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タバコ・モザイク・ウィルス（ＴＭＶ） は， 種々の化学物質によって不活性化されること
が知られ

ているが，
ｏｓｔｅｒａｎｄ ＭＣＬａｒｅｎ（１９５０）は， ａｃｒ

ｉｄｉｎｅ色素を混合したＴＭＶ は， 可視光線の照射に

より不活性化されることを報告した， また，
Ｃｈｅｓｓｉｎ（１９６０）はａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ， ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，

あるし、はｓａｆｒａｎｉｎを含むＴＭＶ核酸（ＴＭＶ‐ＲＮＡ）が可視光線の照射によって不活性化されると報

告 し て いる． 同様 の 結 果 がｒｉｂ。ａａｖｉｎ，ｌｕｍｉｃｈｒｏｍｅ，ｐｒｏ
日ａｖｉｎ，ｔｈｉｏｐｙｒ。ｎｉｎ，ｔｏｌｕ

ｉｄｉｎｅｂｌｕｅ，

ｎｅｕｔｒａｌｒｅｄに つ い て も 報 告 さ れ て い る （Ｔｓｕｇｉｔａ 鑑 〆，，１９６５；ｏｒｌｏｂ，１９６７；Ｓａｓｔｒｙａｎ
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Ｇｏｒｄｏｎ，１９６６ａ：ＳｉｎｇｅｒａｎｄＦｒａｅｎｋｅｌ－Ｃｏｎｒａｔ，１９６６）．本研究において，ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ，ｎｅｕｔｒａｌ

ｒｅｄ， ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ， およびｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔの４種の色素によるＴＭＶ および，ＴＭＶ－ＲＮＡ の不

活性化について実験を行ったが， これらの色素の不活性化作用は， ペントナイトの添加によって著

しく抑制されることを認めた． それらの結果を以下に報告する．

材料および方法

　

実験に用いたすべての植物は，鉢植えにしてガラス室内で生育させた，ＴＭＶは普通系を用い，タ
バコ（Ｎどの”””” 如卿伽創 Ｌ．ｖａｒ． ＷｈｉｔｅＢｕｒｌｅｙ）に接種し， 増植させた後， その葉の搾汁液から

超遠心分画法（Ｓｔｅｅｒｅ，１９５９）によって純化した， ＴＭＶ‐ＲＮＡ は， ｂｅｎｔｏｎｉｔｅ‐ｐｈｅｎｏｌ法（Ｆｒａｅｎｋｅｌ
－ＣｏｎｒａｔｅＺ メリ１９６１）によって調整した． ペントナイトは， Ｆｒａｅｎｋｅｌ－ＣｏｎｒａｔｅＺ ｄ，（１９６１）の方

法に従って作成した， ＴＭＶおよびＴＭＶ－ＲＮＡの濃度は２６０ｎｍの紫外線吸光度 （Ｔａｋａｈａｓｈｉ，
１９５１） によって測定した． 色素はアクリジソ・オレンジ （ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ）， ニュー トラ ル・レッ ド

（ｎｅｕｔｒａｌｒｅｄ）， メチレン・ブルー （ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ）， およびゲンチアン・バイオレット （ｇｅｎｔｉａｎ

ｖｉｏｌｅｔ）を実験に用いた， これらの色素， ＴＭＶあるいはＴＭＶ‐ＲＮＡの希釈には，０．ＩＭ の燐酸緩

衝液 （ＰＨ７．０） を使用した． 色素を含むウイルス試料に対する可視光線の照射には，２５０Ｗ の陽光

ランプ（東芝製， 波長のエネルギー比をＦｉｇ．１に示した）を使用し， 直径４．５ｃｍ の黒色プラスチッ

クのシャーレに試料を入れ，透明なガラス板で覆い，１７．５ｃｍの距離から照射を行った，太陽光線の

照射の際も， 同様に試料をシャーレに入れ， 透明なガラス板で覆い， 一定の時間， 太陽光線にさら

した． その際， 温度の上昇を避けるためにシャーレのそばに氷を置いた． 照射後，１．ｏｍｇ／ｍ′の濃

度のペントナイトを含む燐酸緩衝液（０．ＩＭ，ＰＨ７．０）で試料を一定濃度に希釈し，６００メッシュの

カーポランダムをふりかけた婦た〆幻ｍ 部幼ば７２餌αＬ，の葉に接種を行い，生じた壊痘病斑数から，そ

の不活性化の程度を調べた，
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色素によるＴＭＶおよびＴＭＶ－ＲＮＡの不活性化に対するベソトナイトの影響

実

　

験
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果

ＴＭＶに対する色素の感染阻止作用

　

ＴＭＶ （０，２”ｇ／ｍ‘） に２００“ｇ／ｍＺの濃度になるようにａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ，ｎｅｕｔｒａ
ｌｒｅｄ，ｍｅｔｈｙｌ‐

ｅｎｅｂｌｕｅ， およびｇｅｎｔ
ｉａｎ ｖｉｏｌｅｔを混合した． また， ベソトナイトの効果を調べるために， 同濃度

のＴＭＶと色素の混合液にペントナイト（５ｍｇ／ｍｏを加えた， 対照には同じ濃度のＴＭＶを用い，

亙 ｇ‘”“”ｏｓαに半葉法で接種を行った， 以上の実験は光を避けるために， 暗室内で写真用の安全灯

の下で行った，接種後， Ｎ ｇ′“≠〃ｏｓαを温室に移し，３日後に生じた壊痘病斑数を教えた，
Ｆｉｇ．２に

は４種の色素について，ＴＭＶに色素を混合した場合，およ
びＴＭＶに色素とベソトナイトを混合し

た場合の感染力（病斑数）を対照に対する百分率（％）で示した， どの色素においても， ＴＭＶの感

染力は色素の混合によって阻止された，その阻止率はｇｅｎｔｉａｎｖ
ｉｏｌｅｔの約５５％が最も高く，ｍｅｔ

ｈｙｌ‐

ｅｎｅｂｌｕｅの約３６％が最も低かった．これらの色素のＴＭＶに対する感染阻止作用は，
ペントナイト

の添加によって抑制され， 感染力が再び回復すること
が認められた，
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太陽光線による色素のＴＭＶおよびＴＭＶ‐ＲＮＡに対する不活性化力

前述の４種の色素を用いて，ＴＭＶ は５０”ｇ／ｍ
Ｚ， 色素は２００“ｇ／ｍ′の濃度になるように混合し

た．また，ペントナイトの効果を知るために，同
濃度のＴＭＶと色素の混合液にペントナイトを１ｏ

ｍｇ／ｍ‘の濃度になるように加えた， これらの試料をシャーレに入れ，７月の晴天の日に
太陽光線を
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３０分間あてた，同じ濃度のＴＭＶと色素との混合液を比較のために暗室に保った．３０分後，ペント
ナイトを加えていない試料にはペントナイト（１ｏｍｇ／ｍ‘）を加えた， 各試料はＴＭＶ の濃度が０，２

〆ｇ／ｍＺの濃度になるように， ペントナイト（１，ｏｍｇ／ｍｏ を含む燐酸緩衝液を用いて希釈した後，
亙 郡ｚ腐れｏｓαの葉８枚に接種を行った， その結果をＴａｂｌｅｌに示した． 色素を含むＴＭＶ試料は，
太陽光線の照射によって不活性化されることが認められ，ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅとｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔの不活
性化力が強く，ｎｅｕｔｒａｌｒｅｄの不活性化力は他の色素に比べ，弱かった．色素を含むＴＭＶにペント

ナイトを混合して太陽光線をあてたが， その不活性化は， 色素を含むＴＭＶを暗所に保った試料の
感染力と比較して， わずかであった， ペントナイトが色素の光力学作用による不活性化作用を抑制

することは， 用いた４種の色素について認められた．

　

次に， 色素（１００βｇ／ｍＺ） を含むＴＭＶ‐ＲＮＡ（１００”ｇ／ｍ′）， およびこの色素とＴＭＶ－ＲＮＡ の
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１１
色素によるＴＭＶおよびＴＭＶ‐ＲＮＡの不活性化に対するペントナイトの影響

混合液にベソトナイト（１ｏｍｇ／ｍ／）を加えた試料に太陽光線を３０分間あて
た． 色素（１００〆ｇ／ｍＺ）

とＴＭＶ－ＲＮＡ（１００“ｇ／ｍ‘）との混合液を暗所に保ったものを対照とし
た， 照射後， ペントナイト

を加えなかった試料にはベソトナイトを加え， ペントナイト（１．ｏｍｇ
／ｍ／） を含む燐酸緩衝液を用

し、て，
ＴＭＶ－ＲＮＡ の濃度が２“ｇ／ｍ卿こなるように希釈した後に，

Ｎ，ｇＺ増加ｏｓαの８枚の葉に接種

を行った．その結果を
Ｔａｂｌｅ２に示した，ＴＭＶ－ＲＮＡにおいても，

色素の混合と太陽光線の照射に

よってＴＭＶ‐ＲＮＡ は， ほぼ完全に不活性化され， ペントナイトを添加することによって， その不

活性化は， ほぼ完全に抑制される
ことが， 用いた４種の色素の

すべてにつし・て認められた．

　

陽光ランプの照射による色素のＴＭＶおよびＴＭＶ‐ＲＮＡに対する不活性化
力

　

陽光ランプを使用して， 可視光線の照射量
を一定に保ち， 色素による

ＴＭＶの不活性化について

実験を行った， 色素 （２００〆ｇ／ｍ／） と
ＴＭＶ（５０“ｇ／ｍＺ） とを混合した， これと同じ濃度の色素と

ＴＭＶの混合液にペントナイト（１ｏｍｇ／ｍＺ）を加えた試料を作成した， 試料をシャ
ーレに入れ， 陽

光ランプで６０分間照射を行った， 照射後， ベソトナイ
トを加えなかった試料には， ペントナイトを

加えた，ＴＭＶ の濃度が０，２”ｇ
／ｍＺになるように燐酸緩衝液を用いて希釈した． 対照には， 同じ濃

度のＴＭＶを用い，Ｎ 郡“””ｏｓαに半葉法で接種を行った．４種の色素についての結果を
Ｆｉｇ，３に示

した．ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ，ｎｅｕ
ｔｒａｌｒｅｄ， ｍｅｔ

ｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ， およ
びｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔの色素は陽光ラソフ
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（１１｝



１２ 由

　

崎

　

俊

　

道

の可視光線の照射によってＴＭＶを不活性化し， 特にｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔの不活性化率が， 最も高かっ
た．これらの色素の不活性化力は，ペントナイトを加えることによって完全に抑制されることが４種
の色素について認められた （Ｆｉｇ．３），

　

ＴＭＶ‐ＲＮＡについて， 色素による不活性化を陽光ランプを用し、て実験を行った． ＴＭＶ‐ＲＮＡ
（１００“ｇ／ｍ′）と色素（５０“ｇ／ｍ′）とを混合した， これと同じ濃度のＴＭＶ‐ＲＮＡと色素との混合液
にペントナイト（１ｏｍｇ／ｍｏ を加えた試料を作成した， 各試料に陽光ランプを用いて， 可視光線を
３０分間照射した， 照射後， ペントナイトを加えなかった試料には， ペントナイト（１ｏｍｇ／ｍＺ）を加
え， ＴＲＶ‐ＲＮＡの濃度が４〆ｇ／ｍ′になるように， ペントナイト（１．ｏｍｇ／ｍｏを含む燐酸緩衝液を
用いて希釈した． 対照には， 同じ濃度のペントナイトを含む ＴＭＶ－ＲＮＡ （４”ｇ／ｍｏ

　

を用い， 亙

ｇ‘”““ｏｓαに半葉法で接種を行った，Ｆｉｇ，４には， 各試料の感染力を対照に対する百分率で示した，
色素を含むＴＭＶ－ＲＮＡは可視光線の照射によって強く不活性化されることが， 用いた４種の色素
について認められた． この不活性化の程度はＴＭＶの場合よりも， はるかに高かった， これらの不
活性化は， 色素とＴＭＶ‐ＲＮＡの混合液にペントナイトを加えることによって， ほぼ完全に抑制さ
れることが認められた．
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色素によるＴＭＶおよびＴＭＶ‐ＲＮＡの暗所での不活性化

高濃度の色素は， 光の照射なしに， ＴＭＶあるいはＴＭＶ－ＲＮＡを不活性化するかどうか実験を

（１２）



色素によるＴＭＶおよびＴＭＶ－ＲＮＡの不活性化に対するペントナイトの影響

　　　　　　　　

１３

行った．前述の４種の色素を用い，
ＴＭＶと色素とを， それぞれの濃度が５ｍｇ／ｍ

Ｚになるように暗

室内で混合した，３時間後にペントナイトが１ｏｍｇ／ｍ
‘の濃度になるように加えて，色素の反応を止

めた． 写真用の安全灯の下でペントナイト（１．ｏｍｇ
／ｍＺ）を含む燐酸緩衝液を用いて，ＴＭＶの濃度

が０，２”ｇ／ｍ
Ｚになるように希釈した． 対照には， ペントナイト（１．ｏｍｇ／ｍ

Ｚ）を含む燐酸緩衝液で

希釈したＴＭＶ（０．２“ｇ／ｍ‘）を用いた， それぞれを
亙 ｇＺ“””ｏｓαに半葉法で接種を行い， 生じた病

斑数を数えた． この実験は４～５回行ったが，
Ｔａｂｌｅ３には， 生じた病班の総数を示した， 暗所にお

いても，
ＴＭＶ は色素によって不活性化されることが認められた，ｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔの４４％の不活性化

率が最も高く，次し・で，ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅ，ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅの順に低かった，ｎｅｕ
ｔｒａｌｒｅｄでは約１２％

のわずかな不活性化率であった．

　

次に， ＴＭＶ－ＲＮ
Ａの暗所での色素による不活性化について調べた，ＴＭＶ－ＲＮＡ（４００“ｇ／ｍＺ）

と色素（５００〆ｇ／ｍ′）とを混合し，３時間暗所に保った，３時間後に
ベソトナイト（５ｍｇ／ｍｏ を加

え， 反応を止めた， 暗室内の安全灯の下
で， ペントナイト（１．ｏｍｇ／ｍ

Ｚ）を含む燐酸緩衝液を用い

て，
ＴＭＶ－ＲＮＡ の濃度が２“ｇ／ｍＺになるように希釈した． 対照には， ベソトナイト（１，ｏｍｇ

／ｍ′）

を含む燐酸緩衝液で希釈したＴＭＶ－ＲＮＡ（２”ｇ／ｍり を用いた， 亙 ｇ′”””ｏ班 に半葉法で接種し，

感染力を比較した，実験を４～５回行った結果をＴａｂｌｅ４に示した．ａｃｒ
ｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ，ｎｅｕｔｒａｌｒｅｄ，

およびｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｌｕｅでは，１０～１５％の病斑数の減少
がみられ，ｇｅｎｔ

ｉａｎｖｉｏｌｅｔでは，病斑数が約

３５％減少し，他の色素より減少率が高かっ
た，以上のように，ＴＭＶ‐ＲＮ

Ａにおいても，ＴＭＶと同

様に， 色素によって可視光線の照射なしに，
わずかではあるが不活性化されることが認められた，
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ＴＭＶある し、はＴＭＶ－ＲＮＡ がａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ， ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｂｌｕｅ，ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅ，ｎｅｕｔｒａｌ

ｒｅｄ， などの色素の光力学作用
（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃａｃｔｉｏｎ）によって不活性化されることが知られてい

る， （Ｃｈｅｓｓｉｎ，１９６０；
ｌｔｏ

　

の αん １９６７；０ｒｌｏｂ，１９６３，１９６５，
１９６７；０ｓｔｅｒａｎｄ ＭｃＬａｒｅｎ，１９５０；
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ｅｆ

　

”ん
１９６５）． 同様に，ａｌｆａｌｆａ ｍｏｓａｉｃ ｖｉｒｕｓ，ｃｕｃｕｍｂｅｒ ｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓおよびそれらの核酸も色素によっ
て不活性化されることが報告されてし・る（ｏｒｌｏｂ，１９６７）， ウイルス核酸の色素に対する感受性は
ｉｎｔａｃｔなウイルスよりも強く，また高い濃度の色素は，光の照射なしにウイルスあるし、はウイルス核
酸をわずかではあるが， 不活性化することが知られている （Ｃｈｅｓｓｉｎ，１９６０；Ｈｉａｔｔｇｒ 破り１９６０；
ｏｒｌｏｂ，１９６３，１９６７；汎ｒａｉｌｉｓａｎｄ Ｍｅｌｎｉｃｋ，１９６４）． 本研究 において は， ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ，ｎｅｕｔｒａｌ

ｒｅｄ，ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｕｅ，およびｇｅｎｔｉａｎｖｉｏｌｅｔは，太陽光線あるいは陽光ランプによる照射によって，
ＴＭＶおよびＴＭＶ－ＲＮＡを不活性化させた． また， 高濃度の色素は， 暗所に保ったＴＭＶおよび
ＴＭＶ‐ＲＮＡを，わずかに不活性化させ，以前の色素の不活性化作用についての報告と一致する結果
を得た．

　

ペントナイトは，ＲＮａｓｅの作用を抑制する効果を有するため， ウイルスから感染力の強いウイル

ス核酸を分離する際， あるいはウイルス核酸の感染力を維持する目的のためにも利用されている
（ＳｉｎｇｅｒａｎｄＦｒａｅｎｋｅｉ－Ｃｏｎｒａｔ，１９６１；Ｆｒａｅｎｋｅｉ－Ｃｏｎｒａｔ

　

ｅ『α／．，１９６１；Ｈｕｐｐｅｒｔａｎｄ Ｐｅｉｍｏｎｔ，
１９６２；Ｈｉｔｃｈｂｏｒｎａｎｄ Ｄｕｎｎ，１９６３；Ｓａｒｉ（ａｒ，１９６３）， また， ペントナイトは， 多くの種類のウイル

ス感染阻止物質の作用を抑制することが知られている（由崎，１９８０）． その原因は， ペントナイトに
阻止物質が吸着されるためと考えられている， ペントナイトを利用すれば， 今まで不可能であった
昆虫体内のウイルスの感染力を直接検出することもできる（Ｙｏｓｈｉｚａｋｉ，１９８０；由崎，１９８１）， 最近，
ＹｏｓｈｉｚａｋｉＢＺ ｄ．（１９８５） は， ホップ緩化ウイロイドのキュウリ株 （ＨＳＶＭＣ） を用い， このウイロ

イドの感染力は， ペントナイトの添加によって高められ，ＲＮａｓｅによるウイロイドの不活性化は，
ペントナイトによって抑制された． また ＨＳＶ－Ｃ は， ａｃｒｉｄｉｎｅｏｒａｎｇｅ， ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｂｉｕｅ， および
ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｏの添加と可視光線の照射によって不活性化され，この色素によるウイロイドの不活
性化は， ペントナイ トによって著しく抑制されることを認めている． 本研究においても， ペントナ

イトは， 色素のＴＭＶおよびＴＭＶ＝ＲＮＡに対する不活性化作用を強く抑制する効果が認められ
た，ｔｏｉｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅｏなどの色素は，核酸を染色し検出するために用いられているが，これらの実験
の際には， 色素の作用を軽減させるために， 光の照射をできる限り制限する必要があり， また， 色
素の光力学作用による核酸の化学変化を抑制するために， ペントナイトの利用は有効な方法と考え
られる．
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