径や花重を有意に増

加させ、露⼼花率を低下させた（表 4-4-2）。したがって、暗期中断は CSVd 感染によるダ
リア症状を緩和するのに有効である。⼀⽅で暗期中断下では開花⽇が 14.5 時間よりも約 7
⽇遅くなり、収穫に必要な⽇数が増加することは念頭に置く必要がある。ダリアの冬季栽培
では暗期中断は 14.5 時間⽇⻑と⽐較して切り花⻑や切り花重、節数を増加させ、露⼼花率
を低下させる（⾓川・仲 2013）。それゆえ CSVd ⾮感染ダリアと同様に、CSVd感染ダリア
の冬季栽培においても⽇⻑条件が⽣育に同様の影響を及ぼしたと考えられる。⼀⽅、夏季試
験での暗期中断は CSVd感染株の管状花数、⾆状花数および切り花⻑に影響しなかった。こ
のことから、暗期中断の効果は温度に影響を受けることが⽰唆された。ダリアでは、温度が
管状花数や⾆状花数に影響することが報告されている（岡⽥・原⽥ 1955）。また、平均気温
の上昇は健全なダリアの開花⽇数を減少させる（Jens and Heins 1993）。したがって、夏季
試験では、⾼温による管状花数の割合の低さや開花⽇数の短縮が、暗期中断による CSVd感
染ダリアの管状花数の割合や切り花⻑の増加を妨げる要因と推察された。 

キクは短⽇植物であるが、CSVd感染で光応答が撹乱され、⻑⽇条件下でも開花するよう
になる（Hosokawa et al. 2004a）。ダリアでは 12 時間⽇⻑などの短⽇条件では露⼼花率が増
加することから（⾓川・仲 2013）、ダリアでの CSVd 感染においても光応答性の変化が露
⼼花率の増加を引き起したと考えられる。なお、冬季試験での暗期中断が露⼼花率を低下さ
せたことから、CSVd感染は⽇⻑反応性を完全に喪失させるのではなく、弱めたと推察され
る。 
接種時の転写 RNAの CSVdの構造は直鎖状のみであり環状の CSVdは含まれない。しか

し、直鎖状の CSVdが⾮対称ローリングサークル機構（Flores et al. 2005）により植物内で
直鎖状から環状となり複製されたと考えられる。なお、第 4 章２節の結果から転写 RNAの
ダリアへの感染効率は、植物摩砕液に含まれる CSVd）と同等であった。さらに本節で転写
RNAの CSVdの感染がダリアに植物摩砕液と同程度の症状を引き起こしたことから（表 4-
4-1）、転写 RNA由来の CSVdはダリアにおける病原性を評価する有効な⽅法であることが
明らかになった。  

本節では、3 つの CSVd系統が栽培期間中にダリアの⽣育に悪影響を与えることが⽰され
た。そのうちの 1つの系統は、植物重量、葉のサイズ、および花の形態において重度の症状
を引き起こした。CSVd系統間の病原性の違いは、ダリアの⽣育に関わる遺伝⼦の発現機構
の解明に寄与すると考えられる。⽇⻑条件も CSVd感染ダリアの⽣育に影響を与え、冬季栽
培では、暗期中断は CSVd 感染ダリアの切り花⻑の減少および露⼼花の発⽣を抑制する有
効な⽅法となりうる。本試験は CSVd の塩基配列と栽培条件が CSVd 感染ダリアの⽣育に
及ぼす影響を明らかにした最初の報告である。  
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時期 ⽇⻑ 接種源 CSVd系統
切り花⻑
 (cm)

節数
葉⻑
 (mm)

葉幅
 (mm)

開花⽇数a 株数

春 14.5 h 植物汁液 2 61.2 65%b ac 7.7 94% a 261.5 61% a 223.9 59% a 140.3 37% a 57.2 (5⽉25⽇) 97% a 10
転写RNA 2 65.1 69% a 8.1 99% ab 272.9 63% a 226.5 60% a 148.4 39% a 56.5 (5⽉24⽇) 96% a 7

1 67.5 72% a 8.8 107% b 322.5 75% b 297.6 79% b 225.2 59% b 58.8 (5⽉26⽇) 100% a 10
7 68.1 72% a 8.4 102% ab 343.1 80% b 309.0 82% b 251.5 66% b 60.9 (5⽉28⽇) 103% a 11

- CSVd⾮感染 94.1 b 8.2 ab 431.0 c 376.6 c 381.0 c 58.9 (5⽉26⽇) a 12
冬 14.5 h 転写RNA 2 72.8 60% a 8.1 92% a 268.8 66% a 223.6 72% a 121.8 40% a 73.7 (12⽉30⽇) 98% a 7

1 77.1 64% a 8.6 98% a 272.4 67% a 231.3 75% a 140.9 47% a 78.0 (1⽉4⽇) 104% a 7
7 74.3 61% a 8.4 95% a 253.8 63% a 221.3 72% a 121.6 40% a 75.6 (1⽉1⽇) 101% a 7
CSVd⾮感染 121.0 b 8.8 a 405.4 b 308.6 b 302.6 b 75.1 (1⽉1⽇) a 4

暗期中断 転写RNA 2 79.0 65% a 10.0 100% a 261.9 65% a 224.0 68% a 154.2 53% a 83.1 (1⽉9⽇) 98% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (109%) * (123%) * (97%) (100%) (127%) * (113%) *
1 80.6 66% a 10.6 106% a 273.9 68% a 226.9 69% a 157.2 54% a 91.0 (1⽉17⽇) 108% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (105%) (123%) * (100%) (98%) (112%) (117%) *
7 79.3 65% a 10.5 105% a 264.3 65% a 228.5 69% a 159.2 55% a 89.7 (1⽉15⽇) 106% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (107%) * (125%) * (104%) (103%) (131%) * (119%) *
CSVd⾮感染 121.5 b 10.0 a 405.0 b 330.5 b 291.5 b 84.5 (1⽉11⽇) a 2
(暗期中断 / 14.5 h) (100%) (114%) * (100%) (107%) (96%) (113%)

夏 14.5 h 転写RNA 2 67.8 69% a 9.6 101% a 242.3 66% a 163.1 67% a 96.5 43% a 66.3 (7⽉26⽇) 92% a 7
1 72.0 73% a 10.1 106% a 270.5 73% b 180.3 74% a 116.7 52% a 66.7 (7⽉26⽇) 92% a 7
7 66.3 67% a 10.4 109% a 244.1 66% a 170.0 70% a 103.8 46% a 67.9 (7⽉27⽇) 94% a 7
CSVd⾮感染 98.7 b 9.5 a 369.0 c 244.3 b 225.6 b 72.4 (8⽉1⽇) a 7

暗期中断 転写RNA 2 67.8 66% a 10.1 107% a 243.9 68% ab 160.0 64% a 103.1 48% a 72.0 (8⽉1⽇) 100% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (100%) (105%) (100%) (98%) (107%) (109%)
1 68.7 67% a 10.6 113% a 270.9 76% b 178.5 71% a 117.6 55% a 75.6 (8⽉4⽇) 105% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (95%) (105%) (100%) (99%) (101%) (113%)
7 60.6 59% a 9.9 105% a 226.9 63% a 155.2 62% a 90.8 42% a 70.5 (7⽉30⽇) 98% a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (91%) (95%) (93%) (91%) (87%) (104%)
CSVd⾮感染 102.4 b 9.4 a 357.7 c 250.9 b 215.7 b 72.1 (8⽉1⽇) a 7
(暗期中断 / 14.5 h) (104%) (99%) (97%) (103%) (96%) (100%)

*は14.5明期と暗期中断で有意差があることを⽰す（ student's t  test、p  < 0.05) 。

切り花重
 (g)

bCSVd⾮感染に対するCSVd感染の割合（%）。

a摘⼼からの開花⽇数。

 表4-4-1  塩基配列が異なるキク矮化ウイロイド（CSVd）の感染がダリアの⽣育に及ぼす影響

c異なるアルファベットは処理間で有意差があることを⽰す(Tukey-Kramer 多重⽐較、p  <0.05)。
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⾮感染

系統7 系統1 系統2系統2

転写RNA 摩砕液

b

a： CSVd系統感染株と⾮感染株の植物⻑の⽐較、b： 花の形態と⾊の⽐較
CSVd系統2： GenBank/EMBL/DDBJ accession no. LC433629、系統1： LC433628、
系統7： AB255880
接種源には、CSVdの転写RNAまたはCSVd感染植物の摩砕液を使⽤した。

.

図4-4-1 春季試験におけるキク矮化ウイロイド（CSVd）による病徴の系統間差

⾆状花

管状花

CSVd感染

⾮感染系統7 系統1 系統2系統2
転写RNA 摩砕液

a

CSVd感染
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表4-4-2 塩基配列が異なるキク矮化ウイロイド（CSVd）の感染がダリアの花に及ぼす影響

春 14.5 h 汁液 2 12.0 87% ab 20.7 58% a 83% (15/18) a 120.8 123% ab 87.9 61% a 18
転写RNA 2 11.5 83% a 19.3 54% a 100% (14/14) a 148.3 151% a 56.3 39% a 14

1 11.8 86% a 26.4 73% ab 22% (4/18) b 123.8 126% bc 135.9 94% b 18
7 12.7 92% ab 33.0 92% b 0% (0/20) c 105.6 107% c 140.0 97% b 20
CSVd⾮感染 13.8 b 36.0 c 0% (0/24) c 98.5 c 144.8 b 24

冬 14.5 h 転写RNA 2 11.8 88% a 20.4 65% a 42.9% (6/14) a 110.7 103% a 108.1 65% a 14
1 12.4 93% ab 27.4 88% b 0% (0/14) b 94.4 88% a 146.7 89% bc 14
7 11.9 89% a 22.8 73% ab 0% (0/14) b 98.1 91% a 122.8 74% ab 14
CSVd⾮感染 13.4 b 31.3 b 0% (0/8) ab 107.8 a 165.3 c 8

暗期中断 転写RNA 2 12.2 87% a 26.9 76% a 0% (0/14) a 89.4 95% a 153.7 67% a 14
(暗期中断 / 14.5 h) (103%) (132%) * * (81%) * (142%) *
1 12.0 85% a 29.4 83% a 0% (0/14) a 79.1 84% a 168.0 73% b 14
(暗期中断 / 14.5 h) (97%) (107%) (84%) * (115%) *
7 12.6 89% ab 32.3 91% a 7.1% (1/14) a 84.0 89% a 155.3 68% a 14

(106%) * (142%) * (86%) (126%) *
CSVd⾮感染 14.1 b 35.5 a 0% (0/4) a 94.3 87% a 228.8 c 4
(暗期中断 / 14.5 h) (105%) (113%) (87%) (138%) *

夏 14.5 h 転写RNA 2 9.7 90% a 11.9 80% a 0% (0/14) a 160.3 140% a 113.7 60% a 14
1 10.2 94% ab 13.6 91% a 0% (0/14) a 149.1 130% a 144.6 77% ab 14
7 9.8 90% ab 12.9 87% a 7% (1/14) a 180.2 158% a 125.3 66% a 14
CSVd⾮感染 10.9 b 14.9 a 0% (0/14) a 114.3 a 188.6 b 14

暗期中断 転写RNA 2 9.6 91% ab 12.6 102% a 0% (0/14) a 172.1 116% a 117.5 69% a 14
(暗期中断 / 14.5 h) (99%) (106%) (107%) (103%)
1 9.6 91% ab 13.2 106% a 0% (0/14) a 152.8 103% a 142.1 84% ab 14
(暗期中断 / 14.5 h) (94%) (97%) (102%) (98%)
7 9.5 90% a 12.4 100% a 7% (1/14) a 159.4 107% a 131.9 78% ab 14
(暗期中断 / 14.5 h) (97%) (96%) (88%) (105%)
CSVd⾮感染 10.6 b 12.4 a 0% (0/12) a 148.4 a 169.7 b 12
(暗期中断 / 14.5 h) (97%) (83%) (130%) (90%)

時期 ⽇⻑ 接種源 CSVd系統
花径
(cm)

花重
 (g)

露⼼花率
（%）

管状花数 ⾆状花数

a総花弁数に対する管状花の割合（%）。
b異なるアルファベットは処理間で有意差があることを⽰す(Tukey-Kramer 多重⽐較またはRyan法、p  <0.05)。
*は14.5明期と暗期中断で有意差があることを⽰す（student's t  testまたはカイ2乗検定、p  < 0.05)。

花数
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第５章 総合考察 
 
 ダリアは切り花の⽣産額が増加傾向にある有望な品⽬でありながら、重要病害であるウ
イルス・ウイロイド病に対する防除対策の検討が不⼗分であった。新たな産地の形成や、品
種の多様化による苗の流通量の増加などに伴い、ウイルス・ウイロイドの分布域はさらに拡
⼤していく恐れがある。ダリアでのウイルス・ウイロイドの発⽣状況については TSWV、
DMVおよび CSVdに関して報告されているが、広範な地域での調査はこれまでに実施され
ていなかった。また、キクでの重要病害である CSVdについては、ダリアへの感染が報告さ
れているが（Nakashima et al. 2007）、その病原性の詳細は明らかでなかった。このため、警
戒すべきウイルス・ウイロイド種を明確に提⽰できず、⽣産者にとっても対策が困難となっ
ていた。ダリアでのウイルス・ウイロイド種の検出に主に⽤いられる RT-PCR は単独種を
対象としたものであり、複数種の検出は労⼒とコストの増加により導⼊が進まないことが
懸念されていた。さらにウイルス・ウイロイド病の対策の基本は伝染環の遮断であり、ダリ
ア⽣産においても同様と考えられるが、明確な対応指針を打ち出すためには現地での効果
の実証が不可⽋である。本研究では、このようなダリアのウイルス・ウイロイド病対策に関
する課題を解決するために、ダリア⽣産でのウイルス・ウイロイドの発⽣状況と病原性を解
明し、さらに診断技術の開発と防除技術の実証を⾏なった。以下で、本研究の成果の⽣産現
場での活⽤とその意義、および残された課題について論じる。 

診断技術に関しては、マルチプレックス RT-PCR による TSWV、DMVおよび CSVdの
同時検出技術を開発し、さらに針先についた植物汁液をテンプレートとして⽤いる
microtissue direct 法への適応性を確認した。本⼿法はウイルス・ウイロイドの発⽣状況調
査、診断および健全株の選抜への利⽤が考えられ、省⼒・低コスト化によって全国の農業試
験場や種苗会社での利⽤が進むことが想定される。本⼿法は 2015 年に論⽂により公表され
ていたが（Asano et al. 2015）、その後もダリアのウイルス・ウイロイド病の診断に関する問
い合わせがあったことから、本⼿法の周知が⼗分ではない状況であった。そこで、各都道府
県の農業試験場や⺠間種苗会社での利⽤を促進するために、ダリアのウイルス・ウイロイド
病診断マニュアル（奈良県農業研究開発センター 2019）を作成し、HP上で公開している。
技術の普及には論⽂や専⾨誌だけでなく、表現が容易かつインターネット上で確認できる
媒体を活⽤する重要性が増していると考える。 

RT-PCR での検定部位の最適化を⾏うため、ダリアでの TSWVの分布を調査した。キク
等の植物と同様に TSWVの分布の不均⼀性が確認され、TSWVは葉および茎では先端への
移⾏性が悪く、茎では組織の⽼化に伴い検出されなくなる傾向が認められた。この結果から、
検定部位として最適なのは中位葉の葉柄と結論づけた。なお、球根では TSWVの分布の不
均⼀性が最も⾼く、検定部位として不適切であった。この結果を受けて、当センターではダ
リア親株のウイルス検定を球根で実施することを中⽌し、葉柄での検定に変更することで
検出の精度の向上を図っている。ダリアでの TSWVの分布の不均⼀性は経験的に知られて
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いたが、仮説を実証したことですべきことが明確になった好事例と⾔えよう。 
国内での TSWV、DMVおよび CSVdの感染状況と病徴との⽐較を実施した。これらのウ

イルス・ウイロイドは国内に広域に分布していたことから、いずれの種も対策が必要と考え
られた。優占種は地域によって異なったものの、苗の移動や品種の遷移により今後も変化し
ていく可能性がある。病徴が確認された株からは TSWV、DMVまたは CSVdのいずれかの
感染が確認されたことから、これらがダリアに影響を及ぼす主要なウイルス・ウイロイドで
あることが明らかになった。なお、無病徴感染の割合が⾼い DMVと CSVdは TSWVと⽐
較して感染株率が⾼かったことから、このような特性を持ったウイルス・ウイロイド種の感
染の拡⼤には今後も注意が必要である。CSVd感染による病徴は主として植物体の矮化であ
り、⽣育不良と⾒分けがつきにくい。しかし、⽣産者は⽣育状況に違和感を持っており、そ
こからウイルス・ウイロイドの関与を疑い、感染種の特定に⾄った。このように⽣産者の疑
問やニーズに寄り添う意識を持って試験研究に取り組むことで新たな知⾒を得られると考
える。なお、TSVと CMVはダリアでの感染と病徴が報告されているが（仲ら 2007b）、⽣
産現場での影響は⼤きくないと推察された。その要因が、病徴が軽微であるためか、低い感
染株率によるものか、さらなる調査が必要である。本研究では、広域な発⽣状況調査を⾏う
ことで対象とするウイルス・ウイロイド種を明確化し、同時検出技術開発による省⼒化、さ
らに検出率の⾼い部位を明⽰することでウイルス・ウイロイドの検出系に関して系統⽴て
て整理を⾏なった。ウイルス・ウイロイド検定の際に⼀つ⼀つの作業に意味を持たせること
で現場への適切な⼿法の導⼊を推進できると考える。 

ダリアにおけるウイルス・ウイロイド病の防除対策として、伝染環の遮断が挙げられる。
現地での実証試験でアザミウマ類による TSWV媒介能が⾼かったことから、アザミウマ類
の発⽣には注意が必要である。その対策として優占アザミウマ類の発⽣消⻑に基づいた殺
⾍剤の散布に加え 0.4mm⽬合ネットが有効であることが明らかになった。アザミウマ類は
様々な殺⾍剤に対する抵抗性を発達させており、殺⾍剤のみに頼った防除はリスクが伴う。
健全な親株を安定的に確保することが重要であるため、ネット被覆は特に親株⽣産圃場に
導⼊することで防除の効率は⾼まる。なお、球根⽣産圃場では⽣産した球根の⼀部を翌年の
作付けに使⽤しているため、発病株の抜き取りは現作に加え、翌作の伝染源の減少につなが
る。ダリアの現地調査の結果からも発病株の抜き取りは感染株を減少させるのに有効と考
えられている（Asano et al. 2019）。ただし、本法の課題としてすべての発病株を抜き取れな
いことや潜在感染株の存在が挙げられる。さらなる効果を得るには、発病株率が⾼い品種を
優先的に茎頂培養由来等の健全苗に切り替えることが現実的と考えられる。なお、TSWVは
アザミウマ類により媒介されるため、産地内での感染拡⼤リスクを考慮する必要がある。そ
のため産地全体での抜き取りを推進する必要があり、効果の有効性を⽰す結果を⽰すこと
ができれば作業の必要性により説得⼒を増すと考える。	

ウイルス・ウイロイドの伝染源の除去の理想は茎頂培養由来の苗を毎年導⼊していくこ
とであるが、導⼊コストを考えると実現は困難である。そのため、親株圃場での健全株の維
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持に注⼒することで効率的に効果が得られる。親株にウイルス・ウイロイドの感染が疑われ
る際は、購⼊苗や栽培圃場での⽣育が良好な株を新たな親株として早期に切り替えるべき
である。対応が遅れると被害の拡⼤が進み、対策も困難となることから継続的な圃場の観察
が重要である。それに加え、親株の更新時期を 3年に１回のように定期的に⾏うことも、被
害の発⽣、拡⼤リスクの低減に有効と考えられる。また、TSWV の伝染源として栽培植物
に加えて雑草を考慮する必要がある。本研究ではダリアでの感染状況のみを調査対象とし
たため、圃場周辺の雑草での TSWVの感染状況の把握は今後の検討事項となる。 

CSVdの感染がダリア⽣産上の問題となる矮化症状を引き起こすことが明らかになり、防
除の対象にするべきと結論づけた。⽣産圃場の調査では、CSVd感染株で明瞭に矮化症状を
⽰す株だけでなく矮化症状を⽰さない潜在感染株もしくは⽣育不良と区別できない株が確
認されたことから、⽬視のみによる健全株の選抜は困難と考えられる。そのため、健全株の
選抜には RT-PCR などの検出技術を⽤いることで選抜の精度は⾼まる。なお、CSVd はキ
クにおいて茎頂の先端まで分布することから（Hosokawa et al. 2004b）、感染株から茎頂培
養により CSVd を除去することは困難とされている。ダリアでは茎頂における CSVd の詳
細な分布は明らかにされていないが、茎頂培養による CSVd が完全に除去されない事例が
報告されている（仲ら 2007b）。茎頂のさらに⼀部分を⽤いる超微⼩茎頂培養や低温条件と
茎頂培養を組み合わせる⼿法がウイルス・ウイロイドフリー株の作出に利⽤されているが
（Hosokawa et al. 2004b、Savitri et al. 2013）、技術的および労⼒的障壁が⾼く普及には⾄ら
ないと思われる。 

栽培管理については、汁液接種による CSVdのダリアへの感染効率が⾼かったことから、
ハサミでの作業や株同⼠の接触によって感染拡⼤する可能性がある。CSVdの消毒にはバー
ナーによる熱処理が効果の安定性から最も有効と考えられる（愛知県農業総合試験場 
2013）。⼀⽅で消毒液については次亜塩素酸で効果が認められるものの、処理時間が⻑く、
作業効率を考えると実⽤的ではない。キクでは CSVd感染による矮化の程度および CSVdの
感染率に品種間差があることが明らかにされており（Yoon et al. 2012）、ダリアにおいても
同様の品種間差の評価が今後⾏われることを期待している。キクと同様に抵抗性品種や耐
病性品種の存在が明らかになれば（Omori et al. 2009、Matsushita et al. 2012）、ダリアにお
いても CSVd 抵抗性育種へ活⽤されると考えられる。 
 CSVd系統間の違いについては、感染効率と病原性について評価した。感染効率について
は供試した 5 系統の CSVd に関してはいずれも⾼率での感染が確認され、感染の可否に関
わるレベルでの系統間差は認められなかった。ここではキクでの感染が報告された系統も
含まれており、キクとダリアの間で CSVdが伝染する可能性が⽰唆された。⽣産者の段階で
ダリアとキクを同⼀圃場で栽培していることはほとんどないと思われるが、苗⽣産農家で
は、栽培管理時にダリアとキクの間での CSVdの伝染リスクを考慮する必要がある。さらに
CSVdの感染が確認されているキク以外の植物種とダリアの間での伝染が⽣じるか、今後の
さらなる調査が望まれる。病原性に関しては、供試した３系統の CSVdすべてが植物体に矮
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化症状を引き起こした。切り花⻑の減少の程度に系統間差は認められなかったが、切り花重
や露⼼花の発⽣に差が認められた。現場の対応としては、病原性に系統間差が認められたが、
いずれの系統も商品性を低下させるレベルの矮化症状を引き起こしたことから、あらゆる
CSVd系統に対策するのが妥当と⾔える。また、春、夏、冬のいずれの時期も CSVd感染株
は矮化症状を⽰したことや定植後の CSVd 感染でも 2 番花の切り花で矮化症状を⽰したこ
とから、作型に関わらず警戒が必要である。 

本研究では、ダリア⽣産におけるウイルス・ウイロイドの防除対策を確⽴させるため、発
⽣状況の解明、防除対象種の特定、診断技術の開発および防除技術の実証を⾏った。⽣産現
場での防除対策には費⽤対効果が求められ、重要なウイルス・ウイロイド種を限定し集中し
た対策を⾏うことが求められる。本研究により明確な根拠ができたことで現地の指導への
説得⼒が増すと考えられる。ウイルス病の発⽣は⻑期間にわたる問題であり、被害が減少し
て対策が不⼗分になった時に再び顕在化してくる。理想はウイルス・ウイロイド病対策が通
常管理に組み込まれることで、ウイルス・ウイロイド病の発⽣がないあるいはわずかという
状況である。継続した注意喚起と初期対応の呼びかけを⾏えるよう、現場に最も近い普及事
務所で今回の情報が活⽤されることが望まれる。これらの対策が継続的に実施されること
で、ウイルス・ウイロイド病の被害が低減されることを期待している。 
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摘要 

 

ダリアはブライダルなどの業務⽤需要を中⼼に切り花の⽣産額が増加傾向にある有望な
品⽬である。ダリア栽培での主要な病害はウイルス・ウイロイド病であり、挿し芽や球根の
分球といった栄養繁殖によって感染した⺟株から後代に伝染し、その被害が拡⼤する。特に
TSWV と DMV による被害が深刻とされ、CSVd については病原性を含めさらなる調査が
求められていた。しかし、これらに対する防除対策を進めるための根拠となる情報が不⼗分
であった。そこで本研究では、ダリア⽣産でのウイルス・ウイロイドの発⽣状況と病原性を
解明し、さらに診断技術の省⼒化を図り、実証試験を実施することで防除技術の確⽴を⽬指
した。 

第２章ではダリアにおけるウイルス・ウイロイド検出法の省⼒化と精緻化、さらに主要な
ウイルス・ウイロイドの発⽣状況の解明を⽬的とした。主要なウイルス・ウイロイドである
TSWV、DMV および CSVd のマルチプレックス RT-PCR 法による同時検出技術を開発し
た。それぞれの PCR 産物のサイズは 720、402 および 249bp である。さらに針先についた
植物体の汁液をテンプレートとするmicrotissue direct RT-PCR での実⽤性を確認し、RNA
抽出を省略できることで作業時間を⼤きく短縮した。 
上述の 3 種ウイルス・ウイロイドの中で TSWVのみがキク等の植物体で不均⼀に分布す

ることが報告されている。そこで、適切なサンプリング部位を提⽰するため、ダリアの植物
体内での TSWVの分布を調査した。複葉での検出率は葉柄で最も⾼く、次に葉軸、葉脈と
なり、葉⾝では低く、葉柄から離れるにしたがって検出率が低下する傾向があった。⼩葉に
おいても同様の傾向を⽰し、葉脈近辺では安定して分布しており、葉⾝では特に葉縁で分布
しない傾向があった。茎では、栄養成⻑期と開花期では分布の傾向が異なっていた。栄養⽣
⻑期では、茎の上位節は、中位節と下位節に⽐べて検出率が低かった。⼀⽅、開花期では、
栄養成⻑期と⽐べて検出率は上位節で⾼く、下位節で低い傾向があった。球根では TSWV
は球根の⽪層、師部および⽊部に主に分布していた。しかし、球根断⾯での TSWVの分布
⾯積は 1/3 未満となる個体が半数以上であり局在性が⾼かった。これらのことと検体採取
の作業性を考慮すると中位の複葉の葉柄が検定部位として最も適切と考えられる。 
 第３章ではウイルス媒介⾍対策による TSWVの防除技術の確⽴を⽬的とした。奈良県の
ダリアの露地球根⽣産圃場における媒介能を持つ主要なアザミウマ類がヒラズハナアザミ
ウマであることを明らかにした。その発⽣のピークは 7 ⽉上旬であり、栽培期間を通じて
TSWV を保毒していることが明らかになった。このことから、殺⾍剤の散布はヒラズハナ
の発⽣の増加時期である 5、6 ⽉に実施するのが適切と考えられた。施設切り花⽣産圃場で
は、アザミウマ類の TSWVの保毒が確認され、感染株率は 80%に達したことからアザミウ
マ類による TSWV の媒介能⼒は⾼いと考えられた。なお、物理的防除である 0.4mm ⽬合
のネット被覆による TSWVの感染拡⼤の抑制効果は⾼く、有効な防除⼿段となることを実
証した。 
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第４章では、ダリアから検出された CSVdの塩基配列や感染性といった基礎情報に加え、
今まで明らかにされていなかった病原性について評価を⾏った。国内のダリアから検出さ
れた CSVd の系統はいずれも全⻑が 354bp であり、既報のダリアから検出された系統に加
え、これまでに報告がなかった系統および既報のキクから検出された系統が確認された。こ
れらの塩基配列の多型の多くは病原性領域で確認された。ダリアまたはキクから検出され
た CSVd系統をダリアとキクに汁液接種した結果、いずれの組み合わせでも感染率は⾼く、
感染性に系統間差は認められなかった。このことから、ダリアとキクとの間で CSVdが伝搬
する可能性が⽰唆された。接種試験により CSVdのダリアの⽣育に対する影響を調査した。
その結果、植物体の矮化、露⼼花の発⽣および花⾊の変化が認められた。これらは商品性の
低下に直結することから CSVdは防除対象とすべき病原体であると結論づけた。なお、CSVd
系統間で病原性に違いが認められ、CSVd系統 2 では他の２系統と⽐べて、露⼼花率が⾼く、
切り花重も低い傾向にあった。なお、⽇⻑は CSVd感染ダリアの⽣育に影響を及ぼし、冬季
試験では暗期中断処理は、14.5 時間⽇⻑と⽐べて露⼼花率は低く、切り花⻑は⻑かった。 

本研究によって、国内のダリア⽣産における主要なウイルス・ウイロイド種が TSWV、
DMVおよび CSVdであることを特定し、これらの省⼒的な診断技術を確⽴した。本技術に
より発⽣状況の調査や診断および健全株の選抜が推進されることを期待する。また、TSWV
主要な感染拡⼤の要因がアザミウマ類による媒介であり、その媒介⾍の発⽣消⻑を明らか
にした。その対策として殺⾍剤の適切な散布時期を提⽰し、防⾍ネット被覆が有効であるこ
とを実証した。CSVdは本研究により防除対象に新たに加えられ、塩基配列や感染性といっ
た対策の基礎となる情報についても整理を⾏った。今後、これらの知⾒がダリア⽣産の現場
で活⽤されることを期待する。 
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